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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva zhodnocenim vlivu odridy jeCmene na obsah lipidi a profil
mastnych kyselin. Byly analyzovany vzorky sladovnického je¢mene a z n¢j vyrobeného
sladu sklizné roku 2022, sedmi odrtd doporuéenych Vyzkumnym ustavem pivovarskym
a sladai'skym, a.s. pro vyrobu piva s chranénym zemépisnym oznaéenim ,,Ceské pivo.

V teoretické Casti prace jsou charakterizovany lipidy a mastné kyseliny, je popsan jejich
vyskyt a vyznam v zrnu je¢mene, zmény s nimi spojené v prubéhu technologie vyroby
sladu a piva a jak tyto zmény mohou ovlivnit vyslednou kvalitu piva. Jsou uvedeny moznosti
stanoveni lipidii a mastnych kyselin, pozornost je vénovana stanoveni profilu mastnych kyselin
metodou plynové chromatografie.

V experimentalni ¢asti prace byly vyextrahovany lipidy z obilek je¢mene a sladu metodou
extrakce na fluidnim lozZi pfistrojem fexIKA® dive-in control. Vyextrahované lipidy byly
podrobeny transesterifikacni reakci a vzniklé methylestery mastnych kyselin byly nasledné
analyzovany metodou plynové chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci na kapilarni
koloné SLB-IL 100. Bylo identifikovano osm mastnych kyselin v je¢meni i sladu jako jejich
methylestery. Pfevladajici mastnou kyselinou byla kyselina linolova. Byl pozorovan Ubytek
lipidii a zména profilu mastnych kyselin zptisobena sladovanim.

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the evaluation of the influence of barley variety on lipid content
and fatty acid profile. Samples of barley and malt from the 2022 harvest, seven varieties
recommended by Research Institute of Brewing and Malting, Plc. for the production of beer
with the protected geographical indication ,,Ceské pivo®, were analysed.

The theoretical part of the thesis characterizes lipids and fatty acids, describes their
occurrence and importance in barley grain, describes the changes associated with them during
the technology of malt and beer production and how these changes can affect the final quality
of beer. The possibilities for the determination of lipids and fatty acids are given and attention
is paid to the determination of the fatty acid profile by using the method of gas chromatography.

In the experimental part, lipids were extracted from barley grains and malt by fluidized
bed extraction method using the fexIKA® dive-in control extractor. The extracted lipids were
transesterified into methyl esters of the corresponding fatty acids, which were analysed
by gas chromatography with flame ionization detection on a SLB-IL 100 capillary column.
In both barley and malt were identified eight fatty acids as their methyl esters. The predominant
fatty acid was linoleic acid. Reduction of total lipid content and change in fatty acid profile
due to the malting process were observed.
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1 UVOD

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je druh obiloviny, ktera se péstuje pro sladovnické,
krmné a potravinaiské Géely. Pro vyrobu sladu a nasledné piva je v Ceské republice hlavni
surovinou je¢men jarni. Lipidy a mastné kyseliny pfitomné v obilce je¢mene a nasledné ve
sladu, které v technologii vyroby piva pfechdzi az do findlniho vyrobku, mohou nepftiznivé
ovlivitovat kvalitu piva. Jedna se zejména o senzoricky profil piva a stabilitu pivni pény, coz
jsou parametry, které maji pro spotiebitele velky vyznam.

V pribéhu kliceni je¢mene dochdzi k strukturnim zménadm a odbourdvani nebo syntéze
sloucenin, jejichz dasledkem je zména obsahu lipidii a profilu mastnych kyselin. Béhem
procesu sladovani také vzriista aktivita lipas a lipoxygenas a produkty jejich ¢innosti mohou
dale podléhat sérii reakci, které vedou ke zhorSeni senzorickych vlastnosti piva. Riziko
pfedstavuji zejména polynenasycené mastné kyseliny linolova, linolenova a arachidonova,
jejichz dvojnad vazba je oxidovdna molekulovym kyslikem. Nejvyznamnéj$im zastupcem
senzoricky aktivnich produktt je aldehyd (2E)-non-2-enal, jehoz zvySena hladina, ktera se
projevuje jako chut’ a viing po kartonu a lepence, je zpusobena oxidaci linolové kyseliny.

Mnozstvi a zastoupeni lipidickych latek v pivu zdvisi pfedev§im na kvalité vstupnich
surovin. Vhodnym vybérem odridy je¢mene v Kombinaci s technologii sladovani lze ziskat
slad pozadovanych vlastnosti, jehoz kvalita vyrazné¢ ovliviiuje fyzikalné-chemické,
biochemické 1 organoleptické vlastnosti piva.

Vzhledem k ptispévku lipidickych latek a mastnych kyselin K vyvoji senzoricky
nezadoucich sloucenin je cilem préce v teoretické Casti popsat, jaké zmény lipidi a mastnych
kyselin mohou pfi vyrobé sladu a piva nastat a jak se tyto zmény podili na vysledné kvalité
piva. Experimentalni ¢ast prace ma za cil stanoveni a porovnani obsahu lipidi a profilu
mastnych kyselin ve vybranych odriidach je¢mene a z n&j vyrobeného sladu. Dale posouzeni
vlivu odridy je¢mene na obsah lipidl a zastoupeni mastnych kyselin v obilce. Zavérem, na
zakladé teoretickych poznatkti a dosazenych vysledkl, vybér odrid je¢mene, které jsou
profilem mastnych kyselin vhodné pro vyrobu sladu, jejichz pouziti by pti vyrobé piva mohlo
zlepsit trvanlivost a kvalitu hotového vyrobku. Pfipadné vybér odrid vhodnych pro §lechténi.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Lipidy a mastné kyseliny

2.1.1 Lipidy

Lipidy tvoii ve vyzivé Cloveéka jednu z hlavnich zivin nezbytnou pro zdravi a vyvoj
organismu [1]. Pfedstavuji vyznamny zdroj energic a dulezity stavebni prvek buné¢nych
membran. Maji zasobni funkci a slouzi k izolaci a ochrané [2]. Jde o riznorodou skupinou
latek biologického ptivodu, které jsou nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné v nepoldrnich
rozpoustédlech. Radime zde rtizné tuky, oleje, nebilkovinné slozky membran, nékteré vitaminy,
hormony a jejich prekurzory. Obvykle jsou definovany jako piirodni slouceniny obsahujici
esteroveé vazané mastné kyseliny o vice neZ tiech atomech uhliku v molekule.

Fyzikéln¢-chemické vlastnosti lipidi jsou dany zastoupenim a strukturou navéazanych
mastnych kyselin, s tim souvisi i jejich hydrofobicita, zptisobena dlouhymi nepolarnimi fetézci
vazanych mastnych kyselin [1; 3].

Lipidy miZeme na zaklad¢ jejich chemického sloZeni rozdé€lit do tii hlavnich skupin na [1]:

e Homolipidy
Jsou tvofeny mastnymi kyselinami esterové vdzanymi na alkoholy. Rozdéluji se dle
struktury vazaného alkoholu. Nejvyznamnéjs§imi zastupci v potravinafstvi jsou
triacylglyceroly, coz jsou estery mastnych kyselin a glycerolu, které se podle skupenstvi
oznacuji jako tuky nebo oleje. Dale jsou zde fazeny vosky, definované jako estery vyssich
mastnych kyselin a vysSich jednosytnych alkohold.

* Heterolipidy
Od homolipidi se odliuji piitomnosti dalsi kovalentng vazané slougeniny. Radi se zde
fosfolipidy, glykolipidy a sulfolipidy.

» Komplexni lipidy
Tvofi je nelipidovy podil a lipidické slozka (homolipidy i heterolipidy), kterd je vazana
pomoci vodikovych mistkil nebo hydrofobnimi interakcemi. Caste¢né se zde uplatiiuji
i kovalentni vazby. Radi se zde lipoproteiny, glykolipidy a mukolipidy.

2.1.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou z vyzivového hlediska nejvyznamnéjsi slozkou lipidd. Jedna se
0 karboxylové kyseliny s vétSinou alifatickym uhlovodikovym fetézcem a zpravidla sudym
poc¢tem atomu uhlikd v molekule. V praxi se Casto uziva jejich trivialnich nazvi. Vyznacuji se
amfipatickou povahou, a proto hraji dilezitou roli v biologickych tkanich jako slozky membran,
kde ovlivnuji jejich tekutost, integritu a propustnost [1].



V zivych organismech jsou nejvice zastoupeny mastné Kyseliny s 16 nebo 18 atomy uhliku
v molekule. Specialni pozornost je vénovana tfem mastnym kyselinam, které obsahuji
18 atomu uhliku v molekule — kyselin¢ stearové, olejové a linolové. Mastné kyseliny se
v organismech vyskytuji pfedev§im jako estery, ale mohou byt pfitomny i V neesterifikované
formé¢ jako tzv. volné mastné kyseliny.

Kondenzaéni reakci mastnych kyselin s glycerolem za uvolnéni vody vznikaji estery
nazyvané glyceridy. V piipadé esterifikace vSech tifi hydroxylovych skupin na glycerolu
hovoiime o triglyceridech, resp. triacylglycerolech, které fadime mezi lipidy [4].

Podle charakteru vazeb v fetézci rozliSujeme mastné kKyseliny na [1]:

* Nasycené mastné kyseliny
Jsou béznou slozkou pfirodnich lipidi. Maji zpravidla rovny, nerozvétveny fetézec,
nejcastéji o sudém poctu atomt uhliku. Hlavnimi nasycenymi mastnymi kyselinami
v lipidech potravin jsou kyseliny palmitova (C16:0) a stearova (C18:0).

* Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové; MUFA)

Lisi se po¢tem atom uhliku, polohou dvojné vazby a jeji prostorovou konfiguraci, ktera
byva u ptirodnich mastnych kyselin zpravidla cis. Prvni dvojna vazba se ¢asto objevuje mezi
devatym a desatym atomem uhliku v molekule. Nejznaméjsimi zastupci jsou kyselina
olejova (C18:1 A% a palmitoolejova (C16:1 A®).

* Nenasycené mastné kyseliny s dvéma a vice dvojnymi vazbami (polyenové; PUFA)

Stejné jako u monoenovych mastnych kyselin i U téchto existuji polohové a prostorové
1somery. Zvlasté vyznamné jsou mastné kyseliny, které obsahuji konjugované dvojné vazby
a podstatn¢ se tak odliSuji svou reaktivitou a fyziologickymi G¢inky. Mezi nejvyznamng;jsi
zastupce patii kyselina linolova (C18:2 A%'?), linolenova (C18:3 A%!2%%) arachidonova
(C20:4 A>B111%) 3 eikosapentaenova (C18:5 A*710.1316.19)

* Nenasycené mastné kyseliny s trojnou vazbou, rozvétvené, cyklické a rizné substituované
Tyto mastné kyseliny jsou ve srovnani s vySe uvedenymi v potravinaistvi méné
dulezité [1; 3].

2.2 Vyskyt a vyznam lipidi a mastnych kyselin v rostlinach a jejich semenech

Vegetativni bunky rostlin obsahuji 5-10 % lipidt v suSin¢€. Téméf veskera tato hmotnost se
nachazi v membranach, jejichz vznik je umoznén kombinaci nepolarnich mastnych acylovych
fetézcli a polarni hydrofilni hlavy tvofené karboxylovou skupinou, coz méa za nésledek
amfipatické fyzikalni vlastnosti fosfolipidd, které jsou pro tvorbu membran zésadni. Lipidové
membrany vytvaii hlavni bariéru, kterd ohranicuje buniku a jeji jednotlivé organely, ¢imz
vytvati kompartmenty. To napomaha optimalizovat prubéh chemickych reakci, které v bunce
probihaji. Patii sem napftiklad sbér svétla a pienos elektronti pii fotosyntéze [5]. Strukturni
glycerolipidy vSech rostlinnych membran obsahuji pfevdzné Ctyifi mastné kyseliny —
palmitovou, olejovou, linolovou a linolenovou [6].
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Bunky krycich pletiv produkuji kutikularni lipidy, které pokryvaji povrch vsSech
suchozemskych rostlin a zajist'uji hydrofobni bariéru, kterd zabranuje ztratam vody a chrani
rostliny pfed patogeny a stresovymi vlivy prostiedi. Hlavni slozkou kutikuldrnich lipida je
kutin, sloZzeny ptevazné z 16 az 18 uhlikatych hydroxymastnych kyselin [5].

V buiikach se kromé lipidu vyskytuji v malé mife i volné mastné kyseliny. SlouZi k acylaci
nékterych membranovych proteinti, nebo mohou ptisobit jako prekurzory. Naptiklad biosyntéza
kyseliny jasmonové (jasminové) probiha z a-linolenové kyseliny enzymatickou cestou pomoci
lipoxygenasy. Kyselina jasmonova je fazena mezi pfirozené rustové regulatory a ve zvysené
koncentraci se v rostlinach vyskytuje pfi stresovém zatizeni a pomaha jim adaptovat se na
vznikl¢ stresové podminky [5; 7].

Biosyntéza mastnych kyselin pfedstavuje primarni metabolickou dréhu, protoze probiha
v kazdé rostlinné buiice a je nezbytnd pro bunécny rist. V rostlindch na rozdil od Zivocichi
a hub neni situovana v cytoplazmeé, ale v plastidech, ptedevsim v chloroplastech. Rostliny proto
musi disponovat mechanismy pro transport syntetizovanych mastnych kyselin z plastida
do jinych mist v bunce [5; 8].

V semenech rostlina uklada rezervni material, aby byl umoznén rust dals§i generace, nez
budou nové semenacky schopny fotosyntetizovat [2; 5]. Zasobni zdroj energie pro klieni
semen rostlin zastavaji predevs§im triacylglyceroly [1; 9], které jsou pted samotnym kli¢enim
hydrolyzovany lipasami. Uvolnuji se mastné kyseliny a ty jsou nasledné transportovany do
glyoxysomi a metabolizovany B-oxidaci, kde koneénym produktem je acetyl-CoA. Tento
univerzalni metabolit je v kli¢icich semenech pfeménén glyoxylatovym cyklem na sukcinat,
ktery nésledné vstupuje do citratového cyklu v mitochondriich a nakonec se glukoneogenezi
V cytosolu pfeménuje na hexozy, které rostlina pouziva pro postgerminativni rust [5].

2.3 Je¢men

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je druh obiloviny z ¢eledi lipnicovité, do niz patii vSechny
obilniny s vysokym obsahem Skrobu v plodech, které jsou zaroven zakladem pro vyrobu
potravin. Je znamo 32 druhl jeCmene, z nichz se ur€ité odridy vyuzivaji majoritné jako
suroviny pro vyrobu piva. Dalsi vyuZiti nachazi je¢men jako surovina pro vyrobu kavovych
nahrazek, krup, krmiv a sladovych vytazka [10].

Od konce 19. stoleti je na izemi Ceské republiky hlavni surovinou pro vyrobu sladu
anasledné piva je¢men jarni [11]. Je¢men péstovany pro sladovnicky primysl je omezen na
odriidy s vysokym obsahem Skrobu, dostate¢nym obsahem bilkovin a vysokou kli¢ivosti. Jsou
vybirany odrudy, které zarucuji zadouci vlastnosti finalniho vyrobku — piva [12].

Péstovani sladovnickych odrid vyZzaduje oblasti mirného pésma, predev§im stfedni
Evropy, s nadmotskou vyskou 200 az 300 m. n. m. a stfedni az hluboké hlinité pidy na sprasi.
Optimalni primérna ro¢ni teplota je 8,5 °C a prumérné ro¢ni srazky 500 az 600 mm. Tyto
optimalni podminky pro péstovani jsou v Ceské republice splnény zejména v oblasti Hané
a v povodi velkych fek jako jsou Labe, Dyje a Morava [13].

2.3.1 Lipidy a mastné Kkyseliny Vv obilce jeémene

Zrmo je¢mene obsahuje 1,5 az 5 % lipidi v suSiné. Z celkového mnoZstvi jsou nejhojnéji
zastoupeny neutralni lipidy tvofené pievazné triacylglyceroly (65-78 %), dale polarni
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fosfolipidy (15-26 %) a nejméné glykolipidy (7—13 %) [10]. Pfevazna cast se nachazi
Vv aleuronové vrstvé, pluchach a zarodku [14]. Malé mnozstvi polarnich lipida se
nachazi v endospermu, zejména na povrchu Skrobovych zrn [10], kde vytvaii amyloso-lipidové
komplexy, jelikoz amylosa ma hydrofobni vlastnosti a umoznuje komplexaci s volnymi
mastnymi kyselinami [12]. V povrchovych vrstvach zrna se vyskytuji vosky, karotenoidy,
tokoferoly, steroly a jiné [10].

Nejveétsi  zastoupeni ma linolova kyselina (kolem 50 %), nasledovana kyselinou
palmitovou a olejovou [11; 15]. Pti sladovani se tyto kyseliny ¢aste¢né spotiebuji pii latkové
vymeéné a zprostfedkovani dychani. Lipidy aleuronové vrstvy z vétsi Casti zastavaji v mlate.

Obsah lipidu v obilce je zavisly na roku sklizng, zemépisném ptivodu a odrade jeCmene,
kdy nejvétsi vliv ma rok sklizn¢€ a nejméné dulezita je odrida. Vyznamnost roku sklizné piimo
souvisi s podminkami péstovani jako je teplota, uhrn srazek a povétrnostni vlivy. Obsah
mastnych kyselin je ovlivnén také zemépisnym ptiivodem, ktery souvisi s nadmotskou vyskou
a teplotou v misté péstovani. Zavislost na odrid¢ neni az tak velka, coz je pravdépodobné
zpisobeno vysokou mirou kiizeni. U nejhojnéji zastoupenych mastnych kyselin jako je
kyselina linolova, palmitova a olejova, nebyly pozorovany vyrazné rozdily v obsahu, co se
zavislosti na odrudé tyce. Rozdily mezi odriidami byly zaznamendny U minoritné zastoupenych
kyselin jako je kyselina laurova, myristova, palmitoolejova, pentadekanova a arachidonova.
Z toho vyplyva, ze analyza obsahu mastnych kyselin neni spolehlivym nastrojem pro ur¢eni
odridy, odrazi vSak jeji piivod. Odridy se 1isi pfedev§sim v obsahu niz$ich mastnych kyselin,
zatimco obsah téch vyssich je na odridé nezavisly [16].

Bylo prokazano [17], Zze zvySenim piisunu dusikatych zivin dojde ke zvySeni obsahu
bilkovin a zaroven ke snizeni obsahu volnych mastnych kyselin v obilce. Byly pozorovany
mensi zmény v pomérech zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin, kdy mirn& poklesl podil
kyseliny olejové, a naopak se zvysil podil kyseliny palmitové.

2.4 Slad

Kvalita sladu je zavisla na odrudé pouzitého je¢mene, technologii sladovani a podminkach
skladovani. Zavisi na ni fyzikalné-chemické, biochemické i organoleptické vlastnosti piva.

Slad pozadovanych vlastnosti se ziskava vhodnym vybérem odrady je¢mene v kombinaci
s technologii maceni a kliceni. Miru tvorby barevnych a aromatickych latek lze regulovat ve
fazi hvozdéni. Z hlediska technologického a kvalitativniho je diileZité pouzivat slad pfipraveny
maximaln¢ ze dvou odrid geneticky sobé podobnych [12; 15].

2.4.1 Lipidy a mastné kyseliny ve sladu

Obsah lipida ve sladu se pfilis nelisi od obsahu lipidl v jeCmeni a miize byt az 4,5 % V suSing.
Mezi lipidické latky obsazené ve sladu patii mastné kyseliny, acylglyceroly, fosfolipidy,
lipoproteiny, lipopolysacharidy a steroly.

Nejvétsi vyznam pro kvalitu piva maji mastné kyseliny. Nejvice je zastoupena kyselina
linolova, kterd tvoii 50 az 60 % z celkového obsahu mastnych kyselin. Je nasledovana
kyselinou palmitovou a olejovou. V mensim mnozstvi se vyskytuje kyselina linolenova
a stearova [15; 18; 19].
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Pti sladovani probihaji prvni zmény je¢nych lipidd, které dale pokracuji ve vyrobé piva.
Béhem technologického procesu sladovani se uplatiiuji reakce jako autooxidace, fotooxidace
a enzymatické oxidace [15; 20]. Obecné celkovy obsah lipidi a mastnych kyselin béhem
procesu sladovani klesa o 5 az 24 % [16]. Ubytek je zptisoben predeviim odbouranim lipidd
behem kliceni. Produkty odbourdvani jsou ¢astecné oxidovany a prodychany, ¢aste¢né slouzi
jako stavebni latky pro klicek. Naslednym odstranénim klicku, ktery je na lipidy bohaty,
dochazi k ubytku celkového obsahu lipidt ve sladu [15; 16; 18]. Pii dychani se spotiebuje asi
0,3 % celkového obsahu lipidi a dochéazi k pfeméné na teplo, vodu a oxid uhli¢ity. Nejméné se
jejich obsah méni v aleuronové vrstve, ktera se procesu kliceni tolik netcastni [15].

V poklesu obsahu lipidd pfi sladovani nebyla pozorovana zdvislost na odridé nebo
zemé&pisném pivodu jeémene [16].

2.5 Enzymaticka oxidace lipidi

Enzymatické zmény lipidh jsou zplsobeny dvéma enzymovymi systémy, které tvoii lipasy
a lipoxygenasy, ptresnéji dioxygenasy (EC 1.13.11.12). Pomoci lipolytickych enzymu jsou
lipidy Stépeny a vzrasta obsah glycerolu a volnych mastnych kyselin. Nenasycené mastné
kyseliny jsou déle v pfitomnosti kysliku nebo jen katalytickym u¢inkem lipoxygenas oxidovany
za vzniku prekurzord karbonylovych sloucenin [15]. Pfi oxida¢nich reakcich v pfitomnosti
kysliku se uplatiiuje radikdlovy mechanismus a primarnimi produkty jsou hydroperoxidy
mastnych kyselin. Vzniklé hydroperoxidy jsou vysoce reaktivni a dochazi bud k jejich
rozkladu, nebo oxidaci na sekundarni produkty, které mohou nepfiznivé ovlivnit nutriéni
hodnotu, aroma, chut’ a kvalitu potraviny. Jedna se pfedevsim 0 smés senzoricky aktivnich
karbonylovych slouenin, kyselin a vyssich alkoholu [15; 21; 22; 23].

Rychlosti oxidaci se rizni v zavislosti na poctu dvojnych vazeb Vv kyselinach. Linolenova
kyselina se oxiduje asi 3—4krat rychleji nez kyselina linolova a ta se oxiduje zhruba 30krat
rychleji nez kyselina olejova [21]. Pomalejsi oxidace probiha také u acylglycerolu a esterd
zminénych mastnych kyselin [15; 23].

Nejvyznamnéjs$im zastupcem senzoricky aktivnich produkti je (2E)-non-2-enal, jehoz
zvySend hladina zplsobena oxidaci linolové kyseliny je odpovédna za starou chut’ piva, ktera
se projevuje jako chut’ a vin€ po kartonu a lepence [15; 22]. Enzymaticka oxidace lipidi mtize
probihat jiz pti skladovani, dale se uplatiuje pii kliceni jeCmene, dalSich tikonech sladovani
a rmutovani [15].

.....

vykazuji pti 55 az 65 °C ajejich optimalni hodnota pH je 6,8 az 7,0. Jejich enzymatickou
aktivitou vznikaji produkty jako parcidlni estery acylglycerolll, poptipad¢ aZ glycerol, volné
mastné kyseliny s dlouhymi fetézci a jejich hydroperoxidy [15]. Senzorickym projevem jejich
pusobeni je prevazné mydlova chut’ [24].

Lipoxygenasy (LOX) zpusobuji oxidaci volnych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem,

které obsahuji (Z,Z)-1,4-penta-1,4-dienovou skupinu. Poskozuji uz skladovany je¢men
a ovliviiuji jeho chutovou stabilitu, kterd se snizuje s délkou skladovani. Velmi obtizn¢ se

13



inaktivuji a zistavaji aktivni i pfi nizkych teplotach, coz je pfi¢inou nezddoucich zmén chuti
a aroma [15; 24]. Senzorickym projevem jejich ptisobeni je Skrablava, hotka a zlukla chut’ [24].

Pro jejich Cinnost je optimalni teplota 45 az 55 °C a pH Vv rozmezi 6,5 az 7,0. Oxidace
probiha dvéma isomery enzymu LOX-1 a LOX-2. Pomér téchto enzymu (LOX-1):(LOX-2)
a jejich aktivita je dana odrudou je¢mene [10; 25]. LOX-1 je pfitomna jiz v jeémeni, na rozdil
od LOX-2, ktera se objevuje az v prub¢hu sladovani béhem procesu kliceni. Z uvedeného
vyplyva, ze celkova aktivita lipoxygenas se zvySuje pii kliCeni a je umérnd poctu klicicich
dnt [24].

Substratem pro lipoxygenasy jsou esencidlni mastné kyseliny linolova, linolenova
a arachidonova, jejichz dvojna vazba je oxidovana molekulovym kyslikem. Oxidaci podléhaji
také acylglyceroly a estery zminénych mastnych kyselin.

Produktem jejich aktivity jsou konjugované Z,E-hydroperoxydienové mastné kyseliny,
které jsou vysoce reaktivni. Zlinolové kyseliny pomoci aktivity LOX-1 vznika
(10E,127)-9-hydroperoxyoktadeka-10,12-dienova kyselina. Méné specifickd LOX-2 oxiduje
linolovou kyselinu na (9Z,11E)-13-hydroperoxyoktadeka-9,11-dienovou kyselinu, ktera je
prekursorem (2E)-non-2-enalu. Pomoci dalSich enzymu, jako jsou hydroperoxidisomerasy
a hydroperoxidlyasy dochazi k nasledné isomeraci a Sté€peni vzniklych hydroperoxidi na
karbonylové slouceniny (aldehydy a ketony) nebo mastné kyseliny s kratSimi uhlikatymi
fetézci. Tim dochazi k vytvoreni sloucenin charakteristické viiné a chuti [15; 23; 24].

O
HO J\/\MWCHS
linolova kyselina

LOX-2 LOX-1

0 OOH o OOH
— J\MW
HOMMMCHE HO = CH;}
(9Z,11E)-13-hydroperoxyoktadeka-9,11-dienova kyselina  (10E,12Z)-9-hydroperoxyokiadeka-10,12-dienova kyselina

neenzymaticky hyvdroperoxidisomerasa

rozklad p::m..\'f:fu.w.'l
' D-hydroperoxidlyasa '
He” ™"""0H di- a trihydroxyoktadekanové kyseliny

hexanal i

H~C ’m OH
3
(E)-2-nonenal

Obrazek 1 Navrhované mechanismy produkce hexanalu a (E)-2-nonenalu prostrednictvim
lipoxygenasy (LOX-1 a LOX-2) podle Guido et al. [26]
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Kviili senzorické stabilit¢ piva by mél mit jemen a slad nizkou enzymovou aktivitu
lipoxygenas, aby se ptedeslo tvorbé nezadoucich karbonylovych slou¢enin [15; 24]. Moznymi
zpisoby ovlivnéni aktivity lipoxygenas je volba odridy jeCmene, zména podminek
V jednotlivych fazich technologie sladovani nebo kombinace obou zminénych parametru.
Vysledkem je zmirnéni poskozeni senzorickych vlastnosti sladu a z n¢j vyrobeného piva
a zvyseni kvality [24].

2.6 Rozdilné zastoupeni mastnych kyselin v obilce je¢mene a ve sladu

Zasadni zmény zpisobené sladovanim jsou pozorovany v obsahu palmitové, a-linolenové
a olejové kyseliny, ktera vykazuje vyrazny pokles [16; 18; 27; 28], zatimco obsah kyseliny
linolové se piili§ nelisi [11]. Studie Bravi et al. [18] zahrnovala vyrobu sladu ze 4 jarnich
a 1 ozimé odridy je¢mene. U jarnich odriid byl ve sladu zaznamenan pokles obsahu kyseliny
olejové a mirné zvySeni obsahu kyseliny linolové. U ozimé odridy nebyl tento trend
zaznamenan a obsah kyseliny linolové zistal nezménén. Z poznatkti o mechanismu oxidace
polynenasycenych mastnych kyselin lipoxygenasou za tvorby prekurzori zatuchlé chuti 1ze
vyvodit, ze pouzitim sladovych odrid, které se vyznacuji niz§im obsahem polynenasycenych
mastnych kyselin jako tato ozimé odrtida, 1ze docilit zlepSeni trvanlivosti a senzorické kvality
piva [18].

2.7 Zmény lipidi a mastnych kyselin béhem technologického procesu vyroby
a jejich vliv na kvalitu sladu a piva

Vyznam lipidl je pfi vyrob€ piva piehlizen, protoze kvalitni sladovnicky je€men je Casto
vybiran na zaklad¢ diastatické mohutnosti, obsahu bilkovin a skrobu nebo velikosti zrna. Tyto
kvalitativni znaky s lipidy a jejich G¢inky béhem vyroby piva nesouvisi. Proto se jejich vliv
Vv piipad¢ nevyhovujici kvality hotového produktu ¢asto ignoruje [12].

2.7.1 Zmény lipidi pri sladovani

Slad obsahuje ptirodni antioxidacni €inidla, ktera pochazi z je¢mene (polyfenoly a aromatické
hydroxykyseliny), nebo byla vytvoiena v procesu sladovani (produkty Maillardovy reakce).
Lze optimalizovat proces sladovani tak, aby se zachovala nebo podpofila syntéza téchto latek,
jelikoz inhibuji chemické a enzymatické oxidacni procesy, které mohou posléze ovliviovat
organoleptické vlastnosti piva [10; 24].

Béhem maceni a kliceni vzristé aktivita lipoxygenas. Pokles na ptivodni obsah nastava na
konci sladovani, v zavislosti na prub&hu procesu hvozdéni a jeho podminkach. Dalsimi faktory,
které aktivitu ovliviuji, jsou stupeit domoceni, teplota pii kliceni a doba kliceni [24; 25].

2.7.1.1 Madeni

Maceni predstavuje prvni krok sladovaciho procesu a je zasadni pro kliceni, které po ném
nasleduje. Byla hodnocena souvislost mezi lipidickym profilem zrna je€mene a jeho schopnosti
pfijimat vodu. Bylo prokazano [29], Ze olejova kyselina ma pozitivni vliv na piijem vody
zrnem, na rozdil od nasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem jako je arachidova nebo
lignocerova kyselina.
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2.7.1.2 Kliceni

Béhem procesu maceni a kli¢eni stoupd aktivita lipas o 50 az 80 %. Bohata na lipidy a tudiz
I na aktivitu lipas je rostouci stfelka, ktera svym slozenim negativné pasobi na trvanlivost pény
piva nebo jeho senzorické vlastnosti. Lipasy plisobi V nejveétsi mife v zadrodku, méné poté
Vv aleuronové vrstvé [10]. Vzrusta také aktivita lipoxygenas, kterou vyznamn¢ ovliviiuji teploty
kli¢eni a jeho délka [24; 25].

V disledku piasobeni lipas dochazi k uvoliiovani mastnych kyselin, které jsou postupné
odbouravany [10; 15; 16; 18; 24]. Nenasycené mastné kyseliny, které se béhem procesu kli¢eni
uvolni, mohou byt na po¢atku rmutovani v pfitomnosti kysliku oxidovany bud’ lipoxygenasami,
nebo neenzymaticky (pisobenim vyssich teplot, svétla, té¢zkych kovu a peroxidi) za vzniku
nezadoucich produktu [10; 24].

2.7.1.3 Hvozdéni

V poslednim kroku sladovani se celkovy obsah lipidli vyrazn¢ neméni. Béhem suseni dochazi
ke snizovani vlhkosti a zastaveni vegetativnich a enzymatickych pochodii. Dusledkem je jiz
dale neménny obsah lipidd ve sladu. Navic dochazi k tvorbé antioxidac¢nich latek napf.
melanoidinit, které chrani lipidy pfed ptipadnou oxidaci [18; 24].

Hvozdéni ptedstavuje dilezity krok sladovani, protoze aktivita lipoxygenas se v zavislosti
na jeho podminkach vyznamné snizi, pficemz aktivita LOX-1 je v hotovém sladu vyssi nez
aktivita LOX-2 [15; 25]. Snizené aktivity lipoxygenas Ize dosahnout i naslednym odleZzenim
sladu, jelikoz jejich aktivita klesa v zavislosti na ¢ase [24].

2.7.2 Zmény lipidi pri pripravé sladiny

Ve varné ¢asti technologického procesu dochazi prevazné k enzymatickym zménam lipida.
Hlavnim enzymatickym systémem, ktery se zde uplatiiuje jsou lipoxygenasy. Pusobi pfi
vystirani a rmutovani a jejich iplna inaktivace nastava az pti vareni mladiny — chmelovaru [15].

2.7.2.1 Vystirani a rmutovani

Béhem vystirdni a rmutovani se enzymovymi a neenzymovymi reakcemi zméni asi
20 az 25 % ve rmutu ptitomnych lipida [15]. VEtsi mnozstvi zistane zachyceno v mlaté, ale
¢ast se extrahuje do mladiny. Lipidy se tak mohou dostat az do piva a tam pusobit v ptipadé
nepolarnich lipidi jako protipénivy prostfedek, v ptipadé polarnich jako stabilizator pény.
Mohou piisobit také jako prekurzory senzoricky aktivnich latek ¢i jako substraty pro kvasinky
[10; 12; 18; 19]. Z hlediska senzorické stability piva jsou velmi duleZité vznikajici
hydroperoxidy mastnych kyselin, které diky své hydrofilni povaze ptechazi az do findlniho
vyrobku [20; 25].

Ve sladu jsou diky lipoxygenasové aktivité jiz pfitomny stopové mnozstvi hydroperoxida
mastnych kyselin. Jejich vyznamnéjsi tvorba zacind pii vystirani Srotu [20]. Aktivita
lipoxygenas je stanovena v rozsahu teplot 45-55 °C, nad touto teplotou aktivita rychle klesa
apti 65 °C dochazi Kk jejich inaktivaci [15; 25]. V disledku zvySovani teploty vystirky na
teplotu optimalni pro Cinnost téchto enzymt dochazi k postupnému nartstu koncentrace
hydroperoxidi. Jejich pokles je zaznamenan pii odrmutovavacich teplotach, kdy lipoxygenasy
jiz nejsou aktivni [20].
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Hydroperoxidy mohou podléhat transformaci hydroperoxidisomerasou, kdy vznikaji
ptislusné a- a y-ketoly, které jsou dale pfeménény na mono-, di- a trihydroxy a hydroepoxy
kyseliny. Monohydroxy, dihydroxy a trihydroxy mastné kyseliny maji diky ptitomnosti
hydroxylovych skupin hydrofilni charakter a v procesu scezovani mohou piechazet do piva,
kde dochazi vlivem autooxidacnich reakci k tvorbé senzoricky aktivnich karbonyld [20].
Monohydroxy- a dihydroxymastné kyseliny mohou dale podléhat také zménam béhem kvaseni
mladiny. Trihydroxymastné kyseliny nepodléhaji metabolismu kvasinek a z tohoto hlediska
neovliviiuji senzorickou stabilitu piva. Pfi pusobeni hydroperoxidlyas na hydroperoxidy
dochdzi ke Stépeni na aldehydy, ketony, alkoholy, kyseliny s krat§im uhlikatym fetézcem
a dalsi senzoricky aktivni produkty. Mastné kyseliny, které pii tomto procesu vzniknou, mohou
byt dale odbourany B-oxidaci v bunikach kvasinek [15].

U dobte rozlusténych nebo pielusténych sladi neni vhodné pifi rmutovani prodluzovat
dobu pisobeni teplot pod 50 °C z diivodu teploty optimalni pro ¢innost lipoxygenas. Mnozstvi
vytvotrenych karbonylovych slou¢enin a oxidac¢nich produktii nenasycenych mastnych kyselin
narQista se zvySenou intenzitou varu [15].

2.7.2.1.1 Rozdilné zastoupeni lipidu p¥i infuznim/dekokcnim zpiisobu rmutovani

Sladina ziskand infuznim zplGsobem rmutovani obsahuje méné lipidi nez sladina ziskana
dekokénim rmutovanim. Je to dano technologii, kdy pfi infuznim zptisobu neni nikdy dosazeno
teploty varu. Oproti tomu pfi dekokénim rmutovéani je ¢ast vystirky odcerpana a postupné
zahtivana az k bodu varu. Nasledné je vracena do vystiraci kad¢, ¢imz dojde ke zvySeni
teploty celé vystirky. Pii vafeni dochazi k destrukci bunéénych stén zrn, coz umoziuje
snadngjsi piistup hydrolytickych enzymi k jejich substratim (vcetné lipaz). Obecné je ti€innost
dekokéniho rmutovani, co se tyce vytéznosti, daleko vyssi nez u infuzniho zpisobu, a proto se
V praxi pouziva, i na ukor zvySeného obsahu lipidi ve sladiné [19].

2.7.2.2 Scezovani sladiny a vyslazovani mldta

Oddélenim sladiny od mlata pfirozenou filtraci ptes vrstvu pluch vznika pfedek. Naslednym
vyslazovanim mlata horkou vodou poté vystielek. Pro senzorickou a koloidni stabilitu piva je
dialezité pfimétené vyslazovani sladového mlata pouze po nezbytné nutnou dobu, a to tak
dlouho, dokud se luhuje kvalitni extrakt [15].

Tuky, nenasycené mastné kyseliny a jejich hydroperoxidy jsou hydrofobniho charakteru
anejsou rozpustné ve vystirce, vétSina z nich je proto zachycena v mlaté. Hydroxymastné
kyseliny ale diky hydrofilnimu charakteru mohou v procesu scezovani piechazet do piva [20].
Je neZadouci vyslazovat mlato dlouho, jelikoZ ptechazi velké mnozstvi polyfenoli, hotkych
latek a téchto lipidickych latek sladu do vystielki. Obsah zminénych slouenin ma posléze
negativni vliv na fyzikaln¢-chemické a senzorické vlastnost piva [15]. Piedek obsahuje oproti
vystielkiim zanedbatelné mnozstvi téchto sloucenin [15; 20].

| kdyz vétSina latek vzniklych ¢innosti enzymt ziistava pii spravném scezovani zadrzena
v mlaté a kalech, je vhodné jejich tvorbu potlacit [15]. Rozdé€leni lipidi a produkti jejich
oxidace mezi sladinu a mlato lze korigovat vybérem surovin z hlediska obsahu a slozeni
lipida [14; 15].
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2.71.2.2.1 Aktivita enzymu pi¥i sladovani

Zménou pH nebo piidanim enzymovych inhibitor do vystirky lze docilit snizeni aktivity
lipoxygenas a tim dokazat, Zze pfi rmutovani pievazuje enzymova oxidace nenasycenych
mastnych kyselin nad jejich autooxidaci [15].

Ke sniZeni rizika vyskytu nejen (2E)-non-2-enalu se doporucuje sledovat dokonalost
odstranéni sladovych klickt, vzestup obsahu kysliku, ktery by podporoval oxidaci, hodnotu
pH vystirky a vystiraci teploty [14], jelikoz volbou teploty vystirani a rmutovani lze ovlivnit
koncentraci hydroxymastnych kyselin a jejich naslednych produktu [15].

Nejvice se na vzniku staré chuti piva podili velikost provzdusnéni v priabéhu varniho
procesu, coz znamena, ze nizsi aktivity enzymut Ize kromé snizeni pH vystirky a sledovani
teploty docilit i Srotovanim a rmutovanim v atmosféfe oxidu uhli¢itého [15]. Mleti sladu,
rmutovani a scezovani bez piistupu kysliku je technologicky naro¢né, proto inertni atmosféru
obstojné¢ nahradi napousténi vystirky, rmuti a mladiny spodem kadé, bez zbyteéného
rozstiikovani tekutiny o stény nadob, ¢imz se zamezi provzdusnéni dila [15; 22]. Vhodné je
také suché mleti sladu, ichova surovin v atmosféte oxidu uhli¢itého a vystirani s odplynénou
vodou [15].

2.7.3 Zmény lipida p¥i piipravé mladiny

Obsah lipidi v mlading je nizsi nez ve sladiné. Chmelovarem a ¢ifenim ve vitivé kadi dochazi
k jejich eliminaci v disledku usazeni s kalem na dn¢ kad¢ [15; 19].

2.7.3.1 Chmelovar

Povafenim sladiny s chmelem vznika mladina, ve které jsou pfitomny nasycené i nenasycené
mastné kyseliny v raznych koncentracich. Nejvétsi obsah vykazuji Kkyseliny linolova
a linolenova. Hydroperoxidy, které¢ vznikaji, dale degraduji za tvorby karbonylovych slou¢enin.
Obecné ale obsah mastnych kyselin 1 obsah produktt jejich oxidace béhem chmelovaru klesa.
Presto se ¢ast dostava do piva, kde negativné ovliviiuje jeho organoleptické vlastnosti [15; 19].

2.7.3.2 Chlazeni mladiny a vylucovdni kalii ve viFivé kddi

Pfi chlazeni a vyluCovani kalt dochdzi zaroven k poklesu obsahu mastnych kyselin v mlading.
Mira poklesu zavisi na stupni vycifeni. Pfi spravné funkci vifivé kad€ dochéazi ke sniZeni
puvodniho mnozstvi mastnych kyselin s 12—18 uhliky v fetézci az o0 90 % [15].

2.7.4 Zmény lipidi pri kvaseni mladiny a dokvaSovani piva

Lipidy sladu extrahované béhem vystirani a rmutovani maji narozdil od lipidd chmele
vyznamny vliv na rist a metabolismus pivovarskych kvasinek. Nenasycené mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem a steroly (zejména ergosterol) jsou nedilnymi strukturnimi slozkami
membran kvasinkovych bunék a maji zasadni vyznam pro udrZeni jejich tekutosti [15; 19].
Proto jsou tyto nenasycené mastné kyseliny nezbytné pro aktivaci rastu kvasinek a vyznamné
tim napomahaji k intenzivnéj§imu a rychlejsimu kvaseni [12; 18; 19].

Ptidavek kvasinek do mladiny zplsobi modifikaci profilu mastnych kyselin, jelikoz
Vv kvasinkdch probihaji série reakci, které vedou k syntéze mastnych kyselin s dlouhym
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fetézcem. Tyto mastné kyseliny hraji roli v integrit¢ membran a toleranci k ethanolu, jakozto
metabolitu, ktery je kvasinkami produkovan [19]. Zaroven pozdéji béhem dokvaseni
dochazi k produkci mastnych kyselin S niz§im poctem atomut uhliku v fetézci, které ptispivaji
k organoleptickym vlastnostem piva [15; 18; 19; 30].

2.7.4.1 Upravy pied kvasenim

Zakaly mladiny podporuji metabolismus kvasinek, ale z hlediska senzorické stability piva jsou
nezadouci, protoze obsahuji vyS$i koncentrace mastnych kyselin jakozto prekurzora
komponent staré chuti piva. Je proto nutné pied kvasenim dokonale odstranit hrubé kaly a co
nejvice minimalizovat vyskyt kald jemnych [15].

2.7.4.2 Provzdu$néni mladiny — viiv kysliku na metabolismus pivovarskych kvasinek

Kyslik v metabolismu kvasinek plisobi stimulacné a je kvasinkami vyuzivan pro syntézu sterolil
a nenasycenych mastnych kyselin, které zajist'uji spravnou funkci bunéénych membran.

Za ptitomnosti kysliku se z nasycenych mastnych kyselin syntetizuji v kvasinkach
nenasycené mastné Kyseliny olejova, stearova a linolova. K syntéze nemusi dochazet, pokud
jsou tyto kyseliny kvasinkami vyuzivany piimo z mladiny. Dodéavani kysliku probiha volnym
mechanickym provzdusinovanim mladiny, které¢ by nemélo trvat déle nez po dobu nezbytné
nutnou k ochlazeni na zakvasnou teplotu a v mife potiebné pro pomnozeni kvasinek. Udava se
obsah kysliku 5-7 mg/l. Nadmérné provzdusnéni indikuje zvySenou tvorbu aldehydi a dalSich
senzoricky nezadoucich latek. Provadi se jen v ochlazené mladiné pii zakvéaseni. Pozdé&jsi
provzdusiovani jiz zakvasené mladiny snizuje antioxida¢ni vlastnosti mladiny a piva
a zpusobuje vyssi tvorbu prekurzoru staré chuti piva [15].

2.7.4.3 ZakvaSeni

V zakvasené mladiné obsah lipidll vzrista. Je to dano pfispévkem lipidickych sloZek bunck
kvasinek a lipidy syntetizovanymi v ramci jejich metabolismu. Kvasinky také mohou za
kultivacnich podminek Vv ptitomnosti kysliku produkovat extracelularni lipidy [19].

2.7.4.4 Hlavni kvaseni

Béhem hlavniho kvaSeni mladiny dochazi k tvorb& senzoricky aktivnich latek, které
spoluvytvareji buket piva. K t¢émto latkam se fadi estery, které se vyznacuji ovocnou vini
a v urcitych koncentracich maji pozitivni vliv na senzorickou charakteristiku piva [15; 22].
Jejich tvorba je spojovana s metabolismem lipidi pivovarskych kvasinek. Pfi zkvasovani
kalnych mladin, které obsahuji vySsi koncentrace nenasycenych mastnych kyselin, dochazi
k jejich mohutnéjsi produkci. Asi tretinu vzniklych esterti tvofi ethylacetat.

Dochazi také k tvorbé volnych mastnych kyselin, které vznikaji hlavn€ béhem prvnich ctyt
dntd kvaseni. Jejich zvySené mnozstvi vyvolava kalnost mladiny [15] a vys$si obsah kyseliny
hexanové, oktanové a dekanové zptsobuje kvasni¢nou piichut’ a zhorSeni pénivosti piva [15;
22]. Za urcitych podminek mohou byt kvasinkami produkovany také lipidy. Maji obvykle
niz8§i molekularni hmotnost a obsahuji velky podil mastnych kyselin s 6 a 8 atomy uhliku
v molekule [30].
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Zménam podléhaji také mono- a dihydroxymastné kyseliny vzniklé enzymatickou oxidaci
V pritbéhu vystirani a rmutovani. Stejnym zptisobem vzniklé trihydroxymastné kyseliny nejsou
kvasinkami metabolizovany, a tudiz neovliviiuji senzorickou stabilitu piva.

Obsah membranovych sterolti a lipidi v kvasinkadch béhem kvaseni klesa. Pokud se
kvasinky pouzivaji k opakovanému nasazeni, je potfeba tento kvalitativni faktor brat
Vv potaz [15].

2.7.4.5 DokvadSeni a zrani piva

DokvaSovanim a zranim piva dochazi ke skoro finalizaci vysledného produktu — piva. Béhem
tohoto procesu jsou kvasinkami exkretovany volné mastné kyseliny obsahujici 4-10 atomu
uhliku v fetézci. Uvoliovani mastnych kyselin je mohutnéjs$i pii vysSich teplotach.
Negativni vliv na organoleptické¢ vlastnosti piva mize mit hexanova kyselina, kterd je
akumulovana a exkretovana kvasinkami pfi vysSich teplotach zrani piva [15]. Obecné se béhem
dokvaseni a zrani piva obsah lipidii neméni [19].

Dokvasovani vede k lepS§imu fyzikalné-chemickému stavu piva, ktery zahrnuje jeho
koloidni a senzorickou stabilitu, zaru¢enou probihajicim samocifenim, zvySovanim redoxni
kapacity a sycenim CO». Pro spravny pribéh téchto reakci je nutné zajistit nizké teploty
a disledné omezeni provzdusnéni. Tyto podminky je nezbytné dodrzet az do okamziku staceni
piva do transportnich obald [15; 19].

2.7.5 Zmény lipida p¥i finalnich apravach piva — filtrace, pasterace, staceni...

Separaci kvasinek a kalti dochdzi k poklesu obsahu lipidii. Mira ubytku je déna velikosti port
filtru. Cim mensi pory, tim efektivnéjsi zachyceni lipidickych latek. Filtrace tedy miize ovlivnit
kone¢ny obsah lipidii ve finadlnim vyrobku. Ve filtrovaném pivu je nejhojnéji zastoupena
kyselina olejova [19].

V zavéreCnych upravach piva a jeho staceni je rizikem pro naruseni stability
organoleptickych vlastnosti styk se vzdusnym kyslikem, ktery zptsobi oxidacni reakce v jiz
hotovém vyrobku [15; 20; 22]. S rostouci teplotou dochazi k vyraznému zhor$eni chuti a viing
piva. U piva s vys$sim obsahem rozpusténého kysliku je tento jev jesté vice umocnén, a proto je
nutné pii staceni zamezit styku se vzdusnym kyslikem, aby bylo zaruceno neporuseni piva pii
nasledné pasteraci [15].

2.7.6 Zmény lipidua a jejich vliv na starnuti piva

Jako starnuti se oznacuje samovolna nevratna oxidace spojend s degradaci vyznamnych sloZzek
piva. Projevuje se zhorSenim chuti a viné skladovaného piva a je vysledkem rtiznych typa
reakci, které se mohou vzajemné kombinovat [15].
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Nejvice se na starnuti piva pii jeho tchové podileji neenzymové reakce, které mohou
soubézné s enzymatickymi oxidacnimi reakcemi probihat ve vSech fazich pivovarské vyroby.
Diky inaktivaci enzymu varnim procesem, respektive pii pasteraci hotového vyrobku, jsou tyto
neenzymatické, nejCastéji autooxidacni reakce jedinym zdrojem tvorby dalSich tékavych
karbonylovych sloucenin. Neenzymatickym reakcim pii procesu starnuti nejcastéji podléhaji
slouceniny, které vznikly enzymatickou oxidaci v ptedchozich fazich vyroby a piesly do
hotového piva. Piikladem jsou autooxidacéni reakce transformovanych nebo Stépnych produkti
hydroperoxidi mastnych kyselin, které ptesly pii vyslazovani do sladiny [15; 20].

Obecné se uvadi tyto typy neenzymatickych oxidaci [1]:
e autooxidace vzdusnym kyslikem (tripletovym)
e oxidace hydroperoxidy nebo peroxidem vodiku
e fotooxidace (singletovym) kyslikem
e oxidace tézkymi kovy
e oxidace chinony a pfibuznymi slou¢eninami

K neenzymatickym zménam muize dochazet jiz kratce po pastera¢nim zakroku. S obsahem
rozpusténého kysliku jejich intenzita nartistd, protoze celé spektrum cizich vini a chuti ma
puvod nejéastéji v oxidaci nékterych slozek piva [15; 20; 22]. Prekurzorem jsou nejcastéji
karbonylové latky, které jsme schopni identifikovat uz béhem varniho procesu. Vétsina z nich
pii varu mladiny vytéka, ale né€které piechazi i do studené mladiny [15; 22]. Jedna se
hlavné o aldehydy a ketony odvozené od mastnych kyselin, které obsahuji 5-12 atomt uhliku
Vv fetézci.

Oxidac¢ni chuté a viing se vyvijeji pomalu, od n€kolika dnti az po tydny po sto€eni. Pti¢inou
pomalosti jevu je, Zze koncentrace vznikajicich latek nestoupa nepfetrzité, ale jednd se
0 dynamicky proces oxidacnich reakci, kdy obsah nékterych latek stoupd, aZz dosdhne svého
maxima a poté se latky za¢nou odbouravat na jiné. Vzniklé produkty mohou byt neSkodné, ale
také mohou byt jesté vice senzoricky nepiijatelné [22].

Viné typicka pro starnuti za pfistupu kysliku je lepenkova. Pfi starnuti za anaerobnich
podminek vznika piedevsim sladka viiné s chuti po ovoci [15]. V celkovém procesu starnuti
piva se nejdiive zacCina vyvijet oxidac¢ni chut’ a viné po kartonu nebo lepence, tyto poté
postupné piechazeji na chut’ sladkou az karamelovou [22].

Starnutim vznikaji prevdzné senzoricky aktivni karbonylové slouceniny, alkanaly,
alkenaly a alkadienaly. Typickymi produkty jsou acetaldehyd, 2-methylpropanal,
2-methylbutanal, 3-methylbutanal, fenylacetaldehyd, benzaldehyd, (2E,4Z)-deka-2,4-dienal,
(2E,4E)-hexa-2,4-dienal, (2E)-non-2-enal a jiné [15]. Zejména (2E)-non-2-enal je povazovan
za hlavniho predstavitele senzoricky aktivnich latek. Jeho koncentrace stoupa v pivu béhem
prvnich dvou az tii mésictl, poté dosahne svého maxima a za¢ne se odbouravat, ¢imz se stara
ving dale vyviji a zintenziviiuje [22].
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Obrazek 2: Hlavni mechanismy tvorby staré viiné a chuti [15]

2.7.6.1 Vliv kysliku

Intenzita senzorickych zmén s obsahem rozpusténého kysliku vzrista. Pristupu kysliku do piva
se velmi obtizné zabranuje, jelikoz Cetnost styku kysliku s pivem je v technologii velka.
K rizikovym operacim patii pfecerpavani mezi jednotlivymi Gseky vyroby, filtrace, stabilizace
astaCeni do transportnich obalti. Ke kontaktu s kyslikem mize dochazet i nepatrnymi
netésnostmi v nadobach, potrubich atd. Omezeni styku piva se vzduchem fesi napousténi
tekutin spodem nebo piedpliiovanim tankd inertnim plynem [15; 20; 22]. Rychlost starnuti piva
muze ovliviiovat také nevhodna vyplii korunkovych uzavérh, ptes kterou mlze do piva
difundovat vzduch z okoli [22].

2.7.6.1.1 Fotooxidace (singletovym) kyslikem

Zdrojem t&€kavych latek v pivu mohou byt také fotooxidaéni reakce v pfitomnosti vzdusného
kysliku za ucasti fotosenzibilizatorti, napt. riboflavinu produkovaného kvasinkami. Proto je
pivo ve svych finalnich Gpravach nachylné ke styku se vzdusnym kyslikem.

Zateni generuje singletovy kyslik a volné radikaly, které piisobi na mastné kyseliny
a dochazi k jejich pfeméné na senzoricky nezadouci latky. Tvorba téchto latek zavisi na
intenzité svétla a barvée lahve.

2.7.6.1.2 Radikdlova oxidace

Muze dochazet také k radikalové oxidaci reaktivnimi formami kysliku, ale 1ze predpokladat
vyskyt mnoha dalSich radikalt s rliznou Zivotnosti a reaktivitou. Mezi reaktivni formy kysliku
fadime napftiklad peroxid vodiku a singletovy kyslik [15].

2.7.6.2 Ovlivnéni senzorické stability piva

Znaky provazejici starnuti piva jsou kromé senzorickych zmeén i zmény barvy a tvorba zéakali.
Zpomaleni tohoto procesu je mozné dosdhnout pfidavkem latek s redukénim uc€inkem,
tzv. antioxidantl, které i v nizké koncentraci zpomaluji nebo uplné zabranuji oxidaci. Mezi
pfirozené antioxidanty piva jsou fazeny piedevS§im polyfenolové slouceniny, reduktony
a melanoidni latky [15]. Az 80 % polyfenolovych sloucenin v hotovém pivu pochazi ze sladu,
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kde se vyskytuji pfedevsim v obalovych ¢astech zrn a v aleuronové vrstvé [10]. Antioxidacni
ucinky se projevuji inhibici oxida¢nich pfemén lipidickych slozek, ¢imz ptispivaji k blokovani
procesu starnuti piva [10; 24].

Organoleptickym zméndm stoeného piva neni mozné zabranit jednoduchym
vychozich surovin. Na senzorické zmény ma vyznamny vliv také pribéh vyrobniho procesu.
Proto je nutna znalost reakci, které mohou pfispivat k vyvoji nezadoucich sloucenin a vhodnou
upravou technologie vyroby tyto slouCeniny eliminovat nebo alesponn minimalizovat jejich
tvorbu a vyskyt [15].

Pro oddaleni starnuti piva je nutné vybirat slady a chmele pozadovanych vlastnosti.
Vhodné jsou slady pochazejici z odriid je¢mene s predpokladem nizsi aktivity lipoxygenas.
Omezeni lipoxygenasové aktivity sladu lze dosdahnout macenim za pouziti vysSsiho
hydrostatického tlaku a delsich ptestavek pod vodou nebo vhodnym pomérem CO; : Oz pfi
provzdusiovani kli¢iciho jeémene. Nejuc¢innéj$iho omezeni aktivity lipoxygenas Ize dosahnout
vys$§imi teplotami pii dotahovani sladu v procesu hvozdéni. Pii téchto teplotach je ale nutné
brat v potaz degradaci lipidi a také tvorbu aldehyda pochazejicich z Maillardovy reakce nebo
vznikajicich Streckerovou degradaci aminokyselin. Proto je dilezité aplikovat vydrz pii vyssich
teplotach jen po nezbytné¢ nutnou dobu, aby se dostatecné omezila lipoxygenasova aktivita
a zaroven aby nedochazelo ke zvySené tvorbé aldehydt. Dulezitym faktorem je také dokonalé
odstranéni plev a kofinkl a minimaln¢ dvoutydenni odlezeni sladu pied jeho pouzitim k vyrobé
piva. Pii takto dlouhém odlezeni klesa aktivita LOX az o 30 % [15; 18; 24].

Kvuli u¢inku teploty v kombinaci s obsahem rozpusténého kysliku je velmi spolehlivym
zpusobem pro oddaleni starnuti piva jeho skladovani pii nizkych teplotach [15].

2.7.7 Vliv lipidi a mastnych kyselin na pénivost piva

vvvvvv

charakteristik piva pro spotiebitele [15; 19; 30]. Za stabilizatory pény piva jsou povazovany
proteiny. Stabilita pény je ale dana ucinkem jak stabilizatori, tak destabilizatorti. Casto se
objevuji odchylky v pénéni zptisobené interakci proteint s jinymi latkami obsaZzenymi v pivu,
napt. s a-isohofkymi kyselinami z chmele, kovy a lipidy. Lipidy jsou vtomto piipadé
povaZovany za hlavni slou€eniny, které pénu destabilizuji a poSkozuyji.

Cilem je plné vyuzit pfiznivych ucinkd mastnych kyselin béhem vateni piva (vyziva
kvasinek) a zaroven kontrolovat a minimalizovat jejich nepfiznivé ucinky na pénu hotového
vyrobku [30].

2.7.7.1 Tvorba pivni pény a ovlivnéni pénivosti

Pii tvorbé pény dochazi K interakcim amfipatickych proteinti s bublinami. Vznika rigidni vazba
mezi hydrofobnim povrchem bublin a vodnym roztokem piva. Volné mastné kyseliny mohou
s touto hydrofobni vazbou interferovat adsorpci na bilkovinnou vrstvu. Takto navazané mastné
kyseliny narusuji interakce mezi bilkovinami, pfipadné je uplné vytlacuji z povrchovych filmi
bublin, coz snizuje pevnost a pruznost bilkovinné vrstvy. Vysledkem je nestabilita pény, mensi
odolnost vii¢i mechanickému naruseni a jeji nasledny rychly rozpad [30; 31].
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Vzhledem ke své struktufe nepolédrni lipidy plsobi jako protipénivy prostiedek, polarni
jako stabilizator pény [10]. Bylo prokazano [30], ze pokud je k vyrobé piva pouzity slad,
ktery ma vys$si obsah proteinli, md pivo z tohoto sladu vyrobené vysokou toleranci proti
nepiiznivému ucinku mastnych kyselin na pénu.

Pénivost piva negativné ovliviiuje pfechod lipidd do mladiny pfi rmutovani [15; 32].
Lipidy destabilizuji pivni pénu v zavislosti na délce fetézce mastnych kyselin a stupni jejich
nasyceni. U mastnych kyselin s del$im fetézcem se efekt naruSeni pény zvySuje. Nejvice
destabilizuji pivni pénu nasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem [31]. Mastné kyseliny,
které maji méné¢ nez 12 atomu uhliku v fetézci nejsou v pivu pifitomny v takovych
koncentracich, aby mohly konkurovat proteinlim a vyznamnym zplisobem destabilizovat pivni
pénu [15; 31]. Nasycené mastné kyseliny obsahujici 12 az 14 atomu uhliku Vv fetézci nebo
nenasycené mastné kyseliny olejova a linolova destabilizuji tim, Ze narusuji a oslabuji
adsorbovany proteinovy film, coz vede ke zvysSené pravdépodobnosti prasknuti bublin.
Nasycené mastné kyseliny s 16 az 18 atomy uhliku v fetézci jsou méné rozpustné nez ostatni
mastné kyseliny a v roztoku s vétsi pravdépodobnosti vytvareji agregaty, které pénu nici [31].

Znacné odpénovaci ucinky maji béhem varniho postupu a skladovani preménami
vznikajici produkty kyseliny linolové, jako jsou di- a trihydroxyhexadekanové kyseliny [10;
30]. Vyznamny negativni vliv na pénu je dan jejich strukturou. Diky obsazenym hydroxy
skupinam, které maji hydrofilni charakter, jsou tyto hydroxyhexadekanové kyseliny rozpustné,
aproto jsou v pivu piitomny ve vEétSim mnozstvi nez ostatni mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem, které se dafi uspésné eliminovat scezovanim [20; 30]. Jejich vznik lze do jisté miry
omezit upravenymi podminkami vystirani a rmutovani. Je vhodné zacinat pti vyssich teplotach,
snizit pH vystirky a zamezit ptistupu kysliku do vystirky [15; 33; 34].

2.1.7.2 Prepénovdani piva (gushing)

Péna piva ma pro spotiebitele velky senzoricky vyznam [15; 30; 31]. Kromé¢ jejiho pozitivniho
vlivu se uplatiiuje také jeji negativni plisobeni v podob¢ bouflivého pfepénovani po otevieni
lahve neboli gushingu. Podstatou je nahlé, masivni uvolnéni bublinek CO2 zptisobené riznymi
vlivy.

Prepénovani piva mize vznikat z riznych pfic¢in zavislych na kvalité vstupnich surovin
(pritomnost metabolith plisni), technologii varniho procesu (nerozpustné Castice pritomné
Vv pivu), ale mize byt zptsobeno také vlivem ionti Zeleza a t€zkych kova [15]. Uvadi se také
souvislost s mnozstvim a pomérem nenasycenych a nasycenych mastnych kyselin, ktery je
urcujici pii posouzeni rizika ptepéhovani piva [15; 18; 20].
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2.8 Stanoveni obsahu lipidii a mastnych Kkyselin

2.8.1 Stanoveni obsahu lipidi

Vzhledem k rozdilné polarité lipidickych latek a absenci chromofori, které by usnadnily
spektrometrickou detekci, neni analyza lipidi jednoducha. Jelikoz se lipidy ve vzorcich
vétSinou nevyskytuji ve volném stavu, je potieba nejprve provést jejich extrakci [35], které
predchazi Gprava vzorku, spocivajici V jeho rozmélnéni. RozruSenim vzorku je dosazeno
vétsiho povrchu a tim padem efektivngjsi extrakce pomoci rozpoustédla. Ke zvyseni mnozstvi
vyextrahovanych lipidi z matrice, zv1asté pokud je potieba provést kvantitativni analyzu, je
pted extrakci vhodné provést kyselou nebo alkalickou hydrolyzu, ktera slouzi k rozruseni vazeb
lipidu s proteiny a sacharidy a také k zastaveni tvorby tukovych emulzi [36; 37; 38].

Analyticky postup pro stanoveni jednotlivych lipidickych sloucenin zahrnuje zpravidla tii
zakladni kroky:

1) Extrakci ze vzorku

2) Analytickou separaci

3) Identifikaci a kvantifikaci
Po Gspésné extrakci lipidu ze zdroje je tedy v pripadé€ stanoveni specifickych lipidickych latek
potieba jeste jejich separace a nasledna analyza.

Problém ptedstavuje nestabilita lipidli, obzvlasté nenasycenych mastnych kyselin, které
podléhaji oxidaci ptisobenim vzduchu, kdy kyslik napada dvojnou vazbu. Kyselina linolova se
oxiduje 20krat rychleji nez kyselina olejova a kazda dal§i dvojnad vazba v mastné kyseliné
zvySuje rychlost degradace dvakrat az tfikrat. Fosfolipidy, které obsahuji vysoky obsah
nenasycenych mastnych kyselin, hlavné linolové a arachidonové kyseliny, jsou proto
nachylngjsi k poskozeni [35]. Extrakce lipidi ze vzorku by proto méla byt provedena co
nejdiive, aby se minimalizovaly néasledné zmény. Pokud neni okamZita extrakce mozna, je
nutné vzorky uchovavat pii nizkych teplotach v uzavienych nadobach [39].

2.8.1.1 Extrakcni metody vhodné pro obiloviny

Metody jsou zalozeny na extrakei lipidl rozpoustédlem, pficemz extrahované sloZky se stanovi
gravimetricky a definuji jako obsah surového tuku nebo oleje [36]. Jako tuk jsou oznaCovany
netékavé latky, které se extrahuji ze vzorku malo polarnim rozpoustédlem [40].

Vytéznost extrakce zavisi na polarité lipida a rozpoustédla, proto je potieba zvolit idealni
rozpoustédlo pro dany vzorek [37; 40]. Pro extrakci neutralnich lipida, jako jsou estery
mastnych kyselin a acylglyceroly, se vyuzivaji nepolarni rozpoustédla hexan a petrolether. Pro
polarni a slozené lipidy se pouzivaji vice polarni rozpoustédla jako methanol nebo acetonitril.
Casto se vyuziva také kombinace vice rozpoustédel, naptiklad u metody podle Folche, kde je
vyuzivana smés chloroformu a methanolu v poméru 2:1 [35; 36; 37; 40]. Idealni rozpoustédla
by méla byt levna, s nizkym bodem varu, netoxicka a nehoflava [37].
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2.8.1.1.1 Metoda podle Soxhleta

Zékladni a hojn€ vyuzivanou metodou pro extrakci lipidl je metoda dle Soxhleta a jeji pripadné
modifikace. Je soucasti normovanych postupti a ¢asto byva pouzivana jako standard pro nové
vyvijené extrakéni techniky, protoze stanoveni tuku se provadi gravimetricky, a tudiz se jedna
0 absolutni metodu [38; 40]. Je vhodna pro analyzu materialti bohatych na neutralni lipidy
S nizkym obsahem vody. Umoziuje extrakci s vyuzitim malého objemu rozpoustédla, kterym
je vzorek opakované extrahovan v cyklech. Pouzivanymi rozpoustédly jsou hexan, petrolether,
diethylether nebo chloroform [41; 42].

Jedna se o0 kontinuélni extrakci, kdy je ke vzorku neustale ptivadéno cCisté rozpoustédlo,
zatimco ve varné baince jsou koncentrovany netékavé slozky vyextrahované ze vzorku.
Aparatura sestava z destila¢ni banky, extraktoru a chladice. Tuhy zhomogenizovany vzorek je
navazen do patrony, ktera se vysusi v suSarn¢ a nasledné se umisti do Soxhletova extraktoru.
Destilaéni banka se naplni vhodnym rozpoustédlem a je zahfivana k jeho varu. Pary
rozpoustédla stoupaji postranni trubici do chladi¢e, kde nasledné kondenzuji a kapou do
extraktoru. V ném dochazi k vymyvani rozpustnych komponent z tuhé matrice vzorku
Vv patroné. Extraktor se postupné plni rozpoustédlem a principem spojenych nadob se plni
I pfepadova trubicka. Po vystoupani hladiny rozpoustédla k nejvyssi Casti prepadové trubicky
pretece rozpoustédlo obsahujici rozpusténé analyty zpét do destilacni baiky. Izolované latky
proto musi byt stabilni pii teplot¢ varu pouzitého extrakéniho rozpoustédla. Cely proces se
opakuje, dokud nejsou pozadované komponenty ze vzorku vyextrahovany v dostatecném
mnozstvi. Po skonCeni extrakce je v destila¢ni baiice ziskan roztok obsahujici rozpoustédlo
a vyextrahované lipidické latky. Pro izolaci lipidickych latek je nutné odstranéni rozpoustédla,
které se provadi destilaci pii teplotach do 60 °C nejcastéji za pomoci vakuové odparky, aby
nedochazelo k rozkladu extraktu. Po oddestilovani rozpoustédla nasleduje vysuseni obsahu

banky do konstantni hmotnosti [40; 43].
chladi¢
i&?

I

extraktor —| y _
prepadova
trubicka

patrona -
se vzorkem

destilacni
barika

+—zdroj tepla
Obrdzek 3 Klasicky Soxhletiiv extraktor [43]
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Piestoze v soucasné dob¢ existuji mnohem rychlejsi extrakéni metody, pii nichz extrakce
vzorku probihd piimo vroucim rozpoustédlem, je Soxhletova metoda stile nejCastéji
popisovanou a vyuzivanou metodou pro stanoveni tuku v krmivech a potravinach [38]. Jeji
provedeni je velmi jednoduché. M4 ale fadu nevyhod, jako je casovéa ndroCnost a nutnost pouziti
vysoce Cistych rozpoustédel, které jsou hoflavé a nebezpecné. Rizikem je také mozny unik
emisi toxickych sloucenin béhem extrakce. Vzhledem k pusobeni vyssich teplot tato metoda
neni vhodna pro termolabilni slouceniny [37; 41; 42].

2.8.1.1.2 SFE - superkriticka fluidni extrakce

Extrakénim Cinidlem je u této metody superkriticka kapalina, pomoci které je stanovovana latka
Z obvykle pevné matrice extrahovana. NejCastéji se pouziva CO., nékdy modifikovany
ethanolem, methanolem nebo vodou pro zvysSeni rozpustnosti polarnich latek. Extrakce
probihd v podminkach, pii kterych je CO2 v kapalném stavu — teplota vyssi nez 31 °C a tlak
vys$$i nez 73 atm. Po extrakci je extrakt vracen do normalnich podminek, ve kterych se CO-
odpaii [35; 37; 38].

SFE je povazovana za slibnou alternativu ke konvencnim typtim extrakci. Mezi jeji
hlavni vyhody patii nepouzivani organickych rozpoustédel a opétovné vyuziti CO2, mirné
extrakéni podminky a zejména pouziti nizké teploty, ktera je vhodna pro termolabilni
slouceniny [35; 37].

2.8.1.1.3 FBE - extrakce na fluidnim loZi

Tento typ extrakce pfedstavuje moznou alternativu k Soxhletové metod€, oproti niz se
vyznacuje pouzivanim malych objemi rozpoustédla a znaénym zkracenim doby extrakce.
Rozpoustédlo ve spodni nadobé je zahtivano az k bodu varu a jeho pary pronikaji pies filtr
do extrakéni trubice, kde je umistén vzorek, a dale aZ ke kondenzétoru. Zkondenzované pary
rozpoustédla kapou do extraktoru na vzorek a misi se s horkymi parami rozpoustédla, které
neustale pronikaji pies filtr. Tim je zajiSténo udrZeni zkondenzovaného rozpoustédla pfi teploté
varu. Technika zajiStuje po celou dobu intenzivni a efektivni extrakci, kterd je ukoncena
zastavenim ohfevu a chlazenim aparatury. Ochlazeni rozpoustédla a jeho kondenzace vede
k poklesu tlaku, ¢imzZ dojde ke steCeni rozpoustédla a extrahovanych latek pies filtr do spodni
¢asti nadoby. Cely proces je mozné né€kolikrat zopakovat. Po extrakci se zbylé rozpoustédlo
odpafii na rota¢ni vakuové odparce a bainka s vyextrahovanym tukem se vysusi [11; 44].
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Obrazek 4 Schéma pristroje pro extrakci na fluidnim lozi: 1=chladic; 2=filtr, 3=ohiev/chlazeni;

4=rozpoustédlo a 5=vzorek. A: zacatek cyklu — ohiev spodni nadoby k varu rozpoustédla, B: zvihcovani
vzorku parami rozpoustédla, které zacind kondenzovat na chladici, C. zkondenzované rozpoustédlo
zuistava se vzorkem na filtru a misi se s parami rozpoustédla ze spodni nadoby, dochazi k intenzivni
extrakci, D: konec cyklu — chlazeni spodni ndadoby, pokles tlaku v systému a steceni rozpoustédla
S extrahovanymi latkami pres filtr [44].

2.8.1.1.4 SPE - extrakce na pevné fazi

Extrakce typu kapalina-kapalina je vétSinou Casové narofna a vyzaduje pouziti velkych
mnozstvi drahych a zdravi Skodlivych rozpoustédel. Proto ji stale vice nahrazuje extrakce na
pevné fazi, ktera je jeji dobrou alternativou.

Opira se o principy kapalinové chromatografie, U které dochédzi k zachyceni analytt
obsazenych v kapalné fazi na specidlnim sorbentu a jejich naslednému vymyti vhodné
zvolenymi rozpoustédly. Zadrzeni probiha diky silnym, ale reverzibilnim interakcim mezi
analytem a povrchem stacionarni faze. Pouzivaji se kolonky urcené na jedno pouziti naplnéné
sorbentem, ktery je umistén mezi dvé frity. Sorbenty se vyznacuji riiznou polaritou a mohou
byt 1 iontoveé vyménné. Kapalny vzorek je veden ptes kolonku a slouceniny ze vzorku jsou
zachytavany sorbentem, zatimco nezadouci latky jsou selektivné vymyty. Sledované analyty
jsou poté ziskany eluci vhodnym rozpoustédlem.

Cilem je odstranéni ruSivych latek z matrice, izolace a zakoncentrovani stanovovanych
latek. Touto technikou lze také vzorky rozdé€lit na rizné tfidy lipida v zavislosti na jejich
polarité. Jedna se o jednu z nejucinngjsich technik pro rychlou a selektivni separaci, jejiz
vyhodou je niz§i spotieba rozpoustédla, zkraceni doby pfipravy vzorku a vyS$i vytéznost
analytu [35; 45; 46; 47].
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Metoda se sklada ze ¢tyt krokd, které zahrnuji [45]:
1) Kondicionaci sorbentu

2) Aplikaci vzorku

3) Promyti

4) Eluci

Metodu je mozné vyuzit také pro precisténi vzorki methylesteri mastnych kyselin
urcenych pro plynovou chromatografii. Priichodem pies kolonku dojde k odstranéni rusivych
peroxidli a hydroxidi. Obecné plynova a kapalinova chromatografie vyuzivaji vyhod této
metody, ktera jim Casto pfedchazi [46].

2.8.2 Metody stanoveni mastnych Kyselin

Obvykle se mastné kyseliny stanovuji metodou plynové chromatografie (GC) ve spojeni
S plamenové¢ ionizacnim detektorem (FID). Tato metoda vyzaduje, aby byl stanovovany
analyt v plynném skupenstvi. JelikoZ maji mastné kyseliny vysoké body varu, je nutné pied
vlastni analyzou provést derivatizaci vzorku, ktera zahrnuje transesterifikacni reakce.
Produktem jsou tékavé methylestery mastnych kyselin (FAME) vhodné pro analyzu
metodou GC [11; 35; 37; 48].

Krom¢é plynové chromatografie je vyuzivana také vysokoudinna kapalinova
chromatografie (HPLC), ktera v porovnani s GC umoznuje jakymkoliv zpiisobem upravovat
slozeni mobilni faze zménou poméru polarnich a nepolarnich slozek a tim ovliviiovat retenci.
Z tohoto pohledu je HPLC oproti GC velmi flexibilni [49]. Vyuziva se pro rychlou analyzu
volnych mastnych kyselin a jejich methylesterti, stanoveni konjugovanych polynenasycenych
mastnych kyselin a identifikaci jejich geometrickych isomerti [35]. Vzhledem ke struktuie
mastnych kyselin se nejcastéji vyuziva ve spojeni s ELCD detektorem (Evaporative Light
Scattering Detector), ktery je kompatibilni s gradientovou eluci a umoznuje stanoveni latek,
které neobsahuji chromofory. Z tohoto diivodu neni vyzadovana derivatizace vzorku, coz se
projevi usporou ¢asu. HPLC je vhodna pro stanoveni tepelné labilnich latek a ichovu frakei
eluatu pro dalsi analyzu [49]. Pro stanoveni komplexnich smési mastnych kyselin se ale
z divodu nizké G¢innosti velmi nepouziva a preferovanou metodou je GC [50].

2.8.3 Analyza mastnych kyselin metodou plynové chromatografie

Stanoveni mastnych kyselin ptfedchazi jejich extrakce ze vzorku ve formé surového tuku, ktery
je pred vlastni analyzou mastnych kyselin podroben esterifikacnim a transesterifikacnim
reakcim. Vzniklé FAME jsou separovany pomoci GC. Jejich identifikace a kvantifikace
probiha nejéastéji za pouziti FID [35; 37; 48; 51].

2.8.3.1 Priprava methylesterit mastnych kyselin (FAME)

Protoze volné ani vazané mastné kyseliny nejsou dostatecné té¢kavé pro piimé stanoveni
pomoci GC, je nutné provést jejich derivatizaci. Nejjednodussi a nejvice tékavy derivat
mastnych kyselin piedstavuji methylestery. K jejich pfipravé se vyuZziva v zavislosti na povaze
vzorku kyselé nebo bazické esterifikace [37; 48; 51]. Reakce je nutné provadét v bezvodém
prostiedi, aby nedochazelo k saponifikaci [48].
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2.8.3.1.1 Kysele katalyzovanad esterifikace

Kysele katalyzované reakce vyzaduji zahfev v nadbytku bezvodého methanolu a v pfitomnosti
kyselého katalyzatoru. Nej€ast&ji pouzivanymi €inidly jsou kyselina chlorovodikova, kyselina
sirova a fluorid bority. Jelikoz je vzorek zahfivan spolu s ¢inidlem pod zpétnym chladicem
nekolik hodin, je tato metoda Casové narocnd. Vysledkem reakce je esterifikace volnych
mastnych kyselin i transesterifikace mastnych kyselin vazanych v lipidech [37; 48; 51].

2.8.3.1.2 Bazicky katalyzovana esterifikace

Bazicky katalyzované reakce jsou rychlejsi a probihaji za mirnéjSich podminek, klidné 1 pii
pokojové teploté. Pouzivanymi ¢inidly jsou methoxid sodny, methoxid draselny a hydroxid
draselny v bezvodém methanolu. Diky mirn&j$im podminkdm je zde nizsi riziko rozkladu
polyenovych mastnych kyselin.

Dochazi k esterifikaci pouze vazanych mastnych kyselin [51]. Pro vzorky obsahujici
znaéné mnozstvi volnych mastnych kyselin je navrzen modifikovany postup, kdy po bazické
transesterifikaci dochazi k piidavku bezvodé kyseliny chlorovodikové v methanolu pro
esterifikaci volnych mastnych kyselin [48].

2.8.3.2 Plynova chromatografie

Chromatografie je analyticka separa¢ni metoda zalozena na rozdélovani mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze, kdy jedna faze je mobilni a druhd stacionarni.

Principem GC je déleni slozek smési v kolon¢ na zakladé rozdilné afinity ke stacionarni
fazi. Mobilni fazi je zde nosny plyn, ktery musi byt vi¢i stacionarni fazi a stanovovanym
analytim inertni. Vzorek se nanasi pomoci injektoru do nastiikové komory, ktera je vyhtfivana
a dochazi zde k jeho zplynéni. Ve formé par je poté unasen nosnym plynem kolonou. Nastava
interakce mezi vzorkem a stacionarni fazi, kdy jsou jednotlivé slozky rtizné pevné zadrzovany
a dochazi tak k jejich separaci. Takto separované slozky jsou nésledné dle stupné zadrZeni
desorbovany nosnym plynem, postupné opousti kolonu a vstupuji do detektoru, ktery
kontinualné sleduje slozeni eluatu a pievadi ho na méfitelnou veli¢inu — napt. elektricky signal.
Doba, po kterou prochazi latka kolonou se oznacuje jako reten¢ni Cas tr. Pfedstavuje dobu od
nastiiku vzorku na kolonu po dosazeni vrcholu piku sledované latky v chromatogramu.

Vyhodou plynové chromatografie je jednoduché a rychlé provedeni analyzy, ucinna
separace latek a pouziti malého mnoZstvi vzorku. Délit a stanovovat 1ze pevné latky, plyny
a kapaliny s bodem varu do 400 °C [47; 48; 52; 53; 54; 55; 56].

2.8.3.2.1 Instrumentace plynového chromatografu

Plynovy chromatograf sestdva ze zdroje nosné¢ho plynu (tlakova ldhev), regulacnich prvka
k apravé tlaku, injektoru, kolony, termostatu, detektoru a zafizeni na zpracovani a zaznam
signalu detektoru. Podminkou Gspésné analyzy je spravna funkce vSech ¢asti chromatografu
a vhodny vybér kolony a detektoru [56].
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2.8.3.2.1.1 Zdroj plynu a za¥izeni pro regulaci a méveni priitoku nosnych plynii

Zdrojem nosného plynu jsou vétSinou tlakové lahve plnéné Hz, N2, He, Arnebo COy, za kterymi
nasleduji regulatory tlaku, tlakoméry a pratokoméry [55; 56; 57]. Volba nosného plynu zavisi
na pouzivaném detektoru [57]. VSechny plyny vyuzivané v GC je nutné pied analyzou zbavit
vodnich par a necistot [56].

Pro kvantitativni praci je zcela nezbytné pomoci reguldtort tlaku udrzovat konstantni
pratok nosného plynu, na kterém zavisi i¢innost separace kolony a funkce nékterych detektort.
Pro hruby odhad pritoku plynu se vyuziva rotametrti, ptesnéjsi hodnoty poskytuji mydlové
prutokoméry [56]. Prutok je mozné regulovat pomoci regula¢nich ventild na lahvich nebo
pomoci regula¢nich zafizeni, které se nachazi v pfistroji [57] a umoziuji docilit stejného
prutoku nosného plynu i pfi ménicich se teplotach v prib&hu analyzy [47].

2.8.3.2.1.2 Davkovaci zaiizeni

Aby bylo dosazeno velké separacni u¢innosti kolony, je potfeba davkovat do systému vhodné
mnozstvi vzorku. Ptili§ velké mnozstvi vzorku miiZze zpiisobit rozmyti zon a snizeni rozliSeni
pikti na chromatogramu [55].

K néstiiku se pouzivaji kalibrované mikrostiikacky, které propichnou septum vialky,
nasaji vzorek a nadavkuji ho do vyhtivaného injektoru, kde dojde ke zplynéni a zavedeni latky
do proudu nosného plynu [55; 57]. V injektoru se udrzuje teplota asi o 50 °C vyssi, nez je
teplota varu nejméné t€kavé latky vzorku [55; 56; 57; 58].

Volba dévkovacich zafizeni je uréena typem kolon, vlastnostmi analyzované latky
aucelem analyzy. Kapaliny a plyny jsou davkovany stiikackami. Tuhé latky lze davkovat
kovovou jehlou, ale tento zptisob davkovani je zatizen velkou chybou, vhodnéjsim zpiisobem
je predchozi rozpusténi stanovovanych latek v rozpoustédle. Kapalné vzorky vyZzaduji okamzité
zplynéni a davkovani par na kolonu [56].

Pii pouziti néplhovych kolon se davkuje 0,1-20 ul. Kapiladrni kolony vyzaduji
sto i vicenasobné mensi mnozstvi vzorku, jelikoz vykazuji mensi kapacitu a je dilezité kolonu
nepfetizit. Proto u nich byva vyuzivano déli¢u toku (split injektors), pomoci kterych je na
kolonu davkovana jen nepatrna ¢ast vzorku a zbytek je vylouéen do atmosféry [55; 57]. D¢li¢
toku nesmi ovlivnit kvalitativni ani kvantitativni idaje. Pro vzorky zastoupené ve stopovych
mnozstvich Ize vyuzit pfimého davkovani na kolonu pomoci on-column injektoru [56].

Pro reprodukovatelny nastiik vzorku a celodenni vyuziti pfistroje s minimalni obsluhou se
vyuzivaji autoinjektory a autosamplery, diky kterym probihd plnéni stiikacek a davkovani
konstantniho mnozstvi vzorku na kolonu automaticky [55; 56].

2.8.3.2.1.3 Kolona

Dftive byly pouzivany vyhradné napliové kolony se sorbenty nebo nosi¢i pokrytymi kapalnou
stacionarni fazi. V dnes$ni dobé& jsou nahrazeny kapildrnimi, kde funkci nosice zastavaji vnitini
stény kapilary. Vykazuji uc¢innéjsi separaci a umoznuji rychlejsi analyzu [55].

V ptipad€ napliovych kolon se nejcastéji jedna o sklenéné nebo kovové trubice dlouhé
2-3 m s vnitinim primérem 2—4 mm, které¢ jsou naplnény jemné mletymi sorbenty nebo nosici
pokrytymi kapalnou stacionarni fazi. Vzhledem ke své konstrukci se hodi vice pro tékavejsi
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latky a mohou byt vystaveny vysoké zatézi, takZe nejsou potieba vysoce citlivé detektory.
Oproti kapilarnim kolonam maji vyssi kapacitu, ale nemaji tak vysokou Uc¢innost a separacni
schopnost.

Kapiléarni kolony jsou vhodné pro vzorky s vy$si molekulovou hmotnosti, které jsou méné
tékavé. Maji vysokou separa¢ni uéinnost danou velikosti plochy, na které separace probiha [55;
56]. Kolony jsou dlouhé 10—100 m, proto byvaji sto¢eny do smyc¢ek. Jejich vnitini primér se
Vv zavislosti na vyrobci pohybuje v rozmezi 0,01-0,50 mm [56]. Nevyhodou kapilarnich kolon
OTC (Open Tubular Columns) je mala kapacita vyzadujici minimalni davkovani vzorku,
jelikoz jsou nachylné k ptetizeni a maji tendence se zanaset.

Rozlisujeme tti skupiny OTC:
WCOT (Wall Coated Open Tubular) — kolony s tenkou vrstvou kapalné stacionarni faze
zakotvené na vnitinich sténach kapilarni trubice.

SCOT (Support Coated Open Tubular) — kolony s tenkou vrstvou pevného nosi¢e na
vnitini sténé kapilarni trubice, na kterém je naadsorbovana kapalna stacionarni faze. Maji vétsi
kapacitu nez WCOT, jelikoz obsahuji vétsi mnozstvi stacionarni faze [55; 56].

PLOT (Porous Layer Open Tubular) — kolony s tenkou pérovitou vrstvou adsorbentu,
kterou lze smocit kapalnou fazi, nanesenou na vnitini sténé kapilary [56].

Materialy pro vyrobu kapilarnich kolon musi byt dostatecné tvarné, aby mohly byt
vytvoreny kapilary az stovky metri dlouhé. Vyuziva se nerezova ocel, sklo a taveny kiemen.
Kovové kapilary maji vyborné mechanické vlastnosti a jsou tepelné stalé, jejich povrch vsak
pusobi katalyticky na fadu analyzovanych organickych latek i na stacionarni faze. Jsou
neprithledné a nelze tedy kontrolovat dokonalé pokryti staciondrni fazi. Sklenéné kapilary jsou
prihledné, chemicky inertni a mechanicky dost pevné, ale jsou kiehké a jejich hladky povrch
vyzaduje upravy leptanim pfed smacenim kapalnou stacionarni fazi. Kfemenné kapilary
vykazuji oproti sklenénym vyS$§i pevnost, pruznost a mensi reaktivitu vii¢i stanovovanym
slozkam. Maji daleko tenci stény a pro zvyseni odolnosti a pevnosti se pokryvaji z vnéjsi strany
vrstvou polyimidu, ktery umoziuje pracovni teploty az do 340 °C [55; 56].

Pouzivané stacionarni faze musi byt teplotné stabilni a chemicky inertni, s teplotou varu
minimalné o 100 °C vys$i, nez je maximalni provozni teplota kolony. Polarita stacionarni faze
by méla odpovidat polarité slozek analyzovaného vzorku [55].

Vzhledem ke struktufre FAME se pfi jejich stanoveni pouZivaji kolony s polarnimi
staciondrnimi fazemi, kdy mira polarity ovliviluyje retenéni ¢asy FAME, zejména poté
polynenasycenych typl. Vybér kolony proto probihd na zaklad€ struktury stanovovanych
FAME [48; 55]. Zavisi na délce uhlovodikovych fetézcn, stupni nasyceni, pfitomnosti Cis-trans
isomert a lokaci dvojnych vazeb. RozliSovaci schopnost je zejména pro nenasycené typy
FAME nejvyss$i na kolonach s vysoce polarni stacionarni fazi, kterd umoziuje i detailni
separaci cis-trans izomert. Bohuzel, vysoce polarni kolony maji nizkou tepelnou kapacitu,
proto se pro separaci komplexnich smési FAME doporucuje pouziti stfedn€ polarnich
staciondrnich fazi, které maji relativné vysokou rozliSovaci schopnost a jsou pomérn¢ tepelné
stabilni [48; 59].
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Vyuzivaji se polysiloxany substituované methylem, fenylem nebo kyanopropylem
[55;59]. Pro vzorky, které obsahuji jednoduché smési FAME, posta¢i kolony
s polyethylenglykolem (PEG) [11; 59].

2.8.3.2.1.4 Termostat

Pro udrzeni vzorku v plynné fazi je kolona umisténa v termostatu. Pokud probiha separace
vzorkl, které maji Siroké rozmezi teplot varu slozek, pouziva se teplotni program a v prab&hu
analyzy dochézi ke gradaci teploty pro zplynéni vSech slozek. Termostat také zajistuje
dostateén¢ vysokou teplotu injektoru, pfipadné detektoru. Vybér teploty analyzy je vzdy
kompromisem mezi nizkymi teplotami, které jsou vhodné pro optimalni separaci a mezi
vysokymi teplotami, které zaruc¢i rychlou analyzu [55; 58].

2.8.3.2.1.5 Detektor

Funkce detektord je pifevadét analytické vlastnosti analyzované latky na hodnoty, které lze
registrovat. Pro stanoveni FAME se vyuziva plamenové ioniza¢ni (FID) nebo tepelné
vodivostni (TCD) detektor, jejich identifikace probiha pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)
[48; 55].

TCD (Thermal Conductivity Detector) je univerzalnim detektorem, jelikoZz signal
poskytuji vS§echny latky. Principem je méteni elektrického odporu dratku v zavislosti na tepelné
vodivosti plynu, ktery jej obklopuje. Z tohoto diivodu se nepouziva, pokud je vodivost nosnych
plyntt blizkd vodivosti stanovovanych analytli. Pfednostné se vyuziva pro detekei
nizkomolekuldrnich organickych latek a anorganickych plynd. Vyhodou je jeho univerzalnost,
jednoduchost, Siroky linedrni rozsah a nedestruktivni charakter, kterého se vyuziva pii sbéru
analytt po jejich detekci. Nevyhodou oproti jinym detektorim je nizka citlivost, takze se nehodi
pro pouziti s kapilarnimi kolonami, na které se davkuje velmi malé mnozstvi vzorku [55].

V plynové chromatografii jsou hojn¢ vyuzivany ionizacni detektory. Princip, na kterém
jsou tyto detektory zalozeny, spociva ve vedeni elektiiny v plynech. Pokud jsou v plynu
ptitomny elektricky nabité atomy, molekuly nebo volné elektrony, zptisobuje jejich pohyb ve
sméru elektrického pole vodivost plynu. Takto 1ze zjistit pfitomnost 1 nepatrného poctu nabitych
molekul, coz vysvétluje vysokou citlivost téchto detektorti.

Pro analyzu uhlovodikli je nejrozSifenéjSim a v analyze FAME nejvyuZivanéjSim
detektorem FID. Je velmi citlivy a ma dobrou linearitu v Sirokém rozsahu koncentraci za
piedpokladu, ze jsou dodrzena doporuceni vyrobct piistroju tykajici se prutoku plynu [48; 55;
56]. Principem je méfeni zmény elektrické vodivosti, ktera se projevi v pfitomnosti eluované
latky. Vedeni proudu je zprostiedkovano ionty, které vznikaji ionizaci molekul v kysliko-
vodikovém plameni, je tedy potieba pouziti takzvanych ptidavnych (make-up) plynt, a tudiz
I dal$ich regulatorti. Nosnym plynem je zde dusik, ktery se pted vstupem do trysky hotaku misi
s vodikem. Vzduch, ktery do plamene difunduje, ptisobi jako zdroj kysliku. Detektor je tvofen
dvéma elektrodami, na které je vlozeno stejnosmérné napéti. Pokud do plamene ptichazi pouze
nosny plyn, je vodivost nepatrna v disledku minimélniho vzniku iontl. Pfi eluci stanovované
latky dochazi v plameni Kk jeji ionizaci a vzniklé ionty migruji k elektrodam, coz zvysi
elektrickou vodivost. Z rozdilu zméfené¢ho signalu ziskame piesnou informaci o vzorku,
protoze proud je pfimo Umérny ionizaci, kterd zavisi na sloZeni vzorku.
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Nejmensi detekované mnozstvi predstavuje 1072 g/s, proto se FID pouziva ve spojeni
s kapilarnimi kolonami. Jeho nevyhodou je destrukce vzorku pfi spalovani a nutnost pouziti
ptidavnych plynt a regulatort [47; 52; 53; 54; 55].

Pfi analyze neznamych smési lze vyuzit také spojeni plynové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS), coz je jeden z nejuniverzalnéjSich detektort.
MS je zaloZena na ptevedeni molekul na ionty a separaci téchto iontti na zéklad¢ jejich poméru
hmotnosti k naboji (m/z) v magnetickém nebo elektrickém poli. Existuji rtizné druhy
hmotnostnich spektrometri, které se 1isi pouzitym typem ionizace a hmotnostniho analyzatoru.
Pti identifikaci FAME se vyuzivd chemickych ionizacnich technik a analyzitorem byva
zpravidla kvadrupdl aiontova past. MS odhaluje latky, které se pti GC eluovaly spole¢né
a predstavovaly jeden pik na chromatogramu. Pro kazdou slozku Ize ziskat hmotnostni
spektrum, které je porovnano s knihovnou spekter a dochazi tak k jeji identifikaci [35; 47; 55].

2.8.3.2.1.6 Zaiizeni na zpracovani a zaznam signdlu detektoru a vyhodnoceni analyzy

Pisobenim analytické vlastnosti na ¢idlo vznika signal, ktery je sniman v nastavenych ¢asovych
intervalech a zaznamenan pomoci softwarového programu. Zaznam intenzity signalu na case
se nazyva chromatogram, ze kterého lze ziskat jak kvalitativni, tak kvantitativni informace
0 jednotlivych slozkach vzorku.

Identifikace latek probiha na zaklad¢ shody retencnich ¢asti tr (maxima pikll) stanovované
latky a standardu, za predpokladu méfeni hodnot pfi stejnych podminkach experimentu.
Spravna identifikace je zaloZena na uplné separaci vSech slozek, kdy kazdy pik odpovida pouze
jedné eluované latce.

Koncentrace latky je tmérna ploSe piku [47; 48; 52; 53; 54; 55; 56]. Kvantifikace na
zaklade¢ vysky piku neni vhodna, jelikoz i malé zmény ve tvaru piku zkresluji vysledek. Pokud
pti kvantifikaci nejsou dva piky od sebe zcela oddé€leny, zejména pokud je jedna slozka
viditelna pouze jako mensi rameno nebo rozsiteni piku, je potfeba zménit podminky separace,
piipadné vybrat kolonu s vyssi rozliSovaci schopnosti [48].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni a chemikalie

3.1.1 Pristroje

laboratorni mlynek na jemné mleti (MIAG)

predvazky (SARTORIUS-INTEC)

analytické vahy s piesnosti na 0,001 g (Denver instrument, USA)

extraktor fexIKA® dive-in kontrol s piislusenstvim (IKA, Némecko)

extrakéni pfistroj podle Soxhleta — extrakéni nastavec (200 ml), kulickovy chladic,
banka s kulatym dnem, topné hnizdo

stolni pocitac

rotacni vakuové odparka IKA®RYV 10 digital (IKA, Némécko)

horkovzdusna susarna Venticell (BMT, Ceska republika)

termoblok — Dry Block Heater HB2DG, (OHAUS, USA)

plynovy chromatograf Trace Ultra s FID detektorem (Thermo Scientific, USA)
vortex Genie 2, (Scientific Industries, Inc., USA)

centrifuga Eppendorf MiniSpin plus (Eppendorf)

exsikator

chladnic¢ka a mraznicka

3.1.2 Pracovni pomiicky

extrakéni baiky pro extraktor fexIKA® 200 ml
automatické mikropipety 10-100 pul, 100-1000 pl, Spicky
sklenéné zkumavky 10 ml se zabrusem a sklenénou zatkou
extrakéni baitka 500 ml

mikrozkumavky Eppendorf 2 ml

Pasteur pipety 1 ml

vialky 2 ml, 5 ml

hlinikova vicka se septem 11 mm

krimpovaci klesté

filtraéni papir hladky nehlazeny pro zékladni laboratorni vyuziti 2R, 80 g/m?
bézné laboratorni sklo a pomucky

3.1.3 Chemikalie

Petrolether, Sigma-Aldrich (Izrael)

Hexan pro HPLC > 97,0 %, Sigma-Aldrich (Némecko)
Methanol pro HPLC > 99,9 %, Sigma-Aldrich (Francie)
Hydroxid draselny, Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)
Hydroxid sodny, Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)

Siran sodny bezvody, Lach-Ner s.r.o (Ceska republika)
Isooktan p.a., PENTA s.r.o (Ceska republika)

Smeésny standard methylestertt mastnych kyselin — Supelco 37 Component FAME
mix, Sigma-Aldrich (USA)

Hydrogensiran draselny, Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina sirova 96% p.a., PENTA s.r.o (Ceska republika)
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3.1.4 Plyny

*  Vodik, Cistota 4.5
* Dusik, Cistota 5.0
e Helium, Cistota 5.5
e Vzduch, ¢istota 5.0

3.2 Priprava vzorki

Byly analyzovany vzorky je¢mene jarniho, vypéstovaného v Ceské republice soukromymi
péstiteli, ze kterych byly ve VUPS, a.s. v mikrosladovné za standardnich podminek vyrobeny
slady. Standardni podminky sladovani jsou uvedeny v Tabulka 1. Jednalo se o sladovnicky
je¢men sklizné roku 2022 odrtid doporuéenych VUPS, a.s. pro vyrobu piva s chranénym
zemépisnym oznaéenim ,,Ceské pivo™.

Tabulka 1 Podminky pro sladovani obilky jecmene

parametr hodnota parametru
stupenn domoceni 45+1%
doba sladovani 144 £ 1 hod
teplota kliceni 14+1°C
teplota hvozdéni 55-80 °C

Celkem bylo analyzovdno 14 vzorkidl je¢mene a 14 vzorkli z né vyrobenych sladi.
Z dtvodu analyzy vzdy dvou odriid shodného nazvu bylo pro jejich rozliSeni pouzito hornich
indexti 2. T&sné pted zpracovanim byly vzorky pomlety, aby se zabranilo mozné oxidaci

lipidu.
Tabulka 2 Seznam vzorkii S mistem pitvodu

¢islo vzorku odrida pivod (okres) | Cislo vzorku odrida puavod (okres)
1 Bojos ! Olomouc 8 LG Ester2 | Hradec Kralové
2 Bojos 2 Olomouc 9 LG Stamgast * Sumperk
3 Francin ? Opava 10 LG Stamgast 2 Olomouc
4 Francin 2 Olomouc 11 Malz ! Opava
5 Laudis 550 * Olomouc 12 Malz 2 Pierov
6 Laudis 550 2 Kolin 13 Manta * Opava
7 LG Ester * Bruntal 14 Manta? Olomouc

3.3 Stanoveni lipidu

Princip

Extrakce lipidl na fluidnim lozi se provede z rozemletého je¢mene nebo sladu petroletherem
Vv extrak¢énim piistroji fexIKA® dive-in control. Po odpateni rozpoustédla se vysusené extrakty
ZVazi.
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Pracovni postup

Do extrakéni patrony z filtraéniho papiru bylo navazeno 5 + 0,001 g zrna je¢mene nebo sladu
pfedem rozemletého na laboratornim mlynku pro jemné mleti. Extrakéni patrona se vzorkem
byla vlozena do extraktoru, ke kterému byla pfiSroubovéna pifedem vysusend a zvazena
extrak¢éni barika (30 minut pii 105 °C, chlazeni v exsikatoru, vaZzeni s piesnosti na 0,001 g),
do které bylo odméteno 60 ml petroletheru. Po sestaveni extrakéni aparatury byl vzorek
automaticky extrahovan v 7 cyklech (75 °C s vydrzi 10 minut, nasledovalo chlazeni na 25 °C).
Celkova extrakce trvala asi 2 hodiny. Po extrakci bylo zbylé rozpoustédlo odpareno na rotacni
vakuové odparce pii 45 °C. Baika s vyextrahovanymi lipidy byla susena 1 hodinu pii 105 °C
v elektrické susarn€. Po ochlazeni v exsikatoru byla baiika zvazena s piesnosti na 0,001 g. Do
extrakéni baiiky byl K vyextrahovanym lipidim pfidan 1 ml isooktanu a tato smés byla
prevedena do 2 ml Eppendorfové mikrozkumavky a uchovana v mrazédku pro stanoveni
mastnych kyselin.

Vypocet a vyhodnoceni

L = 1

p=— (1)
L -100

Ls=’”s , )

kde:
Lp... obsah lipidi v pivodnim vzorku (%),
Ls... obsah lipidu v susing€ vzorku (%),
H... hmotnost banky s vyextrahovanymi lipidy — hmotnost prazdné banky (g),
n... navazka je¢mene nebo sladu (g),
S... suSina je¢mene nebo sladu (%).

Vysledek byl uveden v procentech na dvé desetinna mista.

3.3.1 Porovnani stanoveni obsahu lipidu s referenéni metodou

Metoda extrakce na fluidnim lozi pomoci pfistroje fexIKA® dive-in control byla porovnana
s referen¢ni metodou extrakce podle Soxhleta.

Pracovni postup

Do extrakéni banky, ktera byla pfedem vysuSend a zvazena (30 minut pii 105 °C, chlazeni
Vv exsikatoru, vazeni s piesnosti na 0,001 g), bylo odméteno 250 ml petroletheru. Do extrakéni
patrony bylo navazeno 5+ 0,001 g pfedem rozemletého vzorku. Po pfipojeni chladice
a sestaveni aparatury extrakce probihala 3 hodiny s frekvenci 8—10 pfepadi za hodinu. Po
ukonceni extrakce a vychladnuti aparatury bylo zbylé rozpousStédlo odpafeno na rotacni
vakuové odparce pii 45 °C. Barika s vyextrahovanymi lipidy byla suSena 1 hodinu pii 105 °C
v elektrické susarné. Po ochlazeni v exsikatoru byla banka s lipidy zvazena s piesnosti
na 0,001 g.
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3.4 Stanoveni mastnych kyselin

Z vyextrahovanych lipida byly triacylglyceroly pievedeny na methylestery piislusnych
mastnych kyselin, které byly analyzovany metodou GC-FID.

3.4.1 Priprava methylesteri mastnych Kkyselin

3.4.1.1 Alkalicka esterifikace vyextrahovanych lipidi
Princip
Triacylglyceroly jsou rozpustény v isooktanu a pievedeny na methylestery transesterifikaci
s methanolickym roztokem hydroxidu draselného. Po ukonceni reakce je hydroxid draselny
neutralizovan hydrogensiranem draselnym, aby se zamezilo zmydeliiovani methylesterii. Takto
ptfipravené methylestery se analyzuji metodou plynové chromatografie.

Pracovni postup
Piiprava methanolického roztoku KOH (c = 2 mol/l)
Ve 100 ml absolutniho methanolu bylo rozpusténo 13,1 g KOH. K vysuseni pfipraveného

roztoku bylo pfidano vétsi mnozstvi bezvodého siranu sodného a po 30 minutach byl roztok
prefiltrovan.

Ptiprava FAME

Do zkumavky se zébrusem bylo napipetovano 100 pl roztoku vyextrahovaného tuku
v isooktanu a ptidany 4 ml isooktanu. Zkumavka byla uzaviena a obsah protiepan. Bylo
pfidano 200 pl pfipraveného methanolického roztoku KOH a smési ve zkumavce bylo

intenzivné tfepano po dobu 30 sekund. Poté byl ke smési pfiddn asi 1 g hydrogensiranu
draselného a znovu bylo intenzivné tiepano po dobu 15 sekund, aby se zneutralizoval hydroxid
draselny. Po usazeni soli byla do 2 ml vialky odebrana horni iSooktanova vrstva, ktera byla
5x zfedéna isooktanem a analyzovana metodou GC-FID.

3.4.1.2 Kysela esterifikace vyextrahovanych lipidi
Princip
Volné a véazané mastné kyseliny jsou esterifikovany zahtivanim v piebytku bezvodého
methanolu v piitomnosti kyseliny sirové jako katalyzatoru. Po ukonceni reakce je piebytek
kyseliny neutralizovan hydroxidem draselnym.

Pracovni postup

Do krimpovaci vialky bylo navéazeno ptiblizné 10 mg vyextrahovanych lipidi. Nésledné bylo
ptidano 1,8 ml transesterifika¢ni smési (15% kyselina sirova v methanolu a interni standard
kyseliny heptadekanové o koncentraci 0,5 mg/ml) a vialka byla zakrimpovana. Takto
ptipraveny vzorek byl inkubovan v termobloku 2 hodiny pii 85 °C. Nasledovalo ochlazeni na
laboratorni teplotu a obsah vialky byl kvantitativné preveden do Cisté vialky o objemu 5 ml.
Nasledné bylo ptidano 0,5 ml 0,05 M NaOH a 1 ml hexanu. Uzaviené vialky byly tiepany na
vortexu po dobu 10 minut. Nasledovalo stoeni na centrifuze, pii kterém doslo k oddéleni
organické faze, ze které bylo odebrano 0,1 ml do ¢isté vialky. Po pfidavku 0,9 ml hexanu byly
vzorky pfipraveny pro analyzu metodou GC-FID.
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3.4.2 Analyza methylesterii mastnych kyselin metodou plynové chromatografie

Analyza FAME byla provedena optimalizovanou metodou GC-FID na koloné
SLB-IL 100. Podminky analyzy jsou uvedeny nize. Pfed néstfikem vzorku byla ovéfena
hladina pozadi zdznamu pomoci nasttiku ¢istého rozpoustédla.

Podminky analyzy
* Plynovy chromatograf Trace Ultra
* Autosampler AS/Al 3000
* Kapilarni kolona SLB-IL 100 (60 m x 0,25 mm x 0,2 um)
* Celkova doba analyzy 52,5 min
* Teplotni program
+ 50 °C — gradient 4 °C/min — 220 °C s vydrzi 10 min
* teplotni limit 230 °C
* Injektor (PTV)
teplota: 250 °C
objem nastiiku: 1 pl
doba bezdélicového davkovani: 48 sekund
prutok splitovacim ventilem: 60 ml/min
*  Nosny plyn
Helium
prutok: 1,5 ml/min
* Detektor (FID)
teplota: 250 °C
prutok vzduchu: 250 ml/min
prutok vodiku: 35 ml/min
prutok dusiku (makeup): 30 ml/min

Vypocet a vyhodnoceni

Identifikace mastnych kyselin probihala na zakladé porovnani reten¢nich ¢asti methylestert
mastnych kyselin se standardem, jehoz parametry uvadi Pfiloha 1. Vyhodnoceni probihalo
v programu Chrom-Card a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v analyzovanych vzorcich
bylo vyjadieno v procentech jako jejich relativni obsah. Vysledek byl uveden na dvé desetinna
mista.

Déle probéhl vypocet hmotnostni koncentrace mastnych kyselin v mg/g vyextrahovaného
tuku. K vypoctu byly pouzity ziskané linearni regrese z promeéteni roztokt kalibra¢ni fady, ve
tvaru:

y=ax+b, (3)
kde:
y... plocha piku standardu,
X... koncentrace standardu (ng/ml),
a... smérnice kalibra¢ni ptimky (ml/ug),
b... absolutni ¢len.
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Koncentrace mastnych kyselin byla vypoc¢tena pomoci rovnic:

S—-b

Cmethylesteru MK — a (4)
_ ) Mr MK
CMK ~ Cmethylesteru MK My > (5)
methylesteru MK
— % -3
my = Cyk " Viso 2E 107, (6)
¢ = MMk @
b
Myyku

kde:
Cmethylesteru MK . .. Koncentrace methylesteru MK ve vialce (ug/ml),
S... plocha piku methylesteru,
cwk... koncentrace MK ve vialce (ug/ml),
Mrmk... molarni hmotnost MK (g/mol),
MFmethylesterumk . .. molarni hmotnost methylesteru MK (g/mol),
Muk... hmotnost MK ve vyextrahovaném tuku (mg),
Viso... celkovy objem isooktanu pouzity k esterifikaci (ml),
Miuku. .. hmotnost vyextrahoveného tuku (g),
C... koncentrace MK ve vyextrahovaném tuku (mg/g).

Vysledek byl uveden v procentech na dvé desetinna mista.

3.5 Validace

U metody stanoveni lipida byla ovéfena opakovatelnost. Pro metodu stanoveni FAME
pomoci GC-FID byla provedena validace v rozsahu — opakovatelnost, linearita, mez detekce
a mez stanoveni.

Validace

Prokazuje, ze zvoleny postup metody je vhodny pro zamyslené analytické pouziti. VIastnosti
metody jsou vyjadieny v pojmech analytickych charakteristik — piesnost, spravnost, mez
detekce, mez stanovitelnosti, selektivita, specifi¢nost, rozsah, linearita a robustnost. Kazda
analytickd metoda musi byt pied pouzitim validovana [60; 61].

Opakovatelnost

Vyjadiuje tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky zkousek, které byly provedeny
stejnou metodou, stejnym pracovnikem, na stejném pfistroji a ve stejné laboratofi, za stejnych
podminek v kratkém ¢asovém intervalu. Opakovatelnost je vlastnosti metody [60; 61].
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Linearita

Definuje schopnost metody poskytovat vysledky pfimo umérné koncentraci analytu [60].
Je chapana jako piimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi — analytickym
signalem a koncentraci analytu. Té€snost zavislosti téchto dvou proménnych charakterizuje
korelaéni koeficient. Cim vice se tento koeficient bliZi jedné, tim je zavislost obou proménnych
tésnéjsi, zaroven hodnota koeficientu nesmi klesnout pod hodnotu 0,98 [61].

Mez detekce (LOD)

Mez detekce je definovana jako nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku, které miize byt
detekovano, nikoliv vSak kvantifikovano [60]. Jedna se o nejnizsi koncentraci, pii které se
analyticky signal statisticky vyznamné¢ lisi od Sumu. Lze ji vypocitat pomoci vztahu [61].

hy
LOD=3 - —
0 i ®)

kde:
hs... vyska Sumu zakladni linie,
a... smérnice kalibra¢ni ktivky (zavislost vysky piku h na koncentraci c).

Mez stanovitelnosti (LOQ)
Jedna se o nejnizsi koncentraci analytu, kterd muze byt stanovena s piijatelnou piesnosti
a spravnosti za uvedenych podminek metody [60]. Lze ji vypocitat pomoci vztahu [61]:

hs
LOQ=10- =
0Q pl 9)

kde:
hs... vyska Sumu zakladni linie,
a... smérnice kalibra¢ni kiivky (zavislost vysky piku h na koncentraci c).
3.6 Statistické zpracovani vysledki
Data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci programu Microsoft Excel 365. Pii
vyhodnocovani byly vyuzity nésledujici statistické parametry:
3.6.1 Aritmeticky prumér

Aritmeticky primér je definovan vztahem [62]:

x:

1 n
(x1+x2+...+xn)=52x,-, (10)

S| =

kde:
n... rozsah souboru,
X1— Xn... hodnoty prvniho az n-tého prvku souboru.
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3.6.2 Smérodatna odchylka (SD)

Smérodatna odchylka uvadi rozptyleni jednotlivych hodnot okolo aritmetického praméru.
Uvadi se ve stejnych jednotkach, v jakych je vyjadien aritmeticky primér x. Vypocita se podle

vztahu [62]:
1 n
s=jn1 > -9 (11)
i=1

Ve form¢ smérodatné odchylky se vyjadifuje standardni nejistota vysledku méteni u [61].

3.6.3 RozsiFena nejistota méieni (U)

Rozsitena nejistota méteni je soucinem standardni nejistoty méfeni U (smérodatné odchylky)
a koeficientu rozsifeni k=2, coz pro normalni rozdéleni odpovida pravdépodobnosti pokryti
priblizn¢ 95 %.

3.6.4 Relativni smérodatna odchylka (RSD)

Relativni smérodatna odchylka udava procentualni rozptyleni od aritmetického praméru. Uvadi
se v procentech a je definovana nasledujicim vztahem [62]:

s, =

100 (12)

=l ©

Ve vypoctech RSD byla namisto smérodatné odchylky s pouZita roz$ifena nejistota méfeni U.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Opakovatelnost extrakce tuki

Opakovatelnost extrakce byla vyhodnocena z vysledkit 8 nezavislych méfeni, ktera
probéhla v kratkém casovém intervalu. Pro stanoveni byl pouzit vzorek je¢mene ¢. 13
(Manta 1). Vysledky vyjadfené jako obsah lipidai vV su$iné je¢mene a statistické zpracovani
uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3 Opakovatelnost extrakce

Cislo extrakce | obsah lipidi v susiné [%0]
1 1,94
2 1,87
3 1,83
4 1,82
5 1,84
6 1,95
7 1,97
8 1,92
pramér [%] 1,89
U [%0] 0,12
RSD [%] 6,35

Hodnota relativni smérodatné odchylky (nejistota) stanoveni obsahu tuku v je€meni byla 6,4 %.

4.2 Porovnani stanoveni obsahu lipidi s referenéni metodou

K méfeni byl pouzit stejny vzorek jako pro stanoveni opakovatelnosti — vzorek je¢mene ¢. 13
(Manta 1). Obsah vyextrahovanych lipidti Soxhletovou metodou piepoéteny na susinu vzorku
a srovnani s vysledky opakovatelnosti udava Tabulka 4.

Tabulka 4 Srovndni riznych metod extrakce

metoda extrakce obsah lipidu v suSiné [%]
fexIKA® dive-in control 1,89
Soxhlet 1,83

Srovnanim extrakce lipidil na fluidnim lozi s referencni metodou dle Soxhleta bylo ovéteno, Ze
pouzita metoda extrakce na fluidnim lozi je vhodna k extrakci lipidtl z analyzovanych vzorkd.

4.3 Optimalizace po¢tu cyklu extrakce

Metoda extrakce na fluidnim lozi byla nastavena na 7 extrakcnich cykli. Bylo provedeno
ovéteni, zda je nastaveny pocet cykll dostateCny. Zavislost poctu cykli na vyextrahovaném
mnozstvi lipida ze vzorku je zobrazena v Graf 1. Z grafu vyplyva, Ze uvedeny pocet cyklu (7)
je dostatecny a pfi vyS$§im poctu cykli nedochazi k nartistu mnozstvi vyextrahovanych lipidd,
pouze by se prodluzovala doba extrakce.
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Graf 1 Ovéreni poctu cyklii extrakce

4.4 Stanoveni obsahu lipidi v riiznych odriidach jeémene a sladu

Metodou extrakce na fluidnim lozi pfistrojem fexIKA® dive-in control byly vyextrahovany
lipidy ze 14 vzorkd je¢mene a 14 vzorkd z n&j vyrobenych sladii ze sklizné roku 2022.
Vysledky obsahu lipida v susiné udava Tabulka 5, grafické srovnani zobrazuje sloupcovy
Graf 2. Uvedené hodnoty jsou primérem ze dvou nezavislych méteni, nejistota méfeni byla
vypoctena z opakovatelnosti extrakce a je uvedena v Tabulka 3.

Tabulka 5 Obsah lipidii v odriiddach jecmene a sladu

v
odrida | ™ | linidy | lipidy | susina V"sﬁ’l'gzé lipidy | lipidy | susina V"s?l'gzé
o | 61| o6 | Vet | ol | el | el | Ve

Bojos * 1 |00727| 1,45 | 86.30 | 168 | 00628 | 125 | 9598 | 131
Bojos 2 2 |o00738| 147 | 8810 | 167 |00599 | 119 | 96.41 | 1.24
Francin * 3 |00773| 154 | 8810 | 175 |00642 | 128 | 96.26 | 1.33
Francin 2 4 |o00768| 153 | 87,30 | 1,75 |00738 | 1.47 | 9578 | 153
Laudis 550 ° 5 |00723| 143 | 87.20 | 164 | 00577 | 115 | 96,10 | 1.20
Laudis 550 2 6 |00803| 1,59 | 87,80 | 181 |00708 | 141 | 9651 | 1.46
LG Ester * 7 |o0821| 164 | 8800 | 186 |00611 | 122 | 96,26 | 1.27
LG Ester ? 8 |00757| 1,51 | 88,60 | 171 | 00599 | 119 | 96,30 | 1.24
LG Stamgast® | 9 | 00770| 154 | 8640 | 178 |00730 | 1.45 | 9627 | 151
LG Stamgast? | 10 | 00819 | 1,63 | 8660 | 189 | 00680 | 1,35 | 9653 | 140
Malz ! 11 |00749| 150 | 8770 | 171 |0,0605 | 1,21 | 95.97 | 1.26
Malz 2 12 |00752| 150 | 88.00 | 171 |00670 | 1,34 | 96,02 | 1.0
Manta * 13 |00835| 167 | 8810 | 189 | 00680 | 1,35 | 9605 | 141
Manta? 14 |00834| 165 | 87,80 | 188 |00734 | 1.47 | 9639 | 152
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Graf 2 Grafické porovnani obsahu lipidii v odridach jecmene a sladu

Obsah lipidi v susin€ se u vzorkd je¢mene pohyboval v rozmezi 1,64-1,89 %. Tyto
vysledky se shoduji s hodnotami uvadénymi v literatuie (1,64—2 % tuku v susin¢ metodou FBE
— Olsovska et al. [16], 1,73 £ 0,02 % tuku Vv susiné metodou podle Soxhleta — Ozcan et al. [63].)
nebo jsou mirné nizsi (1,78-2,1 % tuku v susiné metodou podle Soxhleta — Bravi et al. [18]),
vyss§i hodnoty 2,70-2,74 % uvadi Ighwela [64]. VSechny zminéné metody pouzivaly jako
rozpoustédlo petrolether.

U vzorki sladu byl stanoven obsah lipidt v susiné v rozmezi 1,20-1,53 %. Vysledky se
shoduji s hodnotami uvadénymi v literatuie (1,52 + 0,03 % tuku v suSiné metodou podle
Soxhleta — Bravi et al. [19]) nebo jsou opét o néco nizsi (1,48-1,88 % tuku v susiné metodou
podle Soxhleta — Bravi et al. [18]). VSechny zminéné metody pouzivaly jako rozpoustédlo
petrolether. Metodou podle Folche (methanol + chloroform) Lordan et al. [65] dosahli vysledku
0,7 £0,1 % lipida ve sladu.

Z naméfenych dat je patrny ubytek lipida ve sladu oproti jeCmeni, ktery mohl byt
zpisobeny jejich degradaci pii sladovani. Snizeni celkového mnozstvi lipidi souvisi
s lipolytickou aktivitou béhem kli¢eni, pii kterém je potfeba velké mnozstvi energie
a stavebnich latek. Vyznamny ubytek lipidi predstavuje nasledné odkliceni sladu. Ztraty lipida
mohou byt zpisobeny také zvysenim aktivity LOX v pocatcich hvozdéni pii teplotach do 60 °C,
kde aktivita LOX vykazuje az 1,5nasobek ptivodni aktivity LOX v je¢meni [27]. Ubytek lipidi
¢inil 12-32 %, jedna se o mirn¢ vyssi hodnotu, nez udava literatura (9-19 % Bravi et al. [18],
5-24 % Olsovska et al. [16], 23 % Kaukovirta-Norja et al. [27]). Vzhledem k aplikaci
totoznych [16] nebo podobnych podminek sladovani [18] (studie [27] neuvadi teploty kli¢eni
je¢mene a hvozdéni sladu), I1ze rozdilnost vysledkt stanoveni a hodnot uvadénych V literatuie
pfipisovat analyze odliSnych odrid je¢mene. Orientatné se ale vysledky shoduji. Zajimavé
vysledky poskytuje ¢lanek Ozcan et al. [63], kde byl zaznamenan nérist procentualniho obsahu
lipidt ve sladu oproti je¢meni 0 12 %.
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A4

obsah 1,64 % byl zaznamenan u odrady Laudis 550 %, nejvy3si obsah 1,89 % u odriidy Manta .
Primérny obsah lipidd piepocteny na susinu sladu ptedstavoval 1,4 +0,1 %. Nejnizsi
obsah 1,20 % vykazovala odrtida Laudis 550 %, nejvyssi obsah 1,53 % odrida Francin 2.
Nejvétsi ubytek lipida bdhem sladovani byl zaznamendn u odrady LG Ester!
(32% tbytek). Naopak nejnizs$i ubytek lipidGi byl zaznamenan u odriidy Francin?, kde se
jednalo o 12% ubytek.

4.5 Valida¢ni parametry GC-FID

Byla stanovena opakovatelnost, linearita, mez detekce a mez stanovitelnosti methylestert
mastnych kyselin metodou GC-FID. Pro stanoveni opakovatelnosti byl pouzit vzorek je¢mene
¢. 13 (Manta 1). Pro stanoveni meze detekce, meze stanovitelnosti a linearity byl pouzit smésny
standard methylester mastnych kyselin Supelco 37 Component FAME mix, jehoz slozeni
a eluéni poradi jednotlivych methylesterti uvadi Ptiloha 1, chromatogram standardu je uveden
v Ptiloha 2.

45.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost esterifikace byla ov&fovana na vzorku je¢mene ¢. 13 (Manta !). Méfeni bylo
provedeno Ctytikrat. Vysledky vyjadiené jako procentualni obsah jednotlivych mastnych
kyselin ve vyextrahovanych lipidech a statistické zpracovani uvadi Tabulka 6.

Nejistoty stanoveni jednotlivych MK (FAME) byly v rozsahu 0,2 % az 24,2 %. Kyselina
arachova se ve vSech vzorcich vyskytovala ve velmi malém mnozstvi, konkrétné v 0,07-0,28%
zastoupeni, z tohoto diivodu mohou byt vysledky zatizeny vétsi nejistotou méteni. Obecné
vSechny MK, které byly zastoupeny minoritné, vykazovaly vétsi nejistotu méfeni.

Tabulka 6 Opakovatelnost metody

. ] zastoupeni [ %]
Cislo analyzy [ 0] C16:0 | C18:0 | C18:1 A°| C18:2 A% | C20:0 | C20:1 A™] C18:3 AST215
1 0,26 | 2460 | 147 | 1567 | 5351 | 013 | 332 1,05
> 0,28 | 2456 | 154 | 1529 | 5358 | 017 | 340 118
3 028 | 2446 | 141 | 1543 | 5360 | 017 | 364 1,05
2 027 | 2475 | 142 | 1543 | 5350 | 015 | 335 114
pramer [%] | 027 | 2459 | 146 | 1545 | 5355 | 015 | 343 1,10
ure] | o002/ 023 012 | 031 010 | 004 | 029 0,13
RSD[%] | 612 | 095 | 811 | 201 019 |2421| 849 11,67

45.2 Linearita

Pro stanoveni linearity byl pouzit smésny standard methylesteri mastnych kyselin
Supelco 37 Component FAME mix. Bylo pipetovano 5; 10; 25; 50 a 100 pl tohoto standardu
a doplnéno isooktanem na objem 1 ml. Rozmezi koncentraci methylesteri mastnych kyselin
v takto pfipravenych roztocich piedstavovalo 1,0-60,1 pug/ml.
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Celkové koncentrace methylesterit mastnych kyselin, které byly ve vzorcich analyzovany
a jejich koncentrace po nafedéni roztokd pro kalibra¢ni fadu jsou uvedeny v Tabulka 7.

Tabulka 7 Koncentrace FAME ve standardu a v pripravenych roztocich kalibracni Fady

stl st2 st3 st4 | st5
mastna Kyselina | popis molekuly | Crame ve stand. [prg/ml] CFAME v naedénych roztocich [ 1@/ml]
myristova C14:0 401+ 11 2,01 | 4,01 | 10,03 20,05 40,10
palmitova C16:0 601 + 26 3,01 | 6,01 | 15,03 30,05 | 60,10
stearova C18:0 200+ 10 1,00 | 2,00 | 5,00 | 10,00 | 20,00
olejova C18:1 A° 401+ 19 2,01 | 4,01 | 10,03 20,05 | 40,10
linolova C18:2 A%12 200+ 13 1,00 | 2,00 | 5,00 |10,00 20,00
arachova C20:0 401 +22 2,01 | 4,01 | 10,03 20,05 | 40,10
cis-11-eikosenova | C20:1 At 200+ 11 1,00 | 2,00 | 5,00 |10,00 20,00
a-linolenova C18:3 A%1215 200+ 18 1,00 | 2,00 | 5,00 |10,00 20,00

Ukazka namétenych dat pro methylestery kyseliny linolové v jednotlivych roztocich
kalibra¢ni fady je uvedena v Tabulka 8, jejich kalibra¢ni kiivka je zobrazena v Graf 3. Hodnoty
spolehlivosti R? pro stanoveni jednotlivych FAME jsou uvedeny v Tabulka 9.

Tabulka 8 Hodnoty pro sestrojent kalibracni krivky methylesterit kyseliny linolové

¢ [ug/ml] plocha piku
stl 1,0 11502
st2 2,0 49101
st3 5,0 114477
st4 10,0 276388
St5 20,0 586804
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R2=0,9983
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Graf 3 Kalibracni kiivka kyseliny linolové — Zavislost plochy piku na koncentraci
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Tabulka 9 Hodnoty spolehlivosti pro jednotlivée FAME

mastna Kyselina popis molekuly hodnota spolehlivosti R?
myristova C14:0 0,9998
palmitova C16:0 0,9994
stearova C18:0 0,9990
olejova C18:1 A® 0,9989
linolova C18:2 A%1? 0,9983
arachova C20:0 0,9983
cis-11-eikosenova | C20:1 AY 0,9963
a-linolenova C18:3 A%1215 0,9970

Aby byla metoda vhodna pro kvantifikaci, korelaéni koeficient R? by nemél klesnout pod
hodnotu 0,98 [61]. U métenych FAME se hodnota spolehlivosti pohybovala v rozmezi
0,9963-0,9998, tudiz lze fici, ze linearita metody byla prokazana a metoda je vhodna pro
kvantifikaci identifikovanych mastnych kyselin.

45.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Ke stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti byly do vypocétu pouzity smeérnice
kalibracnich kiivek — zavislosti vysky piki jednotlivych FAME na jejich koncentraci
Vv roztocich kalibra¢ni fady, spolu s vy§kou Sumu na zakladni linii dle vztahu (8) a (9). Hodnoty
meze detekce a meze stanovitelnosti udava Tabulka 10.

Tabulka 10 Mez detekce a mez stanovitelnosti jednotlivych FAME

mastna Kyselina popis molekuly | LOD [pg/ml] | LOQ [pg/ml]
myristova C14:0 0,3 0,9
palmitova C16:0 0,3 1,1
stearova C18:0 0,1 0,3
olejova C18:1 A° 0,2 0,6
linolova Cl18:2 A%? 0,2 0,7
arachova C20:0 0,2 0,6
cis-11-eikosenova | C20:1 A™ 0,2 0,7
a-linolenova C18:3 A%1215 0,2 0,5

Ze stanovenych hodnot vyplyva, ze pouzita metoda GC s FID detektorem je dostatecné
citliva pro stanoveni mastnych kyselin v obilkach je¢mene a sladu.

4.6 Stanoveni obsahu mastnych kyselin v riznych odridach je¢émene a sladu

Po esterifikaci a transesterifikaci triacylglycerol vyextrahovanych lipidii nasledovala analyza
methylestert ptislusnych mastnych kyselin metodou GC-FID. Podminky analyzy jsou uvedeny
v kapitole 3.4.2. Identifikace methylester mastnych kyselin probihala na zakladé porovnani
jejich reten¢nich Casi se standardem, jehoz parametry jsou uvedeny v Ptiloha 1.
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Metodou GC-FID s pouzitim kapilarni kolony SLB-IL 100 (60 m x 0,25 mm x 0,2 pum)
bylo ve vzorcich identifikovano a kvantifikovano 8 mastnych kyselin s 14-20 atomy uhliku
v molekule jako jejich methylestery. Jednalo se o kyselinu myristovou, palmitovou, stearovou,
olejovou, linolovou, cis-11-eikosenovou, arachovou a a-linolenovou. Ziskana data byla
vyhodnocena a kvantifikovana jako relativni obsah jednotlivych mastnych kyselin v programu
Chrom-Card. Vysledky udava Tabulka 12. Uvedené hodnoty jsou prumérem ze dvou
nezavislych méfeni, nejistoty méfeni pro jednotlivé MK byly vypocteny z opakovatelnosti
a jsou uvedeny v Tabulka 6. Primérné procentualni zastoupeni mastnych kyselin Vv je¢meni
a sladu udava Tabulka 11. Je uvedena ukazka naméfenych dat — chromatogram vzorku je¢mene
odrtidy Bojos ! (Obrazek 5) a chromatogram vzorku sladu odriidy Bojos ! (Obrazek 6).
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Obrdzek 5 Chromatogram vzorku jecmene odriidy Bojos *
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Obrdazek 6 Chromatogram vzorku sladu odriidy Bojos *
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Pti pouziti metody GC-FID autofi identifikovali srovnatelny pocet mastnych kyselin —
Ozcan et al. [63] ve vzorcich je¢mene i sladu identifikovali 9 MK, Osman et al. [66] ve vzorcich
je¢mene identifikovali 9 MK, Bravi et al. [18] identifikovali ve vzorcich je¢mene a sladu
12 MK, Bravi et al. [19] identifikovali ve vzorku sladu 13 MK. VSsichni autofi identifikovali
kyselinu myristovou, palmitovou, stearovou, olejovou, linolovou a a-linolenovou.

Identifikace vyssiho poctu MK byla zaznamenana u autort, kteti pouzili metodu GC-MS —
Wijekoon et al. [67] v riznych odridach je¢mene identifikovali 15 MK, Lordan et al. [65]
identifikovali ve vzorku sladu 16 MK.

Metoda GC-FID je diky vyssi citlivosti vhodngjsi pro kvantifikaci, kombinace GC-MS je
diky vyssi selektivité vyuzivana spiSe pro kvalitativni analyzu.

Ve vzorcich sladu byly identifikovany stejné MK jako ve vzorcich jeCmene
ve srovnatelnych pomérech (viz Tabulka 11). Dostupné zdroje [11; 15; 18; 19; 63; 65; 66] se
shoduji v nejvétsim procentudlnim zastoupeni kyseliny linolové, kterd je ndsledované kyselinou
palmitovou a olejovou, at’ uz v je¢meni [11; 15; 66] ¢i sladu [65; 67]. Naméfené hodnoty V této
praci uvedenym udajiim odpovidaji.

V analyzovanych vzorcich byla v nejvétsim zastoupeni Kyselina linolova, jejiz obsah se
pohyboval v rozmezi 51,14-55,21 % Vv je¢meni a 52,93-58,46 % ve sladu. Byla nasledovana
kyselinou palmitovou s obsahem 23,53-27,18 % v jeémeni a 20,12-25,38 % ve sladu
a kyselinou olejovou s obsahem 14,25-16,63 % Vv je¢meni a 11,21-15,66 % ve sladu.

Literatura udava tyto hodnoty zastoupeni analyzovanych MK: kyselina linolova 39,49—
58,03 % v je¢meni [15; 18; 63; 66] a 57,67—60,65 % ve sladu [18; 19; 65], kyselina palmitova
18,42-19,38 % Vv je¢meni [18; 63] a 16,44-19,83 % ve sladu [18; 19; 65], kyselina olejova
12,93-22,40 % v je¢meni [18; 63; 66] a 9,04-12,57 % ve sladu [18; 19; 65].

Porovnanim vysledkti mé prace s literaturou lze pozorovat vyssi relativni zastoupeni
kyseliny palmitové v analyzovanych vzorcich je¢mene i sladu.

M¢én¢é zastoupena byla kyselina cis-11-eikosenova s obsahem 2,79-4,06 % Vv je¢meni
a 3,18-6,27 % ve sladu a kyselina stearova s obsahem 1,17-1,55 % v je¢meni a 1,42-4,35 %
ve sladu. Minoritn¢ byla zastoupena Kyselina a-linolenova s obsahem 0,82—-1,75 % v je¢meni
a1,02-1,60 % ve sladu. Ve stopovych mnozstvich se pohyboval obsah kyseliny myristové
(0,11-0,32 % v je¢meni a 0,09-0,25 % ve sladu) a kyseliny arachové (0,07-0,16 % v je¢émeni
a 0,12-0,28 % ve sladu).

U naméfenych hodnot téchto méné zastoupenych MK jsou viditelné odchylky oproti
hodnotam udavanym v literatufe: kyselina cis-11-eikosenova 0,18-0,26 % Vv je¢meni [18]
a0,26-0,56 % ve sladu [18; 19], kyselina stearova 1,03-1,85 % Vv je¢meni [18; 63] a 1,25—
2,26 % ve sladu [18; 19; 65], kyselina a-linolenova 0,97-8,55 % Vv je¢meni [18; 63; 66]
a 6,80-9,34 % ve sladu [18; 19; 65], kyselina myristova 0,14-0,48 % Vv je¢meni [18; 63] a 0,16—
0,62 % ve sladu [18; 19; 65], kyselina arachova 0,31 % Vv je¢meni [63] a 0,45-0,58 % ve sladu
[63; 65].

Uvedené vysledky ale nelze porovnavat absolutné, jelikoz jsou vyjadieny jako relativni
zastoupeni MK a li8i se vzhledem ke skutecnosti detekce rozdilnych pocti MK v jednotlivych
publikacich. Publikace se od sebe odlisuji pouzitou metodou esterifikace, vybérem kolony
k separaci FAME a zvolenym zptisobem jejich detekce. Je také nutné piihlédnou k analyze
odliSnych odrid je¢mene, respektive sladu. Pfestoze hodnoty obsahu riznych mastnych kyselin
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v diskutovanych pracich vykazuji uréitou variabilitu, 1ze pozorovat shodu v potfadi MK od
majoritné¢ k minoritné zastoupenym a obecn¢ lze tici, Ze byly detekovany bézné se vyskytujici
MK v obvyklém zastoupeni.

Tabulka 11 Procentudlni zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorcich jecmene a sladu

i . ) zastoupeni [%]
mastna Kyselina popis molekuly -
jeCmen slad
myristova C14:0 0,11-0,32 0,09-0,25
palmitova C16:0 23,53-27,18 20,12-25,38
stearova C18:0 1,17-1,55 1,42-4,35
olejova Cl18:1 A° 14,25-16,63 11,21-15,66
linolova C18:2 A%*2 51,14-55,21 52,93-58,46
arachova C20:0 0,07-0,16 0,12-0,28
cis-11-eikosenova | C20:1 A™ 2,79-4,06 3,18-6,27
a-linolenova C18:3 A%1215 0,82-1,75 1,02-1,60

Kyselinu arachovou identifikovali pouze Ozcan et al. [63] a Lordan et al. [65]. Pouzili
kapilarni kolonu se stacionarni polysiloxanovou fazi substituovanou kyanopropylem. Lordan
et al. podrobili esterifikaci za pouziti roztoku KOH v methanolu pouze frakci polarnich lipidi.
Identifikace a kvantifikace probihala metodou GC-MS. Ozcan et al. aplikovali esterifikaci
vyextrahovanych lipidi za pouziti BF3 jako katalyzatoru v kombinaci s metodou GC-FID.
Vzhledem k tomu, Ze Bravi et al. [63] pouzili kapilarni kolonu se stejnou stacionarni fazi jako
Ozcan et al. i Lordan et al. a kyselina arachova v jejich studii nebyla detekovana, piestoze za
pouziti kapilarni kolony SLB-IL 100 s odlisnou stacionarni fazi detekovana byla, s volbou
kolony vysledky nesouvisi. Nesouvisi ani s pouzitou metodou esterifikace, jelikoz Ozcan et al.
aplikovali katalyzu BF3 a Lordan et al. aplikovali ve své praci stejné jako ja alkalickou
esterifikaci s pouzitim KOH. Volba metody identifikace a kvantifikace také nema vliv, jelikoz
kyselina byla detekovéna jak pii pouZiti metody GC-FID, tak pfi pouziti metody GC-MS.

Kyselina cis-11-eikosenova byla identifikovana pouze u autord, ktefi pouzili k separaci
FAME kolonu se stacionarni polysiloxanovou fazi substituovanou kyanopropylem a metodu
esterifikace za pouziti KOH v methanolu. K identifikaci a kvantifikaci FAME pouzili Bravi
et al. [18], [19] metodu GC-FID, Lordan et al. [65] metodu GC-MS. Vzhledem k identifikaci
kyseliny cis-11-eikosenové i pii pouziti odlisné stacionarni faze kapilarni kolony SLB-IL 100
lze fici, Ze pfitomnost této kyseliny pfimo nesouvisi s vybérem stacionarni faze kapilarni
kolony, na které probiha separace FAME, ani s volbou metody identifikace a kvantifikace
FAME.

Ze skutecnosti, Ze pfitomnost kyseliny arachové nezéavisi na zvolené metodé esterifikace
a s prihlédnutim k vysledkim v kapitole 4.6.2, nema pritomnost kyseliny cis-11-eikosenové
souvislost ani se zvolenym zpusobem esterifikace. Jelikoz ve studii [65] byla kyselina cis-11-
eikosenova pfitomna pouze v analyzovanych vzorcich chmele a ve sladu nebyla detekovana,
lze se domnivat, ze je pfitomnost kyseliny cis-11-eikosenoveé stejné jako pritomnost kyseliny
arachové zavisld na odridé jeCmene, respektive souvisi s mistem plivodu, podminkami
péstovani a roénikem sklizné€.
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Tabulka 12 Priimérny procentudlni obsah jednotlivych mastnych kyselin v analyzovanych odruddch jecmene a sladu

Odriida MK [%]

C14:0 C16:0 C18:0 C18:1A° | C18:2 A% C20:0 C20:1 A™ | C18:3 A%1215
Bojos ! je¢men 0,15 23,96 1,37 15,08 54,43 0,11 3,86 1,04
slad 0,11 21,00 1,65 11,80 57,50 0,14 6,27 1,53
Bojos ? je¢men 0,15 25,15 1,40 16,14 52,90 0,07 3,05 1,15
slad 0,23 24,96 1,44 15,66 53,11 0,15 3,19 1,27
Francin * je¢men 0,13 23,83 1,40 15,22 54,71 0,08 3,61 1,04
slad 0,25 24,66 1,55 15,42 53,56 0,14 3,34 1,08
Erancin 2 je¢men 0,22 23,68 1,36 16,63 53,43 0,11 3,38 1,19
slad 0,14 22,22 1,66 14,24 55,49 0,12 4,82 1,31
L audis 550 * jeémen 0,17 26,09 1,27 14,37 52,76 0,07 3,94 1,32
slad 0,18 23,16 1,69 11,34 56,38 0,19 5,45 1,60
L audis 550 2 jeémen 0,32 26,28 1,55 15,86 51,14 0,11 3,21 1,53
slad 0,18 25,38 4,35 11,21 52,93 0,12 4,77 1,06
LG Ester ! je¢men 0,23 25,38 1,17 15,09 53,53 0,09 3,28 1,24
slad 0,25 22,74 1,56 12,52 56,25 0,21 4,89 1,57
LG Ester ? je¢men 0,11 24,22 1,21 14,25 54,77 0,10 4,06 1,28
slad 0,22 22,25 1,49 11,69 57,23 0,21 5,43 1,49
LG Stamgast * jeémen 0,15 24,11 1,51 14,71 54,83 0,14 2,79 1,75
slad 0,21 22,51 4,04 11,88 54,90 0,20 4,94 1,32
LG Stamgast ? jeémen 0,28 27,18 1,36 15,08 51,92 0,09 3,28 0,82
slad 0,16 23,38 1,74 12,87 55,86 0,12 4,85 1,02
Malz 1 je¢men 0,24 24,82 1,51 15,40 53,41 0,16 3,47 0,99
slad 0,09 20,12 2,06 12,20 58,46 0,23 5,48 1,36
Malz 2 jeCmen 0,11 23,53 1,48 14,74 55,21 0,11 3,51 1,30
slad 0,13 20,92 4,19 11,71 55,72 0,28 5,97 1,09
Manta ! jeCmen 0,26 24,60 1,47 15,67 53,51 0,13 3,32 1,05
slad 0,17 22,91 1,83 13,54 55,69 0,15 4,45 1,26
Manta? jeCmen 0,18 25,74 1,49 15,06 52,90 0,13 2,89 1,62
slad 0,25 25,09 1,42 15,57 53,26 0,15 3,18 1,08
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Obsah kyseliny myristové se u vzorkt je¢mene pohyboval v rozmezi 0,11-0,32 %.
Nejnizsi obsah této kyseliny vykazovala odriida jeémene Malz 2, nejvyssi obsah poté odriida
Laudis 550 2. Kyselina myristova byla ozna¢ena jako kyselina, jejiz obsah je velmi ovlivnén
zemépisnym pivodem a odriidou jeémene [16]. Dvojice zastupct odrid se v obsahu této
kyseliny lehce lisily. Identicky obsah byl zaznamenan pouze u odridy Bojos, kde v obou
vzorcich, které byly vypéstovany ve stejném okrese, tvofil obsah kyseliny myristové 0,15 %.
Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u odrady Laudis 550, kde 1ze rozdilny obsah této minoritné
zastoupené MK piipisovat pavodu je¢mene, kdy Laudis 550! byl vypéstovan v okrese
Olomouc, zatimco Laudis 5502 v okrese Kolin. U odriidy LG Ester, jejiz zastupci byli
vypéstovani v okresech Bruntdl a Hradec Kralové nebyl zaznamenan tak velky rozdil jako
U odriidy Laudis 550. Z tohoto divodu nelze z dosazenych vysledki jednoznacné potvrdit
zavislost této kyseliny na zemépisném pivodu a odridé. U vzorka sladu se obsah kyseliny
odriidy Malz !, nejvyssi obsah vykazovaly slady odrtid Francin !, LG Ester ! a Manta 2.

Kyselina palmitova byla ve vzorcich je¢mene v relativnim zastoupeni 23,53-27,18 %.
Nejniz$i obsah této kyseliny vykazovala odriida je¢mene Malz 2, nejvyssi obsah odriida
LG Stamgast 2. Podobné obsahy kyseliny palmitové vykazovali oba zastupci odriidy Francin —
Francin ! 23,83 %, Francin 2 23,68 %. Nejvice se v obsahu kyseliny palmitové lisily vzorky
odriidy LG Stamgast, kdy odriida LG Stamgast ! obsahovala 24,11 % a odrida LG Stamgast 2
obsahovala 27,18 % této kyseliny. Ve vzorcich sladu se jeji obsah pohyboval v rozmezi 20,12—
25,38 %. Nejméné byla kyselina palmitova zastoupena ve sladu odridy Malz %, nejvice poté ve
sladu odrady Laudis 2.

Obsah Kkyseliny stearové se ve vzorcich je¢émene pohyboval v rozmezi 1,17-1,55 %.
Nejnizsi obsah vykazovala odriida jeémene LG Ester %, nejvyssi obsah odriida Laudis 550 2.
Dvojice zastupci odrid se v obsahu této kyseliny liSily jen nepatrné, vétsi rozdil byl
zaznamenan pouze U zastupct odriidy Laudis 550. U vzorkt sladu se obsah kyseliny stearové
pohyboval v rozmezi 1,42-4,35 %. Nejvétsi rozdil v obsahu této kyseliny (2,66 %) byl
zaznamenan opét U dvojice sladi odrudy Laudis 550. Obzvlasté vysokym obsahem kyseliny
stearové ve sladu se vyznacovaly odridy Laudis 5502 (4,35 %), LG Stamgast® (4,04 %)
a Malz ? (4,19 %).

V zastoupeni 14,25-16,63 % byla ve vzorcich je¢mene stanovena Kkyselina olejova.
Nejnizsi obsah vykazovala odriida jeémene LG Ester 2, nejvyssi obsah odriida Francin 2. Ve
vzorcich sladu bylo zastoupeni této kyseliny v rozmezi 11,21-15,66 %. Nejméné byla kyselina
olejova zastoupena ve sladu odridy Laudis 550 2, vysoky obsah olejové kyseliny vykazovaly
slady odriid Bojos 2, Francin ! a Manta 2. Nejvétsi rozdil v obsahu kyseliny olejové ve sladu byl
zaznamenan u zastupci odrudy Bojos, kde rozdil v obsahu této kyseliny piedstavoval 3,86 %.
této kyseliny byl zaznamenan u odriidy je¢mene Laudis 550 2, nejvyssi obsah u odrady Malz 2.
Nejvice se v obsahu kyseliny linolové lisili zastupci odrudy LG Stamgast, kde rozdil
ptredstavoval 2,92 % obsahu, ale vzhledem k majoritnimu zastoupeni této MK je jeho hodnota
zanedbatelnd. Ve vzorcich sladu se obsah kyseliny linolové pohyboval v rozmezi 52,93—
58,46 %. Zajimavé vysledky poskytuje opét odriida LG Stamgast, kdy v piipadé sladu byl ve
vzorcich zaznamenan naopak nejmensi rozdil v obsahu této kyseliny.
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Kyselina arachova ptedstavovala se svym 0,07-0,16% obsahem v je¢meni minoritné
zastoupenou MK. Nejmensi obsah vykazovaly odriidy jeémene Bojos ? a Laudis 550 %, nejvétsi
obsah poté odriida jeémene Malz *. Dvojice zastupcii odriid se v obsahu této kyseliny nepatrné
lisily. Identicky obsah byl zaznamenan pouze u odridy Manta, kde v obou vzorcich tvofil obsah
kyseliny arachové 0,13 %. Vzorky sladu obsahovaly kyselinu arachovou v rozmezi 0,12—
0,28 %. Po sladovani se dvojice zastupcti odrud, stejné jako v piipadé je¢mene, liSily v obsahu
této kyseliny jen nepatrné.

Obsah kyseliny cis-11-eikosenové se v jeémeni pohyboval v rozmezi 2,79-4,06 %.
Nejnizsi obsah této kyseliny byl zaznamenan u jeémene odriidy LG Stamgast %, nejvyssi obsah
U je¢mene odriidy LG Ester 2. Ve vzorcich sladu bylo zastoupeni této kyseliny 3,18-6,27 %.
Nejméné byla kyselina cis-11-eikosenova zastoupena ve sladu odrid Bojos ?, Francin !
a Manta 2. Nejvétsi rozdil v obsahu kyseliny cis-11-eikosenové ve sladu byl zaznamenan
u zastupci odrudy Bojos, kde rozdil v obsahu této kyseliny piedstavoval 3,08 %.

V zastoupeni 0,82—1,75 % byla ve vzorcich je¢mene stanovena kyselina a-linolenova.
Stejné jako v ptipadé kyseliny linolové se v obsahu kyseliny a-linolenové nejvice lisili zastupci
je¢mene odrudy LG Stamgast, kde rozdil piedstavoval 0,93 % obsahu. Tato hodnota piimo
odpovida rozdilu mezi nejniz§im a nejvyssim zjisténym obsahem této kyseliny ve vzorcich
jeC¢mene. V ptipad¢ sladu byla tato kyselina v 1,02—1,60% zastoupeni. Jeji nejnizsi obsah byl
naméfen ve vzorku sladu odridy LG Stamgast 2, nejvyssi obsah poté ve vzorku sladu odridy
Laudis 550 .
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Je uvedena ukéazka naméfenych dat — grafické porovnani obsahu mastnych kyselin dvou
zastupct je¢mene odridy Bojos (Graf 4) a grafické porovnani obsahu mastnych kyselin ve
vzorcich je¢mene a sladu odridy Bojos ! (Graf 5).
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Graf 5 Porovnani obsahu mastnych kyselin ve vzorcich jecmene a sladu odriidy Bojos *
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4.6.1 Zmény relativniho zastoupeni mastnych kyselin zpiisobené procesem sladovani

V dutsledku procesu sladovani byly zaznamenany zmény V procentualnim obsahu jednotlivych
mastnych kyselin. Grafické porovnani obsahu mastnych kyselin ve v§ech odrtidach je¢mene
a Z n¢j vyrobeného sladu je uvedeno v Ptiloha 3.

U kyseliny palmitové byl zaznamenan pokles v pfipadé 13 vzorkl, pouze u odrudy
Francin ! doslo k nartistu procentudlniho obsahu této kyseliny o 3,5 %. Bylo zaznamenano
vys$si procentudlni zastoupeni kyseliny stearové ve sladu, opét se jednalo o 13 vzorkt, pouze
u odrady Manta 2 bylo ve sladu zaznamenano sniZeni obsahu této kyseliny o 4,7 %. Obsah

1

kyseliny linolové se sladovanim zvysoval u 13 vzorki, odriida Francin = opét vykazovala

opaény trend a kyselina linolova byla ve sladu odriidy Francin ! v niz§im zastoupeni. Obsah
kyseliny olejové se sladovanim sniZoval, tomuto trendu neodpovidaly pouze odriidy Francin *
aManta 2. V pribéhu sladovani, které probihalo za téméf totoznych podminek, jaké jsou
uvedeny v Tabulka 1, zaznamenali Ozcan et al. [63] a Bravi et al. [18] procentualni nartst
kyseliny linolové a stearové a pokles v zastoupeni kyseliny olejové a palmitové. Kaukovirta-
Norja et al. [27] uvadi narust procentualniho obsahu kyseliny linolové a pokles procentualniho
obsahu kyseliny olejové, palmitové a stearové — tato studie ale neuvadi teploty kli¢eni jeCmene
a hvozdéni sladu, takze neni vhodna pro porovnani dosazenych vysledkii. Zmény v obsahu
kyseliny palmitové, olejové a linolové ve vzorcich jeémene a sladu odrady Francin?!
neodpovidaly udajim uvedenym v téchto studiich. Totéz plati pro zmény v obsahu stearové
a olejové kyseliny U vzorki je¢mene a sladu odriidy Manta 2. Ostatni odridy vykazovaly stejné
zmény uvedenych MK, jako udavaji studie [18; 63].

U kyseliny arachové byl zaznamenan jednotny trend nartistu procentualniho obsahu
v diisledku sladovaciho procesu. Také Ozcan et al. [63] pozorovali nériist procentulniho
obsahu této kyseliny. Procentualni obsah kyseliny cis-11-eikosenové se sladovanim zvysil,
tomuto trendu neodpovidala pouze odriida Francin?®. Bravi et al. [18] zaznamenali stejny
procentualni obsah nebo mirny nartist procentudlniho obsahu této kyseliny. U Kkyseliny
a-linolenové byl zaznamenan spiSe narGst procentualniho zastoupeni, pouze 4 vzorky
vykazovaly pokles v obsahu této kyseliny. Dostupné zdroje se ve zménach obsahu a-linolenové
kyseliny neshoduji. Kaukovirta-Norja et al. [27] nepozorovali béhem procesu sladovani zadné
zmény, Bravi et al. [18] zaznamenali pokles i nardist obsahu, Anness [28] a Ozcan et al. [63]
pozorovali sniZzeni obsahu a OlSovska et al. [16] zaznamenali vyrazny nardst koncentrace
a-linolenové kyseliny. Kyselina myristova jako jedina detekovanda MK nevykazovala
prevazné jednotny trend ve zméné relativniho obsahu, 6 vzorkid vykazovalo pokles a 8 vzorka
narust procentualniho obsahu této kyseliny. Literatura [18; 63] udava téméf totozné zastoupeni
kyseliny myristové v je¢meni a sladu.

Ighwela [64] uvadi jako majoritni kyseliny pfitomné v jeCmeni a sladu kyselinu
y-linolenovou a linolelaidovou (trans). V je¢meni nedetekoval kyselinu stearovou, zatimco ve
sladu jeji zastoupeni pfedstavovalo 18,47 %. Vysledky se V porovnani s jinymi autory zcela
li§i. Byly aplikovéany jiné podminky sladovani, kdy kli¢eni probihalo pii vysSich teplotach
(28 °C) oproti obvyklym 14-16 °C a suseni sladu probihalo pouze pii 45 °C bez aplikace
dotahovacich teplot. Porovnanim vysledkl této studie s dosazenymi vysledky a udaji, které
poskytuji studie [18; 27; 63] se zda, Zze podminky sladovani mohou ovliviiovat profil MK sladu.
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Kaukovirta-Norja et al. [27] ale uvadi, Ze zmény lipidd v pribéhu sladovani jsou
pravdépodobné v porovnani s odlisSnosti odriid a mistem péstovani zanedbatelné.

Vzhledem k nevelkému vyznamu lipidi pii vyrobé piva nejsou dostupné vysledky analyz
profilu MK odrud jeémene analyzovanych v mé praci, a tak nelze dosazené vysledky porovnat.
Vsechny vzorky jeCmene byly sladovany stejnym postupem za definovanych podminek. Presto
byly u dvou vzorkt je¢mene a z n&j vyrobeného sladu odlisnych odrid pozorovany zmény
Vv relativnim obsahu nékterych MK, které u ostatni analyzovanych vzorka nenastaly.

Protoze jsou obsahy MK udavany v relativnim zastoupeni, nelze urCit, zda mnozstvi
konkrétni MK v pribéhu sladovani stoupa ¢i naopak klesa. Zajimavy je 1 nartst relativniho
obsahu kyseliny linolové piipadné linolenové, které by s piihlédnutim k jejich struktuie
a poznatkim uvedenym V literatufe meély podléhat oxidacnim reakcim katalyzovanym
piitomnosti kysliku nebo uc¢inkem lipoxygenas a jejich obsah by tak m¢l v priub&hu sladovani
Klesat. Proto byly pomoci rovnic (3-7) vypoéteny hmotnostni koncentrace mastnych kyselin
v mg/g vyextrahovaného tuku. Vypoctené hodnoty udava Tabulka 13.

Ani vypoctené hodnoty v mg/g vyextrahovaného tuku nevykazovaly jednotny trend
poklesu/nartstu jednotlivych MK. Proto lze usuzovat na slozitost d&ju, které pii sladovani
mohou probihat. Jedna se napiiklad 0 metabolické pochody v obilkach pii kliceni (syntéza
a p-oxidace MK), ale i fadu degradacnich reakci MK zptsobenych jejich oxidaci nebo
pusobenim vysSich teplot pfi hvozdéni. V duasledku plsobeni lipas dochazi pii kliceni
k uvolnovani MK, které jsou postupné odbouravany. Lze ptedpokladat odbourani az na
acetyl-CoA, jelikoz ve vzorcich sladu nebyly detekovany MK s niz$im po¢tem atomi uhliku
v molekule, nez ma kyselina myristova. Pokud v pribéhu kli¢eni dochazelo k odbouravani
vysSich MK na MK s kratSim uhlikatym fetézcem, mohly byt tyto nasledné prodychany,
konvertovany na jiné slouceniny nebo degradovany v pribéhu hvozdéni v disledku plsobeni
vyssich teplot.

Nelze opomenout také probihajici enzymatické pochody. V pribéhu hvozdéni pfi
a MK [27], zmény v profilu mastnych kyselin proto mohou nastavat i tady. Jelikoz teplota
hvozdéni nepiesahla 80 °C, 1ze v hotovém sladu piedpokladat vyskyt lipoxygenas, které mohly
byt v pribéhu uskladnéni sladu aktivni, a tudiZ mohlo dojit ke zmé&nam profilu MK nejen
v prubéhu sladovani, ale i v prabéhu uskladnéni hotového vyrobku. Pro detailngjsi popis d&ju,
které pii procesu sladovani probihaji, by bylo nutné sledovat profil MK v priibéhu sladovani,
pripadné méfit i aktivitu lipoxygenas.
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Tabulka 13 Priimérnd koncentrace jednotlivych mastnych kyselin ve vyextrahovanych lipidech analyzovanych odrid jecmene a sladu

MK [mg/g tuku]

Odrida C14:0 C16:0 C18:0 | CI8:1A° | C18:2 A2 C20:0 | C20:1 A | C18:3 A%1215
Bojos ! jeémen 1,85 144,68 5,61 108,69 387,10 3,33 40,31 9,04
slad 1,65 104,02 5,70 70,75 331,50 374 52,47 10,73
Bojos jecmen 1,52 103,67 4.25 79.75 255,32 277 22,93 7.18
slad 2,62 163,98 6,51 122,91 410,59 432 37,11 11,82
e rancin jecmen 1,65 147,55 5,75 112,32 399,42 2,95 38,61 9.13
slad 2,73 170,63 7.07 127,29 436,77 411 40,41 10,72
e rancin ? jeémen 2,12 134,53 5,27 112,36 35733 3.16 3357 9,52
slad 1,39 75,56 414 58,38 218,77 295 28,71 6,82
s 550 jeémen 1,72 121,05 435 80,26 287,51 2.90 32,14 8,86
slad 2,08 116,10 5,98 69,37 329,44 4,38 46,93 11,45
| audis 550 2 jecmen 219 112,34 461 81,26 256,99 2,83 24,58 9,19
slad 1,65 98,44 10,11 53,37 239,92 3,14 32,35 6,53
LG Ester ! jecmen 1,57 82,49 3,08 59,14 203,09 253 19,52 6,17
slad 2,22 102,64 5,15 68,56 295,43 416 38,41 10,23
LG Ester ? jeémen 1,58 147,35 5,10 103,61 392,75 3,20 42,43 10,77
slad 2.20 111,54 5,39 7117 334,24 434 46,68 10,71
LG Stamgast | |—<men 1,52 102,23 454 74.88 272.25 3.10 21.66 10,24
slad 1,95 109,47 11,55 69,84 312,57 372 41,13 9.18
LG Stamgast? |ecmen 1,73 90,57 3,48 60,70 202,62 255 20,00 472
slad 1,55 80,85 445 54,23 223,88 3,14 29,51 5,89
Maly ! jecmen 2,28 144,02 5,83 106,69 365,15 3,60 3511 8,42
slad 1,77 138,82 8,98 100,94 472,34 514 63,70 12,94
Malz ? jecmen 1,36 100,78 453 75,76 276,65 3,02 26,77 8.13
slad 1,97 161,15 18,42 108,06 505,32 5,58 76,82 11,72
Manta ! jecmen 2.16 126,79 5,06 9515 325,06 3,09 30,35 8.44
slad 1,62 84,77 4,85 60,70 239,22 332 29,10 7.19
Manta? jecmen 167 124.82 4.90 87,38 302,15 2,98 25,06 10,65
slad 2,22 132,66 5.20 98,44 331,32 3,49 29,87 8,37
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4.6.2 Porovnani metody alkalické a kyselé esterifikace pro pripravu FAME

V ramci stanoveni zastoupeni mastnych kyselin v analyzovanych vzorcich byly porovnany dvé
metody pfipravy methylestert mastnych Kkyselin. Byla provedena alkalicka a kysela
esterifikace, vzdy pro 4 navazky vyextrahovaného tuku ze vzorku je¢mene ¢. 13 (Manta 1)
Primérny procentualni obsah jednotlivych mastnych kyselin, smérodatné odchylky a relativni
smérodatné odchylky udava Tabulka 14.

Tabulka 14 Vysledky porovnani alkalické a kyselé esterifikace

kysela esterifikace vyextrahovanych lipida

zastoupeni MK (FAME) [%0]
C14:0|C16:0 | C18:0| C18:1 A° | C18:2 A®'?| C20:0 | C20:1 At | C18:3 A%1215

prumér [%] | 0,63 |30,10| 1,86 | 12,60 50,33 0,13 3,89 0,47

U [%0] 0,12 | 516 | 0,31 | 0,59 4,67 0,03 0,66 0,11
RSD [%] [19,05|17,15|16,83| 4,65 9,27 24,67 | 17,01 24,36

alkalicka esterifikace vyextrahovanych lipida

Zastoupeni MK (FAME) [%]
C14:0|C16:0 | C18:0| C18:1 A° | C18:2 A>*2 | C20:0 | C20:1 A | C18:3 A®1215

prumér [%] | 0,27 |24,59| 1,46 | 15,45 53,55 0,15 3,43 1,10
U [%0] 002023012 | 031 0,10 0,04 0,29 0,13
RSD[%] | 6,12 | 0,95 | 8,11 | 2,01 0,19 24,21 8,49 11,67

Byly identifikovany stejné mastné kyseliny (viz Obrazek 7 a Obrazek 8) ve srovnatelnych
pomeérech s drobnymi odchylkami. Rozdily v procentualnim zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin mohly byt zpisobeny typem pouZité esterifikace, kdy pfi kyselé katalyze dochazi jak
k esterifikaci volnych MK, tak i K transesterifikaci vazanych MK, zatimco pfi alkalické katalyze
jsou transesterifikovany pouze vazané mastné kyseliny.

Olsovska et al. [16] provedli dvé metody esterifikace, aby pokryli esterifikaci jak volnych,
tak vdzanych MK ve vzorcich je¢mene. V obou ptipadech aplikovali esterifikaci za pouziti
methanolického roztoku BFs3. U kombinované metody esterifikace byl pred kyselou katalyzou
BF3 aplikovan ptfidavek methanolického roztoku KOH. Pokud byl zatazen krok s ptidavkem
methanolického roztoku KOH, nékteré minoritni MK vykazovaly vyznamny procentudlni
narGst. Jednalo se 0 MK, které v mé praci nebyly detekovany. U majoritné zastoupenych MK
nebyly pfi porovnani téchto dvou metod pozorovany vyznamné rozdily v jejich relativnim
zastoupeni.

Z dosazenych vysledkd a poznatka ¢lanku [16] vyplyva, Ze obé pouzité metody jsou
vhodné pro stanoveni profilu mastnych kyselin v obilkach je¢mene a sladu.

59



19

12
-

interni st. 14
-

[ I I | I I |
10 15 20 25 30 35 40

&as [min]

Obrazek 7T Chromatogram vzorku jecmene ¢. 13, kysela esterifikace

19
-

12
-

17
-

[ I | | I I 1
10 15 20 25 30 35 40

das [min]

Obrazek 8 Chromatogram vzorku jecmene C. 13, alkalicka esterifikace

60



5 ZAVER

V této bakalarské praci byl zkouméan vliv odridy jeCmene a z néj vyrobeného sladu na
obsah lipidl a profil mastnych kyselin.

Lipidy a mastné kyseliny v obilce je¢mene a nasledné ve sladu mohou piedstavovat zdroj
mnohych senzoricky aktivnich latek v pivu. Jednou z nezadoucich aromatickych latek je
aldehyd (2E)-non-2-enal, jehoZz zvySena hladina zpusobena oxidaci linolové kyseliny je
odpovédna za starou chut’ piva, ktera se projevuje jako chut’ a viin€ po kartonu a lepence.

Byly analyzovany vzorky sladovnického je¢mene odriid doporuéenych VUPS, a.s. pro
vyrobu piva s chranénym zemépisnym oznacenim ,,Ceské pivo“. Jednalo se o je¢men jarni
vypéstovany v Ceské republice v roce 2022, ze kterého byly ve VUPS, a.s. v mikrosladovné za
standardnich podminek vyrobeny slady. Celkem bylo analyzovano 7 odrid, kazda po dvou
zastupcich rtiizného zemépisného pivodu.

Pied stanovenim profilu mastnych kyselin byla provedena extrakce lipidi z obilek na
i sladu byl naméfen u odridy Laudis 550 vypéstované v roce 2022 v okrese Olomouc.

U vSech vzorkl byl pozorovan tbytek lipida ve sladu oproti je¢meni, ktery pfedstavoval
12-32 % v zavislosti na odrad¢. Tento ubytek je ptisuzovan degradaci lipidi béhem sladovani
a odstranéni klicku, ktery je na lipidy bohaty. Nejvétsi ubytek zpiisobeny sladovanim byl
zaznamenan u odriidy LG Ester vypé&stované v okrese Bruntal.

Po derivatizaci vyextrahovanych lipidid bazicky katalyzovanou esterifikaci nasledovala
analyza methylesterti pfisluSnych mastnych kyselin metodou GC-FID s pouZitim kapilarni
kolony SLB-IL 100 (60 m x 0,25 mm x 0,2 um). Ve vzorcich jeémene a sladu byly
identifikovany a kvantifikovany kyseliny myristova, palmitova, stearova, olejova, linolova,
cis-11-eikosenova, arachova a a-linolenova.

V bakalaiské praci byly porovnany dvé metody ptipravy methylestert mastnych kyselin.
Obe¢ byly vyhodnoceny jako vhodné pro stanoveni profilu mastnych kyselin v obilkach je¢mene
a sladu.

Nejhojnéji zastoupenou mastnou kyselinou v je€meni i sladu byla kyselina linolova, ktera
tvofila az 58,5% z celkového obsahu mastnych kyselin. Byla nasledovana kyselinou
palmitovou a olejovou. V dusledku procesu sladovani byly pozorovany zmény v procentualnim
obsahu jednotlivych mastnych kyselin. Obecné byl zaznamenan pokles relativniho zastoupeni
kyseliny palmitové a olejové ve sladu oproti je¢menti, zatimco relativni obsah kyseliny stearové,
linolové a cis-11-eikosenové se sladovanim zvySoval. Zastoupeni kyseliny a-linolenové,
myristové a arachové v obilkach je¢mene bylo velmi podobné profilu téchto mastnych kyselin
ve sladu.

U dvou vzorkt jeémene a z néj vyrobeného sladu odlisnych odrid nebyly pozorovany vyse
uvedené zmény relativniho obsahu zminénych mastnych kyselin. Pro objasnéni téchto rozdilt
by bylo nutné sledovat, jak se méni profil mastnych kyselin v pritbéhu sladovani, ptipadné méfit
I aktivitu lipoxygenas.
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Nebyla pozorovana zavislost obsahu lipidd a mastnych kyselin na odrtidé jeCmene, rozdily
Vv obsahu lipida a profilu mastnych kyselin pravdépodobné souvisi se zemepisnym puvodem
a podminkami v misté péstovani.

Na zaklad¢ vysledki byla jako nejvhodnéjsi pro vyrobu piva vybrana odriida Laudis 550
vypéstovana v roce 2022 v okrese Kolin. Slad vyrobeny z této odridy jeCmene vykazoval ze
vSech analyzovanych vzorkl nejnizsi relativni zastoupeni kyseliny linolové, ze které mohou
oxidativni degradaci, pfedev$im za pfitomnosti enzymu lipoxygenasy, vznikat senzoricky
kyseliny olejové a nizkym relativnim zastoupenim kyseliny linolenové, které mohou vzhledem
ke své struktufe rovnéz podléhat oxidacnim reakcim a negativné ovliviiovat kvalitu piva.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

LOX
MK
MUFA
PUFA
SFE
SPE
FBE
GC
FID
FAME
HPLC

ELSD
oTC
WCOT

SCOT
PLOT
PEG
TCD
MS
GC-MS
PTV
GC-FID
LOD
LOQ

SD
RSD

lipoxygenasa

mastna Kyselina

mononenasycené mastné kyseliny (Mono Unsaturated Fatty Acids)
polynenasycené mastné kyseliny (Poly Unsaturated Fatty Acids)
superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction)
extrakce na pevné fazi (Solid-phase Extraction)

extrakce na fluidnim lozi (Fluidized-bed Extraction)

plynova chromatografie (Gas Chromatography)
plamenoveé-ionizacni detektor (Flame lonization Detector)
methylestery mastnych kyselin (Fatty Acid Methyl Esters)
vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High-performance Liquid Chromatography)

Evaporative Light Scattering Detector

oteviena kapilarni kolona (Open Tubular Column)

kolona s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou na sténach kapilarni trubice
(Wall Coated Open Tubular)

kolona s kapalnou stacionarni fazi zakotvenou pomoci pevného nosice
(Support Coated Open Tubular)

kolona s pevnou vrstvou naneseného sorbentu na sténach kapilarni trubice
(Porous Layer Open Tubular)

polyethylenglykol

tepelné vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

plynova chromatografie s hmotnostni detekci

(Gas Chromatography with Mass Spectrometry)

teplotné programovatelny nastiik

(Programmable Temperature Vaporization)

plynova chromatografie s detekci plamenovou ionizaci

(Gas Chromatography With Flame lonization Detection)

limit detekce (Limit of Detection)

limit kvantifikace (Limit of Quantification)

smérodatnd odchylka (Standard Deviation)

relativni smérodatnd odchylka (Relative Standard Deviation)
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1 Seznam mastnych kyselin, jejichz methylestery jsou obsazeny ve standardu
Supelco 37 Component FAME mix

Ptiloha 2 Chromatogram standardu Supelco 37 Component FAME mix

Ptiloha 3 Grafické porovnani obsahu mastnych kyselin ve vzorcich jecmene a sladu stejné
odrudy
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9 PRILOHY

Priloha 1 Seznam mastnych kyselin, jejichz methylestery jsou obsazeny ve standardu

Supelco 37 Component FAME mix

elucni | identifika¢ni . . popis reten¢ni ¢as

pofadi |  &slo mastna kyselina molekuly | [min]
1 1 maselna C4:0 —
2 2 kapronova C6:0 12,75
3 3 kaprylova C8:0 17,01
4 4 kaprinova C10:0 21,05
5 5 undekanova C11:0 22,93
6 6 laurova C12:0 24,70
7 7 tridekanova C13:0 26,38
8 8 myristova C14:0 27,96
9 9 myristoolejova Cl4:1 29,02
10 10 pentadekanova C15:0 29,46
11 11 cis-10-pentadecenova C15:1 30,52
12 12 palmitova C16:0 30,88
13 13 palmitoolejova Ci16:1 31,69
14 14 heptadekanova C17:0 32,24
15 15 cis-10-heptadecenova Ci7:1 33,05
16 16 stearova C18:0 33,53
17 18 elaidova C:18:1n9t 33,95
18 17 olejova C:18:1n9c 34,18
19 20 linolelaidova C18:2n6t 34,70
20 19 linolova C:18:2n6¢c 35,27
21 21 y-linolenova C18:3n6 35,72
22 23 arachova C20:0 35,95
23 22 cis-11-eikosenova C20:1n9 36,49
24 24 a-linolenova C18:3n3 36,61
25 30 cis-11,14-eikosadienova C20:2 37,08
26 25 cis-8,11,14-cikosatrienova C20:3n6 37,65
27 cis-11,14,17-eikosatrienova C20:3n3
28 26, 27,31 |arachidonova C20:4n6 38,19
29 cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenova C20:5n3
30 heneikosanova C21:0
31 28,32 behenova C22:0 38,82
32 35 erukova C22:1n9 39,23
33 29 cis-13,16-dokosadienova C22:2 39,46
34 33 cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova |C22:6n3 39,82
35 36 trikosanova C23:.0 40,26
36 37 lignocerova C24:0 40,90
37 34 nervonova C24:1n9 41,86
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Priloha 2 Chromatogram standardu Supelco 37 Component FAME mix

26+27+31
=

28+32

¢as [min]
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Priloha 3 Grafické porovnani obsahu mastnych kyselin ve vzorcich jecmene a sladu stejné odriidy
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Graf 8 Procentudlni zastoupeni kyseliny stearové
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Graf 9 Procentudlni zastoupeni kyseliny olejové
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Graf 10 Procentudlni zastoupeni kyseliny linolové
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Graf 11 Procentudlni zastoupeni kyseliny arachové
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Graf 13 Procentudlni zastoupeni kyseliny a-linolenové
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