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ABSTRAKT

Cielom diplomovej prace je stanovenie a optimalizacia stanovenia organickych kyselin
v pivach metdédou kapilarnej izotachoforézy a vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
s UV detekciou. Pivo je zlozitd matrica a preto vyzaduje Gpravu pred analyzou HPLC.
V diplomovej praci je diskutovand optimalizacia metéd (HPLC/UV a CITP) i optimalizacia
upravy vzorku, konkrétne extrakciou na pevnej fazy (SPE). V teoretickej Casti je spracovana
historia, charakteristika a technolégia vyroby piva. Dalej su popisané organické kyseliny
a metody stanovenia organickych kyselin pouzité v tejto praci. Experimentalna ¢ast’ obsahuje
pripravy roztokov, vzoriek a kalibraénych Standardov, parametre a postupy analyzy HPLC/UV,
CITP a postup tpravy vzorku pomocou SPE. V diskusii a zavere st zhrnuté vsetky vysledky
a porovnané s aktualnou literatarou. Bolo analyzované 11 piv z obchodnej siete. Vo vSetkych
vzorkach bol stanoveny obsah 6 organickych kyselin (mlie¢na, stavel'ova, jantarova, octova,
citrébnova, benzoova) metodou CITP a 5 organickych kyselin (mlie¢na, $tavel'ova, jantarova,
octova, citronova) metodou HPLC/UV. Vysledky prace podavaju prehlad o obsahu
organickych kyselin vo vzorkach analyzovanych piv.

ABSTRACT

The aim of the thesis is determination and optimization of organic acids in beers using
the methods of capillary isotachophoresis (CITP) and high performance liquid chromatography
with diode array detection (HPLC/UV). Beer is a complicated matrix therefore the samples
need pretreatment using solid phase extraction (SPE). The diploma thesis discusses the
optimization of the analytical methods (HPLC/UV and CITP) and optimization of SPE. In the
theoretical part, history, characterization and technology of beer production are presented.
Further, characteristics of organic acids and methods for organic acid determination are also
discussed. The experimental part deals with the preparation of solutions, tested samples,
calibration samples. Parameters and procedures of analytical methods (HPLC/UV and CITP)
and pretreatment using the solid phase extraction are also described in the experimental part.
All results are summarized and compared with the current literature in discussion and
conclusion. Eleven beer samples from the retail stores were analyzed. In all samples, six organic
acids (lactic, oxalic, succinic, acetic, citric, benzoic) were determined by CITP and five organic
acids (lactic, oxalic, succinic, acetic, citric) by HPLC/UV were determined. Results of this study
give an overview of the organic acid contents in beer samples.

KIUCOVE SLOVA:
Organické kyseliny, pivo, HPLC, SPE, CITP

KEY WORDS:
Organic acids, beer, HPLC, SPE, CITP
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1 UVOD

Pivo pozostava z velkého mnozstva zli¢enin ako st polyfenolické latky pochadzajiuce
Z ja¢mena a sladu, horké latky z chmel'u, farbiva, ktoré vznikaju ako produkty karamelizacie
cukrov, produkty kvasenia (CO2, etanol), organické a anorganické latky, sacharidy, dusikaté
latky, malé mnozstvo vyssich prchavych alkoholov, aldehydov, esterov, lipidov a v neposlednej
rade pivo obsahuje vitaminy skupiny B [1].

Tato diplomova préca sa zaobera sledovanim obsahu organickych kyselin v pive. Organické
kyseliny maji vyznam v pive ako chutové a vonné latky, ovplyviuju pH piva a nachylnost’ na
napadnutie inym neziadlicim organizmom. Medzi organické kyseliny, ktoré sa najCastejSie
stanovuju v pive patria: kyselina citronova, jabl¢nd, jantarova, mlieCna, octova, Stavelova. Na
stanovenie organickych kyselin je vel'ké mnoZstvo dostupnych metdd ako napriklad i6nova
chromatografia, HPLC, kapilarna elektroforéza a jej techniky ako je CZE a CITP. V tejto
diplomovej praci sme sa zamerali na stanovenie organickych kyselin v pive pomocou metody
HPLC/UV a CITP s vodivostnou detekciou [2, 5].

Molekuly organickych latok méZzu niest’ zdporny naboj v dosledku disociacie alebo kladny
naboj v dosledku protonizacie. Vd’aka tomu mézu byt’ organické kyseliny stanovené pomocou
izotachoforézy, ktora umoziuje stanovenie ionogénych latok [6, 7, 8].

Hladiny obsahu organickych kyselin vo vzorkach st vo vicSine pripadov dostacujuce
Kk priamemu stanoveniu bez upravy vzorku pripadne vyZzaduju iba minimalne predbezné upravy
ako je zriedenie alebo filtracia. Aj napriek tomu, ze je pivo zlozita heterogénna matrica,
tak latky, ktoré by mohli interferovat’ so sledovanymi analytmi st neionogéne, teda nerusia
stanovenie. Cena pristrojového vybavenia pre izotachoforézu je ovela nizSia, nez
instrumentacia pre HPLC. Dalsou vyhodou CITP je nizka spotreba chemikalii a celkovo nizsie
naklady na jednu analyzu oproti HPLC a tym aj nizSie zataZenie odpadnych vod a celkovo
zivotného prostredia. Nevyhodou izotachoforézy je, Ze vysledkom separacie je sustava zon
analyzovanych latok, ktoré na seba priamo nadvizuju [5, 7, 9].

HPLC je univerzalna metoda, ktora umoziuje separaciu velkého mnozstva kvapalnych
a tuhych latok rdznej polarity a molekularnych hmotnosti. Na rozdiel od izotachoforézy
nevyhodou HPLC je, Ze je potreba pred separaciou upravit vzorku, aby doSlo
k zakoncentrovaniu, preisteniu a odstranili sa z piva vSetky balastné latky, ktoré mozu
interferovat’ zo sledovanymi analytmi. V tejto diplomovej praci bola na upravu vzorku pred
chromatografickou analyzou pouZzita metdda extrakcie na tuhu fazu SPE. Vdaka Gprave vzorku
sa zvysi citlivost’ chromatografickej separacie, az na hladiny ppb (parts per billion) alebo ppt
(parts per trillion) [8, 10, 12].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historia piva

Pivo je popularny napoj uz tisice rokov a pivovarstvo je povazované za najstarsi
biotechnologicky proces. Archeologovia odhaduju, ze prvé pivo vzniklo nahodnym kvasenim
zrna. 'V 12. storoc¢i sa I'udia domnievali, ze pivo vzniklo v Egypte, ale na zdklade d’alSich
archeologickych vyskumov sa zistilo, ze uz v obdobi 4000 az 3000 rokov pred naSim
letopoctom sa pivo varilo v Mezopotamii. V tomto ¢ase sa na izemi medzi rieckami Eufratom
a Tygridom pestovalo obilie a Sumerové z neho pripravovali kvasené napoje, podobné
dnesnému pivu. Historici sa domnievaju, Ze na naSom izemi to boli prave Slovania, ktory k nam
priniesli chmel’ zo svojich pravlasti. POvodne sa pivo varilo v kazdej domacnosti a nesliZilo len
ako napoj, ale pripravovali sa z neho iiné pokrmy, ako kaSe a polievky. Historici uvadzaju,
v 12. a 13. storoci, klastory zacali cielene pestovat’ chmel’ na vyrobu piva. V tomto istom
obdobi zacina rozvoj pivovarstva v zakladajuacich kralovskych mestach. Pre rozvoj pivovarstva
v mestach bolo dolezité pridelenie prava varit’ pivo a milového prava, ktoré bolo v roku 1788
zruSené. Z pivovarnictva sa stal rozvijajici priemysel az v stredoveku. Hlavnou oblastou
vyroby sa stala stredna Eurépa a to hlavne Ceské republika, ktora je vyhodnou oblastou pre
pestovane chmelu a obilia. V 19. storo¢i vznikli priemyselné pivovary a do konca prvej
polovice 19. storo¢ia na naSom uzemi prevladala vyroba vrchne kvasenych piv. Spodne kvasené
piva sa vyrabali vzdy hlavne v zime, kedy bol dostatok I'adu, nutného pre chladenie pocas
kvasenia a lezania. Druha svetova vojna bola katastrofou ¢eského pivovarstva a po vojne
vacsina z uzavretych pivovarov uz neobnovili svoju ¢innost’. Po roku 1989 nastala privatizacia
pivovarov a vel'a z nich zaniklo [4, 13].

2.2 Charakteristika piva

Pivo ako findlny vyrobok pivovarského priemyslu je slaby alkoholicky napoj pripraveny zo
sladu, chmel'u a vody, skvasenim kultarnymi pivovarskymi kvasinkami. Ako zdroj cukru sa pre
pivo pouziva vacSinou Skrob, ktory je obsiahnuty v ja¢menom slade. Ak sa nahradzuje inou
Skrobnatou surovinou alebo priamo cukrom, jednd sa o surogéciu a pouzita ndhrada je surogat.
V niektorych Statoch sa z ekonomickych dovodov pouzivaju nahrady nakladného sladu, napr.
nesladovy jaémen, ryza, kukurica, surova i rafinovana sacharéza a d’alSie. Rozoznavame dva
typy a to svetlé pivo (plzenské) a tmavé pivo (bavorské) [4, 13, 14, 15, 16].

2.3 Suroviny pre vyrobu piva

2.3.1 Slad

Cielom sladovnictva je vyrobit’ riadenym procesom kli¢enia a hvozdenia z jaémena slad,
obsahujici potrebné enzymy a aromatické i farebné latky nevyhnutné pre vyrobu piva. Po
kliceni jatmena vznika zeleny slad, nasledne dochadza k hvozdeniu, pri ktorom pdsobenim
vysokej teploty dochadza k tvorbe aromatickych a farebnych latok a nakoniec k premene
na hotovy slad. Pri nizSej teplote suSenia sa vyrdbaji svetlé slady, pri zvySovani teploty
susiaceho vzduchu sa ziskaji tmavsie slady [13, 14, 15].



Pre sladovnictvo st vhodné dvojradové odrody (Hordeum vulgare convar. distichon)
ja¢mena siateho. Najvyhodnejs$i je jacmen siaty jarny dvojradovy ovisnuty (Hordeum distichon
var. nutans), ktorého klas sa v Case zrenia sklana k zemi a tirody sa pohybuju do 5 t/ha. Pre
vyrobu sladu sa vyuziva jacmenné zrno (obilka), ktoré sa sklada z troch cCasti: obal, zdrodok
(klicok = embryo) a endosperm. Obalovi vrstvu tvori plucha, pluska, oplodie a osemenie.
Endosperm tvori najvacsiu Cast’ obilky [14, 15].

Skrob tvori hlavny podiel sacharidovej zlozky jaémena. Kvalitné odrody sladovnickeho
ja¢mena obsahuju 62 — 65 % skrobu v susSine. Dusikaté zlozky jaémenného zrna vyrazne
ovplyviiujii technoldégiu jeho spracovania na slad ipivovarskii technologiu a kvalitu
vyrobeného piva. Dalej obsahuje ja¢men, neskrobové polysacharidy (celuldzu, hemicelulozy,
pentozany, B - glukany), peptidy, voI'né aminokyseliny, polyfenolové latky, vitaminy,
mineralne latky z ktorych st najddlezitejSie fosfore¢nany [14, 15].

2.3.1.1 Vyroba sladu

Prehl'adné schéma vyroby sladu je uvedené na Obr. 1.

Jacmen
gitenie a triedenie — odpad

voda — macanie

v

klicenie
suSenie zelen¢ho sladu
odklicenie a leStenie sladu —> sladovy kvet

uskladnenie sladu

Obr. 1: Schéma vyroby sladu [16].

1. Prijem, Cistenie, triedenie a skladovanie jaémena

Ciel'om tohto kroku je uskladnit’ ja¢men bez prachu a cudzich primesi a vytriedit’ zrna podla
velkosti, odrdd a kvality. Jacmen ihned’ po zbere nie je schopny kli¢it' a po dobu niekol’kych
tyzdiiov fyziologicky dozrieva (dormancia jaémena). Hlavné faktory, ktoré ovplyviuji
podmienky skladovania, su vlhkost’ a teplota skladovaného zrna. Zrno pri skladovani dycha, ¢o
je sprevadzané tvorbou oxidu uhli¢itého, vody a tepla. V pripade, Ze nie je regulovany obsah
oxidu uhli¢itého, prejde dychanie v kvasenie. Produkty kvasenia narusuji a usmrcuju klicek,
preto je nutné vytvorit’ také podmienky skladovania, aby zrno bolo stéle v pritomnosti kysliku
a metabolizmus zrna nepresiel z dychania na kvasenie [1, 14, 15, 16, 17].

2. Macanie jaCmena
Ciel'om macania je zvySenie obsahu vody v jaémeniom zrne z 12 az 15 % na 42 az 48 %.

Narast obsahu vody je ddlezity pre zahdjenie enzymatickych pochodov pre optimalny priebeh
klicenia a odplavenie prachu a prazdnych zin. Teplota vody je priblizne 12 °C a proces trva
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priblizne 72 hodin. Zrno zvySuje svoj objem asi 1,5 - krat a s pribudajucim obsahom vody
zacina dychat’, spotrebovava kyslik a vytvara oxid uhli¢ity. Pri spotrebovani kysliku
a hromadeni CO: prechddza normalne dychanie ku anaeréobnemu dychaniu spojenému
s kvasenim a jeho metabolity (etanol) moézu poskodit’ kli¢ek. Za dostatocného pristupu vzduchu
sa naopak doba macania skracuje. Obsah Skrobu a jednoduchych cukrov mierne klesa
v zavislosti od intenzity dychania [1, 14, 15, 16, 17].
3. Klicenie jaémena

Klicenie je fyziologicky proces, pri ktorom sa Vv zadrodo¢nej Casti zrna vyvijaji zarodky
korienkov a listov s vyuzitim zasobnych latok endospermu. Ciel'om je aktivacia a tvorba
enzymov  adosiahnutie  poZzadovaného  stupfia  rozliStenia, teda  rozstiepenia
vysokomolekularnych latok na ich Stiepne produkty. Jedna sa predovSetkym o rozrusenie
bune¢nych stien a nasledne o rozstiepenie Skrobovych zfn a bielkovinovych retazcov.
Vzniknuté nizkomolekularne latky Stiepenia si za spoluprace enzymov spotrebované pre
vyzivu zarodku a pre vystavbu novych buniek — korienkov a klickov. Najvyznamnejsie enzymy
su fosfatasy, cytasy, proteasy a amylasy. Fosfatasy uvolmuji pri svojom posobeni z fytinu
a z dalsich organickych latok reagujiice fosfore¢nany a tym napomahaju tvorbe kyslej reakcie,
ktora je dolezitd pre Cinnost ostatnych enzymov. Cytasy su enzymy Stiepiace neSkroboveé
polysacharidy a gumovité latky a spristupniuji zrnka Skrobu a makromolekuly bielkovin
uzavreté v bunkach endospermu. Amylasy sa pri kliceni aktivuja i tvoria. Ich posobenim sa
Stiepi rezervny Skrob endospermu na maltozu a glukozu, ktoré su d’alej predychavané za tvorby
energie potrebnej pre zivotné procesy zrna. Klienie jaCmena je ovplyviiované stupiiom
domocenia jacmena, teplotou a pristupom kysliku. Vymoceny jaémeit ma nizs§i obsah vody
(stupen domocenia), nez ktory je potrebny pre priebeh kliCenia a rozlisStenia zrna. Kli¢enie trva
7 dni pri svetlom slade a 9 dni pri tmavom. Vysledkom klicenia je zeleny slad. Rozoznavame
klasicky sposob klicenia na humnach a pneumatické sladovanie. Humna su hladké podlahy
Vv priestornych miestnostiach s u¢innym vetranim. Pneumaticky spdsob potla¢uje nevyhody
sladovania na humnach a to mala kapacitu a vel’kt potrebu manualnej prace [1, 14, 15, 16, 17].

4. Hvozdenie

Ciel'om hvozdenia je zniZit' obsah vody na 4 % pri svetlych sladoch a na 2 % pri tmavych
sladoch. Zastavit’ vegetaéné procesy, redukovat’ ¢ast’ enzymovej aktivity a vytvorit’ chutové,
farebné a oxidoredukéné latky, tvoriace charakter sladu. Zeleny slad ma vysoky obsah vody
anemoze sa skladovat, preto sa su$i. Pri suSeni sa musi postupovat’ tak, aby Skrob
nezmazovatel [1, 14, 15, 16, 17].

Hvozdenie prebieha v troch fazach: rastova, enzymova a chemicka faza.

1. Rastova faza - je charakteristicka susenim pri teplotach do 40 °C, obsah vody je nad
20 % a zrno je schopné d’alej klicit’.

2. Enzymova faza - prebieha suSenie pri teplotach 40 — 60 °C a obsah vody je pod 20 %.
Dochadza k zastaveniu vegetacnych procesov, ale enzymové procesy stale prebiehaju.

3. Chemicka faza - sa vyznacuje susenim pri teplotach nad 60 °C a obsahom vody pod
10 %. Su zastavené enzymové reakcie a prebiehaju chemické zmeny veduce k tvorbe
chutovych a farebnych latok [1, 14, 15, 16, 17].



Medzi najdblezitejSie reakcie pri hvozdeni patri tvorba  chutovych, farebnych
a oxidoredukénych latok. Su to Maillardove reakcie, pri ktorych dochadza k interakcii
monosacharidov a aminokyselin. Najskor vznikaju reduktony a az potom melanoidiny. Dal3imi
reakciami s karamelizacia sacharidov, enzymova oxidacia za vzniku melaninu a neenzymové
hnednutie. Produkty tychto reakcii maju oxidoredukéné vlastnosti, zlepsuji koloidnu stabilitu
a tvoria typicku farbu sladu a piva. Slad sa susi a hvozdi v zariadeniach nazyvanych hvozd. St
to lieskové suSiarne s jednou alebo dvoma lieskami. Vykuruju sa nepriamo alebo priamo
spalinami [1, 14, 15, 16, 17].

4. Odkli¢kovanie sladu

Po skonceni procesu hvozdenia sa usuSeny slad zbavuje poskodenych zfn, korienkov
a prachu v odklicovacke a dopravuje sa do sila, kde musi pred d’al§im spracovanim ur¢itu dobu
odlezat’. Pri odkli¢eni sa zo sladu odstranuji korienky (sladového kvetu) a sucasne sa slad
ochladzuje. Sladovy kvet ma vysoky obsah biologicky vyznamnych latok, preto ma d’alsSie
vyuzitie v krmivarstve a fermenta¢nych technologiach [1, 13, 14, 15, 16, 17].

2.3.2 Chmel

Chmel je dvojdoma rastlina, teda samicie a samcie kvety st na roznych rastlinach. K vareni
piva sa pouzivaju iba samicie rastliny, ktoré musia zostat’ neoplodnené. Konkrétne chmel'ové
hlavky chmel'u europskeho (Humulus lupulus var. europeus) z celadi konopovitych
(Cannabaceae). Co sa tyka chemického zloZenia, chmel’ priemerne obsahuje: 8 - 12 % vody,
15 - 20 % celkovych zivic, 2 - 6 % polyfenolovych latok, 0,2 — 2,5 % silic, 1 - 3 % voskov
a lipidov, 12 - 15 % dusikatych latok, 40 - 50 % sacharidovych latok a 6 - 8 % mineralnych
latok. NajdolezitejSimi zlozZkami chmelu st chmelové Zivice, silice a polyfenoly, ostatné
zlozky maji mensi technologicky vyznam. Polyfenoly sa uplatiiuju v priebehu technologie pri
zrazani vysokomolekuldrnych bielkovin v chmelovare. Chmelové silice vytvaraju
charakteristické chmelové ardma. Chmel'ové Zivice st nositel'om horkej chuti piva, prispievaja
k tvorbe charakteristického aréma, pdsobia ako zrazacie CcCinidlo pri vyluCovani
vysokomolekularnych dusikatych latok mladiny, ovplyviluji penivost a maju baktericidny
a konzervaény t€inok. Chmelové Zivice sa delia na a - horké kyseliny (humulon, adhumulon
a kohumulon) a B - horké kyseliny (lupulon, adlupulon a kolupulon) [1, 13, 14, 15, 16, 18].

Obsah vody ovplyviiuje vlastnosti chmel'u pocas skladovania. Prili§ suchy chmel’ sa drobi
a straca technologicky cenné latky a naopak, chmel s vysokym obsahom vody je l'ahko
napadany mikroorganizmami. Zozbierany chmel’ obsahuje 72 — 82 % vody, preto sa susi pri
teplote najviac 50 °C tak, aby kone¢na vlhkost’ nepresiahla 8 %. Potom sa skladuje na pddach,
kde prijima vzdus$nu vlhkost', ¢im sa zvysi obsah vody v chmel'u na 11 %. Potom sa triedi, lisuje
a bali do Sirokych vriec (Zochov). V poslednej dobe sa prirodny chmel’ nahradzuje chmelovymi
vyrobkami, najcastejSie extrakty. Dovodom je jednoduchS$ia skladovatelnost, vyssia stabilita
chmel'ovych latok pocas skladovania a vyssia vyuzitel'nost’ horkych latok chmelu [1, 13, 14,
15, 16, 18].



2.3.3 Voda

V pivovarnictve rozliSuje tri druhy vody podl'a pouzitia.

1. Varna voda - sa pouziva pre varenie piva, ako jedna zo zakladnych surovin,
2. Umyvacia a sterilizacna voda,
3. Prevadzkova voda - ktora sa pouziva pre ucely chladenia, umyvania a podobne.

Voda ma vel’ky vplyv na charakter a kvalitu piva. Pri vyrobe sa spotrebuje asi 12 - nasobok
vody na vyrobené mnozstvo piva. Varna voda tvori mali Cast’ s celkovej spotreby vody.
Najvicsia Cast’ sa spotrebuje k macaniu jamena a v pivovaroch K umyvaniu, ¢isteniu a na
chladenie v kotloch [1, 13, 14, 15, 16, 18].

Voda v prirode predstavuje vel'mi zriedeny roztok soli a d’alej obsahuje rozpustené plyny,
pripadne suspendované organické a anorganické latky. Rozdelujeme ju na spodni vodu
a povrchovu vodu. Spodné voda sa ziskava zo studni alebo pramenov. Voda z tychto zdrojov
ma vyss§i obsah 10nov a rozpustenych plynov a nizs$i obsah mikroorganizmov. Povrchova voda
je zriek, jazier, priehrad arybnikov. Tato voda obsahuje Castice nerozpustenych zemin,
organické a anorganické latky a mikroorganizmy [1, 13, 14, 15, 16, 18].

Dolezity kritériom posudzovania kvality vody pre pivovarsky priemysel je jej tvrdost. Je
tvorend obsahom i6nov kovu alkalickych zemin, hlavne vapniku a hor¢iku. Rozozndvame
tvrdost’ stalu neuhli¢itanovu, nekarbonovu a prechodna karbonovu, uhli¢itanovu. Tvrdost’ stala
je tvorena vapenatymi a horecnatymi solami, ktoré su stale (sirany, chloridy, kremicitany).
Tvrdost’ prechodnd je tvorend hydrogenuhli¢itany vépniku a horc¢iku, ktoré sa varom uplne
alebo Ciasto¢ne rozkladaji. Z pivovarského hladiska maju vyznam reakcie ionov vapniku
a hor¢iku s fosforecnany sladu, ktoré sposobujii znizenie pH, teda zvySuji kyslost’ rmutu,
sladiny a mladiny a to pésobi pozitivne na ¢innost’ enzymov pri rmutovani. Na druhej strane
hydrogénuhli¢itanové a uhli¢itanové i6ny pdsobia opacne, zvysuju pH, teda znizuji kyslost’
a pdsobia negativne na varny proces. Pre vyrobu svetlych piv je vhodna mékka voda s menSim
podielom horé¢iku a prechodnou tvrdostou. Pre tmavé piva nevadi i tvrdSia voda. Varna voda
nema zasadne obsahovat’ alkalické uhli¢itany, chlor, prili§ Zeleza, manganu a dusi¢nanov.
Zvysené naroky na chemické zloZenie varnych véd vyzaduju Casto upravu pitnej vody. Medzi
najCastejSie Upravy patri dekarbonizacia a odsolovanie. Dekarbonizéciou sa odstraiiuje
prechodn4 karbonatova tvrdost’, vyzrazanim Ca?* a Mg?* vo forme nerozpustnych uhli¢itanov.
Na odsol'ovanie sa pouZziva reverzna osmoéza [1, 13, 14, 15, 16, 18].

2.3.4 Pivovarské kvasinky

Pivovarské kvasinky st kulturne mikroorganizmy rodu Saccharomyces pouzivané
k produkcii spodne a vrchne kvasenych piv. Zdrojom kvasiniek pre pripravu novej kultary
moZe byt prevadzkova kvasiaca mladina v $tadiu bielych krazkov v druhom alebo tretom
nasadeni, alebo banka kvasni¢nych kmenov.

Rozoznavame dva druhy pivovarskych kvasnic:

1. Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae (kvasinky vrchného kvasenia) - kvasia pri
vyssich teplotach v rozsahu 15 - 23 °C a pri teplote 10 °C kvasenie ustava. Po ukonceni
kvasenia si vynasané na hladinu vznikajucim oxidom uhli¢itym, kde tvoria tzv. deku.
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Maji vyssiu tepelni odolnost’ a pouzivaji sa hlavne na vyrobu pSeni¢nych piv.
Rafindzu skvasuju iba z jednej tretiny a maja vyssiu schopnost’ sporulacie,

2. Saccharomyces subsp. uvarum (kvasinky spodného kvasenia) — kvasenie prebieha pri
teplotach 6 — 14 °C. Po ukonceni kvasného procesu usadaju na dno kvasnych nadob.
PouZivajii sa pre piva plzenského typu. Uplne skvasuju rafindzu a maju niZSiu
schopnost’ sporulacie.

Kvasinky spodného a vrchného kvasenia sa dalej odliSuji, rozdielnym zlozenim
genetického materialu a tvorbou senzoricky vyznamnych latok [1, 13, 18].

2.4 Vyroba piva

Vyroba piva sa deli na 3 vyrobné Casti a je prehl’'adne zobrazena na Obr. 2:
1. Vyroba mladiny zo sladu, chmel'u a vody (hortca faza).
2. Kvasenie mladiny a dokvasovanie mladého piva pivovarskymi kvasinkami (studena
faza).
3. ZavereCné Upravy a stacanie zrelého piva do transportnych nadob alebo obalov (studena
faza) [14, 15].

slad

v

Srotovanie
voda > vystieranie

zohrievanie = rmutovanie

sciedzanie = mlato

Y

sladina

chmel’, zohrievanie = chmel'ovar
separacia chmel’u - chmel’

mladina

\

studena voda > chladenie mladiny = horké kaly

v

propagicia kvasiniek = kvasni¢n biomasa — zakvaganie

kvasnice ««—— hlavné kvasenie > CO,

Y
krmivo dokvasanie
pivo
filtracia
stacanie
hotovy produkt

Obr. 2: Schéma vyroby piva [16].



2.4.1 Vyroba mladiny

Cielom vyroby mladiny je previest do roztoku extraktivne latky sladu a chmelu
V optimalnom mnozstve a zlozeni a zabezpecit’ tak dostatok zivin pre metabolizmus kvasiniek
a primeranu horkost’ piva [16].

Vyroba mladiny pozostava z nasledujicich technologickych usekov:

Srotovanie sladu,

Vystieranie sladového Srotu do vody,

Rmutovanie,

Sciedzanie sladiny a vyslazovanie sladového mlata,
Chmelovar a chladenie mladiny [14, 15].

EE NS -

2.41.1 Srotovanie

Slad je ulozeny v sildch a pred mletim sa musi eSte precistit’, odstranit’ z neho kovové primesi
a zvazit'. Cielom Srotovania je dokonalé vymletie endospermu sladovych zfn na vhodny pomer
Zastic, pri zachovani celistvosti obalovych pluch. Srotovanie je mechanicky proces rozrusenia
zrna, potrebny pre spristupnenie extraktivnych latok sladu a urychlenie ich rozpustenia.
Rozdrvenim zrna sa spristupni endosperm pre fyzikalne, chemické a enzymové reakcie vo
varne pri vyrobe mladiny. Endosperm sladu musi byt’ veI'mi jemne rozomlety, pretoze sa z neho
ziskava zakladny podiel extraktu mladiny. Pluchy maji funkciu prirodzenej filtraénej vrstvy,
preto by mali zostat’ celistvé. Okrem toho obsahuji polyfenolové horké a farebné latky, ktoré
by pri jemnom mleti presli do mladiny a nepriaznivo ovplyvnili chut’, farbu a koloidnu stabilitu
piva.

Typy Srotovania:

1. Zasucha,

2. Zasucha s oddelenim jednotlivych frakeii,

3. S predbezne navlh¢enymi pluchami vodou alebo parou,
4. Za mokra.

Pri mleti sladu za sucha sa pouzivaji dvojvalcové az Sestvalcové Srotovniky. Mokré
Srotovanie umoziuje lepSiu celistvost’ plich pri rozomleti endospermu. Slad sa pred mletim

maca vo vode dovtedy, kym sa nedosiahne asi 30 % obsah vody. Téato voda sa potom pouZzije
na vystieranie [1, 13, 14, 15, 16, 18].

2.4.1.2 Vystieranie

Ciel'om vystierania je dobre zmieSat' sladovy Srot s ndlevom varnej vody. Prevod latok
do roztoku pri vystierani ovplyvni cely d’al$i proces vyroby piva a jeho kvalitu. Mnozstvo
rozpustenych latok zavisi na mnozstve a zloZeni pouzitych surovin na varku a na objeme vody
v hlavnom nalevu. Pre svetlé piva sa voli viacsindlev, aby sa ziskal redsi rmut. Tym sa zabezpeci
pri rmutovani urychlenie enzymovej reakcie, podporuje sa ¢innost” amylolytickych enzymov
a tym i rychlejsie scukernenie sladiny. Pre tmavé piva sa voli menSie mnoZzstvo nalevu a ziska
sa husty rmut, ktory zabezpeci dlhS§iu dobu posobenia proteolytickych enzymov.



Vystieranie moze prebichat’ za studena (teplota vody do 20 °C) alebo za tepla (teplota vody
35 — 38 °C). Pri oboch typoch vystierania je hlavny nalev vody rozdeleny na dva podiely.

Postup vystierania prebieha nasledovne:

1. Na zaciatku vystierania sa zmiesa sladovy Srot s prvym podielom nalevu.

2. Potom sa primiesa ako druhy podiel nalevu hortca voda, ktorou sa prevedie zaparenie.

3. Nasledny nalev je voda potrebna pre vylihovanie mlata v priebehu scezovania a pre
nariedenie predku na pozadovanu koncentraciu mladiny [13, 14, 15, 18].

2.4.1.3 Rmutovanie

Cielom rmutovania je rozStiepenie a prevedenie optimalneho podielu extraktu surovin
do roztoku. Pri tomto procese prebiehaju mechanické, chemické, fyzikalne a enzymové deje.
Rozhodujiica je c¢innost amylolytickych, proteolytickyych a kyselinotvornych enzymov.
Pdsobenim proteolytickych enzymov dochadza k Stiepeniu dusikatych latok. Najvyznamne;jsi
proces rmutovania je Stiepenie Skrobu na zkvasniteI'né sacharidy (maltozu a glukézu)
posobenim amylolytickych enzymov.

Skrob sa stiepi v $tyroch etapach:

1. ZvySovanim teploty, Skrobové zrn4 obsiahnuté v rozomletom slade, za¢nli napuciavat’.

2. Mazovatenie Skrobu nastdva pri teplote 52 °C.

3. Stekutenie Skrobu t¢inkom a - amylazy, optimélna teplota stekutenia je 65 — 70 °C a pH
4,6.

4. Scukernenie skrobu nastava pri teplote 72 — 75 °C. Je to vysledkom hydrolyického
poOsobenia o — amylazy a f — amyldzy. Komplex amylaz Stiepi Skrob za tvorby réznych
podielov jednotlivych cukrov vo vyslednej sladine: maltézy, hexozy, sachar6zy, nizsie
dextriny a vysSie dextriny. Nad 65 °C sa zacne inaktivovat' B — amyldza a pri 80 °C
a—amylaza [13, 14, 15, 16, 18].

Existuji dva typy rmutovania, dekok¢ény  a infuzny spdsob. Infuzny spdsob je
najjednoduchsi spdsob a prevadza sa iba v jednej vyhrievanej nddobe. Infuzny postup
zabezpeCuje rozpustanie a Stiepenie extraktu sladu s dlhodobejsim ucinkom sladovych
enzymov, bez Gcasti mechanického vplyvu povarenia rmutu. Dekokéné rmutovanie je zaloZené
na postupnom spustani ¢iastkovych rmutov z vystretého diela do panvy, kde sa scukoriiuju
a varia. Po vrateni do nadoby s hlavnou castou diela sa dosiahne potrebné zvySovanie teplot.
Podl’a po¢tu ¢iastkovych rmutov rozoznavame postupy na jeden, dva, tri rmuty [13, 14, 15, 16,
18].

2.4.1.4 Sciedzanie sladiny

Po skonceni rmutovania sa musi vzniknuté dielo, teda hustd suspenzia mlata vo vodnom
roztoku extraktivnych latok (sladine), dokonalo rozdelit’ na dve faze, kvapalnu fazu tzv. sladinu,
a pevnu fazu, tzv. mlato. Tento proces sa uskutociiuje v sciedzacej nadrzi, kde sa sladina
oddeluje od mlata prirodzenou filtraciou, cez vrstvu sedimentovanych pluch a ostatnych
nerozpustenych zvyskov sladu. Prefiltrovany roztok extraktu sladu sa nazyva predok.
Po skonceni stekania predku obsahuje mlato este vela extraktu (cukru) a preto je nutné ho
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vyluhovat, tzv. preliat horicou vodou, ¢im sa ziska zriedend sladina, takzvané vystrelky.
Postup vyluhovania sa opakuje, az sa dosiahne stupniovitost' 1 % [1, 13, 14, 15, 16, 18].

2.4.1.5 Vyroba mladiny (Chmel’ovar)

Ciel'om chmel'ovaru je skoncentrovanie a sterilizacia mladiny, prevedenie horkych latok
chmel'u do mladiny, inaktivacia enzymov a koagulacia bielkovin s polyfenolovymi latkami
sladu a chmel'u. Hlavnymi reakciami st izomeracné reakcie a - horkych kyselin, pri ktorych
vznikaju intenzivne horké produkty nazyvané iso - o - horké kyseliny. Dalej prebiehaji
Maillardove reakcie s tvorbou farebnych a aromatickych latok s oxidoredukénymi vlastnostami
a denaturacia sladovych bielkovin. Pri chmelovare dochddza k fyzikdlne — chemickym
zmenam, ktoré stabilizuju koncentraciu a zlozenie mladiny.

Postup vyroby mladiny:

a) Scezena sladina spolu s vystrelky sa zmieSa v mladinovej panvy.

b) Sacharometrom sa zmeria celkova stupniovitost’ a za¢ne sa varit’.

€) Pocas varu sa pridava chmelovy granulat v kombinacii s chmel'ovym extraktom.
d) Vyslednym produktom povarenia chmel'u zo sladinou je hortica mladina.

e) Tento proces trva priblizne 90 — 120 minat [1, 13, 14, 15, 16, 18].

2.4.1.6 Chladenie mladiny a separdcia hrubych kalov

Mladina po chemlovare obsahuje hrub¢ kaly, ktoré je nutné odstranit’, pretoze by pri kvaseni
sposobovali problémy. Na chladenie a separaciu sa pouzivaji virivé, usadzovacie nadrze,
odstredivky alebo dekantéry. Viriva nadrz je valcova nadoba, kde sa horuca mladina privadza
tangencialne vysokou rychlostou. Mladina v nadrzi rotuje a hrubé kaly sedimentuja v strede
virivej nadrze, kde sa ukladaju vo forme kolaca. Po zastaveni sa mladina odCerpava otvormi
V nadrzi do chladica. Mladina sa musi pred zakvasenim schladit’ na teplotu zakvasu cca 6 °C
asytit' za sterilnych podmienok kyslikom, ktory je nevyhnutny pre cinnost' kvasiniek.
Schladenti a prevzduSnent mladinu je nutné, ¢o najskor skvasit’ kultirnymi kvasnicami, aby
nedochadzalo k pomnozovaniu réznych mikroorganizmov [13, 14, 15, 16, 18].

2.4.1.7 Kvasenie mladiny

Kvasenie mladiny za vzniku piva, prebieha v dvoch stupiioch. V prvom stupni prebieha
hlavné kvasenie a v druhom stupni prebieha dokvasenie a lezanie piva.

1. Hlavné kvasenie

Cielom hlavného kvasenia je neuplne skvasenie cukornatych latok extraktu mladiny
pivovarskymi kvasinkami. Produktami st etanol, oxid uhli¢ity, vedl'ajSie metabolity vyznamné
pre buket piva a sucasne dochadza k pomnoZzeniu kvasni¢ného zakvasu. Podl'a druhu pouzitych
kmenov kvasiniek a teploty kvasenia, prebicha bud’ spodné, alebo vrchné kvasenie.
S kvasinkami Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae, prebieha vrchné kvasenie pri
teplotach 15 - 23 °C. Po ukonceni kvasenia s vyplavované do deky na hladinu kvasného
média. Spodné kvasenie prebieha pri teplotach 6 — 14 °C s kvasinkami Saccharomyces subsp.
uvarum, ktoré po skonceni kvasenia sadaji na dno kvasnych nadob [13, 14, 15, 16, 18].
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Hlavné kvasenie piva ma tieto Stadia:

1. Po 12 h po zakvaseni mladiny nastdva zaprasSovanie pri ktorom sa uvolnuje CO2
a vytvara na povrchu mladiny penu. Postupne sa pena stahuje do stredu kvasnej
nadoby.

2. Druhé stadium hlavného kvasenia nastava za 36 hodin atrva 2 — 3 dni. Je
charakteristické tvorbou nizkych a vysokych bielych krazkov peny. Je to obdobie
najintenzivnejsej ¢innosti kvasnic. Rozmnozovanie kvasnic v tomto Stadiu sa zastavuje
nedostatkom kysliku a Ciasto¢ne pritomnostou alkoholu a oxidu uhli¢itého, ¢o st
vlastné metabolity kvasnic. V tomto Stddiu dochddza k maximalnemu vyvinu CO2
a poklesu pH piva na 4,7 - 4,9.

3. Vysoké hnedé kruzky trvaju priblizne 3 dni a sposobuju ich vyzrazané kaly vynesené
do peny.

4. Posledné stvrté stadium hlavného kvasenia je premena mladiny na mladé pivo. Nastava
prepadavanie deky, teda sedimentacia kvasnic. Deka sa vSak musi zavCasu zobrat,
pretoZze obsahuje mftve kvasinky, polyfenoly a vysokomolekularne dusikaté latky.
Mladé pivo je pripravené na sudovanie [13, 14, 15, 16, 18].

2. Dokvasenie a zrenie piva

Druha faza fermentacie sa nazyva dokvasenie a leZanie piva. Cielom dokvasenia a zrenia
(lezania) piva je pomalé skvasovanie sacharidov, sytenie a fixacia oxidu uhlicitého
Z0 sucasnym vycirenim a zaistenim organoleptickej zrelosti piva. Zrenie chuti a vone piva je
sposobené zmenou zloZenia koloidnych a prchavych latok. Prirodzené C¢Cirenie nastava
vylu¢ovanim vysokomolekularnych latok z roztoku. Pocas druhej fdze fermentacie prebieha
rada zmien povodného zloZenia zeleného sudového piva a to v zavislosti na teplote, tlaku, dobe
dokvasovania, zrenia, na fyzikalne — chemickom stave zeleného piva a vlastnostiach pouzitého
kmena kvasiniek. Dokvasovanie a zrenie piva prebieha v dozrievacich tankoch pri nizkej
teplote 0 — 3°C a miernom pretlaku [13, 14, 15, 16, 18].

2.4.1.8 Zaverecné upravy piva

Medzi zavere¢né upravy piva patri filtracia, pasterizacia pripadne stabilizacia. Na koniec sa
pivo staca do transportnych obalov.

1. Filtracia

Filtracia je proces, pri ktorom sa odstraniuji kalové latky, dosahuje sa vyzadovana Cirost’
a zvy$uje sa biologicka a koloidna trvanlivost. Cirost’ a vysoka stabilita piva st zakladné
poziadavky spotrebitela na kvalitu vyrobku. Musi sa dbat’ na to, aby filtracia nezniZovala
penivost’ piva, nedodavala do piva kyslik, i6ny kovov katalyzujiice oxidacné reakcie pri
skladovani, ani dalSie zluCeniny, ktoré by negativne ovplyvnili chemické zloZenie
a organoleptické vlastnosti piva.

Filtra¢né materialy rozdel'ujeme do 3 skupin:

1. Vlaknité: pivovarska hmota, syntetické tkaniny,
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2. Zmité aprasSkovité: kremeliny, perlity, kombinované materialy s celulézovymi
vlaknami, silikagély, aktivne uhlie,
3. Porovité: membrany z plastu, kovu alebo keramiky.

Najmodernej$im a najnakladnej$im sposobom je membranova filtracia [1, 13, 14, 15, 16,
18].

2. Pasterizacia

Cielom pasterizacia je zabezpecit dlhodobu biologicku trvanlivost’ (stabilitu) piva a
odstranit’ prekurzory biologického zakalu piva, predovSetkym vysokomolekuldrne dusikaté
latky, polyfenoly, kovovové i6ny a rozpusteny kyslik.

PouzZivaju sa tieto druhy stabilizatorov:

1. Zrazacie — tanin,

Adsorpéné — silikagel,

Enzymové — papain,

Antioxidacné - kyselina askorbova.

own

Stabilizatory sa do piva priddvaji najCastejSie pred koncom dokvaseni, aby sa pripadné
vylacené latky odstranili filtraciou. Pasterizdcia je tepelnd inaktivacia mikroorganizmov
sposobujucich kazenie piva. Na rozdiel od sterilizacie, ktora tepelne inaktivuje vSetky
mikroorganizmy. V praxi sa pouzivaji dva typy pasterizacie: tunelova a prietokova
pasterizacia. Alternativou prietokovej pasterizacie je membranova filtracia, teda sterilizacia
za studena. Rozdiely medzi tunelovou a prietokovou pasterizaciou zhriuje Tab. 1 [1, 14, 15,
16, 18].

Tab. 1: Vyhody a nevyhody prietokovej pasterizacie [18].

Prietokova pasterizacia
Vyhody Nevyhody

Mensie naruSenie organoleptickych vlastnosti

biva Nutnost’ dokonalej sterility zariadenia

Nizia spotreba energie Mensia spol'ahlivost’ mikrobiologickej

stability
Niz§ie naroky na priestor Nutnost’ plnenia piva za studena
Niz$ia cena Tazsie udrzanie &istoty

3. Stacanie do transportnych obalov

Poslednou fazou vyroby je staCanie piva do transportnych obalov. Ciel'om stacania piva je
preliat’ dokvasené, chutovo vyzreté a odfiltrované pivo do transportnych nadob s minimalnymi
stratami oxidu uhli¢itého a zmenami v kvalite piva. Za tymto tcelom su stacacie zariadenia
konStruované na izobarickom principe. V neposlednej rade je nutné zamedzit’ kontaktu piva
s kyslikom a preto sa pivo staca pod tlakom oxidu uhli¢itého do obalov preplnenych oxidom
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uhli¢itym. Dalej je nutné zaistit’ dokonald sanitdciu vietkych zariadeni, ktoré prichadzaji do
styku s pivom [1, 14, 15, 16, 18].

4. Hotové pivo

U nas sa vyrabaju hlavne svetlé piva a podl'a koncentracii mladiny sa rozliSuju piva vycapné,
teda konzumné (do 10,5 %), lezaky (do 12,5 %) a piva Specialne (nad 12,5 %). Zvlastnym
typom su piva so znizenym alebo nulovym obsahom alkoholu. Tento druh piva je vyrabany
bud’ potla¢enim kvasenia z nizkoprocentnych mladin alebo odstranenim alkoholu z bezne
vyrobeného piva [14, 15].

2.5 Latky pritomné v pive

Pivo pozostava z viac nez 800 zlic¢enin a mnoho z nich prispieva k chutoym a vonnym
charakteristikam. Zavisi to na mnozstve chloridov, siranov, uhli¢itanov a horéiku. Zelezo,
olovo, med’, zinok, cin a vSetky ich formy st naopak negativne a mozu byt pri¢inou tvorby
zakalu v pive. Medzi anorganické a organické anidny stanovované v pive patria chlorid, sulfat,
fosfat, oxalat, format, malat, citrat, sukcinat, pyruvat, acetat, laktat a pyroglutamat. Metody
stanovenia anorganickych a organickych anionov su IC, HPLC analyza, CE a CZE
s vodivostnou detekciou v sérii s UV detekciou pri 254 nm [4, 5].

2.6 Organické kyseliny

Organické kyseliny st vyznamné zlozky predovsetkym produktov rastlinného povodu. Su
medziprodukty alebo hlavné produkty metabolickych procesov kvasiniek v priebehu
alkoholového kvasenia s vynimkou kyseliny octovej, ktora je metabolitom baktérii. Maja vplyv
na priebeh chemickych a enzymovych reakcii, organoleptické itechnologické vlastnosti a
mikrobiologickt stabilitu potravin pocas skladovania a spracovania. Ako vonné a chutové
latky sa uplatiiujio hlavne nizSie karboxylové kyseliny a niektoré aromatické kyseliny.
Z alifatickych kyselin je to kyselina octova a kyselina mlie¢na, ktoré st vyznamnymi nositel'mi
kyslej chuti potravin. Vlastnosti vybranych organickych kyselin uvadza Tab. 2 [19, 20].

Molekuly organickych latok mozu niest’ zaporny naboj v désledku disocidcie (nitrofenoly,
kyselina benzoova) alebo kladny naboj v dosledku protonizacie (anilin, tyramin) [6, 8].

Medzi organické kyseliny, ktoré sa najcastejSie stanovuju v pive patria: kyselina citronova,
jabl¢éna, jantarova, mliena, octova, Stavel'ova a ich obsahy uvadza Tab. 3 [3].

Tab. 2: Viastnosti niektorych organickych kyselin [20].

| Sumire | Maalord |
jabléna C4HeOs 134,1 3,4 Ostra kysla
mlie¢na C3HsO3 90,08 3,8 Jemna kysla
citronova CeHsO7 - H,O 192,1 3,1 Kysla
jantarova C4Hs0O4 118,1 4,2 Horko - slana
octova C2H40O2 60,05 4.8 Stiprava, kysla, drazdiva
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Tab. 3: Obsah vybranych organickych kyselin v pive [19].

Nazov kyseliny Obsah v [mg-dm™]
jantarova 5-166
L - mliena 2 —362
D - mlie¢na 0-372
L - jabl¢na 0-213
citronova 5- 262
octova 12 — 155

2.6.1 Kyselina citronova

COOH
HO
COOH

COOH

Struktirny vzorec kyseliny citrénovej

Citréonova kyselina je najvyznamnejSim zastupcom trikarboxylovych hydroxykyselin. Jej
druhy nazov je hydroxytrikarboxylova. Nachadza sa v citronoch, brusinkach, ribezlich,
ostruzinach, jahodach. Vo forme svojich soli ako citran vapenanty sa nachadza v cukrovej repe
a ako citran sodny, draselny a vapenaty sa nachadza v mlieku. V krystalickej podobe bola prvy
krat izolovana z citronovej Stavy Scheelem v roku 1784. Vel'mi dlht1 dobu boli citrony jedinych
zdrojom pre vyrobu kyseliny citronovej. Tato vyroba spocivala v tom, ze sa citronova $tava
nechala zakvasit’ a zrely kvas sa neutralizoval roztokom hydroxidu vapenatého. Vzniknuty
citran vapenaty sa izoloval a kyselina citronova sa z neho uvolnila kyselinou sirovou. Dnes sa
kyselina citronova vyraba kvasenim. Pri povrchovom isubmerznom spésobe kvasenia sa
pouziva Aspergillus niger, ale su toho schopné i iné druhy plesni rodu Aspergillus a Penicilium
[3].

Kyselina citronovd nie je odolnd voci bakteridlnemu napadaniu, ktoré ju po ¢ase mdzu
premenit’ na iné produkty napr. kyselinu octovi, kyselinu mlie¢nu, aceton, butandiol [20].

Prekurzory kyseliny citronovej su kyselina oxaloctova a octovad. Vyznam kyseliny octove;j
spociva v tom Ze kondenzéciou 2 molekul kyseliny octovej vznika kyselina jantarova, ktora je
potom premenitel'na v prekurzor kyseliny citronovej, kyselinu C4 - dikarboxylovl. Tato
kondenzacia je znama ako Thunberg - Wielandova reakce [3].

Kyselina citronova, moze byt vytvarand pri metabolickom Stiepeni sacharidov,
aminokyselin a mastnych kyselin [20].

2.6.1.1 Pouitie kyseliny citronovej

Najvicsie mnozstvo sa spotrebuje pre lekarske ucely, v potravinarstve (prasky do peciva,
limonady, kandované ovocie, zemiaky), d’alej ako prisada do farby v tlaciarenskom priemysle
apre pripravu esterov. Citrébnova a jabléna kyselina sa pridavaju bezne ako prisada do
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konzervarenskych vyrobkov, nealkoholickych napojov, kde plnia funkciu acidulantu, ale tiez
sluzia k deodoracii olejov [3, 19].

2.6.2 Kyselina octova

Kyselina octova je najbeznejSou monokarboxylovou kyselinou vyskytujucou sa
Vv potravinach. Je zlozkou ovocia (voI'na kyselina a jej estery) a potravin. Vznika ako produkt
degradacie cukrov a inych zloziek potravin pri termickych procesoch. Pre potravinarsky
priemysel sa vyraba z etanolu alebo ovocnych vin alebo mostov ako kvasny liechovy alebo
ovocny ocot. Jedna sa o mikrobialnu oxidaciu aerébnymi baktériami rodu Acetobacter. Pri
kvaseni vin byva vysledna koncentracia octovej kyseliny okolo 5 %, pri kvaseni zriedenych
roztokov etanolu 12 — 14 % [20].

Vyroba kyseliny octove] oxidaciou etanolu je dehydrogenacny proces podmieneny
cytochromovym systémom [3].

Postup premeny etanolu na kyselinu octovii ma nasledujuce kroky a je uvedena na Obr. 3:

1. Tvorba acetaldehydu ako medziproduktu,
2. Hydratécia acetaldehydu,

3. Tvorba kyseliny octovej,

4. Prenos elektronov.

alkoholdehydrogenasa aldehyddehydrogenasa
NAD* O NAD* + H,0 o}
Hee” OH — T /”\ . )l\
- NADH’ -H H3C H - NADH, -H Hsc OH
ethanol acetaldehyd octova kyselina

Obr. 3: Premena etanolu na kyselinu octovi [3].

Pritomnost’ kyseliny octovej v alkoholickych népojoch poukazuje na bakteridlnu aktivitu.
Kyselina octova sa hromadi v mladine v lag fazi na zaciatku fermentéacie a je potom opakovane
utilizovana, tak ze koncentracia klesne na nizku hodnotu. Spotrebovanie pyruvatu pekarskymi
kvasinkami vedie k hromadeniu kyseliny octovej. To ukazuje na to, ze hladina pyruvatu v pive
sa nemeni v nepritomnosti kvasiniek [2].

2.6.3 Kyselina mlie¢na

HaC 0
/
HO; OH

Struktirny vzorec kyseliny mliecnej

Kyselina mlie¢na patri medzi hydroxykyseliny a jej druhy ndzov je 2 - hydroxypropanova.
Hydroxykyseliny st neprchavé polarne latky a ako vonné latky sa V potravinach vel'mi
neuplatiiuji. Niektoré hyxdroxykyseliny st vSak najvyznamnej$imi nositel'mi chuti ovocia,
zeleniny a d’alSich potravin [19].
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Vyroba kyseliny mlie¢nej bola objavena uz v roku 1780 §védskym chemikom Scheelem
v kyslom mlieku a prevadzkovo sa zacala pripravovat’ v roku 1881 v USA. Dnes je vyroba
zalozena na fermentacii v diskontinualnych fermentoroch s provoznim kmenom Lactobacillus
delbriickii s dostato¢nou aktivitou v teplotnom optime pri 45 - 48 °C, ktoré zaru¢ene zamedzi
rozvoji beznej kontaminacie [1].

V prirode prebicha samovolne mlie¢ne kvasenie, ktoré sa pouziva ku konzervovaniu
uhoriek, kapusty, silazi, v mliekarstve pri priprave kyslého tvarohu a syrov. Baktérie ktoré maju
schopnost’ tvorit’ kyselinu mlie¢nu nazyvame mlie¢ne baktéric. Rozdelujeme ich na
homofermentativne a heterofermentativne. Kyselina mlie¢na je konenym a hlavnym
produktom homofermentativnych baktérii mlieéneho kvasenia. Vyraba sa kvasenim cukrov
alebo scukorneného Skrobu, u nés sa pouziva melasa. Hlavné homofermentativne rody baktérii
s Pediococcus sp.. Homofermentativny proces poskytuje dve molekuly ATP na jednu
spotrebovanu gluk6zu. Heterofermentativne baktérie, okrem kyseliny mlie¢nej produkuji eSte
prchavé kyseliny, CO2, pripadne etanol a glycerol. Mechanizmus tvorby kone¢nych produktov
U heterofermentativnych mlie€nych baktérii je rozny, podl'a druhu mikroorganizmu. Hlavné
heterofermentativne baktérie st Lactobacillus sp. alebo Oenococcus oeni. Heterofermentativny
proces poskytuje iba 1 molekulu ATP [3, 20].

2.6.3.1 Formy kyseliny mlie¢nej

Kyselina mlie¢na ma asymetricky uhlik a vyskytuje sa v 3 formach:
aktivna D -, L - forma a DL - neaktivna forma.

a. Aktivna D -, teda L - (+) kyselina mlie¢na (S) - 2-hydroxypropanova je produkovana L.
casei, L. Helveticus., je obecne produkovana homofermentativnymi baktériami,
napriklad v kyslej smotane alebo vo vnatornostiach. Heterofermentativnym mlie¢nym
kvasenim sa vyskytuje v kyslej kapuste, kyslych uhorkach, olivach,

Aktivnu L -, teda D - (-) kyselinu mlie¢nu produkuju L. caucasius, L. lactii,
Neaktivna DL forma, ktoru produkuje L. plantarum.

Obchodna kyselina mlie¢na je iba neaktivnou racemickou formou. Kyselinu mlie¢nu z cukru
produkuju aj niektoré druhy plesni. Hlavne z ¢el'adi Mucoraceae, Blastoclodiama Monilia,
Rhizopus. Okrem kyseliny mlieénej je vo véc¢Sine pripadov tvorena iKyselina fumarova,
mravencia, octova, malonova, jantarova a etanol [3, 19].

Chemickou cestou sa dd vyrobit’ kyselina mlie¢na kondenzaciou acetaldehydu, oxidu
uholnatého a vodnej pary. Pouzije sa tlaku 500 atm. a teploty 150 °C za pouzitia bortrifluoridu
ako katalyzatoru [3].

2.6.3.2 Pouditie kyseliny mlieCnej

Kyselina mlie¢na ma dve aktivne skupiny OH, jednu v karboxyle, druht1 v polohe alfa. Tvori
teda rozne soli, ethery, estery ardzne kombinacie tychto derivatov. PouZiva sa
V potravinarskom priemysle pri vyrobe Stiav, limonad, Sumiacich praskov, kyslych uhoriek,
zmrzliny iréznych pokrmov. Dalej sa kyselina mlie¢na pouziva v polnohospodarstve,
pivovarstve, liehovarstve, konzervarenstve a tiez ma Siroké vyuzitie v chemickom priemysle

[3].
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Hlavna a najCastejSie pritomna organicka kyselina v pive. Kyselina mlie¢na sa tvori pocas
utilizacie cukru. Pocas fermentacie hodnota D - kyseliny mlienej rastie a hladina L - kyseliny
mlieCnej sa nemeni a zostava konstantna. K biologickému okyselovaniu rmutov a sladiny sa
pouziva kysely rmut obsahujuci kyselinu mlie¢nu produkovani mlie¢nymi baktériami.
Kyselina mlie¢na ma vplyv na pH sladu, L - forma kyseliny mlie¢nej vznika v ramci anaerobnej
respiracie jaémenného zrna a D — forma vznikd v rdmci metabolizmus kontaminujicich
mikroorganizmov. Preto je potrebné, Gpravy za ucelom zvySovania acidity kyselinou mlie¢nou
zjednotit’ z dokonalym udrzovanim ¢istoty pocas skladovania [1, 2, 17] .

2.6.4 Kyselina §tavelova

o\ /o
HO>_<OH

Struktirny vzorec kyseliny Stavel'ovej

Stavelova kyselina je zakladna alifaticka dikarboxylova kyselina. Je rozpustna v kyslom
a nerozpustna v neutrdlnom a alkalickom prostredi. Patri medzi antinutriéné latky, pretoZe tak
interferuje s metabolizmom vapniku. Jej druhy nazov je oxalova kyselina a jej hlavnym
prekurzorom je L - askorbova kyselina. Je beznou zlozkou ovocia a zeleniny, kde sa vyskytuje
napriklad ako rozpustna draselna sol’ v bandnoch alebo ako vapenatd sol’ v nezrelom ovoci
a zelenine. Tvori prirodzent sucast’ rastlin a hub a Vv pivovarstve pochadza predovsetkym
Z jacmenného sladu. Pri zvySenom obsahu vépniku sa vylu¢i nadbytocny Stavelan vapenaty,
ktory méze v pive spdsobovat’ gushing alebo zakaly. Riadenym pridavkom vépenatych soli sa
Stavelan vapenaty vylu¢i uz v predchadzajucich fazach vyroby. Taktiez studené a dlhé
dokvasovanie moze vyzrazat' $tavelan vapenaty uz vo fazy leZzania piva. Stanovenie kyseliny
Stavelovej v sladu a pive vyuzZiva postupy zrazania, spektrofotometrie, plynovej
chromatografie, enzymovych metdd a v neposlednej rade izotachoforézy. Mnozstvo kyseliny
Stavelovej v hotovom pive sa pohybuje medzi 5 az 30 mg/l [18, 19].

2.6.5 Kyselina jantarova
O
Ho |
\H/\/\OH
O
Struktirny vzorec kyseliny jantarovej

Jantarova kyselina patri medzi nasytené alifatické dikarboxylové kyseliny. Je
medziproduktom biosyntézy mastnych kyselin, citratového cyklu aj metabolickych pochodov.
Nachadza sa v niektorych druhoch ovocia ako st jahody a ribezle [19].

Kyselina jantarova je menej vyskytujucou sa kyselinou v pive. Najviac sa tvori pri
fermentacii mladiny [2].
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2.6.6 Kyselina benzoova

COOH

Strukturny vzorec kyseliny benzoovej

Kyselina benzoova je bezfarebnd az biela krystalicka latka bez zapachu alebo s vel'mi slabou
charakteristickou vonou. Je najjednoduchs$ia aromaticka karboxylova kyselina, malo rozpustna
vo vode, rozpustna vo vriacej vode a velmi l'ahko rozpustna vo vicSine organickych
rozpustadiel. Sluzi ako medziprodukt pri biosyntéze mnoho sekundarnych metabolitov a je
prirodzene pritomna bud’, vol'ne alebo viazand ako estery kyseliny benzoovej. Nachddza sa
v mnohych prirodnych produktov ako st napriklad brusnice, klinceky, skorica, slivky, syry
a dalsie [ 20, 21, 22].

Kyselina benzoova a jej soli (E 210 — E 213) patria medzi najdolezitejSie konzervac¢né latky
a st G&innym inhibitorom kvasiniek, plesni a niektorych baktérii. U¢innost’ kyseliny benzoovej
a jej soli je zavisla na pH v potravinach. Kyselina benzoova je pomerne slaba, preto nevyzaduje
prilis kyslé prostredie, ale pre vyslovene nekyslé potraviny sa nehodi. Hodi sa hlavne ku
konzervacii potravin, ktorych pH je mensie ako 4. Prikladom takychto potravin st ovocné dzusy
a in¢ nealkoholické napoje, sirupy, marmelady, suSené ovocie, olivy, nakladané tdeniny,
omacky, kecup, hor¢ica, majonéza, margariny a d’alSie [20, 22, 24].

Vicsina l'udi znasa kyselinu benzoovil v povolenych koncentraciach bez akychkol'vek
neziaducich u¢inkov. U citlivych jedincov sa vSak mézu neziaduce ucinky objavit. Hladina
kyseliny benzoovej v napojoch stanovena eurdpskou legislativou je 150 mg/l. Najvyssie
pripustné mnozstvo kyseliny benzoovej v nealkoholickom sudovom pive je 200 mg/l. Bola
vyjadrena obava, Ze kyselina benzoova a jej soli mozu reagovat s kyselinou askorbovou
(vitamin C), v niektorych nealkoholickych népojov za tvorby malého mnozstva benzénu.
Vyskumy ukazuju, ze tvorba benzénu sa zvySuje za zvysSenej teploty a svetla, ale je potlacovana
pritomnost'ou cukru [20, 41].

2.6.7 Faktory ovplyviiujuce obsah organickych kyselin v pive

Organické kyseliny maji vyznam v pive ako chutové a vonné latky, ovplyviuju pH piva
a nachylnost’ na napadnutie inym neZiadicim organizmom [2].
2.6.7.1 pH piva

pH piva ma dopad na povahu a pritomné mnozstvo organickych kyselin [2].

2.6.7.2 Kvasinkovy kmeiri

Kvasinkovy kmen zretelne ovplyvituje hladinu organickych kyselin v kone€nom pive.
Podmienky pre rozmnozovanie kvasiniek maju podstatny vplyv na mnozstvo hromadenia
kyselin [2].
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2.6.7.3 Zdroj dusiku

Metabolizmus organickych kyselin, ktoré st vyluCované kvasinkami uzko suvisi
s metabolizmom aminokyselin. Zdroj dusiku ovplyvituje mnozstvo jednotlivych organickych
kyselin vo fermentovanych médiach a tiez uplné mnozstvo vylicenych kyselin. Pridanie
aminokyseliny volnej alebo vo forme soli do média spdsobuje zmenu pH, ktord ovplyviuje
vyucovanie organickych kyselin [2].

2.7 Elektrosepara¢né metody pre analyzu organickych kyselin v pive

Zakladom tychto metdd je pohyb elektricky nabitych castic v dosledku pdsobenia
elektrického pola. Castice s kladnym nabojom (kationy) sa pohybuju k negativne nabitej
elektréde (katode) a Castice s negativnym ndbojom (anidny) sa pohybuju ku kladne nabitej
elektrode (andde). Zakladom elektromigra¢nych technik st elektrokinetické javy a rozdielna
pohyblivost’ r6znych druhov castic [9, 25].

Elektromigra¢né techniky st techniky urcené primarne k separacii a naslednej detekcii latok
obsahujucich elektricky naboj. Podla priebehu separacie ich rozdelujeme na zonova
elektroforézu, izotachoforézu, izotachoforetickti fokusaciu, elektrochromatografiu a micelarnu
elektrokineticki chromatografiu. Podl'a prostredia, kde prebieha separdcia rozozndvame
elektromigracné techniky na papieri, gélu alebo vo vol'nom elektrolyte. Je mozné prepajat
techniky navzdjom. Prikladom je prepojenie izotachoforézy zo zdénovou elektroforézou
u diskovej elektroforézy alebo on-line kombinaciou izotachoforézy zo zonovou elektroforézou
V kapildrnom prevedeni. Vyhodou ich on-line spojenia je, Ze umoznuje nadavkovat vel'ké
objemy vzorku s nizkymi koncentraciami analytu, ktoré sa v prvom kroku izotachoforézou
zakoncentruju do zén ohraniCenych ostrymi rozhraniami a tie sa potom citlivo analyzuju
v druhom kroku metddou zonovej elektroforézy [10].

Kapilarne elektromigraéné separaéné metddy sa vyznacuju malou spotrebou vzorku
a Cinidiel potrebnych pre separaciu. Vyhodami su velkéd ucinnost’ separacie, vel'ka rychlost
analyzy, kratka doba potrebna na optimalizaciu separaénych podmienok, jednoducha obsluha
a schopnost’ analyzovat’ Siroku skalu latok. Nevyhodami st mensia reprodukovatel'nost’ a nizsia
citlivost’ [4, 8].

2.7.1 Elektroforéza

Elektroforéza je charakterizovand pohybom nabitych Castic v roztoku vplyvom elektrického
pol'a a ich separaciou na samostatné zony jednotlivych latok. Rychlost’ akou sa ¢astica v danom
roztoku pohybuje je priamo imerna intenzite elektrického pol'a (vid’. rovnica €. 1).

v=u-E 1)
kde v je rychlost’ Castice, E je intenzita elektrického pola, u je elektroforeticka pohyblivost’
[6, 26].

2.7.2 Elektroforeticka pohyblivost’

Moze slazit' k identifikacii analyzovanych organickych latok, pretoZze je Specifickou
vlastnostou katidonov a anidonov vzniknutych protonizaciou, ¢i disociaciou organickych
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zltcenin (vid. Rovnica 2). Kationy a anidny organickych 1atok sa chovaju ako slabé kysliny
a zasady, preto je ich elektroforetickd pohyblivost’ zavislad na pH pouzitého separaéného pufru

HA+H,0 > A +H,0"
B+H,0—>BH"+OH" @)

Najvicsiu elektroforetickti pohyblivost’ bude organicka zlicenina vykazovat’ v stave tplnej
disociacie, pripadne protonizdcie a nazyvame ju iénova pohyblivost. Naopak nulova
elektroforetickd pohyblivost’ je v pripade plnej deprotonizacie organickej zliceniny. Efektivna
elektroforeticka mobilita tvori rozhranie medzi iontovou a nulovou pohyblivostou [8].

2.7.2.1 Efektivna pohyblivost’

Je dana celkovou pohyblivostou vSetkych castic rovnakého pdvodu (typu), ktoré sa
vzajomne rychlo premiefiaji rovnovaznymi reakciami, a preto sa vo svojej zone pohybuju
spolo¢ne. Ako priklad uvedieme efektivnu pohyblivost’ dvojsytnej kyseliny H2A, ktora zavisi
na acidobazickych rovnovahach (vid’. Rovnica €. 3)

H,A< H"+HA
’ ) ©)
HA" o H' + A®
Preto v jednej zone spolone migruju nie len aniény HA™ a AZ, ale aj molekuly H-A.
Efektivna pohyblivost kyseliny H2A je potom dand vztahom:
Upp " Cpa TUp Cp

uef = ] (4)
Canal

kde canal je celkova analyticka koncentracia kyseliny, C

HA- CAT su koncentracie ich

ionizovanych foriem pri danej hodnote pH a U, ,U . st ich pohyblivosti [7].

Ionové (efektivne) mobility st zavislé na teplote a i6novej sile prostredia. Limitné i6nové
mobility merané pri 25 °C a extrapolované pre nekone¢ne zriedené roztoky su uvedené
v chemickych tabul’kach. Efektivna mobilita slabych elektrolytov zavisi na pH prostredia a jej
priebeh popisuje priebeh disociaénej krivky [10].

2.7.3 Elektroosmoticky tok a elektroosmoza

Medzi elektrokinetické javy uplatiujuce sa v elektromigraénych technikach patri
elektroosmoza, elektroosmoticky tok a molekularna difazia [8, 9].

Elektroosmoticky tok ani elektroosmoéza nehra rolu v CITP z dévodu pritomnosti velkej
molekuly metyl - hydroxycelulézy vo vodiacom elektrolyte, ktora potlacuje elektroosmozu.
Daliim dovodom nepritomnosti elektroosmozy a elektroosmotického toku je elektricky inertna
kapilara vyrobena z organického polyméru. Elektroosmoticky tok vznika napriklad v CZE, kde
sa vyuzivaju kapilary z kremena [25].
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2.7.4 Molekularna difuzia

Na rozhrani medzi izotachoforetickymi zénami dvoch latok sa ich koncentracia skokom
meni a pritomny koncentra¢ny gradient, vedie k difuzii ibnov zo svojej zony do zony susedne;.
Difazny tok pdsobi v smere kolisajucej koncentracie a samozaostrujici efekt pdsobi proti
vzniknutému difaznemu toku [6].

2.8 1Izotachoforéza

Izotachoforéza (ITP) je elektroanalyticka separa¢na metdda, umoziujuca delenie anionov
alebo kationov na zaklade ich rozdielnej efektivnej pohyblivosti (Uef) Vv jednosmernom
elektrickom poli o0 vysokom napéti. Aplikacia vysokého napitia napomaha Gc¢innosti separacie
ale v praxi je to limitované kvoli Joulovému teplu, ktoré sa objavuje, ked’ roztokom prechadza,
elektricky prad. Aplikdcia vysokého napitia je vyhodou, iba ked teplo moze byt uCinne
rozptylené, pretoze pridenie tepla inak vedie k mixovaniu zon, ktoré boli separované [7, 28].

Polaritu elektréd volime podl'a toho, ktory druh i6nov chceme stanovit’ a podl'a toho potom
delime izotachoforézu na katidbnovu a anidonova. Vzorka je pred separdciou davkovana na
rozhranie medzi veduci a koncovy elektrolyt. ZloZzenie vediceho a koncového elektrolytu je
rozhodujuce pre delenie i6nov do zon. lony migruju k opacne nabitej elektréde separacnou
kapilarou, v ktorej sa postupne delia a vytvaraju zony, obsahujice iba jeden druh i6nov. Tieto
z6ny migruji kapilarou rovnakou rychlostou do miesta detekcie (z tade pochadza nazov izo -
tacho) [7, 25].

Izotachoforéza je analytickd separacnd technika, ktord umoziuje analyzovat zmesi
ionogénnych latok v roztokoch a ziskat’ v kratkej dobe udaje o kvalitativnom i kvantitativnom
zlozeni vzorku. Izotachoforéza pracuje s malymi mnoZstvami vzorku a umoznuje stanovit
desiatky ng latok. Su pre fu Specifické ostré zonove rozhrania oddel'ujuce odseparované zony
jednotlivych &istych zloziek vzorku. Po ukonéeni separacie, kazda zoéna obsahuje okrem
protiidénu iba i6ny jednej latky. Vsetky zony migruja rovnakou rychlostou, stykaju sa ostrym
rozhranim a postupom ¢asu sa nerozmyvaji [6].

Analyza prebieha na izotachoforetickom analyzatore. Konkrétne naSe meranie prebiehalo na
elektroforetickom analyzatore EA 101, ktory je zobrazeny i s popisom na Obr. 4 .
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2.8.1 InStrumentacia

1. rezervoar koncového elektrolytu,
2. davkovac,

3. strickacka pre davkovanie vzorku,
4. predseparacna kolona,

5. tlmiaci blog,

6. rezervoar veduceho elektrolytu,

7. striekacka s veducim elektrolytom,
8
9

. analytickd kolona,
. drziak kolony UV detektoru,
10. rezervoar veduceho elektrolytu
analytickej kolony,
11. odpadna nadobka,
12. konektory vstupu vodivostného detektoru

Obr. 4: Elektroforeticky analyzdator EA 101.

2.8.2 Mnozstvo a charakter vzorku

Vzorka moéze byt davkovand davkovacim kohuatom, alebo injekénou striekackou.
Pozadovany objem vzorku je kompromisom medzi citlivostou a rychlostou analyzy. Pri
priamej analyze sa analyzuje 1 — 10 pl vzorku. Pri stanoveni stopovych koncentrécii
analyzovanych latok, musi byt objem umerne vyss$i. Vzorky kvapalin o dostato¢nej vodivosti
moZu byt analyzované priamo. Ak je vodivost’ vzorky mald, roztok sa v mieste nastreku 'ahko
prehrieva, potom je treba pridat’ ku vzorke veduci alebo koncovy elektrolyt, alebo je treba
analyzovat’ menSi objem vzorku. Pri analyze plynnych vzorkou sa vzorka neché prebublavat
takou kvapalinou, v ktorej sa analyzovana latka kvantitativne zachyti a vzniknuty roztok sa
analyzuje priamo, alebo po zakoncentrovani. Pevné vzorky je treba pred analyzou
zhomogenizovat’ a analyzované latky vyextrahovat’ do vhodného rozpustadla. Takto vzniknuty
roztok sa zakoncentruje a zanalyzuje [6].

2.8.3 Zakladné udaje

Separacna kapilara je vyrobend z vhodného organického polyméru PTFE
(polytetraflourethylen), alebo FEP (kopolymér perflourovaného polyethylenu a polypropylenu)
0 vnutornom priemere < 1 mm, obvykle 0,05 — 0,8 mm. Konce kapilary st pripojené
k elektrodovym nadobkam, ktoré obsahuju veduci elektrolyt (LE) a koncovy elektrolyt (TE)
a platinové elektrédy pre pripojenie zdroja vysokého napétia (HV) dodévajuceho konstantny
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jednosmerny priad. Rozsah prudu sa pohybuje v rozmedzi 5 az 500 pA. Prud je automaticky
regulovany na konstantni hodnotu. Rezervoar s LE je oddelena od kapilary semipermeabilnou
membranou, ktora brani hydrodynamickému toku elektrolytu [6, 7, 10].

2.8.4 PouZzivané elektrolytové systémy

Ako veduci ion je vhodny rychly i6n plne disociovanej latky. Ako terminator sa pouziva H™,
alebo OH" i6n, ktoré musia tvorit’ posledni zonu systému. Latky, u ktorych ich zénami, moze
niektory zuvedenych idnov prenikat smerom do vedicej zony, nemdzeme pouzit ako
terminator, ani ich reprodukovatel’ne analyzovat’. Ak je prirodzeny terminator tvoreny H* alebo
OH" prili§ pomaly, teda jeho zona ma prili§ vysoky gradient elektrického potencialu, je mozné
pouzit’ ako terminator int latku s vhodnou efektivnou pohyblivosti vlastnej zény. Obecne sa
ako termindtor moze pouzit taka slaba kyselina alebo baze, ktorej i0nova pohyblivost’ je niZsia,
nez je pohyblivost’ separovanych latok a ich hodnota pKa je nizsia (v pripade kationu) a vysSia
(v pripade aniénu), nez hodnoty pKa vsetkych separovanych latok. Vhodny veduaci i6n moze
byt pri katiénovej izotachoforeze napriklad K*, NH**, Na*. Pri aniénovej izotachoforeze CI’

[6].
2.8.4.1 Podmienky pre vhodny elektrolytovy systém

Analyzované latky by mali byt chemicky stabilné, dostato¢ne ionizované a rovnovahy
medzi jednotlivymi formami viacsytnych elektrolytov alebo komplexov by sa mali ustal'ovat’
rychlejSie nez je migracnd rychlost’ jednotlivych foriem. Koncentracia analytu po dosiahnuti
rovnovazneho stavu nesmie prekrocit’ su¢in rozpustnosti, aby latky zo systému nevypadavali.
Volba elektrolytového systému ovplyviiuje citlivost, rychlost analyzy a presnost
vyhodnotenia zaznamu z detektoru. Efektivne mobility sledovanych latok sa daju vhodne
ovplyvnit zmenou roéznych parametrov elektrolytu. Napriklad zmenou pH alebo obsahom
komplexujucich ¢inidiel v separaénom médiu [10].

2.8.4.2 Rozdelenie elektrolytovych systéemov

Obecne sa elektrolytové systémy delia na pufrované, nepufrované a bez pufru.
V pufrovanom systéme tvori L (veduci i6n) v zavislosti podl'a analyzy aniénov alebo kationov,
anion silnej kyseliny, alebo silnej baze. Protion je slaba baza, alebo anion silnej kyseliny.
Terminatorom musi byt vzdy hydroxylovy alebo hydroxoniovy i6n, pripadne pre zrychlenie
analyzy i6ny s vySSou efektivnou mobilitou, nez je mobilita hydroxylového alebo
hydroxoniového ionu pri danom pH. V systéme bez pufru je rozdiel iba v protidne, ktorym je
hydroxoniovy alebo hydroxylovy i6n, ktory vtomto pripade nemdze byt terminatorom.
Nepufrovany systém je systém, kde vedicim id6nom je hydroxylovy a hydroxoniovy ion,
protidbnom je silnd baza, alebo anion silnej kyseliny a koncovy i6n je anion slabej kyseliny,
alebo slabej baze [10].

2.8.5 Izotachoforeticka analyza

Na zaciatku analyzy sa vzorka umiestni na koniec separacnej kapilary medzi dva elektrolyty
s odliSnou pohyblivost'ou i6nu. Jedna sa o vedtci elektrolyt (LE), ktory na zaciatku analyzy
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vypina andédovy a separaény priestor a koncovy elektrolyt (TE), ktorym je na zadiatku analyzy
naplneny katodovy priestor [26].

Ak separujeme aniony (pre kationy je postup analogicky), aniony veduceho elektrolytu maju
vyss$iu pohyblivost’ ako ktorykol'vek anion vzorku a anidny koncového elektrolytu maju
naopak mensiu pohyblivost’, nez ktorykol'vek anioén vzorku (vid. Rovnica 5).

Mg ) Ma dMg ) Hre (5)

Okrem separovanych anidnov su vzdy pritomné iopacne nabité protiony, ktorych
pritomnost je podmienkou zachovania elektroneutrality v zonach. Zlozka vedaceho
a koncového elektrolytu migrujica opaénym smerom, nez analyt sa nazyva protiion. Protiony
vo vsetkych elektrolytoch (vediicom, separovanom i koncovom) musia byt’ rovnaké [7, 25, 27].

Po pripojeny jednosmerného napitia na elektrody, umiestnené v katddovom a an6dovom
priestore, pri konStantnej hodnote prudu (I) sa zacnu anidony pohybovat’ kapildrou k anode
roznou rychlost'ou, podl'a ich hodnoty Uet. Po urcitej dobe i6ny vytvoria ostro ohrani¢ené zony
0 dizke (1) s jednym typom aniénu. Su zoradené podla klesajucich hodndt Uer az sa dosiahne
ustaleného stavu (konStantného pradu). Iony v zone sa potom pohybuju rovnakou rychlostou
k andde. Ked’ je dosiahnuta rovnovaha st vytvorené oddelené zony LE, vzorky a TE a cestuju
rovnovaznou rychlostou cez kapilaru podla niz§ie uvedenej rovnice.

Ve = e Bre = #AEp = 115 By = 417 B , (6)

kde v, je rychlost zony vrovnovahe izotachoforézy a indikatory A a B odpovedaju

vzorkam rozpustenej latky A a B.

Pre ustaleny stav pri stdlom priereze separacnej kapilary (A) a konStantnej hustote pradu
(I/A) plati, Ze sa napétie v kapilare rozdeli podl'a vodivostnych zdén, pretoze v zone s idny
0 vel'kej pohyblivosti je mensi elektricky odpor (R) anaopak. Potom ma kazdd zona
charakteristicki konstantni merni vodivost’ (k) a intenzitu elektrického pola (Ep). Najniz$iu
intenzitu pol’a bude mat’ LE. Podl'a Ohmovho zakona plati

I

Ep:m [chi] (7)

Intenzita elektrické¢ho pola je konstantna v kazdej zone. Koncentracia kazdého anionu (Ca)
je vich zone konstantna aurCena zlozenim a koncentraciou vediceho elektrolytu, podla
Kohlrauschovy regula¢nej funkcie:

CA _ l"IA(uL +UK)/ZL

¢ u(uy+ug)iz,’ (8)

kde Uy je pohyblivost’ kationu (protionu),

U, je pohyblivost’ anionu veduceho elektrolytu,
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U , je pohyblivost’ anidonu stanovovanej latky tvoriaceho zonu,
Z,,2, su nabojové ¢isla anionov vo vedicom elektrolyte a v zone,
c.,C, su ich koncentracie.

Zjednodusene moézeme Kohlrauschovu regulacnu funkciu vyjadrit’ takto

CA = CL -k0n§l‘ (9)

Menej pohyblivé idny sa v ustalenom stave pohybuju rovnako rychlo ako pohyblivejsie iony.
Je to sposobené tym, ze v kazdej zone je iny gradient potencidlu (potencialovy spad). Gradient
menej pohyblivé i6ny pdsobi vicsia hnacia sila. Jednotlivé zony su v ustdlenom stave vel'mi
ostré, pretoze tam pdsobi samozaostrujuci efekt. Ak opusti kation vplyvom diftizie svoju zonu
a dostane sa do zony menej pohyblivych kationov, kde nan pdsobi vacsi gradient potencialu, je
zvySenim hnacej sily kation pohanany spat’ do svojej zony [7, 26, 27, 28].

(a)
TE A+B LE
(b)
-| TE (B|] A+B A LE +
smer pohybu
_—
(©)
- TE B A LE +

Obr. 5:Schéma izotachoforetickej analyzy [25].

Na Obr. 5 je zobrazena schéma izotachoforetickej analyzy, ktora stru¢ne v 3 bodoch A - C
popisuje princip analyzy.

A. Kapilara je naplnend vodiacim elektrolytom, vzorkou obsahujicou zlozky A aB
a koncovym elektrolytom.

B. Po pripojeny jednosmerného napétia na elektrody, iony v roztoku migrujii réznymi
rychlostami. Po urcitej dobe id6ny vytvoria ostro ohrani¢ené zony s jednym typom
aniénu. S zoradené podla klesajiicich hodnot uer .

C. Po dosiahnuti ustaleného stavu (konstantného prudu) sa i6ny v zoéne pohybuji rovnakou
rychlostou k andde. Ked’ je dosiahnuta rovnovaha, su vytvorené oddelené zony LE,
vzorky a TE a cestuji rovnovaznou rychlostou cez kapilaru [25].

2.8.6 Separacia a detekcia

Ciel'om separa¢nej analyzy je uplna vzajomnd separacia vSetkych sledovanych zloZiek
vzorku tak, Ze su vytvorené izotachoforetické zony individudlnych latok. Cielom druhého
kroku je detekcia analyzovanych latok. Metddu charakterizuje rychlost, citlivost’ a presnost’
analyzy. Rychlost’ analyzy je zavisld na zloZeni veduceho elektrolytu, pouzitej hodnote
hnacieho prudu a davkovaného mnozstva vzorku k analyze [6].
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Pri detekcii prechadzaju jednotlivé zony detekénou celou aich priechod je snimany
a zapisovany do podoby izotachoforegramu. Detekéna cela ma istd minimélnu dizku v smere
migracie. Cim je dizka detegovanej zony vicsia, neZ dizka detekénej cely, tym je vplyv
detekénej cely relativne mensi a kvalitativne vyhodnotenia presnejsie. Pre detekciu je vyhodné,
aby bolo nastrekované ¢o najviacsie mozné mnozstvo vzorku, aby vysledné zény boli o
najdlhsie. Naopak pre rychlu a uplni separaciu je treba zon ¢o najkratSich a pre presnu detekciu
je treba zon o najdlhSich. V idealnom pripade sa vyhovie presnosti separacie a detekcia sa
musi previest, ¢o najskor po ukonéeni separacie.

K detekcii mo6Zzu byt vyuzité tieto vlastnosti alebo veliiny: gradient elektrického potencialu,
merna vodivost’, teplota, pH, koncentracia protionu [6].

2.8.7 Detektory

Detektory pre izotachoforézu musia byt o vysokej Specifite a citlivosti a delia sa na dve
skupiny:

2.8.7.1 Univerzdlne detektory

Ich odozva je urcena pohyblivostou i6nov v zoéne. Teda reaguji na pohyblivost’ latok.
Kazda jednotliva zona dava detekény signal.

Rozdelenie:

1. Vodivostné — meria sa vodivost zoény prechadzajica cez detektor. Cidlom
u kontaktnych detektorov st dva platinové droty, vzdialené v smere osy kapilary asi 0,1
mm, Napdtie medzi tymito drotmi je imerné gradientu potencialu zony.

2. Teplotné — meraju teplotu v urCitom mieste kapilary. Zony, v ktorych je vAacsi
potencialovy spad, maju vyssiu teplotu, pretoze v nich vznik4 vyssie Jouleovo teplo.
Nepouzivaju sa pre malu citlivost’

a. Termoclanky,
b. Termistory.
3. Potencialovo gradientovy.
4. Voltametrické a amperometricky detektory [7, 27].

Vyhodou univerzalnych elektrochemickych detektorov je, Ze nevyzaduju chromofor alebo
derivatizaciu pre detekciu vzorky v porovnani s UV detekciou. Nevyhoda tohto typu detekcie
je potreba oddelit’ vysoku elektricka intenzitu pola, sluZiacu na separaciu analytov od detekénej
zoOny, ktord je vel'mi citlivd na prud alebo napétie. [zotachoforegram poskytnuty univerzdlnym
detektorom vyzera tak, Ze informaciu o kvalite poskytuje vyska zony (h) a 0 kvantite Sirka zony
(I [25, 27].

2.8.7.2 Specifické detektory

Ich odozva je ur¢ena inymi vlastnostami v zéne, nez elektroforetickou pohyblivostou.
Specificka detekcia sa d4 pouzit' iba pre latky absorbujuce v UV oblasti (predovietkym
organické kyseliny). Selektivne (Specifické) detektory podavajii informaciu o vybranej
analytickej vlastnosti sledovanej zony. NajrozSirenejSim selektivnym detektorom
Vv izotachororetickej analyze je fotometricky detektor v UV oblasti. Principom detekcie je
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meranie intenzity Ziarenia zdroja konStantného svetelného toku po prechode detekénou celou
separacnej kolony. Ziarenie je monochromatizované filtrom. UV detekcia ma pouZitie pre
zistovanie identity Standardnych latok s latkami vzorku, ako aj pre odhad neznamych latok.
Selektivny detektor mdze pri uréitom usporiadani spiiiat’ funkciu univerzalneho detektoru. Tato
vlastnost’ UV detektoru sa vyuziva v pripade detekcii latok, ktoré samy neabsorbuji v danej
oblasti ziarenia. Vtedy je pouzity protion, ktory sdm vykazuje merani vlastnost. Pri UV
absorpcnej detekcii sa absorpcia v detekénej cele bude od zony k zéne menit’ tak, ako sa
V jednotlivych zonach bude menit’ koncentracia absorbujucej zlozky. Ako vysledok analyzy
ziskame schodovity zaznam, podobne ako u univerzalneho detektoru [6].

2.8.8 Vysledok analyzy

Vysledkom delenia iénov v izotachoforéze je izotachoforegram uvedeny na Obr. 6. Kazdému
rozdelenému i6nu odpovedd na izotachoforetickej krivke ,schod®, ktoré¢ho dizka Q)]
charakterizuje latkové mnozstvo i6nu zlozky vo vzorke a vySka zény (,,schodu®) (h) urcuje
kvalitu analyzovanych i6nov v danom elektrolytovom systéme [10].

A koncovy elektrolyt

2
8
o
Q
o
=
5

Y

h
S
veduci elektrolyt
cas

Obr. 6: Izotachoforegram [27].

Kalibra¢na krivka je zavislost’ dizky viny na zdzname na davkovanom mnoZstve analytu,
teda koncentracii. Mnozstvo latky sa prejavi na zdzname tym dlhSou vilnou, ¢im niz§ia bola
koncentrécia na ktora sa analyt upravil a ¢im mens$i je prierez kapilary. NajrozSirenejSi spdsob
detekcie je meranim vodivosti (odporu) v zone alebo gradientu. V tomto pripade k identifikécii
anayltu sluzi vySka vilny na zazname. U optickej detekcie je vySka viny dana extinkénym
koeficientom, ktory charakterizuje zonu a druhym sledovanym parametrom je poradie vin na
zazname [10].
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2.8.8.1 Kvalitativna analyza

Kvalitativna analyza V izotachoforéze nie je schopnd poskytnit’ priamy udaj o zlozeni
vzorku, preto vzdy vychadzame zo Standardnej zmesi takého zloZenia aké predpokladame
Vo vzorku. Vlny izotachoforegramu identifikujeme tak, ze priradime kazdej vine odpovedajicu
Standardnti  latku. Potom analyzujeme viny izotachoforegramu vzorku, porovnanim
izotachoforegramu vzorku s izotachoforegramom Standardnej zmesi [6].

2.8.8.2 Kvantitativna analyza

Pre kvantitativnu analyzu v kapilarnej izotachoforéze sa pouzivaji vSetky techniky ako
u kvapalinovej chromatografie.

Rozoznavame 4 typy kvantitativneho vyhodnotenia ITP analyzy:

1. Kalibracia vonkaj$im Standardom.
a. Metoda priameho porovnania,
b. Metoda kalibracnej krivky,
2. Technika vnitorného Standardu.
Technika Standardného pridavku.
4. Technika vnatornej normalizacie - jedind z tychto technik nemé velké uplatnenie

w

V praxi, pretoze poskytuje vysledky iba vo forme molovych zlomkov, ¢o je po vztiahnuti
iba na kationy a aniony malo vyuziteI'né.

Metoda kalibraénej krivky

Metoda kalibracnej krivky je najpouzivanejSia metdéda a vyuziva sa hlavne pre sériové
analyzy. Princip spociva v konStrukcii kalibraéného grafu na zaklade série nastrekov roznych
definovanych mnozstiev Standardnej latky. Kalibracny graf ma na ose X koncentraciu a na ose
y dizku viny (z6nu) [6].

Na presnost’ kvantitativnej analyzy kapilarnej izotachoforézy ma vplyv koncentracia vzorku,
regulacia teploty, i6nova sila elektrolytu, rezim nastreku [4].

2.8.9 Vyuzitenost’ metody

Je metéda vhodnd pre kvantitativnu analyzu predom zvolenych latok. Nie je vhodna
k identifikacii neznamych zloziek vzorku. Izotachoforéza je metéda vhodna pre analyzu latok
ionogénnej povahy, teda tych, ktoré sii v danom rozpustadle (najcastejSie vode) pomerne
jednoducho ionizovatel'né. Ale vyhodou je, Ze neionogéne latky, ktoré si hlavnymi zloZkami
analyzovaného vzorku nerusia analyzu ionogénnych latok [6, 7].

Analyzovana latka musi byt rozpustnd v danom rozpustadle, inak hrozi vypadadvanie
analyzovanej latky zroztoku a zhorSenie presnosti a spravnosti analyzy, pripadne Uplne
znemoznenie analyzy. [zotachoforézou méZu byt analyzované kationy, kedy moZzu interferovat’
iba kationogenne latky, alebo su anylzovavané aniony, kedy interferuju iba anionogénne latky.
Vyhodou je, ze v izotachoforéze st latky delené na zéklade rozdielnych efektivnych
pohyblivosti a nie na zéklade rozdielnych chemickych vlastnosti alebo zloZenia. Vd'aka tomu
moZu byt pocas jednej analyzy na raz stanovené ionogénne latky Gplne rozdielnej povahy, napr.
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anorganické a organické idny. Vynimkou je kapilarna izotachoforéza s detekciou on-line. Tento
typ izotachoforézy, nie je schopny analyzovat’ viac vzorkou sucasne, d’alSia vzorka moze byt’
analyzovand, az po ukonceni analyzy predchddzajiceho vzorku a premyti kapilary vediucim
elektrolytom [6].

2.8.9.1 VyuZitie kapilarnej izotachoforézy v analyze potravin

Kapilarna izotachoforéza sa vyuziva pre stanovenie anorganickych a organickych i6onov
V potravinach a napojoch. Konzervaéné latky ako kyselina sorbova, propionova, benzoova
a estery kyseliny benzoovej, mézu byt analyzované v ré6znych druhoch potravin po extrakcii
Z lipidovej faze. V napojoch a konzervovanych potravinach mézu byt analyzované sladidla ako
cyklamat a sacharin. Dalej moZu byt v potravinach analyzované aditiva ako glutaman, GMP,
IMP [5].

Hladiny obsahu organickych kyselin vo vzorkach st vo véc¢Sine pripadov dostaCujice
k priamemu stanoveniu bez tpravy vzorku, pripadne vyzaduji iba minimalne predbezné upravy
ako je zriedenie alebo filtracia [5].

2.8.10 Porovnanie izotachoforezy s inymi analytickymi metodami

Vyhodou izotachoforézy oproti chromatografickym metddam je, Ze sa vicSina analyz obide
bez predbeznych Gprav vzorku, ¢o zniZzuje casové naroky na stanovenie. Izotachoforézou sa da
stanovovat’ zlozky vzorku v rozmedzi koncentracii 10* — 10T mol-I. Cena pristrojového
vybavenia pre izotachoforézu je ovel'a niZ§ia, neZ in§trumentacia pre HPLC. Dalsou vyhodou
ITP je nizka spotreba chemikalii a celkovo nizSie naklady na jednu analyzu oproti HPLC a tym
aj nizSie zatazenie odpadnych vod a celkovo Zivotného prostredia. Dalsou vyhodou ITP je,
ze potravinarsky vyrobok je komplexné heterogénna matrica, ale zlozky ako sacharidy, Skrob
vlaknina su neionogénne a nerusia stanovenie ionogénnych zloziek potravin. Pri ITP sa
separaciou vo vol'nom roztoku v kapilare eliminuji neziaduce interakcie analytu s nosi¢om,
¢o sa deje v pripade chromatografickych analyz. Nevyhodou izotachoforézy je, Ze vysledkom
separacie je sustava zon analyzovanych latok, ktoré na seba priamo nadvazuji. Kapilarna
izotachoforza ma dva typy usporiadania jednokapilarova a spojené kapilary. Rozdiel v tychto
dvoch usporiadaniach uvadza Tab. 4 [7, 9].

Tab. 4: Zdkladné parametre pre kapildarnu izotachoforézu [9].

Parameter Jednokapilarova ITP Spojené kapilary v ITP
Doba analyzy [min] 5-60 5-45
LOD [pmol] ~10 ~1
Déavkované mnozstvo [pl] 1-50 1-300
Minimalna stanovitel'na Az 10° Az 1078
koncentracia [mol/l]
Maximalny pomer 1:100 Az1:10°
stanovovanych zloziek

2.8.11 Presnost’ a citlivost’ metody

Presnost’ izotachoforetickej analyzy zavisi na

1. Presnosti merania naboja prechodu zony detektorom,
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2. Spravnosti vymytia vzorku z predchddzajicej analyzy z kolony,
3. Vylicenia hydrodynamickych tokov v kolone,
4. Zaistenia prechodu analyzovanej latky zo vzorku detekénou celou [6].

Zvysenie citlivosti ITP sa da dosiahnut’ zaradenim uzsej kapilary za SirSiu predsepara¢nil
kapilaru a prevedenim dvoch ITP analyz za sebou s pripadnym odseparovanim neziaducich
latok k pomocnej elektrode [10].

2.9 Chromatografia

Chromatografia je separa¢na metdda, zaloZend na rovnovaZznom rozdeleni zloZiek vzorku
medzi dvoma fazami, stacionarna (nepohyblivd) a mobilna (pohybliva). Principom separacie su
rozdiely v afinite zloziek vzorku k stacionarnej a mobilnej fazy. V stiCasnej dobe sa pri
vSetkych chromatografickych technikach pracuje elu¢nym spdsobom, kedy sa do pretekajice;j
mobilnej faze davkuje vel'mi malé mnozstvo vzorku [8, 10, 11, 29].

V kvapalinovej chromatografii je mobilna faza kvapalina a staciondrna faza je tuhd latka
alebo kvapalina zakotvena na tuhom nosici. U vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii je
mobilnd faza privadzana do systému pomocou ¢erpadla za vysokého tlaku a stacionarna faza je
umiestnena v chromatografickej kolone vo forme sorbentu. Kvapalinova chromatografia je
univerzalna technika. M6zeme ju pozit’ pre separaciu tepelne nestalych latok, silne polarnych,
ionovych, vysokomolekularnych, prirodnych alebo syntetickych polymérov [8, 10, 11, 29].

Ma dva typy usporiadania plo$né (papierova chromatografia alebo na tenkej vrstve
adsorbentu - TLC) alebo kolonové usporiadanie — HPLC. Vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (HPLC) ma oproti chromatografii v ploSnom usporiadani vyssiu citlivost’
a rychlejSiu separaciu. Ziskany zaznam po separacii jednotlivych zloziek vzorku sa nazyva
chromatogram. Chromatogram predstavuje Casovy zaznam signalu detektoru zo vzdjomne
oddelenymi elu¢nymi pikmi jednotlivych latok [8, 10, 11, 29].

2.9.1 Princip separacie

Mobilné faza sa zo zasobniku cez zariadenie pre zavadzanie vzorku davkuje vysokotlakym
cerpadlom na separacntl kolonu. Z kolony sa prevadza do detektoru, ktory poskytuje elektricky
signal ako odozvu imerni zmene sledovanej vlastnosti eluatu vytekajiceho z kolény. Casova
zavislost’ elektrického signalu sa zaznamendva ako chromatogram pomocou pocitaca
s analogovo - digitalnym prevodnikom a zbernicou dat, kde sa signal automaticky vyhodnocuje
a spracovava. Zlozky vzorku sa daji identifikovat’ na zdklade zhody ich elu¢nich casov
s retenénymi ¢asmi Standardov. Z vySok alebo ploch pikov je mozné stanovit’ obsah zlozZiek vo
vzorku [8, 10, 11].

2.9.2 InStrumentacia

Na Obr. 7 je schéma kvapalinového chromatografu a jeho Casti. Popis pristroja je uvedeny
prostrednictvom ¢isel 1 —9: 1. zasobniky mobilnych faz, 2. vakuovy odplyiovac, 3. zmieSavac,
4. vysokotlaké Cerpadlo, 5. automaticky davkovac, 6. termostat a kolona, 7. pocita¢ spolu so
softwarem, 8. detektor s diodovym pol'om, 9. fluorescencny detektor.
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Obr. 7: Instrumentdcia vysokoucinného kvapalinového chromatografu.

2.9.2.1 Priprava MF

Priprava mobilnej faze pozostava z dvoch Casti, zasobniku mobilnej faze a odplynovace.
1. Zasobniky mobilnych faz - sa uchovavaja vo fl'asiach, ktoré maji objem 1 - 2,5 litru.

2. Odplynovacé

Ddévodom odplynenia mobilnej faze je, aby pri zmene tlaku na vystupe z chromatografickej
kolony alebo aj vkolone nedochadzalo k uvolneniu bubliniek rozpustenych plynov.
Odplynenim mobilnej fadze zabranime problémom, ako su nestabilita Cerpadla, znizenie
citlivosti detekcie a zaroveni dosiahneme opakovatelnost’ retenénych ¢asov a nizkeho Sumu
zakladnej linie. Mame dva sposoby odplynenia. Prvy spdsob je prebubldvanie héliom, kedy st
zasobniky mobilnej faze opatrené trubicami pre privod hélia a na konci maju fritu pre
rovnomerné rozptylenie bubliniek v zdsobniku. Hélium sa vel'mi malo rozptsta v mobilne;j faze
a sluzi k odstraneniu rozpusteného vzduchu z mobilnej faze. Druhym spdsobom je vakuové
odplynenie. Vakuovy prietokovy odplynova¢ je polopriepustnd membrana v tvare kapilary,
ktord je umiestnend vo vakuovej komore pred vstupom na koléonu. Mobilni fadza sa vede
kapilarou, kde je znizeny tlak a dochadza tam k prestupu molekul rozpustenych plynov von cez
membranu a kvapalina sa zachova. Odplynena kvapalina putuje do ¢erpadla [8, 10, 11, 29].

2.9.2.2 Dodavanie MF

1. Cerpadlo

Vysokotlaké cerpadla zabezpecuju bezpulzny transport mobilnej faze pri tlaku 40 MPa.
Na zaciatku vyvoja HPLC sa pouzivali ¢erpadla pracujuce pri konStantnom tlaku. Dnes sa
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pouzivaju hlavne piestové Cerpadla, ktoré pracuju s konstantnym objemovym prietokom
mobilnej faze. Prikladom su cerpadla z dvoma piestami Vv sériovom alebo paralelnom
usporiadani. Funguje to tak, ze v jednej komore sa nasdva mobilna faza zo zasobniku, z druhej
sa vytlac¢uje na kolonu a potom sa funkcie oboch komoér vymenia. Rychlost’ pohybu piestu sa
riadi elektronicky aby bol prietok bezpulzny [8, 10, 11].

2. Elucia

a. Gradientova elucia

Pocas analyzy sa meni zloZenie mobilnej faze. Zmena moze prebiehat’ v nizkotlakej Casti,
kedy sa rozpustadla mieSaji v zmieSavacej komorke pred vstupom do Cerpadla a ako zmes
postupuji do piestu. Pri vysokotlakom gradiente mad kazdd zlozka mobilnej faze svoje
vysokotlaké ¢erpadlo a je ddvkovand do zmieSavacej komtrky pred kolonou. Nutnost’ pouZitia
dvoch a viac vysokotlakych cerpadiel. Cielom gradientovej eltcie je urychlenie separacie.
Sirka chormatografickych pikov by mala byt’ konitantna pre vietky analyzované latky [8, 10,
11, 29].

b. Izokraticka elucia

Izokraticka elucia je charakteristickd tym, ze mame rovnaki mobilnti fazu po celu dobu
analyzy. S rastiicou retenciou dochadza k postupnému rozsirovaniu pikov [29].

2.9.2.3 Davkovanie

V kvapalinovej chromatografii rozoznavame dva druhy davkovania vzorku. Rucné
davkovanie pomocou davkovacej slucky a automatické davkovanie pomocou automatického
davkovaca.

1. Davkovaci slucka

Rucne ovladany davkovaci ventil s davkovacou sluc¢kou je predom naplneny vzorkou a bez
prerusenia toku mobilnej faze. Vzorka sa davkuje ruénym prepnutim ventilu do druhej polohy.
Vyhodou je, Ze ide o lacnejSiu variantu davkovania, nez je automaticky davkovac, ale chyba
moznost’ automatizacie. Davkovacie ventily dostupné na trhu maju objemy déavkovacich
slu¢iek od 0,2 ul do 2000 ul a mézu byt ovladané elektricky alebo pneumaticky [8, 10, 11, 29].

2. Automaticky davkovac¢ -autosampler

Automaticky davkovac¢ obsahuje zasobniky s vialkami uzavretymi pryzovym septom alebo
perforovanou zatkou z polypropylenu. Sekvencia vzoriek aj doba kazdej analyzy sa da predom
naprogramovat’ a ddvkovanie moZe prebiehat’ bez pritomnosti obsluhy. Obvykle sa davkuje 2
— 10 pl vzorku. Plnenie sluc¢ky a prepinanie poloh ventilov je ovladané pneumaticky alebo
elektricky a je riadené pocitacom [8, 10, 11, 29].

2.9.2.4 Separdcia

Separacia latok v HPLC prebieha v kolone, ktorej sticastou je predkolona.
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1. Predkolona

Zvysuje stabilitu kolony, je plnena rovnakym materialom ako kolona. Sluzi k zachyteniu
drobnych pevnych ¢iastociek a neziaducich necistot vzorku.

2. Kolona

Kolona je tvorend z dvoch Casti — vlastné telo kolony, ktorym je rovna trubica s hladkym
vnatornym povrchom a koncovka kolony. Koncovka ma zaistit’ tesnost’ systému v oblasti
tlakov pouzivanych v HPLC, distribuovatt MF ianalyt rovnomerne cez prierez
chormatografického 16ze a zadrzovat’ naplii kolony. V koloéne prebiecha samotna separacia
zloziek analyzovaného vzorku. DiZka kolon sa pohybuje od 5 do 30 cm a vnutorny priemer je
2 — 5 mm. Kolodna je nerezova trubice, ktora je naplnena stacionarnou fazou. Stacionarna faza
sa voli podl'a typu chromatografického systému. Ak sa jedna o systém normalnych faz, tak je
stacionarna faza poldrna a mobilnd fiza nepolarna. Polarnou staciondrnou fazou je Cisty
silikagél alebo polarne chemicky viazané faze na silikagélovom nosi¢i. Systém s reverznymi
fazami ma naopak stacionarnu fdzu nepolarnu a mobilnt fazu polarnu. Nepolarna stacionarna
faza je tvorend dlhymi uhlikovymi retazcami naviazanymi na povrchu nosi¢a (napriklad
silikagelu). Menej sa pouzivajii ako stacionarne faze anorganické nosi¢e — oxidy kovov ako
oxid titani€ity, hlinity, zirkoniCity. Stacionarna fiza moédze byt mikropartikuldrna alebo
povrchovo porézna. Mikropartikularne ¢iastoCky maju priemer 3,5 az 5 um. Povrchovo porézne
¢iastocky maju pevné inertné jadro a na lom je nanesena tenkd vrstvicka staciondrnej faze.
Kolona 1 Castice naplni kolon musia splitovat’ urcité vlastnosti. Musia mat’ vysoku selektivitu
a dobri mechanicku a chemicku odolnost’ voci vysokym tlakom a zlozkdm MF, vykazovat
vysok ucinnost’ separacie latok (nizky vySkovy ekvivalent teoretického poschodia, H) a klast’
maly odpor toku mobilnej faze. Uginnost’ kolony sa zvysuje (vyskovy ekvivalent teoretického
poschodia, H vyrazne klesa) u naplni s drobnej$imi Casticami, hlavne pri vyssich prietokoch
mobilnej faze. Pri vol'be optimalnej velkosti ¢astic naplne HPLC koldn je treba brat’ do ivahy
G¢innost’ a pracovny tlak. Pracovny tlak na kolone sa zvySuje s rastiicou dizkou kolony.
Porovitost’ materialu pre HPLC kolony zéavisi na velkosti molekal separovanych latok.
Pre separaciu beznych organickych latok st vhodné castice s velkostou poérov 5 — 10 um
a $pecifickym povrchom 150 — 500 m?/g [8, 10, 11, 29].

3. Termostat

Ucelom termostatu je zaistovat’ rovnomerni distribuciu teploty v celom priestore
a zabranovat’” lokdlnym teplotnym vykyvom. Termostaty pre HPLC mdZeme rozdelit
na teplovzdusné a kvapalinové (olejové). Vyhodou kvapalinovych termostatov je, Ze zaistuju
lepsi prenos tepla a pracuji s vy$Sou presnostou nastavenia teploty. Pouzivaju sa pre teploty
vyssie nez 100 °C [29].

2.9.2.5 Detekcia

Detektory zaznamenavajii rozdiel v signalu medzi prechodom cistej mobilnej faze
a mobilnej faze obsahujucej analyt. Detektory poskytuju signal teda odozvu umernu
koncentrécii, ¢i hmotnosti separovanych latok. Tato odozva sa spracovava pocitatom.
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|. Rozdelenie detektorov:

1. Nedestruktivne — nedochadza k chemickej zmene detekovanej zlozky,
2. Destruktivne — detekovana zlozka sa nevratne meni.

I1. Rozdelenie detektorov

1) Selektivne - signal je umerny iba koncentracii analyzovanej latky v eluate,

A. Spektrofotometircky UV — VIS,
B. Fluorescencny,

C. Elektrochemicky,

D. Vodivostny.

2) Univerzalne - poskytuju signal umerny urcitej vlastnosti eluatu ako celku, teda
separovanej latky 1 mobilnej fazy.

A. Refraktometricky,
B. Detektor rozptylu svetla.

A. UV -VIS

Spektrofotometricky ~ detektor pracuje v ultrafialovej a viditel'nej oblasti
elektromagnetického Ziarenia (oblast vlnovych dizok 190 — 800 nm). Pritomnost latky
v prietokovej cele, ktora absorbuje pri uréitej vlnovej dizke sa prejavi poklesom signalu
k signalu v referentnej kyvete, kde je ¢ista mobilna faza. Logaritmus pomeru tychto dvoch
signalov je rovny absorbancii. Transmitancia je stanovena pomerom intenzity svetla pred a po
prechode cez vzorku (vid’. Vzt'ah 10)

Podl'a Lambertova - Beerova zédkona (vid’. Vzt'ah 11) je vyjadrené kvantitativne stanovenie,
teda absorbancia je priamo imerna koncentracii latky v mernej cele detektoru. Velkost odozvy
latky pri danej vinovej dizke charakterizuje molarny absorpény koeficient.

I
A=log->=¢,-L-c
' (11)

kde je A - absorbancia, lo - signal v referentnej kyvete, | - signal v prietokovej cele, €; -

molarny absorpény koeficient, L - dizka prietokove;j cely, ¢ — koncentrécia.

Méme dve varianty. Jednoduchsia varianta je VWD = spektrometer s jednou pevnou
pripadne volite'nou vinovou dizkou a spektrometer s diodovym polom = DAD.

e VWD — Principom tohto typu detektoru je, Ze sa vyberie jedna vinové dizka a necha sa
tym detektorom prejst’ eluat a potom sa meria miera absorpcie. Pozostava z diddy, ktora
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meria to, ¢o preslo a referencnej diddy, ktord meria nezoslabeny li¢. Porovnanim
signalov tychto dvoch diod sa da urcit’ miera zoslabenia signalu nezavisle na intenzite
dopadajiceho ziarenia. Tento typ detektoru pouziva ako zdroj ziarenia ortutova
vybojku.

e DAD —Tento typ detektoru je tvoreny radou didd a kazda ta diéda snima ur€itti vinova
dizku, teda okamzite sa da ziskat celé spektrum. Kazda fotodioda je spojena
s kondenzatorom, ktory je predom nabity na ur¢iti hodnotu. Fotoelektricky prud, ktory
vznika po dopade ziarenia na diodu potom vybije kondenzator, ¢o je imerné intenzite
dopadajuceho Ziarenia. V d’alSej fazy st kondenzatory nabité a je merany prud, ktory je
potrebny na dobitie prisluSnych kondenzatorov. Tento typ detektoru je vel'mi vyhodny,
ale cenovo drahy. Vysledkom separacie je trojrozmerny graf, ktory znazoriuje retenny
gas a vlnové dizky. Detektor teda poskytuje v aktualnom &ase, UV spektra pre kazdy
pik na chromatograme a to sa vyuziva k ¢iasto¢nej identifikacie latok [8, 10, 11, 26, 29].

B. Fluorescen¢ny detektor

Jedna sa o vysoko selektivny a citlivy detektor. Principom detektoru je fluorescencia
a meranie sekundarneho emisného Ziarenia, ktoré vyda latka po absorpcii primarneho
elektromagnetického excitaénného Ziarenia. Ziarenie z budiaceho zdroja prechadza excitaénym
monochromatorom a dopada na vzorku. Sekundarne emisné Ziarenie sa meria pod uhlom 90 °
k budiacemu Ziareniu. Ako zdroj budiaceho ziarenia méze byt’ pouzitd ortutova alebo xenonova
vybojka, pripadne laser pre dosiahnutie vysokej citlivosti detekcie [8, 10, 11, 29].

C. Elektrochemicky detektor

Elektrochemicky detektor je selektivny a citlivy detektor, ktory poskytuje odozvu pre latky,
ktor¢ mozu byt oxidované¢ alebo redukované. Meria elektricky signal, ktory je umerny
latkovému mnozstvu detegovane] zlozky. Merni celu tvori elektrochemicky c¢lanok
s elektrodami, na ktoré je vlozené napitie. Pocas reakcie dochddza k priechodu pradu medzi
pomocnou a pracovnou elektrodou. Medzi elektrochemické detektory radime napriklad
amperometrické a coulometrické detektory [8, 10, 11].

D. Vodivostny detektor

Vodivostny detektor meria elektricki vodivost’ eluatu z kolony v prietokovej cele z dvoma
vzajomne izolovanymi kovovymi elektrodami. Aby nedochadzalo k polarizacii elektrod, tak

pracuje s vloZzenym striedavym napatim. PouZziva sa iba pre detekciu idnovych latok pri ionovej
chromatografii [8, 10, 11, 29].

A. Refraktometricky

Refraktometricky detektor je najstar$i univerzalny detektor. Pri prechode latky mernou celou
poskytuje odozvu timernt rozdielu indexu lomu eluatu v mernej cele a indexu lomu mobilnej
faze v referencnej cele detektoru. Tento detektor umoziuje detekciu v podstate vSetkych latok,
ale je menej citlivy, nez spektrofotometrické detektory. Jeho odozva zavisi na teplote, rychlosti

prietoku a na zlozeni mobilnej faze, preto sa v praxi nepouziva v spojeni s gradientovou eliiciou
[8, 10, 11, 29].
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B. Detektor rozptylu svetla

Detektor rozptylu svetla je najnovsi a najuniverzalnejsi detektor. M4 lepsiu citlivost’, nez
refraktometricky detektor, ale vSetky zloZky mobilnej faize musia mat’ va¢siu prchavost, nez
separované latky. Principom tohto detektoru je, Ze eluat z kolony sa sprejom zmlzuje v prade
dusiku za tvorby aerosolu. Tento aerosol putuje do vyhriateho priestoru, kde sa z neho odpari
mobilna faza. Prietokovou celou prechadzaji CiastoCky aerosolu vzorku v prude plynu. Na
tychto ¢iastodkach, dochadza k rozptylu svetla vychadzajuceho z laserového zdroja. Cim viac
je Ciastociek aerosolu, tym viac svetla sa rozptyli [8, 10, 11, 29].

2.9.2.6 Riadenie a zber dat

Chromatograficky systém obsahuje pocitac s prislusSnym softwarem, ktory umoZznuje
vyhodnotit koncentraciu danych latok. Dalej umoZiiuje nastavenie parametrov teploty
termostatu, nastavenie davkovania, priectokov mobilnej faze atd’ [10, 11].

2.9.3 Vyhodnotenie vysledkov v HPLC

2.9.3.1 Kvantitativna analyza

Zakladom pre kvantitativne vyhodnotenie sledovanej latky je urCenie plochy, respektive
vysky piku. Kvantitativne vyhodnotenie na zaklade vysky je pouzivané minimalne, a aj to len
u symetrickych a uzkych pikov. Urcenie neznamej koncentracie je prevedené porovnanim zo
Standardom. Pri kvantitativnom vyhodnoteni su pouzivané nasledujiice metddy:

1. Metoda vonkajSieho Standardu,
2. Metoda pridavku Standardu,
a. Metoda jedného pridavku Standardu,
b. Metdda viac pridavkov Standardu,
€. Metoda pridavku Standardu za konstantného objemu,
3. Metdda vnitorného Standardu,
a. Metoda priameho stanovenia,
b. Metdda kalibraénej krivky,
4. Metoda vntitornej normalizacie [30].

Metéda pridavku Standardu

Principom tejto metddy je pridavok presného a znameho mnozZstva tej istej latky, u ktorej
ma byt stanovena neznama koncentracia, k analyzovanému vzorku. Metoda pridavku standardu
porovnava analyticky signdl vzorku zo signalom ziskanym po pridani zndmych pridavkov
Standardu rovnakého druhu ako je stanovovana latka. Aby mohla byt metdda pouzita musi byt’
splnena podmienka linearity medzi plochou piku a stanovovanou koncentraciou. Ma vyuzitie
hlavne pri analyzach zlozitych vzoriek, kde znizuje riziko vzniku chyb spdsobenych napriklad
ruivym vplyvom matrice na stanovenie analytu [30].

2.9.3.2 Kvalitativna analyza

K identifikacii latok v HPLC st pouZivané retenéné charakteristiky (objem alebo ¢as). Udaj
0 retenénom Case sa dé ziskat integraciou piku. Ciastoéna kvalitativna informacia sa da ziskat
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I zo spektier pri pouziti napriklad detektora diddového pol’a. Identifikacia spo¢iva v porovnani
spektier Standardnych latok a spektier neznamych vzoriek meranych pri rovnakych
chromatografickych podmienkach, pripadne porovnanim s vytvorenou kniznicou spektier [30].

2.9.4 Vyuzitie HPLC

Vyuziva sa k identifikacii zloziek vzorku a stanoveni ich obsahu pri analytickych
separaciach. Na rozdiel od ostatnych separacnych technik HPLC umoziiuje separaciu Sirokého
spektra kvapalnych a tuhych latok réznej polarity a molekularnych hmotnosti. Je to dané
velkym vyberom moznych kombinacii roznych stacionarnych a mobilnych faz i detekénych
metod. V potravindrskom priemysle sa HPLC vyuziva samostatne, ale aj ako kombinécia
s imunometdédami, mikrobidlnymi metodami a metédami enzymovej analyzy. Je mozné
stanovit' pridavné latky ako su antioxidanty, chemické konzervaéné latky, farbiva, vonné
a chutové latky, povzbudzujuce latky, latky na upravu fyzikalnych vlastnosti potravin,
technologické pomocné latky. Techniky tpravy vzorky ako je extrakcia na pevnej fazi alebo
superkriticka fluidnéd extracia zvySuju citlivost HPLC analyzy aZ na hladiny ppb (parts per
billion) alebo ppt (parts per trillion) [8, 10, 11, 12].

2.9.5 Moznosti upravy vzorku pred chromatografickou analyzou

Cielom upravy vzorku je izolacia a zakoncentrovanie analytov, predistenie extraktov
a odstranenie balastnych latok, ktoré mozu interferovat’ zo sledovanymi analytmi. Kvalita
upravy vzorku ovplyviiuje nasledujucu pracu so vzorkou a je casovo najnaroc¢nejSim krokom.
Metddy upravy vzorku sa delia podla historického vyvoja na konvencné a moderné. Konvencné
sposoby su charakteristické viackrokovou upravou vzorku a vysokou spotrebou rozpustadiel
aj vzorku.

Medzi konven¢né metddy patri:

1. Priama extrakcia a Gprava extraktu,

2. Extrakcia na tuht fazu (SPE),

3. Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (LLE),
4. Zrazanie proteinov (PP) [30].

37



3 CIEL PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo zozndmenie sa s metodami stanovenia organickych kyselin
v alkoholickych napojoch (CITP, HPLC/UV). V ramci prace boli rieSené nasledujuce ¢iastkové
ulohy:
1. Optimalizacia metdd stanovenia,

2. Analyza realnych vzoriek 11 piv dostupnych v obchodnych retazcoch,
3. Porovnanie vysledkov oboch metdd,

4. Porovnanie zhod medzi vzorkami navzajom,

5. Porovnanie vysledkov s dostupnou literatrou.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
4.1 1. metéda stanovenia organickych Kkyselin v pive (CITP)

4.1.1 Laboratérne vybavenie a pristroje

- Elektroforeticky analyzator EA 101 (villa Labeco s.r.o. Spisska nova Ves, SR) zo
softwarem ITPwin ver. 2.31 (KasComp Computer Applications spol. s.r.o. Bratislava,
SR),

- Analytické vahy Sartorius research s piesnosti na 0,0001 g (Nemecko),

- Ultrazvukova kapel’ Bandelin Sonorex,

- Laboratérne sklo - odmerné banky (Simax, CR), kadinky,

- Mikropipety 100 — 1000 pl (Finnpipette F2 - Thermo scientific - Finsko),

- Automatické pipety 0,5 — 5 ml (Finnpipette F2 - Thermo scientific - Finsko),

- Injekéné striekacky znacky Chirana (2,5; 3; 5; 10 ml),

- Plastové kelimky,

- Spicky,

- Chladni¢ka a mraznic¢ka k uchovavaniu vzoriek,

- Parafilm.

4.1.1.1 Parametre elektroforetického analyzatoru EA 101

Elektroforeticky analyzator obsahuje dve kolony ato horni (predseparacni) a dolnu
(analyticktl). Na hornej kolone sa nachadza vodivostny detektor a na dolnej kolone vodivostny
a UV detektor. Namerané data boli spracované a analyzované na vodivostnom detektore.
Vlastnosti elektroforetického analyzatora EA 101 a parametre naSeho merania udava Tab. 5.

Tab. 5: Viastnosti analyzdatora a parametre merania.

Dizky kapilar predseparaénych kolon 90 — 160 mm
Vnutorny priemer kapilar predseparacnych kolon 0,8 mm
Dizky kapilar analytickych kolén 90 — 160 mm
Vnutorny priemer kapilar analytickych kolon 0,3 mm
Objem davkovacieho kohutu 30 ul
Maximalne napitie 8000 V
Maximalny prud predseparacnej kolony 250 pA
Maximalny prud analytickej kolony 50 pA
Prikon separacnej jednotky 50 VA
Rychlost’ snimania dat 20 vzoriek/s
Mod merania ITP
Polarita aniony
Pocet krokov analyzy 5
Doba analyzy jedného vzorku 35 minat
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4.1.2 Pouzité chemikalie

Vyrobca, krajina pévodu

(Sigma Aldrich, Nemecko)

(Honeywell Fluka, Nemecko)

(Sigma Aldrich, Nemecko)

(Sigma Aldrich, Rakusko)

(Sigma Aldrich, Nemecko)
(Sigma Aldrich, Japonsko)

Nazov Vzorec

Kyselina mlie¢na C3HeO3 (Fluka, Japonsko)
Kyselina stavelova C2H204 (Fluka, Nemecko)
Kyselina jantarova C4HsO4

Kyselina citronova CeHsOr (Fluka, Rakusko)
Kyselina octova C2H402

Kyselina benzoova CeHsCO2H

Deionizovana voda H20 (VUPS, CR)
Etanol C2HsO (Merck, Nemecko)
Kyselina chlorovodikova HCI

Kyselina kapronova CH3s (CH2)4sCO2H

Histidin CsHoN3O2

BIS-TRIS Propéan C11H26N206

Methyl 2-hydroxyethyl celuloza MHEC

4.1.3 Vzorky

Metodou kapilarnej izotachoforézy bolo analyzovanych 11 vzoriek piv, dostupnych
vV obchodnych retazcoch. Zoznam vzoriek je uvedeny v Tab. 6. Zo sady 11 piv bolo 1 pivo

(Sigma Aldrich, USA)

(Sigma Aldrich, USA)

alkoholické a 10 nealkoholickych, 8 leziakov a 3 vyCapné piva, 10 svetlych a 1 tmavé.

Tab. 6. Zoznam analyzovanych vzoriek piv.

¢. vzorky Charakteristika Obsah alkoholu [obj. %] Krajina povodu
1 bezlepkovy svetly leziak 49 CR
2 nealkoholicky svetly leziak max 0,5 CR
3 nealkoholicky svetly leziak max 0,5 CR
4 nealkoholicky polotmavy leziak max 0,5 CR
5 nealkoholicky svetly leziak 0,50 CR
6 nealkoholicky svetly leziak 0,50 CR
7 nealkoholicky svetly I leziak max. 0,49 CR
8 nealkoholicky svetly leziak 0,50 CR
9 nealkoholické svetlé v plechovke 0,49 Holandsko
10 nealkoholické svetlé v plechovke 0,00 CR
11 nealkoholické svetlé v plechovke max 0,5 CR

4.1.3.1 Uprava vzorky

Vzorku piva bolo nutné pred analyzou odpenit’ v ultrzvukom ktpeli v 3 cykloch po dobu 10
minut a nasledne nechat’ odstat’, kym pena uplne nezmizne. Potom bola vzorka piva neriedena

pat’ krat deionizovanou vodou. Takto upravend vzorka bola pripravena na analyzu.

4.1.4 Priprava roztokov

Zlozenie koncového a vodiaceho elektrolytu bolo zvolené na zéklade pH analyzovanych

latok.
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4.1.4.1 Priprava vodiaceho elektrolytu

Bolo navazované 1000 mg histidinu, 355 mg BIS — TRIS Propanu, 500 mg methyl-
hydroxyethylcelulozy a kvantitativne prevedené do 500 ml kadic¢ky. Kadicka bola doplnena do
objemu 400 ml deionizovanou vodou. Na zaver bolo napipetované 400 ul 35 % HCI. Kadicka
bola nasledne umiestnena na automatické mieSadlo, kde sa nechala mieSat’ do dokladného
rozpustenia vSetkych komponent. Po rozpusteni bolo nutné zakryt’ kadicku alobalom a nechat’
chladit’ v chladnicke do druhého dna. Po 24 h odlezania bol roztok kvantitativne prevedeny
do 500 ml odmernej banky a doplneny po rysku deionizovanou vodou.

4.1.4.2 Priprava koncového elektrolytu

Bolo navazené 0,388 g histidinu a kvantitativne prevedené¢ do 500 ml kadicky. Nésledne
bola kadi¢ka doplnend vodou do objemu 400 ml a na zaver bolo napipetované 315 pl kyseliny
kapronovej. Potom bola kadicka polozena na automatické mieSadlo a mie$ana do rozpustenia
komponent. Po rozpusteni, ktoré trvalo priblizne 20 minut, bol roztok kvantitativne prevedeny
do 500 ml odmernej banky a doplneny po rysku deionizovanou vodou.

4.1.4.3 Priprava zasobnych roztokov organickych kyselin

Zasobné roztoky jednotlivych organickych kyselin boli pripravené navazenim potrebného
mnozstva organickej kyseliny do kadi¢ky. Po rozpusteni v kadic¢ke a kvantitativnom prevedeni
do odbernych baniek o objeme 100 ml, bola banka doplnena po rysku deionizovanou vodou.
Navazky a prislusné koncentracie organickych kyselin st uvedené v Tab. 7. Takto pripraveny
zasobny roztok kazdej zo 6 organickych kyselin bol zriedeny 10 krat a odpovedal 5 bodu
kalibracie.

Tab. 7: Hodnoty pre pripravu zasobnych roztokov organickych kyselin.

Nazov Kyseliny Navazky [mg] Kon[cne]g;lliécm K;:;Zg‘;;;éfzg}l? X
mlie¢na 184,7 1847 184,7
Stavelova 23,0 230 23,0
citrénova 36,0 360 36,0
octova 44,0 440 44,0
jantarova 36,2 362 36,2
benzoova 302,1 3021 302,1

4.1.4.4 Priprava kalibracnych roztokov organickych kyselin

Kalibra¢né Standardy jednotlivych organickych kyselin boli pripravované riedenim
z0 zasobného roztoku (10 krat zriedeného) na koncentracie, ktoré boli o¢akavana v pive.
Standardy 1 — 5 vetkych 6 organickych kyselin boli pripravované do objemu 2 ml riedenim
uvedenym v Tab. 8.
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Tab. 8: Hodnoty pre pripravu kalibracnych roztokov.

C. Standardu Riedenie Objem $tandardu [ul] Objem vody [ul]
1 10,0 200 1800
2 5,0 400 1600
3 3,3 600 1400
4 2,0 1000 1000
5 1,0 2000 0

4.1.4.5 Priprava roztokov pre Standardny pridavok (priprava mixu)

Standardny pripravok bol pripravovany za uéelom presnejsicho uréenia zon jednotlivych
organickych kyselin vo vzorkéch piva. Pripravoval sa do 5 ml, kde 1 ml predstavovala vzorka
piva a4 ml tvoril Standard danej organickej kyseliny pripraveny 10 nasobnym riedenim
zasobného roztoku odpovedajiicej organickej kyseliny. Standard teda odpovedal 5 bodu
kalibracie.

4.1.4.6 Priprava zmieSaného Standardu

Boli pripravené zasobné roztoky vSetkych 6 organickych kyselin, rovnakym postupom ako je
uvedené v kapitole 4.1.4.3. Z kazdého zasobného roztoku pre kazdi z kyselin bol odobraty 1 ml
do 10 ml odmernej banky a nasledne bola odmerna banka doplnena po rysku deionizovanou
vodou. Takto pripraveny zmieSany Standard obsahoval vSetkych 6 organickych kyselin
0 koncentracidch 10x zriedenych oproti pripravenym zasobnym roztokom. Koncentracie
organickych kyselin v zmiesanom $tandarde st uvedené v Tab. 9.

Tab. 9: Hodnoty koncentracie organickych kyselin v zasobnych roztokoch a zmiesanom Standarde.

Nazov kyseliny Koncentracia | Koncentracia 10x zriedeny

[mg/] [mg/]

mlie¢na 1895 189,5
Stavel'ova 239 23,9
citronova 330 33,0
octova 280 28,0
jantarova 350 35,0
benzoova 302 30,2

4.1.5 Analyza piva pomocou CITP

4.1.5.1 Postup merania

1. Pred zaiatkom merania sa rezervoare CE 1 a CE 2 pre vodiaci elektrolyt a rezervoar
TE pre koncovy elektrolyt naplnia prisluSnymi roztokmi a nasledne sa z nadobiek
vysaji pomocou striekacky s hadickou.

2. Potom sa nadobky naplnia znovu prisluSnymi roztokmi vodiaceho a koncového
elektrolytu a uzavru sa Sroubovacimi uzavery.

3. Vodiaci elektrolyt sa naplni do injekcnej striekacky z In column 1 aln column 2
a premyje sa postupne horna i dolna kolona vodiacim elektrolytom.
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Prevedie sa nastrik terminalu a spusti sa analyza (davkovanie vid’. Obr. 8).

Po dobehnuti merania termindlu sa prevedie analyza Standardu prislusnej organickej
kyseliny. Tym sa zabezpeci €isté pozadie a kontrola vysledku s vysledkom z kalibracne;]
Krivky.

Nakoniec sa zmeria vzorka piva.

Medzi meraniami jednotlivych vzoriek sa obe kolony premyvaji roztokom vodiaceho
elektrolytu. Hlavnym cielom tohto kroku je odstranit’ vzduchové bubliny z aparatiry
a vycistit cely pristroj pred analyzou dalSicho vzorku, aby nedochadzalo
K interferenciam.

4.1.5.2 Postup davkovania vzorku

A X B

_._
[¥2]

N
N
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N
|
N

Obr. 8: Polohy davkovaca vzorku [34].

Davkovaci kohtit na davkovanie vzorku uvedeny na Obr. 8 ma 3 polohy. Poloha A - plnenie
vzorku; Poloha B — pripravna pozicia, v ktorej sa z rezervoara koncového elektrolytu vypusti
Cast’ tohto roztoku do odpadu; Poloha C - pracovna poloha pocas beZania analyzy [26, 34].

4.1.5.3 Postup cistenia po skonceni analyzy

Po skonceni celého merania sa elektroforeticky analyzator Cisti a to nasledovnym postupom:

1.
2.

Vysajt sa roztoky vodiaceho a koncového elektrolytu z prislusnych nadob,

Do rezervoarov koncového a vodiaceho elektrolytu sa naleje deionizovana voda
a niekol’ko krat vysaje,

Potom sa rezervoare koncového a vodiaceho elektrolytu znovu naplnia deionizovanou
vodou auzavri. Pomocou vyvevy sa prevedie najskor preplach okruhu hornej
predseparacnej kolony a nasledne dolnej analytickej kolony,

Nakoniec sa voda z rezervoarov vysaje a pristroj sa necha vysusit’.
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4.2 1I. metoda stanovenia organickych kyselin v pive (HPLC/UV)

4.2.1 Laboratoérne vybavenie a pristroje

- Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf Ultimate 3000 (Dionex,) s UV
a fluorescenénym detektorom a softwarem Chromeleon. Parametre a podmienky
analyzy na chromatografe Ultimate 3000 su uvedené v Tab. 10,

- Kolona Synergi Hydro - RP (Phenomenex) — kolona je stabilna v 100 % vodnych
fazach. Funguje na polarnych, vodikovych, elektrostatickych interakcidch a vd’aka
tomu ma schopnost’” hydrofoébnej 1 polarnej retencie,

- Analytické vahy Sartorius research s presnostou na 0,0001 g,

- Predvazky Sartorius s presnostou na 0,01 g,

- Ultrazvukova kapel’ Bandelin Sonorex,

- pH meter InoLab pH level 2,

- Rota¢ni miesadlo,

- Laboratorne sklo - Odmerné banky (Simax, CR),

- Mikropipety 100 — 1000 pl (Finnpipette F2 - Thermo scientific, Finsko),

- Mikropipety 10 — 100 ul (Transferpette — Brand - Nemecko),

- Automatické pipety 0,5 — 5 ml (Finnpipette F2 - Thermo scientific, Finsko),

- Prislusné $picky na mikropipety a automatické pipety,

- Sklenena pipeta 2 ml (Qualicolor, CR),

- Kolonky Discovery DSC — SAX 3ml 500 mg - Supelco, USA),

- Chladni¢ka a mraznicka k uchovavaniu vzoriek,

- Parafilm,

- Sklenené vialky 12 x 32 mm, objem 2 ml (Chromservis, CR),

- Krimpovacie uzavery na vialky (Agilent),

- Krimpovacie klieste.

Tab. 10: Parametre chromatografického systému.

Typ HPLC Na obratenych fazach
o , Silikagel s naviazanou C18, plne porézne Castice o vel’kosti 4 pm
Stacionarna faza a vel'kosti porov 80 A
Koléna Synergi 4pum Hydro-RP 80A, dizka 150 a vnatorny priemer 3.0 mm
Prietok MF 0,35 ml/min
Zlozenie MF 99 % 0,05 M NaH2PO4 - H20 (pH = 2,1; H3PO4)+ 1 % acetonitril
Teplota 30 °C
Detektor UV - VIS (210 nm)
Objem nastriku 1l
Elicia Izokraticka
Odplynenie Véakuovy odplynovaé
Cerpadlo Izokratické piestové
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4.2.2 Pouzité chemikalie

Nazov Vzorec
Kyselina mlie¢na C3HeOs3
Kyselina stavelova C2H204
Kyselina jantarova C4HeO4
Kyselina citronova CeHgO7
Kyselina octova C2H402
Acetonitril Cz2HsN

Methanol CH30OH

Dihydrogénfosfore¢nan
sodny monohydrat
Hydroxid sodny
Kyselina sirova

Kyselina fosfore¢na
Deionizovana voda
Etanol

Kyselina chlorovodikova

4.2.3 Vzorky

NaH2PO4.H20

NaOH
H>SO4
H3PO4
H.0
C2HeO
HCI

Vyrobca, krajina pévodu
(Fluka, Japonsko)

(Fluka, Nemecko)

(Sigma Aldrich, Nemecko)
(Fluka, Rakusko)
(Honeywell Fluka, Nemecko)
(Sigma Aldrich, Nemecko)
(Sigma Aldrich, Nemecko)
(Sigma Aldrich, Nemecko)

(Sigma Aldrich, Svédsko)
(Penta, CR)

(Lach —Ner, CR)

(VUPS, CR)

(Merck, Nemecko)
(Sigma Aldrich, Rakusko)

Metédou HPLC/UV bolo analyzovanych 11 vzoriek piv, dostupnych v obchodnych
retazcoch. Zoznam vzoriek je uvedeny v Tab. 11. Zo sady 11 piv bolo 1 pivo alkoholické a 10
nealkoholickych, 8 leziakov a 3 vyCapné piva, 10 svetlych a 1 tmaveé.

Tab. 11: Zoznam analyzovanych vzoriek piv.

¢. vzorky Charakteristika Obs["’:) T)EI (I)(/g ? olu | Krajina povodu
1 bezlepkovy svetly leziak 4,9 CR
2 nealkoholicky svetly leziak max 0,5 CR
3 nealkoholicky svetly leziak max 0,5 CR
4 nealkoholicky polotmavy leziak max 0,5 CR
5 nealkoholicky svetly leziak 0,50 CR
6 nealkoholicky svetly leziak 0,50 CR
7 nealkoholicky svetly I leziak max. 0,49 CR
8 nealkoholicky svetly leziak 0,50 CR
9 nealkoholické svetlé v plechovke 0,49 Holandsko
10 nealkoholické svetlé v plechovke 0,00 CR
11 nealkoholické svetlé v plechovke max 0,5 CR

4.2.3.1 Uprava vzorky pred analyzou HPLC/UV

Vzorku piva bolo nutné pred analyzou odpenit’ v ultrzvukom kupeli v 3 cykloch po dobu 10
minut a nasledne nechat’ odstat’, kym pena uplne nezmizne. Potom bola vzorka piva neriedena
dva krét deionizovanou vodou. Pred SPE extrakciou bolo u takto nariedené¢ho piva upravené
pH roztokom 0,1 M NaOH na hodnotu 9.
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SPE — extrakcia na pevnej fazy

Principom je extrakcia analytu rozdelovanim, ¢i inou interakciou medzi tuhou fazou
(extrakéna kolénka) a kvapalnou fazou (vzorka obsahujica analyt). Pre uspesnost’ extrakcie
musi mat’ analyt vysSiu afinitu k tuhej fdzy, nez k matrici vzorku. Retencia moze nastat’ na
zaklade polarnych, nepolarnych, idnovych i afinitnych interakcii. SPE je najbeznejSou metédou
upravy vzorku pred chromatografickou analyzou [30, 31, 32].

Obecny postup extrakcie SPE sa sklada z nasledujtcich krokov a je uvedeny na Obr. 9:

1. Kondicionacia kolonky,
2. Nanesenie vzorku,
3. Premytie kolonky,
4. Elucia analytu [30, 31].

[1] 2] 3] [4]
Obr. 9: Postup extrakcie na tuhu fazu [30].

Pre absorpciu slabych aniénov a ich odstranenie z matrice sa pouziva extrakcia na silnom
anexu. Ako nosi€ je pouzity silikagél a funként skupinu tvori polymericky viazany kvartérny
amin.

—Si— (CH2)3N*(CH3)3

Primarnym mechanizmom retencie su elektrostatické, teda idnové interakcie funkénych
skupin analytov a opacne nabitych funkénych skupin na sorbente. Pri vyvoji metddy je dolezita
kapacita kolonky. Pri vysokej kapacite by separacia nebola u¢inna. Kapacita kolonky odpoveda
5 % hmotnosti sorbentu. Velkost kolonky sa voli podla minimalneho elu¢ného objemu.
Najbeznejsi rozmer SPE koloniek je 3 ml. Aby nastalo elektrostatické zadrZzanie tak funkéné
skupiny latky aj sorbentu musia byt’ v ich ionizovanej forme. To sa zabezpeci prostrednictvom
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prisnej kontroly pH matrice vzorky. Pri pouziti anexu musime upravit pH vzorku este pred
extrakciou pomocou NaOH na pH = 9. Pri tejto hodnote pH st slabé organické kyseliny
disociované z viac nez 99 % a su kvantitativne zadrzované na sorbente [30, 31, 32].

Postup pre extrakciu na pevnej fazy, pouzity v tejto diplomovej praci bol nasledujici:

Kondicionacia 3 ml metanolu,

Aktivacia 2 ml 1 M HC],

Aplikécia 2 ml vzorku,

Premytie 3 ml vody,

Elucia 1 ml 0,05 M HSO4 (2 krat zachytavanie priamo do vialiek).

EE IS -

Extrakcia na pevnej fazy prebichala na aparature uvedenej na Obr. 10.

extrakéné kolonky Discovery
DSC - SAX 3 ml, 500 mg

aparatura pre extrakciu SPE

vyveva

Obr. 10: Aparatira pre extrakciu.
4.2.4 Priprava roztokov

4.2.4.1 Priprava 0,05 M dihydrogénfosforecnanu sodného monohydrdtu

Na pripravu pufru bolo navazené 3,45 g dihydrogénfosfore¢nanu sodného monohydratu
do 500 ml kadicky a doplnené po rysku deionizovanou vodou. Potom bolo upravené pH
na hodnotu 2,1 pomocou kyseliny fosfore¢nej. Nasledne bol roztok prefiltrovany pomocou
filtracnej aparatary cez nylonovy membranovy filter o priemere 47 mm a velkosti porov
0,45 pm.

4.2.4.2 Priprava 0,05 M kyseliny sirovej

Do odmernej banky o objeme 100 ml bolo napipetované 268 pl kyseliny sirovej 98 %
a nasledne bola odmerna banka doplnena po rysku deionizovanou vodou.
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4.2.4.3 Priprava 1 M kyseliny chlorovodikovej

Do odmernej banky o objeme 500 ml bolo napipetované 41,4 ml 37 % Kkyseliny
chlorovodikovej a nasledne bola odmerné banka doplnena po rysku deionizovanou vodou.

4.2.4.4 Priprava 0,1 M NaOH

Na pripravu 0,1 M hydroxidu sodného bolo navazené 0,8 g NaOH do 50 ml kadicky,
doplnené deionizovanou vodou. Po rozpusteni bol roztok kvantitativne prevedeny z kadicky
do 200 ml odmernej banky a nasledne bola odmerna banka doplnena po rysku deionizovanou
vodoul.

4.2.4.5 Priprava 50 % - ného NaOH

Bolo navazené 50 g hydroxidu sodné¢ho do kadicky a po doplneni deionizovanou vodou
a rozpusteni, bol roztok kvantitativne prevedeny z kadicky do 100 ml odmernej banky. Potom
bola odmerna banka doplnend po rysku deionizovanou vodou.

4.2.5 Priprava Standardnych roztokov organickych kyselin

4.2.5.1 Priprava zmieSaného Standardu

Zasobny Standardny roztok bol pripraveny navazenim 5 organickych kyselin do 100 ml
odmernej banky a doplneny po rysku vodou. Koncentracie $tandardov organickych kyselin
odpovedali 10 krat vyS$im koncentracidm, nez aké boli ocakéavané v pive. Hodnoty navazok
a koncentracii pre zmieSany Standard st uvedené v Tab. 12.

Tab. 12:Hodnoty navizok a koncentracii pre zmieSany Standard.

Nazov kyseliny Navazka [g] Koncentracia [g/l]
mlie¢na 0,3017 3017
§tavel'ova 0,0205 205
citronova 0,0505 505
octova 0,1031 1031
jantarova 0,0500 500

4.2.5.2 Priprava mixu 2x viac

Na pripravu $tandardného pridavku 2 krat viac bola vzorka piva o objeme 5 ml doplnena
1 ml zasobného roztoku zmiesaného S$tandardu 5 organickych kyselin. Nasledne bolo
u Standardného pridavku 2 x viac upravené pH pomocou 0,1 M NaOH na hodnotu pH = 9.
Takto upraveny $tandardny pridavok bol podrobeny extrakcii na pevntl fazu SPE a nasledne
zanalyzovany pomocou HPLC/UV.

4.2.5.3 Priprava mixu 5X viac

Na pripravu Standardného pridavku 5 krat viac bol pouZity zdsobny roztok zmieSaného
standardu 5 organickych kyselin v objeme 4 ml a k tomu bolo pridané 5 ml vzorku piva.
Nésledne bolo u Standardného pridavku 5 x viac upravené pH pomocou 0,1 M NaOH
na hodnotu pH = 9. Takto upraveny Standardny pridavok bol podrobeny extrakcii na pevnu fazu
SPE a nasledne zanalyzovany pomocou HPLC/UV.
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4.2.5.4 Priprava vzorky pre stanovenie matricového efektu

Vzorka piva bola nariedena deionizovanou vodou 1:1 do 200 ml kadi¢ky a nasledne bolo
upravené¢ pH pomocou 50 % - ného NaOH na hodnotu pH = 9. Takto upravena vzorka bola
podrobend extrakcii na pevni faizu SPE na 6 kolonkach. V tomto pripade bola pre analyzu
HPLC/UV dolezita iba elucia €. 2.

4.2.5.5 Priprava kalibrdcie do matrice

Pre pripravu kalibracie do matrice sme postupovali riedenim vzorky pripravenej na
stanovenie matricového efektu v kapitole 4.2.5.4. Vzorka sa riedila vodou a zmieSanym
Standardom. Kalibracia bola tvorena z 5 bodov vzdy do objemu 1 ml a 6 bod predstavoval blank
obsahujtici iba matricu (vid’. Tab. 13).

Tab. 13: hodnoty pre pripravu kalibrdcie do matrice.

. . m
C.vzorky | Riedenie Objem Objem §taontijjlgrdu
matrice [ml] vody[ml] [mi]
1 100 0,50 0,49 0,01
2 20 0,50 0,45 0,05
3 10 0,50 0,40 0,1
4 5 0,50 0,30 0,2
5 1 0,50 0 0,5
6 - 0,50 - -

4.2.6 Analyza a detekcia piva pomocou HPLC/UV

Pre analyzu organickych kyselin vo vzorkach piva bola zvolena HPLC kolona Synergi
Hydro - RP o rozmeroch 150 x 3,0 mm. Podmienky analyzy st uvedené v Tab. 10. Detekcia
separovanych latok prebichala pomocou detektoru s diédovym polom pri vinovej dizke 210
nm, pri ktorej absorbuje vSetkych 5 stanovovanych organickych kyselin.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanovenie organickych kyselin pomocou CITP

K analyze organickych kyselin pomocou izotachoforézy bolo podrobenych vsetkych 11
vzoriek piv. Vysledky u jednotlivych vzoriek piv st uvedené ako priemerné hodnoty dvoch
paralelnych stanoveni zon, RSH a koncentracii a nachadzaju sa v Tab. 14 az Tab. 24.
Koncentracie organickych kyselin vo vzorkéch piv boli vypocitané softwarem ITPwin na
zaklade kalibraénych kriviek. Izotachoforegramy pre vSetkych 11 vzoriek piv st uvedené

v prilohach vid’. Obr. 26 - Obr. 36.

Tab. 14: Vysledky analyzy organickych kyselin vzorku ¢. 1.

¢islo vzorky

Nazov kyseliny Zo6na RSH Koncentracia [mg/1]
mlie¢na 84,72 0,417 597,3233
Stavelova 0,55 0,153 N.D.
jantarova 11,55 0,330 45,2700
citrénova 23,00 0,332 119,0050
octova 33,03 0,461 94,3700
benzoova 36,13 0,563 190,1117

Tab. 15: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢é. 2.

¢islo vzorky

Nazov kyseliny Zoéna RSH Koncentracia [mg/l]
mliena 78,56 0,451 549,6138
Stavel'ova 1,20 0,157 N.D.
jantarova 5,15 0,323 20,6275
citrébnova 16,85 0,344 86,7450
octova 37,45 0,465 109,8750
benzoova 24,13 0,599 126,9013

Tab. 16: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 3.

¢islo vzorky
Nazov kyseliny Zona RSH Koncentracia [mg/1]

mliena 73,87 0,487 513,2340

Stavel'ova 3,63 0,151 4,5200

jantarova 4,58 0,354 18,4125

citronova 20,28 0,334 104,7100
octova 32,28 0,487 91,7425

benzoova 26,85 0,654 141,2450
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Tab. 17: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 4.

¢islo vzorky 4
Nazov kyseliny Zo6na RSH Koncentracia [mg/1]

mlie¢na 56,63 0,452 379,5563

Stavelova 4,70 0,151 7,1225

jantarova 4,30 0,362 17,3550

citrénova 20,85 0,334 107,7275
octova 34,75 0,496 100,4125

benzoova 29,63 0,628 155,8525

Tab. 18: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 5.

¢islo vzorky 5
Nazov Kyseliny Zona RSH Koncentracia [mg/l]

mlieé¢na 104,97 0,496 754,2983

Stavel'ova 4,48 0,152 6,5750

jantarova 3,35 0,350 13,6975

citronova 14,78 0,342 75,8625
octova 31,68 0,490 89,6400

benzoova 25,30 0,614 133,0875

Tab. 19: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢é. 6.

¢islo vzorky 6
Nazov kyseliny Zoéna RSH Koncentracia [mg/l]

mliena 61,26 0,484 415,5038

Stavel'ova 1,05 0,166 N.D

jantarova 2,90 0,366 11,9625

citrébnova 16,90 0,378 87,0100
octova 27,30 0,491 74,3100

benzoova 26,28 0,643 138,2200

Tab. 20:Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 7.

éislo vzorky 7
Nazov kyseliny Zona RSH Koncentracia [mg/l1]

mlie¢na 88,13 0,475 623,8075

Stavel'ova 2,43 0,159 1,6125

jantarova 1,93 0,313 8,2075

citrébnova 14,53 0,291 74,5525
octova 27,08 0,499 73,5225

benzoova 25,48 0,544 134,0075
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Tab. 21: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 8.

¢islo vzorky 8
Nazov kyseliny Zo6na RSH Koncentracia [mg/1]

mlie¢na 85,05 0,491 599,9050

Stavelova 4,18 0,164 5,8525

jantarova 1,48 0,315 6,4750

citrénova 10,13 0,385 51,4725
octova 24,60 0,472 64,8525

benzoova 26,85 0,660 141,2450

Tab. 22: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 9.

¢islo vzorky 9
Nazov kyseliny Zoéna RSH Koncentracia [mg/1]

mlie¢na 77,48 0,526 540,6800

Stavelova 1,53 0,185 N.D.

jantarova 4,05 0,329 16,3925

citronova 9,65 0,388 48,9800
octova 27,93 0,445 76,5000

benzoova 12,35 0,671 64,9225

Tab. 23: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 10.

¢islo vzorky 10
Nazov kyseliny Zoéna RSH Koncentracia [mg/l]

mliena 59,75 0,493 403,7800

Stavel'ova 2,10 0,145 0,8250

jantarova 8,95 0,326 35,2575

citrébnova 23,15 0,327 119,7925
octova 19,63 0,454 47,4200

benzoova 31,20 0,668 164,1425

Tab. 24: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 11.

éislo vzorky 11
Nazov kyseliny Zona RSH Koncentracia [mg/l1]

mlie¢na 58,96 0,485 397,6570

Stavel'ova 1,38 0,143 0,3425

jantarova 2,60 0,350 10,8075

citrébnova 25,33 0,383 131,2000
octova 31,43 0,514 88,765

benzoova 20,65 0,644 108,6125
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5.1.1 Analyza zmieSaného Standardu

Pomocou izotachoforézy bol analyzovany zmieSany Standard obsahujuci vsetkych 6
organickych kyselin. Vysledné hodnoty analyzy pre jednotlivé kyseliny su uvedené v Tab. 25.
Vysledkom izotachoforetickej analyzy je izotachoforegram uvedeny na Obr. 11.

Tab. 25: Vysledné hodnoty namerané pre zmieSany Standard.

Nazov kyseliny Zona RSH Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 142,53 0,655 209,0900
$tavelova 40,93 0,235 18,9680
jantarova 40,98 0,410 31,7160
citrénova 34,40 0,420 35,7595
octova 38,23 0,518 22,5175
benzoova 32,60 0,800 35,8815
5.197 ‘bt
L I T o m Y
icyselina bimzoové |
L L ]
kyselina mlietna
4388 | L LI T T | [ L T, D Cbepsanansnen)
| r kyselina: octova | | | ‘ '
4076 | R T . I == = om = s S D .
Kyselina citrénova
3795 e RO I T . W -l A A S - S - S
ottt kysellma]antan;tva— \5
i E’kyse]ina gfavel’ovéi:
s;s | VVVVVVVV
2 N S A A A A N S A
2674 L\ | Ld
2394 | ; ! E | | ! 1 !
485.60 535.60 635.60 785,60 885,60 935.60 1085.60 1185.60 1285.60 1385.60

Obr. 11: Izotachoforegram zmieSaného Standardu.

5.1.2 Statistické spracovanie vysledkov z CITP

sec

1485.60

Validécia je proces, ktorym si potvrdime, Ze nas zvoleny postup je vhodny a spravny pre

ziskanie relevantnych vysledkov.

5.1.2.1 Medza stanovitelnosti (kvantifikdcie) - LOQ

Odpoveda koncentracii, pri ktorej presnost’ a spravnost’ stanovenia dovoluje kvantitativne

vyhodnotenie [30]. Pri stanoveni medze detekcie u izotachoforézy sa postupuje odcitanim
rozsahu Casu na ose X medzi dvoma pikmi charakterizujicimi rozsah zény pre dana kyselinu.
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Tento rozsah odpoveda dizke zony, teda koncentréacii pre dana kyselinu. Medze kvantifikacie
uréené pre vSetkych 6 organickych kyselin st uvedené v Tab. 26.

Ako priklad uvaddzam ziskanie hodnoty LOQ pre kyselinu citrénovu.
LOQ = 9244 — 9164 = 8 s........ 2,872 mg/l ...tato koncentracia odpoveda Standardu ¢. 1

z kalibra¢nej krivky pre kyslinu citrénova. Grafické zndzornenie odc¢itania hodnoty LOQ pre

kyselinu citronovu je uvedené na Obr. 12.
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Obr. 12: Priklad vyhodnotenia medze kvantifikacie pre kyselinu citronovii.

5.1.2.2 Medza detekcie - LOD

Odpoveda koncentracii, pre ktort je analyticky signal Statisticky vyznamne odli$ny od Sumu
[30]. Medze detekcie pre vSetkych 6 organickych kyselin st uvedené v Tab. 26.

Ako priklad uvadzam vypocet medze detekcie pre kyselinu citronovi. Medzu detekcie
ziskame z medze kvantifikacie a to jednoduchou trojélenkou.

LOQ ....8s.... 2,872 mg/I
LOD....1s...... x mg/I

1.2,872
X= =0,359 mg /1
Tab. 26: Medze kvantifikdcie a detekcie pre vsetkych 6 organickych kyselin.
Nazov kyseliny
LOQ mlie¢na $tavelova | citréonova | jantarova octova benzoova
[mg/1] 18,8650 2,4370 2,8720 3,7060 3,0820 25,1500
[Ir_nogPI] 0,9433 0,1160 0,3590 0,7412 0,2568 0,8113
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5.1.2.3 Linearita a rozsah metody

Linearita je schopnost metddy poskytnut’ v danom rozsahu prijatelnti linearnu korelaciu
medzi odozvou detektoru a koncentraciou analytu vo vzorke. Jedna sa o priamu zavislost’ jedne;j
veli¢iny (signalu) na druhej nezavislej premennej (koncentracii). Tato zavislost’ je matematicky
vyjadrena ako

y=kx +q, (12)

kde parameter q je posunutie na ose y a parameter k je smernica kalibra¢nej krivky

Tesnost’ vzajomnej zavislosti dvoch nahodnych premennych charakterizuje korelacny
koeficient (R). Zaujima hodnoty + 1. Cim blizsie je 1, tym je zavislost oboch premennych
tesnejSia. Prakticky postup ur€enia linearity metody zahriiuje pripravu najmene;j 5 kalibraénych
roztokov na réznych koncentracnych urovniach pokryvajicich cely rozsah metody [30].
Vysledné hodnoty linearity pre vSetkych 6 organickych Kyselin st uvedené v Tab. 27.

Tab. 27: Hodnoty linearity pre vsetkych 6 organickych kyselin.

Nazov kyseliny Linearita [mg/I]
mlie¢na 18,47 — 184,7
Stavelova 2,3-23
jantarova 3,62 — 36,2
citrébnova 3,6 -36
octova 4444
benzoova 25,15 -302,1

Kalibra¢né krivky organickych kyselin

Kalibracné krivky 6 organickych kyselin (mlieCna, stavel'ova, citronova, octova, jantarova,
benzoova) boli zostavené nameranim 5 Standardov, pripravenych postupom uvedenym
v kapitole 4.1.4.4 ako zavislost’ zony na koncentracii. Rovnice regrese a hodnoty spol'ahlivosti
pre vSetkych 6 organickych kyselin su uvedené v Tab. 28. Kalibra¢né krivky vsetkych 6
organickych kyselin st uvedené v prilohach vid. Obr. 14 - Obr. 19. Pre vizualnu ukazku
vSetkych 6 organickych kyselin, st v prilohach uvedené izotachoforegramy vid’. Obr. 20 - Obr.
25 ich standardu €. 5, ktory tvori posledny bod kalibra¢nej krivky.

Tab. 28: Rovnice regrese a hodnoty spolahlivosti pre kalibracné krivky organickych kyselin

Nazov kyseliny Rovnica regrese Hodnota spol’ahlivosti
mliecna y =0,6443x + 7,7203 0,9989
Stavel'ova y =2,0005x + 2,499 0,9688
citrobnova y = 0,9446x + 0,4425 0,9909
octova y =1,4239x + 6,1517 0,9977
jantarova y =1,2821x + 0,0426 0,9874
benzoova y = 0,9465x + 0,5107 0,9964
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5.1.2.4 Presnost’ metody

Presnost’ metddy je definovana ako hodnota udévajica mieru tesnosti zhody medzi
vzajomne nezavislymi vysledkami skisok za presne Specifikovanych podmienok. Presnost’
metddy moze byt’ vyjadrend ako opakovatelnost’. Opakovatelnost’ sa oznacuje skratkou RSD
a zavisi na analytickej metéde a na koncentracii analytu. Miera presnosti je pocitana ako
relativna smerodajna odchylka vysledkov skusok [30]. RSD pre vsetky analyzované organické
kyseliny bolo stanovené u jednej zo vzoriek 11 piv, podla nasledujuceho vztahu a vysledné
hodnoty st uvedené v Tab. 29.

RSD = > .100 %
X , (13)

kde s - je relativna smerodajna odchylka a X - je priemer.

Tab. 29: Vysledné hodnoty pre opakovatelnost vzorky piva.

5 . Koncentracia [mg/l]
¢. merania
mlie¢na Stavelova jantarova citrénova octova benzoova
1 150,9110 1,0370 2,7780 15,5130 19,9430 34,8290
2 151,7640 1,3030 2,3540 15,0410 24,7780 25,8280
3 149,9040 1,3270 2,3930 15,3040 22,5700 27,4070
Priemer 150,8597 1,2223 2,5083 15,2860 22,4303 29,3547
Smerod. | g319 0,1610 0,2344 0,2365 2,4205 4,8062
odchylka
%RSD 0,62 13,17 9,34 1,55 10,79 16,37

5.1.2.5 Vytrainost’

Vytaznost’ (recovery) je pomer mnozstva analytu ziskaného analytickou metddou k prijatej
referencnej hodnote. Na vytaznost’ sa pouziva vzorka obohatend Standardom. Vytaznost’ sa
pocita podla nizsie uvedeného vzt'ahu a hodnota vyt'aznosti vychadza v percentach [30].

Vytaznost = (

C; —C,

C,

J 1100 [%],

(14)

kde je c1 - koncentracia Standardu, C2 - koncentracia vzorky, Cs - koncentracia vzorky

obohatenej Standardom (mix).

Vytaznost bola stanovena u jednej zo vzoriek zo sady 11 piv. Vysledné hodnoty vyt'aznosti

pre vSetkych 6 organickych kyselin st uvedené v Tab. 30.
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Tab. 30: Vysledné hodnoty koncentrdcii a vytaznosti organickych kyselin.

i . Koncentracia [mg/l] .
Nazov kyseliny ” - Vytaznost’
Standard 5 Vzorka Mix
mlie¢na 204,2500 187,9660 355,5630 82,06
Stavel'ova 17,2850 0,0680 14,9280 85,97
jantarova 39,5910 1,4680 41,7470 101,74
citronova 36,1270 15,7760 46,9320 86,24
octova 46,3950 13,6000 43,8020 65,10
benzoova 305,8560 23,1960 349,0710 106,55

5.2 Stanovenie organickych kyselin pomocou HPLC

K analyze organickych kyselin pomocou HPLC/UV bolo podrobenych vsetkych 11 vzoriek
piv. Vysledky u jednotlivych vzoriek piv s uvedené v

Tab. 31 - Tab. 41 ako priemerné hodnoty dvoch paralelnych stanoveni ploch pikov
a koncentracii. Koncentracie organickych kyselin v analyzovanych vzorkach piv, boli
vypocitané z kalibraénych kriviek robenych do matrice. V prilohach je na ukazku uvedeny

chromatogram jedného z0 vzoriek analyzovanych piv vid’. Obr. 45.

Tab. 31: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢é. 1.

¢islo vzorky 1
Nazov Kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,2315 85,3848
Stavelova 0,3416 5,0585
jantarova 0,2460 42,1590
citronova 0,6611 142,8997
octova 0,2558 52,2378
Tab. 32: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 2.
dislo vzorky 2
Nazov kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,0458 7,6114
Stavelova 0,2598 3,9475
jantarova 0 N. D.
citronova 0 N. D.
octova 0,1340 23,8441

57




Tab. 33: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 3.

¢islo vzorky 3
Nazov Kkyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,2713 102,0535
Stavelova 0,3188 4,7488
jantarova 0 N. D.
citrénova 0 N. D.
octova 0,3385 71,5166

Tab. 34: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 4.

Cislo vzorky 4
Nazov Kkyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,1303 43,0010
Stavelova 0,4000 5,8516
jantarova 0,0545 N. D.
citronova 0,3841 82,5250
octova 0,1455 26,5249

Tab. 35: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 5.

¢islo vzorky 5
Nazov Kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/I]
mlie¢na 0,2548 95,1431
Stavel'ova 0,3422 5,0666
jantarova 0 N. D.
citrobnova 0,2914 62,3202
octova 0,1265 22,0957

Tab. 36: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 6.

Cislo vzorky 6
Nazov kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,4422 173,6284
Stavelova 0,2521 3,8430
jantarova 0,2131 30,2441
citronova 0 N. D.
octova 0,4710 102,4047

Tab. 37: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 7.

dislo vzorky 7
Nazov kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/I]
mlie¢na 0,4806 189,7108
Stavelova 0,3351 4,9702
jantarova 0,1088 N. D.
citronova 0,4995 107,6775
octova 0,1910 37,1318
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Tab. 38: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 8.

¢islo vzorky 8
Nazov Kkyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,2614 97,9072
Stavelova 0,3305 4,9077
jantarova 0 N. D.
citrébnova 0,4810 103,6453
octova 0,1264 22,0724
Tab. 39: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 9.
Cislo vzorky 9
Nazov Kkyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,3420 131,6635
Stavel'ova 0,3523 5,2038
jantarova 0,1034 N. D.
citrobnova 0,3569 76,5965
octova 0,1060 17,3168
Tab. 40: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 10.
¢islo vzorky 10
Nazov Kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/I]
mlie¢na 0,3636 140,7098
Stavelova 0,2755 4,1608
jantarova 0,1479 6,6314
citronova 0,4674 100,6810
octova 0,1444 26,2685
Tab. 41: Vysledky analyzy organickych kyselin pre vzorku ¢. 11.
Cislo vzorky 11

Nazov kyseliny Plocha piku Koncentracia [mg/l]
mlie¢na 0,0775 20,8877
Stavelova 0,3015 4,5139
jantarova 0,1440 5,2190
citronova 0,4777 102,9260
octova 0,1252 21,7927

5.2.1 Statistické spracovanie vysledkov

Validécia je proces, ktorym si potvrdime, Ze nas zvoleny postup je vhodny a spravny pre

ziskanie relevantnych vysledkov.

5.2.1.1 Medza stanovitelnosti (kvantifikacie) - LOQ

Odpoveda koncentracii, pri ktorej presnost’ a spravnost’ stanovenia dovoluje kvantitativne
vyhodnotenie. Limit kvantifikacie sa pocita podl'a nizsie uvedeného vztahu [30].
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Sum

LOQ=10-
k (15)

5.2.1.2 Medza detekcie (LOD)

Odpoveda koncentracii, pre ktort je analyticky signal statisticky vyznamne odlisny od Sumu.
Limit detekcie sa po¢ita podl'a niz§ie uvedeného vztahu [30]. Nazorna ukazka principu vypoctu
medze detekcie je uvedena na Obr. 13.

Ssum

LOD =3-
(16)

signal

Obr. 13:Zobrazenie principu vypoctu limitu detekcie [33].

Limit detekcie ilimit kvantifikacie bol vypocitany podl'a vztahov ¢. 14 a 15. Hodnoty
limitov detekcie a kvantifikacie pre vSetkych 5 stanovovanych kyselin vo vzorku zmieSaného
Standardu st uvedené v Tab. 42.

Tab. 42: Hodnoty limitov detekcie a kvantifikdcie organickych kyselin.

Nazov kyseliny
LOQ mlieCna Savelova | citronova | jantirova octova
[mg/1] 52,9228 3,2078 29,7000 55,5778 34,3600
LoD 15,8768 0,9623 8,9100 16,6733 10,3080
[mg/l]

5.2.1.3 Linearita a rozsah metody

Linearita je schopnost metddy poskytnut’ v danom rozsahu prijatelnti linedrnu korelaciu
medzi odozvou detektoru a koncentraciou analytu vo vzorke. Jedna sa 0 priamu zavislost’ jednej
veli¢iny (signalu) na druhej nezavislej premennej (koncentracii). Tato zavislost’ je matematicky

vyjadrena ako

y=kx+q, a7)

kde parameter q je posunutie na ose y a parameter k je smernica kalibra¢nej krivky.
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Tesnost” vzajomnej zavislosti dvoch ndhodnych premennych charakterizuje korelaény
koeficient (R). Zaujima hodnoty + 1. Cim bliz§ie je 1 tym je zavislost oboch premennych
tesnejSia. Prakticky postup urceni linearity metddy zahriiuje pripravu najmenej 5 kalibra¢nych
roztokov na réznych koncentraénych urovniach pokryvajiacich cely rozsah metddy [30].
Vysledné hodnoty linearity pre vSetkych 6 organickych kyselin st uvedené v Tab. 43.

Tab. 43: Hodnoty linearity pre vsetkych 6 organickych kyselin.

Nazov kyseliny Linearita [mg/I]

mlie¢na 30,17 — 1508,30
Stavel'ova 2,05-102,65
jantarova 5,00 — 250,10
citronova 5,05 — 252,45
octova 10,31 - 515,40

Kalibraéné krivky organickych kyselin do matrice

Pri zostaveni kalibra¢nych kriviek organickych kyselin bol brany v tivahu vplyv matri¢ného
efektu. Kalibra¢né krivky boli tvorené 5 bodmi a ich odpovedajuce plochy pikov u jednotlivych
organickych kyselin boli ziskané priemerom dvoch paralelnych hodnot ziskanych z
chromatogramu a nasledne od¢itané od priemernej hodnoty plochy piku pre 6 bod kalibracie,
ktory obsahoval iba Cisti matricu. Rovnice regrese a hodnoty spol'ahlivosti pre vSetkych 5
organickych kyselin st uvedené v Tab. 44. Kalibraéné krivky pre jednotlivé organické kyseliny
si uvedené V prilohach vid. Obr. 37 - Obr. 41. V prilohach je uvedeny pre ukazku
chromatogram zmieSaného Standardu bez matrice (Obr. 42), chromatogram zmieSaného
Standardu s matricou (Obr. 43) ana Obr. 44 st prelozené oba chromatogramy zmieSaného
Standardu bez matrice a s matricou.

Tab. 44: Rovnice regrese a hodnoty spolahlivosti pre kalibracné krivky organickych kyselin.

Nazov kyseliny Rovnica regrese Hodnota spol’ahlivosti
mliecna y =0,0024x + 0,0276 0,9984
Stavel'ova y =0,0736x — 0,0309 0,9998
citrébnova y = 0,0046x + 0,0055 0,9972
octova y = 0,0043x + 0,0317 0,9993
jantarova y =0,0028x + 0,1296 0,9664

5.2.1.4 Presnost’ metody (Opakovatel’nost’ ndstreku)

Presnost’” metody je definovand ako hodnota uddvajlica mieru tesnosti zhody medzi
vzajomne nezavislymi vysledkami skusok za presne Specifikovanych podmienok. Presnost
metddy mbze byt’ vyjadrend ako opakovatelnost’. Opakovatelnost’ sa oznacuje skratkou RSD
a zavisi na analytickej metode a na koncentracii analytu [30]. Pre opakovatelnost’ nastreku
bola 5 krat namerand vzorka piva pripravovana pre stanovenie matricového efektu. Postup
pripravy tohoto vzorku je uvedeny v kapitole 4.2.5.4

Miera presnosti je poc¢itana ako relativna smerodajna odchylka vysledkov skuSok. RSD bolo
pocitané podla nasledujuceho vzt'ahu a vysledné hodnoty st uvedené v Tab. 45.
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RSD = > .100 %
X

) (18)
kde s je relativna smerodajna odchylka a x je priemer.
Tab. 45: Hodnoty pléch pikov a opakovatelnosti pre 5 organickych kyselin.
v ) Plocha piku
C. merania » . . , e . . . . i
Stavelova mlieCna octova citronova jantarova
1 0,6335 0,3107 0,1677 0,0766 0,0410
2 0,6341 0,2898 0,1582 0,0917 0,0402
3 0,6020 0,3039 0,1491 0,0907 0,0461
4 0,6171 0,3058 0,1419 0,0940 0,0430
5 0,5624 0,3068 0,1503 0,0951 0,0413
Priemer 0,6098 0,3034 0,1534 0,0896 0,0423
Smero. 0,0296 0,0080 0,0098 0,0075 0,0023
odchykla
% RSD 4,86 2,64 6,42 8,35 5,55

5.2.1.5 Vyrainost

Vytaznost’ (recovery) je pomer mnozstva analytu ziskaného analytickou metddou k prijatej
referencnej hodnote. Na vytaznost’ sa pouziva vzorka obohatenad Standardom. Vytaznost’ sa
pocita podl'a nizSie vztahu a hodnota vytaznosti vychddza v percentach.

C; —C,

1

Vitasnost = ( J 100 [%], (19)

kde je c1 - koncentracia Standardu, C; - koncentracia vzorky, €3 - koncentracia vzorky
obohatenej Standardom (mix) [30].

Vytaznosti jednotlivych kyselin boli po¢itané pomocou vzorca 19 a st uvedené v Tab. 46
ako priemerné hodnoty dvoch paralelnych stanoveni.

Tab. 46: Hodnoty vytaznosti pre mix 2 krdt viac a pre mix 5 krat viac.

Mix 2 krat viac

Mix 5 krat viac

Nazov kyseliny
Vytaznost’ [%] Vytaznost’ [%]
Stavel'ova 90,46 72,07
mlie¢na 94,51 71,46
octova 14,57 27,61
citronova 129,08 167,43
jantarova 49,26 42,54
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6 DISKUSIA

6.1 Optimalizacia extrakénych podmienok

Bol vysktsany nastrek piva bez upravy a z chromatogramu uvedenom na Obr. 46, je vidiet,
ze stanovenie organickych kyselin rusi vel'a interferentov pritomnych v matrici. Vzhl'adom
k tomu bola pre tpravu vzorku zvolena extrakcia na pevnej fazy SPE. Boli pouzité kolonky
Discovery DSC — SAX 3ml 500 mg (Supelco, USA). Vychadzali sme z podmienok vid’. Citacia
[39]. Na kondicionaciu kolonky bol pouzity metanol o objeme 2 ml, na premytie kolonky bola
zvolena deionizovana voda, ale bolo zistené, ze separacie neprebichala a preto bola pouzita
k aktivacii kolonky 1 M HCI. Vzorka piva bola riedend 1:1 a aplikovana v objeme 2 ml
bez upravy pH a s upravou pH na hodnotu 9 pomocou NaOH. Bolo zistené, Ze po uprave pH
doslo k lepSiemu zadrzaniu aniénov kyselin v dosledku uplnej disociacie. Kolonka bola
premyta deionizovanou vodou o objeme 3 ml. Bolo skusané vysusenie kolonky vzduchom vid’.
citacia [39], ale neosved¢ilo sa nam to, pretoze dochadzalo k upchaniu kolonky. Elucia bola
prevedena 0,05 M H>SOgs, najskér 3 krat 2 ml a potom 3 krat 1 ml z dévodu lepSieho
zakoncentrovania. Bola zachytavana voda a vSetky 3 elu¢né frakcie, ktoré boli premerané na
HPLC. Vo vode avprvej atretej frakcii neboli kyseliny najdené. Kone¢né podmienky
extrakcie st uvedené v kapitole 4.2.3.1.

6.2 Optimalizacia chromatografickych podmienok

Pre stanovenie organickych kyselin metédou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
bola optimalizovana stacionarna imobilna faza. Vychadzali sme z podmienok metddy,
kde stacionarnu fazu tvorila koléna Acclaim Organic acid (250 X 4 mm, 5 um) Dionex,
amobilnd faza bol pufr 0,1 M dihydrogenfosfore¢nan draselny upraveny kyselinou
methansulfonovou na pH = 2,65. Tieto podmienky, vhodné na stanovenia organickych kyselin
udava vyrobca. Za tychto podmienok dochddzalo k optimélnej separacii organickych kyselin
V roztoku zmieSaného Standardu, ale pri analyze realneho vzorku dochadzalo k interferencii
kyseliny mlie¢nej s komponentami matrice, preto bol skasSany d’alsi chromatograficky systém.
Vychadzali sme s podmienok uvedenych v literatire [40]. Stacionarna faza bola Synergi 4um
Hydro-RP 80A amobilnou fazou bola zmes 0,05 M dihydrogénfosforeénanu sodného
monohydratu upraveného na pH = 2,1 kyselinou fosfore¢nou a acetonitril. Boli skasané
podmienky 3 %, 2 %, 1 % acetonitrilu. Ako najvhodnejsi sa ukazala zmes 99 % 0,05 M
dihydrogénfosforecnanu sodného monohydratu upravené¢ho na pH = 2,1 kyselinou fosfore¢nou
al % acetonitrilu. V tychto pdmienkach doslo k rozdeleni 5 sledovanych kyselin takmer
na zakladnej linii. Kone¢né chromatografické podmienky st uvedené v Tab. 10.

6.3 Stanovenie organickych kyselin metédou CITP

Metodou kapilarnej izotachoforézy bolo stanovené 6 organickych kyselin ($tavelova,
octova, jantarova, citronova, mlieCna a benzoova) v 11 vzorkach piv. Obsah kyseliny
stavelovej sa pohyboval vrozsahu 0,3425 - 7,1225 mg/l. Kyselina Stavelova nebola
detegovana v 4 vzorkach piva ¢. 1, 2, 6 a 9. Kyselina mliecna bola detegovana Vv rozsahu
379,5563 — 754,2983 mg/I. Kyselina octova bola stanovena v rozsahu 47,4200 — 109,8750 mg/I.
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Kyselina citronova bola stanovena v rozsahu 48,9800 — 131,2000 mg/l. Kyselina jantarova bola
stanovena v rozsahu 6,4750 — 45,2700 mg/l. Kyselina benzoova bola stanovena v rozsahu
64,9225 — 190,1117 mg/l. Najvyssi obsah kyseliny benzoovej 190,1117 mg/l, bol stanoveny
vo vzorke €. 1. Jednalo sa o jediné alkoholické pivo zo sady 11 analyzovanych piv.

6.4 Stanovenie organickych kyselin metédou HPLC/UV

Metodou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie bolo stanovené 5 organickych kyselin
(stavelova, octova, jantarova, citronova a mlie¢na) v 11 vzorkach piv.

Kyselina stavel'ova bola stanovena v rozsahu 3,8430 — 5,8516 mg/l. Kyselina octova bola
stanovena v rozsahu 17,3168 — 102,4047 mg/Il. Vysledné hodnoty koncentracii kyseliny octove;]
a Stavelovej v celej sade 11 piv boli u oboch metdd zrovnatel'né, ale nezhoduju sa, pretoze
merania metodou CITP a HPLC neprebiehalo sucasne, ale z odstupom ¢asu a preto sa vplyvom
zmrazovania a rozmrazovania mohli vzorky piv menit. Vplyv maji i metody stanovenia.
Kyselina stavelova stanovend metdédou HPLC a CITP vykazovala najvysSiu hodnotu,
u jediného tmavého piva, vzorky ¢. 4.

Kyselina jantarova bola stanovena v rozsahu 5,2190 — 42,1590 mg/l a nebola detegovana
v 7 vzorkéch piv €. 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9. PriCinou nedetegovania je, Ze kyselina jantdrova mala
mal odozvu vzhl'adom ku koncentrécii. Dal§imi faktormi, ktoré rusia stanovenie sl matricovy
efekt a tiez pomocou metdody CITP bolo vo vzorkach stanovené nepatrné mnozstvo kyseliny
jantarovej. V ostatnych vzorkidch zo sady 11 piv bola kyselina jantarova stanovena
V koncentraciach zrovnatelnych s vysledkami uréenymi kapilarnou izotachoforézou.

Kyselina citronova bola stanovena v rozsahu 62,3202 — 142,8997 mg/l a nebola detegovana
Vv 3 vzorkach piva €. 2, 3, 6. Stanovenie kyseliny citronovej u ostatnych vzoriek piv je zat'azené
chybou, pretoze dochadzalo ku koelucii kyseliny citronovej zo zlozkami matrice. Tieto zlozky
sa nepodarilo odstranit’ pre¢istenim extrakciou SPE, ani oddelit’ pomocou chromatografickych
podmienok. Napriek tomu sa kyselinu citronova podarilo stanovit’ u 8 vzoriek z 11 vzoriek piv
a vysledky boli zrovnatel'né z vysledkami ur¢enymi kapilarnou izotachoforézou.

Kyselina mlie¢na bola detegovana v rozsahu 7,6114 — 189,7108 mg/l. Mnozstvo kyseliny
mlie¢nej stanovenej HPLC vo vzorkach 11 piv bolo priblizne 5 krat mensie, nez po stanoveni
CITP. Domnievame sa , Ze rozdiel v koncentraciach moze byt’ spdsobeny rozdielnost'ou metdd
stanovenia azmenami spdsobenymi pri rozmrazovani a zamrazovani vzoriek pocas
skladovania. Podl'a vytaznosti kyseliny mlie¢nej stanovenej metodou HPLC, sudime,
ze nedoslo k vyznamnym stratdm pri precisteni extrakciou na pevni fazu.

Vysledné koncentracie organickych kyselin stanovené oboma metédami HPLC a CITP
vo vzorkach 11 piv boli zrovnatel'né z literatarou [19, 35, 36, 37, 38, 39], hoci najdené obsahy
organickych kyselin sa liSia v zavislosti na zemi pdvodu ndpoja, pouZitej technologii a metody
stanovenia. V nasom pripade obsahy sledovanych organickych kyselin vo vzorkach
nevykazovali vyznamné $tatistické rozdiely.

Vyrobcovia piv neuvadzaji v zloZeni vyrobku obsah organickych kyselin. U Styroch vzoriek
bola kyseliny mliecna uvedend na obale vyrobku, ale stanovenim metédou CITP ani HPLC
nebol zisteny vysSi obsah kyseliny mlie¢nej u tychto 4 vzoriek v porovnani z ostatnymi
vzorkami. Ostatné kyseliny neboli uvedené na obale, ani na webovych strankach vyrobcov.
Maximalne povolené koncentracie nie sii uvedené ani v normach CSN.
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6.5 Diskusia Statistického vyhodnotenia vysledkov

6.5.1 Medza detekcie a medza kvantifikacie CITP

Boli vyhodnotené medze kvantifikacie a medze detekcie u vSetkych analyzovanych
i detekcie mala u oboch metdd kyselina $tavelova. U metédy CITP bola najvyssia medza
kvantifikacie zistena u kyseliny benzooovej a najvyssia medza detekcie u Kyseliny mlie¢ne;.
U met6dy HPLC mala najvyssiu medzu kvantifikacie i detekcie kyselina jantarova (vid’. Tab.
47).

Hodnoty limitu detekcie ziskané metodou CITP boli u vSetkych organickych kyselin niZsie,
neZ u metddy HPLC, preto mézeme usudzovat’, Ze metdda kapilarnej izotachoforézy je pre
stanovenie organickych kyselin citlivejsia.

Tab. 47: Porovnanie limitov kvantifikdcie a detekcie pre obe metody.

. , Nazov Kyseliny
Nazov metody .~ o .y PR . . .
mlie¢na Stavel’ova | citronova | jantarova octova benzoova
LOQ CITP 18,8650 2,4370 2,8720 3,7060 3,0820 25,1500
[ma/1] HPLC 52,9228 3,2078 29,7000 55,5778 34,3600 -
LOD CITP 0,9433 0,1160 0,3590 0,7412 0,2568 0,8113
[mg/l] | HPLC | 15,8768 0,9623 8,9100 16,6733 | 10,3080 -

6.5.2 Linearita

Z hodnoét korelaénych koeficientov (vid. Tab. 48), ziskanych z kalibra¢nych kriviek pre
vSetky analyzované organické kyseliny u oboch metdéd, mézeme usudzovat, ze obe metody
mali vysoké hodnoty R? u vsetkych organickych kyselin a teda obe metddy si vhodné pre
stanovenie organickych kyselin.

Tab. 48: Hodnoty korelacnych koeficientov u oboch metdd stanovenia organickych kyselin.

Nazov metody CITP HPLC
Nazov kyseliny R? R?
mlie¢na 0,9989 0,9984
Stavel'ova 0,9688 0,9989
citrébnova 0,9909 0,9972
octova 0,9977 0,9993
jantarova 0,9874 0,9664
benzoova 0,9964 -

6.5.3 Opakovatelnost’ CITP

Opakovatelnost’ metddy bola overend prostrednictvom jednej zo vzoriek piv pre vSetkych
6 organickych kyselin a vysledné hodnoty RSD uvadza Tab. 29. Vsetkych 6 organickych

a najvyssiu hodnotu mala kyselina benzoova a to 16,37 %.
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6.5.4 Opakovatelnost’ HPLC

Presnost’” metddy bola overena opakovatelnostou nastreku, zmeranim 5X vzorky piva,
pripravovaného pre stanovenie matricového efektu. Pre vSetkych 5 analyzovanych organickych
kyselin bola hodnota RSD do 20 %. Najvyssia hodnota RSD vysla pre kyselinu citronova a to

viv e

6.5.5 Vytaznost’ u metéody CITP

Vytaznost metdody bola stanovend u jednej zo vzoriek piv abola vyjadrend u vSetkych
6 organickych kyselin (vid. Tab. 30). Najvyssia vytaznost’ bola zistena u kyseliny benzoovej

cvve

u kyseliny octovej mohla byt sposobena jej prchavostou.

6.5.6 Vytaznost’ u metédy HPLC

Vytaznost’ u metddy HPLC bola stanovena ako vytaznost’ pouzitych koloniek na extrakciu
na pevnej fazy. Vytaznost bola stanovena zvlast pomocou vzorky obohatenej Standardom o 2
nasobnom obsahu organickych kyselin oproti pivu (mix 2 X) a zvlast pomocou vzorky o 5
nasobnom obsahu organickych kyselin oproti pivu (mix 5x) vid. Tab. 46. Vytaznost
organickych kyselin pre stanovenie s mixom 2 krat viac vychadza u kyseliny mlie¢ne;j,
Stavelovej, jantarovej, i citronovej vyssie i lepSie, nez u stanoveni s mixom 5 krat viac.

6.5.7 Porovnanie vytaznosti organickych kyselin u oboch metéd stanovenia

Vytaznosti organickych kyselin u oboch metéd stanovenia st uvedené v Tab. 49.
Vytaznosti u kyseliny $tavelovej a mlieCnej boli v priemere zrovnate'né u oboch metdd.
Niz§ie vytaznosti kyseliny octovej u oboch metod mohli byt spdsobené tym, Ze kyselina je
prchava. Vys$sia vytaznost stanovend HPLC u kyseliny citronovej, v priemere 148 % bola
spdsobena matricnymi efektami, ktoré sa nam nepodarilo Uplne odstranit’ preCistenim na SPE,
ani modifikaciou chromatografickych podmienok. Niz§ia vytaznost’ kyseliny jantarovej
stanovena HPLC mohla byt’ spdsobena skutocnost’ou, Ze tato kyselina ma za danych podmienok
niz§iu odozvu na UV detektore.

Tab. 49: Vytaznosti organickych kyselin u oboch metéd stanovenia.

Nazov metédy HPLC cirP
Mix 2 krat viac Mix 5 krat viac Vytarnost [%]
Nazov kyseliny Vytaznost’ [%] Vytaznost’ [%]
Stavel'ova 90,46 72,07 85,97
mliecna 94,51 71,46 82,06
octova 14,57 27,61 65,1
citrébnova 129,08 167,43 86,24
jantarova 49,26 42,54 101,74
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7 ZAVER

Ciel'om diplomovej prace bolo stanovit koncentracie 6 organickych kyselin (mliecnej,
Stavelovej, jantarovej, octovej, citronovej abenzoovej) v 11 analyzovanych pivach
zakupenych v obchodnej sieti.

V prvej Casti literarnej reserse je uvedend historia, charakteristika a technolégia vyroby piva.
Dalej je uvedeny popis organickych kyselin stanovovanych v pive. V druhej asti su
charakterizované metddy stanovenia organickych kyselin (HPLC/UV a CITP). Oboma
metodami bolo stanovenych 5 organickych kyselin (mlie¢na, $tavel'ova, citronova, jantarova,
octova) a 6 kyselina benzoova bola stanovena iba metédou CITP.

Pred samotnou analyzou HPLC bolo nutné vzorky upravit' extrakciou na tuhu fazu. Bol
pouzity mechanizmus SPE na silnom aniontovom iontomeni¢i SAX.

V rédmci optimalizacie oboch metod stanovenia bola vypracovana validacia. Pre obe metddy
boli stanovené limity kvantifikacie, detekcie, linearita, opakovatel'nost’ a vytaznost’. V diskusii
boli parametre validacie pre obe metddy navzajom porovnané. Pre stanovenie organickych
kyselin vtychto typoch vzorku bola povazovana za vhodnejSiu metddu kapilarna
izotachoforéza.

Celkovy obsah organickych kyselin stanovenych CITP u jednotlivych analyzovanych
vzoriek piv sa pohyboval v rozsahu 0,7270 — 1,0732 g /I.

Vysledné koncentracie organickych kyselin stanovené oboma metoédami HPLC a CITP
vo vzorkach 11 piv boli zrovnateI'né navzajom i zrovnatel'né z literattrou.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Kapilarna izotachoforéza.

Kapilarna elektroforéza.

Kapildrna zonova elektroforéza.

veduci elektrolyt.

koncovy elektrolyt.

Relative step hight, Je to relativna pozicia medzi leadingom
(RSH = 0) a termindlom (RSH= 1). Identifikuje analyt -
jeho kvalitu.

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia.
Chromatografia na tenkej vrstve.

I6nova chromatografia.

extrakcia na tuht fazu.

extrakcia z kvapaliny do kvapaliny.

zrazanie proteinov.

Ultrafialové a viditeI'né Ziarenie.

guanozin monofosfat.

inozin monofosfat.

adenozin trifosfat.

Nikotinamid adenin dinukleotid.

Limit detekcie.

Limit kvantifikacie.

opakovatel'nost’.

spektrofotometer s jednou pevnou pripadne voliteInou
vinovou dizkou.

detektor diddového pola.

elektroforeticky analyzator.

volty.

vysoké napitie.

amper.

voltamper.

Rezervoar pre kolonu 1.

Rezervoar pre kolonu 2.

otvor pre injekénil strieckacku na premytie vodiacim
elektrolytom kolonu 1.

otvor pre injekéntl strickacku na premytie vodiacim
elektrolytom kolonu 2.

pod medzi detekcie.

Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky.
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10 PRILOHY

10.1 Stanovenie organickych kyselin pomocou kapilarnej izotachoforézy

10.1.1 Kalibra¢né krivKky organickych kyselin
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Obr. 14: Kalibracna krivka pre kyselinu mliecnu.
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Obr. 15:Kalibracna krivka pre kyselinu stavelovii.
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Obr. 16. Kalibracna krivka pre kyselinu citrénovu.
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Obr. 17:Kalibracnd krivka pre kyselinu octovi.
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Obr. 18: Kalibracna krivka pre kyselinu jantarovii.
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Obr. 19: Kalibracna krivka pre kyselinu benzoovu.
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10.1.2 Izotachoforegramy Standardov

Pre vizuadlnu ukazku vsetkych 6 organickych kyselin, boli prilozené izotachoforegramy (vid'.
Obr. 20 - Obr. 25) ich Standardu ¢. 5, ktory tvori posledny bod kalibracnej krivky.
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Obr. 25: Izotachoforegram Standardu ¢. 5 pre kyselinu benzoovu.
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10.1.3 Izotachoforegramy vzoriek zo sady 11 piv

Vo vzorkach vSetkych 11 piv bol stanoveny obsah 6 organickych kyselin a to kyseliny
mliecnej, Stavelovej, citronovej, octovej, jantarovej a benzoovej. Vysledkom analyzy
organickych kyselin pomocou izotachoforézy je zdznam nazyvany izotachoforegram.
Izotachoforegramy pre vSetkych 11 vzoriek piv st uvedené na Obr. 26 - Obr. 36.
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Obr. 26: Izotachoforegram vzorku piva ¢. 1.
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Obr. 27: Izotachoforegram vzorku piva ¢. 2.
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Obr. 28: Izotachoforegram vzorku piva ¢. 3.
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Obr. 29: Izotachoforegram vzorku piva ¢.
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Obr. 32: Izotachoforegram vzorku piva
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Obr. 35:Izotachoforegram vzorku piva
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10.2 Stanovenie organickych Kkyselin pomocou HPLC/UV
10.2.1 Kalibra¢né krivky organickych kyselin
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Obr. 37: Kalibracna krivka pre kyselinu mliecnu.

84



)
/ y = 0,0736x - 0,0309
2 _
6 R2=0,9998
> 5
=
o
© 4
(@]
o .
z 3 L.
2 .
o
1 e
0o e
0 20 40 60 80 100 120
c [mg/1]
Obr. 38: Kalibracna krivka pre kyselinu stavelovi.
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Obr. 39: Kalibracna krivka pre kyselinu citrénovii.
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Obr. 40: Kalibracna krivka pre kyselinu octovii.
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Obr. 41: Kalibracna krivka pre kyselinu jantdarovii.
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Obr. 42:Chromatogram zmieSaného Standardu.
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Obr. 43: Chromatogram zmiesaného Standardu z kalibrdacie do matrice.
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Obr. 44: Chromatogram zmieSaného Standardu bez matrice, preloZeny chromatogramom zmiesaného Standardu S matricou.
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Obr. 45: Chromatogram vzorky piva po uprave extrakciou SPE.
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Obr. 46: Chromatogram vzorky piva bez upravy extrakciou SPE.
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