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ABSTRAKT

Tato diplomové prace se zabyva metodami vhodnymi ke stanoveni antioxidacni kapacity
piva, metodami vhodnymi ke stanoveni polyfenold v pivu a popisem mikrobiologie pivo-
varské vyroby. Byla provedena literarni reSerSe popisujici technologicky proces vyroby
piva a chemické slozeni piva, sladu a chmele. Nasleduje popis metod stanoveni antioxi-
dacni kapacity, popis modernich instrumentalnich technik bézné vyuzivanych pro analyzu
polyfenoli. Teoreticka Cast je doplnéna popisem mikrobiologie pivovarské vyroby.
V experimentalni ¢asti byly analyzovany vzorky piv z riznych mezistupiii technologické-
ho procesu a vzorek chmele. Byly provedeny analyzy pro stanoveni celkové antioxidacni
kapacity metodou DPPH a obsahu celkovych polyfenoli metodou s Folin-Ciocalteauovym

¢inidlem. Anylyzy byly dopInény jednoduchymi mikrobiologickymi rozbory.

Klicova slova: Slad, chmel, pivo, technologie, spektrofotometr, antioxida¢ni kapacita, po-
lyfenoly, mikrobiologie, kvasinky

ABSTRACT

This theses deal with appropriate methods to determine antioxidant capacity of beer,
methods to determine polyphenols in beer and with description of microbiology of brewery
technology. It was described technological process of brewing and chemical composition
of beer, malt and hops. Next it was described methods for antioxidant capacity, modern
instrumental methods for analysis of polyphenols. Teoretical part is completed with
description of mikrobiology of brewery. In experimental part were analyzed samples of
beer from different stages of technological brewing process and sample of hops. Samples
were analyzed for antioxidant capacity with DPPH method and for polyphenols with Folin-

Ciocalteau reagent method. Analysis were completed with simple microbiology tests.

Keywords: malt, hops, beer, technology, spectrophotometer, antioxidant capacity, poly-

phenols, mikrobiology, yeast
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UvVOD

ProtoZe polyfenoliim je v potravinaiském primyslu vSeobecné vénovana stale vétsi pozor-
nost, je jisté ucelné, zkoumat z tohoto hlediska pivo a suroviny pro jeho vyrobu. Na poly-
fenoly z je¢ného sladu nebo z chmele jesté dnes mnoho pivovarnikd pohlizi jako na slozky
spiSe rusivé, protoze urcité skupiny polyfenoli podporuji tvorbu nevratnych zakali ve vy-
chlazeném pivu. Polyfenolické latky, jako nejSirSi skupina antioxidantti v pivovarstvi, hraji

dalezitou tlohu 1 branéni procesu oxida¢nich zmén béhem chmelovaru a skladovani.

Jednou z moznosti, jak chranit organismus pied vlivem volnych radikald, je ptisobeni anti-
oxidantl. Antioxidanty jsou molekuly, které mohou zabranovat nebo omezovat oxida¢ni
destrukei latek. Mnoho latek piirodniho pivodu, které se do lidského organismu dostavaji
spolu s potravou, ma antioxidac¢ni vlastnosti. V fadé experimentalnich studii bylo zjisténo,
ze antioxidacni aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyssi nez u antioxidacnich
vitamind.

V burikach lidského organismu probiha nespocetné reakci a procesi, které jsou nezbytné
pro zivot. Tyto reakce jsou vSak zaroven zdrojem vedlejSich produkti zvanych volné radi-
kaly, které mizou oxidaci poSkodit nebo zcela zniCit zdravé télni bunky. Proto se lidsky
organismus spoléha na antioxidanty, které s témito volnymi radikaly reaguji. Timto chrani
bunky pted poskozenim, které mize vést az k chorobam jako je rakovina, srde¢ni onemoc-
néni, ale je také soucasti pfirozeného procesu starnuti organismu. Dostate¢ny piisun antio-
xidanti ve straveé zajisti lep$i ochranu pied témito chorobami a pomiize zpomalit starnuti

organismu.

Vzhledem k tomu, Ze pivo je u nas velmi oblibenym a vyhledavanym napojem, patii tak
mezi jeden z nejvyznamnéjSich zdroja ptirodnich antioxidant v potravé. Velky vyznam se
ptiklada zejména polyfenolickym slouceninam, které patfi mezi nejSir$i skupinu antioxi-

dantii v pivovarstvi.
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1 TECHNOLOGIE AMIKROBIOLOGIE PIVA

Tato prace byla vypracovana pro maly rodinny pivovar, kde vyroba piva za¢ina Srotovanim
sladu a kon¢i staCenim nefiltrovaného piva ptimo z lezackych tanki k spotiebiteli. Proto i
technologicky proces vyroby piva je zde popsan mezi témito fizemi, procesy sladovani
jecme, filtrace ¢i plnéni do piepravnich obalti jsou zamérné vynechany. Je uréitou konku-
ren¢ni vyhodou malého pivovaru prezentovat své pivo jako zdroj zdravi prospésnych anti-

oxidant.
1.1 Priprava mladiny

1.1.1 Mleti sladu — Srotovani

Utelem mleti sladu je dokonalé vymleti endospermu sladovych zrn na vhodné podily jem-
nych a hrubych ¢astic pti zachovani celistvosti obalovych pluch. Mechanické rozruSeni
zrna je potiebné pro zpfistupnéni extraktivnich latek sladu a urychleni jejich rozpousténi a
fyzikalni, chemické a biochemické zméeny, které probihaji pfi rmutovani a v dalSich fazich

piipravy mladiny. Po rozemleti sladu nesmi Srot obsahovat zadna cela zrna.

Pluchy jsou pomérné elastické a zv1asté u kiehkych zrn dobte rozlusténého sladu odolavaji
tlaku pii mleti. Zachovani celistvosti pluch je dulezité pro mleti sladu za sucha a je pod-
minkou pro vytvoreni filtracni pfepazky pfi scezovani a vyslazovani mlata na scezovaci
kadi. Rozemleté pluchy tento proces prodluzuji, latky z nich vylouzené zhorsuji barvu sla-
diny a nasledn¢ 1 barvu, charakter hotkosti, celkovy chutovy profil, koloidni i senzorickou

stabilitu piva [1].

1.1.2 Vystirani a zaparovani

Cilem vystirani je dobfe smichat sladovy Srot s ndlevem varni vody. Vybé&r surovin, jejich
davky, zpisob vystirdni a rmutovani jsou prvym pfedpokladem docileni sloZeni sladiny
dilezitého pro urcity typ piva. K zajiSténi pottebné kvality je tfeba mechanické a fyzikalni
procesy pii Srotovani a vystirani optimalné regulovat pro chemické a biochemické reakce,

které probihaji pfi rmutovani, scezovani a chmelovaru [2].

Prevedeni tuhych ¢asti sladového Srotu pouhym smichanim s vodou je velmi omezené,
protoze slad obsahuje jen maly podil ve vodé rozpustnych latek. Pfitom pro docileni dob-

rého varniho vytézku je nutné prevést do roztoku maximalni mnozstvi rozpustnych latek.
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Ptevod latek do roztoku pfi vystirani ovlivni cely dalsi proces vyroby piva i jeho kvalitu.

Mnozstvi rozpusSténych latek zavisi na sypani, a na objemu vody v hlavnim nélevu.

Pro svétla piva se voli vétsi nalev, aby se ziskal tid$i rmut, ve kterém se pfi rmutovani
urychli enzymové reakce, podporuje se ¢innost amylolytickych enzymu a tim i rychlejsi
zcukteni sladiny. Mladiny maji vyssi stupen dosazitelného prokvaseni, mlato zadrzuje mé-

n¢ extraktu, a proto je i nizsi potieba vyslazovaci vody.

Pro tmava piva se naopak voli mensi mnoZstvi nalevu. Husty rmut zachovava delsi dobu
pusobnost predevsim proteolytickych enzymil. Dekok¢ni postup rmutovani hustsiho rozto-
ku zvysuje ptrevod latek z pluch, procesy karamelizace cukri a zvySeni barvy, coZz ma piiz-

nivy vliv na chut’ tmavého piva [2].

1.1.3 Rmutovani

Pfi rmutovani se pfevadi optimalni podil extraktu surovin do roztoku v potfebném zastou-
peni jednotlivych latek dulezitych pro dalsi technologicky postup a kvalitu piva. PiedevSim

jde o zkvasitelné cukry.

Pfi rmutovani ptisobi déje mechanické, chemické, fyzikalni a predevS§im enzymové. Roz-
hodujici je cinnost amylolytickych, proteolytickych, kyselinotvornych a oxida¢né-
redukénich sladovych enzymil. Stépeni $krobu na zkvasitelné sacharidy ptisobenim amylo-

lytickych enzymti je nejvyznamnéjsi proces rmutovani [3].

Mensi ¢ast extraktu — cca 15 az 17 % - je pfimo rozpustnd a pfi rmutovani se vylouzi do
vody pouhym uc¢inkem michani a zvySené teploty, vétsi ¢ast vysokomolekularnich latek
obilniho endospermu je vSak mozno pievést do roztoku az po jejich rozstépeni sladovymi
enzymy, kdy se vystirka postupné zahtiva na optimalni teploty pro ¢innost jednotlivych

enzymt, podle nichz jsou teploty nazyvany:

Kyselinotvorna teplota 35 az 38°C, které byl ptisuzovan vliv na zvySeni acidity, ma podle
soucasnych poznatkl vyznam spiSe v tom, Ze podporuje rozpousténi latek extraktu a zpii-

stupiiuje pisobeni sladovych enzymu v dalsi gradaci teplot pfi rmutovani

Peptonizacni teplota 48 aZ 52°C, se dociluje zapatrovanim, tj. pfidanim cody teplé 80°C
k vystirce. V rozsahu uvedenych teplot se podporuje nejen proteolyza, ale i Stépeni fosfo-
re¢nant a neSkrobovych polysacharidil typu B-glukanti, pfedev§im obalovych ¢asti Skrobo-

vych zrn. Tim se neptimo podporuje amylolyza Skrobu v dalsi fazi rmutovani.
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NiZsi cukrotvorna teplota 60 aZ 65°C zajistuje pii sdruzeném plisobeni amylolytickych
enzymu optimalni podminky pro aktivitu B-amylazy. V roztoku se zvySuje piedevsim podil
redukujicich cukrti. U sladt s nizkou aktivitou amylolytickych enzymii se rozsahu téchto

teplot aplikuje nékolikaminutova prodleva.

Vyssi cukrotvornda teplota 70 az 75°C je dulezita pro optimalni plsobeni termostabilné;jsi-
ho enzymu a-amylazy. Klesa viskozita roztoku, zvySeni redukujicich cukrii je méné vyraz-
né. V rozsahu téchto teplot se drzi prodleva az do doby dosazeni tzv. jodnormalni reakce,

kdy rmut jiz nedava barevnou reakci s jodovym roztokem.

Odrmutovaci teplota 78°C je dosazena po ukonceni rmutovani a spojeni dila dekok¢nich

postupt [4].

Dekokcni postupy rmutovdni se vyznacuji povarovanim dil¢ich rmutt a podle jejich poctu
se déli na jednormutoveé, dvourmutové a tiirmutové postupy, z nichZ nejcastéjsi jsou postu-

py dvourmutové.

Infizni postupy rmutovani zajistuji rozpousténi a Stépeni extraktu sladu s dlouhodob¢jSim

uc¢inkem sladovych enzymt bez povaiovani rmutt.

1.1.4 Scezovani sladiny a vyslazovani mlata

Po odrmutovani nasleduje v procesu pfipravy mladiny scezovani. Je to v zasad¢ fyzikalni
proces, filtrace, pti kterém se nejdiive oddéli predek (roztok obsahujici extraktivni latky
sladu) od zbytkl sladového Srotu neboli mlata. Nasleduje vyluhovani extraktu zachycené-
ho v mlaté horkou vodou — vyslazovani. Ziskané vodni vyluhy, vystfelky, po spojeni
s pfedkem davaji celkovy objem sladiny pohromad¢. Cilem scezovani je ziskat ¢irou sladi-

nu a maximum extraktu, ktery do procesu piinesly suroviny. [2]
1.1.5 Vaieni sladiny s chmelem — chmelovar

Béhem varu sladiny s chmelem probiha fada technologicky vyznamnych pochodu:
Odpareni piebytecné vody. Dokonalé vyslazeni mlata vyZaduje urcity piebytek vyslazova-
ci vody. Jeho odpatfenim pii chmelovaru se ziska mladina poZadované koncentrace.

Inaktivace enzymit a sterilace mladiny. Viechny enzymy jsou inaktivovany jiz pfi ohfevu

sladiny do varu a mikroorganismy zni¢eny pii pH 5,3 — 5,7 po 15 minutach varu.
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Pokles hodnoty pH a narust barvy. V pribéhu chmelovaru klesa hodnota pH o 0,15 —
0,25. Vzrust barvy je ovlivnén piedev§im provzdusnénim sladiny, zptisobem otopu a dél-

kou varu.

Tvorba produktii tepelného odparu. Se vzristajicim tepelnym zatizenim pii hvozdéni,
rmutovani a chmelovaru se zvysuje koncentrace latek, které souhrnné oznacuji jakou pro-

dukty Maillardovy reakce.

Tvorba redukujicich latek. Pti chmelovaru vznikaji latky, které pro jejich redukéni u€inky
nazyvame reduktory. Ochotné vazi kyslik a chrani tak dalsi slozky extraktu hotového piva

proti oxidaci. S rostoucim obsahem reduktort se zvySuje koloidni a chutova stabilita piva.

Koagulace bilkovin a tvorba lomu. Pivodné prihledna sladina se po zahdjeni varu zakali a
pii1 pokracujicim varu se zacnou vylucovat nejprve velmi jemné vlocky, které se postupné

zvétsuji do velkych shlukii, ozna€ovanych jako lom mladiny.

Reakce ucinnych sloiek chmele s mladinou. Chmel propuj¢uje mladin€é hotkou chut,

chmelové aroma a podporuje vylu¢ovani bilkovin [4].

1.1.6 Chlazeni mladiny a odluc¢ovani kalu

Vyrobena mladina ve varné pivovaru se musi pfed zakvasenim ochladit na zékvasnou tep-
lotu. Pii ochlazeni se soucasné provzdusni a vylouc¢i se z ni horké neboli hrubé kaly a ¢és-
tecne 1 jemné neboli chladové kaly. Tyto procesy probihaji od teploty blizké 100°C na tep-
lotu 6 az 8 °C [5].

1.2 KvaSeni mladiny a dokvaSovani piva

Béhem hlavniho kvaseni dochazi k netplnému zkvaseni cukernych latek extraktu mladiny
pivovarskymi kvasinkami za vzniku etanolu, oxidu uhli¢itého a vedlejSich metabolitli se

souc¢asnym pomnozenim kvasniéného zakvasu [4].

1.2.1 Pivovarské kvasinky

Vyroba piva se opira o cilené vyuzivani kvasinek, ptevazné druhu Saccharomyces cerevis-
ce. Vyrobni proces pozaduje standardni kvasnice s optimalnimi vlastnostmi, pokud mozna
neménnymi 1 pfi opakovaném pouziti. Pivovarské kvasinky jsou v pivovarské mikrobiolo-
gické spole¢nosti European Brewery Convention (EBC) definovany jako kulturni kvasinky

pouzivané k produkci spodné nebo svrchné kvasenych piv [6].
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Spodni pivovarské kvasinky S. Cerevisiae (carlsbergensis), popi (uvarum) se pouzivaji pii
vyrobe piva typu lezakl v teplotnim rozmezi 7 az 15°C se sedimentaci kvasnic na dné na-
doby. Svrchni pivovarské kvasinky S. cerevisce se pouzivaji pti vyrob¢ piv typu Ale i dal-
Sich druhti piv s teplotnim rozmezim 18 az 22°C, ¢asto s vynasenim kvasnic do kvasnic¢né

deky.

Pivovarské kvasinky jsou jako vSechny kvasinky jednobuné¢né houby (Fungi) bez chloro-
filu, které se podle morfologickych znakt tadi do tiid hub vieckatych (Ascomycetes), cele-
di Saccharomyceteaceae (Endomycetaceae), rodu Saccharomyces [5]. Tvar bunék je kulo-
vity aZ ovalny, pro starsi bunky je charakteristicka zietelna ostie ohranic¢ena vakuola. Veli-
kost 6 — 7 x 7,5 — 8,7 um. Povrch buriky je okolo 150 umz. Tomu odpovida celkovy aktivni
povrch vyuZzitelny pro metabolismus, podle davky a stupné namnozeni to je 200 az 900 m?

Vv hektolitru kvasici mladiny [7].

Kvasni¢ny kmen a zdkvasna davka maji vyznamny vliv na prabeh kvaseni a kvalitu piva a
voli se podle pozadavkil na charakteristické vlastnosti vyrabéného piva. Za klicovou vlast-

nost kvasni¢ného kmene pro kvaseni je povazovana optimalni vitalita [8].

Diilezitou vlastnosti je optimalni flokulacni a sedimentacni schopnost, kterd je geneticky

kodovana a je ovlivnéna fadou faktort [9].

1.2.2 Hlavni kvaSeni

Zdanliva attenuace A; je rozdil mezi puvodni koncentraci mladiny Es a zdanlivym extrak-
tem piva E,, skute¢na attenuace As je rozdil mezi piivodni koncentraci mladiny a skutec¢-

nym extraktem piva [10].

Pii zakvasovani 1 hl mladiny je nizka az stfedni davka hustych kvasnic 0,5 1. To odpovida
asi 15 a7 25 x 10° bun&k na 1 ml. Doba kvaseni je 7 az 12 dni.. Vyt&znost kvasnic je 1,5 az
2 1 hustych kvasnic na 1 hl mladého piva. Balling matematicky vyjadtil latkovou bilanci
mladiny pfi fermentaci a experimentdIné ji ovefil. Vychdzel ze sumarni rovnice kvaseni a

nasledujicich vztahi.
CeH1205 — CoH50OH + CO, + energie

Ze 100 hmotnostnich ¢asti extraktu vznka 48,319 dild Co,HsOH + 46,286 dild CO, + 5,323

dilt susiny kvasnic. V piepoctu plati:

2,0665 g extraktu — 1 g C,HsOH + 0,9565 g CO, + 0,11 g kvasnic [10].
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Obsah kysliku v mladiné pii zakvaSovani a v nasadnich kvasnicich je dilezity pfedev§im
pro pomnozeni kvasni¢nych bun¢k. Provzdusnéni by se mélo provadét v ochlazené mladi-
n¢ a jen po dobu zakvaSovani, aby se docilil obsah rozpusténého kysliku v rozmezi 5 az 7
mg/l. Niz$i hodnoty provzdusnéni maji za nasledek nizsi tvorbu estert, oxidu sifi¢itého a
vyS$i tvorbu alkoholti [11]. Vys8i hodnoty rozpusténého kysliku v mladiné a nadmérné
provzdusnéni kvasnic naopak zvysuji tvorbu vyssich alkoholii a potlacuji vznik esterd, coz
je nezadouci z hlediska organoleptickych vlastnosti piv [12]. Provzdusnéni zakvasované
mladiny a flotace nezakvasené mladiny snizuji antioxidacni vlastnosti mladiny 1 piva a

zptisobuji vyssi tvorbu prekurzort staré chuti piva.

1.2.3 DokvaSovani a zrani piva

Pti dokvasovani a zrani piva tradicnim postupem probihd fada zmén plivodniho slozeni
mladého sudovaného piva, a to v zavislosti na teplot¢, hradicim tlaku, dobé dokvaSovani a
zrani piva. Mezi rozhodujici faktory patii také fyzikalné-chemicky stav mladého piva a

vlastnosti pouzité¢ho kmene kvasinek.

Dokvasovani a zrani probiha pti nizkych teplotach, kdy teplota pozvoln¢ klesa z 6° C na 2
az 0° C. ProkvaSovani zbylého extraktu je v prvnich tiech dnech rychlejsi, kviili promicha-
ni a provzdus$néni piva béhem sudovani. Zbyly extrakt, ktery tvofi asi z 80 % maltéza a
z 20 % maltotrioza, snizi ptiblizné na polovinu. Béhem dalSiho zrani se extrakt pozvolna

snizuje [2].

Na hradicim tlaku a teploté béhem dokvaSovani je zavislé postupné nasycovani piva oXi-
dem uhli¢itym. Cim je teplota nizsi a tlak vys$§i, tim je vazba oxidu uhligitého vétsi. P¥i
tradicnim kvaSeni obsahuje mladé pivo okolo 1 az 2 % zkvasitelného extraktu, ktery se

méni na alkohol a oxid uhli¢ity [4].

Cifeni piva béhem dokvasovani a zrani zavisi na teploté a na mnoZstvi kalicich ¢astecek, tj.
amorfnich ¢astic a komplexil polyfenolt s polypeptidy, které jsou soucasti chladového za-
kalu a sedaji na dno leZackych nadob spolecné s mrtvymi kvasinkami strhdvajicimi dalsi
podil vysokomolekularnich polyfenolovych a dusikatych latek. SniZzeni obsahu vysokomo-
lekularnich polyfenolli v pivé pti dokvaSovani se v tradicni vyrobé pohybuje v priméru

okolo 10 az 20 %, u dusikatych latek 10 % a hotkych chmelovych latek 3 az 12 % [13].
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Béhem dokvaSovani a zrani piva dochazi k preméné latek, upravuje se neptijemnd hotkost
a kvasni¢nd chut’ mladého piva a vytvaii se typicky buket a chut’ zralého piva. Méni se
obsah rozpusténych latek i t€kavych slozek piva, a to v zavislosti na pouzitych surovinach,

technologii a na kmenu kvasinek pouzitych pii vyrobé piva [2].

1.3 Mikrobiologie pivovarské vyroby

V pivovarské vyrobé se pouzivaji pi1 kvaSeni a dokvaSovani pivovarské kulturni kvasinky.
Kromé nich se uplatiuji pfi v rizném rozsahu i jiné mikroorganismy. Vét§ina z nich se

poklada za nezadouci [2].

1.3.1 Plisné

Podobné jako kvasinky i plisné ndlezeji do tiSe hub. Podle systému pouZivané¢ho dosud
Vv praxi se mikroskopické houby (mikromicety) d€li na vlaknité mikromicety (mikrosko-
pické vlaknité houby, plisné), kvasinky a kvasinkovité mikroorganizmy. Plisné jsou mik-
roorganizmy skladajici se z dlouhych vlaken zvanych hyfy. V makroskopickém méfitku
vytvaieji hyfy splet’ vldken zvanou mycelium. Plisné se rozmnozuji pohlavné i nepohlavné.
Plisn¢ maji pfi vyrob¢ piva ve srovnani s kvasinkami ¢i bakteriemi jen maly vyznam. Jsou
Casto kontaminaci sladatfské vyroby. Na kli¢icim je¢menu a zeleném sladu se vyskytuji

pievazné plisné rodu Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Oospora aj. [14].

Plisn¢ tvoii piirozenou ¢ast jeCmene jiz pii jeho péstovani a sklizni Obvykle se uvadi, ze
jedno sklizené zrno obsahuje asi 10% az 10°> mikroorganizmii. Zastoupeni jednotlivych mik-
roorganizmi se dale méni pii skladovani zrna a specifické zmény také nastavaji pfi mace-
ni, kliceni a suSeni sladu. Jiz v téchto stadiich vyroby mohou ovlivnit hotové pivo tvorbou
senzoricky vyznamnych metabolitl, vznikem nezadoucich latek zpisobujicich naptiklad
prepénovani (gushing) a zejména vznik nebezpecnych metabolitl, jako jsou mykotoxiny a
nitrosaminy. Na pomnozovani plisni a bakterii na je¢menu maji vliv vnéjsi a vnitini pod-
minky skladovani a antagonistické i synergické vztahy s jinymi mikroorganizmy [15].

Podle teplotniho rozmezi se plisn€é déli na mezofilni, rostouci v rozmezi teplot 2 az 50°C, a

termofilni v rozmezi teplot 10 az 60°C, n&které z nich vSak rostou az do teploty 71°C.

Ovsem teplotni pasma rustu plisni se prekryvaji stejné jako je tomu u vlhkosti, kdy ex-
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trémné xerofilni plisné rostou pfi ay < 0,75, slab¢ xerofilni pti aw = 0,8 az 0,9 a hydrofilni
pfiay > 0,9. Ve vlastni pivovarské vyrobé maji plisné mensi vyznam, nebot’ se v mlading a
pivé pomnozuji proti jinym mikroorganismiim pomaleji nebo viibec ne. Hlavnim Cinitelem
brzdicich jejich rozvoj je nedostatek kysliku. Piesto lze plisn€¢ nalézt ve stoceném pivu,

napf. plisné rodu Penicillium, Fusarum, Aspergillus aj. [14].

Plisné produkuji toxické sekundarni metabolity zvané mykotoxiny. Urcity mykotoxin mo-
hou produkovat riizné rody plisni a ur¢ity druh plisné mtize produkovat i vice mykotoxint.
Mykotoxiny jsou toxické pro rostliny i teplokrevné zivocichy, véetné lidi. Maji rizné bio-

logické G¢inky, napf. mutagenni, karcinogenni, teratogenni [16].

1.3.2 Cizi kvasinky

Za cizi, neboli divoké kvasinky se vSeobecné povazuji kvasinky jinych roda nebo druhii,
neZ ke kterym naleZeji kulturni kvasinky. Sir§i termin kvasni¢nd kontaminace oznacuje
veskeré¢ kvasinky, které se negativné projevuji v urcitém misté vyroby, napt. 1 kulturni kva-

sinky ve filtrovaném pivu [2].

Pocet, tvar a velikost spor se pokladéa za dilezity identifikacni znak cizich kvasinek. Po-
hlavni spory mohou mit tvar jehlicovy (napi. Nematospora), ovalny (napi. Schizosaccha-
romyces), kloboukovity (pichia), nebo jsou saturnovité¢ a v asku se miize nachazet jedna
nebo vice spor (napf. osm u rodu Schizosaccharomyces octosporus). Pocet spor nemusi byt
vzdy stejny, vyskytuji-li se haploidni spory, nebo diploidni spory. Cizi kvasinky se proka-
zuji riznymi metodami. Klasické metody vyuzivaly snadnou tvorbu spor nékterych cizich
kvasinek na sadrovém kavalku nebo na pud¢ s octanem draselnym, nebo vétsi odolnosti

cizich kvasinek proti vinné kyseliné [17].

Pomérné spolehlivd je metoda s krystalovou violeti, kterd v mladinovém agaru inhibuje
rust pouze kulturnich spodnich kvasinek, ale nikoliv kulturnich svrchnich nebo cizich kva-
sinek. Pro detekci cizich kvasinek je vhodna pida CLEN s kadaverinem, lysinem, ethyla-

minem a dusi¢nanem jako zdroji dusiku [18].

1.3.3 Bakterie v pivovarstvi

Pivo vytvari nepfiznivé podminky pro mnozeni mikroorganizmi, ma nizké pH a snizeny
obsah zivin, jako jsou sacharidy a aminokyseliny, vétSina byla spotiebovana kvasinkami
béhem kvaseni [19]. Avsak navzdory t€émto nepfiznivym podminkam existuje né€kolik mik-

roorganizmii, kterym se dafi v pivu rozrustat. Z mnoha bakterii vyskytujicich se v ptirodé
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ma v pivovarské vyrobé vyznam jen mensi pocet rodl. Mezi n¢ patii octové bakterie (napf.
Acetobacter, Gluconobacter), mlé¢né bakterie (napi. Lactobacilus, Pediococcus), tzv.
mladinové bakterie (vétSinou z Celedi Enterobacteriaceae), dale rody Pectinatus, Me-
gasphaera, Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter, Pseudomonas a v zahrani¢nich pivech
také Zymomonas. Zymomonas mobilis je odolny vici hotkym latkdm chmele. Je schopen
rust pfi pH nad 3,4 a koncentraci alkoholu nizsi nez 10 %. Ke kaZeni piva je primarn¢ zpi-

sobeno vyssi produkci acetaldehydu a sulfanu [20].

1.3.4 Mikrobiologie vyroby piva

Ve sladu je velké mnozstvi plisni, bakterii 1 kvasinek a varni voda obsahuje pfedevsim
bakterie, 1 kdyz se v nadrzich na vodu a potrubi mohou nachazet 1 kvasinky. Skladovany
suchy je¢men obsahuje hlavné koliformni bakterie a bakterie rodu Pseudomonas, ale pfi
namaceni vyrazné vzrasta pocet mlécnych bakterii [21]. Z plisni jeCmene se nejcastéji
uvadéji rody Fusarium, Alternaria a Cladosporium, béhem skladovani se vyskytuje jesté

Aspergillus a Penicillium.

V pribehu vyroby piva se méni vlastnosti jednotlivych meziproduktii. Hvozdéni mohou
piezivat termorezistentni bakterie a jejich spory, zejména rodu Bacillus a Clostridium. Ve
vystirce se mohou vyskytovat gramnegativni bakterie schopné redukovat dusi¢nany na
dusitany. Pfi rmutovani se mohou potla¢ovat nebo podporovat jednotlivé skupiny mikro-
organizmu v zavislosti na pH a rozmezi teplot. Na konci rmutovani ptezivaji piedevsim
termorezistentni druhy mléénych bakterii a rody Clostridium a Bacillus. Nékteti zastupci
tohoto rodu mohou také siln€ redukovat dusi¢nany na dusitany a zptisobovat tvorbu nitro-

saminu [22].

Sladina je tekuty substrat s vysokou koncentraci sacharidii, dusikatych latek a ristovych
faktord, takze se v nich miize pomnozovat vét$ina piitomnych mikroorganizmua diky pfiz-
nivému pH (5,0 az 5,5) 1 obsahu kysliku. Podobné vlastnosti ma i mladina, ackoliv hotké
latky mohou potlac¢ovat nékteré mlécné bakterie nebo bakterie rodu Bacillus. V mlading se
vyskytuje velké mnozstvi kvasinek 1 mladinovych bakterii, pfevazné z ¢eledi Enterobacte-
riacae (napf. Klebsiella, Citrobacter, Escherichia). Mikrobialni kontaminace ochuzuje

mladinu o kyslik a ristové faktory a tim mize u¢inné inhibovat rust kulturni kvasinek [23].

Po zakvaseni kulturnimi kvasinkami rychle kleséd obsah rozpusténého kysliku a hodnota
pH, ¢imZ se potlacuje rozvoj mladinovych bakterii a preferuji se mlécné bakterie. I spekt-

rum aminokyselin se méni, také podle jejich specifického vyuzivani kvasinkami. Soucasné
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s poklesem rozpusténého kysliku se také méni spektrum cizich kvasinek od aerobnich

k fakultativné anaerobnim druhiim. Podobny trend se projevuje pii dokvasovani piva [24].

Stanovenim mikrobiologické Cistoty kvasnic se lze snadno informovat o sanitacnim stavu

pivovaru. V kvasnicich lze nalézt veskerou jiz zminénou kontaminaci mladiny.

Mikrobiologicka cCistota vody se fidi vétSinou mistnimi predpisy pro kvalitu pitné vody.
Voda, ktera je ve styku s pivem, se musi kontrolovat na mnozstvi Escherichia Coli, koli-
formni bakterie, enterokoky, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfrigens a mikroor-

ganismy kultivované pti 22 a 36 °C.
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2 CHEMICKE SLOZENI PIVA SE ZAMERENIM NA
ANTIOXIDACNI LATKY

2.1 Chemické sloZeni piva

Po chemické strance je pivo smési riznych sloucenin. Pivo obsahuje makromolekuly bil-
kovin, sacharidt, nukleovych kyselin a dalSich latek, mezi které patti predevsim polyfeno-
lické slouceniny, hotké latky, vitaminy, mineralni latky a alkohol. Chemické slozeni piva
se méni v zavislosti na kvalité¢ pouzitych surovin, na stupni prokvaseni a podminkach vy-
robniho procesu. Energeticka hodnota 10% piva se pohybuje okolo 1500 kJ.I'* a 12% piva
okolo 1800 kJ.I™.

2.1.1 Voda

V pivé voda piedstavuje 75 az 80 % hmotnosti podle druhu vyrobku a podle koncentrace
puvodni mladiny. Fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti vody ovliviiuji prabéh pii-
pravy, zakladni kvalitu 1 specifické vlastnosti piva. Voda na vyrobu piva se pouziva jako
jedna ze zakladnich surovin. Svymi vlastnostmi musi spliiovat pozadavky na pitnou vodu,

predevsim z hlediska zdravotni a hygienické nezdvadnosti.

2.1.1.1 Tvrdost vody

Obsah rozpusténych soli je dalezité v praxi vyuzivané kriterium pro posouzeni vhodnosti
vody K ur¢itym technologickym aplikacim. Ve vodé tvoii zpravidla pfevazujici podil soli
vapniku a hofé¢iku. Diive se pro jejich obsah pouzival termin ,tvrdost vody*, ten v praxi
doposud casto pieziva. To vyjadifovalo bud’ soucet obsahu vapenatych, hofecnatych a bar-
natych iontli, nékdy se taky tidaj povazoval za obsah vSech kationti s nabojovym cislem
veétSim nez 1.

Podle hodnoty ,,celkové tvrdosti® se rozeznava:

- mékké voda — do 1,3 mmol.I?,

- stiedné tvrda voda — 1,3 a2 2,5 mmol.I™,

- tvrda voda — 2,5 az 3,8 mmol.I™,

- velmi tvrda voda — nad 3,8 mmol.I™.
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Karbondtova (piechodna) tvrdost vody

Odpovida obsahu hydrogenuhlicitanti vapniku a hot¢iku. Behem chmelovaru se hydroge-
nuhli¢itany alkalickych kovli méni odstépenim oxidu uhli¢itého na vice ¢i méné rozpustné
uhli¢itany a to ovliviiuje vapenato-hotfecnatou rovnovahu. Uhli¢itan hofe¢naty je nestaly,
pfi del$im varu se rozklada a mlze byt z roztoku zcela vyloucen. Za varu probiha reakce:

Ca(HCO3); — CaCO3| + H,0 + CO21

Mg(HCO3), — MgCO3] + H,0 + CO,1

MgCO3| + H,O — Mg(OH) + CO;

Nekarbondtova (trvala) tvrdost vody

Je tvofena vapenatymi a hofeCnatymi solemi kyselin sirové, chlorovodikové, dusi¢né a

jinych, které se varem neméni.

2.1.2 Sacharidy piva

Celkovy obsah sacharidl v pivu se pohybuje okolo 28 g.I"* a predstavuje hlavni energetic-
kou slozku piva (az 60 %) a hlavni sou¢ést extraktu. Nejvyznamnéjsi cukry jsou dextriny,
nebot’ ty spole¢né s alkoholem zvysuji disperzi piva v zazivacim traktu lidského organis-
mu, coz umoziuje rychlou latkovou vyménu. V mensim mnoZstvi jsou obsazeny nckteré
monosacharidy a oligosacharidy. Nejvice zastoupené jsou zkvasitelné cukry maltoza a

maltotri6za a nezkvasitelné pentozy [4].

Tab. 1. Sacharidy piva.

Sacharidy piva Clg.1"] Sacharidy piva Clg.1"]
Glukoéza 0,1-05 Isomaltotriéza 04-1
Frukt6za 0,1-0,2 Dextriny 20 - 30
Sachar6za 0-0,1 B-glukany 150 - 400
Maltdza 15-5 Pentozany 0,2-0,5
Maltotridza 1-3

2.1.3 Horké chmelové latky

Pivo je napoj, ktery obsahuje hoiké chmelové latky (az 40 mg.I™"), které zahrnuji fadu vel-
mi si podobnych slozitych organickych sloucenin, které snadno podléhaji oxidaci i dal§im
chemickym pfeméndm. Nejucinngjsi z nich je skupina a-hotkych kyselin, méné uc¢inné

jsou B-hotké kyseliny. Chmelové a-hotkych kyseliny jsou jen nepatrné rozpustné ve vodg,
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a tedy i v pivu. Pii chmelovaru z vétsi ¢asti izomeruji za vzniku Cis- a trans-iso-a-hotkych
kyselin, které jsou jiz rozpustnéjsi a vykazuji silnou hotkost. Obdobna reakce premény [-
hotkych kyselin probihd jen v nepatrné mife a proto jejich prispévek k hotkosti piv je
mnohem mensi. Piva vafend z chmell a chmelovych vyrobki s vyssim obsahem B-hotkych
kyselin vykazuji obvykle jemné&j$i a méné drsnou hotkost nez piva obsahujici pouze nebo
prevazné jen iso-o-hotké kyseliny. Piva vyrobend z chmeld s nizkym obsahem kohumulo-
nu maji mirn¢jsi a piijemnéjsi hotkost. Kromé vytvaieni senzorické hotkosti jsou hotké

latky dulezité i pro vznik a stabilitu pivni pény [25].

2.1.4 Polyfenolické latky piva

Pivo obsahuje §iroké spektrum polyfenoli a fenolovych kyselin (0,1 az 0,18 g.1™), které
ptechazeji do piva z jeCmene, popf. sladu, chmele a chmelovych vyrobkt a které ovliviiuji
senzorické vlastnosti jako je chut’, viini, pénivost, barvu, ale i celkovou trvanlivost piva.
Byvaji fazeny k pfirozenym antioxidantiim, z nichz se v pivech vyskytuji fenolové kyseli-
ny zahrnujici ortho- i para- derivaty kyseliny benzoové (napf. kyselina salicylova, kyselina
gentisova, kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina protokatechinova, kyselina gallova, ky-
selina vanilinova a kyselina swingova) a derivaty kyseliny skoficové (napft. kyselina p-
kumarova, kyselina kavova, kyselina ferulova a kyselina sinapova), dale lze v pivu nalézt
kyselinu chlorgenovou a jeji derivaty, chinony i ubichinony a pfedevsim ruzné flavonoidy,
které patii do rozsahlé skupiny rostlinnych fenoli zahrnujici v molekule dvé benzenova
jadra spojena tfiuhlikatym fetézcem v uspofadani Cg-C3-Cs a jejichz struktura se odvozuje

od skeletu heterocyklického flavanu.

Podle stupné¢ oxidace C3 fetézce se rozeznava 7 zakladnich struktur flavonoidu: katechiny
(flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly), flavanony, flavanoly, flavony, fla-
vanoly, anthokyanidiny [26].

V pribéhu pivovarské technologie dochazi k fadé chemickych pfemén polyfenolickych
slozek pochazejicich s pavodnich surovin, pfedev§im v prabéhu chmelovaru, kvaseni, fil-
trace, a stabilizace koloidnich vlastnosti piva. Jedna se o reakce hydrolytické, isomeracni,
kondenzacni aZ polymeracni a oxidoredukéni. Hydrolytické reakce vedou obvykle ke §té-
péni glykosidl na aglykony. Z izomerac¢nich reakci je typickou reakci predevsim pfeména
xanthohumolu na isoxanthohumol béhem chmelovaru. Kondenzaéni az polymeracéni reakce
se uplatiuji pfedevsim ve smyslu tvorby vySemolekularnich latek s vysokou srazeci aktivi-

tou s bilkovinami piva. Tim dochézi k tvorbé polyxeno-bilkovinnych komplexi, které za
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ur¢itych podminek mohou vypadévat z roztoku a tim vytvaret koloidni zékaly. S oxidacné-
redukénimi procesy souvisi zejména problematika senzorické stability piva po naplnéni do
konzumnich oball, v nichz polyfenolické slozky hraji duleZitou roli. Pravé polyfenoly a
zejména flavonoidy jsou jako nejucinngjsi ptirozené antioxidanty piva tyto déje eliminuji

[26].

2.1.4.1 Antioxidacni ucinky polyfenolit

Antioxida¢ni G€inky polyfenolt jsou komplexni a Ize je ptifadit n€kolika mechanismiim.
Rada flavonoidd i dal$ich polyfenolti inhibuje enzymy zodpovédné za produkci superoxi-
dového anion-radikdlu (napt. xantinoxidu, proteinkinasu C) 1 dal§i enzymy, které se podile-
Ji na tvorbé volnych radikalti. Mnohé polyfenoly vytvati chelatové vazby s kovy, prede-
v§im s médi a dvojmocnym Zelezem. Volné ionty téchto kovil se ucasni pti tvorbé reaktiv-
nich kyslikovych forem. Rada polyfenolii je snadno oxidovatelna. Latky s nizkou hodnotou
redoxpotencidlu jsou schopny redukovat nékteré volné radikaly, napt. superoxidové, poro-
xylové, alkoxylové a hydroxylové. Pii reakcich poskytuji vodik a samy se pii tom vétSinou
preménuji na malo reaktivni fenoxylovy radikal nebo neradikdlové chinoidni struktury
[27].

2.1.5 Proteiny piva

Proteiny jsou latky, které maji vliv na kvalitu piva. Obsah v pivu je 3 az 5 g.I"* &istych bil-
kovin, z toho 84 % piechazi ze do piva ze sladu a 15 % ptechazi z pivovarskych kvasinek.
Pivo obsahuje téméf vSechny esencialni aminokyseliny. Obsah aminokyselin se pohybuje
v mezich 300 — 500 mg.I"*. Tyto latky vyznamné ovliviiuji moZnost vzniku koloidnich za-

kalt, formovani a stabilitu pény, a dale podporuji plnost chuti piva.

Koloidni zékaly se obvykle déli na chladové, které se z piva vylucuji pti jeho ochlazeni na
0 °C, které se pfi zvySeni teploty opét rozpusti, a na trval¢ zakaly, které jsou v podstaté
druhou fazi chladového zakalu, kdy pfirozenym starnutim dochdzi ke stalému zvétSovani
koloidnich ¢astic, které jsou jiz nerozpustné a které se z piva nevratné vylou¢i. Mezi zaka-
lotvorné proteiny patii predev§im hordeiny vyznacujici se vysokym obsahem glutaminu a

prolinu.
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2.1.6 Etanol

NI A4

ni mladiny a stupni prokvaseni a podili se na plnosti chuti piva. 10% pivo obsahuje asi 2,8
az 3,5 % hm. etanolu a 12% lezak asi 3,5 az 4,2 % hm. To je ptiblizn¢ 35 az 42 g.l'l.

Vyzkumy navic potvrzuji, ze rozumna konzumace alkoholu pro zdravou dospélou populaci
je 20 az 40 g alkoholu za den, tj. 0,5 az 1 litr piva denn¢ u muzt a 0,3 az 0,6 1 piva denné u
zen a pozitivné ovlivituje fyzickou a dusevni kondici ¢lovéka. Ve srovnani s abstinenty
jsou ti, ktefi dodrzuji tuto relativné bezpecnou davku, méné nachylni napt. na kardiovasku-
larni onemocnéni, nebot’ u nich dochazi ke zvyseni sériové koncentrace HDL cholesterolu,

coz vede k poklesu krevniho tlaku v disledku rozsiteni cév [28].

2.1.7 Vitaminy a mineralni latky

Ptednosti piva oproti napt. vinim a jinym alkoholickym napojim je, Ze svym pifiznivym a
vyvazenym obsahem vitaminii mize pokryt zna¢nou ¢ast doporucené denni davky. Pivo je

jedinym napojem, ktery obsahuje vyznamna mnozstvi vitamint.

vevs

Thiamin [pg.l™] 3-80 Riboflavin [mg.I™] 0,02-1,0
Kys. pantotenova [mg.I™] 0,05-2 Nikotinamid [mg.I"] 3-14
Pyridoxin [mg.I™] 0,1-15 | Kys. folova [pg.l™] 100
Biotin [pg.I"] 2-15 Kys. askorbova [mg.I"] *) 10 - 50

*) Plati pouze pro piva s ptidavkem kyseliny askorbové

Nezanedbatelny je 1 obsah nékterych minerdlnich latek a stopovych prvki, které pochdzeji

vétsinou ze sladu. Pivo obsahuje 0,8 az 2,4 g.1™. mineralnich latek.

Nektefi autofi rozd€luji chemické slozeni piva na latky t€kavé a netékavé [4].

2.1.8 Oxid uhlicity

Oxid uhli¢ity je pfirozenym produktem kvaSeni a v pivu je obsazen v mnozstvi 0,35 az

0,55 % hm. To odpovida priblizng 3,5 a7 5,5 g.I" v pivu. Zpisobuje ¥iz piva. Riz piva patfi
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Kk jeho vyznamnym a velmi obtizné definovatelnym vlastnostem, nebot’ je vysledkem pu-

sobeni riznych technologickych, surovinovych a zpracovatelskych faktort.
Z 1 hl mladiny vznika béhem hlavniho kvaseni 3,5 az 3,8 kg CO>.

Syceni piva oxidem uhli¢itym je zavislé na hradicim tlaku a teploté. Cim je teplota nizsi a
tlak vyssi, tim je v pivu vétsi syceni i fixace oxidu uhli¢itého. Pti tradi¢énim kvaSeni obsa-
huje zelené pivo ptiblizné 1 az 2 % zkvasitelného extraktu, ktery se méni na alkohol a oxid
uhli¢ity. Béhem prvnich 14 dnii dokvasovani se pivo nasyti oxidem uhli¢itym. Fixace oxi-
du uhli¢itého se vysvétluje jeho rozpousténim a disociaci vzniklé kyseliny uhligité. Cim je

pH piva niz$i, tim je fixace lepsi [2].

2.2 Chemické sloZeni sladu

Chemické slozeni sladu ovliviiuje pribéh vyroby piva, ale ptedevsim jeho zakladni i speci-
fické chemické, biochemické a organoleptické vlastnosti. Sleduje se fada chemickych a

biochemickych kvalitativnich znakt sladi, které se stanovuji v kongresni slading.

2.2.1 VIhkost

Vlhkost sladu po uhvozdéni je u svétlych sladt asi 3,5 % a u tmavych sladl asi 2 %.
V odlezelych sladech se vlhkost mirné zvysSuje, coz je ptiznivé pro mleti (vyssi elasti¢nost
pluch). Vyssi vlhkost zpracovavaného sladu mize zplisobovat snizeni extraktivnosti, poti-

ze pti skladovani, problémy pfti kvaseni apod. Vlhkost sladu proto nemé piesahnout 6 %

[2].
2.2.2 Skrob

Skrob v endospermu sladu se nachizi ve $krobovych zrnech, jejichz stény se skladaji
Z neSkrobovych polysacharidii a proteini. V optimalné cytolyticky rozlusténych sladech
jsou stény Skrobovych zrn dokonale degradované, toho se docililo v pribéhu sladovani.
Tim je Skrob lépe ptistupny piisobeni amylolytickym enzymiim. U hiife rozlusténych sladt
jsou predevsim obalové ¢asti Skrobovych zrn blize Spici sladového zrna nedostate¢né roz-
rusené a Skrob v nich obsazeny je hiife degradovany amylolytickymi enzymy ve varnim
procesu.

Skrobova zrna tvoii az z 98 % Cisty skrob, zbytek ptipada na proteiny, lipidy, obalové ¢asti
Skrobovych zrn a minerédlni latky, pfedev§im fosfore¢nany, vapnik a hoi¢ik. Ve sladu se

vyskytuji velkd a mald skrobova zrna. Velka skrobové zrna o rozméru 25 az 30 um tvofii
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asi 10 % celkového poctu zrn, ale 90 % hmotnosti Skrobu. Protoze obsahuji méné dopro-
vodnych latek (asi 0,13 %) nez zrna mala (asi 0,16 %), jsou 1épe degradovatelna ve varnim
procesu. Mala Skrobova zrna o velikosti 1 az 5 um se pocetné podileji na Skrobu sladového
srna asi z 90 %, ale hmotnostné pouze z 10 %. Jsou hiife degradovatelna a jejich Stépeni
omezuje i tvorba komplext skrobu predevsim s lipidy. Zvlasté komplexy amylozy s lipidy

jsou mnohem huife §tépitelné nez volna amyloza [29].

Skrobova zrna se skladaji z vrstvenych sférokrystalti. Linearni amylozové a vétvené amy-
lopektinové fetézce jsou vzajemné propletené, vytvareni svazky nebo mycely vdzané vodi-
kovymi vazbami, mohou se roztahnout pies vice micel, a tim drzi Skrobova zrna pohroma-
dé. Amyldza tvori fetézce glukozovych jednotek vazanych vazbami a-1,4, zékladni sloz-
kou je disacharid maltéza. Tyto fetézce vytvareji Sroubovice obsahujici Sest gluk6zovych
jednotek. Relativni molekulova hmotnost pii 60 az 2 000 glukdzovych zbytcich se pohybu-
je mezi 10 000 az 500 000. Ve vod¢ tvoii Skrobovy sol, ktery delsim stanim za teploty 50
az 60°C tvori gel a ten retrograduje opét v zakal. Barvi se jodovym roztokem modie. Ve
velkych Skrobovych zrnech piipadéa na celkové mnozstvi Skrobu asi 17 az 24 % amylozy, u

malych zrn je to asi 40 %.

H,C —OH HoC—0H H,C —OH H,C—0H HoC—0OH H,C—OH
H OH H O H OH H OH H Oy H O H
H H H H H H
OH  H OH  H o H oH H OH H OH  H
HO 0 0 wnse 1-krait 0 o} OH
H OH H OH H OH H OH H OH H OH
amylosa

Obr. 1. Struktura Amylozy.

Amylopektin se sklada z glukézovych jednotek vazanych vazbami a-1,4 (4 az 5 %) a a-
1,6, vétveni je po kazdych 7 az 8 glukozovych jednotkéch, vnéjsi vétveni je po 13 az 15
glukézovych jednotkach. Zakladnimi disacharidy jsou tedy maltdza a isomaltoza. Rozlisuji
se fetézce A, které jsou vétvené jen na redukujicim konci, a fetézce B, které mohou mit
vice mist vétveni. Toto uspofadani a obsah fosfati zpiisobuje schopnost mazovaténi amy-
lopektinu. Relativni molekulova hmotnost amylopektinu obsahujiciho 1 az 6 miliond glu-
kézovych jednotek je mezi 6 000 az 40 000, jodovym roztokem se barvi fialové az Cisté

cervene.
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Tab. 3. - Bezné hodnoty svetlého sladu plzeniského typu a tmavého sladu mnichovského

typu [13].
Rozbor Svétly slad Tmavy slad
plzensky mnichovsky
Mechanicky rozbor
Objemova hmotnost (kg) 55-58 52-55
Hmotnost 1000 zrn v pivodnim sladu (g) 32-55 28-32
hustota 1,10-1,18 -
Moucnatost (%) 90-96 -
Vyvin strelky % az 1 (%) 70-75 75-85
Fyzikdlné-chemické znaky
Obsah vody (%) 3,8-4,5 1,0-4,5
Extrakt v susiné (%) 79-83 76-78
pH 5,6-6,0 5,65-5,75
Rozdil extraktu v jemném a hrubém mleti (%) 1,5-2,3 -
Doba zcukteni (min) 10-15 20-30
Barva kongresni sladiny (j. EBC) 3,0-4,2 9,5-16
Barva po povareni (j. EBC) 5-6 -
Relativni extrakt pii 45°C (%) 35-37 -
Diastatickd mohutnost (j. W.K.) 220-280 50-150
Celkovy obsah bilkovin (%) 9,5-11,5 9,4-12,6
Kolbachovo ¢&islo (%) 36-41 29-48
Formolovy dusik (mg na 100g suSiny) 160-200 -
a-aminodusik (mg na 100g susiny) 120-150 -
B-glukany (% v susing) 0,5-1,0 -
Zdanlivy stupen prokvaseni (%) 75-78 -
Viskozita kongresni sladiny (mPa s) 1,5-1,6 -
a-amylaza (D.U. EBC) 40-70 -
B-amylaza (mm-imunochem Laurell) 46 -
B-glukanaza (R.S.V.) > 800 -
Homogenita (%) > 70 -
Obsah nitrosamint (ug.kg™) <25 -

Vysledek barevné reakce Skrobu s jodovym roztokem zavisi na délce fetézcit molekul. Re-

akce je ovlivnéna spirdlovou strukturou amylopektinu, probiha jen za tepla a jeji rozsah

snizuji bilkoviny, alkalie, polyfenoly a jiné latky [30].
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Obr. 2. Struktura amylopektinu.

2.2.3 Dusikaté latky sladu

Dusikaté latky predstavuji ve vyrobé piva velice rozmanity komplex sloucenin, od neroz-
pustnych vysokomolekularnich slozek az po jednoduché aminokyseliny. Tyto slouceniny
maji ve vyrob¢ piva pozitivni i negativni vyznam v zavislosti na svych fyzikalné chemic-
kych vlastnostech. Ptispivaji k plnosti chuti piva, maji vyznam pro pénivost a stabilitu pé-
ny, podileji se na tvorbé barvy, plisobi jako tlumivé slozky piva. Nizkomolekularni slouce-
niny jsou nezbytné pro mnozeni a metabolismus kvasinek, ale jsou i prekurzory v tvorbé
komponent typu aldehydti odpovédnych za nezadouci starou chut’ piva. Vysokomolekular-
ni dusikaté latky jsou vedle polyfenoli zakladni slozkou v mechanismu tvorby nékterych
latek, které negativné ovliviiuji senzorické vlastnosti piva, napt. aldehydy jsou nositeli sta-
ré chuti piva. Vysokomolekularni dusikaté latky jsou vedle polyfenolti zdkladni sloZkou,
ktera se podili na tvorbé nebiologickych zékali. Ve 100 g suSiny sladu je pfitomno pfibliz-
né 3,5 g rozpustnych proteind [31], z nichz 2,1 g (60 %) je ve sladu a 1,4 g (40 %) se uvol-
ni do roztoku béhem rmutovani. Teploty rmutovani znaéné ovliviiuji obsah koagulovatel-

nych dusikatych latek ve rmutu.

Podle star§i nomenklatury se proteiny ve sladu délily do ¢tyf zakladnich skupin, na albu-
miny, globuliny, prolaminy a gluteniny, dale pak se rozliSovaly rizné slozené proteiny.

V odborné literatufe je uvadéno velmi rozdilné zastoupeni jednotlivych skupin proteint
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V susin¢ jeCmene V zavislosti na celkovém obsahu bilkovin v jeCmeni. Albuminy 12,1 %,

globuliny 8,4 %, prolaminy 25 % a gluteniny 54,5 % [32].

2.2.4 NeSkrobové polysacharidy sladu

Je¢né zrno obsahuje 10 az 14 % neskrobovych polysacharidi. Celulosy, hemicelulosy,
ligniny a dal$i polysacharidy (glykany, Casto fazené mezi tzv. rostlinné gumy). Zvysené
hladiny neskrobovych polysacharidi ve sladu, a to nejen typu B-glukand, ale podle soucas-
nych poznatki i méné zastoupenych pentozant (arabinoxylanti), ovliviiuji viskozitu sladi-

ny i piva a mohou zptisobovat zavazné problémy pii scezovani sladiny i filtraci piva [33].
Celuloza

Obsah celulézy v jeéném zrnu je 4 az 7 %. Je obsazena piedevs§im v pluchach, ve stopach
v klicku, oplodi a osemeni. Tvofi zpeviujici slozku bunéénych stén. Sklada se z gluko6zo-
vych jednotek vazanych glykosidovymi vazbami B-1,4. Hlavni stavebni jednotkou je disa-
charid cellobidza. Celuloza je ve vod€ nerozpustna a je i enzymove obtizné Stépitelnd. Ne-
zucCastiiuje se metabolismu jecného zrna béhem kli¢eni, ani v procesu sladovani a rmuto-

vani se neméni.
Hemicelulozy a gumovité latky

Jsou to predevsim neskrobové a necelulézové polysacharidy typu B-glukanti a arabinoxy-
lanti (pentozani). Ve vodé nerozpustné hemicelulozy a jejich rozpustné §tépné produkty
(gumové latky) predstavuji v praiméru 10 % hmotnosti jeného zrna. Jen asi pétinu z toho
tvofi ve vodé rozpustné gumovité latky. Zbytek jsou vysoce viskdzni slouceniny s relativni
molekulovou hmotnosti okolo 2 000 000, které musi byt degradovany pii sladovani a rmu-
tovani. Rozpustné gumovité latky tvofi predevSim nizsi B-glukany, které v zavislosti na své
molekulové hmotnosti nepiiznivé zvySuji viskozitu sladiny, mladiny a piva a naopak pozi-

tivn€ ovliviiuji jeho pénivost a chutové vlastnosti.
Hemicelulozy

Hlavné B-glukany, jsou heteroglukany bunéénych stén rostlin, které zpeviuji a vypliuji
prostor mezi celulézovymi vlakny. V bunéénych sténach endospermu je¢ného zrna tvoii
asi 75 % hmoty, v aleuronové vrstvé asi 25 %. Hemicelulozy obsazené v pluchach jsou

tvofeny prevazné z pentozanu [13].
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Pentozany (arabinoxylany)

Tvofti spolu s B-glukany hlavni podil neskrobovych polysacharidi je¢ného ¢i sladového
zrna. Skladaji se z hlavnich fetézct tvofenych D-xylanopyrynézovymi jednotkami vaza-
nymi vazbami B-1,4. Primérné je zastoupeno v pentézanech 52 az 60 % xylozy, 36 az 46

% glukozy [34].

Obsah arabinoxylani v obilce jeCmene je velmi variabilni, v priméru 4 az 10 %, jejich
mnozstvi ve sladu ovliviiuje technologie sladovani. Nachéazeji se v aleuronové vrstvé, ale
predevsim ve sténach skrobovych zrn endospermu, kde tvoii podil asi 20 %. Maji vysokou
schopnost vazat vodu, a to az 100 g na 1 g suSiny. V zavislosti na vétveni stoupa jejich
rozpustnost ve vodé, kde tvofi velmi viskdzni disperze. Jejich vlastnosti jsou v tomto sme-

ru ovlivnény strukturou a molekulovou hmotnosti [34].

Pentozy se mohou vyskytovat v zrnu téZ jako vazané na glukany ve formé xyloglukant.
Zaklad molekuly tvoii B-D-(1—4)glukan (celuloza) s D-xylopyranézovymi jednotkami

vazanymi na glukozu a-(1—4)-glykosidovymi vazbami [34].

p-glukany

Jsou to fetézce glukopyrandzovych jednotek vazanych asi z 30 % glykosidovymi vazbami
B-(1—3) a se 70 % vazbami B-(1—4), které davaji molekule pruzny charakter se schopnos-
ti kontrakce nebo protazeni. Obsah B-glukanli v je€émeni se pohybuje okolo 5 az 6 %, ve
sladu okolo 1 % a béhem vyroby piva jejich obsah dale klesa. Na B-glukanové fetézce se
vV malém mnozstvi vaZzou arabinoxylanové nebo xylosové zbytky. B-glukany se li§i mole-
kulovou hmotnosti a vyskytuji se v rozpustné a v nerozpustné formé. Pti teploté 40 °C se
extrahuje asi 20 % B-glukani obilného zrna, pti 60 °C asi 30 az 70 %. Ve vodném prostie-
di se vytvareji zesiténé agregaty gelu stabilizované¢ho vodikovymi vazbami volnych hydro-
xylovych skupin pyranézylovych zbytkii. Behem vyrobniho procesu klesa rozpustnost -

glukant ziejmé i jejich vzajemnymi interakcemi s bilkovinami [35].

Béhem sladovani a dale pfi rmutovani musi byt nejdiive rozstépeny esterové vazby hydro-
Xylovych skupin B-glukant s karboxylovymi skupinami proteind, aby uvolnéné B-glukany
byly déle enzymové degradovany na niZemolekularni a méné viskdzni slozky. Velké
mnozstvi nizkomolekularnich B-glukanovych dextrind ovliviluje viskozitu i chut’ piva a

stabilitu jeho pény.
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2.2.5 Lipidy sladu

Mezi vyznamné lipidy patii zejména mastné kyseliny, acylglyceroly, fosfolipidy, lipopro-
teiny a lipopolysacharidy, z doprovodnych latek lipida jsou dilezité stroly. Lipidy tvofi
heterogenni skupinu latek s hydrofobnimi vlastnostmi. Nejvétsi vyznam pro kvalitu piva
maji mastné kyseliny. Celkovy obsah lipidi v je¢meni a sladu se ptili§ nelisi a mize byt az
4.5 % v susin€. Nejvetsi podil mastnych kyselin v lipidech je¢mene (50 az 60 %) tvoii ky-
selina linolova. Lipidy obsazené v mlading a pivu pochazeji ze sladu, chmelové lipidy ne-
maji podstatny vliv na kvalitu piva [36].

2.2.6 Polyfenolické slouceniny sladu

Polyfenoly ve sladu jsou skupinou latek riizné molekulové hmotnosti a rozdilnych fyzikal-
né-chemickych vlastnosti. V jeCmeni a sladu se vyskytuji pfedev§im v obalové ¢asti zrn a
Vv aleuronové vrstvé, kde jsou pfitomny hlavné flavonoidni latky, jejichz nosi¢em je bilko-
vina hornin [4]. Polyfenoly sladu a piva lze rozdélit na tyto skupiny (hlavni skupiny tvori

fenolové kyseliny a flavonoidy):

- jednoduché fenoly

- fenolové kyseliny

Vyznamné jsou derivaty kyselin 4-hydroxybenzoové, skoficové a zejména chlorogenoveé.
- barevné flavonoidy

Jako jsou monoglykosidy a diglykosidy antokyanii (zndmych také jako anthokyaniny) a
jejich aglykont anthokyanidind (napf. kyanidin).

- bezbarvé flavonoidy

Jako jsou katechiny (flavan-3-oly) a leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly).
- kondenzované a dal§i polymerni polyfenoly

Ty jsou odvozené od monomernich flavanoidu.

- kumariny

- chinony

Jsou to napt. ubichinony.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Zastaralé jsou nazvy anthokyanogeny, anthoxanthiny a dalsi, napt. flavolany, flavilany ¢i
flavilogeny. Termin anthokyanogeny se vSak doposud Casto pouziva v pivovarské literatu-
fe podobn¢ jako nazev proanthokyanidiny. Za anthokyanogeny se povazovaly bezbarvé
katechiny spolu s leukoanthokyanidiny, které se pfi zahfivani s kyselinami §tépi na ptislus-
né barevné anthokyanidiny a bezbarvé katechiny. Katechiny mohou oxidaci poskytovat
leukoanthokyanidiny. Nazev leukoanthokyanidiny je v platném nazvoslovi vyhrazen pouze
pro monomerni flavan-3,4-dioly. Nazev proanthokyanidiny zahrnuje bezbarvé katechiny a
jejich oligomery, dnes fazené mezi kondenzované taniny — tyto latky zptisobuji trpkou svi-

ravou chut’.

Polyfenoly maji v technologii a kvalité piva pozitivni 1 negativni vyznam. Nezoxidované
poyfenoly svymi pfirozenymi antioxidacnimi vlastnostmi oddaluji starnuti chuti piva a
tvorbu nebiologickych zakall, antioxida¢ni vlastnosti maji i volné fenolové kyseliny extra-

hované ze zeleného sladu. Antioxida¢ni vlastnosti polyfenoli vSak velmi zaviseji na pro-

.....

.....

rovnéz zavisi na mnoha technologickych faktorech, ale predevsim na genetickych vlastnos-
tech pouzitého kmene kvasinek [37]. Pokud se nedocili dostate¢na hladina oxidu siti¢itého
jako ptirozeného antioxidantu piva, je ptitomnost polyfenoli s redukénim tc¢inkem velmi
zédouci. Pii urychleném starnuti piva sice nebyla zjiSténa souvislost mezi obsahem feno-
lickych latek a senzorickymi vlastnostmi piva, ale obecné se uvadi, ze vyssi pocet hydro-
xylovych skupin a nizsi stupeil kondenzace u jejich oligomert ma kladny vliv na oxida¢né-
reduk¢ni vlastnosti meziproduktll i1 stoceného piva. Sladové polyfenoly ptichazeji do pro-

cesu diive nez chmelové a podléhaji vice oxida¢nim zménam [37].

K dalSim pozitivnim vlastnostem piipisovanym polyfenolickym latkdm patii schopnost
asociovat s polypeptidy a vylucovat kaly béhem chlazeni mladiny. Kromé toho polyfenoly

ptispivaji k plnosti chuti piva.

Pfi rozpousténi extraktu na pocatku varniho procesu se uvoliuji se sladového Srotu polyfe-
nolické slouceniny, které piesly do rozpustné formy jiz pfi sladovani. Dalsi polyfenoly,
které zlstaly ve vazané formé, nejsou vSak schopné se pfi rmutovani uvoliiovat. Do roz-
pustné formy lze sladové polyfenoly ptevést ve varnim procesu pomoci piidavnych enzy-
mu, napf. papainu, které narusi jejich vazbu na polypeptidy [38]. Sladové polyfenoly jsou
podstatné méné rozpustné nez chmelové, presto hlavni podil polyfenolickych sloucenin

V pivu pochazi ze sladu.
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Tab. 4 Obsah polyfenolii ve frakcich sladového srotu.

Vlastnost Endosperm Aleuron Pluchy Slad
mouka mouka

Podil frakce (%) 75,6 15,8 8,6 100,0

Obsah polyfenolti (mg.l'l) 46,0 58,0 30,4 76,2

Obsah flavonoidu (mg.l'l) 14,8 11,8 8,6 23,6

Index polymerace *) 3,11 4,92 11,96 3,23

*) Index polymerace je pomér obsahu celkovych polyfenoli o obsahu flavonoida stanove-
nych metodou popsanou v pivovarskych analytikach [39].

Rozpustnost polyfenol je dana pomérem polarnich a nepolarnich skupin v jejich moleku-
le. Rozpustnost fenolovych kyselin stoupa s jejich vzrustajici disocia¢ni konstantou a hod-
notou pH prostfedi. Rozpustnost flavonoidnich latek stoupa s poctem hydroxylovych sku-
pin v molekule, s rostoucim poctem methoxylovych skupin naopak klesa. Glykosidy jsou

podstatné rozpustnéjsi nez aglykony [2].

Bylo prokéazéano, Ze piva vyrobena ze slad z nove vyslechténych odrid je¢mene s nizkym
obsahem flavonoidi mohou mit nizsi senzorickou stabilitu v porovnani s pivy vyrobenymi

ze sladll z béznych odrid je¢mene.

2.3 Chemické sloZzeni chmele

Chmel obsahuje technologicky diilezité slouCeniny, balastni latky, ale i nezadouci slozky.

Tab. 5. Priimérné slozeni chmele.

Latka Obsah [%0]
voda 812
Celkové pryskytice 15-20
Polyfenolické latky 2—-6
Silice 0,2-25
Vosky a lipidy 1-3
Dusikaté latky 12 -15
Sacharidické latka (celuloza) 40 — 50
Mineralni latky 6-8
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Technologicky vyznamnymi slozkami chmele ovlivilujici pribéh vyroby i kvalitu piva jsou
polyfenoly, silice a chmelové pryskyfice. Chemické slozeni chmele je zavislé na odradé,
ro¢niku a zpisobu poskliziiové upravy. V tabulce (Tab. 5.) je shrnuto obvyklé primérné

slozeni chmele.

2.3.1 Obsah vody v chmelu

Obsah vody ovliviiuje vlastnosti chmele béhem skladovani. Ptili§ suché chmele s vlhkosti
po 10 % se droli a dochazi ke ztratam technologicky vyznamnych, pfedev§im hotkych 1a-
tek. Naopak chmele s obsahem vody nad 12 % jsou snadno napadany mikroorganismy a
podléhaji vice oxidac¢nim a polymera¢nim zménam. Proto obsah vody v chmelovych hlav-

kach po ususeni by se mél pohybovat v rozmezi 10 az 12 %.

2.3.2 Chmelové pryskyfFice

V chmelu je jich obsazeno az 30 % hmotnosti. Chmelové pryskyfice jsou derivaty floro-
glucinonu. Po izomerii ve varnim procesu jsou odpovédné nejen za intenzitu hoikosti piva,

ale 1 na charakteru hotkosti.

Zakladnimi slozkami chmelovych pryskyfic jsou mékké chmelové pryskyiice, kam patii
specifické a-hoiké kyseliny a B-hotké kyseliny, dale pak nespecifické mekké pryskytice a
tvrdé pryskytice. Chemicky se jedna o slozité organické slouceniny, které snadno podléhaji
oxidaci a dal§im chemickym pfeménam. Zejména a-hoiké kyseliny snadno oxiduji a méni
se na nespecifické me¢kké pryskytice az tvrdé pryskyfice, které maji podstatné nizsi pivo-
varskou hodnotu. Proto se musi chmel skladovat v chladu a temnu za omezeného piistupu

kysliku [4].

a-Horké kyseliny

a-Hofké kyseliny jsou tvofeny smési sedmi dosud znamych analogti humulonu (Tab. 6.):
humulonu, kohumulonu, adhumulonu, prehumulonu, posthumulonu. Dalsi dva nebyly do-

posud Vv publikacich pojmenovany.
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Tab. 6. Obsah analogii v a-horkeé kyseline

Nazev %
Humulon 35-70
Kohumulon 20 -55
Adhumulon 10-15
Prehumulon 1-10
Posthumulon 1-5

a-Horkeé kyseliny jsou slabé kyseliny, které¢ velmi obtizn€ disociuji a jsou proto ve vodé€ a
vodnych roztocich obtiZzné€ rozpustitelné v zavislosti na pH roztoku. Pfi varu mladiny pH
5,9 je rozpustnost 480 mg.I™, pti pH 4,8 az 5,0 jiz jen 84 mg.I". Jejich vyludovani z rozto-
ku je vyrazné pti kvaseni, kdy se pH snizuje pod hodnotu 4,8.

Iso-a-hotké kyseliny vznikaji pfi varu sladiny s chmelem ¢i chmelovymi ptipravky. Jsou

piva.

Cisté Iso-o-hoiké kyseliny davkované do piva davaji vyrobky s jinym charakterem hoikos-
ti nez chmel ¢i chmelové ptipravky, coz potvrdilo predpoklad, ze typickou hotkost piva

ovliviuji i transformacni produkty téchto latek [2].

Pfi izomeriaci vznika z kazdého analogu a-hotkych kyselin cis- a trans-stereoizomer iso-a-

hotkych kyselin. Tyto stereoizomery maji odliSné fyzikalni a pivovarské vlastnosti.

p-Hovké kyseliny

B-Hoiké kyseliny se vyskytuji v chmelu v mnozstvi okolo 3 az 5 %. Jsou ptirozenou smési
peti a vice analogli (obr. 7.) nazyvanych lupulon, kolupulon, adlupulon, prelupulon a po-

slupulon.

Tab. 7. Obsah analogii v f-horké kyseliné

Nazev %
Lupulon 30 — 55
Kolupulon 20 - 55
Adlupulon 5-10
Prelupulon 1-3
Postlupulon Neni zndmo
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B-Hotké kyseliny se velmi Spatné rozpousti ve vodnych roztocich, ve vrouci mladiné pii
pH 5,6 se rozpousti pouze 9 mg.1*. p-Hotké kyseliny maji slabou esterovou viini a na-
hotklou chut’. Jsou jesté¢ méné stalé nez a-hotké kyseliny, podléhaji snadno oxidativni izo-

meraci a hlavné odstépovani postrannich fetézca.

Transformac¢ni produkty B-hotkych kyselin vykazuji urcitou hotkost a vyssi rozpustnost

nez samotné B-hotké kyseliny. Jejich podil na hotkosti piva je vSak v porovnani s izome-

cvwvr

vys$§im obsahem mohou nejen dopliiovat intenzitu, ale pozitivné ovliviiovat i charakter

hotkosti.

Hulupony jsou nejdileZitéjsi produkty premény B-hotkych kyselin. Dosahuji 50 az 75 %
hotkosti i1s0-a-hotkych kyselin. Jsou mirné a pfijemné hotké.

Tvrdé pryskyrice

Tvrdé pryskyfice jsou latky nerozpustné pii extrakci hexanem. RozliSuji se oxida¢ni pro-
dukty odvozené od a-hotkych kyselin, kam patfi napf. mirn€ hotké 8-pryskyfice, nehotka
hulupinova kyselina nebo nepatrné hoiky abeo-isohumulon, kterému se ptipisuje pfiznivé
pusobeni v pénivosti piva, a g-pryskyfice, které se odvozuji od B-Kyselin a jsou ve vodé

nerozpustné [2].

2.3.3 Chmelové silice

Chmel obsahuje 0,5 az 3,0 % hm. silic. Je to smés nékolika set latek rizného chemického
sloZeni, fyzikalnich vlastnosti i aroma, které doposud nebyly zcela identifikovany a jejichz
celkové mnozstvi a zastoupeni jejich jednotlivych slozek zavisi pfedevsim na genetickych

vlastnostech odridy, dale na podminkach péstovani, sklizn€ a skladovani.
Chmelové silice se daji rozdélit do ti zakladnich skupin:

- uhlovodikova frakce,

- kyslikata frakce (oxidovana frakce),

- frakce sirnych sloucenin.
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Uhlovodikova frakce chmelovych silic

Jeji podil je v Cerstvém chmelu 70 az 80 %. Obsahuje alifatické uhlovodiky (pentan, oktan,
isopren, undekan az heptadekan a nékteré vétvené izomery), dale monoterpeny jako myr-
cen, a- a B-pinen, f-ocimen, limonen a seskviterpeny, kam se fadi B-farnesen, a-humulen,
B-karyofylen, a- a B-selinen, y- a 8- kadinen, y-muurolen a fada dalSich acyklickych, mo-

no-, di- a bicyklickych seskviterpenti, které byvaji zastoupeny jen v nepatrném mnozstvi.
Kyslikata (oxidovana) frakce chmelovych silic

Ta vznika béhem zrani, zpracovani a skladovani chmele a tvofti asi 30 % celkovych silic. Je
slozitou smési terpenovych, seskviterpenovych, alifatickych a aromatickych alkohold, rtiz-
nych aldehydd, ketond, epoxidd, kyselin a esterti. Vzhledem k vyssi rozpustnosti této frak-

ce mize byt jejich zastoupeni v pivu vyrazné a ovliviiuje charakter jeho aroma.

Nejintenzivnéj$i aroma vykazuji estery, kterych bylo identifikovano v chmelovych silicich
velké mnozstvi. Byly prokazany napt. methylestery C6-C13 s pfimymi fetézci, s vétveny-
mi fetézci, odvozené od nasycenych i nenasycenych alifatickych kyselin 1 estery terpeno-

vych alkohold geraniolu, nerolu a linaloolu [40].
Frakce sirnych sloucenin

Je obsazena v chmelovych silicich v malém mnoZstvi, okolo 0,1 %, sirné slouceniny se ale
negativné projevuji jako chutové a vonné latky jiz v nizkych koncentracich. Zvyseny ob-
sah sirnych sloucenin maji predevsim chmele oSetfené béhem vegetace sirnymi preparaty

proti houbovym chorobam a chmele konzervované sifenim v poskliziovych tpravach.

Jednoduché sirné slou¢eniny a sirné slou¢eniny chmelovych silic typu terpenovych sulfidd,

polysulfidi a thioestertt mohou nepiiznivé ovlivnit vini a chut’ piva [41].

2.3.4 Polyfenolické latky chmele

Polyfenolické latky chmele maji stejné jako sladové polyfenoly pozitivni i negativni vy-
znam Vv technologii a v kvalité piva, mohou pusobit napf. jako antioxidanty nebo prooxi-
danty. Polyfenoly maji redukéni schopnosti, kterymi chrani chmelové pryskytice pied oxi-
daci. Diky své reaktivité¢ podporuji tvorbu lomu pii chmelovaru, ale hlavné Cifeni piva vy-
lu¢ovanim kal reakcemi s dusikatymi latkami v pribéhu chlazeni mladiny a kvaSeni, a to

intenzivnéji nez sladové polyfenoly.
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Pozitivni vlastnosti ztraceji sladové a chmelové polyfenolické slouceniny oxida¢nimi a
kondenzac¢nimi reakcemi, kdy se vzniklé latky podileji na tvorbé nebiologickych zakald,

tmavsi barvé, drsné chuti a tvorbé sloucenin odpovédnych za starou chut piva.

Chmelové polyfenoly jsou v mladiné a pivu obsazeny v mensim mnozstvi nez sladové,
maji polarni charakter, jsou ve vod¢ sndze rozpustné a podileji se z 20 az 30 % na celko-

vém obsahu polyfenoli piva v zavislosti na davce chmele [2].
Flavonoly a glykosidy flavonolii

Flavonoly patii mezi rostlinna barviva a maji antioxida¢ni u¢inky. Ve chmelu jsou ptitom-
né jak jejich aglykony, tak jejich glykosidy, ve kterych je nejcastéji cukernou slozkou D-
gluk6za a L-rhamno6za. K hlavnim flavonolim chmele patii kemferol, kvercetin a myrice-
tin. V chmelu se vyskytuji i méné bézné flavonoly, napi. morin, ktery v poloze C-5 nema

hydroxylovou skupinu.
Katechiny

Bezbarvé katechiny (flavan-3-oly) a leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-oly) tvoii pfevaznou
¢ast chmelovych polyfenoli. Vyznamnymi katechiny jsou (+)-katechin, (-)-epikatechin a
(+)-gallokatechin. Z leukoanthokyanidinti jsou vyznamné leukopelargonidin, leukokyani-
dinin a leukodelfinidin, z nichz mohou v kyselém prostiedi vznikat odpovidajici barevné

anthokyanidiny, tzn. Pelargonidin, kyanidin a delfinidin.
Fenolové kyseliny a jejich derivaty

V chmelu se nachazi velké mnozstvi aromatickych hydroxy- a methoxysubstituovanych
fenolovych kyselin odvozené pievazné od kyselin 4-hydroxybenzoové a kavové (3,4-
dihydroxyskoficové). Vyznamnou skupinou jsou chlorgenové kyseliny: 3-O-kaffeoyl-L-
chinova (chlorgenova), 4-O-kaffeoyl-L-chinova (kryptochlorgenova), 5-O-kaffeoyl-L-
chinova (neochlorgenova), 3,5-di-O-kaffeoyl-L-chinova (isochlorgenova a), 3,4-di-O-
kaffeoyl-L-chinova (isochlorgenova b) a 4,5-di-O-kaffeoyl-L-chinova (isochlorgenova c).
Jsou to estery (depsidy) kavové kyseliny s chinovou kyselinou, snadno kondenzuji na riiz-
né oligomery az polymery a oxiduji na chinony, které jsou zapojeny do reakci hnédnuti

mladiny a piva.
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Kumariny

Kumariny se vyskytuji v mensi mife jako volné aglykony nebo glykosidy, u kterych cuker-
nou slozku tvofi prevazné D-glukdza. Maji antibakterialni, antifungicidni a dalsi biologic-

ké ucinky [34].

2.3.5 Sacharidy chmele

Suseny chmel obsahuje 2 az 4 % monosacharidt, nepatrné mnozstvi di-, tri- a oligosacha-
rida a asi 1 az 2 % pektinovych latek. Tyto cukry nemaji ve vyrobé piva technologicky

vyznam.

2.3.6 Dusikaté latky chmele

Mnozstvi dusikatych latek ve chmelu zavisi na odradé, podminkach vegetace a sklizné.
Pohybuje se okolo 12 az 22 %, respektive 12 az 18 % v suSiné. Tvofi je smés vysoko-,
sttedné- a nizkomolekularnich latek. Jejich technologicky vyznam neni prikkazny, protoze

napk. pfi davece 200 g.hl™* piipada v mlading 20 mg.1" proteint na davkované chmeleni [2].

2.3.7 Lipidy chmele

Lipidy se v usuSeném chmelu vyskytuji v nizkych koncentracich, asi 3 %. Jsou to rizné
alkoholy, estery, kyseliny a steroidni latky, které nemaji zasadni vliv na technologii a kva-

litu piva.

2.3.8 Mineralni latky chmele

Mineralni latky jsou v suchém chmelu obsaZeny béZzn¢ v mnozstvi 7 az 10 %. Kovy jako
meéd’, mangan a zinek pii vySSich koncentracich v chmelu mohou ovlivnit riist kvasnic pfi

kvaseni i zhorsit koloidni stabilitu sto¢eného piva [2].
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3 METODY STANOVENI POLYFENOLU V PIVU

3.1 Metody stanoveni pFirodnich polyfenolii

3.1.1 Izolace fenolickych latek

Je mnoho zptisobt jak izolovat flavonoidy z riznych typli zkoumanych latek, jako napii-
klad rostlin, napoji a jinych tekutych vzorkt. Pevné vzorky je tfeba nejdiive homogenizo-
vat. Homogenizaci Ize perforovat plazmatické membrany bunck za ucelem uvolnéni bu-
nééného obsahu do prostredi. K tomu se pouZivaji riizné metody, nejcastéji rozbiti bunck
ultrazvukem, protla¢eni bun¢k malym otvorem, pouziti mirného detergentu na perforace
plasmatické membrany a nebo rozbiti bunék dobfe tésnicim rotacnim pistem v tlustosténné
nadobce. Nasleduje izolace analytu pomoci extrakce vhodnym rozpoustédlem, ptipadné

piecisténi a zkoncentrovani vzorku extrakei pevnou fazi [42].

3.1.1.1 Extrakce pevnou fazi (Solid-Phase Extraktion — SPE)

Pt1 analyze polyfenolyckych komponent je SPE Siroce vyuzivanou metodou. Ve vétSiné
piipadt sorbent piedstavuje Cig-vazany oxid kiemicity. Roztok vzorku a rozpoustédlo by-
vaji mirn¢ okyseleny, ¢imz se zabrani ionizaci flavonoidii, kterd by vedla ke sniZzeni reten-
ce. Relativné nova metoda SPE vyuziva jako sorbenty MIP polymery, coz jsou polymery
obsahujici obtisky pfislusnych molekul. Tyto sorbenty jsou vysoce selektivni pro cilové

analyty a obvykle maji dobrou mechanickou a tepelnou stabilitu [43].

3.1.1.2 Disperze matrice na pevné fazi (Matrix Solid-Phase Dispersion)

MSPD je postup poprvé vyuzity roku 1989. Dovoluje kompletni rozdéleni komponent a
selektivni vymyvani jednotlivych molekul rtiznych skupin sloucenin ze stejné¢ho vzorku
v jednom kroku. Metoda byla vyuzita pii izolaci 1éki ve straveé, zivocisné tkani, ale nasla

také Siroké vyuziti pfi analyze ovoce, zeleniné a jinych podobnych matricich [43].

3.1.1.3 Mikroextrakce pevnou fazi (SPME)

Pfi mikroextrakci pevnou fazi jsou vyuzivana vldkna z taveného kiemene potaZzend polya-
krylatem nebo polydimethylsiloxanem jako stacionarni faze pro extrakci analytu z kapal-
né¢ho nebo plynného vzorku. Spotfeba organickych rozpoustédel je mnohem mensi nez u

extrakce pevnou fazi. Na mikroextrakci pevnou fazi navazuje nékterd ze separacnich me-
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tod jako napf. plynovéa chromatografie, chromatografie na tenké vrstvé nebo vysokoucinna

kapalinova chromatografie [43].

3.2 Separace fenolickych latek — zakladni instrumentalni metody

3.2.1 Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC)

Plynova chromatografie byla pouzivana pro analyzu flavonoidd na zacatku Sedesatych let
20. Stoleti. Derivaty flavonoidt byly separovany na koloné naplnéné SE-30 silikonovym
polymerem, nasledovala tepelné-vodivostni detekce. Frakce byly odebirany pro IR a UV-
VIS spektroskopii. A¢koliv GC neni jiz tak hojné vyuzivana k analyze polyfenolu, jeji vy-
znam V posledni dobé¢ roste diky rozvoji vysokoteplotni chromatografie a zavedeni vylep-
Senych deriva¢nich procedur. Pii derivatizaci flavonoidi vétSinou dochéazi ke vzniku trime-
thylsilyletherovych (TMS) derivati. Methylace flavonoidd s vice nez jednou hydroxylovou
skupinou mtze dat vzniknout né¢kolika derivatim, které komplikuji kvantifikaci. Soucasné
vyuziti plynové chromatografie v analyze je zaméfeno na jejich antioxida¢ni aktivitu, me-
tabolismus a taxonomii. Flavonoidy jsou detekovany hmotnostnim spektrometrem s elek-

tronovou ionizaci v rezimu vybérového monitorovani iontt [43], [44].

3.2.2 Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis — CE)

Separace metodou CE je zaloZena na odlisnosti elektroforetickych mobilit iontt v elektro-
foretickém médiu uvniti malé kapilary. VétsSina studii vyuzivajicich kapilarni elektroforézu
pro analyzu flavonoida se vztahuje k vyzkumu ptirodnich produkt. Hlavni typy kapilarni
elektroforézy jsou kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a micelarni elektroforeticka elek-
roforéza (MEKC) s typickym fosfatovym a boratovym pufrem. Kapilary maji vnitini pri-
mér 50 az 100 pm, napéti je 10 az 30 kV a objem néstiiku se pohybuje v rozmezi 10 az 50
nl. Na kapilarni elektroforézu obvykle navazuji UV-VIS, fluorescen¢ni, ED a MS detekto-
ry [43], [44].

3.2.3 Chromatografie na tenké vrstvé (Thin Layer Chromatography — TLC)

V soucasné dobé¢ stale hraje chromatografie na tenké vrstvé v analyze flavonoidii vyznam-
nou roli. TLC je mimofadné vyhodna pro rychlé rozdéleni rostlinnych a lécivych extrakth

pfed detailni analyzou instrumentdlnimi technikami (ptedev§im LC/UV-VIS). Ve vétsiné
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pripadd je vyuzivan jako stacionarni faze SiO,. Detekce probiha v rozmezi 350 az 365 nm,

je mozné vyuziti i méfeni optické hustoty pfi stejné vinové délce [43], [44].

3.2.4 Separace flavonoidi pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (High

Performance Liquid Chromatogrphy — HPLC)

Vysoké ucinnosti v separaci slozek vzorku je dosazeno pouzitim vhodnych stacionarnich a
mobilnich fazi. Vzhledem k tomu, Ze mobilni faze protéka separacnim systémem pod vy-
sokym tlakem, byva metoda nékdy oznacovana také jako vysokotlaka kapalinova chroma-

tografie [44].

Separace flavonoidil se obvykle provadi pomoci RP-HPLC. Nejcastéji pouzivanou stacio-
narni fazi je chemicky vdzana oktadecylova faze. VyuZivaji se také silikagel, Sephadex a
polyamidy. Gradientova eluce je obvykle provadéna binarnim systémem rozpoustédel, a to
vodnou féazi s piidavkem kyseliny octové a mraven¢i a vedle nich také methanolu nebo
acetonitrilu. Kapalinova chromatografie vétSinou probihd pfi pokojové teploté, ale n€kdy
se doporucuje zvysit teplotu na 40 °C, aby se dosahlo zkraceni doby trvani analyzy a pro-

toze kolony, u kterych se udrzuje stala teplota, poskytuji opakujici se elu¢ni ¢asy [45].

Vsechny aglykony polyfenolti obsahuji alesponi jedno aromatické jadro, proto dobie absor-
buji UV zazeni. Detekce flavonoidu se obvykle provadi pti 250, 265, 290, 350, 370 a 400

nm, Vv ptitomnosti anthokyanidini s pfidanou vinovou délkou v rozsahu 500 az 525 nm.

Analyza flavonoidl fluorescen¢ni detekci je vyuzivana jen ziidka, jelikoz flavonoidy jen
omezené vykazuji pfirozenou fluorescenci (napi. izoflavony, flavonoidy s OH skupinou na
tfetim uhliku flavanového skeletu a methoxylované flavony). Vlastnosti funk¢nich skupin
a jejich poloha rozhoduji, zda jednotlivé flavonoidy fluoreskuji ¢i nikoliv.

Protoze vétSina flavonoidl diky ptitomnosti skupin fenolickych latek, mize byt vyuzita

také elektrochemicka detekce, i kdyZ tato metoda neni tak citliva jako fluorescen¢ni detek-

ce [43].

3.3 Metoda LC/MS v analyze flavonoidi

Jelikoz polyfenolické slouceniny tvoii skupinu mirn€ polarnich molekul, 1ze pro jejich ana-
Iyzu vyuZit reverzni kapalinovou chromatografii s naslednou hmotnostni detekci a elektro-

sprejem jako iontovym zdrojem. Uziti LC/MS v analyze potravin poskytuje dilezité in-
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formace o struktufe cilové nebo neznamé latky pfimo v matricich. V nekterych ptipadech
ptipojena technika miize poskytnout tiplnou on-line strukturni analyzu, ktera neni ¢asové

naroc¢na [46].

3.3.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda ur€ovani hmotnosti atomi, mole-
kul a jejich ¢asti pfevedenim na kladné a zaporné ionty. Spojeni hmotnostniho spektromet-
ru se separacnimi metodami, zejména plynovou a kapalinovou chromatografii, umoznuje
provadét identifikaci komponent vzorku ve slozit&j$i matrici. Hmotnostni spektrometr zde
vystupuje jako strukturné selektivni detektor umoznujici kromé obvyklé registrace zon
latek eluovanych z kolony provést i jejich identifikaci na zakladé¢ zaznamenaného hmot-

nostniho spektra [47].
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4 METODY STANOVENI CELKOVE ANTIOXIDACNI AKTIVITY
PIVA

V literatute lze nalézt velky pocet metod pouzivanych ke stanoveni antioxidaéni aktivity.
Jejich rozmanitost vypliva ze skutecnosti, ze nizkomolekularni antioxidanty mohou pusobit
riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o primou reakci s radikaly (zhaSeni, vychytavani)
nebo reakci s ptechodnymi kovy. Pfesnéjsi chemické vymezeni mechanismu jejich Géinku
je vSak Casto problematické. Proto také postupy hodnotici miru antioxida¢niho ptisobeni
jsou zalozeny na rtiznych principech. Obecné mohou byt kategorizovany do dvou skupin —
na metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly a dale na metody posuzujici redoxni

vlastnosti latek.

4.1 Metody zaloZené na eliminaci radikali

Metody hodnotici schopnost eliminovat radikaly spocivaji v hodnoceni schopnosti vzorkl
vychytavat volné radikaly. Jde o radikaly kysliku (hydroxyl, poroxyl, superoxidovy anion-
radikal) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPH, ABTS, galvinoxyl). Zvlastni skupinu

tvoii metody testujici schopnost inhibovat nebo zpomalovat lipidovou peroxidaci [48].
4.1.1 Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikala

4.1.1.1 Metoda pouzivajici ABTS ™" (metoda TEAC)

Jednou ze zékladnich a nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivi-
ty. Testuje schopnost vzorku &i latek zhaset kation-radikal ABTS™ (2,2-azinobis(3-ethyl-
2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Jednou z moznosti chemické oxidace je kation radi-
kalu ptipravovan reakci ABTS diamonné soli s peroxodisiranem nebo s oxidem za vzniku
modrozeleného zbarveni roztoku [49]. Zhaseni radikalu ABTS™ antioxidanty, které se
chovaji jako donory vodiku, se sleduje spektrofotometricky na zdkladé¢ zmén absorpéniho
spektra ABTS™, nejcastéji se méfi pti 734 nm. V reakéni smési se kation-radikal ABTS™
generuje oxidaci ABTS. Prevazné je pouzivan systém ABTS/H,O./peroxidaza nebo
ABTS/methmyoglobin/H,0,. Vlivem antioxidantii dochazi k odbarveni modrozelené re-

ak¢ni smési, ptiCemz ubytek absorbance je umérny antioxida¢ni aktivité [49].

Metoda je oznacovana jako TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), vysledna anti-
radikélova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou syntetické latky Tro-

loxu (6 hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina).
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Pfi vlastnim experimentalnim méfeni se uzivaji dva postupy. V prvém se antioxidant pfi-
dava do reakéni smési, ve které byl jiz vytvoren radikal ABTS™, pfi druhém postupu je
antioxidant v reakéni smési pfitomen pii generovani radikalu ABTS™. Cast&ji se uziva
uspotadani, pfi némz se antioxidant piidava k radikalu ABTS™ jiz vyprodukovaném po-
moci peroxidazy [50]. Stanoveni celkové antioxidacni aktivity je mozno provadét i ko-
mercné vyrabénymi sety (napt. Randox Laboratories Ltd.). Pouziva se i sériové na mikro-

titraénich destickach [50].

Celkova antioxida¢ni aktivita se hodnoti parametrem TEAC. Oznacuje antioxida¢ni kapa-
citu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického derivatu Troloxu. Pro Cisté
latky je TEAC definovana jako milimolarni koncentrace Troloxu vykazujici stejnou antio-
xidaéni aktivitu jako testovana latka pii koncentraci 1 mmol.I™*. Pro smési TEAC udava

koncentraci Troloxu (mmol.I™), ktera je rovna antioxidaéni aktivité vzorku [51].

Pro spektrofotometrickou metodu stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity s ABTS jsou
popsany aplikace méfeni v hydrofilnim 1 lipofilnim prostfedi. Byla rovnéZ vypracovana
metoda kombinujici HPLC separaci latek s ndslednou detekci radikalovych zhasect na

zakladé reakce s ABTS™" [52].

Metoda stanoveni celkové antioxidacni aktivity pomoci ABTS je jednoducha, rychla
VvV provedeni a ma Siroké uplatnéni, od hodnoceni antioxidacni aktivity latek rizného ptivo-

du az po smésné vzorky.

4.1.1.2 Metoda pouiivajici DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu za zakladnich metodik pro posouzeni antiradikalové
aktivity ¢istych latek i riznych smésnych vzorki. Spociva v reakci testované latky se sta-
bilnim  radikdlem  difenylpikrylhydrazilem -  DPPH  (1,1-difenyl-2-(2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazil) [48]. DPPH je stabilni radikal, ktery mize byt diky své struktuie
akceptorem vodiku a pfejit do formy stabilni diamagnetické molekuly. Coz jsou pohybujici
se molekuly — elektron (nebo nukleon), které se chovaji jako elektromagnet, pfislusi mu
tedy urcity magneticky moment. Pfi reakei dochéazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). DPPH ma v metanolu intenzivni fialové zbarveni, které se puso-
benim antioxidantli snizuje. Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky. Pokles
absorbance pfi 517 nm se méfi bud’ po uplynuti uréitého konstantniho ¢asu [53] nebo se
pracuje v Kinetickém rezimu [54]. Test Ize provadét i na mikrotitracnich destickach [55].

Reakci je mozno sledovat 1 metodou elektronové spinové rezonance nebo HPLC. Pouziti
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detekce HPLC, pii které je hodnocen pik radikalu DPPH, je vyhodné zvlasté u barevnych
vzorkl, kdy se na rozdil od spektrofotometrie zabarveni vzorku eliminuje. U smésnych
vzorkl se radikalova aktivita nékdy vyjadiuje v ekvivalentech askorbové kyseliny [55]
nebo v jednotkach standardu Troloxu. Jsou pouzivany aplikace na TLC, vhodné pro scree-
ning radikalové zhaseci aktivity smésnych vzorki. Podobnou modifikaci je kombinace
testu se separaci latek se smési metodou HPLC, kdy latky rozdélené na koloné reaguji kon-

tinualn¢ s DPPH a spektrofotometricky se detekuje pik radikalu [52].

4.1.1.3 Metoda pouZivajici galvinoxyl

K metodam vyuzivajicim reakci antioxidantu se stabilnimi radikaly patii také test s galvi-
noxilem (2,6-di-terc-butyl-4-[(3,5-di-terc-butyl-4-oxocyklohexy-2,5-dien-1-
yliden)methyl]fenoxyl) [56].

Princip metody spociva v redukci stabilniho radikalu galvinoxilu latkami poskytujicimi
vodik podobné jako pfi testu DPPH. Reakce se sleduje spektrofotometricky pii vinové dél-

ce 428 nm nebo na zakladé elektronové spinové rezonance ESR.

4.1.1.4 Vyuiiti jinych stabilnich radikalii

Pro hodnoceni schopnosti latek poskytovat vodikovy atom nebo elektron se pouziva také
synteticky volny radikal Fremyho stil (nitrosodisulfonan draselny), detekce a hodnoceni

reakce se provadi ESR [57].
4.1.2 Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikala

4.1.2.1 Metoda ORAC

Pii pouziti metody ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se v testovaném systému
generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit
radikalovou reakci [58]. Detekce je zalozena na sledovani ubytku fluorescence f-
fykoerytrinu (B-PE) po ataku radikdly. Pro generaci peroxylovych radikali se pouziva
AAPH (2,2"-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid), pti generaci hydroxylovych radi-
kali pak systém H,0, + Cu®*. Vzhledem k tomu Ze tyto radikaly patti k nejreaktivngjsim,
patii test ORAC k dllezitym parametriim charakterizujicim antioxidanty. Originalni meto-
da ORAC, ktera pouziva sondu B-PE (ORACkg), ma §iroké vyuziti a poskytuje vyznamné
informace o antioxida¢ni kapacité¢ vzorkd rtizného typu [59]. Pfi stanoveni antioxidacni

kapacity polyfenolti vSak byla popsadna nékterd omezeni, kterd se tykaji vlastnosti B-PE
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(napf. omezena fotostabilita). Zavedenim jiného typu fluorescencni sondy, a sice fluoresce-
inu (FL), se metodika (ORACE.) zptesnuje. Uvadi se, ze metoda ORACE. je exaktnéjsi
v dasledku pfesného a jednoduchého reakéniho mechanismu, ktery spociva v klasickém

prenosu vodiku [60].

4.1.2.2 Metody zaloZené na vychytavani OH-radikalit

Pfi téchto metodach jsou OH-radikaly generovany riznymi postupy (Fentonovou reakci
[61], UV fotolyzou peroxidu vodiku, fotolyzou syntetickych derivatt . Detekce je zaloZena
na vychytavani radikala latkami, jejichz reak¢ni produkty Ize snadno stanovit. Antioxidan-
ty vychytavajici OH" snizuji tvorbu téchto produktii. Jednim z moznych postupti je vychy-
tavani OH" salicylovou kyselinou. Vznikaji hydroxylované produkty salicylové kyseliny,
jejichz detekce a kvantifikace se provadi metodou HPLC s UV detekei [62]. Jinym postu-
pem je pouziti 2,2-dimethyl-2H-pyrrol-1-oxidu (DMPO) jako lapace OH". Adukt DMPO-
OH mitiZe byt kvantifikovan pomoci ESR nebo HPLC-ECD. Dals§i moZnosti je vychytavani
OH" deoxyribozou [63], jejiz degradacni produkty jsou stanovovany reakci
s thiobarbiturovou kyselinou (TBA). Vyhodou tohoto postupu je moznost stanovit jak anti-
oxidacni, tak i pro oxidacni vlastnosti latek. Vychytdvani OH" radikala Ize rovnéz sledovat

specifickou chemiluminiscen¢ni sondou indoxyl-f-glkuronidem (IBG) [64].

4.1.2.3 Metody zaloZené na vychytavani superoxidového anion-radikalu

K produkci radikalu je uzivana napf. neenzymova reakce 5-methylfenazinium-methyl-
sulfatu a NADH nebo systém xanthin/xanthinoxidasa. Vznikly radikal redukuje nitrotetra-
zoliovou modf, detekce se provadi spektrofotometricky pti 550-560 nm. V testech UV mii-
ze byt nitrotetrazoliovd modf nahrazena syntetickym formazanovym barvivem WST-1,
které je vzhledem k dobré rozpustnosti vhodnéjsi pro provadéni testu na mikrotitracnich
destickach. Je rovnéz mozna detekce metodou ESR na zakladé reakce superoxidového ani-
on-radikdlu s DMPO. Dal§im pouzivanym postupem je kombinace HPLC a chemiluminis-
cence [65]. M¢ti se inhibice chemiluminiscence luminolu latkami separovanymi pii HPLC.
Jelikoz luminal je schopen reagovat s riiznymi reaktivnimi kyslikovymi radikaly, postihuje

tato metoda Siroké spektrum antioxidacni aktivity latek.

4.1.3 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Lipidové peroxidace vyvoland volnymi radikély je jednim z nejvyznamnéjsich patologic-

kych pochodti v organismu. Pfi studiu latek s antiradikalovymi t¢inky se proto fada metod
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zamefuje pfimo na testovani inhibi¢nich G€inkl na lipidovou peroxidaci. Latky potlacujici
darn¢ vznikajici radikadlové produkty (peroxyl, alkoxyl) a mohou téz pusobit jako latky
nelatujici ionty pfechodnych kovi. Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv antioxi-
dantt na lipidovou peroxidaci, od nejjednodussich, které jsou provadény s jednoduchymi
situaci in vivo a vyuZivajici biologické membrany jako matrici. Castym postupem je uziti
fosfolipidovych liposomd [66]. Jinou moznosti je studium na mikrosomech [67]. Dalsi
modifikaci je sledovani lipidové peroxidace na tkanovych homogenatech [68], mitochon-

driich [69] nebo LDL-¢asticich (low-density lipoproteins).

K nejjednodusSim testlim patii metody zaloZené na detekci produktii peroxidace linolové
kyseliny. Jako iniciator radikalové reakce je Casto uzivan AAPH, produkty peroxidace jsou
sledovany spektrofotometricky pii 234 nm. Metoda ma fadu modifikaci, které se li$i ve
zpusobu piipravy lipidové faze a zpisobu detekce [70]. Casto je uzivan postup vyuzivajici
zprazenou oxidaci B-karotenu a linolové kyseliny vzdusnym kyslikem [71]. Antioxidaéni
ucinek latek je hodnocen spektrofotometricky pii vinové délce 470 nm podle spotieby B-
karotenu, pficemz provedeni je mozné i na mikrotitracnich destiC¢kach. Stanoveni se také
provadi v modifikaci na TLC. Metoda s B-karotenem se uziva pro stanoveni vzorkt TAA,

je vhodna i pro screening smésnych vzorku [72].

Jednou z nejuzivanéjSich metod k hodnoceni schopnosti latek eliminovat lipidovou peroxi-
daci je metoda TBA-MDA. Je zaloZena na stanoveni jednoho ze sekundarnich produktd
lipidové peroxidace malondialdehydu (MDA) na zakladé jeho barevné reakce s Kyselinou
thibarbiturovou (TBA), méti se absorbance pii 532 nm. Spektrofotometrické stanoveni
vzniklych TBA-MBA je jednoduché, citlivé, avSak nespecifické, zahrnuje stanoveni vSech
latek reagujicich s TBA. Vyhodou je, Ze test 1ze realizovat i na mikrotitracnich destickéch.

Specifi¢téjsim vyhodnocenim kvantity TBA-MDA je metoda HPLC [73].

4.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizovany jako redukéni €inidla, kterd reaguji
s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Z tohoto pohledu lze antioxida¢ni aktivitu posu-

zovat na zéklad¢ redukéni schopnosti latky.
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4.2.1 Metody chemické

4.2.1.1 Metoda FRAP

Na principu redoxni reakce je zalozena metoda FRAP (ferric reducting antioxidant poten-
cial). Pfi této metod& redukuji antioxidanty ze vzorku komplex Fe®*2,4,6-tri(2-pyridyl-
1,3,5-triazin) (Fe**-TPTZ). Narust absorbance pfi 593 nm odpovidajici mnoZstvi komplexu
Fe**-TPTZ je mirou antioxidaéni aktivity vzorku. Metoda mé své limity spoéivajici v tom,
ze méfeni probiha pii nefyziologicky nizké pH (3,6), nejsou zachyceny s komplexem po-
malu reagujici polyfenolické latky a thioly, navic vznikajici Fe** je in vivo jednim z reak-
tantli Fentonovy reakce. Metoda FRAP tak odrazi pouze schopnost latek redukovat ion

Fe** a's celkovou antioxidaéni aktivitou vzorku nemusi pozitivng korelovat [74].
4.2.2 Elektrochemické metody

4.2.2.1 Cyklicka volumetrie

Redoxni vlastnosti latek je mozno hodnotit cyklickou volumetrii, ktera indikuje schopnost
latek odstépovat elektrony. Pfi této metod€ se na pracovni elektrodu vklada potencidlovy
pulz s ur¢itou rychlosti polarizace a soucasné se sleduji proudové odezvy v roztoku studo-
vané latky. Ziskany zaznam zachycuje kiivka — tzv. cyklicky voltamogram. Reduk¢ni
schopnost latek se vyhodnocuje dvéma parametry, a to z potencialu anodického oxida¢niho
piku Ea a jeho anodického proudu la. Cim je niZsi hodnota Ep, tim latka snadngji ode-
vzdava elektrony a mize byt lepsim antioxidantem. Z hodnoty vysky proudu anodického
piku I je mozné uréit koncentraci latek. Cyklicka volumetrie je vhodna pro ziskani infor-
mace, zda latka je schopna snadno odevzdat elektrony a poté je mozné zvolit ur¢itou meto-
du na stanoveni antioxidac¢ni kapacity. Je prokdzano, ze v fad¢ piipadt hodnoty EA korelu-
ji s antioxida¢ni aktivitou latek ur¢enou jinymi metodami, napt. s lipoperoxidaci, DPPH

[75].

4.2.2.2 HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky je moZno velmi pfesné a citlivé detekovat pouzitim amperometrickych
nebo coulochemickych detektorti pii analyze HPLC (HPLC-ECD). Pti HPLC-ECD se na
pracovni elektrodu detektoru vklada urcity kladny potencial. Pik latky se projevi tehdy, je-
li latka pfi tomto potencidlu oxidovana. Latku je tak moZno charakterizovat nejen retenc-

nim Casem, ale také potencidlem, pfi kterém se oxiduje. To umoziuje analyzovat kom-
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plexni smési a identifikovat v nich jednotlivé uc¢inné antioxida¢ni komponenty na zakladé
hodnoty potencidlu aplikovaného na elektrodu. Pii analyze nerusi zbarveni smési, ale je
nutné dodrzet vysokou Cistotu reagencii v mobilni fazi (vCetné sniZzeni koncentrace stopo-
vych prvkil). Hodnoceni antioxida¢nich vlastnosti latek pomoci HPLC-ECD koreluje
S riznymi jinymi metodami na testovani celkové antioxidacni aktivity latek, napt. s meto-

dou DPPH [75].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 EXPERIMENTALNI CAST

V praktické casti bylo cilem stanovit u vybranych vzorku piva, z riznych mezistupnu tech-
nologického procesu, celkovou antioxidac¢ni kapacitu a obsah celkovych polyfenoli. Dale
chemické analyzy doplnit jednoduchymi mikrobiologickymi rozbory na celkovy pocet

mikroorganizmd, kvasinek a plisni.

Pro stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity, byla vybrana spektrofotometricka metoda
DPPH. Metoda je zaloZena na reakci barevného radikalu 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazilu

s antioxidanty v analyzovaném vzorku, poté se stanovi tibytek absorbance.

Pro stanoveni celkovych polyfenoli byla vybrana spektrofotometricka metoda s vyuzitim
Folin-Ciocalteauova ¢inidla, které spolu s méfenym vzorkem a uhli¢itanem sodnym reagu-

je do modrého zbarveni, u kterého se stanovi absorbance.

Mikrobiologické rozbory byly provedeny na Petriho miskach s pouzZitim dvou typti agaro-
vych Zivnych pid. Pro stanoveni celkového po¢tu mikroorganizmi byl pouzit agar PCA
(plate count agar) a pro stanoveni kvasinek a plisni byl pouzit jednotny agar PDA (potato

dextrose agar). U obou rozboru byly pouzity metody pielivem.

5.1 Vzorky

Vzorky pro stanoveni chemickych analyz a mikrobiologickych rozboru byly poskytnuty
rodinnym pivovarem v Ratiskovicich. Byly pfipraveny c¢tyfi varky piva Ceského typu a to
dekok¢énim zptisobem vareni na jeden rmut. 10° svétla, 12° svétla, 13° polotmava a 12°
granat. Byly pouzity tii druhy sladu ze sladovny v Zahlinicich. Slad svétly, slad bavorsky a
slad karamelovy. Chmel byl pouzit Zatecky poloranny ervetidk ve formé granuli typ 90.
Pivovarské kvasnice Saccharomyces pastorianus RIMB 95 byly pfivezeny z pivovaru Ber-
nard. Vzorky byly odebirany béhem varného, kvasného a zrajiciho procesu do sterilnich
sklenénych vzorkovnic o objemu 200 ml. Vzorky sladu a chmele byly odebrany ptimo ze

skladovacich obald.

5.1.1 Vzorky piva z jednotlivych fazi technologického procesu

Béhem technologického procesu vareni jednotlivych varek byly odebirany vzorky ke sta-
noveni chemickych analyz a mikrobiologickych rozborli. Byly odebrany vzorky ptedku,
vystielku, sladiny, mladiny, dale vzorky prokvaseného piva po hlavnim kvaseni a vzorky

piva po dokvaSeni a zrani.
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Pro mikrobiologické rozbory byl vzorek sladu pfipraven mletim a poté provedeno vlastni
fedéni, kdezto pro chemické analyzy vyluh sladu nahradila pfimo sladina. Pro stanoveni

byla ptipravena tyto piva:
10° svétla

Dekokéni zptisob vafeni (1 rmut), svétly slad, granulovany chmel Zatecky polorany &erve-
nak typ 90 (davka chmele — 25 mg/l hotkych isoslouc¢enin v pivu), pivovarské kvasnice

Saccharomyces pastorianus RIMB 95.
12° svetla

Dekokéni zptisob vafeni (1 rmut), svétly slad, granulovany chmel Zatecky polorany &erve-
nak typ 90 (davka chmele — 30 mg/l hotkych isoslouCenin v pivu), pivovarské kvasnice

Saccharomyces pastorianus RIMB 95.
13° polotmava

Dekokéni zpasob vateni (1 rmut), svétly slad (65 %), bavorsky slad (30 %), karamelovy
slad (5 %), granulovany chmel typ Zatecky polorany &ervetidk (davka chmele — 30 mg/I
hoikych isoslou¢enin v pivu, pivovarské kvasnice Saccharomyces pastorianus RIMB 95.
12° granat

Dekokéni zptisob vareni (1 rmut), svétly slad (60 %), bavorsky slad (40 %), granulovany
chmel Zatecky polorany &erveiidk (davka chmele — 30 mg/l hoikych isoslougenin v pivu,

pivovarské kvasnice Saccharomyces pastorianus RIMB 95.

Tab. 8. Prehled a znaceni vzorkii

10° svétla 12°svétla 13° polotmava 12°granat
A B C D
Chmel 1 Al Bl Cl D1
Predek 2 A2 B2 C2 D2
Vystielek 3 A3 B3 C3 D3
Sladina 4 Ad B4 C4 D4
Mladina 5 A5 B5 C5 D5
Hlavni kvaseni 6 A6 B6 C6 D6
Pivo (lezeni) 7 A7 B7 C7 D7
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5.1.2 Vzorky chmele a jejich priprava

Pro chemické analyzy vzorkt chmele byl zvolen vyluh chmele horkou vodou, ktery se nej-
vice blizi redlnym podminkdm pti zpracovani chmele béhem chmelovaru. Do prvni varné
banky o objemu 200 ml se pfidalo 0,4483 g rozdrceného chmele (to odpovida davce chme-
le pro 10° pivo s obsahem 20 mg/1 hotkych isoslou¢enin v mladin€) a do druhé banky o
objemu 200 ml se pridalo 0,6690 g rozdrceného chmele (to odpovida davce chmele pro 12
a 13° pivo s obsahem 30 mg/1 hotkych isoslou¢enin v mlading), banky se doplnily po rysku
200ml. Banky s obsahem se piivedly pod zpétnym chladi¢em do varu. Doba varu byla 30
minut. Po ukonceni varu se banky s obsahem zchladily a piefiltrovaly pies filtracni papir.

Filtraty se ulozily do lednice a dle potteby pouzily pro stanoveni.

Pro mikrobiologické rozbory byl vzorek chmele pfipraven drcenim v porcelanové trect

misce a bylo provedeno vlastni fedéni.

5.2 Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity spektrofotometricky meto-
dou DPPH

5.2.1 Princip metody DPPH

Metoda je zaloZzena na reakci barevného radikalu 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazilu (DPPH)
s antioxidanty v analyzovaném vzorku. Za intenzivni fialové zbarveni volného radikalu je

odpovédny neparovy elektron hydrazylového dusiku.

N(C¢H.),

N.
NO NO,

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (volny radikal)

NO,

Obr. 3. Volny radikal DPPH (1,1-diphenyl-2-
picryl-hydrazil).
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Vzajemné reakce ma za ndsledek postupné odbarvovani reakéniho prostfedi a postupné
snizovani absorbance ve stanovovaném roztoku spektrofotometricky pti vinové délce 515
nm. Rozdil absorbance na zac¢atku a po 60 minutach reakce kvantifikuje redukéni aktivitu

zkoumaného vzorku [76].

5.2.2 Instrumentace
- Spektrofotometr UV/VIS - LAMBDA 25
- Odmérné banky 25 ml
- Ultrazvukova lazen
- Analytické vahy

- Mikropipety

5.2.3 Chemikalie a roztoky
- Kyselina askorbova - standard
- DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazil)
- Metanol

- Destilovana voda

5.2.4 Pracovni postup

P#iprava zdsobniho roztoku DPPH

Navazi se 24 mg DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazil) a doplni se metanolem
po rysku 100 ml (c=240mg/l). Protiepe se a uchova v mrazaku, pted pouzitim se vytempe-

ruje na laboratorni teplotu.

P¥iprava pracovniho roztoku DPPH

Odebere se 30 ml zasobniho roztoku DPPH a ptida se 135 ml metanolu.
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Piiprava zasobniho roztoku kyseliny askorbové (c = 800mg/l)

Navazi se 160 mg kyseliny askorbové a doplni destilovanou vodou po rysku 200 ml.

Kalibracéni kiivka na kyselinu askorbovou pro stanoveni celkové antioxidacéni kapacity

Do ctyfech odmérnych ban¢k o objemu 25 ml se ptipravi fedénim kalibra¢ni roztoky kyse-
liny askorbové ze zdsobniho roztoku o koncentraci ¢ = 800mg/l. Kalibra¢ni roztoky se na-
fedi tak, aby vyslednd koncentrace kalibracnich roztoka kyseliny askorbové byla 40, 80,
120, 160 mg/l. Do kazdé baiiky se odpipetuje pozadované mnozstvi zasobniho roztoku
1,25;2,5; 3,75 a 5 ml. Destilovanou vodou se doplni po rysku 25 ml.

Tab. 9. Kalibracni roztoky kyseliny askorbové

odmérna banka (25ml) 1 2 3 4
zasobni roztok kys. askorbové (ml) 1,25 2,5 3,75 5
destilovana voda (ml) 23,75 22,5 21,25 20
Ckys.askorbova [mg/I] 40 80 120 160

Déle do ¢tyfech odmérnych ban¢k o objemu 25 ml se napipetuje 8,55 ml pracovniho roz-
toku DPPH. Z piipravenych kalibra¢nich roztok o koncentraci 40, 80, 120, 160 mg/I se
paralelné odpipetuje 450 ul a piida do odmérnych ban¢k s pracovnim roztokem DPPH. Po
60 minutach se zméfi spektrometricky pii 515 nm. Dale se zméfi absorbance pracovniho

roztoku DPPH (hodnota Ay), ktera se zahrnuje do rovnice (1) abytku absorbance.

Ag—4Aq

Ubytek absorbance (%) = . 100 1)

0

A, = absorbance pracovniho roztoku DPPH

A; = absorbance jednotlivych kalibra¢nich roztokl pfipravenych smichanim s pracovnim

roztokem DPPH
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Podle jednotlivych vypocti ubytkli absorbanci se sestavi kalibra¢ni kiivka na kyselinu
askorbovou. Pred kazdym novym meéfenim se sestavi nova kalibra¢ni kiivka, protoze
Vv pripravé novych pracovnich roztokii DPPH, nebo i star§ich pracovnich roztoktt DPPH,

mohou byt odchylky.
Vlastni stanoveni celkové antioxidacni kapacity

Pted vlastni analyzou se vzorky obsahujici CO2, vlozi do ultrazvukové 1azné na cca 20
minut (Hlavni kvaSeni a hotové pivo). VSechny vzorky se naiedi destilovanou vodou

v poméru 3:1, kdy by absorbance takto nafedénych vzorka méla byt do hodnoty 1.

Do odmérnych bané¢k o objemu 25 ml se odpipetuje 8,55 ml pracovniho roztoku DPPH a
450 pl vzorku. Po 60 minutach se stanovuje spektrometricky pii 515 nm. Do vypocta
ubytkli absorbanci se zahrnuje absorbance Ay naméiena pii kalibraci. Podle kalibracni rov-
nice regresni kiivky se vypocita celkova antioxidacni kapacita vzorkd a vyjadii se jako

kyselina askorbova v mg na litr.

5.3 Stanoveni celkovych polyfenola spektrofotometricky metodou Folin-

Ciocalteauovym ¢inidlem

5.3.1 Princip metody Folin-Ciocalteauovym ¢inidlem
Metoda je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni barevnych produkta reakce hydro-
xylovych skupin fenolickych sloudenin s ¢inidlem Folin-Ciocalteau. Cinidlo obsahuje:
wolfram sodny, molybdenan sodny, kyselinu fosforecnou, kyselinu chlorovodikovou, siran
lithny a brom. Cinidlo je jasné Zluté barvy.
5.3.2 Instrumentace

- Spektrofotometr UV/VIS - LAMBDA 25

- Odmérné batiky 25 ml

- Ultrazvukova lazenl

- Analytické vahy

- Mikropipety

- Filtra¢ni papir



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

5.3.3 Chemikalie a roztoky
- Tanin - standard
- Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo (firma PENTA)
- Uhli¢itan sodny

- Destilovana voda

5.3.4 Pracovni postup

Piiprava zasobniho roztoku taninu (c = 500 mg/l)

Na analytickych vahach navazime 50 mg taninu, pfevedeme do odmérné banky o objemu

100 ml a doplnime po rysku destilovanou vodou.

Priprava 20 % (hmotnostni) roztoku uhlicitanu sodného

Navazime 40 g uhli¢itanu sodného a ptidame 160 g destilované vody, dikladné¢ rozmicha-

me a prefiltrujeme pies filtrani papir.

Kalibraéni kiivka na tanin pro stanoveni celkovych polyfenolii

Do péti odmérnych banék o obsahu 25 ml se ptipravi kalibracni roztoky, které budou zahr-
novat fedéni zasobniho roztoku taninu tak, aby vysledna koncentrace taninu kalibracnich
roztokl Cinila 4, 5, 6 a 7 mg/l, a slepy vzorek (banka 0). Nejprve se ptipravi slepy vzorek,
ktery obsahuje 1,25 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla a 3,75 ml uhli¢itanu sodného, batika se
doplni po rysku 25 ml destilovanou vodou. Déle se do odmérnych ban€k 25 ml napipetuje
zasobni roztok taninu v objemech 0,2; 0,25; 0,3 a 0,35 ml, do kazdé se ptida 1,25 ml Folin-
Ciocalteuovo cinidla. Pocka se 3 minuty a ptida se 3,75 ml uhli¢itanu sodného, doplni se
destilovanou vodou po rysku 25 ml. Po dvou hodinach se stanovuje absorbance na spektro-
fotometru pfi vlnové délce 765 nm proti slepému vzorku. Sestroji se kalibracni rovnice
regresni ki'ivky z jednotlivych stanoveni. Pfed kazdym novym stanovenim se sestavi nova
kalibra¢ni kiivka, protoze béhem prace a skladovani Folin-Ciocalteuova ¢inidla, mize do-

chazet ke zménam, a béhem dalSich analyz miize dochézet k odchylkam.
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Tab. 10. Prehled objemii kalibracnich roztokii

Odmeérna baika 0 1 2 3 4
Zazobni roztok taninu (¢=500 mg.l'l) [ml] - 0,2 0,25 0,3 0,35
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo [ml] 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
Uhli¢itan sodny Na,CO3 [ml] 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75
Destilovana voda [ml] 20 19,8 19,75 19,7 19,65
Ctanin [Mg.I"] - 4 5 6 7

Vlastni stanoveni obsahu celkovych polyfenolii

Pted vlastni analyzou se vzorky obsahujici CO2, vlozi do ultrazvukové lazné na cca 20
minut (Hlavni kvaSeni a hotové pivo). Do piipravenych odmérnych ban¢k o objemu 25 ml
nepipetujeme 0,25 ml vzorku, ptidame 1,25 ml Folin-Ciocalteuoa ¢inidla a nechame 3 mi-
nuty stat. Poté ptiddme 3,75 ml uhli¢itanu sodného a doplnime destilovanou vodou po
rysku 25 ml. Nechame na temném misté dvé hodiny reagovat a poté stanovime absorbanci
spektrofotometricky pfi vinové délce 765 nm. Podle kalibra¢ni rovnice regresni kiivky se
vypocitaji obsah celkovych polyfenold jednotlivych vzorkt a vyjadii se jako tanin v mg na
litr [77].

5.4 Stanoveni celkového poétu mikroorganismi, kvasinek a plisni

Pivovarskd mikrobiologie se zabyva studiem mikroorganismli vyskytujicich se v pivovar-
ské vyrobé. Zajima se nejen o spravné zasady pestovani pivovarskych kvasinek, ale také o
Skody zpiisobené ve vyrobé mikroorganismy, které na druhé strané¢ mohou byt v odvétvi
potravinaiského primyslu uzite¢né. Jednim z cilt této prace je jednoduchy mikrobiologic-
ky rozbor (CPM, kvasinky a plisn¢) sladu, chmele a vybranych vzorka piv z jednotlivych
mezistupnil technologického procesu vyroby piva, na porovnani mikrobiologického profilu

vyroby.
5.4.1 Princip metody
Podstatou metody je kultivace mikroorganismi, kvasinek a plisni na vhodnych agarovych
pudach za optimélnich podminek pro jejich rist.
5.4.2 Instrumentace
- Petriho misky, zkumavky

- sterilizator, mikropipety
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5.4.3 Cemikalie a roztoky
- PDA agar (potato dextrose agar)
- PCA agar (plate count agar)
- Fyziologicky roztok

- Destilovana voda

5.4.4 Pracovni postup
Piiprava Zivné piidy PLATE COUNT AGAR pro stanoveni CPM

Pro stanoveni CPM se piipravi zivna pida PCA (plate count agar, pH = 7,0). Na 1000 ml
destilované vody se odvazi 20,5 g sypkého agaru. Vse pfevedeme do nddoby, nechdme 5
minut stat a poté dikladné promichame do dokonalé suspenze. Obsah zahtivame do varu.
Poté nechame sterilovat v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 az 20 minut. Agar zchladime

na teplotu 40 az 50 °C a pouZzijme.
Priiprava Zivné pitdy POTATO DEXTROSE AGAR pro stanoveni kvasinek a plisni

Pro stanoveni kvasinek a plisni se piipravi jednotnd ptida PDA (potato dextrose agar, pH =
5,2). Na 1000 ml destilované vody se odvazi 39,0 g sypkého agaru. Vse pfevedeme do
nadoby, nechdme 5 minut stat a poté ditkkladn¢ promichdme do dokonalé suspenze. Obsah
zahiivame do varu. Poté nechame sterilovat v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 az 20 mi-

nut. Agar zchladime na teplotu 40 az 50 °C a pouzijeme.
Priiprava vzorkit desetinnym iedénim

Vsechny tekuté vzorky se nafedi desetinnym fedénim fyziologickym roztokem az po 5
fedéni, tak Ze ur¢ity objem vzorku se asepticky pfenese do zkumavky s 9-ti nasobnym ob-
jemem sterilniho fyziologického roztoku (fedéni 10™) a pouzita pipeta se odlozi do desin-
fekéniho roztoku. Obsah zkumavky se opatrné, ale dikladné promicha, vezme se nova
sterilni pipeta, odebere se pfesny objem a ptenese se do nasledujici zkumavky opét s 9-ti
nasobnym objemem sterilniho fyziologického roztoku (fedéni 10). Tento postup Se opa-
kuje az po fedéni 10,

Vzorek sladu se ptipravi tak, Ze se pomele, nafedi 1:10 s fyziologickym roztokem (fedéni

10™) a necha dikladng promichat. Poté se vyse uvedenym postupem pokracuje na fedéni
10°,
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Vzorek chmele se ptipravi tak, ze se rozdrti v tfeci misce, nafedi 1:10 s fyziologickym
roztokem (fedéni 10™) a taktéZ necha dikladnd promichat. I ten se nafedi vyse uvedenym

v s -5
postupem na fedéni 107.
OcCkovani mikroorganismii pielivem Zivné puidy

Do piipravenych a popsanych Petriho misek davkujeme 1 ml vzorku a pfelijeme pfiprave-
nym sterilnim agarovym zivhym médiem o teploté 40 az 45 °C. Thned po naliti agarové
zivné pudy se opatrné, ale dikladné krouzivym pohybem misky cely objem promicha. Pii
této metod¢ se snizuje riziko kontaminace a odpada nutnost odsuSovat misky v suSarn¢, ale
kolonie rostou v celém objemu zivného média. Po ztuhnuti agaru se zaviené Petriho misky
uchovaji v optimalnim prostiedi po ur¢itou dobu. Pro stanoveni celkového poétu mikroor-
ganismil se misky S naoCkovanymi zivnymi padami uchovaji po dobu 2 dnt pfi teploté 30

°C a pro stanoveni kvasinek a plisni po dobu 5 dnti pfi teploté 25 °C.
Vyhodnoceni poctu bakterii, kvasinek a plisni ve vzorcich, po kultivaci

K vyhodnoceni po¢tu mikroorganismii, kvasinek a plisni si vybereme jen Petriho misky
z téch tedéni, kde je mnozstvi kolonii dobfe pocitatelné — kde nejsou kolonie vzajemné
prerostlé, slité ¢i jinak nepiehledné. Za nejvhodnéjsi misky k pocitani se povazuji obvykle
takové, kde je pocet kolonii mezi 30 a 300. Zjistény pocet kolonii se po odectu priiméruje u
paralelnich misek a vysledek se piepocitava na 1 ml nebo 1 gram pivodniho vzorku tim, ze

se zohledni pouzité fedéni. Pocty kolonii tvoficich jednotky se vypocitaji podle vzorce (2).

_ xC
V. (my4+01.n,)d

2)

> .C —pocet kolonii na miskach vybranych k pocitani
V - objem inokula ockovaného na kazdou misku

N — pocet misek z prvniho fedéni

N, — pocet misek z druhého fedeni

d — prvni z obou fedéni
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity spektrofotometricky meto-
dou DPPH

Pro stanoveni celkové antioxidacni kapacity byla vybrana metoda DPPH. Metoda je zalo-
zena na reakci barevného radikalu 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazilu (DPPH) s antioxidanty

v méteném vzorku. Metoda byla podrobnéji popsana vyse ( kapitola 5.2.1.).
Kalibracni kiivka na celkovou antioxidacni kapacitu vyjadiené jako kys. askorbova

Podle ptedpokladané antioxida¢ni kapacity byla hledana optimdlni koncentrace kalibrac-
nich roztokl kyseliny askorbové a optimélni fedéni vzork piva, tak aby se absorbance pii
spektrofotometrickém stanoveni, pohybovala v rozmezi hodnot 0 az 1. Bylo provedeno
nékolik pokusnych stanoveni. Nakonec se ukazalo, ze optimalni koncentrace kalibracnich
roztokl kyseliny askorbové je 40, 80, 120 a 160 mg/l. A fedéni vzorki piva v poméru 1:3

destilovanou vodou.

Zjisténa zavislost ubytku absorbance na koncentraci kyseliny askorbové je znazornéna na

obrazku (Obr. 4).

Ubytek absorbance byl vypoéten podle vzorce (1),

Ag—Aq

Ubytek absorbance (%) = . 100, 1)

0

kde A; je absorbance vzorku v ¢ase t = 60 minut od za¢atku reakce a Ao je absorbance pra-
covniho roztoku DPPH.

Stanoveni celkové antioxidacni kapacity piva

Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity byly pfipraveny a stanoveny vzorky ¢tyi druhii
piv (10° svétla, 12° svétla, 13°polotmava, 12° granat) z rliznych fazi technologického pro-
cesu vyroby piva (pfedek, vysttelek, sladina, mladina, hlavni kvaSeni, lezeni). K tomu
byly ptipraveny vyluhem vzorky chmele. Celkové bylo méfeno 28 vzorku. Piehled vzorkt
znazornuje tabulka (Tab. 8). Pfed kazdou novou sérii méteni byla provedena kalibracni

kiivka na celkovou antioxidacni kapacitu vyjadiené jako kyselina askorbova (Obr. 4).
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Kalibracni kfivka celkové antioxidacni kapacity vyjadiené jako kys. askorbova
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Obr. 4. Zavislost ubytku absorbance na koncentraci kyseliny askorbové

10° svétla - celkova antioxidacni kapacita vyjadiena jako kys. askorbova
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Obr. 5. Celkova antioxidacni kapacita vyjadrend jako kyselina askorbovad — 10° svétla



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

Ubytek absorbance studovanych vzork byl pomoci rovnice regresni kalibraéni kiivky
zavislosti ubytku absorbance na koncentraci kyseliny askorbové vyjadiené jako mnoZzstvi

kyseliny askorbové v mg na litr.

Spektrofotometrické stanoveni bylo provedeno v ¢ase t = 60 minut od zacatku reakce.
Kazdy vzorek byl paralelné piipraven a stanoven tiikrat. Byly vypoéteny hodnoty tbytka
absorbanci podle vzorce (1), z téchto hodnot byly vypocitany podle rovnice regresni kiivky
celkové antioxidadni kapacity vyjadiené jako kyselina askorbova v mg.I". Nakonec byla

vypoctena primérna hodnota.

Vysledné hodnoty stanoveni celkové antioxidac¢ni kapacity 10° svétlého piva jSou znazor-
nény na obrazku (Obr. 5), kde je patrné Ze nejvétsi celkovou antioxida¢ni kapacitu pii vy-
robé 10° piva vykazuje mladina (A5), ktera obsahuje jak extraktivni latky sladu, tak i ex-
traktivni latky chmele po chmelovaru. Béhem hlavniho kvaSeni (A6) ve spilce a dokvaso-

vani piva (A7) v lezackém tanku antioxidaéni kapacita klesa.

12° svétla - celkova antioxidacni kapacita vyjadiena jako kys. askorbova
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Obr. 6. Celkova antioxidacni kapacita vyjdadrena jako kyselina askorbova — 12° svetla
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Dale je patrné, ze antioxidac¢ni kapacita sladu u 10° piva se podili na hotovém vyrobku
vyrazné, ptispévek chmele (A1) zde neni tak vyrazny, protoze 10° piva se chmeli méné nez
12° piva a to v obsahu hofk}?ch isosloucenin kolem 20 mg/l v hotovém pivu. Do piva bé-
kazuje vystielek (A3), tato skutecnost se dala vzhledem k technologickému procesu pied-

pokladat.

13° polotmava - celkova antioxidacni kapacita vyjadiena jako kys. askorbova
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Obr. 7. Celkova antioxidacni kapacita vyjadrend jako kyselina askorbova — 13° polotmava

Na obrazku (Obr. 6) je graficky znazornéna celkova antioxidaéni aktivita 12° piva. Zde je
patrné, ze prispévek chmele (B1l) k antioxidaéni aktivité je vyraznéj$i nez u 10° piva,
vzhledem k vyssi davce chmele, a to v obsahu hotkych isoslou¢enin 30 mg/l v hotovém
pivu. Antioxidaéni kapacita predku (B2), vystielku (B3) a sladiny (B4) u 12° piva je stej-

nomérné vyssi nez u 10° piva. Mladina (B5) opét vykazuje nejvyssi antioxida¢ni kapacitu.
Y p pet vy ¢ NeJvy p

Polyfenoly se béhem hlavniho kvaseni vylucuji z roztoku a jejich obsah klesa v priméru o
20 az 30 % v porovnani s mladinou [2]. Tim se Caste¢né vysvétluje sniZeni antioxidaéni
kapacity vzorku piva po hlavnim kvaseni. Celkova antioxida¢ni kapacita 13° polotmavého

piva (Obr. 7) je vSech fazich vyroby ve srovnani s 10° svétlym a 12° pivem vyssi. Vhle-
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dem Kk vétsimu sypani na varku, a tim padem vyS$imu obsahu antioxidac¢nich latek ptecha-

zejicich ze sladu do piva, se tato skutecnost dala predpokladat.

12° granat - celkova antioxidacni kapacita vyjadiena jako kys. askorbova
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Obr. 8. Celkova antioxidacni kapacita vyjadrend jako kyselina askorbovd — 12° granat

Zcela jiné je srovnani celkovych antioxidacnich kapacit 12° svétlého piva (Obr. 6) a 12°
piva granat (Obr. 8), kde u 12° piva granat jsou hodnoty celkové antioxidacni kapacity ve

vsech fazich vyroby niz8i, coZ mize byt zptisobeno nizsi extraktivnosti bavorského sladu.

6.2 Stanoveni celkovych polyfenoli spektrofotometricky metodou Folin-
Ciocalteau

Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni barevnych produktii reakce hydro-
xylovych skupin fenolickych slouc¢enin s ¢inidlem Folin-Ciocalteau. Metoda a postup byly
podrobnéji popsany v experimentalni ¢asti (kapitola 5.3.1.). Pro stanoveni celkovych poly-

fenold byly pouzity stejné vzorky jako u celkové antioxida¢ni kapacity.
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Kalibraéni kiivka na tanin

Podle predpokladaného obsahu polyfenolti byla hledana optimalni koncentrace kalibrac-
nich roztokl taninu a optimalni fedéni vzorkl piva, tak aby se absorbance pii spektrofoto-
metrickém stanoveni, pohybovala v rozmezi hodnot 0 az 1. Bylo provedeno nékolik po-
kusnych stanoveni. Postupnym odzkousenim riiznych koncentraci taninu v roztoku se uka-
zalo, Ze optimalni koncentrace kalibracnich roztokd taninu je 4, 5, 6 a 7 mg/l. A fedéni

vzorkl piva v poméru 1:99 destilovanou vodou.

Zjisténa zavislost absorbance na koncentraci taninu je znazornéna na obrazku (Obr. 9.).

Kalibracni kfivka na celkové polyfenoly vyjadiené jako tanin
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Obr. 9. Zdavislost absorbance na koncentraci taninu

Stanoveni celkovych polyfenolii piva

Pro stanoveni obsahu celkovych polyfenoli byly, ptipraveny a méfeny vzorky ¢tyf druht
piv (10° svétla, 12° svétla, 13°polotmava, 12° granat) z riznych fazi technologického pro-
cesu vyroby piva (ptedek, vystielek, sladina, mladina, hlavni kvaSeni, lezeni). K tomu
byly ptipraveny vyluhem vzorky chmele. Celkové bylo méfeno 28 vzorki. Piehled vzorka
znazornuje tabulka. (Tab. 8). Soucasné s kazdou novou sérii stanoveni byla provedena ka-

librace na celkové polyfenoly vyjadiené jako tanin v mg.I* (obr. 9).
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Absorbance studovanych vzorkl byla pomoci rovnice regresni kalibra¢ni kiivky zavislosti

absorbance na koncentraci taninu vyjadiena jako mnozstvi taninu v mg na litr.

Spektrofotometrické stanoveni bylo provedeno v ¢ase t = 120 minut od zacatku reakce.
Kazdy vzorek byl paraleln¢ ptipraven a stanoven tiikrat. Z téchto hodnot byly vypocitany
podle rovnice regresni kiivky celkové polyfenoly vyjadiené jako tanin v mg.I". Nakonec

byla vypoctena praimérnd hodnota.

10° svétla - celkové polyfenoly vyjadiené jako tanin
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Obr. 10. Obsah celkovych polyfenolii vyjadrenych jako tanin — 10° svétla

Vysledné hodnoty stanoveni spektrofotometricky metodou Folin-Ciocalteau jsou graficky
znazornény na obrazku (Obr. 10), kde je patrné, Zze do 10° svétlého piva prechazi podstatné
vice polyfenolii ze sladu neZ z chmele (Al). Nejvyssi obsah polyfenolli ptfi vyrobé ma
mladina (A5), ktera obsahuje jak extraktivni latky sladu, tak i extraktivni latky chmele po
chmelovaru. Dale je patrné, ze obsah celkovych polyfenoli se po hlavnim kvaseni (A6)
snizil minimalné a béhem dokvasovani a zrani v leZackém tanku se téméf nezménil, jako
tomu bylo u celkové antioxida¢ni kapacity, stale dosahuje vysSich hodnot vzhledem

k celému prubéhu vyrobniho procesu.
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12° svétla - celkové polyfenoly vyjadiené jako tanin
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Obr. 11. Obsah celkovych polyfenolii vyjdadienych jako tanin — 12° svétla

13° polotmava - celkové polyfenoly vyjadiené jako tanin

1000,00
900,00
800,00
700,00
__ 600,00
S 500,00
£
o 400,00
300,00
200,00 -
100,00
0,00 -
G 5 y Y,
Q . & . A O
Per %t %%/r K g %@e l'o%
c Ve V. "
< < o G e /
3 4 S Ve (¢
Z / o 7

Obr. 12. Obsah celkovych polyfenolii vyjadrenych jako tanin — 13° polotmava
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Na obrazku (Obr. 11) jsou graficky znazornény hodnoty celkovych polyfenolii u 12° piva

Z jednotlivych stupiii vyroby piva.
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Obr.

13. Obsah celkovych polyfenolii vyjadrenych jako tanin — 12° grandt

Vyrazné vyssi hodnoty obsahu polyfenoll jsou patrné u 13° polotmavého piva (Obr. 12),

Rozdil hodnot mezi 12° svétlym pivem a 13° polotmavym pivem je vétsi nez rozdil hodnot

mezi 10° svétlym pivem a 12° svétlym pivem. Z tohoto poznatku se miiZze usuzovat ze ob-

sah polyfenold v tmavsich a nakufovanych sladech je vyssi.

Obsah polyfenoli 12° svétlého piva a 12° granat (Obr. 13) se vyrazné neli$i. Na obsah po-

lyfenolt v pivu ma vliv 1 zplisob skladovani sladu a chmele a technologicky postup. Zalezi

na stafi a na mife zmén, které prob&hly jiZ pti skladovani.
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10° svétla - srovnani celkové antioxidaéni aktivity a celkovych polyfenolt
—&— Celkovd antioxidacni kapacita vyjadiena jako kys. askorbova
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Obr. 14. Srovnani celkové antioxidacni kapacity a obsahu celkovych polyfenolii — 10° svét-
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la

12° svétla - srovnani celkové antioxidacni aktivity a celkovych polyfenolt
=& Celkova antioxidacni kapacita vyjadirena jako kys. askorbova
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Obr. 15. Srovnani celkové antioxidacni kapacity a obsahu celkovych polyfenolii — 12° svét-
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13° polotmava - srovnani celkové antioxidacni aktivity a celkovych polyfenoli

—&— Celkova antioxidacni kapacita vyjadiena jako kys. askorbova
== Celkové polyfenoly vyjadfené jako tanin
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Obr. 16. Srovnani celkové antioxidacni kapacity a obsahu celkovych polyfenolii — 13° po-

lotmava

12° granat - srovnani celkové antioxidacni aktivity a celkovych polyfenolt

—&— Celkova antioxidac¢ni kapacita vyjadrenad jako kys. askorbova
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Obr. 17. Srovnani celkové antioxidacni kapacity a obsahu celkovych polyfenolii — 12° gra-

nat
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Srovnani celkovych antioxidacnich kapacit jednotlivych piv a jejich
meziprodukti vyjadienych jako kys. askorbova
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Obr. 18. Srovndani celkovych antioxidacnich kapacit piv a jejich mezistupiii

Srovnani celkovych polyfenolt jednotlivych piv a jejich
meziprodukti vyjadienych jako tanin
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Obr. 19. Srovnani obsahii celkovych polyfenolii jednotlivych piv a jejich mezistupnii
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6.3 Stanoveni celkového poctu mikroorganismi, kvasinek a plisni

Pro mikrobiologicky rozbor stanoveni celkového poc¢tu mikroorganizmii, kvasinek a plisni
byly vybrany vzorky sladu, chmele a vzorky ¢tyt druhd piv (10° svétla, 12° svétla, 13°
polotmava a 12° granat) z riznych fazi technologického procesu (piedek, vystielek, sladi-
na, mladina, hlavni kvaSeni a hotové pivo). Po urcité dobé potiebné pro rist mikroorga-
nismt, kvasinek a plisni na Zivnych pidach, se vyhodnotily poc¢ty narostenych kolonii na
miskach podle vzorce (2). V tabulce (Tab. 11) jsou znazornény primérné hodnoty mikro-
biologického rozboru sladu a chmele. Z tabulky je patrné, ze nejvyssi mira mikrobiologic-

ké kontaminace ptechazi do piva se sladem, ta se vSak se zvySujici se teplotou snizuje.

Tab. 11. Stanoveni CPM, kvasinek a plisni — sladu a chmele

Vzorek CPM [KT).g™ Kvasinky [KTJ.g"] Plisné [KTJ.g™]
Slad 64 000 8 200 000 1200
Chmel 4300 3000 55

Po uplynuti potfebné doby pro rlst mikroorganismu, kvasinek a plisni u vybranych vzorkt
piv z riiznych fazi vyrobniho procesu se podle vzorce (2) vyhodnotily po¢ty narostenych
kolonii na miskach. Vyvoj mikrobiologického obrazu jednotlivych piv 10° svétla (Obr.
20), 12° svétla (Obr. 21), 13° polotmava (Obr. 22) a 12° granat (Obr. 23) ukazuje, Ze se od
sebe vyrazné nelisi a maji podobny prabéh. Rychle se snizujici obsah nezadoucich mikro-
organizmi, pro které se béhem rmutovani vytvari nepiiznivé podminky (vyssi teplota a
niz8i pH). Po hlavnim kvaSeni se snizi obsah Zivin (sacharidy, dusikaté latky, obsah kysli-
ku) pro mikroorganizmy a jejich mnozstvi se snizi minimum. Tento proces pokracuje i
béhem dokvasovani. Ve vzorcich piva je nulovy pocet plisni. Dale je ve vzorcich piva
predpokladany obsah kvasinek, které dosahuji vrcholu po zakvaSeni a pti dokvaSovani se

taky snizi na nizkou trovei.
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10° svétla - stanoveni CPM, kvasinek a plisni
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Obr. 20. Stanoveni CPM, kvasinek a plisni — 10° svétla

12° svétla - stanoveni CPM, kvasinek a plisni
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Obr. 21. Stanoveni CPM, kvasinek a plisni — 12° svétla
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13° polotmava - stanoveni CPM, kvasinek a plisni
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Obr. 22. Stanoveni CPM, kvasinek a plisni — 13° polotmava

12° granat - stanoveni CPM, kvasinek a plisni
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Obr. 23. Stanoveni CPM, kvasinek a plisni — 12° granat
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ZAVER

Suroviny pro vyrobu piva jsou bohaté na antioxidacni a polyfenolické latky, které precha-
zeji do varného procesu. Prochazeji riznymi zménami béhem varného procesu a dostavaji
se az do hotového piva. Cilem této prace bylo stanovit celkovou antioxida¢ni kapacitu a
celkové polyfenoly vybranych vzorkt piv (10° svétla, 12° svétla, 13° polotmava a 12° gra-
nat) z riiznych fazi technologického procesu (predek, vysttelek, sladina, mladina, hlavni
kvaSeni a hotové pivo) a vzorek chmele. Dale doplnit chemické analyzy jednoduchymi

mikrobiologickymi rozbory.

U analyzovanych vzorkli byla stanovena celkova antioxida¢ni kapacita metodou DPPH
spektrofotometricky. Metoda je zalozena na reakci syntetického radikalu s antioxidanty ve
vzorcich, kde se spektrofotometricky stanovuje ubytek absorbance. Vysledné hodnoty jsou
kvantitativné piepo&teny na kyselinu askorbovou v mg.I™. Nejvyssich hodnot u vybranych
vzorki dosahovala mladina, do které prechazely antioxida¢ni latky jak sladu, tak i chmele
po chmelovaru. Po hlavnim kvaseni ve spilce a dokvaSovani v lezackych tancich se celko-

va antioxidacni kapacita postupné snizovala.

Pro stanoveni celkovych polyfenoli byla pouzita metoda Folin- Ciocalteauovym ¢inidlem
se spektrofotometrickym stanovenim. Principem této metody je spektrofotometrické stano-
veni barevnych produktl reakce hydroxylovych skupin fenolickych sloucenin s ¢inidlem
Folin-Ciocalteau. Vysledné hodnoty jsou kvantitativng piepoéteny na tanin v mg.I". Nej-
vysSich hodnot dosahovala opét mladina. Obsah celkovych polyfenolt se vSak po hlavnim
kvaSeni ve spilce a po dokvaSovani v lezackych tancich snizil nepatrné oproti celkové anti-
oxida¢ni kapacité. Nejvetsi podil antioxida¢nich a polyfenolickych latek piechazejicich do

piva pochazi ze sladu.

U vSech vzorkl byly provedeny jednoduché mikrobiologické rozbory na celkovy pocet
mikroorganizml, kvasinek a plisni. Pouzity byly dva druhy agaru. Agar PCA pro stanoveni
celkového poctu mikroorganizmli a agar PDA pro stanoveni kvasinek a plisni. Nejvyssi
miru mikrobiologické kontaminace pfechazi do piva se sladem, ta se vSak se zvySujici se
teplotou snizuje. Po hlavnim kvaSeni, kdy se snizuje pH a extrakt se méni na alkohol a
dokvasovani, kdy se pivo syti oxidem uhli¢itym, se obsah neZzaddoucich mikroorganizmi

sniZuje na minimum.
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Obsah polyfenolickych antioxida¢nich latek surovin pro vyrobu piva je zavisly na mnoha
faktorech jako jsou vybrana odrida chmele a sladu, vliv faktorti na riist rostliny, podminky

pfi zpracovani a skladovani, zvolené technologii vyroby atd.

Vyuziti téchto poznatkd zmény antioxida¢ni kapacity a zmény obsahu celkovych polyfeno-
It béhem technologického procesu umozni prizptisobit vyrobni proces tak, aby ve findlnim
vyrobku byl zachovan co nejvyssi obsah antioxida¢nich a polyfenolickych latek, které jsou
dalezité jak pro samotnou vyrobu, tak 1 pro zdravi ¢lovéka. Déle se uplatni pti konstrukci

novych technologii a zavadéni novych technologickych procest vyroby piva.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABTS  2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfat).

CPM celkovy pocet mikroorganismu
CE kapilarni elektroforéza
CL chemiluminiscence

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazil

EBC European Brewery Convention.

FRAP ferric reducting antioxidant potencial

GL plynova chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
MS hmotnostni spektrometr

MSPD  disperze matrice na pevné fazi

ORAC  oxygen radical absorbance capacity

PCA agarové zivné medium pro mikroorganismy - plate count agar
PDA agarové zivné médium pro kvasinky a plisn¢ - potato dextrose agar
SPE extrakce pevnou fazi

SPME  mikroextrakce pevnou fazi
TLC chromatografie na tenké vrstveé

j. W.K  diastaticka mohutnost vyjadiujici enzymovy potencial sladu.

UV/VIS ultrafialové a viditelné spektrum
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SEZNAM PRILOH
Pl Stanoveni CPM
Pl Stanoveni kvasinek a plisni
P I Varna pivovaru

PIV  Lezacky sklep
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