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ANOTACE

Diplomova prace se zabyvéd stanovenim linaloolu v redlnych vzorcich piv vcetné piv
za studena chmelenych. Teoreticka ¢ast je vénovana pivu, linaloolu, mikroextrakénim
technikam a plynové chromatografii. Experimentalni ¢ast se zabyva stanovenim linaloolu
s vyuzitim mikroextrak¢nich metod SDME a SPME ve spojeni s metodou plynové
chromatografie. Ob¢ extrakéni metody byly optimalizovany na standardnim roztoku linaloolu.
Optimalizovanymi parametry byl objem a pH roztoku, doba extrakce a rychlost michani.
Nasledné byly obé optimalizované extrakéni metody vyuzity pii analyze realnych vzorkd.

Finaln¢ byly porovnany obsahy linaloolu v jednotlivych vzorcich.
KLICOVA SLOVA

Pivo, linalool, plynova chromatografie, SDME, SPME

TITLE

Determination of Linalool in Beer Using Modern Microextraction Techniques

ANNOTATION

This thesis deals with the determination of linalool in real samples of beers including
dry-hopped beers. The theoretical part is devoted to beer, linalool, microextraction methods and
gas chromatography. The experimental part deals with the determination of linalool using
microextraction methods SDME and SPME in combination with the gas chromatography
method. Both extraction methods were optimized using standard solution of linalool.
The optimized parameters were the volume and pH of the solution, the extraction time and
the stirring speed. Subsequently, both optimized extraction methods were used for the analysis
of real beer samples. Finally, contents of linalool in individual samples were compared
to each other.

KEYWORDS

Beer; Linalool; Gas Chromatography; SDME; SPME
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Uvod

Tato diplomova prace pojednava 0 stanoveni linaloolu, jakozto terpenového alkoholu,
v pivech chmelenych za studena. Zptsob vyroby téchto piv, pochazejici z britského
pivovarnictvi, V soucasné dobé nachdzi nejvétsi uplatnéni predevsim v USA, ale také ve
Velké Britanii, Skandinavskych zemich, Australii a Kanad¢é. Své uplatnéni zaCind nachazet
i v Ceské republice. Zpiisob chmeleni spo¢iva v extrakci chmele pivem provadéné bez pouziti
zvysSené teploty. Tuto extrakci Ize provést nekolika zptisoby: aromatické odridy chmele Ize
ptidat do ochlazené mladiny, do piva v pribéhu kvaseni, do KEG sudt nebo Ize pivo chmelit
piimo pfi jeho Cepovani s vyuzitim chmelovych patron, pfes které ¢epované pivo protéka.
Na extrakci slozek chmele ma vliv fada faktord, jako je obsah alkoholu v pivu, teplota piva,
obsah COg, odriida chmele, typ chmelového vyrobku, ¢as ptidavku a mnozstvi chmele, zptsob
extrakce, doba extrakce, pritomnost kvasinek a také slozeni piva. Za studena chmelena piva
dosahuji specifického chmelového aroma, které je ovliviiovano odrtidou chmele a dobou jeho
setrvani Vv pivu. Jadrem chmelového aroma je terpenovy alkohol linalool, jehoZ extrakce ma pti
studeném chmeleni kli¢ovy vyznam. Vyhodou tohoto chmeleni je ziskani zfetelné chmelové
viné a minimalni hotkosti. Zminéna niz8i hotkost miize byt nékdy nevyhodou spocivajici
v mozné mikrobialni kontaminaci vysledného piva surovym chmelem nebo z divodu
nepovareni sladiny s chmelem v mladinové panvi. Dalsi nevyhodou je také rychlé senzorické
starnuti piv. Proto byva zaruka stabilni kvality a chuti téchto piv maximalné tfi mésice (v USA

u nékterych piv i pouze deset dnil).
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Pivo

Pivo jako jeden z nejstarSich ,,narodnich* napoja, nékdy se téz oznacujici jako ,tekuté
zlato®, se v Ceské republice vaii pies tisic let. Z diivodu identickych vstupnich surovin
od téch dnesnich — byla hustsi, sladsi, s nizsi koncentraci alkoholu a naopak s vyssim obsahem
bilkovin. V prabéhu stfedovéku, kdy ¢istota vody byla nejista a napoje jako kava a ¢aj byly
neznamé, bylo pivo povazovano za velice vydatny a bezpe¢ny napoj [1]. Pivo je definovano
jako ,,pénivy napoj vyrobeny zkvasenim mladiny pfipravené ze sladu, vody, neupraveného
chmele, upraveného chmele nebo chmelovych produktl, ktery vedle kvasnym procesem
vzniklého alkoholu (ethylalkoholu) a oxidu uhli¢itého obsahuje i uréité mnozstvi
neprokvaseného extraktu® [2]. Dle vyhlasky Ministerstva zem&dé&lstvi €. 335/1997 Sb. je pivo
déleno do nékolika skupin, které se dale mohou c¢lenit do nékolika podskupin. Toto ¢lenéni je
uvedeno v tabulce 1 [2]. Z divodu upravy fady parametrt, napiiklad novych pravidel pro
oznacovani kategorii piv, doslo k novelizaci vySe uvedené vyhlasky. Novelizovana vyhlaska
o pozadavcich na ndpoje, kvasny ocet a drozdi je prozatim na seznamu ptedpokladanych
zahdjeni legislativnich praci [3].

Nejvétsi spotieba piva, pies 140 /osobu/rok, na svété je v Ceské republice, pfi¢emz nejvice

produkovanym pivem (az 90 %) je pivo plzeniského typu [4].
Tabulka 1: Clenéni piva [2]

Druh Skupiny Podskupiny

stolni

vycepni

Pivo

lezak
specialni pivo
porter

se snizenym obsahem
alkoholu

nealkoholické
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pSeni¢né pivo
pivo z jinych obilovin
kvasnicové pivo
ochucené pivo



1.1.1 Suroviny na vyrobu piva
Mezi zakladni suroviny potfebné k vyrobé piva patii voda, sladovy jecmen, chmel
a kvasinky. Slozeni kazdé suroviny véetné kombinace jejich chuti ma zna¢ny vliv na kone¢ny
charakter piva, a proto je dnes k dispozici rozsahla nabidka piv. Kromé vody, zbytkovych cukri
a ethanolu pivo obsahuje také aromatické slouceniny podilejici se na chuti kazdého piva.
Doposud bylo v pivech odhaleno vice nez 1000 riznorodych aromatickych latek pochazejicich

ze surovin nebo vznikajicich béhem vyroby [5].

1.1.1.1 Voda

Hlavni slozkou piva je varni voda tvofici vice nez 90 %, n¢kdy i vice nez 94 %, konecné
hmotnosti podle typu vyrobku. Krom¢ varni vody se vyuziva voda provozni, myci a sterilacni.
Vybér varni vody se tidi dle nékolika parametri: voda musi spliiovat veskeré pravni pozadavky
(jak chemické tak i mikrobiologické) a také musi vyhovovat normém pivovaru svou ¢irosti,
chuti, viini a barvou. Zdroje vody, jejiz majoritni ¢ast se vyuziva ve sladovnach k maceni
jeCmene a v pivovarech zejména k myti, ¢iSténi, chlazeni a v kotelnach, 1ze rozd¢lit na zdroje
spodni vody a vody povrchové. Mezi spodni zdroje patii voda pramenita, studni¢ni a infiltra¢ni
(z vrti pobliz povrchovych zdroji). Mezi povrchové zdroje patii voda ti¢ni, voda z ptehrad,
rybni¢ni, jezerni a dal$i. K vlastni vyrob¢ piva se smi pouzivat vyhradné€ voda pitnd, proto pti
vyuziti spodni nebo povrchové vody musi dochazet k patficnym Gpravam zavisejicich na
charakteru dané surové vody. Uprava spodnich vod spo&iva predev§im v odstranéni Fe?*, Mn?*
a nékdy téz rozpusténého CO,. Principem odstranéni Fe?* a Mn?* je jejich pievedeni
na slouceniny S vys§im oxida¢nim stupném, kdy dvojmocné Zelezo piechazi vlivem oxidace na
trojmocné a dvojmocny mangan ptechazi na ¢tyfmocny. Oxidace dvojmocného Zeleza probihé
snadno a lze ji realizovat pouhym dostaéenym provzdusinovanim vody. K oxidaci dvojmocného
manganu je nutné vyuzit silnéjSich oxidovadel jako je Clz, CIO2 nebo KMnOas. Vysledkem je
tvorba nerozpustnych slougenin Fe(OH), a MnO,. Uprava povrchovych vod je komplikovangjsi
a zahrnuje mechanické odstranéni tuhych necistot pomoci sit nebo cesel, koagulaci pomoci
koagula¢nich ¢inidel jako jsou napi. soli Fe** a AI**, sedimentaci, filtraci nejéastéji na vrstvé
zrnitého materialu (pisku) a v neposledni fadé také zajiSténi mikrobiologické nezévadnosti
pomoci Clz, ClO2, ozénovani nebo pusobeni UV paprskil. Zna¢nou nevyhodou zminéné
chlorace vody jsou problémy pfi nasledujici technologii piva, zejména pfi kvaSeni. Mimo vySe
uvedené zdroje vod se V pivovarnictvi vyuziva také voda z méstskych vodovodnich fadia, ktera
splituje pozadavky na pitnou vodu a lze ji plné vyuZit jako vodu varni. Uprava méstské vody

spociva zejména v dechloraci, tedy v odstranéni chloru zptsobujici problémy predevsim pii
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kvaseni. Dechlorace se nejcast&ji provadi filtraci ptes filtry s aktivnim uhli o vysoké adsorpéni
kapacité, ktera je dana specifickym povrchem aktivniho uhli [1, 6-10].

Velmi dulezitym parametrem vody je jeji tvrdost, kterd je tvofena predevsim rozpusSténymi
vapenatymi a hofecnatymi solemi. Na tvrdosti vody se podileji také strontnaté a barnaté soli,
jejichz vyznam je ale zanedbatelny. Tvrdost vody je dvojiho typu, a to tvrdost stala
(nekarbonatova) a tvrdost pfechodna (karbonétova). Stalou tvrdost tvofi stabilni slouceniny
nerozkladajici se varem, tedy sirany, chloridy, kifemicitany a dalsi. Naopak pfechodna tvrdost
je tvofena hydrogenuhli¢itany rozkladajici se varem zcela nebo ¢astecné. Vliv rozpusténych
soli na tvrdost vody zobrazuje obrazek 1. Na zakladé¢ tvrdosti vody, ktera se obvykle vyjadiuje
v mmol/l Ca?* a mmol/l Mg#*, jsou vody dé&leny na vody mé&kké (< 1,3 mmol/l), stiedng tvrdé
(1,3 - 2,5 mmol/l), tvrdé (2,5 — 3,8 mmol/l) a velmi tvrdé (> 3,8 mmol/l) [7, 8].

Tvrdost vody
Prechodna Trvala
(karbonatova) (nekarbonatova)
|
[ I [
Ca(HCO,), Mg(HCO,), CaSO, CaCl, Ca(NO,),

MgSO, MgCl, Mg(NO,),

Obrazek 1: Rozdéleni tvrdosti vody z hlediska rozpusténych soli [8]

1.1.1.2 Slad

Zékladnimi surovinami pro vyrobu sladu je jeémen a voda. Kromé je¢mene Ize sladovat
i jiné druhy obili, napt. pSenici za ucelem ziskani pSeni¢ného sladu pro vyrobu pseni¢nych piv.
Dulezitou slozkou obilovin je zasobni sacharid nachézejici se u je¢mene ve formé Skrobu uvnitt
bunék endospermu zaujimajici pfevaznou ¢ast obilky, ktera je dale tvofena obalovymi ¢astmi
(pluchy a plusky) a zarodkem (klicek, embryo). Z divodu nemozného vyuziti Skrobu jako
zdroje zivin pro kvasinky a tim i nemozné fermentace, musi byt je¢men pied vlastnim procesem
sladovan. Vysledek sladovani jsou svétlé, tmavé a specialni slady. Mimo pivovarnictvi lze slad
vyuzit také na vyrobu ethanolu, whisky, krmné biomasy ¢i sladovych vytazk vyuzivanych
Vv textilnim primyslu, potravinarskych vyrobach nebo ve farmacii [5, 7].

V Ceské republice je nejvice produkovany slad plzetiského typu (svétly) a bavorského typu
(tmavy), jiné druhy sladi jsou produkovany v menSim mnozstvi pro specidlni ucely. Svétly
slad, majici ptiblizné 4 % vody, se vyuziva pro vyrobu svétlého, lehkého a také specialniho

piva. Pro tento slad je typicky pfiznivy extrakt, dostatecna enzymaticka sila a svétlejsi barva.
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Naopak tmavy slad, majici pfiblizné 2 % vody, ma tmavsi barvu, vyrazng€jsi aroma a vyssi
obsah bilkovin a produkti Maillardovych reakci. Méné produkovanym sladem je slad
videnského typu (polotmavy). Jedna se o pfechod mezi sladem plzeniského a bavorského typu.

Mimo to existuji i slady pSeni¢né a specialni (napf. karamelové, proteolytické a jiné) [6, 8].

1.1.1.3 Chmel

Zdrojem specifického aroma a hoikosti piva je chmel, patfici do ¢eledi konopovitych rostlin
(Cannabaceae). Do této Celedi patii také chmelu nejvice ptibuzna rostlina, a to konopi,
které mize byt téz vyuzito k hotc¢eni piva. Zprvu byl chmel vyuzivan pro ochucovani medoviny.
V pivovarnictvi zacal byt vyuzivan az pozdéji, kdy byl postupem c¢asu volné rostouci
chmel nahrazen cilené¢ péstovanym chmelem z vhodnych klimatickych oblasti, mezi které
vV soucasné dobé patii oblasti zejména na Zatecku, Ustecku a Trsicku. Odrady ¢eského chmele
vynikaji svou kvalitou, jedine¢nosti a piredev§im velice dobrymi pivovarskymi vlastnostmi.
O tom vypovidd i mnoho ochrannych prvka a také skutecnost, ze za Svétovy standard
pivovarské kvality je povazovana odriida Zatecky polorany erveniak. Tato odriida patii mezi
nejkvalitngjs$i. Jiz nékolik let je zapsana mezi produkty chranéného oznaceni piivodu a nese
oznateni ZATECKY CHMEL (jako ZATECKY CHMEL smi byt oznaden pouze jemny
aromaticky chmel Zatecky polorany &erveiiak vypéstovany v Zatecké chmelaiské oblasti).
Kromé této odriidy se v Ceské republice péstuji i dal§i odriidy, jako je Sadek, Harmonie, Bor,
Premiant a dalsi, liSici se pfedevS§im svou vynosnosti, obsahem a- a B-hotkych kyselin,
a také svym aromatem [11-13].

Chmelova rostlina je slozena z kotfenové soustavy, listi, kvétenstvi a z révy s pazochy
(postranni vétévky, na kterych z révy vyrustaji listy a kvétenstvi). Chmelové hlavky, vznikajici
Vv pribehu zrani z kvétenstvi, se skladaji z vieténka a z krycich a pravych listend, na kterych se
nalézaji lupulinové Zlazy tvotici lupulin (zdroj hotkych latek chmele). Rez chmelovou hlavkou
je zobrazen na obrazku 2. Z hlediska dvoudomosti nebo jednodomosti je chmel fazen mezi
dvoudomé rostliny, coz znamena, ze se jedna o rostlinu s jednopohlavnymi kvéty — na jedné
rostliné jsou kvéty samci (praSnikové) a na druhé naopak kvéty samiéi (pestikové).
V pivovarnictvi se vyuzivaji pouze neoplozené samici rostliny, sam¢i rostliny se z divodu horsi

kvality nepouzivaji [12, 14].
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vieténko
lupulin
pravé listeny

kryci listeny

Obrizek 2: Rez chmelovou hlavkou [12]

Vyznamnymi latkami chmele jsou chmelové pryskyfice, silice a polyfenoly. Chmelové
pryskyfice piedstavuji az 30 % hmotnosti chmelovych hlavek a jejich zakladem jsou
a- a B-hoiké kyseliny, které propujcuji pivu charakteristickou horkost, pomahaji pii eliminaci
vysokomolekularnich dusikatych latek z mladiny, jsou bakteriocidni, ovliviji vlastnost piva
tvofit pénu a jsou 1 konzervantem. a-hoiké kyseliny jsou ve vodé€ téméf nerozpustné latky, ze
kterych béhem chmelovaru izomeraci vznikaji izo-a-hotké kyseliny, které jsou piiblizné
z 85 % zdrojem hotké chuti piva. Nejvyznamnéj$im zastupcem a-horkych kyselin je humulon,
poskytujici v porovnani s kohumulonem jemnégjs$i charakter hotké chuti, dale adhumulon,
posthumulon a prehumulon, jejichZ obsah je ale relativné nizky. Oproti tomu B-hoiké kyseliny
nejsou primarnim zdrojem hoi'ké chuti, pouze ji ovliviiuji a harmonizuji. Tyto kyseliny se v pivu
vyskytuji v piivodni formé (béhem chmelovaru neizomeruji), ale vzhledem K jejich nizké
stabilit¢ muze dochdzet v prubéhu zrani a skladovani piva k jejich rozkladu vedoucimu
ke zméné chutového profilu piva. Mezi B-hotké kyseliny patii adlupulon, kolupulon
a adlupulon. Rozdil mezi iz0-a- a B-hofkymi kyselinami je mimo jiné také v prib&hu jejich
starnuti a oxidaci, kdy plati, ze izo-a-hotké latky ztraceji hotkost, zatimco B-hotké latky na
hotkosti nabyvaji [11, 12].

Chmelové silice ptedstavuji pouze 0,5 — 3 % hmotnosti chmelovych hlavek a dohromady
utvaii typické aroma jednotlivych odriild chmele. Jednd se o smés vonnych latek rlizného
chemického slozeni, polarity a té¢kavosti. Tyto latky se hromadné podileji na tvorbé typického
chmelového aroma a jejich obsah je odlisny pro jednotlivé odridy chmele a také pro rizné
podminky péstovani. Chmelové silice se skladaji z terpenické frakce ptrevazujici v Cerstve
sklizeném chmelu, z kyslikaté frakce vznikajici oxidaci ptivodnich uhlovodikl v pribéhu zrani,
zpracovani a skladovani chmele a ze sirné frakce. Terpenicka frakce tvoti az 75 % hmotnosti
silic a sklada se zejména z monoterpent (piedev§im z myrcenu, ale také z limonenu nebo
pinenu) a sesquiterpentt (pfedev§im z humulenu, farnesenu a karyofylenu). Kyslikata

frakce predstavuje 24 % hmotnosti silic a je tvofena predev§im alkoholy (napft. geraniol nebo
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linalool), epoxidy (napt. humulenepoxid I, Il nebo karyofylenepoxid) a estery kyselin
(napt. methylestery). Zbylé 1 % piipada na frakci sirnych sloucenin vyskytujicich se ve formé
sulfidd, polysulfidd, thioli a thioestert, které i pii nizkych koncentracich nepiizniveé ovliviuji
aroma piva. Davodem jsou jejich nizké prahové hodnoty vnimani. Béhem vyroby piva dochazi
u vétsiny slozek chmelovych silic k chemickym, fyzikalnim, ale i biochemickym zménam, jen
u nepatrného mnozstvi silic (linalool, geraniol, humulenepoxidy nebo geranylacetat) béhem
chmelovaru k zddnym zménam nedochazi [8, 12, 15, 16].

Kromé¢ chmelovych pryskyfic a silic chmel také obsahuje polyfenoly majici funkci
antioxidantli, zabranuji tedy starnuti piva, ale také mohou v pivu vytvéiet nezddouci latky.
Jedna se o pestrou ve vodnych roztocich dobfe rozpustnou smés latek, ve které jsou nejvice
zastoupeny flavonové glykosidy, anthokyanogeny, katechiny a volné fenolové kyseliny
(napf. kyselina kavova, skoficovd, kumarova a jiné). Tato smésice snadno podléha
oxida¢né-redukénim pfeménam a vykazuje vysokou reaktivitu vicéi bilkovinam. Dale chmel

obsahuje polysacharidy, lipidy a dalsi pro pivovarstvi méné dulezité latky [8, 12].

1.1.1.4 Kvasinky

K fermentaci potravin a napoju se kvasinky vyuzivaji jiz fadu let. V soucasné dobé jsou pro
konkrétni fermentacni procesy k dispozici rizné kmeny kvasinek. Celosvétové nejvice
konzumovanym fermentovanym napojem je pivo, zejména Ale a lezacka piva. Jako Ale piva
jsou oznacovany ruzné typy svrchné kvasenych piv. Mezi tato piva patii naptiklad typy jako
India Pale Ale (IPA, vysokd chmelova hotkost, jantarovd aZ bronzova barva a kvétinové
aroma), American Pale Ale (APA, vyhradné z amerického chmele, barva od velmi svétlé az po
bronzovou a slabé ovocné aroma), Pale Ale (svétla piva vyrobena ze svétlych sladi a bronzové
az médeéné barvy), stout (tmava piva s prichuti po prazeném sladu, vysokym obsahem alkoholu
a intenzivné pfipalenou chuti), pSenicné (z pSeni¢ného sladu, svétlé barvy, vini po hiebicku
afiznou chuti), trapistické (vyroba pouze v trapistickém klastefe, od svétlé az po tmavou barvu,
s obsahem alkoholu 5 — 10 % obj. a rozdilnou chuti) a dalsi. Tato piva jsou fermentovana
pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které fermentuji v rozmezi teplot 18 — 25 °C.
Buiiky téchto kvasinek maji tendenci ve formé suspenze zistavat ve fermentacni nadobg,
a proto jsou tyto kvasinky oznacovany jako svrchné kvasici. Tato piva jsou svymi vlastnostmi
Saccharomyces pastorianus pochazejici z mezidruhové hybridizace Saccharomyces cerevisiae
a Saccharomyces eubayanus. Jedna se o kvasinky spodné kvasici a fermentujici v rozmezi
teplot 5 — 15 °C [17, 18-20].
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1.1.2 Technologie vyroby piva
1.1.2.1 Vyroba sladu

Na tizemi Ceské republiky jsou pro sladaiské udely péstovany predevsim odriidy jarniho,
dvoutadého niciho je¢mene (Hordeum distichum var. nutans) spadajici mezi svétové
nejkvalitnéjsi odridy. Ve sladovné, kam je je¢men dopraven ihned po sklizni, nejprve dochazi
k jeho ¢isténi a tiidéni dle velikosti zrna, odrudy a jakosti. Tim je eliminovan prach, necistoty
a pfimési snizujici kvalitu 1 vytézek sladu. Takto upraveny jeCmen, S utlumenymi zivotnimi
projevy a nachazejici se ve stadiu zakladniho klidu (dormance), je skladovan na ptidach nebo
v silech. Po c¢isténi a tfidéni nasleduje maceni, tedy zvyseni obsahu vody v zrnu. Konecny
obsah vody, neboli stupeni domoceni, je pro svétlé slady 42 — 45 %, zatimco pro tmavé slady
45 — 48 %. Maceni ovliviiuje fadu faktort, jako je velikost zrna, teplota vody, slozeni pouzité
vody, zplsob maceni a zejména kyslik, ktery se s rostoucim obsahem vody spotiebovava za
vzniku oxidu uhli¢itého. Pfi jeho nadmérném mnozstvi dochazi ke zméné aerobniho dychani
v anaerobni dychani souvisejici s kvasenim, které poskozuje kli¢ek. Proto jsou z divodu odtahu
vznikajictho oxidu uhli¢itého zavedeny vzdusné piestavky. Po ukonceni maceni, trvajici
obvykle 72 hodin, nasleduje kliceni je¢mene spocivajici v aktivaci a produkci enzymi (zejména
fosfataz, cytaz, proteaz a amylaz). Stejné jako maceni, tak i klieni je ovliviiovano fadou
faktorii, mezi které patii stupett domoceni, teplota a ptistup kysliku. Vysledkem je zeleny slad
rozd€lujici se podle vyvinu stielky na slad kratky (stfelka do 1/3 — 1/2 délky zrna) a slad dlouhy
(stfelka nad 3/4 délky zrna). Poslednim krokem sladaistvi je hvozdéni sladu, pii kterém dochazi
k suseni sladu a tim ke snizeni obsahu vody pod 4 %. Vlivem toho jsou zastaveny vegetacni
pochody. Zadana enzymova aktivita a vznik chutovych, oxidoredukénich a barevnych latek
podilejicich se na charakteru sladu jsou ovsem zachovany. Hvozdéni sladu probiha ve tfech
etapach. Prvni etapa, oznacujici se jako faze rlstova, se provadi do teploty 40 °C pii vlhkosti
nad 20 %. Pfi této fazi v zrnu stale probihaji veskeré vegetacni pochody. Dalsi faze, tedy faze
enzymova, se provadi do teploty 60 °C, vlhkosti pod 20 %. Dochazi pifi ni k zastaveni
vegetacnich pochodil, zatimco reakce enzymové stale bézi. Posledni faze, nazyvajici se faze
chemicka, probiha pfi teplotach nad 60 °C, vlhkosti pod 10 %. Probihaji pfi ni pouze reakce
chemické vedouci ke vzniku chutovych, barevnych a oxidoredukénich latek, které se podileji

na charakteru, chuti, viini, barvé a oxidoredukénich schopnostech sladu [7].
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1.1.2.2 Vyroba piva

Prvnim krokem pivovarnictvi je vyroba mladiny zahrnujici kroky jako je Srotovani sladu,
vystirani sladového Srotu do vody, rmutovani, scezovani sladiny, vyslazovani sladového mlata,
chmelovar a kone¢né upravy mladiny. Cilem je pfevedeni $krobu na fermentovatelné sacharidy.
Srotovani sladu, probihajici za sucha, za mokra nebo kondiciované (slad zvlh¢eny vodni parou),
spo¢iva v mechanickém drceni zrna za Gicelem vymleti endospermu pii zachovani celistvosti
pluch. Dalsi krok, nazyvajici se vystirani a probihajici ve varng, je smiseni nasrotovaného sladu,
jehoz mnozstvi se oznacuje jako sypani, S vodou, jejiz mnozstvi se oznacuje jako nalev.
Vysledkem je vystirka, ktera je v nasledujicim kroku postupné zahfivana na jednotlivé
rmutovaci teploty odpovidajici vhodnym teplotam pro spravnou ¢innost enzymt. Tato operace
se nazyva rmutovani. Zplisoby rmutovani se rozliSuji na dekokéni a infuzni. Dekokéni zptsob
spoc¢iva v oddéleni casti vystirky (rmutu), ktera je po samostatném zpracovani a povaieni
vracena zpét do vystiraci panve. Dle poctu opakovani tohoto zptsobu se rozliSuji postupy
jednormutové az tfirmutové. V CR se vyuziva dvourmutovy postup. U infuzniho zpiisobu
se ohfev vystirky provadi v jedné rmutovaci nadob€. Nasledujici operaci je scezovani slouZzici
k ziskani sladiny (roztok extraktu), ktera je v scezovaci kadi oddélovana od mlata (tuha ¢ast
zcukfené¢ho rmutu), ze kterého se pomoci vody o teploté 75 °C ziskavaji posledni zbytky
rozpustného extraktu, neboli dochazi k tzv. vyslazovani mlata. Dal§im krokem je chmelovar,
pfi kterém dochazi k mnoha fyzikalnim, biochemickym a chemickym dé&tm souhrnné
zajistujici pozadované slozeni mladiny. Zasadni je vznik izo-a-hofkych kyselin pomoci
izomeraéni reakce a-hotkych kyselin pochazejicich z chmelu. Mimo to dochazi také k radé
oxidacnich reakci majici vliv na senzorickou jakost mladiny a piva. Ziskana mladina,
odpovidajici svym sloZzenim vyrabénému pivu, se dale upravuje: provadi se odstranéni hrubych
kall, chlazeni, odstranéni jemnych kali a provzdusnovani za pomoci sterilniho vzduchu.
Po upravach mladiny nasleduje kvaseni, pii kterém se vyuZzivaji svrchni pivovarské kvasinky
(Sachcaromyces cerevisiae) kvasici pii teplotach az 24 °C nebo spodni pivovarské kvasinky
(Saccharomyces pastorianus) kvasici v rozmezi teplot 5 — 15 °C. K dokvaSovani a zrani slouZzi
lezacké sklepy s teplotou 1 — 3 °C. Zde pivo v lezackych tancich pomalu dokvasi, zraje, Citi se
a syti se pod tlakem vzniklého oxidu uhli¢itého. Pfedposlednim krokem jsou finalni Gpravy
vzniklého piva, mezi které patii filtrace, slouzici k odstranéni zbytkti mikroorganismu
a koloidnich c¢asti, pasterace nebo membranové filtrace k docileni zadané biologické stability
a stabilizace provadéjici se u exportnich piv a slouzici k odstranéni zejména polyfenold,

vysokomolekularnich dusikatych latek, rozpusténého kysliku a kovovych ionti. ZavéreCnym
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krokem je izobarické staceni piva do cisteren, sudt, lahvi, plechovek nebo plastovych

nevratnych lahvi. Schématické zobrazeni vyroby piva prezentuje obrazek 3 [7, 8, 18].
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Obrazek 3: Schéma vyroby piva [21]

Vlastnosti vyslednych piv jsou vyznamné ovliviiovany pfidavanim chmele v pribéhu
vafeni piva. V zavislosti na tom, v jaké vyrobni fazi je chmel aplikovan, dochazi k ovlivnéni
hotkosti, chuti a viné. Zdrojem hotkosti jsou jiz zminéné a-hotké kyseliny, zatimco chut
a vuné jsou ovliviiovany pritomnosti té¢kavych latek, které jsou z velké ¢asti behem klasické
vySe uvedené vyroby piv z vrouci mladiny odpafeny jiz béhem 15 — 20 minut. Z divodu
zachovani co nejvice tékavych latek, tedy zachovani maximalni chuti a viiné, zacaly nékteré
pivovary praktikovat tzv. suché nebo studené chmeleni (z anglického dry hopping). Tento
zptisob chmeleni vznikl pfed né€kolika staletimi ve Velké Britanii a spocival v ptidavani chmele
do sudu kratce pred tim, nez byl odeslan k zakaznikovi. Principem tohoto chmeleni je za
studena provadéna extrakce chmele, kterou Ize provést nékolika zpisoby. Na ti¢innost extrakce
ma znacny vliv obsah alkoholu, kdy plati, Ze s rostoucim obsahem alkoholu roste 1 mnoZzstvi
vyextrahovanych latek. DalSim faktorem ovliviiujicim extrakci je teplota, obsah CO2, odrida

chmele, typ chmelového vyrobku (pelety, hlavkovy chmel nebo preparaty cistych silic),
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Cas pridavku a mnozstvi chmele, zpisob extrakce, doba extrakce, ptitomnost kvasinek a také
sloZeni piva. Extrakce se rozliSuje nejenom podle technologického usporadani, ale také podle
pouzité formy chmele — nejvice vyuzivanou formou jsou chmelové pelety vytvaiejici velikou
kontaktni plochu. V soucasné dobé studené chmeleni spociva v ptidavani chmele do nékteré
studené faze vyroby piva — obvykle po kvaseni do tankt, sudd nebo az v lezackém sklepé.
Extrakci 1ze také provést prutokem piva pies chmelové patrony pti jeho ¢epovani do sklenic
nebo pfi jeho staceni do lahvi. Nejéastéji se studené chmeleni provadi pomoci specialniho
zafizeni zobrazeného na obrazku 4 a oznacovaného jako extraktor chmele, ve kterém pres
patronu siln¢ aromatického chmele protéka jiz prokvasené studené pivo. Vysledné pivo ma
vlivem kratké expozice a nizké teploty velmi vyraznou vini a nizsi hotkost. Z divodu mozného
odsyceni a ztraceni fizu musi byt pritok piva pod stalym tlakem. Soucasti extraktu je sito
eliminujici pronikani chmelovych granuli do piva a usnadnujici Cisténi, a také membranové
Cerpadlo zajistujici Setrné Cerpani piva. Doba chmeleni je dana objemem pivniho tanku.
Vyhodou je ziskani piva s kvétinovou chmelovou esenci, intenzivni vini a niz$i hotkosti, ktera
béhem klasické vyroby vznika pfi vafeni vlivem izomerace a-hoikych kyselin na izo-a-hotké
kyseliny. Nevyhodou je mozna mikrobialni kontaminace vysledného piva surovym chmelem
arychlé senzorické starnuti piv (proto byva zaruka stabilni kvality a chuti téchto piv maximalné
tii mésice). Ackoliv chmel neposkytuje vhodné prostiedi pro vétSinu typt bakterii a v pfipadé
jeho pfidani do ochlazené mladiny po zahijeni fermentace veSkeré bakterie soutézi
s energeticky aktivnimi kvasinkami nebo je rust bakterii potlacen obsahem alkoholu a nizkou
hodnotou pH, pfedstavuje tato kontaminace mozné riziko. Ke chmeleni se vyuzivaji predevsim
aromati¢téjsi odrady s nizkym obsahem oa-hotkych kyselin (kolem 6 % nebo méng), jako je
odruda Cascade, Crystal, Willamette, Fuggle a dalsi [22-25].

R—
G
< extraktor

chmele

=5
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Obrazek 4: Technologické uspordadani pri vyuziti specialniho extraktoru chmele [25]
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1.1.3 Zdravotni aspekty konzumace piva

Pivo piedstavuje vyznamny zdroj mineral, vitamint, vlakniny a polyfenolt, které
dohromady pozitivné pfispivaji ke zdravému Zivotnimu stylu. Vitaminy rozpustné ve vod¢ jsou
zastoupeny vitaminy skupiny B (zejména folaty, riboflavin, kyselina panthotenova, pyridoxin
a niacin). V n¢kterych piipadech muze byt pritomna také kyselina askorbova, tedy vitamin C,
ktery se ale do piva piidava jako antioxidant (bé¢hem klasické vyroby dochazi vlivem vysokych
teplot k jeho ztratim). Vitaminy rozpustné v tucich se béhem vyroby ztraceji spole¢né
s nerozpustnymi slouc¢eninami. Z hlediska minerali je pivo vyznamnym zdrojem kiemiku,
ktery omezuje osteopordzu. Pivo také obsahuje latky s antioxida¢nimi vlastnostmi, mezi
které patti flavonoly (napi. kvercetin), polyfenoly (napf. xanthohumol) a fenolové kyseliny
(napf. kyselina ferulova nebo gallova). Bylo prokazano, Ze tyto latky ziskané prostfednictvim
piva jsou v lidském organismu G¢inng&j§i vV porovnani s jinymi zdroji potravin, napiiklad rajcaty,
a také jsou z piva lépe vstiebavany. Soucasti piva jsou také degradac¢ni produkty polysacharida
a rozpustna vlaknina fungujici jako prebiotika [1, 26, 27].

Pivo ptedstavuje napoj s relativné nizkym obsahem alkoholu (v praméru 4 — 5 %), jehoz
stifidma konzumace mize mit pifiznivé G¢inky na zdravotni stav dospélé osoby. Pravidelna
konzumace jednoho az dvou napoji denné u muzt a jednoho napoje u Zen je spojena S niz§im
rizikem kardiovaskularnich onemocnéni, cukrovky 2. typu a demence. Pivo také snizuje riziko
ateroskler6zy. Alkohol v ném obsazeny snizuje v krevni plazmé¢ hladinu ,,Spatného LDL
cholesterolu a naopak podnécuje hladinu ,,dobrého* HDL cholesterolu a hladinu apolipoproteind.
SniZenim hladiny fibrinogenu v plazmé se také sniZuje riziko sraZeni krve. Neptiznivym
ucinkem konzumace piva, obecn¢ alkoholu, miize byt vnimani potravy, ktera mize byt vnimana
ponékud sussi. Divodem je potlaceni toku slin, a to i ptes stimula¢ni G¢inky chuti k jidlu vlivem
alkoholu. Kromé¢ toho pivo, ackoliv méné neZ vino, stimuluje produkci hormonu gastrinu
ovliviujici sekreci Zaludecnich §t'av. Dal§im vyznamnym uéinkem je ochrana pted infekci
bakterii Helicobacter pyroli zpisobujici viedy zaludku a dvanactniku a rakovinu zaludku.
Lupulon (B-hotka kyselina chmele) dokonce inhibuje rist této bakterie. Alkohol také urychluje
vyprazdnovani a sniZzuje pocet Zlu¢ovych kamenil. Pivo ma vliv i na zdravotni stav ustni dutiny,
nebot’ chmelové polyfenoly inhibujici riist streptokokit zpomaluji vznik zubniho kazu. Tmavé
pivo dokonce inhibuje syntézu polysacharidu, které zachycuji tyto bakterie na zubni skloving.
Naopak piva, obsahujici vyznamné hladiny zbytkového cukru maji ucinek na ustni dutinu
skodlivy. Nezadoucim efektem alkoholu je jeho diureticky ucinek, proto je dilezité doplhovat

tekutiny pitim dostate¢ného mnozstvi vody. I pfes tento G¢inek, nebo mozna diky nému, je pivo
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nadfazeno samotné vod¢ pii procistovani ledvin, a to vlivem zjisténi, ze kazda denné
spotfebovana lahev klasického lezéka snizuje riziko ledvinovych kamenti az o 40 % [6, 26, 27].

Vlivem cizorodych latek, pochéazejicich ze surovin, z pomocnych latek, z technologického
zatizeni nebo vznikajicich béhem vyroby, mize mit pivo na lidské télo ucinek také Skodlivy.
Nejvice skodlivou skupinou jsou t€kavé N-nitrosaminy vznikajici béhem hvozdéni sladu reakci
oxidi dusiku S aminoslouceninami sladu, které lze eliminovat zavedenim sifeni béhem
hvozdéni. Dalsi skupinou jsou netékavé nitrososlouceniny patiici mezi N-nitrosoaminy
a vznikajici v prab¢hu rmutovani ¢innosti bakterii rodu Bacillus nebo t¢inkem bakterii z ¢eledi
Enterobacteriacae pii hlavnim kvaseni ptipadné ¢innosti cizich kvasinek. Mezi cizorodé latky
patii i anorganické prvky, jako jsou olovo, kadmium, rtut’, chrom, nikl, arsen, selen, stroncium
a beryllium. Zdrojem téchto latek jsou vstupni suroviny. Velmi zavaznou skupinou jsou,
plisnémi produkované, toxické latky oznacované jako mykotoxiny odolavajici obvyklym
technologickym postuptim. Do piva se dostavaji ze surovin, zejména z je¢mene a sladu, ve
kterych byvaji nalezeny ptredevsim aflatoxiny B a G, 4-deoxynivalenol (DON), ochratoxin A
a zearalenon. Nov¢ji byla odhalena ptitomnost tzv. maskovanych, neboli skrytych, mykotoxint,
které se v pivu vyskytuji v podobé¢ glukosidi (napi. DON-3-glukosid). Ty se v prib&hu vyroby
hydrolyzuji a navysuji tak celkové mnozstvi mykotoxini nachazejicich se v hotovém pivu.
Zdrojem cizorodych latek, ptedevsim alifatickych halogenovanych uhlovodiki, mize byt také
voda vyuZzivana pii vyrob¢, ve které tyto latky vnikaji pii jeji chloraci nebo bromaci. Z natéra
technologického zafizeni se mohou do piva uvoliiovat polychlorované bifenyly, ze sladu
naopak polycyklické aromatické uhlovodiky a vlivem mikrobialni kontaminace mléénymi
bakteriemi byvaji v pivu nachdzeny také biogenni aminy a polyaminy, hlavné tyramin,
histamin, putrescin a spermidin, zvySujici krevni tlak [6].

Diky nizké hodnoté pH, pfitomnosti chmelovych latek, anaerobnimu prostfedi, obsahu
alkoholu a také skutecnosti, Ze pfitomné kvasinky metabolizuji prakticky veskeré fermentované
cukry, nebyvaji v pivu nachazeny Zadné patogenni zarodky. Blahodarny vliv piva je dan také
jeho slozenim, nebot’ obsahuje nizké mnozstvi sacharidii a ma mensi energetickou hodnotu
(viz tabulka 2) v porovnani se stejnym mnozstvim mléka nebo jable¢né $t'avy, navic obsahuje
uzitecné aminokyseliny a neobsahuje zadna konzervacni Cinidla. Plati, ze vétSina zdravotnich
ucinkil konzumace piva je pfipisovana rovnomeérnému piti béhem tydne, nikoliv nadmérnému
piti pfi jedné ptilezitosti. Mirna konzumace piva by také méla byt vzdy povazovana za doplnék
k vyvazené stravé. Pivo patii mezi alkoholické néapoje, jeho nadmérna konzumace muze

zpiisobit poskozeni v kratkodobém i dlouhodobém horizontu, napt. mize pfispét ke vzniku

25



rakoviny prsu, kolorekta, hlavy a krku, jater nebo jicnu. Veskeré vyse uvedené pozitivni vlivy

jsou zpravidla pfipisovany klasickym pivim, tj. 10 a 12° [1, 26].

Tabulka 2: Energeticka a nutricni hodnota v 1 litru klasického ceského leZdaku [6]

Latky, energie Obsah v 1 litru piva
Energie 1 600 kJ (380 kcal)

Bilkoviny 49
Celkové sacharidy 279
Jednoduché cukry 49
Ethanol 379

Tuk stopy
Vlaknina 39

Sodik 0,04 g
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1.2 Terpeny

Terpeny piedstavuji skupinu latek skladajici se znékolika stavebnich izoprenovych
(izopentylovych) jednotek, které se pievazné vyskytuji v rostlinach a v pfirodnich produktech.
Nékteré, zejména ty slozitéjsi jako je skvalen nebo lanosterol, 1ze nalézt i u zvitat. Dle po¢tu
stavebnich jednotek se terpeny rozdéluji do nékolika skupin: monoterpeny (slozené ze dvou
izoprenovych jednotek), sesquiterpeny (slozené ze tii izoprenovych jednotek), diterpeny
(slozené ze Ctyi izoprenovych jednotek) a triterpeny (sloZené ze Sesti izoprenovych jednotek).
Terpeny lze také klasifikovat dle poctu cyklickych kruhli ve struktufe na terpeny acyklické,
monocyklické a bicyklické. Jednoduché terpeny jsou tékavé, rychle se odpatuji a jsou
povaiovény za éterické oleje dodévajici rostlinam jejich specifickou vini, vlivem které jsou
prekurzory bioaktivnich molekul, jako je cholesterol, steroidni hormony nebo voskovité latky
slouzici u rostlin jako ochranna vrstva. Mezi terpeny patii také skupina latek ozna¢ovana jako
terpenoidy, které se od terpenti lisi pfitomnosti funkéni skupiny — ta miize byt pro rizné
terpenové slouceniny rozdilna. Do skupiny terpenoidu patii latky jako alkoholy (napt. geraniol,
linalool nebo mentol), aldehydy (napft. citronellal a geranial), ketony (napf. menton a karvon),
ethery (napf. 1,8-cineol), estery (napf. linalylacetat) a fenoly (napf. thymol nebo karvakrol).
Nekteré terpenoidy, pochazejici z chmele a davajici pivu vyznamné organoleptické vlastnosti,
jsou uvedeny spole¢né s jejich vini v tabulce 3. Tyto terpenoidy, z nichz nékteré jsou béhem
fermentace metabolizovany kvasinkami na jiné terpenoidni slouceniny, jsou také odvozeny od
izoprenu (izopentenylpyrofosfatu) znazornéného na obrazku 5. Metabolizace probiha nejcastéji
za vzniku terpenoidovych alkohold a esteri (zejména vznikaji octany). Vlivem riznych
procest, jako je odpafovani, adsorpce na kvasinkové buriky nebo metabolizace kvasinkami,
dochazi v pribéhu fermentace a zrani ke snizeni koncentrace terpenoidt, a proto neni jejich
koncentrace v hotovém pivu stejna jako v Cerstvé mladiné nebo v surovém chmelu. Naptiklad
linalool je béhem fermentace kvasinkami metabolizovan na a-terpineol, geraniol a nerol. Ptes
znaéné rozdily v typech, chuti a viini piva jsou koncentrace mnoha terpenoidi podobné. Rozsah
koncentraci nejvyznamnéjSich terpenoidﬁ v pivech uvadi také tabulka 3 [1, 28-31].

H
Hch’f ""‘{‘x f’f OH

Obrazek 5: 1zopentenylpyrofosfat [28]
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Tabulka 3: Prrehled diilezitych terpenoidii nachdzejicich se v pivu [1, 12]

Terpenoid Viné Koncentrace [ng/l]
Geraniol Kvétinova, citrusova, viné ruze 22-6,1
Linalool Kvétinova, svézi, koriandrova 0,0-219

Citronellol Sladka, citrusova, viné ruze 3,0-221

Nerol Kvétinova, svezi, zelena -
a-terpineol Ving¢ Setiku 0,0-45,0
Terpinen-4-ol Kofenéna -
Linaloové oxidy Bylinna -
Nerolidol Kvétinova -
Farnesol Kvétinova, aroma Zeolen}'/ch jablek a 0,001
citrustu

B-myrcen Citrusové, bylinnd, mirné borovicova 0,0-0,5
(;-F:)iirri:l, Viné borovice -
Limonen Sladka, kofenéna, citrusova, kvétinova -

a-humulen Bylinna 0,0-0,2

B-karyofylen Bylinna, citrusova, kofenéna 0,0-0,2

p-karyofylen oxid
Citral

Kofenéna

Kvétinova
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1.3 Linalool

Acyklicka monoterpenova sloucenina nesouci oznaceni linalool se nachdzi v riznych
rostlinach (napft. v levanduli nebo bergamotu), v kofeni a v mnoha esencialnich a rostlinnych
olejich (napt. v levandulovém oleji nebo bazalkovém oleji evropského typu, ktery ma nejenom
nejjemngéjsi vini, ale také je povazovan za nejkvalitnéjsi olej). Mezi nejznaméjsi producenty
této latky patii rostliny z celedi vaviinovité (Lauraceae), hluchavkovité (Lamiaceae),
mifikovité (Apiaceae) a z Celedi routovité (Rutaceae). Linalool je obsazen z vice jak 90 %
z celkového obsahu silic v kafrovniku 1ékafském a ziskava se parni destilaci dfeva a listd. Tento
stale zeleny strom patiici do &eledi vaviinovitych pochazi z Ciny a Tchaj-wanu. Tak jako i jiné
vonné terpeny (napi. limonen nebo geraniol) podléha linalool pti pokojové teploté autooxidaci,
pii které vznikaji oxidac¢ni produkty (zejména hydroperoxidy a nesenzibilizujici ethery)

zpusobujici kontaktni alergii [32-35].

1.3.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti linaloolu

Po chemické strance se jedna o 3,7-dimethyl-1,6-oktadien-3-ol, jehoz strukturni vzorec je
zobrazen na obrazku 6, zatimco jeho zakladni fyzikalni vlastnosti jsou uvedeny v tabulce 4.
Tuto latku lze nalézt také pod vyrazy linalyl alkohol, 7-methyl-3-methylenocta-4,6-dien-2-ol,
allo-ocimenol, muguol a dalsi. V chemickém kontextu je oznaceni ,,linalool” zavadéjici, nebot’
znamena jednu slouceninu. Ve skutecnosti linalool existuje ve formé dvou konfigura¢nich
izomerd, a to jako (3R) a (3S) enantiomer, ale z divodu enormni podobnosti vlastnosti téchto
enantiomert byva jejich analytické rozdéleni obtizné a proto Casto byvaji oznacCovany

souhrnnym nazvem ,,linalool* [32, 35-37].

HC.  OH
|
CH,
HaC” CHy

Obrazek 6: Strukturni vzorec linaloolu [36]
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Tabulka 4: Fyzikdlni viastnosti linaloolu [36, 38, 39]

Sumarni vzorec C10H180
Molekulova hmotnost 154,25 g/mol
Skupenstvi kapalina
Barva bezbarva
Zapach kvétinovy, kofenény, dievnaty
Chut kofenén4, citrusova
Bod varu 194 — 197 °C
Bod tani <25°C
Bod tuhnuti <-74°C
Bod vzplanuti 78 °C (uzavieny kelimek)
Rozpustnost V alkoholu, etheru, olej\i/céll,y[ére(:‘gﬁenglykolu, nerozpustny
Rozpustnost ve vodé 1,59 mg/ml pti 25°C
Relativni hustota 0,87 g/ml pii 25 °C
Viskozita 4,465 mPa-s pii 25 °C
pKa 18,46

1.3.2 Produkce

Roc¢ni celosvétova vyroba linaloolu dosahujici pfiblizn¢ 12 000 tun zahrnuje jak linalool
chemicky syntetizovany, tak i linalool ziskany extrakci nebo destilaci pfirodnich latek. Ptirodni
linalool, s pofizovaci cenou okolo 920 K¢/kg, je ziskavan zejména z brazilského palisandru
a z kafrovniku 1ékafského. Méné vyznamnym zdrojem muize byt koriandrovy olej, levandule
nebo bergamot. Synteticky linalool, s potizovaci cenou 100-160 K¢é/kg, je produkovan ¢tyfmi
hlavnimi vyrobci, jimiz jsou firmy BASF (Badische Anillin- & Sodafabrik), DSM
(State Mines), Kuraray a Millennium [32, 40].

1.3.2.1 Vyroba linaloolu firmou BASF
Prvnim krokem je bazicky katalyzovana reakce formaldehydu (1) a acetonu (2) vedouci ke
vzniku methylvinylketonu (3), ktery dale reaguje s izobutenem (4) za vzniku izomeru
methylheptenonu, ptesnéji 6-methylhept-6-en-2-onu (5). Vznikly methylheptenon nasledné reaguje

s ethynem (6) za vzniku dehydrolinaloolu (7), ktery je v poslednim kroku za pouziti Lindlarova

30



katalyzatoru (deaktivované palladium) hydrogenovan na vysledny linalool (8). Reakce se provadi
pti teploté 200 az 300 °C a pfi tlaku 10 MPa. Vyrobu linaloolu firmou BASF znazoriuje reakéni
schéma na obrazku 7 [32, 41].
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Obrdzek 7: Reakeni schéma vyroby linaloolu firmou BASF [32]

Vytéznost methylheptenonu (5) je piekvapivé vysoka, a to i pies mozné vedlejsi produkty
uvedenych latek, které mohou reagovat nejenom mezi sebou, ale také sami o sob¢. Napiiklad
formaldehyd (1) podléha Cannizarové reakci za tvorby methanolu (9) a kyseliny mraven¢i (10),
izobuten (4) reaguje za tvorby dimethylhexenu (11) a trimehylcyklopentanu (12), reakci
formaldehydu (1) a izobutenu (4) vznika 3-methylbut-3-en-1-ol (13), ktery je nasledné
dehydratovan na izopren (14) nebo mutize formaldehyd (1) reagovat s acetonem (2) za vzniku
3-methylbut-3-en-1-olu (13), ktery mtize snadno vytvafet methylvinylketon (15). 1 pfes
dostacujici vytézek je dilezité zajistit takové reakéni podminky, pfi kterych bude vznik
vedlejsich produktt potlaten ve prospéch tvorby methylheptenonu. Vedlejsi reakce jsou

uvedeny na obrazku 8 [41].
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Canizzarova reakce:
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Obrdazek 8: Priklady moznych vedlejsich produktii [41]

1.3.2.2 Vyroba linaloolu firmou DSM

V prvnim kroku, jak znazornuje obrazek 9, dochazi k reakci acetonu (2) a ethynu (6). Tato
reakce probiha za Favorski-Babayanovych podminek (zasadn¢ katalyzovana ethynylace za pouziti
bezvodého hydroxidu draselného nebo sodného) a dochazi pii ni ke vzniku methylbutynolu (16),
ktery je nasledné za pouziti Lindlarova katalyzatoru hydrogenovan na methylbutenol (17).
Dalsim krokem je transesterifikace, pfi které reaguje methylbutanol (17) s methyl propenyl
etherem (18) za vzniku 1,1-dimethylallyl propenyl etheru (19). Nasledujicim Claisen-Copeovym
presmykem vznika methylheptenon (20) reagujici s ethynem (6) na dehydrolinalool (7), ktery

je za pouziti Lindlarova katalyzatoru hydrogenovan na vysledny linalool (8) [32, 42].
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Obrazek 9: Reakcni schéma vyroby linaloolu firmou DSM [32]

1.3.2.3 Vyroba linaloolu firmou Kuraray
Vyroba linaloolu japonskou firmou Kuraray se ¥di dle obrazku 10. Uvodnim krokem je
hydrochlorace izoprenu (21) za vzniku 1-chloro-3-methyl-but-2-enu (22) a jeho izomeru
3-chlor-3-methyl-but-1-enu (23). Pomér mezi t€émito latkami je dan reakénimi podminkami.
Dalsim krokem je reakce s acetonem (2) v ptitomnosti baze za vzniku methylheptenonu (20),
ktery reaguje s ethynem (6) za vzniku dehydrolinaloolu (7) podléhajici v pfitomnosti Lindlarova

katalyzatoru hydrogenaci na vysledny linalool (8) [32].
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Obrazek 10: Reakéni schéma vyroby linaloolu firmou Kuraray [32]

1.3.2.4 Vyroba linaloolu firmou Millennium

Ctyi'stuptiova syntéza linaloolu zagina hydrogenaci o-pinenu (24), ziskaného ze surového
sulfatového terpentinu, vedlejsiho produktu z papirenského pramyslu, a to pomoci paladnatého
katalyzatoru na cis- a trans-pinen (25). Duvodem této hydrogenace je nereaktivita a-pinenu.
Nasledna oxidace poskytuje cis- a trans-pinen-2-hydroperoxid (26), ktery je za piitomnosti
paladnatého nebo uhlikového katalyzatoru hydrogenovan na cis- a trans-pinanol (27) s pomérem
izomeru cis/trans 75/25. Vzniklé pinanoly jsou destilovany a pyrolyzovany V teplotnim rozmezi
450-600 °C na vysledny linalool (8), ktery Ize dale pfeménit na geraniol (28) a nerol (29).
Izomerace, provadéna za ptitomnosti ortovanadatového katalyzatoru, se zlepSuje pfeménou
linaloolu na jeho boratovy ester. Tim je podstatné zvySena vytéZnost nerolu a geraniolu aZ na
90 %. Ziskanou smés geraniolu a nerolu lze rozdélit pomoci destilace. Reakéni schéma je
uvedeno na obrazku 11 [32, 43].

Z divodu eliminace tvorby nezadoucich plinoli (3-isopropenyl-1,2-dimethylcyclopentan-1-oli),
alkoholti vznikajicich intramolekularni reakci (ene cyklizaci) linaloolu, probiha pyrolyza pii
pomérné nizké konverzi. Tvorbé€ plinoll, jakoZto vedlejSich produktii, neni mozné zabranit,
protoze pyrolyza pinanolu a ene cyklizace linaloolu jsou procesy tepelné a vzhledem k blizkosti

bodu varu plinolu a linaloolu je jejich separace velmi obtizna [32, 44].
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Malé odchylky reak¢nich podminek, jako teplota, geometrie reaktoru atd., vedou k rozdilné
selektivité a vytéznosti linaloolu. Vedlejsi reakce (napt. vznik myrcenu nebo limonenu dehydratacni
reakci nebo vznik cyklopentanolu cyklickou ene reakci) mohou byt ovlivnény nebo dokonce
potla¢eny pouzitim kratkych reakénich ¢asti nebo pomoci ptisad (napi. pouzitim dimethylaminu
1ze dosahnout zvySené vytéznosti linaloolu). Bylo zjisténo, ze kratké reak¢éni doby v kombinaci
s vysokou teplotou vedou k vysoké selektivité a vytéznosti linaloolu. Naopak teploty nad 500 °C

vedou K tvorbé plinolﬁ [43].
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Obrazek 11: Reakcni schéma vyroby linaloolu firmou Millennium [32, 43]

1.3.1 Vyuziti linaloolu

Linalool a rostliny produkujici tuto latku se Vyuiivaji v tradi¢ni 1 v moderni medicing
slouCenina je hlavni slozkou Vétﬁiny esencialnich olejt, které diky svym baktericidnim
a insekticidnim vlastnostem nasly uplatnéni, jednak v 1é¢ivém odvétvi na zmirnéni pfiznakd
a léceni fady akutnich i chronickych onemocnéni, tak i v odvétvi kosmetickém, a to jiZ od
padesatych let minulého stoleti. Hlavni ¢ast synteticky vyrobeného linaloolu (az 95 %) se diky
své Cerstvé a kvétinové vuni a nizkym vyrobnim nakladim hojné vyuziva jako vonna slozka
v kosmetickych vyrobcich, jako jsou parfémy nebo télova mléka, v Cisticich prostfedcich pro
domacnost a ve voscich. Pouze 1 % se vyuziva v potravinach a napojich, zejména v Cerném,
tmavém, oolongovém a zeleném caji z duvodu jeho charakteristické vuné a chuti. V parfumerii
se vyuziva zejména v kvétinovych typech vini — odhaduje se, Ze je ptitomen v 90 % vSech

jemnych vonnych slozek. Kromé ¢istého linaloolu se v parfumerii vyuzivaji také jeho derivaty:
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linalylacetat, dihydrolinalool, tetrahydrolinalool, nerol, geraniol, geranylaceton nebo
linaloolové oxidy. Linalylacetat, majici kvétinové-ovocnou vini pfipominajici bergamot,
vznika esterifikaci linaloolu acetanhydridem. Dihydrolinalool nebo tetrahydrolinalool vznikaji
hydrogenaci, zatimco nerol a geraniol vznikaji izomeraci. Geranylaceton vznika Carrollovou
reakci a slouzi také jako dulezity meziprodukt pii syntéze farnesolu, nerolidolu a izofytolu,
ktery se vyuziva pfi vyrob¢ vitaminu E. Linaloolové oxidy vznikaji epoxidaci a maji sladkou,
drevitou, pronikavou a silné kvétinovou vini, které se mimo parfumerie vyuziva také na
piipravu esencialnich oleju. Linalool také patii mezi kliCovou latku chmelové aromatickych
piv, protoze je nejvice aromatickou slozkou chmelovych silic. Z tohoto diivodu 1ze koncentraci
linaloolu vyuzit k rozliSeni mezi jednotlivymi odridami chmele [32, 33, 40, 45, 46].

Diky ke své rostlinné vSudypfitomnosti, ptsobi linalool také jako pfitahova¢ opylovaci,
a to zejména u opylovacu z €eledi miroviti. Tato latka se svymi enantiomery a piibuznymi
metabolity podili na interakci mezi rostlinou a opylovac¢em. Vosoviti, smutnice a miry vsech
velikosti vykazuji pozoruhodnou elektrofyziologickou, nervovou a behavioralni (souvisejici
s chovanim) citlivost na rizné enantiomery a na ruzné kvantitativni poméry linaloolu
Vv kvétinovém buketu. Dvojné vazby a hydroxylova skupina nachazejici se na C-3 uhliku
charakterizuji skelet linaloolu a znemoznuji jeho dalsi Gpravu, vcetné derivatizace na dobie
charakteristické furanoidni a pyranoidni linaloolové oxidy, které jsou béznou soucasti vin,
kvétni viiné nebo papaji. Furanoidni linaloolové oxidy mohu vést ke vzniku Sestnacti moznych
stereoizomernich aldehydt a alkoholii, kolektivné znamych jako lilacové slouceniny. Tyto
slouceniny pfitahuji specifické skupiny opylovacét, jako jsou no¢ni miury nebo smutnice.
Na obrazku 12 je zobrazena pfitazlivost a odpudivost nékterého hmyzu linaloolem nebo
lilacovymi slouc¢eninami. Lilacové slouceniny nefunguji pouze jako atraktanty opylovaci,
nebot’ v malych samoopylovacich rostlinach (napf. u rostliny husenicek rolni) ptispivaji k fadé
t€kavych a net€kavych metabolitl linaloolu. Oba enantiomery, syntetizované v plastidech, jsou
oxidovany dvéma enzymy cytochromu P450 (CYP71B31 a CYP76C3 umisténé
v endoplazmatickém retikulu) na ne€kolik izomerd hydroxy- a epoxylinaloolu, z nichz nékteré

jsou dale preménény na netékavé konjugaty [37].
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Obrdazek 12: PFitazlivost a odpudivost hmyzu linaloolem nebo lilacovymi slouceninami [37]
Modpré Sipky znaci biosyntetickou transformaci, zelené Sipky pritazlivost a cervené naopak
odpuzovani.
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1.4 Extrak¢ni techniky

Nejrozsifenéjs$i a pravdépodobné jedna z nejstarSich extrakcnich technik u kapalnych
vzorku je extrakce z kapaliny do kapaliny. Zna¢nou nevyhodou je ale spotieba velkého
mnozstvi vysoce nakladnych a né€kdy téz potencialné nebezpecnych organickych rozpoustédel,
Casova narocnost, sklon vytvaret emulze, chyby a ztraty analyz pii vicestupniovém uspotadani,
nesnadna automatizace, nekompatibilita se stopovou analyzou nebo mozné snizeni citlivosti
béhem poslednich desitek let k vyvoji novych, efektivnéjsich a zejména miniaturizovanych
technik, jako je naptiklad mikroextrakce jednou kapkou (SDME) majici nékolik modifikaci
nebo mikroextrakce tuhou fazi (SPME). Mikroextrakéni techniky maji zna¢né vyhody, jako
jednoduchost, piesnost, citlivost, G¢innost, Setrnost k zivotnimu prostiedi a také kompatibilita
s velkym mnozstvi analytl i1 analytickych pfistroji. Nevyhody jsou pro jednotlivé techniky
rizné, naptiklad technika SPME je zatizena zivotnosti, cenou a kiehkou povahou vlakna,
zatimco technika SDME je zatizena moznou nestabilitou kapky, kterd mize byt béhem extrakce

lehce ztracena [47-52].

1.4.1 Mikroextrakce jednou kapkou
Technika mikroextrakce, ozna¢ovana zkratkou SDME nebo LPME, patii mezi jednorazové
mikroextrakce, pii které je extrakéni médium tvoreno kapkou se vzorkem nemisitelného
rozpoustédla nejcastéji 0 objemu 1 — 10 ul. Po uplynuti doby, nutné k dostatecné sorpci analytu
do kapky rozpoustédla, je kapka nejéastéji pomoci mikrostiikatky Hamilton odebrana nebo
vtazena zpét do jejiho vnitiniho prostoru a vyextrahovany analyt je nasledné¢ identifikovan
a kvantifikovan nejCastéji pomoci plynové chromatografie. Podle styku extrakéni faze se

vzorkem lze metodu rozdélit do Sesti podskupin. Rozdéleni je zobrazeno na obrazku 13 [51].

Mikroextrakce jednou kapkou
(Single Drop Microextraction, SDME)

Mikroextrakce jednou kapkou Headspace mikroextrakce Mikroextrakce pfimo Mikroextrakce
= pfimym ponofenim jednou kapkou suspendované kapky kapalina/kapalina/kapalina
{Direct Immersion Single-Drop [Headspace Single-Drop {Directly Suspended Droplet (Liquid/liquid/liquid
Microextraction, DI-50ME) Microextraction, H3-SDME) Microextraction, DSDME) Microextraction, LLLME)
Mikroextrakce s vyuZitim kontinualniho toku Mikroextrakce ztuhlou kapkou v kapalne fazi
{Continuous Flow Microextraction, CFME) (Solid Drop Liguid-Phase Microextraction, SD-LPME)

Obrazek 13: Rozdéleni mikroextrakce jednou kapkou do Sesti podskupin [51]
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1.4.1.1 Piima mikroextrakce jednou kapkou

Mikroextrakce, ozna¢ovana zkratkou DI-SDME a uvedena na obrazku 14, byva vyuzivana
pro extrakci nepolarnich nebo stfedné polarnich sloucenin. Pfi této extrakci se z diuvodu
nemisitelnosti vzniklé kapky a roztoku vzorku jako extrakéni médium vyuzivaji nepolarni nebo
sttedné polarni rozpoustédla. Princip spociva v opatrném vytlaceni kapky 0 objemu 0,3 — 3 pl
pfimo do roztoku vzorku, kde je kapka ponechana po urcitou pfredem stanovenou dobu, po
jejimz uplynuti je kapka vtazena zpét do mikrostiikacky a nadavkovana do plynového
chromatografu. Pouziti vysokotuc¢inné kapalinové chromatografie nebo UV-VIS spektrometrie
neni z divodu malého objemu kapky mozné, nebot’ tyto analytické metody vyzaduji roztoky
o objemu vé&tsi nez 5 ul, coz neni pro tuto techniku extrakce z experimentalniho hlediska mozné
(divodem je nestabilita kapky s rostoucim objemem extrakéniho rozpoustédla a také s rostouci
rychlosti michéni). Vyhodou je zna¢né jednoduchost, G€innost, nizké naklady, nizka spotieba
organického rozpoustédla, Setrnost k zivotnimu prostiedi a mozna automatizace pomoci
pocitatem fizeného automatického davkovace vykazujici dobrou reprodukovatelnost a aé¢innost
ve srovnani s manudlnim uspotadanim. Nevyhodou je jiz zminéné vzristajici nestabilita kapky
s rostouci rychlosti michani a teplotou vedouci k odtrzeni kapky od tusti mikrostiikacky
a vyzadujici novy experiment, protoze ptitomnost odtrzené kapky organického rozpoustédla
vyrazn¢ ovlivituje extrakci, ktera by tak probihala do obou kapek, zatimco analyzovana by byla

pouze kapka visici u $pi¢ky mikrostiikacky [47, 51, 53, 54].

mikrostfikacka —

organické rozpoustédio «—— extrakéni nadobka

roztok vzorku
michaci ty€inka

Dy

magnetické michadlo—s

Obrazek 14: Usporadani primé mikroextrakce jednou kapkou [51]
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Extrakci ovlivituje fada faktord, jako objem, pH a teplota vzorku, objem organického
rozpoustédla, doba extrakce a obsah soli. Velikost a tvar vzniklé kapky zavisi na velikosti
a tvaru $pi¢ky pouzité mikrostiikacky a na vlastnostech pouzitého organického rozpoustédia.
Pii pouziti klasické mikrostiikacky je objem kapky organického rozpoustédla omezen na
1 — 3 ul s rychlosti michani okolo 600 ot/min. Vyssich objemi a rychlosti 1ze dosahnout
vyuzitim iontovych kapalin. Jednd se o kapaliny sklddajici se z organického kationtu
a organického nebo anorganického aniontu s bodem tani nizsi nez 100 °C, nizkou tenzi par,

nizkou toxicitou, vysokou termostabilitou a Sirokym teplotnim rozmezim, ve kterém jsou

v

v

Zminéna vyssi viskozita zajistuje tvorbu vétSich a stabilngjSich kapek, které 1épe a snadnéji
pfilnou ke $picce mikrostiikacky. Vzhledem Kk nizké tékavosti 1ze navic tyto kapaliny vyuzit
pro extrakce probihajici pii vysSich teplotdch. Pouziti iontovych kapalin tedy vede ke sniZeni
doby vzorkovani a ke zvySeni Gc¢innosti extrakce. Zna¢nou nevyhodou je jejich omezena
tékavost, vlivem které nejsou tyto kapaliny vhodné pro metodu piimého davkovani do
plynového chromatografu. Tento nedostatek lze vyfeSit napiiklad vyuZzitim odnimatelné
trubicky naplnéné vatou, kterd umoziiuje zavedeni vyextrahovanych analyti do systému
GC pfi soucasném zadrzeni iontovych kapalin v pfitomné vaté (obrazek 15). Toto usporadani
zajistuje pfimy kontakt nosného plynu s analyty, a proto neni nutna tepelna desorpce analyti
z iontové kapaliny [53, 55, 56].

1 - mikrostfikacka
|
= nosny plyn
kapka iontové kapaliny -
| trubice napinéna vatou

lp lynovy chromatograf
Obrazek 15: Vatou plnény a odnimatelny interface pro iontové kapaliny [56]

40



Priklady vyuziti této extrakce jsou uvedeny v kapitole 1.4.3.1 Stanoveni rezidui pesticidl

Vv bilém ving, rizovém ving a kokosové vode s vyuzitim metody DI-SDME.

1.4.1.2 Headspace mikroextrakce jednou kapkou

Druhym typem mikroextrakce se zkratkou HS-SDME je headspace mikroextrakce jednou
kapkou. Princip 1 usporadani je podobné extrakci DI-SDME. Jak je patrné z obrazku 16, rozdil
spociva v umisténi kapky organického rozpoustédla, které se nenachazi v roztoku, ale nad
roztokem. Technika je tedy vhodna pro latky ptirozené t€kavé a pro latky, které lze pomoci
derivatizace na latky té¢kavé prevést. Pfi HS-SDME je vzorek z divodu zvyseni koncentrace
analyti v headspace prostoru obvykle zahiivan, ¢imz vznikd riziko odpafeni kapky.
V porovnani s extrakci DI-SDME vykazuje toho uspotfadani znacnou vyhodu, kterou je
eliminace ztraty kapky v disledku michani, protoze kapka neni v pifimém kontaktu s roztokem
vzorku. Dalsi vyhody vcetné faktord ovliviiyjicich extrakci jsou srovnatelné jako u pifimé
mikroextrakce jednou kapkou [51].

Ukazkovym ptfikladem derivatizace je pievedeni fluoridového iontu ptitomného
ve vzorcich mléka na tékavy fluorovodik, a to pomoci kyseliny sirové. Vznikly fluorovodik
je nasledné v kapce (0 objemu 15 pl) vodného roztoku uhli¢itanu sodného pieveden zpét na

fluoridovy iont, ktery je mozné analyzovat pomoci iontové chromatografie [53].

mikrostrikacka =

organické rozpoustédlo «—— extrakéni nadobka

roztok vzorku
michaci tyCinka

magnetické michadlo—s

Obrazek 16: Usporadani headspace mikroextrakce jednou kapkou [51]

Tuto extrakci lze vyuzit napiiklad ke stanoveni chlorbenzenovych sloucenin V pitné
a studni¢ni vodé¢ pomoci metody GC-MS. V této studii byly vySe uvedené slouceniny

extrahovany z vodného roztoku o objemu 10 ml a obsahujiciho 30 % NaCl. Extrakce byla
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provedena pomoci toluenové kapky o objemu 2,5 pl, pfi rychlosti michani 1000 ot/min a po
dobu 5 minut. Kvantifikace byla provedena metodou kalibra¢ni kiivky [57]. Jedna se o nejvice
vyuzivany zpusob pro vyhodnocovani mnozstvi analytu ve vzorku, pfi kterém se nejprve
analyzuje série standardli o rtizné, ale znamé koncentraci analytu (tzv. kalibracni roztoky).
Nasledné je z naméfenych hodnot sestaven kalibracni graf a obsah neznamého analytu je uréen
z rovnice tohoto grafu majici obecny tvar: y = k - x + q [58]. U realnych a komplexnich vzorki
je Casto vyuzivan i standardni ptidavek eliminujici pfipadny matricovy efekt. DalSim moznym
vyuzitim je stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodik ve vzorcich Zivotniho prostredi
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie v kombinaci s fluorescenéni detekci [59]
nebo stanoveni jodu ve farmaceutickych vzorcich a ve vzorcich potravin v kombinaci

s mikroobjemovou UV-VIS spektrofotometrii [60].

1.4.1.3 Mikroextrakce primo suspendovanou kapkou
Nova technka mikroextrakce, ozna¢ovana zkratkou DSDME, je zalozena na extrakci latek
ze vzorku pomoci organického rozpoustédla nemisitelného s vodou (napt. oktan-1-ol), ktery se
ve formé¢ volné kapky zavadi na povrch vodného roztoku vzorku. Za optimélnich podminek,
jak zobrazuje obrazek 17, je casteCné ponofend kapka koncentrovdna v horni stiedové

poloze roztoku [51].

organické rozpoustédlo <«— extrakéni naddobka
roztok vzorku

michaci ty€inka "
magnetické michadio —> M

Obrdazek 17: Uspordadani mikroextrakce primo suspendované kapky [51]

Z divodu dobré selektivity a ucinnosti extrakce je nezbytné zvolit spravné organické
rozpoustédlo, které musi mit niz8i hustotu nez voda, musi mit velmi nizkou rozpustnost ve vodé
a vysoky obohacovaci faktor (schopnost extrahovat cilené analyty) majici vyznam ptedevs$im
pro stopovou analyzu. Dale by dané rozpoustédlo mélo mit vysokou viskozitu (z divodu vzniku
dobie oddé¢litelné extrakéni faze), nizkou tékavost (zamezeni jeho ztratdm), mélo by byt
dostupné v potiebné Cistoté a Setrné k Zivotnimu prostiedi. Zna¢nou vyhodou této techniky
je jednoduchost, instrumentalni nenarocnost, robustnost, flexibilita vybéru provoznich

parametrii (pfedevsim pii davkovani rozpoustédla a frekvenci michani), rychld rovnovaha pii
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extrakci a moznost kombinace s riznymi analytickymi metodami. Proces extrakce je navic
podporovan michanim pomoci magnetické michaci ty¢inky, jejiz tvar a velikost maji vyznamny
vliv na tvar kapky. Je tedy nutné spravné zvolit parametry michaci ty¢inky a z dvodu eliminaci
magnetické sily, které se zvySuji Srostouci rychlosti michani. Tento nestabilni pohyb
michaci ty¢inky ovlivituje spolehlivost a reprodukovatelnost extrakce a také muize vytvaret
vzduchové bubliny, zptsobit emulgaci roztoku nebo vzniklou kapku rozbit. Z tohoto diuvodu
rychlost michani obvykle nepiesahuje hodnotu 700 ot/min. VySe uvedené aspekty lze
eliminovat pouzitim extrakéni rotacni nadobky, pro jejiz rotaci se vyuziva modifikované
obousmérné magnetické michadlo s kruhovou deskou z PTFE upevnénou pomoci Sroubu na

rota¢ni hiideli (obrazek 18) [47-49, 51].

— extrakéni nadobka

+— kruhova deska z FTFE
+——— rotacni hiidel

O

+—— magneticke michadlo

Obrazek 18: Extrakcéni rotacni nddobka [47]

Po uplynuti dostate¢né doby je kapka pomoci mikrostiikacky odebrana a analyzovana.
Vyhodou je moznost spojeni i s jinymi analytickymi metodami, jako naptiklad vysokou¢inna
kapalinova chromatografie sobjemem nastiiku 5 — 10 pl nebo UV-VIS spektrometrie
vyzadujici 50 pl. Divodem je moznost pracovat s vét§im objemem kapky, coz jiné typy
mikroextrakce kapkou neumoznuji. Omezenim je V tomto piipad€ nizsi objem kapky (mensi
nez 2 pl), ktery je z roztoku vzorku obtizné odebiratelny [47, 49, 51].

Hladina roztoku, majici tvar parabolické kiivky s nejniz§im bodem uprostied roztoku, se
s rostoucimi otackami michadla méni. Vlivem této zmény se kapka organického rozpoustédla
na povrchu kapaliny roztahuje, ¢imz se ucinnost extrakce zvySuje. Ukazka zmény profilu
kapalného roztoku (4 ml deionizované vody + 50 pl oktan-1-olu) pfi riznych otackach

s vyuzitim extrak¢ni rotaéni nadobky namisto klasické magnetické michaci ty¢inky zobrazuje

obrazek 19 [47].
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Obrdazek 19: Zména profilu kapalného roztoku pri riiznych otackach [47]

Techniku DSDME 1ze vyuzit naptiklad k izolaci organochlorovanych a pyrethroidnich
pesticidii z ¢aji. Autofi ¢lanku k extrakci pouzili 5 ml ¢ajového nalevu, 100 ul izooktanu
a rychlosti michani 1100 ot/min po dobu 15 minut. Vyextrahované pesticidy byly nasledné
separovany pomoci plynové chromatografie a detekovany detektorem elektronového zachytu.
Timto postupem doSlo k detekci 28 pesticidi [61]. Jinou mozZnosti vyuziti je separace
a stanoveni benzenu, toluenu, ethylbenzenu a o0-xylenovych slou¢enin ve vzorcich vod pomoci
plynové chromatografie v kombinaci s plamenovym ionizaénim detektorem. V této praci byla
k extrakci pouzita kapka oktan-2-onu o objemu 7,5 ul. Extrakce probihala pii rychlosti michani
800 ot/min po dobu 25 minut. Kvantifikace byla provedena metodou kalibrac¢ni kiivky [62].
Dalsi ptiklad vyuziti je uveden v kapitole 1.4.3.2 Stanoveni esterd kyseliny ftalové v kravském

mléce s vyuzitim mikroextrakce pfimo suspendované kapky.

1.4.1.4 Mikroextrakce v uspoi-adani kapalina/kapalina/kapalina

Pavodné zavedena technika mikroextrakce rozpoustédlem se soucasnou zpétnou extrakei,
ktera je dnes oznacovéana zkratkou LLLME, je vhodnéd zejména pro slabé kyselé az bazické
latky. Tento typ extrakce l1ze provést v nékolika modifikacich, naptiklad ve spojeni s extrakci
SDME poskytujici novy typ extrakce oznaCovany jako mikroextrakce jednou kapkou
Vv uspofadani kapalina/kapalina/kapalina majici n€kolik vyhod jako je jednoduchost, casova
nenarocnost, snadnd manipulace, nizka spotieba rozpoustédel, vysoka ptesnost a také cenova
dostupnost. Uspofadani je uvedeno na obrazku 20. Princip této extrakce spociva v extrakci
analytu do organické faze s naslednou zpétnou extrakci analytu do kapky vodného rozpoustédla
visiciho u $pic¢ky injekéni mikrostiikacky v organické fazi. Pti tomto uspoiadani v roztoku
zlstavaji latky polarni, zatimco nepoldrni latky se zadrzuji ve fazi organické a tak lze timto
zpusobem zna¢né¢ snizit interference v matrici vzorku. Dilezity je vybér vhodného organického
rozpoustédla, které musi mit niz§i hustotu nez voda (aby se nachazelo nad vodnou fazi roztoku)
a souCasn¢ musi byt nemisitelné s vodnym roztokem vzorku a vodnou fazi kapky. Tyto

podminky spliuje napi. oktan-1-ol, n-hexan nebo ethylacetat. Extrakce je pouzitelna zejména
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pro analyzu biologickych tekutin a vodnych roztokti — naptiklad k izolaci trojmocného
a celkového antimonu ve vodach pomoci toluenu a vodné kapky obsahujici 0,2 % povrchové
aktivni latky Triton X-114 [51, 53, 63, 64].

Extrakci Ize také vyuzit naptiklad ke stanoveni patulinu v jable¢né §taveé pomoci kapalinové
chromatografie v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem. V této studii byla extrakce
patulinu provedena do ethylacetatu (1,5 ml) a nasledné do kapky ¢isté vody (5 ul). Extrakce
probihala po dobu 20 minut. VIiv teploty a rychlosti michani na a¢innost extrakce nebyl v této
studii zkouman [63]. V jiné studii se autofi ¢lanku zaméfili na stanoveni adeninu ve vzorcich
zeleného ¢aje pomoci kapilarni elektroforézy. Pred vlastni extrakei byly vzorky upraveny
nasledujicim zptuisobem: 3 g vzorku zeleného ¢aje byly pomoci ultrazvukové lazné po dobu
20 minut extrahovdny 10 ml destilované vody, nasledovalo odstfed’ovani pii rychlosti
4500 ot/min po dobu 5 minut, ziskany extrakt byl pfefiltrovan pfes membranu z acetatu
celuldzy a ziedén destilovanou vodou na koneény objem 25 ml. Jako organicka faze byl autory
¢lanku zvolen ethylacetat o objemu 200 pl, zatimco vodnou fazi tvotila 0,05 M HCI. Doba
extrakce byla 10 minut. Kvantifikace byla provedena metodou vicenasobného standardniho
ptidavku [65]. Principem je zméfeni roztoku vzorku o znamém objemu, ale neznamé
koncentraci, ke kterému jsou postupné ptidavany pridavky standardniho roztoku o znamém
objemu i koncentraci. Neznama koncentrace se zjisti extrapolaci zavislosti naméfené plochy

(nebo vysky) na zméné koncentrace [58].

mikrostfikacka —s f-

extrakéni nadobka —

vodna faze

organicka faze —>

roztok vzorku —>

michaci ty€inka ——fpe== |

magnetické michadlo - M

Obrazek 20: Mikroextrakce jednou kapkou v uspordadani kapalina/kapalina/kapalina [51]
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1.4.1.5 Mikroextrakce s vyuzitim kontinualniho toku

Continuous Flow Microextraction (CFME), tedy mikroextrakce s vyuzitim kontinualniho
toku, uvedena na obrazku 21, spoc¢iva v zavedeni kapky organického rozpoustédla nad vystupni
hrdlo spojovaci PEEK hadicky tstici do sklenéné extrakéni nadobky. Touto hadickou pomoci
peristaltického ¢erpadla pribézné proudi roztok vzorku. Po extrakei je kapka vtazena zpét do
mikrostiikacky a je analyzovana nejcastéji pomoci plynové chromatografie. Zna¢nou
nevyhodou je komplikovana instrumentace spocivajici v pritomnosti peristaltickych pump, ve
ztraté kapky vlivem kinetické energie toku, v obtizné automatizaci, v nestabilit¢ kapky
definujici maximalni objem kapky na 5 ul a v moznosti vneseni vody do mikrostiikacky
a nasledné i do analytického pfistroje, coz muze vést k problémim (napf. pii pouziti spojeni
GC-FID muze dochazet ke zhasinani plamene). Vyhodou je naopak vyssi obohacovaci faktor
v mnohem krat§im c¢ase, kontakt kapky rozpoustédla s Cerstvym roztokem vzorku, nizka

spotieba rozpoustédel, nizké naklady, spolehlivost a ptesnost [51, 66-69].

odpadni roztok vzorku

roztok vzorku

kapka organického rozpoustédla

mikrostrikacka fl\-

sklenéna
extrakéni
nadobka

£— spojovaci PEEK trubicka

roztok vzorku

Obrazek 21: Usporadani mikroextrakce s vyuzitim kontinudlniho [52]

Na extrakci ma vliv fada faktorti, mezi které patii typ vybraného organického rozpoustédla,
jeho objem, pritok roztoku vzorku, doba extrakce a také povaha analyzovanych latek. Objem
organického rozpoustédla ma na G¢innost extrakce zna¢ny vliv. S jeho rostoucim objemem je
potieba delsi Cas extrakce a také vzriista nestabilita kapky, kterd mtze byt pii extrakci snadno
uvolnéna do roztoku. Vysledkem je Spatnd citlivost a presnost. Proto je vhodnéjsi volit objemy
do 5 pl. Naopak pii malém objemu vzorku byvaji analyty neméfitelné. K extrakci se vyuzivaji
vodou nemisitelna organicka rozpoustédla s vysokym obohacovacim faktorem pro dany analyt
a s dobrym chromatografickym chovanim, naptiklad benzen, n-hexan, cyklohexan, chloroform,
izooktan, toluen a jiné. Extrakce je fizena distribu¢nim koeficientem analytu mezi vodnou
a organickou fazi, ktery je ovlivnén tlouStkou mezifdzové vrstvy obklopujici kapku a ménici
se ze zménou prutoku roztoku vzorku. Pfi nizké prutokové rychlosti dochdzi vlivem Sirsi
mezifazové vrstvy ke snizeni uéinnosti extrakce. Ke snizeni dochazi i pii velké prutokové
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rychlosti, a to vlivem nemoznosti dosazeni rovnovahy. Metoda se sklada ze ¢tyt krokt. Nejprve
se vodny roztok vzorku pfi konstantnim pritoku kontinualné ¢erpa pomoci peristaltické pumpy
pies spojovaci hadicky z PTFE do sklenéné extrakéni nadobky. Po jejim zaplnéni nésleduje
opatrné zavedeni kapky organického rozpoustédla nad vystup spojovaci hadi¢ky. Analyt
je extrahovan do kapky, ktera je v roztoku ponechana po urcitou piedem stanovenou dobu, po
jejimz uplynuti je vtazena zpét do mikrostiikacky a analyzovana pomoci plynového
chromatografu. Béhem extrakce je roztok vzorku kontinualné vytlatovan ze spojovaci trubicky
do odpadni komory [67, 69-72].

Mikroextrakci v kontinualnim toku Ize v kombinaci s dynamickou mikrovinn¢ asistovanou
extrakei vyuzit ke stanoveni pesticidi v zelening, které mohu byt separovany a detekovany
pomoci plynové chromatografie v uspofadani s hmotnostnim spektrometrem. Extrakce v této
praci byla provedena podle nasledujicich optimalizovanych parametri: 2,5 ul toluenu jako
organické rozpoustélo, pridavek 3 % NaCl do vodného roztoku vzorku, mikrovinna energie
250 W, doba extrakci 10 minut a pritok organického rozpoustédla 1 ml/min. Kvantifikace byla

provedena opét metodou kalibracni kiivky [66].

1.4.1.6 Mikroextrakce ztuhlou kapkou v kapalné fazi

Posledni typ mikroextrakce jednou kapkou, se zkratkou SD-LPME a uveden na obrazku 22,
je zaloZen na extrakci latek ze vzorku pomoci organického rozpoustédla, které se ve formée
volné kapky, nejéastéji o objemu 7 — 10 pl, zavadi na povrch vodného roztoku vzorku. Po urcité
dobe¢ se nadobka pomoci ledové 1azné ochladi, tim organicka faze ztuhne do podoby tuhé kapky,
ktera je z roztoku pomoci $pachtle vyjmuta do koénické nadobky. Tuha kapka pfi pokojové
teploté opét prechazi v kapalinu, ktera je nasledné analyzovana nejc¢astéji pomoci plynové nebo
kapalinové chromatografie. Extrakce je podporovana michdnim pomoci magnetického
michadla, které zvySuje Gi€innost extrakce a zkracuje Cas potfebny k dosazeni termodynamické
rovnovahy. Vyhodou této techniky je jednoduchost, rychlost, nizké naklady, vysoky
prekoncentracni faktor, pfesnost a preciznost. Znaénym nedostatkem je omezeny vybér
organického rozpoustédla. Na ucinnost extrakce ma vliv nékolik faktorii: druh extrakéniho
rozpoustédla a jeho objem, pH, objem a teplota roztoku vzorku, rychlost michani, doba extrakce
a pridavek soli. Organické rozpoustédlo by mélo byt nemisitelné s vodou, mélo by mit vyssi
bod varu, nizky tlak par (z divodu eliminace jeho vypatovani), dobré chromatografické
vlastnosti, dobrou extrak¢ni ucinnost, teplotu tani v rozmezi 10 — 30 °C a mélo by byt
kompatibilni s naslednou analytickou metodou. Vhodna rozpoustédla spolecné s jejich teplotou

tani jsou uvedena v tabulce 5 [51, 73].
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Obrazek 22: Uspoiddani mikroextrakce ztuhlou kapkou v kapalné fizi, [51, 73]

Tabulka 5: Rozpoustédla vhodnd pro mikroextrakci ztuhlou kapkou v kapalné fazi [73]

Rozpoustédlo Teplota tani [°C]
Undekan-1-ol 13-15
Dodekan-1-ol 17-18
Dodekan-2-ol 22-24
1-bromhexadekan 17-18

Hexadekan 18

1,10-dichlorodekan 14 -16
1-chloroktadekan 20-23

Extrakci lze vyuzit naptiklad ke stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki ve
vzorcich vod pomoci kapky undekan-1-olu o objemu 10 pl. V této studii byla extrakce
provedena pii teploté 60 °C po dobu 30 minut a pii rychlosti michani 1250 ot/min. Po uplynuti
doby extrakce byla nadobka se vzorkem na 5 minut vlozena do kadinky obsahujici kusy
ledu. Tim doslo ke ztuhnuti undekan-1-olu, ktery byl nasledné pfeveden do konické nadobky,
kde doslo k jeho roztati. K analyze, ktera byla provedena pomoci plynového chromatografu,

byly pouzity 2 ul [74].
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1.4.2 Mikroextrakce tuhou fazi

Technika SPME, znamenajici mikroextrakci tuhou fazi, byla navrzena pocatkem
devadesatych let. Od té doby byla stale ¢astéji vyuzivana pti ptipravé vzorku. Principem je
extrakce analytu na tuhé vlakno potazené stacionarni fazi a nachazejici se uvnitt kovové jehly.
Staciondrni fazi mtze byt kapalina (polymer) nebo tuha latka (sorbent). Z tohoto divodu
Ize tuto techniku vyuzit k extrakci riznych analyt, a to jak tékavych, tak i netékavych,
z kapalnych, tuhych nebo plynnych vzorki. Je dano, ze tenéi filmy stacionarni faze vice sorbuji
polotékavé analyty nez filmy silngjsi, které slouzi spiSe k extrakci t€kavych analyti. Dale plati,
ze srostouci tloustkou filmu stacionarni faze roste citlivost, ale také rovnovazny cas.
Za univerzalni stacionarni fazi je povazovana latka polydimethylsiloxan (PDMS), ktera patii
mezi nepolarni stacionarni faze. Je vhodna pro extrakci nepolarnich analytt, naptiklad t€kavych
aromatickych sloucenin. Piikladem polarniho povlaku je polyakrylatové vlakno (PA), které je
vhodné naptiklad k extrakci fenolti a alkohold. Existuji také smiSend vlakna, kterda mohou
obsahovat kopolymery divinylbenzenu (DVB), syntetické pryskyfice (TRP) nebo Carboxen
(CAR, porovity sorbent obsahujici aktivni uhli). Tyto latky zvySuji retenci a v dusledku
vzajemného ucinku podporuji adsorpcei do stacionarni faze. Adsorpci analytl ovliviiuje polarita
a tloustka stacionarni faze, doba extrakce, rychlost michani, obsah soli, teplota, pH a objem
roztoku vzorku a také vlastnosti a koncentrace jednotlivych analytd. Kvalita vlakna, zavisejici
na vyrobci, byva mezi jednotlivymi Sarzemi rozdilna. Proto je nutné kazdé nové vlakno a kazdé
dlouhodobé nepouzivané vldkno kondiciovat. Podminky kondicionace (teplota a doba) jsou
rozdilné dle typu stacionarni fdze a jsou stanoveny vyrobcem dané¢ho vlakna. Vyhodou této
extrakce je vyextrahovani pouze cileného analytu, pfipadné analyti podobnych latek, ¢imz
vétSina interferenci zistava v matrici a nema vliv na konecnou analyzu. Dalsi vyhodou je
neomezenost pii vybéru vzorki, ktera je dana velkym mnoZstvim vlaken (pfehled vybranych
typt vlaken je uveden v tabulce 6). Nevyhodou je kichkost vlakna, jeho snadné poskozeni
a nevratna sorpce sloucenin S vysokou molekulovou hmotnosti [54, 75-77].

Z obrazku 23 je patrné, Ze extrakci lze provést dvojim uspotfdddnim. Prvni uspotadani,
oznacované jako DI-SPME, spoc¢ivéa v pfimém ponoteni vlakna do roztoku vzorku, ktery je
z divodu zvyseni rychlosti rovnovahy michan pomoci magnetické michaci ty¢inky.
Nevyhodou je znacné klesani zivotnosti vlakna, které je zptsobeno objemem, pH a sloZenim
roztoku vzorku. Pti druhém uspotadani, oznacovanym zkratkou HS-SPME, se vlakno nachazi
nad kapalnym nebo tuhym vzorkem, analytim je tedy vystaveno v plynné fazi. V piipadé
kapalného roztoku je rychlost rovnovahy opét zvySena pouzitim michaci ty¢inky. Po extrakci

je vlakno v obou ptipadech zasunuto zpét do ochranné kovové jehly, ktera je nasledn€ vlozena
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do davkovaciho zafizeni GC nebo desorpéni komory v ptipadé HPLC a vlakno je opét
vysunuto. Volba uspofadani zavisi na matrici vzorku. Obecné plati, ze DI-SPME je citlivéjsi
pro analyty pfevazné pfitomné ve vode, pro polotékavé a netckavé analyty. Naopak HS-SPME
je vhodna pro latky t€kavé. Pouziti DI-SPME nebo HS-SPME u komplexnich vzorkt obvykle
vyzaduje predbéznou upravu vzorkd. Tim je zajisténo zjednoduSeni matrice a zabranéni
poskozeni vldkna. Slozitd matrice vzorku miize nejenom ovliviiovat extrakci analyti, ale také
piesnost a spravnost analytické metody. V piipadé piitomnosti netékavych sloucenin
a sloucenin s vysokou molekulovou hmotnosti jako jsou bilkoviny, huminové kyseliny, lipidy
a dalsi latky ve vzorkau, je pouziti DI-SPME nebo HS-SPME obtizné. Tyto potiZe 1ze eliminovat
vyuzitim membranovée chranéné SPME, kdy selektivni membrana umoziluje i extrakci analytl
z komplexnich vzorkd. Pfi tomto uspofdadédni je vldkno chranéno naptiklad porézni

polypropylenovou membranou z dutych vlaken [77, 78].

SPME dridk —— SPME dridk ——
vldkno vlakno
tok k
FOEIRCNEREES michaci ty€inka roztok vzorky michaci ty¢inka
magnetické michadlo —— L8 8 magnetické michadlo —— g8
HS-SPME DI-SPME

Obrazek 23: Uspordadani mikroextrakce tuhou fazi [51, 77]

Tato extrakce se velmi Casto vyuziva k extrakci t€kavych a polotékavych analyti ze vzorki
zivotniho prostiedi nebo z biologickych a potravinovych vzorkl. Analyty nasledné byvaji
separovany pomoci GC a detektovany vhodné zvolenym detektorem. SPME lze vyuzit
I k extrakcei slabé t€kavych nebo tepelné nestalych analytti (nevhodnych pro GC), které byvaji
separovany pomoci HPLC a detekovany opét vhodnym detektorem. V ptipadé GC dochézi
k desorpci vlivem vysoké teploty. Na uc¢innou desorpci ma vliv n¢kolik faktori, a to t€kavost
analyti, tloustka filmu stacionarni faze, doba desorpce, prutok nosné¢ho plynu a teplota
davkovaciho prostoru GC, ktera byva obvykle totozna s teplotou varu nejméné tékavého
analytu. Z dtvodu odstranéni kontaminujicich latek zptisobujici v GC vysoké pozadi je tieba
vldkno pted kazdou analyzou vycistit pomoci specialniho Cistie stiikacek nebo vloZenim
vlakna do davkovaciho prostoru jiného pomocného GC. U HPLC dochazi pti desorpci nejprve
k rozpousténi vyextrahovanych analyti a az poté k davkovani S elu¢nim rozpoustédlem.
Desorpci Ize provést dynamicky (analyty jsou kontinudln¢€ desorbovany proudem mobilni faze)
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nebo staticky (desorpce probiha mobilni fazi po piesné stanovenou dobu pied davkovanim na
HPLC kolonu). Kombinace SPME s HPLC je mozna také jako in-tube SPME a spociva v sorpci
analyti uvnitt kfemenné kapilarni kolony, které nahrazuji ptivodni vlakna. Toto uspotadani,
v kombinaci s GC jesté nedostateéné prozkoumané je vhodné pro automatizaci, ktera poskytuje
leps$i pfesnost a spravnost v porovnani v manualnim usporadanim [54, 77].

Technika SPME ma Sirokou oblast pouziti. Lze jsi vyuzit naptiklad k izolaci aromatickych
tékavych slozek z ovocnych §tav, k izolaci aromatickych latek z mleté kavy, k izolaci kofeinu
a dalSich aromatickych latek zraznych napoju, jako dzus, kola, ¢aj, brandy nebo pivo,
které obsahuje vice nez 800 sloucenin, znichz mnoho pfispiva k charakteru piva [77].
Naptiklad Jelen a kol. [79] provedli stanoveni 12 alkoholii a esterd v pivu pomoci techniky
SPME za pouziti polyakrylatového vlakna. Extrakce byla provedena v uspotadani headspace
v kombinaci s GC-FID.

Tabulka 6: Prrehled vybranych typii vidken [80]

Stacionarni faze Polarita Retence
7-pm PDMS Nepolarni Slaba
100-pm PDMS nepolarni Stredni
30-pum PDMS Nepolarni Vysoka
85-pum polyakrylat (PA) Polarni Stiedni
65-pm PDMS-divinylbenzen (DVB) Bipolarni Vysoka
65-pm CW(Carbowax®)-DVB StableFlex Polarni Vysoka
85-um Carboxen™-PDMS StableFlex Bipolarni Vysoka
50-pm/30-pm DVB-Carboxen™-PDMS StableFlex Bipolarni Vysoka
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1.4.3 Priklady vyuziti mikroextrakénich metod pro stanoveni tékavych
sloZek potravin

1.4.3.1 Stanoveni rezidui pesticidd v Dbilém viné, riZovém viné
a vV kokosové vodé s vyuzitim metody primé mikroextrakce

jednou kapkou
Pouzivani pesticidi (napt. azoxystrobin, cymoxanil, fluazinan a dal§ich) k ochrané vinné
révy pred chorobami zptisobenymi hmyzem, houbami a jinymi latkami bylo rozsifené po celém
svété. Mnoho vyrobcetl vyuzivalo tyto latky z divodu nizSich potizovacich nakladl, asu a také
snadnému pouziti. Neodborné pouzivani pesticidi vyvolalo velké obavy ohledné zdravi
a bezpecnosti spottebitelli, nebot’ rezidua pesticidi prechazeji béhem procesu vyroby i do
vysledného vina. Ackoliv vyroba vina zahrnuje rizné kroky, pii kterych dochazi ke zméné
a snizovani koncentraci pesticidi, nedochazi k jejich iiplnému odstranéni, pouze jsou hladiny
téchto latek ve vysledném viné vyrazné nizsi nez v ptivodnich hroznech. Pfi vybéru extrakéni
metody a nasledné separacni techniky je potfeba zohlednit rozdilné vlastnosti téchto latek, jako
jsou rozdilna polarita, rozpustnost, tékavost, rozdilny rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda
a také rozdilné sloZeni vin. Z hlediska zna¢nych vyhod, jako jsou ekonomicka nenarocnost,
miniaturizace, Setrnost k Zivotnimu prostiedi, jednoduchost, rychlost a nizka spoticba
organickych rozpoustédel, byla autory ¢lanku vybrana extrakéni technika SDME, ktera pro
zajisténi nejlepsich extrakénich podminek byla optimalizovana. Autofi uvadi, ze extrakce je
nejucinngjsi pii rychlosti michani 200 ot/min, po dobu 30 minut, z okyseleného (pomoci HCI
zajiStujici vysS8i stabilitu analytd) vzorku vin o objemu 10 ml, pomoci kapky
0 velikosti 1 pl a pfi pouziti toluenu jako organického rozpoustédla. Takto optimalizovana
metoda je G¢inna pro extrakci pesticidi jak z vodnych roztokt, tak i z roztokid obsahujici
az 15 % ethanolu. Z hlediska selektivity a citlivosti bylo zvoleno spojeni plynové
chromatografie a hmotnostniho spektrometru s elektronovou ionizaci. K separaci byla vyuzita
kapilarni kolona Restek RtX®-1MS o rozmérech 30 m x 0,25 mm a s tlouStkou filmu 0,25 pm.
Jako nosny plyn bylo zvoleno helium s pritokem 1 ml/min. Teplotni program kolony byl:
60 °C po dobu 1 minuty, zvySeni na 200 °C rychlosti 25 °C/min, poté na 280 °C rychlosti
10 °C/min a nakonec na teplotu 300 °C rychlosti 5 °C/min, ktera byla udrzovana po dobu
1,4 minuty. Celkovy ¢as analyzy byl 20 minut. Kvantifikace pesticidi byla provedena v rezimu
SIM (Selected lon Monitoring, kdy se snimaji pouze vybrané ionty), ktery je citlivéj$i nez rezim

TIC (Total lon Current, pfi kterém dochazi ke snimani celého hmotnostniho spektra
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pozadovaného rozsahu m/z). Pro kazdy analyt byly vybrany dva ionty: prvni pro kvantifikaci,
druhy pro potvrzeni [81].

Spojeni techniky SDME s metodou GC-MS lze vyuzit také ke stanoveni rezidui pesticida
V kokosové vod¢. Kokosova voda, piedstavujici bohaty zdroj cukrt, soli, vitamin®, minerala
a aminokyselin, je ¢iry, bezbarvy, sladky napoj s mirné nakyslou chuti a s pH v intervalu
4,2 — 6,0. Tato voda je na trh uvadéna v ptirodni formé nebo po rtiznych sterilizacnich krocich
a po pridani konzervacnich latek ve formé zpracované. Zdrojem této vody jsou kokosy, jejichz
rust je Casto vlivem Skidci a hmyzu inhibovan. Z diivodu zvyseni produkce kokosu jsou
palmové stromy oSetfovany pesticidy. Pfitomnost rezidui téchto latek muze z divodu jejich
mozné toxicity predstavovat znacné riziko na zdravi spotiebitelll. Pesticidy, zahrnujici Sirokou
Skalu latek z rznych chemickych tiid, se Casto 1isi svou te€kavosti, polaritou, rozpustnosti
a svymi rozdélovacimi koeficienty n-oktanol-voda. K ochrané palmovych stromii se nejéastéji
vyuzivaji karbamaty (karbofuran), pyrethroidy (bifentrin) a organofosfaty (dimethoat,
malathion a jiné). Autofi ¢lanku uvadi jako nejlepsi podminky pro extrakci stejné extrakéni
podminky jako v pfipadé stanoveni rezidui ve vySe uvedenych vinech. OvSem z divodu
vyskytu ¢astic kokosového oleje ve vzorcich kokosovych vod, a tim i mozné nestability kapky,
byly vzorky pted extrakci po dobu 5 minut odstfed’ovany. K separaci a nasledné detekci bylo
vyuzito totozné spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem jako pfti analyze
vySe uvedenych vin (stejna kolona, stejny prutok, stejny teplotni program i stejny rezim

hmotnostniho spektrometru) [82].

1.4.3.2 Stanoveni estert kyseliny ftalové v kravském mléce s vyuzitim

metody mikroextrakce primo suspendované kapky

Ftalaty, neboli estery kyseliny ftalové, nachéazeji v prumyslu uplatnéni predevsim jako
plastifikatory, které zvysuji prihlednost, pruznost, trvanlivost a dlouhovékost plasti. Tyto latky
mohou byt z plastickych materialti uvoliiovany do okolniho prostiedi a také do potravin. Tim
dochdzi k vystaveni spotiebitel témto latkam, jejichZz vysoké hladiny a zfejma toxicita
ovlivituje lidské zdravi (primarné dochézi k zasaZeni ledvin, jater a varlat) a zivotni prostredi.
Z dtivodu snadné absorpce ftalatd pres kiizi predstavuje nejvetsi riziko expozice u déti a batolat,
u kterych muze dochazet k feminizaci samcich kojenci s naslednym narusenym vyvojem
pohlavnich organi a zrani varlat. Do mléka se ftalaty nejcastéji dostdvaji z materialt
vyuzivanych béhem mechanického dojeni nebo z obalového materialu. K izolaci ftalath autofi
vyuzili techniku DSDME. Pted vlastni extrakci byly vzorky mlék upraveny. Uprava spo¢ivala

V odstranéni bilkovin jejich sraZzenim pomoci kyseliny trichloroctové. K 10 ml kazdého vzorku
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bylo pfidano 10 ml kyseliny trichloroctové o koncentraci 10 g/l, vznikld smés byla pomoci
vortexu po dobu 1 minuty dikladn€¢ promichéna, nésledné¢ byla smés pii 4000 ot/min
a 10 minutach odstfedéna a 5 ml Ciré¢ho roztoku supernatanzu bylo pfevedeno do sklenéné
extrakéni nadobky o objemu 12 ml. K takto pfipravenému roztoku bylo pfidano 100 pl
cyklohexanu. Extrakce byla provedena pifi rychlosti michani 1100 ot/min po dobu
10 minut a bez piidavku NaCl. Separace a nasledna detekce byla provedena pomoci plynové
chromatografie v kombinaci s hmotnosttnim spektrometrem (systém Schimadzu QP2010 plus).
K separaci byla pouzita kapilarni kolona VF-5 o rozmérech 30 mm x 0,25 mm a s tloustkou
filmu 0,25 pm. Jako nosny plyn bylo zvoleno helium s pritokem 1 ml/min. Teplotni program
kolony byl: 60 °C po dobu 2 minut, zvyseni na 220 °C rychlosti 20 °C/min a drZeni této teploty
po dobu 2 minut, zvySeni na 250 °C rychlosti 3 °C/min a drzeni po dobu 1 minuty a kone¢né
zvySeni na teplotu 300 °C rychlosti 5 °C/min a udrzeni po dobu 5 minut. Hmotnostni
spektrometr s elektronovou ionizaci pracoval pfi energii 70 eV, teploté zdroje 230 °C, teploté
rozhrani 280 °C a pfi teploté kvadrupolu 150 °C. Kvantifikace byla provedena pomoci ploch
pikti ziskanych méfenim v reZimu SIM a mnozZstvi jednotlivych ftalatd bylo vyhodnoceno
metodou vnitiniho standardu [83]. Tato metoda spo¢iva v pfidani roztoku standardu o znamém
objemu a koncentraci do roztoku vzorku. Cela analyza se tak realizuje v jediném nastiiku.
Metodu lze provést pfimym porovnanim namétenych hodnot nebo zptisobem kalibraéni kiivky.
Jako vnitini standard se vyuziva latka, ktera je svymi vlastnostmi podobné analytu, ktera se

dobie separuje a ktera se bude eluovat v blizkosti analytu [58].

1.4.3.3 Stanoveni polotékavych aditiv ve viné s vyuzitim metody
mikroextrakce tuhou fazi v usporadani headspace

FalSovani vin je rozsifené po celém svété. Pridavani dalSich chemickych latek do vina je
pijjatelné pouze Vv povolenych koncentracich. ZvySené koncentrace ptirodnich nebo
syntetickych latek mize zménit senzorické vlastnosti vina. Pozornost je vénovéana zejména tfem
ptidatnym latkam, a to propylenglykolu, kyseling sorbové a kyseliné benzoové. Podle Natizeni
Komise (EU) ¢. 1130/2011 [84] a také dle vyhlasky Ministerstva zemédé€lstvi ¢. 130/2010 Sb.
[85] je nejvyssi povolené mnozstvi propylenglykolu 1000 mg/kg a kyseliny sorbové 200 mg/kg.
Piipustné mnozstvi kyseliny benzoové neni V nafizeni ani ve vyhlasce definovano, ale dle
Narizeni Celni unie Ruska, Kazachstanu a Béloruska o bezpec¢nosti alkoholickych napoju [86]
je maximalni povolend koncentrace kyseliny benzoové 300 mg/kg. Ke stanoveni téchto latek
lze vyuzit kapalinovou chromatografii s ultrafialovym detektorem nebo s tandemovym

hmotnostnim spektrometrem. Stanoveni propylenglykolu je ale touto metodou casové naro¢né,
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protoze z divodu vysoké polarity, a tedy vysoké afinity k vodé, a Spatné retenci je potieba
provadét derivatizaci pomoci fenylizokyanatu nebo pomoci p-toluensulfonylizokyanatu.
Zatimco stanoveni téchto latek pomoci plynové chromatografie je méné naro¢né. Z duvodu
vysoké koncentrace vody a netékavych latek v matrici je pifimé vstiikovani vzorku vin do
systému GC nevhodné. Proto se k izolaci vyse uvedenych polotékavych ptidatnych latek voli
vhodna extrak¢ni technika, napt. technika SPME. Stanoveni je ale komplikovano silnou retenci
analytii ethanolem a vodou, maticovym efektem a soutézenim o sorpcni mista na vlaknech
s t¢kaveéjSimi a hydrofobnimi slozkami vina (napf. alkoholy a estery). Z divodu odstranéni
vody, ethanolu a dalsich t€kavych sloucenin lze vzorky pted vlastni extrakci odpafit. Teplota
odpatovani se voli s cilem urychlit proces a zkratit dobu pfipravy vzorku. Tato teplota musi byt
pod bodem varu vody a pod teplotou transformace a karamelizace cukri pfitomnych ve ving.
Vhodnou je teplota pod 90 °C, pod kterou nebyly zjiStény Zadné uvedené zmény ve vzorcich.
Doba odpatovani, zavisejici na obsahu cukru, se nej¢astéji pohybuje v intervalu 45 — 60 minut

Autofi ¢lanku k extrakci vyuzili techniku SPME v uspoiadani headspace a za pouziti vlakna
CAR/PDMS o tloust'ce filmu 85 um. Autofi dale uvadi, Ze nejlepsi G¢innosti extrakce vsech
analyti bylo dosazeno pfi teploté 85 °C po dobu 2 minuty pro bila vina a 3 minuty pro ¢ervena
vina (tim byla eliminovana konkurence mezi analyty a matricovymi sloZzkami). Separace
vyextrahovanych latek byla povedena pomoci plynového chromatografu pii prutoku hélia jako
nosného plynu 1,0 ml/min a pfti pouziti kolony DB-WAXetr o rozmérech 60 m x 250 pm
s tloustkou filmu 0,50 um. Teplota kolony byla programové ménéna ze 40 °C na 240 °C
rychlosti 10 °C/min. Rozseparované latky byly nasledné¢ detekovany hmotnostnim
spektrometrem ve skenovacim rezimu [86].

Kvantifikace u techniky SPME lze provést trojim zptsobem: metodou externi kalibrace,
metodou vnitiniho standardu nebo metodou standardniho piidavku vyuZzivajici se zejména pii
standardd, které by mély mit podobné fyzikalné-chemické vlastnosti jako analyty, a také

kontrola matricového efektu [86].

55



1.4.3.4 Stanoveni tékavych sloucenin v pomerancovém dZusu s VyuZitim
metody mikroextrakce tuhou fazi v uspoiradani headspace

Ovocné vyrobky, mezi které patii také dzusy, byvaji vystaveny konzervacnim procesiim
zabranujici ristu mikroorganismt. Tim je zajiSténa delsi trvanlivost, stabilita a bezpecnost
vyrobkl. Konzervaci lze provést nékolik zpisoby, napf. puisobenim ozonu nebo plazmy
predstavuje dvé technologie Gisp&$né inhibujici riist mikroorganismi. Uginek ozonu zpisobuje
inhibici bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Salmonella enterica a dalSich, zatimco plazma inhibuje rust bakterii

Bacillus subtilis, Bacillus atrophaeus, Escherichia coli, Salmonella enterica a dalsich [87].
Konzervace pomoci plazmy se provadi za pouziti plazmového generatoru (napt. Phenix
Technologies DBD-ACP, model 6CP120/60-7,5). Pomerancovy dzus se davkuje do
polypropylenové Petriho misky nachazejici se v polypropylenové nadobce, kterd je utésnéna
polymernim filmem o tloustce 50 um slouzicim jako dodatecna vrstva dieletrické bariéry.
Néadobka je umisténa mezi dvé hlinikové diskové elektrody o priméru 15 cm a vzdalené
od sebe 22 cm. Napéti je tizeno pomoci osciloskopu. V této studii byly vzorky vystaveny po
dobu 60 s piimé a nepfimé expozici plazmy. Z divodu odstranéni stop ozonu a plynnych
sloucenin vzniklych z plazmy byvaji vzorky po oSetfeni po dobu 24 hodin uchovany pfi

pokojové teploté. Experimentalni uspofadani je uvedeno na obrazku 24 [87].

hlinikova diskova
elektroda

&

dielektricka neptima
bariéra expozice
zdroj vysokého

Petriho miska hlinikova diskova =+ y ot
s pomerancovym dZusem elektroda napeti

Obrdazek 24: Usporddani konzervacni metody vyuzivajici plazmu [87]

Konzervace ozonem se provadi pomoci ozonového generatoru (napi. Ozone service
model OL80F). Cisty kyslik, nezbytny pro vyrobu ozonu, je dodavan ze zasobniku kysliku.
Vznikly ozon prochéazi kolonou obsahujici pomerancovy dzus rychlosti 12 ml/min. Pritok
¢istého kysliku a vzniklého ozonu je fizen pomoci regulatoru pritoku plynu. Piebytek ozonu je
odstranén v jednotce rozkladu ozonu. Z divodu eliminace tvorby pény v koloné se do vzorku
ptidava sterilni protipénivé c¢inidlo (emulze Antifoam B). Experimentalni uspofadani

je uvedeno na obrazku 25 [87].
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Obrézek 25: Usporadani konzervacni metody vyuzivajici ozon [87]

K extrakci tékavych latek autofi ¢lanku vyuzili techniku SPME s CAR/PDMS vlaknem
o tloustce filmu 85 pum v uspotfadani headspace. Extrakce byla provedena pii rychlosti
michani 500 otacek za minutu po dobu 30 minut. Po extrakci bylo vlakno zavedeno do
plynového chromatografu Agilent 5977A vybaveného kapilarni kolonou HP-5MS o rozmérech
30 m x 0,25 mm a tloustce filmu 0,25 pum. Jako nosny plyn bylo pouzito helium s priutokem
1 ml/min. Vlakno bylo v chromatografu ponechano pii teploté 240 °C po dobu 3 minut. Teplota
davkovaciho zafizeni byla 240 °C, zatimco teplota pievodniku byla 280 °C. Teplota kolony
programovang rostla dle uvedenych podminek: 40 °C po dobu 4 minut, zvySeni na teplotu
80 °C rychlosti 2,5 °C/min, zvySeni na 110 °C rychlosti 5 °C/min a nasledné zvySeni na
kone¢nou teplotu 220 °C rychlosti 10 °C/min, ktera byla udrzovana po dobu 23 minut.
Rozseparované latky byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru s elektronovou
ionizaci pracujiciho pfi 70 eV v hmotnostnim rozsahu skenovani 50-600 m/z. Ziskana
hmotnostni spektra byla porovnavana s literaturou a jednotlivé slozky byly identifikovany

porovnanim jejich retenénich indexti s hodnotami ziskanymi pro fadu C8 — C30 n-alkant [87].
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1.5 Plynova chromatografie

Separacni chromatograficka technika, cCasto oznaCovdna zkratkou GC z anglického
gas chromatography, nachazi uplatnéni v mnoha pramyslovych odvétvich a to jak
v chemickém, tak i V petrochemickém nebo farmaceutickém pramyslu. Tato metoda,
vyuzivajici se predev§im k analyze organickych latek, je zalozena na separaci jednotlivych
slozek vzorku, které lze nasledné kvalitativné a kvantitativné vyhodnotit. Jedna se tedy
0 metodu kvalitativni a kvantitativni analyzy. Podminkou dobré separace je teplotni stalost
a soucasna tékavost vzorku, jehoz slozky jsou rozdélovany mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze,
a to mezi pohyblivou mobilni fazi a nepohyblivou stacionarni fazi. Principem dé¢leni vzorku je
rozdilnd afinita jednotlivych slozek vzorku ke stacionarni fazi, ¢imz dochazi k jejich
zachycovani a naslednému zadrzovani stacionarni fazi. Timto zptsobem jsou slozky vzorku od
sebe odseparovany a na konci stacionarni faze se nachédzeji slozky nejméné zadrzované.
V ptipadé plynové chromatografie je mobilni fazi nosny plyn pohybujici se pfes stacionarni
fazi, ktera je umisténa v chromatografické napliové nebo kapilarni kolon¢ [88-90].

Plynovy chromatograf, jehoz schéma je zobrazeno na obrazku 26, se sklada ze zdroje
nosného plynu, davkovaciho zatizeni, kolony, detektoru a zaznamového zatizeni. Davkovaci
zatizeni, kolona a detektor jsou vyhtivany na teplotu zajistujici plynné skupenstvi vzorku po
celou dobu analyzy. BéZné€ pouzivanym nosnym plynem, ktery nesmi reagovat se stacionarni
fazi (m¢l by byt inertni), je helium nebo dusik, lze vSak pouzit i vodik nebo argon. Volba
nosn¢ho plynu zavisi zejména na typu pouzité kolony a detektoru, ale také na jeho bezpecnosti
a na jeho cistoté (necistoty vyvolavaji Sum nulové linie, zhorSuji citlivost metody a mohou
rozkladat stacionarni fazi). Nosny plyn je dodavan z tlakové lahve a obvykle prochazi pies
Cistici zatizeni (zachyt vlhkosti a necistot, zejména odstranéni stopového mnoZstvi reaktivniho
kysliku nevratné poSkozujiciho stacionarni fazi), dale pfes redukéni systém (zajiSténi
souvislého nebo programové se méniciho pritoku nosného plynu) do davkovaciho zafizeni
a nasledné do kolony. Vzorek je po nadavkovani odpafen a v podobé par je undsen proudem
nosného plynu do chromatografické kolony, kde dochazi k vlastni separaci. K davkovani
vzorkt slouzi zpravidla injekéni stiikacky. V zavislosti na uspotradani piistroje existuje nékolik
technik davkovani. Vzorek mize byt vstiikovan bud’ ptimo do kolony (on column) nebo Ize
nastiik provést pomoci délice toku (split injection), bez délic¢e toku (splitless injection) nebo
vyuzit koncentrator na pocatku kolony. Diilezité je rychlé odpatfeni vzorku. V koloné, které
mohou byt napliové nebo kapilarni, dochazi k separaci slozek vzorku na zakladé jejich rozdilné

afinity ke stacionarni fazi [89-91].
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Rozdélené slozky vzorku vystupujici z kolony prochazeji detektorem reagujici na pfitomné
slozky v nosném plynu. Typ pouzitého detektoru zavisi na povaze analyzovanych sloucenin.
Z divodu mozné kondenzace slozek jsou detektory zahfivany na maximalni provozni teplotu
kolony. Vystup detektoru je zaznamenan ve formé chromatogramu jako zavislost signalu
na Case. Vysledny chromatogram se sklada ze série elucnich kiivek (pikil), pfiCemz kazda
kiivka predstavuje urcitou slozku vzorku, ktera je charakterizovana svym elu¢nim Casem
(kvalitativni analyza) a plochou nebo vyskou piku vypovidajici o pfitomném mnoZstvi
(kvantitativni analyza) [91, 92].

nosny plyn nastrik detektor signal

I kolona
i

pomocné plyny

A

davkovaci I
zafizeni

zaznamové zafizeni

termostat

Obrazek 26: Schéma plynového chromatografu [89]

Separace slozek vzorku probiha v chromatografickych kolonach naplnénych stacionarni
fazi. Napliové kolony jsou ocelové nebo sklenéné trubice s primérem 2 — 3 mm a délkou
1 — 3 m. Tyto kolony, majici v porovnani v kapilarnimi kolonami vys$$i kapacitu, jsou plnéné
sorbenty (napt. aktivni uhli, oxid hlinity, silikagel apod.) nebo tuhymi a inertnimi nosici
pokrytymi kapalnou fazi. Oproti tomu Kapilarni kolony, nejéastéji vyrobené z taveného oxidu
kfemicitého, maji obvykle praimér 0,2 — 0,53 mm, délku 5 — 30 m a tloustku filmu stacionarni
faze 0,25 — 5 pm. Stacionarni faze je v tomto piipade ve formé tenké vrstvy upevnéna piimo na
vnitini sténé kapilary. Z divodu pruznosti kolony, jeji ochrany pied zlomenim a ochrany do
teploty 350 °C je kapiléara pokryta polyimidovou vrstvou. Podle zpiisobu umisténi stacionarni
faze se kapilarni kolony se dé¢li na tii typy, a to na kolony WCOT (Wall Coated Open Tubular)
majici vnitini stény kapilary pokryty tenkym filmem kapalné stacionarni faze, na kolony SCOT
(Support Coated Open Tubular) majici vnitini stény pokryty vrstvou nosice se zakotvenou
kapalinou a na kolony PLOT (Porous Layer Open Tubular) majici vnitini stény pokryty tenkou

vrstvou adsorbentu (napft. aluminy) [90, 92].
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K indikaci rozseparovanych slozek vzorku slouzi detektor, prevadéjici fyzikalné chemickou
vlastnost analytii na méfitelny signal. ktery je zaznamenam jako zavislost signalu daného detektoru
na Case (tzv. chromatogram). V plynové chromatografii se nejCastéji vyuziva tepelné-vodivostni
detektor (TCD), detektor elektronového zachytu (ECD), plamenovy ionizaéni detektor (FID) nebo
hmotnostni spektrometr (MS) [89, 90].

Plamenovy ionizac¢ni detektor, oznaCovan zkratkou FID z anglického Flame lonization
Detector a zobrazen na obrazku 27, je detektor pomémné citlivy, téméf univerzalni, ale
destruktivni. Princip tohoto detektoru spociva ve spaleni vzorku v plameni, ktery vznika
hofenim smési vodiku a vzduchu. Spalenim dochazi k ionizaci vzorku a tim ke vzniku
fragmentti iontového nebo radikalového typu, které jsou pomoci jedné elektrody nabity na
konkrétni potencial a nasledné jsou ptitahovany druhou elektrodou, na které ziskany potencial
odevzdavaji. Tim dochdzi mezi elektrodami k tvorb¢ ioniza¢niho proudu, ktery se méii a ktery
je pfimo umérny poctu ionti [90, 93, 94].

|
<+——p——= odvod plynu

elektroda —DE

iniciace —um é §5|gnal

b (|

vzduch ———
L

,Il pfived plynu

z kolony

Obrdazek 27: Plamenovy ionizacni detektor [93]

60



2 Experimentalni ¢ast
2.1 Vzorky, chemikalie, pristroje a ostatni zarizeni

2.1.1 Vzorky

Redlné vzorky piv vyrobenych jak klasickym zplsobem (viz obrazek 3), tak zpilisobem
studeného chmeleni, byly zakoupeny v obchodni siti hypermarketi Albert Hypermarket,
Kaufland a Globus. Pouze vzorek Raven — Gunslinger byl dodan Ing. Karolinou Adamkovou.
Zakoupeny byly vzdy dva vzorky od jedné znacky — s vyjimkou znacky Bakalaf, u kterého byly
zakoupeny vzorky tfi a znacky Raven, od které byl dodan pouze jeden vzorek. Z diivodu
vzajemného porovnavani za studena chmelenych a klasicky chmelenych piv byly vzdy
zakoupeny vzorky s blizkym obsahem alkoholu. Veskeré vzorky jsou spole¢né s jejich

zakladnimi udaji uvedeny v tabulkach 7 a 8.

Tabulka 7: Redlné vzorky piv vyrobenych klasickym zpiisobem

Baleni Znacka Druh Vyrobce Obsah alkoholu

Tradi¢ni pivovar
Bakalar Svétly lezak v Rakovniku as. 4,9 % obj.
(Rakovnik, CR)

Heineken Ceska
Krusovice Dvanactka republika a.s. 5,0 % obj.
(Krusovice, CR)

Pivovary Lobkowicz

Lobkowicz Premium lezak Group a.s. (Praha, CR)

4,7 % obj.
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Tabulka 7: Redlné vzorky piv vyrobenych klasickym zpiisobem — pokracovani

Baleni Znacka Druh Vyrobce Obsah alkoholu
Pivovar
Posttizinské Franciniv lezak Nymburk spol. s r.o. 5,1 % obj.

(Nymburk, CR)

Primétor a.s.

Primator Premium (Néchod, CR)

5 % obj.

Pivovar Svijany a.s.

Svijany Svijansky Maz (Svijany, CR)

4,8 % obj.
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Tabulka 8: Redlné vzorky piv vyrobenych zpiisobem studeného chmeleni

Obsah

Baleni Znacka Druh Vyrobce alkoholu

Tradi¢ni pivovar
v Rakovniku a.s. 5,2 % obj.
(Rakovnik, CR)

Svétly lezak za

Bakalar studena chmeleny

Tradi¢ni pivovar
v Rakovniku a.s.
(Rakovnik, CR)

Max.
0,5 % obj.

Nealkoholicky za

Bakaldf studena chmeleny

Lezak za studena Heincken Ceskd
Krusovice republika a.s 4,8 % obj.

chmeleny (Krusovice, CR)

Pivovar
Nymburk spol. s r.0. 5,8 % obj.
(Nymburk, CR)

Jubilejni Hraballv

Postiizinské “/
lezak

, : Pivovary Lobkowicz O b
5 Lobkowicz Premium Ale Group a.s. (Praha, CR) 4,4 % obj.
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Tabulka 8: Redlné vzorky piv vyrobenych zpiisobem studeného chmeleni — pokracovanit

Baleni Znacka Druh Vyrobce Obsah
alkoholu
Primétor India Pale Ale Primator a.s. 6,5 % obj.

(Néachod, CR)

Pivovar Svijany a.s.
(Svijany, CR)

. Pivovar Raven O i
A Raven Gunslinger (Plzeii, CR) 6,4 % obj.

2.1.2 Chemikalie
e 97% Linalool (Sigma-Aldrich spol. s r.0., Praha, CR),
e 35% HClI p.a. (Penta spol. s r.0., Praha, CR),
e NaOH p.a. (Penta spol. s r.0., Praha, CR),

Svijany Svijansky Rytif 5,0 % obj.

e rozpoustédla
o 99% p-xylen (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko),
o 97% ethanol (Lach-Ner spol. s r.0., Neratovice, CR),

o vodik 3.0 (stupeti ¢istoty 99,9 %, Linde Gas a.s., Praha, CR),

o centralni rozvod dusiku (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR),

o centralni rozvod tlakového vzduchu (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR),
e ostatni

o centralni rozvod destilované vody (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR),
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2.1.3 Pristroje
Analyzy byly provadény pomoci plynového chromatografu Hewlett Packard 5890
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) zobrazeného na obrazku 28, ktery je vybaven

plamenovym ioniza¢nim detektorem. Veskeré naméfené hodnoty byly vyhodnocovany pomoci

programu CSW32 — Chromatography Station for Windows (DataApex, Praha, CR).

S /. |y

Obrazek 28: Plynovy chromatograf Hewlett Packard 5890

2.1.4 Ostatni zarizeni

e Magnetické michadlo s nastavitelnym intervalem otagek 0 — 2500 ot/min (IKA® Color
Squid, Staufen, Némecko)

e Magneticka, valcova, hladkd michaci ty¢inka s délkou 20 mm a primérem 6 mm (IKA®,
Staufen, Némecko)

e Mikrostiikacka se seSikmenym hrotem Hamilton o objemu 10 ul (Hamilton, Bonaduz,
Svycarsko)

e Vlakno se stacionarni fazi 50/30 um DVB/CAR/PDMS, Stableflex (Supelco Inc,
Bellefonte, PA, USA)

e SPME drzék pro ru¢ni vzorkovani (Supelco Inc, Bellefonte, PA, USA)

e TiepaCka Vibramax 100 snastavcem (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, Némecko)

o (isti¢ stiikacek Hamilton —v. ¢. 76615, 220 V (Reno, NV, USA)

e pH metr — CG 842 (Schott AG, Mainz, Némecko)

e automatické mikropipety (Biohit Oyj, Helsinki, Finsko)
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e Spicky:
o Standard 0,5-20 pl, kat. ¢. 732024 (Brand GMBH + CO KG, Wertheim, Némecko)
o Standard 2 — 200 pl, kat. ¢. 0030000870 (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
o Standard 50 — 1000 pl, kat. ¢. 0030000919 (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
o Standard 0,1 — 5 ml, kat. ¢. 0030000978 (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

2.2 Pracovni postupy
2.2.1 Podminky separace

K separaci byla pouzita kolona HP 5-ms o délce 30 m, s vnitinim primérem 0,32 mm a se
stacionarni fazi 5 % fenyl-methylsiloxanu o tloust’ce filmu 1 um. Teplota kolony programované
rostla dle uvedenych podminek: 55 °C po dobu 3 minut a nasledné zvyseni rychlosti 6 °C/min
na teplotu 250 °C, ktera byla udrzovana po dobu 10 minut. Celkova doba analyzy byla 55 minut.
Jako nosny plyn byl pouzit dusik z centralniho rozvodu s pietlakem na hlavé kolony 30 KPa.
Jako palivo byl pro plamenovy ioniza¢ni detektor pouzit vodik z tlakové lahve s praimérnym
prutokem 30 ml/min a jako oxidovadlo byl pouzit tlakovy vzduch z centralniho rozvodu

s prumérnym pratokem 400 ml/min. Teplota davkovaciho zafizeni i detektoru byla 250 °C.

2.2.2 Optimalizace pirimé mikroextrakce jednou kapkou

Do sklenéné extrakéni nadobky o objemu 15 ml (Sulpeco, Bellefonte, PA, USA), opatiené
uzaviratelnym vickem obsahujici perforované polytetrafluoretylen/silikonové septum, byl
odméfen urcity objem roztoku linaloolu o koncentraci 1,44 - 10 mg/ml linaloolu v 5% ethanolu.
Experimentalni uspotadani bylo realizovano dle obrazku 14. Jehla mikrostiikacky Hamilton byla
skrze septum umisténa do poloviny vysky hladiny roztoku. Po zavedeni byla z jehly opatrné
vytlacena kapka p-xylenu o objemu 1 pl, ktera byla po celou dobu extrakce udrzovana u hrotu
jehly. Extrakce byla podporovana michanim pomoci michaci ty¢inky. Po extrakci byla kapka
vtaZzena zpét do mikrostiikaCky a nasledné byla nadavkovana do plynového chromatografu.
Optimalizovanymi parametry byly objem a pH roztoku linaloolu, doba extrakce a rychlost michani.
Finalni podminky byly: 10 ml roztoku vzorku bez Gpravy pH, rychlost michani 350 ot/min, doba

extrakce 40 minut a laboratorni teplota (neoptimalizovano).

2.2.3 Kalibrace pro pirimou mikroextrakci jednou kapkou
Do odmérnych banék o objemu 50 ml byly z roztoku linaloolu o koncentraci 7,308 - 10 mg/I
linaloolu v 5% ethanolu pfipraveny kalibra¢ni roztoky (viz tabulka 9). Poté bylo do stejné

extrakéni nadobky, jako v pfipadé optimalizace mikroextrakce jednou kapkou, postupné
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odmeéieno 10 ml jednotlivych kalibra¢nich roztokd. Extrakce probihaly do kapky p-xylenu
0 objemu 1 pl pii rychlosti michani 350 ot/min po dobu 40 minut.

Tabulka 9: Kalibracni fada pro primou mikroextrakci jednou kapkou

Koncentrace [mg/ml] Odméfeny objem roztoku o ¢ = 7,308 - 102 mg/l [ml]
6,25 -10° 0,043
1,25-10* 0,086
2,50 - 10* 0,171
5,00 - 10* 0,342
7,50 - 10* 0,513
1,00 - 103 0,684
1,25- 103 0,855
1,50 - 103 1,026
1,75- 103 1,197
2,00-10° 1,368

2.2.4 Optimalizace piimé mikroextrakce tuhou fazi

Pti této optimalizaci byla pouzita stejna nadobka jako v ptipadé€ optimalizace mikroextrakce
jednou kapkou. V tomto piipadé byla optimalizace provedena s roztokem linaloolu o koncentraci
3,48 - 10 mg/I linaloolu v 5% ethanolu. Pfed prvni extrakci bylo vldkno pfi teploté 270 °C po
dobu jedné hodiny kondiciovano. Experimentalni uspofadani bylo realizovano dle obrazku 23.
Do sklenéné nadobky byl odméfen urcity objem roztoku linaloolu a kovova jehla byla skrze
septum umisténa do poloviny vysky hladiny roztoku. Po zavedeni doslo k vysunuti vlakna.
Extrakce byla podporovana michanim pomoci michaci ty¢inky. Po extrakci bylo vlakno zpét
zasunuto do ochranné kovové jehly. Ta byla po vyjmuti z roztoku umisténa do plynového
chromatografu, ve kterém doslo k opétovnému vysunuti vlakna. Desorpce analyti probihala pfi
teploté 250 °C po dobu jedné minuty. Po uplynulé dobé bylo vlakno zasunuto do kovové jehly,
ktera byla vyjmuta z chromatografu a vlozZena do ¢isticiho zafizeni. V tomto zafizeni, slouzicimu
K odstranéni vice zadrzovanych latek, doslo opét k vysunuti vlakna a desorpce latek probihala pfi
teploté 230 °C po dobu 5 minut. Optimalizovanymi parametry této extrakce byly objem roztoku
linaloolu, doba extrakce a rychlost michani. Finalni podminky byly: 15 ml roztoku vzorku bez
upravy pH, rychlost michani 600 ot/min, doba extrakce 30 minut a laboratorni teplota

(neoptimalizovano).
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2.2.5 Kalibrace pro pfimou mikroextrakci tuhou fazi
Do odmémych banék o objemu 50 ml byly z roztoku linaloolu o koncentraci 3,48 - 102 mg/l
linaloolu v 5% ethanolu ptipraveny kalibra¢ni roztoky (viz tabulka 10). Nasledné bylo do
sklenéné nadobky postupné odméieno 15 ml jednotlivych kalibra¢nich roztokd. Extrakce

probihaly pii rychlosti michani 600 ot/min po dobu 30 minut.

Tabulka 10: Kalibracni fada pro primou mikroextrakci tuhou fazi

Koncentrace [mg/ml] Odméreny objem roztoku o ¢ = 3,48 - 102 mg/l [ul]
1,60 - 10° 23
3,13-10° 45
6,25 - 10° 90
1,25-10* 180
1,88 - 10 270
2,50 - 10 359
3,13-10% 450
3,75-10% 539
4,38 - 10% 629
5,00 - 10* 718

2.2.6 Analyza realnych vzorki
Veskeré vzorky piv byly pfed extrakci pomoci tfepacky Vibramax 100 zbaveny CO-.
Ttepani bylo provadéno pii rychlosti 1000 ot/min po dobu 40 minut. Z takto upravenych vzorka
bylo postupné odméieno 10 ml do jednotlivych extrakénich nadobek 0 objemu 15 ml (Sulpeco,
Bellefonte, PA, USA). Nasledovaly pfimé mikroextrakce jednou kapkou, které probihaly do
kapky p-xylenu o objemu 1 ul pii rychlosti michani 350 ot/min po dobu 40 minut. Po extrakci
vzdy nésledovala analyza pomoci plynového chromatografu. Experimentéalni uspotfadani je

zobrazeno na obrazku 29.

68



Obrazek 29: Experimentalni usporadani primé mikroextrakce jednou kapkou s detailnim zobrazenim kapky

Pro ptimou mikroextrakci tuhou fazi bylo do stejnych extrakénich nadobek jako pfi
mikroextrakci jednou kapkou odmeéteno 15 ml upravenych vzorkt piv. Extrakce probihaly pii
rychlosti michani 600 ot/min po dobu 30 minut. Poté opét nasledovala analyza pomoci

plynového chromatografu. Experimentalni uspofadani je zobrazeno na obrazku 30.

Obrazek 30: Experimentalni usporadani primé mikroextrakce tuhou fazi s detailnim zobrazenim vidkna
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2.2.7 Zjisténi limitu detekce a limitu kvantifikace

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) plynového chromatografu byly stanoveny
metodou kalibra¢ni kiivky. LOD byl hodnocen dle kritéria S/N = 3, zatimco LOQ dle kritéria
SIN = 10, kdy S vyjadiuje odezvu a N hodnotu Sumu. Kalibraéni roztoky, pfipravené do
odmérnych ban¢k o objemu 5 ml dle tabulky 11, byly pfipraveny z roztoku o koncentraci
1 mg/ml linaloolu v 97% ethanolu a do plynového chromatografu byly davkovany pomoci
mikrostiikacky Hamilton. Davkovany objem byl 1 ul. Limit detekce a limit kvantifikace byly
stanoveny i pro ob¢é mikroextrakéni metody. Experimentalni podminky a ziskané vysledky

tohoto stanoveni jsou uvedeny u jednotlivych mikroextrakci.

Tabulka 11: Kalibracni fada pro zjisténi limitu detekce a limitu kvantifikace

Koncentrace [mg/ml] Odméieny objem roztoku o ¢ = 1 mg/ml [ml]
0,01 0,05
0,05 0,25
0,10 0,50
0,15 0,75
0,20 1,00
0,25 1,25
0,30 1,50
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3 Vysledky a diskuze

3.1.1 Zjisténi limitu detekce a limitu kvantifikace
Z namé&ienych hodnot jednotlivych kalibra¢nich roztokti byly sestrojeny zavislosti
pramérné vysky a plochy na koncentraci linaloolu (obrazky 31 a 32). Davkovany objem byl 1 pl.
Limit detekce a limit kvantifikace plynového chromatografu pro obé kalibracéni zavislosti
vyjadiené v miligramech linaloolu v 1 ml kalibra¢niho roztoku prezentuje tabulka 12. LOD byl
vyhodnocen pomoci vzorce (1) a LOQ pomoci vzorce (2), kdy sa je smérodatna odchylka tseku,

g je usek a k je smérnice piislusné kalibra¢ni zavislosti.

LOD = &5 1)
LoQ = &2 )

Tabulka 12: Limit detekce a limit kvantifikace pro metodu plynové chromatografie

Kalibraéni zavislost LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]
h = f(c) 0,004 0,016
A =1(c) 0,005 0,027

A ... plocha piku [mV-g], ¢ ... koncentrace linaloolu [mg/ml], h ... vyska piku [mV]
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Obrazek 31: Zavislost primérné vysky pikii na koncentraci linaloolu (n = 3)
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Obrazek 32: Zavislost priimérné plochy pikii na koncentraci linaloolu (n = 3)

3.1.2 Optimalizace a kalibrace primé mikroextrakce jednou kapkou
V prvnim kroku byl zjistovan vliv objemu extrahovaného roztoku na vyextrahované
mnozstvi linaloolu. Extrakce byly provedeny z roztoka o objemech 10; 15; 20; 30 a 40 ml pfi
rychlosti michani 50 ot/min po dobu 30 minut. Naméfena data byla vyhodnocena pomoci
sloupcového grafu (obrazek 33). Porovnanim hodnot, a také zdivodu niz8i spotieby

chemikalii, byl zvolen objem 10 ml, pii kterém byla extrakce nejucinné;jsi.
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Obrdzek 33: Zavislost priimérné plochy pikii na objemu extrahovaného roztoku (n = 3)
V druhém kroku byla zjistovana zména vyextrahovaného mnozstvi linaloolu v zavislosti na
riznych otackach michadla a rizné dobé extrakce. Doba extrakce byla ménéna v intervalu
5 — 30 minut po 5 minutach a v intervalu 30 — 60 minut po 10 minutach. Rychlost michani byla

ménéna v intervalu 50 — 450 ot/min po 50 ot/min. Z divodu vzrustajici nestability kapky
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s rostouci rychlosti michani byla rychlost 450 ot/min limitni. Naméfena data byla vyhodnocena
pomoci sloupcovych grafii (viz piiloha I). Také byly sestrojeny souhrnné grafy (obrazky 34 a 35)
zahrnujici veskeré otacky a doby extrakce. Porovnanim hodnot bylo zjisténo, ze nejucinnéjsi byla
extrakce pfi rychlosti michani 350 ot/min po dobu 40 minut a proto tyto podminky byly zvoleny
jako optimalni.
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Obrdazek 34: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackdch pro veskeré ¢asy (n = 3)
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Obrazek 35: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych casech pro veskeré otacky (n = 3)
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Nasledné byl zjistovan vliv pH na extrakci linaloolu, ktera byla provedena pii zjisténych
optimalnich podminkéch, tedy pii rychlosti michdni 350 ot/min a dobé 40 minut. Zména pH
byla provedena v intervalu 1 — 9 pomoci 35% HCI, 1% HCI, 0,5 M NaOH a 0,25 M NaOH.
Porovnanim hodnot, uvedenych v pfislusném sloupcovém grafu (obrazek 36), nebyl zjistén
zadny vyznamny vliv pH. Hodnota 6,3 v tomto grafu odpovida hodnoté pH roztoku linaloolu
o koncentraci 1,44 - 10° mg/ml linaloolu v 5% ethanolu. Vliv teploty na extrakci nebyl optimalizovén.

Vesker¢ extrakce probihaly pfi laboratorni teplot¢.
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Obrazek 36: Zavislost priimérné plochy pikii na pH (n = 3)

Po optimalizaci nasledovala aplikace dané extrakéni metody na roztoky kalibracni fady,
ktera byla pfipravena v intervalu koncentraci 6,25 - 10°—0,02 - 10 mg/ml linaloolu v 5% ethanolu
(tabulka 9). Extrakce probihaly pfi zjisténych optimalnich podminkach, tedy z objemu 10 mi
vzorku bez Upravy pH, pfi rychlosti michani 350 ot/min po dobu 40 minut a pti laboratorni
teploté. Z naméfenych hodnot byly sestrojeny kalibraéni zavislosti ploch a vysek pikii na
koncentraci jednotlivych kalibranich roztokti (obrazky 37 a 38). Limit detekce a limit kvantifikace,
vyjadiené v miligramech linaloolu v 1 ml kalibra¢niho roztoku, pro obé kalibra¢ni zavislosti

prezentuje tabulka 13. LOD byl vyhodnocen pomoci vzorce (1) a LOQ pomoci vzorce (2).

Tabulka 13: Limit detekce a limit kvantifikace pro primou mikroextrakci jednou kapkou

Kalibraéni zavislost LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]
h = f(c) 2,63-10° 1,75-10°
A =1(c) 4,32 -10° 1,86 - 10

A ... plocha piku [mV-g], ¢ ... koncentrace linaloolu [mg/ml], h ... vyska piku [mV]
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Obrazek 37: Zavislost priimérné vysky pikii na koncentraci linaloolu (n = 3)
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Obrazek 38: Zavislost priimérné plochy pikii na koncentraci linaloolu (n = 3)

3.1.3 Optimalizace a kalibrace primé mikroextrakce tuhou fazi

Prvnim krokem bylo opét zjiStovani vlivu objemu extrahovaného roztoku na vyextrahované
mnozstvi linaloolu. Byly proméfovany roztoky o stejnych objemech jako pii optimalizaci ptimé
mikroextrakce jednou kapkou. Namétena data byla zpracovana formou sloupcového grafu
(obrazek 39). Porovnanim hodnot se objem 10 ml roztoku vzorku jevil jako nejucinngjsi, ale
z hlediska experimentalniho uspofadani (eliminace moznosti kontaktu michaci ty¢inky
s vlaknem) byl vhodnéjsi objem 15 ml, ktery byl také pro optimalizaci této techniky vybran.
Nevyhodou vyssich objemt byla vyssi spotfeba chemikalii, horsi uspotadani a v nékterych

piipadech 1 mensi Gi€innost extrakei.
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Obrazek 39: Zavislost priimerné plochy pikii na objemu extrahovaného roztoku (n = 3)

V druhém kroku byla zjistovana zména vyextrahovaného mnozstvi linaloolu v zavislosti na
ruznych otdckach michadla a rizné dobé extrakce. Doba extrakce byla ménéna stejnym
zpusobem jako u optimalizace pifimé mikroextrakce jednou kapkou. Rychlost michani byla
ménéna v intervalu 100 — 1200 ot/min po 100 ot/min. Vyssi rychlost michani nebyla z divodu
vodniho viru v okoli vlakna mozna. Tento vodni vir zabranoval pfimému kontaktu roztoku
s vlaknem, ¢imz dochazelo ke sniZeni Uc¢innosti extrakce. Z naméfenych dat byly kromé
sloupcovych grafii (viz ptiloha II) sestrojeny také souhrnné grafy (obrazky 40 a 41) obsahujici
veskeré otacky a Cas extrakce. Porovnanim hodnot pomoci souhrnnych grafti (obrazky 40 a 41)
se jako nejucinngjsi jevily podminky 1000 ot/min po dobu 60 minut. Z grafi uvedenych
v piiloze II je vSak patrné, Ze zména UcCinnosti extrakce od doby 30 minut neni vyznamna.
Z tohoto dlivodu a také z diivodu €asové Gispory byla doba 30 minut vybrana jako nejvhodné;jsi.

Optimalni rychlost michani byla vyhodnocena z obrazku II. 6, ze kterého je patrné, Ze

nejucinnéjsi byla rychlost michani 600 ot/min.
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Obrdazek 40: Zavislost prismérné plochy pikii na jednotlivych otdckdch pro veskeré casy (n = 3)
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Obrazek 41: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych casech pro veskeré otacky (n = 3)

Vliv pH na extrakci linaloolu nebyl pii této optimalizaci zkouman. Divodem je statisticky
nevyznamny Vliv pH na disociaci linaloolu (zjisténo pfi optimalizaci pfimé mikroextrakce
jednou kapkou, obrazek 36). Vliv teploty na extrakci také nebyl optimalizovan. Veskeré extrakce
probihaly pfi laboratorni teploté.

Kalibra¢ni fada, pfipravend po optimalizaci, byla pfipravena Vv intervalu koncentraci
1,6 -10°-0,5- 10* mg/ml linaloolu v 5% ethanolu. Extrakce probihala pii zjisténych optimalnich
podminkach, tedy z objemu 15 ml vzorku bez Gpravy pH, pfi rychlosti michani 600 ot/min
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po dobu 30 minut a pfi laboratorni teploté. Z naméfenych hodnot byly sestrojeny kalibracni
zavislosti ploch a vysek piki na koncentraci jednotlivych kalibra¢nich roztokt (obrazky 42 a 43).
Limit detekce (vypocitan ze vzorce (1)) a limit kvantifikace (vypocitan ze vzorce (2)) vyjadiené
jako miligramy linaloolu v 1 ml kalibra¢niho roztoku pro obé kalibra¢ni zavislosti prezentuje
tabulka 14.

Tabulka 14: Limit detekce a limit kvantifikace pro priimou mikroextrakci tuhou fazi

Kalibraéni zavislost LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]
h = f(c) 2,46 - 10 5,91 - 10°
A =f(c) 2,26 - 10°® 5,33 -10°

A ... plocha piku [mV-g], ¢ ... koncentrace linaloolu [mg/ml], h ... vyska piku [mV]
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Obrazek 42: Zavislost priumérné vysky pikii na koncentraci linaloolu (n = 3)
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Obrazek 43: Zavislost priumérné plochy pikii na koncentraci linaloolu (n = 3)
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3.1.4 Porovnani extrakei

K porovnéani mikroextrakénich metod byly pouzity parametry: LOD, LOQ a koeficient
determinace. Mikroextrakce byly porovnany také z hlediska praktického provedeni. U metody
SDME byl zjistén limit detekce 4,32 - 10 mg/ml, limit kvantifikace 1,86 - 10° mg/ml a koeficient
determinace 0,9974. Zatimco u metody SPME byl limit detekce 2,26 - 10° mg/ml, limit
kvantifikace 5,33 - 10°® mg/ml a koeficient determinace 0,9980. Porovnanim hodnot je ziejmé, ze
metodou SPME lze doséhnout nizSich limitti s vy$s§i hodnotou spolehlivosti.

Z hlediska praktického provedeni byla snadnéjsi metoda SPME. Metoda SDME vyzadovala
opatrné vytlaCeni a zpétné vtazeni kapky, jejiz stabilita zavisela na objemu organického
rozpoustédla, rychlosti michani a matrici vzorku. Na rozdil od SPME nebyla u SDME
provadéna kondicionace a ¢isténi pomoci Cistice stiikacek. U SDME také nehrozil pamétovy
efekt a extrakce se vzdy provadély do Cistého podilu organického rozpoustédla. I ptes znacnou
jednoduchost, G¢innost a nizkou spotiebu organického rozpoustédla je nestabilita vzniklé kapky
limitujici faktor povolujici rychlost michéni pouze do 450 ot/min (pii pouziti klasické sklenéné
nadobky o objemu 15 ml od firmy Sulpeco).

Nevyhodou SPME bylo snadné poSkozeni vldkna, jeho kiehkost a nevratna sorpce
sloucenin o vysoké molekulové hmotnost. V uspofadani ptimého ponofeni je limitujicim
faktorem zivotnost vlakna, ktera zavisi pfedevsim na matrici jednotlivych vzorkl. Porovnanim

veskerych faktorti se metoda SPME v uspotradani ptimého ponoteni jevila vhodnéjsi.

3.1.5 Analyza realnych vzorki

Z realnych vzorki piv byl linalool extrahovan jak metodou pifimé mikroextrakce jednou
kapkou, tak i metodou pi#imé mikroextrakce tuhou fazi. Pti pouziti metody DI-SDME byla
zjiSténa znacna nestabilita kapky — jeji rozpousténi a odtrhavani od usti mikrostiikacky. Tato
nestabilita byla zptisobena slozitou matrici vzorkd. Z tohoto divodu byla k extrakci linaloolu
pouzita pouze metoda DI-SPME. Slozita matrice vzorkti méla zna¢ny vliv nejenom na stabilitu
kapky, ale také na Zivotnost vlakna. Vyznamné klesani Zivotnosti vlakna v uspotfadani ptimého
ponoteni bylo zplisobeno predevsim komplexnim charakterem analyzovanych vzorku piv.

Porovnani jednotlivych druhii piv od stejné znacky dle jejich primérnych ploch prezentu;i
dil¢i obrazky uvedené v ptiloze III. Také bylo provedeno souhrnné porovnani veskerych readlnych

vzorkd (obrazek 44).
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Obrazek 44: Porovnani primérnych ploch veskerych realnych vzorkii (n = 3)
*...datova rada na vedlejsi svislé ose

Mnozstvi linaloolu bylo vyhodnoceno metodou kalibra¢ni kiivky a metodou standardniho
ptidavku, pii které bylo ke kazdému vzorku piva v extrakéni nadobce ptidano 30 ul roztoku
linaloolu o koncentraci 3,48 - 10”2 mg/ml linaloolu v 5% ethanolu. K vyhodnoceni byly pouzity
plochy piki.

Primérny obsah linaloolu v jednotlivych vzorcich piv vyjadieny v nanogramech linaloolu
a prepocCitany na 1 ml vzorku piva prezentuji tabulky 15 a 16. Porovnanim hodnot je patrné, Ze
metodu kalibra¢ni kiivky neni mozné vyuzit pro kvantifikaci. Divodem jsou nizké hodnoty
obsahu linaloolu nachazejicich se pod limitem kvantifikace kalibra¢ni fady metody SPME.
Nizké hodnoty byly pravdépodobné zplsobeny vlivem matrice jednotlivych vzorku.
K vyhodnocovéni skute¢ného obsahu linaloolu v redlnych vzorcich je tedy vhodnéjsi metoda
standardniho pfidavku eliminujici matricovy efekt a Iépe charakterizujici aktualni sloZeni

daného piva. Chromatogramy jednotlivych redlnych vzorki jsou uvedeny v ptiloze III.
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Tabulka 15: Obsah linaloolu vyjddieny jako nanogramy v 1 ml redlného vzorku klasicky chmelenych piv

Obsah linaloolu [ng/ml]

Druh piva )

Kalibrace Standardni pfidavek

Bakalar — Svétly lezak <LOQ 0,69 +0,01

KruSovice — Dvanactka <LOQ 1,39+ 0,11

Lobkowicz — Premium lezak <LOQ 1,33+ 0,20

Posttizinské — Francinuv lezak <LOQ 3,28 £0,24

Priméator — Premium <LOQ 1,92 +0,18

Svijany — Svijansky Maz <LOQ 3,42+ 0,02

< LOQ.. .koncentrace linaloolu se nachazi pod limitem kvantifikace kalibrace pfimé mikroextrakce tuhou fazi

Primérné hodnoty (n = 3) + smérodatna odchylka

Tabulka 16: Obsah linaloolu vyjadieny jako nanogramy v 1 ml redlného vzorku za studena chmelenych piv

Obsah linaloolu [ng/ml]

Druh piva

Kalibrace Standardni pridavek
Bakalar — Svétly lezak za studena chmeleny <LOQ 13,65 + 4,09
Bakalar — Nealkoholicky za studena chmeleny <LOQ 458 +£0,32
Krusovice — Lezék za studena chmeleny <LOQ 3,77+£0,21
Lobkowicz — Premium Ale <LOQ 9,68 + 3,92
Posttizinské — Jubilejni Hrabalav lezak <LOQ 8,84+ 141
Primator — India Pale Ale <LOQ 12,91 + 1,66
Svijany — Svijansky Rytit <LOQ 4,46 +0,31
Raven — Gunslinger 15,55 + 0,07 97,60 + 3,69

<LOQ...koncentrace linaloolu se nachazi pod limitem kvantifikace kalibrace pfimé mikroextrakce tuhou fazi

Primérné hodnoty (n = 3) + smérodatna odchylka

Z teoretické Casti vyplyva, Ze za studena chmelend piva dosahuji specifického chmelového
aroma, které je ovliviiovano odridou chmele a dobou jeho setrvani v pivu. Jadrem chmelového
aroma je zminény linalool, jehoz extrakce ma pfi studeném chmeleni klicovy vyznam. Z tohoto
divodu Ize koncentraci linaloolu vyuzit k rozliSeni mezi jednotlivymi odridami chmele,
tedy i mezi jednotlivymi druhy piv. Z obrazku 45 je patrné, Ze jednotlivé znacky i druhy piv se
obsahem linaloolu 1i8i. U veskerych redlnych vzorkl obsahuji vzorky za studena chmelenych
piv vice linaloolu — Ize ho tedy vyuzit k rozliseni mezi jednotlivymi druhy piv. Mnozstvi
linaloolu se u klasickych piv pohybovalo v rozmezi 0,69 — 3,42 ng/ml, zatimco u piv za studena

chmelenych v rozmezi 3,77 — 97,60 ng/ml.
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Obrazek 45: Porovnani koncentraci linaloolu vyhodnocenych z plochy pikit metodou standardniho pridavku

Vv jednotlivych vzorcich piv
(n=3)

Klasické chmeleni — cerné hodnoty
studené chmeleni — cervené hodnoty
*...datova rada na vedlejsi svislé 0se
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Zavér

Cilem diplomové prace bylo stanoveni linaloolu s vyuzitim mikroextrakénich technik SDME
a SPME ve spojeni s metodou plynové chromatografie. Teoreticka ¢ast je vénovana pivu (vstupnim
surovinam, technologii a zdravotnim aspektim jeho konzumace), linaloolu (jeho vlastnostem,
produkci a vyuziti), mikroextrakénim technikam, zejména mikroextrakci jednou kapkou,
rozdélujici se podle styku extrakéni faze se vzorkem do Sesti skupin, a mikroextrakci tuhou fazi.
Dale je v teoretické ¢asti uvedeno nékolik piikladl mozného vyuziti vySe uvedenych mikroextrakci
a konec této Casti je okrajoveé vénovan plynové chromatografii.

V experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace piimé mikroextrakce jednou kapkou
a pfimé mikroextrakce tuhou fazi. Nasledné byly ob¢ optimalizované extrakéni metody vyuzity pii
analyze realnych vzorkd. Optimalizovanymi parametry byl objem a pH roztoku, doba extrakce
a rychlost michéani. Pro pfimou mikroextrakci jednou kapkou byly zjistény nasledujici optimalni
podminky: 10 ml extrahovaného roztoku bez Gpravy pH, doba extrakce 40 minut a rychlost michéni
350 ot/min. Pro mikroextrakci tuhou fazi byly optimalni podminky nasledujici: 15 ml extrahovaného
roztoku bez upravy pH, doba extrakce 30 minut a rychlost michani 600 ot/min. Obé mikroextrakce
byly provedeny pii laboratorni teploté.

Po optimalizaci mikroextrakci néasledovala analyza redlnych vzorkl piv. Zakoupeny byly
vzdy dva vzorky od jedné znacky — s vyjimkou znacky Bakalafr, u které¢ho byly zakoupeny vzorky
tii a znacky Raven, od které¢ byl dodan pouze jeden vzorek. Z diivodu vzajemného porovnavani
za studena chmelenych a klasicky chmelenych piv byly vzdy zakoupeny vzorky s blizkym
obsahem alkoholu. Jako vzorky klasicky chmelenych piv byly zakoupeny: Bakalar — Svétly lezak,
KrusSovice — Dvanactka, Lobkowicz — Premium lezak, Postfizinské — Francintv lezak, Primator
—Premium a Svijany — Svijansky Maz. Vzorky za studena chmelenych piv byly: Bakalai — Svétly
lezak za studena chmeleny, Bakalai — Nealkoholicky za studena chmeleny, KruSovice — Lezak
za studena chmeleny, Lobkowicz — Ale, Postiizinské — Jubilejni Hrabaltiv lezak, Primator — IPA,
Svijany — Svijansky Rytit a Raven — Gunslinger. K extrakci linaloolu byly pouzity ob¢
optimalizované mikroextrakéni metody. Béhem aplikace metody SDME byla pozorovana vyrazna
nestabilita kapky (jeji rozpousténi a odtrzeni). Proto bylo mozné pouzit pouze mikroextrakci tuhou
fazi. Z klasicky chmelenych vzorkii piv nejvice linaloolu obsahoval vzorek Svijansky Maz
s obsahem 3,42 ng/ml linaloolu. Naopak u piv chmelenych za studena nejvice linaloolu obsahoval
vzorek Raven s hodnotou 97,60 ng/ml linaloolu. Vyhodnocenim namétenych dat bylo prokazano, ze
piva za studena chmelena obsahuji vice linaloolu neZ piva klasicky chmelend. MnozZstvi linaloolu

1ze tedy vyuZit k rozliSeni mezi jednotlivymi druhy piv, ¢imZ byl splnén cil této prace.
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Prilohy
Piiloha I. Optimalizace a kalibrace pirimé mikroextrakce jednou kapkou
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Obrazek 1. 1: Zavislost priimérné plochy pikit na jednotlivych otdckach pro ¢as 5 minut (n = 3)
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Obrazek 1. 2: Zavislost prumérné plochy pikit na jednotlivych otdckach pro ¢as 10 minut (n = 3)
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Zavislost primérné plochy pikii na jednotlivych otackdch pro cas 15 minut (n = 3)
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Zavislost primérné plochy pikit na jednotlivych otackdach pro cas 20 minut (n = 3)
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Zavislost pritmérné plochy pikii na jednotlivych otackach pro ¢as 25 minut (n = 3)
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Obrazek I. 6:
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Zavislost primérné plochy pikii na jednotlivych otackdch pro cas 30 minut (n = 3)
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Zavislost primérné plochy pikii na jednotlivych otackdch pro cas 40 minut (n = 3)
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Zavislost pritmérné plochy pikii na jednotlivych otackdach pro ¢as 50 minut (n = 3)
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Obrazek I. 9
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: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otdckdach pro ¢as 60 minut (n = 3)
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Obrazek 1. 10: Zavislost prumérné plochy pikit na jednotlivych casech pii 50 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 11: Zavislost priiomerné plochy pikii na jednotlivych casech pri 100 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 12: Zavislost priomérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 150 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 13: Zavislost priomérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 200 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 14: Zavislost priomerné plochy pikii na jednotlivych ¢asech pri 250 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 15: Zavislost priomérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 300 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 16: Zavislost priomérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 350 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 17: Zavislost priiomerné plochy pikii na jednotlivych ¢asech pri 400 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 18: Zavislost priimérné plochy pikil na jednotlivych casech pri 450 ot/min (n = 3)
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Piiloha II. Optimalizace a kalibrace piimé mikroextrakce tuhou fazi
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Obrazek I1. 1: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackdch pro 5 minut (n = 3)
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Obrazek 1. 2: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackdach pro 10 minut (n = 3)
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Obrazek II. 3: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackdch pro 15 minut (n = 3)
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Obrazek 1. 4: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackdach pro 20 minut (n = 3)
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Obrazek I1. 5: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackach pro 25 minut (n = 3)
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Obrazek II. 6: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackach pro 30 minut (n = 3)
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Obrazek II. 7: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackach pro 40 minut (n = 3)
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Obrazek II. 8: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otackdach pro 40 minut (n = 3)
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Obrazek II. 9: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych otdckach pro 50 minut (n = 3)
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Obrazek I1. 10: Zavislost priumérné plochy pikii na jednotlivych otackdach pro 60 minut (n = 3)
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Obrazek I1. 11: Zavislost priumérné plochy pikit na jednotlivych casech pri 100 ot/min (n = 3)
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Obrazek II. 12: Zavislost primérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 200 ot/min (n = 3)
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Obrazek I1. 13: Zavislost priumérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 300 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 14: Zavislost priumérné plochy pikit na jednotlivych casech pri 400 ot/min (n = 3)
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Obrazek 11. 15: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 500 ot/min (n = 3)
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Obrazek I1. 16: Zavislost priumérné plochy pikit na jednotlivych casech pri 600 ot/min (n = 3)
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Obrazek I1. 17: Zavislost priumérné plochy pikit na jednotlivych casech pri 700 ot/min (n = 3)
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Obrazek II. 18: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 800 ot/min (n = 3)
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Obrazek I1. 19: Zavislost priumérné plochy pikit na jednotlivych casech pri 900 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1. 20: Zavislost priumérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 1000 ot/min (n = 3)
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Obrazek II. 21: Zavislost primérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 1100 ot/min (n = 3)
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Obrazek 1I. 22: Zavislost priimérné plochy pikii na jednotlivych casech pri 1200 ot/min (n = 3)
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Priloha II1. Analyzy realnych vzorki
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Obrazek I11. 1: Porovndni redlnych vzorkii znacky Bakaldr (n = 3)
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Obrazek 111. 2: Porovnani redlnych vzorkii znacky Krusovice (n = 3)
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Obrazek I11. 3 Porovnani redlnych vzorkii znacky Lobkowicz (n = 3)
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Obrazek I11. 4: Porovnani redlnych vzorkii znacky PostiiZinské (n = 3)
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Obrazek 111. 5: Porovndni redlnych vzorkii znacky Primdtor (n = 3)
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Odezva detektoru

s A[mV:s]

180 -

150 A

120 ~

90 A

60 -

30 A

Svijansky Maz Svijansky Ryti¥

Obrazek II1. 6: Porovndni redlnych vzorkii znacky Svijany (n = 3)

Obrazek II1. T: Chromatogram redlného vzorku Bakalar — Svétly lezak

110

0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 - e
" 1o 20 30 40
Zvétseno: Reten¢ni ¢as [min]
T E) T I T J | | IRV - v v
35_) ‘ ]m | \“ M ,\(' ’ | \}l\ WIS
| | |/ L a Il \ l\ “ JU .
30_) - ’ j\ W Il /H’"M L WYW
\\ L‘\ \_lﬁ.,”{ e \ o




Odezva detektoru

Odezva detektoru

UO vo
>~ =

=
4

o
1o

o

=]
k=]

MUMWﬂ

0

Zxetdeno:

20

Retendni ¢as [min|

30

40

0.8

0.6

0.4

[ STSEITH R

00)

0.2

40

30

Obrazek I11. 8: Chromatogram redlného vzorku Bakalar — Svétly lezak za studena chmeleny
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Obrazek I11. 9: Chromatogram redlného vzorku Bakalar — Nealkoholicky za studena chmeleny
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Obrazek I11. 10: Chromatogram redalného vzorku Krusovice — Dvandctka
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Obrazek II1. 11: Chromatogram redlného vzorku Krusovice — LeZak za studena chmeleny:
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Obrazek II1. 12: Chromatogram realného vzorku Lobkowicz — Premium lezdk
0,8
0,6
0.4
- MMJLMW
0,0, — ‘ULJM 1 A
0 10 20 30 40

Zyeétieno:

Retenéni ¢as [min]

80

60

40} |

20

15 20 25

Obrazek I11. 13: Chromatogram redlného vzorku Lobkowicz - Premuim Ale
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Obrazek II1. 14: Chromatogram redlného vzorku Postrizinské - Franciniiv lezak
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Obrazek I11. 15: Chromatogram redlného vzorku Postrizinské - Jubilejni Hrabaluv lezak
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Obrdzek II1. 16: Chromatogram redlného vzorku Primdtor — Premium
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Obrdazek I11. 17: Chromatogram redlného vzorku Primdtor - India Pale Ale
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Obrazek I11. 18: Chromatogram redlného vzorku Svijany - Svijansky mdz
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Obrdazek II1. 19: Chromatogram redlného vzorku Svijany - Svijansky rytii
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Obrazek I11. 20: Chromatogram redlného vzoru Raven - Gunslinger
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