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ANOTACE

Tato diplomova price je zaméfena na analyzu tékavych latek ve chmelu a chmelovych
vyrobcich za pomoci headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii
s hmotnostni spektrometrii. V teoretické casti jsou shrnuty zékladni poznatky o chmelu
otac¢ivém. Je zde popsano slozeni chmele, oblasti péstovani chmele, ceské, némecké a americké
odridy chmele a chmelovar. Dale je zde popsdna analyza dulezitych parametri chmele,
aromaprofil chmele a plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii a plamenovou
ionizacni detekci. V praktické Casti byla provedena optimalizace extrakénich podminek, jako
jsou teplota a doba extrakce a navazka vzorku, za G¢elem extrakce co nejvétsiho poctu té¢kavych

latek. Dale byla méfena konduktometrickd hodnota chmele jako dikaz ubytku a-kyselin.
KLICOVA SLOVA

Chmel, t€kavé latky, mikroextrakce tuhou fazi, GC-MS, konduktometrickd hodnota
TITLE

Analysis of the volatile profile of hops and hop products using solid phase microextraction

ANNOTATION

This thesis focuses on the analysis of volatiles in hops and hop products using headspace solid-
phase microextraction coupled with gas chromatography-mass spectrometry. The theoretical
part summarizes the basic knowledge about hops. It describes the composition of hops, hop
growing areas, Czech, German and American hop varieties and hop production. Furthermore,
the analysis of important hop parameters, the hop aroma profile and gas chromatography with
mass spektrometry and flame ionisation detection are described. In the practical part, the
optimization of extraction conditions, such as temperature and extraction time and sample
weight, was carried out in order to extract as many volatiles as possible. Furthermore, the

conductometric value of hops was measured as evidence of alpha acids loss.
KEY WORDS

Hops, volatiles, solid-phase microextraction, GC-MS, conductometric value
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UvVOD

Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) je jednou znejvyznamngjSich péstovanych rostlin
v Ceské republice. Cesky chmel patii mezi ty nejkvalitngjsi na svété, predevsim odriida Zatecky
polorany &ervetidk (ZPC). Chmel je nedilnou souéasti piva, dava pivu nahotklou chut’, ptisobi
jako konzervant, ma antioxida¢ni vlastnosti, a také proptjcuje pivu jedine¢né aroma. Kazda

chmelova odruda ma své unikatni aroma.

Chmel se sklada ze 3 hlavnich skupin latek — chmelové pryskyftice, polyfenoly a chmelové
silice (esencialni oleje). Chmelové pryskytice se pfi chmelovaru izomerizuji na iso-o-hotké
kyseliny, a tim pivo ziskd hotkou chut a je zakonzervovédno. Polyfenoly funguji jako
antioxidanty a srazedla bilkovin. A chmelové silice proptjcuji pivu jedine¢né aroma, které

muZe byt rozmanite.

Chmelové¢ silice jsou tékavé latky a pro jejich stanoventi je tfeba je extrahovat a zakoncentrovat.
Tyto poZadavky spliiuje mikroextrakce tuhou fazi (SPME). Hlavnimi vyhodami jsou jeji
jednoduchost, rychlost a minimalni spotfeba rozpoustédel. Na tékavé latky je pouzivana
nejcastéji mikroextrakce v headspace prostoru (HS-SPME), kde se latky zachyti na sorbent,
apoté je mozné je nadavkovat do plynového chromatografu ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii (GC-MS) nebo plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID).

Hlavnim cilem této diplomové prace je optimalizovat extrakéni podminky mikroextrakce tuhou
fazi pro ziskani co nejvétStho mnozstvi detekovanych a identifikovanych latek chmele
a chmelovych vyrobkil a po optimalizaci analyzovat série chmele ZPC. Dalsim cilem je
stanoveni konduktometrické hodnoty chmele pro porovnani obsahu a-kyselin v jednotlivych

vzorcich chmele.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Chmel otacivy

Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) je vytrvald dvoudomd pravotociva lidna z Celedi
Cannabaceae, jejiz kvéty jsou hlavni slozkou v pivovarnictvi (viz Obrazek 1). Dodava pivu
chut, hofkost a vlini a také napomaha stabilizaci pény. Kromé toho hraje dilezitou roli
pti konzervaci piva diky svym antimikrobidlnim a antioxidaénim vlastnostem. Chmel je

vyuzivan i pti vyrobé& kosmetiky a je povazovan za zdravou potravinu -2,

Obrazek 1: Chmel otagivy ©!

Samic¢i chmelové hlavky tohoto typu chmele se péstuji vyhradné pro pivovarnictvi.
Asi 97 % celosvétove péstovaného chmele je urceno k pivovarskym ucelim. Svétové produkcei
chmele dominuje Némecko a USA, pfiCemz v Némecku je nejveétsi péstitelskou oblasti
Hallertau a v USA jsou to staty Washington, Oregon a Idaho. Produkce chmele v obou zemich
predstavuje asi 75-80 % celkové produkce chmele. Usp&$né péstovani chmele vyzaduje
optimalni riistové podminky, zejména s ohledem na pfitomnost denniho svétla, letni teplotu,
ro¢ni sraZky a urodnost piidy. Chmel se péstuje v nejmirnéjSich oblastech svéta. Vice nez 60 %
péstované plochy chmele se nachazi v Némecku a USA. Dalsimi péstitelskymi zemémi jsou
Ceska republika, Polsko, Slovinsko, Velk4 Britanie, Ukrajina, Cina, Jizni Afrika, Australie
a Novy Zéland !,
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1.2 Chemické slozeni chmele

Slozeni chmele je pfipisovano sekundarnim metabolitim produkovanym béhem procest vaieni
piva. Sekundarni metabolity 1ze rozdé€lit do 3 hlavnich tiid: hotké kyseliny a jejich derivaty,
polyfenoly a slozky esencidlnich oleji. Horké kyseliny jsou odvozeny z pryskyfic, které jsou
kategorizovany jako tvrdé a meckké podle jejich rozpustnosti v n-hexanu. Hotké kyseliny
odvozené z mekkych pryskyftic se déli na a- a B-kyseliny. a-kyseliny, také nazyvané a-lupulové
kyseliny neboli humulony, tvoii velkou ¢ast meékkych pryskytic. Minoritni ¢asti jsou slozeny

z B-kyselin, nazyvanych také B-lupulové kyseliny neboli lupulony *1,

Nejvyznamngj§imi  zastupci o-kyselin jsou humulon (35-70 % celkovych a-kyselin),
kohumulon (20-65 % celkovych a-kyselin) a adhumulon (10-15 % celkovych a-kyselin).
ProtoZe jejich chemické struktury jsou velmi podobné, nazvy a mnozstvi reprezentativnich
B-kyselin jsou analogické. Jedna se o lupulon (30-55 % celkovych B-kyselin), kolupulon
aadlupulon. Mezi minoritni zastupce hotkych kyselin patii posthumulon/postulupulon,
prehumulon/predlupulon a adprehumulon. Mnozstvi obou typi kyselin a jejich homologt
se vSak miize znacné liSit, protoze zavisi na odridé¢ chmele, klimatu a kultivacnich
podminkéch B, Hotké kyseliny maji antibakterialni a mirné sedativni vlastnosti (. Jako hlavni
funk¢ni slozky chmele 1ze chmelové hotké kyseliny vyuzit nejen jako ptisady do pivovarnictvi,

ale také jako farmaceutické prisady !,

Mezi nejvyznamnéjsi polyfenolické latky patii flavonoidy, jako jsou flavan-3-oly, flavonoly,
flavanoly, proanthokyanidiny a prenylflavonoidy !. Mnoho chmelovych polyfenold se hojné
vyskytuje 1 v jinych rostlindch. AvSak tfida prenylflavonoida je do urcité miry (mnozstvi)
piitomna pouze v rostliné chmele 1. Polyfenoly piispivaji k hotkosti, barvé, télu a sviravosti
v pivu a dalSich népojich, jako jsou €aj a vino. Sviravy pocit je vniman jako vysychani, svrasténi
nebo drsny pocit v Ustech. Tento pocit je vysledkem vysrdZeni proteinti bohatych na prolin
ve slinach polyfenoly. V pivu plisobi jako antioxidanty, zabranuji oxida¢ni degradaci piva
a zaroven poskytuji potencidlni zdravotni ptinosy spotiebitelim prostiednictvim své inhibi¢ni
aktivity na ur¢ité mutageny a karcinogeny. Pro pivovarniky jsou piedevsim zajimavé flavanoly,
protoze tvoii komplexy bilkovina-polyfenol, coz vede k tvorbé zakalu v pivu. Pivovarnici jej

nasledng odstrafiuji filtraci za studena nebo polyvinylpolypyrrolidinem (PVPP) [,
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Stejné jako chmelové pryskyfice jsou silice (esencidlni oleje) sekundarni metabolity chmelové
rostliny vylu¢ované v lupulinovych zladzach. Frakce chmelového oleje je ta ¢ast, kterd je t€kava.
Tyto t€kavé aromatické slouceniny jsou povazovany za nezbytné, protoze dodavaji chmelu jeho
charakteristickou vini. Zatimco chmelové pryskytice dodavaji pivu hotkost, esencidlni oleje

dodévaji pivu vini a chut. Suseny chmel obsahuje 0,5-3 % silic %],

Chmel muze ovlivnit vini piva z hlediska kvétinovych, kofenitych, bylinnych, dievitych
aovocnych charakterd. Existuje velké mnozstvi komeréné dostupnych odrid chmele
s vyraznymi pachovymi vlastnostmi, které lze pfic¢ist odliSnému slozeni jejich silic. Tato
kompozice je komplexni, potencidlné obsahuje az 1000 sloucenin z Siroké Skaly chemickych
ttid. V Cerstvé silici prevazuji terpenové uhlovodiky, pfevdazné myrcen, o-humulen
a B-karyofylen. Diky svému mnozstvi je myrcen dilezity pro vini Cerstvé chmelové silice.
Linalool a geraniol jsou urceny jako dullezit¢ vonné latky pfispivajici ke kvétinovému
charakteru chmelové silice a piva. Dalsi slouceniny, jako naptiklad geranial, nonanal a kyselina
isovalerova, jsou povazovany za silné vonné latky v chmelovych silicich. Slozeni se lisi
v zavislosti na vnitfnich a vnéjSich faktorech béhem ristu, podminkéach zpracovani a metode
extrakce pouzité k izolaci esencialniho oleje. Chmelové aroma v pivu stidle neni zcela
rozlusténo kvili fyzikdlnim, biochemickym a chemickym zménam, ke kterym dochéazi béhem

vafeni a kvaseni ('],

Chmel také obsahuje doprovodné latky, jako jsou sacharidy (celuloza), dusikaté latky

(bilkoviny), vosky a lipidy a voda. Jejich procentudlni zastoupeni je uvedeno v Tabulka 1 2/,

Tabulka 1: Pramérné chemické sloZeni chmele )

Slozka Obsah (%)
Celuloza 43
Chmelové pryskytice 15-30
Dusikaté latky (bilkoviny) 15
Voda 10
Mineralni latky 8
Polyfenoly 4
Vosky a lipidy 3
Monosacharidy 2
Silice (esencialni oleje) 0,5-3
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1.2.1 Chmelové pelety typu 90 (normalni chmelové pelety)

Jedna se o nejpouzivanéjsi formu zpracovaného chmele. Prvnim krokem pfi vyrob¢ tohoto typu
pelet (i typu 45) je ochlazeni susenych SiSek (vlhkost do 5 % m/m) na —30 °C a drceni
kladivovym mlynem. Dale se chmelovy prasek (velikost ¢astic 2—8 mm) homogenizuje a lisuje
do chmelovych pelet. Pelety se bali do saku spolu s inertni atmosférou pro co nejlepsi
konzervaci a zachovani pivovarsky cennych latek. Vysledny produkt je prakticky shodny
s hlavkovym chmelem. M4 vsak oproti nému fadu vyhod, naptiklad delsi trvanlivost, mensi

objem, snazsi skladovéni a lepsi vyuZiti vSech pivovarsky cennych latek pii vyrobé piva 1213,

1.2.2 Chmelové pelety typu 45 (pelety obohacené lupulinem)

Prvni krok pti vyrobé chmelovych pelet tohoto typu je shodny s typem 90. Rozdil je v ziskani
lupulinové frakce, kterd se ziskava separaci pomoci specidlniho prosévaciho systému
chlazeného na —30 °C. Na zaklad¢ pribéznych analyz lupulinové frakce lze opétovnym
smichdnim s pfesné stanovenym mnozstvim rostlinné ¢asti ziskat koncentrovany produkt
o pozadovaném obsahu o-hofkych kyselin. Zbytek procesu je totozny s peletami typu 90.
Pfednostmi pelet typu 45 jsou hlavné vyssi koncentrace chmelovych pryskyfic, dlouhodoba

trvanlivost, a jests vétsi snizeni objemu produktu pfi manipulaci, dopravé a skladovani [1%13],

1.3 Zatecky polorany &erveiiak a dalsi odridy

Zatecky polorany Gervetidk ma v pivovarnictvi nezastupitelné misto diky svym vyjimeénym
vlastnostem, které ovliviiuji charakteristiku piva. Tento chmel je zvlasté obliben pro vyrobu
typa piva, jako jsou lezaky plzeiiského typu, kde jeho jedine¢né aromatické profily piidavaji

pozadovanou hloubku chuti 11,

Charakteristické aroma Zateckého poloraného Gerveiidku je Casto popisovano jako mirné
bylinné s ndznaky kvétin, citrusti a jemnych kotfenénych tonl. Tyto slozky se harmonicky
prolinaji a pfispivaji k Cisté, osvézujici a dobfe vyvazené chuti piva. Tento chmel je také cenén
pro své nizké az stfedni trovné hotkosti, coz umoziuje pivovarim vytvofit piva, ktera jsou
pristupna $iroké paleté spotiebitelil bez premiry hotkosti. A¢koliv je Zatecky polorany &erveiiak
hluboce zakotven v ¢eské pivovarské tradici, jeho popularita piesahuje hranice Ceské republiky

a pronikd do globalniho pivovarského primyslu. Diky své schopnosti piidat jedinecny
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charakter k pivim je tento chmel vyhleddvan pivovary po celém svété. To umoznuje

mezinarodnim konzumentiim ochutnat esenci pivovarského uméni 4,

Chmel se v Ceské republice péstuje ve tiech oblastech, a to v oblasti Zatecké, Ustécké a Triické
(viz Obrazek 2). Mimoradné klimatické a pudni podminky pfispivaji k vyjimecnému
aromatickému charakteru &eskych chmelti. Mimo Zateckého poloraného &erveiidku
se v poloving devadesatych let zacaly péstovat také dalsi Ceské odrudy. V roce 1995 byly
do Listiny povolenych odriid CR zatazeny odridy Bor a Sladek. V roce 1996 to pak byla odrtida
Premiant, v roce 2001 Agnus, v roce 2004 odriida Harmonie a v roce 2007 odrida Rubin.
Tyto odrudy spliuji podminku vyssiho obsahu a-hotkych kyselin a vy$siho vynosu, pfi¢emz

v ostatnich znacich se kvalitativné blizi klasickému zateckému chmelu [,

V roce 2010 byly zaregistrovany odridy Saaz Late a Bohemia. Odriida Saaz Late je jemné
aromatického typu a vykazuje vlivem ptivodu z Zateckého poloraného &ervenidku velmi
podobné pivovarské vlastnosti jako zminény Zatecky polorany &ervendk, avsak vyssiho
vynosu. Odrida Bohemie patii do skupiny aromatickych chmelti. Aroma chmelovych hlavek je

slabg kotenité. VSechny &eské odridy lze nalézt v atlasu odriid Chmelaiského institutu [%],
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Obrézek 2: Oblasti péstovani chmele v Ceské republice ™
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1.3.1 Némecké odrudy chmele

Péstovani chmele v Némecku je soustiedéno do né€kolika oblasti. Klimatické a péstitelské
podminky jsou zde typické pro centralni Evropu s tim, Ze oproti ¢eskym péstitelskym oblastem
zde prevlada vice srazek a vSeobecné lehci pidy. Péstovani chmele v Némecku je soustiedéno
do 5 hlavnich péstitelskych oblasti (viz Obrazek 3) a to: Hallertau, Elbe-Saale, Tettnang, Spalt

a Hersbruck 16171,

Oblast Hallertau v Bavorsku je nejvétsi oblasti péstovani chmele na svéte s vice nez 15 000 ha
a vice nez 1300 chmelnicemi. Produkuje vice nez pétinu ro¢ni vyroby chmele na svété. Centrum
oblasti je mésto Volnzach/Mainburg. Z péstovanych odrid jsou zde nejvice zastoupeny

Hallertauer Magnum, Taurus, Perle, Hersbrucker a Herkules %],

Oblast Elbe-Saale je druhou nejvétSi péstitelskou oblasti v Némecku. Zahrnuje vice
nez 50 chmelatfskych podniki v dnesnich spolkovych némeckych zemich Saska, Saska-
Anhaltska a Durynska situovanych okolo dvou fek Labe a Saale. I zde ma produkce chmele
dlouhou tradici sahajici az do 11. stoleti. Tato oblast zaznamenala velky rozvoj po roce 1950
v obdobi vychodniho Némecka, kdy se vyroba soustfedila do velkych vyrobnich podnikii.
V tuto dobu se cela tato oblast specializovala zejména na péestovani vysookobsaznych
,horkych* odriid a na moderni velkovyrobni zptisob vyroby chmele. Celkova plocha této oblasti
piedstavuje cca 1400 ha chmelnic a prevladajici péstované odriidy jsou Hallertauer Magnum,

Herkules a Perle '),

Oblast Tettnang je tfeti nejveétsi oblasti péstovani chmele. Nachazi se v Badensku-
Wiirttembersku, severné od Bodamského jezera a je soustfedéna kolem mésta Tettnang.
Oblast Tettnang zaujima piiblizné 8 % celkové némecké vyroby chmele (vymeéra chmelnic je
zde ptiblizné¢ 1300 ha) z hlediska rozlohy. Ale je jednim z piednich vyrobcii velmi jemného
aromatického chmele na svéte. Z péstovanych odriid chmele zde ptevladaji odriidy Tettnanger

a Hallertauer [1°],

Oblast Spalt je druhou nejmensi oblasti péstovani chmele v Némecku. Nachazi se kolem mésta
Spalt a md mimotfadné bohatou chmelovou tradici. Celd oblast ma specifick¢é mikroklima
pro péstovani chmele. Vyznacuje se nizkymi srdzkami s mnoha hodinami slune¢niho svitu
a velmi hlubokymi bohatymi ptidami, které dodavaji nejlepsi kvalitu a aroma zde péstovanym
odridam. Celkova vyméra zaujima cca 400 ha a nejvice péstované odridy jsou Spalter,
Hallertauer a Spalter Select. Nejmensi oblasti je oblast Hersbruck, s centrem v okoli

stejnojmenné¢ho mésta. Vzhledem ke své poloze a rozsahem vyroby chmele je jiz zahrnovana
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do oblasti Hallertau ') Chmel se také péstuje v oblastech Baden, Bitburg a Rheinpfalz,
vSechny v blizkosti feky Ryn 1],
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Obrézek 3: Oblasti péstovani chmele v Némecku

1.3.2 Americké odriudy chmele

Americké chmelové odridy jsou zndmé svou silnou chuti a vyraznymi aromaty, kterd ¢asto
pfinaseji do piva tropické, citrusové nebo jehli¢naté tony. Mezi nejoblibenéjsi odridy patti
Citra, kterd se proslavila svou vysokou koncentraci citrusového ovoce, zejména grapefruitu,
a tropickych ovocnych tont, jako jsou mango a li¢i. Tento chmel je idedlni pro moderni piva
jako IPA (Indian Pale Ale), kde dodava silnou chut’ a aroma. Dal$i zndmou odridou je Simcoe,
kterd ma komplexni aroma s citrusovymi, jehli¢natymi a ovocnymi tony, které se hodi jako
pro hotkou, tak pro aromatickou slozku piva. Odrida Simcoe je oblibena pro své bohaté,

ale vyvazené aroma, které je idealni pro americké stylové APA (American Pale Ale) 12,

Dal8i americkou odridou je Amarillo, kterd je znama svym pomerancovym, kvétinovym
a tropickym ovocem, coz ji ¢ini idedlni pro chmeleni ve stylu Pale Ale nebo IPA, kde ptidava

ovocné a kvétinové tony. Americké chmely, jako Cascade, jsou zase synonymem pro americkou
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APA s vyraznymi citrusovymi a kvétinovymi tény, které odrazeji tradicni americké
pivovarnické trendy a nabizeji pivu vyraznou, ale zaroveil harmonickou hoikost.
Tato rozmanitost v aromatech a chutich déla americké chmely nepostradatelné pro Sirokou

$kalu pivnich stylf 2,

Podminky pro péstovani chmele v USA jsou klimaticky velmi rozdilné. Celkova plocha
pro péstovani chmele v USA je vice nez 20 000 ha. Nejvétsi péstitelské plochy jsou soustiedény
ve staté Washington (vice nez 72 % celkové plochy) okolo mésta Yakima v Yakima Valley,
kde pfevlada suché klima s nedostate€nymi sezonnimi destovymi srazkami. Proto je nutné

chmel péstovat pod zavlahovym systémem 6],

Druha nejveétsi péstitelskd oblast je ve stat€¢ Oregon (asi 15 % ploch), kde jsou oproti Yakimé
péstitelské podminky mirngj$i. Prevlada zde ocednské vlh¢i a chladnéjsi klima. Je zde vice
srazek a charakter priubéhu pocasi zde ptipomind zapadoevropské podminky. Tteti oblasti
péstovani chmele v USA je v oblasti statu Idaho (asi 10 %)!. Klimatické podminky jsou zde
velmi podobné jako v oblasti Yakima. V poslednich letech se chmel v USA zacal péstovat
1vdalSich statech (viz Obrazek 4), jako naptf. Kalifornie, Colorado, Michigan,

Severni Karolina a Ohio? na celkové vyméie 3 % [,

Obrazek 4: Oblasti péstovani chmele v USA 2!

! Staty Washington, Oregon a Idaho jsou na Obrazku 4 zabarveny tyrkysové
2 Znacky chmelii na Obrazku 4 znazorfiuji péstitelské oblasti
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1.4 Chmelovar

Vycetena sladina se obvykle shromazd’uje pfimo v mladinovém kotli nebo se pred prevedenim
do mladinového kotle ptivadi do nddoby na pfijem mladiny. Mladinovy kotel je vybaven
ohfevem, a to bud’ pfimym spalovanim paliva, nebo nepiimo pomoci pary. Sladina se v kotli
nejprve zahfeje z rmutovacich teplot, které se pohybuji mezi 65 °C a 78 °C, na teplotu varu
(obvykle tésn¢ nad 100 °C pii atmosférickém tlaku kvili rozpusténym latkam). Poté se obsah
kotle vari 30 az 120 minut. Vafeni mladiny ma vysokou energetickou naro¢nost a predstavuje

az 40 % spotieby energie pivovaru 22/,

Pti vafeni mladiny probihd mnoho slozitych reakci. Pti zahtivani mladiny se inaktivuji zbytky
amyladz a dalSich enzym, ¢imz se ukon¢i proces rmutovani a zafixuje se sacharidové slozeni
mladiny. Pfi varu je mladina sterilizovana a mikroflora sladu, chmele a dalSich pouzitych
piimési je znicena. Béhem varu dochézi ke koagulaci nékterych bilkovin a n€které z nich spolu
s jednodusSimi dusikatymi slozkami interaguji se sacharidy nebo polyfenoly (taniny).
Nerozpustna sraZzenina, ktera je vysledkem tdchto interakci, je ,,zlom* nebo ,kal*. Cast zakalu
se oddeli od varici mladiny (horky zakal) a dalSi ¢ast se vysrazi pii ochlazovani mladiny
(studeny zakal). Soucasn¢ se chmelové latky extrahuji do roztoku a podléhaji pfeméné nebo

interakci s dal§imi slozkami mladiny (23,

V otevienych médénych kotlich (viz Obrazek 5) se béhem hodinového varu odpaii asi 10 %
objemu, takZe se vyrovna ¢ast fedéni zpisobeného piepliiovanim. Soucasné se ztrati vétSina
chmelové silice, ktera je t€kava v pare. Je nutné, aby se timto zpiisobem odstranila pfevazna
cast silice, jinak by byla chut’ chmelové silice piili§ vyrazna. Pokud se v obilném Srotu pouZzije

zeleny slad, ztrati se ,,rostlinna* prichut, ktera vznika béhem varu 121,

Obrizek 5: Médény mladinovy kotel 24
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Chmel se tradi¢né pfidava na zac¢atku nebo béhem varu mladiny v procesu vateni piva. Béhem
varu mladiny jsou z chmele extrahovany o-kyseliny, rozpusStény a nasledné¢ pireménény
na iso-a-kyseliny. Tyto kyseliny jsou hlavni hotké slozky v pivu. Siln€ ptispivaji ke stabilité

pény a inhibuji riist G+ bakterii, zejména rod Lactobacillus *°).

vvvvvv

mladiny, je tepelna izomerace o-kyselin na iso-a-kyseliny prostfednictvim kontrakce kruhu
acyloinového typu (viz Obréazek 6). [zomerace a-kyselin zahrnuje acidobazickou reakci (tvorba
poZadovaného aniontu v B-triketo systému), nasledovanou stereoselektivni ketonizaci zbyvajici
enolové funkce v kruhu (tvorba acyloinové jednotky) a nakonec nestereoselektivni kontrakce
kruhu, vedouci k trans- a cis- iso-o-kyselindm, v daném potadi. V dusledku toho je vpivu
pfitomno 6 hlavnich iso-a-kyselin (frans-isohumulon a cis-isohumulon, trans-isokohumulon
a cis-isokohumulon, frans-isoadhumulon a cis-isoadhumulon). Tyto kyseliny jsou vysledkem
konverze 3 hlavnich chmelovych a-kyselin, humulonu, kohumulonu a adhumulonu, v daném

potadi. Trans- a cis- iso-o-kyseliny nejsou snadno prevadény jedna na druhou 126!,
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a-kyselina

cis-iso-a-kyselina

R:

-CH(CHs),
-CH,CH(CH:),
-CH(CH3)C,Hs

Nazev Fetézce
isobutyryl
isovaleryl

2-methylbutyryl

a-kyselina
kohumulon
humulon

adhumulon

trans-iso-a-kyselina

trans-/cis-iso-a-kyselina
isokohumulon
isohumulon

isoadhumulon

Obrazek 6: Mechanismus izomerace a-kyseliny na iso-o-kyseliny 7
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1.5 Pesticidy

Pesticidy jsou chemické nebo biologické latky urcené k hubeni plevelti, hmyzu, hub, hlodavci,
bakterii a dal$ich sktidcti. Chrani potravinaiské plodiny a dobytek, reguluji domaci skidce,
podporuji produktivitu zemédélstvi a chrani vefejné zdravi. Piiblizné 95 % vyrobenych

pesticidll se pouziva pouze v zemé&délstvi na ochranu plodin 2521,

Pesticid je spolecny termin, ktery charakterizuje nékolik skupin insekticidd, herbicidd,
fungicidli, rodenticidli, konzervac¢nich prostfedki na dfevo, zahradnich chemikalii
a dezinfekcnich prostiedkli pro domacnost, které se pouzivaji bud’ k hubeni skidcid, nebo

k ochrané pied nimi B

. Tyto pesticidy se v jednotlivych tfidach li§i svymi fyzikalnimi,
chemickymi a identickymi vlastnostmi. Proto je vhodné je klasifikovat na zdkladé¢ jejich
vlastnosti a studovat je v ramci prislusnych skupin. Pesticidy jsou chemické latky vyrobené
Clovékem a v ptirod¢ se nevyskytuji. Pesticidy se déli do 3 klasifikac¢nich tfid na zakladé
zpusobu vstupu do organismu, funkce pesticidu a Sktidce, kterého hubi, a na zakladé¢

chemického sloZeni pesticidu P!,

1.5.1 Klasifikace podle zptsobu vstupu do organismu

Zpusoby, kterymi pesticidy ptichézeji do kontaktu s cilem nebo do n¢j vstupuji, se nazyvaji
zpusoby vstupu. Patii mezi né systémové a kontaktni pesticidy, zaludecni jedy, fumiganty

a repelenty 32,

Systémové pesticidy jsou pesticidy, které jsou absorbovany rostlinami nebo zvitaty a prenaseji
se do neoSetienych tkéani. Systémovy herbicid se pohybuje rostlinou a miize se dostat
do neoSetienych oblasti listl, stonkli nebo kotfenii. Jsou schopny nicit plevely pii casteném
pokryti postfikem. Dokézou u¢inné pronikat do rostlinnych tkdni a pohybovat se cévnim
systémem rostlin, aby hubily konkrétni Sklidce. Neékteré systémové insekticidy se pouzivaji také
k hubeni Skidci, jako jsou svilusky, v§i nebo blechy, a pohybuji se prosttednictvim zivocicha.
Pesticidy se v rostlinnych tkanich mohou pohybovat jednim smérem nebo vice sméry. Nekteré
pesticidy se mohou v rostliné pohybovat pouze jednim smérem, a to bud’ nahoru nebo dold,
zatimco jiné pesticidy se mohou pohybovat pouze nahoru. Pokud je pesticid aplikovan
do kotenové zony, pohybuje se po celé rostlin€. Pokud je vSak aplikovéan na listy, nepohybuje
se po celé rostliné. Kromé toho je jen malo pesticidli povazovano za lokalné systémové
a pohybuji se v rostliné pouze na kratkou vzdalenost od mista kontaktu. Mezi systémové

pesticidy patii naptiklad kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova a glyfosat (2!,
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Nesystémové pesticidy se také nazyvaji kontaktni pesticidy, protoze ptisobi na cilové sktidce
pfi kontaktu s nimi. Pesticidy musi pfijit do fyzického kontaktu se Skiidcem, aby byly Gc¢inné.
Pesticid se pfi kontaktu dostava do téla skiidce ptes jeho pokozku a zplisobuje smrt otravou.
Tyto pesticidy nemusi nutn¢ pronikat do rostlinnych tkani, a proto se nepfenaseji cévnim

systémem rostlin. Piiklady kontaktnich pesticid{i jsou paraquat a diquat dibromid 3!,

Zaludeéni jed se dostava do téla $kiidce Usty a travicim Ustrojim a zptsobuje smrt otravou.
Zaludeéni jedy ziskavaji $ktdci pfi krmeni, kdyz poziou insekticid aplikovany v listech
a dalsich &astech rostliny. Zalude¢ni jedy mohou do téla hmyzu pronikat také sty a travicim
traktem, kde se vstfebavaji do téla hmyzu. To je vhodnéj$i zejména v piipadé kontroly
prenasect, kdy se bakterie nebo jejich toxiny aplikuji do vody, kde se larvy komari nebo much
zivi filtrem a jed spotiebuji. Tyto insekticidy usmrcuji pfenasece tim, Ze nici sttedni Cast stieva

(nebo zaludek) larev. Piikladem takového insekticidu (zalude¢niho jedu) je malathion 31,

Fumiganty jsou takové pesticidy, které ptisobi nebo mohou hubit cilové skiidce tvorbou vypari.
Tyto pesticidy se ve formé vyparti dostavaji do téla Skidct pies jejich dychaci cesty a zpiisobuji
smrt otravou. Nékteré z jejich ucinnych latek jsou pii baleni pod vysokym tlakem kapalné,
ale pti uvolnéni se méni na plyny. Fumiganty se pouzivaji k odstraiovani sktidcti skladovanych
produktl z ovoce, zeleniny a obilovin. Jsou také velmi uzite¢né pii regulaci skudct v pade.
Repelenty nezabijeji, ale jsou dostatecné odpudivé, aby Skidce od oSetienych ploch/produkta

odradily. Narusuji také schopnost $kiidcti vyhledavat plodiny 2%,

1.5.2 Klasifikace na zakladé funkce pesticidu a Skadcu, které hubi

Vramci této klasifikace jsou pesticidy klasifikovany podle cilového organismu skiidce
a pesticidiim jsou pfifazeny specifické nazvy, které odréazeji jejich aktivitu. Nazvy skupin téchto
pesticidi pochézeji z latinského slova caedo (coz znamend bit, zabijet nebo nicit), které
se pouziva jako ptipona za pfislusSnym ndzvem Skidce, kterého hubi (viz Tabulka 2). Nekteré
pesticidy se také klasifikuji podle své funkce, napiiklad regulatory ristu, které stimuluji nebo
zpomaluji rast Skidct. Dale pak defolianty, které zpisobuji opaddvani listh u rostlin, nebo
desikanty, které urychluji vysychani rostlin pro mechanickou sklizeii nebo zptisobuji vysychani
a thyn hmyzu. Patii sem 1 repelenty, atraktanty, které lakaji Sktdce, obvykle past

a chemosterilanty, které sterilizuji skiidce 4/,
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Tabulka 2: Klasifikace pesticidii podle typu cilovych skadct B4

Druh pesticidu Funkce pesticidu Priklad pesticidu
Insekticidy Hubi hmyz a dalsi ¢lenovce Aldikarb
Fungicidy Nic¢i houby (vEetné plisni a hnilob) Azoxystrobin
Baktericidy Hubi bakterie nebo piisobi proti bakteriim M¢édnaté komplexy
Herbicidy Nici plevel a jin?;g)ﬁi@}gé{éﬁﬁ rostou tam, kde Atrazin
Akaricidy Hubi roztoce, kteti se Zivi rostlinami a Zivo€ichy Bifenazat
Rodenticidy Hubi mysi a dalsi hlodavce Warfarin
Algicidy Reguluji nebo znemoziuji rist fas Siran méd’naty
Larvicidy Inhibuji rist larev Methopren
Repelenty Odpuzuji skiidce svou chuti nebo viini Methiokarb
Desikanty Nici rostliny vysuSovanim jejich tkani Kyselina borita
Ovicidy Brani rustu vaji¢ek hmyzu a roztoct Benzoxazin
Virucidy Piisobi proti viriim Scytovirin
Moluskocidy Hubi méekkyse Metaldehyd
Nematicidy Ni¢i had’atka, ktera parazituji na rostlinach Aldikarb
Avicidy Hubi ptaky Avitrol
Lampricidy Hubi larvy mihuli TFM (3r;it:ri§t%%r£ethyl_4_
Piscicidy Hubi ryby Rotenon
Termiticidy Hubi termity Fipronil

Existuji také pesticidy, které zabiji vice nez jednu tfidu sktidcii a mohou byt zafazeny do vice

nez jedné tiidy pesticidii. Aldikarb, ktery se hojné pouziva pii pestovani citrust na Floride¢,

lze povazovat za akaricid, insekticid nebo nematocid, protoze hubi roztoce, hmyz a had’atka.

Dalsim béZznym ptikladem je kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, kterd se pouziva jako herbicid

k hubeni sirokolistych pleveld, ale pti nizkych davkach je regulatorem riistu rostlin. Atraktanty

[34]

a repelenty jsou povaZovany za pesticidy, protoze se pouZzivaji k regulaci Skidci %
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1.5.3 Klasifikace na zakladé chemického sloZeni pesticidi

24

slozeni a povaze uc¢innych latek. Praveé tento druh klasifikace poskytuje voditko o ucinnosti,
fyzikalnich a chemickych vlastnostech pfislusnych pesticidi. Informace o chemickych
a fyzikalnich vlastnostech pesticidii jsou velmi uzite¢né¢ pii uréovani zpusobu aplikace,
bezpec¢nostnich opatfeni, které je tfeba dodrzovat pii aplikaci a aplikacnich davek. Na zakladé
chemického slozeni se pesticidy déli do 4 hlavnich skupin, a to na: organochlorové,

organofosfitové, karbamatové a pyrethrinové a pyrethroidni 21,

Organochlorové pesticidy (znamé také jako chlorované uhlovodiky) jsou organické slouceniny
s 5 nebo vice atomy chloru. Predstavuji prvni skupinu pesticidd, které kdy byly syntetizovany
a pouzivany v zemédélstvi a ve zdravotnictvi. VéEtSina z nich byla Siroce pouzivéna jako
insekticidy k hubeni Siroké Skaly hmyzu a maji dlouhodoby ucinek v Zivotnim prostiedi.
Tyto insekticidy mohou narusit nervovy systém hmyzu, coz mize vést ke kieCim a paralyze
snaslednou smrti. Mezi nejb&€znéjsi  piiklady téchto  pesticidi  patii DDT
(dichlordifenyltrichlorethan), lindan, endosulfan, aldrin, dieldrin a chlordan. Ackoli byla
vyroba a aplikace DDT ve vétsing€ vyspélych zemi véetné Spojenych statii americkych zakdzana
jiz pted mnoha lety, ve vétSin¢ tropickych rozvojovych zemich se stale pouziva, a to zejména

tam, kde se vyskytuje malarie 1>,

Organofosfatové pesticidy jsou povazovany za jedny ze Sirokospektralnich pesticidu, které diky
svym mnohostrannym funkcim potlacuji Sirokou Skalu Skidct. Plsobi jako nervové jedy.
Tyto pesticidy jsou také biologicky odbouratelné, zivotni prostiedi zneciStuji minimalné

351 Organofosfatové insekticidy jsou

a Skidci se proti nim nestanou jen tak odolni
pro obratlovce a bezobratlé toxické, protoze funguji jako inhibitory cholinesterazy. To vede
k trvalému piekryti neurotransmiteru acetylcholinu v synapsi. V dasledku toho se nervové
impulsy nedokazou ptes synapsi ptenést a zptisobuji rychlé zaSkuby svalu, coz vede k ochrnuti
a smrti. Mezi Siroce pouZzivané organofosfatové insekticidy patii parathion, malathion, diazinon

a glyfosat 1,

Karbamaty jsou strukturné podobné organofosfatim. LiSi se vSak svym pivodem.
Organofosfaty jsou derivaty kyseliny fosforecné, zatimco karbamaty jsou odvozeny od kyseliny
karbamové. Princip t¢inku karbamatovych pesticidii je podobny jako u organofosfatovych

pesticidii, nebot’ ovliviuji pfenos nervovych signalfl, coz vede k tthynu $kidce otravou B!,
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Nékdy se pouzivaji také jako zalude¢ni nebo kontaktni jedy nebo jako fumiganty. V pfirodnim
prostiedi se snadno rozklddaji s miniméalnim znecisténim Zzivotniho prostfedi. Mezi Siroce

pouzivané insekticidy této skupiny patti karbaryl, karbofuran, propoxur a aminokarb 23],

Pyrethroidni pesticidy jsou skupinou organickych pesticidl, které 1ze syntetizovat duplikaci
struktury ptirodnich pyrethrinti. Jsou relativné stabiln€jsi a maji delsi rezidudlni U¢inek
nez pyrethriny ptirodni. Pyrethriny se rozméliuji za ucelem ziskani uc¢innych slozek. Hlavnimi
ucinnymi slozkami jsou pyrethrin I a pyrethrin II a men$i mnozstvi pfibuznych cinerinti
a jasmolint. Pyrethroidni pesticidy jsou vysoce toxické pro hmyz a ryby, ale mirné toxické
pro savce a ptaky. VétSina insekticidi neni perzistentni a snadno se rozklada pii vystaveni
svétlu. Jsou povazovany za jedny znejbezpecnéjSich insekticidi pro ochranu plodin.

Cypermethrin a permethrin jsou nejpouZivanéjsi pyrethroidni pesticidy 31,

1.5.4 Zdravotni rizika a dopad pesticidi na Zivotni prostiedi

Vystaveni pesticidim mize byt extrémné nebezpecné pro lidi a jiné zivé organismy, protoze
jsou navrzeny tak, aby byly jedovaté. Mohou byt také Skodlivé pro lidi, ktefi jsou vystaveni
pesticidim pi1 pracovnim (nebo domacim) pouzivani, konzumaci potravin nebo tekutin
obsahujicich rezidua pesticidi nebo vdechovani vzduchu kontaminovaného pesticidy. I velmi

nizké tirovné expozice mohou mit nepiiznivé zdravotni udinky 237,

Pesticidy mohou souviset s riznymi nemocemi véetné rakoviny, leukémie a astmatu. Zdravotni
rizika v disledku expozice pesticidim zavisi nejen na toxicité¢ slozek, ale také na urovni
expozice. Navic nekteti lid¢, jako jsou déti, t¢hotné Zeny nebo starnouci populace, mohou byt

na G¢inky pesticidd citlivéjsi neZ ostatni 2638,

Ukézalo se, Ze pesticidy aplikované do Zivotniho prostfedi maji dlouhodobé reziduélni ucinky.
Jiné maji pfi nespravném zachdzeni akutni smrtelné ucinky. Napiiklad organochlorové
pesticidy jsou v zivotnim prostiedi perzistentni, v disledku ¢ehoz kontaminuji podzemni
a povrchové vody, potraviny, ovzdusi, pidu a také mohou ovlivnit ¢lovéka pfimym kontaktem.

Pesticidy snizuji druhovou rozmanitost v zivo€isné tisi a prispivaji k tbytku populaci zvitat

~~~~~
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Jednim z nejzndméjSich ptipadi rozsdhlého pouzivani pesticidd, které mélo velké dopady
na zivotni prostiedi, bylo pouzivani DDT (viz Obrazek 7). Ve 40. letech 20. stoleti byl tento
chemicky prostfedek pouzit jako prvni moderni synteticky insekticid k hubeni hmyzu
v zemédelstvi, v obytnych domech a k boji proti lidskym chorobdm pfenaSenym hmyzem.
Nicméné, lidé si zacali uvédomovat, zZe je toxické pro reprodukci a ptibyvalo dikazi o jeho

nepiiznivych tgincich 47,

Mezi negativni dopady DDT na lidské zdravi patfi akutni a trvalé poskozeni nervového
systému, poSkozeni plic, poskozeni reprodukénich orgdnti, poruchy imunitniho a endokrinniho
systému, vrozené vady a rakovina. DDT muze byt dlouhodobé toxické a zistava dlouho
v zivotnim prostiedi. Konzumaci potravin a kontaktem s ptidou, vodou a vzduchem jsou proto
lidé potencidlné vystaveni nadmérnému mnozstvi pesticidii. Pfes vSechny negativni U¢inky
DDT se 1 vsouasnosti pouziva v Africe vboji proti malarii. Jeho velkou vyhodou
(1 nevyhodou) je obrovska rezidualni ucinnost. Pfi postfiku stén nebo stropit vydrzi tento

prostfedek plisobit 612 mésict [0,

Cl

Obrazek 7: Strukturni vzorec DDT ¥4

Dalsim velmi zndmym piipadem bylo pouziti herbicidu Agent Orange bcéhem valky
ve Vietnamu v letech 1961-1971. Agent Orange se pouziva jako oznaceni pro vSechny fenoxy
herbicidy. Nejpouzivangjsi byla smés kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové (2,4-D) a kyseliny
2,4,5-trichlorfenoxyoctové (2,4,5-T). Agent Orange byl kontaminovan dioxiny jako vedlejSimi
produkty vyrobniho procesu. Dioxiny jsou skupinou biologicky aktivnich chlorovanych
aromatickych sloucenin vznikajicich pfi spalovani materidlti obsahujici chlor, vyrobé papir
a dalsich procesech. Radi se mezi perzistentni organické polutanty (POP), protoZe v Zivotnim
prostiedi pfetrvavaji roky. Agent Orange obsahoval konkrétné 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-
dioxin (TCDD), ktery je extrémné toxicky (viz Obrazek 8) [*?].
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Obrazek 8: Strukturni vzorec TCDD B!

Agent Orange je vzhledem k jeho extrémni toxicité spojovan s fadou zdravotnich problému.
Nejcastéji se jednéd o rtizné typy rakoviny (hrtanu, prostaty, plic nebo mocového méchyte),
Parkinsonovu chorobu, hypertenzi nebo poruchu metabolismu lipidd. Dale jsou to cetné
reprodukéni abnormality a vrozené deformity, jako jsou rozstép rtu, rozstép patra, hydrocefalus,

srostlé prsty, svalova malformace a paralyza a néktera vyvojova postizeni (4],

1.5.5 Pesticidy pouZivané k oSetieni chmele a jeho Skiidci (patogeny)

Nejcastéj$im rostlinnym patogenem chmele je plisenn chmelova (Pseudoperonospora humuli).
Tato plisen zplisobuje nemoc zvanou padli, ktera patii mezi nejvyznamnéjsi choroby chmele
ve vétSiné produkcéni oblasti severni polokoule. Moznost pfimého 1 nepfimého poskozeni
vynosu a kvality SiSek vystavuje péstitele riziku uplné neurody, pokud se choroba neléci.
Patogen mlze zptsobit lokalni a systémové infekce nadzemnich pletiv, oddenki a korunnich
pupentl. K poskozeni plodin miize dojit v diisledku systémovych infekei vyhonkt, které brani
vyhonim ve $plhani a vyvoji. Poskozeni plodin se déle tyka ztraté postrannich vétvi nesouci
SiSky, pfimé infekci SiSek a u nékterych néachylnych kultivarG progresivni odumirani
kotfenového systému (viz Obrazek 9). Chronické infekce rostlin miize také snizit vitalitu rostlin

kvili rychlej§i ztraté zasob sacharidi b&hem podzimu a zimy 13461,

Fungicidy jsou ustfedni slozkou systémli managementu peronospory. Lécba onemocnéni
chmele se stala komplikovanégjsi kviili rozvoji rezistence vici fenylamidovym fungicidiim,
napi. metalaxylu, a sniZzené citlivosti na fosfonatové fungicidy (fosfonaty draselné). Lécba
onemocnéni chmele také vyuziva fungicidy patfici do mnoha dalSich skupin, véetné¢ amidi

karboxylovych kyselin, chinonovych vnéjsich inhibitorti a médénych piipravki 4¢/,
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Obrazek 9: Chmel napadeny plisni chmelovou 7!

Dalsi patogen zptisobujici padli chmele je padli chmelové (Podosphaera macularis). Na rozdil
od plisné chmelové je vyskyt padli na chmelu nepravidelny. V naSich podminkach se jedna
o fakultativni patogen grada¢niho charakteru, coz doklada i jeho Skodlivy vyskyt na nékterych
chmelnicich na pfelomu tisicileti. U nas se ojedinéle objevovalo v poloviné 70. let na Zatecku.
Posledni hospodaisky vyznamny vyskyt tohoto patogenu byl Ceskych a moravskych
chmelnicich zaznamenan v letech 1997-1999. V soucasné dobé je jeho vyskyt v CR omezen
pouze na nékteré lokality a ani zde se kazdorocné neobjevuje. Proti padli chmelovému
se pouzivaji fungicidy chinoxyfen, tebukonazol, boskalid + pyraclostrobin a azoxystrobin

(pouzivany i proti plisni chmelové) [4*,

Jednim z nejvyznamnéjSich hmyzich skiideti je mSice chmelova (Phorodon humuli). Zptisobuje
znacné ztraty na vynosech a snizuje kvalitu a ekonomickou hodnotu chmele. Chmel je proti
nim oSetfovan prevazné insekticidy jako jsou imidakloprid, pymetrozin, acetamiprid,

flonikamid anebo spirotetramat %/,

Dal8im vyznamnym hmyzim Skidcem je sviluska chmelové (Zetranychus urticae). S prvnimi
ptfiznaky poSkozeni chmele sviluskou se lze setkat zpravidla v ¢ervnu. Tyto prvni piiznaky
pusobi jako bily krupickovity poZerek viditelny na svrchni stran€¢ chmelovych listh
(viz Obrazek 10). Siln€ napadené listy zasychaji a opadavaji. SviluSky poté piechazeji
do vyssich listovych pater, kde pozdéji v dobé tvorby generativnich organii napadaji kvét
a hlavky. Casné napadené hlavky se nevyvijeji, zbarvuji se Gervenohnédé a postupné zasychaji.

Pozdé&ji napadené hlavky jsou zbarveny cihlové ervené 431,
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Poskozenim hlévek sviluSkou se znacné snizuje kvalita chmele. Siln¢ napadené hlavky
se nesklizeji, coz se drasticky promitne na vynosu takto napadeného chmele. K ochran¢ proti
sviluskam se pouzivaji insekticidni (akaricidni) ptipravky jako jsou hexythiazox, spirotetramat,

fenpyroximét nebo abamektin 4%/,

Obrézek 10: Napadeny list sviluskou chmelovou ¥

1.6 Analyza dulezitych parametri chmele

Nejvyznamnégj§im evropskym piedpisem, ktery obsahuje analytické metody pro chmel, je
evropska pivovarska imluva Analytica EBC (European Brewery Convention), ¢ast 7 — Chmel

vvvvvv

kyselin a index skladovani chmele (HSI) [,

a-kyseliny, které spolecné s B-kyselinami patii ke specifickym slozkdm chmelovych pryskyfic,
a-kyselin l1ze obecné rozdélit na skupinové a specifické. Struktura a-kyselin poskytuje fyzikalni
zaklad tadé metod jejich analytického stanoveni. Napiiklad dvojné vazby v Sesti¢lenném
cyklickém jadru zpisobuji silnou absorpci UV zafeni. Spektrofotometrické stanoveni
se vyhodné spojuje s predseparaci slozek (napt. hotkych kyselin) metodou kapalinové
chromatografie nebo kapilarni elektroforézy. Urcita skupina mékkych pryskyfic se srazi solemi
dvojmocného olova za vzniku Zluté sraZeniny. Tato sraZeci reakce je podstatou titraénich metod

stanoveni a-kyselin 4%,
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Prvnimi typy metod stanoveni a-kyselin jsou titracni a gravimetrické. Jejich princip je zalozen
na srazeci reakci a-kyselin s ionty dvojmocného olova ve formé methanolického roztoku octanu
olovnatého, pfi niz se vylucuje Zlutd sraZzenina humulonétu olovnatého. Pivodné se mnozstvi
srazeniny stanovovalo vazkové. Pozdéji byl tento zdlouhavy a pracny zpisob nahrazen
konduktometrickou titraci. Vysledek titracniho stanoveni, oznacovany jako konduktometricka
hodnota chmele (KH), se vyjadiuje v hmotnostnich %. Typicky prubéh titra¢nich kiivek je
uveden na Obrazku 11. Délka vodorovné vétve je umérna obsahu a-kyselin ve zkoumaném

vzorku 4],

Obrazek 11: Tvar titratnich kiivek pii konduktometrickém stanoveni o-kyselin ve chmelu 1

Podstatou stanoveni konduktometrické hodnoty chmele je nadrceni hlavkového chmele nebo
chmelovych granuli, nasledna extrakce hoikych latek organickym rozpoustédlem
a konduktometricka titrace odmérnym roztokem methanolického octanu olovnatého.
Nejpouzivanéj§imi metodami stanoveni konduktometrické hodnoty chmele jsou metody EBC
7.4 a7.5. Metoda EBC 7.4 pouziva k extrakci toluen a zahrnuje pouze vyse zminéné operace.
Metoda EBC 7.5 pouziva k extrakci smés diethylether-methanol okyselenou pfidavkem roztoku

vvvvvv

odpateni na rota¢ni vakuové odparce, oddestilovéani rozpoustédel a filtraci %,
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Druhym typem metody stanoveni hotkych kyselin je spektrofotometrické stanoveni. Zdkladem
spektrofotometrického stanoveni hotkych kyselin je schopnost chmelovych pryskyfic
absorbovat svétlo v UV oblasti. Pfi vlastnim stanoveni se promé&tuji absorbance toluenového
extraktu pii vlnovych délkach 325 nm (Amax. pro a-kyseliny), 355 nm (Amax. pro p-kyseliny)
a275 nm (Amin. pro a- a B-kyseliny). Namétené hodnoty se dosazuji do regresnich rovnic.
Metoda je vhodna piedevs§im pro Cerstvé chmele. U starSich chmelti piesnost stanoveni klesa,

protoZe se méni tvar absorpénich spekter chmelovych pryskyfic .

Dalsim dualezitym parametrem je index skladovani chmele (HSI). HSI je bezrozmérné ¢islo,
které se vypocita vydélenim hodnoty absorbance alkalického methanolického extraktu chmele
pii vinové délce 275 nm hodnotou absorbance pii 325 nm ze spektrofotometrického méteni.
Béhem skladovani chmele koncentrace a-kyselin klesa. Na zakladé hodnoty HSI lze chmel
tridit do rGznych kategorii. Prvni kategorie je Cerstvd, s hodnotami HSI do 0,32. Chmel
s hodnotami HSI od 0,41 do 0,50 spada do kategorie star§i. A chmel s hodnotami HSI vyS$imi

nez 0,61 je stary 5031,

1.7 Aromaprofil chmele

Aroma piva ziskané¢ho z chmele je velmi dilezité pro kvalitu piva. Nejvétsi vliv na aromaticky
profil chmele maji silice, jejichz sloZzeni se mize u riznych kultivarti chmele liSit. Chmelové
silice maji n€¢kolik stovek sloucenin, které jsou rozdéleny do 3 skupin: uhlovodiky, kyslikaté
slouc¢eniny (aldehydy, ketony, estery a napf. alkoholy) a slouCeniny obsahujici siru
(3-merkapto-1-hexanol). Nejhojnéji obsazené slouceniny v chmelovych silicich jsou
monoterpenové uhlovodiky s myrcenem jako hlavni slozkou a seskviterpenové uhlovodiky,

jako jsou a-humulen, B-karyofylen a p-farnesen [6-52],

SuSené chmelové hlavky obsahuji v priméru 0,5-3 % chmelového oleje obsahujiciho
aromatické a chutovée aktivni slouceniny, které patii do nékolika chemickych tfid, jako jsou
terpeny, alkoholy, estery, aldehydy a ketony. MnozZstvi i slozeni chmelové silice do zna¢né miry
zavisi na genetickych faktorech, stafi chmelové rostliny nebo podnoze, podminkach péstovani
vcetné pudy, pH, obsahu uhliku, dusiku a vlhkosti, mikrobidlni hmoté atd. Dale zavisi
na klimatickych podminkach (teplota, vlhkost, hodiny slune¢niho svitu a dob¢ sklizn¢). Jak je

vyse zminéno, slozeni a mnozstvi silice se u jednotlivych odrad lisi 3!,
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Naptiklad mnozstvi a slozeni oxidl, epoxidi a alkoholti v seskviterpenové frakci se mezi
odridami chmele vyrazné li§i. Chmely Hallertauer Mittelfrith a Hersbrucker obsahuji oproti
jinym odriddm velky podil oxidovanych nebo seskviterpenovych derivati. Koncentrace
jednotlivych sloucenin ve specifickych frakcich chmelového oleje se také 1iSi mezi odriidami
chmele. Geraniol je ukazkovym ptikladem odriidové specifické slouceniny, kterou nelze nalézt

v kazdé odriidé chmele v detekovatelnych koncentracich 53],

V zavislosti na procesu vareni a technice chmeleni probihaji fyzikélni, chemické a biochemické
zmény v t€kavych frakcich chmele, u kterych bylo zjisténo, Ze ovliviiuji vnimani chuti.
Nejcastéji se pridava chmel béhem varu mladiny, aby se zajistilo, Ze chmelové a-kyseliny jsou
izomerovany na 1so-o-kyseliny, které jsou hlavné zodpovédné za hotkost piva. Je nutné, aby se
az 85 % sloucenin chmelového oleje, zeyména uhlovodikil véetné nejhojnéjSich terpenovych
uhlovodikii myrcen, humulen a karyofylen, pii pouziti této techniky odpatilo z kotle nebo
se pteménilo na oxidované terpeny a seskviterpeny. Oxidacni produkty s vétsi
pravdépodobnosti preziji proces vareni piva kvili jejich rozpustnosti ve vodé. Kromé nékterych
hydrofobnich tékavych latek z chmele se vétSina sloucenin chmelového oleje nenachazi
v mladiné v jejich nativni formé¢ a jen nékolik je jich v pivu nezménéno. Stupeni hydrolyzy
a biotransformace sloucenin zavisi na nékolika faktorech a ucincich matrice, véetné¢ doby
kontaktu, teploty, pH a expozice kvasinkdm, coz ztézuje predpovédi kone¢ného mnozstvi

tékavych latek v pivu 1%,

Odpatrovani té¢kavych latek z chmele Ize omezit, kdyz se chmel piidava ke konci procesu varu
pouzitim techniky pozdniho chmeleni. Snizend tepelnd expozice podporuje retenci polarnich
oxidovanych slouCenin, terpenovych derivati, volnych alkohold, aldehydi, ketoni
a cyklickych ester. Cim pozd&ji je chmel piidan, tim niz§i je preména o-kyselin
na iso-a-kyseliny. V dusledku toho se intenzita hotkosti v pivu nezvysi tak, jako pfi ptidavku
chmelového oleje véetné nékterych uhlovodikii. Pokud jsou kvasinky ptfidany do primarni nebo
sekundarni fermentace, mohou stdle preméiovat slouceniny ziskané z chmele. Bylo také
zjisténo, ze kvasinky transformuji geraniol na B-citronellol nebo linalool a nerol na a-terpineol
prostiednictvim svého metabolismu. Kromé transformacnich reakci mohou kvasinky
adsorbovat slouc¢eniny chmelového oleje, jak bylo pozorovano u nékolika monoterpenovych

alkohold, jako jsou linalool a geraniol %3343,
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Nestabilita chuti nebo zatuchnuti piva je vysoce slozity proces kviili etnym riznym oxidacnim
a neoxidacnim reakcim, které probihaji béhem skladovani piva. MiZze se objevit Siroka skala
chuti v zavislosti na typu piva a také na podminkach skladovani. Pribéh zrani lezakovych piv
je dobte znamy, protoze je zvlasté nachylny k chemickym zménam po 3—6 mésicich skladovani

pii pokojové teploté 161,

Vyskyt zmén v chemickém slozeni a chuti piva béhem skladovani je zptisoben piedev§im
vyvojem aldehydd, esterti, vyssich alkoholt a dalsich sloucenin vznikajicich v nékolika krocich
procesu vateni piva. Aldehydy jsou skupinou slouc¢enin s vysokym podilem na zatuchnuti piva.
Tyto slouceniny jsou produkovany predev§im Maillardovymi reakcemi nebo oxidaci lipidu.
Zvyseni jejich koncentrace ve starych pivech mize vyrazné zvysit vyskyt nepiijemnych chuti,
jako jsou mastné, kartonové a chlebové ptichuté. Estery mastnych kyselin s kratkym
tékavymi slouCeninami v pivu. Maji pozitivni vliv na celkovou chut’ piva, zejména aroma.
Nadmérné mnozstvi v§ak mize vést k pfili§ ovocnym a fermentovanym pachiim. Estery, stejné
jako vyssi alkoholy, jsou produkovany metabolismem kvasinek béhem fermentace. Kromé

ethanolu jsou vy3§i alkoholy hlavni alkoholy, které pivu proptjéuji senzorické vlastnosti 61,

Bylo zjisténo, ze 1 bézné suSeni chmele pii teploté 55-60 °C vede k nevratnym preménam
a ztratdm silic, které snizuji kvalitu produktu. Ukazalo se, Ze pfi teploté suseni 55-60 °C
se celkové mnozstvi silic snizuje o 15-25 % ve srovnani s obsahem silic pied susenim. Podobné
to plati 1 u teploty skladovani chmele. U piv skladovanych pti 37 °C se ukdzalo, Ze tato teplota
je vysoce Skodliva, pokud jde o vyvoj sloucenin zpusobujici zatuchlé aroma. Teplota urychluje
narast mnozstvi aldehydi a esterti. Ve srovnani mezi pivy, kterd jsou skladovéna pti 37 £ 1 °C
a4 £ 1 °C byla objevena u piv skladovanych pii vyssi teploté 70x vyssi tvorba aldehydua
a 15% vyssi tvorba estert. Odhad trvanlivosti piva umozZnil ovéfit, Ze vyssi skladovaci teploty
jsou Skodlivé pro trvanlivost piva, a naopak niz$i skladovaci teploty pomaéhaji prodlouzit
trvanlivost piva. Skladovana piva pifi 37 = 1 °C po dobu 12 dnii napodobuji dopad na stabilitu

piv skladovanych pti 20 + 2 °C po dobu 6 mésicti °*>7),
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Dalsim faktorem ovliviiujicim aromaprofil chmele je pouziti pesticidi. Bylo zjisténo,
ze aplikace fungicidli na bazi médi mize negativné ovlivnit kvalitu aroma chmele snizenim
koncentraci odrtidovych thiolii. Dvojmocnd méd” muze piimo oxidovat thioly na disulfidy,
coz vede ke ztraté jejich aromatické aktivity. Je mozné, ze aplikace medi na listy mize mit
za nasledek tuto ztratu ptred sklizni. AvSak, nepodafilo se prokazat, zda tato ztrata thiola
koreluje s hladinou médi aplikované na chmel. Pochopeni tohoto vztahu by mohlo umoznit
pestitelim chmele efektivnéji vyuzivat médéné fungicidy, aby se zachoval obsah thiolt.
M¢Ed’ také negativné ovlivituje stabilitu piva. Zatimco fenolické latky ziskané z chmele
predstavuji v pivu relativné malou hmotnostni slozku, tvoii t¢éméf 30 % obsahu fenolt v pivu.
Tyto fenolické slouceniny ptispivaji k antioxidacni kapacité piva. Zpomaluji oxidaci pivnich

slozek, které vedou k tvorb& nezddoucich pachii a viini a ztraté t&ch zadoucich 81,

1.8 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je moderni technika ptipravy vzorki, ktera mé integrované
vzorkovani, zakoncentrovani a extrakci v jednom kroku. Zachycené analyty lze pfimo zavést
do analytickych piistrojt, jako jsou chromatografické systémy. Mezi vyhody této techniky patii
jednoduchost, rychlost a nizka spotfeba organickych rozpoustédel (nebo dokonce nulova
spotfeba rozpoustédla). Tato technika se pouziva v Siroké Skale oborti, od zemédélstvi

po medicinu %601,

Zarizeni SPME je sestaveno z tenkého kiemenného vladkna potazeného vrstvou sorbentu jako
extrakeéni faze. Pii této technice je extrakéni faze vystavena matrici vzorku po stanovenou dobu
a po dosazeni rovnovahy jsou sorbované slouceniny analyzovany umisténim vlakna
do nasttikového prostoru chromatografu. Obecné plati, ze doba potfebna k dosazeni rovnovahy

zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech cilovych analytt [,

SPME lze provadét ve tfech rezimech: pfimé ponofeni do roztoku, v headspace prostoru
nebo s membranovou ochranou (viz Obrazek 12). Pii pfimém ponoteni do roztoku (DI-SPME)
se vlakno potazené sorbentem ponoii do matrice vzorku a analyty jsou pfeneseny piimo

ze vzorku do extrakéni faze (viz Obrazek 12a) [3%61,

Mikroextrakce tuhou fazi v headspace prostoru (HS-SPME) je preferovana pro tékavé
slouceniny a komplexni vzorky, jako jsou biologické vzorky (mo¢, plné krev, plazma a vlasy).

V HS-SPME je vldkno potazené sorbentem umisténo v headspace prostoru nad vzorkem.
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Tékavé a polotékavé slouceniny jsou pak distribuovany mezi vzorek, headpace prostor
a sorbent (viz Obrazek 12b). V tomto rezimu jsou t¢kavé a polotékavé slouCeniny, které jsou
v rovnovaze mezi vzorkem a headspace prostorem, zachyceny na vldkné. Z tohoto diivodu
muze pouziti HS-SPME vést k vétsi selektivité. Navic, protoze matrice vzorku neni v pfimém
kontaktu se sorbentem, tak se prodluzuje zivotnost vldkna. Rezim HS-SPME lze pouzit
ke stanoveni né¢kterych skupin latek (napft. pesticidi) v komplexnich matricich, jako naptiklad

ve vzorcich potravin, vzorcich ptid a biologickych tekutinach %611,

Pouziti DI-SPME je omezené¢ pouzitelné pro neté¢kavé a vysokomolekularni slouceniny, jakou
jsou napft. bilkoviny. Pro komplexni matrice, znecisténé vzorky nebo suspenze je vhodné;jsi
pouziti SPME s membranovou ochranou (viz Obrazek 12¢). Tato membranova ochrana
zamezuje prunik velkych molekul do extrakéni faze a zadrovenn umoziuje pienos sledovanych

analytt 1,

a) DI-SPME b) HS-SPME ¢) SPME s membranovou

ochranou

kfemenné vlakno —

sorbent T membrana ——

vzorek

Obrézek 12: Rezimy SPME: a) DI-SPME, b) HS-SPME, ¢) SPME s membranovou ochranou &

NejpouZivanéj§imi sorbenty jsou polydimethylsiloxan (PDMS), polyethylenglykol (PEG),
polyakrylat, divinylbenzen (DVB), carboxene (CAR) a jejich smési. Mezi dalSi materialy
zkoumané jako sorbenty SPME patii oxidy kovili, molekularné vti§téné polymery, materialy

na bazi uhliku, iontové kapaliny, monolity a kovové-organické struktury (1],
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V poslednich letech bylo jednim z trend pro zachovani principi zelené analytické chemie
zavedeni pfirodnich materiald jako sorbentdi nebo pfisad pro pripravu sorbentil
v (mikro)extrak¢nich technikach. Pfimo 1ze pouzit biopolymery, jako jsou chitosan, agaroza,
alginat, celuléza, $krob nebo cyklodextrin. Casto je viak nutné zvysit jejich selektivitu vagi
vybranym skupinam analytli nebo zlepsit jejich sorpéni kapacitu chemickou modifikaci. Dalsim
oblibenym feSenim je pouziti biopolymer ve smésich se sorbenty. Jedna se o oxid grafenu,
uhlikové nanotrubice, molekuldrné vtisténé polymery a kovové-organické struktury. Zavedeni
téchto modifikaci snizuje ekologickou Setrnost analytickych postupi, ale dopad na Zivotni

prostiedi je stale niz§i ve srovnani s klasickymi sorbenty 2],

Co se tyCe membran, tak dilezitymi morfologickymi charakteristikami membrany jsou
mnozstvi, velikost a distribuce poért ve struktuie membrany. Membrany, které nemaji ve své
struktufe zadné pory, jsou oznacovany jako neporézni. Membrany, které maji pory, jsou
oznacovany jako porézni. Velikost, tvar a distribuce port v membrané jsou do znacné miry
zéavislé na procesech, kterymi jsou vytvoreny, a hraji vyznamnou roli v jejich zplisobu separace.
Vybrané molekuly prochéazeji otvory v poréznich membranach a tyto membrany zachycuji
molekuly, které jsou vétsi nez pory membrany. Proto jsou tyto membrany uzite¢né v aplikacich,
jako jsou nanofiltrace a dialyza. Neporézni membrany maji pevnou (bez pori) strukturu

a molekuly se skrz né pohybuji difazi ],

S ohledem na chemickou povahu a druh analytu lze membrany klasifikovat na zdklad¢ jejich
hydrofobni nebo hydrofilni povahy. Hydrofilni membrany jsou vhodné pro izolaci iontovych
nebo polarnich latek z vodnych nebo organickych roztokli. Mezi né patii acetat celuldzy,
regenerovand celuloza, polysulfon (PSU), polykarbonat, polyamid, polyethersulfon (PES)
a iontoménicové membrany. Na druhé strané jsou hydrofobni membrany, mezi které patii
polytetrafluorethylen (PTFE), polypropylen (PP), silikonovy kaucuk, latex, polyvinylchlorid
(PVC) nebo polyvinylidendifluorid (PVDF). Tyto membrdny jsou bézné vyuzivany

pro selektivni separaci plyni a t&kavych anorganickych nebo organickych sloudenin (6%,
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1.9 Plynova chromatografie

V plynové chromatografii (GC) jsou analyzovanym vzorkem plynné vzorky, kapalné roztoky
nebo soubor molekul adsorbovanych na povrchu, napf. systém mikroextrakce tuhou fazi
(SPME). Pfi ptenosu do plynového chromatografu se vzorek odpafi v nastfikovém prostoru
udrzovaném pii relativné vysoké teplot¢ (200—300 °C) a smisi se s proudem nosného plynu
(helium, dusik nebo vodik — viz Obrazek 13). Vznikla plynnd smés vstupuje do separacni casti,
chromatografické kolony, kterd je v soucasném provedeni tvofena trubicovou kapilarou
z taveného kiemene, zvenku potazenou tenkou vrstvou polyimidu, kvili jeji pruznosti.
Molekuly analytu se pti prichodu kolonou rozdéli mezi proud nosného plynu (mobilni faze)
a polymerni povlak (stacionarni faze) na zaklad¢ jejich distribu¢nich konstant (Kp). Distribu¢ni
konstanta je pomér koncentrace analytu ve stacionarni fazi ku koncentraci v mobilni fazi.
Na konci separacni ¢asti se molekuly dostanou do detekéniho systému, v némz specificka
fyzikélni vlastnost (tepelnda vodivost) nebo fyzikalné-chemicky proces (ionizace v plameni

nebo zachyt elektronil) vyvold signal, ktery je umérny mnoZstvi molekul dané latky [64],

vvvvvv

Jedna se o schopnost oddé¢lit slozky s velmi podobnymi distribu¢nimi konstantami (Kp) mezi
mobilni a stacionarni fazi. RozliSovaci schopnost zavisi predev§im na uc¢innosti kolony (poctu
teoretickych pater), selektivité, retenénim faktoru, teploté kolony, pratoku nosné¢ho plynu, typu
stacionarni faze a délce a primeéru kolony. Jak se pocet slozek ve smési zvySuje a strukturni
podoba mezi jejimi sloZzkami roste, jsou pro Uplnou separaci sloucenin zapotiebi delsi kolony.
Pro stejny ucel 1ze pouzit kolony s menSim vnitinim pramérem. Je vSak ziejmé, ze vétsi délka

kolony vyrazné prodluzuje dobu analyzy [64].
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Obrazek 13: Schéma plynového chromatografu !

1.9.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

V chromatografickych metodach, jako jsou plynova nebo kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem, je cilem identifikovat slouceniny a urcit jejich koncentrace
ve vzorcich. K dosazeni tohoto cile musi zpracovani dat spliiovat dvé kritéria. Za prvé musi
spravné ur¢it hmotnostni spektrum jednotlivych sloucenin pro identifikaci. Za druhé musi
piesné zobrazit soucet intenzit vSech iontl odpovidajicich témto slou¢eninam ve vzorku.
Vétsina tradicnich softwart kvantifikuje slouceniny na zéklade plochy nebo vysky piku pomoci
chromatogramu celkového iontového proudu (TIC), chromatogramu zakladniho piku (BPC)
nebo z extrahovaného iontového chromatogramu (EIC) vybérem hodnot m/z typickych

pro danou slouceninu 61,

Hmotnostni spektrometr méfi pomér hmotnosti k nadboji (m/z) iontd v plynné fazi. Sklada
se z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru (viz Obrazek 14). lontovy zdroj
pfevadi molekulu analytu na ionty v plynné fazi, hmotnostni analyzator separuje ionizovany

analyt podle jejich m/z a detektor zaznamen4va podet iontli pii kazdé hodnoté m/z (67,
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Obrazek 14: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru !

S 4

zejména pro analyzu plynt a t€kavych organickych molekul, ve kterych vysokoenergetické
elektrony interaguji s atomy nebo molekulami v plynné fazi za vzniku iontd. Obvykle
se vyuziva napéti 70 eV, které poskytuje hmotnostni spektra s podrobnymi informacemi
o fragmentovych iontech, které jsou pfistupné pro vyhledavani v knihovnach spekter
a identifikaci pomoci nazvl a struktur na Grovni izomertd. Signal molekuldarniho iontu
pti pouZiti EI je obvykle slaby kviili srdZce s vysokou energii. Proto byla vyvinuta chemicka
ionizace (CI), aby se vytvotily snadno identifikovatelné¢ molekularni ionty, ve kterych jsou ionty
produkovany srazkou analytu s ionty reagen¢niho plynu s nizsi energii, které jsou pfitomny

v iontovém zdroji [¢7°1,

Dal§imi pouzivanymi ioniza¢nimi technikami jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a laserova
desorp¢ni ionizace za ucasti matrice (MALDI). ESI spoléhd na tvorbu nabitych kapicek
uvolnujicich ionty z povrchu (model iontového odpafovani) nebo prostfednictvim uplného
odparovani rozpoustédla (model zbytkového naboje). Navzdory Sirokému pouziti nemtze ESI
ucinn¢ ionizovat nepolarni slouceniny. Pro takové ukoly se 1épe hodi chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Vsechny tyto
ioniza¢ni techniky jsou urfeny pro spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

(HPLC) "1,

Hmotnostni analyzatory maji schopnost oddélovat rizné molekularni ionty, generovat
fragmentové ionty z vybraného iontu, a pak zméfit jejich hmotnost. Fragmentové ionty
se pouzivaji ke strukturnimu wurceni plvodnich molekuldrnich iontl. Hlavnimi
charakteristikami hmotnostnich analyzatord jsou rozliSeni (schopnost hmotnostniho
analyzatoru oddélit sousedni ionty), pfesnost urceni hmotnosti (schopnost hmotnostniho
analyzatoru pfifadit hmotnost iontu blizkou jeho skutecné hmotnosti), hmotnostni rozsah

(obvykle definovan dolni a horni hodnotou m/z sledovanou hmotnostnim analyzitorem),
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citlivost (schopnost konkrétniho pfistroje reagovat na dané mnozstvi analytu) a rychlost
skenovani (rychlost, s jakou Ize ziskat hmotnostni spektrum, obvykle uddvana v hmotnostnich
jednotkach za jednotku Casu). Existuje 5 obecnych typti hmotnostnich analyzatort, které lze
pouzit pro separaci iontli v hmotnostni spektrometrii. Jedna se o kvadrupodlovy hmotnostni
analyzator, hmotnostni analyzator s magnetickym a elektrostatickym sektorem, hmotnostni
analyzator doby letu (TOF), kvadrup6lovy hmotnostni analyzator s iontovou pasti a hmotnostni

analyzétor s iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci (FT-ICR) 2],

Bézné se pouzivaji jak kvadrupdlové hmotnostni analyzatory, tak hmotnostni analyzatory doby
letu a Ize je konfigurovat spolecné jako tandemové hmotnostni analyzatory Q-TOF. Tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je vysledkem provadéni dvou nebo vice sekvencénich
separaci iontdl, obvykle spojovani dvou nebo vice hmotnostnich analyzatorti. Spojeni téchto
dvou hmotnostnich analyzatori vedlo k vyrobé hmotnostnich spektrometrii s vysokym
rozliSenim. Dal§i moznosti vyuziti tandemové hmotnostni spektrometrie je pomoci trojitého
kvadrupolového analyzatoru (QqQ). Tato technika je pouzivana k analyze rezidui pesticidi

v riiznych matricich vzorkd potravin a Zivotniho prostedi 374,

Hmotnostni detektor detekuje signal generovany prochdzejicimi nebo dopadajicimi ionty.
Nejlepsi detektory jsou definovany na zékladé vysokého zesileni, rychlé Casové odezvy,
nizkého Sumu, vysokého sbéru dat, ti¢innosti, velkého dynamického rozsahu, dlouhé Zivotnosti
a co nejnizsi porizovaci ceny. Mezi pouzivané detektory patii elektronovy nasobi¢, Faradayova

klec, fotografické desky, kanalové elektronové nasobice a scintilator 7).

1.9.2 Plynova chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci

Plamenovy ioniza¢ni detektor je jeden z nejpouzivanéjSich detektort pro plynovou
chromatografii (viz Obrazek 15). Poskytuje téméf univerzalni odezvu na organické slou€eniny,
nizké detekéni limity, dlouhodobou stabilitu, jednoduchost provozu, nizky mrtvy objem,
rychlou odezvu a linearni rozsah odezvy. Detektor je n€kdy popisovan jako uhlikové selektivni
detektor s téméf stejnou molarni odezvou pro uhlovodiky na zikladé poctu atomi uhliku
a relativni odezvou pro slouceniny obsahujici uhlik s nékolika atomy uhliku jen slabé zavislymi
na struktufe. To umoziuje pouzit jednu slouceninu pro kalibraci sloZitych smési. Informace
o procentudlnim sloZeni pro smési lze ziskat pfimo ze souctu odezev detektoru pro vSechny

pozorované piky, pokud je ur¢itd ztrata absolutni piesnosti analyzy prijatelna 76,
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Odezva detektoru je vysledkem spalovani organickych slouc¢enin v malém difiznim plameni
vodik-vzduch. Nosny plyn z kolony je smichan s vodikem a piipadné dalSim plynem v oblasti
pod tryskou s Gizkym otvorem a spalovan v komote, kterou proudi prebyte¢ny vzduch. Zhavici
svicka, ktera se na okamzik zapne pti spusténi, slouzi jako zapalovac. Valcova sbérna elektroda
umisténa kousek nad plamenem shromazd’uje ¢astice naboje ptisobenim napéti (200-300 V)
mezi $pickou trysky a sbérnou elektrodou. Potencidl je dostatecné velky, aby zajistil kompletni
sbér nabitych ¢astic. Tryska nebo sbérna elektroda jsou obvykle uzemnény. Malé iontové
proudy, obvykle vitadu pA, jsou prevedeny na napéti a zesileny piesnym elektrometrem.

Nejb&zngjsi zesilovade jsou invertujici zesilovade proudu na napéti 61,

Limit detekce malych proudi je vysledkem tepelného Sumu, ktery je funkci zatézového odporu
zesilovace, zmén toku nabitych castic a nestinénych elektromagnetickych signala prostredi.
Rychlost odezvy je omezena pfedevsim elektronickymi soucastkami obvodi pro méfeni signalu

a sbér dat, protoZe tvorba nabitych &astic a jejich migrace na sbérnou elektrodu je rychla ¢,

sbérna elektroda

(200-300'V) %E§ zesilovac

izolanty
——
vzduch zapalovani
vodik

Obrazek 15: Schéma plamenového ionizagniho detektoru ™
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky

Na optimalizaci podminek extrakce a separace byl vyuzit stary chmel z roku 2019 z Univerzity
Pardubice skladajici se z odrid Cascada, Kazbek a Mandarina. Déle pak byl pro tento ucel,
tj. analyzu t€kavych latek chmele a stanoveni konduktometrické hodnoty, pouzit chmel ziskany
od spole¢nosti V. F. Humulus (Hotesedly, Ceska republika). Jednalo se celkem o 5 rtiznych
vzorkil, z nichz dvé odridy byly i ve dvojici s BIO chmelem, a poté o 5 sad Zateckého
poloraného ¢ervenaku (ZPC) sestavajici ze surového chmele, chmelového prasku, chmelovych
granuli typu 45 a chmelového odpadu. VSechny vzorky byly sklizeny v roce 2024. Dale byl
pouzit pro optimalizaci podminek a analyzu tékavych latek 1 vzorek chmele Sladek ze sklizné
roku 2023 z firmy Pivotéka (Olomouc, Ceska republika). Vzorky byly poskytnuty v mnozstvi
asi 100 g a byly uchovavany po celou dobu v mrazéku pii teplot€¢ —18 °C. Vzhled a oznaceni

vzorkl je uveden na Obrazku 16.

Stary chmel Saaz Special Sladek

7PC 7PC BIO Premiant

Obrazek 16: Zkousené vzorky chmele
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Chmelovy prasek Chmelovy odpad

Obrazek 16: Zkousené vzorky chmele — pokra¢ovani

2.2 Chemikalie

e Destilovana voda (centralni rozvod Univerzita Pardubice, Ceska republika)

e Homologicka fada C8—C40 (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

e n-pentan, n-hexan a n-heptan (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

e Methanol, CHROMASOLV® pro HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e Toluen, CHROMASOLV® pro HPLC (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e Hydroxid sodny, p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika)

e Kyselina sirové, 96 % p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika)

e Trihydrat octanu olovnatého, p. a. (PENTA, Praha. Ceska republika)

e Dihydrat kyseliny §tavelové, p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika)

e Indikator fenolftalein

e Indikator Tashiro

e Kyselina octovd, 99 % p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika)
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2.3 Instrumentace a nadobi

Automaticka pipeta 100—1000 pl (Fisherbrand Elite, Helsinki, Finsko)

Keramicka tfeci miska s tlouckem

Sklenéna lahev 100 a 200 ml (Fisher Scientific, Pardubice, Ceska republika)

Sklenéna pipeta 10, 25 a 50 ml

Plastova injekéni stiikacka s jehlou 20 ml (Chirana, Stard Tura, Slovensko)
Vzorkovaci nadobky o objemu 20 ml s vicky se silikonovym septem (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

Analytické vahy Kern ABT 220-4M (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)

Plynovy chromatograf GC-2030 s MS-QP2020 NX detekci a moznosti FID detekce
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Autosampler AOC-6000 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Nepolarni kapilarni kolona SLB-5MS (30 m x 0,25 mm, tlouStka filmu 0,25 pm),
(Supelco, Bellefonte, PA, USA)

SPME vldkno 50/30 um DVB/CAR/PDMS (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Nosny plyn helium o &istoté 4.6 (Linde Gas, Praha, Ceska republika)

Software: GC Solution, GCMS Solution 4.20 a LabSolution (Shimadzu, Kyoto,
Japonsko)

Tiepacka Heidolph Vibramax 100 s horizontalnim kruhovym a vibra¢nim pohybem
(Heidolph Instruments & Co. KG, Schwabach, Némecko)

Laboratorni konduktometr Orion Star A112 s dvouelektrodovou vodivostni sondou
011050MD (Thermo Scientific, Jakarta, Indonésie)

Magnetické michadlo Color Squid White (IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Némecko)
Interpretace MS spekter: knihovna spekter Nérodniho institutu pro standardy
a technologii (NIST 17 Mass Spectral Library) a knihovna FFNSC 2 (Flavour
& Fragrance Natural & Synthetic Compounds GC/MS Library)

Software Statistica 14 (Statsoft, Inc., Praha, Ceska republika)
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2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Podminky pro mikroextrakci tuhou fazi

Pied prvnim pouzitim bylo mikroextrakéni vldkno 50/30 um DVB/CAR/PDMS o délce 1 cm
kondiciovano pii 270 °C po dobu 30 min. Do nadobky bylo navazeno 1,00 g vzorku s presnosti
0,01 g, uzavieno vickem se silikonovym septem, vlozeno do autosampleru a podrobeno
extrakci pii teploté 90 °C po dobu 45 min ve vyhiivaném bloku. Po extrakci byla provedena
desorpce v nasttikovém prostoru GC pfi teploté€ 250 °C po dobu 1 min a vldkno bylo docisténo

pti 200 °C po dobu 5 min v proudu dusiku.

V ptipadé metody vyuZivajici vakua byl vzorek navazen do nadobky, uzavien vickem s dosud
nepropichnutym septem a pomoci 20ml plastovée stiikacky byl z nadobky odsat vzduch nasatim

3x celého objemu stiikacky. Dalsi postup byl stejny, jako v piipadé metody bez vyuziti vakua.

2.4.2 Podminky separace na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci

a kvalitativni analyza

Pted kazdou analyzou byla provedena aktivace vlakna pii 200 °C po dobu 1 min. Desorpce
analyta probihala v nasttikovém prostoru pii 250 °C po dobu 1 min. Separace analytti probihala
na nepolarni kapilarni koloné¢ SLB-5MS (30 m % 0,25 mm % 0,25 um). Po kazdé analyze bylo

vlakno docisténo pii teploté 200 °C po dobu 5 min, aby se zabranilo nezadoucim interferencim.

Rezim davkovani vzorka byl realizovan ve splitovacim poméru 1:50. Teplota v néstfikovém
prostoru byla 250 °C. Teplotni program zacinal na 55 °C, kdy byla tato teplota udrzovana
po dobu 3 min. Nasledn¢ byla teplota linearn€ zvysovana o 6 °C/min az do 250 °C. Maximalni
teplota byla udrzovana po dobu 10 min. Celkova doba analyzy ¢inila u vSech vzorka 45,5 min.

Pouzitym nosnym plynem bylo helium s konstantni linearni rychlosti 30 cm/s.

Teplota iontového zdroje byla nastavena na 200 °C. Pro zaznamendni vSech latek ve spektru
byl pouZzit SCAN mdd. Ziskané chromatogramy v zavislosti intenzity odezvy na reten¢nim case
byly vyhodnoceny pomoci programu GCMS Solution 4.20. Pro vypocet reten¢nich indext (RI)
podle van den Doola, které byly pouzity na identifikaci jednotlivych latek obsaZenych ve
vzorcich chmele, byla proméfena homologicka fada alkanti C5-C40 "7). Spole¢né s RI byla
k identifikaci pouZita hmotnostni spektra, kterd byla porovnana s knihovnami NIST 17
a FFNSC 2, kdy jako nejmensi pfijatelnd shoda byla 85 %. K potvrzeni identifikace byla
pouzita i online databéze, jako napt. NIST WebBook [7%].
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2.4.3 Stanoveni konduktometrické hodnoty chmele

Optimalizovanou metodou byla zvolena metoda dle Analytica EBC 7.4 [°!. Do 200ml sklenéné
lahve bylo navazeno 10 g rozetfen¢ho vzorku chmele, pfidano 100 ml toluenu a nasledné
intenzivng tfepano po dobu 6 min. Zhomogenizovana suspenze byla nechéna po dobu 15 minut
v klidu, aby se tuhy podil usadil u dna. Ciry extrakt byl dekantovan do 50ml kadinky
a zfiltrovan pies sklddany papir. Nasledné bylo do 100ml kadinky odméfeno 15 ml filtratu
a pfidano 50 ml methanolu. Roztok byl titrovan odmérnym roztokem octanu olovnatého
v methanolu. Vodivost byla zaznamenavana po kazdém ptidavku 0,25 ml octanu olovnatého
laboratornim konduktometrem Orion Star A112 s dvouelektrodovou vodivostni sondou
011050MD. Pied prvnim a po kazdém nasledujicim méfeni byla sonda vyciSténa v roztoku
koncentrované kyseliny octové a methanolu. Z namétenych hodnot byla vynesena titracni
(konduktometricka) kiivka. Jeji ramena byla prolozena pfimkami a z prisecikt ptimek byl

vyhodnocen bod ekvivalence.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace podminek extrakce

Pii méfeni vzorkdl chmele byly ménény tfi parametry, které maji vyrazny vliv na prubéh
extrakce. Prvnim vyznamnym parametrem byla teplota extrakce, druhym parametrem byla
doba extrakce a tieti parametr byla navazka vzorku. K optimalizaci byla nejdiive pouzita smés
5 let starého chmelu skladajici se z odriid Cascada, Kazbek a Mandarina z roku 2019. Poté byly
pouzity odridy Sladek, Saaz Special, ZPC a Premiant, tj. Cerstvé chmely ze sklizné 2024.

Chromatografické podminky byly pevzaty z diplomové prace Hany Stefanové 3],

3.2 Optimalizace parametri dle principu planovani experimenti

Pro urceni optimalnich podminek extrakce byl pouzit statisticky software Statistica 14 (Statsoft,
Inc., Praha, Ceska republika), ve kterém byl navrzen experiment centralniho kompozitniho
planovani (CCD). Z planovéani experimentu metodou CCD byly vygenerovany podminky
optimalizacnich pokust, viz Tabulka I/1 v pfiloze. Celkem bylo provedeno 20 extrakci
pro kazdy chmel. Nasledné byl sledovan pocet detekovanych pikii, pocet identifikovanych pik
a celkovd plocha scilem ur¢it vhodnou teplotu extrakce, dobu extrakce a navazku
pro navazujici experimenty souvisejici s identifikaci latek. Optimalizacni experimenty

probihaly v agitatoru pii definované teplot¢.

Jako prvni byl do vzorkovaci nadobky navazen 1,00 g s ptesnosti na 0,01 g nadrceného 5 let
starého chmelu. Nasledn¢ byla nadobka umisténa do drzéku autosampleru. Pomoci n¢j byla
provedena extrakce v agitatoru (vyhiivaném bloku) a poté spusténa analyza. Na Obrazku 17
jsou uvedeny profily pro pfedpovédi parametri pro 5 let stary chmel. Na zéklad¢ odezvovych
profili 1ze vy¢ist, Ze jako vhodna teplota extrakce byla urc¢ena 90 °C, doba extrakce 60 min

anavazka 1 g. Celkovy odezvovy profil pro stary chmel je uveden v ptiloze II obrazek I1/1.
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Obrazek 17: Odezvové profily pro piedpovédi a vhodnost (5 let stary chmel)
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Na dal$im obrazku 18 jsou uvedeny odezvové profily pro predpovédi a vhodnost pro odridu
1 rok starého chmele Sladek. Z obrazku lze vy¢ist vhodné parametry extrakce: teplota extrakce
80 °C, doba extrakce 60 min a navazka 1 g. Celkovy odezvovy profil je uveden v piiloze II

obrazek I1/2.
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Obrazek 18: Odezvové profily pro predpovédi a vhodnost (1 rok stary Sladek)

Srovnanim 5 let starého chmele a 1 rok starého chmele lze pozorovat stejné doby extrakce,
stejné navazky vzorku, ale odlisné niZsi teploty extrakce. Z toho vyplyva, Ze na extrakci latek
5 let starého chmele je potieba vyssich teplot extrakce, pfi¢emz na 1 rok starého chmele postaci

nizsi teplota extrakce.
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Na Obrazku 19 jsou uvedeny odezvové profily pro ptedpovédi a vhodnost pro 3 odriiddy chmele:
7PC, Saaz Special a Premiant. Lze vy¢ist, ze vhodna teplota extrakce je 85 °C, doba extrakce
55 min a navazka 0,75 g (Metoda 1). Celkovy odezvovy profil je uveden v ptiloze II
obrazek 11/3.
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Obrézek 19: Odezvové profily pro piedpovédi a vhodnost (ZPC, Saaz Special a Premiant)
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Na Obrazku 20 jsou uvedeny odezvové profily pro predpovedi a vhodnost pro stejné 3 odridy
chmele, ale méfené za pouziti vakua pro moznou identifikaci vice sloucenin. V nadobce
se vzorkem bylo pod uzavér umisténo nové silikonové septum, které bylo propichnuto
20ml injekéni stfikackou. Nasledné byl pomoci stiikacky z nddobky vysat vzduch, a tim
vytvoten podtlak, ktery plnil funkci vakua. Podtlak byl kontrolovan opakovanym stlatenim
a vysatim vzduchu. Pokud bylo opétovné stlateni vzduchu obtizné, byl vytvoien podtlak
v nddobce. Takto pripravené nadobky byly pfipraveny k analyze. Z Obrazku 20 Ize vycist,
ze vhodna teplota extrakce je 90 °C, doba extrakce 50 min a navéazka 0,8 g (Metoda 2). Celkovy

odezvovy profil je uveden v ptiloze Il obrazek I1/4.
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Obrézek 20: Odezvové profily pro piedpovédi a vhodnost (ZPC, Saaz Special a Premiant za pouZiti vakua)
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Odhad efektti pro optimalizaci lze vyjadrfit rovnici. Tato rovnice ma kvadratickou formu,
aby v modelu mohly byt zahrnuty jak vzajemné interakce parametrti, tak i mozna zakiiveni
odezvové plochy modelu. Odezvové plochy vyjadiuji zavislost teploty extrakce (min; X;), doby
extrakce (°C; X>) a navazky vzorku (g; X3) na sobé navzijem a vymezuji jejich uréitou

vhodnost.

Odhad efekti chmele Saaz pfi méfeni bez pouziti vakua vyjadiuje rovnice (1) pro plochu pika
s hodnotou spolehlivosti R> = 0,9149 a rovnice (2) pro pocet identifikovanych slouc¢enin
s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9730. Tu¢né vyznacené parametry v rovnicich jsou statisticky
vyznamné ¢leny (p-hodnota < 0,05).

Y =111351009 + 13320329 X, + 7968169 X, + 4703511 X3 —

— 7060349 X2 — 3374803 X2 — 3057096 X2 — 4346672 X, X, — (1)
— 3702373 X, X5 + 1430101 X, X5

Y =40,93976 + 6,68948 X, + 3,15195 X, + 1,27251 X3 —
—0,65753 X? — 1,21514 X3 — 1,01440 X3 — 0,75000 X, X, — (2)
—0,50799 X, X3 + 0,74724 X, X,

Odhad efektt chmele ZPC pii méfeni bez pouZiti vakua vyjadiuje rovnice (3) pro plochu piki
s hodnotou spolehlivosti R> = 0,7113 a rovnice (4) pro pocet identifikovanych sloucenin
s hodnotou spolehlivosti R? = 0,8690. Koeficienty determinace jsou nizké, protoze dané
parametry nejsou timto modelem dostate¢né popsany.

Y =77046898 + 2301908 X; + 7852381 X, + 622532 X5 —

— 4149299 X2 — 3143433 X2 — 887148 X2 + 270345 X, X, — 3)
— 2569789 X, X; + 3799034 X, X5

Y = 24,76544 + 2,03629 X, + 2,70865 X, + 0,25711 X5 +
+0,74842 X% — 0,93906 X2 — 0,20152X2 + 0,87500 X, X, — (4)
— 0,36884 X, X; + 0,62802 X, X5

Odhad efektli chmele Premiant pti méfeni bez pouziti vakua vyjadiuje rovnice (5) pro plochu
pikii s hodnotou spolehlivosti R* = 0,9359 a rovnice (6) pro pocet identifikovanych slougenin

s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9271.

58



Y =118517738 + 6070578 X, + 11509963 X, + 4640660 X3 —
— 5957780 X2 — 4812112 X2 — 3511541 X3 + 25713 X, X, — (5)

Y =37,01929 + 3,69238 X; + 3,67037 X, +1,14792 X; —
—1,11972 X? — 1,67671 X5 — 1,11214 X2 + 0,62500 X, X, + (6)
+ 0,86014 X1X3 - 0,12128 X2X3

Odhad efekti chmele Saaz pi1 méteni s pouZzitim vakua vyjadiuje rovnice (7) pro plochu piki
s hodnotou spolehlivosti R> = 0,9672 a rovnice (8) pro pocet identifikovanych slouc¢enin

s hodnotou spolehlivosti R = 0,9334.

Y = 72644906 + 6205250 X, + 5891540 X, + 3362572 X5 —
— 3631887 X% — 3027836 X% — 1135460 X2 — 3120545 XX, + (7)
+ 404972 X, X5 — 475588 X, X5

Y = 30,32945 + 3,88322 X; + 2,50195 X, + 0,43446 X5 —
—0,24890 X2 — 1,18444 X% — 1,11214 X2 — 0,62500 X, X, + (8)
+0,38849 X, X; + 0,36815 X, X5

Odhad efektii chmele ZPC pii méfeni s pouzitim vakua vyjadiuje rovnice (9) pro plochu piki
s hodnotou spolehlivosti R> = 0,9653 a rovnice (10) pro pocet identifikovanych slouc¢enin

s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9439.

Y = 55171358 + 2275588 X, + 4792825 X, + 2165986 X5 —
— 2873555 X3 — 2160822 X% — 1305805 X3 — 3192047 XX, — )
— 795739 X1 X5 — 231044 X, X

Y = 20,10687 + 3,74621 X, + 2,69485 X, + 0,08869 X5 —
—0,19003 X2 — 0,56229 X2 — 0,00648 X2 — 0,50000 X, X, — (10)
— 0,49539 X, X; — 0,25809 X, X5

Odhad efekt chmele Premiant pfi méfeni s pouzitim vakua vyjadiuje rovnice (11) pro plochu
pikii s hodnotou spolehlivosti R* = 0,9743 a rovnice (12) pro po&et identifikovanych slou¢enin

s hodnotou spolehlivosti R? = 0,9614.

59



Y = 82589229 + 4504518 X; + 5736853 X, + 3866858 X; —
— 2569715 X2 — 2962740 X% — 1726287 X% — 2121628 XX, + (D)
+ 916506 X, X5 + 1161883 X, X,

Y =29,10078 + 3,55867 X, + 2,16200 X, + 1,29890 X; +
+0,07973 X? — 0,66855 X3 — 0,66438 X5 + 0,37500 X, X, + (12)
+0,88075 X, X3 + 0,37887 X, X,

Ob¢ metody byly srovnany podle poctu pikli a poctu identifikovanych slou¢enin. Vybrana byla
metoda s vy$Sim poctem piki a vyS$Sim poctem identifikovanych sloucenin. Vysledky byly
vybrany pouze z chmeltt ZPC a Premiant, protoze byly ve dvojici s BIO chmelem. Vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 3. Ob¢ metody se tykaji pouze optimalizovanych parametra, nikoliv

pouziti vakua.

Tabulka 3: Pocet piki a identifikovanych slouéenin ve chmelech ZPC a Premiant v obou metodach

Metoda 1 Metoda 2
Pocet pikii  Identifikovdno Pocet pikii Identifikovdno
7PC 32 23 35 27
Premiant 41 34 44 35

Z Tabulky 3 lze vy¢ist, ze pomoci metody 2 bylo detekovano vice pikti a identifikovano vice
slouc¢enin u obou chmelii nez u metody 1. Z tohoto diivodu byla vybrana metoda 2. Pomoci této
metody byly prométeny a srovnany vzorky bézné péstovanych chmeli s chemickym oSetienim
ZPC aPremiant a vzorky chmelll bez chemického ogetfeni ZPC BIO a Premiant BIO.

Z vysledki byly vytvofeny Vennovy diagramy (viz Obrazky 21 a 22).
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ZPC

ZPC BIO

Obrazek 21: Venniv digram srovnani poétu identifikovanych slougenin chmele ZPC a ZPC BIO

Premiant

Premiant BIO

Obrazek 22: Venniiv diagram srovnani poctu identifikovanych sloucenin chmele Premiant a Premiant BIO

Z Obrazku 21 lze zjistit, Ze oba vzorky maji 24 spolecnych identifikovanych sloucenin. Déle
pak, ZPC ma 1 vlastni slouéeninu a ZPC BIO 10 vlastnich sloudenin. Je tedy jasné, ze ZPC
bez chemického oSetfeni je mnohem bohatsi, co se tyce rozmanitosti sloucenin, a tim padem

aroma jako takového.

Z Obrazku 22 lze zjistit, Zze oba vzorky maji 33 spolecnych sloucenin, dale pak Premiant
2 vlastni a Premiant BIO 3 vlastni slou€eniny. U Premiantu Ize konstatovat, Ze nezélezi na typu
pestovani, protoZe jsou zde minimalni rozdily v poctu identifikovanych sloucenin a vysledné
aroma chmele tim neni ovlivnéno. VSechny zminéné slouCeniny jsou uvedeny

v Tabulkach 4 a 5.
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Vzorky byly také porovnany pomoci bublinovych grafti, které se nachazeji na Obrazcich 23
a24. Zobrazuji latky dle jejich retencnich Casti a zdroveil podle velikosti bubliny jejich
zastoupeni ve vzorcich. Vzorky jsou v grafu fazeny do skupin na ose y. V Obrazku 23 lze vidét
vyrazné rozdily, zatimco v Obrazku 24 jsou jen nepatrné. Chromatogramy jednotlivych chmelt

jsou uvedeny v Ptiloze III.

Tabulka 4: Porovnani identifikovanych slou¢enin v ZPC a ZPC BIO

Z/PC ZPC BIO Spolecné
4,11-Selinadien Methyl 3,6-dodekadienoat Methyl 4-decenoat
2-Pentadekanon Dimethylvinylkarbinol
Methyl kaprinat 2-Tridekanon
Humulen oxid I Humulen oxid II
Methyl kaprylat y-Muurolen
Kalamenen v-Kadinén
a-Kopaen Hexadekamethylcyklooktasiloxan
2-Nonanon (E)-B-Famesen
Methyl heptanoat Karyofylen
Methyl oktanoat trans-o-Bergamoten

(Z)-Undec-6-en-2-on
(Z)-Pentadec-6-en-2-on
Aceton
Linalool
B-Bisabolen
5-Kadinén
2-Dodekanon
B-Myrcen
Tetradekamethylcyklohepasiloxan
a-Bulnesen
(Z)-Tetradec-6-en-2-on
2-Undekanon
2-Dekanon
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Tabulka 5: Porovnani identifikovanych sloucenin v Premiantu a Premiantu BIO

Premiant Premiant BIO Spolecné
Kyselina . ,
2-methylkapronové a-Selinen Methyl 4-decenoat
Valencen (Z)-Tetradec-6-en-2-on Dimethylvinylkarbinol
Methyl heptanoat B-Pinen

2-Tridekanon
Humulen oxid II
vy-Muurolen
v-Kadinén
Hexadekamethylcyklooktasiloxan
(E)-B-Famesen
Methyl pelargonat
Karyofylen
trans-kadina-1,4-dien
(Z)-Pentadec-6-en-2-on
Aceton
Linalool
Isopentyl butyrat
Farnesol
6-Kadinén
a-Kopaen
p-Kopaen
Methyl kaprylat
a-Kadinén
a-Farnesen
trans-Kalamenen
a-Humulen
B-Myrcen
2-Nonanon
Tetradekamethylcyklohepasiloxan
a-Bulnesen
2-Undekanon
2-Dekanon
a-Muurolol
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3.3 Vliv vakua

Pro moznou identifikaci co nejvice sloucenin ve chmelu byl testovan vliv vakua. Jednalo
se o vytvofeni podtlaku ve vzorkovacich nadobkach pomoci 20ml plastové injekéni stiikacky.
Vliv vakua byl testovan vyse zminénymi dvéma metodami 5 analyzami Premiantu bez vakua,
5 analyzami s vakuem a stejné 5 analyzami ZPC bez vakua a 5 analyzami s vakuem. Vysledky

jsou znazornény formou grafii na Obrazcich 25 az 28.

70000000 35
60000000 30
50000000 25
o
] \C
= 40000000 20 %
o
© ~ M Bez vakua
5 =
© 30000000 15 € ® S vakuem
[a (V]
E
20000000 10
10000000 5
0 0
Celkova plocha Pocet pikl Identifikovano

Obrézek 25: Porovnani jednotlivych parametrii s vlivem vakua u ZPC (Metoda 1)
Z Obrazku 25 je ziejmé, ze na zadny parametr nema vakuum pozitivni vliv.

70000000 40

35

60000000
30
50000000
5
<< 40000000 )
0 - M Bez vakua
30000000 ' S vakuem
5
20000000
0
10000000
0 0

Celkova plocha Pocet pikl Identifikovano

Plocha pik(
= N N
Identifikovano

=

(6]

Obrézek 26: Porovnani jednotlivych parametrii s vlivem vakua u ZPC (Metoda 2)
Z Obrézku 26 je opét ziejmé, ze na zadny parametr nema vakuum pozitivni vliv.
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100000000 45

90000000

80000000 .
70000000
30
60000000 .
25
50000000 : W Bez vakua
40000000 20 B S vakuem
30000000 15
20000000 10
10000000 5
0 0

Celkova plocha  Pocet pikli  Identifikovéno

Plocha pik
Identifikovano

Obrazek 27: Porovnani jednotlivych parametrti s vlivem vakua u Premiantu (Metoda 1)

Z Obrazku 27 lze vy¢ist, ze na celkovou plochu a pocet pikii nema vakuum pozitivni vliv,

ale v tomto pfipadé¢ ma mirny pozitivni vliv na pocet identifikovanych slouc¢enin.

120000000 50

45
100000000

40
35
80000000
30
60000000 25 - B Bez vakua
20 m S vakuem
40000000
15
10
20000000
5
0 0

Celkova plocha  Pocet pikli  Identifikovéno

Plocha pik(
|dentifikovano

Obrazek 28: Porovnani jednotlivych parametrti s vlivem vakua u Premiantu (Metoda 2)

Z Obrazku 28 1ze opét vycist, Ze na celkovou plochu a pocet pikli nemé vakuum pozitivni vliv,

ale ma mirny pozitivni vliv na pocet identifikovanych sloucenin.
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Vliv vakua byl vyhodnocen i statisticky pouzitim parametrickych a neparametrickych testu.

Statisticky vyznamné parametry jsou zvyraznény cerven¢ (p-hodnota < 0,05).

Tabulka 6: Vysledky statistickych testli metody 1

Hodnota p (n=5)

Celkové plocha Pocet pikl Identifikovano
zprC 0,157 1,000 0,773
Premiant 0,251 0,572 0,180

Tabulka 7: Vysledky statistickych testti metody 2

Hodnota p (n=5)

Celkova plocha Pocet pika Identifikovano
7pC 0,046 0,043 0,272
Premiant 0,015 0,308 0,740

Z Tabulky 6 1ze potvrdit s grafy na Obrazcich 25 a 27, Ze pouziti vakua u metody 1 nema zadny
pozitivni vliv na analyzu. V Tabulce 7 (Metoda 2) jsou u ZPC statisticky vyznamnymi
parametry celkova plocha a pocet piki a u Premiantu pouze celkovd plocha. U téchto
zminénych parametri l1ze zpozorovat mirny pozitivni vliv vakua. Vzhledem k tomu, ze vakuum
nema vyrazny piinos pro vyse uvedené parametry, ale hlavné pro pocet identifikovanych latek,

tak vakuum nebylo dale pouzivano.

3.4 Analyza sérii Zateckého poloraného ¢erveiidku

Po vyfazeni moznosti vyuziti vakua byly analyzovany série ZPC (celkem 5 sérii). Kazda série
se skladala ze surového chmele, chmelovych granuli typu 45, chmelového prasku a chmelového
odpadu. Analyza byla provedena se 3 vzorky od kazdého typu chmelového vyrobku a 3 vzorky
starého chmele, pro porovndni mnozstvi kyslikatych sloucenin. Na analyzu jedné série tedy
pfipadalo celkem 15 vzorkll. Vzorky byly analyzovany jiz vybranou metodou 2 (teplota
extrakce 90 °C, doba extrakce 50 min a navazka 0,8 g). Slouceniny vSech 5 sérii jsou uvedeny

v priloze I'V.
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Tabulka 8: Srovnani poctu bezkyslikatych slou¢enin starého a surového chmele 1. série

Celkovy pocet slou¢enin  Pocet bezkyslikatych sloucenin

Stary chmel 44 12
Sur(,)v.y chmel 30 15
1. série

Z Tabulky 8 lze vy¢ist, ze stary chmel neobsahuje v poméru celkového poctu sloucenin a poctu
bezkyslikatych sloucenin ani tfetinu bezkyslikatych sloucenin, zatimco surovy chmel 1. série
v tomto poméru obsahuje polovinu bezkyslikatych sloucenin. Toto zjisténi je dikazem,
ze starnutim chmele vznika vice kyslikatych slou¢enin (aldehydy, ketony, estery atd.) a ubyva

bezkyslikatych sloucenin (terpenovych uhlovodik).

3.5 Stanoveni konduktometrické hodnoty chmele

Nejdiive byla testovana metoda EBC 7.4 dle Karla Krofty ™. Metoda zahrnovala
homogenizaci s pouzitim magnetického michadla nebo tfepacky s navazkou 10 g a objemem
toluenu 100 ml. Tato metoda byla testovana dodatecné s navazkou 5 g a objemem toluenu
50 ml. Timto zpiisobem byly proméfeny vzorky chmele Premiant, Premiant BIO a ZPC BIO.
Poté byly proméfeny zbylé vzorky chmele ZPC a Saaz, a nakonec i viech 5 sérii s navazkou

5 g a objemem 50 ml toluenu s pouzitim tiepacky.

Nejprve bylo provedeno stanoveni titru odmérného roztoku octanu olovnatého v methanolu
(standardizace) s pouzitim 0,1 M hydroxidu sodného, 0,05 M kyseliny sirové a indikatort
fenolftalein a Tashiro. Do 100ml kadinky byly odméteny 4 ml 0,05 M kyseliny sirové a pridano
40 ml methanolu. Tento roztok byl titrovin odmérnym roztokem octanu olovnatého
v methanolu a z bodu ekvivalence s byl vypocitan titr. Vypocet pro titr octanu olovnatého je

uveden ve vztahu (13). Hodnota titru ¢inila 0,5392.

T=2-1,897/S (13)

S= objem titra¢niho ¢inidla v bodé ekvivalence (ml)

1,897 = stechiometricka konstanta

69



Po stanoveni titru octanu olovnatého bylo navazeno do sklenéné lahve o objemu 100 (200) ml
5 (10) g rozetfeného chmele a ptidano 50 (100) ml toluenu. Suspenze byla homogenizovéana
na magnetické michacce nebo na tfepa¢ce po dobu 15 min. Po ukonceni homogenizace byl
obsah sklenénych lahvi po dobu 15 minut nechan v klidu, aby se tuhy podil usadil u dna.
Pipetou bylo do 100ml kadinky odebrano 15 ml ¢irého extraktu a pfidano 50 ml methanolu.
Do kadinky bylo vlozeno magnetické michadlo a roztok byl na magnetické michacce dikladné
promichan. Do roztoku byla vnofena dvouelektrodovd vodivostni sonda tak, aby se mezi
elektrody nedostavaly bublinky vzduchu. Nésledné zapocala titrace odmérnym roztokem
octanu olovnatého v methanolu, ktery byl pfiddvan automatickou pipetou po 0,25 ml
Z namétenych hodnot byla vynesena titracni (konduktometrickd) kiivka. Jeji ramena byla
prolozena pfimkami a z pruseciku pfimek byl vyhodnocen bod ekvivalence. Pomoci bodu
ekvivalence, titru octanu olovnatého, navazky vzorku a stechiometrické konstanty byla
vypocitana konduktometricka hodnota chmele (KH), jejiz vysledek byl uveden v procentech.
Vztah pro vypocet KH je uveden v rovnici (14), pfiCemz hodnota navazky je pro vyssi piesnost

vztazena na 1 ml toluenu.

KH (% hm-) = 12;60 V- T/(100 ' mvzorek/Vtoluen) (14)
V= objem titra¢niho ¢inidla v bod¢ ekvivalence (ml)
T= titr octanu olovnatého

Myzorek. = nNavazka vzorku (g)
Viowen = objem toluenu pro extrakei (ml)

12,60 = stechiometricka konstanta

Nakonec byla testovana i metoda dle Analytica EBC 7.4 u chmele Saaz "), Standardizace byla
totozna s metodou dle Karla Krofty, jen se liSila ve vypoctu koncentrace octanu olovnatého.
Vypocet zahrnuje vypocet stechiometrické konstanty, ktery je uveden ve vztahu (15) a nésledny

vypocet koncentrace octanu olovnatého, ktery je uveden ve vztahu (16).

75,88 = kaselina sirova * Ckyselina sirova Moctan olovnaty (15)

Viyselina siova = objem kyseliny sirové na titraci (ml)
Ckyselinasiova =  koncentrace kyseliny sirové (mol/I)

Moctan olovnaty = moldrni hmotnost trihydratu octanu olovnatého (379,4 g/mol)
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Coctan olovnaty — 75'88/Vb0d ekvivalence (16)

Vbod ekvivalence = Spotieba octanu olovnatého v bodu ekvivalence (ml)

Po standardizaci bylo navazeno 10 g rozetfeného vzorku chmele do 200ml sklenéné lahve,
pridano 100 ml toluenu a nasledné intenzivné tiepano po dobu 6 min. Zhomogenizovana
suspenze byla nechana po dobu 15 minut v klidu, aby se tuhy podil usadil u dna. Ciry extrakt
byl poté dekantovan do 50ml kadinky a zfiltrovan ptes skladany filtracni papir. Nasledné bylo
do 100ml kadinky odméteno 15 ml filtratu a pfidano 50 ml methanolu. Roztok byl titrovan
standardizovanym odmérnym roztokem octanu olovnatého v methanolu. Vysledky KH ziskané
touto metodou 1 metodou dle Karla Krofty byly pfepocitany na vodivostni hodnotu chmele
(LCV), ktera se uvadi také v procentech. Vypocet hodnoty LCV je uveden ve vztahu (17). VySe
uvedena hodnota stechiometrické konstanty je pro koncentraci uvedenou v g/l, av§ak pro tento
vypocet je nutno ji podélit 10, aby koncentrace byla uvedena v jednotkdch g/100 ml. Tyto
hodnoty byly porovnény s jiz naméfenymi hodnotami LCV metodami EBC 7.4 a 7.5, kter¢ byly
dodany spole¢né se vzorky chmeld. Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 9 a 10.

Ma—kyselin ’ Vtoluen * Coctan olovnaty * Vbod ekvivalence

LCV (%) =
Moctan olovnaty " Myzorek Vextrakt (17)
My xyselin= molarni hmotnost a-kyselin (358 g/mol)
Violuen = objem toluenu pro extrakci (ml)
Coctan oloviaty =  koncentrace octanu olovnatého (g/100 ml)

Vbod ekvivalence = spotfeba octanu olovnatého v bodu ekvivalence (ml)
Moctan olovnaty =  molarni hmotnost trihydratu octanu olovnatého (379,4 g/mol)
Myzorek = navazka vzorku (g)

Vextrakt = alikvotni podil extraktu (ml)
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Tabulka 9: Namérfené hodnoty ziskané homogenizaci na magnetické michacce

ZPC BIO Premiant BIO Premiant

my; [0] 10,0076 5,0087 10,0055 5,0021 10,0085 5,0051
Violuen [MI] 100 50 100 50 100 50
Vextrakt [MI] 15 15 15 15 15 15
Voctan [MI] 3,892 3664 5323 5331 4665 4747
KH [%] 264 248 3,61 3,62 3,17 3,22
LCV [%] 464 436 6,34 6,35 5,56 5,65
IJE\;E))/O] (dodané 6,66 7,15 6,87

m — navazka vzorku, V' — objem, KH — konduktometricka hodnota, LCV — vodivostni hodnota chmele

Tabulka 10: Naméfené hodnoty ziskané homogenizaci na tiepacce

Saaz 7PC BIO 7pC Premiant BIO Premiant
myz [0] 10,0098 5,0083 10,0063 5,0053 5,0055 10,0007 5,0035 10,0045 5,0005
Violuen [MI] 100 50 100 50 50 100 50 100 50
Vextrakt [MI] 10 15 15 15 15 15 15 15 15
Voctan [MI] 2,406 3,623 4,549 4,794 1,671 5,005 5,196 6,179 5,851
KH [%)] 2,45 2,46 3,09 3,25 1,13 3,40 3,53 4,20 3,97
LCV [%] 4,30 4,31 5,42 571 1,99 5,97 6,19 7,36 6,97
LCV [%]
(dodané dle 5,78 7,02 3,13 7,15 7,57
7.5)

m — navazka vzorku, V' — objem, KH — konduktometricka hodnota, LCV — vodivostni hodnota chmele

Z Tabulek 9 a 10 Ize zpozorovat, Ze konduktometrické hodnoty jsou vyrazné¢ nizsi
nez vodivostni hodnoty chmele. Vodivostni hodnoty chmele Ize porovnat s dodanymi
hodnotami LCV, a proto byla metoda dle Analytica EBC 7.4 zvolena jako optimalizovana,
jen s navazkou 5 g a objemem toluenu 50 ml. Vysledky 5 sérii ZPC jsou uvedeny v LCV (%)
v Tabulkéch 11 az 15.

Tabulka 11: Naméfené hodnoty 1. série

Chmel Granule  Prasek Odpad

Myzorek [] 50091 50047 5,0084  5,0075
Voctan [MI] 1,597 3,146 3,009 n.s.
LCV [%] 1,90 3,75 3,58 n.s.
LCV [%] (dodané

dle 7.5) 3,24 4,96 5,08 0,75

m — navazka vzorku, V' — objem, n. s. — nebylo stanoveno, LCV — vodivostni hodnota chmele

72



Tabulka 12: Naméfené hodnoty 2. série

Chmel  Granule  Prasek Odpad

Myzorek [9] 50097 50022 50031  5,0044
Voctan [ml] 2,139 2,357 2,265 n.s.
LCV [%] 2,54 2,81 2,70 n.s.
LCV [%] (dodané

dle 7.5) 2,56 3,99 2,79 0,78

m —navazka vzorku, V' — objem, n. s. — nebylo stanoveno, LCV — vodivostni hodnota chmele

Tabulka 13: Naméfené hodnoty 3. série

Chmel  Granule  Prasek Odpad

Myzorek [0] 5,0096 5,007 5,0015 5,0015
Voctan [MI] 1,944 3,112 3,465 n.s.
LCV [%] 2,31 3,70 4,13 n.s.
LCV [%] (dodané

dle 7.5) 3,36 4,90 5,26 0,70

m —navazka vzorku, V' — objem, n. s. — nebylo stanoveno, LCV — vodivostni hodnota chmele

Tabulka 14: Naméfené hodnoty 4. série

Chmel  Granule  Prasek Odpad

Myzorek [0] 5,0017 5,0019 5,0079 5,0062
Voctan [MI] 1,379 3,090 3,333 n.s.
LCV [%] 1,64 3,68 3,97 n.s.
LCV [%] (dodané

dle 7.5) 3,24 5,17 5,21 0,64

m —navazka vzorku, V' — objem, n. s. — nebylo stanoveno, LCV — vodivostni hodnota chmele

Tabulka 15: Naméfené hodnoty 5. série

Chmel  Granule  Prasek Odpad

Muzorek [4] 50096 50086 50047 50064
Voctan [MI] 1616 3270 3289  n.s.
LCV [%] 192 389 392  ns
LCV [%6] (dodané 576 494 518 066

dle 7.5)
m —navazka vzorku, V' — objem, n. s. — nebylo stanoveno, LCV — vodivostni hodnota chmele

Srovnanim namétenych a dodanych hodnot LCV lze zjistit, Ze naméfené hodnoty jsou viditelné
nizsi. Pokles hodnoty LCV znaci pokles a-kyselin ve chmelu, a tim i1 jeho niZ8i kvalitu. Z tohoto

méteni Ize usoudit, Ze starnutim chmele se sniZuje obsah a-kyselin.
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3.6 Analyza vzorki chmele a identifikace latek

Z predchozich experimentd byly ziskany optimalni podminky extrakce (metoda 2 — teplota
extrakce 90 °C, doba extrakce 50 min a navazka 0,8 g) tak, aby bylo dosazeno sorpce
co nejvétsiho mnozstvi latek. Nasledovala analyza 5 sérii ZPC. Kazda odrtida chmele byla
podrobena extrakci za optimalizovanych podminek, a to na SPME vldkno 50/30 um
DVB/CAR/PDMS.

Pii desorpci na GC-MS byl ziskan chromatogram s pfisluSnym mnoZstvim piki, jejichz
hmotnostni spektra byla porovnana s knihovnami spekter NIST 17 a FFNSC 2 a na zékladé
tohoto porovnani byly identifikovany chemické latky ve chmelu. Identifikace byla nasledné
potvrzena pomoci linearnich retencnich indexd. VSechny identifikované slouceniny

jednotlivych chmeli a sérii jsou uvedeny v ptiloze Tabulek IV/1 —IV/11.

Pomoci analyzy aromaprofilu bylo zjisténo, Ze chmelové silice maji rozmanité sloZeni.
Obsahuji prevazné kyslikaté latky (aldehydy, ketony, kyseliny nebo estery) a bezkyslikaté latky
(terpenové uhlovodiky). Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.4, staré chmely obsahuji vice
kyslikatych latek z diivodu oxidace terpenovych uhlovodiki. Analyzou 5 sérii ZPC bylo
zjisténo, Ze nejméné sloucenin obsahuje chmelovy odpad a nejvice sloucenin obsahuje

chmelovy prasek. Ukazkové chromatogramy 1. série jsou uvedeny v Ptiloze I11/8 — I1I/11.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo najit vhodné podminky pro mikroextrakei tuhou fazi
ve spojeni s metodou GC-MS pro ziskani a identifikaci co nejvétsiho mnozstvi té¢kavych latek
chmele a chmelovych vyrobkii. Experimentalné byly optimalizovany tfi parametry extrakce,
a to: teplota extrakce, doba extrakce a navazka vzorku. Dale byl testovan vliv vakua na mozné

zvySeni poctu identifikovanych latek a konduktometrickd hodnota chmele, jako dikaz tibytku

a-kyselin.

Optimalizaci bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsi teplota extrakce je 90 °C, doba extrakce 50 min
anavazka vzorku 0,8 g bez pouziti vakua. Niz§i teploty extrakce poskytovaly méné
detekovanych a identifikovanych pikii u 5 let starého chmele, ale u novéjSich nizsi teploty
dostacovaly. Provedenim parametrickych a neparametrickych statistickych testl bylo zjisténo,
7e vakuum nema na analyzu, a hlavné na vétsi pocet identifikovanych latek vyznamny pozitivni

vliv. Z toho diivodu vakuum nebylo v analyze 5 sérii ZPC vyuzito.

Po optimalizaci bylo analyzovano 5 sérii ZPC, které byly sestaveny ze surového chmele,
chmelovych granuli typu 45, chmelového odpadu a chmelového prasku. Nejméné sloucenin
bylo 1identifikovano v chmelovém odpadu a nejvice sloucenin ve chmelovém prasku.
Identifikace probéhla na zaklad¢é vypoctenych linearnich reten¢nich indexa dle van den Doola

a zaznamenanych hmotnostnich spekter.

Provedenim metody stanoveni konduktometrické hodnoty chmele dle EBC 7.4 dle Karla Krofty
a metody dle Analytica EBC 7.4 bylo zjisténo, Ze ke zjisténi ubytku a-kyselin ve chmelu
a chmelovych vyrobcich je vice vyhovujici metoda dle Analytica EBC 7.4. Naméfené

vodivostni hodnoty chmele byly porovnany s hodnotami dodanymi spolecné se vzorky.
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Priloha I: Podminky optimaliza¢nich pokust vygenerovanych pro extrakci

Tabulka I/1: Podminky optimalizacnich pokusti vygenerovanych pro extrakci

Pokus ¢. Teplota [°C] Doba [min] Navazka [g] Pozice nadobky
1 51,6 19,7 0,28 2
2 51,6 50,3 0,83 4
3 88,4 19,7 0,83 16
4 88,4 50,3 0,28 18

5C 70 35 0,55

6C 70 35 0,55 9
7 51,6 19,7 0,83 3
8 51,6 50,3 0,28 5
9 88,4 19,7 0,28 17
10 88,4 50,3 0,83 19

11C 70 35 0,55 10

12C 70 35 0,55 11
13 40 35 0,55 1
14 100 35 0,55 20
15 70 10 0,55 6
16 70 60 0,55 15
17 70 35 0,1 7
18 70 35 1 14

19C 70 35 0,55 12

20C 70 35 0,55 13

C — centralni bod



Priloha II: Celkové odezvové profily chmela
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Obrazek 11/ 1: Celkovy odezvovy profil 5 let starého chmele
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Obrazek 11/ 2: Celkovy odezvovy profil pro 1 rok stary Sladek
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Obrazek II/ 3: Celkovy odezvovy profil pro Zatecky polorany Gerveiiak, Premiant a Saaz bez vyuziti
vakua
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Obrazek II/ 4: Celkovy odezvovy profil pro Zatecky polorany ¢ervenak, Premiant a Saaz s vyuZitim
vakua
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Piiloha III: Chromatogramy ziskané metodou GC-MS
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Obrazek 111/ 1: GC-MS chromatogram 5 let starého chmele
(Identifikace latek viz Tabulka IV/1)
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Obrazek I1I/ 2: GC-MS chromatogram 1 rok starého chmele Sladek
(Identifikace latek viz Tabulka IV/2)
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Obrazek 111/ 3: GC-MS chromatogram chmele Zateckého poloraného &erveniaku
(Identifikace latek viz Tabulka IV/3)
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Obrazek 111/ 4: GC-MS chromatogram chmele Premiant
(Identifikace latek viz Tabulka [V/4)
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Obrazek III/ 5: GC-MS chromatogram chmele Saaz
(Identifikace latek viz Tabulka IV/5)
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Obrazek I1I/ 6: GC-MS chromatogram Zateckého poloraného Gervetidku BIO
(Identifikace latek viz Tabulka IV/6)
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Obrazek 111/ 7: GC-MS chromatogram chmele Premiant BIO
(Identifikace latek viz Tabulka IV/7)
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Obrazek 111/ 8: GC-MS chromatogram surového chmele 1. série
(Identifikace latek viz Tabulka IV/8)
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Obrazek 11/ 9: GC-MS chromatogram chmelovych granuli typu 45 1. série

(Identifikace latek viz Tabulka 1V/9)
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Obrazek 111/ 10: GC-MS chromatogram chmelového prasku 1. série

(Identifikace latek viz Tabulka IV/10)
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Obrazek III/ 11: GC-MS chromatogram chmelového odpadu 1. série

(Identifikace latek viz Tabulka IV/11)




Priloha I'V: Detekované slouc¢eniny metodou GC-MS

Tabulka I'V/1: Identifikace latek 5 let starého chmele

Shoda A
Potadi CAS Nézev slouceniny [%] RI? RIP [%]
1 NI 428! 0,15
2 67-64-1 Aceton 96 492! 455 0,72
3 64-19-7 Kyselina octova 97 598 576 5,07
4 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 97 609 600 0,76
5 591-78 2-Hexanon 93 735 754 0,24
6 600-14-6 2,3-Pentanedion 85 748 790 0,24
7 108-60-1 2-Chlor-1-isopropoxypropan 88 764 770 2,07
8 66-25-1 Hexanal 96 803 806 0,26
9 503-74-2 Kyselina isovalerova 97 856 811 2,21
10 97-61-0 Kyselina 2-methylvalerova 87 863 910 0,77
11 113-43-0 2-Heptanon 96 890 853 0,17
12 20019-64-1 5,5-Dimethyl-2(5H)-furanon 96 952 942 3,41
13 100-52-7 Benzaldehyd 97 966 982 0,43
14 110-93-0 Sulkaton 85 986 938 0,79
15 142-62-1 Kyselina kapronova 88 990 974 0,77
16 106-27-4 Isopentyl butyrat 96 1015 1019 0,35
17 1072-83-9 2-Acetylpyrrol 97 1068 1035 0,32
18 60047-17-8 cis-Linalool oxid 87 1074 1123 0,32
19 NI 1090 0,2
20 78-70-6 Linalool 92 1101 1082 0,15
21 55590-83-5 2-Methylbutyl valerat 88 1108 1118 0,45
22 NI 1198 0,3
23 NI 1225 2,85
24 NI 1257 0,4
25 38372-49-5 (2)-Undec-6-en-2-on 92 1277 1259 0,29
26 112-12-9 2-Undekanon 97 1293 1294 1,99
27 NI 1322 0,45
28 72636-53-4 2,5-Dibutylfuran 85 1333 1328 0,17
30 79120-98-2 Cedrén 86 1378 1398 0,37
31 3856-25-5 a-Kopaen 87 1384 1375 0,82
32 6175-49-1 2-Dodekanon 97 1394 1393 0,73
33 593-08-8 2-Tridekanon 93 1459 1449 0,32
34 NI 1471 0,44
35 30021-74-0 y-Muurolen 95 1484 1478 5,65
36 13360-61-7 1-Pentadecen 94 1491 1502 0,58
37 NI 1495 2,59
38 3691-11-0 a-Bulnesen 90 1501 1505 6,48
39 4630-07-3) Valencen 88 1507 1474 1,79
40 1460-97-5 y-Kadinén 93 1523 1512 3,6



Tabulka IV/1: Identifikace latek 5 let starého chmele — pokracovani

Shoda A

Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI [%]
41 483-77-2 Kalamenen 95 1531 1537 1,2
42 NI 1555 0,14
43 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 96 1571 1557 1,42
44 532-65-0 Turmeron 94 1583 1578 0,18
45 6222-02-2) Tetradecyl trifluoroacetat 93 1591 1613 0,23
46 NI 1597 1,05
47 109-20-6 Geranyl isovalerat 87 1604 1604 0,36
48 19888-34-7 Humulen oxid Il 91 1626 1592 2,05
49 5945-72-2 Neointermedeol 86 1632 1613 0,42
50 19912-67-5 Epikubenol 94 1641 1631 0,42
51 NI 1648 4,93

52 19431-80-2 Karyofyla-4(12),8(13)-dien-5a-0l 96 1653 1677 1,33

53 8007-24-7 (2)-Pentadec-6-en-2-on 88 1672 1656 2,88
54 483-78-3 Kadalén 94 1686 1706 2,31
55 NI 1739 0,95
56 NI 1771 0,49
57 NI 1785 1,01
58 NI 1799 0,4
59 NI 1818 3,69
60 NI 1841 0,45
61 NI 1906 0,32

62 112-39-0 Methylester kyseliny palmitové 95 1924 1878 0,59

63 84713-06-4 Isooktyl laurat 88 2097 2112 0,62
! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypocteny dle van den
Doola, RI° — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registracni ¢islo




Tabulka I'V/2: Identifikace latek 1 rok starého chmele Sladek

Shoda A
Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI [%]
1 67-64-1 Aceton 97 492! 455 0,21
2 64-19-7 Kyselina octova 98 567 576 0,28
3 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 96 608 600 0,15
4 18172-67-3 B-Pinen 96 981 943 0,36
5 123-35-3 B-Myrcen 96 990 958 17,07
6 138-86-3 Limonen 94 1032 1030 0,25
7 13466-78-9 3-Karen 93 1047 1009 0,3
8 78-70-6 Linalool 93 1101 1082 0,57
9 693-54-9 2-Dekanon 97 1192 1196 0,38
10 NI 1222 0,25
11 112-12-9 2-Undekanon 97 1293 1294 1,08
12 NI 1322 1,99
13 3856-25-5 a-Kopaen 91 1378 1375 0,35
14 17699-14-8 a-Kubeben 95 1384 1349 1,1
15 6175-49-1 2-Dodekanon 97 1393 1393 0,45
16 87-44-5 Karyofylen 95 1431 1424 15,91
17 18252-44-3 B-Kopaen 96 1440 1433 0,75
18 18794-84-8 (E)-p-Famesen 96 1454 1440 0,3
19 6753-98-6 a-Humulen 95 1469 1454 29,69
20 30021-74-0 y-Muurolen 96 1484 1478 2,73
21 20085-19-2 a-Amorfen 96 1488 1440 0,28
22 593-08-8 2-Tridekanon 98 1495 1449 0,93
23 3691-11-0 a-Bulnesen 90 1500 1505 1,55
24 4630-07-3) Valencen 89 1507 1474 2,12
25 6980-46-7 y-Amorfen 91 1511 1490 0,29
26 1460-97-5 v-Kadinén 92 1523 1512 2,44
27 483-76-1 d-Kadinén 93 1527 1518 3,71
28 483-77-2 Kalamenen 94 1531 1537 1,04
29 38758-02-0 trans-kadina-1,4-dien 97 1542 1536 0,55
30 24406-05-1 a-Kadinén 96 1547 1538 0,63
31 21391-99-1 a-Kalakorén 98 1552 1544 0,42
32 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 96 1571 1557 0,5
33 NI 1597 1,45
34 19888-33-6 Humulen oxid | 97 1613 1592 0,54
35 19888-34-7 Humulen oxid 1l 97 1626 1592 3,04
36 NI 1648 1,7
37 19435-97-3 a-Muurolol 88 1653 1651 0,87
38 NI 1662 1,29
39 8007-24-7 (2)-Pentadec-6-en-2-on 97 1672 1656 0,66
40 2345-28-0 2-Pentadekanon 94 1698 1648 0,24
41 20016-73-3 m-Kamforen 92 1952 1946 0,18

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypocteny dle van den
Doola, RI° — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registracni ¢islo



Tabulka IV/3: Identifikace latek Zateckého poloraného &ervetidku

Shoda

Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI°  A[%]
1 67-64-1 Aceton 96 493! 455 0,46
2 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 97 609 600 0,31
3 18172-67-3 B-Pinen 95 981 943 0,29
4 123-35-3 B-Myrcen 96 990 958 16,46
5 NI 1027 0,23
6 78-70-6 Linalool 96 1100 1082 0,66
7 693-54-9 2-Dekanon 98 1192 1196 0,41
8 1731-84-6 Methyl pelargonat 86 1222 1183 0,56
9 38372-49-5 (2)-Undec-6-en-2-on 94 1276 1259 0,52
10 112-12-9 2-Undekanon 97 1293 1294 1,42
11 1191-02-2 Methyl 4-decenoat 94 1307 1290 1,86
12 NI 0,66
13 NI 1322 0,3
14 3856-25-5 a-Kopaen 94 1384 1375 0,4
15 6175-49-1 2-Dodekanon 97 1394 1393 0,34
16 87-44-5 Karyofylen 95 1431 1424 7,81
17 13474-59-4 trans-a-Bergamoten 95 1439 1430 2,12
18 18794-84-8 (E)-p-Famesen 95 1455 1452 25,13
19 6753-98-6 a-Humulen 95 1468 1454 22,37
20 NI 1471 0,2
21 30021-74-0 y-Muurolen 96 1483 1478 1,4
22 15438-94-5 trans-p-Bergamoten 90 1491 1483 0,49
23 593-08-8 2-Tridekanon 98 1495 1449 1,27
24 3691-11-0 a-Bulnesen 91 1500 1505 0,8
25 6813-21-4 Selina-3,7(11)-dien 88 1507 1507 1,81
26 495-61-4 B-Bisabolen 93 1512 1508 0,59
27 1460-97-5 y-Kadinén 93 1523 1512 1,14
28 483-76-1 d-Kadinén 94 1526 1518 1,67
29 483-77-2 Kalamenen 95 1531 1537 0,65
30 24406-05-1 a-Kadinén 96 1546 1538 0,32
31 NI 0,29
32 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 96 1571 1557 0,5
33 NI 0,81
34 19888-33-6 Humulen oxid | 95 1613 1592 0,33
35 19888-34-7 Humulen oxid Il 97 1625 1592 2,03
36 NI 1648 0,47
37 NI 1662 2
38 NI 1667 0,57
39 8007-24-7 (2)-Pentadec-6-en-2-on 97 1672 1656 0,39

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypocteny dle van den
Doola, RI" — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registra¢ni &islo



Tabulka I'V/4: Identifikace latek chmele Premiant

Shoda

Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI°  A[%]
1 67-64-1 Aceton 97 493! 455 0,26
2 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 97 609 600 0,1
3 18172-67-3 B-Pinen 96 981 943 0,46
4 123-35-3 B-Myrcen 96 990 958 23,18
5 NI 999 0,16
6 106-27-4 3-methylbutyl butyrat 99 1015 1019 0,35
7 106-73-0 Methyl heptanoat 97 1023 1025 0,18
8 NI 1027 0,21
9 138-86-3 Limonen 92 1032 1030 0,17
10 13466-78-9 3-Karen 93 1047 1009 0,33
11 821-55-6 2-Nonanon 97 1091 1052 0,35
12 78-70-6 Linalool 97 1100 1082 1,22
13 111-11-5 Methyl kaprylat 97 1123 1083 0,23
14 693-54-9 2-Dekanon 97 1192 1196 0,32
15 1731-84-6 Methyl pelargonat 95 1222 1183 0,42
16 38372-49-5 (2)-Undec-6-en-2-on 93 1276 1259 0,2
17 112-12-9 2-Undekanon 97 1292 1294 1
18 1191-02-2 Methyl 4-decenoat 95 1307 1290 2,18
19 NI 0,92
20 NI 1322 1,32
21 3856-25-5 a-Kopaen 90 1377 1375 0,17
22 17699-14-8 a-Kubeben 95 1383 1349 0,57
23 6175-49-1 2-Dodekanon 97 1394 1393 0,18
24 87-44-5 Karyofylen 95 1431 1424 12,2
25 18252-44-3 B-Kopaen 96 1440 1433 1,16
26 18794-84-8 (E)-p-Famesen 96 1454 1440 5,16
27 6753-98-6 o-Humulen 95 1468 1454 28,37
28 30021-74-0 y-Muurolen 96 1483 1478 1,88
29 495-60-3 a-Zingiberen 87 1490 1496 0,73
30 593-08-8 2-Tridekanon 98 1495 1449 0,62
31 3691-11-0 a-Bulnesen 89 1500 1505 1,05
32 473-13-2 a-Selinene 88 1507 1474 2,58
33 189165-79-5 3-Amorphene 86 1511 1506 0,26
34 1460-97-5 v-Kadinén 93 1523 1512 1,6
35 483-76-1 d-Kadinén 93 1526 1518 2,49
36 73209-42-4 trans-Kalamenen 96 1531 1527 0,63
37 38758-02-0 trans-kadina-1,4-dien 97 1542 1536 0,33
38 24406-05-1 a-Kadinén 97 1546 1538 0,41
39 21391-99-1 a-Kalakorén 97 1552 1544 0,24
40 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 93 1571 1557 0,23
41 NI 1596 0,7
42 19888-33-6 Humulen oxid | 97 1613 1592 0,23



Tabulka IV/4: Identifikace latek chmele Premiant — pokracovani

Shoda
Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI°  A[%]
43 19888-34-7 Humulen oxid 1l 97 1625 1592 1,71
44 NI 1648 0,47
45 19435-97-3 a-Muurolol 86 1653 1651 0,31
46 NI 1662 0,78
47 19912-62-0 t-Muurolol 86 1667 1645 0,31
48 8007-24-7  (Z2)-Pentadec-6-en-2-on 96 1671 1656 0,27
49 4602-84-0 Farnesol 97 1719 1710 0,78

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — reten¢ni index vypoéteny dle van den
Doola, RI° — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registra¢ni &islo



Tabulka I'V/5: Identifikace latek chmele Saaz

Shoda A
Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI [%]
1 67-64-1 Aceton 97 493! 455 1,1
2 64-19-7 Kyselina octova 96 567 576 0,19
3 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 97 608 600 0,66
4 18172-67-3 B-Pinen 96 980 943 0,4
5 123-35-3 B-Myrcen 96 989 958 8,1
6 106-27-4 3-methylbutyl butyrat 95 1014 1019 0,36
7 138-86-3 Limonen 96 1031 1030 0,17
8 821-55-6 2-Nonanon 97 1091 1052 0,6
9 78-70-6 Linalool 96 1100 1082 1,27
10 693-54-9 2-Dekanon 97 1192 1196 0,64
11 NI 1221 0,7
12 2349-13-5  Heptylester kyseliny isomaselné 96 1244 1218 0,17
13 NI 1257 0,24
14 38372-49-5 (2)-Undec-6-en-2-on 93 1276 1259 0,31
15 112-12-9 2-Undekanon 93 1293 1294 2,26
16 1191-02-2 Methyl 4-decenoat 98 1307 1290 0,94
17 NI 1322 1,3
18 109-15-9 Oktylester kyseliny isomaselné 97 1342 1317 0,17
19 3856-25-5 a-Kopaen 90 1377 1375 0,22
20 17699-14-8 a-Kubeben 95 1384 1349 0,65
21 6175-49-1 2-Dodekanon 97 1394 1393 0,49
22 87-44-5 Karyofylen 95 1431 1424 10,02
23 13474-59-4 trans-a-Bergamoten 95 1439 1430 2,76
24 18794-84-8 (E)-B-Famesen 96 1454 1440 10,63
25 6753-98-6 a-Humulen 95 1468 1454 21,87
26 30021-74-0 y-Muurolen 95 1483 1478 2,52
27 20085-19-2 a-Amorfen 90 1488 1440 0,19
28 15438-94-5 trans-p-Bergamoten 91 1491 1483 0,47
29 593-08-8 2-Tridekanon 98 1495 1449 1,69
30 3691-11-0 o-Bulnesen 90 1500 1505 1,02
31 495-61-4 B-Bisabolen 93 1512 1508 0,72
32 1460-97-5 y-Kadinén 93 1523 1512 2,2
33 483-76-1 d-Kadinén 93 1527 1518 2,77
34 483-77-2 Kalamenen 96 1531 1537 0,89
35 38758-02-0 trans-kadina-1,4-dien 95 1542 1536 0,33
36 24406-05-1 a-Kadinén 97 1546 1538 0,58
37 21391-99-1 a-Kalakorén 97 1552 1544 0,36
38 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 95 1571 1557 0,7
39 NI 1597 2,72
40 19888-33-6 Humulen oxid | 97 1613 1592 0,84



Tabulka IV/5: Identifikace latek chmele Saaz — pokracovani

Shoda A
Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI [%]
41 19888-34-7 Humulen oxid Il 97 1626 1592 5,92
42 NI 1648 1,38
43 19435-97-3 a-Muurolol 87 1653 1651 0,55
44 NI 1662 1,68
45 NI 1667 0,51
46 8007-24-7 (2)-Pentadec-6-en-2-on 97 1672 1656 1,59
47 2345-28-0 2-Pentadekanon 97 1698 1648 0,68
48 NI 1739 0,28
49 20016-73-3 m-Kamforen 94 1952 1982 0,19

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — reten¢ni index vypoéteny dle van den
Doola, RI° — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registraéni ¢islo



Tabulka IV/6: Identifikace latek Zateckého poloraného &ervenaku BIO

Shoda

Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI°  A[%]
1 67-64-1 Aceton 97 489! 455 2,35
2 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 97 607 600 2,21
3 123-35-3 B-Myrcen 96 989 991 9,16
4 106-73-0 Methyl heptanoat 97 1023 1025 0,36
5 NI 0,38
6 111-11-5 Methyl kaprylat 90 1085 1083 0,45
7 821-55-6 2-Nonanon 97 1091 1052 0,68
8 78-70-6 Linalool 95 1100 1082 0,64
10 693-54-9 2-Dekanon 97 1192 1151 0,62
11 NI 1,69
12 38372-49-5 (2)-Undec-6-en-2-on 92 1276 1259 0,52
13 112-12-9 2-Undekanon 98 1292 1294 2,23
14 NI 1,43
15 1191-02-2 Methyl 4-decenoat 94 1307 1290 2,82
16 NI 0,49
17 110-42-9 Methyl kaprinat 88 1322 1282 0,43
18 3856-25-5 a-Kopaen 93 1383 1375 0,46
19 6175-49-1 2-Dodekanon 97 1393 1393 0,39
20 87-44-5 Karyofylen 96 1430 1424 6,8
21 13474-59-4 trans-a-Bergamoten 96 1438 1430 2,33
22 18794-84-8 (E)-p-Famesen 96 1453 1440 10,59
23 107-50-6  Tetradekamethylcykloheptasiloxan 91 1460 1447 1,92
24 25532-79-0 a-Bisabolene 89 1467 1503 23,31
25 30021-74-0 y-Muurolen 96 1483 1478 1,29
26 593-08-8 2-Tridekanon 98 1495 1449 1,73
27 3691-11-0 o-Bulnesen 89 1500 1505 0,53
28 16106-01-7 Methyl 3,6-dodekadienoat 88 1505 1497 2,71
29 495-61-4 B-Bisabolen 93 1512 1508 0,65
30 1460-97-5 y-Kadinén 94 1523 1512 1,37
31 483-76-1 d-Kadinén 94 1526 1518 1,8
32 483-77-2 Kalamenen 94 1530 1537 0,7
33 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 95 1571 1557 0,69
34 NI 1,24
35 19888-33-6 Humulen oxid | 96 1613 1592 0,6
36 556-68-3 Hexadekamethylcyklooktasiloxan 92 1620 1654 2
37 19888-34-7 Humulen oxid Il 96 1625 1592 3,65
38 NI 0,94
39 NI 2,72
40 NI 0,67
41 8007-24-7 (2)-Pentadec-6-en-2-on 97 1671 1656 1,1
42 2345-28-0 2-Pentadekanon 94 1697 1648 0,46

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypocteny dle van den
Doola, RI° — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registracni ¢islo



Tabulka I'V/7: Identifikace latek chmele Premiant BIO

Shoda
Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI°  A[%]
1 67-64-1 Aceton 97 490! 455 0,38
2 115-18-4 Dimethylvinylkarbinol 97 608 600 0,24
3 18172-67-3 B-Pinen 96 980 943 0,39
4 123-35-3 B-Myrcen 96 990 958 21,92
5 106-27-4 3-methylbutyl butyrat 95 1015 1019 0,41
6 106-73-0 Methyl heptanoat 96 1023 1025 0,26
7 821-55-6 2-Nonanon 96 1091 1052 0,26
8 78-70-6 Linalool 97 1100 1082 0,88
9 111-11-5 Methyl kaprylat 97 1123 1125 0,29
10 693-54-9 2-Dekanon 96 1191 1151 0,24
11 1731-84-6 Methyl pelargonat 93 1222 1183 0,51
12 112-12-9 2-Undekanon 98 1292 1294 0,83
13 NI 0,62
14 1191-02-2 Methyl 4-decenoat 95 1307 1290 1,63
15 NI 0,65
16 2733-88-2 Methyl neréat 89 1321 1276 1,57
17 NI 0,26
18 3856-25-5 a-Kopaen 93 1383 1375 0,52
19 87-44-5 Karyofylen 96 1430 1424 12,43
20 18252-44-3 B-Kopaen 96 1439 1433 0,84
21 18794-84-8 (E)-B-Famesen 96 1453 1440 3,56
22 107-50-6  Tetradekamethylcykloheptasiloxan 90 1460 1447 0,9
23 6753-98-6 a-Humulen 96 1468 1454 28,65
24 30021-74-0 y-Muurolen 96 1483 1478 1,92
25 502-61-4 o-Farnesen 89 1490 1458 0,45
26 593-08-8 2-Tridekanon 98 1495 1449 0,62
27 3691-11-0 o-Bulnesen 91 1500 1505 1,85
28 473-13-2 a-Selinen 92 1507 1501 3,68
29 1460-97-5 y-Kadinén 93 1523 1512 1,63
30 483-76-1 d-Kadinén 94 1526 1518 2,48
31 73209-42-4 trans-Kalamenen 97 1531 1527 0,61
32 38758-02-0 trans-kadina-1,4-dien 98 1542 1536 0,36
33 24406-05-1 a-Kadinén 97 1546 1538 0,41
34 146955-45-5 (2)-Tetradec-6-en-2-on 95 1571 1557 0,3
35 NI 0,77
36 556-68-3 Hexadekamethylcyklooktasiloxan 91 1620 1654 0,63
37 19888-34-7 Humulen oxid Il 97 1625 1592 1,48
38 NI 0,53
39 19435-97-3 a-Muurolol 87 1647 1651 0,4
40 NI 1,05



Tabulka IV/7: Identifikace latek Premiant BIO — pokrac¢ovani

Shoda
Pofadi CAS Nazev slouceniny [%] RI? RI°  A[%]
41 NI 0,39
42 8007-24-7 (2)-Pentadec-6-en-2-on 96 1653 1656 0,66
43 4602-84-0 Farnesol 97 1662 1710 1,23

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — reten¢ni index vypoéteny dle van den
Doola, RI” — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha, CAS — registraéni ¢islo



Tabulka I'V/8: Identifikace latek surového chmele

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
1 Aceton 489! 455 67-64-1 1,52 2,27 1,98 1,97 1,58
2 Dimethylvinylkarbinol 607 600 115-18-4 1,93 2,43 2,33 2,64 2,23
3 B-Pinen 980 943 18172-67-3 0,62 0,77 0,66 0,47 0,56
4 B-Myrcen 989 958 123-35-3 15,39 18,01 15,96 11,53 14,13
5 Methyl heptanoat 1023 1025 106-73-0 0,39 0,51 ND ND ND
6 2-Nonanon 1091 1052 821-55-6 0,39 ND ND ND ND
7 Linalool 1100 1082 78-70-6 1,19 1,22 1,13 1,06 1,09
8 2-Dekanon 1191 1151 693-54-9 0,58 0,57 0,54 0,6 0,54
9 NI 1221 ND ND ND ND ND
10 NI 1256 ND ND ND ND ND
11 (2)-Undec-6-en-2-on 1276 1259 38372-49-5 0,58 0,59 0,57 0,61 0,51
12 2-Undekanon 1292 1294 112-12-9 1,59 1,61 1,59 1,74 1,64
13 NI 1295 ND ND ND ND ND
14 Methyl 4-decenoat 1307 1290 1191-02-2 2,67 ND 2,72 2,43 2,39
15 NI 1321 ND ND ND ND ND
16 a-Kopaen 1383 1375 3856-25-5 0,45 ND ND ND ND
17 2-Dodekanon 1393 1393 6175-49-1 0,41 0,4 0,43 0,45 ND
18 Karyofylen 1430 1424 87-44-5 6,49 6,16 6,4 6,55 6,63
19 trans-a-Bergamoten 1438 1430 13474-59-4 2,22 2,09 2,21 2,25 2,19
20 (E)-B-Famesen 1453 1440 18794-84-8 12,6 9,8 11,12 10,96 13,38
21 Tetradekamethylcykloheptasiloxan 1460 1447 107-50-6 1,35 1,96 1,85 1,97 1,75
22 NI 1467 ND ND ND ND ND
23 y-Muurolen 1483 1478 30021-74-0 0,92 0,91 0,98 1,09 0,96



Tabulka IV/8: Identifikace latek surového chmele — pokracovani

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
24 2-Tridekanon 1494 1449 593-08-8 1,28 1,28 1,28 1,42 1,23
25 a-Bulnesen 1500 1505 3691-11-0 0,51 0,47 ND 0,76 0,38
26 Valencen 1506 1474 4630-07-3) 1,78 ND 1,62 1,66 1,52
27 B-Bisabolen 1511 1508 495-61-4 0,56 0,52 0,54 0,56 0,52
28 v-Kadinén 1522 1512 1460-97-5 1,14 1,09 1,15 1,31 1,15
29 6-Kadinén 1526 1518 483-76-1 1,52 1,46 15 1,6 1,53
30 Kalamenen 1530 1537 483-77-2 0,64 0,49 0,67 0,75 0,66
31 (2)-Tetradec-6-en-2-on 1570 1557  146955-45-5 0,56 0,61 0,57 0,64 0,54
32 NI 1596 ND ND ND ND ND
33 Humulen oxid | 1612 1592  19888-33-6 0,67 0,71 0,75 0,86 0,71
34 Hexadekamethylcyklooktasiloxan 1620 1654 556-68-3 1,62 1,55 1,67 1,66 2,18
35 Humulen oxid Il 1624 1592  19888-34-7 3,81 3,78 4,14 4,73 4,16
36 NI 1647 ND ND ND ND ND
37 NI 1661 ND ND ND ND ND
38 (2)-Pentadec-6-en-2-on 1671 1656 8007-24-7 0,67 0,62 0,68 0,81 0,6
39 NI 1770 ND ND ND ND ND

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypoéteny dle van den Doola, RI® — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha,
CAS —registracni Cislo



Tabulka IV/9: Identifikace latek chmelovych granuli typu 45

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
1 Aceton 486! 455 67-64-1 1,63 1,68 1,71 1,61 1,23
2 Dimethylvinylkarbinol 606 600 115-18-4 1,28 1,96 2,15 2,11 1,48
3 B-Pinen 980 943 18172-67-3 0,57 0,47 0,6 0,49 0,43
4 B-Myrcen 989 958 123-35-3 20,53 14,82 18,05 16,73 19,14
5 Methyl heptanoat 1023 1025 106-73-0 0,44 0,38 0,37 ND ND
6 2-Nonanon 1091 1052 821-55-6 0,35 ND ND ND ND
7 Linalool 1100 1082 78-70-6 1,15 1,17 1,02 1 0,9
8 2-Dekanon 1191 1151 693-54-9 0,53 0,57 0,49 0,52 0,47
9 Methyl pelargonat 1222 1183 1731-84-6 1,07 ND ND ND ND
10 (2)-Undec-6-en-2-on 1276 1259 38372-49-5 0,48 0,51 0,51 0,51 0,45
11 2-Undekanon 1292 1294 112-12-9 1,31 1,54 1,4 1,42 1,28
12 NI 1295 ND ND ND ND ND
13 Methyl 4-decenoat 1307 1290 1191-02-2 2,53 2,91 2,53 2,33 2,04
14 NI 1321 ND ND ND ND ND
15 a-Kopaen 1383 1375 3856-25-5 0,39 0,44 0,42 0,43 0,33
16 2-Dodekanon 1393 1393 6175-49-1 0,29 0,35 ND 0,33 ND
17 Karyofylen 1430 1424 87-44-5 6,9 7,36 6,85 6,75 6,61
18 trans-a-Bergamoten 1438 1430 13474-59-4 1,88 2,22 2,15 2,11 1,89
19 (E)-B-Famesen 1453 1440 18794-84-8 13,75 14,51 13,97 15,1 18,67
20 Tetradekamethylcykloheptasiloxan 1460 1447 107-50-6 1,65 1,31 1,3 1,47 1,44
21 NI 1467 ND ND ND ND ND
22 y-Muurolen 1483 1478  30021-74-0 0,94 0,86 1,07 0,88 0,96
23 2-Tridekanon 1494 1449 593-08-8 0,89 1,11 1,04 1,05 0,92



Tabulka IV/9: Identifikace latek chmelovych granuli typu 45 — pokrac¢ovani

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
24 a-Bulnesen 1500 1505 3691-11-0 0,39 0,44 0,68 0,7 0,67
25 Valencen 1506 1474 4630-07-3) 1,53 ND 1,62 1,55 141
26 B-Bisabolen 1511 1508 495-61-4 0,51 0,52 0,52 0,5 0,43
27 v-Kadinén 1522 1512 1460-97-5 0,97 1,11 1,12 1,12 0,98
28 6-Kadinén 1526 1518 483-76-1 1,38 1,54 15 1,46 1,34
29 Kalamenen 1530 1537 483-77-2 0,43 ND ND ND ND
30 (2)-Tetradec-6-en-2-on 1570 1557  146955-45-5 0,41 0,52 ND 0,53 ND
31 Humulen oxid | 1612 1592  19888-33-6 0,36 0,54 0,48 0,54 0,42
32 Hexadekamethylcyklooktasiloxan 1620 1654 556-68-3 1,79 1,24 1,39 1,18 1,4
33 Humulen oxid Il 1624 1592  19888-34-7 2,19 2,77 2,67 2,91 2,31
34 NI 1647 ND ND ND ND ND
35 NI 1661 ND ND ND ND ND
36 (2)-Pentadec-6-en-2-on 1671 1656 8007-24-7 0,43 0,51 0,5 0,53 0,44
37 NI 1770 ND ND ND ND ND

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovéno, RI* — retenéni index vypoéteny dle van den Doola, RI® — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha,
CAS —registracni ¢islo



Tabulka IV/10: Identifikace latek chmelového prasku

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
1 Aceton 486! 455 67-64-1 2,87 3,13 2,99 2,54 2,11
2 Dimethylvinylkarbinol 606 600 115-18-4 2,51 2,23 2,83 2,94 2,73
3 5,5-Dimethyl-2(5H)-furanon 942 952 20019-64-1 ND 0,55 ND ND ND
4 B-Pinen 980 943 18172-67-3 0,68 0,42 0,82 0,7 0,58
5 B-Myrcen 989 991 123-35-3 15,14 9,49 14,7 13,36 11,96
6 NI 1026 ND ND ND ND ND
7 Linalool 1100 1082 78-70-6 1,21 1,28 1,25 1,2 1,15
8 2-Dekanon 1192 1151 693-54-9 0,61 0,68 0,62 0,62 0,62
9 NI 1221 ND ND ND ND ND
10 NI 1256 ND ND ND ND ND
11 (2)-Undec-6-en-2-on 1276 1259 38372-49-5 0,61 0,6 0,62 0,64 0,59
12 2-Undekanon 1292 1294 112-12-9 1,59 1,88 1,59 1,64 1,67
13 NI 1295 ND ND ND ND ND
14 Methyl 4-decenoat 1307 1290 1191-02-2 2,94 3,05 2,94 2,78 2,49
15 NI 1321 ND ND ND ND ND
16 a-Kopaen 1383 1375 3856-25-5 0,49 0,49 0,5 0,49 0,47
17 2-Dodekanon 1393 1393 6175-49-1 0,41 0,43 0,4 0,42 0,42
18 Karyofylen 1430 1424 87-44-5 6,62 7,59 6,99 6,8 6,98
19 trans-a-Bergamoten 1439 1430 13474-59-4 2,36 2,44 2,44 2,33 2,41
20 (E)-p-Famesen 1453 1440 18794-84-8 8,89 6,74 7,52 9,39 11,61
21 Tetradekamethylcykloheptasiloxan 1460 1447 107-50-6 1,87 1,86 1,72 1,74 1,54
22 a-Humulen 1467 6753-98-6 ND 25,77 ND ND ND
23 y-Muurolen 1483 1478 30021-74-0 0,94 1,29 1,05 0,96 1,03



Tabulka IV/10: Identifikace latek chmelového prasku — pokrac¢ovani

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
24 2-Tridekanon 1495 1449 593-08-8 1,32 1,37 1,3 1,25 1,24
25 a-Bulnesen 1500 1505 3691-11-0 0,49 0,77 ND ND 0,71
26 Valencen 1506 1474 4630-07-3) 1,8 1,92 1,83 1,62 1,56
27 B-Bisabolen 1512 1508 495-61-4 0,59 0,59 0,58 0,59 0,55
28 v-Kadinén 1523 1512 1460-97-5 1,22 1,29 1,28 1,21 1,24
29 d-Kadinén 1526 1518 483-76-1 1,64 1,72 1,69 1,59 1,65
30 Kalamenen 1530 1537 483-77-2 0,72 0,74 0,71 0,71 0,68
31 (2)-Tetradec-6-en-2-on 1571 1557 146955-45-5 0,53 0,52 0,56 0,59 0,57
32 NI 1596 ND ND ND ND ND
33 Humulen oxid | 1613 1592 19888-33-6 0,63 0,63 0,76 0,72 0,7
34 Hexadekamethylcyklooktasiloxan 1620 1654 556-68-3 1,56 2,15 1,41 1,57 1,34
35 Humulen oxid Il 1625 1592 19888-34-7 3,62 3,54 4,08 3,97 3,93
36 NI 1647 ND ND ND ND ND
37 NI 1662 ND ND ND ND ND
38 (2)-Pentadec-6-en-2-on 1671 1656 8007-24-7 0,67 0,71 0,65 0,62 0,65
39 2-Pentadekanon 1697 1648 2345-28-0 ND 0,66 ND ND ND
40 NI 1771 ND ND ND ND ND

! Mimo homologickou ¥adu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypoéteny dle van den Doola, RI® — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha,
CAS —registracni Cislo



Tabulka IV/11: Identifikace latek chmelového odpadu

Potadi Nézev slouceniny RI? RIP CAS 1.série  2.série  3.série  4.série 5. série
1 Aceton 488! 455 67-64-1 1,32 1,42 0,92 0,79 0,9
2 Dimethylvinylkarbinol 606 600 115-18-4 1,48 1,56 1,05 1,11 1,36
3 B-Myrcen 989 991 123-35-3 14,95 17,2 18,39 13,72 18,87
4 Linalool 1100 1082 78-70-6 1,21 1,35 1,29 1,19 1,34
5 2-Undekanon 1292 1294 112-12-9 1,44 15 1,64 1,7 15
6 NI 1295 ND ND ND ND ND
7 Methyl 4-decenoat 1307 1290  1191-02-2 1,59 1,71 1,79 1,52 1,65
8 Karyofylen 1430 1424 87-44-5 4,69 441 541 5,89 5,01
9 trans-a-Bergamoten 1438 1430 13474-59-4 1,83 1,68 1,69 1,87 1,76
10 (E)-B-Famesen 1453 1440  18794-84-8 23,54 20,67 21,06 24,97 23,12
11 Tetradekamethylcykloheptasiloxan 1460 1447 107-50-6 3,8 4,68 3,34 3,21 3,91
12 NI 1466 ND ND ND ND ND
13 y-Muurolen 1483 1477 30021-74-0 0,92 0,72 0,81 0,86 0,6
14 2-Tridekanon 1494 1449 593-08-8 1,45 1,26 1,05 1,17 1,05
15 Valencen 1506 1474  4630-07-3) 1,39 ND ND ND ND
16 y-Kadinén 1522 1512 1460-97-5 1,04 0,95 0,9 0,96 0,88
17 d-Kadinén 1526 1518 483-76-1 1,21 1,07 1,04 1,19 1,03
18 NI 1596 ND ND ND ND ND
19 Humulen oxid | 1612 1592  19888-33-6 0,93 0,97 0,72 0,79 0,76
20 Hexadekamethylcyklooktasiloxan 1620 1654 556-68-3 3,1 3,86 4,15 3,82 3,27
21 Humulen oxid Il 1624 1592  19888-34-7 4,74 4,91 3,8 4,25 4,14
22 NI 1647 ND ND ND ND ND
23 NI 1661 ND ND ND ND ND
24 NI 1770 ND ND ND ND ND

! Mimo homologickou fadu, NI — nebylo identifikovano, RI* — retenéni index vypocteny dle van den Doola, RI” — retenéni index nalezeny, A — relativni plocha,
CAS —registracni Cislo



