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1 UVOD

Pivo je jednim z nejstarSich a nejvice konzumovanych alkoholickych napojt na svéte.
Obsahuje Sirokou skalu chemickych sloucenin, které ptispivaji k jeho chuti, viini a dal§im
senzorickym vlastnostem. V¢tSina metabolitt v pivu pochazi piimo ze vstupnich surovin,
zejména Sladu, chmele a kvasinek. Nicméné¢, dalsi slouceniny vznikaji béhem riznych
fazi vyrobniho procesu, jako je sladovani, vafeni, fermentace a zrani (Spevacek et al.,
2016; Martinez-Gomez et al., 2020).

Rozvoj analytickych technik z hlediska jejich sofistikovanosti a citlivosti umoznuje
provadét podrobné analyzy malych molekul pfitomnych v pivu. Jednim z téchto pfistupt
je metabolomika, ktera umoziuje identifikovat i nizké koncentrace metaboliti a sledovat
zmény ve slozeni piva béhem vyrobniho procesu (Spevacek et al., 2016; Cavallini et al.,
2021).

Tato diplomova prace je zaméiena na analyzu chemického slozeni piva a vztahi mezi
jeho metabolomem, typem piva, zptisobem vyroby a vstupnimi surovinami. Hlavnimi cili
prace jsou sbér vzorkl piva riznych typt véetné vyrobnich surovin a meziproduktd, jejich
pfiprava pro necilenou LC-MS analyzu a nésledné statistick¢é a bioinformatické

vyhodnoceni ziskanych metabolomickych dat.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Charakteristika piva

Pivo je nejéastéji charakterizovano jako slabé alkoholicky, fermentovany napoj vyrobeny
ze skrobnatych surovin, ochuceny chmelem ¢i chmelovym vyrobkem a kvasSeny za
pomoci pivovarskych kvasinek. Cukr potiebny pro kvaseni se ziskava ze sladovanych
obilnin, a to nejéastdji z jemene, jako je tomu v Ceské republice. Obilniny pouZité pro
vyrobu piva se vSak v riznych Castech svéta mohou lisit. Napiiklad Némecko je znamé
svymi pSeni¢nymi pivy, zatimco v USA, Mad’arsku a jinych zemich je zvykem do piva
ptidavat kukufici ¢i ryzi (Baxter et al., 2001; Chladek et al., 2007).

Vareni piva patii mezi nejstarsi biotechnologické procesy a podle definice se jedna
0 ,,kombinovany proces zahrnujici extrakci z nakli¢enych zrn a naslednou fermentaci
cukerného roztoku za vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého (CO2) produkovaného
kvasinkami‘. Obecné¢ vaieni piva spo¢iva v pfemén¢ ptirodnich potravinovych materiala

na Cisty, lahodny napoj (Hornsey, 1999; Kubo, 2003).

2.2 Historie piva

Fermentace ma velké praktické a ekonomické vyuziti jiz po tisice let, a to zejména pii
vyrob¢ piva, vina a chleba. Prvni pisemny dokument popisujici techniku vafeni piva
pochazi z oblasti Mezopotamie od Sumert z doby asi pted 6000 lety (Bud, 1993). Ve
starovéké Mezopotamii a Egypté byla vyroba piva a vina ekonomicky tak dilezita, ze se
stala hlavnim zdrojem danovych ptijma (Buchholz a Collins, 2013). Podle poslednich
nazoru jsou pocatky vyroby piva fazeny do obdobi 10 000 az 15 000 let pfed nasim
letopoétem, kdy nasi predkové piestali vést koCovny zpuisob Zivota, zacali se usazovat a
cilené péstovat obili pro svoje zivobyti (Chladek et al., 2007).

Existuje mnoho teorii o vzniku uplné€ prvniho piva, z nichZ v§echny jsou zaloZeny na
nahod¢. Podle nejzndméjsi teorie vzniklo prvni pivo diky skladovani obili a to tak, Ze do
hlinéné nadoby s obilnou kasi natekla pti desti voda a horké slunce po n&jaké dobé
zpusobilo jeji samovolné vykvaseni. Takto vyrobeny napoj (¢i spiSe kase) vznikl
nezavisle na sobé na odliSnych mistech téméef ve stejné dob&. Tato ,piva™ se jisté
nevyznacovala dobrou chuti a naprosto se nepodobala piviim, které zname dnes, avsak
presto se samovolnym zkvaSenim vznikla kase stala nedilnou soucasti jidelnicku v

riznych castech svéta (Chladek et al., 2007).



2.2.1 Reinheitsgebot — Zakon o Cistoté piva

Reinheitsgebot, tedy zakon o Cistoté piva (reinheit — Cistota; gebot — piikaz) byl vydan
V Mnichov¢ v roce 1487 na natizeni vévody Albrechta IV. V roce 1516 byl rozsifen do
celého Bavorska a poté, co se Bavorsko na konci 19. stoleti stalo soucasti tzv. Deutsches
Reich (Némecka fise), zacal platit kompletné pro celé Némecko. Podle této legislativy je
mozné k vafeni piva pouzivat pouze jeCmen, chmel a vodu, pficemz pouziti jinych
obilovin, kofeni a dalSich ptisad bylo zakazané. Zakon o Cistoté byl primarné zaméten na
tehdejsi komercni sladky, na vévodu a jeho spolecniky se nevztahoval, tudiz mohli
Kk vyrobé piva svobodné pouzivat i jakékoli jiné ingredience. Cilem Reinheitsgebot bylo
pfedev§im omezit V pivovarnictvi pouzivani pSenice, kterd byla tehdy vyhrazena hlavné
na vyrobu chleba nezbytného pro vyzivu obyvatelstva. Zékaz se tedy vztahoval napt. na
pseni¢na piva, ktera byla v té dobé v Bavorsku velice oblibena (Hornsey, 1999; Barth,
2013).

2.2.2 Pivo v Cechach

Vyrobu piva v naSich zemich znali jiz Slované, pifed nimi také Germani, a dokonce i
pivodni Keltové, kteti byli na uzemi Cech usazeni do 1. stoleti naseho letopoétu. Podle
historikl se prvni chmeleni piva pfipisuje pravé Slovanum, kteti si sem chmel spolecné
s jinymi kulturnimi plodinami pfinesli ze své pravlasti. S pivem se zacalo obchodovat az
koncem 9. stoleti, do té doby bylo vafeni piva na nasem tizemi béZnou domaci praci.
Zdokonalovani vateni piva se spojuje se zakladanim klastert, soucasti kterych byvaly
prave 1 vlastni klasterni pivovary. V tehdejsi dobé bylo vateni piva vyhradné zenskou
zalezitosti. Nejstar§i pisemny doklad pfimo zminujici pivovarstvi na nasem uzemi
pochézi z roku 1088. Jedna se o Nadacni listinu kolegiatni kapituly, ve které je jmenovan
pivovar na Travniku, nachazejici se pod VySehradem (Chladek et al., 2007).

Rozmach pivovarstvi je také spojen s obdobim zakladani kralovskych mést (12. a 13.
stoleti), kdy panovnik za i¢elem ziskani oddanosti obyvatel zavedl tzv. ,,pravo varecné*.
Toto privilegium vaieni piva méli pouze mést'ané kralovského mésta, nevztahovalo se na
chudinu, ani na Zivnostniky (napf. lazebnici). Mezi tato mésta patii napt. Svitavy, Zatec
(znamy svym chmelem) a Plzen. Pravé v pivovaru v Plzni byl 5. fijna roku 1842 uvaten
prvni tradi¢ni svétly spodné kvaseny lezak, jehoz receptura je vyuzivana po celém svété

a oznacuje se jako ,,pivo plzenského typu (Chladek et al., 2007; Barth, 2013).



2.3 Rozdéleni pivovari

Existuji dva hlavni typy pivovari — prumyslové velkopivovary a tzv. minipivovary.
RemesIné pivovary (minipivovary) se zabyvaji vafenim piva v malém méfitku a jsou
nezavislé. Jeden z prvnich takovych pivovaru vznikl ve Spojenych statech az v roce 1965,
ve Velké Britanii v 70. letech 20. stoleti a v Cesku pak v roce 1991. Timto se lisi od
pramyslovych pivovart &asto fungujicich déle neZ sto let. Remeslna piva se od sériové
vyrabénych piv odlisuji také svoji kvalitou a specifickou chuti. Podle americké obchodni
skupiny ,,Brewers Association* se za minipivovar obecné povazuje pivovar s celkovou
roéni produkci piva nepfesahujici 15 000 sudi. Remeslny pivovar je nezavisly, coz
znamenda, ze méné nez 25 % tohoto pivovaru je vlastnéno nebo fizeno clenem
alkoholového primyslu, ktery sam neni femeslnym slddkem. Neexistuje vSak Zadna
jednotna obecné piijimana definice minipivovaru, a to kviili rozdilim mezi zemémi (napf-.
z hlediska jejich velikosti) a jejich rozdilnym tradicim ve vateni piva. Naptiklad v Italii
je maximalni ro¢ni vystav piva Viemeslnych pivovarech 200 000 hl, zatimco ve
Spojenych statech az 7 038 000 hl. Celkova ro¢ni produkce piva z minipivovaru v USA
tedy odpovida v jinych zemich celkové ro¢ni produkci vétSiny primyslovych pivovari
(Garavaglia, 2017; Maier, 2019).

Piva zftemeslnych pivovard, narozdil od piv komerénich, Casto nejsou dale
upravovana, tedy neprochazeji procesem filtrace a pasterizace a diky tomu se jedna o pivo
bohaté na zdravi prospésné latky. U neupravenych piv je vSak snizena doba jejich
trvanlivosti, 1idé jsou ale ochotni toto omezeni akceptovat v zajmu piti Cerstvého piva
(Barth, 2013).



2.4 Suroviny pro vyrobu piva

2.4.1 Voda

Pivo je tvofeno zvice nez 90 % vodou, a proto je na jeji kvalitu (chemickou i
mikrobiologickou) kladen velky duraz. Jednou z nevyhod pivovarnictvi je pravé vysoka
spotieba vody, coz ma negativni dopad na Zivotni prostfedi. Na kazdy vyrobeny litr piva
se pouzije zhruba 5-10 litri vody, ktera je nezbytna na Cisténi, proplachovani, chlazeni a
¢istota (Palmer a Kaminski, 2013).

Pivo je bohaté na mineralni latky pochazejici pravé z pivovarské vody ¢i sladu. Patii
mezi né napt. kationty hotciku, drasliku, sodiku a vapniku a anionty chloridu, siranu,
dusi¢nanu a fosfore¢nanu. Ionty téchto mineralnich latek ptitomnych ve vodé¢ ovliviuji
pivo vyznamnym zpisobem a mohou mit na jeho kvalitu jak pozitivni, tak i negativni
vliv v zavislosti na jejich koncentraci a povaze (Buiatti, 2009).

Pro vyrobu piva je preferovana spiSe tvrd$i voda. Tvrdost vody lze jednoduse
definovat mnozstvim rozpusténych soli, zejména soli vapniku a hot¢iku. Cim tvrdsi voda
je, tim vyssi koncentraci téchto prvkl obsahuje. Piiblizné by pivovarskd voda méla
obsahovat alespon 50 ppm vapniku, aby byl zajistén vyss$i vykon rmutovani, kvaseni a
Cifeni piva (Briggs et al., 2004; Palmer a Kaminski, 2013).

Rzné vodni zdroje maji i rizné chemické profily, to je tfeba brat v uvahu pii ptipravé
jednotlivych pivnich stylti. Napiiklad alkalita pivovarské vody byla diive vnimana pouze
jako bariéra, kterou je tieba odstranit. Uroven alkality se viak li§i v zavislosti na
pozadovaném charakteru piva. Obecné plati, ze u svétlejSich piv je Zadouci nizka
zasaditost. U tmavsich piv se potieba zasaditosti naopak zvysuje (Wunderlich a Back,
2009; Palmer a Kaminski, 2013).



2.4.1.1 Uprava vody

Ve vodé se vyskytuje velké mnozstvi riznorodych latek, se kterymi je nutno se

vypotfadat. Mezi nejcastéj$i metody pouzivané pii upravé vody pro odstranéni

nezadoucich latek patii napt. iontovd vyména, chemicka precipitace, reverzni osmdza,

sterilizace, koagulace a rtzné typy filtrace. Voda je upravovana riznymi zpusoby v

zavislosti na ucelu, ke kterému bude pouzita. Napiiklad voda pouzivana k ¢isténi musi

byt pro dosazeni nejlepSich vysledka ¢asto zmékcena (Obr. 1; Briggs et al., 2004).

Voda mulze obsahovat chlor, chloraminy, rozpusténé plyny a rtzné organické

slouceniny, které mohou nepfiznivé ovlivnit chut’ piva (Barth, 2013). Prvni krok Gpravy

pivovarské vody zahrnuje pravé rozklad zminovaného chloru a chloraminu, a to filtraci

pies aktivni uhli nebo ptidanim metabisulfitu. (Palmer a Kaminski, 2013). Typické

schéma upravy vody je znazornéno na obrazku 1.

| Voda z méstského zdroje |

AL

(

| Voda vyuZivana v pivovaru

‘ ‘ Voda vyuZivana v domdcnostech

<

AL

]

Odstranéni kapalnych necistot

Voda pouZitd ke chlazeni
Voda pouzita k proplachovani

Odstranéni rozpuiténych pevnych latek
=zmékéeni vody

Cisténi vnitfnich povrchd potrubi, tankd, nadob

Cisténi plnici linky

.

X

Odstranéni rozpusténych plyna
Chlazeni —D

* Voda pouzita k fedéni
Voda pouZita pfi vytlaovani
piva z tanku

Odstranéni rozpusténych pevnych latek
= dealkalizace
Voda pFivadéna do varny (napdjeci voda varny)
Voda pouzita k fedéni

Q— Ohrev

Obrazek 1. Schéma znazoriujici piiklad distribuce a Gpravy vody v pivovaru. Prevzato

a upraveno podle: Palmer a Kaminski (2013).



2.4.2 Slad

Je¢men (Hordeum vulgare) je po vod¢ druhou obsahové nejvyznamnéjsi slozkou piva.
Zrna je¢mene jsou dale upravovana procesem sladovani za vzniku tzv. jeémenného sladu.
Sladovana mohou byt i jind obilnd zrna, a to napf. pSenice, zito, oves, ¢irok ¢i proso
(Briggs et al., 2004; Wunderlich a Back, 2009)

JeCmen je pro vyrobu piva nejvice preferovan z mnoha duvodt. Daii se mu i v
nepiiznivych podminkach péstovani a jeho kli¢ivost 1ze snadno upravit béhem sladovani
(Wunderlich a Back, 2009). Slupky jecmennych zrn jsou na rozdil od pSeni¢nych ¢i

vvvvvvv

sladiny, kde funguji jako pfirozeny filtr. Cim jsou slupky méné porusené, tim snazsi
aucinngjsi je krok cCifeni. Dalsi vyhodou je¢mene je jeho lehce stravitelny S$krob
a ptiméfené mnozstvi bilkovin a lipida (Reinold, 1997; Hertrich, 2013).

Na zédklad¢ uspofdddni zrn na klasech rozliSujeme dva typy sladovnického
je¢mene — dvoutady a Sestitady (Obr. 2). Sestifady je¢men ma vyvinuto Sest fad zrn,
vyznacuje se vyS$i enzymatickou aktivitou a vy$§im obsahem bilkovin, avSak vytéZznost
sladu je ve srovnani s dvouradym nizs$i, a to kvili malé velikosti zrn a niz§imu obsahu
Skrobu. V piipadé jeémene dvoufadého jsou vyvinuty pouze dvé fady zrn. Tato zrna
maji nizky obsah bilkovin, jsou t€Z8i, vétsi a obsahuji vys$s$i mnozstvi cukru. Diky tomu
poskytuji vy$§i vynos sladu a pro vyrobu piva jsou proto preferovangjsi. Sestitady je¢men
se Casto pouziva spolu s doplitkovym obilim (ryZze, kukufice, pSenice), aby se zohlednil

snizeny obsah cukru (Rani a Bhardwaj, 2021).

Obrazek 2. Druhy je¢émene podle uspoiadani zrn na klasech. Pfevzato a upraveno podle: Rani
a Bhardwaj (2021).



2.4.2.1 Struktura jeémenného zrna

Skrobova zrna obsazena v

} endospermu
Aleuronova vrstva

Obrazek 3. Struktura jeémene. Pfevzato a upraveno podle: Fox (2010).

Zrno je¢mene se sklada ze tii hlavnich slozek — embrya, vnéjsich vrstev a endospermu.
Embryo obsahuje omezené mnozstvi skrobu, lipida a bilkovin. Vnéjsi vrstvy se skladaji
ze slupek, perikarpu (oplodi), testy (osemeni) a aleuronové vrstvy, ktera obklopuje
dominantni slozku zrna — Skrobovy endosperm (Obr. 3). Slupky, chranici zrno béhem
sladovani, se skladaji z celulézy, malého mnozstvi polyfenoli a hotkych latek (Fox,
2010; Hertrich, 2013).

Endosperm se sklad4 ze Skrobovych granuli dispergovanych v proteinové matrici.
Skrob je nejhojngjsi slozkou zrna, tvoii piiblizné 60 % jeho hmotnosti. Bunééné stény
endospermu se skladaji pfevazné z neSkrobovych polysacharidi, a to z B-glukant a
arabinoxylant (Fox, 2010).

Ve sladovnickém je¢meni je nejvice bilkovin produkovano Vv aleuronové vrstvé a
endospermu, pii¢emz jejich idealni obsah je zhruba 10 az 12 %. Ptilis velké nebo naopak
malé mnozstvi bilkovin miiZze negativné ovlivnit kvalitu sladu a také dochazi ke sniZzené

vytéznosti finalniho extraktu (Jaeger et al., 2021).

2.4.2.2 Vyroba sladu (sladovani)

Velké slouceniny se slozitou strukturou (8krob, bilkoviny a nukleové kyseliny) ptitomné
v jeémeni, musi byt ¢astetné nebo Uplné degradovany na jednodussi slozky (cukry,
aminokyseliny a nukleotidy) hydrolytickymi enzymy produkovanymi béhem sladovani.
Bunécna sténa zrna je béhem procesu sladovani zmékéena a koneénym vysledkem je

pifeména skrobu na sladovy extrakt (Rani a Bhardwaj, 2021).



Slad slouzi jako ptirozeny zdroj antioxidantti a hraje tak dilezitou roli v oxida¢ni
stabilit¢ piva. Tyto antioxidanty zabranuji oxidacnim reakcim vychytavanim volnych
radikald. Diky tomu je mozné omezit pfidavani exogennich antioxidacnich sloucenin,
které se pouzivaji k udrzeni oxidacni stability piva (Vanderhaegen et al., 2006).

Sladové antioxidanty maji také mnoho vyhod pro zdravi spotiebitele, jelikoz
neutralizuji reaktivni formy kysliku, o nichz je znamo, ze jsou spojeny s tfadou
onemocnéni (Landete 2013). Skrob obsazeny ve sladu také piispiva k organoleptickym
vlastnostem piva (napi. barva a zakal; Carvalho et al., 2016).

Proces sladovani zahrnuje ¢isténi zrn, jejich maceni ve vodé a nasledné kliceni a
hvozdéni (Obr. 4). Prvnim krokem pfi vyrob¢ sladu je dostate¢né ¢isténi zrn za ucelem
eliminace kontaminujicich latek, které by mohly ovlivnit kvalitu a chut’ piva. Sladovnicky
je¢men je dale nutno vytiidit podle velikosti zrna. Porusena a pfilis mala zrna (zrna mensi
nez 2 mm) jsou odstranéna a mohou byt pouzita jako krmivo pro zvifata. Vycisténa a
vytiidéna zrna jsou susena a skladovana pii 12 % vlhkosti (Henry, 2016; Rani a Bhardwaj,
2021).

—
Perikarp ' "
= uronovébuf“!

Hydrolytické enzymy

Hydrolyza zésob
endospermu

~ Hvozdéni
Scutellum Skrobovy foncov teplota 85°C) 9
(Stitek endosperm iiead Sl
Faze predsouseni < ——
embrya) (50~ 60°C)
L 2

Faze klesajici rychlosti
su$eni (65— 75 °C)

’ y
l Faze vytvrzovani

(nad 80°C)

Obrazek 4. Schéma sladovnického procesu. Pievzato a upraveno podle: Rani a Bhardwaj
(2021).



StéZejnim krokem sladovani je tzv. proces maceni, pii kterém suSend zrna nasavaji vodu
za ucelem postupného zvyseni hladiny vihkosti z ptiblizné 12 % na 42—47 %. Namaceni
zrn ve vode¢ je vzdy vystiidano tzv. vzdusnou ptestdvkou, béhem niz se voda vypousti
a pomoci ventilatord je odsavan CO». Tento proces se opakuje 2krat az 4krat. Celkova
doba maceni se pohybuje okolo 2 az 4 dni (Carvalho et al., 2016).

Béhem prvniho maceni se zrno promyje, tim se odstrani veskeré necistoty a vylouhuji
se tiisloviny, které jsou soucasti slupky a vyznacuji se sviravou chuti. Jakmile je zrno
dostate¢né hydratovano, embryo obnovi metabolické aktivity a zahaji biosyntézu
kyseliny giberelové (GA3), ktera difunduje do aleuronové vrstvy a ptsobi jako katalyzator
pro produkci hydrolytickych enzymi (glukanaz, proteaz a amylaz) v endospermu.
Hydrolytické enzymy depolymeruji polysacharidy a proteiny bunééné stény endospermu
a iniciuji tak vyvoj kofent a vyhonku, ¢imz je zapocata faze kliceni (Rani a Bhardwaj,
2021).

Kyselinu giberelovou lze pridat i exogenné za ti¢elem urychleni nasledujiciho procesu
kliceni nebo zvysSeni G€inku ptirozené produkované GAs. Sladovnické piisady vSak
nejsou obecné preferovany, jelikoz ve sladovém extraktu zanechédvaji nezadouci zbytky
(Bamforth a Barclay, 1993).

Produktem faze kliceni je tzv. zeleny slad (zeleny ve smyslu nezraly; Obr. 5), ktery se
vyznacuje vysokym obsahem vlhkosti a vysokou enzymatickou aktivitou (Briggs et al.,
2004; Rani a Bhardwaj, 2021). Kliceni probiha za vlhkych, aerobnich podminek pfi
teploté 16-20 °C po dobu 3-6 dnii v zavislosti na podminkach procesu (Poutanen, 2020).

Proces kli¢eni je regulovan jak tvorbou a- a B-amylazy, tak degradaci proteint a f-
glukant v bunéénych sténach. Rozklad B-glukani na mensi molekuly rozpustné ve vodé
je velmi dulezity pro dosaZeni rychlého scezovani a pro zlepSeni filtrovatelnosti piva

(Briggs et al., 2004).

Nakliceny jecmen

Zrno jeCmene Maceny jemen

Sladovy jecmen

2Zvyseni obsahu Enzymova indukce Sueni
vlhkosti Digesce bunééné Vyvoj chuti
stény

Obrazek 5. Vzhled je¢menného zrna béhem vsech fazi sladovnického procesu. Prevzato a
upraveno podle: Carvalho et al. (2016).
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Zeleny slad je dale premistén do suSici komory, kde se pomoci horkého vzduchu usmrti
embryo, kli¢eni je tim ukonceno a zrno vstupuje do posledni faze jeho tpravy (Oser,
2015).

Zavéreénou fazi sladovani je Gprava nakli¢eného zrna procesem zvanym hvozdéni.
Jedna se o tepelné zpracovani zrn, které mé nejveétsi vliv na barvu a chut’ sladu v zavislosti
na ¢asovém prub¢hu, teploté a obsahu vlhkosti (Yahya et al., 2014). Cilem hvozdéni je
snizeni obsahu vlhkosti zeleného sladu pod 5 %, zabranéni denaturace enzymu a zajisténi
stability produktu pti skladovani a piepravé (Rani a Bhardwaj, 2021).

Hvozdéni sestava celkem ze tii fazi — ,,pfedsouseni®, faze tzv. ,klesajici rychlosti
suSeni““ a faze ,,vytvrzovani“. Béhem prvni faze dochédzi ke snizeni vlhkosti zrna
Z ptiblizné 44 % na 12 % pfi teploté 25 °C. V dalsi etap¢ klesa vlhkost sladu z 12 % na
4 %, teplota suSeni se pohybuje v rozmezi od 65 do 75 °C. Vlhkost ma tendenci se
pfemistovat z vnitiniho prostoru zrna na jeho povrch, ¢imz je omezena rychlost suseni
(proto nazev ,klesajici rychlost suseni®). Nakonec se teplota zvysi nad 80 °C (faze
,Vytvrzovani“) na 1-2 hodiny a poté se slad zchladi na teplotu vhodnou pro skladovani
a prepravu. Pokud by se teplota zvysila, kdyz jsou zrna mokra, doslo by k denaturaci
enzymu a ke zhorSeni kvality sladu. Faze vytvrzovani umoznuje vyvinout idealni aroma
a barvu sladu (Mallett, 2014; Rani a Bhardwaj, 2021).

Béhem celého procesu sladovani je nezbytna pecliva regulace ¢asu, vlhkosti a teploty,
aby se potlacila tvorba neZzadoucich chemickych slou¢enin a denaturace enzym citlivych

na teplo (Rani a Bhardwaj, 2021).
2.4.3 Chmel

Chmel otac¢ivy (Humulus lupulus L.) patiici do ¢eledi konopovitych (Cannabidaceae) se
do piva zacal ptivodné pridavat za ucelem prodlouZeni jeho trvanlivosti (Briggs et al.,
2004). Za oxidac¢ni stabilitu piva jsou zodpovédné piedevsim polyfenolické slouceniny
zahrnujici hlavné aromatické karboxylové kyseliny a flavonoidy jako proanthokyanidiny
a flavonolové glykosidy (Steenackers et al., 2015; Bocquet et al., 2018).

Chmelové Sistice pivu dodavaji také Zadouci hotkost a charakteristické aroma.
Hlavnim zdrojem specifické hoiké chuti jsou iso-a-kyseliny obsazené v lupulinovych
zlazach sistic. Jde o slozky chmelovych pryskyfic vznikajici izomeraci a-kyselin béhem
varného procesu. Nejvice zastoupenymi a-hoikymi kyselinami v chmelu jsou izomery

humulon, adhumulon a kohumulon lisici se pouze svym postrannim acylovym
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fetézcem (Obr. 6). Iso-a-kyseliny se podileji také na stabilité pivni pény (Ceslova et al.,
2009; Karabin et al., 2009).

Humulon kohumulon adhumulon

Obrazek 6. Strukturni vzorce vybranych izomert a-hoikych kyselin. Pfevzato a upraveno podle:
Karabin et al. (2009).

Dalsi hlavni slozkou chmele jsou éterické oleje (silice) nejcastéji tvoieny terpeny
(napf. myrcen) nebo seskviterpeny. Jedna se o sekundarni metabolity dodavajici pivu
typické kotfenéné, citrusové a kvétinové aroma s nadechem ovocnych a drevitych tond.
Vzhledem k tékavé povaze silic dochazi béhem piipravy piva vlivem vysokych teplot
K jejich casteénému odpafeni. Chemické slozeni se u riznych odrad chmele 1isi
v zavislosti na péstitelské oblasti a pudnich a klimatickych podminkach (Bocquet et al.,
2018; Sanz et al., 2019).

2.4.3.1 Ceské odridy chmele

Chmel se na naem Gzemi péstuje ve tfech oblastech — Zatecko, Ustécko a Tricko.
Nejvyznamngj§i odriidou Seského chmelaistvi je Zatecky polorany &ervenak (Z.P.C.).
Mezi dalsi ¢eské odridy chmele patii napf. Sladek, Premiant, Agnus, Kazbek, Saaz Late
apod. (Mikyska a Jurkova, 2018).

Odrtdy chmele mtzeme na zaklad¢ jejich primérného obsahu a-hofkych kyselin
rozdelit do dvou skupin - ,,aromatické™ a ,,hotké*. Aromatické odriidy obsahuji asi 3 -4 %
a-kyselin, hotké pak 8 - 15 % (Jelinek et al., 2010). Hotké odridy, jako napt. Agnus ¢i
Premiant jsou zodpovédné za hoikost piva a piidavaji se na zacatku varu. Naproti tomu
aromatické odridy se do mladiny pridavaji obvykle ke konci procesu varu a poskytuji
pivu tékavé aromatické latky. Typickym ptikladem aromatického chmele u nas je Sladek

(Nance a Setzer, 2011; Mikyska a Jurkova, 2018).
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2.4.3.2 Chmelové vyrobky

Pivodné se v pivovarnictvi vyuzival suSeny chmel ve formé §istic. Od 60. let 20. stoleti
se drtiva vétSina chmele zpracovava na chmelové pelety nebo extrakty za ucelem snizeni
nakladi na dopravu a skladovani, snadnéjsi manipulace a ptesn€jSiho davkovani.
Nejjednodussi zpracovani chmelovych hlavek spociva v jejich namleti na prasek, ktery je
dale lisovan do podoby granuli ¢i pelet. Dalsi moznosti Gpravy chmelovych $istic je jejich
vylouhovani v extrakénim ¢inidle za vzniku chmelového extraktu. Nejbéznéji

pouzivanym extrak¢nim ¢inidlem je tekuty oxid uhli¢ity (Barth, 2013).
2.4.4 Pivovarské kvasinky

Kvalita piva z velké casti zavisi na aktivité¢ pivovarskych kvasinek. Kvasinky jsou
jednobunééné mikroorganismy, které preménuji zkvasitelné cukry ziskané ze sladu na
ethanol a COy. Pii této fermentaci se také vytvaieji dal$i minoritni slou¢eniny, jako
napiiklad estery a vyssi alkoholy, které ptispivaji k charakteristické chuti piva. Piesny
aromaticky profil piva je ovlivnén teplotou fermentace, slozenim sladu a chmelu, dobou

kvaseni a dal$imi proménnymi v procesu vareni piva (Capece et al., 2018).

2.4.4.1 Svrchné kvasené vs. spodné kvasené pivo

Rozdil mezi svrchné kvasenym a spodné kvaSenym pivem spociva piedevsim v typu
pouzitych kvasinek a v teploté, pii které kvaSeni probiha. Svrchné kvasené pivo (také
znamé jako ,,Ale*) se vyrabi pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které maji
béhem kvaSeni tendenci stoupat na povrch fermentované mladiny. Svrchni kvasinky
kvasi pfi vyssich teplotach, obvykle v rozmezi 14 az 25 °C. Proces fermentace je diky
tomu rychlejsi a dochazi k produkci vyssiho mnozstvi estert, které pivu dodavaji ovocné
a kvétinové aroma (Capece et al., 2018; Humia et al., 2019).

Spodné kvaSené pivo, bézné znamé jako lezak, se vyrdbi pomoci spodnich
pivovarskych kvasinek Saccharomyces pastorianus, které se usazuji na dné fermentacni
nadoby a kvasi pfi teplotach v rozmezi 5 az 13 °C. V dusledku nizké teploty je proces
kvaSeni pomalej$i a vysledné pivo obvykle obsahuje nizsi koncentraci esterd, coZ mu
dodava charakteristickou ¢istou chut’ (Barth, 2013; Humia et al., 2019).

Pokud je vSak fermentace provadéna za pfili§ nizkych teplot, mize dochazet k
nedostate¢né aktivité¢ kvasinek, coz zplsobuje hromadéni nezddoucich vedlejSich

produktii, které mohou negativné ovlivnit chut’ piva. Ptikladem takového produktu je
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diacetyl, znamy také jako butan-2,3-dion. Jedna se o vicinalni diketon, ktery pivu dodava

nezadouci maslovou ptichut’ (Wainwright, 1973; Gibson et al., 2018).

2.4.5 Pomocné suroviny

Casto se do piva kromé je¢ného sladu pridavaji i dalsi suroviny slouZici jako zdroj
sacharidii a bilkovin. Hlavnim diivodem jejich pouziti je sniZeni vyrobnich nakladt a
uprava kvality piva (barva, chut, stabilita pény). Mezi takové ptisady se napiiklad fadi
nesladované obiloviny jako ryze, kukufice, Zito, pSenice, ¢irok, oves atd. Dal§i pomocnou
surovinou muze byt granulovany cukr (sachar6za) ¢i tekuté prisady jako jsou sirupy na
bazi sacharozy, ziskané z cukrové fepy nebo titiny, piidavajici se do mladiny béhem
chmelového varu (Rani a Bhardwaj, 2021).

Je tfeba brat v uvahu typ pouzitého cukrového sirupu. V predchozich studiich bylo
zjisténo, ze po pfiddni maltdézového sirupu, na rozdil od glukézového, dochdzi béhem
metabolismu maltozy K produkci nizsich hladin esterti a vyssich alkoholti (propanol,
isobutanol), coz je zadouci pro lepsi fermentacni vykon Kkvasinek a chutovy profil
finalniho piva (Younis a Stewart, 1999).

Nevyhodou téchto pomocnych surovin je jejich nizka diastaticka sila, tedy schopnost
enzymu rozkladat Skrob na jednodussi zkvasitelné cukry. Tento problém lze ptekonat
aplikaci komerénich exogennich enzymii (Bioglukandza, Bioprote4za), ty vSak mohou

negativné ovlivnit stabilitu pény konecného produktu (Agu a Palmer, 1998).

2.5 Vyroba piva

Samotny proces vafeni piva je slozity a zahrnuje né€kolik krokd. Hlavnim cilem je
pfeménit nerozpustny slad na rozpustny extrakt, ktery je fermentovatelny kvasinkami

(Thesseling et al., 2019).

2.5.1 Srotovani (mleti) a vystirani sladu

Prvnim krokem pfi vyrobé piva je rozemleti sladu. Vznikly Srot je dale smichan s vodou
o teploté 37 nebo 52 °C (v zavislosti na konkrétnim typu pfipravovaného piva) za vzniku

sladového roztoku neboli vystirky (Hornsey, 1999).
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2.5.2 Rmutovani a scezovani

Tento proces slouzi k uvolnéni enzymt obsazenych ve sladu a rozkladu Skrobu na
zkvasitelné cukry. Pocate¢ni teplota rmutovani je obvykle 52 °C. Pfi této teploté se
aktivuji protedzy a proteiny Se $tépi na kratké peptidy a aminokyseliny, které slouzi jako
hlavni zdroj dusiku pro kvasinky béhem procesu fermentace. Dusik je nezbytny pro
mnozeni kvasinek a pro dosazeni optimalniho procesu kvaseni. Nedostatek dusiku muze
vést k oslabeni rustu kvasinek, nedostateénému rozkladu cukru, a tedy nizkému vykonu
kvaSeni. Nadmérné mnozstvi dusiku mize mit naopak negativni vliv na chut’ a stabilitu
piva (Krogerus a Gibson, 2013; Thesseling et al., 2019).

Z vystirky se stava tzv. rmut, ktery se dale zahfiva na teplotu 62-64 °C, pii které
dochazi ke ztekuceni §krobu a k jeho §tépeni na jednodussi cukry pomoci amylaz. Takto
vznikly rmut se poté zahteje na 72 °C, coz umozni dalsi rozklad polysacharidi. Timto
procesem se ziskava maltdza (sladovy cukr) a dalsi zkvasitelné cukry. Nakonec se teplota
rmutu zvy$i na 78 °C, ¢imz se téméf veskera enzymaticka aktivita zastavi (Thesseling et
al., 2019).

Vysledny rmut je precerpan do scezovaci kadé, kde je jeho kapalna ¢ast oddélena od
nerozpusténych pevnych zbytki, tzv. sladového mlata. Mlato slouzi pfi scezovani jako
ptirozeny filtr. Kone¢nym produktem je sladka svétla tekutina obsahujici cukry, enzymy,
a dalsi slozky, které byly uvolnény béhem rmutovani. Tato tekutina se nazyva sladina

(Briggs et al., 2004).

2.5.3 Chmelovar

Sladina je pievedena do varného kotle, kde je povatfena spolu s chmelem za vzniku tzv.
mladiny. Latky obsazené v chmelu se béhem varu uvoliuji do sladiny a pfispivaji
Kk vysledné chuti piva. Na zac¢atku varu se piidavaji hotké odridy chmele, které obsahuji
vysoké koncentrace a-kyselin. Tyto a-kyseliny jsou v pribéhu varu pfeménény na iso-a-
kyseliny, které pivu dodavaji zadouci hotkost. Ke konci varu se ptidavaji aromatické
chmele, obsahujici slouceniny jako napf. myrcen ¢i linalool, které pfispivaji k
charakteristické vuni piva (Bamforth, 2006; Thesseling et al., 2019).

Béhem varu dochazi k zahuStovani mladiny a odpatfovani nezddoucich tékavych
slozek, jako je napt. dimethylsulfid. Chmelovar také slouzi ke sterilizaci a eliminaci

mikroorganismi, ¢imz se minimalizuje riziko kontaminace piva (Goldammer, 2022).

15



2.5.4 KvasSeni a zrani piva

Po varu musi byt mladina rychle ochlazena na teplotu idealni pro spusténi fermentace
(cca 8 °C). Do zchlazené mladiny jsou ptidany pivovarské kvasinky, ¢imz se spousti
proces hlavniho kvaseni. Pii tomto procesu kvasinky preménuji zkvasitelné cukry na
alkohol, CO; a dalsi slozky ovliviiujici chut’ piva, jako napi. estery. Mezi hlavni estery
zodpovédné za ovocné aroma piv patii isoamylacetat (bananové aroma) a ethylhexanoat
(ananasové aroma). Primérna doba hlavniho kvaseni se pohybuje kolem 10 dni
(Thesseling et al., 2019).

Z prokvaseného piva se odeberou kvasinky a pivo se premisti do lezackych tankd, kde
dozrava pfii nizkych teplotach (-1 °C az 5 °C) n¢kolik dni az tydnia. Béhem zrani jsou
zbyvajici kvasinky stale metabolicky aktivni, coz vede k produkci dalsiho CO2 a
ethanolu, a zaroven dochazi ke stabilizaci piva (Thesseling et al., 2019; Goldammer,
2022).

Cely proces fermentace piva, v€etné obdobi zrani, miize trvat od n¢kolika tydnt az po
nékolik mésict v zavislosti na druhu piva a dalSich faktorech, jako je teplota fermentace,

typ pouzitych kvasinek atd. (Briggs et al., 2004).

2.5.5 Filtrace a pasterizace piva

Pted stacenim do lahvi nebo sudu se pivo filtruje a pasterizuje. Cilem filtrace je odstranéni
zbytkl kvasinek, necistot a nezadoucich latek, které by mohly negativné ovlivnit chut’
nebo stabilitu piva. Pasterizace, pii které se pivo zahtiva na teplotu ptiblizné 60 °C, ma
za cil zniCit pfipadné mikroorganismy a prodlouzit trvanlivost piva. Filtrace ani
pasterizace vSak neni podminkou a spousta pivovara se rozhoduje je neprovadét kvili
mozné ztraté nékterych chutovych vlastnosti piva (Humia et al., 2019; Goldammer,
2022).
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2.6 Metabolomika

Metabolomika je obor zajist'ujici systematickou identifikaci a kvantifikaci vsech
metaboliti (slouceniny S molekulovou hmotnosti zpravidla mensi nez 1500 Da)
obsazenych v daném organismu nebo biologickém vzorku. Jedna se jak o endogenni, tak
o exogenni molekuly, které jsou produkty ¢i substraty chemickych reakci v biologickych
systémech (ldle a Gonzales, 2007; Liu a Locasale 2017).

Existuji dva zakladni pfistupy metabolomické analyzy: metabolomika cilena a
necilend. Cilend metabolomika umoziuje ptfesnou kvantifikaci znamych, predem
definovanych skupin metabolitti vykazujicich specifickou biologickou aktivitu s pouzitim
autentickych analytickych standardl. Na druhou stranu, necilena metabolomika je vysoce
vykonna analyza v§ech moznych metaboliti ptitomnych v dané sadé vzorkl bez jakékoli
piedchozi znalosti metaboliti. Klicovou vyhodou necileného ptistupu oproti cilenému je
umoznéni identifikace novych oblasti metabolismu. Ke studiu metabolomu se obecné
pouziva chromatograficka separace snaslednou citlivou detekci pomoci UV ¢i
hmotnostni spektrometrie (MS). V piipadé¢ necilené metabolomiky se k analyze
molekularniho sloZeni vzorku pouziva téméf vzdy MS s vysokym rozliSenim a piesnosti
piedevsim kvili lepsi moznosti identifikace metabolitu na zakladé m/z (hmotnost/naboj).
Obecny pracovni postup necilené metabolomické analyzy od odbéru vzorkd po
identifikaci metabolitu je zndzornén na obrazku 7. V ramci metabolomickych technik se
Casto pouziva pojem ,feature”. Feature odpovida piku ¢i signdlu predstavujici danou
chemickou slouceninu a je definovan retenénim ¢asem a pomérem m/z prekurzorového
iontu. Jednomu metabolitu muze odpovidat vicero features (Naz et al., 2014; Liu a
Locasale 2017).
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Obrazek 7. Obecné schéma pracovniho postupu necilené metabolomické analyzy zahrnujici
odbér a ptipravu vzorktl, ziskavani dat, jejich analyzu a identifikaci. Pfevzato a upraveno
podle: Klavus et al. (2020).

2.7 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, z anglického High Performance
Liquid Chromatography) je analyticka separacni technika, pfi které jsou jednotlivé slozky
smési separovany pomoci interakce mezi kapalnou mobilni fazi (rozpoustédlem) a
stacionarni fazi (naplni kolony). Mobilni faze je pti HPLC skrze chromatografickou
kolonu pohanéna pomoci ¢erpadel (pump). Jednotlivé slozky vzorku (analyty) se déli na
zakladg jejich odlisné afinity ke stacionarni fazi v riznych reten¢nich ¢asech. Existuji dva
zakladni typy chromatografickych technik — chromatografie na normalni (NP) a reverzni
fazi (RP; Blum, 2014).
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Chromatografie na normalni fazi vyuziva kombinaci polarni stacionarni faze (napft. oxid
ktemicity nebo oxid hlinity) a nepolarni mobilni faze (napt. hexan). V chromatografii na
8-uhlikové (C8) nebo 18-uhlikové (C18) fetézce navazané na povrch pevného nosice,
napt. silikagelu) a mobilni faze naopak polarni (voda, methanol ¢i acetonitril). V pripadé
NP jsou polarni vzorky zadrzovany kolonou siln€ji, coz umoziiuje eluci nejprve
nepolarnich sloucenin. Pfi RP se naopak nejdiive eluuji slou¢eniny polarni (Bélanger et
al., 1997; Blum 2014).

Pro zménu polarity mobilni faze 1ze pouzit smés rozpoustédel. Pokud se slozeni smési
rozpoustédel v prub¢hu eluce neméni, mluvime o izokratické eluci. V opa¢ném ptipadé
se jedna o tzv. gradientovou eluci (Bélanger et al., 1997).

Dal§imi typy kolon v kapalinové chromatografii jsou napi. aniontové/kationtove
vyménné kolony (Strong Aniont/Cationt Exchange) a HILIC (Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography) kolony pouzivané pii oddélovani a analyze slouc¢enin na zakladé
jejich hydrofilnich vlastnosti (Meyer, 2010).

Typicky systém HPLC skladajici se ze stacionarni faze, zasobnikli mobilnich fazi,
vysokotlaké pumpy, injektoru (davkova¢ vzorku) a detektoru poskytujiciho elektricky
signal je znazornén na obrazku 8. Nejbéznéjsimi detektory jsou spektrofotometricky
detektor, fluorescen¢ni detektor, hmotnostni spektrometr a refraktometr. Vystupem
kapalinové chromatografie je chromatogram, zobrazujici zavislost intenzity

detekovanych signald na ¢ase (Blum, 2014).

Kolona
Chromatogram
—
A y 4
Injektor vzorku
J_ Vyhodnocovaci
zarizeni
Mobilni - .
faze Vzorek
Pumpa Detektor

Odpad -

Obrazek 8. Typické schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pfevzato a upraveno
podle: Blum (2014).
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2.8 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Kapalinovd chromatografie mize byt pfimo spojena s hmotnostni spektrometrii (LC-
MS). LC-MS je vyznamny nastroj pro identifikaci neznamych latek a analyzu sloZeni
smeési, ktery poskytuje vysokou uroven piesnosti a citlivosti. Z toho divodu se Siroce
vyuziva v mnoha riznych oblastech, v€etné farmacie, potravinaistvi ¢i forenzni védy
(Bélanger et al., 1997).

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a
detektoru. Prvnim krokem pii MS analyze je tvorba ionti (ionizace). lontovy zdroj
pfevadi analyty eluované z kolony do nabitého (ionizovaného) stavu. Nejcastéji
pouzivanou ioniza¢ni technikou je elektrosprejova ionizace (ESI; Pitt, 2009).

Princip ESI spociva v aplikaci vysokého napéti (3-6 kV) na vystup kapilary, kterou
protéka roztok analytu. Pisobenim silného elektrického pole se na Spicce kapilary vytvaii
nabité kapicky, které jsou dale unaseny tokem plynu (obvykle dusikem) a dochazi tak k
odpafovani rozpoustédla. V dasledku toho se kapicky postupné zmensuji a jejich
povrchovy naboj se zvétSuje. Po prekroceni kritické hodnoty povrchového nédboje (tzv.
Rayleightiv limit) se elektricky nabité kapicky rozpadnou (tzv. Coulombické exploze) a
uvolnuji se jednotlivé ionty (Norkova et al., 2013; Awad et al., 2014).

Vznikl¢ ionty dale postupuji do hmotnostniho analyzéatoru, kde jsou separovany na
zaklad¢ jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/z). Tonty nakonec dopadaji na detektor a
vznikly Signal je zaznamenan a interpretovan jako hmotnostni spektrum (graf zavislosti
intenzity iontd na jejich m/z). Bézné pouzivanymi hmotnostnimi analyzatory jsou
kvadrupolové analyzatory (Q, quadrupole) a analyzatory doby letu (TOF, time-of-flight;
Allwood a Goodacre, 2010).

2.8.1 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Pro identifikaci a kvantifikaci latek ve smési je Casto vyuzivana tzv. tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), poskytujici fragmentaéni spektra vybranych iontd.
Tato technika kombinuje dva (nebo vice) hmotnostnich analyzatort zapojenych v sérii za
sebou. Prvni analyzator slouzi k selekci a izolaci prekurzorovych iontt, Které jsou dale
fragmentovany v kolizni cele pomoci kolizi indukované disociace. Fragmenty vzniklé
disociaci jsou analyzovany druhym analyzatorem a jejich intenzita je zaznamenana
detektorem. Typickym ptikladem hybridniho analyzatoru je kvadrupolovy analyzator
spojeny s analyzatorem doby letu (QTOF; Hoffmann, 1996; EI-Aneed, 2009).
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Tandemova hmotnostni spektrometrie je ¢asto vyuZzivana v rtiznych oblastech, jako je

farmakologie, toxikologie, proteomika a metabolomika (Mittal, 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

V experimentu bylo analyzovano 31 vzorku lahvovych piv a 5 vzorka plechovkovych
piv. Za Gcelem sledovani zmén metaboliti béhem procesu vafeni svrchné kvaseného 14°
piva a spodné kvasSeného 11° piva byly v mistnim minipivovaru odebirany vzorky v
riznych fazich varného procesu (sladina, mladina). Vstupni suroviny, tzn. sladovy
je¢men (Hordeum vulgare L.), granulovany chmel (Humulus lupulus) a pivovarské
kvasnice (pro spodni kvasSeni Saccharomyces pastorianus, pro svrchni kvaseni
Saccharomyces cerevisiae) byly také poskytnuty od mistniho minipivovaru. Bylo
odebrano celkem 7 odrid chmele. Spodné kvasené pivo bylo chmeleno 3 odrudy
chmele - Premiant, Zatecky polorany ¢erveiiak a Kazbek. Na svrchné kvagené pivo bylo
pouzito 6 odriid chmele — Premiant, Kazbek, Ekuanot, Cascade, Citra a Crystal. VSechny
vzorky byly vlozeny do 2 ml mikrozkumavek Eppendorf a pted LC-MS analyzou

skladovéany v hlubokomrazicim boxu pii teploté - 80 °C.
3.2 Chemikalie

e Acetonitril > 99,9 % gradient grade pro LC-MS a pro extrakci (LiChrosolv, Merck
KGaA, Darmstadt, Némecko)

e Kyselina mravenéi pro LC-MS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Methanol > 99,9 % pro extrakci (LiChrosolv, Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko)

e Deionizovana destilovana voda upravena pomoci zatizeni Simplicity™ 185 water
purification system (Millipore Corp., Billerica, USA)

e Lockspray leucin-enkefalin 5 ng/ul pro MS (Waters, Milford, USA)

3.3 Pristroje
e Analytické vahy Pioneer PA214C (Ohaus, Parsippany, USA)
e Rotac¢ni centrifuga Micro Star 17 (VWR, Avantor, Radnor, USA)
e Dusikova odparka TurboVap® LB (Biotage, Uppsala, Svédsko)
e Kulovy mlynek Verder MM400, Retsch® GmbH & Co. KG (Retsch GmbH,
Haan, Némecko)
e Ultrazvukova lazent (VWR International, Radnor, USA)
e Vortex Mixer typ WIZARD, Velp Scientifica (Usmate, MB, Italie)
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e UHPLC-MS/MS systém (Waters, Milford, MA, USA) sPDA detektorem
(Acquity Ultra Performance), Sample managerem (FTN Acquity UPLC) a
s pumpami (Quaternary Solvent manager Acquity UPLC Class H)

e Hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si (Waters, Milford, USA) vybaveny ESI
iontovym zdrojem

e Software MassLynx™ pro zpracovani dat (verze 4.0, Waters, Milford, MA, USA)

e Separace probihala na kolon¢ s reverzni fazi (RP) Waters ACQUITY UPLC®
BEH C18 (1.7 um, 2,1 x 150 mm; Milford, MA, USA)

e Membranové 0,2 um mikrofiltry RC Micro Spin Filter (Ciro Manufacturing
Corp., Deerfield Beach, USA)

3.4 NavaZeni a extrakce pevného materialu

Tuhy lyofilizovany material (je¢men a granulovany chmel) byl homogenizovan ve tieci
misce a navazen do 2 ml mikrozkumavek Eppendorf. Navazka kazdého vzorku se
pohybovala kolem 20 mg DW (pifesna vaha vzorki byla zaznamenana).

Do kazdé mikrozkumavky s homogenizovanym materidlem byl pfidan 1 ml 100 %
acetonitrilu. Takto ptipravené vzorky byly protiepany, homogenizovany v kulovém
mlynku se sklenénymi kulickami (27 Hz po dobu 10 min) a nésledné¢ vlozeny do
ultrazvukové 1azné na dobu 10 min. Poté byla provedena centrifugace vzorka (13 300
rpm, 10 min). Po centrifugaci nasledovalo odpateni vzniklych supernatantti pod dusikem
na dusikové odparce pii 37 °C. K ziskanym odparkim bylo ptidano 200 pl 20 %
methanolu. VVzorky chmele byly 50krat zftedény pomoci 20 % methanolu a protiepany.
Vzorky je¢mene ziistaly neziedéné.

Nakonec byly extrakty piefiltrovany pfes membranové RC filtry (z recyklované
celulozy) spoéry o priméru 0,2 um pomoci centrifugace (1 500 rpm, 3 min) a

ptepipetovany do vialek s inzertkou pro LC-MS analyzu.

3.5 Prekoncentrace vzorkii piv, sladiny, mladin a kvasnic

Vzorky piv, meziproduktli a kvasnic byly prekoncentrovany ptidanim 900 ul 100 %
acetonitrilu (ACN). Vzorky piva byly protiepany na vortexu a ihned centrifugovany
(13300 rpm, 5 min). Vzorky sladiny, mladiny a kvasnic byly po protiepani nejdiive
vlozeny na 5 min do ultrazvukové 1azné a nasledné do centrifugy (13 300 rpm, 5 min).
Vzniklé supernatanty byly pieneseny do novych zkumavek Eppendorf a odpaieny

Vv dusikové odparce (37 °C). K odpafenym vzorkiim piva, sladiny a mladiny bylo ptidano
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200 pl 20 % methanolu. K odpafenym vzorkiim kvasnic byl ptidan 1 ml 20 % methanolu.
Vsechny vzorky byly opét protfepany. Vzorky sladiny, mladiny a kvasnic byly navic
vlozeny do ultrazvukové lazn¢ (5 min). Nasledovalo prefiltrovani extrakti pies 0,2 um
membranové RC filtry, centrifugace (1 500 rpm, 3 min) a jejich ptepipetovani do vialek
s inzertkou pro LC-MS analyzu.

3.6 Necilena LC-MS analyza

Separace byla provedena pomoci LC systému a nasledna detekce pomoci hmotnostniho
spektrometru s hybridnim  kvadrupdl/pruletovym  analyzatorem  vybavenym
elektrosprejem (QTOF-ESI-MS).

4 pl kazdého vzorku byly nastiknuty na chromatografickou kolonu Acquity UPLC®
BEH C18 (1,7 um; 2,1 x 150 mm) s vyjimkou vzorku kvasnic, kdy byl nastfikovy objem
10 pl. Teplota kolony odpovidala 30 °C a teplota vzorkti 4 °C. Separace probihala
s vyuzitim gradientu mobilni fize (MF) ve 22 minutich. Gradient MF se skladal

z acetonitrilu (A) a 5 mM kyseliny mravenci (B) pfi pritoku 0,25 ml/min (Tab. 1).

Tab. 1: SloZeni gradientu mobilni faze obsahujici acetonitril (ACN; MF A) a kyselinu mravenci
(MF B)

Cas (min) Priitok (ul/min) ACN (%) 5 mM HCOOH (%)
0 250 5 95
0,1 250 5 95
1 250 10 90
12 250 35 65
17 250 70 30
17,5 250 100 0
19 250 100 0
19,5 250 5 95
22 250 5 95
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Detekce jednotlivych latek byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru Synapt
G2-Si s QTOF hybridnim analyzatorem s elektrosprejovou ionizaci v negativnim modu
(ESI-). Podminky pro MS jsou uvedeny v tabulce 2. Data z analyzatoru byla zaznamenana
v rezimu Data Dependent Acquisition (DDA). Méfeny hmotnostni rozsah pro

fragmentacni (MS/MS) spektra byl 50-1500 Da.

Tab. 2: Podminky pro MS analyzu a nastaveni iontového

zdroje

Parametr Nastaveni
Napéti kapilary 2000V
Teplota zdroje 120 °C
Napéti na koné (cone voltage) 15000 V
Desolvatacéni teplota 500 °C
Prutok desolvatacniho plynu 10 I/min
Pritok plynu na koné (cone gas) 0,5 I/min
Rozsah méfenych hmotnostni (m/z) 50-1500 Da
Zmlzujici plyn N2
Kolizni energie 20 eV

3.7 Statistické a bioinformatické vyhodnoceni dat

3.7.1 Uprava surovych dat

Surova data ziskana po MS analyze byla zaznamenana formou tabulky (Microsoft Excel).
Celkem bylo detekovano 10 682 features (signalt) charakterizovanych m/z hodnotou a
retencnim ¢asem. Filtrace dat probihala ve dvou krocich. Nejprve byly vSechny features
s intenzitou mensi nez 150 (Sum piistroje) nahrazeny hodnotou 150. Z takto ziskanych
features byly vybrany pouze ty, jejichz plocha byla v alespon 1 vzorku vétsi nez 2000.
Touto upravou bylo nakonec ziskdno finalnich 843 features, se kterymi jsme dale

pracovali.

3.7.2 Formulace a statistické vyhodnoceni hypotéz

Bylo formulovano celkem 6 hypotéz. Spole¢nym piedpokladem je, Ze 1ze odlisit vybrané
skupiny piv na zakladé metabolomu (filtrovana vs. nefiltrovana piva, svrchné kvasena vs.

spodné kvasena piva, zahrani¢ni vs. Ceska piva, piva obsahujici ptidany cukr vs. piva bez
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pfidaného cukru, nizkostupnova vs. vysokostupiiova piva a plechovkova piva
vs. identicka lahvova piva).

Mezi vybranymi 2 skupinami byl zjist'ovan statisticky vyznamny rozdil v koncentraci
(plose) pro kazdou feature pomoci Studentova neparového t-testu s vyuzitim FDR (False
discovery rate) korekce. Pro porovnavani plechovkovych piv s identickymi pivy ve skle

byl pouzit oboustranny parovy t-test. Hladina vyznamnosti a odpovidala 0,05.

3.7.3 ldentifikace metabolita

Statisticky vyznamné features byly manualné vyhodnoceny softwarem MassLynx™
(ver. 4.0). Postup identifikace zahrnoval uréeni molekularnich iontt a elementarniho
slozeni vybranych molekul a nasledné porovnani jejich MS/MS spekter s autentickymi
standardy (Uplna identifikace struktury metabolitu) nebo s MS/MS spektry v databazi
METLIN Metabolomics (ptedbézna strukturni identifikace).

26



4 VYSLEDKY

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu vztahti mezi pivnim metabolomem, typem
piva, zptisobem vyroby (svrchni a spodni kvaSeni) a vstupnimi surovinami. Hlavnim
cilem bylo zjistit, zda jsme schopni rozlisit rGzné druhy piva na zékladé jejich
metabolomu pomoci necilené LC-MS analyzy s naslednym statistickym a
bioinformatickym vyhodnocenim.
Za timto Gcelem bylo stanoveno né€kolik hypotéz spocivajicich v odliseni rtiznych

typt/druhti piv na zédklad¢ metabolomu:

e filtrovana vs. nefiltrovana piva

e svrchné kvasena vs. spodné kvasena piva

e zahrani¢ni vs. Ceska piva

e piva obsahujici pfidany cukr vs. piva bez ptidaného cukru

e nizkostupfiova vs. vysokostupiiova piva

e plechovkova piva vs. identicka lahvova piva.
4.1 LC-MS analyza

Pomoci LC-MS v negativnim ionizaénim modu byly ziskany chromatogramy celkem 50
vzorkll (36 vzorkl piv, 1 vzorek sladu, 7 vzorkii chmele, 2 vzorky sladiny, 2 vzorky
mladiny a 2 vzorky kvasnic). Metabolomickym softwarem byl vygenerovan seznam
10 682 detekovanych features. Tyto features byly dale filtrovany postupem popsanym
v kapitole 3.7.1. Filtrace spocivala v nahrazeni features s nizkou intenzitou (hodnotou
Sumu) a Vv odstranéni features s maximalni plochou < 2000. Filtraci bylo ziskano 843
features, které byly pouZity na naslednou analyzu. Jednim z diivodli nahrazeni je

eliminace nulovych hodnot, které negativné ovliviiuji statistickou analyzu.
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4.2 Shlukova analyza
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Obrazek 9. Vysledek hierarchické shlukové analyzy Wardovou metodou (software PAST
4.11). Kod odpovida XX _YY°_ ABC, kde XX = znacka pivovaru, YY° = stupnovitosta ABC =
typ piva. ALE = svrchn¢ kvasené pivo. Pokud neni uveden typ piva, jedna se o spodné kvasené
filtrované pivo. Cervené $ipky oznacuji identicka piva lisici se obalovym materidlem. Piva
spadajici vzdy pod jednu spolecnost jsou onacena zelenymi a modrymi Sipkami.

Pomoci shlukové analyzy byla potvrzena schopnost rozlisit rizné druhy piva na zékladé
metabolomu. Tato analyza umoznila nalezeni podobnosti mezi 36 riiznymi pivy. Cim
vétsi je vzdalenost jednoho shluku od druhého, tim mensi podobnost mezi t€émito shluky
(pivy) je.

Vystupem této analyzy je tzv. dendrogram (Obr. 9). Je zifejmé, ze stejna plechovkova
a lahvova piva (lisici se pouze obalovym materidlem) se vzdy shlukuji spolu (piva 1, 3, 7
a 17) az na jednu vyjimku (piva 14). Zna¢na podobnost je také mezi pivy 17, 18 a 19
(zelené Sipky). Tato piva jsou sice vyrabéna riznymi pivovary, ale bylo zjisténo, ze
spadaji pod jednu pivovarskou spolecnost. Stejny piipad pozorujeme Vv piipadé piv4, 5 a

6 (modré Sipky) — riizné pivovary soucasti jedné pivovarské spolecnosti.
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Piva z mistniho minipivovaru (26) se vyrazn¢ 1i$i od vSech ostatnich piv, a to jak v pripadé

spodné kvaseného 11° piva, tak v ptipad¢ svrchn¢ kvaseného 14° piva.
4.3 Prumérné mnozstvi extrahovanych latek u riznych druhi piv

Bylo srovnano primérné mnozstvi rozpusténych latek v riznych pivech. Obsah téchto
latek se mezi jednotlivymi skupinami piv lisi, pficemz nejniz$i obsah je pozorovan

Vv nizkostupnovych pivech (Obr. 10).
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Nizkostupriova piva Vysokostupriova piva  Nefiltrovana piva  Svrchné kvasenad piva

Hypotézy

Obrazek 10. Srovnani primérmého mmnozstvi extrahovanych latek u rtznych druhd piv.
Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru + smérodatna odchylka (n = 5-13).

4.4 Mnozstvi rozpusténych latek v riznych fazich pripravy piva

Byl charakterizovan narust rozpusténych latek v pribéhu ptipravy dvou odliSnych piv
(spodné kvasené nizkostupnové vs. svrchné kvasené vysokostupnové pivo). Za timto
ucelem byly kromé finalniho piva analyzovéany také vzorky sladin, mladin a kvasnic.
Koncentrace rozpusténych latek je u spodné kvaSeného 11° piva niz$i ve vSech fazich

procesu vyroby oproti svrchné kvasenému pivu (Obr. 11).
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Obrazek 11. Srovnani celkové koncentrace extrahovanych latek v riznych fazich vareni spodné

a svrchné kvaSeného piva. Mladina spodné kvaseného 11° piva obsahuje 3 druhy chmele.
Mladina svrchné kvaseného 14° piva obsahuje 6 druhti chmele.

Do spodné& kvaseného piva byly pfidany 3 druhy chmele (Premiant, Zatecky polorany
Cervenak, Kazbek), z toho jeden byl aromaticky (Kazbek). Svrchné kvaSené pivo bylo
chmeleno 6 odridami chmele (Kazbek, Premiant, Ekuanot, Cascade, Citra, Crystal),
ztoho 5 znich bylo aromatickych (Kazbek, Ekuanot, Cascade, Citra, Crystal).
V aromatickych chmelech (Sedé sloupce; Obr. 12) se obvykle nachazi vétsi mnozstvi
rozpusténych latek nez ve chmelech méné aromatickych, vyznacujicich se vyssi hotkosti

(bilé sloupce).
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Obrazek 12. Celkova koncentrace extrahovanych latek v aromatickych (8edé sloupce) a méné
aromatickych (bilé sloupce) odridach chmele. Z.P.C = Zatecky polorany Cervenak.
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Spodni pivovarské kvasinky, které jsou aktivni pfi nizsich teplotach, vykazuji nizsi obsah
celkovych rozpusténych latek ve srovnani se svrchnimi kvasinkami, které kvasi pii

vyssich teplotach (Obr. 13).
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Obrazek 13. Celkova koncentrace extrahovanych latek u kvasinek pouzitych pro spodni (bily
sloupec) a svrchni (Sedy sloupec) kvaseni.

4.5 Metabolom piva a vstupnich surovin

Bylo zjisténo, kolik metabolitl ze dvou hlavnich vstupnich surovin (je¢men a chmel)
pfechazi do findlniho piva. Z jeCmene i z chmele pfechdzi do vysledného produktu
podobny pocet features (Obr. 14).

Ve finalnim pivu bylo detekovano 86 features, které nepochazeji ani z jeCmene, ani
z chmele. V pivu se vyskytuje celkem 182 features pochazejicich soucasné z je¢mene
i chmele. Ob¢ suroviny tedy obsahuji stejné metabolity, které ptechazeji do vysledného

piva.
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Obrazek 14. Vennuv diagram ilustrujici celkovy pocet features detekovanych v je¢meni (J),
chmelu (Ch) a samotném spodné kvaseném pivu (P). J — features detekovany pouze v
je¢meni, nikoli v pivu; Ch — features detekovany pouze v chmelu, nikoli v pivu; P — features
detekovany pouze ve vysledném pivu (po piidani kvasinek). J+P — features detekovany
V je¢meni i Vv pivu; Ch+P — features detekovany v chmelu i v pivu; J+P+CH — features
detekovany v jeémeni, v chmelu a ve vysledném pivu. Vysledky pouzity pouze pro 843
nejintenzivnéjsich features.

4.6 Metabolity rozliSujici od sebe riizné druhy piv

Hlavnim cilem vyzkumu byla identifikace metabolitli, jejichZz koncentrace se mezi
jednotlivymi druhy piv vyznamné li§i. Nami stanovené hypotézy byly ovéfeny pomoci
Studentova t-testu s FDR korekei. Pro kazdou hypotézu bylo ziskano nékolik statisticky
vyznamnych features (piki; s vyjimkou plechovkovych a lahvovych piv), kdy kazda
feature odpovidala jednomu konkrétnimu metabolitu. U nejintenzivnéjSich features,
soucasné majicich MS/MS spektrum, byla pomoci bioinformatické analyzy provedena
bud predbézna identifikace piislusSnych metaboliti (porovnanim MS/MS spekter s
databézi ¢i literaturou) nebo jejich Uplné strukturni identifikace srovnadnim reten¢nich
castt a MS/MS spekter s autentickymi standardy. U nékterych latek bylo zjisténo pouze
jejich elementarni slozeni, dale se je identifikovat nepodatilo.

Pocet vSech signifikantnich features a features vybranych k identifikaci je zaznamenan
v tabulce 3. Podatilo se nam identifikovat celkem 6 latek, z toho 3 byly identifikovany
uplné srovndnim S autentickymi standardy. Zjisténé elementarni sloZeni latek, piipadné

jejich strukturni charakterizace, je shrnuto v tabulkach 4-8. Primérné zastoupeni
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nékterych z téchto latek v jednotlivych druzich piv je vyjadieno formou grafa (Obr. 15,
16, 18, 19, 20). Pro 6 identifikovanych latek byla naméfena fragmentacni spektra (Obr.

17, ptilohy 1-5) . Piva z minipivovaru (26) byla pro tuto analyzu vynechana.

Tab. 3: Pocty vsech signifikantnich features a features vybranych k identifikaci pro jednotlivé
hypotézy

Pocet vSech Pocet nejintenzivnéjSich
Hypotéza signifikantnich signifikantnich features
features vybranych k identifikaci
Filtrovana vs. nefiltrovana piva 8 1
Spodné kvasend vs. svrchné kvasena
) 34 6
piva
Zahrani¢ni piva vs. ¢eskd piva 28 4
Piva obsahujici ptidany cukr vs. piva
bez ptidaného cukru 1 ’
Nizkoprocentni vs. vysokoprocentni . 3

piva
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4.6.1 Filtrovana vs nefiltrovana piva
Pro srovnani filtrovanych vs. nefiltrovanych piv bylo uréeno 8 signifikantnich features,
znichz nejintenzivngjs$i byla vybrana k identifikaci. Predpokladané slozeni tohoto

metabolitu je znazornéno Vv tabulce 4.

Tab. 4: Seznam vybraného metabolitu, jehoz koncentrace se vyznamné lisi mezi filtrovanymi a
nefiltrovanymi pivy. Rozdil byl proveden studentovym t-testem s FDR korekci na hladiné
vyznamnosti o 0,05. Necilena metabolomicka analyza byla provedena pomoci LC-ESI-TOF-
MS v negativnim ioniza¢nim modu.

Filtrované vs. nefiltrované pivo

. . e Chybova Pfedpokladané
Namerena Teoreticka RT P
hodnota . elementarni Anotace
m/z m/z [min] v .
(mDa) sloZeni molekuly
323,1345 323,1342 0,3 5,76 C,5H,.0, _

Primérna koncentrace latky C13H2409 je u nefiltrovanych piv 0 17 % niz$i nez u piv

filtrovanych (Obr. 15). Tento rozdil je statisticky signifikantni.
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Obrazek 15. Srovnani primémych ploch latky Ci3H240g ve filtrovaném a nefiltrovaném pivu.
Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru + smérodatna odchylka (n = 5-29).
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4.6.2 Spodné kvaSena vs svrchné kvasena piva

Pro srovnani spodn¢ kvasenych vs. svrchné kvasenych piv bylo uréeno 34 signifikantnich
features, z nichz 6 nejintenzivnéjsich bylo vybrano k identifikaci. Kyselina ferulova byla
identifikovana pomoci autentického standardu (AS), kyselina trihydroxy oktadecenova
(TriHOME) a kyselina fenylmlécna byly identifikovany pomoci databaze. U tii latek bylo

zjisténo pouze jejich piedpokladané elementarni slozeni (Tab. 5)

Tab. 5: Seznam vybranych metabolitt, jejichz koncentrace se vyznamné 1i§i mezi spodné a
svrchné kvasenymi pivy. Rozdil byl proveden studentovym t-testem s FDR korekci na hladiné
vyznamnosti o 0,05. Necilena metabolomicka analyza byla provedena pomoci LC-ESI-TOF-MS
v negativnim ioniza¢nim modu

Spodné kvasené vs. svrchné kvasené pivo

Namérena Teoreticka Chybova Predpokladané
hodnota hodnota hodnota RT [min] elementarni Anotace
m/z m/z (mDa) slozeni molekuly
299,1984 299,1971 1,3 16,77 CysH,eN,0, —
311,2229 311,2222 0,7 18,38 CigH3204 —
TriHOME
(kyselina
329,2332 329,2328 0,4 17,53 CyaH5,0 .
1877345 trihydroxy
oktadecenova)b
Kyselina
193,0509 193,0501 0,8 9,14 CygHg0 ,
107710~ ferulova®
kyseli
165,0557 165,0552 0,5 8,76 CoH 004 yse I‘nva b
fenylmlécna
363,1815 363,1808 0,7 15,51 CyoH505 —

astrukturni identifikace pomoci autentického standardu
Ppiedb&znd identifikace pomoci databéaze (na zaklad& porovnani MS/MS spekter)

Nejvyrazngjsi rozdil byl zjistény u latky TriHOME a kyseliny fenylmlécné. U svrchné
kvasenych piv je koncentrace latky TiIHOME 0 54 % niz8i nez v pfipadé spodné
kvaSenych piv. Koncentrace kyseliny fenylmlécné je naopak niZsi u spodné kvasenych

piv, a to 0 63 % (Obr. 16). Tento rozdil je statisticky signifikantni.
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Obrazek 16. Srovnani praimérnych ploch kyseliny trihydroxy oktadecenové (TriHOME), ferulové,
fenylmlééné a latky C1gH3204 ve spodné a svrchné kvaseném pivu. Zobrazené hodnoty odpovidaji
pruméru + smérodatna odchylka (n = 7-27).

Kyselina ferulova patii mezi hlavni fenolové kyseliny vyskytujici se v bunéénych sténach
jednodéloznych rostlin, hlavné v obalovych vrstvach obilného zrna. Deprotonovana
(IM-H]) kyselina ferulova produkuje po disociaci vyvolané kolizi typicky fragmentacni
vzor, charakterizovany ztratou CO; (-44), methylového radikalu (-15) a jejich kombinaci
(-59; Obr. 17).

Kyselina ferulova TOF MS/MS
RT9.1 m/z 192.99
ESI-
100+ ! 134.0391 CHs o
O X OH
HO
m/z 193
|
O
! o
= : Vi
(-15) iz 134
Uﬁ—O g
133.0306 '
(15 iz 178
135.0429  m/z 149 178.!0260
|
Oty ey T P e H IRRRASRARRE RRN "1‘7{!;0‘38“7 + m/z

50 60 | 70 = 8 90 100 110 = 120 @ 130 @ 140 @ 150 = 160 170 = 180 190 200

Obrazek 17. Fragmenta¢ni spektrum kyseliny ferulové métfené v negativnim ioniza¢nim méodu
s kolizni energii 20 eV, rozliSujici od sebe jak svrchné a spodné kvaSena piva, tak zahrani¢ni
a ¢eska piva. Prekurzorovy ion [M-H] s hodnotou m/z 193.
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4.6.3 Zahranicni vs. ¢eska piva

Pro srovnani zahrani¢nich vs. ¢eskych piv bylo uréeno 28 signifikantnich features, z nichz
4 nejintenzivngj$i byly vybrany k identifikaci. Kyselina ferulovd a azelaova byly
identifikovany pomoci AS. U zbyvajicich dvou latek bylo zjisténo pouze jejich
predpokladané elementarni slozeni (Tab. 6).

Tab. 6: Seznam vybranych metabolitl, jejichz koncentrace se vyznamné 1i§i u zahrani¢nich a
¢eskych piv. Rozdil byl proveden studentovym t-testem s FDR korekei na hladiné vyznamnosti
a 0,05. Necilena metabolomicka analyza byla provedena pomoci LC-ESI-TOF-MS v negativnim

ionizaénim modu

Zahranicni piva vs. ceska piva

Namérena Teoreticka Chybova RT Pfedpokladané
hodnota hodnota hodnota [min] elementarni sloZeni Anotace
m/z m/z (mDa) molekuly
193,0509 193,0501 0,8 9,14 CioH100 Kyselina
. ) ; : 1077104 ferulova?
385,1140 385,1135 0,5 8,40 CyHy,050 —
229,0983 229,0977 0,6 7,07 Cy3H14N,0, —
Kyselina
187,0979 187,0970 0,9 11,01 CoH1£04 yseline
azelaova?

astrukturni identifikace pomoci autentického standardu

Nejvyraznéjsi rozdil byl zjistény u kyseliny ferulové. V zahrani¢nich pivech je
koncentrace této latky o 60 % nizsi nez v pivech ¢eskych (Obr. 18). Tento rozdil je

statisticky signifikantni.
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Obrazek 18. Srovnani primérnych ploch latky Ci7H22010, kyseliny ferulové a azelaové v
zahrani¢nim a ¢eském pivu. Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru + smérodatna odchylka
(n = 4-30).
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4.6.4 Piva s pridanym cukrem vs. piva bez pridaného cukru

Pro srovnani piv s pfidanym cukrem vs. piv bez n¢j bylo uréeno 12 signifikantnich
features, z nichz 3 nejintenzivngjsi byly vybrany k identifikaci. Ani jednu latku se
nepodafilo anotovat. Predpokladané elementarni slozeni téchto latek je uvedeno

v tabulce 7.

Tab. 7: Seznam vybranych metabolitl, jejichZ koncentrace se vyznamné lii u piv s pfidanym
cukrem a u piv bez n¢j. Rozdil byl proveden studentovym t-testem s FDR korekci na hladiné
vyznamnosti o 0,05. Necilena metabolomicka analyza byla provedena pomoci LC-ESI-TOF-MS
v negativnim ioniza¢nim modu.

Piva s pfidanym cukrem vs. piva bez pfidaného cukru

Namérena Teoreticka Chybova RT Predpokladané
hodnota hodnota hodnota . elementarni sloZeni Anotace
m/z m/z (mDa) [min] molekuly
371,0972 371,0978 0,6 7,78 CieHo0010 —
385,1140 385,1135 0,5 8,40 Cy7H5,040 —
277,1196 277,1188 0,8 8,29 Cy4H1eN,0, —

Primérna koncentrace vybrané latky C17H22010 je u piv s piidanym cukrem o 38 % nizsi

nez u piv bez cukru (Obr. 19). Tento rozdil je statisticky signifikantni.
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Obrazek 19. Srovnani primérnych ploch latky C17H22010V pivu s piidanym cukrem a v pivu
bez ngj. Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru + smérodatna odchylka (n = 9-25).
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4.6.5 Nizkoprocentni vs vysokoprocentni piva

Pro srovnani nizkoprocentnich vs. vysokoprocentnich piv bylo urc¢eno 5 signifikantnich
features, z nichz 3 nejintenzivnéjsi byly vybrany k identifikaci. Kyselina kumarova byla
identifikovana pomoci AS, kyselina trihydroxy oktadekadienova (TriHODE) byla
identifikovana pomoci databéaze a u zbyvajici latky bylo zjiSténo pouze jeji piedpokladané

elementarni slozeni (Tab. 8).

Tab. 8: Seznam vybranych metabolitd, jejichz koncentrace se vyznamné lisi u nizkoprocentnich
a vysokoprocentnich piv. Rozdil byl proveden studentovym t-testem s FDR korekci na hladiné
vyznamnosti o 0,05. Necilena metabolomicka analyza byla provedena pomoci LC-ESI-TOF-
MS v negativnim ioniza¢nim modu.

Nizkoprocentni piva vs. vysokoprocentni piva

Namérena Teoreticka Chybova RT Predpokladané
hodnota hodnota hodnota . elementarni sloZeni Anotace
[min]
m/z m/z (mDa) molekuly
311,2229 311,2222 0,7 18,38 CygH3,0, —

TriHODE (kyselina

327,2174 327,2171 0,3 15,43 CyaHa05 trihydroxy
oktadekadienova)®

Kyselina

163,0399 163,0395 0,4 8,41 CoHs0; kumarovs?

dstrukturni identifikace pomoci autentického standardu
bpiedbézn4 identifikace pomoci databaze (na zdkladé porovnani MS/MS spekter)

Nejvyrazngjsi rozdil byl zjistény u latky TriHODE. U nizkoprocentnich piv je
koncentrace této latky o 39% vyssi (Obr. 20). Tento rozdil je statisticky signifikantni.
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Obrazek 20. Srovnani primérnych ploch latky CigHz204, TriHODE a kyseliny kumarové
V nizkoprocentnim a vysokoprocentnim pivu. Zobrazené hodnoty odpovidaji praméru
+ smérodatna odchylka (n = 10-24).
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Vybrany LC-MS chromatogram 12° filtrovaného piva se znazornénymi identifikovanymi

latkami je zobrazen na obrazku 21.

Chromatogram piva 21_12°
1: TOF MS ES-
16.14_ BPI

1001 7.16e5

Kyselina
fenylmlécna
Kvseli Kyselina TriHODE
yselina ferulova TriHOME
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© / Kyselina 167517.20
7] 716 azelaova 51
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Obrazek 21. LC-MS chromatogram piva v negativnim ionizaénim méodu (ESI-) zobrazen jako
BPI (Base Peak Intensity). Identifikované latky jsou znazornény pomoci Sipek.

4.5 Vliv obalového materialu na metabolom piva

Pti srovnani stejnych plechovkovych a lahvovych piv nebyl zjiStén zadny signifikantni
rozdil. U téchto piv je v8ak pozorovan rozdil v celkovém mnozstvi extrahovanych latek,
kdy v plechovkovych pivech je primérné o 8 % méné extrahovanych latek nez v pivech

lahvovych (obr. 22). Tento pokles vSak nebyl signifikantni.
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Obrazek 22. Primérny relativni pokles rozpusténych latek v plechovkovych pivech (sloupec)
ve srovnani s identickymi pivy ve skle (¢ervena ¢ara). Zobrazené hodnoty odpovidaji priméru
+ smérodatna odchylka (n = 5).
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5 DISKUZE

Necileny metabolomicky pfistup ve spojeni s LC-MS se ukazuje jako ¢inny nastroj pro
analyzu piv na molekularni trovni (Gallart-Ayala et al., 2016). V ptedchozich studiich
byla metabolomika pouzita naptiklad ke stanoveni vlivu podminek skladovani na stabilitu
piva, ke studiu metabolickych vystupt riznych kmeni kvasinek nebo k rozliSeni riznych

druht piv (lezdky, svrchné kvaSena piva, nealkoholicka piva; Spevacek, et al., 2016).

5.1 Shlukova analyza

V naSem experimentu byla pro nalezeni podobnosti mezi jednotlivymi druhy piv pouzita
shlukova analyza (Obr. 9). Plechovkova piva a stejna lahvova piva se az na jednu vyjimku
vzdy shlukuji spolu. Piva vyrobena stejnym pivovarem (stejna znacka) avsak s rozdilnym
zpisobem piipravy, se ve vétsin€ piipadi také shlukovala spolu. Mlzeme tedy fici, Ze
pivovary svému vyrobenému pivu ¢asto vtiskuji ur¢ity metabolomicky podpis.

Pomoci této techniky bylo navic zjisténo, Ze pivovary znacek 17, 18 a 19 spadaji pod
jednu vétsi spolecnost. Stejny piipad pozorujeme u pivovara znacek 4, 5 a 6.
Shlukova analyza byla jiz dfive pouZita k nalezeni podobnosti naptiklad mezi

zahrani¢nimi a ¢eskymi pivy (Cejka et al., 2004).
5.2 Priimérné mnozstvi extrahovanych latek u riznych druhu piv

Mnozstvi a odrida pouzitého sladu a chmele by mély korelovat s obsahem rozpusténych
latek v pivu. Bylo zjisténo, ze kvalita tékavych slouc¢enin pochazejicich z chmele je do
zna¢né miry ur¢ovana procesem vareni piva, odradou chmele, mnozstvim a také formou
pouzitého chmele — suSené chmelové hlavky, mechanicky zpracovany chmel (pelety),
chmelovy extrakt (Adamenko a Kawa-Rygielska, 2022).

Granato et al. (2011) pozorovali rozdily mezi spodné kvasenymi nizkostupniovymi
lezéky a svrchné kvaSenymi vicestupfiovymi pivy typu ALE na zakladé obsahu celkovych
fenolickych latek. Bylo zjiSté€no, Ze piva typu ALE obsahovala vétsi mnozstvi fenolickych
sloucenin a vykazovala tedy 1 vySsi antioxidacni aktivitu nez svétly lezak.

Tento trend je pozorovan a znazornén na obr. 10., kdy primémé mnozstvi
extrahovanych latek u vicestupiiovych piv a svrchné kvasenych piv (piva chmelena

kombinaci nékolika druhii chmele) je vyssi nez v ptipad¢€ piv nizkostupiiovych.
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5.3 MnozZstvi rozpusténych latek v riznych fazich pripravy piva

Necilena metabolomické analyza byla dale pouzita za ucelem sledovani metabolitii ve
vybranych meziproduktech vzniklych béhem procesu vatreni spodné kvaSeného 11°
(lezak) a svrchné kvaseného 14° piva. Svrchné kvaSend piva se oproti lezdkim vyznacuji
vys$§im obsahem alkoholu, vy$$i stupnovitosti, tmavsi barvou a ovocnéjsi chuti
(Vanderhaegen et al., 2007; Granato et al., 2011).

Koncentrace rozpusténych latek je u spodné kvaseného 11° piva nizsi ve vSech fazich
procesu vyroby oproti svrchné¢ kvasenému pivu (Obr. 11). Tento rozdil mtze byt
zpusoben nasledujicimi faktory:

e piidani vétSiho mnozstvi sladu u svrchné kvaseného vicestupnového piva
e pouziti vicero druhli aromatickych chmeli pro svrchni kvaseni
e pouziti rozdilnych kment pivovarskych kvasnic

e doba skladovani (Vanderhaegen et al., 2007; Granato et al., 2011)

Aromatické odridy chmele (Kazbek, Citra, Cascade atd.) obecné obsahuji vice
rozpuiténych latek, nez chmely méné aromatické (Premiant & Zatecky polorany
¢ervenak; Obr. 12). Tohle zjisténi vysvétluje vyssi narist rozpusténych latek v mladiné
svrchné kvaseného piva (Obr. 11), do kterého bylo piidano celkem 5 odrid aromatického
chmele, pricemz do spodn¢ kvaseného pouze jedna.

Dalsi faze vareni piva zahrnuje jeho kvaseni pfidanim pivovarskych kvasinek. Svrchni
pivovarské kvasnice nejlépe kvasi pii vyssich teplotach (18-25 °C), kvaseni je diky tomu
rychlejsi a vznikaji i dal§i produkty, jako napft. estery (izoamylacetat, ethylacetat atd.)
dodavajici pivu specifickou ,,ovocnou chut’, kterd je pro svrchné kvaSena piva zadouci
Pires et al., 2014).

Kvaseni pomoci spodnich kvasinek, které nejlépe kvasi pii nizSich teplotach
(~5-15 °C), je naopak pomalejsi a ,,Cistéj$i“. Vznika prevazné alkohol a energie, ostatni
produkty se oproti svrchnimu kvaseni tvoii daleko ménég, ¢emuz odpovida i nas graf (Obr.
13; Pires et al., 2014).
vyrazné vyssi hladiny propylenglykolu, 2,3-butandiolu, kyseliny propionové, glycerolu,
kyseliny jantarové, kyseliny jable¢né, fruktozy, sorbitolu, kyseliny palmitové, kyseliny
stearové a sachardzy. Bylo potvrzeno, Ze v ptipadé 2,3-butandiolu se jedna o metabolit
souvisejici s obsahem alkoholu. Vyssi hladiny kyseliny propionové, kyseliny jable¢né a

sachar6zy mohou byt zptisobeny rozdilnym chmelenim (Seo et al., 2020).
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Je tedy zfejmé, ze mnozstvi a typ pouzitych vstupnich surovin ma vliv na obsah

rozpusténych latek u jednotlivych druhi piv.

5.4 Metabolom piva a vstupnich surovin

Metabolity (v naSem ptipad¢ features) pochdzejici ze vstupnich surovin vyznamné
ovlivituji senzorické vlastnosti vysledného piva. Z je¢mene a z chmele piechazi do
vysledného produktu podobny pocet features (Obr. 14). Latky charakteristické pro chmel
jsou zejména a-kyseliny, B-kyseliny, xanthohumol, a-humulen, B-karyofylen, myrcen,
seskviterpeny a dalsi (Steenackers et al., 2015). Slad je zdrojem aminokyselin, mastnych
kyselin, lipidt, sacharidt, derivati karboxylovych kyselin, organickych kyselin atd.
(Bettenhausen et al., 2018).

Do piva prechézi n€kolik features pochazejicich soucasné z je€mene i chmele. Mezi
latky vyskytujici se soucasné v chmelu i je¢meni patii napt. fenolické slouceniny
ovliviwijici chut, zakal, ¢ plnost piva (Sibali¢ et al., 2021). Hlavnimi polyfenoly
pfitomnymi v pivu jsou flavonoidy, taniny (tfisloviny), proanthokyanidiny, derivaty
kyseliny benzoové a skoficové, kumariny, katechiny, chalkony, flavonoidy atd., pficemz
zhruba 20-30 % pivnich polyfenolti pochazi z chmele a 70-80 % ze sladu (Martinez-
Gomez et al., 2020). K polymeraci fenolickych latek na polyfenoly dochazi béhem varu,
fermentace a také pii skladovani vlivem oxidace (Asano et al. 1984; Wannenmacher et
al., 2018).

Dale bylo zjisténo, ze ve finalnim pivu se vyskytuje 86 features unikatnich pouze pro
pivo (nepochazeji ani z jeCmene, ani z chmele). Tyto features vznikaji béhem piipravy
piva, tzn. vafeni, kvaSeni, lezeni, skladovani. Takovym ptikladem miize byt napf.
4-vinylguajakol, ktery vznika dekarboxylaci kyseliny ferulové v prib&hu vateni piva a
ma i ve stopovém mnozstvi vyznamny vliv na jeho aroma (Coghe et al., 2004).

Znacna cast téchto features také vznika ptidanim pivovarskych kvasnic. Hlavnimi
produkty metabolismu kvasinek jsou ethanol a CO». Mezi dalsi metabolity kvasinek patii
vys$i alkoholy, estery, karbonyly (aldehydy/ketony), vicinalni diketony (diacetyl,
acetylaceton), mastné a organické kyseliny a slouceniny siry (Capece et al., 2018).

Nakonec bylo detekovano i1 n€kolik features obsazenych v chmelu a jeCmeni, které
nebylo mozné detekovat v pivu. Tento vysledek mtze byt zpisoben efektivitou extrakce,
kdy efektivita extrakce latek do piva (béhem varného procesu) neni tak G¢inna jako

extrakce v acetonitrilu za laboratornich podminek. Navic, spousta slozek obsazenych ve
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vstupnich surovindch mize byt béhem procesu vafeni piva odparena ¢i vysrazena

(Steenackers et al., 2015).

5.5 Metabolity rozliSujici od sebe rizné druhy piv

Pomoci metabolomické analyzy bylo nalezeno nékolik metabolith rozliSujicich od sebe
jednotlivé druhy piva, z nichz 6 bylo identifikovano:
e kyselina ferulova (odliSujici od sebe jak svrchné a spodné kvaSena
piva, tak ¢eska a zahrani¢ni)
e kyselina fenylmlé¢éna (odlisSujici od sebe svrchné a spodné kvaSena
piva)
e kyselina azelaova (odliSujici od sebe Ceska a zahrani¢ni piva)
e kyselina  kumarova  (odliSujici od sebe  nizkoprocentni
a vysokoprocentni piva)
e TriHOME (odliSujici od sebe svrchné a spodné kvasena piva)

e TriHODE (odlisujici od sebe nizkoprocentni a vysokoprocentni piva)

5.5.1 Kyselina ferulova

vvvvvv

vykazujici antioxida¢ni, antimikrobialni, protizanétlivou, antitrombotickou a
protirakovinnou aktivitu. Také snizuje hladinu cholesterolu v séru a jatrech a zvySuje
zivotaschopnost spermii (Ou a Kwok, 2004). Diky témto vlastnostem je ji vénovana
zvySend pozornost s ohledem na aplikace v potravinaiském, zdravotnickém,
kosmetickém a farmaceutickém pramyslu (Kroon a Williamson, 1999).

Koncentrace kyseliny ferulové je v zahrani¢nich pivech az o 60 % nizsi nez v pivech
Ceskych (Obr. 18). Krom¢ toho byla jeji niz§i koncentrace naméiena také u svrchné
kvasenych piv ve srovnani s lezaky (spodné kvasenymi pivy), které jsou typické prave
pro Ceskou republiku (Obr. 16). Tato kyselina byla jiz diive identifikovana v éeském
chmelu i pivu (Kellner et al., 2007).

5.5.2 Kyselina trihydroxy-oktadecenova (TriHOME)

Jednou z dalsich latek rozliSujici od sebe svrchné a spodné kvasena piva je kyselina
trihydroxy-oktadecenova, jejiz vyssi koncentrace byla namétena ve spodné kvasenych
pivech (Obr. 16). Pritomnost této kyseliny v pivu byla poprvé objevena Drost et al. v roce

1971. Jedna se o metabolit kyseliny linolové, ktery vznika béhem sladovani a rmutovani
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je¢mene. Trihydroxy-oktadecenové kyseliny jsou povazovany za prekurzory trans-2-
nonenalu, ktery vznika pti skladovani piva a je zodpovédny za jeho nepfijemnou ptichut’.
Tyto kyseliny maji mirné sviravou pachut a negativné ovliviiuji kvalitu pivni pény.
Snizeni obsahu TriIHOME v pivu je tedy dilezité pro zlep$eni jeho kvality. Bylo zjisténo,
ze zahajenim procesu rmutovani pii vyS$i teploté produkce téchto kyselin klesa

(Kobayashi et al., 2000; Kuroda et. al., 2002).

5.5.3 Kyselina fenylmlé¢na

Kyselina fenylmlé¢na (aromaticky derivat kyseliny mlécné) je schopna inhibovat rust
mnoha mikroorganismii, vykazuje Sirokospektralni antimikrobidlni vlastnosti a
podporuje lidsky imunitni systém. Diky tomu je rozsdhle pouzivana v potravinaiském
(pro prodlouzeni trvanlivosti potravin), krmivarském, farmaceutickém a kosmetickém
prumyslu (Wu et al., 2023). Tato kyselina od sebe odlisuje svrchné a spodné kvasena
piva, pti¢emz vys$si koncentrace byla detekovana v prvnich z nich (Obr. 16).
Fenylmlécna kyselina byla nedavno také detekovana v nechmeleném pivu kvaSeném
pomoci probiotik (Lacticaseibacillus paracasei), které bylo piipravené skupinou védci
Loh et al. (2021) za Gcelem zkoumani moznych zdravotnich pfinost probioticky

kvaseného piva.

5.5.4 Kyselina azelaova

Jedna z identifikovanych latek rozlisujicich od sebe zahrani¢ni a ¢eska piva je kyselina
azelaova, ktera je vice zastoupena v ¢eskych pivech (Obr. 18). Tato kyselina se piirozené
vyskytuje v obilovinach, jako je jeCmen, pSenice a zito. Ma antimikrobialni,
roli pii 16¢€bé schizofrenie (Sharma et al., 2020). Kromé toho byla také identifikovana

Vv pivovarském mlaté (odpad vznikly po filtraci sladiny; Becker et al., 2022).

5.5.5 Kyselina kumarova

Dalsi fenolova kyselina identifikovana v této studii, vykazujici chemoprotektivni a
antioxida¢ni vlastnosti je kyselina kumarova (Torres y Torres a Rosazza, 2001). O néco
vys$si koncentrace této kyseliny byla naméfena u nizkoprocentnich piv ve srovnani s
vysokoprocentnimi pivy (Obr. 20).

Bylo zjisténo, Ze kyselina ferulova a kumarova jsou nejhojnéji zastoupenymi fenolovymi

kyselinami v pivovarském mlaté (Bartolome a Gomez-Cordovés, 1999). Mussatto et al.
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(2007) se proto zabyvali alkalickou hydrolyzou pivovarského mlata za Gcelem extrakce
téchto dvou kyselin, pro jejich aplikaci v potravinaiském, zdravotnickém, kosmetickém

a farmaceutickém primyslu.

5.5.6 Kyselina trihydroxy-oktadekadienova (TriHODE)

Koncentrace TriHODE se vyznamné¢ liSila mezi nizkostupnovym a vysokostupiiovym
pivem, kdy v prvnim z nich je této latky prumérné o 39 % vice (Obr. 20). Stejn¢ jako
v ptipadé¢ TriHOME je TriHODE odvozena z kyseliny linolové a do piva se dostava
Z jeémene. Obé tyto latky byly navic identifikovany v mlaté (Becker et al., 2022).

5.6 Vliv obalového materialu na metabolom piva

Pfi srovnani plechovkovych piv s identickymi lahvovymi pivy je pozorovan rozdil v
celkovém mnozstvi extrahovanych latek. Piva v plechu obsahovala primérné o 8 % méné
extrahovanych latek nez piva ve skle (Obr. 22). Tento pokles je s nejvetsi
pravdépodobnosti zplisoben oxidaci pifi plnéni a zavirani plechovek. Béhem procesu
staCeni se do plechovky dostava vétsi mnozstvi kysliku kvili velké plose jejiho otvoru.
Rychlejsi oxidace je také zpisobena nemoznosti odstranéni vzduchu z plechovky pomoci
vakua vzhledem K jejimu slabému hlinikovému materialu. Naproti tomu piva ze sklenéné
lahve podléhaji oxidaci pomaleji piedev§im diky mensi plose otvoru lahve pfi plnéni a
moznosti odsavani vzduchu za pouziti vakua. Jednim z identifikovanych markert starnuti
piva je trans-2-nonenal, ktery zpusobuje chut' podobnou papiru a vysychajici pocit
v ustech (Jamieson a Van Gheluwe, 1970; Fromuth et al., 2023).
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6 ZAVER

Pomoci modernich instrumentalnich metod, jako je necilend LC-MS analyza, se nam
podafilo rozlisit rizné druhy piv na zéklad¢ jejich metabolomického profilu. Bylo
identifikovano nékolik metabolitli zpisobujicich rozdil mezi jednotlivymi druhy piv.
Mezi tyto metabolity patii kyselina ferulova, fenylmlééna, azelaova, kumarova,
TriHOME a TriHODE.

Obalovy material a rozdilny proces staceni a skladovani mohou ovlivnit stabilitu a
senzorické vlastnosti piva. Zjistili jsme, Ze plechovkovd piva jsou ve srovnani
s lahvovymi pivy nachylngjsi na oxidaci. Proto je u plechovek vic nez u lahvi dulezité,
aby se dostaly k zakaznikovi a spotiebiteli v co nejkratsi dob& po stoceni a celou dobu
byly skladovany v optimalnich podminkach. Metabolomika byla také vyuzita ke
sledovani zmén metabolitti béhem procesu vafeni spodné a svrchné kvaseného piva.

Zavé€rem lze fici, ze chut piva je komplexni a je zaloZena na zménach na molekularni
urovni ve vychozich surovinach, zejména sladu, chmelu a kvasinkach, a také béhem
procesnich fazi, které zahrnuji sladovani, vareni, staeni a skladovani piva (Spevacek et
al., 2016). Vyuziti necilené metabolomiky spole¢né s LC-MS analyzou se ukazalo jako
mocny nastroj pro studium pivniho metabolomu. Vsechny stanovené cile této diplomové

prace byly napinény.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ALE
AS
C18
C8
DW
ESI
FDR
GA3
HILIC
HPLC
HPLC-MS

LC-ESI-TOF-MS

LC-MS

LC-MS

MF

MS

MS/MS

MS/MS spektrum
NP

Q

QTOF
QTOF-ESI-MS

RP

RT

TOF
TriHODE
TriHOME
UHPLC

svrchné kvasené pivo

autenticky standard

oktadecylovy uhlikovy fetézec vazany na nosic¢
oktylovy uhlikovy fetézec vazany na nosic¢

hmotnost suché hmoty

ionizace elektrosprejem

false-discovery rate korekce

kyselina giberelova

hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie
vysoce-ucinnd kapalinova chromatografie ve spojeni
S hmotnostni spektrometrii

kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci spolu
s hmotnostni spektrometrii a analyzatorem doby letu
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii
mobilni faze

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

fragmentacni spektrum

normalni faze

kvadrupolovy hmotnostni analyzator

kvadrupolovy analyzétor spojeny s analyzatorem doby letu

hmotnostni  spektrometr s hybridnim kvadrupdl/praletovym

analyzatorem vybavenym elektrosprejem
reverzni faze

retencni ¢as

hmotnostni analyzator doby letu
kyselina trinydroxy oktadekadienova
kyselina trihydroxy oktadecenova

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
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UHPLC-MS/MS

.N<
I
)

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s
tandemovou hmotnostni spektrometrii

Zatecky polorany ¢erveiak
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9. PRILOHY

9.1 Priloha 1

TriHOME (kyseliny trihydroxy oktadecenové)

TOF MS/MS
RT 17.5 m/z 329.18
ESI-
100 329.2361
=
330.2376
g
199.1343 211.1357
v | \
2932113 ; !
169.1247 311.2209  |1331.2538
\‘181-‘1225 1:275.1995 \’
O e e ‘\"'l‘”\‘”\”'\I”\‘H\l”l\l”\‘Hw”"l"‘w”w AJSARRR “\ e T M/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Obrazek 23. Fragmentaéni spektrum TriHOME méfené v negativnim ioniza¢nim modu s

kolizni energii 20 eV, rozlisujici od sebe svrchné a spodné kvasena piva. Prekurzorovy ion
[M-H] s hodnotou m/z 329.
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9.2 Priloha 2

Kyselina azelaova TOF MS/MS
RT 11 m/z 187.04
ESI-
100+ 125.0983
O 0]
HO)I\/VMOH
2
m/z 187
123.0830
97.0681
! 187.0992
126.0998
! !
80.0283 123.0645
0 & \\ e B t Hebd b T i + m/z
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Obrazek 24. Fragmentacni spektrum kyseliny azelaové méfené v negativnim ionizacnim
modu s kolizni energii 20 eV, rozliSujici od sebe ¢eska a zahrani¢ni piva. Prekurzorovy ion

[M-H] s hodnotou m/z 187.

wr
9.3 Priloha 3
Kyselina fenylmlé¢na TOF MS/MS
RT 8.7 m/z 165.00
ESI-
100+ 119.0525
0O
OH
OH
147.0475
2 m/z 165
103.0571
101.0412 1 1
117.0343 120.0566 148.0508 !
72.9914 I 165.0578
Ll n n L b i ’7'1040603‘ a wld L i 5 " " L | Il L
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Obrazek 25. Fragmentacni spektrum kyseliny fenylmlééné métené v negativnim ioniza¢nim

moédu s kolizni energii 20 eV, rozliSujici od sebe svrchné a spodné kvasend piva.

Prekurzorovy ion [M-H] s hodnotou m/z 165.
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9.4 Priloha 4

TriHODE (kyselina trihydroxy oktadekadienova)

TOF MS/MS
RT 15.4 m/z327.17
ESI-
100 327.2197
211.1350
= 229.1455
328.2222
171.1033 \ 291.1976
183.1408 b39.1275 | !
..185-1196” ‘ 300.2183 929'2195
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Obrazek 26. Fragmenta¢ni spektrum TriHODE méfené v negativnim ionizaénim modu s
kolizni energii 20 eV, rozlisujici od sebe jak ¢eska a zahrani¢ni piva, tak nizkoprocentni a
vysokoprocentni piva. Prekurzorovy ion [M-H] s hodnotou m/z 327.

wr
9.5 Priloha 5
Kyselina kumarova TOF MS/MS
RT 8.4 m/z 162.98
ESI-
100- 119.0524
O
/@A\)LoH
HO
m/z 163
°\CL
1
120.0567
o T T T miz
70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130

Obrazek 27. Fragmenta¢ni spektrum kyseliny kumarové méfené v negativnim ioniza¢nim
modu s kolizni energii 20 eV, rozliSujici od sebe nizkoprocentni a vysokoprocentni piva.
Prekurzorovy ion [M-H] s hodnotou m/z 163.
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