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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva stanovenim tékavych latek ve chmelu metodou mikroextrakce
tuhou fazi. V teoretické Casti je popis metody extrakce na tuhé vldkno. Jsou zde uvedeny
metody provedeni extrakce, jejich porovndni a pouziti v praxi se zaméfenim na extrakci
tekavych latek chmele. V praktické ¢asti diplomové prace je popsan prubeh optimalizacnich
pokusi predchazejicich samotnému méfeni vzorkd chmele. Dale jsou v praktické c¢asti
diskutovany ziskané chromatogramy ze stanoveni metodami GC-FID a GC-MS pfii porovnani

s knihovnami spekter.

KLICOVA SLOVA

Mikroextrakce tuhou fazi; Chmel; Tékavé latky

TITLE

Utilization of Solid phase microextraction utilisation for analysis of volatile substances of
hops.

ANNOTATION

This thesis deals with analysis of volatile substancess of hops by solid phase microextraction
method. In the theoretical part there is presented the describtion of solid phase microextraction.
Method performance, comparison and its utilision for real samples analysis with respect to the
analysis of hop volatile profile are presented as well. Practical part of this thesis includes the
description of the optimization process and measuring of real hops aromaprofiles. Identification

of compounds from GC-MS and GC-FID are also discussed.

KEYWORDS

Solid phase microextraction; Hops; Volatile substances
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Uvob

Analytickd chemie se neustile vyviji. Jednou =z relativn¢ novych metod je
1 mikroextrakce tuhou fazi (SPME). Tato metoda si velmi rychle zajistila pomérné Siroké
vyuziti témet v kazdé oblasti chemického vyzkumu. Vyuzitelnost této metody je naptiklad
v analyze vzduchu, odpadnich vod, ale i tuhych vzorkli. Své uplatnéni si nalezla také
V potravinaistvi.

V' pivovarnictvi pii zpracovani chmele se pouziti metody SPME piimo nabizi.
Jednou z moZnych aplikaci v potravinafstvi je vyuzitelnost v analyze tékavych latek chmele.
Za tékave latky chmele se povazuji zejména silice. Cilem prace je tedy piiblizit vyuziti této
metody pii mikroextrakci na tuhé vlakno s naslednou analyzou pomoci plynové chromatografie
v analyze tékavych latek obsazenych ve chmelu. Tyto laitky mohou mit vyrazny dopad na
vysledny vyrobek, zejména pokud je uvazovano o pivovarnictvi.

Prvni sadou experimentti bylo nalezeni vhodnych extrakénich podminek. Extrakce
tékavych latek byla provadéna pti dvou sorp¢nich teplotach. Proto bylo potieba nalézt optimalni
teploty obou extrakénich krokt. Dale byl potfeba urcit dobu obou extrakénich fazi,
nalézt optimalni navazku vzorku a zvolit vhodny typ SPME vlakna. Nalezené optimalni
podminky byly poté aplikovany pfi ndslednych experimentech s cilem extrahovat tékavé latky

z chmele a pokusit se o jejich identifikaci.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Chmel

Chmel otac¢ivy (Humulus lupulus, L.) je rostlina patfici do c¢eledi konopovitych
(Cannabaceae). Konopovité jsou jak jednodomé, tak dvoudomé kefe, byliny i stromy.
Rostliny jsou jednoleté az vytrvalé. Do Celedi se fadi dva druhy: chmel a konopi. Chmel ma

dva druhy a fadu odrtd, konopi ma tti druhy a rovnéz fadu odrad [1].

1.2 Popis rostliny

Samotny chmel je vytrvald, dvoudoma rostlina. Ma dlouhé tapikaté listy. Tyto listy maji
ze spodni strany srostlé palisty. Listy spodni jsou az 12 cm velké a jsou &epelovité. Cepel je
okrouhle vejc¢itd a dlanité¢ 3-5 lalo¢natd. U tapiku je Cepel srdCité vykrojena. Listy vySe
postavené jsou prevazné lalo¢naté, piipadné nedélené (viz obrazek 1). Horni listy jsou bud’
vstticné, nebo se stiidaji se sami¢im kvétenstvim [2].

Samc¢i rostliny chmele maji kvétenstvi tizlabni nebo terminalni nazyvané laty. Tyto laty
se skladaji z kvitki, které jsou péticlenné. Okvéti kvitkii je svétle zluté a hvézdicovité.
Ma 5 tycinek [3].

Samici kvitky maji podobu malych klaska, které se méni v malé Sistice o délce cca 3 cm.
Tyto SiStice maji v dobé¢ zralosti Zlutou barvu a jsou Supinaté. Chmel kvete od kvétna do konce
cervence. Doba zralosti plodii je srpen az zati [4].

Chmel se da nazvat globalni plodinou. Je rozsiien nejen po celé Evropé, ale rovnéz se
vyskytuje i v Americe, Asii a Australii. Chmel roste vzdy v mirném pasmu. Jeho puvodem je
vSak mirny pas Eurasie. Pfirodnim stanovistém jsou nivy potokl a fek, vlhka mista — zejména
kfoviny, okraje lesu a luzni lesy. Preferuje kyselé ptadni prostiedi [5, 6].

Jak uz je uvedeno vyse, jedna se o vytrvalou rostlinu, ktera na jednom misté vydrzi rist
i 25-30 let. I ptesto, ze chmel ma rostliny sam¢i i samici, pro péstebni ucely se péstuji jen samici

rostliny. To je dano tim, Ze chmel po opyleni ztraci kvalitu [7].
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Obrazek 1 Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) [8]

1.3 Odrudy chmele

Chmel je z genetického pohledu pomérné slozitou rostlinou. Jak uvadi naptiklad Lutz
a kol., jeho geneticka heterogenita je vysoka. Vytvoifeni soucasnych kulturnich podob nebyla
tedy jednoducha cesta, ale umoznila vzniknout jednotné populaci chmele. Pravé v Ceské
republice ma $lechténi chmele dlouhou tradici [9].

V Ceskych zemich bylo Slechténi chmele provadéno klonovou selekci na zakladé
pozitivnich vybéra. Jinymi slovy, dochazelo k postupné selekci, kdy byli odstrafiovani jedinci

s nezddoucimi vlastnostmi. Ke tvorbé novych odriid byly navic pouzivany jen krajové odrudy,
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a dokonce i plany chmel. Plany chmel je pouzivan z divodu vysoké genové variability, ¢ehoz se
vyuziva ke zvySovani odolnosti kulturnich odrtd proti riznym chorobam a sktidciim [10].

Za zminku stoji, ze v Ceskych zemich se po dlouhou dobu sm¢l pouze zuslecht'ovat
Zatecky polorany chmel. Dokonce aZ do roku 1996 bylo zakazano péstovat v Ceské republice
jiné odridy, nez Zatecky polorany ervenak [11].

Nejpéstovanéjsi odridou chmele je v Ceské republice Zatecky polorany &ervenak,
ktery je povazovan za nejkvalitnéj$i odridu. Proto také tato odrida slouzi jako standard pro
porovnani kvality nové vyslechténych odrid v Ceské republice i po celém svéts.
Nejpéstovanéjsi klony Zateckého poloraného &ervenaku jsou Osvaldovy klony 31, 72, 114,
které vyslechtil Karel Osvald a byly registrovany v roce 1952 [12].

Ze Zateckého poloraného ¢ervenidku bylo vyslechténo velké mnozstvi dal§ich odrid.
Ten tak tvoii geneticky zaklad velkého mnoZstvi odriid chmele u nés i v zahranici. Je pfitom
tfeba zminit, Ze Ceské republice se podatilo jako prvnimu statu Evropské unie zapsat chmel na
seznam zemepisnych ochrannych znamek. Stalo se tak 8. kvétna 2007 na zaklad€ natizeni
Evropské komise &. 503/2007. Toto oznadeni se miize pouzivat pro Zatecky polorany ¢ervenak
a jeho registrované klony — Lucan, Blato, Osvalduv klon 31, Osvaldiv klon 72, Osvaldav klon
114, Sitem, Zlatan, Podlesak a Blsanka [13].

V poslednich letech se viak v Ceské republice péstuji i jiné odriidy chmele.
Tato skutecnost je v souladu se zvysujici se poptavkou po pivech jiného typu, do kterych se
Zatecky polorany ¢ervetidk nehodi.

Odrudy chmele lze rozd¢lit naptiklad na rané, polorané a pozdni. Ty se pak déli podle
hoikosti. Odrudy rané a polorané jsou vice aromatické, zatimco odridy pozdni jsou hoiké [14].

Jiné déleni odrtd nabizi Kosat a Prochazka [15], ktefi d€li odriidy chmele na zakladé
pivovarnického hlediska. VySe zminéni autoti déli odrady chmele na:

e Jemné (aromatické) - To jsou predevSim zatecké odriidy. Tyto odriady maji pfijemné
chmelové aroma a nejsou pfili§ hotké.

e Hotké (vysokoobsazné) - Tyto odrudy maji vysoky obsah pryskyfic, zejména pak a-hotkych
kyselin, tedy téch, které po izomerizaci davaji pivu hofkost.

e Odriidy ostatni.

Dalsi déleni chmele uvadi autor Vent [16], ktery déli chmel do ¢tyf skupin. Dé€leni je
provedeno na zaklad€ obsahu a-hotkych kyselin. Jsou to nasledujici skupiny:

o Jemné aromatické (fine aroma) - zastupcem této skupiny je pravé Zatecky polorany

cervendk. Jedna se o odridy chmele, které jsou jemné chuti, ur€ené k pfimému chmeleni.
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Pivu predavaji vyborné chmelové aroma a hoikost. Obsah a-hotkych kyselin se pohybuje
Vv rozmezi 2,5 az 4,0 %.

e Aromatické (Aroma) - rovnéz tyto odridy jsou vhodné k pfimému chmeleni. Pivu pfedavaji
jemnou chut” a siln¢j$i hotkost nez jemné aromatické odridy. Obsah a-hoikych kyselin se
pohybuje v rozmezi 4 a 7 %.

o Hoftké (bitter, dualpurpose) - obsah a-hofkych kyselin se pohybuje mezi 7 az 10 % a pivo
ma po tomto chmelu silnou hotkost.

e Vysokoobsazné (high alpha) - jak nazev napovida, jedna se o odridy s vysokym obsahem
a-hotkych kyselin. Ten se v ptipad¢ téchto odriid pohybuje mezi 12 az 17 %. Pivu pfedavaji
tyto odridy silnou hotkost a vyrazné aroma. K pifimému chmeleni se pouzivaji jen
vyjimecné, spise se z téchto odrid vyrabéji chmelové extrakty.

Pro Slechténi chmele se pouzivala metoda kiizeni, obdobn¢ jako pfti hybridizaci. Proto se
dnesni odridy chmele povazuji za hybridni odridy. Ve skute¢nosti se vSak nejedna o hybridy,
ale klony. Tato metoda Slechténi je odpovédna za nékteré dobré vlastnosti ceskych chmeld, jako
jsou vung, vynos a obsah a-hotkych kyselin. Je vSak nutné podotknout, ze dana metoda
Slechténi je duasledkem specifickych pozadavki danych odrid na agrotechnické zplisoby
péstovani, jako je fez, doba sklizné a samotné zalozeni porostu [17].

Nejvyznamnéjsi odrudy ¢eského chmele jsou:

e Zatecky polorany ervenak — obsah a-hoikych kyselin 2,5 az 4,5 %,

e Vital - obsah a-hofkych kyselin 12 az 16 %,

e Bohemie — obsah a-hoikych kyselin 5 az 8 %,

e Saaz Late — obsah a-hotkych kyselin 3,5 az 6 %,

e Kazbek — obsah a-hotkych kyselin 5 az 8 %,

e Sladek — obsah a-hotkych kyselin 5 az 7 %

e Bor — obsah a-hotkych kyselin 6 az 9 %,

e Agnus — obsah a-hotkych kyselin 9 az 12 %,

e Premiant — obsah a-hotkych kyselin 7 az 10 %,

e Harmonie — obsah a-hotkych kyselin 5 az 8 %,

e Rubin — obsah a-hotkych kyselin 9 az 12 %.
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1.4 Vyuziti chmele

V celém svété se chmel nejvice pouziva pti vyrobé piva. I kdyz se v minulosti zkousel
chmel nahradit riznymi produkty, ten si v§ak svoje vysadni postaveni pfi vyrob¢ piva zachoval.
Pro tyto ucely se sbiraji chmelové Sistice, které se susi pti teploté 40 °C.

Chmel se vSak nevyuziva pouze v pivovarnictvi. Jeho vyuziti je znamé i v Iékatstvi nebo
kosmetice. Vytazkl z chmele se napiiklad pouziva jako prostfedki ke zklidnéni, nebo pfi 16¢bé
nespavosti. Rovnéz pii problémech s nadymanim se lze setkat s podavanim chmelovych
vytazkli. Znamé jsou i fytoncidni vytazky chmele. Pouziva se proto Casto naptiklad i jako
prostiedek na kloktani, nebo se z ngj délaji obklady, pfipadné zabaly. Chmel je vyrazné
mocopudny a odvadi vodu z téla.

Své vyuziti nalezne 1 v kuchyni. Mezi staroCeské recepty naptiklad patfi smaZené
chmelové $iSky. Dale se ¢asti rostlin pouzivaji do salati, omelet a lze ho i1 nakladat.
Jeho piednosti je vyrazna chut’ a velmi vysoky obsah vitaminu C.

Chmel ma §iroké uplatnéni nejen v potravinafstvi. Casté vyuziti je také v medicing.
Autofi uvadéji, ze vytazky ze suSeného chmele maji vyrazné antibakteridlni uc¢inky proti
mikroorganismim Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis [18].

Autoii Cleemput a kol ke zdravotnim ucinkiim chmele uvadeji také fakt, ze latky
obsazené ve chmelu maji protirakovinné ucinky. Lze je pouzit proti zanétim a na 1é¢bu nebo

zmirnéni metabolickych poruch [19].

1.5 Slozeni chmele

Nasledujici podkapitola bude vénovana slozeni chmelovych Sistic, tedy té ¢asti chmele,
ktera je vyuzivana nejvice. Je vSak potfeba si uvédomit, Ze toto slozeni je dosti proménlivé dle
odridy a mista péstovani chmele. Stejn¢ tak ma vliv na vysledné chemické slozeni
i posklizniova uprava. Slozeni chmelovych §istic je nasledujici (pramérné Gdaje jsou uvedeny
v hmotnostnich procentech) [20]:
e voda8az 12 %,
o pryskytice 15 az 20 %,
o polyfenolické latky 2 az 6 %,
e silice 0,2 az 2,5 %,
e vosky a lipidy 1 az 3 %,
o dusikaté latky 12 az 15 %,
o sacharidické latky 40 az 50 %,

o mineralni latky 12 az 15 %.
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Jak uz bylo zminéno vyse, nejvyznamnéjsimi slozkami s technologickym vyznamem jsou
a-hotké kyseliny, respektive hotké latky obecné a silice. Hoiké latky davaji pivu typickou
hotkou chut’ a silice zajistuji pivu aroma [21].

Ve chmelu jsou obsazené i latky, které jsou z technologického hlediska naopak nevhodné.
Jsou to zejména dusi¢nany, tézké kovy a zbytky chemikalii pouzivanych v zemédélstvi pti
oSetfovani chmele [14].

Hotké latky, neboli chmelové pryskyfice, jsou z pohledu technologie vyroby piva
se deéli na n€kolik skupin. Jsou to nasledujici [22]:

e Me¢gkké pryskyfice. Tyto pryskyfice dale obsahuji Humulony, lupulony a resupony.
Humulony jsou a-hotké kyseliny, lupolony piedstavuji B-hoiké Kyseliny a resupony jsou
nespecifické pryskyftice.

e Tvrdé pryskyfice. Tvrdé pryskyfice reprezentuje nasledujici dvojice: vy-pryskyftice
a d-pryskyftice.

Jak bylo uvedeno vyse, hoiké latky jsou z pohledu technologie piva pravdépodobné tou
Z mékkych pryskyiic pak nejvice a-hotké kyseliny. Tyto pryskyfice jsou totiz prekurzorem
kyselin vznikajicich béhem vafteni piva: iso a-hoikych kyselin [23].

Mnozstvi vyse zminénych a-hoikych kyselin je odvislé od odridy samotné, ale rovnéz
zavisi 1 na péstebnich postupech a podminkach. Autoii dale uvadéji, Ze v priméru je obsah
o-hoikych pryskytic 3-10 hmotnostnich % [22]. Jiny autor pak udava, ze v piipadé Ceskych
chmell se obsah a-hotkych pryskyftic pohybuje v rozmezi 3,5-6,0 %, u hybridnich odrid
chmele je to pak rozmezi 7-15 % [23]. V piipad¢ a-hotkych kyselin se jedna o slabé kyseliny,
které obtizné disociuji ve vodé a vodnych roztocich. Tyto kyseliny jsou tvofeny smési péti
znamych analogt. Jedna se 0: humulon (35-70 %), kohumulon (20-55 %), adhumulon
(10-15 %), prehumulon (1-10 %) a posthumulon (1-5 %) [24].

Dulezita je skutecnost, Ze senzoricky jsou a-hotké kyseliny bez viing a chuti. Teprve pii
vyrobnim procesu piva dochazi k rozvinuti jejich hotkosti i viin€. Dochézi totiz, jak uz je
uvedeno vyse, k isomeraci a-hoikych kyselin na iso a-hoiké kyseliny. Tyto kyseliny teprve
davaji pivu jeho typickou vini a hotkost. Karabin a kol [23] uvadéji, ze tyto iso a-hotké
kyseliny jsou odpovédné az za 70 % vysledné hotkosti piva.

Mezi a-hofkou kyselinou a fB-hotkou kyselinou je ten rozdil, Ze druhd jmenovana ma
navic dal$i isopentenylovy postranni fetézec na 6. uhliku aromatického jadra (viz obrazek 2).
Stejné jako v ptipad€ a-hotkych kyselin, jsou 1 B-hoiké kyseliny tvoteny smési analogii. Jsou to:
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kolupulon (20-55 %), lupulon (30-55 % a adslupulon (5-10 %). Obsah dalsich analogi je velmi

nizky [25].
S A A 4,1\\\\.»
o HE S0 B \\
O 4 } J H\\
a-horké kyseliny B-horkeé l\yselmy

Obrazek 2 Strukturni vzorce a-hotkych kyselin a f-hotkych kyselin [26]

Nespecifické mekkeé pryskytice se rozliSuji na a-resupony a B-resupony. Prvni zminované
jsou odvozeny od a-hotkych kyselin a druhé od B-hotrkych kyselin. Mezi a-resupony patii
napiiklad isohumulony, humulinové kyseliny nebo humulinony. Mezi B-resupony patii
lupotriony a hulupony. Podil a-resupont a B-resuponi zalezi na stafi chmele. StarSi chmel

obsahuje vice B-resupont [27].

1.5.1 Silice chmele

Jedna se o velmi bohatou smésici raznych latek. NejCastéji se vSak jednd o flavonové
glykosidy, anthokyanogeny, katechiny a volné fenolové kyseliny. Jedna se o latky, které jsou
velmi dobfe rozpustné ve vodé a vodnych roztocich a snadno podléhaji oxida¢né-redukénim
procesim. Polyfenolové latky chmele rovnéz maji velmi vysokou reaktivitu vici bilkovinam.
Obsah téchto polyfenolii se lisi dle odriidy. Naptiklad Cepicka a Kubicek uvadéji, Ze nejvétsi
mnozstvi téchto polyfenolovych latek obsahuji jemné aromatické odrady [14].

Tyto latky jsou dilezité z pohledu varného procesu piva. Jak upozoriiuje Karabin a kol,
polyfenoly obsazené ve chmelu spoleéné s antioxida¢nimi vlastnostmi mladiny ovliviiuji tvorbu

karbonylti nejen pii samotném vaieni piva, ale i pti jeho dal$im skladovani [23].

1.5.2 Chmelové silice
Chmelové silice dodavaji pivu jeho aroma. Z tohoto pohledu Ize chmelové silice oznacit
za velmi dilezitou skupinu latek, kterou chmel obsahuje. Z celkového mnozstvi silic, které jsou

ve chmelu obsaZeny, jich do kone¢ného produktu, tedy uvaieného piva, projde jen asi Ctvrtina.
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Je nutné podotknout, ze vyrazny vliv na obsah silic ma pocasi, péstebni technologie a zachazeni
s chmelem béhem sklizné a po sklizni [25].

Chmelové silice predstavuji smés velkého mnozstvi riznych latek, které maji velmi
rozlicné chemické slozeni a jsou ve chmelu zastoupeny v celkovém mnozstvi do 1 g/100 g
susiny. V tomto jednom gramu jsou hojné obsazeny latky myrcen a humulen v mnozstvi, které
odpovida desitkam procent celkového obsahu silic [25].

Na obsah silic v rostliné ma vyznamny vliv odrida, ale i sloZeni pidy a pocasi. Obsah silic
zavisi také na dob¢ zralosti. Obsah silic béhem zrani SiStic stoupa a jejich presné chemické
sloZeni vSak zatim nebylo zcela rozklicovano [21].

V priméru obsahuje chmel 0,5 az 3,0 hmotnostnich % silic. Nicméné¢, jak uz je uvedeno
vysSe, toto mnozstvi se méni dle odridy a dalSich podminek. Naptiklad u velmi jemnych
aromatickych chmeli je celkovy obsah silic 0,2 az 0,3 hmotnostnich % [28].

JiZ bylo mnohokrat zopakovano, slozek ve chmelovych silicich je velké mnoZstvi.
Rada t&chto slozek navic neni ani chemicky definovana. Slozky silic Ize rozdélit do ti
nasledujicich skupin [20]:

e uhlovodikova frakce,
e kyslikata frakce,
e frakce sirnych sloucenin.

Kromé vySe uvedenych tfi frakci se v chmelovych silicich dale nachazi ketony
s vétvenym fetézcem. Tento fetézec mize byt jak nasyceny, tak i nenasyceny. Dale jsou
v silicich obsazeny epoxidy. Ty vznikaji oxidaci terpenickych uhlovodikti. Obsah téchto
epoxidi béhem starnuti chmele roste. Kromé vySe zminénych latek silice obsahuji také estery,
které maji zasadni vliv pfi tvorb¢ aroma [29].

Uhlovodikova frakce predstavuje nejpocetnéjsi frakci chmelovych silic. Jak uvadi
Cepicka a kol. [20], u &erstvé sklizeného chmele tvoii tyto uhlikové frakce silic 70 az 80 %.
Mezi nejvyznamnéjsi zastupce uhlikové frakce chmelovych silic patii terpenické uhlovodiky.
Ty jsou reprezentovany napt. latkami myrcen, karyofylen, humulen a farnesen. Z pohledu
aroma je podle autorti Basafova a Cepicka dileZity pomér monoterpenti a seskviterpentl.
Tento pomér ve vysledku urcuje hoikost piva [30].

Kyslikova frakce silic vznika béhem samotného zrani a je to, co do chemického slozeni,
velmi rozmanita slozka. I zde plati, Ze slozeni kyslikové frakce je zavislé na dané odrade,
ale v tomto ptipadé zejména na zptsobu sklizné a poskliziiovém zachazeni s chmelem, zvlaste
pak na jeho uskladnéni. Skladovani je praveé z pohledu kyslikatych frakei chmelovych silic

diilezitd soucast celého zpracovani chmele, nebot’ béhem néj dochazi ke zvySovani obsahu
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téchto latek. Kyslikata frakce silic je tvofena nejcastéji alkoholy (napt. nerol nebo linalool)
a methylketony [20, 21].

Frakce sirnych sloucenin chmelovych silic pak predstavuje jen nepatrné mnozstvi.
Nicméné jsou to latky senzoricky velmi aktivni, a tak i kdyz je jejich obsah ve chmelu velmi
nizky, maji velmi vyrazny podil na celkovém aroma chmele.

Mezi ostatni latky chmele se fadi mono- di- tri- a oligosacharidy, dusikaté latky
a pektinové latky. Monosacharidy jsou v suchém chmelu obsazeny v rozmezi 2 az 4 %.

Pektinové latky tvoii u suchého chmele 1 az 2 %.

1.5.3 Dusikaté latky a lipidy

Obsah dusikatych latek je ve chmelu samotném i v pivu bedlivé hlidan. Obsah dusi¢nanti
v pivu nesmi piekrocit 50 mg I'!. Dusi¢nany snizuji kvalitu piva, ale rovnéz mohou ptedstavovat
zdravotni riziko. V prub¢hu vyrobniho procesu totiz dochazi k redukci dusi¢nanti na dusitany,
které se pak podileji na tvorbe karcinogennich N-nitrosamint [31].

Dalsi latky, které se v suchém chmelu vyskytuji, jsou lipidy. Jejich obsah je v suchém
chmelu do 3 %. Dale chmel obsahuje fadu mineralnich latek, jejichz koncentrace je opét zavisla

na péstebni technologii. Obsah mineralnich latek se pohybuje v rozmezi 7 az 10 % [31].

1.5.4 Antioxidanty

Vyznamnou slozkou chmele jsou antioxidanty. Jednd se o velmi vyznamné latky
z pohledu ucinku na lidské zdravi. V posledni dobé se proto jedna o velmi sledované latky,
které se podili na celkové jakosti potravin.

Obecné jsou antioxidanty prostiednikem pienosu energie. Rovnéz funguji jako prostiedek
ochrany a podpory imunity. Antioxidanty slouzi jako signalni molekuly bunééné urovné a jsou
povazovany za latky, které ptispivaji ke zdravi ¢loveéka. Posiluji celkovou obranyschopnost
organismu a chrani organismus pfed choroboplodnymi zarodky. Kromé¢ vyse uvedené¢ho
je antioxidantim pfipisovana cela tada dalSich pozitivnich dopadi. Témi jsou zejména
zpomalovani starnuti a utlumovani negativnich procest v organismu [32-34].

Antioxidanty v organismu neutralizuji ptsobeni volnych radikali. Volné radikaly
poskozuji organismus vlivem oxidacniho stresu. Z pohledu zdravi je tak nutné udrzovat
rovnovahu mezi volnymi radikaly a antioxidanty. Jak ukazuji védecké studie, antioxidanty mayji
na lidské zdravi velmi pozitivni vliv [35].

Chmel obsahuje antioxidantti hned nékolik. Jak uvadi Krofta a kol. [25] nejvyznamné;jsi
Z nich jsou zejména skupiny dimerd a trimerd. Tyto latky jsou odvozeny od katechinu

a epikatechinu, tedy latek, které jsou souhrnné nazyvany oligomerni proanthokyanogeny.
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Tyto latky chrani zejména bunécnou DNA, snizuje se tak riziko jeji oxidace a ve vysledku
i riziko vzniku nadorovych onemocnéni.

Dalsi skupinou jsou prenylované flavonoidy. Jedna se o latky, které jsou vnimané lidskym
organismem jako estrogeny. Tyto latky maji vysoky antioxidacni potencial.
Interaguji s tkanovymi receptory a ovliviiuji bunééné déleni [36].

Mezi antioxidanty obsazené ve chmelu patii rovnéz flavonoidy. Tyto latky se hojné
vyuzivaji i ve farmakologii a jejich mnozstvi je velmi zavislé na dané odridé. NejvyznamnéjSim
antioxidantem obsazenym v chmelu je vSak vitamin E [25].

Jednou z mnoha slozek skupiny vitaminu E je latka s chemickym oznacenim a-tokoferol.
Tento vitamin byl objeven v roce 1922. Obecné plati, ze vitaminy jsou latky, které organismus
potiebuje ke své béZné ¢innosti.

Vitamin E je principialné derivat chromanu. Téchto derivatd je celkem osm a tvoii ho
latky tokoferoly a tokotrienoly. VSech osm derivati ma podobny strukturni zaklad, kterym jsou
tokol a tokotrienol. Jedna se o latky, které obsahuji chromovany cyklus s nasycenym nebo

nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem o 16 atomech uhliku [37].

H.,C OH

3

H,C

Obrazek 3 Strukturni vzorec a-tokoferolu [38]
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1.6 Tékavé latky chmelovych vyrobkii

Zvl1astni pozornost je vénovana té¢kavym latkdm obsazenym ve chmelovych, a to zejména
Vv pivu. Krom¢ chmelovych silic, se za té¢kavé latky oznacuji rovnéz alkoholy, estery, aldehydy,
ketony a i n€které aminy a sirné slouceniny [39].

Stérba a kol uvadi, ze v pivu, jako ve vysledném produktu pfipraveném z chmele,
je obsazeno az 80 alkoholfl, jejich mnoZstvi se pohybuje od 100 az po 300 mg I. Estert je
V pivu obsazeno do 40 mg I [39, 40].

Vyse uvedené tékavé latky jsou dulezité z pohledu vyroby piva. Je proto nezbytné
stanovit jejich piesnou koncentraci nejen v samotném vstupujicim chmelu, ale i ve vyslednych
produktech. Jako nejlepsi zptsob stanoveni alkoholi, esterti a dal$ich tékavych latek se jevi
plynova chromatografie (GC). Jin¢ analytické metody stanoveni nejsou dnes uptfednostiovany
kvili jejich nevyhodam, jako jsou mensi pfesnost a nespecifi¢nost. Moderni stanoveni Ize
provést efektivné a prfesné pomoci plynové chromatografie kombinované s metodou

mikroextrakce vzorku tuhou fazi. Tento postup je velmi piesny, robustni a rychly [41].
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1.7 Teoreticky uvod do mikroextrakce tuhou fazi

Uvodem je o metodé mikroextrakce tuhou fizi zkr. SPME (z anglického solid phase
microextraction) tfeba fici, ze se jedna o metodu izolace a zakoncentrovani latek z matrice. Je to
metoda velmi efektivni a levna. Jeji princip spoc¢iva v sorpci a desorpci. Tato metoda se obejde
bez slozité instrumentace a rovnéz bez rozpoustédla. Jedna se o jednoduché zatizeni, které je
tvofeno vlaknem, jenz je pokryté sorp¢ni vrstvou. Toto vlakno je umisténo v duté jehle

(obrazek 4) [42].

pist
aretace |
pisiu |
L]
1élo sivikacley
achranna
jehla
ocelovi tvdinka
SPRE
vlilno

Obrazek 4 Zatizeni pro SPME

Princip metody je také velmi jednoduchy. Pracovni postup ma dva kroky. V prvnim kroku
je vlakno vysunuto do vzorku, kdy dojde nasledné k sorpci analytti na sorpéni vrstvu vlakna.
Extrakce probihd az do okamziku dosazeni rovnovahy. Toto je asi zdsadni rozdil od klasickych
extrak¢nich metod, kdy je analyt extrahovan v co nejvyssi koncentraci. V ptipadé SPME je
analyt tedy extrahovan pouze do okamziku dosazeni rovnovazného stavu. Druhy krok pak
spo¢ivad v tom, Ze vlakno s extrahovanym analytem je umisténo do analytického zafizeni.
V tomto zafizeni pak prob&éhne desorpce, separace a kvantifikace analytti. Velmi Casto je
metoda SPME vyuZivana v kombinaci s metodou GC (plynova chromatografie - gas
chromatography), ptipadné¢ s HPLC (kapalinova chromatografie — high performance liquid

chromatography) [44].

1.8 Zakladni vypocty
Principem mikroextrakce je rozdéleni analytu mezi matrici vzorku a vlakno.
Matrice vzorku mize byt kapalna, plynna nebo pevna. Tuhé mikroextrakéni vlakno pak mtize

byt na svém povrchu opatieno kapalnou nebo tuhou vrstvou [45].
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Je potieba si uvédomit, Ze pii analyze nedochazi k extrakci veSkerého analytu, ktery byl
obsazeny v matrici. Extrahovana je pouze Cast analytu, ktery je ve vzorku pfitomny. K tomu,
aby bylo dosazeno maximalni extrakce (tedy extrakce celého mnozstvi vzorku), je potieba
vytvofit specidlni podminky. Tyto podminky spoc¢ivaji v tom, ze mnozstvi analytu je velmi
velké a afinita vzorku k povrchu vldkna je mald. Mnozstvi analytu, které je pfi analyze
sorbované na povrch vldkna, lze pro dvoufazovy systém vypocitat pomoci ndsledujici rovnice
(1) [45, 46].

_ K¢s Vs Ve-co

n=-5 18 0 (1)

Kgs - Ve + Vg

kde: Kss — rozdé€lovaci koeficient vlakno/vzorek,
Vs — objem sorpéni vrstvy vlakna,
Vs — objem vzorku,
Co — pocatecni koncentrace analytu ve vzorku
N — mnoZstvi extrahovaného analytu

Vyse uvedena rovnice (1) uvadi, Ze existuje urcity linearni vztah mezi koncentraci analytu
ve vzorku a extrahovanym mnozstvim. Je potteba si uvédomit, ze vlakna, respektive material,
ze kterych jsou tato vldkna vyrobena, maji velkou afinitu vi¢i organickym molekulam.
To jinymi slovy znamena, Ze hodnota rozdélovaciho koeficientu systému vlakno/vzorek,
je vysoka.

Z vyse uvedeného je patrné, ze na vlakné samotném dochazi k zakoncentrovani dan¢ho
analytu. To ma za nasledek zvySeni citlivosti metody. Podstatné je, Ze hodnota rozd¢lovaciho
koeficientu vlakno/ vzorek nemize stait k tomu, aby byla extrakce kvantitativni. Z tohoto
divodu musi byt provadéna optimalizace [45, 47].

Rovnéz z vySe uvedené rovnice (1) vyplyva, Ze v piipadé, kdy je objem vzorku velky,
nema mnozstvi extrahovaného analytu vliv na objem vzorku [45]. Rovnici (1) Ize pfi zanedbani

soucinu Krs -Vvici Vs upravit do tvaru (2):

n= K-V c 2)
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Extrakce analytu na tuhou vrstvu, ktera je na povrchu vlakna, tedy adsorpci, popisuje
rovnice (3) nize [45]:

n=cep =Ky Vs Vi cop-Crmax — Cra - Vs + Ka - Ve comax — Cra (3)

kde: cta —koncentrace analytu A na vlakné v rovnovazném stavu

Ka — adsorpéni rovnovazna konstanta pro analyt A

Civax — maximalni dosazitelna koncentrace analytu na sorpéni vrstve

V¢ — objem sorp¢ni vrstvy vldkna

Vs — objem vzorku

n — mnozstvi extrahovaného analytu

Vyse uvedend rovnice (3) ukazuje, ze pokud je hodnota Cavax vetSi neZz hodnota Cia,
piipadné pokud je afinita analytu k adsorp¢ni vrstvé mald, vyskytuje se linedrni zavislost mezi
pocatecni koncentraci a extrahovanym mnozstvim analytu [45, 46].

Analyt mtize byt extrahovan z tuhych nebo plynnych matric, pfi€emz neni nutné znat
objem plivodni matrice. Takto 1ze stanovit koncentrace vybranych organickych latek naptiklad
Vv pidé, nebo ve vodé v rybniku. K tomuto Gcelu se pouziva specialni zafizeni k odbéru vzorku,
které je mobilni, a lze jej odnést na misto analyzy. SPME vlakno je umisténé uvnitt ochranné
jehly chranici vlakno pii extrakci a pii pfemist'ovani z laboratofe na misto méfeni. Celou kryci
jehlu i s vlaknem lze poté umistit do GC nebo HPLC, jen je tfeba mit chromatograf opatieny
nastavcem pro vkladani jehly s vldknem. Otvor jehly je velmi maly a neumoziuje proudéni
vzduchu. Nemiuze proto dojit k ovlivnéni extrahovaného mnozstvi analytu okolim matrice

a jedinym dulezitym parametrem se tak stava diftize analytu uvnitt ochranné jehly. V tomto

piipadé¢ vznika koncentra¢ni gradient, ktery lze popsat rovnici (4) [45, 47]:

dA—_ 0 . .
S =-D-AL-c (4)

kde: dA —hmotnost analytu, ktery prosel skrz plochu S,
S — plocha prtitezu jehly,
dt — doba expozice,
D — diftzni koeficient analytu,
L — délka difuzniho prostoru,
¢ — rovnovazna koncentrace analytu.
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1.9 Optimalizace podminek extrakce

Pro kvantitativné provedenou extrakci je potieba nastavit optimalni podminky.

Zejména se jedna o [45, 47]:

e Volba sorp¢ni faze SPME,

e zplisob vzorkovani,

e teplota,

o doba extrakce,

e uprava pH a pridavek soli,

e michani.

1.9.1 Vybér stacionarni faze SPME

Prvnim krokem pro SPME je volba vhodné stacionarni faze vzhledem k analytu, ktery ma
byt extrahovan. Bez dobfe zvoleného vldkna neni moZné provést extrakci kvantitativné
a nasledné optimalizace jsou proto zbytecné. Stacionarni faze pro SPME lze rozd¢lit podle
velkého mnozstvi kritérii. Zakladni déleni je vSak nasledujici [45]:

e VAazana stacionarni faze
e nevazana stacionarni faze

Rozdil mezi vazanou a nevazanou stacionarni fazi je takovy, ze vazané faze jsou stabilni
ve vetsiné pouzivanych organickych rozpoustédlech, zatimco faze nevazané jsou stabilni
v organickych rozpoustédlech misitelnych s vodou. V tomto piipadé mize dojit i k bobtnani.
Druhé mozné rozdéleni stacionarnich fazi mize byt nasledujici [45, 47]:

e homogenni ¢isté polymery - absorbenty,
e porézni Castice suspendované v polymeru - adsorbenty.

V prvnim piipad¢ dochazi k tomu, Ze analyt je zachycen absorpci ve vrstvé pokryvajici
vlakno. V druhém ptipadé dochazi k zachyceni analytu pomoci adsorpce na povrchu poréznich
castic, které jsou suspendované ve vrstvé vyskytujici se na povrchu vldkna.

Ttetim moznym dé€lenim stacionarnich fazi pro SPME je [45]:

e polarni,
e nepolarni.

Je nasnadg, Ze polarni faze jsou vyhodnégjsi pro extrakci polarnich latek a nepolarni faze
jsou efektivnéjsi pii pouziti pro extrakci nepolarnich latek. Zakladni ptehled stacionarnich fazi
pouzivanych pii SPME a jejich zdkladni vlastnosti, pfipadné jejich aplikace, jsou zobrazeny

V nasledujici tabulce 1:
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Tabulka 1 Priklady stacionarnich fazi, jejich vlastnosti a aplikace [42]

Typ a tloust’ka stacionarni faze Polarita Aplikace
7 pum PDMS Nepoldni Nepolarni organické slouceniny:
30 um PDMS Nepolarni VOCs. PAU. BTEX
100 pm PDMS Nepolarni ’ '
85 um PA Polérni Polarni (?rg:_anické slouceniny:
triaziny a fenoly
65 wm Carbowax - DVB Polarni  Alkoholy, ketony, nitrované aromaty
65 um PDMS - DVB Bipolarni Aromatické uhlovodiky
75 um Carboxen - PDMS Bipolarni VOCs a uhlovodiky

Vysvétlivky: PDMS — polydimethylsiloxan; PA — polyakrylat; DVB — divinylbenzen; PAU —Polycyklické
aromatické uhlovodiky; VOCs — té€kavé organické latky; BTEX — souhrnny nazev pro benzen, toluen, ethylbenzen
a xyleny

Vyznamnou a dilezitou charakteristikou SPME vlaken, kterda musi byt brana v ivahu,
je tloustka stacionarni faze. Plati totiz, ze v ptipad¢ silngjsi vrstvy stacionarni faze se sorbuje
veétsi mnozstvi analytu, nez v ptipadé¢ slabsi vrstvy. Siln€j$i vrstva staciondrni faze se tedy
vyuziva pro analyzu tékavych latek. V tomto ptipad¢€ je analyt sorbovan rychleji, ve vétSim
mnozstvi a dochdzi k menSim ztratam. RovnéZ ptfi pouZiti silnéj$i vrstvy staciondrni faze
je mozné extrahovat i latky o vysokém bodu varu. Nicméné jde o zdlouhavy proces a existuje
zde riziko, Ze dojde k pienosu analytu z jedné extrakce do dalsi. V piipadé pouziti tenké vrstvy
stacionarni faze je desorpce rychla, ale sorpéni kapacita tenké vrstvy je mensi oproti stacionarni

fazi v ptipad¢ silné vrstvy, viz tabulka 2 [48].
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Tabulka 2 Vliv tloustky stacionarni faze PDMS na vytéznost analytu [42]

Latka Vytéinost [%0]
100 pm 30 um 7 um
Benzen 2 <1 <1
Toluen 5 1 <1
Chlorbenzen 6 2 <1
Ethylbenzen 3 4 1
1,3-dichlorbenzen 17 5 2
1,4-dichlorbenzen 15 5 1
1,2-dichlorbenzen 15 4 1
Naftalen 13 4 1
Fluoren 29 18 8
Fenantren 37 27 16
Antracen 49 38 32
Pyren 69 54 47
Benzo[a]antracen 105 91 96
Chrysen 100 100 100
Benzo[b]fluoranten 104 111 120
Benzo[K]fluoranten 111 124 127
Benzo[a]pyren 119 127 131

Z vyse uvedeného tedy vyplyva, Ze je tfeba dbat na spravny vybér vhodné tloustky
stacionarni faze a zaroven je nutné brat v avahu mnozstvi analytu, velikost molekul analytu

a casovou naroc¢nost celého procesu.

1.9.2 Zpisob vzorkovani
Zpusob vzorkovani pti SPME je rovnéz nesmirné dilezity pro kvantitativni provedeni
extrakce. Obecné Ize rozliSovat dva zakladni zpisoby, a to [45]:
e Headspace (HS). Tato metoda extrakce je provadéna z prostoru nad vzorkem v tuhém nebo
kapalném stavu, ktery je umistén v uzaviené nadobce,

e Direct immersing (DI). Jedna se ponofeni vlakna do kapalné nebo plynné matrice vzorku

Metoda HS je pouZivana k extrakci t€kavych latek, které maji nizky bod varu.
Extrakce mtize byt provedena z tuhych nebo kapalnych matric. Druha zmifiovana metoda DI je
oproti tomu vhodna spise pro pouziti v ptipadé extrakce netékavych latek z kapalnych vzorkt
nebo extrakce z plynnych vzork. Tato metoda se napiiklad pouziva pro vzorkovani latek
ze vzduchu. V plynném prostiedi se molekuly pohybuji rychleji a rychleji tak nastane

i rovnovazny stav mezi vlaknem a analytem [45, 50].
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Uskalim pii extrakci vyse uvedenou metodou DI miZe byt kontaminace matrice
makromolekularnimi  latkami, pfipadn€é mechanickymi necistotami. Pro odstranéni
nezadoucich kontaminantd je tteba vzorek filtrovat nebo odstiedit, ptipadné vlakno ochranit

membranou [50].

1.9.3 Optimalni teplota

Teplota ma na extrakéni postup béhem SPME analyzy vyznamny vliv [45]. Obecné lze
tento vliv rozd¢lit na:
e extrakéni,

e skladovaci.

Vliv teploty se mize projevovat naptiklad tim, ze pokud dojde ke zvySeni extrakéni
teploty, tak se zaroven zvysi difuze analytu k vlaknu. Nicméné soucasné s tim mtize byt z vlakna
analyt snadngji uvolnén. Mezi zvySenim extrakcni teploty a uvolnénim analytu z vlakna
neexistuje piima imeéra. V praxi je tak potieba provadét vSechny extrakce pfi stejné teploté [45].

Vliv ma 1 teplota béhem skladovani vzorku zachyceného na vlakné. Pokud je totiz vzorek
zachycen na vlakn¢, klesa v zavislosti na rostouci teploté jeho mnozstvi, které po 24 hodinach

na vlakné zastava. Je tedy zadouci analyzu provadét co nejrychleji [45].

1.9.4 Doba extrakce

Doba extrakce hraje vyznamnou ulohu v kazdém analytickém procesu. V piipadé SPME
je Cas piimo kritickou veli¢inou. Z pohledu extrakce je nejrizikovéjsim Casovym tsekem
okamzik, kdy dochdzi k vyznamné zméné koncentrace analytu na vldkné za ¢asovou jednotku.
Je potfeba zminit, ze k nejvétsim zménam v koncentraci dochdzi prvnich né€kolik minut.

Délka tohoto okamziku zavisi rovnéz na pouzité teploté [46, 49].

1.9.5 Pridavek soli a aprava pH

Problémem pouzivani metody SPME miiZe byt rozpustnost analytii. Nicméné piidanim
soli, naptiklad chloridu sodného, ptipadné zménou pH, dochazi k posileni iontové sily roztoku.
Hlavni pfinos zvySeni iontové sily roztoku spocivd v tom, ze se snizi rozpustnost analytil.
Dojde tak ke zvyseni vytézku extrakce u polarnich a tékavych latek. V ptipadé¢ latek vysoce
polarnich v8ak muze piidavek soli zptsobit rusivé piky [45, 47].

Obdobné¢ jako ptidani chloridu sodného, funguje i zména pH. Tedy vhodnou tGpravou pH
milZze byt zvySen vytézek extrakce, pfi¢innou je zména disocia¢ni konstanty daného analytu.
Obecné plati, ze kyselé latky jsou snadnéji extrahovany v prostfedi kyselém a naopak bazické

latky jsou 1épe extrahovany Vv prostiedi bazickém, viz tabulka 3 [46].
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Tabulka 3 Vliv pH a pfidané soli na extrakci fenoli pomoci metody SPME [42]

Odezva detektoru [plocha piku]

Analyt Bez pridavku soli S pridavkem soli
pH 7 pH 2 pH 7 pH 2
2-chlorfenol 1800 2361 3952 14028
Fenol 810 1003 6425 6150
Methylfenol 761 882 5485 7434
3- a 4-methylfenol 1795 1846 15337 19723
2-nitrofenol 422 474 311 2315
2,4-dimethylfenol 1344 1476 15000 20710
2,4-dichlorfenol 5396 8138 19803 61661
2,6-dichlorfenol 2991 5858 12511 48530
4-chlor-3-methylfenol 2398 3137 24060 33529
2,4 5-trichlorfenol 3115 11097 34270 96333
2,4,6-trichlorfenol 9702 19307 35466 109492
2,4-dinitrofenol 0 11 765 1182
4-nitrofenol 626 730 11458 6536
2,3,4,6-tetrachlorfenol 3108 27683 33938 70440
2-methyl-4,6- 55 47 920 1685
dinitrofenol
Pentachlorfenol 2305 40582 22056 143905

1.9.6 Michani

Vliv michani je rizny pro rizné zpusoby piipravy vzorku. Zatimco pro extrakci HS-SPME
nema, S vyjimkou latek méné tékavych, michani prakticky zadny vyznam. U téchto latek totiz
michani ptispiva k urychleni transportu. Tim dochazi k rychlejSimu ustaveni rovnovazného
stavu mezi vlaknem a okolnim prostiedim. V piipadé DI-SPME vede michani k rychlejSimu
dosazeni rovnovahy vzdy. Pro opakovana méieni stejného typu analytu se nedoporucuje ménit

rychlost michani béhem extrakce. Dochazi tim ke zhorSeni reprodukovatelnosti vysledki [45, 46].
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1.10 Uspoiadani experimentu mikroextrakce tuhou fazi
1.10.1 Klasické uspoiadani

Uspotadani SPME experimentu mtze byt klasicky na vlakno, nebo takzvané in-tube.
Uspotadani na vlakné je zakladnim uspofadanim, kterého je vyuzivano k odbéru vzorku.
Zatizeni, které, je pouzivano pro tento ucel, je blizce podobné injekcni stiikacce, ve které je
umisténé vlakno. Toto vldkno je cca 1 cm dlouhé a potazené polymernim materidlem. Na tomto
polymernim materialu dochazi k samotné sorpci analytu (obrazek 5). Z obrazku je patrné,
ze vlakno je umisténé uvniti duté jehly a jednim koncem je upevnéné k pistu. Pokud je vlakno

vytazeno z duté trubice jehly ven, ptijde do kontaktu s analytem.

sssannsss Pigt

.asnss=® Pouzdro pistu

Lsnsn® Drzak pistu
| - /
/
I
.. us Prithleditko ,'
! Jehla na

,asse**" Regulace hloubky | propichnuti septa
= pist | T
e, \

. Nastavec vlakna

[ ) , e
* Napinaci pruzina \

* Tésnici septum
Vlakno

Obrazek 5 Aplikator pro SPME [53]

Extrakce a naslednd desorpce probihd tak, ze vldkno je nejprve pomoci pistu vtazeno do
drzéku. V nasledném kroku je duta jehla, ve které je vlakno umisténé, zavedena do nadobky,
ve které je dany vzorek. Nasledné je vlakno opét pomoci pistu vysunuto z duté jehly a dostane
se do kontaktu s métenym analytem. Ttetim krokem je, ze vlakno je v kontaktu se vzorkem po
potiebnou dobu. Po skonéeni této doby je vlakno pomoci pistu opét vztazeno do duté jehly.

Desorpce samotného analytu nasledné probihd v nastfikovém prostoru plynového

chromatografu, ptipadné prostrednictvim SPME-HPLC adaptéru.
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1.10.2 Usporadani in tube

Pti tomto uspotadani probihé stanoveni analytu pomoci HPLC, ptipadné pomoci LC-MS.
Zakladem jsou oteviené kapilary v podobé tenkych trubic (viz obrazek 6). Uvnitt téchto kapilar
je nanesena vrstva polymeru. Vyhodou tohoto uspofadani je, Zze postupné probiha extrakce,
desorpce a nastiik do chromatografické kolony. V tomto uspofadani jsou totiz analyty piimo
extrahovany do staciondrni faze, kterd se nachdzi uvniti kapilar. Nasledn€ jsou tyto analyty

desorbovany mobilni fazi, pfipadné rozpoustédlem.

Extrak¢ni pozice Desorp¢ni pozice

Kapilara Kapilara ‘ Kapilara Kapilara

l Smycka

Smycka
L Dévkovaci  Nasttikov4 Davkovaci
Nastiikov cerpadlo jehla ¢erpadlo

Sesticestny ventil Autosampler Sesticestny ventil
Autosampler o o

Odpad DC‘ Odpad
4—Mobilni faze R 44— Mobilni faze

H Detektor

Separacni kolona
HPLC

_H— Detektor

Separacni kolona
HPLC

Obrazek 6 Schéma uspofadani in-tube SPME
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1.11 Typy extrakénich metod
Extrakce na tuhé vlakno mize byt provedena nékolika zptisoby, nize budou popsany tfi
konkrétni typy SPME. Jedna se o extrakéni metody: pfima extrakce, headspace extrakce

a membranova extrakce.

Headspace Vidkno Membrina

o

NJ

c N\
Stacionarni faze Vzorek Stacionarni faze Vzorek
DI-SPME HS-SPME SEMES
membranou

Obrazek 7 Typy extrakénich metod

Pfima extrakce (viz obrazek 7a) spoliva v tom, ze vlakno potaZené polymerem je
ponoieno do vzorku. Tak dojde k pienosu zkoumaného analytu z matrice vzorku na stacionarni
fazi. V ptipadé¢, ze je vzorek kapalny, je nutné zajistit dostatecné a hlavné rovnomérné michani.
Tim dojde k rychlej$imu pienosu analytu ze vzorku na vlakno. V ptipadé plynného vzorku je
nutné zajistit prirozené proudéni vzduchu. Rozhodujicim faktorem, ktery miize vyrazn¢ ovlivnit
vysledky, je teplota [53].

Druhou extrakéni metodou je metoda nazyvana headspace. Jeji princip je zobrazen na
obrazku vyse (obrazek 7b). Nazev metody je vlastné odvozen od jejiho principu, ktery spociva
v tom, Ze analyt musi pfi extrakei projit bariérou tvofenou vzduchem. U této extrakéni metody
je velmi nutné provést extrakci co nejrychleji. Rychlost ma v tomto ptipadé zdsadni vliv na
mnozstvi extrahovaného analytu. Plati totiz, ze vice te¢kavé latky jsou extrahovany rychleji, nez
ty méné te€kavé [53].

Tato extrakéni metoda mé nespornou vyhodu, kterd spoc¢iva v tom, ze vlakno je chranéno
pfed poskozenim latkami, které maji vysokou molekulovou hmotnost, pifipadné pied
poskozenim latkami net€kavymi, které jsou pfitomné v matrici. Takové latky mohou byt
naptiklad bilkoviny. Dal$i vyznamnou vyhodou této extrakéni metody je, Ze umoziiuje ipravu

pH vzorku a dalsich vlastnosti. Nehrozi pfitom poskozeni vlakna [53, 54].
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V porovnani s metodou piimé extrakce dochdzi u metody headspace k rychlej§imu
dosazeni rovnovazného stavu v piipadé tékavych latek pii stejné rychlosti michani.
Tato skutecnost je zplisobena tim, ze analyt je v pfipadé extrakéni metody headspace pred
samotnou extrakci ukryty pravé v prostoru headspace. Druhym faktorem, ktery zpusobuje
rychlejsi ustanoveni rovnovazného stavu v piipadé extrakéni metody headspace je, ze diftizni
koeficienty jsou v plynné fazi ¢tyfikrat vétsi, nez v piipadé faze kapalné [53].

Tabulka 4 uvadi porovnani detek¢nich limitt (LOD) metod piimé extrakce a headspace
extrakce pro BTEX slou€eniny. Porovnadni bylo provedeno pro dvé€ rizna vlakna: PDMS

(polydimethylsiloxan) a Carboxen-PDMS (Carboxen-polydimethylsiloxan).

Tabulka 4 Srovnani detekénich limith metody headspace a ptimé extrakce [47]

Latka LOD [ng I"]
Headspace extrakce Piima extrakce
80 um Car-PDMS 100 um PDMS 80 um Car-PDMS 100 um PDMS

Benzen 55 480 45 1200
Toulen 50 430 35 550
Ethylbenzen 60 225 35 225
m-xylen

oxylen 60 200 40 215
o-xylen 55 215 35 220

Tretim typem extrakéni metody je membranové chranéna extrakce (je zobrazena na
obrazku 7c¢). Vyhodou této extrakéni metody je to, ze vldkno je membranou chranéno pied
poskozenim. Tato metoda vSak neni vhodna pro vSechny analyty. Jeji uziti je mozné vyhradné
pro stanoveni analytil, které maji nizkou tékavost. Na druhou stranu Ize touto metodu extrahovat
ty analyty, které jsou pro metodu headspace ptiliS malo tékavé. Pouziti membrany ma dalsi
vyhodu v tom, Ze pokud je zvolen vhodny material, 1ze zvysit citlivost extrakéniho procesu [53].

Nevyhodou této extrakéni metody je pomalejsi Kinetika nez u dvou vyse zminénych
extrak¢énich metod. Tato skutecnost je ddna tim, ze analyt musi nejprve projit pfes membranu.
Teprve v okamziku, kdy analyt projde pies membranu, je navdzan na staciondrni fazi. Tento ¢as
vSak lze zkratit pouzitim tenci membrany a zvySenim teploty. Naopak zvySenim tloustky

membrany lze zpomalit cely proces extrakce [53].
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1.12 Pouziti SPME metody

Metoda SPME ve spojeni s plynovou chromatografii se v bézné instrumentalni praxi
pouzivéa velmi ¢asto. Vyhodou této metody je rychlad desorpce zkoumaného analytu z vladkna do
nosného plynu. Tato skutecnost je dana tim, ze v celém procesu se nevyskytuje rozpoustédlo,
jehoz piitomnost by cely proces prodluzovala. Rovnéz je za rychlou desorpci skutecnost,
ze tuha faze je tvotfena pouze tenkou vrstvou, kterou je mozné desorbovat pii vysoké teploté.
Praveé vysoka teplota ma za nasledek rychlou desorpci [55].

Princip metody je zobrazen na obrazku nize (obrazek 8). Béhem samotné desorpce se
vlakno nachazi uvnitt vyhiivané ¢asti kfemenné kapilary. Vzdalenost mezi vlaknem a sténou
kapilary je pfitom velmi mald - pouhych 0,15 mm. Pravé tato tésna vzdalenost je zarukou toho,
ze dojde k efektivnimu pfenosu tepla z topného télesa na vlakno a zaroven tato mala vzdalenost

zajiStuje vysokou linearni rychlost toku nosné¢ho plynu [48].
Drzak s vldknem
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Obrazek 8 Schéma metody SPME-GC

Druhou moznosti je vyuziti metody SPME ve spojeni s kapalinovou chromatografii.
Tato metoda je pouzivand v piipadech, kdy jsou analyty malo tékavé, ptipadné vykazuji
termickou nestabilitu. V ptipadé této metody je analyt zavadén do komory prosttednictvim
vldkna, skrze které protékd mobilni fadze. V piipadé nutnosti je mozné pouZzit desorpcni

rozpoustédlo obsazené v mobilni fazi. Princip metody je zobrazen na obrazku 9 [55].
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Obrazek 9 Schéma HPLC pfti aplikaci desorpéni kapaliny

1.13 Separacni metoda plynové chromatografie

Plynovd chromatografie je separacni metoda uréend k oddé€leni a stanoveni plynd,
kapalin, ale i tuhych latek. Principem metody je déleni pfedmétnych slozek mezi dvé faze.
Jako stacionarni faze mtze slouzit tuha latka, jako je napf. aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity
nebo rizné polymery. Stacionarni fazi vsak mtiZze byt i vysokovrouci kapalina [57].

Mobilni fazi je myslen nosny plyn. Tento plyn unasi analyty kolonou k detektoru.
Proto jsou na nosné plyny kladeny urcité pozadavky. Jednd se zejména o nizkou viskozitu,
malou rekativitu a vysokou ¢istotu [57].

Nosnym plymem muize byt napiiklad argon, helium, dusik nebo vodik. V pfipadé mobilni
faze je kritické spravné nastaveni pratoku. Optimalizace pritoku nosného plynu a zejména
teplotni program jsou parametry dulezité pro spravné déleni latek na koloné — cilem je
dosahnout nejmensiho mozného rozsifeni zon separovanych latek. VySe zminéné zony a jejich
roz§ifovani je zpusobeno ¢tyimi zakladnimi procesy. Jsou to [57]:

e Vvifiva difuze - pfi tomto déji dochézi k tomu, zZe molekuly musi urazit velkou vzdalenost,

e podélna molekulova difuze — v tomto piipadé putuji molekuly z mista s vys$si koncentraci
do mista s niz$i koncentraci,

e o0dpor proti pfenosu hmoty ve stacionarni fazi — dochéazi k tomu, Ze rizné molekuly difundu;ji
ruzn¢ hluboko do stacionarni faze,

e odpor proti pfenosu hmoty v mobilni f4zi — rychlostni profil mobilni faze je parabolicky.

Princip metody SPME-GC je velmi jednoduchy. Spociva v tom, ze pomoci metody SPME
jsou analyty extrahovany ze vzorku. Nasledn€ jsou tyto analyty pfeneseny do nastfikové

komory chromatografu. Zde dojde k odpateni vzorku, ktery je nasledné unasen nosnym plynem
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do kolony. Na zacatku kolony chromatografu dojde k adsorpci analytii na stacionarni fazi
a nasledné pak k desorpci ¢erstvym nosnym plynem. Tento proces se pak opakuje az do doby,
kdy je vzorek rozdélen a jednotlivé slozky. Kazda slozka vzorku je pak kolonou unasena
rychlosti, kterd je zavisla na distribu¢ni konstanté dané slozky. Tato konstanta je urcena

rovnici (5) [51, 57]:

Kp = > (5)

==
Kde: Kp — distribu¢ni konstanta dané slozky,

Cs — rovnovazna koncentrace ve stacionarni fazi,
Cm — rovnovazna koncentrace v mobilni fazi.

Jednotlivé slozky jsou pak nasledné¢ v koloné unaseny nosnym plynem v potadi,
které odpovidd potadi jejich distribu¢nich konstant. V tomto pofadi jsou odnaSeny az
k detektoru. V detektoru jsou tyto slozky registrovany. Identifikace latek pak probiha tak,
ze V koloné dojde k rozde¢leni vzorku na n-latek a vysledny chromatogram obsahuje n-piku.
Poloha daného piku pak identifikuje danou latku a plocha piku jeji obsah. Kombinace metody
SPME a GC je velmi efektivni ndstroj pro analytickou praxi, ktery kombinuje vyhodou obou
metod.

1.14 Srovnani metody SPME a dalSich vybranych metod

Metoda SPME je metoda pomérné nova. Nicméné, velmi rychle se stala metodou hojné
pouzivanou a dnes piedstavuje zcela plnohodnotnou alternativu k jiz dfive zavedenym
a osvédcenym analytickym metodam. Srovnani bude vztazeno zejména k metodam mikro-SPE
a SBSE (stir bar sorptive extraction).

Metoda SPME je unikatni zejména v tom, ze neni potfeba pouzivat rozpoustédla
a zejména proto, ze k extrakci a zkoncentrovani dochazi béhem jednoho kroku. Mezi dalsi
vyhody patii kratka doba zpracovani vzorku, jednoduchost, moznosti opakovani pouziti vldken
a vybér velkého mnoZstvi stacionarnich fazi. VySe uvedené déla z metody SPME snadno
pouzitelnou metodu a poskytuje ji fadu vyhody pted ostatnimi metodami. Vyuziti metody
SPME je tak opravdu velmi $iroké. Pomoci této metody lze zpracovat vzorky odpadnich vod,
vzorky vzduchu, tuhé vzorky a mnoho dalsiho [55, 58].

Problém pii SPME, na ktery pravdépodobné dfive ¢i pozdéji narazi kazdy uZivatel této
metody, je kalibrace. Problém je, ze pti SPME nedochazi k extrakci vSech analytt ze vzorkt
a ani k extrakci kvantitativni. Z tohoto diivodu byla vytvotfena kalibrace, kalibra¢ni postup,
v Cisté vodé. ProtoZe se vldkno pii SPME dostava do interakce s kazdou fazi systému,

na extrakci ma tak vliv i matrice u heterogennich vzorkt. Pravé proto je pridavan kalibra¢ni
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roztok, ptipadné znacené izotopy. Pridavek izotopicky znafenych standardd je drahy,

proto nebyva az tak casty [59].

1.14.1 Srovnani metody SPME a metody SPE

Metoda mikroextrakce tuhou fazi se da oznacit za jinou formu metody extrakce tuhou
fazi (SPE, pripadné mikro-SPE). Jedna se v§ak o metody pomérné odlisné. V nasledujicim textu
budou osvétleny nejvyznamnéjsi rozdily mezi obéma metodami.

Prvni z nich je, ze metoda extrakce tuhou fazi (SPE) ma tii po sobé jdouci kroky.
Prvnim je, Ze vzorek musi projit pfes sorbent sorbent. V tomto okamziku dochazi k tomu,
ze analyty, které jsou obsazené ve vzorku, jsou navazané na tento sorbent. Druhy krok pak
spoc¢iva v tom, Ze dochdzi k promyvani. Timto promyvanim je dosaZeno selektivniho odstranéni
nezadoucich interferentd. To znamena, ze na sorbentu z prvniho kroku zlistanou jen ty analyty,
které jsou z pohledu stanoveni dulezité. Posledni krok pak piedstavuje samotna desorpce
analytu [53].

Metoda SPME se od metody SPE odliSuje tedy tim, Ze vyuziva rovnovazné extrakce
a selektivni desorpce z matrice na stacionarni fazi vlakna. Jedna se o metodu dvoukrokovou.
V prvnim kroku je vlakno vystaveno vzorku. Analyty z tohoto vzorku jsou nasledné selektivné
extrahovany. Druhy krok pak spoc¢ivd v tom, Ze analyty, které byly vyextrahované v prvnim

kroku, jsou desorbované do samotného analytického pfistroje [53].

1.14.2 Srovnani metody SPME a SBSE

Metoda SBSE je metoda, kterd vyuziva sorp¢ni extrakci, kdy jsou analyty extrahovany
do polymerni faze umisténé ve sklenéné tycince, ktera zarovenn slouzi jako michadlo.
Spole¢né s metodou SPME ma metoda SBSE to, Ze probihd ve dvou krocich. Prvnim krokem
je extrakce a druhym stejné jako v piipadé SPME desorpce [60].

Ob¢ metody maji spolecné, Ze se jednd o metody, které maji velmi nizkou spotiebu
rozpoustédel, navic pfiprava vzorku probiha ve velmi kratkém case. Rozdil metod je zejména
v objemu vrstvy sorbentu na vlakné v piipadé metody SPME a na magnetickém michadle
Vv ptipadé¢ metody SBSE. Zatimco tato vrstva (PDMS) je v ptipadé metody SPME na vlakn¢
silnd jen 7 maximalné 100 mikrometrd, tak v ptipadé metody SBSE je vrstva (PDMS)
na magnetickém michadle silna 0,5 mm. Z uvedenych informaci je ziejmé, Ze v piipad¢ metody
SPME probiha desorpce analytll ze vzorku vyrazné rychleji [60].

Ke zjisténi, kterd z metod je vyhodnéjsi a lepsi, provedl Heiden a kol., rozséhlé srovnani
obou metod. To spocivalo v tom, Ze pomoci obou vySe uvedenych metod byly stanoveny

polyaromatické uhlovodiky. Autofi zjistili, Ze hlavni rozdil spo¢iva zejména v detekcnich
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limitech a v citlivosti. Vysledky tohoto pokusu jsou sumarizované v tabulce 5. Jak je z tabulky

patrné, v piipad¢ stanoveni polyaromatickych uhlovodiki je lepsi metoda SPME [60].

Tabulka 5 Srovnani citlivosti a detekénich limitii pro metody SPME a SBSE [62]

SPME SBSE
Citlivost Detekéni limit Citlivost Detekéni limit
Latka [plocha/ppt] [na/kg] [plocha/ppt] [ng/kg]

Naftalen 638 0,5 9 83,8

Acenaftylen 699 0,1 9 16,5
Acenaften 466 0,6 18 51

Fluoren 562 0,1 21 11,6
Fenantren 792 0,9 34 4,2
Antracen 836 0,2 31 1,1
Fluoranten 1091 0,7 51 1,7
Pyren 1122 1,3 55 3,6
Bez[a]antracen 1026 1,2 32 0,3
Chrysen 1031 1,8 44 1,4
Benzo[b]fluoranten 1030 0,5 40 2,3
Benzo[k]fluoranten 1123 0,1 43 51
Benzo[a]pyren 931 0,5 28 6,0
Indeno[1,2,3]pyren 538 0,2 23 7,0
Dibenzo[a,h]antracen 481 0,3 16 2,6
Benzo[g,h,i]perylen 577 0,2 26 6,3

Druhym srovnavacim parametrem k porovnani obou metod byla vytéznost analytu.

Tyto vysledky jsou zobrazeny v tabulce 6.
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Tabulka 6 Porovnani vytéznosti analytu mezi metodami SPME a SBSE [62]

Vytéznost SPME VytéZnost SBSE
Latka [%6] [%6]
Naftalen 0,11 0,83
Acenaftylen 0,35 0,98
Acenaften 0,34 0,95
Fluoren 0,48 0,97
Fenantren 0,64 0,99
Antracen 0,63 0,99
Fluoranten 0,90 1,00
Pyren 0,82 0,99
Bez[a]antracen 0,97 1,00
Chrysen 0,98 1,00
Benzo[b]fluoranten 0,97 1,00
Benzo[Kk]fluoranten 0,99 1,00
Benzo[a]pyren 0,99 1,00
Indeno[1,2,3]pyren 1,00 1,00
Dibenzo[a,h]antracen 1,00 1,00
Benzol[g,h,i]perylen 1,00 1,00

1.15 Vyuziti metody SPME v analyze tékavych liatek chmele
Tekavé organické latky unikajici z vyroby piva byly pomoci HS-SPME stanovovany
a blize popsany ve ¢lanku od Adama Petrowicze. Pro optimalizaci podminek extrakce byla

pouzita vlakna z riiznym typem polymeru a riznou tloustkou. Konkrétni iidaje uvadi tabulka 7.

Tabulka 7 Charakteristika SPME vlaken pouzitych ve studii A. Petrowicze [61]

Tloust’ka polymeru Doporudeny teplotni rozsah
Typ polymeru [nm] [°C]

PDMS 100 200-280
CAR/PDMS 75 250-310
CAR/PDMS 85 250-310

PEG 60 200-250
PDMS/DVB 65 200-270
PEG/DVB 70 200-250
DVB/CAR/PDMS 50/30 230-270
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Z uvedenych vldken uvedenych v tabulce 7 byla vybrdna tfi vldkna, kterd vykazovala
nejlepsi sorpcni vlastnosti. Tyto vlastnosti byly hodnoceny podle poctu pikl nalezenych po
desorpci s naslednou separaci a detekci na GC-MS. Nejvétsi pocet latek ze vzorku sorbovala
vlakna DVB/CAR/PDMS 50/30 pm, PDMS/DVB 65 um a PDMS 100 pm. Rozdil v poctu
nalezenych latek je autorem zdivodnén rozdilnou polaritou polymeru na vlakné.
Protoze vzorek obsahoval vét§i mnozstvi latek polarnich, doslo k lepsi sorpci na vlakno
S polarnim polymerem DVB/CAR/PDMS 50/30 um [61].

Autofi Krofta a Cepicka zjistili, ze pii teploté 250 °C trvala desorpce viech analyti pouze
1,5 minuty, a to u vSech vlaken zminénych v tabulce. Dale autofi zjistovali, jaky vliv ma
navazka vzorku. Sledovana tedy byla odezva na detektoru pfi navazkach 0,1 g, 0,2 ga 0,3 g
chmele. Vzorek chmele byl vzdy stejné namlety, aby byla zajisténa stejna homogenita vzorku
mezi jednotlivymi experimenty. Sorpce probihala po dobu 60 minut pii teploté 50 °C.
Pfitom byl sledovan vliv na nasledujici slozky silic: myrcen, B-karyofylen, a-humulen, B-farnesen
a 2-undekanon. Predpoklad byl, Ze mnozstvi analytu, které se zachyti na vlakn¢, bude pfimo
umérné objemu plynné faze. Jinymi slovy, jak autofi uvadéji, mélo by to znamenat, Ze S rostouci
navazkou by doslo k u¢inngjsi sorpci analytu. Tato domnénka vSak nebyla autory potvrzena.
Pouze v ptipadé vlakna PDMS 100 um u myrcenu, a-humulenu a B-farnesenu doslo piinavazce
0,3 g ke zvySeni ucinnosti sorpce. V piipadé jinych vlaken se ukéazalo, ze mnoZstvi zachycenych
analytt je na mnozstvi navazek nezavislé [62].

Autofi déle zdlraziuji, ze vyhodou metody SPME je, ze neni nutné provadét pro zjisténi
slozeni chmelovych silic mleti chmelové hlavky. Specialné v piipadé metody HS-SPME Ize
dokonce provadét analyzu nesuSenych hlavek chmele. Zajimavé bylo i sledovani rychlosti,
sorpce jednotlivych slozek na SPME vldkna v ¢ase 30 minut, 1 hodina, 2 hodiny, 3 hodiny
a 4 hodiny. Teplota byla nastavena na 50 °C. Vysledky jsou sumarizovany nize (tabulka 8).
Z tabulky 8 je patrné, Ze napiiklad mnozstvi myrcenu, ktery je zachycen na vlakng,
se v zavislosti na délce sorpce neméni. Studie rychlosti sorpce dale zjistila, Ze mnozstvi
sorbovanych vysoko vroucich terpenti ma s ¢asem siln€ progresivni charakter. Jak je patrné
z tabulky 8, chromatograficka plocha s ¢asem roste. Autofi dale uvadéji, ze v ptipadé nizko

vroucich latek se snizuje jejich zastoupeni, zatimco mnozstvi t€kavych latek stoupa [62].
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Tabulka 8 Rychlost sorpce na PDSM/DVB 65 pm vlakno pii 50 °C [62]

Doba sorpce
30 minut 1 hodina 2 hodiny 4 hodiny

Plocha Obsah Plocha Obsah Plocha Obsah Plocha Obsah
piku  slozky piku  slozky  piku  slozky piku = slozky
Slozka [% rel.] [% rel.] [% rel.] [% rel.]

a-pinen 64,40 0,09 55,70 0,09 52,60 0,06 53,10 0,05
B-pinen 416 0,57 343 0,53 339 0,37 335 0,34
myrcen 21630 37,00 19920 30,2 19575 21,20 18194 18,6
methylheptanoat 271 0,37 218 0,33 178 0,19 142 0,15
limonen 603 0,82 433 0,66 454 0,49 422 0,43
2-nonanon 341 0,46 266 0,42 242 0,26 234 0,24
linalool 487 0,66 372 0,57 363 0,39 366 0,37
methyloktanoat 184 0,25 146 0,22 132 0,14 121 0,12
2-dekanon 255 0,35 217 0,30 221 0,24 219 0,22
methylnonanoat 154 0,21 146 0,22 14550 0,16 146 0,15
geraniol 9,40 013 78,00 0,12 141 0,15 155 0,16
2-undekanon 1082 1,47 997 1,27 1237 1,34 1282 1,31

methyl-4-
decenoat

1104 1,50 1116 1,54 1407 1,52 1569 1,60
2-dodekanon 104 0,14 123 0,19 196 0,21 252 0,26
B-karyofyllen 4385 6,52 4731 6,85 8217 8,90 8320 8,49
a-humulen 13859 21,60 14543 22,40 26187 28,40 26208 26,80
pB-farnesen 6803 9,30 10726 15,02 14289 15,50 16271 16,60
y-muurolen 519 0,70 591 0,90 1389 1,51 1543 1,57
B-selinen 351 0,48 394 0,62 628 0,68 725 0,74
d-kadinen 1156 1,57 965 1,48 2171 2,35 2578 2,63

karyofyllen oxid 155 0,21 184 0,28 302 0,33 503 0,51
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Tabulka 9 Porovnani slozeni chmelové silice Zateckého poloraného &ervenaku [62]

Destilace PDMS/DVB PA PDMS

Slozka (%] 65 pm 85 nm 100 pm
[%0] [%0] [%0]
a-pinen 0,05 0,06 0,08 0,13
B-pinen 0,36 0,37 0,54 0,68
myrcen 16,80 21,2 27,40 26,0
methylheptanoat 0,18 0,19 0,21 0,17
limonen 0,32 0,49 0,53 0,41
2-nonanon 0,25 0,26 0,46 0,19
linalool 0,39 0,39 0,89 0,24
methyloktanoat 0,15 0,14 0,15 0,11
2-dekanon 0,37 0,24 0,28 0,19
methylnonanoat 0,19 0,16 0,09 0,12
geraniol 0,14 0,15 0,28 0,04
2-undekanon 1,97 1,34 1,38 0,90
methyl-4-decenoat 1,86 1,52 1,81 1,27
2-dodekanon 0,29 0,21 0,23 0,16
B-karyofyllen 7,77 8,79 6,33 8,07
a-humulen 25,18 28,40 18,77 25,88
B-farnesen 17,48 15,48 13,75 16,72
y-muurolen 0,86 1,19 0,69 1,08
B-selinen 0,52 0,68 0,48 0,57
d-kadinen 1,54 2,35 1,32 1,62
karyofyllen oxid 0,95 0,33 0,71 0,56
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Tabulka 9 uvadi slozeni chmelovych silic Zateckého poloraného ¢ervenaku. Ke stanoveni
autofi pouzili destilatni metodu a HS-SPME metodu. Porovnani vysledkt bylo provedeno
statistickymi metodami. Z tabulky vyplyva, Zze metoda HS-SPME se podle autori také ukazala
jako velmi vhodna pro stanoveni slozek chmelovych silic.

Porovnani extrakce na tuhé vlakno provedli Tobias M. Richter a kol. Pro extrakci VOC
zvolili ¢tyfi metody. Prvni metodou byla extrakce do rozpoustédla s naslednym odparovanim,
ktera sice dosahla nejvétsi plochy pikd, ale pouze proto, Ze stanoveni bylo provadéno v pivu
a spolecné s rozpoustédlem se také odpatovaly alkoholy. Dalsi tfi metody SBSE, HSSE a SPME
alkoholy extrahovali mnohem méné, proto bylo dosazeno mensi plochy pikt, ale pfitom
posledni tf1 yjmenované zpiisoby extrakce vykazovali vyssi citlivost praveé na t€kavé organické
latky. Jako nejuc¢innéj$i metodu extrakce autofi uvadéji metodu SBSE, pripadné¢ HSSE [63].

Vice nez 45 tékavych latek chmele bylo nalezeno v kazdém ze tti zkoumanych druha
chmele, jak uvadi ¢lanek autorti Laura Vazquez-Araajo a kol. V jejich praci je provedeno
porovnani HS-SPME a destilace tékavych latek chmele za ucelem zlepSeni chutovych
vlastnosti potravin, zejména piva. V jejich praci byly pouzity tii odrady chmele, u kterych byl
stanoven obsah tékavych latek vyse uvedenymi metodami. Ve ¢lanku je uvedeno, Ze obé
metody jsou stejné piesné, presto HS-SPME ma vyhodu. Ta spociva v tom, ze pii destilaénim
stanoveni miize dojit k tepelnému rozkladu nékterych tékavych latek, ve ¢lanku je uvedeno,
ze se jedna predevsim o latku myrcen. Déle je uvedeno, ze HS-SPME je metoda stanoveni
rychlejsi nez druha jmenovana [64].

Extrakci t€kavych latek na tuhé vldkno lze podpoftit také pridavkem NaCl do roztoku
vzorku [65]. Dojde tak, ke zvyseni iontové sily roztoku a tim k lep$imu uvolnéni tékavych latek
z matrice vzorku. Bylo prokazano, ze piidavek NaCl vede k ucinnéjsi extrakci,
avSak nadbytecné ptidavky soli do roztoku mnozstvi extrahovanych latek dale neovlivni.

Zavislost pridavku soli 1ze vidét na nize uvedeném obrazku 10.
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Obrazek 10 Vliv ptidavku NaCl na SPME

SPME metodu k analyze tékavych latek chmele vyuzili i autofi OlSovska a kol.,
Autofi pouZili metodu SPME a analyzu t€kavych latek pro chemotaxonomii. FalSovani chmeld,
respektive vydavani jedné odriady za jinou, vétSinou drazsi a kvalitnéj$i odridu, je pomérné
béZzny jev. Chemotaxonomie pfitom nabizi moznost rychlé, relativné levné analyzy, na zakladé
které je mozné jednozna¢né identifikovat odrudu chmele [66].

I fada dalSich autort a studii potvrdila, Ze metoda mikroextrakce tuhou fazi je velmi
vhodna pro stanoveni tékavych latek chmele. Jeji hlavni vyhodou podle studii je, ze je velmi
levna, efektivni a lze ji pouzit k izolaci zakoncetrovanych tékavych latek [42, 67].

Autofi uvadéji, Ze hlavni pfednosti SPME metod je zejména [68]:

e Pfi procesu extrakce neni pouzivano zadné rozpoustédlo. Separace je tak Setrnéjsi
K Zivotnimu prostiedi.

e Jedna se o velmi mal¢é zatizeni, které umoznuje analyzovat i velmi malé vzorky.

e Citlivosti a detek¢ni limity metody SPME jsou srovnatelné s jinymi metodami, které rovnéz
Vyuzivaji extrakci.

e Cely proces analyzy vzorku je mnohem rychlejsi, protoze nékolik operaci je spojeno do
jednoho kroku (vzorkovani, extrakce, zakoncentrovani a davkovani).

Autofi dale uvadéji, Ze metoda SPME muze byt pouZita jednak pro orientacni stanoveni,
ale pokud je metoda fadn¢ kalibrovana a pouZit interni standard, miize byt vyuZita i pro velmi

pfesna analyticka stanoveni [68].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky a chemikalie

Pro analyzy byly pouzity odridy chmele ve formé chmelovych granuli typ 90 (Brelex,
Praha, CR) nize uvedené v tabulce 10.
Tabulka 10 Pouzité odriidy chmele

velikost baleni

chmelova odrtda ro¢nik (] zem¢ puvodu
Kazbek 2016 200 Ceska republika
Amariillo 2015 100 USA
Mandarina 2016 100 Némecko
Cascade 2015 100 USA
Simcoe 2015 100 Némecko

Pro vypocet reten¢nich indext byla homologicka fada n-alkanti C6-C40 (Sigma Aldrich,

Praha, CR). Dale byla pouzivana destilovana voda z centralniho rozvodu Univerzity Pardubice.

2.2 Instrumentace

Jako vodni lazen byly pouzity dva ob&hové termostaty Julabo MP-5P (Julabo
Labortechnik, Seelbach, Némecko) s teplotnim rozsahem +20 °C az +110 °C a druhym Julabo
F 12 MV (Julabo Labortechnik, Seelbach, Némecko) majici SirSi teplotni rozsah -20 °C az
+100°C. Pro drceni chmelovych granuli byla pouzita keramicka tfeci miska s tlouckem.
Podrcené vzorky byly vazeny na analytickych vahach Kern ABT 220-4M (Kern&Sohn GmbH,
Balingen, Némecko). Vzorky byly navazovany do vzorkovacich nadobek o0 objemu 20 ml
uzaviratelné vickem se silikonovym septem Supelco (Bellefonte, PA, USA).

K sorpci bylo pouzito ¢erné kiemenné SPME vldkno 75 um CAR/PDMS, cervené
kiemenné SPME vldkno 100 pm PDMS a Sedé kiemenné SPME vladkno 50 pm/30 pm
DVB/CAR/PDMS Stable Flex. Vlakna byla umisténa v drzéku pro manudlni vzorkovani.
Vsechny ¢tyfi pouzité komponenty od Supelco (Bellefonte, PA, USA). Vlakna byla pied
kazdym méfenim cisténa v souladu s pfilozenym manualem od vyrobce. Proces probihal
V piistroji na ¢iSténi Hamiltonovych stiikacek pti 211 °C v pfistroji Hamilton Syringe Cleaner
(Reno, NV, USA).

Pro desorpci bylo vlakno umisténo do plynového chromatografu GC-17A s hmotnostni
detekci QP5050A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), nosny plyn u metody GC-MS bylo ultra ¢isté
helium (Linde Gas, Praha, CR). Vyhodnoceni spekter z hlediska velikosti a &etnosti pikil bylo
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provadéno v programu GCMS Solution (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). MS spektra byla
porovnavana s knihovnami spekter NIST, WILEY a FFNSC. Soucasné s pouzitim GC-MS byly
vzorky desorbovany také metodou GC spojenou s FID detektorem. Plynovy chromatograf
Hawlett-Packard 5890 (Avondale, PA, USA) pouzival jako nosny plyn dusik z centralniho
rozvodu Univerzity Pardubice. K FID detektoru byl ptipojen vodik z tlakové lahve (Linde Gas,

Praha, CR) a vzduch z centralniho rozvodu Univerzity Pardubice.

2.3 Pracovni postupy

Do vzorkovaci nadobky bylo na analytickych vahach navazeno 550 mg podrcené
homogenni smési chmele. Nadobka opatfena neporusenym septem byla uzaviena vickem.
Kryci jehlou vldkna bylo septum propichnuto a naslednym stlaCenim pistu doslo k vysunuti
vlakna do headspace prostoru nad vzorkem. Nadobka se vzorkem byla neprodlené umisténa do
prvni vodni 14zné tak, aby se vzorek nachdzel pod hladinou temperované kapaliny. Po uplynuti
definované¢ doby extrakce byla vzorkovaci nadobka piemisténa do druhé vodni lazné,
kde extrakce pokracovala pii druhé nizsi teploté. Po uplynuti definované doby druhé extrakce
bylo vlakno zpétnym pohybem pistu zatazeno do drzdku a pieneseno do plynového

chromatografu k desorpci.

Tabulka 11 Parametry extrakce na $edé vlakno

v vidkna teplota [°C] doba extrakce [min] navézka [me]
P 1. sorpce 2. sorpce 1. sorpce 2. sorpce g
Sedé 90 30 41 14 550

Teplotni program pro GC-MS zacinal pii teploté 55 °C, kterd byla udrzovana 3 minuty.
Nasledoval rust teploty rychlosti 6 °C za minutu za konstantniho tlaku 30 kPa na teplotu 300 °C,
ktera byla drzena 20 minut. Teplota nastfiku byla 250 °C a teplota iontového zdroje 230 °C.
Kolona pouzitd k analyzam byla SLB-5ms o délce 30 m, priméru 0,25 mm a tloust’ce filmu
0,25 pum (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Po&ate¢ni pritok nosného plynu byl 0,7 ml min?,
linearni rychlost 30,6 cm s, Davkovani bylo realizovano za pouziti déli¢e toku v rozmezi 1:5
az 1:50 podle potieby.

Teplotni program GC-FID byl nastaveny nasledovné: pocatecni teplota kolony byla 250 °C
a byla udrzovana 3 minuty. Po této dobé doslo k nartstu teploty rychlosti 6 °C za minutu do teploty
250 °C, ktera byla udrzovana 10 minut. Teplota néstiiku a detektoru byla shodné 250 °C. Kolona
pouzita k analyzam je HP-5. Ma délku 30 m a jeji pramér je 0,32 mm, tloustka filmu kolony je
1 um (J&W Sientific, Folsom, CA, USA). Nosnym plynem byl pii GC-FID dusik, pfi pfetlaku na

hlavé kolony 30 kPa. Davkovani bylo realizovano délicem toku pii konstantnim poméru 1:3.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace podminek extrakce

Pfi méfeni vzorki chmele byly cilené ménény tfi parametry, které maji vyrazny vliv
na pribéh extrakce. Prvnim vyznamnym parametrem je teplota extrakce, druhym parametrem
je doba extrakce, tieti parametr ovliviujici extrakci je navazka vzorku. Méfeny vzorek chmele
byl smésny vzorek slozeny z péti druhti chmele. Kazdé odridy bylo navazeno stejné mnozstvi,
jednalo se o druhy Mandarina, Kazbek, Simcoe, Cascade a Amarillo. Chromatografické

podminky byly pievzaty z diplomové prace Dominiky Suhajové [69].

3.2 Optimalizace parametru dle principu planovani experimenti

Pro urceni optimalnich podminek extrakce byl pouzit statisticky program STATISTICA
Cz 12 (StatSoft Praha, CR), ve kterém byl navrzen experiment pomoci ortogonalniho
centralniho kompozitniho planovani (CCD). Z planovani experimentu metodou CCD byly
vygenerovany podminky optimaliza¢nich pokust, viz tabulka 1/1 v ptiloze. Bylo provedeno
celkem 20 extrakci, a to pro kazdé ze tii typti vlaken. Nasledné byla sledovana plocha pika
a pocet piki s cilem urcit vhodnou navazku, kombinaci teplot a dobu extrakce pro navazujici
experimenty souvisejici s identifikaci latek. Optimaliza¢ni experimenty probihaly pouze
V jedné vodni lazni pti definované teploté. Na obrazku 11 jsou uvedeny profily pro piedpovédi
a vhodnost pro Sedé vlakno, na zakladé kterych byla urena idealni teplota extrakce 90 °C,
doba extrakce 47,5 minuty a navazka 550 mg. Celkovy vhodnostni profil pro Sedé vlakno je

uveden v ptiloze Il obrazek II/1.
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Na dalsim obrazku 12 je uveden odezvovy profil pro predpovédi a vhodnost pro cerné
vlakno. Z obrazku Ize odecist idedlni parametry extrakce. Teplota extrakce 90 °C, doba extrakce
60 minut a navazka 1000 mg vzorku. Celkovy vhodnostni profil pro ¢erné vlakno je uveden

v ptiloze II obrazek I1/2.

Teplota (°C) Doba (min) Navazka (g) Desirability
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Obrazek 12 Odezvové profily pro piedpovédi a vhodnost (Cerné vlakno)

53



Odezvovy profil pro pfedpovédi a vhodnost podminek extrakce na Cervené vldkno je
uveden v tabulce 13. Optimalizované extrakce podminky jsou 90 °C, 35 minut a navazka

550 mg. Celkovy vhodnostni profil pro ¢erné vlakno je uveden v ptiloze Il obrazek I1/3.

Teplota (°C) Doba (min) NavaZzka (g) Desirability
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Obrazek 13 Odezvové profily pro pfedpovedi a vhodnost (¢ervené vlidkno)
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Jak je vidét z obrazku 14 a pfedevsim z plochy pikl na obrazku 15, tak nejvétsi plochy
bylo dosazeno pfi extrakci €. 14, kterd odpovida navazce 550 mg. Tato navazka pfi teploté

90 °C a dobé extrakce 35 minut vykazovala shodné pro vSechna tfi vlakna nejvy$si mnozstvi

vvvvvvvv
svwvr

v v

30 °C, doba extrakce 35 minut a navazka ¢inila 550 mg.
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Obrazek 14 Plocha pika pfi porovnani vlaken s odliSnymi parametry extrakce (n = 3)
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Pocet pikii nalezenych pii desorbci latek je nejvyssi u extrakce ¢islo 14, tedy pii navazce
550 mg, teploté extrakce 90 °C a dob¢ extrakce trvajici 35 minut. Tyto podminky extrakce

vykazovaly nejvyssi pocet pikli shodné pro vSechny tti typy pouzitych vlaken.

3.3 Moznost kombinace dvou teplot

Teplota ma velky vliv na prab&h extrakce. Protoze extrakce byla pfi experimentu
provadéna ve dvou krocich, bylo nutné uréit optimalni teploty pro jednotlivé termostaty.
Piedbéznymi experimenty byly zkouseny teploty 1. extrakce 70 °C, 80 °C a 90 °C a teploty
2. extrakce 30 °C, 40 °C a 50 °C. Uvedené teploty obou extrakci byly nasledné kombinovany

pro vSechna tfi vlakna.
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Obrazek 16 Kombinace teplot pro Sedé vlakno dle plochy piki (n = 3)

Z obrazku 16 je zieteln¢ vidét, ze optimalni teplota extrakce na Sed¢ vldkno je pfi
kombinaci 90 + 30 °C, piipadné 90 + 40 °C, pii navazce 550 mg a dob¢ extrakce 22 + 22 minut.
Tyto dvé kombinace teplot Ize povazovat za uvedenych podminek za optimalni. Optimalni
podminky lze odecist také z obrazku 17, na kterém jsou uvedeny pocty nalezenych pikd pro

uvedené podminky.
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Obrazek 17 Kombinace teplot pro $edé vlakno dle plochy pikt (n = 3)
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Obrazek 18 Kombinace teplot pro ¢erné vlakno (n = 3)
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Obrazek 19 Kombinace teplot pro ¢erné vlakno dle poctu pikt (n = 3)

Na obrazku 18 je znazornéna plocha pikd namétfena pro ¢erné vlakno. Na obrazku 19 je
znazornén pocet pikli pro kombinaci teplot pii extrakci na cerné vlakno. Je jasné patrné,

ze optimalni kombinace teplot je 90 °C u 1. extrakce a 40 °C u 2. extrakce.
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Obrazek 20 Kombinace teplot pro ¢ervené vlakno (n = 3)

Obrazek 20 lze interpretovat tak, Ze ¢im vyssi je prvni extrakeni teplota, tim vyssi plochy
pikli byla dosaZeno. Nariist druhé extrakeni teploty snizuje u€innost pfedchazejici extrakce.
Pouze v piipadé kombinace teplot 90 + 40 °C bylo se zvysujici se druhou teplotou extrakce

dosazeno vyssi plochy.
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Obrazek 21 Kombinace teplot pro ¢ervené vldkno dle poctu piki (n = 3)
Nejvetsi pocet pikd byl nalezen pti kombinaci teplot 90 + 40 °C, viz obrazek 21.

Tato kombinace teplot je proto pro extrakci na ¢ervené vlakno nejvyhodnéjsi.
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3.4 Optimalizace doby extrakce
Dalsim dulezitym faktorem je doba extrakce. Byla provedena série experimenti, kde byla

testovana jak celkova doba extrakce, tak i podil prvni doby extrakce na celkové dobé.
Pomér prvni doby extrakce k celkové dobé byl uréen CCD navrhem experimentu, tabulka
s pomérem doby prvni extrakce k celkové dobé je uvedena v piiloze | tabulka 1/2. Uginnost
extrakce byla zkoumana pomoci GC-MS, pficemz plati, ze ucinngjsi extrakce vedla
k detekci vyssiho poctu piki s vétsi celkovou plochou ve vysledném chromatogramu.

Pro extrakci byly pouzity tfi druhy vlaken. Pro Sedé a ¢erné vlakno byly stanoveny jako
optimalni parametry extrakce navazka 550 mg a teplota 1. extrakce 90 °C, teplota nasledné
extrakce 30 °C. Cervené vldkno ma optiméalni navazku rovnéz 550 mg a teplotu 1. extrakce
90 °C, odlisuje se vsak teplotou 2. extrakce 40 °C. Programem Statistica Cz byly uréeny
kombinace doby extrakci pro dalsi sérii experimentu, viz tabulka 1/2 v ptiloze I. Na obrazku 22

je uveden odezvovy a vhodnostni profil pro Sedé vlakno, kterym je uréena doba jednotlivych

krokt extrakce.
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Obrazek 22 Odezvové profily pro $edé vlakno a kombinace doby 1. a 2. extrakce
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doba 1. extrakce (min) doba 2. extrakce Desirability
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Obrazek 23 Odezvové profily pro ¢erné vlakno a kombinace doby 1. a 2. extrakce

Na obrazku 23 je uveden odezvovy a vhodnostni profil pro ¢erné vlakno uréujici

kombinaci optimalni doby jednotlivych kroku extrakce. Na obrazku 24 na nasledujici strané je

vhodnostni profil pro ¢ervené vlakno.
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doba 1. extrakce (min) doba 2. extrakce Desirability
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Obrazek 24 Odezvové profily pro ¢ervené vlakno a kombinace doby 1. a 2. extrakce
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Obrazek 25 Doba extrakce pro $edé vlakno (n = 3)

Na obrazku 25 je zanesena primérnd plocha pikl pii extrakei na Sedé vlakno. Nejvyssi
namétend plocha piku byla dosaZena pti navazce 550 mg, teploté 90 °C a 30 °C pti dobé
extrakce 41 + 14 minut. Celkova doba je 55 minut stejné jako u doby 14 + 41 minut,

ptesto plocha pikli u druhé jmenované kombinace je o pfiblizné 40 % niz$i. Na obrazku 25,
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stejn¢ jako ve vSech ostatnich obrdzcich v kapitole 3.4 vidét dvakrat 20 + 20 minut trvajici

extrakce. Pfestoze podminky extrakce byly vzdy stejné, plocha a pocet pikl je mnohdy riizna.
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Obrazek 26 Doba extrakce pro Sedé vlakno dle poc¢tu pikli (n = 3)

Na obrazku 26 lze pozorovat u doby 20 + 20 minut rozdil pouze o jeden pik. Pfi porovnani

plochy uvedené doby 20 + 20 minut je vSak rozdil plochy piki ptiblizn€ 20 %.
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Obrazek 27 Doba extrakce pro ¢erné vlakno (n = 3)

Na obrazku 27 je obdobna situace pro ¢erné vlakno. Toto vldkno dosahuje maximalni
plochy piku pfi ¢asech 34 + 6 minut. Prakticky shodné velka plocha byla namétena i pii dobé
41 + 14 minut. Z toho pohledu lze konstatovat, ze na extrakci na ¢erné vlakno ma vliv zejména
Cas prvni extrakce, coZ lze vidét na vhodnostnim profilu obrazek 23, kdy je doba 2. extrakce

statisticky nevyznamnym parametrem.
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Obrazek 28 Doba extrakce pro cerné vlakno podle poctu pikti (n = 3)

Rozdil v kombinaci 20 + 20 minut pro ¢erné vlakno je ze vSech tii typl vlaken nejmensi,
viz obrazek 28. Rozdil je pouze jeden pik, pti porovnani plochy pika 20 + 20 minut je rozdil
ptiblizné 3 %.
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Obrazek 29 Doba extrakce pro ¢ervené vlakno (n = 3)

Na obrazku 98 je plocha pikli u ¢erveného vldkna. Pti extrakci na toto vldkno byla teplota
druhé extrakce vys§i o 10 °C neZ u Sedého a Cerného vlakna. Nejvétsi plocha pikd byla
nameétena pii dobé extrakce 34 + 6 minut. Celkova doba extrakce 40 minut je také pii kombinaci
20 + 20 minut a 6 + 34 minut. Posledni dvé kombinace teplot v§ak nedosahuji plochy pika jako
u kombinace 34 + 6 minut. Tento fakt, Ze vyssi teplota prvni extrakce dosahuje vyssSich ploch,

je pozorovatelny u vSech tii typli vldken.
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Obrazek 30 Doba extrakce pro cervené vlakno dle poctu piki (n = 3)

Na obrazku 30 je vidét rozdil poctu pikti pro kombinace 20 + 20 minut dva piky. Tyto dva
piky tvofi rozdil pfiblizné 13 % vyjadieno v ploSe pikli u doby 20 + 20 minut. Nejvétsi pocet
pikt byl nalezen pfi extrakci trvajici celkem 40 minut v poméru 34 + 6 minut.

Z odezvovych a vhodnostnich profili uvedenych v kapitole 3.4 lze jednoznaéné tvrdit,

ze teplota druhého extrakcniho kroku je vzdy statisticky nevyznamnym parametrem.

3.5 Porovnani vlaken

Jak je uvedeno vyse, pii experimentech byla pouzita tfi rizna SPME vlakna.
Kazd¢ vlakno se liSilo sloZzenim stacionarni faze a jeji tloustkou. Aby se dalo mezi vldkny
rozliSit, oznacuji se ur€itymi barvami, kazda druh stacionarni faze je pfitom vhodny pouze pro
urc¢ity druh chemickych latek.

Z péti odrad chmele byly pro porovnani vladken vybrany dvé odridy, konkrétné¢ Kazbek
a Mandarina. U téchto dvou odrid byl nasledné urCen pocet pikti a celkova plocha pikt
extrahovanych latek. Srovndvanym parametrem byla opét plocha piki, kterd reprezentuje
mnozstvi vSech latek, které se podafilo extrahovat ze vzorku. Pii experimentu byly zvoleny dvé
metody extrakce. Prvni metoda extrakce (znacena I) byla provadéna jednokrokovou extrakci
pii 90 °C po dobu 60 minut. Druha metoda extrakce (znacena II) extrakce byla provadéna
ve dvou extrakénich krocich, a to 1. extrakce pti 90 °C po dobu 41 minut, nasledovana
2. extrakcei pfi 30 °C po dobu 14 minut. Ob¢ metody mély shodnou navazku vzorku 550 mg.

Kazdé méteni bylo opakovano tfikrat, aby byla dosazena reprodukovatelnost vysledkd.
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Obrazek 31 Porovnani vlaken na odrid¢é Kazbek metodou I (n = 3)

Obrazek 31 zobrazuje porovnani tii typl pouzitych vlaken pro odridu chmele Kazbek
metodou I, tedy extrakci provedenou v jednom kroku pii 90 °C a dobé extrakce 60 minut.
Hned v prvnim grafu je zfetelné vidét, ze Sedé vlakno vykazuje nejvétsi plochu piki, tudiz

nejlepsi extrakeni schopnosti.
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Obrazek 32 Porovnani vlaken na odridé Mandarina metodou I (n = 3)

Obrazek 32 zobrazuje stejnou metodu méfeni pii zachovani totoznych podminek,

pouze pro chmel odriidy Mandarina. I na tomto grafu 1ze pozorovat lepsi extrakéni vlastnosti

Sedého vlakna.
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Obrazek 33 Porovnani vlaken na odridé Kazbek metodou II (n = 3)

Obrazek 33 zobrazuje odridu chmele Kazbek metodou 11, tedy pro dvoukrokovou metodu

extrakce provadénou pii 90 °C a 30 °C s ¢asem extrakce 41 + 14 minut. | na tomto obrazku

je patrna dvojnasobné vétsi plocha pika Sedého vlakna.
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Obrazek 34 Porovnani vlaken na odridé Mandarina metodou Il (n = 3)

Posledni obrazek 34 ze srovnavacich testll vlaken zobrazuje metodu Il pro odridu

Mandarina. Vyhoda Sedého vladkna je i pfi tomto provedeni ziejma. Podobné jako u odridy

Kazbek tato dvoukrokova metoda vykazuje nejvétsi plochy pikd pro sedé vlakno. Z toho lze

usoudit, Ze na extrakci ma vliv zejména provedeni extrakce z hlediska teplotniho rezimu,

nikoliv koncentrace jednotlivych tékavych latek, ktera je v uvedenych odriidach rizna.
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Pti provedeni extrakce metodou II bylo u Sedého vldkna vzdy dosazeno vétsi plochy piki,
nez u vlakna ¢erného nebo ¢erveného. Tohoto efektu bylo dosazeno u obou testovanych odrtd.
Lze tak tvrdit, Ze G¢innost extrakce je zavisla pouze na vnéjSich podminkach a nezavisi na
odridé. U cerného a Cerveného vlakna nelze jednoznacné urcit, kterd z metod poskytuje lepsi
vysledky. S jistotou lze pouze konstatovat, ze ¢ervené vldkno ma lepsi sorpcni vlastnosti pro

dany vzorek nez ¢erné vlakno.

3.6 ldentifikace latek

Z predchozich experimentii byly ziskany optimalni podminky extrakce uvedené
v tabulce 12 tak, aby bylo dosazeno sorpce co nejvétsiho mnozstvi tékavych latek. Dalsi sérii
experimentl byla extrakce tékavych latek z péti vzorka chmele s jejich naslednou identifikaci.
Kazda odrida byla podrobena extrakci, za optimalizovanych podminek, na sedé SPME vlakno

DVB/CAR/PDMS 50 um/30 pum.
Tabulka 12 Optimalizované podminky pro sedé SPME vlakno

Parametr Hodnota
doba prvni extrakce 41 minut
doba druhé extrakce 14 minut

kombinace teplot 90 a 30 °C
doba desorpce 1 minuta
navazka vzorku 550 mg

objem nadobky na vzorek 20 ml

Chromatografické podminky a doba desorpce byly pfevzaty z diplomové prace Dominiky
Suhajové [69]. Pti desorpci na GC-MS byl ziskan chromatogram s p¥islu§nym mnozstvim pika,
jejichz hmotnostni spektra byla porovnana s databazi spekter a na zaklad¢ tohoto porovnani
byly identifikovany chemické latky ve chmelu. Identifikace latek byla nasledné potvrzena
pomoci reten¢nich indext.

Aby bylo mozné ziskat retencni indexy chemickych latek ve chmelu, bylo nejprve nutné
prométit retenéni Casy n-alkanil, které dale poslouzily k vypoctu retencnich indexda.
Retencni Cas je veliCina, kterd je zavisla na okolnich podminkach, proto neni zcela vhodna pti
srovnani s databazemi. Reten¢ni index je vSak veli¢ina nezavislda na podminkach
chromatografické analyzy a lze ji tak pouZit pro srovnani a identifikaci chemickych latek.

V kapitole 3.6.1 az 3.6.5 jsou uvedeny vybrané t€kavé latky extrahované ze vzorkl
chmele, které maji obsah alesponn 0,10 % relativnich, tzn. plocha pikl ptisluSnych latek

vztazend k celkové plose vSech nalezenych pikt.
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0.75+

Intenzita

Pfi desorpci na GC-FID za podminek uvedenych v kapitole 2.3 byly spocitany relativni
plochy pikl v chromatogramech jednotlivych vzork. Chromatogramy jsou uvedené v piiloze
Il obrazek I11/1 az obrazek I11/5, pro jednotlivé vzorky chmelti. Ze ziskanych chromatogramii
a po prepoctu retencnich Casii na retencni indexy byly vypracovany tabulky, ve kterych jsou
uvedeny detekované piky s relativni plochou vétsi nez 0,1 %, tyto tabulky jsou uvedeny
v priloze IV tabulka 1V/1 az tabulka IV/5.

3.6.1 Identifikace latek chmele odriidy Mandarina
Z chromatogramu na obrazku 36 a 37 ziskaného metodou GC-MS bylo celkem detekovano

107 pikd. Bylo provedeno porovnani hmotnostnich spekter s knihovnami spekter i s databazemi
NIST, WEBBOOK a VCF. Na zakladé porovnani bylo identifikovano celkem 45 latek se shodou
alesponl 85 %. Odriida chmele Mandarina obsahuje vyznamné mnozstvi a-humulenu (15,28 %),
B-bisabolenu (13,40), a-kurkumenu (11,11 %) a a-selinenu (10,05 %). Kompletni seznam latek
je uveden v piiloze V tabulka V/1.
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Obrazek 35 10x piiblizeny chromatogram chmele odrtidy Mandarina
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Obrazek 36 Chromatogram odriidy chmele Mandarina
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3.6.2 Identifikace latek chmele odriidy Kazbek
Z chromatogramu na obrazku 37 a 38 ziskaného metodou GC-MS bylo celkem

detekovano 115 pikti. Bylo provedeno porovnani hmotnostnich spekter s knihovnami spekter
i s databazemi NIST, WEBBOOK a VCF. Na jejich zakladé bylo identifikovano celkem
47 latek se shodou alespon 85 %. Odrida Kazbek obsahuje vyznamné mnozstvi a-humulenu
(23,12 %) a pB-karyofillenu (17,52 %). Kompletni Seznam latek je uveden v pfiloze
V tabulka V/2.
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Obrazek 37 Chromatogram odriidy chmele Kazbek
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Obrazek 38 10x ptiblizeny chromatogram odridy chmele Kazbek
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3.6.3 ldentifikace latek chmele odrady Simcoe
Z chromatogramu na obrazku 39 a 40 ziskaného metodou GC-MS bylo celkem

detekovano 121 piki. Bylo provedeno porovnani hmotnostnich spekter s knihovnami spekter
i s databazemi NIST, WEBBOOK a VCF. Na jejich zakladé bylo identifikovano celkem
48 latek se shodou alesponn 85 %. Odrida chmele Simcoe obsahuje vyznamné mnoZzstvi
a-humulenu (23,37 %) a B-karyofillenu (15,00 %). Kompletni seznam latek je uveden v ptiloze

V tabulka V/3.
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3.6.4 Ildentifikace latek chmele odridy Cascade

Z chromatogramu na obrazku 41 a 42 ziskaného metodou GC-MS bylo celkem
detekovano 74 pikd. Bylo provedeno porovnani hmotnostnich spekter s knihovnami spekter
I s databazemi NIST, WEBBOOK a VCF. Na jejich zakladé bylo identifikovano celkem
32 latek se shodou alespont 85 %. Odrida chmele Cascade obsahuje vyznamné mnozstvi
a-humulenu (24,74 %), B-farnesenu (13,94 %) a p-karyofillenu (12,01 %). Kompletni seznam
latek je uveden v piiloze V v tabulce V/4.
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72



3.6.5 Identifikace latek chmele odriidy Amarillo

Z chromatogramu na obrazku 43 a 44 ziskaného metodou GC-MS bylo celkem
detekovano 92 pikd. Bylo provedeno porovnani hmotnostnich spekter s knihovnami spekter
i s databazemi NIST, WEBBOOK a VCF. Na jejich zakladé bylo identifikovano celkem
42 latek se shodou alespon 85 %. Odrida chmele Amarillo obsahuje vyznamné mnozstvi
a-humulenu (30,39 %) a B-karyofillenu (13,35 %). Kompletni seznam latek je uveden v ptiloze
V tabulka V/5.
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Obrazek 43 Chromatogram chmele odridy Amarillo

x1.000.000)
ITIC

1.75

1.504

1.25

1.004

0.734

Intenzita

0.501

025] |

0.004

10 20 30 40 50 60 70

retenéni ¢as [min]

Obriazek 44 10x ptiblizeny chromatogram chmele odriidy Amarillo

73



4 ZAVER

Cilem prace bylo stanoveni tékavych latek chmele metodou mikroextrakce tuhou fazi.
Pti experimentech byly optimalizovany tfi podminky majici velky vliv na kvantitativni prib&h
extrakce tékavych latek ze vzorku. Pro experimenty byla testovana tti SPME vlakna.

Extrakce tékavych latek probihaly pii kombinaci dvou rtiznych teplot. Bylo zjiSténo,
ze prvni extrakce provadéna pii vyssi teploté, nasledovana druhou extrakci pfi nizsi teploté,
vede k ucinngjsi sorpci latek ze vzorku nez naopak. Vysvétlenim muize byt to, ze pii prvni
Druha extrakce pii nizsi teploté nezpisobuje desorpci méné tékavych latek sorbovanych
v prvnim kroku, zaroven vSak vede k sorpci latek vice t€kavych. Tento efekt Ize pozorovat
u vsech tii typt SPME vlaken pouzitych pfi experimentu.

Pti experimentech a porovnani odrid Kazbek a Mandarina bylo zjisténo, ze SPME vlakno
DVB/CAR/PDMS 50 um/30 um vykazuje mnohem lepsi extrakéni schopnosti oproti vliaknu
CAR/PDMS 75 um, nebo PDMS 100 um. Pro stanoveni tékavych latek chmele je tak vhodné
Sedé vlakno DVB/CAR/PDMS 50 pm/30 pm.

Pti méfenich optimalizujici dobu extrakce bylo zjiSténo, Ze pii stejné dlouhé celkové dobé
extrakce s delsi prvni dobou se vzdy extrahuje vice latek, nez naopak. Nebylo prokazano,
ze S rostouci celkovou dobou extrakce dojde Kk nardstu plochy pikd. Pii dlouho trvajicich
extrakcich bylo sice dosazeno relativné velké plochy, piesto u kazdého ze tfi typl vldken
nejdelsi doba extrakce nevedla k nejvetsi plose.

Pti optimalizovanych podminkach byly na Sedé vlakno extrahovany tékavé latky z péti
zvolenych odriid chmele. V souladu se teorii byl hlavni tékavou sloZzkou vsech péti odrad
chmele a-humulen. Vsech pét odrid obsahovalo také B-karyofillen a B-myrcen. U odrudy
Simcoe se podafilo nalézt nejvice latek ze vSech péti odrud. Celkem se podafilo nalézt 121
latek, z toho 48 jich bylo identifikovdno. Naproti tomu nejméné nalezenych latek bylo u odridy

Cascade, a to pouze 74 pikt. Z toho se jich 32 podaftilo identifikovat.
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Priloha I Podminky pokust vygenerovanych pro extrakci

Tabulka 1/1 Podminky pokusti vygenerovanych pro optimalizaci extrakce

Cislo pokusu Teplota [°C] Doba [min] Navézka [g]
1 41,6 19:42 0,28
2 41,6 50:18 0,83
3 78,4 19:42 0,83
4 78,4 50:18 0,28

5C 60,0 35:00 0,55
6C 60,0 35:00 0,55
7 41,6 19:42 0,83
8 41,6 50:18 0,28
9 78,4 19:42 0,28
10 78,4 50:18 0,83
11C 60,0 35:00 0,55
12C 60,0 35:00 0,55
13 30,0 35:00 0,55
14 90,0 35:00 0,55
15 60,0 10:00 0,55
16 60,0 59:59 0,55
17 60,0 35:00 0,10
18 60,0 35:00 1,00
19C 60,0 35:00 0,55
20C 60,0 35:00 0,55

C - centralni bod

Tabulka 1/2 Pomér doby prvni a druhé extrakce

1. krok 2. krok celkem
06:15 18:45 25:00
13:45 41:15 55:00
18:45 06:15 25:00
41:15 13:45 55:00
20:00 20:00 40:00
05:51 34:08 40:00
34:08 05:51 40:00
09:23 09:23 18:47
30:36 30:36 1:01:12

20:00 20:00 40:00




Priloha II Celkové vhodnostni profily Sedého, cerného a ¢erveného vldkna
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Priloha IIT Chromatogramy ziskané metodou GC-FID
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Priloha IV Detekované slouc¢eniny metodou GC-FID
Tabulka IV/1 Reten¢ni indexy a plochy pikd detekovanych latek metodou GC-FID u odrtidy Mandarina

Pofadi RI? P'[?)/‘;;'a Pofadi RI® P'g,;)r]‘a Potadi RI® P'[‘g/g?a
1 840 0,4 22 1213 0,9 43 1306 0,4
2 893 0,4 23 1215 0,4 44 1308 0,2
3 961 0,3 24 1217 0,3 45 1310 0,3
4 982 0,2 25 1220 0,6 46 1324 0,5
5 1012 0,4 26 1229 0,3 47 1328 0,5
6 1074 02 27 1230 0,1 48 1333 2,5
7 1079 0,3 28 1231 0,1 49 1336 0,3
8 1091 0,9 20 1244 0,2 50 1339 1,1
9 1101 0,7 30 1247 0,2 51 1342 0,4
10 1112 0,2 31 1248 0,6 52 1347 1,0
11 1123 0,4 32 1252 0,2 53 1349 0,4
12 1136 0,5 33 1261 0,2 54 1352 0,2
13 1138 0,2 34 1266 1,9 55 1354 0,4
14 1146 0,2 35 1268 5,4 56 1358 0,5
15 1160 0,3 36 1281 256 57 1362 0,6
16 1171 0,2 37 1283 4,9 58 1366 0,3
17 1181 0,5 38 1286 8,5 59 1369 1,0
18 1195 0,7 39 1291 5,6 60 1391 0,2
19 1203 0,2 40 1295 8,3 61 1413 0,2
20 1204 02 a1 1297 3,5 62 1475 0,2
21 1208 0,7 42 1303 1,0

RI? - retenéni index vypocitany podle Van den Doola



Tabulka IV/2 Reten¢ni indexy a plochy pika detekovanych latek metodou GC-FID u odriidy Kazbek

Potadi  RI® P'[Oo/‘;;'a Potadi  RI® P'[‘;/‘;;‘a Pofadi  RI® P'[‘g/‘;?a
1 847 13 20 1182 03 39 1284 352
2 903 16 21 1195 09 40 1292 35
3 973 04 22 1204 02 41 1204 25
4 989 02 23 1209 07 42 1208 43
5 1016 03 24 1214 02 43 1300 08
6 1020 01 25 1215 01 44 1304 14
7 1073 02 26 1217 01 45 1307 04
8 1077 02 27 1220 09 46 1313 02
9 1089 37 28 1237 02 47 1315 02
10 1098 08 29 1240 06 48 1326 14
11 1105 01 30 1245 02 49 1329 05
12 1110 03 31 1248 03 50 1334 30
13 1122 02 32 1249 11 51 1337 05
14 1136 11 33 1252 01 52 1341 12
15 1138 03 34 1262 03 53 1346 03
16 1146 01 35 1271 210 | 54 1350 03
17 1159 0.2 36 1273 03 55 1355 02
18 171 01 37 1275 02 56 1359 02
19 1174 03 38 1278 02

RI? - retenéni index vypocitany podle Van den Doola



Tabulka 1V/3 Reten¢ni indexy a plochy piki detekovanych latek metodou GC-FID u odrdy Simcoe

Potadi  RI® P'[Oo/‘;;'a Potadi  RI® P'[‘;/‘;;‘a Pofadi  RI® P'[‘g/‘;?a
1 856 1 21 1172 02 a1 1291 16
2 913 06 22 1180 02 42 1293 05
3 972 03 23 1204 03 43 1297 42
4 995 02 24 1208 25 44 1300 07
5 1018 03 25 1213 18 45 1302 02
6 1075 0,2 26 1215 05 46 1304 07
7 1087 7.9 27 1217 04 47 1307 04
8 1094 04 28 1220 24 48 1311 03
9 1096 08 29 1224 02 49 1313 03
10 1102 02 30 1229 03 50 1321 03
11 1108 04 31 1244 04 51 1325 07
12 1118 03 32 1247 03 52 1320 04
13 1129 02 33 1249 14 53 1333 17
14 1133 09 34 1262 01 54 1335 11
15 1135 05 35 1270 16 55 1337 07
16 1144 02 36 1272 02 56 1340 13
17 1159 03 37 1274 02 57 1343 03
18 1194 1.2 38 1277 04 58 1346 03
19 1202 04 39 1283 355 | 59 1350 0.2
20 1169 05 40 1289 02

RI? - retenéni index vypocitany podle Van den Doola



Tabulka IV/4 Reten¢ni indexy a plochy pikd detekovanych latek metodou GC-FID u odrtidy Cascade

Pofadi  RI? P'[‘;/‘;;'a Pofadi  RI® P'[‘;/‘;;‘a Pofadi  RI? P'[‘g/g?a
1 829 06 15 1268 67 20 1309 03
2 1081 12,6 16 1270 05 30 1313 02
3 1090 03 17 1273 04 31 1318 03
4 1102 03 18 1275 02 322 1326 03
5 1129 07 19 1281 291 33 1331 08
6 1130 02 20 1282 3 34 1333 1.2
7 1175 0,2 21 1287 05 35 1335 08
8 1191 08 22 1289 28 36 1338 09
9 1205 04 23 1292 24 37 1342 03
10 1210 04 24 1296 29 38 1348 05
11 1216 05 25 1208 05 39 1353 03
12 1237 14 26 1300 03 40 1357 04
13 1246 08 27 1302 09 41 1362 04
14 1267 187 28 1305 03

RI? - retenéni index vypocitany podle Van den Doola



Tabulka IV/5 Reten¢ni indexy a plochy pikd detekovanych latek metodou GC-FID u odriidy Amarillo

Potadi  RI® P'[‘;/‘;;'a Potadi  RI® P'[‘;/‘;;‘a Potadi  RI® P'[‘g/‘;?a
1 946 0,2 15 1249 09 29 1307 02
2 1004 02 16 1269 187 | 30 1309 03
3 1080 36 17 1271 36 31 1313 0.2
4 1090 0.2 18 1282 03 322 1318 04
5 1128 06 19 1287 465 | 33 1323 04
6 1130 02 20 1289 04 34 1327 04
7 1171 02 21 1201 17 35 1332 15
g8 1199 07 22 1293 08 36 1334 1.2
9 1210 04 23 1296 0.2 37 1336 1,1
10 1220 04 24 1298 07 38 1338 16
11 1228 03 25 1300 03 39 1342 02
12 1239 05 26 1302 07 40 1344 03
13 1244 02 27 1303 04 41 1348 03
14 1246 0.2 28 1305 04 42 1356 02

RI? - retenéni index vypocitany podle Van den Doola



Priloha V Detekované slouceniny metodou GC-FID

Tabulka V/1 Indentifikace latek chmele odridy Mandarina

Potfadi Nazev sloudeniny CAS SF;)(;a RI? RIP [:;:]
1 NI 704! 0,11
2 NI 706! 0,45
3 NI 708! 0,08
4 NI 7141 0,19
5 NI 716! 0,05
6 NI 720! 1,27
7 NI 782! 0,07
8 NI 789! 0,17
9 NI 792! 0,22
o Kyselinad-methyl 0 2 ) 87 844 844 0,14

butanova
g (yselinazmethyl 0 oa 85 852 851 0,10
butanova
12 Isobutyl isobutyrat 97-85-8 93 912 913 0,15
13 44-dimethy| 20019-64-1 86 947 945 0,11
krotonolakton
14 NI 963 0,09
15 Isoamyl propionat 105-68-0 93 969 969 0,08
16 B-Pinen 127-91-3 93 980 980 0,27
17 NI 985 0,11
18 NI 987 0,08
19 Myrcen 123-35-3 96 989 989 0,70
20 Pentyl isobutyrat 2445-72-9 90 1011 1012 0,10
21  Isoamyl isobutyrat 2050-01-3 96 1014 1014 0,61
22 NI 1025 0,15
23 L-limonen 5989-54-8 91 1031 1031 0,14
24 NI 1050 0,13
25 NI 1085 0,46
26 Linalool 78-70-6 92 1100 1100 0,67
27 . Kysellna’ 2445-77-4 90 1107 1107 0,09
isovalerova
28 Metyl kaprylat 111-11-5 92 1123 1123 0,11
29 NI 1135 0,15
30 NI 1142 0,23
31 NI 1156 0,03
32 NI 1168 0,13
33 NI 1180 0,15
34 2-Dekanon 693-54-9 88 1192 1192 0,23



Pofadi Nazev slou¢eniny CAS SFOZ(]ja RI? RIP [:;:]
35 NI 1210 0,11
36 NI 1221 0,35
37 Methyl nonanoat 1731-84-6 89 1223 1224 0,27
38 Geraniol 106-24-1 91 1252 1252 0,28
39 NI 1257 0,24
40  Kyselina nonanova 112-05-0 85 1276 1276 0,51
41 NI 1286 0,22
42 2-Undekanon 112-12-9 97 1293 1293 0,86
43 NI 1301 0,08
44 NI 1308 1,38
45 NI 1315 0,44
46 Methyl geranat 1189-09-9 93 1322 1321 0,82
47 NI 1335 0,50
48 NI 1350 0,24
49  Kyselina kaprinova 334-48-5 83 1374 1374 0,17
50 d-Ilangen 14912-44-8 87 1377 1377 0,23
51 a-kopaen 3856-25-5 93 1384 1384 0,66
52 Seskvitujen 58319-06-5 84 1392 1392 0,17
53 2-dodekanon 6175-49-1 92 1397 1397 0,40
54 NI 1405 0,12
55 NI 1414 0,36
56 NI 1418 0,14
57 NI 1425 0,11
58 B-karyofillen 87-44-5 95 1434 1434 5,28
59 2-norpinen 17699-05-7 94 1444 1440 2,15
60 NI 1450 0,09
61 NI 1455 0,06
62 NI 1457 0,14
63  1,6,10-dodekatrien 18794-84-8 90 1461 1461 0,34
64 NI 1465 0,11
65 NI 1469 0,14
66 a-humulen 6753-98-6 96 1473 1473 15,28
67 NI 0,35
68 Eremofilen 10219-75-7 90 1487 1486 3,64
69 a-kurkumen 644-30-4 96 1492 1492 11,11
70 -bergamoten 15438-94-5 92 1496 1493 0,65
71 B-bisabolen 495-61-4 88 1504 1504 13,40
72 a-Selinen 473-13-2 94 1513 1513 10,05
73 B-bisabolene 495-61-4 95 1518 1518 3,19
74 NI 1521 0,11



Shoda A

Pofadi Nazev slou¢eniny CAS (%] RI? RIP (%]
75 v-kadinen 39029-41-9 94 1528 1528 1,57
76 B-kadinen 523-47-7 94 1533 1530 1,89
77 T-kalamenen 73209-42-4 88 1537 1536 1,06
78 NI 0,20
79 o-kadinen 24406-05-1 89 1552 1546 0,45
80 a-kalakoren 21391-99-1 93 1557 1554 0,46
81 NI 1566 0,40
82 NI 1577 0,33
83 NI 1581 0,10
84 NI 1592 0,23
85 NI 1598 0,11
86 NI 1603 1,09
87 NI 1610 0,23
88 NI 1618 0,49
89 NI 1632 2,37
90 Neiontermedol 5945-72-2 85 1638 1631 0,30
91 NI 1645 0,24
92 NI 1655 0,62
93 NI 1662 0,39
94 NI 1669 0,97
95 Aplotaxen 10482-53-8 81 1673 1675 0,32
96 Kongol 16641-47-7 85 1680 1676 0,87
97 NI 1685 0,15
98 NI 1691 0,4
99 a-bisabolol 515-69-5 92 1699 1698 0,80
100 NI 1715 0,16
101 Methyl 124-10-7 90 1720 1729 0,57

tetradekanoat
102 NI 1732 0,06
103 NI 1745 0,09
104 NI 1758 0,11
105 NI 1795 0,15
106 NI 1838 0,14
107 Diisobutyl ftalat 84-69-5 86 1870 1870 0,11

! Mimo homologickou fadu alkant, NI - neidentifikovano, RI? - retenéni index vypocitany dle
Van den Doola, RI® - retenéni index nalezeny, A - relativni plocha, CAS — registra¢ni &islo



Tabulka V/2 Indentifikace latek chmele odridy Kazbek

Pofadi  Nazev slou¢eniny CAS SF};}?& RI RIP [(';;]
1 NI 7041 0,45
2 NI 706! 0,29
3 NI 710! 0,05
4 NI 714! 0,09
5 NI 718! 0,03
6 NI 720! 0,63
7 NI 7621 0,04
8 NI 790! 0,11
9 Kyselina 503-74-2 92 845 845 016

1sovalerova
10 Isobutyl isobutyrat 97-85-8 90 913 913 0,05
11 NI 923 0,05
12 4,4-dimethy| 20019-64-1 86 049 952 0,07
krotonolakton
13 Benzaldehyd 100-52-7 86 965 965 0,05
14 B-Pinen 127-91-3 96 982 982 0,37
15 NI 986 0,1
16 -myrcen 123-35-3 98 991 991 2,07
17 Isoamyl isobutyrat 2050-01-3 95 1016 1015 0,45
18 NI 1027 0,09
19 L-limonen 5989-54-8 94 1032 1031 0,2
20 NI 1039 0,09
21 NI 1057 0,15
22 NI 1060 0,08
23 2-nonanon 821-55-6 88 1092 1092 0,1
24 Linalool 78-70-6 94 1102 1102 1,16
25 Amyl isovalerat 25415-62-7 91 1109 1108 0,06
26 NI 1119 0,09
27 NI 1132 0,09
28 Hexyl isobutyréat 2349-07-7 88 1148 1148,5 0,07
29 NI 1166 0,1
30 NI 1175 0,12
31 NI 1189 0,22
32 2-dekanon 693-54-9 93 1193 1193 0,15
33 NI 1223 0,36
34 Heptyl isobutyrat 2349-13-5 86 1246 1248 0,06
35 Geraniol 106-24-1 94 1254 1254 0,74
36 NI 1262 0,13
37 Geranial 141-27-5 86 1271 1271 0,09
38 NI 1274 0,08
39 NI 1278 0,15



Pofadi  Nazev slou¢eniny CAS SF};}?& RI RIP [(';;]
40 2-undekanon 112-12-9 96 1294 1294 0,85
41 Perill alkohol 536-59-4 87 1306 1305 0,11
42 NI 1309 0,32
43 NI 1314 0,13
44 Methyl geraniat 2349-14-6 94 1324 1324 1,06
45 Oktyl isobutyrat 109-15-9 83 1346 1348 0,06
46 a-kubeben 17699-14-8 91 1354 1354 0,24
47 NI 1360 0,19
48 NI 1363 0,25
49 NI 1365 0,13
50 NI 1371 0,08
51 Ylangen 14912-44-8 91 1379 1378 0,36
52 Geranyl acetat 105-87-3 95 1382 1382 0,69
53 a-kopaen 3856-25-5 95 1386 1386 1,23
54 NI 1399 0,25
55 Iso karyofillen 118-65-0 82 1417 1416 0,26
56 B-karyofillen 87-44-5 95 1440 1440 17,52
57 B-kopaen 18252-44-3 94 1446 1442 1,33
58 NI 1450 0,12
59 NI 1453 0,07
60 NI 1459 0,32
61 NI 1463 0,39
62 NI 1465 0,04
63 NI 1470 0,3
64 a-humulen 6753-98-6 97 1478 1476 23,12
65 NI 1484 0,18
66 y-murolen 30021-74-0 94 1489 1489 3,6
67 a-amorfen 20085-19-2 85 1493 1493 0,46
68 1-pentadekaen 13360-61-7 88 1497 1494 0,36
69 B-selinen 17066-67-0 96 1505 1506 3,9
70 a-selinen 473-13-2 93 1513 1513 6,54
71 B-kadinen 39029-41-9 95 1530 1530 2,72
72 d-kadinen 483-76-1 94 1535 1535 3,6
73 T-kalamenen 73209-42-4 91 1539 1540 1,06
74 E-kadin -1,4- dien 38758-02-0 92 1550 1548 0,55
75 a-kadinen 24406-05-1 89 1554 1546 0,77
76 kalakoren 38599-17-6 95 1559 1560 0,44
77 NI 1567 0,19
78 E-nerolidol 40716-66-3 92 1572 1572 0,96
79 NI 1579 0,77
80 NI 1582 0,27
81 NI 1594 0,22



Pofadi  Nazev slou¢eniny CAS SF};}?& RI RIP [(';;]
82 Karyofillen oxid 1139-30-6 91 1604 1604 2,8
83 NI 1609 0,34
84 NI 1621 0,75
85 NI 1256 0,13
86 NI 1635 3,4
87 NI 1346 0,25
88 Epikubenol 19912-67-5 85 1650 1643 0,32
89 NI 1658 0,74
90 t-kadinol 5937-11-1 85 1663 1659 0,49
91 NI 1671 1,17
92 NI 1676 0,4
93 NI 1679 0,95
94 NI 1694 0,41
95 NI 1699 0,26
96 NI 1708 0,07
97 NI 1714 0,06
98 NI 1420 0,03
99 cis-farnesol 3790-71-4 92 1729 1722 0,43
100 NI 1732 0,36
101 NI 1738 0,02
102 NI 1745 0,12
103 Geranil kaproat 10032-02-7 81 1757 1755,7 0,1
104 NI 1759 0,03
105 NI 1763 0,14
106 NI 1778 0,06
107 NI 1788 0,1
108 NI 1794 0,1
109 NI 1805 0,08
110 NI 1818 0,06
111 NI 1830 0,1
112 Farnesyl acetat 4128-17-0 83 1840 1839 0,1
113 Diisobutyl ftalat 84-69-5 83 1872 1871,8 0,07
114 NI 1880 0,06
115 NI 1892 0,05

! Mimo homologickou fadu alkanti, NI - neidentifikovano, RI? - reten¢ni index vypoc¢itany dle
Van den Doola, RI? - reten¢ni index nalezeny, A - relativni plocha, CAS — registra¢ni ¢islo



Tabulka V/3 Indentifikace latek chmele odriidy Simcoe

Potadi Nazev sloudeniny CAS SF)Z(;a RI® RIP [:;:]
1 NI 704! 0,19
2 NI 707 ! 0,12
3 NI 710! 0,05
4 NI 7141 0,08
5 NI 720! 0,22
6 NI 762! 0,06
7 NI 783! 0,06
8 NI 790! 0,07
9 Kyselina isovalerova 503-74-2 94 845 845 0,30
10 a-pinen 80-56-8 90 935 935 0,06
11 4,4-dimethyl krotonolakton 20019-64-1 85 949 952 0,05
12 Isoamyl propionat 105-68-0 92 970 969 0,10
13 B-pinen 127-91-3 89 981 981 0,27
14 B-myrcen 123-35-3 97 991 991 457
15 NI 0,10
16 Isoamyl butyrat 106-27-4 93 1012 1013 0,33
17 Isoamyl isobutyrat 2050-01-3 96 1015 1015 0,6
18 Methyl heptanoat 106-73-0 82 1023 1025 0,07
19 NI 1027 0,25
20 Limonen 138-86-3 95 1032 1032 0,34
21 1-octanol 111-87-5 85 1072 1072 0,07
22 Kyselina heptanova 111-14-8 86 1083 1083 0,17
23 NI 1086 0,20
24 2-nonanon 821-55-6 96 1092 1092 0,39
25 Linalool 78-70-6 91 1102 1102 141
26 Solusterol 659-70-1 82 1106 1106 0,14
27 Isoamyl isovalerat 25415-62-7 94 1109 1108 0,27
28 Methyl octanoat 111-11-5 92 1124 1124 0,18
29 NI 1136 0,09
30 NI 1140 0,11
31 Hexyl isobutyrat 2349-07-7 88 1148 1148 0,12
32 NI 1153 0,24
33 NI 1169 0,13
34 NI 1189 0,19
35 2-dekanon 693-54-9 85 1193 1193 0,80
36 NI 1204 0,07
37 NI 1211 0,11
38 NI 1219 0,21
39 Methyl nonanoat 1731-84-6 88 1224 1224 0,23
40 NI 1236 0,06
41 Heptyl isobutyrat 2349-13-5 92 1246 1248 0,22



Poradi Nazev slouéeniny CAS SF)Z(;a RI® RIP [:;;]
42 Geraniol 106-24-1 95 1254 1254 0,55
43 NI 1258 0,71
44 NI 1269 0,14
45 NI 1278 0,50
46 NI 1281 0,08
47 NI 1288 0,32
48 2-undekanon 112-12-9 97 1295 1295 3,58
49 NI 1301 0,06
50 NI 1307 0,10
51 NI 1310 2,96
52 NI 1315 0,74
53 Methyl geraniat 2349-14-6 93 1325 1325 3,30
54 NI 1330 0,06
55 Oktyl isobutyrat 109-15-9 93 1346 1348 0,30
56 NI 1358 0,07
57 2-methyl-1-undekanal 110-41-8 82 1368 1363 0,50
58 NI 1374 0,09
59 Kyselina n-dekanova 334-48-5 80 1376 1376 0,18
60 Ylangen 14912-44-8 93 1379 1378 0,57
61 a-kopaen 3856-25-5 95 1386 1387 1,68
62 2-dodekanon 6175-49-1 94 1399 1401 0,53
63 NI 81 1417 1417 0,18
64 Karyofillen 87-44-5 95 1439 1439 15,00
65 B-kopaen 18252-44-3 92 1445 1442 0,74
66 NI 1447 0,05
67 NI 1452 0,28
68 NI 1459 0,28
69 NI 1463 0,22
70 NI 1470 0,28
71 a-humulen 6753-98-6 97 1477 1476 23,37
72 NI 1483 0,18
73 y-murolen 30021-74-0 94 1489 1489 2,86
74 a-amorfen 483-75-0 87 1492 1490 0,39
75 1-dodekanol 112-53-8 82 1497 1490 0,31
76 2-tridekanon 593-08-8 94 1501 1500 2,06
77 NI 1507 0,88
78 B-selinen 17066-67-0 89 1512 1509 3,06
79 B-kadinen 39029-41-9 95 1530 1531 2,25
80 d-kadinen 483-76-1 93 1534 1534 2,64
81 L-kalamenen 483-77-2 92 1538 1538 0,84
82 NI 1545 0,07
83 E-kadin-1,4-dien 38758-02-0 90 1550 1548 0,36



Poradi Nazev slouéeniny CAS SF)Z(;a RI® RIP [:;;]
84 a-kadinen 24406-05-1 91 1554 1546 0,56
85 a-kalakoren 21391-99-1 92 1559 1560 0,47
86 NI 1563 0,11
87 NI 1570 0,41
88 NI 1579 0,49
89 NI 1587 0,17
90 NI 1592 0,17
91 NI 1600 0,02
92 NI 1603 1,59
93 NI 1610 0,15
94 NI 1616 0,07
95 NI 1621 0,42
96 NI 1628 0,09
97 NI 1634 2,08
98 NI 1645 0,19
99 NI 1650 0,25
100 NI 1657 0,74
101 t-kadinol 5937-11-1 82 1663 1665 0,43
102 NI 1671 1,51
103 NI 1674 0,2
104 NI 1680 0,93
105 NI 1692 0,19
106 NI 1701 0,37
107 2-pentadekanon 2345-28-0 90 1705 1705 0,47
108 NI 1725 0,11
109 NI 1739 0,13
110 NI 1750 0,09
111 NI 1769 0,13
112 NI 1778 0,07
113 NI 1782 0,08
114 NI 1799 0,02
115 NI 1808 0,05
116 NI 1817 0,15
117 NI 1826 0,07
118 NI 1849 0,11
119 NI 1863 0,09
120 Diisobutyl ftalat 84-69-5 91 1872 1871 0,14
121 NI 1879 0,06

! Mimo homologickou fadu alkant, NI - neidentifikovano, RI? - retenéni index vypocitany dle
Van den Doola, RI® - retenéni index nalezeny, A - relativni plocha, CAS — registra¢ni &islo



Tabulka V/4 Retencni Casy a plocha pikd detekovanych latek u odridy Cascade

Potadi Nézev sloueniny CAS SFOZ(]ja REF RI° [:;:]
1 NI 702! 0,75
2 NI 704! 0,29
3 NI 706! 0,07
4 NI 709! 0,11
) NI 720! 0,10
6 B-pinen 127-91-3 83 982 982 021
7 NI 985 0,1
8 B-myrcen 123-35-3 97 993 993 9,84
9 NI 995 0,12
10 NI 997 0,17
11 NI 999 0,03
12 NI 1003 0,08
13 NI 1006 0,12
14 NI 1008 0,11
15 NI 1009 0,12
16 NI 1010 0,12
17 Isoamyl isobutyrat 2050-01-3 90 1012 1013 0,19
18 2-methylbutyl isobutyrat 2445-69-4 94 1016 1016 0,39
19 NI 1025 0,17
20 L-limonen 5989-54-8 93 1032 1031 0,37
21 t-B-ocimen 3779-61-1 87 1047 1047 0,07
22 Linalool 78-70-6 92 1102 1102 0,72
23 NI 1186 0,08
24 Geraniol 106-24-1 95 1254 1254 0,58
25 2-methyl-dekanal 19009-56-4 83 1258 1251 0,12
26 NI 1278 0,12
27 2-undekanon 112-12-9 96 1294 1294 0,45
28 NI 1309 0,49
29 NI 1316 0,13
30 Methyl geraniat 2349-14-6 94 1324 1324 0,49
31 NI 1338 0,21
32 NI 1349 0,17
33 Geranyl acetat 105-87-3 95 1382 1382 1,54
34 a-kopaen 3856-25-5 93 1385 1385 0,82
35 2-dodekanon 6175-49-1 90 1399 1397 0,15
36 Karyofillen 87-44-5 95 1437 1437 12,01
37 2-norpinen 17699-05-7 94 1446 1449 1,65
38 B-farnesen 18794-84-8 94 1466 1467 13,94



Potadi Nazev sloudeniny CAS SFOZ(]ia RI2 o [:;:]
39 NI 1470 0,03
40 a-humulen 6753-98-6 96 1477 1477 24,74
41 NI 1486 0,05
42 y-murolen 30021-74-0 94 1489 1489 2,41
43 a-amorfen 483-75-0 83 1493 1495 0,25
44 (Z,E)-a-farnesen 26560-14-5 92 1497 1497 0,72
45 2-tridekanon 593-08-8 93 1501 1500 0,76
46 B-selinen 17066-67-0 95 1504 1506 2,99
47 a-selinen 473-13-2 92 1513 1513 5,48
48 B-bisabolen 495-61-4 90 1519 1519 0,41
49 y-bisabolen 53585-13-0 80 1524 1525 0,11
50 B-kadinen 39029-41-9 94 1530 1530 1,59
51 d-kadinen 483-76-1 94 1534 1534 2,60
52 NI 1539 0,67
53 E-kadin-1,4-dien 38758-02-0 91 1550 1548 0,33
54 NI 1554 0,45
55 B-kalakoren 50277-34-4 91 1559 1559 0,35
56 NI 1568 0,10
57 NI 1573 0,6
58 NI 1579 0,55
59 NI 1590 0,49
60 NI 1612 0,22
61 NI 1621 0,21
62 NI 1634 0,9
63 NI 1640 0,19
64 NI 1651 0,15
65 NI 1657 0,66
66 t-kadinol 5937-11-1 82 1663 1660 0,40
67 NI 1671 2,03
68 NI 1675 0,93
69 NI 1680 0,56
70 NI 1693 0,14
71 NI 1725 0,21
72 NI 1769 0,18
73 NI 1812 0,14
74 Diisobutyl ftalat 84-69-5 94 1872 1873 0,20

! Mimo homologickou fadu alkant, NI - neidentifikovano, RI? - reten¢ni index vypocitany
dle Van den Doola, RI® - reten¢ni index nalezeny, A - relativni plocha, CAS — registra¢ni

¢islo



Tabulka V/5 Reten¢ni Casy a plocha pikd detekovanych latek u odriady Amarillo

Potadi Nézev sloueniny CAS S;Z?a R RI° [:;:]
1 NI 704! 0,23
2 NI 706! 0,06
3 NI 709! 0,07
4 NI 7141 0,09
5 NI 720! 0,10
6 Kyselina isovalerova 503-74-2 93 842 842 0,22
7 B-pinen 127-91-3 82 981 981 0,11
8 B-myrcen 123-35-3 98 991 991 4,02
9 2-methylbutyl isobutyrat 2445-69-4 95 1015 1015 0,23
10 NI 1025 0,06
11 L-limonen 5989-54-8 93 1032 1031 0,11
12 Linalool 78-70-6 92 1102 1102 0,68
13 NI 1104 0,06
14 Isoamyl isovalerat 25415-62-7 92 1109 1108 0,10
15 NI 1189 0,16
16 2-dekanon 693-54-9 87 1193 1193 0,06
17 2-methyl-2-dekanol 3396-02-9 83 1220 1230 0,12
18 Nerol 106-25-2 94 1254 1254 0,47
19 2-methyl-dekanal 19009-56-4 86 1258 1251 0,10
20 NI 1268 0,11
21 2-undekanon 112-12-9 97 1294 1294 0,48
22 NI 1301 0,07
23 NI 1309 0,10
24 NI 1318 0,09
25 Methyl geranoat 1189-09-9 93 1324 1324 0,37
26 a-kubeben 17699-14-8 84 1355 1355 0,09
27 2-methyl-1-undekanal 110-41-8 83 1361 1363 0,32
28 NI 1369 0,17
29 Ylangen 14912-44-8 87 1379 1379 0,30
30 Geranyl acetat 105-87-3 92 1382 1382 0,40
31 a-kopaen 3856-25-5 94 1386 1385 1,08
32 2-dodekanon 6175-49-1 91 1399 1401 0,24
33 NI 1415 0,21
34 NI 1421 0,14
35 Karyofillen 87-44-5 95 1438 1438 13,35
36 trans-a-bergamoten 13474-59-4 89 1446 1446 1,86
37 NI 1455 0,33
38 NI 1463 0,21



Potadi Nazev slouéeniny CAS SFOZ(]ja 12 b [:;:]
39 B-farnesen 18794-84-8 95 1467 1467 7,89
40 a-humulen 6753-98-6 97 1478 1480 30,39
41 NI 1482 0,23
42 y-murolen 30021-74-0 95 1489 1489 2,96
43 a-amorfen 483-75-0 89 1493 1495 0,44
44 (Z,E)-a-farnesen 26560-14-5 94 1497 1497 0,82
45 2-tridekanon 593-08-8 96 1501 1500 1,04
46 B-selinen 17066-67-0 92 1504 1507 1,27
47 Valenen 4630-07-3 90 1512 1513 2,68
48 B-bisabolen 495-61-4 91 1519 1519 0,61
49 NI 1525 0,22
50 B-kadinen 39029-41-9 95 1530 1530 2,39
51 d-kadinen 483-76-1 94 1535 1535 3,19
52 T-kalamenen 73209-42-4 85 1539 1540 0,92
53 E-kadin-1,4-dien 38758-02-0 92 1550 1548 0,65
54 a-kadinen 24406-05-1 88 1554 1546 0,68
55 a-kalakoren 21391-99-1 93 1559 1560 0,49
56 NI 1562 0,16
57 NI 1568 0,29
58 NI 1574 0,62
59 NI 1579 0,91
60 NI 1583 0,27
61 NI 1589 0,33
62 NI 1592 1,01
63 NI 1599 0,26
64 NI 1613 0,12
65 NI 1621 0,60
66 NI 1630 0,15
67 NI 1635 2,32
68 NI 1642 0,30
69 Epikubenol 19912-67-5 81 1650 1643 0,29
70 Alloaromadendren 85760-81-2 81 1658 1650 1,40
71 t-kadinol 5937-11-1 82 1663 1665 0,59
72 NI 1671 1,89
73 Aplotaxen 10482-53-8 83 1676 1675 1,14
74 NI 1680 0,75
75 NI 1690 0,07
76 NI 1699 0,17
77 NI 1715 0,35
78 NI 1729 0,04



Shoda A

Potadi Nazev slou¢eniny CAS [%4] RI# RIP (%]
79 NI 1739 0,48
80 NI 1750 0,08
81 NI 1756 0,08
82 NI 1768 0,15
83 NI 1776 0,25
84 NI 1785 0,12
85 NI 1802 0,15
86 NI 1819 0,18
87 NI 1829 0,11
88 NI 1835 0,11
89 NI 1848 0,09
90 NI 1861 0,13
91 Diisobutyl ftalat 84-69-5 94 1873 1873 0,12
92 Methyl hexadekanoat 112-39-0 86 1930 1930 0,08

! Mimo homologickou fadu alkanti, NI - neidentifikovano, RI? - reten¢ni index vypocitany dle
Van den Doola, RIP - retenéni index nalezeny, A - relativni plocha, CAS — registraéni &islo



