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ABSTRAKT

Diplomova préace je za¥ena na stanoveni vitandirskupiny B v fiznych stadiich vyroby
piva pomoci vysokatinné kapalinové chromatografie (HPLC). K nalezepiiirnalni me-
tody stanoveniéthto vitamini bylo vyzkouSeno &kolika raiznych postup. Nantiené

koncentrace byly naslediporovnany s literarnimi udaji.

Kli¢ova slova: pivo, pivovarnictvi, vitaminy, kapaliroehromatografie

ABSTRACT

The thesis is focused on the determination of vittarB in various stages of beer producti-
on using High Performance Liquid Chromatography (8P To find the optimal method
for the determination of these vitamins have bemd tseveral different procedures. The

measured concentrations were consequently compatiethe hints in the literature.

Keywords: beer, brewing, vitamins, liquid chromatgqzhy
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UvoD

Pivo se WCeské republicesi velké oblils, o emZ vypovida i nae prvenstvi co do $got
by tohoto napoje. Pivovarnictvi ma u nas mnohaldtadici. Piva geského typu“ jsou
dnes zndma a velmi oblibena po celégtsvisou charakteristicka svymi nezantelnymi

vlastnosti, jez jim profjcuji vysoce kvalitneské odidy jeémene a chmele. Pivagske-
ho typu“ se vyznéuje zlatavou barvou, jiskrnatirosti, silnymiizem a plnosti, silnou ko

kosti a kompaktni bohatoumou.

Pivo je disperzni soustavotiznych slodenin a vyznéuje se perfektni nutihi vyvazenos-
ti. Jeho chemické sloZeni s&xe nenit v zavislosti na extraktutwodni mladiny a stupni
prokvaseni. Hlavni s@asti extraktu piva jsou sacharidy, dale dusikaté |golyfenolické
latky a hdgké latky z chmele, barviva (melanoidiny), glycergbjdy, heterocyklické latky
a vitaminy. Nekteré z &chto vitamiri (vitamin C, vitamin E) se spale¢ s dalSimi latkami
(selen, polyfenoly) podili jako antioxidanty na caé organismu fed Skodlivym gisobe-
nim volnych radikal. V mnoha publikovanych zdravotnich studiich serté@izeme deist
0 pozitivnim vlivu stidmé konzumace piva na zdravi konzumenta. ose gedevsim
o snizeni pé&u kardiovaskularnich onemosmi, které se dava&asto do souvislosti
s obsahem homocysteinu v krvi, kdy na redukci toliaktoru @&inn¢ pasobi prag vitami-
ny skupiny B. Bylo také zji8ho, Ze pravidelni konzumenti piva maji v krvi vyEéhcent-

race vitaminu B, ktery roviez snizuje riziko kardiovaskularnich onemeéoh

Tato prace je za#iena na stanoveni vitantiB-komplexu, konkrété na thiamin, ribofla-
vin, niacin (resp. kyselinu nikotinovou), kyselippantothenovou a pyridoxin, jez jsou
podrobré popsany také v teoretick@sti. Ta se dale zabyva jednotlivymi surovinandieur
nymi k vyroke piva a také popisem vyroby samotnég¢top dirazem kladenym na obsah
vitamini skupiny B. Posledni kapitola teoretickdsti pak pojednava o chromatografii jako
takové se zawtenim na princip vysoka@inné kapalinové chromatografie (HPLC) a na

popis kapalinového chromatografu.
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1 TECHNOLOGIE VYROBY PIVA

Pivo mizeme definovat jako slétalkoholicky napoj vzniklyizenym kvaSenim cukernaté-
ho roztoku, poviiného s chmelem nebo chmelovym vyrobkem a kvaSewgh@nym
kmenem pivovarskych kvasinekipgechnologicky ukenych teplotach a dobéach hlavniho
kvaSeni a lezeni piva. Podl€kterych historik je pivo vibec nejstarSi lidmi vyrobeny
alkoholicky napoj pochazejici z dobied 7000 lety. [1], [2]

Zdrojem cukru pro kvaseni piva jétginou Skrob obsazeny j@ém sladu. Pokud se vy-
jime¢né nahrazuje jinou Skrobnatou surovinou nelsomp cukrem, hovidme o surogaci

a pouzitou nahradu nazyvame surogat. [1]

Diive se obsah alkoholu v pivu vyjadal jednotkou ,stupé’. Ten je vSak podle sd@asré
platné soustavy Sl vyhrazen obloukové&erd musel byt proto nahrazen terminem ,extrakt
v pavodni mladig* (EPM). Pojem desetistajpvé pivo (,desitka) a pivo s EPM 10 tak
vyjadiuji v podstat stejné pivo vzniklé kvaSenim mladiny, ktera n&gtku kvaSeni obsa-

hovala 10 % zkvasitelného extraktu a 90 % vody. [1]

Pivo je nejprodavaisim alkoholickym napojem na &, kterého se rné vyrobi @ibliz-
né¢ 1,5 mld. hektolith, pficemZ tato hodnota kazd@m stoupa. NejptSimi producenty
jsou Cina a USA,Ceska republika podle sgasnych statistik zaujima 17. misto &mo
produkci necelych 20 mil. hektolitr(1,2 % s¥tové vyroby piva). Co se &¢ specifické
spoteby piva, tj. mnozstvi vypitého piva na osobu a, rdkime sw¥tovy primat s roni
spotebou 150 lith na osobu. [1], [3]

Ve s\wt¢ se vyrabi kolik set druli piv, piicemzZ se vychazi ze zakladnih&ehi na piva

typu Ale a leZzaky, cozifblizné odpovida dleni na spodfa svrchg kvasena piva. [2]

1.1 Legislativa

Pro ely Vyhlasky Ministerstva ze&délstvi ¢. 335/1997 Sb. ve Zni pozdjSich gedpig

se rozumi:

a) pivem penivy napoj vyrobeny zkvasenim mladinjigravené ze sladu, vody, neuprave-
ného chmele, upraveného chmele nebo chmelovychukifgdktery vedle kvasnym proce-
sem vzniklého alkoholu (ethylalkoholu) a oxidu dli&ho obsahuje i @ité mnozZstvi ne-

prokvaseného extraktu; slad Ize do vySe jedetinty hmotnosti celkového extraktiynd-
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ni mladiny nahradit extraktem, zejména cukru, aim Skrobu, j@mene, pSenice nebo
ryZze; u piv ochucenych iie byt obsah alkoholu zvySerigavkem lihovin nebo ostatnich

alkoholickych napai,

b) sladem obilna zrna jgmene, pSenice nebo jinych obilovin, u nichZ sladévadosio
k enzymatickym fenmgnam endospermu a k vytkemi typickych chtiovych, aromatickych

latek a barvicich latek. [4]

Tab. 1. Fyzikalni a chemické pozadavky na jakost [gi

nealko- se snizenym vyéep- speci-
ukazatel holicka obsahem stolni yni P lezaky glni portery
alkoholu
tmava .
skut&né piva nestanoveno min. 45
prokvaseni _
% O;;[\?;m nestanoveno min. 50 nestanovgno
\f"(')‘k‘;jh‘g/'o max. 0,5 05-1.2 vice nez 1,2
extrakt pi-
\é?:yn\'/ﬂ]?_ nestanoveno max. ¢ 7-10 11-12 min.|13 min 18
%

1.2 Suroviny pro vyrobu piva

Zakladnimi surovinami pro vyrobu piva jsokeen, voda a chmetj chmelové vyrobky,
piipadreé i nahrazky sladu. Teoreticky je mozno sladovaevdouhi obili, v praxi se vSak
pouziva sladovnicky famen, v cizik pak i pSenice k vyrabsladu pro pSetihd piva.

V Ceské republicefpvaZuje vyroba silého jeného sladu plzeského typu. [5]

1.2.1 Sladovnicky je¢men

V Ceské republice se pro vyrobu sladu a sladovyctzitpsstuji vybrané odry jarniho,
dvouradého jémene. Nejznawjsi jeémendskou oblasti je u nas Hana. @dy zde @sto-

Vi s

dam. V roce 2000 se u nas zpracovalo okolo 60Q 8&@lovnického jamene. [5], [6]

Krome¢ pestitelskych vlastnosti se u sladovnickéhdmene posuzuji zejména sléskeé

vlastnosti, tj. chemické slozeni a vhodnost proobyr sladu. Z jednotlivych znékje to
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zejména kKivost a kitiva energie (udavaji procenticky podil schopnosti wyklicit za
3 az 5 dif pri stanovenych podminkach), objemova hmotnost, mrdiinad sitem 2,5 mm
a predevSim odrdova ¢istota a homogenita jednotlivych dodavekil€Zity je co nejnizsi
podil cizich a biologicky poSkozenych zrn, pleseivizrnéi zrn se zahédlymi Spickami,

kterd mohou byt fovodcem samovolnéhdgpinovani piva (tzv. gushing). [5], [6], [7], [8]

Jeémen obsahuje asi 80 — 88 % suSiny. Nejvice zastmupslozkou jsou sacharidy, které
tvoii asi 80 % hmotnosti zrna. U kvalitnich sladovnidkydid je obsah Skrobu asi 60 -
65 %, nizkomolekularni sacharidy jsokitpmny jen v nepatrném mnoZzstvi. NeSkroboveé
polysacharidy pak tud okolo 10 % hmotnosti {mého zrna. V obalovych vrstvach najde-
me predevsim celulosu, hemicelulosy se podileji na stavitpevnosti butnych sén.
Endospermalni hemicelulosy jsou sloZzeny ze 758glukani a 25 % pentosdin ZvySeny
obsahp-glukam v jecmeni a ndslednve sladu ztZuje slad&ské a pivovarské zpracovani
tohoto produktu diky snizené&igtupnosti Skrobovych zrn enzym, zvySovani viskozity

roztoki a snizeni koloidni stability piva. [1], [5], [6B], [9]

Technologii zpracovani sladovnickéh@rngene na slad i pivovarskou technologii a kvalitu
vyrobeného piva vyznamsrovliviuji dusikaté latky, jejichZz optimalni obsah se pmljg

v rozmezi 10 — 11,5 %. @ezitymi slozkami jémene jsou také enzymy. Ty jsotitpmny
jak v latentni, tak v aktivni fortn Uplatiuji se enzymy vSech Sesti klasifékéch tid, nej-
vice pak ty hydrolytické. Z ostatnich sloZzek obgahetmen polyfenolové latky, vitaminy

a minerdlni latky, z nichz jsouikzité zejména fosfotaany. [5], [7]

Vitaminy se nachazejitpdevsSim v zarodku a v aleuronové vésirna. Jejich obsah je
zavisly na pidné-klimatickych podminkach a také na adé. Mnohé z nich jsou sd@asti

aktivnich skupin enzyiha pisobi tak na enzymatickou aktivitu &iéiho zrna. [10]

V jeémeni jsou pitomny vitaminy skupiny B, vitamin C, vitamin H (iiin) a provitamin A
(karotenoidy). V zarodmé casti zrna je fitomen také vitamin E, ktery j&iinnym antioxi-
dantem a svymisobenim potkuje Skodlivé dinky volnych radikal. Antioxidaini akti-
vitu vykazuje také vitamin C.fRomnost &chto latek v jémeni a ve sladu jeaezita pro

organickou stabilitu piva. [10]

Vyznam vitamiri skupiny B v procesu vani piva spoiva v jejich gitomnosti v mladig

v mnozstvichéasto variabilnich, ovSem dostétgch pro zajidtni odpovidajicicinnosti
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kvasinek v pivovarnictvi. Tyto vitaminy jsou velilezité jako fistové faktory kvasinek

béhem procesu fermentace (zejména biotin, inosikylselina pantothenova). [11]

Tab. 2. Obsahdkterych vitamiti skupiny B v jémeni[10]

Vitamin Obsah na 100 g susSiny
B, — thiamin 0,12 - 0,74 mg
B, — riboflavin 0,10-0,37 mg
Kyselina nikotinova 8,00 — 15,0 mg
Be - pyridoxin 0,30-0,40 mg

Sklizeny j&men neni schopen ihned vyiiti musi nejprve fyziologicky dozrat (dormance
jeémene). Bhem této doby dochazi v zrnu k oxtdém proce8m (respirace) a odbourava-
ni inhibitor kli¢eni. Proto je t@leZité pravidelné prastravani a tim zajigni péistupu kys-
liku ke skladovanému zrnu. Dormanceénene je zavisla i naugdnich a klimatickych
podminkach. Poskliové dozravani u naggtovanych sladovnickych demeni je vesnds
kratké (4 — 5 tydf). J&meny s dlouhou dobou dormance majfiSinou nizky obsah enzy-
mu a poskytuji méakvalitni slady. [5], [6], [7]

1.2.2 Nahrazky sladu (surogaty)

Sladové nahrazky jsou Skrobové nebo cukerné swyrdgaré mohou do ditého mnozstvi
nahradit jény slad. Surogaty se pouZivaji zejména pro snigertivinovych naklail Je-
jich pouZiti je nejvice roz&no v zemich s menSi pivovarskou tradi¢gdevsim v Ameri-
ce, Africe a Asii. [6], [10]

Rozsah pouZziti surogétje ovlivién technickym vybavenim pivovar ale také typem
a kvalitou vyrabného piva. Kromi Skrobovych a cukernych surog@e mohou pouzit sla-
dy i z jinych obilovin. Ty slouZi k vyrabspecialnich piv nebo jakaidavek ke sladu pro

zlepSeni gkterych vlastnosti, jako nappénivosti piva nebo pro rychlejSi kvaseni. [10]

Pouziti BZnych surogditdo 10 % hmotnosti zpracovaného sladu vygarmovlivni kvalitu
piva. DalSi zvySovani podilu suroggiz vyzaduje zniny v pouzivané technologii fiPsu-
rogace vysSi neZz 40 % je nutno aplikovat enzymaegraty, jinak je prakticky neprove-
ditelna. U spod& kvasenych piv by mnozstvi pouzitého surogatu séemikdy prekrodit
hranici 20 %. [8], [10]
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1.2.2.1 Skrobnaté nahrazky

Skrobnaté nahrazky jsou legj&i a celko¢ dostupwjsi, vyzaduji viak specialni technolo-

gické zpracovani a maji menginnost vyuziti extraktovych slozek. [5]

Pro zlepSeni chuti a¢pivosti se dive bszné pouzival nesladovanydmen v mnozstvi asi
10 %. Vyhodou je chemické sloZeni obilky, kterangjvice podobna sladu. Pro vyrobu
specialnich piv v Bmecku a Belgii se pouziva pSenice, ta ale obsaepek. Podob

jako B-glukany u jgmene prodluzuje lepek scezovani mladiny a filtpaea. [10]

V Severni Americe a Asii se jako Skrobova nahrgit@aziva kukéce. Nevyhodou je vy-
soky obsah tuk v zrnu, proto se kukice loupe a zbavuje Kku, ktery jich obsahuje az
25 %. V Asii se dale pouziva ryze, v Africe pé&kok, jeZ ma vysoky obsah cukru (5 —
18 %). [10]

1.2.2.2 Cukernaté nahrazky

Vyhodou &chto nahrazek je snadna rozpustnost, do mladinyre® @idavaji wtSinou

v pribéhu chmelovaru. Pouzivaji se v mnozstvi 5 — 10 %aimalné vSak 20 %. VysSi
podily mohou mit za nasledek &ny v charakteru piva. Cukernaté nahrazky snizugiabb
dusikatych latek mladiny, cozZibe vést k vysokému stupni prokvaSeni (a tim vysSSimu

obsahu alkoholu), ale i ke snizeghposti piva. [5], [10], [12]

Rafinovany krystalovy cukri€pny neboitinovy) je nejlgzngji pouzivanym cukernym su-
rogatem. MiZze se pidat také hady, piipadré surovy cukr se zbytky melasy. Samotna me-
lasa se vSak pouziva jen za middre Spatné ekonomické situace. V zahéase pak pou-
Ziva i tzv. undly med, coz je sirup obsahujici glukosu a fruktestysokym Stpenim sa-

charosy. [10]

Do této skupiny nahrazek gadi i cukrovy kulér, jehoz barvici schopnost je @krat \&tSi
nez ma barvici slad. Tmava piva vytah za pidavku cukrového kuléru pak maji Zluto-

hnédou @nu. [10]

Kyselou nebo enzymatickou hydrolyzou bramborov@$enénéhoci kukuiicného Skrobu
muzeme vyrobit cukerné sirupy. Ty se vyuZivaji v Sava Jizni Americe, ale také rap

klad ve Velké Britanii nebo Francii. [10]
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Kromé¢ nahrazek mohou byt v pivovarské vyégbouzity i sladové vytazky.ipravuji se
vyluhovanim enzymay bohatych slail vodou a zahu&him vyluhi pii nizké teplot za

vakua. Vyuzivaji se jako zdroje sladovych enéywrhavarijnich situacich. [5]

1.2.3 Chmel a chmelové vyrobky

Chmel jsou v podstatususené chmelové hlavky s&fmh rostlin chmele evropskéhbli-
mulus lupulusvar. europeus z ¢eledi konopovitych Cannabaceae Poskytuje pivu typic-
ky hatkou chu’ a gispiva tak k tvorb charakteristického aroma. U nas se chmistue
v oblastech Zatecka, W&ka a Tr3icka u Olomouce. Tento chmel je velmi iknéh ténst

tietina produkce slouzi k vyvozu. [1], [5], [6], [9]

Z pivovarského hlediskaimieme odidy chmele rozélit na jemné aromatické redstavo-
vané pedevsim zateckymi odgldami, aromaticke, ké a vysokoobsazné s vysokym obsa-
hem pryskyic, ale zpravidla s hrubym aroma. Podle zbarvenietbvé révy rozliSujeme
tzv. cervaiaky, predstavované rowi Zateckymi odrdami, a zelg#aky pstované v zahra-

ni¢i, predevsim v Anglii, Belgii a Americe. [1], [5]

Sklizeny chmel obsahuje v hlavkach asi 72 — 82 @Wyv&usi se teplym vzduchem 5 — 8
hodin @i teplotach nefesahujicich 50 °C, az jeho vlhkost klesne asi b 80 vysuseni
se chmel skladuje naigach, pijima vzdusnou vihkost, a tim se obsah vody zvgsina
11 %. Poté se chmetidi, lisuje do Zok a odesila k dalSimu zpracovani nelione do
pivovairi. [5], [7]

Chemické sloZeni usuSeného chmele je zavislé nalgdnist pavodu, r@&niku a zfiso-
bu poskliziové Upravy. Rimérné obsahuje 8 — 12 % vody, 15 — 20 % celkovych priisky
2 — 6 % polyfenolovych latek, 0,2 — 2,5 % silic; B % vosk a lipida, 12 — 15 % dusika-
tych latek, 40 — 50 % sacharidickych sloZek a 6% Bineralnich latek. [10], [11]

Chmel vSak obsahuje i problematické slozky. Jsolatly nefiznivé ovliviujici zpraco-
vani chmele v pivovarském procestadi se k nim dugnany, rezidua poskovych latek,

tézké kovy a u skterych chmelovych vyrohki rezidua chemickych katalyzator[6], [10]

Obsah pivovarsky cennych slozek, zejména ptyskpolyfenoli a silic, je rozhodujicim
faktorem pro kvalitu chmele. Chmelové polyfenolychazeji uplaténi pi srazeni vyso-
komolekularnich bilkovin, chmeloveé silice jsou paddpowdné za charakteristické chme-

lové aroma. B skladovéani a transportu podléha snadéSima pivovarnicky cennych latek
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chmele chemickym z#mam. Z divodu chemické nestability, ale iV relativné nizké
acinnosti vyuziti nejdlezitéjSich sloZzek chmeleipvyrob¢ piva, vysokym narokm na
skladovani a obtizné manipulovatelnosti s hlavkowinmelem se dnesétdina chmele

zpracovava naizné chmelové vyrobky. [1], [6], [9], [10], [11]

Podle zj@isobu vyroby rozliSujeme vyrobkyipravené mechanickymi, fyzikalnimi a che-

mickymi Upravami hlavkového chmele. [10]

Mezi vyrobky gipravené_mechanickymi upravariavkového chmele patmleté a gra-

nulované chmelybez nebo se standardizovanym obsahlenoikych kyselin. Ze vSech
chmelovych vyrobk se pra¥ granulované chmely podobaji svym charakteréimo@nimu

chmelu nejvice. Podle stuprzkoncentrovani htaych kyselin rozeznavameiané typy

granulovaného chmele (typ 100, 90, 45 a 30). A], [

Pri vyrobé mletého chmele se surovina nejpt&i a dosousi na obsah vody 5 — 6 %. Na-
sledré se mele, homogenizuje a plni do @bdl granulovaného chmelu se mlety chmel
protlauje matrici granukniho lisu. Vzniklé granule maji faomér 5 — 10 mm a zpravidla
valcovity tvar. U nas vyramy granulovany chmel se mele za nizkych teplot {Gp

a koncentruje b -30 az -35 °C. Zaéthto teplot lupulin pechazi v krystalickou formu

a oddli se na vibranich sitech. [7], [9]

Takto ziskané vyrobky se bali do abal inertni atmosférou nepropogjitich vihkost,
vzduch a s#tlo. V sowasné dob jsou hojré pouzivané p vyrob¢ vycepnich, lezackych

i speciélnich piv spodni svrchré kvasenychCasto se ale kombinuji s vhodnym chmelo-
vym extraktem a to zejména Yipadt varnich vod s vy5Sim obsahem daaini, aby bylo
dosaZeno sniZeni jejich hladiny v hotovém pivu. Matcka Uprava totiz sama o sate-

umo#iuje vyrazné snizeni obsahu dusin. [5], [7], [10]

K vyrobkim piipravenym_fyzikainimi Upravanpiirodninho chmele pétzejména nemodi-

fikované chmelové extrakty, které jsou v satasné dob Siroce roz&eny a pouzivaji se
pro vyrobu téndt vSech druf piv. Pivodre se ziskavaly extrakci neekologickymi rozpous-
tedly (methylenchloridem a hexanem), dnes je vSakem@Sprodukce zaloZzena na extrakci
ethanolem¢i oxidem uhlgitym. Extrakty maji v porovnani gjpodnim chmelem vysSi

koncentraci pivovarskytdezitych slozek, pedevsimu-hoikych kyselin. [8], [10]
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Vyrobky vzniklé chemickymi Upravamilavkového chmele, granulovaného chmeéie

chmelového extraktu sefipravuji fizenou izomeraci, redukci a hydrogenagdiorkych
kyselin. Do této skupiny chmelovych vyrabkadimeizoextrakty a izopelety. [5], [7],
[10]

Pouzivani &chto vyrobkKi je ¢casté&né omezeno technologickymi a legislativnimi pozadav-
ky. Z téchto divodi se v evropskych zemich s tré&miim pivovarskym pimyslem pouziva-

ji jen velmi omeze# pokud wibec. [5], [10]

V sowlasném pivovarnictvi dosahuje pouzivani chmelovygtobki vysokého stuph
Dulezitym faktorem jejich pouZiti je cenova relacsmréni technologickych pozadairk
NaSe pivovary v saiasnosti nejastji kombinuji granulovany chmel s extraktem ziskava-
nym pomoci oxidu uhditého. Rirodni hlavkovy chmel se pouZziva jen vyjiéné. Pro jeho
pouZziti je totiz nutno ve vaéninstalovat pidavné strojni Zdzeni, tzv.chmelovy ciz kde

se oddluje povaena mladina od vylouzeného chmele. [1], [10], [12]

1.2.4 Voda

Vody se ve sladakém a pivovarském pmyslu spatebuje velké mnoZstvi. JeildZitou
surovinou, nebdprimo ovliviiuje kvalitu piva a ma i jinak Siroké upl&ti. Spoteba vody
mnohokrat pevySuje objem vyrobeného piva, kdy se na vyrobmged litru spatebuje
v zavislosti na velikosti a technickém stavu velkddivovaru od sedmi do dvandcti litr
vody. MenSi restautai pivovarky, pokud vytéeji pivo @imo z vyepnich tank, maji
spotebu vody podstatnnizsi, neb6 velké objemy vody speebuji linky na myti a pkni
lahvi ¢i sudi, coz v tomto fipadt odpada. Podil varni vody z celkové spby je pordrné
maly. [1], [6], [7]

Podle @elu pouziti nizeme vodu v pivovarstvi rozlit do téi skupin:

1. Varni voda je jako jedna ze zakladnich surovin pouzivanapbhoravu piva. Musi
sphiovat poZzadavky na vodu pitnou a t@gevsim z hlediska zdravotni a hygienickée
nezavadnosti. V pivvoda gedstavuje 75 az 80 % hmotnosti podle druhu vyrobku
a svymi vlastnostmi ovliwuje piabe¢h péipravy, zakladni kvalitu i specifické vlastnos-
ti urcité znaky piva. Voda z mastskych vodovodnichiadi je plrg vyuZzitelna jako

voda varni, pokud nenigba upravit jeji sloZenitpvyrob¢ urcitych druhi piv.
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2. Myci a sterilaéni voda nesmi obsahovat mikroorganismy, chemické kontantyna

a nesmi zapachat. Voda pro vyplachy a sterilasiebytla chlorovat.

3. Provozni voda musi odpovidat standansh stanovenym pro jednotliva izzeni
a operace. Pokud se péra z parnich genéréatmktuje @gimo do pivovarského ¥a
zeni, nap. prii varu mladiny, musi voda &ena k vyrob této pary odpovidatipde-
psané potraviriéké kvalit. Voda pouzivanaipchlazeni podléhdskdy Upraw mik-
robiologickécistoty a chemického slozeni. Nizky obsah anorgawcithonti by pak

meéla mit voda utena pro pipravu mycich roztoka voda pasteéai. [7], [13]

Voda v girok predstavuje velmiizdny roztok soli a ply@, povrchové vody obsahuji
pafti vapenaté a hecnaté soli vytvéejici tvrdost vody, ktera jeatezitym kritériem posu-

zovani kvality vody pro pivovarsk&ély. [1], [5]

RozliSuje setvrdost stala (trvala, nekarbonatova) wrdost piechodna (karbonatova).

Tvrdost trvala je tviena stalymi vapenatymi a f@natymi solemi (sirany, chloridy,ié-

micitany aj.), zatimco tvrdostipchodna hydrogenubliitany, které se varem ugmebo

casténeg rozkladaji podle nasledujicich rovnic: [7], [9]
Ca(HCQ), —» CaCQ + CO, + H,0
Mg(HCGs) — MgCQ; + CO, + HO

Uhlicitan vapenaty je nerozpustny a Wilje se z roztoku. Uhlitan hdecnaty je malo
staly a probiha jeho dalSi rozklad az na hydroxitbimaty, ktery je pouze omez&noz-
pustny. [9], [10]

MgCO; + H;0 — Mg(OH), + CG;

Celkova tvrdost je satem tvrdosti stalé aifpchodné. Bive se vyjatbvala ve stupnich
némeckych (°n), dnes uz v mmist a podle jeji hodnoty se v pivovarském obo#li dody
na: [7]

= mekké do 1,4 mmal* tj. do 8 °n
= stiedrs tvrdé do 2,1 mmdr* tj. do 12 °n
= tvrdé do 5,3 mmdr* tj. do 30 °n

= velmi tvrdé nad 5,3 mmott . nad 30 °n.
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M¢ekka voda s mensim podilemititku a frechodné tvrdosti je vhodna pro vyrobwtsch
piv, pro tmava piva nevadi ani voda tvrdsi. Varoda by vSak zasadmentla obsahovat
alkalické uhlgitany, chlor a filis Zeleza, manganu a déasani. M¢kéeni vody se provadi

demineralizaci na iontogni¢ich nebo reverzni osmézou. [7], [12]

1.3 Vyroba sladu

Slad se vyrabi nakiénim a hvozéhim sladovnického fgnene ve sladovnach. Hlavnimi
produkty jsou s#tlé, tmavé a specialni slady. Ze sladu se vSakbvyrgladoveé vytazky

pouzivané virznych potravingkych vyrobach, v textilnim pmyslu a ve farmacii. [5], [7]

Principem sladovani je vytveni optimalnich podminek pro &ini j&mene, picemz
v zrnu dochazi k aktivaci a tvarteechnologicky élezitych enzyni (cytolytickych, proteo-
lytickych a amylolytickych) za s@asného zamezeni hmotnostnich ztrat petiam Kistu.
Cilem je tedy vyrobitizenym procesem kiéni a hvozéni slad obsahuijici pibné enzy-

my, aromatické a barevné latky typické préamy druh piva. [5], [6], [7]

Sladovny niizeme rozdlit podle zpisobu a techniky sladovani na periodické humnové
sladovny, pneumatické bubnové aiskvé sladovny, polokontinualni sladovny typu po-

suvné hromady a na kontinualni sladovny pasovéldwg a Sachtové. [5]

Slad se vyrabi z fgene poctyi- az @titydennim dozravani v silech. Nejprve sénen
piectisti, poté se nandéve zvlasStnich nadobach (naduvnicich). \adiy j&émen se na-

sledrg susi (hvozdi) na hvozdu. Teplota suSeni se valigoypu vyrabného sladu. [1]

1.3.1 Prijem, ¢isténi, tFidéni a skladovani jmene

Jeémeny jsou dodavany do sladoven ihned po skliznlizEke jen gkolik tydna, ale sla-
darska kampa trva 10 i vice misial. K piijmu jeémene dochazi nafipimaci ramg, ktera
je vybavena vahou. Krofnhmotnosti se kontroluji i ostatnigglepsané znaky, tj. obsah

vody, bilkovin, zlomk a ne&istot, podil nad sitem 2,5 mm a dalSi. [5], [6]

Pti prijmu musi sladovny zajistit odkény vykup a skladovani jednotlivych adr J&men
sedisti a tidi podle velikosti a kvalitativnich znakTiidéni jeémene podle velikosti zrn
ma velky technologicky vyznam pro docileni jednbmén&eni, kliceni a ziskani dokona-
le homogenniho sladu. Z&chto podminek pak fiieme vyrobit dofe rozluséné kvalitni

slady a zartit nizké sladovaci ztraty. [7], [10]
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Skladovany jémen edstavuje Zivy organismus, jez se neustale vyvijiéai. Nejw&tsi
roli pii skladovani obilovin hrajeipdevsim obsah vody a teplota zrna, dale styosko-
zeni obilek, kvalitaisténi a tidéni a gitomnost Skdci. Mechanicky poskozené obilky se
mohou pokryvat myceliem skladiStnich hub aitvéoziska samozafivani. Samozékev

pak korgi naprostym rozkladem skladovaného zrna. [10]

Kritick& vihkost zrna fi skladovéani je 14 %.i#kratenim této hodnoty se do chodu uve-
dou fizné biochemické reakce, jejichz vysledkem je zvaSprodukce oxidu uhliitého,

vody a tepla. [10]

Energii potebnou pro Zivotni projevy ziskava zrno odbouravaréeervnich polysachari-
du, predevSim Skrobu. Viftomnosti kysliku je energie ziskdvana aerobnimhdgm,

v jeho nepitomnosti probih& anaerobni kvaseni. [5]
dychani: GH1206+6 O — 6 CO + HO + 2824 kJ
kvaseni: GH1,06 — 2 CO, + CGHsOH + 92 kJ

Zrno by n€lo byt neustéle vifitomnosti kysliku, aby jeho metabolismus fesel z dychani
na kvaseni. Produkty kvaSeni totiz narusuji az agjnklicek, navic je dychani energetic-

Ky vyhodrgjSi a gredstavuje mensi ztraty hmoty zrna. [7]

Cerstw sklizeny je¢men méa znénou aktivitu dychani a je nutno ho prot&jakym zpiso-
bem konzervovat. Aktivni &rani, i kterém se provadi vygma vzduchu v mezizrnnych
prostorech (40 — 50 % objemu hromady) b#angstni zrna, je ekonomicky nejvyhodn

Si. Videalnim pipadt klesne vlidha jgmene na 12 %, coz je optimalni hodnota pro zacho-

vani kvality suroviny Bhem skladovani. [9], [10]

/////

tzv. dormance Dormance je &kolikatydenni obdobi po sklizni, kdy obilkygeene kIEi
pomalu a nejednotni za podminek jinak pro Kiéni optimalnich. U rostlin se tento jev
vyvinul v dok®, kdy se muselyifzpisobit pravidelnému gdani podminek vhodnych a ne-
vhodnych (sucho, chlad) préast. Dormance tudiz neni reakci naifiepivé podminky, ale

prizptsobeni se klimatickému cyklu. [5], [6], [10]
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Spatna kifivost cersté sklizeného jemene je dana ffilomnosti inhibitoé klicent,
tzv. dormini. Dormance zanika teprve jejich odbouranim oxidaeghuje se¢innost sti-
mulatoiti kliceni giberelifi a zrno je schopné vykif. Tento proces je sice mozné urychlit,

ale z hygienickych a ekologickychinebdi se dava fednost pirozenému odlezeni. [5], [6],

[71. [9]

1.3.2 Méac¢eni jemene

Cilem mé&eni jetfizenym zisobem zvysit obsah vody W@m zrnu z 12 — 15 % na 42 —
48 %. Nastartuji se tak enzymatické reakce nezbgtoéoptimalni pibeh slad#ského
kliceni. Dosazeny obsah vody v naf@oém zrnu se nazyva stapdomaeni a liSi se
podle druhu vyréného sladu. [6], [7], [10]

DalSim divodem maéeni je i odstragni splavki a lehkych n&stot, umyti zrna a zejména
vylouZzeni nezadoucich latek (barevné akBolatky, kyselina femkiita a bilkoviny
z pluch). Tyto latky zhorSuji senzorické vlastngetia a podporuji tvorbu zakal[9], [10]

......

zpomaluje v dsledku bobtnani Skrobnatych a koloidnich latek spdanu. Pro vyrobu
swtlych sladi se voli stupg domaeni 42 — 45 %, u tmavych siad5 — 48 %. Hjem vo-
dy zrnem je ovlivn jeji teplotou, dale velikosti zrna, dobou odléZedmene, odidou,
piistupem kysliku, chemickym sloZenim ¢eéi vody a technologii ndéni. Nejdilezitgj-
Sim faktorem je kyslik. Se zvySujicim se obsahedyw®ina zrno dychat a vytvét oxid
uhli¢ity. P spotebovani kysliku ailiSném nahromathi oxidu uhlgitého gechézi nor-
malni dychani v intramolekularni anaerobni dychepdjené s kvaSenim. Metabolity kva-
Seni jako ethanol aj. mohou posSkodittkK. Naopak za dostd@m@eho pistupu kysliku se
doba méeni zkracuje. [5], [7], [9], [10]

Maceni j&mene probihaloidve v kamennych, pozf betonovych naduvnicich. Dnes se
pouzivaji naduvniky vyhradrocelové, ¥tSinou valcoveho tvaru s kdnickym dnem a sklo-

nem 45 °, aby se mohl sationé vyprazdnit a jémen tak vytékat ven. [5], [10]

Existuje rekolik zpasohi m&eni, ale u vSech je vzdy prvni de&i voda, obsahujici také
dezinfekni prostedky, zn&n¢ zn&isténa, rychle se z ni ¥erpava kyslik a musi byt proto
brzy vyménéna. Nejlgzn€jSim zpisobem je mé&ni s provzdutovacimi gestavkami. Ma-

¢eci voda se podle teploty a mnozstvi vzansi — 3krat denhivyménuje. Mezi kazdym



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 24

napousnim se dla prestavka 4 — 6 hodin, aby se zrno provzdusnilo. Celkova doba
m&eni se pohybuje od 60 do 90 hodin,casgji pak 72 hodin. Celkové ztratyipm&eni
by nengly prekratit 3 % hmotnosti nani@ného jémene. [5], [7], [10]

1.3.3 Kliéeni jemene

Cilem slad&ského kléeni j&mene je aktivace a tvorba enzyra docileni poZzadovaneho
stupré rozluseéni zrna (odbourani rezervnich latek) minimalnich nakladech a unosnych
skladovacich ztratach. Dosahuje se toh&lym modelovanim podminekiippzeného Kili-
¢eni vhodnou teplotou, viahou &stupem kyslikuRizeni kigeni, nebo-livedeni hromad
se liSi podle druhu vyr&bého sladu, technickeho vybaveni sladovny a kvapitacovava-
ného j&émene. [5], [6], [7], [10]

Podminkou pro syntézu a iiat aktivity enzynd je zajiSéni dostaténého mnozstvi meta-
bolické energie, kterd se ziskava oxitian odbouravanim zésobnich latek. Optimalni
podminky pro sladaké klceni j&mene jsou p 14 — 18 °C v hromay dostatek kysliku

v pribéhu ma&eni a v péateinim stadiu kikeni pak vede k vyrabvysoce enzymatickych
sladi. [7], [10]

Z hlediska technologie patmezi nejvyznam¥jsi enzymy kléeni fosfatasy, cytasy, protea-
sy a hlave amylasy. S vyjimkoua-amylasy jsou ostatni enzymy v malém mnoZstvi
v je¢meni jiz piitomny. Fosfatasy uvoliuji pii svém misobeni z fytinu a dalSich organic-
kych latek kysele reagujici fosf@reany a tim napomahaji tvarlyselé reakce tolikide-

Zité procinnost ostatnich enzyim[5], [10]

Cytasy jako komplex enzyrin S€pi neSkrobové polysacharidy celulosu, hemicelulosu
a gumovité latky (glukany, pentosany). Hemicelulbsyi vysokomolekularni neSkrobové
polysacharidyp-glukany, které vyrazhzvysuji viskozitu roztok. Z tohoto divodu je i
vyrok¢ sladu dlezité jejich roz&tpeni, jinak by mohly nastat potizéi gtékani a filtraci

piva. [3], [8], [9], [10]

Mriviw s

jejich pasobenim rozgpen na maltosu a glukosu, které jsou dale prodyaiara tvorby
energie nezbytné pro Zivotni procesy zi@im déle se hromada ved# pizké teplot, tim

VEtSi je aktivace a tvorba amylas. [5]
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Kli¢eni sladovnického ¢enene klasickym zisobem probiha na humnech, coz jsou pro-
storné mistnosti s hladkymi podlahami&@niaym wtranim. Charakteristicka stadiadédni
jsou nazyvana jako mokra hromada, sucha hroma#ayka, mladik, vyrovnana a sejmuta
hromada. [5], [6], [7]

Konetnym produktem ktieni jezeleny slad M& mit zdravou &mi, mirné zavadlé kéinky,
spravré vyvinutou stelku a ma byt date rozlusén. Podle vyvinu g$elky rozeznavame
tzv. kratké slady (délka stelky je 1/3 az 1/2 délky zrna), obvykle nedodn&, adlouhé
slady (sttelka nad 3/4 délky zrna), které jsou vhodné prebyrtmavych slad [5], [7]

Kromé¢ klasického sladovani na humnech existuje w#¢ssiroka paleta pneumatickych
sladoven. Ty mizeme rozdlit do ¢ty skupin na bubnova Kiidla, skinova kiidla, Sach-
tova klcidla a horizontalni ktidla. Jejich vyhodami jsou vysoka kapacita, sniZeoteba
manualni prace, vysoky stupautomatizace a také to, Ze jeji¢imnost neni zavisla na
ro¢ni dok&. V modernich sladovnach jsou nejvice pouzivanyidth skiinova a polokonti-

nualni posuvné hromady. [5]

Pti kliceni dochazi k trojnasobnému az Sestindsobnémurdvgbeahu riboflavinu a také
zdvojnasobeni Urownniacinu. \&tSina vitamirni je vSak zniena hem nasledujiciho pro-
cesu hvozehi. [9], [14]

1.3.4 Hvozdéni

Hvozdeni je zavrecnou fazi vyroby sladu. Cilem je snizeni obsahu voelgného sladu

pod 4 %, zastavené vegétich pochod v zrrg a vytvaeni aromatickych a barevnych la-
tek tvaicich charakter sladu. Toho se dosatimenym a Setrnym Zgobem suSeni. Nej-

prve se zeleny slad na hvozdedkdsusi fi teplot vzduchu do 60 °C, poté je dosuSén p
teplotach 60 — 80 °C u &eho sladu a 60 — 105 °C u tmavého sladu. [5],[[@] [10]

SniZzenim obsahu vodgliem hvozdni se stava slad skladovatelnym a stabilnim, zagav
se klteni a dalSi lugni zrna. K nejdlezitejSim reakcim fi hvozdeni pati tvorba chtio-
vych a barevnych (oxidoredékich) latek. Tvorbu barevnych melanoidlimpisobuji reak-
ce neenzymoveho Bdnuti, a to jak reakce karbonylovych sienin s aminokyselinami,
tak i reakce samotnych karbonylovych slenin. Oba typy reakci probihaijfi wysSi teplo-

t& a vy$3im obsahu vod¢.im rychleji tedy dochazi k odstré&m vody @i piedsouseni za
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nizké teploty, tim ménse enzymatickymi reakcemi ttionizkomolekularni latky, jez se

mohou podilet na reakcich neenzymovéhedhnati. [5], [10], [12]

Technologie hvozhi je upravovana podle druhu vyiéfiého sladu, podle obsahu vody
v zeleném sladu a podle typu hvozdu. Po gkohprocesu hvozai se ususSeny slad sklapi
do kod a dopravuje k odkibvatce, kde dochazi k odstrari kofinkia zvanych sladovy

kvét. Ten méa vysoky obsah biologicky vyznamnych lageke vyhledavanou surovinou

v krmivastvi i ve fermenténich technologiich. [5], [7]

Cerstvy slad fire zcukuje a je proto nutné jej nechat odleZet, jinak &yn®hly objevit
poruchy @i kvaseni, roviéz by mohlo dojit ke snizengpivosti piva. Hvozénim byla na-
ruSena koloid&-chemické rovnovéha, ktera se odlezenim regenedojghazi také k ap

tovné aktivaci oslabenych enzyni7]

Jest pred expedici se slad lesti. Ziskame tak vyrotistého vzhledu za séasného od-
straréni prachu a poSkozenych zrn. Takto upraveny sladgéno skladovat na sypkach

nebo v silech az 2 roky. [7]

Pti skladovani jeieba vytvdit takové podminky, aby sladi@l malé mnoZzstvi vody nutné
k tzv. technologickému odlezeni, ovSem aby nezlhticka hranice je 5 % vlhkosti). Pro
expedici se slad bali do jutovych pytiebo je vol# loZen gimo do dopravnich pragtdki
uréenych pro potraviny. Proti navlhnuti je pytlovangdschragn vnitini polyetylenovou
vliozkou. [7], [10]

Prevaznoucast vyroby tvei swtlé slady plzaského, vidaského a dortmundského typu.
Cesky (plzdisky) sladse vyrabi z jgmene se #dnim obsahem bilkovin (do 11 %) a vih-
kosti zrna 42 — 45 %. Je to kratky slad, ktery\gezli 2x 12 hodin nejprvefipteplot 40 —
50 °C a poslednich 5 hodin se voli dotahovaci tap® °C.Slad viddisky je podobny

tomuceskému, dotahovaci teplota je vSak vyssi. [1],[[7]

Hojn¢é vyrakeny je islad bavorsky (mnichovsky) ktery je uten pro vyrobu tmavych piv.
Jedné se o slad dlouhy s obsahem bilkovin 12 %&&iwya vihkosti 46 — 48 %. Hvozdi se
dvakrat 24 hodin s dotahovaci teplotou 105 °C.[H],

Slady specialnise pouzivaji k vyrabtmavych nebo specialnich piv. O&hych s¥tlych
a tmavych sladbl se liSi gedevsim enzymovou aktivitou, kyselosti, barvoutaaivJejich

pridanim k BZnym sladm maZzeme ovlivnit senzorické vlastnosti piva, zejmeémmart'c
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barvu, aroma agmivost. Do této skupiny pétslad karamelovy, barevny, diastaticky, naku-
fovany nebo lihovarsky, a déle v cigimyrabné melanoidové a proteolytické slady. [5],
[7]

Mezi specialni slady fkeme z#adit i slad pSenény. PouZiva seip vyrob¢ specialnich
(tzv. bilych) piv nebo v pekarenstvi. Stipomaieni pSenice byva do 43 %. Tento slad se
obtiZzré susi, proto musi byt hvozadi velmi Setrné. Dotahovaci teplota nesmi byt vpgZi

75 °C po dobu 3 hodin. PSenice nema pluchy a takibe samotny pSetny sladovy Srot
vytvaret dostatenou filtratni vrstvu na scezovaci ka&di. Pro vyrobu tohoto slad voli

pSenice s nizSim obsahem lepku. [1], [10]

Vyroba specialnich sldctini v Ceské republice asi jen 5 % z celkové produkce. [10]

1.4 Vyroba piva

Technologii vyroby piva rizeme rozdlit na ti hlavni technologické procesy:
1. vyroba mladiny ze sladu, chmele a vody, ip@a pouZiti surogat
2. kvaseni mladiny a dokvaSovani mladého piva pivdyjens kvasinkami,
3. zawrecné Upravy a sti&eni zralého piva do transportnich nadobbali.

Mladina se ve s#¢ vyrabi d¥ma odliSnymi zfsoby. Na zapadprevliada jednormutovy
infuzni zpsob bez pov&ni rmutu, u nas aiad dalSich evropskych zemi je ro&si vi-

cermutovy dekoéni zpisob s poviovanim rmud. [5], [7], [12]

1.4.1 Vyroba mladiny

Vyroba mladiny sestava z nasledujicich technolggickoperaci: Srotovani sladufifp.
surogat), vystirani sladoveho Srotu do vody, rmutovanézewani sladiny a vyslazovani
sladového mlata, chmelovar a #8¢né Upravy mladiny. Latky obsazené ve sladedp-
vSim Skrob, je nejprve nutndgqvést do roztoku, aby mohly byt sladovymi enzyrigng-
nény ve smds nizkomolekularnich sachaiidkteré jsou pozfji kvasinkami zkvaSeny na
ethanol a oxid uhtity. [5], [7], [8]
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1.4.1.1 Srotovani sladu

Srotovani je mechanické drceni sladového zrnao Zdanliv jednoducha operace, oviem
sloZeni Srotu vyraznym apobem ovliviuje proces rmutovani, scezovani a varnéiek.
Cilem Srotovani je dokonalé vymleti endosperrficp nejmensim poskozeni pluch, které

dale slouzi jako filtréni material pi scezovani. [7], [8], [10], [12]

Plucha obsahuje kra¥merozpustné celulosy polyfenoly, pentosanykéa barevné latky.
Jejich vyluhovani virsta s dobou kontaktu a s posSkozenim pluchiSiMposkozeni pluch
tak miZe negativa ovlivnit chuw’ piva. [10]

Predpokladem pro poZadovanyiapéh rmutovani a vysoky varni W#ek je jemné roze-
sladu. Hrubd& krupice se protézko rozpousti a pomalu zdtuke. Je-li zastoupena veéty
Sim mnozstvi, klesa dosazitelné prokvaseni mlaaimgtista obsah nezcidgnéeho extraktu
v mlag. Zpracovani hrubSichéstic tak vyZzaduje intenzivni a delSi rmutovani. ddahé
strare prilis jemny Srot mize zmisobovat ucpavani filttamich kanalk ve vrst¢ mlata

a pisobit tak potiZeip scezovani. [5], [10], [12]

Srotovani se musitizpisobit kvalig sladu a technickému vybaveni vargim mér je

slad rozlu&tn, tim jemrji se musi Srotovat. [5]

1.4.1.2 Vystirani a rmutovani

Sladovy Srot se na &atku varky smicha s vodou ve vystiraci kadi nebatovaci panvi.
Této snési sefika dilo nebovystirka. MnoZstvi slad&i nahrazek pouzité pro jednu varku
nazyvamesypani Nalev je pak objem vody pouzité k vystirce a&uwje se podle sypani

a druhu vyrabného piva. [1], [5]

Rmutovanim dochazi k mnoha enzymovym reakcidetné zcukeni Skrobu. Tyto pocho-
dy probihaji ¥tSinou g zvySenych teplotach optimalnich ptmnost enzyn, jez zmiso-
buji rozStpeni a pevedeni poZzadovaného podilu surovin do roztokudi&]itejSi je ¢in-
nost amylolytickych, proteolytickych a kyselinotmgch enzyn. [5], [7]

Jiz @i vystirani gechazicast surovin do roztoku, hlavni podil se vSak ziskdii rmuto-
vani. Volbou vhodnych podminek rmutovani, zejméatniho pitbéhu, mizeme ovliv-

nit pasobeni enzyiintak, abychom dosahli poZzadovaného slozeni slaéiaglle teplot op-
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timalnich procinnost jednotlivych druln enzymi miZzeme proces rmutovani ragid na-

sledovré:
35-38°C - kyselinotvorna teplota
48 -52°C - peptonizai teplota
60-65°C - nizsi cukrotvorna teplota
70-75°C - vySSi cukrotvornd teplota
78 °C - odrmutovaci teplota

Zakladnim pozadavkem vSech rmutovacich pasjepgevést do roztoku veskery Skrob,
véetre vhodného podilu bilkovin a dalSich latek. Nag#it¢jSi chemickou reakcitprmu-
tovani je proto $peni Skrobu na nizkomolekularni cukry, zejména giuk maltosu a dex-
triny. Naopak pitomnost slozek, jako nappolyfenofli sladovych pluch se snazime omezit.
[3], [7], [10]

Stspeni Skrobu probih& veech fazich, mluvime o bobtnani a zmazéwgt ztekuceni
Skrobu a jeho zcukni. Ri zahrivani vodni suspenze sladového Srotu Skrobova pona
stupré bobtnaji a praskaji. Amylosa se rozpousti na koloidni rozioz amylopektinu
vznika viskozni Skrobovy maz. Zmazo#gtSkrob obsahuje vodou nabobtnaéstice, do
kterych snad§ji vnikaji sladové enzymy. Teploty mazowat se liSi podle druhu obilovin.
Sladovy a jeny Skrob mazovatiip50 — 57 °C, kukEi¢ny pri 65 — 75 °C a ryzovy dokonce
az i 80 — 85 °C. Vznikly skrobovy maz jeépen amylolytickymi enzymy na dextriny
a maltosu. [5], [7], [10]

Ke ztekuceniskrobu dochazi v dalsi faz¢inkem sladover-amylasy. Tento enzym kataly-
zuje SEpeni a-1,4-glykosidickych vazeb nespecificky uptest fettzci amylosy a mezi
vétvenimi amylopektinu. Tim se t¥okratSi rettzce, rychle klesa molekulovd hmotnost
a také viskozita roztoku. Optimalni teplota ztekicg&robového mazu je 65 — 75 °@ p
pH 4,6. [5], [10]

Ke zcuk¥eni, nebo-li Uplnému roz&beni makromolekul Skrobu, dochaziinkem kom-
plexu vice amylolytickych enzyim zejména pak- ap-amylasy.p-amylasa odgpuje disa-
charid maltosu z neredukujicich kdanezniklych S&pa amylosy a amylopektinu. Ve sladu
je rovrez piitomen enzym maltasa ¢pf maltosu na dv molekuly glukosy) a sacharasa

(8tpi sacharosu na glukosu a fruktosu). [5], [7], [10]
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Slozeni rozpughého extraktu Ize v titém rozmezi mnit prodluZzovaninti zkracovanim
¢asovych prodlev ifp optimalnich teplotach pro dextrinotvornedamylasu nebo cukro-
tvornoup-amylasu. HlouBji prokvasena piva s vysSim obsahem alkoholu pogkstadiny

s vysokym obsahem zkvasitelnych auknaopak sladiny s vice dextriny vedou k nizko-
prokvasenym piem s nizSim obsahem alkoholu, vySSim zbytkovym é&igra a tedy i pl-

ngjSi chuti. Piibéh S&peni Skrobu se ve rmutech kontroluje jodovou zkouSk5]

Podle zjisobu zvySovani teplotyfiormutovani niizeme rozlisit infuzni a dekdki postup
rmutovani. U nas se rmutovani provadi ve rmutovdaith vyhradré dekokénimi postupy.
Spole&énym znakendekokénich postupi je pomalé zativani dikich rmuti na cukrotvor-
nou teplotu a nasledné pdeai (dekokce). Objem dich rmuti je volen tak, aby po pova-
feni a pecerpani ke zbytku vystirky stoupla teplota na oplithodnotu. Po vraceni rmutu
do vystiraci panve je Fistuprény Skrob rychle zculen enzymy vystirky. [7], [10], [12],
[15]

RozliSuji se postupy jednormutové, dvourmutové&iamutové, nase pivovary pouzivaji
nejbszngji dvourmutoveé. Pro deka@ki postupy je charakteristicky pokles enzymatické a
tivity v disledku povéeni rmutu. [5], [7], [15]

U infuzniho postupu rmutovani se cely objem vystirky postépryhtiva jen na odrmuto-
vaci teplotu. Na rozdil od dek&kiho zmgisobu se tedyast dila nepovaje, pivo ma s#t-
lejSi barvu a mé&hvyraznou chtl. Infuzni zpisob je BZny zejména ve Velké Britanii nebo
v Némecku a pouziva saqdevsim fi vyrob¢ svrchré kvaSenych piv aipsurogaci mate-

rialt bez enzymové aktivity s aplikacigonyslow vyrakénych enzynd. [1], [7], [10]

Pt zpracovani Skrobnatych ndhraZzek neni zrno naoupercesem sladovani a neobsahuje
tudiz technologicky vyznamné mnozstvi aktivnichyemz Je-li podil nahrazek vyssi nez
15 %, sladové enzymy nedodig ke Stpeni molekul Skrobu a je proto nutné uziti enzy-
movych preparats amylolytickou aktivitou. | zasthto podminek vSak dochazi k vyrdzn

nizSimu Skpeni dusikatych latekiprmutovani. [5], [10]

1.4.1.3 Scezovani sladiny a vyslazovani mlata

Scezovanije proces odieni sladového extraktu (sladiny) od pevného poddukeného
rmutu, tzv. mlata. Provadi sétsinou ve scezovaci kadi, kdy se mlato pétardok® usa-

zuje na dno a vytiod vrstvu vysokou asi 20-30 cmid® tuto vrstvu sedimentovanych
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pluch a ostatnich nerozpustnych zliyfirotéka sladina, ktera se takto zatovesti. Zfil-

trovany podil extraktu sladu ozhgeme jakopiedek [1], [7]

Mlato obsahuje po skdéeni stékani fedku jest hodre extraktu a je proto nutné jej vysla-
dit. Vyslazovani mlatase provadi horkou vodou o tegioi5 °C, aby doSlo k vylouZeni
poslednich zbytk rozpustného extraktu. Zfiltrovany roztok extrakiti vyslazovani se
nazyvavystielek Vyslazuje se hdl negretrzité, kdy se napousti tolik vody, kolik odtéka ve
vystielcich, nebo se pracuje na vice wyidi. Negetrzité vyslazovani je sice rychlejsi,
avSak pi vyslazovani na 2 az 3 vystky se dosahuje vysSich varnich &ai. Predek

a vystelky se shromatuji v mladinové panvi. [1], [5], [10], [12]

Proces vyslazovani se opakuje tak dlouho, dokud desazeno pozadované stopitosti

vystielkt, obvykle 1 %. Posledni vysiky, nebo-lipatoky, se ¥tSinou vedou do odpadu,
mohou byt ale pouzity také pro dalSi varku. Zbylétmse z k&&lvyhrne a dopravi do z&-
sobniku mlata (mlatniku). Odtud se pak distribuzgeedelskym podnikim jako zadané

krmivo. [1]

1.4.1.4 Chmelovar

Scezena sladina se spolu s igfity povauje v mladinové panvi s chmelem. Ten siel@-
va ve forng granuli, popipadt se tento granulat kombinuje s chmelovym extraktefi.
rodni chmel se pouziva spiSe vyjitn& neba’ vyZaduje pidavné z#zeni k oddleni po-

varenych a vylouzenych chmelovych Sistic, tzv. chmgloiz. [1]

Chmelovar probiha v naSich pivovarech zpravidlar®@ut a jeho produktem jaladina.
Ta musi svym sloZzenim odpovidat vy#@ému pivu, tzn. Zetpvyrobé nag. 10% s¥tlého
piva musi obsahovat 10 % hm. extrahovanych latdedia obsahuje kroénvody také
sacharidické slozky, dusikaté latky, chmelové aemdiimi latky, polyfenoly a vitaminy.

Chemické slozeni mladiny ma rozhodujici vliv nad&smou kvalitu vyrobeného piva. [5]

Cilem chmelovaru jeipvedeni hikych latek z chmele a jejickast&éna geména, odstra-
néni nezadoucichekavych latek, koagulace bilkovin a odstanprebyte&né vody tak, aby
vyrobena mladina dosahla pozadovanésiujiosti a probhly dalSi poZzadované pochody,

majici vliv na jeji vlastnosti. [1]

Hlavnimi reakcemi $ chmelovaru jsou izometai reakce chmelovyci-hoikych kyselin,

pii kterych vznikaji intenzivé hatké produkty zvané isa-horké kyseliny. B chmelovaru
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probihaji i mnohé oxidmi reakce, jez vedou k prodiikt ovliviiujicim senzoricky charak-
ter mladiny a nasle@dn piva. Za horka dochazi k degradaci mastnychlkysexidaci vys-
Sich alkohal, tvori se produkty Maillardovy reakce, degraduji se akyseliny a dochazi

také k enzymové a neenzymové oxidaci polyfénfi]

Davky chmele a chmelovych prepdrgsou voleny podle typu vyr&hého piva. Obvykle
se chmel fidava nadvakrat nebo hikrat, pouze ve vyjiménych gipadech se chmeli na
jednu davku. Bje se tak fi vyrobé nizkochmelenych piv nebo pokud chceme @dtla
chmelové aroma. Chmelové extrakty nahrazuji zptavd® — 70 % hldvkového chmele.
Pridavaji se ¥tSinou na z&tku chmelovaru, poté nasleduje granulovéinglavkovy ha-
ky ¢i vysokoobsazny chmetimZ se docili pozadovanéikosti. Na zagr se pro dosazeni

pozadovaneho aroma davkuje vyrobek z jermomatického chmele. [5], [7], [10]

Byl-li pouzit hlavkovy chmel, nasleduje po chmelovaddleni zbytki v chmelovém cizu
nebo jiném separatorutiPouziti granulovaného chmele se pevné podilyradst pibe-
hu chlazeni mladiny spolu s kaly. Chmelové extrggby prakticky beze zbytku rozpustné.

[5]

1.4.1.5 Zawre¢né upravy mladiny

Mladinu po chmelovaru je nutnégal dalSim zpracovanim technologicky upravit. Obgahu
totiz hrubé kaly (nesprava ozna&ované jako horké kaly), tedy vysrazenéckpzejména
bilkovinného charakteru. Vitty dale obsahuji H&é latky, polyfenoly, mastné kyseliny

a mineralni latky, pcemz jejich vzajemny poén znané kolisa. [1], [10]

Tyto kaly by mohly zfisobovat problémyipkvaSeni, je proto nutné jejich odstéan Pro
separaci hrubych kalse dive pouzivaly chladici stoky, na nichZ kaly seditogaly.
Z divodu moznosti mikrobiologické kontaminace jsou vsies tato Zézeni nahrazena
zpravidla viivymi kadémi (whirpooly), mér ¢asto usazovacimi kaohi, odstedivkami
nebo dekantéry. [1], [5], [12]

Vycerena mladina je gad horka (fiblizn¢ 95 °C) a je nutno ji fed aplikaci varénych
kvasinekzchladit na zdkvasnou teplotu 5 — 7 °C, nélly jinak doslo k jejich usmrceni.
U drive pouzivanych otéenych chladicich systé@m(chladici stoky a sprchové chlae)
byla horka mladina ochlazovana postéiptivem okolniho studefjSiho vzduchu. Dnes se

vSak u ¥tSiny pivovafi setkavame s uzgsnymi viivymi kadmi, ve kterych dochazi
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k usazeni hrubych kala mladina se dochlazuje naslédndeskovych protiproudych vy-
menicich tepla. [1], [5], [12]

DalSi operaci jgast&énaci uplnaseparace jemnych kal. Fi teplotach pod 80 °C dochazi
ve WtSi mie k vyluwtovanicastéek jemného kalu atwodre ¢ira mladina se postuprkali.
Tato reakce, kterou apobuji gedevSim iiislobilkovinné komplexy, je reverzibilni &ip
zahréti se kal ot rozpousti. Jemny kal vzhledem k veliko&istic obtizg sedimentuje,
zanasi povrch kvastnych burkk a omezuje tak jejich latkovou vyimu. Zejména u inten-
zivnich postup kvaSeni neboipvicenasobném pouZiti kvasnidize negativa ovliviiovat

rychlost kvaSeni a cliiyiva. [10]

KvaSenim v otekenych kvasnych k&dich dochazi k vyeni zn&ného podilu jemnych
kali v kvasné dece a v kvasinkach. Na rozdil od hrulikatin je vSak vhodné pouze jejich
cast&né odstra#ni, pilisSna redukce rize vést k prdzdné chuti piva nebo k pomalejSimu

kvaseni z dvodu nedostatmého mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin. [10]

Zchlazena mladina se nakon@ovzdusni sterilnim vzduchem, aby dly kvasinky v pfi-

béhu hlavniho kvaSeni dostate® mnozstvi kysliku. [1], [5]

1.4.2 KvaSeni mladiny a dokvaSovani mladého piva

Zchlazena a provzdud&ma mladina je idealnim pr@stdim pro pomnozZovaniiznych orga-
nismi, proto je nutné ji co neftve zkvasit kulturnimi vakaymi kvasinkami. Davkuje se
zpravidla il litru hustych vypranych a provzduSiych (protazenych) kvasinek na stoulitr
mladiny. V nejmodergSich pivovarech se takg zvlaStnimi davkovacintierpadly gimo
do proudu proudici mladiny, coz zanje optimalni rozptyleni kvastmych burk v celém

objemu vyrobené mladiny. [1], [7]

Pro kvaSeni mladiny seipodné pouzival zakvas zipdchozi varky. V saiasné dob pod
pojmem pivovarské kvasinky rozumime 2 druhy kvdsinez se vzajemhliSi svymi
vlastnostmi a to se také odrazi v jejich technaké@mn pouziti.Svrchni pivovarskeé kva-
sinky Saccharomyces cerevisi&®asi [ teplotach v rozsahu 15 — 23 °C a pouZzivaji se
zejména na vyrobu pseénich piv. Po ukogeni kvaseni jsou vznikajicim oxidem i
tym vynaSeny na hladinu, kde tdzv. deku.Spodni pivovarské kvasinkySaccharo-

myces cerevisiaear. uvarum(diive S. cerevisiaerar. carlsbergensigslouzi k vyroks piv
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plzenského typu. Teploty kvaSeni se pohybuji mezi 6 2A2 po ukodeni kvaseni sedi-
mentuji na dno kvasnych nadob. [1], [5], [7], [16]

Klasickou technologii kvaseni mladinytitieme rozdlit do dvou fazi a to na hlavni kvase-
ni a dokvasovani. \Ceské republice probihdavni kvaseniobvykle v otevenych kvas-
nych kadich spodnimi pivovarskymi kvasinkami. Dadha ném ke zpracovani podstatné
¢asti zkvasitelného extraktu a trvétSinou 6 — 10 dni. Cilem kvaSenifjgend peména
zkvasitelnych sachanidglukosy, maltosy a maltotriosy na ethanol a oxididity za sou-
¢asného vytvieni vhodnych organoleptickych vlastnosti piva. def probiha anaerokin

podle nasledujici reakce:
CsH120¢6 — 2 GHsOH + 2 CQ

Zarover se v malé nte tvai i vedlejSi kvasné produkty (alifatické alkohobidehydy,
ketony, estery, mastné kyseliny), které maji takiéZna chwovy charakter piva. [5], [7],
[10], [12]

V ké&dich umistnych v chlazenych prostorech zvanych spilkéZeme pozorovatkolik
stadii hlavniho kvaSeni. Po 12 az 24 hodinach ggoaechu kvasici mladiny objevuje prv-
ni bila gna. Této fazi séika zapraSovani Uvoliujici se oxid uhliity stoupa podél 8h
kvasné kad vzhiaru a transportuje gmu od sény kadt k jejimu stedu (tzv. odrazeni).

Ubytky extraktu jsou fi zaprasovani velmi nizké a pohybuji se do 0,3%%en. [1], [10]

Druhym stadiem hlavniho kvasSeni tyorba nizkych bilych krouzka, které se z#naji
objevovat piblizn¢ 36 hodin po napbmi kadt. KvaSeni probih& rychleji, také ubytek ex-
traktu je vyrazgjsi acini 0,8-1,2 % za 24 hodin. Tento proces trva dvdriadny, kdy se

tvoii charakteristickéizice gny smetanové barvy. [1], [10]

Stadium vysokych hrédych krouzkua je obdobim nejintenziv#jsi cinnosti kvasinek.
Vznikajici oxid uhltity vynasi z mladinyzné kaly a itislobilkovinné slogeniny, které
barvi gnu dohrda. V této fazi dochazi logicky také k n&simu ubytku extraktu (az
1,8 %) a také k poklesu hodnoty pH na 4,6 az 4}4[10]

Ctvrtym a poslednim stadiem je tzpropadani deky, kdy se vyrazé snizuje intenzita
kvaSeni a ubytek extraktu rnegahuje 0,3 % za 24 hodin. Povrch mladého pivaleyp
nizkou (2 az 3 cm) a tmavou vrstvoéng — dekou. Ta obsahuje vykeneé latky, kvasinky

a kontaminanty, jeZ byifppropadnuti do mladého piva mohlytgobit jeho nefijemnou
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horkost. Deka se proto sbira pomoc¢ialané |Zice, &kdy opakovan. Timto stadiem je

proces hlavniho kvaseni ukam. [1], [10]

Na dno kvasné k&dsowasré sedimentuji spodni kvasinky, které se po stalpiuéi sbira-

ji, propiraji studenou vodou a znovu nasazuji @yqeu. [5], [6], [7]

DokvasSovani a zranimladého piva probiha v lezackém sklekde i teplotach 1 — 3 °C
pivo v leZzackych tancich velmi pozvolna dokv&sii se, zraje a syti vznikajicim oxidem
uhlicitym. Doba leZeni je zavisla na druhu vyaého piva, u stolnich a ¥gpnich piv
byva 3 tydny, u specialnich exportnich piviia trvat az &kolik mésiai. Zranim piva do-
chazi k odbourani chuti mladého piva zacsmmeého ndistu obsahu senzoricky aktivnich
estetl. [5], [6], [7], [8], [10]

Pivovarské kvasinky jsou vyznamnym zdrojem vitaimBrkomplexu. Dokazi absorbovat
thiamin gitomny ve sladu. fstoZe obsahuji az 160 rkg' tohoto vitaminu, v pivu je
thiamin obsaZen jen v nepatrném mnoZstvi (0,01-8/@6m>). Jinak je tomu v ifpads
riboflavinu. Ri fermentaci, na rozdil od thiaminu, ristava v kvasgnych buikach a je

tak v pivu ffitomen v mnoZstvi asi 0,5 nagn™. [17]

1.4.3 Zavére¢né Upravy piva

Dokonale vyzralé pivo se musi je¢§fed plrenim do spdtebitelskych a transportnich oba-
la zfiltrovat, aby ziskalo jiskrnodirost a zbavilo se zbytkneusazenych mikroorganiém
a koloidnich kaliciclasti. [5], [6], [9]

Filtrace piva se nejastji provadi na kemelinovych a deskovych celulosovych filtrech
raizné konstrukce. five se pivo filtrovalo fes desky obsahujici zvySeny podil dlouho-
vlaknitého azbestu. Filttai materialy obsahujici azbest jsou vSak dnes mapoéskych
provozi vylouéeny a nahrazeny jinymi materialy, jez vykazuji eedhechanickych také
adsorgni inky. NejmodergjSim a stale vice se roadjicim zpisobem jsou membranové

filtrace, které jsou ovSem velmi nakladné. [5],, [6], [9]

DalSim dilezitym krokem je docileni poZzadované biologiclabgity piva jehopasteraci
Ta se provadi zejména v lahviéhv plechovkach v ponornych a tunelovych pastégch
teplog 62 °C po dobu 20 — 30 minut, n¥éfasta je kuli nebezpéi vzniku varné fichuti
mzikova pasterace viokovych pastérechipteplot kolem 80 °C. [5], [7], [12]
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U exportnich piv, kdy je nezbytné zaitumnohangsicni trvanlivost, se provadiabilizace
zaloZena na principu odstkam prekurzoé zakah piva, gedevsim vysokomolekularnich
dusikatych latek, polyfent] kovovych ionti a rozpugtiného kysliku. [5], [6], [7]

RozliSujeme stabilizatory adsd@rd (silikagel, polyvinylpolypyrrolidon), antioxidai (ky-
selina askorbova) pro eliminaci vlivu kysliku, ssa¥ (tanin) a enzymové (papin). Od po-
slednich dvou jmenovanych se ale postuppousti. Do piva seiffjglavaji nefastji pred
koncem dokvaSovani, aby s&igadré vyloucené latky odstranilyip filtraci. V n¢kterych

zemich je pouZzitichto stabilizatar legislativre omezeno. [5], [7]

Konetnou fazi vyroby jestateni piva do transportnich (cisterny) a spadiitelskych obadi
(sudy, lahve, plechovky). Aby neutifp kvalita piva, je fi st&eni nutné zamezit ztratam
oxidu uhlgitého a styku piva s kyslikem. Z tohotdvddu se v modernich linkach &ta
pivo pod tlakem oxidu uhlitého do obal predplrenych oxidem uhliitym nebo smisi
oxidu uhlgitého s dusikem. Dusik se stale vice uplp jako ochranny plynip pinéni
piva do obal pro jeho piznivy vliv na tvorbu, trvanlivost a vzhled pivniémy.
V poslednich letech se rondje plréni do nevratnych plastovych lahvi, jejichZz pouzivén

zejména s ohledem na ekologické aspekigds zemi omezeno zakonnymigapisy. [5],

[7]

V Ceské republice se vyr§b prevazié swtla piva technologii dekakiho rmutovani

a spodniho kvaSeni. Podle koncentrace mladit¥eme rozliSit piva v§epni (konzumni),
lezaky a piva specialni. Zvlastnim typem jsou peasnizenym nebo nulovym obsahem
alkoholu, jeZ jsou vyraima bul’ potlatenym kvaSenim z nizkoprocentnich mladin, nebo
odstragnim alkoholu z hotového piva pomoci vakuové destith membranovych proce-
si. [5], [6], [7], [10]

Zejména v zahrati se v poslednich letech rofil vyroba piv se snizenym energetickym
obsahem (lehka piva, light beer) u néivel nespravéoznaovana jako Dia-piva. Kvasni-
cova piva jsou produkovana zpravidla v minipivoérgidavkem rozkvasené mladiny do

jiz hotového piva nebo s vyléanim filtrace. [5], [6], [7]
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2 VITAMINY

Vitaminy jsou esencialni nizkomolekularni steniny nezbytné pro Zivot organismu. Hete-
rotrofni organismy je nedokazi syntetizovat, nelsoy omezené rfe (nap. syntéza niaci-
nu z tryptofanu «loveéka), a jsou proto ziskavany jako exogenni latigdpvSim potravou.
Nekteré z nich mohou byt produkovany takgeshi mikroflorou. Vitaminy nejsou pro or-
ganismus zdrojem energie, ani stavebnim materiaieayi, vSak skolik dulezitych funkci.
Jsou nezbytné pro latkovoigoenu, kdy pini vyznamnou ulohu jako prekurzory kotait
riznych enzym (vitaminy skupiny B). Biochemické reakce katalyzojd’ samy, nebo ve
forme slozitych slodenin, jeZ vznikaji teprve v organismuékteré z nich se uplatji také

v oxidané redukenich systémech (vitamin C, vitamin E). [12], [18]9], [20], [21]

K oznaeni vitamini pouzivame bdi pismena abecedy (vitaminy s podobnymi fyziologic-
kymi G¢inky dale rozliSujemeiselnymi indexy), nebo pomoci ndzwedvozenych od jejich
chemického slozeni. ProtoZze po chemické stranceisteg mezi jednotlivymi vitaminy
Z&dné strukturni vztahy, podle nichZz by mohly bigsKikovany, vyuziva se k jejich za-
kladnimu rozdleni spoléné fyzikalni vlastnosti — rozpustnosti. Vitaminyzpustné ve
vodk (v polarnim prosedi) nazyvamehydrofilni. Do této skupiny pét vitaminy B-
komplexu a vitamin C. Vitaminy rozpustné v tuciehngpolarnim progedi) oznaujeme
jako lipofilni atradime sem vitaminy A (a jeho provitaminy), D, EaKitamin F (esenci-
alni mastné kyseliny). [12], [19], [21], [23], [24]

N¢které organické slaeniny samy o sabnevykazuji vitaminosnidinky, pisobenim UV
z&eni nebo pomoci enzynvsak niize v €le dochazet k jejichipmené ve vitaminy. Tyto
latky nazyvameprovitaminy . Frikladem niize bytp-karoten jakoZto provitamin retinolu
(vitaminu A). [17], [23]

Vitaminy pasobi jiz v nesmiré malych koncentracich. Jejich nedostateprijem v potra-
vé muze byt gicinou mnohych nemoci. Deficienci v kEbh podobach oziajeme jako
hypovitaminosu, t¢Z3i podobu, jez se projevuje poruchargktarych biochemickych pro-
cedi, pak nazyvamavitaminosa Dlouhodoby extrémni nedostatek vitafnimtze vést az
ke smrti organismu. Na vzniku avitaminosy se vSalhou podilet i jiné faktory jako n&p
nedostaténa resorpce vitaminpiéi onemocgni zazivaci soustavyj pritomnostantivita-
mind, coZ jsou latky inhibujici @itym mechanismem biologickécimky vitamini. [17],
[18], [23], [25]
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Naopak nadbytay prijem rekterych vitamim maZze vyvolathypervitaminosu. Ta mize
vést roviz k €Zkym onemocenim, kdy jsou nebezpeé zejména zvySené davky lipofil-
nich vitamiri A a D. Vitaminy rozpustné ve védiejsou v organismu ukladanyibec ne-
bo jen omezeha jejich febytek je vyloden mai. Vitaminy rozpustné v tucich jsou skla-
dovany v jatrech. [17], [23], [26]

Vitaminy pati mezi velmi labilni slozky potravin. &em technologického zpracovani
a kulinarni apravy dochazi wginy z nich ke ztratam vyluhem (hydrofilni vitang)ni
oxidaci (lipofilni vitaminy). Jsou proto povaZzovamg indikatory pouZziti spravnych tech-
nologickych postuf. [17], [18], [25]

V potravindském pémyslu se vitaminy pouzivaji k obohacefsdy vyrobki (restituce
a fortifikace). Nekteré z nich nalezly uplakni také jako firozena barviva (riboflavin, vi-

tamin a provitaminy A) nebo jako antioxidanty (witen C, E, A). [17]

2.1 Thiamin (Vitamin B ;)

Thiamin (dive nazyvany aneurin) obsahuggrimidinovy cyklus (4-amino-2-methyl-
pyrimidin) spojeny methylenovou skupinou na C-5usillemthiazolového cyklu 5-(2-
hydroxyethyl)-4-methyl-thiazolu. Jedna se o vysepecifickou latku a jakékoliv zény
v molekule vedou ke ztr&biologické aktivity. [17], [18], [21], [27], [28]

N. NH, _g
h Ot
N.__= NZ OH

Obr. 1. Thiamin24]

Vyskytuje se pedevSim jako volna latka nebo ve férfosforenych estel. Biochemicky
aktivni formou jethiamindifosfat (TDP), jez vznika z thiaminu viznych organechdin-
kem enzymuhiaminokinasy TDP je kofaktorem enzyindekarboxylasa aldehydtransfe-
ras. Hraje dilezitou ulohu pi dekarboxylaci kyseliny pyrohroznové & pxidacni i neoxi-
dani dekarboxylacu-ketokyselin, zarovese také podili na kotieém odbouravani meta-
bolickych produki lipida a proteiri. Svymi biochemickymi funkcemi tak thiamin zasahu-
je do metabolismu culyr tukii i aminokyselin. Druhoudinnou formou jehiamintrifosfat
(TTP). [17], [20], [23], [24]
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Thiamin pati k nejmér stalym vitamiim. Relativie stabilni je v kyseléem prasdi
(pH < 5). V neutralnim a alkalickém praesdli, kdy se vyskytuje jako volna baze, je&@wa
nestaly a dochazi k jeho hydrolyze. Podbba niize tento vitamin gpit také misobenim
oxidu sti¢itého nebo hydrogenséitani. [17], [21], [25]

V rostlinnych surovinach se thiamin nachazirgdevSim ve volné forén Jeho nejcenij
Sim zdrojem jsou proéloveéka ceredlni vyrobky, jez kryji asi 40 % dennitpby. Vitamin
je v obilovinach pitomen hlavs v klicku a v aleuronové vrsty tedy i v otrubach. Podle
stupré vymleti tak bilé mouky obsahuji az desetkrat énaminu neZz mouky celozrnné.

DalSimi dilezitymi zdroji thiaminu jsou lughiny nebo brambory. [17], [25], [27]

V Zivo€iSnych tkanich je zhruba 80 — 90 % tohoto vitamintitpmno ve fornd thiamindi-
fosfatu, jez musi bytipd absorpci v organismu enzymaticky régéh. Hlavnimi zdroji
jsou maso (fedevsSim vefpvé) a masné vyrobky, mléko a € vyrobky, vnitnosti
a vejce. [21], [23], [27]

Mnohé mikroorganismy (ndp pivovarské kvasinky) jsou schopny thiamin symmiat
ajsou proto jeho bohatym zdrojem. Thiamin je pkaén rov@Z intestinalni mik-
roflérou, avSak mnozstvi vitaminu dodaného timtésgbem je fliS nizké, a tak je po-
ttrebné mnozstvi ziskavano prakticky pouze potravdiec@ se ve vysSich koncentracich
vyskytuje v potravinach bohatych na sacharidy, fadiha intenzivni metabolismus ctkr

(obiloviny, lus€niny, vegoveé maso, jatra). [17], [18], [27]

Kapacita zasob thiaminu v lidském organismu je grosnizkd acini 25 — 30 mg. Biolo-
gicky polatas obratu je 10 — 20 @inproto by ndl byt piijem thiaminu potravou relati¥n
pravidelny. [18]

Nedostatené mnozstvi vitaminu Bmiaze byt zgisobeno chronickym alkoholismem, hla-
downim, nedostataou tvorbou Zaludmi ¥avy, nadbytkem enzyinthiaminasnebo i-
tomnosti antivitaminu oxythiaminu. Zvyseny vyskigtaminové deficience byl pozorovan
také u HIV-pozitivnich paciefit Avitaminosa thiaminu e vést k onemoeni
beri-beri, které je i dnes dosti rozého v rozvojovych zemich jihovychodni Asie. Proje-
vuje se masivnim sniZzenim neurologickych funkcitkem kosterniho svalstva, porucha-
mi srdeni ¢cinnosti a edémem. [17], [23], [24], [26]
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Hypervitaminosa se u thiaminu téhmevyskytuje. Jeho toxicita je velmi nizka a za-bez
petnou koncentraci i peroralnim uziti je povazovan az stonasobek dajoe denni
davky. [18], [23]

Mnozstvi potebného vitaminu souvisi s mnozstvim sachagitiiimanych v potray. Do-
poruieny @ijem u dosplych osob s dennimippmem energie 12600 kJ (3000 kcal) je sta-
noven na 1,2 mg. ZvySenyrigm thiaminu je dopokien €hotnym a kojicim Zenam
(1,4 mg-dett). [17], [23], [28]

2.2 Riboflavin (Vitamin B ,)

Riboflavin pati do skupiny latek zvanych flaviny. Zakladem jetiuktury je isoalloxazi-
nové jadro, na které se vaze ribitol. Chemicky sdn@a o 7,8-dimethyl-10-(1'-D-
ribityl)isoalloxazin. V biochemickych systémech\sekytuje volny nebo vazany ve foém
flavinovych kofaktott FMN (flavinmononukleotid) &AD (flavinadenindinukleotid). [23],
[29], [30]

CH M
ﬂ B H
. l
CH,4 M 0
.""IOH

OH
HO I
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Obr. 2. Riboflavir[24]

Jedna se o Zlutozelenou krystalickou latku, jepdné roztoky maji schopnost fluorescen-
ce. Riboflavin dokazetpvadt kratkovinné modré paprsky na Zlutozelené a umgtak
vidéni za Sera. Vokh se vyskytuje fedevsim v sitnici. Ehastni se oxidimé redukénich
reakci, kdy pi redukci fijima dva atomy vodiku za vzniku bezbarvéeokoriboflavinu,

na vzduchu pak dochazi k jehoétape oxidaci. Uplatuje se roviz v metabolismu ostat-
nich vitamirii skupiny B (pyridoxin, niacin), v produkci hormibr nadledvinkach nebaip
tvorbe krevnich elemerita zarodénych burk. [18], [21], [23], [27]

V neutralnim a zasaditém priedi jsou za fistupu s¥tla vSechny flaviny (zviastpak

volny riboflavin a FMN) zn&n¢ nestalé. Absorbovanou&elnou energii pedavaji vzdus-
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nému kysliku, z &hoz vznika singletovy kyslik. Ten oxiduje organickéwieniny a sou-
castreé dochazi k fotolytickému &peni flavini. Fotodegradaci riboflavinu v neutralnifn
kyselém prosedi vznikadlumichrom (7,8-dimethylalloxazin), v alkalickém prdsti je to
lumiflavin (7,8,10-trimethylisoalloxazin). [17], [21], [23R5], [27]

U mléka, ale také u vina piva, pisobi riboflavin jako fotosenzibilizatorripexpozici slu-
netnimu s¥tlu v nevhodnych obalech. Vznikly lumiflavin a slatpvy kyslik zgisobuji
rozsahlou destrukci vitaminu & oxidaci retinolu, esencialnich mastnych kyselisnaino-
kyselin. Rozkladem methioninu a cysteinu pak vzjhikkkavé sirné sloteniny, které zfy-
sobuji nepijemny, tzv.sluneni pripach. Vyjma oz&eni UV paprsky je riboflavin velmi
staly a to i pi tepelném zpracovani. K&tsim ztratam ale fZe dochazet vyluhem. [17],
[31]

AZ 40 % riboflavinu ziskaného potravou zgjife mléko a vyrobky z &), dalSimi bohatymi
zdroji jsou maso a masné vyrobky (20 %), ceredlie%), vejce, lugniny, jatra a ledviny.
Dobrymi zdroji jsou i drozdi, obilné Kiky ¢i nékteré houby. V travicim traktu je riboflavin
daleko lépe absorbovan z potravin Zidmého fivodu, v rostlinné stravtotiz prevladayi

kovalentr vazané formy, jez jsoproteasambobtizre S€pitelné. [18], [23], [25], [30]

Ke vzniku hypovitaminosy vede nedostat prijem riboflavinu trvajici déle nez 100 dni.
Ta se wlovéka projevuje zagtlivymi zménami sliznic a kZe, rekterymi a:nimi nebo ner-
vovymi poruchami. Deficience je pa@mé vzacna a vyskytuje se zejména u osob, jez kon-
zumuji nedostatemé mnozstvi mléka a ndBych vyrobki. Hypovitaminosa rize byt zfi-
sobena také dlouhotrvajicim stresem, nemocemgstiry, zaéty tenkého gevaci kon-
zumaci alternativni stravy (vegani, vegetariani)téthto osob se deficience riboflavinu
projevuje spoléné se symptomy nedostatku ostatnich vitamBrkomplexu. [21], [23],
[24], [27], [28]

Doporweny denni fijem riboflavinu je (vzhledem k jehoipobeni v energetickém meta-
bolismu a metabolismu protéinzavisly na obsahu bilkovin a energetické ho&mpattra-
vy. U primérného obyvatel&€R &inf tato hodnota 1,5 mg-dénKojicim matkam, § in-
fekénich onemocnich, po chirurgickych zékrociah pii zvySené aktivig Stitné zZlazy je

doporien zvySeny dennitfpem okolo 1,8 mg. [18], [23], [28]
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2.3 Kyselina nikotinova a jeji amid

Kyselina nikotinovA a jeji amid, chemicky Kkyselina3-pyridinkarboxylova
a 3-pyridinkarboxyamid, jsou znamy jako vitamin, Biive nazyvany také vitamin PP
(Pelagra Preventive factor). ©byto latky maji stejnou biologickowiinnost. StarSi nazev
niacin se dodnes pouziva k ozeai gibuznych latek tviienych kyselinou nikotinovou,
nikotinamidem a jejich derivaty. [18], [21], [23R9]
O
i*f = OH
=

Obr. 3. Kyselina nikotinovi24]

Nikotinamid je sowastinikotinamidadenindinukleotidu NAD (oxidovana forma NAD,
redukovana forma NADH) a jeho estemikotinamidadenindinukleotidfosfatu NADP
(NADP*, NADPH), jez jsou souhrgnoznaovany jakokoenzymy pyridinovych dehydro-
genas Jejich funkce spidva v odebrani dvou ataimvodiku substratu. NADa NADP
jsou souasti oxidoreduktaskatalyzujicich oxidace primarnich a sekundarnildolreol,
aldehydi, a-aminokyselin, dastni se také syntézy a odbouravani ¢ulebo penosu elek-
trona v respirgnich systémech, napve WtSin¢ reakci Krebsova cyklu. [17], [20], [23],
[24], [29]

Lidsky organismus je schopen niacin ome&zegntetizovat z aminokyseliny tryptofanu
pomoci enzyr obsahujicich jako kofaktor vitaminsBK vytvoreni 1 mg niacinu jeffiom
zapotebi asi 60 mg tryptofanu. Reba vitaminu je tedy ovlivma gisunem bilkovin
v potraw. Ty ale obsahuji také leucin, jeZ biosyntézu NADyptofanu inhibuje. [21],
[25], [27], [28]

Doporuiena vyzivova davka proisdré pracujici obyvatel&€R se pohybuje v rozmezi
rych se vyskytuje i@devsim nikotinamid, tak potravinyayodu rostlinného sipvaZzujici
kyselinou nikotinovou. NejbohatSimi zdroji tohotdaminu jsou vnitnosti, maso a masné
vyrobky, vejce (zejména Zloutek), kvasnice, dagty ¢i obiloviny (obsah v moukach ¢p
zavisi na stupni vymleti). Vékterych cerealiich, igdevsSim v kukiici a ¢iroku, je niacin

pevre vazan na glykopeptidy a jako takovy je nevyuzigelBBohatym zdrojem je také pra-
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Zena kava. Zelené kavové boby obsahuji alkatagebnellin, ktery @i prazeni degraduje

na kyselinu nikotinovou a senzoricky aktivni pyngli [17], [18], [23], [25]

Niacin neni klasickym vitaminem, jelikoz sil@ dokazecast potebného mnozstvi samo
syntetizovat z aminokyseliny tryptofanu. Vyskyt idefnce je v naSich podminkach vzac-
ny, miZze se ale objevit v zemictetiho s¥ta, kde se obyvatelstvo stravujeegevsim ku-
kurici ac¢irokem. Nedostatek tohoto vitaminui#e zapicinit vznik nemoci zvan@elagra,
ktera se projevuje koznimi chorobami a nervovymiupbami. Roviz se mohou objevit
poruchy sekrece kyseliny chlorovodikové v Zaludboruchy vstebavani vitaminu B, ¢i
poruchy transportu sodiku, drasliku a glukosy. Hyp@minosa niacinem vede k hemora-
giim v ledvinach a za toxické je pro déku osobu povazovano mnoZzstvi 1,8 mg na 1 kg
télesné hmotnosti.Psuplementaci byva misto kyseliny nikotinové dagoran jeji amid,
jelikozZ je lépe tolerovan. [18], [21], [24], [21R8]

2.4 Kyselina pantothenova (Vitamin B;)

Kyselina pantothenova je latka velmi debrozpustnd ve vaéd kterd se zativanim
s kyselinami ¢i zasadami hydrolyzuje. Chemicky se jedna o Dedihydroxy{3-
dimethylbutyryl$'-alanin. Biologicky dinek tohoto vitaminu je specificky vazan na uve-
denou strukturu. Je-fi-alanin nahrazen jinou aminokyselinou, je tato datyziologicky

nelinna a nize dokonce vykazovat antivitaminovou aktivitu. [1{23]

H QH

Obr. 4. Kyselina pantothenoya4]

V piirodé se kyselina pantothenova vyskytuje jakorgzena sotastkoenzymu A (CoA,
CoA-SH), ktery se podili nsact metabolickych pochad V rostlindch a v &terych mik-
roorganismech se tato kyselina syntetizuje z paitdgyseliny aB-alaninu, sa¥ organis-
mus vSak tuto schopnost postrada. Kyselinu je sah@ouze fenasSet do molekuly koen-
zymu A a do specialniho protei®CP (ACP-SH, Acyl Carrier Protein). Vifrodnich ma-
teridlech se kyselina pantothenova a jeji soli yiigk pouze jako D(+) formy, L(-) formy

v téle nevykazuji vitaminovou aktivitu. V malém mnoisje tato kyselina doprovazena
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svym vysSim homologem — kyselinou hopantenovougakbdsahuje mistp-alaninu vaza-

nou kyselinuy-aminomaselnou. [12], [17], [23], [25]

Koenzym A se &astni kl€ovych reakci v metabolismu aminokyselin, tu& sacharidl,
rovnéz zasahuje do biosyntézy cholesterolu, steroidnérinoni, neurotransmiteér, porfy-
rinu a hemoglobinu. Jeho hlavni biologickou funjeiprenos acylovych skupin (acetyl-
CoA) za sodasné tvorby thioestér Takto aktivované formygwvodnich metabolit vstupu-
ji do biochemickych reakci jako feoxidace mastnych kyselii citratovy cyklus. Ve for-
mé nosného proteinu ACP ma pantothenova kyselina aryimou Ulohu $ biosyntéze
mastnych kyselin. [18], [23], [24], [27]

Kyselina pantothenova je nejstaléjii v slaké kyselém prosgedi (pH 4-5). V kyselém i al-
kalickém prostedi dochazi k hydrolyze amidové vazby za vznikut@awe kyseliny, resp.
jeji soli B-alaninu. Koenzym A se snadno oxiduje za vznikulfidu a je relative stabilni

v prostedi o pH 2-6. Ke ztratam vitaminu Blochazi v potravinach jednak skladovanim,
predevsim ale termickym zpracovanim potravin. Vyznansou také ztraty vyluhovanim,

které byvajicasto vysSi nez ty #igobené hydrolyzou.[17]

Kyselina pantothenovd se v malém mnozstvi vyskyprgkticky ve vSech potravinach
rostlinného a Ziveisného fivodu, a to zpravidla ve vazané fargako koenzym A, acyl-
koenzymy A a ACP. Dobrymi zdroji tohoto vitaminwigsledviny, jatra, vajmé Zloutky,
maso (¢etre rybiho), rekteré syry, cerealni vyrobky, l&tiny, ryZze, houby a kvasnice.
[23], [24], [28]

Dostatény prijem kyseliny pantotenové je zagtbéZnou smiSenou stravou, proto se mi-
nimalni denni pozadavek na tento vitamin stanovajeni obtizrg. VyZzivova dopordena
davka pro pimérného obyvatel€'R byla vypd@tena na 7,3 mden’. Fripady deficience
byvaji pouze ojedi¥lé, mohou se vyskytnou u osobégkou malnutrici nebo po podani

antagonist a projevu;ji se f@devSim dermatitidami. [18], [21], [23]

2.5 Pyridoxin (Vitamin B g)

Nazvem pyridoxin se ozfaji tii navzajem gibuzné latky, které vSechny plni funkci vita-
minu. LiSi se substituci v poloze 4 pyridinovéhoulhur a jsou to pyridoxol

(2-methyl-3-hydroxy-4,5-bishydroxymethylpyridin) pyridoxal  (2-methyl-3-hydroxy-4-
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formyl-5-hydroxymethylpyridin) apyridoxamin (2-methyl-3-hydroxy-4-aminomethyl-5-
hydroxymethylpyridin). [17], [25], [27], [29]

OH OH

p | OH
=N-"CH,
Obr. 5. Pyridoxin[24]

V biochemickych systémech vystupuje pyridoxin verie fosfatovych derivét Pyridoxal-
5'-fosfat je kofaktorendekarboxylasaminotransferasa daldich enzyim Ugastni serady
reakci souvisejicich s metabolismem aminokyseko jgou a-dekarboxylace vedouci ke
vzniku biogennich amin aldolizacegi racemizace. U pyridoxalu, pyridoxaminu a jejich
fosfath existuje moznost vzajemnérgmeény transaminaci. Koenzymy jsou nezbytné
v metabolismu cukr pii Speni glykogenu, ovlitwji také biosyntézu porfyrinu, hemoglo-

binu a rEkteré funkce nervového a imunitniho systému. [[18], [20], [23]

V potravinach ZzivéiSného fivodu se vitamin Bvyskytuje gedevSim ve forrh fosfores-
nych estel pyridoxalu a pyridoxaminu. Az 40 % vitaminu hradaso a masné vyrobky,
dale je pyridoxin obsazen ve umobstech, vagném Zloutku a saméejmé v drozdi.
V potravinach rostlinnéhotpodu najdeme hlawnpyridoxol a pyridoxal. Dobrymi zdroji

jsou obilné kltky, ceredlni vyrobky, sojové boby, brambdénusteéniny. [17], [23]

Doporuiena vyzivova davka tohoto vitamingini pro pmimérného obyvateleCR asi
1,7 mgden'. ZvySeny pijem (2 mgderi’) je dopordovan thotnym a kojicim Zenam
a také p dlouhodobém podavankkterych leki, nag. cytostatik, estrogeénci antidepre-
siv. Nedostatek vitaminu 8se projevuje dermatitidami a nervovymi poruchabefici-
ence vsak §sinou nesouvisi s nedostéatgm pijmem pyridoxinu v potras; Casgjsi pri-
¢inou byva snizena absorpce vitaminu v travicim ttrakalkoholismus nebofffomnost
antivitamini. [17], [18], [27], [28]

Vitamin Bs je relativré staly v kyselych roztocich, mé&wz v neutralnim a alkalickém pro-
stredi a zejména na &le. Ztraty g skladovani a zpracovani se ZnalisSi podle gevlada-
jici formy pritomného vitaminu. ProtoZe je pyridoxol stélejst pgridoxal a pyridoxamin,
jsou i ztraty u potravin rostlinnéhaiyodu, ve kterych tato forma vitamindgvlada, men-

Si. Hlavni gicinou ztrat byva vyluhovanéasto také reakce pyridoxalu s bilkovinami. [17]
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3 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je fyzikabhchemick&d metoda slouzici k separaci a analyzégtbzsnesi
latek s navzajem velmi podobnymi fyzikalnimi a chekgmi vliastnostmi, které by se ji-
nymi metodami analyzovaly jen veln@zce, bylo-li by to wbec mozné. Na zakladdlis-

né pohyblivosti jednotlivych latek ve €81 mizeme za danych podminek ziskat jednotlivé
sloZzky ve velicetistém az homogennim stavu. Chromatografie um@zjak kvalitativni,
tak i kvantitativni analyzu. Kvalitativni analyzéoszi ke zjiséni, jaké druhy latek danou
smes tvai, kdezto pomoci kvantitativni analyzyaeme ugit, v jaké koncentraci jsou tyto
latky ve sngsi pritomny. Vysledkem separace slozekésmmiaze byt i skuténost, Zze

v daném experimentalnim ugadani je mozné stanovit, zda se zkoumana subssiiéce
da z rkkolika raznych latek nebo je t¥ena jen jednou jedinou a jedna se tedy o latku

v ¢istém stavu (nap pii kontroledistoty latek). [32], [33], [34], [35]

3.1 Princip chromatografie

Z&kladnim principem chromatografie je rélaani sloZzek sksi mezi d¥¢ vzajemri ne-
misitelné faze. Nepohyblivé fazi $ika stacionarni a mize se jednat o pevnou latku
film kapaliny zakotveny na pevné latce. Faze, kter& chromatografickém systému pohy-
buje, se nazyvénobilni. Tou miZze byt kapalina, plyn nebo nadkriticka tekutin&][333],
[36], [37]

Pokud umistime zkoumany vzorek n&aak stacionarni faze a nechame podél ni zvolna
protékat fazi mobilni, dojde postupk odctleni jednotlivych sloZzek vigledku dje nazy-
vanéhodiferenéni migrace. V podstat jde o to, Ze jednotlivé slozky 81 mohou byt
zachycovéany stacionarni fazi a tim kigv pohybuCim silngjsi jsou interakce se stacio-
narni fazi, tim je zpomaleni vyragsi. Naopak latky, které s touto fazi nikterak aengi,
jsou nerusSeh undSeny mobilni f&zi a na konec stacionarni f&eastanou jako prvni.

Timto zpisobem dochazi k jejich separaci. [36], [38], [390]

3.2 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody t¥ioznané mnozstvi metod zaloZzenych na odliSnych princi-

pech separace. Podinych kritérii je nizeme rozdlit nasledova:
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1) podle &elu:
a) analytickd chromatografie
b) preparativni chromatografie

Analytickd chromatografigoracuje obech s velmi malym mnozstvim vzorku a slouzi

k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych sloZelkaumané sisi. [34], [41]
2) podle skupenstvi mobilni faze:
a) kapalinova chromatografie (LC)
b) plynova chromatografie (GC)
3) podle zpisobu uspd@adani stacionarni faze:
a) kolonova (sloupcova) chromatografie
b) ploSné techniky
= papirova chromatografie (PC)
= tenkovrstevna chromatografie (TLC)

Pfi kolonovych separacicfe stacionarni faze umésta v trubici, kterou protéka mobilni

faze poha#na bul’ gravitaci (hovéime onizkotlaké kolonové chromatografiiebocastji
cerpadlemi pretlakem plynu u plynové chromatografie. &Mtto gipadech mzeme pou-
Zit daleko jem#Si material stacionarni faze. Kolony se tak stapajdstats Gcinnéjsi,

s vySSim pétem teoretickych pater a kapadi§i diky wtSimu povrchu stacionarni faze.
[33], [36], [38], [41]

4) podle principu separace:
a) rozatlovaci chromatografie
b) adsorpni chromatografie
c) iontow-vymeénna chromatografie
d) gelova chromatografie
e) afinitni chromatografie

Pri separaci se obvykle uptatje rnékolik fyzikalné-chemickych dju sowasre, avsak jeden
Z nich gevlada. [38]
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Rozdlovaci chromatografige zaloZzena na rozdilné rozpustnosti sloZek vzerkistacio-

narni (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo plyRokud je stacionarni faze polarni
a mobilni faze nepolarni, hokimme ochromatografii s normalnimi fazeppokud je tomu
naopak a mobilni fazi je ¢jakd organickd kapalina s nizkou polaritou, jedrédé s
o chromatografii s obracenymi fazemasgji nazyvanou jakaeverzni chromatografieTa

je dnes mnohemeiangjsi, nebd je aplikovatelna na podstatsirSi okruh analyt Pouzité
kapaliny jsou zakotveny na no&ih z oxidu kemkiitého, skla, polyme, Skrobu, celulozy
aj. [37], [38], [41], [42]

O separaci v_adsatpi chromatografirozhoduje rozdilna adsorpce latek na povrchu sor-
bentu tvdiciho stacionarni fazi. Latky, jeZ jsou za danyokmpinek sildji vazany sorp-

nimi silami, jsou stacionarni fazi zdrzovany delsou proto charakterizovany vysSimi
eluenimi ¢asy¢i objemy, v ploSnych technikach potom menSimi hadmoR-. [33], [38],

[41]

lontové-vyménna chromatografige zaloZzena natene velkych elektrostatickychifaZzli-

vych silach fisobicich mezi fundnimi skupinami stacionarni faze a ionty vzorku. Maz
iontu se stacionarni fazi (ionexem) roste s jeHmjgm, resp. polaritou a klesa s jeho veli-
kosti. Dxlené latky se obvykle u tohoto typu chromatograieize nezpomali, nybrZ jsou
zcela zastaveny. Abychom je z kolony uvolnili, nrmisizn&nit charakter eléniho ¢inidla.
[33], [35], [38], [41]

U gelové chromatografise sloZzky separuji na pérovité stacionarni faelugpodle veli-

kosti. Nejrychleji jsou mobilni fazi unaseny slozkyej¢tsimi ¢asticemi. Gelova chroma-
tografie se pouziva progkeni snési vysokomolekularnich latek (hlavrbilkovin) podle
jejich molekulovych hmotnosti. Je nezbytné, abyrbgterial dliciho média ke vSem sepa-
rovanym slozkam inertni. [33], [35], [38], [41]

Separace v afinitni chromatograjfié zaloZzena na specifickych interakcich obvyklgane

zebné povahy, kdy se jeden z paringevreé navaze jako ligand na vhodny nbai vytvai
spolu s nim stacionarni fazi. Druhy z partngez je obsazen ve vzorku, se za vhodnych
podminek na tento ligand navaze a nasiexn z kolony odstrani vhodnym é&him ¢ini-
dlem. [33], [37], [38], [41]
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5) podle pouzité techniky:
a) elwni
= jzokraticka
= gradientova
b) vytsnovaci
c) frontalni

Pti gradientové eluci dochazilbem analyzy ke zsm¢ sloZzeni mobilni faze. Pouziva se
pro latky s velkymi rozdily v reté@nich faktorech (10 K < 1) a mezi jeji hlavni vyhody
pafti zkraceni doby analyzy a také zvySeni citlivostietkce pozgi eluujicich latek. Gra-
dienty mohou mitirzny tvar — linearni, konvexni, konkavni atd., ov3sejeznejSi je gra-
dient linearni, kdy dochazi ke kontinualnimu zvyéoivkoncentrace sijsiho eluentu B
v rozpou&dle A. Gradient je charakterizovandeini a koncovou koncentraci, tvarem
a v gipac linearniho gradientu také gmici. [35], [36], [41], [43]

3.3 Kapalinova chromatografie

Kolonova kapalinova chromatografie se v klasickéravpdeni (délka kolony az 0,5 m,
vnitini priaimér kolem 10 mm, pimgér ¢astic stacionarni faze 0,05 — 1 mm) pouZzivala az do
poloviny Sedesatych let. Mobilni faze se pohybomivitaci, kdy pitok ¢inil radow jed-
notky mililitrd za minutu. Tyto separace byly maliinné a ponirn¢ dlouhé. PouZivaly se

k odctleni jednoduchych sési, které se poté analyzovaly jinou metodou i ngpektrofo-
tometricky. [36], [40]

Pro separaci komplikovéjsich sngsi byla v 70. letech z plynové chromatografie vy
vysokoWinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography —
HPLC). Stacionarni fazi tvo film ptislusné latky zakotveny na povrchu rieshebo pev-
ny adsorbent. O separaci sloZzek vzorku vSak rozhoejen interakce se stacionarni fazi,
ale velmi vyrazt také pouzitd mobilni faze, jejimz sloZzenimizeme separacitfmo
ovlivnit. Pritok mobilni faze je zajigh vysokym tlakem, a proto byva tato metodady

nazyvana jakeysokotlakéa kapalinova chromatograf{82], [36], [37], [38]

Davkovana mnozstvi vzorku do kolony se pohybufidech mikrolité a k jejich detekci je

nutno pouzit velmi citlivé detektory, jez umozninkioualni monitorovani latek na vystupu
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z kolony. Signal z detektoru je pak zpracovarif@dem. K separaci lze vyuzit vSechny
mozné mechanismy — adsorpci, rélpddni na zaklag rozdilné rozpustnosti, iontovou
vymeénu, molekulo¥ sitovy efekt¢i afinitni chromatografii. JelikoZ neni nutnéepadt
vzorek na plyn a fizeme tak pracovat za laboratorni teploty, je kapat chromatografie
vhodna i pro separace tepelnestalych a nékavych slodenin (na rozdil od plynové
chromatografie). Ve srovnani s plynovou chromatfiigi@ HPLC také mnohem mércit-
liva na teplotu kolony a fitokovou rychlost mobilni faze, je vSak citliva rgijslozeni

a pH. [36], [38]

3.3.1 Stacionarni faze v HPLC

Pfi pouZiti napliiovych kolon se &Zn¢ pouzivajicastice o velikosti 5 — 10m, existuji

vSak i kometni napl s velikosti¢astic 2um a mensimi. Separace jeinnéSi tehdy,

jestlize jsowastice co nejmensi, maji pravidelny (kulovy) tyadnotnou velikost a pokud
je tmito ¢asticemi kolona homogeamaplréna. | @i dokonalém napkni tvai stacionarni
faze jen asi 75 % objemu kolony # pouZivani se j,sobenim vysokych tlakznehodno-

cuje. [33], [36]

Monolitické stacionarni faze zaphuji prostor v kolos kompaktrji. Polymer o definova-
né porovitosti obsahuje jednak mikroporyuf®), jez nam umozni pouzit vysokéifmky
(az 9 mimin™), jednak mezop6ry (13 nm), diky kterym ma midiblony dostatens velky
povrch pro interakci s analyty. Tyto kolony se vganji velkou mechanickou stabilitou,
jsou odolné u¢i zméndm pH a zarowemaji vysokou dinnost separace ifpvelkych pii-
tocich mobilni faze. V praxi se vSak stale wg2jji pouzivaji tradéni naphove kolony.
[36]

Novy typ stacionarni fazergdstavuji tzvvtisténé polymery, které jsou obdobou monoli-
tickych kolon. Do naplé je zabudovan ,,obtisk* analytu, jez méa byt éldeh. Pouzivaji se

piedevsim pro obtizné separace,inf&hiralni separaci éév. [36]

3.3.2 Mobilni faze v HPLC

Mobilni faze se v kapalinové chromatografii vyrazodili na sepataim procesu. Nize
mit rmizné slozeni, které Ize ovlivnit Zmami sloZeni rozpouidel, pH, iontové sily nebo
kuptikladu ionto¥ parovymicinidly. Obecré je vZdy jednodussi zénit slozeni této faze

nez pouzit jinou stacionarni fazi. [36], [42]
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Z hlediska separace i detekce jsalledité vlastnosti mobilni faze. V detektoru bylen
davat minimalni signal a umbdvat tak co nejcitligjSi detekci solut. Co nejnizsi by rla

byt i viskozita, stléitelnost, toxicita a hrana absorpce ultrafialoveb@ni. [33], [36]

3.3.3 Instrumentace

Pristroj, na kterém se HPLC analyzy prosjgdse nazyv&kapalinovy chromatograf a je
tvoren €mito hlavnimicastmi: zasobniky s mobilni fazi, vysokotlale¥padlo, sréSovaci

zarizeni, davkové kolona, detektor, vyhodnocovaciizeni. [32], [36]

HPLC kalons

— —_—

Davkovaci
ratizeni

|ii—

oo
Zazobnik - .

mokilni Wrorek
fare

wyhadnocoyac
Tafizeni

Ian:rp:uﬁu:ﬂIu:u Detektor

Oiepad

Obr. 6. Schéma vysok#nné kapalinové chromatograf[é4]

Mobilni faze se fivadi ze zasobnikuips filtr doc¢erpadla.Zasobniky mobilni fazejsou
negastji sklenéné nadoby o objemu 0,1 — 2,5 |, deaie ryskami a uzéwem z inertniho
plastu s pedvrtanymi otvory pro teflonové hat#ty. Mobilni faze s&erpa pes filtry s veli-
kosti pofi 2 — 20um, jez slouzi k zachycentipadnych mechanickych &stot. Mobilni
faze se musi jeStpred samotnou analyzou odplynit a tdegevSim proto, aby se
v detektoru (v dsledku velkého tlakového spadu v systému) rdfvobublinky.

K odstrarni rozpu&tnych plyni se pouziva podtlak, ultrazvul probublavani heliem,
piipadré kombinacedchto metod. [33], [36], [40], [45]

Cerpadla zaji¥uji konstantni pitok a dostatény tlak mobilni faze. Stacionarni faze
v HPLC kolonach je tviena mikr@asticemi, které ip prichodu mobilni faze kladou z&a
ny odpor. Aby mohla mobilni faze'gs kolonu projit, jsou nezbytné vysoké vstupniytlak

(az 40 MPa). Ritok mobilni faze musi byt konstantni, bezpulzniod ge podle typu pou-
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Zité kolony. U Znych naptovych kolon se pohybuje okolo 1 ml za minutu. [333],
[42], [44]

Do kolony se kapalingerpa pistovymi nebo membranovyt@rpadly. Materiakerpadla
(nerezova ocel, keramika, plast) nesmi byt naruseondbilni fazi a nesmi do ni ani uvol-
novat zadné latky. Udinych analytickych kolon se r@stji setkdvame s dvainnymi
pistovymi ¢erpadly, jejichZ pulzni chod i@eme kompenzovat pouZzitim dvou nebo vice
cerpadel sotasre, pricemz se jejich pisty nepohybuji rovnéme, nybrz s fazovym posu-
nem. [33], [36], [38], [42]

SméSovaci zdizenitidi slozeni mobilnich fazi, kterétde byt b’ konstantni, potom se
jedna o izokratickou eluci, nebo sa&ife nenit podle gfedem daného programu. V tomto

piipadt hovaime o gradientové eluci. [38]

Pro vstikovani vzorku do systému se t&wyhradr pouzivadavkovacich ventiii se
smyckou. Negastji se jedna o Sesticestné ventily s \Wmtelnou smykou, do které se
vzorek vpravuje injeini stikackou. Davkovany objem je pak dan velikosti gkya po-
hybuje se od desitek nanalifpo mililitry. [33], [36], [42]

Do chromatografického systémuibeme vzorek davkovat Burucné nebo pomoci auto-
matického davkowge (autosampleru). V poloze g smyky je vstup mobilni faze od

¢erpadla pimo propojen s vystupem na kolonu. V tikstvé poloze prochazi mobilni faze

davkovaci smkou a vymyva tak vzorek do kolony. [42], [44], [45]

PLNENI SMYCKY NASTRIK

fi H

VIOREK QDPaAD YIOREK ODPAD

Obr. 7. Davkovaci snaitovy ventil pro HPLG45]
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Kolony jsou obvykle zhotoveny z nerezové oceli, moholk &4 také skleéné ¢i plasto-
vé. Kolony pro analytické vyuZiti jsou p@mmé kratké (5 — 25 cm) o vritim priméru
okolo 4 — 5 mm. Jsou piny stacionarni fazi o velikostéstic 3 — 1Qum (kratSi kolony
jsou plrény jemrgjSi naplni). Typ stacionarni faze zakotvené naijelovém nosi roz-

hoduje o schopnosti kolony separovatgsima jednotlivé slozky. [38], [39], [43]

Separaci analyt ovliviiuje také teplota kolony. &Sina separaci probih&ipaboratorni
teplot a termostatovani nevyzaduje. Ekterych separaci vSak zvysSenim teplotyZzeme
separaci vyrazhzlepsit, analyza se urychli, dosahneme i vy&&inasti, ale nize byt sni-
Zeno rozliSeni. Kontrolou teploty za pouziti kolegbo termostatu se zlepSuje reproduko-
vatelnost retefnich¢asi. [38], [40], [45]

K ochrarg hlavni kolony se hoghpouziva i tzv.piedkolon umisénych mezicerpadlo
a davkovaci zézeni nebamchrannych kolon, které jsou zizeny mezi davkovaci #iaeni

a analytickou kolonu. Diky stejnému sloZeni sta&ran faze chrani vlastni analytickou
kolonu zachytavdnim mechanickych¢iséot, nerozpustnych matenidla latek, které se
mohou na kolonu ireverzibinvazat. [33], [38], [45]

Z kolony je analyzovany vzorek veden detektoru, jehoZ signal je nasledivyhodnocen

pacitatem ¢i jinym vyhodnocovacim Zé&enim (zapisoug integrator). Vysledkem HPLC
analyzy je chromatogram a pokud je analyzované&siolie rozdlena, odpovida kazdé
sloZce jeden pik. [32], [36], [44]

3.3.4 Detektory v kapalinové chromatografii

Detektory nizeme definovat jako konstréki casti neticich zdizeni, ve kterych jsou fy-
zikalné-chemické vlastnosti analyturgvadny na ngfitelny, zpravidla elektricky signal.
M¢ly by byt selektivni pro analyty a zaravenalo citlivé na mobilni fazi. [36], [38], [44]
Signal detektoru by #h byt stabilni a reprodukovatelny, lineérmavisly na koncentraci
Naopak citlivost, kterou f¥eme vyjadit jako snernici zavislosti odezvy detektoru na
koncentraci analytu, by &a byt co nej¢tSi. Signal by také nethobsahovadrift (pomaly
anik nulové linie) a il by mit co nejmenssum (suma vSech ostatnich slozek systému

vyjma signalu analytu). [36], [42]
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K detekci vyuzivame analytickych vlastnosti systémeia jsou ve znamém a reprodukova-
telném vztahu ke koncentraci analytu. Podle tolideme rozliSit detektory univerzalni,
které ngti vlastnost systému jako celku, nebo detektorykselsi. Ty jsou obvykle citli-

véjSi a vhodgjSi zejména P analyzach slozitych matric. [36]

Detektofi v kapalinové chromatografii je cefada. LiSi se principem funkce, konstrukci,
selektivitou, citlivosti, mezi detekce nebo lindarrdynamicky rozsahem. Mezi népngji
uzivané pat detektory spektrofotometrické, fluorimetrickéeldirochemické, hmotnostni
a refraktometrické. [32], [36], [44]

3.3.4.1 Spektrofotometické detektory

e

Spektrofotometrické detektory pav kapalinové chromatografii k nejpouziwgim, jeli-
koz jsou pomirné jednoduché, provoznspolehlivé, Ize jimi detegovat velky et latek

a jsou kompatibilni s gradientovou eluci. Princgiekce je zaloZzen nadieni absorbance
eluatu vychazejiciho z kolony, proto byla byt absorbance mobilni fazé pouzité vino-
vé délce co nejnizSi. N&gstji se pouzivaji dvoupaprskove spektrofotometryiggkovou
detekini celou, ktera musi byt dostam& mala, avSak pro docileni optimalni citlivosti de-
tektoru musi byt zaji8ha také dostatea absorbami (optickd) draha kyvety, jiz prochazi
paprsek. [33], [38], [40], [43]

Jednodussi detektoryétin absorbanci f» jedné vinové délce v ultrafialové oblasti, ty nej
dokonalejsi jsou schopny pomoci diodového @oleCD prvku zaznamenatipprichodu
latky kyvetou cela spektra vdané oblasti vinovych délek. Ziskame tak trojrémme
chromatogramy (reténi ¢as x absorbance x vinova délka). Tyto detektoryi mejekni
limit az 10%° gml™ a jejich vyznam spva predevsim i urcovani homogenity piku. Cit-
livost detekce P zvolené vinové délce zavisi na velikosti adsofpo koeficientu dané
latky. [33], [36], [42], [43]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 55

IO
7

Obr. 8. Schéma fotometrického detektoru OJA6)

Detektory diodového pole jsou schopny snimat gegktsum v realnéndase bez feruseni
chromatografické separace.iéai pochazejici ze zdroje (1) se pdgmodu Strbinou (2),
¢ockou (3), clonou (4) a #mnou celou detektoru (5) rozklada na jednotlivaksaeholo-
grafickou ntizkou (6). Na kazdou z fotodiod (7) pak dopadévgatok o ukité vinove
délce, ktery je zeslaben absorpci v cele deteki¢aida fotodioda je spojena s kondenza-
torem gedem nabitym na titou hodnotu. Fotoelektricky proud, jeZz vznika popedu
z&eni na diodu, pak tento kondenzator vybije. V di@si se kondenzatory nabiji ahse
proud potebny k jejich optovnému dobiti. Spektralni rozliSeni je danatem diod na

poli. Tento pdet se pohybuje od 512 do 1024 diod. [46]
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. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Ucelem této prace bylo sledovani amobsalk vitamini skupiny B v fiznych fazich vyro-
by piva. Ke stanoveni jejich koncentraci bylo vyaarysoko@inné kapalinové chromato-

grafie (HPLC) a spektrofotometrického detektoruagldvym polem (DAD).
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5 METODIKA

5.1 Pouzité chemikalie

Standardy:
Thiamine hydrochloride (Supelco, USA 2003)
Riboflavin (Supelco, USA 2003)
Nicotinic acid (Supelco, USA 2005)
D-pantothenic acid (hemicalcium salt) (Supelco, LZRR3)
Pyridoxine (Sigma-Aldrich, Steinheim ¢shecko)
Mobilni faze:
A:  Octan sodny (Lachema N. P., BrittRy)
Dihydrogenfosforénan draselny (Penta, Chrudi@R)
Kyselina trifluoroctova (Fisher Scientific, Pardcd CR)
B: Acetonitril (Lach-Ner s.r.0., Neratovic€R)
Methanol (Fisher Scientific, PardubicéR)

Ostatni chemikalie:

Kyselina mrave#i (Penta, ChrudinCR)

Kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Luke$, Uhergkgd, CR)
Siran zinénaty (Penta, Chrudint,R)
HexakyanozZeleznatan draselny (Lachema N. P., BiRY,

Redestilovana vodaiistroj Aqua Osmotic typ 02, TiSno¢R)
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5.2 Pristrojové vybaveni a ponticky

5.2.1 BéZné laboratorni vybaveni

Analytické vahy (Adam, AFA - 210 - LC, Schoellestruments(R)

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

Ultrazvuk (PS 04000A, Ultrasonic compact cleangrRbwersonic)

Odstedivka (Centrifuga Eppendorff, MiniSpin plus)

Lednice (WhirpoolCR)

Mikrofiltry (LUT Syringe Filters Nylon, 13 mm x 05um, Labicom s.r.oCR)

Tmavé vzorkovnice, lahve z tmavého skla (Vitruii)

Bé&Zné laboratorni sklo a paroky

5.2.2 HPLC aparatura

Davkovaci stikacka 50ul (Hamilton, USA)

Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

Degasser G1322A

Binarni pumpy G1312A

Termostat kolon G1316A

Davkovaci analyticky snékovy ventil (20ul)

Kolony:
o Discovery C 18 (25 cm x 4,6 mm;ubn, Supelco, USA)

0 Supelcosil LC 8 (15 cm x 4,6 mm;ufn, Supelco, USA)
Detektor UV/VIS DAD G1315A

PC s vyhodnocovacim programem ChemsStation - Ingtntirh (Agilent, USA)
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5.3 Optimalizace chromatografické analyzy

K nalezeni optimalni metody pro stanoveni jedngdivvitamiri skupiny B bylo pouzito
fady postup liSicich se jak délkou kolony, sloZzenim mobilnféli, tak i samotnou Upra-

vou vzorku piva.

5.3.1 Zahustovani vzorku piva

V pocateinich fazich mifeni bylo nejprve nutno zjistit, zda se bude mugetrek pro ana-
lyzu zahustit. Jelikoz vitaminy jsou latky tepldtdosti nestalé, bylai¢ba pracovat za va-
kua. Odp#ovaci baka se 100 ml odméného vzorku byla ifipojena k vakuové odparce
s nastavenim 80 aték za minutu. Prvnich 10 minut byl vzorek #@ahn na teplotu 40 °C,
nasleds byla tato teplota zvySena na 70 °C a udrZzovana)adlmedoslo k odgani na po-
ttrebny objem (cca 20 ml). Po uplynuti této doby (1Z0-minut) byl vzorek ofi ochlazen
na 40 °C. Zahu8hy vzorek byl pelit do odnérné baiky objemu 25 ml a dopém redesti-
lovanou vodou po rysku. K odstran bilkovin byly pouzity vodné roztoky Carrezovych
¢inidel. Snes byla nasledhzfiltrovana ges filtratni papir a posléze igs mikrofiltr. Takto

upraveny vzorek byl davkovan do kapalinového chitografu.

JelikoZ byly signaly dosti velké i bez zahtrit bylo od tohoto kroku poz{ upusgno.

5.3.2 Délka chromatografické kolony

Pt prvnich analyzach byla pouzita kolona Supelcb€il8. Ukazalo se ale, Ze se piky vi-
tamin objevu;ji @ilis brzy a svymi retetnimi ¢asy se fekryvaji s ostatnimi slozkami piva.

Z tohoto divodu byla k dal§im analyzam pouzita delSi kolonscbvery C 18.

5.3.3 Slozeni mobilnich fazi

Jako prvni byla pouzita kombinace 0,120ktanu sodnéhdmobilni faze A) anethanolu
(mobilni faze B) ve vzajemném peém 87:13. Analyza probihala izokratickyi pratoku

mobilnich fazi 0,8 minin™ a pH octanu bylo upraveno na hodnotu 4,8.

Kombinace 0,1 Miihydrogenfosforetnanu draselného(A) a methanolu (B) byla zkou-
Sena viiznych variantach. Slo &p o izokratickou analyzu, experimentovalo se v3ak
s piitokem mobilnich fazi (0,8 a 1 miin™) i s jejich vzajemnym poimem (20:80, 90:10).

pH dihydrogenfosfor@anu bylo upravovano nejprve na hodnotu 5,5, gond 6,5-7,0.
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Jako dalSi bylo pouzito kombinace 0,025% vodnéldoku kyseliny trifluoroctove (A)
sacetonitrilem (B). Jednalo se o gradientovou eluci &tpk byl volen 1 mimin™. Tato
metodika byla fevzata zlanku ,,Stanoveni hydrofilnich vitaminv medu pomoci reverzni

HPLC* [47].

U vSech &chto metod bylo po n&#tu smesného standardu vitantdin(B;, B, Bs, Bs, Be)
pozorovano nedostateé rozliSeni jednotlivych komponent, kdy dochazel@ajemnému
piekryvani v reteénich ¢asech. Jako nejoptim&i8i se zdala byt metoda s pouZzitim

0,12 Moctanu sodnéhgako mobilni fdze A acetonitrilu jako mobilni faze B.

Je teba podotknout, Ze ani jedna z uvedenych metoddievedokonalému rozliSeni
vSech vitamif. Teoreticky by bylo mozno metodu vylepSit pouZzitkmmbinace iznych

kolon a mobilnich fazi. Hledani dalSi optimalizgeesak jizZ nad ramec této prace.

5.4 Koneéna metodika

Jak jiz bylore¢eno dive, ke konénému stanoveni vitaminskupiny B v pivu bylo vyuZzito
mobilnich fazi octanu sodného (0,12 M) a acetduitt) octanu sodného bylo Zvbdu
jeho pufr&nich schopnosti pH épupraveno na hodnotu 4,8. Aby nedochazelo ke &ryst
lizaci octanu, byly pumpy omyvany isopropanolem.alfma probihala i pratoku

0,8 mtmin™ za pouZiti gradientové eluce.

Tab. 3. Nastaveni gradientuighromatografické analyze

¢as [min] mobilni faze B [%0]
0 13
3 13
15 100
20 100
30 100

Kalibrace i samotné protfeni vzorki piva prokhly na kolog Discovery C 18. Teplota
termostatu kolony byla nastavena na 30 °C. Dobdyandrvala u standafd 15 minut,
u vzorki piva 25 minut. Kazdy vzorek byl pratien tikrat. UV detektor s diodovym po-
lem snimal signalipvinovych délkach 220,16; 230,80; 254,16 a 27hi6
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5.4.1 Priprava mobilni faze

Pro gipravu 500 ml 0,12 M octanu sodného bylo na aredyth vahach odvazeno asi
8,17 g této latky sipsnosti na 0,0001 g. Navazka byla kvantitatipievedena do odénnée
baiky a doplina redestilovanou po rysku. U tohoto roztoku byksladi pomoci

85% kyseliny mraveti upraveno pH na hodnotu 4,8.

5.4.2 Kalibrace

K sestrojeni kalibrénich Kivek bylo pouzito standaédvitamini B;, B, a Bs, ze kterych
byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci ;@Pml™®. Navazka 0,02 g (sesnosti na
0,0001 g) byla kvantitativhprevedena do odénné baiky o objemu 1000 ml a dopina

redestilovanou vodou po rysku. Z tohoto zasobndztoku byly nasledhpripraveny kon-

centrace 1; 2,5 ajggml™ urené k samotné kalibraci.

Po celou dobu prace se standardy bylo laborat&lmiobaleno hlinikovou félii k zamezeni
fotodegradace vitaminic¢inkem UV z&eni. Kalibr&ni kiivky vitaminu Bs a Bs nemohly

byt pii této metodice progteny. Divodem byla filiS vysoka mez detekce.

5.5 Koneéna uprava vzorku

Jelikoz pivo obsahuje velké mnoZstvi rozgngho oxidu uhtiitého, bylo jej pateba
nejdive odstranit. Pivo bylo tedyglito do tmavych sklemych zasobnich lahvi a vloZzeno
na 30 minut do ultrazvuku. Zidodu termolability gkterych vitamiri probihal tento krok

za laboratorni teploty.

Po odstraéni oxidu uhlgitého bylo pomoci 30% vodného roztoku kyseliny cohmdiko-
vé upraveno pH piva na hodnotu 2,0. Nastetdplo odpipetovano 20 ml tohoto vzorku
a smichano s 1 ml Carrezovaidla | a 1 ml Carrezovéinidla Il z divodu vysrazeni bil-
kovin. Smés byla pomoci automatické mikropipetiepedena do eppendorffek a 10 minut
odstedovana pi rychlosti 14500 otéek za minutu. Supernatant byl op&tadebran mik-
ropipetou a zfiltrovan ifgs nylonovy mikrofiltr (13 mm x 0,4pbm). Takto upraveny vzorek

byl injektovan do davkovaci srélgy kapalinového chromatografu.
Pti hledani optimalni Upravy vzorku bylo k vysrazdailkovin pouzito roviz kyseliny
trichloroctové. KyZzeny efekt se vSak nedostavihatevzorek Zistal i po aplikaci této latky

a nasledné filtraci zakalen.
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5.6 Popis analyzovaného materialu

Vzorky piva utené k analyze pochézely z rest&niho pivovaruCerny orel v Krontizi.

Byly skladovany v tmavych vzorkovnicichipchladirenskych teplotach a z lednice byly
vyjmuty jen na dobu nezbytmutnou Kk jejich Uprava vlastni analyze. VeSkera manipula-
ce s &¢mito vzorky byla provagha bul’ v tmavém skle, nebo ve skle obaleném hlinikovou

folii pro zamezeni rozkladu vitaminitéinkem UV z&eni.

Pivo je v minipivovaruCerny orel véeno na soupravobsahujici mladinovou panev a sce-
zovaci kd’, nasleduje ¥iva k&', chlazeni a otéena spilka. Na spilce je mladé pivo
cca 5 dni, pak jeipcerpano do lezackych taikve kterych zraje a je usklagho az do
vycepu, pfipadré do sudovani. ¥Sina biomasy kvasinek je odstéma @i piecerpani

mladého piva (&stanou na spilce).

Tab. 4. Analyzované vzorky piva

Cislo vzorku Typ piva Pdtet dni od uvaeni

1 11° s¢tlé 2

2 11° s¢tlé 9

3 11° s¢tlé 14
4 11° s¢tlé 18
5 11° setlé 39
6 12° polotmavé 1
7 12° polotmavé 13
8 8° polotmavé 33
9 13° tmaveé 28
10 12° bock* 34
11 11° pSeriné 52
12 14° pSeriné 17

* Bock (némecky kozel) je spodnkvasené pivo jprodem z Nmecka vyrobené ze speci-
alni snési sladi. Je charakteristické vy§Sim obsahem alkoholu (kd@e€) a také dlouhou
dobou lezeni. Vyrabi se ve vSech barevnych vaicantaegastjsi je vSak jeho tmava po-

doba. Bock pat mezi velmi siln piva s EPNRasto nad 16 hm. %. [48]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky méreni kalibraénich krivek

Pii pouZiti mobilnich fazi octanu sodného a acetimis pritokem 0,8 mmin™ byly na-
meéteny nasledujici reténi ¢asy: pro vitamin B4,53 min, pro B9,48 min a u vitaminu 8
4,05 min.

Plochy vitamiri B; a B; byly od&itany @i vinové délce 254,16, kdy byla jejich odezva

v detektoru maximalni. Vitamin Brykazoval nejvyssi signalyipvinové délce 270,16 nm.

Kalibracni kiivky byly sestrojeny jako zavislosti plochy @ikmAVs) na danych koncent-

racich ig-ml™). Vysledky n#feni jsou uvedeny v tabulkach ¥flpze P | a v nasledujicich

grafech.
Kalibra €ni pfimka vitaminu B ;
500
@' 400
Z
E. 300 |
=]
=
2 200 1 y = 72,398x + 10,539
2 _
g 100 - R®=0,9998
o
O T
0 1 2 3 4 5 6
koncentrace [ pg-ml™]

Obr. 9. Graf kalibrani pfimky vitaminu B

Kalibracni kiivka vitaminu B byla sice pror&ena, ke stanoveni tohoto vitaminu v pivu
vSak nedoslo. bvodem byl reteéni ¢as spolény s dalSimi slozkami piva, kdy doslo ke

sloZeni v jeden obrovsky pik a koncentrace thiamuio nemohla byt dena.
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Kalibra éni pfimka vitaminu B
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Obr. 10. Graf kalibrani pFimky vitaminu B
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Obr. 11. Graf kalibrani pFimky vitaminu B
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6.2 Vysledky méreni jednotlivych vzorki piva

6.2.1 Vypocet koncentraci vitaminu B,

K vypoétu koncentraci jednotlivych vitaminbyly pouzity rovnice regrese kalildrsich

piimek uvedenych v kapitole 5.1.

Pro vitamin B se vychazelo z rovnicg:= 76,20% — 1,7973

Tab. 5. Narené a vypdené hodnoty pro vitamin,Bi 11° s¥étlého piva

Pocet dni od Plocha piku Koncentrace vitaminu B, | Primérna koncentra-
uvaieni [MAVS] [ng'mi™ ce ngl™

64,3 0,8673

2 58,6 0,7925 848,1+ 48,9
65,6 0,8844
35,7 0,4920

9 34,9 0,4815 483,3+ 8,0
34,5 0,4763
35,6 0,4907

14 42,4 0,5799 518,7+ 53,1
35,2 0,4855
39,7 0,5445

18 42,2 0,5773 563,3% 16,9
41,5 0,5681
34,8 0,4802

39 35,3 0,4868 488,5+ 9,3
36,2 0,4986

Zmeny obsali vitamina v jednotlivych fazich vyroby piva nevykazuji Zadnposloupnost
co do koncentrace. ivodem niize byt fakt, Ze vzorky nebyly odebirany z jednékyar
U vitaminu B je patrny vyrazny pokles mezi vzorkem dvoudennideatidennim, ktery

mohl byt zapicinén fotodegradaci tohoto vitaminu.
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Tab. 6. Narené a vypdené hodnoty pro vitamin,Bi ostatnich drua piv

Typ piva Pocet 9nf' Plocha piku ancentrace vii[fl- Pramérna koplcen-
od uvareni [MAVS] minu By [pg-ml™] trace [pg-l™]
86,6 1,1599
12° polotmavé 1 86,6 1,1599 1140,2+ 34,1
82,1 1,1009
44,5 0,6075
12° polotmavé 13 48,2 0,6561 625,4+ 26,6
44,9 0,6128
51,8 0,7033
8° polotmavé 33 49,1 0,6679 679,2+ 20,8
49,0 0,6666
20,2 0,2886
13° tmavé 28 20,7 0,2952 296,5+ 8,6
21,5 0,3057
80,5 1,0799
12° bock 34 78,6 1,0550 1049,3+ 33,8
75,4 1,0130
69,5 0,9355
11° pSeniné 52 81,7 1,0956 989,8+ 91,7
69,7 0,9382
77,0 1,0340
14° pSeniné 17 74,4 0,9998 1060,2+ 76,9
85,6 1,1468

U 12° polotmavého piva tideme opt pozorovat pokles koncentrace vitaming \Biase.

NejvysSi koncentrace tohoto vitaminu obsahuji sy vyrobu pSerinych a specialnich

piv, naopak nejme&nzastoupen je u 11° &eho a u 13° tmavého piva.

Podle Basivé a Koske se piimérny obsah riboflavinu u 12° sttého lezaku pohybuje

v rozmezi 20 — 1000g™, coZ odpovida také&t&ins prontienych vzork. Hlubik pak

uvadi, Ze sktlé pivo (3,6 0bj.% alkoholu) obsahuje asi 6@ vitaminu B a pivo tmavé

o stejném obsahu alkoholu asi 9@§l™ tohoto vitaminu. Zatimco koncentrace vitaminu

ZjiSten& u s¥tlych piv se této hodneétblizi, u tmavého piva bylo stanoveno vyrazizsi
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zastoupeni riboflavinu. Je to dan@jme vyrobou tmavého sladu, ktery je Zna zkarame-
lizovany. Ri suSeni na hvozdech je vystavovan vysokym teploddmize tak dochazet
k Ubytku vitamir.

6.2.2 Vypocet koncentraci vitaminu Bs

Rovnice regrese pro vitamin gBstanovena zifslusné kalibreni piimky ma tvar:
y=25,17& — 4,9881

Tab. 7. Narené a vypdené hodnoty pro vitamingBi 11° s¥tlého piva

Pocet dni od Plocha piku Koncentrace vitaminu Bz | Pramérna koncentra-
uvareni [MAVS] [ng'ml™ ce [ngl™

183,6 7,4908

2 145,6 5,9814 6587,8+ 797,2
153,4 6,2912
234,1 9,4967

9 235,7 9,5602 9492,7+ 69,6
232,2 9,4212
189,3 17,7172

14 181,5 7,4074 7497,4+ 1914
180,5 7,3677
2215 8,9962

18 230,1 9,3378 9107,4+ 199,6
221,3 8,9882
191,5 7,8046

39 208,4 8,4759 7971,4+ 445,1
187,2 7,6338

U vitaminu B dochazi mezi vzorkem dvoudennim a devitidennimgeni plochy piku
(a tim i koncentrace vitaminu). Tuto sk&rtest mizeme vyswtlit ¢innosti pivovarskych
kvasinek. Jelikoz Slo o piva nefiltrovana, bylo ietmprfitomno porgrné hodré kvasnéné

hmoty.
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Tab. 8. Narené a vypdené hodnoty pro vitamingBi ostatnich drua piv

Typ piva Pocet 9nf' Plocha piku ancentrace vii[fl- Pramérna koplcen-
od uvareni [MAVS] minu B3 [pg-ml™] trace [pg-l™]
79,1 3,3400
12° polotmavé 1 82,0 3,4552 3386,4+ 60,8
79,7 3,3638
100,5 4,1900
12° polotmave 13 102,8 4,2814 4250,9+ 52,7
102,8 4,2814
135,6 5,5842
8° polotmavé 33 130,9 5,3975 5473,0+ 98,3
131,9 5,4372
132,6 5,4651
13° tmavé 28 155,4 6,3707 6015,8+ 483,6
1514 6,2118
203,0 8,2614
12° bock 34 200,5 8,1621 8412,3+ 351,0
216,9 8,8135
66,0 2,8197
11° pSeniné 52 76,0 3,2169 3048,7+ 205,5
73,3 3,1096
40,9 1,8227
14° pSeniné 17 53,3 2,3152 2282,1+ 443,8
63,2 2,7085

U 12° polotmavého piva dochazi&@ginnosti kvasinek k néstu koncentrace vitaminu

Bs. Sladovnicky jémen je co do obsahu tohoto vitaminiejmé bohatSi nez slady pSeéni

né. NejvysSsSi hodnoty pak vykazuje special&inacky slad (a pivo z&p vyrobené) bock,

ktery je bohatym zdrojem jak niacinu, tak i ribafiau.

V literature [Bas#@ova, Kosd| je uvadno zastoupeni niacinu ve 12%#em lezaku v roz-

mezi 3000 — 14000g1™, pramérng 5000ug1™. Kromg 14° pSeniného piva leZi nattené

hodnoty pra¥ v tomto rozmezi.
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Hodnoty koncentraci vitaminv pivu uva@né v odborné literate jsou shrnuty v nasledu-
jici tabulce.

Tab. 9. Publikované Gidaje o zastoupeni jednotliwjamini v pivu fug|™]

Literarni
. 13 10 29]* 22 9
sroj | 131 | 1o [29] [22] (o]
Druh piva 12% st | 12° SWlly | nespecifiko- | 054, | 1€h- | o jing | Mespecifiko-
ly lezak lezak vano ke vano
280 — 750
B 70 3-80 30-61 84 128 2-140
! (1550)
B, 250 20 — 1000 202 - 404 372 424 330-900 70 —13p0
3000 - B it 8000 — 3
Bs 5000 14000 6565 — 11110 6452 5552 18000 3000 - 20000
Bs 1200 50 — 2000 - 824 508 480-980 500 -27p0
100 — 590 —
Bs 300 1500 303 - 808 712| 480 1050 130 - 1700

* Udaje byly uvadny jako obsah vitaminu ve 100 g vzorku; ptegaiet bylo uvazovano
pramérné hustoty piva = 1,01 gcm’>
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ZAVER

Stanoveni vitamif skupiny B v pivu bylo provedeno metodou reverzapdlinové chro-
matografie. Ze vSech zkouSenych metod byla nakamelena kombinace mobilnich fazi
0,12 M octanu sodného (A) a acetonitrilu (B) &tpkem 0,8 mmin™. Analyza probihala
gradiento¥ na kolor Discovery C 18 (25 cm x 4,6 mm;ubn) a signal byl vyhodnocovan
detektorem DAD § vinovych délkach 270,16 nm pro riboflavin a 25l/im pro thiamin

a kyselinu nikotinovou.

Promgiované vzorky pochazely z minipivovagierny orel v Krondiizi. Jejich Gprava spo-
¢ivala v odstragni oxidu uhltitého ultrazvukem, UpravpH na hodnotu 2,0, vysrazeni

bilkovin Carrezovymtinidly, centrifugaci a nasledné mikrofiltraci.

Obsah riboflavinu se u 11° &ého piva pohyboval v rozmezi 480 — 57@l™, vyjimkou
byl pouze vzorek dvoudenni, ghoz byla koncentrace tohoto vitaminu podstatgsSsi
(asi 850ug|™). Ostatni druhy piv takté? vykazovaly vyssi zapeni riboflavinu neZ pivo

e

to pokles byl nejspiSe z&pinén vysokou teplotouipphvozdni sladu.

U niacinu (resp. kyseliny nikotinové) byl tentoriceopa@ny. 11° s¥étlé pivo jej obsahovalo
7500 — 950Qugl™, opst kroms piva dvoudenniho. U zbylych vzarlbyly hodnoty niz&i
(2300 — 600Qug™). Srovnatelny se $dlymi pivy se v tomto ohledu jevi jen 12° bock,

ktery je podle stanovenych vysledkohatym zdrojem jak niacinu, tak i riboflavinu.
Zjisténé vysledky v podstatkorespondovaly s hodnotami ugagmi v odborné literatie.

Kyselina pantothenova a pyridoxin nemohli byt tootetodou stanoveny, jelikoZz mez de-
tekce byla flis vysokd. Koncentrace thiaminu v pivu pak nenadiyt prongiena z dvo-

du shodného reténihoc¢asu s ostatnimi slozkami slozité pivni matrice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ACP Acyl Carrier Protein (ProteirignasSejici acylové skupiny)
DAD Diode Array Detector (detektor diodového pole)

EPM  Extrakt v fivodni mladis

FAD  Flavinadenindinukleotid

FMN  Flavinmononukleotid

GC Gas Chromatography (Plynova chromatografie)

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Vysokioaa kapalinova chromato-
grafie)

LC Liguid Chromatography (Kapalinova chromatogeafi

NAD  Nikotinamidadenindinukleotid

NADP Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PC Paper Chromatography (Papirova chromatografie)

Re Retardani (reterni) faktor

TDP Thiamindifosfat

TLC Thin Layer Chromatography (Chromatografie e@keé vrst¢)

TTP Thiamintrifosfat
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PRILOHA P I: HODNOTY NAM ERENE U STANDARDU VITAMIN U

Tab. 10. Na@¥ené hodnoty pro sestrojeni kalildrd primky vitaminu B

Koncentrace standardu Plocha piku Pramérn& plocha
[ng'ml™ [MAVS] [MAVS]
80,6
1 92,2 84,33
80,2
189,7
2,5 179,4 189,30
198,8
352,5
5 395,3 373,37
372,3

Tab. 11. Nar¥ené hodnoty pro sestrojeni kalilard primky vitaminu B

Koncentrace standardu Plocha piku Pramérna plocha
[ng'mi™ [MAVS] [MAVS]
e
1 70,9 71,33
65,4
135,4*
2,5 191,3 193,65
196,0
310,2*
5 370,7 377,40
384,1

* tyto hodnoty byly pro dalSi vypty zanedbany




Tab. 12. Nar¥ené hodnoty pro sestrojeni kalilard primky vitaminu B

Koncentrace standardu Plocha piku Pramérna plocha

[ng'mi™ [MAVS] [MAVS]
24,1

1 22,8 23,37
23,2
44,1

2,5 55,3 52,87
59,2
123,2

5 1241 122,80
1211




