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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim vitaminu B; v potravinach, pfedevsim
ve sladovnickém je€meni a sladu.

Diplomova prace se sklada z literarni a experimentalni ¢asti, zavéru a pfiloh.

Literarni ¢ast obsahuje charakteristiku thiaminu, chemickou strukturu, chemické a fyzikalni
vlastnosti, funkce v organismu a dopady jeho deficitu na zdravi, vyskyt v béznych
potravinach a metody stanoveni. Dale také popisuje teoretické zaklady vysokouc&inné
kapalinové chromatografie, chromatografie na reverzni fazi, derivatizace a zplsoby validace.

V experimentalni ¢asti je popsana metoda pouzita pro stanoveni thiaminu v jeCmeni
a sladu, sladiné a pivé, ale také v bézné dostupnych potravnich doplricich jako jsou B-
komplex, Pangamin a Thiamin. Stanoveni bylo provedeno vysokoudinnou kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi s izokratickou eluci a fluorescencni detekci.

Nasleduje kapitola prezentace vysledku, diskuse experimentalni ¢innosti, obsah thiaminu
v analyzovanych potravinach a validaéni parametry metody.

V zaveéru jsou zhodnoceny vysledky experimentalni innosti.

V pfiloze je uveden graf kalibracni kfivky, chromatogramy vzorkd, tabulky s vysledky
a vypocty validaénich parametra.

Diplomova prace byla realizovana v laboratofi Ustavu potravinarské chemie, Fakulty
chemické VUT v Brné.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis is focused on determination of B vitamin in food especially
in malting barley and malt.

This diploma thesis is consists of theoretical and experimental parts including the
conclusion and supplements.

Theoretical part describes thiamine characteristic, chemical structure, chemical and
physical properties, function of thiamin in organism, impact it's insufficiency to the human
health, occurrence in common food and methods for it's determination. Further are
describing theoretical principles of high-efficiency liquid chromatography, chromatography on
reverse phase, derivatization and ways of validation.

In the Experimental section is detailed description of used method for determination of
thiamine in barley and malt, fresh mash and beer but also in common food supplements as
are B-kompex, Pangamin and Thiamin. Determination was made by high-efficiency liquid
chromatography on reverse phase with isocratic elution and fluorescent detection.

Next part introduce the results of theses, discussion of experimental work, volume of
thiamine in analyzed food and validation parameters of used method.

In the conclusion are valorized results of experimental work.

In the attachment are graphs of standard curves, chromatogram and calculations of
validation parameters.

Diploma thesis was realized in laboratory of Chemistry and Technology of Foodstuff,
Faculty of chemistry, Brno University of Technology.
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1. UVOD

V lidském organismu maji vitaminy funkci katalyzatord biochemickych reakci, podileji se
na metabolismu bilkovin, tuk( a cukrd. Jsou nezbytné pro udrzeni fady télesnych funkci,
vystavbu novych tkani a ochranu organismu proti infekcim.

Pestra strava s dostatkem zeleniny a ovoce je nejlep§im zdrojem vitaminl(. Obsahuje
nejen v8echny vitaminy, ale i dalSi nezbytné Ziviny.

Vitamin B4 je nezbytnou soucasti vyzivy. MnozZstvi potfebného vitaminu souvisi
s mnozstvim sacharidd (D-glukosy) pfijimanych potravou. U dospélych osob s dennim
pfijmem energie 12600 kJ je doporu€eny pfijem thiaminu 1,2 — 1,5 mg.

Thiamin je stejné jako mnoho dalSich vitaminld produkovan intestinalni mikroflérou.
Mnozstvi produkované timto zplsobem je vSak pfili§ nizké, proto je potfebné jej ziskavat
potravou.

V malém mnozstvi je pfitomen v potravinach rostlinného i zivocisného plvodu. Bohatym
zdrojem jsou neloupané obiloviny, maso, pivovarské kvasnice, med a ofechy.

Deficience se projevuje nespecifickymi pfiznaky jako je svalova uUnava, nechutenstvi,
hubnuti a podrazdénost. PfiCinou téchto pfiznakl je porucha metabolismu sacharidd pfi
¢emz dochazi k hromadéni kyseliny pyrohroznové v krvi. Z toho vyplyva, ze thiamin ovliviuje
tkané a organy s vysokymi naroky na energii, jako jsou nervy, ledviny a srdce. NedostateCny
pfijem v potravé se projevuje jako nemoc beri-beri.

Ztraty thiaminu pfi zpracovani a skladovani mohou byt velké, protoze thiamin je jednim
z nejlabilngjsich vitaminl. K jeho rozkladu dochazi ve vodnych roztocich uz pfi dosazeni
varu. PFi teplotach nad 100 °C rozklad umocriuje ucinek svétla, a také pfitomnost sifiCitanu
pouzivanych pfi konzervaci potravin. Obecné vafenim dochazi k vétSim ztratam thiaminu nez
peCenim, smazenim a mikrovinnym ohievem.

Pro stanoveni thiaminu v potravinach se nejCastéji pouzivaji metody mikrobiologické a
metoda vysokouc&inné kapalinové chromatografie s UV nebo fluorescenéni detekci. PFi
fluorescenéni detekci je nutna pfedkolonova nebo postkolonova derivatizace analytu. Pred
vlastnim stanovenim je nezbytné vazané vitaminy uvolnit kyselou hydrolyzou a pusobenim
specifického enzymu.

V této diplomové praci byl thiamin stanoven metodou HPLC na reverzni fazi Cis
s izokratickou eluci a fluorescenéni detekci. Pro uspéSnou fluorescencéni detekci byla pozita
predkolonova derivatizace. Vychazelo se z pozadavku Vyzkumného ustavu pivovarského
a sladarského v Brné, ktery poskytl vzorky je€émenu a sladd.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni slouCeniny syntetizované autotrofnimi
organismy. Heterotrofni organismy je syntetizuji jen v omezené mife a ziskavaji je jako
exogenni latky pfedevdim potravou a nékteré z nich prostfednictvim stfevni mikroflory.
Vitaminy jsou v uréitém minimalnim mnozstvi nezbytné pro latkovou pfeménu a regulaci
metabolismu Clovéka. Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materidlem, vesmés maji
funkci jako soucdast katalyzatorl biochemickych reakci (napf. metabolismus nukleovych
kyselin, bilkovin, sacharidu a tukud), nékteré také vytvareji dllezité redox-systémy, jiné pasobi
antioxidacné.

Vitaminy se tfidi podle rozpustnosti ve vodé (v polarnim prostfedi) a v tucich (nepolarnim
prostfedi) na:

o vitaminy rozpustné ve vodé, hydrofilni vitaminy (vitaminy B-komplexu, vitamin C)
o vitaminy rozpustné v tucich, lipofilni vitaminy (vitaminy A, D, E a K)

Ve vodé rozpustné vitaminy se v organismu neskladuji nebo skladuji jen omezené, jejich
prebytky jsou vylu€ovany moci. Lipofilni vitaminy jsou skladovany v jatrech. MnoZstvi
potfebné k zajisténi fyziologickych funkci je zavislé na mnoha faktorech jako je stafi, pohlavi,
zdravotni stav, zivotni styl, stravovaci zvyklosti a pracovni zatizeni. Se skladovanim vitaminu
se poji pojem rezervni kapacita, ktera je definovana jako doba, po kterou je potfeba vitaminu
kryta rezervami organismu. (tabulka ¢.1)

Tabulka ¢.1: Rezervni kapacita vitamint

Vitaminy Rezervni kapacita
korinoidy 3-5 let
vitamin A 1-2 roky
folacin 3-4 mésice
vitamin K a C, riboflavin, pyridoxin, niacin 2-6 tydnu
thiamin 4-10 dni

Je-li vitamin dodavan v nedostate€ném mnozstvi, dochazi k hypovitaminose nebo az
k avitaminose, pfi doCasném Uuplném nedostatku vitaminu. Deficience se projevuje
poruchami nékterych Zzivotnich procest a dlouhodobym nedostatkem dochazi k celkovému
onemocnéni organismu. Opakem je hypervitaminosa, ktera je zpusobena nadmérnym
pfijmem lipofilnich vitamind skupiny A a D. Hypervitaminosa rovnéz vyvolava poruchy
biochemickych procest a mlze vest az k tézkym onemocnénim.

Potfebu vitaminl ovliviuje pfitomnost nékterych slozek potravin, které snizuji jejich vyuziti
nebo vitaminy inhibuji. Tyto latky se nazyvaji antivitaminy a ur€itym zplsobem eliminuji
biologické ucinky vitamin(, coz mize vest az k projeviim deficience. Aktivita antivitamind
spociva v nasledujicich principech:

o0 skupina I. - strukturni analogy vitamin( reaguji s pfisluSnymi apoenzymy (pUsobi
jako kompetitivni inhibitory enzyma) nebo bilkovinami, které vitaminy transportuiji,



o skupina Il. - nékteré enzymy pfeménuji vitaminy na neucinné latky,
o skupina lll. - nékteré latky (vétSinou bilkoviny, ale i nizkomolekularni latky) tvoFi
s vitaminy nevyuzitelné komplexy.

Antivitaminy prvni skupiny (pravé antivitaminy) obvykle nelze béznymi technologickymi
zakroky odstranit. Zbyvajici dvé skupiny antivitamind lze do zna¢né miry eliminovat
vhodnymi technologickymi nebo kulinarnimi postupy (tepelnou inaktivaci enzymd nebo
denaturaci bilkovinné &asti vitaminu vazaného v nevyuzitelném komplexu s bilkovinou). [1]

V potravinach se vitaminy vyskytuji v mnozstvi od mg/kg po stovky az tisice mg/kg.
Vyskytuji se jednak volné, jednak vazané (obvykle na sacharidy nebo bilkoviny).

Vyznamnymi zdroji vitaminl jsou pfedevSim zakladni potraviny jako je maso a masné
vyrobky, mléko a mlécné vyrobky, vajeCny zloutek, chléb a cerealni vyrobky, ovoce a
zelenina. U potravin zivoCiSného plvodu zavisi obsah vitamind hlavné na zpusobu
skladovani a zpracovani suroviny. U potravin rostlinného plvodu je vyznamny zejména
stupen zralosti, klimatické podminky bé&éhem rlstu, pfedevS§im mnozstvi srazek, hnojeni,
poskliziiové skladovani a zpracovani. Vitaminy patfi mezi velmi labilni slozky potravin.
Béhem technologického zpracovani a kulinarni pfipravy dochazi u vétsiny vitamina k vétSim
C¢i menSim ztratam. Ztoho dlvodu se vitaminy pouzivaji jako indikatory Setrnosti
technologického a kulinarniho zpracovani. U vitamin( rozpustnych ve vodé dochazi béhem
technologického a kulinarniho zpracovani ve vétsiné pfipadl k nejvétSim ztratam vyluhem, u
vitaminG rozpustnych v tucich jsou nejvétsi ztraty zpusobeny oxidaci. Stabilita jednotlivych
forem vitamin( je rGzna, zavisi na vnéjSich faktorech, konkrétni potraviné a na pouzité
technologii zpracovani potraviny. Vitaminy se dnes v potravinaiském priamyslu pouzivaji
k obohaceni mnoha vyrobkd, k tzv. restituci (doplnéni obsahu vitaminu na plvodni hladinu)

a fortifikaci (obohaceni na vyssi koncentrace nez v pavodni suroving). [1]

2.2. B-komplex

B-komplex je souhrnné oznaceni pro vitaminy skupiny B. Jsou to ve vodé rozpustné
vitaminy, nezbytné pro spravné fungovani metabolismu.

Hlavnim zdrojem vitaminu skupiny B jsou kvasnice, maso, syry, celozrnné obiloviny (také
jahly), lusténiny, a ofechy.

Vitamin B objevil polsky biochemik Kazimierz Funk v roce 1912 v otrubach ryze.

Skupina vitaminQ s oznaenim B

e Vitamin B4 — thiamin

e Vitamin B, — riboflavin

e Vitamin B; — niacin

e Vitamin Bs — pantothenova kyselina

o Vitamin Bg — pyridoxal, pyridoxol, pyridoxamin
e Vitamin B; — biotin (vitamin H)

o Vitamin By — kyselina listova (folacin, folat)

e Vitamin B1>, — kobalamin
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2.3. Thiamin

Thiamin neboli vitamin B4 je bild nebo bezbarva krystalickd slou€enina, rozpustna ve
vodé.

Chemicky se thiamin sklada ze substituovanych jader thiazolu (5-(2-hydroxyethyl)-4-
methyl-thiazol) a pyrimidinu (4-amino-2-methyl-pyrimidin), které jsou spojené methylenovou
skupinou. Je to silné hydrofilni slou€enina. Thiamin se vyskytuje pfedevSim jako volna latka
a ve formé fosfore€nych esterli, monofosfatu, difosfatu a trifosfatu. [1]

. OH
N7 NN
)l\ “ \\\S
N~ “NH,
thiamin ( volna baze )
fosfaty thiaminu
N
_</:>_\
+
N= N O o
/ hi-ig
NH2<S\ O/P\o'

thiaminmonofosfat

N
%4 \
N== N- NP/ 0
NH, ¢\ P Psory
2 \
(@] o) (@)

thiamintrifosfat

2.3.1. Biochemie thiaminu
Volny thiamin z potravy je esterifikovan na thiamindifosfat v riznych organech a ten je

kofaktorem vyznamnych enzymu souvisejicich pfedevSim s metabolismem sacharidl a také
aminokyselin (dekarboxylas, dehydrogenas, transketolas, karboligas). [1, 2]
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2.3.2. Fyzikalni a chemické vlastnosti thiaminu

Relativné stabilni je thiamin v mirné kyselém prostfedi (pH < 5), pfi pH < 1 vznika
oxythiamin nahradou aminoskupiny na uhliku C-4" za hydroxylovou skupinu. V neutralnim
a alkalickém prostfedi, kde existuje jako volna baze, je znacné nestaly diky svému
kvartérnimu dusiku. V alkalickém prostredi je destrukce thiaminu velmi rychla a vede
k tvorbé rlznych produktd napf. thiaminthiolu jehozZ oxidaci vznika thiamindisulfid
a thiochrom. Thiochrom je Zluta biologicky inaktivni latka s vyraznou modrou fluorescenci,
ktera se vyuziva pro kvantitativni stanoveni thiaminu. V neutralnim prostfedi dochazi
pfedevsim k rozkladu thiaminu na pyrimidinovou a thiazolovou sloZku, podobné se molekula
thiaminu $tépi na dvé ¢asti pisobenim oxidu sifiitého nebo hydrogensifi€itanl. [1, 2, 4]

Molekula thiaminu vykazuje acidobazické vlastnosti. Pribéh reakci je znazornén na
obrazku ¢&. 1.

Hydroxyethylova skupina na thiazolové €asti thiaminu maze byt in vivo fosforylovana na
thiamin mono-, di- a trifostat. Thiamin difosfat, také nazyvany thiamin pyrofosfat, je
metabolicky aktivni forma, nékdy byva uvadény jako kokarboxylasa. Ve slabé& kyselych
a neutralnich roztocich byva nestaly a jeho hydrolyzou vznika thiaminmonofosfat a thiamin.
[1, 4]

Velké mnozstvi dalSich produktd vznika rozkladem thiaminu ve vodnych roztocich za
varu, pfi teplotach nad 100 °C a fotodegradaci. Identifikovano bylo vice nez 70 degradacnich
produktl. Kromé jednouhlikatych slouc€enin jako je sulfan, amoniak, methanal, ethanal,
mravenCi a octova kyselina vznika nékolik desitek dalSich sirnych sloucenin (alifatické
sulfidy, alifatické karbonylové slou€eniny s thiolovou skupinou, furany obsahujici v molekule
siru, alicyklické, bicyklické a heterocylické sirné slou€eniny jako jsou thiofenoly a thiazoly).
Rada produkttl je vonnymi latkami potravin, napf. masa.

Nékteré reakce thiaminu Ize zahrnout mezi tzv. reakce neenzymového hnédnuti. Thiamin
reaguje v neutralnim prostfedi s redukujicimi cukry a stejné tak s jinymi karbonylovymi
sloueninami. Reakci s D-glukosou vznika jako primarni produkt tzv. glukothiamin. Thiamin
reaguje s 2-furankarbaldehydem, ktery je jednim z hlavnich produktl degradace kyseliny
askorbové v kyselém prostredi, ¢imz se vysvétluje jeho rozklad v pfitomnosti vitaminu C. [1]
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Obrazek ¢.1: Prehled hlavnich reakci ionizace a degradace thiaminu [2]



2.3.3. Thiamin v potravé

Vitamin B je nutnou soucasti vyzivy. Mnozstvi potfebného vitaminu souvisi s mnozstvim
sacharidi (D-glukosy) pfijimanych potravou, proto je na kazdych 4200 kJ energie ziskané
z cukru Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) doporuéen pfijem 0,4 — 0,6 mg thiaminu.
U dospélych osob s dennim pfijmem energie 12600 kJ je doporuceny pfijem thiaminu
1,2-1,5mg.[1, 3]

Vylu€ovani thiaminu neni zavislé na mnozstvi sacharidu (38 — 80 % z pfijaté energie),
bilkovin (75 — 200 g), riboflavinu (2,5 — 3,5mg), vody a energie (vrozsahu 3200 —
4700 kcal/den) pfijatych stravou. Proto by pfijem thiaminu mél byt vyjadfen v mg/den nikoli
v mg/4200 kJ energie. Ani vétSi stres nema na vylu€ovani thiaminu z organismu témér zadny
vliv. [18]

Thiamin je komer¢né dostupny v hydrochloridové nebo dusiénanové formé, tyto formy se
obvykle uzivaiji k fortifikaci potravin nebo jako doplriky vyzivy. [2]

; cl
cl OH
+ +
HN X NN
PP
S
N~ “NH,
hydrochloridova forma thiaminu

o}
- +

\\O J}’/’
dusiénanova forma thiaminu

Tabulka ¢.2: Doporuéena denni davka

Thiamin [mg] |
kojenci 0,3
déti 0,7-1,2
muzi 1,2-1,5
zeny 1,0-1.1
téhotné a kojici Zzeny 1,4-15

Thiamin je stejné jako mnoho dalSich vitaminld produkovan intestinalni mikroflérou.
Mnozstvi vitaminu produkované timto zpusobem je vSak pfrili§ nizké, proto je potfebné jej
doplriovat potravou.

V malém mnozstvi je thiamin pFitomen v potravinach rostlinného i zivoc¢isného plvodu.
Bohatym zdrojem jsou neloupané obiloviny, maso, pivovarské kvasnice, med a ofechy.
NejvyznamnéjSim zdrojem thiaminu jsou cerealni vyrobky kryjici asi 40 % potfeby vitaminu
(chléb asi 20 %). Dalsim vyznamnym zdrojem je maso a masné vyrobky (18 — 27 %), mléko
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a mlécné vyrobky (8 — 14 %), brambory (10 %), luténiny (5 %), zelenina (az 12 %), ovoce
(4 %), vejce (2 %). [1, 3]

Vitamin B; puUsobi pfiznivé na nervovy systém a proti Unavé. ZvySeny pfijem se
doporucuje pfi otravach nikotinem, arsenem nebo olovem. Pfi velké fyzické namaze, stresu
a hore¢natych onemocnénich potfeba vitaminu B4 taktéZ stoupa. Thiamin se v lidském téle
neuklada a jeho zasoba vydrzi jen na 4 — 10 dni. Proto musi byt stale pfitomen v potravé.
Mezi faktory snizujici mnozstvi vitaminu B4 v téle patfi piti kavy a velkého mnoZzstvi Caje. [1,
3]

Znamym antagonistou thiaminu je oxythiamin, ktery obsahuje jako substituent
pyrimidinového cyklu hydroxylovou skupinu misto aminoskupiny. Oxythiamin vznika
z thiaminu v silné kyselém prostiedi, proto se vyskytuje napf. v Kyselych hydrolyzatech
bilkovin jako je polévkové kofeni. Oxythiamin snadno tvofi difosfat, ktery je kompetitivnim
inhibitorem thiaminu v enzymovych reakcich. [1]

. OH
N7 NN
)l\ “ \\\S
N OH
oxythiamin (volna baze)

Vyznamnymi antivitaminy jsou také enzymy nazyvané thiaminasy a nékteré
nizkomolekularni latky z potravin rostlinného plvodu (fenolové latky v bortivkach, ¢erveném
rybizu, erveném hlavkovém zeli, rizickové kapusté). VysSi aktivitu thiaminasy | ma syrové
maso sladkovodnich a nékterych mofskych ryb, mizd a syrové vnitfnosti hospodarskych
zvitat). Thiaminasa Il je enzymem mnoha bakterii. [1]

2.3.4. Role thiaminu v organismu

Thiamin je enzymem thiaminfosfotransferasou, ktery je pfitomen v jatrech a mozku,
pfeménén na aktivni formu vitaminu B4, thiamindifosfat.
Thiamindifosfat je koenzym enzymovych reakci, pfi kterych je pfemistovan aktivovany
aldehydovy zbytek:
o oxidativni dekarboxylace a-ketokyselin (dekarboxylace pyruvatu, a-ketoanalogu
leucinu, izoleucinu a valinu, a-ketoglutarové kyseliny),
o transketolasova reakce.

Oxidativni dekarboxylace jsou dllezité v metabolismu sacharidd a aminokyselin,
transketolasova reakce probiha v pentézovém cyklu, ve kterém jsou syntetizovany redukéni
ekvivalenty NADPH a deoxyribosa a ribosa k syntéze nukleovych kyselin.

2.3.5. Projevy nedostatku thiaminu

Deficience se projevuje nespecifickymi pfiznaky jako je svalova unava, nechutenstvi,
hubnuti a podrazdénost. PFi¢inou je porucha metabolismu sacharidl pfi ¢emz dochazi
k hromadéni kyseliny pyrohroznové v krvi. Z toho vyplyva, Ze thiamin ovliviiuje tkané
a organy s vysokymi naroky na energii, jako jsou nervy, ledviny a srdce. Pfi¢inou deficience
byva Casto alkoholismus. [1, 3, 24]
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Nedostatek v pfijimané potravé se projevuje jako nemoc beri-beri. Nejprve se projevuje
perifernimi myopatiemi, vyCerpanosti, ztratou chuti k jidlu. Pozdéji se pfiznaky stupnuiji,
objevuji se deprese, podrazdénost a zmatenost jako dusledek neurologickych
degenerativnich zmén, degenerace kardiovaskularniho systému a sval(, otoky. Beri-beri je
zpusobena dlouhodobou konzumaci potravy bohaté na sacharidy, ale chudou na thiamin,
jako je loupana ryze, bila mouka a rafinovany cukr tvofici hlavni soucast stravy.
U chronickych alkoholiki se nedostatek thiaminu Casto projevi jako Wernickeova
encelopathie. [1, 3, 24]

V naSich zemépisnych Sitkach je avitaminosa vitaminu B4 vzacna. S hypovitaminosou se
Ize setkat, muze byt zplsobena jednak nedostatenym pfijmem vitaminu ve stravé, ale také
poruchou jeho resorpce z tenkého stieva. [1, 3]

2.3.6. Predavkovani thiaminem

Vitamin B4 je rozpustny ve vodé a je vyluCovan moci. Pfedavkovani je proto témér
vylouéeno, byly zaznamenany jen ojedinélé alergické reakce sensitivnich lidi na ustni podani
velkého mnozstvi tohoto vitaminu. [31]

2.3.7. Pouziti thiaminu

V nékterych zemich se thiaminem fortifikuji bilé pSeni€né mouky, ceredlni snidané a ryze.
Pro tyto ucely se nej¢astéji pouziva synteticky thiamin chlorid hydrochlorid.

cl
. OH
N7 N N\
N~ “NH,
HCI
Thiamin chlorid hydrochlorid
2.3.8. Vyskyt

Volny thiamin a jeho fosforeéné estery se vyskytuji ve vSech potravinach, ale jen
v nékterych ve vy88im mnozstvi. VySSi rostliny jej syntetizuji de novo, u Zivo€ichGi dochazi
pouze k fosforylaci thiaminu pfijatého potravou.

Tabulka ¢.3: Obsah thiaminu v béznych potravinach

Potravina Obsah v mg/kg (mg/dm?®) jedlého podilu
maso veprové 3,9-110
maso hovézi 0,4-1,0
maso kufeci 1,0-15
jatra veprova 2,7—-7,6
ryby 06-17
mléko 0,3-0,7
syry 0,2-0,6
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vejce 0,7-14
mouka pSeni¢na 0,6-55
chléb 0,6-3,0
lusténiny 20-84
zeli 0,5-0,6
Spenat 0,5-15
rajCata 0,6

mrkev 0,3-14
brambory 0,5-1,8
jablka 04

citrusové ovoce 0,4-1,0
banany 0,5

ofechy 0,5-0,6
drozdi 71

2.3.8.1. Potraviny Zivo¢isného ptvodu

V ZivoCidnych tkanich je 80 — 90 % vitaminu B4 pfitomno ve formé thiamindifosfatu
vazaného na bilkoviny. Ve vepfovém a kufecim mase je ve vy3Sich koncentracich pfitomen
také thiamintrifosfat. V mléce se thiamin vyskytuje volny a jako difosfat, z&asti vazany na
bilkoviny (50 — 75 % volného, 18 — 45 % fosforylovaného a 5 — 17 % vazaného na bilkoviny).

2.3.8.2. Potraviny rostlinného ptvodu

V obilovinach, lusténinach a ve vSech semenech rostlin je nej¢astéjSi formou volny
hlavné v klicku a aleuronové vrstveé, tedy i v otrubach (v pSeniéném zrnu se udava 0,39 mg
thiaminu ve 100 g, v klicku 7,74 mg ve 100 g a 1,6 mg ve 100 g v aleuronové vrstvé). Bilé
mouky proto obsahuji podle stupné vymleti aZz desetkrat méné thiaminu nez celozrnné
mouky. Celozrnné cerealni vyrobky bohaté na thiamin obsahuji také vySSi koncentrace
vlakniny a fytatd, které inhibuji intestinalni absorpci thiaminu a dalSich latek. Mnohem vice
thiaminu neZ loupana ryZe obsahuje ryZe neloupana a ryZze predvafena (thiamin se

vvvvv

2.3.8.3. Ostatni zdroje thiaminu
Zvlasté bohatym zdrojem jsou pivovarske, pekafské a vinafské kvasinky (obsahuiji asi
160 mg/kg thiaminu), protoze absorbuji thiamin pfitomny ve sladu. V pivu jsou vSak
koncentrace thiaminu velmi nizké (0,01 — 0,06 mg/dm3). [1, 3]
2.3.9. Ztraty thiaminu pfi zpracovani a skladovani potravin
Ztraty thiaminu pfi zpracovani a skladovani mohou byt velké, protoZe thiamin je jednim

z nejlabilngjsich vitaminld. K jeho rozkladu dochazi ve vodnych roztocich uz pfi dosazeni
varu. P¥i teplotach nad 100 °C rozklad umocriuje Ucinek svétla, a také pfitomnost sifi¢itan(
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pouzivanych pfi konzervaci potravin. Obecné vafenim dochazi k vétsim ztratam thiaminu nez
pecenim, smazenim a mikrovinnym ohfevem. [22]

U masa se pe€enim sniZuje obsah thiaminu o0 15 — 25 %, opékanim a smazZenim
o 15 — 50 %, varenim a duSenim o 50 — 70 %, mikrovinnym ohfevem o 8 — 10 %.
Zmrazovani a mrazirenské skladovani obsah thiaminu v mase neovliviiuje. VSeobecné
mozno fici, ze velikost ztrat thiaminu zavisi na zpUsobu tepelného opracovani, hmotnosti
zpracované suroviny, obsahu tuku a vody.

K prumyslovému zpracovani mléka se vyuziva pasterizace a sterilizace. V soucasnosti
Skladovanim trvanlivého mléka dochazi k poklesu vitaminu o nékolik jednotek % v zavislosti
na délce a teploté skladovani. Pfi vyrobé suSeného mléka dochazi k ubytku vitaminu o 15 —
20 %.

U obilovin zavisi ztrata thiaminu na stupni vymilani zrna, pfi 85 % vymilani (vyroba hrubé
mouky) zustdva v mouce 85 % vitaminu, ale pfi 60 % vymilani (vyroba hladké mouky)
zlstava v mouce pouze 15 % thiaminu. Pe¢enim chleba dochazi asi ke 20 % ztraté thiaminu
a vafenim téstovin ke 40 % ztraté vyluhem.

Ubytek thiaminu u zeleniny je umérny délce tepelného zasahu a pouzité teploté (vafenim
25 — 40 %, suSenim v pfitomnosti sifi€itant dochazi k totalni destrukci). [3]

2.3.10. Stanoveni Thiaminu

Ke stanoveni thiaminu se vyuziva fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych metod.

Mikrobiologicka metoda spociva ve sledovani ristu testovaného mikroorganismu. Zmény
obsahu susiny se urci vazkové a mnozstvi mikroorganismu turbidimetricky. [13]

K detekci thiaminu a nékterych jeho derivatd, jako jsou estery nebo koenzymy, se vyuziva
UV zkous8ka pfi 250 nm, kdy po jednoduché kyselé extrakci nasleduje &isténi vzorku na
sloupci. Vlastni technika extrakce je ovlivnéna zplsobem separace a vybranou detekci. [13]

PfedevSim se vyuziva thiochromova metoda, ktera je zalozena na méfeni intenzity
fluorescence thiochromu v ultrafialovém svétle. Thiochromova metoda vyuziva derivatizaci
thiaminu na fluorescencni thiochrom. Po kyselé extrakci vzorku s autoklavovanim nasleduje
enzymaticka hydrolyza s pouzitim diastatickych a fosforolytickych enzymi a precipitace
proteint kyselinou trichloroctovou. Derivatizaci mlUze predchazet Cisténi na sloupci nebo
probiha az po ném. Derivatizace spoCiva v oxidaci volného thiaminu alkalickym
hexakyanozelezitanem draselnym na thiochrom. Tato reakce neni stechiometricka, ale za
standardnich podminek je reprodukovatelna. [13, 14, 30]

VétSina metod vyuZivajicich RPC, pouziva pfisluSnou smés methanolu a vody nebo
pufraéni roztoky s iontové-parovou modifikaci nebo bez ni.

Vitaminy (thiamin a riboflavin) byly extrahovany z masa vyluhovanim s 0,1M kyselinou
chlorovodikovou a naslednou enzymatickou hydrolyzou fosforylovanych forem obou vitamint
(kyselou fosfatasou). Riboflavin ve filtrovaném hydrolyzatu byl stanoven pfimo HPLC na
reverzni fazi C4g kolonou s pouzitim mobilni faze methanol : voda (40 : 60) a fluorescenéniho
detektoru (excitacni vinova délka 450 nm a emisni vinova délka 510 nm). Thiamin se po
konverzi na thiochrom pfevede do isobuthanolu a stanovi toutéz kolonou a fluorescenénim
detektorem (excitace 366 nm a emise 434 nm) za pouziti eluentu methanol : voda (80 : 20).
[20] Metodu HPLC je mozno vyuzit také k sou¢asnému stanoveni thiaminu a riboflavinu
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v cerealnich produktech. K separaci se pouziva kolona s naplni oktadecylsilica o velikosti
Castic 10 um. [19]

Thiamin a jeho mono- a pyrofosfatové estery byly stanoveny v pivu a surovém materialu
pro jeho vyrobu (pivovarskych kvasinkach, sladu, je€meni a chmelu) metodou kapalinové
chromatografie na reverzni fazi. Byla poZita fluorescenéni detekce a nova stacionarni faze
na bazi amid (netvofi iontové pary) a jednodussi mobilni faze, ktera vede k tzkym pikam.
Analyza byla provedena izokratickou eluci s fosfatovym pufrem jako mobilni fazi, s pouZitim
postkolonové derivatizace (alkalickym hexakyanozelezitanem draselnym) zalozené na
oxidaci thiaminu na thiochrom. Thiamin byl nalezen v pivech a surovych produktech, zvlasté
v pivovarskych kvasnicich a sladu. Stabilita studie ukazuje na rychlé snizeni obsahu
thiaminu ve vzorcich skladovanych pfi pokojové teploté a sluneénim svétle. Proto standardni
roztoky thiaminu byly pfipravovany do tmavych nadob bezprostfedné pfed stanovenim
a uchovavany pfi teploté 4°C. [23, 31]

Vyvinuta a optimalizovana byla také metoda separace a stanoveni thiaminu a jeho
fosfatovych esterll v komercnich tabletdch metodou kapilarni zénové elektroforézy.
K extrakci vitaminu z tablet byl pouzit roztok HCI. Efektivity bylo docileno pouzitim pufru
dekahydratu tetraboritanu sodného (pH 8,24; 65 mM), pfi aplikovaném potencialu 30 kV
dava detekéni limit 10 — 6.10* mM a limit kvantitativniho méfeni thiaminu a jeho ester(
6.10* — 1,2.10° mM. Jako elektrolyt mozno pouzit také 0,02 M fosforeénan sodny (pH 9) pfi
aplikovaném potencialu 6 kV. Kdetekci pouzZit UV detektor. Metoda byla uznana
a aplikovana ke kvantitativnimu stanoveni thiaminu v komercnich tabletach obsahujicich
znacnou i béznou davku thiaminu. [21, 28]

Thiamin Ize kvalitativné i kvantitativné analyzovat metodou diferenéni pulsni polarografie.
Thiamin dava dobfe definované viny v0,1 MKClapH 52sEx,=-1,2VaEp=1,22V proti
standardni kalomelové elektrodé. VySka viny polarogramu je umérna koncentraci vitaminu.
Vysledky ukazuji vysokou spolehlivost a presnost. [29]

Dal8i metodou ke stanoveni thiaminu je plynova chromatografie (GC). ProtoZe thiamin je
citlivy na teplo a patfi mezi netékavé slou¢eniny neni mozné ho stanovit GC pfimo. Musi se
pripravit tékavy derivat thiaminu v&etné O-benzyl, trimethylsilyl a trifluoracetylderivatl, ale
v8echny tyto slou€eniny jsou malo tékavé pfi nizkych teplotach a rozkladaji se pfi teploté nad
250 °C. Proto je vyvijena skupina nepfimych metod, které zahrnuji pfedupravu za pfidani
sifiCitan(, které rozstépi thiamin na jeho 5(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazolovy (HEMT)
derivat. Mezi né patfi metoda vyuzivajici kyselé a enzymatické (taka diastasa) hydrolyzy,
jedna se o rozstépeni thiaminu sifi€itany, extrakci vysledného HEMT chloroformem a pfimou
GC analyzu koncentrovaného extraktu na koloné Carbowax 20 M pfi 220 °C s injekénim
davkovanim a s pouzitim FPD. Citlivost tohoto stanoveni se pohybuje okolo 0,1 ug/ml a je
srovnatelna s thiochromovou metodou. [11, 12]

2.3.11. Stanoveni vitaminu B1 v potravinach metodou HPLC podle CSN EN 14122

Thiamin je extrahovan z potraviny po kyselé hydrolyze. Nasleduje defosforylace za pouziti
enzymu a kvantifikace metodou HPLC s pfedkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci na
thiochrom.

Thiamin je vazan vétSinou na koenzym karboxylasy (kyselina thiamindifosfore¢na), dale
byla prokazana pfitomnost kyseliny thiamintrifosfore¢né a lipothiaminu, proto se musi uvolnit
z téchto vazeb enzymatickou hydrolyzou, nejCastéji taka diastasou. VyzkouSeny byly téz
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enzymoveé smési taka diastasa (nebo clarasa) + B-amylasa + cystein + pepsin (nebo papain).
[26] PFi pouziti enzymatické hydrolyzy se vzorek nejprve hydrolyzuje kyselinami (nej¢astéji

v autoklavu) — 0,1 M kyselinou chlorovodikovou nebo 0,05 M kyselinou sirovou pfi teploté
100 az 121°C po dobu 30 — 60 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu a dupravé pH na 4
(octanem sodnym) se vazany thiamin hydrolyzuje taka diastasou pfi teploté 37 — 43°C po
dobu 16 — 24 hodin.
Stanoveni thiaminu je zaloZzeno na oxidaci thiaminu v alkalickém prostfedi mirnymi

oxidaénimi

Cinidly (hexakyanozelezitanem draselnym) za vzniku thiochromu,

a to

prédkolonové nebo postkolonové. Oxidaci dojde k uzavieni kruhu mezi pyrimidinem a
thiazolem pfes methylenovy mustek a aminoskupinu. Thiochrom je zluta krystalicka latka
s teplotou tani 220 — 230°C, rozpustna ve vodé, methanolu a ethanolu na silné modfe
fluoreskujici roztoky. Ma alkalicky charakter, Ize ji vytfepat do buthanolu nebo penthanolu.

Thiochrom se detekuje pfi 420 — 440 nm o excitaéni vinové délce 365 — 375 nm. [27]

2.3.12. Alternativni HPLC systémy

Rozdéleni a kvantifikace se jevily jako uspokojivé, jestlize byly pouzity nasledujici
chromatografické podminky:

Tabulka ¢.4: Alternativni HPLC systémy [27]

Stacionarni Rozméry Mobilni faze (V :V) Detekce | Pritok | Oxidaéni
faze kolony (Ex/Em) | [ml/min] mod
[mm x mm] [nm]

Radial silica® | 250 x 4,6 | Ethanol/fosfatovy pufr, pH 365/435 3,0 PC?
10 um 7,4, c(KH,PQ4) = 0,1 mol/l

(50:50)
Supelco® 250 x 4,6 | Methanol/fosfatovy pufr, pH | 368/420 1,0 PC
LC-18-DB 3,5, ¢(KH2P04) = 9 mmol/l
5 um obsahujici

tetraethylamoniumchlorid,

r(CgHxoNCI) = 1 g/l a sodnou

sul kyseliny

heptansulfonoveé,

¢ (C7H1sNaOss) =

5 mmol/l (35:65)
Lichrospher® | 250 x 4,6 | Methanol/sodna sl kyseliny | 375/435 1,5 PC
RP 18 hexansulfonové,
5 pm C (CeH13N803S.H20) =

1 mmol/l, pH 3,0 (70:30)
Eurospher® 250 x 4,6 | DihydrogenfosforeCnan 375/435 1,0 PC
100-C 18 sodny, c¢(NaH,PQO,) = 10
5um mmol/l / chloristan sodny,

¢ (NaClQ4) = 0,15 mol/l

(50:50)
Lichrospher® | 250 x 4,6 | Methanol/acetatovy pufr pH | 366/435 0,7 PRC®
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RP Select B 4,0, c (CH3;COONa) = 50
5um mmol/l (40:60)
m- 250 x 4,6 | Methanol/acetatovy pufr pH | 366/435 0,8 PRC
Bondapack® 4,5, ¢ (CH;COONa) =
radial C 18 0,5 mol/l (40:60)
5 um
Spherisorb® 250 x4,6 | Methanol/fosfatovy pufr pH 375/435 1,0 PRC
ODS2 4,0, c (KH,PO4) = 0,1 mol/l
5 um (70:30)
Lichrospher® | 250 x 4,6 | Dihydrogenfosfore¢nan 368/440 1,5 PRC
RP draselny, ¢ (KH,PO,4) = 10
10 um mmol/l / dimethylformamid
(80:20)
Hamilton® 150 x 4,6 | Methanol/voda (40:60), pH 366/435 1,0 PRC
PRP-1 upraveno na 4,5 kyselinou
5um octovou
Hamilton® 150 x 4,1 Methanol/voda (35:65), pH 366/435 1,0 PRC
PRP upraveno na 9,0 amoniakem
5 um w (NHs) = 25%
Hypersil® 250 x 4,6 | Dichlormethan/methanol 365/440 1,0 PRC
NH,APS2 (95:5)
5pum
@ PC = Postkolonova derivatizace
® PRC = Piedkolonové derivatizace

2.4. Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Vysoce Uc€inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography)
zkratka HPLC patii mezi separa¢ni metody. Separacni metody jsou vétSinou zaloZzeny na
rozdilné distribuci délenych latek a pouzivaji se pro kvalitativni i kvantitativni analyzu.

Separace smési latek se uskute€niuje v systému dvou nemisitelnych fazi. K rozdéleni
dochazi na zakladé rdznych interakci jednotlivych slozek analyzované smési s mobilni
(pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Mobilni faze je kapalné rozpoustédio nebo
smés rozpoustédel, ktera se pohybuje chromatografickou kolonou a vymyva analyt.
Stacionarni faze je tvofena pevnou porézni hmotou, ktera se sklada z rigidnich poréznich
¢astic na bazi oxidu kfemicitého (silikagelu), se specifickymi povrchovymi vlastnostmi.

K déleni sloZzek smési se vyuziva mnohonasobného opakovaného vytvareni
rovnovaznych stavll slozek mezi témito dvéma fazemi. Rovnovazné stavy se vytvareji na
zakladé rlznych fyzikalné-chemickych interakci mezi slozkou a mobilni fazi, slozkou a
stacionarni fazi a mezi mobilni a stacionarni fazi. Ve skutecnosti je chromatografie
nerovnovazny déj, kdy skute¢né rovnovahy nemuze byt nikdy dosazeno. Slozky vzorku jsou
v koloné silnéji sorbovany nez slozky mobilni faze. Jednotlivé slozky jsou eluovany v poradi
podle velikosti interakce se stacionarni fazi a jsou oddéleny Cistou mobilni fazi.

Pohyb eluentu zajiStuje vysokotlaké Cerpadlo. Rozdilné analyty maji rozdilnou afinitu ke
stacionarni fazi a podléhaji rizné distribuci mezi mobilni a stacionarni fazi. Rizné analyty
jsou také v koloné rozdilné zadrzovany a zpozdovany.
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Kolonou naplnénou sorbentem proudi mobilni faze. Smés analytu je vnaSena na zacatek
separacni kolony spolu s vhodnym sorbentem do proudu mobilni faze. Nejdfive se vytvori
eluéni zéna, ktera obsahuje smés v3ech sloZzek a ty jsou potom unaseny mobilni fazi a
postupné dochazi k jejich separaci. Na konci opoustéji kolonu v pofadi v jakém jsou v koloné
zadrzovany. PFi prichodu separované slozky kolonou pfejde kazda jeji molekula mnohokrat
z mobilni faze do faze stacionarni a zpét. V kazdém okamziku musi byt systém velmi blizko
rovnovaze, kdy pocCet sorbovanych molekul se pfiblizné rovna poCtu molekul desorbovanych.

Vyznamna veli¢ina charakterizujici separaci je ucCinnost chromatografické kolony.
Uginnost chromatografické kolony predstavuje schopnost systému oddélit piky dvou
separovanych latek tak, aby byla umoznéna samostatna eluce kazdé slozky. Mira ucinnosti
chromatografické kolony je vyjadfena Sitkou piku o, po¢tem teoretickych pater a vySkovym
ekvivalentem teoretického patra.

Sitka piku identifikuje ostrost piku a tim i efektivitu kolony. Je zavisla na délce kolony,
prutoku a velikosti ¢astic.

Patro je ¢ast chromatografického sloupce umoznujici za danych fyzikalnich podminek
ustaveni rovnovahy mezi mnozstvim chromatografované latky v obou fazich. Pocet
teoretickych pater n je bezrozmérna veli¢ina. Cim je n vétsi, tim méné se zéna rozsifi difuzi
béhem pruchodu kolonou, a tim je chromatograficka kolona u&innégjsi. Pocet teoretickych
pater chromatografické kolony se vypocita ze vztahu:

2
=164
Y

nebo:

n= 5,545{ , }
Yh/z

kde n je pocet teoretickych pater kolony, d, je vzdalenost na chromatogramu od nastfiku k
maximu piku, Y je Sifka piku na nulové linii, Y} je Sitka piku v poloviné jeho vysky.

Pfi uvadéni poctu teoretickych pater se musi vzdy uvadét délka kolony L. Proto se k
porovnavani separacni ucinnosti kolon ruznych délek pouziva vySkovy ekvivalent
teoretického patra H. Ma rozmér délky a vyjadfuje délku kolony pfipadajici na jedno
teoretické patro. Je to tedy délka kolony v niz se dosahuje rovnovahy mezi dvéma fazemi.
Pro vySkovy ekvivalent teoretického patra plati proto vzorec: [16, 17]

H=t
n

2.4.1. Chromatografie na reverzni fazi
Chromatografie na reverzni fazi vyuziva nepolarni stacionarni fazi (Cs) a polarni mobilni

fazi. Nej¢astéji pouzivanou mobilni fazi je voda, methanol a acetonitril. Stacionarni faze je
tvofena fetézci osmnactiuhlikovych zbytkd navazanych na nosic (silikagel). [16]
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2.5. Fluorescencni detektor

Je zalozen na principu fluorescence, coz je schopnost latek absorbovat ultrafialové
zareni, a pak vysilat zafeni o vysSi vinové délce, které se méfi fotonasobic¢em kolmo na smér
vstupujiciho zafeni. Detektor je vysoce selektivni a minimalni detekovana koncentrace latky
je 10° = 107"° g/ml. [16]

2.6. Derivatizace

Derivatizace v HPLC se pouziva z nékolika ryze praktickych davodu:
o zvySeni citlivosti nebo umoznéni detekce vibec,

o0  zvySeni rozliSeni nebo umoznéni separace vibec,

o] zamezeni nezadouci sorpce latek na koloné.

Podle mista derivatizace mizeme rozdélit derivatiza¢ni techniky na tfi kategorie:

o  predkolonova derivatizace (pre-column chromatography); chemicka reakce probiha
pred kolonou,

o] postkolonova derivatizace (post-column chromatography); chemicka reakce probiha
za kolonou,

o] derivatizace na koloné&; chemicka reakce probiha pfimo v koloné.

VSechny zplUsoby derivatizace maji vliv na eluéni charakteristiky separovanych latek
(uc€innost separace a dobu analyzy), ale pozadavky na derivaty a derivatizacni reakce jsou
ponékud odlisné.

2.6.1. Pozadavky na derivaty predkolonové derivatizace:

derivat musi byt chemické individuum a mél by byt dostate¢né stabilni,

derivatizaéni reakce musi probihat kvantitativné,

derivatizaCni reakce nemusi probihat rychle,

reakce by méla byt pokud mozno selektivni,

reakce by méla byt bez vedlejSich produktd a méla by probihat za mirnych
reakénich podminek (pH, teplota) tak, aby nebyla nutna pfedseparace vzniklého
individua,

6.  pfi pouziti nadbytku derivatizaéniho €inidla musi byt dobfe separovatelné od svych
produktd na koloné a pokud mozno by mélo mit jiné fyzikalné-chemické vlastnosti
(nevykazuje fluorescencni vliastnosti).

aORrobN=

Z pfedeslého vycCtu je zfejmé, ze pfedkolonova derivatizace vyZaduje pomérné velkou
experimentalni naro¢nost a zkusenost operatora (reprodukovatelnost vysledk).

2.6.2. Pozadavky na derivaty postkolonové derivatizace:
1. derivatizaCni reakce nemusi poskytovat jednoznaéné chemické individuum,

2. derivatizaéni reakce nemusi probihat kvantitativné, ale rozhodujici je dobra
reprodukovatelnost chemické reakce,
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derivatizaCni reakce musi probihat rychle, reakce mlze probihat za extrémnich
podminek (pH, teplota),

pouzivad se nadbytek reakéniho Cinidla a dochazi tak ke zfedovani mobilni faze
¢inidlem a dochazi ke snizeni u€innosti separace vlivem rozmyti chromatografické
zbny,

reakce mUiize byt neselektivni, vedlejSi produkty reakce nejsou na zavadu,

neni nutné hledat nové podminky separace, nebot se vzorek separuje
v nezménéne podobé,

vysoké naklady na techniku, nebot’ se musi pouzivat specialni zafizeni a reaktory,
v nichz je nutno provadét fadu operaci, vyhodou je automatizace procesu
derivatizace,

veskeré manualni operace jsou eliminovany.

2.6.3. Derivaty pro fluorimetrickou detekci

Ugelem této techniky je zavést do molekuly takovou skupinu, ktera vykazuije fluorescenéni
vlastnosti, a umozni tak detekci téchto latek. Tyto derivaty vykazuji detekéni limit az o tfi fady
nizsi nez derivaty detekované v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Pro praktické pouZiti
fluoroderivata by mély platit urcité predpoklady:

1.

i
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rychla a kvantitativni reakce za mirnych reakénich podminek (vodné-organicka
rozpoustédla, laboratorni teplota),

Velkd schopnost fluorescence, emise o dostatecné vinové délce, vyvarovani se
modravého fluorescenéniho pozadi rozpousStédel a adsorbentu, vysoké rozpéti
citlivosti na pouzitém detektoru,

vysoky molarni koeficient absorpce, pasy excitace a emise se nesmi prekryvat,
nadbytek derivatizacniho €inidla musi byt snadno separovan od jeho produktd,
derivaty by mély mit uspokojivé chromatografické vlastnosti a mély by byt
dostateéné stabilni,

je-li reagent pouzit k detekci koncovych skupin peptidd a proteini nebo je-li
studovana vazba urcitych skupin, musi byt deprivatizace stabilni vici hydrolyze.
[5, 6]



2.6.3.1. Derivatizace thiaminu
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Obrézek ¢&.2: Derivatizace thiaminu
2.7. Vyroba piva

2.7.1. Suroviny

2.7.1.1. Jemen

Je€men je hlavni surovina pro vyrobu sladu. Pro svoji adaptabilitu a vyznamné péstitelské
prednosti se rychle rozSifil na vSechny svétadily.

Na nasem Uzemi se pro vyrobu sladu a sladovych vytazkl péstuji vybrané odrady jarniho,
dvoufadého, niciho jeCmene (Hordeum distichum var. Nutans). Tyto odridy patfi
k nejkvalitnéjSim odridam na svété.

Obilka jeEmene je podlouhlého, vejcitého, na obou koncich zaSpiatélého tvaru.
Jednotlivé anatomické ¢asti zrna maji ze sladafského hlediska sv(j specificky vyznam.

Slozeni obilky:

e Endosperm pfedstavuje Cast obilky, jenz se v prlibéhu zpracovani zrna a nasledné sladu
velmi biochemicky méni. Tyto zmény rozhoduji o uspéchu vyroby sladu a piva. Pomér
Skrobu k ostatnim, pfedevSim dusikatym latkam, rozhoduje o moucnatosti jeCmene
a extraktivnosti sladu.

e Aleuronova vrstva je tvofena ze dvou fad hrubosténnych bunék, které obsahuji pfevazné
bilkoviny a tuky. Cim vice je vrstev aleuronovych bunék v obilce, tim je bohatsi na bilkoviny.
Zde se aktivuji na pocatku kli¢eni enzymy a poté se S§ifi jejich innost do endospermu.
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e Klicek (zarodek) dava podnéty k tvorbé enzymu potfebnych k hydrolyze slozitéjSich
zasobnich latek dulezitych pro kli¢eni a tvorbu extraktu.

e Obalové vrstvy chrani klicek a endosperm pfed nadmérnym vysychanim, mechanickym
poSkozenim a mikrobialnim napadenim. Jsou tvofeny pluchou (slozena z vysoce
rezistentnich polymernich slou€enin jako lignin, celulosa, pentosany), oplodim a osemenim,
které spolu sristaji. Osemeni je permeabilni, propousti vodu a Cetné ionty, zadrzuje vSak
vysokomolekularni latky. Obalové vrstvy ovliviiuji pfistup kysliku k zarodku a jsou proto
ddlezitym regulatorem kliceni.

Obilka je€mene obsahuje 80 — 88 % sudiny a 12 — 20 % vody.

1. SuSinu tvofi organické latky dusikaté, bezdusikaté a latky mineralni. Z nich
prejdou do rozpustné a zkvasitelné formy, dusikaté latky, polyfenolové latky, enzymy
(amylolyticke, proteolytické, cytolytické, fosfatasy) a mineralni latky.

2. Obsah vody u dobfe skladovaného zrna se pohybuje v rozmezi od 12 do 14 %
a nesmi klesnout pod 10 %, kdy dochazi k poruseni enzymatické rovnovahy a ke
snizeni kli¢ivosti.

2.7.1.1.1.Hodnoceni jakosti je¢mene

Jakost sladovnického jeémene se posuzuje podle CSN 46 1100-5 ,Jeémen sladovnicky".
Za sladovnicky je€men se povazuji odrudy jeémene setého dvoufadého:
. z domaci produkce zapsané ve "Statni odriadové knize" mezi odriudy oznacené jako
vhodné pro vyrobu pivovarského sladu
. z dovozu, pokud svou jakosti odpovidaji odridam je€mend z domaci produkce
zapsanych do "Statni odradové knihy".

Kvalita sladovnického je€mene je posuzovana:

Subjektivnimi zkouSkami

. Barva zrna — slamové Zluta, nezadouci zbarveni svéd¢i o niZsi kvalité, ovliviuje vzhled
sladu.

. Biologické poskozeni — zrna s hnédé zabarvenou &asti pluchy v okoli $picky, ukazatel
vyskytu plisni.

. Jemnost pluchy — jemna az velmi jemna, podil pluchy z hmotnosti zrna tvofi 7 — 9 %.

. Lesk a viné — pfirozeny lesk a viné.

. Porostlost je€mene — zrna s viditelnym kofinkem nebo klickem, se zfejmymi znamkami
rustu.

Objektivnimi zkouSkami

. Podil pfedniho zrna (vyrovnanost) — podil zrna nad sitem 2,5 mm, optimum 90 %.
Stanovuje se prosévanim je€mene na sitech s otvory o velikosti 2,5 x 22 mm a 2,2 x 22
mm. Hmotnostni podil na sité 2,5 mm se oznacuje jako pfedni zrno, propad pod sitem
2,2 mm jako odpad.

. Celkovy odpad — zahrnuje propad pod sitem 2,2 mm a zlomky, pfimési a necistoty
v podilu nad sity 2,2 a 2,5 mm. PoSkozena zrna — zrna bez pluch, mechanicky
posSkozena, zaparena, poSkozena susenim. Neodstranitelné pfimeési - zrna ostatnich
obilovin. Zelena zrna — nedozrala zrna z pozdé vytvofenych odnoZzi.
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. Objemova hmotnost — pomér hmotnosti zrna k objemu (600 - 720 g/l).

. Hmotnost tisice semen — silny vliv ro¢niku a odridy, u pfedniho zrna by neméla
klesnout pod 40 g.

. Moucnatost — charakter endospermu (moucnaty, polosklovity, sklovity)

. Vlhkost — optimalni hodnoty 12 — 14 %.

. Kli¢ivost a energie kliceni — rozhodujici ukazatel kvality, nizka kliCivost negativné
ovliviiuje v8echny ostatni kvalitativni parametry sladu. Energie kli€eni se stanovuje jako
procenticky podil vykli¢enych obilek za 72 hodin.

. Obsah 8krobu v susiné — by se mél pohybovat mezi 63 — 64 %, pozitivné koreluje
s extraktivnosti sladu.

. Obsah dusikatych latek — obsah dusiku pfepodéitany koeficientem 6,25. Optimalni
hodnota 10,8 %; nemél by pfekroc€it 11,5 %. Vyrazny vliv roéniku a agrotechniky. [7]

Tabulka &.5: Hodnoty jakostnich ukazatelii jeémene sladovnického (CSN 46 1100-5)

Jakostni ukazatele Zakladni jakost (%) Zavazna jakost (%)
VIhkost 15,0 nejvyse 16,0
Podil zrna nad sitem 2,5x2,2 mm 90,0 nejméné 70,0
Zrna poskozena 2,0 nejvyse 5,0
Zrna se zahné&dlymi SpiCkami 2,0 nejvyse 6,0
Zrna porostla 0,0 nejvyse 0,5
Celkovy odpad, z toho: 3,0 nejvyse 7,0
neodstranitelna pfimeés - nejvyse 1,0
zelena zrna - nejvyse 1,0
Kli€ivost 98,0 nejmené 92,0
Obsah N-latek (N x 6,25) 11,0 nejvyse 12,5
Barva zrna svétle Zluta Zluta, i méné vyrovnana
Plucha jemné vrascita i méné jemné vrascita

Do odridové skladby Soufflet Agro, a. s., pro sklizen sladovnického je€mene 2008 budou
patfit odridy Jersey, Prestige, Sebastian, Xanadu, Tolar, Malz, Bojos, Kangoo, Publican
a ozima Mascara, pfiemz novinky Kangoo a Publican budou pfi nakupu pro Soufflet Agro,
a. s., od roku 2008 preferovanymi odradami. [8]

2.7.1.2. Voda

Ma podstatny vliv na charakter a jakost piva. Pouzivana voda musi mit stalé fyzikalni,
chemické a mikrobiologické vlastnosti. Musi byt ¢ira, bezbarva, bez rusivych pfichuti a pacht
a hlavné zdravotné nezavadna.
2.7.2.3. Chmel a chmelové vyrobky

Chmel je predstavovan usuSenymi chmelovymi hlavkami rostlin chmele evropského

(Humulus lupulus var. Europeus). Poskytuje pivu typickou horkou chut, pfispiva k tvorbé
charakteristického aroma a ma dalsi technologicky dilezité viastnosti.
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Chmelové hlavky, které se sklizeji pro pivovarnické ucely, se skladaji ze stopky, vieténka,
pravych a krycich listent a pfi oplozeni obsahuji navic semeno neboli pecku. Na vnitfni
strané listend se pfi zrani chmele vylu€uji pryskyfi¢na zrnka lupulinu, obsahujici chmelové
pryskyfice, polyfenoly a silice.

Odriady chmele se podle slozeni déli na jemné aromatické, aromatické, horké
a vysokoobsazné, podle zabarveni chmelové révy na Cervenaky a zelenaky.

Chemické slozeni chmele je zavislé na odridé, provenienci, roéniku a posklizhové
upravé. Chmel tvofi primérné 10 % vody a 90 % suSiny. Obsahuje pryskyfice, polyfenoly,
silice, vosky, lipidy, dusikaté latky, sacharidové sloZzky a mineralni latky. K pivovarsky
cennym slozkam patfi zejména pryskyfice, polyfenoly a silice. Chmelové pryskyfice jsou
puvodcem hofké chuti piva, polyfenoly se uplatiuji v pribé&hu technologie pfi srazeni
vysokomolekularnich bilkovin a silice vytvareji chmelové aroma.

2.7.2. Vyroba sladu
Cilem sladovani je fizenym klicenim zajistit aktivaci a syntézu novych enzymd, jejichz
katalytického pusobeni se pozdéji vyuziva k pfeméné rezervnich latek zrna. Nedostate¢na

tvorba, ale i nadbytek enzymu je nezadouci, nebot snizuje vytéZek a jakost sladu.

Vyrobu sladu Ize rozdélit na:
1 nakup, pfijem, Cisténi, tfidéni a skladovani jeCmene

)
2) maceni jeCmene
3) Kkliceni je€mene
4)  hvozdéni zeleného sladu
5) uprava hotového vyrobku, jeho skladovani a expedice

2.7.2.1. Nakup, prijem, Cisténi, tfidéni a skladovani jeCmene

Sladovnicky je€men je posuzovan na zakladé nékolika ukazatell: vihkost, podil zrna nad
sitem 2,5 mm, poskozeni zrna, pocet zrn se zahnédlymi Spi¢kami, porostlost, celkovy odpad
(z toho neodstranitelné pfimési), klicivost, N-latky v susiné. Je€men musi byt zdravy, vyzraly,
bez Sklidcu a cizich pachu, bez naplesnivélé pluchy.

Pfed uskladnénim se musi zrno zbavit pfimési a necistot, vytfidit se podle velikosti.

K gisténi dochazi v Cistirné a to na zakladé velikosti (sita), spec. hmotnosti (aspiratéry), tvaru
a délky (triéry). Zelezné pfimési se odstrafiuji na elektromagnetech nebo permanentnich
magnetech, jenz se zarazuji nejCastéji za aspiratér. Zrno se tfidi pomoci sit. Podle podilu
nad sitem 2,5 mm (l.tfida) a podilem nad sitem 2,2 mm (ll. tfida). Propad pod sitem 2,2 mm
tvofi zadinu, ktera se nesladuje a pouziva se ke krmeni. Uginnost tfidiciho zafizeni musi byt
96 %.

K zajisténi Zivotaschopnosti a minimalnich ztrat dychanim je tfeba skladovat zrno
s nizkym obsahem vody (14 — 15 %). Jinak dochazi k poklesu kliCivosti a kliCivé energie.

SuSeni muze probihat pomoci aktivniho vétrani nebo termicky. Po vysuSeni se zrno
zchladi, docisti a vytfidi. BEhem skladovani se provadi kontroly teploty a vyskytu skladiStnich
skadcu.
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2.7.2.2. Maceni jeémene

Cilem maceni je zvySit obsah vody v zrnu na 42 — 48 % , aby se zabezpe il optimalni
pribéh kliceni a enzymovych reakci. Maceni zrna se provadi v kénickych naduvnicich
(z legované oceli se spadovym kénusem dna 45 °, aby jeémen mohl samovolné vytékat ven)
a pfi konstantni teploté.

Suché zrno pfijima zpocatku vodu rychle (asi do 40 %), pak pfijem vody klesa. Pfijem
vody je€menem je zavisly na dobé& maceni, teploté vody (rozhodujici vliv na rychlost pfijmu
vody), dobé odlezeni je€mene, pohybu zrna ve vodé, velikosti zrna (jen velikostné stejné
obilky maji pfedpoklad ke stejné rychlému pfijmu vody), moucénatosti zrna (zrna moucnata
pfijimaji vodu rychleji, stejné jako je€men s niz§im obsahem bilkovin), odradé je€mene
a také roc¢niku.

Nezbytné je zaijistit dostate€né mnozZstvi kysliku pro dychani zrna, jinak dochazi ke
shizeni extraktivnosti sladu, slad ma vétsi pocet nevykliCenych obilek, nedostateéné
rozlus§téné bilkoviny a nasledkem toho dochazi u piva ke koloidnim zakalim. Pokud neni
je€men provétravan a neni zaru€en pfivod kysliku, dochazi k intramolekularnimu dychani
(vznikajici etanol je pro embryo toxicky), které v extremnich pfipadech mlze vést az
k poskozeni nebo umrtveni embrya zrna. Pfemoc€ena zrna maiji pfebytek vody, nedostatek
kysliku, rist obilek je nestejnomérny, snizuje se obsah extraktu, rozlusténi bilkovin je
nedokonalé, v pivu vznikaji nebiologické zakaly. Jelikoz na stupni domoceni zavisi pfimo
¢innost enzymu, musi se pfed zahajenim kampané u kazdého ro€niku pokusné zjistit
optimalni maceci technika a stupert domoceni zrna, ktery se pak musi v provozu dodrZovat.

Spotieba vody pfi maceni je rozdilna, protoze zavisi na postupu maceni, typu a zafizeni
macirny.

Dobra spotfeba vody je asi 6 m*/t, nejmensi spotfeba je u sprchového madeni. Pri
pouzivani pracky jeémene Ize snizit spotfebu vody aZ na 3-4 m*/t. Celkové ztraty pfi madceni
by nemély byt vétsi jak 3 % z hmotnosti namaceného jeCmene.

2.7.2.3. Kli¢eni je€mene

Ugelem kligeni je aktivace enzymatického potencialu, syntézy novych enzymu a dosazeni
pozadovaného stupné rozlusténi zrna podle typu vyrabéného sladu. Vy3Si nez optimalni
aktivita neni zadouci, jelikoz by doslo ke snizeni extraktu v pivu.

Kliceni zaCina cytolysou, ktera ovliviiuje jakost Srotu, zcukfeni mladiny a vystfelkl
i proces kvaseni, pusobi na rychlost a €irost zcezovani, snizuje strhavani lipidd, ovliviiujicich
stabilitu pény i chut piva.

K rozlusténi zrna dochazi v blizkosti zarodku a pokraCuje k vrcholu obilky. Stupen
rozlusténi zrn se posuzuje podle délky stielky, moucnatosti, objemové hmotnosti
a extraktového rozdilu moucka - Srot. Délka stfelky ma byt u plzefského sladu od 2/3 do 3/4
délky zrna, u tmavého sladu od 3/4 az do celé délky zrna. Délka stfelky je ve vztahu
k postupu a hloubce latkovych pfemén uvnitf zrna. Stfelka nesmi prerlst délku zrna, kdyz
pferoste, je pro sladafe nezadouci, nebot se sniZzuje vytéZnost sladovani.

Pri kliceni a sladovani dochazi k aktivaci:

e amylasy — a-amylasa a B-amylasa — hydrolyzuji Skrob pfi procesu rmutovani. V zrnu
je pfitomna B-amylasa, ale a-amylasa vznika teprve pfi kliceni za pfitomnosti kysliku.
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Mnozstvi vzniklych amylas pfi kli¢eni je zavislé na mnoha faktorech:
1. obsah amylas je odriadovou zavislosti, je ovlivnén i klimatickymi podminkami
ro¢niku,
2.  vySSi obsah vody v zeleném sladu zvySuje mnoZstvi amylas,
3. studené vedeni kliCeni dava vzdy vyS8Si hodnoty amylas. VySSi teploty pfi
maceni a kli€eni jsou pfiznivé pro €innost enzymu, ale celkové vzniklé mnozstvi
enzymu je mensi.

e cytolytické enzymy (Stépici bunétné stény) — pfedevsim B-glukanasa a cytasa,

e proteolytické enzymy — proteasy — Stépi nativni bilkoviny. K nejintenzivnéjSimu
Stépeni bilkovin dochazi pfi rmutovani, ale také je dulezitd hluboka proteolysa pfi
sladovani, jelikoz obé tyto proteolysy maji jiny pribéh a charakter.

o fosfatasy — enzymy uvolnujici kyselinu fosfore€nou, anorganické fosfaty a estery,
¢imz se zvySuje acidita a Ustojna schopnost zrna.

Na rozlusténi bilkovin ma vliv odriida, roCnik, velikost obilek, sklizfiova zralost, stupen
domocdeni, vétrani pfi maceni. Stupen rozlusténi bilkovin se projevi na pénivosti piva. Slady
prelusténé, slady kratké (nedolusténé) snizuji pénivost i chlebnatost, zhorSuji chut a koloidni
stabilitu piva. Hluboké rozlusténi bilkovin je pFiinou prazdné chuti.

Obsah tuku klesa pfi maceni a kliceni. Enzymové Stépeni tuku zavisi na odradé
a podminkach skladovani.

Pfi kliceni jsou nejprve spotfebovavany nizkomolekularni latky na dychani a syntézu.
Pozdéji ziskava zrno energii prodychavanim rezervnich latek (Skrob, bilkoviny, tuk). Dychani
je tedy k aktivaci enzymu nezbytnou nutnosti. Kliceni se musi vést tak, aby se vyrobil zdravy,
vyrovnany, optimalné rozlustény slad za minimalnich ztrat pfedevSim Skrobu. Pouziva se
pomaly postup kli¢eni a pozvolné stoupani teploty.

PFi kliCeni dochazi k hydrolyze nesSkrobovych polysacharidl (hemicelulosy, gumovité
latky, pentosany), dusikatych latek a Skrobu.

P¥i kliéeni rozliSujeme nasledujici stadia maceni:

a) mokra hromada — jeémen vymoc&eny na humna nebo do kli¢idel

b) sucha, oschld hromada — stadium do 24 hodin po vymoceni, objevuje se prvni
hlavni zarodec€ny kofinek, hromada vyzaduje pfivod vzduchu, je€men Spicuje.

c) pukavka — hromada vyzaduje dostatek vzduchu, objevuji se dalSi kofinky
a pokraduje jejich rust , hromada intenzivné dycha a ma vyraznou vuni okurek,
postupné prechazi do stadia vidlickovani a mladiku - mlada hromada.
enzymatické pfemény, je-li v hromadé nedostatek oxidu uhli¢itého nadmérné se
zvysuji ztraty dychanim zrna a rlistem kofinka.

e) vyrovnana hromada - délka kofinkl a stfelky se vyrovnava, dychani se
zpomaluje, hromada starne.

f) stara hromada — intenzita dychani kliicich zrn nadale klesa a je patrné postupné
zavadani kofinka.

Hromada se cilené kypfi tak, aby v ni zlstala uréita koncentrace oxidu uhli¢itého, ktery
tlumi intenzitu dychani a tim rlst vegetativnich organt. V tomto stadiu uz nesmi byt zeleny

30



slad dokrapén. Zavér klieni ma vyrazny vliv na tzv. prodychani extraktu a na sladovaci
ztraty. Hromada postupné &im dal vice zavada a faze kliCeni je ukonCena nastiranim
zeleného sladu na hvozd.

Sladovaci zafizeni Ize rozdélit na klasicka a pneumaticka. Do klasickych sladoven se fadi
humna. Systémy pneumatické se rozdéluji na bubnové, skfifiové a véze (posuvné hromady,
Saladinovy skfiné, kombinovana sladovadla, Gallandovy bubny, Poppovy bubny).

2.7.2.4. Hvozdéni zeleného sladu

Cilem hvozdéni je zastavit klieni, snizit obsah vody, redukovat ¢ast enzymové aktivity,
vytvofit chutové, barevné a oxidoredukéni vlastnosti charakteristické pro jednotlivé typy
sladu. Pfi hvozdéni probihaji ve sladu hluboké fyzikalni a chemické zmény, které zavisi na
tom, pfi jakych teplotach, pfi jakém obsahu vody a jakou rychlosti dochazi k odsouSeni vody
(faze prfedsouseni sladu na 10 — 12 %, faze zvySovani teplot a dotahovani sladu — odsouseni
vazané vlhkosti). Na biochemické a chemické pochody pfi hvozdéni ma rozhodujici vliv
teplota a obsah vody. NizSi pocCatecni teploty a vy8Si obsah vody podporuji enzymovou
hydrolyzu. Technologicky dllezité Stépeni bilkovin a Skrobu nastava pfi teplotach 40 — 60 °C.
Produkty Stépeni bilkovin jsou aminokyseliny, z nichz se pfi dotahovacich teplotach tvofi
barevné a aromatické latky (melanoidiny). Teploty nad 70 °C poSkozuji enzymy tim vice, ¢im
je vysSi obsah vody. Tyto zmény probihaji v zavislosti od typu vyrabéného sladu a postupu
pfi hvozdéni. Proces hvozdéni se provadi na hvozdech a Ize ho rozdélit z hlediska
chemickych a biochemickych zmén na tfi faze:

1)  Rustova faze — snizuje se obsah vody na 20 %, teplota se pohybuje do 40 °C,
zZrno je schopné jesté KkliCit. Stoupa obsah rozpustného dusiku
a nizkomolekularnich produktt Stépeni Skrobu.

2)  Enzymaticka faze — klesa obsah vody pod 20 %, teplota se pohybuje od 40 do
60 °C, zastavuje se rlst kofinku a stfelky, ale v zrné pokracuji dale enzymatické
reakce, pfedevsim amylolyticke, proteolytické a v mensi mife i cytolyticke.

3) Chemicka faze — klesa obsah vody pod 10 %, teplota se pohybuje nad 60 °C a
zastavuji se enzymové reakce, tvofi se aromatické a barevné latky (dusikaté
melanoidy i bezdusikaté melaniny). Podle vyrabéného typu nabyva slad
charakteristické barvy, viiné a chuti v zavislosti na obsahu vody a dobé, po kterou
vysoka teplota pusobi. Pfi hvozdéni se cCasteCné inaktivuji enzymy teprve pfi
zahrati na dotahovaci teplotu.

U nas se pouzivaji nejCastéji hvozdy dvouliskové, které vyhovuiji vyrobé plzeriskych sladd.
Slady Ceského typu se zpravidla hvozdi dvakrat 12 hodin a jejich fadné dotazeni ovliviiuje
jakost. Béhem dotahovani dochazi ke koagulaci srazitelnych bilkovin. MozZna je téz
technologie dvakrat 24 hodin, tento zpisob hvozdéni neni typicky pro slady plzefiského typu,
byl vSak v naSich sladovnach dfive rozSifen pro nesporné ekonomické pfednosti (Uspora
tepelné energie a zjednoduSeni prace).

Hvozdéni svétlého sladu na jednoliskovém hvozdé, technologie jedenkrat 24 hodin, musi
prob&hnout vSechny hlavni technologicky vyznamné faze hvozdéni sladu plzefiského typu
jako na dvouliskovém hvozdé.

Slad se suSi nepfimym ohfevem.
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2.7.2.5. Uprava hotového vyrobku, jeho skladovéni a expedice

Po hvozdéni se slad odklicuje (slad se zbavi kofinkd, poskozenych zrn a prachu) a lesti
(zbaveni zbytkd prachu, necistot a oloupanych pluch). Jejich jakost se vyrovna odlezenim.
Cerstvé odhvozdény slad musi byt dobie odklieny, studeny a suchy. Uskladfiuje se na
sladové pldy nebo do sil, kde se nechava 4 — 6 tydnu odlezet — dozrat. Pfitom se mirné
zvySi vlhkost sladu, dochazi ke zvlaénéni pluchy a fyzikalnéchemickym zménam
v endospermu, které pak usnadfiuji zpracovani v pivovare. Neodlezely slad zpUsobuje pfi
zpracovani v pivovare potize pfi zcezovani, kvaSeni, mlze snizovat pénivost piva,
zpusobovat zakaly a snizovat varni vytézky. Béhem odlezeni se regeneruje koloidné-
chemicka rovnovaha sladu naruSena hvozdénim a oslabené enzymy se opét aktivuji. Projevi
Odlezenim se stava slad kfehéi, |épe se zpracovava a celkové se zlepsSuji jeho vlastnosti.
Slad se mlze dopravovat pouze v krytych a k tomu G€elu uréenych dopravnich prostfedcich.

2.7.2.5.1. Druhy vyrabéného sladu

Podle zplsobu vyroby a vlastnosti finalniho vyrobku se vyrabéji nasleduijici typy sladu:

a) slad cesky (plzerisky) se vyrabi z nejkvalitnéjSich je€émenud s nizkym nebo stfednim
obsahem bilkovin (do 11,2 %). Pro vyrobu je charakteristické krat§i maceni zrna.
Slad C&eského typu se pouziva k vyrobé piva se stfednim obsahem alkoholu, méné
chlebnatych, s nizSim obsahem extraktu. Pro snadné zpracovani ve varné je nutné
dokonalé zcukfeni rmutu, snadné zcezovani sladiny a nizka barva sladiny po
povafeni. Obsah vody v hotovém sladu okolo 4 %.

b) slad bavorsky (mnichovsky) se vyrabi z je€menu bohatSich na bilkoviny (12 % i vice).
Je€men pro vyrobu bavorského sladu je kliCen (lustén) o 1— 2 dny déle s vy3Sim
obsahem vody a pfi vysSi teploté. Zeleny slad je pfelustén. Je odliSné hvozdén,
s cilem jesté podpofit tvorbu melanoidl a je dotahovan pfi teplotach okolo 105 °C.
Obsah vody je okolo 2 %. Slad se pouzivd k vyrobé& piva s vysokou barvou,
vyrazné&jSim aromatem a niZzSim obsahem alkoholu.

Oba hlavni typy sladu, tj. plzensky a bavorsky, se li§i nejen fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi, ale i obsahem enzymd.

c) slad specialni
Mezi specialni slady se pocitaji slady diastatické, karamelove, barvici a pSeni¢né.
1. Diastaticky slad

K vyrobé sladu se pouziva vétSinou je€men s vy$Sim obsahem bilkovin a po tfidéni na
sité 2,2 mm. Je€men se sladuje s vy§Sim obsahem vody, 46 — 48 % pfi nizkych teplotach do
14 °C a pfi delSim vedeni hromady 6 — 8 dni. Slad se hvozdi pfi nizkych teplotach za
maximalniho tahu hvozdu. Dotahovaci teplota u diastatického sladu nepfesahne 65 °C,
vlihkost sladu se pohybuje okolo 6 %. Je€men s vy8S§im obsahem bilkovin dava pfedpoklady
vy§s§iho obsahu enzymu a tento efekt se jeSté navySuje pouzivanim jeCmene s nizsi
absolutni hmotnosti zrna. Tak se dosahne toho, Ze na jednotku hmotnosti je€mene je vice
obilek, které pfi sladovani s vy$Sim obsahem vody a déle klicené poskytnou zeleny slad
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s vysokou diastatickou mohutnosti. Setrnym presousenim a nedotaZzenim sladu se ochrani
amylolyticka sila sladu. Diastaticky slad je charakteristicky vysokou diastatickou mohutnosti,
alespor 350 j.Wk.
2. Karamelovy slad
Slady karamelové, které podle barvy rozdélujeme na svétly, polotmavy a tmavy karamel,
se prazi ve specialnim prazi€i. Princip vyroby spocCiva v tom, Zze zeleny slad nebo naviheny
jiz odkliCeny svétly slad se nejprve necha v bubnu praZi¢e dokonale zcukfit. Zcukfeni
v obilce se dosahne tim, ze vsadka se zapafi na 70 °C a uzavfou se odtahy pary. Asi po 60
min , za stalého ota€eni bubnu praZiCe slad dokonale zcukfi, oteviou se odtahy pary
a zcukfeny slad se zvolna vyhfeje na karamelizacni teplotu. Pro svétly karamel je teplota asi
120 — 130 °C, pro polotmavy asi 160 °C a tmavy karamel asi 180 °C. Po vizualnim
posouzeni barvy se zkaramelizovany slad vysype na sito, kde se za stalého michani
a provétravani vzduchem zchladi. Karamelovy slad je charakteristicky vysokym obsahem
cukru, aromatickych a barevnych slouc€enin. Slad je enzymaticky inaktivni, extraktivnost se
pohybuje mezi 60-70 %. VIhkost sladu okolo 2 %. PouZiva se pfi vyrobé tmavych
a specialnich piv.
3. Barvici slad
Barvici slad se vyrabi tak, ze hotovy odkliceny slad se vyhfeje v prazi€i az na 220 °C a po
zuhelnaténi zrna se slad intenzivné a rychle zchladi na sité, nebot je zde znacné riziko
samovzniceni. Stupen vybarveni sladu je umérny dobé prazeni pfi 220 °C. Provoz prazirny
musi byt klimatizovan a odsavan. Ulety jsou silné aromatické, ohroZuji Zivotni prostfedi
a proto musi byt prazi¢ opatfen vlastnim zafizenim na spalovani uletd a prachu. Teprve po
dodate¢ném spaleni uletll a prachu je mozné odvést smés spalin, vzduchu a odsavaného
vzduchu z prazirny do komina. Barvici slad - se pouziva pfi vyrobé tmavych piv. Slad je
enzymaticky inaktivni a extraktivhost se pohybuje mezi 60-70 %.
4. PsSeniény slad
P3eni¢ny slad se pouziva pfi vyrobé specialnich piv (tzv. bilych piv) nebo v pekarenstvi.
Sladovani pSenice ma své odliSnosti pro snadny pfilem vody do zrna, zrno je bezpluché.
Sladuje se pfi niz§im stupni domoc¢eni do 43 %. Zrno snadnéji vysycha a mira rozlusténi je
posuzovana obtizné, nebot zrno ma silné Skrobnaty vzhled. Zeleny slad je méné kypry
a proto zejména pfedsuseni a hvozdéni pSeniCného sladu musi byt velmi Setrné, nebot’ slad
se obtizné susi. Dotahovaci teplota nesmi byt vy$si nez 75 °C, po dobu 3 hodin. Vlhkost
sladu je okolo 5 %. [15]

Celkova vyroba specialnich slad &ini asi 5 % z celkové vyroby sladu v Cesku.

Cesky slad

e nejuzivanéjsi druh sladu

e zakladni surovina: jarni sladovnicky je€men

e charakteristika: dodava pivu sladové aroma a zlatavou
barvu

e pouziti: zakladni surovina pro vyrobu vSech druhd piv
(kromé pSenicnych)
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Slad mnichovsky

34

zakladni surovina: jarni sladovnicky jeCmen
charakteristika: zvySuje barvu a zvyraziuje sladové
aroma piva

pouZiti: pfi vyrobé tmavych piv.

zakladni surovina: jarni sladovnicky jeCmen
charakteristika: dodava pivu plnost pfi zachovani svétlé
barvy, pfiznivé ovliviuje konzistenci pény a stabilitu piva
pouZziti: pfi vyrobé nealkoholickych svétlych piv

zakladni surovina: jarni sladovnicky jeémen
charakteristika: pfiznivé plasobi na stabilitu piva, pfedava
pivu médénou barvu a jemné sladové aroma

pouZiti: pfi vyrobé& tmavych piv mnichovského typu dale
pak v pekarenstvi, cukrarenstvi i pfi vyrobé limonad

zakladni surovina: jarni sladovnicky jeCmen
charakteristika: zlepSuje stabilitu piva, pfedava pivu
tmaveé rubinovou barvu a vyraznou karamelovou chut
pouZiti: pfi vyrobé tmavych piv mnichovského typu dale
pak v pekarenstvi, cukrarenstvi i pfi vyrobé limonad



Slad ¢okoladovy

Slad barevny

Slad pseniény — pivovarsky

zakladni surovina: Cesky slad

charakteristika: zlepSuje stabilitu piva, dava pivu tmavou
barvu pfi zachovani lehce prazené chuti

pouZiti:  pfi  vyrob& tmavych a polotmavych piv
mnichovského typu dale pak v pekarenstvi, cukrarenstvi

zakladni surovina: €esky slad

charakteristika: pfedava pivu tmavou az cCernou barvu
a vyrazné prazené aroma

pouziti: pfi  vyrobé tmavych piv mnichovské typu
a v pekarenstvi

zakladni surovina: vybrané odrudy pSenice vhodné pro
pivovarské ucely

charakteristika: povzbuzuje ¢innost kvasinek, zvysuje
Cirost piva a stabilitu pény

pouZiti: na vyrobu pseni¢nych piv, pfidava se pfi vyrobé
je€mennych lezackych i svrchné kvasenych piv

Slad psSenicny - pekaisky diastaticky

zakladni surovina: potravinarska pSenice

charakteristika: diky nepfitomnosti pluchy je Iépe
pouzitelny pro pekaiské ucely

pouZiti: v pekarenstvi i cukrarenstvi
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Slad karamelovy pSeni¢ny

e Zzakladni surovina: potravinarska pSenice

e charakteristika: obdobna  jako u jemenného
karamelového sladu vyhodou je nepfitomnost pluchy

e pouZiti: pfi vyrobé tmavych pSeni¢nych piv

Tento typ sladu je vyrobni novinkou a v Ceské republice se dosud nevyrabél. Jeho
uplatnéni se predpoklada zejména v pekarenské a cukrarenské vyrobé.[10]
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Schéma vyroby piva
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Srotovani
woda ——» wystirani

Zahfivani —» rriutovani

v
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studena voda —— chlazeni mladiny —— horke kaly
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v

kvasnice +——  hlavni kvaseni ——» COZ2
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kerimivo dokwaseni

[
filtrace
staceni
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[
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Technologicky postup vyroby piva Ize rozdélit do dvou hlavnich vyrobnich fazi:

1) Vyroba mladiny
a) Cisténi a $rotovani sladu
b)  Vystirani a rmutovani
c) Scezovani a vyslazovani mlata
d) Vareni sladiny s chmelem - chmelovar
e) Filtrace a chlazeni mladiny
2) Vyroba piva
a) Hlavni kvaSeni mladiny
b) DokvaSovani a zrani
c) Filtrace, stabilizace, staeni a expedice piva

Cilem pfipravy mladiny je pfevést v optimalnim mnozstvi extraktivni latky ze sladu
a chmele do roztoku, zajistit dostatek zivin pro kvasinky a pozadovanou horkost finalniho
vyrobku. NejdllezitéjSim procesem je Stépeni Skrobu a bilkovin, které navazuji na
hydrolytické pochody pfi sladovani.

2.7.3. Cisténi a Srotovani sladu

Cisténim sladu se odstrafiuje organicky prach, ktery vznika pfi dopravé a manipulaci.
Provadi se na aspiratérech. Srotovanim dochazi k rozdrceni endospermu sladu na optimalni
podil jemnych a hrubSich &astic pfi zachovani celistvosti obalG dulezitych pfi scezovani
sladiny. Na kvalité Srotu zavisi pribéh varného procesu, vytézek extraktu, kvalita mladiny
a piva.

2.7.4. Vystirani a rmutovani

Cilem vystirani je dokonalé smichani sladového Srotu s nalevem vody a rmutovani ma
zajistit optimalni rozstépeni a prevedeni extraktu do roztoku. Pusobi pfi ném déje
mechanické, fyzikalni, chemickeé, biochemické a pfedevSim enzymové. Prioritni je €innost
amylolytickych, proteolytickych a kyselinotvornych enzymd a pouze druhotny vyznam ma
biokatalytické Stépeni hemicelulos a gumovitych latek.

ZpUsob rmutovani se voli takovy, aby produkty $t€peni Skrobu a bilkovin, tvofici hlavni
podil extraktu, vyhovovaly kvalitativnimu slozeni charakteru finalniho vyrobku. Sleduje se
zaroven maximalni vytézek extraktu.

2.7.5. Scezovani a vyslazovani mlata

Cilem scezovani je oddélit sladinku od nerozpustnych zbytk(, kdezto ucelem vyslazovani
je ziskat z mlata v optimalni mife zbyly extrakt. Jedna se vylu¢né o fyzikalni procesy.
Scezovani a vyslazovani mlata se provadi ve scezovaci kadi.

2.7.6. Vyroba mladiny — chmelovar

Cilem chmelovaru je sterilizace a zahusténi mladiny na optimalni hodnotu, koagulace
vysokomolekularnich latek a pfechod hofkych latek z chmele do roztoku. Provadi se
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v mladinkovém kotli za varu po dobu 90 — 100 min. Probihaji zde fyzikalni zmény a chemické
reakce vétSinou na sobé vzajemné zavislé. Uplatfiuje se vliv doby a intenzity varu, pohybu
a odparu, pH a pfitomnych ffislovin. Dochazi zde ke koagulaci bilkovin, k rozpousténi
a k chemickym zménam horkych latek, vznikaji barevné a redukujici latky. Sterilizace
a inaktivace enzymU varem ma zasadni vyznam pro dalSi zpracovani mladiny kvasenim.
Sterilizace je nutnou podminkou Cistoty hlavniho kvaseni i dokvasovani a biologické stability
piva.

2.7.7. Chlazeni a filtrace mladiny

Ugelem chlazeni je vysrazet z mladiny hrubé i jemné kaly, mladinu provzdusnit a zchladit
na zakvasnou teplotu 4 — 7 °C, ¢imz se ponékud zméni jeji chemické sloZeni. Oxidace
chmelovych pryskyfic, tfislovin a v mensi mife také bilkovin nastava plsobenim kysliku pfi
teploté kolem 80 °C a podporuje vylu€ovani kall. Nejprve se vylu€uje hruby a pak jemny kal.
Casto se jesté zchlazena mladina filtruje a odstfeduje, aby jemny kal negativné neovliviioval
kvaSeni a nesnizoval odolnost piva proti zakalim pfi nizkych teplotach. Chlazeni mladiny se
provadi na stokach a dochlazuje se na sprchovych chladi€ich nebo modernéjsSi metodou je
chlazeni a oddélovani kall ve vifivych kadich.

Takto pfipravena mladina obsahuje pfedevsim sacharidy s pfevahou maltosy, dusikaté
latky, rustové latky (vitaminy), které katalyzuji Zivotni funkce kvasinek.

2.7.8. Hlavni kvaseni

Cilem hlavniho kvaSeni je neuplné prokvaseni cukrG za tvorby etylalkoholu, CO,
a vedlejSich produktd.

Klasické stacionarni kvaseni probiha v kvasnych nadobach ve spilce. Chlazeni spilek se
zajistuje soustavou trubek s chladicim médiem nebo vhanénim zchlazeného vzduchu.
Odvadi se CO,. Mladina se zakvaSuje kvasinkami spodniho kvaseni, Saccharomyces
uvarum, jenz tvofi velmi chudou pénu. Béhem kvaseni, zejména po prokvaseni cukru,
sedimentuji kvasinky velmi snadno ke dnu, médium se lehce vyc&efuje.

Obsah dusikatych latek pfi kvaSeni mladiny vzdy klesa. Ubytek nastava asimilaci
aminokyselin a nizkomolekularnich §tépnych produktd bilkovin kvasinkami, koagulaci
vysokomolekularnich frakci, vyvolané poklesem pH a vznikem alkoholu. Na druhé strané
vyluCuji kvasnice pfi kvaseni dusikaté latky do prostfedi, takZze obsah rozpustného dusiku
klesa pfi kvaseni asi o 1/3. Hlavni kvaseni probiha za nizkych teplot a vysledkem je mladé
pivo.

Hlavnimi produkty jsou ethanol a CO,. DalSi vzniklé metabolity maji vliv na chutovy
charakter piva a jsou to alkoholy, estery, organické kyseliny, aldehydy, sirné slouceniny,
diacetyl.

2.7.9. Dokvasovani a zrani piva
DokvaSovani predstavuje pomalé dokvaSovani zbylych sacharidd pfi nizkych teplotach,

optimalni nasyceni a fixace CO, pfi sou¢asném zabezpeleni vyCefeni a organoleptické
vyzralosti finalniho vyrobku. Z hlediska jakosti je dllezité, aby dokvaSovani probihalo zvolna,
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dostateéné dlouhou dobu a aby se postupné dosahlo poZadovaného pretlaku CO,.
Dokva$ovani a zrani piva probiha v lezackém sklepé v sudech nebo v tancich.

2.7.10. Filtrace, stabilizace a staceni piva

Po ukonleni kvasného procesu je pivo vyzralé a ma pozadované organoleptické
vlastnosti. Pfed expedici se vSak zbavuje zbytk( kalicich latek a vSech mikroorganismd,
které snizuji biologickou stabilitu a zhorSuji chut' piva svymi metabolity. Dé&je se tak filtraci,
jenz nesmi ovlivnit vini, barvu a stabilitu pény. Filtrace je zalozena na sedimentaci (hrubé
Castice), na pusobeni sita (velikost Castic a poért filtraéniho materialu) a na adsorpci
(rozpustné koloidy podle elektrického naboje nebo podle miry afinity k filtraénimu materialu).
K filtraci slouzi naplavovaci filtry, za kterymi se Casto fadi deskové nebo svickoveé filtry.

Procesem stabilizace se zajistuje trvanlivost, chutova a koloidni stabilita piva, které se
dosahne snizenim obsahu koloidnich latek, pomoci stabilizacnich prostfedkd. Stabilizaéni
prostfedky se déli podle uc€innosti na:

3) pFipravky, které srazi, adsorbuji nebo $tépi vysokomolekularni dusikaté latky piva

(tanin, bentonity, silikagelové pfipravky)

4) pfipravky, které srazi, adsorbuji nebo Stépi polyfenoly piva (nerozpustné polymerni

hmoty)

5) enzymové pfipravky ($tépi vysokomolekularni dusikaté latky)

6) antioxidacni latky (snizuji negativni vliv kysliku)

Nejpfirozené&jsi ochranou je maximalni zachovani pfirozenych reduktond ze sladu
a chmele. Biologicka stabilita se zvySuje pasteraci, dojde k umrtveni kvasinek a laktobacild.

Ugelem stadeni je prevést dokvasené, chutové vyzralé a zfiltrované pivo do transportnich
nadob pfi minimalnich ztratach na hmotnosti a zménach jakosti.

2.7.11. Proces starnuti piva

Jednim z hlavnich problému pivovarského pramyslu je zajisténi dostateéné vysoké
trvanlivosti piva. Vysoka trvanlivost piva neznamena pouze zachovani Cirosti, ale také
udrzeni vSech ostatnich kvalitativnich vlastnosti, jako je chut, vané, barva a pénivost, a to
béhem transportu i pfi nasledném skladovani.

Proces starnuti piva se projevuje snizenim senzorické kvality dlouhodobé skladovaného
piva. Jedna se o reakce hydrolytické, isomeraéni, kondenzacni az polymeraéni
a oxidoredukéni. Hydrolytické reakce vedou obvykle ke Stépeni glykosidl na aglykony
a odpovidajici sacharidické slozky a vyrazné se v kvalité hotového piva neuplatfiuiji.

Kondenzacéni az polymeracni reakce se uplatiuji pfedevSim ve smyslu tvorby
vysokomolekularnich celkl s velkou srazeci aktivitou vici bilkovinam extraktu piva. Tim
dochazi k tvorbé polyfenol-bilkovinnych komplext, které za urCitych podminek mohou
vypadavat z roztoku, a tim vytvaret koloidni zakaly.
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2.8. Zpracovani analytickych vysledku a validace metody
2.8.1. Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi
vysledky zkou$ek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (podminky, kdy navzajem
nezavislé vysledky zkouSek se ziskaji opakovanym pouzitim téZe zkuSebni metody na
identickém materialu, v téze laboratofi, tymz pracovnikem, za pouziti tychz pfistroju
a zafizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi).

Opakovatelnost je vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka RSD:

RSD == -100(%), (1.1)
X

s — smérodatna odchylka opakovatelnosti z n stanoveni,
x — prmérna hodnota z n stanoveni
n — pocet stanoveni

Odhad smérodatné odchylky pro n < 10 se vypocita z rozpéti (R), tj. rozdilu mezi nejvétsi
(Xmax) @ nejmensi(Xmin)hodnotou vysledku v sérii.

R= Xmax = Xmin (1 2)
s = kR, (1.3)

kde hodnota k, je tabelovana.

2.8.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
odlisSny od Sumu. Udava skuteCnou uroven signalu, ktera jeSté umozZnuje detekci
koncentrace.

U separaCnich metod se pouziva k vypoltu meze detekce velikost hodnoty signalu
slepého pokusu. K dispozici musi byt chromatogram slepého pokusu a smérnice kalibraCni
pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se ur€i maximalni kolisani zakladni linie (hmax)
v oblasti dané 20-ti nasobkem poloSiiky piku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze
detekce plati:

Yo = 3hmax (1 4)

a pro koncentraci na mezi detekce:
Vb
X, ==, 1.5
s (1.5)
pficemz smérnice kalibracni pfimky b; musi vychazet z koncentraéni zavislosti y = b;x,
kde y je vySka chromatografického piku a ne plocha jak je obvyklé.
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Mez stanovitelnosti je nejnizSi koncentrace analytu, ktera muze byt stanovena
s pfijatelnou mirou spravnosti a pfesnosti.

U separaCnich metod se pouZziva k vypoctu meze stanovitelnosti velikost hodnoty signalu
slepého pokusu. K dispozici musi byt chromatogram slepého pokusu a smérnice kalibraCni
pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se ur€i maximalni kolisani zakladni linie (hmax)
v oblasti dané 20-ti nasobkem poloSiiky piku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze
stanovitelnosti plati:

Ys = 10 hmax, (1.6)

a pro mez stanovitelnosti:

x ==, (1.7)

pfi¢emz smérnice kalibraCni pfimky by musi vychazet z koncentracni zavislosti y = bsx, kde y
je vySka chromatografického piku a ne plocha jak je obvyklé.

2.8.3. Ovéreni linearity odezvy detektoru

Stanoveni se provede minimalné pro tfi rizné koncentrace standardni latky pro jednotlivé
analyty. Korelacni koeficient nesmi byt nizSi nez 0,9800 a rozdily smérnic pfimek by nemély
presahovat 15%.
Interval spolehlivosti priméru

Je to rozmezi hodnot, v némz s urcitou pravdépodobnosti leZi skuteCna hodnota vysledku.

spolehlivost vysledku. Pocita se podle toho, kolik zméfenych hodnot je k dispozici.
Pfi n < 10 se interval spolehlivosti L4, vypo ita ze vztahu:

Li,= x+ KR, (1.8)

kde hodnota K, je tabelovana. [32,33]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Sklo, pomucky, pristroje

o O O O O 0O O O

O O O 0O 0O O O°

magneticka michacka Lavat, Lavat a.s., Chotutice, Ceska republika

ultrazvukova lazen Kraintek, Kraintek s.r.o., Podhajska, Slovenska republika
pH-metr MPH 372, Monokrystaly, Trutnov, Ceska republika

kombinovana pH elektroda, typ 0,1 — 29, Monokrystaly, Trutnov, Ceska republika
analytické vahy AND GR-202-EC, San Jose, Spojené staty americké

lednitka Amica Fresh line, Amica Commerce s.r.o, Praha, Ceska republika

pFistroj na pripravu deionizované vody Watrex, Watrex Praha, s.r.o., Praha, Ceska
republika

mikropipeta Biohit proline 100 — 1000 pm, Labor-Komplet s.r.o., Praha, Ceska
republika

trepacka Yellow line, TTS 2, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko
inkubator Incucell, BMT Medical Technology s.r.o., Brno, Ceska republika

vodni lazen

béZné laboratorni sklo

injekéni stfikacka

membranovy filtr o velikosti pérd 0,20 a 0,45 um

michadlo

4.2. Chemikalie

VSechny pouzité chemikalie jsou p.a. a HPLC Cistoty

(0]

O O O

O O O O O

deionizovana voda

kyselina chlorovodikova, Penta, Praha, Ceska republika

hydroxid sodny, Penta, Praha, Ceska republika

kyselina octova, min. 99 %, Onex chemie, s.r.o., RoZznov pod Radhostém, Ceska
republika

hexakyanoZelezitan draselny, Merk s.r.o., Ri¢any-JaZlovice, Ceska republika

taka diastasa, Sigma-Aldrich, St. Louis, Spojené staty americké

thiamin chlorid hydrochlorid, Fluka analytical, Seelze, Némecko

methanol, Riedel-de Haén, Seelze, Némecko

octan sodny, trihydrat, Lachema, Brno, Ceska republika

4.3. Priprava roztoku

Priprava 0,1M roztoku HCI

8,82 ml 35% kyseliny chlorovodikové bylo pfidano do 1000 ml odmérné bariky a deionizo-
vanou vodou doplnéno po rysku.

Priprava 15% roztoku NaOH

150 g 98% pevneho hydroxidu sodného bylo rozpusténo v deionizované vodé a doplnéno
na objem 1000 ml.
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Priprava 1% roztoku Ks[Fe(CN)g]

0,1 g 99% krystalického hexakyanozelezitanu draselného bylo rozpusténo v deionizované
vodé a doplnéno na objem 10 ml. Roztok se pfipravuje vzdy €erstvy v den analyzy.

Priprava 2,5M roztoku CH;COONa

170,10 g 99% trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v deionizované vodé a
doplnéno na konecny objem 500 ml.

Priprava mobilni faze

600 ml deionizované vody bylo okyseleno kyselinou octovou na pH 4,5, a pak pfidano
400 ml methanolu.

Priprava derivatizacniho Cinidla pro predkolonovou derivatizaci

1 ml 1% roztoku hexakyanoZelezitanu draselného bylo nafedéno na 25 ml 15% roztokem
hydroxidu sodného. Roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy v den analyzy.

Priprava standardnich roztok( vitaminu B

Zasobni roztok thiaminu o koncentraci 100 mg/I byl pfipraven rozpusténim 0,01 g thiaminu
ve 100 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové.

Pfi uchovavani v lednici pfi teploté 4 °C je tento zasobni roztok staly 1 tyden.

Roztoky standardd o koncentraci 8; 6; 4; 2; 0,4; 0,2 a 0,04 mg/l se pfipravu;ji

bezprostiedné pfed pouzitim.

V8echny pfipravené roztoky byly odplynény v ultrazvukové lazni z diivodu prodlouzeni
Zivotnosti kolony.

Princip pouzité metody
Thiamin byl extrahovan z potraviny po kyselé hydrolyze. Nasledovala defosforylace za
pouziti enzymu taka diastasy a kvantifikace metodou HPLC s pfedkolonovou derivatizaci na
thiochrom.
4.4. Priprava vzorkul pro HPLC analyzu
Zpracovani pevnych vzorkl jeCmene a sladu kyselou a enzymatickou hydrolyzou

Vzorky je€mene a sladu byly najemno namlety na elektrickém mlynku.

= pfFimé stanoveni

Do reakéni bariky bylo navazeno 10 g tohoto zhomogenizovaného vzorku a k nému
pfidano 40 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové. Hrdlo bariky bylo pfekryto alobalem a barika na
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1 hodinu viloZena do vodni lazné o teploté 100 °C. Po uplynuti této doby se vzorek z lazné
vyjmul a nechal vychladit na laboratorni teplotu. Pomoci 2,5M octanu sodného bylo jeho pH
upraveno na hodnotu 4. K takto okyselenému vzorku byla pfidana taka diastasa (1,1 g), hrdlo
bylo prekryto alobalem a vzorek byl ulozen do termostatu, kde byl inkubovan 22 hodin pfi
teploté 39 °C. Poté se vzorek kvantitativné pfevedl do 50 ml odmérné bariky a doplnil se po
rysku 0,1M kyselinou chlorovodikovou. Barika se protfepala, nechala odplynit v ultrazvukove
lazni a vzorek se po usazeni Zfiltroval pfes membranovy filtr 0,45 um. Je nezbytné nutné,
aby filtrat byl naprosto Ciry.

Zkoncentrovani roztoku vzorku pomoci vakuové odparky

U 12 ml Zfiltrovaného vzorku Starobrno slad byla pro zkoncentrovani obsahu thiaminu
v roztoku pouZita metoda vakuového odpafeni roztoku. Vodni lazer byla nastavena na
50 °C, vzorek se odparoval 2,5 hodiny. Caste&né odpareny vzorek byl doplnén na objem
3 ml, znovu Zfiltrovan pfes membranovy filtr a analyzovan.

= metoda pridavku standardu

Do reakéni banky bylo navazeno 10 g zhomogenizovaného vzorku, k nému pfidano 10 ml
roztoku standardu o koncentraci 1020 mg/100 ml a 50 ml 0,1M kyseliny chlorovodikové.
Paralelné byl pfipraven také roztok standardu, 10 ml téhoz roztoku standardu a 50 ml 0,1M
kyseliny chlorovodikové. Hrdlo banky bylo prekryto alobalem a barika na 1 hodinu vlozena
do vodni lazné o teploté 100 °C. Po uplynuti této doby se vzorek z lazné vyjmul a nechal
vychladit na laboratorni teplotu. Pomoci 2,5M octanu sodného bylo jeho pH upraveno na
hodnotu 4. K takto okyselenému vzorku byla pfidana taka diastasa (1,1 g), hrdlo bylo
pfekryto alobalem a vzorek byl uloZen do termostatu, kde byl inkubovan 20 hodin pfi teploté
40 °C. Poté se vzorek kvantitativné prevedl do 100 ml odmérné banky a doplnil se po rysku
0,1M kyselinou chlorovodikovou. Barika se protiepala, nechala odplynit v ultrazvukové lazni
a vzorek se po usazeni Zfiltroval pfes membranovy filtr 0,45 um. Je nezbytné nutné, aby
filtrat byl naprosto Ciry.

Zpracovani kapalnych vzorku sladiny a piva

Sladina byla pouzita nefedéna, ultrazvukem odplynéna a zfiltrovana pfes membranovy filtr
0,2 um.

Pivo bylo pouzito také nefedéné, nutno dikladné a dlouho odplynit kvili obsahu CO..
Zpracovani tablet

Tablety Pangaminu BiFi, B- komplexu forte a Thiaminu byly rozpustény v 0,1M kyseliné
chlorovodikové a v odmérnych bankach dopInény na celkovy objem 100 ml. Roztok tablety

Pangaminu BiFi byl pouzit nefedény, roztok B-komplexu byl zfedén 10x a roztok Thiaminu
25x. Roztoky byly odplynény v ultrazvuku a filtrovany pfes membranovy filtr.
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Slepy pokus

Slepy pokus byl provadén soubézné se vzorky. Pracovni postup pfipravy slepého pokusu
byl shodny se zpracovanim vzorkud, ale byl proveden pouze s reakénim c&inidlem a taka
diastasou. Provadét slepy pokus je nutné, protoZe pouzity enzym muize obsahovat malé
mnozstvi thiaminu.

4.5. Chromatograficky separacni systém

Pro stanoveni vitaminu B4 byl pouzit chromatograf Shimadzu, ktery se sklada z:
gradientového Cerpadla Shimadzu GT-104 a FCV-10Al, autosampleru LC-10AD, Shimadzu
column oven CTO-10A, fluorescentniho detektoru Shimadzu RF-551, komunikacniho
modulu Shimadzu CBM-10A a pocitate s operacnim systémem Class-LC10/M10A,
version 1.6.

Pro separaci byla pouzita kolona Supelco LC-18-DB o rozmérech 250 x 4,6 mm. Je to
pétimikronova kolona s reversni fazi.

Pro izokratickou eluci vitaminu B4 byla pouzita smé&s methanol : voda o slozeni 40 %
methanolu a 60 % vody upravené kyselinou octovou na pH 4,5. Tuto mobilni fazi je nezbytné
pfed pouZzitim odplynit v ultrazvukové lazni.

K detekci byl pouzit fluorescenéni detektor typu Shimadzu RF-551. Zdrojem zafeni
detektoru je xenonova lampa s dvoji monochromatickou mfizkou pro vybér excitaéni i emisni
vinové délky. Pro thiamin byla pouzita excitacni vinova délka 366 nm a emisni vinova délka
435 nm.

Chromatografické podminky

Z prizkumu reakéni doby a stability thiochromu vySla jako nejvhodnéjsi reakéni doba 1
minuta.

Z vlivu rychlosti pratoku na plochu piku vyplynul nejvhodnéjsi priitok mobilni faze
0,3 ml/minutu.

Nastfik: 10 ul ( 5 pl vzorku + 5ul derivatiza¢niho Cinidla)

Kolona: Supelco LC-18-DB, 5um

Velikost kolony: 250 x 4,6 mm

Detektor: Aem/Aex = 366/435 Nnm

4.6. Predkolonova derivatizace

Pfi této metodé je thiamin nejprve derivatizovan derivatizacnim Ccinidlem, a poté
separovan na chromatografické koloné a detekovan fluorescenénim detektorem.
Derivatiza¢ni €inidlo oxiduje nefluoreskujici thiamin na thiochrom, ktery fluorescenci
vykazuije.

K 1 ml enzymaticky oSetfeného vzorku, roztoku standardu &i roztoku pro slepé stanoveni
byl pfidan 1 ml alkalického roztoku hexakyanozelezitanu draselného. Smés se nechala na 10
sekund protfepat a pfed nastfiknutim na kolonu se nechala 1 minutu stat. Nutno dodrzet
Casové intervaly pro dosazeni shodnych vysledka.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Test stability thiochromu

Pro test stability thiochromu byl pouZit roztok standardu thiamin chlorid hydrochloridu
o koncentraci 10 mg/l. Pfi pratoku mobilni faze 0,3 ml/minutu. Tento vzorek byl analyzovan
v intervalech od 1 minuty do 20 minut a byla sledovana zavislost plochy piku na reakéni
dobé vzniku thiochromu.

Vysledky

Test stability byl proveden na roztoku standardu thiamin chlorid hydrochloridu
o koncentraci 10 mg/l po smichani s derivatizaénim ¢&inidlem. Pfi pritoku mobilni faze
0,3 ml/min byla promé&fena reakéni doba od 1 minuty do 20 minut. Po 20 minutach byl
prokazan ubytek obsahu thiochromu o 8,42 %, bylo dokazano, Ze nejvice thiochromu
obsahuje vzorek 1 minutu po smichani.

Tabulka ¢.6: Zavislost plochy piku na reakcni dobé (pfemény thiaminu na thiochrom)

Reakéni doba Plocha piku
[min] [strojova jednotka]
1 4601289
2 4366373
4 4211008
6 4174816
8 4416928
10 4551730
12 4267902
14 4149228
16 4121904
18 4182743
20 4213710
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Zavislost reakéni doby na plose piku
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4100000 -

4000000 ‘ ‘
0 5 10 15 20
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Obrazek ¢.3: Graf zavislosti reakéni doby na ploSe piku
5.2. Test stability derivatiza¢niho ¢inidla

K provedeni testu stability derivatizacniho ¢inidla byl vyuzit standardni roztok thiamin
chlorid hydrochloridu o koncentraci 10 mg/ml. Analyza probéhla v 24 hodinovém intervalu.

Vysledek

Testovanim stability derivatizacniho &inidla bylo potvrzeno, Ze toto Cinidlo je stabilni po
dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby je nutné pfipravit ¢inidlo znovu.

5.3. Test zavislosti pratoku mobilni faze na plose piku

Pro tento test byl pouzit roztok standardu thiamin chlorid hydrochloridu o koncentraci
10 mg/l. Roztok standardu byl analyzovan pfi prutoku 0,25; 0,30; 0,35; 0,40; 0,60; 0,80
a 1,00 ml/minutu.

Vysledky

MenSi pritok nez 0,25 ml/min nemohl byt aplikovan, protoze pumpa vykazovala problémy
s udrzenim tlaku. Maximum fluorescence bylo naméfeno pfi pratoku 0,25 ml/min. VySSi
prutoky vykazovaly velky pokles fluorescence, protoze &as byl nedostateény pro
derivatizaéni reakci. Pro dalSi méfeni byl jako optimalni zvolen pratok mobilni faze
0,3 ml/min, jako kompromis mezi retenénim Casem a maximem plochy piku.
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Tabulka ¢.7: Zavislost plochy piku na rychlosti pratoku mobilni faze

) . Plocha piku
Pratok [ml/min] [strojova jednotka]
0,25 4099936
0,30 3221154
0,35 2727154
0,40 2384701
0,60 1361227
0,80 1011476
1,00 901669
Zavislost plochy piku na pratoku mobilni faze
4500000
4000000 -
3500000 -
§ 3000000 -
a 2500000 -
©
§ 2000000 -
S 1500000 -
1000000 - 4
500000 -
0 T T T T T T T
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Pratok mobilni faze [ml/min]

Obrazek ¢.4: Graf zavislosti plochy piku na rychlosti pritoku mobilni faze
5.4. Kalibraéni kfivka

Pro sestrojeni kalibracni kfivky byly pouzity roztoky standard(i o znamé koncentraci, které
byly pfipraveny ze zasobniho roztoku thiamin chlorid hydrochloridu o koncentraci
10 mg/100 ml a zfedény 0,1M kyselinou chlorovodikovou. Bylo pouzito standardnich roztoku
o nasledujicich koncentracich: 8; 6; 4; 2; 0,4; 0,2 a 0,04 mg/I.
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Tabulka ¢.8: Kalibraéni hodnoty

Koncentrace | Koncentrace Plocha piku Priimér
[mg/50ml] [mgl/l] [strojova jednotka]
4656
0,002 0,04 3196 4207
4769
230705
0,01 0,2 226574 227478,7
225157
507002
0,02 0,4 528194 526644,3
544737
3086327
0,1 2 3173827 3166698
3239939
6253743
0,2 4 6567051 6380519
6320764
10398010
0,3 6 9534125 9884653
9721825
12458595
0,4 8 12693245 12481604
12292972
Kalibracni krivka
9
8 i
7 i
g 6 - (3
E
o 5
8
T 4
3
g 3
2 i
1 i
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2000000 4000000 6000000 8000000 10000000 12000000 14000000
plocha piku

Obréazek ¢.5: Graf kalibracni krivky thiaminu
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Obrazek ¢.6: Chromatogram - thiamin, standard
5.5. Analyzované vzorky

V prvni fazi vyzkumu byly analyzovany potravinové dopliiky o znamém obsahu thiaminu,
dale pak r(izné odrudy sladovnického je€émene a z néj vyrobené slady, vzorek sladiny a piva.
Potravni dopliky byly zakoupeny v lékarné, vzorky je€mend a sladd byly dodany
Vyzkumnym ustavem pivovarskym a sladafskym v Brné a vzorek sladiny odebran v pivovaru
Starobrno, dne 2.4.2008.

5.5.1. Vzorky potravnich doplik
Tableta B-komplex forte, Zentiva

U tablety B-komplexu byla stanovena volna forma thiaminu. Deklarovany obsah thiaminu v 1
tableté je 15 mg.

Tableta Thiamin, Zentiva

U tablety Thiaminu byla stanovena volna forma thiaminu. Deklarovany obsah thiaminu v 1
tableté je 50 mg.
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Tableta Pangamin Bifi
V tableté Pangamin BiFi byla stanovena volna forma thiaminu. Obsah thiaminu v 1 tableté
neni deklarovan zdlvodu proménného obsahu vitaminu produkovaného kvasinkami

Sacharomyces cerevisiae.

V tabulce jsou vyobrazeny naméfené hodnoty thiaminu (thiamin chlorid hydrochloridu)

v tabletach v porovnani s deklarovanymi hodnotami vitaminu B4 a odchylky méfeni.

Tabulka ¢.9: Vysledky a porovnani namérenych a deklarovanych hodnot

i B, [mg/1 tableta] | B4 [mg/1 tableta] Odchylka méreni
Nazev i ey
deklarovana namérena [%]
B-komplex forte, Zentiva 15 16,9303 0,97
Thiamin, Zentiva 50 66,1787 8,09
Pangamin BiFi neuvedeno 0,0206 -
Tabulka ¢.10: Validacni parametry jednotlivych vzorkd
Nazev B, [mg/1 tableta] Smérodatna Relativni
namérena odchylka opakovatelnost [%]
B-komplex forte, Zentiva 16,9303 0,1039 1,45
Thiamin, Zentiva 66,1787 0,0433 1,12
Pangamin BiFi 0,0206 0,0046 2,26
i
Thiamin
400-
200-
i}
o 5 10 15 i

Obrazek ¢.7: Chromatogram - B-komplex, Zentiva
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Thiamin

Obrézek ¢.8: Chromatogram - Pangamin BiFi

.

Thiamin

Obréazek ¢.9: Chromatogram - Thiamin, Zentiva

Tabulka naméfenych a vypoc&tenych hodnot vzorku tablet je uvedena v pfiloze Tabulka 1.
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5.5.2. Vzorky jeémene, sladu, sladiny a piva
Vzorek sladovnického jeCmene

Ve vzorcich je€mene byl stanoven celkovy obsah thiaminu, byla prokazana téz pfitomnost
riboflavinu.

Vzorek sladu

Ve vzorcich sladu byl stanoven celkovy obsah thiaminu, prokazana byla téz pfitomnost
riboflavinu.

Vzorek sladiny
Ve vzorku sladiny byla prokazana volna forma thiaminu, a také volna forma riboflavinu.
Vzorek piva

Ve vzorku piva byla prokazana pouze volna forma riboflavinu. Thiamin v pivu nebyl
detekovan.

Vysledky
» prima metoda

V tabulce jsou zobrazeny namérené hodnoty thiaminu ve slading, pivu a v jednotlivych
odrudach jeémene a sladu.

Tabulka ¢.11: Vysledky naméfenych hodnot thiaminu ve vzorcich je€émene, sladu, sladiny
a piva. Validacni parametry jednotlivych vzorka. (pfima metoda)

Vzorek Nazev B1 [mglkg] BJ v[mg!/kg] B,
volna forma naméreny obsah

je€émen | Calgary - 0,2127 pfitomen
Blanik - 0,2126 pfitomen
Ebson - 0,2232 pfitomen

slad Calgary - 0,2012 pfitomen
Blanik - 0,1501 pfitomen
Ebson - 0,1636 pfitomen
Starobrno - 0,1712 pfitomen

sladina | Starobrno 0,0395 mg/I - pritomen

pivo Pilsner Urquel, 12° - - pfitomen

slepy vzorek - 1,5906 (v enzymu) pfitomen
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’ B, [mvglkg’] B, [nlg/kg’] Smérodatn Relativni
Vzorek Nazev naméreny naméreny odchvika opakovatelnost
obsah obsah + ztraty y [%]
jeémen | Calgary 0,2127 1,1901 3,4108E-03 4,30
Blanik 0,2126 1,1895 2,5569E-03 3,22
Ebson 0,2232 1,2492 8,0286E-03 9,85
slad Calgary 0,2012 1,1260 6,1222E-03 3,58
Blanik 0,1501 0,8401 4,9664E-03 7,43
Ebson 0,1636 0,9153 2,4899E-03 7,62
Starobrno 0,1712 0,9582 4,4710E-03 6,29
sladina | Starobrno 0,0395 mg/| - 2,1856E-05 0,06
pivo Pilsner i i i i
Urquel, 12°
slepy vzorek - - 6,1490E-05 0,17
i
{5
Riboflawin
A
- | ]
I Thiamin

05-

-

15

Obrazek ¢.10: Chromatogram - Starobrno sladina
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Obrazek ¢.11: Chromatogram - pivo Pilsner Urquel 12°
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Obrézek ¢. 12: Chromatogram - Ebson je¢men
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Obrazek ¢.14: Chromatogram - Calgary jeCmen
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Obrazek ¢.15: Chromatogram - Ebson slad
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Obrazek ¢.15: Chromatogram - Blanik slad

58




.

Riboflawin

‘ Thiamin

Obrazek ¢.16: Chromatogram - Calgary slad
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Obrazek ¢.17: Chromatogram - Starobrno slad
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Obrazek ¢.18: Chromatogram - slepy pokus

Tabulky naméfenych a vypoctenych hodnot pfislusnych vzork(l jsou uvedeny v pfiloze
Tabulka 2, 3 a 4.

Zkoncentrovani roztoku vzorku pomoci vakuové odparky

Pouzitim této metody, pfi 4 nasobném zkoncentrovani, 50°C, 2,5 hodiny doslo k 64,19%
ztraté thiaminu v dusledku pisobeni teploty a svétla a tedy 35,81% vytéznosti.

NizSi teplota nemohla byt pouzita z dlivodu vyrazného prodlouzeni ¢asu odparu.

Tabulka naméfenych a vypoctenych hodnot vzorku Starobrno slad je uvedena v pfiloze
Tabulka 7.
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Obrazek ¢.21: Chromatogram - srovnani vakuové odpafeného vzorku a vzorku bez odparu
u Starobrno slad

= metoda prfidavku standardu

Metoda pridavku standardu nevedla ke zdarnym vysledkim. Z logického hlediska by
vzorky s pfidavkem standardu meély mit vy$Si koncentraci thiaminu nez standardni roztok,
v praxi tomu ale bylo naopak. Konzultace s odborniky z Vyzkumného Ustavu pivovarského a
sladafskeého v Brné pfinesla jediné mozné vysvétleni, a to, Ze nedostate¢na enzymaticka
hydrolyza mohla byt zplsobena absenci tfepani pfi inkubaci vzorku. Toto tvrzeni nemohlo
byt podlozeno experimentem jednak z ¢asovych diavodul a protoze tfepaci termostatova
lazen nebyla k dispozici. Pokud tato metoda opravdu vypovida o nedostate¢né defosforylaci,
je tedy pravdépodobné, ze v pfimé metodé doslo k nedostateéné defosforylaci také. To
vysvétluje pomérné nizky naméreny obsah thiaminu ve vzorcich je€menu a sladu ve
srovnani s obsahem uvadénym v literatufe. Literatura uvadi obsah thiaminu v obili kolem
3 - 4 mg/kg.
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Obrazek ¢.22: Chromatogram - thiamin, standard
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Obrazek ¢.23: Chromatogram - Calgary jeCmen se standardnim pfidavkem thiaminu
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Tabulka naméfenych a vypoctenych hodnot pfislusnych vzork(i je uvedena v pfiloze
Tabulka 5.

5.6. Dukaz pritomnosti riboflavinu

Vzorek sladiny byl nastfiknut na kolonu bez derivatizacniho Cinidla, protoze nebyl zfedén
1:1 s derivatizaénim Cinidlem, vySka a plocha piku je vySsi.
Ze schopnosti pfirozené fluorescence a obsahu vpivu a sladiné vy3S§im nez je

koncentrace thiaminu bylo usouzeno Ze pfitomny pik je s nejvétSi pravdépodobnosti pikem
riboflavinu. [31,34]

.

Riboflawin
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P I |
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Obrazek ¢.19: Chromatogram - dikaz riboflavinu ve sladiné
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Tento pokus byl znovu ovéfen na vzorku sladu s pfidavkem standardu thiamin chlorid
hydrochloridu, opét se prokazala pfirozena fluorescence prvniho piku. Roztok sladu byl
zfedén 1:1 s 0,1M HCI.

W

i Riboflawin

Obrazek ¢.20: Chromatogram - dikaz riboflavinu - nastrik s derivatizacnim ¢inidlem, nastfik
bez derivatizacniho ¢&inidla

5.7. Ztraty thiaminu varem a inkubaci

Ztraty thiaminu byly prokazany na roztoku o koncentraci 10,2 mg/100 ml. Byly pfipraveny
2 roztoky standardu o shodné koncentraci 10,2 mg thiamin chlorid hydrochloridu s 60 ml
kyseliny chlorovodikové. Z nichz jeden byl pouze povaren (1 hodinu, 100 °C), po vychladnuti
dopInén na 100 ml, odplynén v ultrazvukové lazni a rovnou analyzovan. Druhy roztok byl
povaren za shodnych podminek, po vychladnuti bylo pH roztoku upraveno 2,5M octanem
sodnym na hodnotu 4, pfidano 1,1 g taka diastasy a roztok byl vlioZzen do inkubatoru na 20
hodin pfi 40 °C. Po inkubaci byl roztok doplnén na celkovy objem 100 ml, odplynén
a analyzovan.

Vysledky

Srovnanim ploch 2 roztokll standardu o shodné koncentraci pfi provedeni enzymové
hydrolyzy a vynechanim kroku enzymové hydrolyzy byla zjiSténa celkova ztrata varem
a inkubaci 82,13 %, z toho ztrata varem (1 hodina, 100 °C) tvofila 81,47 % a ztrata inkubaci
0,66 %. Vytéznost reakce tedy 17,87 %.
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Obrazek ¢.24: Chromatogram - srovnani standardd thiaminu o stejné koncentraci bez
enzymatické hydrolyzy a s enzymatickou hydrolyzou

Tabulka naméfenych a vypoctenych hodnot je uveden v pfiloze Tabulka 6.
5.8. Validac¢ni parametry
5.8.1. Ovéreni linearity detektoru

Linearita detektoru byla ovéfena u standardu thiamin chlorid hydrochloridu. Kalibracni
kfivka standardu byla v Sirokém rozsahu koncentraci 0,04 az 8 mg/l linearni. Korela¢ni
koeficient standardu byl 0,9987, coz je vy3Si nez 0,98, metoda je tedy pfijatelna pro
stanoveni.

5.8.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce byla stanovena podle postupu uvedeného v kapitole 2.8.2. Ze zaznamu
Sumu detektoru bylo uréeno maximalni kolisani zakladni linie v oblasti dané
dvacetinasobkem poloSifky piku. Pro pfikladné vyhodnoceni byl pouZit pik chromatogramu
standardu thiaminu o koncentraci 0,04 mg/l. PoloSirka piku, stanovena z chromatogramu
standardu thiaminu byla 0,15 minut. Dvacetinasobek polositky piku je tedy 3 minuty.
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Obrazek ¢.25: Chromatogram - zaznam Sumu detektoru
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Obrazek ¢.26: Chromatogram - maximalni kolisani zakladni linie
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Maximalni kolisani zakladni linie je hypax= 18 mV
Pro odezvu meze detekce plati:

yd = 3 ' hmax

v,=3-18=54

Kalibracni krivka thiaminu
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Obrézek ¢.27: Kalibracni kfivka thiaminu, zavislost vySky piku na koncentraci

Rovnice regresni pfimky
v =1599805,5459x — 49740,3048

R? =0,9987

Z rovnice regresni pfimky sestrojené kalibracni kfivky (zavislost vysky piku na
koncentraci) byla ur€ena smérnice b, = 1599805,5459.

Koncentrace na mezi detekce:

Ya

x, ===

d b,

X, :L:3,3754-10'5 mg/l
1599805,5459

Mez stanovitelnosti byla stanovena stejnym zptisobem, pficemz:
yS = 10 : hmax

y.=10-18 =180

Pro koncentraci na mezi stanovitelnosti tedy plati:
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180

x, =————=0,0001 mg/1
1599805,5459

Tabulka ¢.12: Namérené hodnoty B-komplex tablety

n Plocha piku Koncentrace(mg/l)
1 11813096 7,1227
2 12106250 7,2986
3 11815123 7,1239
x 11911490 7,1817

5.8.3. Opakovatelnost

R=x_ —x_. =772986-71227
R=0,1759 mg/Il

s=k,-R=0,5908-0,1759
s =0,1039 mg/1

rRSD =5 10021939

X 7,1817
RSD =1,45%

100

5.8.4. Interval spolehlivosti priiméru
xtK, -R=71817%130-0,1759

L,=x
L, =71817+0,2287 mg/l
K, =130pron=3
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6. ZAVER

V této diplomové praci byla optimalizovana a aplikovdana metoda izolace vitaminu B
v realnych vzorcich sladovnického jeCmene a sladu s ohledem na jeho labilitu, nizky obsah
v potravinach a vyskyt ve vazané formé.

Zakladem postupu byla CSN EN 14122 pro stanoveni vitaminu B4 v potravinach metodou
HPLC. Ukolem této diplomové prace bylo pfedevsim stanovit obsah vitaminu B4 ve vzorcich
je€mene a sladu, které byly dodany Vyzkumnym ustavem pivovarskym a sladarskym v Brné.
Byly vSak stanoveny i obsahy tohoto vitaminu v tabletdch Thiaminu, B-komplexu, Pangaminu
BiFi a téZ ve sladiné a pivu.

V pfipadé kapalnych vzork(l sladiny a piva nebylo potfeba kyselé ani enzymatické
hydrolyzy nebot’ thiamin se v roztocich nachazel ve volné formé. Tablety byly rozpustény
v 0,1M HCI a u vzorku jeémenl a sladl byla provedena jak kysela, tak enzymaticka
hydrolyza, nebot se v nich thiamin nachazi ve vazané formé. Kysela hydrolyza byla
provadéna 0,1M HCI ve vodni lazni vyhiaté na 100 °C po dobu 1 hodiny, enzymaticka
hydrolyza pomoci taka diastasy a 20 — 22 hodinové inkubace pfi 39 — 40 °C. Po provedeni
filtrace byl vzorek pfipraven k derivatizaci. K derivatizaci se pouzival silné alkalicky roztok
Ks[Fe(CN)e], ktery thiamin oxidoval na thiochrom. Reakce vyzadovala naprosto piesné
dodrzeni doby michani a reakéni doby, nebot thiochrom je v alkalickém prostfedi velmi
nestabilni a rychle se rozklada. Pro reprodukovatelnost vysledku bylo nutné zachovat
standardné& 10 s michani vzorku a 60 s reak¢ni doby v klidu. Takto pfipraveny vzorek byl
analyzovan metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi a detekovan
fluorescencnim detektorem. Pro detekci thiaminu byla pouzita excita¢ni vinova délka 366 nm
a emisni vinova délka 435 nm.

U metody byly vypoc&teny zakladni validacni parametry.

Celkem byly stanoveny 4 vzorky sladu, 3 vzorky sladovnického jeémene, vzorek sladiny,
piva a 3 vzorky tablet potravinovych doplfiku. PFi stanoveni obsahu thiaminu v tabletach bylo
dosazeno relativni shody mezi naméfenymi a deklarovanymi hodnotami. V B-komplex
tableté byl zjisté€n obsah thiaminu 16,86 mg, deklarovany obsah je 15 mg. V tableté thiaminu
byl zjistény obsah 66,17 mg a deklarovany obsah 50 mg. V tablet¢ Pangaminu BiFi byl
zjistén obsah 0,02 mg thiaminu, obsah thiaminu neni deklarovan z ddvodu nestabilni
produkce thiaminu kvasinkami Sacharomyces cerevisiae. U sladovnickych je€mend byla
nameéfena hodnota pfiblizné 0,21 — 0,22 mg/kg. U vzork( sladu byla naméfena hodnota
pfiblizné 0,15 — 0,17 mg/kg. Experimentalné byla ale prokazana ztrata thiaminu hodinovym
varem pfiblizné 83 %, coz musi byt brano v potaz pfi vy&islovani celkového obsahu thiaminu
ve vzorcich je€mene a sladu. Ve vzorku sladiny byl zjiStén obsah vitaminu 0,0394 mg/l a ve
vzorku piva byl obsah thiaminu pod mezi detekce.

Byla prokazana téz nevhodnost zkoncentrovani vzork(l pomoci vakuové odparky. PFi
teploté 50°C, délce 2,5 hodiny doslo k 64% ztraté thiaminu v disledku pUsobeni teploty a
svétla.

Pfi kontrolnim stanoveni metodou pfidavku standardu byla proti vzorku standardu zjisténa
nedostate¢na defosforylace vzorkl je€menu a sladu. Z toho Ize usuzovat na chybu v procesu
inkubace, a to, Ze enzym pro svoji plnou u&innost vyZaduje tfepani. To by vysvétlovalo
pomérné nizky naméfeny obsah thiaminu ve vzorcich je€men( a sladid ve srovnani
s obsahem uvadénym v literatufe. Literatura uvadi obsah thiaminu v obili kolem 3 - 4 mg/kg.
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Proto doporuduji v nasledujici praci zafazeni termostatové tfepaci 1azné, pfestoZze norma
toto neuvadi.
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8. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

UV — ultra fialova oblast zafeni
RPC — chromatografie na reverzni fazi
HPLC - Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

C1g — stacionarni faze je tvorena fetézci osmnactiuhlikovych zbytk(l navazanych na nosic
(silikagel)

NADPH — nikotinamidadenindinukleotid
UHT — metoda ultravysokého zahfevu
HEMT - 5(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazolovy derivat thiaminu

FPD - plamenové fotometricky detektor

9. SEZNAM PRILOH

10.1. Tabulky

Tabulka 1: Tabulka vysledkl a vypoctl pro vzorky potravinovych doplnki

Tabulka 2: Tabulka vysledku a vypoctd pro vzorky je€mend, sladl a sladiny (pfimou
metodou)

Tabulka 3: Tabulka vypoctu validacnich parametra vicenasobného méreni pro vzorky
jeémenu, sladu a sladiny

Tabulka 4: Tabulka vypoc¢ta validaénich parametra dvou paralelnich méreni pro vzorky
jeémenu, sladu a sladiny

Tabulka 5: Tabulka vysledku a vypocta pro vzorky jeémen( a sladi (metodou
standardniho pfidavku)

Tabulka 6: Tabulka vypoctu vytéznosti kyselé a enzymatické hydrolyzy

Tabulka 7: Tabulka vypoctu vytéznosti reakce pro vzorek Starobrno slad za pouziti
vakuové odparky

10.2. Obrazky

Obrazek 1: Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Shimadzu
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10. PRILOHY

10.1. Tabulky

Tabulka 1: Tabulka vysledkl a vypoctl pro vzorky potravinovych doplnki

plocha 1 | plocha 2 | plocha 3 primér koncentrace [mg/l] | [mg/l] [mg/100ml] | [mg/1 tableta]
B-komplex 11813096 | 12106250 | 11815123 | 11911489,67 7,1817 71,8169 7,1817 16,8624
Pangamin BiFi | 292983 | 279892 | 280986 | 284620,3333 0,2056 0,2056 0,0206 0,0206
Thiamin 6391184 | 6318374 | 6440614 | 6383390,667 3,8648 96,6209 9,6621 66,1787
koncentrace [mg/l] primér R kn pro n=3 SD RSD % Lo
B-komplex 7,1227 | 7,2986 | 7,1239 7,1817 0,1759 0,5908 0,1039 1,45 0,2287
Pangamin BiFi | 0,2106 | 0,2027 | 0,2034 0,2056 0,0079 0,5908 0,0046 2,26 0,0102
Thiamin 3,8695 | 3,8258 | 3,8992 3,8648 0,0733 0,5908 0,0433 1,12 0,0953
Tabulka 2: Tabulka vysledkl a vypoctl pro vzorky je€mend, sladl a sladiny (pfimou metodou)
23.4.2008 24.4.2008 primér koncentrace [mg/50mi] [mg/kg] [’mg/kg] + 8?,13% '
plocha 1| plocha2 | plocha1 | plocha 2 [mg/l] ztrat varem a inkubaci
Calgary je€men 73089 74653 80597 68893 74308 0,0794 0,0040 0,2127 1,1901
Blanik je€men 78321 69547 75812 73408 74272 0,0794 0,0040 0,2126 1,1895
Ebson je€men 70994 75366 68713 96263 77834 0,0815 0,0041 0,2232 1,2492
Ebson slad 58213 52756 59490 61300 |57939,75 0,0696 0,0035 0,1636 0,9153
Blanik slad 44587 50557 57065 61629 53459,5 0,0669 0,0033 0,1501 0,8401
Calgary slad 76444 63913 84921 78112 75847,5 0,0803 0,0039 0,2012 1,1260
Starobrno slad 52339 59812 62148 67681 60495 0,0711 0,0036 0,1712 0,9582
Slepy vzorek 3304 3412 3403 3515 3408,5 0,0368 0,0018 1,5906
Starobrno sladina 7565 7640 7584 7621 7602,5 0,0394
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Tabulka 3: Tabulka vypoctu validacnich parametrt vicenasobného méfeni pro vzorky jeémend, sladi a sladiny

koncentrace [mg/l] primér R k, pro n=4 SD RSD [%]
Calgary je€men 0,07865| 0,0796| 0,0832|0,07614 0,0794 7,0224E-03 0,4857 3,4108E-03 4,30
Blanik jeCmen 0,08179| 0,0765| 0,0803|0,07884 0,0794 5,2644E-03 0,4857 2,5569E-03 3,22
Ebson jeémen 0,0774 0,08 0,076 | 0,09256 0,0815 1,6530E-02 0,4857 8,0286E-03 9,85
Ebson slad 0,06973| 0,0665| 0,0705|0,07158 0,0696 5,1264E-03 0,4857 2,4899E-03 3,58
Blanik slad 0,06155| 0,0651 0,069 | 0,07178 0,0669 1,0225E-02 0,4857 4,9664E-03 7,43
Calgary slad 0,08067| 0,0731| 0,0858|0,08167 0,0803 1,2605E-02 0,4857 6,1222E-03 7,62
Starobrno slad 0,0662| 0,0707| 0,0721]0,07541 0,0711 9,2052E-03 0,4857 4,4710E-03 6,29
Slepy vzorek 0,03678 | 0,03685 | 0,03684 | 0,03691 0,0368 1,2660E-04 0,4857 6,1490E-05 0,17
Starobrno sladina | 0,03934 | 0,03938 | 0,03935 | 0,03937 0,0394 4,5000E-05 0,4857 2,1856E-05 0,06

Tabulka 4: Tabulka vypoc¢tu validacnich parametrd dvou paralelnich méfeni pro vzorky je€menu, sladl a sladiny

koncentrace [mg/l] primér paralel.méfeni primér SD RSD [%]
Calgary je€men 0,0787 | 0,0796 | 0,0832 | 0,0761 0,0794 3,5274E-03 4,44
Blanik je€men 0,0818 | 0,0765 | 0,0803 | 0,0788 0,0794 2,9718E-03 3,74
Ebson je€men 0,0774 | 0,0800 | 0,0760 | 0,0926 0,0815 8,4868E-03 10,41
Ebson slad 0,0697 | 0,0665 | 0,0705 | 0,0716 0,0696 1,9320E-03 2,78
Blanik slad 0,0616 | 0,0651 | 0,0690 | 0,0718 0,0669 2,8006E-03 4,19
Calgary slad 0,0807 | 0,0731 | 0,0858 | 0,0817 0,0803 5,1417E-03 6,40
Starobrno slad 0,0662 | 0,0707 | 0,0721 | 0,0754 0,0711 3,4578E-03 4,86
Slepy vzorek 0,0368 | 0,0368 | 0,0368 | 0,0369 0,0368 5,8489E-05 0,16
Starobrno sladina | 0,0393 | 0,0394 | 0,0394 | 0,0394 0,0394 2,9776E-05 0,08
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Tabulka 5: Tabulka vysledkd a vypocta pro vzorky je€menu a sladti (metodou standardniho pfidavku)

plocha 1 | plocha 2 primér koncentrace [mg/l] [mg/100ml] koncentrace [mg/kg]

slepy vzorek 6425 6540 6482,5 0,0387 0,0039

standard 29915119 | 30717244 | 30316181,5 18,2245 1,8225

Calgary jeCmen 13444690 | 12107981 | 12776335,5 7,7006 0,7701 -105,6080176
Blanik je€men 14891035 | 15508809 | 15199922 9,1548 0,9155 -91,07898726
Ebson jeémen 14800375 | 12651680 | 13726027,5 8,2704 0,8270 -99,92382205
Calgary slad 11165432 10095375 | 10630403,5 6,4130 0,6413 -118,4814212
Blanik slad 10599029 | 11226430 | 10912729,5 6,5824 0,6582 -116,7947596
Ebson slad 11535662 | 10508124 | 11021893 6,6479 0,6648 -116,1433345
Starobrno slad 10898705 | 12066878 | 11482791,5 6,9245 0,6924 -113,3804322

Tabulka 6: Tabulka vypoctu vytéznosti kyselé a enzymatické hydrolyzy

R plocha 1 | plocha 2 | pramér (mg/] | [mg/100mi] ztrat?o/\:f\rem ztrata inkubaci ztraty[ oZ(]elkem vyt([aozA)r;ost
s enzymatickou hydrolyzou | 29915119 | 30717244 | 30316182 | 18,2245 1,8225 82,13 0.66 82 13 17.87
bez enzymatické hydrolyzy | 31633245 | 31256431 | 31444838 | 18,9017 1,8902 81,47 ’ ’ ’

Tabulka 7: Tabulka vypoctu vytéznosti reakce pro vzorek Starobrno slad za pouziti vakuové odparky

plocha 1 | plocha 2 | plocha 3 | plocha 4 primér koncentrace [mg/l] | vytéznost [%] | ztrata [%]
Starobrnoslad | 116289 | 128137 | 90830 111752,03 0,1019 35,81 64,19
Starobrno slad 52339 59812 62148 67681 60495,00 0,0711
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10.2. Obrazky

Obrazek ¢.28: Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Shimadzu
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