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ABSTARKT

Na stanovenie obsahu lepku v odrodach ja¢metia doporu¢enych pre vyrobu Ceského piva
bola pouzitd sendvicova imunoanalyza ELISA. Je to momentalne najpouzivanejSia metdda na
stanovenie lepku v potravinarskom priemysle.

Sledovanie obsahu lepku v surovinach a potravinach z nich vyrobenych je dolezité hlavne
pre Tudi trpiacich celiakiou. Intolerancia lepku je autoimunitné ochorenie, ktoré spdsobuje
morfologické a funkéné zmeny tenkého creva. Momentalne je jej najucinnejSou lieCbou
dodrziavanie bezlepkovej diéty.

V ramci bakalarskej prace bol sledovany obsah lepku v 14 vzorkach ja¢mena. Na meranie
bol pouzity set RIDASCREEN® Gliadin. Vysledky boli spracované pomocou softwaru RIDA
SOFT Win.NET. Obsah lepku sa vo vzorkach ja¢mena pohyboval v rozmedzi od 36,3 g/kg do
82,5 g/kg.

KLUCOVE SLOVA
Lepok, jaémen, celiakia, Ceské pivo, ELISA
ABSTRACT

Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay ELISA was used for determination of gluten
in barley varieties recommended for the production of Czech beer. Currently, it is the most
widely used method for determining gluten in the food industry.

Monitoring the gluten content in raw materials and foods made from them is especially
important for people suffering from celiac disease. Gluten intolerance is an autoimmune
disorder that causes morphological and functional changes in the small intestine. Currently, the
most effective treatment is following a gluten-free diet.

In this bachelor thesis, content of gluten in 14 barley samples was monitored. The
RIDASCREEN® Gliadin set was used for the measurement. Results were evaluated with RIDA
SOFT Win.NET software. Content of gluten in the barley samples varied from 36,3 g/kg to
82,5 g/kg.
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1 UVOD

Lepok je obilna bielkovina, ktora je vyznamna V potravinarskom priemysle pre jej
senzorické a technologické vlastnosti, ale aj pre jej negativny vplyv na l'udsky organizmus.
Spdsobuje mnozstvo imunopatologickych ochoreni napr. celiakiu. Vyskytuje sa v pSenici, Zite,
ovse ale aj jaCmeni.

Ja¢men je znamy pre svoje vyuzitie pri vyrobe sladu a nasledne piva. V zavislosti na obsah
lepku je pre I'udi s celiakiou nevhodnou surovinou ako aj vSetky produkty z neho vyrobené.
Preto sa hl'adaji spésoby ako by mohli byt niektoré tradi¢né pochutiny a napoje bezpetné aj
pre Tudi sintoleranciou na lepok. V dnesnej dobe existuje viacero spOsobov pripravy
bezlepkového piva. Jednou z moznosti je pouZitie alternativnych obilnin ako napr. ciroku.
Dal$ou moznostou je pouzitie odrody jaémefa a pSenice s niz$im obsahom lepku, ktory sa pri
procese vyroby sladu a piva eliminuje, degraduje. V neposlednej rade sa vyuziva enzymaticka
degradacia lepkovych bielkovin.

Celiakia je autoimunitné ochorenie, ktoré postihuje asi 1% populacie zapadnej Europy.
Sposobuje morfologické zmeny tenkého Creva, ktoré vedu k zmene absorpcie zZivin. Priznaky
tohto ochorenia st r6znorod¢, ale medzi zdkladné patria poruchy tradvenia, plynatost, kice,
hnac¢ky a redukcia hmotnosti. U l'udi trpiacich celiakiou ¢i precitlivenost'ou na lepok je vécsia
predispozicia na vyskyt osteopordzy ¢i anémie. Zatial’ najuc¢innejSou liecbou tohto ochorenia je
bezlepkova diéta. Zakladnym principom tejto diéty je prijimanie potravin, ktorych obsah lepku
je niz8i ako 20 mg/kg. Tieto suroviny st charakteristické pre vysoky obsah sacharidov a nizky
obsah vlakniny, ¢o méze viest’ k d’als$im ochoreniam.

V sucasnosti existuje viacero metdd na analyzu obilnych bielkovin, ktoré vychadzaju zo
zakladnych inStrumentadlnych metdd. Jednou z najpouZzivanejSich analyz je imunoanalyza
ELISA, ktorad sa pouziva bud’ Vv kompetitivnom alebo sendvi¢ovom prevedeni. Zakladnym
rozdielom medzi jednotlivymi supravami su druhy protilatok, sposob pripravy vzoriek ¢i
samotné pouzitie referencnych a kalibra¢nych materidlov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Jaémen
2.1.1 Charakteristika

Ja¢men patri do ¢el'ade lipnicovitych (Poaceae) a je vyznamnou historickou obilninou, ktora
ma v oblasti I'udskej vyzivy dolezité postavenie. Historia jeho pestovania siaha do obdobia
5. stor. p. n. I. do oblasti Azie, odkial’ sa tato plodina zacala §irit’ d’alej do Eurépy [1] [3]. Jaémen
mozeme rozdelit’ podla vyuzitia do Styroch zékladnych kategorii:

Jacmen krmny — Do tejto kategorie zarad’'ujeme ja¢men viacradovy aj dvojradovy, formy
ozimné aj jarné, pluchaté aj bezpluché. K hlavnym poziadavkam pre kifmny ja¢men je vysoky
obsah bielkovin, esencialnych aminokyselin, Skrobu a nizky obsah B-glukanov.

Jacmer sladovnicky — V Ceskej republike prevazuje na vyrobu sladu jarny jaémei, ktorého
poziadavky uréuje norma CSN 46 1100-5. Akost je ovplyvnena napriklad obsahom bielkovin,
B-glukanov, podielom predného zrna a kli¢ivostou. Na kvalitu sladovnickeho jaémenia ma
rovnako vplyv pocasie a poda.

Jacmen priemyselny — Hlavnym vyuzitim jarného jaémena v priemysle je pri vyrobe
etanolu, skrobu, detergentov a farmaceutickych pripravkov.

Jacmen potravinarsky — Pouziva sa na vyrobu funkénych potravin, v ktorych sa uplatituje
ucinok B-glukanov, a-tokotrienolu a antioxidantov na znizenie obsahu cholesterolu v Krvi. Zrno
jaCmena sa vyuziva na vyrobu krup, vloc¢iek, farmaceutickych preparatov ¢i potravinovych
doplnkov [1] [2].

Vsetky odrody jaémena vychadzaja z druhu jacmena siateho (Hordeum vulgare L.), ktory
sa rozdel'uje na zékladné dva druhy:

= Jacmen siaty viacradovy (Hordeum vulgare, convar. vulgare)
=  Jacmen siaty dvojradovy (Hordeum vulgare, convar. distichon)

Dalsie delenie je v zavislosti na obdobie sadenia:

Jacmen jarny — Preferuje sa prevazne na vyrobu sladu aako krmovina. Pestovanie je
ovplyvnené hlavne kyslost'ou pddy, ¢o ma vplyv na celkovi kvalitu jaémena. Jeho pestovanie
je preto nevhodné v oblastiach postihnutych emisiami, ktoré by mali negativny vplyv nielen na
Samotnu obilninu, ale aj na kyslost’ pody.

Jacmen ozimny — Jeho pestovanie je vhodné aj na menej urodnych podach, nie je naro¢ny na
podmienky, ale je nachylny na skoré sadenie. Je vyrazne tirodnejsi ako jarny jacmen. Preto sa
pestovanie dvojradového jacmena v ozimnej forme preferuje viac, v dosledku vaésieho vyuzitia
V potravinarskom priemysle (vyroba etanolu, whisky a krtip) a ako krmivo pre zvierata [1].



2.1.2 Anatémia a morfologia
2.1.2.1 Koreriova sustava

Hlavnou funkciou koreniovej sustavy je stabilizovanie rastliny v pode, Cerpanie Zivin
z pddy, ich transport do celej rastliny a syntéza vyznamnych organickych latok. Ja¢men ma
zvazkové korene, ktoré rozdel'ujeme na primarne a sekundarne. Sekundarne st mohutnejsie
a vyrastaji z bazalnych uzlov. Primarne zasahuju aZ do hibky 140 cm a zastavaju doleZita alohu
v obdobi sucha pri udrzovani vlhkosti. Tvorba koreniovej sustavy sa neustale pocas vegetativnej
fazy meni. Jej rast je ovplyvneny nie len vlahou, zivinami ¢i vlastnostami pddy ale aj okolitymi
rastlinami. Na zaciatku kli¢enia obilky je v zarodku 5 — 6 a aj viac zarodoénych korienkov.
Zakladom primarneho korena je prostredny koren — radicula, z ktorého postupne vyrastaji
d’alsie korene. Povazuju sa za sekundarne (adventivne) a stavebne sa liSia od primarneho.
Prevazna Cast’ korefovej sustavy sa nachadza v hornej Casti pddy. Koretiové vlasky sa
nachadzaju hlavne v strednej Casti koreniovej sustavy a dotykaju sa podnych Castic. ZvySuja
absorpciu vlahy z pody apri jej nedostatku vysychaja. Preto dlhodobé sucha negativne
vplyvaju na celkovy rast rastliny. Vo vegetativnej faze dochadza k velkej spotrebe dusika a
mineralnych latok rastlinou. Preto sa zviac¢Suje aj koreniova sustava. Jej délezitou sucastou st
cievne zvizky, ktorych stavba sa rozdel'uje na lykovi a drevnatu Cast’. Lykova ¢ast’ ma za ulohu
transport organickych zivin a drevnata ¢ast’ mineralnych latok z podzemnych ¢asti rastliny do
nadzemnych [1] [4].

2.1.2.2 Steblo

Steblo spaja jednotlivé anatomické Casti (listy, kvety, korene) a tvori celkovii oporu rastliny.
U ja¢mena je duté a dosahuje vySku od 50-130 cm. Sklada sa z uzlov a ¢lankov. Uzly sa
nazyvaju aj kolienka, oddel'uju jednotlivé ¢lanky. Z uzlov vyrastaja jednotlivé listy a posledny
nesie zéklad okvetia. Steblo obsahuje 5-8 ¢lankov, na ktorych sa nachadzaju listové posvy a tym
steblo speviiuju. Steny su pokryté z vonkajSej strany pokozkou, pod ktorou sa nachadza
parenchymatické pletivo. Toto pletivo je tvorené chloroplastami spolu s chlorofylom. Vnatorna
Cast’ steny je tieZ pokrytd parenchymatickym pletivom. V stene sa nachadzaju cievne zvizky,
ktoré rozvadzaju organické latky z koretiovej sustavy d’alej do rastliny. Celkovéa stavba stebla
je do zna¢nej miery ovplyvnend odrodou, hnojenim a celkovym obsahom ligninu a celulozy

[1] [4].
2.1.2.3 Listy

Listy pri jameni su striedavé, pravoto¢ivé, dvojradové a vyrastaju z uzlov. Cepel listu je
Spicatd a Ciarkovana. St dolezité z hladiska vymeny plynov V procese fotosyntézy
a vyparovania vody. Listy jacmena maji svetlozelenu farbu, ktora ho odlisuje od ostatnych
obilnin. Plocha listu je na jednej strane SirSia ako na druhej. Listy z vonkajSej strany a rovnako
aj cela rastlina st chranené krycim pletivom - pokozkou pokrytou voskom — kutikulou. Kutikula
chrani rastlinu pred patogénmi, slne¢nym ziarenim a nadmernym odparovanim vody [4].

2.1.2.4 Kvetenstvo a kvet

Kvetenstvo je u ja¢émena nepravy klas - lichoklas. Klasky st tvorené kvietkami, ktoré su
tvorené pluchou a pluskou. Vnutri sa nachadzaju samcie pohlavné organy (3 ty¢inky) a jeden



samCi organ (piestik). Kvet jaCmena je teda obojpohlavny atym padom je schopny
samooplodnenia. Samotny piestik je tvoreny semennikom, ¢nelkou a dvoma perovymi bliznami
pokrytymi papilamami, ktorych ulohou je zachyt pelového zrnka. Semennik sa po oplodneni
meni na plod a stena semenniku na oplodie [1] [5].

2.1.25 Obilka

Obilka (plod) je typ nazky, ktory ma nepukavy plod a vzrastené oplodie s osemenim. Pocas
procesu ontogenézy dochadza k rastu obilky, v dosledku delenia buniek a prijmu vody. Po
tomto procese nasleduje plnenie samotného plodu. Tento proces je spojeny s ukladanim
zasobnych latok napr. Skrobu a dusikatych latok. Jednym =z ddlezitych procesov, ktoré
ovplyvitujii plnenie plodu je fotosyntéza. Do obilky je zpletiv, ktoré sa podielaji na
fotosyntéze, delokalizovana sachar6za [4].

o
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Obrdzok 1 Obilka, jej schematické zobrazenie, priecny rez a pozdizny rez [4]

1 - pluchy, 2 —oplodie (2.1 —epidermis, 2.2 — hypotermis, 2.3 — mezokarp, 2.4 —endokarp), 3 — osemenie
(3.1 -osemenie, 3.2 - hyalinna vrstva), 4 - aleuronova vrstva, 5 —endosperm (5.1 - subaleuronova vrstva,
5.2 - Skrobovy endosperm), 6 — vrstva stlacenych buniek, 7 — Stitok, 8 — zarodok, 9 - cievny zvézok, 10
— Stetinka [4].

Plod je zlozeny z troch zékladnych casti:

e Obalové vrstvy — Hlavnou funkciou obalovych vrstiev je ochrana pred neziaducimi
vonkaj$imi vplyvmi. Patri sem oplodie aosemenie. S tvorené vrstvami buniek
a chrania zrmo pred vyschnutim. Oplodie je tvorené celuldozou, ktora ma funkciu
nerozpustného materidlu a 0semenie nesie farbiva, ktoré urcuju celkovy vzhl'ad zrna.
Obalové vrstvy su zdrojom mineralnych latok ako aj vlakniny a pri mleti sa pouzivaji
ako otruby [4].

e Endosperm — Je zivné pletivo vsSetkych krytosemennych rastlin a ma najvacsie
percentudlne zastipenie V zrne. Je tvoreny:
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o Vonkajsia cast’ — aleuronova vrstva je tvorena bunkami s vysokym obsahom
bielkovin. Je zdrojom hydrolytickych enzymov a mineralnych latok.

o Vnutorna cast — Skrobovy endosperm je tvoreny prevazne zdsobnym
polysacharidom — skrobom. Je tvoreny $krobovymi zrnami, ktoré moézu byt
velké alebo malé v zavislosti na obsah amylozy. Velké maju percentudlne
vyssie zastipenie amylozy ako malé. Steny endospermu su bohaté na zdroj f —
glukanov, ktoré maju vyznamné u¢inky pri lieeni civilizaénych ochoreni [4].

Medzi obalovymi vrstvami a endospermom sa nachadza Specialna vrstva nazyvana
aleuronova vrstva, ktora je bohata na bielkoviny, cukry a mineralne latky. Vznika
pocas dozrievania obilky. Bunky nachadzajuce sa medzi obalovymi vrstvami a
endospermom obsahuju vakuoly, ktoré pri dozrievani obilky vysychaja a tvoria
aleuronova vrstvu. Bunky v aleuronovej vrstve pocas klienia obilky respiruju a st
metabolicky aktivne, ale nedelia sa [4] [3].

Zarodok — Tvori zaklad pre potenciondlnu buducu rastlinu. Je umiestneny v dolnej Casti
zrna a je chraneny oplodim a osemenim. Zarodok prilicha k endospermu a je zlozeny z
dvoch casti. Prva Cast’ tvori zdklad pre budice listy a je chranend blanitou poSvou.
Druhé Cast’ zas tvori zdklad pre zdrodo¢né korienky, ktoré su tiez chranené blanitou
posvou. Pri spracovani zrna na muku sa odstrafiuje, lebo znizuje senzorické vlastnosti
produktu, v dosledku oxida¢nych aenzymatickych zmien. Zarodok obsahuje male
mnozstvo Skrobu, ale nemusi ho obsahovat’ vobec. Je bohaty na dusikaté latky, lipidy,
cukry, mineraly a vitaminy skupiny B [1] [4].

4] | it

Gemeine Gerfle,

Gerjte,

Obrazok 2 Jacmen [33]
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2.2 Chemické zloZenie ja¢mena

Ja¢men je zlozeny z 80 - 90 % z organickych a anorganickych latok, ktorych zastupenie je
ovplyvnené odrodou, klimatickymi podmienkami ¢i samotnou pédou. Najvicsie percentudlne
zastpenie tvoria sacharidy, nasleduju bielkoviny, lipidy, mineraly a vitaminy [4] [5].

2.2.1 Sacharidy

V jaémennom zrnu sa nachadzaju rézne druhy sacharidov od jednoduchych az po zlozené.
Vznikaju v zrne procesom fotosyntézy, kde dochadza k absorpcii oxidu uhli¢itého a jeho
redukciou na glukézu a kyslik. Pre fotosyntézu je charakteristicka premena svetelnej energie,
prijimanej zelenym farbivom chlorofylom, na chemickt. Najvacsie zastipenie ma zasobny
polysacharid $krob, ktory tvori 60 - 65 % z celkového mnozstva suSiny zrna. Je zdrojom
energie pre organizmy, ale aj pre novovzniknuté rastliny zo zarodku. Tvoria ho dve zlozky,
amyloza (25 %) a amylopektin (75 %). Mnozstvo jednotlivych zloziek je do znacnej miery
ovplyvneny $lachtenim a stupfiom dozretia zin [3] [4] [5].

o Amyloza je tvorend glukdézovymi zvySkami pospdjanymi a—1,4 glykosidickou vdzbou a
zakladnou zlozkou je disacharid maltoza. Retazce su dlhé, linearne a tvoria Srobovicu.
Vo vode dochadza k jeho rozpusteniu a k tvorbe soli.

Obrazok 3 Struktira amylozy [4]

o Amylopektin je tvoreny tiez glukézovymi zvysSkami pospajanymi véizbami o—1,4
a o — 1,6. Retazce st omnoho viac vetvené ako pri amyloze. S horucou vodou vytvara
maz, ktorého tvorba je ovplyvnena samotnou Struktirou amylopektinu.
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Obrazok 4 Struktira amylopektinu [4]

Okrem Skrobu sa v zrne nachddzaju aj monosacharidy, ktoré su v stopovych mnozstvach
v endosperme (glukoza, fruktdza a maltoza) alebo v klicku (sacharéza a rafinosa) [4] [5].

2.2.2 Bielkoviny

Su dusikaté latky, ktoré st zlozené z jednotlivych monomérov — aminokyselin. Maja velky
nutriény, kfmny a technologicky vyznam. Podl'a miesta vyskytu ich mdéZeme rozdelit' na
lepkové (aleuronova vrstva), rezervné (endosperm) a histologické (membrany buniek
v endosperme). Ja¢menné bielkoviny sa delia do S§tyroch zékladnych skupin — albuminy,
globuliny, prolaminy a gluteliny. Albuminy a globuliny su bielkoviny s dobrou rozpustnostou,
globuliny a gluteliny st bielkoviny lepkové. Su zlozené z gliadinu a gluteninu. Tieto latky su
schopné tvorit’ s vodou gél atvoria elasticka Struktiru v ceste. Lepkové bielkoviny mézu
sposobovat’ vazne zdravotné poruchy napr. celiakiu [4] [5].

Produkty Stiepenia bielkovin ja¢mena pocas klicenia tvoria Sirokt skalu makropeptidov,
polypeptidov az aminokyselin, ktoré maju doélezity technologicky vyznam pri vyrobe piva
a sladu. V zavislosti na ich fyzikalno-chemickych vlastnostiach prispievaju k plnosti chuti piva,
penivosti a stabilite peny [4].

Popis jednotlivych bielkovin ja¢mena:

e Albuminy - st bielkoviny, ktoré st dobre rozpustné vo vode a Vv sol'nych roztokoch.
V jaémeni bol identifikovany protein V pivnej pene nazyvany Lipid Transfer Protein
(LTP). Ma dolezita ulohu pri rmutovani, kde na seba viaze lipidy, ktoré mézu negativne
vplyvat’ na penivost’ piva.
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e Globuliny — su rovnako ako albuminy rozpustné vo vode a Vv solnych roztokoch.
Vyskytuji sa v Styroch formach: a-globulin, B-globulin, y-globulin a 6-globulin.
Najvacsi technologicky vyznam sa pripisuje B-globulinu, ktory sa podiela na
nebiologickom zakale piva.

e Prolaminy — su bielkoviny, ktoré su nerozpustné vo vode a v sol'nych roztokoch. St
dobre rozpustné v etanole ¢i inych alkoholoch. Zakladnym prolaminom ja¢mena je
hordein, ktorého vyznamné formy su 8- a e-hordein. Podielaji sa na tvorbe koloidného
zakalu.

e Gluteliny — nazyvaju sa aj gélové proteiny s hydrofébnym charakterom. St rozpustné
len v alkalickych roztokoch a zhorSuju proces cedenia pri vyrobe piva [4].

2.2.2.1 Enzymy

Z chemického hladiska st to makromolekularne zluceniny bielkovinovej povahy
schopné katalyzovat’ chemické reakcie. Nachddzaju sa v ja¢meni v jeho aktivnej aj
latentnej forme. S ddlezité biokatalyzatory, ktoré zabezpecujii hlavné metabolické
procesy Vo vegetativnej faze, ale aj po zatve a pri uskladiiovani. Maju délezita tlohu
pri rozlGsteni zrna, pri vyrobe sladu atvorbe jeho charakteristickych vlastnosti.
Rozdel'ujem ich do Siestich skupin [4] [35]:

1. oxidoreduktdzy

2. transferdzy
hydroldzy
lydzy
izomerdzy
ligazy

o gk w

Ich vyskyt v jednotlivych Castiach jaémena je rozny. V zdrodku sa nachadzaji vSetky
skupiny enzymov, ale hlavne oxidoreduktazy, transferazy a hydrolazy. Z hydrolaz majt
hlavné zastapenie amylazy, peptidazy, lipazy a fosfatazy. Naopak v aleurdenovej vrstve
sa nachadzajii oxidoreduktazy, transaminazy, lipazy, fytazy, a-amylazy, exo-
a endopeptidazy. V endosperme maju zastipenie f-amylazy, endopeptidazy a fytazy.
Vsetky kategorie enzymov majt dolezit tlohu pri vyrobe sladu a piva. Oxidoreduktdzy
a transferazy st spojené s procesmi dozrievania, skladovania akli¢enia ja¢mena.
Rovnako sa podielaji na metabolizme sacharidov, dusikatych latok a lipidov.
Hydroldzy maju dolezita ulohu pri rozlusteni zrna a kliceni. Lydzy aizomerdzy sa
podiel’aji na metabolizme lipidov, polyfenolov, uhliku a dusiku. Ligdzy st spojené
s biosyntézou $krobu, aminokyselin a bielkovin [35].

223 Lipidy

Nachadzaju sa hlavne v zarodku a v aleuréenovej vrstve. St vyznamnymi latkami pri kliceni
apri metabolickych procesoch. St tvorené mastnymi kyselinami ako napr. kyselinou
linoleovou a olejovou. Tvoria 1,5 % — 3 % z celkového obsahu zrna. Ja¢menné lipidy obsahuju
najviac neutralnych lipidov ako napriklad: triacylglyceroly, glykolipidy a fosfolipidy.
Z technologického hl'adiska maju v jaémeni pozitivny, ale aj negativny vplyv na vyrobu piva
a sladu. Pozitivny vplyv maju na metabolizmus pivovarskych kvasiniek, na udrzovania funkcie
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a rast membran. Posobia inhibi¢ne pri tvorbe chutovo vyznamnych esterov. Negativny vplyv
maju na stabilitu pivnej peny a na chut’ piva [4] [5].

2.2.4 Vitaminy a mineralne latky

Vitaminy sa nachddzaji hlavne v tkanivach zarodku a aleuréenovej vrstve. Su sucast'ou
komplexov, ktoré funguju ako kofaktory intermedialneho metabolizmu. Hlavné zastipenie
maju nielen vitaminy rozpustné vo vode ako napr. vitaminy B — komplexu a C ale aj rozpustné
v tukoch napr. E a A. Su dolezité na mnozenie kvasiniek pri fermentacii piva, ktoré podporuji
Pudské zdravie. V neposlednej rade su v rastline zastipené mineralne latky, ako napr. fosfor,
sira, horc¢ik, vapnik, sodik a zelezo. Najviac minerdlnych latok sa nachadza v klicku
a v obalovych cCastiach zrna [4] [5].
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2.3 Vyuzitie jaémena

Vyuzitie ja¢menia sa historicky menilo. V minulosti ho ludia vyuzivali na vyrobu
jatmenného chleba, ako krmovinu a lieCivi rastlinu s protizapalovymi a antiseptickymi
uc¢inkami. V dneSnej dobe sa jaémen v potravinarskom priemysle pouziva menej. Je vSak
dolezitou surovinou pri vyrobe whisky, sladu a piva. Na zaciatku pivovarského priemyslu
a vyroby sladu bola majoritnou surovinou psSenica, ktoru ¢asom vystriedal jaémen. Okrem
potravinarskeho priemyslu nasiel v dnesnej dobe vyuzitie ako krmovina. Vo farmaceutickom
priemysle sa pouziva na vyrobu doplnkov stravy s vysokym obsahom mineralnych latok,
bielkovin, enzymov a § — glukanov [1] [3].

2.3.1 VyuZzitie pri vyrobe sladu a piva

Vyroba sladu sa historicky spaja s rozvojom vyroby piva. Na vyrobu sladu sa pouziva
sladovnicky jacmen a iba malé percento vyroby tvori slad vyrobeny zo pSenice. Vyrobeny slad
sa vyuziva hlavne v pivovarskom priemysle. Ziskavaju sa z neho vytazky, ktoré nasli vyuzitie
v textilnom ale aj vo farmaceutickom priemysle. Na zaklade r6znych odrdd jaémena a pripravy
pozname rdzne druhy sladu. M6zZeme ich rozdelit’ do Styroch zakladnych kategorii:

1. Svetly slad plzenského typu

2. Viedensky slad

3. Tmavé mnichovské (bavorské) slady

4. Specialne slady (karamelové, farebné, kyslé atd’.) [2] [4]

Zakladné suroviny na vyrobu sladu st voda a ja¢men. Pri vyrobe piva sa k vode a jaémenu
pridava chmel, chmelové vyrobky, nahrady sladu a pivovarské kvasinky. Odrody
sladovnickeho ja¢mena, ktoré boli doporucené na rok 2022 Vyzkumnym tstavem
pivovarskym a sladaiskym pre vyrobu Ceského piva su [2] [6]:

e Bojos

e Francin

e Laudis 550

o LG Ester

e LG Stamgast
e Malz

e Manta [6]

2.3.1.1 Vyroba sladu

Celkova produkcia sladu vychadza z tradi¢nych postupov, ktoré sa osvedcili uz v minulosti.
Zaroven sa modifikuje v zavislosti na modernych poznatkoch vedy a vyskumu, ktoré umoznujt
zefektivnit’ cely vyrobny proces a minimalizovat’ straty, ktoré sa pri vyrobe vyskytli. Podstatou
vyroby sladu je zaktivovat’ potrebné enzymy, aromatické latky a farbiva, ktoré su dolezitou
stcastou vyroby piva, ktorému dodavaju potrebnu chut, vonu a farbu. Vyber jaémena na
vyrobu sladu zavisi na viacerych kvalitativnych parametroch. Princip sladovania je zalozeny na
vytvoreni optimalnych podmienok na klicenie jaémena, aktivacii atvorbe technologicky
dolezitych enzymov. Pri procese vyroby sladu sa musia ¢iasto¢ne alebo uplne degradovat’
komplexné zluceniny (Skrob, bielkoviny a nukleové kyseliny) hydrolytickymi enzymami, ktoré
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vznikli pri sladovani, na jednoduché zlozky (cukry, aminokyseliny a nukleotidy) [4] [5] [7].
Sladovanie delime na zaklade sposobu a techniky skladovania na:

e Periodické humnové

e Pneumatické bubnové

o Skrinové

e Polokontinudlne (posuvné hromady)

e Kontinudlne (pasové, tunelové a Sachtové) [2]

Samotnu vyrobu sladu mézeme rozdelit’ na sest’ zakladnych krokov. Schematicky popis celého
procesu vyroby je uvedeny na obrazku 5 (Obrazok 5).

prijem, €istenie a
triedenie ja¢mena

h 4

macanie a
kli¢enie

hvozdenie

odklicovanie

skladovanie a
expedicia

Y

hotovy slad

Obrazok 5 Schéma vyroby sladu [4]
o Prijem jatmena

Prijem ja¢mena sa prevadza na prijimacich rampach za pomoci réznych dopravnych
prostriedkov. Z kazdej dodavky jaCmena sa odobera reprezentativna vzorka na analyzu, kde sa
sleduju parametre ako obsah vody, bielkovin, necistot, kli¢ivost, napadnutie Skodcami ¢i
mikrobialna kontaminécia. Kazda prijimacia rampa obsahuje mostna alebo automatickt vahu
a prijimacie kose. Na prepravu jaémena, zeleného ja¢mena a uz hotového sladu sa pouzivaju
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dopravniky, ktoré rozdel'ujeme na mechanické (vertikalne, horizontdlne) a pneumatické (sacie
systémy, systéemy dopravy tlakovym vzduchom) [2] [4].

o Cistenie a triedenie

Cistenie a triedenie jaémefa sliZi na odstranenie prachu, neéistdt, roztriedenie podla
velkosti a akosti. Tieto Gpravy su kl'aicové pre nasledné skladovanie, dopravu ¢i vyrobu sladu.
Cistenie je v sladovniach zabezpetené roznymi zariadeniami, ktoré zaistuju odstranenie
hrubych a jemnych necistot, kovového a nekovového charakteru. Patria sem magnety,
odklasovace ¢i triery. Zakladné Cistenie prebicha v aspiratoroch, nasledne oddelenie buriny
a zfn inych obilnin sa uskuto¢fiuje na triéru. V triediacich zariadeniach sa potom zrna rozdelia
podrla velkosti. Priestory, kde dochadza k Cisteniu a triedeniu sa musia odprasovat’ pomocou
filtrov ¢i cyklon. Vycisteny a vytriedeny ja¢men sa skladuje v silach, ktoré obsahuju
pneumatické dopravniky a ventilatory. V starSich a malych sladovniach sa eSte stile ja¢men
uskladiiuje na hromadéch v dobre vetranych povalach. Hlavné straty, ktoré pri uskladneni mozu
nastat’ su zapri¢inené intenzivnym dychanim, pri ktorom zrno spotrebovava cast’ svojich
dusikatych organickych latok za tvorby oxidu uhli¢itého. V pripade, Ze nie je regulovany obsah
oxidu uhli¢itého prevzdusiovanim alebo odsdvanim, prechddza dychanie na kvasenie.
Produkty kvasenia su toxické pre samotné zrno a mézu sposobit’ zhorSenu klicivost’ alebo
usmrtit’ zarodok uplne [2] [4] [7].

o Macanie

Celkova vyroba sladu je zaloZend na celej rade vegetativnych, Struktarnych, fyzikalnych,
chemickych, biochemickych ahlavne enzymatickych zmien. Preto proces méacania je
pociatocny a vel'mi dolezity Usek vyroby sladu, ktory zabezpecuje prijem vody a naslednu
aktivaciu enzymov potrebnych pre vyrobu sladu. Prijimanie vody zrmom je zavislé na
genetickych vlastnostiach odrody, fyziologickych, Struktirnych, chemickych a biochemickych
vlastnostiach, obsahu soli, tvrdosti a teplote vody. Proces zacina nasypanim zin do vody v
naduvniku, ktory moze byt valcovity alebo Stvorhranny so spadovym konickym dnom.
V minulosti sa pouzivalo prevazne macanie, ktoré prebiehalo dlhsiu dobu pod vodou a bol
minimalizovany ¢as na vzduchu. Tento spdsob poskytuje vysoku kvalitu sladu, ale len
U ja¢mena, ktory je fyziologicky zdravy, dokladne dozrety a odlezany. Vytaznost' sladu je
vys$Sia, lebo si minimalizované straty pri dychani. Rovnako st aj naklady niZsie, lebo sa nemusi
odvadzat’ oxid uhli¢ity. V dnesnej dobe sa vSak preferuje skor vzdu$né macanie, ktoré mozeme
rozdelit’ na zaklade vysledného obsahu vody do troch kategoérii [2] [4] [7]:

1. 30 % obsah vody — proces zahriiuje 2 — 6 hodin pod vodou v zavislosti na jej teplote
a stave zrna, nasleduje prestavka na vzduchu 14 — 20 hodin.

2. 38 —40 % obsah vody — zrno je pod vodou 6 — 10 hodin v zavislosti na podmienkach
sladovne. Potom sa zrno musi nechat’ preschnit’ a pocas tohto procesu sa z naduvniku
musi odsavat’ oxid uhlicity.

3. 42— 44 % obsah vody — jaémen je pod vodou 4 — 6 hodin a po vypusteni vody sa 2 — 4
hodiny nechd odkvapkavat. Takto pripravené zrno sa maca V pneumatickych
klicidlach [2].
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o Klicenie

Ciel'om klicenia ja¢mena je aktivacia a syntéza enzymov a samotné rozlustenie zrna.
Dochadza tu k vyvoju zarodku, ktory je spojeny s rastom korefiov, vyhonkov a samotnou
modifikaciou endospermu. Cely tento proces by mal prebiehat s minimalnymi stratami
a nakladmi. Syntéza novych hormoénov je iniciovana fytohorménami, ktoré su zlozené
z kyseliny giberelovej a d’alsich latok. Tieto latky sa dostavaju cez endosperm do aleurdenove;j
vrsty, kde dochadza k vzniku volnych aminokyselin a novych enzymov (p — glukanaza, a —
amylaza a protedzy). Tento proces sa oznaCuje ako modifikacia zrna. Dochadza pri nom
K transformacii tvrdého endospermu na méikky. Tvorba novych enzymov je spojena
s dostatoénym mnozstvom metabolickej energie, ktora sa ziskava oxidaciou zasobnych latok.
B—amyldza a a — amylaza patria medzi najdolezitejSie enzymy sladu, ktoré v procese
rmutovania su schopné odburavat’ Skrob. Degradécia proteinov pri kliceni jaémena zabezpecuje
komplex proteolytickach endo- a exo- enzymov. Ich Stiepenie mozeme rozdelit’ do dvoch faz.
V prvej faze dochadza k Stiepeniu bielkovin v Stitku a v aleuréenovej vrstve. V druhej Casti
dochadza k degradacii bune¢nych stien skrobovych zin v endosperme a hydrolyze rezervnych
proteinov (hordeiny a gluteliny). Zariadenia na kli¢enie jaémena mozeme rozdelit’ na klasické
a moderné. Do klasickych patria humnd, priestranné vzdusné miestnosti, ktoré maji podlahu
Z hladkého betonu alebo kachli¢iek. Medzi moderné kliciace techniky zarad’ujeme bubnové,

skrinové a vezové. Najviac sa vSak pouzivaji Saladinové skrine alebo polokontinualne
hromady [2] [7].
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o Hvozdenie

Cielom hvozdenia je znizenie obsahu vody v zelenom slade pod hodnotu 4 %
a zabezpecenie stability produktu pri sladovani. Rovnako aj zastavenie vegeta¢nych procesov,
redukovanie  casti  enzymovych  aktivit  avytvorenie  chutovych,  farebnych
a oxida¢no — reduk¢énych latok. Hvozdenie — susenie prebicha na tzv. hvozdoch, kde vrstvou
zeleného sladu prechadza vzduch s prislusnou teplotou pre danu fazu. Hvozdenie nie je len
susenie sladu, ale dochddza tu k viacerym reakciam, ktoré maju vplyv na vyslednt senzoriku
sladu. Na zaciatku sa zeleny slad Setrne susi v nadbytku vzduchu pri teplote 20 — 60 °C, kde
dochadza k dobiehaniu fyziologickych a biochemickych procesov. V druhej faze sa slabym
pradom teplého vzduchu hvozdi svetly slad pri teplote 60 — 80 °C a tmavy pri teplote 60 —
105 °C. V tejto Casti sa tvori senzoricka aktivita a oxido — redukéné latky z Maillardovej reakcie
a karamelizécia sacharidovych zlucenin. Pri prvych spominanych reakcidch dochéadza
k Stiepeniu produktov sacharidov a bielkovin, hlavne monosacharidov a aminokyselin. Pri
karamelizacii vznikaji bezdusikaté farebné aromatické latky zo sacharidovych zloziek pri
termickom S$tiepeni sacharidov enzymovou oxidaciou [2] [4] [7].

Tento proces pripravy sladu mézeme rozdelit’ z hl'adiska chemickych a biochemickych
zmien na tri fazy:

1. Rastova faza — obsah vody je nad 20 % a teplota do 40 °C, zrno je schopné d’alej klicit’.

2. Enzymova fiza — pokles percentudlneho obsahu vody pod 20 %, teplota sa nachadza
v rozmedzi hodnét 40 — 60 °C. Dochadza k zastaveniu vegetatnych procesov, ale
enzymové reakcie pokracuju.

3. Chemicka faza — obsah vody poklesne pod 10 % a teplota je nad 60 °C. Pri tejto faze
dochadza k zastaveniu enzymovych reakcii atvorbe reakcii, ktoré sa podielajii na
tvorbe farebnych a chutovych latok [2] [4].

o Odkli¢ovanie

Po hvozdeni a naslednom ochladeni sladu prebieha odklicovanie. Tento proces zarad'ujeme
do zavere¢nych Gprav pripravy sladu a mal by sa uskuto¢nit’ ¢o najskor, lebo korienky sa tazko
oddel'uju od sladu. V tomto kroku dochadza, ako samotny nazov napoveda, k odstraiovaniu
klicku. Ich odstranenie je nevyhnutné, pretoZe st hygroskopické (viazu vodu). Preto by sa slad
tazko skladoval aich pritomnost by zhorSovala analytické aj senzorické vlastnosti sladu
a nasledne piva. Sekundarny produkt z vyroby sladu z tohto kroku je sladovy kvet, ktory tvoria
suché korienky a klicky usuSeného sladu. Je pouzivany ako krmovina, vo fermentacnom
a farmaceutickom priemysle vd’aka jeho biologicky aktivnym latkam. Sladovy kvet je bohatym
zdrojom vlakniny, organickych kyselin, cholinu, adeninu, vitaminov a inych latok [4].

o Finalne upravy a skladovanie

Medzi finalne fazy vyroby sladu zarad'ujeme Cistenie, leStenie a skladovanie sladu. Pri
Cisteni sa zbavuje zbytku sladového kvetu, prachu, rozdrvenych zfn a pripadne sa odstrania
poskodené sladové zrna. Na tento proces sa pouzivaju pristroje ako aspiratory a sita, rovnako
ako pri triedeni. Pri leSteni sa dodava lesk a pekny vysledny vzhl'ad sladu. Pouzivaju sa rdzne
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kefy alebo iné Specialne lestiace zariadenia. Slad sa nespracovéava hned’ po hvozdeni, pretoze
je krehky a pri spracovani sa drobi. Preto sa musi nechat’ odlezat’, aby sa jeho vlhkost’ zvysila
na 4 — 5 %. Vynimkou su slady, ktoré sa v pivovare melt za vlhka. Mierne zvySenie vlhkosti
nema negativny vplyv na jeho kvalitu. Co viak moze zniZit' jeho kvalitu je obsah vody 10 —
12 %. Tym dochadza k problému pri Srotovani a v naslednej chuti a voni samotného sladu az
piva. Skladovanie prebieha bud’ na povalach, v drevenych alebo ocel'ovych skriniach a silach

[4].
2.3.1.2 Vyroba piva

Pivo je jemne alkoholicky fermentovy napoj, ktory poskytuje nutricné obohatenie v Strave
Cloveka. Vznikd riadenym kvasenim cukrového roztoku povareného schmelom alebo
chmelovym vyrobkom a kvasenim vybranych kmeniov pivovarskych kvasiniek. Zdroj
sacharidov pre vyrobu piva je §krob, ktory sa nachadza v slade [10] [13] [16].

Jeho vyroba ma dlhu historiu, ktora siaha do mladsej doby kamennej, do Babylonu, kde sa
nasli prvé archeologické nalezy o napoji podobnému pivu. Za kolisku piva sa vSak povazuje
Mezopotamia, kde uz v 7. tisicroéi p. n. |. pestovali obilie. Postup vyroby piva sa prenasal
Z generacie na generaciu. Do 12. storocia sa pivo pripravovalo v domacnostiach primitivnym
sposobom. Varilo sa zo pSenice v jednoduchych nadobach a kvasilo v pivnych hrncoch
vV komorach. Od 12. storoc€ia sa nie len vyroba piva, ale aj mnoho inych domacich ¢innosti stali
obzivou podnikavych mestanov. Tato skuto¢nost’ prispela k rozvoju priemyslu [8] [11].

Prvy pivovar bol zalozeny v Ceskej republike v roku 993 v klastore v Prahe. Chranené
oznacenie ,,Ceské pivo™ bolo uznané v oktobri 2008 Eurdpskou tniou. Je charakteristické
svojou technoldgiou, surovinami a lokalitou vyroby. V dnesnej dobe je vyraznym trendom
zakladanie remeselnych pivovarov, ktoré sa zameriavajil na vlastna vyrobu piva. Délezitym
faktorom dopytu po tomto type piv je jeho senzoricky profil (farba, chut’), ktoré ho odlisuji od
priemyselne vyrabanych piv. Cely proces pozostava zo stiboru krokov, ktoré sa rozdel'uju na tri
Casti. Prvy usek sa zaobera vyrobou mladiny, druhy kvasenim a treti filtraciou, pasterizaciou,
stabilizaciou a sta¢anim [10] [15] [16].

o Vyroba mladiny

Mladina sa vyraba zo sladu, vody, chmel'u ¢i chmelovych vyrobkov. Celkova priprava
zavisi na druhu pripravovaného piva a cely proces sa rozdel'uje do jednotlivych bodov, ktoré
popisuje schéma na obrazku 6 (Obrazok 6) [10]:

o Srotovanie — $pecialny druh mletia, pri ktorom dochadza k vymletiu endospermu
sladovych zfn, ale zaroven K zachovaniu celistvosti obalovych pluch. Rozrusenie zrna
je dolezit¢ na uvolnenie latok, ktoré sa nachadzaji v slade, ana urychlenie ich
rozpustania. Mletie moze byt’ suché, mokré alebo kondiciované.

e Vystieranie — dokonalé zmiesanie Srotu S nalevom varnej vody vo vystieracej nadobe,
ktora obsahuje miesadlo, aby Srot nesedimentoval na dno. Celd zmes musi byt’ dokonale
zhomogenizovana. NerozmieSané hrudky Srotu by pri rmutovani necukrili a zvacsili by
straty na extraktu.
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Rmutovanie — dej pri vyrobe piva, pri ktorom dochadza k enzymatickému Stiepeniu
makromolekul na prislusné monoméry. NajdolezitejSim procesom je rozklad Skrobu na
skvasitelné¢ sacharidy a dextriny. Rozhodujuca je <cinnost’ preteolytickych,
amlolytickych, kyselinotvornych a oxidacno — redukénych enzymov. Existuju dva
druhy rmutovania:

o infuzne — prebieha vzdy v jednej nadobe a pouziva sa pre vyrobu vrchne
kvasenych piv. RozliSujeme jednoduchu infuziu a stuprnovitu. Jednoducha je
charakteristicka tym, ze teplota sa pocas procesu nemeni a pohybuje sa
v rozmedzi 60 — 70 °C. Pri stupnovitej infazii sa produkt z vystierania zohrieva
postupne na pozadované teploty. Najprv dochadza k ohrevu na 45 °C po dobu
40 min. Nasledne sa teplota zvysi na cca 63 °C (20 minuat), 72 °C ( 30 mintt)
ana zaver na 77 °C.

o dekokcné — dochadza k preCerpavaniu Casti rmutu z vystieracej nadoby do
nadoby s ohrevom, kde dochadza k ohrevu na pozadovanu teplotu a nakoniec sa
zahreje az na teplotu varu. Pritomné enzymy sa pocas varu deaktivuju, ale
dochéadza k vzniku senzoricky vyznamnych latok. Nasledne sa masa vrati naspat’
do vystieracej nadoby k zvy$nej Casti rmutu, ktora nepresla varom. Tento druh
rmutovania sa pouziva pre vyrobu spodne kvasenych ¢eskych piv [2] [14].

Scedzovanie — fyzikalny proces, pri ktorom dochadza k oddeleniu pevného podielu
(mléta) od tekutého (sladiny). Tradi¢ne sa pouzivaji kade na cedenie, ale mézu ich
nahradit’ aj filtre. Scedzovanie prebieha v dvoch krokoch, kde prvym je oddelenie
roztoku sladu tzv. predka, ktory vznikol pri rmutovani. Nasledne dochadza
k vysladeniu, ¢o znamena opakované premytie mlata horacou vodou. Predok a zriedena
sladina sa nasledne zhromazd'uju v mladinovej panvici [2] [14].

Chmel’ovar — v tomto vyrobnom kroku dochadza k varu sladiny ziskanej scedzovanim
s chmelom v mladinovej panvici. V Ceskej republike sa pouziva chmel Zatecky
polorany cervenak. Pocas varu dochadza k odpareniu prebytocnej vody, inaktivacii
enzymov a sterilizacii mladiny. V priebehu chmelovaru dochadza k zlozitym
chemickym premenam. Jednou z mnozstva reakcii je Maillardova reakcia, termicka
degradacia mastnych kyselin, odstranenie dimetylsulfatu a isomerizacia a — horkych
kyselin na iso — o — horké kyseliny. Chmel’ sa pocas varenia pridava v troch krokoch.
Aromatické odrody sa priddvajii az na zaver v dosledku zachovania ich senzorickych
vlastnosti. Po vareni dochadza k separécii hrubych a jemnych kalov. Nasledne sa cela
zmes vychladi a pripravena mladina pokracuje do procesu kvasenia [2] [14].
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Obrazok 6 Schéma pripravy mladiny [4]
o Kvasenie

Vychladend mladina obsahuje vel'ké mnozZstvo sacharidov, aminokyselin, vitaminov
a mineralnych kyselin. Je vel'mi nachylnéd na kontaminéciu, preto je nutné ju rychlo zakvasit’.
Cielom hlavného kvasenia je primarne premena skvasitelnych sacharidov na etanol a oxid
uhlicity [2] [14].

V pivovarstve sa pouZzivaju dva zdkladné druhy kvasiniek. Pre vrchne kvasené piva sa
pouzivaji Saccharomyces cerevisiae, ktoré su hydrofilné a po¢as procesu kvasenia vzlinaji na
hladinu, kde tvoria pivni deku. U spodne kvasenych piv sa vyuzivaju Saccharomyces
cerevisiae var. uvarum. Maju hydrofobny charakter a pri kvaseni flokuluji na dno kvasnej
nadoby. Hlavnymi rozdielmi medzi jednotlivymi kvasinkami st zloZenie bunkovej Steny a
rozne prevadzkové teploty. Pri Saccharomyces cerevisiae je optimalna kvasna teplota
18 — 24 °C a pri Saccharomyces cerevisiae var. uvarum 6 — 12 °C. Kvasinky sa pridavaju do
mladiny vo forme kvasnej biomasy, ktora sa ziskava z laboratornej a prevadzkovej propagacie,
pocas ktorej sa kvasinky opakovane pomnoZia v postupne sa zvySujucich objemoch sterilnej
mladiny. Celkovy proces kvasenia sa rozdel'uje na hlavné kvasenie a dokvasovanie. Hlavné
kvasenie prebieha v otvorenych nadobach (spilkach) alebo v cylindrokénickych tankoch CKT,
ktoré fungujt za znizeného aj zvySeného tlaku. Okrem tvorby etanolu sa v tomto kroku tvoria
vyznamné senzorické latky, ktoré prispievaju k vyslednému charakteru piva. Patria k nim
vysS$ie alkoholy, estery, aldehydy, glycerol atd’. Podl'a vzhl'adu povrchu kvasiacej mladiny sa
proces rozdeluje na: zapraSovanie a odraZanie, nizke biele kruzky, vysoké hnedé kruzky
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a prepadanie deky. Tmava pena sa zbiera z hladiny a nasledne je mladé pivo preCerpavané do
leZiackeho tanku, kde prebieha dokvasovanie pri nizkych teplotach 2 — 3 °C pocas 1 — 10
tyzdilov. V tomto Stadiu vyroby piva dochddza k spotrebovaniu zbytku skvasitelnych
sacharidov. Dalej prebieha mnoZstvo fyzikalno — chemickych procesov, pri ktorych dochadza
k vy¢ireniu piva a tvorbe senzorického profilu piva [2] [14].

vychladens mladina

Y

biomasa > zakvasenie

A

h 4

krmivo
L kvasnice |« hlavné kvasenie L;

Y

dokvasenie a
dozrievanie

Obrazok 7 Schéma kvasenia mladiny [4]
o Zaverecné upravy

Po procese dokvasenia sa pivo povazuje z hl'adiska organoleptickych vlastnosti za hotové.
Nasleduju zavereéné tGpravy, ktoré zvysia trvanlivost’ a stabilitu vyrobku. Prvym z procesov je
filtracia, ktora slizi na odstranenie mikrooranizmov, ktoré zostali v pive neusadené. PouZzivaja
sa doskové akremelinové filtre. V dneSnej dobe sa pouzivaji membranové filtre, ktoré
nahradzaju pasterizaciu. V tomto kroku sa pivo eSte dociri a dostane svoju $pecifickt farbu.
Niektory spotrebitelia viak vyhl'adavaju nefiltrované piva, kvoli $pecifickému zakalu. Dalsim
krokom zavere¢nych uprav je tepelna Uprava piva — pasterizacia, ktora zvySuje jeho
trvanlivost. M6ze prebiehat’ dvoma spdsobmi — tunelovym alebo prietokovym. Pri tunelovej
pasterizacil sa fl'asky naplnia, uzavri a nasledne prechadzaja priestorom, kde st sprchované
najprv horticou vodou (61 — 65 °C) po dobu 15 — 20 minut a nasledne studenou. Pri prietokovej
pasterizacil sa pivo pasterizuje pred plnenim do obalov pri teplote 70 — 74 °C po dobu 15 — 20
sekund. Aj tato zavereCna Uprava vSak ovplyviiuje negativne chut piva a preto mnozstvo
spotrebitel’'ov preferuje nepasterizované pivo. Pre distribticiu vysledného produktu je nutné pivo
sto€it, ¢im nezabranime Ciasto¢nej oxidacii. Pre zaistenie senzorickej stability po stoceni
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existuju uréité zasady, ktoré sa musia dodrziavat’. V Ceskej republike existuje pit’ zakladnych
sposobov distribucie piva (cisterny, sudy, fl'asky sklenené, plechovky a PET fTasky) [2] [14].

dokvasenie a
dozrievanie

h 4

filtracia

Y

pasterizacia a
stabilizacia

h 4

stacanie piva

Obrazok 8 Zaverecné upravy vyroby piva [4]
2.3.2  Ceské pivo

Pojem Ceské pivo je chranené zemepisné oznadenie schvalené Eurépskou tiniou. Pivovary,
ktoré sa nachadzaju na izemi Ceskej republiky mozu vyrabat’ pivo s tymto oznadenim. Musia
vSak dodrziavat’ zakladné poziadavky spojené s jeho vyrobou, ktoré st pravidelne kontrolované
prislusnymi organmi. Chranené oznacenie je vSak spojené s jednou konkrétnou znackou, nie
s pivovarom. Toto oznacenie pri exporte do zahranicia zarucuje kvalitu a Specificky chutovy
profil piva. Oznacenie na jednotlivych obaloch ma tiez svoje normy a pravidla. Musi byt na
obaloch viditelné v stanovenych farbach ako je zobrané na obrazku (Obrazok 9) alebo
v ¢iernobielom prevedeni [14].

Charakteristické  technologické poziadavky pre Ceské pivo (NARIADENIE
KOMISIE (ES) €. 1014/2008) su napriklad:

e Pivo musi byt vyrobené v Ceskej republike.
e Musi byt vyrobené len zo zékladnych surovin (slad, voda, chmel).
e Pouzita voda musi byt’ mikka az stredne tvrda z lokalnych zdrojov.
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e Dokvasovanie nesmie prebiehat’ v rovnakych nadobach ako hlavné kvasenie.

e Musi byt pouzity dekokény spdsob rmutovania aspoii v jednom povarenom rmute.

e Poziadavky na slad sa liSia od typu piva. VSeobecne vsak plati, Ze slady musia byt
vyrobené¢ aspoii z 80 hm % zo schvélenych odrdd jaémena.

e Minimalna doba chmel'ovaru musi byt 60 minut.

e Maximalna teplota hlavného kvasenia musi byt 14 °C.

e Pri vyrobe sa musia pouzivat’ kvasinky spodného kvasenia atd’. [34].

Obrdzok 9 Oznacenie Ceské pivo [32]

2.3.3 Zdravotne vyznamné latky v slade a pive

Pivo je zname svojimi pozitivnymi Gc¢inkami na ludsky organizmus, vdaka obsahu
bioaktivnych molekul. Niektoré Stadie sa zaoberaju jeho vyuzitim v dermatoldgii, pri liecbe
atopickych ekzémov, koznych infekcii ¢i pigmentovych porach. Okrem blahodarnych Géinkov
obsahuje pivo latky, ktoré $kodia zdraviu. Nachadzaju sa v prirodnych alebo pridanych latkach,
ktoré sa pridavaju cielene pri vyrobe piva. Neprirodzenou zloZkou potravin su latky cudzorodé.
Medzi najskodlivejsie latky patria N — nitrosaminy, ktoré vznikajt pri hvozdeni reakciou oxidu
dusiku s aminozluceninami sladu za vzniku nitroaminov. Najvyznamnej$im predstavitel'om je
N — nitrosodimethylamin (NDMA). Tazké kovy a d’alsie prvky st d’al§imi cudzorodymi latkami.
Dostavaju sa do piva zo zakladnych surovin a ich obsah sa redukuje poc¢as kvasenia reakciou
so sulfanom a tvorbou organickych komplexotvornych zlucenin. Medzi d’alSie skodlivé latky
patria mykotoxiny, ktoré su produkty sekundarneho metabolizmu mikroskopickych vlaknitych
hab. V ja¢meni a Vv slade boli najdené deoxynivalenol, zearalenon a d’alSie. Latka, ktorda ma
negativny vplyv pre l'udi trpiacich celiakiou je lepok. Sposobuje alergicky zapal sliznice
tenkého Creva, ktory sa prejavuje ki¢mi, plynatostou atd’. [9] [16].
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2.4  Lepok

Je vo vode nerozpustnad bielkovina, ktora sa nachadza v endosperme psenice, jaCmena
a ovsa. Sposobuje mnozstvo imunopatologickych ochoreni, medzi ktoré patri aj celiakia,
z ktorej sa moéze vyvinut' lymfom. Okrem intolerancie spOsobuje lepok rozne alergie a
gluténovi senzitivitu (NCGS). Napriek tomu ma velky vyznam Vv potravinarskom priemysle
pri vyrobe cesta a ako aditivum. Je schopny viazat’ vodu, oxid uhli¢ity, je tepelné odolny a
vytvara trojrozmernua plastickt Struktaru. Medzi zakladné vlastnosti patri taznost’, pruznost’
a schopnost’ bobtnania. Glutenin a gliadin — prolamin st zakladnymi zlozkami, ktoré tvoria
lepok v pomere 3:2. Najvicsie zastipeniec ma v pSenici a najmenej v ovse. Obsah lepku
Vv ja¢mennych bielkovinach je asi 75 %, 50 % tvori prolamin a 25 % glutenin [18] [19] [24].

Glutenin

Je polymérna bielkovina, ktora sa deli na nizkomolekularny a vysokomolekularny glutenin.
Zatial’ nebola preukdzana spojitost’ gluteninu s vyskytom celiakie. Ma zasobnu a ochrannu
funkciu v semenach obilnin. Zastava doleziti ulohu pri kliceni a celkovom preziti rastliny [18].

Gliadin

Gliadin je monomérna bielkovina, ktora sa nazyva u jaémena hordein a uraze sekalin.
Prolaminy u lepkovych obilnin st viac zdraviu Skodlivé ako prolaminy u nebielkovinovych
obilnin. Je tvorend aminokyselinami prolinom a glutaminom. Deli sa do zékladnych Styroch
skupin a, B, vy a® — gliadiny. Prolin sa viaze postrannymi retazcami na a-aminoskupiny
aminokyslin na gluténovom retazci. Vytvaraji sa silné vézby, ktoré si vysoko odolné voci
hydrolytickému enzymatickému Stiepeniu v traviacom trakte cloveka. Toxické oligomery su
tvorené kratkymi retazcami aminokyselin, ktoré vytvaraji ® — gliadiny, ktoré vznikaj pri
nedostatoénom Stiepeni lepku pri traveni. Gliadinovy peptid, ktory vyvolava u celiatikov
imunitn odpoved’ organizmu je na o 2-gliadinovom fragmente — gladin 33-mer. Je zloZeny
z 33 aminokyselin a mézeme ho pozorovat’ na obrazku (Obrazok 10), kde je vyznaceny zelenou
farbou. Cervenou je vyznageny cytotoxicky aktivny gliadin 13-mer a modrou s oznagené
peptidy zvySujuice priepustnost’ ¢riev, ¢o ma za nasledok Casta stolicu, nadavanie ¢i kozné
ochorenia [18] [20].
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Obrazok 10 Struktira gliadinového peptidu [29]

2.4.1 Celiakia

Celiakia je autoimunitné ochorenie, ktoré postihuje 1 % populacie zapadnej Europy.
Spdsobuje morfologické a funkéné zmeny tenkého ¢reva. Imunogénne lepkové peptidy dlhsie
ako osem aminokyselin, bohaté na prolin a glutamin, spustajuce celiakiu su len ¢iasto¢ne
natravené v gastrointestinalnom trakte a po resorpcii sa viazu na antigény HLA-DQZ2 alebo
HLA-DQS, ktor¢ stimuluji T bunky. U pacientov s celiakiou nastupuje autoimunitna odpoved’
len niekol’ko dni, respektive hodin po poZiti lepku. To mé za nésledok zmensSenie povrchu
¢revnych klkov, ¢o vedie k znizenej resorpcii vitaminov a mineralov. To ma za nasledok napr.
zavazné priznaky nedostatku Zivin, anémiu, bolest’ svalov a kosti, ¢i osteopordézu. Dochadza
tiez K poruSeniu travenia niektorych cukrov. Imunogenny glutén sa nachadza v pSenici, razi
ajatmeni. Toto ochorenie sa modze prejavit v akomkolvek veku, ale primarne u l'udi
s genetickou predispoziciou. Medzi zakladné prejavy patri plynatost, zapcha, nevolnost
a v dosledku nevstrebavania zivin aj redukcia hmotnosti. Cudia trpiaci intoleranciou, alergiou
alebo precitlivenostou na lepok st vystaveni véacSiemu riziku vyskytu ochoreni ako napr.
anémia ¢i osteoporoza. Po konzumaécii lepkovych potravin je organizmus vyStaveny mnoZstvu
imunogénnych peptidov, a preto je zakladnou lie¢bou celiakie dodrziavanie ,,bezlepkovej
diéty*“. V dnesSnej dobe existuje uZ mnozstvo alternativ, ktoré sit vhodné pre celiatikov, medzi
ktoré patri aj bezlepkové pivo [21] [22] [30] [36].

Existujii dve kategoérie oznaCenia potravin na zaklade obsahu lepku, ktoré definovala
Eurdpska komisia (EU) ¢.828/2014:

e Bezlepkové — su potraviny, ktorych obsah lepku nie je vyssi ako 20 mg/kg.
e Svel’mi nizkym obsahom lepku — obsah gluténu v preddvanych potravinach je
maximalne 100 mg/kg [28].
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2.4.2 Bezlepkové pivo

Tradi¢ne vyrabané piva, ktoré si vyrabané z ja¢mena, pSenice araze s obsahom lepku
vaésim ako 20 mg/kg nie st vhodné pre T'udi, ktori trpia celiakiou a inymi ochoreniami
spojenymi s lepkom. Preto bol nevyhnutny rozvoj bezlepkového piva, na ktorého vyrobu
existuji zatial' nickol’ko technologickych postupov. Jednym zo sposobov je eliminacia a
degradacia prislusnych bielkovin pocas vyroby piva. Hlavne v dosledku intenzivnej proteolyzy
poCas rmutovania, varenia a Cirenia. V tomto pripade sa pouzivaju syntetick¢é enzymy
transglutaminazy (TG alebo mTG) alebo prolyl endopeptidazy (PEP). Transglutaminazy
zosietuje oligopeptidy na proteiny s vysokou molekulovou hmotnostou, ktoré st nasledne
odfiltrovane. Prolyl endopeptidazy odburavaju lepok na prolinovej strane. Enzymatické metody
pouzivané na degradaciu lepku zvysuju naklady na vyrobu piva a maju technické nedostatky.
Jednym z negativ je celkova nestabilita piva a peny. Okrem enzymatickych metdd na zniZenie
lepku pod hladinu 20 mg/kg bola zavedena technologicka modifikacia varenie konven¢ného
sladu z jaémetia za pomoci riadenej hydrodynamickej kavitacie [50]. Dalsou moznostou je
pouzitie alternativnych obilnin a pseudoobilnin. Maju vSak nizSiu vytaznost’ extraktu mladiny
a posobia negativne na vysledni chut piva. Vyhodou alternativnych surovin je, ze su
prirodzene bezlepkové, vykazuji antioxidaény potencidl a antikarcinogénnu aktivitu.
Sladovanie alternativnych zfn zahffia rovnaké kroky ako pri jaémeni. Su to technologické
procesy macanie, klicenie a hvozdenie. Na optimalizovanie chuti a stability peny je vhodné
pouzit’ kombindciu zfn, ktoré obsahuje viac rozpustnych bielkovin ako napr. ovos, quinoa alebo
proso [49]. Ako alternativa sa pouziva silikagél vo fermentacnej faze procesu varenia piva na
selektivne odstranenie bielkovin a tym padom aj lepku. Bezlepkové pivo sa mdze pripravovat
aj z odrod jacmena, ktoré maji nizs§i obsah lepku, ktory sa este pri procese vyroby sladu a piva
zniZuje aZ na pozadovanu legislativnu hodnotu pre bezlepkové pivo. Spdsob vyroby je zaloZeny
na enzymatickej degradacii lepkovych bielkovin za pouZitia enzymov (transglutaminaza,
prolyl-endopeptidaza). Nevyhodou je, ze dochadza k celkovému narastu vyrobnych nakladov.
Negativom pri vyrobe bezlepkové piva je aj celkové prisposobenie sladovne a vysledna cena
piva [17] [24] [37].
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2.5 Analyza bielkovin
2.5.1 Dokazové stanovenia bielkovin

Pritomnost’ bielkovin vo vzorku mdézeme dokazat dvoma spdsobmi, ato zraZacimi
a farebnymi reakciami.

Zrazacie reakcie mézeme rozdelit’ do dvoch skupin:

e Reverzibilné reakcie — Su to vratné reakcie, pri ktorych nedochidza k zmenam
v molekule bielkoviny. Mdézeme ich rozpustit' v povodnom rozpustadle.

o [reverzibilné reakcie — S0 to nevratné reakcie, pre ktorych dochadza k zmenam
v Struktare bielkoviny a tym padom ju nemdzeme opdtovne rozpustit v pévodnom
rozpustadle.

Patria sem reakcie napriklad so sulfosalicylovou kyselinou, s Esbachovym ¢inidlom
alebo chloridom ortutnatym [23].

Farebné reakcie st Specifické v tom, Ze reaguju aminokyseliny bielkovin S prisluSnymi
¢inidlami. Mo&zeme sem zaradit' reakcie s ninhydridom, Millonovi, Voisenetovi C¢i
xantoproteinova reakciu [23].

2.5.2 Stanovenie bielkovin

Bielkoviny m6Zeme stanovovat’ dvoma sposobmi, bud’ vo zmesi s inymi potravinami alebo
ako Cisty proteinovy preparat. V praxi ma vacsie vyuzitie stanovovanie bielkovin v zmesi. Ide
0 rychlejSiu metddu, ktord zabezpecuje minimalizovanie chyb, ktoré by pri stanoveni mohli
nastat. Druhd metoda si vyZaduje viac Casu a Specidlne zariadenia, ktoré nam umoZnia
stanovenie Cistého preparatu. MoZeme stanovovat’ hrubé bielkoviny, stanovenie celkového
obsahu dusiku alebo cisté bielkoviny, ktoré v sebe nezahrituju pritomnost’ dusikatych latok
nebielkovinového povodu. Metddy, ktorymi moZeme stanovit’ hrubé bielkoviny st napr.
metoda podl'a Kjeldahla, Comwaye, Steineggerova ¢i Winklerova. Stanovenie distych
bielkovin sa najCastejSie pouZiva v potravinarskom priemysle. Proces stanovenia v sebe zahfiia
vyzrazanie bielkoviny pomocou uréitych latok ako napr. siranom mednatym. Cista bielkovina
je nasledne podrobena oddeleniu a mineralizacii. Celkovy obsah sa nasledne stanovi metédou
podl'a Kjeldahla, ktora stanovuje mnozstvo pritomného dusiku. Celkovy obsah dusikatych latok
sa tiez modZe stanovit pomocou metddy NIRS, ktord je zaloZend na absorbcii blizkej
infracervenej energie [23] [42].

2.5.3 Stanovenie lepkovych bielkovin metédou ELISA

Stanovenie lepkovych bielkovin v potravinarskom priemysle mé vel’ky vyznam z hl'adiska
bezpecnosti konzumacie potravin pre I'udi trpiacich ochoreniami suvisiacimi s lepkom. Na
kvantitativne a kvalitativne stanovenie v potravinach sa pouzivaji imunochemické metddy.
Jednou z nich je ELISA test. Patri medzi analytické metddy, ktoré sa vo vSeobecnosti vyuzivaju
na kvantitativne stanovenie antigénoV intrigujacimi so Specifickymi protilatkami. Této metoda
sa vyuziva na stanovenie prolaminov — gliadinov V potravinach, ktoru rozdel'ujeme na
kompetitivnu a sendvicova [25] [26]. Vysledky obsahu lepku stanovené metodou ELISA by
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mohli sluzit’ ako porovnavacie hodnoty pre vyvoj metodiky stanovenia lepku rychlou metédou
FT-NIR.

Kompetitivna metéoda — je zalozena na enzymovej imunoanalyze na kvantitativne
stanovenie prolaminovych peptidovych fragmentov napr. u pSenice, raze a fermentovanych
vyrobkov oznacenych ako ,,bezlepkové®. Princip testu spociva v antigén — protilatkovej reakcii.
Pouzivaju jamky potiahnuté gliadinom, ktoré st umiestené na dosticke. Na jednotlivé miesta sa
pipetujt Standardy resp. vzorky. Vol'né gliadiny sa kompetitivne viazu na vdzobné miesto [26].

Sendvicova metoda — je analyza, ktora vychadza zo Specifickej protilatky a jej interakcie
s toxickou sekvenciou aminokyselin prolaminu. Pouziva sa na stanovenie nie len cerealnych
potravin ale aj korenin, dzasov, syrov atd’. Tato metdda nie je presna pri fermentovanom
a hydrolyzovanom lepku. Rovnako ako pri kompetitivnej metode, tak aj pri sendvicove;j je test
zaloZeny na antigén — protilatkovej reakcii. Rozdiel spo¢iva v jamkach ELISA testu, ktoré
Vv tomto pripade nie st potiahnuté gliadinom, ale R-5 protilatkami. Po napipetovani Standardov
a vzoriek dochadza k vzniku antigén — protilatkového komplexu [27].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie a laboratérne vybavenie
3.1.1 Chemikalie, roztoky, materialy

- Odtucénené susené mlicko NUTRIHOUSE, CR)

- Kokteilovy roztok (R-Biopharm , Nemecko)

- Etanol 96 % (Fagron, CR)

- Deionizovana voda

- ELISA kit RIDASCREEN® Gliadin (R- Biopharm, Nemecko)

3.1.2 Pristroje a zariadenia

- Laboratérny mlyncek

- Laboratorna trepacka

- Laboratorna odstredivka

- Centrifuga¢né skimavky 15ml

- Mikroskumavky eppendorf 1,5 ml

- Laboratorny ultrazvuk

- Zariadenie pre vyrobu deidnizovanej vody

- Analytické vahy

- Vodny kupel

- Kadi¢ky 150 ml

- Odmerna banka 200 ml

- Odmerny valec 50 ml a 100 ml

- Laboratorna pipeta nastavitena 20 — 200 ul a 100 — 1000 pl
- 8 kanalova mikropipeta 20 — 200 ul

- Striekackoveé filtre s vel'kostou porov 40 um

- Chladnicka

- Spektrofotometer na mikrotitracné platnicky (450 nm)
- PC so softwarom RIDASOFT® Win.NET

- ELIZA pristroj RIDA ABSORBANCE 96

3.2 Pouzité vzorky

Na sledovanie obsahu lepku v jaémeiioch pre vyrobu Ceského piva, bolo poskytnutych
vyskumnym tstavom VUPS v Brné 7 odrod jaémetia z jarnej zatvy z roku 2022. Z kazdej
odrody boli vybraté 2 vzorky a vysledny pocet vzoriek bol 14. Charakteristika jednotlivych
odrdd sa nachadza v tabul’ke ¢islo 1 (Tabulka 1) a oblast’ pestovania v tabul’ke ¢islo 2 (Tabul'ka
2).
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Tabulka 1 Zoznam pouZzitych odrod pri merani a ich charakteristika

Odrody

Charakteristika

Bojos

Dlhodobo najviac pestovana odroda na izemi CR, ktora bola
registrovand v roku 2005. Stredne vysoka rastlina so stredne vel’kym
Zrnom.

Francin

Je stredné vysoké az vysoka rastlina so strednou odolnost'ou proti
ochoreniu poliehania jaémena a menej odolna proti abioticke;j
nekrotickej Skvrnitosti. Odroda bola registrovand v roku 2014.

Laudis 550

Patri medzi odrody s vyberovou sladovnickou akost’ou. Je menej
odolna proti abiotickej nekrotickej Skvrnitosti a ochoreniam, ktoré
napadaju listy. Bola registrovana v roku 2013.

LG Ester

Priemerne vysoka rastlina, ktora je menej odolna proti polichaniu.
Zrno je stredne vel'ké az vel'ké s vysokym podielom predného zrna.

LG Stamgast

Stredne vysoka rastlina s dobrou odolnost’ou proti polichaniu a
hnedému hrdzaveniu ja¢mena. Odroda bola registrovana v roku 2021.

Malz

Je odroda s vyberovou akostou a patri medzi odrody, ktoré st
preferované sladoviiami. Rastlina je stredne vysoka a odolna voci
ochoreniam. Bola registrovana v roku 2002.

Manta

Rovnako ako odroda Laudis 550 patri Manta k odrodam s vyberovou
akost'ou. Rastlina je stredne vysoka s malym podielom predného
Zrna.

Tabulka 2 Oblast pestovania jednotlivych odrod

Odroda Oblast’ pestovania :
Mesto Kraj
; Eg}gz:; Olomouc Olomoucky
i E:Zzz: 2:; Opava Moravskoslezsky
5 | Laudis 550-1 Olomouc Olomoucky
6 |Laudis 550-2 Kolin Stredocesky
7 | LG Ester-1 Brutal Moravskoslezsky
8 |LG Ester-2 Hradec Kralové Kralovéhradecky
9 |LG Stamgast-1 Sumperk Olomoucky
10 |LG Stamgast-2 Olomouc Olomoucky
11 [Malz-1 Opava Moravskoslezsky
12 [Malz-2 Pierov Olomoucky
13 | Manta-1 Opava Moravskoslezsky
14 |Manta-2 Olomouc Olomoucky

33



3.3 Analyza lepku
3.3.1 Priprava vzoriek

Do 15 ml centrifuga¢nych skiimaviek bolo navazenych 0,25 g zhomogenizovaného vzorku,
0,25 g odtu¢neného susen¢ho mlieka a 2,5 ml kokteilového roztoku. Centrifuga¢né skamavky
boli uzavreta a dobre premiesané, aby nezostali na dne ziadne suché zvysky vzorku. Vsetky
pripravené vzorky sa inkubovali 40 minut pri 50 °C a nasledne sa nechali vychladnat’ po dobu
1 — 3 minut. Bol namiesany 80 % etanol do 200 ml odmernej banky z 96 % koncentratu. Do
kazdej centrifugacnej skumavky sa nasledne pridalo 7,5 ml 80 % etanolu a cely objem sa
dokladne premiesal. V d’alSom kroku sa nechali vSetky vzorky mieSat’ pri laboratornej teplote
na laboratornej trepacke 1 hodinu. Po skonceni boli vzorky scentrifugované pri 4500 ot./min
10 minat. Vysledny supernatant sa prelial do ¢istych 15 ml centrifugacnych skumaviek. Do
1,5 ml mikroskiimaviek boli jednotlivé vzorky nariedia 20 000 krat. V prvom kroku riedenia
bol pouZzivany pdtnasobny koncentrat riediaceho pufru, ktory musel byt nariedeny v pomere
1:5 (15 ml koncentratu : 60 ml demineralizovanej vody). V dalsich krokoch riedenia sa
pouzivala miesto riediaceho pufru zmes kokteilového roztoku, etanolu 80 % a pufru (1:3:46).
Finalne nariedené vzorky boli analyzované do 30 minut.

3.3.2 Stanovenie lepku ELISA kitom

Meranie lepku v pripravenych vzorkach prebiehalo na mikrotitraénej dosticke, ktora
obsahovala specifické R5 protilatky. Do jednotlivych jamiek boli napipetované standardné
roztoky a vzorky ja¢menov, ktoré sa nanasali na dosti¢ku duplicitne. Vysledna hodnota obsahu
lepku je priemer dvoch merani. Nasledne prebehlo naviazanie pritomného gliadinu na
Specifické protilatky a vzniku antigén - protilatkového komplexu. Po 30 minatovej inkubdcii
boli jamky vymyté premyvacim pufrom a vysusené vyklepnutim tekutiny o filtra¢ny papier. Do
jamiek sa napipetoval enzymovy konjugat, v dosledku ¢oho vznikol protilatka-antigén-
protilatkovy komplex. Dosticka sa nechala inkubovat’ 30 minut. Po inkubacii bol napipetovany
premyvaci pufr do jamiek a tym sa odstranil nenaviazany enzymovy konjugat. Dosticka sa
opétovne vysusila vyklepnutim o filtra¢ny papier. Jednym z poslednych krokov bolo pridanie
roztokov substratu a chromogénu, ktoré sa nechali v jamkach posobit’ 30 mintt v tme. Pocas
tohto procesu naviazany enzymovy konjugat zmenil bezfarebny chromogén na modry produkt.
Poslednym krokom bolo pridanie zastavovacieho roztoku, ¢o spdsobilo zmenu farby na ZzItu.
Vzorky boli nasledne zmerané fotometricky pri vinovej dizke 450 nm.

Zhomogenizované, navazené, vyextrahované a centrifugované vzorky si zobrazené
Vv prilohe ¢islo 2 (Priloha ¢. 2). ELISA set pouZity pri analyze lepku v jaémenoch doporuc¢enych
pre vyrobu Ceského piva je zobrany V prilohe &islo 3 (Priloha &. 3). Vzor mikrotitradnej
dosticky pred pridanim stop roztoku je zobrazeny v prilohe cislo 4 (Priloha ¢. 4). Na
vyhodnotenie vysledkov bol pouzity software RIDA SOFT Win.NET. V laboratoriu
vyskumného ustavu VUPS v Brné bol stanoveny lepok metédou ELISA Vv sendvi¢ovom
prevedeni.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Obsah lepku v testovanych vzorkach, ktoré boli stanovené sendvi¢ovou imunoanalyzou
ELISA, st uvedené v tabulke ¢islo 3 (Tabul'ka 3). Tato analyza patri medzi najpouZzivanejSie
metody, ktora nasla vyuzitie pri analyze Sirokého spektra potravin. Medzi jej vyhody patri
rychle stanovenie vzoriek a pomerne presné vysledky. Hodnoty celkového obsahu dusikatych
latok Vv jednotlivych odrodach poskytnuté vyskumnym tstavom VUPS v Brné sa nachadzaju
v tabul’ke ¢islo 3 (Tabul’ka 3). Stanovenie bolo uskuto¢nené pomocou metdédy NIRS, ktora je
zalozena na absorpcii blizkej infraervenej energie. Ako referen¢na analyza k NIRS bola
pouzitd metdéda podla Kjeldahla, ktord je zalozena na prevedeni dusiku na amonne i6ny,
vytesneni amoniaku pomocou nadbytku hydroxidu sodného, destilacii do predlohy s kyselinou
boritou a jej nasledny prebytok titrovany kyselinou chlorovodikovou [23] [42].

Tabulka 3 Namerané hodnoty lepku v jednotlivych odroddach jacmena a K nim prislusné obsahy
celkovych dusikatych latok

Celkovy obsah
Vzorky Lepok [mg/kg]| Lepok [g/kg] dusikatych litok [g/kg]
1 Bojos-1 3,254 65,07 125
2 Bojos-2 3,869 77,37 142
3 Francin-1 2,704 54,07 123
4 Francin-2 2,839 56,77 126
5 Laudis 550-1 2,074 41,47 114
6 Laudis 550-2 3,634 72,67 135
7 LG Ester-1 3,089 61,77 114
8 LG Ester-2 2,919 58,37 117
9 LG Stamgast-1 2,614 52,27 115
10 LG Stamgast-2 3,054 61,07 100
11 Malz-1 2,944 58,87 120
12 | Malz-2 4,284 85,67 128
13 |Manta-1 3,359 67,17 112
14 Manta-2 1,974 39,47 99

4.1 Validacia metody

V ramci validacie metddy bola vypocitand rozSirena neistota stanovenia obsahu lepku
z opakovanej analyzy vzorku Manta-2 aslepého vzorku. Pouzitd odroda bola vybrata
v désledku nameranej najnizsej hodnoty lepku z pomedzi vSetkych vzoriek. Vysledné hodnoty
sa nachadzaju v tabulke ¢islo 4 (Tabul'ka 4). Detek¢ény limit (LOD) pre set RIDASCREEN
Gliadin je definovany vyrobcom na 0,5 mg/kg gliadinu alebo 1 mg/kg gluténu v zavislosti na
pouzitej matrici. Limit kvantifikdcie (LOQ) je charakterizovany na 2,5 mg/kg gliadinu alebo 5
mg/kg gluténu [27].
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Tabulka 4 Hodnoty lepku z merania opakovatelnosti vysledkov

Odroda Lepok [mg/kg] Lepok [g/kg]

1 Slepa vzorka 0,16 3,17

2 1,81 36,27
3 2,68 53,67
4 2,09 41,87
5 Manta-2 1,95 38,07
6 2,19 43,87
7 1,47 29,47

Hodnota nameraného lepku v blanku bola néasledne odpocitana od vsetkych vzoriek. Tento
krok pri prepoCte bol zaradeny do vypoctu v doésledku toho, Ze v slepom vzorku sa
nenachadzala ziadna navéazka ja¢mena, tym padom za idedlnych podmienok mal byt obsah

lepku v blanku nulovy.

4.1.1 Vypocet neistot merania
Z analyzy opakovatelnosti vysledkov bola stanovena neistota merania vyjadrend ako
vyberova smerodajna odchylka. Data, ktoré boli pouzité pri vypoéte sa nachadzaji v tabul’ke 5

(Tabulka 5).

Tabulka 5 Hodnoty pouZzité na vypocet neistot merania

Lepok [g/kg] (X-Xi)?
1 36,27 19,51
2 53,67 168,57
3 41,87 1,40
4 38,97 2,95
5 43,87 10,13
6 29,47 125,81
Priemer Xi 40,68 —
Sudet — 328,37

Namerané hodnoty boli otestované¢ Grubbsovym testom pre pripadné vylucenie odlahlych

hodnot.

Vypocet vyberovej smerodajnej odchylky:

n (% —X)? 328,368
Sr:jzll(l ) :j 28555 _ g

n—1

Vypocet rozsirenej neistoty:

Up=ks'S, =2-8=16,0
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Uvedena rozsirena neistota merania je sucinitel'om Standardnej neistoty merania a koeficientu
rozsirenia k = 2, ¢o pre normdlne rozsirenie odpoveda pravdepodobnosti pokrytia priblizne
95 %.

Vypocet relativnej neistoty:

_ Us-100 _ 16,0-100
- x; 4068

u = 39,0 %

Relativna rozsirend neistota metédy ELISA pre stanovenie lepku bola 39%.
4.2 Vypoclty a vyhodnotenie

Vysledky merania lepku v jednotlivych odrodach ja¢mena doporu¢enych na vyrobu
Ceského piva vyhodnotil software RIDA SOFT Win z pripravenej kalibracnej krivky.
Jednotlivé hodnoty boli vynasobené faktorom riedenia, prepocitané na g/kg a bola od nich
odpocitana hodnota lepku v slepom vzorku. Vysledné hodnoty po prepoctoch sa nachadzaju
v tabul’ke 6 (Tabul’ka 6). NiZSie sa nachadza vzor vypoctu vyslednych hodnét.

_ x(mg/kg) -F. 1,974 -20000
- 1000 B 1000

—-3,17 = 36,31 g/kg

V prilohe ¢islo 1 (Priloha ¢. 1) sa nachadza kalibraéna krivka, ktora bola vytvorena
softwarom RIDA SOFT WIin.NET pri merani obsahu lepku pomocou testu ELISA
v sendvicovom prevedeni.

Tabulka 6 Vysledné hodnoty lepku po prepocte

Odroda cm [g/kg]
1 Bojos-1 61,9
2 Bojos-2 74,2
3 Francin-1 50,9
4 Francin-2 53,6
5 Laudis 550-1 38,3
6 Laudis 550-2 69,5
7 LG Ester-1 58,6
8 LG Ester-2 55,2
9 LG Stamgast-1 49,1
10 LG Stamgast-2 57,9
11 Malz-1 55,7
12 Malz-2 82,5
13 Manta-1 64,0
14 Manta-2 36,3
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4.3 Porovnanie mnoZstva lepku v jednotlivych odrodach

Na analyzu odrod jaémena vhodnych pre vyrobu Ceského piva bol pouzity set
RIDASCREEN gliadin. Jedna sa o sendviovy typ testu imunoanalyzy ELISA, ktory je
zalozeny na tvorbe protilatka- antigén-protilatkového komplexu. Pouzitd mikrotitracna
dosticka je pokryta Specifickymi R5 protilatkami, na ktoré sa viazu proteiny gliadinu. Premytim
anaslednym pridanim enzymového konjugatu dochadza k vzniku vysSie spominaného
komplexu. Po pridani chromogénu, substratu a stop roztoku prebehlo stanovenie gliadinu ako
miera gluténu vo vzorkdch pomocou softwaru RIDASOFT®Win.NET. Obsah gliadinu
obyc¢ajne zastupuje 50 % pritomnych proteinov lepku (CODEX STAN 118-1979) [41].

90
80
70

Y T e e I A
~ & F F (@ & X
w \,&;} %\qﬁ“% & & ch& RIS
&

SRS &
Graf 1 Namerané hodnoty lepku v jacmenoch doporucenych na vyrobu
Ceského piva

evve

vzorku Manta-2 (36,3 g/kg). V studii Kerpesa et al., ktora sa zameriavala na analyzu gluténovo-
Specifickej peptiddzovej aktivity jaCmena ovplyvnenou kli¢ivost'ou, stanovovali okrem
enzymatickej aktivity aj obsah lepku. Na analyzu pouzivali metodu RP-HPLC. Hodnota gluténu
V surovom jaémeni bola stanovena na 32,3+2,3 g/kg. Tento vysledok sa pohybuje v rovnakom
rozmedzi ako nami namerané obsahy lepku vo vzorkach Manta-2 a Laudis 550-1. V tejto $tudii
merali obsah gluténu aj v slade, na ktorého stanovenie bol vyvinuty Specialny druh setu. ELISA
v kompepetivnom prevedeni je Kit vhodny na meranie vzoriek, v ktorych prebehol proces
fermentovania alebo st enzymaticky aktivnejsie. Do tejto kategorie patri aj slad a pivo [38].
V zavislosti na nizky enzymaticky profil ja¢mena, bolo pre nase meranie vhodnejsie pouzit
imunoanalyzu ELISA v sendvi¢ovom prevedeni.

V stadii Dostalek et al. pouzivali rovnaky set aky bol pouzity v nasom merani. Pomocou
setu RIDASCREEN gliadin, bol stanoveny lepok v jaémeni v rozsahu 18,8-45,0g/kg [40].
V tomto intervale sa nachadzaju z naSich nameranych hodnot vzorky Manta-2 a Laudis 550-1.

38



Vsetky ostatné namerané vysledky analyzovanych vzoriek su vyssie v porovnani so Stadiami
Kerpesa et al. a Dostalek et al.

Kanerva et al. sa vo svojej praci zamerali na meranie lepku v kontaminovanom ovse
jatmenom pomocou ELISA setu. Preukazali zavislost zvySujuceho obsahu hordeinu na
skresl'ovani vysledkov. Rovnako bol preukazany negativny vplyv extrakcie pomocou etanolu
a dlhy ¢as skladovania zhomogenizovanych vzoriek. Dospeli k zaveru, Zze ELISA set neberie
do tvahy rozdiely medzi skupinami obilného prolaminu ato je jeho hlavnym problémom.
Rovnako boli preukazané lepsie vysledky pre meranie obsahu hordeinu, ked’ sa pouzil
vhodne;jsi Standard [45]. Huang et al. sa vo svojej stadii zamerali na meranie lepku pomocou
Styroch  ELISA testov. Preukazal, ze kid RIDASCREEN gliadin méze poskytovat
nadhodnotené vysledky [39]. Dias — Amigo et al. sa vo svojej Studii zamerali na Specifikaciu a
presnost’ metody ELISA. Rovnako bola potvrdena nepresnost’ merania obsahu lepku v jaémeni
pomocou ELISA setu [46]. VSetky vySSie spominané skutocnosti mohli sposobit, ze niektoré
nase vysledky dosahovali vyssie hodnoty nez vyssie diskutované prace.

Stanovenie lepku v jacmeni je doélezitym ukazovatel'om pri pozorovani jeho redukcie pri
vyrobe sladu a nésledne piva, do ktorého lepok prechddza. Tento transport je nebezpecny pre
Pudi trpiacich celiakiou, ale aj pre ludi, Ktori maju zvySenu citlivost na obsah lepku
Vv potravinach. Pernica et al. sa vo svojej praci zamerali na monitorovanie obsahu gluténu
Vv ¢eskych komeréne predavanych pivach pomocou ELISA testu v kompetitivnhom prevedeni.
Bol preukazany prechod lepku do piva, kde sa jeho vysledna hodnota pohybuje v rozmedzi
10 mg/1 az 3380 mg/1 [44]. Preto je dolezité pri vyrobe bezlepkového piva z lepkovych surovin
sledovat’ jeho obsah vo vstupnych surovinach a v jednotlivych medziproduktoch vyroby.

Na redukciu lepku pri vyrobe piva sa pouZzivaji rézne enzymatické procesy peptidaz, ktoré
podl'a novych §tadii G¢inne redukuji obsah lepku pod hodnotu 20 mg/kg. Hranica < 20 mg/kg
je legislativne urcena hranica pre potraviny, ktoré sa mézu definovat’ ako bezlepkové [28].
Okrem enzymatickych procesov hraji dolezitt ulohu pri redukcii gluténu aj proces sladovania
¢i varenia piva, pri ktorych dochadza k jeho Ciastocnej degradacii [24]. Fernandez et al. pri
merani obsahu gluténu Vv roznych druhoch piva zistili skutocnost’, ze set RIDASCREEN
Gliadin Competitive poskytuje tiez vyssie hodnoty v porovnani s inymi setmi. Bola tiez zistena
zavislost medzi obsahom lepku a druhom kvasenia, ktory ma vplyv na jeho degradaciu. Obsah
lepku nameraného Vv tejto studii sa pohyboval v rozsahu 62,7-3120 mg/kg Vv zavislosti na
pouzité druhy a znacky lepkovych komeréne predavanych piv [47]. Pernica et al. vo svojej praci
zistili, ze niektoré piva oznacené ako bezlepkové, obsahovali vyssi podiel lepku, ako udava
legislativa pre bezlepkové potraviny. Z merania lepku v ¢eskych komeréne predavanych pivach
vyplyva, ze 1 % piv oznacenych ako bezlepkové obsahuju viac ako 20 mg/kg gluténu. Toto
zistenie poukazuje na zvySenu opatrnost hlavne pre spotrebitel'ov, ktori trpia celiakiou.
Pozitivnym zistenim ztohto merania je skutoCnost, ze 15,4% radlerov, 55,8 %
nealkoholickych piv, 71,4 az 75,5 % leziakov bolo oznacenych ako potraviny s velmi nizkym
obsahom lepku, ktory udava legislativa v rozmedzi 21-100 mg/| [44].

Na optimalizovanie obsahu lepku v pivach vyrabanych z lepkovych surovin je zamerana
pozornost’ na pouzivanie odrdd, ktoré by vykazovali mensi obsah gluténu, ktory by sa v procese
vyroby sladu a piva znizoval az na legislativnu uroven a to pod 20 mg/kg. Z nasho merania
vyplyva negativna zavislost’ medzi obsahom lepku a odrodou ja¢mena. Celkovy obsah gluténu
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Vv obilninach je zavisly na podmienkach prostredia, ktoré posobia na rast rastliny a dozrievanie
zrna. VSetky negativne aj pozitivne vysledky z merani postvaji rozvoj a Sl'achtenie novych
odrdd d’alej, aby vyvinuli novy druh jaémena, ktory by obsahovala menej lepku. Vyslachtenie
menej imunogénneho sladovnickeho ja¢émena nie je fikciou ale realitou, ktord bola potvrdena
v stadii Isabely Camino et al. [48].

4.4 Porovnanie vysledkov obsahov lepku a dusikatych latok
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Graf 2 Porovnanie obsahu lepku s celkovym obsahom dusikatych latok

Celkovy obsah dusikatych latok nameranych pomocou metédy NIRS vyskumnym ustavom
VUPS v Brné¢ bol stanoveny v rozsahu 99-142 g/kg. Tieto hodnoty jednotlivych vzoriek nam
slazili na zrovnanie snameranymi datami lepku. Z tohto porovnavania je zrejmé, ze
S vzrastajucim obsahom dusikatych latok nedochadza k narastu obsahu lepku v zavislosti na
odrode. Rovnako aj zo samotného merania lepku pomocou imunoanalyzy ELISA vyplyva
negativna zavislost’ medzi odrodami a obsahom lepku. Z dat je zrejmy vel'ky rozsah medzi
vysledkami nameranych pri rovnakej odrode. Napriklad pri odrode Manta mozeme vidiet
nekonzistentnost’ vysledkov vzorku jedna a dva, medzi ktorymi je rozdiel 27,7 g/kg. Rovnaku
nesumernost’ vysledkov mézeme tiez pozorovat’ pri odrode Laudis - 550, kde druha vzorka
mala 0 31,2 g/kg vyss§iu hodnotu ako prva.
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5 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo zistit' obsah lepku v réznych odrodach jacmena
doporuceného na vyrobu Ceského piva a zistit' zavislost medzi obsahom lepku, odrodou
jacmena a obsahom dusikatych latok.

Pre tieto ucely bolo vybratych 7 odrod jaémena z jarnej zatvy zroku 2022 po dvoch
vzorkach, ktoré boli poskytnuté vyskumnym ustavom VUPS v Brn& a rovnako aj celkova
analyza sa uskutocnila v priestoroch vyskumného ustavu.

V experimentalnej Casti prace bol namerany obsah lepku pomocou testu RIDASCREEN
Gliadin. Jedna sa 0 sendviCovy typ imunoanalyzy ELISA, ktory je zaloZzeny na tvorbe
protilatka-antigén-protilaitkového komplexu. Tento druh analyzy bol vybrany v dosledku
Sirokého pouzivania nielen v potravindrskom priemysle. Mikrotitratna dosti¢ka pouzitd pri
merani bola pokryta Specifickymi R5 protilatkami, na ktoré sa naviazali proteiny gliadinu. Po
pridani roztokov chromogénu, substratu a stop roztoku prebehlo stanovenie gliadinu ako miera
gluténu vo vzorkach pomocou softwaru RIDASOFT®Win.NET. Vysledny obsah gluténu sa
rovna dvojnasobku gliadinu (CODEX STAN 118-1979) [41]. Namerané vysledky st
zaznamenané V tabul’ke 3 (Tabulka 3). Prepoc¢itané hodnoty nameraného lepku v zavislosti na
riedenie a obsah lepku v slepom vzorku sa nachadzaji v tabulke 6 (Tabulka 6). Vysledky
obsahu lepku stanovené metodou ELISA by mohli sltzit’ ako porovnavacie hodnoty pre vyvoj
metodiky stanovenia lepku rychlou metodou FT-NIR.

Vybraté vzorky vykazovali Siroku $kalu koncentracii nie len medzi réznymi ale aj medzi
rovnakymi odrodami. Z tejto skutoc¢nosti vyplyva, Ze obsah lepku nezavisi na odrode. Velké
rozpdtie hodnét je vyrazné najmi u odréd Manta, Laudis-550 a Malz. Najnizsie namerany
vysledok bol vo vzorku Manta-2 (36,3 g/kg) a najvyssia zas v Malz-2 (82,5 g/kg). Viacero
stadii preukazalo, ze kid RIDASCREEN Gliadin méze poskytovat’ nadhodnotené vysledky
meranych vzoriek obsahu lepku v ja¢meni.

Z dat obsahu dusikatych latok, ktoré boli poskytnuté vyskumnym ustavom VUPS v Brné
vyplyva, Ze najnizs§i obsah dusikatych latok ma odroda Manta-2 (99 g/kg) a najvyssi Bojos
(142 g/kg). Celkové obsahy dusikatych latok v jaémenoch boli namerané pomocou analyzy
NIRS, ku ktorej je referencna analyza metéda podl'a Kjeldahla. V zavislosti na porovnani
vysledkov obsahu lepku a celkového obsahu dusikatych latok je zreymé, Ze obsah lepku sa
nezvysuje priamoumerne so zvysujucim sa obsahom dusikatych latok.

41



6 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

[1] ZIMOLKA, Josef. Jecmen - formy a uzitkové sméry v Ceské republice. Praha: Profi Press,
2006. ISBN 80-86726-18-5.

[2] PETR, Jifi a FrantiSek LOUDA. Produkce potravinarskych surovin. Praha: Vysoka Skola
chemicko-technologicka, 1998. ISBN 80-7080-332-0.

[3] PRIHODA, Josef, Pavel SKRIVAN a Marie HRUSKOVA. Cerealni chemie a technologie
I: cerealni chemie, mlynska technologie, technologie vyroby t&stovin. Praha: VSCHT, 2003.
ISBN 80-7080-530-7.

[4] BASAROVA, Gabriela. Sladarstvi: teorie a praxe vyroby sladu. Praha: Havli¢ek Brain
Team, 2015. ISBN 978-80-87109-47-2.

[5] TAUFEROVA, Alexandra, Michacla PETRASOVA, Jana POKORNA, Bohuslava
TREMLOVA a Pavel BARTL. Rostlinnd produkce. Brno: Veterinarni a farmaceuticka
univerzita Brno, 2014. ISBN 978-80-7305-716-9.

[6] Seznam doporuc¢enych odriid 2022: PSenice ozimn4, pSenice jarni, jacmen jarni, jacmen
ozimny, tritikale ozimé, oves sety. Brno: Agrarni komora Ceskej republiky, 2022. ISBN 978-
80-7401-213-6.

[7]JRANI, Heena a Rachana D. BHARDWALI. Quality attributes for barley malt: “The backbone
of beer”. Journal of Food Science [online]. 2021, 86(8), 3322-3340 [cit. 2022-10-22]. ISSN
0022-1147. Dostupné z: doi:10.1111/1750-3841.15858

[8] BASAROVA, Gabriela a Ivo HLAVACEK. Ceské pivo. 2. vyd. Praha: Nuga, 1999. ISBN
80-85903-10-5.

[9] BASAROVA, Gabriela. Pivovarstvi: teorie a praxe vyroby piva. Praha: Vydavatelstvi
VSCHT, 2010. ISBN 978-80-7080-734-7.

[10] BARTH, Roger. The chemistry of beer: the science in the suds. Hoboken: Wiley, c2013.
ISBN 978-1-118-67497-0.

[11] ALBANESE, Lorenzo, Rosaria CIRIMINNA, Francesco MENEGUZZO a Mario
PAGLIARO. Gluten reduction in beer by hydrodynamic cavitation assisted brewing of barley
malts. LWT - Food Science and Technology [online]. 2017, 82, 342-353 [cit. 2022-10-24].
ISSN 00236438. Dostupné z: doi:10.1016/j.1wt.2017.04.060

[12] FACHVERLAG, Hans Carl. Analytica — Microbiologica — EBC: European Brewery
Convention: EBC Analytica — Microbiologica. 2. Norinberg, 2005. ISBN 3-418-00780-5.

[13] CHLADEK, Ladislav. Pivovarnictvi. Praha: Grada, 2007. Remesla, tradice, technika.
ISBN 978-80-247-1616-9.

[14] KINCL, Tomés. Praxe vyroby piva nejen v malych pivovarech. Praha: Vysoka $kola
chemicko-technologicka v Praze, 2022. ISBN 978-80-7592-122-2.

42



[15] BREZINOVA, Monika. Beer Industry in the Czech Republic: Reasons for Founding a
Craft Brewery. Sustainability [online]. 2021, 13(17) [cit. 2022-11-11]. ISSN 2071-1050.
Dostupné z: doi:10.3390/sul3179680

[16] MERINAS-AMO, Tania, Rocio MERINAS-AMO, Victoria GARCIA-ZORRILLA, et al.
Toxicological Studies of Czech Beers and Their Constituents. Foods [online]. 2019, 8(8) [cit.
2022-11-11]. ISSN 2304-8158. Dostupné z: doi:10.3390/foods8080328

[17] YANG, Dongsheng a Xuan GAO. Progress of the use of alternatives to malt in the
production of gluten-free beer. Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online].
2022, 62(10), 2820-2835 [cit. 2022-11-12]. ISSN  1040-8398. Dostupné z:
d0i:10.1080/10408398.2020.1859458

[18] HOFFMANOVA, Iva. Celiakie. Praha: Mlada fronta, 2019. Edice postgradualni mediciny.
ISBN 978-80-204-5414-0.

[19] CZAJA-BULSA, Grazyna. Non coeliac gluten sensitivity — A new disease with gluten
intolerance. Clinical Nutrition [online]. 2015, 34(2), 189-194 [cit. 2022-04-09]. ISSN
02615614. Dostupné z: doi:10.1016/j.cIlnu.2014.08.012

[20] FUCHS, Martin. Potravinovad alergie a intolerance. Praha: Mlada fronta, 2016. Edice
postgradualni mediciny. ISBN 978-80-204-3757-0.

[21] RODRIGO, Luis. Celiac disease. World journal of gastroenterology: WJG [online].
Gastroenterology Service, University Hospital Central Asturias, Oviedo, Spain, 2006, 12(41),
6585-6593 [cit. 2022-03-20]. ISSN 1007-9327. Dostupné z: doi:10.3748/wjg.v12.i41.6585

[22] GUERDRUM, Lindsay J a Charles W BAMFORTH. Levels of gliadin in commercial
beers. Food chemistry [online]. OXFORD: Elsevier, 2011, 129(4), 1783-1784 [cit. 2022-03-
20]. ISSN 0308-8146. Dostupné z: doi:10.1016/j.foodchem.2011.06.021

[23] HALKOVA, Jana, Marie RUMISKOVA a Jana RIEGLOVA. Analyza potravin. 2. vyd.
Ujezd u Brna: 1. Straka, 2001. ISBN 80-86494-02-0.

[24] KERPES, Roland, Susann FISCHER a Thomas BECKER. The production of gluten-free
beer: Degradation of hordeins during malting and brewing and the application of modern
process technology focusing on endogenous malt peptidases. Trends in Food Science &
Technology [online]. 2017, 67, 129-138 [cit. 2022-11-12]. ISSN 09242244. Dostupné z:
doi:10.1016/j.tifs.2017.07.004

[25] LACORN, Markus, Tina DUBOIS, Thomas WEISS, Lisa ZIMMERMANN, Teresa-Maria
SCHINABECK, Simone LOOS-THEISEN a Katharina SCHERF. Determination of Gliadin as
a Measure of Gluten in Food by R5 Sandwich ELISA RIDASCREEN® Gliadin Matrix
Extension: Collaborative Study 2012.01.Journal of AOAC INTERNATIONAL [online].
2022,105(2), 442-455  [cit. 2022-11-17]. ISSN  1060-3271. Dostupné z:
doi:10.1093/jaoacint/qsab148

[26] RIDASCREEN® Gliadin competitive, R-Bio-pharm, AG. Dostupné z: https://food.r-
biopharm. com/products/ridascreen-gliadin-competitive/

43



[27] RIDASCREEN Gliadin, R-Bio-pharm, AG. Dostupné z: https://food.r-biopharm.
com/products/ridascreen-gliadin/

[28] Provadéci nafizeni Komise (EU) ¢. 828/2014 ze dne 30. ¢ervence 2014 o pozadavcich na
poskytovani informaci o nepfitomnosti ¢i snizeném obsahu lepku v potravinach spotiebitelim.
In: Utedni véstnik. L 228/5 17.11.2022, Dostupné z: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/SK/TXT/PDF/?uri=CELEX:32014R0828&from=DA

[29] KADLEC, Pavel, Karel MELZOCH a Michal VOLDRICH. Co byste méli védét o vyrobé
potravin?: technologie potravin. Ostrava: Key Publishing, 2009. Monografie (Key Publishing).
ISBN 978-80-7418-051-4.

[30] DAHAL-KOIRALA, Shiva, Ralf S. NEUMANN, Jorgen JAHNSEN, Knut E.A. LUNDIN
a Ludvig M. SOLLID. On the immune response to barley in celiac disease: Biased and public
T-cell receptor usage to a barley unique and immunodominant gluten epitope. European
Journal of Immunology [online]. 2020, 50(2), 256-269 [cit. 2022-11-17]. ISSN 0014-2980.
Dostupné z: doi:10.1002/ej1.201948253

[31] WATSON, H.G., A.l. DECLOEDT, D. VANDERPUTTEN a A. VAN LANDSCHOOT.
Variation in gluten protein and peptide concentrations in Belgian barley malt beers. Journal of
the Institute of Brewing [online]. 2018, 124(2), 148-157 [cit. 2022-11-17]. ISSN 00469750.
Dostupné z: doi:10.1002/jib.487

[32] Chranéné zemépisné oznadeni Ceské pivo. In: Vyzkumny ustav pivovarsky a
sladafsky [online]. [cit. 2022-11-17]. Dostupné z: https://beerresearch.cz/chranene-zemepisne-
oznaceni-chzo-ceske-pivo/

[33] THOME, O.W.: Flora von deutschland, Ostereich und der Schweiz. In wort und bild fiir
Schule und Haus, 2003. http://www.biolib.de/

[34] Natizeni Komise (ES) ¢. 1014/2008 ze dne 16. fijna 2008 o zapisu urcitych nazvu do
Rejstiiku chranénych oznadeni pivodu a chranénych zemépisnych oznadeni (Ceské pivo
(CHZO), Cebreiro
(CHOP). In: Utedni véstnik. L 276/27 03.02.2023, Dostupné z: https://eurlex.europa.eu/LexU
riServ/LexUriServ.do?uri=0J:1L :2008:276:0027:0028:CS:PDF

[35] HAVLOVA, Pavla. Hydrolytické a oxidoredukéni enzymy je¢ného sladu: (studijni
zprava). Praha: Ustav zemé&délskych a potravinafskych informaci, 1999. Studijni informace.
ISBN 80-7271-040-0.

[36] SCHERF, Katharina Anne, Peter KOEHLER a Herbert WIESER. Gluten and wheat
sensitivities — An overview. Journal of Cereal Science [online]. 2016, 67, 2-11 [cit. 2023-02-
25]. ISSN 07335210. Dostupné z: doi:10.1016/j.jcs.2015.07.008

44


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/SK/TXT/PDF/?uri=CELEX:32014R0828&from=DA
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/SK/TXT/PDF/?uri=CELEX:32014R0828&from=DA
https://beerresearch.cz/chranene-zemepisne-oznaceni-chzo-ceske-pivo/
https://beerresearch.cz/chranene-zemepisne-oznaceni-chzo-ceske-pivo/
http://www.biolib.de/
https://eurlex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:276:0027:0028:CS:PDF
https://eurlex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:276:0027:0028:CS:PDF

[37] AKEROYD, Michiel, Sylvie VAN ZANDYCKE, Joost DEN HARTOG, Jozé
MUTSAERS, Luppo EDENS, Marco VAN DEN BERG a Chantal CHRISTIS. AN-PEP,
Proline-Specific Endopeptidase, Degrades All Known Immunostimulatory Gluten Peptides in
Beer Made from Barley Malt. Journal of the American Society of Brewing Chemists [online].
2018, 74(2), 91-99 [cit. 2023-02-25]. ISSN 0361-0470. Dostupné z: doi:10.1094/ASBCJ-2016-
2300-01

[38] KERPES, Roland, Verena KNORR, Susanne PROCOPIO, Peter KOEHLER a Thomas
BECKER. Gluten-specific peptidase activity of barley as affected by germination and its impact
on gluten degradation. Journal of Cereal Science [online]. 2016, 68, 93-99 [cit. 2023-03-24].
ISSN 07335210. Dostupné z: doi:10.1016/.jcs.2016.01.004

[39] HUANG, Xin, Hanna AHOLA, Matthew DALY, Chiara NITRIDE, EN Clare MILLS a
Tuula SONTAG-STROHM. Quantification of Barley Contaminants in Gluten-Free Oats by
Four Gluten ELISA Kits. Journal of Agricultural and Food Chemistry [online]. 2022, 70(7),
2366-2373 [cit. 2023-03-24]. ISSN 0021-8561. Dostupné z: doi:10.1021/acs.jafc.1c07715

[40] DOSTALEK, P., . HOCHEL, E. MENDEZ, A. HERNANDO a D. GABROVSKA.
Immunochemical determination of gluten in malts and beers. Food Additives and
Contaminants [online]. 2006, 23(11), 1074-1078 [cit. 2023-03-24]. ISSN 0265-203X.
Dostupné z: doi:10.1080/02652030600740637

[41] BELGIUM. GUIDANCE ON GLUTEN-FREE LABELLING: Based on STANDARD
FOR FOODS FOR SPECIAL DIETARY USE FOR PERSONS INTOLERANT TO GLUTEN
CODEX STAN 118-1979. 1In: . Dostupné také z: https://www.isdi.org/wp-
content/uploads/2018/12/1SDI-Gluten-Free-07-final.pdf

[42] DENAULT, André Y., Mohamed SHAABAN-ALI, Alexis COURNOYER, Aymen
BENKREIRA a Tanya MAILHOT. Near-Infrared Spectroscopy. In: Neuromonitoring
Techniques [online].  Elsevier, 2018, 2018, s. 179-233 [cit. 2023-04-09]. ISBN
9780128099155. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-809915-5.00007-3

[43] RALLABHANDI, Prasad, Girdhari M. SHARMA, Marion PEREIRA a Kristina M.
WILLIAMS. Immunological Characterization of the Gluten Fractions and Their Hydrolysates
from Wheat, Rye and Barley. Journal of Agricultural and Food Chemistry [online].
2015, 63(6), 1825-1832  [cit. 2023-04-09]. ISSN  0021-8561. Dostupné z:
doi:10.1021/jf505716p

[44] PERNICA, Marek, Rastislav BOSKO, Zdenék SVOBODA, Karolina BENESOVA a
Sylvie BELAKOVA. Monitoring of gluten in Czech commercial beers. Czech Journal of Food
Sciences [online]. 2020, 38(4), 255-258 [cit. 2023-04-09]. ISSN 12121800. Dostupné z:
d0i:10.17221/61/2020-CJFS

[45] KANERVA, Piivi M., Tuula S. SONTAG-STROHM, Piivi H. RYOPPY, Pirjo ALHO-
LEHTO a Hannu O. SALOVAARA. Analysis of barley contamination in oats using RS and -
gliadin antibodies. Journal of Cereal Science [online]. 2006, 44(3), 347-352 [cit. 2023-04-14].
ISSN 07335210. Dostupné z: doi:10.1016/j.jcs.2006.08.005

45


https://www.isdi.org/wp-content/uploads/2018/12/ISDI-Gluten-Free-07-final.pdf
https://www.isdi.org/wp-content/uploads/2018/12/ISDI-Gluten-Free-07-final.pdf

[46] DIAZ-AMIGO, Carmen a Bert POPPING. Accuracy of ELISA Detection Methods for
Gluten and Reference Materials: A Realistic Assessment. Journal of Agricultural and Food
Chemistry [online]. 2013, 61(24), 5681-5688 [cit. 2023-04-15]. ISSN 0021-8561. Dostupné z:
d0i:10.1021/jf3046736

[47] FERNANDEZ-GIL, Maria del Pilar, Edurne SIMON, Anna GIBERT, Jonatan
MIRANDA, Esther ROGER ALCOBA, Olaia MARTINEZ, Elisenda VILCHEZ CEREZO a
Maria Angeles BUSTAMANTE. Gluten Assessment in Beers: Comparison by Different
Commercial ELISA Kits and Evaluation of NIR Analysis as a Complementary
Technique. Foods [online]. 2021, 10(6) [cit. 2023-04-15]. ISSN 2304-8158. Dostupné z:
d0i:10.3390/f00ds10061170

[48] COMINO, lIsabel, Ana REAL, Javier GIL-HUMANES, et al. Significant differences in
coeliac immunotoxicity of barley varieties. Molecular Nutrition & Food Research [online].
2012,56(11), 1697-1707 [cit. 2023-04-14]. ISSN 16134125. Dostupné z:
d0i:10.1002/mnfr.201200358

[49] YANG, Dongsheng a Xuan GAO. Progress of the use of alternatives to malt in the
production of gluten-free beer. Critical Reviews in Food Science and Nutrition [online].
2022, 62(10), 2820-2835 [cit. 2023-04-30]. ISSN  1040-8398. Dostupné z:
d0i:10.1080/10408398.2020.1859458

[50] GUMIENNA, Matgorzata a Barbara GORNA. Gluten hypersensitivities and their impact
on the production of gluten-free beer. European Food Research and Technology [online].
2020, 246(11), 2147-2160 [cit. 2023-04-30]. ISSN  1438-2377. Dostupné z:
d0i:10.1007/s00217-020-03579-9

46



7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV
PET — polyethylentereftalat

CKT — cylindrokonické tanky

ELISA — enzymova imunoanalyza (eznyme-linked immunosorbent assay)
NIRS — blizka infracervena spektroskopia

VUPS — Vyzkumny tstav pivovarsky a sladatsky, a.s.
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Priloha ¢. 1 Kalibracna krivka vytvorena softwarom RIDA SOFT Win.NET

ImMmMmOOmE

0115
0.507
1927
1.226
1.734
2151
2880
3.088

Gliadin
17. Mar. 2023, 12:48:25, Spline, 450/630 nm, Ser.No: 4129.11070242, Version: 1.107.0.242
Plate Values

2 3 4 5 ] 7 8 9 10 1 12
0.001 2,157 0.000 0.000 1.169 0.000 0.000 1.077 0.000 1.344 0.001
0.000 2.191 0.000 0.000 0.965 0.000 0.000 1.004 0.000 1.349 0.001
0.000 1.182 0.000 0.000 0.884 0.000 0.000 1.017 0.000 1.218 0.001
0.000 1.128 0.000 0.000 0.834 0.000 0.000 1.003 0000 1.144 0.000
0.000 1.255 0.000 0.000 1.193 0.000 0.000 1.112 0.000 0.867 0.000
0.000 1.302 0.000 0.000 1279 0.000 0.000 1.122 0.000 0.788 0.000
0.000 1.007 0.000 0.000 1.083 0.000 0.000 1.213 0.000 0.487 0.000
0.000 1.058 0.000 0.000 1.167 0.000 0.000 0.968 0.000 0.512 0.000
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Priloha ¢. 2 Vyextrahované a scentrifugované vzorky

Priloha ¢. 3 ELISA set na meranie lepku
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Priloha ¢. 4 Mikrotitracna dosticka pred pridanim STOP roztoku
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