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ABSTRAKT

Diplomovéa prace ve své teoretické Casti struéné popisuje postup vyroby piva
filtrovaného, nefiltrovaného a nealkoholického, vcetné charakteristiky zakladnich
lidskému zdravi. Tyto slozky do piva pfichazeji v ramci technologického zpracovani ze
sladu a chmele. Jejich zastoupeni je ovlivnéno nejenom odriadou chmele ale také
stanovi$tém, vnéjSimi podminkami v prabéhu vegetace a technologickym postupem
vyroby. Studované slozky maji vliv na chemicko-fyzikalni vlastnosti piva, jako je
formovani pény, jeho starnuti, oxidace a také jeho organolepticke vlastnosti. Maji také
pozitivni vliv na zdravi konzumenta diky antioxida¢nim, antikarcinogennim a
antimikrobidlnim uc¢inktim. Prakticka ¢ast této prace se zabyva stanovenim vybranych
biologicky aktivnich latek, stanoveni rozdilu jejich obsahu v pivu filtrovaném,
nefiltrovanéem a nealkoholickém. Kvalitativni a kvantitativni obsah téchto latek byl

studovan pomoci vyspélych analytickych metod.
Klic¢ova slova: Pivo, proteiny, antioxidanty, fenoly, flavonoidy
ABSTRACT

Theoretical part of diploma thesis briefly describes the production of filtered,
unfiltered and non-alcoholic beer, including the characteristics of raw materials.
Further, the most important biologically active substances, beneficial to human health,
are described. These ingredients come within the technological processing from malt
and hops. Their representation is influenced not only by the variety of hops but also its
habitat, external conditions during the vegetation and technological process of
production. Studied constituents affect the chemico-physical characteristics of beer,
such as the formation of the foam, its aging, oxidation, and also the organoleptic
properties. They also have a positive impact on consumer health through antioxidant,
anticarcinogenic and antimicrobial effects. The practical part deals with the
determination of selected biologically active substances, determining the difference
between their content in filtered, unfiltered and non-alcoholic beer. Qualitative and
quantitative content of these compounds was studied using advanced analytical

methods.

Keywords: Beer, proteins, antioxidants, phenols, flavonoids
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1UVvOD

Jiz od davnych cast se lidé snazili pfipravit mnoho napoji a pochutin tak, aby
jim to bylo ku prospéchu, jak uz k uhaseni Zizné, tak pro blahodarné ¢i 1é¢ebné tcinky.
A tak v obdobi Sumert lidstvo dalo vznik zlatavému moku jménem pivo. U nas se
zacalo pivo vyrabét mnohem pozdé¢ji. Prvni dochované zminky pochéazi z dob krale
Vratislava Il. (1061-1092). V této dob¢ vsak mélo pivo vyznam ptedevsim jako pokrm,
protoze neslouzilo jen jako néapoj, ale pfipravovaly se z n&j polévky, kaSe a omacky [1].

Mnoho odborniku z oblasti vyzivy vyzdvihuje blahodarné u¢inky piva jak na
zdravi, tak krasu a je bezesporu potiebné, aby tyto uinky a hlavné slozeni piva bylo
prozkouména.
dana obsahem polyfenoli — flavonoidnich latek a volnych fenolovych kyselin, jez
dokazi likvidovat volné radikaly a zabranuji tak jejich Skodlivému plsobeni v
organismu. Témto latkdm se nejen piisuzuje schopnost ochrany organismu, ale spousta
z nich ma 1 G¢inky antimikrobialni a antitrombotické. Z nutri¢niho hlediska je dobrym
zdrojem energie diky obsazenym sacharidim, a mezi pozitivni stranky se fadi 1 dobra
stravitelnost bilkovin [2].

Na celém svété existuje pres patnact tisic riznych znacek piv. Kazda zemé, se
pySnim vyrobou piva z riznych surovin dle rtiznych tradi¢nich receptur a postupd,
napiiklad v Japonsku a Ciné se pivo pfipravuje z loupané ryze. Oviem klasické pivo

plzeniského typu nebude mit nikdy ve svété konkurenci [3].



2 CiL PRACE

Cilem préce bylo stanovit obsah charakteristickych biologicky aktivnich latek
obsazenych v pivech filtrovanych, nefiltrovanych a nealkoholickych porovnat je
vzajemné mezi sebou a zjistit zda existuji rozdily mezi pivem vyrobenym v malém ¢i
velkém pivovaru. Pro zjisténi biologicky aktivnich latek bylo pouzito vyspélych
analytickych metod, které jsou popsany v kapitole 4.3. Pro analyzu bylo vybrano
celkem 11 vzorku piva, z toho 2 vzorky filtrovaného a 2 vzorky nefiltrovaného piva od
velkych vyrobcet, dale pak jeden vzorek filtrovaného a 3 vzorky nefiltrovaného od
vyrobcti z malych pivovarti a 3 vzorky nealkoholického piva vyrdbéna ve velkych

pivovarech.



3 LITERARNI CAST
3.1 Pivo a jeho vyznam pro konzumenta

Pro ¢lovéka je z fyziologického hlediska dilezité udrzet rovnovahu mezi
piijmem a vydejem tekutin. Pfitom doplnovat tekutiny, bychom méli dtive, nez
pocitime Zizen. To zda prijimame dostatek tekutin, zjistime dle barvy mo¢i. Pokud je
mo¢ velmi tmavd, je to zndmkou nedostateného zasobeni tekutinami. Doporucené
mnozZstvi tekutin se pohybuje mezi 2-3 litry tekutin za den, v zavislosti na tom zda se
pohybujeme v horku, pii tézké praci ¢i sportu. Zalezi ale také na skladbé jidelnicku. Je
obecné znamo, ze piijem tekutin by mél byt rozdélen do celého dne a zdkladem dobrého
pitného rezimu by mély byt nekalorické napoje, nejlépe voda. V posledni dobé se
vyskytla fada studii, které dokladaji preventivni vliv mirného poZivani alkoholu
(ekvivalent zhruba 1,5-2 dl vina u Zen a 3-4 dl u muzd) na vznik srde¢né-cévnich
chorob [1].

Pivo byva vyzdvihovano pro svlij obsah vitamint skupiny B. Méné uz je
zdirazilovano, ze vitaminy obsahuje pivo nefiltrované, nebo jesté spiSe pivovarské
kvasnice, nikoli bézné lahvové nebo tocené. V pivé se nachazeji latky, které zvysuji
chut' k jidlu, proto je piti piva nevhodné u lidi se sklonem k nadvéze. Energeticka
hodnota piva se pohybuje mezi 134-215 kJ/100 ml [1].

Pivo se fadi mezi slabé alkoholicky napoj, ktery je vyroben z chmele vody
a obilného sladu. Diky témto slozkam je vhodné jako rehydratacni, izotonicky a iontové
vyvazeny napoj stadou vitamind, fadicich se hlavné do skupiny B. Vitaminy
a mineralni latky se v pivu vyskytuji pfevazné diky pfitomnosti pivovarskych kvasnic.
Kromé vitamint,, mineralnich latek a alkoholu pivo také obsahuje nezanedbatelné
mnozstvi bilkovin a sacharidu [2] [3].

Piva miizeme rozdélit na prvni pohled na svétla, ktera jsou vyrabéna ze svétlych
sladli, dale pak polotmava ze sladi tmavych a karamelovych, tmava vyrabéna ze sladi
tmavych, karamelovych a barevnych a dale piva fezand, kde se jedna o smés svétlych
atmavych piv ze stejné skupiny. Dale mizeme piva rozdélit na lehka (do 7 % hm.
extraktu ptvodni mladiny), vycepni (8 — 10 % hm. extraktu ptivodni mladiny), lezaky
(11 - 12 % hm. extraktu pivodni mladiny), specialni (13 a vice % hm. extraktu pivodni

mladiny) a portery (18 a vice % hm. extraktu pivodni mladiny) [4] [5].
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Ze zdravotniho hlediska je mirna konzumace piva zdravi prospé$na. Diky
mocopudnym vlastnostem a zvySenému vyluovani zlu¢i totiz piispiva ke snizeni
vzniku mocovych a zluCovych kament. Pivo je také dobré jako prevence proti vzniku
ledvinovych kament, protoZe objemem piijatych a vyluCovanych tekutin zabramnuje
usazovani vapenatych soli v ledvinach. Déle zvySuje hladinu HDL a sniZuje hladinu

LDL které zptsobu;ji ateroskler6zu a usazuji se krevnim fecisti [6].

3.2 Postup pri vyrobé piva
K vyrobé piva pouzivame jako zakladni vstupni suroviny slad, chmel a vodu.

3.2.1 Sladai'stvi

Toto odvétvi se zabyva vyrobou sladu, ktery ptedstavuje hlavni surovinu pro
pivovarnicky primysl. Mezi hlavni produkty sladafstvi patii svétlé, tmavé a specialni
slady. Surovinami pro vyrobu sladu je sladovnicky je¢men, voda, - pfipadné nahrazky
sladu. Teoreticky lze sladovat vice druhti obili, prakticky se ale vyuZivd pouze
sladovnicky jec¢men, popiipadé pSenice v piipadé pSenicného sladu pro vyrobu
pSeni¢ného piva. Na naSem uzemi se pro vyrobu sladu péstuji hlavné odrudy jarniho,
dvoufadého, niciho je¢mene (Hordeum distichum var. nutans), které patfi
k nejkvalitngj$im na svété [7] [3] [8].

Ve sladaiském prumyslu se vyuziva celé jeéné zrno (obilka), které se sklada
z obalovych vrstev (pluch, plusek), endospermu a zarodku (klicku, embrya), ze kterého
v prub¢hu kli¢eni vychazeji podnéty k aktivaci enzymu v celém zrnu. Endosperm
zaujima neveétSi Cast obilky a je hlavnim zdrojem zasobnich sacharidl, bilkovin
a dalSich slozek, které jsou nutné Kk vytvofeni charakteristickych vlastnosti sladu.
Je¢men neni schopen hned po sklizni kli¢it, je nutné, aby nejprve fyziologicky dozrél.
Toto stadium (dormance je¢mene) trva nekolik tydni a béhem této doby dochazi k
oxidaénim procesim v zrnu, k odbouravani pfitomnych inhibitort kli¢eni a zaroven
k aktivaci stimulatort pro rist. Odrady je¢mene, péstované v naSich oblastech, maji
poskliziiovou dobu dozravani okolo 5 tydnt. V porovnani s déle zrajicimi druhy maji

nase odridy vice enzymu a poskytuji kvalitngjsi slady.



Dalsi dulezitou surovinou ve sladaiském a pivovarnickém pramyslu je voda,
ktera také piimo ovliviiuje kvalitu piva. K nejdilezitéjsim latkam ve vodé z hlediska
pivovarnictvi patfi vapenaté a hotfe¢naté soli, které vytvareji tvrdost vody, ktera je
dilezitym kritériem pii posuzovani jeji kvality. Z technologického hlediska je dulezité,
ze nékteré ionty svymi reakcemi s fosforeénany sniZzuji pH, ¢imz zvySuji kyselost
rmutu, sladiny a mladiny a tim pisobi pozitivné na cinnost enzymd.
Hydrogenuhli¢itanové a uhli¢itanové ionty piusobi opac¢né a tak zvySuji pH, coZ ma

negativni vliv na varni proces [7].

3.2.1.1 Vyroba sladu

Vyrobu sladu 1ze rozdé€lit do péti vyrobnich fazi:

1. Prijem, ¢iSténi, tFidéni a skladovani jeCmene

Pti pfijmu je¢mene dochazi k zakladnim rozbortim, jako jsou stanoveni
obsahu vody, bilkovin, zlomka a podilu zrna I. a Il. tiidy. Po této fazi dochazi
Kk piecisténi, které probiha ve dvou stupnich. V prvni fazi dochazi k odstranéni
hrubych necistot za pomoci vibrujicich sit aspiratoru, dochéazi k odstranéni ptlek
je¢nych zrn, kulatych zrn a rtznych plev. V druhé fazi se jeCmen ttidi na zrna
. tfidy (zrna vétsi jak 2,5 mm) a II. t¥idy (velikost zrn v rozsahu 2,2 — 2,5 mm)
[4]. Vycistény a vytiidény jeCmen se skladuje ve starSich sladovnach ¢i ptidach
nebo v moderngjsich silech, kterd jsou vybavena pneumatickou dopravou,

provzdusiovacim zatizenim, piipadné zaplynovacim zafizenim [7].

2. Maceni je¢mene

Hlavnim cilem maceni je zvySit obsah vody v je¢ném zrnu z 12-15 % na
42-48 %, Dosazeni tohoto obsahu vody je nutné pro spravné fungovani
enzymovych pochodl, které zajistuji spravny pribéh sladaiského kliceni.
K maceni se pouzivaji Zelezobetonové nebo ocelové naduvniky, které mayji
vétSinou valcovity tvar s konickym dnem, aby mohlo dochazet k samoc¢innému

vyprazdilovani. Prvni voda, kterd se vyuzivd k maceni, obsahuje desinfek¢ni
7



3.

4.

prostiedky. Tato voda se rychle znecistuje, a proto se musi i brzy vymeénit.
NejcastejSim zptisobem maceni je se vzdusnymi piestavkami, kdy se je¢men
napusti tenkym proudem do naduvniku ktery je naplnén vodou. Po napusténi se
odstrani splavky a do spodni ¢asti se pfipousti Cista voda tak aby se je¢men
propiral, pfi¢emz ptebyte¢na voda odtéka prepadem. Voda se méni 1-3 krét za
den a mezi kazdym napusténim se déla vzduSna piestavka, aby se zrno dobie

provzdusnilo [7].

Kli¢eni namoceného je¢mene

Pii kli¢eni dochazi k aktivaci enzymu a dosazeni poZadovaného stupné
rozluSténi pii souCasném omezeni ztrat vegetaci. Vyuziva se umélého
modelovani podminek ptirozeného kli¢eni vhodnou teplotou, vlahou a pfistupem
kysliku. Kli¢eni jeémene klasickym zptisobem se provani na humnech coz jsou
velké prostorné mistnosti s hladkym povrchem a vétranim. Kone¢nym
produktem kliceni je tzv. zeleny slad, ktery ma charakteristické vlastnosti pro

kazdy druh sladu [7].

Hvozdéni zeleného sladu

Proces hvozdéni je charakteristicky snizovanim obsahu vody ve sladu
pod 4 %. V této fazi se zastavuji Zivotni a lustici pochody v zrnu, ¢aste¢né se
redukuje enzymova aktivita a tvofi se barevné a aromatické latky,
charakteristické pro kazdy druh piv. Proces hvozdéni se provadi na hvozdech
a lze je rozd¢lit do 3 casti. V prvni fazi se sniZzuje obsah vody na 20 % a teplota
se pohybuje okolo 40°C. Tato faze se nazyva rustova, protoze zrno je stale
schopno rustu. Enzymaticka faze se vyznacuje teplotou okolo 60°C a vlhkosti
pod 20 %. Vegetacni pochody jsou v této fazi zastaveny, ale enzymatické stale
pokracuji. Posledni faze je chemicka, probihajici pfi teplotach nad 60°C a s

vihkosti pod 10 %. V zrnu dochdzi k tvorbé senzoricky aktivnich latek [9].



5. Odkli¢ovani a skladovani sladu

Slad se po odhvozdéni sklapi do kosu a je dopravovan k odkli¢ovacce,
kde je zbaven kotinku tzv. sladového kvétu, ktery je vyuZzivan jako krmivo nebo
ve fermentacnich technologiich. Takto upraveny slad je dopraven do sil kde se

necha 6 tydnt odlezet [9].

3.2.1.2 Chmel

Péstovani chmele ma v Ceské republice tisiciletou tradici, v 16. stoleti zagalo
znamkovani chmele, které obsahuje oznacovani a oveéfovani mistniho pivodu. V 18.
stoleti byla vydana Marii Terezii prvni statni legislativa upravujici tuto oblast,
zaméfujici se hlavné na padélani chmele. Zatecky chmel je jemny polorany aromaticky
chmel péstovany v Zatecké chmelatské oblasti a je diky svym vyjimeénym vlastnostem
vyuzivan pivovary po celém svété. Pro Zatecky chmel je charakteristické jemné
chmelové aroma, jemné vieténko, nizky obsah myrcenu a vyrovnany obsah alfa a beta
kyselin. Pro skladbu chmelovych pryskyfic je pfizna¢ny pomérné nizky obsah alfa
hotkych kyselin v rozmezi 2,5-5,5 %. Obsah beta hotkych kyselin je vys$si nez obsah
alfa hoikych kyselin a jejich vzajemny pomér se pohybuje v hodnotdch mezi 0,60-
0,80. Obsah myrcenu je v rozmezi 25 - 40 %. DalSim znakem, ktery je pro Zatecky
chmel charakteristicky, je pfitomnost mnozstvi beta-farnesenu (14-20 %), ktery je u
jinych chmelii obsazen jen malém mnozstvi. Celkovy charakter viing Zateckého chmele
je dan vzajemnym pomérem vSech jednotlivych sloZzek chmelovych silic[10] [11].

Chmel, jenZ je piedstavovan chmelovymi hlavkami samiéich rostlin chmele
evropského (Humulus lupus var. europeus) je jednou ze tfi zakladnich surovin piva.
Pivu dodava hotkost, charakteristické aroma a dalsi technologicky dulezité vlastnosti.
Chmelové hlavky se nejprve mechanicky séeSou a pak nasleduje jejich suSeni za
nizkych teplot a lisovani do balotii a zokii. Chmelové hlavky se skladaji ze stopky,
vieténka, pravych a krycich listent a pti oplozeni obsahuji 1 semeno. Na vnitini stran¢
listenu se v dobé zrani vylucuji pryskyficna zrnka lupulinu, kterd obsahuji chmelové
pryskyfice a silice. Z pivovarského hlediska mizeme odridy chmele rozdélit na:

e Jemné aromatické - tyto odridy jsou vhodné piedev§im pro ptimé chmeleni, do
této skupiny patfi odriida Zatecky polorany Gerveniak. Obsah hotkych kyselin se

zde pohybuje v rozmezi 2,5-4,0 % [10].
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e Aromatické — obsah hotkych kyselin je zde 4-7 %; do této skupiny patii chmele
odriida Sladek a Harmonie. Jejich aroma je ozna¢ovano jako dobré [10].

e Hotké—obsah kyselin se pohybuje v rozmezi 7 — 10 %, z ¢eskych odrid zde patii
sem Bor, Premiant a Rubin. Tyto odridy maji hrubé aroma [10].

e Vysokoobsazné-obsah kyselin je zde mezi 12 — 17 %, odrtda se odliSuje
vyraznou ostrou vini a odliSnym aroma, které je jako u predchozi skupiny
oznacovano jako hrubé. Tato odrida je pouzivana pirevazné k vyrobé

chmelovych extrakti, z Ceskych chmelu je to odrida Agnus [10].

3.2.2 Pivovarnictvi

V Ceské republice méa pivovarnictvi dlouholetou tradici ve vyrobé tradi¢nich
Ceskych lezakt plzenského typu. Od zacatku devadesatych let, kdy doSlo k vyrazne
modernizaci ¢eského pivovarnictvi, dochazi k rozvoji velkych pivovarskych

spolecnosti, k zdniku mensich pivovart a otevieni n€kolika desitek minipivovart.

3.2.2.1 Vyroba piva
Vyrobu piva lze rozdé€lit na tfi vyrobni tseky:
1. Vyroba mladiny ze sladu, chmele a vody, popt. za pouziti nahrazek,
2. Kvaseni mladiny a dokvaSovani mladého piva pivovarskymi kvasnicemi,

3. Zaverecné upravy a staceni zralého piva do transportnich nadob ¢i obald.

Dulezitou roli ve vyrobé piva hraje voda, protoze ovliviiuje jak charakter piva, tak
jeho jakost. Voda musi byt pitnd, tj. hygienicky nezavadna. Velky duraz je kladen na to,
aby voda nebyla piili§ tvrda, neobsahovala pfilis Fe, CaSO4 a Na,SO,. Tyto latky by se
ve vod¢ nemély vyskytovat, protoZze zpusobuji tvrdou chut’ piva. Naproti tomu nizky
obsah NaCl ptisobi pozitivné na dokresleni chuti, hlavné tmavych piv [12].

DalSi surovinou pro vyrobu piva je chmel (Humulus lupus). Kromé toho, Ze dodava
pivu lehce hoikou chut' a charakteristické aroma, ovlivituje také technologické
vlastnosti jako pénivost, Cirost, je vVyuZivano jeho schopnosti srazet vysokomolekularni

latky mladiny a ma i baktericidni u¢inky [12] [4].
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1. Vyroba mladiny

Proces vyroby mladiny Ize rozd¢€lit na tyto technologické useky: Srotovani sladu
(sladovych nahrazek), vystirani sladového Srotu do vody, rmutovani, scezovani sladiny
a vyslazovani sladového mlata, chmelovar a zdvére¢né Upravy mladiny. Nejprve je
nutné ze sladu nebo sladovych nahrazek prevést obsazené latky, coz je piredevsim Skrob,
do roztoku, aby jej bylo mozné pomoci enzymu pievést ve smes nizkomolekularnich
latek, které jsou dale za pomoci kvasinek zkva3eny na etanol a oxid uhli¢ity. Stépeni
Skrobu na cukry probiha ve tfech fazich — bobtnani a mazovaténi, kdy Skrob ptechazi
v hustou a viskdzni kapalinu. V dalSi fzi dochazi ucinkem a-amylazy ke ztekuceni
Skrobu a vznikd amylodextrin. V posledni fazi dochazi ke zcukieni Skrobu za pomoci
komplexu enzymu. Kromé Sté€peni $krobu dochazi i ke $tépeni vysokomolekularnich
bilkovin, které jsou dulezité pro pénivost a plnost chuti a §t€pné produkty téchto procest
jsou také dualezité pti kvaSeni. Zafizeni pro vyrobu mladiny se nachazeji ve varné a
tradiéné se tomuto mistu fika ,,srdce* pivovaru; v této mistnosti se nachazeji varni

nadoby s piislusenstvim [12].

2. Kvaseni mladiny a dokvaSovani mladého piva

Ukolem hlavniho kvaseni je pfeména sacharidi na alkohol a CO,. Proces kvaseni
probiha v tradi¢nich pivovarech vétSinou v otevienych kvasnych kadich pivovarskymi
kvasinkami. Nutnym krokem k dosaZeni zadané kvality piva a zajisténi dobrého
priabéhu vyroby je vybér vhodného kmene kvasinek. V dnesni dobé se pouzivaji dva
zékladni druhy:

e Kuvasinky svrchniho kvaSeni (Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae),
tyto kvasinky jsou pouzivany pii vyrobé svrchné kvasenych piv typu
,,ale”, , porter" a ,,stout”.

e Kvasinky spodniho  kvaSeni  (Saccharomyces cerevisiae, var.
carlsbergensis) vyuZivana pro piva plzenského typu, po ukonceni doby

kvaSeni usedaji na dno nadrze.

DokvaSovani a zrani mladého piva probihd v lezackém sklepé, kde pivo

v uzavienych lezackych tancich za nizkych teplot pomalu dokvasuje, Citi se, zraje a syti
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se pod tlakem vznikajiciho oxidu uhli¢itého. Doba dokvaSovani, zavisi na typu piva.

Mlada piva se nechavaji zrat 20 dni, lezaky az 90 dnt a specidly jesté déle. V soucasné

dobé¢ se v modernich provozech pouzivaji cylindricko-konicke tanky [12] [13].

3. Zavérecné upravy piva

Vyzralé pivo musi jesté pred expedici projit pasteraci a filtraci, kvili pozadované

biologické stabilité.

Filtrace piva se nejCastéji provadi na kiemelinovych a deskovych
celulozovych filtrech. Membranové filtry jsou také velmi rozSifenym
zpusobem filtrace.

Pasterace se pouZiva pro zvyseni biologické stability piva. Nejcastéji se
VyuZiva pasterace v lahvich ¢i plechovkach v ponornych a tunelovych
pastérech pfi teplot¢ 62 °C, méné pouzivand je pasterace mzikova
v prutokovych pastérech pii vysSi teploté. Zavadénim membranoveé
filtrace s vyloucenim tepla se zabranuje neptiznivému vlivu teploty na
jeho senzorické vlastnosti.

Stabilizace piva se pouZivd u piva, kdy je nutna delSi trvanlivost.
Principem je odstranéni prekurzori zdkalu piva, predevSim
vysokomolekularnich dusikatych slozek, polyfenoli, kovovych ionth
arozpusténého kysliku. PouZzivaji se hlavné adsorp¢éni a antioxidacni
stabilizatory.

Staceni piva je konecna faze vyroby. U nas se pivo staci do cisteren,
sudd, lahvi nebo plechovek. Stroje pro staceni jsou konstruovany tak,
aby nedochazelo ke ztratdm oxidu uhli¢itého a tim neutrpéla kvalita

piva [7].

3.3 Vyroba nefiltrovaného piva

Pivo patii mezi tradi¢ni napoje a mnoho pivovaru se chlubi tradi¢nimi postupy

nicméné i zde se prosadila modernizace technologii. Jednou z nejzasadnéjsich uprav

byla filtrace. Nefiltrované pivo pii vyrobé neproslo filtraci; v ptipad¢ filtrovaného piva

je vétSina kvasinek zachycena na filtru, ale protoze nefiltrované pivo pies filtry
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neprochazi, kone¢ny produkt obsahuje zbytek kvasinek a rizné mikrocéastice, které jsou
pro tento druh piva charakteristické. Na rozdil od kvasnicového piva, které také
neprochazi filtraci, neni obohacovano o dalsi kvasinky nebo rozkvaSenou mladinu.
Vzhledové je podobné kvasnicovému pivu, pro které je také typicky lehky zékal. Ten
vSak mize byt vytvoren také uméle pomoci pfidani jable¢ného extraktu, ktery vytvari
dojem kvasinkového zéakalu. Protoze pivo je nefiltrované a nepasterované, je urceno
k rychlé spotiebé [14].

Dle vyhlasky 335/1997 Sh. je nefiltrované pivo, takové pivo u kterého nebyla
provedena filtrace, a dle pfilohy dopliujici tuto vyhlasku by mél byt vzhled tohoto piva

slabé zakaleny az zakaleny.

3.4 VVyroba nealkoholického piva

Dle legislativy, platné v Evropské unii a v Ceské Republice, se mezi nealkoholické
pivo ftadi vyrobek sobsahem alkoholu do 0,5 objemovych procent. Do
nizkoalkoholickych piv se fadi takové pivo, které ma obsah alkoholu v rozmezi 0,6-
1,2 % [15] [16].

Zikladni zpiisoby vyroby nealkoholického piva

V dnesni dobé dominuji pti vyrobé piva tyto zpiisoby vyroby nealkoholického piva.
a) Odstranéni etanolu z piva vyrobeného tradiénim zptsobem
b) Pferusenim nebo omezenim kvaSeni

€) Pouzitim mutantnich, nebo jinak upravenych kmeni pivovarskych kvasnic

K odstranéni alkoholu z piva, vyrobeného tradiénim zptisobem, se pouziva fada
postupi, jako jsou destilace etanolu, reverzni osmdza, odpar etanolu, dialyza piva,
extrakce piva fluidnim oxidem uhli¢itym, sprejové suSeni piva, difuze nebo frakéni
krystalizace ¢i lyofilizace.

Jedna z nejpouzivanéjsich technik je diftize pfes membranu. Tato technika je
vhodna, protoZe nedochazi k termické zatézi produktu, ale z ekologického hlediska je
vyhodné&jsi vakuova destilace. Pfi odstranéni etanolu odparem se pouZivaji teploty

neptesahujici 30 - 45 °C, diky nizkym teplotam nedochazi ke zméné barvy a chuti piva.
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DalSi metodou vyroby nealkoholického piva je limitovana fermentace. Jednéa se
o modifikaci fermenta¢niho procesu, kdy dochazi k nizké produkci etanolu diky
potlaceni metabolismu kvasinek.

Geneticky manipulovat s kvasinkami je u v Ceské republice zatim v pocatcich a
pouzivani takto vytvofenych druhi v potravinafstvi se neslucuje s ¢eskou legislativou.
Mutageneze je jedinym zpusobem, jak zasahnout kvasinkdm druhu Saccharomyces
cerevisiae do genomu. Tyto mutace jsou bud’ indukované, nebo vyvolané prostiedim.
Kmeny, které maji mutace v genech pro enzymy z cyklu trikarboxylovych kyselin, maji

schopnost produkovat snizené mnozstvi etanolu na dkor tvorby kyselin [15] [16] [15].

3.5 Biologicky aktivni latky v pivu

e Antioxidacni latky

V kazdém organizmu vznikd uréité mnozstvi volnych radikald, reaktivnich
forem kysliku nebo dusiku. V ptipadé, Ze jsou tyto latky v malém mnozstvi, tak
organizmu neskodi. Pokud se ale jejich mnozZstvi zvysi a nastane nerovnovaha mezi
volnymi radik&ly a antioxidanty, dochazi k oxida¢nimu stresu. Tento stav muze
zapii¢init aterosklerotické zmény, dochédzi k poSkozeni dychaciho systému, zraku,
jaterniho parenchymu, ale i pfi vzniku mnoha dalSich onemocnéni. Proti volnym
radikalim plsobi antioxidanty, respektive antioxidacni systém organismu. Diky nému
se muze branit zvySené tvorb¢é volnych radikalt, mize je zachytdvat a odstranovat, ma
vSak také schopnosti opravovat ¢asti DNA, které byly volnymi radikaly poSkozeny. Aby
tento systém co nejdokonaleji fungoval, je zapotfebi pfijimat co nejveétsSi mnozstvi
protektivnich faktora [17].

Mezi antioxidanty patii latky, které zpomaluji nebo Uplné potlacuji nezadouci
oxida¢ni d¢je. V pivu jsou nejvice zastoupené polyfenolové slouceniny, coz jsou latky
fenolové povahy s vysokou antioxidacni aktivitou. Polyfenoly se podili na chemicko-
fyzikalni stabilité¢ piva, na formovani pény a také ovliviuji jeho senzorické vlastnosti
a trvanlivost. Mnoho pfirozenych antioxidantli patii mezi vitaminy, pfikladem je
napiiklad kyselina askorbova, vitamin B, a B, nebo prekurzory vitaminu A. Nékteré
latky ovliviiuji  pozitivné zdravi c¢lovéka, protoze maji protikarcinogenni,

protimikrobidlni, protitrombdzni a dalsi uéinky [15] [18] [19].

14



e Polyfenoly

V pivu se tyto latky vyskytuji pfedevsim diky chmelu a chmelovym vyrobkim,
které jich obsahuji zna¢né mnozstvi. Uvadi se, Ze obsah téchto latek se pohybuje mezi
20-30 %. Zbytek polyfenolickych latek pochazi ze sladu.

Polyfenoly ovliviiuji zejména chemicko-fyzikalni stabilitu piva, formovani pény,
oxidaci piva a odolnost proti starnuti [15].Dale tyto latky ovliviiuji senzorické vlastnosti
piva jako je chut, viné a barva. Radi se mezi piirozené antioxidanty, z nichZ se
v pivech vyskytuji fenolické kyseliny zahrnujici ortho- i para- derivaty kyseliny
benzoové (napt. kyselina salicylova, kyselina gentisova, kyselina p-hydroxybenzoova) a
derivaty kyseliny skoficové (napt. kyselina p-kumarova, Kyselina kavova, kyselina
ferulova a kyselina sinapova); v pivu se také nachazi kyselina chlorogenova a jeji
derivaty, dale chinony a ubichinony ale hlavné flavonoidy (derivaty heterocyklického

flavanu, zahrnujici v molekule dvé benzoova jadra spojena tiiuhlikatym fetézcem [20].

Dle stupné¢ oxidace muzeme flavonoidy rozdélit do sedmi skupin a to na
katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavonoly, flavony, flavonoly a
anthokaynidiny. Mezi slouCeniny, které maji spojené kruhy A a B alifatickym C3
fetézcem nebo fetézcem, Ktery je soucasti furanového cyklu patii aurony, chalkony a
dihydrochalkony. Isoflavonoidy jsou slouceniny s kruhem B spojenym s pyranovym
krunem C v poloze C-3, pokud je tato vazba posunuta na polohu C-4 jedna se o
neoflavonoidy. V pivovarnictvi jsou nejvice vyznamne:

o chalkony: xanthohumol, xanthogalenol, 3"-geranylchalkonaringenin
flavonony: isoxanthohumol, naringenin, eriodiktyol
flavonoly: morin, kvercetin, kaemferol

proanthokyanogeny: delphinidin, pelargonidin, kyanidin

O O O O

jednoduché monomery flavanolu: katechin a epikatechin.

Vyskyt téchto sloucenin a jejich chovani v pivu je ovlivnén mnoha faktory, jako
je puvod a skladba surovin, technologické zpracovani v jednotlivych stupnich

vyrobniho procesu [2].
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fenolické slouceniny mg/I

polyfenoly celkove 172
antokyanogeny 46
katechin 5-55
epikatechin 9-24
rutin 1-6
quercetin 5-125
quercetrin 1
kys. chlorogenova 2-20
kys. para-kumarova 1-7
kys. ferulova 2-21
kys. sinapova 1-20
kampferol 5-20
myricetrin 1
kys. gallova 5-29
kys. para-

hydroxybenzoova 5-20

Tabulka ¢. 1 Obsahy jednotlivych polyfenolickych latek v pivu plzeiiského typu

Velky pocet flavonoidii byva jesté glykosilovan a to navdzanim glukosy,
rhamnosy galaktosy, arabinosy, xylosy, glukuronové kyseliny atd. V prabéhu
pivovarskych technologii, a to zejména v pribéhu chmelovaru, kvaseni, filtrace
a stabilizace koloidnich vlastnosti piva dochazi k velkému poctu chemickych pfemén,
a to predevsim k reakcim hydrolytickym, isomera¢nim, kondenza¢nim az polymeracnim
a oxidoredukénim. Hydrolytické reakce vedou predevsim ke stépeni glykosidl, tim
vznikaji aglykony a odpovidajici sacharidické slozky; tyto latky se z hlediska kvality
hotového piva neuplatiiuji. Mezi izomeracni reakce patii pfeména xanthohumolu na
isoxanthohumol béhem chmelovaru. Kondenzacni az polymeracni reakce se uplatiuji
ptevazné pii tvorbé vysokomolekularnich celkti s vysokou srdzeci aktivitou proti
bilkovindm extraktu piva. Takto dochazi k tvofeni polyfenol-bilkovinnych komplext.
S oxida¢né redukEnimi procesy tizce souvisi senzoricka stabilita piva po naplnéni piva
do obalt, kde polyfenolické slozky hraji nemalou roli. VVolné radikaly vznikaji vlivem
pusobeni svétla, tepla, kovovych iontii, mechanického pohybu a mnoha dalSich faktora.
Volné radikaly zpisobuji autooxidaci polynenasycenych lipidickych slozek extraktu
piva, tim dochazi k tvorbé t€kavych karbonylovych slouéenin, které ptsobi nepiiznivé
na chutové vlastnosti piva. Polyfenoly a flavonoidy jsou nejucinnéjsi prirozené

antioxidanty, vyskytujici se v pivu, eliminujici tyto déje.
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Antioxida¢ni uéinky Ize p¥idé&lit polyfenolim nékolika zptisoby. Rada z nich, jako
tteba flavonoidy inhibuji enzymy zodpovédné za produkci superoxidového anion-
radikalu (napt. xantionoxidasu, proteikinasu C). K dalSim enzymtm, podilejicim se na
tvorbé volnych radikala patii cyklooxygenasa, lypoxygenasa, mikrosomalni
monoxygenasy se podileji na tvorbé volnych radikalt. Dalsi skupinou, podilejici se na
antioxidacnich ucincich jsou ty, které tvoii cheldtové vazby s kovy, pfedevSim s médi a
dvojmocnym zelezem. Volné ionty téchto kovl jsou pfitomny pii tvorbé reaktivnich
kyslikovych forem. Mnoho polyfenolti je snadno oxidovatelnd a to diky nizkému
redoxnimu potencialu. Diky této vlastnosti jsou polyfenoly schopné redukovat nékteré
volné radikaly s oxida¢nimi G¢inky (napf. superoxidovy, peroxylovy, alkoxylovy a
hydroxylovy). Pii reakcich jsou donorem vodiku a samy jsou pfeménény na malo
reaktivni fenoxylovy radikdl nebo neradikalové chinoidni struktury. Hlavnim
vyznamem téchto reakci je to, Ze jsou volné radikély eliminovany diive, nez zreaguji s

bunéénymi komponentami [15] [21].

Obrazek ¢. 1 Flavan [15] Obrazek ¢. 2 Chalkon[15]

OH
HO o)
YOO,
w
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Obrazek ¢. 3 Flavonol [15] Obrazek ¢. 4 Kvercetin[15]
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Obrazek ¢. 5 Kyselina p-hydroxybenzoova a kyselina skoficova[21]
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Obrazek ¢. 6 Flavanon[21] Obrazek ¢. 7 Xantohumol[21]

e Proteiny

Bilkoviny jsou pro vyzivu ¢lovéka nutné a nenahraditelné, diky nim je mozna
vystavba a obnova tkani, tvorba bilkovin s biologickou funkci (enzymy nebo bilkoviny
krevni plazmy a dal$i) Pokud organizmus nema jinou moznost, kde ziskat energii, mtze
ji vyuZit i zbilkovin, ale tato cesta je velmi neefektivni. Skladba a mnoZstvi
aminokyselin, které si télo nedokdze samo vytvofit (esencidlni aminokyseliny), jsou
kritériem, podle né¢hoZ se posuzuje kvalita bilkovinnych zdroja [1].

Mezi charakteristick¢ znaky kazdého piva paii bohatd hustd a dlouhotrvajici péna.
Bilkoviny, respektive bilkoviny s hydrofobnim charakterem, se tadi k faktoram, které
pozitivné ovliviiuji tvorbu a stabilitu pény piva. Na druhou stranu proteiny, obsazené
V pivu, mohou zptsobovat jeho zakal. DalSi technologicka vlastnost bilkovin spoc¢iva
v plnosti chuti. Nejvice bilkovin (az 85 %) pochazi ze sladu, zbyvajici bilkoviny
pochazi z pivovarskych kvasnic [22]. Celkem je v pivu obsaZzeno 3-5 g/l ¢istych
bilkovin. Obsah volnych aminokyselin se pohybuje okolo 300 — 500 mg/l; je zde

zastoupena téméf cela fada esencialnich aminokyselin Bilkoviny, které jsou vyznamné
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z hlediska pénivosti piva, maji hydrofobni strukturu, diky ni je usnadnén ptechod
bilkovin do pény a umoznéno mezifazové rozhrani orientaci bilkovin do bubliny plynu.
Dle rostouci hydrofobicity a specifické hmotnosti l1ze bilkoviny rozd¢€lit do dvou skupin:
HMW (high molecular weight) a LMW (low molecular weight). Do HMW patii ty
bilkoviny, které maji molekulovou hmotnost v rozsahu 35 az 50 kDa. Do skupiny LMW
patii bilkoviny s rozsahem 5 az 15 kDa. [23].

0 Protein Z - jedna se o je¢nou albuminovou bilkovinu o molekulové
hmotnosti 40 kDa a v pivu zastava 10 — 20 % vSech nedialyzovatelnych
bilkovin a je pfiblizné€ z jedné tietiny glykosilovan.

o Lipid Transfer Protein 1(LPT1) — jedna se o polypeptid, ktery ma
vlastnosti intracelularniho pienaSece lipidt. Jeho molekulova hmotnost je
9660 Da a patfi mezi albuminové bilkoviny se schopnosti inhibovat
sladové cysteinové endoproteasy.

o Lipid Binding Proteins (LBP) — tyto proteiny maji hmotnost pfiblizné 13
kDa, jsou vazané na buné¢né membrané a extrahovatelné detergety; jejich
spolecnou vlastnosti je inhibice destabiliza¢nich vlivi lipida.

0 Hordeiny — jednd se o hlavni zasobni bilkoviny je¢mene, slozené
z polymorfni smé&si nékolika slozek, oddélitelnych napft. elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu. Zakladni skupiny jsou znaceny B, C, D a y a
predstavuji vysokomolekularni (> 51 kDa), stfednémolekularni (29 -51
kDa) a nizkomolekularni (< 29 kDa) latky. Tyto latky jsou zodpovédné za

vznik koloidnich zakali piva.

Méala skupina bilkovin vyrobeného piva ma vetSi molekulovou hmotnost nez 50
kDa; tyto bilkoviny pravdépodobné pochéazi z pouzitych kvasnic. Jejich spole¢nou
vlastnosti je stabilita v pribéhu sladaiského procesu a odolnost viéi vysokym teplotam,
extrémnim hodnotam pH a k proteolyze. Bilkoviny v pribéhu procesu vyroby jsou
Stépeny rtzne, v zavislosti na struktute, konfiguraci a obsahu nebilkovinnych ¢asti dané
bilkoviny. Né¢které bilkoviny, které jsou soucasti pivovarskych surovin, do piva viibec
nepiechazi; toto je zpusobeno odolnosti vici enzymum a jejich nerozpustnosti ve
vodé [22] [23].
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e Sacharidy

Minimalni denni pfijem sacharidt je 50 g, horni hranici je 500 g, vétSina lidi ma
pfijem sacharidd v rozmezi 100-300 g za den, v pifipadé nedostatku dochazi
k odbouravani tukovych zasob, ¢ehoz vyuzivaji nékteré redukéni diety. Pokud je piijem
sacharidi pfili§ nizky muaze dojit az k Gbytku svalové hmoty, piekyseleni organizmu
a negativnimu ovlivnéni psychiky. Pokud je ale pfijem sacharidi vysoky, dochazi
k hromadéni energie do tukovych zasob. Vysokosacharidova strava vede po cCase
k poruse glukozoveé tolerance, ptipadné aZ ke vzniku cukrovky.

Obsah sacharidi v pivu se pohybuje okolo 28 g/l a tim pfestavuje hlavni
s alkoholem zvysuji disperzi piva v zazivacim traktu a to umoziiuje rychlou a Géinnou
latkovou vyménu. V mensim mnoZstvi pivo obsahuje monosacharidy a oligosacharidy
anejvice jsou zastoupeny zkvasitelné cukry maltosa a maltotriosa a nezkvasitelné
pentosy. Gumovité latky, které zastupuji hlavné pentozany a B-glukany, maji vliv na
zvySovani viskozity piva [4]. Obsah jednotlivych sacharidi piva je uveden

v tabulce ¢&. 2.

sacharidy piva c [g/l]

glukosa 0.1-05
fruktosa 0.1-0.2
sacharosa 0-0.1
maltosa 0.5-5
maltotriosa 1-3
isomaltotriosa 0.4-1
dextriny 20-30
B-glukany 150-400
pentosany 0.2-0.5

Tabulka ¢. 2 Obsahy jednotlivych sacharidickych latek v pivu

Primarnim zdrojem sacharidi piva je jeémen a chmel. V jeCmeni je nejvice
zastoupen Skrob s obsahem 58 — 65 %, dale pentozany 7 — 11 %, galaktoxylan 2 — 2,5
%, a v minimalnim mnoZstvi je to maltosa, rafinosa, invertovany cukr a sacharosa. Ve
chmelu je obsaZzeno 3,5 % glukosy a fruktosy a malé mnoZstvi pentozani. Bylo také

prokéazano 12 — 14 % pektint, které piechazi v podobném mnozstvi i do piva [22].
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e Horké chmelové latky

Pivo je jedinym napojem, ktery obsahuje hotké chmelové latky. Tyto latky se
vyskytuji v mnozstvi az 40 mg/l a zahrnuji velmi si podobné organické slouceniny,
které snadno podléhaji oxidaci a mnoha dalSim chemickym preménam. Hotkost piva je
zpusobena piitomnosti hotkych kyselin, pochazejicich z chmele. Jedna se o derivaty
1,3,5-benzentriolu (floroglucinolu), majici jako substituenty aromatického jadra
karboxylovou kyselinu a 2 az 3 prenylované postranni fetézce. Nejvyznamnéjsi
anejvice ucinnou skupinou je skupina a-hoikych kyselin (homology humulonu),
skladajici se pifevazné z humulonu, kohumulonu a adhumulonu. Struktury jednotlivych
homologu se lisi pouze strukturou postranniho acylového fetézce; a-hotké kyseliny se v
prubéhu zahiivani mladiny pfeménuji na iso-a-Kyseliny, které zodpovidaji az za 70 %
hoiké chuti piva. Tato isomerace zpusobuje az Ctyficetinasobné zvySeni rozpustnosti
isomerovanych hofkych kyselin a tim i zvySeni organoleptické hotkosti. Vysledkem
reakce jsou dva geometrické isomery od kazdé iso-a-kyseliny a ani tyto latky vsak
nejsou kone¢nymi produkty zahtfivani. V pribéhu chmelovaru vznikaji dalsi, zatim

nepopsaneé slouceniny[12] [4,24] [2].

JUS T SN IS

Obrazek ¢. 8 Humulon[12] Obrazek ¢. 9 Lupulon[24]
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Obrazek ¢. 10 Mechanismus isomerace humulonu [12]

Mén¢ ucinné jsou B-hoiké kyseliny (homology lupulonu) kam patii lupulon,
kolupulon, adlupulon tvotici nespecifické mekké pryskytice (humulinony, luputriony)
atvrdé pryskyfice (humulinové a hulupinové kyseliny). Podobné jako u humulonu
probiha isomerace i u lupulont; tyto latky ale vykazuji mnohem mensi intenzitu hoiké

chuti. Jejich vyznam spociva spiSe v bakteriostatickych vlastnostech.

Chmelové a-hoiké kyseliny jsou jen malo rozpustné ve vodé, a tedy i v pivu. Za
varu v slabé kyselém vodném prostiedi z vétsi ¢asti izomeruji za vzniku cis- a trans-iso-
a-hotkych kyselin. Tyto latky jsou rozpustnéjsi a vykazuji silnou organoleptickou
hotkost. Podobna reakce pfemény B-hoikych kyselin se uskuteCiiuje jen v nepatrné
mife, a proto K hofkosti pfispivaji mnohem mensi mirou. V zavislosti na obsahu
hoikych latek vznikaji diky tomu v pivu rizné chutové odstiny. Ta piva, ktera obsahuji

vysSi obsah B-hotkych kyselin, se vyznacuji jemné&jsi a méné drsnou hotkosti, neZ piva
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obsahujici ptfevazné jen iso-a-hotké Kkyseliny. Intenzitu hotkosti ovliviiuje i podil
kohumulonu v o—hoikych kyselindch. Vysoky obsah kohumulonu ma pfimou souvislost
s nizkym obsahem B-kyselin. Piva, vyrobena z chmelt s nizkym obsahem kohumulonu,
maji mirnéjsi a prijemnéjsi hotkost nez piva s vysokym obsahem kohumulonu. Kromé
toho, ze se hotké chmelové latky podili na senzorické hotkosti, jsou dulezité i pro vznik
a stabilitu pivni pény. Na spotiebitele mohou mit sedativni az narkoticky
a bakteriostaticky ucinek a podporu sekrece Zluci, jenz piiznivé ovlivituje travici proces,

véetné zvySeni chuti k jidlu [12] [2] [25] [26].
3.6 VYBRANE METODY STANOVENI AKTIVNICH LATEK PIVA

3.6.1 Plynova chromatografie

Pro analyzu flavonoida byla chromatografie vyuzivana od zac¢atku Sedesatych let
20. stoleti. Derivaty flavonoidu byly separovany na koloné naplnéné SE-30 silikonovym
polymerem, poté nasledovala tepelnévodivostni detekce. Frakce byly odebirany pro IR a
UV-VIS spektroskopii. Dnes uz neni plynova chromatografie tak hojné vyuzivana k
analyze polyfenold, ale jeji vyznam v posledni dobé za¢ina znova nartstat diky rozvoji
vysokoteplotni chromatografie a zavedeni vylepSenych derivatizacnich procedur. Pti
derivatizaci flavonoidli casto dochazi ke vzniku trimethylsilyletherovych derivata.
Methylace flavonoidi s vice nez jednou hydroxylovou skupinou mize napomoci vzniku
n¢kolika derivatim, které komplikuji kvantifikaci. Soucasné vyuziti plynové
chromatografie v analyze je zaméfeno na jejich antioxida¢ni aktivitu, metabolismus a
taxonomii. Flavonoidy jsou dnes nejcastéji detekovany hmotnostnim spektrometrem
s elektronovou ionizaci v rezimu vyb&rového monitorovani iontt. Molekularni ion
[M+H]+ a fragmenty vzniklé od$tépenim methylovych nebo karbonylovych skupin,

popt. vzniklé retro Diels-Alderovou reakci umoziuji jejich detekci [27] [28] [29].

3.6.2 kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) patii mezi metody, které vyuzivaji déleni
analytu mezi dvé faze. Mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi jsou ruzné¢ velké
castecky, nebo to mize byt tenkd vrstva kapaliny nanesend na tuhych casticich,
piipadné tenky povrch kapaliny naneseny na vnitini sténé¢ kapilary [28] [30]. O tom, jak
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bude vzorek separovan, rozhoduje interakce se stacionarni fazi a pouzita mobilni faze.
Tato metoda patfi mezi nejvice vyuzivané metody pro stanoveni az 80 % sloucenin
hlavné organick¢ho puvodu. Mizeme ji vyuzit pro analyzu vysokomolekularnich a
biochemicky vyznamnych latek, zejména ve farmaceutickém pramyslu, biochemii, v
primyslu potravinaiském, krmivaiském, ve zpracovani plastickych hmot i dfeva a v

neposledni fade€ i ke kontrole ¢istoty zivotniho prostiedi [25] [31] [29].

3.6.3 Kapilarni elektroforéza

Separace metodou kapilarni elektroforézou je zaloZzena na odliSnosti
elektroforetickych mobilit ionti v elektroforetickém médiu uvniti malé kapilary.
Vétsina studii vyuzivajicich kapilarni elektroforézu pro analyzu flavonoida se vztahuje
k vyzkumu pfirodnich produktt jako analyzu rostlin, zeleniny, bylin a rostlinnych
a zeleninovych produkti. Hlavni typy kapilarni elektroforézy jsou kapilarni zénovéa
elektroforéza a micelarni elektrokineticka elektroforéza s typickym fosfatovym
a boratovym pufrem. Na Kkapilarni elektroforézu obvykle navazuji UV-VIS,
fluorescenc¢ni, ED a MS detektory [27].

3.6.4 Chromatografie na tenké vrstvé

V dnedni dob¢ stale hraje chromatografie na tenké vrstvé v analyze flavonoida
vyznamnou roli. Tato metoda je vhodna pro rychlé rozdéleni rostlinnych a 1é¢ivych
extraktt pied detailni analyzou instrumentalnimi technikami. Jako stacionarni faze je
nejcastéji vyuzivan SiO,. Spektrofotometrickd detekce probihd v rozmezi vinovych
délek 350-365 nm nebo 250-260 nm [27] [28].

3.6.5 Hmotnostni spektrometrie

U zrodu hmotnostni spektrometrie stal v roce 1913 J. J. Thomson, ktery zacilil
proud castic ionizovaného neonu prfes magnetické a elektrické pole a umisténim
fotografické desky v proudu iontl neonu zméfil jejich odchylku. Na svételné desce
pozoroval dvé svételné stopy a navrhl pro né dvé rizné odchylky parabol. Tak doSel k
zavéru, ze neonovy plyn byl slozen z atomt s riznym nukleonovym ¢islem (ZONe a
?2Ne) [32] . F. W. Aston sestrojil prvni moderni hmotnostni spektrometr o n&kolik let

pozdéji. Byl zaloZen na separaci iontd v silném magnetickém poli permanentniho
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magnetu, tzv. magnetického selektoru. V roce 1922 ziskal Nobelovu cenu za chemii,

kdyz identifikoval 212 z 287 piirozen¢ se vyskytujicich izotopu [33].

Hmotnostni spektrometrie patii mezi fyzikalné chemické metody, kterd vyuziva
ve své analyze pomérit hmotnosti a naboje ionizovanych molekul. Vyuziva se pro
ur¢eni hmotnosti ¢astic nebo pro stanoveni elementarniho slozeni vzorku. Spojeni
hmotnostniho spektrometru se separa¢nimi metodami, pievazné s plynovou a
kapalinovou chromatografii, umoznuje provadét identifikaci komponent vzorku ve
detektor umoznujici krom¢ obvyklé registrace zon latek eluovanych z kolony provést i

jejich identifikaci na zaklad¢ zaznamenaného hmotnostniho spektra [34].

MALDI-TOF

MALDI je zkratka pro "Matrix Assisted Laser Desorption/lonization." VVzorek pro
analyzu na MALDI je promichan ve stejnem  mnozstvi  matrice.
Matrice absorbuje ultrafialové svétlo (dusikova laserova svétla, vinova délka 337 nm) a
pfevadi jej na tepelnou energii. Mala ¢ast matrice (az do 100 nm od horniho vnéjsiho

povrchu analytu ve schématu) se rychle ohfeje (nékolik nano sekund) a odpatuje, spolu

se vzorkem.

M: Sample

m: Matrix

C : Cation s .
. A : Anion Oa - »

Al TEE.
Lasgr Vacuum P "o Q
- Analyte

Sample matrix mixture ‘Sample matrix mixture
before laser irradiation after laser irradiation

Obrazek ¢. 10 Princip MALDI-TOF[35]

Hmotnostni spektrometrie je zaloZena narozdéleni nabitych castic podle jejich
molekulovych hmotnosti v elektrickém/magnetickém poli. Na krystaly matrice se
vzorkem pusobi laserové zafeni, zplsobujici desorpci molekul matrice spolu s

molekulami vzorku a zaroven dojde k ionizaci molekul vzorku pfedanim H* od molekul
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matrice [36]. Poté je aplikovano extrakéni napéti mezi MALDI desticku a vstupni
Stérbinu priletového analyzatoru, ¢cimz dojde k extrakci nabitych molekul podle zvolené
polarity napéti a k jejich analyze v priletovém hmotnostnim analyzatoru. V zévislosti
na dobé letu molekul analyzatorem k detektoru se vypocita pomér m/z [33] [35].
Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF se nejcastéji vyuziva pro identifikaci
proteini a peptidi a analyzu dalSich biomolekul. Diky mékké ionizaci, Sirokému
rozsahu méfitelnych hmotnosti a rychlému zaznamu spekter se tato metoda uplatiiuje

vyzkumu molekularnich profild riznych latek [37].

3.2 Separace proteini

Kromé chromatografickych technik jsou pro analyzu proteinli vyuzivané
elektroforetické metody, hmotnostni spektrometrie, imunochemické metody nebo

nuklearni magneticka rezonance ¢i rentgenova krystalografie.

Elektromigracni (elektroforetické) metody

Elektroforéza predstavuje orientovany pohyb elektricky nabitych ¢éstic
v roztoku pomoci stejnosmérného elektrického pole. Usporadani elektroforézy mize byt
v trubickdch nebo v tenké vrstvé, pfiCemz uspéch separace latek ze smési lze
pfedpokladat jen tehdy, budou-li mit separované latky dostate¢né odlisné efektivni

elektroforetické pohyblivosti [38].

PAGE a SDS-PAGE elektroforéza

PAGE vyuziva jako nosi¢ polyakrylamidovy gel (PAGE = polyacrylamide-
gelelectrophoresis), ktery je pro separaci proteinti nejbéznéjsi. Provadi se ve specialnich
aparaturach, kdy se gel, spole¢né se vzorkem, umisti mezi dvé elektrody, mezi nimiz
prochazi stejnosmérny proud. Putujici molekuly bilkovin ovliviiuje hustota
polymerizovaného gelu vytvoifeného polymeraci monomeru akrylamidu, zesitovacim
persiranem amonnym. Jako Kkatalyzator reakce se pouziva N,N’-tetramethylendiamin.
Cim je v&tsi hustota polymerizovaného gelu, tim jsou molekuly vice zadrzované v gelu

a postupuji pomaleji. Elektroforézu ovliviiuje také pH pfitomného pufru, ten zajistuje
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vodivé prostiedi. Piitomnost dodecylsulfatu sodného (SDS) také ovliviiuje to, jak se
molekuly budou chovat. Ud¢luje totiz proteinim uniformni zaporny naboj a jejich
pohyblivost je pak dana velikosti molekuly. Bilkoviny maji schopnosti vazat SDS v
mnozstvi asi 1,4 g SDS na gram bilkovin. Metoda je intenzivné vyuzivana na stanoveni
relativni molekulové hmotnosti nezndmych bilkovin.

Po skonceni elektroforézy se provadi detekce — nejcastéji pomoci barviv s
vysokou afinitou k molekulam bilkovin — jako je Amidoc¢ern 10B, Coomassie Brilliant
Blue R-250, Ponceau S nebo stiibrem, které je az 100krat citlivéjsi [39].

2D elektroforéza

Dvojrozmérna neboli 2D elektroforéza je pro stanoveni proteinovych vzorki
velmi vyuZivana. Jednd se o kombinaci dvou izoelektroforetickych déleni, kdy se
nejdiive vzorek rozdéli za pomoci izoelektrické fokusace na zakladé izoelektrickych
bodi. V kolmém sméru se poté provede elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a v
piitomnosti SDS se jednotlivé bilkoviny rozdéli na zakladé jejich molekulové
hmotnosti. Timto zpisobem je mozno analyzovat velmi komplexni smési obsahujici
desitky bilkovin. Diky této mimotadné délici schopnosti patii dvojrozmérna
elektroforéza k z&kladnim a hojné pouzivanym technikdm umoznujicich identifikaci

rozmanitych biopolymera [40].

Mikrocipova elektroforéza

Rostouci zajem o miniaturizaci procesi v poslednich letech vedl k zavedeni
elektroforetickych technik na mikro¢ipech. Mikrofluidni zatizeni se pouziva na
manipulaci s nepatrnymi mnoZstvimi tekutin popf. s nepatrnym mnozstvim
biologickych jednotek pies separacni rozvétveny mikrokanalek, ktery umoziiuje
integraci raznych chemickych a biochemickych procesi v rychlém a automatickém
jednolitém mikroproudovem systému. Tato technika je stale se vyvijejici metodou, ktera
dovoluje propojeni vice separacnich technik dohromady. Nejvice se pouziva pro

analyzu biomakromolekul a to ptedevsim nukleovych kyselin, bilkovin a sacharida [41].
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3.7 LEGISLATIVA SOUVISEJICI S PIVEM

Legislativa souvisejici s pivem je dana:

Vyhlaska Ministerstva zemédélstvi ¢. 335/1997 Sb. Vyhlaska Ministerstva zemédélstvi,
kterou se provadi §18 pism. a), d), h), 1), j) a k) zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a
tabdkovych vyrobcich a o zmén¢ a doplnéni nékterych souvisejicich zakont, pro
nealkoholické napoje a koncentraty k piipravé nealkoholickych napoji, ovocna vina,
ostatni vina a medovinu, pivo, konzumni lih, lihoviny a ostatni alkoholické napoje,

kvasny ocet a drozdi.

v

Zakon ¢. 110/1997 Sb. Zakon o potravinach a tabdkovych vyrobcich a o zméné a

doplnéni nékterych souvisejicich zakonu

VyhlaSka ¢. 113/2005 Sb. Vyhlaska o zplisobu oznacovani potravin a tabakovych
vyrobkil

Ceské pivovary mohou po splnéni nize uvedenych piedpisii pouzivat u svych vyrobki

oznaceni Chranéné zemépisné oznaceni (CHZO) ,,Ceské pivo™

Natizeni Rady (ES) & 510/2006

Natizeni Komise (ES) ¢. 1014/2008

28


http://www.poctivepivo.cz/wp-content/uploads/Na%C5%99%C3%ADzen%C3%AD-Rady-EU-%C4%8Cesk%C3%A9-pivo.pdf
http://www.poctivepivo.cz/wp-content/uploads/NA%C5%98%C3%8DZEN%C3%8D-KOMISE-ES-%C4%8D-1014-2008-o-z%C3%A1pisu-chr%C3%A1n%C4%9Bn%C3%BDch-ozna%C4%8Den%C3%AD.pdf

4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Charakteristika vzorku

Pro analyzu bylo vybrano celkem 11 vzorku piva, z toho 2 vzorky filtrovaného
a 2 vzorky nefiltrovaného piva od velkych vyrobci, dale pak jeden vzorek filtrovaného
a 3 vzorky nefiltrovan¢ho od vyrobci z malych pivovarti a 3 vzorky nealkoholického

piva vyrabéné ve velkych pivovarech [42] [43] [44] [35] [45] [46] [47].

Vzorek ¢.1.
Jednd se o vzorek nefiltrovaného piva pochézejici z velkovyroby, které zahrnuje
pouziti pSenicného sladu, specialné vybranych chmelt a Spetku koriandru. Toto pivo ma

5,0 % obj. alkoholu, jeho hotkost je 18 BU.

Vzorek €. 2.

Vzorek €. 2. je spodné kvaseny lezédk uvatreny z 2 druht sladti a 5 druhtt chmele,
vcetn¢ Zateckého, ktery je srdcem tohoto piva. Tento lezdk je stfedné¢ az silné
prokvaSeny s obsahem alkoholu 5 % a hotkosti 27 BU. Toto pivo je vyrabéno ve

velkém pivovaru.

Vzorek €. 3.

Toto pivo se pred stacenim nefiltruje a tak neptichazi o kvasinky, které dodavaji
tomuto pivu nezaménitelny vzhled, mirn¢ kvasni¢nou chut' a vini. Jedna se 0 pivo
vyrabéno ve velkém pivovaru, vyznaCuje se zlatozlutou az zlatohnédou barvou

s harmonickou chmelovou hotkosti a velmi dobrou pénivosti. Ma dobry fiz, plnost

a obsah alkoholu 4 %.
Vzorek €. 4.

Jedna se o typické ceské pivo pochézejici z velkého pivovaru, které je
charakteristické vyvazenou chuti a vynikajici pénivosti. Po napiti zanechava pocit
piijemné, pozvolna se ztracejici hotkosti bez drsného a sviravého nadechu. Toto pivo je

filtrované a mé objem alkoholu 4 %.
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Vzorek ¢&. 5.

Svétly nefiltrovany spodné kvaseny lezak ¢eského typu 12°, 5 % alkoholu. Tento
maly pivovar pro svou vyrobu pouziva vlastni vodu z artézské studné, vlastni je¢ny slad
a kvalitni zatecky chmel. PredevSim svétld piva pivovaru se vyznacuji celkovou

intenzitou vung, silnym fizem a plnosti.
Vzorek €. 6.

Svétlé, spodné kvasené, filtrované vycepni pivo typu bitter - extrachmelené 10°
a 3,8 % alkoholu. Tento maly pivovar pro svou vyrobu pouZziva vlastni vodu z artézské
studné, vlastni je¢ny slad a kvalitni zatecky chmel. PfedevSim svétla piva pivovaru se

vyznacuji celkovou intenzitou viing, silnym fizem a plnosti.
Vzorek €. 7.

Tento vzorek pochazi z malého pivovaru, kde vaii spodné kvaSend piva
plzeniského typu. Tento svétly lezak ma obsah alkoholu 4,8 % je nefiltrovany a bez

pasterace.
Vzorek €. 8.

Pivo vyrobené v mensim pivovaru se vyznacuje vyraznéjsi hotkosti, plngjsi chuti
a ostrym fizem. Vyroba vychazi z nejlepSich pivovarskych surovin humnovy slad, ¢esky
Zatecky chmel, voda z hloubkového vrtu u Slemena a osvéd¢eného kmene pivovarskych
kvasinek. Delsi doba lezeni a zrani piva v lezackych tancich, dodava napoji potiebné
harmonizujici slozky. Obsah alkoholu je vyssi jak cca 5,2%, Diky tomu Ze se pivo

nefiltruje, dostava nezaménitelny charakter jak ving tak barvé.
Vzorek €. 9.

Zakladem pro vyrobu tohoto nealkoholického piva jsou suroviny prvotiidni
kvality, pouzivani klasickych pivovarskych surovin, tedy vody, chmele a je¢mene. Voda
je ziskavana z okolnich Beskyd — z ptehradni nadrze Moravka. Je¢men je zpracovavan
piimo v pivovaru ve vlastni sladovné, kde se vyrabi vyhradné svétly slad plzenského
typu. Chmel ptich4zi do pivovaru ve dvou forméach. Tzv. chmelové pelety pochézi
predeviim z Zatecka a Ustecka. Jedna se o su$eny, rozemlety a slisovany chmel, ktery

dodava pivu tradiéni aroma. Vyluh z chmele, tzv. chmelovy extrakt, zase pivo
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obohacuje o hotké kyseliny a vonné latky. Nejdalezitéjsi ¢lanek vyrobniho postupu
ptedstavuji specialni kvasinky, které se od Kklasickych lisi tim, Ze produkuji jen velmi
malé mnozstvi alkoholu. I kdyz je tedy délka kvasného procesu piiblizné stejné jako pfi
vafeni normalniho piva, alkoholu se pfi ném uvolni mnohem méné. Touto cestou
vznikne napoj, ktery obsahuje minimum alkoholu, ale diky délce kvaSeni se zaroven
muze chlubit vSemi vlastnostmi tradicniho Ceského piva — plnosti chuti, fizem,

piijemnou hoikosti. Toto pivo mé obsah alkoholu 0,49 %.
Vzorek €. 10.

Vzorek ¢. 10.je nealkoholick¢ pivo, jehoz chut je tak blizko pivu
alkoholickému, zZe jej od n¢j témét nerozeznate. Diky tradi¢nimu vyrobnimu postupu si
kromé& pavodni pfijemné hotké chuti piva zachovéava ivyraznou sladovou vlni

a bohatou pénu. Toto pivo méa obsah alkoholu 0,5 % a je pasterovano.
Vzorek €. 11.

Toto pivo je svétlé nealkoholické s jemné hoikou chuti a vyraznym fizem, jeho

obsah alkoholu neptesahuje 0,49 % a hotkost se pohybuje okolo 25 BU.

Cislo obsah alkoholu
vzorku typ (%)
1 nefiltrovany 5.0
2 leZak 5.0
3 nefiltrovany 4.0
svétlé
4 vycepni 4.0
5 nefiltrovany 5.0
6 filtrovany 4.0
7 nefiltrovany 4.8
8 nefiltrovany 5.0

Tabubka ¢. 3 Piehled pouzitych vzorkl piva

4.2 Zpracovani vzorki pro analyzy

Vzorky piva pro vSechny analyzy byly pfed vlastnim méfenim sonifikovany za

ucelem odstranéni oxidu uhli¢itého. Dale bylo pivo fedéno nebo koncentrovano dle
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pozadavkul urcité metody. Pro analyzu na BS 200 byly pouzity vzorky jak plného piva
tak 1x fedéného v ACS vodé. Pii identifikaci proteinti na SDS-PAGE gelu byly vzorky
2x koncentrovany odpafenim. Pro analyzu proteini pomoci MALDI TOF byly vzorky
nejprve precipitovany, dale byl pro stanoveni pouzity vzorky z SDS-PAGE gelu. Pro
analyzu flavonoidu a fenold na LC/MS byly vzorky pouze sonifikovany ale déle nijak

nefedény.

4.3 Pouzité metody

1. Automaticka spektrofotometricka analyza

Automaticka spektrofotometrickd analyza byla provedena pomoci pfistroje BS-
200 Chemistry Analyzer, ktery se sklada z automatického spektrofotometru, ktery je
slozeny z kyvetového prostoru, reagenéniho prostoru s karuselem pro reagencie a
pfipravu vzorkil (temperovany na 4+1 °C) a optického detektoru. Jako zdroj svétla
slouzi halogeno-wolframova Zarovka. Pomoci robotického ramene s davkovaci jehlou je
zabezpecen prenos vzorkl a reagencii. Automatickym michadlem dochazi k michani
vzorku a ¢inidla o objemu 2-45 pl. Kontaminace je minimalizovana diky proplachovani
davkovaci jehly a michadla proudem Milli-Q vody. Pro detekci bylo mozné vyuzit
vlnovych délek: 340, 405, 450, 510, 546, 578, 630, 670 nm. Zafizeni je kontrolovano
pomoci softwaru BS 200 [48] [21].

Stanoveni celkovvch proteinu

e Stanoveni celkovych proteinii pomoci Biuretovy metody

Stanoveni celkovych proteini pomoci této metody je podrobné popsano v publikaci
Strickla.R, Freeman et al. 1961. Principem je reakce peptidové vazby s Cu™ v
alkalickém prostiedi za tvorby modrofialového zbarveni.

Do kyvety bylo napipetovano 150 pl biuretova ¢inidla (100mM vinan sodno-
draselny, 100mM NaOH, 15mM KI, 6mM CuSQ,) a nasledné byly napipetovany 3 ul

vzorku. Po 5 min inkubace pii 37 °C byla zméfena absorbance pii vinové délce
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A =546 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance samotné reagencie a hodnoty
absorbance po 5 minutové inkubaci se vzorkem [49].

Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Vysledek antioxida¢ni aktivity byl vyjadien jako ekvivalent kyseliny gallové.

Napoj mél takovy antioxidacni potencial jako nasobek koncentrace kyseliny gallové.

e Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity pomoci DPPH’ testu

Principem tohoto testu je schopnost stabilniho volného radikalu DPPH" (2,2-difenyl-
1-pikrylhydrazyl) reagovat s donory vodiku. DPPH" vykazuje silnou absorpci v UV-
VIS spektru. Pii tomto testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (R’)
roztok odbarvi dle nasledujici reakce DPPH'+ AH — DPPH-H + A", DPPH’ + R" —
DPPH-R.

Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 pl reagencie R1 (0.190 mM 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazyl- DPPH’, 50% DMSO (dimethylsulfoxid), 10mM acetatovy pufr, pH 4),
nasledné bylo pfidano 15 ul méfeného vzorku. DPPH’ vykazuje silnou absorpci v UV-
VIS spektru. Absorbance byla méfena 5 minut pfi A = 510 nm. Pro vypocet bylo pouzito
hodnoty absorbance pied ptidanim vzorkd (2. minuta méteni) a hodnoty absorbance po

7 minutach [50].

e Stanoveni obsahu celkovych fenolu s pouZitim Folin-Ciocalteho ¢inidla

Jednd se o spektrofotometrickou metodu, kterd se vyuziva pro celkové stanoveni
antioxida¢ni aktivity. Princip spoéiva v oxidaci fenolickych latek v alkalickém
prostiedi, kdy ze Zluté fosfowolframové heteropolykyseliny vznika modry komplex,
jehoz maximalni absorpce je zavisla na kvantitativnim a kvalitativnim slozeni
fenolickych smési. Folin-Ciocalteho ¢inidlo obsahuje slouceniny, které jsou schopny
reagovat s fenolickymi slou¢eninami. Pfi reakci dochazi k redukci latky na chromogeny,
které jsou méfeny pii absorbanci v rozmezi vinovych délek 700 — 760 nm. Jako
standard slouzi kyselina gallova. Vysledna hodnota se ptepocitava na ekvivalentni

mnozstvi kyseliny gallové.
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Do plastovych kyvet bylo pipetovano 316 pul reagencie R1 (3,75% Folin-Ciocalteho
¢inidla v destilované vod¢), nasledné bylo pfidano 4 ul méteného vzorku. Reakce byla
odstartovana pfiddnim 80 pl reagencie R2 (10% Na,COs; v destilované vodg).
Absorbance byla méfena 10 minut pii A = 670 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty
absorbance pred pfidanim vzorkd (2. minuta méfeni) a hodnoty absorbance po
7 minutich. Vysledna absorbance analyzovaného vzorku byla vyjadiena jako GAE-g-1

(Gallic Acid Equivalents), ekvivalentni mnoZzstvi kyseliny gallové na 1 g vzorku [51].

¢ Ellmanova spektrofotometricka metoda.

Pro stanoveni sulfhydroxilovych skupin (-SH) byla pouZita Ellmanova metoda. Do
kyvety bylo napipetovano 277 ul Ellmanovho ¢inidla-R1 kyselina-DTNB (2mM 5.5’-
dithiobis (2-nitrobenzoova)) v 50mM Na,(CH3C0OO),), nasledné bylo ptidano 10 pl
méteného vzorku. Reakce byla zahajena piidanim 33 pl reagencie R2 (1M Tris, pH 8).
Podstatou stanoveni je reakce Ellmanova ¢inidla s -SH skupinami stanovované latky za
vzniku ekvivalentniho mnoZzstvi 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB?). Smés byla
inkubovéana 5 minut pii 37 °C, absorbance byla méfena pii A = 405 nm. Pro vypocet
bylo pouZzito hodnoty absorbance samotné reagencie R1 a hodnoty absorbance po 5

minutové inkubaci se vzorkem[52] [51].

2. HPLC Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Technologies, Palo Alto,
USA).

Analyza vybranych latek ze skupiny fenoli a flavonoida byla provedena pomoci
kapalinoveho chroamatografu Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Technologies,
Palo Alto, USA), ktery byl piipojen k trojitému kvadrupolovému hmotnostnimu
detektoru s ionizaci ESI.

Systém byl sestaven:

0 Odplynovac¢ Agilent Technologies 1200 Series (model G1379B),

o Binarni pumpa Agilent Technologies 1200 Series (model G1312B),
0 Autosampler Agilent Technologies 1200 Series (model G1367D),
o]

Termostat na kolonu Agilent Technologies 1200 Series (model G1316B),
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o Detektor diodového pole Agilent Technologies 1200 Series (model G1315C),
0 Trojity kvadrupol 6460 Triple Quad LC/MS (model G6460A).

Pro separaci byla pouZita kolona ZORBAX EC 18 o rozmérech 50 x 3.0 mm s velikosti

¢astic 2.7 um.

Separace vybranych fenolickych slou¢enin:

Mobilni faze byla sloZzena z A: 100% methanolu a B: 0.2% kyseliny octové.
Déle byl pouZzit line&rni gradient: 0.00 min (85%B), 0.17 min (85%B), 0.50 min
(75%B), 1.70 min (70%B), 4.00 min (70%B), 6.00 min (85%B). Prutok mobilni faze

byl 0.6 ml/min a kolona byla termostatovana na 45 °C.

Parametry trojitého kvadrup6lu: ESI: negativni méd, teplota plynu: 300 °C, priitok
plynu: 12 I/min, nebulizer: 45 psi, teplota zaostfovaciho plynu: 250 °C, prutok

zaosttovaciho plynu: 11 1/min, napéti na kapilare: 3500 V.

Separace vybranych flavonoidnich slouc¢enin:

Mobilni faze se skladala z A: 100% acetonitril a B: 0.2% octovéa kyselina. Byl pouZit
linearni gradient: 0.0 min (80%B), 0.3 min (40%B), 1.4 min (0%B), 1.8 min (80%B).

Pratok mobilni faze byl 0.7 ml/min a kolona byla termostatovana na 60 °C.

Parametry trojitého kvadrupo6lu: ESI: negativni méd, teplota plynu: 350 °C, priitok
plynu: 12 I/min, nebulizer: 45 psi, teplota zaostfovaciho plynu: 300 °C, prutok

zaosttovaciho plynu: 11 1/min, napéti na kapilare: 3500 V.

3. SDS-PAGE elektroforéza
Elektroforeticka separace byla provadéna pomoci aparatury Mini Protean Tetra Cell
o rozmérech gelu 8,3 x 7,3 cm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Separa¢ni gel byl o koncentraci 12,5 % (m/V)
Slozeni: Acrylamid/Bis-acrylamid 30% roztok, 1,88M TRIS/HCI, 0,5% SDS, Milli-Q

voda, N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin, peroxosiran amonny
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Zaostfovaci o koncentraci 5% (m/V)
Slozeni: Acrylamid/Bis-acrylamid 30% roztok, 0,625M TRIS/HCI, 0,5% SDS, Milli-Q

voda, N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin, peroxosiran amonny

Polymerace separacniho i zaostfovaciho gelu byla provadéna za pokojové
teploty po dobu 45 minut. Vzorky byly inkubovany pii 95 °C, 5 min. v neredukujicim
pufru (20% glycerol, 0.1% bromfenolova mod#, 50mM Tris-HCI, 2% SDS, pH 6.8)
v poméru 2:1. Pro uréeni molekulové hmotnosti jsme pouzili protein ladder #7703 from
New England Biolabs. Elektroforéza probihala za podminek 180 V, 30 minuta 20 ° C v
Tris-Glycine running pufru (0.025M Trizma-base, 0.19 mol/L glycin a 3.5 mmol/L
SDS, pH 8.3). Nasledn¢ byl gel obarven Coomassie Brilliant Blue R250, barveni

stiibrem a Sypro ruby. Tyto tfi metody byly vybrany kvili rozdilné citlivosti barveni.

Barveni Coomassie Brilliant Blue R-250

Postup barveni:

1. Gel zahtat s roztokem A (0,05 g Briliant Blue R, 25 ml isopropanol, 10 ml
kyselina octova, 65 ml milli-Q voda) po dobu 1,5 minuty do varu.

2. Nechat 5 minut inkubovat, vylit roztok A a proplachnout vodou.

3. Nalit roztok B (0,005 g Briliant Blue R, 10 ml isopropanol, 10 ml kyselina
octova, 80 ml milli-Q voda), zahtivat do varu cca 1,5 minuny.

4. Proplachnout vodou, a zahfivat v roztoku C (0,002 g Briliant Blue R, 10 ml
isopropanol, 90 ml milli-Q vody).

5. Zahfiivat s roztokem D (10 ml kyselina octova, 90 ml milli-Q voda ) a nechat 5
minut inkubovat, tento krok opakovat dle potieby.

Barveni stfibrem

Postup barveni:
1. Inkubace 45 minut v roztoku A (5,7 ml kyselina octova, 32 ml methanol, 0,5
37% formaldehyd), promyt milli-Q vodou.
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2. 3x10 minut v roztoku B (250 ml nethanol, 250 ml milli-Q voda), po treti
inkubaci v roztoku B promyt milli Q vodou.

3. Inkubace 60 sekund v roztoku C (0,1g thiosiran sodny), a proplachovat milli-Q
vodou po dobu 20 sec.

4. Inkubace 20 minut v roztoku D (1 g dusi¢nan stiibrny, 0,38 ml 37%
formaldehyd) a poté rychle proplachnout milli-Q vodou.

5. Inkubace v roztoku E, po dosazeni cileneho barveni proplachnout milli-Q vodou

a fixovat roztokem F (32 ml methanol, 5,7 ml kyselina octova).

Barveni SYPRO Ruby

Chemikalie:  Reagent-grade metanol, Reagent-grade kyselina octova, Trichloroctova

kyselina, Milli-Q voda

Postup barveni

zakladni
chemikalie protokol rychly protokol
50% metanol, 7% kyselina
Fixace octova 100 ml, 30 min. 100 ml, 15 min.
100 ml, 15 min.
Barveni SYPRO Ruby gel stain 60 ml, 12 hod. 60 ml

30 sec. ohfev
30 sec. odstat
30 sec. ohfev
5 min. odstat
30 sec. ohfev
23 min. odstat
10% metanol, 7% kyselina
Promyvani octova 100 ml, 30 min. 100 ml, 30 min
Tabulka. ¢. 4 Postup barveni SYPRO Ruby

4. MALDI-TOF MS analyza odsolenych vzorkl piv

Hmotnostni analyza byla provedena na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru
Bruker ultrafleXtreme (Bruker Daltonik GmbH, Némecko). Jako matrice byly pouzity
roztoky kyselin a-kyano-4-hydroxyskoticové (HCCA) a 2,5-dihydroxybenzoové (DHB)
0 koncentraci 20 mg/ml v 50% acetonitrilu (ACN) a 0,1% kyseliné trifluoroctové
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(TFA). Mikrovialky s roztoky matric byly pii laboratorni teploté vloZzeny na 2 minuty
do ultrazvukové 1azn¢ Bandelin 152 Sonorex Digital 10P (Bandelin electronic GmbH,
Némecko) nastavené na 50% intenzitu. Na MALDI desku MTP 384 (Bruker) byl vzdy
nanesen nejprve 1 pl pfipraveného vzorku a po uschnuti pii laboratorni teploté a
atmosférickém tlaku byl nanesen 1 pl roztoku matrice. Pro kalibraci pfistroje byla na
MALDI desku nanesena smés kalibracnich peptidi a proteinti (Bruker). Profilova
hmotnostni spektra jednotlivych vzorkl piv byla métfena v linearnim pozitivnim modu v
rozsahu 1-100 kDa. Pro peptidové mapovani (peptide mass fingerprinting) byly extrakty
peptidt po trypsinaci vzorkd v gelu analyzovany v reflektronovém pozitivnim modu v
rozsahu 700-8000 Da. Zprimeérovano bylo vzdy 1000 hmotnostnich spekter z jedné
skvrny. Vykon laseru byl nastaven 5-10 % nad prahovou hodnotu [53].

Odsoleni vzorkl piv pomoci ZipTip C18 Spicek

Pfed hmotnostni analyzou byly vzorky piv upraveny odsolenim a
zkoncentrovanim pomoci ZipTip C18 S$picek (Merck spol. s r.o. — divize Merck
Millipore, CR) podle ndvodu pfilozeného k baleni [53].

Trypsinace vzorkl piv v gelu

Pro peptidové mapovani (PMF) bylo potieba specificky nastépit proteiny v gelu
z SDS-PAGE. Vybrané proteiny byly vyfiznuty skalpelem z gelu a vyfezky byly
pfemistény do cistych mikrovialek, na kazdy vyfezek piipadla jedna mikrovialka.
Nasledné byla provedena trypsinace v gelu podle protokolu Shevchenka a kol. [53].
Trypsinace probihala 14 h. pii 37 °C. Po trypsinaci byly peptidy extrahovany pomoci
0,1% TFA v 50% ACN. Ptfed nanesenim na MALDI desku bylo provedeno odsoleni
pomoci ZipTip C18 Spicek.

Peptidové mapovani (PMF)

Pro porovnani hmotnostnich spekter peptidi po trypsinaci s proteomickymi
databazemi byl vyuzit MASCOT Server (Matrix Science, MA, USA). Jako srovnavaci

databaze byla zvolena SwissProt databaze. Byly zadany nasledujici parametry: trypsin
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jako pouzity peptid, vynechani jednoho §tépného mista trypsinem, oxidace methioninu
jako variabilni modifikace, monoizotopické piky, tolerance hmotnosti peptidli + 0,1 Da
a hmotnosti pikli byly zadany jako MH". Statisticky vyznamné vysledky identifikace

m¢ély score vyssi nez 70 [53].
5. VYSLEDKY A DISKUZE

1. Stanoveni proteinii piva

Vysledky z SDS-PAGE elektroforézy potvrdily pfitomnost typickych
majoritnich proteini Zejména Proteinu Z coZ je albuminova bilkovina s molekulovou
hmotnosti 40 kDa v pivu zastava 10 — 20 % vSech nedialyzovatelnych bilkovin a je
piiblizné z jedné tietiny glykosilovan. Dal$i vyznamnou bilkovinou je Lipid Transfer
Protein 1(LPT1), polypeptid, jehoZ molekulova hmotnost je 9660 Da a patii mezi
albuminoveé bilkoviny se schopnosti inhibovat sladove cysteinové endoproteasy. Lipid
Binding Proteins (LBP) jsou proteiny s hmotnost piiblizné 13 kDa vdzané na bunécéné
membrané. Mezi dalSi vyznamné proteiny patii hordeiny, hlavni zasobni bilkoviny
jeCmene, slozené z polymorfni smési n€kolika slozek, predstavuji vysokomolekularni
(> 51 kDa), sttednémolekularni (29 -51 kDa) a nizkomolekularni (< 29 kDa) latky. Tyto
latky maji negativni vliv na vznik koloidnich zakali piva.

Témér vSechny suroviny pouzité ve vyrobé piva obsahuji obrovskou skalu
bilkovin, ale pouze minimum piechazi pies proces vyrobu az do finalniho produktu. To
co nakonec piejde do finalniho vyrobku piva, tedy zalezi na pouzité technologii a
vstupnich surovinach, toto je tedy moZznost jak vyuzit stanoveni proteinli pomoci SDS-
PAGE k analyze identifikaci piva ke stanoveni jeho jakosti. Z vysledku je patrné Ze
nelze ucinné oddélit vSechny frakce proteinii a ani detailn€é analyzovat proteinové
sloZeni piva. Proto je nutné pouzit dalSi techniky. Dale lze z gelt poukazat na rozdil
mezi nealkoholickymi pivy (vz. €. 9, 10, 11) kde je na prvni pohled zfejmé Ze tato piva

obsahuji mnohem méné bilkovin nez piva alkoholicka.
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Obrazek ¢. 13 Barveni SYPRO Ruby

Vysledky z SDS-PAGE elektroforézy potvrdily pfitomnost typickych
majoritnich proteinti v porovnani s dostupnou literatury. Elektroforeticky byla potvrzena

dana velikost proteint.

2. Stanoveni antioxidacni aktivity, celkovych thioli, celkovych fenoli a

celkovych bilkovin.

Stanoveni antioxida¢ni aktivity bylo provedeno u vSech vzorkti metodou DPPH’.
Jak je zobrazku ¢. 14 viditelné u vzorki piva 1 - 8 coZ byla piva filtrovana a
nefiltrovana byla antioxida¢ni aktivita téméf stejna, pohybovala v rozpéti 24,77 mg/l do
26,65 mg/l. Zatimco u piva nealkoholického, (vzorky 9 — 11) byly hodnoty v rozmezi
13,71 mg/l do 18,97 mg/l coz je v porovnani s pivy alkoholickymi mnohem nizsi.
Stanoveni obsahu celkovych fenolti bylo provedeno reakci s Folin-Ciocalteauovym
¢inidlem. Ziskané vysledky byly nejprve pifepocteny na ekvivalentni mnozstvi kyseliny
antioxida¢ni aktivitu méla piva nealkoholickd (vz. 9 — 11). U vzorki 7 a 8 byla
pozorovana zvysend aktivita (423.64 a 423.56 mg/l), jednalo se o piva nefiltrovana

pochazejici z mensich pivovard vzorek ¢. 1 mél také zvySenou aktivitu jeho hodnota
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byla 393.24 mg/l. U vzorka 2 — 6 se hodnoty pohybovaly v rozmezi 363.18 mg/l a
317.39 mg/l.

DPPH

30

24

18

12

koncetrace (mg/l)

=3}

Obréazek ¢. 14 vysledky stanoveni antioxida¢ni kapacity (DPPH")

celkové fenoly

koncetrace (mg/l)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrézek ¢. 15 Vysledky stanoveni celkovych fenoli

Pro stanoveni SH skupin byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda.

Vysledky jsou znazornény na obrazku €. 16. Vysoké koncentrace thiolti byla stanovena

u vzorka 9 — 11 (nealkoholické piva), kde se hodnoty pohybovaly v rozmezi
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6,52— 9,45 mg/l. Pti srovnani vzorkii filtrovanych a nefiltrovanych miizeme zde
zaznamenat rozdil hodnot, kdy v ptipadé vzorki 1 a 2, (vzorky pochézely od stejné
firmy, ale prvni bylo nefiltrované), miZzeme pozorovat u nefiltrovaného vzorku narist
koncentrace thiolt. To stejné plati pro vzorky 3 a 4. Opa¢ného trendu bylo dosazeno u

vzorkd 5 a 6, kde prvni vzorek byl nefiltrovany a druhy filtrovany, zde je koncentrace

thiolti vyssi u filtrovaného piva.

celkové thioly

koncetrace {mg/1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrézek ¢. 16 Vysledky stanoveni celkovych thiolt

Stanoveni celkovych proteintt bylo provedeno pomoci Biuretovy metody a
graficky jsou znazornény na obr. ¢. 17. Z grafu vypliva, ze nejméné bilkovin obsahuji
vz. ¢. 3 (pivo nefiltrované) a vz. ¢. 9, 10, 11 (piva nnealkoholickd) tato piva se
pohybovala v rozmezi 3350 az 3452 mg/l. Timto byly ovéteny hodnoty na SDS-PAGE
elektroforéze. Nejvice bilkovin obsahoval vz. ¢. 1 (5660 mg/l) a vz. ¢. 7 (5222 mg/l),

kdy se jednalo o nefiltrovana piva. Vzorky €. 2, 4, 5, 6 a 8 se pohybovala v rozmezi
4165 mg/l a 4653 mgl/l.
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Obrézek ¢. 17 Vysledky stanoveni celkovych bilkovin

Zjisténé hodnoty antioxida¢ni aktivity ziskané pomoci metody DPPH se pohybuji
v rozpéti hodnot 13,71-26,65 mmol/l kdy u piv nealkoholickych byla tato hodnota
nejnizsi. Vétsina studii, naptiklad studie [48], [54] ,udava vysledek antioxidaéni
aktivity stanovené pomoci DPPH’ testu a metody FRAP, jako ekvivalent troloxu.
V predkladané diplomové praci byla naméfena antioxidacni aktivita piepoctena na
ekvivalem kyseliny gallové. Namétené vysledky tedy nelze s dostupnou literaturou
srovnavat.

Obsah celkovych fenoli v pivech alkoholickych (filtrované, nefiltrované) a
nealkoholickych byl v rozmezi 147,66-423,62 mg/l, kdy u piv nealkoholickych byla
hodnota mnohem nizsi. V diplomoveé praci [55] kde byla provadéna podobna analyza
byly naméteny podobné hodnoty. Rozdily v hodnotach mohou byt zpusobeny rozdilnou
pripravou.

V piipadé obsahu bilkovin v pivu nebyla nalezena Zadna studie kterda by se
zabyvala stanovenim obsahu bilkovin v pivu[23]. Nicméné vétSina vyrobct piva
deklaruje obsah bilkovin, dle uvedenych hodnot na etiketdch vyrobky byly némi

namétfené hodnoty podobné.

3. Stanoveni koncentrace vybranych fenolickych a flavonoidnich slouc¢enin

Na obrazku ¢. 18 je vyobrazena stanovena koncentrace eridiktiolu ve vzorcich piva.

Z grafu je patrné, ze u vzorku ¢. 5, 6, 7, 8 jsou mnohem vyssi hodnoty neZ u ostatnich
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vzorkd piva. Tyto piva pochazela z malych pivovaru, a az na vz. ¢. 6 (filtrovany).

v

~ v

nealkoholického piva (9, 10, 11) aZ na vzorek 10 vykazovaly niZsi hodnoty v porovnani
s alkoholickymi pivy.
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Obrézek ¢. 18 Vysledky stanoveni celkovych bilkovin

Graf na obrazky ¢. 19 ukazuje koncentrace apigeninu. Na prvni pohled je vidét
vyrazna koncentrace u vz. ¢. 1 jedna se o nefiltrované pivo vyrobené ve velkém
pivovaru. Nelakoholicka piva (9, 10, 11) maji koncetraci tak jako u pfedchozich latek

niZsi, ale ne v takovém rozdilu. U ostatnich druhti piv byly hodnoty téméf vyrovnané.

apigenin
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0.0090

0.0060

koncentrace (ug/ml)

0.0030

0.0000
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Obrézek ¢. 19 Vysledky stanoveni koncentrace apigeninu
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Jednotlivé koncentrace dihydrokaemferolu jsou zndzornény na obrazku ¢. 20. U
vz. ¢. 1, 7 a 8 lze pozorovat, oproti ostatnim druhtim piva, zvysené hodnoty koncentrace

dihydrokaemferolu. VSechny tfi vzorky piva byla nefiltrovana a jejich hodnoty se

5,9a1ll.

dihydrokaemferol

0.0030

0.0020
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0.0010

0.0000
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Obrazek ¢. 20 Vysledky stanoveni koncentrace dihydrokaemferolu

V grafu na obrazku ¢. 21 lze pozorovat vysoké hodnoty koncentrace u vz. ¢. 5, 7
a 8. Tyto piva pochazi z malych pivovari. Vzorky ¢. 9, 10 a 11 jsou nealkoholicka piva

a jejich koncentrace homoeriodiktolu je niz$i oproti piviim alkoholickym.

homoeriodiktiol
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Obrézek ¢. 21 Vysledky stanoveni koncentrace homoeriodiktolu
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Jednotlivé koncentrace naringenin chalkonu jsou zndzornény na obrazku ¢. 22.

Vysoké koncentrace byly zaznamenany u vz. €. 1, 5, 6, 7 a 8 vSechny tyty vzorky krom¢é

vz. €. 6 jsou piva nefiltrovana. U piv nealkoholickych (9, 10, 11) byla zaznamenana

opét niz8i koncentrace v porovnani s pivy alkoholickymi.
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Obrézek ¢. 22 Vysledky stanoveni koncentrace naringenin chalkonu

Vv

Nejvyssi koncentrace pentahydroxychalkonu byla u piv 6, 7 a 8. Nejnizsi

koncentrace byla naméfena u vzorku €. 2, coz bylo pivo filtrované vyrobené ve velkém

pivovaru. Ostatni vzorky se téméf neliSily.

pentahydroxychalkon

0.0040
0.0030

0.0020
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Obrazek ¢. 23 Vysledky stanoveni koncentrace pentahydroxychalkon

V grafu na obrazku ¢. 25 Ize pozorovat vysoké hodnoty koncentrace rutinu u

vz.¢. 6, 7 a 8. Osotatni alkoholicka piva ( vz. ¢. 1, 2, 3, 4, 5) maji téméF shodné
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hodnoty. Oproti ostatnim obsazenym latkam je zde vidét Ze nealkoholickad piva maji

vy3Si hodnoty v porovnani s alkoholickymi pivy vyrobenymi ve velkych pivovarech.

rutin
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koncentrace (ug/ml)
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0.00
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Obrézek ¢. 25 Vysledky stanoveni koncentrace rutinu

Graf na obrdzku ¢. 26 ukazuje koncentrace 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Na prvni

pohled je vidét vyraznd koncentrace u vz. ¢ 11 coz je nealkoholické pivo. Dale byly

¢. 1,2, dale pak 3 a4, 5 a6 zde piva pochazela od stejného vyrobce a mizeme tady

sledovat rozdil koncentraci u piva nefiltrovaného a filtrovaneho.

3,4-dihydroxybenzaldehyd
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Obrézek ¢. 26 Vysledky stanoveni koncentrace 3,4-dihydroxybenzaldehydu
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Na obrazku ¢. 27 je vyobrazena stanovena koncentrace chlorogenové kyseliny
ve vzorcich piva. U vzorkd ¢ 9, 10 a 11 je vidét téméf totoznd koncentrace

chlorogenové kyseliny u nealkoholickych piv. Nejvyssi koncentrace byla stanovena u

vyrabénych ve velkych pivovarech atouvz. ¢. 1, 2, 3, 4.

chlorogenova kys.

koncentrace (ug/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrézek ¢. 27 Vysledky stanoveni koncentrace chlorogenové kyseliny

Z grafu vypliva, ze nejméné kyseliny krypto-chlorogenové obsahuji vz. ¢ 1, 2, 3
a 4 tyto piva pochézi z velkych pivovart. Nejvyssi hodnoty byly opét naméfeny u
vzorkl piva pochazejicich z mensich pivovari. U vzorkl nealkoholického piva (9, 10,

11) byly naméfené koncentrace také velmi nizké.
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Obrézek ¢. 28 Vysledky stanoveni koncentrace krypto-chlorogenové kyseliny

Celkova koncentrace kyseliny ferulové je znazornéna v grafu na obrazku ¢. 29.

v v

pochazejici od stejného vyrobce, maji téméf stejné vysokou koncentraci, cozZ Ize tvrdit i

u vzorku ¢. 5 a 6 kde se koncentrace také témeéf nelisila.
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Obrézek ¢. 29 Vysledky stanoveni koncentrace ferulové kyseliny

Graf na obrazku ¢. 30 ukazuje koncentrace gallové kyseliny. Na prvni pohled je

vidét vyraznd koncentrace u vzorkii pochazejicich z mensich pivovara (5, 6, 7, 8). U

vzorku €. 1 je viditelna vyssi koncentrace oproti ostatnim pivim vyrobenych ve velkych

pivovarech.

53



gallova kys.
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Obrézek ¢. 30 Vysledky stanoveni koncentrace gallové kyseliny

Jednotlivé koncentrace neochlorogenové kyseliny jsou znazornény na obrazku

[@X3

. 31. Vysoké koncentrace byly zaznamenany u vz. ¢ 5, 7, 8, s nejvyssi hodnou u vzorku

[@X3

. 6. Velmi nizké koncentrace byly vzorka 1, 2, 3, a 4 coz byla piva pochazejici

z velkych pivovart. Nealkoholicka piva méla oproti nim o néco vyssi koncentraci.
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Obrézek ¢. 31 Vysledky stanoveni koncentrace neochlorogenové kyseliny

Podobny trend jako u kyseliny ferulové (graf na obrazku ¢. 29) muizeme

pozorovat i u kyseliny p-kumarové obrazek ¢. 32, kde nejnizsi hodnoty byly detekovany
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u nealkoholickych piv (9, 10 ,11). Vzorky 3 a 4 pochézeji od stejného vyrobce, maji

témet stejné vysokou koncentraci coz Ize tvrdit i u vzorkli €. 5 a 6.

p-kumarova kys.

koncentrace (ug/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrazek ¢. 32 Vysledky stanoveni koncentrace p-kumarové kyseliny

Na obrazku ¢. 33 je vyobrazena stanovena koncentrace p-hydroxybenzaldehydu
ve vzorcich piva. U vzorkil ¢ 2 a 6 coz jsou piva filtrovana je nejvyssi koncentrace p-

hydroxybenzaldehydu. Nizsi koncentrace byly naméfeny ve vzorcich nealkoholického
piva (9, 10, 11)

p-hydroxybenzaldehyd
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Obrézek ¢. 33 Vysledky stanoveni koncentrace p-hydroxybenzaldehydu
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Graf na obrazku ¢. 34 ukazuje koncentrace p-hydroxybenzoové kysliny. Na
prvni pohled je vidét nizka koncentrace u vz. ¢ 9, 10 a 11 u nealkoholickych piv.
Nejvyssi koncentrace méla opét piva od malych pivovaru ( 5, 6, 7, 8) U piv z velkych

pivovaru (1, 2, 3, 4) Ize vidét nizsi koncentraci.
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Obrézek ¢. 34 Vysledky stanoveni koncentrace p-hydroxybenzoové kysliny

Koncentrace kyseliny protokatechové jsou vyobrazeny na obrazku ¢&. 35.

v v

10,11). Pomérn¢ vyssi je koncentrace je u vzorkd zpiv vyrobenych v menSich
pivovarech, az na vz. ¢. 1, ktery pochazi z velkého pivovaru.

protokatechova kys.
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Obrazek ¢. 35 Vysledky stanoveni koncentrace protokatechové kyseliny
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Jednotlivé koncentrace salicylové kyseliny jsou znazornény grafem na obrazku
¢.36. Nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u piv nefiltrovanych vyrobenych v menSich
pivovarech (7, 8). Pomérné nizkou hodnotu koncentrace miuZzeme zaznamenat i U
nealkoholickych piv (9, 10, 11). U piv vyrobenych velkovyrobou (1, 2, 3, 4)
pozorujeme podobnou koncentraci.

salicylova kys.

koncentrace (ug/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrazek ¢. 36 Vysledky stanoveni koncentrace salicylové kyseliny

Na obrazku ¢. 37 je vyobrazena stanovena koncentrace sinapové kyseliny ve
vzorcich piva. U vzorka ¢. 9, 10 a 11 je vidét, ze nealkoholicka piva obsahuji mizivé
mnozstvi této kyseliny. U vzorkl piva nefiltrovanych a sou¢asné vyrobenych v malych
pivovarech ( 5, 7, 8) pozorujeme nejvyssi hodnoty koncentrace.
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Obrézek ¢. 37 Vysledky stanoveni koncentrace sinapové kyseliny

Jednotlivé koncentrace syringové kyseliny jsou zndzornény grafem na obrazku
¢.38. Nejvyssi hodnoty byly zaznamenany u piva ¢. 1, kdy byla naméfena hodnota
0,28 pg/ml o néco nizsi hodnoty byly naméfeny u vzorki ¢. 6, 7 a 8 zde se jednalo o

v v

piv nealkoholickych (9, 10, 11).
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Obrézek ¢. 38 Vysledky stanoveni koncentrace syringové kysliny

V grafu na obrazku ¢. 39 jsou stanoveny koncentrace vanilinu. Jiz na prvni

pohled lze vidét, Ze nejvyssi hodnotu ma vzorek ¢. 6. Jedna se vzorek filtrovaného piva

58



a jeho koncentrace je 0.0649 pg/ml. Vzorek ¢ 5 je nefiltrované pivo, které pochazi od

stejného vyroce ale jeho koncentrace je nékolikanasobné niZsi.
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Obrézek ¢. 39 Vysledky stanoveni koncentrace vanilinu

Koncentrace kyseliny kavové je na obrazku ¢. 40. Na prvni pohled je vidét
vysoka koncentrace u vzorki ¢. 5, 6, 7 a 8 kdy se jedna o koncentraci k. kavové u piv

vyrobenych v malych pivovarech. U ostatnich druhti piva je koncentrace téméF
vyrovana.
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Obrézek ¢. 40 Vysledky stanoveni koncentrace kavové kysliny
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hodnoty byly detekovany u piv nealkoholickych (9, 10, 11). U piv, ktera jsou vyrabéna
v menSich pivovarech (5, 6, 7, 8) byla koncentrace vysSi v porovnani s pivy vyrabénymi

ve vétsich pivovarech (1, 2, 3, 4)

vanilova kys.
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Obrézek ¢. 41 Vysledky stanoveni koncentrace vanilové kyseliny

Obsah fenolu a flavonoida se v literaturach 1isi [22] [56], protoZe kazdy druh piva
ma svou specifickou vyrobu a pivo je zde vyrdbéno dle urcitych receptur a postupt
vyroby. Velmi také zavisi na pouzitych surovinich, odkud pochézely a jak s nimi

behem vyroby bylo zachazeno.
4. Identifikace proteinii pomoci MALDI TOF

Z hmotnostnich spekter vzorkd piv po upravé formou odsoleni pomoci ZipTip
C18 spicek vyplynulo, ze vSechny analyzované vzorky obsahuji proteiny/polypeptidy s
molekulovou hmotnosti kolem 9660 Da (pravdépodobné odpovida proteinu LTPI),
7240 Da a 2548 Da. U vzorkt piv 9 a 11 byly déle pozorovany relativné intenzivni piky
kolem 5890 Da. Lze konstatovat, ze dané vzorky se pfili$ nelisi v kvalitativnim slozeni
proteini/polypeptidi do 12 kDa. Nad 12 kDa nebyly detekovany zadné piky, coz mize
byt zptisobeno nizkou koncentraci vysokomolekularnich proteint, jejich nedostate¢nym
odsolenim, piipadné jejich ulpénim na vnitini sténé $picky nebo v sorbentu. Blizsi
identifikace proteinti byla provedena z SDS-PAGE gelu.
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Obrézek ¢. 42 MALDI-TOF hmotnostni spektra pivnich vzorka 1, 2 a 3 po odsoleni.
Jako matrice byly vyuZzity roztoky kyselin o-kyano-4-hydroxyskoficové a 2,5-
dihydroxybenzoové
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Obréazek ¢. 43 MALDI-TOF hmotnostni spektra pivnich vzorka 4, 5 a6 po odsoleni.

61



Jako matrice byly vyuZity roztoky kyselin o-kyano-4-hydroxyskoficové a 2,5-

dihydroxybenzoové
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Obréazek ¢. 44 MALDI-TOF hmotnostni spektra pivnich vzorkd 7, 8 a 9 po odsoleni.
Jako matrice byly vyuZity roztoky kyselin o-kyano-4-hydroxyskoficové a 2,5-
dihydroxybenzoové
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Obréazek ¢. 45 MALDI-TOF hmotnostni spektra pivnich vzorka 10 a 11 po odsoleni.
Jako matrice byly vyuZity roztoky kyselin o-kyano-4-hydroxyskoficové a 2,5-
dihydroxybenzoové
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Pro identifikaci proteini bylo vybrano 5 pozic proteini na gelu u vzorku €. 6. Ty
jsou zvyraznény ¢ernymi, resp. ¢ervenym, obdélniky viz obr. ¢. 46. Tyto Useky byly
peclivé vyfezany pomoci skalpelu a jednotlivé vyiezky byly pfeneseny do mikrovialek.
Nasledné byla provedena trypsinace v gelu a peptidové mapovani (PMF) pomoci
protokolu Shevchenka a kol. [49]. Obr. ¢. 47 ,Hmotnostni spektrum® zobrazuje
jednotlivé piky peptidi extrahovanych z nastépeného proteinu v Casti gelu oznaceném
¢ervenym obdélnikem, hmotnosti téchto pikli byly pouzity pro PMF pomoci MASCOT
Serveru. Pouze z téch casti gelu, které byly oznaceny Cervené se podatilo identifikovat
protein se signifikantnim score (75). Jedna se o protein Serpin Z4 vyskytujici se

v Hordeum vulgare.
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Obrézek ¢. 46 SDS-Page gel pro identifikaci stanoveni proteini na MALDI-TOF
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Obrézek ¢. 47 MALDI-TOF hmotnostni spektra jednotlivych peptidi extrahovanych z

nastépeného proteinu vytiznutého z gelu, oznaceny ¢ervenym obdélnikem

V diplomové praci [57] byla provedena identifikace jednotlivych proteint
provedena pomoci MALDI TOF z 2D gelove elektroforézy. V literatuie byly ovéfeny
nase vysledky.
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6 ZAVER

Diplomova prace byla smérovana jako screeningova studie zaméfena na
charakterizaci fenold a flavonoidd, bilkovin a antioxidacni aktivity u piva filtrovaného,
nefiltrovaného a nealkoholického.

Teoretickd ¢ast sumarizuje zakladni informace o pivu, pfedevsim o pouzitych
surovinach, vyrobé, a o biologicky aktivnich latkach, které maji vliv jak na konecny
vyrobek, tak ve vztahu ke konzumentovi.

Experimentalni cCast je zaméfena na stanoveni hlavnich latek piva. Obsah
celkovych fenolickych latek, celkovych flavonoidu, antioxidaéni aktivity a celkovych
bilkovin byl stanoven pomoci automatické spektrofotometrické analyzy, kde vysSi
antioxidacni aktivitu méla piva alkoholickd. Zastoupeni a obsah fenoli a flavonoidi byl
analyzovan  kombinovanou metodou kapalinového chroamatografu  Agilent
Technologies 1200 Series, ktery byl piipojen k trojitému
kvadrupolovéemu hmotnostnimu detektoru s ionizaci ESI. Z vysledku je patrny velky
rozdil mezi pivy alkoholickymi a nealkoholickymi, kde nealkoholicka piva obsahovala
mnohem mén¢ fenolti a flavonoidd v porovnani s pivy alkoholickymi. P#i porovnani
piva vyrobeného ve velkych a piva vyrobeného v malych pivovarech, byly na tom co se
tyCe vyssi koncentrace 1épe piva vyrobena v mensich pivovarech. Obsah proteint byl
analyzovan pomoci 1D elektroforézy, a intenzita proteini na gelu byla ovéfena pomoci
automatické spektrofotometrické analyzy. Dale byla provedena identifikace
jednotlivych proteini pomoci MALDI TOF. Z této analyzy vyplynulo, Ze vSechny
analyzované vzorky obsahuji proteiny/polypeptidy s molekulovou hmotnosti kolem
9660 Da, dale byl identifikovan z 1D gelu protein Serpin Z4 vyskytujici se v Hordeum
vulgare.

Ze vSech provedenych experimenti zaméfenych na srovnavani nefiltrovanych,
filtrovanych a nealkolickych piv, je ziejmé, Ze se nejvice od sebe odliSuji ve sloZeni

biologicky aktivnich latek piva alkoholicka a nealkoholicka.
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SH - sulfhydroxilova skupin

DTNB - .5’- dithiobis(2-nitrobenzoova
TNB2 - 5-thio-2-nitrobenzooveé kyseliny
HPLC - High-performance liquid chromatography
ESI - Electrospray lonization

DHB - 2,5-dihydroxybenzoova

HCCA - a-kyano-4-hydroxyskoticova

PMF - Peptidové mapovani

ACN - acetonitril

TFA - kyseling trifluoroctové

PMF - peptidové mapovani
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