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ABSTRAKT 

Tato d ip lomová práce se zabývá stanovením vitaminu B i v potravinách, především 
ve s ladovnickém ječmeni a s ladu. 

Dip lomová práce se skládá z literární a exper imentální části, závěru a pří loh. 
Literární část obsahuje charakterist iku thiaminu, chemickou strukturu, chemické a fyzikální 

vlastnosti , funkce v organ ismu a dopady jeho deficitu na zdraví, výskyt v běžných 
potravinách a metody stanovení. Dále také popisuje teoret ické základy vysokoúč inné 
kapal inové chromatograf ie, chromatograf ie na reverzní fázi, der ivat izace a způsoby va l idace. 

V exper imentální části je popsána metoda použitá pro stanovení thiaminu v ječmeni 

a s ladu, sladině a pivě, a le také v běžně dostupných potravních doplňcích jako jsou B-
komplex, Pangamin a Thiamin. Stanovení bylo provedeno vysokoúč innou kapal inovou 
chromatograf i í na reverzní fázi s izokrat ickou elucí a f luorescenční detekcí. 

Následuje kapitola prezentace výsledků, d iskuse exper imentální činnosti , obsah thiaminu 
v analyzovaných potravinách a val idační parametry metody. 

V závěru jsou zhodnoceny výsledky experimentální činnosti . 

V pří loze je uveden graf kalibrační křivky, chromatogramy vzorků, tabulky s výsledky 
a výpočty val idačních parametrů. 

Diplomová práce byla real izována v laboratoři Ústavu potravinářské chemie , Fakulty 
chemické V U T v Brně. 

ABSTRACT 

The aim of this d ip loma thesis is focused on determinat ion of B vitamin in food especia l ly 
in malting barley and malt. 

This d ip loma thesis is cons is ts of theoretical and exper imental parts including the 
conc lus ion and supplements . 

Theoret ical part descr ibes thiamine character ist ic, chemica l structure, chemica l and 
physica l propert ies, function of thiamin in organ ism, impact it 's insuff iciency to the human 
health, occur rence in c o m m o n food and methods for it 's determination. Further are 
descr ib ing theoretical principles of high-eff iciency liquid chromatography, chromatography on 
reverse phase , derivat izat ion and ways of val idat ion. 

In the Exper imenta l sect ion is detai led descr ipt ion of used method for determinat ion of 
thiamine in barley and malt, f resh m a s h and beer but a lso in c o m m o n food supp lements as 
are B-kompex, Pangamin and Th iamin. Determinat ion w a s made by high-eff iciency liquid 
chromatography on reverse phase with isocrat ic elution and f luorescent detect ion. 

Next part introduce the results of theses, d iscuss ion of exper imental work, vo lume of 
thiamine in ana lyzed food and val idation parameters of used method. 

In the conc lus ion are va lor ized results of exper imental work. 
In the at tachment are graphs of s tandard curves, chromatogram and calculat ions of 

val idation parameters. 

D ip loma thesis w a s real ized in laboratory of Chemis t ry and Techno logy of Foodstuff, 
Facul ty of chemistry, Brno University of Techno logy . 
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1.ÚVOD 

V l idském organ ismu mají vitaminy funkci katalyzátorů b iochemických reakcí, podílejí se 
na metabol ismu bílkovin, tuků a cukrů. J s o u nezbytné pro udržení řady tě lesných funkcí, 
výstavbu nových tkání a ochranu organ ismu proti infekcím. 

Pestrá strava s dostatkem zelen iny a ovoce je nej lepším zdrojem v i taminů. Obsahu je 
nejen všechny vitaminy, ale i další nezbytné živiny. 

Vi tamin B i je nezbytnou součástí výživy. Množství potřebného vitaminu souvisí 
s množstvím sachar idů (D-glukosy) př i j ímaných potravou. U dospělých osob s denním 
pří jmem energie 12600 kJ je doporučený příjem thiaminu 1 , 2 - 1 , 5 mg. 

Th iamin je stejně jako mnoho dalších v i taminů produkován intestinální mikrof lórou. 
Množství produkované tímto způsobem je však příliš nízké, proto je potřebné jej získávat 
potravou. 

V malém množství je pří tomen v potravinách rostl inného i ž ivočišného původu. Bohatým 
zdrojem jsou neloupané obiloviny, maso , pivovarské kvasn ice, med a ořechy. 

Def ic ience se projevuje nespecif ickými příznaky jako je svalová únava, nechutenství, 
hubnutí a podrážděnost. Příčinou těchto příznaků je porucha metabol ismu sachar idů při 
čemž dochází k hromadění kysel iny pyrohroznové v krvi. Z toho vyplývá, že thiamin ovl ivňuje 
tkáně a orgány s vysokými nároky na energi i , jako jsou nervy, ledviny a srdce. Nedostatečný 
příjem v potravě se projevuje jako nemoc beri-beri. 

Ztráty thiaminu při zpracování a skladování mohou být velké, protože thiamin je jedním 
z nejlabi lnějších v i taminů. K jeho rozkladu dochází ve vodných roztocích už při dosažení 
varu. Při teplotách nad 100 °C rozklad umocňuje účinek světla, a také pří tomnost siřičitanů 
používaných při konzervac i potravin. Obecně vařením dochází k větším ztrátám thiaminu než 
pečením, smažením a mikrovlnným ohřevem. 

Pro stanovení thiaminu v potravinách se nejčastěji používají metody mikrobiologické a 
metoda vysokoúčinné kapal inové chromatograf ie s U V nebo f luorescenční detekcí. Při 
f luorescenční detekci je nutná předkolonová nebo postkolonová der ivat izace analytu. Před 
vlastním stanovením je nezbytné vázané vitaminy uvolnit kyse lou hydrolýzou a působením 
specif ického enzymu. 

V této d ip lomové práci byl thiamin s tanoven metodou H P L C na reverzní fázi C 1 8  

s izokrat ickou elucí a f luorescenční detekcí. Pro úspěšnou f luorescenční detekci byla požita 
předkolonová der ivat izace. Vycházelo se z požadavků Výzkumného ústavu pivovarského 
a s ladařského v Brně, který poskytl vzorky j ečmenů a sladů. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Vitaminy 

Vitaminy jsou organické nízkomolekulární s loučeniny syntet izované autotrofními 
organismy. Heterotrofní organismy je syntetizují jen v omezené míře a získávají je jako 
exogénn i látky především potravou a některé z nich prostřednictvím střevní mikroflóry. 
Vi taminy jsou v určitém minimálním množství nezbytné pro látkovou přeměnu a regulaci 
metabol ismu člověka. Nejsou zdro jem energie, ani s tavebním mater iá lem, vesměs mají 
funkci jako součást katalyzátorů b iochemických reakcí (např. metabo l ismus nukleových 
kysel in, bílkovin, sachar idů a tuků), některé také vytvářejí důležité redox-systémy, j iné působí 
ant ioxidačně. 

Vi taminy se třídí podle rozpustnost i ve vodě (v polárním prostředí) a v tucích (nepolárním 
prostředí) na: 

o vitaminy rozpustné ve vodě, hydrofi lní vitaminy (vitaminy B-komplexu, vitamin C) 
o vitaminy rozpustné v tucích, lipofilní vitaminy (vitaminy A , D, E a K) 

V e vodě rozpustné vitaminy se v organ ismu neskladují nebo skladují jen omezeně, jejich 
přebytky jsou vylučovány močí. Lipofilní vitaminy jsou skladovány v játrech. Množství 
potřebné k zaj ištění fyziologických funkcí je závislé na mnoha faktorech jako je stáří, pohlaví, 
zdravotní stav, životní styl, stravovací zvyklost i a pracovní zatížení. S e skladováním vi taminů 
se pojí pojem rezervní kapaci ta, která je def inována jako doba , po kterou je potřeba vitaminu 
kryta rezervami organ ismu, (tabulka č.1) 

Tabulka č. 1: Rezervní kapacita vitaminů 

Vitaminy Rezervní kapacita 

korinoidy 3-5 let 

vitamin A 1-2 roky 

folacin 3-4 měsíce 

vitamin K a C , riboflavin, pyridoxin, niacin 2-6 týdnů 

thiamin 4-10 dní 

Je- l i vitamin dodáván v nedostatečném množství , dochází k hypovi taminose nebo až 
k av i taminose, při dočasném úplném nedostatku vi taminu. Def ic ience se projevuje 
poruchami některých životních procesů a d louhodobým nedostatkem dochází k ce lkovému 
onemocnění organ ismu. O p a k e m je hyperv i taminosa, která je způsobena nadměrným 
pří jmem lipofilních v i taminů skupiny A a D. Hyperv i taminosa rovněž vyvolává poruchy 
b iochemických procesů a může vest až k těžkým onemocněním. 

Potřebu v i taminů ovl ivňuje pří tomnost některých složek potravin, které snižují jejich využití 
nebo vitaminy inhibují. Tyto látky se nazývají antivitaminy a určitým způsobem eliminují 
biologické účinky v i taminů, což může vest až k projevům def ic ience. Aktivita ant iv i taminů 
spočívá v následujících pr incipech: 

o skup ina I. - strukturní ana logy v i taminů reagují s příslušnými apoenzymy (působí 
jako kompeti t ivní inhibitory enzymů) nebo bí lkovinami, které vitaminy transportují , 
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o skup ina II. - některé enzymy přeměňují vi taminy na neúčinné látky, 
o skup ina III. - některé látky (většinou bílkoviny, a le i nízkomolekulární látky) tvoří 

s vitaminy nevyužitelné komplexy. 

Antivi taminy první skupiny (pravé antivitaminy) obvykle ne lze běžnými technologickými 
zákroky odstranit. Zbývající dvě skupiny ant iv i taminů lze do značné míry el iminovat 
vhodnými technologickými nebo kul inárními postupy (tepelnou inaktivací enzymů nebo 
denaturací bí lkovinné části vi taminu vázaného v nevyuži te lném komplexu s bílkovinou). [1] 

V potravinách se vi taminy vyskytují v množství od mg/kg po stovky až tisíce mg/kg. 
Vyskytuj í se jednak volné, jednak vázané (obvykle na sachar idy nebo bílkoviny). 

Významnými zdroji v i taminů jsou především základní potraviny jako je m a s o a masné 
výrobky, mléko a mléčné výrobky, vaječný žloutek, chléb a cereální výrobky, ovoce a 
ze len ina . U potravin ž ivočišného původu závisí obsah vi taminů hlavně na způsobu 
skladování a zpracování suroviny. U potravin rostl inného původu je významný ze jména 
stupeň zralost i , kl imatické podmínky během růstu, především množství srážek, hnojení, 
poskl izňové skladování a zpracování. Vi taminy patří mez i velmi labilní složky potravin. 
Během technologického zpracování a kulinární přípravy dochází u většiny v i taminů k větším 
či menším ztrátám. Z toho důvodu se vitaminy používají jako indikátory šetrnosti 
technologického a kul inárního zpracování. U v i taminů rozpustných ve vodě dochází během 
technologického a kul inárního zpracování ve většině případů k největším ztrátám vý luhem, u 
vi taminů rozpustných v tucích jsou největší ztráty způsobeny oxidací. Stabi l i ta jednot l ivých 
forem vi taminů je různá, závisí na vnějších faktorech, konkrétní potravině a na použité 
technologi i zpracování potraviny. Vi taminy se dnes v potravinářském průmyslu používají 
k obohacení mnoha výrobků, k tzv. restituci (doplnění obsahu vitaminu na původní hladinu) 
a fortifikaci (obohacení na vyšší koncent race než v původní surovině). [1] 

2.2. B-komplex 

B-komplex je souhrnné označení pro vitaminy skupiny B. J s o u to ve vodě rozpustné 
vitaminy, nezbytné pro správné fungování metabol ismu. 

Hlavním zdrojem vitaminu skupiny B jsou kvasn ice, maso , sýry, celozrnné obiloviny (také 
jáhly), luštěniny, a ořechy. 

Vi tamin B objevil polský b iochemik Kaz im ie rz Funk v roce 1912 v otrubách rýže. 

Skup ina v i tamínů s označením B 
• Vi tamin - thiamin 

• V i tamin B 2 - riboflavin 
• V i tamin B 3 - niacin 

• V i tamin B 5 - pantothenová kysel ina 
• V i tamin B 6 - pyr idoxal, pyridoxol, pyr idoxamin 

• V i tamin B 7 - biotin (vitamin H) 
• V i tamin B 9 - kyse l ina listová (folacin, folát) 

• V i tamin B i 2 - kobalamin 
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2.3. Thiamin 

Thiamin neboli vitamin B i je bílá nebo bezbarvá krystal ická sloučenina, rozpustná ve 
vodě. 

C h e m i c k y se thiamin skládá z e subst i tuovaných jader thiazolu (5-(2-hydroxyethyl)-4-
methyl-thiazol) a pyrimidinu (4-amino-2-methyl-pyrimidin), které jsou spojené methy lenovou 
skupinou. J e to si lně hydrofi lní s loučenina. Th iamin se vyskytuje především jako volná látka 
a ve formě fosforečných esterů, monofosfátu, difosfátu a tr i fosfátu. [1] 

thiamin ( v o l n á b á z e ) 

fosfáty thiaminu 

th iaminmonofosfát 

thiamintr i fosfát 

2.3.1. Biochemie thiaminu 

Volný thiamin z potravy je esteri f ikován na thiamindifosfát v různých orgánech a ten je 
kofaktorem významných enzymů souvisejících především s metabo l ismem sachar idů a také 
aminokyse l in (dekarboxylas, dehydrogenas, t ransketolas, karbol igas). [1, 2] 
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2.3.2. Fyzikální a chemické vlastnosti thiaminu 

Relativně stabilní je thiamin v mírně kyselém prostředí (pH < 5), při pH < 1 vzniká 
oxythiamin náhradou aminoskup iny na uhlíku C - 4 ' z a hydroxylovou skupinu. V neutrálním 
a alkal ickém prostředí, kde existuje jako volná báze, je značně nestálý díky svému 
kvartérnímu dusíku. V alkal ickém prostředí je dest rukce thiaminu velmi rychlá a vede 
k tvorbě různých produktů např. thiaminthiolu jehož oxidací vzniká thiamindisulf id 
a th iochrom. Th iochrom je žlutá biologicky inaktivní látka s výraznou modrou f luorescencí, 
která se využívá pro kvantitativní stanovení thiaminu. V neutrálním prostředí dochází 
především k rozkladu thiaminu na pyr imidinovou a th iazolovou složku, podobně se molekula 
thiaminu štěpí na dvě části působením oxidu siř ičitého nebo hydrogensiř ič i tanů. [1, 2, 4] 

Mo leku la thiaminu vykazuje acidobazické vlastnost i . Průběh reakcí je znázorněn na 
obrázku č. 1. 

Hydroxyethylová skup ina na thiazolové části thiaminu může být in vivo fosforylována na 
thiamin mono-, di- a trifostát. Th iamin difosfát, také nazývaný thiamin pyrofosfát, je 
metabol ický aktivní forma, někdy bývá uváděný jako kokarboxy lasa. V e slabě kyselých 
a neutrálních roztocích bývá nestálý a jeho hydrolýzou vzniká th iaminmonofosfát a thiamin. 
[1,4] 

Velké množství dalších produktů vzniká rozk ladem thiaminu ve vodných roztocích z a 
varu, při teplotách nad 100 °C a fotodegradací. Identi f ikováno bylo více než 70 degradačních 
produktů. Kromě jednouhl íkatých sloučenin jako je sul fan, amoniak, methanal , ethanal , 
mravenčí a octová kysel ina vzniká několik desítek dalších sirných s loučenin (alifatické 
sulfidy, alifatické karbonylové sloučeniny s thiolovou skupinou, furany obsahující v molekule 
síru, al icyklické, bicykl ické a heterocyl ické sirné sloučeniny jako jsou thiofenoly a thiazoly). 
Řada produktů je vonnými látkami potravin, např. m a s a . 

Některé reakce thiaminu lze zahrnout mezi tzv. reakce neenzymového hnědnutí . Th iamin 
reaguje v neutrálním prostředí s redukujícími cukry a stejně tak s j inými karbonylovými 
s loučeninami. Reakcí s D-glukosou vzniká jako primární produkt tzv. glukothiamin. Th iamin 
reaguje s 2- furankarbaldehydem, který je jedním z hlavních produktů degradace kysel iny 
askorbové v kyselém prostředí, č ímž se vysvětluje jeho rozklad v přítomnosti vi taminu C . [1] 
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Obrázek č. 1: Přehled hlavních reakcí ionizace a degradace thiaminu [2] 
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2.3.3. Thiamin v potravě 

Vitamin B i je nutnou součástí výživy. Množství potřebného vitaminu souvisí s množstvím 
sachar idů (D-glukosy) př i j ímaných potravou, proto je na každých 4200 kJ energ ie z ískané 
z cukru Světovou zdravotn ickou organizací (WHO) doporučen příjem 0,4 - 0,6 mg thiaminu. 
U dospělých osob s denním pří jmem energie 12600 kJ je doporučený příjem thiaminu 
1 , 2 - 1 , 5 mg. [1,3] 

Vylučování thiaminu není závislé na množství sachar idů (38 - 80 % z přijaté energie), 
bílkovin (75 - 200 g), riboflavinu (2,5 - 3,5 mg), vody a energie (v rozsahu 3200 -
4700 kcal/den) při jatých stravou. Proto by příjem thiaminu měl být vyjádřen v mg/den nikoli 
v mg/4200 kJ energie. An i větší stres nemá na vylučování thiaminu z organ ismu téměř žádný 
vliv. [18] 

Th iamin je komerčně dostupný v hydrochlor idové nebo dusičnanové formě, tyto formy se 
obvykle užívají k fortifikaci potravin nebo jako doplňky výživy. [2] 

hydrochlor idová forma thiaminu 

O 
o " - N + 

dusičnanová forma thiaminu 

Tabulka č.2: Doporučená denní dávka 

Thiamin [mg] 

kojenci 0,3 

děti 0 , 7 - 1 , 2 

muži 1 , 2 - 1 , 5 

ženy 1 , 0 - 1 , 1 

těhotné a kojící ženy 1 , 4 - 1 , 5 

Thiamin je stejně jako mnoho dalších v i taminů produkován intestinální mikrof lórou. 
Množství vi taminu produkované t ímto způsobem je však příliš nízké, proto je potřebné jej 
doplňovat potravou. 

V malém množství je thiamin př í tomen v potravinách rost l inného i ž ivočišného původu. 
Bohatým zdrojem jsou neloupané obiloviny, maso , pivovarské kvasn ice, med a ořechy. 
Nejvýznamnějším zdrojem thiaminu jsou cereální výrobky kryjící as i 40 % potřeby vi taminu 
(chléb asi 20 %). Dalším významným zdrojem je maso a masné výrobky ( 1 8 - 2 7 %), mléko 

14 



a mléčné výrobky (8 - 14 %), brambory (10 %), luštěniny (5 %), ze len ina (až 12 %), ovoce 

(4 %), ve jce (2 %). [1, 3] 

Vi tamín B i působí příznivě na nervový systém a proti únavě. Zvýšený příjem se 

doporučuje při otravách nikotinem, a rsenem nebo o lovem. Při velké fyzické námaze, stresu 

a horečnatých onemocněních potřeba v i tamínu B i taktéž stoupá. Th iamin se v l idském těle 

neukládá a jeho zásoba vydrží jen na 4 - 10 dní. Proto musí být stále př í tomen v potravě. 

Mez i faktory snižující množství v i tamínu B i v těle patří pití kávy a velkého množství čaje. [1, 

3] 

Známým antagonistou thiaminu je oxythiamin, který obsahuje jako substituent 
pyr imidinového cyklu hydroxylovou skupinu místo aminoskupiny. Oxyth iamin vzniká 
z thiaminu v silně kyselém prostředí, proto se vyskytuje např. v kyselých hydrolyzátech 
bílkovin jako je polévkové koření. Oxyth iamin snadno tvoří difosfát, který je kompeti t ivním 
inhibitorem thiaminu v enzymových reakcích. [1] 

oxythiamin (volná báze) 

Významnými antivitaminy jsou také enzymy nazývané th iaminasy a některé 
nízkomolekulární látky z potravin rostl inného původu (fenolové látky v borůvkách, červeném 
rybízu, červeném hlávkovém zelí, růžičkové kapustě). Vyšší aktivitu th iaminasy I má syrové 
m a s o s ladkovodních a některých mořských ryb, mlžů a syrové vnitřnosti hospodářských 
zvířat). Th iam inasa II je e n z y m e m mnoha bakterií. [1] 

2.3.4. Role thiaminu v organismu 

Thiamin je e n z y m e m thiaminfosfotransferasou, který je př í tomen v játrech a mozku , 
přeměněn na aktivní formu vi tamínu B i , thiamindifosfát. 

Thiamindi fosfát je koenzym enzymových reakcí, při kterých je přemisťován akt ivovaný 
a ldehydový zbytek: 

o oxidatívni dekarboxy lace a-ketokysel in (dekarboxy lace pyruvátu, a-ketoanalogů 
leucinu, izoleucinu a val inu, a-ketoglutarové kysel iny), 

o t ransketolasová reakce. 

Oxidatívni dekarboxy lace jsou důležité v metabol ismu sachar idů a aminokyse l in , 
t ransketolasová reakce probíhá v pentózovém cyklu, ve kterém jsou syntet izovány redukční 
ekvivalenty N A D P H a deoxyr ibosa a r ibosa k syntéze nukleových kysel in. 

2.3.5. Projevy nedostatku thiaminu 

Def ic ience se projevuje nespecif ickými příznaky jako je svalová únava, nechutenství, 
hubnutí a podrážděnost. Příčinou je porucha metabol ismu sachar idů při čemž dochází 
k hromadění kysel iny pyrohroznové v krvi. Z toho vyplývá, že thiamin ovl ivňuje tkáně 
a orgány s vysokými nároky na energi i , jako jsou nervy, ledviny a srdce. Příčinou def ic ience 
bývá často a lkohol ismus. [1, 3, 24] 
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Nedostatek v př i j ímané potravě se projevuje jako n e m o c beri-beri. Nejprve se projevuje 
periferními myopat iemi, vyčerpaností , ztrátou chuti k j íd lu. Později se příznaky stupňují, 
objevují se deprese, podrážděnost a zmatenos t jako důsledek neurologických 
degenerat ivních změn, degenerace kardiovaskulárního systému a svalů, otoky. Beri-beri je 
způsobena d louhodobou konzumací potravy bohaté na sachar idy, a le chudou na thiamin, 
jako je loupaná rýže, bílá mouka a raf inovaný cukr tvořící hlavní součást stravy. 
U chronických alkohol iků se nedostatek thiaminu často projeví jako Wern ickeova 
encelopath ie. [1, 3, 24] 

V našich zeměpisných šířkách je av i taminosa vitaminu B i vzácná. S hypovi taminosou se 
lze setkat, může být způsobena jednak nedostatečným pří jmem vitaminu ve stravě, ale také 
poruchou jeho resorpce z tenkého střeva. [1, 3] 

2.3.6. Predávkovaní thiaminem 

Vitamin je rozpustný ve vodě a je vy lučován močí. Predávkovaní je proto téměř 
vyloučeno, byly zaznamenány jen ojedinělé alergické reakce sensit ivních lidí na ústní podání 
velkého množství tohoto v i tamínu. [31] 

2.3.7. Použití thiaminu 

V některých zemích se th iaminem fortifikují bílé pšeničné mouky, cereální snídaně a rýže. 
Pro tyto účely se nejčastěji používá syntet ický thiamin chlorid hydrochlor id. 

HCI 

Th iamin chlorid hydrochlor id 

2.3.8. Výskyt 

Volný thiamin a jeho fosforečné estery se vyskytují ve všech potravinách, ale jen 
v některých ve vyšším množství. Vyšší rostliny jej syntetizují c/e novo, u ž ivočichů dochází 
pouze k fosforylaci thiaminu při jatého potravou. 

Tabulka č.3: Obsah thiaminu v běžných potravinách 

Potravina Obsah v mg/kg (mg/dm 3) jedlého podílu 
maso vepřové 3 , 9 - 1 1 , 0 

maso hovězí 0 , 4 - 1 , 0 

maso kuřecí 1 , 0 - 1 , 5 

játra vepřová 2 , 7 - 7 , 6 

ryby 0 , 6 - 1 , 7 

mléko 0 , 3 - 0 , 7 

sýry 0 , 2 - 0 , 6 
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vejce 0 , 7 - 1 , 4 

mouka pšeničná 0 , 6 - 5 , 5 

chléb 0 , 6 - 3 , 0 

luštěniny 2 , 0 - 8 , 4 

zelí 0 , 5 - 0 , 6 

špenát 0 , 5 - 1 , 5 

rajčata 0,6 

mrkev 0 , 3 - 1 , 4 

brambory 0 , 5 - 1 , 8 

jab lka 0,4 

ci trusové ovoce 0 , 4 - 1 , 0 

banány 0,5 

ořechy 0 , 5 - 0 , 6 

droždí 7,1 

2.3.8.1. Potraviny živočišného původu 

V živočišných tkáních je 80 - 90 % vitaminu B i př í tomno ve formě thiamindifosfátu 
vázaného na bílkoviny. V e vepřovém a kuřecím m a s e je ve vyšších koncentracích pří tomen 
také thiamintri fosfát. V mléce se thiamin vyskytuje volný a jako difosfát, zčásti vázaný na 
bílkoviny (50 - 75 % volného, 1 8 - 4 5 % fosfory lovaného a 5 - 17 % vázaného na bílkoviny). 

2.3.8.2. Potraviny rostlinného původu 

V obi lovinách, luštěninách a ve všech s e m e n e c h rostlin je nejčastější formou volný 
thiamin. V obi lovinách, které jsou nejdůležitějším zdrojem thiaminu je vitamin př í tomen 
hlavně v klíčku a a leuronové vrstvě, tedy i v otrubách (v pšeničném zrnu se udává 0,39 mg 
thiaminu ve 100 g, v klíčku 7,74 mg ve 100 g a 1,6 mg ve 100 g v a leuronové vrstvě). Bílé 
mouky proto obsahují podle stupně vymletí až desetkrát méně thiaminu než celozrnné 
mouky. Celozrnné cereální výrobky bohaté na thiamin obsahují také vyšší koncent race 
vlákniny a fytátů, které inhibují intestinální absorpc i thiaminu a dalších látek. M n o h e m více 
thiaminu než loupaná rýže obsahuje rýže neloupaná a rýže predvarená (thiamin se 
povařením absorbuje z klíčku a a leuronové vrstvy do vnitřní části zrna). [1.3] 

2.3.8.3. Ostatní zdroje thiaminu 

Zvláště bohatým zdrojem jsou pivovarské, pekařské a v inařské kvasinky (obsahují as i 
160 mg/kg thiaminu), protože absorbují thiamin pří tomný ve s ladu. V pivu jsou však 
koncentrace thiaminu velmi nízké (0,01 - 0,06 mg/dm 3 ) . [1, 3] 

2.3.9. Ztráty thiaminu při zpracování a skladování potravin 

Ztráty thiaminu při zpracování a skladování mohou být velké, protože thiamin je jedním 
z nejlabi lnějších v i taminů. K jeho rozkladu dochází ve vodných roztocích už při dosažení 
varu. Při teplotách nad 100 °C rozklad umocňuje účinek světla, a také pří tomnost siřičitanů 
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používaných při konzervac i potravin. Obecně vařením dochází k větším ztrátám thiaminu než 
pečením, smažením a mikrovlnným ohřevem. [22] 

U m a s a se pečením snižuje obsah thiaminu o 15 - 25 %, opékáním a smažením 
o 1 5 - 5 0 %, vařením a dušením o 50 - 70 %, mikrovlnným ohřevem o 8 - 10 %. 
Zmrazování a mrazírenské skladování obsah thiaminu v m a s e neovl ivňuje. Všeobecně 
možno říci, že vel ikost ztrát thiaminu závisí na způsobu tepelného opracování, hmotnosti 
zpracované suroviny, obsahu tuku a vody. 

K průmyslovému zpracování mléka se využívá paster izace a ster i l izace. V současnost i 
nej používanější je metoda U H T , úbytek thiaminu v takto zpracovaném mléku je 15 - 18 %. 
Sk ladováním trvanl ivého mléka dochází k pok lesu vi taminu o několik jednotek % v závislosti 
na délce a teplotě skladování. Při výrobě sušeného mléka dochází k úbytku vi taminu o 15 -
20 %. 

U obi lovin závisí ztráta thiaminu na stupni vymílání z rna , při 85 % vymílání (výroba hrubé 
mouky) zůstává v mouce 85 % vitaminu, a le při 60 % vymílání (výroba hladké mouky) 
zůstává v mouce pouze 15 % thiaminu. Pečením ch leba dochází asi ke 20 % ztrátě thiaminu 
a vařením těstovin ke 40 % ztrátě vý luhem. 

Úbytek thiaminu u ze len iny je úměrný délce tepelného zásahu a použité teplotě (vařením 
25 - 40 %, sušením v přítomnosti siř ičitanů dochází k totální destrukci). [3] 

2.3.10. Stanovení Thiaminu 

K e stanovení thiaminu se využívá fyz ikálně-chemických a mikrobiologických metod. 
Mikrobiologická metoda spočívá ve sledování růstu testovaného mikroorganismu. Změny 

obsahu sušiny se určí vážkově a množství mikroorganismů turbidimetricky. [13] 

K detekci thiaminu a některých jeho derivátů, jako jsou estery nebo koenzymy, se využívá 
U V zkouška při 250 nm, kdy po jednoduché kyselé extrakci následuje čištění vzorku na 
s loupci . Vlastní technika extrakce je ovl ivněna způsobem sepa race a vybranou detekcí. [13] 

Především se využívá th iochromová metoda, která je založena na měření intenzity 
f luorescence th iochromu v ultraf ialovém světle. Th iochromová metoda využívá derivat izaci 
thiaminu na f luorescenční th iochrom. P o kyselé extrakci vzorku s autoklávováním následuje 
enzymat ická hydrolýza s použit ím diastat ických a fosforolyt ických enzymů a precipi tace 
proteinů kysel inou tr ichloroctovou. Derivat izaci může předcházet čištění na s loupci nebo 
probíhá až po něm. Der ivat izace spočívá v oxidaci vo lného thiaminu alkal ickým 
hexakyanoželez i tanem draselným na thiochrom. Tato reakce není stechiometr ická, ale z a 
standardních podmínek je reprodukovatelná. [13, 14, 30] 

Většina metod využívaj ících R P C , používá přís lušnou směs methanolu a vody nebo 
pufrační roztoky s iontově-párovou modif ikací nebo bez ní. 

Vi taminy (thiamin a riboflavin) byly extrahovány z m a s a vy luhováním s 0,1 M kysel inou 
chlorovodíkovou a následnou enzymat ickou hydrolýzou fosfory lovaných forem obou v i taminů 
(kyselou fosfatasou). Ribof lavin ve f i l t rovaném hydrolyzátu byl s tanoven přímo H P L C na 
reverzní fázi C i s kolonou s použit ím mobilní fáze methanol : voda (40 : 60) a f luorescenčního 
detektoru (excitační v lnová délka 450 nm a emisní v lnová délka 510 nm). Th iamin se po 
konverzi na thiochrom převede do isobuthanolu a stanoví toutéž kolonou a f luorescenčním 
detektorem (exci tace 366 nm a emise 434 nm) z a použití eluentu methanol : voda (80 : 20). 
[20] Metodu H P L C je možno využít také k současnému stanovení thiaminu a riboflavinu 
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v cereálních produktech. K separac i se používá kolona s náplní oktadecyls i l ica o velikosti 
část ic 10 (xm. [19] 

Th iamin a jeho mono- a pyrofosfátové estery byly s tanoveny v pivu a surovém materiálu 
pro jeho výrobu (pivovarských kvasinkách, s ladu, ječmeni a chmelu) metodou kapal inové 
chromatograf ie na reverzní fázi. By la požita f luorescenční detekce a nová stacionární fáze 
na bázi amidů (netvoří iontové páry) a jednodušší mobilní fáze, která vede k úzkým p ikům. 
Analýza byla p rovedena izokrat ickou elucí s fosfátovým pufrem jako mobilní fází, s použit ím 
postkolonové der ivat izace (alkal ickým hexakyanoželez i tanem draselným) za ložené na 
oxidaci thiaminu na thiochrom. Th iamin byl na lezen v p ivech a surových produktech, zvláště 
v pivovarských kvasnicích a s ladu. Stabi l i ta studie ukazuje na rychlé snížení obsahu 
thiaminu ve vzorcích sk ladovaných při pokojové teplotě a s lunečním světle. Proto standardní 
roztoky thiaminu byly př ipravovány do tmavých nádob bezprostředně před stanovením 
a uchovávány při teplotě 4°C. [23, 31] 

Vyv inuta a opt imal izována byla také metoda sepa race a stanovení thiaminu a jeho 
fosfátových esterů v komerčních tabletách metodou kapilární zónové elektroforézy. 
K extrakci vi taminu z tablet byl použit roztok HCI. Efektivity bylo docí leno použit ím pufru 
dekahydrátu tetraboritanu sodného (pH 8,24; 65 mM), při apl ikovaném potenciálu 30 kV 
dává detekční limit 10" 4 - 6 . 1 0 " 4 m M a limit kvanti tat ivního měření thiaminu a jeho esterů 
6 . 1 0 " 4 - 1,2.10" 3 m M . J a k o elektrolyt možno použít také 0,02 M fosforečnan sodný (pH 9) při 
ap l ikovaném potenciálu 6 kV. K detekci použit U V detektor. Me toda byla uznána 
a apl ikována ke kvanti tat ivnímu stanovení thiaminu v komerčních tabletách obsahuj ících 
značnou i běžnou dávku thiaminu. [21, 28] 

Th iamin lze kvali tat ivně i kvantitat ivně analyzovat metodou diferenční pulsní polarografie. 
Th iamin dává dobře def inované vlny v 0,1 M KCI a pH 5,2 s E 1 / 2 = - 1,2 V a E p = 1,22 V proti 
standardní ka lomelové elektrodě. Výška vlny polarogramu je úměrná koncentraci v i taminu. 
Výsledky ukazují vysokou spolehl ivost a přesnost. [29] 

Další metodou ke stanovení thiaminu je plynová chromatograf ie (GC) . Protože thiamin je 
citlivý na teplo a patří mezi netěkavé sloučeniny není možné ho stanovit G C přímo. Musí se 
připravit těkavý derivát thiaminu včetně O-benzy l , trimethylsilyl a tr i f luoracetylderivátů, a le 
všechny tyto sloučeniny jsou málo těkavé při nízkých teplotách a rozkládají se při teplotě nad 
250 °C. Proto je vyví jena skup ina nepř ímých metod, které zahrnují předúpravu z a přidání 
siř ičitanů, které rozštěpí thiamin na jeho 5(2-hydroxyethyl)-4-methyl th iazolový ( H E M T ) 
derivát. Mez i ně patří metoda využívající kyselé a enzymat ické (taka diastasa) hydrolýzy, 
jedná se o rozštěpení thiaminu siřičitany, extrakci výs ledného H E M T chloroformem a přímou 
G C analýzu koncentrovaného extraktu na koloně C a r b o w a x 20 M při 220 °C s injekčním 
dávkováním a s použit ím F P D . Cit l ivost tohoto stanovení se pohybuje okolo 0,1 (xg/ml a je 
srovnatelná s th iochromovou metodou. [11, 12] 

2.3.11. Stanovení vitaminu B1 v potravinách metodou HPLC podle ČSN EN 14122 

Thiamin je extrahován z potraviny po kyselé hydrolýze. Následuje defosfory lace z a použití 
enzymu a kvanti f ikace metodou H P L C s předkolonovou nebo postko lonovou derivatizací na 
thiochrom. 

Th iamin je vázán větš inou na koenzym karboxy lasy (kysel ina thiamindifosforečná), dále 
byla prokázána pří tomnost kysel iny thiamintr i fosforečné a l ipothiaminu, proto se musí uvolnit 
z těchto v a z e b enzymat ickou hydrolýzou, nejčastěji taka d ias tasou. Vyzkoušeny byly též 
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enzymové směsi taka d ias tasa (nebo c larasa) + p-amylasa + cystein + peps in (nebo papain). 
[26] Při použití enzymat ické hydrolýzy se vzorek nejprve hydrolyzuje kysel inami (nejčastěji 
v autoklávu) - 0,1 M kysel inou chlorovodíkovou nebo 0,05 M kysel inou sírovou při teplotě 
100 až 121 °C po dobu 30 - 60 minut. P o ochlazení na laboratorní teplotu a úpravě pH na 4 
(octanem sodným) se vázaný thiamin hydrolyzuje taka d ias tasou při teplotě 37 - 43°C po 
dobu 1 6 - 2 4 hodin. 

Stanovení thiaminu je založeno na oxidaci thiaminu v alkal ickém prostředí mírnými 
oxidačními činidly (hexakyanoželez i tanem draselným) z a vzn iku th iochromu, a to 
prědkolonově nebo postkolonově. Oxidací dojde k uzavření kruhu mez i pyr imidinem a 
th iazolem přes methylenový můstek a aminoskup inu. Th iochrom je žlutá krystal ická látka 
s teplotou tání 220 - 230°C, rozpustná ve vodě, methanolu a ethanolu na silně modře 
f luoreskující roztoky. Má alkal ický charakter, lze ji vytřepat do buthanolu nebo penthanolu. 
Th iochrom se detekuje při 420 - 440 nm o excitační v lnové délce 365 - 375 nm. [27] 

2.3.12. Alternativní HPLC systémy 

Rozdělení a kvanti f ikace se jevily jako uspokoj ivé, jest l iže byly použity následující 

chromatograf ické podmínky: 

Tabulka č.4: Alternativní HPLC systémy [27] 

Stacionární Rozměry Mobilní fáze (V :V) Detekce Průtok Oxidační 
fáze kolony 

[mm x mm] 
(Ex/Em) 
[nm] 

[ml/min] mód 

Radiál silica® 2 5 0 x 4 , 6 Ethanol/ fosfátový pufr, pH 365/435 3,0 P C a 

10 um 7,4, c ( K H 2 P 0 4 ) = 0,1 mol/l 
(50:50) 

Supelco® 2 5 0 x 4 , 6 Methanol/ fosfátový pufr, pH 368/420 1,0 P C 
LC-18-DB 3,5, c ( K H 2 P 0 4 ) = 9 mmol/ l 
5 |xm obsahující 

tetraethylamoniumchlor id, 
r ( C 8 H 2 0 N C I ) = 1 g/l a sodnou 
sůl kysel iny 
heptansul fonové, 
c ( C 7 H 1 5 N a 0 3 5 ) = 
5 mmol/ l (35:65) 

Lichrospher® 2 5 0 x 4 , 6 Methanol /sodná sůl kysel iny 375/435 1,5 P C 
RP 18 hexansul fonové, 
5 |̂ m c ( C e H n N a O s S . h ^ O ) = 

1 mmol/ l , pH 3,0 (70:30) 

Eurospher® 2 5 0 x 4 , 6 Dihydrogenfosforečnan 375/435 1,0 P C 
1 0 0 - C 18 sodný, c ( N a H 2 P 0 4 ) = 10 
5 |̂ m mmol/ l / chlor istan sodný, 

c ( N a C I O 4 ) = 0 ,15mo l / l 
(50:50) 

Lichrospher® 2 5 0 x 4 , 6 Methanol /acetátový pufr pH 366/435 0,7 P R C b 
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RP Select B 4,0, c ( C H 3 C O O N a ) = 50 

5 |xm mmol/ l (40:60) 

m- 2 5 0 x 4 , 6 Methanol /acetátový pufr pH 366/435 0,8 P R C 
Bondapack® 4,5, c ( C H 3 C O O N a ) = 
radial C 18 0,5 mol/l (40:60) 
5 (xm 

Spherisorb® 2 5 0 x 4 , 6 Methanol/ fosfátový pufr pH 375/435 1,0 P R C 
0DS2 4,0, c ( K H 2 P 0 4 ) = 0,1 mol/l 
5 |j,m (70:30) 

Lichrospher® 2 5 0 x 4 , 6 Dihydrogenfosforečnan 368/440 1,5 P R C 
RP draselný, c ( K H 2 P 0 4 ) = 10 
10 (xm mmol/ l / d imethyl formamid 

(80:20) 

Hamilton® 1 5 0 x 4 , 6 Methano l /voda (40:60), pH 366/435 1,0 P R C 
PRP-1 upraveno na 4,5 kysel inou 
5 (xm octovou 

Hamilton® 1 5 0 x 4 , 1 Methano l /voda (35:65), pH 366/435 1,0 P R C 
PRP upraveno na 9,0 amon iakem 
5 |xm w (NH 3 ) = 2 5 % 

Hypersil® 2 5 0 x 4 , 6 Dichlormethan/methanol 365/440 1,0 P R C 
NH 2 APS2 (95:5) 

5 |xm 
a P C = Postkolonová der ivat izace 
b P R C = Předkolonová der ivat izace 

2.4. Vysoce účinná kapal inová chromatografie 

V y s o c e účinná kapal inová chromatograf ie (High Per fo rmance Liquid Chromatography) 
zkratka H P L C patří mez i separační metody. Separační metody jsou větš inou založeny na 
rozdílné distribuci dělených látek a používají se pro kvalitativní i kvantitativní analýzu. 

S e p a r a c e směsi látek se uskutečňuje v systému dvou nemísi te lných fází. K rozdělení 
dochází na základě různých interakcí jednot l ivých složek analyzované směsi s mobilní 
(pohyblivou) a stacionární (nepohybl ivou) fází. Mobilní fáze je kapalné rozpouštědlo nebo 
směs rozpouštědel , která se pohybuje chromatograf ickou kolonou a vymývá analyt. 
Stacionární fáze je tvořena pevnou porézní hmotou, která se skládá z rigidních porézních 
částic na bázi oxidu křemiči tého (sil ikagelu), se specif ickými povrchovými v lastnostmi. 

K dělení s ložek směsi se využívá mnohonásobného opakovaného vytváření 
rovnovážných stavů složek mezi těmito dvěma fázemi. Rovnovážné stavy se vytvářejí na 
základě různých fyz ikálně-chemických interakcí mez i s ložkou a mobilní fází, s ložkou a 
stacionární fází a mez i mobilní a stacionární fází. V e skutečnost i je chromatograf ie 
nerovnovážný děj, kdy skutečné rovnováhy nemůže být nikdy dosaženo. Složky vzorku jsou 
v koloně silněji sorbovány než složky mobilní fáze. Jednot l ivé složky jsou eluovány v pořadí 
podle velikosti interakce se stacionární fází a jsou odděleny čistou mobilní fází. 

Pohyb eluentu zaj išťuje vysokot laké čerpadlo. Rozdí lné analyty mají rozdí lnou afinitu ke 
stacionární fázi a podléhají různé distribuci mez i mobilní a stacionární fází. Různé analyty 
jsou také v koloně rozdílně zadržovány a zpožďovány. 
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Kolonou naplněnou sorbentem proudí mobilní fáze. Směs analytu je vnášena na začátek 
separační kolony spolu s vhodným sorbentem do proudu mobilní fáze. Nejdříve se vytvoří 
eluční zóna, která obsahu je směs všech složek a ty j sou potom unášeny mobilní fází a 
postupně dochází k jejich separac i . N a konci opouštějí kolonu v pořadí v jakém jsou v koloně 
zadržovány. Při průchodu separované složky kolonou přejde každá její moleku la mnohokrát 
z mobilní fáze do fáze stacionární a zpět. V každém okamžiku musí být systém velmi blízko 
rovnováze, kdy počet sorbovaných molekul se přibl ižně rovná počtu molekul desorbovaných. 

Významná vel ičina charakterizující separac i je účinnost chromatograf ické kolony. 
Účinnost chromatograf ické kolony představuje schopnos t systému odděli t píky dvou 
separovaných látek tak, aby byla umožněna samostatná e luce každé složky. Míra účinnosti 
chromatograf ické kolony je vyjádřena šířkou píku a , počtem teoret ických pater a výškovým 
ekviva lentem teoret ického patra. 

Šířka píku identifikuje ostrost píku a t ím i efektivitu kolony. J e závislá na délce kolony, 
průtoku a velikosti částic. 

Patro je část chromatograf ického s loupce umožňující z a daných fyzikálních podmínek 
ustavení rovnováhy mez i množstv ím chromatografované látky v obou fázích. Počet 
teoret ických pater n je bezrozměrná vel ičina. Čím je n větší, tím méně se zóna rozšíří difúzí 
během průchodu kolonou, a t ím je chromatograf ická kolona účinnější. Počet teoret ických 
pater chromatograf ické kolony se vypočítá ze vztahu: 

« = 16 
d. 2 

Y 

nebo: 

d 
n = 5,545 

V 
/ A/2 

kde n je počet teoret ických pater kolony, dr je vzdálenost na chromatogramu od nástř iku k 
max imu píku, Y j e šířka píku na nulové linii, Y ^ j e šířka píku v polovině jeho výšky. 

Při uvádění počtu teoret ických pater se musí vždy uvádět délka kolony L. Proto se k 
porovnávání separační účinnosti kolon různých délek používá výškový ekvivalent 
teoret ického patra H. Má rozměr délky a vyjadřuje délku kolony připadající n a j e d n o 
teoret ické patro. J e to tedy délka kolony v níž se dosahu je rovnováhy mez i dvěma fázemi. 
Pro výškový ekvivalent teoret ického patra platí proto vzorec : [16, 17] 

H = L-
n 

2.4.1. Chromatografie na reverzní fázi 

Chromatograf ie na reverzní fázi využívá nepolární stacionární fázi (Cis) a polární mobilní 
fázi. Nejčastěji používanou mobilní fází je voda , methanol a acetonitri l. Stacionární fáze je 
tvořena řetězci osmnáct iuhl íkových zbytků navázaných na nosič (sil ikagel). [16] 
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2.5. Fluorescenční detektor 

J e založen na principu f luorescence, což je schopnos t látek absorbovat ultrafialové 
záření, a pak vysí lat záření o vyšší v lnové délce, které se měří fo tonásobičem kolmo na směr 
vstupujícího záření. Detektor je vysoce selektivní a minimální detekovaná koncentrace látky 
je 1 0 - 9 - 1 0 " 1 5 g / m l . [16] 

2.6. Derivatizace 

Der ivat izace v H P L C se používá z někol ika ryze prakt ických důvodů: 
o zvýšení citlivosti nebo umožnění detekce vůbec, 
o zvýšení rozlišení nebo umožnění sepa race vůbec, 
o zamezení nežádoucí sorpce látek na koloně. 

Pod le místa der ivat izace můžeme rozdělit derivat izační techniky na tři kategorie: 
o předkolonová der ivat izace (pre-column chromatography); chemická reakce probíhá 

před kolonou, 

o postkolonová der ivat izace (post-column chromatography); chemická reakce probíhá 
z a kolonou, 

o der ivat izace na koloně; chemická reakce probíhá přímo v koloně. 

Všechny způsoby der ivat izace mají vliv na eluční charakterist iky separovaných látek 
(účinnost sepa race a dobu analýzy), ale požadavky na deriváty a derivat izační reakce jsou 
poněkud odl išné. 

2.6.1. Požadavky na deriváty předkolonové derivatizace: 

1. derivát musí být chemické individuum a měl by být dostatečně stabilní, 

2. derivatizační reakce musí probíhat kvantitat ivně, 
3. derivatizační reakce nemusí probíhat rychle, 
4. reakce by měla být pokud možno selektivní, 

5. reakce by měla být bez vedlejších produktů a měla by probíhat z a mírných 
reakčních podmínek (pH, teplota) tak, aby nebyla nutná předseparace vznik lého 
individua, 

6. při použití nadbytku derivat izačního činidla musí být dobře separovatelné od svých 
produktů na koloně a pokud možno by mělo mít j iné fyzikálně-chemické vlastnosti 
(nevykazuje f luorescenční vlastnosti). 

Z předešlého výčtu je zřejmé, že předkolonová der ivat izace vyžaduje poměrně ve lkou 

exper imentální náročnost a zkušenost operátora (reprodukovatelnost výsledků). 

2.6.2. Požadavky na deriváty postkolonové derivatizace: 

1. derivatizační reakce nemusí poskytovat jednoznačné chemické individuum, 

2. derivatizační reakce nemusí probíhat kvantitat ivně, a le rozhodující je dobrá 
reprodukovatelnost chemické reakce, 
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3. derivatizační reakce musí probíhat rychle, reakce může probíhat z a extrémních 
podmínek (pH, teplota), 

4. používá se nadbytek reakčního činidla a dochází tak ke zřeďování mobilní fáze 
činidlem a dochází ke snížení účinnosti sepa race v l ivem rozmytí chromatograf ické 
zóny, 

5. reakce může být neselektivní, vedlejší produkty reakce nejsou na závadu, 
6. není nutné hledat nové podmínky sepa race , neboť se vzorek separuje 

v nezměněné podobě, 

7. vysoké náklady na techniku, neboť se musí používat speciální zařízení a reaktory, 
v nichž je nutno provádět řadu operací, výhodou je automat izace p rocesu 
der ivat izace, 

8. veškeré manuální operace jsou el iminovány. 

2.6.3. Deriváty pro fluorimetrickou detekci 

Účelem této techniky je zavést do molekuly takovou skupinu, která vykazuje f luorescenční 
vlastnost i , a umožní tak detekci těchto látek. Tyto deriváty vykazují detekční limit až o tři řády 
nižší než deriváty detekované v ultrafialové a vidi telné oblasti spektra. Pro praktické použití 
f luoroderivátů by měly platit určité předpoklady: 

1. rychlá a kvantitativní reakce z a mírných reakčních podmínek (vodně-organická 
rozpouštědla, laboratorní teplota), 

2. Velká schopnos t f luorescence, em ise o dostatečné v lnové délce, vyvarování se 
modravého f luorescenčního pozadí rozpouštědel a adsorbentů, vysoké rozpětí 
citlivosti na použi tém detektoru, 

3. vysoký molární koeficient absorpce , pásy exc i tace a emise se nesmí překrývat, 

4. nadbytek derivat izačního činidla musí být snadno separován od jeho produktů, 
5. deriváty by měly mít uspokoj ivé chromatograf ické vlastnosti a měly by být 

dostatečně stabilní, 

6. je-li reagent použit k detekci koncových skupin peptidů a proteinů nebo je-li 
s tudována v a z b a určitých skupin, musí být depr ivat izace stabilní vůči hydrolýze. 
[5, 6] 
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2.6.3.1. Derivatizace thiaminu 

Obrázek č. 2: Derivatizace thiaminu 

2.7. Výroba piva 

2.7.1. Suroviny 

2.7.1.1. Ječmen 

Ječmen je hlavní surov ina pro výrobu s ladu. Pro svoji adaptabil i tu a významné pěsti telské 
přednosti se rychle rozšířil na všechny světadíly. 

N a našem území se pro výrobu s ladu a s ladových výtažků pěstují vybrané odrůdy jarního, 
dvouřadého, ničího ječmene (Hordeum dist ichum var. Nutans). Tyto odrůdy patří 
k nejkval i tnějším odrůdám na světě. 

Ob i lka j ečmene je podlouhlého, vejči tého, na obou koncích zašpičatělého tvaru. 
Jednot l ivé anatomické části z rna mají z e s ladařského h led iska svůj specif ický význam. 

Složení obilky: 
• Endosperm představuje část obilky, jenž se v průběhu zpracování z rna a následně s ladu 
velmi b iochemicky mění. Tyto změny rozhodují o úspěchu výroby s ladu a piva. Poměr 
škrobu k ostatním, především dusíkatým látkám, rozhoduje o moučnatost i j ečmene 
a extraktivnosti s ladu. 

• Aleuronová vrstva je tvořena ze dvou řad hrubostenných buněk, které obsahují převážně 
bílkoviny a tuky. Čím více je vrstev a leuronových buněk v obi lce, tím je bohatší na bílkoviny. 
Z d e se aktivují na počátku klíčení enzymy a poté se šíří jejich činnost do endospermu. 
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• Klíček (zárodek) dává podněty k tvorbě enzymů potřebných k hydrolýze složitějších 
zásobních látek důleži tých pro klíčení a tvorbu extraktu. 

• Obalové vrstvy chrání klíček a endosperm před nadměrným vysycháním, mechanickým 
poškozením a mikrobiálním napadením. J s o u tvořeny p luchou (složena z v y s o c e 
rezistentních polymerních s loučenin jako lignin, ce lu losa, pentosany), oplodím a osemením, 
které spolu srůstají. Osemení je permeabi lní, propouští vodu a četné ionty, zadržuje však 
vysokomolekulárn i látky. Obalové vrstvy ovlivňují přístup kyslíku k zárodku a jsou proto 
důleži tým regulátorem klíčení. 

Ob i l ka j ečmene obsahu je 80 - 88 % sušiny a 12 - 20 % vody. 
1. Sušinu tvoří organické látky dusíkaté, bezdusíkaté a látky minerální. Z nich 

nejdůležitějšími s ložkami pro pivovarnicko-sladařské účely j sou sachar idy, které 
přejdou do rozpustné a zkvasi te lné formy, dusíkaté látky, polyfenolové látky, enzymy 
(amylolyt ické, proteolyt ické, cytolyt ické, fosfatasy) a minerální látky. 

2. O b s a h vody u dobře sk ladovaného z rna se pohybuje v rozmezí od 12 do 14 % 
a nesmí k lesnout pod 10 %, kdy dochází k porušení enzymat ické rovnováhy a ke 
snížení klíčivosti. 

2.7.1.1.1 .Hodnocení jakosti ječmene 

Jakos t s ladovnického ječmene se posuzuje podle ČSN 46 1100-5 „Ječmen sladovnický". 
Z a sladovnický ječmen se považují odrůdy ječmene setého dvouřadého: 

• z domácí produkce zapsané ve "Státní odrůdové knize" mez i odrůdy označené jako 
vhodné pro výrobu pivovarského s ladu 

• z dovozu , pokud svou jakostí odpovídají odrůdám ječmenů z domácí produkce 
zapsaných do "Státní odrůdové knihy". 

Kvalita s ladovnického ječmene je posuzována: 

Subjektivními zkouškami 
• Barva z rna - s lámově žlutá, nežádoucí zbarvení svědčí o nižší kvalitě, ovl ivňuje vzh led 

s ladu. 

• Biologické poškození - z rna s hnědě zabarvenou částí pluchy v okolí špičky, ukazatel 
výskytu plísní. 

• Jemnos t pluchy - j emná až velmi jemná, podíl p luchy z hmotnosti z rna tvoří 7 - 9 %. 

• Lesk a vůně - př irozený lesk a vůně. 
• Porost lost j ečmene - z rna s vidi telným kořínkem nebo kl íčkem, se zře jmými známkami 

růstu. 

Objektivními zkouškami 

• Podíl předního z rna (vyrovnanost) - podíl z rna nad sítem 2,5 mm, opt imum 90 %. 
Stanovuje se proséváním ječmene na sítech s otvory o velikosti 2,5 x 22 mm a 2,2 x 22 
mm. Hmotnostní podíl na sítě 2,5 mm se označuje jako přední zrno, propad pod sítem 
2,2 mm jako odpad. 

• Celkový odpad - zahrnuje propad pod sítem 2,2 mm a z lomky, příměsi a nečistoty 
v podílu nad síty 2,2 a 2,5 mm. Poškozená z rna - z rna bez pluch, mechan icky 
poškozená, zapařená, poškozená sušením. Neodstranitelné příměsi - z rna ostatních 
obi lovin. Ze lená z rna - nedozrálá z rna z pozdě vytvořených odnoží. 
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Objemová hmotnost - poměr hmotnosti z rna k objemu (600 - 720 g/l). 

Hmotnost t isíce s e m e n - silný vliv ročníku a odrůdy, u předního z rna by neměla 
klesnout pod 40 g. 

Moučnatost - charakter endospermu (moučnatý, polosklovitý, sklovitý) 
V lhkost - opt imální hodnoty 12 - 14 %. 

Klíčivost a energie klíčení - rozhodující ukazatel kvality, nízká klíčivost negat ivně 
ovl ivňuje všechny ostatní kvalitativní parametry s ladu. Energ ie klíčení se stanovuje jako 
procentický podíl vykl íčených obi lek z a 72 hodin. 

O b s a h škrobu v sušině - by se měl pohybovat mezi 63 - 64 %, pozit ivně koreluje 
s extraktivností s ladu. 

O b s a h dusíkatých látek - obsah dusíku přepočítaný koef ic ientem 6,25. Opt imální 
hodnota 10,8 %; neměl by překročit 11,5 %. Výrazný vliv ročníku a agrotechniky. [7] 

Tabulka č.5: Hodnoty jakostních ukazatelů ječmene sladovnického (ČSN 46 1100-5) 

Jakostní ukazatele Základní jakost (%) Závazná jakost(%) 

Vlhkost 15,0 nejvýše 16,0 

Podíl z rna nad sítem 2,5x2,2 mm 90,0 nejméně 70,0 

Z rna poškozená 2,0 nejvýše 5,0 

Z rna se zahnědlými špičkami 2,0 nejvýše 6,0 

Z rna porostlá 0,0 nejvýše 0,5 

Celkový odpad, z toho: 
neodstranitelná příměs 
zelená z rna 

3,0 nejvýše 7,0 
nejvýše 1,0 
nejvýše 1,0 

Klíčivost 98,0 nejméně 92,0 

O b s a h N-látek (N x 6,25) 11,0 nejvýše 12,5 

Barva z rna světle žlutá žlutá, i méně vyrovnaná 

P lucha j emně vrásčitá i méně j emně vrásčitá 

Do odrůdové sk ladby Souff let Agro , a. s., pro skl izeň s ladovnického ječmene 2008 budou 
patřit odrůdy Je rsey , Prest ige, Sebas t i an , X a n a d u , Tolar, Ma lz , Bojos, Kangoo , Pub l i can 
a ozimá M a s c a r a , př ičemž novinky Kangoo a Pub l i can budou při nákupu pro Soufflet Agro , 
a. s., od roku 2008 preferovanými odrůdami . [8] 

2.7.1.2. Voda 

Má podstatný vliv na charakter a jakost piva. Používaná voda musí mít stálé fyzikální, 
chemické a mikrobiologické vlastnost i . Musí být čirá, bezbarvá, bez rušivých příchutí a pachů 
a hlavně zdravotně nezávadná. 

2.7.2.3. Chmel a chmelové výrobky 

C h m e l je představován usušenými chmelovými hlávkami rostlin chmele evropského 
(Humulus lupulus var. Europeus) . Poskytu je pivu typickou hořkou chuť, přispívá k tvorbě 
charakter ist ického a roma a má další technologicky důležité vlastnost i . 

27 



Chmelové hlávky, které se sklízejí pro pivovarnické účely, se skládají ze stopky, vřeténka, 
pravých a krycích l istenů a při oplození obsahují navíc s e m e n o neboli pecku . N a vnitřní 
straně l istenů se při zrání chmele vylučují pryskyřičná z rnka lupulinu, obsahující chmelové 
pryskyřice, polyfenoly a si l ice. 

Odrůdy chme le se podle složení dělí na j emně aromat ické, aromat ické, hořké 
a vysokoobsažné, podle zabarvení chmelové révy na červeňáky a zeleňáky. 

Chemické složení chmele je závislé na odrůdě, provenienci , ročníku a poskl izňové 
úpravě. C h m e l tvoří průměrně 10 % vody a 90 % sušiny. Obsahu je pryskyřice, polyfenoly, 
si l ice, vosky, lipidy, dusíkaté látky, sachar idové složky a minerální látky. K pivovarsky 
cenným složkám patří ze jména pryskyřice, polyfenoly a si l ice. Chmelové pryskyřice jsou 
původcem hořké chuti piva, polyfenoly se uplatňují v průběhu technologie při srážení 
vysokomolekulárních bílkovin a si l ice vytvářejí chmelové a roma. 

2.7.2. Výroba sladu 

Cílem sladování je ř ízeným klíčením zajistit aktivaci a syntézu nových enzymů, jej ichž 
katalyt ického působení se později využívá k přeměně rezervních látek z rna. Nedostatečná 
tvorba, a le i nadbytek enzymů je nežádoucí , neboť snižuje výtěžek a jakost s ladu. 

Výrobu sladu lze rozdělit na: 
1) nákup, pří jem, čištění, třídění a skladování ječmene 

2) máčení j ečmene 
3) klíčení ječmene 

4) hvozdění ze leného s ladu 

5) úprava hotového výrobku, jeho skladování a exped ice 

2.7.2.1. Nákup, příjem, čištění, třídění a skladování ječmene 

Sladovnický ječmen je posuzován na základě někol ika ukazatelů: vlhkost, podíl z rna nad 
sítem 2,5 mm, poškození z rna , počet zrn se zahnědlými špičkami, porostlost, celkový odpad 
(z toho neodstranitelné příměsi), klíčivost, N-látky v sušině. Ječmen musí být zdravý, vyzrálý, 
bez škůdců a cizích pachů, bez naplesnivělé pluchy. 

Před uskladněním se musí zrno zbavit příměsí a nečistot, vytřídit se podle vel ikosti . 
K čištění dochází v čistírně a to na základě velikostí (síta), spec . hmotnosti (aspiratéry), tvaru 
a délky (triéry). Železné příměsi se odstraňují na e lekt romagnetech nebo permanentních 
magnetech , jenž se zařazují nejčastěji z a aspiratér. Zrno se třídí pomocí sít. Pod le podílu 
nad sítem 2,5 mm (I.třída) a podí lem nad sítem 2,2 mm (II. třída). P ropad pod sítem 2,2 mm 
tvoří zad inu , která se nesladuje a používá se ke krmení. Účinnost třídícího zařízení musí být 
96 %. 

K zajištění ž ivotaschopnost i a minimálních ztrát dýcháním je třeba sk ladovat zrno 
s nízkým o b s a h e m vody ( 1 4 - 1 5 %). J inak dochází k pok lesu klíčivosti a klíčivé energie. 

Sušení může probíhat pomocí akt ivního větrání nebo termicky. P o vysušení se zrno 
zchladí, dočistí a vytřídí. Během skladování se provádí kontroly teploty a výskytu skladištních 
škůdců. 
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2.1.2.2. Máčení ječmene 

Cílem máčení je zvýšit obsah vody v zrnu na 42 - 48 % , aby se zabezpeči l optimální 
průběh klíčení a enzymových reakcí. Máčení z rna se provádí v kónických náduvnících 
(z legované ocel i se spádovým kónusem dna 45 °, aby j ečmen mohl samovolně vytékat ven) 
a při konstantní teplotě. 

Suché zrno při j ímá zpočátku vodu rychle (asi do 40 %), pak pří jem vody klesá. Příjem 
vody j ečmenem je závislý na době máčení, teplotě vody (rozhodující vliv na rychlost pří jmu 
vody), době odležení ječmene, pohybu z rna ve vodě, velikosti z rna (jen vel ikostně stejné 
obilky mají předpoklad ke stejně rychlému pří jmu vody), moučnatost i z rna (zrna moučnatá 
přijímají vodu rychleji, stejně jako ječmen s nižším o b s a h e m bílkovin), odrůdě ječmene 
a také ročníku. 

Nezbytné je zajistit dostatečné množství kyslíku pro dýchání z rna , j inak dochází ke 
snížení extraktivnosti s ladu, s lad má větší počet nevykl íčených obilek, nedostatečně 
rozluštěné bílkoviny a následkem toho dochází u piva ke koloidním záka lům. Pokud není 
j ečmen provětráván a není zaručen přívod kyslíku, dochází k intramolekulárnímu dýchání 
(vznikající etanol je pro embryo toxický), které v extremních př ípadech může vést až 
k poškození nebo umrtvení embrya z rna. Přemočená z rna mají přebytek vody, nedostatek 
kyslíku, růst obi lek je nestejnoměrný, snižuje se obsah extraktu, rozluštění bílkovin je 
nedokonalé, v pivu vznikají nebiologické zákaly. Jel ikož na stupni domočení závisí přímo 
činnost enzymů, musí se před zahájením kampaně u každého ročníku pokusně zjistit 
opt imální máčecí technika a stupeň domočení z rna , který se pak musí v provozu dodržovat. 

Spotřeba vody při máčení je rozdílná, protože závisí na postupu máčení , typu a zařízení 
máčírny. 

Dobrá spotřeba vody je asi 6 m 3/t, nejmenší spotřeba je u sprchového máčení . Při 
používání pračky ječmene lze snížit spotřebu vody až na 3-4 m 3/t. Celkové ztráty při máčení 
by neměly být větší jak 3 % z hmotnosti namáčeného ječmene. 

2.7.2.3. Klíčení ječmene 

Účelem klíčení je akt ivace enzymat ického potenciálu, syntézy nových enzymů a dosažení 
požadovaného stupně rozluštění z rna podle typu vyráběného s ladu. Vyšší než optimální 
aktivita není žádoucí, je l ikož by došlo ke snížení extraktu v pivu. 

Klíčení začíná cyto lysou, která ovl ivňuje jakost šrotu, zcukření mladiny a výstřelků 
i p roces kvašení, působí na rychlost a čirost zcezování, snižuje strhávání l ipidů, ovl ivňujících 
stabilitu pěny i chuť piva. 

K rozluštění z rna dochází v blízkosti zárodku a pokračuje k vrcholu obilky. Stupeň 
rozluštění zrn se posuzuje podle délky střelky, moučnatost i , ob jemové hmotnosti 
a extraktového rozdílu moučka - šrot. Délka střelky má být u p lzeňského s ladu od 2/3 do 3/4 
délky z rna , u tmavého s ladu od 3/4 až do celé délky z rna. Délka střelky je ve vz tahu 
k postupu a h loubce látkových přeměn uvnitř z rna . Střelka nesmí přerůst délku z rna , když 
přeroste, je pro sladaře nežádoucí , neboť se snižuje výtěžnost sladovaní. 

Při klíčení a sladování dochází k aktivaci: 
• amylasy - a -amy lasa a B-amylasa - hydrolyzují škrob při p rocesu rmutování. V zrnu 

je pří tomna p-amylasa, ale a - a m y l a s a vzniká teprve při klíčení z a přítomnosti kyslíku. 
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Množství vznik lých amy las při klíčení je závislé na mnoha faktorech: 

1. obsah amy las je odrůdovou závislostí, je ovl ivněn i kl imatickými podmínkami 
ročníku, 

2. vyšší obsah vody v ze leném s ladu zvyšuje množství amy las , 
3. s tudené vedení klíčení dává vždy vyšší hodnoty amylas . Vyšší teploty při 

máčení a klíčení jsou příznivé pro činnost enzymů, ale celkové vzniklé množství 
enzymů je menší. 

• cytolytické enzymy (štěpící buněčné stěny) - především B-g lukanasa a cy tasa, 
• proteolytické enzymy - proteasy - štěpí nativní bílkoviny. K nej intenzivnějšímu 

štěpení bílkovin dochází při rmutování, ale také je důležitá hluboká proteolysa při 
sladování, jel ikož obě tyto proteolysy mají j iný průběh a charakter. 

• fosfatasy - enzymy uvolňující kysel inu fosforečnou, anorganické fosfáty a estery, 
č ímž se zvyšuje acidita a ústojná schopnos t z rna . 

N a rozluštění bílkovin má vliv odrůda, ročník, vel ikost obilek, skl izňová zralost, s tupeň 
domočení , větrání při máčení . Stupeň rozluštění bílkovin se projeví na pěnivosti piva. S lady 
přeluštěné, s lady krátké (nedoluštěné) snižují pěnivost i chlebnatost, zhoršují chuť a koloidní 
stabilitu piva. Hluboké rozluštění bílkovin je příčinou prázdné chuti. 

O b s a h tuku klesá při máčení a klíčení. Enzymové štěpení tuku závisí na odrůdě 
a podmínkách skladování. 

Při klíčení j sou nejprve spotřebovávány nízkomolekulární látky na dýchání a syntézu. 
Později z ískává zrno energi i prodýcháváním rezervních látek (škrob, bílkoviny, tuk). Dýchání 
je tedy k aktivaci enzymů nezbytnou nutností. Klíčení se musí vést tak, aby se vyrobil zdravý, 
vyrovnaný, opt imálně rozluštěný s lad z a minimálních ztrát především škrobu. Používá se 
pomalý postup klíčení a pozvolné stoupání teploty. 

Při klíčení dochází k hydrolýze neškrobových po lysachar idu (hemicelulosy, gumovi té 
látky, pentosany), dusíkatých látek a škrobu. 

Při klíčení rozlišujeme následující stádia máčení: 
a) mokrá h romada - j ečmen vymočený na humna nebo do klíčidel 

b) suchá, oschlá h romada - stadium do 24 hodin po vymočení , objevuje se první 
hlavní zárodečný kořínek, h romada vyžaduje přívod vzduchu , j ečmen špicuje. 

c) pukavka - h romada vyžaduje dostatek vzduchu , objevují se další kořínky 
a pokračuje jejich růst , h romada intenzivně dýchá a má výraznou vůni okurek, 
postupně přechází do stadia vidl ičkování a mladíku - mladá hromada. 

d) mladík - nejdůležitější fáze klíčení, z rno intenzivně dýchá, intenzivně probíhají 
enzymat ické přeměny, je-li v hromadě nedostatek oxidu uhličitého nadměrně se 
zvyšují ztráty dýcháním z rna a růstem kořínků. 

e) vyrovnaná h romada - délka kořínků a střelky se vyrovnává, dýchání se 
zpomalu je , h romada stárne. 

f) stará h romada - intenzita dýchání klíčících zrn nadále klesá a je patrné postupné 

zavadání kořínků. 

H romada se cíleně kypří tak, aby v ní zůstala určitá koncentrace oxidu uhličitého, který 
t lumí intenzitu dýchání a tím růst vegetat ivních orgánů. V tomto stadiu už nesmí být zelený 
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s lad dokrápěn. Závěr klíčení má výrazný vliv na tzv. prodýchání extraktu a na sladovací 
ztráty. H romada postupně čím dál více zavadá a fáze klíčení je ukončena nastíráním 
ze leného s ladu na hvozd. 

Sladovací zařízení lze rozdělit na klasická a pneumat ická. Do klasických s ladoven se řadí 
humna. Systémy pneumat ické se rozdělují na bubnové, skříňové a věže (posuvné hromady, 
Sa lad inovy skříně, kombinovaná s ladovad la , Ga l landovy bubny, Poppovy bubny). 

2.7.2.4. Hvozdění zeleného sladu 

Cílem hvozdění je zastavi t klíčení, snížit obsah vody, redukovat část enzymové aktivity, 
vytvořit chuťové, barevné a oxidoredukční vlastnosti charakterist ické pro jednot l ivé typy 
s ladu. Při hvozdění probíhají ve s ladu hluboké fyzikální a chemické změny, které závisí na 
tom, při jakých teplotách, při j akém obsahu vody a jakou rychlostí dochází k odsoušení vody 
(fáze předsoušení s ladu na 10 - 12 %, fáze zvyšování teplot a dotahování s ladu - odsoušení 
vázané vlhkosti). N a b iochemické a chemické pochody při hvozdění má rozhodující vliv 
teplota a obsah vody. Nižší počáteční teploty a vyšší obsah vody podporují enzymovou 
hydrolýzu. Techno log icky důležité štěpení bílkovin a škrobu nastává při teplotách 40 - 60 °C. 
Produkty štěpení bílkovin jsou aminokysel iny, z nichž se při dotahovacích teplotách tvoří 
barevné a aromat ické látky (melanoidiny). Teploty nad 70 °C poškozují enzymy tím více, čím 
je vyšší obsah vody. Tyto změny probíhají v závislosti od typu vyráběného s ladu a postupu 
při hvozdění. P roces hvozdění se provádí na hvozdech a lze ho rozdělit z h led iska 
chemických a b iochemických změn na tři fáze: 

1) Růstová fáze - snižuje se obsah vody na 20 %, teplota se pohybuje do 40 °C, 
zrno je schopné ještě klíčit. Stoupá obsah rozpustného dusíku 
a nízkomolekulárních produktů štěpení škrobu. 

2) Enzymatická fáze - klesá obsah vody pod 20 %, teplota se pohybuje od 40 do 
60 °C, zastavuje se růst kořínků a střelky, ale v zrně pokračují dále enzymat ické 
reakce, především amylolyt ické, proteolyt ické a v menší míře i cytolyt ické. 

3) Chemická fáze - klesá obsah vody pod 10 %, teplota se pohybuje nad 60 °C a 
zastavují se enzymové reakce, tvoří se aromat ické a barevné látky (dusíkaté 
melanoidy i bezdusíkaté melaniny). Pod le vyráběného typu nabývá s lad 
charakterist ické barvy, vůně a chuti v závislosti na obsahu vody a době, po kterou 
vysoká teplota působí. Při hvozdění se částečně inaktivují enzymy teprve při 
zahřátí na dotahovací teplotu. 

U nás se používají nejčastěji hvozdy dvoul ískové, které vyhovují výrobě plzeňských s ladů. 
S lady českého typu se zprav id la hvozdí dvakrát 12 hodin a jejich řádné dotažení ovl ivňuje 
jakost. Během dotahování dochází ke koagulac i srazi telných bílkovin. Možná je též 
technologie dvakrát 24 hodin, tento způsob hvozdění není typický pro s lady plzeňského typu, 
byl však v našich s ladovnách dříve rozšířen pro nesporné ekonomické přednosti (úspora 
tepelné energ ie a z jednodušení práce). 

Hvozdění svět lého s ladu na jednol ískovém hvozdě, technologie jedenkrát 24 hodin, musí 
proběhnout všechny hlavní technologicky významné fáze hvozdění s ladu plzeňského typu 
jako na dvoul ískovém hvozdě. 

S l a d se suší nepř ímým ohřevem. 
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2.7.2.5. Úprava hotového výrobku, jeho skladovaní a expedice 

P o hvozdění se s lad odkl ičuje (slad se zbaví kořínků, poškozených zrn a prachu) a leští 
(zbavení zbytků prachu, nečistot a o loupaných pluch). Jej ich jakost se vyrovná odležením. 
Čerstvě odhvozděný s lad musí být dobře odklíčený, studený a suchý. Uskladňuje se na 
sladové půdy nebo do si l , kde se nechává 4 - 6 týdnů odležet - dozrát. Přitom se mírně 
zvýší v lhkost s ladu, dochází ke zvláčnění pluchy a fyz ikálněchemickým změnám 
v endospermu, které pak usnadňují zpracování v pivovaře. Neodleželý s lad způsobuje při 
zpracování v pivovaře potíže při zcezování , kvašení, může snižovat pěnivost piva, 
způsobovat zákaly a snižovat varní výtěžky. Během odležení se regeneruje koloidně-
chemická rovnováha s ladu narušená hvozděním a oslabené enzymy se opět aktivují. Projeví 
se to nepatrným doluštěním s ladu. Nejdůležitější změnou je enzymové štěpení bí lkovin. 
Odležením se stává s lad křehčí, lépe se zpracovává a celkově se zlepšují jeho vlastnost i . 
S l a d se může dopravovat pouze v krytých a k tomu účelu určených dopravních prostředcích. 

2.7.2.5.1. Druhy vyráběného sladu 

Pod le způsobu výroby a vlastnosti f inálního výrobku se vyrábějí následující typy s ladu: 
a) slad český (plzeňský) se vyrábí z nejkval i tnějších j ečmenů s nízkým nebo středním 

o b s a h e m bílkovin (do 11,2 %). Pro výrobu je charakterist ické kratší máčení z rna . 
S l a d českého typu se používá k výrobě piva se středním o b s a h e m alkoholu, méně 
chlebnatých, s nižším o b s a h e m extraktu. Pro snadné zpracování ve varně je nutné 
dokonalé zcukření rmutu, snadné zcezování s ladiny a nízká barva sladiny po 
povaření. O b s a h vody v hotovém s ladu okolo 4 %. 

b) slad bavorský (mnichovský) se vyrábí z ječmenů bohatších na bílkoviny (12 % i více). 
Ječmen pro výrobu bavorského s ladu je klíčen (luštěn) o 1 - 2 dny déle s vyšším 
o b s a h e m vody a při vyšší teplotě. Zelený s lad je přeluštěn. J e odl išně hvozděn, 
s cí lem ještě podpoři t tvorbu melanoidů a je dotahován při teplotách okolo 105 °C. 
O b s a h vody je okolo 2 %. S l a d se používá k výrobě piva s vysokou barvou, 
výraznějším aromátem a nižším o b s a h e m alkoholu. 

O b a hlavní typy s ladu, tj. plzeňský a bavorský, se liší nejen fyzikálními a chemickými 

v lastnostmi, a le i o b s a h e m enzymů. 

c) slad speciální 
Mez i speciální s lady se počítají s lady diastatické, karamelové, barvicí a pšeničné. 

1. Diastatický slad 
K výrobě s ladu se používá větš inou ječmen s vyšším o b s a h e m bílkovin a po třídění na 

sítě 2,2 mm. Ječmen se sladuje s vyšším o b s a h e m vody, 46 - 48 % při nízkých teplotách do 
14 °C a při delším vedení hromady 6 - 8 dní. S l a d se hvozdí při nízkých teplotách z a 
maximálního tahu hvozdu. Dotahovací teplota u diastat ického s ladu nepřesáhne 65 °C, 
vlhkost s ladu se pohybuje okolo 6 %. Ječmen s vyšším o b s a h e m bílkovin dává předpoklady 
vyššího obsahu enzymů a tento efekt se ještě navyšuje používáním ječmene s nižší 
absolutní hmotností z rna . Tak se dosáhne toho, že na jednotku hmotnosti j ečmene je více 
obilek, které při s ladování s vyšším o b s a h e m vody a déle klíčené poskytnou zelený s lad 
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s vysokou diastat ickou mohutností . Šetrným přesoušením a nedotažením s ladu se ochráni 
amylolyt ická s i la s ladu. Diastatický s lad je charakterist ický vysokou diastat ickou mohutností , 
a lespoň 350 j .Wk. 

2. Karamelový slad 
Slady karamelové, které podle barvy rozdělujeme na světlý, polotmavý a tmavý karamel , 

se praží ve speciálním pražiči. Pr incip výroby spočívá v tom, že zelený s lad nebo navlhčený 
j iž odkl íčený světlý s lad se nejprve nechá v bubnu pražiče dokonale zcukřit. Zcukření 
v obi lce se dosáhne t ím, že vsádka se zapaří na 70 °C a uzavřou se odtahy páry. A s i po 60 
min , z a stálého otáčení bubnu pražiče s lad dokona le zcukří, otevřou se odtahy páry 
a zcukřený s lad se zvo lna vyhřeje na karamel izační teplotu. Pro světlý karamel je teplota asi 
120 - 130 °C, pro polotmavý asi 160 °C a tmavý karamel asi 180 °C. P o vizuálním 
posouzení barvy se zkaramel izovaný s lad vysype na síto, kde se z a stálého míchání 
a provětrávání vzduchem zchladí. Karamelový s lad je charakterist ický vysokým o b s a h e m 
cukrů, aromat ických a barevných sloučenin. S l a d je enzymat icky inaktivní, extraktivnost se 
pohybuje mez i 60-70 %. V lhkost s ladu okolo 2 %. Používá se při výrobě tmavých 
a speciálních piv. 

3. Barvicí slad 
Barvicí s lad se vyrábí tak, že hotový odklíčený s lad se vyhřeje v pražiči až na 220 °C a po 

zuhelnatění z rna se s lad intenzivně a rychle zchladí na sítě, neboť je zde značné riziko 
samovznícení . Stupeň vybarvení s ladu je úměrný době pražení při 220 °C. P rovoz pražírny 
musí být kl imatizován a odsáván. Úlety jsou silně aromat ické, ohrožují životní prostředí 
a proto musí být pražič opatřen vlastním zařízením na spalování úletů a prachu. Teprve po 
dodatečném spálení úletů a prachu je možné odvést směs spal in , vzduchu a odsávaného 
vzduchu z pražírny do komína. Barvicí s lad - se používá při výrobě tmavých piv. S l a d je 
enzymat icky inaktivní a extraktivnost se pohybuje mezi 60-70 %. 

4. Pšeničný slad 
Pšeničný s lad se používá při výrobě speciálních piv (tzv. bílých piv) nebo v pekárenství. 

Sladování pšenice má své odlišnosti pro snadný příjem vody do z rna , zrno je bezpluché. 
S ladu je se při nižším stupni domočení do 4 3 %. Zrno snadněj i vysychá a míra rozluštění je 
posuzována obtížně, neboť zrno má silně škrobnatý vzh led . Zelený s lad je méně kyprý 
a proto ze jména předsušení a hvozdění pšeničného s ladu musí být velmi šetrné, neboť s lad 
se obtížně suší. Dotahovací teplota nesmí být vyšší než 75 °C, po dobu 3 hodin. V lhkost 
s ladu je okolo 5 %. [15] 

Celková výroba speciálních sladů činí asi 5 % z celkové výroby s ladu v Česku. 

Český slad 

• nejužívanější druh sladu 
• základní surovina: jarní s ladovnický ječmen 
• charakteristika: dodává pivu s ladové a roma a z la tavou 

barvu 

• použití: základní surov ina pro výrobu všech druhů piv 
(kromě pšeničných) 
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Slad mnichovský 

základní surovina: jarní s ladovnický ječmen 
charakteristika: zvyšuje barvu a zvýrazňuje s ladové 
a roma piva 

použití: při výrobě tmavých piv. 

Slad typu "Karapils" 

základní surovina: jarní s ladovnický ječmen 
charakteristika: dodává pivu plnost při zachování světlé 
barvy, příznivě ovl ivňuje konzistenci pěny a stabilitu piva 
použití: při výrobě nealkohol ických svět lých piv 

Slad karamelový 

základní surovina: jarní s ladovnický ječmen 
charakteristika: příznivě působí na stabilitu piva, předává 
pivu měděnou barvu a j emné sladové a roma 
použití: při výrobě tmavých piv mnichovského typu dále 
pak v pekárenství, cukrárenství i při výrobě l imonád 

Slad karamelový tmavý 

základní surovina: jarní s ladovnický ječmen 
charakteristika: z lepšuje stabilitu piva, předává pivu 
tmavě rubínovou barvu a výraznou karamelovou chuť 
použití: při výrobě tmavých piv mnichovského typu dále 
pak v pekárenství, cukrárenství i při výrobě l imonád 
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Slad čokoládový 

• základní surovina: český s lad 

• charakteristika: z lepšuje stabilitu piva, dává pivu tmavou 
barvu při zachování lehce pražené chuti 

• použití: při výrobě tmavých a polotmavých piv 
mnichovského typu dále pak v pekárenství, cukrárenství 

• základní surovina: český s lad 
• charakteristika: předává pivu tmavou až černou barvu 

a výrazně pražené a roma 

• použití: při výrobě tmavých piv mnichovské typu 
a v pekárenství 

Slad pšeničný - pivovarský 

základní surovina: vybrané odrůdy pšenice vhodné pro 
pivovarské účely 

charakteristika: povzbuzuje činnost kvasinek, zvyšuje 
čirost p iva a stabilitu pěny 

použití: na výrobu pšeničných piv, př idává se při výrobě 
ječmenných ležáckých i svrchně kvašených piv 

Slad pšeničný - pekařský diastatický 

základní surovina: potravinářská pšenice 
charakteristika: díky nepří tomnost i pluchy je lépe 
použitelný pro pekařské účely 
použití: v pekárenství i cukrárenství 
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Slad karamelový pšeničný 

základní surovina: potravinářská pšenice 
charakteristika: obdobná jako u j ečmenného 
karamelového s ladu výhodou je nepří tomnost pluchy 
použití: při výrobě tmavých pšeničných piv 

Tento typ s ladu je výrobní novinkou a v České republ ice se dosud nevyráběl. J e h o 
uplatnění se předpokládá ze jména v pekárenské a cukrárenské výrobě.[10] 
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Technologický postup výroby piva lze rozdělit do dvou hlavních výrobních fází: 

1) Výroba mladiny 
a) Čistění a šrotování s ladu 

b) Vystírání a rmutování 
c) Scezování a vyslazování mláta 

d) Vaření s ladiny s chme lem - chmelovar 
e) Fi l trace a chlazení mladiny 

2) Výroba piva 
a) Hlavní kvašení mladiny 

b) Dokvašování a zrání 
c) Fi l trace, stabi l izace, stáčení a exped ice piva 

Cí lem přípravy mladiny je převést v opt imálním množství extraktivní látky z e s ladu 
a chmele do roztoku, zajistit dostatek živin pro kvasinky a požadovanou hořkost f inálního 
výrobku. Nejdůležitějším p rocesem je štěpení škrobu a bílkovin, které navazují na 
hydrolyt ické pochody při s ladování. 

2.7.3. Čištění a šrotování sladu 

Čištěním s ladu se odstraňuje organický prach, který vzniká při dopravě a manipulac i . 
Provádí se na aspiratérech. Šrotováním dochází k rozdrcení endospermu s ladu na optimální 
podíl j emných a hrubších částic při zachování celistvosti obalů důležitých při scezování 
sladiny. N a kvalitě šrotu závisí průběh varného procesu, výtěžek extraktu, kvalita mladiny 
a piva. 

2.7.4. Vystírání a rmutování 

Cílem vystírání je dokonalé smíchání s ladového šrotu s nálevem vody a rmutování má 
zajistit opt imální rozštěpení a převedení extraktu do roztoku. Působí při něm děje 
mechanické, fyzikální, chemické, b iochemické a především enzymové. Prioritní je činnost 
amylolyt ických, proteolyt ických a kysel inotvorných enzymů a pouze druhotný význam má 
biokatalyt ické štěpení hemice lu los a gumovi tých látek. 

Způsob rmutování se volí takový, aby produkty štěpení škrobu a bílkovin, tvořící hlavní 
podíl extraktu, vyhovovaly kval i tat ivnímu složení charakteru f inálního výrobku. S ledu je se 
zároveň maximální výtěžek extraktu. 

2.7.5. Scezování a vyslazování mláta 

Cílem scezování je odděli t s ladinku od nerozpustných zbytků, kdežto účelem vyslazování 
je získat z mláta v opt imální míře zbylý extrakt. Jedná se výlučně o fyzikální procesy. 
Scezování a vyslazování mláta se provádí ve scezovací kádi. 

2.7.6. Výroba mladiny - chmelovar 

Cílem chmelovaru je ster i l izace a zahuštění mladiny na optimální hodnotu, koagu lace 

vysokomolekulárních látek a přechod hořkých látek z chmele do roztoku. Provádí se 
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v mladinkovém kotli z a varu po dobu 9 0 - 1 0 0 min. Probíhají zde fyzikální změny a chemické 
reakce větš inou na sobě vzá jemně závislé. Uplatňuje se vliv doby a intenzity varu, pohybu 
a odparu, pH a pří tomných tříslovin. Dochází zde ke koagulac i bí lkovin, k rozpouštění 
a k chemickým změnám hořkých látek, vznikají barevné a redukující látky. Ster i l izace 
a inakt ivace enzymů varem má zásadní význam pro další zpracování mladiny kvašením. 
Ster i l izace je nutnou podmínkou čistoty hlavního kvašení i dokvašování a biologické stability 
piva. 

2.7.7. Chlazení a filtrace mladiny 

Účelem chlazení je vysrážet z mladiny hrubé i j emné kaly, mladinu provzdušnit a zchladi t 
na zákvasnou teplotu 4 - 7 °C, čímž se poněkud změní její chemické složení. Ox idace 
chmelových pryskyřic, tříslovin a v menší míře také bílkovin nastává působením kyslíku při 
teplotě kolem 80 °C a podporuje vylučování kalů. Nejprve se vylučuje hrubý a pak jemný kal. 
Často se ještě zchlazená mladina filtruje a odstřeďuje, aby jemný kal negat ivně neovl ivňoval 
kvašení a nesnižoval odolnost p iva proti zákalům při nízkých teplotách. Chlazení mladiny se 
provádí na stokách a dochlazu je se na sprchových chladičích nebo modernější metodou je 
chlazení a oddělování kalů ve víř ivých kádích. 

Takto př ipravená mladina obsahuje především sachar idy s převahou maltosy, dusíkaté 
látky, růstové látky (vitamíny), které katalyzují životní funkce kvasinek. 

2.7.8. Hlavní kvašení 

Cílem hlavního kvašení je neúplné prokvašení cukrů z a tvorby etylalkoholu, C 0 2 

a vedlejších produktů. 

Klasické stacionární kvašení probíhá v kvasných nádobách ve spi lce. Chlazení spi lek se 
zaj išťuje sous tavou trubek s chladícím médiem nebo vháněním zchlazeného vzduchu . 
Odvádí se C 0 2 . M lad ina se zakvašuje kvas inkami spodního kvašení, Saccharomyces 
uvarum, jenž tvoří velmi chudou pěnu. Během kvašení, ze jména po prokvašení cukru, 
sedimentuj í kvasinky velmi snadno ke dnu, médium se lehce vyčeřuje. 

O b s a h dusíkatých látek při kvašení mladiny vždy klesá. Úbytek nastává asimilací 
aminokyse l in a nízkomolekulárních štěpných produktů bílkovin kvas inkami , koagulací 
vysokomolekulárních frakcí, vyvolané pok lesem pH a vzn ikem alkoholu. N a druhé straně 
vylučují kvasn ice při kvašení dusíkaté látky do prostředí, takže obsah rozpustného dusíku 
klesá při kvašení as i o 1/3. Hlavní kvašení probíhá z a nízkých teplot a výs ledkem je mladé 
pivo. 

Hlavními produkty j sou ethanol a C 0 2 . Další vzniklé metabolity mají vliv na chuťový 
charakter piva a jsou to alkoholy, estery, organické kysel iny, a ldehydy, sirné sloučeniny, 
diacetyl . 

2.7.9. Dokvašování a zrání piva 

Dokvašování představuje pomalé dokvašování zbylých sachar idů při nízkých teplotách, 
opt imální nasycení a f ixace C 0 2 při současném zabezpečení vyčeření a organolept ické 
vyzrálosti f inálního výrobku. Z h led iska jakosti je důležité, aby dokvašování probíhalo zvo lna , 
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dostatečně d louhou dobu a aby se postupně dosáhlo požadovaného přet laku C 0 2 . 

Dokvašování a zrání piva probíhá v ležáckém sklepě v sudech nebo v tancích. 

2.7.10. Filtrace, stabilizace a stáčení piva 

P o ukončení kvasného procesu je pivo vyzrálé a má požadované organolept ické 
vlastnosti . Před expedicí se však zbavu je zbytků kalících látek a všech mikroorganismů, 
které snižují b io logickou stabilitu a zhoršují chuť piva svými metabolity. Děje se tak filtrací, 
jenž nesmí ovlivnit vůni , barvu a stabilitu pěny. Fi l trace je za ložena na sedimentac i (hrubé 
částice), na působení síta (velikost částic a pórů f i l tračního materiálu) a na adsorpc i 
(rozpustné koloidy podle elektr ického náboje nebo podle míry afinity k f i l t račnímu materiálu). 
K filtraci slouží naplavovací filtry, z a kterými se často řadí deskové nebo svíčkové filtry. 

P r o c e s e m stabi l izace se zaj išťuje trvanlivost, chuťová a koloidní stabil ita piva, které se 
dosáhne snížením obsahu koloidních látek, pomocí stabi l izačních prostředků. Stabil izační 
prostředky se dělí podle účinnosti na: 

3) přípravky, které sráží, adsorbují nebo štěpí vysokomolekulárn i dusíkaté látky piva 
(tanin, bentonity, si l ikagelové přípravky) 

4) přípravky, které sráží, adsorbují nebo štěpí polyfenoly piva (nerozpustné polymerní 
hmoty) 

5) enzymové přípravky (štěpí vysokomolekulárn i dusíkaté látky) 

6) ant ioxidační látky (snižují negativní vliv kyslíku) 

Nejpřirozenější ochranou je maximální zachování př i rozených reduktonů ze s ladu 
a chmele . Biologická stabil ita se zvyšuje pasterací, dojde k umrtvení kvas inek a laktobaci lů. 

Účelem stáčení je převést dokvašené, chuťově vyzrálé a zf i l trované pivo do transportních 
nádob při minimálních ztrátách na hmotnosti a změnách jakost i . 

2.7.11. Proces stárnutí piva 

Jedním z hlavních problémů pivovarského průmyslu je zajištění dostatečně vysoké 
trvanlivosti piva. Vysoká trvanlivost piva neznamená pouze zachování čirosti, a le také 
udržení všech ostatních kvalitativních vlastností, jako je chuť, vůně, barva a pěnivost, a to 
během transportu i při nás ledném skladování. 

P roces stárnutí piva se projevuje snížením senzor ické kvality d louhodobě sk ladovaného 
piva. Jedná se o reakce hydrolyt ické, isomerační, kondenzační až polymerační 
a oxidoredukční. Hydrolytické reakce vedou obvykle ke štěpení glykosidů na aglykony 
a odpovídající sachar id ické složky a výrazně se v kvalitě hotového piva neuplatňují. 

Kondenzační až polymerační reakce se uplatňují především ve smys lu tvorby 
vysokomolekulárních celků s velkou srážecí aktivitou vůči bí lkovinám extraktu piva. Tím 
dochází k tvorbě polyfenol-bí lkovinných komplexů, které z a určitých podmínek mohou 
vypadávat z roztoku, a tím vytvářet koloidní zákaly. 
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2.8. Zpracování analyt ických výsledků a validace metody 

2.8.1. Opakovatelnost 

Opakovate lnost metody je def inována jako těsnost shody mez i navzájem nezávislými 
výsledky zkoušek získanými z a podmínek opakovatelnost i (podmínky, kdy navzájem 
nezávislé výsledky zkoušek se získají opakovaným použit ím téže zkušební metody na 
ident ickém materiálu, v téže laboratoři, týmž pracovníkem, z a použití týchž přístrojů 
a zařízení, během krátkého časového rozmezí). 

Opakovate lnos t je vyjádřena jako relativní směrodatná odchy lka R S D : 

RSD = d - 1 0 0 ( % ) , (1.1) 
x 

s - směrodatná odchy lka opakovatelnost i z n stanovení, 

x - průměrná hodnota z n stanovení 

n - počet stanovení 

O d h a d směrodatné odchylky pro n < 10 se vypočí tá z rozpětí (R), tj. rozdílu mezi největší 

(Xmax) a ne jmenš í (x m i n )hodnotou výsledku v sérii. 

R — X m a x " X m j n (1-2) 

s = k n .R, (1.3) 

kde hodnota k n je tabelována. 

2.8.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Mez detekce odpovídá koncentraci , pro kterou je analyt ický signál statisticky významně 
odl išný od šumu. Udává skutečnou úroveň signálu, která ještě umožňuje detekci 
koncentrace. 

U separačních metod se používá k výpočtu m e z e detekce vel ikost hodnoty signálu 
s lepého pokusu. K dispozic i musí být chromatogram slepého pokusu a směrnice kalibrační 
přímky. Z chromatogramu slepého pokusu se určí maximální kolísání základní linie (hmax) 
v oblasti dané 20-ti násobkem pološířky píku s tanovovaného analytu. Pro odezvu m e z e 
detekce platí: 

yD = 3hmax (1.4) 

a pro koncentraci na mez i detekce: 

x D = ^ r ' (1-5) 

př ičemž směrnice kalibrační přímky musí vycházet z koncentrační závislosti y = b^x, 

kde y je výška chromatograf ického píku a ne p locha jak je obvyklé. 
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Mez stanovitelnosti je nejnižší koncent race analytu, která může být s tanovena 
s při jatelnou mírou správnost i a přesnost i . 

U separačních metod se používá k výpočtu m e z e stanovitelnosti vel ikost hodnoty signálu 
s lepého pokusu. K d ispozic i musí být chromatogram slepého pokusu a směrnice kalibrační 
přímky. Z chromatogramu slepého pokusu se určí maximální kolísání základní linie (/7m a x) 
v oblasti dané 20-ti násobkem pološířky píku s tanovovaného analytu. Pro odezvu m e z e 
stanovitelnosti platí: 

př ičemž směrnice kalibrační přímky Jbi musí vycházet z koncentrační závislosti y = Jbix, kde y 

je výška chromatograf ického píku a ne p locha jak je obvyklé. 

2.8.3. Ověření linearity odezvy detektoru 

Stanovení se provede minimálně pro tři různé koncentrace standardní látky pro jednot l ivé 
analyty. Korelační koeficient nesmí být nižší než 0,9800 a rozdíly směrnic přímek by neměly 
přesahovat 15%. 

Interval spolehl ivost i průměru 

J e to rozmezí hodnot, v němž s určitou pravděpodobnost í leží skutečná hodnota výsledku. 
Interval spolehl ivost i je t ím užší, čím jsou získané výsledky přesnější. Charakter izu je tedy 
spolehl ivost výs ledku. Počítá se podle toho, kolik změřených hodnot je k d ispoz ic i . 
Při n < 10 se interval spolehl ivost i L 1 2 vypočítá z e vztahu: 

= 10/7, max, (1.6) 

a pro mez stanovitelnosti : 

(1.7) 

Li,2= x ± K n R , (1.8) 

kde hodnota K n j e tabelována. [32,33] 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1. Sklo, pomůcky, přístroje 

o magnet ická míchačka Lávat, Lávat a.s., Chotut ice, Česká republ ika 
o ul trazvuková lázeň Kraintek, Kraintek s.r.o., Podhájská, Slovenská republ ika 

o pH-metr M P H 372, Monokrysta ly , Trutnov, Česká republ ika 
o kombinovaná pH elektroda, typ 0,1 - 2 9 , Monokrystaly, Trutnov, Česká republ ika 

o analyt ické váhy A N D G R - 2 0 2 - E C , S a n J o s e , Spojené státy amer ické 
o lednička A m i c a Fresh line, A m i c a C o m m e r c e s.r.o, P raha , Česká republ ika 
o přístroj na přípravu deionizované vody Watrex, Wat rex P raha , s.r.o., P raha , Česká 

republ ika 

o mikropipeta Biohit proline 100 - 1000 u.m, Labor -Komple t s.r.o., P raha , Česká 
republ ika 

o t řepačka Ye l l ow line, T T S 2, IKA® Werke G m b H & C o . K G , Staufen, Německo 

o inkubátor Incucell, B M T Medica l Techno logy s.r.o., Brno, Česká republ ika 
o vodní lázeň 

o běžné laboratorní sklo 
o injekční stříkačka 

o membránový filtr o velikosti pórů 0,20 a 0,45 u.m 
o míchadlo 

4.2. Chemikál ie 

Všechny použité chemikál ie j sou p.a. a H P L C čistoty 
o deionizovaná voda 

o kysel ina chlorovodíková, Pen ta , P raha , Česká republ ika 
o hydroxid sodný, Pen ta , P raha , Česká republ ika 

o kysel ina octová, min. 99 %, O n e x chemie, s.r.o., Rožnov pod Radhoštěm, Česká 
republ ika 

o hexakyanoželezi tan draselný, Merk s.r.o., Říčany-Jažlovice, Česká republ ika 
o taka d ias tasa, S igma-A ld r ich , St. Louis, Spojené státy amer ické 

o thiamin chlorid hydrochlor id, F luka analyt ical , S e e l z e , Německo 
o methanol , R iede l -de Haěn, S e e l z e , Německo 

o octan sodný, tr ihydrát, L a c h e m a , Brno, Česká republ ika 

4.3. Příprava roztoků 

Příprava 0,1M roztoku HCI 

8,82 ml 3 5 % kysel iny chlorovodíkové bylo př idáno do 1000 ml odměrné baňky a de ion izo-
vanou vodou doplněno po rysku. 

Příprava 15% roztoku NaOH 

150 g 9 8 % pevného hydroxidu sodného bylo rozpuštěno v deionizované vodě a doplněno 

na objem 1000 ml. 
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Příprava 1% roztoku K3[Fe(CN)6] 

0,1 g 9 9 % krystal ického hexakyanoželez i tanu draselného bylo rozpuštěno v deionizované 
vodě a doplněno na objem 10 ml. Roztok se připravuje vždy čerstvý v den analýzy. 

Příprava 2,5M roztoku CH3COONa 

170,10 g 9 9 % tr ihydrátu octanu sodného bylo rozpuštěno v deionizované vodě a 

doplněno na konečný objem 500 ml. 

Příprava mobilní fáze 

600 ml deionizované vody bylo okyse leno kysel inou octovou na pH 4,5, a pak př idáno 
400 ml methanolu. 

Příprava derivatizačního činidla pro předkolonovou derivatizaci 

1 ml 1% roztoku hexakyanoželezi tanu draselného bylo naředěno na 25 ml 1 5 % roztokem 

hydroxidu sodného. Roz tok se připravuje vždy čerstvý v den analýzy. 

Příprava standardních roztoků vitaminu B1 

Zásobní roztok thiaminu o koncentraci 100 mg/l byl př ipraven rozpuštěním 0,01 g thiaminu 
ve 100 ml 0,1 M kysel iny chlorovodíkové. 

Při uchovávání v lednici při teplotě 4 °C je tento zásobní roztok stálý 1 týden. 

Roztoky standardů o koncentraci 8; 6; 4; 2; 0,4; 0,2 a 0,04 mg/l se připravují 
bezprostředně před použi t ím. 

Všechny př ipravené roztoky byly odplyněny v ul trazvukové lázni z důvodu prodloužení 

životnosti kolony. 

Princip použité metody 

Thiamin byl extrahován z potraviny po kyselé hydrolýze. Následovala defosfory lace z a 
použití enzymu taka d iastasy a kvanti f ikace metodou H P L C s předkolonovou der ivat izaci na 
th iochrom. 

4.4. Příprava vzorků pro HPLC analýzu 

Zpracování pevných vzorků ječmene a sladu kyselou a enzymatickou hydrolýzou 

Vzorky j ečmene a s ladu byly najemno namlety na elektr ickém mlýnku. 

• přímé stanovení 

Do reakční baňky bylo naváženo 10 g tohoto zhomogen izovaného vzorku a k němu 
př idáno 40 ml 0,1 M kysel iny chlorovodíkové. Hrdlo baňky bylo překryto a loba lem a baňka na 
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1 hodinu v ložena do vodní lázně o teplotě 100 °C. P o uplynutí této doby se vzorek z lázně 
vyjmul a nechal vychladit na laboratorní teplotu. P o m o c i 2 ,5M octanu sodného bylo jeho pH 
upraveno na hodnotu 4. K takto okyse lenému vzorku byla př idána taka d ias tasa (1,1 g), hrdlo 
bylo překryto a loba lem a vzorek byl uložen do termostatu, kde byl inkubován 22 hodin při 
teplotě 39 °C. Poté se vzorek kvantitat ivně převedl do 50 ml odměrné baňky a doplnil se po 
rysku 0,1 M kysel inou chlorovodíkovou. Baňka se protřepala, necha la odplynit v ul trazvukové 
lázni a vzorek se po usazení zfiltroval přes membránový filtr 0,45 u.m. J e nezbytně nutné, 
aby filtrát byl naprosto čirý. 

Zkoncentrování roztoku vzorku pomocí vakuové odparky 

U 12 ml zf i l t rovaného vzorku Starobrno s lad byla pro zkoncentrování obsahu thiaminu 
v roztoku použita metoda vakuového odpaření roztoku. Vodní lázeň byla nas tavena na 
50 °C, vzorek se odpařoval 2,5 hodiny. Částečně odpařený vzorek byl doplněn na objem 
3 ml, znovu zfi l trován přes membránový filtr a analyzován. 

• metoda přídavku standardu 

Do reakční baňky bylo naváženo 10 g zhomogen izovaného vzorku, k němu přidáno 10 ml 
roztoku standardu o koncentraci 1020 mg/100 ml a 50 ml 0,1 M kysel iny chlorovodíkové. 
Paralelně byl př ipraven také roztok s tandardu, 10 ml téhož roztoku standardu a 50 ml 0,1 M 
kysel iny chlorovodíkové. Hrdlo baňky bylo překryto a loba lem a baňka na 1 hodinu v ložena 
do vodní lázně o teplotě 100 °C. P o uplynutí této doby se vzorek z lázně vyjmul a nechal 
vychladit na laboratorní teplotu. Pomocí 2 ,5M octanu sodného bylo jeho pH upraveno na 
hodnotu 4. K takto okyse lenému vzorku byla př idána taka d ias tasa (1,1 g), hrdlo bylo 
překryto a loba lem a vzorek byl uložen do termostatu, kde byl inkubován 20 hodin při teplotě 
40 °C. Poté se vzorek kvantitat ivně převedl do 100 ml odměrné baňky a doplnil se po rysku 
0,1 M kysel inou chlorovodíkovou. Baňka se protřepala, necha la odplynit v ul t razvukové lázni 
a vzorek se po usazení zfiltroval přes membránový filtr 0,45 u.m. J e nezbytně nutné, aby 
filtrát byl naprosto čirý. 

Zpracování kapalných vzorků sladiny a piva 

Slad ina byla použita neředěná, ul t razvukem odplyněná a zf i l trovaná přes membránový filtr 

0,2 (xm. 

Pivo bylo použito také neředěné, nutno důkladně a dlouho odplynit kvůli obsahu C 0 2 . 

Zpracování tablet 

Tablety Pangaminu B iF i , B- komplexu forte a Th iaminu byly rozpuštěny v 0 , 1 M kysel ině 
chlorovodíkové a v odměrných baňkách doplněny na celkový objem 100 ml. Roz tok tablety 
Pangaminu BiF i byl použit neředěný, roztok B-komplexu byl zředěn 10x a roztok Th iaminu 
25x. Roztoky byly odplyněny v ul trazvuku a f i l trovány přes membránový filtr. 
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Slepý pokus 

Slepý pokus byl prováděn souběžně se vzorky. Pracovní postup přípravy s lepého pokusu 
byl shodný se zpracováním vzorků, ale byl proveden pouze s reakčním činidlem a taka 
d ias tasou. Provádět slepý pokus je nutné, protože použitý enzym může obsahovat malé 
množství thiaminu. 

4.5. Chromatograf ický separační systém 

Pro stanovení vi taminu B i byl použit chromatograf S h i m a d z u , který se skládá z: 
gradientového čerpadla S h i m a d z u G T - 1 0 4 a F C V - 1 0 A I , autosampleru L C - 1 0 A D , S h i m a d z u 
co lumn oven C T O - 1 0 A , f luorescenčního detektoru S h i m a d z u R F - 5 5 1 , komunikačního 
modulu S h i m a d z u C B M - 1 0 A a počítače s operačním systémem C l a s s - L C 1 0 / M 1 0 A , 
vers ion 1.6. 

Pro separac i byla použita ko lona Supe l co L C - 1 8 - D B o rozměrech 250 x 4,6 mm. J e to 
pět imikronová ko lona s reversní fází. 

Pro izokrat ickou eluci vi taminu byla použita směs methanol : voda o složení 40 % 
methanolu a 60 % vody upravené kysel inou octovou na pH 4,5. Tuto mobilní fázi je nezbytné 
před použit ím odp lyn i tv ul t razvukové lázni. 

K detekci byl použit f luorescenční detektor typu S h i m a d z u R F - 5 5 1 . Zdrojem záření 
detektoru je xenónová lampa s dvojí monochromat ickou mřížkou pro výběr excitační i emisní 
v lnové délky. Pro thiamin byla použita excitační v lnová délka 366 nm a emisní v lnová délka 
435 nm. 

Chromatograf ické podmínky 
Z průzkumu reakční doby a stability th iochromu vyšla jako nejvhodnější reakční doba 1 

minuta. 

Z vlivu rychlosti průtoku na p lochu píku vyplynul nejvhodnější průtok mobilní fáze 
0,3 ml/minutu. 

Nástřik: 10 uJ ( 5 uJ vzorku + 5(xl der ivat izačního činidla) 
Ko lona: Supe l co L C - 1 8 - D B , 5(xm 
Vel ikost kolony: 250 x 4,6 mm 
Detektor: XeJXex = 366 /435 nm 

4.6. Předkolonová derivatizace 

Při této metodě je thiamin nejprve der ivat izován derivat izačním činidlem, a poté 
separován na chromatograf ické koloně a detekován f luorescenčním detektorem. 
Derivat izační činidlo oxiduje nefluoreskující thiamin na thiochrom, který f luorescenci 
vykazuje. 

K 1 ml enzymat icky ošetřeného vzorku, roztoku standardu či roztoku pro slepé stanovení 
byl přidán 1 ml alkal ického roztoku hexakyanoželez i tanu draselného. Směs se necha la na 10 
sekund protřepat a před nastříknutím na kolonu se necha la 1 minutu stát. Nutno dodržet 
časové intervaly pro dosažení shodných výsledků. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUSE 

5.1. Test stability thiochromu 

Pro test stability th iochromu byl použit roztok standardu thiamin chlorid hydrochlor idu 
o koncentraci 10 mg/l . Při průtoku mobilní fáze 0,3 ml/minutu. Tento vzorek byl analyzován 
v intervalech od 1 minuty do 20 minut a byla s ledována závislost plochy píku na reakční 
době vzn iku th iochromu. 

Výsledky 

Test stability byl proveden na roztoku s tandardu thiamin chlorid hydrochlor idu 
o koncentraci 10 mg/l po smíchání s der ivat izačním činidlem. Při průtoku mobilní fáze 
0,3 ml/min byla proměřena reakční doba od 1 minuty do 20 minut. P o 20 minutách byl 
prokázán úbytek obsahu th iochromu o 8,42 %, bylo dokázáno, že nejvíce th iochromu 
obsahuje vzorek 1 minutu po smíchání. 

Tabulka č.6: Závislost plochy píku na reakční době (přeměny thiaminu na thiochrom) 

Reakční doba Plocha píku 
[min] [strojová 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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Závis lost reakční doby na ploše píku 
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Obrázek č.3: Graf závislosti reakční doby na ploše píku 

5.2. Test stability derivatizačního činidla 

K provedení testu stability der ivat izačního činidla byl využit standardní roztok thiamin 
chlorid hydrochlor idu o koncentraci 10 mg/ml. Ana lýza proběhla v 24 hodinovém intervalu. 

Výsledek 

Testováním stability der ivat izačního činidla bylo potvrzeno, že toto činidlo je stabilní po 
dobu 24 hodin. P o uplynutí této d o b y j e nutné připravit činidlo znovu . 

5.3. Test závislosti průtoku mobilní fáze na ploše píku 

Pro tento test byl použit roztok standardu thiamin chlorid hydrochlor idu o koncentraci 
10 mg/l . Roz tok standardu byl analyzován při průtoku 0,25; 0,30; 0,35; 0,40; 0,60; 0,80 
a 1,00 ml/minutu. 

Výsledky 

Menší průtok než 0,25 ml/min nemohl být apl ikován, protože pumpa vykazova la problémy 
s udržením tlaku. Max imum f luorescence bylo naměřeno při průtoku 0,25 ml/min. Vyšší 
průtoky vykazova ly velký pokles f luorescence, protože čas byl nedostatečný pro 
derivat izační reakci . Pro další měření byl jako opt imální zvo len průtok mobilní fáze 
0,3 ml/min, jako kompromis mezi retenčním časem a max imem plochy píku. 
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Tabulka č. 7: Závislost plochy píku na rychlosti průtoku mobilní fáze 

Průtok [ml/min] 
Plocha píku 

[strojová jednotka] 
0,25 4099936 
0,30 3221154 
0,35 2727154 
0,40 2384701 
0,60 1361227 
0,80 1011476 
1,00 901669 

Závislost plochy píku na průtoku mobilní fáze 
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Obrázek č.4: Graf závislosti plochy píku na rychlosti průtoku mobilní fáze 

5.4. Kalibrační křivka 

Pro sestrojení kal ibrační křivky byly použity roztoky standardů o známé koncentraci , které 
byly př ipraveny z e zásobního roztoku thiamin chlorid hydrochlor idu o koncentraci 
10 mg/100 ml a zředěny 0,1 M kysel inou chlorovodíkovou. Bylo použito standardních roztoků 
o následujících koncentracích: 8; 6; 4; 2; 0,4; 0,2 a 0,04 mg/l. 
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Tabulka č. 8: Kalibrační hodnoty 

Koncentrace Koncentrace Plocha píku 
Průměr 

[mg/50ml] [mg/l] [strojová jednotka] 
Průměr 

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 
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Obrázek č. 5: Graf kalibrační křivky thiaminu 
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Rovnice regresní přímky 

y = 6-M)-1 - x + 0,0348 

R2 =0 ,9987 

Obrázek č. 6: Chromatogram - thiamin, standard 

5.5. Analyzované vzorky 

V první fázi výzkumu byly analyzovány potravinové doplňky o známém obsahu thiaminu, 
dále pak různé odrůdy s ladovnického ječmene a z něj vyrobené slady, vzorek sladiny a piva. 
Potravní doplňky byly zakoupeny v lékárně, vzorky j ečmenů a sladů byly dodány 
Výzkumným ústavem pivovarským a s ladařským v Brně a vzorek s ladiny odebrán v pivovaru 
Starobrno, dne 2.4.2008. 

5.5.1. Vzorky potravních doplňků 

Tableta B-komplex forte, Zentiva 

U tablety B-komplexu byla s tanovena volná forma thiaminu. Deklarovaný obsah thiaminu v 1 

tabletě je 15 mg. 

Tableta Thiamin, Zentiva 

U tablety Th iaminu byla s tanovena volná forma thiaminu. Deklarovaný obsah thiaminu v 1 
tabletě je 50 mg. 
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Tableta Pangamin Bifi 

V tabletě Pangamin BiFi byla s tanovena volná forma thiaminu. O b s a h thiaminu v 1 tabletě 
není deklarován z důvodu proměnného obsahu vi taminu produkovaného kvas inkami 
S a c h a r o m y c e s cerev is iae. 

V tabulce jsou vyobrazeny naměřené hodnoty thiaminu (thiamin chlorid hydrochloridu) 
v tabletách v porovnání s deklarovanými hodnotami vi taminu B i a odchylky měření. 

Tabulka č.9: Výsledky a porovnání naměřených a deklarovaných hodnot 

Název 
B i [mg/1 tableta] 

deklarovaná 
B i [mg/1 tableta] 

naměřená 
Odchylka měření 

[%] 
B-komplex forte, Zent iva 15 16,9303 0,97 

Th iamin, Zent iva 50 66 ,1787 8,09 

Pangamin BiF i neuvedeno 0,0206 -

Tabulka č. 10: Validační parametry jednotlivých vzorků 

Název 
B i [mg/1 tableta] 

naměřená 
Směrodatná 

odchylka 
Relativní 

opakovatelnost [%] 
B-komplex forte, Zent iva 16,9303 0,1039 1,45 

Th iamin, Zent iva 66 ,1787 0,0433 1,12 

Pangamin BiF i 0,0206 0,0046 2,26 

400-

Thiar nin 

200-

Ü-

v 
Ü-

D 5 1Ü 15 min 

Obrázek č. 7: Chromatogram - B-komplex, Zentiva 
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Obrázek č. 8: Chromatogram - Pangamin BiFi 

Obrázek č. 9: Chromatogram - Thiamin, Zentiva 

Tabu lka naměřených a vypočtených hodnot vzorků tablet je uvedena v pří loze Tabu lka 1. 
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5.5.2. Vzorky ječmene, sladu, sladiny a piva 

Vzorek sladovnického ječmene 

V e vzorcích ječmene byl s tanoven celkový obsah thiaminu, byla prokázána též pří tomnost 
riboflavinu. 

Vzorek sladu 

V e vzorcích s ladu byl s tanoven celkový obsah thiaminu, prokázána byla též pří tomnost 
riboflavinu. 

Vzorek sladiny 

V e vzorku s ladiny byla prokázána volná forma thiaminu, a také volná forma riboflavinu. 

Vzorek piva 

V e vzorku piva byla prokázána pouze volná forma riboflavinu. Th iamin v pivu nebyl 

detekován. 

Výsledky 

• přímá metoda 

V tabulce jsou zob razeny naměřené hodnoty thiaminu ve sladině, pivu a v jednot l ivých 

odrůdách ječmene a s ladu. 

Tabulka č. 11: Výsledky naměřených hodnot thiaminu ve vzorcích ječmene, sladu, sladiny 
a piva. Validační parametry jednotlivých vzorků, (přímá metoda) 

Vzorek Název 
B i [mg/kg] 

volná forma 
B i [mg/kg] 

naměřený obsah 
B 2 

j ečmen Calgary - 0,2127 pří tomen 

Blaník - 0,2126 pří tomen 

E b s o n - 0,2232 pří tomen 

slad Calgary - 0,2012 pří tomen 

Blaník - 0,1501 pří tomen 

E b s o n - 0,1636 pří tomen 

Starobrno - 0,1712 pří tomen 

sladina Starobrno 0,0395 mg/l - pří tomen 

pivo Pi lsner Urquel , 12° - - pří tomen 

slepý vzorek - 1,5906 (v enzymu) př í tomen 
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B, [mg/kg] B, [mg/kg] 
Směrodatná 

odchylka 

Relativní 
Vzorek Název naměřený naměřený 

Směrodatná 
odchylka 

opakovatelnost 
obsah obsah + ztráty 

Směrodatná 
odchylka 

[%] 
j ečmen Calgary 0,2127 1,1901 3 .4108E-03 4,30 

Blaník 0,2126 1,1895 2 .5569E-03 3,22 

E b s o n 0,2232 1,2492 8 .0286E-03 9,85 

slad Calgary 0,2012 1,1260 6 .1222E-03 3,58 

Blaník 0,1501 0,8401 4 .9664E-03 7,43 

E b s o n 0,1636 0,9153 2 .4899E-03 7,62 

Starobrno 0,1712 0,9582 4 . 4 7 1 0 E - 0 3 6,29 

sladina Starobrno 0,0395 mg/l - 2 .1856E-05 0,06 

pivo Pi lsner 

Urquel , 12° 
- - - -

slepý vzorek - - 6 ,1490E-05 0,17 

a: 

Thiamin 

\ 

15 **» 

Obrázek č. 10: Chromatogram - Starobrno sladina 
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Obrazek 6.11: Chromatogram - pivo Pilsner Urquel 12° 

i-

Riboflavin 

Thiamin 

Obrazek c. 12: Chromatogram - Ebson jecmen 

56 



TV/ 

2-

0- Riboflavin 

Thiamin 

IV . 
a s lQ 1L. 1 • •! 

Obrazek c. 13: Chromatogram - Blanik jecmen 

A. 

i-

(i-
Riboflavin 

Thiamin 
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5 10 15 

Obrazek c. 14: Chromatogram - Calgary jecmen 
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TV/ 
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Riboflavin 

0-

Thiamin 

-i • 

0 lQ 15 i'i 

Obrazek c. 15: Chromatogram - Ebson slad 

Thiamin 

15 r*i 

Obrazek c. 15: Chromatogram - Blanik slad 
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Riboflavin 

A 

V 

Thiamin 

Obrazek c. 16: Chromatogram - Calgary slad 

inY 

Riboflavin 

if 

Thiamin 

15 ™> 

Obrazek c. 17: Chromatogram - Starobrno slad 
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•' 
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Riboflavin 
Thiamin 

A 
•J s 10 í í ™ 

Obrázek č. 18: Chromatogram - slepý pokus 

Tabulky naměřených a vypočtených hodnot příslušných vzorků jsou uvedeny v pří loze 
Tabu lka 2, 3 a 4. 

Zkoncentrování roztoku vzorku pomocí vakuové odparky 

Použit ím této metody, při 4 násobném zkoncentrování, 50°C, 2,5 hodiny došlo k 6 4 , 1 9 % 
ztrátě thiaminu v důsledku působení teploty a světla a tedy 3 5 , 8 1 % výtěžnost i . 

Nižší teplota nemoh la být použita z důvodu výrazného prodloužení času odparu. 
Tabu lka naměřených a vypočtených hodnot vzorku Starobrno s lad je uvedena v pří loze 

Tabu lka 7. 
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•tí/ 

10-

Riboflavin 

•-

Thiamin 

D 1 iD ÍL. 

Obrázek č. 21: Chromatogram - srovnání vakuově odpařeného vzorku a vzorku bez odparu 
u Starobrno slad 

• metoda přídavku standardu 

Metoda přídavku standardu neved la ke zdárným výs ledkům. Z logického h led iska by 
vzorky s př ídavkem standardu měly mít vyšší koncentraci thiaminu než standardní roztok, 
v praxi tomu ale bylo naopak. Konzu l tace s odborníky z Výzkumného ústavu pivovarského a 
s ladařského v Brně přinesla jediné možné vysvět lení, a to, že nedostatečná enzymat ická 
hydrolýza moh la být způsobena absencí třepání při inkubaci vzorku. Toto tvrzení nemohlo 
být podloženo exper imentem jednak z časových důvodů a protože třepací termostatová 
lázeň nebyla k d ispoz ic i . P o k u d tato metoda opravdu vypovídá o nedostatečné defosforylaci , 
je tedy pravděpodobné, že v přímé metodě došlo k nedostatečné defosforylaci také. To 
vysvětluje poměrně nízký naměřený obsah thiaminu ve vzorcích j ečmenů a sladů ve 
srovnání s o b s a h e m uváděným v l iteratuře. Literatura uvádí obsah thiaminu v obilí ko lem 
3 - 4 mg/kg. 
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Obrázek č.22: Chromatogram - thiamin, standard 

Obrázek č.23: Chromatogram - Calgary ječmen se standardním přídavkem thiaminu 
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Tabu lka naměřených a vypočtených hodnot příslušných vzorků je uvedena v pří loze 

Tabu lka 5. 

5.6. Důkaz přítomnosti riboflavinu 

Vzorek sladiny byl nastříknut na kolonu bez derivat izačního činidla, protože nebyl zředěn 
1:1 s der ivat izačním činidlem, výška a p locha píku je vyšší. 

Z e schopnost i př irozené f luorescence a obsahu v pivu a sladině vyšším než je 
koncent race thiaminu bylo usouzeno že pří tomný pík je s největší pravděpodobnost í p ikem 
riboflavinu. [31,34] 

TV/ 

6-

*• 
Riboflavin 

í\ 
£• 

0- A Thiamin 

_J\_ 

£• 

0-

0 3 id 

Obrázek č. 19: Chromatogram - důkaz riboflavinu ve sladině 

63 



Tento pokus byl znovu ověřen na vzorku s ladu s př ídavkem standardu thiamin chlorid 
hydrochlor idu, opět se prokázala př irozená f luorescence prvního píku. Roz tok s ladu byl 
zředěn 1:1 s 0,1 M HCI. 

Obrázek 6.20: Chromatogram - důkaz riboflavinu - nástřik s derivatizačním činidlem, nástřik 

bez derivatizačního činidla 

5.7. Ztráty thiaminu varem a inkubací 

Ztráty thiaminu byly prokázány na roztoku o koncentraci 10,2 mg/100 ml. Byly připraveny 
2 roztoky standardu o shodné koncentraci 10,2 mg thiamin chlorid hydrochlor idu s 60 ml 
kysel iny chlorovodíkové. Z nichž jeden byl pouze povařen (1 hodinu, 100 °C), po vychladnutí 
doplněn na 100 ml, odplyněn v ul t razvukové lázni a rovnou analyzován. Druhý roztok byl 
povařen z a shodných podmínek, po vychladnutí bylo pH roztoku upraveno 2 ,5M oc tanem 
sodným na hodnotu 4, př idáno 1,1 g taka d iastasy a roztok byl v ložen do inkubátoru na 20 
hodin při 40 °C. P o inkubaci byl roztok doplněn na celkový objem 100 ml, odplyněn 
a analyzován. 

Výsledky 

Srovnáním ploch 2 roztoků standardu o shodné koncentraci při provedení enzymové 
hydrolýzy a vynecháním kroku enzymové hydrolýzy byla zj ištěna celková ztráta varem 
a inkubací 82,13 %, z toho ztráta va rem (1 hodina, 100 °C) tvoři la 81,47 % a ztráta inkubací 
0,66 %. Výtěžnost reakce tedy 17,87 %. 
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Obrázek č.24: Chromatogram - srovnání standardů thiaminu o stejné koncentraci bez 

enzymatické hydrolýzy a s enzymatickou hydrolýzou 

Tabu lka naměřených a vypočtených hodnot je uveden v pří loze Tabu lka 6. 

5.8. Val idační parametry 

5.8.1. Ověření linearity detektoru 

Lineari ta detektoru byla ověřena u standardu thiamin chlorid hydrochlor idu. Kalibrační 
křivka standardu byla v š i rokém rozsahu koncentrací 0,04 až 8 mg/l l ineární. Korelační 
koeficient s tandardu byl 0,9987, což je vyšší než 0,98, metoda je tedy při jatelná pro 
stanovení. 

5.8.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti 

M e z detekce byla s tanovena podle postupu uvedeného v kapitole 2.8.2. Z e záznamu 
šumu detektoru bylo určeno maximální kolísání základní linie v oblasti dané 
dvacet inásobkem pološířky píku. Pro příkladné vyhodnocení byl použit pík chromatogramu 
standardu thiaminu o koncentraci 0,04 mg/l . Pološírka píku, s tanovená z chromatogramu 
standardu thiaminu byla 0,15 minut. Dvacet inásobek pološířky píku je tedy 3 minuty. 
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Obrázek č. 25: Chromatogram - záznam šumu detektoru 

Obrázek č.26: Chromatogram - maximální kolísání základní linie 
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Maximální kolísání základní linie je h m a x = 18 m V 

Pro odezvu m e z e detekce platí: 

3 ,^=3-18 = 54 

Kalibrační křivka thiaminu 

14000000 i 

c [mg/l] 

Obrázek č.27: Kalibrační křivka thiaminu, závislost výšky píku na koncentraci 

Rovn ice regresní přímky 
y = 1599805,5459x - 49740,3048 

R2 =0 ,9987 

Z rovnice regresní přímky sestrojené kalibrační křivky (závislost výšky píku na 

koncentraci) byla určena směrnice bi = 1599805,5459. 

Koncent race na mez i detekce: 

54 
x , = = 3,3754 -10" 5 mg/l 

1599805,5459 

M e z stanovitelnosti byla s tanovena stejným způsobem, přičemž: 

y, = i o - / w 
ys = 1 0 - 1 8 = 180 

Pro koncentraci na mezi stanovitelnosti tedy platí: 
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1 80 
x = — = 0,0001 mg/l 

1599805,5459 

Tabulka č. 12: Naměřené 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 

^ — Xmax Xmin ~ 

R = 0,1759 mg/l 

: 7 , 2 9 8 6 - 7 , 1 2 2 7 

s = kn R = 0,5908 -0,1759 

s = 0,103 9 mg/l 

v 0 1 0 3 9 
i?Ä) = d - 1 0 0 = ^ ^ - 1 0 0 

x 7,1817 

Ä S D = 1,45 % 

5.8.4. Interval spolehlivosti průměru 

L l 2 = x ±Kn • R = 7,1817 ± 1,30• 0,1759 

L l 2 =7,1817 ± 0 , 2 2 8 7 mg/l 

Kn =1,30 prow = 3 
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6. ZÁVĚR 

V této d ip lomové práci byla opt imal izována a apl ikována metoda izo lace vi taminu B i 
v reálných vzorcích s ladovnického ječmene a s ladu s oh ledem na jeho labilitu, nízký obsah 
v potravinách a výskyt ve vázané formě. 

Zák ladem postupu byla ČSN E N 14122 pro stanovení vi taminu B i v potravinách metodou 
H P L C . Úkolem této d ip lomové práce bylo především stanovit obsah vitaminu B i ve vzorcích 
ječmene a s ladu, které byly dodány Výzkumným ústavem pivovarským a s ladařským v Brně. 
Byly však s tanoveny i obsahy tohoto vi taminu v tabletách Th iaminu, B-komplexu, Pangaminu 
BiF i a též ve sladině a pivu. 

V případě kapalných vzorků s ladiny a piva nebylo potřeba kyselé ani enzymat ické 
hydrolýzy neboť thiamin se v roztocích nacházel ve volné formě. Tablety byly rozpuštěny 
v 0,1 M HCI a u vzorků ječmenů a sladů byla provedena jak kyselá, tak enzymat ická 
hydrolýza, neboť se v nich thiamin nachází ve vázané formě. Kyselá hydrolýza byla 
prováděna 0,1 M HCI ve vodní lázni vyhřáté na 100 °C po dobu 1 hodiny, enzymat ická 
hydrolýza pomocí taka d iastasy a 20 - 22 hodinové inkubace při 39 - 40 °C. P o provedení 
filtrace byl vzorek př ipraven k der ivat izaci . K derivat izaci se používal si lně alkalický roztok 
K 3 [Fe (CN) 6 ] , který thiamin oxidoval na thiochrom. R e a k c e vyžadovala naprosto přesné 
dodržení doby míchání a reakční doby, neboť thiochrom je v alkal ickém prostředí velmi 
nestabilní a rychle se rozkládá. Pro reprodukovatelnost výs ledku bylo nutné zachovat 
standardně 10 s míchání vzorku a 60 s reakční doby v klidu. Takto př ipravený vzorek byl 
analyzován metodou vysokoúčinné kapal inové chromatograf ie na reverzní fázi a detekován 
f luorescenčním detektorem. Pro detekci thiaminu byla použita excitační v lnová délka 366 nm 
a emisní v lnová délka 435 nm. 

U metody byly vypočteny základní val idační parametry. 
C e l k e m byly s tanoveny 4 vzorky s ladu, 3 vzorky s ladovnického ječmene, vzorek sladiny, 

p iva a 3 vzorky tablet potravinových doplňků. Při stanovení obsahu thiaminu v tabletách bylo 
dosaženo relativní shody mezi naměřenými a deklarovanými hodnotami. V B-komplex 
tabletě byl zj ištěn obsah thiaminu 16,86 mg, deklarovaný obsah je 15 mg. V tabletě thiaminu 
byl zj ištěný obsah 66,17 mg a deklarovaný obsah 50 mg. V tabletě Pangaminu BiFi byl 
zj ištěn obsah 0,02 mg thiaminu, obsah thiaminu není deklarován z důvodu nestabilní 
produkce thiaminu kvas inkami S a c h a r o m y c e s cerev is iae. U sladovnických ječmenů byla 
naměřena hodnota přibl ižně 0,21 - 0,22 mg/kg. U vzorků sladů byla naměřena hodnota 
přibl ižně 0 , 1 5 - 0 , 1 7 mg/kg. Exper imentálně byla ale prokázána ztráta thiaminu hodinovým 
varem přibližně 83 %, což musí být bráno v potaz při vyčíslování celkového obsahu thiaminu 
ve vzorcích ječmene a s ladu. V e vzorku s ladiny byl zj ištěn obsah vitaminu 0,0394 mg/l a ve 
vzorku piva byl obsah thiaminu pod mezí detekce. 

By la prokázána též nevhodnost zkoncentrování vzorků pomocí vakuové odparky. Při 
teplotě 50°C, délce 2,5 hodiny došlo k 6 4 % ztrátě thiaminu v důsledku působení teploty a 
světla. 

Při kontrolním stanovení metodou přídavku standardu byla proti vzorku s tandardu zj ištěna 
nedostatečná defosfory lace vzorků ječmenů a s ladů. Z toho lze usuzovat na chybu v procesu 
inkubace, a to, že enzym pro svoji plnou účinnost vyžaduje třepání. To by vysvět lovalo 
poměrně nízký naměřený obsah thiaminu ve vzorcích j ečmenů a s ladů ve srovnání 
s o b s a h e m uváděným v literatuře. Literatura uvádí obsah thiaminu v obilí ko lem 3 - 4 mg/kg. 
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Proto doporučuj i v následující práci zařazení termostatové třepací lázně, přestože norma 

toto neuvádí. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

U V - ultra f ialová oblast záření 

R P C - chromatograf ie na reverzní fázi 

H P L C - Vysokoúč inná kapal inová chromatograf ie 

C i s - stacionární fáze je tvořena řetězci osmnáct i uhl íkových zbytků navázaných na nosič 

(silikagel) 

N A D P H - nikot inamidadenindinukleot id 

U H T - metoda ul t ravysokého záhřevu 

H E M T - 5(2-hydroxyethyl)-4-methyl th iazolový derivát thiaminu 

F P D - p lamenově fotometr ický detektor 
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10. PŘÍLOHY 

10.1. Tabulky 

Tabu lka 1: Tabu lka výsledků a výpočtů pro vzorky potravinových doplňků 

plocha 1 plocha 2 plocha 3 průměr 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] průměr R kn pro n=3 SD R S D % Ll,2 
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 

Tabu lka 2: Tabu lka výsledků a výpočtů pro vzorky ječmenů, sladů a s ladiny (přímou metodou) 

23.4.2008 24.4.2008 
průměr koncentrace 

[mg/l] [mg/50ml] [mg/kg] 
[mg/kg] + 82,13% 

ztrát varem a inkubací plocha 1 plocha 2 plocha 1 plocha 2 
průměr koncentrace 

[mg/l] [mg/50ml] [mg/kg] 
[mg/kg] + 82,13% 

ztrát varem a inkubací 

Calgary ječmen 73089 74653 80597 68893 74308 0,0794 0,0040 0,2127 1,1901 
Blaník ječmen 78321 69547 75812 73408 74272 0,0794 0,0040 0,2126 1,1895 
Ebson ječmen 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 
Blaník 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 
Slepý 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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Tabu lka 3: Tabu lka výpočtů val idačních parametrů v ícenásobného měření pro vzorky ječmenů, sladů a sladiny 

koncentrace [mg/l] průměr R kn pro n=4 SD R S D [%] 

Calgary ječmen 0,07865 0,0796 0,0832 0,07614 0,0794 7.0224E-03 0,4857 3.4108E-03 4,30 
Blaník ječmen 0,08179 0,0765 0,0803 0,07884 0,0794 5.2644E-03 0,4857 2.5569E-03 3,22 
Ebson ječmen 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 
Blaník 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 4,471 OE-03 6,29 
Slepý 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 

Tabu lka 4: Tabu lka výpočtů val idačních parametrů dvou paralelních měření pro vzorky ječmenů, sladů a sladiny 

koncentrace [mg/l] průměr paralel.měření průměr SD R S D [%] 
Calgary ječmen 0,0787 0,0796 0,0832 0,0761 0,0794 3.5274E-03 4,44 
Blaník ječmen 0,0818 0,0765 0,0803 0,0788 0,0794 2,9718E-03 3,74 
Ebson ječmen 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 
Blaník 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 
Slepý 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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Tabu lka 5: Tabu lka výsledků a výpočtů pro vzorky j ečmenů a s ladů (metodou standardního přídavku) 

plocha 1 plocha 2 průměr koncentrace [mg/l] [mg/100ml] koncentrace [mg/kg] 
slepý vzorek 6425 6540 6482,5 0,0387 0,0039 
standard 29915119 30717244 30316181,5 18,2245 1,8225 
Calgary ječmen 13444690 12107981 12776335,5 7,7006 0,7701 -105,6080176 
Blaník ječmen 14891035 15508809 15199922 9,1548 0,9155 -91,07898726 
Ebson ječmen 14800375 12651680 13726027,5 8,2704 0,8270 -99,92382205 
Calgary slad 11165432 10095375 10630403,5 6,4130 0,6413 -118,4814212 
Blaník 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 

Tabu lka 6: Tabu lka výpočtu výtěžnosti kyselé a enzymat ické hydrolýzy 

standard plocha 1 plocha 2 průměr [mg/l] [mg/100ml] 
ztráta varem 

[%] 
ztráta inkubací 

[%] 
ztráty celkem 

[%] 
výtěžnost 

[%] 
s enzymatickou hydrolýzou 29915119 30717244 30316182 18,2245 1,8225 82,13 0,66 82,13 17,87 
bez enzymatické hydrolýzy 31633245 31256431 31444838 18,9017 1,8902 81,47 

0,66 82,13 17,87 

Tabu lka 7: Tabu lka výpočtu výtěžnosti reakce pro vzorek Starobrno s lad z a použití vakuové odparky 

plocha 1 plocha 2 plocha 3 plocha 4 průměr koncentrace [mg/l] výtěžnost [%] ztráta [%] 
Starobrno slad 116289 128137 90830 111752,03 0,1019 35,81 64,19 
Starobrno slad 52339 59812 62148 67681 60495,00 0,0711 

77 



10.2. Obrázky 

r t, Z 

Obrázek č.28: Vysokoúčinný kapalinový chromatograf Shimadzu 
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