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Anotace

Tato diplomova prace je zaméfena na vyuziti disperzni kapalinové mikroextrakce ve spojeni
s kapalinovou chromatografii s UV detekci pro stanoveni a- a f-hotkych kyselin v klasickém pivu
a vpivu chmeleném za studena. V teoretické Casti jsou popsany ruzné zpusoby modifikace
disperzni kapalinové mikroextrakce, moznosti spojeni této mikroextrakce s kapalinovou
chromatografii a dal$imi technikami. Zaméfena je i na vyrobu piva, popis riznych zpisobi
chmeleni a stanoveni latek obsazenych v pivu, zejména tékavych latek a hotkych kyselin.
V experimentalni C¢asti byly nejprve optimalizovany podminky 4 disperznich kapalinovych
mikroextrakci vyuzivajici ztuhnuti organické kapky (DLLME-SFO, AA-LLME-SFO,
UA-LLME-SFO, UA-DLLME-SFO), ze kterych byla vybrana nejvhodnéjsi mikroextrakce pro
stanoveni hotkych kyselin. Dale jsou prezentovany vysledky analyzy realnych vzorkd piv
a porovnani mnozstvi horkych kyselin v pivech chmelenych klasicky a pivech chmelenych za

studena.

Kli¢ova slova

Disperzni kapalinovd mikroextrakce, kapalinova chromatografie, pivo, studené chmeleni, hoiké

kyseliny
Title

Analysis of bitter acids in beer using dispersive liquid-liquid microextraction.

Annotation

This thesis deals with the use of dispersive liquid-liquid microextraction followed by liquid
chromatography with UV detection for the determination of a- and B-bitter acids in classical beer
and in dry-hopped beer. In the theoretical part there are described various modifications of
dispersive liquid-liquid microextraction methods together with possibilities of their connection with
liquid chromatography and other techniques. It is also focused on the production of beer, the
description of the different ways of hoping and the determination of substances in beer, especially
volatile compounds and bitter acids. In the experimental part, the conditions of the 4 dispersive
liquid-liquid microextraction methods with solidification of floating organic drop (DLLME-SFO,
AA-LLME-SFO, UA-LLME-SFO, UA-DLLME-SFO) were optimised and the most suitable
approach for the determination of bitter acids was selected. In addition, the results of the analysis
of real beer samples and the comparison of bitter acids in classical beer and dry-hopped beer are

presented.

Keywords

Dispersive liquid-liquid microextraction; Liquid chromatography; Beer; Dry-hopping; bitter acids.



Obsah

UIVOU. e 16
1 TeOoretiCKA CASt....viiiiiiiiiiii i 17
1.1 Kapalinova MIKIOEXIIaKCE ....uuviiviiiiiiieiiiii ittt 17
1.1.1  Mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky .........ccccoevvviiiiiiiiiinnnnn. 21
1.1.2  Princip disperzni kapalinové mikroeXtrakCe.........ccccvvvvveiiiiiiiiieeiiiieiniiesinee e 22
1.1.3  Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti plovouci
OrgaNICKE KaAPKY ....ooiiiiiiici 24
1.1.4  Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce............ccccovvvennen, 25
1.1.5  Vortexem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce ..........c.cccooveivninnnnnn, 26
1.16  Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce ............cccocvervrnnnnn, 27
1.1.7  Disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuzivajici iontovych kapalin.................. 28
1.1.8  Spojeni ultrazvukem asistované a vzduchem asistované disperzni
kapalinove MIKIOEXIIraKCe . .uuivuiiiiiieiiii it 28
1.1.9  Disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuzivajici rozruseni disperze
TOZPOUSEEALCII ... 29
1.1.10 Disperzni kapalinova mikroextrakce s Sumivou reakci ..........coovevvvivenieieniiennn, 31
1.1.11 Reverzni disperzni kapalinova mikroeXtrakCe...........cccooviriviiiieniiiiienic e 31
1.1.12 Tandemova disperzni kapalinova mikroextrakce ...........c.ccvvververeniveniennninennnn, 31
1.1.13 Disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci vodnou fazi..............ccccovvnenee, 32
1.1.14 Automatizace Vv disperzni kapalinové mikroextrakci...........cooeevrirerninenicnnnen, 32
1.1.15 MozZnosti kombinace se separacnimi a spektralnimi technikami................c....... 34
1.2 Kapalinovad chromatografie...........coceiiiiiiiiiiiiiiiic e 39
1.3 PIVO s 45
131 VPTODA PIVA..ciiiiiiiiiiiiii et 45
1.3.2  MIKrobiolOgie PIVA .....ccueiiiiiiiici et 52
1.3.3  Analyza sI0ZeK PIVa .....ccceeiiiiiiiiiiii 54

2 EXPErimentalnd CAST ......civiiiiiiiiiiiieiieeie et 58



2.1 Instrumentace

211

212

2.2 Chemikalie a standardni latky
2.3  Vzorky piva

2.4  Pracovni postupy

24.1
24.2

2.4.3

3 Vysledky a diskuze
3.1 Kalibrac¢ni zavislosti

3.2 Optimalizace extrakce

3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.24

3.25

3.2.6
3.2.7

3.3 Obsah hotkych kyselin ve vzorcich piva

5 Pouzita literatura

Kapalinovy chromatograf s detektorem s diodovym polem..............cccevvenene

| D 3 420w /<) o) AP

Ptiprava kalibracnich fad ..........c.ccooiiiiiiiiii
POStUPY EXIIAKCT.....eeviiiiiiicicceciec

EXITaKCE VZOTKUL - oottt e e e e e e e eee e e e e eeeenen

Vybér disperzniho a extrakéniho rozpoustédla..........ccocoveriiiiiiiiniiiiniieniiene

Disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci organickou kapkou............

Vzduchem asistovand kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti

organickeé KapKy ......coooiiiiiiiiii

Ultrazvukem asistovana kapalinova mikroextrakce s tuhnouci

0rganiCKoU KaPKOU........ccuiiiiiiiie e

Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuZivajici

ztuhnuti organicke Kapky ........ccooeiiiiiiiiiii
Optimalizace doby a rychlosti odstiedeni...........cccocviiiiiiiiiiiii,

Vybér extrakéni metody pro analyzu vzorkll PiVa.........ccecevereieniiciiinnnns



Seznam zkratek a znacCek

AA-DLLME
AA-DLLME-SFO

AA-LLME

ACN

DAD
DLLME
DLLME-SAP

DLLME-SFO

DLPME

ETAAS

EtOH

FAAS

FIA

GC-FID

GF-AAS

HDS
HDS-ST-DLLME

HPLC
HPLC-DAD

IL-DLLME

LDS
LDS-DLLME

LDS-ST-DLLME

LLE
LOD

LOQ
LPME
MetOH
N-DLLME
PCR

Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce

Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce
vyuzivajici ztuhnuti organické kapky

Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce bez
pouziti disperzniho rozpoustédla

Acetonitril

Detektor s diodovym polem

Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina

Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti vodné
taze

Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti
organické kapky

Disperzni mikroextrakce kapalnou fazi

Elektrotermické atomova absorp¢ni spektrometrie

Ethanol

Plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie

Pritokova injek¢ni analyza

Plynova chromatografie s plamenové-ionizacnim detektorem
Atomova absorpcni spektrometrie s grafitovou peci
Rozpoustédlo s vysokou hustotou

Disperzni kapalinova mikroextrakce s extrakénim rozpoustédlem
S vys$si hustotou a rozruSenim disperze rozpoustédlem

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinovy chromatograf spojeny s detektorem s diodovym
polem

Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici iontové
kapaliny

Rozpoustédlo s nizkou hustotou

Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuZzivajici extrakéni
rozpoustédla o nizké hustoté (nizsi hustoté nez voda)

Disperzni kapalinova mikroextrakce s extrakénim rozpoustédlem
s nizs§i hustotou a rozruSenim disperze rozpoustédlem

Extrakce kapalina-kapalina

Limit detekce

Limit kvantifikace

Mikroextrakce kapalné faze

Methanol

Klasické disperzni kapalinova mikroextrakce
Polymerazova tetézova reakce



RP-DLLME
SA-DLLME

SA-SFDME

SIA

SDME
SFDME
SI-DLLME
SM-DLLME
SPE
ST-DLLME

TEME
UA-DLLME
UA-DLLME-SFO

UA-LLME

UA-LLME-SFO

USAEME-SFD

uv
VA-DLLME
VA-SFDME
VIS

Disperzni kapalinova mikroextrakce s reverzni fazi

Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuZzivajici povrchoveé
aktivnich latek

Mikroextrakce s tuhnouci kapkou vyuzivajici povrchové
aktivnich latek

Sekvencni injek¢ni analyza

Mikroextrakce jednou kapkou

Mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky
Sekvencni injek¢ni disperzni kapalinova mikroextrakce
Supramolekularni disperzni kapalinova mikroextrakce
Extrakce tuhou fazi

Disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuzivajici rozruseni
disperze rozpoustédlem

Emulzni mikroextrakce bez organickych rozpoustédel
Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce

Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce
s vyuzitim plovouci organické kapky
Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce
bez vyuziti disperzniho rozpoustédla

Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce bez
disperzniho rozpoustédla s vyuzitim ztuhnuti organické kapky

Ultrazvukem asistovana emulzifika¢ni mikroextrakce
S tuhnouci organickou kapkou

Ultrafialové zareni
Vortexem asistovand disperzni kapalinova mikroextrakce
Vortexem asistovana mikroextrakce s tuhnouci kapkou

Viditelné zafeni



Seznam obrazku

Obrazek 1: 12 zasad zelené analytické chemie [11].....cccocoiiiiiiiiiiiiii e 18
Obrazek 2: Zastoupeni vzorkt pro aplikaci disperzni kapalinové mikroextrakce [13]............ 18
Obrazek 3: Vyuziti DLLME v raznych odvEtvich [2]....ccccviiiiiiiiiiii e 19

Obrazek 4: Postupny vyvoj nejcastejSich modifikaci disperzni kapalinové mikroextrakce.....20

Obrazek 5: Rozd¢leni modifikaci DLLME podle tvorby disperze a podle hustoty

extrakéniho rozpouStedla .........ccceiiiiiiiiiiii 20
Obrazek 6: Provedeni mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky [17] ......cccvvenneee. 21
Obrazek 7: Jednotlivé kroky disperzni kapalinové mikroextrakce [18]......ccccoveviiiieninnnnnne 22

Obrazek 8: Jednotlivé kroky disperzni kapalinové mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti
plovouciorganicke kapky [18] ..cc.eeiiiiiiiiiiiiee e 25
Obrézek 9: Usporadani pro ultrazvukem asistovanou disperzni kapalinovou mikroextrakei ..26
Obrazek 10: Provedeni vortexem asistované disperzni kapalinové mikroextrakce
s extrakénim rozpoustédlem s vyssi hustotou nez je hustota vody (HDS)
a s extrakénim rozpoustédlem s hustotou nizsi nez je hustota vody (LDS) [22]...27
Obrézek 11: Provedeni vzduchem asistované disperzni kapalinové mikroextrakce
s tuhnouci organickou kapkou [30] ......ccccoveiiiiiiiiiiiiee e 27
Obrazek 12: Provedeni disperzni kapalinové mikroextrakce kombinujici ultrazvuk
AVZAUCH [22] oot 29
Obrazek 13: Provedeni disperzni kapalinové mikroextrakce rozruseni rozpoustédlem
s vyuzitim extrak¢niho rozpoustédla o hustoté nizsi nez je hustota vody [11] ...30
Obrazek 14: Provedeni tandemové disperzni kapalinové mikroextrakce [8].......ccccvvviveennnn. 31

Obrézek 15: Provedeni disperzni kapalinové mikroextrakce s tuhnouci vodnou fazi [38]......32

Obrézek 16: Rizné typy automatizace disperzni kapalinové mikroextrakce [41] ........c.cc....... 33
Obrazek 17: Schéma automatizace v automatickém davkovaci [42] .....ccccovveviiiiiiieiiiieene, 33
Obrazek 18: Provedeni magnetického michani ve stiikacce [46].....cccovvviiiiiiiiiiiiiiieiicee, 34
Obrazek 19: Nejcasteji stanovované kovy pomoci AAS a ptibuznych metod [7] ... 35
Obrazek 20: Schéma deleni latek v kapalinové chromatografii [S8].......ccocviviiiiiiiiciiiiee, 39
Obrazek 21:Schéma zatizeni pro kapalinovou chromatografii [61].........cccccovviiiiiiiniiiienn. 41
Obrazek 22: Princip detektoru s diodovym polem [63].......ccccoviiiiiiiiiiiiiiiie e 43
Obrézek 23: Rozdeleni chmelovych Silic [71]. i 47
Obrazek 24:Vzorce a-hotfkych Kyselin [74] ....c.oooeiiiiiiiiiiici e 47

Obrazek 25: Vzorce B-hotkych kyselin [74]......ccvoiiiiiiiie e 48



Obrazek 26:

Obrazek 27:

Obrazek 28:

Obrazek 29:

Obrazek 30:
Obrazek 31:

Obrazek 32:

Obrazek 33:

Obrazek 34:

Obrazek 35:

Obrazek 36:

Obrazek 37:

Obrazek 38:

Obrazek 39:

Obrazek 40:
Obrazek 41:

Obrazek 42:

Obrazek 43:

Obrazek 44
Obrazek 45:

Schéma izomerace a-hotkych kyselin [75] ..., 48
Schématické znazornéni procesu vyroby klasického piva [77]

Automatizované chmeleni za studena ve velkém objemu s pouzitim

eXtraktoru CNMEIE [82].......covv e 52
Extraktor chmele napojeny na pipu (vlevo) a extraktor chmele do

sklenice (VPravo) [83,84]......coiiiiiiiieieeiese e 52
ANAlyZOVane VZOTKY PIV .ooiviiiiiiiiiiie ettt e e 59

Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku
Pro KONUMUION........oiiiiiiiic s 64

Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku

pro adhumulon + hUMUION ..o 65
Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku

PrO KOIUPUION ... 65
Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku

Pro adlupulon + TUPUION ..o 66
Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku

PO extrakci pro KONUMUION...........ccoiiiiii e 68
Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku

po extrakci pro adhumulon + humulon ..., 68
Kalibra¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku

PO eXtrakci Pro KOIUPUION..........coviiiiiiiiieiee e 69
Kalibrac¢ni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku

po extrakci pro adlupulon + TUpuloN .........ccccoviiieii i, 69
Porovnani kombinaci smési disperznich a extrakénich rozpoustédel

Pro 4 provedené eXtrakCe. ... 73
Porovnani disperznich rozpoustédel pro spojeni s 1-undekanolem..................... 74
Porovnani extrakci pii dvou riznych hodnotach pH 4,53 (bez upravy pH)

a 3,0 (s upravou pomoci kyseliny fosforecné)...........ccccvvvvviiiiniiiiiiiiiic 75
Grafy pro optimalizaci rychlosti a doby odstfedéni u vSech extrakci pro rizné
CASY (117 0) 1ot 77
Grafy pro optimalizaci rychlosti a doby odstfedéni u vSech extrakci pro rizné
rychlosti odStTedent (1= 6)........c.eeriiiiiiiie e 78
Porovnani extrakci pro koncentraci 0,05 mg/ml (N =6) .....c.ccoevveriiiiiiiiiiinnn, 79
Porovnani extrakci pro koncentraci 0,1 mg/ml (N =6) ....ccooovvenirininiiiniciee, 79



Obrazek 46:
Obrazek 47:

Obrazek 48:

Obrazek 49:

Obrazek 50:

Obrazek 51;

Obrazek 52:

Obrazek 53:
Obrazek 54:
Obrazek 55:
Obrazek I-1:
Obrazek 1-2:
Obrazek 1-3:
Obrazek 1-4:
Obrazek I-5:
Obrazek 1-6:

Porovnani extrakei z pohledu mnozstvi extraktu (N = 6) ......ccccevvveiieiieeiiennnnne 80

Porovnani ploch pikl a-hotkych kyselin obsazenych v pivech znacky

BaKalAT (150) ...vveiiiiee ettt 82
Porovnani ploch pikl a-hotkych kyselin obsazenych v pivech znacky

KIUSOVICE (11 = 6) vt 83
Porovnani ploch pikt a-hotkych kyselin obsazenych v pivech znacky

(0] o]0V Tov N (T ) SRS 84
Porovnani ploch pikt a-hotkych kyselin obsazenych v pivech znacky

POSLIZINSKE (1176) ... s 85
Porovnani ploch pikt a-hotkych kyselin obsazenych v pivech znacky

PIIMALOT (I176) ..veiiiieiiiiie ettt e e nnne s 86
Porovnani ploch pikil a-hotkych kyselin obsaZenych v pivech znacky

SVIHANY (NT60) 1.ttt ettt 87
Porovnani piv za studena chmelenych vSech znacek (n=6) ...........cccovvvvervriennn, 89
Porovnani piv klasicky chmelenych vSech znacek (n=6) ...........cccooeriieinrnnnnne 89
Porovnani obsahu a-hotkych kyselin u vSech analyzovanych piv (n=6)............. 90
Vzorovy chromatogram z méteni kalibrace ...........c.ccoovveiiiiiiiiiiiiiiicie, 104
Vzorovy chromatogram z méfeni kalibrace extrakce.........cccovevviveneniiiinnnnn. 104
Chromatogram z méfeni piva Bakalaf 1eZaK ...........ccoceviiiiiiiiiiiiiccce, 105
Chromatogram z méfeni piva Bakalaf nealko za studena chmeleny................. 105
Chromatogram z méteni extrakce piva Bakalaf za studena chmeleny.............. 106

Chromatogram z méteni extrakce piva Krusovice 12° ze zateckého chmele ...106

Obrazek |-7: Chromatogram méfeni piva KruSovice za studena chmelené ........................... 107
Obrazek 1-8: Chromatogram méfeni piva Lobkowicz premium ...........c.ccoceevriieiniiencnnnnn, 107
Obrazek 1-9: Chromatogram méfeni piva Lobkowicz ALE .........c.cccooiiiiiiiiiicie, 108
Obrazek 1-10: Chromatogram méteni piva FrancinQiv 1€Z4K ............coovvviiiiiiciiciene, 108
Obrazek 1-11: Chromatogram méfeni piva Jubilejni Hrabaliiv leZak............c.ccooiiiiiennns 109
Obrazek 1-12: Chromatogram méfeni piva Primator premium ...........cccoceviviiiiiciiiinineennen, 109
Obrazek 1-13: Chromatogram méfeni piva Primator IPA ..., 110
Obrazek 1-14: Chromatogram méfeni piva Svijansky MAz ........ccccceviviiiiiiniieiec e 110
Obrazek 1-15: Chromatogram méfeni piva Svijansky rytif ........cccoooviiiiiiiininc e 111
Obrazek 1-16: Chromatogram méteni piva Raven IPA ..., 111

Obrazek I1-1:

Odezvy kalibraénich roztoki extrakce v celém koncentra¢nim rozsahu

Pro KONUMUION.......oiiiiie e 112



Obrézek 11-2: Odezvy kalibra¢nich roztokii extrakce v celém koncentraénim rozsahu

pro adhumulon + RUMUION ..o, 112
Obrazek Il1-1: Odezvovy profil pro metodu extrakce DLLME-SFO..........cccccooiiviiiiiiinene, 113
Obrazek I11-2: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce DLLME-SFO..........c.cccccevvinennne. 114
Obrazek 111-3: Odezvovy profil pro metodu extrakce AA-LLME-SFO..........cccoooiiiiiinnnnn, 115
Obrazek 11-4: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce AA-LLME-SFO ............cccceeee. 116
Obrazek I11-5: Odezvovy profil pro metodu extrakce UA-LLME-SFO...........cccceviviviinenne 117
Obrazek I11-6: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce UA-LLME-SFO ..........cc.cccue.. 118
Obrazek I11-7: Odezvovy profil pro metodu extrakce UA-DLLME-SFO...........cccooviiieinen. 119

Obrazek 111-8: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce UA-DLLME-SFO ...................... 120



Seznam tabulek

Tabulka 1: Body tani a tuhnuti nej¢astéji vyuzivanych extrakénich rozpoustédel

u disperzni kapalinové mikroextrakce s tuhnouci plovouci kapkou [6,15]......... 25

Tabulka 2: Obsah jednotlivych slozek v chmelovych SiSticich [69] ..., 46

Tabulka 3: Slozky piva - obsah a mnoZzstvi latek [66]...........ccovveiiiiiiiiiiiiii e 54

Tabulka 4: Slozeni ICE-3 standardu a reten¢ni ¢asy jednotlivych hotkych kyselin ................ 63
Tabulka 5: Rovnice regrese s hodnotou koeficientu determinace jednotlivych kalibra¢nich

ZAVISIOST .. 66

Tabulka 6: Vypoctené smérodatné odchylky Giseku a smernice...........ccovvviviiieiiiiiiiciicee 66

Tabulka 7: Rovnice regrese s hodnotou koeficientu determinace jednotlivych
kalibracnich zavisIosti PO €XIIraKCl.....uiviviiiiiiiiiiieiiiie e 70

Tabulka 8: Vypoctené smérodatné odchylky tseku a smérnice v mg/ml pro kalibracni

ZAVISIOSEE PO EXLIAKCT..evviiieieieiciiee e 70
Tabulka 9: Hodnoty limitt detekce a kvantifikace pro piistroj a extrakci ......ccoovevvrivcriennene. 71
Tabulka 10: Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky Bakalat (n=0)...........cccccoovrivennrnnnene 82
Tabulka 11: Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky KruSovice (N=6)..........ccccevvvervrrnnene 83
Tabulka 12: Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky Lobkowicz (n=6) ............ccccevvrvernene. 84
Tabulka 13: Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky Postfizinské (n=6) ............ccccecvrrnne. 85
Tabulka 14: Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky Priméator (n=6) .........c..cccocvvvvirinnnnn. 86
Tabulka 15: Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky Svijany (n=06)...........ccceovvviiiciinnnnnn. 87
Tabulka 16: Obsah a-hotkych kyselin v pivu znacky Raven (n=0) ..........ccccooviriiiiininnnnenne 88
Tabulka IV-1: Podminky pokust pro optimalizaci extrakce DLLME-SFO
A UA-DLLME-SFO ...coooiiiie e 121

Tabulka IV-2: Podminky pokusi pro optimalizaci extrakce AA-LLME-SFO
A UA-LLME-SFO ..ot 122



Uvod

Pivo se fadi mezi nejstarsi napoje. Je znamé uz od dob Mezopotamie, ale nejvétsi rozvoj
zaznamenalo v 19. stoleti. Je to alkoholicky kvaSeny napoj hotké chuti. Vyrabi se z je¢mene,
ktery je ptevadén na slad, vody a chmele. Pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisiae je
prokvaSovan za vzniku ethanolu a oxidu uhli¢itého. Piva se nejcastéji d€li na spodné kvaSena
a svrchné kvaSend, zéalezi na pouzitém typu kvasinek a teploté kvaSeni. NejrozsifenéjSim
pivnim stylem je spodné kvaseny lezak vyrabény v Ceské republice, ale po celém svété existuje
spousta raznych stylii pro vyrobu piva. Lze tak krom¢ klasického piva nelézt napf. pSeni¢na
piva, trapistickd piva, Porter nebo typ Ale. Na tizemi Ceské republiky je tento napoj
nejoblibengjsi a od roku 2008 nese chranéné oznaceni Ceské pivo.

Hotké kyseliny jsou organické latky vyskytujici se v chmelu. Pii vyrobé piva je chmel
pridavan ve chmelovaru, kde dochdzi k piechodu téchto latek do mladiny. Pii vyssi teploté
dochazi k izomeraci téchto hotkych kyselin, které¢ jsou zodpovédné za hotkou chut piva.
Chmelu existuji rizné odrudy, které se mohou lisit sloZzenim, tedy i pfispévky k hoiké chuti
vysledného piva.

Cilem této prace je stanoveni hoikych kyselin v pivu pomoci riznych typt disperzni
kapalinové mikroextrakce s naslednou analyzou kapalinovou chromatografii a jejich porovnani

v klasicky chmeleném pivu a v pivu chmeleném za studena.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Kapalinova mikroextrakce

vzorku k analyze. Pfi zpracovani vzorku k analyze je dilezitym krokem odstranéni necistot,
prebyte¢ného mnozstvi matrice, CiSténi, izolace, zakoncentrovani a separace stanovovanych
analyti. K izolaci analytu je nejéastéji vyuzivano extrakénich technik kapalina-kapalina (LLE)
a extrakce tuhou fazi (SPE). Extrakce v systému kapalina-kapalina je jednou z nejstarSich
technik vyuzivanych pro izolaci analytli v analytické chemii. Z divodu prace s velkymi objemy
organickych rozpoustédel, ¢asto zdravi Skodlivych, velkého mnozstvi analyzovaného vzorku
a Casové narocnosti extrakce, byl kladen diraz zejména na vyvoj rychlych, efektivnich,
ekonomickych, presnych a citlivych metod pro dostatecné zakoncentrovani i stopovych
mnozstvi analyti. DalSim pozadavkem pii vyvoji novych extrakénich metod bylo
minimalizovani mnoZstvi analytickych operaci a spotifeby zdravi Skodlivych organickych
rozpoustédel. Tim doslo ke snizeni nakladd na celou techniku, k miniaturizaci jednotlivych
extrakci, zlepSeni kvality vysledki a zjednoduseni celého procesu. Dale je vyzadovana vysoka
pozadavkem pii vyvoji je co nejnizsi dopad na zivotni prostiedi [1-8].

Mikroextrakce v kapalné fazi byla vyvinuta v poloving 90. let a jeji vyhodou je spotieba
pouze mikrolitrovych objemt rozpoustédla. V roce 1996 byla publikovana kapalinova
mikroextrakce vyuzivajici extrakce do jedné kapky, kdy ve velké vodni kapce je suspendovana
kapka organického rozpoustédla nemisitelného svodou. V roce 1997 byla publikovana
mikroextrakce kapalnou fazi (liquid phase microextraction, LPME) a mikroextrace jednou
kapkou (single drop microextraction, SDME) pro zakoncentrovani analytii s malym mnoZzstvim
organickych rozpoustédel a minimalizaci toxickych ucinkl na lidsky organismus. Zakladem
metod mikroextrakce jednou kapkou je rovnovazna distribuce analyti mezi malym mnoZzstvim
organického rozpoustédla a vodnou fazi. Prestoze jsou tyto techniky jednoduché a ucinné,
jejich nevyhodou je nizka stabilita kapky, ktera se velmi snadno rozpousti ve vzorku [5,6,9].

Kapalinovd mikroextrakce vyuziva rlznych afinit analytu k vodnému vzorku
a extrakénimu organickému rozpoustédlu. Jeji vyhodou je jednoduchost a rychlost provedeni,
snadnd manipulace, mald spotfeba organickych rozpoustédel, velky povrch mezi vodnou fazi
a extrakénim rozpoustédlem a tim je i zajiStén vysoky faktor obohaceni. Nékteré vlastnosti

kapalinové mikroextrakce spliiuji i podminky zelené analytické chemie, jako jsou napt. nizka
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spotieba vzorku a organického rozpoustédla, nizka spotieba energie nebo malo odpadi. Vsech

12 zasad zelené analytické chemie je znazornéno na obrazku 1 [4,10,11].

| Vzorek
Minimalni poget
Minimalni velikost

( Odpady i

Minimalni

Cinidla | ==
Netoxicka
Obnovitelna .
" Instrumentace
N; iz ilné Metoda Automatizovana
, axn;méne Plimk Miniaturizovana
ezpeén:

Sloutené postupy ‘ Encrgeticky usporna

Pro vice analyta

Obrazek 1: 12 zdasad zelené analytické chemie [11]

Disperzni kapalinova mikroextrakce (DLLME) byla poprvé publikovana v roce 2006 pro
extrakci polycyklickych aromatickych uhlovodik (PAH) a dalSich organickych pesticidi ve
vzorcich vody Snaslednou analyzou pomoci plynové chromatografie s plamenovym
ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Jeji vyhody jsou jednoduchost provozu, rychlost, nizké
naklady, vysoka navratnost a velky faktor obohaceni. Tato extrakce byla vyvinuta z divodu
zvySeni Gcinnosti extrakce LPME. Pouziti DLLME zlepSuje limit detekce, minimalizuje efekt
matrice pii méteni, snizuje mnozstvi odpadli a ma nizké pozadavky na ¢inidla [1,4,5,10-12].

Od roku 2006 byla vydana fada publikaci, ve kterych se autofi zabyvaji aplikaci disperzni
kapalinové mikroextrakce na dalsi typy vzorki, jako jsou napt. vzorky potravin a vzorky ze

zivotniho prostiedi. Celkové zastoupeni vzorku je zndzornéno na obrazku 2 [10].

. . ostatni vzorky
napoje 4%,
: 7 % vzorky
puda vod
32 %

biologické
vzorky vzorKky potravin
19 % 24%

Obrazek 2: Zastoupeni vzorkil pro aplikaci disperzni kapalinové mikroextrakce [13]
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Dale byla tato technika rozsifena nejen v ramci chemie a biochemie, ale i v genetice,
molekularni biologii, chemickém inzenyrstvi, analyze zivotniho prostiedi, mediciné,
zemedéelstvi, toxikologii, farmakologii a spousté dalSich odvétvich, které jsou znazornény na

obrazku 3 [2].

socialni védy ostatni

farmakologie, toxikologie ]
chemie
zemédélstvi a biologické védy

strojirenstvi
medicina
zivotni prostiedi

chemické inzenyrstvi

biochemie, genetika a molekularni
genetika

Obrazek 3: Vyuziti DLLME v riznych odvétvich [2]

Bylo vyvinuto velké mnozstvi modifikaci pro DLLME, které¢ jsou zalozeny na vyuziti
michani, asistované disperze, iontovych rozpoustédel arozpoustédel o rizné hustoté
Vv zavislosti na hustoté vzorku. Ale je nutné rozliSovat pojem DLLME (dispersive liquid-liquid
microextraction) a DLPME (dispersive liquid phase microextraction). Ob¢ tyto techniky
vyuzivaji disperze, ale DLLME vyuziva disperzniho rozpoustédla a DLPME disperzi vytvari
s vyuzitim pfidavnych energii, jako napf. ultrazvuk [10,14].

Casto se pfi tvorbé disperze vyuziva jesté ultrazvuku, michani, magnetického michani,
vzduchu, tvorbé bublinek v disledku Sumivé reakce, tlakového argonu, mikrovinného zateni,
michani tfepanim nebo vyssi teploty. Dale jsou ke zvysSeni efektivity extrakce pridavany
povrchové aktivni latky, derivatiza¢ni ¢inidla, chelata¢ni Cinidla a iontparové latky [14].

DalSimi modifikacemi disperzni kapalinové mikroextrakce je pouZiti supramolekuldrni
mikroextrakce, —mikroextrakce vbodé zakalu, magnetickych iontovych kapalin,
deemulzifikace, soli, nebo magnetickych nanocastic. Nékteré tyto modifikace umoziuji
vynechani kroku odstiedéni [14].

Postupny vyvoj jednotlivych modifikaci v letech je vyznacen na obrazku 4, kde jsou

znadzornény nejvyuzivangj$i modifikace pro DLLME. Nejcastéjsi rozdéleni modifikaci
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DLLME techniky jsou znazornény na obrazku 5, kde jsou metody déleny podle zptisobu tvorby

disperze na levé stran¢ a podle hustoty organického rozpoustédla na strané pravé [13,15].

SM-DLLME

SI-DLLME
SFDME
DLLME-SFD

Obrazek 4: Postupny vyvoj nejcastejsich modifikaci disperzni kapalinové mikroextrakce.

DLLME — disperzni kapalinova mikroextrakce; SEFEDME — mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky;
DLLME-SFD - disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky (Castéji oznacovana jako
DLLME-SFO); USA-DLLME — ultrazvukem asistovanda disperzni kapalinova mikroextrakce (Castéji oznacovana jako
UA-DLLME); ST-DLLME - disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzZivaji ukonceni disperze rozpoustédlem;
SI-DLLME — sekvencni injekcni disperzni kapalinova mikroextrakce; SA-DLLME — disperzni kapalinova mikroextrakce
vyuzivajici povrchové aktivnich latek; SM-DLLME — supramolekularni disperzni kapalinova mikroextrakce;
AA-DLLME — vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce; TEME — emulzni mikroextrakce bez organickych
rozpoustédel; DLLME-SAP — disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti vodné fize [15]

Rozdéleni podle disperzni techniky Rozdéleni podle hustoty extrakéniho Cinidla

d Halogenované uhlovodiky
Ruéni michani "“Oq%
: Va
Ultrazvukova Q
Tontové kapaliny

lazen
i}’lovouci rozpoustédlo

Rozpoustédla leh¢i
nez voda

)Y
Vortex 3
Mikrostiikacka g ‘a\s

Ledova lazen

Obrazek 5: Rozdéleni modifikaci DLLME podle tvorby disperze a podle hustoty extrakcniho rozpoustéedla
N-DLLME — klasicka disperzni kapalinova mikroextrakce; USA-DLLME (castéji oznacovina UA-DLLME) — ultrazvukem
asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce; VA-DLLME — vortexem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce;

IL-DLLME — disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici iontové kapaliny; LDS-DLLME — disperzni kapalinova
mikroextrakce vyuzivajici rozpoustédla s nizsi hustotou nez je hustota vody; DLLME-SFOD (castéji oznacovina
DLLME-SFO) — disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti plovouci kapky [13]
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1.1.1 Mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky

Mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti plovouci organické kapky (SFDME) byla popsana
vroce 2007 pro extrakci polycyklickych aromatickych uhlovodikii pomoci 1-undekanolu.
K vyvoji této techniky pfispela nestalost kapky organického rozpoustédla na konci jehly
u mikroextrakce jednou kapkou pii michani, kdy dochazelo k rozpousténi a uvolovani pfi
vyS$8ich otackach. Jedna se o techniku rovnovazné mikroextrakce, kdy se kapicka extrak¢niho
rozpoustédla umisti na povrch promichavaného roztoku magnetickym michadlem, jak je
znazornéno na obrazku 6. Po provedeni extrakce se nechd extrakéni rozpoustédlo ztuhnout
a prenese se Kk nasledné analyze. Tato technika byla také modifikovana, kdy napft. v roce 2010
byla vyvinuta metoda ultrazvukem asistovana emulzifika¢ni mikroextrakce s tuhnouci
organickou kapkou (USAEME-SFD) vyuzivajici ultrazvuku v kombinaci se SFDME. Dale Ize
magnetické michani nahradit vyuzitim vortexu (VA-SFDME), disperznim rozpoustédlem

(DLLME-SFO) nebo pouzitim povrchové aktivnich latek (SA-SFDME) [6,7,16].

kapka organického  magnetické michani ztuhly extrakt odebrani extraktu vloZeni extraktu
rozpoustédla na roztoku do nadobky
vodném roztoku

Obrazek 6: Provedeni mikroextrakce vyuZivajici ztuhnuti organické kapky [17]

Koncentrace analytu v organickém roztoku se zvétSuje na urcity stupen do dosaZeni
rovnovahy a poté je konstantni. Vytéznost extrakce je dana rozdélovacim koeficientem,
objemem vzorku a objemem extrakéni faze. Pro SFDME je dillezité michéani roztoku, které
ovliviiuje také ucinnost extrakce. Pokud je rychlost michani pfili§ vysokd, mize dochézet
k rozstiikovani jemnych kapicek, coz znesnadiiuje oddéleni extrakéni faze od vzorku. Ovlivnit
ucinnost michani 1ze i objemem vzorku a z tohoto divodu se nejcastéji vyuzivaji objemy
v rozmezi 5-20 ml. Pfi vy$Sich objemech dochazi ke snizeni ploch pikl, z divodu nizsi
ucinnosti michani pfi stejnych podminkach. Dal§im velmi dualezitym parametrem je doba
extrakce z divodu ucinnosti, piesnosti a citlivosti. Vyhody metody SFDME jsou jeji
jednoduchost, pouzitd rozpoustédla a vysoké faktory zakoncentrovani. Metoda rovnéz

umoznuje moznost spojeni jednostupniové derivatizace a extrakce, coz vede ke zjednoduseni
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a zkraceni celkové doby analyzy. Diky tomu, Ze je pro extrakci bran vzdy novy podil
extrak¢éniho rozpoustédla, neexistuje zde pamétovy efekt [6,7].

Utinnost extrakce je ale niz$i v porovnani s disperzni kapalinovou mikroextrakci
kdy jsou vytvoreny malé kapicky. SFDME, vyuzivajici extrakci do jedné kapky extrakéniho
rozpoustédla na povrchu michaného roztoku, je horsi nez DLLME-SFD, pii které naopak
dochazi v roztoku k tvorbé disperze extrak¢éniho rozpoustédla, v dobé extrakce a diky vysoké
mezifazové plose, protoze extrakce nastdva okamzité, kdezto u SFDME je nutné michéani po

urcitou dobu [6].

1.1.2 Princip disperzni kapalinové mikroextrakce

Disperzni mikroextrakce je zalozena na tfislozkovém systému rozpoustédel a sklada se ze
dvou krokt. Prvnim krokem je vytvoteni disperze extrakéniho rozpoustédla ve vodném roztoku
vzorku umoznujici rychlou extrakci analyti ze vzorku diky velké plose pro extrakci a rychlému
ustaveni rovnovahy. Tvorbé disperze se napomaha pouzitim disperzniho rozpoustédla, které je
spole¢n¢ s extrakénim rozpoustédlem prudce vstiiknuto do vodného roztoku vzorku a po
protiepani dochdzi k tvorb¢é jemnych kapicek extrakéniho rozpoustédla. Diky tomu vznikd
velké plocha mezi extrakénim rozpoustédlem a vzorkem, coz urychluje pfenos analytu a snizuje
tak dobu extrakce. Druhym krokem extrakce je odstfedéni roztoku, pii kterém dojde k rozruseni
disperze a umoznéni odbéru extraktu ze dna zkumavky, odkud byva nej¢astéji odebran pomoci
mikrostiikacky a pfimo nastfiknut do vhodného analytického pfistroje. Byly ale popsany
I extrakce, které byly provadény piimo v injekéni stiikacce nebo kapilafe. Jednotlivé tyto kroky

jsou znazornény také na obrazku 7 [1,4-6,10,13,14].

mikrostrikacka

vodny sedimentovany
roztok extrakt

disperze odbér extraktu

Obrazek 7: Jednotlivé kroky disperzni kapalinové mikroextrakce [18]
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V prvnich publikacich o DLLME bylo vyuzito extrakéni rozpoustédlo s vyssi hustotou,
nez je hustota vody. Témito rozpoustédly jsou nejcastéji chlorovana rozpoustédla,
napi. tetrachlorethylen, tetrachlormethan, chloroform, chlorbenzen, dichlormethan. Casto
vyuzivanym rozpoustédlem je i sirouhlik. Tato rozpoustédla jsou ale toxickd a nepolarni.
Z téchto dliivodu byla tato technika ddle modifikovana. Byly hleddny vhodnéjsi rozpoustédla
extrahujici i polarni analyty a rozpoustédla s hustotou nizsi nez je hustota vody [1,4,5,11].
rozpoustédla. Pro tvorbu disperze musi byt splnéno nékolik podminek pro rozpoustédla. Pii
vybéru disperzniho rozpoustédla musi byt splnéna rozpustnost ve vodném prostiedi. Nejcastéji
se pouziva aceton, acetonitril, ethanol a methanol. Extrakéni rozpoustédlo musi byt naopak ve
vodném prostiedi nerozpustné, ale musi byt rozpustné v disperznim rozpoustédle. Hustota
rozpoustédla se musi liSit od hustoty vody pro snadné oddéleni fazi odstfedénim. Ve vodném
roztoku musi tvofit jemné kapicky (disperzi), kdy dochazi k rovnomérnému rozlozeni kapi¢ek
extrakéniho rozpoustédla a tim i ke zvySeni extrakéni uc¢innosti. Dals$i podminkou pro extrakéni
rozpoustédlo je jeho nizka t€kavost, aby nedochazelo k odpafovani a ztrat€ rozpoustédla, ¢imz
by mohla byt ovliviiovana rovnovaha. Obé& rozpoustédla by méla byt levna a snadno dostupna
pro snizeni celkovych nakladd na extrakei [1,2,15].

DalSim dilezitym faktorem pro vysoké zakoncentrovani analytu ze vzorku je vhodna
kombinace objemi rozpoustédel, kdy bylo prokazano Ze se zvySujicim se objemem extrakéniho
rozpoustédla klesad obohacovaci faktor extrakce a se zvySujicim se objemem disperzniho
rozpoustédla se zvySuje rozpustnost analytti ve vodném roztoku. Ptili§ nizky objem disperzniho
rozpoustédla ale zplisobuje nedostatecnou tvorbu disperze a také snizeni ti¢innosti extrakce.
Nejcastéji vyuzivané objemy u extrakci jsou do 100 ul extrakéniho rozpoustédla a 200-800 pl
disperzniho rozpoustédla. Dilezitym parametrem je doba extrakce, ktera je definovana jako
Casovy interval mezi nastiikem smési disperzniho a extrakéniho rozpoustédla do vzorku
a odstredénim roztoku. Dale se vyuziva optimalizace pH pro sniZeni ionizace, tim dochazi i ke
snizeni rozpustnosti analytd ve vodné fazi a zvySeni Géinnosti extrakce. Vétsinou se voli pH
pH ovliviiovat i stabilitu analyth a oxida¢né-redukéni reakce, a proto je velmi dilezité
optimalizovat pH pfi extrakci [1,2,4,5,10,13,15].

Pridavek soli mtze zvysit vytéznost extrakce vzhledem k vysolovacimu efektu. Dochazi
ke zvySeni iontové sily a tim se sniZi rozpustnost analytli a zlepSuje rozpustnost v organické
fazi, ale muze také sniZit rychlost difuze, a tedy i ucinnost extrakce. Pfi vyssich koncentracich

pridavku soli mize byt omezen transport analytl diky zvySeni viskozity roztoku a tim je snizena
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i difuze smérem k extrakénimu rozpoustédlu. V nekterych ptipadech nema pridavek soli vliv
na G¢innost extrakce, ale v jinych pfipadech miize vyrazn¢ zlepsit G¢innost extrakce vysusenim
roztoku a snizenim rozpustnosti analytu ve vodném roztoku. Nejvice vyuzivanou soli je chlorid
sodny, ale mtze byt pouzit 1 siran hofe¢naty nebo hydrogenfosforecnan sodny. Ptidavek soli se
vétsinou pohybuje v rozmezi od 1 do 30 % [4,6,7,15].

Nékdy miize byt zkouman i vliv teploty na extrakci, coz muze zlepSovat difuzi analytu
mezi vodnou a organickou fazi, ale teplota ma i vliv na pfesnost metody a ustaveni rovnovahy.
Z pohledu extrakéni kinetiky by zvySovani teploty usnadiovalo difiizi a pfenos analytl
z vodného roztoku do extrak¢éniho rozpoustédla, dochazelo by i ke zkraceni extrakéniho Casu
k dosazeni rovnovahy. Ke zvyseni teploty extrakéniho roztoku se nejcastéji vyuziva vodni
lazné. Vysoka teplota mize ale také ovliviiovat rozpustnost organického rozpoustédla ve
vodném prostiedi nebo zpusobovat jeho odpatfovéani. Z téchto divodl se nejCastéji vyziva
laboratorni teplota [7,15].

M¢la by byt zkoumana i kompatibilita extrakéniho rozpoustédla s naslednymi kroky pii
analyze a analytickou instrumentaci. Pokud neni kompatibilita splnéna, mélo by byt organické

rozpoustédlo odpafeno a analyt rozpustén ve vhodné&jsim rozpoustédle [13].

1.1.3 Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti plovouci organické
kapky

Vyuziva se stejného postupu jako pti DLLME, ale extrakéni rozpousStédlo ma nizsi
hustotu, nez je hustota vody. Jako extrakéni rozpoustédlo pro tento typ extrakce byva pouzita
takova latka, kterd je pfi laboratorni teploté kapalna, ale tuhne pii vyssi teploté nez voda.
Nejcastéji vyuzivany jsou alkoholy 1-undekanol, 1-dodekanol, 1-hexanol, 1-oktanol, 1-dekanol
a rozpoustédla hexadekan, m-xylen, cyklohexan nebo n-hexan. U vybranych rozpoustédel jsou
body tani a hustota uvedeny v tabulce 1. Dal§im rozdilem je ochlazeni roztoku po odstfedéni
a ztuhlé organické rozpoustédlo se odebere z povrchu vodného roztoku a nechd se pred
analyzou op¢t rozpustit pii laboratorni teploté. Jednotlivé kroky pro tento typ mikroextrakce
jsou znazornény na obrazku 8. Vyhodou této extrakce je pouziti rozpoustédel s nizkou teplotou
tani v rozmezi 10-30 °C. Nevyhodou této mikroextrakce je ale moznost pfilnuti extraktu ke

vvvvvv

odbér ztuhlého extraktu a snizeni jeho vysledného objemu [1,4,6,19].

24



Tabulka 1: Body tdni a tuhnuti nejcastéji vyuzZivanych extrakénich rozpoustédel u disperzni kapalinové mikroextrakce
S tuhnouci plovouct kapkou [6,15]

Néazev rozpoustédla Bod tani [°C] Hustota [g/ml]
1-undekanol 13-15 0,83
1-dodekanol 22-24 0,83
2-dodekanol 17-18 0,80
1-dekanol 6,4 0,83
n-hexadekan 18 0,77
Cyklohexanol 25,9 0,96

j mikrostiikacka
@ = = =
5 ‘ ¥
‘ davkovani
disperze plovouci ztuhnuti plovouci kapky

kapka kapky v ledové lazni

Obrazek 8: Jednotlivé kroky disperzni kapalinové mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti plovouci organické kapky [18]

1.1.4 Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce

Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuziva pro tvorbu disperze
ultrazvuku, jak je znazornéno na obrazku 9. Prvni vyuziti ultrazvuku v kapalné mikroextrakci
bylo popsano v roce 2006. S disperzni kapalinovou mikroextrakci byl poprvé spojen v roce
2009 pro extrakci kadmia ze vzorkl vody. Tuto extrakci lze vyuzit ve spojeni s LDS (extrakéni
rozpoustédlo s niz§i hustotou) nebo HDS (extrakéni rozpoustédlo s vyssi hustotou). Déle 1ze
ultrazvukem asistovanou disperzni kapalinovou mikroextrakci spojit s teplotné fizenou
disperzni kapalinovou mikroextrakci, vzduchem asistovanou disperzni kapalinovou
mikroextrakci nebo disperzni kapalinovou mikroextrakci s iontovymi kapalinami. Jeji vyhodou

je snizovani doby extrakce a zvySovani vytézka [20-22]
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Obrazek 9: Usporadani pro ultrazvukem asistovanou disperzni kapalinovou mikroextrakci
LDS — extrakcni rozpoustédlo s nizkou hustotou; HDS — extrakcni rozpoustédlo s vyssi hustotou [21]

Vlivem ultrazvukovych vin dochazi kusnadnéni tvorby emulze, homogenizace
a urychluje pfenos analytii mezi nemisitelnymi fazemi. Vyuziva se rozptyleni extrakéniho
rozpoustédla u¢inkem ultrazvuku do jemnych kapicek pro €inngjsi a rychlejsi extrakci analytt
ze vzorku vlivem lepsiho rozptyleni kapi¢ek extrakéniho rozpoustédla a urychleni pienosu
analyti z vodné faze do extrakéniho rozpoustédla. Ultrazvukové viny mohou nahrazovat
disperzni rozpoustédlo nebo mize byt ultrazvuk pouzit spole¢né€ s disperznim rozpoustédlem.
Byla prokézdna vysSi extrakéni ucinnost oproti klasickému ruénimu michani v disperzni

kapalinové mikroextrakci [6,13,23,24].

1.1.5 Vortexem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce

Vortexem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce byla poprvé publikovana v roce
2013. Vzorek je mechanicky michan za pouziti vortexu, kdy dochazi k tvorbé viru, jak je
znazornéno na obrazku 10, a tim dochézi k tvorbé disperze extrakéniho rozpoustédla. Mize byt
vyuZito i disperzni rozpoustédlo, ale neni to podminkou. Tvorba viru zvySuje extrakéni G€innost
a byla prokazana i vyS$i ucinnost ve srovnani s tvorbou disperze u ultrazvuku a klasického
usporadani v disperzni kapalinové mikroextrakci. Pti vyuziti vortexu lze dosdhnout urychleni

extrakce oproti klasické DLLME pfi dosazeni srovnatelné ti¢innosti [13,25,26].
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Obrazek 10: Provedeni vortexem asistované disperzni kapalinové mikroextrakce s extrakcnim rozpoustedlem s vyssi hustotou
nez je hustota vody (HDS) a s extrakcénim rozpoustédlem s hustotou nizsi nez je hustota vody (LDS) [22]

1.1.6 Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce

Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce byla vyvinuta v roce 2012 pro
extrakci esterl kyseliny ftalové ze vzorkli vod. Pfiddvany vzduch podporuje proces extrakce.
Jedna se o velmi ekologické a levné spojeni zvySujici ucinnost. Disperze extrakéniho
rozpoustédla je vytvarena rychlym nasatim smési vodného roztoku a rozpoustédla do stiikacky
s ¢asti vzduchu a jeho opétovného vstiiknuti zpét do zkumavky, jak je znazornéno na
obrazku 11. Tyto kroky jsou opakovany az do vzniku zakaleného roztoku diky vzduchovym
bublinam. Tato technika nevyuziva pridani disperzniho rozpoustédla, které miize snizovat

rozdélovaci koeficient mezi analytem a extrakénim rozpoustédlem a tim 1 sniZovat G¢innost

extrakce [13,27-29].

odbér extraktu

nasati smési G Fea Bl
vypusteéni smesi

extraké¢ni
rozpoustédlo

HPLC analyza

vodny roztok disperze ledova lazen
vzorku

Obrazek 11: Provedeni vzduchem asistované disperzni kapalinové mikroextrakce s tuhnouci organickou kapkou [30]
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1.1.7 Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici iontovych kapalin

Iontové kapaliny jsou organické nemolekularni kapaliny tvofeny z kombinace velkych
organickych kationtli a rtiznych organickych nebo anorganickych anionti obsahujici riizné
funkéni skupiny. Jejich fyzikalni vlastnosti, napf. tenze par, rozpustnost v organickych
a anorganickych rozpoustédlech nebo vysoka tepelna stabilita, zavisi zejména na konstrukei,
velikosti a uspotadani molekuly [2,19].

Iontové kapaliny jako extrakcéni rozpoustédla pouzivana pro DLLME maji vétSinou vyssi
hustotu nez je hustota vody. Po odstfedéni jsou na dné extrakéni nadobky, coz vede ke snadnéjsi
manipulaci a odbéru extraktu nez u mikroextrakci s plovoucimi rozpoustédly. Dale pro tato
rozpoustédla plati, ze nesmi byt misitelnd s vodnou fazi. Vyuzivaji se tedy nejcastéji
rozpoustédla obsahujici hexafluorofosfatové ionty. Jedna se o polarni latky. Jejich velkou
vyhodou je opétovné pouziti po piedchozi izolaci a ionizaci. Dalsi velkou vyhodou je jejich
variabilita, kdy Ize vybrat vhodny iont s pfislusnymi vlastnostmi, které jsou potiebné pro vybér
extrakéniho rozpoustédla pro pouziti pii DLLME. Krom¢ toho jsou vyuzivany i pro
mikroextrakci s jednou kapkou, kapalinovou mikroextrakci, mikroextrakci tuhou fazi a extrakci
tuhou fazi. Pro tvorbu disperze neni vyuzito disperzni rozpoustédlo a tvorba disperze je
provadéna pomoci ultrazvuku nebo se vyuziva i ohievu vzorku (= teplotné fizend iontova
disperzni kapalinova mikroextrakce) [1,2].

U IL-DLLME je vyuzivano 6 riznych pfistupli: konvencni, s fizenou teplotou,
s ultrazvukem, s vyuzitim mikrovln, vortex a in-situ. V téchto piistupech mize byt vyuzito
organické rozpoustédlo, povrchoveé aktivni ¢inidlo nebo hydrofilni iontové latky. U in-situ
IL-DLLME se vyuZiva jako extrakéni rozpoustédlo hydrofilni iontova kapalina, ktera se po
ptidavku anion-vyménného ¢inidla méni na hydrofobni a dochazi tak k samovolnému oddéleni

fazi [2,19].

1.1.8 Spojeni ultrazvukem asistované a vzduchem asistované disperzni kapalinové
mikroextrakce
Spojeni ultrazvukem asistované a vzduchem asistované disperzni kapalinové
mikroextrakce napomaha k rychlejSimu vytvareni disperze tvofené velmi jemnymi kapickami
extrakéniho rozpoustédla. Tato mikroextrakce kombinuje ultrazvuk a vzduchem asistovanou
mikroextrakci, kdy se do zkumavky vstiikne extrakéni rozpoustédlo a vlozi se do ultrazvuku.
Soucasné se provadi nasavani do stiikacky a vypousténi zpét do zkumavky, jak je znazornéno

na obrazku 12. Diky ultrazvuku a pfidavanému vzduchu se zvétSuje plocha mezi extrakénim
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rozpoustédlem a vodnym roztokem a zvySuje se ucinnost extrakce. Podle pouzitého typu
extrakéniho rozpoustédla je po odstfedéni odebran extrakt nebo je zkumavka jesté vlozena do
ledové lazn¢ pro ztuhnuti extraktu. Ultrazvuk je zde vyuzivan pro urychleni tvorby jemnych

kapicek a pro urychleni extrak¢éni rovnovahy [22,28].
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Obrazek 12: Provedeni disperzni kapalinové mikroextrakce kombinujici ultrazvuk a vzduch [22]

1.1.9 Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici rozruSeni  disperze

rozpoustédlem

Disperzni kapalinova mikrooextrakce vyuzivajici rozruseni disperze pomoci rozpoustédla
(ST-DLLME) byla zavedena v roce 2010. Vyuziva stejného postupu jako klasicka DLLME, ale
pro rozruseni disperze je vstiiknuto deemulgacni rozpoustédlo vyvolavajici rychlou separaci
organické a vodné faze, coz nahrazuje cely proces odstfedéni. Vyhodami této techniky je
zkraceni celkové doby potfebné pro extrakci, ale nejvétSi vyhodou je lepSi moznost
automatizace [11,31].

Pti vstiiknuti smési disperzniho a extrakéniho rozpoustédla dochazi k tvorbé disperze.
Pfidanim deemulgacniho rozpoustédla prechazeji drobné kapicky extrakéniho rozpoustédla ve
vetsi, dokud se nespoji do jedné faze, kterd se podle hustoty extrakéniho rozpoustédla usadi

bud’ na dn¢ zkumavky nebo na povrchu vodného roztoku, jak je zndzornéno na obrazku 13 [11].
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Obrazek 13: Provedeni disperzni kapalinové mikroextrakce rozruseni rozpoustédlem s vyuzitim extrakcniho rozpoustédla

Pti optimalizaci této techniky je nutné zahrnout vS§echny podminky ovliviiujici G€innost
extrakce u klasické DLLME, ale navic je nutné optimalizovat typ a objem deemulgacniho
rozpoustédla i dobu potiebnou k rozruseni disperze vzhledem k u¢innosti extrakce. Doba
deemulgace je definovana jako Casovy interval mezi vstiiknutim deemulga¢niho rozpoustédla
a odbérem extraktu. Uginnost oddéleni fazi miize také ovliviiovat i rychlost michani roztoku,
teplota, viskozita roztoku, ale 1 pfitomnost moZnych necistot. Deemulgaéni rozpoustédlo by
mélo mit vysokou povrchovou aktivitu, nizké povrchové napéti pro indukci separace fazi
a nemélo by byt misitelné s extrakénim rozpoustédlem, aby nedochdzelo ke zvySovani objemu
extraktu, a tedy i snizeni zakoncentrovavaciho faktoru. Dale by mélo spliiovat podminky zelené
analytické chemie, tedy byt levné, bezpecné, ekologické a pouZzitelné v malém objemu.
Nejcastéji se jako deemulgacni rozpoustédlo vyuziva pridavek dal§iho podilu disperzniho
rozpoustédla, ale mize byt pouzita i jakakoliv jina latka splitujici podminky pro pouziti. Pokud
je ptidano stejné rozpoustédlo pro disperzi a deemulgaci, dochazi nejprve k posileni disperze,
ale poté nasleduje rychlé rozdé€leni fazi [11,31].

Podle typu extrakéniho rozpoustédla se dale tato technika déli na LDS-ST-DLLME
s vyuzitim extrak¢éniho rozpoustédla s nizsi hustotou, nez je hustota vody (toluen, xylen, nebo
1-oktanol) a HDS-ST-DLLME vyuzivajici rozpoustédlo s vyssi hustotou. Tuto techniku lze
spojit i s DLLME-SFO a s jinymi pfistupy tvorby disperze, nez je klasické trepani, jako
ultrazvuk, mechanické michani, vyuziti promichani vzduchem nebo lze pouzit i iontové
kapaliny. Tato extrakce je nejCastéji vyuzivana pro stanoveni anorganickych i1 organickych
analytll ve vod¢ a biologickych materidlech [11].
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1.1.10 Disperzni kapalinova mikroextrakce s Sumivou reakci

Disperzni kapalinové mikroextrakce S tvorbou disperze pomoci Sumivé reakce byla
mikroextrakce vyuziva tvorby disperze pomoci Suméni, kdy dochazi k rozkladu uhli¢itanu nebo
hydrogenuhligitanu pomoci kyseliny za tvorby bublinek oxidu uhli¢itého. Cinidlo zptisobujici
Suméni je Setrné k zivotnimu prostiedi, neinterferuje s analyty a zplUsobuje pouze
zanedbatelnou zménu pH roztoku. Do optimalizace musi byt jesté krom¢ podminek klasické
DLLME zahrnut objem Sumivé smési a jeji slozeni. Tuto modifikaci lze vyuzit i ve spojeni

s plovouci tuhnouci organickou kapkou [32,33].

1.1.11 Reverzni disperzni kapalinova mikroextrakce

Reverzni DLLME se vyuzivd pro stanoveni polarnich analytd, které nelze klasickou
metodou DLLME extrahovat z divodu pouziti nepolarnich organickych rozpoustédel. Jako
extrakéni rozpoustédlo se tedy vyuziva polarni latka, nejcastéji malé mnozstvi vody nebo
vodného roztoku pufru. To je dispergovano do organického roztoku vzorku s hustotou lehé¢i nez

voda, napft. toluen [34-36].

1.1.12 Tandemov4 disperzni kapalinova mikroextrakce

Provadi se dvé po sobé& jdouci disperzni kapalinové mikroextrakce, jak je zndzornéno na
obrazku 14. Diky tomuto typu extrakce dochédzi ke zvySeni ucinnosti extrakce analytl.
Nejcastéji se vyuziva v jednom stupni extrakce z alkalického roztoku a v druhém stupni
z kyselého roztoku. Mohou byt kombinovany dva rizné piistupy pro tvorbu disperze nebo

zopakovan stejny piistup [8,37].
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Obrazek 14: Provedeni tandemové disperzni kapalinové mikroextrakce [8]
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1.1.13 Disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci vodnou fazi

Disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci vodnou fazi vyuziva ztuhnuti vodné faze
vzorku po odstiedéni namisto organické kapky. Kapalny organicky extrakt je nasledné odebran
k analyze, jak je znazornéno na obrazku 15. Pro vybér extrakéniho rozpoustédla by méla byt
sledovana teplota tani, aby nedochazelo K tuhnuti organického rozpoustédla, dale schopnost

extrakce, toxicita a vhodnost v nasledné analyze [38].

extrakt
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Obrazek 15: Provedeni disperzni kapalinové mikroextrakce s tuhnouci vodnou fazi [38]

1.1.14 Automatizace v disperzni kapalinové mikroextrakci

Automatizace disperzni kapalinové mikroextrakce je velmi naro¢ny proces. Kromé
optimalizace vSech potifebnych parametri vybraného typu disperzni kapalinové mikroextrace
vyzaduje 1 optimalizaci automatizace. Nejvice brani proces odstfedéni, ktery lze nahradit
vyuzitim deemulgacniho c¢inidla, které rozru$i emulzi a vyvola fazové rozdé€leni. DalSim
zpusobem nahrazeni odstfedéni je sedimentace indukované vrstvy. Odstranénim kroku
odstfedéni se snizi i celkova doba extrakce. Vyhodou automatizace je minimalizace chyb
spojenych s manipulaci pii sbéru extraktu a operacich snim, snizeni spotfeby vzorku
a rozpoustédel, zlepSeni ptesnosti a citlivosti metody. Provadi se pomoci automatického
davkovani nebo pritokovych technik (napt. prutokové injekéni analyzy (FIA) nebo sekvenéni
injekéni analyzy (SIA) a automatizace v injek¢ni stéikacce). Rizné metody automatizace jsou

znazornény na obrazku 16 [39-41].
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Obrazek 16: Riizné typy automatizace disperzni kapalinové mikroextrakce [41]

S vyuzitim automatického davkovani byla automatizovana metoda disperzni kapalinové
mikroextrakce. Lahvicka, ve které byla provadéna extrakce, je umisténo do davkovace. Pomoci
davkovaci jehly je prudce vstiiknuta smés disperzniho a extrakéniho rozpoustédla. Po
probéhnuti doby extrakce je do lahvicky piidano deemulgacni rozpoustédlo. Po rozdéleni fazi
je extrakt o hustoté¢ niz8i nez je hustota vody vytlaten do uzkého hrdla (znazornéno na
obrazku 17), coz umoziuje snadnéjsi nadavkovani extraktu do pfistroje. Tato automatizace
vyzaduje n€které manualni kroky, jako je napf. vyméena lahvicek a jejich doplnovani. Ale

umoziuje zpracovani vice vzorkd naraz [41,42].

davkovaci
mikrostiikacka
l deemulgacni ]

smés extrakeniho l rozpoustédlo

a disperzniho
rozpoustédla

extrakt
L4 = =) mm) piistroj

vzorek disperze
lahvicka

Obrazek 17: Schéma automatizace v automatickém davkovaci [42]

Druhym zptisobem automatizace jsou pratokové metody, které vyuzivaji nadavkovani
smési disperzniho a extrakéniho rozpoustédla do kontinualniho toku vodného vzorku. Faze jsou
déleny v prubéhu toku, kdy jsou kapicky extraktu zadrzovany na hydrofobnim sorbentu. Prvni
automatizace byla provedena vroce 2009 pomoci SIA. Vyuziva on-line sekvencniho
vstiikovaciho systému pro vzduchem asistovanou disperzni kapalinovou mikroextrakci ve

spojeni s plamenovou atomovou absorpcni spektrometrii (FAAS). Nejprve je do drzéku
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zavadeén vzduch, extrakéni a disperzni rozpoustédlo. Nasleduje vytvoteni disperze. Extrakt je
uchovavan v kolonce obsahujici sorbent, ze které je nasledné eluovan do pfistroje. Pomoci
sestavy FIA byl v roce 2010 ¢aste¢né automatizovan proces mikroextrakce. Proces vyzaduje
manualni naddvkovani chelata¢niho ¢inidla, iontové kapaliny a roztoku vzorku. Nasleduje pIné
automatizovana tvorba disperze, oddéleni fazi v ledové lazni a nadavkovani do elektrotermické
atomov¢ absorpéni spektrometrie (ETAAS). Vyhodou téchto automatizaci je moznost
kontinualniho toku vzorku a tvorba komplexti pted vlastnim provedenim disperzni kapalinové
mikroextrakce [41,43,44].

Spojeni pratokové a davkovaci automatizace v DLLME je slozeno z davkovaci lahvicky,
ktera je propojena s prutokovym systémem. V lahvicce probihaji v§echny kroky pii zastaveném
pritoku, ale je nutné michani roztoku pomoci magnetického michadla. Pomoci pritokovych
operaci jsou do lahvié¢ky pfivadény a odvadény potiebné kapaliny [41].

Automatizace ve stiikacce vyuzivd uzavieného extrakéniho prostoru. Vyhodou je
automatizovatelné nastaveni velikosti prostoru. Poprvé byla pln¢ automatizovana metoda
s vyuzitim stfikacky publikovéna v roce 2011 ve spojeni s disperzni kapalinovou mikroextrakci
vyuzivajici extrakéni rozpoustédlo leh¢i nez voda. Dalsi vyvoj pro tuto automatizaci byl v roce
2013, kdy bylo poprvé publikovano michani pomoci magnetického michadla ve stiikacce, jak

je znazornéno na obrazku 18 [41,45,46].
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Obrazek 18: Provedeni magnetického michani ve stitkacce [46]

1.1.15 Moznosti kombinace se separa¢nimi a spektralnimi technikami
Disperzni kapalinovou mikroextrakci a jeji modifikace lze pouzit ke stanoveni riznych
organickych slou¢enin a kovovych iontd. Extrakce je kompatibilni s HPLC. Jedna se o velmi

vhodné spojeni, protoze pouzivana extrakéni rozpoustédla 1ze ptimo vstiiknout do pfistroje bez
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dalsich tprav. Lze ji vyuzit ale i ve spojeni s plynovou chromatografii a kapilarni
elektroforézou. V nékterych publikacich je doporuceno pied analyzou separa¢nimi technikami
fedéni extrakéni faze z divodu vyssi viskozity. Je nutné vybirat extrakéni rozpoustédla
kompatibilni s instrumentaci. Pro nékteré analyty nevhodné pro stanoveni pomoci plynové
chromatografie nebo nedetekovatelné vybranou spektralni technikou se vyuziva derivatizace
pred DLLME nebo postkolonova derivatizace. NejCastéji stanovovanymi kontaminanty
Vv potravinach jsou pesticidy [1,3,6,7,10].

Pro stanoveni kovil ve vzorcich se vyuziva ptidavku chelatacniho Cinidla, kdy jsou ionty
extrahovdny do extrakéniho c¢inidla ve form& komplexu a nasledné se analyzuji pomoci
Atomové absorpéni spektrometrie s grafitovou peci (GF-AAS) nebo plamenovou atomovou
absorpéni spektrometrii (FAAS). Nevyhodou je nutna optimalizace teploty grafiové pece pro
zvyseni citlivosti a presnosti stanoveni a sniZeni interferenci. U FAAS je velmi dileZité zvolit
vhodné organické rozpoustédlo pro zavedeni do plamene. Nejcastéji stanovované prvky jsou

na obrazku 19 [1,6,7].

Ostatni

Obrazek 19: Nejcastéji stanovované kovy pomoci AAS a pribuznych metod [T]

1.1.15.1 Piiklady spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Pro extrakeci triazinovych herbicidu a triazolovych fungicidi ve vodé¢ a hroznovém dzusu
byla vyuzita disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuzivajici k tvorbé disperze Sumivé reakce.
Smésny roztok methanolu, kyseliny citronové a 1-undekanolu byl rychle nadavkovan na dno
roztoku vzorku, ve kterém byl pfeden rozpustén uhli¢itan sodny a chlorid sodny. Pti reakci
doslo k vytvoteni oxidu uhli¢itého, ktery se uvoliioval a vytvarel disperzi. Po odstfedéni byla
vznikla kapka na povrchu vodného roztoku odebrana, nafedéna methanolem a k analyze bylo
vyuzito spojeni ultratcinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci.
V tomto Clanku byla vyvinuta nova metoda mikroextrakce poskytujici nizké limity detekce,

opakovatelnosti a dobrou linearitu [33].
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Dalsim ptikladem spojeni je metoda odstredivé disperzni kapalinové mikroextrakce pro
extrakci sudanovych barviv z vodnych a potravinovych vzorku. Tato mikroextrakce je zaloZena
na efektu vysychani, kdy po provedeni extrakce je z divodu oddéleni fazi roztok piefiltrovan
pies patronku obsahujici chlorid sodny. Po pfidani 1-undekanolu jako extrakéniho rozpoustédla
byla disperze vytvaiena pomoci opakované¢ho nasavani a vypousténi zpét do zkumavky. Po
ziskani dostatecné disperze byla smes prefiltrovana pies patronku. Jemné kapicky extrakéniho
rozpoustédla byly shromazd’ovany jako samostatna vrstva a po ztuhnuti v lazni s ledovou
vodou byl 1l-undekanol odebran. Vysledné extrakty byly po roztati extraktu analyzovany
pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci. Tento clanek popisuje novou metodu
mikroextrakce bez vyuziti odstiedéni. Tato metoda byla také vyuzita pro extrakci sudanovych
barviv ze vzorkl kurkumy, chilli omacky a vzorkt odpadnich vod [47].

Stanoveni antidepresiva venlafaxin bylo provedeno pomoci disperzni kapalinové
mikroextrakce ve vzorcich vody z zivotniho prostfedi. K extrakci byla vybrana smeés
acetonitrilu a chloroformu jako disperzniho a extrakéniho ¢inidla v poméru 1:2. Roztok byl
mechanicky promichdn pro tvorbu disperze. Po odstfedéni byla sedimentovana faze odebrana
ze dna zkumavky, vysusena proudem dusiku a rozpusténa ve vod€. Analyza byla provedena
pomoci kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci. Pouzita metoda je rychld, ma nizké
naklady a spotieby organickych rozpoustédel a umoznuje pouziti pro vice typa vzorki, nejen
pro vodu. Bylo prokazano, ze tato metoda neni ovlivnéna komplexni matrici ve vod¢ z Cistirny
odpadnich vod [48].

Stanoveni formaldehydu v kosmetickych vyrobcich uvoliiujiciho se z konzervacnich latek
bylo provedeno pomoci disperzni kapalinové mikroextrakce s reverzni fazi (RP-DLLME)
umoziujici extrakci vysoce polarnich latek. K extrakci byl pouZit toluenovy roztok vzorku,
smés vody a acetonitrilu jako extrakéni a disperzni rozpoustédlo. Pro analyzu bylo zvoleno
spojeni kapalinové chromatografie s derivatizaci pro UV/VIS detekci. Jako derivatizaéni
¢inidlo byl pouzit pentan-2,4-dion Vv octanu amonném pro derivatizaci na
3,5-diacetyl-1,4-dihydrotoluidin s absorbanci pii 407 nm. Byla optimalizovana metoda
disperzni kapalinové mikroextrakce poskytujici vysoké obohacovaci faktory. Byly stanoveny
nizké limity detekce, dobra linearita a opakovatelnost. Ve vysledku byla navrzena metoda pro
kontrolu mnozstvi formaldehydu v prodavanych kosmetickych vyrobcich [34].

Pro sledovani 1é¢iv v lidské plazmé a odpadnich vodach byla zvolena metoda tandemové
disperzni kapalinové mikroextrakce. Vzorky byly nejprve upraveny pro odstranéni interferenci
a vlivu matrice. V prvnim stupni tandemové mikroextrakce byl pro tvorbu disperze pouzit

ultrazvuk a v druhém stupni, provedeném po odstiedéni, bylo vyuzito promichavani pomoci
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vicenasobného nasati a vypusténi z injekeéni stiikacky. Jako extrakéni rozpoustédlo byl vybran
tetrachlormethan. Ziskané extrakty byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s UV
detekci. Pomoci tandemové disperzni kapalinové mikroextrakce bylo dosazeno ve velmi kratké
dobé vysoké ucinnosti extrakce s nizkymi limity detekce a kvantifikace. U této metody
mikroextrace bylo dosazeno vysokych hodnot zakoncentrovani [8].

Stanoveni N-nitrosaminll obsazenych v potravinach bylo provedeno pomoci ultrazvukem
asistované disperzni kapalinové mikroextrakce. Pro extrakci byla zvolena smés chloroformu
a acetonitrilu jako extrak¢niho a disperzniho rozpoustédla. Extrakty byly analyzovany pomoci
kapalinové chromatografie a detekovany fluorescenénim a hmostnostnim detektorem. Tato
metoda prokazala niz$i limity detekce nez dosud pouzivané metody pro stanoveni
N-nitrosaminti. Dal$i vyhodou pouZiti této metody pro kontrolu potravin je jeji rychlost
a jednoduchost provedeni a vyborna selektivita [49].

Pro stanoveni benzylmocovinovych insekticidli ve vzorcich vod a ¢aji byla pouzita
disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnoucimi iontovymi kapalinami. Do roztoku vzorku
byla dispergovana nerozpustna kvartérni amoniova stl. Po provedeni extrakce byla po piidavku
¢inidla zménéna povaha na hydrofobni a dochéazi k odd¢€leni tazi. Vysledné extrakty po ztuhnuti
a odebrani byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci. Pouziti
iontovych kapalin urychluje ptipravu vzorku, protoze dochézi soucasné k extrakci analytu
a tvorbé extrak¢éniho €inidla. Dalsi vyhodou této metody je snadnéjSi oddéleni extraktu bez
nutnosti odstredéni [19].

PIn¢ automatickd metoda disperzni kapalinové mikroextrakce, vyuzivajici spojeni
prutokového a davkovaciho principu s magnetickym michénim, byla pouzita ke stanoveni
kofeinu v kavé a napojich. Jako extrakéni rozpoustédlo byl vybran dichlormetan. Vysledny
extrakt byl analyzovan pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci. Tento postup je
vyhodny pro stanoveni v rutinni praxi, protoZze se jedna o rychlé, jednoduché a plné
automatizované zafizeni. Lze ho vyuZit nejen pro kontrolu obsahu kofeinu v napojich, ale i pro
kontrolu kvality kavy [50].

Disperzni kapalinova mikroextrakce sreverzni fazi byla pouzita pro stanoveni
N-nitrosodietanolaminu v kosmetickych vyrobcich. Sledovana latka byla extrahovana do vody
s pomoci acetonu jako disperzniho rozpoustédla z toluenového roztoku vzorku. Vysledny
extrakt byl nejprve separovan pomoci kapalinové chromatografie a nasledné derivatizovan za
vzniku azobarviva detekovaného pomoci UV/VIS detektoru. U této metody bylo prokdzano, ze

vliv matrice vzorku nema vliv na stanoveni analytu. Metoda byla ovéfena u vzorki s riznou
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povahou (hydrofilni, lipofilni vzorky). Bylo dosazeno velkého zlepseni citlivosti na rozdil od
metody, ktera je dana pro stanoveni N-nitrosodietanolaminu normou [36].

Disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici disperzni rozpoustédlo s vyménnou
polaritou byla vyuzita pro stanoveni ochratoxinu v kufecim mase. K extrakci byla vyuzita smés
dichlormetanu (extrak¢niho rozpoustédla) a akrylové kyseliny (disperzni rozpoustédlo), ktera
byla prudce vstiiknuta do alkalického roztoku vzorku. Disperzni rozpoustédlo bylo rozpusténo
ve vodném roztoku a napomahd tak tvorbé disperze. Diky alkalickému prostiedi doslo
k pfevedeni akrylova kyselina na rozpustnou sul a k fazové separaci. Tento proces byl navic
automatizovan s vyuzitim prutokového systému a ptimo spojen s kapalinovou chromatografii
a fluorescencni detekci. Pii pouziti této metody je odstranén negativni vliv bézné vyuzivanych
disperznich rozpoustédel na rozpustnost analytu ve vodné fazi. Nevyhodou této extrakce je jeji
pouziti pouze v alkalickém a neutralnim prostiedi [51].

Ve vzorcich ¢erveného vina, bilého vina a piva byly stanovovany organofosfaty pomoci
disperzni kapalinové mikroextrakce s vortexem a kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Byla navrzena spolehlivd metoda pro stanoveni organofosfatl, ktera
je jednoducha, levna a rychla [52].

Vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce byla vyuzita pro stanoveni
deoxynivalenonu ze vzorku ryze. Disperze chloroformu jako extrakéniho rozpoustédla byla
provedena pomoci vzduchovych bublin. Extrakty byly analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie s detektorem s diodovym polem. Byla prokdzana moznost pouziti této
mikroextrakce pro stanoveni ve vzorcich ryze. Bylo zjisténo, Ze se jedna o ptesnou a efektivni

metodu. Tato metoda je zaroven i rychla a jednoducha [53].
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1.2 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je definovana jako analyticka technika, pii niZ je rozdélena smés analytt
diky rozdilnym interakcim S mobilni a staciondrni fazi. Stacionarni fize je nejcastéji tvofena
jemnymi tuhymi ¢asticemi, které maji velky povrch, nebo tenkym filmem. Latky mohou se
stacionarni fazi interagovat riznymi mechanismy. Podle sily interakce dochazi k jejich
zadrZeni, zpomaleni rychlosti a tim i separaci, jak je znazornéno na obrazku 20. Jednotlivé
mechanismy interakci mohou pusobit jednotlivé nebo byt kombinovany. Nejcastéjsim
mechanismem je adsorpcni. Stacionarni fazi je nejcastéji silikagel, a to bud’ samotny nebo
modifikovany. Dale 1ze vyuzit i napiiklad oxid hlinity, zirkoni¢ity nebo titanicity. Mobilni faze
je podle typu chromatografie kapalnd nebo plynna a pohybuje se celym chromatografickym
syst¢émem. Déle lze kromé typu mobilni faze chromatografii dé€lit i podle uspofadani na

kolonovou a v plosném uspotadani (tenkovrstvou a papirovou) [54-57].

vzorek

rozdélené jednotlivé analyty

Obrazek 20: Schéma déleni latek v kapalinové chromatografii [58]

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi separacni techniky
zalozené na separaci mezi tuhou stacionarni fazi a kapalnou mobilni fazi. Oproti plynové
chromatografii, kterd vyuziva jako mobilni fazi plyn, ma vyhody ve stanoveni malo t€kavych
anetckavych latek. VétSinou jsou latky oproti plynové chromatografii separovany pfi
laboratorni teploté. Podle polarity stacionarni a mobilni faze se déli na chromatografii
s normalnimi fazemi, kdy je stacionarni faze polarni a mobilni faze nepolarni. Ptikladem
stacionarni faze je polyethylenglykol, silikagel nebo vazané aminové skupiny. Druhym a ¢asté&ji
vyuzivanym typem chromatografie je chromatografie s obracenymi fazemi, kdy se vyuziva
nepolarni stacionarni fdze a polarni mobilni fadze. Mobilni fazi tvoii nejcastéji voda s vhodnym
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organickym rozpoustédlem, napi. methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. Stacionarni fazi
tvofi pfi vyuziti obracenych fazi nejcastéji silikagel modifikovany rliznymi organickymi
slou¢eninami. Mezi nejbéznéjsi stacionarni faze patii napi. oktadecylsilikagel. Chromatografii
s obracenymi fazemi lze vyuzit pro celou fadu latek Vv Sirokém rozmezi velikosti molekul,
polarity a iontovych sil. Vyhodou stacionarnich fazi na bazi modifikovaného silikagelu je jejich
mechanicka stabilita a vyborné vlastnosti pfenosu hmoty, ale velkou nevyhodou je jejich
omezeni pro pouziti V rozmezi pH 2-8 a do teploty 60 °C. V kyselé oblasti mize dochazet
k hydrolyze stacionarni faze a pii velmi alkalickém pH muZe dochazet k uvoliiovani casti
stacionarni faze v dasledku rozpousténi. Pti vyssich teplotach dochazi k rozkladu silikagelu
atim ik ovliviiovani celkové Gc¢innosti kolony. Témto omezenim lze piedejit pii pouziti
napt. oxidu zirkoni¢itého nebo titanicitého, ale jejich vyuZziti neni moc rozsifeno z ditvodu
rozdilti v retencnim mechanismu. Dal§imi mechanismy Sseparace mutze byt iontovd vyména pro
iontové latky, nebo déleni podle velikosti molekul, kdy se jednd o gelové permeacni
chromatografii [54-56,59,60].

Jednotlivé aplikace chromatografie jsou v rozmezi malych iontl a molekul az po velké
biologické makromolekuly a polymery. M4 Siroké oblasti pouziti v medicing, farmacii, klinické
chemii, ale i v zivotnim prostiedi, chemickém primyslu a analyze potravin [57].

Kapalinovy chromatograf je znazornén na obrazku 21. Sklada se ze zasobniku mobilni
faze, degaséru pro odplynéni, vysokotlakého cerpadla, davkovaciho ventilu nebo
automatického davkovani, ptedkolonky nebo pifedkolonového filtru, kolony, detektoru
a vyhodnocovaciho zafizeni. Zasobnik mobilni faze je obvykle sklenéna lahev o objemu od
0,5-2 litrt. Dal$imi podminkami pro pouziti nadoby jako zasobniku mobilni faze je uzavér pro
zamezeni odparovani rozpoustédla a mozné kontaminace z prostiedi, ale uzavér by mél
umozinovat protazeni hadi¢ky pro nasavani rozpoustédla. VSechna vyuzivana rozpoustédla by
méla byt Cerstvd a nejlépe prefiltrovand pro odstranéni moznych jemnych rozptylenych
necistot. K odstranéni necistot v mobilni fazi slouzi ochranna predkolonka nebo piedkolonovy
filtr. Slouzi pro odstranéni ¢astic nebo srazenin vznikajicich béhem ¢erpani mobilni faze, aby
nedochézelo k zanédSeni a snizovani ¢innosti chromatografické kolony. VSechna rozpoustédla

by méla byt i odplynéna a odvzdusnéna. K tomuto kroku slouzi nejlépe degasér [54,56].
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Obrdazek 21:Schéma zarizeni pro kapalinovou chromatografii [61]

Pro ¢erpani mobilni faze v HPLC slouZi vysokotlaké pumpy, které maji za tikol provadét
reprodukovatelné, konstantni a bezimpulzni toky mobilni faze. Podle modu ¢erpani mohou byt
dvé Cerpadla pro gradientovy systém nebo jedno cerpadlo pro izokraticky systém. Pfi
izokratické eluci smési slabsiho a silnéjsiho rozpoustédla je jejich koncentraéni pomér po celou
dobu analyzy konstantni. Pii gradientové eluci se béhem separace méni pomér koncentraci
jednotlivych sloZzek mobilni faze. Vyhodou pfi gradientové eluci je zkraceni doby separace
piispivajici k urychleni eluce jednotlivych analytl a zkraceni i celé doby analyzy [54,56].

Dalsi ¢asti chromatografu je nastfik vzorku, ktery muize byt tvofen manudlnim
nastfikovym ventilem tvofenym davkovaci smyckou, kdy ale dochazi k horsi
reprodukovatelnosti méteni oproti vyuziti automatického ddvkovace. Davkovaci zatizeni slouzi
pro zavedeni vzorku do chromatografického systému bez sniZzeni tlaku v systému. Dalsi
moznosti je ddvkovaci systém tvoren davkovaci smyckou, kterd ma objem o velikosti nastiiku.
Davkovaci ventil l1ze umistit do polohy nastiiku. V této poloze se nejCastéji davkuje vyssi
objem, nez je objem smycky pro soucasné proplachnuti a naplnéni celé smycky vzorkem.
Piebytecny objem je vypoustén do odpadu. Po piepnuti ventilu dochazi ke zméné priutoku
mobilni faze ¢imz dochazi k vyplachnuti smycky a naddvkovani vzorku na kolonu. Vyhodou
pouziti automatického davkovace je automatické nadavkovani vice vzorkli za sebou pomoci
programu davkovani vzorkli bez nutnosti obsluhy, dal$i vyhodou je moZnost vyhfivani
zasobniku vzorkli na nastavenou teplotu pro uchovavani vzorka pti konstantni teploté, coz je

dalezité pro teplotné nestalé analyty. DalSi vyhodou je i nastaveni automatického smichani
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¢inidel pfed nadavkovanim, ¢ehoz se vyuziva pii ptredkolonové derivatizaci pro zlepSeni
separacnich vlastnosti nebo pro zlepseni detekce [56,57].

Nasleduje kolona obsahujici stacionarni fazi, na které dochézi k vlastnimu déleni analyta
mezi mobilni a stacionarni fazi. Vétsinou jsou tvoreny plastém z nerezové oceli diky odolnosti
na vys$i tlak, ale mohou vyt tvofeny i sklem, titanem nebo z plastu. NejcastéjSimi rozmery je
10-30 cm a primér 4-10 mm. Velikost ¢astic je nejcastéji 3, 5 nebo 10 um s Géinnosti
40000-60000 pater/m [54,56,57].

Po vystupu z kolony ptechazeji rozdélené¢ analyty do detektoru, ktery je vyuzivan pro
monitorovani a meteni analyti ve vzorcich. Nasleduje sbér dat a vyhodnocovaci software. Pti
prichodu detektorem dochazi k pfevodu chemické nebo fyzikalni vlastnosti analytu na
elektricky signdl, ktery 1ze zesilovat a upravovat vhodnou elektronikou. Detektory vyuZzivané
v HPLC se déli na detektory koncentra¢ni reagujici na zménu koncentrace slozky nezavisle na
pritoku mobilni faze (napf. vodivostni nebo spektrofotometricky detektor), a hmotnostni
detektory reagujici na mnozstvi latky v zavislosti na pratoku mobilni faze (detektor rozptylu
svétla, refraktometricky, nebo hmotnostni detektor). Koncentra¢ni detektory byvaji citlivéjsi
nez hmotnostni detektory. Idealnimi vlastnostmi detektorti jsou vysoka citlivost, stabilita,
linearita, kratkd doba odezvy, spolehlivost a nedestruktivnost. Nej¢astéji vyuzivané detektory
jsou zalozené na spektrofotometrické detekci v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti
spektra. Dal$imi pouZitelnymi detektory v kapalinové chromatografii jsou elektrochemické,
refraktometrické nebo hmotnostni [54,56,57,59].

Spektrofotometricky detektor méti schopnost rozpusténych latek absorbovat bud’
UV nebo VIS zafeni a vyzaduje tedy aby sledovana latka obsahovala néjaky chromofor nebo
byl na latku navazan pfti predchozi derivatizaci. Detektor se sklada z prutokové cely s malym
objemem, kterou prochazi paprsek zafeni a absorpci urcité vinové délky svétla dochazi ke
generovani signalu, ktery je imérny koncentraci rozpusténé latky. Z diivodu mozného ruseni
signalu analytu by mély byt slozky mobilni faze vybirany tak, aby u nich nedochézelo
k absorpci zafeni nebo jen minimalni. Tyto detektory se déli na detektory s konstantni vinovou
délkou sledujici pouze specifickou vinovou délku a detektory s proménlivou vinovou délkou,
ktery umoziuje nastavit jakoukoliv vinovou délku pro méteni z Sirokého intervalu. Poslednim
typem je detektor s diodovym polem (DAD), ktery ma vysoké spektralni rozliSeni. Sklada se
z velkého mnozstvi citlivych fotodiod pro sledovani vice vinovych délek najednou.
Polychromatické zéateni vychazejici ze zdroje prochézi Stérbinou a vzorkem. Dale je Stépeno na

difrakéni mifiZce monochromatoru rozlozeno na jednotlivé vlnové délky V rozmezi
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190430 nm, které jsou sledovany na fotodiodach. Princip detektoru je zndzornén na

obrazku 22 [56,57,59,62].

deuteriova vybojka

(= 1 Stcadio zpracovani signalu

S B

monochromaticka
miizka

detektor
\ s diodovym
polem

Obrazek 22: Princip detektoru s diodovym polem [63]

Fluorescen¢ni detektor vyuziva schopnosti fluorescence analytli po ozafeni, je tedy
specificky pro latky obsahujici fluorofor, coz umoziuje selektivnéjsi detekci oproti
spektrofotometrickému detektoru. Vyuziva se sady vlnovych délek pro ozafeni vzorku.
Vyzatované svétlo z analytu je detekovano kolmo na prichod budiciho paprsku z divodu
snizeni Sumu. Hlavni vyhodou pouziti tohoto detektoru je vysoka selektivita a citlivost na
fluorescen¢ni latky. Nevyhodou je maly pocet rozpusténych latek se schopnosti pfirozené
fluorescence, a proto se nejcastéji voli derivatizace analytu.

Elektrochemické detektory méti proud odpovidajici oxidaci nebo redukci analytu, které
jsou eluovany z kolony. Jejich vyhodou je vysoka citlivost, selektivita a Siroky linedrni rozsah.
Vodivostni detektor Ize vyuzit pro sledovani iontovych analytd, coz je dano schopnosti smési
mobilni faze a analytd vést elektricky proud.

Refraktometrické detektory porovnavaji rozdil mezi eludtem z kolony a ¢istou mobilni
fazi. Tento typ detektord je nejuniverzalngj§im z diivodu detekce kterékoliv rozpusténé latky,
pokud je jeji refraktometricky index odlisny od mobilni faze. Jeho velkou nevyhodou je pouziti
pouze pii izokratické eluci. Protoze se jedna o hmotnostni detektor je velice citlivy na zmény
ve slozeni mobilni faze. Refraktometricky index je citlivy na zmény teploty a tlaku [56,57].

Detektor rozptylu svétla se vyuziva ke sledovani rozpusténych latek, které jsou méné
t€kavé nez slozky mobilni faze. Smés mobilni faze a rozpusténych analytil je rozptylena do

malych kapicek a mobilni faze je odpatfena. U zbylych kapicek analytu je sledovdna schopnost
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rozptylit svétlo, kterd souvisi s velikosti kapi¢ek a mnozstvim analytu. Vyhodou tohoto
detektoru je schopnost detekce analytti neobsahujici chromofor nebo fluorofor [57].

Hmotnostni detektory jsou cCasto vyuzivany pro detekci analyth v kapalinové
chromatigrafii, i kdyz spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie bylo
velmi obtizné z diivodu velkého objemu mobilni faze. K detekci se vyuzivd molekularni
a fragmentové ionty, které vznikaji v hmotnostnim spektrometru. Smés mobilni faze a analyt
vychézejici z kolony je pomoci ioniza¢ni techniky pfevedena na ionty, které jsou dale déleny
na zaklad¢é poméru hmotnosti a naboje [56].

Mezi detektorem a zasobni lahvi na odpad muze byt zafazen jesté sbér frakci pro
naslednou analyzu. Vyslednym zaznamem je chromatogram, coz je zavislost odezvy detektoru
nebo mnozstvi analytu na dob¢ analyzy nebo objemu mobilni faze. Nej¢astéji se vyuziva odezva
detektoru na ¢ase. Pro identifikaci analyt se z chromatogramu vyhodnocuje obvykle reten¢ni

Cas latky a dale plocha nebo vyska piku pro kvantifikaci analytu [57].
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1.3 Pivo

Pivo je v zakoné o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb. Definovano
Vv oddilu 3 provadéci vyhlasky ¢. 335/1997 Sb., v platném znéni, jako ,,pénivy napoj vyrobeny
zkvasenim mladiny piipravené ze sladu, vody, chmelovych hlavek, upraveného chmele nebo
chmelového extraktu, ktery vedle kvasnym procesem vzniklého ethanolu (ethylalkoholu)
a oxidu uhli¢itého obsahuje i ur¢ité mnozstvi neprokvaseného extraktu®. V této vyhlasce jsou
definovany ipozadavky na vyrobu a jakost, rozdéleni jednotlivych druhti piv a jejich
oznacovani [64].

Pivo je ale potravinaisky vyrobek, proto musi spliovat vSechny podminky, které jsou
kladeny na potraviny a jejich distribuci. Déale musi byt splnény i hygienické podminky pro
zamezeni kontaminace chemickymi, ale i mikrobialnimi kontaminanty, kvili kterym miize
dochéazet k nezddouci zméné chuti nebo viné. Z divodu pH vysledného produktu, obsahu
chmelovych latek, alkoholu a anaerobnimu prostredi, pfi kterém jsou metabolizovany vSechny
cukry pomoci kvasinek, se v pivé nevyskytuji patogeny a jiné mikroorganismy. Vyskyt
mikroorganismu je také eliminovan diky mnoha vyrobnim postupiim, jako jsou fermentace,
pasterace, var a filtrace [65,66].

Z pohledu prospésnosti pro lidské zdravi je pfinosem nizky obsah sacharidi, neobsahuje
konzervacni latky, ale pouze aminokyseliny, které se podileji na konzervaci. Pivo je dale
cennym zdrojem vitaminti B-kompexu, mineralti, antioxidantl a vybornym zdrojem biologicky

dostupného kiemiku [66].

1.3.1 Vyroba piva
1.3.1.1 Vychozi suroviny

sladového je¢mene, ale mohou byt ziskavany i z kukufice, ¢iroku, Zita, triticale, pSenice nebo
I ovsa. Pouziti specialnich sladti z dalSich obilovin rozdilnych od je¢mene, které mohou byt
pfidavany v ur¢itém mnozstvi do pSenice nebo vyuzivany samostatné, se podili nejen na chuti,
ale 1 barve. SloZeni jeCmene se lisi podle odrudy, zptisobu pestovani, klimatickych podminek,
ale i zplsobu sklizné. Provadi se vizualni posouzeni (ving, barva, homogenita nebo lesk),
sleduje se i homogenita (pfitomnost jinych odrid), pomér zivych a mrtvych zrn, pfitomnost
Sktidcti a hodnoti se 1 vysledky chemické analyzy (obsah vody, bilkovin a sacharidll) pro vybér

spravné Sarze [66,67].
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Hlavni slozkou piva je voda, ktera musi mit vysokou Cistotu a kvalitu. Musi byt pitna,
Cistd a bez patogenl, coz je sledovano mikrobiologickymi i chemickymi metodami.
Doplnkovymi pozadavky je hodnota pH, obsah hotfe¢natych a vapenatych iontd. [66]

Nejvyznamnéj$i surovinou pii vyrob¢ piva je ale chmel, ktery se z nejvétsi casti podili na
chuti piva. Nejvyrazngj$im piinosem je charakteristicka hotkost a vyrazné chmelové aroma.
Vse ale zavisi na zpusobu pouziti chmele, ale i na jeho odrud¢€. Vlastnosti chmele jsou také
ovlivitovany okolnim prostfedim a mistem péstovani, ale 1 dobou sklizné. Slozeni chmele se
méni v zavislosti na vegetatnim obdobi, a proto je 1 velmi dulezity Cas sklizn¢. Chmel se sklada
z pryskyfi¢nych olejt, tiislovin, pektini, bilkovin, voskl a sacharidii. VSechny latky obsazené

v chmelu jsou znazornény v tabulce 2 [66-68].

Tabulka 2: Obsah jednotlivych slozek v chmelovych sisticich [69]

Latka Obsah [%]
Voda 8-12
Celkové pryskyftice 15-20
Polyfenolické latky 2-6
Silice 0,2-2,5
Vosky a lipidy 1-3
Dusikaté latky 12-15
Sacharidické latky (celul6za) 40-50
Mineralni latky 6-8

Z hlediska vyroby piva jsou vyznamné chmelové pryskyfice, silice, chutové latky
a polyfenoly. Rozd¢leni chmelovych silic je znazornéno na obrazku 23. Chmelové pryskyftice
predstavuji celkovy soucet vSech hotkych latek, mezi které se nejvice tfadi a- a P-hotké
kyseliny, jejichz hotkost se ale lisi. Na hotkosti piva se V nejvetsi mite podileji izo-formy téchto
kyselin, které vznikaji izomeraci v chmelovaru. B-hotké kyseliny nepodléhaji stejnému typu
izomerace jako a-hoiké kyseliny, ale dochazi k tvorbé transformacénich produktii kohuluponu
a hydoxytricyclokolupulonu. Tyto vznikajici latky vSak nepfispivaji v takové mife k hotkosti

piva. Vzorce hotkych kyselin jsou zobrazeny na obrazku 24 a 25 aschématické rovnice
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izomerace a-hotkych kyselin na obrazku 26. a- i B-hotké kyseliny se ve vod¢ $patné rozpoustéji,
ale B-hotké kyseliny jsou hiife rozpustné ve slading a i ve vysledném pivu a diky tomu ptispivaji
k hotkosti jen malo. Existuji tfi hlavni formy a-hoikych kyselin — humulon, kohumulon
a adhumulon. Nej¢astéjsi je izo-humulon, ktery pfispiva nejvice k hoikosti piva. ZaleZi ale i na
typu jejich izomerace, protoze cis-izomery maji vyssi hotkost nez trans-izomery. K celkové
hotkosti piva pfispivaji nejen hotké kyseliny, ale i chmelové polyfenoly v zavislosti na stupni
jejich polymerace. Chmelové pryskyfice zvysuji také fyziologickou stravitelnost, stabilitu pény
a bakteriostatické  ucinky.  Vznikajici  izo-a-hotké  kyseliny brani  kontaminaci
Gram-negativnimi bakteriemi, ale n¢které Gram-pozitivni bakterie jsou vii¢i nim rezistentni,

zejména Lactococcus a Pediococcus [66-68,70-73].

chmelové silice

—

uhlovodiky kyslikaté slouceniny slouceniny obsahujici
siru —
> monoterpeny - - terpenové alkoholy
(myrcen) (linalool, geraniol) thioestery «

- sekviterpeny
(karyofylen, t + sekviterpenové alkoholy

farnesen) (humulenon, humulol) sulfidy -
. alifatické .
hlovodik - ostatni ot
! v (alkoholy, epoxidy, os avnl R
ketony, estery) slouéeniny
Obrazek 23: Rozdéleni chmelovych silic [71]
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Obrazek 24:Vzorce a-horkych kyselin [74]
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B—hoiké kyseliny
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Obrdzek 25: Vzorce f-horkych kyselin [74]

B —

a-kyselina

cis-izo-0-kyselina trans-izo -t-kyselina

Obrazek 26: Schéma izomerace o-horkych kyselin [75]

Kvasinky pouzivané pro vyrobu piva se podileji nejvice na vyslednych vlastnostech piva.
Pomahaji pii procesu fermentace vytvaret ethanol a sekundarni metabolity. Jejich rozmanitost
je velka, ale v pivovarstvi se nejvice pouzivaji kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae. Pro
spodni kvaSeni probihajici pfi teplotach 8-14 °C se vyuZzivaji kvasinky Saccharomyces
carlbergensis. Pro svrchni kvaseni se vyuzivaji kvasinky Saccharomyces cerevisiae a toto
probiha pii teplotach 18-24 °C [72,76].

1.3.1.2 Proces vyroby piva

Cely proces vyroby klasického piva se sklada ze sladovani (vyroba sladu), Srotovani sladu,
vystirani, rmutovani, chmelovaru a fermentace. Schématické zndzornéni je na obrazku 27.
Kazdy krok vyroby ovliviiuje kvalitu a vysledné vlastnosti piva. Dle pouzitého typu kvasinek

a teploty kvaseni se piva déli na spodné kvasena a svrchné kvasena. Dal$i déleni piv je upraveno
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legislativou. Nejvice vyrabénym typem piva je spodné kvaSeny lezak, jehoz vyroba je popsana
Vv nasledujicich odstavcich. Svrchné kvaSend piva na rozdil od spodné kvasenych diky vyS$im
teplotam pfi fermentaci obsahuji vys$si podil estert a aromatickych produkti. Diky témto latkdm

je jejich chut’ sladsi a ptipominajici ovoce [66,72,76].

Jecmen Slad

Kvaseni Dokvasovani

Srotovnik Kvasny CK tank  Lezicky CK tank

Obrazek 217: Schématické znazornéni procesu vyroby klasického piva [17]

Pro vyrobu nealkoholického piva je popsano velké mnoZstvi postuptl, 1ze je ale rozdélit
na dva hlavni pfistupy. Prvnim pfistupem je odstranéni ethanolu z jiz vyrobeného klasického
piva (napt. vakuovou destilaci, dialyzou nebo reverzni osmoézou). Druhym pfistupem je
ovlivnéni fermentace (napt. niz8i obsah zkvasitelnych cukri ve sladin€ nebo specialni kvasinky
neprodukujici tolik ethanolu), fermentace pii velmi nizké teploté nebo zastaveni fermentace pii
dosazeni limitu alkoholu 0,5 % obj. v nealkoholickém pivu (dan legislativou). Pfi druhém
postupu se ale vysledné pivo lisi slozenim a vyslednymi vlastnostmi z diivodu neuplného
probéhnuti kvaseni. Kvalitu chuti 1ze zlepsit kombinaci obou postupt [66,78].

Slad je vyrabén Vv procesu sladovani, kdy dochazi k uméle vytvofenému kli¢eni jeCmene
nebo jinych pouzitych obilovin. Je nutné pii procesu kliceni zajistit dostate¢nou vlhkost,
pritomnost kysliku, teplotu a odvod vznikajiciho oxidu uhli¢itého. Pii kli¢eni jsou aktivovany
enzymy. Po dostate¢ném nakliceni je vznikly slad vysusen (hvozdén). Podle teploty a ¢asu
hvozdéni se slady dé€li na svétlé, tmavé a karamelové. Zbarveni sladi je zpisobeno karamelizaci
jednoduchych cukri a Maillardovymi reakcemi. Barva pouzitého sladu je volena podle barvy

vysledného piva, ale také se podili na vysledné chuti [66,72,76].
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Prvnim krokem pfi vyrobé mladiny je Srotovani sladu, kdy dochazi k rozmélnéni
sladovych zrn na jemné castice. Provadi se to z divodu snadnéjsiho prechodu enzymi
a extraktivnich latek do roztoku. Kvalita Srotovani ovliviiuje nasledujici krok vystirani.
Odd¢lené obilné slupky a vétsi ¢asti jsou vyuzity v pozdéjsi filtraci vysledné mladiny, coz je
také ovlivnéno kvalitou Srotovani [66].

Dalsim krokem je vystirani, kdy se micha rozdrceny slad s vodou a vznika kasovita smes,
tzv. vystirka. Nasleduje rmutovani, pfi kterém je dosazeno teploty okolo 60 °C. Dochazi
k aktivaci enzymu (amylazy a protedzy), které $tépi Skrob a bilkoviny za vzniku smési
jednoduchych zkvasitelnych cukri a aminokyselin. Tyto enzymy jsou vytvafeny v endospermu
pii kliceni. Po prob&éhnuti celého procesu se smés piefiltruje a ziska se cukerny roztok nazyvany
sladina. Pro filtraci je dulezita teplota, protoze pii zvySovani teploty je snizovana viskozita
roztoku, ale pii teplotach nad 80 °C je zastaven enzym amyldza. Neroz§tépeny Skrob miiZze
zpusobovat ve vysledném pivu zakal [66,76].

Nasleduje chmelovar, ve kterém je do zahfivané sladiny pfidavan chmel (Humulus
lupulus L.) a smés se povaii. Pfi tomto stupni mohou byt také piidavany i nékteré pomocné
ptisady, jako napft. kukufi¢ny Skrob nebo dextroza. Z celé smési jsou odparovany tékavé latky
a voda, vznikaji barevné reakce a aromatické latky, sterilizuje se mladina a inaktivuji se
enzymy. Dochézi ktvorbé nerozpustnych komplexid s nerozs§tépenymi bilkovinami
a polypeptidy pfispivajici ke stabilité piva. Dale dochazi k izomeraci a-hotkych kyselin na
izo-a-hotké kyseliny podilejici se nejvice na vysledné chuti. Chmel se podili i na
mikrobiologické stabilité vysledného piva. Po ochlazeni smési a filtraci je ziskana tzv. mladina.
Pted fermentaci by méla byt jesté provedena filtrace, pii které se odstrani vysraZzené bilkoviny
a Casti chmele, které by mohly ovliviiovat metabolismus kvasinek. Smés by méla byt také rychle
ochlazena pro zamezeni rozmnozovani kontaminujicich mikroorganismu [66,76,79].

Pti kvaSeni se do ziskané mladiny pfidava posledni surovina, kterou jsou kvasinky. Pted
piidavanim do mladiny jsou kvasinky podrobeny procesu propagace, pii kterém dochazi
k dostatecnému namnozeni bunék v aerobnim prostiedi. Mladina je bohatym zdrojem Zzivin pro
kvasinky, protoZe obsahuje smés aminokyselin, sacharidi, lipidii, vitaminli a mineralnich latek.
Kvasinky v anaerobnim prostfedi vyuzivaji jednoduché cukry a preménuji je na ethanol a oxid
uhlicity (tzv. alkoholové kvaSeni). Teplota kvaseni je velmi dillezita, protoze pii vysSich
teplotach probihd proces sice rychleji, ale také je produkovano vice nezaddoucich vedlejSich
produktli. Diky uzavienym cylindrokonickym tankiim mtiZe byt pii fermentaci regulovan i tlak,
ktery také snizuje moZnost vzniku vedlejSich produktli. Doba kvaSeni je rtizna podle typu piva.

Konec fermentace je regulovan mnoZzstvim zkvasitelnych cukri, které by ve vysledném piveé
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nemély byt ptitomny z diivodu moznosti vzniku kontaminace cizimi mikroorganismy. DalSim
dilezitym parametrem pii sledovani fermentace je hodnota pH, kterd by méla klesnout na
vyslednou hodnotu okolo 4,5, protoze kyselé prostiedi také inhibuje ptitomnost cizich
mikroorganismil. Po probéhnuti procesu vznika tzv. mladé pivo. Pfi fermentaci vznikd fada
vedlejsich latek, které negativn€ ovliviiuji chut’ a viini piva. Tyto latky se v procesu zrani, kdy
dochazi k fermentaci zbytkového extraktu, dale rozkladaji a uvoliuji spolecné se vznikajicim
oxidem uhli¢itym. Zrani probiha pfi nizkych teplotach v lezackych sklepich [66,72,76].

Pro zajisténi Cirého roztoku jsou nékterd piva pied plnénim je$té filtrovana nebo
odstied’ovana. Dochdézi tak k odstranéni koloidnich hrubych ¢astic, bunck kvasinek nebo jinych
mikroorganismti. Neé&které nezddouci cCastice mohou byt také odstranény adsorpci,
napf. bilkoviny na silikagelu. Stupeni vy¢isténi zavisi na pozadavcich pro vysledny produkt.
Nékteré produkty jsou prodavany nefiltrované, jsou ale urceny pro rychlou spotifebu diky
mozné mikrobialni kontaminaci. Pro zajisténi mikrobidlni stability je jesté¢ provadéna tepelna
pasterace. Dochazi k inaktivaci moznych mikrobiologickych kontaminantd [66,76,80].

Vysledné pivo se bali do rliznych obalt (sklenénych lahvi, plastovych lahvi, sud nebo
plechovek). Pti baleni musi byt zachovana kvalita piva. Nejéastéji se provadi plnéni pod tlakem,
kdy je omezena pénivost piva a pritomnost kysliku negativné ovliviiujici vzhled piva (vznikaji

koloidni ¢astice). M¢lo by byt také zabranéno kontaminaci piva [66,76].

1.3.1.3 Ruzné zplsoby chmeleni

V klasickém pivu je chmel pfidavan pouze v chmelovaru, ale existuji 1 dal$i moZnosti
ptfidavani chmele v procesu vyroby piva. Prvnim zptsobem je pfidavani chmele do chmelovaru
tésné pred ukoncenim varu. Tento postup se nazyva pozdni chmeleni, pfi kterém je chmel jesté
podrobovan teplotni Uprave, ale uz nedochazi k tak vyrazné ztraté t€kavych latek. Druhym
zpusobem je studené chmeleni. Chmel je ptfidavan ve formé celych chmelovych hlavic,
chmelovych pelet nebo chmelovych extraktti. Pfi obou zptsobech dochazi k ptechodu slozek
chmele do vodnych matric. Ziskédvaji se tak specifické vlastnosti piva podobné pouzitému
chmelu diky latkam, které pti klasickém vaieni v chmelovaru unikaji [71,76,79,81].

Pti chmeleni za studena mutZze byt chmel pfidavan pifi fermentaci, zrani, tésné pied
stacenim hotového piva nebo i pfi toceni piva, kdy se do pipy vkladaji chmelové patrony. Jedna
se tedy o extrakci latek z chmele za studena. Provedeni studeného chmeleni v automatizované
verzi je zndzornéno na obrazku 28. Na obrazku 29 je zndzornéno studené chmeleni v mensim

méfitku. Je nutné sledovat u chmele slozeni silic, které se miize lisit v zavislosti na jednotlivych
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odridach. Dtlezitou roli hraje i sledovani kontaminace pouzivaného chmele. Na vysledné
celkové chuti a aroma se tedy podileji latky vznikajici pfi vyrob€ piva spojené s latkami

dodavanymi v chmelu pfi studeném chmeleni [70,79].

Schéma pouziti extraktoru chmele pro tzv. “suché” chmeleni studeného piva S M)

1. Extraktor chmele HX-25/60/120 2. Membranové 3. Pivni tank

¥ B i
&erpadlo e,

Vice: http://www.ceskeminipivovary.cz

Obrazek 28: Automatizované chmeleni za studena ve velkém objemu s pouzitim extraktoru chmele [82]

Obrazek 29: Extraktor chmele napojeny na pipu (vlevo) a extraktor chmele do sklenice (vpravo) [83,84]

1.3.2 Mikrobiologie piva
Mikrobilogicka nezavadnost piva je velmi dalezitou ¢asti. Pii celém procesu vyroby musi
byt dodrzeny vSechny hygienické pozadavky a pozadavky na ¢istotu. Celé zatizeni pivovaru

v v

musi byt sanitovano pro zamezeni Sifeni kontaminace mezi jednotlivymi SarZemi. Vysledné
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pivo ma né€kolik selektivnich vlastnosti zabranujici mozné mikrobialni kontaminaci, jako jsou
anaerobni podminky, nizka hodnota pH, hotké kyseliny a slozky chmele, ethanol, nedostatek
jednoduchych cukrti a aminokyselin. U nékterych piv, mohou byt tyto u¢inky potlaceny a miize
dochazet k mozné mikrobialni kontaminaci, kdy dochazi ke zhorSeni vung, kvality chuti nebo

srazeni. V pivu se ale nemohou vyskytovat patogenni mikroorganismy [66,72].

1.3.2.1 Cizi mikroorganismy

Pro sledovani ucinnosti sanitace a Cisticich procesi jsou vyuzivany rizné metody, jako
napf. lyzinovda metoda stanoveni cizich kvasinek. Cizi kvasinky ovliviluji fermentaci
kulturnich kvasinek a zpiisobuji nezadouci zmény chuti, redukci dusi¢nanti na dusitany a tvorbu
karcinogennich nitrosamini. Muze byt také ovlivnéna hodnota pH vysledného piva nebo
aroma [72].

Krom¢ kontaminujicich kvasinek jsou jest¢ stanovovany aerobni a anaerobni bakterie.
Nejcastéji vyskytujicimi se bakteriemi jsou Lactobacillus, Leuconostoc a Pediococcus. Dale je
pomoci stérovych metod sledovdna kontaminace pouZivanych pfistroji nebo obalovych
materiald. Tyto metody jsou ¢asové narocné a vyzaduji kultivaci nejméné 24 hodin. Pro
okamzité sledovani kontaminace se vyuzivaji automatizované metody PCR (polymerazova
fetézova reakce) Vredlném case, multiplexni PCR, bioluminiscenéni metody nebo
fluorescen¢ni metody [72,85].

Nejvétsim moznym nebezpecim v kontaminaci piva jsou mykotoxiny. Ty mohou do piva
piechazet z kontaminovanych obilovin, nejcastéji tedy jeémene. Kontaminace mykotoxiny ale
muze byt v celém procesu vyroby, protoZe tyto jsou vysoce tepelné stabilni a také odolné
kyselym pH. Nejcastéji vyskytujicimi se mykotoxiny v je¢meni jsou fusariové mykotoxiny
snizujici kli¢ivost zrna a tim 1 celkovou produkci pivovaru. Nejvice sledované mykotoxiny
Vv pivu jsou deoxynivalenol, zearalenon, HT-2, T-2 toxiny. Pti vyrobé¢ piva by mély byt vSechny

mykotoxiny odstranény v procesu maceni, suSeni sladu, vystirani nebo kvaseni [86].

1.3.2.2 Stanoveni kulturnich kvasinek

U kulturnich kvasinek je sledovana Zivotaschopnost bun¢k nejéastéji pomoci methylenové
modii nebo fluorescencniho barviva. Sleduje se pocet neobarvenych bunék, coz jsou
zivotaschopné buiiky, a pocet mrtvych obarvenych bunék. Fluorescencni barviva jsou naopak
vazana do zivotaschopnych bun€k na proteiny v cytoplazmé. Nevyhodou tohoto stanoveni je

nutnost fluorescenéniho mikroskopu [72].
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1.3.3 Analyza slozek piva

Pivo se sklada z velkého mnozstvi sloucenin, které pochdzeji ze surovin pouzitych
k vyrobé. Tyto slouceniny prochazeji bud’ celym procesem beze zmény, nebo jsou v procesu
vyroby piva pfeménovany na jiné slouceniny. Hlavni slozky piva jsou uvedeny v tabulce 3.
Z anorganickych iontl je vyznamny obsah fosforu, drasliku, sodiku, vapniku, hot¢iku, sirani

a fosfatu [66].

Tabulka 3: Slozky piva - obsah a mnozstvi ldtek [66]

Sloucenina Obsah v pivu Pocet latek v pivu
Voda 90-94 % 1
Ethanol 3-5% 1
Uhlovodiky 1-6 % + 100
Oxid uhli¢ity 3,5-4,5 mg/l 1
Anorganické soli 5004000 mg/I +25
Celkovy dusik 300-1000 mg/I + 100
Organické kyseliny 50-250 mg/l + 200
Vyssi alkoholy 100-300 mg/I + 80
Aldehydy 3040 mg/I + 50
Estery 25-40 mg/I + 150
Slouceniny obsahujici siru 1-10 mg/I + 40
Latky z chmele 20-60 mg/I > 100
Vitamin B 5-10 mg/I 13

1.3.3.1 Rozdil mezi klasickym chmelenim a chmelenim za studena
Rozdil mezi pivem vyrabénym klasicky a za studena chmelenym lze pozorovat nejvice
v aroma piva. Na ném se nejvice podileji terpenické uhlovodiky, zejména linalool, geraniol

a myrcen. Linalool je nejvice piispivajici latkou ke chmelové vini. V pivu klasicky chmeleném
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jsou tyto uhlovodiky transformovany, kdezto u piv za studena chmelenych nebo piv pozdné
chmelenych se vyskytuji v ptivodni formeé [70,71].

Kromé terpenickych uhlovodika byly na rozdil od klasického piva u piva chmeleného za
studena stanoveny metodou headspace mikroextrakce tuhou fazi spojené s plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci a olfaktometrii i slouceniny siry. Olfaktometrie je
analyticka metoda vyuzivana pro stanoveni tékavych latek extrahovanych z potravinovych
vzorkl. Autofi také prokazali Ze vliv studeného chmeleni, zejména pienos tékavych latek,
zavisi i na velikosti vyroby [79,87].

Rozdil 1ze pozorovat i v chuti piva, kdy studené chmeleni ma vétsi vliv na chut’ nez pozdni

chmeleni. Vliv na chut’ piva ma obsah hotkych kyselin a silic v chmelovych Sisticich [70].

1.3.3.2 Priklady analyzy piva

Byl sledovan vliv mista péstovani na aroma chmele a zejména na konecné vlastnosti piva
chmeleného za studena. Testovani bylo provadéno senzoricky, kdy 12 ¢lenii hodnotici komise
nejprve hodnotilo surovy chmel a poté vzorky piv chmelenych za studena. Chmeleni za studena
bylo provadéno ze stejnych chmelt, které byly hodnoceny, ptfidanych do nakoupeného lezaku.
Byla sledovana schopnost konzumentl poznat rozdily v aroma. Pro hodnoceni byly vybrany
chmely stejné odrudy pochazejici z Kanady, USA a Velké Britanie. Vysledky byly hodnoceny
pomoci projektivniho mapovani. Bylo prokazano, Ze chmel péstovany v Kanadé¢ se 1isi od
chmelu péstovan¢ho v USA a Velké Britanii. Mezi témito dvéma zemémi nebyl velky rozdil
v hodnoceni [88].

Tekavé slouceniny obsazené v pivu byly sledovany po extrakci na membranég se separacni
vrstvou obsahujici polyvinylalkohol. Pro analyzu byly vybrany Spanélskd piva typu lezdk
a nealkoholickéd piva. Vysledné extrakty byly analyzovany pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci a plynové chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci. Bylo zjisténo,
ze obsah tékavych aromatickych sloucenin v pivu (ethylacetat, izoamylacetat, izobutylalkohol,
3-methylbutanol a 2-methylbtanol) je nizsi u nealkoholickych piv [89].

Pro stanoveni aroma v pivu byly vyuzity 4 riizné extrakce — sorpcni extrakce na michaci
ty¢ince, headspace sorpcni extrakce, headspace mikroextrakce tuhou fazi a extrakce
S odpafovanim rozpoustédla. VSechny ziskané extrakty byly analyzovany pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Ziskané aromatické latky byly rozdéleny do
6 skupin — estery, alkoholy, kyseliny, aldehydy, ketony a terpeny. Mezi stanovené terpeny patii

napt. geraniol, citronellol, nerol, linalool, fenchol, myrtenol, B-myrcen nebo humulen. Bylo
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prokazano, ze je velmi dulezity vybér extrakéni metody pro stanoveni tékavych sloucenin
V pivu z pohledu typu analyzovanych slou¢enin [90].

Pro stanoveni profilu hofkosti bylo vybrano stanoveni izo-a-hotkych kyselin po extrakci
pomoci kapalinové chromatografie. Vzorky piv byly pfed stanovenim nejprve okyseleny
kyselinou fosfore¢nou a poté extrahovany do izooktanu. Ziskany extrakt byl odpafen do sucha
pomoci proudu dusiku a poté rozpustén v acetonitrilu. Dale byly extrahovany fenolické
kyseliny po okyseleni piva do ethylacetatu. Po provedeni extrakce byl ziskany extrakt opét
odpaien a rozpustén v methanolu. Extrakty izo-a-hofkych kyselin a fenolickych kyselin byly
analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci. Byl stanoven i celkovy obsah
polyfenolickych sloucenin reagujicich s zelezitymi ionty v alkalickém prostiedi. Vysledny
produkt byl stanoven spektrofotometricky pti 600 nm. Pomoci analytickych metod byl zjistén
vliv odridy chmele na intenzitu a povahu hotkosti vysledného piva. Tyto vysledky byly
podloZeny i senzorickou analyzou [73].

V dalsi studii byl sledovan obsah té€kavych latek u trapistickych a ,,craft™ piv (po domacku
vafené) pomoci dvoudimenzionalni plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Pouziti
dvoudimenziondlni plynové chromatografie umoznuje lepsi stanoveni profilu t€kavych latek,
kdy jsou oddéleny i latky s malymi rozdily retence. Pro sledovani tékavych sloucenin byly
zvoleny 4 ruzné extrakce — headspace mikroextrakce tuhou fazi, sorpéni extrakce na michaci
ty¢ince, statickd headspace a dynamickd headspace extrakce. Jako nejlepsi extrakce byla
zvolena dynamickd headspace extrakce ve spojeni s dvoudimenziondlni plynovou
chromatografii a hmotnostni detekci [91].

V pivu chmeleném za studena byly stanoveny tékavé latky pomoci headspace
mikroextrakce tuhou fazi spojené s plynovou chromatografii a hmotnostni detekci. Stanoveny
byly t€kave latky myrcen, linalool, geraniol, geranylacetat, humulen, ethyl-2-methylpropanoat,
ethyl-2-methylbutanoat. Bylo prokazano, Ze chemické slozeni a aroma piva chmeleného za
studena zavisi na dobé& studeného chmeleni, ale 1 na métitku ve kterém se provadi. Rozdil byl
sledovan zejména u latek linalool a myrcen [79].

Byl sledovan 1 vliv je¢mene na aroma piva pomoci mikroextrakce tuhou fazi s naslednou
analyzou pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Bylo identifikovano
41 sloucenin spadajicich do rGznych funkénich skupin, ze kterych jsou nejvyznamnéjsi
aldehydy, ketony a alkoholy. Z aldehydd byl stanoven napf. acetaldehyd,
2-methylpropanal, pentanal a hexanal. Z alkohold napt. 2-methyl-1-propanol, 1-pentanol
a 1-hexanol [92].
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Pro komplexni chut’ piva jsou dulezité aromatické latky vznikajici pfi fermentaci, zejména
estery. V tomto ¢lanku byly sledovany rizné podminky fermentace, jako je teplota, pH nebo
pridavané latky do mladiny. Sledovana byla intenzita barvy piva spektrofotometricky
pii 430 nm a analyzovany volné estery v pivu pomoci plynové chromatografie s plamenovym
ioniza¢nim detektorem. Ke zvySeni vyuziti zivin a produkci ethanolu vede ptidavek leucinu
a siranu zine¢natého, které prispivaji k ristu a metabolizmu kvasinek. Teplota a pH roztoku
ovlivituje fermentacni kinetiku, kdy pii teplotach v rozmezi 10-25 °C je vyssi produkce
esterd [93].

V pivu byly stanoveny a-hotké kyseliny pomoci kapalinové chromatografie s UV detekci.
Byly stanovovany izo-a-hotké kyseliny a humulinony, coz jsou zoxidované a-hoiké kyseliny,
které 1ze stanovit v pivech chmelenych za studena. Pro stanoveni chmelovych flavonoidi, jako
jsou napt. kaempferol, multifidol a kvercetin, je nutné pouZit spojeni plynové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Byl prokazan rozdil mezi pivy chmelenymi za studena

Vv obsahu flavonoidu [94].
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2 Experimentalni Cast

2.1
2.11

2.1.2

Instrumentace

Kapalinovy chromatograf s detektorem s diodovym polem

Kapalinovy chromatograf (Nexera X2, Schimadzu corporation, Duisburg, Némecko)
Degasér (DGU-20A, Schimadzu corporation, Duisburg, Némecko)

Cerpadla mobilni faze (2x LC-30AD, Schimadzu corporation, Duisburg, Némecko)
Automatické davkovaci zafizeni (Nexera X2 SIL-30AC, Schimadzu corporation,
Duisburg, Némecko)

Detektor s diodovym polem (Nexera X2 SPD-M30A, Schimadzu corporation,
Duisburg, Némecko)

Dalsi zatizeni

Odstiedivka Nuve typ NF 400 + rotor vykyvny 4x 100 ml (Nuve sanaci malzemeleri
imalat ve ticaret, Ankara, Turecko)

Ultrazvukova lazen Sonorex TK 52 (Bandelin eletronic, Berlin, Némecko)

Ttepacka Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Laboratorni vahy ABT 220-4M (Kern, Balingen, Némécko)

Digitalni pH metr s pH elektrodou (Schott Glas, Mainz, Némecko)

Automatické pipety Biohit (Biohit OY, Helsinky, Finsko)

2.2 Chemikalie a standardni latky

ICE-3 standard (Labor Veritas, Zurich, Svycarsko)

Methanol (pro HPLC 99,9 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Ethanol (96 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)

Acetonitril (pro HPLC 99,9 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina fosfore¢na (85 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)

2-propanol (99,9 %, Merck, Darmstadt, Némecko)

NaOH p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Destilovana voda (centralni rozvod Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)

Redestilovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)
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e 1-dekanol (99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e 1-undekanol (99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e 1-dodekanol (98 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.3 Vzorky piva

Piva zakoupena v obchodnich fetézcich pro analyzu, znazornéna na obrazku 30, byla
uchovévana v lednici ptfed otevienim i po jejich otevieni. Pfed analyzou byla vSechna tfepana
po preliti do vhodné nadoby na tfepacce pfi 1000 otackach po dobu 40 minut pro odstranéni

oxidu uhli¢itého.

9 10 11 12 13 14

Obrazek 30: Analyzované vzorky piv
1 - Bakalar svétly lezik, 4,9 % obj.; 2 - Bakalar za studena chmeleny, 5,2 % obj.; 3 - Bakalar nealko za studena chmeleny,
max. 0,5 % obj. (vsechny tri - Tradicni pivovar v Rakovniku, a.s., Rakovnik, C‘R); 4 - KruSovice 12 ze zateckého chmelg,
5,0 % obj.; 5 - KruSovice lezdk za studena chmeleny,4,8 % obj. (0ba - Krdlovsky pivovar Krusovice, Krusovice, C'R);

6 - Lobkowicz premium lezdk, 4,7 % obj.; 7 - Lobkowicz premium ALE (za studena chmeleny), 4,4 % obj. (oba - Pivovar
Vysoky Chlumec a.s., Vysoky Chlumec, CR); 8 - Francinitv lezdk (Postiizinské pivo), 5,1 % obj.; 9 - Jubilejni Hrabalitv lezdk
(Postrizinské pivo, za studena chmelené), 5,8 % obj. (0ba - Pivovar Nymburk spol. s.r.o, Nymburk, CR); 10 - Primdtor
premium, 5,0 % obj; 11 - India Pale Ale Primdtor (za studena chmeleny), 6,5 % obj. (oba - Primdtor a.s, Nachod, CR);
12 - Svijansky maz, 4,8 % obj.; 13 - Svijanska rytii* (za studena chmeleny), 5,0 % obj. (oba - Pivovar Svijany a.s., Svijany,
CR); 14 - Raven Gunslinger Indian Pale Ale (chmeleny za studena), 6,4 % obj.(Pivovar Raven, Plzeii, CR)
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2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Ptiprava kalibra¢nich fad

2.4.1.1 Prtiprava kalibracni fady pro zjisténi limit detekce a kvantifikace pfistroje

Pro ptipravu kalibracni fady byl pouzit standard hotkych latek ICE-3. Pottebné mnozstvi
standardu pro pfipravu zasobniho roztoku 0 koncentraci 5,13 mg/ml, ze kterého byly
ptipravovany jednotlivé roztoky kalibra¢ni fady, bylo navazeno, rozpusténo v methanolu
a doplnéno na presny objem v odmérné barice 0 objemu 100 ml. Jednotlivé kalibra¢ni roztoky
v koncentraénim rozsahu 6,16-10"* az 2,565 mg/ml byly pfipraveny odméfenim
vypocteného mnozstvi zasobniho roztoku a doplnény methanolem v odmérné bance. Takto

pfipravené roztoky byly proméfeny vybranou metodou pro méfeni hotkych latek.

2.4.1.2 Priiprava kalibra¢ni fady pro kvantifikaci

Pii piipravé kalibra¢ni fady byl pouzit standard ICE-3 o koncentraci 5,96 mg/ml
v 96% ethanolu. Z tohoto roztoku byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky. Kazdy kalibra¢ni roztok
byl okyselen na pH 2. 10 ml bylo podrobeno extrakci. Do zkumavky bylo spoleéné
s kalibra¢nim roztokem ptidano 30 pl 1-undekanolu jako extrakéniho rozpoustédla. Zkumavka
byla vlozena na 2 minuty do ultrazvuku a poté odsttedéna pii 3500 otackach za minutu po dobu
10 minut. Po 25 minutach v mrazni¢ce byl extrakt odebran a po roztati zfedén v poméru 1:1

methanolem.

2.4.2 Postupy extrakci

Pro extrakci byl nejprve piipraven zasobni roztok 0 koncentraci 5,96 mg/ml navazenim
ptislusného mnozstvi standardu ICE-3 a rozpustén v 96% ethanolu. Z takto ptipraveného
roztoku byl pfipraven druhy zasobni roztok o koncentraci 0,05 mg/ml v 5% ethanolu, ktery byl
poté podroben pfislusné extrakci a odstiedén. Po odstfedéni byl vlozen do mrazni¢ky na
25 minut a po uplynuti této doby bylo ztuhly extrakt vyjmut a vloZen do chromatografické
nadobky (Lab Logistic Group, Meckenheim, Némecko) s vlozkou. Po rozpusténi byl extrakt

nafedén v poméru 1:1 methanolem.

2.4.2.1 Disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti plovouci organické kapky
U zéasobniho roztoku o koncentraci 0,05 mg/ml bylo nejprve upraveno pH na hodnotu 5.
Dale bylo odméteno 10 ml takto upraveného roztoku do plastové zkumavky s konickym dnem
(Corning Incomporated, Corning, NY, USA). Prudce byla vstiiknuta smés 30 ul 1-undekanolu
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jako extrakéniho rozpoustédla a 600 ul ethanolu jako disperzniho rozpoustédla. Roztok byl
ponechan 7 minut ve stojanku pro prob&hnuti extrakce. Poté byl odstiedén v odstiedivce pii

3500 otackach/min po dobu 15 minut.

2.4.2.2 Vzduchem asistovanad disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti
plovouci organické kapky

Pro extrakci bylo odméfeno 10 ml zasobniho roztoku o koncentraci 0,05 mg/ml a pH 4,5

do plastové zkumavky s konickym dnem. K touto roztoku bylo ptidano 30 pl

1-undekanolu jako extrakéniho rozpoustédla a smés byla 16x vtahnuta do stiikacky i s ¢asti

vzduchu a prudce vstiiknuta zpét. Takto ptipravena disperzni smés byla ihned odstfedéna pii

4000 otackach/min po dobu 10 minut.

2.4.2.3 Ultrazvukem asistovana kapalinova mikroextrakce vyuZivajici ztuhnuti plovouci
organické kapky

Pro extrakci bylo odméteno 10 ml roztoku standardu o koncentraci 0,05 mg/ml a pH 2 do

zkumavky. K takto pfipravenému roztoku bylo stfikackou prudce vstiiknuto 30 pl

1-undekanolu jako extrak¢éniho rozpoustédla a roztok byl vlozen na 2 minuty do ultrazvuku.

Poté byl odstiedén pti 3500 otackach za minutu po dobu 10 minut.

2.4.2.4 Ultrazvukem asistovana disperzni kapalinovd mikroextrakce vyuZzivajici ztuhnuti
plovouci organické kapky

K extrakci bylo odméfeno 10 ml roztoku o koncentraci 0,05 mg/ml a pH 6. Prudkym

vstiiknutim bylo ptidano 30 pl 1-undekanolu jako extrakéniho rozpoustédla a 100 pl ethanolu,

jako disperzniho rozpoustédla. Takto pfipravena smés byla ponechana 10 minut v ultrazvukové

lazni a poté odstfedéna pii 4000 otacek za minutu po dobu 10 minut.

2.4.2.5 Metoda analyzy hotkych kyselin
Gradientova eluce (90-100 % methanolu — program gradientu: 2 minuty 90 %, 7 minut
93 %, 9 minut 95 %, 27 minut 100 %), mobilni faze methanol/redestilovana voda (pH = 2,
okyseleno kyselinou fosfore¢nou), pratok 0,7 ml/min, davkovany objem 10 pl, detekce 314 nm.
Kolona Ascentis® C18 25 cm x 4,6 mm, 5 um (Supelco analytical, Bellefonte, PA, USA)
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2.4.3 Extrakce vzorkl

Do zkumavky s konickym dnem bylo odméfeno 10 ml vzorku piva o s hodnotou pH
upravenou na 2. Bylo pfidano 30 pl 1-undekanolu (extrakcéni rozpoustédlo). Takto piipraveny
roztok byl vlozen na 2 minuty do ultrazvuku a poté odstiedén pii 3500 otacek za minutu po
dobu 10 minut. Ziskané extrakty byly vlozeny na 25 minut do mraznicky, kde doslo ke ztuhnuti
extraktu. Nasledovalo odebrani extraktu do chromatografick¢é nadobky s vlozkou, zfedéni
methanolem v poméru 1:1 a provedeni analyzy pomoci HPLC-DAD.

Obsah hotkych kyselin ve vzorcich piva byl vyhodnocen pomoci kalibra¢ni fady
a metodou standardniho pfidavku. Standartni pfidavek byl provadén pridanim 84 pl ICE-3
standardu o koncentraci 5,96 mg/ml ve 100 % ethanolu. U takto pfipraveného roztoku bylo

upraveno pH na hodnotu 2 a podrobeno stejnému postupu jako u vzorka piva.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Kalibracni zavislosti

Pro stanoveni limitd detekce a kvantifikace pfistroje bylo pfipraveno 8 kalibracnich
roztokll v koncentraénim rozmezi 6,16-10"* az 2,565 mg/ml o-hotkych kyselin
a 7 kalibra¢nich roztokii Vv koncentraénim rozmezi 3,08 - 1073 az 2,565 mg/ml B-hoikych
kyselin ze standardu chmelového extraktu ICE-3. Pouzity standard obsahuje smés a-hoikych
kyselin (kohumulon, adhumulon a humulon) a B-hotkych kyselin (kolupulon, adlupulon
a lupulon), jejichz zastoupeni je uvedeno v tabulce 4. Pripravené kalibra¢ni roztoky ze
standardu tedy obsahovaly smé&s a-hoikych kyselin a B-hoikych kyselin, ale z divodu nizsiho
obsahu B-hotkych kyselin ve standardu nebyly jiz tyto v 8. kalibraénim roztoku detekovany.

Po proméfeni roztoku standardu pii zvoleném pritoku mobilni faze 0,7 ml/min byly
zjistény retencni Casy jednotlivych latek, které jsou uvedeny v tabulce 4 spole¢né se slozenim

standardu zjisténém na lahvicce ICE-3 standardu.

Tabulka 4: Slozeni ICE-3 standardu a retencni casy jednotlivych horkych kyselin

Latka Obsah ve standardu [%] tg [min]
o-hotké Kohumulon 13,88 8,5
kyseliny Adhumulon + humulon 30,76 9,3
B-hotké Kolupulon 13,44 10,7
kyseliny Adlupulon + lupulon 10,84 11,8

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny dle postupu popsaném v kapitole 2.5.1.1 do
odmérnych bang¢k o objemu 25 ml. Jednotlivé koncentrace byly pfipravovany postupnym
fedénim roztokl o vyssi koncentraci. Vychozi zasobni roztok mél koncentraci 5,13 mg/ml

standardu ICE-3. Pro méteni byl odebran 1 ml methanolického roztoku do chromatografické

cvwr

cvwr

chromatogramti byl nejprve odecten pomoci vyhodnocovaciho programu Sum detektoru
ziskany proméfenim pocate€niho sloZeni mobilni faze. Z takto upravenych chromatogrami

byly odecteny plochy pro jednotlivé latky v kalibra¢nich roztocich a byly vytvoreny kalibra¢ni
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zavislosti plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku pro jednotlivé hoiké kyseliny.
Kalibraéni zavislost pro kohumulon je znazornéna na obrazku 31, pro adhumulon + humulon
na obrazku 32, pro kolupulon na obrazku 33 a pro adlupulon + lupulon na obrazku 34. Ziskané
rovnice regrese spoleéné s hodnotou koeficientu determinace jsou v tabulce 5 a vypoctené
smérodatné odchylky tseku a smérnice jsou uvedeny v tabulce 6. Vypocitany byly pomoci
maticového vypoctu v programu Excel. Vzorovy chromatogram z méteni této kalibrace je
uveden v priloze I.

Meéieni kalibracnich roztoki bylo provedeno popsanou metodou pro hotké kyseliny
v kapitole 2.4.2.5. Tato metoda vychazela z metody EBC 7.7 vyuzivané pro stanoveni
a-hotkych kyselin a -hotkych kyselin v chmelu a pivu, ale byla drobné¢ modifikovana.
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Obrazek 31: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku pro kohumulon
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Obrdzek 32: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku pro adhumulon + humulon
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Obrazek 33: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku pro kolupulon
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Kalibra¢ni graf pro adlupulon a lupulon
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Obrazek 34: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku pro adlupulon + lupulon

Tabulka 5: Rovnice regrese s hodnotou koeficientu determinace jednotlivych kalibracnich zavislosti

Latka Rovnice regrese R?
Kohumulon y =2-10% + 5665 0,9998
Adhumulon + humulon y =4-10%« + 3778 0,9999
Kolupulon y =1-10%« + 3930 1,0000
Adlupulon + lupulon y =1-10%x + 1309 0,9999

Tabulka 6: Vypoctené smérodatné odchylky iiseku a smeérnice

Latka Smeérodatna odchylka smérnice | Smérodatna odchylka useku
Kohumulon 6849 7410
Adhumulon + humulon 8910 9640
Kolupulon 1688 1952
Adlupulon + lupulon 2583 2988
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Kalibra¢ni zavislosti pro extrakci byly pfipraveny dle postupu v kapitole 2.4.1.2 do
odmérnych ban¢k o objemu 50 ml. Bylo pfipraveno 9 kalibracnich roztokd z chmelového
standardu ICE-3 v koncentra¢nim rozmezi 0,00313 — 0,2 mg/ml hoikych kyselin a proméfeny
metodou pro hotké kyseliny. U ptipravy kalibracnich roztoki byl nejprve piipraven
koncentrovanéjsi standard v 96% ethanolu o koncentraci 5,13 mg/ml, ze kterého byly nasledné
fedénim pripraveny kalibracni roztoky s nizsi koncentraci a doplnény 5% ethanolem. Z divodu
pouziti kalibracni piimky pro kvantifikaci ve vzorcich piva bylo jako rozpoustédlo pro hoiké
kyseliny zvolen 5% ethanol, aby bylo co nejvice piiblizeno prostfedi v redlném vzorku. V 5%
ethanolu ale neni standard rozpustny, proto bylo zvoleno rozpusténi v 96% ethanolu a nasledné
fedéni 5% ethanolem. Pro kazdou koncentraci byly provedeny 4 extrakce UA-LLME-SFO
z 10 ml ptipravené¢ho roztoku a kazdy vysledny ethanolovy extrakt byl proméfen 3x. Po
vyhodnoceni a vytvofeni kalibracnich kiivek bylo zjiSténo, Zze kalibrace neni ve zvoleném
rozsahu koncentraci linearni (uvedeno v piiloze Il). Z tohoto divodu musel byt kalibra¢ni
rozsah upraven na 6 kalibra¢nich roztokd v koncentra¢nim rozmezi 0,00313 — 0,025 mg/ml
hotkych kyselin. Ziskané kalibracni zavislosti ploch pikl na koncentraci kalibracnich roztoki
jsou pro jednotlivé hoiké kyseliny znazornény na obrazku 35 pro kohumulon, na obrazku 36
pro adhumulon + humulon, na obrazku 37 pro kolupulon a na obrazku 38 pro
adlupulon + lupulon. V tabulce 7 jsou uvedeny jednotlivé rovnice kalibra¢ni ptimky spole¢né
s hodnotami koeficientu determinace a v tabulce 8 hodnoty smérodatnych odchylek tseku
a smérnice piisluSnych kalibra¢nich zavislosti. Vzorovy chromatogram z méfeni této kalibrace

je uveden v priloze I.
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Obrazek 35: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku po extrakci pro kohumulon
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Obrazek 36: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku po extrakci pro adhumulon + humulon

68



300 000

y = 1E+07x - 19680 ¥
R?=0,9985

250 000
@
2 200 000
<
E
2 150000
o
© ..-’.
=
(%]
S 100 000
o

L
50 000
‘,.
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

koncentrace [mg/ml]

Obrazek 37: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku po extrakci pro kolupulon
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Obrazek 38: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci kalibracniho roztoku po extrakci pro adlupulon + lupulon
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Tabulka 7: Rovnice regrese s hodnotou koeficientu determinace jednotlivych kalibracnich zavislosti po extrakci

Latka Rovnice regrese R?
Kohumulon y=5-10"x — 77106 0,9988
Adhumulon + humulon y=9-107x — 223365 0,9968
Kolupulon y=1-10"x — 19680 0,9985
Adlupulon + lupulon y=1-10"x — 16955 0,9987

Tabulka 8: Vypoctené smérodatné odchylky viseku a smérnice v mg/ml pro kalibracni zavislosti po extrakci

Latka Smérodatna odchylka smérnice | Smérodatna odchylka tseku
Kohumulon 777195 21859
Adhumulon + humulon 2554898 71858
Kolupulon 333564 4805
Adlupulon + lupulon 259329 3736

Ze ziskané rovnice kalibracni piimky bez extrakce byly stanoveny limity detekce
a kvantifikace pfistroje. Vypocitany byly pomoci Sumu, ktery byl stanoven jako smérodatna
odchylka tuseku. Limit detekce odpovida trojnasobku Sumu (LOD =3-S/N) a limit
kvantifikace desetinasobku Sumu (LOQ = 10-S/N). Stejnym zpusobem byly stanoveny
I hodnoty téchto limiti pro extrakci. Hodnoty limitt detekce a kvantifikace pro pfistroj jsou
zobrazeny v tabulce 9 spole¢né s hodnotami limith detekce a kvantifikace pro extrakci.
Z porovnani téchto limith je patrné, Ze pii extrakci dochazi k vysokému zakoncentrovani. Pro
zjisténi vhodné vlnové délky pro méteni hotkych kyselin byly sledovany 3 riizné vinové délky,
ato 314 nm, 237 nm a 202 nm. Pti 202 nm absorbuje vétSina sloucenin, proto tato vinova délka
nebyla jako selektivni zvolena. Bylo tedy rozhodovano mezi 237 nm a 314 nm. Z divodu
nizSich limitd detekce a kvantifikace pfi 314 nm byla tato vlnovd délka zvolena pro

kvantifikaci.
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Tabulka 9: Hodnoty limitii detekce a kvantifikace pro pristroj a extrakci

Limity pro pfistroj

Limity pro extrakci

Latka LOD [pg/ml] LOQ [ung/ml] LOD [pg/ml] | LOQ [pg/ml]
Kohumulon 8,03 33,16 0,39 0,78
Adhumulon 5,93 21,86 0,24 0,44
a humulon
Kolupulon 1,39 11,24 0,56 1,12
Adlupulon 6,04 2261 28 54

a lupulon
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3.2 Optimalizace extrakce

Pro vybér optimalnich podminek jednotlivych extrakci bylo pouzito statistického
programu STATISTICA Cz 12 (StatSoft, Praha, CR), ve kterém byl navrhovan experiment
pomoci ortogonalniho centralniho kompozitniho planovani. Pro optimalizaci byla zvolena
koncentrace 0,05 mg/ml odpovidajici pfiblizné dvojnasobku limitu detekce pfistroje
(viz tabulka 9). Tento roztok byl pfipraven pfes koncentrovanéjsi roztok v 96% ethanolu
z divodu nerozpustnosti standardu v 5% ethanolu. Obsah ethanolu byl zvolen z duvodu

podobného slozeni, jako je slozeni analyzovaného piva.

3.2.1 Vybér disperzniho a extrakéniho rozpoustédla

Po vybér extrakéniho a disperzniho rozpoustédla byla pouzita disperzni kapalinova
mikroextrakce s tuhnouci plovouci organickou kapkou dle postupu popsaného Vv kapitole
2.5.2.1. K extrakci byl bran roztok o koncentraci 0,05 mg/ml a bylo ptidavano 50 pl extrakéniho
rozpoustédla a 400 ul disperzniho rozpoustédla. Jako extrakéni rozpoustédlo byl zkouman
1-dekanol, 1-undekanol, 1-dodekanol a jako disperzni rozpoustédla methanol, ethanol
a acetonitril. Po prudkém vstiiknuti smési disperzniho a extrak¢éniho rozpoustédla do roztoku
standardu byla smés odsttedéna pii 3000 otackach za minutu po dobu 10 minut. Po odstiedéni
byla zkumavka vlozena do mraznicky na 25 minut, coz je dostacujici teplota pro ztuhnuti
extrakéniho rozpoustédla, ale jeSté nedochazi ke ztuhnuti vodného roztoku standardu. Ztuhnuti
vodného roztoku komplikuje odebrani ztuhlého extrakéniho rozpoustédla a dochazi i spolecné
K odbéru vodného roztoku s extrakénim rozpoustédlem. To zpUsobuje nafedéni extraktu a po
rozehtati vznikaji v chromatografické nddobce dveé nemisitelné vrstvy komplikujici ndslednou
analyzu. Ziskané extrakty byly po odebrani nafedény methanolem v poméru 1:1 z divodu
sniZeni viskozity extraktu. Tim bylo dosaZzeno snadnéjSiho a homogenniho nadavkovani do
pfistroje pomoci automatického davkovace. Pro homogenni nadavkovani byl program
automatického davkovani upraven tak, aby pied nadavkovanim jest¢ dochézelo k promichéni
smési extraktu a methanolu. Z divodu nizké teploty tuhnuti extraktu bylo nastaveno vyhiivani
automatického davkovani na teplotu 25 °C, aby nedochazelo pii méteni vice vzorki k tuhnuti
extraktli. VSechny extrakty byly prométeny na kapalinovém chromatografu metodou pro hoiké
kyseliny a kazdy byl promé&fen 2x.

Odectené plochy byly zpramérovany pro kazdou extrakci a vyhodnoceny. Vysledny graf
je zndzornén na obrazku 39. Z tohoto grafu vyplyva, ze 1-dekanol je nejhorsi pro extrakci

hotkych kyselin. Z diivodu chvostovani piku smési adhumulonu a humulonu pfi pouziti
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1-dodekanolu doslo k ovlivnéni celkové plochy piki a i k hor§imu odeéitani ploch pikt. Toto
rozpoustédlo bylo tedy vyhodnoceno jako nevhodné pro pouziti pro nasledné extrakce. Z téchto
vysledku tedy vyplyva, ze nejvyhodnéjsi pro extrakcei je 1-undekanol.

Pro vybér disperzniho rozpoustédla byl vytvoten graf na obrazku 40, pomoci kterého bylo
vybrano spojeni 1-undekanolu s ethanolem. Pti vybéru byla hodnocena nejen nejlepsi celkova

plocha piku, ale ethanol byl zvolen i z pohledu jeho obsahu v pivu.
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Obrazek 39: Porovnani kombinaci smési disperznich a extrakcnich rozpoustédel pro 4 provedené extrakce
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Obrazek 40: Porovnani disperznich rozpoustédel pro spojeni s 1-undekanolem

3.2.2 Disperzni kapalinova mikroextrakce S tuhnouci organickou kapkou

Pro tuto extrakci byl vygenerovan experiment obsahujici 27 pokusi pro optimalizaci
objemu disperzniho a extrakéniho rozpoustédla, pH roztoku a doby extrakce mezi vstiiknutim
smési disperzniho a extrakéniho rozpoustédla a odstfedénim. Pro disperzni rozpoustédlo bylo
zvoleno rozmezi 100900 ml, pro extrakcni rozpoustédlo 30-90 ml, pH v rozmezi 2—6 a doba
extrakce 0—10 minut. Pfed vygenerovanim tohoto experimentu byl sledovan vliv pH na extrakci
hotkych kyselin. Ziskany graf je zndzornén na obrazku 41, ze kterého vyplyva zZe pro extrakci
je nutné optimalizovat i pH roztoku. Podminky jednotlivych provadénych pokust jsou uvedeny
v pfiloze IV. Jednotlivé extrakce byly provedeny podle postupu popsaném v Kapitole 2.5.2.1.
a kazda extrakce byla provadéna 2x. Vysledny experiment byl vyhodnocovan z primérnych
hodnot. Optimalni podminky byly vyhodnoceny pomoci statistického programu metodou
vyhodnoceni odezvové plochy (Response Surface Methodology) a vysledné odezvové profily
jsou znazornény V ptiloze 11 spole¢né s 3D vhodnostnimi profily. Z téch vyplyva ze pro tuto
extrakei je nejvhodnéjsi pouzit 30 ul extrakéniho rozpoustédla, protoze pro vSechny latky plati
ze se zvySujicim se objemem extrakéniho rozpoustédla dochazi ke snizovani vhodnosti pouZiti.
Mensi objem extrakéniho rozpoustédla z hlediska nedostate¢ného objemu extraktu nebyl

zkouman. U disperzniho rozpoustédla dochazi nejprve k naristu vhodnosti u vSech latek, ale
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poté dochazi k vyraznéj$imu klesani pouze u a-hoikych kyselin. Z tohoto pohledu bylo pouzito
600 pl disperzniho rozpoustédla. Jako optimalni doba extrakce bylo zvoleno 7 minut a pH 5.
Obé tyto podminky se chovaji stejné jako disperzni rozpousteédlo, kdy dochdzi nejprve k naristu

a poté opé&t k vyraznéjsimu poklesu zejména pro pH u a-hoikych kyselin.

porovnani vlivu pH na extrakci
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Obrazek 41: Porovnani extrakci pii dvou riiznych hodnotdach pH 4,53 (bez upravy pH) a 3,0 (s upravou pomoci kyseliny
fosforecné)

3.2.3 Vzduchem asistovand kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické
kapky

U této extrakce byl optimalizovan objem extrak¢niho rozpoustédla v rozmezi 27-93 pl,
pH roztoku v rozmezi 2,3-5,7 a pocet krokti 2-16 pro natazeni smési extrakéniho a disperzniho
rozpoustédla do stiikacky a jejimu vstéiknuti zpét do zkumavky. Pro optimalizaci téchto
parametri byl navrzen experiment obsahujici 17 pokusti pomoci statistického programu.
Podminky jednotlivych extrakci jsou uvedeny v ptiloze IV. VSechny extrakce byly provedeny
podle postupu popsaném v kapitole 2.5.2.2. a kazda extrakce byla provedena 2x. Vysledny
experiment byl vyhodnocovan z primérnych hodnot a ziskané odezvové profily jsou uvedeny
v piiloze Il spolecné s 3D vhodnostnimi profily. Z téch vyplyva, ze pro tuto extrakci je
nejvhodnéjsi kombinaci 30 pul extrakéniho rozpoustédla, pH 4,5 a 16 krokt. Pfi zvySujicim se

mnozstvi extrakéniho rozpoustédla dochazi ke snizovani odezvy. U pH dochazi nejprve
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K nartstu a poté k poklesu hlavné u a-hotkych kyselin. Pro pocet krokti dochazi pouze k nartstu
plochy, ale pii provedeni extrakci nedochazelo K viditelnému zvétSovani zakaleni roztoku

vlivem disperze a z tohoto diivodu nebylo vice krokd zkouSeno.

3.2.4 Ultrazvukem asistovana kapalinova mikroextrakce S tuhnouci organickou
kapkou

Pii této extrakci je vyuzito pro tvorbu disperze ultrazvuku, ale neni tvofena pomoci
disperzniho rozpoustédla. Pro optimalizaci bylo zvoleno ortogonalniho centralniho
kompozitniho planu obsahujiciho 17 experimentt. Jejich pfesné podminky jsou uvedeny
v priloze IV. Pomoci téchto podminek byla kazdéa extrakce provedena 2x a vysledné hodnoty
ploch jednotlivych pikii byly zprimérovany. Byl optimalizovan objem extrakéniho
rozpoustédla v rozmezi 27-93 ul, pH roztoku v rozmezi 2,3-5,7 a doba v ultrazvuku v rozmezi
2—16 minut. Pomoci statistického programu bylo provedeno vyhodnoceni pomoci vhodnostnich
profild, které jsou znazornény V piiloze Ill. Z téchto vysledkt vyplyva, ze nejlepsi podminky

pro tuto extrakci jsou 30 ul extrakéniho rozpoustédla, pH 2 a 2 minuty v ultrazvuku.

3.2.5 Ultrazvukem asistovand disperzni kapalinova mikroextrakce vyuZzivajici ztuhnuti
organické kapky

Pti optimalizaci této extrakce bylo zji§t€no nedostatecné mnozstvi extraktu ziskaného po
ztuhnuti. Jednim z moznych davodil je nedostatecné oddéleni extrakéni faze od vzorku.
Z tohoto divodu byla nejprve optimalizovana rychlost a doba odstfedéni. Vysledky
z optimalizace odstfedéni jsou znazornény na obrazku 42 a na obrazku 43 v kapitole 3.2.6.

Po zjisténi optimalnich podminek odstfedéni byla provedena optimalizace extrakce, kdy
byl vygenerovan experiment pomoci statistického programu s 27 experimenty. V piiloze IV
jsou uvedeny podminky jednotlivych experimenti. Soucasti experimentu byla optimalizace
mnozstvi extrakéniho a disperzniho rozpoustédla, pH roztoku a doba roztoku v ultrazvuku.
Rozmezi podminek bylo vybrano 30-90 pl extrakéniho rozpoustédla, 100-900 pl disperzniho
rozpoustédla, pH 2-6 a doba v ultrazvuku 0-10 minut. Vsechny extrakce byly provedeny 2x
a ziskané plochy, pomoci kterych bylo provedeno vyhodnoceni experimentu, byly vypocteny
jako primér hodnot z obou extrakci. Ziskané odezvové profily jsou znazornény V piiloze Ill
spolec¢né s 3D vhodnostnimi profily. Jako optimalni podminky bylo vybrano 30 pul extrakéniho

rozpoustédla, 100 ul disperzniho rozpoustédla, 10 minut v ultrazvuku a pH 6.
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3.2.6 Optimalizace doby a rychlosti odstiedéni

Pro zvySeni mnozstvi extraktu byly optimalizovany i otacky a rychlost odstfedéni
u jednotlivych extrakci. Mnozstvi extraktu bylo sledovano pro jednotlivé extrakéni metody pii
jejich optimalizovanych podminkach ziskanych pro koncentraci 0,05 mg/ml. Ziskané grafy pro
optimalizaci mnozstvi extraktu v jSOU znazornény na obrazcich 42 pro riizné ¢asy a na obrazcich
43 pro rizné rychlosti odstiedéni. Pro DLLME-SFO byly jako optimalni podminky odstiedéni
vyhodnoceny 3500 otacek za minutu po dobu 15 minut, pro AA-DLLME-SFO 4000 otacek za
minutu po dobu 10 minut, pro UA-LLME-SFO 3500 otacek za minutu po dobu 10 minut a pro
UA-DLLME-SFO 4000 otacek za minutu po dobu 10 minut.
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Obrazek 42: Grafy pro optimalizaci rychlosti a doby odstiredént u vSech extrakci pro riizné ¢asy (n = 6)
(DLLME-SFO — disperzni kapalinova mikroextrakce vyuZivajict ztuhnuti organické kapky, AA-LLME-SFO — vzduchem
asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajict ztuhnuti organické kapky, UA-LLME-SFO — ultrazvukem
asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky, UA-DLLME-SFO — ultrazvukem
asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky s disperznim rozpoustédlem)
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Obrazek 43: Grafy pro optimalizaci rychlosti a doby odstredéni u vsech extrakci pro rizné rychlosti odstiredéni (n = 6)
(DLLME-SFO — disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky, A4-LLME-SFO — vzduchem
asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky, UA-LLME-SFO — ultrazvukem
asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzivajici ztuhnuti organické kapky, UA-DLLME-SFO — ultrazvukem
asistovanda disperzni kapalinova mikroextrakce vyuzZivajici ztuhnuti organické kapky s disperznim rozpoustédlem)

3.2.7 Vybér extrakéni metody pro analyzu vzorkl piva

Pro vybér metody extrakce bylo provedeno 6 extrakci od kazdého typu extrakce, tedy
DLLME-SFO, AA-LLME-SFO, UA-LLME-SFO a UA-DLLME-SFO, pii nalezenych
optimalnich podminkach. Vysledky byly porovnany v grafu na obrazku 44, pro koncentraci
0,05 mg/ml a na obrazku 45 pro koncentraci 0,1 mg/ml. Jako dalsi parametr pro porovnani byl
sledovan i vytézek extrakce (mnozstvi ziskaného extraktu), ktery je zndzornén na obrazku 46.
Porovnani bylo provedeno pro dvé koncentrace pro sledovéani vlivu koncentrace na uc¢innost

extrakce.
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Obrazek 44: Porovnadni extrakcet pro koncentraci 0,05 mg/ml (n = 6)

Kohumulon Adhulunol + humulon Kolupulon Adlupulon + Lupulon

B DLLME-SFO  ®m AA-LLME-SFO  m UA-LLME-SFO = UA-DLLME-SFO

Obrazek 45: Porovnani extrakci pro koncentraci 0,1 mg/ml (n = 6)

79



0,025

0,020

0,015

0,010

hmotnost [g]

0,005

0,000

EDLLME-SFO M AA-LLME-SFO M UA-LLME-SFO & UA-DLLME-SFO

Obrazek 46: Porovnani extrakci z pohledu mnozZstvi extraktu (n = 6)

Z grafu pro mnozstvi extraktu nelze jednoznacné uréit, ktera extrakce je z tohoto
pohledu nejvyhodnéjsi, proto byly pro rozhodovani vypracovany i grafy zohlednujici u¢innost
extrakce z hlediska plochy pikd. Z téchto grafii vyplyva, Ze koncentrace roztoku ma vliv na
porovnani extrakci, kdy naptiklad pii extrakci AA-LLME-SFO dochazi pii vyssi koncentraci
(0,1 mg/ml) ke snizeni plochy extrakce v porovnani s DLLME-SFO. Z obou grafii vyplyva, ze
pro obé& koncentrace je nejvhodnéjsi extrakce UA-LLME-SFO pro stanoveni hoikych kyselin
Vv realnych vzorcich piva. Vybér vhodné extrakce byl proveden pro a-hoiké Kyseliny, tedy
kohumulon, adhumulon a humulon, z divodu jejich vyssiho vyskytu ve vzorcich piva
chmelenych za studena. V piipad¢ piv vyrobenych klasickym zpiisobem chmeleni dochazi
k izomerac¢ni reakci a obsah a-hotké kyselin je tak vyznamné sniZen. Z tohoto diivodu jsou pro

vybér extrakce predevsim zohlednovany a-hoiké kyseliny.
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3.3 Obsah hotkych kyselin ve vzorcich piva

Vzorky piva byly vytiepany pii 1000 otackach za minutu po dobu 40 minut pro odstranéni
oxidu uhli¢itého ptitomného ve vzorku, ktery by ovliviioval Gi¢innost extrakce z divodu tcasti
na tvorbé disperze. Poté byly vSechny vzorky okyseleny na pH 2 pomoci kyseliny fosfore¢né
z dtvodu optimalni hodnoty pH vychazejici z optimalizace extrakce UA-LLME-SFO, ktera
byla vybrana jako nejvhodnéjsi pro extrakci hotkych kyselin z realnych vzorkd. Do takto
upravenych 10 ml piva bylo prudce vstiiknuto 30 ul extrakéniho rozpoustédla 1-undekanolu
a smés byla vlozena na 2 minuty do ultrazvuku. Poté byla odstfedéna v odstiedivce a vlozena
do mrazni¢ky na 25 minut pro ztuhnuti extraktu. Kazdy vzorek byl extrahovan 6x. Ziskané
extrakty po provedeni extrakce byly nafedény methanolem v poméru 1:1 a poté proméfeny
pomoci kapalinové chromatografie zvolenou metodou pro hoiké kyseliny. Kazdy extrakt byl
2x prométen. Ziskané hodnoty byly zprimérovany a vyhodnoceny.

Pro analyzu hotkych kyselin bylo vybrano 13 piv snadno dostupnych v obchodnich
fetézcich a 1 specidlni pivo. Piva byla vybirdna tak, aby od stejné znacky bylo vybrano pivo
chmelené za studena a pivo klasické s podobnou stupiiovitosti a obsahem alkoholu. U vétSiny
piv bylo chmeleni za studena dohleddvano na webovych strankdch pivovart z divodu
neuvedeni zptisobu chmeleni na etiketé. Identifikace hotkych kyselin v redlnych vzorcich byla
provedena pomoci kalibraéni pifimky, kterd byla pfipravena ze standardnich roztoki
podrobenych extrakci. Druhym zpsobem identifikace byl zvolen standardni piidavek, kdy do
10 ml upraveného piva k extrakci bylo pfidano malé mnozstvi standardu ICE-3. Standardni
piidavek byl zvolen z divodu o¢ekavanych piesnéjSich vysledki a z divodu zohlednéni vlivu
matrice v prubéhu extrakce s pfidanym standardem.

Ve vzorcich klasickych piv byl ofekavan nizsi obsah a-hotkych kyselin, které jsou pfi
varu izomerovany na rozdil od piva chmeleného za studena, ve kterém jsou a-hotké kyseliny
zastoupeny ve vy$$im mnozstvi z divodu piimého piechodu a-hotkych kyselin z chmele do
piva bez moznosti izomerace pii vyssi teploté. U B-hotkych kyselin nelze pozorovat takovy
rozdil, protoZe u nich nedochazi k izomeraci a tim k vyrazn&j$imu rozdilu. Pomoci zvolené
extrakéni metody byly v extraktu stanoveny pouze a-hoiké kyseliny a f-hoiké kyseliny byly
detekovany pouze ve specidlnim pivu Raven IPA. Vzorové chromatogramy z méfeni vSech

realnych vzorki piv jsou uvedeny v pfiloze L.
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Piva znacky bakalar byla zakoupena 3 — Bakalat svétly lezak (klasicky chmeleny), bakalar
nealko za studena chmeleny a bakalaf za studena chmeleny. Porovnani téchto tii piv z hlediska
obsahu a-hofkych kyselin jsou znazornény na obrazku 47. Z tohoto obrazku vyplyva, ze nejvice
za studena chmelené bylo nealkoholické pivo, které obsahuje nejvice a-hotkych kyselin. Rozdil
mezi pivem s obsahem alkoholu chmelenym za studena a klasicky chmelenym nebyl nijak
vyrazné prokazan a lze tedy fici, ze chmeleni za studena nebylo provedeno nebo nebylo
dostate¢né pro prechod a-hoikych kyselin z chmele do piva. Obsah a-hoikych kyselin v pivech
znacky Bakalaf stanovené pomoci kalibra¢ni pfimky a pomoci standardniho ptidavku jsou

uvedeny v tabulce 10.
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Obrazek 47: Porovnani ploch pikii a-horkych kyselin obsazenych v pivech znacky Bakalar (n=6)

Tabulka 10: Obsah a-hoikych kyselin v pivech znacky Bakalar (n=6)

Kalibra¢ni pfimka [mg/l] Standardni piidavek [mg/1]
Kohumulon Adhumulon + Kohumulon Adhumulon +
humulon humulon
Bakalar 12° 2,83 +0,16 3,06 £ 0,06 6,30 £ 0,50 3,17 £ 0,08

Bakalar nealko za

, 6,07+ 0,17 551+0,22 6,91+0,23 6,34 + 0,95
studena chmeleny

Bakalar za studena

, 2,93+ 0,08 3,15+ 0,06 5,32+ 0,47 3,23 £ 0,47
chmeleny
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Piva znaCky KruSovice byla zakoupena 2 — KruSovice 12° ze Zzateckého chmele
a KruSovice za studena chmelené. Porovnani ploch pikt pro a-hoiké kyseliny je zndzornéno na
obrazku 48 a v tabulce 11 jsou uvedeny koncentrace stanovenych a-hotkych kyselin. Z obrazku
vyplyva, ze rozdil v obsahu a-hoikych kyselin je vy$si u obsahu kohumulonu nez u adhumulonu

s humulonem a Ize tedy pozorovat rozdil mezi pivem klasicky chmelenym a pivem chmelenym

za studena.
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Obrazek 48: Porovnani ploch pikit a-horkych kyselin obsazenych v pivech znacky Krusovice (n = 6)

Tabulka 11: Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Krusovice (n=6)

Kalibratni pfimka [mg/I] Standardni piidavek [mg/I]
Kohumulon | Adhumulon + Kohumulon | Adhumulon +
humulon humulon

Krusovice 12° ze
zateckého chmele
KruSovice za
studena chmelené

3,04 £0,76 3,79+0,12 6,47+0,18 7,47 +£0,16

4,48 £0,19 4,23+£0,13 3,97 £0,72 4,47 £0,20
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Piva znacky Lobkowicz byla zakoupena 2 — Lobkowicz premium lezak a Lobkowicz
premium ALE (za studena chmelené). Porovnani ploch pikti pro a-hoiké kyseliny je znazornéno
na obrazku 49 a vtabulce 12 jsou uvedeny koncentrace stanovenych a-hotkych kyselin.
Z obrazku vyplyva, ze rozdil v obsahu a-hotkych kyselin je vy$§i u obsahu adhumulonu
s humulonem nez u kohumulonu a 1ze tedy pozorovat rozdil mezi pivem klasicky chmelenym

a pivem chmelenym za studena.
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Obrazek 49: Porovnani ploch pikit a-horkych kyselin obsazenych v pivech znacky Lobkowicz (n = 6)

Tabulka 12: Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Lobkowicz (n=6)

Kalibratni pfimka [mg/I] Standardni pidavek [mg/I]
Kohumulon | Adhumulon + Kohumulon | Adhumulon +
humulon humulon

Lobkowicz lezak
premium
Lobkowicz
premium ALE

557+0,11 3,95+ 0,10 5,39+ 0,98 4,69 £ 0,74

6,91+0,11 5,27 £0,54 6,29 £ 0,81 6,12 £ 0,23
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Piva znacky Postiizinské byla zakoupena 2 — Franciniiv lezak a Jubilejni Hraballv lezak
(za studena chmelené). Porovnani ploch piki pro o-hotké kyseliny je zndzornéno na
obrazku 50 a v tabulce 13 jsou uvedeny koncentrace stanovenych a-hotkych kyselin. Z obrazku
vyplyva, ze rozdil v obsahu a-hotkych kyselin je vy$si u obsahu vSech a-hotkych kyselin -
kohumulonu i adhumulonu s humulonem a lze pozorovat rozdil mezi pivem klasicky

chmelenym a pivem chmelenym za studena.
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Obrazek 50: Porovnani ploch pikit a-horkych kyselin obsazenych v pivech znacky Postrizinské (n =6)

Tabulka 13: Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Postrizinské (n=6)

Kalibratni pfimka [mg/I] Standardni pidavek [mg/I]
Kohumulon | Adhumulon + Kohumulon | Adhumulon +
humulon humulon

Franciniv lezak 2,10+ 0,08 2,79 £ 0,06 2,85+0,42 1,66 + 0,36

Jubilejni Hrabaliv

. 3,49 £ 0,39 3,27 £ 0,09 448 +0,13 5,61+0,72
lezak
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Piva znacky Primator byla zakoupena 2 — Primator premium a Primator India Pale Ale (za
studena chmelené¢). Porovnani ploch piki pro a-hotké kyseliny je znazornéno na obrazku 51
a v tabulce 14 jsou uvedeny koncentrace stanovenych a-hoikych kyselin. Z obrazku vyplyva,
ze rozdil v obsahu a-hotkych kyselin lze pozorovat pouze u kohumulonu, ale obsah

adhumulonu s humulonem je nizsi.

Adhumulon + humulon
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Obrazek 51: Porovnani ploch pikii a-horkych kyselin obsaZenych v pivech znacky Primdator (n=6)

Tabulka 14: Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Primator (n=6)

Kalibra¢ni pfimka [mg/l] Standardni piidavek [mg/1]
Kohumulon Adhumulon + Kohumulon Adhumulon +
humulon humulon
Primator premium 2,69+0,16 3,36 £ 0,22 6,22+ 0,27 502+0,13
Primator IPA 3,03+0,19 3,04 £ 0,06 7,35+0,16 4,08 £ 0,79
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Piva znacky Svijany byla zakoupena 2 — Svijansky maz a Svijansky ryti (za studena
chmelené). Porovnani ploch pikd pro a-hotké kyseliny je znazornéno na obrazku 52
a Vtabulce 15 jsou uvedeny koncentrace stanovenych o-hotkych kyselin. Na obrazku lze
pozorovat velky rozdil mezi klasicky chmelenym pivem a pivem chmelenym za studena

v obsahu a-hotkych kyselin.
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Obrazek 52: Porovnani ploch pikii a-horkych kyselin obsazenych v pivech znacky Svijany (n=6)

Tabulka 15: Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Svijany (n=6)

Kalibra¢ni pfimka [mg/l] Standardni piidavek [mg/1]
Kohumulon Adhumulon + Kohumulon Adhumulon +
humulon humulon
Svijansky maz 3,08 +£0,12 3,16 £ 0,09 5,75+0,11 2,41+ 0,27
Svijansky rytit 4,55+ 0,37 4,08 £ 0,04 461+0,16 3,38+ 0,64
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Pro porovnani vSech piv mezi sebou jsou na obrazku 53 zndzornény vSechna zastudena
chmelena piva, na obrazku 54 vSechna klasicka piva a na obrazku 55 vSechna piva dohromady.
Nejvyssi zastoupeni a-hoikych kyselin z piv chmelenych za studena je v pivu Raven IPA, ve
kterém se jako v jediném vzorku povedlo stanovit i obsah B-hoikych kyselin. Obsah
stanovenych latek je uveden v tabulce 16. Vysoky podil a-hotkych kyselin Ize pozorovat
I U nealkoholického piva za studena chmeleného znacky Bakalar a Lobkowicz premium ALE.
Z dostupnych piv prodavanych v bézné obchodni siti je nejvyssi rozdil v obsahu a-hoikych
kyselin u alkoholickych piv za studena chmelenych a klasicky chmelenych znacky Svijany
kyselin je u Postfizinského piva (Franciniv lezak), u kterého Ize ocekavat vyssi hotkost
z ditvodu izomerace nejvySsiho mnozstvi a-hotkych kyselin. Naopak u piva znacky Lobkowicz

cvwr

z pohledu obsahu a-hotkych kyselin.

Tabulka 16: Obsah a-horkych kyselin v pivu znacky Raven (n=6)

IPA Raven [mg/l]
Kohumulon 12,1 +£1,27
Adhumulon + humulon 7,49+ 0,76
Kalibrac¢ni ptimka

Kolupulon 7,53+0,24
Adlupulon + lupulon 6,50 £ 0,15
Kohumulon 14,7 £3.,20
Adhumulon + humulon 7,67+0,23

Standardni pridavek
Kolupulon 6,25+ 0,74
Adlupulon + lupulon 8,65+ 0,43
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Obrdzek 53: Porovndni piv za studena chmelenych vsech znacek (n=6)

Kohumulon Adhumulon + humulon
M Bakaldr 12° M KruSovice 12° ze Zateckého chmele
B Lobkowicz lezak premium 1 Francinlv lezak postfiZinské pivo
B Primator premium B Svijansky maz

Obrazek 54: Porovnani piv klasicky chmelenych vsech znacek (n=6)
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Obrazek 55: Porovnani obsahu a-horkych kyselin u vSech analyzovanych piv (n=6)
(* - oznaceni piv chmelenych za studena)
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4 Zavér

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reserse, kterd je nejvice zamétena na popis
disperzni kapalinové mikroextrakce, riznych modifikaci této techniky a moZznosti spojeni se
separacnimi a spektralnimi technikami. V mensi mife je popséna kapalinova chromatografie,
vyroba piva, rizné zpiisoby chmeleni piva, mikrobiologie piva a analyza slozek piva.

Ukolem této diplomové prace bylo Vv experimentalni Gasti optimalizovat rizné podminky
disperzni kapalinové mikroextrakce a stanoveni rozdilu v obsahu a- a B-hotkych kyselin
v pivech chmelenych klasicky a Vv pivech chmelenych za studena. Celkem bylo porovnano
6 znacek piv a jedno specidlni za studena chmelené.

Pii optimalizaci riznych podminek disperzni kapalinové mikroextrakce byly nejprve
zkoumany riizné kombinace extrak¢nich (1-dekanol, 1-undekanol a 1-dodekanol) a disperznich
rozpoustédel (methanol, ethanol a acetonitril) pro extrakci DLLME-SFO. Jako nejvhodngjsi
byla zvolena smés 1-undekanolu a ethanolu. Dale byl zkouman vliv pH na extrakci
a- a B-hotkych kyselin, u kterého bylo prokazano, ze je nutné tento parametr zafadit do
optimalizace.

Byly zkoumany rizné zpisoby tvorby disperze — prudkym vstiiknutim disperzniho
rozpoustédla, disperze tvofena pomoci vzduchu, disperze tvofend pomoci ultrazvuku a spojeni
disperze tvotrené ultrazvukem s prudkym vstiiknutim disperzniho rozpoustédla. Vsechny tyto
modifikace disperzni kapalinové mikroextrakce byly optimalizovany pomoci ortogonalniho
centralniho kompozitniho planovani, kdy byly zvoleny jako parametry pro jednotlivé pokusy
objem extrakéniho rozpoustédla, pH roztoku, doba extrakce a zplsob tvorby disperze. Pii
optimalizovanych podminkdch byly vSechny extrakce porovnany. Jako nejvhodnéjsi byla
zvolena extrakce s vyuzitim ultrazvuku pro tvorbu disperze.

V extraktech realnych vzorkt piv byly pomoci kapalinové chromatografie s detektorem
s diodovym polem stanoveny ve vSech vzorcich z obchodni sité jen a-hotké kyseliny, pouze
u vzorku reprezentujiciho piva chmelena za studena (Raven IPA) byly stanoveny i p-hoiké
kyseliny.

Touto praci byla prokédzana moZnost stanoveni a- a -hotkych kyselin v redlnych vzorcich
piv pomoci disperzni kapalinové mikroextrakce s tuhnouci plovouci organickou kapkou
a moZnost analyzy extraktu pomoci HPLC-DAD. Bylo také prok4zéano, Ze 1ze pozorovat rozdil

Vv a- a B-hotkych kyselindch mezi pivem klasicky chmelenym a pivem chmelenym za studena.
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Ptiloha I: Vzorové chromatogramy z méfeni

mALU
1314nm, 4nm
500
D _I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 T I 1 K 1 1 I 1 1 1 1 1 |/I\I I 1 JI\I 1 1 1 I. I
0.0 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 1[}, 11.0 120  min
Obrazek |-1: Vzorovy chromatogram z méreni kalibrace
(1-kohumulon, 2 — adhumulon + humulon, 3 — kolupulon, 4 — adlupulon + lupulon)
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Obrdazek |-2: Vzorovy chromatogram z méreni kalibrace extrakce
(1-kohumulon, 2 — adhumulon + humulon, 3 — kolupulon, 4 — adlupulon + lupulon)
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Obrazek 1-356: Chromatogram z méreni piva Bakalar lezak
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-4: Chromatogram z méreni piva Bakaldri nealko za studena chmeleny
(1-kohumulon, 2 — adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-5: Chromatogram z mérent extrakce piva Bakalar za studena chmeleny
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-657: Chromatogram z méreni extrakce piva Krusovice 12° ze Zateckého chmele
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-7: Chromatogram meéreni piva Krusovice za studena chmelené
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-8: Chromatogram méreni piva Lobkowicz premium
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-9: Chromatogram méreni piva Lobkowicz ALE
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrdazek 1-10: Chromatogram méreni piva Francinuv lezdk
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-11: Chromatogram mérent piva Jubilejni Hrabaliiv lezak
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-1258: Chromatogram méreni piva Primdtor premium
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-13: Chromatogram méreni piva Primdtor IPA
(1-kohumulon, 2 — adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-14: Chromatogram mérenti piva Svijansky maz
(1-kohumulon, 2 — adhumulon + humulon)
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Obrdazek 1-1559: Chromatogram méreni piva Svijansky rytir
(1-kohumulon, 2 —adhumulon + humulon)
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Obrazek 1-16: Chromatogram mérent piva Raven IPA
(1-kohumulon, 2 — adhumulon + humulon, 3 — kolupulon, 4 — adlupulon + lupulon)



Ptiloha II: Kalibra¢ni kiivky extrakti UA-LLME-SFO v celém koncentra¢nim rozsahu
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Obrazek 11-1: Odezvy kalibracnich roztokii extrakce v celém koncentracnim rozsahu pro kohumulon
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Obrazek 11-2: Odezvy kalibracnich roztokui extrakce v celém koncentracnim rozsahu pro adhumulon + humulon



Ptiloha IIl: Odezvové profily a 3D vhodnostni profily ze statistického vyhodnoceni pfi

optimalizaci extrakénich metod

Profily pro pfedpovédi a vhodnost
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Obrazek I11-1: Odezvovy profil pro metodu extrakce DLLME-SFO
(disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci organickou kapkou; Extr. = objem extrakcniho rozpoustédla, Disp. = objem
disperzniho rozpoustédla)
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Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek 111-260: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce DLLME-SFO
(disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouct organickou kapkou,; Extr. = objem extrakcniho rozpoustédla, Disp. = objem
disperzniho rozpoustédla)



Profily pro pfedpovédi a vhodnost
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Obrazek 111-361: Odezvovy profil pro metodu extrakce AA-LLME-SFO
(vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouct organickou kapkou bez vyuziti disperzniho rozpostédla;
Extr. = objem extrakcniho rozpoustédla, Disp. = objem disperzniho rozpoustédla)
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Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek 111-4: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce AA-LLME-SFO
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(vzduchem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouct organickou kapkou bez disperzniho rozpoustédla; Extr.

= objem extrakcniho rozpoustedla, Disp. = objem disperzniho rozpoustédla)



1E7

4450E3 |

-6E6
2E7

8961E3 [

-1E7
8E6

3705E3

-4E6
8E6

3663E3 F

-4E6

1.0000

Profily pro pfedpovédi a vhodnost

.| 5507E

1 1963E

Obrazek 111-5: Odezvovy profil pro metodu extrakce UA-LLME-SFO
(ultrazvukem asistovana disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci organickou kapkou bez vyuziti disperzniho
rozpostédla; Extr. = objem extrakcniho rozpoustédla, Disp. = objem disperzniho rozpoustédla)
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Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek 111-6: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce UA-LLME-SFO
(ultrazvukem asistovanda disperzni kapalinova mikroextrakce s tuhnouci organickou kapkou bez disperzniho rozpoustédla,
Extr. = objem extrakcniho rozpoustédla, Disp. = objem disperzniho rozpoustédla)
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Obrazek 11-7: Odezvovy profil pro metodu extrakce UA-DLLME-SFO
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Obrazek I11-8: 3D vhodnostni profil pro metodu extrakce UA-DLLME-SFO
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rozpoustédla, Disp. = objem disperzniho rozpoustédla)



Ptiloha IV: Podminky jednotlivych pokusii vygenerovanych pro optimalizaci extrakci

Tabulka IV-117: Podminky pokusii pro optimalizaci extrakce DLLME-SFO a UA-DLLME-SFO
(C = centralni bod; Ext. = objem extrakcniho rozpoustédla [ul], Disp. = objem disperzniho rozpoustédla [ul]
¢as = doba v ultrazvuku pro UA-LLME-SFO a doba mezi nastrikem a centrifugaci v DLLME-SFO)

pokus Blok Extr. Disp. Doba pH
1 45.0 300.0 25 5.0

2 1 45.0 300.0 7,5 3.0

3 1 45.0 700.0 25 3.0
4 1 45.0 700.0 7,5 5.0
5 1 75.0 300.0 25 3.0

6 1 75.0 300.0 7,5 5.0

7 1 75.0 700.0 25 5.0

8 1 75.0 700.0 7,5 3.0
9(C) 1 60.0 500.0 50 4.0
10 2 45.0 300.0 2,5 3.0
11 2 45.0 300.0 7.5 5.0
12 2 45.0 700.0 25 5.0
13 2 45.0 700.0 7,5 3.0
14 2 75.0 300.0 25 5.0
15 2 75.0 300.0 7,5 3.0
16 2 75.0 700.0 2,5 3.0
17 2 75.0 700.0 7.5 5.0
18 (C) 2 60.0 500.0 50 4.0
19 3 30.0 500.0 50 4.0
20 3 90.0 500.0 50 4.0
21 3 60.0 100.0 50 4.0
22 3 60.0 900.0 50 4.0
23 3 60.0 500.0 0,0 4.0
24 3 60.0 500.0 10,0 4.0
25 3 60.0 500.0 50 2.0
26 3 60.0 500.0 50 6.0
27 (C) 3 60.0 500.0 50 4.0




Tabulka 1V-2: Podminky pokusii pro optimalizaci extrakce AA-LLME-SFO a UA-LLME-SFO
(C = centralni bod; Ext. = objem extrakcniho rozpoustédla [ul], pocet = pocet krokii pro AA-LLME-SFO,
¢as = doba v ultrazvuku pro UA-LLME-SFO)

pokus Blok Extr, pH Pocet (Cas)
1 1 40 3,0 5
2 1 40 5,0 13
3 1 80 3,0 13
4 1 80 5,0
5(C) 1 60 4,0 9
6 2 40 3,0 13
7 2 40 5,0
8 2 80 3,0 5
9 2 80 5,0 13
10 (C) 2 60 4,0 9
11 3 27 4,0 9
12 3 93 4,0 9
13 3 60 2,3 9
14 3 60 57 9
15 3 60 4,0 2
16 3 60 4,0 16
17 (C) 3 60 4,0 9




