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1. UVOD

Antioxidanty jsou skupinou latek, které pusobi proti oxidanimu stresu
tim, Ze jsou schopny nicit tzv. volné radikaly v lidském organismu. Jednou
ze zakladnich, velice znamou a intenzivné studovanou skupinou téchto latek
jsou polyfenolické slouceniny. Nachazeji se v rostlinach a byvaji soucasti
produktd z nich vyrobenych. Lidsky organismus neni schopen samostatné
tvorby téchto latek, a proto je pfijima jako soucast potravin, napf. v zelening,
ovoci, ale také v ¢erveném, bilém nebo rizovém viné. V neposledni fadé
jsou obsazeny také v pivu, kam se dostavaji z chmelu, jeCmene nebo jinych
chmelovych produktl béhem procesu vyroby. Dal§i vyznamné zdroje téchto
latek pro Clovéka jsou nékteré nealkoholické napoje, jako jsou dzusy nebo
zeleny a Cerny €aj. Do skupiny polyfenolickych sloucenin Fadime fenolické
kyseliny a flavonoidy.

Antioxida¢ni kapacita u vina, piva, zeleného nebo c¢erného Ccaje
je dana polyfenolickymi latkami, ale v pfipadé dzusu se jedna spiSe
o vitaminy, které pini funkci antioxidantl. Vzhledem k faktu, ze studované
latky tvofi komplikované smési, byl zaveden pojem tzv. celkova antioxidacni
kapacita (TAC - total antioxidant capacity), ktery umoZzZnuje porovnavat
jednotlivé druhy vzork( mezi sebou.

Existuje cela fada metod, kterymi lze TAC stanovovat. Mezi
ty nejzakladnéjSi 1ze zahrnout FRAP, ORAC nebo TEAC. Existuje i fada
elektrochemickych metod.

Pivo je slozita matrice, obsahujici polyfenolické latky, které inaktivuji
povrch pracovni elektrody a tim zasadné ztézuji elektrochemické méreni.
Z tohoto duvodu neexistuje Zzadna prace, ktera by se =zabyvala
elektrochemickym stanovenim TAC u piva.

Cilem této prace bylo:

e Navrhnout metodu pro stanoveni celkového obsahu
polyfenolickych latek, obsazenych v pivu, pomoci mikrodialyzy

s amperometrickou detekci, vyuzivajici povrchu uhlikového



mikrovlakna jako pracovni elektrody, a vyfesit problém pasivace
uvedené elektrody zpusobeny adsorpci produktt oxidace piva.

Srovnhat navrzenou metodu s jinymi elektrochemickymi
metodami.

Stanovit TAC vybranych realnych vzork( piva pomoci této
metody. Jako srovnavaci metoda byla pouzita EPR metoda
vyuZzivajici volného radikalu DPPH.

Pokusit se o identifikaci snadno  oxidovatelnych
(polyfenolickych) latek obsazenych v pivu, které nejvyraznéji

pfispivaji k elektrochemické odezvé.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Slozeni a charakteristika piva

Pivo Ize nejjednoduseji charakterizovat jako napoj obsahujici alkohol,
extrakty a oxid uhliity. Je vyrabéno z jeCmenného sladu, surového chmele
nebo jinych chmelovych produktl. Mezi dalSi dulezité prvky patfi
pivovarnicka voda a svrchni nebo spodni kvasici drozdi. K vyrobé
se pouzivaji vyhradné vySe zminéné ingredience, které jsou béhem procesu
vareni prevedeny na zkvasitelny vyrobek.

Prvotnim krokem celé technologie je sladovani. Dochazi
ke kontrolované pfeméné obili (je€mene) na slad. Technologie zahrnuje ftfi
zakladni kroky: maceni (snaha zvysSit obsah vody), kli¢eni (vyvoj kofinkl
a stfelky na klicku) a poslednim krokem je suSeni (snizené obsahu vody
a pozastaveni procesu vegetace rostliny). Vyrobni proces zahrnuje tyto
vyrobni useky: Srotovani, vystirani, rmutovani, scezovani, chmelovar,
chlazeni, kvaSeni, dozravani a filtrace. Béhem Srotovani jsou odsaty
necistoty a slupky zrn by mély zlstat co nejméné poskozeny (budou slouzit
jako filtr v dalSich krocich). Nasledné pfimé michani vody a sladu se nazyva
vystirani. Vznika husta kase tzv. vystirka nebo také rmut. BEéhem rmutovani
enzymaticky komplex $tépi slozité polysacharidy na cukry, které lze dale
kvasit. Nasleduje scezovani, pfi kterém se oddéli kapalna &ast rmutu
od sladovych zbytkl, kterym se fika mlato. Chmelovar Ize rozdélit na dva
kroky: tepelna reakce a odparovani. Povafi se sladina s chmelem a dojde
ke tvorbé horké mladiny (horké latky pfejdou do vysledného roztoku).
Mladina je poté ochlazena cca na 8°C. Nasleduje mohutné kvadeni mladiny
pfi cca 11°C. Cukry se méni na oxid uhli€ity a alkohol. Na kiemelinovém filtru
se poté odfiltruji kvasinky. Jsou mozné nepatrné uUpravy napf.: sladovnicky
jeémen, ktery maze byt kombinovan s pSeni¢énym sladem s cilem dosazeni
lepSi chuti piva. Dale se mohou zapojit nesladové dopliky i jiny material
obohaceny o extrakty. Pravidla a mnozstvi pfidavku téchto latek se lisi podle

zemi a geografickych oblasti'.



Jednou ze zakladnich vlastnosti piva je jeho pfirozena schopnost
vytvaret pénu. Oxid uhlicity, ktery se uvoliuje pfi staceni, je zodpovédny
za stabilitu pény. Stabilizacni u€inky jsou pfipisovany proteinim,
glykoproteintm, tfislovingé, b-glukanim, a isohumulonovému komplexu.
Destabilizace je vyvolana mastnymi kyselinami, glyceridy a ethanolem
(vice jak 7-8 0Dbj.%).

Za barvu piva mohou oxidacni reakce pfi vyrobé mladiny, druh sladu
nebo chemické zmény vyvolané béhem rmutovani a chmelovaru. Snizeni

pH pfi fermentaci a filtraci zplisobi, Ze barva piva je svétlejsi'.

2.2. Fyziologie a toxikologie piva

Diky svému vysokému energetickému obsahu je pivo kategorizovano
jako jidlo a pusobi jako stimulant. Tento fakt reflektuje standardni definice®.
Kalorickou hodnotu piva Ize vypocitat z koncentrace proteint, sacharidi
a alkoholu. Pivo s obsahem 10 - 14% extraktd plvodni mladiny ma orientacni
kalorickou hodnotu 1500 - 2100 kJ/I (hruby odhad se ziska vynasobenim
extraktll puvodni mladiny v % faktorem 150). Z nutriéniho hlediska jsou
dilezité aminokyseliny a vitaminy. Jeden litr piva obsahuje pfiblizné
40 ug thiaminu, 400 ug riboflavinu, 7500 pug niacinu, 650 ug pyridoxinu,
1500 pg kyseliny pantotenové a 800 ug kyseliny listové. Latky, které byly
studovany elektrochemicky, nalezneme v Tab. 1. Pivo ma téz vysoky obsah
vody a koncentraci minerall (celkem 1000 mg/l, sklada se z:
20 - 30 mg/l sodiku, 500 mg/l drasliku, 30 mg/l vapnikd, 300 mg/l fosforu
a 100 mg/l hof¢iku). Napoj vykazuje mnoho dalSich vlastnosti a ucinku. Oxid
uhliCity (4 - 8 g/l) a organické kyseliny (600 mg/l) maji uvolfiujici, uklidfiujici
a zaroven povzbuzujici uc€inky. Dietni uCinek piva je zaloZen v prvé fadé na
nizké koncentraci sodiku. Vzhledem k faktu, Zze neobsahuje tuky, bude
pozitivné podporovat moceni. Diky pfitomnosti alkoholu, oxidu uhli€itého,
horkych kyselin a nizkému pH, nemohou v pivu pfezivat patogenni a toxické

bakterie a tak $kodit lidskému organismu’.
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nazev a vzorec

elektrochemie

citace

riboflavin

CV: na CILE (carbon ionic liquid electrode):
(carbon paste electrode) sledujeme jeden
anodicky pik Epa=-125mV a jeden katodicky
pik Epk=-155mV,
se neobjevily adsorpCni pfed- a postviny,

na CV voltamogramu

jednalo se o reverzibilni redukci zahrnujici

dva elektrony a dva protony

40
30
20t
10

0.0+

I(pA)

10}
20t
30+

a0}

2

CV: v neutralnim prostfedi: quasireverzibilni
redukEni déj, jeden elektron a jeden proton,
jeden katodicky a
Epk=-0,82V a Epa=-0,55V. Kdyz reakci

obratime vzniklé p rodukty nasledné mohou

jeden anodicky pik

oxidovat, irreverzibilni déj, jeden elektron,
jeden anodicky pik E=-1,3V

pyridoxin
HO OH
HO \ N/

CHj

CV: irreversibilni oxidace na nemodifikované
CPE (carbon paste eletrode), Epa=1,05V

Imm

02 00 02 04 06 08 10 12 14
EIVvs. SCE
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kyselina listova

CV: irreversibilni oxidace na PCPE (plain
carbon paste electrode), pozorujeme dva
anodické piky Epa;=+0,77V a Epa,=+0,91V
Dva stejné anodické piky sledujeme
na CME-6 (p-tert-butyl-calix[6]arene
modified electrode), ale piky maji lepSi
morfologii a vétsi vysky. Epa;=+0,77V
a Epa,=+0,91V.

1(pA)

T T T T
04 06 08 1.0 12
E(V)

DPV: na PCPE (kfivka A) a CME-6 (kfivka
B): dva anodické piky Epa=+0,71V
a Epa=+0,86V

TpA)
?

CV na MWNTs/Au (multi-walled carbon
nanotube)/ modifikovana zlata elektroda:
jede anodicky pik Epa = 0,83V a zavisi
na pH a Case

MWNTs/Au ma katalyticky efekt na oxidaci

12




I(uA)

54

04
54
10

’ 0.2 U‘.-t 0:5 0:8 1I.D
EWV)

CV: na MWCNT (carbon nanotube modified | *
electrode)/GCE (kfivky b) nebo jen na GCE
(kfivky a): jeden anodicky pik Epa=-0,53V,
jeden katodicky pik Epk =-0,45V

i
4 -

Tab. 1 Elektrochemické vlastnosti vybranych vitaminl obsaZenych v pivu (vS8echna elektrochemicka
méfeni byla provadéna proti SCE, pokud neni uvedeno jinak). Pouzité voltamogramy byly pfevzaty

z pfisludnych publikaci.

2.3. ROS, antioxidanty a polyfenolové latky

NejCastéjSimi indikatory a spoustéci poskozeni lidské tkané, bunék
nebo bunécénych struktur, jsou reakce volnych radikall s biomolekulami.
Zminéné volné radikaly jsou soucasti vétsi skupiny zvané ROS (reaktivni
formy Kkysliku). Jsou vedlejS§im produktem pfi biochemickych reakcich.
Jednim ze zastupcu uc€innych latek, které jsou soucasti obrany proti ROS,
jsou tzv. antioxidanty. Jsou to pfirodni nebo syntetické latky, z hlediska
nejobecnéjsi definice. Lze je téZ popsat pomoci definice dle Halliwella, ktera

je oznaduje jako latky, které zamezi ROS®.

Podle vySe zminéného pohledu, antioxidanty délime na dvé zakladni

vétve. Na latky, které brani vzniku fetézovych radikalovych reakci,
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tzv. preventivni antioxidanty. Pfikladem mohou byt enzymy jako je katalasa
peroxidasy nebo EDTA chelatory pfechodnych kovu nebo proteiny vazané
kovy (ferritin). Druhou vétvi jsou antioxidanty, které prerusi prubéh fetézové
radikalové reakce a zahrnuji velkou skupinu latek, jako jsou fenoly,
heterocykly atd. K poSkozovani lidské tkané muze dochazet v okamziku, kdy
dojde kvyCerpani antioxidantd. Tento stav nazyvame oxidacni stres.
Antioxida¢ni kapacita se da poté oznacit za parametr pro odolnost tkané vuci

oxidaénimu stresu®.

Jednim z vyznamnych antioxida¢nich systému jsou i polyfenolové
slouceniny, které ze 70 % az 80 % pochazi ze sladu a 20 % az 30 %
z chmelu. Jako antioxidanty mohou ucinkovat tfemi zplsoby. V prvé fadé
jako lapace volnych radikalu, dale pak jsou schopny inhibovat aktivitu
lipoxygenaz a v kone¢ném dusledku pusobi jako chelatacni cinidla.
Polyfenoly reaguji s volnymi radikaly za vzniku fenoxy radikall, které jsou

relativné stabilni v disledku delokalizace™®.

Polyfenoly, soucasti pfirodnich antioxidantl, patfi mezi slozky, které
maji vztah ke stabilité piva. Podileji se na chemicko - fyzikalni stabilité,
na tvorb& pény a maji pozitivni uginek proti starnuti a oxidaci piva. Rada
téchto latek ma kromé silnych antioxida¢nich ac&inkd i antikarcinogenni,
protimikrobialni a protitrombozni vlastnosti. Pivo ma schopnost zvySovat
hladinu antioxidantd v téle, a tak zabranit oxidacim volnymi radikaly, které
jsou nezadouci*'.

Pfirodni antioxidanty zahrnuji i dvé velké skupiny latek, kterymi jsou
fenolické latky a flavonoidy. Mizeme je vétSinou nalézt v Eastech tél rostlin,
kofenech nebo plodech. Tyto latky maji vlastnost ovlivnit barvu, chut nebo
vuni vysledného produktu. Rozdélujeme je do dvou vétSich skupin (Tab. 2)
ajednu mensSi podskupinu. Prvni skupina zahrnujici derivaty kyseliny
benzoové (kyselina gallova, Kkyselina  protokatechova, kyselina
p-hydroxybenzoova, kyselina vanilova a kyselina syringova). Druhou skupinu
predstavuji derivaty kyseliny skoficové (kyselina p-kumarova, kyselina
kavova, kyselina ferulova a kyselina sinapova). Monomery flavanu

((+)-katechin, (-)-epikatechin jsou zastupci posledni mensi skupiny. Existuje

14



mnohem vice latek, které se daji zahrnout do této velké skupiny pfirodnich

antioxidantd napt.: rutin, kyselina salicylova, vanilin nebo kvercetin (Tab. 3)*.

Polyfenolicke latky

nazev a vzorec

elektrochemie

citace

derivaty kyseliny benzooveé

kyseliny salicylova CV na GCE (EC mechanismus): jeden |
O«_ _OH anodicky pik Epa = 0,94V (vs. Ag/AgCl)
O.__CHs
I

kyselina m- CV na GCE (EC mechanismus): jeden |
hydroxybenzoova anodicky Epa 0,83V (vs. Ag/AgCl), jedna se

o§ OH o irreversibilni oxidaéni déj

OH

HO =

kyselina protokatechova

o OH
N

OH
OH

CV na GCE (ECE mechanismus): jeden
anodicky a jeden katodicky pik, zrozdilu
maximalnich hodnot katodického
a anodického piku vyplyva, Ze se jedna
o irreversibilni d&j. Epa = 0,41V a Epk=0,1

(vs. Ag/AgCl)

1(pA)
\ )
Il /
|

13
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kyselina p-
hydroxybenzoova

O§ OH

OH

CV na GCE (EC mechanismus):
anodicky pik Epa = 0,87V (vs. Ag/AgCl),

jedna se irreversibilni oxidacni déj

jeden | -

kyselina gallova

o OH
\f
HO OH
OH

CV na GCE: reverzibilni oxidace ve vodném
roztoku fosfatového pufru (PBS pH1,55): dva
anodické piky Epa;=5,0 a Epa,=6,6.

— 100 mVs

o
<
P
.,
)

T T d T T d
0.2 04 0.8 0.8 1.0 12
E, Vvs. SCE

14

kyselina vanilinova CV na GCE (EC mechanismus): jeden | *®
Oy__OH anodicky pik Epa = 0,73V (vs. Ag/AgCl)
(lj 3E
OH  CH,
kyselina syringova CV na GCE (EC mechanismus): jeden |

O§ OH

I
CH; OH  CHy

anodicky pik Epa = 0,49V (vs. Ag/AgCl)

IS

I(pA)

16




derivaty kyseliny skoricové

kyselina p-kumarova

O

Y,

— OH

HO

CV na GCE (EC mechanismus): jeden

anodicky pik Epa = 0,67V (vs. Ag/AgCl)

I(nA)

13

kyselina kavova

0}

OH

OH
OH

Cv na GCE (ECE
irreverzibilni jeden anodicky pik a jeden
katodicky pik, Epa = 0,45V a Epk=0,02V (vs.
Ag/AgCl)

mechanismus):

13

kyselina ferulova

[¢]
I

OH

CHgy

OH

CV na DDAB/Nafion/CPE

(didodecyldimethylammonium
bromide/Nafion  composite film-modified/
carbon paste electrode): jeden velmi dobfe
Ep=+0,44V

v roztoku acetatového pufru (pH 5,5)

definovany  anodicky  pik

15

Tab. 2: Elektrochemické vlastnosti vybranych polyfenolickych latek (vSechna elektrochemicka méfeni

jsou provadéna proti SCE, pokud neni uvedeno jinak). Pouzité voltamogramy byly pfevzaty

z pfislusnych publikaci.
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2.4. Flavonoidy piva

Na zakladé mnoha studii bylo zjiSténo, ze nejvice zastoupenou
skupinou polyfenolickych latek pfitomnych v pivu, jsou flavonoidy. Jsou
soucasti rostlinnych fenoll, které ve svych molekulach sdili dvé benzoova
jadra spojena fetézcem tfi uhlikl (Ce-C3-Cg). Daji se dale délit
do ¢ty podskupin: flavanoly, chalkony, anthokyanidiny a posledni
podskupinu tvofi flavonoly. Hlavnimi slozkami chmele, které spadaji mezi
flavonoidy (Tab. 3) jsou katechin, epikatechin a polymery proanthokyanidiny,

flavonyly rutin, kvercetin a kempferol***®,

Slozky chmele

nazev a vzorec elektrochemie citace

katechin CV a DPV: na SWTS-CTAB/GCE (single- | *'
walled carbon nanotubes - cetylramethylam-
monium bromide/ modified glassy carbon
electrodes): reverzibilni dé&j, jeden anodicky

ot | pik Epa=0,151V (viz. kfivka la) a jeden
o O katodicky pik Epk=0,198V (viz. kfivka Ib)

HO
O (AEp=47mV) a jeden irreverzibilni anodicky
OH pik Epa=0,527V (viz. kfivka Il).
OH
“ la !
i

0.4 o 0.4 0.8
E!Vivs. 5CE)

SWNTs - umoziiuje zvysSit pracovni plochu

elektrody a urychlit pfenos elektron(
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LC/EC/ESI-MS/MS - irreversibilni oxidace,
dva anodické piky Epa;=0,46V
a Epa,=0,81V(vs. Ag/AgCl), jako
elektrochemicka detekce v systému byla

pouzita byla pouzita CV na GCE

18

epikatechin

OH
HO (@] ‘\\\\@
- OH

“"OH
OH

CV a SWV: oxidace (-)-epicatechinu a
(-)-epicatechin gallate na GCE

SWV: (-)-epicatechin gallatu, dva anodické
piky Epa;=0,458V a Epa,=0,871V

(vs. Ag/AgCl), quasireversibini reakce

T T - . r
00 02 04 06 08 1.0
E 1V vs. Ag/AgCl

CV: (-)-epicatechin, jeden anodicky pik

Epa=0,536V a jeden katodicky pik
Epk=0,0313V (vs. Ag/AgCl)

il pA
RN o N A B @
(R P P

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1.1
E [V vs. Ag/AgCl
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CV na GCE: dva anodické piky Epa;=0,23V
a Epa,= 0,95V,
Epk=0,21V (vs. Ag/AgCl)

jeden katodicky pik

I(pA)

13

CV na GCE: tfi anodické piky Epa=0,10V,
Epa=0,47V, Epa=0,85V a jeden katodicky
pik Epk=0,08V (vs. Ag/AgCl).

I(pA)

13

LC/EC/ESI-MS/MS - irreversibilni oxidace,
jeden anodicky pik Epa=0,43V(vs. Ag/AgCl),
jako detekéni systém byla pouzita CV

na GCE

E7 ¥ vs, AgAgCl

18

CV: irreversibilni oxidace na GCE, Cd{tyfi
anodické piky Epa;=0,15V, Epa,=0,30V,
Epas=0,60V, Epa,=0,80V a jeden katodicky
pik Epk=0,1V (vs. Ag/AgCl) Tyto Ctyfi piky
OH na molekule

odpovidaji skupinam

20

20




qguercetinu

PDV: d&tyfi srovnatelné anodické piky jako
u CV (vs. Ag/AgCl), projev silné adsorpce
na povrchu elektrody

4

-------------

a's o
E/V vs. Ag/AgCl

SWV: ¢tyfi srovnatelné anodiké piky jako
u CV(vs Ag/AgCl), silna adsorpce

na povrchu

3 4
et N e

03 08 09
E/V vs. Ag/AgCI

CV na PFC (plastic carbon electrode) (EC
mechanismus) :anodicky pik Epa=0,06V
a katodicky pik Epk=-0,02V (vs. Ag/AgCl)

v neutralnim prostredi

21
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GC/Nafion-CNT (glass carbon modificate | 2

with carbon nanotubes and Nafion) na GCE:
reversibilni oxidace Epa=0,35V,

dvou-elektronovy déj a dvou-protonovy déj

kaempferol LC/EC/ESI-MS/MS - irreversibilni oxidace, | 8
anodicky pik Epa = 0,48V(vs. Ag/AgCl), jako
EC byla pouzita CV, na GCE,

20
15
10
-
= 5
-1.0 - __91-: 05 Lo 1.5
-1

E /W vs, Ag/agCl

CV: na PGE (pyrolyticky grafit), DMSO | *
(Dimethylsulfoxide) jako aprotické
rozpoustédlo na stimulaci prostfedi: - jeden
anodicky pik Epa;=520m (viz. obrazek Al)
a jeden katodicky pik Epk;=450mV
(viz.Obr. All). Pokud zvySime koncentraci
keampferolu, vidime jeden anodicky pik
Epa,=250 mV (viz. Obr. BIl) a jeden
katodicky pik Epk,=160mV (viz. Obr. BIl).

I, wA

Tab. 3: Elektrochemické vlastnosti vybranych hlavnich slozek chmele (vSechna elektrochemicka
méfeni jsou provadéna proti SCE, pokud neni uvedeno jinak). Pouzité voltamogramy byly pfevzaty

z pfislusnych publikaci.
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2.4.1. Prenylflavanoidy

Jak jiz bylo zminéno, fada polyfenoll se do piva dostava ze sladu,
chmele nebo chmelovych vyrobkl. Z chmele se do piva mohou navic dostat
i prenylflavonoidy. Pfirodni latky, nachazejici se pfevazné ve chmelu
(cca 5 %) Podle taxonomie spadaji do chalkonové Ffady polyfenoll. Tato
skupina latek se stala predmétem Iékarského vyzkumu diky svym
bioaktivnim uc€inkim. Mezi nejdulezitéjSi zastupce muilzeme zahrnout
xanthohumol, desmethylxanthohumol, isoxanthohumol a 8-prenylnaringenin.
Vykazuji protirakovinné, protizanétlivé, estrogenni a antimikrobialni ucCinky.
Vstupuji do biochemickych reakci, odbouravaji xenobiotika a napomahaji
k jejich odstranovani z organismu. V zavislosti na odridé, zralosti chmele,
podminkach pfi skladovani a zplsobu zpracovani po sklizni se odviji obsah
a slozeni prenylflavonoidi. Témeér 80 az 90 % celkovych prenylflavonoidd,
je tvofeno xanthohumolem. B&hem vyroby piva se xanthohumol izomeruje na
je ve chmelu zastoupen desmethylxanthohumol vrozmezi 2-5%
a xanthohumol C v mnozstvi 1 - 2 %. Stejné tak se desmethylxanthohumol
izomeruje na 8-prenylnaringenin a 6-prenylnaringenin. V sortimentu ¢eskych
chmell se obsah xanthohumol pohybuje v rozmezi 0,25 az 1,1 % hm.

a desmethylxanthohumol se vyskytuje v rozmezi 0,05 aZ 0,25 % hm.**16:24,

Béhem vyroby piva dochazi k velkym ztratdm prenylflavonoidd.
Po sledovani obsahu isoxanthohumolu v meziproduktech a kone&ném
produktu bylo zjisténo, ze nejvétsSi ztraty nastavaji pfi chlazeni mladiny,

kvaseni a filtraci piva®*.

2.5. Iso-a-horké kyseliny

Existuje mnoho kritérii piva, které mohou ovlivnit jeho kvalitu i jeho
oblibenost. Jednou z nich je horkost. Typicka horkost piva je zplsobena
skupinou latek, kterou nazyvame iso-a-hofké Kkyseliny (maji plvod
ve chmelu). Tyto latky se v prubéhu varného procesu pfesouvaji do mladiny
a nasledné do hotového piva. Kyseliny jsou zodpovédné za 70 % horkosti

piva. V souCasnosti se ve vyrob& pouzivaji primyslové upravené vyrobky,
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nebo latky obsahujici chemicky modifikované analogy iso-a-hofkych kyselin.
Duvod tohoto pouziti spociva v technologickych a ekonomickych aspektech,
ale také v chemicko-fyzikalnich vlastnostech latek. Prekurzorem téchto
kyselin jsou o-horfké Kkyseliny, jejichz obsah se pohybuje vrozmezi
3-10 % hm. Jednotlivé homology se od sebe liSi postrannimi acylovymi
fetézci. Humulon, kohumulon a adhumulon jsou dominantni isomery
ve chmelu. BE€hem chmelovaru se a-hofké kyseliny isomeruji na iso-a-horké
kyseliny. Diky této reakci vznikaji dva geometrické isomery, jejichz pomér

V pivu je témér neménny?>.

2.6. Antioxidaéni kapacita a metody stanoveni

U vzorku, ktery obsahuje velké mnozstvi antioxidantl, je obtizné
stanovovat jednotlivé latky, a proto se zaved| pojem tzv. celkova antioxidacni
kapacita (Total Antioxidant Capacity - TAC). Existuje cela fada pouZivanych
metod. Nékteré jsou zalozeny na pouziti Cinidla poskytujiciho s volnymi
kyslikovymi radikaly barevné produkty a intenzita zabarveni je méfena
spektrofotometricky. Jiné metody zase sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti.

Celkova antioxidaéni kapacita TAC v mmol/l se vypogita podle rovnice (1)%:

~

e
(AAkontr.vz - AAst)

AAkontrvz = AAlkontrvz — AA2kontr.vz
AAst = AAlst — AA2st.
AAVZ = AAlvz — AA2vz

TAC x <xAkontr.vz. - Asz :(anI /Ivzorku : [1]

TRAP hodnota, rovnice (2), je povazovana v pivovarnictvi za indikator

antioxidaéniho G&ink( prevazné pro polyfenolické latky?°.

TRAP (MM) = —2: :' - Cy. [2]

Mezi ty nejznaméjSi a nejvice pouzivané metody patfi metoda ORAC
TEAC, FRAP a DPPH.
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Metoda ORAC

Zakladem ORAC metody (Oxygen-radical absorbing capacity)
je indikatorovy protein B-fykoerythrin (B- PE), dale pak zdroj peroxylovych
radikall 2,2 -azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH) (Obr. 1). Lze
pouzit i jiné radikalové zdroje, jako je napf. TROLOX nebo fluorescein.
Zminény B-PE je schopen fluorescence, peroxidaci B-PE peroxylovym
radikalem odvozenym od AAPH vznika nefluorescentni produkt. Termolyzou
AAPH se spusti generovani peroxylovych radikald a dojde k poklesu
fluorescence, ktery se sleduje aZz do uplného vyhasnuti. Pfitomnost

antioxidanttl v reakénim systému pokles fluorescence zpomaluje?”%2°,

NH,
HaC
H NN
3 N “XNH
HN NN
AN CH,
CH,
NH, 2HCI

Obr. 1: Strukturni vzorec AAPH

Jednotka ORAC se pouzivda jako srovnavaci meéfitko
a odpovida ploSe mezi kfivkou vzorku radikalu (Troloxu, fluorescein)

a vzorku obsahujiho antioxidant (viz Obr. 2)*.

2.5E-06 .2E-08

r1LOE-08

2.0E-064~ Fluorescein — — —

Antioxidant +8 0E-09

1.5E-061
T +6.0E-09 &
< 1OE-061 E
E T4.0E-09 =5
= E
= . g
E_§ 0.0E+00 - T 0.0E400 g‘
£ ) =
= Time (seconds) )

Obr. 2: Simulace kfivky fluoresceinu a vzorku obsahujicim antioxidant™
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ORAC zkouska zahrnuje nize uvedené reakce. Schéma popisuje
reakce mezi peroxylovym radikalem (RCOO-) s fluoresceinem (FH)

a antioxidantem (AH). Toto reakéni schéma je zobrazeno na Obr. 2%,

AAPH + 20, — 2RO0-
ROO-« + AAPH — produkty
FH + ROO+ — Fe
Fe + Fe — produkty
AH + RCOQO+ — A+ + ROOH

A+ + Ae — produkty

Metoda TEAC

NejCastéji pouzivana metoda ke stanovovani celkové antioxidacni
kapacity je TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Odpovida
antioxidacni aktivité vzorku vztazené ke standardni latce Troloxu
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2 karboxylova kyselina) - viz Obr. 3,
synteticky rozpustny analog vitaminu E. TEAC je metodou zaloZzenou
na zhaseni uméle pfipraveného syntetického stabilniho radikalového kationtu
ABTS". s antioxidanty ve vzorku. PFitomné antioxidanty zplisobi zpétnou

konverzi radikalu na neutralni bezbarvou formu a zpomaleni reakce 3%2°%°.

CHs

HO
OH

HsC o
3 CHZ0

CH;

Obr. 3: Trolox strukturni vzorec

FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Vyuziva se pfitomnost antioxidantd ve vzorku a jejich schopnost
redukovat Zelezité komplexy. Dochazi k zastaveni peroxidace, dokud
pritomné antioxidanty zcela nevymizi. Mezi zminéné zelezité komplexy patfi
bezbarvy Fe**-TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) (Obr. 4). Je schopen
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po redukci na Fe?*-TPTZ tvofit fialové produkty. Barevné zmény se zachycuiji

spektrofotometricky (593 nm) %3

‘ XN ‘ X
= N\ N/
N‘ N
)
=

Obr. 4: Strukturni vrozec TPTZ"

Metoda DPPH

Pfedstavuje jednu ze zakladnich metod na posouzeni antiradikalové
aktivity u Cistych latek a smési. Princip metody spociva v reakci vzorku,
obsahujiciho antioxidanty, se stabilnim radikalem DPPH
[1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl] (Obr. 5). DPPH je schopen silné
absorpce v UV/Vis oblasti pfi vinové délce 517 nm. Béhem reakce dojde
k redukci radikalu za tvorby DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). Dochazi

k postupnému odbouravani fialového barvy DPPH vlivem antioxidacnich
latek 26,29,31,32,33.

Obr.5: Strukturni vzorec DPPH

Antioxidaéni vlastnosti chmele ¢i piva byly testovany chmelafskym
institutem v Zatci, pomoci dvou metod. U této metody je méfen ubytek
koncentrace stabilniho volného radikalu DPPH béhem reakce s antioxidanty
obsazenymi ve vzorku. Reakce byla sledovana dvéma metodami:
spektrofotometricky nebo pomoci ESR (elektronova spinova rezonancni
spektrometrie). ESR je nejvice pouzivanou metodou a spolehlivou metodou

na analyzu piva. NiZe jsou jednotlivé zkousky uvedeny podrobnégji **:
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1. Spektrofotometrické stanoveni s DPPH

Princip testovani je zaloZzen na reakci barevného radikalu DPPH
se vzorkem, ktery obsahuje antioxida¢ni latky. Neparovy elektron
hydrazylového dusiku je odpovédny za modré zabarveni radikalu. Konkrétni
reakce zpusobi postupné odbarvovani reakéniho smési a dojde ke snizeni
absorbance analyzovaného roztoku (525 nm). Redukéni aktivita vzorku (RA)
predstavuje rozdil absorbance na pocatku méfeni a po uplynuti 10 minut

a vypocte se podle rovnice (3)**:

RADPPH = Aé'nidlo + Aslep.vz. - szorek [3]

2. ESR - DPPH - Stanoveni redukéni aktivity s DPPH

Zakladem chemické zkouSky je reakce stabilniho radikalu DPPH
s antioxidanty obsazenymi v analyzovaném vzorku, pfitom se méfi ¢asovy
pribéh reakce. Pomoci ESR se stanovuje koncentrace radikalu.
Mé&fena je energie, ktera je vyzafena béhem zmény spinu u neparovaného
elektronu, vlozeného v magnetickém poli. Vysledek analyzy odpovida

procentudlnimu Ubytku hodnoty DPPH na poc¢atku méfené reakce”.

Antioxidanty spadaji mezi latky vhodné stanovitelné téz
elektrochemicky, protoze snadno podléhaji redoxnim reakcim. RozliSujeme
tzv. pfimé metody stanoveni. Jednou z moznych metod je cyklicka
voltametrie na pevné elektrodé. Predpokladame, Ze vysledky cyklické
voltametrie vzorku, obsahujiciho antioxidanty (jako je vySka a poloha piku),
budou v korelaci s hodnotami TAC. Podle vysky piku lze ur€it mnozstvi
antioxidantu ve vzorku. TAC hodnota bude vysSi, pokud se latky budou

snaze oxidovat®.

DalSim typem jsou nepfimé elektrochemické metody, které vyuzivaji

elektrochemickou generaci Cinidla. VétSinou se ke generaci vyuziva chlor
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a brom. Takto vzniklé Cinidlo reaguje s antioxidanty pfitomnymi ve vzorku.

Pfikladem nepfimého stanoveni je coulometricka titrace. Tato metoda byla

uspésné odzkouSena na vzorcich vina. Halogeny (chlor, brom) byly

generovany v acetonitrilu pfi konstantnim proudu 5,0 m

A36'37.

2.7. Metody stanoveni ostatnich latek obsazenych v pivu

Pivo je slozita matrice, ktera obsahuje, kromé vySe diskutovanych

polyfenolickych latek nebo vitaminu, i velké mnozstvi dalSich organickych

I anorganickych molekul (viz. Tab. 4.), které Ize stanovit pomoci bézné

pouzivanych a znamych metod.

metoda detekované latky citace
HS-GC acetaldehyd, 4-Mei, tékavé latky 38
CE aminokyseliny, horké kyseliny, sacharidy, | *
peptidy, fenolické kyseliny, bilkoviny, vitaminy
oxid uhligity, ethanol, anorganické a organické | *°
soli
CZE-DAD nearomatické organické soli, alkoholy, purin,
pyrimidin, aminy, flavanoidy 41
CE-LED riboflavin 42
HPLC-DAD XN, IXN, 8PN 43
HPLC-ECD flavonoidy, tfislovina, katechiny a4

RP-HPLC-ESI(-)-
MS/MS

proanthocynidiny, thiolysis, procyanidin B3

45

46

HPLC-UV aldehydy - acetaldehyd, methylpropanal, furfural

HPLC-MS/MS xanthohumol, isoxanthohumol, 6-| 4
geranylnaringenin, 6- a 8- prenylnaingenins,
desmethylxanthohumol,

HPLC-UV xanthohumol 4

FA-AAS stopova mnozstvi zeleza, médi, manganu 48

ICP-AES stopova mnozZstvi kov(, zbytkovy obsah uhliku | *®
(RCC), volné zelezo

ETA-AAS stopova mnozstvi médi 49
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50

Voltametrie volny a celkovy obsah oxidu sifi¢itého,

acetaldehyd

v oxidu sifi¢itém
TLS zkouska poklesu fluorescence &erstvych vzorka | °*
PSA, ASV celkovy obsah kovt, volné Zelezo 52
TLC 4-Mei >3
Fluorimetrie
CE-UvV
LC-MS
2D-NMR 2_butanol, adenin, uridin, xantin, tyrosin, prolin, | 39

tyrosol,isopropanol, jantarova a mlé¢na kyselina,

LC-PDA-ESI-MS
(UV)

kyselina gallova, katechin, epikatechin, rutin,
guercetin

54

55

NIR obsah ethanolu, kysliku,

PDW

FT-IR aminokyseliny, bilkoviny, proteiny 56,57
IEC Stavelan

Filtrace mykotoxiny - ochratoxin A, fumunisin B1 a B2 58
MEKC - HPLC >9

iso-a kyseliny

Fluorescence s
chemometrickou
analyzou

riboflavin

60

N-way PLS nebo
PLS multivariaéni
kalibrace

riboflavin, aminokyseliny

60

HPLC
ZE

Stavelan

61

Tab 4. Vycet dalSich organickych a anorganickych slou¢enin obsazenych v pivu a jejich

metody stanoveni.
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2.8. Mikrodialyza s amperometrickou detekci

Pojem mikrodialyza (Obr. 6) a jeji historie saha az do pocatku roku
1960, kdy se objevily prvni kanyly, dialyzacni vaky nebo dialyzatory, které
se pouzivaly na studium ZivociSné tkané. Je to tedy metoda, ktera se hojné
vyuziva v lékarstvi nebo |ékafské biochemii. Mikrodialyza se da zahrnout
do skupiny metod déleni smési znamé jako membranové separace, stejné
jako dialyza nebo elektrodialyza. Déleni probiha diky rozdilnému pohybu
slozek smési v pribéhu transportu pfes prekazku, kterou je selektivné
propustna membrana. Princip metody je zaloZen na odbéru rozpustnych
molekul z intersticialniho roztoku (tekutiny) pomoci semipermeabilni
membrany, ktera je na Spi¢ce mikrodialyzacni sondy (Obr. 7) pfopojené
vystupni a vstupni trubickou. MikrodialyzaCni sonda je neustale promyvana
tzv. efluentem, kterym je zpravidla pufrovany fyziologicky roztok.
Nizkomolekularni rozpusténé latky mohou, po viloZeni do konkrétniho
analyzovaného roztoku, pronikat pres polopropustnou membranu dovnitf
sondy. Toto pronikani je realizovano difuzi. Je mozny i opacny proces, kdy je
do efluentu pfidana nizkomolekularni latka, ktera difunduje ven ze sondy.
Smér, kterym bude analyt pronikat, urCuje koncentracni gradient dané latky.
Uginnost analyzy, extrakce, je zavisla na rychlosti pratoku®?.

Membrany se vyrabéji z organickych polymer(. V souCasné dobé
se vyuziva mikroporézni uhlik (duté vlakno). Podminkou je moznost zhotovit
tenkou folii propustnou pro urcité typy latek a naopak. Tento fakt je Fizen
velikosti porti membrany®®.

Velikou vyhodou analyzy je potfeba velmi malého mnozstvi vzorku.
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vstupni hadicka vystupni hadiéka

detektor

perfuzni roztok

analyzovany g o~
roztok

Obr. 6. Schéma mikrodialyzaéniho méfeni®.

vstupni otvor

vystupni otvor L .
(pfivod perfuzatu) perfuzat

(odvod dialyzatu

dialyzat s

analytem

Zastice rizné
velikesti

ochranna nasada

semipermeabilni membrana

Obr. 7: Schéma mikrodialyza¢ni sondy. Semipermeabilni membrana na Spi¢ce sondy

umoznuje vymeénu rozpustnych molekul mezi sondou a okolnim vzorkem®.

Jako detekCni systém byla pouzita amperometrie. Metoda, pfi které
se analyt stanovi z velikosti proudu, ktery prochazi pracovni elektrodou
za konstantniho potencialu. Tento potencial se obvykle voli tak, aby
elektrodou prochazel limitni proud analytu. Je méfen proud, ktery protéka
Clankem v zavislosti na Case. Velikost tohoto proudu je pfimo umérna

koncentraci v pfitomnosti méfeného analytu®?°3,
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polyfenolova Cesky lezak Ceské vycepni dominantni
latka (mg/) (mgll) potendial (Epa)
(mV)
Gallova kyselina 0,104 0,106 60
Protokatechova 0,170 0,116 120
kyselina
p-Hydroxybenzoova 6,15 7,66 720
kyselina
Kvercetin 0,104 0,108 120
Rutin 1,254 0,606 180 (780)
Sinapova kyselina 0,603 0,566 -
Ferulova kyselina 3,75 2,75 360
p-Kumarova 0,987 0,686 540
kyselina
Vanilin 0,030 0,142 300
Vanilova kyselina 0,921 0,568 480
Epikatechin 0,425 0,463 -
Syringova kyselina 0,154 0,152 360
Kavova kyselina 0,153 0,150 120
Katechin 1,50 1,72 480
Salicylova kyselina - - 720

Tab. 5.: Vybrané polyfenolické latky a jejich odhadovy vyskyt v 1 litru piva a informace o

dominantnim potencialu pfi kterém se oxiduji 6565,
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1.

Pouzité chemikalie

NaCl (chlorid sodny) - Lachema n. p. Brno, zavod Neratovice,
Chemapol Praha, Ceska Republika

NaH,PO, x 2 H,O (dihydrat dihydrogenfosforeCnanu sodného) p. a. -
Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, Ceska Republika

Na;HPO, x 12 H,O (dodekahydrat hydrogenfosforeCnanu disodného)
p. a. - Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, Ceska republika

C/HsOs (kyselina gallova) (97 %) - Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Némecko

C15H1406 (katechin) (98 %) - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Némecko

CesHsOs (kyselina askorbova) p. a. - Penta, vyrobni divize Chrudim,
Ceska Republika

C1sH12NsO6 (DPPH, 2,2-diphenyl-1-pikryl-hydrazyl) - Sigma Aldrich

Chemie GmbH, Steinheim, Némecko

CH3COOH (methanol) p. a. — Penta (divize Chrudim, Ing. Petr Svec)

Realné vzorky piva:

znacka piva obsah alkoholu | expiraéni doba | pH
Litovel classic 4,2 % obj. 5.5.2013 4,6
Litovel moravan | 4,6 %ob. 5.7.2013 47
Staropramen 5,0 % ojb. 18. 9. 2013 4,5

lezak nefiltrovany

Branik 4,8 % obj. 12.7. 2013 4,5

Zubr 4,1 % obj. 17.5. 2013 4,7
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Klasik 3,8 % obj. 4.9. 2013 4,6
Krusovice 5,0 % ob;. 10. 6. 2013 4.8
Kozel 4,0% obj. 19. 8. 2013 5

Kozel ¢erny 3,8 % obj. 25.9. 2013 4,7
Plzen 4,4 % obj. 28.9. 2013 4,9

3.2. Priprava roztoku

VSechny roztoky byly pfipravovany za pouZiti vysoce Cisté vody

z Millipore systému (15 MQ cm™).

Zasobni roztok PBS pufru

Fosfatovy pufr s pfidavkem chloridu sodného, (phosphate buffered
saline, PBS) byl pfipravovan navazenim 17,907 g Na,HPO412 H,0,
1,375g NaH,PO42 H,O a 40g NaCl a rozpusténim uvedenych soli
ve 400 ml deionizované vody. Pro uplné rozpusténi latek byl pouZit ultrazvuk.
Z takto pfipraveného koncentratu se pfipravil 10x zfedény PBS pufr o pH 7,4,
se kterym se dale pracovalo.
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Zasobni roztoky standardnich latek

Jako standardni latky byly vybrany kyselina gallova, katechin
(fenolické latky) a kyselina askorbova (antioxidant, ktery neni derivatem
fenolu). Kyselina gallova je pouzivana pfi stanoveni celkového obsahu
polyfenolt a obdobnych latek ve viné metodou Folin-Ciocalteu®. Katechin je
pouZivan pfi stanoveni obsahu antioxidantd ve viné metodou TRAP®’.
Zasobni roztoky o koncentracich 0,0005 mol/l byly pfipravovany v PBS pufru.
Pro uplné rozpusténi jednotlivych navazek byly pfipravované zasobni roztoky

kratce vloZeny do ultrazvuku.

MeOH roztok radikalu DPPH

Bylo pfipraveno 25 ml MeOH roztoku DPPH, rozpusténim praskového
radikalu v methanolu, o koncentraci 2,510 mol/l. Takto pfipraveny roztok

byl ponechan pul hodiny ve tmé.

Pracovni vzorky piva pro EPR méreni

Vzorky piva byly fedény v poméru 1:5 do 350 ul mikrotitracnich

jamicek, zasobnim roztokem PBS pufru (pH 7,4).

Priprava mérenych vzorku pro EPR

Do pfipravenych eppendorfek se postupné napipetovalo 650 ul
zasobniho MeOH roztoku DPPH, 250 ul zasobniho roztoku PBS pufru
(pH 7,4) a 100 pl pfipravenych zfedénych pracovnich vzorku piva. Tento

roztok byl vpraven do specialnich kfiemenych kapilarek a utésnén.

Mobilni faze pro HPLC méreni

Jako mobilni faze byla zvolena smés: 15 % (v/v) acetonitril v 50 mM
vodném roztoku dihydrogenfosfore¢nanu sodného (fosfatovy pufr), jehoz

pH bylo pfed smichanim upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5.
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3.3.

Pouzité pristroje a pomucky

Pfi navrhu amperometrické metody spojené s mikrodialyzou byly

pouzity tyto prfistroje a pomucky:

isokraticka pumpa Pye-Unicam Philips (model PU4015)

microdialyza¢ni sonda MAB - MAB 11.8.10, 6kDa pokryta polyethylen-
sulfonovou membranou. Aktivni méfici délka odpovida cca 10 mm,
vnéjsi prumér je 0,5 mm (Microbiotech/se AB, Stockholm, Sweden).
Samotna MAB sonda je propojena trubickami (PEEK - Polyether ether
ketone).

Elektrochemicka stanice - (Nanoampere, L-Chem, Czech Republic):

CFE preatreatment i amperometrické zkousky

Pfi méfeni CV a HPLC s amperometrickou detekci byly pouZity tyto

pFistroje a pomucky:

elektroda ze skelného uhliku - pracovni elektroda na CV méfeni

argentchloridova elektroda - referentni elektroda na CV méreni, ED.

Spol. s.r.o., uchovavana v roztoku KClI, ¢ = 3,0 mol/l
alumina 0,05 pym Buchler, USA - roztok na leSténi pracovni elektrody
pfedkolona C18 na HPLC mérfeni

kolona C8 na HPLC méreni

3.3.1. Elektrody - mikrodialyza s amperometrickou detekci

VSechna elektrochemicka méfeni byla uskuteCnéna pomoci

tfi-elektrodového zapojeni za pokojové teploty.

Pracovni elektroda

Materialem pracovni elektrody bylo uhlikové vlakno na bazi

polyakrylonitrilu (7-8 pym Courtaulds XA-S, typ a, Courtaulds, UK) ziskané

od distributora (Havel Composites Inc, Ceska republika). Elektrody z tohoto

materialu (Carbon fiber electrode - CFE) byly pfipravovany nasledujicim

postupem: vlakno se pfilepi za pomoci vodivého epoxidového lepidla
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(Epotek H20E, Polytec, Germany), které se nanese na médény drat. Vznikly
spoj se tvrdi pfi cca 150°C po dobu cca 10 minut. VIakno s takto pfipojenym
médénym kontaktem je vsazeno do sklenéné kapilary - cca 10 mm
a necha se vyCnivat ze zuZeného konce kapilary. Oba konce jsou utésnény
pomoci epoxidové pryskyfice (CHS Epoxy 1200, Sindat Pilsen, Czech
Republic). Pfed samotnym méfenim se vnéjSi Cast vldkna sefizne
na délku cca 5mm a tento konec je kratce sonifikovan v roztoku
dichlormethanu. Tim dojde k odstranéni pfipadnych  mastnot
na povrchu CFE. Takto pfipravena CFE se podrobi tzv. pretreatmentu®®,
t]. cyklovani elektrody v 1% roztoku (w/w) NaCl mezi 0 a 2,9V proti
argentchloridové elektrodé (Ag/ AgCl) po dobu 20 s, pfi frekvenci sinusové
viny 50 Hz, nasleduje 5s pfi konstantnim potencialu -0.8V a 5 s pfi
potencialu 1.5V (Obr. 8).
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Obr. 8.: Zavislost proudu na ¢ase pfi pribéhu preatretment na uhlikovém

Referentni elektroda

Referentni mini-elektroda Ag / AgCl - L-Chem, Czech Republic), byla

umisténa v tésné blizkosti konce kiemenné kapilary.

Pomocna elektroda

Cuprextitova destiCka, tj. médéna folie s velkym povrchem.
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Uvedené elektrody byly soucasti detektoru, jehoz dulezitym rysem
bylo umisténi pracovni elektrody. Uhlikové vlakno bylo pfimo vioZzeno do usti
kfemenné kapilary (vnitfni pramér 50 um) nebo obdobné kapilary z materialu
PEEK. Detektor byl proveden ve dvou variantach, oteviené (Obr. 9) a

uzaviené (Obr. 10).

Obr. 9.: Oteviena varianta ameperometrického detektoru na bazi CFE vlakna vlozeného do
kfemenné kapilary (1), s pfistupem pro referentni minielektrodu Ag / AgCI (2) a médénou folii

pomocné elektrody (3).

Obr. 10.: Uzaviena varianta amperometrického detektoru na bazi CFE vldkna vlozeného do
kapilary (1), vystupu pro mozné pfipojeni referentni elektrody Ag/AgCl (2) a pomocné
elektrody (3).
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EPR méfeni za pomoci DPPH radikalu byla provadéna na pfistroji
MiniScope MS200. Vysledna data byla vyhodnocena pomoci programu
Analysis2.02. Cas jednotlivych diléich méfeni trval 120 s, BO. field nastaveno
na 3353.

Coulometricka méfeni byla uskuteCnéna na elektrochemickém
prutokovém pfistroji Eca Flow 120 GLP (Istran, Bratislava). Analyzator byl
fizen pocitatem a pomoci programu Eca-titr. Pracovalo se za pomoci
kompaktni pratokové méfici cely, jejiz soucasti byla pracovni elektroda
z porézniho uhliku E53C, nasycena referentni argentochloridova elektroda

a platinova pomocna elektroda.

Na odhad antioxidacni kapacity pomoci cyklické voltametrie byl pouzit
pristroj Cell Stand. CS2 + HCH Instruments, Inc., USA a pracovalo se pfi
tfielektrodovém zapojeni. Vysledky se vyhodnotily pomoci programu
CHI 660C Elektrochemical WorkStation.

HPLC systém, ktery se vyuzil na pokus o identifikaci pfitomnych
polyfenolickych latek ve vzorcich piv, sestaval z vysokotlaké pumpy LC-10AD
(SHIMADZU GmbH, Japan), degasérové jednotky DGU-14A (SHIMADZU
GmbH, Japan), jako chromatograficka kolona byla pouzita EC 250/2
NUCLEODUR C8 Gravity 5 um, 250 x 2,1 mm l. D.
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Germany), potenciostat
COULOCHEM Model 5100 A (ESA Inc, MA Chelmsford, USA). Nastfiky
jednotlivych vzorku byly provadény 25 ul mikrostfikackou (Hamilton, Reno,
USA) pfes manualni nastfikovy ventil se smyckou 20 yl (Rheodyne, Cotati,
USA). Veskeré kapilary, tésnéni, spojky a ferulky byly vyrobeny
z polymerniho materialu PEEK. Pritok mobilni faze byl nastaven
na 200 pl / min., dialyzatu piva bylo 10 pl, nastfikova smyc¢ka 20 ul. Separace
byla provadéna na koloné C8 250 x 2,1 mm. K detekci pfitomnych snadno
oxidovatelnych latek byla pouZita cela s pracovni elektrodou z uhlikového
vlakna zapojena ve dvouelektrodovém zapojeni. Potencial na pracovni

elektrodé byl nastaven na 1400 mV. Citlivost byla nastavena na 10 nA/V.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. EPR metoda s DPPH radikalem

Jako srovnavaci metoda byla zvolena odzkouSena a €asto pouzivana

EPR metoda se stabilnim volnym radikalem DPPH.

Stanoveni vhodnych méricich podminek

Pro uvodni experiment s méfenim DDPH metodou bylo vybrano pivo
kozel, které bylo desetkrat ziedéno PBS pufrem. Reakéni smés byla rychle
pfipravena smichanim 650 uyl MeOH roztoku DPPH, 250 pyl PBS pufru
a 100 ul zfedéného piva a méfena EPR spektra v intervalu dvou minut po
dobu tficeti minut (viz. Obr 11.).
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Obr. 11.: Zavislost vysky piku vzorku piva méfeného EPR metodou za pomoci DPPH radikalu

v zavislosti na ¢ase.

ZObr. 11 vyplyva, ze potfebny Cas pro reakci DPPH s antioxidanty

obsazenymi v pivu je 30 minut. Poté byla proméfena sada vybranych deseti
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piv Ceskych znacdek o rlizné stupnovitosti, obsahu alkoholu apod. Reakéni
smés o stejném sloZeni jako v uvodnim experimentu byla nadavkovana
do EPR kapilary, ponechana reagovat 30 minut a poté bylo zméfeno EPR
spektrum. Jako srovnavaci vzorek byla pouzita smés MeOH roztoku DPPH
(650 pl), PBS pufr pH 7,4 (350 pl) a kyseliny gallova (vysledna koncentrace
Cinila 0,0005 mol/l. Vysledky stanoveni antioxidaéni kapacity piv stanovené
DPPH metodou a vyjadiené jako ekvivalentni koncentrace kyseliny gallové

jsou uvedeny v Tab. 6.

standardni roztok DPPH (2,5-10“mol/ 1)

znacka piva TAC hodnota
(mmol/l)
kozel ¢erny 0,310
plzen 0,274
litovel classic 0,168
zubr 0,198
staropramen 0,156

nefiltrovany

kruSovice 0,138
litovel moravan 0,153
kozel 0,137
branik 0,108
klasik 0,061

Tab. 6.: Stanoveni celkového mnozstvi snadno oxidovatelnych latek v pivu EPR metodou s DPPH

radikalem prepoctené na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
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4.2. Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie je dalSi metoda, ktera se pouziva na odhad
antioxida¢ni kapacity rlznych vzork(, at uz potravin, metoda je casto
vyuzivana pro analyzu vin®®, tak i pro vzorky zajimavé z hlediska klinické
praxe. Pfestoze pivo vykazuje CV odezvu, metoda neni pouzivana z davodu
absence rozliseného piku pfi nizkych potencialech kolem 0,5 V vs. Ag / AgCl
(Obr. 12). Prfesto Ize TAC vyhodnotit napf. metodou Qsgp,
viz. Tab. 7 (Obr. 13). Méfena byla opét stejna rfada piv fedéna v poméru 1:1
PBS pufrem (pH 7,4). Jako zakladni elektrolyt byl zvolen PBS pufr (pH 7,4).
Pracovni elektroda byla elektroda ze skelného uhliku, jejiz povrch byl pfed
kazdym scanem lestén roztokem aluminy. Rychlost scanu byla nastavena
na 100 mV/s.
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Obr. 12: Voltamogramy tfi vybranych znaclek piva (branik, klasik, kozel) ve srovnani se

voltamogramem zakladniho elektrolytu (PBS pufr - Cervena kfivka)
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odezvy zakladniho elektrolytu (pufru).

znacka piva | Qsgo (C) Qs00 (C) Q1300 (C)
kozel gerny | 1,06:10° 5,36:10™ 3,08:10°
plzefs 5,06-10” 4,08-10* 3,01-10°
litovel 2,56-107 3,09-10™ 2,63-10°
classic

zubr 2,49-10” 2,79-10" 2,46-10°
staropramen | 2, 46:10° 2,72:10" 2,32:10°
nefiltrovany

krusovice 2,23-10° 2,45-10™ 2,31-10°
litovel 1,74-10” 2,410™ 2,28107
moravan

kozel 1,39-10” 1,85-10™ 2,04-10°
branik 1,15-10° 1,4-10™ 1,72:10°
klasik 3,80-10° 1,01-10" 8,32:10"
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Obr 13: Voltamogramy tfi vybranych piv (branik, klasik, kozel) uvedte, ktera to byla, po odecteni

Tab. 7: Vyhodnoceni TAC z CV méfeni metodou Qsoo, Qsoo a Q1300 deseti vybranych znacéek piva.




4.3. Prutokova coulometrie - EcaFlow

Jako dalSi srovnavaci metoda byla zvolena galvanostaticka prutokova
coulometrie. Typicky vystup z této analyzy Ize vidét na Obr. 14. Prutokova
coulometrie se bézné pouziva na stanoveni antioxidaCni kapacity mnoha
potravin, ale jak se ukazalo, pro analyzu piva neni vhodna, protoze latky

obsazené v pivu inaktivuji elektrodu - tzv. electrode fouling effect.

Mérfeni bylo provadéno za pocatecniho potencialu 0 mV a kone¢ného
potencialu 600 - 1200 mV. Jako nejvhodnéjsi konstantni proud (z hlediska
doby analyzy, ktera cCinila cca 5 minut) vysSla hodnota 100 uyA a optimalni
potencial regenerace -750 mV. Rychlost pritoku byla 5,8 ml/min a na kazdé
mérfeni bylo nadavkovano 3 ml vzorku.

Na zakladé vysledkd bylo zjisténo, Ze pfi opakovaném méfeni se latky
obsazené v pivu adsorbuji na povrch pracovni elektrody, povrch elektrody
se tzv. fouluje. Tento vliv I1ze vycCist z vysledkd shrnutych v Tab. 8. Pfi prvnim
meéfeni standardu kyseliny gallové, nebyla analyza zatizena vlivem
naadsorbovanych latek, protoZze byla pouzita nova elektroda. Poté
nasledovala prvni analyza piva a druhé méfeni standardu. Zde
uz pozorujeme pokles celkové plochy pod kfivkou standardu. Kazdym dalSim
méfenim piva se tato odezva sniZzovala. Na zakladé naSi analyzy jsme
pomoci jedné elektrody byli schopni zméfit Ctyfi vzorky piva. Poté by musela
byt elektroda vyménéna za novou, coz by bylo ekonomicky nevyhodné.
Metoda galvanostatické pritokové coulometrie tedy neni vhodnou metodou

na stanoveni obsahu polyfenoll v pivu.
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Obr. 14. Typicky zaznam galvanostatické pratokové coulometrie kyseliny gallové (zeleny pik)

a vzorku piva (Cerny pik)

nefiltrovany

vzorek plocha pod smérodatna prepocet na ekvivalentni
kFivkou odchylka mnozstvi kyseliny gallové
(c =0,5 mmol/l)
kyselina gallova 116,7 52
klassik 54,59 5,42 0,233
kyselina gallova 76,63 6,5 -
zubr 89,4 32 0,583
kyselina gallova 52,7 9,3 -
kruSovice 288 43 2,732
kyselina gallova 21,2 8,8 -
staropramen 343 104 8,089

Tab. 8: Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity pratokovou galvanostatickou coulometrii pfi

konstantnim proud 100 pA a pfepocteno na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.
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4.4. HPLC s elektrochemickou detekci

HPLC metoda je bézné pouzivanou metodou na identifikaci latek

obsazenych v analyzovanych smésich. Vtéto praci byla pouzita
na identifikaci moznych pfitomnych polyfenolickych latek ve vzorcich piva.
Na jednotlivé analyzy byly pouzity pfipravené dialyzaty piv, pfipravené
ponofenim mikrodialyza¢ni sondy do vzorku piva. Sonda byla protékana
stejnou mobilni fazi, jaka byla dale pouzita pro HPLC experiment
(viz. str. 36). Pratok sondou ¢€inil 7 pl/min. Na zakladé informaci o reten¢nich
Casech vybranych polyfenolickych latek jsme se pokusili identifikovat piky
pfitomné v naméfenych chromatogramech piv (Obr. 15). Podafilo se nam
urCit, ze vSechna piva obsahuji pfislusné mnozstvi kyseliny gallové a pivo
znacCky kozel €erny navic i kyselinu chlorogenovou (Tab. 9). Pfi potencialu
1400 mV se kromé téchto dvou latek oxidovala i fada jinych latek. Podle
chromatogramu standardnich polyfenolll by se mohlo jednat o kyselinu
protokatechovou, kyselinu p-hydroxybenzoovou, rutin, kvercetin, katechin
a kyselinu kavovou, ale jejich charakteristické retencni ¢asy neodpovidaji

zadnému z naSich piku. Na identifikaci se stale pracuje.

znacka piva kyselina gallova kyselina chlorogenova
Rf vyska plocha Rf vysSka piku | plocha
(min) piku piku | (min) (mV) piku
(mV) (mV) (mV)
kozel ¢erny 3,8 103,4 226,3 6,52 10,5 78,5
plzen 3,8 100 216 - - -
litovel 3,9 87 197,5 - - -
zubr 3,8 67 147 - - -
staropramen 3,8 51,9 113,96 - - -
nefiltrovany
kruSovice 3,7 58,25 119,7 - -
litovel 3,8 47,7 105 - - -
moravan
kozel 3,8 24 48,5 - - -
branik 3,8 29,2 63,3 - - -
klasik 3,8 215 42,8 - -

Tab. 9: Vysledky analyzy pfitomnych polyfenolickych latek v deseti vybranych znackach piva

pomoci HPLC metody s elektrochemickou detekci.
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Obr. 15: Chromatogramy vybranych znaéek piva po pfecisténi mikrodialyzou méfené pfi
potencialu 1400 mV: 1 je ty (mrtvy C€as), pik a odpovida kyseliné gallové, pik b je
identifikovan jako kyselina chlorogenova, pik d je kyselina protokatechova. Zbylé piky e, fa g

se nam bohuzel nepodafilo zatim identifikovat.
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4.5. Navrh amperometrické metody kombinované
s mikrodialyzou pro stanoveni obsahu snadno

oxidovatelnych latek v pivu

Popis systému

Méfici systém kombinuje mikrodialyzu s elektrochemickym detekcnim
systémen. HPLC pumpa pumpuje mobilni fazi, za kterou jsme si zvolili PBS
pufr (pH 7,4) pfes mikrodialyzacni sondu, jejiz membrana je propustna pro
nizkomolekularni latky obsazené v analyzovaném vzorku (pivu &i roztoku
standardu). K vystupu sondy je pfipojen elektrochemicky detektor, obsahujici
uhlikové vlakno jako pracovni elektrodu. Potenciostat vklada na elektrodu
potfebny pracovni potencial a snima proud, jehoz velikost je umérna
koncentraci snadno oxidovatelnych latek v okoli pracovni elektrody. K fizeni
systému slouZzi pocita¢ s vyhodnocovacim programem. Schéma usporadani
experimentu Ize vidét na Obr. 16.

elektrodovy systém

mikrodialyzaéni

sonda e e )
el O O G © OB potenciostat

pumpa AN PC
zr y /M( .\LL

Obr. 16. Schéma usporadani pouzivané pro elektrochemické stanoveni antioxida¢ni kapacity v pivu

Na zaCatku kazdého méreni, byl méfici systém promyt ethanolickym
roztokem a poté ,zavodnén“ mobilni fazi. BEhem zavodfiovani byla pfipojena
MAB sonda, ktera byla ponofena do roztoku PBS. Proces zavodnéni
a hydratace MAB sondy trval pul hodiny. Prutok mobilni faze byl 7 pl/min. Na
zakladé série méfeni se jako nejvhodnéjSi zvolil konstantni pracovni
potencial 800 mV. Poté se ksystému pfipojil detekéni systém a bylo
spusténo dil¢i méfeni. Po skoncéeni byl systém opét promyvan pal hodiny

mobilni fazi a poté 40% roztokem ethanolu.
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Popis experimentu

Podminky kazdého méfeni, jak standardnich vzorku, tak poté i vzork
piva, se Fidily stejnym pocateCnim postupem, jak bylo uvedeno na str. 49.
Jednotlivé vzorky standardu, byly napipetovany na mikrotitraéni desticku, kde
objem jedné jamicky byl 350 ul. Mobilni faze proudila pfes vstupni trubicku
MAB sondou, postupné pres polopropustnou membranu az k detekcnimu
systému. Sonda byla ponofena do analyzovaného roztoku, a po ur¢itém cCase
zacCaly pfes membranu pronikat nizkomolekularni latky, které byly dale

proudem unaseny az k detektoru.

Regenerace elektrody

Pivo je slozita matrice a obsazené latky béhem méfeni zUstavaji
na povrchu pracovni elektrody a tim ji inaktivuji, jak bylo pozorovano pfi
méfeni  pomoci  galvanostatické  coulometrie.  Uvedeny  problém
se podafilo vyfesit nalezenim vhodného zplsobu regenerace elektrody,
kterym je kratkodobé (1 s) plUsobeni potencialového programu, identického
s prvni fazi pretreatmentu (viz Str. 38, Obr. 17), ktery je feSen fizenou
elektrooxidaci / redukci elektrody (nastaveni podminek viz. Tab. 10).
Predpokladem bylo, Ze pfi vysokych kladnych hodnotach potenciald dochazi
ke tvorbé vysoce reaktivnich hydroxylovych radikald reakci (4), které
odstranuji adsorbované vrstvy produktl oxidace zapficifiujici inaktivaci

elektrody.

H20—HO- + H+ e- [4]

Uvedena reakce probiha pfi potencialech vétSich nez 1,8 Vvs.
Ag/ AgCl na bérem dopované diamantové elektrodé (BDDE) a je Casto
vyuzivana pro regeneraci odezvy elektrochemického stanoveni na této
elektrodé’. Reakce probiha i na CFE, nicmén& OH- reaguje i s vlastnim
povrchem elektrody. Tento jev vede ke ztenCovani vidkna a jiz byl detailnégji
studovan pfi predchozi praci nasi laboratore®. Kv(ili postupnému ztencovani

je Zzivotnost vlakna provadénim pretreatmentu omezena. Na zakladé
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experimentld bylo zjisténo, Ze pro vzorky standardu i vzorky piva postacuje
doba preatretmentu 1 s pro 100 % regeneraci odezvy (Obr. 18.), vlakno pak
vydrzi cca 70- 75 meéficich cykll, nez dojde ke zkresleni vysledku

a nasledné i k destrukci CFE.

1,00E-04
5,00E-05
0,00E+00
-5,00E-05
-1,00E-04
-1,50E-04
-2,00E-04
-2,50E-04
-3,00E-04
-3,50E-04
-4,00E-04

1{A)

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
5000 bodii/1s

Obr. €. 17: Zavislost proudu na ¢ase pfi pribéhu pretreatment na uhlikovém viakné pred

zacatkem méreni.
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Obr. 18.: Zavislost proudu na ¢ase pfi pribéhu pretreatmentu na uhlikové elektrodé

nasledované po analyze vzorku piva.
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podminky 1 podminky 2 podminky 3

typ signalu sinusova - - - -
vina

potencial 1 29V potencial 2 -0,8V potencial 3 15V

frekvence 50 Hz - - -

Cas 1ls Cas Os Cas O0s

rozliSeni 5000 - - - -

Tab 10.: Nastaveni podminek pfi  preatreatmentu bé&hem analyzy piva.

Hydratace sondy

Na zakladé méreni standardnich roztokl i vzorku piva, bylo zjisténo,

Ze pro lepSi a stabilngjsi vysledky je za potfeby MAB sondu pfed vilastnim

méfenim hydratovat v roztoku PBS pufru (pH 7,4). Pro nase mérfeni se jevila

dostacdujici pulhodinova hydratace, aby vysledky byly stabilni. Na Obr. 19.

jsou uvedeny vysledky méfeni kyseliny askorbové pomoci MAB sondy bez a

s predchozi hydrataci — je evidentni, Ze po hydrataci sondy se jeji proudova

odezva stabilizuje a je linearni.
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Obr. 19.: Zavislost stability proudové odezvy MAB sondy na délce hydratace jeji membrany v PBS
pufru. Pouzit byl vzorek standardniho roztoku kyseliny askorbové o koncentracich v rozmezi 7,14-10°
>molll az 5,0-10'4 mol/l. Kfivka a -hydratace pul hodiny, kfivka b - sucha sonda. MAB sonda (11.8.10,
6kDa, polyethylen-sulfonova membrana, aktivni délka 10 mm, vnéjsi pramér je 0,5 mm), hydratovana
pfed analyzou pul hodiny v PBS (pH 7,4). Potencial 800mV, pritok mobilni faze (PBS pH 7,4)
0,7 pl/ min, Trielektrodovy detekéni systém: pracovni elektroda uhlikové mikrovlakno, referentni
minielektroda Ag / AgCl, pomocna elektroda médény pliSek. 180 s pfed ponofenim MAB sondy do
roztoku probéhl preatreatment dlouhy 1 s, poté byla MAB sonda ponechana 120 s v roztoku, nasledné
byla sonda vytazena a po 60 s byl proveden 1s preatreatment. a: y = 6,364:10°x - 2,211-10°°

Méreni standardti

Celkem byly proméfeny kalibracni kfivky u tfi vybranych standardnich
latek: kyselina gallova, kyselina askorbova a katechin (viz. Obr. 20).
A to v rozmezi koncentraci 7,14-10”° mol/l az 5,0-10* mol/l.
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Obr. 20: Kalibra¢nich zavislost proudové odezvy, vybranych standard( antioxidantd,
v zavislosti na jejich koncentraci v rozmezi 7,14:10°mol/l az 5,0-10* mol/l (a - katechin
b - kyselina gallova, ¢ - kyselina askorbova). Byly zachovany stejné méfici podminky, jako jsou
popsany u Obr. 19.

a:y=3,121-10"x + 2,214-10°

b:y=9,224:10°x + 7,03-10™°

iy =4,90810"° x + 4,221-10”

Vybér vhodnych podminek pro méreni vzorku piva

Pivo, jako mnoho dalSich napoju, obsahuje CO,, nebo je jim dokonce
syceno. Pfitomnost CO, zasadné ovliviiuje vysledky méfeni. Na povrchu
MAB sondy dochazi k vylou€eni plynného CO,, coz zapfiCinuje zménu
v kinetice mikrodialyzy (zvySeni recovery). Jednim z moznych FeSeni
je odplynéni vzorku. V nasem pfipadé byl negativni vliv oxidu uhliitého
dostacujicim zpusobem vyfeSen zfedénim jednotlivych vzorku piva zasobnim
roztokem PBS pufru (pH 7,4) v poméru 1:4. S takto zfedénymi vzorky se pak

dale pracovalo.

Na Obr. 21 je vidét typicky amperometricky zaznam analyzovaného
vzorku piva znacky Litovel classic fedéného PBS pufrem v poméru 1:4.

U signalu koncentrovaného vzorku piva je nazorné vidét inaktivace elektrody
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adsorpci produktl elektrooxidace latkek obsaZenych v pivu (pokles odezvy

zonaceny jako usek a).

1.5%10%
? 1.0x10%- \
0 T T
0 5.0x104 1.0x10°

t(s)

Obr. 21.: Amperometricky zaznam (zavislosti proudu na Case): pétkrat vzorek piva fedény 1:4 PBS
pufrem, jeden signal koncentrovaného piva, jeden signal standardniho roztoku kyseliny gallové
o koncentraci 5:10” mol/l a vzorek PBS pufru. Byly zachovany stejné méfici podminky, jako jsou

popsany u Obr. 19.

Vysledky mikrodialyzy s amperometrickou detekci u deseti

zvolenych druht piva

Vzorky byly fedény PBS pufrem vpoméru 1:4 a napipetovany
do 350 pl mikrotitracnich jamicek, tak aby vysSky hladin byly stejné. Vidime,
e nejvyssi proudové odezvy patfi pivu znacky kozel ¢erny (cca 4,2 x 10° A)
a nejnizS§i proudové odezvy jsou pfifazeny pivu znacCky klasik
(cca 2,3 x 10° A) (viz. Obr. 22). U kazdého vzorku byly zméfeny i dva
standardy: kyselina gallova a katechin o koncentraci 0,0005 mol/l a poté byly
odezvy jednotlivych vzorku piv pfepocitany na ekvivalentni koncentrace

téchto standardl (viz. Tab. 11).
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Obr. 22: Zavislost proudové odezvy deseti vzorkl piva fedénych PBS pufrem v poméru 1:4 do 350 pl
mikrotitracnich jamiek. Vzorky byly méfeny v tripletech. Byly zachovany stejné méfici podminky, jako

jsou popsany u Obr. 19.

kyselina gallova (0,0005mmol/l) katechin (0,0005mmol/l)
TAC (mmol/l) TAC (mmol/l) pH
znaéka piva | 800 mV | 1000 mV | 1400 mV | 800 mV | 1000 mV | 1400 mV -
kozel &erny | 0,215 0,558 0,555 0,103 0,528 0,364 47
plzefi 0,213 0,541 0,486 0,102 0,443 0,319 5
litovel 0,168 0,501 0,468 0,081 0,223 0,307 4,9
classic
zubr 0,155 0,414 0,305 0,074 0,201 0,200 4,6
staropramen | 0,149 0,352 0,274 0,071 0,200 0,179 45
nefiltrovany
krugovice 0,138 0,352 0,247 0,072 0,187 0,161 4,6
litovel 0,122 0,239 0,140 0,058 0,152 0,137 45
moravan
kozel 0,119 0,200 0,108 0,057 0,131 0,101 47
branik 0,111 0,167 0,097 0,053 0,113 0,081 48
klasik 0,089 0,124 0,065 0,043 0,085 0,073 47

Tab. 11: Stanoveni celkového mnozstvi snadno oxidovatelnych latek v pivu mikrodialyzou ve spojeni

s amperometrickou detekci, Vysledky vyjadfeny jako ekvivalentni koncentrace kyseliny gallové.
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4.6. Porovnani mikrodialyzy s amperometrickou detekci s
EPR metodou s DPPH radikalem

Pomoci korela¢ni analyzy byly porovnany vysledky obsahu snadno
oxidovatelnych latek v pivu ziskané amperometrickou detekci ve spojeni
s mikrodialazou a metodou EPR s DPPH radikalem u deseti znacek Ceskych

piv. Korela¢ni grafy jsou uvedeny na Obr. 23, 24 a 25.
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Obr 23.: Korelace mezi vysledky stanoveni TAC deseti piv ziskané amperometrickou detekci
mikrodialyzy (TACampercemtie) Pfi potencialu 800 mV a TAC stejné sady piv ziskané metodou
EPR s DPPH radikalem (TACkgpr s pprH), Stanovené pii pH 7,4 PBS pufru, vyjadfené v mmol
kyseliny gallové na litr piva. Korelace a = 0,05 je vyznamna.
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Obr. 24.: Korelace mezi TAC deseti piv ziskané amperometrickou detekci mikrodialyzy
(TACamperometrie) Pfi potencialu 1000 mV a TAC stejné sady piv ziskané metodou EPR
s DPPH radikalem (TACgpr sprpH), Stanovené pfi pH 7,4 PBS pufru, vyjadfené v mmol

kyseliny gallové na litr piva. Korelace a = 0,05 je vyznamna
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Obr. 25.: Korelace mezi vysledky TAC deseti piv ziskané amperometrickou detekci
mikrodialyzy (TACamperometie) PFi potencialu 1400 mV a vysledky TAC stejné sady piv ziskané
metodou EPR s DPPH radikalem (TACgpr s pppr), Stanovené pii pH 7,4 PBS pufru, vyjadfené

v mmol kyseliny gallové na litr piva. Korelace a = 0,05 je vyznamna
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Z pfedchozich obrazkl vyplyva, Ze TAC ziskana mikrodialyzou
s amperometrickou detekci pfi zvoleném konstantnim pracovnim potencialu
800 mV nejlépe koreluje s vysledky TAC ziskané metodou EPR s radikalem
DPPH. Radikal DPPH patrné nereaguje s latkami, které se oxiduji pfi vySSich
pracovnich potencialech (1000 mV a 1400 mV).

4.7. Porovnani mikrodialyzy s amperometrickou detekci s

HPLC metodou s amperometrickou detekcias CV

Na zakladé vysledkd zdalSich dvou metod: HPLC metoda
s amperometrickou detekci a CV, byly porovnany obsahy snadno
oxidovatelnych latek u deseti zminénych znacek Ceskych piv. Korelani grafy
jsou uvedeny na Obr. 26, 27, 28 a 29. Pro vyhodnoceni HPLC mérfeni byl

pouzit soucet ploch piku v pfislusném chromatogramu.
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Obr. 26.: Korelace mezi vysledky TAC deseti piv ziskané amperometrickou detekci spojenou
s mikrodialyzou (tacamperometrie) Pfi konstatnim pracovnim potencialu 1400 mV a vysledky
souctu ploch pikud pfislusnych chromatogramu stejné sady piv ziskané metodou HPLC ve
spojeni s amperometrickou detekci pfi stejné pracovnim potencialu 1400 mV, vyjadiené

v mmol kyseliny gallové na litr piva. Korelace a = 0,05 je vyznamna.
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Obr. 27.: Korelace mezi vysledky stanoveni TAC deseti piv CV metodou, vyhodnocenymi
jako Qggo (Qgoo(C)) pfi konstatnim pracovnim potencialu 800 mV a vysledky TAC deseti piv
ziskané amperometrickou detekci spojenou s mikrodialyzou (tacamperometrie) PFi konstatnim
pracovnim potencialu 800 mV, vyjadfené v mmol kyseliny gallové na litr piva. Korelace

a = 0,05 je vyznamna.
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Obr. 28.:Korelace mezi vysledky stanoveni TAC deseti piv CV metodou, vyhodnocenymi
jako Q1o00 (Q1000(C)) pfi konstatnim pracovnim potencidlu 1000 mV a vysledky TAC deseti
piv ziskané amperometrickou detekci spojenou s mikrodialyzou (tacamperometrie) Pfi konstatnim
pracovnim potencialu 1000 mV, vyjadfené v mmol kyseliny gallové na litr piva. Korelace

a = 0,05 je vyznamna.
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Obr. 29.: Korelace mezi vysledky stanoveni TAC deseti piv CV metodou, vyhodnocenymi
jako Q1400 (Q1400(C)) pfi konstatnim pracovnim potencialu 1400 mV a vysledky TAC deseti
piv ziskané amperometrickou detekci spojenou s mikrodialyzou (tacamperometrie) Pfi konstatnim
pracovnim potencialu 1400 mV, vyjadiené v mmol kyseliny gallové na litr piva. Korelace

a = 0,05 je vyznamna.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout vhodnou elektrochemickou
metodu pro stanoveni obsahu snadno oxidovatelnych latek a polyfenoll
obsazenych v pivu, ktera by se vyrovnala standardné pouzivanym metodam.
Touto  navrhovanou metodou byla  mikrodialyza  kombinovana
s amperometrickou detekci. Problém s inaktivaci pracovni elektrody byl
vyfeSen zafazenim specialniho regeneraéniho kroku (jednosekundovy
pretreatment). Po nalezeni vhodnych méficich podminek (fedéni piva, volby
mobilni faze, nastaveni prutoku mobilni faze a hydratace MAB sondy), byla
analyzovana antioxida¢ni kapacita u sady deseti vybranych cCeskych piv
riznych znacek. Vysledné hodnoty byly vztaZzeny ke standardnim latkam:
kyseliné gallové a katechinu. Ziskané vysledky byly porovnany s dalSimi
Ctyfmi metodami - EPR metoda s radikalem DPPH, prutokova coulometrie,
cyklicka voltametrie a HPLC metoda kombinovana s amperometrickou
detekci.

Méfeni a vysledky antioxidaCni kapacity z mikrodialyzy ukazaly,
Ze navrhovand metoda je srovnatelné pfesna a robustni, jako klasicky
pouzivana metoda EPR s radikalem DPPH. Vyhodou nasi metody je potfeba
malého mnozstvi analyzovaného vzorku. Ve srovnani s pritokovou
coulometrii, kde na jedno méfeni pfistroj spotifebuje 3 ml analyzovaného
vzorku, na mikrodialyzu postacuje pouhych 350 ul vzorku piva zfedéného
v poméru 1:4. Navrhovany systém je sestrojen a naprogramovan tak, Ze
je plné zautomatizovan. Po nadavkovani vzorkl do mikrotitracnich desti¢ek

je méfeni spusténo a méfi bez jakékoli obsluhy az do skonceni analyzy.

Z vysledkl cyklické voltametrie je ziejmé, ze snadno oxidovatelné
latky se vyskytuji v oblasti potencialu 800 mV. Tato hodnota byla zvolena
jako stabilni pracovni potencial pfi amperometrickych méfenich.

Z korelacnich kfivek vyplyva, Ze nami navrhovana mikrodialyza
s amperometrickou detekci velmi dobfe koreluje s cyklickou voltametrii,
HPLC metodou s amperometrickou detekci i se standardné pouzivanou

metodou EPR s radikalem DPPH.
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6. SUMMARY

Design of a suitable electrochemical method that could be applied
to determine the total antioxidant capacity of beer was the main objective
of this work. Through the proposed method was microdialysis combined with
amperometric detection. The problem with inactivation of the working
electrode was solved by the inclusion of special regeneration step
(a one-second pretreatment). After finding a suitable measuring conditions
(dilution of beer, choice of mobile phase, setting of the mobile phase flow
and hydration of MAB probe), the antioxidant capacity of the selected set
of ten different brands of Czech beer was analyzed. The resulting values
were related to standard compounds: gallic acid and catechin. The results
were compared with four other methods - EPR method with DPPH radical,
flow coulometry, cyclic voltammetry and HPLC method combined with
amperometric detection.

Measurements and results of microdialysis of antioxidant capacity
showed that the proposed method is comparatively robust and accurate
as conventional EPR method used with the radical DPPH. The advantage
of our method is the need for a small amount of sample for the analysis.
In comparison with the flow coulometry, where one measuring device
consumes 3 ml of the sample, the microdialysis uses only 350 ul sample
of beer diluted in proportion 1:4. The proposed system is constructed
and programmed so that it is fully automated. After dispensing samples
into microplates, measurement is started and goes on without any operation

needed until the end of analysis.

The results measured by cyclic voltammetry show, that easily
oxidizable substances are present in the potential of 800 mV and this value
was selected as the stable working potential of the amperometric

measurements.

The results of the correlations show that the proposed microdialysis with
amperometric detection correlates very well with the standardly used method
used EPR with DPPH radical, as well as with cyclic voltammetry and with

HPLC method with amperometric detection.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APPH - 2,2"-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid

ASYV - Anodic stripping voltammetry,

CE - Capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

CE-LED - Capillary Electrophoresis-Light Emitting Diode;

CILE - Carbon ionic liquid electrode

CV - Cyclic voltammetry, cyklicka voltametrie

CPE - Carbon paste electrode

CZE-DAD - Capillary zone electrophoresis - diode-array detection
DAD - Diode array detectror,

DMSO - Dimethylsulfoxide

DPV - Differential pulse voltammetry, diferecni pulsni voltametrie
DPPH - [1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl]

EBC - Europen Brewery Couvention

ECD - Electrochemical detector;

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova
ESR - Electron spin resonance; elektronova spinova resonance
ESI*-MS/MS - Electrospray ionization-tandem mass spectrometry

EPR - Electron paramagnetic resonance; elektronova paramagneticka

resonance

ETA-AAS - Electrothermal atomization - Atomic Absorption Spetrometry;

elektrotermicka atomizace v v atomové absorpcni spektrometrii

FA-AAS - Flame Atomization - Atomic Absorption Spectrometry; plamenova

atomizace v atomové absorpcéni spektrometrii
FRAP - Fluorescence recovery after photobleaching,
FT-IR - Fourier transform-infrared

GC - Gas chromatography; plynova chromatografie
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GCE - Glassy carbon electrode
GDME - Gas-Diffusion Microextraction;

HPLC - High Performance Liquid Chromatography; vysokoucinna kapalinova
chromatografie

HS-GC - Static headspace gas chromatography;

ICP-AES - Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectometry;

indukcéné vazané plasma v atomové emisni spektrometrii

IR - Infrared light; infraCervené zafeni

LC - Liquid chromatography ; kapalinova chromatografie

MS - Mass spectroscopy; hmotnostni sektroskopie

MEKC - Micellar Electrokinetic Chtomatography;

MWNTSs - Multi-walled carbon nanotube

MWCNT/GCE - Carbon nanotube modified electrode/glass carbon electrode;
NMR - Nuclear magnetic resonance; nuklearni magneticka resonance

NMR-MVA/MVA - Nuclear magnetic resonance - tandem multivariate

analysis

ORAC - Oxygen-radical absorbing capacity

PCPE - Plain (unmodidied) carbon paste electrode;
PDA - Photo Diode Array

PCE - plastic carbon electrode

PSA - anodic stripping potenciometric

RP-HPLC - Reverse-phase high-performance liquid chromatography
ROS - Reactive oxygen species,

SBSE-LD - Stir bar sorptive-liquid desorption;

SCE - Saturated calomel elektrode

SF - Stationary phase; stacionarni faze

SWV - Square wave stripping voltammetry;

TAC - Total antioxidant capacity

TEAC - Trolox Equivalent Antioxidant capacity
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TLC - Thin layer chromatography;
UV - Ultraviolet light; ultrafialové zareni
ZE + PMMA - Zone electrophoresis + poly(methylmethacrylate)

2D J-NMR - two-dimensional J-resoleved nuclear magnetic resonance
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