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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva antiogitiaaktivitou a obsahem polyferiol pribéhu
procesu sladovani. Teoretickast popisuje vyrobu sladu, latky s antioXidiapovahou a
také moZznosti, jak polyfenolické latky ve sladunswat. V experimentalnéasti byly ana-
lyzovany vzorky jémene a sladu v jednotlivych fazich vyroby. Bylo y@deno nsieni
pro stanoveni celkové antioxittd aktivity metodou DPPH a obsahu celkovych polgién

metodou Folin-Ciocalteauovytiinidlem.

Kli¢ova slova: jgmen, slad, polyfenoly, antioxidai aktivita, spektrofotometr

ABSTRACT

This thesis deals with the antioxidant activity gralyphenol content during the malting
process. The theoretical part describes the pramuof malt, substances with antioxidant
character and ways of polyphenolic substancesaemtalt to determine. In the experimen-
tal part were analyzed barley and malt in varidages of production. Measurements were
taken for determination of total antioxidant adgMby DPPH and total polyphenol content

by Folin-Ciocalteau agent.

Keywords: barley, polyphenols, antioxidant actiygpectrophotometer
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UvoD

Jemen je jednoleta rostlina gati do roduHordeum Je setéa hil na ja&e (je&émen jarni),
nebo na podzim (f@gnen ozimy). Pro vyrobu sladu se pouziva vyhtge@imen jarni, ozi-
my se uplatuje zpravidla jako krmivo. Eelem sladovani je vyrobitizenym klgenim
jeémene slad, vémzZ budou obsazeny ebné enzymy, aromatické a barevné latky ne-

zbytné pro vyrobu mladiny a nasleédmc¢eného druhu piva.

Protoze polyfendim je v potravinégském pfimyslu vSeobechvénovana stale &sSi pozor-
nost, je delné zkoumat z tohoto hlediska také pivo a suropiryjeho vyrobu. Na polyfe-
noly z je&ného sladu nebo z chmele jegines mnoho pivovarnikpohliZi jako na slozky
spiSe rusivé, protoze dite skupiny polyfenal podporuji tvorbu nevratnych zakale vy-
chlazeném pivu. Polyfenolické latky, jako nejSs&upina antioxidarit v pivovarstvi, ale
také brani procesu oxidiaich zne¢n bchem chmelovaru a skladovani. Fenolickym &ku
ninam obsazenym obetn obilovinach, je ¥novana pozornost hlagrpro jejich antioxi-
datni vlastnosti, které pozitivnpasobi na lidské zdravi. Mohou se podilet na ochpied
Skodlivym pisobenim reaktivnich forem kysliku, a to zejménanyoch kyslikovych radi-
kala, které jsou psobenim antioxidaftzhaseny. Volné radikaly jinak napadajnt bui-

ky a mohou zfysobovat vazna onemainri, wetré kardiovaskularniho a rakoviny.

Slad a sladovnicky fgnen obsahuje celatadu chemickych latek s antioxittd aktivitou,
je bohaty na fenolové kyseliny a flavonoidy, obseZélavi v obalovychéastech zrna.
Mimo jiné obsahuje také kyselinu fytovou a askodngvmelanoidiny a ¢které enzymy,

jez se podili ndasti z celkové antioxidai aktivity.

Cilem prace bylo za#tit se na stanoveni antioxittd aktivity metodou DPPH (1,1 dife-
nyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)-hydrazyl)). Dale analyz doplnit o metodu Folin-
Ciocalteauovynginidlem, ktera stanovi celkovy pet polyfenolickych latek.
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1 VYROBA SLADU

Slad je jednou ze zakladnich surovin pro vyrobwapileho kvalita ovlituje proces tech-
nologie vyroby piva a ma&tejni vyznam i v docileni pozadovaného chemickébesi,

organoleptickych vlastnosti a koloidni stabilitgdiniho vyrobku. [1]

1.1 Jarni sladovnicky jeémen

vvvvvv

V CR se jémen gstuje od roku 1227, v této dblse pouzival aleipvazm pro vyrobu
krup, chleba a jen jako vedlejSi surovina pro virgiva. [1] Koncem 19. a gatkem 20.
stoleti ziskaly fivodni ¢eské odiidy sladovnickych jgmeni pro své vynikajici vlastnosti
vyznamneé postaveni. Po pSenitindsi j@menceské rostlinné vyrabnejwtsi hrubé trzby
a pedstihujerepku. Z hlediska ekonomiky, kde se spojuji jehookgsceny a powiné
nizké naklady, je po maku, bramborach a cukrovodipbu s nejvysSsi rentabilitou. [2]

Obr. 1:Hordeum vulgard.. [3]

—

Pro sladovnicky j&men jsou nejvhodijSi urodnécernozen¥, degradovanéernozend a
hnédozeng. V¢asné zaloZeni porostu jéldzité pro dosazeniéptitelského cile. S opozd
nim vysevu dochazi nejen ke snizeni vynosu, akakig@odil pedniho zrna a zhorSuje se
sladovnicka jakost. Sladovou hodnotdneene mohou ovlivnit i §stitelska opaeni, na-
priklad hubeni chorob a hnojeni. Jedna se zejménsaforf ktery zabezeje nizky obsah
bilkovin, vySSi extrakt, vy$Si enzymatickou aktivd még pevné siny burek, coz je di-
lezité pro rozludni. Zasoba fosforu vigé by se mdla pohybovat okolo hodnoty 90
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mg-kg". Draslik pozitivié ovliviiuje podil gedniho zrna, hmotnost tisice zrn a obsah bil-
kovin. Literatura uvadi zasobu drasliku &dp 230 mg-kg a hdciku 200 mg-kg. [5]
Nejvice problematickym prvkem je dusik, proto jénvievhodné stanovit Nminied setim.
Celkova davka dusiku by neta presahnout 50 kg-Hav obiln&ské a bramboiéké vy-
robni oblasti 70 kg-fa F¥i volb& hnojiv davame # preds&ovém hnojeni i i dohnojeni
prednost formam kapalnym (DAM 390). Dobriigiup Zivin nizeme jémeni zajistit pe-
devsim volbou spravné&gdplodiny. Nejastji se publikuje, Ze byigdplodinou nily byt
organicky hnojené okopaniny jako je cukrovka, ke, ¢i brambory. [6] Vedle fpdnich
podminek se vyznandnna sladovnické kvalita vynosu projevi i klimatické podminky,
zvlase aktualni pibéh patasi v daném kmiku. Pibéh patasi se fisuzuje nejmé 2/3

podil na vysledku daného roku. [2]

Rozsah osevnich ploch této plodiny, zejméndsiatiku roz&ovani poli osetycliepkou
nebo kukiici, v poslednich letech klesa. V roce 2011 bylkzgkva plocha 271 972 ha.
Oproti roku 2010 to znamenalo pokles o 6 746 ha(§,5 %). Naopak vyrazrepsi byly
vynosy. V roce 2011 se z jednoho hektaru sklidi@b4tun, zatimco vigdesSlém roce to
bylo jen 3,91 tun. [7]
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Tab. 1: Sklizé je¢mene jarniho v roce 2010 a 2011 podlekfd]

. . . Plocha v hektarech | Vynos v t/ha Sklizef v tunach
Uzemi, kraj
2010 2011 2010 | 2011 2010 2011

Ceska republika 278718 |271972 (3,91 4,95 1088670 (1345940
HI. m. Praha 1786 1975 4,57 5,59 8170 11032
Stredocesky 52461 53498 4,11 5,06 215 365 270769
Jihocesky 22 544 19174 3,46 4,65 78 005 89 135
Plzensky 14741 13508 3,5 4,64 44 617 62 621
Karlovarsky 2181 3542 3,47 4,66 7 572 16 504
Ustecky 18 092 20718 4,18 5,06 75638 104 893
Liberecky 2920 3243 3,56 4,6 10 387 14919
Kralovéhradecky 8 818 8 894 4 4,93 35251 43 828
Pardubicky 17 410 16 349 3,7 4,81 64 465 78 656
Vysocina 42 736 38 845 3,47 4,67 148 396 181571
Jihomoravsky 38 765 36 888 3,96 4,93 153 525 181711
Olomoucky 34 827 34 185 4,36 5,37 151 988 183 637
Zlinsky 9323 8 085 4,4 5,37 41 029 43 391
Moravskoslezsky 14114 13 069 3,84 4,84 54 262 63272

1.1.1 Morfologie a anatomie j&mene
Rostlina j€mene je tvéena kdenovou soustavou, stéblem, listygtem a plodem.[1]

Kofenova soustava z nasSich obilovin tvd jecmen nejvysSi peet zarodeénych kdinka
(4-10, neastiji 5-6).

Stéblo- je tvdeno ze 4 — 8lanki odclenych koleny a ddista az do 130 cm. Spodta-

nek stébla je kratSi a nasledujici je vzdy delsi.

Listy — jsou postaveny ve dvdadach nad sebou. Na velikosti plochyiliat stébla je za-

visly vynos.

Kvétenstvi a ket — kvétenstvim je sloZzeny neétweny klas. U dvotadého jémene se vy-

vine vzdy jen prosedni kvitek zeit kvitka. Kvitek je chragn na vigjSi stra vypouklou
pluchou a na vnihi pluskou. Plucha vybiha v dlouhou osinu. Osiny selké¢asti &astni

fotosyntézy a transpirac&imz ovliviwiji vynos zrna a dehydrataci obilky ve fazi zréani.

Plod— plodem jémene je obilka, ktera je sloZzena #iecasti: obalu, kiiku a endospermu.
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- Obalové vrstvy tvii na hbetni straa plucha, na Bsni strag pluska, pak nasleduje
oplodi a osemeni. Zaujima 8 — 14 % hmotnosti zrichrani kléek a endosperm
pied nadmirnym vysychanim, mechanickym poskozenim a mikrolmalnapade-
nim.

- Zéarodek je Ziv&ast obilky a ze sladského hlediska m& velky vyznam. Vychazi
z reho veskeré podity k tvorbe enzymi, potebnych k hydrolyze slozitych zasob-
nich latek dlezitych pro kléeni a tvorbu extraktu.

- Endosperm tvh nejwtSi ¢ast obilky a sklada se z aleuronové vrstvy a Skrébo
endospermu. Aleuronovd vrstva je uraist pod osemenim a je sloZena
z hranolovych bukk uspdadanych wadach. Tyto boky obsahuji bilkoviny, tuk a
casténe¢ i Skrobova zrna. #dosazeni podminek pro zahajentétii je aleuronova
vrstva aktivovanaustovymi regulatory (hormony). Vi endosperm tvo ten-

kos€nné buiky, ve kterych je uloZen Skrob. [8]

1.1.2 Péstitelské a sladéské vlastnosti

U sladovnického jamene se posuzuji nejergpitelské vlastnosti, tedy vynos, odolnost,
naranost, ale zejména slagéé vlastnosti, tj. chemické slozeni a vhodnost \pnmbu
sladu. Tyto vlastnosti se roddji na fyziologické, mechanické a fyzik&chemické.

Z fyziologickych znak je dilezita klcivost a kiItiva energie, které udavaji procentualni
podil zrn schopnych vykiit za stanovenych podminekéhem 3 az 5 din [9]

Z mechanickych zndkjsou nejdilezitéjSi objemova hmotnost 1 hl, absolutni hmotnost
1000 zrn, podil zrn nad sitem 2,5 mmiadevsim odrdovacistota a homogenita dodava-
zrn ¢i zrn se zah&dlymi Spickami, kterd mohou bytgyodcem samovolného n&mvani
piva (tzv. gushing). [11] Zrno vhodné pro vyrobadih ma byt zdravé, &tle Zluté, leskle,
se slamovou wni. Zeleno-modréi bila zrna jsou nedozrala a maji hedsilkovin, hréda-

vé pluchy zase $d¢i o opoz@né sklizni a napadeni houbami. Zatuchidd/znamena

nizkou klgivou energii. [8]

Jakost zrna sladovnickéhaijeene se posuzuje na zalkladSN 46 1100-5, ktera plati od
1. 1. 2006. Hodnoti sectiBi paet specifickych znak které jsou vyznantnovliviiovany

pribéhem pd&asi a agrotechnikou.
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V tabulce jsou uvedeny poZadavky nénjen i nakupu,CSN 46 1100 pro obili potravi-
né&ske,cast 5: Jemen sladovnicky.

Tab. 2: PoZzadavky nagmen i nakupu [12]

Parametr Limit (hm. %)
obsah vody max. 15,0
pfepad nad sitem 2,8 mm min. 85,0
prepad nad sitem 2,5 mm min. 70,0
pfimési sladafsky nevyuzitelné max. 3,0
zrno mechanicky poskozené max. 3,0
zrno fyziologicky poskozené max. 1,0
pfimési sladarsky ¢astecné vyuZitelné max. 6,0
zahnédlé Spicky max. 3,0
obsah bilkovin 10,0-12,0
klicivost 96,0 — 100

Kosa' a Prochazka uvéf nasledujici pozadavky na sladovnickyrjeen: [1]

- vysoky vynos zrna 6,5 — 7 tun-ha
- pocet produktivnich odnozi 2 — 2,5
- pccet zrn v klasu 18 — 20

- hmotnost 1000 zrn 42 — 46 g

- vhodné biologické vlastnosti

- pomer zrna ve slam1:1,5

- vySka rostliny 70 — 80 cm

- odolnost proti poléhéni

- délka vegeténi doby 90 — 105 dn
- vysoka suchovzdornost

- rezistence proti chorobam

- obsah Skrobu 60 — 65 %

- obsah bilkovin 10 — 11 %

Cena zrna jamene na trhu sddi mnoZstvim nabidky a poptavky a je dana dohodeni
obchodnimi partnery. U sladovnickeha@rneene nize byt uplatdn srazkovy systém ze

zakladni ceny. #zhorSenych jakostnich znacich se sradit@f6 z ceny. [5]
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1.1.3 Ukazatele sladovnické jakosti (USJ)

Ve vyzkumném Ustavu slatském v Brié jsou kazdordn¢ sledovany technologické para-
metry u celého sortimentu adl sladovnického famen fiblizné od 30. let 20. stoleti.
Vzorky sledovanych odd jsou odebirany vzdy zkolika statnich odrdovych zkuSeben.
VSechny vzorky jsou mikrosladovany za stejnych pidik. Zrno jémene, slad a sladina
jsou analyzovany podle mezinareédmenavanych metod (EBC, MEBAK). Pravid&ljsou
sledovany technologické parametry: extrakt v suiSiadu, relativni extraktip45 °C, Kol-
bachovocislo, diastaticka mohutnost, dosazitelny stupeokvaseni, obsaf-glukam a
friabilita. [1]

V ramci USJ se podle Kosaa Prochazky hodnoti tyto znaky: [1]

- Obsah dusikatych latek obilce nesladovanéhoc¢mene — optimalni hodnoty se
pohybuji v oblasti 10,7 — 11,2 % v suSin
- Obsah extraktu v su&irsladu— charakterizuje obsah latek, ktef@jdou ze sladu

uzarénim infuznim rmutovacim postupem do roztoku, zanopin jsou povazova-
ny hodnoty vySSi nez 82 %, jsou registrovany idgrs obsahem 83 %.

- Kolbachovogislo — poner rozpustnych a celkovych dusikatych latek ve shaga-

dieny v %, hodnota se pohybuje kolem 40, vy&azysSi hodnoty jsou nezadouci.
- Diastatickd mohutnost v sodasné dob vSechny sladovnické oty dosahuji op-
timélnich hodnot nad 250 j-W- K. (jednotky WindisehKolbacha).
- Dosazitelny stupeprokvaSen+ optimalni hodnoty nad 82 %.
- Friabilita (k'ehkost)- optimalni hodnoty kolem 85 %.
- ObsahB-glukani ve sladig — optimalni hodnoty do 150 mg:IHodnoty nad 200

jsou povazovany za nezadouci. V &sné dob je registrovano jengkolik odrid,

které jsou schopny pozZadavku na nizky obsah wthov

1.1.4 Doporuéené odmdy 2011

Podob jako v jinych zemich Evropské unie iGeské republice jsou vytigny Seznamy
doporienych odiéid hlavnich polnich plodin, jejichZ cilem je usnddmniivatebm orienta-
ci v sortimentu nabizenych agf a poskytnout jim objektivni a nezavislé informaced-

radach a jejich vhodnosti prasgtebni podminky Ceské republice. Oddova skladba se
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neustale rni. Aktualni Gdaje je mozno ziskat v kazdawvydavanych zpravach Ust-
niho kontrolniho a zkuSebniho Ustavu 2déského v Bri. [7]

Odridy jemene jsou nejprve hodnoceny v ramci regtstitao fizeni Ustedniho kontrol-
niho a zkuebniho Ustavu z&ddského (UKZUZ). Po usgném ukoteni gchto zkousek
muze majitel gihlasit odiadu do zkouSek pro Seznam dopmmych odiid. Now registro-
vané odiidy mohou byt zé&azeny do seznamu jakdeplkEzn¢ doporiené na zakladmi-

nimalre téiletych zkouSek. Dopotigné mohou byt oddy na zaklad minimalre zkouSek

Ctyiletych.

Volba odfidy je dana pedevSim poZadavky zpracovatele, pro kterého budmatiukci
péstujeme. V regionu stdni Evropy pdt mezi nejgstovargjsi a nejvyznamgjsi odiiidy

sladovnického jgmene Malz, Bojos, Kangoo a Radegast. [13]

V sowtasné dob je Malz nejvyznamgsi a nosnou sladovnickou d@diou vCeské republi-
ce. V letech 2010 a 2011 byla n&jpovarjsi oditidou jarniho jgmene vCeské a Sloven-
ské republice. Ma vysovou kvalitu a je dopotien Vyzkumnym Ustavem pivovarskym a
sladaskym pro vyrobuCeského piva. Malz je nosnou édou pro Sladovny SouffletR,
a.s., Plzasky prazdroj, ale i présadu dalSich tuzemskych a zaheaich sladoven a pivo-
vani. V sowasné dob se Malz vyvazi do Bimecka, Polska, Rakouska, §ska a na
Slovensko. Vyznamny podil maji také ady Bojos, Kangoo, Blanik, Radegast, Prestige a
Sebastian. Idedlni foch patasi roku 2011 il predevsim odiddm Bojos a Sebastian.
Odrida Sebastian vynika vysokym produktivnim potenaéstébel a tento znak si udrzu-
je i pii horSich @dnich podminkach, samiegneé za gedpokladu ¥asného a dostatecho
hnojeni dusikem. Z viceletych vyslédkyplyva vyssi vynosovy potencial mladSich tir
VvV porovnani se starSimi agfami Prestige a Malz.

V roce 2012 bude Malz nejstovarjsi odfidou jarniho jemene vCeské a Slovenské
republice a v Md&arsku, s moznosti prodeje na mistni trhy, alesrsgnou moznosti vy-
vozu. [13]
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V tabulce jsou uvedenykteré dalSi dopokiené odiidy pro rok 2011.

Tab. 3: Doportiené sladovnické otdy 2011: [11]

Nazev odridy Odradova charakteristika

- vynos predniho zrna v oSetfené varianté v obilnarské oblasti vysoky
ADVENT v ostatnich oblastech a variantach stfedné vysoky az nizky

- rostliny stfedné vysoké, zrno stfedné velké az velké

- vynos predniho zrna v oSetfené varianté v kukuri¢né a v feparské oblasti
AKSAMIT stfedné vysoky, v obilndfské a brambordiské vysoky

- rostliny stfedné vysoké, zrno malé

- vynos predniho zrna v kukufi¢né a obilnarské oblasti stredné vysoky,

v feparské a bramborarské oblasti stfedné vysoky aZ vysoky
AKTIV

- rostliny stfedné vysoké az vysoké, nachylné k poléhani, zrno stfredné velké
az velké

- vynos predniho zrna v oSetfené varianté v obilnarské a bramborarské
BLANIK oblasti vysoky, v ostatnich oblastech a variantach stfedné vysoky

- rostliny stfedné vysoké az vysoké, zrno stredné velké az velké

- vybérova sladovnicka kvalita, preferovana témér vsemi sladovnami, dopo-
BOJOS ru¢ena pro vyrobu Ceského piva

- rostliny stfedné vysoké az vysoké, zrno stfedné velké

- vynos predniho zrna v neosetiené varianté ve vsech oblastech stfedné
KANGOO vysoky, v oSetfené varianté ve vSech oblastech vysoky

- rostliny stfedné vysoké, zrno stfedné velké azZ velké

- vynos predniho zrna v neosetiené varianté v obilnarské oblasti nizky,
RADEGAST v ostatnich oblastech a variantdch stfedné vysoky

- rostliny stfedné vysoké az vysoké, zrno stfedné velké az velké

- vynos predniho zrna v neosSetfené oblasti v kukuri¢né a reparské oblasti
SEBASTIAN nizky, v oSetfené varianté v obilnafské a bramborarské oblasti vysoky

- rostliny nizké, zrno stfedné velké az malé

- vynos predniho zrna v oSetfené varianté v fepaiské, obilnarské a brambo-
rarské oblasti vysoky, v ostatnich oblastech a variantach stfedné vysoky az
vysoky

rostliny stfedné vysoké, zrno stfredné velké

XANADU
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1.2 Proces sladovani

Proces vyroby ve sladovnach Ize z hlediska jednathi fazi rozdlit na ti Useky, a to ma-
¢eni, kliceni a hvozdni. [14] Cilem sladovani je vyrobit procesemckhi a hvozéni
Z jeémene slad, obsahujici pebné enzymy a aromatické latky i barevné latky pwb

pro vyrobu uéeného druhu piva.

Pred zahajenim vyroby sladu je nutno zohlednit, fe j@meny nejsou schopny kratce po
sklizni poskytnout kvalitni slad. @odem je vstup obilek do dormance, kdy obilky Spatn
a nevyrovnaa kli¢i. Sklizeny sladovnicky fjamen musi tedy nejprve fyziologicky dozrat.
Béhem dozravani jeudezitd vymeéna vzduchu aifstup kysliku. Poskligové dozravani
sladovnickych jémen trva 4 az 5 tyda. [10, 15]

1.2.1 Maceni jemene

Cilem m&eni je zvySeni obsahu vody ¥igm zrnu z 12 — 15 % na 42 — 48 %. ZvySeni
obsahu vody v zrnu vede k zahajeni enzymatickyakaiea kléeni zrna. Dosazeny obsah
vody se nazyva stupedomaeni a liSi se podle typu vyré&tého sladu. Technologicky
vyznamnym efektem je vypranicjpene, kdy se z&pvyluhuji barevné a h@e latky, ky-
selina kemkita a bilkoviny z pluch. Tyto latky jsou nezadoymiptoZe zhorSuji senzoric-
ké vlastnosti piva a podporuji tvorbu zakalu v pi8amotné m#ni probiha v ocelovych
naduvnicich, &Sinou maji valcovy tvar s konickym dnem se sklon&n®, aby se mohl
sama@inn¢ vyprazdnit. Namé&eci naduvnik se naplini asi do jedné poloviny voalgaimen

se ze zasobniho koSe spusti do naduvniku. U viEsodi m&eni je vzdy prvni méeci
voda znané zneisténa, rychle se z ni ¥erpava kyslik a musi byt brzy vgmena.

NejbeznejSi je zpisob méeni s provzdutovacimi gestavkami. Mé&eci voda se podle
moznosti jeden a#ikrat vyménuje. Mezi kazdym napouStim se dla prestavka 4 az 6

hodin, aby se zrno déd provzdusnilo. [1]
1.2.2 Kliéeni je¢mene

Kli¢eni je fyziologicky proces,ipkterém se v zarodeé casti zrna vyvijeji zarodky kin-
ku a listh za vyuziti zasobnich latek v endospermu.é@e@ se ngni i vnitini znaky zrna.
Pisobenim enzyin se Spi rezervni latky a zvySuje se rozpustnost a kisiitst endo-
spermu. Z enzyfhmaji nejétsi technologicky vyznam fosfatasy, cytasy, profeagie-
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devSim amylasy. Fosfatasy napomahaji k tomu, abgtsat ziskal kyselou reakci, ktera je
duleZit4 procinnost ostatnich enzyim Cytasy poméhaji Zfstupnit zrnka Skrobu a mole-
kuly bilkoviny uzawené v bikach endospermu. Amylasy sé gliceni aktivuji i tvdi.
Jejich misobenim se &pi rezervni Skrob endospermu na maltosu a glukdstg jsou déale
metabolizovany za tvorby energie f®kiné pro Zivotni procesy zrna. Skrob je zdrojem
energie pro zarodek &lbem sladovani je asi 5 — 6 % Skrobu odbourano kiycve sladu

je z cukif pritomna glukosa, fruktosa, sacharosa a maltosa. BEbem kleni je asi 35 —
40 % bilkovin pevedeno do rozpustné formyijtpm vznikajicinnosti peptidasiedevsim
nizkomolekularni sloteniny (aminokyseliny a oligopeptidy). Teplota ob&avliviiuje
priabéh vSech enzymovych reakci. Optimalni podminky padasské kleni j@&mene jsou
pii 14 az 18 °C v hromad dilezity je zejména ifistup kysliku, aby bylo zaji&o inten-
zivni dychani zrna. [10] Koreym produktem ktieni je zeleny slad, ktery ma mit zdravou

vani, mirre zavadlé kéinky, sprave vyvinutou stelku a ma byt rozlusn.

Sladovaci zézeni Ize rozdit na klasicka a moderni. Do klasickych igeli humna, mezi

moderni systémy, pneumatické, ijpdinka posuvné hromady, ndklad systém Lausmann.

[1]

Humnova sladovna humnova sladovna mé&tginou rékolik pater. Maji obvykle humna

s chlazenim, které je zabudovano v podlaze, coZam® \&tSi zatizeni humen a Ize dodr-
Zet @iznivgjSi podminky pi kliceni. Vzduch na humnech ma vysokou relativni vihkost
kterd zamezuje vysychani hromad i@dasnému zavadani zeleného sladu. Nevyhodou
humnovych sladoven je velky obestay prostor a i fes pouzivani mechanizace zde stale

pievazuje namahavadui prace.

Linka posuvné hromady je zd&izeni, kde je denni Sarze pomoci obéacgemig’ovana

od vym&eciho pole k nastu na hvozd. Vyrany slad je kvalitni, ale na Ukor \w#nosti,

homogenity a vySSiho poskozeni zrna.
1.2.3 Hvozdéni je¢émene

Cilem hvozdni je sniZzeni obsahu vody ve sladu pod 4 %, zastaxegetanich pochod

pii zachovani odpovidajici enzymové aktivity a vya chu’ovych, barevnych a oxido-
redulkénich latek tveicich charakter sladu. Toho se dosafimenych a Setrnym suSenim
pii teplotdch 60 az 80 °C. Zeleny slad ma vysoky loh&aly a neni na rozdil od hotového
sladu skladovatelny.
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Pri suSeni a hvozahi se z hlediska chemickych a biochemickyclEzii faze:

- Ristova faze- obsah vody na 20 %, teplota do 40 °C, zrnohepmeé dale kdéit.

- Enzymova faze- obsah vody poklesl pod 20 %, teplota mezi 46(%C, zastaveni

veget&nich pochod, ale enzymoveé reakce pokugi. [17]

- Chemickéa faze- obsah vody pod 10 %, teploty nad 60 °C, zastagamymoveé re-

akce, probihaji enzymové reakce vedouci k tvdrbrevnych a chiovych latek.
[10]

Béhem procesu se dni disperzita u vysokomolekularnich latek a nastéaa@gulace uii-
tych frakci, coz ma vliv na cliupénivost a koloidni stabilitu piva. idezité jsou zrany
enzymi odbouravajici Skrob: obsakamylasy se &éhem gedsouSeni zvySuje az o 30 %,

ale @i dotahovani klesa naipodni hodnotu v zeleném sladu.

e

K nejdilezitejSim reakcim Bhem hvozdni pati tvorba chtiovych a barevnych latek. Tyto
latky tvaii charakter sladu, jehaimi, chu’ a barvu a oxidoredwki schopnostiRada che-
mickych reakci, zvanych Maillardovy reakce, vedewygdhozich hexos a aminokyselin
pies rEkolik meziproduki az k tvorkt melanoidirii. [17] Bezdusikaté barevné aromaticke
latky vznikaji @i hvozdni karamelizaci sacharidickych slozZek fermickém &tpeni cuk-
ra, enzymovou oxidaci za vzniku melafia neenzymatickym Rdnutim. [18] Pro tvorbu
téchto latek je pedpokladem hluboké rozgteni polysacharida bilkovin hem klgeni
jeémene. Melanoidiny, melaniny, karamelimad produkty i ostatni barevné a aromatické
latky maji koloidni charakter a chrani slozky kdioich roztoki va¢i zménam disperzity.
Dale maji tyto latky oxidoreduki viastnosti,éimz zlepSuji koloidni stabilitu a nakonec

svym zabarvenim vytw¥@ji typickou barvu sladu a 2imo vyrobeného piva.

Na hvoza@ni navazuje odkdiovani sladu, i némz se slad zbavi kimka (sladovy kwt),
poSkozenych zrn a prachu. Odklny slad je automaticky vazen, a uskiain do mani-
pulaniho sila a teprve podle analytickych rozibge uskladgn do sil, kde se necha 4 az 6
tydni odlezet. Fitom se mirg zvySi vihkost sladu, dochazi ke zméni pluchy a fyzikal-

néchemickym zminam v endospermu, které pak usngtzpracovani v pivova. [1]

Pred expedici je nutno slad zbavit zbytirachu, né&stot a oloupanych pluci€isténi sla-
du se provadi na le8te. Slad je dle pozadaklodkErateli expedovan vokalozeny, pro

mensi a speciélni odiatele pytlovany. Pytlovany slad je proti navihnclirdrén uvnitt
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pytle polyetylénovou vioZkou. Slad je dopravovatyasgpecialnimi Zeleztihimi vagony,

kontejnery a do zanitblodni dopravou. [1, 10]
1.2.4 Sladovnictvi vCR

Sladovny vCeské republice vyrobily v roce 2011eg 520 000 t sladu, coZ je o 4,2 % vice
nez v roce 2010. Vyvoz sladdeulstavoval v laském roce vice nez polovinu jeho tuzem-
ské produkce, do zahra&himitilo témei 279 000 tun. Nejvicéeského sladu se vyvazi do
Polska, druhym nejvyznamy8im odkEratelem bylo Rumunsko, za nim nasledovale N
mecko.Cesky slad se vyvazi celkem do 45 ze@idsko pati mezi Sest nejtsich vyvozé

sladu v rdmci Evropské unie. [19]

Nejvétsim producentem jsou Sladovny SouffliR, se sladovnami v Nymburce, Kret

Zi, Hodonicich, Prosgjov¢ a Litovli, jejichZ vyrob&inila pres 310 000 tun sladu.

Graf. 1: Vyroba a vyvoz sladu (1950 — 2011) [19, 20
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1.3 Déleni sladi

Slady nizeme dlit podle rékolika kritérii. Nefastji se klasifikuji podle zfisobu vyroby

a vlastnosti, podle barvy a také podle druhu péudiiininy.
1.3.1 Slad¢esky (plzaisky)

Vyrabi se z jgmen s nizkym az sednim obsahem bilkovin. Pro vyrobu je charakteristi
ké m&eni zrna na vihkost 42 — 45 % Rvozdni se pedsousi p teplot 40 — 50 °C po

dobu 12 hodin, az do poklesu obsahu vody na 10d¥. $& dosousi dalSich 12 hodifi; p

¢emz poslednich 5 hodin se udrzuje dotahovaci e@otC. [10]

1.3.2 Slad bavorsky (mnichovsky)

Bavorsky slad se pouziva k vyroextraktivrejSich piv. Je charakteristicky svou barvou,
vyrazrejSim aromatem¢ehoz se dosahne vyrazhlubSim rozlugnim gi klic¢eni. Vyrabi
se z jémene, ktery ma obsah bilkovin 12 % a vice. Zrnmé& na vysSi vihkost, 46 — 48
%. Je odlisa hvozdn, s cilem je&t podpdit tvorbu melanoid a je dotahovanipteplo-

tach okolo 105 °C. Obsah vody se pohybuje kolem 2 %
1.3.3 Slad vidaisky

Tvori prechod mezi sladenseskym a bavorskym, svymi vilastnostmi se vS#bkliguje
sladu¢eskému. Dotahovaci teplotu mé vyssi nez &testty. [10]

1.3.4 Specialni slady

Mezi specialni slady gitame slady diastatické, karamelové, barvici a iggén Vyroba

speciélnich sladg¢ini asi 5 % z celkové produkceGeské republice. [1]

Slad diastaticky- k vyrol® se pouziva &sSinou j&men s vysSim obsahem bilkovingJe

men se sladuje s vySSim obsahem vody, 46 — 48i ¥izkych teplotach do 14 °C &ip

delSim vedeni hromady 6-8 dni. Slad se hvo#dhigkych teplotach za maximalniho tahu
hvozdu. Dotahovaci teplota u diastatického sladaesghne 65 °C, vlaha sladu se pohy-
buje okolo 6 %. Jamen s vy$Sim obsahem bilkovin da¥édpoklady vyssiho obsahu en-
zyma a tento efekt se j@ShavySuje pouzivanimdenene s nizSi absolutni hmotnosti zrna.

Tak se dosahne toho, Ze na jednotku hmotnastigee je vice obilek, které&isladovani s
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vySSim obsahem vody a déleckliné poskytnou zeleny slad s vysokou diastatickoutio
nosti. Setrnym f@sousenim a nedotaZenim sladu se ochrani amyi@lgita sladu.

Slad karamelovy je charakteristicky vysokym obsahem cylkaromatickych a barevnych

slowenin. Surovinou je zeleny slad, ktery seclha 45 % vody, aby seigahrivani vy-
tvorilo dostaténé mnozstvi vodni pary. [6] Ta je pelbné pro ztekuceni a zdeki endo-
spermu pi 70 — 75 °C. Nasleduje proces karamelizace pghe $ladu, pro sily je teplo-
ta 120 - 130 °C, pro polotmavy 160 °C a pro tmagg aC.

Slad barvici— pouZziva seip vyrob¢ tmavych piv bavorského typu. Slad je enzymaticky

inaktivni, veSkeré charakteristické vlastnosti jsdmy pouze chemickymi reakcemi.

Slad pSeriiny — pouZiva seipvyrob¢ specialnich (tzv. bilych) piv, nebo v pekarendtij.
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2 CHEMICKE SLOZENI SLADU

Analytické ukazatele,diné pro cerealni materialy, (suSina, Skrob, bilkgyise obvykle
stanovuji jen ve sladovnickémcjaenu, nikoliv v samotném sladu.cdeen obsahuje 80 —
88 % susiny a 12 az 20 % vody. SuSinuritwrganické dusikaté a bezdusikaté sminy
a anorganicke latky. [21]

Tab. 4. Chemické slozeni obilky¢jmene [1]

Obilka [%]
SACHARIDY
skrob 60— 65
nizkomolekularni sacharidy
sacharosa 1,2
rafinosa 0,3-0,5
maltosa 0,1
glukosa 0,1
fruktosa 0,1
neskrobové polysacharidy
hemicelulosy:
B-glukany 3,3-4,9
pentosany 9
celulosa 4,7
LIPIDY 3,5
FOSFATY
fytin 0,9
POLYFENOLY 0,1-0,6
DUSIKATE LATKY 9,5-11,9
rozpustné dusikaté latky 1,9
albuminy, globuliny 3,5
hordeiny (prolaminy) 3,4
gluteliny 3,4
MINERALNI LATKY 2

2.1 Anorganickeé a organické latky

Skupinu organickych latek v zrnu¢jaene pedstavuji pedevsSim sacharidy, které @0
% hmotnosti jéného zrna. Nejvice zastoupenou jednotlivou sloj&dikrob. Je rezervnim
polysacharidem a zasobarnou Zivin prasdd#i v dok jeho kliceni. Vznikd enzymaticky

z jednoduchych sachatidv procesu asimilace GO[22] Kvalitni odiidy sladovnickych
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jeémeni obsahuji 62 — 65 % Skrobu v suSinvétSina j&mennych Skrob, stejré jako
ostatni obilni zrna, obsahuji &zakladni slozky, a to amylosu a amylopektin.

Nizkomolekularnich sachaficobsahuje zrno ve srovnani s polysacharidy podstagtt.

V Kli¢cich jsou zastoupenyigdevsim sacharosa a rafinosa. Maltosa, glukosakéo$a
jsou gitomny hlave v endospermu. Celkové mnozZstvi nizkomolekularrdekni i po-
meérné zastoupeni jsou zavislé na stupni zralosti.zlgameny obsahuji 10 — 14 % ne-
Skrobnatych polysachafidako jsou celulosy, hemicelulosy a lignin. [21]adhi sloZkou,
ktera plni funkci stavebnich latek v lignych sénach jsoup-glukany. Obsalg-glukani
ve sladi pitimo souvisi s enzymefirglukanasou, ktera hraje vyznamnou rdii gepoly-
meraci j€néhop-glukanu i sladovani. [1] Enzynfi-glukanasa se v §eneni nevyskytuje,
aktivuje se az ip kli¢eni. Jeho aktivita se zvySuje jizi pn&eni, vysSim obsahem vody a
vySSi teplotou P kliceni. Obsahp-glukanmi v jecném zrnu kolisa od 2 % do 11 %

v zavislosti na odide, a na idné klimatickych podminkach.

Lipidy jsou obsaZenyipdevsim v aleuronové vrstw pluchach a asi jedngetina z celé-
ho mnozstvi je v kéku. [23] Ri sladovani s€ast&n¢ spotebuji v ramci latkové vygny

pii dychani, pevazn&ast vSak éstava ve sladovém mlatu.

Fosfaty jsou asi z poloviny tveny fytinem. Fytin je ester kyseliny fosféreé a inositolu.
Fosfaty maji dlezity fyziologicky vyznam pro kéek. Podileji se ip udrzovani pH §

kliceni, ale i v mladid a v pivu. [1]

Dusikaté latky také patmezi vyznamné slozky organickych latek. Jejiclsadhy ktery je
velmi variabilni vlivem vijSich podminek, do jisté miry d&uje, zda je zrno vhodné pro
sladovnické Gely. Za optimum pro sladovnickydmen se poklada obsah dusikatych latek
vyjadieny jako obsah bilkovin (N x 6,25), v rozmezi 101475 %. Doporéeni CSN 46
1100-5 pak vychazi z rozmezi 10 — 12 %. [24] Vysokgah dusikatych latek v zrnig{e
mene je nezadouci, sniZzuje se extrahovatelnost dothazi k naruSeni p@&nu mezi roz-
pustnymi a zdsobnimi bilkovinami. Bilkoviny jsoti gli¢eni gednostg S€peny a doda-
vaji hlavni mnoZstvi rozpustnych bilkovin. Celkolkze dusikaté latky roztit do dvou

skupin a to jako: [1]

- dusikaté latky typu bilkovin a jejich&nych produki (aminokyseliny, peptidy,

peptony, alboumosy a pravé bilkoviny — proteiny,
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- dusikaté latky nebilkovinné povahyekteré dusikaté baze, slozky fosfatismalé

mnozstvi amid a amonnych soli).

Vyznamnou ulohu v procesu poskiawvého dozravani §nene maji aminokyseliny a pep-
tidy s SH - skupinou (glutation a cystein), kteegis'uji indukci dychaciho systému zrna a
syntézu proteii, enzymovych komplexa novych tkani. V procesu sladovani ssqbe-
nim proteolytickych enzyinendopeptidas a exopeptidas zvySuje v zrnu hlazbii@vého
aminodusiku a volnych aminokyselin.ép¢ni vysokomolekularnich dusikatych latek a
zvySovani obsahu volnych aminokyselin pckija i pi hvozdni az do tzv. enzymove
faze suSeni. Obsah bilkovin nelze zcela ovlivnibévgm odfidy, nebd vice nez 80 %
promenlivosti znaku je dano agroekologickymi podminkaogniku. [25]

Ze sladéskeho hlediska jsou velmiitkzité enzymy, fitomné jak v latentni, tak v aktivni
formé. Prevazuji zde hydrolytické enzymy (amylolytické, @olytické, cytolytické enzy-
my a fosfatasy). #sobeni enzyiin nize uvedenychid se projevuje v jednotlivych fazich
vyvoje zrna a v celém slatiko-pivovarském procesu wané mfe. Oxidoreduktasy hraji
dulezitou ulohu pi dozravani, skladovani a &ini j@mene. Transferasy jsouildzité @i
dozravani j&mene, v obdobi poskiimvého klidu a g kli¢eni. Hydrolasy maji rozhodujici
vyznam v technologii sladovani i v dalSim procegtoby piva. Isomerasy maji podobné
uplatreni jako lyasy. Podileji se na metabolismu uhlikusillu, lipich a polyfenol. Liga-
sy j&mene a sladu jsouatkzité enzymy fi biosyntéze Skrobu, bilkovin, aminokyselin,
velky vyznam maji pedevsSim viistovém procesuipklic¢eni jg&mene, tvorb korinka a
strelky. Aktivita enzynii vzrista v procesu sladovani. Nata jiz i mateni, dale prudce
stoupa az doi¢tiho dne kileni a pak se jiz #mi zvolna. K poklesu dochazi na konci
hvozcni. [1]

Anorganické latky (popeloviny) t¥d podstatd mensi podil suSiny nez organické latky.
Jejich obsah kolisd mezi 2 az 3 %. MnoZstvi jednath mineralnich latek v rostlinje
znan¢ ovlivnéno jejim zasobenim Zivinamibem fistu i zrani a podminkamitippésto-
vani. Vyznam anorganickych latek sp@ predevSim v regulaci biosyntézy vysokomole-
kularnich organickych sl@enin (Skrobu, bilkovin, nukleovych kyselin apod/glky vy-
znam maji stopové prvky obsazené &meni, nap. Zn, Mn, Cu a B, které jsouatkzité

pro ¢innostiady enzyni nebo koenzyrin [1]
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2.2 Polyfenolové latky

Polyfenoly jsou obecghoznaovany jako organické fenolické latky s vice nenma hyd-
roxylovou skupinou v molekule. [26] Z chemickéhediitka jsou polyfenolytisloviny s
vysokou molekulovou hmotnosti, ve vodebo alkoholu se zpravidla rozpatjha rozto-
ky s kyselym pH. S bilkovinami &zkymi kovy dévaji nerozpustné skmniny. [27] Feno-
lické latky maji diky své strukte schopnost tvit relativre stabilni radikaly. Tato skute
nost je zaficinéna interakci hydroxylové skupinymaelektrori benzenového kruhu. Diky
této vlastnosti fenoly mohou mit v organismideZitou biologickou roli. Rsobi jako anti-
oxidanty a z#&enuji se do fiznych oxid&nich proces, které jsou radikaly zprastdkova-
né. Za dobré antioxidanty jsou povazovany fenolisl@teniny, které maji benzenovy
kruh se d¢ma hydroxylovymi skupinami substituovany v polam¢ho. Fenolické hydro-
xylové skupiny mohou byt snadno ionizovany, latlkek pna vlastnosti slabé kyseliny a je
dobrym H-donorem i tvorbé vodikovych vazeb. Z toho pak vyplyva schopnasterych
polymernich fendl, které maji ve strukte takovychto donorovych skupin velké mnozstvi,

tvorit stabilni komplexy s jinymi molekulami. [28]
Polyfenoly mohou fisobit femi mechanismy. [29] Jako:

- lap&e kyslikovych volnych radiké| reaktivnich forem kysliku,
- jako inhibitory lipoxygenas, katalyzujicich oxidanastnych kyselin,
- jako chelatani cinidlo omezuijici penos kovovych iorit, katalyzatoi oxidainich

reakci (Zelezo, s).

Fenolické latky jsou slaieniny v girodé bézné. Jedna se o skmniny, které maji ve své
struktue benzenoveé jadro substituované alésjgadnou hydroxylovou skupinou. ddeme
je nalézt ve vSech vegetativni¢hstech rostliny. Obsah fenolickych latek v jedwytth
rostlinnych¢astech (nap listy, plody, pecky, semena) se ale vyznanigi. OdliSnosti ve
struktue a vlastnostech jednotlivych fenolickych latekujir senzorické vlastnosti mate-
ridlu i jeho vhodnost pro vyuziti v potravitsfivi a vyznamé ovliviwuji kvalitu potravin
rostlinného fvodu. [30] Fenolické latky vykazuji antioxiéla vlastnosti, maji antibakteri-
né fenoly maji dleZitou roli viadt fyziologickych proces. Mohou vystupovat n&pjako
pienaSeée elektroid, strukturni¢i impregna&ni latky nebo signalni molekuly. Mohou rost-

linu chranit ged UV z&enim nebo se podilet na lakani opykavapod. [32] Mezi rostlin-
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né fenolické latkyradime jak struktughjednoduché molekuly, takizné makromolekular-
ni polymery. Zjednoduchych fenolickych latek jsaa nag. kyselina gallova,p-
hydroxybenzoova, ferulova, kavova a jiné. Mezi g@Zpolyfenolické sloteniny pati
nagiklad strukturni polymer lignin, suberin a kutinafiklad lignin je komplexnim po-
lymerem, na jehoZz syntéze se jako meziproduktylp&gseliny p-kumarova, ferulova a
sinapova. Strukturu ligninu pak tkioalkoholy odvozené odéthto hydroxyské&covych
kyselin redukci karboxylové skupinyp-kumaryl alkohol, koniferyl alkohol a sinapylal-
kohol. [28, 31]

Jedné se o latky velmiiznorodé, jednotny systém jejickleni nebyl zatim vypracovan.
Obecnéftidéni podle potu uhliki udava Velisek.

Tab. 5: Hlavni skupiny fenolovych sléenin [33]

Zékladni skelet P°§et Skupina

C 6 |jednoduché fenoly, benzochinony
Ce—Cy 7 fenolové kyseliny

C—GC, 8 acetofenony, fenyloctova kyselina
Cs—GCs 9 skoficové kyseliny, fenylpropeny, kumariny, chromony
Ce—C3 10 | naftochinony

Ce—C1-Ce 13 | xanthony

Ce—Cy-Co 14 |stilbeny, antrachinony

Ce—C3-Cq 15 | flavonoidy, izoflavonoidy
(Ce—C35)2 18 |ligniny, neolignany

(Ce—C3-Cg)2 30 |bioflavonoidy

(C6—C3-Cg)n n flavolany

(Ce—C3)n n lignin

2.2.1 Zdravotni G¢inky

Na zdravi¢lovéka maji polyfenoly pozitivni vliv. [33] Polyfenol@vlatky maji silné antio-
xida¢ni inky, organismu neutralizuji nebezpe volné radikaly. Ty ohroZuji cévy v lid-
ském organismu a jsou rizikovym faktorem také puoiikly, ve kterych mohou vyvolat
zhoubné bujeni. Snizuji tedy riziko rakoviny, posklyochranu ped srdénimi chorobami,

protoZe snizuji tvorbu krevnich sraZzenin. [34] 4drovad;ji, Ze rostlinné polyfenoly jsou
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v nasi potra¥ nejvyznamgjSimi piirozenymi potravnimi antioxidanty hnedka vitaminem
C. Polyfenoly, pedevsim tedy flavonoidy zlepSuji ¥sbavani skterych vitamiri a mine-
ralnich latek. V mnoha experimentalnich studiiclolgrokdzano, Ze antioxidai aktivita
mnoha rostlinnych fenolickych latek je vySSi néinak antioxidé&nich vitamiri. [35] Na-

vic se jim gisuzuji Einky antioxid&ni, antikarcinogenni, antimikrobiélni a protizéivé.

Ferguson uvadi, Ze tyto vlastnosti by mohly hyhpsem v oblasti prevence onemétina
ochrany stability genomu. [36] Antikarcinogeniinky ma flavonol katechin, epikatechin
a v posledni dabzejména epigallokatechin.[37] Katechinu jsdipigovany také &inky
protisklerotické a schopnost sniZzovat hladinu cét@lu v krvi. Kladné zdravotniciinky
vykazuje zejména flavonol kvercetin a jeho glykgsi@5]

Resorpce polyfenal probiha v tenkém a tlustémresi¢ ve forme glykosidi nebo estér.
Metabolismus je poipstupu pes stevni stnu podobny metabolismud&, kdy fenolicka
latka se vaze na glukuronovou kyselinu nebo glyeého podléha methylaci. DalSi reakce
nésleds probihaji v jatrech. Teprve aZz konjugované polgfgrse vazi na povrch LDL

castic a zabriguji tak jejich oxidaci. [38]
2.3 Sladové polyfenoly

Polyfenolové latky sladu i chmele maji vliv na axidasni aktivitu a senzorickou stabilitu
piva. Nachazeji se zejména v obalovydstech zrna a v aleuronové vistjsou tedy va
endospermu. Jejich mnoZzstvi se pohybuje od 0,1,&180susiny, zalezi to vSak na od¥
a mist pésteni. V literatde se uvadi, Zeiiplizné¢ 70 — 80 % polyfendl piva pochazi ze
sladu, 20 — 30 %ijpada na chmelové polyfenoly. [39] Zrn@neene je tvéeno [iblizné z
80 % flavanal, 19 % flavonal, 5 % fenolovych kyselin a 2 % apolarnich slenin. Poly-

fenolové latky j€mene jsou vazany v b&nych stnach s proteiny a polysacharidy.

Fenolové sloteniny byly v ceredliich nalezeny jak ve volné, talézané formi. Obvykle
volné fenolové sloteniny jsou proanthokyanidiny nebo flavonoidy, zatinvdzané slou-
ceniny jsou esteravvazané do polymérburééné sény. Z vazanych polymérje nejvice

zastoupena kyselina ferulova. [40]

Jeémen [Ffedstavuje potencial pro ve wdozpustné polyfenolové antioxidanty i dalSi re-
dukuijici latky. V pfibéhu kliceni jg&gmene dochazi enzymoveéinnosti k uvohovani poly-

fenold, zastoupeni jednotlivych frakci vodou extrahowvateh polyfenol v jecmeni a sla-
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du je rozdilné. Proto je z pivovarského hlediskieiité sledovani obsahu a vlastnosti la-
tek, které pechazeji ze sladu do roztoku vip¥hu rmutovani. Dle specifikace analytic-
kych paramefr leZacké pivo s ozianim ,Ceské pivo“ musi obsahovat 130 aZ 230 fhg-|
celkovych polyfenal. [29] Céast polyfenolovych latek sladiny je vefphu chmelovaru,
kvaSeni a zréni piva vyldana z roztoku, dal&iast je odstraima koloidni stabilizaci piva
sorbenty polyfendl. Obsah rozpustnych polyferiove sladu je tak nezanedbatelnym fak-
torem pro kvalitu piva. V j@neni je tSina polyfenal vazana na cukernou slozku. Nej-
castji to byva D-glukosa, L-rhamnosa, aleibe to byt i kyselina glukuronovasirodni
polyfenolické latky pochazejici zgmene, resp. sladu vykazuji vyrazné antioidakin-

Ky, které se projevuji ipdevsim v inhibici oxidaich gemen lipidickych sloZzek a tim

blokovani procasstarnuti piva. [32]

D¢li se na d¥ velké skupiny. Do prvni skupiny gatlavonoidy, které se dalelil na fla-
vany, antokyany a flavonoly. Druhou skupinuifivienolické kyseliny zahrnujici derivaty
hydroxybenzoové kyseliny (kys. salicylova, gent&gwhydroxybenzoovd, protokatecho-
va, gallova, vanilinova a syringova) a derivatyisdave kyseliny (kysp-kumarova, kavo-

va, ferulova a sinapova). [41]
2.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou v firodé nejrozstensjSi skupinou polyfendl, v sokasnosti je znamo vice
jak 4000 flavonoidnich latek a stéle jsou objevgvaavé. [33] Jejich struktura je odvoze-
na od heterocyklického flavanu, ktery se skladéwsu benzenovych jader spojenych py-

ranem. [29]

Obr. 2: Struktura heterocyklického flavanu
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Obr. 3: D¥leni flavonoidi [42]

anthokyanidiny

flavanoly(katechiny)

FLAVONOIDY
flavanony

chalkony

Anthokyanidiny jsou ve vagdrozpustné pigmenty modré, fialové &vené barvy. Volné
anthokyanidiny se vyskytuji jpodé jen Zidka, a to pouze jako stopové produkty hydro-
lyzy antokyari nebo vzniklé z leukoanthokyanidin(zvanych téZz proanthokyanidiny,
v pivovarstvi zndmych pod ndzvem anthokyanogenyjthdkyanogeny maji z hlediska
chuti a koloidni stability piva zvlastni vyznamodsgitomny v aleuronu a jejich n@égm

je bilkovina hordein. # zahati v kyselém prosedi se mini na barevné anthokyanidiny. U
nékterych odéd mohou byt fitomny volné kyanidiny (ozimé ¢eneny), nebo delfinidiny.
Tyto aktivni flavan-3,4-dioly maji vSak malou molgl na to, aby reagovaly s proteiny.

[1]

Obr. 4: Anthokyanidin [42]

Tab. 6: Anthokynidin [42]

Anthokyanidin R, R,
pelargonidin H H
kyanidin OH H
delfinidin OH OH
peonidin OCHj; H
petunidin OCH; OH
malvinidin OCHj; OCH;
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Leukoanthokyanidiny jsou latkyiipuzné delfinidinu a kyanidinu. Jsou to bezbana sl
¢eniny, ale produkty, které z nich vznikaji vip&ghu enzymového hgnuti, jsou vyznam-
nymi barvami potravin. Oligomeryge¢hto slodenin se vyznéuji trpkou chuti a nazyvaji
se, jak uz bylo vySeéeceno, tisloviny neboli taniny. Leukoanthokyanidiny se vyski ve

formach jako:

monomerni glykosidy (anthokyaniny), nebo aglykoagtbiokyanidiny)

biflavonoidni proanthokyanidiny (anthokyanogeny)

- polymerni anthokyaniny

oxidované a polymerni formy zakladnich flavonoidinétoZek.

Flavanonova struktura vznika izomeraci chatkenzymem chalkonizomerasou a nasledna
oxidace vzniklé struktury vede ke vzniku flavoinokatimco redukci vznikaji flavanoly
(nag. katechiny). Vysledkem flavanolové kondenzac&enbyt syntéza proanthokyano-
geni. Vzniklé kratké polymery s mémezZ 10 jednotkami se ozngi jako oligomery, za-

timco delSiketzce polymeil jsou nazyvany taniny. [33]

Kumarinové derivaty, ifitomné v jémeni i sladu, se vyskytuji jako volné aglykony nebo
glykosidy, obvyklep-D-glykosidy se strukturou odvozenou od laktamhydroxykyselin,
zejména o-hydroxyskiwové kyseliny, resp. kumarinu. Tyto latky jsou w&gory kli¢eni.
[44]

Flavan-3-oly latky odvozené od flavanu, na rozdil od leukoanytamkdini nejsou hydro-
lyticky dale Sépitelné. Mezi hlavni zastupce s&di katechin a gallokatechin a jejich stere-
oizomery epikatechin a epigallokatechin. Jejichngmnou schopnosti je kondetza
schopnost. Produkty, vzniklé kondenzaci, jsou rusiné ve votla maji schopnost srazet
bilkoviny (tzv. tislovinn& sila)gehoz se vyuZiva v pivovarnictviipchmelovaru. Nejas-

t&ji a v nejvyssich koncentracich vyskytujici se dirjee prodelfinidin B3 a prokyanidin
B3. Ve sladu je itomen z flavan-3-dl katechin v mnoZzstvi 25 — 75 mg-kgrodelfinidin

B3 186 — 372 mg-kja prokyanidin B3 130 — 276 mg-kg[40] Mezi hlavni zastupce
v je¢meni seradi flavonoidni proanthokyanidiny, propelargonimkyanidin a prodelfini-
din. VétSina wdai souhlasi s tvrzenim, Ze proanthokyanidiny hragivhi roli v tvorl

nebiologickych zakal piva. [39]
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Obr. 5: Katechin [42]
OH

HO s T
. OH

OH
OH

Chinony a ubichinony iigchazeji do piva z §emene a sladu jako minoritni slozky a jsou
spojeny s oxidoredwkimi premgnami. Jako zakladni chinony bylydeny v jg&meni 2-
methoxy-1,4-benzochinon, 2,6-dimethoxy-1,4-benzochia 2-methoxychinon.

2.3.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny fitomné v jémeni mizeme rozdlit do dvou skupin. Substituované
derivaty kyseliny benzoové a substituované derikdseliny skaicové. Hydroxybenzoo-
va a hydroxyskiicova kyselina jsou takéripomné ve formi glykosidickych estér v jec-
ném zrnu. [29] Mnohé z nich maji vlastni funkci ilpitora kliceni, i m&eni j&mene
dochazi kéast&énému vyluhovani. [1] Ve skutaosti je antioxidani kapacita dikydmto
vazanym slotenindm asi dvakrat vysSi nez aktivita fenolovyclsedn ve fornd volné.
[45]

Kyseliny hydroxysk#icova a hydroxybenzoova jsou zndmé jako primarioaitdanty

pusobici jako akceptory volnych radikal

Tab. 7: Derivaty kyselinp-hydroxybenzoové a kyseliny skoové [32]

derivaty kys. P-hydroxybenzoové R; R, |derivaty kys. skoficové R; R4 Rs

k. p-hydroxybenzoova H H |k. skoficova H H H
k. protokatechova OH H |k. p-kumarova H OH H
k. gallova OH OH | k. kdvova H OH OH
k. vanilinova H OCHj; | k. ferulova H OH | OCH;

k. syringova OCH; | OCH; | k. sinapova OCH; | OH | OCH;
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Obr. 6: Kyselingp-hydroxybenzoova a kyselina siaova [42]
OH

=Y R? \i;/

COOH

NejbeznejSim esterem kavové kyseliny je kyselina chloroggno

Obr. 7: Kyselina chlorogenova [42]

O
|
CcC—0
HO
HO COOH
HO OH
HO
kyselin; kavova kyselin;chinové

Ferulova kyselina (4-hydroxy-3-methoxyslamva) pati mezi hlavni vazané nizkomole-
kularni fenolové kyseliny v zrnu §enene a vyskytuje sefgdevsSim v jeho wWjSich vrst-
vach. V piibéhu sladovani se jeji obsah zvySuje az dvojnasobelky vyznam ma antio-

xidacni aktivita ferulové kyseliny v jameni a biochemickém procesu vyroby piva. [41]
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Obr. 8: Kyselina ferulova [42]

O

CH,0
~ OH

HO

V je¢meni jsou pitomny také tanoidy. Jsou to nizkomolekularni &&dst molekularni
polyfenolické latky. Omezuji koloidni stabilitu @vreakci s polypeptidy a tkios nimi

z&kal. Obectise dava do vztahu s intenzitoukasti, chuti a plnosti piva. [1]

Fenolové sloteniny, které dodavaji sladu antioxété schopnost, hrajitdezitou Ulohu
v organoleptické stabilitpiva, a to potléenim oxidé&nich proces b¢chem vyroby a skla-
dovani. Odstraini téchto slogenin pro zlepSeni koloidni stabilityie zpisobit zhorSeni
organoleptické stability piva. Polyfenolické latyliviiuji nejen celkovou trvanlivost, ale i
senzorické vlastnosti produktu. Obéwe podileji na chemicko-fyzikalni stahilpiva, na

odolnosti proti starnuti, oxidaci a na formovaany. [1]
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3 METODY STANOVENI ANTIOXIDA CNi AKTIVITY

Pro analyzu polyfenolickych latek je nutné vypraaiometody na izolaci polyfenbla na-

sledné analytické stanoveni.
Sledovat nizeme:

- celkovou antioxidéni aktivitu

- celkovy obsah polyfenolickych latek
- skupiny polyfenai

- jednotlivé latky.

Metody vyZaduji specialni vybaveni a technické dionvesti pro analyzu.
3.1 Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni aktivita je definovana jako schopnost sleniny nebo sisi latek inhibovat
oxidatni degradacitznych slodenin (nap. zabraovat peroxidaci lipid). Mély bychom
rozliSovat dva pojmy, a to antioxi¢tai kapacita a aktivita. Antioxidai kapacita poskytuje
informaci o délce trvani antioxidaiho &inku, zatimco aktivita charakterizuje q@&eni
dynamiku péibé¢hu antioxid&niho procesuip urcité koncentraci antioxidantu. [46]

Antioxidatni aktivita potravinovych slozek se vyzige svymi giznivymi biologickymi
Ucinky potravin na zdrawloveka. [47] V rostlinnych zdrojich bylo identifikovan@kolik
tisic fytonutrient:, faktori s mimonutréni aktivitou, které maji vliv néadu biochemickych
reakci. Tyto latky jiz v malych koncentracich meghopnost zpomalovat nebo rusit neza-
douci oxid&ni reakce. Tato aktivita je dana jejich relatiwysSim oxid&né-redukénim
potencialem, schopnosti rychle odstranit reaktianiny kysliku a dalSi volné radikaly,
schopnosti chelatéwazat katalyticky aktivni prvky, redukovat meziguty rettzovych
oxidatnich zn&n, nebo stimulovat aktivity endogennich antioXigiah enzyni. VétSina
antioxidanti ptirodniho givodu je gijimana jako sotast slozitych sisi, jejichz jednotli-
vé sloZzky mohouiznymi mechanizmy reagovat &nymi radikaly. Mezi latky vykazujici

vysokou antioxidéni aktivitu pati praw polyfenolové latky obsazené \Cjaeni. [48]

Volné radikaly jsou molekuly, které maji ve svéerghi sfée jeden nebo vice neparovych
elektroni. Takova molekula byva ztiaé nestabilni, a rychle se snazi ziskat ze svéhd okol

jiny elektron od péaru. Molekula, ktera ztratila lkdlen, se stava novym radikalem, rychle
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se oxiduje a ztracishteré své pdebné vlastnosti. Reakce probiha velmi rycRlezova
reakce probiha tak dlouho, dokud se volny radilddetka s antioxidantem, ktery reakci

zpomali nebo zastavi. [47]
3.2 Stanoveni celkové antioxidéni aktivity

Celkova antioxideni aktivita, jak jiz bylo vySéeceno, poskytuje informaci o délce trvani

antioxidaniho @&inku.

Pro vzajemné porovnavani antioxtdéch (€inka raznych sndsi byl rekterymi autory
zejména Vv souvislosti s analyzou potravinovych kéaraveden pojem celkova antioxi-
datni aktivita (Total Antioxidant Activity, TAA). RestoZze hodnoceni antioxigtdch
vlastnosti pirodnich latek je v oblasti vyzkumuwnovana Sirok& pozornost, jgeba pi-
pomenout, Zzg¢ada latek fijimanych v rostlinném materialu podléha metabagiiokzms-
nam jiz v trvicim traktu a jejich¢inek v organismu je dale podstatovlivnén mirou re-

sorpce a dalSim metabolismem. [35]

Pro nefeni celkové antioxidani aktivity vzorku, ktera je prokazatelna v potraégh, i
¢istych slodeninach, byla zavedeiada test. Kazda metoda se vztahuje k tvdriznych

radikalnich forem, jejich mechanizmyidku se liSi. [49]

Moznosti praktického vyuZiti vysled@llsystematického hodnoceni TAA potravin rostlinné-
ho pivodu je rekolik. Mohou byt pouZzivany jako alternativni kritém biologické hodnoty
potravin, nebo jako srovnavaci znak potravin v gégti na éznych podminkach jejich
ziskavéani a uschovy (aity, technologie, zisob skladovani, klimatické a agrotechnické
podminky apod.). Souhrarize stanoveni TAA potravin hodnotit jako snahwund&rdnimi
postupy ukit fyziologicky interpretovatelnou antioxidai (¢innost vzorku, a to Zjsobem,
ktery by byl metodicky, materialéva instrumentakh dostupny a dostupny k petnym
sériovym analyzam. Existujetkolik metod pro stanoveni a vyjéhi TAA. [50]

3.2.1 Metoda TEAC (metoda pouzivajici ABTS)

Tato metoda pé&t mezi zakladni a nejpouzivgai metodu pro stanoveni celkové antioxi-
dacni aktivity TAA.

Principem ABTS testu je sledovani inaktivace raldikého kationtu ABTS- +, ktery vzni-
k& oxidaci ABTS (2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3dihydrakethiazol-6-sulfonatu)).
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Obr. 9: ABTS [42]
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Aktivacnim ¢inidlem, je tady AAHP, tj. 2,2-azobis(2-amidinopespdihydrochlorid, HO,

v piitomnosti peroxidasy, hexakyanozeleznatanu tetsathhdho K[Fe (CN)] ¢i peroxo-
disiranu draselného&,0s. [50] ABTS-+ ma silnou absorbanci ve viditelnéasti 600 —
750 nm, takZe antioxidai aktivita mize byt snadno stanovena spektrofotometricky.
ABTS-+ méa vyraznou modrozelenou barvu a reakcitixadantem se redukuje a odbar-
vuje. TEAC vyjaduje paet radikalovych katiorit ABTS- + inaktivovanych jednou mole-
kulou antioxidantu. Metoda je ozfwvana také jako metoda TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity), vzhledem ktomu, Ze vysledmdiradikilova aktivita vzorku je
srovhavana s antiradikalovou aktivitou syntetick&ky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), cofagka rozpustna ve veéd[35] Omeze-
nim této metody je jeji mala selektivitdi peakci s donory vodikovych atdmMetoda
stanoveni TAA vzork pomoci ABTS je jednoduchd, rychla a provedeni imaké& uplat-
néni, od hodnoceni antioxidai aktivity latek izného @ivodu, az po s¥sne vzorky. Test

je vhodny pro nateni hydrofilnich i lipofilnich antioxidaiit [51, 52]

Obr. 10: Trolox [42]

HO O

OH
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3.2.2 Metoda DPPH

DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyje zkratka pro organickou chemickou
sloweninu. Jedna se o tmavy, barevny, krystalicky gr&$ezeny ze stabilnich volnych
radikalovych molekul. [53] Tato metoda je povaZzavaa jednu ze zakladnich metodik
pro posouzeni antiradikélové aktivity jakstych latek, tak idznych snésnych vzork.

Radikal DPPH- je v metanolovém roztoku relatistabilni, zbarveni tohoto roztoku je

modrofialoveé fisobenim Zelezité soli. [35]

Metoda spoiva v reakci testované latky se stabilnim radikal@RPH. [54] Bi reakci do-
chazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H (difentylhydrazin). Po pidani vzorku se
radikal zhasi, a tim se roztok odbarvuje. NiZzeiedena reakce radikélové formy DPPH,
ktery je redukovan antioxidantem (AH), nebo rad#al(R) a pechazi do stabilni formy
[46]

DPPH- + AH— DPPH-H + A-

DPPH- + R— DPPH-R

Rychlost a mira odbarveni jsou &mé antioxidani aktivitt vzorku. [48] Reakce je nej-

castji sledovana spektrofotometrickyipvinové délce 517 nm.

Antioxidatni aktivita mize byt vyjadena fiznymi zpisoby etrg procentuélniho podilu
¢inidla a oxid&ni inhibice rychlosti. JednodussSitgmb jak prezentovat antioxidta akti-

vitu je spolény refereni standard. [46, 55] Jako standard se pouZivéoXrdyselina
gallova, epikatechin, nebo kyselina askorbova,aktsrda pouzita $ méieni v této diplo-

MOVE praci.
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Obr. 11: DPPH [42]
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3.2.3 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)zgozZena na redukci Zelezitych
komplexi TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) s chloridem Zeigym (FeC}), které jsou
témet bezbarvé (pap slak® nahreédlé). Po redukci se vyty@barevné produkty, jakym im
Ze byt nap. berlinska moil Narist absorbanceip593 nm odpovidajici mnozstvi komple-
xu [FE€*-TPTZ] je mirou antioxidéni aktivity vzorku. Metoda ma své limity, sgeajici
vtom, Ze mdieni probiha P nefyziologicky nizké hodnét pH(3,6). [46, 56] Metoda
FRAP tak odrazi pouze schopnost latek redukovaF&Bt+ a s celkovou antioxi¢tai akti-
vitou vzorku nemusi pozitivnkorelovat. Reakce je nespecificka. V polavieakce, ktera

ma nizSi redoxni potencial, ji budielit Zeleznaty iont. [35]
3.2.4 Metoda ORAC

Jde o metodu hodnotici eliminaci kyslikovych ratlikdMetoda ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) je zaloZzena na schopnostixpeneho radikalu zhaSet fluo-
rescekini barviva. Peroxylové radikaly vyuzivané u tétotog jsou generovany ve vod-
ném roztoku z hydrochloridu 2,2"-azobis-2-metylganimidamidu. B absenci inhibitoru
radikaly snizuji fluorescenci barviva fluorescei@myslem této metody je reakce antioxi-
danti (fenolickych latek) s peroxylovymi radikaly ¥ippmnosti fluoresceinu. Antioxidai

aktivitu je mozno zrit u hydrofilnich i lipofilnich vzork. [57, 74]
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3.3 Celkovy obsah polyfenolickych latek

Metody stanovuji celkové mnoZzstvi polyfehale vzorku.
3.3.1 Metoda FCM

Folin-Ciocalteuovctinidlo je z&ivé Zluty roztok. Ripravi se rozpughim 10 g wolframu
sodného a 2,5 g molybdenanu sodného v 70 ml vodie 8 pidava 5 ml 85 % kyseliny
fosforené a 10 ml koncentrované HCI. Pak probih&rptok (reflex) po dobu 10 hodin.
Poté se fida 15 g siranu litného, 5 ml vody a 1 kapka broNsleduje oft zpstny tok 15
min, poté zchlazeni na pokojovou teplotu a rozeokrgnesen do 100 ml vody. V roztoku
vznikaji Sestimocné komplexy — fosfomolybdenovédtysy ¢i wolframové kyseliny. [58]

Folin-Ciocalteauova@inidlo je tedy tvéeno sndsi kyseliny fosfowolframoveé ($PW;2040)

a kyseliny fosfomolybdenove gRMo;.040), ktera se po oxidaci fenioredukuje na sk
modrych oxidi wolframu (WsO,3) a molybdenu (MgD,3). Tyto modré pigmenty maji ma-
ximalni absorpci zavislou na slozeni fenolickychesimtaké na pH, obvykle se zdidava
uhli¢itan sodny. Zbarveni roztoktinidla je zpisobeno penosem elektrank zasaditému
pH a redukci komplekfosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny. Vyitgné modré
zbarveni silg absorbuje v oblasti = 765 nm a je u#né celkovému mnoZzstviiapodns

piitomnych fenolovych slaienin. [59, 60]

Pro tuto spektrofotometrickou metodu, jinak nazyarGallic acid Equivalent (GAE),
slouzi jako standard kyselina gallova. Vyslednanuotd je pepciitdvana na ekvivalentni

mnoZstvi pray této kyseliny. [61]

Obr. 12: Kyselina gallova [42]
O OH

HO OH
OH
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3.3.2 Metoda EBC

Celkové polyfenoly jsou v pivovarské praxi stanoyedle metody EBC (European
Brewery Convention), kdy jsou polyfenoly extrahoyahmethylformalamidem nebo ace-
tonem. Polyfenoly reaguji s trojmocnymi ionty Zelez alkalickém prosedi, a dochazi
k tvorke cerveré zbarveného komplexu. Intenzita vzniklého zbaryenteiena spektrofo-
tometricky @ vinové délce 600 nm. &né hodnoty u jamene a sladu se pohybuji od
0,400 - 0,650 % v susirvzorku. [51]

3.4 Skupiny polyfenohi

Pomoci této metody se stanovuijzmé skupiny polyfendl obsazené v fgneni, jako nap

anthokyanogeny.
3.4.1 Stanoveni anthokyanogei dle Harrise a Rickettse

Pro stanoveni anthokyanoge(leukoanthokyanidif) se v pivovarnictvi pouziva kolori-
metrickAd metoda dle Harrise a Rickettse. Stanoaatiiokyanogeinv je¢meni je dilezité
piedevsim pro kontrolu kvality odld jecmene. Polyfenoly ze vzorku se absorbuji na poly-
amidovy prasek, a nasletljsou extrahovany sési butanol-HCI. Obsahiftomnych poly-
fenoli je stanoven spektrofotometricky na zaklaaeéreni absorbanceerverg zbarvené-
ho komplexu oxoniové solifpvinové délce 550 nm. Zavislost obsahu anthokyanbga

nantiené absorbanci je tabelovana a vysledky je mozedisidz tabulky. [51, 62]

Bézné hodnoty pro sladovnickécjaeny se pohybuji od 0,1 do 0,6 % anthokyanéagen

Vv suSir¢ vzorku. [29]
3.5 Jednotlivé polyfenoly

Pt stanoveni jednotlivych antioxidanse uplaiuji rizné typy chromatografie (plynova,
kapalinovad) siznymi typy detekce (fluorescé&mi, hmotnostni, UV/VIS, elektrochemic-
ky). [53]

Zakladnim problémem pouziti plynové chromatogré®€) je nizka dkavost fenolovych
slowenin. Z tohoto @ivodu se jeji vyuZiti omezujef@devSim na stanoveni jednoduchych
fenolovych kyselin a nizkomolekularnich flavonbidHydroxylové skupiny je nutnoie-

vést na ethery,ifpadré estery. K derivatizaci byva rigjstji pouzita trialkylsilylova sku-
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pina, nefastji v podoke trimethylsilylovych derival. [51] LepSi vysledky byly dosaZzeny
pii pouziti kapalinové chromatografie HPLC, resp. €ELD (fluorescetnim), UV/VIS a
zejména s DAD (PDA) detektorem. Bylo dosaZzeno uspek selektivity zejména vip
padt DAD detektoru (schopnost snimat spektra stanoveigtek v celém vinovém rozsa-
hu), problémem je vSak nizka citlivost (mez detg¢kde to zpsobeno tim, Ze molekula
polyfenolu neobsahuje, kraimhydroxylovych skupin a dvojné vazby, zadné vyznémn
chromofory, coz je molekula odp&ina za absorpci zéni. Porgrné solidni vysledk se
poddilo docilit v oblasti studia kvality a strukturyrfelickych latek za pomoci spojeni
HPLC — MS. Nevyhodou je zde vSak vysoka cefistpji a také pdeba pedkoncentrace
a dokonaléhoimdisténi vzorku ged vlastni analyzou. [51, 64]
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PRAKTICKA CAST
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4 CILE DIPLOMOVE PRACE

V ramci teoretick&asti diplomové prace bylo cilem:

- popsat sladovnicky ¢enen, proces sladovani a simou charakteristiku nejvy-
znamngjSich drult slad,

- provést literarni reSerSi chemického sloZeni slgiedevsim latek s antioxidai
povahou,

- popsat metody, jakymi Ize antioxitid aktivitu stanovit.

Cilem¢ésti praktickeé bylo:

- vhodnymi metodami prozkoumat 2nu antioxid&ni aktivity a obsah celkovych
polyfenoli v jednotlivych fazich vyroby sladu,

- vysledky nasledhzpracovat a porovnat s odbornou literaturou.
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5 MATERIAL A METODIKA PRACE

Pro stanoveni celkové antioxighd aktivity byla vybrana spektrofotometricka metoda
DPPH. Metoda je zaloZena na reakci barevného radika-diphenyl-2-picryl-hydrazilu

s antioxidanty v analyzovaném vzorku, poté se stafbytek absorbance. Pro stanoveni
celkovych polyfenal byla vybrana spektrofotometrickd metoda s vyuzitifolin-
Ciocalteauovainidla, které spolu s stenym vzorkem a uhlitanem sodnym reaguje do

modrého zbarveni, u kterého se stanovi absorbance.
5.1 Vzorky

Sladovna SouffleCR, a.s. (Progjov) pro poteby diplomové prace poskytla vzorky ze
vSech¢asti technologického procesu. Pgsiska sladovna, sidlo spdoleosti, kde byla

v roce 1869 spudta prvni vyrobni kampa je vybavena cylindrokonickymi naduvniky,
které umo#uji intenzivni provzdusovani, gevrstvovani jgmene tlakovym vzduchem a
odsavani C@ Sladovna je vybavena &wa klicicimi linkami, kdy kazda z nich obsahuje
6 klicicich skini. Tyto moderni sladovaci linky seizzenim od firmy Laussman byly po-
staveny v roce 1994. &heh kliceni je regulovan chladicim iZaenim s moZznosti sprcho-

vani a dokragni. Hvozdni se uskut&iuje na jednoliskovych hvozdech. [65]

Béhem technologického procesu sladovani byly odebivaorky pro stanoveni chemic-
kych analyz veiechiadach po 10 kusech, tj. celkem 30 vZo(kl, A2, A3, ... , B1, B2,
B3, ... , C1, C2, C3, ...) Podminkou byla stejna told; vtomto pipact odrmida
SEBASTIAN-P€[11] Pro reprezentativnost vysladioyl odbér vzorku uskut&iovan ve
stejnou dobu a zékolika mist KItici skin¢. Byly odebrany vzorky janene z naduvniku,
tedy po prvnim mé&eni. Vzorek po druhém m@ni byl odebran uz z prvni KI€i sking.
Postupg nasledovaly odiry ze vSech kéicich skini. Fred samotnym odibem po fazi
hvozni se odebral vzorek i z fazéepdsouSeni a také odpad, tzv. sladovi§t.kikazdému
vzorku byl bezprogedre po jeho odebrani wten kod, jak uvadi nasledujici tabulka (Tab.
7).
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Tab. 8: Mista odéru vzorki odridy SEBASTIAN®

VZOREK

MACENI Naduvnik Al Bl C1

1. klicici skF¥ifi A2 B2 (2

2. kli¢ici sk¥if A3 B3 C3

. 3. klicici skiif A4 B4 C4
KLICENI

4. klicici skrin A5 B5 C5

5. kli¢ici sk¥if A6 B6 C6

6. kli¢ici sk¥if A7 B7 C7

. . Predsuseni A8 B8 C8

HVOZDENI -
Hotovy slad A9 B9 (9
SLADOVY KVET A10 B10 C10

Odbér prokehl v téchto terminech:
Rada A: 13. 2. 2012 — 20. 2. 2012
Rada B: 14. 2.2012 — 21. 2. 2012
Rada C: 15. 2. 2012 — 22. 2. 2012

Doba mezi odérem vzorki a naslednou Upravou pro extrakci byk@bfzné 2 hodiny.
Analyza byla provedena v tnoru 2012 na Ustavu telcigie a mikrobiologie potravin,

Fakultg technologické, Univerzity Tomase Bati ve Zlin
5.1.1 Priprava vzorku

Z divodu nestability polyfenolickych sloZzek nacte a vzduchu byly vzorky rozemlety na
elektrickém mlynku vzdyesne pred extrakci. Po rozemleti bylo navaZzendesposti 0,01
g 5 g vzorku. Navazeny a homogenizovany vzorekkivgntitativre preveden do Erlen-
mayerovy baky, kde se smichal s 50 ml metanolu. Extrakce ahi24 hodin $ poko-
jové teplot. Po extrakci byl vzorekigfiltrovan ges filtratni papir a ziskany filtrat byl
nasledg pouZzit pro jednotliva stanoveni.
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5.2 Stanoveni celkové antioxidé&ni aktivity spektrofotometricky meto-

dou Folin-Ciocalteauovymé¢inidlem

5.2.1 Princip metody Folin-Ciocalteauovym¢inidlem

Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém staridvarevnych produktreakce hydro-
xylovych skupin fenolickych slatenin sginidlem Folin-Ciocalteau.Cinidlo obsahuje
wolfram sodny, molybden sodny, kyselinu fosfmeu, kyselinu chlorovodikovou, siran
lithny a brom Cinidlo je jas® Zluté barvy.

5.2.2 Instrumentace

- UV-VIS spektrofotometru (UV-mini-1240)

- analytické vahy Labicom

- odnerné baiky 10 ml

- mikropipety s nastavitelnym objemem 10 — 100 mikmnol(Biohit proline), 100 -
1000 mikrolitru (Intech)

- syringe filtr (Chromservis)

5.2.3 Chemikalie

- kyselina gallova — standard (Sigma Aldrickm&cko)
- Folin-Ciocalteauov@inidlo (PENTA)
- uhlicitan sodny bezvody (Lach-Ner s.r.o., Neratovice)

- redestilovana voda
5.2.4 Pracovni postup

Kalibragni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkovych pelybli

Pro metodu pouzivajici Folin-Ciocalteauo¥oidlo byla pouZzita jako standard kyselina
gallova. Pro vytviéeni zasobniho roztoku byla kyselina gallova rozmestv destilované
vodé na koncentraci 4000 mg:IDo Sesti odrrnych bagk o obsahu 10 ml byla ze za-
sobniho roztokdednim pipravena kalibréni fada o koncentracich 50, 100, 200, 400, 600
a 800 mg-t a slepy vzorek. Nejprve seipravil slepy vzorek, ktery obsahoval 0,5 ml Fo-
lin-Ciocalteauova&inidla a 1,5 ml 20 % N£&£LOs;, a doplnil se po rysku destilovanou vodou.
Dale se do odsmych bark napipetoval roztok kyseliny gallové tak, alaga obsahovala
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koncentrace 50, 100, 200, 400, 600 a 800 Tddb kazdé hsky se poté fidalo 0,5 ml
Folin-Ciocalteauov&inidla a 1,5 ml 20 % N#&Os;, a doplnilo se destilovanou vodou po
rysku. Absorbance byla dfena i vinové délce 765 nm proti slepému vzorku.
Z nantienych vysledi« byla sestrojena kalib¢ai kiivka v zavislosti absorbance (%) na
koncentraci kyseliny gallové (mgl Kalibrasni kiivky byly nutné zhotovovatied kaz-
dym meéfenim, protoze éhem prace a skladovani Folin-Ciocalteaudwodla mize do-

chazet ke zemam a naslednym odchylkami méieni.

Vlastni stanoveni obsahu celkovych polyfénol

Nejprve byl gipraven slepy vzorek (blanc), ktery obsahoval 0|9-plin-Ciocalteuhati-
nidla a 1,5 ml 20 % N&O; a mnozstvi bylo doptmo po rysku v 10 ml od#émné baice.
Reakni snts se vzorkem bylafpravena z 0,1 ml zfiltrovaného extraktu, 0,5 mlifo
Ciocalteuhceinidla a 1,5 ml 20 % N&Os;. Tato snds byla v 10 ml b&ce doplgna desti-
lovanou vodou po rysku.r®d samotnym gfenim na spektrofotometru se vzorek do kyve-
ty z divodu zakalu filtroval pes syringe filtr 0,4um. Absorbance byla, st&jijako rozto-

ku kyseliny gallové, rrena i vinové délce 765 nm. Kazdy vzorek séiih2 krat vedle
sebe, v3e bylo protreno 3 krat. Podle kalib¥ai rovnice regresnirk/ky se vypdital ob-
sah celkovych polyfendljednotlivych vzork a vyjadil se jako kyselina gallova vmg v 1
kg vzorku. [50]

5.3 Stanoveni celkové antioxidéni aktivity spektrofotometricky meto-
dou DPPH

5.3.1 Princip metody DPPH

Metoda je zaloZena na reakci barevného radikaltdipfienyl-2-picryl-hydrazilu (DPPH)

s antioxidanty v analyzovaném vzorku. Za intenzialiové zbarveni volného radikalu je
odpowdny neparovy elektron hydrazylového dusiku. Vzajgémeakce ma za nasledek
postupné odbarvovani regikho prostedi a postupné sniZzovani absorbance ve stanovova-

ném roztoku.
5.3.2 Instrumentace

- UV-VIS spektrofotometru (UV-mini-1240)
- analytické vahy Labicom
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- odnerné baiky 25 ml
- mikropipety s nastavitelnym objemem 10 — 100 mikmnol(Biohit proline), 100 -
1000 mikrolitru (Intech), 500 — 5000 mikrolitru (henate+)

5.3.3 Chemikalie

- DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazipigma Aldrich Nmecko)
- kyselina askorbova - standard (Luke$, s.r.0.)

- metanol (Penta)
5.3.4 Pracovni postup

Priprava zasobniho roztoku DPPH

Na analytickych vahach se navazilo 24 mg DPPH,itatainé pievedlo do 100 ml hiky a
doplnilo metanolem po rysku. Roztok se promichathovaval p -18°C. Red pouzitim

se vytemperoval na laboratorni teplotu.

Priprava pracovniho roztoku DPPH

Odebralo se 10 ml zdsobniho roztoku DPPHidapp se 45 ml metanolu. Pracovni roztok

se neuchovaval.

Kalibra¢ni kiivka kyseliny askorbové pro stanoveni celkové amtia@ni aktivity

Pro metodu DPPH byla jako standard pouzita kysedsieorbova. Byl vytvien zasobni
roztok rozpudnim této kyseliny v destilované véda koncentraci 800 mg-| Do psti
odmernych bark o objemu 10 ml byla ze zasobniho rozte&dnim pipravena kalibré

ni fada o koncentracich 40, 80, 120, 160 a 200 @b daldich pti odmernych bawk o
objemu 25 ml se nepipetuje 8,55 ml pracovniho tartOPPH. Z pipravenych kalibr&
nich roztoki o koncentraci 40, 80, 120, 160 a 200 mMgé paralelé odpipetuje 45Qul a
piida do odndrnych bark s pracovnim roztokem DPPH. Po 60 minutach, kdg bgak-

ni smés uchovavana ve t#nse zmdti absorbanceipvinové délce 515 nm. Déle se &h
absorbance pracovniho roztoku DPPH (hodnafa Ktera se zahrnuje do rovnice Ubytku
absorbance.

. Ay —A
Ubytek absorbance (%) = ———
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Ao = absorbance pracovniho roztoku

A; = absorbance jednotlivych kalildrdch roztok pripravenych smichanim

s pracovnim roztokem DPPH

Podle jednotlivych vypé&ttu Ubytki absorbanci se sestavi kaldré kiivka na kyselinu

askorbovou.

Vlastni stanoveni celkové antioxiad aktivity

Do odnernych bark o objemu 25 ml se odpipetovalo 8,55 ml pracovmmioku DPPH a
450 ul vzorku. Reakni snes se ponechala 60 minut ve&niPoté byla rfena absorbance
pii vinové délce 515 nm. Podle kalildra rovnice regresniikuky se vypaita celkova an-
tioxida¢ni aktivita vzorki a vyjadi se jako kyselina askorbova v mg v 1 kg vzorku- Vy
sledky jsou tedy udavany jako ekvivalentni mnozkygeliny askorbové (AAE — Askorbic

Acid Equivalent).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V piedchozi kapitole byla popsana metodikaiestmjové vybaveni pouzitétipjednotli-
vych analyzach. Tatéast se bude zabyvat nejencigm ziskanych vysledk ale také in-

terpretacemi zairi, které z nich vyplyvaji.
6.1 Metoda FCM

Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém staridvarevnych produktreakce hydro-
xylovych skupin fenolickych slaienin s¢inidlem Folin-Ciocalteau. Folin-Ciocalteauovo
¢inidlo obsahuje sisi fosfomolybdenu a fosfowolframu, které reagujémsolickymi lat-
kami obsazenymi v stenych vzorcich a dochazi tak k jejich redukci. Miet@ postupy

byly podrobrji popsany v kapitole 5.2.
Kalibracéni pfimka s hodnotou spolehlivosti 99,38 % je uvedegeafu (Graf. 2).

Graf. 2: Zavislost zny absorbance na mnozstvi kyseliny gallove
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Pro stanoveni obsahu celkovych polyfénbyly pfipraveny a miteny vzorky fi po sol
jdoucichiad odfidy Sebastian ziznych fazi technologického procesu vyroby sladu (né
duvnik, 6 kiEicich skini, predsouseni, vyhvozdy slad a sladovy k¥). Celkow bylo

tedy neifeno 30 vzork.

Kazdy jednotlivy vzorek obsahoval 2 rozdilné nawaakedy i d¢ odliSné extrakce. Kaz-
dy ze dvou extrakt byl nasleds 3 krat prordien. Pro narkrené hodnoty prvni a druhé
extrakce byly z rovnice regresg = 0,002x — 0,0901 kalibratni primky vypaiteny vy-
sledky, vyjadené v mg kyseliny gallové na 1 kgerstvych rozemletych vzoik (mg
GAE-kg?). Byla vypaitena také sirodatna odchylka #teni. Hodnota y charakterizuje
hodnoty namdtené u vzork, hodnota x je po vyptu obsah polyfendl vyjadteny jako
ekvivalent standardu — kyseliny gallové ve vzorkakonec byla vyp&ena ptimérna

hodnota.

Souwasre s kazdou novou sérii stanoveni byla provedendieale na celkové polyfenoly

vyjadiené jako kyselina gallova v mg-(Graf. 2).

Tab. 9: Pimérné hodnoty stanoveni celkového obsahu polytemalpouZziti metody FCM

A B C

y_A X_A y_B x_B y C x_C
0,078 | 840,917 | 0,079 | 843,833 |0,073| 816,333 | 833,694 | 12,334
0,063 | 767,167 | 0,072 | 808,000 |0,055| 723,000 | 766,056 | 34,710
0,058 | 738,833 | 0,056 | 732,583 |0,049| 696,333 | 722,583 | 18,736
0,064 | 771,750 | 0,067 | 785,083 |0,083| 865,083 | 807,306 | 41,216
0,070 | 799,250 | 0,056 | 731,333 |0,096 | 929,250 | 819,944 | 82,114
0,067 | 785,500 | 0,094 | 922,167 |0,074| 820,500 | 842,722 | 57,964
0,075 | 826,750 | 0,079 | 847,167 |0,082| 862,167 | 845,361 | 14,515
0,079 | 843,833 (0,082 | 861,750 |0,079| 845,500 | 850,361 | 8,082
0,082 | 858,000 | 0,081 | 855083 |0,097| 937,750 | 883,611 | 38,300
10| 0,185 | 1373,833 | 0,203 | 1463,000 |0,158 | 1240,500 |1359,111| 91,430

pram. x S.D.

VClo|IN O LA (WIN |
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Vysledné hodnoty stanoveni spektrofotometricky metoFolir-Ciocalteau jsou grafick

znazorrny v grafu(Graf. 3).

Graf. 3:Stanoveni celkovych polyfenol jednotlivych fazich vyroby za pou:
metody FCM
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Pro stanoveni obsahu celkovych polyfénbyly pouzity vzorky odebrané pribéhu pro-
cesu sladovani,donaduvniku fes 6 ki€icich skini, a: povyhvozdny slad. Pro repren-
tativnost vysledik byly vzorky odebirany kazdém technologickém kroku celkem 3x

ttechradach). Resny postup je uvedel kapitole 5.1 (Tab. 7).

Celkové mnoZstvpolyfenoki zavisi na odidé, psstebnim mist a rasniku. Cim je vy3si
obsah bilkovin, tim nizSi byva obsah polyfeand66] Literatura uvad Ze celkovy obsah
polyfenoli v je¢meni je 879 mg GAE- I + 24,0 S.D. [66]

Z grafu vyplyva, Ze celkové mnozstvi polyfetnad pribéhu technologickych krakslaco-
vani ma kolisay charakter tendenci mirného ndstu. Od za&itku mdeni doSic
k mirnému poklesu 833,69: mg GAE-kg" (1) na722,583 mg GAE- k' (2), coZ zname-
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nalo pokles o 15%. Od &atku kliceni (3) byl zaznamenan mirny fiér obsahu polyfendl

aZ k 6. kltici skini (7). Zde hodnoty dosahovaly svého maxima, 85,819 GAE- kg
(nanist o 1,4 % od zatku procesu sladovani). Hodnota celkového obsahdemoli do-
sahla svého maxima, 883,611 mg GAEK8), tedy celkovy ndist od zaatku sladovani
az po vyhvozdény slad byl 0 4,5 %. Guido a Moreira uvadi, Zbdém sladéského procesu

je znatelné sniZzeni vazanych polyfénal naopak dojde ke zvySeni esterifikované frakce.
[43]

Polyfenoly se nachazeji zejména v obalovyélstech zrna a aleuronové visty39] To
vyswtluji vysledky mnoZstvi polyfenalve sladovém kstu, kde byla nagtena hodnota
1359,111 mg GAE-KkY Pro analyzu sladového &wu byla pouZita stejna navazka jako u
zbyvajicich vzork, odebranych v jednotlivych fazich procesu. Vysiedkazuji, Ze odpad
(sladovy ket) obsahuje o 53,8 % vice celkovych polyfénokz ve vyhvozéhém sladu.

V obalovych vrstvach je obsazena hl&akyselina ferulova a kumarova. [67]

Fytochemikalie jsou povaZzovany za negkitéjSi zdroj antioxidant v obilovinach a exis-
tuji ve volné a vazané fokmV¢tSina volnych polyfendl jsou flavanoly, zatimco vazané
fenoly jsou hlava fenolové kyseliny. Volné formy fenolovych slozedoy vSak obsazeny

ziidka ve srovnani s estery, glykosidy a vazanymieny. [68]
6.2 Metoda DPPH

Stanoveni celkové antioxitai aktivity bylo provadno metodou DPPH. Radikal DPPH-
vznika v roztoku s metanolem. Z&tpmnosti antioxidénich latek ve vzorku je tento radi-
kal zhaSen diky antioxidaim a dochazi k odbarvovaniymdné modrofialového roztoku,
jehoz absorbance bylaéhena spektrofotometricky. Metoda a postupy byly pbdgji
popsany v kapitole 5.3.

Kalibragni pfimka Ubytku absorbance na koncentraci kyseliny rosk@ s hodnotou spo-
lehlivosti 99,08 % je zndzokna v grafu (Graf. 4).

Ubytek absorbance byl vypien podle vzorce:

Ao — 44

Ubytek absorbance (%) = -100

0

Kde A; je absorbance vzorku & fe absorbance pracovniho roztoku DPPH.
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Graf. 4: Zavislost Ubytku absorbance A na koncentgseliny

askorbové za pouZziti metody DPPH
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Pro stanoveni celkové antioxiad aktivity byly vzorky gipraveny a zréfeny na spektro-
fotometru stejnym zjsobem jako u metody sledujici celkovy obsah polyfienKazdy
vzorek byl tedy dvakrat samostatextrahovan a z hodnot z jednotlivych exttakiyly
vypoéteny hodnoty Ubytk absorbanci podle vzorce. &hto hodnot byla vypsitana podle
rovnice regresni iffmky y = 0,3831x + 3,9091 celkova antioxidéni aktivita vyjadena
jako mg kyseliny askorbové na 1 Kgrstvych rozemletych vzoik(mg AAE-kgh). Byla
vypcctena také sirodatna odchylka witeni. V rovnici hodnota y vyjadje hodnoty na-
meiené u vzorl, x pak antioxidani aktivitu vyjadenou jako ekvivalent reddki (€innos-

ti standardu — kyseliny askorbové ve vzorku. Pgta bypctitana pimérna hodnota.

Pramérné hodnoty stanoveni antioxithd aktivity v jednotlivych fazich vyrobyady A, B
a C jsou uvedeny v tabulce (Tab. 9).
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Tab. 10:Pramérné hodnoty stanoveni antioxighd aktivity za pouziti metod
DPPH

pram. x S.D.
y_A X_A y B x_B y C x_C

40,010 | 942,342 (42,909 | 1017,998 | 37,785 | 884,255 948,198 | 60,414
38,970 | 915,202 | 39,902 | 939,526 | 41,990 | 994,019 | 949,582 | 16,442
34,872 | 808,231 | 36,048 | 838,910 | 35,400 | 822,000 | 823,047| 2,039
33,376 | 769,171 | 34,520 | 799,026 | 34,450 | 797,209 | 788,469 | 28,548
33,426 | 770,487 | 31,318 | 715,462 | 34,013 | 785,805 757,252| 6,569
31,901 | 730,672 | 32,124 | 736,480 | 32,787 | 753,782 740,311| 39,460
34,057 | 786,957 | 35,521 | 825,156 | 33,734 | 778,508 | 796,874| 18,924
38,140 | 893,518 | 34,829 | 807,098 | 33,710 | 777,890 | 826,168| 8,741
40,769 | 962,157 | 39,195 | 921,064 (45,756 | 1092,324 | 991,849 17,647
10| 49,924 | 1201,122 | 49,225 | 1182,885 | 53,991 | 1307,286 |1230,431| 1,676

Ol |N|OO|U|H W[(N|F

Vysledné hodnoty stanoveni spektrofotometricky metoFolir-Ciocalteau jsou grafick
znézorny v grafu (Graf. ).

Graf. 5:Stanoveni celkové antioxidiai v jednotlivych fazich y-

roby za pouZziti metody DPPH
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Antioxidacni aktivita byla néfena u stejnych vzotkjako u ngéreni celkového obsahu poly-
fenola.

Rada polyfenolickych latek funguje jako inhibitoriideni. Bi mé&seni j@&mene seast&ns
vyluhuji. [66] Toto je patrné v grafu (Graf. 5), k& naduvniku (1) je po prvni védhod-
nota nejvyssi, nasiena hodnota byla 948,198g AAE-kg'. Po druhém migeni v prvni
Klicici skini (2) nastava mirny pokles antioxioté aktivity (0 9 %) s nagfenou hodnotou
949,582 mg AAE-kJ. V pribhu kliceni (3 — 7) hodnota zprvu klesa (o 40 % vzhledem
k jecmeni po prvni vod) do svého minima v 6. Klici skini (740,311 mg AAE-KQ).

Z grafu je patrné, Ze se \igtajici vihkosti kleséa antioxidai aktivita zrna.

S patatkem pedsuSovani a samotnym hveénén se hodnota antioxidiai aktivity navysi-
la. Hodnota po hvozehi byla 991,849ng AAE- kg vzorku, co? je navyseni o 4,6 %. Tuto
zmeénu uvadi ve svéerdlanku také Guido a Moreira [43], kigikaji, Ze antioxidéni aktivi-

ta suSiny vzorku se obetmvysuje v piiméru o 6 %. ZvySeni fize byt zgisobeno produk-
ty neenzymatického Rdnuti lEhem sladovani, jako jsou produkty Maillardovychkaia

které mohou také slouzit jako antioxidanty, zejmpak melanoidiny.

VétSina polyfenolickych slatenin sladu je v nerozpustné vazané farfi@0] Jak jiz bylo
uvedeno v teoretick&sti (kap. 2.3.2), mezi fenolové kyselingnjeene a sladu péatderi-
vaty hydroxybenzoové kyseliny (gallova, vanilinav&yringovd) a derivaty kyseliny sko-
ficové (kavova,p-kumarova a ferulova). [32] DalSi poznatky zjissihmaras, i reakci
ferulové kyseliny s meziprodukty Maillardovych reakkteré se vytvidly z glukdzy a
prolinu @i teplo&€ hvozdni, coZz vede ke zvySeni antioxté aktivity. Toto zvySeni nebo
sniZzeni zavisi hlawnna obsahu proanthokyanidim na uvolini fenoli z vazané formy

béhem sladovani. [71]

Guido a Moreira také uvadi, ze navyseni antioxadaktivity sladu oproti jgmeni neni u
vSech odid pravidlem. To dokazuje n&glad odida Amulet, Bojos a také Malz, u které-
ho bylo namifeno naopak snizeni aktivity o necelych 20 %. [43pde 2011 byl pray
Malz nejgstovargjsi odtidou jarniho jemene vCeské a Slovenské republice. Méa vt
vou kvalitu a je doporten Vyzkumnym Ustavem pivovarskym a slakgm pro vyrobu
Ceského piva. [13] Z toho vyplyva, kvalita netiirpo Gnérna antioxidani aktivité jeéme-

ne po vyhvozéni.
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6.3 Porovnani metoc

Graf. 6:Porovnani celkovych polyfenbl antioxidani aktivity v prabéhu sladovani
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Vyvoj mnozstvi celkovych polyfendla antioxid&ni aktivity se »grafu jemr kopiruje
smensimi odchylkami¢im se potvrdilctvrzeni z literatury, Zerdioxidani aktivite je za-
visla na mnozstvi polyfenolickych latel jecmeni. [72] Hodnoty n&feni vzorku antioi-
dani aktivity po hvozéni jsou vysSi ve srovnan celkovym obsahem polyfenol Na
zvySeni antioxidéni aktivity se podileji tedy nejenom samotné poiyly, ale tké pro-

dukty Maillardovych reakci, melanoidin

Obsah celkovych polyfenblv jecmeni (833,694 mg GAE-KY po prvnim méeni byl
niz&i neZ antioxidani aktivita, ktera byla 948,198 mg AAE-. V priibshu kliceni nasta-
la zmina, kdy celkovy obsah polyferiomirné vzrostl na 842,722 mg GAE-*; naopak
antioxidani aktivita klesla na 740,3 mg AAE-kg". Po hvozdni (9) doslo u obou rte-
nych parametr k naristu, 833,661 mg GAE-I* u polyfenol a 991,849 mg AAE- k! u
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aktivity. V odpadnim materialu, sladovémeky (10), byl shledan markantni fét; u cel-
kovych polyfenol na 1359,111 mg GAE-Kga u antioxidani aktivity na 1230,431 mg
AAE- kg vzorku.
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ZAVER

Suroviny pro vyrobu piva jsou bohaté na antiokidaa polyfenolové latky, kteréirpcha-
zeji do varného procesu. Prochazégnymi zménami kthem technologickych operaci a
dostavaji se az do hotového vyrobku. Polyfenoly jdiezité pro koloidni stabilitu piva,
jeho barvu a maji vliv na charakterikosti. Rada fenolovych latek je nositelem zadoucich
antioxida&nich &inka a pati mezi ochranna opani biologickych systétn Z tohoto hle-
diska svymi vlastnostmi vzbuzuji stalét$i zajem a pozornost, proto je Zadouci, prévad

stale nové studie.

V ramci diplomové préace bylo cilem zkoumat&m antioxid&ni aktivity a obsah celko-
vych polyfenot v pribéhu jednotlivych fazi vyroby sladu (naduvnik, 6¢ktich skini a
vyhvozainy slad). Ve vSechifpadech se jednalo o vyrobky Sladovny Soufdi®, a.s.

Vyvoj téchto znén byl sledovan v praxidiné pouzivanymi metodami instrumentalni ana-

lyzy.

U analyzovanych vzoik jeémene a sladu byla stanovena antiokidaaktivita metodou
DPPH spektrofotometricky. Metoda je zaloZena nakaeasyntetického radikalu
s antioxidanty ve vzorcich, kde se spektrofotornkyristanovuje Ubytek absorbance. Hod-
noty vzorki ze z&atku procesu sladovani, tedy eai, vykazovaly mensi mnozstvi antio-
xidacni aktivity nez vzorky odebrané viiehu kliceni. Aktivita méfena u j€mene z na-
duvniku po prvnim mgeni byla 948,198 mg AAE-Kg a po druhém ni@ni z prvni kiéici
skiiné byla 949,580 mg AAE-kY Zasatkem klgeni se hodnoty zaly mirrs sniZovat od
hodnoty 823,047 aZ k 5. KIti skini, kde byla hodnota 740,311 mg AAEkgve fazi
piedsouseni, kdy mnoZzstvi vody je snizeno na 41 %pdeota z&la zvysSovat. Po hvoz-
déni obsahoval slad 2 % vody a hodnotu antioxidaaktivity 991,848 mg AAE-Kg
Hodnota antioxidéni aktivity sladu bylo o 4,6 %&Si nez aktivita nagtena u jémene

z naduvniku.

Pro stanoveni celkovych polyferiobyla pouzita metoda Folin-Ciocalteauovyinidlem

se spektrofotometrickym stanovenim. Metoda je zlazna stanoveni barevnych produk-
ta reakce hydroxylovych skupin fenolickych stemin s¢inidlem Folin-Ciocalteau. Vzo-
rek po prvnim méeni, kdy obsahoval 33 % vody, dosahoval hodnoty,@RBB mg
GAE-kg'vzorku. V pibehu kliceni, kdy obsah vody byl 43 %, vzorek dosahoval bogn
rozsahu 722,583 — 845,361 mg GAE'lgtendenci nepatrného vzestupu. Vyrazné rozdily
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mezi jednotlivymi fazemi kieni vSak nebyly pozorovany. Hodnota vyhvéreeho sladu
mirné stoupla na 883,611 mg GAE kg

Antioxidatni aktivita ani celkovy obsah polyferiiose v ptibéhu kliceni vyrazg nenenil.
Po hvozdni doslo k mirnému vzestupu. Literatura uvadi, Balavé vrstvy obsahuji nej-
vétSi mnozstvi polyfenolickych latek. [39] Toto tvrdese ngienim potvrdilo, hodnota
antioxidani aktivity sladového kitu byla 1230,431 mg AAE- k@ celkovy obsah polyfe-
noli sladového kstu byl 1359,111 mg GAE-Kkjg

Obsah polyfenolickych latek sladu je sledovanizadiu posouzeni kvality vstupni surovi-
ny pro vyrobu piva a je zavisly na mnoha faktorgekp jsou vybrand odda je&mene,
vliv faktori na fist rostliny, podminky $ zpracovani a skladovani, zvolené technologii

vyroby atd.

VyuZziti téchto poznatk zmény antioxid&ni aktivity a znény obsahu celkovych polyfeno-
I béhem technologického procesu sladovani umo#mpfsobit proces tak, aby ve final-
nim vyrobku byl zachovan optimalni obsah antiokideh a polyfenolickych latek, které

jsou dilezité jak pro samotnou vyrobu, tak i pro zdréleivéka.

Pro celistvost prace by bylo vhodné obohatit analyzreteni pomoci vysokaiinné kapa-
linové chromatografie, diky které se zjisti obsg@mynotlivych fenolovych slatenin itiz-
nych frakci. Pro spektrofotometrické stanoveniaddiaini aktivity bych doportila me-
feni doplnit metodou ABTS, ktera vykazuj&di (tinnost nez metoda DPPH. [73]

Tato prace by mohla byt pro Sladovny Souffl#, a.s. pinosna pro porovnani vysleilk

s Vyzkumnym ustavem slaigkym v Brr€, kde jsou tyto analyzy pravidéprovadny.
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Priloha P2: Podrobny prehled vysledkl celkového mnoistvi polyfenolt jednotlivych vzorkd
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