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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim linaloolu v pivu s vyuZitim vicendsobné headspace
mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni splynovou chromatografii a hmotnostni detekci.
V teoretické Casti je popsana historie vyroby piva, dale jsou tu uvedeny suroviny potiebné pro
vyrobu piva, technologie vyroby a vSe o pivu, mikroextrakéni techniky, plynova
chromatografie a piiklady pouziti vicendsobné headspace mikroextrakce tuhou fazi.
Experimentalni Cast se zabyva stanovenim linaloolu v realnych vzorcich piv jiz zminénou
metodou. Tato mikroextrakéni technika byla optimalizovana pomoci standardniho roztoku
linaloolu a vzorku piva. Optimalizovanymi parametry byly objem pouzitého vzorku, doba
extrakce, teplota extrakce a doba inkubace. Nasledné pak byla k analyze realnych vzorki piva
vyuZzita optimalizovana mikroextrakéni metoda. Na konci jsou obsahy liloolu ve vzorcich piv

vyhodnoceny a porovnany.

KLIiCOVA SLOVA

MHS-SPME, plynovéa chromatografie, pivo, t€kavé organické slouceniny, linalool

TITLE

Analysis of linalool in beer samples using multiple headpace extraction

ANOTATION

This diploma thesis deals with the determination of linalool in beer using multiple headspace
solid phase microextraction followed by gas chromatography and mass detection. In the
theoretical part there are described history of beer production, together with the specifications
raw materials needed for the beer production, production technology and all about beer,
microextraction techniques, gas chromatography and principles of multiple headspace solid
phase microextraction. The experimental part deals with the determination of linalool in real
beer samples by the above-mentioned method. This microextraction technique was optimized
using a standard linalool solution and a beer sample as well. The optimized variables were the
sample volume, the extraction time, the extraction temperature and the incubation time.
Subsequently, the optimized method was applied to real beer samples. Finally, the linalool

contents in beer samples are evaluated and compared.
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MHS-SPME; Gas chromatography; Beer; Volatile Organic Compounds; Linalool
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UvoD

Pivo je napoj, ktery se pil jiz v ddvnych dobach (zhruba 7000 let pfed nasim letopoctem). Jeho
objev byl zcela ndhodny. Jeho celkové aroma a chut’ se ovSem od dne$niho piva znacné lisily.
Dnes musi pivo mit pfesn¢ definované slozeni a musi splilovat urcité pozadavky na jakost. Pivo
je v celém svété oblibenym napojem a Ceska republika se fadi na predni p¥icky v konzumaci

piva. Vyrobi se pres 20 milioni hektolitrti piva.

Aromaprofil piva je dan obsahem tékavych latek. Tyto latky pochazeji hlavné ze surovin, jez
jsou potieba k jeho vyrob&. Nékteré vSak vznikaji az pii vyrobé piva. NejvyznamnéjSimi
slozkami jsou chmelové silice a pro tuto diplomovou praci hlavng linalool. Ten se vyskytuje ve
vetsim mnozstvi pievadzné v pivech, kterd jsou chmelend za studena. To znamena, ze chmel se
pfidava jak v priabéhu chmelovaru, tak hlavné béhem studené casti vyroby, jako jsou hlavni

kvaSeni a zrani.

Cilem této prace bylo provéteni metody vicendsobné headspace mikroextrakce tuhou fazi ke
stanoveni linaloolu ve vzorcich piva. Byla proméfena piva chmelena klasickym zplsobem

a chmelend za studena. Nasledn¢ pak byla tato piva porovnana.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Pivo

Pivo (obrazek 1) je pénivy alkoholicky napoj, ktery se vyrdbi ze sladu, vody
a chmelu pomoci mikroorganismi (pivovarskych kvasinek). Cely proces vyroby piva je velmi
slozity, Casové naroény a vyzaduje zna¢né zkuSenosti. Pivo je vyrabéno v pivovarech
a technologie vyroby se sestava z nékolika usekl, které jsou popsany nize. Tyto technologie

zahrnuji fadu slozitych mechanickych, fyzikalné-chemickych a biochemickych procesii [1-4].

Obrazek 1: Pivo [5]

1.1.1 Legislativa

Nasledujici text v uvozovkach je citaci z vyhlasky ¢. 248/2018 Sb. ,,Pivo je peénivy napoj
vyrobeny zkvasenim mladiny pripravené ze sladu, vody, neupraveného chmele, upraveného
chmele nebo chmelovych vyrobkii, ktery vedle kvasnym procesem vzniklého ethanolu a oxidu
uhlicitého, obsahuje i urcité mnozstvi neprokvaseného extraktu. Slad Ize do vyse jedné tretiny
hmotnosti celkového extraktu puvodni mladiny nahradit extraktem zejména cukru, obilného
Skrobu, nesladovanych obilovin nebo ryze. U piv ochucenych muze byt obsah alkoholu zvysen

pridavkem lihovin nebo ostatnich alkoholickych napoju “ [6].

1.1.2 Historie vyroby piva

Prvni zminka o pivu se objevila asi 7000 let pfed nasim letopoctem v Mezopotamii, zde ho
pfipravovali Sumerové. Objev piva byl zcela ndhodny a existuji tfi hlavni teorie, jakym
zpusobem pivo vzniklo. Prvni fika, Ze nékdo omylem nechal nadobu s obilnou kasi pted
domem. Do nadoby naprselo a poté piisobenim slunce obsah v nadobé po urcité dobe zkvasil.

Druha teorie tvrdi, ze nékdo rozkousal chléb pro nemocného a vlozil ho do nadoby s vodou

13



a opét teplo v mistnosti zpiisobilo za né&jaky Cas zkvaSeni. Tteti teorie uvadi, ze nékdo dal tésto
na chléb do vody a nechal jej tam. Teplo se opét postaralo o vykvaSeni. Tyto teorie spojuje
jedno, a to ze se vzdy nasla néjaké osoba, kterd tento vznikly napoj ochutnala a zjistila jeho
ptiznivé ucinky. Diky tomu se pak slad nebo jecné chleby nechavaly umyslné zkvasit a zapocala
vyroba piva, kterému Sumerové fikali ,,kas*. Pivo vyrobené v této dob¢ bylo nefiltrované a bylo
zakalené. K vyrob¢ piva se nepouzival chmel (s chmelem poprvé ptisli Babylonané). Hotkosti

piva se proto dosahovalo prazenim je¢ného chleba v horkém popelu [1, 3, 7-9].

Ve stfedovéku se rozvijely hlavné klasterni pivovary. Dulezitd byla produkce zejména
z kralovskych mést, kterym panovnik udé€loval rliznd privilegia, napiiklad pravo varecné
a milové. Podle téchto prav mohl kazdy méstan vafit a tocit pivo. Méstané byli obvykle
sdruzeni do cecht. Cechy se staraly o kvalitu vafeného piva. Tyto cechy pak mély diky
milovému pravu zarucené, ze se do jedné mile od méstskych hradeb nesmi vyrabét jiné pivo.

Byli tim padem chranéni pfed konkurenci [3, 8, 9].

Nejstar§im Ceskym pivovarem byl Brevnovsky klasterni pivovar, ktery byl zalozen roku 993.
Jeho existenci neptimo doklada listina z poloviny 13. stoleti. V této listin¢ papez Innocenc IV.
nafizoval zrusit zékaz sv. Vojtécha prazskym méstantim vatit v dobé neurody pivo na prode;.

To bylo mozné pouze v klasternim pivovaru [10].
Pivovary se v Ceské republice (CR) postupné rozvijely a dnes je jich zde vice nez 400 [3].

1.1.3 Suroviny pro vyrobu piva

Jak jiz bylo v této praci zminéno, vyroba piva je velmi slozity proces. Je dilezit¢ dodrzovat
technologické postupy a rovnéz je diilezité i kvalita pouzivanych surovin. Principem vyroby je
roz$tépeni slozitych cukri, které jsou pfitomny v obilnych zrnech, na jednoduché cukry.

Jednoduché cukry se nasledné daji zkvasit [1, 11].

Mezi suroviny potiebné pro vyrobu piva se tadi slad, voda, chmel a pivovarské kvasinky.

Pouzivaji se také cukernaté a Skrobnaté nahrazky sladu [1, 11, 12].

1.1.3.1 Slad
Slad je za specifickych podminek naklicend a usuSend obilovina (nej€astéji specialné
vyslechténé druhy je¢mene, piipadné pSenice). Je duilezitou surovinou, protoze rozhoduje

o chuti, barvé, aromatu piva a je nositelem plnosti piva [1, 11].

Diky upravam technologickych podminek se pfipravuji razné druhy sladt s konkrétnimi

specialnimi vlastnostmi. Vyroba sladu zahrnuje nésledujici kroky: ¢isténi a tfidéni, méceni,

14



kliceni, hvozdéni zeleného sladu, odkli¢ovani, lesténi, baleni a expedici hotového sladu. Slad

se vyrabi se z jeCmene, pSenice, ovsa, zita, kukufice, ryze, ¢iroku, tritikale, pohanky, prosa,

brambor atp. Nejcasteji se ale vyrabi z jarniho dvoutradého, niciho je¢mene Hordeum distichum

varieta nutans, ¢eled’ lipnicovité (Poaceae) [1, 13—-15].

Slady se rozdé€luji na:

svétlé slady plzeiiského typu

slouzi pro vyrobu piv typu lezakl, konzumnich piv a specidlnich piv s rliznou
koncentraci piivodni mladiny;
vyznacuji se niz§i hodnotou barvy, pfiméfenym proteolytickym rozluSténim

a aktivitou amylolytickych enzymi;

polotmavé slady videiiského typu

jsou to ptfechodné typy mezi svétlymi a tmavymi slady, jsou nositeli zlatavé barvy

a vyrazné sladové viing a chuti;

tmavé slady mnichovského typu

slouzi pro vyrobu tmavych piv
uvadéji se také jako slady bavorske;
obsahuji vice bilkovin, maji niz$i extraktivnost a aktivitu enzymu;

projevuji se hnédo-zlatavou barvou piva, karamelovou chuti a vini;

pSeni¢né slady

slouzi pro vyrobu pievazné svrchné kvasenych piv (napf. pSeni¢nych piv nebo piv
typu Lambic);

slady z pSenice seté (Triticum aestivum, Celed’ lipnicovité, Poaceae);

pSenicné bilkoviny vytvaii typicky zakal pro pSenicna piva, dale také typickou chut’

a vlni piva, vyznacuji se vyS§i pénivosti;

specialni slady

karamelové slady — maji vysoky obsah barevnych a aromatickych latek, vyuzivaji
se pro vyrobu tmavych a specialnich piv, dle barvy jsou rozdélovany na svétlé,
sttedni, normalni, tmavé a porterové, zplisobuji hnédou barvu piva, jeho vysokou
plnost a typickou chut’ (Cokoladova nebo karamelova);

barevné slady — vyuZivaji se pro vyrobu siln¢ tmavych piv, u kterych nelze
dosahnout barvy pomoci bézného tmavého sladu (do této skupiny se ftadi
c¢okoladovy slad, v pivu se projevuje velmi tmavé hnédou barvou a opét typickou

chuti = prazené, kdvové tony s kyselou, suchou a sviravou chuti);
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- nakufované slady — slouzi pro vyrobu whisky skotského typu, vyrdbi se
ve specializovanych sladovnach z je¢ného sladu, ktery je suseny piimymi spalinami
raSeliny;

- dalsi speciélni slady — melanoidinové, diastické, proteolytické (kyselé), cirokové

a triticalové slady [1, 14].

1.1.3.2 Nahrazky sladu

Néhrazky sladu neboli surogaty se pouzivaji hlavné z ekonomickych divodi, dale se uzivali
v dobach a mistech s nedostatkem sladu pro vyrobu piva, nebo pro docileni pozadovanych
vlastnosti konkrétnich druhii piv. Také se vyuzivaji pro vyrobu bezlepkového piva
zryze a Ciroku. Jak jiz bylo vySe zminéno, vyuzivaji se Skrobnaté a cukernaté nahrazky.
V pfiméfeném mnozstvi neméni senzoricky profil, ale dochazi k poklesu barvy. Nahrazky
sladu se pii vyrobé piv ve svété pouzivaji az z 80-90 % (Amerika — kukufice, Afrika — ¢irok
nebo Asie — ryzZe). To ale neplati u tradi¢nich zemi stfedni Evropy, kde se tyto ndhrazky moc

nepouzivaji. Pouzivani téchto ndhrazek je v jednotlivych statech omezeno legislativou [1, 14].

Skrobnaté nahrazky sladu jsou suroviny, které maji vysoky obsah $krobu nebo polysacharidtL.
Mezi tyto nahrazky se fadi ryZe, kukufice, nesladovany je¢men a nesladovana pSenice. Lze
také pouzit Cirok, triticale, pohanku a oves. Pouzitim ryze miize dochazet ke zvysSeni pénivosti

piva.

Cukernaté nahrazky sladu jsou smési sacharidii rozpusténych ve vodé (sachardéza — tfepny
a titinovy cukr, dale invertni cukr). Dodavaji se ve formé sirupti. Pfidavaji se do mladiny. Jejich
pouzitim se snizuje obsah polyfenolovych, dusikatych a rtistovych latek. ZvySuje se obsah

alkoholu v pivu a sniZuje se jeho pénivost. Pfi vy$§im pfidavku se snizuje i plnost piva [14].

1.1.3.3 Chmel

Chmel otaivy (Humulus lupulus L.) z ¢eledi Cannabinaceae se fadi mezi zakladni pivovarské
suroviny. V pivovarstvi se ho ze vSech surovin pouziva nejméné, ale podstatné ovliviiuje chut’
a vuni piva. Tato rostlina je velmi ndrocnd na svétlo, vlahu, teplotu a roste v mirnych
klimatickych podminkéch severni polokoule. V Ceské republice se péstuje na Zatecku, Trsicku
a Ustecku. V pivovarstvi se vyuZivaji pouze samiéi rostliny, saméi se pouzivaji ke §lechténi

odrid.
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Hlavni ¢asti chmelové rostliny jsou:

e kofenova soustava — mohutné vyvinutd (kofeny zasahuji az do hloubky 6 metri),
zékladem je zdievnatéla babka, ktera mé zivotnost cca 25 let;

e réva s pazochy — vyrista kazdy rok z babky a pteziva jedno vegetacni obdobi, réva se
to¢i pravotoCivé podle vodiciho dratku, rGst je velmi rychly (az 30 cm
za den v 1ét¢), doriistd do vysky 7-8 metrl,, zrévy vyrastaji postranni vétévky
(pazochy), ze kterych se vyviji kvétenstvi;

e listy — maji velkou plochu, mohou dosahovat 7-22 m? na jednu rostlinu;

o kvétenstvi — to se vyviji béhem vegetace v chmelové hlavky (obrazek 2) [16-18].

Obrazek 2: Chmelové hlavky [19]

Chmelova rostlina se péstuje zaveésend na specialni konstrukci (obrazek 3). Tato konstrukce
obsahuje vodici dratek, podle n¢hoZ se rostlina pravotocivé pne. Zacind kvést po dosazeni
maximalni vysky (konec Cervna az zacatek Cervence). Kvétenstvi trva 15 az 30 dnd, a to
v zavislosti na dané odrudé. Kvéty se pak pfeménuji na plody (= hlavky vejcitého tvaru), které

se nasledné sklizeji [16—18].

Obrazek 3: Chmel zavéseny na specialni konstrukei [19]
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Chmelové odridy se rozdé€luji podle:
e Dbarvy chmelové révy
- Cervenaky a zelendky;
- &ervenidky — jsou péstované v Evropé (Ceska republika, Némecko, Slovinsko
a Polsko);
- zelendky — jsou péstované v Anglii a v zamoti (USA a Austrélie);
e délky vegetacni doby zrani
- rané, polorané a pozdni;
e obsahu chmelovych pryskyfic a chmelového aroma
- jemné aromatické chmele — vyznacuji se niZz§im obsahem chmelovych pryskyfic
a pfijemnym aroma;
- vysokoobsazené¢ hotké chmele — maji vysoky obsah chmelovych pryskyfic
a méné piijemné aroma;
e obchodovatelnych skupin
- tradi¢ni aromatické chmele;
- nové aromatické chmele;
- Slechténé aromatické chmele;
- kvalitni hotké chmele;
- hotké chmele [1].

Nejpodstatngj$imi  slozkami chmele jsou chmelové pryskyfice, silice a polyfenoly,
které utvareji organoleptické vlastnosti piva. Chmelové pryskyfice se skladaji z riznych latek,
z nichz jsou nejdilezitéjsi a-hotké kyseliny (humulon, kohumulon a adhumulon) a p-hotkeé
kyseliny (lupulon, kolupulon a adlupulon). Tyto kyseliny maji konzervacni a baktericidni
ucinky, prispivaji k charakteristickému aroma piva a ovliviiuji pé€nivost piva. Chmelové silice

tvofi jemné chmelové aroma. Polyfenoly pfispivaji k plnosti a fizu piva [18].

V dnesni dobé se chmelové hlavky moc nepouZzivaji. Chmel se zpracovava na rtizné chmelové
vyrobky, jako jsou naptiklad chmelové prasky, granule, pelety a chmelové extrakty. Tyto
vyrobky se sndze skladuji a maji pomérné vyssi stabilitu nez klasické chmelové
hlavky [1].

1.1.3.4 Voda

vvvvvv

kvalitu piva. Pivovarstvi se fadi mezi primyslové odvétvi, kterd spotiebovavaji nejvice vody.
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V tomto odvétvi se voda déli podle ucelu pouziti do tfech skupin. Prvni skupinou je varné voda,
ktera se vyuziva pro piipravu piva. Musi spliiovat pozadavky na pitnou vodu (zdravotné
a hygienicky nezavadnou). Jeji kvalita ma vliv na prib¢h vyroby, zakladni kvalitu a specifické
vlastnosti urcité znacky piva. Druhou skupinou je myci a steriliza¢ni voda, ta nesmi obsahovat
mikroorganismy. Tato voda se doporucuje chlorovat. Posledni tfeti skupinou je provozni voda.

Musi odpovidat standardiim stanovenym pro jednotlivé operace a zatizeni [14, 21-23].

V diivéjSich dobach pivovary, a i sladovny, vyuzivaly k zdsobovani vlastni studny.
To ale v dnes$ni dob¢ neni mozné, kvuli stale se zvySujici spotiebé vody a také s ohledem na
pokles hladin vody ve studnich. Proto se vyuzivaji dalsi zdroje, jako jsou naptiklad pramenité

vody, povrchové vody a vody z méstskych vodovodnich fada [14, 21-23].

Pfirozené¢ vody obsahuji tuhé latky, plyny a suspendované latky. Mezi nejpodstatné;si

rozpus$téné latky ve vod¢ patii vapenaté a hofecnaté soli, které tvoii tvrdost vody [22].

Tvrdost vody je vtomto primyslu hlavnim parametrem, urcuje vyuziti vody pro urcité
technologické aplikace. D¢Eli se na tvrdost stalou (nekarbonatova) a tvrdost piechodnou
(karbonatova). Stald tvrdost se skladd z hofecnatych a vapenatych soli, které jsou stalé
(chloridy, kfemicitany a sirany). Pfechodnd tvrdost se sklada z hydrogenuhlic¢itant, které¢ 1ze

varem castecné, nebo uplné rozlozit (rovnice 1 a 2) [1, 22].
Ca(HCO3), — CaCO5 + CO, + H,0 (1)
Mg(HCO3), — Mg(OH), + 2 CO, (2)

Celkova tvrdost vody je pak tvofena souctem piechodné tvrdosti a stalé tvrdosti. Vyjadiuje se
v milimolech (mmol) na litr (I) = mmol/l. Podle hodnoty celkové tvrdosti se voda v pivovarstvi
déli na (tabulka cislo 1) [22]:

Tabulka 1: Déleni vody podle tvrdosti [22]

Voda mmol/l

mekka do 1,3
sttedné tvrda 1,3-2,5

tvrda 2,5-3,8
velmi tvrda >3.8

1.1.3.5 Pivovarské kvasinky
Pivovarské kvasinky patii mezi dilezit¢ komponenty pro vyrobu piva. Bez téchto
mikroorganismi by se nikdy nevyrobil zadny kvaseny napoj. Pro vyrobu piva se pouzivaji

pievazné kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae (obrazek 4). Tyto kvasinky se fadi mezi
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jednobunééné houby. Jsou mirn€é ovalného tvaru a nélezi k fakultativné anaerobnim
mikroorganismm (jejich hlavni Cinnosti je fermentace neboli kvaSeni). Pivovarské kvasinky
jsou také definovany jako kulturni kvasinky, které jsou pouzivany k produkci spodné,
nebo svrchné kvaSenych piv. Kvasinky svrchniho kvaseni pracujici pfi teplotach 15-20 °C se
nazyvaji Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae. Pouzivaji se napf. pro vyrobu piv typu
,porter. Po dokonceni kvaseni jsou vzniklym oxidem uhli¢itym vynaSeny na hladinu, kde tvofi
tzv. deku. Kvasinky spodniho kvasSeni se nazyvaji Saccharomyces cerevisiae subsp. uvarum,
nebo Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis. Pracuji pfi teplotich 5-10 °C. Pouzivaji

se pro vyrobu piva plzeniského typu a po ukonceni kvaseni usedaji na dno kvasnych nadob [3].

Obrazek 4: Kvasinka Saccharomyces cerevisiae [24]

Proces kvaSeni se skladd ze dvou fazi (aerobni a anaerobni). Pfi prvni, aerobni fézi,
(za ptistupu kysliku) se kvasinky hlavné rozmnozuji. Pii druhé, anaerobni fazi, kdy kvasinky
jiz spotiebovaly kyslik, dochédzi za i€asti enzymt k pfeméné cukrti v mladin€ na alkohol a oxid
uhlicity. Také vznikaji dal$i produkty (glycerol, acetaldehyd, kyselina octova, diacetyl)

a uvolnuje se teplo (rovnice 3) [1, 3, 22].
CgH1,04 = 2 CO, + 2 C,HsOH + vedlej$i metabolity + teplo (3)

1.1.3.6 Pomocné suroviny

V pivovarstvi se kromé& zakladnich surovin vyuzivaji také pomocné suroviny. Mezi tyto
suroviny patii napiiklad enzymové piipravky, barvici prostiedky, ptipravky snizujici,
nebo zvysujici pénivost piva, sladidla a stabiliza¢ni piipravky. Tyto suroviny se pouzivaji

ke zlepSeni kvality vyrabéného piva [1].

1.1.4 Sladarstvi

Sladatstvi je odvétvi potravindiského primyslu, které se zabyvad vyrobou sladu
pro pivovarské ucely. Slad se vyrabi z jeCmene fizenym procesem kli¢eni a hvozdéni. Tento
slad obsahuje potifebné enzymy, aromatické latky a barevné latky. Ty jsou potiebné pro vyrobu
ur¢itého druhu piva. Ve sladafstvi se také vyrabéji sladové vytazky. Schéma celého procesu
je znazornéno na obrazku 5 [18, 25].
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JeCmen

\ Zlomky. plevy.<2.2mm
Prunesi, prach

Cigteni a tiidéni >

Voda W > Splavky
Maceni S
(24-48 hod) ks
(9] 3 > Odpadnivoda
\ Namodeny jecimen
Kliceni
3 (5-6 dni) — 5 Teplo.CO,
Zeleny slad
; Hvozdéni
Horky vzduch @— @ 4_[43 55 (1“ ——> Teplo, vlhky vzduch
W > Sladovy kvet
Odldicovani )
>  HOTOVY SLAD

Obrazek 5: Schéma vyroby sladu [26]

1.1.4.1 Cisténi a tFidéni je¢mene

Cilem ¢isténi je zbaveni se prachu, necistot a piimési. JeCmen se pak tfidi dle velikosti
a jakostnich znaki. Mezi zakladni vybaveni pro ¢isténi a tfidéni patii: aspiratory, triéry, tfidice,
magnety, jimace prachu, odklasnovace a precistovaci triéry. Po vyc€isténi a roztfidéni se jeCmen
uskladnuje v silech. Tato sila jsou vybavena nejen provzduSiovacim zafizenim,
ale 1 zaplynovacim zafizenim, které hubi skladi$tni Skiidce. ProvzduSnovaci zafizeni jsou
potieba, protoze zrna je¢mene spotfebovavaji intenzivnim dychanim cast svych bezdusikatych
organickych latek a dochézi k tvofeni oxidu uhli¢itého. Oxid uhli¢ity je nutné od zrn jeCmene
odvést pry€ vétranim. Zplodiny jsou pro klicky velmi skodlivé. Pti uskladnéni v silech je nutné
kontrolovat vlhkost a teplotu. Teplota a vlhkost maji zna¢ny vliv na dychéani. Optimalni vlhkost
pii skladovani je 15 % a optimalni teplota je 20 °C. Pfi téchto parametrech je intenzita dychani

mald, diky tomu nedochazi k znaénym ztratdm na zrnu je¢mene [4].

1.1.4.2 Maiceni je¢mene

Maéceni jeCmene slouzi ke zvySeni obsahu vody v zrnu. Diky tomu dochazi k zahajeni
enzymovych reakci a ke kli¢eni je¢ného zrna. Tento krok se fadi mezi nejdulezitéjsi kroky
vyroby sladu, ktery rozhoduje o jeho budouci kvalité. Pfi tomto tkonu dochazi k odstranéni
splavek a lehkych necistot. Je€né zrno se fadné umyje a vylouci se z né¢j nezadouci latky. Cely
tento krok probiha v ndduvnicich. Naduvnik je bud’ valcového, nebo Etythranného tvaru. Ma

spadovy konus dna 45°, a to z toho divodu, aby mohla jecnd zrna samovoln¢ vytékat ven.
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Nesmi v ném byt vysoka vrstva zrn, jelikoZ je tieba zachovat rovnomérny prostup vzdusného
kysliku, jinak by dochézelo k prodluzovani doby méaceni. Obsah vody béhem procesu maceni
se zvysi z 12 % az na vice nez 40 %. Je¢né zrno zvysi sviij objem az 1,5krat. Tato voda je velmi

dilezita pro kliceni a prib&éh enzymovych reakei [13, 18, 27, 28].

1.1.4.3 Kliceni jeémene

Kli¢eni je¢mene je fyziologicky proces, kterého se dosahuje umélym modelovanim podminek
ptirozeného kli¢eni vhodnou vlahou, teplotou a pfistupem kysliku. Pfi tomto procesu dochazi
k tomu, ze se v zadrode¢né Casti jeEné¢ho zrna vyvijeji zarodky listli a kofinkl. Vyuzivaji se
k tomu zasobni latky z endospermu (obrazek 6). Déale dochazi ke zménam vnitinich znaka

jecného zrna [22, 29].

1) klicek
2) endosperm
3) aleuronova vrstva

4) obalové vrstvy

5) trichomy (chlupy)

Obrazek 6: Zmo jeCmene [30]

Cilem je aktivace a tvorba pfisluSnych enzymt, dale pak dosazeni pozadovaného rozlusténi
(neboli vnitiniho rozlusténi). Zvyseni aktivity, respektive syntéza novych enzymd, je vyvolana
¢innosti fytohormonti. Tyto hormony putuji pfes endosperm do aleuronové vrstvy.
V aleuronové vrstvé pak vznikaji nové enzymy (fosfatazy, cytazy, protedzy a amylazy) a volné
aminokyseliny. Pisobenim enzymt dochazi ke $t€peni rezervnich latek, zvysSuje se rozpustnost
a lustitelnost endospermu. VSechny enzymové reakce jsou ovliviiovany stupném domoceni
je€mene, pfistupem kysliku ke klickiim (zajiSténi intenzivniho dychani zrna) a teplotou

v hromadé¢ [22, 29].

Je dilezité znat optimalni vlhkost pii kliceni, nebot’ pfi nizké vlhkosti zrno kli¢i pomalu
a zavada. Nadbytkem vlhkosti zase dochédzi k prehiivani hromad, ptelusténi a zvysuji se
sladovaci ztraty. Optimalni teplota pro kliceni je¢mene je 14—18 °C v hromadé&. Tato teplota
se ovSem li§i podle druhu vyrdabéného sladu. Hromady se musi Casto piehazovat,
nebo provétravat, aby byl oxid uhli¢ity vznikajici pii kliceni dostate¢né odvétran. Doba kliceni

trva 4-5 dni [4, 13].
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Vzniklym produktem je zeleny slad. Vyrabény slad by mél mit zdravou viini, spravné vyvinutou
sttelku, mél by byt dobfe rozlustén a mit mirn¢ zavadlé¢ kotinky. Dle vyvinuté stielky se
slady déle déli na kratké (stielka do 1/3—1/2 délky zrna) a dlouhé slady (stielka nad 3/4 délky
zrna) [22].

Cely proces kli¢eni se uskuteciiuje bud’ na humnech, nebo v pneumatickych sladovnach.
Humna jsou obrovské vétrané mistnosti, zde je kli¢ici je¢men rozprostien na zemi. Sladovani
na humnech ma velké nevyhody, a to v malé kapacite, ve znacné pottebé lidské prace a velkou
zastavénou plochou. Pneumatické sladovny se rozdéluji na bubnové, skiinové a vézové. Tyto
sladovny jsou vysoce automatizované, maji vétsi kapacitu a neni zde zapotiebi zna¢né lidské

prace. Ale dochazi ke zvyseni spotieby energie [13, 22].

1.1.4.4 Hvozdéni

Hvozdéni (= suSeni) je poslednim krokem pti vyrobé sladii. Pii tomto d¢ji dochazi ke znaénému
sniZzeni obsahu vody v zeleném sladu — pod 4 % u svétlych sladi a na 2 % u tmavych sladi.
Dochazi k zastaveni vegetacnich pochodt, ale zlistava zachovana enzymova aktivita. Vytvari

se chut'ové, oxidoredukeni a barevné latky. Tyto latky tvoti charakter sladu [25, 31, 32].

Hvozdéni lze rozdélit do dvou stupnid. Prvnim stupném je predsouseni. Pfi predsouseni se
fizenym a Setrnym suSenim snizuje obsah vody v zeleném sladu. Probiha v nadbytku vzduchu
pfi teploté 20—-60 °C. Dobihaji zde biochemické procesy. V dal§im stupni se zvySuji teploty
a slad se dotahuje. Toto probiha ve slabém proudu horkého vzduchu pfi teploté 60—80 °C pro
svétly slad, nebo pii 60—105 °C pro tmavy slad [22, 32, 33].

Pti hvozdéni se rozeznavaji tii faze, a to z hlediska biochemickych a chemickych zmén. Prvni
faze se nazyva rastova. Ta probihd do teploty 40 °C. Obsah vody v zrnu je vétsi nez
20 %. Zrno je schopné jesteé klicit, rostou kotinky a sttelka. Druha faze je enzymova. Enzymovéa
faze probiha pfi teploté¢ 40—60 °C. Obsah vody v zrnu je mensi nez 20 %. V této fazi dochazi
k zastaveni vegetaCnich procest, ale enzymové reakce dale pokracuji. Posledni, tieti faze, se
nazyva chemicka. Probihd pii teplotdich vétsi nez 60 °C. Obsah vody je menSi nez
10 %. Pti chemické fazi jsou zastaveny veskeré enzymové reakce. Probihaji zde chemické

reakce, které vedou ke tvorbé aromatickych, chutovych a barevnych latek [4, 31].

Proces hvozdéni se upravuje dle: druhu vyrabéného sladu, obsahu vody v zeleném sladu

a typu hvozdu. Svétly a tmavy slad se tedy hvozdi rozdilnym postupem [4].
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Po ukonceni hvozdéni se slad tfidi, zbavuje se kofinkd (sladovy kvét), prachu

a poskozenych zrn. Tento slad je pak uskladnén v silech [4, 13, 33].

1.1.5 Pivovarstvi

Pivovarstvi se fadi mezi potravinatrské biotechnologie. Findlnim vyrobkem je tedy pivo, které
se vyrabi v pivovarech. Vyroba piva se sklada ze tii usekd, které zahrnuji slozité mechanické,
biochemické a fyzikalné-chemické procesy. Prvni fazi je vyroba mladiny. Druha faze obsahuje
kvaseni mladiny a dokvaSovani mladého piva. A ve tieti fazi se provadi zadvéreCné Upravy
a staci se zralé pivo. Schéma celého technologického postupu vyroby piva je uvedeno na

obrazku 7 [18, 25, 33-35].
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Obrazek 7: Schéma vyroby piva [36]

1.1.5.1 Srotovani

Srotovani je technologicka operace, jejimz tikolem je mechanické rozdrceni sladového zrna.
Cilem je dokonale vymlit endosperm sladu na vhodny pomér hrubsich a jemnych ¢astic. Musi
se zachovat celistvost pluch, protoZe ty slouzi jako filtracni material pii scezovani. Pomér ¢astic
ovliviiuje rychlost nasledujicich procest, jako je napiiklad rmutovani, nebo scezovani. Plati, ze

Srotovani se musi pfizplisobit zatizeni, které ma pivovar pro scezovani [14].
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Ke Srotovani se pouzivaji kladivkové mlyny a valcové Srotovniky obsahujici dva, Ctyfi, pét,
nebo Sest valci. Slad se v tomto zafizeni rozemele na $rot. Srotovani se provadi za sucha, za
mokra nebo kondiciovan¢ (tzn. zvlhéeny parou). Velikost Castic také ovlivituje ¢innost
sladovych enzymu. Jemny Srot mé lepsi pfistup enzymi k jednotlivym ¢astem sladu. Z toho
vyplyva, Ze kdyZ je slad hiife rozluStén, musi se Srotovat co nejjemnéji. To neni uplné vhodné,

protoze jemné ¢astice zplisobuji problémy pii scezovani (ucpavani filtracnich kanalk) [ 14, 33].

1.1.5.2 Vystirani
Vystirani je proces, pii kterém se smichava sladovy Srot (eventueln¢ ndhrazky sladu) s hlavnim

nalevem varné vody [1, 4].

Hlavnim nalevem se rozumi mnozstvi vody pouzit¢ na vystirani. Provadi se studena
a tepld vystirka. Pti studené vystirce ma teplota vody méné¢ nez 20 °C a pfi teplé vystirce
35-38 °C. Hlavni nalev u obou vystirek se rozdéluje do dvou podilii. Prvni podil nalevu
se smicha se sladovym Srotem. Nalev ma teplotu pfislusného postupu vystirky. Poté se prida
druhy podil nalevu (= horka voda). Pomoci horké vody se provede zaparka. Dale se vyuziva
nasledny nalev, coz je voda potfebnd pro vyslazeni mlata v pribéhu scezovani a také pro
nafedéni predku (= zfiltrovany roztok extraktu sladu) na pozadovanou koncentraci mladiny.
Pouzité mnozstvi vody na véarku (hlavni a néasledny nélev) je vét$i neZ mnozstvi vyrabéné
mladiny. Doba vystirani se pohybuje od 10 do 30 minut v zavislosti na pouzitém postupu

vystirani. Vzniklym produktem je tzv. vystirka [1, 4].

1.1.5.3 Rmutovani
Rmutovani je proces slouzici k ptipravé sladiny. Toho se dosahuje postupnym vyhiivanim
vystirky na jednotlivé rmutovaci teploty. Ty musi odpovidat optimalnim teplotdm pro ¢innost
enzymu. Cilem je rozstépit a ptevést optimalni podil extraktu surovin do roztoku. Pfi rmutovani
se uplatiiuji chemické, fyzikalni, mechanické a enzymové déje. Rozhodujici ¢innosti je ¢innost
kyselinotvornych, amylolytickych a proteolytickych enzymt.. Dochédzi ke S$tépeni Skrobu
a bilkovin [25, 31, 35].
Stépeni skrobu se uskute¢iiuje ve tiech fazich:

e Dbobtnani a zmazovaténi Skrobu — teplota nad 50 °C;

e ztekuceni Skrobu — hlavni funkci ma a-amylaza;

e zcukfeni Skrobu — hydrolytickym plsobenim komplexu amyldz (a-amylaza

a f-amylaza).
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Komplex amylaz $té€pi sladovy Skrob na riizné podily jednotlivych cukrl ve vysledné sladiné
(sachar6za, hexozy, maltdza, nizsi a vyssi dextriny). Mezi dilezité faktory na ¢innost amylaz
se fadi teplota a pH rmutu. Pfi teploté >65 °C se zacina inaktivovat B-amyldza
a pii teplot¢ 80 °C a-amyldza. Optimalni teplota je tedy mezi 60—65 °C, kdy se vytvari
nejvyssi koncentrace zkvasitelnych cukrii. Dale pH rmutu ovlivituje zcukieni. Pti poklesu pH

z 5,8 na 5,4 dochazi k omezeni ¢innosti a-amylazy.

Stépeni bilkovin probiha rychleji pii sladovani neZ pfi rmutovani. Pfi rmutovacim procesu
prechazi pfimo do roztoku rozpustné dusikaté latky, které se Stépi proteolytickymi enzymy.

Optimalni teplota Stépeni je mezi 40—60 °C [25, 31, 35].

Dilezité teploty pfi rmutovani jsou:

e 35-38 °C = kyselinotvorna teplota;

e 45-55 °C = peptonizacni teplota;

e 6065 °C = nizsi cukrotvorna teplota;

e 70-75 °C = vy$si cukrotvorna teplota;

e 78 °C =nejvyssi cukrotvorna teplota, odrmutovaci teplota.
Pro rmutovani se vyuziva bud’ dekokéni postup, nebo infuzni postup. Dekokéni postup
rmutovani je zaloZzen na povatovani dil¢ich rmutl. Podle poctu rmuti se déli na:
jedno-, dvou- a tfirmutové postupy. Nejcastéji vyuzivanym postupem je dvourmutovy postup.
Pfi infuznim postupu rmutovani dochazi k rozpusténi a St€peni extraktu sladu s dlouhodob¢jsim

u¢inkem enzymu bez povareni rmutu [25, 31, 35].

1.1.5.4 Scezovani

Scezovani je proces ndsledujici pro rmutovani a slouzi k oddéleni roztoku extraktu,
tj. sladiny. Sladina se odd¢luje od tuhého podilu zcukfené¢ho rmutu, tj. mlata. K scezovani se
vyuzivaji scezovaci kad¢. Tyto kadé jsou vybaveny dvojitym déravym dnem a systémem
odvodnych trubek. Trubky jsou spojeny s kohouty scezovaci baterie. V daleko mensi mife se

vyuzivaji sladinové filtry.

Béhem scezovani ve scezovaci kadi se ptirozenou filtraci oddéluje sladina od mlata. Finalnim

produktem je tzv. ptedek [33, 37].

1.1.5.5 Vyslazovani mlata

Vyslazovani mlata se provadi pomoci horké vody pii teploté 75 °C. Tento krok je zaveden
proto, aby se z mlata vyloucily posledni zbytky rozpustného extraktu. Po ukoncéeni tohoto kroku
vznikne tzv. vystielek. VE&tSinou se vyslazuji dva, nebo tii vystielky, které se spolu s pfedkem
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shromazd’uji v mladinové panvi. V mladinové panvi dochazi k pozvolnému zahtivani tak, aby

se po ukonceni scezovani sladina zacala co nejdfive vafit [37].

1.1.5.6 Chmelovar

Chmelovar je vafeni mladiny s chmelem. Cilem tohoto dé&je je zakoncentrovdni mladiny
(odpateni ptrebyteéné vody), sterilizace, koagulace vysokomolekularnich dusikatych latek,
inaktivace enzymu, pfevod hotkych latek chmelu do roztoku, zvySeni acidity, tvorba
chutovych, barevnych, aromatickych a redukujicich produkti Maillardovych a doprovodnych
reakci. Chmel se ptfidava po davkach (napt. nattikrat) do mladiny kvili dosazeni ptislusného

aroma a hotkosti piva. Davky chmele se tidi podle toho, jaké pivo se vyrabi [31, 38].

Postup chmelovaru se fidi urCitymi kritérii. Mezi n€ patii druh vyrabéného piva, vybaveni varny
a kvalita surovin. Chmelovar trvd 100—-120 minut a findlnim produktem je mladina. Ta musi

svym sloZenim odpovidat vyrabénému pivu.

Po dokonceni chmelovaru se musi odstranit zbytky chmele cezenim. Ziskana mladina se pak
dale musi jesté technologicky upravit, nez se necha zakvasit. Separuji se hrubé kaly, chladi se
mladina (na 5-7 °C), separuji se jemné¢ kaly, a nakonec se musi zchlazena mladina provzdusnit

sterilnim vzduchem [31, 38].

Chmeleni je obohaceni mladiny o hotké chmelové latky pfiddnim chmele, nebo chmelovych
vyrobki. Diive se vétSinou celé mnozstvi chmele ptidavalo do sladiny na zac¢atku chmelovaru,
a to z toho diivodu, aby veskera hotkost z n¢j presla do vyrabéného piva. Tento postup sice vedl
k vys8i hotkosti, ale chmel ztratil hodn€ svého aromatu. Proto se zacalo chmelit postupné, kdy
se viechen chmel nepouziva hned ze zagatku chmelovaru, ale postupné se piidava. Cast chmele
se naptiklad pfidava v polovin€é chmelovaru a dalsi ¢ast t€sné pted koncem chmelovaru = tzv.

late-hopping (pozdni chmeleni), nebo se také ptidava chmel za studena [1].

Suché chmeleni piva, resp. chmeleni za studena (= dry-hopping), patii v souCasnosti mezi
popularni vyrobu piva. Tento postup napomahd vnést do ndpoje daleko vyS$i mnozstvi
aromatickych latek chmele — zejména silic. Je to také jediny technologicky proces umoziujici
piipravit pivo tak, aby se vysledny senzoricky profil blizil profilu pouzitého chmelového
materialu. Vyroba téchto piv vychazi z klasického pfipraveni mladiny. Chmel se ptidava
do mladinové panve v pribéhu chmelovaru, nékdy také do vifivé kade¢ a posledni davka chmele
se pridava béhem studené Casti vyroby — nejcastéji po hlavnim kvaseni, nebo zrani. Aromatické
latky z chmele prechazeji do piva pfi nizkych teplotdch prostou maceraci. Proces je velmi

pomaly, ale pii pouziti spravného technologického postupu jsou ztraty silic i jejich transformace
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minimalni oproti klasickému chmelovaru. Dochazi i k extrakci minoritniho podilu hotkych
kyselin a jinych latek od nich odvozenych. Ty maji také vliv na charakter a intenzitu hotkosti
vyrobeného piva. Studené chmeleni je omezeno fadou faktord, jako jsou napiiklad: slozeni
mladiny, davka a typ pouzitého chmele, zpisob extrakce, doba kontaktu s pivem a pfitomnost
kvasinek. Dale je nutné uvést negativa tohoto zptisobu chmeleni, jako je ptistup kysliku k pivu,
jez zpusobuje oxidaci a starnuti piva. Dal$im rizikem je kontaminace piva pfidanym chmelem.

Tato metoda se hojné vyuziva v USA, Kanadég, Skandinavii, Australii a Velké Britanii [39].

1.1.5.7 Kvaseni mladiny a dokvasovani mladého piva

Jak jiz v této praci bylo zminéno, ke kvaseni mladiny se vyuzivaji dva druhy kvasinek. Jsou to
spodni pivovarské kvasinky (Saccharomyces cerevisiae subsp. wuvarum), nebo svrchni
pivovarské kvasinky (Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae). KvaSeni mladiny se rozdéluje
do dvou fazi. Prvni fazi je hlavni kvaSeni, druhou fazi je dokvasovani a zrani mladého

piva [38, 40, 41].

Hlavni kvageni se vétSinou v malych pivovarech v Ceské republice provadi v otevienych
kvasnych kadich pomoci spodnich pivovarskych kvasinek. Ve vétSich pivovarech jsou
vyuzivany cylidrokénické tanky (CKT). Ukolem je netplné zkvaseni zkvasitelnych
cukernatych latek extraktu mladiny (maltdza, glukoza, ...) v anaerobnim prostiedi. Dochazi ke
tvorbé ethanolu, oxidu uhli¢itého a vedlejSich metabolitii (napt. mastné kyseliny, aldehydy,
vyssi alkoholy, estery a diketony). Soucasné se pomnozi kvasni¢ny zékvas. VSechny latky,
které vznikaji pfi kvaSeni, davaji pivu chut’ a aroma. KvaSeni v kvasnych kadich probiha ve
vétranych a chlazenych mistnostech (5-10 °C), kterym se fiké4 spilka. Mistnosti musi byt
vétrané z toho divodu, aby se nehromadil vznikajici oxid uhli¢ity. Hlavni kvaseni probiha
v péti stadiich odliSujicich se vzhledem:

e zapraSovani — tvoii se bila péna na povrchu, cca po 12-24 hodinach od zakvaseni;

e odrazeni — péna houstne, je vytlaCovana do stiedu kadg¢;

e nizke bilé krouzky — nejintenzivngjsi stadium kvaseni, husté bila péna;

e vysoké hnédé krouzky — dochazi k poklesu pH, vysrazeni kalti v pén¢;

e propadani — sedimentace kvasinek na dno kad¢, na povrchu se tvofi tmava husta deka.
Tmava husta deka se z povrchu sbird. Produktem hlavniho kvaSeni je mladé pivo. To
je pak precerpano do lezackého tanku. Kvasinky usazené na dn¢ kadé se seberou, properou

vodou a mohou se znova pouZit.

28



Kvaseni v CKT je pro vétsi pivovary mnohem vyhodnéjsi, kvaseni i dozravani piva probiha
v jednom tanku. Tanky nemusi byt v chlazenych prostorach, protoze se chladi pfimo CKT na
potiebnou teplotu. Tyto tanky se nepiecerpavaji, a tak se snizuje i riziko kontaminace, dale se
pak snizuji ztraty CO; a nedochdzi ke kontaktu piva se vzduchem. Tyto nddoby maji pfiznivy
vliv na kvalitu piva tim, Ze fizenym procesem chlazeni probih4 kvaseni a zrani v optimalnim

teplotnim rezimu.

Hlavni kvaseni trvd 610 dni. Zélezi vSak na druhu vyrabéného piva a na zplisobu jeho vyroby

(oteviené nadoby nebo CKT) [18, 38, 40].

Ukolem dokvagovani a zrani mladého piva je zkvasovani zbylych zkvasitelnych cukri. To vede
k nasyceni piva vznikajicim oxidem uhli¢itym pod tlakem. Také zde probihaji biochemickeé
déje vedouci ke tvorbé senzorického charakteru piva, a fyzikalné-chemické déje, které smétuji
k vy€efeni piva. DokvaSovani a zrani mladého piva se uskutecituje v lezackych sklepich, a to
v uzavienych lezackych tancich pfi teploté 1-3 °C. Doba dokvasovani opét zavisi na druhu

vyrabéného piva. Pohybuje se v rozmezi 1-10 tydni [18, 38, 40].

1.1.5.8 Zavérecné upravy piva
Mezi zavéreéné Gpravy vyzralého piva se fadi filtrace, pasterace a stabilizace. Upravy se
provadi proto, aby pivo vyhovovalo spotfebitelskym a komerénim pozadavkim. Jako je

naptiklad vzhled a trvanlivost.

Cilem filtrace je odstranéni zbytkli neusazenych organismi a koloidnich ¢astic. Pivo musi
ziskat jiskrnou ¢irost. Provadi se na deskovych naplavovacich filtrech. V t&€chto filtrech se na
filtrani pfepazku naplavi kfemelina (= jemny prasek oxidu kiemicitého), ktery ma filtrani
ucinek. Pouzivaji se také deskové filtry filtrujici pies filtracni desky ze smési kiemeliny

v

a celulozy. Nejmodernégjsi je membranova vysokoucinna filtrace, diky ni Ize nahradit pasteraci.

Pasterace je tepelnd inaktivaci mikroorganismi zpisobujici kazeni piva. SlouZzi tedy pro
zajisténi biologické trvanlivosti piva. Nejcastéji se vyuzivaji tunelové pastery. Pivo se zde
pasteruje piimo v lahvich nebo v plechovkach pfi teploté¢ 62 °C po dobu 5—6 minut. Dale se

vyuzivaji pratokové pastery. V tomto ptipad¢ se pivo kratkodob¢ zahtiva na 68—70 °C.

Ukolem stabilizace piva je zajiiténi dlouhodobé trvanlivosti (v fadech mésict). Odstrafiuji se
prekurzory zakalu piva (vysokomolekularnich dusikatych latek, rozpusténého kysliku, kovovy

iontl a polyfenold). VyuZzivaji se stabilizatory:
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e srdzeci = tanin

e adsorp¢ni = silikagel

e enzymové = papain

e antioxidacni = kyselina askorbova.

Do piva se pridavaji pted filtraci a jejich pouzivani je fizeno platnou legislativou [4, 14].

1.1.5.9 Staceni piva

Staceni piva do spotiebitelskych a piepravnich oballl je finalni fazi vyroby. Pii staceni je nutné
zamezit ztratdm oxidu uhlicitého, a proto se staceci stroje konstruuji na izobarickém principu.
Pivo se v modernich linkach sta¢i pod tlakem oxidu uhli¢itého do oball pfedplnénych oxidem
uhli¢itym v 1ahvi, nebo pfi mirném tlakovém spadu. Protitlak zamezi vypénéni piva béhem
plnéni (obal tak bude skute¢né naplnén pivem, a ne pouze pénou) a mirny tlakovy spad zvysuje
rychlost plnéni. Dale se musi zamezit styku piva s kyslikem (zptisobuje oxidace, oxidac¢ni
a starou chut)). Je dulezité zajistit dokonalou sanitaci vSech zatizeni, s nimiz pfichazi pivo do

styku. To vSe ma veliky vliv na kvalitu piva [14].

Pro maloobchod se pivo plni do sklenénych a plastovych lahvi, do plechovek nebo do malych

soudkt. Pro restaurace se pivo dodava v sudech rizné velikosti a v tancich [42].

1.1.6 Aromaprofil piva

Tekavé senzoricky aktivni latky piva jsou latky s nizkym bodem varu. V pivu primarné
pochazeji ze surovin, ze kterych je pivo vyrobeno (ze sladu a chmele), ale také vznikaji
v urcitych fazich ptipravy piva (chmelovar, kvaSeni a dokvasovani v lezackém sklepé€). Tyto
latky ud¢€luji pivu typickou chut' a aroma. Nejvyznamnéjsi slozky chmele jsou chmelové
pryskyfice, polyfenoly a chmelové silice. Tekavé latky obsazené jeSté v nezpracovaném
je¢meni se zapracovavanim ¢aste¢n¢ odstranuji (v prubéhu hvozdéni pasobenim vyssich teplot)

a soubézné nastavaji Maillardovy reakce, pti nichz vznikaji dal§i aromatické latky [1].

1.1.6.1 Chmelové silice
Chmelové silice jsou smési n¢kolika set latek, které maji rizné chemické slozeni a rtzné
fyzikalni vlastnosti. Déli se do tfi zakladnich skupin:

e uhlovodikova frakce;

o kyslikata frakce (oxidovand);

e frakce sirnych sloucenin.
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Uhlovodikova frakce chmelovych silic obsahuje:

e alifatické uhlovodiky — oktan, pentan, isopren, undekan az heptadekan;

e monoterpeny — myrcen, a-pipen, B-pipen, limonen, f-ocimen atd.;

e seskviterpeny — [B-farnesen, o-humulen, a-selinen, [-selinen, [-karyofylen,

v-kadinen, d-kadinen, y-muurolen, ...;

e acyklické, mono-, di- a tricyklické seskviterpeny [1, 39, 43].
Kyslikata frakce je slozitou smési terpenovych, seskviterpenovych, aromatickych
a alifatickych alkoholt, déale riznych aldehydi, ketontl, kyselin, esteri a epoxidi. Z volnych

terpenovych alkoholil jsou nejvice zastoupeny: linalool, neridol a geriniol.

Frakce sirnych sloucenin je tvofena terpenovymi sulfidy, polysulfidy a thiostery, jako jsou

napiiklad dimethylsulfidy, dimethyltetrasulfid, sulfan a myrcensulfid [1, 39, 43].

1.1.6.1.1 Linalool
Linalool, jak jiz bylo uvedeno, je monoterpenovy alkohol fadici se mezi chmelové silice.
Systematicky nazev tohoto monoterpenu je 3,7-dimethyl-1,6-oktadien-3-ol. Vyskytuje se
ve dvou stereoizomerech, které jsou znazornény na obrazku 8:

e (S)-(+)-linalool = likareol

¢ (R)-(-)-linalool = koriandrol.
Linalool je v pfirod¢ produkovan mnoha rostlinami, ptevazné z ¢eledi hluchavkovitych (vonné
byliny, mata), routovitych (citrusy) a vaviinovitych (skofice, vaviiny). Rostliny tuto latku
produkuji predev§im kvuli antimikrobidlnim U¢inktim, jez chrani rostlinu. Likareol, vonici
drevitou, nebo levandulovou vini, se nejvice vyskytuje ve vaviinu, v levanduli a v bazalce.
Koriandrol, vyskytujici se hlavné v koriandru, ma vyraznou viini po kvétinach, citrusech
a bylinach. Pomér S- a R- formy linaloolu se béhem pivovarského procesu a starnuti méni
ve prospéch S-formy. Hlavni roli hraje pti vyrob& piva pomoci studen¢ho chmeleni, kdy se

v takto vyrobenych pivech vyskytuje ve vyssich koncentracich a zodpovida za citrusové aroma.

Linalool samovoln¢ oxiduje na vzduchu pii pokojové teploté za vzniku primarnich oxida¢nich
produktl (nejméné dva hydroperoxidy) a vétSiho mnozstvi sekundarnich oxidacnich produkti.
Jako aditivni latka se pfidava do népoji a potravin. Je také hojné vyuzivan v kosmetickém
pramyslu (pfi vyrobé riznych Sampdént, mydel, antiperspirantl a parfému), v mediciné (ma

sedativni a protizanétlivé ucinky) a v zeméd¢lstvi jako insekticid [43—45].
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Obrazek 8: Stercoizomery linaloolu [46]

1.1.6.2 Aromatické latky sladu
Tvorba vonnych a chutovych latek zavisi na kvalité¢ pivovarskych surovin, stejné
tak prekurzori aromatickych latek, které¢ se transformuji az na aromatické latky. VéEtSina
tékavych aromatickych latek ve sladu vznika Maillardovymi reakcemi (= neenzymatické reakce
mezi redukujicimi sacharidy a aminoslouceninami). Proto se za primarni prekurzory
aromatickych latek sladu povazuji volné aminokyseliny a redukujici sacharidy. Béhem procesu
sladovani dochéazi pomoci proteolytickych enzymii (exo- a endopeptidaz) ke stépeni bilkovin.
Dochéazi ke zvySeni rozpustnosti dusikatych latek v zrnech je¢mene. Obsah bilkovin ovliviiuje
stabilitu pény a jeji charakter. Také pfispivaji k plnosti piva. Béhem hvozdéni sladu vznikaji
Koncentrace aromatickych slozek ve sladu zavisi na:

e rychlostech jejich vzniku

e transformaci

e odpareni béhem hvozdéni [32].
Latky pfispivajici k viini a chuti sladu jsou: kyseliny, aldehydy, ketony, alkoholy, estery

a heterocyklické slouceniny, které obsahuji siru, dusik nebo kyslik.

Na aroma sladu se podili i dals§i produkty jinych reakci. Radi se sem vonné
B-dioxopiperaziny a apokarotenoidy s nizkymi podnétovymi prahy ((E)-B-2,4-damascenon).
B-dioxopiperaziny maji hotko-kovovou, nebo hotkou chut a wvznikaji z aminokyselin

a z linearnich dipeptidi.

Lipidova frakce se také podili na vysledném aroma. Béhem hvozdéni se mastné kyseliny lipidi
oxiduji a degraduji za soucasného vzniku mnoha latek, jako jsou naptiklad: niz§i mastné

kyseliny, nenasycené aldehydy a ketony [32].
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Nejvice aromatickych latek se nachazi ve specialnich sladech (barevny a karamelovy), které se

pouzivaji hlavné pro vyrobu specialnich piv a piv tmavych [32].

1.1.6.3 Aromatické latky vznikajici béhem procesu vyroby piva
Béhem procesu vyroby piva dochazi ke ztratim a ke vzniku aromatickych t€kavych latek.
Prvnim procesem, ktery ma vliv na obsah aromatickych t€kavych latek, je chmelovar, dale pak

kvaseni, dokvasSovani v lezdckém sklepég, skladovani a nakonec transport hotového piva.

V prubéhu chmelovaru vyssimi teplotami dochazi ke ztratam té¢kavych latek majicich nizsi bod
varu (hlavné senzoricky nezadouci latky), tvoii se produkty Maillardovych reakci. Sladina se
béhem varu obohacuje o chmelové silice, které jsou zadouci (linalool, myrcen a oxidacni

produkty chmelovych silic — zptsobuji travnaté aroma) [47, 48].

Jak jiz bylo v této praci uvedeno, kvaSenim dochdzi ke vzniku ethanolu, oxidu uhlicitého,
a 1 dalSich vedlejsich metaboliti (vyssi alkoholy, mastné kyseliny, aldehydy, estery a diketony).
Vyssi alkoholy vznikaji hlavné na zacatku kvaSeni. Jejich tvorba je zavisla na teploté a na
pouzitém kmeni kvasinek. Vznikd hlavné: propan-1-ol, 3-methylbutan-1-ol, fenylethanol,
2-methylbutan a 2-methylpropan-1-ol. Aroma téchto vysSich alkoholli se popisuje jako
alkoholové, nebo kvétinové. Estery jsou produkty reakci mastnych kyselin a alkoholt. Vznik
téchto estert je limitovan mastnymi kyselinami, vy$§imi alkoholy, enzymovou aktivitou a opét
teplotou. V pivu vznikaji nasledujici estery: ethylacetat, ethylbutyrat, ethylhexanoat,
ethyldodekanoat, isobutylacetat a isoamylacetat. AvSak nejvyznamnéjsi je vznikajici
ethylacetat, ktery je ve vyssich koncentracich nezaddouci. Estery obecné ud€luji pivu ovocné
aroma. Aldehydy vznikaji stejné jako vyssi alkoholy, na zacatku kvaseni. Jejich produkce je
zavisla na mnozstvi kvasinek, obsahu kysliku a na teplot&. Cim je vice kvasinek a ¢im je méné
kysliku v mlading, tim dochazi k vyssi tvorbé aldehydit. Vznikd naptiklad: acetaldehyd,
furfural, methylglyoxal, glyoxal, benzaldehyd a fenylacetaldehyd. NejpodstatnéjSim
vznikajicim aldehydem je acetaldehyd, ktery je pti vyssich koncentracich nezadouci. Zptisobuje

zatuchlé, nebo zeleninové aroma [49-53].

DokvaSovanim v lezackém sklepé dochdzi k upraveni nepiijemné hotkosti a kvasni¢né chuti
zeleného piva a vytvaii se typicky buket a chut’ zralého piva. Zaroven dochazi ke zmén¢ obsahu
rozpusténych latek 1 t€kavych slozek v zavislosti na pouzitych surovinach, kmenu kvasinek
a technologii. Méni se obsah sirnych sloucenin, které dotvéareji optimalni organoleptické
vlastnosti piva. Ty se mohou i pfi nizké koncentraci projevit senzorickym zhorSenim piva.

Dulezitym ukazatelem pifi dokvaSovani a zrani je obsah dimethylsulfidu, jenz je nezadouci
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a dava pivu aroma po varené zelenin€. Také muze dochéazet ke zvySovani obsahu acetaldehydu,
ktery pfi vysSich koncentracich zpiisobuje, ze pivo voni po jablkach. Dochazi ke zvySovani
koncentrace estert. Ty jsou vedle vyssich alkohold hlavnimi slozkami buketu a maji pozitivni
vliv na senzorickou charakteristiku piva. V pivu pfevazuje z vicinalnich diketoni biacetyl

a jeho prekuzory. Jejich obsah vSak béhem dokvaSovani a zrani klesa v zavislosti na teploté [1].

Béhem skladovéani a transportu piva k zdkazniklim dochézi k tzv. starnuti piva. Nastavaji
senzorické zmeény, které se projevuji neptiznivym aroma a nepiiznivou chuti. Tyto zmény jsou
zpusobeny  karbonylovymi  slouceninami,  respektive  nenasycenymi  aldehydy
(trans-2-nonenal). Z toho divodu se do piva ptiddvaji antioxidanty, které maji za ukol

oddalovat starnuti piva (kyselina askorbova, oxid sifi€ity, nebo polyfenolové latky) [54].

Aromatické latky vznikajici b€hem procesu vyroby piva (kvaseni, chmelovar) nemusi byt jen

pozitivni. Vznikaji také latky s nezddoucim aroma [49-53].

1.1.7 Druhy piv
Piva se v Ceské republice déli dvojim zptisobem:

e dle barvy

e dle obsahu alkoholu, ptivodniho extraktu a zptisobu kone¢né upravy.
Dle barvy se piva déli na svétld, tmava, polotmava a fezand. Svétla piva jsou vyrabéna hlavné
ze svétlych sladii a v zahranic¢i se oznacuji jako pale. Tmava piva oznacovéana ve svété jako
dark se vyrab¢ji z tmavych, karamelovych, nebo ze svétlych sladii v kombinaci s barevnymi
slady. Z ekonomickych diavodi se ke zvysSeni barvy v pivovarstvi vyuziva tzv. kulér (= roztok
zkaramelizovaného cukru). Polotmava piva jsou opét vyrabéna z tmavych, karamelovych, nebo
ze svétlych sladii v kombinaci s barevnymi slady. Tato piva jsou mezistupném mezi svétlymi
atmavymi pivy. Vyrabi se tak, Ze se vafi mladina do pozadované barvy. V zahranic¢i se oznacuji
jako amber, red, nebo semi-dark. Rezana piva vznikaji michanim svétlého a tmavého piva pii

staceni/vycCepu [2, 42].

Mezi piva, ktera se rozdé€luji dle obsahu alkoholu, ptivodniho extraktu a zplisobu konecné

upravy patfi:

e stolni piva; e piva s niz§im obsahem alkoholu;
e vycepni piva; ¢ nealkoholickd piva;

o lezaky (lager), e piva z jinych obilovin;

e specialni piva; e pSenicna piva;

e portery; e kvasnicova piva;
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e ochucena piva; e michané napoje z piva.

e kvasené sladové ndpoje;

Stolni piva se vyrabi prevazné z jeénych sladu, stejné tak ostatni piva, jako naptiklad: piva
vycepni, lezaky, portery a specialni piva. Jsou v§ak rozdilna v extraktu piivodni mladiny. Stolni
piva maji extrakt ptivodni mladiny do 6 % hm, vy¢epni piva 7-10 % hm., lezaky 11-12 % hm.,
specidlni 13 % hm. (i vyssi) a portery 18 % hm. (i vyssi).

Piva s niz8im obsahem alkoholu obsahuji nejvyse 1,2 % obj. (= 1,0 % hm.) alkoholu.
Nealkoholické piva nesmi obsahovat vice nez 0,5 % obj. (= 0,4 % hm.) alkoholu. Ochucené
pivo se vyrabi s pridavkem urcitych latek slouzicich k aromatizaci potravin nebo surovin
s vlastnim aromatem, potravinovych dopliikd, lihovin nebo ostatnich alkoholickych néapoji.
Obsah alkoholu z pfidanych lihovin, nebo jinych alkoholickych ndpoji nesmi piekrocit obsah

alkoholu v pivodnim pivu.

Piva vyrabéna z jinych obilovin jsou piva, u kterych vice nez 1/3 extraktu z pouzitého sladu
pochazi z jiného sladu nez je¢ného. PSeni¢na piva musi byt vyrabéna s podilem extraktu
z pouzitého pSeni¢ného sladu vétsim nez 1/3 hmotnosti celkové dodaného extraktu. Kvasnicové
pivo se vyrabi tak, Ze se do hotového piva dodate¢né ptida Cista kvasni¢na kultura nebo podil
prokvaseni mladiny. KvaSené sladové napoje se vyrabi ze sladiny stejnou pivovarskou

technologii jako klasické pivo.

Michané néapoje z piva (Beercooler) se vyrabi smichanim nealkoholického népoje s pivem a se

sodovou vodou. Diky tomu maji tyto napoje nizsi obsah alkoholu [2, 42].

1.1.8 Konzumace piva v Ceské republice

Pivo vyrabéné v Ceské republice (CR) ma dlouholetou tradici a fadi se mezi nejznaméjsi piva
na celém svétd. Ceské pivo méa chrandné zemépisné oznaceni CHZO. Uelem oznadeni CHZO
je zachovani dobrého jména a kvality piva vyrabéného v CR. Toto oznaceni deklaruje, Ze pivo

bylo vyrobené na tzemi CR z definovanych surovin a definovanym zptisobem [2, 42].

V CR se v dne$ni dobé vyrabi vice nez 21,3 milionti hektolitrii piva za rok. Dochézi také k vétsi
konzumaci tohoto napoje. Obrazek 9 znazoriiuje spotiebu piva na osobu a rok. Tyto Udaje

pochazeji z Ceského statistického Gfadu z roku 2020 [55].
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Obrazek 9: Graf spotieby piva v CR v litrech na osobu a rok [55]
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1.2 Klasické postupy vs. mikroextrakéni metody

Analytické metody zahrnuji procesy, jako je odbér vzorkt, ptipravu téchto vzorki k analyze
(destilace s vodni parou nebo extrakce vhodnym rozpoustédlem) a analyzu. Mezi kritické kroky
celého analytického procesu se tadi priprava vzorku, a to ztoho divodu, Ze pii pouziti
nevhodné metody muiize dojit k jeho znehodnoceni. Klasické postupy k piipravé vzorku jsou
casto Casové narocné, zdlouhavé, vicestupiiové, potiebuji velky objem rozpoustédel a tim
padem vedou ke =ztrat¢ analytu. V dneSni dobé nabizeji rizné inovativni techniky
(mikroextrakéni) mnohé vyhody, jako jsou: vyssi Gi¢innost extrakce, asova nendro¢nost, vyssi
selektivita, citlivost automatizovatelnost, financni dostupnost, nizkd spotieba rozpoustédel
a Setrnost k Zivotnimu prostiedi. Tyto mikroextrakéni techniky jsou obecné zalozeny na
miniaturizaci zakladnich rezimt extrakce. Analyty jsou z velkych objemil vzorkl extrahovany

do malych objemt (dochazi k zakoncentrovani analytu) [56].

1.2.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME = Solid Phase Microextraction) je jednoduchd
bezrozpoustédlova izola¢ni metoda vyvinuta profesorem Januszem Pawliszynem a poprvé
publikovdna v roce 1990 na univerzit¢ Waterloo v Ontariu v Kanad¢ [57]. SPME vyuziva
proces sorpce a desorpce na specialni vldkno (kfemenné nebo ocelové) potazené vhodnou
stacionarni fazi (SF) umisténé v duté jehle. SPME slouzi k izolaci a k zakoncentrovéani analytu.
Tato metoda umoznuje ziskani analytu v dostatecném mnozstvi a bez nezadoucich pfimési.
Neni naro¢nd na instrumentaci. Vyuziva se v riznych oborech, a to od zeméd¢lstvi az po
medicinu. V kombinaci s vhodnou analytickou metodou, kterd nasleduje po SPME, slouzi jak
pro kvantitativni, tak i kvalitativni analyzu. Umoznuje téz ziskani linearni kalibracni kiivky
v Sirokém koncentracnim rozmezi. Nejcastéji se vyuziva ve spojeni s plynovou chromatografii
(GC = Gas Chromatography) a s vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC = High
Performance Liquid Chromatography) [57-60].

Mikroextrakce se provadi dvéma zptsoby (obrazek 10):

e headspace (HS-SPME = Headspace Solid Phase Microextraction)

e piimym ponoifenim (DI-SPME = Direct Immersion Solid Phase Microextraction).
U DI-SPME je vlakno ponofeno do vodného roztoku. Tato mikroextrakce je vhodna pro
neté¢kavé latky v kapalném, nebo tuhém skupenstvi. Dochdzi k ustanovovani rovnovahy
ve dvoufazovém systému (vzorek - SF na vlakn€¢). U HS-SPME je vlakno vystaveno
parni fazi nad vzorkem obsahujicim té€kavy analyt (snadnéji ptechdzejici do plynné faze).
Analyt se sorbuje na povrch vldkna, dokud neni dosazena rovnovéha tfifazového systému
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(vzorek - plynna faze nachdzejici se nad vzorkem - SF na vlakné¢). Molekuly prechazeji nejprve
do plynné faze, ve které se pohybuji rychleji nez na pocatku ve vzorku, a dale pak se sorbuji
z headspace (HS) prostoru na SF vldkna. Je dulezité tuto metodu optimalizovat, protoze
zvySovanim teplot sice miiZze dochéazet k lepSimu zakoncentrovani v HS prostoru, ale souc¢asné
se muzZe vice uplatiiovat desorpce z vldkna do HS. Rychlost sorpce lze ovlivnit zvySenim
teploty, vysolenim, kdy dochazi ke zvyseni iontové sily vzorku, nebo tipravou pH. HS-SPME
se vyuziva Castéji nez DI-SPME, jelikoZ sorpce z HS prostoru na vlékno je rychlejsi (molekuly
se pohybuji rychleji v plynném prostredi nez v kapalném a dochazi k rychlejsimu ustanovovani

rovnovahy). RovnéZ je vlakno chranéno pied Skodlivym sloZenim vzorku [58—-60].

SPME stfikacka

Roztok vzorku

Analyt Analyt

Michadlo

DI-SPME HS-SPME

Obrizek 10: DI-SPME a HS-SPME [61]

1.2.1.1 Postup mikroextrakce tuhou fazi

SPME je principialné velice jednoduchd metoda. Jeji hlavni soucést je tenké kiemenné vlakno
pokryté vhodnou stacionarni fazi (obrazek 11). Toto vldkno se pted extrakci ukryvéa uvnitt
duté kovové jehly slouzici jako ochrana pfed mechanickym poSkozenim vldkna a k propichnuti
septa zatky nadobky, ve které se nachazi vzorek. Vlakno ma délku 1-2 cm. Cely postup Ize
rozdélit do dvou po sob& jdoucich fazi. V prvni fazi je propichnuto dutou jehlou septum
nadobky se vzorkem a pomoci pistu je vysunuto vlakno z jehly pfimo do vzorku, nebo do
prostoru nad hladinou vzorku. Po vysunuti vldkna dochazi k sorpci analytli ze vzorku na
staciondrni fazi vlakna. Sorpce probiha do dosazeni rovnovahy, coz je individualni (2—90 min).
V dalsi fazi se po dosazeni sorpéni rovnovahy vldkno opét pomoci pistu zasune zpét do duté
jehly. Cela jehla se nasledné piesune do nastfikového prostoru zatizeni (GC nebo HPLC), kde

prob&hne desorpce, separace a kvantifikace analyt [58—63].
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Desorpce analytli u GC probiha tak, Ze se vlakno pfenese do nastfikového portu plynového
chromatografu. Analyt se desorbuje z vldkna zahfatim a pfenasi se na kolonu, kde probiha
separace. Optimalni teplota desorpce je rovna bodu varu nejméné tékavé latky. U&innost
desorpce je zavisla na nékolika parametrech: tlaku par analytu, typu vlakna, teploté desorpce,
dobé expozice atd. Desorpce u HPLC se neprovadi jako u GC termalné, ale rozpoustédlem,
nejcastéji mobilni fazi (MF). Je zapotifebi specialni adaptér a k uvolnéni analytti dochazi
v desorpcni komote. Desorpce se déli na dynamickou a statickou, a to podle sily sorpce analytt.
U statické desorpce se desorpcni komora plni desorpénim ¢inidlem (MF), do kterého se vldkno
ponofi. Zde probiha desorpce urcitou dobu. Poté je desorbovany materidl undSen mobilni fazi
na kolonu. U dynamické desorpce jsou analyty vymyvany ptimo v proudu MF a unaseny na
kolonu. Tepelnd desorpce u GC a desorpce rozpoustédlem u HPLC jsou znazornény

na obrazku 12 [58-63].
I— Pist

Aretace pistu _l
'
T¢lo strikacky
Ochranna jehla =71
Ocelova tycinka
SPME vldkno

Obrazek 11: Manualni uspotadani SPME [64]

uchyceni SPME
0 ¢ vEikna
desorpini
kolona

Detektor

rozpoustedlo
o . odpad

sesticestny ventil

mobilni faze

vstup do LC Kolony

Obrazek 12: Tepelna desorpce u GC a desorpce rozpoustédlem u HPLC [65]
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Optimalizace SPME metody je dileZitym krokem, diky tomu se ziskaji dostatecné piesné
a spolehlivé vysledky. To je ovSem ovlivnéno ur¢itymi faktory: polarita a tloustka SF (plati
Liebigovo pravidlo podobné se rozpousti v podobném), zpiisob vzorkovani, pH a iontova sila

roztoku, michani, teplota a doba sorpce.

Optimalni doba sorpce se voli tak, aby bylo dosazeno co mozna nejucinnéjsi extrakce analytu
(dosazeni rovnovahy — nevyssi citlivost a dobra opakovatelnost). Tato doba se nejlépe zjisti

prométenim zavislosti vytéznosti na dob¢ sorpce.

Vzorek je mozné také zahtivat, nebo michat. Zahfevem dochazi ke zkracovani ¢asu k dosazeni
sorpcni rovnovahy. Zvysuje se totiz koncentrace analytl v headspace prostoru. Teplota se tedy
voli dle slozeni vzorku, pro tékavé latky niz$i teplota a pro malo tékavé latky, nebo slozité
vzorky vyssi teplota. Michanim opét dochézi ke zkracovani ¢asu k dosaZeni sorpéni rovnovahy.
Je dulezité, aby michani probihalo konstantné, nebot proménlivé michéni snizuje

opakovatelnost stanoveni [58—63].

Upravou pH se zvySuje iontova sila roztoku. Toho se vyuZiva pii extrakci bazickych
a kyselych slozek, a to z toho dtiivodu, aby se potlacila disociace latek. Znamena to, ze bazické

slozky se extrahuji v bazickém prostiedi a kyselé slozky v kyselém prostiedi [58—63].

1.2.1.2 Stacionarni faze pri mikroextrakci tuhou fazi

Volba stacionarni faze piedstavuje prvni krok SPME. Voli se s ohledem na stanovovany analyt,
ktery se stanovuje a plati opét Liebigovo pravidlo (podobné se rozpousti v podobném). To
znamena, ze pro polarni latky se voli polarni SF a pro nepolérni latky nepolarni SF. Dale je
nutné brat v ivahu tloustku vrstvy SF, nebot’ silnéjsi vrstva SF je schopna extrahovat vétsi
mnozstvi analytu (extrakce bude trvat delsi dobu) a naopak. Z tohoto diivodu se pro zachyceni
vice t€kavych latek pouziva silngj$i vrstva. Slab$i vrstva se vyuziva k zachyceni stfedné
tékavych latek. Slabsi vrstva nema ovSem tak dobré vlastnosti jako vrstva silnd, ale desorpce
u silngjsi vrstvy trva delsi dobu. Jak jiz bylo vyse uvedeno, podstatou SPME je kiemenné
vlakno pokryté vhodnou SF. Nejcastéji pouzivané SF, jejich tlouStka, polarita, pro jakou

chromatografii a pro jaké analyty jsou vhodné, jsou uvedeny v tabulce 2 [59, 65, 66].
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Tabulka 2: Nejcastéji pouzivané stacionarni faze [65,66]

Tloustka SF | Polarita Urceno
Druh SF [um] SF pro Analyty
7 GC/HPLC tékaveé,
Polydimethylsiloxan (PDMS) 30 nepolarni | GC/HPLC stfedné tékavé,
100 GC/HPLC stfedné t¢kavé
. - stfedné polarni,
Polyakrylat (PA) 85 polarni | GC/HPLC t&kavé
Carbowax/divinylbenzen (CW/DWB) 65 polérni GC polérni
. . S, stopové mnozstvi
Polydimethylsiloxan/Carboxen (PDMS/CAR) 75 bipolarni GC tekavych latek
Polydimethylsiloxan/divinylbenzen 65 bipoldrni GC I(’)gleirl?é Lezklzvfpljfg
(PDMS/DVB) 60 HPLC pro HPLC)
. . . tékavé, stfedné
Polydimethylsiloxan/Carboxen/divinylbenzen R C1o s 14
(PDMS/CAR/DVB) 30/50 bipolarni GC telg;v_ecl;gky

1.2.2 Vicenasobna headspace extrakce

V roce 1977 Kolb a Pospisil predstavili metodu kvantitativni analyzy tékavych latek v tuhych
vzorcich pomoci headspace extrakce a GC detekce. Metoda byla nazvana diskontinualni
plynova extrakce. Byla zalozena na postupné extrakci plynu, po které nasledovala analyza
extrahovanych t¢kavych latek. Diskontinualni plynovéa extrakce byla v roce 1981 pfejmenovana
na vicenasobnou headspace extrakci (= Multiple Headspace Extraction, MHE), ktera je
kombinovana s SPME (MHS-SPME, Multiple Headspace Solid Phase Microextraction)
a SDME (MHS-SDME, Multiple Headspace Single Drop Microextraction, mikroextrakce
jednou kapkou). MHE odstrafiuje matricové efekty a umoziluje piimé stanoveni analytl
v tuhych a slozitych vodnych matricich technikami headspace. Teoreticky se vypocita celkové
mnozstvi analytu ve vzorku po nékolika postupnych extrakcich ve stejnych casovych
intervalech. Je-li pfi prvni extrakci odstranéna c¢ast horniho (headspace) prostoru,
dojde k naruseni rovnovahy mezi analytem v roztoku vzorku a headspace prostorem. Protoze
se vzorek muze znovu ekvilibrovat, mliize migrovat vice analytu z vodného vzorku do
headspace prostoru. Koncentrace v roztoku vzorku a v prostoru nad exponencialné klesaji
a budou nyni mensi nez pii prvni extrakci, ale pomér mezi koncentraci analytu v roztoku vzorku
a nad nim bude stejny. Druhé extrakce a analyza vede tedy k tomu, Ze ve vysledném zaznamu
(chromatogramu) se ziskaji mensi plochy pikd. V kazdém kroku dochazi tedy k opakovanému
ustanovovani rovnovah. Pokracovanim timto postupem je mozné ze vzorku odstranit v§echny
tékavé latky. Jednotlivé plochy pikti se pak sectou a ziskd se celkovd plocha piku,
ktera odpovidd celkovému mnoZstvi analytu ve vzorku. VIiv matrice je tak eliminovan

vyCerpavajici extrakei. Protoze postup MHE sleduje logaritmickou funkci, neni pozadovano,

41



aby se extrakce provadély, dokud neni veSkery analyt z matrice odstranén. Misto toho jsou
logaritmy raznych hodnot plochy z naslednych analyz vyneseny proti poctu analyz v linearnim
meéfitku a celkova hodnota plochy je ziskana regresivnim vypoctem z ploch ziskanych pouze

v n¢kolika extrak¢nich krocich [67, 68].

MHS-SPME je postupnd metoda HS-SPME. Kazdy krok této metody se stava ze dvou dil¢ich
kroki:
e rozdéleni analytl do tfifazového systému (potah vldkna / headspace prostor / matrice
vzorku);
e desorpce analytu z vlakna do plynového chromatografu.
K provedeni MHS-SPME musi byt splnény tfi podminky:
e vztah mezi plochou piku a mnozstvim analytu zachycené na SF vldkna (mnoZstvi
analytu zavedeného do GC) musi byt linearni v celém zkoumaném rozsahu;
e bchem vSech extrakénich krokl musi byt distribuéni konstanty analytu mezi vzorkem
a headspace prostorem / mezi headspace prostorem a vladknem / mezi vzorkem
a vlaknem konstantni;
e pro kazdy krok extrakce musi byt stanovena celkovéa rovnovéha analytu v tfifazovém
systému.
Hmotnost analytu extrahovaného SF vlakna (my) souvisi s celkovou rovnovahou analytu

v tfifdzovém systému a mlze byt vyjadiena, jakmile je rovnovahy dosazeno jako (rovnice 4):

Kgs Ve

me= ——— 0 "Mo, “4)

" Kgs Vi+Kns Vi +Vs
kde mo je poc¢ate¢ni hmotnost analytu tfifdzového systému, K a Kps jsou distribucni konstanty
(SF / matrice vzorku a plyn / matrice vzorku). Vi, Vi a Vs jsou objemy (SF, plynné faze
a vzorku). Bylo shrnuto, ze koncentrace a aktivita jsou piiblizné stejné, ponévadz analyt je ve
fazich ve stopovych mnozstvich. Pokud jsou distribu¢ni konstanty a fazové objemy konstantni,
je hmotnost analytu absorbovaného SF umérna pocateCni hmotnosti analytu (rovnice 5)
a rovnici lze ptepsat jako (rovnice 6):
me = amy, (5)

kde a (0 < a < 1) je konstanta zahrnujici nasledujici konstanty (rovnice 6) [69]:

_ Kes Ve 6)
a =
Kt Ve + Kns Vi + Vs
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MHS-SPME je provadénd v postupném poctu extrakci (N) na stejném vzorku, dokud neni
ze systému odstranén cely analyt = mg = hmotnost analytu ve SF na konci prvni extrakce

(rovnice 7):

meg = amy, (7)
po druhé a treti extrakci (rovnice 8 a 9):
mep = mey (1 — ), (8)
mez = myy (1 - @)?, ©)
a po i-té extrakcei (rovnice 10):
mg = mg (1 — o)L (10)

Plocha piku souvisi s mnozstvim analytu zavedeného do plynového chromatografu = hmotnost
analytu absorbovaného SF vldkna (rovnice 11): (k je instrumentalni konstanta)
A =kmyg . (11)
Rovnici 11 Ize prepsat jako (rovnice 12):
Aj=kmy (1-) P =4,(1-a)"" =4 7, (12)
kde Bje (1 —a)a 0 <P <1, asoucet vSech dil¢ich ploch pikl Ize vypocitat jako (rovnice

13 a 14):

Ar=AL + A, + As+. . .+ Ay (13)
Ar=A; [1+B+p%+. . .+pV 1] (14)
Rovnice 14 je geometricka posloupnost, jejiz soucet je (rovnice 15):
C A
A = ZAi = (15)
i=1 1-8

Podle rovnice 15 1ze celkovou plochu piku vypocitat pouze ze dvou hodnot:
e prvni plochy piku 41;
e konstanty f.
Prvni je naméfena hodnota, zatimco druhou hodnotu lze ziskat z linedrni regresni analyzy
(rovnice 16):
In4; = (i — 1) Inp + In4,, (16)
coz je logaritmickd forma rovnice 12. Hodnotu B Ize vypocitat ze sklonu linearniho grafu

(obrazek 13) ziskaného z n€kolika (tii nebo Ctyt) stanoveni HS-SPME-GC [69].
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(i-1)
Obrazek 13: Linearni graf zavislosti In4 vs. (i — 1) [69]

Obrazek 14 predstavuje chromatografické piky ziskané ze ctyt stanoveni HS-SPME-GC.
Nakonec Ize pocatecni hmotnost analytu ze vzorku mo vypocitat z celkové plochy piku At

a kalibra¢niho faktoru £, ktery lze ur¢it pomoci standardniho roztoku analytu [67—69].

prvni extrakce

A ,
druha extrakce
r’l ,I v .
’ tieti extrakce
4

_a= Ctvrta extrakce

Obrazek 14: Chromatografické piky ziskané ze ctyt stanoveni HS-SPME-GC [69]
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1.3 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie (= GC, Gas Chromatography) je analyticka, elu¢ni a separacni
technika vyuzivand k analyze tékavych latek v plynné fazi. Slouzi jak pro kvalitativni, tak 1 pro
kvantitativni analyzu.
V této technice dochazi k déleni slozek vzorku mezi dvé nemisitelné faze — staciondrni (SF)
a mobilni (MF). Vzorkem muzZe byt kapalina, nebo plyn. Podminkou ale je, ze kapalné vzorky
musi byt snadno zplynitelné a vzorky se nesmi pii teplotich separace rozkladat. Vzorek je
nejdiive nastfiknut do vyhfivané nastiikové komory neboli injektoru, kde dochazi k jeho
odpateni. Odpateny vzorek je unaSen proudem MF (= nosny plyn — argon, helium, dusik, nebo
vodik) na kolonu. SloZky vzorku jsou pak zachytavany na koloné obsahujici stacionarni fazi.
Stacionarni fazi je:

e kapalina adsorbovéna na inertnim nosici, nebo imobilizovana na sténdch kapilary

(Gas Liquid Chromatography, GLC — plynova rozdélovaci chromatografie);

e tuhy adsorbent (Gas Solid Chromatography, GSC — plynova adsorp¢ni chromatografie).
Jednotlivé slozky odpaieného vzorku (plynu) se zachytdvaji na zacatku chromatografické
kolony, ty jsou pak desorbovany cerstvou MF. MF unasi odpafeny vzorek postupné smérem
ke konci kolony. Separacni proces se tak neustile dokola opakuje. Jednotlivé slozky
odpafen¢ho vzorku postupuji kolonou svou vlastni rychlosti. Rychlost postupu
chromatografickou kolonou je zavisla na distribu¢ni konstanté slozky Kp (rovnice 3) [70-72].

Kp = ¢cs/cm (17)

Cs, Cy = rovnovazna koncentrace slozky ve SF a MF

Separované latky z kolony vychazeji postupné s rostoucimi hodnotami distribu¢nich konstant.
Riizné slozky maji riznou afinitu ke SF, z toho diivodu se budou na SF zadrzovat riznou dobu.
Z kolony pak nasledné vstupuji do detektoru, ktery ihned indikuje koncentrace separovanych
latek. Signal z detektoru se vhodné€ upravuje a registruje. Na uplném konci chromatografického
procesu vznikne chromatograficky zaznam (= chromatogram). To je zavislost signalu dané¢ho
detektoru na ¢ase. Zaznam ma podobu pikd. Pro kazdou separovanou slozku je jeden pik.
Nasledné 1ze dle polohy jednotlivych pika identifikovat latku a pomoci vysky piki Ize zjistit
mnozstvi latky ve vzorku, protoze plocha jednotlivych pikl je umérnad mnozstvi této latky.

Schéma plynového chromatografu je zobrazeno na obrazku 13 [70-72].
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Obrazek 14: Schéma plynového chromatografu [70]
1.3.1 Kolony

V plynové chromatografii se uplatituji dva druhy kolon, a to népliiové a kapilarni. Naplhové
kolony maji tvar trubice o priméru 2—5 milimetrii a délky desitek centimetri az 400 centimetru.
Nejcastéji jsou vyrdbény ze skla, nebo nerezové oceli. Kolony obsahuji vhodny nosi¢ se
zakotvenou SF, nebo vhodny adsorbent. Napliiové kolony se vyznacuji vyssi kapacitou, nez je
u kapilarnich kolon. Kapilarni kolony jsou zhotoveny z kiemenného skla. Potahuji se filmem
polyimidu kvili zajisténi jejich pevnosti. Jejich vnitini primér je v rozmezi 0,1-0,75 mm
a mohou byt dlouhé 5-150 m. V GC se pouzivaji tfi riizné typy kapilarnich kolon, které se déli
dle ulozeni SF uvnitf kapilary (obrazek 14) [73-76]:
e SCOT (= Support Coated Open Tubular) — stacionarni fazi je kapalina zakotvena na
nosici, ktery je ukotven na sténé kapilary;
e PLOT (= Porous Layer Open Tubular) — staciondrni fazi je poérovity adsorbent
zachyceny na sténéch kapilary;
e WCOT (= Wall Coated Open Tubular) — stacionarni fazi je tenky film kapaliny, ktera

je zakotvena na sténach kapilary.

Obrazek 15: Umisténi stacionarni faze uvnitf kapilary [77]
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Stacionarni faze se vybird dle analyzovaného vzorku (dle jeho charakteru a bodd varh
jednotlivych slozek). SF pro plynovou chromatografii jsou: polydimethylsiloxan,
poly(fenylmethyldimetyl)siloxan,  polyethylenglykol,  poly(dikyanoallyldimethyl)siloxan
a poly(trifluoropropyldimethyl)siloxan. GC chromatograf je také vybaven termostaty, které
maji zajiStovat dostatecnou teplotu v kolon¢€, v davkovaci, a i v detektoru (plyny vychazejici
z kolony nesmi kondenzovat na sténach detektoru). Vyuziva se z toho diivodu, aby vzorek po

celou dobu zlstal v plynném skupenstvi [73-76].

1.3.2 Detektor

Detektor je specidlni soucast plynového chromatografu, ma za tkol detekovat v mobilni fazi
(nosném plynu) slozky opoustéjici kolonu. Fyzikalné-chemicka vlastnost vzorku se zde pievadi
na meétitelny signal (vétSinou na elektricky signal). Signal je pak zaznamendvan v zavislosti na

Case.

V GC chromatografii se nejcastéji vyuzivaji dva typy detektorti, a to plamenovy ionizacni
detektor a hmotnostni detektor. Detektor je spojen s hardwarovym zafizenim. Toto zafizeni

umoziuje zobrazeni signalu pro rizné analyty [73, 78].

1.3.2.1 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Plynovéa chromatografie se v soucasnosti bézn¢ spojuje s hmotnostni spektrometrii (= MS,
Mass Spectometry), protoze samotnd GC nedovede slouceniny, které rozseparovala,
identifikovat. Pomoci MS je mozné identifikovat rozseparované latky na GC. Pro obé¢ tyto
techniky se musi vzorek nachéazet v plynné fazi. Po provedeni GC separace se analyt prevede
do prostoru hmotnostniho (MS) spektrometru. To se uskute¢iiuje pomoci tzv. ,,interface®. Jejim
ukolem je kvantitativne pievést analyt z prostoru s atmosférickym tlakem do prostoru s vakuem
(1,333:10-0,001 Pa) a odstranit pfebyteény nosny plyn. Nejéastéji se jako interface pouziva
piimé spojeni GC s iontovym zdrojem MS spektrometru. V iontovém zdroji se ionizaci
prevadéji latky na ionty. Analyzator pak separuje jednotlivé ionty dle poméru hmotnosti
a naboje (m/z). Detektor nasledné¢ detekuje separované ionty a urCuje jejich intenzitu.
Vysledkem je zaznam - MS spektrum, které 1ze porovnavat s knihovnou spekter a diky tomu

1ze identifikovat latky obsazené ve vzorku [73, 78].

1.3.2.2 Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem
Plamenovy ionizacni detektor (= FID, Flame lonization Detector) se tadi mezi nejvice
vyuzivané detektory v plynové chromatografii. Dokaze detekovat v Sirokém rozmezi

koncentraci vétSinu organickych latek. Detektor se sklada z hotéku, ze dvou elektrod (na né je
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vkladano stejnosmérné napéti), z ptivodu nosného plynu s analyzovanou latkou z kolony,
z ptivodu vzduchu a vodiku. Princip FID spociva v meéfeni zmény elektrické vodivosti
vodiko-vzduchového plamene. Zména je zptisobena ptitomnosti eluované latky. Plyny se pted
vstupem do hofdku smisi a dochazi ke spalovani latky (ionizaci) za vzniku iontl
a elektront. Ty zvySuji elektrickou vodivost plamene, také dojde ke zvySeni ioniza¢niho
proudu. Odezva FID detektoru je piimo umeérnd koncentraci stanovované latky, ktera je

pritomna v nosném plynu [79].

1.3.3 Metody kvantifikace

Kvantifikaci (= ur€ovani mnozstvi) lze provést za pomoci riznych metod, jako jsou naptiklad:
e kalibracni ptimka; e metoda vnitfniho standardu;
e metoda pfimého srovnani; e metoda vnitini normalizace.

e metoda standardniho ptidavku;

Metodou vnitfni normalizace se urcuje obsah latek ve smésich. Vyuziva se tehdy,
je-1i poc€et komponent nizky a jsou-li vS§echny komponenty zndmy. MnoZstvi dané komponenty
se vyjadifuje jako relativni frakce celku (v dané smési je x % latky A, y % latky B,

z % latky C, ...). Tato metoda neni zavisla na pfesnosti objemu pii nastiiku vzorku.

Metoda piimého srovnani spociva v pfidani definovaného mnoZstvi standardu o dané
koncentraci ke vzorku o znamém objemu, ale neznamé koncentraci za definovanych podminek.

Nésledné se pak vyhodnoti jejich plochy.

Metoda vnitiniho standardu je zaloZena na ptidani urcitého mnozstvi latky ke vzorku. Vnitini
standard nesmi byt pfitomen v analyzovaném vzorku, dale pak nesmi reagovat se slozkami
vzorku. M¢l by byt snadno oddélitelny od slozek vzorku a mél by se eluovat v blizkosti

stanovované slozky.

Metoda standardniho pfidavku spociva v pfidani daného mnozstvi stanovované latky
ke vzorku. Z plochy piku stanovované latky, ktera je obsaZzena ve vzorku, a z plochy piku

po pridani ptidavku latky ke vzorku se vypocitd mnozstvi latky v ptivodnim vzorku.

Kalibracni pfimka je nejcastéji vyuzivana metoda kvantifikace. K této metod¢ je nutné pfipravit
kalibra¢ni roztoky s rtiznou koncentraci se stanovovanou latkou. Vzorky se analyzuji za
stejnych podminek a koncentrace dané latky ve vzorku se vypocita dosazenim
do kalibra¢ni rovnice. Kalibra¢ni rovnice ma tvar y = kx + ¢ (x = je nezavisld proménna,

y = zé&visla proménnd, k = smérnice piimky, ¢ = usek na ose y) [80].
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1.4 Stanoveni tékavych sloZzek potravin — priklady

Metoda MHS-SPME dosud nebyla vyuzivana pro extrakci tékavych latek piva, proto byly
vybrany druhy potravin, pro které jiz byla tato metoda vyuzita. Byla pouZita napiiklad pro
stanoveni tékavych slozek v kofeni a v bylindch, v syrech, v rajcatech, v kyselych okurkach

nebo ve ving.

1.4.1 Stanoveni tékavych sloZek v kofeni a v bylinach

Kofteni a byliny se na celém svété pouzivaji jako aromata pro potraviny. Z toho diivodu je nutné
zajistit jejich bezpecnost pti lidské spotiebé. UrCuje se identita, piivod a kvalita. Sgorbini
a kol. [81] se zabyvali strategii pro analyzu t€kavé frakce bylin a kofeni. Pro tento ticel pouzili
metodu separa¢ni (MHS-SPME-GC-MS = vicenasobnd headspace mikroextrakce tuhou fazi
ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii) a metodu neseparacni
(MHS-SPME-MS = vicenasobna mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii). Tyto metody slouZily ke kontrole kvality a kvantifikaci aromatickych markeri
s analyzou rostlinného materidlu jako takového. Ke stanoveni bylo pouzito 8-10 Sarzi kazdé
z nasledujicich koteni a bylin: hiebicek, americky pepft, Cerny pepft, bily pept, rozmaryn, Salvej
a tymian. Charakterizace (homogenita, piivod a chemotypy) zkoumanych Sarzi kazdého vzorku
byly provedeny analyzou tékavé frakce, separa¢nimi a neseparacnimi metodami v kombinaci
s analyzou hlavnich komponent (PCA = Principal Component Analysis). Charakterizujici
aromatické markery zodpovédné za aroma byly kvantifikovany na pevné matrici vicenasobnou
headspace extrakci (MHS-SPME). Spolehlivé vysledky byly ziskdny jak separacnimi, tak

nesepara¢nimi metodami [81].

Hlavnim cilem této studie bylo prozkoumat moznosti pouziti vyse uvedenych dvou ptistupti
k rutinni kontrole kvality a zaroven zkraceni celkové doby analyzy. V matricich byly
identifikovany nasledujici tékavé slozky: thymol, karvakrol, a-pinen, A-3-karen,
a-fellandren, limonen, a-humulen, eugenol, linalool, bornylacetat, a-terpineol, borneol,

B-karyofyllen, a-thujon a B-thujon [81].

Pro tuto analyzu byla pouzita riizna vldkna:
e polydimethylsiloxan (PDMS);
e carboxen/divinylbenzen/polydimethylsiloxan (CAR/DVB/PDMS).
PDMS vlakno bylo pouzito pro tymian a CAR/DVB/PDMS pro vSechny ostatni matrice. Byla

provedena optimalizace podminek vzorkovani MHS-SPME:
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e doba vzorkovani — 15, 30, 45 a 60 minut;

e teplota—30°C, 50 °C a 60 °C.

Odpovidajici mnozstvi (v zavislosti na matrici — 1-20 mg) hiebicku, amerického pepte, cerného
pepte, bilého pepie, rozmarynu, Salvéje nebo tymianu bylo umisténo ve 20ml headspace
nadobce. Matrice se zde podrobily vzorkovani MHS-SPME po dobu 30 minut pii 60 °C. Kazdy
vzorek byl podroben MHS-SPME tiikrat. Celkem probéhlo devét extrakei pro kazdou matrici.
Byly téZ provedeny slepé pokusy. Po odbéru vzorki bylo vldkno vloZeno do nésttikového portu
GC chromatografu k tepelné desorpci a k nasledné analyze. Pro neseparacni analyzy byl
nastiikovy port GC pfipojen piimo k systému MS. Neseparacni analyza probihala takto:

e teplota nastiikového portu — 250 °C;

e rezim vstiikovani — split, pomér 1:20;

e nosny plyn (MF) — helium o priitokové rychlosti 0,4 ml/min;

e doba desorpce a rekondicionace vlakna — 5 minut;

e pienosova kolona — deaktivovana trubice z taveného kiemene (6,70 m X 0,10 mm);

e udrzovana teplota v GC termostatu — 250 °C [81].

Separa¢ni metoda GC-MS probihala nasledovné:

e teplota nastiikového portu — 230 °C;

e rezim vstfikovani — split, pomér 1:20;

e nosny plny (MF) — helium o priitokové rychlosti 1 ml/min;

e doba desorpce a rekondicionace vladkna — 5 minut;

e kolona— MEGAWAX 20M (50 m X 0,20 mm X 0,20 um);

e teplotni program pro: tymian a hiebicek od 100 °C (udrZzovana 0 min) do
230 °C (udrzovéna 5 min) rychlosti 3 °C/min, bily pep¥, ¢erny pepr, americky pepr,
rozmaryn a Salvéj od 50 °C (udrzovana 1 min) do 230 °C (udrzovana
5 min) rychlosti 3 °C/min [81].

Markery byly identifikovany porovnavanim hmotnostnich spekter a retencnich indext s indexy
autentickych standardii nebo dostupnymi knihovnami a literaturou. Podminky pro hmotnostné
spektrometricky detektor (MSD = Mass Spectrometry Detector) byly:

e rezim elektronové ionizace EI (= Electron lonization) (70 eV);

e rozsah skenovani — 35-350 A.M.U. (= Atomic Mass Unit = atomova hmotnostni
jednotka = 1 Da, 1 g/mol =1 A.M.U.);

e teplota iontového zdroje — 230 °C [81].
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Vysledkem této studie bylo, Ze MHS-SPME v kombinaci se separa¢nimi (GC-MS)
a neseparacnimi (MS) metodami je ufinnym systémem pro spolehlivou kvantitativni
charakterizaci kotfeni a bylin. Separac¢ni i neseparacni metody umoziuji v jednom kroku:
rozliSeni mezi kvalitou, plivodem a chemotypem byliny a kvantifikaci aromatickych markert,
které jsou charakteristické pro chut rostliny pfimo na ptivodni matrici pomoci MHS-SPME.
Bylo také potvrzeno, ze MHE je Casové kompetitivni pro rutinni analyzu. MHS-SPME lze
uspésné kombinovat 1 s neseparacnimi metodami (MHS-SPME-MS) pro urychleni kontrolni
analyzy, kdyZ musi byt kvantifikovan jeden, nebo vice markerti z matric za predpokladu, Ze
predstavuji specifické diagnostické ionty v celkovém MS profilu. Separani a neseparaéni
metody se uzce dopliuji, mohou se provadét za pomoci stejného piistrojového vybaveni
a poskytuji srovnatelné kvalitativni vysledky. Touto studii se prokazalo, Zze metodu

MHS-SPME-GC nebo MHS-SPME-MS lze piijmout jako rutinni strategii charakterizace

aromatického koteni a bylin pfimo jako takového v jednom analytickém kroku [81].

1.4.2 Stanoveni tékavych volnych mastnych kyselin v syrech

Rindn a kol. [82] se zabyvali se ve své studii volnymi mastnymi kyselinami (FFA, Free Fatty
Acids), které jsou slouCeninami priispivajicimi k aroma syrt. Plsobi také jako prekurzory
dalsich dulezitych slozek, jako jsou napf.: alkoholy, aldehydy, methylketony a estery. V syrech
vétSina t€kavych sloucenin véetné t€kavych volnych mastnych kyselin vznika béhem zrani.
Bylo prokazano, ze na chuti ptispivaji hlavné FFA s kratkym a sttednim fetézcem (v této studii
FFA s C>—C;7). Ke kvantifikaci tékavych latek byla pouzita HS-SPME a MHS-SPME
v kombinaci s GC a FID detekci (GC-FID). Studie se zaméfovala hlavné na skupinu deviti
tékavych FFA, a to na: kyselinu propionovou (Cs), octovou (Cz), n-maselnou (n-Cs),
izo-maselnou (i-Cs4), n-valerovou (n-Cs), izo-valerovou (i-Cs), n-hexanovou (n-Ce),

izo-hexanovou (i-Ce) a n-heptanovou (n-C7) [82].

V této studii bylo pouzito pét vzorka syri:

e kozi syr ze supermarketu (Tenerife, Spanélsko);

e Ctyfi vzorky syra z Vyzkumné jednotky pro zivocisSnou vyrobu a picniny Canary

Agronomic Research Institute (Tenerife, Spanélsko).

Vzorky od firmy Canary Agronomic Research Institute byly vybrany tak, aby byly identické.
Mnozstvi koziho mléka na vyrobu syra, ptidané soli, teplota sraZeni, lisovani a skladovani byly
tedy stejné. Zraly vSak rtiznou dobu: prvni vzorek zral 7 dni, dal$i dva vzorky zraly 45 dni
a posledni ¢tvrty zral 90 dni. VSechny vzorky syrt (5 vzorkil) byly az do analyzy skladovany
pii —18 °C [82].
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K analyze byl vyuZzit GC-FID — systém Varian model CP-3800 Varian 450 s kapilarni kolonou
FFAP-CP (25 m X 0,32 mm X 0,3 um). Soucésti vybaveni byl autosampler Combi-Pal. Déle
byly vyuzity dva druhy SPME vldken: CAR/DVB/PDMS a CAR/PDMS.

Analyza probihala podle nasledujicich podminek:
e teplota nastiikového portu — 290 °C;
e rezim vstiikovani — splitless;
e nosny plyn (MF) — dusik o pratokové rychlosti 2 ml/min;
e doba desorpce — 6 minut;
e teplotni program: 40 °C (udrZzovano po dobu 2 minut) do 100 °C (udrzovéno po dobu
2 minut) rychlosti 25 °C/min, nésledn¢ 240 °C (udrzovano po dobu 8 minut)
rychlosti 10 °C/min;
e vstfikovany objem — 2 pl;
e teplota FID — 280 °C.
Jak jiz bylo vyse napsano, ke kvantifikaci tékavych latek byla pouzita HS-SPME
a MHS-SPME. Tyto metody musely byt optimalizovany (navazka vzorku, doba vzorkovani
a teplota), aby se docililo adekvatni citlivosti a spravného pouziti obou metod. K analyze byly
také vyuzity standardni roztoky teékavych FFA, ze kterych se pfipravily pracovni vodné

standardni roztoky, k nimz bylo pfidano ur¢ité mnozstvi nasyceného roztoku NaCl [82].

Po optimalizaci podminek bylo zjisténo, Ze MHS-SPME metoda byla GspéSna pii pouziti
0,3 g syra smichané¢ho s 1 ml NaCl (nasyceny roztok). Pfipravena smeés (syr smichany s NaCl)
byla vlozena do 20ml sklenéné nddobky a nékolik sekund byla smés michana. Poté byla
nadobka umisténa do autosampleru GC chromatografu. Pfi konvenéni HS-SPME metodé
probéhla pro kazdy vzorek pouze jedna extrakce a zbyvajici analytické postupy byly stejné
jako u MHS-SPME. U MHS-SPME byla extrakce provedena Ctyfikrat po sobé ze stejného
vzorku pfi teploté 45 °C po dobu 40 minut s vyuzitim vlakna CAR/PDMS. Po kazdé extrakci
byla vldkna podrobena desorpci v GC chromatografu s ndslednym stanovenim sledovanych

FFA.

Tato studie poprvé pouzila MHS-SPME pfi kvantifikaci t€kavych FFA v syrech. Pii této
metodé se minimalizovaly ucinky matrice. Metoda zahrnovala zna¢né vyhody, jako jsou:
automatizace, mala spotieba vzorku, eliminace spotieby organického rozpoustédla a eliminace
zdlouhavych uprav vzorkih béhem extrakéniho kroku. Optimalizovand metoda

MHS-SPME-GC-FID (= vicenasobnd headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni
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s plynovou chromatografii a s plamenovym ioniza¢nim detektorem) byla adekvatné validovana
a prezentovala reprodukovatelnost (jako RSD = Relative Standard Deviation, relativni

smérodatnd odchylka v %) nizsi nez 13 % a limity detekce mén¢ nez 7 pg/kg [82].

1.4.3 Stanoveni aromatickych sloZzek v rajcatech

Tekavé slozky obsazené v ovoci a zelening piispivaji k aroma a chuti. Tyto latky jsou Siroce
studovany, zejména s ohledem na aroma. Bylo identifikovano vice nez 400 tékavych slouc¢enin,
ale pouze maly pocet z téchto sloucenin prispiva na aromaticky profil téchto potravin. Za aroma

potravin jsou zodpovédné: aldehydy, ketony, estery, alkoholy, terpeny a fenoly [83].

Ve své studii se Serrano a kol. [83] zabyvali stanovenim pfiblizné 21 tékavych sloucenin
v rajcatech, které davaji rajcatim jejich pfirozenou rajcatovou pfichut a aroma. Tckavé
slouc¢eniny byly stanovovany pomoci MHS-SPME-GC-MS. Pro studii pfesnosti porovnavali
kvantitativni vysledky s vysledky ziskanymi pomoci standardnich postupi opakovanymi
analyzami. Ve vzorcich raj¢at byly stanovovany nasledujici slouceniny: Z-3-hexanal, hexanal,
E,E-2,4-hexadienal, 6-methyl-5-hepten-2-on, 6-methyl-5-hepten-2-ol, E,E-2.4-heptadienal,
R-limonen, 2-isobutylthiazol, guaiacol, E-2-octenal, linalool, 2-fenylethanol, methylsalicylat,
a-terpineol, B-cyklocytral, Z-citral, E-citral, E,E-2,4-dekadienal, difenylether, geranylaceton
a B-ionon [83].

Vzorky rajéat pro tuto studii byly ziskany komeréné (Spanélsko, pocet vzorkl rajéat v této
studii nebyl uveden). Referencni standardy byly ziskdny od Supelco (Sigma-Aldrich a Fluka).
K identifikaci a kvantifikaci t€kavych latek v rajatech byl vyuZit plynovy chromatograf
spojeny s MS spektrometrem Varian 4000 MS (analyzator iontova past). Byla pouzita kapilarni
kolona VF-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 um). Vlakna pro MHS-SPME byla CAR/PDMS.
Pied samotnou analyzou byly vzorky rajcat rozmixovany a homogenizovany za pomoci mixéru
(UltraTurrax) po dobu 1 minuty. Déle byla provedena optimalizace celého procesu extrakce.
V prvnim kroku optimalizace bylo provedeno nékolik po sob¢ jdoucich extrakci za pouziti
riznych hmotnosti vzorki: 0,1 g, 0,5 g a 2 g. SPME extrakce se provadély pétkrat pii 40 °C,
60 °C, 70 °C a 80 °C po dobu 50 minut. Optimalizaci podminek se zjistilo, Ze optimalni navazka
vzorku bylo 0,1 g. Toto mnoZstvi vzorku se navazilo do 10ml nadobky a podrobilo se extrakci
pii 70 °C po dobu 50 minut pomoci vlakna CAR/PDMS. Po ukonceni extrakce, bylo vlakno
vloZzeno do GC néstiikového portu, kde doslo k jeho desorpci. Analyza v GC chromatografu

probihala dle nasledujicich podminek:
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e teplota nastfikového portu — 300 °C;

e nosny plyn (MF) — helium pfi pratokové rychlosti 1 ml/min;

e doba desorpce — 5 min;

e teplotni program: 40 °C (udrzovéano po dobu 5 minut) do 141 °C rychlosti

3 °C/min, zvySeni na 300 °C rychlosti 30 °C/min;

e doba chromatografické analyzy — 45 min.
Slouceniny byly identifikovany porovnavanim hmotnostnich spekter autentickych standardi
nebo s dostupnymi knihovnami a literaturou. Podminky pro hmotnostné spektrometricky
detektor (MSD) byly:

e rezim elektronové ionizace EI (70 eV);

e rozsah skenovani — 60-200 Da;

e teplota iontového zdroje — 200 °C.
Metoda MHS-SPME-GC-MS byla validovana. Bylo ovéteno, ze tato metoda je velice presna.
Prokazalo se, ze MHS-SPME je adekvatni technikou k zabranéni uc€inkiim matrice

u komplexnich vzorki [83].

1.4.4 Stanoveni ethylkarbamatu v kyselych okurkach

Kyselé okurky se fadi mezi tradi¢ni produkty fermentované kyselinou mlé¢nou. Zachovavaji
si dobré senzorické vlastnosti a Ziviny, protoze fermentace kyselinou mlécnou je ,,studeny
proces®. Tato Uprava okurek se stava velice popularni, a to kvili své zvlastni chuti. Diky tomu
se zvySuje poptavka po tomto produktu a vyroba i spotieba neustdle rostou. Spotiebitelé¢ ¢im
dal tim vice fe$i potencidlni rizika pro potraviny. Z tohoto ditvodu nemusi stacit hlidani
dusi¢nand, dusitantl, sekundarnich a biogennich amint, ale je tieba vénovat zvlastni pozornost

ethylkarbamatu v kyselych okurkach [84].

Ethylkarbamat se hlavn€ vyskytuje ve fermentovanych potravinach a na lidsky organismus
muze pisobit jako karcinogen. Byl nalezen také v chlebu, lihovinach, vinech, saké, sojové
omacce, kim¢i a vanocnim pudinku. Nejvétsi pozornost na sebe ptilakaly lihoviny, pro které
jsou jiz v dneSni dobé stanoveny maximalni limity obsahu ethylkarbamatu. Jeho stanoveni
ve fermentovanych potravinich neni vilbec snadné, protoZze matrice jsou extrémné

komplikované a navzajem se lisi [84].

Tato studie (Lei Fen-Fen a kol. [84]) se zabyvala stanovenim ethylkarbamatu pomoci
MHS-SPME-GC-FID. Byl pouzit kapilarni GC systém SP — 6890A vybaveny kapildrnim
splitless systémem. Soucasti byla kapilarni kolona AE-FFAP (30 m X 0,32 mm X 0,33 pm).
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K MHS-SPME bylo pouzivano nové€ vyvinuté vladkno potazené fazi AMTEOS-MA/OH-TSO
(= anilino-methyl triethoxy kiemicitan-methakrylovd kyselina/hydroxylem terminovany
silikonovy olej). Pred zapocCetim analyzy probéhla piiprava vzorku (pét druhi nejéastéji
konzumovanych okurek) a optimalizace procesu. Byl navdzen jeden gram homogenizovaného
vzorku okurky, ten se smichal s 10 g bezvodého siranu sodného. Po smichani se odvazilo
55 mg této smeési do 10ml nadobky. Optimalizaci se zkoumal vliv teploty extrakce, doby
extrakce vzorku a ptidavku bezvodého Na,SO4. Testovalo se pét extrakénich teplot, a to:
20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C. Extrakce byla provedena tiikrat a extrahované mnozstvi se
snizovalo se zvySujici se teplotou. Jako vhodna extrakéni teplota bylo zvoleno 30 °C. Doba
extrakce vzorku méla také vliv na u¢innost extrakce ethylkarbamatu. Plocha piku se zvySovala
relativné rychle s prodlouzenim doby z 10 na 20 minut. Po 20 minutach se ale zvySovala nizsi
rychlosti, proto se z divodu uspory ¢asu zvolila doba 20 minut. Pfidanim 10 g bezvodého siranu
sodného se zlepsila i€innost extrakce vysusenim vzorku. Obsah vody se v testovanych vzorcich
lisil, proto se ptidavalo vzdy 10 g Na>SOs. Nasledné se provedla extrakce vzorku, kdy se
provedly tfi po sob¢ jdouci extrakce pii teploté 30 °C po dobu 20 minut a analyza pak probihala
dle nasledné uvedenych podminek:

e teplota injektoru — 240 °C;

e nosny plyn (MF) — dusik, ktery proudil linearni rychlosti 12—15 cm/s

e teplotni program: pocatecni teplota 70 °C, zahtato na 120 °C rychlosti 3 °C/min; a poté

teplota zvysena na 180 °C rychlosti 8 °C/min;

e teplota FID detektoru — 250 °C [84].
Touto studii se ziskaly uspokojivé vysledky. Vysledky ukazovaly na potenciondlni pouziti
MHS-SPME pii analyze komplexnich vzorkd. DoSlo k odstranéni matricového efektu,
zjednodusila se kvantifikace slouCeniny, snizila se pracnost a naklady na analyzu. Metoda
prokazala uspokojivou linearitu (0,1-100 mg/kg), ptesnost (RSD = 4,25 %) a detek¢ni limit

(0,038 mg/kg). Studie piipomind, Ze je nutné monitorovani ethylkarbaméatu v okurkéach [84].

1.4.5 Stanoveni slou¢enin odpovédnych za Brettiv znak ve vinech

Tekavé fenolické latky obsazené ve viné pozitivné ovliviluji jeho aroma. Ve vysokych
koncentracich mohou zplisobovat nepifijemnou viini, kterd negativné ovliviiuje kvalitu
vina. Kvasinky rodu Brettanomyces (zkracené Brett) nebo Dekkera dekarboxyluji kyseliny
trans-kumarové za vzniku vinylfenold, které se pozdé¢ji transformuji redukénimi reakcemi na
ethylfenoly (4-ethylfenol, 4-ethylguaikol, 4-vinylguaiakol a 4-vinylfenol). Tyto slouceniny

jsou spojeny se znamym Brettovym charakterem a s velkym spektrem chuti a aroma
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(farmaceutické aroma, dale pak aroma po hiebicku, chlebu, Safrdnu, kouti a konském sedle).
Nové trendy ve vinafstvi vedou ke zvySovani koncentrace kvasinek a tim 1 ke zhorSovani kvality

vina. Z toho diivodu je pro vinaie dtlezité koncentrace vznikajicich fenold kontrolovat [85].

Pizarro a kol. [85] se ve své studii zabyvali vicenasobnou headspace mikroextrakci tuhou fazi
ve spojeni s plynovou chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii pro kvantitativni
analyzu 4-ethylfenolu, 4-ethylguaikolu, 4-vinylguaiakolu a 4-vinylfenolu. MHS-SPME je
modifikace SPME, kterd zahrnuje nékolik po sobé jdoucich extrakci ze stejného vzorku
a vyhybd se moznym matricovym efektim. Zaroven tato studie demonstruje existenci
matricového efektu pfi analyze sloucenin odpovédnych za Brettovy znaky ve viné za
pouziti metody headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii

a tandemovou spektrometrii [85].

Pro tuto studii bylo zakoupeno osm rtiznych vin (Etyfi Cervend, dvé bila a dvé rizova). Pivod

vin byl rizny (znacka, misto ptivodu ani misto zakoupeni vin nebyli v této studii uvedeny).

Roztoky syntetického vina byly pfipraveny rozpusténim kyseliny L-(+)-vinné
v hydro-alkoholovém roztoku (13%, v/v ethanolu):
e 5 g/l pro Cervena vina;
e 6 g/l pro bila a rizova vina.
pH téchto vyslednych roztokl bylo upraveno pomoci NaOH:
e pH syntetického cerveného vina bylo 3,5;
e pH syntetického bilého a rizového vina bylo 3 [85].
Skutecné a syntetické vzorky byly obohaceny riznym mnozstvim pracovnich roztoki

obsahujici cilové analyty [85].

Podminky spojené s postupem HS-SPME aplikovanym na analyzu 4-ethylfenolu,

4-ethylguaikolu, 4-vinylguaiakolu a 4-vinylfenolu ve skutecném viné a syntetickych vzorcich

vvvvvv

bylo pro kazdou SPME 5 ml vzorku vlozeno do 20ml nadobky s headspace prostorem. Bylo
piidano 1,17 g chloridu sodného a poté byla nadobka tésné uzaviena. Vzorky byly inkubovany
pii teploté 60 °C po dobu 5 minut, poté byla tiikrat provedena extrakce z headspace prostoru
po dobu 50 minut za pomoci vlakna CW/DVB. Béhem extrakce byl vzorek michan.

Po dokonceni extrakce bylo vldkno vyjmuto a vlozeno do néstfikového portu GC-MS. Pro
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kalibraci MHS-SPME bylo pouzito 50 pl vodnych roztokli analyti. Postup byl zcela stejny,

jak je popsan vyse, jedinym rozdilem byla doba extrakce. V tomto piipad¢ trvala 40 minut [85].

Analyzy byly provedeny plynovym chromatografem Varian 3800 vybavenym autosamplerem
Combi-Pal (CTC Analytics) a pfipojenym k hmotnostnimu spektrometru s iontovou pasti.

Slouceniny byly separovany pomoci kolony CP-WAX 52-CB (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm).

Analyza pak probihala nasledovné:

e teplota nastfikového portu — 220 °C;

e rezim vstfikovani — nejdfive splitless;

e nosny plyn (MF) — hélium o priitokové rychlosti 1 ml/min;

e doba desorpce — 5 minut;

e teplotni program: 35 °C (udrzovano po dobu 2 minut) do 170 °C (udrZovano po dobu
2 minut) rychlosti 20 °C/min, nasledné¢ 210 °C (udrzovano po dobu 15 minut)
rychlosti 3 °C/min.

Podminky pro hmotnostné spektrometricky detektor (MSD) byly:

e rezim elektronové ionizace EI (70 eV);

e rozsah skenovani — 30450 AM.U.;

e teplota iontového zdroje — 200 °C.
Jak jiz bylo vySe uvedeno, HS-SPME demonstrovala existenci matricového efektu pfi analyze
slouc¢enin odpovédnych za Brettovy znaky ve ving€. Z toho divodu byla MHS-SPME navrzena
jako alternativni technika s ohledem na HS-SPME. MHS-SPME byla validovana a ziskané
detekéni limity byly:

e 0,06 pg/l pro 4-ethylguaiakol a 4-ethylfenol;

e 0,20 pg/l pro 4-vinylguaiakol;

e 0,12 pg/l pro 4-vinylfenol.
Tyto detekeni limity byly pod prahovymi hodnotami pro detekcei sloucenin zplisobujici zdpach
ve vinnych matricich. Ziskana opakovatelnost (RDS) byla v rozmezi 1-12 %. Pro vyhodnoceni
pouzitelnosti MHS-SPME byly porovnavany koncentrace s vysledky ziskanymi metodou
standardniho ptidavku a vysledky byly u obou metod podobné. Z toho ditvodu 1ze MHS-SPME

pouzivat za alternativu, aby se zabranilo matricovému efektu ve vzorcich vina [85].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky

Vzorky piv byly zakoupeny v hypermarketech nachazejicich se na izemi CR (Kaufland, Albert

Hypermarket, Makro, Tesco a Billa). Pro tuto diplomovou praci byla pouzita piva chmelena za

studena 1 chmelena klasickym zptsobem (tabulka 3). Byly pouzity vzdy dva vzorky od jedné

znacky. Vyjimkou byla piva Muflon a Sedmy schod — jen jeden vzorek. Piva znaCky Bakalar

byla zakoupena ve trojici — chmelené za studena, chmelené klasickym zplisobem a nealko

chmelené za studena. Vzorky byly zdmémé zakoupeny do dvojic z toho divodu, aby se obsah

linaloolu mohl porovnat.

Tabulka 3: Vzorky piv

Obsah Typ
Pivo - baleni Nazev Druh Vyrobce
alkoholu chmeleni
Pivovar Kunratice
Muflon Svétly lezak  (Praha-Kunratice, 5,5 % obj. Studené
CR)
Sedmy Zatecky pivovar )
Svétlé . . 5,5 % obj. Studené
schod (Zatec, CR)
Bakalar Nealko
NEALKO max. % obj. Studené
Pivovar Bakalar
Bakalar Svétly lezak y 5,2 % obj. Studené
(Rakovnik, CR)
Bakalar Svétla 4,0 % obj. Klasické
desitka
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Tabulka 3: Vzorky piv — pokracovani

Typ
Pivo - baleni Nazev Druh Vyrobce Obsah alkoholu
chmeleni
Svijany Svétly lezak ) )
Pivovar 4,8 %. obj. Studené
. Svijany
Svijansky  Svétly lezak . y ) )
(Svijany, CR) 5,0 % obj. Klasické
rytit
) Pivovary ) )
Lobkowicz ~ Svétly lezak ) 4,7 % obj. Klasické
Lobkowicz
(Hlinsko,
Lobkowicz Svetlé CR) 4,4 % obj. Studené
ALE
Radegast Svétlé Plzensky 4,1 % obj. Klasické
Prazdroj
Radegast Svétlé (Plzed, CR) 4,3 % obj. Studené
Ratar
Primator Svétly lezak ) ]
. 7,5 % obj. Klasické
exkluziv
Primator ) )
6,5 % obj. Klasické
Primator [IPA  Polotmavé (Nachod,
CR) | |
4,7 % obj. Klasické
Primator Svétly lezak
+ Studené
tchyné
Birell Svétle Plzensky max. 0,5 % obj. Klasické
Prazdroj
Birell Svétlé (Plzet, CR)  max. 0,5% obj.  Studené
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2.2 Chemikalie

destilovana voda — centralni rozvod Univerzity Pardubice, CR
99,9% methanol — Sigma-Aldrich spol. s.r.o., Praha, CR
97% linalool — Sigma-Aldrich spol. s.r.0., Praha, CR

2.3 Pouzité pristroje a zarizeni

automaticka pipeta (0,5-10 pl, 10-100 pl a 100-1000 pl) — Biohit Oyj, Helsinki, Finsko
mikrostiika¢ka Hamilton (10 ul) — HAMILTON Bonaduz AG, Bonaduz, Svycarsko
kadinky (100 ml, 250 ml a 1000 ml) — Fischer Scientific, Pardubice, CR

extrakéni nadobky pro méfeni (20 ml) se zatkami — Fischer Scientific, Pardubice, CR
septa polytetrafluorethylen/silikon — Fischer Scientific, Pardubice, CR

odmérné banky se zatkami (10 ml, 50 ml, 100 ml a 250 ml) — Fischer Scientific,
Pardubice, CR

plynovy chromatograf GC-2030 s MS-QP2020 NX detekci v kombinaci s FID
detekci (obrazek 16) — Shimadzu, Kyoto, Japonsko

autosampler AOC-6000 Plus — Shimadzu, Kyoto, Japonsko

tlakova lahev s heliem (&istota 5,0) — Linde Gas, Praha, CR

tlakova lahev s dusikem (Cistota 4,0) — centralni rozvod Univerzity Pardubice, CR
tlakova lahev s vodikem (istota 5,0) — Linde Gas, Praha, CR

nepolarni kapilarni kolona SLB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) — Supelco
Bellefonte, PA, USA

drzék SPME — Supelco Bellefonte, PA, USA

mikroextrakéni vladkna 50/30 um DVB/CAR/PDMS — Supelco Bellefonte, PA, USA
sbér dat — GC Solution a GCMS Solution 4.20 — Shimadzu, Kyoto, Japonsko

software Statistica 12 — StatSoft, Inc., Praha, CR

horkovzdusna suSarna — Memmert UM 300, Swabach, Némecko

ultrazvukova lazen Sonorex TK 52 — Bandelin electronic, Berlin, Némecko

analytické vahy Sartorius — Fischer Scientific, Pardubice, CR
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Obrazek 16: Plynovy chromatograf GC-2030 s MS-QP2020 NX detekci v kombinaci s FID

2.4 Podminky separace na plynovém chromatografu s hmotnostnim

detektorem
Vsechny roztoky standardia a vzorka piv byly davkovany pomoci autosampleru AOC-6000
Plus. Desorpce analytti probihala v nastiikovém portu GC s MS detekci (MS-QP2020 NX) pti
teploté 250 °C po dobu 1 minuty. Separace analytd probihala na nepolarni kapilarni koloné
SLB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 um). Pfed kazdou analyzou bylo SPME vlakno ¢isténo pti

teploté¢ 200 °C po dobu 2 minut, aby se zabranilo nezddoucim interferencim.

Rezim davkovani vzorkl se odehraval ve splitovacim poméru 1:10. Programovatelny teplotni
rezim analyzy pomoci GC-MS byl: od 55 °C (udrzovéno po dobu 3 minut) do 160 °C
(udrzovano po dobu 1 minutu) rychlosti 6 °C/min. Teplota GC-MS ptevodniku byla 200 °C.

Ioniza¢ni energie byla 70 eV. Pro méfeni byl pouzit SIM moéd, ve kterém byly sledovany tfi
ionty charakteristické pro linalool (iont m/z 55, 71 a 93). Hlavnim iontem byl iont
m/z 71, podle kterého byly vyhodnocovany veskeré chromatogramy. Nosnym plynem pozitym

pro tuto praci bylo helium s konstantni linedrni rychlosti 30 cm/s.

2.5 Optimalizace metody opakované headspace mikroextrakce tuhou fazi

Pied prvnim pouZitim bylo mikroextra¢kni vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS podrobeno

kondicionaci pti 270 °C po dobu 30 minut, poté mohly byt provedeny optimalizace. Jako prvni
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byly optimalizovany objemy pro MHS-SPME u vzorku piva (Bakalaf). Do tfech 20 ml
extrakénich ban¢k byl odméfen 1 pl vzorku piva a nésledné byla provedena
MHS-SPME-GC-MS. Extrakce probihala pfi teploté 70 °C po dobu 30 minut. MHS-SPME
byla uskute¢néna z jedné extrakeni banky ctyfikrat. Nasledné pii stejnych podminkach byly
promé&feny a analyzovany jesté objemy 2 pl, 3 pl, 5 pl, 7 pl, 10 pl, 100 pl, 250 pl a 500 pl.

Byl také optimalizovan pocet extrakci pti MHS-SPME. Nejdiive bylo provadéno MHS-SPME
s 10 extrakcemi, ve findle pak byly provadény MHS-SPME experimenty pouze se 4 extrakcemi.

Dal§imi optimalizovanymi parametry byly doba inkubace a teplota a doba extrakce (tfi
nezavislé proménné — tabulka 4). Podminky jednotlivych experimentii byly sestaveny na
zéklad¢ centralniho kompozitniho planovani experimenti.

Tabulka 4: Podminky MHS-SPME s inkubaci

Megreni ¢islo | Doba inkubace [min] | Teplota extrakce [°C] | Doba extrakce [min]
1 10 50 25
2 4 58 13
3 16 58 37
4 4 58 37
5 16 58 13
6 0 70 25
7 10 70 5
8 10 70 25
9 10 70 25
10 10 70 25
11 10 70 45
12 20 70 25
13 4 82 37
14 16 82 13
15 4 82 13
16 16 82 37
17 10 90 25

Do extrakénich nadobek bylo nejdiive odméteno 100 pl roztoku standardu Linaloolu
o koncentraci 6,56 mg/l v 99,9% methanolu, ktery byl nasledné¢ podroben MHS-SPME dle
tabulky 5 a analyze. MHS-SPME prob¢hla vzdy cCtyfikrat po sobé€. Stejnym zptisobem pak
probéhly MHS-SPME a analyza u vzorku odplynéného piva (100 pl piva Bakalat studené

chmeleného) kvli provéfeni vlivu matrice na podminky extrakce.

Poslednimi optimalizovanymi parametry byly teplota a doba extrakce, tentokrat bez inkubace (dvé
nezavisle proménné — tabulka 5). Cely postup méteni byl zcela shodny s MHS-SPME-GC-MS
postupem s inkubaci, jen se liSily teploty a doby extrakce a nebyla provedena zadn4 inkubace.
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Tabulka 5: Podminky MHS-SPME bez inkubace

Megieni Cislo | Teplota extrakce [°C] | Doba extrakce [min]
1 50 25
2 56 11
3 56 39
4 70 25
5 70 25
6 70 5
7 70 45
8 84 11
9 84 39
10 90 25

2.6 Kalibrace pro metodu opakovana headspace mikroextrakce tuhou fazi
Do odmérné banky 50 ml byl pfipraven zasobni roztok linaloolu o koncentraci 164,0 mg/l. Ze
zéasobniho roztoku bylo pak ptichystdno do 10 ml odmérnych banék 5 kalibra¢nich roztok
v rozmezi koncentraci od 1,64 mg/l az 13,12 mg/l v 99,9% methanolu. Z takto pfipravenych
kalibrac¢nich roztok bylo vzdy odméteno 100 ul do 20 ml extrak¢nich nadobek. Nasledné byla
provedena MHS-SPME-GC-MS. MHS-SPME byla uskutecnéna pokazdé ctyfikrat pii teploté
60 °C po dobu 30 minut, a to pro kazdy kalibra¢ni roztok. VSechny kalibra¢ni roztoky byly

proméfeny trikrat.

2.7 Analyza realnych vzorki piv

Veskeré vzorky piva byly nejprve pfed MHS-SPME odplynény na ultrazvukové 1dzni Sonorex
TK 52 po dobu 20 minut. Dale pak bylo odméteno do 20 ml extrakénich nadobek 100 pl vzorku
piva a byla uskute¢cnéna MHS-SPME-GC-MS. MHS-SPME byla provedena ¢tytikrat pti teploté
60 °C po dobu 30 minut s ndslednou analyzou. VSechna méfeni redlnych vzorka piv byla

opakovana trikrat.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Volba separacnich a detekénich podminek

Podminky separace byly voleny na zakladé diplomové prace L. Jiroutkové [87] s tim, Ze
v ptipad¢ redlnych vzorkl piv probehl vzdy cely teplotni program, v piipad¢ experimentl se
standardem linaloolu byl tento program ukonc¢en po 20 minutach. Jako vhodny splitovaci pomér
byl zvolen 1:10 a pfi tomto poméru byly provadény vsechny experimenty jak b&hem
optimalizace, tak i pfi aplikaci metody na redlné vzorky. Pro detekci linaloolu byl zvolen SIM
mod, ktery umoziuje potlacit Sum tim, Ze nebudou sledovany vSechny fragmenty, ale pouze
fragmenty charakteristické pro danou slou¢eninu. Na zaklad¢ MS spektra (obrazek 17)
linaloolu byly vybrany m/z ionty 55, 71 a 93, pfi¢emz iont 71 byl pouZit jako kvantifikator

a zbylé 2 ionty pro potvrzeni identity.
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Obrazek 17: MS spektrum linaloolu

3.2 Vyhodnoceni optimalizace metody opakované headspace

mikroextrakce tuhou fazi
Prvni optimalizovanou veli¢inou byl objem vzorku piva pro MHS-SPME, kdy byl nejdiive
zkouSen objem 1 pl, dale pak 2 pl, 3 pl, 5 pl, 7 pl a 10 pl, Jednotlivd méfeni se mezi sebou
vyznamné liSila. Vysledky pro zkouSené objemy vzorku vykazovaly Spatnou odezvu. Piky
linalolu pfi téchto experimentech byly pomérné malé a nedostacujici byla i reprodukovatelnost
vysledki, kdy se hodnoty RSD pohybovaly vysoko pies 20 %. Vysledky se nezlepSily ani

v ptipadé, Ze bylo pro kazdy experiment pouzito uplné nové, tj. dosud nepropichnuté septum.

Kvili zlepseni vysledkd byly nasledné experimenty provedeny s vétsim mnozstvim vzorku,
ato konkrétn€ se 100 pl, 250 pl a 500 pl. Pfi téchto experimentech doslo k vyznamnému
zlepseni reprodukovatelnosti vysledkt, kdy hodnoty RSD pro 3 opakované experimenty se

pohybovaly v rozmezi 2—4 %. Vysledky jsou dokumentovany v pfiloze I, kde obrazky I/1 az
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I/3 ilustruji chromatogramy z méfeni zminénych zkousenych objemt (100 pl, 250 pl a 500 ul)
vzorku piva (Bakalar) pro MHS-SMPE-GC-MS. Obrazky 1/4 az 1/6 ilustruji grafy (zavislosti
ploch pikd na poctu méfeni) predstavujici opakovatelnost MHS-SPME-GC-MS metody pro
vzorek piva (Bakalar). Z obrazk v ptiloze I lze vycist, ze vSechny tfi pouzité objemy (100 pl,
250 pl a 500 pl) vykazovaly piiznivou odezvu (piky byly dostatecné veliké a snadno se
integrovaly) a opakovatelnost. Nakonec pro meéteni realnych vzorkl piv byl vybran objem

100 pl.

Pti volbé poctu extrakénich krokti pro MHE postup bylo nejprve provadéno 10 po sob¢ jdoucich
extrakci ze stejné nadobky. Plochy jednotlivych extrakci postupné dle ocekéavani klesaly — viz
obrazek 18. Pro tyto experimenty byl pouzit standardni roztok linaloolu o koncentraci

13,12 mg/l.
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Obrazek 18: Zavislost In4 na poctu extrakénich krokt (10 extrakénich krokli pro MHE)

Pro vyhodnoceni celkové plochy dle postupu popsaného v kapitole 1.2.2 bylo tieba
sestavit zavislost In4 na hodnoté i — 1. Timto postupem byla ziskéna zavislost prezentovand na
obrazku 19.
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Obrazek 19: Zavislost Ind nai — 1
Pti MHE postupu se doporucuje provadet 3—4 extrakéni kroky. V tomto piipade, jak je vidét
zuvedeného obrazku, jsou 4 postupné extrakce nezbytné minimum vzhledem k barevné
odlisenému bodu, ktery pfedstavuje prvni extrakéni krok. Zde je vSak vidét, Ze tento krok neni
soucasti linedrni zavislosti tak, jako néasledujici kroky. Upraveny graf, tj. graf s prvnimi ¢tyimi

extrakénimi kroky, je dokumentovan na obrazku 20.
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Obrazek 20: Zavislost In4 na i — 1 pro 4 kroky MHE

Na zakladé uvedené regrese byly dle rovnic v kapitole 1.2.2 vypocitany klicové parametry pro

MHE postup, a to véetné celkové plochy At. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6.

66



Tabulka 6: Klicové parametry pro MHE postup spolu s At

smeérnice -0,3589
usek 11,6571
A; (e%) 115506,08
e 0,6984
1—e™ 0,3016
Ar=A41/(1 —e%)|383038,48

q ... smérnice; 4; ... dopocitana plocha prvniho piku; 47 ... celkova plocha piku

Dalsimi optimalizovanymi parametry byly doba inkubace, teplota a doba extrakce (tabulka 4).
Po vyhodnoceni programem Statistica 12 metodou odezvové plochy (obrazek 21 a 22) byly

jako optimélni podminky uréeny:

e doba inkubace: 0 minut;

e teplota extrakce: 90 °C;

e doba extrakce: 20 min.
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Obrazek 21: Vyhodnoceni podminek MHS-SPME s inkubaci
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Obrazek 22: Odezvové vhodnostni profily podminek MHS-SPME

Vyhodnocenim obrazku 21 byla ziskana podstatna a statisticky vyznamna informace o inkubaci,
kdy byla jako optimalni vyhodnocena hodnota 0 minut. Z tohoto diivodu byla provedena dalsi
optimalizace, kdy byla optimalizovana pouze doba a teplota extrakce, tentokrat jiz bez inkubace

(tabulka 5). Namétené hodnoty byly opét vyhodnoceny programem Statistica 12 metodou
odezvové plochy (obrazek 23 a 24). Optimalni podminky byly urCeny:
e teplota extrakce: 60 °C;

e doba extrakce: 30 min.
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Obriazek 23: Vyhodnoceni podminek MHS-SPME bez inkubace
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Obriazek 24: Odezvovy vhodnotsni profil MHS-SPME
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3.3 Vyhodnoceni kalibrace, meze detekce a meze stanovitelnosti

Zjisténé optimalni podminky byly nasledn¢ vyuzity pii méfeni kalibracni fady. Bylo prométeno
5 kalibra¢nich roztokl. Rozsah koncentraci byl od 1,64 mg/l az 13,12 mg/l v 99,9% methanolu
(tabulka 7). Kazdy kalibra¢ni bod byl podroben 4 krokiim MHS-SPME a celé méteni bylo
ttikrat opakovano. Z vyhodnocenych ploch byl ziskan kalibraéni graf — zavislost primérnych

ploch pikli na koncentraci linaloolu (obrazek 25).

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly zjisStovany pomoci prométeni jednotlivych kalibra¢nich
bodi (tabulka 7a obrazek 25). LOD pak byla nasledné vyhodnocena dle vzorce (18) a LOQ dle
vzorce (19), kde k je smérnice kalibra¢ni zavislosti a s, smérodatna odchylka useku. Na obrazku
25 je znazornéna kalibracni pfimka — zdvislost primérné plochy pikl (4At1) na koncentraci

(c) linaloolu.

_Bsd) (18)
LOD = X
L0Q = % (19)

Tabulka 7: Kalibrace metody MHS-SPME

Koncentrace ¢ [mg/l] | Priméra celkova plocha piku At
1,64 3485,84
3,28 9838,31
6,56 26781,30
9,84 43934,75
13,12 62815,87

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly:
e LOD: 0,4948 mg/l;
e LOQ: 1,6492 mg/l.
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Obrazek 25: Zavislost primérnych celkovych ploch pikti na koncentraci linaloolu (n = 3)

3.4 Zjisténi koncentrace linaloolu v realnych vzorcich piv

Realné vzorky piv byly rovnéz podrobeny ¢tyfem po sob¢ jdoucim MHS-SPME pfi optimalnich
podminkach (teplota extrakce 60 °C a doba extrakce 30 minut). Vyjimkou byla piva: Radegast
chmeleny klasickym zptisobem, Birell chmeleny klasicky i za studena a Bakalai Nealko
chmeleny za studena. U téchto zminénych piv byla provedena tiikrat a u piva Bakalat Nealko
dokonce jen dvakrat, z toho ditvodu Ze doslo k vy€erpani analytu. Kazdy vzorek byl prométen
tiikrat. Vyhodnocenim naméfenych dat, na zdklad¢, kterych byla spocitdna celkova plocha,
byly zjistény koncentrace linaloolu v jednotlivych redlnych vzorcich piv. V tabulce 8 jsou
uvedeny priimérné celkové plochy vzorkt piv, koncentrace linaloolu a RSD pro kazdy vzorek
piva. Na obrazku 26 je graf porovnavajici koncentrace linaloolu ve vzorcich piva.

Chromatogramy vzorkt jsou uvedeny v pfiloze II (obrazek 1I/1 az 11/16).
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Tabulka 8: Primérné celkové plochy pikl a koncentrace linaloolu

Druh piva Primérna celkova plocha pikti | Koncentrace linaloolu [mg/l] | RSD [%]
Lobkowicz 5500,45 2,2960 3,34
Lobkowicz ALE 43652,51 9,6353 7,65
Bakalar klasicky 15428,97 4,2059 14,83
Bakalar 5276,14 2,2528 14,19

Bakalar nealko 2027,09 <LOQ 9.9

Sedmy schod 27922,68 6,6094 10,62
Birell 5565,31 2,3085 11,55
Birell 222425 1,6657 3,85
Radegast Ratar 552841 2,3014 16,60
Radegast 1745,46 <LOQ 14,22
Svijany 1460,54 <LOQ 4,58
Svijansky rytif 4114,96 2,0295 3,29
Primator IPA 45047,50 9,9037 5,37
Primator Tchyné 25938,34 6,2276 2,86
Primator Exkluziv 2137,07 <LOQ 7,14
Muflon 15589,59 4,2368 4,25

vzorky piv v oranzovych fadcich jsou chmelena za studena a v bilych fadcich chmelena klasickym zptisobem

Z vyhodnocenych vysledkl je patrné (tabulka 8 a obrazek 26), ze piva chmelena za studena
m¢éla vyssi koncentraci linaloolu nez piva chmelena klasickym zptisobem. Vyjimkou bylo pivo
Bakalat chmelené za studena, které mélo koncentraci niz$i nez pivo Bakalatr chmelené
klasickym zptisobem. To mohlo byt zpiisobeno pouzitim menSiho mnozstvi chmele pti vyrobé
tohoto piva. Obsah linaloolu v pivu lze tedy pouzivat k rozliSeni piv chmelenych za studena od
piv chmelenych klasickym zptsobem, ale ukazuje se, Ze spolehlivéji lze tyto 2 zplisoby

chmeleni odliSit pouze u piv dané znacky (napt. Birell od Birell za studena chmeleny nebo

Svijany a Svijansky rytif). Zobecnit tento postup na vSechna piva vSak mozné neni.
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Obrazek 26: Porovnani koncentrace linaloolu v realnych vzorcich piv (n = 3)
chmeleni za studena — oranzové hodnoty

chmeleni klasickym zptisobem — modré hodnoty

V nasledujicim vypoctu je uveden piiklad vypoctu celkové plochy pro realny vzorek piva (pivo
Lobkowicz ALE). Tabulka 9 a 10 obsahuje potiebné hodnoty k vypoctu celkové plochy. Na
obrazku 23 je znazornéna zavislost In4 na i — 1. V pftiloze III jsou uvedeny zavislosti In4 na

i — 1 pro realné vzorky piv.
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Obrazek 27: Zavislost Ind nai — 1
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Tabulka 9: Naméfené hodnoty + hodnoty potiebné k vypocétu

Pocet métenii | ; — 1 | Plocha piku 4 In 4
1 0 39353 10,5803
2 1 7886 8,9728
3 2 1518 7,3251
4 3 354 5,8693

Tabulka 10: Vypoctené hodnoty potiebné ke zjisténi celkové plochy

smérnice -1,5781
usek 10,5540
Ay (e%%) 38331,32

e 0,2064

1 —e4 0,7936
Ar=A1/(1 —e %) | 48298,80

q ... smérnice; A; ... dopocitana plocha prvniho piku; 4 ... celkova plocha piku
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4 ZAVER
Tato diplomova prace se zabyva stanovenim obsahu linaloolu v redlnych vzorcich piv

pomoci metody vicenasobné headspace mikroextrakce tuhou fazi v kombinaci s plynovou

chromatografii s hmotnostni detekci.

Teoreticka ¢ast se zabyva historii vyroby, déle jsou zde uvedeny suroviny pottebné pro vyrobu
piva, technologie vyroby a vSe o pivu, mikroextrakéni techniky, plynova chromatografie

a piiklady pouziti vicendsobné headspace mikroextrakce tuhou fazi.

V experimentalni ¢asti prob&hla nejdiive optimalizace vicendsobné headspace mikroextrakce
tuhou fazi. Optimalizovanymi parametry byly objem pouZitého vzorku, doba extrakce,
teplota extrakce a doba inkubace. Bylo zjisténo, Ze optimalni podminky jsou: teplota extrakce
60 °C, doba extrakce 30 minut a doba inkubace 0 minut. Tyto podminky pak byly pouZity na

16 redlnych vzorkt piv.

K analyze byly vyuzity vzorky piv od osmi riznych znacek (Lobkowicz, Muflon, Bakalafr,
Sedmy schod, Radegast, Primator a Svijany). K porovnani koncentrace linoloolu bylo vzdy
vybrano alesporii jedno pivo chmelené za studena a k tomu pivo chmelené klasickym zpiisobem.
Vyjimkou byla piva Muflon a Sedmy schod, ktera byla jen chmelena za studena. Nejvyssi

koncentraci linaloolu z fad piv chmelenych klasickym zplisobem vykazovalo pivo znacky

v

cvwr

koncentrace se pohybovala pod mezi stanovitelnosti. Diivodem tak nizké koncentrace v tomto
pivu mohlo byt, ze se k vyrobé pouzilo mensi mnozstvi chmele, nez u ostatnich studené
chmelenych piv. Naméfené hodnoty prokazaly, Ze piva chmelena za studena obsahovala vice
linaloolu neZ piva od stejného vyrobce chmelend klasickym zplsobem. Vyjimkou bylo pivo
znacky Bakalaf (chmelené za studena). Toto pivo mélo niZ§i obsah linaloolu nez pivo téze
znacky chmelenych klasickym zplsobem. Divodem mohlo opét byt mnozstvi pouzitého

chmele pfi vyrobé.

Touto praci se prokdzalo, ze metoda vicenasobné headspace mikroextrakce tuhou fazi
v kombinaci s plynovou chromatografii a hmotnostni detekci ke stanovent linaloolu ve vzorcich
piva muze byt vyuzivana. Prokdzalo se, ze lze sledovat rozdil v koncentraci linaloolu u piv

chmelenych klasickym zpisobem a chmelenych za studena.
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PRILOHY
Piiloha I: Optimalizace metody MHS-SPME-GC-MS
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Obrazek 1/2 Optimalizace — pouzity objem 250 ul vzorku piva (Bakalar)
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Obrazek 1/5 Opakovatelnost — objem 250 pl vzorku piva (Bakalar)

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

e MHS 1
MHS 2
MHS 3

3 4 5
Pocet méfeni

Obrazek 1/6 Opakovatelnost — objem 500 pl vzorku piva (Bakalar)
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Piiloha II: Chromatogramy z méfeni redlnych vzorkl piv pomoci MHS-SPME-GC-MS

x10,000)

Intenzita
1.754

1.504

1.004
0.754

0504

T T T T T T
12.525 12.350 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 12.775

Retenéni ¢as [min]

Obrazek II/1 Chromatogram pro pivo Bakalai (chmelené klasickym zptisobem)

x1,000)

Intenzita
2.004

1.754
1.504
1.254
1.00+
0.754

0.50

T T T T T
12.500 12.525 12.550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725

Retenéni ¢as [min]

Obréazek 11/2 Chromatogram pro pivo Bakalai Nealko (chmelené za studena)

x1,000)

Co50d
Inzenzita
4.54

4.04

Linalool

T T T T T T T T
12.425 12.450 12.475 12.500 12.525 12.550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 12.775 12.800 12.825

Retenéni ¢as [min]

Obrazek 11/3 Chromatogram pro pivo Bakalat (chmelené za studena)
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x1,000)

2.004
Intenzita i Linalool

1.754

1.50

1.00+
0.75+

050+

T T T T T T T
12475 12.500 12.525 12,550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 12.775 12.800

Retencni ¢as [min]

Obrazek 11/4 Chromatogram pro pivo Birell (chmelené klasickym zptisobem)

x1.000)

454
Intenzita
4.04

35] Linalool
EEEm—

. : : ‘ ‘ . ‘ ‘ . ‘ ‘ :
12450 12475 12.500 12.525 12.550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 12.775 12.800 12.825
Retenéni ¢as [min]

Obrazek II/5 Chromatogram pro pivo Birell (chmelené za studena)

x1,000)

Intenzita
] < Linalool

T T T T T
12.40 12.45 12.50 12.55 12.60 12.65 12.70 12.75 12.80 12.85 12.90

Retendni ¢as [mm]

Obrazek 11/6 Chromatogram pro pivo Lobkowicz (chmelené klasickym zptisobem)



(x10,000)

Intenzita
4.0

3.54

12.525 12.%50 12.%75 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.?‘23 12.?50
Retenéni ¢as [min]

Obréazek 11/7 Chromatogram pro pivo Lobkowicz ALE (chmelené za studena)

x10.000)

. 1.1
Intenzita
1.04

051 Linalool
0.8 /
0.7
0.6
0.54

0.4

T T T T T
1240 1245 1250 12.55 12.60 12.65 12.70 12.75 12.80 12.85 12.90

Retencni ¢as [min]

Obrazek I1I/8 Chromatogram pro pivo Muflon (chmelené za studena)

x1,000)

1.754
Intenzita

1.504

1.004

0754

0.504

12.-“{50 12.475 12.%00 12.%25 12.3150 12.575 12.600 12.6‘25 12.6ISU 12.!575 12."/00_
Retencni ¢as [min]

Obrazek 11/9 Chromatogram pro pivo Primator Exkluziv (chmelené klasickym zpiisobem)
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x10,000)

Intenzita
.

754

2504

T T T T T
12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 12.775 12.800

Retencni ¢as [min]

Obrazek 11/10 Chromatogram pro pivo Primator IPA (chmelené za studena)

x10,000)

Intenzita
1.754

1,50+

1.00
0.75
0.50+

025

12.600 12.‘625 12.650 12.675 12.700 12.%25 12.750 12.':’?5 IZ.éUD 12.8‘25
Retenéni ¢as [mimn]

Obrazek II/11 Chromatogram pro pivo Primator Tchyné (chmelené za studena i klasickym

| (x1.000)

zplisobem)

Intenzita
1.14

1.0]
09
0.8]
0.7
0.6
0.5
049

0.34

02

Linalool

T
12.500

12,%50 12,%75 12.600 12,!‘25 12.650 12,875 12,7‘00 12,"?25
Retencni ¢as [min]

Obrazek 11/12 Chromatogram pro pivo Radegast (chmelené klasickym zptisobem)
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x1.000)

4.0q
Intenzita

3.54

Linalool

12.450 12475 12.500 12.525 12,550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 .12'775
Retenéni ¢as [min]

Obrézek 11/13 Chromatogram pro pivo Radegast Ratar (chmelené za studena)

x10,000)

Intenzita
1.504

1.004

0.75+

0.50+

‘ ‘ ‘ : ‘ . . . ‘ .
12.450 12.475 12.500 12.525 12.550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725 12.750 12.775 12.800 12.825 12.850 12.875
Retencni ¢as [min]

Obrazek 11I/14 Chromatogram pro pivo Sedmy schod (chmelené za studena)

x1,000)

. 404
Intenzita
3.59

12275 12.300 12325 12.350 12375 12.400 12.425 12.450 12.475 12.500 12.525 12.550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700
Retenéni ¢as [min]

Obrazek I1/15 Chromatogram pro pivo Svijansky rytii (chmelené za studena)
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x1,000)

1.04
Intenzita
0.9
0.8
0.74

0.6+

0.54

T T T T T T T T
12.375 12.400 12425 12.450 12.475 12.500 12.525 12.550 12.575 12.600 12.625 12.650 12.675 12.700 12.725

Retencni ¢as [min]

Obrazek 11/16 Chromatogram pro pivo Svijany (chmelené klasickym zptsobem)
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Priloha III: Zavislost In4 na i — 1 pro realné vzorky piva

e MHS 1
3 6 MHS 2
= e MHS 3

i—1

Obrazek I11/1 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Lobkowicz (chmelené klasickym zpiisobem)

11

a
10
9 o
® MHS 1
T 8 MHS 2
, P MHS 3
6 ¢
5
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek I11/2 Zévislost In4 na i — 1 pro pivo Lobkowicz ALE (chmelené za studena)
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10

[ J
9
® MHS 1
8 8 MHS 2
= MHS 3
7
6
[ ]
5
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek I1I/3 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Bakalat (chmelené klasickym zpiisobem)

9

8

7 8 ® MHS 1
T 6 - MHS 2
£ MHS 3

5

4

[ ]
3
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek 111/4 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Bakalat (chmelené za studena)

8
[ ]
7
6 e MHS 1
~ MHS 2
[= a
- 5 MHS 3
4
3
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 . 1,2

Obrazek I1I/5 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Bakalat Nealko (chmelené za studena)
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11
10

[ ]
9 ® MHS 1
¢ MHS 2
= 8 MHS 3
7
6
| J
5
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek I11/6 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Sedmy schod (chmelené za studena)

9 [ ]
In A
8
7 o MHS 1
6 MHS 2
MHS 3
5
4
°
3
Obrazek 111/7 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Birell (chmelené za studena)
9
8
7
6 ® MHS 1
=
£ 5 MHS 2
4 MHS 3
3 L J
2

0 1 2 , 3
[i—1]

Obrazek 11I/8 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Birell (chmelené klasickym zpiisobem)
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® MHS |
= o MHS 2
5 MHS 3
4
3
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek I11/9 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Radegast Ratar (chmelené za studena)

8

7

6 - © MHS |
< 3 MHS 2
S 4 MHS 3

3

) o

1

0 1 2 3

i—1

Obrazek I11I/10 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Radegast (chmelené klasickym zptisobem)

8

7.

6 - e MHS 1
= MHS 2

5 . MHS 3

4

(]
3
0 1 2 3 4

i—1

Obrézek I1I/11 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Svijany (chmelené klasickym zptsobem)
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8 ¢

7 e MHS 1
= - MHS 2
= 6 MHS 3

[ J
5
4
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek I11/12 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Svijansky rytii (chmelené za studena)

10 7
9 s ® MHS 1
MHS 2
E 8 ] MHS 3
7 a
6
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek I11/13 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Primator IPA (chmelené za studena)

11

10 o
? P e MHS 1
T 8 MHS 2
- 7 - MHS 3
6 °
5
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek 111/14 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Priméator tchyné (chmelené za studena)
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7
6 e MHS 1
E 5 ® MHS 2
MHS 3
4
3
0 1 2 3 4

i—1

Obrazek 11I/15 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Primator Exkluziv (chmelené klasickym

zpusobem)
10
9 v
e MHS 1

= 8 v MHS 2
= MHS 3

7 @

6 ]

0 ! 2 3 i-1 4

Obrazek 111/16 Zavislost In4 na i — 1 pro pivo Muflon (chmelené za studena)
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