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ABSTRAKT

V této bakalarské praci je diskutovan proces vyroby piva a jeho slozeni. Experimentalni Cast
se zabyva analyzou polyfenolickych slou¢enin a sacharidy metodou HPLC, analyzou
organickych kyselin metodou IC a elementarni analyzou metodou ICP-OES. Analyzou HPLC
bylo stanoveno jedenact polyfenolickych latek. Nejvice zastoupenou slouceninou byla
kyselina gallova a nejméné zastoupenou slouceninou byl kvercetin. Metodou HPLC byly
analyzovany sacharidy glukosa, fruktosa a sacharosa. Nejvétsi zastoupeni méla glukosa.
Elementarni analyzou bylo analyzovano deset prvkii. Nejméné zastoupenym byl zinek a
nejvice zastoupenymi byly fosfor a draslik.

ABSTRACT

In this bachelor thesis is discussed the brewing process and composition of the beer. The
experimental part deals with analysis of polyphenolic compounds and carbohydrates by
HPLC, analysis of organic acids by the IC and the ICP-OES method was used for analysis of
elements. The HPLC method was used to determine eleven polyphenols. Gallic acid was the
most represented compound of polyphenols and quercetin was the least represented
compound. Glucose, fructose and sucrose were analysed by HPLC and the most represented
compound of carbohydrates was glucose. The ICP-OES method was used to determine ten
elements. Zinc was the least represented element in the analysis and phosphorus and
potassium were the most represented in the analysis.
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1. UVOD

Pivo je v dnesni dobé jednim z nejrozsifen€jsSich alkoholickych napoju po celém svété. Svou
oblibenost si ziskalo predevs§im svou jedine¢nou chuti, sloZzenim a kvalitou. Zakladnimi
surovinami pro vyrobu piva je jeCmen, ze kterého se vyrabi slad, chmel, voda a pivovarské
kvasinky. Slad se vyrabi z jeCmene jarniho nebo setého. Vétsina pivovari pouziva pro vyrobu
piva chmel p&stovany v Ceské republice. Nejznaméjsi chmelaiskou oblasti je Zatecka, kde se
péstuje Zatecky polorany &ervetiak, ktery se nejvice pouziva pro vyrobu piva.

V prvni Casti prace je popsana vyroba piva, ktera je mozna nékolika zpusoby. Tim
nejznaméj$im zpusobem vyroby jsou piva plzenského typu, ktera se vyrabi ve tfech krocich.
Sladovani jeCmene, pfiprava mladiny a jeji kvaSeni. Déle pak nasleduji dalsi kroky jako je
filtrace, pasterace a staCeni. Mladina se pfipravuje dekokénim tfirmutovym postupem.
K hlavnimu kvaSeni se pouzivaji kmeny spodniho kvaSeni Saccharomyces cerevisiae subsp.
uvarum. Pro co nejlepsi kvalitu piva probihd hlavni kvaSeni a dokvaSovani kazdé zvlast
v cylindrokonickych tancich. V prubéhu fermentace se v pivu tvoii organické kyseliny jako
napf. kyselina jable€na, mlécna, citronova a octova. Tyto organické kyseliny jsou pfirodnimi
konzervanty a pro pivo jsou dilezité z hlediska udrzeni trvanlivosti a jakosti piva.

Dal§i Cast prace je veénovana popisu latek obsazenych v pivu. Pivo obsahuje mnoho
dulezitych minerala a stopovych prvkd, jako jsou hoicik, draslik a vapnik. Zdrojem téchto
prvka neni jen chmel a slad, ale také voda, ktera se pro vyrobu piva pouziva. V pivu jsou
obsazeny také vitaminy a to predevsim vitaminy skupiny B.

Pivo je rovnéz bohaté na flavonoidy a polyfenolové latky. Mezi tyto skupiny latek se fadi
rutin, kvercetin, nebo kyselina kumarova. Pfevazna vétsina téchto latek se do piva dostava ze
sladu a chmele. Roz§rotovanim sladu a povarenim sladiny s chmelem se do piva se tyto latky
vylouhuji. Chmel obsahuje kromé polyfenoli i horké kyseliny a chmelové silice, které se
rovnéz vylouhuji béhem vareni a dodavaji tak pivu jeho hotkou chut. Flavonoidy jsou
ptirodnimi antioxidanty, které vychytavaji volné radikaly v téle ¢loveéka a tim napomahaji k
snizeni rizik riznych onemocnéni.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Historie piva

Za kolébku piva se povazuje oblast Mezzopotamie, kde jiz kolem 3000-2800 pf. n. 1. Asyrané
a Babylonané péstovali obili. K tehdej§i vyrobé piva a kvaSenych napoji se vyuzival
rozlamany chléb, ktery se zalil vodou a nechal zkvasit. Pivo a chléb tvofily zaklad stravy i ve
starobylém Egypté. V obdobi XIX. a XX. dynastie bylo pivo nejrozsifenéj§im napojem mezi
vSemi obyvateli Egypta. Také Indiani ze Severni a Jizni Ameriky vyrabéli pivo. To vSak bylo
z kukufice a titinového cukru.

Prvni zprava o vyrobé piva na nasem uzemi pochazi z roku 993. Uvadi se, ze pivo vyrabéli
benediktini v Bfevnovském klastefe. Prvni historicky dochovany doklad o vyrobé piva je
listina krale Vratislava II. Prvni popis celkového postupu vyroby piva pochazi z roku 1585 od
Tadease Hajka z Hajku, jez byl osobnim lékafem cisare Rudolfa II. Pivodné nalezela vyroba
piva zenam, dokud se vSak nestal chmel a slad cennym zbozim a obchodnici s nim zacali
Siroce obchodovat. Témét az do 18. stoleti pfevazovala vyroba svrchné kvaSenych piv
z pSeni¢ného sladu. Teprve po roce 1750 se zacal pouzivat slad jecny.

Nejstarsim pivovarem zalozenym roku 1341 byl pivovar v Domazlicich, ktery provozoval
svou Cinnost az do roku 1996. Na polatku 19. stoleti bylo v Cechach 1087 pivovari.
Pocatkem 20. Stoleti jich mnoho ubylo a zistalo jich pouze 804, zato ale mély vétsi vystav.

Historickym meznikem bylo pro rozvoj pivovarstvi u nas i ve svété zalozeni Méstanského
pivovaru v Plzni roku 1842, kde zacali vyrabét spodné kvasena piva.

Od druhé poloviny 19. Stoleti se na rozvoji prumyslové vyroby vyznamné podilel vyvoj
domaéciho strojirenstvi, které se zameétrovalo na sladaiska a pivovarska zafizeni.

Béhem prvni svétové valky byl zastaven provoz nékolika sladoven a doslo k obrovskému
ubytku surovin. Béhem valky bylo zavieno kolem 122 pivovart. Po prvni svétové valce byl
provoz sladoven obnoven a dochazelo k postupnému obnovovani pivovari a k jejich
modernizaci.

Za druhé svétové valky ztratily Cechy zabranim Sudet 121 pivovard a vice nez polovinu
rozlohy chmelnic. Projevoval se také nedostatek energie pro vyrobu piva. Piva se vyrabéla
pouze pomoci nahrazek a nedosahovala potfebnych kvalit. Obsah alkoholu v pivu byl tehdy
pouze okolo 2%. I ptes vSechny komplikace se diky pivovarim Prazdroj a Budvar podafilo
udrzet dobré jméno Ceského pivovarstvi, jelikoz se tyto pivovary znacné zamétfovaly na
export piva o vyrovnané kvalité.

Po druhé svétové valce se sladovny zacaly opét modernizovat, aby mohly produkovat slad
dle pozadovanych kritérii nejen pro vyrobu tuzemskych piv, ale také pro export. Po valce
vyroba piva stagnovala a navySovani vyroby zacalo az po roce 1950. Vyroba piva vSak
pokraCovala pouze v pivovarech, které nebyly béhem druhé svétové valky zavieny. Také
dochazelo ke znarodnéni mnoha podnikti pivovart a sladoven. Teprve az od roku 1989 zacala
postupna privatizace sladoven a pivovaru a vznikaly také nové rodinné a restauracni pivovary.

Dalsi etapou nové modernizace pivovard bylo obdobi v letech 1990-1995, kdy se zacaly
k vyrobé pouzivat cylindrokonické tanky a tim doslo ke zlepSeni procesu vyroby a zlepSeni
kvality piva [1].



2.2 Rozdéleni piva

Pivo se déli do riznych skupin podle jednotlivych kritérii. Muze se délit podle obsahu
alkoholu, barvy, extraktu pivodni mladiny a podle zptsobu kvaseni. Podle kvaseni se piva
déli na svrchné a spodné kvasena piva. Piva podle barvy jsou svétla, polotmava anebo tmava.
Barva zavisi na druhu pouzitého sladu. Dalsi rozdéleni typt piv uvadi tabulka 1 a tabulka 2 [2]
[3].

Tabulka 1: Déleni piv dle koncentrace mladiny [2]

Druh piva Extrakt puvodni mladiny
Stolni pivo Do 6% hm.
Vycepni pivo 7-10% hm.

Lezak 11-12% hm.

Pivo specialni 13% hm. < vice
Porter 18% hm. < vice

Tabulka 2: Délent piv podle obsahu alkoholu [2]

Druh piva Obsah alkoholu
Nealkoholické max 0,5%
Vycepni 10° 4%
Lezaky 4,8-5%
Specialy 13° 5,6-6%

2.3 Suroviny pro vyrobu piva
23.1 Voda

Voda je nedilnou soucasti pii vyrobé piva. Jelikoz je spotieba vody pro vyrobu obrovska,
stav€ly se pivovary vzdy v blizkosti dobrého zdroje vody predev§im u rybnikd, potokt, bieht
ek nebo dobré studny. Spotieba vody na vyrobu jednoho litru piva se pohybuje v rozmezi od
7 do 12 litrt. Pii vyrobé€ piva se pouzivaji dva druhy vod, varni voda a uzitkova.

Varni voda se pouziva pfimo pro vyrobu piva a uzitkova pro myti a Ci§téni provozu v
pivovarech. Varni voda musi zcela spliovat pozadavky pitné vody. Nejdulezitéjsim kritériem
je tvrdost vody. Ta se déli na stalou, ktera obsahuje hotfecnaté a vapenaté soli a prechodnou,
ktera je tvorena hydrogenuhliitany, jez se varem rozkladaji. Pro vyrobu svétlych piv se
pouziva mekka voda s pfechodnou tvrdosti [4].
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2.3.2 Chmel

Chmel je plané rostouci rostlina rostouci ve vlhkych kfovinach a pro jeho rist mu vyhovuji
vlhké a mimé kyselé pidy. Chmel je dvoudoma rostlina a k vafeni piva se péstuji pouze
vyslechténé odrady samicCich rostlin, ze kterych se sklizi chmelové Sistice. Sklizeny chmel
obsahuje 72-82% vody a susi se pii teploté nejvyse 50 °C. Konecna vlhkost by neméla
presahnout 8%. Pfijetim vzdusné vlhkosti pii skladovani se navysi obsah vody asi na 11%.
Poté se chmel tfidi a lisuje.

Nejznamé&j§imi chmelafskymi oblastmi jsou Zatecka, Ustécka a Trsicka. Roku 2007 ziskal
satecky chmel chranéné zemépisné oznaleni. Zatecky chmel ma nékolik odrid. Mezi
nejznaméjdi patii Zatecky polorany erveiiak, ktery je na obrazku 1, Sladek, Kazbek, Bor,
Bohemie, Premiant a Rubin. LéCivé ucinky chmelu jsou znamy jiz odedavna. Chmel piasobi
pozitivné pii ledvinovych a jaternich onemocnénich.

Pro vyrobu piva je chmel dualezity zejména diky jeho slozeni. V chmelu se nachazi zna¢né
mnozstvi polyfenold, silic a pryskyfic. Pryskyfice obsahuji humulony neboli a-hotké kyseliny
a lupulony, beta-hotké kyseliny. Pravé chmelové pryskyfice jsou zdrojem hotkych latek v
pivu, které mu dodavaji typickou horkou chut [5, 6].

Obrizek 1: Zatecky polorany cerveidk [5]
2.3.3 Pivovarské kvasinky

Pivovarské kvasinky patifi do rodu Saccharomyces. Tento rod se vyuziva hojné ve vinafstvi,
pekarstvi a pivovarnictvi, nebot mé schopnost zkvasit sacharidy. Kvasinky maji kulovity,
elipsoidni nebo cylindricky tvar. Rozmnozuji se pucenim a tvofi pseudomycelium. Rod
Saccharomyces objevil roku 1838 Meyen a detailnéji je popsal Rees v roce 1870.

Pro pivovarnictvi se pouzivaji dva druhy S. cerevisiae subsp. cerevisiae a S. cerevisiae
subsp. uvarum. Druh Saccharomyces cerevisiae tvorti elipsoidni a kulovité buriky o délce 3,7
az 9,7 um a Sifce 2,6 az 6,4 um. Vytvaii bohaté vétvené pseudomycelium. Saccharomyces
uvarum tvori elipsoidni, kulovité a neékdy 1 protdhlé buiky. Kmeny bunck vytvafi
stromeckovité pseudomycelium. Jejich rozmeéry jsou témet shodné jako u druhu S. cerevisiae

[7].
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2.3.4 Slad

K vyrobé sladu se pouziva jeCmen. JeCmen patii mezi naSe nejstarsi péstované plodiny a své
vyuziti si ziskal pfedev§im diky velkému obsahu vitamint a mineralnich latek jako jsou napf.
draslik, vapnik a fosfor. K vyrobé piva se pouzivaji predevS§im odridy jeCmene jarniho a
jeCmene setého. Z jeCmene se vyuziva pii vyrobé sladu obilka. Ta se sklad4 z obalové cCasti,
zarodku nebo téz klicku ¢i embrya a endospermu, ktery predstavuje nejveétsi Cast obilky, viz
obrazek 2. Proces vyroby sladu zac¢ina ¢isténim a tfidénim jeCmene. JeCmen se nejprve zbavi
prachu a ostatnich necistot a poté se tiidi podle jakostnich znaku jako je velikost, klicivost a
obsah vody. Pokud nejde jeCmen ihned k dalSimu zpracovani, uskladni se v silech pii 20 °C
s 15% vzdusni vlhkosti. Po roztfizeni nasleduje maceni a kli¢eni jeCmene [8].

- vidknina, mineraly

vnéjsi oplodi |
vnitfni osemeni

endosperm

klicek - vitEP, A, D, B
- mineraly

Obrdzek 2: Rez obilkou [42]

2.3.4.1 Maceni jeCmene

Maceni jeCmene je nezbytny krok pro enzymové pochody zajistujici kliceni. Cilem je zvySeni
obsahu vody v zrnu z 12 az 15% na 42 az 48%. Pii maceni je dulezita ptfitomnost kysliku pro
aerobni dychani zrna. Maceni probihéa v naduvnicich s provzdusinovanim a odsavanim CO,. A
trva piiblizné dva dny.

2.3.4.2 Kliceni jecmene

Kliceni jemene probiha na tzv. humnech. Jedna se o prostorné mistnosti s hladkou podlahou
a dobfe zajiSténym systémem vétrani. JeCmen kli¢i na hromadach asi v 15 cm vrstvé pii
teploté 14 °C po dobu péti az sedmi dni. Hromada vykazuje béhem kli¢eni jednotliva stadia
nazyvané mokra hromada, sucha hromada, pukavka, mladik a vyrovnana hromada. Béhem
kli¢eni se je¢men prevraci, aby doslo k jeho vydychani. Ugelem kliGeni je tvorba enzymi a
dosazeni pozadovaného stupné nakliceni, neboli rozlusténi zrna. Dochézi k poruSeni bunééné
stény, odbourani Skrobu a bilkoviny se $tépi na jednodussi latky. V zarodecné Casti zrna se
pfitom vyvijeji zarodky kofinkd a listh. Pfi kliCeni vyuziva zrmo zejména zasobnich latek
z endospermu [8].
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2.3.4.3 Hvozdéni (suSeni) jecmene

Cilem hvozdéni je snizeni obsahu vody v je¢meni pod 14%. Béhem tohoto procesu dochézi
k zastaveni vegetacnich pochodi a zachovani pozadované enzymové aktivity. Zarover se také
vytvaii nové chutové, barevné a oxidané redukéni latky. Hvozdéni ma 2 faze. Nejprve
dochazi k Setrnému suSeni v nadbytku vzduchu pfi teplotach 20-60 °C. V dalsi fazi nastava
dosuseni slabym proudem vzduchu u svétlého sladu pfi teplotach 60 — 80 °C a u tmavého
sladu 60 — 105 °C. Cely proces trva dva dny.

2.3.4.4 Odkli¢ovani sladu

Pomoci ventilatoru se od sladového zrna oddéli sladovy kvét, ktery obsahuje kotinky a klicky.
Sladovy kvét se dale pouziva jako krmivo v zeméd€lstvi, protoze je velmi bohaty na proteiny.
Hotovy slad se nechava jesté 6 tydnt odlezet v chlazenych silech a poté je expedovan [8].

24 Vyroba piva
24.1 Priprava mladiny
2.4.1.1 Srotovani

Zakladem vyroby piva je rozemleti sladu. Tento krok je dulezity z hlediska vymleti
endospermu sladového zrna na jemné Castice. Pfi Srotovani nesmi dojit k poruseni obalovych
pluch. Zachovani celistvosti pluchu je dilezité pro vytvoreni filtrani pfepazky pfi scezovani
a vyslazovani mlata. Rozemleté pluchy zhorsuji barvu sladiny, senzorickou stabilitu piva 1
celkovy chut'ovy profil.

Casti sladového zrna nejsou zcela stejnosmérné rozlu§téné. Pii §rotovani se nejvice lusti
endosperm a nejméné pak Spicky zm. Z jemnéjSich Casti zrna se pak pasobenim sladovych
enzymu uvoliiuje hlavni podil extraktu sladiny. Spatné rozlusténi sladu miize mit za nasledek
nejen nizsi vytézek extraktu ale také problémy pfi scezovani sladiny [9].

24.1.2 Vystirani

Zakladnim principem vystirani je dobré smichani sladového Srotu s nalevem varni vody.
V tomto procesu jde o postupné smichani rozemletého sladu a nadlevem vody. Tento proces je
rozdélen do nékolika krokti. Nejprve se smicha Srot s vodou o teploté pod 20 °C, poté se
pfidava druhy podil nalevu tentokrate jiz s horkou vodou a provede se tzv. zapaika.
V nasledném nalevu se piidava voda potfebnd pro scezovani mlata a pro nafedéni na
pozadovanou koncentraci mladiny. Doba vystirani se pohybuje vCetné Srotovani piiblizné 60
minut [9].

2.4.1.3 Rmutovani

Principem rmutovani je pfevedeni optimalniho podilu extraktu surovin do roztoku. V této fazi
hraji vyznamnou roli enzymy. Témi nejdilezitéjsimi jsou oxidac¢né-redukeni, kyselinotvorné,
amylolytické a proteolytické enzymy. Jednim z dilezitych enzymatickych d&ji je prevedeni
nezkvasitelnych cukri na zkvasitelné. Dochazi tak k rozst€peni $krobu az na maltosu a
glukosu. Pusobenim proteolytickych enzymt dochazi ke stépeni dusikatych latek [9].
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Postup rmutovani se déli na dva kroky. Dekokénim postupem dochazi k postupnému
vyhftivani jednotlivych podilt rmutu (jedno az tfirmutové postupy) na dané teploty a povareni
téchto podilt. V infuznim postupu se dlouhodobym ptsobenim sladovych enzymu rozpousti a
Stépi extrakt sladu. Postupné dochazi k zahtivani na urcité teploty, které¢ se mohou mirné lisit
v zavislosti na druhu vareného piva. Celkova doba tfirmutového postupu se pohybuje v
rozmezi 3,5-5,5 hodiny v zavislosti na typu piva (svétlé, tmavé).

Ttirmutovy zpusob se sklada ze tii krokt. Prvnim krokem je zahtati na teplotu 52 °C, pfi
které dochazi ke Stépeni bilkovin. Ve druhém kroku se rmut zahieje na 63 °C a pfi této teplote
dochazi ke ztekucovani Skrobu pusobenim B-amylasy. V poslednim kroku se rmut zahfeje na
72 °C a dojde k rozstépeni skrobu a-amylasou [9].

2.4.1.4 Scezovani sladiny a vyslazovani mlata

Scezovani je fyzikalné-chemicky proces filtrace, kdy se v co nejkratsi dobé odd¢li sladina od
mlata. Tento proces probiha ve dvou krocich. Nejprve se oddéli tzv. predek, ktery obsahuje
extraktivni latky sladu. Poté nasleduje vyslazovani. Vyslazovani spociva ve vylouhovani
extraktl z mlata horkou vodou. Scezovani ovliviiuje slozeni a kvalita sladového Srotu.
Scezovaci nadoby, ve kterych scezovani probiha, jsou vyrobeny z korozivzdorné oceli, médi,
nebo z ocelového plechu. Celkova doba scezovani a vyslazovani trva 3-3,5 hodiny.

2.4.1.5 Sladové mlato

Mlato oddélené od sladiny se hojné vyuziva v zemédélstvi jako pfidavek do krmnych smeési
pro dobytek, nebo se mlato vysusi a pouzije se do specialnich pekatskych vyrobki [9].

2.4.1.6 Chmelovar

Povafenim sladiny s konkrétnim druhem chmele vznika mladina tzv. mladé pivo. Chmelovar
probiha v tradicnich varnach a teplota se udrzuje na 100 °C. Pfi chmelovaru dochazi k
nékolika fyzikalnim, chemickym a biochemickym reakcim. Dochazi ke zméné acidity, tvofi
se produkty Maillardovych reakci melanoidiny, méni se barva mladiny a dochazi k rozpusténi
a izomeraci hotkych latek.

Davka ptridavaného chmele se stanovuje podle obsahu a-horkych kyselin jednotlivych
produktt. Pro vyrobu piva se pouzivaji rizné druhy chmele. Muze se pouzit jak lisovany tak
granulovany chmel. Chmeleni probiha v jedné az tfech davkach v zavislosti na typu piva vice
v tabulce 3. Pro méné hotké piva se uziva jedno davkovani a pro piva s vyssi horkosti se
bézné uziva davkovani ve dvou az tiech krocich.

Po skonceni varu dochazi k ochlazeni mladiny, pfi kterém se vylucuji hrubé a jemné kaly,
které se nasledné oddéli. Zaroven také dochéazi k odparu a tim ke zvySeni extraktu mladiny.
Ochlazeni se provadi az na zakvasnou teplotu 10-15 °C [9].
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Tabulka 3: Davkovini chmele [9]

Davkovani 1. davka 2. davka 3. davka

1. krok 10-15 min po zavafeni - -

70-80% chmele 10 min  20-30% chmele 30 min pred
2. krok -
po zavareni koncem varu

35% chmele hodinu pted ~ 15% chmele 10-15 minut pred
3. krok 50% chmele na zacatku
koncem varu koncem varu

2.4.2 Hlavni kvaSeni

Cilem hlavniho kvaSeni je tvorba etanolu, oxidu uhli¢itého a dalSich latek, které vznikaji
Castenym zkvaSenim cukernatych slozek mladiny pomoci pivovarskych kvasinek. Pfi
hlavnim kvaSeni dochéazi také k vyvinu tepla, které produkuji kvasni¢né buiiky tvorbou
bunéénych struktur. Kvasni¢né buriky ziskavaji energii pro tento proces z organickych zivin.

Prabéh hlavniho kvaseni ovliviiuje n€kolik faktort. Jednim z nich je slozeni mladiny.
Mladina musi obsahovat dostatek cukrti (asi 90%), dusikaté latky, které jsou absorbovatelné
kvasinkami, mineralni latky a vitaminy. Dal§im faktorem je obsah kysliku, ktery se do piva
dostava provzdusnénim ochlazené mladiny béhem zakvaSovani. Obsah kysliku v mladiné se
pohybuje v rozmezi 5 az 7 mg 1. Tento spravny obsah je ddlezity vzhledem
k organoleptickym vlastnostem piva. ZvySeny obsah kysliku potlacuje tvorbu esterd a
napomaha k tvorbé vyssich alkoholi.

Pro zakvasovani se pouzivaji kvasné kadeé zvané spilky. Ty se diive vyrabély z dubového
dreva, ale dnes se pouzivaji materidly jako beton a korozivzdorna ocel. ZakvaSovani se
v dnes$ni dobé provadi automatickym zafizenim pro provzdusniovani a zakvaSovani mladiny.
V minulosti se pouzival zpisob prelévanim kvasnic s mladinou ze dzberu do dzberu a poté
ptes husté sito do kvasné kade. Zakvasovani probiha pfti teploté 4,5 - 6 °C.

Existuji dva typy kvaseni spodni a svrchni. Rozdily mezi nimi jsou dany pouzitim kvasinek
a teplotou kvaseni. U spodniho kvaSeni se pouziva teplota 9 - 12 °C a trva 7 az 12 dni.
V tomto zpusobu kvaSeni se uZzivaji pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiae var.
uvarum, které sedaji ke dnu. Svrchni kvaSeni trva 2 - 8 dni pfi teploté od 15 do 22 °C. Pti
svrchnim kvaseni se pouzivaji kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae, které se vyplavuji do
deky.

KvasSeni ma tfi stadia. Prvnim je zaprasovani, pii kterém vznikd oxid uhliCity, diky
kterému vznika béhem 12 az 24 hodin péna na hladiné kvasné kadé.

Druhym stadiem je tvorba nizkych az vysokych bilych krouzku. Tato faze probiha v 24.
az 40. hodin€ hlavniho kvaSeni. Na povrchu mladiny se tvofi bilé riZice pény a pH piva
klesana 4,7 - 4,9.

V obdobi tretiho az patého dne kvaseni nastava tieti faze, kdy se tvoii vysoké hnédé
krouzky. V mladiné se tvoti kaly, které jsou vynaseny z kvasiciho média a zpusobuji hnédé
zbarveni pény.

15



V posledni fazi nastava propadani deky. Deka je asi 3 centimetrova vrstva hnédé pény,
ktera zistava na hladin€ po propadnuti krouzki na dno. Tato deka se musi véas sbirat
dérovanou lzici, protoze obsahuje mrtvé kvasinkové butiky, polyfenoly a vySemolekularni
dusikaté latky. Po sbéru je deka pfidavana do odpadniho mlata [9].

2.4.3 DokvaSovani

DokvaSovani probihd v cylindrokonickych tancich u bé&znych vycepnich piv, nebo pak v
lezackych tancich u piva lezackého typu. Lezacké tanky jsou z oceli a uvnitf jsou smaltované
nebo potazené jinym ochrannym natérem. Plnéni tankl se provadi nejcastéji nadvakrat, nebot’
se tim dosahne rovnomérné€jsiho dokvasovani a vyrovnani jakosti. Cilem dokvaSovani je
pomalé zkvaseni sacharidu pfi nizkych teplotach. Pfi tomto procesu se pivo vycefi, dosahne
organoleptické zralosti a nasyti se pfirozen¢ vzniklym oxidem uhliitym. Béhem procesu se
dotvaii jednotlivé vlastnosti piva jako je chut, vin€, pitelnost, fiz a pénivost. Zrani piva trva
tfi tydny az ti1 mésice podle typu piva.

Nektefi vyrobci piva podporuji tzv. jednofazovy systém kvaSeni, ve kterém dochazi k
hlavnimu kvaSeni 1 dokvaSovani piva v jedné nadob€. Pro tyto tcely se pouzivaji vyhradné
cylindrokoénické tanky [10].

2.4.4 Filtrace

Cilem filtrace dokvaseného piva je odstranéni kalicich latek a zvySeni koloidni trvanlivosti
piva. Pii filtraci nesmi dojit ke zvySeni hladiny kysliku a musi se zabranit snizeni pénivosti
piva. Principem filtrace je protékani kapaliny porézni pfepazkou, na niz se tvofi filtra¢ni kolac
a zachycuji se tuhé Castice. V minulosti se jako filtra¢ni material Casto pouzivala pivovarska
hmota, coz je vlaknity material pfipraveny z vyc€isténych bavinénych odpadi. Dnes se nejvice
pouziva kfemelina a membranova filtrace. Kfemelina je praskovy filtratni material, ktery
pochazi ze schranek motskych a sladkovodnich rozsivek. Kfemelina obsahuje riizné necistoty,
a proto se Cisti kalcinaci za vysokych teplot, nebo extrakci mineralnimi kyselinami. V dne$ni
dobé se vSak objevuji nazory a studie o negativnim vlivu pouziti kiemeliny na senzorickou
stabilitu piva.

Pro sterilacni filtraci se dnes hojné vyuziva membranové filtrace. Membrany jsou malé
tloustky a maji vysokou porovitost pro snadné odseparovani fazi. V tomto procesu se
uplatiiuje mimo fyzikalné-chemické interakce také difuze, adsorpce a iontové rovnovahy.
Membrany jsou vyrabény v riiznych tvarech, jako jsou vinuté nebo rovné trubicky, tenka
vlakna a ploché desky. Od kifemelinové filtrace se membranova lisi také ve zpisobu
odstranéni usazeného materialu. Pfi membranové filtraci se zachyceny material odstrafiuje
mechanickym stirdnim, podélnym proudem kapaliny, nebo zpétnym proplachovanim, kdezto
u kfemelinové filtrace se vymeéni davkovani filtraniho materialu [9].

2.4.5 Pasterace

Principem pasterace je zajiSténi vysoké stability piva. Pfi pasteraci dochazi k tepelné
inaktivaci mikroorganismu, které mohou narusovat kvalitu piva. Pasterace se provadi dvéma
raznymi zpusoby.
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2.4.5.1 Tunelova pasterace

Lahve s pivem vstupuji do tunelového pasteru a tam se ohfiva obal a od néj 1 pivo. Teplota v
pivu vSak neni rovnomérna. Lahve prochazi béhem procesu sprchovymi zoénami o rizné
teplot¢ vody a lahve se pohybuji na posuvnych rostech, nebo nekoncicich pasech. Pfi
pasteraci je nutny pozvolny ohfev lahvi, protoze se musi brat ohled na odolnost skla vici
zménam teploty. Teplota v pasteru vzrista asi 3 °C min™. Pasteraéni teplota se pohybuje
okolo 60 °C a pii této teploté setrva ladhev s pivem asi 20 minut. Celkova doba pasterace je 0,8
az 1 hodinu [9].

2.4.5.2 Prutokova paterace

Priutokova pasterace probiha v deskovém vymeéniku a sestava ze tii krok. V prvnim kroku
vstoupi pivo do tzv. regeneracni sekce, kde se predehreje horkym pivem. V ohfivaci sekci se
pak na dobu 30 az 40 sekund zahtiva pfi teploté 68 - 70 °C. Poslednim krokem nastava
ochlazeni piva.

Pratokova pasterace ma na rozdil od tunelové nekolik vyhod jako napf. nizsi naroky na
prostor a spotfebu energie a nedochazi k naruSeni organoleptickych vlastnosti piva. Aby byla
prutokova pasterace opravdu ucinna, musi se dodrzovat dokonala sterilita potrubi, transportni
nadoby a staceciho aparatu [9].

2.5 Proces starnuti piva

Dosahnuti vysoké trvanlivosti piva je v dneSni dob& znacnym problémem pivovarnictvi.
Vysokou trvanlivosti se zamysli zachovani Cirosti ale také zachovani dalSich senzorickych
vlastnosti jako je vin€, chut’ a pénivost piva. Vlivem starnuti pivo tyto senzorické vlastnosti
ztraci a nabyva tzv. staré chuti. Tyto zmény se mohou projevit ve velmi kratkém case, nebo az
za n€kolik mésict.

V soucasnosti se na urceni zmeén v pivu béhem starnuti vyuzivaji jednak chromatografické
metody, headspace analyza s tzv. elektronickym nosem. Neéktefi vyrobci piva vSak davaji
prednost Skolenym degustatoram, ktefi jsou schopni posoudit senzorické vlastnosti piva.
Faktory zmén, ke kterym dochézi béhem starnuti piva, zavisi pfedevS§im na typu piva,
koncentraci kysliku a teploty skladovani. Faktory starnuti se déli na vnitini faktory jako je
slozeni piva a vnéjsi faktory, ¢imz jsou podminky skladovani a transportu [11].
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2.5.1 Reakéni mechanismus starnuti piva

Velky vliv na senzorické vlastnosti maji karbonylové slouCeniny a jejich prekurzory. Je to
slozity komplexni proces zahrnujici n€kolik riznych mechanismua. Reakce vedouci k latkam,
které narusuji stabilitu piva, se mohou d¢lit do nasledujicich skupin:

e Radikalové reakce — reakcni formy kysliku a dusiku
e Maillardova reakce

e Oxidace nenasycenych mastnych kyselin

e Oxidace vyssich alkoholt

e Streckerova degradace aminokyselin

e Aldolova kondenzace

2.5.1.1 Radikalové reakce — reakcni formy kysliku a dusiku

Presto, ze je dne$ni vyroba piva navrZzena a uzpusobena tak, aby bylo zabranéno kontaktu
surovin i hotového piva s kyslikem, miize i z nepatrného mnozstvi kysliku vzniknout velké
mnozstvi reak¢énich forem, jak je vidét na obrazku 3, které se oznacuji zkratkou ROS
(Reactive Oxygen Species).

Superoxidovy aniont muze piijimat proton za vzniku perhydroxylového radikalu (OOHe),
ktery je mnohem reaktivnéjsi.

Jedny z nejreaktivnéjSich jsou vSak radikaly hydroxylové, které také Casto neselektivné
reaguji s etanolem. Etanol je vybornym lapaCem volnych radikalt. 1-hydroxyetylovy radikal
je jednim z nejCastéjSich radikalt v pivé a koneCnym produktem této radikalové reakce je
acetaldehyd.

Reaktivita jednotlivych forem kysliku vzrista ve sméru superoxidovy aniont <
perhydroxylovy radikal < hydroxylovy radikal.

Vyznamny je dusnaty radikal, ktery reaguje napf. s ionty zeleza, molekularnim kyslikem
nebo superoxidovym aniontem. Pfi reakci s timto aniontem vznika peroxonitrit (ONOO),
ktery je velmi silnym oxida¢nim Cinidlem [11].
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Obrdzek 3: Reakcni formy kysliku [11]
2.5.1.2 Maillardova reakce

Neenzymatické reakce hnédnuti probihaji v mnoha zpracovavanych potravinarskych
produktech. V procesu vafeni piva probihaji Maillardovy reakce pfedev§im béhem piipravy
mladiny a to diky zvySené teploté. Nekteré druhy téchto reakci vSak mohou probihat také za
nizkych teplot zejména béhem skladovani. Po skonceni rmutovani obsahuje mladina velké
mnozstvi sacharidu a to zejména 60-70% maltozy, 10% glukozy a 20-30% maltotriozy. Diky
vysokym koncentracim téchto sacharidi muze za pfitomnosti rdznych aminosloucenin
dochazet velmi rychle k Maillardovym reakcim béhem chmelovaru. Jedny ze
vzniklych Maillardovych monomert jsou 5-hydroxymetylfurfural, ktery vznika z hexoéz a
furfural, ktery vznika z pent6z. DalSimi reakcemi monomeru jako jsou izomerie, dehydratace
a kondenzace vznikaji melanoidiny [11].

2.5.1.3 Oxidace nenasycenych mastnych kyselin

Neenzymatickou oxidaci vznikaji podobné hydroperoxidy lépe feCeno peroxyradikaly jako
v pfipadé enzymatické oxidace. Reakce je autokatalyticka, protoze oxidacni produkty samy
katalyzuji a urychlyuji reakce. V reakci volny radikal kysliku pfijima elektrony a nakonec
vznika hydroxylovy radikal, ktery spousti nebezpecnou fetézovou reakci volnych radikalt
vedouci k uplné destrukci mastnych kyselin [11].
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2.5.14 Oxidace vyssich alkoholi

Vyssi alkoholy vznikaji béhem kvaSeni piva, predevS§im preménou aminokyselin za vzniku
aldehydta. Tyto aldehydy se dale redukuji na alkoholy, které se vSak béhem starnuti piva
mohou oxidovat na aldehydy, které jsou indikatory starnuti. Prchavé aldehydy vznikaji také
behem skladovani piva [11].

2.6 Ceské pivo

Ceské pivo si uz v dobé valek diky své kvalité udrzelo dobré jméno. Pro dal§i udrzeni
dobrého jména vznikla ochranna nafizeni. Chranéné zemépisné oznateni (CHZO) ,Ceské
pivo™ bylo zapsano Nafizenim Rady (ES) pod ¢islem 1014/2008 dne 16. 10. 2008 v Rejstiiku
chranénych oznaceni ptivodu a chranénych zemépisnych oznaceni. VSechna piva, ktera nesou
CHZO Ceské pivo, musi mit na své etiket€¢ uvedenou ochrannou znamku, viz obrazek 4.

Piva, ktera spadaji pod toto ochranné oznaceni, musi spliiovat nafizena kritéria tykajici se
pouzitych surovin a zpusobu vyroby, aby dosahovala stanovené kvality, viz tabulka 4 [12].

Obrdzek 4: Ochranné zndamky [13]

Tabulka 4: Kvalitativni ukazatele ,, Ceského piva“ [12]

S th y T v S X l’ T -
Ukazatel very mavy ,‘:et ¢ ‘mavé
lezak lezak vyéepni  vylepni

11,0-12,9 11,0-12,9 8,0-10,9  8,0-10,9

Extrakt puv. mladiny [% hm.]

Alkohol [% obj.] 3,8-6,0 3,6-5,7 2,8-5,0 2,6-4,8
Barva j. EBC 8-16 50-120 7-16 50-120
Horkost j. EBC 20-45 20-45 16-28 16-28
Kyselost [pH] 4,1-4,8 4,1-4,8 4,1-4,8 4,1-4,8
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2.6.1 Kritéria pro CHZO ,Ceské pivo*

e 50% pouzitého sladu musi pochazet z jeCmene jarniho dvoutradého schvaleného SZPI
(Statni zemé&d&lska a potravinaiska inspekce) vBmé& a s doporudenim VUPS
(Vyzkumny ustav pivovarsky a sladatsky)

e Pro vyrobu se pouziva zejména slad svétly Plzensky
o Extrakt v susiné sladu musi byt minimaln¢€ 80% hmotnosti

e Cesky hlavkovy chmel péstovany v oblastech Zatecka, Ustécka a Trsicka a to zejména
odridy Zatecky polorany &ervénak, Sladek a Premiant.

e Podil chmele: lezaky min 30%, ostatni piva min 15%
e Pivovarské kvasinky — kmeny spodniho kvaseni

o Me¢kka az stfedné tvrda varni voda

e Dekokéni jedno- az tfirmutovy zptiob rmutovani

e Dvoufazové kvaseni — hlavni kvaseni a dokvaSovani probihaji oddélené [12, 14]

2.7 Pivo a zdravi

Rozumna konzumace piva pfinasi mnoho blahodarnych ucink pro lidsky organismus.
Napomaha snizovani hladiny LDL cholesterolu, puasobi preventivné proti rozvoji
ateroskler6zy a kardiovaskularnim chorobam. Piti piva také omezuje shlukovani krevnich
desticek.

Pivo obsahuje velkou fadu vyznamnych nutricnich latek, jako jsou bilkoviny a sacharidy,
které predstavuji hlavni zdroj energie piva. Dale také obsahuje spoustu minerald a stopovych
prvki, rozpustnou vlakninu, vitaminy a fadu polyfenolickych sloucenin, které maji piiznivé
antioxidacni ucinky.

Vyznamnou skupinou jsou vitaminy skupiny B uvedené v tabulce 5. Tyto vitaminy jsou
rozpustné ve vodé a v pivu jsou obsazeny ve znac¢né koncentraci. Béhem skladovani piva
nepodléhaji zadnym vyznamnym degradacim a mimo to jsou dilezité pro tvorbu Cervenych
krvinek a spravnou ¢innost nervového systému. Vétsina obsahu vitamina B se do piva dostane
prostfednictvim sladu a ¢astecné z kvasinek béhem fermentace.

Ze sladu se do piva dostava také mnoho mineralti a stopovych prvki. Velky vyznam v pivu
ma kiemik, nebot’ ten piisobi proti aterosklerdze a ma vliv na zdravé kosti. V pivu se nachazi
ve formé kyseliny kifemicité. Oproti obsahu kemiku v pitné vod¢ je v pivu kiemiku az pétkrat
vice. Dal§imi vyznamnymi prvky v pivu jsou draslik, hoi¢ik a vapnik. Zdrojem mineralli a
stopovych prvka v pivu je také voda, pouzivana pfi vyrobé piva [15].
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Tabulka 5: Primérny obsah vitaminu B v 0,5 [ Ceského leZdku [15]

Vitamin ng/0,51 % DDD"
Thiamin (B1) 35 2.4
Riboflavin (B2) 125% 7.4
Niacin (B3) 2500 12,5
Kys. panthotenova (B5) 600 6
Pyridoxin (B6) 250” 12,5
Kyselina folova (B9) 100 25
Kobalamin (B12) 1 16

Y Procento obsahu doporudené denni davky

? Vysledky z VUPS, as.

2.8 Latky v pivu
2.8.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou latky obsahujici minimalné jedno aromatické jadro a jednu az nékolik
hydroxylovych skupin. Nachézi se v rostlinné stravé zejména v ovoci, €aji, viné a kakau.
Polyfenoly se déli do dvou hlavnich skupin na flavonoidy a fenolické kyseliny. Mnohé z nich
maji antioxidacni ucCinky. Antioxidacni uCinky flavonoidi zavisi na polohach vazeb
aromatického jadra a poloze hydroxylovych skupin.

Tyto slouceniny se dostavaji do piva prevazné ze sladu a chmele. Fenolové slouCeniny se
podileji na chemické stabilité a trvanlivosti piva. Jsou ucinné zejména proti oxidaci
nenasycenych mastnych kyselin [16, 17].

2.8.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou odvozeny od derivati kyseliny skoficové a benzoové. Mezi derivaty
kyseliny benzoové nalezi kyseliny salicylova, gallova a p-hydroxybenzoova, které jsou
zobrazeny na obrazku 5. Kyselina benzoova je nejjednodussi aromatickou kyselinou a v ovoci
se vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich. Kyselina skoficova je nenasycena aromaticka
kyselina a vyskytuje se nejen ve skofici, ale 1 v dalSim kofeni. Derivaty kyseliny skoficové
jsou zejména kyselina p-kumarova, kavova a kyselina ferulova.
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Obrdzek 5: Organické kyseliny
2.8.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy se dé¢li hlavné na anthokyany, flavany a flavonoly. Jsou rozsahlou skupinou
rostlinnych barviv, které jsou odvozeny od flavanu. Neékteré flavonoidy jsou dulezité jako
barviva, u jinych se klade vyznam predevsim na fyziologické ucinky, nebo chut’.

Anthokyany jsou nejrozsifenéjsi rostlinna barviva a odvozuji se od anthokyanidinl a jsou
lokalizovany ve vakuolach bunék. Tyto barviva jsou soucasti riznych druht ovoce (tfe$né,
jahody, ostruziny, Svestky), zeleniny (lilek, Cervené zeli, fedkvicky) a vinné révy. Tyto
barviva jsou stabilizovana pomoci organickych kyselin jako napt. jable¢na nebo citronova.

Mezi zastupce flavonold patii napt. kvercetin a myricetin. Vzorce jsou na obrazku 6, které
doprovazi anthokyany jako kopigmenty [18, 19].
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kvercetin myricetin

Obrdzek 6: Flavonoidy

2.8.2 Polyfenoly sladu

Polyfenoly sladu mohou mit na pivo pozitivni 1 negativni dopad. Pfiznivy vliv maji
nezoxidované polyfenoly, které svymi antioxida¢nimi vlastnostmi oddaluji tvorbu
nebiologickych zakali. K jejich dal§im schopnostem patfi asociace s polypeptidy a vylucovat
kaly béhem chlazeni mladiny. Negativni vlastnosti vykazuji kondenzované a oxidované formy
polyfenola. Tyto latky zhorSuji chutové vlastnosti piva, zvySuji barvu sladiny, mladiny a
vytvaii nebiologicky zakal ve stoCeném pivu. Obsah polyfenold se v jednotlivych Castech
zrna sladu 1isi. Viz tabulka 6 [9].

Tabulka 6: Obsah polyfenolii ve frakcich sladového zrna [9]

Vlastnost Endosperm, mouka Aleuron, mouka Pluchy Slad
Podil frakce [%] 75,6 15,8 8,6 100,0
Obsah polyfenolu [mg-l'l] 46,0 58,0 30,4 76,2
Obsah flavonoidi [mg-1™] 14,8 11,8 8,6 23,6
Index polymerace* 3,11 4,92 11,96 3,23

* Index polymerace je pomér obsahu celkovych polyfenolt k obsahu flavonoidi.
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2.8.3 Polyfenoly chmele

Stejné jako sladové polyfenoly maji tyto latky v pivu své pozitivni 1 negativni ucinky.
Polyfenoly chmele maji vysoké redukcni ucinky a tim chrani chmelové pryskyfice pred
oxidaci. Jsou pfirozenymi antioxidanty, oddaluji starnuti chuti piva a tvorbu nebiologickych
zakali. Béhem chlazeni mladiny a kvaseni reaguji s dusikatymi latkami. Tim vylucuji kaly a
napomahaji Cifeni piva mnohem vice nez sladové polyfenoly. Mezi zastupce polyfenola
chmele patfi kvercetin a myricetin [9].

2.8.4 Organické kyseliny

Karboxylové kyseliny se v potravinach vyskytuji jako alifatické, aromatické, nebo
heterocyklické. Mohou se d¢lit na nasycené a nenasycené, nebo podle poctu karboxylovych
skupin na mono, dikarboxylové a trikarboxylové kyseliny. Zakladnim clenem je kyselina
mraven¢i HCOOH. Karboxylové kyseliny vznikaji zejména fermentacnimi pochody, nebo
jako meziprodukty citratového cyklu a biosyntézy mastnych kyselin. Mnoho z nich ma
konzervacni uc¢inky a ovlivilyji stabilitu a senzorické vlastnosti potravin. Vyskytuji se
v riznych druzich ovoce a zeleniny. V pivu vznikaji fermentacnimi procesy zejména kyselina
octova, malonova, jantarova, §tavelova, glutarova a také adipova [19].

2.8.5 Sacharidy

Sacharidy jsou organické latky, které se oznaCuji jako polyhydroxyketony a
polyhydroxyaldehydy. V molekule obsahuji neyméné tfi alifaticky vazané uhliky a ketonovou
nebo aldehydovou skupinu [19, 20].

Sacharidy lze rozdélit podle poctu atomt uhlikii v molekule na triosy, tetrosy, pentosy,
hexosy, atd. SlouCeniny, které obsahuji ketonovou skupinu, se oznacuji jako ketosy a ty, které
obsahuji aldehydovou skupinu, se nazyvaji aldosy [19, 20]. Dalsi dé€leni vychazi z poctu
cukernych jednotek a sacharidy se déli na monosacharidy, které obsahuji jen jednu cukernou
jednotku a neni mozné je hydrolyticky $tépit na mensi cukry. Spojenim monosacharida
acetalovou vazbou vznikaji oligosacharidy (< 10 jednotek) a polysacharidy [19, 21].

Sacharidy v pfirodé vznikaji procesem zvanym fotosyntéza. Slunecni svétlo poskytuje
energii na pfeménu oxidu uhlicitého a vody na glukosu a kyslik. V rostlinnych pletivech tvori
sacharidy 85-90 % suSiny. V zivocis$nych tkanich byva obsah sacharida jen nékolik procent.
V burikach slouzi predevsim jako zdroj energie a fadi se mezi hlavni ziviny. Jsou zékladnimi
stavebnimi jednotkami bunék a také chrani bunky pfed pisobenim vnéjSich vlivi. Dalsi
vyznam maji jako biologicky aktivni latky. Jsou soucasti nekterych koenzymu, hormonti nebo
vitamini [19]. Pro Clovéka jsou sacharidy dulezitym zdrojem energie, avSak ve vétSich
davkach mohou byt pfi¢inou nékterych zdravotnich problému, mezi které se fadi cukrovka
(diabetes), obezita, srdeCni choroby (ateroskler6za) nebo onemocnéni zubu [22] .

Pivo je velmi bohaté na sacharidy a to zejména diky sladovnickému jeCmenu, jehoz zrno je
tvoreno sacharidy asi z 80 %. Bunécna sténa je reprezentovana vice nez 10 % hmotnosti zrna
a obsahuje sacharidy jako je celulosa, beta-glukany nebo lignin.

Nejvice zastoupen je polysacharid skrob. Skrob je hlavni zasobni polysacharid pro klidek zrna
v dobé jeho kliceni. V cytoplasmé rostlinnych bunék je ulozen v nerozpustnych granulich,
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jejichz tvar a velikost zavisi na rostlinném pavodu. JeCmenné §kroby obsahuji dvé zakladni
slozky, amylosu a amylopektin.

Amylosa je slozkou méné zastoupenou a sklada se zrelativné dlouhych fetézca
D-glukosovych zbytkl. V omezené mife dochazi k vétveni asi na deseti mistech molekuly,
proto se Casto tato slozka oznacuje za linearni. Amylopektin je zakladni slozkou vétSiny
Skrobu a sklada se z fetézcti D-glukosovych jednotek vazanych a-(1-4) vazbami, z nichz se po
10-100 jednotkach odvétvuji vazbou a-(1-6) postranni fetézce.

Nizkomolekularni sacharidy jsou v zrnu obsazeny v podstatné mensim mnozstvi, nez je
zastoupeni Skrobu. Zastoupeny jsou piedev§im sachardza a rafinosa a to hlavné v kliccich.
V endospermu mohou byt obsazeny maltosa, glukosa a fruktosa [8].

Tabulka 7: Obsah sacharidii v obilce jecmene [8]

Sacharid Obsah [%]
Skrob 60 - 65
sacharosa 1-2
rafinosa 0,3-0,5
maltosa, glukosa, fruktosa 0,1
Beta-glukany 33-49
pentosany 9
celulosa 4-17

2.9 Metody pro analyzu piva
29.1 HPLC

HPLC neboli High performance liquid chromatography dale jen HPLC patii mezi separacni
metody, ve kterych je vzorek vnasen mezi dvé vzijemné nemisitelné faze. V HPLC se
pouziva nepohybliva stacionarni faze a mobilni faze, ktera je pohybliva. Pfi separaci vzorku
se vyuziva rizné afinity vzorku k jednotlivym fazim a tim dochazi k separaci analytu. Pomoci
HPLC lze stanovit témeér vSechny organické latky [23].

2.9.1.1 Volba chromatografického systému

VHPLC se vyuzivaji zejména dva chromatografické systémy. NP-HPLC - systém
normalnich fazi a RP-HPLC — systém reverznich fazi. Vybér systému je zavisly na polarité
stanovovaného analytu. Je-li logaritmus polarity véts§i nez 1, musi se pouzit systém RP-HPLC.

V systému NP-HPLC se vyuziva polarni stacionarni faze. Jedna se o silikagel, na kterém
jsou navazané polarni funkéni skupiny. Mobilni faze muze byt téZ polarni, ale musi mit mensi
polaritu nez faze stacionarni. Systém NP-HPLC se vyuziva zejména pro stanoveni latek, které
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se snadno hydrolyzuji, nebo se v pfitomnosti vody rozkladaji. V systému RP-HPLC se jako
stacionarni faze pouzivaji faze majici navazané dlouhé alkylové rfetézce (Ci3 — Czp) C18
oktacedylsilikagel — ODS se pouziva nejcastéji. Jako mobilni faze je mozné vyuzit polarni
rozpoustédla o riznych koncentracich, nejcasteji v§ak methanol, acetonitril a tetrahydrofuran
[23] [24].

2.9.1.2 Instrumentace v HPLC

V HPLC systému je vzorek nastfiknut do davkovaciho kohoutu, ze kterého je pak mobilni fazi
unaSen kolonou. Mobilni faze s analytem je pohanéna pomoci vysokotlakého cCerpadla.
V koloné se nachézi stacionarni faze a pravé v zavislosti na délce kolon¢ a afinité¢ analytu
k jednotlivym fazim dochazi k separaci. Analyt je poté zpracovan prisluSnym detektorem,
ktery vyhodnoti dany analyt a pievede jej na elektricky signal [25].

Schéma instrumentace je znazornéno na obrazku 7. Separace latek je provadéna pomoci
gradientové nebo izokratické eluce. Rozdil mezi gradientovou a izokratickou eluci spociva ve
slozeni mobilni faze. Pfi izokratické eluci se slozeni mobilni faze neméni. Pfi vyuziti
gradientové eluce dochazi k postupnému zvySovani koncentrace mobilni faze béhem analyzy.
Izokraticka eluce se uplatiuje zejména pii stanoveni latek s podobnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi [23].

- vyhodnocovaci
[T zafizeni

zésobrxi:lc » dickoval detektor
mobilni faze X
vzorku
cerpadlo

kolona

Obrdazek 7: Instrumentace v HPLC [23]

29.13 Cerpadla

Vysokotlaka Cerpadla musi byt sestavena ze specialnich materiald, které odolaji korozi a
dalsim vlivim, které zptisobuje mobilni faze. NejCastéji byvaji zhotoveny z nerezové oceli a
titanu. Vysokotlaka Cerpadla pracuji dvojim zpusobem. Pfi konstantnim tlaku, nebo za
konstantniho objemového pratoku.

Na Cerpadla jsou kladené vysoké pozadavky a to zejména Siroké rozmezi vystupnich tlaku
(1-100 MPa), zmény pratoku mobilni faze (0,1-10 ml/min) a co nejmensi vnitini objem
Cerpadel [23].
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2.9.14 Vysokotlaké davkovaci ventily

Pouzivaji se vicecestné ventily se smyckou, ktera se plni pies septum stiikackou. Existuji dva
typy davkovaciho zafizeni: manualni smyckové davkovace nebo automatické davkovace tzv.
autosamplery. Davkovaci ventily maji rizné objemy davkovacich smycek od 0,2 ul do
2000 ul. Na davkovani je do urcité miry zavisla 1 ucinnost chromatografického procesu.
Nedokonalym davkovanim muze dochazet k rozmyvani pika [26]. Na obrazku 8 je vidét
schéma davkovaciho ventilu. Situace A) zobrazuje nastfik vzorku do smycky pii zavieném
ventilu. Situace B) ukazuje otevieny ventil a vzorek proudici do kolony za pomoci Cerpadla.

A) Plnéni B) Davkovani vzorku

p P

| N
ﬁ
- ‘@@ -

)

S

w

Obrdzek 8: Davkovaci ventil, P — cerpadlo, C — kolona, W — odpad, S — vzorek [23]

2.9.1.5 Chromatografické kolony

Chromatografické kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli o riznych délkach. Jejich délka se
pohybuje od 10-300 mm a wvnitfni primeér kolony je 2,5-5 mm. V koloné je upevnéna
stacionarni faze, na které se vlivem afinity zachytava dany analyt. Kolony se musi, vzhledem
kjejich malym primérim pravidelné udrzovat a fadné Cistit po kazdé analyze, jinak by
dochazelo ke znehodnoceni vysledkt analyzy. Po analyze se nechava kolona promyvat silnym
rozpoustédlem. Pri systému RP-HPLC se nejCastéji vyuziva polarniho rozpoustédla
methanolu [27].

2.9.1.6 Detektory

Detektory prevadi analyt na elektricky signal, ktery je vyhodnocen v piislusném pocitaCovém
programu. Detektory by mély spliiovat n€kolik podstatnych vlastnosti jako vysokou citlivost,
specifitu a linearitu. Nedestruktivnost a signal musi byt nezavisli na zméné pratoku, nebo
zméné slozeni mobilni faze. V systému RP-HPLC se dnes vyuziva velké mnozstvi detektoru.
Do roku 2000 se k detekci vyuzival zejména UV-VIS detektor. Dnes se vSak dle podminek
analyzy voli 1 jiné detekcni systémy. Mezi dalS$i znamé detektory patii refraktometricky
detektor (RI), fluorimetricky, vodivostni, ELSD detektor (Evaporative Light Scattering
Detector) a v neposledni fadé hmotnostni spektrometr. UV-VIS detektor funguje na principu
detekce rozdilu absorbovaného svétla analytem pfichazejicim do detektoru a mnozstvim
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absorbovaného svétla piislusnym rozpoustédlem. Cetnost vyuziti detekénich systému v HPLC
je uvedena v tabulce 8 [28].

ELSD detektor, ktery je na obrazku 9 je odparovaci detektor rozptylu svétla, umoziiuje
pouziti gradientové eluce a méa vysokou citlivost. Tento detektor pracuje na bazi méfeni
rozptylu svétla. Jeho dalsi schopnosti je detekce latek neobsahujici chromofor ani fluorofor.
Analyt je unaSen do nebulizéru, kde je zmlzen pomoci inertniho plynu. Poté pokracuje do
evaporacni komurky, kde se odpafi mobilni faze a pokracuje do odpadu. Kapic¢ky solutu
vstupuji do optické komurky, nasledné jsou vystaveny proudu svétla a dojde k rozptylu.
Fotodetektor poté zaznamena odezvu, ktera je pfimo umérna hmoté solutu [29].

ZMLZOVACI PLYN

l

/4"'
MOBILNI L as
FAZE w”
i ZDROJ SVETLA

ODTOK KAPALINY

DETEKTOR

Obrdzek 9:Schéma ELSD detektoru [30]

Tabulka 8: Cetost vyuziti (%) detekcnich technik v letech 1971-2010 [23]

Detekéni technika 1971 - 1980 1981 - 1990 19991 - 2000 2001 -2010
UV/PDA 41,0 33,5 26,5 229
Fluorescenéni 16,7 16,4 12,2 6,9
Elektrochemicky 7.7 10,3 5.5 2.0
Vodivostni 0,2 0,1 0,1 0,1
Refraktometricky 3,5 1,9 1,0 0,6

MS 10,5 13,5 22,8 30,7

2.9.1.7 Vyhodnoceni analyzy

K vyhodnoceni analyzy je tfeba znat nékolik retencnich charakteristik (retencni Cas, rozlisent,
pocet teoretickych pater kolony a Sitku piku). Retencni Cas 7z je doba od néastfiku vzorku do
davkovace az po dosazeni maxima elucni kfivky a rozliSeni R urcuje G¢innost separace dvou
slozek. Tyto veliCiny nam umozni posoudit, zda jsou jednotlivé latky od sebe dobfie
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separovany a analyza netrva déle, nez by bylo nutné. VSechny tyto charakteristiky jsou
ovlivnény vybérem podminek k analyze (kolona, rozpoustédlo, rychlost prutoku, atd.).

Kvantitativni analyzu mizeme stanovit dvéma metodami: metodou vnéjsiho standardu —
neboli metodou kalibracni kfivky, nebo metodou pfidavku standardu. [23, 31].

2.9.2 TIontova chromatografie

Princip iontové vyménné chromatografie (IEC) spociva v elektrostatickych interakcich mezi
stacionarni fazi, ktera nese iontové funkéni skupiny, oproti analytu nesouci opacny naboj. Sila
interakce je dana velikosti funk¢ni skupiny a naboje analytu. V iontové chromatografii
dochazi k vzajemné vymeéné iontl poutanych funkCnimi skupinami stacionarni faze s ionty
v roztoku mobilni faze. Tyto interakce se daji popsat rovnicemi (1.) a (2.)

Pro anionty: bA!" + an,; S DA, + anf (L)
Pro kationty: DAL + an; < DA, + anJr 2)

Symboly ,,s* a ,,M* oznacuji stacionarni a mobilni fazi.

Existuji tfi typy iontomenict

e Povrchové porézni — vrstva ménice je na porovitém nosici

e Mikropartikularni — ionexové pryskyftice (ionexy styrenového typu)

e Chemicky vazané — matrici je silikagel
Ionexy se déli na katexy a anexy. Katexy uvolfiuji a vyméniuji kationty, zatimco anexy méni
anionty. Pfikladem anexu je napf. benzensulfonovd kyselina a jako anexy se vyuzivaji
zejména aminy. Mobilni fazi viontové chromatografii byva smés organickych nebo
anorganickych kyselin s vodou. K detekci analyti se vyuziva zejména vodivostniho detektoru
nebo hmotnostniho spektrometru [23] [32].

2.9.3 ICP-OES

ICP-OES neboli Inductively Coupled plasma Optical Emission Spectrometry je
spektrometricka metoda zalozena na méfeni emise excitovanych atomu a iontd. Vyuziva se
zejména ke stanoveni minoritnich a stopovych prvkd v ruznych typech vzorka. ICP-OES
disponuje vysokou piesnosti a spravnosti méfeni, moznost zavadéni pevnych, kapalnych 1
plynnych vzorkd a nizkou mezi detekce [34].

2.9.3.1 Vznik plazmatu

Pro vznik plazmového vyboje se pouzivaji zejména vzacné plyny, jelikoz netvofi stabilni
slouCeniny a maji jednoducha spektra. Vzacné plyny maji také vysokou ionizacni energii a
z tohoto divodu umoziiuji ionizaci vétSiny prvki. Ze vzacnych plyn se nejCastéji pouziva
argon [33].

Vyboj ICP je iniciovan vybojem z Teslova transformatoru a volné elektrony ziskavaji
energii z elektromagnetického pole civky. Do civky je dodavana energie
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z vysokofrekvencniho generatoru. Ionizovany plyn prostupuje plazmovou hlavici a v prostoru
induk¢ni civky se zahfeje na teplotu okolo 8000 K, pii niz ptfejde na dobfe vodivé plazma
[34].

2.9.3.2 Experimentalni usporadani

Experimentalni uspofadani ICP je slozeno ze zmlzovace, plazmové hlavice, optického
systému (OES) a detektoru. Schéma je uvedeno na obrazku 10. Do ICP vyboje v proudicim
argonu je dalSim proudem argonu vnasen aerosol, generovany zmlzovacem. V kanalu vyboje
se aerosol vysusi a odpafi, pary se atomizuji a volné atomy jsou excitovany a ionizovany.
Zafeni je tvofeno Carovou emisi excitovanych atomu a iontl a pasovou emisi dalSich Castic.
Zateni z viditelné a ultrafialové oblasti spektra je po disperzi v mfizkovém spektralnim
pfistroji detekovano v riznych typech detektord.

Vysokofrekvenéni e O e Sipéidomete
generator
Fotonasobic
Argon Zmlzovaé l
T . Mlzni .
Kk Mikroprocesor
j komora —

<)

Odpad

Peristaltické
Cerpadlo

Vzorek

Pocitaé

Obrdzek 10: Schéma ICP-OES [35]

Zmlzovace slouzi ke generovani aerosolu z kapalného vzorku. Aerosol vznika pusobenim
argonu na proudici kapalinu. NejCastéjsim typem je koncentricky zmlzova¢ typu Meinhard,

zobrazeny na obrazku 11. Dal§imi typy zmlzovacl jsou pravouhly, ultrazvukovy a tepelny
[34].
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Aerosol je nastfikovan na sténu mlzné komory. Nejcastéji se vyuzivaji cyklonova, Scottova a
konicka. Cyklonova mlznd komora se vyznacuje tangencidlnim vstupem nosného plynu
s aerosolem a ma vySsi ucinnost pienosu vzorku nez Scottova. V cyklonové komore aerosol
proudi ve vifivém pohybu a dochazi k oddé€leni malych castic, které dale pokracuji do

vstup vzorku
I_ -5_

vstup argonu |

Obrdzek 11: ZmlzZovac typu Meinhard [36]

plazmatu a velké ¢astice odchazi do odpadu.

Plazmova hlavice, zobrazena na obrazku obrazku 12, se sklada ze tfi kfemennych trubic a
v kazdé z nich proudi tfi druhy plazmového plynu. Nosny plyn transportuje aerosol, vnéjsi
plazmovy plyn je nositelem vyboje a stfedni plazmovy plyn izoluje plazma od prostfedni

trubice [34].
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Indukéni civka
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Nosny plyn s aerosolem
1 L/min Ar

Obrdzek 12: Indukcné vizané plazma [37]



2.9.3.3 Opticka emisni spektrometrie

Opticky systém je zalozen na méfeni zafeni, které vznika prechodem valencnich elektront
z vysSich energetickych stavih na niz§i. Zafeni vysilané excitovanymi atomy je
polychromatické a nespojité. Emisni spektrum ma cCarovy charakter. Poloha c¢ary (M)
charakterizuje kvalitativni sloZeni analytu a intenzita ¢ary udava kvantitativni slozeni. Pro
vyhodnoceni signalu emitovaného v ICP, je tfeba spektralniho pfistroje s vysokou rozliSovaci
schopnosti. Opticky emisni spektrometr se sklada z budiciho zdroje a jiskfisteé, optického
systému, pfislusného detektoru a vyhodnocovaci jednotky.

Budicim zdrojem muze byt plamen, ten je vyuzivany zejména v plamenové fotometrii a
plazmovy vyboj. Dalsi budici zdroje jsou elektrické, mezi néz patii elektricky oblouk a jiskra.
Stejnosmérny oblouk muze byt bud’ stejnosmérny, pii kterém probiha jeden vyboj o napéti
50-100 V, nebo stfidavy oblouk, ktery je preruSovan asi stokrat za sekundu pii napéti
220-1000 V.

Spektrometry se déli na simultanni a sekven¢ni. Sekvencni pfistroje jsou monochromatory
umoziujici postupné nastaveni zvolenych vinovych délek spektralnich ¢ar a vinovych délek
pro méfeni a korekci pozadi. Simultanni spektrometry umoziuji méfeni vice spektralnich car
soucasn€. Na rozdil od sekvencniho spektrometru je vtomto optickém pfistroji miizka
nepohybliva. Sekvencéni spektrometr umoziuje zdznam spektra v Sirokém rozsahu vlnovych
délek a maji vysokou rozliSovaci schopnost a mensi pofizovaci naklady nez simultanni
spektrometr. Jeho nevyhodou je vSak delsi doba analyzy a vyssi spotieba argonu [33, 34].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Laboratorni vybaveni a pristroje
e Kadinky
e Pipety, mikropipety
e Zkumavky
e Ultrazvuk: Ultrasonic Compact cleaner PSO3000A, objem 2,51
e Kapalinovy chromatograf Agilent Infiniti 1260 (Agilent technologies, USA)
e ELDS detektor Agilent Technologies 1260 Infinity
e Kapalinovy chromatograf Methrom
e Opticky emisni spektrometr sindukén€é vazanym plazmatem Ultima 2, HORIBA
Scientific (Francie)

Tabulka 9: Parametry pro stanoveni polyfenolickych latek metodou HPLC-UV

Pristroj HPLC Agilent Infiniti 1260

Kolona Poroshell 120, RP, C18 (4,6x150 mm; 2,7 nm)
Mobilni faze Gradient 5%-30% acetonitril:kyselina mravenci
Objem nastriku Sul

Prutok mobilni faze 0,75 ml/min

Teplota 40 °C

UV detekce 280; 290; 350; 360 nm

Tabulka 10: limity detekce a kvantifikace pro polyfenolické slouceniny v mg'l”’

Sloucenina LOQ LOD

Kyselina galova 0,0062 0,0019
Kyselina kavova 0,0309 0,0093
Kyselina kumarova 0,0163 0,0049
Kyselina skoFicova 0,0249 0,0075
Kyselina vanilinova 0,0027 0,00081
Kyselina ferrulova 0,0076 0,0023
Umbeliferon 0,0075 0,0022

34



Tabulka 10: Pokracovani

Rutin 0,0071 0,0021
Kvercetin 0,0009 0,0003
Naringin 0,0039 0,0012
Hesperidin 0,0140 0,0042
Katechin 0,0054 0,0016

Tabulka 11: Parametry pro stanoveni sacharidit metodou HPLC-ELSD

Pristroj HPLC Agilent Infiniti 1260

Prevail Carbohydrates ES RP-C18; (250 x 4,6 mm;
Kolona

Smm)
Mobilni faze Acetonitril:voda (75:25)

Objem nastriku 10 ul
Prutok mobilni faze 1,25 ml/min
Teplota 30 °C
Detekce ELSD

Tabulka 12: Parametry pro stanoveni organickych kyselin metodou IC

Kolona Metrosep Organic Acids — 250/7.8
Mobilni faze 100 mmol 1" H,SO4

Prutok 0,6 ml/min

Tlak 5,16 MPa

Teplota 30°C

Detektor Vodivostni (850 Professional IC 1)
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Tabulka 13: Meze detekce organickych kyselin v mgl”

Kyseina LOD
Acetat 0,08
Citrat 0,12

Formiat 0,04

Laktat + Sukcinat 0,11
Malat 0,05

Tabulka 14: Parametry pro prvkovou analyzu metodou ICP-OES

éerpadlo 3-kanalova peristalticka pumpa
Zmlzovac Typ Meinhard

Mizna komora Cyklonova

Generator Radiova frekvence 40,68 MHz
Chladici zarizeni GenCo pro chlazeni civky a generatoru
Odsavani Pfimé napojeni na plazmovou komoru

Pratok plazmového plynu 12,5 1/min
Pritok nosné¢ho plynu 0,2 I/min

Plasma
PIn¢ demontovatelny horak
Vstrikovaci tryska o priméru 3 mm
Termoregulovatelny
Ohniskova vzdalenost 1 m
Opticky systém Opticka mfizka s rozlisenim 2 400 g/mm
Opticke rozliSeni < 5 pm pro 160 — 320 nm
a < 10 pm pro 320 — 800 nm
Vinova délka 160-800 nm
Detekce Dual PMT s High Dynamic Detection systémem
Piislutenstvi Autosampler AS-500

Zvlh¢ovac argonu
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3.2 Pouzité chemikalie

Tabulka 15: Chemikalie pro HPLC

Mr . , v o
Standard [g/mol] Cistota [%] Vyrobce Zemé pivodu CAS
Kyselina 46,03 98 Lachner Ceskad 64-18-6
mravenci republika
.. SIGMA .
Acetonitril 41,05 99,9 ALDRICH Némecko 75-05-8
. SIGMA 5
Quercetin 338,3 >98 ALDRICH Svycarsko 6151-25-3
- SIGMA 5
Hersperidin 610,6 80 ALDRICH Svycarsko 520-26-3
Rutin SIGMA .
> -50-
hydrt 610,52 >94 ALDRICH Némecko 207671-50-9
Kyselina SIGMA -
galova 170,12 97,5-102,5 LDRICH Cina 149-91-7
Kyselina SIGMA -
vanilinové 168,15 97 LDRICH Cina 121-34-6
Kyselina SIGMA o
Kumarovi 164,16 > 08 LDRICH Velka Britanie 501-98-4
. SIGMA -
Katechin 308,28 > 98 LDRICH Cina 225937-10-0
N . SIGMA .
Naringin 580,5 min. 95 LDRICH Némecko 102-36-47-2
. SIGMA ,
Umbeliferon 162,14 99 LDRICH Ekvador 93-35-6
Kyselina SIGMA -
ferulova 194,18 99 LDRICH Cina 537-98-4
Kyselina 148,17 99 Alfa Aesar Némecko 140-10-3
skoricova
Kyselina SIGMA .
Kivovi 180,16 >908 LDRICH Némecko 331-39-5
Maltosa Ceska
monohydrat 36032 100 Lachner republika 6363-53-7
Ceska
D-frukosa 180,16 100 LACHEMA } 57-48-7
republika
SIGMA .
D-glukosa 180,16 299,5 LDRICH Francie 50-99-7
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Tabulka 16: Chemikdlie pro iontovou chromatografii

Mr

Standard [e/mol] Cistota [%] Vyrobce Zemé puvodu CAS
Fumarat 116,08 95% PENTA Ceska republika 110-17-8
Acetat 60,05 1000 =4 mg/l Ab; i};ﬁg | Svycarsko 64-90-7
Malat 13409 1000 +4mgd i};ﬁg | Svycarsko 617-48-1
Sukcinat 11809 1000 =4 mg/l Ab; i};ﬁg | Svycarsko 110-15-6
Laktat 90,08 1001 =4 mg/l Ab; i};ﬁg | Svycarsko 598-82-3
Citrat 19213 1000+4mgd I;EE‘; | Svycarsko 77-92-9
ﬁy,i‘i,'i‘;a 192,17 98% Ao Némecko 77-95-2
Formiat 46,03 98 Lachner regﬁ;ﬁ(a 64-18-6
Tabulka 17: Chemikdlie pro ICP-OES
Prvek Koncentrace Startovni material Matrix Obcrl:;);ier;i Objem
Draslik 1001 £ 2 mg/1 KNO; H,O MERCK -
Sodik 1.0004£0,002g1  NaCl 99,999 % H.0 ASTASOL 500 ml
Fosfor 10004 0,002 g1 NH, H,PO,99.999%  H,SO,0,05% ASTASOL 500 ml
Zinek 1,000+ 0,002g1  Zn99,999% HNO; 2% (v/v) ASTASOL 100 ml
Hoi¢ik  1.000% 0,002 g/l Mg 99,99% HNO; 2% (v/v) ASTASOL 500 ml
Vipnik  1.000£0,002g1  CaCO,99,995%  HNO;2% (v/v) ASTASOL 500 ml
Med 1,000+ 0,002g1  Cu99,999% HNO; 2% (v/v) ASTASOL 100 ml
Mangan 1,000 0,002 g/l Mn 99,98% HNO;2%  ASTASOL 500 ml
Kiemik  1.000£0,002g1  Nas SiO;99,9% H,0 ASTASOL 500 ml
Zelezo 1000 + 0,002 g/l Fe 99,999% HNO; 2% (v/v) ASTASOL 500 ml
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3.3 Pouzity material

Pro tuto praci byly vybrany vzorky svétlych vy&epnich piv vyrobenych v Ceské republice. Pro
porovnani bylo do studie vybrano i nékolik druhd nesouci oznaceni CHZO. Piehled
testovanych piv je popsan v tabulce 18

Tabulka 18: Vybrané druhy piv

Pivo Nazev Al(k ‘2 l)1ol Vyrobce CHZO

7  Bulad sv. vy¢epni 4,2 Selsky pivovar, s.r.0., Havifov ne

8 KruSovice 4,2 Heineken, Krusovice ano
9 Svijanska desitka 4,0 Pivovar Svijany, a.s., Svijany Ne

10  Holba Serak 4,7 Pivovar Holba, a.s., HanuSovice Ne
11  Prazacka 4,0 Tradi¢ni pivovar v Rakovniku, a.s., Rakovnik Ano
24  Olivétinsky opat 4,0 Pivovar Broumov, s.r.o0., Broumov Ne
25  Chotébor 4.1 Pivovar Chotébor, s.r.o., Chotébor Ne
26 Declegat 4,0 Zamecky pivovar Breclav, s.r.0., Bieclav Ne

CZECH BEVERAGE INDUSTRY
27 Grunt 40 COMPANY, as.. Vyskov Ne

28  Zamecka desitka 4,2 Zamecky pivovar, a.s., BratCice Ne
29 Bohemia regent 4,6 Bohemia Regent, a.s., Trebon Ne
60  Gambrinus original 43 Plzerisky Prazdroj, a.s., Plzen Ano
61  Samson 4,1 Pivovar Samson, a.s., Praha 4 Ano
62  Rohozec podskalak 4,2 Pivovar Rohozec, a.s., Turnov Ne
63  Platan 10% 4,0 Pivovar Protivin, Praha Ne
64  Budweiser Budvar 4,0 Budgjovicky Budvar, n.p., Ceské Budgjovice Ano
65  Ferdinand 4,0 Pivovar Ferdinand, s.r.o., BeneSov Ne
66  Bakalar 4,0 Tradi¢ni pivovar v Rakovniku, a.s., Rakovnik Ano
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3.4 Priprava roztoku
3.4.1 Priprava kalibrac¢nich roztokua
3.4.1.1 Kalibracni roztoky pro polyfenolické latky

Do 50 ml odm&mych ban&k byly piipraveny zasobni roztoky standardd o koncentraci 1 g17.
Z téchto zasobnich roztokl byly poté pfipraveny smésné kalibracni roztoky o koncentracich
10; 50; 100 a 200 mg‘1"". Kalibraéni kiivky jsou zobrazeny v grafech 1, 2, 3.

30000 ~
y =132,2x
25000 RZ = 0’997
20000 y= 85,38X
o3 R?=0,999
=
Q
8 15000 y =67,66x
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o
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5000
0 'ﬁ T T T 1
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¢ [mg/1]

+ kyselina kumarova  +kyselina skoficovd  + Rutin 4 kyselina ferrulova

Graf 1: Kalbracni roztoky 1. Cast
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3.4.1.2 Kalibraéni roztoky pro prvkovou analyzu

Ze zasobnich roztokd o koncentracich 1 g1 byla pfipravena do 50 ml odmémé baiky
jednobodova smésn4 kalibrace pro mikro prvky Fe, Mn, Cu, P, Zn o koncentracich 1 mg1™" a
Si o koncentraci 10 mg1"". Pro makro prvky Ca, Mg, Na byla piipravena jednobodova smésna
kalibrace o koncentracich 10 mg-1" a K o koncentraci 25 mg-17.

3.4.1.3 Kalibracni roztoky pro organické kyseliny

Ze zasobnich roztokii o koncentracich 1 g-1" byly pfipraveny do 50 ml odmémych bangk
kalibragni roztoky organickych kyselin v rozmezi 10; 20; 25; 50 a 100 mg-1™".

3.4.1.4 Kalibracni roztoky pro stanoveni sacharidu

Do 50 ml odmérnych ban€k byly pfipraveny zasobni roztoky standardu glukosy, fruktosy a
sacharosy o koncentraci 1 g-1"'. Zt&chto zasobnich roztokd byly poté piipraveny smésné
kalibracni roztoky o koncentracich 10; 50; 100; 200 a 500 mg~1'1. Kalibra¢ni ktivky jsou
zobrazeny v grafu 4.
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Graf 4: Kalibracni krivky sacharidii

3.5 Analyza vzorku piv
3.5.1 Stanoveni polyfenolickych latek

Vsechny vzorky piva byly odplynény po dobu 30 minut na ultrazvuku a napipetovany do 2 ml
vialek. Nasledné byly vlozeny do autosampleru a byla spusténa analyza metodou HPLC-UV.
Kazdy vzorek byl 2-3krat proméfen. Analyza vzorki probihala pfi vilnovych délkach 250;
260; 290; 350 a 360 nm. Standardni roztoky byly proméfovany jen jendnou za stejnych
vinovych délek a priutoku.
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Jednotlivé standardy byly spolu se vzorky vyhodnoceny v programu Agillent offline. Po
provedeni integrace pikt vSech standardi a vzorka byly ziskané hodnoty zprimérovany.
Z hodnot standardnich roztokl byly sestrojeny kalibracni kiivky, viz grafy 1, 2 a 3 a z rovnice
regrese vyhodnoceny koncentrace jednotlivych slouc¢enin. Pro HPLC analyzu nebylo nutné
vzorky piv fedit.

3.5.2 Stanoveni sacharidu

Vsechny vzorky piva byly odplynény po dobu 30 minut na ultrazvuku a napipetovany do 2 ml
vialek. Nasledné byly vlozeny do autosampleru a byla spusténa analyza. Kazdy vzorek byl
kvuli velké spotfebé dusiku proméfen pouze jedenkrat. Analyza byla provedena pomoci
metody HPLC s ELSD detekci. Za stejnych podminek byly proméfeny i standardy glukosy,
fruktosy a sacharosy. Ze standardnich roztoka byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky a z rovnice
regrese byly po integraci pika vyhodnoceny koncentrace sacharidt ve vzorcich piva.

3.5.3 Stanoveni prvkové analyzy

Vzorky piva byly odplynény po dobu 30 minut na ultrazvuku a nafedény do plastovych
zkumavek. Pro stanoveni mikro prvka (Fe, Mn, Cu, P, Zn a Si) metodou ICP-OES byly
vzorky nafedény 10krat a pro stanoveni makro prvka (K, Ca, Mg a Na) byly vzorky nafedény
25krat destilovanou vodou. Nasledné byly vlozeny do autosampleru a podrobeny analyze.
Koncentrace byly vyhodnoceny pomoci ICP-OES.

3.5.4 Stanoveni organickych kyselin

Vzorky piva byly odplynény po dobu 30 minut na ultrazvuku a nafedény do zkumavek. Pro
stanoveni organickych kyselin byla pouzita metoda iontové chromatografie. VSechny vzorky
bylo nutné nafedit 2krat. Nasledné byly podrobeny analyze. Byly zméfeny i standardni
roztoky, ze kterych byly sestrojeny kalibracni kfivky a z rovnic regrese byly vyhodnoceny
koncentrace organickych kyselin ve vzorcich.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Analyza polyfenolickych sloucenin

Jednotlivé vzorky piva byly analyzovany metodou HPLC-ELSD, avSak pouziti ELSD
detektoru pro tato stanoveni se ukdzalo nevhodnym, nebot’ nebylo mozné polyfenolické latky
timto detektorem vibec detekovat.

Z tohoto divodu byla analyza provedena s UV detekci pii jednotlivych vinovych délkach.
Kyselina gallova, katechin, naringin a hesperidin byly detekovany pii vinové délce 280 nm,
nebot’ pii této délce vykazovaly tyto slouceniny nejvétsi absorpci. Umbeliferon, rutin a
kvercetin byly detekovany pfi vlnové délce 350 nm, viz obrazek 15 a ostatni fenolické
kyseliny byly vyhodnoceny pii 290 nm, viz obrazek 13 a obrazek 14.

Z polyfenolickych sloucenin byla nejvice zastoupena kyselina gallové, jejiz koncentrace se
pohybovala v rozmezi od 13,1621 do 55,4514 mg:1". Naopak nejméné zastoupenymi byly
naringin a kvercetin. Naringin byl detekovan jen ve dvou vzorcich piv v mnozstvich 0,02868
a 0,2359 mg-1"'. Kvercetin byl detekovan pouze ve vzorku & 65. V ostatnich vzorcich byl pod
limitem quantifikace.

Vy&epni piva byla analyzovana i ve studii VUPS [38] za pouziti coulometrického
detektoru. V této studii byl v pivech zastoupen nejvice naringin o koncentraci 4,62 mg-1™.
V zahrani¢ni studii [16] byla analyzovana indickd piva metodou LC-MS (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry). Slozeni indickych piv se zna¢né lisi od naSich
tuzemskych piv. Byly zde analyzovany polyfenolické latky. Napt. kyselina kavova, jejiz
koncentrace se pohybovala v rozmezi 0,21-4,7 |,lg~1'1 arutin od 0,2do 111 pg~1'1.

Tato prace se zabyva analyzou svétlych vy&epnich piv vyrobenych v CR. Do analyzy bylo
zatazeno nekolik vzorkl piv s oznacenim CHZO, viz kapitola 2.6, pro porovnani s ostatnimi
vzorky. Pfi porovnani vysledkt jednotlivych latek v ramci vSech analyzovanych vzorkd piv
nedochazi k velkym rozdilim mezi vzorky s oznacenim CHZO a ostatnimi druhy piv.
Analyzované vzorky piv pochazi z riznych Ceskych pivovard, av§ak pro jejich vyrobu mohly
byt pouzity stejné odridy chmele, sladu a stejny zpusob vyroby, jako pro piva s oznaCenim
CHZO.

Rozdilné slozeni polyfenolickych slouCenin muze byt nasledkem pouziti chmelovych
nahrazek, nebo jiného typu sladu. Mnozstvi polyfenolickych latek zavisi od kvality vychozich
surovin, zejména sladu a chmele a taky na vyrobnim procesu, béhem kterého dochazi
k vylouhovani polyfenolickych latek do roztoku.

Tabulka 19: Vyhodnoceni fenolickych kyselin v mg-l”

Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina

Pivo gallova skoFicova kavova vanilinova  kumarova ferulova
7 13,1621 0,1852 0,3797 0,2130 0,5991 <LOQ
8 21,2609 0,3697 0,2550 0,4073 0,7148 1,3729
9 15,8500 0,3535 0,2045 0,1255 0,6740 1,7458
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Tabulka 19: Pokracovani

Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina

Pivo gallova skoFicova kavova vanilinova  kumarova ferulova
10 17,0605 <LOD <LOQ 0,6584 0,4212 2,7587
11 21,0565 <LOD 0,0941 0,1092 0,6006 11117
24 21,0315 <LOD 0,4612 0,3455 0,2734 2,6089
25 30,6019 <LOD 0,4634 0,6895 3,2589 3,0809
26 32,7602 <LOD 0,2912 0,1335 0,2335 1,9962
27 21,9576 <LOD <LOQ 1,3909 0,3562 2,1135
28 27,4020 <LOD <LOQ 1,4190 0,1375 2,4372
29 46,4981 <LOD <LOQ 0,4478 0,5720 2,6936
60 55,4514 <LOD 0,3437 0,5427 0,5646 1,5193
61 32,8970 <LOD 0,4682 0,3848 0,4826 0,9421
62 32,2459 <LOD 0,6874 0,3069 0,2564 3,9856
63 47,1324 <LOD 0,4845 0,9193 0,5934 2,2451
64 33,0413 <LOD 0,7409 0,4448 0,1774 3,0026
65 46,2438 <LOD 0,6430 0,5153 04161 2,5265
66 49,9914 <LOD 0,4845 0,4626 0,5232 1,7186

Tabulka 20: Vyhodnoceni polyfenolovych latek v mg-l”

Pivo Rutin Naringin Hesperidin Kvercetin Katechin
7 0,1113 <LOD 7,1339 <LOQ 0,3217
8 0,7180 <LOD <LOD <LOQ 0,6698
9 1,2520 <LOD <LOD <LOQ 0,4911

10 2,0028 <LOD <LOD <LOQ 0,4170

11 0,8390 <LOD <LOD <LOQ 0,6923




Tabulka 20: Pokracovani

Pivo Rutin Naringin Hesperidin Kvercetin Katechin
24 1,9079 <LOD <LOD <LOQ 1,3145
25 2,3296 0,2868 <LOD <LOQ 2,0770
26 1,4348 <LOD <LOD <LOQ 2,9071
27 1,5191 <LOD <LOD <LOQ 1,4059
28 1,8377 <LOD <LOD <LOQ 1,6600
29 1,8845 0,2359 <LOD <LOQ 2,1326
60 1,2614 <LOD <LOD <LOQ 1,4138
61 0,7186 <LOD <LOD <LOQ 0,9531
62 3,1325 <LOD <LOD <LOQ 0,5838
63 1,7627 <LOD 4,3708 <LOQ 1,6640
64 2,3700 <LOD <LOD <LOQ 1,3264
65 2,0420 <LOD <LOD 0,1629 2,5874
66 1,4705 <LOD <LOD <LOQ 0,2780
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Obrdzek 13: Vzorek piva s pridavky standardii pri 290 nm.

1. Kyselina gallova, 2. Katechin, 3. Kyselina skoricova, 4. Kyselina kavovd, 5. Kyselina vanilinovd,

6. Kyselina kumarovd, 7. Kyselina nerulovd, 8. Naringin, 9. Hesperidin
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Obrdzek 14: Redlny vzorek piva pri 290 nm
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Obrdzek 15: Vzorek piva s pridavky standardii pri 350 nm.

10. Umbeliferon, 11. Rutin, 12. Kvercetin

4.2 Analyza sacharidu v pivech

V této analyze byly stanovovany cukry fruktosa, glukosa a sacharosa. Vysledky analyzy
jsou zobrazeny v tabulce 21. V této praci byla pro analyzu sacharidi pouzita metoda HPLC
s ELSD detekci. ELSD detektor je univerzalni a velice citlivy, proto byly vysledné piky
roztfepané, viz obrazek 16. Pro adekvatni identifikaci se vzorek piva €. 27 navic obohatil
standardy glukosou, fruktosou a sacharosou. Chromatogram sacharidu s pfidavkem standardu
je zobrazen na obrazku 17.

Koncentrace fruktosy se pohybovala od 8,79 do 1873,30 mg-1"". Glukosa byla stanovena
v rozmezi 9,30-4635,83 mg~1'1 a sacharosa se pohybovala v rozpéti 4,43-1709,77 mg~1'1.

V zahrani¢ni studii [39] byla analyzovana glukosa a fruktosa rovnéz metodou
HPLC-ELSD. Koncentrace glukosy se zde pohybovala v rozpéti 0-1200 mg-1" a koncentrace
fruktosy byla stanovena od 0-5400 mg~1'1.

Mnozstvi sacharidd v pivu zavisi predevS§im od kvality sladu, nebot sladovy jeCmen
obsahuje zna¢né mnozstvi Skrobu. Béhem rmutovani je §krob stépen na jednoduché sacharidy,
které¢ dale vstupuji do biochemickych reakci béhem fermentace. OdliSné koncentrace
sacharida v riznych typech piva, zavisi predev§im na druhu vyslechténého jeCmene, vyrobé
sladu a zptusobu rmutovani. Piva s oznacenim CHZO jsou vyrabény dekok¢nim tfirmutovym
zpusobem. Tento zpisob vyroby vSak nelze zarucit u ostatnich druhti piv, nebot rmutovani
muize probihat a jednom az tfech krocich.

47




my -

260-
200~
150~
100~

50—

| G L ! E Ty ¢
5] 8 10 12

16

Obrdzek 16: Redlny vzorek piva
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Obrdzek 17: Vzorek piva s pridavkem standardi

1. Fruktosa, 2. Glukosa, 3. Sacharosa

Tabulka 21: Vyhodnoceni sacharidii v mg-1”

Pivo Fruktosa Glukosa Sacharosa

7 15,60 11,56 4,43

8 8,79 9,30 15,91

9 360,77 201,70 409,89
10 591,54 606,35 391,82
11 761,21 202,15 292,50
24 379,45 126,08 1709,77
25 125,05 779,48 351,14
26 1466,48 273,58 330,11
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Tabulka 21: Pokracovani

Pivo Fruktosa Glukosa Sacharosa
27 174,18 417,46 867,84
28 104,18 76,08 11,25
29 977,47 461,56 753,41
60 <LOD 4635,83 84,20
61 35,16 221,20 224,43
62 61,98 822,34 284,66
63 776,92 295,80 685,80
64 1873,30 777,44 15,23
65 30,77 123,58 <LOD
66 488,02 173,92 142,61

4.3 Elementarni analyza piva

Metodou ICP-OES byly analyzovany nékteré vybrané kovy jako méd’, Zelezo a zinek. Tyto
prvky se v pivech vyskytovaly v minimalnim mnozstvi. Koncentrace téchto kovl se
pohybovaly v rozmezi 0,01-0,27 mg-1". Ze vSech analyzovanych prvkd vyhodnocenych v
tabulce 22 a tabulce 23, byl v pivech nejvice zastoupen fosfor o koncentraci 299-468 mg'1™ a
draslik v rozpéti 92-478 mg-1™".

Ve srovnani se zahrani¢ni literaturou [40], kde byla provedena analyza metodou ICP-OES
na pivech lezackého typu, byly vysledky stanoveni v priméru srovnatelné s vysledky v této
praci. Obsah vapniku zde, byl stanoven v primémé hodnoté 30 mg:1" a koncentrace kovi
eleza a m&di se pohybovala v rozmezi 0,05-0,08 mg-1"'. Pouze stanoveni hoi¢iku se lisilo asi
0 11%.

Obsah stopovych prvkid a minerall je zavisly nejen na pouzitém sladu a typu chmele, ale
zna¢né mnozstvi té€chto latek je obsazeno také ve vodé, kterd se pouziva pro vyrobu piva.
Pivovary pouzivaji vodu jednak z riznych oblasti a také jinak upravenou. Tyto podminky
vysvétluji odchylky ve stanoveni konkrétnich prvka pro rizné druhy piv, které jsou zobrazeny
v tabulce 22.
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Tabulka 22: Vyhodnoceni prvkové analyzy v mg-l”

Pivo Cu Fe Mn | Si
7 0,1120,01 0,0130+0,0006 0,12+0,01 39547 73+2
8 0,1240,01 0,054+0,002 0,12+0,01 4686 3642
9 0,123+0,003 0,0520+0,0003 0,109+0,001 363+4 36,5+0,5
10 0,1540+0,0003 0,046+0,001 0,096+0,004 386+5 48,6+0,5
11 0,150+0,002 0,035+0,001 0,118+0,001 366+5 33,5+0,4
24 0,12+0,01 0,206+0,005 0,101£0,004 471+9 75+1
25 0,10+0,03 0,272+00,3 0,0790+0,0005 39246 5541
26 0,0620,03 0,11+0,01 0,048+0,003 39147 7542
27 0,08+0,03 0,082+0,005 0,055+0,002 356+1 51+1
28 0,11+0,02 0,037+0,001 0,118+0,001 29943 89+2
29 0,14+0.,01 0,091£0,003 0,024+0,001 46143 57+2
60 0,02+0,01 0,031£0,003 0,0360+0,0004 382+10 21,7+0,1
61 0,01£0,01 0,101£0,003 0,064+0,002 41443 39,4+0,1
62 LOD 0,092+0,002 0,060+0,001 268+3 48.8+0,6
63 <LOD 0,0140+0,0003  0,0140+0,0003 304+2 52,9+0,3
64 <LOD 0,023+0,003 0,109+0,002 329+4 43,1+0,2
65 0,0240,01 0,29+0,01 0,13+0,01 31542 46,3409
66 0,02+0,02 0,050+0,001 0,088+0,003 323,240,9  32,4+0.5
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Tabulka 23: Vyhodnoceni prvkové analyzy v mg-l”

Pivo Zn Ca K Mg Na
7 <LOD 23.840.8 465,1+0,2 87+2 10,9+0,3
8 <LOD 76+1 466,0+0,2 1001 20,5+0,9
9 <LOD 4241 404,6+0,1 84+1 84.2+0.9
10 <LOD 24.840.5 4513+0,5 68,6+0,9 12,7+0,2
11 <LOD 43.4+0,9 429,1+0,1 8142 26,0+0,3
24 0,029+0,001 13,9402 348+8 55+1 11,7+0,1
25 0,018+0,002 13,9409 37746 4741 5,29+0,09
26 0,0150+0,0005 23,140,2 4115 55,3+0,6 167+1
27 0,023+0,001 32,9+0,6 38246 57+1 16,8+0,4
28 0,017+0,001 18,6+0,5 478+8 87+4 269+7
29 0,028+0,001 7.240,2 34147 50,9+0,8 8,3+0,4
60 <LOD 23,3+0,2 365+8 61+1 6,0+0,2
61 <LOD 14,1+0,2 37543 7241 8,76:0,07
62 0,0150+0,0004 19,6+0,5 92410 51,040,9  25,5+0,4
63 0,0150,001 31,5+0,5 288+6 65+1 33+1
64 0,010+0,001 15,3+0,3 34744 83+3 11,1+0,1
65 0,016+0,002 28,940.5 252+4 7642 29,7+0,9
66 0,0350+0,0002 45,0+0,9 37243 73+1 20,5403

4.4 Analyza organickych kyselin

V této praci byly analyzovany tyto kyseliny: citrat, malat, laktat, sukcinit, formiat a acetat.
Jednotlivé organické kyseliny byly stanoveny metodou iontové chromatografie, viz
obrazek 18. Identifikace byla provedena porovnanim retenénich cast se standardy,
viz. obrazek 19. Citrat byl stanoven v rozmezi koncentraci 101,15-249,29 mg~1'1, malat od
3,80 do 93,78 mg'1™" a acetat od 34,33 do 132,66 mg-1"'. Nejmensi koncentrace z organickych
kyselin vykazoval formiat, ktery byl v mnoha piipadech pod mezi detekce.
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V tabulce 24 je kromé jednotlivych organickych kyselin také smés laktatu a sukcinatu.
Tyto kyseliny mély pii vyhodnoceni standardnich roztokl totozny retencni ¢as eluce. Rovnéz
ve vzorcich piva se projevily jako smés obou kyselin, které nebylo mozné odseparovat. Pro
lepsi separaci téchto dvou kyselin by bylo vhodné pouziti jiného slozeni mobilni faze, nebo
jiné metody.

V porovnani se zahrani¢ni studii [41] vychadzelo stanoveni malatu v rozmezi 37-93 mg~1'1,
citratu od 99-124 mg-1" a acetatu od 11 do 159 mg-1™". Tyto rozdily jsou zejména zptsobeny
typem piva, nebot zahranicni studie se vénuje analyze piv lezackého typu, ktera maji vyssi
podil extraktu ptivodni mladiny a i proces kvaseni probiha delsi dobu.

Z vysledkt vyplyva, ze koncentrace organickych kyselin jsou v pivu mnohonasobné vétsi
mnozstvi nez koncentrace polyfenolickych latek. Tento rozdil muaze spocivat v tom, ze obsah
polyfenolickych sloucenin zavisi na jejich vylouhovani do roztoku béhem piipravy mladiny,
na rozdil od organickych kyselin, které vznikaji béhem procesu fermentace. Proces
fermentace trva nekolik dni, na rozdil od pfipravy mladiny, jejiz ptiprava trva asi 4 hodiny.

V prabéhu kvaseni vznika glykolyzou pyruvat, ktery nasledné vstupuje do Krebsova cyklu,
jehoz meziprodukty jsou organické kyseliny jako napf. citrat, malat, laktat, sukcinat a acetat.

Organic Acids
HS/cmd -
o
S
18,0
o
g -
14,0 - "o 2
,\> . o
e L
2 o
@ —
o A <
o % -
6.0 ko o 2
’ © S o ©
= 88 % 8 5
MET LB o &S
2.0 - O jL © * oo
4 | e Aot
1 1 11 | | 1.1
1 1 1 1 L) L) L) 1
0,0 40 8,0 12,0 16,0 20,0 240 28,0

min

Obrdzek 18: Organické kyseliny ve vzorku piva
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Organic Acids
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Obrazek 19: Standardy organickych kyselin
Tabulka 24: Vyhodnoceni organickych kyselin v mg-I”
Pivo Citrat Malat laktat + sukcinat Formiat Acetat
7 101,15 5,40 129,10 <LOD 122,12
8 112,55 93,78 59,73 11,71 120,49
9 119,14 75,98 86,61 <LOD 67,74
10 134,01 95,22 39,46 11,18 111,70
11 <LOD 37,77 3,80 <LOD 49,39
24 249,29 86,40 92,85 13,07 89,16
25 228,45 5,32 139,95 <LOD 45,37
26 223,24 78,95 84,04 7,81 56,45
27 191,52 <LOD 186,18 <LOD 78,13
28 182,84 3,80 187,38 16,43 89,32
29 24492 89,05 69,96 6,20 90,34
60 211,79 70,56 41,13 4,61 78,01
61 204,03 5,11 234,63 <LOD 34,33
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Tabulka 25: Pokracovani

Pivo Citrat Malat laktat + sukcinat Formiat Acetat
62 221,97 53,99 100,02 7,06 75,46
63 224,13 75,14 116,38 8,64 62,72
64 236,19 92,13 198,43 9,74 126,34
65 236,50 68,56 113,14 8,15 132,66
66 248,08 83,18 121,42 <LOD 78,10
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5. ZAVER

V této bakalarské praci byla diskutovana vyroba piva a vliv vychozich surovin pro jeho
vyrobu. Hotové pivo obsahuje fadu sloucenin, které maji pfiznivy vliv na zdravi clovéka.
Cilem prace bylo stanoveni polyfenolickych sloucenin metodou HPLC-ELSD a stanoveni
organickych kyselin metodou IC. Zaroveni s t€émito analyzami byla provedena kvantifikace
stopovych prvki a minerald metodou ICP-OES. Analyzy byly provedeny na 18 vzorcich
svétlych vy&epnich piv vyrobenych v Ceské republice, z nichz nékteré mély tdsné pred dobou
jejich expirace.

Analyzou HPLC-ELSD nebylo mozné detekovat vybrané polyfenolické slouceniny, proto
byla zvolena UV detekce. Z vysledka vyplyva, ze nejvice zastoupenou latkou v pivu byla
kyselina gallova. Naopak nejmén¢ vyskytujici se polyfenolickou slou¢eninou byl naringin a
kvercetin, které byly detekovany pouze ve dvou vzorcich piv. Koncentrace jednotlivych latek
nebyly rovnomérné zastoupeny, coz mohlo byt zptsobeno odlisnym zplisobem vyroby piva,
nebo riznymi druhy vychozich surovin. Dalsim faktorem, zptsobujicim rozdily koncentraci
stanovovanych latek muaze byt také doba expirace konkrétniho piva, nebot béhem starnuti
piva dochazi k pozvolnému rozkladu nekterych sloucenin. Polyfenolické slouceniny nejsou
zcela stalé a ¢asem dochazi k jejich rozkladu.

Metodou IC byly stanoveny koncentrace organickych kyselin. Tyto karboxylové kyseliny
vznikaji jako meziprodukty biochemickych reakci probihajicich béhem fermentace. Vétsina
téchto kyselin mé v pivu pfiznivy vliv, nebot jsou pfirodnimi konzervanty a maji vliv na
stabilitu piva. Vysledky analyzy jednotlivych kyselin nevykazovaly zadné velké rozdily
v jednotlivych pivech. Jedinym problémem, byla separace laktatu a sukcinatu, ktera byla
analyzovana jako smes téchto dvou kyselin.

Metodou ICP-OES byla provedena analyza stopovych prvkd a minerald. Nejvétsi
zastoupeni ve vsech vzorcich piv mély P, Si a K. Obsah téchto prvka je spojen zejména
s pouzitou vodou, ktera byva pro vyrobu piva rizné upravovana a v niz se tyto prvky nachazi
v dostate€ném mnozstvi.

Vysledky vSech analyz vtéto pract i1 zahrani¢nich studii potvrzuji, ze na obsah
analyzovanych latek v pivu maji znacny vliv kvalita a jednotlivé druhy vychozich surovin pro
vyrobu piva. Pro jednotlivé typy piv (vyCepni, lezaky) je dulezity konkrétni zptisob vyroby,
ktery ma rovnéz znacny vliv na obsah organickych kyselin a dalSich slou€enin v pivu.

Dalsi studie by se mohly zaméfit na separaci smési organickych kyselin, které nebylo
mozno v ramci pouziti danych podminek odseparovat. Rovnéz by byla moznost zabyvat se
nalezenim podminek detekce polyfenolickych sloucenin pomoci ELSD detektoru.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ROS
CHZO
SZPI
VUPS
IEC

HPLC

NP-HPLC
RP-HPLC
ODS

RI

ELSD

ICP-OES

LC-MS
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Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)

Chranéné zemeépisné oznaceni

Statni zemedé€lska a potravinarska inspekce

Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky

Iontové vymeénna chromatografie (Ion exchange chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC na normalnich fazich (Normal phase HPLC)
HPLC na reverznich fazich (Reverse phase HPLC)
Oktadecylsilikagel

Refraktometricky detektor (Refractive Index Detector)

Odparovaci detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering
Detector)

Optickd emisni spektrometrie s indukéné véazanym plazmatem
(Inductively Coupled Plasma — Optical Emission Spectrometry)

Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii  (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry)



