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ABSTRAKT

Abstrakt Cesky

Diplomové prace je zaméfena na stanoveni vitamini skupiny B pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve vybranych vzorcich piva. Byly vyzkouSeny moznosti upravy
vzorkli a nalezeny optimalni chromatografické podminky pro jejich analyzu. Bylo
stanoveno mnozstvi vitaminll skupiny B ve vybranych vzorcich a ziskané hodnoty byly

porovnany s publikovanou literaturou.

Kli¢ova slova: pivo, HPLC, vitaminy

ABSTRACT

The master thesis is focused on the group B vitamins by high performance liquid
chromatography in selected samples of beer. Treatment options have been tested samples
and found optimal conditions for their chromatographic analysis. It was the quantity of B-

vitamins in selected samples and the values were compared with the published literature.

Keywords: Beer, HPLC, vitamins
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UvVOD

Pivo je kvaSeny slabé alkoholicky napoj vyrabény z obilného sladu, vody a chmele pomoci
pivovarskych kvasinek. Pivo je cenéné pro svoji nutri¢ni hodnotu, pfedev§im vhodnou
vyvazenost iontli a mineralnich latek, vitamind a polyfenolti s antioxida¢nim uc¢inkem.
Ptiznivé Gcinky piva na lidsky organismus se mohou projevit pii jeho sttidmé konzumaci,
kdy nepfevazuji negativni ucinky alkoholu.

V Ceské republice ma mnohaletou tradici vyroba tradi¢nich piv typu lezaku. Vyrazna
modernizace dne$niho pivovarnictvi vedla v letech 1990 - 1995 ke zna¢né koncentraci
vyroby, k rozvoji velkych pivovarskych spole¢nosti, k zaniku mnoha mensich pivovara

a otevieni nékolika desitek minipivovarda.

B-komplex je souhrnné oznaceni pro vitaminy skupiny B. Jsou to ve vodé rozpustné
vitaminy, nezbytné pro spravné fungovani metabolizmu. Hlavnim zdrojem vitaminu
skupiny B jsou kvasnice, maso, syry, celozrnné obiloviny, lusténiny a ofechy. Objevitelem
vitaminu B byl polsky biochemik Kazimierz Funk, a to v roce 1912 a to v otrubach ryze.
Mezi

B-komplex fadime vitamin B; (tiamin), B, (riboflavin), vitamin Bj (kyselina nikotinova
a jeji amid), vitamin Bs (kyselina pantotenova), vitamin Bg (pyridoxin), vitamin By (biotin),

vitamin Bg (kyselina listova) a vitamin B, (kobalamin).

Chromatografie je separacni a soucasné analyticka fyzikaln€ chemicka metoda pro separaci
a analyzu smési latek, jejimz zakladnim principem je rozdélovani slozek smési mezi
mobilni a stacionarni fazi. Vysoce uc¢innd kapalinova chromatografie je pokrocilou
a instrumentalné naro¢nou technikou kapalinové chromatogratie. Mezi vyhody HPLC patii
zejména Siroka oblast pouzitelnosti. Lze analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, malo
t€kavé, tepelné nestabilni 1 vysokomolekularni. Dal§i vyhodou je moZnost ovliviiovat

separaci slozenim mobilni faze

Cilem této prace bylo najit vhodnou metodu upravy vzorkli, nalézt optimalni
chromatografické podminky pro analyzu a pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie stanovit mnozstvi B-komplexu ve vzorcich piva, které jsou k dostani

V bé&Znych trznich sitich. Cilem bylo stanovit vitaminy B, B, B3, Bs a B,
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. TEORETICKA CAST
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1 VYROBA PIVA

1.1 Vyroba piva

Pivo je slabé alkoholicky nedokvaseny napoj, syceny CO,. Vyrabi se ze sladu, chmele,

kvasnic a vody. Obsahuje obvykle 2 az 8 % alkoholu [1].

Vyroba piva se déli na vyrobu sladu a vyrobu piva. Vyroba sladu je v dnesni dobé
zalezitosti specialnich sladoven a pouze nékteré pivovary si slad vyrab&ji ve vlastnim
provozu. Cilem vyroby sladu je pieménit vétSinu skrobu v obilkach na sladovy cukr, a tim

vytvotit pfedpoklady pro alkoholické kvaseni [2].

1.11 Vyroba sladu

Na vyrobu sladu se pouziva nejlepsi jeémen s vysokou klic¢ivosti (kli¢ivost musi byt 95 %).
Vyroba se sklada z n¢kolika operaci: piijem, ¢isténi, tfidéni a skladovani je¢mene, macéeni

je¢mene, kliceni, hvozdéni a odklickovani a skladovani sladu [1].

Utelem pijmu, ¢isténi, tfidéni a skladovani je¢mene je zajisténi podminek pro uskladnéni
je¢mene bez prachu a cizich ptimési a vytiidéného nejen podle velikosti zrna, ale téz podle
odrid a jakosti. Cisténi jemene se provadi na sitech a proudem vzduchu se zbavuje
necistot. Skladuje se na sypkach, kde probihd dozravani je¢mene a zvySuje se kli¢ivost.

Pfi procesu maceni se zvySuje obsah vody v je¢ném zrnu (na 42 - 48 %). Dulezita je také
ptitomnost kysliku pro aerobni dychani. Tento proces trva dva dny.

Cilem sladatského kliceni je aktivace a syntéza enzymii a docileni pozadovaného
rozlusténi. Jakmile klicek vyroste do 2/3 velikosti zrna, kli¢eni se zastavuje. Provadi se na
humnech, coz jsou hladké podlahy v prostornych mistnostech. Vyslednym produktem
kliceni je tzv. zeleny slad.

Cilem hvozdéni sladu je sniZzeni obsahu vody pod 4 %, zastaveni vegetacnich pochodl pii
zachovani odpovidajici enzymové aktivity a vytvoieni chutovych, barevnych
a oxidoreduk¢nich latek tvoticich charakter sladu. Zeleny slad je dopraven na hvozd, coz je
susarna, ve které se slad zbavi vody dodané pro kli¢eni, tim se proces kliceni zastavi.
Odhvozdény slad se sklapi do kosu a dopravuje se k odklicovacce, kde se zbavuje kotinkl
zvanych sladovy kvét. Odkliceny slad se chladi a je dopravovan do sil, kde se nechava Sest

tydnt odlezet pred vlastnim zpracovanim [3,4,5].


http://www.sci.muni.cz/mikrob/kvasbiotech/pivo/odk9.htm
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1.1.1.1 Druhy sladi

Nejb&zngjsim druhy vyrabénych sladi v Ceské republice jsou slad svétly a bavorsky.

Ostatni druhy sladl jsou vyrabény pouze v malych mnoZzstvich pro specialni ucely.

Svétly slad téZz nazyvany slad Cesky nebo plzensky, se vyrabi z jeémene s nizkym az
sttednim obsahem bilkovin (do 11 %). Je charakteristicky dostate¢nou enzymatickou silou
a svétlou barvou, slouzici k vyrobé svétlého, lehkého a specidlniho piva. Pfi vyrob¢ je
charakteristické maceni zrna na 42 - 45 % vlhkosti. Na humnech se vede tak, aby dosahlo
optimalniho rozlusténi endospermu (1/3 délka sttelky a 1/2 délky zrna). Predsousi se pii
teploté 40 — 50 °C, az poklesne obsah vody na 10 %. Potom se dosousi pii 80 °C. Obsah
vody v hotovém sladu je okolo 4 % [6,7].

Bavorsky slad se vyrabi zje¢mene, ktery ma vyssi obsah bilkovin (12 % a vice). Je
charakteristicky vysokou barvou, vyrazngj§im aromatem. Je¢men je kli¢en (lustén) o 1 - 2
dny déle s vy$§im obsahem vody a pii vyssi teploté (105 °C) s cilem jesté podpofit tvorbu
melanoidii. Obsah vody je okolo 2 % [6,7].

Specidlni slady se od béznych svétlych a tmavych sladd 1isi pfedev§im enzymovou
aktivitou, kyselosti, barvou a vini [8].

Diastaticky slad se vyuziva se pii pfipravé enzymové chudych sladii nebo pii pouziti
surogatii (nahrazky sladu). K vyrob¢ sladu se pouziva vétSinou jeCmen s vy$§im obsahem
bilkovin (14 % i vice). Na humné se vede pii nizké teploté 2 tydny, aby se neposkodila
enzymova aktivita, az se dosahne dokonalého zcukieni. Obsahuje znaény pocet uplné
vykli¢enych zrn. Diastaticky slad je charakteristicky vysokou diastatickou mohutnosti
(schopnost sladu ménit $krob na maltézu), alespon 350 j.W.K [6,7].

Karamelovy slad je charakteristicky vysokym obsahem cukru a aromatickych a barevnych
slozek, pouziva se pro vyrobu tmavych a specialnich piv. Slad je enzymaticky inaktivni.
Karamelové slady rozdélujeme podle barvy na svétly, polotmavy a tmavy, ktery se prazi
ve specialnim prazZi€i. Princip vyroby spociva v tom, Ze zeleny slad se navlhéeny na 45 %
vody nebo navlhceny jiz odkli¢eny svétly slad se nejprve necha v bubnu prazi¢e dokonale
zcukfit pii teploté 70 - 75 °C. Potom nasleduje vlastni karameliza¢ni proces pfi teploté
120 — 180 °C (pro svétly karamel je teplota asi 120 - 130 °C, pro polotmavy asi 160 °C
a tmavy karamel asi 180 °C) [6,7,8].

Barvici slad se pouziva k vyrob¢ piv bavorského typu, jimz dodava tmavou barvu. Slad se
po ovlhéeni necha zcukfit pii teplot¢ 60 — 80 °C po dobu 30 — 60 minut a potom se

postupné zvySuje teplota az na 220 °C. Tento slad neobsahuje zadné aktivni enzymy [6,7].
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Pseni¢ny slad se pouziva pfi vyrobé specialnich piv (tzv. bilych piv) nebo v pekarenstvi.
Sladovani pSenice ma své odliSnosti pro snadny piijem vody do zrna, zrno je bezpluché.
Celkova vyroba specialnich sladii ¢ini asi 5 % z celkové vyroby sladu v Cesku [6].

V nékterych zemich se slad nahrazuje levnéj$imi surovinami, ndhrazkami sladu. Surogaty
mohou byt Skrobnaté, napt. nesladovany je¢men, ryze, kukufice, maniok, Skrob aj. Dale
jsou to cukernaté surogaty, které jsou oproti Skrobovym snaze zpracovatelné, ale jsou
drazsi. K nim patii predevsim fepny a titinovy cukr a rtizné glukdézové a dextrinové sirupy.

V nékterych zemich je piidavek surogatii zakazan, v USA se vyuzivaji v plné mite [7].

1.1.2 Vyroba piva

Pivo se vyrabi v pivovaru a technologie sestava ze tii vyrobnich usekd, zahrnujicich fadu
slozitych mechanickych, fyzikalné-chemickych a biochemickych procesti: vyroba mladiny,
kvaseni mladiny a dokvasovani mladého piva, zavérecné Upravy a staceni zralé¢ho piva.
Prvni usek se v modernich pivovarskych u¢ebnicich nazyva horka faze a druhé dva studena

faze [9].
1.1.2.1 Vyroba mladiny

Odlezely slad se rozdrti na sladovy Srot, ktery se dokonale rozmicha s vystiraci vodou.
Vznikla smés tzv. rmut, je postupné vyhiivan na technologicky vyznamné teploty - 52, 63
a 75 °C. Tyto teploty jsou idedlni pro piisobeni enzymi, které méni predevSim Skroby
a bilkoviny na zkvasitelné cukry, dextriny a polypeptidy. Bilkoviny jsou dilezité pro
pénivost piva a plnost chuti a jejich §t€pné produkty aminokyseliny jsou dilezité pro
kvaSeni. Proces vystirani a rmutovani probihd ve rmuto-vystiraci panvi. Cely proces trva
ctyfi hodiny. V tomto procesu vznika sladina, kterou je nutno pfefiltrovat na sladinovém
filtru. Nerozpusténym c¢astem se fika mlato a je to odpad vznikajici pfi vyrobé piva.
Sladina se dale vaii s chmelovymi preparaty a dochazi k ptevedeni hotkych chmelovych
latek do roztoku, dale k upravenim koncentrace odpafenim ¢asti vody. Vyslednym
produktem chmelovaru je mladina. Tento proces probihd na zafizeni, kterému se fika
mladinova panev. Pfi chlazeni mladiny je tfeba odseparovat tzv. hotké kaly, které vznikly
pii chmelovaru. Toto probihd ve vifivé kadi, kde se kaly usadi na dno, odtud je mladina

odc¢erpavana a ochlazovana na zakvasnou teplotu 8 - 10 °C [5, 8].
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1.1.2.2 KvaSeni mladiny a dokvaSovani mladého piva

KvaSeni mladiny je pii klasické technologii rozdéleno do dvou fazi, na hlavni kvaseni

a dokvasovani.

Hlavni kvaSeni se u nas provadi obvykle v otevienych kvasnych kadich spodnimi
pivovarskymi kvasinkami. Nejdulezit€jSimi reakcemi jsou pfemény zkvasitelnych
sacharidi glukézy, maltézy a maltotridzy na etanol a CO,. Soucasn¢ se v malé mife tvori
vedlejsi kvasné produkty, alifatické alkoholy, aldehydy, diketony, mastné kyseliny
a estery, které vytvaii spolu chut’ a aroma piva. Toto kvaseni probiha v prostorach, které se
nazyvaji spilky. Kvaseni probiha v kvasnych tancich s pfivodem studené vody pro fizené
chlazeni kvasici mladiny. Tanky jsou plnény zchlazenou mladinou, v pribéhu plnéni je
mladina provzdusnéna sterilnim vzduchem a jsou do ni pfidany pivovarské kvasinky.
Proces hlavniho kvaseni trva 5 - 7 dni podle stupnovitosti vyrabéného piva a v jeho
prubéhu se udrzuje teplota do max 11 °C. Na konci hlavniho kvaseni sedimentuji spodni
kvasinky na dno kvasné kadé a po stahnuti piva se sbiraji, propiraji se studenou vodou
a znovu se nasazuji do provozu. Po ukonceni kvaSeni se obsah tanku zchladi na 5 - 7 °C,

mladé pivo je staceno do sudil a ukladano do lezackého sklepa [5].

DokvaSovani a zrani mladého piva se provadi v lezackém sklepé€, kde pivo pfi teplotach
1 - 3 °C velmi pozvolna dokvasi, ¢ifi se, zraje a syti se pod tlakem vznikajicitho oxidu
uhli¢itého v uzavienych lezackych tancich. Vznikajici CO; se vaze na bilkovinné slozky
piva

a tim vytvari jeho charakteristicky fiz. U béznych piv do koncentrace 10 % EPM (extraktu
puvodni mladiny) byva doba lezeni tii tydny, pro specialni exportni piva se zvySuje az na

nékolik mésicti [5].

V soucasné dobé moderni technologie umoziuje jednofazové kvaseni, kde kvaSeni
a dokvasovani probihd v jedné nadobé. VEtsinou jsou to cylindrokénické velkoobjemové
tanky, které umoziuji tlakovy i1 beztlakovy rezim. Tato metoda ovSem predstavuje vysoké
naroky na dodrzovani technologického postupu, je naro€nd na hygienu a sanitaci,

ale s vyraznymi ekonomickymi pifednostmi [10].
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1.1.2.3 Zaivérecné upravy a staceni zralého piva

Dokonale vyzralé pivo se musi jeSté zfiltrovat, pfipadné pasterovat ¢i stabilizovat

a nakonec se sta¢i do transportnich obalu [5].
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2 DRUHY PIVA

Pivo lze rozd€lovat dle barvy, dle zptsobu kvaSeni a dle stupiiovitosti.

2.1 Rozdéleni podle barvy
Svétla piva — vyrabéji se z tzv. plzeniského sladu, suseného pii teploté 80 az 90 °C.
Tmava piva — vyrab¢ji se z tzv. bavorskych slada, prazenych pii teploté kolem 105 °C.

Rezana piva — vznikaji smichanim pfi staceni z tmavého a svétlého piva [2, 11].

2.2 Rozdéleni podle zptisobu kvaseni

V dnesni dobé existuji tii hlavni typy piv, liSici se zplisobem kvaseni: piva spodné kvaSena,
piva svrchné¢ kvasena a piva spontanné kvaSend. Rozdil mezi svrchnim a spodnim
kvasenim spociva v tom, ze zatimco pii vyrobé spodné kvasenych piv kvasnice postupné
klesaji ke dnu, kde vytvoii kompaktni vrstvu, u svrchné kvaSenych piv jsou kvasnice na
konci kvaseni vynaSeny k povrchu. Piva spontdnné kvaSend se vyrabé&ji bez piidavku

pivovarskych kvasnic, ale zkvaSuji se mikroorganizmy pfitomnymi ve vzduchu [12,13].

2.2.1 Spodné kvaSena piva

Spodni kvaSeni piva probiha pfi niZsich teplotach pohybujicich se v rozmezi 8 az 14 °C.
K vyrobé¢ se pouzivaji kvasinky Saccharomyces cerevisie subsp. uvarum (carlsbergensis).
Zékladnim druhem je tzv. pivo ¢eského (plzeniského) typu, které je reprezentovano sveétlym

lezakem. Rozumi se jim svétlé pivo o koncentraci pivodni mladiny 11 - 12 % [11,12].

Pils — pfevazné svétlé pivo s chutové plnou, jemnou az mirné drsnou hotkosti, jehoz

pivodnim vzorem je pivo uvaiené v roce 1842 v M¢stanském pivovaru v Plzni.

Bock - silné svétlé nebo tmavé pivo se sladko-hotkou piichuti. Piva vyrobena z mladiny se

stupiiovitosti nad 18 % se nazyvaji Doppelbock.
Mirzen (breziidk) — sezonné, zpravidla v bieznu vyrabéné, velmi silné nebo polotmavé
pivo, které ma vydrzet pies 1éto. V bfeznu se vyrabélo proto, ze jesté byl k dispozici led

nutny pro chlazeni pfi spodnim kvaseni a leZeni [11,13,15].
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2.2.2 Svrchné kvaSena piva

Svrchné kvasena piva se tradi¢né vyrabéji ve Velké Britanii, v Belgii, ¢aste¢n¢ ve Francii
a v Némecku, maji jiny organolepticky charakter, nezvykli pro naSe piva. Svrchné kvasena
piva vznikaji pii teplotach okolo 15 az 20 °C, s vyuzitim kvasinek z rodu Saccharomyces
cerevisiae subsp. cerevisiae ¢i za pomoci spontanniho kvaSeni vlivem mikroflory
mlécnych ¢i octovych bakterii. Vyuziva se k vyrobé veskerych pseni¢nych piv. Samotné
kvaseni trva nejdéle tfi az Ctyfi dny. Vznikajici kvasnice jsou z hladiny sbirany a zkvasena
mladina se nasledné uklada do sudu nebo do tankd, kde dozrava za ptirozené ¢i sklepni
teploty po dobu nékolika dni az mésicu [11,12].

Ale — svrchné kvasena, hluboce prokvasena piva s vyssi hotkosti, nékdy s ovocnou prichuti
(Pale Ale, India Ale apod.). Rychlé kvaSeni za tepla pii postupném dodavani riznych

druhi kvasnic, piivodn€é nechmelené pivo, typické pro Anglii.

PSeni¢né pivo (Weissbier nebo Weizenbier) — stiedné silné, ptevazné svétlé pivo
vyrabéné z vice nez 50% pSenicného sladu svrchnim kvaSenim. Vyznacuje se mensi
hotkosti, nakyslou chuti, vysokym nasycenim CO; a vyraznym aroma. Vyrabi se v mnoha

chutovych i druhovych variantach zejména v Némecku.

Stout — velmi tmavé svrchné kvasené pivo s tmaveé Cervenou az Cernou barvou, ¢ast
s pfidavkem karamelového cukru. Typickym piedstavitelem je irské pivo Guiness. Vyssi

pridavek barvicich sladt dodava pivu typickou nahotrklou chut.

Porter — velmi tmavé svrchné kvaSené pivo s tmavé ¢ervenou az ¢ernou barvou a vysokym

obsahem alkoholu, typické pro Anglii. Typickou chut’ dava pfidavek prazeného jecmene.
Trappist — je silné kvasnicové pivo pivodem z Belgie a Nizozemi. V soucasné dobé se
vyrabi pouze ze tii druhii specialnich sladt, ze dvojiho chmele a s riznymi piichutémi.
Zazvorové pivo — anglicky svrchné kvasené pivo, vyrabéné s ptisadou rtizného kotenti.
Hoogarden - belgické pivo, pojmenované po stejnojmenném pivovaru a méstecku, kde se
vyrabi. Jedna se o pSenicné pivo, do kterého se pridava pomerancova klira, koriandr a jiné
ingredience. Po hlavnim kvaseni se do mladého piva piidavaji dal§i kvasnice a ziviny

a pivo se po urcitou dobu necha dozrat [11,13,15].


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomyces_cerevisiae_subsp._cerevisiae&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharomyces_cerevisiae_subsp._cerevisiae&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Trappist&action=edit&redlink=1
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2.2.3 Spontinné kvaSena piva

Rozdil mezi pfedchozimi dvéma druhy kvaseni je, Ze se mladina nezkvaSuje pivovarskymi
nasadnimi kvasnicemi, ale v podstaté se infikuje mikroorganizmy pfitomnymi ve vzduchu.
Spontanni kvaSeni vyvolavaji kvasinky typu Brettanomyces, dale divoké kvasinky
a mlécné bakterie. Uvarend, zchlazena a provzdusnénd mladina se ¢erpa do kadi na padach
pivovar, kde kvasi. Po prokvaseni se suduje do dubovych sudi, kde lezi minimalné jeden
rok. Tento zpiisob kvaSeni vSak v dnesni dobé pouziva jen velmi malo vyrobct piva, a to

zejména v Belgii, n€kterych ¢astech Francie a Nizozemi [11,13,14].

Lambic — belgické pivo, které vzniklo v méstecku Lambeek pobliz Bruselu. Vyrabi se
s je¢ného a pSenicného sladu (60 % jecny a 40 % pSeni¢ny). Vyrobend mladina ma asi
13 % obsahu ptivodniho extraktu a je silné¢ chmelena. Slozeni kvasicich mikroorganizmu je
typické pro misto, kde Lambic vznika. Sladkové povazuji pivo Lambic za hotové pivo az
po dob¢ zrani v sudech, a to je minimalné rok i déle. Velmi Casto pivo zraje i v lahvich.

Mladsi Lambic Ize objevit jako ¢epované pivo v hospodach.

Gueuze — pivo vyrobené smichanim tfi roky starého Lambicu se zakvasenou mladinou
nebo mladym pivem. Casto se do piva pfidava ovoce (tie$ng, ostruziny, boriivky, broskve

apod.), které se v pivu vyluhuje. Ovoce potlacuje kyselou chut’ plivodniho piva.

Faro — pivo se vyrabi v Belgii z Lambicu pfidanim cukru a karamelizovaného cukru. Tim
V pivu piitomné kvasinky dostanou nové Ziviny a zacnou kvasit. Proto se pivo pied

distribuci pasteruje, aby se ¢innost kvasinek zastavila.

La Kriek — belgické ovocné pivo, které se vyrabi ptfidanim ptiblizn¢ 50 kg Cerstvych tfesni
(,,krieg®) do 250 I piva Lambic. Pivo potom zraje po dobu asi Sesti mésicii. Chut’ je

PR

vyrazna tfesnova, ale pivo neni sladké [13].

2.3 Rozdéleni podle stupniovitosti

Protoze podle soustavy SI je pojem ,,stupen vyhrazeno obloukové mitfe, muselo se upustit
od tradi¢niho pouzivani oznaceni druhi piva, napt. desetistupiiové nebo dvanactistupiiove,
coz znamenalo procento zkvasitelného extraktu v mlading pied jejim kvasenim; tedy pivo
,desitka® obsahovalo na zaCatku kvasného procesu 10 % zkvasitelného extraktu a 88 %
vody, coz piedstavovalo po ukonceni vyroby asi 4 % obj. alkoholu. Nové se ma tedy

Xee

pouzivat termin ,.extrakt v pivodni mlading*“ (EPM), coz je v podstaté stejné oznaceni,
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tedy

10 EPM je pivo ,,desitka*

Podle obsahu ,,extraktu v ptivodni mladiné*“ (EPM) neboli podle piivodni stupniovitosti se
pivo d€li na:

lehké pivo - pivo vyrobené prevazné z jeénych sladl s extraktem ptivodni mladiny do
7 % hm.a s obsahem vyuZitelné energie nejvyse 130 kJ.100 ml™,

vy€epni pivo — pivo vyrobené prevazné z jeCnych sladi s extraktem ptivodni mladiny 8 az
10 % hm.

lezaky - pivo vyrobené pievazné z jeCnych sladi s extraktem pivodni mladiny 11 az
12 % hm.

specialni — pivo vyrobené pievazné z je¢nych sladi s extraktem ptvodni mladiny nad

13 % hm. a vyssim [13,15].

2.4  Piva specidlni
Pivo se snizenym obsahem alkoholu - pivo s obsahem alkoholu nejvyse 1,2 % obj.
(1% hm.).

Nealkoholické pivo - pivo s obsahem alkoholu nejvyse 0,5 % obj. (0,4 % hm.)

Pivo se sniZenym obsahem cukra (dia-pivo) - hluboce prokvasené pivo s obsahem
zatézujicich sacharidi nejvyse 0,75 g.ml'l a bilkovin 0,4 g.ml'l. Je urCeno pievazné pro

diabetiky.

PSenicné pivo - pivo vyrobené s podilem extraktu z pouzitého pSeni¢ného sladu vysSim
nez jedna tretina hmotnosti celkové dodaného extraktu.

Kvasnicové pivo - vyrobené dodatenym ptidavkem malého podilu rozkvasené mladiny
do hotového piva v priibéhu staceni. Obsahuje rozptylené zivé kvasinky. Pivo dokvasuje
asi 14 dni ve sklepé¢, je bohat¢ syceno CO; a vynika silnou pénivosti.

Bylinné pivo - pivo vyrobené s pfidavkem €asti bylin, dfevin nebo jejich extrakti.

Lehké pivo - pivo s obsahem plvodniho extraktu mladiny do 7,99 % nebo hluboce
prokvaSené pivo s obsahem vyuzitelné energie nejvyse 1300 kJ 17

Pivo nefiltrované — pivo z lezackého tanku, které nebylo ani pasterizované, ani filtrované.

Pivo ochucené - pivo vyrobené s pridavkem latek urenych k aromatizaci. Obsah
alkoholu pochézejiciho z lihovin a ostatnich alkoholickych népoji pfitom nesmi piekrocit

obsah alkoholu v piivodnim pivu [12,15].
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3 HISTORIE VYROBY PIVA

3.1 Vareni piva ve svété

Za kolébku piva se povazuje Mezopotamie. Jiz v 7. tisicileti pfed n. 1. zde péstovali obili
Sumerové, Akkadové, Babylonané a Asyfané. Predpoklada se, ze pivo bylo objeveno
nahodné, diky tehdejSimu skladovani obili v hlinénych nadobach. Nasledné se zacaly
z obili pfipravovat kvasené napoje cilen€, coz byl jakysi druh piva, Sumery nazyvany kas,
Babylonany Sikarum. Sumerské pivo kas bylo na rozdil od souc¢asného piva piipravovano
bez chmele. Kas vznikal z je¢ného chleba a sladu. Okolo 3. tisice pf.n.l. tehdejsi pivo
nepodstupovalo proces filtrace, coz mélo za nasledek pfitomnost velkého mnozstvi
mechanickych ¢astic a pivo proto nebylo ¢iré. Z tohoto diivodu se pro piti vyuZzivalo obilné
stéblo, které fungovalo jako brcko.

Egyptané pouzivali pro vyrobu piva jecmen, ze které¢ho vyrabéli slad a rizné typy pSenice,
jako ndhradu za chmel. Absence chmelu pak méla za nasledek, ze pivo mélo nasladlou
chut. V dobé Antiky se pivo nachazelo na okraji zajmu. Dominovalo vino v oblasti
Stitedomoti a medovina v oblastech Evropy obyvané Kelty. Proti tomu germanské kmeny
1 nadale preferovaly vyrobu a konzumaci piva. Mezi dal$i oblasti, kde byla konzumace
piva hojné rozsitena, patii oblasti pod nadvladou Vikingl v oblastech severni Evropy. Zde
se jednalo se 0 metodu tzv. vymrazovani, béhem kterého pivo zmrzlo a vzhledem k

rozdilné teploté tani vody a alkoholu doslo k nértstu obsahu alkoholu v pivé.

V roce 1876 vydava Louis Pasteur dilo Studie o pivu, ve které podrobné popisuje
novodobou technologii pro vyrobu piva zalozené na filtraci a pasterizaci. Soucasn¢ po celé
19. stoleti narGstaly poznatky o pfipravé, kvaseni a filtraci. Soucasné v roce 1876 je

zalozen prvni americky pivovar Budweiser, ur¢eny k masové produkci piva.

V druhé poloving 20. stoleti dosSlo ke zméné trendli vyrabét vétSinu piva v masovych
pivovarech a zacCaly se zakladat malé pivovary, které se v prvni fazi objevily prevazné na

uzemi Britanie [11,16,17].

3.2 Historie vyroby piva v Ceskoslovensku a CR

Prvni pisemna zminka o vateni piva v Cechach pochazi ze zakladaci listiny VyS$ehradské
kapituly, vydané Vratislavem II. v roce 1088. Profese pivovarskd neexistovala a pivo se

vafilo vesmés doma ze sladu, dodavané sladovniky. Vznikem a zakladdnim mést byla


http://cs.wikipedia.org/wiki/Teplota_tání
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udélovana riizna privilegia. Jedno z povoleni méstanstvu bylo vafit si vlastni pivo. S timto
pravem souviselo i tzv. ,,pravo milové®, zakazujici v dosahu jedné mile od mésta, tj. asi
10 km, vafit pivo jinou osobou. Kralovskd meésta a klastery byly tak prvnimi
a monopolnimi ¢eskymi vyrobci piva. Slechta viak zacala prekratovat zékazy a zakladala
si na svych panstvich své pivovary. Spory vyvrcholily po¢atkem 16. stoleti, kdy bylo dano
Slechté povoleni ke zfizovani vlastnich pivovart. Zlom nastal v druhé poloviné 18. stoleti,
kdy Cesky sladek a pivovarsky reformator FrantiSek Ondfej Poupé zavedl a ve své praci
uplatnil do té doby nevidany potfddek a empiricky zplsob vyroby piva pozvedl na
védeckou uroven. Navic pii svych pivovarskych Stacich dokazal zaucit a vychovat fadu
pokracovatell a zalozit §kolu ¢eskych sladki. V minulosti byly Cechy proslulé piedevsim
svym pSeni¢nym pivem, zde zvanym ,,bilé“. Pivo z je€ného sladu, zvané ,,cervené* se tu
vafilo rovnéz, ale jeho hlavni rozvoj nastal az v polovin€ 17. stoleti. Teprve od poloviny
minulého stoleti si vSak tato ¢ast svéta vydobyla misto ve vyrob¢ svétlého piva, vareného

ze sladovnického je¢mene, piva tzv. ,,plzeniského typu®.

Oblasti péstovani chmele jsou okolo Zatce, Loun, Rakovnika, hlavnimi producenty
sladovnického je¢mene jsou Polabi a moravskd Hana. Cechy maji k vyrobé piva obzvlast
vhodnou vodu, ¢erpanou ze studni. Prosluld je voda z okoli Plzné, vyznacujici se svoji

mekkosti a vyraznou alkalickou kvalitou.

Po zruseni propinac¢niho prava (zvlastni forma direktivniho zptisobu vyroby a prodeje piva,
kdy jednotlivé kraje byly nuceny odebirat pivo z pivovari tam cinnych) a uvolnéni
podnikatelské &innosti, vznikaji v Cechach a na Moravé dalsi pivovary, které patii dodnes
mezi nejoblibengjsi a nejznaméjsi. Druhy plzensky (dnesni Gambrinus), smichovsky
akcionaisky pivovar (Staropramen), Ringhoffertiv pivovar ve Velkych Popovicich u Prahy,
swanzenbersky podnik v Protiviné, na Moravé brnénsky akciovy (Starobrno). Rozvoj
téchto modernich pivovari mél i stinné stranky, ptfivodil postupny zénik mensich pivovart.
V Cechach zcela pievladla vyroba piva plzefiského typu, ktery se pouziva prakticky
dodnes. Pievratné bylo zavedeni nové metody ,spodniho kvaseni“ mladiny na
pivovarskych spilkach. Objev profesora Hansena z danského Carlsbergu se zahy uplatnil
nejen v Dansku, ale i v Némecku, a ze sousedniho Bavorska dorazil v prvni poloviné
19. stoleti i do Cech. Spodni kvageni revoluéné méni staleté zplsoby vyroby piva.
Plzenisky M¢éstansky pivovar provadél spodni kvaseni od prvopocatku, posledni pivovar,

ktery pouzival svrchni kvaseni, byl méstsky pivovar v Krupce u Teplic.
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V roce 1918 piebira Ceskoslovensko z byvalé habsburské monarchie asi 60 % vyrobniho
potencidlu pivovart. Katastrofu ¢eskému pivovarstvi ptinesla druhd svétova valka, poté
pivovarsky a sladafsky pramysl byl postupné v celé Ceskoslovenské republice zestatnén
a centralné fizen. V dob¢é komunistického rezimu nebyly do pivovarti a sladoven vkladany
potiebné finanéni prostiedky. Po valce byly na izemi dnesni Ceské republiky postaveny
pouze 2 pivovary: Radegast a Most. Druhy jmenovany byl v roce 1998 uzavien. Sladoven
bylo postaveno 5. Na Slovensku bylo postaveno v obdobi socialistického Ceskoslovenska
8 pivovart. Po roce 1989 nastala privatizace, mnohé pivovary zanikly, do nékterych
vstoupil zahraniéni kapitdl. V roce 2003 bylo v Ceské republice 36 sladoven, které
vyrobily 483 693 tun sladu. Cinnych pramyslovych pivovart bylo v roce 2007 48, vyrobily
18 548 314 hl piva, roéni spoticba na jednoho obyvatele ¢inila 160,91 piva. Sedm
nejvetSich pivovart pokryva 84 % produkce ¢eského piva (jednd se o pivovary Plzensky
Prazdroj, Bud¢jovicky Budvar, Staropramen, Kralovsky Pivovar KruSovice, PMS Pierov,
Drinks Union a Starobrno) [11, 18].
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4 ZMAPOVANI CESKEHO TRHU PIV

V této Gasti prace jsou uvedeny viechny pramyslové pivovary na tizemi Ceské republiky.
Jsou to pivovary, které pivo staceji do sudl i do lahvi a dodavaji ho do obchodu
a restauraci. Setazeny jsou abecedné podle mést, kde se pivovar sidli a podrobnéji jsou

popsany nejznamé;jsi z nich [19].

Tab. 1 Seznam vsech pramyslovych pivovart na uzemi Ceské republiky [19,20]

Mésto Pivovar
BeneSov Pivovar Ferdinand
Brno Pivovar Starobrno
Broumov Pivovar Broumov
Bfeznice Pivovar Herold Bieznice
Cerna Hora Pivovar Cerna Hora
5 Budé¢jovicky Budvar
Ceské Budégjovice

Budéjovicky méstansky pivovar
Cesky Krumlov Pivovar Eggenberg
HanuSovice Pivovar Holba (PMS Pterov)
Havli¢ktiv Brod Méstansky pivovar Havlickiv Brod
Hlinsko v Cechach Pivovar Rychtar
Humpolec Rodinny pivovar Bernanrd
Chodové Plana Rodinny pivovar Chodovar
Chotébot Pivovar Chotébot
Jihlava Pivovar a sodovkarna Jihlava
Klaster Hradisté Pivovar Klaster
Krusovice Kralovsky pivovar Krusovice
Kutna Hora Pivovar Kutna Hora (Drings Union)
Litovel Pivovar Litovel (PMS Pierov)
Louny Pivovar Louny (Drings Union)
Maly Rohozec Pivovar Rohozec
Néchod Pivovar Nachod
NosSovice Pivovar Radegast (Plzenisky Prazdroj)
Nova Paka Pivovar Nova Paka
Nymburk Pivovar Nymburk
Ostrava Pivovar Ostravar (Pivovary Staropramen)
Pardubice Pivovar PernStejn
Pelhfimov Pivovar Poutnik

Plzensky Prazdroj (Pilsner Urquell)
Plzefi Plzensky Prazdroj (Gambrinus)
Podkovan Pivovar Podkovan
Policka M¢stansky pivovar v Policce
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Praha Pivovar Branik (Pivovary Staropramen)
Pivovar Staropramen (Pivovary Staropramen)

Protivin Méstsky pivovar Platan

Pterov Pivovar Zubr (PMS Pterov)

Rakovnik Pivovar Rakovnik

Sokolov Meéstansky pivovar Sokolov

Strakonice M¢éstansky pivovar Strakonice

Svijany Pivovar Svijany

Tyn nad Vltavou Pivovar Lipan

Trutnov Pivovar Krakonos

Ttebon Pivovar Bohemia Regent

Uhersky Brod Pivovar Janacek

Usti nad Labem Pivovar Krasné Bfezno (Drinks Unions) - Zlatopramen

Vimperk Sumavsky pivovar

Velké Biezno Pivovar Velké Biezno (Drings Union)

Velké Popovice Pivovar Velké Popovice (Plzensky Prazdroj)

Vratislavice nad Nisou | Pivovar Konrad Vratislavice

Vysoky Chlumec Lobkowiczky pivovar

Vyskov Pivovar Vyskov

Znojmo Pivovar Hostan (Starobrno)

Zatec Zatecky pivovar

4.1 Starobrno

V soucasné dob¢ ¢ini ro¢ni vystav pivovaru cca 800 000 hektolitrd piva, coz je fadi do
prvni pétky nejvétSich pivovard v Ceské republice. V Brnénském pivovaru se vafi pivo
vlastni znacky Starobrno, cely sortiment lahvového piva Hostan a v licenci sudovy Zlaty
bazant. Je také distributorem zahrani¢nich znacek Heineken, Amstel a pSeni¢ného piva
Edelweiss. Celostatni podil na trhu se pohybuje okolo 4 %. Celkové se vyvazi do 15 zemi
a vyznamnou ulohu zde ma podpora sesterskych spolecnosti patiici pod rakouskou

spole¢nost, kde majoritnim vlastnikem je firma Schwechat AG.

Sortiment zahrnuje i pivo nealkoholické a nékolik méné tradi¢nich piv. Jsou to zejména
,.dra¢i“ specialy. Cerveny drak je netradi¢ni pivo &ervené barvy, kterou mu davaji exotické
byliny. Pozd¢ji se zacal vyrabét drak ¢erny — Black Drak. Pivovar vyrabi i pivni palenku,
ktera se vyrabi destilaci ¢erstvého tmavého piva ve spolupraci s vizovickou firmou Rudolf
Jelinek. Na Velikonoce se pfipravuje pivo na Zeleny ctvrtek — zelené pivo. To je specialni

13 % EPM napoj, ktery ma zelenou barvu, kterou mu dava bylinny likér.
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Sortiment:

Starobrno Tradi¢ni — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Starobrno Medium — svétly lezak s obsahem alkoholu 4,5 % obj.,

Starobrno Lezak — svétlé pivo vyzralé chuti s osobitou vuni chmele s obsahem alkoholu
5 % obj.,

Starobrno Cerné — tmavé vy&epni pivo s obsahem alkoholu 3,8 % obj.,

Starobrno Rezak — polotmavé, fezané vy&epni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Baron Trenck - 14% EPM specialni lezak s obsahem alkoholu 6 % obj.; pro specialni
ptilezitosti,

Cerveny drak — 15% EPM lezak, bylinné polotmavé pivo &ervené barvy s obsahem
alkoholu 6 % obj.,

Black drak — specialni tmavy lezak s obsahem alkoholu 5,5 % obj., obsahuje vyluh ze
Zéazvoru lékaiského.

Frii - nealkoholické pivo s obsahem alkoholu 0,5 % obj.

Dalsi znacky: Hostan Cechovni, Hostan Nase pivko, Hostan Hradni, Hostan Premium,

Hostan Zamecké, Zlaty bazant [19,21,22].

4.1.1 Spolecnost Heineken

Heineken je tieti nejvetsi pivovarnickou skupinou na svété a evropskou jedniC¢kou mezi
vyrobei piv. Vroce 2003 se soudasti skupiny Heineken Ceska republika stal pivovar
Starobrno, vroce 2007 Kralovsky pivovar KruSovice, a.s. V poloviné roku 2008 byla
uspésné dokoncena akvizice spole¢nosti Drinks Union, a.s. V roce 2009 bylo Starobrno,
a.s., fuzovano do spolecnosti Kralovské pivovary KruSovice, a.s. Na pocatku roku 2010
byla do obchodniho rejstfiku zapsana zména obchodni spolecnosti, kterou byla spolecnost
Kralovské pivovary Kruovice, a.s. piejmenovana na Heineken Ceska republika, a.s.
V soudasné dobé je Heineken Ceska republika tietim nejsilngj§im hra¢em na domacim trhu

s pivem, v exportu se fadi mezi nejdilezitéjsi vyvozce piva [23].

4.2 Cerna Hora

V soucasné dobé dodava pivovar na trh deset druhii piv: 3 vycepni, 3 lezéky, 3 specialni
a jedno nealkoholické pivo. Kromé piva pivovar vyrdbi také pivni palenku, sudové
a lahvové limonady s pfidavkem chmelového extraktu a staci pitnou vodu z ¢ernohorského
pramene Zeleny kiiz. Desitka Tas dostala nazev po historickém majiteli pivovaru ze

16. stoleti. Dalsi nazev je Moravské sklepni nefiltrované. Pouzivaji pouze moravsky chmel
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I slad — proto moravské, pivo zraje ve sklepnich prostorach pivovaru - proto sklepni, pied
sto¢enim se nezbavuje kvasnic — proto v nazvu nefiltrované. Medovy specidl Kvasar,
dostal nazev Vv Senticich, kde ho od roku 1992 vaii Jiti Jelinek, od n¢hoz pivovar koupil
licenci. V poloving roku 2007 bylo uvedeno jako prvni na trhu nealkoholické pivo, které je
absolutné bez alkoholu. Alkohol se zde odstranuje pomoci filmové vakuové destilace
a diky ni se ziskava i jiny produkt, a to pivni palenku. V roce 2006 vystavil pivovar Cerna
hora 161 000 hektolitrti piva.

Sortiment:

Cerna Hora Tas — 10% EPM svétlé vy&epni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Cern4 Hora Lezak — 12% EPM tmavy lezak s obsahem alkoholu 4,8 % obj.,

Cerna Hora Granat - 12% EPM tmavy lezak s obsahem alkoholu 4,5 % obj.,

Cerna Hora Kern - 10% EPM polotmavé vyéepni s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Cerna Hora Moravské sklepni nefiltrované — 10% EPM svétlé vy&epni s obsahem alkoholu
4 % obj.,

Cernd Hora Kvasar — 14% EPM specialni svétly lezak s pfidavkem medu a obsahem
alkoholu 5,7 % obj.,

Cerna Hora Velen — svétlé svrchné kvasené pivo s 1/3 sladu z pSenice a s obsahem
alkoholu 4,8 % obj.,

Cerna Hora Modra Luna — ochuceny svétly lezék s piidavkem lihového bortivkového
maceratu ze susenych bortivek s obsahem alkoholu 4,4 % obj..

Dalsi: Monte Negro Gold a Silver, Pivni rezna, Cerna Hora Black Hill [19,21,24].

4.3 Budéjovicky Budvar

V roce 2009 vystavil Bud€jovicky Budvar 1,28 mil. hektolitrii piva. Je jednim z mala
pivovaru, které pouzivaji zatecky chmel v hlavkové podobé a vyjimecna je i délka lezeni
u lezakt (90 dni). Hlavni znackou Budvaru je Budweiser Budvar, kvili, které vede
pivovar uz témef sto let soudni spory s americkou pivovarnickou firmou Anheuser-Busch.
Sortiment Budvaru zahrnuje krom¢ svétlého vycepniho a lezdku i lezak tmavy, pivo
nealkoholické a special Bud Super Strong, coz je 16% EPM lezak s hustou pénou, tmavsi
barvou

a vyraznou sladovou chuti, kterd zraje az 200 dnd. Novinkou od roku 2007 je svétlé

vycepni Pardal. Budvar patfi k nejvétSim ceskym exportérim piva. Téméf polovinu
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produkce vyvazi do 50 zemi svéta. Od 1. ¢ervna 2007 je Budé&jovicky Budvar vyhradnim

dovozcem svétlého prémiového lezaku danské znacky Carlsberg pro Ceskou republiku.

Sortiment:

Budgjovicky Budvar Svétlé vycepni pivo — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu
4 % obj.,

Budweiser Budvar Svétly lezak — svétly lezak s obsahem alkoholu 5 % obj.,

Budweiser Budvar Tmavy lezak — tmavy lezak s obsahem alkoholu 4,7 % obj.,

Bud Super Strong — 16% EPM svétly specialni lezak s obsahem alkoholu 7,6 % obj.,
Budweiser Budvar Nealkoholické pivo - nealkoholické pivo s obsahem alkoholu
0,5 % obj.,

Budweiser Budvar krouzkovy lezak - 11,9% EPM svétly lezak s obsahem alkoholu
5 % obj.,

Pardal - svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 3,8 % obj. [19].

4.4 Rodinny pivovar Bernard

Pivo vyrobené v pivovaru Bernard neni oSetieno pasteraci, nybrz mikrofiltraci. Pivo tak pii
dosahovani dlouhé trvanlivosti nepiichdzi o svou specifickou chut’, vini ani barvu. Pivovar
Bernard také pfiSel na trh s novou lahvi s patentnim uzavérem. 15 % produkce Bernard
vyvazi na Slovensko, do Svédska, Némecka, Chorvatska a Ruska. Pivovar provozuje
vlastni sladovnu v Rajhrad¢. Sladovna v ni produkuje zhruba 6 700 tun sladu plzenského
typu. Od roku 2001 prodal polovinu svych podili belgickému pivovaru Duvel Moortgat.
Prodej akcii umoznil oddluzit firmu a vyrazné investovat do rozvoje pivovaru a zaroven
umoznil prodavat znacku Duvel v Cesku. V roce 2006 pivovar vystavil 139 922 hektolitrii
piva.

Sortiment:

Bernard Svétlé pivo — svétlé pivo vycepni s obsahem alkoholu 3,8 % obj.,

Bernard Svétly lezak — 11% EPM a 12% EPM svétly lezak s obsahem alkoholu 4,5 % obj.
a4, 7% obj.,

Bernard Svate¢ni lezak - 12% EPM svétly lezak s prisadou jemnych kvasnic s obsahem
alkoholu 5,0 % obj.,

Bernard Jantarovy lezdk — 11% EPM polotmavy lezdk s pfisadou jemnych kvasnic

a obsahem alkoholu 4,5 % obj.,
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Bernard Specialni Cerné pivo — 13% EPM tmavé speciélni pivo s jemnou piisadou kvasnic
a obsahem alkoholu 5,1 % obj.,

Bernard Free - svétlé nealkoholické pivo s obsahem alkoholu 0,5 % obj.,

Bernard Free Jantar — polotmavé nealkoholické pivo s obsahem alkoholu 0,5 % obj.,
Bernard Svétlé lehké pivo — nizkoalkoholové pivo s obsahem alkoholu 2,2 % obj.
[19,21,25].

4.5 Pivovar Radegast

Mimotadny uspéch mé nealkoholické pivo Birell. S vystavem ptes 200 tisic hektolitrti
roné je nejprodavangjiim nealkoholickym pivem v Ceské republice. Jeho tispéch tkvi
V tom, Ze je vyrdbéno jinym zpusobem nez vSechna ostatni nealkoholick4 piva a chutna
jako skute¢né pivo. K vyrové se pouzivaji specialni kvasnice, které produkuji minimalni
mnozstvi alkoholu. V NoSovicich ho poprvé uvarili v roce 1992 podle licence malého

Svycarského pivovaru.

Sortiment:

Radegast Klasik — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 3,6 % obj.,

Radegast Original — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 3,9 % obj.,

Radegast Premium — svétly lezak s obsahem alkoholu 5 % obj.,

Radegast Birel — svétlé nealkoholické pivo s obsahem alkoholu 0,49 % obj.,

Primus — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,2 % obj.,

Gambrinus Desitka a Gambrinus Premium - licen¢ni vyroba jen sudového piva od tinora

2002 [19,21,26].

4.6 Pivovar Ostravar

Hlavni znackou pivovaru je regionalni Ostravar, ktery se vyrabi tradi¢ni technologii
spodniho kvaSeni. V soucasné dobé pivovar nabizi 3 druhy piva - svétlé vyCepni, svétly
lezak, 14% EPM special a netradicni piva -Velvet a Kelt. Pivo Kelt je jediné ¢eské pivo
typu stout, ale na rozdil se vyrabi spodnim kvasenim. Ma nahoiklou chut’ a hodné tmavou
barvu, kterou mu dodavaji barevné a karamelové slady. Velvet byl inspirovan tradicni
anglickou recepturou, je charakteristicky jemné nahotklou, zlatohnédou barvou a lavovym

efektem, ktery vznika ve sklenici po naliti.
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Sortiment:

Ostravar Original — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,3 % obj.,

Ostravar Premium — svétly lezak s obsahem alkoholu 5,1 % obj.,

Velvet — polotmavy specialni lezak s obsahem alkoholu 5,3 % obj.,

Kelt — tmavy stout, spodn¢ kvaseny a obsahem alkoholu 4,8 % obj.,

Rallye - svétlé nealkoholické pivo obsahujici max 0,5 % obj. alkoholu [19,21,27].

4.7 Plzenisky prazdroj

Sortiment:

Znacka Pilsner Urguell:

Pilsner Urquell — svétly lezak s obsahem alkoholu 4,4 % obj.
Znacka Gambrinus:

Gambrinus Svétly — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,1 % obj.,
Gambrinus Premium — svétly lezak s obsahem alkoholu 5 % obj.,

Gambrinus Excelent — 11% EPM svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,7 % obj. [19].

4.7.1 SABMiller

SABMiller patii s 239 miliony hektolitrGi piva mezi nejvétsi pivovarnické spolecnosti na
sveté. Spolecnost SABMiller vznikla v roce 2002, poté, co tehdejsi SAB (South African
Breweries — Jihoafrické pivovary) koupila vétSinu akcii druhého nejvétsiho amerického

pivovaru, Miller Brewing Company [28].

4.8 Pivovar Staropramen

Spolecnost Pivovary Staropramen distribuuje na cesky trh také belgicka piva ze sortimentu
matefské spolecnosti InBev: predev§im prémiovy lezék Stella Artois, ktery se na Smichové
také vafi. PSeni¢ny Hoegarden White nebo ochuceny svrchné kvaseny Hoegarden
Forbidden Fruit s kofenénym a bylinkovym aroma, klasterni pivo Leffe s tradi¢ni vyrobou
sahajici az do 13. stoleti a tiesnovy Belle-Vue Kriek, spontanné kvasené pivo typu lambic,
dozravajici v dfevénych kadich, které ziskavaji svou karminovou barvu a ovocnou chut

Maceraci Cerstvych tfesni. V nabidce ma i némecky prémiovy lezak Beck's.

Sortiment:
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Staropramen Svétly — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Staropramen Lezak — svétly lezak s obsahem alkoholu 5 % obj.,

Staropramen Granat — polotmavy lezak s obsahem alkoholu 4,8 % obj.,

Staropramen Cerny — tmavy lezak s obsahem alkoholu 4,4 % obj.,

Staropramen Nealko — svétlé nealkoholické pivo s obsahel alkoholu 0,5 % obj.,
Staropramen D pivo — pivo se snizenym obsahem cukru s obsahem alkoholu 4 % obj.
Dalsi znacky spole¢nosti: Stella Artois, Hoegarden, Leffe, Belle-Vue, Beck's [19,29].

4.8.1 Spolecnost Pivovary Staropramen

V roce 1992 vznikla spolecnost Prazské pivovary, a. s. a do jejiho vlastnictvi patiily
pivovary Staropramen a Branik. V roce 1994 se strategickym partnerem Prazskych
pivovarl stala britska pivovarnicka spolecnost Bass. V roce 1996 zapocala prvni etapa
modernizace pivovaru Staropramen postavenim v té dob€ jedné z nejvétSich varen ve
sttedni Evropé. Soucasné¢ byl zmodernizovan cely energeticky blok. V roce 1997 se
pivovar Ostravar zaclenil do spole¢nosti Prazské pivovary, a. s. V fijnu roku 2003 doslo ke
zméné korporatniho jména. Pivodni ndzev spolecnosti - Prazské pivovary a.s., se zmé&nil

na Pivovary Staropramen a.s. [29].

4.9 Pivovar Zubr

Dnes patii pivovar spolu s dal§Simi dvéma regiondlnimi podniky (Holba HanuSovice
a Litovel) do skupiny PMS, ktera se vystavem bliZicim se milionu hektolitri roéné, fadi do
prvni pétky piednich tuzemskych pivovarnickych firem. Pivovar vyvazi do zahrani¢i — na
Slovensko, do Mad’arska, ale také do Recka, Polska nebo Itélie.

Sortiment:

Zubr Classic svétlé — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,1 % obj.,

Zubr Classic tmavé — tmavé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,6 % obj.,

Zubr Gold — svétlé 11% EPM vycepni pivo s obsahem alkoholu 4,6 % obj.,

Zubr Premium — svétly 12% EPM lezéak s obsahem alkoholu 5,1 % obj.,

Zubr Free — nealkoholické pivo o obsahu alkoholu 0,5 % obj. [19,21,30].

4.10 Pivovar Svijany

Pivo se vyrébi klasickou cestou a je nepasterizované, a to i stacené do lahvi. Jednickou

Vv produkei je 11% EPM Svijansky Maz. Proslulé jsou svijanské hoiké 13% EPM piva —
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svétly Knize a tmava Knézna, 12% EPM Rytit nebo 15% EPM Baron. Sortiment dopliiuje
1 nealkoholické pivo s ndzvem Svijanskd Vozka a lehké pivo Fitness. Vystav pivovaru stale
roste, v roce 2005 piekrocil dafiovou hranici malého pivovaru, kdyZ poprvé v historii

uvaril pies 200 tisic hektolitrti piva.

Sortiment:

Svijanska Desitka — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Svijansky Maz — svétly 11% EPM lezak s obsahem alkoholui 4,8 % obj.,

Svijansky Rytii — svétly 12% EPM lezak s obsahem alkoholu 4,8 % obj.,

Kvasnic¢ak — specialni svétlé nefiltrované pivo s obsahem alkoholu 6 % obj.,
Svijansky Knize — svétly 13% EPM specialni lezak s obsahem alkoholu 5,6 % obj.,
Svijanska Knézna — tmavy 13% EPM specialni lezak s obsahem alkoholu 5,2 % obj.,
Svijansky Baron - svétly 15% EPM specialni lezak s obsahem alkoholu 6,5 % obj.,
Svijanska Vozka — nealkoholické pivo s obsahem alokoholu 0,5 % obj.,

Fitness - svétlé lehké pivo s obsahem alkoholu 3,2 % obj. [19,31].

4.11 Pivovar Krakonos$

V soucasné dobé& vyrabi pivovar Krakono$ 5 druhti piva v celkovém objemu pies 100 tisic
hl ro¢né. Na vanoce a velikonoce obohacujeme trh o specialni svétlé pivo Krakonos
14% EPM. Pivovar Krakono$ vyrabi pivo klasickou technologii, neni pasterizované, ale
mikrobidln¢ filtrované. Hlavnim mistem odbytu trutnovského piva jsou Krkonose

a Podkrkonosi, kde podnik proda kolem 60 % produkce.
Sortiment:

Krakono$ 10 — svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 3,9 % obj.,

Krakonos$ 10 — tmavé vycepni pivo s obsahem alkoholu 3,8 % obj.,

Krakonos 11 — svétly lezak s obsahem alkoholu 4,3 % obj.,

Krakonos 12 — svétly lezak s obsahem alkoholu 5,1 obj.,

Krakono$ 14 — svétly specialni lezak, ktery se pfipravuje na Vanoce a Velikonoce, obsah

alkoholu 5,8 % obj. [19,32].

4.12 Pivovar Janacek

Sortiment je Siroky: poc¢inaje lehkou 8% EPM pivo pies 10% EPM pivo, svétlé 1 tmave,
11% a 12% EPM pivo az po 14% EPM pivo. Velka specialita pivovaru je pivo s ndzvem
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Beerberry. D¢la se v Sesti chutovych variantach — s ptichuti citronu, zazvoru, bylin, vi$n¢,
maliny a coly. V nabidce nechybi ani nealkoholické pivo. Zhruba ¢tvrtinu své produkce

pivovar Vyvazi, a to predevsim na Slovensko, do Mad’arska, Italie a Svédska.
Sortiment:

Janacek Prima — svétlé 10% EPM vycepni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Janacek Olsavan — 8% EPM svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 3,7 % obj.,

Janacek Kvasni¢ak — 10% EPM sv¢tlé kvasnicové pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,
Janacek Tmavé - 10 % EPM tmavé vyéepni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,

Janacek Patriot — 11 % EPM svétly lezak s obsahem alkoholu 4,5 % obyj.,

Janacek Extra — 12 % EPM svétly lezak s obsahem alkoholu 5 % obj.,

Janacek Comenius — 14 % EPM svétly special s obsahem alkoholu 6 % obj.,

Beerberry — specialni svétlé a polotmavé ochucené pivo s pichuti citronu, zazvoru, bylin,
vis$né, maliny a coly a obsahem alkoholu 3,9 % obj.,

Janacek Caliber — nealkholické svétlé pivo s obsahem alkoholu 0,5 % obj. [19,21,33].

4.13 Pivovar Velké Popovice

V roce 2006 piekrocil pivovar v Popovicich hranici 1,5 miliond hektolitri piva ro¢né
a zafadil se tak na tieti piicku v Ceské republice. Cerny Velkopopovicky Kozel je
nejprodavangjSsim Ceskym tmavym pivem. Vroce 2005 pfipojil pivovar ke svému
sortimentu, ktery tvofil svétlé a tmavé 10% EPM piva a 12% EPM svétlé piva, jesté svétlé
11% EPM pivo — Kozel Medium. Od roku 2007 se zde vaii také dvé specialni piva se
znackou Master — polotmavé 13% EPM pivo a tmavé 18% EPM pivo, které se cepuji
pouze ve vybranych restauracich. V Popovicich se dale vyrabi také levna nizkostupnova
piva Primus a Klasik. Vyznamnou ¢ast produkce pivovaru tvoii export. Prodava se v 24
zemich svéta od Finska az po Australii. Licencné se kozel vyrabi také v pivovarech
patticich do skupiny SABMiller na Slovensku, v Mad’arsku a v Rusku, kde je dokonce
nejvetsi zahraniéni znackou.

Sortiment:

Velkopopovicky Kozel Svétly - svétlé vycepni pivo s obsahem alkoholu 4 % obj.,
Velkopopovicky Kozel Cerny — tmavé vy&epni pivo s obsahem alkoholu 3,8 % obj.,
Velkopopovicky Kozel 11° Medium — svétly lezak s obsahem alkoholu 4,6 % obj.,
Velkopopovicky Kozel Premium — svétly lezak s obsahem alkoholu 4,8 % obj.,
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Master polotmavy — specialni 13% EPM polotmavy lezak s obsahem alkoholu 5,8 % obj.,
Master tmavy — specialni 18% EPM tmavy lezak s obsahem alkoholu 7,0 % obj.,
Primus — vyc¢epni svétlé pivo s obsahem alkoholu 4,2 % obj.,

Klasic — lehké pivo vycepni svétlé s obsahem alkoholu 3,6 % obj. [19,34].
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5 VITAMINY SKUPINY B

Vitaminy jsou latky organického plivodu, potfebné v malych mnozstvich pro rtzné
biochemické funkce. Nemohou se samy syntetizovat v téle, a proto musi byt dodavany
Z potravy. Jsou oznacovany jako organické exogenni esencidlni katalyzatory heterotrofnich
organizmu. Jsou to latky, které jsou v malych koncentracich nepostradatelné pro existenci
zivych systému, a jejich nedostatek vyvolava vazné poruchy zivotnich funkci. Vitaminy
pfijimame v potravé bud v hotové form¢€, nebo jako provitamin. Provitaminy jsou
organické slou¢eniny bez vitaminového G¢inku, ktery se v téle méni ptisobenim UV zateni
nebo pomoci enzymu na vitaminy. Vitaminy mohou mit katalytickou funkci v fadé reakci
latkové pfemény bud’ samy, nebo jako soucdst sloucenin, které znich vznikaji az
Vv organizmu

a tvori kofaktory enzymu. Nekteré vitaminy vytvaieji i dilezité redox- systémy a mohou
mit i jiné nez katalytické funkce, jako je zachovani volnych radikéalt, kontrola
metabolizmu nékterych latek aj. [35,36,37].

Nedostatek vitamind v potravé se projevuje riznymi poruchami, které se v leh¢i formé
prechodnym nedostatkem urcitého vitaminu, coZz se projevi v poruse jen né&kterych
Zivotnich procest. Avitamindzy jsou vyvolany dlouhotrvajicim chybénim jednoho nebo
nékolika vitamind, ¢imZ vznika celkové onemocnéni organizmu, v krajnim ptipadé az smrt

[35].

Pivo je dobrym zdrojem fady vitamint, zejména vitamini B. Tyto, ve vodérozpustné
vitaminy, se casto vyskytuji spolecné V rostlinnych surovinach jako nakliceny sladovy
jeC¢men, coz je u piva slad, a v kvasnicich. Z jediného pullitru piva mohou poskytnout,
0 priméru 10 az 20 % denni potieby niacinu, riboflavin, pyridoxinu a kyseliny listové.
Pivo neni nijak zvlast dobrym zdrojem vitaminu C, protoze tento vitamin je termolabilni,
je snadno znic¢en v chmelovaru a pti pasterizaci. Néktera lahvova piva mohou obsahovat
vitamin C (az 30 mg.I™") a mohou tak zlepsit chutové vlastnosti. Niacin, riboflavin tiamin
jsou nezbytné pro vyuziti sacharidt a tuka ve stravé, zatimco pyridoxin ma podobnou roli

V metabolismu bilkovin.

Piva ptipravena s vyznamnymi podily nesladového doplnku, jako jsou ryze nebo kukufi¢né
krupice, obvykle obsahuji mén¢ vitamint, zatimco vSechna piva pfipravend z jemenych
sladu a ¢erna piva jsou obvykle na horni hranici rozmezi. Je tteba zdaraznit, Ze vyznamny

ptispévek muze piispét k piijmu vitamini B pouze pii sttednim pfijmu alkoholu. Lidé
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zavisli na alkoholu trpi nedostatkem vitamind, maji Casto i Spatné stravovaci navyky, ale
také proto, ze pifi vysokych koncentracich alkoholu v potravé mutze zasahovat jak do

absorpce (tzn. zabranuje vstiebavani), tak do jejich metabolizmu [38].

5.1 Vitamin B; (tiamin)

OH

Thiamin

Tiamin se sklada ze substituovanych jader tiazolu a pyrimidinu, spojenych metylenovym
mustkem. Tiamin se vyskytuje v Zivém organizmu ve dvou biologicky aktivnich formach,

jako tiamindifosfat (TDP) a tiamintrifosfat (TTP) [39,40,41].

Vyskytuje se v rostlinnych surovindch ve volné formé a v zivociSnych surovinach ve
vazané formé jako tiamindifosfat. Mnohé mikroorganizmy maji schopnost biosyntézy
tiaminu, zejména pivovarské kvasnice. Vyskytuje se v malych koncentracich ve vétSiné
rostlin. Cennym zdrojem jsou luSténiny, obsah v moukéch kolisa podle stupné vymleti. Ze
zivo¢iSnych surovin jsou nejcennéjSim zdrojem jatra, srdce, ledviny, vepfové maso
a masné vyrobky, mléko a mlécné vyrobky. V pivu se jeho obsah pohybuje v rozmezi

0,002 - 0,14 mg.I"! [38,40,41].

Tiamin je v suchém stavu termostabilni, ale var potravin ve vodé obsah snizuje, zvlasté

v alkalickém prostiedi [37].

Soucasna doporudena tabulkova vyzivova davka thiaminu pro pramémého obyvatele CR
¢ini 1,1 mg.den'l. Zvyseny piijem 1,2 a 1,4 mg.den'1 je doporucen pro téhotné a kojici

zeny [41].
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5.2 Vitamin B, (riboflavin)

CH,OH
HO-CH
HO-CH
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Riboflavin

Riboflavin patii do skupiny latek zvanych flaviny. Je to zlutozelena krystalicka latka, jejiz
vodny roztok ma schopnost fluorescence. Plisobenim UV paprski se riboflavin rozklada za

vzniku lumichromu (kyselé nebo neutralni pH) nebo lumoflavinu (zasadité pH) [36,43].

V biochemickych systémech se vyskytuje volny nebo vazany ve formé¢ flavinovych
koenzymt oxidoredukénich enzymi. Témeét vzdy se vyskytuje jako soucast flavinovych

kofaktora FMN (flavinmononukleotid) a FAD (flavinadenindinukleotid) [36,45].

Riboflavin je termostabilni a kuchynska uUprava jeho obsah nesniZuje. Avitaminoza se
projevuje zanétlivymi zménami sliznic a kize, zménami o¢ni rohovky, nékdy 1 nervovymi
poruchami a poruchami rastu [35,37].

Volny riboflavin se vyskytuje pouze v sitnici, syrovatce a moci. Vazany ve formé¢ FMN
a FAD se ve vétSim mnozstvi nachazi v drozdi a v obilnych kli¢cich a lusténindch, ze
zivocisnych zdroju riboflavin obsahuji nejvice jatra, ledviny, maso, vejce, mléko a mlééné

vyrobky. V pivu se jeho obsah pohybuje v rozmezi 0,002 - 0,14 mg.I™ [38,41].

Doporugend denni davka pro primérného obyvatele je CR &ini 1,5 mg.den™ [41].
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5.3 Vitamin B; (kyselina nikotinova a jeji amid)
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Kyselina nikotinova a jeji amid

Vitamin Bj lze také nazyvat jako niacin, coz je nazev pro celou skupinu pfibuznych latek

tvofenou kyselinou nikotinovou, jejim amidem a jejich derivaty [41,46].

Kyselina nikotinova je monokarboxylova kyselina odvozena od pyridinu. Z kyseliny
nikotinové vznikaji dva koenzymy, které maji vyznamnou ulohu v biochemickych
systémech. Jsou to nikotinamidadenindinukleotid (NAD+)
a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP+), souhrnné oznacované jako koenzymy
pyridinovych dehydrogendz [36].

V rostlinnych pletivech pfevazuje kyselina nikotinova a v ZivociSnych tkéanich jeji amid.
Jejich nejbohat$im zdrojem jsou kvasnice, maso a vnitinosti (hlavné jatra). Obiloviny jsou
bohaté na kyselinu nikotinovou. Velmi malo je ho v ovoci a zelening¢. Obsah niacinu v pivu

se pohybuje v rozmezi 3 - 20 mg.I" [38,41].

Avitamino6za je pelagra, coz je nemoc projevujici se dermatitidou, prijmem a poruchami

nervového ustroji. [41,47].

Doporuéené vyzivové davky v CR jsou uvadény v mg niacinu a &ini pro stfedné pracujici
16 - 20 mg za den. U t€hotnych a kojicich Zen by nemél byt horni limit vyssi nez

30 - 35 mg na den [41].
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5.4 Vitamin Bs (Kyselina pantotenova)
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Kyselina pantotenova

Kyselina pantotenovd je u lidi i zvifat esencidlnim faktorem pro rist, reprodukci
a normalni fyziologické funkce organizmu. V pfirodé se nejéastéji vyskytuje jako
piirozend soucast koenzymu A (CoA). Ucastni se kliovych reakci v metabolizmu
aminokyselin, tukd a sacharidf.. Specialni funkci mé kyselina pantotenova pii syntéze a
degradaci tukil, protoze koenzym A ptenaSi dvojuhlikové skupiny a aktivuje mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem. Dulezita je jeji role v regeneracnich procesech na kizi, jak

peroralné tak po pozivani masti. Ugastni se i procesu riistu a pigmentace vlast [36,48,49].

Mala mnozstvi kyseliny pantotenové jsou pfitomna v téméf vSech potravinach.
Z rostlinnych zdroji jsou to lusténiny, houby, celozrnné cereédlni produkty, kvasnice, ryze
a zeleniny se zelenymi listy. Obsah kyseliny pantotenové v pivu se pohybuje v rozmezi
05 - 27 mg.l'l. Zivo¢isné produkty jsou bohat$imi zdroji. Dobrymi zdroji jsou jatra,
ledviny, maso, rybi maso, syry a vajecny zloutek [41].

Vyzivova doporu¢ena davka pro primérného obyvatele CR byla vypoétena ve vysi

7,29 mg.den™ [41].
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5.5 Vitamin Bg (pyridoxin)
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Pyridoxol, pyridoxal, pyridoxamin

Funkci vitaminu Bg tvofi tfi vzajemné piibuzné latky, které vystupuji pod spole¢nym
nazvem pyridoxin. Pyridoxin tvoii pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin. VSechny tfi latky
maji bazicky charakter a vytvareji s minerdlnimi kyselinami soli rozpustné ve vodé¢.
V biochemickych procesech vystupuje pyridoxin ve forme¢ fosfatovych derivati
pyridoxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu. Koenzymy jsou nezbytné i v metabolismu cukri
pii §tépeni glykogenu. Dale ovliviiuji biosyntézu porfyrinu a nékteré funkce v nervovém

a imunitnim systému i syntézu hemoglobinu [36, 41].

Ve vysSich koncentracich se vyskytuje v drozdi, ve zvifecich vnitinostech, ve vepfovém,
driibeZzim a rybim mase. Z rostlinnych potravin je nejhojnéji obsaZen v pSenicnych
kli¢cich, cerealiich, celozrnnych produktech a v sdjovych bobech. RovnéZz brambory, zeli,
kukufice, mrkev, banany, zelené fazole a hrach jsou dobrymi zdroji. Obsah pyridoxinu

v pivu se pohybuje v rozmezi 0,13 - 1,7 mg.I ™,

Vyzivova doporugena davka vitaminu Bg je pro primémého obyvatele CR 1,68 mg.den™
[36, 41].

Nedostatek vitaminu B6 se projevuje vyrazkami v oblasti nosu, o¢i a rtli, zanéty v tstech
a na rtech, anémii nereagujici na podéani zeleza, nespavosti. Pficinami uvedenych piiznakt
mohou byt dlouhodoba konzumace nevyvazené diety, hemodialyza, dlouhodobé uZzivéani
urcitych 1¢ékt, vyssi potieba v téhotenstvi a pii kojeni, chronicky alkoholizmus, rtzné

poruchy zazivaciho traktu a metabolické poruchy [36, 41].
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6 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

6.1 Princip

Chromatografie je analyticka metoda, pfi které se separuji slozky obsazené ve vzorku.
V chromatografii je vzorek vnaSen mezi dvé nemisitelné faze. Stacionarni faze je
nepohyblivd, mobilni faze je pohyblivd. Mobilni fazi je v tomto piipad¢ kapalina,
stacionarni fazi je film pftislusné latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny adsorbent.
Vzorek je umistén na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze pies stacionarni fazi
je vzorek touto soustavou unaSen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany,
a proto se pfi pohybu zdrzuji. Cas, ktery stravi ve stacionarni fazi, zavisi na afinité analitu
k fazi. Jsou vyuzity vSechny mozné mechanizmy separace — adsorpce, rozdélovani na
zakladé rizné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické

interakce v afinitni chromatografii [51,52].

K nejpouzivanéj§im metoddm v soucCasné dobé patii vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (High-Performace Liquid Chromatography, HPLC). Vysokych u¢innosti se
dosahuje pouzitim stacionarnich fazi, které obsahuji malé Castice pravidelného tvaru
a jednotné velikosti, které homogenné vypliluji kolonu. Pritok mobilni faze je zajiStén
vysokym tlakem (az desitky MPa), proto také byva tato metoda nékdy nazyvana
vysokotlaka kapalinova chromatografie (High-Pressure Liquid Chromatography). Davkuji
se malé mnozstvi vzorku (fadoveé mikrolitry). K detekci jsou nutné citlivé detektory, které

umoznuji kontinudlni monitorovani latek na vystupu kolony.

Mezi vyhody HPLC patii zejména Sirokd oblast pouzitelnosti. Lze analyzovat ionty, latky
polarni i nepolarni, malo tékavé, tepeln€ nestabilni i vysokomolekularni. Dalsi vyhodou je

moznost ovliviiovat separaci slozenim mobilni faze. Nevyhodou ve srovnani s GC (Gas

vvvvvvvvvv

mechanizmus separace [53].

6.2 Principy separace latek v kapalinové chromatografii

V kapalinové chromatografii se pro separaci vyuziva adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze
na zéklad¢ riizné rozpustnosti (separace na chemicky vazanych fazich), iontovd vyména,
biospecifické interakce (molekulové rozpoznavani) a sitovy efekt. V redlném
chromatografickém systému se uplatiuje vice typl interakci souc¢asné€, napt. na chemicky

vazanych fazich je rozpousténi kombinovano s adsorbci, ptipadné iontovou vymeénou [53].
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6.2.1 Adsorbéni kapalinova chromatografie

Adsorb¢ni kapalinova chromatografie vyuzivd mezimolekulovych pfitazlivych sil mezi
stacionarni fazi a analytem. Jako adsorbent se pouzivaji zrnité materialy na bazi silikagelu
a oxidu zirkonu aj. materialG. Silikagel je dostupny s rtzn¢ velikymi casticemi od
1 — 12 pm. Maji kulovity nebo nepravidelny tvar a jsou zcela porézni. Primér port musi
byt dostatecn¢ velky, aby soluty mohly volné proniknout tam i zpét. Adsorb¢ni aktivita
adsorbentu je dana jeho polaritou a pocCtem adsorbénich mist. Mobilni faze je
charakterizovana elu¢ni silou (¢im vét§i ma rozpoustédlo elucni silu, tim vice se adsorbuje

na stacionarni fazi [52,53].

6.2.2 Rozdélovaci kapalinova chromatografie

V rozdé€lovaci kapalinové chromatografii se analyt rozdéluje mezi dvé nemisitelné kapalné
faze. Jako stacionarni faze se pouzivaji nejcastéji kapaliny, které jsou chemicky vdzany na
nosi¢. Nosi¢em je vétSinou silikagel. Retencni ¢as analytli zavisi na tom, jak jsou
rozpustné. Rozdélovaci chromatografie jevhidna pro latky menSich az sttednich relativnich

molekulovych hmotnosti. Pfitomnost vody neni piekazkou. [52,53].

6.2.2.1 Chromatografie na normdlnich fazach (Normal Phase Chromatogrphy,
NPC)

V pocatcich rozd€lovaci kapalinové chromatografie byla pouzivana poldrni stacionarni
faze (napf. voda v silikagelu) a mobilni faze byla nepolarni (napt. hexan). ZvySenim
polarity mobilni fize se sniZuje retencni Cas analytii. Separace v NPC zavisi na interakci
slozek s polarni stacionarni fazi. Proto nejméné polarni analyt je eluovan jako prvni

a polarni analyty jako posledni. [52,53].

6.2.2.2 Chromatografie na obrdcenych fazich (Reversed Phase Chromatography,
RPC)

Byla vyvinuta, protoZze v NPC pfi separaci polarnich vzorkl, kdy interakce polarnich
molekul ve stacionarni fazi je silna, by nevysly analyty v rozumném case z kolony ven.
U metody RPC jsou polarity mobilni a stacionarni faze naopak. Stacionarni faze je
nepolarni (uhlovodiky nebo alkyly vazané na silikagel) a mobilni faze je polarni (voda,
acetonitril, pofry). Rist polarity mobilni faze v RPC vede K ristu reten¢nich ¢ast analytd
[52,53].
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6.2.3 Iontové — vyménna chromatografie (lon Exchange Chromatography, IEC)

Podstatou iontové vymeény jsou elektrostatické interakce. Stacionarni fazi v IEC je ménic¢
iontd. NejCastéji se pouzivaji organické polymery (polystyren, celuléza, dextran aj.) ¢i
materidly na bazi silikagelu. Silikagelové ménice iontl jsou ucinnéjsi, rychle se ustavuje
rovnovaha a jsou tedy kompatibilni s gradientovou eluci. Matrice musi mit vhodné funk¢ni
skupiny, kyselé nebo zasadité povahy. Kazda funkéni skupina je pevné vdzana iontem, na
ktery je iontovou vazbou pfipojen protiion sopaénym nabojem. Ten je vyménovan
S iontem obsazenym v mobilni fazi. lontoménice (ionexy) se d€li na: anexy, jejichz funkéni
skupiny jsou zasadité (aminoskupiny) a slouzi k vyméné anionti, a katexy, jejichz funk¢ni
skupiny jsou kyselé (sulfoskupiny, karboxylové skupiny) a slouzi k vyméné kationtu.
Jako mobilni faze se pouZivaji vodné tlumivé roztoky, jejichZ ionty (protiionty) jsou

v dynamické rovnovaze s ionty ménice [52,53].

6.2.4 Gelova permea¢ni chromatografie (Gel Permeation Chromatography, GP
neboli Size Exclusion Chromatography , SEC)

V gelové permeacni chromatografii jsou molekuly rozdélovany podle své velikosti.
Rozhodujici ulohu pii separaci hraje velikost a tvar solutu a velikost a tvar pora stacionarni
faze. K rozd€lovani dochazi mezi pohyblivou ¢asti mobilni faze, ktera se nachézi mezi
jednotlivymi zrny gelu a nepohyblivou casti mobilni faze, kterd se nachazi uvnitt poru
gelu. Pii prichodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany v disledku svého pronikani
do rozpoustédlem naplnénych porti. Malé molekuly pronikaji hloubé&ji, a maji tudiz vyssi
hodnotu reten¢nich objemt nez vétsi molekuly. Gel se voli dle vlastnosti separovanych
latek. Pro latky ve vodé rozpustné se pouzivaji hydrofilni gely, napt. Sephadex (dextran
zesitény epichlorhydrinem). Mobilni faze je voda s pfipadnym piidavkem organického
rozpoustédla. Pro latky nerozpustné ve vodé se pouZzivaji hydrofobni gely, napf. styren
nebo divinylbenzen (Styragel). Mobilnimi fazemi mohou byt aromatické, chlorované
a nckteré heterocyklické uhlovodiky. Existuji 1 univerzalni gely na bazi silikagelu
a poréznich skel, které jsou vhodné pro separaci hydrofobnich a hydrofilnich latek. Metoda

se ¢asto pouziva pro biopolymery, napf. proteiny [52,53].
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6.3 Kapalinovy chromatograf

Ptistroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy chromatograf.

CHEORMATOGEL B
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Obr. 1 kapalinovy chromatograf [55]

6.3.1 Cerpadlo

Kapalina se do kolony Cerpd pistovymi Cerpadly. Materidl Cerpadla (nerezova ocel,
keramika, plast) nesmi naruSovat mobilni f4zi a nesmi se do ni uvoliiovat zadné latky.
Pritok musi byt konstantni, reprodukovatelny a bezpulzni. Dobré cerpadlo dociluje
prutoku z rozsahu od nl. min™ aZ do desitek ml.min™. NejcCastéji se pouzivaji pistova

dvoucinna ¢erpadla [52,53].

6.3.2 Smésovaci zarizeni

SloZeni mobilni faze mlze zlstat stalé (izokraticka eluce) nebo se béhem separace méni
(gradientova eluce). Naprogramované smeéSovaci zafizeni muze s vyuzitim zasobnikl
riznych kapalin pfipravovat smés kapalin stdlého slozeni nebo fidit zmény ve slozeni

vysledné mobilni faze v pribéhu separace [52].

6.3.3 Davkovaci zarizeni

Dnes se témét vyhradné pouzivaji davkovaci ventily se smyckou a autosamplery. Objem
smycky se pohybuje od desitek nanolitri po mililitry. Komeréné dostupné davkovace
(rheodyne, valco, waters) maji rizné objemy davkovacich smycek od 0,2 ul do 2 000 pl.

Automatické davkovace (autosamplery) jsou spojené se zasobnikem vzorku, ve kterém
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jsou umistény mikronadobky (vialky) uzaviené¢ septem nebo perforovanou zatkou

[52,53,54].

6.3.4 Kolony

Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, av§ak mohou byt i sklenéné a plastové.
Pouzivaji se pouze napliiové kolony, které jsou naplnény staciondrni fazi. V soucCasnosti se
obvykle pouzivaji kolony o délce 3 az 25 cm a primér byva 1,2 — 4,6 mm. Bézny pritok
eluentu je0,5 - 2 ml za minutu. Jako ochrana hlavni kolony jsou bé&zné pouzivany
pfedkolony umisténé mezi Cerpadlem a davkovacim zafizenim nebo ochranné kolony
umisténé mezi ddvkovacim zafizenim a analytickou kolonou. Pfedkolony chrani kolonu

pied necistotami a nerozpustnymi materialy [55,53].
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Obr. 2 Sestava kolona [56]

6.3.5 Detektory

Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyty a malo citlivé pro mobilni fazi.
K detekci se wvyuziva analytickd vlastnost systému, ktera je ve zndmém
a reprodukovatelném vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho rozliSujeme detektory bud’
univerzalni (méfi vlastnosti systému jako celku, tj. index lomu, tepelnou vodivost, relativni
permitivitu) nebo selektivni (méfi absorbanci pii urcité vinové délce, elektrolyticky proud
pii urcitém potencidl atd.). Selektivni detekce je obvykle citlivéjsi a vhodnéjsi zejména pii
analyze slozek pfitomnych v komplikovanych matricich. Mezi béznymi detektory v HPLC

patii fotometrické, fluorimetrické, elektrochemické, hmotnostni a refraktometrické [51].
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6.3.5.1 Fotometrické detektory

ME¢ti absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Jednodussi detektory méfi pii jedné vinové
délce v ultrafialové oblasti, slozit¢jsi dovoluji nastaveni vlnové délky pomoci
monochromatoru (mfizka). Nejdokonalejsi detektory jsou schopny pomoci diodového pole
(Diode Array Detector , DAD) proméfit absorp¢ni spektrum v ur€ité oblasti vinovych
délek a ulozit ho do paméti. Diodové pole je umisténo tak, ze na kazdou fotodiodu dopada
urcity rozsah vinovych délek. Vzdy se zméfi celé spektrum najednou a doba méfeni se tak

muze zkratit z nékolika minut na zlomky sekundy [52,58].

ftocka

I - I clona fri'f“el“
zdro) stérbina tektoru

fotodiody

Obr. 3 Schéma fotometrického detektoru DAD [57]

6.3.5.2 Refraktometrické detektory

M¢ti rozdily mezi indexem lomu eluatu a Cisté mobilni faze. Nevyhodou je i znac¢na
zéavislost indexu lomu na teploté¢ a nemoznost pouzit gradientovou eluci. PouZivaji se

tehdy, pokud ostatni detektory neposkytuji pro analyzované latky odezvu [52,53].

6.3.5.3 Fluorescenéni detektor

Detektor je zaloZen na principu fluorescence, tedy schopnosti latek absorbovat ultrafialové
zéfeni a meéfeni sekundarniho zafeni, které latka vyda po absorpci primarniho
elektromagnetického zafeni. Je vysoce selektivni a lze ho vhodné kombinovat

s fotometrickym detektorem [52,53,59].
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6.3.5.4 Hmotnostni spektrometr

Detektor, ktery je zaloZen na principu ur€ovani hmotnosti atomti, molekul a jejich ¢asti po
spektrometrie je predevSim stopova analyza organickych latek s diirazem na zjisténi jejich
struktury. Vyuziti hmotnostniho spektrometru jako detektoru v kapalinové chromatografii
vyrazné zvysuje selektivitu a umoziuje provadét identifikaci komponent vzorku ve slozité

matrici [53].
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II. PRAKTICKA CAST
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7 METODIKA

7.1 Chemikalie

e Standard Thiamine Hydrochloride (B;), SUPELCO,USA 2003
e Standard Riboflavin (B;), SUPELCO,USA 2003
e Standard Nicotinic acid, SUPELCO, USA 2005

e Redestilovana voda

e Acetonitril — nitril kyseliny octové pro HPLC Super Gradient (dodavatel Lab-scan,
Poland)

e Chemikalie bézné pfitomné v biochemické laboratofi.

7.2 Pomtcky a pristroje

e Standardni laboratorni vybaveni

Predvazky (Kern, SRN)

Analytické vahy (Adam, AFA — 210 LC, Schoeller instruments, CR)

Lednice (Whirpool, CR)

Injekéni stiikacka ( Braum injekt, 10ml)

Mikrofiltry (LUT Syringe Filters Nylon 13 mm x 0,45 um, UK)

Mikropipeta (Transferpette 100-1000 ul, Brand, Germeny)

Davkovaci sttikacka o objemu 50 pl (Hamilton, USA)

Ultrazvuk (Ultrasonic compact cleaner PS 4000 A )

Stolni digitalni pH-metr HANNA pH 211 (dodavatel Fisher Scientific, USA)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin plus

e Specidlni laboratorni vybaveni

Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

o

©)

©)

Binarni pumpy G1312A
Termostat kolon G1316A
Detektor UV/VIS DAD G1315A
Kolony

» Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 pm, Supelco, USA)
» Supelcosil LC 8 (150 x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)
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o Davkovaci ventil analyticky smyckovy - davkovaci smyc¢ka 0 objemu 20 pl

o PC s vyhodnocovacim programem ChemStation - Instrument 1 (Agilent,
USA)

Obr. 4 HPLC sestava HP 1100

7.3 Vzorky piva

Pro analyzu bylo vybrano celkem 16 druhli piva. 4 vzorky pivo svétlé vycepni, 4 vzorky
svétly lezak, 4 vzorky pivo nealkoholické a 4 vzorky pivo specidlni. Vzorky byly
analyzovany ihned po zakoupeni. Vzorky piva byly kupovany v obchodnich fetézcich
Kaufland Ceska republika, v.0.s. a Billa, spol. s r.0.

Vyrobee vSech znacek doporucuje skladovat vzorky v chladu a temnu.
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7.3.1 Pivo svétlé vycepni
Gambrinus svétly:
Vyrobce: Plzensky Prazdroj a.s.,
Datum spotieby: 4. 10. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4,1 % obj.

Budé&jovicky Budvar Svétlé vycepni pivo:

Vyrobce: Bud€jovicky Budvar, n.p.,
Datum spotieby: 27. 4. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4 % obj.

Staropramen Svétly:

Vyrobce: Pivovary Staropramen a.s.,
Datum spotieby: 16. 5. 2011,

Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4 % obj.

Velkopopovicky Kozel Svétly

Vyrobce: Plzenisky Prazdroj a.s. - Pivovar Velké Popovice,
Datum spotieby: 4. 10. 2011,

Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4,0 % obj.
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7.3.2 Pivo svétly lezak
Gambrinus Premium:
Vyrobce: Plzensky Prazdroj a.s,
Datum spotieby: 28. 4. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 5,0 % obj.

Budé&jovicky Budvar Svétly lezak:
Vyrobce: Bud€jovicky Budvar, n.p.,
Datum spotieby: 9. 9. 2011,

Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 5,0 % obj.

Pilsner Urquelle:

Vyrobce: Plzeiisky Prazdroj a.s,
Datum spotieby: 3. 9. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4,4 % obj.

Staropramen Lezék:

Vyrobce: Pivovary Staropramen a.s.,
Datum spotieby: 26. 10. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 5,0 % obj.
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7.3.3 Pivo nealkoholické
Bernard Free:
Vyrobce: Rodinny pivovar Bernard a.s.,
Datum spotieby: 7. 7. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 0,5 % obj.

Starobrno Frii:

Vyrobce: Starobrno a.s.,
Datum spotieby: 12. 9. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 0,5 % obj.

Lobkowicz Premium Nealko:

Vyrobce: Lobkowiczky pivovar Vysoky Chlumec s.r.0,
Datum spotieby: 13. 9. 2011,

Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 0,49 % obj.

Radegast Birel:

Vyrobce: Plzeiisky Prazdroj a.s — Pivovar NoSovice,
Datum spotieby: 19.9. 2011,

Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 0,49 % obj.
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7.3.4 Pivo specidlni
Krakono$ — vanocni specidl:
Vyrobce: Pivovar Krakonos s.r.o0.,
Datum spotieby: 25. 1. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 5,8 % obj.

Starobrno Zelené pivo:
Vyrobce: Starobrno a.s.,
Datum spotieby: 21. 4. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 5,3 % obj.

Staropramen D pivo:

Vyrobce: Pivovary Staropramen a.s.,
Datum spotieby: 10. 4. 2011,

Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4,0 % obj.

Primator Diamant — pivo se snizenym obsahem cukru:

Vyrobce: Pivovar Nachod a.s.,
Datum spotieby: 8. 9. 2011,
Objem baleni: 500 ml,

Obsah alkoholu: 4,0 % obj.
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7.4 Uprava vzorkid

7.4.1 Uprava vzorki piv svétlych vyéepnich

Po otevieni spotiebitelského obalu byl vzorek piva zbaven oxidu uhli¢it¢ého pomoci
ultrazvuku pfi teplot¢ 40 °C po dobu 30 minut. Vzorek zbaveny oxidu uhli¢itého byl
upraven na pH 2 pomoci 30% HCI. Dale bylo odebrano 10 ml vzorku a bylo ptidano 1 ml
Carrezova cinidla 1. (30 % hm. roztok siranu zine¢natého) a 1 ml Carrezova cinidla Il. (15
% hm. roztok hexakyanozeleznatanu draselného) na vysrazeni polysacharidi. Poté doslo
k odstfedéni vzorku na odstiedivce pii 14,5 tis. ot. za minutu po dobu 10 minut. Po
odstfedéni byl opatrné odebran odstfedény tekuty podil. Vzorek byl zfiltrovan pies
nylonovy mikrofiltr s velikosti port 0,45 pm a piipraven na HPLC analyzu. Po celou dobu

ptipravy, byl vzorek obalen hlinikovou folii.

7.4.2 Uprava vzorki lezaki

Po otevieni spotiebitelského obalu byl vzorek piva zbaven oxidu uhli¢itého pomoci
ultrazvuku pii teploté 40 °C po dobu 30 minut. Vzorek zbaveny oxidu uhli¢itého byl
upraven na pH 2 pomoci 30% HCI. Poté doslo k odstiedéni vzorku na odstfedivce pii
14,5 tis. ot. za minutu po dobu 10 minut. Vzorek byl zfiltrovan ptes nylonovy mikrofiltr
s velikosti port 0,45 pum a pripraven na HPLC analyzu. Po celou dobu piipravy, byl vzorek

obalen hlinikovou folii.

7.4.3 Uprava vzori nealkoholickych piv a piv specilnich

Po otevieni spotiebitelského obalu byl vzorek piva zbaven oxidu uhli¢it¢tho pomoci
ultrazvuku pfi teplot¢ 40 °C po dobu 30 minut. Vzorek zbavené oxidu uhli¢it¢ho byl
upraven na pH 2 pomoci 30% HCI. Déle bylo odebrano 10 ml vzorku a bylo pfidano
0,5 ml Carrezova cinidla I. a 0,5 ml Carrezova ¢inidla II. na vysrazeni polysacharidt. Poté
doslo k odsttedéni vzorku na odstiedivce pfi 14,5 tis. ot. za minutu po dobu 10 minut. Po
odstfedéni byl opatrné odebran odstiedény tekuty podil. Vzorek byl zfiltrovan pies
nylonovy mikrofiltr s velikosti port 0,45 pm a pfipraven na HPLC analyzu. Po celou dobu

pfipravy, byly vzorky zabaleny hlinikovou folii.
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7.5 Optimalizace metody a pouziti mobilni faze

Pied samotnym stanovenim se musela najit vhodna metoda izolace a nalézt optimalni

chromatografické podminky pro analyzu.

7.5.1 Pouziti mobilni faze metanol a octan sodny

Dle postupu uvedeného v kapitole 7.4.3 byly pfipraveny nahodné vybrané vzorky piv.
Byly pouzity standardy, pouze pro testovani retencniho ¢asu daného vitaminu a vhodné
vinové délky pro jejich detekci. Byl pouzit i smésny standard vitaminu By, By, B3, Bs a Bg
pro optimalizaci rozseparovani jednotlivych pikii s pomoci danych kolon. Vzorky
I standardy byly vstiikovany pies davkovaci ventil se smyckou o objemu 20 ul. Byla
pouzita izokratickd eluce. Jednou slozkou mobilni faze byl 0,12 mol.dm™ octan sodny o
pH 4,8 (upraveno 85% HCOOH), druha slozka byl metanol. Metanol a octan sodny byly
nastaveny v poméru 90:10. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml.min™. Byla pouZita
kolona Supelcosil LC 8 (150 x 4,6 mm; 5 um). Teplota termostatu kolony pii méfeni byla
30 °C. Cas pro analyzu byl zaddn 30 minut. Vzorky byly méfeny pfi vinovych délkach
220, 230, 254 a 270 nm.

7.5.2 Pouziti mobilni faze metanol a dihydrogenfosforecnan draselny

Postupovano bylo stejné jako je uvedeno v kapitole 7.5.1. Vzorky i standardy byly
vsttikovany pres davkovaci ventil se smyckou o objemu 20 pl. Byla pouzita izokraticka
eluce. Jednou slozkou mobilni faze byl dihydrogenfosfore¢nan draselny o pH 5,5
(upraveno KOH), druha slozka byl metanol. Metanol a dihydrogenfosfore¢nan draselny
byly v poméru 10:90. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml.min™. Jako nova kolona
byla testovana Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Teplota termostatu kolony béhem
analyzy byla 30 °C. Cas pro analyzu byl zadan 30 minut. Vzorky byly méfeny pii
vinovych délkach 220, 230, 254, 270 a 280 nm.

7.5.3 Pouziti mobilni faze acetonitril a kyselina trifluoroctova

Postupovano bylo stejné jako je uvedeno v kapitole 7.5.1. Vzorky i standardy byly
vsttikovany pifes davkovaci ventil se smyckou o objemu 20 pl. Byla pouzita gradientova
eluce. Jednou sloZzkou mobilni faze byla 0,025% kyselina trifluoroctové, druhd slozka byl

1

acetonitril. Prutok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml.min™. Byla pouzita kolona

Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Teplota termostatu kolony béhem analyzy byla
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30 °C. Cas pro analyzu byl zaddn 30 minut. Vzorky byly méfeny pfi vinovych délkach
220, 230, 254, 270 a 280 nm.

Tab. 2 Gradient mobilni faze

Cas [min] % acetonitrilu
0 13
3 13
15 100
20 100
30 100

7.5.4 Pouziti mobilni faze acetonitril a octan sodny

Postupovano bylo stejné jako je uvedeno v Kapitole 7.5.1. Vzorky i standardy byly
vsttikovany pres davkovaci ventil se smyckou o objemu 20 pl. Byla pouZzita gradientova
eluce, procentualni zmeéna acetonitrilu je ukazana v tabulce 3. Jednou slozkou mobilni faze
byl 0,12 mol.dm™ octan sodny o pH 4,8 (upraveno 85% HCOOH), druha slozka byl
acetonitril. Priitok mobilni fize byl nastaven na 0,8 mlmin™. PouZita byla kolona
Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Teplota termostatu kolony pii méfeni byla 30 °C.
Cas pro analyzu byl zadan 30 minut. Vzorky byly méfeny pii vinovych délkach 220, 230,
254 2 270 nm.

7.6 Vlastni méreni vzorki piva metodou HPLC

Postupy uvedenymi v kapitolach 7.4.1, 7.4.2 a 7.4.3 byly pfipraveny vzorky, které byly
vsttikovany pifes davkovaci ventil se smyckou o objemu 20 pl. Byla pouZita gradientova
eluce. Jednou slozkou mobilni faze byl 0,12 mol.dm™ octan sodny o pH 4,8 (upraveno
85% HCOOH), druha slozka byl acetonitril. Prutok mobilni faze byl nastaven na
0,8 ml.min™. Byla pouZita kolona Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 pm). Teplota
termostatu kolony pii méfeni byla 30 °C. Cas pro analyzu byl zadan 25 minut. Vzorky byly
metfeny pii vinovych délkach 220, 230, 254 a 270 nm. Vzorky byly ptfed analyzou

prefiltrovany ptfes nylonovy mikrofiltr o velikosti porta 0,45 pum.
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Tab. 3 Gradient mobilni faze

Cas [min] % acetonitrilu
0 13
3 13
15 100
20 100
25 100

7.7 kalibraéni kiivky

K vytvoreni kalibra¢ni kiivky potfebné pro ndsledné kvantitativni stanoveni obsahu
vitamint B, B, a B3 byly pouzity standardy tiaminu, riboflavinu a kyseliny nikotinové.
Bylo navazeno 0,0200 g standardu s ptesnosti na 0,0001 g. Poté¢ doslo k rozpusténi
navazky v redestilované vod¢ takovym zplsobem, ze byl ziskan zasobni roztok
o koncentraci 20 pg.ml™. Z n& byla pro nasledné méfeni pripravena kalibraéni fada
roztoki o koncentracich 1, 2,5 a 5 pg.ml™. Pied davkovanim na kolonu prob&hlo
prefiltrovani vzorkl pfes nylonovy mikrofiltr. K analyze byla pouZita kolona Discovery C
18 (250 x 4,6 mm; 5 pum). Objem davkovaci smycky byl 20 ul. Chromatografické
podminky byly shodné jako pifi proméfovani jednotlivych vzorkd, jsou uvedeny v kapitole
7.6

Kalibra¢ni ktivka byla sestavena dle zavislosti namétenych ploch piki (mA.V.s) na

koncentraci daného vitaminu (pg.ml™).
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vysledky optimalizace chromatografickych podminek

8.1.1 Vysledky pfi ouziti mobilni fize metanol a octan sodny

Chromatografické podminky byly popsany v kapitole 7.5.1. Pouzitim tohoto sloZeni
mobilni faze doslo ke kryti reten¢nich ¢asu vitamint obsazenych ve vzorcich piva, proto je

tato metoda nevhodna ke stanoveni.

8.1.2 Vysledky pri pouZziti mobilni faze metanol a dihydrogenfosfore¢nan draselny

Chromatografické podminky byly popsany v kapitole 7.5.2. Tato metoda je opét nevhodna

pro stanoveni, nebot’ reten¢ni ¢asy nékterych vitamini se kryji.

8.1.3 Vysledky pri pouziti mobilni faze kyselina trifluoroctova a acetonitril

Chromatografické podminky byly popsany v kapitole 7.5.3. Pouzitim tohoto slozeni
mobilni faze doslo ke kryti reten¢nich Casu vitamind obsazenych ve vzorcich piva, proto je

tato metoda nevhodna ke stanoveni.

8.1.4 Vysledky pri pouZziti mobilni faze acetonitril a octan sodny

Chromatografické podminky byly popsany v kapitole 7.5.4. Toto slozeni mobilni faze
i prubéh gradientové eluce bylo nejvhodnéjsi pro stanoveni vitamind ve vzorcich piva,

proto byla tato metoda vybrana a ndsledné pouZita pro vlastni méfeni.

8.2 Vysledky méreni kalibrace B komplexu

8.2.1 Vysledky méreni kalibrace vitaminu B,

Podle postupu uvedeného v kapitole 7.4.5 byly zmé&feny velikosti plochy pika standardu
o koncentracich 1, 2,5 a 5 ug.ml™. Detekce probehla pii vinovych délkach 220, 230, 254
a 270 nm. Nejvyssi absorbanci a tudiz signal odezvy detektoru byl naméten pii 254 nm,
z toho divodu byla také kalibracni kiivka sestrojena za téchto podminek. Kalibra¢ni kiivka
byla sestrojena jako zavislost ploch pikd (MmA.Vs) na danych koncentracich standardu

(ng.ml™). Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 4 a na obrazku 5.
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Tab. 4 Kalibrace vitaminu B; pfi vinové délce 254 nm

koncentrace [pg.ml™] plocha piku [mAVs] prumer[nr::\l/c:]:ha Pike
80,6
1 2,2
22, 88,33
80,2
189,7
2,5 179,4 189,30
198,8
352,5
5 395,3 373,367
372,3
400
350 —
g 300
x
£ 250 y=72,39x+ 10,53
5 2
3 200 R2=0,999
o
& 150 /
< 100 -
50
0 T T T T f I
0 1 2 3 4 > 6
koncentrace [pg.ml!]

Obr. 5 Kalibra¢ni kfivka vitaminu B pfi vinové délce 254 nm

8.2.2 Vysledky méreni kalibrace vitaminu B,

Podle postupu uvedeného v kapitole 7.4.5 byly zméfeny velikosti plochy pikt standardu
o koncentracich 1, 2,5 a 5 ug.ml™. Detekce prob&hla pii vlnovych délkach 220, 230, 254
a 270 nm. Nejvyssi absorbanci a tudiz signal odezvy detektoru byl naméten pii 270 nm,
Z toho duvodu byla také kalibra¢ni kiivka sestrojena za téchto podminek. Kalibra¢ni kiivka
byla sestrojena jako zavislost ploch pikli (mA.Vs) na danych koncentracich standardu

(ng.ml™). Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 5 a na obrazku 6.
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Tab. 5 Kalibrace vitaminu B; pfi vinové délce 270 nm

. . prdmérna plocha piku
koncentrace [pug.ml™] plocha piku [mAVs] [MAVs]
77,7
1 70,7 71,267
65,4
135,4
25 191,3 174,27
196,1
384,1
5 370,7 377,400
400
350 /.
— 300
=
T 250 y=77,01x=10,56
-;- R?=0,998
2 200
= s
£ 150
L
2 100 /
50
0 T T T f ! I
0 1 2 3 4 > 6
koncentrace [pg.ml!]

Obr. 6 Kalibra¢ni kiivka vitaminu B, pfi vinové délce 270 nm

8.2.3 Vysledky méreni kalibrace vitaminu B3

Podle postupu uvedeného v kapitole 7.4.5 byly zméfeny velikosti plochy pika standardu
o koncentracich 1, 2,5 a 5 ug.ml™. Detekce probehla pii vlnovych délkach 220, 230, 254
a 270 nm. Nejvyssi absorbanci a tudiz signal odezvy detektoru byl naméfen pii 254 nm,
z toho divodu byla také kalibracni kiivka sestrojena za téchto podminek. Kalibra¢ni kiivka
byla sestrojena jako zavislost ploch pikli (mA.Vs) na danych koncentracich standardu

(ng.ml™). Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce 6 a na obrazku 7.
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Tab. 6 Kalibrace vitaminu B3 pfi vinové délce 254 nm

) ] Omérna plocha pik
koncentrace [pg.ml™] plocha piku [mAVs] prumer[nnanpvosi @ P
24,1
L 228 23,367
23,2
44,1
25 55,3 52,867
59,2
123,2
5 124,1 122,80
121,1
140
120 /
< 100
£
— 80
3
=
= €0 y=2517x-4,987
© 2 -
E s R? = 0,992
_g- 40 /
20
0 T T T T ! !
0 1 2 3 4 5 6
koncentrace [pg.ml!]

Obr. 7 Kalibra¢ni kfivka vitaminu B pfi vinové délce 254 nm

8.3 Vysledky stanoveni B - komplexu ve vybranych vzorcich piv

Z jednotlivych vzorkil piva byl pfipraven vzdy jeden vzorek, ktery byl pétkrat prométen.
V diplomové praci jsou uvedeny primérné hodnoty ploch pikti a primérmé hodnoty
koncentrace danych vitamind. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pro vitaminy B; a Bs pii

vinové délce 254 nm a pro vitamin B; pfi vinové délce 270 nm. Odectena plocha piku byla
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dosazena do rovnice regresni ptimky kalibra¢ni ktivky, sestrojené pro kazdy vitamin. Pro
vitamin B; méla rovnice regrese tvar y = 72,39 x + 10,53, pro vitamin B, méla tvar
y = 77,01 x — 10,56 a pro vitamin Byméla tvar y = 25,17 x — 4,987.

Ze ziskanych koncentraci vitamini B;, B, a Bz byl vypocten aritmeticky primér podle

vztahu 1:

X
x= —

i=1

1)

n - pocet vSech vysledkd, x - vysledné hodnoty.

Mira ptesnosti vysledkii byla vyjadiena smérodatnou odchylkou, kterd byla zjisténa ze

vztahu 2:

R
! E )2
5.D.= JE (n_l[xz-—x] )

)

n — pocet vSech vysledkd, x; — X - mira odchylky jednotlivého vysledku

Skute¢ny obsah vitaminti B1, B2 a B3 byl vypocitan ze vzorce 3:

_,S.D.
p=xt—.t

p——

Vn
3)
% - aritmeticky pramér, S.D. - smérodatnd odchylka, n — pocet vysledkd, t — Studenttv
koeficient

Hodnota Studentova koeficientu je pii testované hladiné vyznamnosti o = 0,05 a pfi

5 stupnich volnosti 2,571 [60].
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8.3.1 Vysledky stanoveni B — komplexu ve vzorcich svétlych vycepnich piv

Vzorky piva byly upraveny dle postupu uvedeného v kapitole 7.4.1. Chromatografické
podminky byly popsany v kapitole 7.4.4. Piky stanovovanych vitamina byly v reten¢nich
¢asech u vitaminu B; 4,54 minuty, u vitamin B, v 9,5 minuté a u vitaminu Bj Vv Case
4,05 minuty. Vitaminy B; a B3 byly odecitany pii vinové délce 254 nm a vitamin B, byl
odecitan pii vlnové délce 270 nm. Vitamin B; u vzorkd piva Budgjovicky Budvar,
Staropramen a Velkopopovicky Kozel nebylo mozno zméfit a nésledné kvantitativné
vyhodnotit, protoze hladina odezvy signalu detektoru pro tento vitamin byla pod jeho

detek¢énim limitem.

Tab. 7 Primérny obsah vitaminu B; ve vzorcich svétlych vycepnich piv

. Primérné plocha Primérny obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] TR
piku [mAVs] vitaminu By [mg.1?]
Gambrinus Svétly 35,45 0,34 0,12 0,34+ 0,12

Tab. 8 Primérny obsah vitaminu B; ve vzorcich svétlych vycepnich piv

. Priimérna plocha Primérmy obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] u [mg.I"]
piku [mAVs] vitaminu B, [mg.I"]

Gambrinus 11,19 0,28 0,01 0,28+ 0,01
Bud. Budvar 48,59 0,77 0,14 0,77+ 0,14
Staropramen 49,64 0,78 0,02 0,78 £ 0,02

Velkop. Kozel 17,00 0,36 0,03 0,36 + 0,03

Tab. 9 Primérny obsah vitaminu B3 ve vzorcich svétlych vycepnich piv

. Priimérna plocha Primérny obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] u [mg."]
piku [mAVs] vitaminu B3 [mg.I"]

Gambrinus 24,24 1,16 0,04 1,16 + 0,04
Bud. Budvar 24,39 1,17 0,02 1,17 £0,02
Staropramen 27,58 1,29 0,04 1,29 + 0,04

Velkop. Kozel 26,37 1,25 0,09 1,25 + 0,09
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Obr. 8 Chromatogram piva Gambrinus Svétly pii vinové délce 254 nm
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8.3.2 Vysledky stanoveni B — komplexu ve vzorcich lezaka
Vzorky piva byly upraveny dle postupu uvedeného v kapitole 7.4.2. Chromatografické
podminky byly popsany v kapitole 7.4.4. Vitaminy B; a B3 byly ode¢itany pti vinové délce

254 nm a vitamin B, byl ode¢itan pii vinové délce 270 nm.

Tab. 10 Primérny obsah vitaminu B; ve vzorcich lezaka

. Priimérna plocha Primérmy obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] w [mg.l"]
piku [mAVs] vitaminu By [mg.1?]
Gambrinus 43,50 0,46 0,02 0,456 £ 0,02
Bud’. Budvar 24,38 0,19 0,01 0,19+0,01
Pilsner Urquelle 48,09 0,52 0,24 0,52 + 0,24
Tab. 11 Pramérny obsah vitaminu B, ve vzorcich lezaka
. Priimérna plocha Priméry obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] u [mg.l"]
piku [mAVs] vitaminu B, [mg.I"]
Gambrinus 50,61 0,79 0,01 0,79 £ 0,01
Bud’. Budvar 61,94 0,94 0,10 0,94 +0,10
Pilsner Urquelle 52,38 0,82 0,05 0,82 £ 0,05
Staropramen 50,72 0,80 0,01 0,80+ 0,01
Tab. 12 Primérny obsah vitaminu B3 ve vzorcich lezaka
) Priimérna plocha Primérmy obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] i [mg.I™]
piku [mAVs] vitaminu B3 [mg.I"]
Gambrinus 25,84 1,23 0,12 1,23 £0,12
Bud’. Budvar 20,09 1,00 0,08 1,00 + 0,08
Pilsner Urquelle 24,37 1,17 0,10 1,17+0,10
Staropramen 22,17 1,05 0,14 1,05+0,14
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Obr. 9 Chromatogram piva Gambrinus Svétly Lezak pti vinové délce 254 nm
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8.3.3 Vysledky stanoveni B — komplexu ve vzorcich nealkoholickych piv

Vzorky piva byly upraveny dle postupu uvedeného v kapitole 7.4.3. Chromatografické

podminky byly popsany v kapitole 7.4.4. Obsah vitaminu B, nebylo mozno ve vzorku piva

Radegast Birel stanovit, nebot’ se nachazel pod hranici detekce.

Tab. 13 Primérny obsah vitaminu B; ve vzorcich nealkoholickych piv

. Priimérna plocha Primérmy obsah

Vzorek piva o S.D. [mg.I"] w [mg.l"]

piku [mAVs] vitaminu By [mg.1?]

Bernard Free 16,15 0,08 0,02 0,08 0,02
Starobrno Frii 19,03 0,12 0,04 0,12+ 0,04
Radegast Birel 15,18 0,06 0,06 0,06 + 0,06

Lobkowicz 18,00 0,10 0,04 0,10 = 0,04

Tab. 14 Pramérny obsah vitaminu B; ve vzorcich nealkoholickych piv

Primeérna plocha

Primérny obsah

Vzorek piva piku [mAVs] vitaminu B, [mg.1"] S:D. [mo.] b [mal]

Bernard Free 10,69 0,28 0,01 0,28 £ 0,01

Starobrno Frii 15,00 0,33 0,02 0,33 +0,02
Lobkowicz 10,03 0,27 0,03 0,27 £ 0,03

Tab. 15 Primérny obsah vitaminu B3 ve vzorcich nealkoholickych piv

. Priimérna plocha Primérny obsah

Vzorek piva o S.D. [mg.I"] u [mg."]

piku [mAVs] vitaminu B; [mg.1™]

Bernard Free 10,75 0,63 0,01 0,63 + 0,01
Starobrno Frii 10,61 0,62 0,03 0,62 +0,03
Radegast Birel 14,90 0,79 0,11 0,79 £0,11

Lobkowicz 80,22 3,39 0,05 3,39 + 0,05
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Obr. 10 Chromatogram piva Bernard Free pii vinové délce 254 nm



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

71

8.3.1 Vysledky stanoveni B — komplexu ve vzorcich specialnich piv

Vzorky piva byly upraveny dle postupu uvedeného v kapitole 7.4.3. Chromatografické

podminky byly popsany v kapitole 7.4.4. Vitamin By u vzorka Zelené pivo, Staropramen

D pivo a primator Diamant nebylo mozno stanovit, protoze se nachazelo pod hranici

detekce.
Tab. 16 Primérny obsah vitaminu B; ve vzorcich specialnich piv
. Primérna plocha Primérmy obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] u [mg.l"]
piku [mAVs] vitaminu B; [mg.I"]
Krakonos 34,60 0,33 0,02 0,33 +£0,02
Tab. 17 Pramérny obsah vitaminu B, ve vzorcich specialnich piv
. Primérnd plocha Primérny obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] TR
piku [mAVs] vitaminu B, [mg.I"]

Krakono$ 43,93 0,71 0,05 0,71 £0,05
Zelené pivo 40,92 0,67 0,03 0,67 +0,03
Staropramen 30,19 0,53 0,03 0,53+ 0,03

Primator 24,48 0,46 0,02 0,46 £ 0,02

Tab. 18 Primérny obsah vitaminu B3 ve vzorcich specialnich piv
) Priimérna plocha Primérny obsah
Vzorek piva o S.D. [mg.I"] n [mg.I™]
piku [mAVs] vitaminu B; [mg.I"]

Krakono$ 28,47 1,33 0,05 1,33 £ 0,05
Zelené pivo 23,52 1,13 0,03 1,13+0,03
Staropramen 20,85 1,03 0,06 1,03 £ 0,06

Primator 24,69 1,18 0,06 1,18 £ 0,06
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Obr. 11 Chromatogram Zeleného piva pii vinové délce 254 nm

Ve vzorku piva Gambrinus Svétly byl zjistén primémy obsah vitaminu Bj
0,34 + 0,12 mg.l", obsah vitaminu B, 0,28 + 0,01 mg.I* a obsah vitaminu Bs;
0,16 = 0,04 mg.l'l. Ve vzorku piva Bud¢jovicky Budvar Svétlé vycepni pivo byl zjiStén
primémy obsah vitaminu B, 0,77 + 0,14 mg.I™, obsah vitaminu B3 1,17 + 0,02 mg.I™*. Ve
vzorku piva Staropramen Svétly byl zjistén primérny obsah vitaminu B
0,78 + 0,02 mg.I™, obsah vitaminu Bs 1,29 + 0,04 mg.I". U vzorku piva Velkopopovicky
Kozel Svétly byl zjistén primémy obsah vitaminu B, 0,36 + 0,03 mg.I™, obsah vitaminu
B3 1,25 + 0,09 mg.I"". Mnozstvi vitaminu B; u vzorkt Budgjovicky Budvar Svétlé vy&epni,
Staropramen Svétly a Velkopopovicky Kozel Svétly nebylo mozno stanovit, protoZe se

nachdzelo pod hranici detekce.

U vzorku Lezakt bylo zjisténo, ze obsah vitamin B ve vzorku piva Gambrinus Premium je
0,46 + 0,02 mg.l", obsah vitaminu B, 0,79 + 0,01 mg.I* je a obsah vitaminu Bs je
1,23 + 0,12 mg.I'Y. U vzorku piva Bud¢jovicky Budvar Svétly lezak byl zjistén obsah
vitaminu B; 0,19 + 0,01 mg.I™*, obsah vitaminu B, 0,94 + 0,10 mg.I™ a obsah vitaminu B
je 1,00 + 0,08 mg.I™". Pivo Pilsner Urquelle obsahuje 0,52 + 0,24 mg.I™ vitaminu B, obsah
vitaminu B je 0,82 + 0,05 mg.I" a obsah vitaminu Bz je 1,17 + 0,10 mg.I™. U vzorku piva
Staropramen Lezék byl zjistén obsah vitaminu B, v mnozstvi 0,80 + 0,01 mg.I™* a obsah
vitaminu B3 v mnozstvi 1,05 £ 0,14 mg.l'l. Mnozstvi vitaminu B; nebylo mozno stanovit,

protoze se nachazelo pod hranici detekce.
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U nealkoholickych piv bylo zji§téno, Ze pivo Bernard Free obsahuje 0,08 + 0,02 mg.I™*
vitaminu By, 0,28 + 0,01 mg.I"™ vitaminu B, a 0,63 + 0,01 mg.I"™ vitaminu B3 U vzorku piva
Starobrno Frii byl zji$tén obsah vitaminu B; 0,12 £+ 0,04 mg.l’l, obsah vitaminu B,
0,33 + 0,02 mg.l'1 a obsah vitaminu B3z 0,62 + 0,03 mg.l'l. U vzorku piva Lobkowicz
Premium Nealko byl zji§tén obsah vitamin B; 0,10 + 0,04 mg.l'l, obsah vitaminu B,
0,27 + 0,03 mg.I™ a obsah vitaminu B3 3,39 + 0,05 mg.I". U vzorku piva Radegast Birel
byl zjistén obsah vitaminu B; 0,06 + 0,06 mg.I" , obsah vitaminu Bs 0,79 + 0,11 mg.I™.

Mnozstvi vitaminu B, nebylo mozZno stanovit, nebot’ se nachazelo pod hranici detekce.

U vzorkl specialnich piv se u zadného, krom¢ piva Krakonos, nedalo stanovit mnozstvi
vitaminu By, protoze jeho odezva se nachéazela pod hranici detekce. Tato piva obsahovala
vitamin B; ve velmi nizkych koncentracich nebo zde vitamin B; nebyl pfitomen. U vzorku
piva Krakono$ — vanoc¢ni specidl bylo zjist€éno mnozstvi vitaminu B1 0,33 + 0,02 mg.I?,
mnozstvi vitaminu B; 0,71 £ 0,05 mg.I"a mnozstvi vitaminu Bz 1,33 + 0,05 mg.I™.
Ve vzorku Starobrno Zelené pivo byl zjistén obsah vitaminu B, 0,67 + 0,03 mg.I™ a obsah
vitaminu Bz 1,13 + 0,03 mg.I". Ve vzorku piva Staropramen D pivo byl zjiitén obsah
vitaminu B, 0,53 + 0,03 mg.I™ a obsah vitaminu B; 1,03 + 0,06 mg.I"*. Ve vzorku Piva
Primator Diamant bylo zji§téno mnozstvi vitaminu By 0,46 + 0,02 mg.l™ a mnozstvi

vitaminu B3 1,18 + 0,06 mg.I™.

Koncentrace vitamin dle vyhledané literatury se pohybuje v rozmezi pro vitamin Bj
0,002 - 0,14 mg.I", koncentrace vitaminu B, se pohybuje v rozmezi 0,07 - 1,3 mg.I*
a koncentrace vitaminu Bs se pohybuje v rozmezi 3 - 20 mg.I™ [38]. Nase vysledky se
pohybuji v rozmezi od 0,08 - 0,52 mg.I"* pro vitamin By, 0,27 - 0,94 mg.I™ pro vitamin B,
a 0,62 - 3,39 mg.I"* a dalo by se Fici, Ze obsah vitaminu B, byl srovnatelny s udaji, které
poskytuje vyhledana literatura. Mirny rozdil mezi hodnotami nastava u vitamina B; a Bs,
kdy koncetrace vitaminu B; je mirn¢ nad hranici daného rozmezi a koncentrace vitaminu
B3 mirné pod hranici daného rozmezi. Nase télo vSak tyto vitaminy nemulze v plné mife

vyuzit, nebot’ ptitomny alkohol resorpci snizuje.

Jedna se samoziejm¢ o primérné hodnoty, které se 1isi v zavislosti na technologii vyroby
piva (i na pouzitych surovinach pfi jeho vyrobé, kazdy druh piva se lisi svou vyrobou
a tudiz t¢zké je vzajemné srovnat), podminkach skladovani, expedice, zpiisobu prodeje
apod. Vliv na obsah vitamini mohla mit i samotnd degradace vitaminti ve vzorku mezi
jednotlivymi chromatografickymi méfenimi 1 pfes provadénd opatieni, jako napf.

uchovavani vzorkl pfi nizkych teplotdch nebo v temnu.
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Vitamin Bs a Bg nebylo mozno za danych chromatografickych podminek Vv jednotlivych
vzorcich piv nakonec stanovit, jejich plochy piki se ptfekryvaly s ruSivymi slozkami
vzorkl piva. Tento problém by se dal do budoucna vyfesit zafazenim semipreparativni
techniky SPE (Solid Phase Extraction, Extrakce na tuhé fazi), kdy by doslo k precisténi

a zakoncentrovani vzorku.
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ZAVER

Cilem této prace bylo najit vhodnou metodu tUpravy vzorkd, nalézt optimalni
chromatografické podminky pro analyzu a pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie stanovit mnozstvi B-komplexu ve vzorcich piva, které jsou k dostani

Vv béznych trznich sitich. Cilem bylo stanovit vitaminy Bj, B,, B3, Bs a Bg, bohuzel

vitaminy Bs a Bg nebylo mozno stanovit.

Pti hledani chromatografickych podminek bylo vyzkouSeno nékolik mobilnich fazi, jako
nejvhodngjii bylo vybrano pouZiti acetonitrilu a 0,12 mol.dm™ octanu sodného o pH 4,8,

bylo pouzito gradientové eluce, jeji pribéh je zapsan v tabulce 3.

K proméfeni kalibracnich kiivek byly pouzity standardy tiaminu, riboflavinu a kyseliny
nikotinové o koncentracich 1, 2,5 a 5 pg.ml™. Pfi naslednych vypodtech se vychazelo
Z piimky regrese obdrzené pro vitaminy B; a B3 pii vinové délce 254 nm a pro vitamin B;
pti 270 nm. Analyza probé&hla na aparature Hewlett Packard 1100 s detektorem UV/VIS
(DAD). Vyhodnocovani vysledki probéhlo diky programu ChemStation Instrument 1.
Termostat kolony byl nastaven na teplotu 30 °C. Analyza probihala na koloné Discovery C

18 (250 x 4,6 mm; 5 pm). Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml.min™.

Pro tucel stanoveni B-komplexu v trznich vzorcich piva byly vybrany 4 vzorky piva
svétlého vycepniho, 4 vzorky lezdku, 4 vzorky nealkoholickych piv a 4 vzorky piv
specidlnich. Obsahy vitaminii se u vzorki liSily jak dle druhu piva, tak i podle vyrobce.
Obsahy vitaminéi se pohybovaly vrozmezi 0,08 - 052 mg.l? u vitaminu B,
0,27 - 0,94 mg.I* u vitaminu B; a 0,62 - 3,39 mg.I" u vitaminu Bs. Pro srovnani byly
vyhledany hodnoty o obsahu vitaminti v odborné literatufe, koncentrace vitaminu B; se
pohybuje v rozmezi 0,002 - 0,14 mg.I*, koncentrace vitaminu B; se pohybuje v rozmezi
0,07 - 1,3 mg.I™ a koncentrace vitaminu B; se pohybuje v rozmezi 3 - 20 mg.I™. Dalo by se
tedy fici, ze obsah vitaminu B, byl srovnatelny s udaji, které poskytuje vyhledana
literatura. Mirny rozdil mezi hodnotami nastiva u vitamini B; a Bs, kdy koncetrace
vitaminu B; je mirné nad hranici daného rozmezi a koncentrace vitaminu Bz mirné¢ pod

hranici daného rozmezi poskytnuté v odborné literatute.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACP-SH Acyl Carrier protein, protein nesouci acylové zbytky

Co-A
DAD
EPM
FAD
FMN
GC

GPC

HPLC

IEC
NAD"
NADP*
NCP
RCP
SEC
SPE
TDP

TTP

Koenzym A

Diode array detector, Detektor s diodovym polem

Extrakt v ptivodni mladiné

Flavinadenindinukleotid

Flavinmononukleotid

Gas Chromatography, Plynova chromatografie

Gel Permeation Chromatography, Gelova permeacni chromatografie

High Performance Liquid Chromatography, Vysokou¢inna kapalinova chroma-

tografie

lon, Exchange Chromatography, Iontové - vyménna chromatografie
Nikotinamidadenindinukleotid

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Normal Phase Chromatography, chromatografie na normalnich fazich
Reversed Phase Chromatography, Chromatografie na obracenych fazich
Size Exclusion Chromatography, Sterick4 exkluzni chromatografie
Solid Phase Extraction, Extrakce na tuhé fazi

Tiamindifosfat

Tiamintrifosfat
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