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ANOTACE

Tato bakalarskd prace se zabyva pozitivnim a negativnim vlivem latek nebilkovinného
charakteru na tvorbu a stabilitu pény piva. Dale je prace vénovana samovolnému pirepenovani

piva, tzv. gushingu a zakalu piva.

V experimentalni ¢asti byla stanovena antioxidacni aktivita vybranych vzorkd piv pomoci
spektrofotometrickych technik ABTS a DPPH a celkovy obsah fenolickych latek pomoci

metody dle Folin - Ciocalteu.
Kli¢ova slova

Pivni péna, gushing, antioxidacni aktivita, fenolické latky

ANNOTATION

This thesis deals with the positive and negative influence of non-proteinaceous compounds on
the formation and stability of beer foam. Furthermore, the work is devoted to the spontaneous
overfoaming of beer, so called gushing and beer turbidity.

In the experimental part the antioxidant activity of selected beer samples was determined by
ABTS and DPPH spectrophotometric techniques and the total content of phenolic substances

by means of Folin - Ciocalteu method.
Keywords

Beer foam, burning, antioxidant activity, phenolic substances
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SEZNAM ZKRATEK

HMW
LMW
LTP1
TAC
TAA
UVIVIS
AH

R’
HPLC

UHPLC

DAD

MS
RP-HPLC
ESI

Cl

APCI
APPI

El

FRAP

ORAC

TPTZ
AAPH
DPPH
ABTS

vysokomolekularni protein (High Molecular Weight)
nizkomolekularni protein (Low Molecular Weight)
celkovéa antioxidac¢ni kapacita

celkova antioxidac¢ni aktivita

ultrafialova a viditelna oblast

antioxidant

radikal

vysokouéinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

ultra vysokouéinna kapalinova chromatografie (Ultra High Performance Liquid
Chromatography)

detektor s diodovym polem

hmotnostni spektrometrie

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie v systémech s obracenymi fazemi
ionizace elektrosprejem

chemicka ionizace

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

fotoionizace za atmosférického tlaku

elektronovéa ionizace

antioxidacni uc¢innost redukujici zelezity iont (Ferric Reducing Antioxidant
Power)

kapacita absorpce kyslikovych radikala (Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin
2,2’-azobis(isobutyrimidamid) — dihydrochlorid
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazylu

kyselina 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)
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UvVOD

Pivo je kvaseny alkoholicky napoj hotké chuti vyrabény v pivovaru z obilného sladu, vody a
chmele pomoci pivovarskych kvasinek. Na tizemi Ceska se jedna o nejkonzumovangjsi
alkoholicky napoj. Radi se mezi alkoholické napoje s relativné nizkym obsahem alkoholu.
Kromé alkoholu a vody obsahuje mnoho dalSich vyznamnych latek mezi které fadime:
sacharidy, bilkoviny, hotké latky chmele, polyfenolické slouceniny, oxid uhli¢ity, vitaminy a
mineralni latky.

Fenolické slouceniny jsou produktem rostlin a tvoii rozsahlou kategorii, kterou miazeme délit
do nékolika skupin, ale i podskupin. Nejdulezit€jSimi zastupci jsou flavonoidy a fenolové
kyseliny. Veskeré fenolické latky se charakterizuji svymi antioxidacnimi vlastnostmi.
Piedevsim u piva, ale také u celé fady Sumivych a ovocnych napoji se miizeme setkat s jevem,
ktery se nazyva gushing. Jednd se o jev, ktery miiZzeme zpozorovat hned po otevieni obalu,

dochazi k masivnimu pfepénéni napoje (uvolnéni oxidu uhlicitého).
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1 PIVNI PENA

Pivo jako zndmy alkoholicky napoj se v zadném piipad¢ neobejde bez kvalitni pény. Zejména
u to¢enych piv je péna prvotnim faktorem puisobici na spotiebitele, vyvolava chut k jidlu a pivo

udrzuje Cerstve.

Pro piva vyrobena ¢eskymi vyrobci, tzn. spodné kvaSena, je charakteristické, Ze ihned po
nacepovani vytvari bohatou, hustou a dlouhotrvajici pénu, kterd zaujima velky objem.

Vlastnosti pivni pény fadime mezi kvalitativni a kvantitativni znaky piva. Lze tedy fici, ze

vvvvvv

Z fyzikéln¢é-chemického hlediska miizeme pivni pénu vymezit jako disperzi plynu v kapalinég,
VvV tomto piipadé je disperzovanou fazi vzdy plynna latka. Pro popis pivni pény se uziva cela
fada pojmi: pénivost, stabilita, kvantita, ptilnavost, hustota pény a v nékterych ptipadech i

charakteristika pény?.

Pénivost chapeme jako schopnost piva vytvaret pénu pii naliti do sklenice, tato skutecnost je
ovlivnéna obsahem oxidu uhli¢itého v pivu. Schopnost pény ulpét na sténé sklenice
charakterizujeme jako pfilnavost. Jev mizeme také chéapat jako schopnost dvou rozdilnych
materiald spole¢né pfilnout. Stabilitu pény definujeme jako ¢as mezi vznikem pény a jejim
rozpadem, kvantita vyznacuje mnozstvi pény za danych podminek. Hustota pény je objem piva,

ktery je zachycen v péné a jeji hodnota od nadepovani piva zna¢né klesa?.

Znaky nebo charakteristiky jakosti miZzeme délit na skute¢né a nahradni. Skutecné znaky se
velice obtizné stanovuji, zamé&fuji se pouze na nase smyslové vnimani, pocity. Casto se vyuziva
pifirovnani napt. pivo jako kien, ma zlatavou barvu a pénu jako smetanu. Pfi pozorovani pény
se kombinuji rizné jeji vlastnosti, protoze konzument vnima nejenom vysku pény, ale i jeji
tvar, strukturu a barvu. Nahradni znaky se urcuji podstatné Iépe, velkou vyhodou je jejich
méfitelnost, ktera hraje dilezitou roli ve vyrobé. Mezi tyto znaky patii barva piva (méfena

spektrofotometricky) nebo obsah oxidu uhli¢itého®.
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1.1 TVORBA PENY A JEJI DESTRUKCE

Tvorba pény a jeji rozklad je zalozen a rozdélen do nékolika fazi — tvorba bublin, odvodiovani
pény, koalescence a disproporcionace?. Pii tvorbé pivni pény se nejvice uplatiiuje heterogenni
nukleace. Pod timto pojmem si muzeme piedstavit vytvafeni bublin u napoji, které jsou
ptesyceny oxidem uhli¢itym v tzv. nukleacnich polohach. V tomto ptipad¢ bublinky nevznikaji
samovolng, ale vzdy se vytvofi jiz na vzniklé bubliné. Naptiklad prasklina nebo $térbina ve
sténé nadoby mize plnit funkci nukleaéni polohy* °. V této fazi mohou nastat dvé moznosti,
bud’ bude povrch bubliny dokonale smacen nebo povrch smacen nebude. V piipadé, Ze okolni
kapalina smaci povrch bubliny, tak se povrch bubliny jevi jako konkavni (duty). Tlak plynu
v bubling¢ je daleko vétsi nez v dotykajici se kapaling, proto bublina praskne a plyn se mize
jednoduse rozpustit v kapalin€. Jestlize povrch bubliny v nuklea¢ni poloze neni smocen,
nastava druha moznost a povrch je tzv. konvexni (vypoukly). Dojde k transportu plynu a ristu
dané bubliny (obrazek 1). Pohyb plynu z piva do bubliny probiha pouze difuzi, coz je
samovolné rozptyleni Castic v prostoru. Pfi nizkém povrchovém napéti dochazi ke vzniku

mensich bublin, z tohoto faktu poté vyplyva pozadovand krémovita povaha pivni pény™* °.

Odvodnovani pény si mizeme piedstavit jako jev, pii kterém dochazi k tbytku kapaliny z piva,
a to vlivem gravitace a tlaku. Dochazi ke ztenCovani kapalinovych filmi mezi bublinami,
Vv pritbéhu je vSak mozZno prasknuti filmu a dojde ke spojeni dvou nebo vice mensSich bublin
Vv jednu vétsi. Tento jev se nazyva koalescence. Koalescenci mohou zvySovat i urcité skupiny
latek, napf. lipidy. Posledni fazi celého procesu tvorby a rozpadu pény je jev disproporcionace,
pti kterém dochazi k difuzi plynu z bublin podstatné mensich do bublin vétsich. Ve vnéjsi vrstvé
pény nastava difuze kysliku a dusiku dovnitt bublin a zaroven dochazi k difuzi oxidu uhli¢itého
do okolniho prostfedi. Kyslik a dusik jsou plyny, které jsou v pivu velmi malo rozpustné,
dochazi tedy k zmensovani bublin a ihned vznika prostor pro piijem bublin ze spodngjsich

vrstev pény? °.
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Obrdazek 1 Proces tvorby bublin®

2 FAKTORY OVLIVNUJICI PENIVOST

Pivo je ndpoj, ktery obsahuje rozsahlé spektrum latek, majici ptfedev§im plivod z pouzitych

surovin. Tyto latky maji bud’ pozitivni anebo negativni vliv na pénivost pivni pény.

Latky pozitivné ptisobici na pénivost jsou tzv. amfifilni, to znamena, ze jejich hydrofobni ¢ast
se orientuje do plynu a protéjsi (hydrofilni) ¢ast zase sméfuje do kapaliny. Probiha interakce
s jinymi latkami a vytvafi pevny zaklad pro pénu. Pozitivné plsobici latky se shromazd’uji
Vv mezifazovém prostiedi a zaroven vyztuzuji povrchovou blanku bubliny. Latky omezuji
povrchové napéti, ale na druhou stranu zvysuji viskozitu pival®. Do této skupiny fadime —
pfedevSim bilkoviny s hydrofobnim charakterem, hoiké latky chmelu, kovové ionty (napf.
Mn2*, AI¥*, Ca?*, Mg?*, Zn?"), latky polysacharidové povahy a v posledni ¥adé i samotny oxid

uhligity® .

Pticemz do skupiny latek negativné ovliviiujici pénivost fadime pfedevsim latky zabranujici
pozitivné pusobicim latkdm prechazet do pivni pény a pomoci povrchové aktivity vytlacuji
latky tvofici pénu z bubliny. Latky, které negativné ovliviiuji pénu i jeji trvanlivost jsou
pfedevsim lipidy, bazické aminokyseliny, polyfenoly, nékteré kovy (cin, nikl, méd’, Zelezo a

fada dalsich) a do znaéné miry i ethanol® ®,
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3 LATKY BILKOVINNEHO CHARAKTERU

Pivo obsahuje 3-5 g/1 ¢istych bilkovin, pti¢emz 85 % z téchto bilkovin pochazi ze sladu a pouze
15 % z pivovarskych kvasinek. Obsah aminokyselin se vzdy pohybuje v rozmezi od 300 do 500
mg/l, a jsou zde zahrnuty vSechny esencialni aminokyseliny. Tyto latky maji vliv na vznik

koloidnich zakalfl, stabilitu pény, ale ptispivaji i k chuti piva® ’.

Koloidni zéakaly se obvykle d¢li na chladové a trvalé. Chladové koloidni zakaly se z piva
vylucuji pfi jeho ochlazeni na 0 °C, v opa¢ném ptipad¢, pii zvysené teploté (20 °C) se rozpusti.
Trvalé zadkaly jsou v podstat¢ druhou fazi chladového zékalu, pii starnuti dochazi
K soumérnému zvétSovani koloidnich ¢astic, ty jsou potom nerozpustné a z piva se ihned
vylouéi. Mezi proteiny tvofici koloidni zakaly patii predev§im hordeiny, vyznacujici se

vysokym obsahem glutaminu a prolinu? 73!,

Srazeni siranem amonnym, z hlediska tvorby zakall, lze proteiny rozdélit do Ctyi frakci

(tabulka 1)3L,

Tabulka 1 Délent pivovarskych proteinii

Protein T k chladu citlivy tanin-globulinovy komplex
_ koagulovatelny albumin, oxiduje se na
Protein C ]
protein O
Protein O oxyprotein nebo nukleoprotein
) rozpustna frakce obsahujici véEtsi  podil
Protein D

polysacharidli

Bilkoviny s pozitivnim vlivem na tvorbu pény maji hydrofobni charakter. Tato struktura
umoziuje staly piechod bilkovin do pény a v mezifazovém rozhrani orientuje bilkoviny do
bubliny. Bilkoviny jsou béhem vyroby piva stépeny podle struktury, konfigurace a obsahu
nebilkovinnych ¢asti. MliZze nastat také ptipad, kdy bilkoviny do piva viibec neptechézi, to je
zpusobeno nerozpustnosti ve vodé€ a odolnosti ke §tépné aktivité¢ enzymi (napf. gluteliny). Do
rozpustné formy se pievadi asi 35-40 % latek bilkovinného charakteru. Pomoci enzymu pak
vznikaji latky, které maji niz8i a velmi nizkou molekulovou hmotnost nez prvotni bilkoviny.
Obsah pénotvornych bilkovin v prubéhu sladovani roste, jejich $tépné produkty jsou

esencialnimi faktory pro kvasni¢né bunky.
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Nizky obsah $tépnych produkti ma za nésledek negativni pribéh kvaseni, na druhou stranu

vysokd aktivita téchto enzymi zpiisobuje zhoreni kvality pény? .

Podle rostouci hydrofobicity a specifické hmotnosti |ze proteiny rozdélit na dvé charakteristické
skupiny: (HMW — vysokomolekularni, High Molecular Weight) a (LMW — nizkomolekularni,
Low Molecular Weight) proteiny. Do HMW frakce jsou zafazeny proteiny S molekulovou
hmotnost v rozsahu 35 az 50 kDa, do druhé LMW frakce patii pouze bilkoviny s molekulovou
hmotnosti od 5 do 15 kDa. HMW frakce obsahuje pfevazné protein Z, LMW frakci tvoii LTP1

(Lipid Transfer Protein 1) a dale smés hordeinovych a glutelinovych fragmentt? "3,

Protein Z tvoii 10 az 25 % vSech nedialyzovatelnych bilkovin piva a z jedné tfetiny je
glykosylovan. Jedna se je¢nou albuminovou bilkovinu. Molekulova hmotnost se pohybuje

okolo 40 kDa pattici do HMW frakce.

Lipid Transfer Protein (LTP1) je tzv. intracelularnim pfenasecem lipida a fadi se do skupiny

LMW frakce. Mezi LTP1 v je¢nych zrnech a zeleném sladu se nenachédzi zadné vyznamné
odlisnosti. Opét, jako u proteinu Z, se jedna o albuminovou bilkovinu, u které byla dokazana

schopnost inhibovat sladové cysteinové endoproteasy.

Hordeiny ptedstavuji hlavni zasobni bilkoviny je¢mene. Skladaji se z polymorfni smési
nckolika komponent, které mohou byt oddélitelné naptiklad elektroforézou. Zakladni skupiny
hordeint zna¢ime — B, C, D a y. Dalsi déleni hordeint, se kterym se mizeme setkat, je na
vysokomolekularni (>51 kDa), stfednémolekularni (29-51 kDa) a nizkomolekularni
(< 29 kDa) latky. Latky jsou bohaté na prolin a glutamin, ale maji i svoji negativni stranku,

tzn. Gcastni se na vzniku koloidnich zakala? ’.
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4 LATKY NEBILKOVINNEHO CHARAKTERU

POZITIVNE OVLIVNUJICIi TVORBU PENY

Jednim z typickych znaka piva, je pravé jeho specificka piijemna hotkost. Hofké chmelové
piva. V pivni péné se vyskytuji zejména tzv. iso-a-hoiké kyseliny. Tyto kyseliny pochazi
zchmele a v prabéhu varného procesu piechazeji az do hotového alkoholického napoje.
V poslednich letech se pti vyrobé piva velmi Casto pouzivaji primyslové ptipravené vyrobky,
at’ uz v podobé¢ upravenych extraktii nahrazujici chmel, anebo i pfipravky rtizn¢ modifikované
(nejcastéji hydrogenované) analogy iso-a-horkych kyselin. Chemicko-fyzikalni vlastnosti
téchto latek poté zplisobuji lepsi stabilitu pény, vyssi hotkost a rezistenci vici svételnému

rozpadu® 8,

4.1 HORKE KYSELINY A JEJICH VYZNAM

4.1.1 o- aiso-a-hoiké kyseliny

a—Hoiké kyseliny jsou zakladnimi slozkami chmelu. Béhem pivovarského procesu z nich
vznikaji is0-a-hoiké kyseliny. Ve vétsing piipadu se obsah a-hotkych kyselin pohybuje okolo
3-10 % (m/m). Mnozstvi a-hotkych kyselin ve chmelu je zavislé na odridé a podminkach
péstovani. Mezi tyto isomery, které jsou obsazeny ve chmelu patéi humulon, kohumulon a

adhumulon (obrazek 2)8.

CHg OH O  CH,

CH,

KOHUMULON

HUMULON

ADHUMULON

Obrazek 2 Strukturni vzorce a-horkych kyselin®
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Pti chmelovaru dochazi k isomeraci a-hotkych kyselin na pfislusné iso-a-hotké kyseliny, ¢imz
dochazi ke zvysené rozpustnosti ve vodé a dale k vyssi organoleptické hotkosti. Isomerace je

nejvice ovlivnéna piitomnosti kovovych ionti (Cu?*, Mg?*) a také pH.

Iso-a-hotké kyseliny jsou zodpovédné za piiblizné 70 % celkové hoiké chuti. Zbyvajici
procento hoiké chuti pochazi z vedlejSich produktti izomerace, tyto produkty jsou oxidovanou
formou a mizeme je oznacit jako allo-, anti- a abeo-iso-a-hoiké kyseliny. Oxidované formy
kyselin vznikaji pfevazné pii chlazeni horké mladiny a maji slabsi hoikost. Allo-iso-a-hoiké
kyseliny maji podobnou hotkost jako iso-a-hoiké kyseliny. Abeo-iso-a-hotké kyseliny
nevykazuji takovou hotkost, ale maji pozitivni vliv na pénivost a pfilnavost pivni pény. Oproti
tomu anti-iso-a-hotké kyseliny vykazuji az dvakrat tak vétsi hoikost nez samotné iso-a-hoiké

kyseliny®.

4.1.2 Hydrogenované iso-a-horké kyseliny
Latky z oblasti redukovanych iso-a-hotkych kyselin se déli podle stupné redukce, resp.

karbonylovych vazeb na postrannim fetézci na:

e dihydro-iso-a-hotké kyseliny
e tetrahydro-iso-a-hotké kyseliny

e hexahydro-iso-a-hotké kyseliny

Vyhodou pouziti redukovanych forem iso-a-hoikych kyselin z technologického hlediska jsou
moderni preparaty. Pivovary daleko vice nahrazuji granulovaného chmele chmelovymi
extrakty. Hlavnim davodem, proc se tyto formy stale vice pouzivaji, je snadné&jsi davkovani a
dale maji vyrazné vyssi chemickou stabilitu. Redukované formy iso-a-hofkych kyselin
vykazuji fadu vyhod, zejména: vyssi hotkost, odolnost proti svételné degradaci a lepsi stabilitu

pény piva?®,

Pti skladovani piva ov§em dochazi k rozkladu iso-a-kyselin a to hlavné vlivem tzv. autooxidace

a reakci s reaktivnimi formami kysliku.
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Velice vyznamnou piednosti redukovanych iso-a-kyselin je schopnost zlepsit tvorbu pivni pény
a prodlouzit tak dobu jejiho rozpadu, zvlast¢ za pritomnosti hydrofobnich polypeptidi.
Vzhledem Kk jejich nepolarni povaze jsou iso-a-kyseliny hydrofobni, spole¢né s kationty
dvojmocnych kovi a bilkovinami vytvaii vzdy zéklad stabilniho povrchu membréan pénovych
bublin. V souvislosti s nékterymi ionty tézkych kovu je potieba védét, ze jiz pii koncentraci
ug/l vyvolavaji tzv. ,,gushing®, coz je samovolné prepenovani piva. Mezi tyto kovy fadime: cin,
molybden, bismut, nikl a zelezo. ZvySenim hydrofobicity u redukovanych iso-a-hotkych
kyselin dochazi ke zvysSeni hustoty pény a piilnavosti ke sténé sklenice, a zaroven brzdi rozpad
pivni pény. Nevyhodou obzvlast' u hexahydro-iso-a-hotkych kyselin je, Ze pii nadbytecném
uzivani téchto latek vznika péna neptirozené husta a k tomu je velice stala. Tato skutecnost je

opét dalsi diivod pro opatrné vyuzivani téchto derivatil p¥i vyrobé piva®®,
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4.2 GUSHING

Gushing je jev, ktery je mozno zpozorovat ihned po otevieni
obalu, kdy dojde k masivnimu pfepénéni napoje (obrazek 3).

Gushingem jsou postizeny nejvice piva a napoje vyrobené
z ¢ervenych plodi a mlze vzniknout, jak u Sumivych vin, tak
I U ovocnych $tav. Podstatou tohoto procesu je okamzité uvolnéni
oxidu uhli¢it¢tho po otevieni ldhve. Gushing je povazovan za
ur¢ity neuspéch daného produktu, pivovary poté trpi tézkymi

finan¢nimi ztratami. Inhibi¢ni G¢inky se vyskytuji u a-kyselin

a Unenasycenych mastnych kyselin, které jsou obsazeny
v chmelovych silicich. Prepénhovani piva souvisi s tvorbou  Obrdzek 3 Ukdzka gushingu®
latek, které vznikaji pii napadeni obilky je¢mene mikroskopickymi houbami. Tomuto dé&ji
fikame tzv. primarni gushing. K latkam zpusobujici tento primarni gushing patii hydrofobiny.
Jedna se o extracelularni povrchové aktivni proteiny, které vytvari kvasinky a vlaknité houby.
Tento typ hub muze zaroven produkovat i mykotoxiny.

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych hub, dnes se spise
setkdvame s nazvem plisné. V klimatickych podminkach mirného pasu jsou nejrozsifené;jsi
mykotoxiny produkované vlaknitymi houbami rodu Fusarium. Za piiznivych podminek mohou
rust v celém prabéhu skladovani. Nejvétsi vyznam z fusariovych mykotoxind v pivovarstvi
maji tzv. trichothecenové mykotoxiny. Vyznacuji se tepelnou odolnosti, coZ znamena, ze az
10 % z nich dokaze ptezit pii procesu vafeni piva a kvaseni. To vSe miize vést az ke stabilizaci
mikrobublinek. K nejvice se vyskytujicim trichothecenovym mykotoxinim patii napiiklad

deoxynivalenol*® 1,

OH

Obrazek 4 Strukturni vzorec deoxynivalenolu®?
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Obrazek 5 Fusariozy klasit*®

Indikatorem mikrobialniho znedisténi muiize byt existence ergosterolu, tento sterol vznika
metabolickou ¢innosti mikromycetl. Ergosterol je jednim z charakteristickych zastupcii ze
skupiny sterold mikroskopickych vlaknitych hub, protoze vytvaii jejich bunécné stény. Pokud
patogen napadne rostlinu dochazi ke vzniku specifickych proteind, které maji schopnost
zastavovat rast hub. Z hlediska gushingu se jedna o velice vyznamnou skupinu, reprezentanti
této skupiny jsou enzymy chitinasa a 1, 3-glukanasa. Glukanasa a chitinasa maji synergicky
ucinek. Uvedené enzymy umi hydrolyzovat buné¢nou sténu patogenti. Pfirozenym substratem
pro stresové proteiny jsou pravé strukturni polysacharidy bunécnych stén hub. Patogenni
mikroorganismy a jejich metabolity negativné ovliviwuji kvalitu je¢mene, ale i kvalitu sladu a

piva.

Gushing vSak nemusi vzdy souviset s pritomnosti patogent. Pfi¢inou tzv. sekundarniho
gushingu je napt. zakal, kovové ionty nebo krystaly st'avelanu vapenatého. Kyselina §t'avelova
je piirozena slozka v jeCmeni, tak i ve sladu. Pokud nastane situace, kdy je pfitomen nadmérny
obsah této kyseliny, ihned dochazi k vytvoreni krystaliza¢nich jader, coz mtize mit za nasledek
piepénovani piva neboli gushing. Sekundarni gushing je pak velmi ¢asto zptisoben chybami ve
vyrob¢ anebo Spatnou manipulaci s pivem. Tento druh gushingu byl zaznamenan u piv, které

byly zhotoveny predeviim z chmelovych extraktil® 14 15,
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4.2.1 Faktory ovliviiujici samovolné prepénéni piva
Mezi faktory, které ovliviiuji gushing fadime: teplotu, mechanicky pohyb, tvar lahve, neéistoty
v lahvich, detergenty, t¢Zké kovy, mikrobialni kontaminace, obsah oxidu uhli¢itého a obsah

plynt v hrdlu lahve.

Prav¢ teplotni podminky jsou tzce spojeny se stupném piesyceni oxidu uhli¢itého v okamziku
otevieni obalu. Na zéklad¢ této skutecnosti rozdélujeme gushing ovlivnény teplotou na zimni a

letni.

vvvvvv

Dulezitym faktorem, ktery hraje roli pfi skladovani daného napoje je mechanicky pohyb.
Pokud se pfi skladovani lahev s pivem nachazela ve svislé poloze, tak pivo mélo daleko nizsi
sklon ke gushingu neZ piva v poloze horizontalni. Cas skladovéani piva ma také znaény vliv na

vznik gushingu a to, Ze je nejsilngjsi po 2—10 tydnech, poté znovu upada®®.

4.2.2 Moznosti potlac¢eni gushingu

Prevenci proti ptepéiiovani piva je vzdy spravny a kvalitni vybér surovin, a tedy i je¢mene,
sladu a chmele. Vzhledem k velikému mikrobidlnimu poSkozeni je¢mene béhem péstovani a
také zpracovani, je nutno vénovat maximalni pozornost podminkam zréani, sklizn€ a dozravani

jeCmene, a v prvé fadé dbat na vysokou hygienu.

Znacné vysokeé teploty pfi kliceni mohou taktéZ podpoftit rist mikroorganismii, zvlasté plisni.
Nékteré plisné jsou natolik schopné vylucovat latky podporujici a vyvolavajici gushing.
Piidavek desinfekce k maceci vodé se ukazal jako zna¢né ucinna prevence proti gushingu piva,

ktera byla vatena ze sladii napadeného Fusarii.

Gushing mizeme potlacit pozdéj$im pridavkem chmelu. Lze tedy fici, ze ¢im vyssi je davka
chmele, tim je mensi sklon k samovolnému piepénovani piva. Na druhou stranu je znamo, Ze
chmel obsahuje latky podporujici, ale i latky potlacujici gushing, ov§em vzdy zalezi na vybéru

odriidy. Z tohoto hlediska i vybér chmele je nastrojem k ochrané proti gushingu?®.
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5 LATKY NEGATIVNE OVLIVNUJICI PENU PIVA

Kromé latek pozitivné ovliviiujicich pénu piva existuji i latky, které maji neptiznivy vliv na
tvorbu pivni pény. Maji za dasledek vznik nestabilni, nevzhledné, nerovnomérné anebo
nedostatecné pény. Do této skupiny latek patii lipidy, bazické aminokyseliny, proteasy,
polyfenoly, ethanol, ale i nékteré kovové ionty, které toxicky ovliviiuji kvasinky, napft.: Cu, Ni,
Cd, Pd. Vsechny tyto latky vzajemné pusobi se stavebnimi slozkami pény, a tak zabranuji

vytvofeni pény, snizuji viskozitu a zvysuji povrchové napéti?.

Lipidy piedstavuji riznorodou skupinu latek, které jsou charakteristické tim, Ze jsou velmi
Spatn€ rozpustné ve vodé. Na druhou stranu maji vybornou rozpustnost V nepolarnich
rozpoustédlech. Zdrojem lipidii jsou suroviny: chmel, slad a kvasnice. Dal$im moZnym
vyskytem lipidii je i napojové sklo (muize dojit k znecisténi skla latkami lipidové povahy) a
myci prosttedky, které negativné ovliviiuji pivni pénu. V pribéhu celé vyroby dochazi ke
snizeni hladiny lipidd, protoze Gcinek lipidu je zalozen na vzajemném prolinani s hydrofobni
¢asti bilkovin obklopujici bubliny pény. Timto zplisobem se stdvaji bubliny velice nestabilni a
okamzité dochazi K urychleni rozpadu pény. Negativni u¢inek na piilnavost pivni pény se

piisuzuje ¢asti nizkomolekularnich dusikatych latek, pfedev$im bazickym aminokyselinim?.

Ethanol nema jednostranny vliv na pénivost piva, ale soucasné je to jedna ze zakladnich slozek
Z pohledu charakteru vyrobku, ale také pozadavkli konzumenta. Alkohol nema tu schopnost
spojovat hydrofobni polypeptidy v pénovém filmu a podporovat kostru pény. V nizsich
koncentracich (1-3 % (m/m)) pozitivné€ ovliviiyje stabilitu a pfilnavost pény. Pfi koncentracich
do 10 % (m/m) se jeho negativni vliv neprojevuje. Z proteolytickych enzymu je negativné
ovlivitujici pénivost nejvice proteinasa A, ktera $tépi bilkoviny pii pH 4-5. Zdrojem jsou
kvasinky.

Polyfenoly jsou také latky, které velice ovliviiuji pénu piva, i jeji stabilitu?.
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51 POLYFENOLICKE LATKY

V minulosti, kdy existovaly spiSe mensi pivovary, které dodavaly pivo jen do nejblizsiho okoli,
nebylo nutné, aby pivo vydrzelo Cerstvé nékolik mésici. Pievrat nastal az v prub¢hu 20. stoleti,
kdy se vyroba zacala soustied’ovat do vétSich provozl, pivo se zacalo pievazet na veétsi
vzdalenosti, coz vyznamné zvysilo v§eobecné naroky na vyrobu, piedevsim na jeho trvanlivost.
Novodoby trend vede k vyrobé piva v plechovkach, sklenénych lahvich, ale i plastovych. Tento

trend poté sméfuje ke zmén¢ stylu a intenzivnéj$imu exportu.

Vysoka trvanlivost kazdého piva neznamend jenom zachovani Cirosti, kterd je v dnesni dobé
samoziejmym pozadavkem a pro vétSinu spotiebitelil je v dnesni dobé dokonala Cirost zarukou
cerstvosti, ale pfitomnost jakykoliv pevnych ¢astic je ve vétSing ptipadii povazovano za vadu.
Dal$im pozadavkem je také udrzeni veskerych kvalitativnich vlastnosti. Mezi tyto kvalitativni
vlastnosti zafidime chut, vin¢, barva, pénivost, a to béhem transportu i pfi nasledujicim
skladovani piva. Bohuzel zadny sebelepsi systém vyroby nedokaze jednoznacné zajistit, ze
finalni vyrobek bude mit vynikajici stabilitu. Slozky, které maji vztah k vySe uvedenymi
kvalitativnim znaklim a stabilit€ piva, jsou polyfenolické latky. Do piva se dostavaji z jeCmene,
sladu a chmele. Ptirodni polyfenolické slozky piva vykazuji antioxida¢ni ucinky, které se
projevuji ptedevS§im v inhibici oxidacnich pfemén lipidickych slozek, a tim i blokovanim
procesu starnuti chuti piva. Pfiméfena konzumace piva je jednim z moZznych zdrojl pfirodnich
antioxidantli a latek s prokazatelnymi antisklerotickymi, antikarcinogenimi, antioxidacnimi,
antimikrobidlnimi a protizanétlivymi G&inky?’.

Rostlinné polyfenoly jsou amorfni latky fenolické povahy, rozSifeny ve vétSing ¢asti rostlin,
tzn. v ke, dfevé, listech, plodech a kofenech. Polyfenoly sraZeji roztoky zelatiny, alkaloidi a
se zelezitymi solemi ddvaji tmavé srazeniny. Naopak se oxiduji v alkalickém prostiedi atd.
V rostlinném ,,svéte™ jsou tyto latky vSudyptitomné, rostlinam dodévaji jejich charakteristické

zbarveni obcas i chut’ plodam.

Hlavnimi reprezentanty jsou flavonoidy, zahrnuji se vSak mezi n€ i dalsi latky: kumarinové

derivaty, chinony, ubichinony, derivaty kyseliny chlorogenové a volné fenolové kyseliny'’.
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‘ Polyfenoly

‘ Jednoduché I ‘ I Slozené ‘
‘ Monomerni I I Oligomerni ‘
\
v v v l
‘ Fenolové kyseliny ‘ ‘ Kumariny ‘ ‘ Flavonoidy ‘ ‘ Glykosidické estery ‘ ‘ Glykosidy ‘
Derivaty kys. benzoové
(kys. gallova, vanilinova,....) 4'{ Oligomerni fenolové kyseliny
. Derivaty kys. skoticové
(kys. kavova, ferulova, ...) 4{ Oligomerni flavanoidy ‘
‘ Flavan-3-oly ‘ Anthokyanidiny ‘ ‘ Flavanonoly ‘ ‘ Flavony ‘
. Prenylované flavanoidy
‘ Flavan-3,4-dioly ‘ ‘ Flavanony ‘ ‘ Flavonoly ‘ (xanthohumol, isoxanthohumol)

Obrazek 6 Rozdéleni polyfenolickych latek®®

5.1.1 Chemicka struktura prirodnich polyfenoli piva
Nejvice zastoupenou skupinou polyfenolickych sloZzek piva ptedstavuji flavanoidy. Jsou to
latky obsahujici dvé benzenova jadra navzajem spojena tfiuhlikatym fetézcem (Cs-C3-Cs) a

jejich struktura se odvozuje od heterocyklického flavanu (obrazek 7).

Obrazek 7 Struktura flavanu®’

Polyfenoly se bézné c¢leni do ¢ty podskupin, a to na chalkony, flavanoidy, flavonoly a

anthokyanidiny (obrazek 6).
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Chalkony jsou prvnimi meziprodukty v syntéze flavonoidl vznikajici reakci mezi kyselinou
kumarovou a tfemi acetatovymi jednotkami, katalyzovanou enzymem chalkosynthasou.
Flavanonova struktura vznika isomeraci chalkonu enzymem chalkonisomerasou a jeji
nasledujici oxidace sméfuje K flavonolim. Flavanolova polymerace muze dale vést k dobie
znamym proanthokyanogentim. V tomto ptipadé vzdy vznikne vazba mezi C-8 kruhu A a C-4
prostiedniho mistku. Kratké polymery s méné nez 10 jednotkami jsou obvykle oznacovany za

oligomery, na druhou strany zase dlouhé fetézce polymert jsou oznacovany jako taniny*” 8,

Dal3i jednoduché rozdéleni polyfenoli (obrazek 8)*:
1) slozky o nizké molekulové hmotnosti (fenolické kyseliny), které zahrnuji:
a) derivaty kyseliny benzoové (kyselina salicylova, gentisova, gallova,
syringova, p-hydroxybenzoova, protokatechova, vanilinova)
b) derivaty kys. skoficové (kyselina kavova, sinapova, ferulova, p-kumanova)
2) slozky o vyssi molekulové hmotnosti (Skupina flavonoida), které se dale déli na

flavany, antokyany, flavonoly

a)
OH
R =2 Ri, R2=H k. p-hydroxybenzoova
Ri1=0OH,R,=H k. protokatechova
R1=0H, R2=0H k. gallova
N R1=H, R, =0CH3s k. vanilinova
HO O
R1=0OCHs3, R2 = OCH3 k. syringova
b) R4
RS R5
R3=H,Rs4=H,Rs=H k. skoficova
R3=H,R4=0H,Rs=H K. p-kumarova
Rs=H, R4 =0H, Rs = 0OH k. kavova
X R3s =H, R4 = OH, R5s = OCH3 k. ferulova
SN Rs = OCH3, R4 = OH, Rs = OCH3 k. sinapova
HO O

Obrazek 8 Struktura derivatii odvozenych od kyseliny p-hydroxybenzoové a), kyseliny skovicové b)*°
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5.1.2 Sladové polyfenolické latky

V je¢meni se polyfenoly se nachazeji v zrnech a v aleuronové vrstvé. Mnozstvi téchto latek se
pohybuje od 0,1 do 0,6 % suSiny. Velice dilezitou roli hraje odriida, ale 1 misto péstovani. Pti
niz§im obsahu polyfenolickych latek piva se vétSinou setkdvame s vys$im obsahem bilkovin.
V obilce se nachazi jednoduché polyfenolové kyseliny (syringova, ferulova, vanilinova, p-
hydroxybenzoova) a to ve formé bud’ volné nebo vazané. Castéjsi je vyskyt ve formé glykosidu

nebo esteru, jako je: kyselina chlorogenova, kavova, isoferulova, skoficova apod®® °,

5.1.3 Chmelové polyfenoly

Doposud bylo v chmelu, mlading a pivu nalezeno a izolovano pftes Sto polyfenolickych latek.
Jsou dulezité pro koloidni stabilitu piva, jeho barvu, podili se také na charakteru hotkosti.
Chmel se na obsahu polyfenolu v pivu podili asi z jedné pétiny a slad ze ¢tyi pétin. Nékteré
druhy polyfenolovych latek (tanoidy) snizuji stabilitu piva reakci s polypeptidy a vytvaii s nimi
zakal'® 19,

Celkem velké mnozstvi flavonoidii s prenylovanym substituentem na kruhu A obsahuji
chmelové hlavky. Okolo 80 % z nich tvoti tzv. xanthohumol, ktery do piva ptechazi jako isomer
ato, jako isoxanthohumol. Xanthohumol je zluto-oranzova krystalicka latka, ktera se vyznacuje
nepolarnim charakterem je tedy mozné ho zaclenit do skupiny polyfenold a zaroven i mezi
chmelové pryskyfice. Primarni biotransformace zacind v jatrech a stfevni mikroflore.
Xanthohumol také potlacuje piemenu diacylglycerolu na triacylglyceroly. Pii vyssi koncentraci
téchto latek dochéazi ke zvySeni rizika obezity, aterosklerdzy, ale také cukrovky (diabettes
mellitus)'®. Xanthohumol midZeme povazovat i za velmi vyznamnou slozku chmele s
preventivnim ucinkem proti vzniku a rastu nadorovych buiiek. Do dnesni doby byl potvrzen
pouze ucinek proti buiikam zptisobujici rakovinu prsu, tlustého Stieva a prostaty.

V prabéhu chmelovaru dochazi k vyraznym strukturnim zménam prenylovych flavonoida. K

nejznamé;jsi reakci se piifazuje izomerace xanthohumolu na isoxanthohumol (obrazek 9)* 2,
HsC. _CHy
| or
HO o) ©/
OMe O

Obrdazek 9 Isomeracni preména xanthohumolu na isoxanthohumol?
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6 KOLOIDNI ZAKAL PIVA

V pivovarské terminologii se koloidnim zakalem piva rozumi soustava koloidnich ¢astic, které
jsou vytvareny tzv. prekurzory zakalu (zékalotvorné bilkoviny a polyfenoly). Bilkoviny a
polyfenoly spolu radi reaguji a tvoii komplexy. Jejich Castice se nepretrzit¢ zveétsuji, a tim se
komplexy stavaji nerozpustnymi. Na zékladé téchto poznatki dochazi ke vzniku viditelného
zdkalu?.Vznik takového zakalu miZzeme potladit, ato pouzivinim dostate¢n& kvalitnich
surovin, vhodnym skladovanim, ale nejdulezit€jsi je odstranéni vétSiny zakalotvornych
prekurzort. Tomuto kroku se ¥ika tzv. stabilizace piva®’. V dnesni dobé se na trhu vyskytuje
celd skupina latek, jsou to tzv. stabiliza¢ni prostfedky. Nejéastéji probiha stabilizace az
v kone¢nych fazich uprav piva, ale najdou se i latky, které se do piva davkuji diive. Z piva se

mohou odstranit bud’ sedimentaci nebo pii filtraci®.

6.1 PREKURZORY ZAKALU

6.1.1 Zakalotvorné polyfenoly

Pozitivni vliv polyfenoli spoc¢iva predevSim V jejich antioxidacnich vlastnostech. Diky
antioxida¢nim vlastnostem mohou polyfenoly ovlivnit celou fadu fyzikalné-chemickych
pochodii napt. brani vzniku aktivnich karbonylovych latek, které jsou pficinou celé fady
nepiijemnych chuti a viini. Kromé toho oddaluji vznik zakalu, protoZze monomerni polyfenoly,
které se vazou na bilkoviny nemaji zakalotvornou aktivitu. Naopak pisobenim kysliku dochazi
k oxidaci polyfenold, tim padem je jejich zakalotvorna aktivita a schopnost reagovat s danymi

bilkovinami vzristd, tzn. dojde ke vzniku koloidniho zakalu?.

Mnohem vétsi zdkalotvornou schopnost vykazuji polyfenoly s vy$§im poc¢tem hydroxylovych
skupin na aromatickém kruhu. Toto je mozno vysvétlit hlavné tim, Ze s po¢tem hydroxylovych
skupin v molekule roste jejich rozpustnost, naopak s po¢tem methoxylovych skupin naopak
rozpustnost klesa. Sladové a chmelové polyfenoly se od sebe lisi pomérem zastoupeni
jednotlivych slozek, jejich rozpustnost je velmi odlisna. V pivovarské technologii hraji
dalezitou roli chmelové polyfenoly, jsou vice polarni a také snaze rozpustné ve vodeé nez
polyfenoly pochazejici ze sladu. Kvili horsi rozpustnosti sladovych polyfenoll je nejvétsi

mnozstvi odstranéno pii varu®®.
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6.1.2 Zakalotvorné bilkoviny

Bilkoviny jsou brany za zakladni stavebni prvky koloidnich zédkali. Pomoci vodikovych
mustkll a hydrofobnich vazeb jsou spojovany s polyfenoly do slozitych komplexii, které pak
mohou za vhodnych podminek (teplota, pH) dosahnout urcité velikosti a v pivu se tak za¢ne
projevovat zakal. OvSem zakal mtze vznikat i pii velmi nizké koncentraci bilkovin. Je v§ak
tteba si uvédomit, ze ne vSechny bilkoviny (peptidy) obsazené v tomto napoji mohou reagovat
s polyfenolovymi latkami za vzniku zakalu. Ty nejjednodussi bilkoviny se déli podle relativni

molekulové hmotnosti na albumin, gluteliny, globuliny a prolaminy.

Albuminy a gluteliny se na tvorbé koloidniho zékalu podili nejméné&. Globuliny, konkrétné -
globulin, se na vzniku koloidniho zakalu podili podstatné vice, protoze obsahuje vysoké
procento cysteinu (dtlezitd aminokyselina z pohledu tvorby koloidniho zakalu). Prolaminy
(hordeiny) jsou povazovany za hlavni bilkovinnou ¢ast zakalii. Diikazem je, Ze tato skupina je
bohata na aminokyselinu prolin, ktery se velmi dobie vaze na hydroxy skupinu polyfenolt, a
tim plni hlavni kol v tvorbé koloidniho zdkalu. Bylo prokazéno, Ze zakalotvorné frakce

bilkovin obsahuji 33-38 % prolinu a 32-33 % glutamové kyseliny (obrazek 10)*°.

Latky, které také mohou ovlivnit koloidni stabilitu piva, jsou cukry (sacharidy). Z velké ¢asti
se jednd o B-glukany a pentosany, které se spojuji s polyfenolickymi latkami a také
vetsi koncentrace kovovych iontll, napt.: ionty zZeleza, médi, zinku nebo hliniku, dochazi ke

vznik tzv. kovového zakalu. Tyto latky se do piva dostavaji hlavné z pouzivanych kovovych

zafizeni®®,
OH OH
H
= N
o™ o SH
NH,
PROLIN OH OH CYSTEIN
= NN
o™ o
NH,
GLUTAMOVA KYSELINA

Obrazek 10 Aminokyseliny vyskytujici se v zakalotvornych bilkovinach®
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6.2 VZNIK KOLOIDNIHO ZAKALU

Koloidni zakal neni ptimo zdravi skodlivy, spotiebitel ho spiSe vnima jako nepfijemny jev.
Tento jev vznika postupné, pokud dojde k poruseni pfirozené rovnovahy mezi zékalotvornymi
bilkovinami a polyfenoly. K naruSeni rovnovahy dochazi v nejvét§im piipad¢ uz v pivovaru v

pribéhu uprav piva (filtrace, pasterace nebo staceni) a béhem skladovani piva.

6.2.1 Teorie vzniku koloidniho zikalu

Do dnesni doby neni zcela jasné a ztetelné, jak koloidni zakal vznikd. Nejcastéji je za pti¢inu
uvadéna reakce polyfenold s bilkovinami, které jsou bohaté piedev§im na aminokyselinu
prolin. Aminokyselina se vaze k polyfenolim vodikovymi vazbami, ty se tvofi mezi atomem
kysliku poskytovanym karboxylovou skupinou bilkoviny a hydroxylovou skupinou polyfenolu.
Nejnovéjsi teorie o0 mechanismu vzniku koloidniho zakalu tika, ze tvorba zdkalu probiha ve

dvou fazich tzv. lag-faze a faze rustu.

V prvni fazi dochézi k polymeraci jednoduchych polyfenola (flavan-3-old). Karbonylové
skupiny v poloze 4 maji schopnost vytvofit vodikové vazby s hydroxylovou skupinou
v poloze 5. Polymerace nemusi byt v zadném piipadé indukovana kyslikem, ale stejnou
schopnost ma i fada aldehydd. Struktury polymeru, které vznikly pusobenim kysliku jsou
odlisné od struktur vzniklych vlivem aldehydi. Oba typy vedou k rozvoji tzv. chladového
zakalu. V rustové fazi potom dochazi k reakci jiz polymerovanych polyfenoli se
zakalotvornymi bilkovinami a to tak, ze zédkalotvorné polyfenoly se vazou na specifickd mista

bilkovin (obrazek 11)*°.

‘O ®e ¢
C

® o8 C ¢ o

@  jednoduché polyfenoly
kondenzované polyfenoly

0 aldehydy
O kyslik reverzibilni vazby
‘ zékalotvorné bilkoviny — ireverzibilni vazby

Obrazek 11 Tvorba koloidniho zdkalu'®
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6.2.2 Chladovy a trvaly zakal

Jak jiz bylo vySe zminéno existuje chladovy zakal, ale je rozliSovan jesté jeden druh zakalu a
to tzv. trvaly. Hlavni rozdil je v jejich rozpustnosti. Chladovy zakal vznika pouze pti ochlazeni
piva na teplotu ptiblizujici se 0 °C. Pfi nasledném zahtati na pokojovou teplotu (+25 °C) se
rozpousti, oproti tomu trvaly zakal ziistdva v pivu piitomen pii pokojové teploté. Castice
chladového zakalu maji kulovity tvar. Cim je pivo star$i, tim vétsi jsou &astice chladového
zékalu. K jeho vyvoji vyrazné pomaha existence kysliku (napf. v hrdlu lahve). Céstice trvalého

zékalu maji tvar nepravidelny.

Oba typy zakali ptfedstavuji zna¢ny problém, ale také je potfeba vyiesit zalezitost ohledné
vzniku chladového zékalu, protoZe ten v pivu vznika vzdy jako prvni a z néj se nasledné tvoti

zakal trvaly?®,
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7 ANTIOXIDACNI AKTIVITA A JEJi STANOVENI

Antioxidacni aktivitu si miizeme piedstavit jako schopnost slouceniny nebo smési latek potlacit
oxida¢ni degradaci riznych sloucenin (napf. zabranovat peroxidaci lipidi). RozliSuji se dva
pojmy, a to tzv. antioxida¢ni kapacita a aktivita. Antioxida¢ni kapacita udava informaci o délce
trvani antioxida¢niho G¢inku. Antioxida¢ni reaktivita popisuje pocateéni dynamiku pribéhu
procesu pii pfedem urcené koncentraci antioxidantu. Na zakladé chemicko-biologické analyzy
rostlinnych produkti byly vytvoieny nasledujici metody, které umoznuji stanovit tzv. celkovou
antioxida¢ni kapacitu vzorku (TAC, tj. total antioxidant capacity)?. Stanovit mazeme také
celkovou antioxidac¢ni aktivitu vzorku (Total Antioxidant Activity, TAA), ktera je prokazatelna
jak v télnich tekutinach, tak i v potravinach, popfipad¢ i ve velmi Cistych slouc¢eninach.

Stanoveni TAC u obilovin neni uplné jednoduché, a to hlavné z divodu, ze celd tada

antioxidantl se vaze na bun&né stény kovalentni vazbou?*.

7.1 METODY STANOVENI

7.1.1 Metoda ABTS (metoda TEAC)

Jedna se o jednu ze zakladnich spektrofotometrickych metod, ktera mtize byt pouzita k méfeni
celkové antioxidacni aktivity roztoku Cistych latek, vodnych smési nebo napoji. P¥i méteni
celkové antioxidacni aktivity v potravinach se vyuziva odbarvovani roztoku se vzorkem, kde
radikalovy kation ABTS™ (2,2 -azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat, obrazek 12) vznika
ve stabilni formé& pied reakci s antioxidanty. Iniciatorem, ktery ABTS preménuje na
modrozeleny radikalovy kation ABTS™, je K2S20s. Déle jako iniciator ABTS™ muize byt také
pouzit peroxid vodiku, MnO2 nebo Ks[Fe(CN)s]. Metoda ABTS je vhodna pro méteni
hydrofilnich i lipofilnich antioxidanti, absorbance ve viditelné oblasti je pti 600—750 nm. Tato
vySe uvedena metoda umoznuje métit antioxidacni ¢innost karotenoidu, fenolu, ale i nékterych

antioxidanti obsazenych v plazmg? 24 %,
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Obrdzek 12 Struktura ABTS

7.1.2 Metoda DPPH
Zakladem stanoveni antioxidaéni aktivity touto metodou je vznik radikalové formy slouéeniny
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl, obrazek 13). DPPH je volny radikal, ktery
je stabilni a mize byt akceptorem atomu vodiku, proto ptechazi do formy stabilni molekuly.
Radikal DPPH je v methanolovém roztoku stabilni. Po reakci s antioxidantem se zméni barva
radikalu DPPH" z fialové na zlutou (odbarvi se) a vznika DPPH-H. DPPH vykazuje silnou
absorpci v UV/VIS spektru. Méti se spektrofotometricky pii vinové délce 517 nm. Jako
standardni latka se pouziva kyselina askorbova, kyselinu gallova, kyselinu izoaskorbova nebo
tzv. Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), na jeho mnozstvi
se antioxida¢ni aktivita nejcast&ji prepoditava? 24 25,
Radikalova forma DPPH je redukovana antioxidantem (AH) nebo radikalem (R") a poté
prechdzi do stabilni formy. Dochdzi k nasledujicimu sledu reakci:

DPPH" + AH — DPPH-H + A

DPPH’ + R* — DPPH-R

O,N

Obrdzek 13 Struktura DPPH?
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7.1.3 Metoda FRAP

Na =zakladé redoxni reakce je vytvoiena tzv. metoda FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). V této metodé se vyuziva antioxidanti, které jsou schopny redukovat
zelezité komplexy, napt. TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) s hexakyanozelezitanem
draselnym Kz[Fe(CN)es] nebo chloridem zelezitym FeClz. Komplexy jsou téméf bezbarveé,
nékdy mohou byt mirné nahnédlé. V posledni fazi redukce vznikne modie zbarveny Zeleznaty
komplex.

Nicméné i tato metoda ma sva urcitd omezeni spocivajici v tom, ze méfeni probiha pii velmi
nizké hodnot¢ pH (3,6) a nemohou byt tedy zachyceny polyfenolické latky reagujici

s komplexem?® 2%,

X X
N
N/ | R N/
N /N
F
=

Obrazek 14 Struktura TPTZ%

7.1.4 Metoda ORAC

U metody ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) se vytvaii kyslikové radikaly a
vyhodnocuje se schopnost dané latky zpomalit nebo uplné zastavit probihajici radikalovou
reakci. Detekce je zaloZena na pozorovani rychlosti fluorescence fykoeritrinu. Pro generaci
peroxylovych radikald se pouziva AAPH (2,2’-azobis(isobutyrimidamid) — dihydrochlorid),
naopak pii generaci hydroxylovych radikalti pak systém H,O2 + Cu?*. Tyto radikély patii do
skupiny nejreaktivnéjSich, a z tohoto divodu je tento test dilezitou souCésti pro stanoveni

antioxidantt?’.
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8 METODY PRO STANOVENI POLYFENOLU

8.1 METODA POMOCI FOLIN-CIOCALTEAUOVA CINIDLA

Fenolické slouceniny se oxiduji ¢inidlem Folin — Ciocalteau, které se sklada ze smési kyseliny
fosfowolframové a kyseliny fosfomolybdenové. Dochazi k redukci na smés modrych oxida
wolframu a molybdenu. Vytvoifené modré zbarveni vykazuje maximalni absorpci svétla v
oblasti vinovych délek 750-760 nm, ktera se méti po uplynuti doby minimalné 20 minut. K
dané smési se obvykle ptidava uhli¢itan sodny a standardem byva kyselina gallova rozpusténa
Vv destilované vod¢. Mira nardstu absorbance je pfimo umérna celkovému mnozstvi pfitomnych
fenolickych sloucenin. Nevyhodou tohoto stanoveni je nespecifi¢nost dané reakce, ¢inidlo

miize byt redukovano i jinymi latkami, neZ jsou polyfenoly, napiiklad kyselinou askorbovou?*
27,29

O§ OH

HO OH
OH

Obrazek 15 Struktura kyseliny gallové®*
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8.2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda, ktera vyuziva nékolikanasobné opakovaného
procesu distribuce latek mezi kapalnou (mobilni) a tuhou (stacionarni) fazi. V dnesni dob¢ je
nejrozsifenéjsi a nejpouzivanéjsi vysokoucinna kapalinova chromatografie neboli HPLC (High
Performance Liquid Chromatography)*.

Transport dané mobilni faze kolonou zajistuje vysokotlaké cCerpadlo, které se vyrabi
z mechanicky a chemicky odolného materialu. Cerpadla existuji Vv nékolika variantach,
naptiklad membranova, injek¢niho typu, pistova a dalsi. Umoziuji dosazeni pracovnich tlaka
30-60 MPa. Ovsem lze vyuzit i kolony, které jsou plnény ¢asticemi mensi nez 2 um. V téchto
ptipadech se dosahuje tlakti 100 - 130 MPa, jedna o tzv. UHPLC (Ultra High Performance
Liquid Chromatography). U vysokotlakych ¢erpadel existuje moznost pouziti tzv. gradientové

eluce®*3!, kdy dochazi ke zméné slozeni mobilni fize béhem separace™.

prepinaci ventil

| vysokotl. cerpadlo detektor
kolona
>—O—d—:|— ----| PC
davk.

Obrazek 16 Schéma kapalinového chromatografu44

Je-li sloZeni mobilni fdze konstantni, jednd o tzv. izokratickou eluci. Na vysokotlaké cerpadlo
navazuje davkovac vzorki. Thned po nadavkovani je dany vzorek unésen pomoci mobilni faze
dale do chromatografické kolony, ktera je jaddrem celého kapalinového chromatografu a je
tvofena vhodnou stacionarni fazi. V koloné€ tedy dochazi k vySe zminéné separaci latek.
Stacionarni faze uvniti kazdé kolony byva na bazi silikagelu, oxidu zirkonic¢itého, oxidu
hlinitého, uhliku anebo na bazi polymerni. Stacionarni faze je nejcastéji chemicky vazana na
dany nosi¢. Navazana skupina ovliviiuje polaritu a selektivitu stacionarni faze. Existuje cela
Skala staciondrnich fazi, a to od nepolarnich az po staciondrni faze s iontovymi skupinami.
Ovsem, pokud je stacionarni faze polarnéj$§i nez faze mobilni, mluvim o systémech
s normalnimi fazemi, v opa¢ném piipadé se jedna o systémy s obracenymi fazemi (RP-
HPLC)32%, Stacionarni faze u RP-HPLC mohou byt tvofeny nejéast&ji poréznim, perfuznim
anebo povrchové poréznim sorbentem. Mobilni fize jsou nejcastéji tvofeny vodnym roztokem

methanolu nebo acetonitrilu®* %, Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ale
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hraje diilezitou roli v separaci. SloZzeni mobilni faze lze ovlivnit zménou pH, iontové sily a
dal§imi ¢inidly. Vlastnosti mobilni faze jsou dilezité z hlediska separace i detekce latek>! 4,

Mobilni faze odtékajici z kolony obsahuje rozseparované latky (tzv. eluat) a pokracuje dale do
detektoru, ktery identifikuje jednotlivé latky na zéklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.
Nejpouzivangjsi a nejb&znéjsi detektor, ktery se pouziva je spektrofotometricky detektor
pracujici v UV/VIS oblasti®!. Detekce flavonoidi se obvykle provadi p¥i 250, 265, 290, 350,
370 a 400 nm*. Spojeni HPLC/MS byva velmi oblibenou metodou pro stanoveni flavonoidi,
které¢ jsou obsazené v napojich nebo jidle. Dalsi druhy detektorti, které se pouzivaji jsou
napiiklad hmotnostni, fluorimetricky, vodivostni, elektrochemicky a dalsi. Metoda HPLC s
elektrochemickou detekci umoziuje detekci elektroaktivnich latek velmi pfesné a citlivé s
pouzitim amperometrickych nebo coulochemickych detektort. Na pracovni elektrodu detektoru
se vklada kladny potencial. Pik latky se projevi pouze tehdy, je-li latka pfi tomto potencidlu
oxidovana. Latku je tak mozno popsat nejen reten¢nim ¢asem, ale také potencidlem, pti kterém
se dana latka oxiduje. To ndam pomiize analyzovat komplexni smési a rozpoznat jednotlivé
i¢inné antioxida¢ni komponenty na zdkladé hodnoty potencialu aplikovaného na elektrodu?” 2,
Analyza flavonoidl fluorescen¢ni detekci je vyuzivdna jen zfidka, jelikoz flavonoidy jen
omezen¢ vykazuji pfirozenou fluorescenci (napi: flavonoidy s OH skupinou na tfetim uhliku
flavanového skeletu a methoxylované flavony). Zaznam v zavislosti signalu na Case, ktery
muzeme z detektoru dostat se nazyva chromatogram. Na konci celého kapalinového

chromatografu se nachdzi zaiizeni pro zdznam a vyhodnoceni dat**,
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8.3 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE (MS)

Hmotnostni spektrometrie je metoda zalozena na ur¢eni molekulové hmotnosti atomi, molekul
a jejich Casti pievedenim na ionty. Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zatizeni, které
rozliuje ionty podle poméru m/z*®. Spojeni hmotnostniho spektrometru s metodami
separaénimi nam umoziiuje charakterizovat ¢asti vzorku ve slozit&jsi matrici®l. Ovsem i tato
metoda ma své vyhody i nevyhody, jako vyhody miizeme oznacit vysokou citlivost, minimalni
spotiebu vzorku, kvalitativni a kvantitativni analyzu. Mezi nevyhody patii destrukce vzorku a
vysoké naklady na pofizeni instrumentace.

Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, ktery slouzi k pfevedeni neutralnich
molekul na ionty (ionizace). Dale nasleduje hmotnostni analyzator slouzici k rozdéleni iontl
dle poméru hmotnosti a naboje (M/z). Posledni ¢asti je detektor, ten je urceny k detekci iontl a
K urCeni relativni intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontd. Soucasti jsou i dalsi pfistroje jako je

vakuovy systém, iontova optika, po¢itac®.

||

: vakuum
[

vzorek 1 . : Hmotnostni
ontovy | Detektor

- 2droj (- analyzator
[
[
(vakuum) I

Obrdazek 17 Schéma hmotnostniho spektrometru®

Podle mnozstvi dodané energie délime 10nizacni techniky na tzv. mékke, do této skupiny patii
ionizace elektrosprejem (ESI)®"3°4  chemicka ionizace (CI)*°, chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI)® a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)*, jedna se o
techniky probihajici v kapalné fazi. Jsou vhodné pro kombinaci s kapalinovou chromatografii
a kapilarni elektroforézou®. Druhou skupinou jsou tvrdé ionizaéni techniky, kam patii hlavné
metoda elektronové ionizace (EI)*2. Metoda EI je povazovana za ,,nejtvrdsi® a zaroveii nejstarsi
ioniza¢ni techniku, molekula ziska velky pfebytek vnitini energie, ktery se projevi fragmentaci
molekularniho iontu. Metoda uréena pro tékavé a termostabilni latky. Ionizace probiha pii

teploté 150-400°C v plynné f4zi°.
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9 EXPERIMENTALNI CAST

9.1 PRISTROJE A ZARIZENI

Antioxidacni aktivita a stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek byly méfeny na

UV/VIS spektrofotometru Shimadzu (Kyoto, Japonsko).

9.2 CHEMIKALIE A VZORKY

Pro stanoveni antioxidacni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek byly pouzity ABTS
diamonna sul, 2M Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, K2S20s Na,COs; DPPH, methanol a
destilovana voda. Vzorky piva: svétla vycepni (Kozel 10°, Staropramen 10°, Branik 10°), svétlé
lezaky (Plzen 12°, Budweiser Budvar 12°) a nealkoholické pivo (Birell).

9.3 PRACOVNI POSTUP

9.3.1 Metoda ABTS

Tableta ABTS (10 mg) byla rozpusténa v 5 ml destilované vody, k tomu bylo ptidano 100 ul
K2S20s (c = 0,064 mol/l). Ptipraveny roztok se nechal pisobit 12—16 hodin za nepfistupu svétla
v chladnicce. Po uplynulé dob¢ bylo ze zdsobniho roztoku odebrano 1,25 ml do 50 ml odmérné
bariky a dopInéno destilovanou vodou. Ke 3 ml reakéni smési bylo ptidano 30 pl vzorku a poté
bylo vse dikladné promichano. Roztok se nechal reagovat a po 10 minutach byl proméfen
ubytek absorbance pii vinové délce 734 nm. Pivodni zeleny roztok se odbarvil na svétle zeleny
az Ciry.

Ubytek absorbance byl vyjadien v % a pomoci kalibraéni kiivky prepoéten na ekvivalentni
mnozstvi Troloxu jako standardni latky. Pracovni postup byl s mirnou modifikaci prevzat

z diplomové prace,

39



9.3.2 Metoda DPPH

Ze zasobniho roztoku DPPH v methanolu byl ptipraven pracovni roztok (¢ = 0,1 mmol/l).
K pracovnimu roztoku byl pfidan octanovy pufr (pH = 4,3) v poméru 1:2 (DPPH:pufr).
K analyze byly odebrany 3 ml této reakéni smési, ke které se piidalo 150 ul vzorku . Ubytek
absorbance byl proméien pii vinové délce 515 nm po 30 minutach. Pivodné fialovy roztok byl

pusobenim antioxidanti odbarven na svétle fialovy az Ciry.

Ubytek absorbance byl vyjadien v % a pomoci kalibragni kiivky prepoéten na ekvivalentni

mnozstvi Troloxu jako standardni latky. Pracovni postup byl pievzat z diplomové prace®.

9.3.3 Metoda pomoci Folin-Ciocalteauova ¢inidla

Pracovni roztok byl pfipraven zfedénim 2M Folin-Ciocalteauova cinidla destilovanou vodou
(1:9). Pro jednotliva stanoveni byl smichan 1 ml tohoto ¢inidla a 1 ml destilované vody, poté
byl pfidan optimalizovany objem vzorku (50 pl). Smés byla promichana a po 5 minutach byl

pridan 1 ml NaxCOs. Po 30 minutach byl zméfen nartst absorbance pii vinové délce 750 nm.

Nartst absorbance byl pomoci kalibra¢ni kiivky pfepocten na ekvivalentni mnozstvi kyseliny

gallové. Pracovni postup byl s mirnou modifikaci pfevzat z diplomové prace*,
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9.4 VYSLEDKY A DISKUZE

9.4.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek ve vzorcich piva

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v pivu bylo vypracovdno na zaklad¢ postupu
uvedeného v kapitole 9.3.3. Celkem bylo prométeno 6 vzorki piv, a to piva svétla vycepni
(Kozel 10°, Staropramen 10°, Branik 10°), svétlé lezaky (Pilsner Urquell 12°, Budweiser
Budvar 12°) a pivo nealkoholické (Birell). Kazdy vzorek byl prométen vzdy pétkrat. Narast
absorbance byl pomoci kalibra¢ni kiivky pfepocten na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové
v 1 ml vzorku piva. Kalibra¢ni kfivka zavislosti naristu absorbance na koncentraci kyseliny
gallové (y=29,811x +0,0402) byla pievzata zdiplomové prace®*. Porovnani hodnot

celkového obsahu fenolickych latek vSech vzorki je uvedeno na obrazku 18.
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Obrdzek 18 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v pivu

Z obrazku 18 vyplyva, Ze nejnizsi obsah fenolickych latek je v pivu Birell (nealkoholické pivo).

Nejvyssi koncentrace fenolickych latek je v lezacich (Pilsner Urquell 12° a Budweiser Budvar

v

Staropramen 10°, Branik 10°).
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9.4.2 Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou ABTS a DPPH

Pro stanoveni antioxidacni aktivity jednotlivych vzorki piva byla nejprve sestrojena kalibracni
zéavislost ibytku absorbance ABTS"" radikalu (obrazek 19) a DPPH radikalu (obrazek 20) na
mnozstvi Troloxu. Z této kalibra¢ni zavislosti bylo vypoc¢teno mnozstvi Troloxu ekvivalentni

antioxidacni kapacité vzorku (TEAC). TEAC slouzi k porovnani téchto metod.
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Obrazek 19 Kalibracni zavislost Troloxu pro ABTS
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Obrazek 20 Kalibracni zavislost Troloxu pro DPPH
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Antioxidacni aktivity vSech jednotlivych vzorkt byly naméfeny dle postupu v kapitole 9.3.1. a
9.3.2. Kazdy vzorek byl zméten pétkrat a na zakladé absorbance byla vypoctena hodnota
TEAC. Vysledné hodnoty byly vztazeny na 1 ml daného piva. Primérné hodnoty vsech vzorkt

se smérodatnymi odchylkami jsou uvedeny na obrazku 21.
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Obrazek 21 Antioxidacni aktivita vybranych vzorkii piv mérena pomoci metod ABTS a DPPH

Z obrazku 21 je patrné, ze nejvySsi antioxida¢ni aktivitu maji piva Pilsner Urquell 12° a
Budweiser Budvar 12°. O néco niz§i hodnoty antioxida¢ni aktivita vykazuji piva desetistupiiova
— Kozel 10°, Staropramen 10° a Branik 10° stejné¢ jako tomu bylo u metody s Folin-
Ciocalteauvym c¢inidlem. V porovnani s ostatnimi vzorky ma nealkoholické pivo, Birell,
metoda DPPH nereaguje se vSemi latkami s antioxida¢nimi vlastnostmi, které jsou ptitomny ve
vzorku. Hodnoty TEAC ziskané touto metodou jsou u vSech vzorkid mnohonasobn¢ nizs$i nez u

ABTS metody.
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10 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit vliv latek nebilkovinného charakteru na kvalitu a
stabilitu pivni pény. Tyto latky mohou ovlivnit pivo jak negativné, tak pozitivné. Mezi latky
negativné ovlivilujici pivni pénu patii zejména polyfenolické latky. Polyfenolické latky jsou
dilezitou soucasti kazdého piva. Jedna z nejvyznamnéjsich skupin polyfenolickych latek jsou
tzv. flavonoidy. Do piva se dostavaji z vychozi suroviny jeCmene a chmele. Piirodni
polyfenolické slozky piva vykazuji antioxida¢ni Géinky, které se projevuji predevsim v inhibici
oxidacnich pfemén lipidickych slozek, a tim i1 blokovanim procesti starnuti chuti piva.
Pfiméfend konzumace piva je jednim z moznych zdrojii piirodnich antioxidantti a latek
S prokazatelnymi antisklerotickymi, antikarcinogenimi, antioxida¢nimi, antimikrobialnimi a
protizanétlivymi G&inky. Uastni se procesu regulace tlaku krve a hladiny glukozy v krvi.

U piv a Sumivych vin se mtizeme setkat s jevem, kterému fikame gushing. Jedna se o jev, ktery
je mozno zpozorovat po otevieni obalu. VyznaCuje se tim, Zze ihned dojde k masivnimu
piepénéni napoje. Podstatou je okamzité uvolnéni oxidu uhli¢itého po otevieni lahve. Gushing
je povazovan za netspéch dané¢ho produktu. Pfepénovani piva souvisi s tvorbou latek, které

vznikaji pfi napadeni obilky jecmene mikroskopickymi houbami (proteiny).

V ramci bakalaiské prace byla také stanovena antioxidacéni aktivita a stanoven celkovy obsah
fenolickych latek. Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity bylo vyuZito dvou velice znamych metod,
a to metody ABTS a metody DPPH, pro celkové stanoveni polyfenoli byla pouZita metoda

pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Celkové stanoveni bylo stanovovano spektrofotometricky.
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