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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A
AAPH
ABTS
DMPD
DPPH
FRAP

HPLC

MEBAK

ORAC

TAA
TEAC

TPTZ
TROLOX

Absorbance

2,2 -azobis(2-amidinopropan)dichlorid

2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfeadkyselina)
N,N-dimethyl-p-fenylendiamindihydrochlorid

1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

Metoda stanoveni antioxiftd aktivity zaloZzenda na redukci Zelezitych
komplexi (Feric Reducing Antioxidant Power)

Vysoko@innd kapalinovd chromatografie (High Performancequid
Chromatography)

Stiedoevropska komise pro pivovarskou analytiku (Netieopaische
Brautechnische Analysenkommission)

Metoda stanoveni antioxigtd aktivity zaloZzena na shaseni fluorescence
(Oxygen Radical Absorbance Kapacity)

Celkova antioxidani aktivita (Total Antioxidant Aktivity)

Celkova antioxidéni kapacita vztaZzena ke standardu Troloxu (Trolox
Equivalent Antioxidant Kapacity)

2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-katpova kyselina
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1 UVOD

Fenolické latky rostlin jsou aromatické metaboliteré obsahuji neboupodre
obsahovaly jedndi vice ,,kyselych” hydroxylovych skupin vazanych ax@maticky kruh.
Jedna se hfio metabolity primarni (maji Glohu v béimé séng) nebo sekundarni. Ulohou
sekundéarnich metabalitie ochrana rostlin, dgeni specifickych vlastnostiteiva a kry,
dodéani chtovych a vonnych vlastnosti, dodani barvgtkm aj. Maji vyznamnou ulohu
pii regulaci fistu, vyvoji, reprodukci a obramostlin®.

Rostliny obsahuji &kolik typa fenolickych latek. Jedna se o lignany, ligniny,
suberiny, flavonoidy (anthokyany, proanthokyanidjnigoflavonoidy, dale o kumariny,
furanokumariny, stilbeny, styrylpyrony a ostatmtatek.

Polyfenoly se vyskytuji v plodech, zeleajrernech a napojich jako j@j, pive®?
servené vindaj.

Presny vliv polyfenolickych latek v pivu na lidskéragti se pedevSim fisuzuje
antioxid&nim &inkam, které jsou schopny eliminovat negatividinky volnych radikéh
v krvi. Obecr vSechny antioxidanty majiriznivé &inky na lidské zdravi. #2devsim se
jednd o antioxidéni, antikancerogenhf —antimikrobialni, imunomodutmi a
protizarétlivé ucinky. Dale se tastni procasregulace tlaku krve a hladiny glukézy v krvi.
Pravidelny pijem antioxidani v ndpojich sniZzuje trombotické jevy a tintigpiva ke
zlepSeni aterosklerdzy, snizeni vyskytu onerdioca umrtnosti na nemoci cévni soustavy.

Chmel ot&ivy (Humulus lupulus)® obsahuje pryskice, hdciny (nag. humulon,
lupulon a dalsi), silice s terpenoidy (fiapumulen, myrcen aj.), flavonoidy, fytoncidy,
fytosteroly, vosky, cholin aj. Latky obsazené v @hmnposléze fechazi do piva.
tlohu i v bragni procesu oxidaich znén béhem chmelovaru a skladovani. Oxida

proces zde iize zpisobit tvorburady senzoricky negativnich latek.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 ANTIOXIDANTY
Béhem poslednich desetileti se latky s antioxidiai (¢inky dostavaji do pagedi

zajmu odbornik nejen viad oboffi potravindstvi, ale i Iékéstvi, zejména v souvislosti s
jejich potvrzenymi pozitivnimi &inky na lidské zdravi.

Jedna se o latky, které v potravinebo in vivo mohou ve vhodnych koncentracich
zabranit oxidaci substratu vedouci k nezadoucinénam. Ri znainém nahromathi
reaktivnich forem kysliku, kdy organizmus neni gm je sdm likvidovat, dochazi ke
vzniku oxid&niho stresu. Oxideni stres vdle poskozuje biiky (zejména butné
membrany a proteiny), enzymy, geneticky materidispiva ke vzniku aterosklerdzy,
cukrovky, infekénich, nddorovych a degenerativnich nervovych onesma,;.

Reaktivni formy kysliku jsou agresivni molekuly tjolné radikaly, reaktivni
anionty obsahujici atom kysliku nebo molekuly dlikgsn, které bd” mohou vytvait
volné radikdly nebo jsou volnymi radikaly aktivoyanvznikaji v €le z exogennich a
endogennich iin. U endogennich iin je jejich hlavnich zdrojem aerobni
metabolizmus. Vznikaji iip fack buré¢nych pochod (metabolizmus Zivin, biosyntéza
n¢kterych latek, transport elektrdnw mitochondriich), fagocytdze a zdlivych procesech,
zevniho prosedi (vyfukové plyny, koteni), ozon, radiové frekvence, mikrovinygkieré
jedy, xenobiotika a Iéky (n@&pparacetamol aj.).

Reaktivnich forem kysliku je mnoho diyhproto organizmus vyuzivaiznych
druhi i smesi antioxid&né pasobicich latek. Detoxikace jetzovou reakci. Jedna se o
hydrofilni antioxidanty (rozpustné ve wd které winkuji zejména v extracelularni
tekuting (vitamin C, kyselina miova, selen, bioflavonoidy aj.) a lipofilni antiosiaty
(rozpustné v tucich), kter&iakuji prevaz na membranach, uvhiburek (vitamin E,
3-karoten, ubichinon Q10 aj.).

Antioxidacni (€inek polyfenoli je komplexni a Ize jej iXist rekolika
mechanisrim. Rada flavonoid i dalSich polyfendl inhibuje enzymy zodpadné za
produkci superoxidového anion-radikalu. Mnohé petgdly vytv&i chelatové vazby
s kovy, fedevsim s &di a dvojmocnym Zelezen

Rada polyfendl je snadno oxidovatelnd. Snadnost oxidace zavisfedaxnim

potencialu. Latky s nizkou hodnotou redox potenci{& 0,75 V) jsou schopny redukovat
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nekteré volné radikaly s oxidaimi (inky, nag. superoxidovy, peroxylovy, alkoxylovy a
hydroxylovy. Ri reakcich poskytuji vodik a samy sstpm wétSinou gemenuji na malo
reaktivni fenoxylovy radikal nebo neradikalové ahdni struktury. Reakce je velmi
vyznamna, nelb radikaly jsou eliminovany ifve nez reaguji s dalSimi btdmymi
komponentami. Za ditych okolnosti mohou &které fenolické latky fsobit i jako
prooxidanty. Za fitomnosti zvySeného mnoZstvigghodnych kot mize fenoxylovy
radikal reagovat i s kyslikem za vzniku superoxadthinonu.

Antioxidanty pedstavuji jeden z mechani8m kterym jsou v organizmech
eliminovany reaktivni oxidai procesy. Nkteré antioxidanty se vyztaji schopnosti
reagovat s volnymi radikaly, aniz byipéchto reakcich dochazelo k nasledné generaci
radikali jinych. Dasledkem tohoto faktu je princip ,zhasSeniétzovych reakci. Jiné
antioxidanty redukuji oxidani ¢inidlo pfimo, samy seiptom oxiduji a musi byt poté &p
regenerovany, ma-li byt zachovana jejich protektfunkcé.

V lidském organizmu tvid ochranu ped oxid&nim poSkozenim nejen antioxidanty
syntetizované wte, ale i ty, které fijimame potravou. Konzumace antioxida
pasobicich latek je spojovana tapse snizenym rizikem vzniku aterosklerdZy
rakoviny’*® kardiovaskularnich onemoami*®*?, tidnutim kosf. Antioxidanty ziskavame

potravou hlavaa z ovoc@®® zeleniny®, obilovin®™® ceredlif, lus&nin®, brambot a

napojil® jako je ¢af?, pive®® a cervené vind Nejvyznamijsimi prirodnimi antioxidanty
jsou tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E), kysediraskorbova (vitamin C), fenolové latky
(predevSim flavonoidy, fenolové kyseliny, jednoducleddly, stilbeny) a karotenoidy,
piicemZ nejvice zastoupenymi antioxidanty v patrgou flavonoidy a fenolové kyseliny.

Epidemiologickymi vyzkumy byla potvrzena nezbyhaenni konzumace 400 g
ovoce a zeleninkimz je umozan dostatény prijem fenolickych latek (100 mg detia
vice) a pijem ostatnich Zzivin, které jsou vyznamnymi faktgoyevence neinfekich
chronickych chorob. V oblasti metabolizmu a trav@du tyto slodeniny gitomné ve
form¢ glykosidi, v lidském organizmu jsou podrobetdsté&né deglykosidaci, aktivnimu i
pasivnimu transportu do krevniho &blo, biotransformacim v jatrech a vyavani ve
formé svych metabolit a jejich konjugél. V krevni plaznd je @i béZném dietarnim
piijmu fenolickych latek jejich koncentrace 1umolfl Rostlinné fenolické latky zvy3uiji
biologickou hodnotu potravin, ve kterych se vyskiy&ujsou nositely jejich kvality.

Obsah antioxidait v potravinach lze nadipozenou hladinu navysitiflavkem
dalSich antioxidarit ¢ehoz se vyuZzivaip prodluzovani trvanlivosti, zabréni vzniku

nezadouci tné¢ a chuti, ¢i pro dosazeni vySSi nutrii hodnoty potravin obsahujicich
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snadno oxidovatelné slozky. Antioxidanty dodané padravin by nély byt zdravotr
nezavadné, snadno aplikovateln&naé v nizkych koncentracich, bez nezadouciho aroma
a chuti, picemz musi byt zvazeno jejich prooxétd pisobeni. PouZivaji se nejen pro
stabilizaci potravin obsahujicich tuk, ale i v nggo pro stabilizaci aroma. Fenolické latky
piijimané ve vyZi¢ ¢lovéka Ize rozdlit do tfi zakladnich skupin: na fenolické kyseliny,
flavonoidy a skupinu stilbéna lignar, kterd je mé#écasta.

2.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou chemické sldeniny patici do rozséhlé skupiny rostlinnych
fenold, jedna se fevazre o barviva rozpustna ve védFunkci flavonoid je interakce
rostlina - ziv@ich, hmyz ¢i bakterie. Flavonoidy «wujici barvu keéta pati mezi
anthokyany: pelargonidiny €¢ervené, oranZzové aifove, kyanidiny - karminové a
fialovorazové, delfinidiny - modré, nachové a lila, flavopoflavony, chalkony, aurony,
atd. Dale flavonoidy zaji%iji indukovanou obranu proti napadeni houbami, oty
hmyzem, odpuzovani bilozravdoikosti, trpkosti - proanthokyanidiny, ochranu rostli
proti UV-B z&eni, determinuji kvalitu i@¢va, jeho tvrdost, pevnost, odolnost proti hniti.
Maji farmakologické dinky u Zivaticha, a to jako modulétory funkce hladkého svalstva,
imunitnihno systému, dale protirakovinne, antivifalmntitoxické a hepatoprotektivni
acinky™.

V souwasné dob je znamo vice ne&tyii tisice zastupi flavonoidnich latek a stale
se objevuji nové. Prvni zastupci, #tbyli podrobré zkoumani, byli napadni svoji Zlutou
barvou (z latinského flavus = Zluty byl odvozen eazelé skupiny). Zakladem je flavan
(obr. 1) skladajici se ze dvou benzenovych jadejesych pyranem. ifitodni flavonoidy
maji nefasteji podobu O-glykosid jejichz molekula se tedy da ,rodd“ na cukernou a
necukernoucast (aglykon). Z |ékakého hlediska se daji flavonoidy definovat jako
~Skupina latek obsaZenych v ovoci a zeleénjeZ je nezbytna pro vyuziti vitaminu C a pro

optimalni funkci kapilarni sny.*

Obr. 1 — Struktura flavanu.
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Flavonoidy zahrnuji flavony, flavonoly, aurony, dtany, flavonony,
isoflavonoidy, leukoanthokyanidiny, katechiny a hakyany. Mezi hlavni skupiny
flavonoidi ve vyzik clovéka pati flavanoly, flavanony, flakony, flavonoly,
proantokyanidiny, kyanidiny a isoflavonoidy. Domitaim flavonoidem ve vyziy
¢loveéka je flavonol kvercetin.

Flavonoidy pati mezi vyznamné antioxidanty. Zakgi peroxidaci lipidi,
likviduji volné kyslikové radikaly, vazi a inaktijiunckteré prooxidani ionty kowi
(zelezo, md). Jejich antioxidéni aktivita zavisi na piu a poloze hydroxylovych skupin
v molekule a také na jejich glykosylaci.

Flavonoidy se vyznamin podileji na prevenci onemasm objevujicich se
v souvislosti s oxid&nim poSkozenim biomembran. Jednaigelevsim o kardiovaskularni
onemockni, naddorova onemoéni a takeé zafty. Ukazuje se, Zetpterapii a prevenci
zmirénych onemoc#ni je konzumace potravin obsahujicich flavonoidydigjSi nez
podavani samotnych antioxidénjako je vitamin C a E.

2.1.2 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita je definovana jako schopnost sleniny nebo swsi latek
inhibovat oxid&ni degradacitiznych slodenin (nap. zabraovat peroxidaci lipid). Mély
bychom rozliSovat dva pojmy, a to antioxtda kapacita a aktivita. Antioxidai kapacita
poskytuje informaci o délce trvani antioxéd@ho &inku, zatimco aktivita charakterizuje
pocateini dynamiku piibéhu antioxid&niho procesuipurgité koncentraci antioxidantt

Antioxidatni chovani je ieba posuzovat z vice sledovanych parameteba
n¢které antioxidanty mohou inhibovat &t primarnich oxidénich produki, zatimco jiné
mohou brénit jejich rozkladu, ktery se projevujgegevsim vznikem senzoricky
nezadoucich latek ghlijicich potravig Zluklé aroma. Dlezita je téZ fitomnost dalSich
latek v systému, které mohougwbit synergicky, nebo antagonicky. Antioxida (kinek
latek vyplyva z jejich specifické struktury. U l&téenolového typu (tokoferoly - obr. 2,
flavonoidy, fenoloveé kyseliny), které jsou schopatérusitiettzovou radikalovou reakci,
zavisi antioxidani schopnost na ptu a poloze hydroxylovych skupin i typu dalSich
substituent (alkyl, alkoxyskupina, allylové uskupeni, glykosikih ¢ast). Tyto strukturni
faktory podmiuji snadnost od§peni vodiku z molekuly antioxidantiimz se inaktivuji
radikaly vzniklé oxidaci lipid nebo metabolickymi pochody (nagydroxylovy radikal),
dale ovliviiuji miru stabilizace vzniklého radikalu antioxidansnadnost reakce s jinym
radikalem¢i schopnost chelatovat kovy katalyzujici oxidacrole struktury ovliviiuje
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antioxid&ni aktivitu antioxidant i pH systému a stabilita sldenin Ehem zpracovani

suroviny (teplota, fermentac®)

Obr. 2 — Obecny vzorec tokofetioNagy. a-tokoferol: R, R?, R® = CHs.

2.1.2.1 Méreni antioxidaéni aktivity

V oblasti chemické analyzy a biologického hodnogawiravin bylo vypracovano
mnoZstvi metod, které slouzi ke stanoveni tzv.amalkantioxidani aktivity vzorku (Total
Antioxidant Activity, TAA). Jedna se o metody, kéejsou principiald znané odlisné a
prabézré se vyvijeji jejich modifikace. Ukoleméthto metod je charakterizovat
v podminkéach blizkych fyziologickému preéstli jejich antioxidéni, pripadré redulkeni
acinnost jako souhrnnou vlastnost steainy.

Moznosti praktického vyuziti vysledksystematického hodnoceni TAA potravin
rostlinného jfvodu je rgkolik. Mohou byt pouzivany jako alternativni kriiém biologické
hodnoty potravin, mohou byt pouzivany jako srovmévanak potravin v zavislosti na
raiznych podminkach jejich ziskavani a uschovy §dgy technologie, zjsob skladovani,
klimatické a agrotechnické podminky, apod.), jsadrgtem pro pehodnoceni &elnosti
nahrazeni ovoce, zeleniny a jinych potravin rog@imo pivodu farmaceutickymi
antioxidanty.

Souhrni |ze stanoveni TAA potravin hodnotit jako snahund&dnimi postupy
urit fyziologicky interpretovatelnou antioxidai (innost vzorku, a to Aysobem, ktery
by byl metodicky, materidlav a instrumentaky dostupny a pouzitelny k petnym
sériovym analyzam. Jeho vysledky bylynkorespondovat s biologickymi hodnotami
tého? vzorkd. Existuje velké mnoZstvi metod pro stanoveni aadgni TAA. Nefast;i
pouzivanou metodou je TEAT(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Jedna se
metodu, kterd vyjadije antioxid&ni kapacitu vzorku ekvivalentni ¢itému mnozstvi
standardurrolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-dikarbaxd kyselina)obr. 3).
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Obr. 3 - Trolox

TEAC je definovdna jako milimolarni koncentrace [6sau odpovidajici
antioxida&ni aktivit¢ testované latky o koncentraci 1mmol/l pfisté latky. Pro sisné
vzorky se jedna o latkové mnoZzstvi Troloxu, kted@avida aktivie 1 g nebo 1 ml vzorku.
Metoda je pouzitelna pro &enicistych latek, vodnych roztdki napoj.

Metody stanoveni antioxidaich &inka v pivovarnictvi je mozné roziit do dvou
zakladnich skupin, a to na metody chemické a metyxkalni.

Chemické metody jsou zaloZeny na poufinidel poskytujicich s volnymi
kyslikovymi radikdly barevné produkty, jejichz vkaoi brani ve vzorku obsaZené
antioxidanty. Intenzita zabarveni seéiin negastji spektrofotometricky a rozdil v
hodnotach absorbanci slepého &W@eného vzorku udava obsah latek s antiosadai
acinky. AvSak srovnani vysledk poskytovanych jednotlivymi metodami neni snadné,
protoZze antioxidatiti reaktivnich latek, které #gobujici oxidani zmeny je celarada a
prakticky Zzadna z metod neni schopna obsahnout fekt v celé jeho i

Fyzikalni metody sleduji zémy fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy proeji

2.1.2.2 Chemické metody

Metoda TEAC - (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

Metoda TEAC vyuziv&inidel, které inicigni akci jiné latky pechazeji na svou
radikalovou formu, kterd je barevna a relativetabilni. V gitomnosti antioxidéné
aktivnich slozek extrahovanych ze vzorku potravsgy redukuje, a tim odbarvuje, je
meiena relativni zhaSeci schopnost antioxidantu vy@mi s Troloxem. Rychlost a mira
odbarveni jsou usmé antioxidani aktivitt vzorku. Aby vyjadeni této kvality vzorku
bylo standardni, stanovuje se shodnym postupem TEpAtomnosti pouhého askorbatu,

Troloxu, gallatu, epikatechinu nebo jinych klasickyantioxidani.
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Nejcastji pouzivanym prekursorem radikalu je tzv. ABTS(ob). Dale se pouziva
TPTZ (obr. 5), DPPH (obr. 6) aj.

Metoda ABTS

Iniciatorem, ktery ABTS (obr. 4)ipmeiiuje na modrozeleny kationradikal ABTS
je latka AAPH tj. 2,2 -azobis(2-amidinopropan)dingchloridf*®** Smis ABTS s AAPH
byla inkubovana v acetatovém pufru o pH 4iB4% °C po dobu 60 min. Po ochlazeni a
piidani vzorku, resp. pufru vifpadct slepého vzorku, se po 25 ming¢ifiha absorbanceip
vinové délce 734 nm. Stanovena hodnota je v pisivampovazovana za odpovidajici
indikator antioxidanich &inka vyhradré polyfenolickych latek. Dale Ize jako iniciator
ABTS™ pouzit peroxid vodikii** K Fe(CN)]** K,S,06= aj.

ABTS radikal je stabilni j» pokojové teplot do 35°C a fi hodnotach pH do 7'

TEAC vyjaduje paet radikalovych katiorit ABTS™ inaktivovanych jednou
molekulou antioxidantu. Relativni antioxittd aktivita je definovana jako koncentrace
TROLOXu se stejnou antioxidai aktivitou, jako ma stanovovany vzorek o koncacitr
1 mol/l. Stanoveni TEAC je zavislé ri@ase inkubace i na pamu mnoZstvi vzorku a
koncentrace ABTS. Jednim z omezeni této metody je jeji mala seligktipii reakci
s donory vodikovych atoim ABTS test je vhodny pro &eni hydrofilnich i lipofilnich
antioxidant. ABTS™ ma silnou absorbanci ve viditelné oblasti 600-B0a tudiz rize

byt antioxid&ni aktivita snadno stanovena spektrofotometritky

0
Il CHj
o7 s {
OH\©i >:N\ N
N N:< D\OH
) S ||S|¢O
H,C A
Obr. 4 — ABTS

Metoda FRAP (Ferric reduction antioxidant power)

Metoda FRAP je zaloZena na redukci Zelezitého kerplTPTZ (2,4,6-tripyridyl-
S-triazin) (obr. 5) s hexokyanatanem draselnyrgF&CN)]**** nebo chloridem
Zelezitym FeG™, které jsou tért bezbarvé a po redukci, eventuepo reakci s dal$im
¢inidlem vytv&i barevné, mo@ zbarvené Zeleznaté komplexy éfitelné

spektrofotometricky § vinové délce 593 ni.
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Reakce fi metod FRAP se provadi v prasdi pufru, kdy kror vzorku, resp.
standardu, seffgava roztok hexakyanozelezitanu draselného a idoidelezitého. Latky
s odpovidajicim redukim potencidlem redukuji Zelezitoul na Zeleznatou, ta reaguje
s hexakyanoZelezitanem za vzniku modrého zbarkeei¢ se riri spektrofotometricky
pii 700 nnt®. Jako standard lze pouZit roztok kyseliny galloegjkatechinu nebo
TROLOXu. Vysledky se vyjadiji ekvivalentnim mnozstvim standardu odpovidag 1

nebo 1 ml vzorku se stejnou reduokaktivitou™*.

| X
N~
N| XN
| X N/ | X
N A NG%
Obr.5-TPTZ

Metoda DPPH
DPPH test je zaloZzen na schopnosti stabilniho Vminéadikalu 1,1-difenyl-2-
pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku. DPPH t@stpi reakci s donory vodiku
selektivréjsi nez ABTS'. P tomto testu se vyuziva sleeniny DPPH (obr.6), ktera je
v metanolovém roztoku v barevné radikalové formPPH a vykazuje silnou absorpci
v UVIVIS spektru. Redukce DPPH antioxidantem nebadikdlem se projevuje
odbarvenim roztoku, které sesthspektrofotometricky # 517 nnt®,
Ubytek latky miize byt sledovan detekci HPLC, kdy je sledovanoiévelu plocha
pasu odpovidajici DPPH — metoda dle Kartedy
DPPH' + AH - DPPH-H + A
DPPH' +R" - DPPH-R

Jako standard lze, kranTroloxu, pouzit kyselinu gallovodi epikatechin. Ufuje

se mnozstvi standardu, které je ekvivalentni réduktinnosti testovaného vzorku. Jedna

se 0 metodu népnou, jejiz vysledky nepostihuji skdtey antioxid&ni potencial potravin
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in vivo tj, po jejich poziti, ale jsou mu pouze &mé. Proto je metoda povazovana pouze
za orientani™”.
DPPH test se dale pouziva ke kinetické analyzg, ded néii pokles absorbance

v zavislosti natasé?.

O,N

N—N- NO,
O,N

Obr. 6 - DPPH

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Metoda ORAC je zaloZena na vyieni peroxylového radikalu feroeritrinu, a to
jeho oxidaci¢inidlem ABAP (2,2 -azobis-2-methyl-propionamidinRadikéal se utuje
kvantitativre fluorimetricky a hodnoti se rychlost Ubytku signgdo gidani testovaného

vzorku*,

Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolova) - metodaMEBAK 3

Jednd se o standardni metodu podporovanou MEBAKttéMiuropaische
Brautechnische Analysenkommission). Principem jakee 2,6-dichlorfenolindofenolu
s endiolovou skupinou polyfenoka vzniku bezbarvych dioxosléenin. Zneénu zbarveni
je mozné stanovit spektrofotometricky. \igac, kdy neni mozné pouZiti optickych
metod (tmava piva, kvasnicova piva), se pouziva lkoate s voltametrickou detekci.
Vysledky se vyjatlji jako ekvivalenty mnozstvi kyseliny L - askorlgg\ktera slouzi jako

standard.

Stanoveni celkového antioxidéniho stavu?

Tato metoda byla doposud vyuZzivana v medicinskéxipmi stanoveni
antioxida&nich vlastnosti krve a séra. Metoda &péd v reakci methmyoglobinu
s peroxidem vodiku za tvorby radikalu ferrylmyoghah Uvedeny radikél reaguje s ABTS
v substratu a vyt radikal-kation ABTS modrozelené barvy. Antioxidanty v systému
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zabrauji tvorké ABTS™ v mnozstvi odpovidajici jejich koncentraci. Reakeebiha pi
37°C a se r¥i pri vinové délce 600 nm.

Stanoveni redukéni sily 2,2'-bipyridylem?®

Metoda je zaloZena na reakci Zelezitychios2,2'-bipyridylem. Vznikly komplex
je silné oxidani ¢inidlo, které reaguje se Sirokou skupinou redukcfidatek. Barevny
piechod je z bezbarvé oxidované formy ®darvenou redukovanou. Tato Zna je

mefitelna spektrofotometrickyipvinové délce 510 nm pdiminutove prodley.

Metoda spoluoxidacef-karotenu v linoleatovém modelovém systéniu

B-karoten je diky systému dvojnych vazeb ve svétrci vybornym pohlcovéem
radikali. Je gidavan do vzorku a spolu s nim podroben oxidaciéi e pokles absorbance
B-karotenu p vinové délce 470 nm za a bezitpmnosti antioxidarit ze vzorku.
Antioxidacni vlastnosti jsou vyja@ny jako procenta inhibice oxidaearotenu.

Inhibice lipoxygenasové aktivity’

Metoda inhibice lipoxygenasové aktivity se pouziméd ueni antioxid&nich
schopnosti v gmennych a sladovych extraktech. Lipoxygenasovaigktse vyjaduje v
nanomolech sp&tbovaného kysliku za sekundu. Antioxida kapacita byva pak

vyjadfovana v procentech inhibice v porovnani se srowiavazorkem.

2.1.2.3 Fyzikalni metody

Elektronovéa spinova rezonance (ESR)

Metoda na ufovani gfitomnosti ionl obsahujicich neparové elektrony. Metoda je
vhodné pro stanoveni volnych kyslikovych radikgiipadre jejich komplexi s rekterymi
kovovymi ionty. Metoda se pouziva pro stanoveniogeehni antioxidéni aktivity piva.

Tato technika umatuje i predikci chtioveé stability piva.

Stanoveni redox potencialti
Metoda, kdy stanovujeme rH (redox potencial vztgZzke standardni vodikove
elektrod). Metoda se pouziva pro stanovefii gkupin latek, které rozhodujici énou

ovliviuji hodnotu redox potenciélu v pivovarském procegna se o rozpésty kyslik
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(hodnota rH je lineamn zavisla na jeho koncentraci}zké kovy a jejich komplexy
(zejména zelezo add) a latky povahy reduktdn

Chemiluminiscencé

Pouziti chemiluminiscence jako metody pro stanovetenzity oxidace lipid.
Jako luminiscetni ¢inidlo se nejvice osdcil 5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion
(isoluminol) a 6-fenyl-2-methyl-3,7-dihydroimidaZgR-a] pyrazin-3-on. Bylo zji8ho, Ze
rozhodujici vliv na intenzitu oxidace lipidma teplota, kdy bylo dosazeno n#gi
intenzity luminiscence ip teplotdch okolo 65°C a intenzita michani. To odpdé

podminkam, které jsowhné i rmutovani.

Specialni metody*

Briggs-Rauscherova metoda vyuZziva peroxylovy rddikalonatu, jehoz tvorba v
umeélém systému je moderovana aplikovanym vzorkem. Kiativni hodnoceni radikalu
je oscilometrické, metoda je vyjirte citliva.

DalSi metoda spidva na vytvdeni superoxidoveho anionu a jeho zhaseni vzorkem,
koncentrace tohoto radikalu seitinpomoci specifického biosenzoru.

Oswdeuji se rovieZz velmi jednoduché metody, nagnes méd’naté soli ginidlem
na sil méd’nou (bathocuproin = disodnails2,9-dimethyl-4,7-difenyl-1,10-fenantrolin
disulfonové kyseliny), kdy se &wje mnoZzstvi redukované formy vytemé potravnimi

antioxidanty.

2.2 CHMEL OTA CIVY (HUMULUS LUPULUS)

Chmel ot&ivy (Humulus lupulus)® je dvoudloZzna dvoudomé vytrvala bylina
s dlouhymi lodyhami ztddu kogivokvétych, celedi konopovitych. Lodyha je ovijiva,
pravot@iva, drsié chlupata. Listy jsou dlouz@pikaté, dlané clenéne, se 3 az 7 laloky na
okraji osinkat pilovitymi. Kvéty jsou drobné, nendpadnégte zelené, sat peticetné,
uspdadané v latnata ktenstvi, sandii v hustych svazeich, které se v débdozravani
meéni v SiStice sloZzené ze &genych, Zluta¥ zbarvenych listein

Pro pivovarské &ely se sbiraji pouze sathisistice nebo chmelové (lupulinove)
Zlazky zvané lupulin, které v§staji na listenech twecich Sistici. Sari Sistice se ze
zékona nii, protoZze oplodéné hlavky maji snizenou pivovarskou hodnotu. Siste

sbiraji ve druhé polovinsrpna nebo zatkem z&, kdy obsahuji nejvicecinnych latek.
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Susi se za teplot n&sahujicich 40°C. Lupulin se ziskadva prosévanimalgird ¢isténim
chmelovych Sistic.

Chmel obsahuje pryskige, hdc¢iny (nag. humulon, lupulon a dalsi), silice
s terpenoidy (nap humulen, myrcen aj.), flavonoidy, fytoncidy, fgteroly, vosky, cholin
a dalSi latky.

Chmel misobi sedativéy podporuje traveni, ma desinfek inky a protozZe
obsahuje latky podobné Zenskym pohlavnim hotimgnnapomaha u Zen regulovat

menstruani cyklus a u muk tlumi, stejr jako pivo, pohlavni pud.

2.3 PIVO

Pivo je oblibeny slabalkoholicky napoj, ktery je pro fy oswzujici charakter,
piijemnou hokou chu’ a dietetické &inky velmi rozSfen u nas i v zahratii Jeho obliba
se projevuje v celogtovém Kistu vyroby. VCeské republice iedstavuje pivo jeden
Z nejvyznamyjSich zdrofi antioxidani, neba@ praimérna spateba je kolem 160 | na osobu
za rok (nejvice na $t&)°.

V dnesni dob je asi nejzavaiijsim problémem pivovarskéhotpnyslu zajis¢ni
dostaten¢ dlouhé doby trvanlivosti, aniz by doslo ke&@mam v kvalitativnich vlastnostech
piva. Musi byt zachovanairost, barva, chj vin¢, pénivost, a to Bhem transportu i
skladovani. Polyfenolicé latky majésny vztah k vySe uvedenym vlastnostem piva. Do
piva se dostavaji zgdenene, resp. sladu, chmele a chmelovych vyiiojako pirodni
slozky, které ovliviuji jeho senzorické vlastnosti i trvanlivdt

Jejich hlavnimi pedstaviteli jsou flavonoidy, zahrnuji se mezi inkumarinové
derivaty, chinony, ubichinony, &né produkty testinovych kyselin, derivaty kyseliny
chlorogenové a volné fenolové kyselinyiebny vliv polyfenolickych sloZzek piva na
lidské zdravi se iedevSim fisuzuje antioxidéenim &inkam, které jsou schopny
eliminovat negativni &inky volnych radikak v krvi. Fenolické latky piva &erveného vina
inhibuji medi katalyzovanou oxidaci LDL (nizkodenzitni lipopem), maji proti ni silné
antioxid&ni &inky. Ve chmelu a pivu ifitomné prenylované flavonoidy jsou schopny
inhibovat oxidaci LDL, majici kliovou ulohu ve vzniku aterosklerézy. Hlavni
prenylchalkon xanthohumol vykazuje vysokatininost gi inhibici oxidace LDL. V pivu
se nachazi i jeho isomer isoxanthohumol s prokamaagtikancerogenniméinkem. Ri
blokaci Skodlivych enzyiinje &inngjSi nez xanthohumol. Polyfenoly obsaZené v pivu jso
schopny vazat LDL a VLDL (velmi nizkodenzitni lipapein) v plaznd. Dale se
piedpoklada, Ze xanthohumol jé&iymdcem oestrogenni aktivity. Z uvedenéhelpedu
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jsou patrné pozitivnidinky na lidské zdravi, ale na steadruhé nesmi byt opomenut fakt,
Ze pivo je napoj alkoholicky, kteryfipnadnérné konzumaci rive byt mvodcemiady
zdravotnich poskozeni. Zdravi préSpa konzumace, tzwizené neboli moderované piti
by nenglo presahnout 0,5 — 1 | de&ns ohledem na celkovy zdravotni stav konzumenta.
Konzumace piva je dopatavana Bhem jidla, kdy je veebavani pomalejSi a ochranny
acinek delsi.

Prirodni polyfenolické slozky piva pochazejici 2rjeene, sladu a chmele vykazuji
vyrazné antioxidéni inky, které se projevuji ipdevsim v inhibici oxid&nich gremen

lipidickych sloZek a tim blokovanim prodestarnuti chuti piva

2.3.1 P¥irodni polyfenoly piva®

Nejvice zastoupenou skupinu polyfenolickych slopeka predstavuji flavonoidy,
které pati do rozsahlé skupiny rostlinnych fefi@bsahujicich v molekule d\enzenova
jadra spojena riuhlikatym fetzcem, jejich struktura se odvozuje od skeletu
heterocyklického flavanu (obr. 1, kap. 2.1.1).

Uvedené polyfenoly se obvykle ragdji do 4 podskupin na chalkony, flavanoidy,
flavonoly a anthokyanidiny. Chalkony jsou prvnimi@rmediaty v biosyntéze flavondid
vznikajicimi reakci mezi kyselinou kumarovou &enbi acetatovymi jednotkami,
katalyzovanou enzymen chalkonsynthasou (obr. 7)SiCalice prenylu, nebo geranylu
mohou vést k prenylovanym challkion. Flavononova struktura vznika isomeraci chalkonu
enzymem chalkonisomerasou a jeji nasledna oxidade % flavonaim, kdezto redukce
k flavanolim. Flavanolova polymeraceiiie vest ke vzniku proanthokyanogen

Kratké polymery do 10 jednotek jsou oZowany za oligomery, kdezto dlouhé
fetézce za taniny. Z chmele se dostavaji do piva flaidyns prenylovym substituentem na
kruhu A. Vice nez 80 % z nich ttiokanthohumol, kteryigchazi do piva v isomerizované
formé jako isoxanthohumol (obr. 8). Do pivareghazejici flavanoly z chmele jsou
reprezentovany hla¥rflavan-3-oly, katechinem a anthokyanogeny (obr. 9)

Jednoduché flavanoly (monomery, dimery, trimetryedstavuji mensSicast
chmelovych flavondl. Byly nalezeny dva monomery katechin a epikatechMétsSinu
dimerové frakce tvid proanthokyanidin B1 (tweny molekulou katechinu vazanou na
epikatechin) a proanthokyanidin B3 (feoy dwma molekulami katechinu). Hlavnim
trimetrem je proanthokyanidin CZ2ri(katechinové jednotky). Oligomerni frakce tv@az

80% flavanoidniho extraktu chmele. Flavanolyichazeji do pivovarského procesu
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pievazrié ve forne flavonolovych glykosid. VétSina z nich jako mono-, di-, tri —glykosidy
kvercertinu a kempferolu (obr.10).

COOH COOH
. X
uhlohydraty — o
NH,
i HO

fenylalanin kyselina kumarové
HOOC
COSCoA
malonyl-CoA
\ OH
3xC, ‘
acetét CoAS
kumaroyl-CoA
@]
OH OH
O
HO l OH ‘ O§ SCoA
OH O chalkon e} e}

N OH OH
HO (0]
HO (0] OH
OH
katechin
o OH

OH flavanon (naringenin)

OH

i OH

HO o}
HO o OH
| OH
OH
OH 0] Ho
flavonol (kempferol) OH
OH
OH

proanthokyanidin

Obr. 7 — Biosyntéza flavanaid
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HaC CHg HaC CHg
OH OH

HO OH = HO 0]

o) o)
SCH3 CH3

Obr. 8 — Isomerace xanthohumolu na isoxanthohugtwtin chmelovaru

OH OH
katechiny chmele R anthokyanogeny chmele R;, R, R,
katechin H pelargonidin H OH H
gallokatechin OH kyanidin OH OH H
delfinidin OH OH OH

Obr. 9 — Zakladni struktura katechia anthokyanogen

OH OH

HO o HO o
OH H

OH OH

OH O kvercertin OH O kempferol

Obr. 10 — Kvercertin a kempferol

Pres vysoké antioxidai inky flavonolovych glykosidl se gedpoklada, Ze

flavonoly jen malo fispivaji k redukni sile chmele a mladiny. Kumarinové derivaty jsou
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piitomny ve chmelu, jamenu i sladu. Vyskytuji se jako volné aglykony nejbgkosidy,
obvykle R-D-glykosidy se strukturou odvozenou okitdat o-hydroxykyselin, zejména
o-hydroxyskdicové kyseliny, resp. kumarinu.

Chinony a ubichinony iechazeji do piva z enene a sladu jako minoritni slozky
a jsou spojeny s oxidoredékimi premgnami. Derivaty kyseliny chlorogenové, kavové a
p-hydroxybenzoové tid bohatou skupinu aromatickych hydroxy- a methosgiin.
Snadno podléhaji konderrdm reakcim, oxidanim gremgnam na chinony, které se
napojuji na chemismus &nuti mladiny. Aromatické kyseliny a stejné produkt
testinovych kyselin fgdstavovanych hla¥rkyselinou vanilinovou, syringovou, ferulovou,
sinapovou, které se vyskytuji v &tich sladového janene i chmele.

Do této skupiny polyfenolicych latek pat cukerné estery kyseliny gallov&gstji
m-digallové a derivaty kyseliny ellagove, ktergpjeduktem oxidace kyseliny gallove.

Z vySe uvedenehoighledu je patrnd Siroka diverzifikace polyfenolickysloZek
piechazejicich do piva éhem pivovarského procesu v nep@&mmé, ale casgji
v poznenéné forme. Proces se stava slaj#i tim, Zze chmel se zpracovava ve férm
chmelovych vyrobk, pelet, extraki, hydrogenovanych a isomerovanych pregargfi

jejichz vyrok® dochazi ke z&mam slozZeni polyfenolickych latek.

2.3.2 Reakce fFirodnich polyfenoli a jejich zmény v pribéhu technologié

V pivu je piitomna Siroka Skala polyfenolickych latek. Volné@raatické kyseliny
jsou latky o nizSi molekulové hmotnosti a v pivak#m procesu se uphafi v mensi
mite, na rozdil od sloifSich flavonoidi predstavovanych fedevsim flavanoly a
flavonoly.

Polyfenolické latky uplaiujici se v pivovarském procesu Ize rélitddo dvou
skupin. Prvni velkd skupina zahrnuje fenolické kysea derivaty kyseliny benzoové
(para-, ortho-) a derivaty kyseliny skaové. Do prvé podskupiny gakyselina salicylova,
gentisova, p-hydroxybenzoova, protokatechova, galleanilinova a syringova. Do druhé
podskupiny pat kyselina p-kumarova, kavova, ferulova a sinapoRaéuhou velkou
skupinou jsou flavonoidy, které se dalélidna flavany (flavanoly a prokyanidiny),
anthokyany a flavonoly. V fibéhu pivovarské technologie dochazi k mnoZstvi
chemickych pemén polyfenolickych slozek pochazejicich ze surovilgvre v pribéhu
chmelovaru, kvaSeni, filtrace, stabilizace kolognilastnosti piva a v fbchu starnuti
piva, které se projevuje sniZzenim senzorickych tntegti. Jde o reakce hydrolyticke,
isomer&ni, kondenzéni, polymeréni a oxidoredu&ni. Hydrolytické reakce vedou ke
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Stepeni glykosid na aglykon a sacharidov@ast, vyznamé se na kvalit hotového piva
nepodileji. Zisometmich reakci je nejdezit¢jSi premena xanthohumolu na
isoxanthohumol ghem chmelovaru (obr. 8, kap.2.3.1).

Kondenzani a polymerani reakce poskytuji vySemolekularni celky s vysokou
sraZeci aktivitou, které se snadno sréazi s bilkkowina mohou tviit koloidni zakal.
Stabiliza&ni postupy jsou zaloZeny na adsorpci zakalotvorngokkurzoti na inertni
filtra¢ni materialy. Zatim newgSenym problémemugtava otazka senzorické stability
piva, kterd pimo souvisi s oxidaé-redulkénimi procesy probihajicimi v pivu po napin
do konzumniho obalu. Procesy &wm probihajici jsou ozgavany za starnuti piva a
duleZitou roli @i tom hraji polyfenolické slozky. Tvorba volnychdikali zpasobujicich
autooxidaci polynenasycenych lipidickych sloZekraktiu piva je iniciovana gsobenim
swtla, tepla, kovovych ioiit mechanického pohybu a dalSich faktoTimto vznikaji
tékavé karbonylové slaeniny odpo¥dné za nefiznivé chiové vlastnosti. Karbonylové
sloweniny mohou vznikattznymi mechanismy. Antioxidanty pakigobi jako ,,lap&e"
volnych radikah a kysliku, téZ jako maskovagiinidlo v disledku tvorby chelat
s kovovymi ionty. Polyfenoly, zejména flavonoidyoiys povazovany za nejinngjsi
piirozené antioxidanty piva. Ovli¥ni chi’ové stability polyfenolickymi latkami zavisi na
absolutni i relativni koncentraci dihydroxy- a trittoxy- flavonoid: v pivu. Byla zjis€na
zavislost mezi antioxidmimi vlastnostmi sladu, resp. sladiny na sktadb obsahu
polyfenolickych latek. Antioxidéni €innost je zavisla na odldé jecmene a technologii
sladovani.

Starnuti piva je jednim z Kidvych probléni pivovarského vyzkumu a technologie.
V dnesni dob se uznava platnost radikalové teorie, podle kteohou za starnuti piva
radikaly organickych a anorganickych sienin, které podporuji pb¢h radikalovych
proces. Zvlastni vyznam maji sl@eniny kysliku a jeho excitované stavy. Polyfenadick
slozky piva maji silné antioxidai (€inky. Jsou schopny likvidovat hydroxylové radikély
vzniklé pi fotolyze peroxidu vodiku, reaguji $0'O, a peroxyradikaly, §etns terminace
fettzové reakce #dhem autooxidace mastnych kyselin. Aktivita flavatioklesa v psadi
myricetin > kvercetin > rhamnetin > naringenin >tdchin > 5,7-dihydroxy-3',4",5'-
trimethoxyflavon > kempferol > flavon. Aktivita vizsta s pétem hydroxylovych skupin
substituovanych na aromatickém kruhu Btdmnost hydroxylu na C-3 a jeho glykosylace

dale nezvysSuje ,,pohlcovaci* schopnost.
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2.3.3 Vyroba piva

Pro vyrobu piva se pouZzivaji nasledujici ingredeeneoda, obiloviny, chmel,
kofeni a pivovarské kvasnice. Voda jako z&kladni sneowyznamg ovliviiuje kvalitu
produktu, proto je sledovana jeji tvrdost, obsaharahl a soli. Pro vyrobédeskych piv se
pouziva pevazre voda ntkka az stedre tvrda. Z obilovin je nejtygitéji pouzivan j€men,

v menSi nmie pSenicegi spisSe jeji srési, pridavky ryze, kukiice aj. Chmel, nezbytna
surovina, kterd dodava pivu charakteristické aranehce nahi&lou chu’, ma mimo jiné i
dobré konzervani inky. DalSi zasadni surovinou jsou pivovarské kiasnjejichz
specialg vyslechtné kmeny jsou seZeny jako vyrobni tajemstvi. Keni (zazvor,
koriandr aj.) je B vyrob¢ ¢ceského piva pouzivano jen vyjidre.

Vyroba pivd’ se sklada ze dvou krokjedna se o sladovani a samotnou vyrobu piva.
mohlo z&it kliceni, Ehem kterého se aktivuji enzymyildzité pro spravné &eni latek.
Nasleduje hvozghi (suSeni) za delem sniZzeni obsahu vldhy v obilce bez poSkozeni
enzymi a gritom dojde k vytvéeni charakteristického aroma a barvy — typické gnak
dany typ sladu. f¢d samotnym Janim piva je #kolik tydni usklad@ny slad namlet.
Béhem vaeni piva (mladiny) za pomoci vody, sladu a chmebtehédzi k vystirani
(smichani sladového Srotu s vodou a aktivagrognich enzymi), rmutovani, coz je
proces, fi kterém se sloz#{Si cukry néni na cukry jednoduché (zkvasitelné). Po scezeni
smesi tj. oddtleni sladového vyluhu od mléata, je ziskana slagiodrobena chmelovaru.
Chmelovar je proces,fipnémz je vdena sladina s chmelem za vznikuiké mladiny.
Nasleduje proces odini kali a chlazeni mladiny, propagace kvasnidid&im
pivovarskych kvasnic k mladérzatne hlavni kvaSeniipteplot 5-12°C po dobu 7-10 dn
Typické proceské pivo je pouziti spodniho kvaSeni tj. na kdn@Seni se kvasinky
usazuji na dno k&d DokvaSovani (zréni a leZeni piva) probiha v éeaych tancich i
1-2°C. Za mirnehoietlaku dochazi k syceni oxidem uifitym, doba zrani je cca l&sic.

Nasleduje filtrace, st&ni a baleni vyrobku.

2.3.4 Druhy piva'®

Pavodni ¢lenéni piv podobg jako dnes vychazelo ze stigvitosti (koncentrace)
puvodni mladiny, ktera se &mvala vypétem z obsahu alkoholu a skéného extraktu a
udavala se v hmotnostnich procentech (% hm.). Potile se piva dila na vy¢epni (do
10% hm.), lezaky (11 - 12,5% hm.) a piva speci@ad 12,5% hm.). Se stipvitosti piva
souvisel i obsah alkoholu, udavany v objemovyctcentech (% obj.). Tak n&p8% piva
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mivala giblizné¢ 2% obj. alkoholu, 10% wWepni piva okolo 3% obj. alkoholu a 12%
lezaky 3,5 - 4% obj. alkoholu, alékdy i vice.

Toto rozdleni piv bylo v roce 1997 nahrazeno novym, zvyldastEvropské unie
lépe vyhovujicim, &enim piv podle barvy n&tyii skupiny a podle extraktuapodni
mladiny ged zakvaSenim (EPM; blizéilohy ¢. 1 a 2 vyhlasky. 468/2003 Sh. zakona
156/2003 Sh.), obsahu alkohaluzpiasobu kon&né Upravy na 11 podskupin (8§ 12 oddilu
3 vyhlaskye. 335/1997 Sh. zakona 111/1997 Sbh.): skupiny piv, &la, tmava, polotmava
afezana a dale podskupiny piv: lezaky¢egni, specialni, portery, pSéna, kvasnicova,
nealkoholickd, bylinna, lehka, se snizenym obsalakoholu, se snizenym obsahem
cukni. Tento zf@isob ¢lenéni byl vroce 2000 migh poznenén (811 a 812 oddilu 3
vyhlasky 45/2000 Sb. zakokal6/2000 Sh.) a v této podobplati dodnes.

Skupiny piv:
* sSWitla — piva vyrobenaigvazr ze s¥tlych sladi
e polotmavd — piva vyrobena ztmavych sladsladi karamelovych, fpadré
z barevnych sladve sngsi se sétlymi slady
e tmava — viz. polotmava piva

* fezana — piva vyrobendit&eni smiSenim stlych a tmavych piv stejné skupiny

Podskupiny piv:

* lehkda - piva vyrobenaipvazri z jecnych slad, do 7 % hm. EPM, obsah
vyuzitelné energie max. 1300 kJ/I (na et¥ketusi byt uveden i obsah sachérid
tuka a bilkovin a energeticka hodnota musi byt éena nejen v kJ/I, ale téz v
kcalll)

* vycepni - piva vyrobenéipvazri z jecnych slad, 8 az 10% hm. EPM

» leZzéky - piva vyrobenaipvazi z jeinych slad, 11 az 12% hm. EPM

* specialni - piva vyroben&evazri z jenych slad, 13 a vice% hm. EPM

e portery - tmava piva vyrobenégvazi z jecnych slad, 18 a vice% hm. EPM

* se snizenym obsahem alkoholu - piva s obsahemdallkolejvySe 1% hm.

* se shizenym obsahem ctikrhluboce prokvasena piva s obsahem alkoholu d® O,
9/100 ml a bilkovin do 0,4 g/100 ml

* pSentna - piva vyrobena s podilem extraktu z pouzitédenpnéeho sladu vyssSim

nez jednaietina hmotnosti celkavdodaného extraktu
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» Kkvasnicova - piva vyrobena dodawgm pridavkem podilu rozkvaSené mladiny do
hotového piva v gib¢hu st&eni (Pozn.: Timto se liSi od tzv. nefiltrovanych,mlo
kterych Zzadné kvasnicgigavany nejsou. Kvasnice jsou v nictitpmny pouze ve
form¢ neodfiltrovaného zbytku po kvasSeni.)

» nealkoholicka - piva s obsahem alkoholu nejvys&®obj. (0,4% hm.)

» ochucend - s ifjidavkem latek wenych k aromatizaci (bylin nebo bylinnych
vyluhii, ovocného koncentratugfippdniho aroma, medu aj.), potravnich aidxdl
pop. lihovin nebo jinych alkoholickych napofs obsahem alkoholu od 1,2 do 15%
obj. alkoholu, krom vina a butaku). Podil lihovin a jinych alkoholickych naioj
nesmi pekrasit 10% obj.

Podle zfisobu kvaSeni je mozno dalélidpiva na svrcha nebo spodé kvasena.
Zatimco svrchni kvaSeni probih& @5-20°C a s vyuzitim kvasinek Saccharomyces
cerevisiae subsp. cerevisiae pogpontanni mikroflory minych nebo octovych bakterii,
spodni kvaSeni probihaftip teplotach nizSich (8-14°C) a s pouzitim kvasinek

Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum (carlskssien

Svrchré kvasena piva:

* Ale — stedrg silné az silné, hluboce prokvaSené pivo s vyS$kdsti a celou
Skalou barev. Existuje cefada piv, ktera se podle barvy,rkosti a chuti dli do
skupin Pala ale, India ale, Bitter, Mild ale, Sé¢otale atd.Casto ma vyrazny
ovocny akcent.

» PSentné — (Weizenbier, Weissbier) Hedire silné, gevazrie vyrakgné s pouzitim
pSenéného sladu. Vyzrmje se mensSi Hh&osti, vysokym nasycenim GCa
vyraznym aroma po bananu. Vyrabi se v mnoha&ahich i druhovych variantach,
jak kvasnicové, tak filtrované.

» Stout - velmi tmavé aZerné, silg horké, hluboce prokvasené, aler¢ silné pivo.
Podil barvicich slad¢ini az 20% atasto se P vyrobé pridava karamelovy cukr.
Vyzn&uje se kompaktni a trvanlivowpou.

» Porter - velmi tmaveé, hluboce prokvasenéjikBopivo s vysokym obsahem
alkoholu. Olgas se f vyrob¢ portefi pouzivaji kvasinky rodu Brettanomyces pro

sekundarni dokvaSovani, které davaji porteru vygazyvocnou chil
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Trappist - vyznéuje se tma¥ médénou az tmavou barvou, vysokou ikosti,

ovocnou, slabnakyslou chuti adni a obsahem alkoholu.

Spodr kvasena piva:

Pils- prevazié swtlé pivo, chiové plné, s vyraznou jemnou az mirmrsnou
horkosti. Vyrabi se v mnoha variantach a jehoZ nejgjEim predstavitelem je
Plzeasky Prazdroj, podle kterého je tento druh piva fadgnenovan.

Bock - velmi silné s#tlé nebo tmavé pivo se sladkofkou chuti.

Marzen - silgjSi jantaro¢ zbarvené pivo s vyraZji plnou chuti a tznou
horkosti. Nekdy se pouzivaijidavek nakokeného sladu.

Piva bavorského typu - vyréjp se z mnichovskych sléds pisadou barvicich
sladi ve dvou odstinech - tmawubinové a tmavol#dé. Vyznduji se vysokym
podilem extraktu, vyraznou chmelovourkasti a hustou, trvaloué¢pou. Jsou to

siln& piva, pIné sladovo-chmelové chuti.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJE A ZARIiZENI

M¢éteni antioxidani aktivity bylo provedeno na UV spektrofotometrio&rom
Libra S22. Standardy a vzorky bylyipraveny pomoci mikropipet Biohit — Proline
s nastavitelnym objemem 10 — 100 pl, 100 — 100Q 5 ml. Dale byly pouzity digitalni
vahy Kern 870 (Kern, Bmecko). Pro kontrolu pH byl pouzivan pH — metr @rio

3.2 POUZITE CHEMIKALIE

3.2.1 Rozpoustdla

Pro gipravu standarda vzorki byl pouzit methanol (Sigma Aldrich,&hecko) a
deionizovana voda upravena dsticim za&izeni Demiwa 5-ROIl (Watek, Ledlenad
Sazavou) a SG Ultra Clear (SGériNecko).

3.2.2 Chemikdlie pro stanoveni antioxid&ni aktivity

Ke stanoveni antioxidai aktivity byla pouzita ABTS diamonnails (Sigma
Aldrich, Némecko) a peroxodisiran draselny p.a. (Lachema, tb\dce) pro metodu
ABTS, pro metodu DPPH byl pouzit synteticky radik®PH (Sigma Aldrich, Bmecko).
Chlorid Zelezity p.a. (Lachema, Neratovice), HCR@%Lachema, Neratovice) a TPTZ
(Fluka, Nemecko) byl pouzit pro metodu FRAP. Pro porovnanslegia byl pouzit
standard Trolox (Fluka, &necko).

3.2.3 Vzorky piv

Studované vzorky piv byly zakoupeny v mistni obafiasiti.
Tabulka 1: Studované vzorky piv

Nazev piva Ozngeni Druh piva
Hoegaarden White P1 &ié pseniné
Svateéni lezak Bernard P2 Svtly lezak
Stella Artois P3 Sstly lezdk
Bernard P4 Sitly lezak
Bernard P5 Sitlé vyeepni
Bernard P6 Tmavé speciélpi
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Hoegaarden White

Swtlé specialni ochucené svreghkvaSené pSetmé pivo, dokvasSovaneé v lahvi,
s obsahem alkoholu 4,9 %, sladce nakysla a zar&egenina chda’. Vyroba je bez
filtrace, pirozenym dokvaSovanim v sudech a lahvich. Velmi¢bgjici pivo s jemnou

hoikosti, rozeznatelnou chuti koriandru a ndznakemeparée™®.

Svatani lezak Bernard

Lezdk obohaceny kulturnimi kvasinkami. Je to piampaského typu, jehoz
dokvaSovani probih&imo v lahvich. Vynika vyraznyrizem, jemnou kvasinkovou chuti
a vini. Je zdrojem vitaminskupiny B, enzyni, stopovych prvk a biokatalyzatar. Na
dre lahvi se nachazi kvasinkova sedlina, takze piywijkonzumaci lehce zakaleno.
Extrakt cca 12 % - alkohol 5,0 % obj., doba zrdaévni kvaSeni 7-10 dni, lezacky sklep
30 dnf®.

Stella Artois
Stella Artois je elegantni, kultivovany lezakigay z nejlepSich surovin a s obsahem
alkoholu 5,2% obj. Lezak s charakteristickou chtiiem a pijemnou hakosti, jez ho

odliduje od ostatnich leZala s¥tovém trhd™.

Swétly lezak Bernard — jedenéctka
Nepasterizovany tra¢hi ¢esky lezak s chuti vyvazenérkosti v harmonii

s lahodnou plnosti, chmelovoiini a s bohatougmou. Alkohol: 4.5% obf’.

Swétlé vyéepni Bernard — desitka
Nepasterizované stlé pivo s intenzivni hikosti, vyraznymiizem, s chmelovou

viini a s bohatougmou. Alkohol: 3.8% obf>.

Tmavé specialni Bernard

Specialni 13° tmavé pivo gipadou jemnych kulturnich kvasinek. Jednd se o
specialni tmavy lezak vyrédby z pti druhi sladu, s vyraznou plnou chuti s jemnou
horkosti. Pro svoji vyraznou chiavou odliSnost je ojedély na ¢eském pivnim trhu.
Extrakt 13 % - alkohol 5,1 % obj., doba zrani: hiakvaSeni 7-10 dni, lezacky sklep 40

dni, dokvasovano v lahvith
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3.3 PRACOVNI POSTUP — ANTIOXIDA CNi AKTIVITA

3.3.1 Priprava standardi a vzorka

Standard Trolox byl rozpust v methanolu a z tohoto zasobniho roztoku krgldEnim
piipravena kalibréni fada obsahujici 0,005 — 0,05 pmol Troloxu pro metdBUS, 0,01 -
0,08 pmol Troloxu pro metodu DPPH a 0,02 — 0,1 pmoloxu pro metodu FRAP (vSe
absolutni mnoZstvi v nadavkovaném objemu). Vzorikyhyly odplyrény a analyzovany
bez dalSich Gprav. Pipetované mnozstvi k analyhe 2fy 1l pro metodu ABTS a FRAP a
100 pl pro metodu DPPH.

3.3.2 Metoda ABTS

Radikal kation ABTS byl fipraven reakci ABTS diamonné soli s peroxodisiranem

draselnym. Tableta ABTS diamonné soli byla rozfet v destilované vad

(c = 3,5 mmol/l) a poté byliman roztok kS,0g (c = 0,06 mol/l) v poréru 50 : 1. Roztok
byl ponechan 12 — 16 hodin reagovat zarisdppu s¥tla pii laboratorni teplat Takto
vznikly roztok byl smichan &erstw pripravenym octanovym pufrem o pH 4,3 v pom
39:1 (pufr : ABTS). Ke 2 ml této reaki snesi bylo gidano 25 pl vzorku a vSe bylo
dukladre promichano. Roztok byl ponechan reagovat po d@bmidut a poté byl zgten
Ubytek absorbance Afipvinové délcer = 734 nm. Bvodnre zeleny roztok se odbarvil na
switle zeleny aZiry. Ubytek absorbance byl vyjéeh v % a pomoci kalibéai kiivky

piepaiten na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

3.3.3 Metoda DPPH

Ze zasobniho roztoku DPPH (c = 0,2 mol/l) v metharxyl piipraven pracovni
roztok o koncentraci ¢ = 100 pmol/l obsahujici notey pufr o pH 4,3 v pogiu 1 : 2
(DPPH : pufr). K analyze bylo pipetovano 1,9 mlqmeni snési a 100 pl vzorku. Ubytek
absorbance byl #ien @i vinové délceh = 515 nm v intervalech 30 s po dobu 10 minut
v pripact studie rychlosti pibéhu reakce a pro zji&ti celkové antioxidéni aktivity byl
meéten Ubytek absorbance po 30 minutidctivddre fialovy roztok se odbarvil na stle
fialovy az¢iry. Ubytek absorbance byl vyj&eh v % a pomoci kalibéai kiivky prepaiten

na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

3.3.4 Metoda FRAP

Jedna se o metodu, kdy se pracuje ve vodnemipddsReakni snts byla gipravena

smichanim roztak chloridu Zelezitého (¢ = 20 mmol/l), TPTZ Sgavkem kyseliny
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chlorovodikové (c = 10 mmol/l) a octanového pufrptd 3,6 v pordru 1 : 1 : 10 (FeGl:
TPTZ : pufr). Ke 2 ml realni snesi bylo pipetovano 25 pl vzorku. V tomtdipads byl
meien, na rozdil od fiedchozich metod, nést absorbancetpvinové délcer = 593 nm
10 minut od z&atku reakce. N&@st absorbance bylippaiten na ekvivalentni mnozstvi
Troloxu.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 STANOVENI ANTIOXIDA CNIi AKTIVITY

Pro nefeni byly pouZityii diive optimalizované metod%

4.1.1 Metoda ABTS

Radikal kation byl generovan reakci ABTS diamonredi s peroxodisiranu
draselného podle postupu popsaného v experimegédti(kapitola 3.3.2).

Zjisténa zavislost ubytku absorbance A na koncentracioXwwje zndzoréina na
obr. 11.
Ubytek absorbance A byl vypten podle vzorce (1):

tbytek A (%) = % [100

1)
kde A je absorbancedase t = 30 minut od 2atku reakce, Aje paateni absorbance
v caset=0.

100

y = 1553,2x + 2,677
R?=0,9984

%0
80
70
60
50

40

Ubytek absorbance (%)

30 -
20 -

10 -

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Koncentrace Troloxu ¢ (umol/25pl)

Obr. 11 - Zavislost Ubytku absorbance A na kormeenfTroloxu — metoda ABTS

M éieni antioxidatni aktivity piva

Bylo promeieno celkem 6 vzorkpiv (tabulka 1, kap. 3.2.3).
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Ubytek absorbance studovanych piv byl pomoci ravmagrese kalibemi kiivky
zavislosti ubytku absorbance A na koncentraci olpgiepaiten na ekvivalentni mnoZzstvi
Troloxu.

U kazdého vzorku bylo provedeno celkert pnéieni a vypétena péimérna
hodnota TEAC, ktera byla vztazena na 1 ml piva. |&isé ptimérné hodnoty jsou
uvedeny v tabulce 2 (kap.4.1.4) a grafické zn&adrna obr. 12. Z obrazku je patrné, ze
nejvyssi antioxidéni aktivitu ma tmavé specialni pivo Bernard 13°)(R&e svtlych piv,
12° lezak Bernard (P2), dalSi zastupci tétockpavykazuji aktivitu giblizné¢ shodnou.
Naopak nejnizsi aktivitu vykazuje &y lezak Stella Artois (P3). Rozdilnou miru
antioxid&ni aktivity l1ze vys¥tlit tim, Ze jednotlivé druhy piv maji jako vychogiirovinu
jiny druh chmelu a sladu. Téz i technologické zpxami je odliSné jak u jednotlivych
pivovar, tak i drutii piv. K nejmarkant®Simu znehodnocovani zdravi préspych latek

dochazi pi tepelné pasterizaci piva.

2,6 1

HH

2,4 1

i

2,2+

=

2+

=

1,8 +

TEAC (pmol/ml)

o o o Il
N (o)) o] = N N o
| | | | | | |
B e e e e L e L s e L e

o
N
|

o

P1 P2 P3 P4 P5 P6

Obr. 12 - Antioxidé&ni aktivita studovanych piv — metoda ABTS

4.1.2 Metoda DPPH

Postup pipravy reakniho cinidla je uveden v experimentaldasti (kap. 3.3.3).
Promgrovany objem byl 1,9 ml roztoku DPPH a 100u! vzopkea, nebo Troloxu. Ubytek
absorbance byl vygten podle vztahu (1). Ubytek absorbance byl pomoaiice regrese

kalibratniho grafu zavislosti Ubytku absorbance na mnoZetwioxu (obr. 13) fepaiten
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na ekvivalentni mnozstvi Troloxu a ka@mé hodnota byla vztazena na 1ml vzorku piva.
Dale byl studovan kineticky pbéh reakce kazdych 30 s po dobu 10 minut othtka

reakce.

M éieni antioxidaéni aktivity piva

Bylo proneieno 6 vzork piv a u kazdého vzorku bylo provedenéieni celkové
antioxidani aktivity vcase t = 30 min a kineticky {b¢h reakce, ktery byl gten po
30 s po dobu t =10 min.

U kazdého vzorku bylo provedeno celkenst pnéfeni a vypétena pémérna
hodnota TEAC, ktera byla vztazena na 1 ml piva.fiGkd znazorgni je na obr. 14.
Z obrazku jsou patrné vyrovnané ubytky Astbuch piv, tbytek A tmavého piva je nizsi.
Primérné hodnoty nagfené vcase t = 30 min jsou uvedeny filpze v tabulce 2
(kap. 4.1.4).

100 +
y = 1413,7x + 4,4043

90 + R?=0,9936

80 -

70 -

60 -

50

40

Ubytek absorbance (%)

30 -
20 -

10 -

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
Koncentrace Troloxu ¢ (umol/100pul)

Obr. 13 - Zavislost ubytku absorbance A na koneenffroloxu — metoda DPPH
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Obr. 14 - Antioxid&ni aktivita studovanych piv ¥ase t = 30 min — metoda DPPH

P1

Kineticky pribéh chemické reakce jednotlivych piv je znazwrnna obr. 15.
Z grafického pitbéhu je znatelny prudky pokles absorbance vSech kiemé piva
swtlého pSeniného (P1), jehoZz pokles jettxzny. Déle pivo tmave (P6) vykazuje po
prudkém poklesu ze zatku reakce téwi konstantni prbéh az do 10. minuty reakce.
Ostatni swtla piva vykazuji po prudkém poklesu na&atku reakce dale pozvolny pokles.

Dale bylo provedeno porovnani poklesu absorban@se t = 10 min at = 30 min
(obr. 16), kdy nejvyrazfjSi rozdil (giblizné 20%) byl zjiSén u s¥tlého pSeniného piva
(P1), u ostatnich stlych piv (P2 — P5) je pokles absorbance po 10uireakce wadu

jednotek.
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Obr. 15 - Z4vislost ubytku absorbance Acaae t — metoda DPPH

100 +

Ubytek absorbance (%)

P1 P2 P3

Ot =10 min
Bt =30 min

P4 P5 P6

Obr. 16 - Antioxidé&ni aktivita studovanych piv — metoda DPPH, porovianot wase

t =10 min at =30 min od 2atku reakce

4.1.3 Metoda FRAP

Metoda FRAP r&i redukéni vlastnosti latek, které jsou mirou antioxida

aktivity, ale s celkovou antioxidai aktivitou nemusi souhlasit.
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Reakni ¢inidlo bylo pipraveno dle postupu uvedeného v experimentésti
(kap. 3.3.4). Progtovany objem byl 2 ml reg&ki snesi a 25 pl vzorku piva, nebo
Troloxu.

Na rozdil od pedchozich metod, zde dochazi kisén absorbance. Rozdil fiatu
absorbanceipd a po skateni reakce se vygte dle vztahu (2):
AA=A-A, 2)
kde A je absorbance na konci reakce #ase t = 10 min a fAje absorbance na §atku
reakce, tj. t = 0 min.

Zmeéna absorbance jednotlivych vzérkyla pomoci regresnitimnky kalibraniho
grafu (obr. 17) pepaitena na ekvivalentni mnozstvi Troloxu a poté byad&na hodnota
vztazena na 1 ml vzorku piva. Takto ziskané hodiodéyporovnavat s ostatnimi vysSe

popsanymi metodami.

M éreni antioxidatni aktivity piva

Jako v pedchozich metodach bylo préifeno 6 vzork piv a u kazdého vzorku
bylo provedeno 5 experimdént vypatena hodnota TEAC, ktera udava latkové mnoZzstvi
TROLOXu na 1 ml piva. Rmérné hodnoty jsou uvedeny Yilpze v tabulce 2 (kap. 4.1.4)
a grafické znazogmi je na obr. 18. Z obrazku jéegmé, Zze tmavé pivo (P6) ma vyr&zn
vySSi redulni vliastnosti oproti pit'/m swtlym, z nichz vyraza nizSi hodnoty vykazuje
pivo swtlé pSeniné (P1) a sitly lezak (P3), zastupci sttych piv Bernard (P2, P4, P5)

vykazuji giblizné stejné hodnoty.
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Obr. 17 - Zavislost zemy absorbance A na mnozstvi Troloxu - metoda FRAP
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Obr. 18 - Antioxidani aktivita studovanych piv — metoda FRAP

TEAC (pmol/ml

4.1.4 Porovnani metod pro stanoveni antioxid&ni aktivity

Pro porovnéani jednotlivych metod byly ziskané hdagn®EAC vyneseny do

jednoho grafu (obr. 19). Jelikoz kazd&ehto metod pouzivaiznécinidlo, které reaguje
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s jinak Sirokym okruhem latekiznymi mechanismy, neni mozné ziskané vysledky mezi
sebou porovnavat. Lze v3ak danou metodou hod@atkiy ktejné povahy.

Nejvy33i hodnoty poskytuje metoda ABTS, protozé jagikal kation ABTS
reaguje s lipofilnimi i hydrofilnimi antioxidantyvSak reakce s donory vodikovych afom
je malo selektivni. DPPHadikal reaguje pouze s donory atomu vodiku asénmedukuije,
antioxida&nimu potencialu ugrné. Metodou FRAP se z{igji redulkeni vlastnosti latek,
které vSak nemusi antioxittd kapaci¥¢ odpovidat. U sitlych piv je TEAC hodnota

mnohem nizSi v porovnani s metodou ABTS, ale u pivavého jsou ffiblizn¢ na stejné

drovni.
2,5+
2 1
E | B mABTS
Q15+ ABT
£ ] + B PP
O OFRAP
<
W
1 i
B H
05 +
0 ,
P1 P2 P3 P4 P5 P6

Obr. 19 — Antioxidani aktivita studovanych piv — metoda ABTS, DPPHAIRR
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Tabulka 2: Rimérné hodnoty TEAC vzotkpiv, metoda ABTS, DPPH a FRAP

ozn&eni | druh TEAC (umol/ml)
ABTS | DPPH| FRAP

P1 Setlé pSeniné | 1,806 | 0,592 0,910
P2 Swvtly lezak 2,416 0,621 1,482
P3 Swvtly lezak 1,659| 0,585 0,880
P4 Setly lezak 2,271| 0,628 1,663
P5 Svtlé vygepni | 2,128 0,624 1,437
P6 Tmavé specialni2,497 | 0,515| 2,645
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6 ZAVER

V rdmci bakaléské prace byla zpracovana literarni reSerSe segieaim na
stanoveni antioxidai aktivity giirodnich latek. Dale byla stanovena antioXmaaktivita
polyfenolickych latek obsazenych v pivu. K jejimtarsoveni byly pouZzityit metody,
které se BZzné pouzivaji v pivovarské analyze. Jednalo se o nyef®ITS, DPPH a FRAP.
Veskeré ziskané vysledky bylyigpaiteny na ekvivalentni mnoZzstvi standardni latky
TROLOXu a vzajemé& porovnany.

Principem metody ABTS a DPPH je zhaSeni synteticksadikati antioxidanty
obsazenymi ve vzorku. Metoda ABTS poskytuje nejvyEddnoty, protoZze reaguje s
Sirokym okruhem latek vykazujicich antioxéshd aktivitu. DPPH nereaguje
s prenylovanymi flavonoidy aékterymi dalSimi fenolickymi latkami, proto stanowen
hodnoty byly nizSi. Déle byla pouZzita metoda FRARP,které dochazi gsobenim
antioxidanti k redukci Zelezitého komplexu na Zeleznaty. Ppni&to metody je zcela
odliSny oproti fedchozim metodam.

Tyto metody mohou slouzit jako alternativni kritéri biologické hodnoty
potraviny, nebo mohou byt pouZity jako srovnavaeiady pro u¢eni zavislosti iznych

podminek @i jejich zisku a skladovani.
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Anotace Literarni reSerSe je émovana problematice antioxidéntpredevsim
z pohledu jejich prosgného vlivu na lidské zdravi. Dale je literarni
reSerSe za#tena na polyfenolické latky obsazené v chmelu a @vu
metod pro ufeni jejich antioxidani aktivity. Ke stanoveni antioxidai
aktivity polyfenolickych latek v pivu byly pouZzityti optimalizované
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