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ANOTACE

Tato diplomovad prace se =zabyva stanovenim linaloolu v pivu. Vyuziva se zde
mikroextrakénich technik v headspace uspofadani s naslednou analyzou na plynovém
chromatografu s plamenovym ioniza¢nim detektorem. Teoreticka ¢ast je zaméfena na vyrobu
piva a mikroextrak¢ni techniky, zejména SDME a SPME. V praktické ¢asti byly tyto dvé
metody optimalizovany a nasledn¢ aplikovany na realné vzorky piv. Na zavér byl porovnan

obsah linaloolu v klasicky chmelenych a za studena chmelenych pivech.

KLiCOVA SLOVA
Pivo, linalool, plynova chromatografie, mikroextrakce, SPME, SDME, studené chmeleni

TITLE
Analysis of linalool in beer using headspace microextraction approaches

ANNOTATION

This thesis deals with the determination of linalool in beer. Headspace microextraction
methods were used in combination with gas chromatography and flame ionization detector.
The theoretical part is focused on beer production and microextraction techniques, especially
SDME and SPME. In the experimental part these two methods were optimised and then
applied to the analysis of real beer samples. Finally, contents of linalool were compared

for classically hopped and dry-hopped beers.
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Uvod

Historie piva saha az do mladsi doby kamenné, kde se péstovaly obiloviny k vyrobé
chleba, ale i kvaSenych néapoji. Chut’ a aroma ptedchtiidce dnesSniho piva nemélo s dneSnim
pivem moc spole¢ného, jelikoz se chmel zacal prokazatelné péstovat az v 11. stoleti naseho
letopoctu. Od té doby pivo proslo velkymi zménami a dnes je presné definovano jeho slozeni,
oznacovani a pozadavky na jakost ve 3. oddile vyhlasky €. 335/1997 Sb. V dnesni dob¢ je
pivo nejprodavangjsi alkoholicky napoj na svété. Ceska republika vyprodukuje piiblizné
20 miliont hektolitrii piva za rok. Ze statistik také vypliva, ze je Ceska republika drzitelem
prvniho mista v celosvétovém métitku v mnozstvi vypitého piva na osobu.

Kone¢ny aromaprofil tohoto alkoholického napoje je zavisly na nékolika faktorech.
Nejdulezitéjsimi ¢initeli jsou pryskyfice a silice, které extrakci chmele obohacuji mladinu
o typickou hoikost a aroma. Jedna z novych technologii, jak obohatit mladinu o tyto
nepostradatelné latky, se nazyva studené chmeleni neboli dry-hopping, které spoc¢iva v tom,
ze je chmel do piva pfidan v pribéhu kvaseni nebo az tésné¢ pied balenim ¢i konzumaci
samotného piva.

Tato diplomova prace je zaméfena na linalool, jakozto vyznamnou chmelovou silici
a jejim vyskytem v klasicky chmelenych a pozdné chmelenych pivech. Ke stanoveni linaloolu
jsou pouzity mikroextrakéni techniky s néslednou analyzou na plynovém chromatografu

S plamenovym ioniza¢nim detektorem.
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1 Teoreticka ¢ast

Vyroba predchiidce dnesniho piva saha do hluboké historie. Jiz pied 7000 lety pted

nasim letopoftem se péstovaly v Mezopotamii riuzné obiloviny k vyrobé chleba,

ale 1 kvasenych napoji. Ve sttedovéku bylo pravo varit pivo udélovano panovniky zejména
klasterim. Toto pravo bylo spojovano také se zakladanim mést. Vareni piva bylo povazovano
milové (v okruhu 1 mile od méstskych bran se nesmélo sladovat ani vafit pivo), které chranilo
trh pied konkurenci. Od konce 18. stoleti pfeslo vafeni piva na primyslovou vyrobu diky
velkému chemickych, fyzikdlnich a biochemickych

pokroku poznani slozitych

procesi [1, 2]. Historicky vyvoj pivovarstvi na uzemi Ceské republiky shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1: Historicky vyvoj pivovarstvi v CR [3]

rok 993

rok 1118

rok 1353

rok 1842

rok 2008

prvni zminka

zalozen prvni

zalozen prvni

V Plzni uvafena

ceske pivo ziskalo

0 vafeni piva ] . prvni varka Chranéné
pivovar sladovnicky cech
v Bfevnovském spodné kvaseného zemepisné
v Cerhenicich v Brné ]
klastete piva oznaceni EU

V dne$ni dob& se nachazi na uzemi Ceské republiky pies 400 pivovart, aviak
98 % z celkové produkce piva naleZi velkym pivovarim, kterych je 46. V Ceské republice se
ro¢né vyrobi pfiblizné 20 miliont hektolitri piva za rok. Spotieba piva zde ¢ini 144,3 litri na
osobu za rok, coz je prvni misto ve svété [3, 4].

Pivo je v zakoné o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb., v oddilu
3 provadéci vyhlasky €. 335/1997 Sb. definovano jako ,,pénivy napoj vyrobeny zkvasenim
mladiny pfipravené ze sladu, vody, neupraveného chmele, upraveného chmele nebo
chmelovych produktt, ktery vedle kvasnym procesem vzniklého alkoholu (ethylalkoholu)
a oxidu uhli¢itého obsahuje i urcité mnozstvi neprokvaseného extraktu®. V této vyhlasce jsou
dale definovany pozadavky ¢lenéni na druhy, skupiny a podskupiny, oznacovani, uvadéni do

ob¢hu a pozadavky na jakost piva [5].
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1.1 Vstupni suroviny pro vyrobu piva

Pivo je velice komplexni alkoholicky néapoj, ve kterém bylo doposud identifikovano
nékolik stovek slozek. Vyroba piva je slozity proces, ktery zahrnuje michani ¢tyt zakladnich
surovin; vody, sladovaného jeCmene a chmele za ucasti mikroorganismti — kulturnich

pivovarskych kvasinek [6].

1.1.1 Voda

Vareni piva je spojeno s vysokou spotiebou vody, mnohokrat vyssi nez je objem
vyrobené¢ho piva. Priimérna spotieba na vyrobu jednoho litru piva je sedm az dvanact litri.
Voda, kterd se vyuziva v pivovarstvi, se déli do tii skupin na vodu varni, vodu provozni
a myci a vodu steriliza¢ni. Varni voda musi spliiovat pozadavky na pitnou vodu dle soucasné
legislativy.

Dulezitym kritériem je také tvrdost vody. Stala tvrdost vody je tvofena vapenatymi
a hofecnatymi solemi, které jsou stalé (sirany, chloridy nebo kiemicitany). Naopak pfechodna
tvrdost vody je tvofena hydrogenuhli¢itany, které se varem upln¢€ nebo Castecné rozkladaji.
Celkova tvrdost je dana souctem stalé a piechodné tvrdosti vody a udava se v minimolech na
litr, dfive v némeckych stupnich (°D). Voda, kterd se vyuziva k vyrobé plzeiiského piva je
velmi mékka, jeji celkova tvrdost je 0,23 mmol/l. V nasledujici tabulce 2 je zobrazeno

rozdéleni vod dle jeji tvrdosti [1, 7, 8].

Tabulka 2: Rozdéleni vod dle tvrdosti [1]

mmol/l °D
voda mékka do 1,3 do7
voda stfedné tvrda 1,3-2,5 7-14
voda tvrda 2,5-3,8 14-21,3
voda velmi tvrda nad 3,8 nad 21,3

V minulosti pivovary pokryvaly spotiebu vody z vlastnich zdroji — pivovarskych
studni, nyni se stoupajici spotiebou se vyuzivaji i jiné zdroje upravovanych vod, napt. vody
povrchové, pramenité a z mestskych vodovodnich tadt. Zvysené naroky na chemické slozeni
varnich vod vyzaduji Casto upravy i pitné vody vyhovujici legislativé. V praxi se nejcastéji

. . 7~ ’ 2+ 2+ - o . . ’
voda dekarbonizuje vysrdZzenim Ca® a MQ® iontl vépennou vodou a odsoluje reverzni
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osmozou. Mezi dal$i pouzivané upravy varni vody patii cCifeni, filtrace, okyselovani,

odzelezovani a odmanganovani, denitrifikace a dezinfekce [8-10].

1.1.2 Pivovarské kvasinky

Pouziti kvasinek v pivovarstvi je nedilnou soucasti technologického postupu, bez
pouziti téchto mikroorganismt by nevznikl kvaseny napoj. Pro zaruceni optimalniho pribéhu
a pozadované kvality je také dulezity vybér druhu kvasinek.

Taxonomicky kvasinky nélezi k jednobunéénym houbam. Pivovarské kvasinky maji
nejCastéji ovalny tvar, ktery se spolu s velikosti méni na kultivacnich podminkach. Tyto
buiiky jsou obklopeny bunécnou sténou, kterd je slozena z polysacharidi glukanu a mananu,
proteind a chitinu. V dne$ni dobé se v pivovarstvi pouZzivaji dva zdkladni druhy kvasinek.
Prvnim druhem jsou spodni pivovarské kvasinky, které se vyuzivaji pro piva plzeniského typu
kvasenych pii teploté¢ 8-14 °C, po dokonceni kvasného procesu se shlukuji ve vlocky
a sedimentuji na dno kvasnych nadob. Druhym typem jsou svrchni pivovarské kvasinky, které
se vyuzivaji pti vyrob& piv typu Ale, Porter a Stout kvaSenych pii teploté¢ 20-24 °C, po
ukonceni kvasného procesu jsou vznikajicim oxidem uhli¢itym vynaSeny na povrch, kde tvoti
hustou pénu tzv. deku.

Nazev pivovarské kvasinky pochazi z roku 1837, kdy je némecky védec T. Schwann
pozoroval pod mikroskopem a nazval je Zuckerpilz neboli cukerna houba. Tento nazev o rok
pozdgji prelozil berlinsky botanik J. F. Meyen do latiny jako Saccharomyces cerevisiae.
V roce 1895 vydal Emil Christian Hansen taxonomickou studii kvasinek, od té doby se
V pivovarnictvi pouzivaly Cist¢ kmeny pivovarskych kvasinek. Do roku 1952 se pro spodni
pivovarské kvasinky pouzival nazev Sacchcaromyces carlsbergensis, pro svrchni kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, ostatni rody se v této dobé povazovaly za cizi. V roce 1970 se
Sacchcaromyces carlsbergensis zatradil pod spoleény druh S. uvarum a v roce 1984 i tento
druh splynul pod spoleény nazev Saccharomyces cerevisiae. Toto sjednoceni neuznavalo
mnoho technologli, protoZe se tyto druhy technologicky lisi. Mezi zakladni rozdily patii
sloZeni genetického materialu, rozdilné sloZzeni bunéénych stén, stupen zkvaSovani rafindzy,

rust na specifickych piadach a vyssi tepelna odolnost svrchnich kvasinek [1, 7, 11].

1.1.3 Slad

Slad se ziskava technologickymi postupy maceni, kliceni a hvozdéni jeCmene

nebo jinych obilovin (kukufice, ryze, pSenice, ¢irok, oves nebo proso). Cilem je regulovat
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biosyntézu a aktivitu sladovych enzymt, dale tvorbu barevnych a aromatickych sloucenin.
Nejrozsitengjsi vyrobou jsou svétlé slady plzeiiského typu. Mezistupeni mezi svétlymi
a tmavymi slady je slad videniského typu. K vyrob¢ tmavych piv se vyuzivaji tmavé slady
bavorského (mnichovského) typu. DalSimi typy jsou specialni slady, mezi které¢ se fadi
karamelovy, barvici nebo nakufovany slad.

Hlavni sladafskou surovinou je je¢men sety (Hordeum vulgare L.) patiici do celedi
lipnicovité (Poaceae). Mezi nejvyznamnéjsi sladovnické kultivary patii jeCmen sety dvourady
nici (H. vulgare convar. vulgare var. nutans). V Ceské republice je nejvice péstovan v oblasti
Hané, dale se mu dafi v povodi velkych fek, jako je Labe, Dyje a Morava.

Nejvyznamnéj$i slozky jecného zrna jsou sacharidy, dusikaté latky, polyfenoly
a enzymy. Hlavni podil sacharidickych slozek tvoii Skrobové zrna, kterd jsou uloZena
v endospermu, Ktery je zobrazen na obrazku 1. Ze sladafského hlediska je pozadavek
na vysoké procento $krobu, protoze tvoii hlavni soucéast extraktu slozky sladu. Skrob je
zasobni polysacharid sloZzeny zamylozy a amylopektinu. V pribéhu sladovani je sténa
Skrobového zrna degradovdna a tim se stava piistupnéj$i pro pusobeni amylolytickych
enzymu. Pozadavek na obsah bilkovin se pohybuje kolem 8-11 %, hlavni Glohou bilkovin je
tvorba bunécného substratu nebo plni funkci biologickych katalyzatori enzymi. Polyfenolové
latky jsou obsazeny pfedev§im v obalovych ¢astech zrna. Jsou nevhodnou soucasti extraktu
sladu, protoZe vytvareji nepfijemné trpkou chut. Enzymy zajist'uji nejen metabolické procesy
béhem vegetace jeCmene, ale také zajiStuji Zivot zrna 1 za snizeného dychani pfi

poskliziovém uskladnéni, vyzivu a vyvin zarodku [1, 7, 12, 13].

1) pluchy

2) oplodi

3) osemeni

4) aleuronova vrstva

5) endosperm

6) vrstva stlac¢enych bunék
7) stitek

8) zarodek

10) stéticka

Obrizek 1: Rez obilkou jeémene [13]
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1.1.3.1 Sladarstvi

Sladovani je fizeny proces, pii kterém dochézi k vytvotreni optimalnich podminek pro
kliceni je¢mene. Cilem tohoto procesu je aktivovat technologicky dulezit¢é enzymy,
aromatické a barevné latky [9]. Technologii vyroby sladu Ize rozdélit na nékolik tseku, které

jsou zobrazeny na obrazku 2.

pifjem, ¢isténi tiidéni
a skladovani jeémene

U

maceni
jeémene

V

kli¢eni namofengho
jeémene

U

hvozdéni zeleného
sladu

N

oditiceni leiténi baleni
a expedice hotového sladu

Obrazek 2: Schéma sladaistvi [9]

Je€men je dodavéan do sladoven ihned po sklizni. Dodavan je Zelezni¢nimi vagony
nebo ndkladnimi automobily, které jsou vyprazdiovany na piijimaci rampé s védhou. PO
zbaveni jeCmene prachu, necistot a riznych cizich latek je jecmen rozdélen podle velikosti
a kvantitativnich znakti. Jemen je Zivy organismus, energii potfebnou pro Zivot ziskava zrno
odbourdvanim rezervnich polysacharidi aerobnim dychanim za pfitomnosti kysliku
nebo anaerobnim kvasenim za nepfitomnosti kysliku. Produkty kvasSeni narusuji kli¢ivost,
proto je vytfidény jeCmen skladovan v silech, kterd jsou vybavena provzdusnovacim

zafizenim.
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Macenim se zvysi obsah vody z 12 % na vice jak 40 %, zrno je¢mene zvysi sviij objem
az 1,5krat. Tato voda je dulezita pro kliceni a pribéh enzymovych reakci. Maceni probiha
V naduvnicich (valcové konické nadrze). Do naduvnikl predem napusténych vodou se tenkym
proudem napusti je¢men. Z hladiny se odstraiuji splavky a spodem se napousti nova voda. Po
vyprani se voda vypusti a napusti se Cerstva voda, aby jeji hladina byla 30 cm nad povrchem
je¢mene. Tato voda se 1-3krat za den vyménuje, kdy se mezi kazdym napousténim d¢la
vzdusna piestavka po dobu 4-6 hodin. Celkova doba maceni je nejcastéji 72 hodin.

Kliceni je proces, pii kterém se v zarode¢né ¢asti zrna vyvijeji zarodky kotinki a listt.
Zarodek listu se tlaci pod pluchami ke $picce, kde vyrusta tzv. stielka, ktera se musi vyvinout
jen do urcité délky. Podle vyvinu stielky se rozeznavaji kratké slady (stielka do Y2 délky zrna)
a dlouh¢ slady (stfelka do % délky zrna), vhodné pro vyrobu tmavych sladl. Zeleny slad je
kone¢ny produkt kliceni je¢mene. Nejstarsi postup klieni je tzv. na humndach, coz jsou hladké
podlahy Vv prostornych mistnostech s u¢innym vétranim. V téchto mistnostech musi byt
konstantni teplota maximalné 15 °C. Namoceny je¢men se zde rozlozi do vysky 30 cm, tato
vrstva je¢mene se musi nékolikrat pfehazovat ruéné nebo maltomobily. Kliceni trvad 7 dni
K vyrobé svétlych sladi a 9 dni pro vyrobu tmavych sladi. Klasické sladovani na humnach
bylo vystfidano pneumatickymi postupy sladovani, které disponuji snizenou potiebou lidské
¢innosti, nizkou spotiebou zastavéné plochy, vysokym stupném automatizace a jejich ¢innost
neni zavisla na ro¢nim obdobi. Tyto typy sladoven jsou vybaveny systémem nuceného vétrani
klimatizovanym vzduchem.

Zeleny slad se nemuze skladovat, protoze ma vysoky obsah vody, a proto se susi. Pti
suSeni se musi postupovat tak, aby Skrob nezmazovatél. Hvozdénim se obsah vody snizi na
4 % u svétlych sladli a 2 % u sladl tmavych, zastavi se vegetacni procesy, a redukuje se ¢ast
enzymové aktivity a za€inaji se tvofit chutové, barevné a redoxni latky. Pfi hvozdéni jsou
probiha do 40 °C, pfi vlhkosti nad 20 %. Enzymova faze, kdy jsou v zrnu zastaveny vSechny
vegetacni pochody, ale enzymové reakce pokracuji, probiha nad 60 °C a vlhkosti pod 20 %.
Chemicka faze probiha pfi teplotich nad 60 °C a pti vlhkosti pod 10 %, v této fazi dochazi
k tvorbé barevnych a aromatickych latek.

Z hvozdu se usuSeny slad dostava do zésobnikii a dopravuje se do odklicovacky, kde je
zbaveno kotinku a stielky tzv. sladového kvétu. Sladovy kvét se dale vyuziva jako hodnotné
bilkovinné krmivo.

Slad se pted expedici Cisti a lesti, aby byl dokonale zbaven zbytkli sladového kvétu,
prachu, rozdrcenych zrn a jeho vzhled byl leskly [8, 9, 13, 14].
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1.1.4 Chmel

vvvvvv

hoikost a aroma, je chmel. Chmel je znamy jiz od stiedovéku jako plané rostouci rostlina,
ktera se vyuzivala Kk léceni malomocenstvi nebo pfi ledvinovych a jaternich nemocech.
V soucasnosti je vyuzivan ve farmacii k vyrobé 1€kt proti revmatizmu nebo $patnému traveni.
pryskyfice, silice a polyfenoly. Vyznamnou slozkou chmelovych pryskyfic jsou
a-hotké (humulon, adhumulon a kohumulon) a B-hotké (lupulon, adlupulon a kolupulon)
kyseliny, které¢ maji konzervacni a baktericidni ucinky, ovlivituji pénivost piva, ptsobi jako
srazeci Cinidlo pfi vyluCovani vysokomolekularnich dusikatych latek a pfispivaji
k charakteristickému aroma piva [1, 7, 12]. Nasledujici tabulka 3 popisuje chemické sloZeni

chmele.

Tabulka 3: Chemické sloZeni chmele [1]

Slozka Obsah slozky (hmotnostni %)
sacharidy (celul6za) 40-50
celkové pryskyftice 15-18
dusikaté latky 12-18
voda 10-11
Mineralni latky 7-9
polyfenoly 2-5
vosky a lipidy 2-4
chmelové silice 0,5-2

Chmel otacivy (Humulus lupus L.) patii do celedé rostlin konopovitych
(Cannabinaceae), do této celedé je téz fazeno konopi. Tyto dva rody (Humulus a Cannabis)
maji mezi sebou sice urcité chemické podobnosti, avSak obsazené pryskyfice maji odlisné
vyuZiti. U konopi se jednd o drogu tetrahydrokannabinol.

Je to vytrvala, dvoudoma rostlina, ktera kazdé jaro vyrasta z oddenkli podzemniho
podnoZi. V pivovarstvi se vyuzivaji pouze sami¢i neoplozené rostliny. Samci rostliny se
vyuzivaji ke Slechténi novych odrid chmele pomoci fizené hybridizace. Oplozené samici
rostliny poskytuji sice vyssi vynosy, ale obsahuji nizsi obsah pryskyfi¢né latky lupulinu, proto
neni vhodny blizky vyskyt samcich rostlin v okoli chmelnic. Jedna se o révu, ktera se staci
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kolem své podpéry ve sméru hodinovych ruci¢ek. Mezi hlavni Céasti této rostliny patii
kofenova soustava, réva S pazochy, listy a kvétenstvi, které se vyviji v chmelové hlavky. Listy
jsou fapikaté, tmaveé zelené s 3-5 laloky a maji velmi drsny povrch. Chmelové hlavky se
skladaji ze stopky, vieténka, pravych a krycich listeni. Na vnitini strané listent se pii zrani
vyluCuji zrnka lupulinu, ktery obsahuje nejcennéjsi pryskyfice a silice [1, 7, 15]. Stavba

chmelové hlavky je zobrazena na obrazku 3.

1) hlavka

2) kryci listen
3) pravé listeny
4) nazka

5) vieténko

Obriazek 3: Chmelova hlavka [1]

Od 12. stoleti se v naSich zemich zacal chmel péstovat systematicky, predtim se
vyuzival chmel ¢esany na plané rostoucich rostlinach. Pivodné si chmel péstovali vSichni
pivovarnici zvlast, teprve od 16. stoleti se péstovani chmele centralizovalo a chmelnice byly
vysazovany na mistech s optimalnim slozenim pidy a klimatem. Z hlediska podminek pro
péstovani je chmel vlhkomilna rostlina, rostouci na mirn€¢ kyselych az neutralnich padach,
naroéna na svétlo, vlahu a teplotu. Nejvyznamngjsi chmelnice v Ceské republice se vyskytuji
na Zatecku a Ustécku v Cechach a Triicku na Moravé.

Odridy chmele se déli dle zbarveni na Gerveiidky (péstované predevsim v CR,
Némecku, Polsku a Slovinsku) a zelenidky (péstované v USA a Australii). Dal§im d€lenim je
dle délky doby zrani na rané, polorané a pozdni. Z hlediska chmelovych pryskyfic a aroma se
déli na jemné aromatické chmele (3-7 % a-hotkych kyselin) a vysokoobsazené hotké chmele
(az 15 % o-hotkych kyselin).

V soucasné dobé se ptirodni hlavkovy chmel pouziva jen ztidkakdy, v poslednich
desetiletich se chmel zpracovava na rtizné chmelové vyrobky, jako jsou mleté a granulované
chmely, tzv. pelety, nebo pastovité extrakty. Divodem nahrazeni piirodniho hlavkového

chmele je snazsi skladovani a vyssi stabilita [1, 7, 15].
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1.14.1 Pivovarnictvi

Prvnim krokem pivovarnictvi je vyroba mladiny ze sladu, vody a chmele
nebo chmelovych vyrobki. Vyroba mladiny je velice komplexni proces skladajici se z po
sob& navazujicich krokd: Srotovani, vystirani, rmutovani, Scezovani, chmelovar a chlazeni
mladiny.

Cilem Srotovani sladu je dokonale vymlet endosperm a zpfistupnit jej pro
fyzikéalné-chemické a enzymové reakce. Po rozemleti sladu nesmi Srot obsahovat zadna cela
zrna. Slad se mele ve Srotovnicich se dvéma az Sesti valci za sucha, vlhéeny parou nebo za
mokra.

Vystiranim se dokonale smicha sladovy $rot s vodou ve vystiraci kadi. Pouzita voda se
nazyva nalev a mnozstvi sladu sypani. Této smési se fika dilo nebo vystirka. Pfevazné se
vystira pfi teploté 37 °C.

Utelem viech zpiisobti rmutovani je roz§tépeni a pievedeni optimalniho podilu
extraktu surovin do roztoku. Vystirka je postupné vyhtivana na jednotlivé rmutovaci teploty
(35-78 °C), které jsou optimalni pro rizné skupiny enzymu. DuleZité procesy pii rmutovani
jsou $tépeni Skrobu a bilkovin. Skrob se §tépi ve tfech etapach: bobtnani a zmazovaténi
skrobu, ztekuceni Skrobu (pisobenim a-amylaz) a zcukieni skrobu (ptisobeni a- a -amylaz).

Scezovani se provadi za ucelem oddé€leni roztoku extraktu (sladina) od tuhého
zcukfeného podilu rmutu (mléato). Scezovani probiha na scezovacich kadich s dvojitym
dérovanym dnem nebo na sladinovych filtrech. Kone¢ny zfiltrovany roztok se nazyva predek.
Mlato se vyslazuje horkou vodou o teplot¢ 75 °C, aby se vyluhovaly posledni zbytky
rozpustného extraktu. Tento roztok se nazyva vystrelek. Pfredek a vystirelek se shromazduji
v mladinové panvi.

Chmelovar neboli vafeni sladiny s chmelem ma za cil pfevedeni hotkych latek chmele
do mladiny, sterilizaci mladiny, inaktivaci enzyml a koagulaci bilkovin s polyfenolovymi
latkami sladu a chmele. V této fazi se chmelové a-hotké kyseliny izomeraci preméinuji na
intenzivn¢ hotké i1z0-a-hotké kyseliny, probihaji zde Maillardovy reakce za tvorby barevnych
a aromatickych latek a denaturace sladovych bilkovin. Chmel nebo chmelové vyrobky se
ptidavaji nejcastéji na dvakrat. Chmelovar trva 90-120 minut a jeho produktem je mladina.

Chlazenim se z mladiny odstraiiuji hrubé a jemné kaly, ochlazuje se na zakvasnou
teplotu (4-7 °C) a provzdusnuje se za sterilnich podminek vzduchem v uzavienych vitivych
kadich. Hrubé (horké) kaly jsou zpisobeny bilkovinami, hotkymi latkami a polyfenoly, jemné
(chladové) kaly jsou poziistatkem polysacharida [1, 8-10].
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Druhym krokem v pivovarstvi je hlavni kvaSeni mladiny a dokvasovani mladého piva
pivovarskymi kvasinkami.

Hlavni kvaseni je provadéno spodnimi pivovarskymi kvasinkami Vv kadich, které jsou
umistény ve spilkach, kde jsou zkvasitelné sacharidy (gluk6za, matléza a maltotridza)
pfeménény na ethanol a oxid uhli¢ity anaerobnim kvasenim. V mens$im méfitku jsou zde
tvofeny i1 vedlejsi produkty, jako jsou alifatické alkoholy, aldehydy, diketony, mastné

kyseliny a estery. Hlavni kvaseni ma 5 stadii, které jsou zobrazeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Stadia hlavniho kvaseni [8, 10]

Zaprasovani tvorba prvni bilé pény cca po 12 hodinach
Odrazeni péna houstne, je odrazena do stiedu kadé
Nizké bilé krouzky smetanova péna s kueravym povrchem, nejintenzivnéjsi vyvin CO,
Vysoké hnédé krouzky pokles pH, vysrazené kaly v péné, trvaji 3 dny
Propadani tvorba husté deky, sedimentace kvasinek

Toto kvaseni trva 6-8 dni podle druhu vyrabéného piva. Pivovarské kvasinky se po
stahnuti piva od¢erpavaji, propiraji se studenou vodou a znovu se nasazuji do provozu.

Dokvaseni a zrani mladého piva se provadi v lezackém sklepé pii teploté¢ 1-3 °C.
Dokvéseni trva 3 tydny az 3 mésice v zavislosti na stupiiovitosti piva. Lezacké tanky jsou
ocelové a pivo vnich dokvasi pii tlaku 0,05 MPa. Tento tlak se konstantné udrzuje
a nadbyteény CO- je vypoustén z tankid. Kvaseni a dokvaseni lze realizovat v jedné nadobg,
tento postup se nazyva jednofazové kvaSeni. Obvykle se provadi v cylindrokénickych
velkoobjemovych tancich.

Findlnim krokem pivovarstvi jsou zavéreCné upravy a staCeni zralého piva do
transportnich nadob ¢i obali. Mezi zavérecné tUpravy se fadi filtrace, pasterace a stabilizace.
Filtraci piva se odstrani kalové latky a dosahuje se tak pozadované Cirosti. Filtracni materialy
se déli na tfi zakladni skupiny; vldknité, zrnit¢ a praskovité a porovité. Nejstarsi a dnes jiz
malo vyuZivany vldknity material je pivovarskd hmota vyrobend z bavinéného lintersu.
V soucasnosti je nejrozSifenéjSim filtracnim materidlem kiemelina, ktera se ftadi do
praskovych typi. Dalsi pouzivané materialy jsou perlit, aktivni uhli, silikagel a membrany
zplastu, kovu nebo kiemeliny. Pro odstranéni mikrobidlnich zarodkli se pouzivaji
odzarodkovaci desky neboli EK-filtry. Cilem pasterace a aseptického plnéni piva je

zabezpec€it dlouhodobou mikrobidlni trvanlivost piva. Pasterace se provadi v lahvich
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nebo plechovkach v ponornych a tunelovych pastérech pfi teploté 62 °C na nékolik minut,
vyjimecné se provadi mzitkova pasterace pii vyssi teploté. Cilem stabilizace je zaruceni
mnohameésicni trvanlivosti u exportnich piv, odstranéni prekurzorti zékalli piva za pouziti
stabilizatort, které se do piva ptidavaji nejcastéji pred koncem dokvaSovani, aby bylo mozné
vyloucené latky zfiltrovat. Nejvice vyuzivané jsou stabilizatory adsorpéni (silikagel)
a antioxidacni (kyselina askorbova) pro eliminaci kysliku.

Staceni piva je zaloZzeno na izobarickém principu, aby se zamezilo ztratdm oxidu
uhli¢itého. V modernich linkach se staci pivo pod tlakem oxidu uhli¢itého do obali, které jsou
pfedem ptedplnéné oxidem uhli¢itym nebo smési tohoto oxidu a dusiku. Dal§im dalezitym
pozadavkem na staCeni piva je dokonala sanitace zafizeni, ktera pfijdou do styku s pivem.
Transportni obaly pro vnitini obchodni sit' a pro export jsou sudy, lahve, plechovky
a nevratné plastové lahve a cisterny pro dislokované stacirny [1, 8-10]. Cely proces

pivovarnictvi jde znazornén na obrazku 4.
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Obrazek 4: Schéma pivovarnictvi [16]
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1.14.2 Chmeleni piva

Obohaceni mladiny o hotké latky chmelovych hlavek davkovanim lisovaného chmele
je vdnesni dobé zna¢né omezeno. Koncem minulého stoleti piesahl rozsah zpracovani
chmelovych vyrobkd nad zpracovanim hlavkového chmele [1]. Chmelové vyrobky lze

rozdélit do ¢ty zakladnich kategorii dle zptsobu vyroby a konzistence, viz tabulka 5.

Tabulka 5: Skupiny chmelovych vyrobku [1]

Mechanicka tprava hlavkového chmele granulovany chmel, obohacené chmelové pelety
Extrakce hlavkového chmele ethanolovy chmelovy extrakt, extrakt chmele CO,
Chemické upravy hlavkového chmele chmelové izoextrakty, izopelety, huluponové extrakty
Syntetické chmelové preparaty v praxi se neuplatnily — senzorické vady, legislativa

Béhem chmelovaru (vafeni mladiny) jsou té€kavé slozky chmele vyparovany
nebo oxidovany. Slozky, které jsou puvodné obsazené v chmelu, se do zna¢né miry lisi od
sloZzek v hotovém pivu. Mnoho pivovari celi tomuto problému tak, ze ptidavaji chmel tésné
pied skoncenim chmelovaru, tento zpusob se nazyva pozdni chmeleni, tzv. late-hopping.
Dalsi zptisob chmeleni se nazyva chmeleni za studena, tzv. dry-hopping, které spoc¢iva v tom,
ze je chmel ptidavan (extrakce za studena) do piva béhem kvaseni nebo tésné pred balenim
nebo konzumovanim. Né&které minipivovary nebo pivovarské restaurace pouzivaji patrony
s chmelem, kdy dochazi k extrakci chmele pfimo pfed nacepovanim do sklenice
nebo staCenim do lahve. Studené¢ chmeleni je soucésti vyrobni technologie a hojné je
vyuzivano ve Velké Britanii, USA, Kanadé, Australii a Skandinavii. Nékteré slozky chmele
jsou takto pfenaSeny do alkoholové matrice, ¢imz zpisobuji pfijemné chmelové aroma a chut’
bez zbyte¢né vysoké hotkosti, ktera vznika pti vafeni chmele s mladinou. Dle studii vypliva,
Ze za studena chmelend piva obsahuji znacné€ nizsi obsah izo-a-hotkych kyselin a vyssi obsah
nehotkych o-hotkych kyselin. Z prizkumu vyplivd, Ze v poslednich 25 letech maji
spotiebitelé zajem spiSe o méné hotkd piva. Diive byl primémy rozsah hotkosti mezi
20-60 hotkosti (IBU), v dnesni dob¢ je tento rozsah mezi 6-30 IBU (1 IBU odpovida 1 mg/1
nebo 1 ppm izo-a-hotkych kyselin v roztoku) [6, 17-20].
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Tékavé latky piva

vvvvvv

za intenzitu hotkosti a kone¢né aroma piva. Pfehled nejvyznamnéjSich chmelovych pryskytic

a silic je znazornén v tabulce 6.

Tabulka 6: Te¢kavé latky piva [1, 21]

CHMELOVE PRYSKYRICE CHMELOVE SILICE
a-horké kyseliny p-hoi'ké kyseliny uhlovodikové frakce kyslikaté frakce
humulon lupulon myrcen linalool
kohumulon kolupulon a-pinen geraniol
adhumulon adlupulon limonen humulenol
posthumulon postlupulon B-farnesen karyofylenepoxid
prehumulon prelupulon a-humulen nerol

Nejvyznamngj$i chmelové pryskyfice jsou a-hotké kyseliny, které jsou chemicky
velmi nestalé, snadno podléhaji izomeraci, oxidaci a transformaci. Produkty téchto reakci jsou
izo-a-hotké kyseliny, které vznikaji pfi varu mladiny schmelem. Pfi izomeraci vznikaji
cis- a trans- stereoizomery izo-a-hotkych kyselin, které maji odlisné fyzikalni a pivovarské
vlastnosti [1].

Linalool patii mezi nejvyznamnéj$i chmelové silice, patiici do skupiny terpenovych
alkoholi. Jeho systematicky nazev je 3,7-dimethyl-1,6-octadien-3-ol, pro ktery existuji dva
stereoizomery. Prvni z nich je (R)-(-)-linalool neboli likareol, ktery je nejvice obsazen
Vv levanduli, bazalce nebo vaviinu. Druhym stereoizomerem je (S)-(+)-linalool neboli
koriandrol, ktery je nejvice obsazen v koriandru [22]. Koriandrol je zobrazen na obrazku 5

vpravo a likareol vlevo.

Obrazek 5: Stereoizomery linaloolu [23]
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Koriandrol mé vyraznou kvétinovou, bylinnou az citrusovou viini, zatimco likareol ma
drevitou, levandulovou viini. Linalool je tékavy a na vzduchu podléha autooxidaci. Tyto
oxidac¢ni produkty mohou zpiisobovat mirnou alergickou reakci.

Tato latka je hojné vyuzivana v kosmetickém prumyslu, pfidava se do Sampon,
sprchovych gel, mydel, antiperspiranti a predev§im do parfémut. Své vyuziti dale nachazi
v Cisticich prostiedcich pro domacnost. Pidava se do potravin a napojui jako aditivni latka, dle
FAO/WHO (Organizace pro vyzivu a zem&délstvi/Svétova zdravotnicka organizace) je ADI
(akceptovatelny denni piijem) 0-0,5 mg/kg té€lesné hmotnosti/den. Dale se vyuziva pro
syntézu vitaminu E a pfi vyrob¢€ vitaminu A. Linalool je vyuzivam také v mediciné pro jeho
protizanétlivé, analgetické a sedativni G¢inky. Kromé toho se linalool pouziva jako insekticid

pro likvidaci ektoparaziti u zvitat [22, 24, 25].
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1.2 Mikroextrak¢ni techniky

SouCasnym trendem extrakénich technik je minimalizace pouziti organickych
rozpoustédel, nizké pofizovaci néklady a néklady na provoz. Dalsi dilezity pozadavek je

uspora Casu a snaha o zjednoduseni celého procesu [26].

1.2.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi neboli SPME (Solid-Phase Microextraction) je kvalitativni
a kvantitativni sorpéné/desorpcni technika uréena k izolaci a zakoncentrovani analytu. Tato
technika byla vyvinuta na Univerzit¢ Waterloo v Kanadé na pielomu 80. a 90. let 20. stoleti
v tymu pod vedenim profesora Janusze Pawliszyna. Tato metoda zkracuje Cas pfipravy,
omezuje pouziti rozpousStédel a mize zlepSovat detekéni limity. Rutinné se pouziva
v kombinaci s plynovou chromatografii ke stanoveni tékavych latek. Dale se vyuziva
s kapalinovou chromatografii ke stanoveni malo t€kavych nebo termicky labilnich latek.
SPME ma velice $iroké pole plsobnosti, da se vyuzit v oblasti environmentalni, klinické,

forenzni, farmaceutické a potravinaiské analyzy [27-29].

1.2.2 Zarizeni pro mikroextrakci tuhou fazi

Na vlakné dochazi k extrakci analytti do stacionarni faze, kterou je vlakno potaZeno.
Zatizeni SPME se skladd z drzdku a duté jehly (ochrannd funkce pfed mechanickym
poSkozenim vlakna), ve které je ulozeno vlakno z taveného kiemene [26-30]. Konstrukce

zatizeni SPME je zobrazeno na obrazku 6.

1) pist
2) hlaven

3) vodici droub

4) Z-5térbina

5) prohlizeciokénko
6) ochranna jehla

6/ / 7) septum

8) vlakno z taveného kiemene

Obrazek 6: Zatizeni pro SPME [28]
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Mikroextrakce tuhou fazi je délena na dva zpusoby. Prvni znich je pfima sorpce
z roztoku neboli DI-SPME (Direct Immersion SPME), kde je vldkno ponofeno do kapaliny.
Jednd o dvoufazovy systém tvofeny komplexnim vzorkem a staciondrni fazi na vlakné.
Druhym zptsobem je sorpce z plynné faze nad vzorkem neboli HS-SPME (Headspace
SPME), kde je od pfedchoziho systému navic plynna faze nad vzorkem. Tato modifikace
zkracuje dobu extrakce a usnadiiuje aplikaci této metody ptfi analyze tuhych vzorkda.
V HS-SPME je vlakno vystaveno plynné fazi nad kapalinou nebo tuhym vzorkem, vyhodou
této metody je ochrana vldkna pied Skodlivymi latkami vzorku. V ptipad¢ vodnych matric se
tekavé a nepolarni latky extrahuji rychleji nez caste¢n¢ tékavé a polarni latky. ZvySovani
teploty muze taktéz urychlit dobu extrakce. Po extrakci se vlakno zatdhne do jehly pomoci
manipulacéniho zafizeni podobné injekéni stiikacce, poté se celd jehla vlozi do néstiikového
prostoru analytického pfistroje (GC, LC) a vlakno se opét vysune [26-34]. Na obrazku 7
vpravo je zobrazena konstrukce pro headspace mikroextrakci tuhou fazi, zatimco vlevo je

zobrazeno zatizeni pro pfimou mikroextrakci tuhou fazi.

viakno vldkno

michadélko michadélko

Obrazek 7: Zatizeni pro DI-SPME (vlevo) a HS-SPME (vpravo) [32]
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1221 Stacionarni faze pro mikroextrakci tuhou fazi

Podstatou je kiemenné vlakno, které je pokryté polymernim sorbentem nebo
imobilizovanou kapalinou o ruznych tloustkach (5-100 pm). Tyto stacionarni faze (SF) se lisi
ve své polarité, sorpcnich schopnostech a tloust’ce polymeru. Tloustka vrstvy stacionarni faze
je jednim z parametrt uréujici citlivost extrakce a extrakéni ¢as. Cim silngj$i vrstva SF bude
pouzita, tim vy$§i bude citlivost metody, ale zaroven se prodlouzi doba extrakce. Vybér
povlaku vlakna zavisi pfedev§im na vlastnostech analytu. Pfed analyzou dalSiho vzorku by
mélo byt vlakno vycisténo a kondiciovano.

Nejcastéji pouzivané komercné dostupné stacionarni faze jsou polydimethylsiloxan,
divinylbenzen, Carboxen (uhlikové molekulové sito), Carbowax (polyetylenglykol)
nebo jejich kombinace. Kombinace PDMS/DVB, PDMS/CAR a CW/DVB jsou vice polarni
nez ty, co obsahuji PA, proto se Castéji vyuzivaji k extrakci vysoce polarnich latek. CAR
dodava PDMS/CAR vétsi specificky povrch, a proto se ¢asto vyuziva k extrakei tékavych
latek. Pfi vybéru polarity stacionarni fize by méla byt zohlednéna polarita stanovované¢ho
analytu, m¢ly by mit podobnou polaritu. Mezi nové se vyskytujici trendy stacionarnich fazi
patii polykrystalické grafity, molekularné vtisténé polymery, imunosorbenty nebo sol-gelové
povlaky [26-30, 33, 35]. Ptiklady pouzivanych komeré¢né dostupnych SF jsou vypsany
v tabulce 7.

Tabulka 7: Ptiklady stacionarnich fazi pro SPME [29-31]

Stacionarni faze Tloustka [um] | Chromatografie Sorbované latky
PDMS — nepolarni 100, 30, 7 GC/HPLC VOC, PAH, PCB
PA — polarni 85 GC/HPLC organofosforové pesticidy, fenoly
PDMS/DVB - bipolarni 65, 60 GC/HPLC PAH, ketony, terpeny, alkoholy
CAR/PDMS — bipolarni 75, 85 GC VOC, BTEX, PAH, As, Sb, Se, Sn,
CW/DVB - polarni 65, 70 GC alkoholy, chlorbenzeny, herbicidy
CAR/TPR - polarni 50 HPLC povrchov¢ aktivni latky
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1.2.3 Mikroextrakce jednou kapkou

Mikroextrakce jednou kapkou neboli SDME (Single-Drop Microextraction) je
jednoducha, levna, rychla, efektivni technika a zaroven minimalizuje spotiebu organickych
rozpoustédel. Tato technika kombinuje extrakci (pfipadné ptecisténi) a zkoncentrovani
vV minimalnim poctu krokd a umoziuje nasledny piimy vstup do analytického systému, jako je
plynova chromatografie (GC), vysokoucinna kapalinova chromatografiec (HPLC), hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) nebo kapilarni elektroforéza (CE).

Principem této techniky je extrahovat ze vzorku (donorova faze) sledované slouceniny
do kapky organického rozpoustédla (akceptorova faze). Mikroextrakce jednou kapkou lze
provadét ve dvou zékladnich uspofddanich. Prvni znich je pfimd mikroextrakce jednou
kapkou neboli Direct Immersion SDME, ktera je zobrazena na obrazku 8 vlevo. Cast&ji
vyuzivanou je headspace mikroextrakce jednou kapkou neboli HS-SDME, ktera je zobrazena
na obrazku 8 vpravo. Pracovni postup pfi HS-SDME je podobny jako u DI-SDME s tim
rozdilem, Ze kapka extrakéniho rozpous$tédla visi nad hladinou kapalného nebo tuhého
vzorku. Po ukonceni extrakce je kapka zatazena zpét do jehly a analyzovana pomoci GC
nebo HPLC [36-42].

mikrostitkacka mikrostitkacka
pro GC pro GC

/k/

— kapka rozpoustédla | kapka rozpoustédla
—+— wvodny vzorek —+— vodny vzorek

—— michadélko ——— michadélko

Obrazek 8: Zatizeni pro DI-SDME (vlevo) a HS-SDME (vpravo) [41]

Konvencni extrakce z kapaliny do kapaliny je ¢asove naro¢na a je pii ni pouzito velké
mnozstvi potencidlné toxickych organickych rozpoustédel. SDME byla prvni mikroextrakce

pro vodné a plynné vzorky, ktera fesi miniaturizaci pouziti t€chto rozpoustédel. V poloviné
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devadesatych let Liu a Dasgupta vyvinuli metodu, kterd zahrnovala pouziti jedné kapky
k extrakci analytl, kde byla pouzita kapilara z oxidu kfemicitého. Nasledné¢ Jeannot
a Cantwell predstavili metodu, ve které byla mikroextrakénim médiem kapka 8 ul 1-oktanolu
na konci teflonové tycinky suspendovana do michaného vodného roztoku. Po extrakci byla
teflonova tyCinka vyjmuta zroztoku a extrakéni organicka faze byla mikrostiikackou
nadavkovéana do plynového chromatografu. Pozd¢ji byla tato technika zjednoduSena tak, ze
teflonova ty¢inka byla nahrazena pifimo hrotem mikrostiikacky.

Existuje mnoho organickych rozpoustédel, které lze pouzit jako extrakéni
rozpoustédla, napiiklad n-hexan, cyklohexan, toluen, xylen, izooktan, anizol, chloroform,
oktanol nebo amylalkohol. Nezbytnou podminkou je nemisitelnost rozpoustédla s vodnymi
vzorky, adekvatni hustota, diky které se drzi na Spicce jehly injekéni stiikacky, a pfi
chromatografické analyze by pik rozpoustédla mél byt dostatecné separovan od pikil
sledovanych latek. V tabulce 8 je pichled vybranych analyz riznych vzorkd Vv usporadani
DI-SDME a HS-SDME [26, 38-41].

Tabulka 8: Prehled vyuziti SDME [41]

Uspotadani | Analyticka .
P yt- Sledovany Vzorek Extrakéni rozpoustédlo
SDME technika analyt
DI-SDME GC-MS organochlorové pesticidy ryby toluen
DI-SDME GC-MS pesticidy vino izooktan
DI-SDME GC-FID tabakové alkaloidy mo¢, sliny chloroform
HS-SDME GC-MS aldehydy okurka pentanol
HS-SDME GC-FID BTEX olej hexadekan
HS-SDME GC-FID kyselina valproova krevni sérum dodekan

GC-MS — plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem, GC-FID — plynova chromatografie s plamenovym

ioniza¢nim detektorem, BTEX — benzen, toluen, ethylbenzen, xylen

1.2.4 Moznosti kvantifikace

Jednou z nejcastéjsich moznosti, jak provést kvantifikaci, je kalibra¢ni kiivka. Pro
ptipravu kalibracni kiivky je zapotiebi pfipravy ne€kolika standardnich (kalibra¢nich) roztoka
o ruzné koncentraci se vzorkovou matrici. Vzorky se déle analyzuji pfi stejnych extrakénich

podminkach. Poté se koncentrace analytu ve vzorku muze pocitat dosazenim do kalibra¢ni
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rovnice ve tvaru: y = kx + g, kde k je smérnice piimky, q je usek na ose y, X je nezavisla
proménna a y je zavisld proménna.

Dalsim zplsobem je standardni piidavek. Ten obnasi pfidani znamého mnozstvi
standardu o znamé koncentraci do matrice vzorku, kterd plivodné obsahuje nezndmou
koncentraci hledaného analytu. Tato metoda miize byt pii velkém poctu vzorkil Casove
naroc¢na. Je také nevhodna pro tuhé nebo nehomogenni vzorky.

Ttetim zplsobem kvantifikace je metoda vnitiniho standardu, pii této metodé se ke
vzorku pfida urcit¢é mnozstvi latky, kterou nesmi obsahovat analyzovany vzorek, nesmi
s zadnou slozkou vzorku reagovat a musi byt dobfe oddélitelny od ptivodni matrice. Vnitini

standard by se mél eluovat v blizkosti sledovaného analytu [43, 44].

1.2.5 Priklady stanoveni tékavych sloZek kapalnych potravin
1.25.1 Identifikace tékavych latek v sojovych produktech

Mikroextrakce tuhou fazi s vyuzitim plynové chromatografie je bézné pouzivanou
metodou pro stanoveni t€kavych latek z rtiznych matric. Zajem o aplikaci HS-SPME na
sojové produkty se zvySuje, divodem jsou problémy s pfichutémi a pachy soji, coz je hlavni
technologicka ptrekazka pii vyrobé sdéjovych produktd. Mezi tékavé latky v sdjovych
produktech patii pfedev§im pentanol, hexanol, heptanol a ethylvinyl keton.

K prométeni bylo pouzito 21 standardd z riznych chemickych tiid, jako jsou aldehydy
(heptanal, hexanal atd.), alkoholy (1-hexanol, 1-heptanol atd.), ketony (2-heptanon,
3-hydroxy-2-butanon atd.), aromatické slouceniny (benzaldehyd, n-butyl benzen atd.), estery
(ethyl-heptanoat, ethyl-hexanoat atd.) a furany (2-pentyl furan). Optimalizované podminky
byly doba inkubace (5-60 min), teplota inkubace (30-70 °C), objem vzorku (0,5-5 ml) a typ
vlakna (65 pm CWAX/DVB, 70 um PDMS/DVB a 85 um CAR/PDMS). Nasledna detekce
probihala na plynovém chromatografu s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) s heliem jako
nosnym plynem. Byla zde pouzita kapilarni kolona WCOT CP-SIL 8 CB Low Bleed/MS
o rozmérech 30 m x 0,25 mm s chemicky vazanym polysiloxanem o tloustce filmu 0,25 pum.
Teplotni program byl nésledujici: pocatecni teplota byla 35 °C po dobu 3 minut a poté se
zvySovala na 210 °C rychlosti 6 °C za minutu. Vyhodnoceni tohoto experimentu ukazalo,
ze optimalni podminky pro nejvyssi selektivitu a citlivost jsou nasledujici: typ vldkna 85 pm
CAR/PDMS, inkubace pii teplot¢ 40 °C po dobu 20 minut a objem vzorku 5 ml. Tyto
podminky pak byly aplikovany na 6 komer¢né dostupnych soéjovych vyrobku [45].
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1.25.2 Stanoveni tékavych latek produkovanych bakteriemi rodu

Salmonella ve vzorcich kravského mléka

Detekce patogennich bakterii v potravé je dilezita pro ochranu spotiebiteli a pomaha
Vv prevenci pied alimentarnim onemocnénim. Bakterie rodu Salmonella mtze zpisobit vazna
onemocnéni u kojencti a lidi s chronickym onemocnénim nebo snizenou imunitou. Je to
gram-negativni, tyCinkovita bakterie s optimalni teplotou rastu pii 32-37 °C, vétSina salmonel
neni tepelné rezistentni a da se snadno znicit pii pasterizaci.

V této studii byly exogenni tékavé organické latky produkované patogenni bakterii
rodu Salmonella identifikovany a kvantifikovany pomoci HS-SPME s naslednou detekci na
plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem. K detekci salmonel byly vyuzity
specifické enzymy Cg esteraza, o-galaktosiddza a pyrrolidonyl peptidaza, které vyuZivaji
substraty 2-chlorofenyloctanoat, fenyl o-D-galaktopyranozu a L-pyrrollidonylfluoroanilid.
Poté nasledovala detekce vzniklych produkti 2-chlorofenolu, fenolu a 3-fluoranilinu.
K extrakci téchto t€kavych latek bylo pouzito vlakno s vrstvou 85 pm polyakrylatu. Vyvinuta
metodika byla schopna detekovat a identifikovat druhy salmonel béhem 5 hodin pii inkubaci

na 37 °C pomoci téchto uvolnénych tékavych organickych latek [46].

1.253 Stanoveni profilu tékavych latek bilych likérovych vin

Profil t€kavych latek je dulezitym znakem vin, ktery je zavisly mimo jiné na druhu
vina, kvaSeni a procesu starnuti. Ve viné¢ bylo doposud identifikovano nékolik set t€kavych
latek patiicich do riiznych chemickych tfid, z nichZ nejdominantnéjsi jsou alkoholy a estery,
dale karbonylové slouceniny, kyseliny, terpeny a slouceniny siry. Stanoveni profilu t€kavych
latek mizZe byt rychlou metodou pro klasifikacni ucely.

Stanoveni aromaprofilu a mnozstvi tékavych latek metodou HS-SPME bylo
realizovano uosmi bilych likérovych vin (Jutrzenka, Massandra Krymwejn, Moscatel
de Setubal, Riversaltes, Leyenda Sherry Cream, Moscatel Oro, Marsala Superiore Riserva
a Offley White Porto). Pro tento ucel byla testovana ruzna vlakna, jako jsou PDMS,
CAR/PDMS, CAR/DVB/PDMS, PA a DVB/PDMS. Vzorky (20 ml) byly zahiaty na 50 °C po
dobu 15 minut. Poté nasledovala extrakce na vlakno (5-30 minut). Detekce probihala na
plynovém chromatografu s hmotnostni spektrometrii (GCxGC-MS). Latky byly déleny
pomoci kolony DB-5MS (25 m x 0,2 mm x 0,33 um, Agilent Technologies). Sekundarni
kolona byla stfedné polarni BPX-50 (1,090 m x 0,1 mm x 0,1 um, SGE, Australie). Teplota

nastfiku byla 260 °C, teplotni program byl nasledujici: pocatecni teplota byla 40 °C
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(udrzovéana 1 minutu), poté se zvySovala na 250 °C rychlosti 10 °C za minutu. Teplota
sekundéarniho programu byla o 30 °C vyssi (stoupala ze 70 °C na 280 °C). Jako nosny plyn
byl vyuzit dusik s pratokem 0,8 ml za minutu. Jako optimalni podminky byly zvoleny:
20 minutova extrakce a vlakno CAR/DVB/PDMS. Vsechna analyzovand vina obsahovala
riznd mnozstvi tékavych slouCenin. Nejvyssi mnozstvi tékavych latek obsahovalo vino

Riversaltes. Nejméné t€kavych latek bylo zaznamenano u vina Muscat Oro [47].

1254 Stanoveni rezidui pesticidii v kokosové vodé

Kokosova voda je ptirodni izotonicky napoj. Je to bohaty zdroj cukrt, soli, vitamint,
minerdlll a aminokyselin.

Cilem této studie bylo navrhnout jednoduchou a u¢innou metodu pro stanoveni rezidui
pesticidii z riznych chemickych tfid (organofosfaty, organochlorové pesticidy, karbamaty
atd.) ve vzorcich primyslové oSetienych a piirodnich kokosovych vod. Byla pouzita
mikroextrakce jednou kapkou (SDME) s naslednou plynovou chromatografii spojenou
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Separace pesticidti byla provedena na kapilarni koloné
Restek Rtx®-1MS (30 m x 0,25 mm ID; tloustka filmu 0,25 um). Pouzity nosny plyn byl
helium s prutokem 1 ml/min. Teplota nastiiku byla 300 °C, teplotni program byl nasledujici:
60 °C po dobu jedné¢ minuty, poté rostl na 200 °C rychlosti 25 °C/min, dale rostl na
280 °C rychlosti 10 °C/min, poté rostl na 300 °C rychlosti 5 °C/min, teplota 300 °C byla
udrZzovéana 1,4 minuty. Optimalizovanymi parametry byly: rozpoustédlo (toluen, cyklohexan
a izooktan), doba extrakce (10, 20, 30 a 40 min), velikost kapky (0,5, 0,8 a 1 ul), objem
vzorku (1,5 a 10 ml), rychlost michani (bez michani, 100, 200 a 300 ot./min), okyseleni
extrakéniho média (bez okyseleni, H3PO4 a HCl) a ptidavek soli (bez pfidavku a ptidavek
10% NacCl). Finalni podminky mikroextrakce byly: 10 ml vzorku, 1 pl kapka toluenu jako
extrak¢niho rozpoustédla, doba michani 30 minut pfi 200 otackach za minutu, okyseleni HCI
a bez pridavku soli.

Tato metoda umoznila identifikaci a kvantifikaci pesticidi z riznych t¥id chemickych
latek. Bylo zjiSténo, Ze vysSi mnozstvi pesticidli obsahuji kokosové vody, které pochazeji

z industrializované¢ho zeméd¢lstvi oproti pfirodnim kokosovym vodam [48].
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1.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) je kvalitativni i kvantitativni
separacni metoda, pii které dochazi k déleni slozek, které jsou obsazeny ve vzorku. Slozky
vzorku jsou déleny mezi stacionarni a mobilni fazi, které jsou navzajem nemisitelné. Vzorky
pro plynovou chromatografii mohou byt v plynné nebo kapalné fazi, ale aby mohly byt
transportovany, musi se rychle pfemeénit na plyn. Vzorek je ddvkovan do proudu nosného
plynu (mobilni faze) a jednotlivé slozky jsou zachytavany v koloné, ktera obsahuje
stacionarni fazi. Jednotlivé slozky analyzovaného vzorku jsou pti pohybu kolonou
absorbovany kapalinou nebo adsorbovany na povrchu tuhych ¢éstic stacionarni faze.
Transport analytu od zacitku ke konci kolony je urcen linedrni rychlosti mobilni faze
v koloné. Cas, za ktery projde mobilni faze od za¢atku ke konci kolony, se nazyva jako mrtvy
Cas. Plynova chromatografie je vhodna pro organické latky s teplotou varu do 400 °C, dilezité
je, aby se latky pfi vypafovani nerozkladaly. Mohou byt analyzovany i anorganické latky,
ale pouze ty, které jsou tékavé. Netckavé slouceniny lze téZz analyzovat pfevedenim na
t€kavejsi derivaty derivatizaci [49-52]. Na obrazku 9 je zobrazeno schéma plynového
chromatografu.

davkovaci

regulator zafizeni kolona Ny A
plynu St

v
Zarnamove a
[ vyhodnocovaci

- zafizeni (PC)

| '

nosny plyn termostat detektor

Obrazek 9: Schéma plynového chromatografu [53]

Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev obsahujici argon, dusik, helium nebo vodik.
Plynovy chromatograf je vybaven regulaénim systémem, ktery zajistuje staly
nebo programové se ménici priatok nosného plynu. Termostaty zajist'uji vysokou teplotu
v davkovaci, kolon¢ a detektoru, aby byl vzorek udrzen v plynném stavu. Nastiik do

davkovaciho zafizeni se provadi injekéni stiikackou (0,1-10 pl) pfes pryzové septum. Prvni
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technika nastfiku se nazyva do kolony (on column), pii které se davkuje 1-10 pl vzorku do
naplnovych kolon, horni ¢ast kolony je zahfivana na teplotu o 10 az 30 °C niZsi nez je teplota
varu rozpoustédla, po zhruba 30 sekundach se teplota prudce zvysi, aby doSlo k odpateni
vzorku. Druhou technikou je nastfik pomoci délice toku (split injection), pouziva se pro
koncentrované vzorky, kdy se ¢ast musi oddélit, do kolony se dostdva pouze 0,1-10 %
z nastfikovaného mnozstvi. Posledni technikou je nastiik bez delice toku (splitless injection),

ktery je vhodny pro stopovou analyzu [49].

1.3.1 Typy kolon v plynové chromatografii

Kolony v plynové chromatografii se rozd€luji na napliové a kapilarni. U kapilarnich
kolon je stacionarni vrstva o tloustce 0,1-1 pl nanesena pfimo na stény kolon a u napliiovych
je stacionarni faze nanesena na indiferentni nosice, Kterymi je kolona vyplnéna. Napliové
kolony jsou nejcastéji zhotoveny z nerezové oceli nebo skla, délka kolony je v rozmezi
30-400 cm s vnitinim primérem 2-4 mm, mikronapliiové kolony maji vnitini primer mensi
nez 1 mm. Népliové kolony maji vyssi kapacitu nez kapilarni kolony. Jako adsorpcni néplné
se pouziva silikagel, grafitizované saze nebo alumina, jako nosi¢e pro kapalné faze se
pouzivaji kiemeliny. U kapilarnich kolon slouZi vnitini sténa kapilary jako nosi¢ pro kapalnou
stacionarni fazi. Tyto kolony jsou zhotoveny z taveného kiemene a jsou potazeny vrstvou
polyamidu, diky kterému je kolona pruznd a méné kiehkd. Délka kapilarni kolony se
pohybuje od 15 do 60 metrti. Dle zptsobu ulozeni SF v kapilafe se déli na tii typy:
WCOT - kapalina je zakotvena pfimo na sténach kapilary; SCOT — kapalina je zakotvena na
nosiéi, ktery je zachyceny na sténach kapilary; PLOT — porovity adsorbent je zachycen na
sténach kapilary. Volba stacionarni faze je zavisla na charakteru a rozsahu bodl varu slozek
analyzovaného vzorku. Nejpouzivangjsi faze jsou na bazi polysiloxanti a Carbowax jako silné

polarni SF [50, 52, 54, 55]. Piehled SF a jejich pouziti je zobrazen v tabulce 9.

Tabulka 9: Typy stacionarnich fazi pro GC [50]

Typ stacionarni faze Max. teplota [°C] Vyuziti
polyethylenglykol 250 volné kyseliny, alkoholy, glykoly
polydimethylsiloxan 350 nepolérni slouceniny
poly(fenylmethyl)siloxan 250 drogy, steroidy, pesticidy
poly(trifluoropropyldimethyl)siloxan 200 chlorované aromatické uhlovodiky
poly(dikyanoallyldimethyl)siloxan 240 pryskyfice, volné kyseliny, alkoholy

37




1.3.2 Plamenovy ioniza¢ni detektor

Detektor je konstrukéni C¢ast plynového chromatografu, ve kterém je
fyzikalné-chemicka vlastnost vzorku prevedena na méfitelny signdl, ktery je zaznamenavan
v zavislosti na ¢ase. Vyvoj velmi citlivych, robustnich a snadno pouzitelnych detektorti pro
GC vyrazné piispél k rychlému rastu obliby této metody pro analyzu komplexnich vzorkd.
V priub¢hu let se nejpouzivanéjsimi detektory staly tepelné-vodivostni, plamenovy ionizaéni
a detektor elektronového zachytu. Jejich popularita vychazi z jejich jednoduchosti
a robustnosti, spolu s jejich pfijatelnou citlivosti pro velké mnozstvi aplikaci [49, 52, 55].

Plamenovy ioniza¢ni detektor neboli FID (Flame lonization Detector) je
nejpouzivanéj$im detektorem jiz od svého zavedeni v roce 1958. FID je citlivy, univerzalni
a destruktivni. K ionizaci molekul eluovanych zkolony dochazi ve vodiko-vzduchovém
plameni, ktery hofi mezi dvéma elektrodami. Je tvofen hotdkem, do kterého usti vystup
z kolony, ptivod vodiku a vzduchu. Nad hofdkem jsou umistény elektrody, které
zaznamenavaji ionty a elektrony vzniklé pii hofeni vodiku a mé&feného analytu. Schéma FID
detektoru je znazornén na obrazku 10. Molekuly organickych latek, které se dostanou do
plamene, jsou §tépeny na ionty nebo radikaly, které se na prvni elektrodé nabiji na urcity
potencial a jsou ptitahovany druhou elektrodou, které sviij naboj odevzdavaji. Vznikly
ionizacni proud, ktery mezi elektrodami protékd, je ptimo imérny poctu iontl a zaznamenava

se. FID muze byt pouzit i pro stopovou analyzu ve vSech analytickych odvétvich [52, 54, 56].

z'fiz‘_rehové elektrody
civka

vzduch _I —— <+— vodik

vstup z kolony

Obrazek 10: Plamenovy ioniza¢ni detektor [57]



2  Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité vzorky piva

V této diplomové praci bylo analyzovano 14 vzorkti piv od 7 rlznych znacek.
Od kazd¢ znacky bylo zakoupeno alespoii jedno pivo chmelené za studena a druhé chmelené
klasicky. Vyjimkou bylo pivo znacky Mordyft, od které bylo analyzovano pouze jedno pivo.
Pichled vSech zakoupenych vzorku piv spolu s tdaji vyrobce o druhu a obsahu alkoholu jsou

uvedeny v tabulce 10 a na obrazku 11.

Tabulka 10: VVzorky piva pro analyzu

Znacka Vyrobce Druhy
Svétly lezak (4,9 % obj.)
Tradi¢ni pivovar v Rakovniku a.s. .
Bakalar Svétly lezak za studena chmeleny (5,2 % obj.)
Rakovnik
Nealkoholicky za studena chmeleny (0,5 % obj.)
_ Heineken Ceska republika a.s Kralovska dvanactka (5,0 % obj.)
KruSovice oo
Krusovice Lezak za studena chmeleny (4,8 % obj.)
Pivovar Nymburk spol. s.r.o. FrancinGv lezék (5,1 % obj.)
Posttizinské
Nymburk Jubilejni Hrabalav lezék (5,8 % obj.)
Pivovar Svijany a.s. Svijansky maz (4,8 % obj.)
Svijany
Svijany Svijansky rytit (5,0 % obj.)
Primator a.s. Premium (6,5 % obj.)
Primator
Nachod India Pale Ale (5,0 % obj.)
_ Pivovar Lobkowicz Group a.s. Premium lezék (4,7 % obj.)
Lobkowicz
Praha Premium Ale (4,4 % obj.)
Pivovar Mordyt s.r.o.
Mordyt 5 New England IPA (6,3 % obj.)
Dolni Redice
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Obriazek 11: Analyzované vzorky piva

2.2 Pouzité chemikalie

Linalool 97 % — Sigma-Aldrich s.r.o., Praha, CR

Ethanol 96 % — Lach-Ner spol. s r.o., Neratovice, CR
Methanol 99,9 % — Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, CR
Amylalkohol — Lach-Ner spol. s r.0., Neratovice, CR
Hexanol — Reachim, Moskva, Rusko

p-xylen — Merck KGaA, Darmstadt, Némecko

1-dekanol — Sigma-Aldrich s.r.o., Steinheim, Némecko
1-undekanol — Sigma-Aldrich s.r.o0., Steinheim, Némecko
1-dodekanol — Sigma-Aldrich s.r.o., Steinheim, Némecko
Vodik 3.0 — &istota 99,9 %, Linde Gas a.s., Praha, CR
Centralni rozvod dusiku a vzduchu — Univerzita Pardubice, Pardubice, CR

Destilovana voda — Univerzita Pardubice, Pardubice, CR
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2.3 Pouzita instrumentace a software

Plynovy chromatograf Hewlett Packard 5890 — Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA (GC I)
Plynovy chromatograf Hewlett Packard 5890 Series II (GC 1)

Mikrostiikacka Hamilton s $ikmym hrotem, objem 10 ul - Hamilton, Bonaduz, Svycarsko
Cisti¢ stitkacek Hamilton — Reno, NV, USA

Automatické mikropipety — Biohit Oyj, Helsinki, Finsko

Vlakna se stacionarni fazi 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 75 um CAR/PDMS, 65 um
PDMS/DVB a 100 um PDMS — Supelco Inc, Bellefonte, PA, USA

SPME drzak pro ru¢ni vzorkovani — Supelco Inc, Bellefonte, PA, USA

Vodni lazen Julabo 5 — Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Némecko

Trepacka Vibrax 100 — Heidolph Instruments GmbH & Co, KG, Schwabach, Némecko
CSW32 — Chromatography Station for windows — DataApex, Praha, CR

STATISTICA 12 CZ — Dell Software, Praha, CR

2.4 Podminky separace na plynovém chromatografu

Zvolené parametry a podminky pro separaci latek na plynovém chromatografu jsou

vypsany v tabulce 11.

Tabulka 11: Podminky separace pro GC

HP 5-ms, délka 30 m, vnitini primér 0,32 mm
Parametry kolony | stacionarni faze 5% fenyl-methylsiloxan s filmem o tloustce 1 um
(J&W Scientific, Folsom, CA, USA)

teplotni program kolony: 55 °C po dobu 3 minut, poté nartst rychlosti
Pouzivané teploty | 6 °C/min na teplotu 250 °C, ktera byla udrzovana po dobu 10 minut, teplota

davkovaciho zatizeni (splitovaci pomér 1:2) i detektoru byla 250 °C

Nosny plyn dusik z centralniho rozvodu s pretlakem na hlavé kolony 30 kPa

Palivo pro FID vodik z tlakové lahve s prim&mym pritokem 30 ml/min

Oxidovadlo FID tlakovy vzduch z centralniho rozvodu s primérnym pritokem 400 ml/min
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2.5 Zjisténi meze detekce a meze stanovitelnosti nastiiku

Meze detekce a meze stanovitelnosti byly stanoveny pomoci kalibra¢ni kiivky. Mez
detekce je koncentrace, kdy latka vyvola odezvu (S) méficiho pfistroje veétsi, nez je
trojnasobek trovné Sumu (N) pozadi, tedy S/N = 3. Mez stanovitelnosti je koncentrace, kdy
latka vyvola odezvu (S) méficiho piistroje vétsi, nez je desetinasobek urovné Sumu (N)
pozadi, tedy S/N = 10.

Kalibra¢ni zavislost byla piipravena nasledovné: ze zasobniho roztoku o koncentraci
1 mg/ml v 96% ethanolu byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky do 5 ml odmérnych banék dle
tabulky 12, kazdy kalibra¢ni bod byl promé&fen tfikrat a poté byl zhotoven prumér ploch pikid
a primér vySek pikl. Davkovany objem do plynového chromatografu byl 1 pl

mikrostiika¢nou Hemilton.

Tabulka 12: LOD a LOQ nastiiku (n = 3)

Koncentrace Primérna plocha Primérna vyska
[mg/ml] pikti [mVs] pikt [mV]
0,01 72,87 10,08
0,05 300,98 47,31
0,10 553,17 93,23
0,15 871,72 149,18
0,20 1243,16 215,27
0,25 1520,42 265,31
0,30 1884,93 332,41

2.6 Optimalizace metody headspace mikroextrakce jednou kapkou

Do extrakénich nadobek byly nadavkovany roztoky o koncentraci 5-10° mg/ml v 5%
methanolu. Inkubace byla provadéna 30 minut ve vodni lazni na urcitou teplotu. Jehla
mikrostiikacky byla skrze septum umisténa nad hladinu kapaliny a extrakce linaloolu byla
provadéna do 2 pl kapky amylalkoholu. Po extrakci byla kapka amylalkoholu vtazena zpét
do mikrostiikacky a nadavkovana do plynového chromatografu. Optimalizované veli¢iny
byly teplota inkubace, ¢as extrakce a objem vzorku (viz tabulka 13). Finalni podminky byly
vyhodnoceny programem Statistica metodou Spline a byly nasledujici: inkubace pii 90 °C,

1,5 minuty dlouha extrakce a 10 ml vzorku.
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Tabulka 13: Podminky pro extrakce HS-SDME

Pokus ¢. Teplota [°C] Cas [min] Objem [ml]
1 52 5 5
2 60 3 3
3 60 3 7
4 60 7 3
5 60 7 7
6 70 5 5
7 70 5 5
8 70 1,4 5
9 70 8,6 5

10 70 5 1,4
11 70 5 8,6
12 70 5 5
13 70 5 5
14 80 3 3
15 80 3 7
16 80 7 3
17 80 7 7
18 88 5 5

2.7 Kalibrace pro metodu headspace mikroextrakce jednou kapkou

Do odmérnych ban¢k o objemu 50 ml byly pfipraveny kalibracni roztoky ze zadsobniho

roztoku o koncentraci 0,01 mg/ml v 5% methanolu (viz tabulka 14). Z téchto kalibra¢nich

roztoki bylo odméfeno 10 ml. Tyto nadobky byly inkubovany po dobu 30 minut pti 90 °C.

Jehla mikrostiikacky byla skrze septum umisténa nad hladinu kapaliny, kde byla kapka

rozpoustédla udrZzovana u hrotu mikrostfikacky. Extrakce linaloolu probihala po dobu

1,5 minuty do 2 pl amylalkoholu. Extrakt byl nadavkovéan do plynového chromatografu.

Tabulka 14: Kalibrace metody HS-SDME (n = 3)

Koncentrace Primérna plocha Primérna vyska
[mg/ml] pikd [mV-s] pik [mV]
5-10” 105,75 28,77
1-10™ 166,37 46,16
2:10™ 296,29 82,83
310" 428,04 118,11
410" 571,89 156,52
8-10™ 998,80 274,12
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2.8  Optimalizace metody headspace mikroextrakce tuhou fazi

Do extrak¢nich nddobek byly nadavkovany roztoky o koncentraci 2,5:10™ mg/ml v 5%
methanolu. K optimalizaci byla pouzita Ctyfi vladkna, ktera jsou vypsana v tabulce 15

a znazornéna na obrazku 12.

Tabulka 15: Pouzita vlakna pro metodu HS-SPME

Barevné oznaceni Sorpéni vrstva Kondicionace
Sedé 50/30 pm DVB/CAR/PDMS 270°C, 1 h
cerné 75 um CAR/PDMS 300°C,0,5h

modré 65 um PDMS/DVB 250°C,0,5h
Cervené 100 um PDMS 250°C,0,5h

L pe

— - —

Obrazek 12: Vlakna a drzak jehly pro metodu HS-SPME

Ochranna jehla byla skrze septum umisténa nad hladinu kapaliny, poté bylo vysunuto
vlakno a byla provedena extrakce linaloolu. Nasledné byla jehla vlozena do plynového
chromatografu, kde vlakno setrvalo 2 minuty. Optimalizované veli¢iny byly teplota behém
extrakce, ¢as extrakce a objem vzorku (viz tabulka 16), tento experiment (optimalizace) byl
promé&fen viemi vldkny. Findlni podminky byly vyhodnoceny programem Statistica metodou

Spline.
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Tabulka 16: Podminky pro extrakce HS-SPME

Pokus ¢. Teplota [°C] Cas [min] Objem [ml]
1 52 30 5
2 60 45 3
3 60 15 3
4 60 45 7
5 60 15 7
6 70 30 8,6
7 70 3,2 5
8 70 30 5
9 70 56,8 5

10 70 30 5
11 70 30 5
12 70 30 1,4
13 70 30 5
14 80 15 7
15 80 45 7
16 80 15 3
17 80 45 3
18 88 30 5

Nasledné byla tato Ctyfi vldkna porovnana pii zjiSténych optimalnich podminkach
a proméfeny na 2 riznych plynovych chromatogramech (GC | a GC IlI). Extrahovan
a analyzovan byl standardni roztok linaloolu o koncentraci 2,5-10 mg/ml v 5% methanolu.

Podminky, které¢ byly vyhodnoceny programem Statistica jako optimalni, byly
aplikovany na realny vzorek piva Svijansky maz kvuli provéreni vlivu matrice na podminky
extrakce. K méfeni bylo pouzito ¢erné a Sedé vlakno, jejichz odezva byla v porovnani vSech
Ctyt vlaken, nejvyssi. Kanalyze byl dale pouzivan plynovy chromatogram GC |
Optimalizované veli¢iny byly teplota extrakce, Cas extrakce a objem vzorku,
viz tabulka 16. Finalni podminky pro ¢erné vlakno (extrakce s matrici), které bylo dale

pouzivano, byly: 2 ml vzorku, doba extrakce jedna hodina pii 50 °C.

2.9 Kalibrace pro metodu headspace mikroextrakce tuhou fazi

Do odmérnych ban¢k o objemu 25 ml byly pfipraveny kalibracni roztoky ze zasobniho
roztoku o koncentraci 0,01 mg/ml v 5% metanolu, viz tabulka 17. Z téchto kalibra¢nich
roztokll byly odpipetovany 2 ml do extrak¢nich nadobek. Extrakéni nadobka byla umisténa do
vodni lazn¢ vyhtaté na 50 °C a ochrannd jehla byla skrze septum nadobky umisténa nad

hladinu kapaliny, poté bylo vysunuto 75 pm CAR/PDMS vlakno (Cerné) a byla provedena
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extrakce linaloolu, ktera probihala po dobu jedné hodiny. Poté byla jehla vlozena do

plynového chromatografu, kde vlakno setrvalo dvé minuty.

Tabulka 17: Kalibrace metody HS-SPME (n = 3)

Koncentrace Primérna plocha Primérna vyska
[ng/ml] pikd [mV-s] pikt [mV]
16 57, 38 13,68
28 124,04 27,85
60 316,23 70,32
88 426,28 96,47
120 612,54 135,39
160 871,47 187,09

Dale byla provedena kalibrace s matrici, kde bylo vyuzito pivo Svijansky Maz k fedéni
standardu linaloolu. Do extrakénich nadobek byly odméteny 2 ml piva a k tomu urcité
mnozstvi standardu o koncentraci 0,01 mg/ml, viz tabulka 18. Nadobka byla vloZena do vodni
lazné vyhtaté na 50 °C. Jehla mikrostiikacky byla skrze septum umisténa nad hladinu
kapaliny a bylo vysunuto 75 um CAR/PDMS vldkno (Cerné¢) po dobu jedné hodiny.

Ptipravené kalibracni roztoky byly proméfeny na plynovém chromatografu.

Tabulka 18: Kalibrace s matrici metody HS-SPME (n = 3)

Koncentrace Pramérna plocha Primérna vyska
[ng/ml] pik [mV-s] pik [mV]
25 148,62 34,05
50 227,32 54,61
100 361,53 96,81
150 551,47 138,12
200 685,19 188,82

2.10 Analyza realnych vzorki piv

K analyze redlnych vzorkli piv bylo vybrano 14 vzorkd sedmi rGznych znacek,
kompletni seznam je vypsan v tabulce 10. VSechny vzorky byly pied analyzou zbaveny CO;
pomoci tfepacky Vibrax 100 pii 850 ot/min po dobu 30 minut. Poté nasledovala extrakce

tuhou fazi. 2 ml vzorku piva byly odméfeny do extrak¢nich nadobek. Extrakéni nadobka byla
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umisténa do vodni lazné vyhtaté na 50 °C a ochranna jehla byla skrze septum nadobky
umisténa nad hladinu kapaliny, poté bylo vysunuto 75 pm CAR/PDMS vldkno (¢erné) a byla
provedena extrakce linaloolu, ktera probihala po dobu jedné hodiny, znazornéno na
obrazku 13. Poté byla jehla vlozena do plynového chromatografu, kde vldkno setrvalo dvé
minuty. Dale byla extrakce provedena se standardnim pfidavkem, kdy bylo ke 2 ml vzorku

piva pted extrakci ptidano 5 pl standardu o koncentraci 0,01 mg/mi.

Obrazek 13: Aparatura metody HS-SPME
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Zjisténi meze detekce a meze stanovitelnosti nastiiku

Z prumémych hodnot ploch a vysek byly sestrojeny kalibracni zavislosti na
koncentraci linaloolu, viz obrazky 14 a 15. Dale byla pomoci rovnice regrese vypoctena mez
detekce a mez stanovitelnosti, viz tabulka 19. LOD byl vypocten pomoci vzorce (1) a LOQ

pomoci vzorce (2).

LoD = &5 (1)
10 -
LoQ ==t )
Tabulka 19: Zjisténi LOD a LOQ nastiiku
Rovnice regrese LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]
A: y=6257,24x — 26,49 0,017 0,046
h:  y=1114,44x - 9,79 0,023 0,057

w
sy}

.. smérodatna odchylka tseku
.. usek rovnice regrese
.. smérnice rovnice regrese

.. plocha piku [mV"s]

= » X o

.. vy8ka piku [mV]

o

.. koncentrace linaloolu [mg/ml]

2500 -+

2000 - y= 6 257,24X - 26,49
= R2=10,9973
>
i 1500 -
<«
]
=
5 1000 -
g
o=
1
(=3

500 -

0 T T T T T T 1
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Obrazek 14: Zavislost primémé plochy piku (A) na koncentraci linaloolu (c)
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Obrazek 15: Zavislost pramérné vysky piku (h) na koncentraci linaloolu (c)

3.2  Vybér extrakéniho rozpoustédla pro headspace mikroextrakei jednou

kapkou

Nejprve byly proméfeny retencni c¢asy vybranych extrakénich rozpoustédel
(amylalkohol, p-xylen, hexanol, 1-dekanol, 1-undekanol a 1-dodekanol), které jsou vypsany
v tabulce 20. Inkubace roztoku linaloolu v 5% methanolu byla provadéna 30 minut pti 70 °C
ve Vodni lazni, extrakce linaloolu byla provadéna 2 pl jednotlivych zkousenych rozpoustédel
po dobu 1, 2, 4, 6 a 8 minut. Po extrakci byla kapka extrak¢niho rozpoustédla vtazena zpét do
mikrostiikacky a nadavkovana do plynového chromatografu. Tyto Chromatogramy jsou
uvedeny v piiloze 1. Rozpoustédla, ktera méla retencni ¢as vyssi nez linalool (21,23 min)
zpiisobovala destrukei piku linaloolu. Pfi pouziti hexanolu se vyskytoval koeluujici pik
v blizkosti piku linaloolu. Rozpoustédlo p-xylen bylo nestabilni (rychle se odpatovalo) pti
dobach extrakce vysSich nez 2 minuty. Jako nejvhodnéjsi se jevilo rozpoustédlo amylalkohol,
které vydrzelo extrakci del$si nez 6 minut (neodpafovalo se) a neodtrhiavalo se od hrotu

mikrostiikacky.
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Tabulka 20: Retenéni ¢asy zkousenych extrakénich rozpoustédel

Rozpoustédlo Retenéni ¢as [min]
amylalkohol 12,20
p-xylen 14,07
hexanol 15,40
1-dekanol 26,70
1-undekanol 28,79
1-dodekanol 31,28

3.3  Zjisténi doby inkubace headspace mikroextrakce jednou kapkou

Doba inkubace byla promé&fovana u roztokii o koncentraci 5-10° mg/ml v 5%
methanolu ve sklenéné extrakéni nddobce o objemu 20 ml, opatfené uzaviratelnym vickem
obsahujici polytetrafluoretylen/silikonové septum, mikrostiikacka Hemilton byla umisténa
tak, aby vytla¢ena kapka amylalkoholu byla nad hladinou kapaliny. Inkubace byla provadéna
5, 10, 15 a 30 minut pfi 70 °C ve vodni lazni, extrakce linaloolu byla provadéna 2 pl
amylalkoholu po dobu 5 minut. Po extrakci byla kapka amylalkoholu vtaZzena zpé&t do
mikrostiikacky a nadavkovana do plynového chromatografu. Poté byl sestrojen sloupcovy
graf zavislosti vysky piku inkubovaného vzorku na dobé¢ inkubace (obrazek 16). Nejvyssi

odezva byla zjisténa u 30 minutové doby inkubace, proto byla tato doba zvolena jako vhodna.

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - I
ol m 1

10 -~

h [mV]

5 10 15 20 30

t [min]

Obrazek 16: Zavislost vysky piku na dob& inkubace (n = 3)
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3.4 Optimalizace metody headspace mikroextrakce jednou kapkou

Optimalizace byla provedena na zaklad¢ 18 méfeni, kde se ménily rizné teploty béhem
inkubace (52, 60, 70, 80 a 88 °C), doby extrakce (1,4, 3, 5, 7 a 8,6 min) a objemy
inkubovaného vzorku (1,4, 3, 5, 7 a 8,6 ml) v riznych kombinacich, viz tabulka 13 kapitola
2.6. Optimalni podminky byly vyhodnoceny programem Statistica metodou Spline pomoci
naméfenych ploch a vysek pikd. Finalni podminky byly: 10 ml vzorku, inkubace pfi 90 °C po
dobu 30 minut a nasledna 1,5 minutova extrakce do 2 pul kapky amylalkoholu. Na obrazcich

17 a 18 je zobrazeno vyhodnoceni podminek metodou Spline.

tepiota (°C) Eas (min) objem (ml)
25000, T

T T L

-2E4

1,0000 f------- PO N g ¢ L e

“hodnost

50, 90, 1,5 10, 1,5 10, I

Obrazek 17: Vyhodnoceni podminek pro HS-SDME
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Obrazek 18: Odezvové vhodnostni profily podminek HS-SDME

3.5 Kalibrace metody headspace mikroextrakce jednou kapkou

Optimalni podminky byly aplikovany na kalibracni fadu. Bylo proméieno
6 kalibragnich roztokii v koncentraénim rozmezi od 5-10” do 8:10* mg/ml v 5% methanolu.
Z namé&fenych hodnot byly sestrojeny zavislosti ploch a vySek pikii na koncentraci

jednotlivych kalibra¢nich bodu, viz obrazky 19 a 20.
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Obrazek 19: Kalibra¢ni zavislost plochy piku (A) na koncentraci linaloolu (c) - HS-SDME
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Obriazek 20: Kalibraéni zavislost vysky piky (h) na koncentraci linaloolu (c) — HS-SDME

Meze detekce a meze stanovitelnosti pro metodu HS-SDME byly vypocteny z rovnice

regrese pomoci vzorcu (1) a (2). LOD a LOQ jsou vypocteny v tabulce 21.

Tabulka 21: Zjisténi LOD a LOQ metody HS-SDME

Rovnice regrese LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]
A:  y=1,20-10° + 58,39 3,55:107 1,18-10"
h: y=32819x + 16,56 3,49-10" 1,16:10™

3.6 Optimalizace metody headspace mikroextrakce tuhou fazi

Optimalizace byla provedena pro sadu 18 méteni, kdy se ménily rtizné teploty béhem
extrakce (52, 60, 70, 80 a 88 °C), doba extrakce (3,2; 5, 15, 30, 45 a 56,8 min) a objem
extrahovaného vzorku (1,4; 3, 5, 7 a 8,6 ml) v riznych kombinacich, viz tabulka 16 kapitola

2.8. Nejprve byl tento experiment proveden se vSemi ¢tyfmi vlakny na standardnim roztoku

linaloolu a poté byly vyhodnoceny optimélni podminky programem Statistica metodou Spline

pomoci naméfenych ploch a vySek piku. Optimalni podminky jsou vypsany v tabulce 22.

Vhodnostni profily Sedého, Eerného, ¢erveného a modrého vldkna jsou zobrazeny v ptiloze 11.
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Tabulka 22: Optimalni podminky méfeni HS-SPME

Barevné oznaceni vlakna | Teplota extrakce [°C] | Doba extrakce [min] Objem vzorku [ml]
Sedé 60 60 8
Cerné 80 60 9
cervené 90 3 9
modré 60 60 9

Daéle doslo k porovnani téchto ¢ty vldken pfi stanovenych optimalnich podminkach na

standardu linaloolu. Porovnani probihalo na dvou rtznych plynovych chromatogramech

(GC 1 a GC Il) viz tabulka 23. Z namé&fenych vysek byly sestaveny sloupcové grafy (obrazky

21 a22).

Tabulka 23: Porovnani 4 vlaken

GC I GCI
Barevné oznaceni A h A h
Sedé 2091,554 534,266 3408,342 815,393
derné 2814,319 648,021 3655,328 952,256
Servené 58,540 15,026 121,710 29,827
modré 1075,561 275,299 3047,514 735,993
Cervené vs modré vlakno
800
700
600
) 500 GC I
E 400
= 300 _ GCI
200
100 y 4
0 T f
PDMS PDMS/DVB

Obrazek 21: Porovnani vlaken PDMS a PDMS/DVB
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Obrazek 22: Porovnani vlaken DVB/CAR/PDMS a CAR/PDMS

Z grafi je patrné, Ze nejveétsi odezvu mé cerné a Sedé vlakno na plynovém chromagrafu
GC I. Dalsi méteni tedy probihalo svlaknem CAR/PDMS a DVB/CAR/PDMS, jejichz
odezva byla nejvyssi na plynovém chromatografu GC |. Optimalni podminky cerného
a Sedého vlakna, viz tabulka 22, byly aplikovany na realny vzorek piva Svijansky maz.
Experiment 18 méfeni byl tedy aplikovan na redlny vzorek piva, aby se zjistilo, zda ma
matrice realného vzorku vliv na podminky méteni. Podminky s vlivem matrice pro ¢erné
vlakno byly: teplota béhem extrakce 50 °C, Cas extrakce jedna hodina a objem vzorku 2 ml.
Tyto podminky se liSily v porovnani s podminkami, které byly métfeny na standardu linaloolu.

Na obrazcich 23 a 24 je zobrazeno vyhodnoceni podminek metodou Spline.
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Obrazek 23: Vyhodnoceni podminek pro HS-SPME
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Obrazek 24: Odezvové vhodnostni profily podminek HS-SPME

3.7 Kalibrace metody headspace mikroextrakce tuhou fazi

Optimalni podminky byly aplikovany na kalibra¢ni fadu. Dale bylo métfeno pouze
s CAR/PDMS vlaknem. Bylo prométeno 6 kalibrac¢nich roztokii v koncentracnim rozmezi od
16 do 160 ng/ml v 5% methanolu. Z naméfenych hodnot byly sestrojeny zavislosti ploch

a vysek piki na koncentraci jednotlivych kalibra¢nich bodd, viz obrazky 25 a 26.
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Obrazek 25: Kalibra¢ni zavislost plochy piku (A) na koncentraci linaloolu (c) — HS-SPME
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Obrazek 26: Kalibra¢ni zavislost vysky piku (h) na koncentraci linaloolu (c) — HS-SPME

Meze detekce a meze stanovitelnosti pro metodu HS-SPME byly vypocéteny z rovnice

regrese pomoci vzorcu (1) a (2). LOD a LOQ jsou vypocteny v tabulce 24.

Tabulka 24: Vyhodnoceni LOD a LOQ metody HS-SPME

Rovnice regrese LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml]
A: y=5,532x - 33,910 8,63 28,77
h: y=1,188x-5,044 5,63 18,76
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Dale byla naméfena kalibrace s matrici, kde byl fedén standard linaloolu pivem
Svijansky maz. Bylo proméfeno 5 kalibra¢nich roztokti v koncentracnim rozmezi od 25 do
200 ng/ml. Z naméfenych hodnot byly sestrojeny zavislosti ploch a vySek pikt na koncentraci

jednotlivych kalibracnich bodi, viz obrazky 27 a 28.

700 -

600 -
y = 3,1078x + 34,8936

500 - R?=0,9968

400 -

A [mV-s]

300 -

I3

o

primérna

200 -

100 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

¢ [ng/ml]

Obrazek 27: Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci linaloolu HS-SPME pro kalibraci s matrici
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Obriazek 28: Kalibra¢ni zavislost vysky piku na koncentraci linaloolu HS-SPME pro kalibraci s matrici
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Meze detekce a meze stanovitelnosti pro metodu HS-SPME pro kalibraci s matrici
byly vypocteny z rovnice regrese pomoci vzorcu (1) a (2). LOD a LOQ jsou vypocteny
v tabulce 25.

Tabulka 25: Vyhodnoceni LOD a LOQ metody HS-SPME pro kalibraci s matrici

Rovnice regrese LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml]
A: y=31078x + 34,8936 12,10 29,11
h:  y=0,8752x + 2,8455 7,08 23,62

3.8 Analyza realnych vzorki piv

K méfeni realnych vzorkl piv byla pouzita metoda HS-SPME. Divodem bylo
dosazeni niz§i meze stanovitelnosti a jednodussi provedeni mikroextrakce neZ u metody
HS-SDME. Mnozstvi linaloolu bylo vyhodnoceno pomoci kalibra¢ni kiivky za asistence
matrice a metodou standardniho pfidavku. Pomoci metody kalibracni kiivky se nedala
vyhodnotit piva klasicky chmelend, jelikoz se koncentrace linaloolu pohybovaly pod mezi
stanovitelnosti, tudiz byla k porovnani koncentrace linaloolu pouzita metoda standardniho
pfidavku. Obé metody byly vyhodnoceny pomoci vySek pikl. V pfiloze Ill Ize nalézt
sloupcové grafy, které porovnavaji vysky pika piv od jedné znacky, ze kterych vypliva,
ze alkoholickd piva chmelend za studena obsahuji vySSi koncentraci linaloolu nez piva
klasicky chmelena. V pfiloze IV jsou znidzornény chromatogramy jednotlivych redlnych
vzorkd.

Z tabulky 26 je patrné, Ze nejvyssi koncentraci linaloolu obsahuje pivo New England
IPA s obsahem alkoholu 6,3 % obj. z piv za studena chmelenych a pivo Bakalat svétly lezak
obsahuje nejvyssi koncentraci linaloolu z piv klasicky chmelenych. Z tabulky také vypliva, ze
alkoholicka piva od jedné znacky, ktera jsou chmelend za studena, obsahuji vyssi obsah
linaloolu nez piva klasicky chmelena. Piva klasicky chmelena maji obsah linaloolu v rozmezi
7,69-22,62 ng/ml a piva chmelenda za studena 23,63-462,87 ng/ml, vyjimkou bylo
nealkoholické pivo Bakalaf za studena chmelené, které se v tomto intervalu nepohybovalo
(8,07 ng/ml). V tomto ptipadé¢ mohla sehrat klicovou roli dealkoholizace piva, kterda muze
meénit organoleptické vlastnosti a aromaprofil kone¢ného produktu.

V diplomové praci Daniely Fikarové (2018) bylo provedeno méteni stejnych vzorkt
piv pfimou mikroextrakci tuhou fazi. Vysledky koncentraci linaloolu se lisily, coz mohlo byt

zplisobeno tim, Ze ve vySe zminované praci nebyly podminky optimalizace provadény piimo
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se vzorkem piva (vliv matricového efektu) nebo destrukci vldkna pfimym ponofenim do

vzorku piva a nasledné snizena schopnost méfeni dalsiho vzorku.

Tabulka 26: Hodnoty koncentraci linaloolu realnych vzorki piv

Koncentrace [ng/ml]

Druh piva Kalibrace Standardni pfidavek

Bakalar — Svétly lezak <LOQ 22,62+ 4,41
Bakalar — Svétly lezak za studena chmeleny 28,97 £ 0,47 30,38 £ 0,58
Bakalai — Nealkoholicky za studena chmeleny <LOQ 8,07+ 0,40
Krusovice — Kralovska dvanactka <LOQ 12,15+1,85
Krusovice — Lezak za studena chmeleny 39,44 £ 2,75 28,09 + 0,08
Postfizinské — Francinuv lezak <LOQ 17,71+ 0,92
Posttizinské — Jubilejni Hrabaldv lezak 48,05 + 1,06 48,82 + 6,85
Svijany — Svijansky maz <LOQ 9,28 +0,31
Svijany — Svijansky rytif <LOQ 23,63 + 5,92
Primator — Premium lager <LOQ 7,69+ 0,16
Primétor — India Pale Ale 66,50 + 3,11 69,51 + 0,02
Lobkowicz — Premium lezak <LOQ 12,39 £ 0,38

Lobkowicz — Premium Ale 217,40 + 8,67 217,39+ 10,25

New England IPA 480,52 + 4,28 462,87 + 33,96

piva v sedych fadcich jsou chmelena za studena, pramérné hodnoty (n = 3) + smérodatna odchylka
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Na obrazku 29 je zobrazen sloupcovy graf, ktery vyjadiuje koncentrace linaloolu ve
vzorcich piv chmelenych za studena a na obrdzku 30 je zobrazen sloupcovy graf, ktery

znazoriuje koncentrace linaloolu ve vzorcich klasicky chmelenych piv.
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Obrazek 29: Porovnani koncentraci linaloolu u piv za studena chmelenych
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Obrazek 30: Porovnani koncentraci linaloolu u klasicky chmelenych piv

Navrzend metoda (HS-SPME) je pouzitelnd pro rozliSeni piv chmelenych riznym

zpusobem. Predpokladand hranice koncentrace linaloolu mezi klasicky chmelenym a za
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studena chmelenym pivem je cca 23 ng/ml. Upfesnéni této hranice by vyzadovalo mnohem
vetsi sadu vzorkil, coz by byla dlouhodobéjsi zalezitost presahujici rozsah této diplomové

prace.

3.9 Porovnani HS-SDME a HS-SPME v headspace usporadani

HS-SDME a HS-SPME jsou dvé rychlé a hojn¢ vyuzivané mikroextrak¢ni metody.
Ob¢ metody piedstavuji silnou alternativu ke konvencnim extrakénim metodam, vzhledem
k jejich schopnosti detekovat v kombinaci s vhodnou analytickou metodou i analyty ve velmi
nizké koncentraci. Vycet kladi a zapori obou metod je porovnan v tabulce 27.

Hlavni nevyhodou HS-SPME ve srovnani s HS-SDME je, ze vyzaduje drazsi
aparaturu, coz zvySuje naklady na analyzu. Dal§i nevyhodou je Zivotnost vldkna, ktera
degraduje s rostoucim pouzivanim a slozitosti matrice analyzovaného vzorku. Nicméné
HS-SPME poskytuje niz§i meze stanovitelnosti nez druhda zporovnavanych metod
a manipulace s vlaknem je velmi jednoducha.

HS-SDME vyzaduje vyS$§i manualni vzrucnost, kterd ovliviiuje linearitu a preciznost
meéfeni. Je zapotiebi dbat na piesnost pti vytlateni a zpétnému nasati mikrokapky zpét do
mikrostiikacky, ktera se snadno od hrotu jehly odtrhne. Stabilita kapky je také velmi zavisla
na teploté a dobé extrakce, kdy hrozi jeji rychlé odpafeni nebo odtrhnuti. Tato metoda neni
nachylna na pamétovy efekt, jelikoZ se extrakce provadi vzdy do €istého podilu rozpoustédla.

Dale byly porovnany meze detekce, meze stanovitelnosti a koeficienty determinace.
Metoda HS-SPME poskytuje nizs§i LOD a LOQ oproti metodé HS-SDME a zaroven vyssi
hodnotu spolehlivosti. Metoda HS-SPME ma mez detekce 7,08 ng/ml, mez stanovitelnosti
23,62 ng/ml a koeficient determinace 0,9982. Metoda HS-SDME ma mez detekce

34,91 ng/ml, mez stanovitelnosti 116,37 ng/ml a koeficient determinace 0,9966.

Tabulka 27: Porovnani HS-SDME a HS-SPME

HS-SDME HS-SPME
mensi pamétovy efekt - extrakce do Cistého ktehkost vlakna, mechanické poskozeni, omezena
rozpoustédla zivotnost, nutna kondicionace
levnéjsi naklady na analyzu drazsi naklady na analyzu
mala stabilita kapky, naro¢né€j$i manipulace jednoduchd manipulace
vy$$i hodnoty LOD a LOQ niz§i hodnoty LOD a LOQ
nizsi koeficient determinace vyssi koeficient determinace
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Zavér

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim linaloolu v klasicky chmelenych a za
studena chmelenych pivech pomoci mikroextrakénich technik. Cilem bylo provétit, zda Ize
pomoci provadénych analyz ovéfit, zda byl pii vyrob¢ piva pouzit postup studeného chmeleni.

Teoretickd Cast je vénovana vstupnim surovindm pro vyrobu piva, samotné vyrob¢
piva, riznym druhim chmeleni a profilu tékavych latek piva. V dalsi ¢asti jsou rozebrané
mikroextrakéni techniky SDME a SPME a ptiklady stanoveni t€kavych slozek kapalnych
potravin témito technikami. Posledni c¢ast patii plynové chromatografii ve spojeni
S plamenovym ionizaénim detektorem, kterd je pouzita jako separacni metoda
V experimentalni ¢asti.

V experimentalni ¢asti byly nejprve optimalizovany obé vySe uvedené techniky
V headspace usporddani a nasledné byly findlni podminky aplikovany na redlné vzorky piv.
Optimalizované a finalni parametry u HS-SDME byly: vybér extrakéniho rozpoustédla
(amylalkohol), doba inkubace (30 min), teplota inkubace (90 °C), ¢as extrakce (1,5 min)
a objem vzorku (10 ml). Optimalizované a findlni parametry u metody HS-SPME byly: vybér
vlakna (75 um CAR/PDMS), doba extrakce (60 min), teplota béhem extrakce (50 °C) a objem
vzorku (2 ml). Jako vhodné&jsi se ukazala byt metoda HS-SPME, ktera byla nasledné
aplikovana na 14 vzorkt piv.

Analyzované vzorky piv byly 7 rGznych znacek (Bakalafr, KruSovice, Lobkowicz,
Mordyt, Postfizinské, Primator a Svijany). K porovnani koncentrace linaloolu bylo
zakoupeno od jedné znacky vzdy alespon jedno pivo chmelené za studena a druhé klasicky
chmelené, s vyjimkou znacky Mordyt, od které bylo analyzovéano pouze jedno pivo typu IPA.
Nejvyssi  koncentraci linaloolu zpiv klasicky chmelenych obsahovalo pivo znacky
Bakalar — svétly lezak a z piv chmelenych za studena pivo znacky Mordyi — New England
IPA. Namétfené hodnoty ukézaly, Ze piva téZe znacky, kterd byla chmelena za studena, méla
vzdy vyssi koncentraci linaloolu nez klasicky chmelena piva. Touto experimentalni ¢asti 1ze
prokazat, ze metoda HS-SPME je vhodna k extrakci tékavého linaloolu ze vzorkt piv

a linalool je patiicny ukazatel pti ovéfovani zptisobu chmeleni.
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Piilohy

Priloha I: Chromatogramy pro vybér extrak¢énich rozpoustédel
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Obriazek: 1-1: Chromatogram amylalkohol + linalool
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Priloha II: Vhodnostni profily zkouSenych vlaken
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Piiloha III: Porovnani vySek piki piv jedné znacky
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Obrazek I11-1: Porovnani vysek pikt piv znacky Krusovice
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Piiloha IV: Zaznamy chromatogrami jednotlivych vzorki piv
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Obriazek VI-1: Chromatogram piva Postiizinské — Jubilejni Hrabaliv lezak
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Obrazek VI-6: Chromatogram piva Svijany — Svijansky rytit
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Obriazek VI-7: Chromatogram piva Bakalar — lezak za studena chmeleny
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Obrazek VI-8: Chromatogram piva Bakalat — nealkoholicky za studena chmeleny
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Obriazek VI-9: Chromatogram piva Postfizinské — Francintv lezak
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Obriazek VI-10: Chromatogram piva Krusovice — Kralovska dvanactka
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Obrazek VI-11: Chromatogram piva Lobkowicz — Premium lezédk
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Obrazek VI-12: Chromatogram piva Primator — Premium lager
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Obriazek VI-13: Chromatogram piva Svijany — Svijansky Maz
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Obrazek VI-14: Chromatogram piva Bakalaf — Svétly lezak
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