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Anotace

Tato diplomova prace je zamétena na vyuziti mikroextrakce na michaci ty€ince ve spojeni
s kapalinovou chromatografii s UV detekci pro stanoveni a- a B-hotkych kyselin v klasickych
pivech a v pivech za studena chmelenych. V teoretické ¢asti jsou popsany ruzné metody
mikroextrakce tuhou fazi, zejména mikroextrakce na michaci tyCince, jeji modifikace a spojeni
s kapalinovou chromatografii. Diplomova prace je zaméfena i na vyrobu piva, popis a analyzu
latek obsazenych v tomto ndpoji. V experimentdlni ¢asti byly nejprve optimalizovany
podminky extrakce michaci ty¢inkou pro izolaci a- a B-hotkych kyselin s naslednou analyzou
pomoci HPLC. Nejvhodnéjsi podminky mikroextrakce hoikych kyselin byly nasledné
aplikovany na realné vzorky piv. Byly porovnany vysledky analyz piv chmelenych klasicky

a piv chmelenych za studena.

Kli¢ova slova

Mikroextrakce na michaci tyc¢ince, kapalinova chromatografie, pivo, chmeleni za studena,

hotké kyseliny

Title

Analysis of bitter acids in beer using stir bar sorptive extraction

Annotation

This thesis deals with the use of stir bar sorptive extraction followed by liquid
chromatography with UV detection for the determination of a- and B-bitter acids in classical
beer and dry-hopped beer. In the theoretical part there are described various methods of solid
phase microextraction, in particular, the stir bar sorptive extraction, its modifications and its
connection with liquid chromatography. The thesis is also focused on beer production and
description and analysis of substances contained in this beverage. In the experimental part, the
conditions of the stir bar sorptive extraction were optimized for isolation of a- and B-bitter acids
followed by HPLC analysis. The best conditions for microextraction of bitter acids were
subsequently applied to real beer samples. The results of the analysis of classical beers and dry-

hopped beers were compared.
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Seznam zKkratek
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DAD

DI - SPME

DVvB

EBC

EBU

ELSD

FC

ET

FLD

GC

GC-FID

GC-MS

HPLC

HS — SPME

HSSE

ICECLES

ICP-AES

IPA

LC

American Society of Brewing Chemists; Americka spolecnost
pivovarskych chemika

Barrel Insert and Needle Assembly; sestava jehly se sorbentem
Diode Array Detector; detektor s diodovym polem

Direct Immersion Solid Phase Microextraction; pfima mikroextrakce
tuhou fazi

Divinylbenzene; divynilbenzen

European Brewery Convention; Evropska pivovarska konvence
European Bitter Units; Evropské jednotky hotkosti

Evaporative Light Scattering Detector; detektor rozptylu svétla
Freeze Concentration; zakoncentrovani mrazem

Electronic Toungues; elektronicky jazyk

Flluorescence Detector; fluorescen¢ni detektor

Gas Chromatography; plynova chromatografie

Gas Chromatography Flame lonization Detector; plynova
chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem

Gas Chromatography Mass Spectrometry; plynova chromatografie

S hmotnostnim detektorem

High Performence Liquid Chromatography; vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie

Headspace Solid Phase Microextraction; headspace mikroextrakce
tuhou fazi

Headspace Sorptive Extraction; headspace extrakce na michaci
ty¢ince

Ice Concentration Linked with Extractive Stirrer; zakoncentrovani
mrazem s extrakci na michaci ty¢ince

Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy; atomova
emisni spektrometrie s indukéné vazanou plasmou

India Pale Ale

Infrared Spectrometry; infracervena spektrometrie

Liquid Chromatography; kapalinova chromatografie
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PA
PAH
PDMS
PEG
PET
RSD
SA-SBSE

SBSE

SHS

SPE

SPME

TD

TDU
UA-DLLME-SFO

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry; kapalinova
chromatografie s hmotnostnim detektorem

Limit of Detection; mez detekce

Limit of Quantification; mez stanovitelnosti

Membrane Enclosed Sorptive Coating; membranou uzaviena sorpéni
vrstva

Microextraction by Packed Sorbent; mikroextrakce se sorbentem

v mikrosttikacce

Mobile Phase; mobilni faze

Molecularly Imprinted Polymer; molekularné vtistény polymer

New England India Pale Ale

Nuclear Magnetic Resonance; nuklearni magneticka resonance
Polyacrylate; polyakrylat

Polyaromatic Hydrocarbons; polyaromatické uhlovodiky
Polydimethylsiloxane; polydimethylsiloxan

Polyethylene Glycol; polyethylenglykol

Polyethylene Terephthalate; polyethylentereftalat

Relative Standard Deviation; relativni smérodatna odchylka

Sorbent Assisted Stir Bar Sorptive Extraction; rozpoustédlem
asistovanéd mikroextrakce na michaci ty€ince

Stir Bar Sorptive Extraction; mikroextrakce na michaci ty¢ince

Static Headspace Sampling; statické headspace vzorkovani

Solid Phase Extraction; extrakce tuhou fazi

Solid Phase Microextraction; mikroextrakce tuhou fazi

Thermal Desorption; termalni desorpce

Thermal Desorption Unit; termodesorpéni jednotka

Ultrasound Assisted Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Based
on the Solidification of a Floating Organic Droplet; ultrazvukem
asistovana disperzni kapalinovd mikroextrakce s vyuzitim ztuhnuti

organické kapky
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Uvod

Pivo je ndpoj znadmy jiz z dob Mezopotamie. Jedna se o alkoholicky napoj vyrabény
Z je¢ného sladu, vody, chmele a pivovarnickych kvasinek. Pomoci téchto kvasinek je napoj
prokvasen a vznika alkohol a oxid uhli¢ity. Dle zptsobu kvaseni se piva déli na spodné
a svrchné kvasSena.

Chmel je pfidadvéan do piva v chmelovaru, kdy do tohoto napoje ptechazi hotké kyseliny,
které¢ se vyssi teplotou izomeruji. Hotké kyseliny jsou zodpovédné za vyslednou hoikost
a aroma piva. Jestlize je chmel ptidavan az po procesu kvaseni do studeného piva, jedna se
o tzv. chmeleni za studena. Piva chmelena za studena pak maji vyraznéj$i aroma.

Tato prace je zaméfena na stanoveni téchto hotkych kyselin v pivech chmelenych
klasickym zplsobem a v pivech chmelenych za studena. Hotké kyseliny jsou extrahovany
pomoci mikroextrakéni metody, kdy se analyt extrahuje tuhou fazi na michaci tycince

a nasledné¢ je analyzovan kapalinovou chromatografii s detekci diodovym polem.
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1 Teoreticka cast

1.1 Pivo

Tento oblibeny kvaSeny népoj je zndmy jiz po mnohd staleti. Pivo je vafeno z obili,
a proto panuje domnénka, ze vzniklo jako vedlejsi produkt pii vyrob¢ chleba. Nejstarsi nalezy
pochazi z obdobi 4000 az 3000 let ptf. n. 1. z Mezopotamie. Odtud se népoj rozsitil do celého
svéta a jeho nejveétsi rozvoj byl zaznamenan v 19. stoleti. Po mnoha staleti se pivo vafilo z ryze,
$paldy nebo kukufice. Pivo, tak jak ho zname dnes, je vyrabéno z je¢menného sladu, chmele

a vody.

1.1.1 Suroviny

Naroky na suroviny pro vyrobu piva jsou vysoké. Pivo je popsano v zakon¢ o potravinach
a tabakovych vyrobcich €. 110/1997 Sb. Je definovano jako ,,pénivy ndpoj 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 1 ur¢ité mnozstvi neprokvasené¢ho extraktu“. Vyhlaskou jsou definovany pozadavky
na jakost a vyrobu, rozdéleni jednotlivych druhi piv a jejich oznacovani. Pti vyrobé piva se

klade diraz na kvalitu pouzivané vody, je¢mene, chmele a pivovarnickych kvasinek [1, 2].

1.1.1.1 Voda

PouZzivana voda se da rozdélit na dv€ skupiny. Prvni je voda uZitkova, jenZ je urCend
k myti a ¢iSténi provozu. Druhou skupinou je voda varna, ktera musi splfiovat vSechny
pozadavky na pitnou vodu dle legislativy [3, 4].

Hlavnim kritériem pii posuzovani kvality vody je jeji tvrdost (obsah iontl alkalickych
zemin, zejména pak vapniku a hoiciku), viz Tabulka 1. Lze rozlisit tvrdost stalou
(nekarbonatovou), za kterou jsou odpovédné piedevsim sirany (siran vapenaty CaSQOjs a siran
hofe¢naty MgSQs), a tvrdost piechodnou (karbonatovou) tvofenou hydrogenuhli¢itany, a to
pfedevsim hydrogenuhli¢itanem vapenatym Ca(HCO3)2 a hydrogenuhli¢itanem hofecnatym
Mg(HCOs): [3, 4].
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DalSim kritériem je, Ze varnd voda nesmi obsahovat chlor, alkalické¢ uhlicitany
a nadmérné mnozstvi zeleza, manganu a dusi¢nani. Mimo jiné musi byt voda odplynéna, aby

se zamezilo negativnimu vlivu kysliku na vysledny produkt [2, 4].

Tabulka 1- Tvrdost vody [4]

Tvrdost vody [mmol/l] Tvrdost vody [°N]
Me¢ekka dol1,4 do 8
Stfedné tvrda do2,1 do 12
Tvrda do 5,3 do 30
Velmi tvrda nad 5,3 nad 30

°N- némecky stupenn tvrdosti (1 °N = 10 mg CaO)

1.1.1.2 Slad

Slad je dulezitou slozkou pro vyrobu piva, nebot’ je zdrojem sacharidi, které jsou posléze
preménény na alkohol. Nejcastéji se vyuziva sladovnického dvoufadového jeCmene nebo
pSenice, ale mize byt pouzita kukufice, ¢irok, zito nebo oves [4].

Je€men urceny pro vyrobu piva by mél obsahovat 60-65 % Skrobu, 10-11 % bilkovin
a obsah suiny by mél tvotit 80-88 %. V Ceské republice se péstuji odriidy jarniho dvoutadého
jeCmene, napt. Forum, Rubin nebo Jubilant. Sladovani je proces, kdy je zrno maceno
Vv takovém mnozstvi vody, aby mohlo dojit k naslednému kli¢eni. Tento proces se provadi
V naduvnicich, poté jsou zrna po dobu cca 6-7 dni za neustdlého obraceni rozprostfena na
vysoké vrstvy, které maji maximalné 30 cm, jinak poté dochazi k ,,piehtati zrna“. Po vykli¢eni
jsou zrna premisténa na hvozd, kde dochazi k suSeni (tzv. hvozdéni). Dobou hvozdéni
a teplotou je ovlivnéna barva a chut’ sladu [3, 4].

Dle technologie maceni a kli¢eni obilovin (zejména jeCmene), 1ze slad rozdélit do skupin.
Nejvice vyrabéné jsou svétlé slady plzenského typu, které jsou pouzivany pii vyrobé svétlych
piv typu lezak. Videiiské a dortmundské slady jsou tmavsi barvy a jsou jakymsi piechodem
mezi svétlymi a tmavymi slady. Slady mnichovského typu, taktéZ nazyvany bavorské, jsou
pouzivany pii vyrob¢ piv tmavych, maji vyssi obsah bilkovin a vyrazné aroma. Mezi specialni
slady patii karamelové slady, jenz dodéavaji pivu vysoky obsah aromatickych a barevnych latek,
nebo slady nakufované pouzivané v oblasti Némecka [2-4].

Psenicné slady se vyuzivaji pti vyrobé svétlych psenicnych piv typu Lambic. Pro vyrobu
sladu se pouziva pSenice s menSim obsahem lepku, kli¢i kratSi dobu a suSi se pfi nizSich

teplotach nez je¢men [3-5].
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Pro snizeni nakladii se dnes setkdme i s pivy, kde je slad nahrazen jinym zdrojem
sacharidt, napt. maltézovym cukrem. Pro srovnani je v Tabulce 2 uvedeno slozeni a vlastnosti

raznych druht sladu [2, 4, 5].

Tabulka 2- Viastnosti a slozent sladii [5]

Druhsladu | Glukéza | Fruktéza | Sacharéza | Maltéza VI[E/IZ?St ﬁzaé\é?
Je¢ny 0,24 - 0,96 10,70 13,7 -
Zeleny 1,74 0,39 - 11,94 46,0 -
Svétly 1 3,15 0,34 2,69 42,02 4,7 5
Svétly 11 3,71 0,40 3,68 19,46 4,8 5
Karamelovy 5,40 0,23 2,73 13,91 7.9 16

EBC- (European Brewery Convention) barevné jednotky

1.1.1.3 Chmel

Z velké ¢asti se na chuti piva, zvlast¢ pak na jeho hotkosti, podili chmel. Chmel otacivy
latinskym nazvem Humulus lupulus L. je dvoudoma rostlina, k vyrobé¢ piva se pouzivaji pouze
jeho samic¢i hlavky. Odridy chmele délime na jemné aromatické (zatecké odriidy s pfijemnym
chmelovym aroma) a hoiké odridy s vysokym obsahem pryskyfic a hrubym aroma. Déle se
déli dle zbarveni na ¢ervenaky (zatecké odrudy) a zelenaky (odridy pouzivané v Anglii, Belgii
nebo Némecku). Chmel obsahuje mnoho prospésnych latek, proto je nékdy oznacovan jako
1é¢iva rostlina. Cennymi slozkami jsou pryskyficové oleje (viz Obrazek 1), polyfenolické latky
asilice [4, 6].

CHMEL

v
diethylether
methanol
v
VESKERE PRYSKYRICE

v

hexan
* B v
MEKKE PRYSKYRICE TVRDE PRYSKYRICE
A
R /
frakce a e
v v v
a-hofké kyseliny B-hofké kyseliny nespecifické

mékké pryskyfice

Obrazek 1- Rozdeleni pryskyric chmele [T]
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Kyseliny obsazené v chmelech poskytuji pivu jeho charakteristickou hotkost, dodavaji
mu aroma, ovliviiuji pénivost, maji baktericidni ucCinek a puasobi jako srdzeci cinidlo
vysokomolekularnich dusikatych latek tvoricich se z mladiny. Tyto kyseliny délime na a-hotké
kyseliny (humulon, adhumulon a kohumulon) a pB-hotké kyseliny (lupulon, adlupulon
a kolupulon). Varnym procesem se tyto kyseliny pfeménuji na své iso-formy (iso-a-hoiké
kyseliny a iso-B-hoiké kyseliny), viz Obrazek 2. Nepieménéné kyseliny jsou senzoricky bez
chuti a viiné, jejich izomeraty diky tomuto procesu ziskavaji nahotklou chut’. Dale tyto izomery

mohou byt v poloze cis- nebo trans-, tyto analogy maji vSak jiné fyzikalni vlastnosti [4, 6, 8].

— HOYY/ + HOXS  “oH

®) —
trans-iso-a-kyseliny

68 : 32

cis-iso-o~Kyseliny

humulon -CH,CH(CHy),
kohumulon -CH(CHj),

Obrazek 2- 1zomerace a-hoikych kyselin [9]

1.1.1.4 Pivovarské kvasinky

K vyrobé piva se mohou pouzit dva druhy kvasinek, Sacharomyces cerevisiae (kvasinky
svrchniho kvaseni) a Sacharomyces carlsbergensis (kvasinky spodniho kvaSeni). Tyto
kvasinky maji rozdilné vlastnosti, jeZ jsou vyuZity pii procesu kvaseni. Hlavnim rozdilem je
teplota, za niz probiha kvaseni [4, 10].

U Kvasinek svrchniho kvaseni je optimalni teplota v rozmezi 15-23 °C, pfi teplotach pod
10 °C nastava konec kvaseni. Tyto kvasinky jsou pouzivany pii vyrobé pSeni¢nych piv a piv
typu ,,ale®, ,,porter a ,,stout”. Po ukonceni kvaseni vynaseji typickou ,,deku* na hladinu vlivem
vznikajiciho oxidu uhli¢itého [10, 11].

Kvasinky spodniho kvaseni vyZzaduji teploty 6-14 °C, pfi teplotach pod 4 °C je kvaseni
zastaveno. Jsou vyuzivany pro vafeni piv plzeniského typu (lezakt). V Ceské republice se

zejména uziva téchto kvasinek [2, 4, 10, 11].

19



1.1.2 Vyroba piva

Technologie vyroby piva ma tyto zakladni ¢asti: Srotovani sladu, rmutovani, scezovani
a vyroba mladiny, separace kall, chlazeni, provzdusnovani a zakvaseni mladiny, fermentace
(hlavni kvaSeni), leZeni piva v leZackych sklepech a sudovani. Ve vétsiné ptipadl je kone€nym
krokem vyroby filtrace a zaroven pasterace piva, avSak u nefiltrovanych piv se tento krok
vynechava. Hotové pivo se poté plni do tankd, sudi nebo PET (Polyethylene Terephthalate)
a sklenénych lahvi. Cely postup je znazornén na Obrazku 3 [4].

Chmelové pelety ¢i

Slad Varna voda chmelovy extrakt
7 ; @
4 14 4 4 4 ﬁ 1T —
mn| [ [ 5
I %,&
Srotovéni  Vystirdni ~ Rmutovéni Scezovani Chmelovar Mladina Chlazeni v
sladiny Kvasinky rodu

W« Saccharomyces
- g

G Q By pllll Il

0—0 e

Distribuce Plnéni lahvi Filtrace LeZeni Fermentace

Obrazek 3- Technologie vyroby piva [12]

1.1.2.1 Srotovani sladu

Pfed samotnym mletim sladu musi byt zrna zbavena nezadoucich ptimési, kaminkt
a necistot, které by mohly poSkodit zatizeni. Pouziva se Cisti¢ky sladu a odkaménkovac. Po této
fazi je slad odméfen na dany podil vody, a tim je urcen obsah extraktu ve vyrabéné mlading.
Zpravidla se navazuje 25 kg sladu na 100 1 varné vody nebo 50 kg sladu na 200 1 varné vody.
Nasleduje samotné Srotovani sladu za ucelem rozruseni zrn tak, aby latky uvnitf byly
ptistupnéjsi vode€. Plucha by méla zlstat neporuSena, naproti tomu endosperm obsahuje latky,
které jsou pii varném procesu extrahovany [4, 13].

Srotovani mtize probihat za sucha, se zvlhéenym sladem (kondicionovani) nebo za
mokra. Pro Srotovani za sucha se pouziva dvou, ¢tyi nebo Sestivalcovych Srotovacich zafizeni.

Dvouvalcové zafizeni jsou oblibeny v restauracnich pivovarech, kdy je namleto cca 200 kg za
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hodinu. Ctyivalcové §rotovniky jsou vykonnéjsi, namelou az 4 tuny sladu za hodinu.
Sestivalcové piistroje maji viechny tii pary mlecich valcti umistnény horizontalng, vykon je az
12 tun sladového $rotu za hodinu [4, 13, 14].

Srotovani se zvlh¢enym sladem, neboli kondicionovani sladu, se provadi za Géelem
zvyseni pevnosti pluch, které poté slouzi jako zaklad filtra¢ni vrstvy. Slad se zvlh¢uje varnou
vodou tésné pied samotnym mletim. Teplota vody je okolo 30 °C a po jeji absorpci béhem
2 minut je ve sladu zvysena vlhkost o necelé 2 %. Druhym zptisobem zvlhéeni je pomoci vodni
pary, ktera kondenzuje na povrch zrn. Nevyhodou je mozné lokalni piehrati sladu a vyssi
energetické naklady [4, 13, 14].

Mokrého Srotovani sladu se moc nevyuziva. Slad je macen po dobu 50-70 sekund ve vodée

0 teploté 50-70 °C. Po mleti je mokry Srot veden ¢erpadlem do rmutovaci panve [4].

1.1.2.2 Vystirani a rmutovani

Nadrceny slad se micha s vodou o teploté 35-38 °C (tzv. ndlev), kdy cast slozek sladu
prechazi do extraktu, ale vétSina je stale nerozpusténa. Skrob je &innosti sladovych enzymi
postupné rozstépen na zkvasitelné cukry (glukézu, maltdozu a dextriny). Pii zvySeni teploty na
50-55 °C skrob nabobtna, zmazovati a vytvari hustou viskdzni kapalinu (vystirku), jez je vedena
do rmutovaci panve. Mezi rmutovaci teploty patii 37 °C, pii které se ovliviiuje kyselost piva,
a52 °C, pfi které jsou Stépeny bilkoviny. Proces rmutovani se provadi dekokénim nebo
infuznim zptsobem. Infuzni rmutovani je jednodus$im rmutovacim postupem ve varné€, pro
ktery postacuje jedind ohfivand rmutovaci nadoba. Pivo se poté vyznacuje svétlejsi barvou
a mén¢ vyraznou chuti [1, 3, 4].

Dekokéni zpsob mize byt proveden rmutovanim na jeden, dva nebo tfi rmuty.
U dekok¢nich zplisobli rmutovani se po vystfeni oddé€li Cast objemu vystirky, ktera je ohfivana
a povarena nezavisle na zbyl¢ Casti dila. Klasicky dvourmutovy postup je vhodny pro vyrobu
svétlych piv plzeiiského typu. PouZivané teploty u rmutovani na dva a na tfi rmuty jsou

znazornény v Obrazku 4 a Obrazku 5 [3, 4].
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1.1.2.3 Scezovani mladiny

Nasleduje scezovani, pii kterém se oddéli kapalna sladina od tuhé faze zvané mlato.
Vyuziva se scezovacich kadi, na dn¢ sedimentuje mlato, pies které protéka sladina. Ze zacatku
je sladina kalnd, proto se vraci zpét do scezovaci kad¢. Sleduje se prizracnost sladiny, a kdyz
dosahne sladina (zvana ptedek) dostatecné Cirosti je vedena do mladinové kadée. Po skonceni
pratoku predku zbyva mlato s vysokym obsahem extraktu cukrt. Je nutné tento extrakt vysladit
prolitim horkou vodou. Takto wvznikd ,vystfelek”, jehoz stupnovitost je meéfena

sacharometrem [4, 14].

1.1.2.4 Chmelovar

Dalsim krokem je varny proces, kdy se smiché scezena sladina s vystfelky a chmelem.
Zpravidla se pouziva chmelovych granuli, chmelovych extrakti nebo jejich kombinace.
Povatfenim sladiny s chmelem vznika mladina. Cely proces chmelovaru trva ptiblizné 90 minut
a jeho ucelem je extrakce hotkych kyselin chmele, odstranéni nezadoucich tékavych latek,
inaktivace enzymdu, koagulace bilkovin a sterilizace mladiny. Po skon¢eni chmelovaru se testuje
stupniovitost mladiny a ,,mladinovy lom®, jenZ je znamkou vysrazenych bilkovin tvoficich klky
Vv jinak ¢iré mlading [4, 13].

V Cistém stavu jsou a-hotké kyseliny senzoricky téméf bez chuti a aroma, po jejich izomeraci
na iso-a-hoiké kyseliny ziskavaji hotkost, kterou piedavaji vyslednému produktu. 1so-a-hoiké
B-Hotké kyseliny nemaji takovy vliv na vyslednou chut’ piva, jsou vSak zodpovédné za horké
bylinné aroma. Chmel, jenz obsahuje vys$§i mnozstvi B-hotkych kyselin, se oznacuje jako
aromaticky a je zpravidla pfidavan v poslednich minutach chmelovaru nebo pfti tzv. chmeleni

za studena [13, 14].

1.1.2.5 Separace hrubych kali a chlazeni mladiny

V této fazi je nutné odstranéni hrubych kalti (vysrazenych bilkovin) od mladiny, jelikoz
maji Spatny vliv na kvaseni. Uziva se vifivych nebo usazovacich kadi, odstredivek nebo
dekanteérti. U vSech téchto zafizeni se hrubé kaly oddéli od mladiny, ktera je stale velmi horka

(az 98 °C) a je nutné ji zchladit pied dalSich krokem [4, 13].
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Mladina je zchlazena na zakvasnou teplotu 6 °C pomoci chladice, tvofeného vyméniky.
Zaroven je mladina provzdusiovana sterilnim vzduchem nebo kyslikem tak, aby kyslik dosahl

hodnoty cca 6 mg/l [13].

1.1.2.6 Kvaseni, dokvaSovani a zrani mladiny

Hlavnim ucelem kvaseni je pirevedeni cukrl na alkohol a oxid uhlicity, zaroven se vyviji
teplo, coz je nezadouci jev. Do mladiny se zaoCkuji pivovarské kvasinky, které se za¢nou
pomnozovat a po spotfebovani kysliku prechazeji do anaerobniho metabolismu, pii kterém
produkuji alkohol. Teplota a doba hlavniho kvaseni se 1isi dle druhu pouzitych kvasnic, viz
Tabulka 3 [14-16].

Tabulka 3- Porovnani svrchntho a spodniho kvaseni [4, 16]

Svrchné kvaSena piva Spodné kvaSena piva

Teplota kvaseni 15-20 °C 6-10 °C

Doba kvasSeni 3-9 dni 6-12 dni

. Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
Typ kvasinek g .
var. cerevisiae carlbergensis
o : Ale, Porter, Stout, Altbier, s
Typ vyrébénych piv Trappist a pSeni¢nd piva Lezik

Kvaseni ma ¢tyfti zakladni stadia. Po uplynuti 12-24 h Ize pozorovat tzv. zaprasovani, coz
je jev, kdy se vytvafi péna na povrchu mladiny vlivem uvoliujiciho se oxidu uhli¢itého. Poté
se péna stahuje smérem ke stfedu kad¢. Ve druhém stadiu kvaSeni, jenz trva 2 az 3 dny, se tvofi
bilé krouzky. Tfetim stadiem je zména barvy krouzkl na hnédou, coz je dano vynasenim kald
a tiislobilkovinovych slou¢enin na povrch. Taktéz dochazi k zastaveni pomnozovani kvasinek,
nebot’ ubyva zivin, zejména kysliku, a narGsta obsah alkoholu. Poslednim ¢tvrtym stadiem je
propadavani krouzki a vznik souvislé pokryvky na hlading piva [4, 14-16].

Po hlavnim kvaSenti je pivo pteCerpano do lezackych tanki, kde pti teploté 0-3 °C dosahne
chut'ové zralosti a dostatecné se nasyti oxidem uhli¢itym, jenz dava pivu fiz. Dfive se pouZivaly

lezacké sudy, v dnesni dobé pivo dokvasuje v cylindricko-konickych tancich [4].

1.1.2.7 Filtrace

Filtrace zajistuje vyssi stabilitu u piva a zvysuje priizracnost tohoto napoje. Filtrované

pivo se jesté zpravidla pasteruje. Piva nefiltrovand a nepasterizovana jsou doménou hlavné
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minipivovard a restaurac¢nich pivovari. Tato piva jsou méng stabilni, ale jsou vyhledavana pro
svou plnou chut a pro prospésné latky (zivé kvasinky), jsou vSak nevhodné pro
distribuci [4, 16].

Existuji rizné piistroje na filtraci. Mezi nejpouzivanéjsi patii deskové filtry, veétsi
ucinnost ma svickovy kiemelinovy naplavovaci filtr nebo moderni crossflow filtr. Pro dosazeni
vysoké odolnosti ndpoje se mimo primarni filtrace zafazuje i sekundarni mikrofiltrace. Lze
docilit stejnych vysledki jako pii pasteraci piva, ale bez tepelného poskozeni napoje [4, 14].

Pasterace nasleduje ihned po filtraci nebo je zatazena do vyrobniho procesu samostatné.
Pasteraci dochazi k usmrceni zivych organismut (kvasinek). U sudii se provadi tzv. bleskova
pasterace pfi teploté 68-72 °C po dobu 30 sekund, v ptipadé pivnich lahvi se naopak pouziva
tzv. tunelova pasterace, ktera trva od 10 do 20 minut a pivo je zahiato pouze na teplotu okolo
60° C. Zavéreénym krokem je plnéni piva do oball (sklenénych nebo plastovych lahvi, suda
a plechovek). Pti baleni musi byt zachovana kvalita piva, a proto je pivo plnéno pod tlakem,

jenz omezuje jeho pénivost [4, 15, 17].

1.1.3 Slozky piva a jejich analyza

1.1.3.1 Slozky piva

Pivo obsahuje slozky, které piechazeji do napoje z pouzitych surovin, jako jsou voda,
chmel, je¢men a kvasinky. Voda tvoii nejvétsi komponentu pii vyrobé piva, obvykle je to
90-94 % finalniho produktu. Obsah mineralt pouzité vody ma tedy velky vliv na vlastnosti
piva, pfispiva k vysledné chuti produktu. VSechny ptirodni vody obsahuji soli, jenz jsou
rozpustény z geologické vrstvy, jiz musi projit, proto se obsah téchto soli lisi dle lokality.
Naptiklad voda v Mnichové (Némecko) je chuda na sirany a chloridy, a naopak je bohatd na
uhligitany, které jsou idealni pro vyrobu tmavsich lezaki. Ceské mésto Plzeft ma vodu mékkou
a vyrabi se zde pivo s komplexnim charakterem a chmelovym aroma. Voda v Dortmundu
(Némecko) obsahuje znatelna mnozstvi hydrogenuhlic¢itand a chloridd, které pomahaji pii
vyrobé plnych tél lezaki, které jsou méné aromatické nez plzeniské typy. Hlavni ptitomné
slozky jsou vapnik, hoi¢ik, sodik, draslik, sirany, chloridy, hydrogenuhli¢itany, uhli¢itany
a dusic¢nany. Jiné slozky jsou pfitomny, ale jen v malych mnoZstvich a jsou znamé jako stopové
prvky (viz Tabulka 4) [18, 19].
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Tabulka 4- Anorganické slozky piva [19]

Anorganické latky | Koncentrace [mg/l] | Anorganické latky | Koncentrace [mg/l]
Draslik (K) 200-450 Fluor (F) 0,08-0,71
Sodik (Na) 20-350 Vodik (H) 0,2-0,3

Viépnik (Ca) 25-120 Zelezo (Fe) 0,01-0,3
Hot¢ik (Mg) 50-90 Mangan (Mn) 0,03-0,2
Chloridy (CI) 120-500 Nikl (Ni) 0,03-0,2
Sirany (SO4%) 100-430 Dusitany (NO) 0-2
Oxalat (C204%) 170-600 Dusik (N2) 1-14
Dusi¢nany (NO3) 13-43 Kyslik (O2) 0,4-4
Hlinik (Al) 0,1-2 Fosfor (P) 90-400
Arsen (As) 0,02-0,05 Zinek (Zn) 0,01-1,48
Brom (Br) 0,2-0,4 Vanad (V) 0,03-0,15
Kadmium (Cd) 0,03-0,68 Cin (Sn) 0,01-0,02
Kobalt (Co) 0,01-0,11 Meéd’ (Cu) 0,01-1,55

Nékteré tyto ionty mohou byt srazeny béhem procesu vareni, jiné jsou absorbovéany
kvasinkami. Proto pfitomnost anorganickych soli se v pivu li§i od soli v pouzité varné vode¢.
Pritomnost nékterych minerald (napf. Zeleza) ma negativni u¢inek. Hlavni slozky piva jsou

uvedeny v Tabulce 5. N¢které slouceniny piechazeji do piva ze surovin beze zmény, jiné jsou

vytvofeny béhem varného procesu [19].

Tabulka 5- Slozky piva [19]

Sloucenina Koncentrace Zdroj
Voda 90-94 % v/v -
Ethanol 3-5% viv Kvasinky, slad
Uhlovodiky 1-6 % wiv Slad
Oxid uhli¢ity 3,5-4,5 g/l Kvasinky, slad
Anorganické soli 500-4000 mg/I Voda, slad
Celkovy dusik 300-1000 mg/I Kvasinky, slad
Organické kyseliny 50-250 mg/I Kvasinky, slad
Vyssi alkoholy 100-300 mg/I Kvasinky, slad
Aldehydy 30-40 mg/I Kvasinky, chmel
Estery 25-40 mg/I Kvasinky, slad, chmel
Sirné latky 1-10 mg/I Kvasinky, slad, chmel
Slozky chmele 20-60 mg/I Chmel
Vitamin Bl 5-10 mg/l Kvasinky, slad

Vv/v- objemova procenta (volume/volume); w/v- hmotnostni procenta (weight/volume)

Na vyrobu 1 hektolitru piva se pouziva 15-20 kg jecného sladu, ten je primarnim zdrojem
bilkovin, lipidd, cukrd a polyfenold piva. Je ziejmé, Ze vétSina cukrll je zkvaSena na ethanol
kvasinkami, ale nékteré cukry jsou pfitomny i v hotovém pivé (Tabulka 6). Obsah cukrt

v pivech se pohybuje okolo 1-6 %. Jedna se o nezkvasitelné dextriny nebo a-glukany, zbytky
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enzymatické hydrolyzy skrobu, a nékteré polysacharidové slouc¢eniny pochézejici z bunéénych
stén nebo endospermu je¢mene. a-Glukany mohou mit pozitivni vliv na hladkost piva a stabilitu

pény, nicméng¢ je dilezité, aby jejich koncentrace nebyla piilis vysoka [18-20].

Tabulka 6- Nefermentované cukry v pivu [19]

Cukry Koncentrace [g/l]
Frukt6za 0-0,19
Glukoza 0,04-1,1

Sacharo6za 0-3,3
Maltoza 0,7-3
Maltotrioza 0,4-3,4

Je¢men a slad jsou bohatymi zdroji nékolika vitaminl, zejména vitaminy
skupiny B (zejména biotin a kys. pantotenova, viz Tabulka 7), které jsou dulezité jako rustovy
faktor kvasinek. N¢které vitaminy jsou pfitomny ve sladu ve vazanych formach a uvolnény
béhem rmutovani enzymaticky. Riboflavin, kyselina pantothenova a pyridoxin se zvysuji
béhem sladovani, taktéz i kyselina askorbova, ktera je pozdéji zcela zni¢ena vysokou teplotou
béhem vareni. Ne¢ktera piva mohou obsahovat kyselinu askorbovou (vitamin C), protoze do piv

muze byt ptidana jako antioxidant [19, 21].

Tabulka 7- Vitaminy skupiny B v pivu [19]

Vitaminy skupiny B Koncentrace [mg/1]
Riboflavin (B>) 0,02-0,1
Biotin (B7) <0,015
Niacin (B3) 0,3-5
Kyselina listova (Bo) 0,04-0,6
Pyridoxin (Be) 0,07-1,7
Kyselina pantotenova (Bs) 0,04-2
Thiamin (B1) 0,08
Kyanokobalamin (B12) <0,03
Kyselina aminobenzoova 0,01-0,15

vvvvvv

v rozmezi od 20 do 80 g/l. Nicméné mnoho riznych styld piva mize obsahovat mén¢ (napf.
piva lehka) nebo vice alkoholu (napft. belgicka trapistickd piva nebo némecké doppelbok).
Kromé ethanolu obsahuje pivo i dalsi alkoholy, které se tvoii metabolismem kvasinek (Tabulka
8). Tyto vyssi alkoholy ve velkém mnozstvi mohou zptsobovat bolesti hlavy. Hlavnimi vy$$imi

alkoholy v pivu jsou 3-methylbutanol (isoamylalkohol), 2-methylbutanol (amylalkohol),
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2-methylpropanol  (isobutylalkohol),  propanol  (propylalkohol) a  fenylethanol
(fenethylalkohol). Mensi pocet primarné fenolickych alkoholti vznika rozpadem polyfenoli

sladu a chmele a muze piispét ke struktuie piva v tGstech (pocit v tstech) [19-21].

Tabulka 8- Alkoholy pritomné v pivu [19]

Alkohol Koncentrace [mg/l] Popis aroma
Ethanol 20 000-80 000 Alkoholicky, silny
Methanol 0,5-3 Alkoholicky, rozpoustédlo
1-Propanol 3-16 Alkoholicky
2-Propanol 3-6 Alkoholicky
2-Methylbutanol 8-30 AlkOhOh?ky’ vinny,
bananovy
3-Methylbutanol 30-70 Alko}g()h?ky’ vinny,
ananovy
2-Fenylethanol 8-35 Ruze, hotka, parfémova
1-Okten-3-ol 0,03 Cerstva trava, parfém
2-Dekanol 0,005 Kokosovy ofech, anyz
Glycerol 1 200-2 000 Sladky, viskozni

Aroma piva zavisi zejména na slouceninach, které ptrechazeji z chmele, ten obsahuje
0,5-3 % esencialnich oleji (Obrazek 6). Esencialni oleje (silice) chmele jsou komplexni smési
nékolika stovek sloucenin. DéEli se na dvé hlavni frakce: prvni patii do skupiny uhlovodiki,
z nichZ terpenové uhlovodiky tvofi pfiblizn€¢ 70 %. Zbyvajicich 30 % jsou slouceniny
obsahujici kyslik (kyslikova frakce, kterd je obecné aromatictéjsi a méné tékava), jako jsou
estery, aldehydy, ketony, kyseliny a alkoholy (viz Tabulka 9). Chmelové silice ovliviiuji jak
aroma, tak vlni piva, 1 kdyZz vétSina oleji ptfidanych do vrouci mladiny je ztracena destilaci
s vodni parou. Cast této ztraty je zadouci, protoze nékteré slozky chmelového oleje maji
nepiijemny zapach a zplsobuji, Ze pivo nebude pitné. Obecné€ se vSak vétSina chmele pridava
blizko konce varu mladiny, aby se minimalizovaly ztrdty nebo se vyuzije tzv. chmeleni

za studena [19].
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Tabulka 9- Chmelové silice v pivu [19]
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Slouceniny Koncentrace [ng/l]
Linalool 1-470
Citronellol 1-90
Geraniol 1-90
Geranyl acetat 35
a-Terpineol 1-75
Humulon epoxid | 125
Humulon epoxid 11 1,9-270
a-Eudesmol 1-100
Humulenol 1-1 150
Humuladienone 43
Humulol 220
Clovanediol 51-677
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1.1.3.2 Analyzy piva

Jednou z metod pro analyzu vice sloZek piva je analyza pomoci plynové chromatografie
s plamenové-ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Jedna se o rutinni analyzu organickych slozek
piva. K pivu se piida chlorid sodny a nasledné jsou slozky piva extrahovany malym objemem
sirouhliku, poté je organicka faze oddélena centrifugaci a zavedena piimo do plynového
chromatografu. Za popsanych podminek je dosazeno uspokojivé reprodukovatelnosti, citlivosti

a rychlosti. Ziska se alespon 16 jasné rozliSenych pika (viz Obrazek 7) [22].
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=, 8 ) 15
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=
8
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k & 14
= -t
{ us 1 %
0 30 ¢as [min.] 60 920
Pik ¢ | Slouéenina Pik &. Slouéenina
1 Ethylacetat 9 Ethyl kaprylat, kyselina octova
2 Ethanol 10 n-Octanol
3 Isobutylacetat 11 B-fenylethylenacetat, kyselina kapronova
4 n-Propanol 12 B-fenylethanol
5 Isobutanol 13 Kaprylova kyselina
6 Isoamylacetat 14 Nestanoveno
7 Isoamylalkohol, 2-Methylbutanol 15 Dekanova kyselina
8 Ethylhexanoat 16 Nestanoveno

Obrazek T- Chromatogram analyzy slozek piva pomoci GC-FID [22]

Makroelementy, mikroelementy a stopové kovy jsou dulezité pii fermentaci piva, protoze
poskytuji vhodné prostiedi pro rist kvasinek a ovliviiuji metabolismus kvasinek. Sleduje se
zejména obsah médi (Cu) a zeleza (Fe), které se podileji na Gpravé piva a jeho starnuti, které
vede k tvorbé reaktivnich forem kysliku. Reaktivni druhy kysliku snadno oxiduji organické
slouceniny pfitomné v pivu, méni kvalitu pény a chutovou stabilitu piva. Méd’ a Zelezo lze
stanovit a frakcionovat metodou atomoveé emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-AES). Metoda je zalozena na mikrovinném rozkladu, kdy se k vzorku piva pridava

kyselina dusi¢na a peroxid vodiku. Po rozkladu jsou vzorky nafedény a proméfeny metodou
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ICP-AES, kdy pro kazdy prvek jsou sledovany 2 emisni ¢ary (Cu: 324,754 nm; 327,395 nm;
Fe: 238.204 nm; 259,940 nm). Typické signaly pro tyto prvky jsou znazornény na
Obrazku 8 [23, 24].
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Obrazek 8- Chromatogramy Cu (a), Fe (b)[23]
I- neziedéné pivo, 1I- standardni roztok (50 ng/l Cu, Fe)

Pivo obsahuje cukry, jenz lze fermentovat (fruktdza, glukdza, maltdéza a maltotridza)
a oligosacharidy, které se béhem procesu vyroby piva neméni. Kvantitativni hodnoceni malto-
oligosacharidl poskytuje uzite¢nou kontrolu komplexniho enzymatického systému pfi vateni
piva. Analyza cukri se obecné provadi pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC), ktera mize poskytnout nejen kvalitativni, ale také kvantitativni vysledky. Metoda
HPLC s detektorem rozptylu svétla (ELSD; Evaporative Light Scattering Detector) byla
optimalizovéana a validovana pro kvantifikaci sacharidi v pivu. Chromatografické déleni je
dosaZeno gradientovou eluci smési acetonitril / voda. Detektor ELSD je vhodny pro detekci
latek, jenz neobsahuji zadny chromofor nebo fluorofor a na rozdil od refraktometrického
detektoru Ize pouzit gradientovou eluci. Vzorek putuje do zmlzovace, posléze do zmlzovaci
komurky, kde dochazi k odpafeni mobilni faze. Zmlzeny eluent je veden do fotodetektoru, kde
dochazi k rozptylu optického paprsku. Ukazka chromatogrami analyzy cukrt ve standardu
aVvrealném vzorku piva je znazornén na Obrazku 9. Touto metodou lze snadno oddélit
a kvantifikovat monosacharidy a malto-oligosacharidy za pouziti gradientové eluce, neni nutna
7zadna chemicka uprava vzorku nebo derivatizace. Citlivost a ptfesnost je lepsi nez citlivost

dosazena pomoci refraktometrické detekce, jez je ¢asto popisovana v literatuie [25, 26].
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Obrazek 9- Chromatogramy (a) standarda, (b) redlného vzorku piva [25]
1 fruktoza, 2 glukdza, 3 maltdza, 4 maltotridza, S maltotetradza

Vyssi alkoholy a estery jsou vedlejSimi produkty fermentace ethanolu a jejich vytézek pii
vyrob¢ piva zavisi na n¢kolika faktorech, na slozeni mladiny, na pribéhu fermentace a na kmeni
pivovarskych kvasinek. Vyssi alkoholy a estery spadaji do skupiny té€kavych sloucenin, které
tvofi hlavni ¢&st aroma piva. Pro jejich stanoveni se pouzivaji celosvétové zavedené metody
zalozené na statické headspace. Jako alternativu lze vyuzit mikroextrakci tuhou fazi (SPME)
ve spojeni s GC (Gas Chromatography). Za pouziti polyakrylatového vlakna se stanovi az 12

vyssich alkoholl a estert v pivu. Srovnani téchto 2 metod 1ze vidét na Obrazku 10 [27].
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Obrazek 10- Chromatogramy vyssich alkoholii a esterii v pivu extrahované metodou (A) SHS, (B) SPME [27]

Pro méfeni hotkosti piva neboli celkového obsahu iso-hotkych kyselin, je vyuzivana
metoda ASBC (American Society of Brewing Chemists), HOPS-6, vysledek se udava
Vv jednotkach EBU (European Bitter Units). Jedna se o spektrofotometrickou metodu s detekci
pfi 275 nm. Metoda ASBC, HOPS-6 je pomérné pomala v disledku pftipravy vzorku.
V poslednich tfech desetiletich bylo vyvinuto n€kolik snah zaméfenych na vyvoj rychlé
a automatizované techniky pro rutinni méteni hofkosti. K méfeni mnozstvi hotkych kyselin
V pivu Ize pouzit i vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekci v ultrafialové oblasti
nebo hmotnostni spektrometrii (HPLC-UV a HPLC-MS). Jedna z alternativnich technik, které
jsou k dispozici, jsou multisenzory nebo elektronické jazyky (ET; Electronic Toungues). ET
typicky obsahuji fadu senzori s casteCnou selektivitou nebo kiiZovou citlivosti métené
slouceniny. Obsahuje zafizeni pro sbér dat a nastroje pro zpracovani dat. Snimace jsou zalozené
na ruznych principech méfeni: potenciometrickych, amperometrickych, piezoelektrickych
nebo optickych. Byla popsana aplikace ET na analyzu piv pro predikci senzorickych vlastnosti

piva, jako je hladkost, hotkost a sviravost [28-30].
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1.2 Mikroextrakéni techniky vyuZivajici tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi je technika bézn¢ pouzivana v analytickych laboratotich pro extrakci
analytu z matrice. Tato technika umoznuje extrakci, zakoncentrovani analytu a jeho vyc¢isténi.
Je to technika rychla, snadno proveditelna a muze byt automatizovana. SPE (Solid Phase
vzorky potravin, napoju a vod [31, 32].

Postupnym zdokonalovanim SPE byly vyvinuty mikroextrakéni techniky. Snahou je
uspora Casu, snizeni pofizovacich ndkladi andkladi na provoz, zjednoduSeni
a zautomatizovani celého procesu a v neposledni fadé minimalizace pouZzivanych organickych
rozpoustédel. Mikroextrakéni metody s extrakci tuhou fazi nejsou kvantitativni, ale pouze
rovnovazné metody. Pro ziskani dostateéné presnych vysledkd je nutné dodrzovat dané
experimentalni podminky, tak 1ze dosahnout reprodukovatelnych vysledk i pro relativné nizké

koncentrace sledovaného analytu [18-20].

1.2.1 Princip mikroextrakce tuhou fazi

SPME metoda (Solid Phase Microextraction) byla vyvinuta profesorem Januszem
Pawliszynem na Univerzit¢ ve Waterloo na pocatku 90. let 20. stoleti. Pouziti SPME metody
ma velky vyznam ve spojeni GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) nebo s HPLC
(High Performence Liquide Chromatography) [31, 33].

Principem SPME metody je extrakce analytu na kifemenné vlakno pokryté stacionarni
fazi, jez se mohou lisit polaritou i sorpénimi vlastnostmi. Staciondrni faze mtze byt tvofena
homogennimi ¢istymi polymery (absorbenty) nebo poréznimi ¢asticemi suspendovanymi do
polymeru (adsorbenty). Rozdily v sorpci na staciondrni fize jsou zndzornény na
Obrazku 11 a 12. Homogenni polymery jsou bud’ kapalné (PDMS; polydimethylsiloxan) nebo
tuhé (PA; polyakrylat). Tato vlakna maji zpravidla vétsi extrakéni kapacitu, nebot’ zde
nedochazi ke kompetici analyti o sorpéni mista. Adsorbenty zachycuji analyty na zakladé
fyzikéalné-chemickych vlastnosti, tato vlakna pak maji niz$i mechanickou odolnost, ale vétsi
selektivitu. Jsou tvofena poréznimi ¢asticemi, jako napt. divinylbenzen (DVB) nebo Carboxen
(Castice na bazi grafitizovaného uhliku) [33-35].

Zpusob sorpce metodou SPME lze provést ve dvou zakladnich modech. Prvnim je pfima

sorpce zroztoku (DI-SPME, Direct Immersion-Solid Phase Microextraction). Jedna se
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0 dvoufazovy systém, jenz je tvoien vzorkem a povrchem SPME. Druhou moznosti je sorpce
z plynné faze (HS-SPME, Headspace Solid Phase Microextraction). V tomto piipadé jde
0 tiifazovy systém, kdy se tvofi rovnovaha mezi vzorkem a headspace a mezi headspace

a vlaknem [32].

PR BTSN PEH ST A P RERROAS]
absorpce adsopce ve velkych pérech  adsopce v malych pérech

Obrazek 11- Schéma extrakce-pocatek sorpce [36]

PR R

absorpce adsopce ve velkych porech  adsopce v malych pérech

Obrazek 12- Schéma extrakce-rovnovazny stav [36]

Je-li metoda SPME pouzita ve spojeni s GC, je desorpce pomérné snadna. Vl1adkno je
zavedeno do nastfikového prostoru plynového chromatografu, kde dojde k tepelné desorpci,
ktera je v tomto pifipad€ zavisla na bodu varu analytu, tlouStce sorpéni faze vldkna, teploté
a dobé¢ desorpce. Pro spojeni SPME s HPLC je pouzit adaptér slozeny z Sesticestného ventilu
a desorpéni komory (viz Obrazek 13). V tomto ptipad¢, je desorpce provedena kapalnou fazi,
ktera je poté vedena na kolonu HPLC systému. Dle sily sorpce se voli dynamicka desorpce
(desorpce v proudu MF; Mobile Phase) nebo staticka desorpce (analyt je po jisty ¢as ponofen

do MF a az poté je proveden nastfik na kolonu) [32, 35, 37].
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Obrazek 13- Prima a headspace extrakce [38]

1.2.2 Faktory ovliviiujici sorpci

Celkova citlivost, rychlost a opakovatelnost SPME metody je ovlivnéna fadou faktort.
Dilezité vsak je, ze u této metody neni podminkou docileni rovnovazného stavu nebo dokonalé
extrakce analytu, nybrz je dalezité co nejpiesnéjsi dodrzeni extrakénich podminek (tzn. délku
doby vzorkovani, teplotu vzorku a hloubku ponoru vlakna) [32, 35, 38].

Optimalizaci vysledkii ovliviiuje napt. polarita a tlouStka stacionarni faze, zplsob
vzorkovani, hodnota pH, iontova sila roztoku, teplota vzorku, michdni apod. Polarita
stacionarni faze se voli tak, aby byla blizkéd polarité extrahované latky. Tim se docili vétsi
citlivosti metody, ale K ustanoveni rovnovazného stavu dochazi pomaleji. Obdobné je to
I U tloustky sorpcni vrstvy. Silngjsi vrstva se voli pro tékavejsi slouceniny, které jsou posléze
desorbovany na kolonu GC. Tenka vrstva ma zase tu vyhodu, Ze difuze vySe vroucich latek
tepelnou desorpci probiha rychleji [39, 40].

Zésadni vliv na extrakci ma teplota. Cim vyssi je, tim se rychleji ustanovuje rovnovaha
systému. V piipadé HS-SPME za vysSich teplot nartistad koncentrace t€kavych slozek vzorku

Vv plynné fazi, soucasné se vsak zvysuje riziko tepelné desorpce. Je nutné zvolit vhodnou teplotu

36



a urcit dobu Kk ustanoveni rovnovazného stavu. U DI-SPME se voli vhodné rozpoustédlo, jeho
mnozstvi a doba dynamické nebo statické desorpce. Optimalni doba extrakce se nejcastéji zjisti
proméienim zavislosti vytéznosti analytu na dob¢ sorpce. V pfipad€, ze rovnovazny stav
nenastane ani po né¢kolika hodinéach, voli se krat$i doba, ktera je ptisn¢ dodrzena pro dobrou
opakovatelnost metody [32, 41].

Michéni vzorku ma vliv na rychlost transportu sledované latky k vlaknu SPME. Michéani
zkracuje dobu extrakce zvlasté u vysokomolekularnich latek a latek s vySSim difuznim
koeficientem. Nestejnomérné a proménlivé michani ma opac¢ny ucinek a celkové zhorSuje
reprodukovatelnost metody [32, 38].

Hodnotu pH volime u vzorku, jez extrahujeme metodou DI-SPME. Tyto latky jsou
ovlivnény iontovou silou roztoku, jenz jde zvysit ptidavkem soli do roztoku. Timto krokem se
zvysi celkova Ucinnost extrakce pro fadu latek polarnich a t€kavych. ZvySeni iontové sily se
nehodi pro vysokomolekularni slouceniny, nebot” se tvofi interferujici piky. Zména pH taktéz
ovliviiuje rozpustnost nékterych latek s funkénimi skupinami, jejichz charakter se s hodnotou
pH méni (-COOH, -OH, -NH>). Bazické a kyselé analyty jsou snaz extrahovany v bazickém,
respektive kyselém prostredi [32, 40, 41].

Ziskani shodnych vysledki a tim i celkovd reprodukovatelnost metody vyzaduje
I optimalizaci desorp¢nich parametrt, tzn. teploty nastiiku (desorpce), hloubka vsunuti vlakna

do nastiikové komory a desorpéni ¢as [40].

1.2.3 Mikroextrakce se sorbentem v mikrostiikacce

MEPS (Microextraction by Packed Sorbent) je metoda, kterou piedstavil Abdel-Rehim
v roce 2004. Nejedna se pouze o zmenseni metody SPE, kdy se pracuje s malymi objemy okolo
10 pl. Sorbent (cca 1-2 mg) je piimo Vv jehle mikrostiikac¢ky (100-250 pl), kde je utésnén. Po
nasati vzorku dochazi ke kontaktu se sorbentem, a to rovnou dvakrat, poprvé pii nasati vzorku
do stfikacky a podruhé pfi jeho vytlaceni ze stiikacky ven. Zachyceny analyt je nasledné vymyt
vhodnym rozpoustédlem. Pro desorpci neni potieba pouziti Zaddného adaptéru, jako je tomu

u SPME [42, 43].

1.2.3.1 Popis mikrostiikacky

MEPS se sklada ze dvou ¢asti, stiikacky MEPS a jehly se sorbentem (BIN; Barrel Insert

and Needle Assembly). BIN obsahuje tuhou fazi, ktera je zabudovana do stiikackové jehly.
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Pouziva se plynotésna stiikacka s objemem 100 pl nebo 250 pl, ktera umoznuje davkovani
kapalin za béznych podminek SPE. Po opottebovani tuhé faze BIN jehly (jeji zivotnost je cca
40-100 vzorku) nebo je-li pozadovana jina jehla s odlisSnymi vlastnostmi, Ize jehlu snadno

vyménit odSroubovanim pojistné matice. MEPS stiikacka je znazornéna na

Obrézku 14 [43-45].

I Strikacka

Tésnici
krouzek

} |
Frity <«——— Sorbent

} @

T ce—————
3 Koncovda —*
zatka

<«—— Jehla

Obrdazek 14- Schéma MEPS [42]

Malé mnozstvi MEPS faze v jehle BIN lze snadno a G¢inn€ promyvat mezi jednotlivymi
vzorky, coz snizuje riziko vzdjemné kontaminace, & je mnohem jednodussi ve srovnani
s konven¢ni SPE. MEPS vyuZiva separaci pomoci reverzni faze, normalni faze, smésného
modu nebo iontové vymeény. Jelikoz MEPS pracuje s malymi objemy, je vhodnou technikou
pro piimé propojeni s LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) systémy. MEPS
muze byt pfipojena ke GC nebo LC bez jakychkoliv modifikaci. Cely postup 1ze mimo jiné
automatizovat pomoci davkovaci a pracovat v systému on-line [43, 46].

Vyssi selektivitu, nez BIN ma MIP (Molecularly Imprinted Polymer). Tento sorbent byl
zkousen napf. k extrakci anestetik z lidské plasmy a vzorkd mo¢i. Bylo prokazano, ze vlakna

potazena MIP maji lepsi kinetiku sorpce a desorpce ve srovnani s monolitickym vlaknem [43].
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1.2.3.2 Popis extrakce

Extrakéni kroky v MEPS jsou stejné jako u standardni SPE metody. Podminky musi byt
optimalizovéany tak, aby bylo dosazeno nejvyssi sorpce analytu. U MEPS metody musi byt
zatazeny dodatecné kroky k néslednému ¢isténi a kondiciovani, aby se sorbent mohl pouzit pro
dalsi vzorek. Po kondiciovéni je sledovana latka extrahovéana ze vzorku (krev je pfedtim nutné
ziedit 20x, plasmu 4x), po skonceni sorpce je vzorek promyt pracovnim roztokem, kterym
se zbavi pfipadnych interferen¢nich latek. Analyt je eluovan do vhodného
rozpoustédla anasledné vstiiknut do nastfikového prostoru analytického systému (viz
Obrazek 15) [42, 43, 47].

Jako promyvaci a eluéni roztoky byvaji pouzivana rizna rozpoustédla, napt. voda, smesi
vody a organickych rozpoustédel (napiiklad ethanol, methanol, acetonitril apod.) nebo jina
organicka rozpoustédla. Vzdy zalezi na vlastnostech analytu, v jaké matrici se nachazi a na

kompatibilité elu¢niho rozpoustédla s naslednou analytickou koncovkou [47].

Kondicionace Sorpce analytu  Promyvani Eluce

Sorbent

v %

b

Obrazek 15- Zndazornéni prace s MEPS [45]

1.2.3.3 Srovnani s jinymi mikroextrakénimi metodami

Vyhodami MEPS je, ze se pracuje s velmi malymi objemy, tim je redukovano mnozstvi
pouzitych roztokd a reagencii. Dvojita sorpce miize zvysit zachyt latek, jez jsou Spatné

sorbovany. Metoda MEPS je pfizpasobitelnd 1 pro jiné analytické techniky, vcetné
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imunologickych testi a off-line analyzy pomoci NMR (Nuclear Magnetic Resonance),
IR (Infrared Spectroscopy) a dalSich metod. MEPS muze byt spojena s autosamplerem
a umoznuje tak on-line vyuziti SPE [43, 44].

Oproti SBSE (Stirr Bar Sorptive Extraction) vyzaduje technika MEPS tadové kratsi dobu
zpracovani vzorku (viz Tabulka 10). Ptiprava vzorki komplexnich biologickych matric pomoci
MEPS snizuje potfebné mnozstvi vzorku a reagencii, které se pouzivaji pii extrakci. Tato
technika se vyuziva pro extrakci velké Skaly drog a jejich metabolitii z biologickych tekutin,

jako jsou moc¢, plasma a krev [43, 46].

Tabulka 10- Srovndni metod extrakce tuhou fizi [42]

Metoda LOD Presnost Spravnost ex[t)::I?ce
extrakce (nmol/I) (%) (% RSD) (min.)
SPE 100 101 3,0 20
SPME 5 110 6,3 40
MEPS 2 105 5,0 L

LOD- mez detekce (Limit of Detection); RSD- relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)

1.2.4 Mikroextrakce na michaci ty¢ince

Mikroextrakce na michaci ty¢ince (SBSE) je extrak¢ni technika zalozena na extrakci
analytti z matrice (kapalné vzorky) do polymerni vrstvy imobilizované na sklenéné trubici
s magnetickym jadrem. Tato mikroextrakéni technika byla vyvinuta v roce 1999 Sandrou,
Baltussenem, a kol. v Research Institute of Chromatography (Kortrijk, Belgie) [48].

Hlavnimi rozdily mezi SPME a SBSE technikami jsou konstrukce extrakéniho systému
a mnozstvi sorbentu. SBSE je vhodna na extrakci organickych latek z vodného prostiedi bez
vyuziti rozpoustédla a muze byt pouzivana pro extrakci relativné polarnich sloucenin.
Kvantitativni extrakce 1ze dosahnout u rozpustnych latek, jejichz hodnota log Kow je 4. Pro
vysoce polarni slouceniny se jako u SPME zatazuje krok derivatizace. Stejné jako SPME, lze
SBSE hodnotit riznymi parametry, jako je typ a tloustka povlaku, doba extrakce, vlastnosti
vzorku (pH, iontov4 sila), vliv michani a teplota. Doba extrakce je obvykle del$i nez u SPME
z diivodu vétsitho mnozstvi sorpéni vrstvy, tudiz trva déle, nez se ustli rovnovéha. Desorpce
analytu je u SBSE taktéz kriti¢téjsi, a to také kvuli vétsimu mnozstvi sorpéni vrstvy [43, 48].

Pouziti SBSE techniky bylo rozsifeno téméf okamzité k odbéru vzorkd v parni fazi, tato

technika je znama jako HSSE (Headspace Stir Bar Sorptive Extraction). Vzorkovani u HSSE
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metody je provadéno staticky, kdy se latka extrahuje z plynné faze nad vzorkem. Hlavni
ptednosti SBSE a HSSE vyplyvaji ze skutecnosti, Ze tyto techniky jsou snadno pouzitelné na
automatizaci, jsou vysoce flexibilni (mohou byt pouzity bez rozdilu nejen pro odbér vzorkt
z plynné nebo kapalné faze, ale i pro heterogenni vodné vzorky), vysoce citlivé, robustni,

opakovatelné a reprodukovatelné [49].

1.2.4.1 Popis mikroextrakce na michaci ty¢ince

Michadélko pro SBSE je sestaveno z kovové magnetické tyCinky, jenz je zalita ve skle.
Sorpéni faze navrstvend na skle je tvofena rdznymi polymernimi materidly, nejvice
vyuzivanym polymerem je polydimethylsiloxan (PDMS). Hlavni vyhodou je inertnost PDMS
vuci polarnim a reaktivnim slouc¢eninam. Zajistuje rovnéz linearitu sorp¢nich izoterm, které
jsou zasadni pro naslednou kvantitativni chromatografickou analyzu. PDMS je nepolérni
polymer, je tedy vhodny pro extrakci nepolarnich a mirné polarnich sloucenin. Sorpci lze
pozitivné ovlivnit pfidanim soli ke kapalné matrici vzorku (vysolovanim). Tloustka PDMS
vrstvy je obvykle 0,5 mm nebo 1,0 mm, délka 10 mm nebo 20 mm a objem sorp¢ni faze se
pohybuje v rozmezi 24-126 pl [50, 51].

Druhym uzivanym materialem je kopolymerem tvoieny PDMS a polyethylenglykolem
(PEG). Takovyto typ michadélka se vyrabi pod nazvem Twicester. Tato vrstva umoziuje
nespecifickou sorpci nepolarnich slouéenin a na rozdil od samotné vrstvy PDMS i specifickou
sorpci polarngjSich latek, jez jsou donory vodikovych vazeb (napt. fenoly). Kopolymer je
nanesen na inertni kovovou mifizku pro jeho mechanickou stabilizaci (viz Obrazek 16).
Vzhledem k vysokému zakoncetrovani analytu, 1ze kromé tepelné desorpce z tyCinky Twister
vyuzit i zpétnou extrakcei sledovaného analytu z PDMS faze do malého mnoZstvi organického
rozpoustédla. Pokud nejsou latky ve stopovych koncentracich, lze je urcit s dostate¢nou
ptesnosti, ale celkové se snizuje citlivost metody pouzitim rozpoustédel [48, 50, 52].

Dnes se vyrab&ji PDMS tycinky s vyuzitim sol-gel technologie. Proces sol-gel nabizi
pohodlnou a vsestrannou cestu pro piipravu anorganickych a organicko-anorganickych
hybridnich materiali s laditelnou poréznosti, selektivitou, tepelnou a chemickou stabilitou.
Michaci ty¢inka potazena vysoko poréznim sol-gel PDMS s tlouStkou povlaku 30 um byla
vyvinuta profesorem W. Liu. Takovyto natér vykazuje dobrou stabilitu do 300 °C. Tento typ
tyCinky byl pouzit pro analyzu n-alkant, PAHs (Polyaromatic Hydrocarbons) a pesticidt, kdy

rovnovazného stavu bylo dosazeno do 15 minut [50, 51, 53].
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Obrazek 16- Michadélka pro SBSE techniku [49, 50]
(a) SBSE s PDMS, (b) SBSE s PDMS a polyethylenglykolem (PEG), (c) vzorec PDMS, (d) vzorec PEG

1.2.4.2 Derivatizace pro mikroextrakci na michaci ty¢ince

SBSE ty¢inka muze byt pouzita pro tepelnou desorpci, je-li spojena s plynovou
chromatografiii. Nicméné pro analyzu polarngjsich sloucenin neni vhodné uziti GC. Je tedy
nezbytné zaradit krok derivatizace pro polarni a tepelné¢ nestabilni slouceniny, kdy cilem je
vytvofit hydrofobngjsi slouceniny, které podléhaji sorpci na PDMS [38, 41].

Jsou celkem tii zplsoby derivatizace (viz Obrazek 17), a to in situ, derivatizace na
michadélku obohaceném o0 derivatiza¢ni ¢inidlo a derivatizace in port. Prvni zminéna
derivatizace in situ spoc¢iva v pfidani latky do vodného prostiedi vzorku. Tato latka nasledné
reaguje se stanovovanou slouceninou za vzniku jejiho hydrofobnéjsiho derivatu, jenz je
schopny ucinné sorpce na PDMS. Pouzitim michadélka obohacené o derivatizacni €inidlo,
dochazi po vlozeni do extrakéni nadoby k derivatizaci analytu a nasledné sorpci na vrstvu
PDMS. Derivatizace po extrakci (in port) je zalozena na vlozeni michadélka do nadobky
s derivatiza¢ni slozkou, ktera je nasledné¢ umistnéna do desorpéni trubicky, kde zaroven

dochazi k derivatizaci a tepelné desorpci analytu [41, 42].
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Obrazek 17- Zpuisoby derivatizace [35]
(@) insitu, (b) na polymer, (c) in port

1.2.4.3 Rozpoustédlem asistovana extrakce

Sorbent Assisted Stir Bar Sorptive Extraction (SA-SBSE) je nova technika vyvinuta pro
extrakci polarnich latek. Pro polarné;jsi rozpusténé latky byly pouzity rizné metody derivatizace
pro zvySeni hydrofobicity SBSE ty¢inky. V pribéhu let byly vyvinuty dalsi sorpéni materialy
pro lepsi extrakci poldrnich slou€enin, avSak pouze omezeny pocet mé pfiznivé tepelné
charakteristiky, které musi splnit pro aplikaci s TD-GC-MS (Thermal Desorption-Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) [54].

Komer¢né dostupny je pouze kopolymer PDMS a ethylenglykol (EG) umistény na inertni
kovové miizce pro mechanickou stabilizaci. Jiné sorpéni materialy, jako jsou monolity,
polyurethanové pény nebo jiné polymery, se vétSinou pouzivaji v kombinaci s kapalnou
desorpci a nejsou komeréné dostupné ve formatu michacich ty¢inek pfipravenych k pouziti.
Nedavno byla vyvinuta metoda pro rozsifeni SBSE na polarnéjsi rozpusténé latky, tzv.
rozpoustédlem podporovana SBSE (SA-SBSE). Srovnani komeréni SBSE-PDMS a SA-SBSE
je znazornéno na Obrazku 18 [54, 55].
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SA-SBSE SBSE-PDMS

Obrdzek 18- Srovndni nabobtnané SA-SBSE a komercni SBSE s PDMS povrchem [54]

Ptiprava SA-SBSE se provadi pfi laboratorni teploté (25 °C) po dobu nejméné 30 minut.
Michadélko SBSE s PDMS povrchem se ponoii do 1,5-2 ml rozpoustédla a polozi se do
vodorovné polohy dle Obrazku 19 nebo se micha pii 800 rpm na magnetické michacce.
Rozpoustédlo ptitom puisobi nejen jako modifikator PDMS (zvySujici difuzi), ale také jako dalsi
extrakéni médium, coZz vede ke zvySeni vytéZzku latek z vodné faze. Zejména pro relativné
polarni latky s log Kow < 2,5 se vyznamné zlepSuji odezvy. Dvanact rozpoustédel s log Kow
v rozmezi od -0,24 (aceton) do 3,90 (hexan) bylo zkouméno na jejich pouzitelnost pro
SA-SBSE (viz Tabulka 11). Bylo méfeno mnozstvi absorbovaného rozpoustédla (zvazenim)
V nabobtnalé michaci ty¢ince PDMS pifed a po SA-SBSE. To umoznilo spocitat pomér
R (zbytek rozpoustédla po SA-SBSE:absorbované rozpoustédlo). Studie prokazala, ze
s rostoucim log Kow roste i pomér R. Obvykle muze byt stejna michaci ty¢inka PDMS
pouzita vice nez 50x, avSak po kazdém pouziti je nutné tyCinku znovu impregnovat

rozpoustédlem [54-56].

p >
S ! 4 \’!.}’

Obrazek 19- Priprava SA-SBSE [55]

(1) Do lahvicky se pipetuje 150-200 pl rozpoustédla (2) Rozpoustédlo se sorbuje > 30 min. (3) SA-SBSE vydrzi nabobtnané
az tyden pii laboratorni teploté
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Tabulka 11- Absorbovand rozpoustédla na PDMS pred a po SA-SBSE [54]

v x |Og ROzp.absorvovano RSD % RoOzp.zbytek RSD % R
Rozpoustédlo Kot [ma] [n = 3] [ma] [n = 3]
Aceton -0,24 21 0,10 0,50 0,26 | 0,024
Acetonitril -0,15 20 5,00 0,90 0,20 | 0,046
Methylacetat 0,37 37 0,30 2,40 0,06 | 0,064
Ethylacetat 0,86 67 1,30 13 0,95 0,20
Tetrahydrofuran 0,94 100 0,64 5,60 0,32 | 0,056
Diethylether 1,05 84 1,60 35 1,70 0,41
Methylisobutylketon | 1,16 59 0,70 47 0,85 0,79
Dichloromethan 1,34 110 0,31 62 1,10 0,56
Diisopropylether 1,88 88 2,50 72 3,90 0,81
Toluen 2,54 82 2,10 77 1,60 0,94
Cyklohexan 3,18 79 2,90 71 2,20 0,90
n-Hexan 3,90 77 3,10 66 4,90 0,85

log Kow- rozdélovaci koeficient oktanol/voda; RSD- relativni smérodatna odchylka; R- pomér zbytku rozpoustédla po SA-
SBSE ku absorbovanému rozpoustédlu

1.2.4.4 ZaKkoncentrovani mrazem

Stopova analyza pro polarni a t€kavé latky mlize byt obtizna. Tento problém lze vyfesit

novou technikou kombinujici SBSE a FC (Freeze Concentration), zvanou Ice Concentration
Linked with Extractive Stirrer (ICECLES). Vyuziva se SBSE michaci ty¢inky, kdy béhem

procesu michani a extrakce je vzorek chlazen az zmrazen. Nasledné je extrakt uvolnén z ty¢inky

tepelnou desorpci a analyzovan plynovym chromatografem [56-58].

Zmrazeni koncentratu je proces separace analytu od kapalné matrice, kdy dochazi ke

krystalizaci a zmrazeni kapaliny (Obrazek 20). Extrakce ICECLES metodou je obdobna

konvenéni SBSE metod¢. Magnetické michadélko s PDMS povrchem je vlozeno do kapalného

vzorku a michéno pfi danych otackach, coz vede k utvofeni rovnovahy mezi analyzovanou

latkou a PDMS povrchem. Zmrazeni vzorku tuto rovnovahu narusi ve prospéch povrchu

michadélka, na které se sorbuje vice analytu [57, 58].
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Vzorek (1)

Analyt

SBSE-PDMS

Obrazek 20- Schéma metody ICECLES [57]

Tato metoda byla poprvé publikovana M. N. Omarem v roce 2006, kdy byla vyuzita pro
analyzu triazinovych pesticidi a jejich produkti rozkladu v povrchovych vodach. V roce 2017
Abdullah H. Alluhayb aplikoval metodu ICECLES na analyzu aromatickych latek v zeleném
¢aji. Metodou ICECLES bylo extrahovano a nasledné pomoci GC-MS identifikovano 301
sloucenin ve srovnani s 245 pro SBSE extrakéni metodu (srovnani na Obrazku 21), navic latky
davaly vyssi odezvu. Nékteré z 56 slozek, které byly identifikovany pouze ICECLES, jsou

dulezita aromata a 1écivé latky, jako naptiklad furfural, fenylethylalkohol, eugenol, maltol nebo

a-terpineol [58, 59].
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Obrazek 21- Srovnani chromatogramii po extrakci zeleného ¢aje metodou |ICECLES a SBSE [59]
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1.2.4.5 Extrakce v otevi‘feném/uzavi‘eném systému

Pti extrakci v otevieném systému je michadélko uzito jako pasivni vzorkovac. Pasivni
vzorkovani lze definovat jako volné proudéni molekul analytu z matrice do sorp¢ni faze.
Takovéto vzorkovani je ovlivnéno diftizi v disledku rozdilnych chemickych potencialti analytu
vobou médiich. Difuze molekul trvda do ustanoveni termodynamické rovnovahy
systému [38, 62, 63].

Piikladem uziti SBSE tyCinky jako pasivniho vzorkovace je MESCO (Membrane
Enclosed Sorptive Coating). Jak je znazornéno na Obrazku 22, michadélka jsou uzaviena
v sacku, ktery funguje jako polopropustnd membrana. Sacek je nasledn€ naplnén destilovanou
vodou. Tento vzorkova¢ kombinuje pasivni vzorkovani bez pouziti rozpoustédel a naslednou
desorpci analytu do chromatografického systému. Tato metoda byla Gspésné aplikovana na
analyzu PAHSs a pesticida [62, 63].

Pfi extrakci v uzavieném systému z vodniho prostiedi je michadélko ponofeno do
kapalného vzorku o uréittm objemu. Michani probiha za kontrolovani mechanickych
a fyzikalnich podminek. Po vyjmuti, oplachnuti a osuSeni michadélka dochazi k procesu
desorpce analytu. Druhou moznosti je HSSE, kdy je analyt extrahovan z plynné faze. Vzorek
je nutné michat a pfipadné i zahtivat, aby dochazelo k rovnovazné distribuci analytu. Obdobné
jako SPME ovliviiuje sorpci rozdélovaci koeficient, objem vzorku, pH, doba extrakce a rychlost
michani [38].

fluidum

4— membrina

michadélko Twister
potazené PDMS

fluidum

—_— | ¢ uzivér <«— uzavér

Obrazek 22- Pasivni vzorkova¢ MESCO [38, 62]
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1.2.4.6 Typy desorpce

Pii analyze tékavych latek se nejCastéji vyuziva tepelné desorpce spojené s plynovou
chromatografii a hmotnostnim detektorem. Tepelna desorpce, nazyvana také termalni desorpce
(TD), je proces, pii némz neni nutné pouziti rozpoustédel. Sorbované latky na vrstvé PDMS
jsou desorbovany teplem a nasledné separovany a analyzovany pomoci GC. Tepelna desorpce
je provadeéna pii teplotach v rozmezi 150-300 °C a celkova doba desorpce muze dosdhnout az
patnacti minut, dle pouzité teploty a rychlosti pratoku inertniho plynu, ktera se pohybuje
vrozsahu 10-100 ml/min. Pfed samotnou desorpci je michadélko vlozeno do sklenéné
desorpéni trubicky (TDU; Thermal Desorbtion Unit), ktera je uzaviena adaptérem (viz
Obrazek 23). TDU je flexibilnim feSenim pro tepelnou desorpci nebo extrakci a Ize ji snadno
ptipojit k GC. Transportni adaptér zamezuje kontaminaci a inik analytu a utésiiuje desorpéni

trubicku [38, 64, 65].

TDU

~ Termalni
Zachyt
PDMS —__ 20-70 °C —DI ggs;);%c;ec
C
e
o« “ Plyn —ma %‘. ——e
= -

Vzorek ! . W) 1;

4-200 °c\ \ N\
Extrakce Favadssi
10-200 °C e

Obrazek 23- Zndzornéni tepelné desorpce [66]

Druhym zpiisobem je desorpce do kapaliny, jenz je vyuzivana pro netékavé polarni latky
a latky termaln¢ labilni. Tyto latky mohou byt nasledné analyzovany pomoci plynové nebo
kapalinové chromatografie. Pfi desorpci do kapaliny je michadélko vnoieno do rozpoustédla

nebo smési rozpoustédel (viz Obrazek 24). Nejcastéji se pracuje s acetonitrilem, methanolem,
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se smési téchto rozpoustédel a smési svodou nebo pufrem v riznych pomérech. Uziti
nepolarnich rozpoustédel neni vhodné, jelikoz je vrstva PDMS absorbuje. PDMS vrstva
nasledn¢ nabobtna a je nachylna na mechanické poskozeni. Takto mohou byt polarnéjsi latky
reextrahovany z PDMS s vysokou vytéznosti, ktera je zejména zavisla na rozdélovacim

koeficientu [38, 67].

(| e
] Sklo |
0 ' f.'»:m A [
Vyhodnoceni HPLC
Vzorek — S ' |
Proces reextrakce | A Al

Desorpce do rozpoustédla

Obrazek 24- Zndzornéni desorpce do kapaliny [68]

1.2.4.7 Mikroextrakce pii analyze napojt

Cim dal ¢ast&ji se vyuziva metoda SBSE k extrakci napoji. Ve vyrobé napoji je dilezité
dostat spravnou chut’ a aroma, aby se zachovala kvalita vyrobku. Casto nékteré rozpusténé latky
vyrazné ovliviiyji chut’ fady napoji jako napt. vody, ¢aju, piva, whisky nebo kavy. Identifikace
téchto analyt je provadéna plynovou nebo kapalinovou chromatografii, ale kazda tspé&$na
analyza zavisi na u¢innosti pocateéni extrakce [69].

Mikroextrakéni michadélko SBSE vyrabéné pod nazvem Twister, 1ze vyuzit k sorpci
a analyze aroma a dalSich senzorickych latek diky univerzalnimu polydimethylsiloxanovému
povlaku. Tato technologie byla napfiiklad testovana ke zjisténi aroma zeleného ¢aje. U pravého
zeleného Caje byla zjisténa fada rozpusténych latek, které piispivaji k jeho vyrazné vini a chuti.
Slouceniny, které byly analyzovany pomoci plynové chromatografie, jsou kumarin, guajakol,

p-kresol, indol, 2-ethyl-3, 5-dimethyl-pyrazin, linalool, geraniol, a cis-jasmon [69].
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Pii analyze piva byly napfiklad analyzovany aromatické thioly, jako je
3-merkaptohexan-1-ol nebo 3-merkaptohexyl acetat. Tyto slouceniny vytvafeji ovocné,
citrusové nebo tropické aroma v pivu jiz pii nizkych koncentracich. Michaci ty¢inka s PDMS
povrchem byla derivatizovana kyselinou propionovou a po extrakci ziskany 3-merkaptohexyl
acetat byl detekovan plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem [69, 70].

Dalsi studie se zabyva stanovenim mastnych kyselin piva. Nasycené mastné kyseliny
(hexanova apod.) vznikajici béhem kvasSeni, zpiisobuji Zluklé aroma piva. Vys$si mastné
kyseliny (linolova nebo linolenova) jsou vyznamné, nebot po jejich degradaci dochazi k vyvinu
typické staré chuti. Byly stanovovany mastné kyseliny za pouziti mikroextrak¢nich technik,
ato SPME v headspace uspotfadani a SBSE s naslednou zpétnou extrakei do organického
rozpoustédla. Slouceniny byly nésledné detekovany pomoci plynové chromatografie. Ukazalo
se, ze vyhodou SBSE metody je, Ze ty€inka je robustnéjsi nez SPME vldkno. Ale celkovy proces
extrakce a reextrakce zabere vice ¢asu. Metoda SPME byla vhodnégjsi pro stanoveni nizsich
masnych kyselin. Pokud je nutné stanovit jak vys$si i niz§i mastné kyseliny, je vhodné&jsi metoda
SBSE [71, 72].
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1.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie patii mezi rozdélovaci a vyhodnocovaci metody. Mobilni fazi
je kapalina a dle uspofadani stacionarni faze se rozliSuje kolonova, tenkovrstva a papirova
kapalinova chromatografie. Oproti plynové chromatografii jsou latky obvykle separovany pii
niz8ich teplotach. Dle polarity fazi se HPLC d¢li na chromatografii s normalnimi a obracenymi
fazemi. Druhy typ je vice vyuzivany, kdy stacionarni faze je nepolarni (silikagel modifikovany
vhodnym rozpoustédlem) a mobilni faze je polarni. Schéma HPLC a vSechny jeho ¢asti jsou

znazornény na Obrazku 25 [73].

—=—0-[C—@&
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| l odvzdusSnéni gradientovy michaci nadoba pumpa
. ' ventil pro MF

davKkovaci zaiizeni

rozpoustédla

e }L

Analvzator dat odpad detektor kolona

Obrazek 25- Schéma HPLC [74]

Pfi praci se SBSE se vyuziva zpétné reextrakce do rozpoustédla, které je dale vedeno do
nastiikové komory HPLC. Nastiik vzorku miize byt manudlni pomoci ventilu s davkovaci
smyckou nebo pomoci automatického davkovace. Manualni nastiik ma horsi
reprodukovatelnost, vyhodou automatického dédvkovani je moznost nastiiku vice vzorkl bez
nutnosti obsluhy. Takovéto davkovace dokazi i udrzet nastavenou teplotu pro tepelné nestabilni
vzorky a je mozné nastavit automatické michani ¢inidel pfed davkovanim, ¢ehoz se vyuziva pfi
derivatizaci [73, 75].
chemickych nebo fyzikalnich vlastnosti analyzované latky na signal, ktery je dale zpracovan
systétmem. Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s SBSE extrakci nejcastéji

vyuziva DAD detektor (Diode Array Detector), fotometricky detektor (UV/VIS oblast) nebo
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FLD detektor (fluorescencni detektor). DAD a FLD detektor jsou znazornény na Obrazku 26
a27. Idealni detektor by m¢l dosahovat vysoké citlivosti, stability, linearity, kratké doby

odezvy, spolehlivosti a nedestruktivnosti [75, 76].

Monochromaticka
Detekéni cela miizka
se vzorkem

Systém cocek

Filtr

Detektor s diodovym
polem

Obrazek 26- Detektor s diodovym polem [T7]

Emisni
monochromator

Cocka
& Cocka
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Vzorek |

> / Fotodioda

Obrazek 27- Fluorescencni detektor [78]
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2 Experimentani ¢ast

2.1 Instrumentace a chemikalie

2.1.1 Kapalinovy chromatograf s detekci diodovym polem

= Kapalinovy chromatograf (Nexera X2, Shimadzu corporation, Duisburg, Némecko)

= Detektor s diodovym polem (Nexera X2 SPD—-M30A, Shimadzu corporation, Duisburg,
Némecko)

= Cerpadla mobilni faze (2x LC-30AD, Shimadzu corporation, Duisburg, Némecko)

» Degasér (DGU-20A, Shimadzu corporation, Duisburg, Némecko)

» Automaticky davkova¢ (Nexera X2 SPD-M30A, Shimadzu corporation, Duisburg,

Némecko)
2.1.2 Ostatni zarizeni

= Sada magnetickych michadélek Twicester SBSE (Gerstel GmBH& Co. KG, Miilheim an der
Ruhr, Némecko)

» Sada magnetickych michadélek Twister SBSE-PDMS (Gerstel GmBH& Co. KG, Miilheim
an der Ruhr, Némecko)

= Magneticka michadla IKA Squid (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)

» Digitalni pH metr s pH elektrodou (Schott Glas, Maiz, Nemecko)

= Automatické pipety Biohit (Biohit OY, Helsinky, Finsko)

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

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

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

» Ttepacka Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

2.1.3 Chemikalie a standardy

= |CE-3 kalibra¢ni standard hotkych kyselin (Labor Veritas, Zurich, Svycarsko)
= Methanol (99,9 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
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Acetonitril (99,9 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina fosforecna (85 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)
Destilovana voda (centralni rozvod Univerzity Pardubice, Pardubice, CR)
Redestilovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)
Ethanol (96 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)

Aceton (99,5 %, Penta, Chrudim, CR)

Cyklohexan (99 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)

Toluen (99 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)

Dichlormethan (99,5 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)
Diethylether (99 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)
1-dodekanol (98 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
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2.2Vzorky piva

V obchodnich fetézcich byly zakoupeny vzorky piv pro analyzu hotkych kyselin. Tyto

vzorky (Obrazek 28) byly uchovavany v lednici pted i po jejich otevieni. Pro odstranéni oxidu

uhlicitého byly vSechny vzorky po preliti do vhodné nadoby tiepany na tiepacce po dobu

minimalné 30 minut pti 900-1000 rpm.

PREMIN
©

~

Obrazek 28- VVzorky piv

Hrabaluv Jubilejni lezak (Postfizinské pivo, za studena chmelené), 5,8 % obj., Francintv lezak (Postiizinské pivo), 5,1 %
obj (Pivovar Nymburk spol. s.r.o, Nymburk, CR)

Lobkowicz premium ALE (za studena chmeleny), 4,4 % obj., Lobkowicz premium lezék, 4,7 % obj. (Pivovar Vysoky
Chlumec a.s., Vysoky Chlumec, CR)

KruSovice lezdk za studena chmeleny,4,8 % obj., KruSovice 12 ze zateckého chmele, 5,0 % obj. (Kralovsky pivovar
Krusovice, Krusovice, CR)

New England IPA, 6,3 % obj. (pivovar Mordyi s. r. 0., dolni Redice, CR)

Svijansky maz, 4,8 % obj., Svijansky rytit (za studena chmeleny), 5,0 % obj. (Pivovar Svijany a.s., Svijany, CR),

Bakalar svétly lezak, 4,9 % obj., Bakalar za studena chmeleny, 5,2 % obj., Bakalaf nealko za studena chmeleny, max. 0,5 %
obj. (Tradi&ni pivovar v Rakovniku, a.s., Rakovnik, CR)

India Pale Ale Primator (za studena chmeleny), 6,5 % obj., Primator premium, 5,0 % obj (Primétor a.s, Nachod, CR)
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Piiprava Kkalibraéni Fady pro kvantifikaci

Pro ptipravu kalibra¢ni fady byl pouzit standard ICE-3, jenz byl uchovavan v lednici.
Navazené mnozstvi 0,5090 g bylo rozpusténo v methanolu a poté pievedeno do 100 ml
odmérné banky a doplnéno po rysku. Z tohoto roztoku o koncentraci 5,090 g/l bylo ptipraveno
8 kalibra¢nich roztoku, které byly nasledné okyseleny kyselinou fosforecnou na pH 2. Takto

ptipravené kalibra¢ni roztoky byly prométeny metodou HPLC-DAD.

2.3.2 Extrakce na michaci ty¢ince s povrchem z polydimethylsiloxanu

Pied prvnim pouzitim bylo nutné michadélka kondicionovat proudem inertniho plynu
(dusik) pti 250 °C po dobu 1 hodiny. Po vychladnuti v exsikatoru, byla michadélka ptipravena
K pouziti (extrakci). Byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 10,56 g/l. Z tohoto roztoku
bylo pfipraveno 8 kalibracnich roztoku, které byly nasledné okyseleny kyselinou fosfore¢nou
na pH 2. Kazdy bod kalibrace byl extrahovéan 3x a kazdy extrakt byl promé&fen 3x.

Po extrakci bylo pouzito 50 ml vzorku, do kterého bylo vlozeno SBSE-PDMS
michadélko, které extrahovalo hotké kyseliny pii maximélnich otaCkach magnetického
michadla (2500 rpm) po dobu 1 hodiny. Po skonéeni extrakce bylo michadélko vyjmuto
z roztoku, omyto destilovanou vodou a osuSeno. Déle byly hotké kyseliny desorbovany
Z michadla dvojnasobnou desorpci v 1500 pl 50% acetonitrilu v ultrazvukové lazni po dobu

15 minut a nasledn¢ analyzovany metodou HPLC-DAD.

2.3.3 Extrakce na michaci ty¢ince s povrchem z ethylenglykolu

Pfed prvnim pouzitim bylo nutné michadélka kondicionovat pti 250 °C po dobu 1 hodiny.
Po vychladnuti v exsikatoru, byla michadélka piipravena K pouziti (extrakci). Ze zasobniho
roztoku standardu ICE-3 o koncentraci 10,56 g/l bylo ptipraveno 7 kalibra¢nich roztoku, které
byly nasledné okyseleny kyselinou fosforecnou na pH 2. Pfi¢emz kazdy bod kalibrace byl
extrahovan 3x a kazdy extrakt byl proméfen 3 x.

Po extrakci bylo pouzito 50 ml vzorku, do kterého bylo vloZeno SBSE-EG michadélko,

které extrahovalo hotké kyseliny pii maximalnich otackach magnetického michadla (2500 rpm)
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po dobu 1hodiny. Po skonceni extrakce bylo michadélko vyjmuto zroztoku, omyto
destilovanou vodou a osuseno. Dale byly hotké kyseliny desorbovany z michadla
dvojnasobnou desorpci v 1500 ul 96% ethanolu v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut

a nasledn¢ analyzovany metodou HPLC-DAD.

2.3.4 Rozpoustédlem asistovana extrakce na michaci tycince

Kondiciovana michadélka byla podrobena sorpci rozpoustédla. Do nadobky byly
davkovany 2 ml toulenu, nasledné bylo vlozeno michadélko, vialka se uzaviela a po dobu
1 hodiny se nechala v klidu leZet v horizontalni poloze. Poté bylo SBSE michadélko vyjmuto
z nadobky a osuseno, nasledné bylo ptipraveno na extrakci analytu. Byla pfipravena kalibra¢ni
fada ze zasobniho roztoku o koncentraci 11,64 g/l, kterou tvotilo 6 kalibra¢nich roztoki.

Po upravé pH kyselinou fosfore¢nou na hodnotu 2, probihala extrakce 50 ml roztoku pii
maximalnich otackach (2500rpm) po dobu 1 hodiny. Po skonceni extrakce bylo michadélko
vyjmuto z roztoku, omytou destilovanou vodou a osuseno. Dale byly hoiké kyseliny
desorbovany z michadla dvojnasobnou desorpci v 1500 ul 50% acetonitrilu v ultrazvukové
lazni po dobu 15 minut a nasledné analyzovany metodou HPLC-DAD. Kazdy roztok byl
pripraven 3x a vysledné extrakty proméieny 3x. Pro dal$i extrakci analytu bylo nutné cely

postup veetné sorpce rozpoustédla opakovat.

2.3.5 Extrakce vzorki piv

Po vytfepani a zbaveni piv oxidu uhli¢itého bylo odméteno 50 ml analyzovaného piva,
jenz bylo okyseleno kyselinou fosfore¢nou na pH 2. Nasledné bylo vlozeno SBSE-PDMS
michadélko, které bylo napuSténo toluenem. Takto pfipravené michadélko extrahovalo hotké
kyseliny 1 hodinu za nejvyssich ota¢ek magnetické michacky (2500 rpm). Po ukonceni extrakce
bylo michadélko promyto vodou, osuseno a desorbovano v 1500 pl 50% acetonitrilu. Kazdy
vzorek byl extrahovan 3x a tyto extrakty byly prométeny 3x metodou HPLC-DAD. Obsah
hotkych kyselin byl vyhodnocen z kalibra¢ni fady SA-SBSE-PDMS.

Nasledné byly obdobné pfipraveny vzorky piv se standardnim piidavkem, jenz Cinil
20 pl ICE-3 standardu o koncentraci 11,64 g/l v 100 % methanolu. Standardni pfidavek byl

pfidan do 50 ml vzorku piva pred extrakci.
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2.4 Analyza extrakti

U vSech vzorkt byla aplikovana naslednéd metoda pro méteni hotkych kyselin. Izokraticka
eluce mobilni fazi methanol/redestilovanad voda okyselena kys. fosfore¢nou na pH 2 (90:10),
prutok 0,7 ml/min, davkovany objem 20 ul, detekce 314 nm.

Kolona Ascentis® C18 25 cm x 4,6 mm, 5 um (Supelco analytical, Bellefonte, PA, USA).

58



3 Vysledky a diskuze

3.1 Kalibrac¢ni zavislosti

Pro stanoveni limitti detekce a kvantifikace pfistroje bylo pfipraveno 8 kalibra¢nich
roztokt o koncentraci v rozmezi 0,2036 az 2,4432 g/1 extraktu ICE-3, tyto koncentrace byly
nasledné piepocitany pro jednotlivé hotké kyseliny dle procentualniho zastoupeni ve standardu
ICE-3 (viz Tabulka 12). Po proméfeni roztoku standardu, podle metody uvedené v kapitole 2.4,
byly zjistény retencni ¢asy jednotlivych latek, které jsou uvedeny v Tabulce 12 spole¢né se
slozenim standardu ICE-3. Tato metoda stanoveni o- a B-hoikych kyselin po extrakci je

prevzata z metody EBC 7.7.

Tabulka 12- Slozeni standardu ICE-3 a retencni casy horkych kyselin

Horké kyseliny Obsah v ICE-3 [%] tr [min.]
~hotké kvseli Kohumulon 13,88 9,0
O-ROTRE KYSEHNY 1™ Adhumulon + humulon 30,76 10,1
o . Kolupulon 13,44 11,7
P-hotke kyseliny Adlupulon + lupulon 10,84 13,4

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny dle postupu popsaném v kapitole 2.3.1. Pro méteni
bylo davkovano 20 pl kalibra¢niho roztoku pomoci autosampleru. Kazdy kalibracni bod byl
proméfen 3x. Po proméfeni Cist¢é mobilni faze byl z chromatogramii odecten Sum a byly
vypocitany meze detekce a stanovitelnosti. Byly vyhodnoceny plochy pro jednotlivé latky
Vv kalibra¢nich roztocich a byly vytvoreny kalibracni zavislosti plochy piku na koncentraci pro
jednotlivé hotké kyseliny. Kalibracni zavislost pro kohumulon je zndzornéna na Obrazku 29,
pro adhumulon + humulon na Obrazku 30, pro kolupulon na Obrazku 31 a pro adlupulon
+ lupulon na Obrazku 32. Ziskané rovnice regrese spole¢né s hodnotami koeficienta
determinace jsou v Tabulce 13. Hodnoty LOD a LOQ byly vypocitany pomoci maticového
vypoctu v programu Excel, a to jako koncentrace odpovidajici trojnasobku, resp. desetinasobku
Sumu. Jako Sum byla brdna smeérodatna odchylka tseku pftislusné kalibra¢ni zavislosti.
Ptislusné¢ hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny V souhrnné tabulce na konci této kapitoly.

Vzorovy chromatogram z méfeni této kalibrace je uveden Vv piiloze | (Obrazek 1.1).
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Obrazek 29- Kalibracni zavislost pro kohumulon bez extrakce
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Obrazek 30- Kalibracni zavislost pro adhumulon + humulon bez extrakce
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Obrazek 31- Kalibracni zavislost pro kolupulon bez extrakce
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Obrazek 32- Kalibracni zavislost pro adlupulon + lupulon bez extrakce
Tabulka 13- Rovnice regrese s koeficientem determinace jednotlivych kalibracnich zavislosti
Horké kyseliny Rovnice regrese R?
Kohumulon y =2,12 - 10% — 23837 0,9980
Adhumulon + humulon y =1,82 - 10% — 6835,5 0,9985
Kolupulon y =1,95 - 10% — 30811 0,9979
Adlupulon +lupulon y=1,88-10% — 11776 0,9988

Byla provedena optimalizace extrakce SBSE-PDMS, ktera je popsana v nasledujicich
kapitolach 3.2.1 a 3.2.3. Kalibra¢ni body pro extrakci metodou SBSE-PDMS byly pfipraveny
podle postupu v kapitole 2.3.2. Bylo pfipraveno 8 kalibra¢nich roztoki z chmelového standardu
ICE-3 v koncentra¢nim rozsahu 0,0106 az 0,3168 g/, tyto koncentrace byly nasledné
pfepocitany pro jednotlivé hotké kyseliny dle procentualniho zastoupeni ve standardu ICE-3.
Po prométeni roztokl, podle metody uvedené v kapitole 2.4, byly zjistény retenéni Casy
jednotlivych latek. Z divodu pouziti kalibra¢ni pfimky pro moznou kvantifikaci hotkych
kyselin ve vzorcich piva byl jako rozpoustédlo pro hoiké kyseliny zvolen 5% ethanol, aby bylo
co nejvice napodobeno prostredi v realném vzorku. V 5% ethanolu ale neni standard rozpustny,
proto bylo zvoleno rozpusténi v 96% ethanolu a nésledné fedéni kalibrac¢nich roztoka 5%
ethanolem. Kalibra¢ni zavislosti ploch pikii na koncentraci kalibra¢nich roztokt jsou pro
jednotlivé hotké kyseliny znazornény na Obrazku 33 pro kohumulon, na Obrazku 34 pro
adhumulon + humulon, na Obrazku 35 pro kolupulon a na Obrazku 36 pro adlupulon + lupulon.
V Tabulce 14 jsou uvedeny jednotlivé rovnice kalibrac¢nich piimek spolecné s hodnotami
koeficientti determinace. Hodnoty LOD a LOQ byly vypo¢itany pomoci maticového vypoctu

v programu Excel, a to jako koncentrace odpovidajici trojndsobku, resp. desetindsobku Sumu.
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Jako Sum byla brana smérodatna odchylka tseku pfislusné kalibracni zévislosti. Ptislusné
hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v souhrnné tabulce na konci této kapitoly. Vzorovy

chromatogram z méfeni této kalibrace je uveden v piiloze I (Obrazek 1.2).
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Obrazek 33- Kalibracni zavislost pro kohumulon po extrakci SBSE-PDMS
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Obrazek 34- Kalibracni zavislost adhumulon + humulon po extrakci SBSE-PDMS
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Obrazek 35- Kalibracni zavislost pro kolupulon po extrakci SBSE-PDMS
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Obrazek 36- Kalibracni zavislost pro adlupulon + lupulon po extrakci SBSE-PDMS

Tabulka 14- Rovnice regrese s koeficientem determinace jednotlivych kalibracnich zavislosti po extrakci SBSE-PDMS

Hoiké kyseliny Rovnice regrese R?
Kohumulon y =6,25 - 10"x + 88561 0,9982
Adhumulon + humulon y =5,81-10"x + 198697 0,9976
Kolupulon y =4,93-10"x + 46740 0,9981
Adlupulon +lupulon y =409 - 107x + 63455 0,9973

Byla provedena optimalizace extrakce SBSE-EG, ktera je popsana v nasledujicich

kapitolach 3.2.2 a 3.2.3. Kalibra¢ni body pro extrakci metodou SBSE-EG byly ptipraveny podle

postupu Vv kapitole 2.3.3. Bylo pfipraveno 7 kalibra¢nich roztoki z chmelového standardu

ICE-3 v koncentra¢nim rozsahu 5,280 - 10" a7 1,056 - 10! g/1, tyto koncentrace byly nasledné

piepocitany pro jednotlivé hotké kyseliny dle procentudlniho zastoupeni ve standardu ICE-3.
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Po prométeni roztokl, podle metody uvedené v kapitole 2.4, byly zjistény retencni Casy
jednotlivych latek. Z diivodu pouziti kalibracni piimky pro moznou kvantifikaci hotkych
kyselin ve vzorcich piva byl jako rozpoustédlo pro hotké kyseliny zvolen 5% ethanol, aby bylo
co nejvice napodobeno prostiedi v realném vzorku. V 5% ethanolu ale neni standard rozpustny,
proto bylo zvoleno rozpusténi v 96% ethanolu a nésledné fedéni kalibracnich roztokd 5%
ethanolem. Kalibra¢ni zavislosti ploch pikii na koncentraci kalibra¢nich roztokt jsou pro
jednotlivé hotké kyseliny zndzornény na Obrazku 37 pro kohumulon, na Obrazku 38 pro
adhumulon + humulon, na Obrazku 39 pro kolupulon a na Obrazku 40 pro adlupulon + lupulon.
V Tabulce 15 jsou uvedeny jednotlivé rovnice kalibracnich piimek spole¢né s hodnotami
koeficientt determinace. Hodnoty LOD a LOQ byly vypocitany pomoci maticového vypocétu
v programu Excel, a to jako koncentrace odpovidajici trojndsobku, resp. desetinasobku Sumu.
Jako Sum byla brana smérodatna odchylka useku ptislusné kalibra¢ni zavislosti. PtisluSné
hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v souhrnné tabulce na konci této kapitoly. Vzorovy

chromatogram z méteni této kalibrace je uveden v piiloze I (Obrazek I.3).
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Obrazek 37- Kalibracni zavislost pro kohumulon po extrakci SBSE-EG
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Obrazek 38- Kalibracni zavislost pro adhumulon + humulon po extrakci SBSE-EG
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Obrazek 39- Kalibracni zavislost pro kolupulon po extrakci SBSE-EG
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Obrazek 40- Kalibracni zavislost roztoku pro adlupulon + lupulon po extrakci SBSE-EG
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Tabulka 15- Rovnice regrese s koeficientem determinace jednotlivych kalibracnich zavislosti po extrakci SBSE-EG

Hoi'ké Kkyseliny Rovnice regrese R?
Kohumulon y = 4,87 - 108x — 153622 0,9993
Adhumulon + humulon y =4,81-10% — 527902 0,9993
Kolupulon y =3,19 - 108x — 209184 0,9991
Adlupulon +lupulon y = 3,43 - 108x — 159927 0,9996

Byla provedena optimalizace extrakce SA-SBSE-PDMS, ktera je popsana v nasledujicich
kapitolach 3.2.3 a 3.2.4. Kalibra¢ni body pro extrakci metodou SA-SBSE-PDMS byly
ptipraveny dle postupu v kapitole 2.3.4. Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokt z chmelového
standardu ICE-3 v koncentra¢nim rozsahu 2,910 - 10 az 2,619 - 102 g/l tyto koncentrace byly
nasledn¢ piepocitany pro jednotlivé hotké kyseliny dle procentudlniho zastoupeni ve standardu
ICE-3. Po proméfeni roztokil, podle metody uvedené v kapitole 2.4, byly zjistény retenc¢ni Casy
jednotlivych latek. Z divodu pouziti kalibracni ptimky pro kvantifikaci hotkych kyselin ve
vzorcich piva byl jako rozpoustédlo pro hotké kyseliny zvolen 5% ethanol, aby bylo co nejvice
napodobeno prostfedi v redlném vzorku. Kalibraéni zéavislosti ploch pikii na koncentraci
kalibra¢nich roztokd jsou pro jednotlivé hotké kyseliny zndzornény na Obrazku 41 pro
kohumulon, na Obrazku 42 pro adhumulon + humulon, na Obrazku 43 pro kolupulon a na
Obrazku 44 pro adlupulon + lupulon. V Tabulce 16 jsou uvedeny jednotlivé rovnice
kalibra¢nich ptimek spole¢né s hodnotami koeficienti determinace. Hodnoty LOD a LOQ byly
vypocitany pomoci maticového vypoctu v programu Excel, a to jako koncentrace odpovidajici
trojnasobku, resp. desetinasobku Sumu. Jako Sum byla brana smérodatna odchylka useku
prislusné kalibra¢ni zavislosti. Pfislusné hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v souhrnné
tabulce na konci této kapitoly. Vzorovy chromatogram z meéfeni této kalibrace je uveden

Vv ptiloze I (Obrazek 1.4).
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Obrazek 41- Kalibracni zavislost pro kohumulon po extrakci SA-SBSE-PDMS
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Obrazek 42- Kalibracni zavislost pro adhumulon + humulon po extrakci SA-SBSE-PDMS
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Obrazek 43- Kalibracni zavislost pro kolupulon po extrakci SA-SBSE-PDMS
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Obrazek 44- Kalibracni zavislost pro adlupulon + lupulon po extrakci SA-SBSE-PDMS
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Tabulka 16- Rovnice regrese s koeficientem determinace jednotlivych kalibracnich zavislosti po extrakci SA-SBSE-PDMS

Hoi'ké Kkyseliny Rovnice regrese R?
Kohumulon y =3,71 - 108x + 35078 0,9979
Adhumulon + humulon y =274 - 10%x + 81862 0,9994
Kolupulon y=9,17 - 10"x — 17105 0,9994
Adlupulon +lupulon y =8,06-10"x — 13220 0,9994

Ze ziskané rovnice kalibracni pfimky bez extrakce byly stanoveny limity detekce
a kvantifikace pfistroje. Vypocitany byly pomoci Sumu, ktery byl stanoven jako smérodatna
odchylka useku. Limit detekce odpovida trojnasobku Sumu a limit kvantifikace desetinasobku
Sumu. Stejnym zplsobem byly stanoveny hodnoty téchto limitl pro extrakci SBSE-PDMS,
SBSE-EG a SA-SBSE-PDMS. Vsechny hodnoty limitt detekce a kvantifikace jsou shrnuty
v Tabulce 17. Z porovnani téchto limitu je patrné, ze pii extrakci dochazi k zakoncentrovani
hotkych kyselin. Pro zjisténi vhodného zptsobu extrakce téchto kyselin byly porovnany limity
kvantifikace. Extrakce metodou SA-SBSE-PDMS byla zvolena jako nejvhodnéjsi pro

proméfeni realnych vzorku piv.

Tabulka 17- Hodnoty limitii detekce a kvantifikace

VR Limity metody Limity metody Limity metody

Limity pFistroje SBSE-PDMS SBSE-EG SA-SBSE-PDMS
Hoiké Lob | Loo | top | oo | Lop | oo | Loo | Loo
kyseliny | [ug/mi] | [ug/mi] | [ug/mi] | [ug/mi] | (ng/mi] | ug/mi] | (ugim] | [ng/mi]
Kohumulon | 1958 | 4731 | 021 308 | 062 | 139 | 007 | 044
Adhumulon | oo g0 | 2015 | g1 923 | 178 | 349 | 011 | 033
+ humulon
Kolupulon | 2322 | 48,67 | 0,64 413 | 084 | 140 | 027 | 046
Adlupulon |13 | 3911 | 085 350 | 066 | 107 | 023 | 038
+ lupulon
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3.2 Optimalizace metod

3.2.1Vybér desorp¢nino rozpoustédla po extrakci ma michadélku s vrstvou

polydimethylsiloxanu

Pro desorpci hotkych kyselin z michadélka byla testovana 4 rozpoustédla, a to pouzivana
mobilni faze (90% methanol), 96% ethanol, 50% aceton a 50% acetonitril. Byla testovana
i desorpce vodou, a to z divodu pouziti vody pti omyti michadélka po extrakci. Desorpce vodou
m¢éla nulovou hodnotu, tudiz nedochazelo ke ztratdm extraktu pfi omyti michaci ty¢inky. Horké
kyseliny byly extrahovany michaci ty¢inkou s PDMS vrstvou z 50 ml standardniho roztoku
ICE-3 pti 2000 rpm po dobu 30 minut, nasledné bylo michadélko omyto, osuseno a vlozeno do
150 pul zvoleného desorpéniho rozpoustédla. Desorpce probihala po dobu 15 minut v ultrazvuku
anasledné byly extrakty proméfeny metodou HPLC-DAD. U prvnich dvou zvolenych
rozpoustédel (MF a ethanol) nebyly detekovany zadné piky, proto byla tato rozpoustédla
vyhodnocena jako nevhodna.

U desorpce acetonem a acetonitrilem byly detekovany piky, proto byly provedeny dalsi
experimenty, kdy se ménil pomér aceton/voda (Obrazek 45) nebo acetonitril/voda
(Obrazek 46). Kazdy bod byl extrahovan 2x a proméfen 3x. V grafech jsou pouzity soucty
a- a B-hotkych kyselin pro lepsi porovnani t€innosti desorpce. Bylo vyhodnoceno, Ze desorpce
50% acetonitrilem je cca 10x ucinngjsi pro a-hoiké kyseliny a asi 5x G¢innéjsi pro B-hoiké

kyseliny nez desorpce acetonem.
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Obrazek 45- Porovnani desorpce ve smési aceton/voda o riiznych obj. % (n = 6)
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Obrizek 46- Porovndni desorpce ve smési acetonitril/voda o riiznych obj. % (n = 6)
Nasledné byla optimalizovana doba desorpce. Extrakce z 50 ml standardniho roztoku
ICE-3 probihala pti 2000 rpm po dobu 30 minut, po omyti a Osuseni michadélka bylo
desorbovano v 1500 pl 50% acetonitrilu v ultrazvukové lazni po dobu 5 az 30 minut
(Obrazek 47), kdy kazdy bod byl extrahovan 2x a prométen 3x. Nejlepsi doba desorpce byla

stanovena na 15 minut.
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Obrazek 47- Vliv doby desorpce (n = 6)

3.2.2Vybér desorpéniho rozpoustédla po extrakci na michadélku s vrstvou

ethylenglykolu

Pro desorpci hotkych kyselin z tohoto typu michadélka byla vybrana 3 rozpoustédla, a to
96% ethanol, 50% aceton a 50% acetonitril. Byla testovana i desorpce vodou z SBSE-EG
michadélka, a to z diivodu pouziti vody pii omyti michadla po extrakci. Desorpce vodou méla
nulovou hodnotu, tudiz nedochazelo ke ztratam extraktu pii omyti michadélka tyCinky. Hotké
kyseliny byly extrahovany z 50 ml standardniho roztoku ICE-3 pomoci michaci ty¢inky s EG

povrchem pii 2000 rpm po dobu 30 minut, nasledné bylo michadélko omyto, osuseno a vlozeno
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do 150 pl zvoleného desorpéniho rozpoustédla. Desorpce probihala po dobu 15 minut
Vv ultrazvukové lazni a nasledné byly extrakty proméfeny metodou HPLC-DAD. U desorpce
acetonem byly detekovany pouze malé piky, proto bylo toto rozpoustédlo vyhodnoceno jako
nevhodné.

U desorpce 96% ethanolem a 50% acetonitrilem byly detekovany piky, proto byly
provedeny dal§i experimenty, kdy se ménil ¢as desorpce (Obrazek 48). Kazdy bod byl
extrahovan 2x a promé&ien 3x. Jako nejvhodnéjsi postup desorpce z SBSE-EG michadélka byla

zvolena desorpce 1500 pl 96% ethanolem po dobu 20 minut v ultrazvukové 1azni.
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Obrazek 48- Zavislost vic¢innosti desorpce na case a typu rozpoustédla (n = 6)

3.2.3 Optimalizace podminek 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 pldnovani. Pro optimalizaci byla zvolena
koncentrace 4,57 - 1072 g/l standardniho roztoku ICE-3 a nésledné realny vzorek piva
(Lobkowitz lezdk premium). Podminky pokust jsou znazornény v Ptiloze II, odezvové profily
a 3D vhodnostni profily jsou v Piiloze II1.

Optimalizace byla provedena pro michaci ty¢inku s PDMS povrchem na standardnim
roztoku a poté na redlném vzorku piva. U standardniho roztoku byly vyhodnoceny optimalni
podminky extrakce: 50 ml vzorku, maximalni otacky magnetické michacky (2500 rpm) a doba
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extrakce 1 hodina. Optimalni podminky pro extrakci realného vzorku piva se lisily pouze
v davkovaném objemu vzorku, ten ¢inil 40 ml. Tento rozdil mohl zplsobit vliv matrice piva
a napénéni vzorku piva pii extrakci (vysoké otacky michadla), pfestoze pivo bylo pied extrakci
odpénéno.

Optimalizace extrakce pro michaci tyCinku s EG povrchem byla provedena na
standardnim roztoku ICE-3 a posléze na realném vzorku piva. Optimélni podminky pro extrakci
standardniho roztoku byly: 50 ml vzorku, maximalni otacky magnetické michacky (2500 rpm)
a doba extrakce 1 hodina. Optimalni podminky pro extrakci realného vzorku piva se lisily pouze
v davkovaném objemu vzorku, ten ¢inil 45 ml. Tento rozdil mohl zptsobit vliv matrice piva
anapénéni vzorku piva pii extrakci (vysoké otacky michadélka), ptestoze pivo bylo pied
extrakci odpénéno.

Optimalizace prokazala, Ze ucinnéjs$i extrakce hoikych kyselin je michadlem s EG
povrchem nez s michadlem s PDMS povrchem. Jde vSak pouze o srovnani extrakce bez pouziti
rozpoustédlem asistované extrakce, kdy sorpce hotkych kyselin na michadlo bylo az

dvojnéasobnég vyssi.

3.2.4 Optimalizace rozpoustédlem asistované extrakce na michadélku

Rozpoustédlem asistovand extrakce na michadélku je metoda vhodna pro extrakci
polarnéjSich latek na sorpcni povreh, ktery je nepolarniho charakteru. Pro nékteré polarni latky
se touto metodou zvysi sorpce az 100x ve srovnani s klasickou metodou SBSE. V dostupné
literatuie se uvadi pouze experimenty s rozpoustédlem asistované extrakce na michadélku
s PDMS povrchem, v experimentu bylo vSak zkouseno i michadélko s EG povrchem.

Byl zkouSen dvoji zplsob sorpce rozpoustédla na michadélko, a to sorpce pfi
mechanickém michani michadélka v rozpoustédle a ponechani michadélka uzavieného
v nadobce s rozpoustédlem v horizontdlni poloze. Doba sorpce €inila 1 hodinu a sorpce druhym
zpiisobem byla nepatrné u¢innéjsi.

Pred extrakci hotkych kyselin ze standardnich roztokl byly michaci tyCinky sorbovany
6 riznymi rozpoustédly, dle postupu popsaném v kapitole 2.3.4. Po sorpci rozpoustédla byla
michadélka ptipravena pro extrakci a desorpci. Hotké kyseliny se extrahovaly pomoci michaci
ty¢inky z 50 ml standardniho roztoku ICE-3 pfi 2500 rpm po dobu 1 hodiny. Nasledné bylo
michadélko omyto, osuseno a vlozeno do 150 pl zvoleného desorpéniho rozpoustédla.
Desorpce byla zvolena podle pouzitého povrchu michaci ty¢inky, u SBSE-PDMS to byla
desorpce 1500 ul 50% acetonitrilu po dobu 15 minut v ultrazvuku. U SBSE-EG to byla
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desorpce 1500 pl 96% ethanolu po dobu 20 minut v ultrazvuku. Kazdy bod byl extrahovan 2x
a proméfen 3x. Po proméfeni metodou HPLC-DAD, byly porovnany plochy pikt a-hotkych
kyselin (Obrazek 49) a B-hoikych kyselin (Obrazek 50). Nejvyssi odezvu méla toluenem
asistovana extrakce na michadélku s polydimethylsiloxanovou sorp¢ni vrstvou. Tato metoda
byla nasledné¢ pouzita pii stanoveni hotkych kyselin ve vzorcich piva. Rozpoustédlem
asistovana extrakce na michadélko s EG povrchem se neosvédcila, nebot” sorpce rozpoustédla

na ethylenglykol byla mensi nez u michadélka s PDMS povrchem.
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3.3 Obsah horkych kyselin ve vzorcich piva

Pro analyzu hotkych kyselin bylo vybrano 14 piv snadno dostupnych v obchodnich
fetézcich. Piva byla vybirana tak, aby od stejné znacky bylo vybrano pivo chmelené klasicky
a pivo chmelené za studena. Vzorky piv byly vytfepany pii 1000 otackach za minutu po dobu
60 minut pro odstranéni oxidu uhli¢itého, ktery by ovlivnil extrakci. Poté byly v§echny vzorky
okyseleny na pH 2 pomoci kyseliny fosfore¢né pro lepsi separaci hoikych kyselin. Do 50 ml
takto upraveného piva se vlozila michaci ty¢inka s PDMS vrstvou impregnovanou toluenem
(SA-SBSE-PDMS). Extrakce probihala pti maximalnich otackach magnetické michacky
(2500 rpm) po dobu 1 hodiny. Po skonéeni extrakce byla vyjmuta michaci ty¢inka, ta byla
omyta destilovanou vodou a osusena. Poté byla vlozena do 1500 ul 50% acetonitrilu a extrakt
byl desorbovan 15 minut v ultrazvukové lazni. Po vyjmuti michadélka byl vzorek pfipraven na
analyzu pomoci HPLC metodou pro hotké kyseliny. Kazdy vzorek piva byl extrahovan 3x
a kazdy extrakt byl minimalné¢ 2x proméfen. Ziskané hodnoty byly zprimérovany
a vyhodnoceny pomoci kalibra¢ni kiivky pro metodu SA-SBSE-PDMS.

Druhym zpusobem kvantifikace byl zvolen standardni ptidavek, kdy do 50 ml
upraven¢ho piva k extrakcei bylo pfidano malé mnozstvi standardu ICE-3. Standardni ptidavek
byl zvolen z divodu o¢ekavanych presnéjsich vysledki a z divodu zohlednéni vlivu matrice
Vv pribéhu extrakce. Ve vzorcich klasicky chmelenych piv byl o¢ekavan nizsi obsah a-hotkych
kyselin, které jsou pii chmelovaru izomerovany na iso-hotké kyseliny na rozdil od piva
chmelen¢ho za studena, ve kterém jsou a-hotké kyseliny zastoupeny ve vyS$im mnoZstvi
z divodu ptfimého prechodu a-hotkych kyselin z chmele do piva bez izomerace pii vyssi
teploté. Pomoci zvolené extrakéni metody byly v extraktu stanoveny pouze a-hotké kyseliny,
zatimco B-hoiké kyseliny nebyly ve vzorcich detekovany. Vzorové chromatogramy z méfeni

vSech realnych vzork piv jsou uvedeny v Priloze I (Obrazek 1.5 az Obrazek 1.18).
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Byly zakoupeny 3 druhy piv od znacky Bakalat, a to Bakalai svétly lezak (chmeleny
klasickym zptisobem), Bakalat svétly lezak nealko za studena chmeleny a Bakalaft svétly lezak
za studena chmeleny. Porovnani téchto tii piv z hlediska obsahu a-hotkych kyselin stanovenych
metodou standardniho ptidavku je znazornéno na Obrazku 51. Z obrazku vyplyva, Ze nejvice
a-hotkych kyselin obsahuje pivo Bakalat svétly lezak za studena chmeleny, ten mél nejvyssi

hodnoty jak kohumulonu, tak i smé&si adhumulonu a humulonem. Pivo Bakalar svétly lezak

cvwr

cv v

kohumulonu a smési (adh. + hum.) u piva Bakalat nealko za studena chmeleny je jiny, lze
ptedpokladat, Ze byl pouzit jiny druh chmele nebo chmeleni nealkoholického piva mélo jiny
prubéh. Chmeleni za studena mohlo byt ovlivnéno zpisobem dealkoholizace s naslednou
zménou slozeni dealkoholizovaného piva nebo zptisobem vyroby a zajisténi nizkého obsahu
alkoholu v tomto pivu. Obsah a-hotkych kyselin v pivech znacky Bakalai stanovené pomoci

kalibra¢ni pifimky a pomoci standardniho piidavku jsou uvedeny v Tabulce 18.

= N
= (%2 N (9] w
! ! !

koncentrace [mg/l]

o
(2}
!

o
I

kohumulon adhumulon + humulon soucet a-horkych kyselin

M Bakalar svétly lezak ~ M Bakalar za studena chm. B Bakaldr nealko

Obrazek 51- Porovnani obsahu a-horkych kyselin v pivech znacky Bakalari (n = 6)

Tabulka 18- Obsah a-hovkych kyselin v pivech znacky Bakalar (n = 6)

Kalibraé¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon

Bakalar sv. lezak 0,647 +0,104 | 0,635+0,073 | 0,896 +0,082 | 0,733 + 0,050

Bakalar za studena
chmeleny
Bakalar nealko za
studena chmeleny

1,099+0,114 | 1,283+0,256 | 1,219+0,039 | 1,351+0,111

0,594 +0,108 | 1,180+0,174 | 0,605+ 0,070 | 1,083+0,072
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Byla zakoupena 2 piva znacky Lobkowitz, a to Lobkowicz premium lezak a Lobkowicz
premium ALE (chmeleny za studena). Porovnani obsahu a-hoikych kyselin stanovenych
metodou standardniho piidavku je znazornéno na Obrazku 52 a v Tabulce 19 jsou uvedeny
koncentrace kohumulonu a smési adhumulonu a humulonu. Z obrazku vyplyva, Ze obsah
a-hotkych kyselin je vyssi u za studena chmeleného piva Lobkowitz premium ALE, Ize tedy

pozorovat rozdil mezi pivem klasicky chmelenym a pivem chmelenym za studena.

kon’c\()antra)ce [_r'l'}g/IlJ_I o
| |

[y
1

o
l

kohumulon

adhumulon + humulon soucet a-horkych kyselin

B Lobkowicz premium lezak B Lobkowicz premium Ale

Obrazek 52- Porovnadni obsahu a-horkych kyselin v pivech znacky Lobkowitz (n = 6)

Tabulka 19- Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Lobkowitz (n = 6)

Kalibra¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon
"Obko"‘{'et;éirem'”m 1,063+ 0,088 | 2,491+0.243 | 1,059+ 0,045 | 2,187 +0,053
"Obko""'&til‘z’rem'”m 234140210 | 2,907 <0323 | 2,128+0,038 | 2,865 0,110
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Byla zakoupena 2 piva znacky Primator, a to Priméator premium a Primator India Pale Ale
(chmeleny za studena). Porovnani obsahu a-hotkych kyselin stanovenych metodou
standardniho pfidavku je znazornéno na Obrazku 53 a v Tabulce 20 jsou uvedeny koncentrace
stanovenych a-hotkych kyselin. U piv znacky Primator je nejvétsi rozdil v obsahu a-hotkych
kyselin mezi pivem chmelenym klasickym zptsobem a pivem chmelenym za studena. Obsah
kohumulonu a smési adhumulonu a humulonu je v pivu za studena chmeleném vice jak

dvojnasobné ve srovnani s pivem chmelenym klasickym zptsobem.

koncentrace [mg/l]
>
(03]

adhumulon + humulon

kohumulon

soucet a-horkych kyselin

B Primator lezak premium B Primator India Pale Ale

Obrazek 53- Porovnadni obsahu a-horkych kyselin v pivech znacky Primator (n = 6)

Tabulka 20- Obsah a-hoikych kyselin v pivech znacky Primdtor (n = 6)

Kalibra¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon
P”matgizlr{em'“m 1,200+ 0,019 | 1,807+0,017 | 1,094+0,038 | 1,471+ 0,064
P”mato;\'lgd'a Pale | 357310000 | 4,388+0.193 | 3.175+0,018 | 4,155+ 0,057
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Byla zakoupena 2 piva KruSovice, a to KruSovice 12° ze zateckého chmele a KruSovice
lezak za studena chmeleny. Porovnani obsahu o-hotkych Kkyselin stanovenych metodou
standardniho pfidavku je znazornéno na Obrazku 54 a v Tabulce 21 jsou uvedeny koncentrace
kohumulonu a smési adhumulonu a humulonu. Z obrazku lze pozorovat rozdil mezi pivem

klasicky chmelenym a pivem chmelenym za studena znacky KruSovice.

N w £ (9]
1 1 1 |

=
1

koncentrace [mg/I]

o
I

kohumulon adhumulon + humulon soucet a-horkych kyselin

B KruSovice 12 Zatecky chmel  ® KruSovice lezak

Obrazek 54- Porovnadni obsahu a-horkych kyselin v pivech znacky Krusovice (n = 6)

Tabulka 21- Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Krusovice (n = 6)

Kalibra¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon

Krusovice 12° ze
zateckého chmele
Krusovice lezak za
studena chmeleny

0,989+0,018 | 2,103+0,023 | 1,108 + 0,044 | 1,953 + 0,072

1,435+ 0,137 | 2,857+0,389 | 1,704+0,032 | 2,433+0,024
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Byla zakoupena 2 piva znacky Svijany, a to Svijansky maz a Svijansky rytif (chmeleny
za studena). Porovnani obsahu a-hofkych kyselin stanovenych metodou standardniho ptidavku
je znazornéno na Obrazku 55 a v Tabulce 22 jsou uvedeny koncentrace kohumulonu a smési
adhumulonu a humulonu. Na obrazku lze pozorovat rozdil mezi klasicky chmelenym pivem
a pivem chmelenym za studena v obsahu a-hotkych kyselin, pfi¢emz narist koncentrace

kohumulonu je znatelngjsi.

2,5 4

koncentrace [mg/I]

kohumulon

adhumulon + humulon soucet a-horkych kyselin

B Svijansky maz M Svijansky rytif

Obrazek 55- Porovndni obsahu a-horkych kyselin v pivech znacky Svijany (n = 6)

Tabulka 22- Obsah a-horkych kyselin v pivech znacky Svijany (n = 6)

Kalibra¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon
Svijansky maz 0,600+ 0,034 | 0,868 +0,104 | 0,647 +0,064 | 0,822+ 0,105
Svijansky rytif 1,579+0,085 | 1,359+0,139 | 1,208 +0,083 | 1,093 +0,125
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Byla zakoupena 2 piva znacky Postfizinské, a to Francintv lezdk a Jubilejni Hrabaltv
lezak (chmeleny za studena). Porovnani obsahu a-hotkych kyselin stanovenych metodou
standardniho pfidavku je znazornéno na Obrazku 56 a v Tabulce 23 jsou uvedeny koncentrace
kohumulonu a smési adhumulonu a humulonu. Obsah a-hotkych kyselin byl u piva Francinav
lezak nejnizsi ze vSech 14 analyzovanych piv. U piv znacky Posttizinské l1ze pozorovat rozdil
mezi pivem klasicky chmelenym a pivem chmelenym za studena. Pii chmeleni za studena se

zejména zvysil obsah kohumulonu.

2,5

1,5 4

koncentrace [mg/I]

0,5 -

adhumulon + humulon

kohumulon

soucet a-horkych kyselin

B Francinlv lezdk W HrabalGv Jubilejni lezak

Obrazek 56- Porovnani obsahu a-horkych kyselin v pivech znacky Postrizinské (n = 6)

Tabulka 23- Obsah a-hoikych kyselin v pivech znacky Postrizinské (n = 6)

Kalibra¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon
Franciniv lezak 0,482 + 0,019 0,748 £ 0,193 0,635 + 0,032 0,834+ 0,121
Hrabalfevi ;Ebﬂejm 1498 +0,028 | 123440076 | 1,696+ 0,052 | 1,181+ 0,153
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Bylo zakoupeno pivo New England IPA pivovaru Mordyft. Jedna se o 15° svétlé silné
pivo svrchné kvasené, nefiltrované, nepasterizované s obsahem alkoholu 6,3 %. Toto pivo se
vyznacuje intenzivnim aroma ziskanym z americkych chmelli Citra a Amarillo. Jednd se
0 vynikajiciho zastupce pivniho stylu NEIPA, coz je neoficidlni ndzev pivniho stylu New
England IPA. New England IPA bylo pivo s nejvyssi koncentraci a-hotkych kyselin, jejich
obsah je uveden v Tabulce 24.

Tabulka 24- Obsah a-horkych kyselin v pivu New England IPA (n = 6)

Kalibraé¢ni primka [mg/l] Standardni pridavek [mg/l]
Adhumulon + Adhumulon +
Kohumulon Kohumulon
humulon humulon

New England IPA | 4,493+0,186 | 6,726 £0,376 | 4,222 +0,114 | 7,002 £ 0,036

Porovnani vSech zkoumanych piv mezi sebou je na Obrazku 57, piva chmelena za studena
jsou porovnana na Obrazku 58 a piva chmelena klasickym zptisobem na Obrazku 59. Nejvétsi
obsah a-hotkych kyselin byl u piva New England IPA pivovaru Mordyt, z dostupnych piv
prodavanych v bézné obchodni siti mé nejvyssi obsah a-hotkych kyselin pivo Primator IPA, na
druhé pozici je pivo Lobkowitz premium ALE. U téchto piv lze ofekavat nejniz§i hotkost
z vybranych piv, nebot” pouze malé mnozstvi hotkych kyselin bylo izomerovano. Naopak
u piva s nejnizs§im obsahem a-hotkych kyselin (Posttizinské pivo Francindv lezak) 1ze ocekavat
vyssi hotkost piva z divodu izomerace téchto kyselin. Nejvétsi rozdil v obsahu o-hotkych
kyselin u alkoholickych piv za studena chmelenych a klasicky chmelenych jsou piva znacky

Primétor, Lobkowitz a PostfiZinské pivo.
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koncentrace [mg/l]
S

3
2
1
0
Kohumulon Adhumulon + humulon
B KruSovice 12° M KruSovice lezak
B Francinlv lezak B HrabalGv Jubilejni lezak
B Svijansky maz M Svijansky rytif
I Primator premium B Primator IPA
M Bakalar 12° M Bakalar nealko za studena chm.
Bakalar za studena chmeleny Lobkowitz premium lezak
Lobkowitz premium ALE ® New England IPA

Obrazek 57- Porovnani obsahu o-horkych kyselin stanovenych metodou standardniho pridavku u vsech 14 analyzovanych piv
(n=6)
* piva chmelena za studena

w

koncentrace [mg/l]
I

N

I
1
0
Kohumulon Adhumulon + humulon

B KruSovice lezak B HrabalGv Jubilejni lezak

B Svijansky rytit M Primator IPA

M Bakaldr nealko za studena chm. Bakalar za studena chmeleny

Lobkowitz premium ALE New England IPA

Obrazek 58- Porovndni obsahu o-horkych kyselin stanovenych metodou standardniho pridavku u 8 druhii piv chmelenych za
studena (n = 6)
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Kohumulon Adhumulon + humulon

M KruSovice 12° B FrancinQv lezdk
M Svijansky maz Primator premium
M Bakalar 12° Lobkowitz premium lezak

Obrazek 59- Porovnadni obsahu o-horkych kyselin stanovenych metodou standardniho pridavku u 6 druhii piv chmelenych
klasickym zpiisobem (n = 6)

Vysledné hodnoty a-hotkych kyselin byly porovnany s hodnotami stanovenymi metodou
UA-DLLME-SFO (ultrazvukem asistovand disperzni kapalinova mikroextrakce bez
disperzniho rozpoustédla s vyuZitim ztuhnuti organické kapky) Vv Diplomové praci M.
Kadrmasové (2018). Koncentrace kohumulonu a smési adhumulon + humulon ve vzorcich piv
byly pro tyto metody srovnatelné. Limity detekce a stanovitelnosti metody UA-DLLME-SFO
byly srovnatelné s limity detekce a stanovitelnosti metody SA-SBSE-PDMS. Vyhodou
mikroextrakéni metody na michaci ty¢ince je mala spotieba rozpoustédel, ktera jsou pouzivana
pouze pti desorpci.

Metodou SA-SBSE-PDMS je tedy mozné stanovit a-hotké kyseliny ve vzorcich piva a je
mozné rozlisit piva chmelena klasickym zplGsobem a piva chmelena za studena, a to dle
porovnani rozdilu koncentraci téchto kyselin v pivech stejné znacky. U nealkoholického piva
znacky Bakalaf byl znakem chmeleni za studena zejména nartist koncentrace smési adhumulon

+ humulon.
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4 Zavér

Teoreticka Cast diplomové prace byla zaméfena na literdrni reSerSi, ktera popisuje
zejména mikroextrakci tuhou fazi, mikroextrakci na michaci tycince, jeji modifikace a spojeni
se separacnimi technikami. Je popsan zpusob technologie vyroby piva, slozky piva a jejich
analyza. Je zminén i obecny princip kapalinové chromatografie.

Ukolem experimentalni ¢&asti diplomové prace bylo optimalizovat podminky
mikroextrakce na michaci tyCince pro stanoveni obsahu a- a B-hotkych kyselin ve vzorcich piva
a nasledné porovnani tohoto obsahu v pivech chmelenych klasickym zplGsobem a v pivech
chmelenych za studena. Celkem bylo porovnavano 14 vzorkd piv (6 znacek piv).

Testovano bylo nejvhodnéjsi desorpéni rozpoustédlo pro dany typ michaci ty¢inky. Byly
optimalizovany parametry extrakce pomoci ortogondlniho centrdlniho kompozitniho
planovani, kdy byly zvoleny jako parametry pro jednotlivé pokusy objem extrahované¢ho
vzorku, doba extrakce a rychlost otaéek michani vzorku. Z kalibra¢nich kiivek byly vypocitany
meze detekce a stanovitelnosti, dle kterych byla vybrana nejvhodnéjsi extrakéni technika pro
realné vzorky piv. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena metoda SA-SBSE-PDMS, kdy michaci
ty¢inka byla impregnovana toulenem a po extrakci byla tyCinka desorbovana 50%
acetonitrilem.

U vsech redlnych vzorkl piv byly vyextrahovany a stanoveny pouze a-hoiké kyseliny,
B-hotké kyseliny byly pod mezi detekce. Obsahy a-hoikych kyselin byly vypocitany
z kalibra¢nich k¥ivek kohumulonu a smési adhumulonu a humulon a metodou standardniho
ptidavku, ktery poskytl presnéjsi vysledky, nebot’ byl zohlednén i vliv matrice daného piva.

Byla prokézana moznost stanoveni a-hotkych kyselin v realnych vzorcich piv pomoci
rozpoustédlem asistované mikroextrakce na michaci tyince a moznost analyzy extraktu
pomoci kapalinového chromatografu s detekci diodovym polem. Bylo také prokazano, ze touto
metodou lze rozliSit piva chmelend klasickym zplisobem a piva chmelena za studena, a to

porovnanim obsahu a-hotkych kyselin.
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Ptiloha I: Vzorové chromatogramy méfeni hotkych kyselin
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Obrazek 1.1- Vzorovy chromatogram z méieni kalibrace bez extrakce
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon, 3- kolupulon, 4- adlupulon + lupulon)
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Obrazek 1.2- Vzorovy chromatogram z méreni kalibrace SBSE-PDMS
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon, 3- kolupulon, 4- adlupulon + lupulon)




250-314nm,4nm

200

Obrazek 1.3 - Vzorovy chromatogram z méreni kalibrace extrakce SBSE-EG

0,0 1,0

2,0

3,0

4,0

T
5,0

T
5,0

7,0

8,0

(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon, 3- kolupulon, 4- adlupulon + lupulon)

min

125

="
P 4] = =]
en = en =

AT I IS A N

=

1314nm,4nm

0.0 10

Obrazek 1.4- Vzorovy chromatogram z méreni kalibrace extrakce SA-SBSE-PDMS
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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 1.6- Chromatogram z méreni piva Bakalar nealko za studena chmeleny
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
|314nm,4nm
10 1 2
5]
o
5]
= T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 8,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 16,0 17,0 18,0 18,0 min

Obrazek 1.7-Chromatogram z mérent piva Bakalar lezak
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.8- Chromatogram mérent piva Lobkowicz ALE
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.9- Chromatogram mérent piva Lobkowicz premium
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.10- Chromatogram méreni piva Primator [PA
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.11- Chromatogram méreni piva Primator premium
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.12- Chromatogram méreni piva KruSovice za studena chmelené
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.13- Chromatogram z meéreni extrakce piva Krusovice 12° ze zateckého chmele
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.14- Chromatogram méreni piva Svijansky rytir
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.15- Chromatogram mérent piva Svijansky maz
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.16- Chromatogram méreni piva Jubilejni Hrabaliv lezak
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.17 - Chromatogram méreni piva Franciniiv lezak
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)
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Obrazek 1.18 - Chromatogram mereni piva New England IPA
(1- kohumulon, 2- adhumulon + humulon)




Ptiloha II: Vygenerované podminky pokust pro optimalizaci extrakce

Tabulka Il 1- Podminky pokusii pro optimalizaci extrakce SBSE-PDMS, SBSE-EG

Pokus Blok Cas [min.] Rychlost [rpm] Objem [ml]
1 1 15 450 25
2 1 15 450 75
3 1 15 1800 25
4 1 15 1800 75
5 1 45 450 25
6 1 45 450 75
7 1 45 1800 25
8 1 45 1800 75
9(C) 1 30 1250 50
10 (C) 1 30 1250 50
11 2 3 1250 50
12 2 57 1250 50
13 2 30 50 50
14 2 30 2450 50
15 2 30 1250 5
16 2 30 1250 95
17 (C) 2 30 1250 50
18 (C) 2 30 1250 50

(C- centralni bod; ¢as- doba extrakce; rychlost- otacky magnetické michacky; objem- davkovany objem standardu ¢&i vzorku
piva)



Ptiloha III: Odezvové profily a 3D vhodnostni profily ze statistického vyhodnoceni pfi optimalizaci extrakénich metod

Profily pro predpovédi a vhodnost
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Obrazek I11.1- Odezvovy profil pro extrakci SBSE-PDMS standardniho roztoku (mikroextrakce magnetickym michadélkem s polydimethylsiloxanovou sorpcéni vrstvou)

kahum,

kalup. ach+hum

adl.+up.



Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek I11.2- 3D vhodnostni profil pro extrakci SBSE-PDMS standardniho roztoku (mikroextrakce magnetickym michadélkem s polydimethylsiloxanovou sorpcni Vrstvou)
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Obrazek I11.3- Odezvovy profil pro extrakci SBSE-EG standardniho roztoku (mikroextrakce na magnetické michadélko s ethylglykolouvou sorpcni vrstou)
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Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek I11.4- 3D vhodnostni profil pro extrakci SBSE-EG standardniho roztoku (mikroextrakce na magnetické michadélko s ethylglykolouvou sorpcni vrstou)
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Obrazek I11.5- Odezvovy profil pro extrakci SBSE-EG vzorku piva (mikroextrakce na magnetické michadélko s ethylenglykolovou sorpcni vrstou)

Profily pro predpovédi a vhodnost
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Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek I11.6- 3D vhodnostni profil pro extrakci SBSE-EG vzorku piva (mikroextrakce na magnetické michadélko s ethylglykolouvou sorpcéni vrstou)
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Obrazek I11.7- Odezvovy profil pro extrakci SBSE-PDMS vzorku piva (mikroextrakce na magnetické michadélko s polydimethylsiloxanovou sorpcni Vrstou)

1156E2
68266,
20900,

1428E2

187277,
131735,

Kohum

Ad+Hum



Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda:Spline
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Obrazek I11.8- 3D vhodnostni profil pro extrakci SBSE-PDMS vzorku piva (mikroextrakce na magnetické michadélko s polydimethylsiloxanovou sorpcni vrstou)
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