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Stanoveni senzoricky aktivnich latek ve chmelu metodou GC-MS

Abstrakt

Cilem této prace bylo stanovit senzoricky aktivni latky ze vzorku chmele pomoci
plynové chromatografie shmotnostni spektrometrii. Pro stanoveni byly vybrany
chmelové silice, které 1 pres své nizké zastoupeni ve chmelu obsahuji az nékolik set
slozek. Silice byly extrahovany za pouziti nové metody extrakce na fluidnim
ethanolovém lozi a extrakt byl podroben analyze na GC-MS. Nedilnou soucasti této
prace bylo urceni vytéznosti metody, ktera se stala nastrojem pro stanoveni obsahu silic
v riznych odradach chmele. Bylo provedeno porovnani ziskanych vytézka s literaturou
a patrano po spojitosti mezi chemickou povahou silic a jejich zastoupenim ve vzorku

chmele s ohledem na jeho stari.

Kliéova slova: extrakce, chmel, chmelové silice, plynova chromatografie, hmotnostni

spektrometrie
Determination of sensory active compounds in hops using GC-MS

Abstract

The goal of this bachelor‘s thesis was to determine sensory active compounds from a
sample of hops by gas chromatographic-mass spectrometric detection. Hop oils were
selected for this determination which, despite its low representation in hops, contain up
to several hundred components. Hop oils were exctracted using a new method based on
fluidized-bed extraction. An integral part of this work was identifying the yield of the
method that has become an instrument to defining the content of hop oils in different
hop varieties. A comparsion of the obtained extracts with the literature was made and a
search was done for the link between chemical structure of the hop oils and their

representation in the hops sample with regard to its age.

Keywords: exctraction, hops, hop oil, gas chromatography, mass spectrometry
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DCM dichlormethan

GC plynové chromatografie

HPLC  vysokou¢inna kapalinova chromatografie

K. distribu¢ni konstanta
MS hmotnostni spektrometrie
m/z podil hmotnosti a naboje [g/C]

PTFE polytetrafluorethylen

RT retencni ¢as [min]

U stejnosméerné napéti [V]
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1. Uvod

Chmel se jako surovina stal jednou z nepostradatelnych soucasti pivovarnického
pramyslu. Dodava pivu nejen charakteristické aroma a hotkost, ale je spojovan i s jeho
trvanlivosti a stdlosti pény.[1] Existuje nékolik druhi chmele liSicich se pfedev§im
zastoupenim riiznych silic. Nejvyznamnéjsi odriidou pro Ceskou republiku je Zatecky
polorany cerveidk, ktery byl ziskan z pavodnich chmeld péstovanych na tGzemi Cech.
Mezi daldi odridy pro CR patii napiiklad Premiant, Agnus & Kazbek a mnoho
dalsich.[6]

Ptestoze poznatklli o chmelu, jeho struktufe, slozeni a vlivu na vysledny produkt
— pivo — pfibyva se zdokonalujicimi se analytickymi metodami, vyzkum jeSté neni
zdaleka u konce. Po celém svété jsou provadény studie zaméfené hlavné na objasnéni
struktury chmelovych slou€enin a jejich vyznam pfi vatfeni piva.[2]

Prvnim krokem ke zjiSténi pfitomnosti t€chto latek je jejich co nejicinné;jsi oddéleni
od matrice. Pododdil 2.2 poskytuje informace o chmelovych silicich, jakozto vyznamné
sloZzce chmele. Bylo aplikovano nékolik metod pro stanoveni silic ve vzorku, tou
doposud nejvyuzivanéjsi byla destilace silic vodni parou. Jde o u¢innou metodu, avSak
pusobenim vysokych teplot béhem procesu muze dochazet ke strukturnim preménam
latek, coz ma dopad na vysledné kvalitativni 1 kvantitativni sloZeni smési.[3;4] Dale
byly silice extrahovany pomoci organickych rozpoustédel, které omezuji vlivy
vysokych teplot, je vSak slozité¢ jejich odstratiovani z vysledného produktu.[3]
Za zminku urcité stoji ziskdvani silic extrakci na pevné fazi pomoci oxidu uhli¢itého,
které sice vylucuji premény latek plisobenim vysokych teplot, ale jsou ¢asove i finanéné
naro¢né a maji sloZitou parametrizaci. [3;4;5]

Cilem této prace je stanovit senzoricky aktivni latky ve chmelu, ¢ehoz bylo
dosazeno metodou Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského, a.s., extrakci na
bazi fluidniho ethanolového loZze. Na rozdil od metod ziskdvani silic postupy

zmifovanymi vySe, je tato metoda finanéné a Casov€ nendrocnd ucinna a, co je
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potieba extrémné¢ vysokych teplot.[7] Extrakty mohou byt dale analyzovany GC-MS a
vyhodnocena spektra, ktera poskytnou informace o zastoupeni a pivodu jednotlivych
silic v analyzovaném vzorku. Tyto udaje pak lze porovnavat s jiz publikovanymi

zaznamy a vyvodit uspokojivé zaveéry.
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2. Chmel

Chmel (Humulus) je dvoudoma vytrvala popinava rostlina mirného pasu z Celedi
Cannabaceae, kam patii spolu s rodem konopi.[2] Své vyuziti nachazi chmel nejen
v potravinafském, ale diky svym dezinfekénim a zklidiujicim ucinkiim, také
ve farmaceutickém prumyslu.[3]

Prestoze existuje nckolik druhi chmele, pro pivovarnictvi ma nejvétsi vyznam
kulturni chmel ota¢ivy (Humulus Ilupulus), konkrétn¢ jeho samici kvéty. Ty se
po dozrani méni v nahnédlé hlavky se zlazami produkujicimi lupulin, coz je Zzluty
prasek obsahujici pryskyfice a silice kli¢ové pro vyrobu piva. Kromé pryskyfic a silic se
v chmelovych hlavkéach nachazeji také lipidy, vosky, bilkoviny a samoziejmé celuléza —
jsou to ale latky bez primarniho vlivu na hodnotu piva, z analytického hlediska jde tedy
spiSe o matrici.[2]

Dozralé hlavky se sklizeji na prelomu léta a podzimu, kdy je obsah pryskyfic
nejvyssi.[2] Hlavky se suSi, preciStuji a dale zpracovavaji; napiiklad na prasek ci
granulat, coZ je vysuSeny, rozemlety a slisovany chmel, nebo se vytvafi prosty
extrakt.[1;3;7] Tyto produkty zpracovani se nasledné¢ vyuzivaji béhem vateni piva. To
se sklada ze 4 slozek: voda, sladovy je¢men, chmel a kvasnice. Kompozice téchto
surovin ma dopad na charakter a Skalu stylt piva.[1]

Vyroba piva

Vyroba piva zacind naklicenim a namletim sladovych zrn, kterd jsou dale
inkubovédna v horké vodé, coz vede k naslednému nastépeni polysacharidii na nizsi
cukry a vznika sladina.[1;7] Sladina se pfecedi od zbytkl zrn a dale se vaii za ptidavku
chmele.[7]

Takto zpracovany roztok je oznaCovan jako mladina, kterd je po pieciSténi
a ochlazeni fermentovana pomoci kvasinek.[7] Ty zajisti pfeménu jednoduchych cukrti
v alkohol a oxid uhli¢ity. Po fermentaci pivo dozrava a béhem skladovani jeSté méni své

aroma i chut’.[1]

10
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Chmel se ptidava na zacatku vareni, aby vlivem vysSich teplot doslo k chemickym
zméndm piitomnych latek. Dosud bylo v pivu objeveno vice nez 1000 riznych
sloucenin, které pochdzeji pfimo ze surovin, ale byly vlivem zpracovani chemicky
pozménény. Nevyhodou vsak je, ze pusobenim vyssSich teplot a otevienou atmosférou
snadno dojde k vyprchani chmelové viné [7], proto se provadi tzv. pozdni chmeleni,
kdy se aromaticky chmel pfidd az po ukonceni varu, ¢imz produkt ziska chmelovou
chut iaroma. V dnesni dobé se zaucelem dosazeni vyS$iho chmelového aroma
pridavaji chmelové extrakty piimo do hotového piva. Chmel také v zavislosti na pouzité
odrid¢ zajistuje hotkost piva, zlepSuje konzistenci a stabilitu pivni pény a diky

antibakteridlnim u¢inkiim zabrafiuje kazivosti vysledného produktu.[1]

2.1 Odrady chmele

Obsah silic ve chmelu a jejich vzajemny pomér zavisi zejména na riiznych kulturnich
odridach chmele.[7] Existuje n¢kolik odrid chmele liSicich se ptivodem a, co je
charakteristické vlastnosti.[2] Seznam odrd chmele pro CR zapsanych ve Stdtni

odriidové knize €itd k ¢ervnu 2017 14 jmen[8], vybrani zastupci jsou popsani nize.

Zatecky polorany cCerveridk

Zatecky polorany cervendk, nebo-li Saaz, byl ziskan klonovanim z pavodnich
chmelii péstovanych na tizemi Zatecka a Ustecka.[6] S obsahem silic az 8000 mg/kg
chmele je charakteristicky pfedev§im svym jemnym chmelovym kofenénym

aroma.[6;7] Z odriidy Saaz byl poprvé isolovany farnesen.[2;7]

Sladek

Jedna se o hybridni odriidu chmele s Zateckym &ervenidkem v piivodu. Tento chmel
je spolu s Premiantem a Agnusem hojné vyuZzivan pivovary.[6] Obsahuje zhruba
15000 mg silic v kilogramu chmele a vynik4 svou jemnou chmelovou ovocnou viini

a vyvazenou hotkosti.[6;7]

Premiant

Premiant je hybridni odriida chmele, ktera ma ve $lechtitelské linii také Zatecky
polorany cervenak.[5;6] Pro tuto odridu je charakteristickd vyrazna hotkost, plna
chut’ chmele a ovocny charakter aroma.[6]

11
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Agnus
Jde o hybridni odriidu chmele s americkym ptivodem v genech.[5] Aroma je kofenité
a velmi intenzivni diky bohatému obsahu silic az 30000 mg/kg chmele.[6]

Kazbek
Kazbek je pavodem rusky plany chmel, ktery byl zkiizen a vySlechtén pro ucely
pivovarnictvi a v dne$ni dobé nachézi uplatnéni zejména v minipivovarech. Ma plné

citrusové aroma a obsah silic az 18000 mg/kg chmele.[6]

V Tabulce 1 (str. 15) je uveden seznam majoritnich silic ve vybranych odriidach chmele

a jejich zastoupeni v mg/kg chmele.

2.2 Chmelové silice

Stejné jako pryskyfice jsou silice vyluCovany lupulinovymi Zlazami rostlin chmele.
V literatute také byvaji oznacované jako esencidlni oleje, protoze ptedstavuji t€ékavou
slozku lupulinu a obohacuji tak pivo zejména o aroma a piichut,, zatimco pryskyfice mu

davaji charakteristickou hotkost.[2;7]

Kilogram vysuSeného chmele obvykle obsahuje 5000 — 30000 mg silic, pfestoze
bylo zjisténo, Ze i takto mald frakce se sestava az 1000 sloZek v zavislosti na odridé,
zralosti pii sbéru, podminkach rtstu, skladovani chmelu a dalsich faktorech.[2;7]

Chemicky byly latky tvofici skupinu silic koncem 20. stoleti rozd€leny do tii

obsahlych skupin na uhlovodiky, kyslikaté slouceniny a slouc¢eniny obsahujici siru.[2]

2.2.1 Chemické skupiny silic
Uhlovodiky

Skupina uhlovodiku je nejvice zastoupenou skupinou ve slozenti silic (50 — 80 %), 1 pies
svou vysokou nestalost.[2;7] Snadno se oxiduje a tvoii polymery, rozpustnost ve vode
je omezend a vzhledem k tomu, ze jsou tyto latky velmi té€kavé, vétSina se ztraci
odpatenim. Uhlovodiky lze rozdélit do tii skupin na alifatické uhlovodiky, monoterpeny

a seskviterpeny.[2] Nejvice zastoupenou slozkou je myrcen, nasleduji humulen,

12
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farnesen (Obr. 1, str. 14), karyofylen, ocimen, pinen a selinen, které zarucuji pivu

chmelové aroma.[1;2]

Slouceniny obsahujici siru

Ptestoze skupina silic obsahujicich siru je nejméné obsahla, maji tyto slouceniny velmi
vyrazné a mnohdy nepiijemné aroma, které je pii vyrobé piva nezadouci. Maji totiz
nizké senzorické prahy az 0,1 ppb [pg/kg] a nemusi byt vzdy instrumentalné
detekovatelné.[2] Jejich pomér k ostatnim slozkam silic se se stafim chmele také
nepatrné meéni, nebot’ nékteré¢ uhlovodiky, mezi néz patii napiiklad humulen ¢i
karyofylen, dokdzou za urcitych podminek reagovat s elementarni sirou za vzniku
episulfidi.[7]

Kyslikaté slou¢eniny

Kyslikaté slouceniny tvoii nejpestiejsi skupinu ve slozeni silic, pfestoze se v celkovém
zastoupeni vyskytuji pouze ze 30 %, vétSinou ve stopovych mnozstvich. V kyslikaté
frakci lze nalézt riizné slouceniny od alkoholii pies aldehydy, ketony, kyseliny
a epoxidy az po estery s nejvyssi participaci.[2]

Dulezité jsou zejména proto, Ze obsahuji jak tékavé, tak neté¢kavé slozky, u kterych
je velmi pravdépodobné, ze se dostanou az do vysledného produktu. Stejné jako
uhlikaté slouceniny mohou postupem casu meénit svou strukturu, Casty je vyskyt
enantiomer.[2]

Ptestoze je zastoupeni uhlovodikl v ¢erstvych chmelovych silicich zna¢né vyssi nez
zastoupeni kyslikatych sloucenin, starnutim chmelu se tento pomér méni ve prospéch
prave téchto sloucenin z divodu samovolné oxidace uhlikatych latek.[2] Napiiklad
oxidaci karyofylenu a humulenu vznikaji epoxidy, které pomoci hydrolyzy ptechazeji
na alkoholy. Nejvyznaméjsi zastupci této skupiny jsou nerol a linalol (Obr. 1,
str. 14).[1]

13
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Uhlovodiky Kyslikaté slouc¢eniny
_ HO OH
myrcen /i nerol (cis-geraniol) linalol
N
o-humulen \O
TFor
limonen o-terpineol p-karyofylen epoxid
0 71)\
i = o
\m/\/\[r\ \l/\/ I
p-farnesen isoamylisobutyrat

Obr. 1: Strukturni vzorce vybranych zdstupcu silic

Ptevzato z: NIST Chemistry WebBook [9] (19.8.2017), vlastni uprava pomoci programu

ADC/ChemSketch Freeware dostupného z: http://www.acdlabs.com/resources/freeware/

2.2.2 Zpusoby extrakce a stanoveni silic

Vétsina silic je Spatné rozpustna ve vode, ale pomérné dobfe misitelna s organickymi
rozpoustédly.[7] Pro stanoveni mnozstvi silic ve vzorku chmele existuje hned n¢€kolik
metod, mezi néz patii destilace vodni parou, extrakce pomoci organickych rozpoustédel
¢i oxidu uhli¢itého, extrakce za pomoci ultrazvuku, stanoveni rozemletého vzorku
chmele bez ptedchozi exktrakce nebo relativné nova metoda ziskavani silic zalozena
na extrakci na fluidnim ethanolovém lozi.[1;4;5;7]

Prvni tfi zminéné metody maji vSak zdsadni nedostatky. K destilaci parou je
zapotiebi vysokych teplot po celou dobu procesu, které ale zapficitiuji strukturni zménu
extrahovanych latek a maji vliv na kvalitu vysledné smési.[3;4] U extrakce pomoci
organickych rozpoustédel sice nedochazi k tak velkym kvalitativnim zménam, je ale
nevyhodna z diivodu pozdéjsiho odstraniovani téchto rozpoustédel z findlniho produktu
za pouziti separacnich procesiti, béhem kterych muize dojit ke ztrdtdm hmoty.[3]
Ziskavani chmelovych silic za pomoci oxidu uhli¢itého v kombinaci s extrakci

na koloné s pevnou fazi uz je sice dokonalej§i metodou, kde jsou latky ziskdvany
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kvantitativné bez zna¢nych tepelnych pfemén [4], nevyhoda vSak tkvi v Casové
narocnosti metody, nedokonal¢ extrakci vSech polarnich sloucenin a slozité
parametrizaci procesni teploty a tlaku, které az pfili§ ovliviiuji extrakéni kolonu, a tudiz
maji dopad na cely prib¢h extrakce.[3;5]

Existuje n€kolik metod stanoveni obsahu silic, mezi néz patii zejména plynova
chromatografie ve spojeni s olfaktometrii [7], plamenovou ionizacni nebo hmotnostni
detekci.[4;5]

Extrakce pomoci fluidniho ethanolového loze

Zpusob extrakce chmelovych silic pomoci ethanolu je, na rozdil od ostatnich metod,
méné ¢asoveé narocnd, s mensi pravdépodobnosti tepelnych zmén extrahovanych latek
a v kombinaci s vhodnym standardem je navic dobfe opakovatelnd. Je zaloZena
na miSeni vzorku chmele na extrakénim filtru s odpafujicim se etanolem (Obr. 6,
str. 30). Po ochlazeni dochazi ke kondenzaci ethanolovych par a extrakci silic
do roztoku.[5]

Tab. 1: Kategorizace klicovych silic do chemickych skupin a jejich hmotnostni zastoupeni
ve vybranych odriidach chmele

Agnus Kazbek Zatevc kyp ? ¥0rany
Cervenak
Silice Skupina mg/kg

Celkové silice 20000 — 30000 9000 — 18000 4000 — 8000
B-farnesen uhlovodik <300 <180 560 — 1600
a-humulen uhlovodik 3000 — 7500 1800 — 6300 600 — 2400
B-karyofylen uhlovodik 1800 — 4500 900 — 2700 240 - 720
Limonen uhlovodik 30-90 13,5-36,0 4-16
Myrcen uhlovodik 8000 — 16500 3600 — 9900 1000 — 3200
a-pinen, B-pinen uhlovodiky 120 — 360 45-162 16— 64
a-selinen, B-selinen uhlovodiky 200 — 900 90 — 540 20— 120
Geraniol alkohol 60— 180 4,5-36 4-16
Linalol alkohol 60— 150 27-90 16— 48
2-undekanon keton 60— 210 9-45 20-72
Isoamylisobutyrat ester 100 — 300 54 — 225 <08
Isobutylisobutyrat ester 10-45 13,5-45,0 <0,8
Methyl-4-decenoat ester 200 — 540 45— 180 40 — 140

Pievzato z: Humulus lupulus — a story that begs to be told [2], Atlas eskych odrid chmele [6], vlastni

zpracovani
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3. Plynova chromatografie

Chromatografie je analytickd separacni metoda zalozend na rozdé€lovani latek mezi
stacionarni a mobilni fazi. Déleni latek je pak dano jejich afinitami ke stacionarni fazi,
rozdilnymi velikostmi ¢astic ¢i velikostmi jejich ndboje.[10]

Podle skupenstvi mobilni faze rozeznavadme tfi druhy chromatografie, mezi které
patii chromatografie plynova, jejiz mobilni fazi je plyn.[11] Je zaloZend na dé€leni latek
podle jejich afinity ke stacionarni fazi a relativnich tenzi par pti dané teploté.[10] Tato
metoda slouzi ptedev$im k analyze plyni, nedisociovatelnych kapalin, ale i pevnych
organickych 1 organokovovych latek a teékavych sloucenin o molekularni hmotnosti
2 az 1000 daltond.[10;11] Pomoci GC vsak nelze separovat makromolekuly a organické

a anorganické soli.[11]

Vyhody GC [10]:

+ spolehlivé a rychla analyza v fadu desitek minut

+ relativné nendkladna a jednoducha technika

+ 0c¢innd, vykazujici vysoké rozliSeni

+ metoda citliva — schopna pracovat s koncentracemi v fadech ppm a €asto 1 ppb

+ poskytujici pfesnou kvantitativni analyzu s relativnimi  smérodatnymi
odchylkami 1 —5 %

+ sta¢i malé mnozstvi vzorku v fadu pl

+ ptrevazné nedestruktivni — vyhodné pro kombinovéni s dalsimi separa¢nimi ¢i
detek¢énimi technikami
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Nevyhody GC [10]:
— omezena pouze na analyzu té¢kavych vzorka
— nevhodna pro teplotné stabilni vzorky
— naro¢na co se ptipravy velkych vzorki tyce
— nedokaze poskytnout ptfesnou identifikaci slouceniny — pro potvrzeni kvality
pikt vyzaduje spektroskopickou detekci

3.1 Prubéh GC

Samotna chromatograficka analyza zacina zavedenim nosného plynu (Casto jde o vodik,
hélium, dusik nebo argon) pomoci pritokoméru do aparatury (Obr. 2).[11;12]
Pozadavky pro vybér vhodného nosného plynu jsou jeho cistota, netoxicita, nizké
pofizovaci naklady, zadna chemicka interakce se vzorkem a stacionarni fazi, a aby byl
vyhovujici matrici ke zvolenému detektoru.[10;11]

Kli¢ovym krokem analyzy je zavedeni vzorku do néstfikové hlavy (davkovace), kde
vlivem vysokych teplot dochazi k jeho zplynéni pted vstupem do kolony.[10;11]
Nastiik vzorku probihda jiz pfevazné automatickymi davkovaci pro zachovani co

nejvyssi reprodukovatelnosti.[12] Nejostiejsiho piku a nejvyssiho rozliSeni se dosahne

cvwr

D Sy

<]
\\ F ¥ Wasta

C

Obr. 2: Schéma aparatury pro plynovou chromatografii
A —nosny plyn; B — pritokomér; C — termostat; D — davkovac; E — kolona; F — detektor; G — systém dat

Ptevzato z: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gas_chromatograph.png (18.8.2017), vlastni tprava
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Kolona

Vzorek je unasen nosnym plynem skrz temperovanou kolonu se staciondrni fazi,
pomoci které dochazi k separaci slozek. Ty putuji k detektoru rozdilnou dobu, coz je
dano jejich distribunimi konstantami K¢ zavislymi na teploté.[11] Distribu¢ni
konstanta udava rozdéleni slozky mezi stacionarni a mobilni fazi.[12]

Teploty kolon by nemély piesdhnout hodnot bodl varu analytli; ackoli zvySenim
teploty zakonité dojde k urychleni analyzy a poklesu retencnich Casti separovanych
latek, je vyzadovan vyssi tlak nosného plynu a hrozi rapidni snizeni rozliSeni pikia
ve vysledném chromatogramu.[10;11]

Existuji dva druhy kolon. Dnes uz malo vyuzivané napliové kolony jsou vyrobeny
ze skla ¢i nerezové oceli s pevnymi adsorbenty, mezi které patii silikagel, aktivni uhli
¢1 molekulov4 sita o riznych polomérech a porézni polymery.[11;12] Jejich vyhody tkvi
v nizké finanéni nakladnosti, vétsi kapacité a tudiz moznosti davkovat vétsi objemy
vzorku.[10;11;12]

Kapilarni kolony mohou dosahovat délky az 60 metri s vnitinim primérem
0,1 —0,5 mm. Jsou vyrobené z kiemene potaZeného polyimidem se stacionarni fazi
upevnénou na inertnim nosi¢i. Staciondrni faze by méla spliiovat pozadavek teplotni
stalosti, nizké tékavosti a pevného navazani na nosic, ¢ehoz je docileno zesitovanim ¢i
kovalentni vazbou. Ptiklady kapalnych stacionarnich fazi v GC jsou hojné vyuZivané
silikonové (polysiloxany), dale polyestery, carbowaxy (polyethylenglykoly) ¢i ucony
(polypropylenglykoly).[11;12]

Silikonové stacionarni faze maji vyhodu zejména v tepelné stilosti a nastavitelné
mife polarit. Polarity mohou byt zvoleny zaménou funkcnich skupin za polarnéjsi
skupiny ve struktufe nejméné polarniho dimethylpolysiloxanu [10], coZ je zobrazeno
na Obr. 3 (str. 19).

Ostatni kapalné stacionarni faze se liSi rozdilnymi polaritami, molekulovymi
hmotnostmi, Zivotnosti a hlavné meznimi pracovnimi teplotami, do kterych je jeste
mozno kolonu pouzit. Pfi vysSich teplotach pak dochdzi k odpafovani této kapalné faze
a faleSnému signalu v detektoru.[10]
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Obr. 3: struktura polysiloxanu jako staciondrni faze v kapildarnich kolondch
V nejméné polarni struktufe dimethylpolysiloxanu (A) lze zvysit celkovou polaritu kolony

nahrazenim libovolného poctu methyll za polarngjsi molekuly, napiiklad fenyly (B) [10]

Vytvoreno pomoci programu ADC/ChemSketch Freeware dostupného

z: http://www.acdlabs.com/resources/freeware/, vlastni uprava

Polarita kapilarni kolony se voli podle povahy separovanych slozek. Nepolarnich
kolon se vyuziva pfi separaci nepolarnich molekul pouze na zaklad¢ uhliku a vodiku,
naptiklad alkant. Polarni kolony se voli v pfipadé separace molekul, u kterych se
vyskytuji ndsobné vazby ¢i jiné atomy nez uhlik a vodik. Vhodné jsou naptiklad
pro separaci alkenti, arenti, ketonl, amint, thiolti, esterti, éter, polychlorovanych
bifenyla atd.[11]

Detektor
Na pfitomnost analyti reaguje detektor intenzitou signdlu bud’ v zavislosti na objemu
mobilni faze, nebo na Case, které uplynuly od pocatku analyzy. Velikost tohoto signalu
podava kvantitativni informaci o obsahu latky, kdezto doba, ktera uplynula, poskytuje
kvalitativni informaci o povaze latky.[11]
Detektor je volen v zavislosti na typu stanovovaného analytu (selektivita detektoru)
a jeho mnozstvi ve vzorku (citlivost, nebo-li detekéni limit).[11] Podle téchto dvou
kritérii se rozliSuje n¢kolik druhli detektorti vhodnych pro GC (Tabulka 2; str. 20), mezi
které patii naptiklad detektor tepeln¢€ vodivostni (TCD), plamenovy ioniza¢ni detektor
(FID), detektor elektronového zachytu (ECD), hmotnostni spektrometr (MS) atd.[11;12]
Pro tuto praci jsou podstatné zejména detektory hmotnostni, které jsou podrobné

popsany v Kapitole 4.
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Tab. 2: charakteristiky nejpouZivanéjSich detektorii v GC

TCD FID ECD MS

Selektivita univerzalni selektivni selektivni specificky
Destruktivni ne ano ne ano
Citlivy sttedné velmi sttedné velmi
Nosny plyn helium helium, dusik dusik helium
Vhodné pro latky | latky lisici se uhlovodiky halogenderivaty, pfevazné

tepelnou vodivosti nitroderivaty organické

od mobilni faze slouceniny

Pievzato z: Basic gas chromatography [10], Moderni analytické metody [11], Laborator hmotnostni

spektrometrie [13], vlastni zpracovani

Detektor dale ptredava informaci o piijatém signalu vyhodnocovacimu zafizeni, které
jiz béhem analyzy na zdkladé téchto udaji sestrojuje kontinudlni zaznam s jednotlivymi
piky separovanych a detekovanych slozek oznaovany jako chromatogram.[11;14]
Pozadovanym vysledkem separace kazdé slozky je idealni pik, ktery je co mozna
nejuzsi, s jednim vrcholem a symetricky po obou stranach.[10]

Dulezitym krokem k dosaZeni co nejvyssi ucinnosti separace je dosdhnout co
nejvyssich hodnot chromatografického rozliSent. Pti vyhodnocovani
chromatografickych spekter je rozliSeni pouzivano k vyjadfeni miry, do jaké jsou

od sebe odd¢€leny dva sousedni piky.[10]
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4. Hmotnostni spektrometrie

Metoda hmotnostni spektrometrie je jednou z bézné dostupnych, velmi vSestrannych
ahojné¢ vyuzivanych technik prozkoumani organickych latek v analytickém,
farmaceutickém a v neposledni fad€ potravinaiském priimyslu.[13;16;17]

Spojeni MS sGC je velmi kompatibilni.[10] Najde své vyuziti v ramci
kvantitativnich analyz, béhem nichz se takto da detekovat Siroka fada sloucenin, ale
1 analyz kvalitativnich, kdy se jejich prostiednictvim stanovuji molekulové hmotnosti ¢i
struktury separovanych latek na zdkladé porovnani s databdzemi hmotnostnich
spekter.[13]

Kazdy hmotnostni spektrometr se sestava z vakuového systému, ktery redukuje
pocet srazek leticich Castic, iontového zdroje, analyzatoru a detektoru.[14,18] Pravée
podle pouZzitého analyzatoru se rozliSuje n¢kolik typti hmotnostnich spektrometri, mezi
néz patii kvadrupdlovy, siontovou pasti, magneticky a priletovy[17], které jsou

podrobné&ji popsané v Pododdile 4.1.

MS nevyZaduji nutné uUplnou chromatografickou separaci stanovovanych latek
ve smési, nebot” je kazda slouCenina ionizovana a jeji signdl je zaznamenavan pomoci
poméru hmotnosti a néaboje.[16] Nabité castice, vznikajici ionizaci v hmotnostnim
spektrometru z neutralnich molekul separovaného vzorku, se pak déli podle m/z a az
poté jsou detekovany v podobé hmotnostnich spekter.[13] Hmotnostni spektrum latky
piedstavuje zavislost Cetnosti detekovanych fragmentli molekuly na jejich poméru
hmotnosti a néaboje.[10] Na Obr. 4 (str. 22) je vyobrazeno hmotnostni spektrum

2-undekanonu.
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Obr. 4: digitalizované hmotnostni spektrum 2-undekanonu

Cervené &ary piedstavuji relativni zastoupeni konkrétnich molekularnich iontti o uréité hodnoté m/z,
charakteristickych pro danou latku. Iont s nejvy$$im zastoupenim (v tomto ptipadé m/z = 58) se oznacuje
jako zakladni pik a je mu datovym systémem piipsana hodnota 100 %. Podle tohoto iontu se odvozuji

piky ostatnich pfitomnych iontt.[10]

Ptevzato z: NIST Chemistry WebBook [9], dostupné z:
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Spec=C112129&Index=0&Type=Mass&Large=on (13.8.2017)

Ptestoze neni uplné chromatografické rozdéleni latek nutné, musi byt néjakym
zpisobem definovana sada iontd, kterda bude pouzita kuréeni kvantity
a naslednému potvrzeni identity slouceniny. Tato sada se sklada z riznych komponentl
za uCelem dostatecného signalu detektoru (tzn. sniZeni mezi kvantifikace analytické
metody), zaroven ale musi byt zabranéno izobarickym interferencim, coz je stav,
pii kterém ma vice prvki stejny m/z.[16,18] Nejvétsi vliv maji ve smeési ionty, které
maji nejvyssi Cetnost ve fragmentovaném vzorku.[16]

Zpisob detekce latek z hmotnostnich spektrometri miize probihat n¢kolika zplisoby.
Prvni je pomoci tzv. Faradayova poharu. Signal se zde zaznamenavad zménou napéti
na elektrodach timérnou poctu iontd, které na elektrody dopadnou. Dal$im zpisobem

detekce jsou elektronové ndsobice zalozené na principu vyrazeni elektroni z elektrod
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po dopadu iontu. Elektrony se postupné zesiluji diky soupravé dynod, a tak je na konci
tohoto procesu poskytnut dostate¢ny mefitelny signal.[18]

4.1 Typy hmotnostnich analyzatoru

Prvnimi pouzivanymi hmotnostnimi analyzatory, které se zacaly pouzivat pii analyzach,
byly spektrometry magnetické. Poskytuji vysoce reprodukovatelné¢ vysledky
a zaroven maji vysoké rozliSeni i citlivost.[17] Funguji na principu zakfiveni drahy letu
iontll v magnetickém poli.[14]

Spektrometry s iontovou pasti jsou vyhodné pro svou selektivitu, ¢ehoz se vyuziva
pro analyzu smési.[17] K analyze iontli dochdzi ve stejném prostoru, ve kterém jsou
latky ionizovany, zachycenim na elektrodach pomoci vlozeného napéti.[11;14] Tyto
detektory snizuji detekéni limity a poskytuji informace o strukturach analyzovanych
latek, ¢ehoz je vyuzivano zejména ve forenzni a farmaceutické oblasti.[17]

Pruletové analyzatory jsou nejnovéjsi a také nejnékladnéjsi technologii ve spojeni
s plynovou chromatografii. Vyhodné jsou zvlasté¢ z divodu urychleni analyz a maji
nejvyssi hmotnostni rozsah za vSech hmotnostnich analyzatorti.[17] Pracuji na principu
meéfeni doby, za kterou dokdzou ionty s riznym m/z piekonat urcitou vzdalenost, proto
se také oznacuji jako time-of-flight (TOF) analyzatory.[14]

V praxi jsou ale nejvice vyuzivané hmotnostni spektrometry kvadrupolové diky
své jednoduchosti, cenové dostupnosti, schopnosti provadét kvantitativni 1 kvalitativni
analyzu zaroven a Sirokému spektru vyuZiti pro rutinni analyzy, nejcastéji ve spojeni
se separanimi technikami HPLC a GC.[14;17] Nicméné poptavka po ostatnich typech
hmotnostnich analyzatorti stoupd s cilem dosahnout nizsich detek¢nich limith a vyssich
rozliSovacich schopnosti.[17]

4.1.1 Kvadrupodlovy analyzator

Tento druh analyzéitoru tvoii 4 identické kovové elektrody s kruhovym prifezem
poskladané rovnobézné vedle sebe do ctverce (Obr. 5, str. 24). Délka téchto elektrod se
pohybuje okolo 20 — 30 cm. Béhem analyzy je na prvni dvé diagonélni tyCe vlozeno

stejnosmérné napéti kladné, na druhé dvé diagonalni stejnosmérné napéti zaporné.[14]
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Obr. 5: schéma kvadrupolového hmotnostniho analyzdatoru

Molekuly separované pomoci GC postupné prichazeji do MS. Proud téchto molekul je nejdiive ionizovan
pomoci iontového zdroje, poté jsou tyto ionty pifivedeny do osy kvadrupdlu, kde zac¢nou oscilovat
dasledkem elektrického pole. Pouze ionty o urcité hodnoté m/z projdou skrz osu ty¢i k detektoru, kde je
zaznamenavana jejich Cetnost. Prichod iontll analyzatorem zajistuje vakuum, které je realizovano

vakuovym systémem (neni vyobrazen).[14]

Ptevzato z: http://www.chromatographyonline.com/comparing-capabilities-time-flight-and-quadrupole-
mass-spectrometers-0 (11.8.2017), vlastni tprava

Kvadrupolové analyzatory se fadi mezi dynamické analyzatory a dé€li ionty
na zakladé hybani s parametry elektrického pole.[18] Ion po vletu do prostoru mezi
elektrody kvadrupdlu zac¢ne oscilovat. Jen ionty s urcitou hodnotou m/z dosahnou
pro nastavenou hodnotu stejnosmérného napéti U a amplitudy stfidavého napéti U,
stabilnich oscilaci a projdou skrz kvadrupol az k detektoru jako je tomu na Obr. 5.[14]

Ostatni ionty zatéchto podminek az pfili§ osciluji v elektrickém poli
mezi elektrodami a k detektoru neprojdou do doby, nez se zméni hodnoty napéti, nebo
amplitudy, pfiCemz pomér téchto dvou veliin zlstava stejny. Snizenim poméru U/V
sice lze docilit zvySeni hmotnostniho rozsahu pro ionty, které projdou analyzatorem,
avSak dojde zéaroven ke sniZeni rozliSeni. To v porovnani s ostatnimi hmotnostnimi
analyzatory neni ptili§ vysoké - spektra vykazuji relativné nizkou rozliSovaci schopnost,

tzn. Ze dojde k rozliSeni iontd, které maji alesponi o jednotku rizny m/z.[14]
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Trojity kvadrupolovy analyzator
Tento analyzator se sklada ze tii kvadrupdlovych analyzatorti umisténych v fadé
za sebou, z ¢ehoz prostfedni funguje jako kolizni cela. Kolizni cela méa zavedené
sttidavé napéti a pfivod kolizniho plynu (nejcastéji argonu ¢i dusiku), ktery
zpusobuje srazky s ionty pfivadénymi z prvniho kvadrupolu. Po srazce iontu
s atomem plynu dojde ke koliznim aktivacim, které mlzou za rozstépeni tohoto
iontu na mens$i ionty fragmentové, které jsou pak analyzovany ve tietim kvadrupdlu
stejnym principem podle svého m/z.[14]

Trojity kvadrupolovy analyzator vyznamné redukuje molekularni interference
diky srazkdm v kolizni cele a zvySuje rozliSeni pii analyze eliminaci

tzv. izobarickych interferenci u prvki se shodnym m/z.[18]
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Chemikalie, materialy, pristroje

Chemikalie
vzorek chmele odriidy Kazbek (granule typ 90), Agnus, Zatecky polorany cerveridk

standardy
e vnitini standard 3-hepten-1-ol o koncentraci zasobniho roztoku 23,58 g/
(ptipraveny 2.4.2017)

¢ standardni roztoky
— silice B, C, D, S1, S2 (ptipravené 24.2.2017)
— silice ZR1 a ZR?2 (piipravené 2.4.2017)
koncentrace a slozeni téchto standardnich roztokt silic jsou vypsany
v Tabulce 3 (str. 28)

o [-karyofylen, 4-terpineol, methylheptanoat, methyldekanoat, 2-undekanon

Vsechny zakladni standardni roztoky silic pochazeji od Sigma-Aldrich, Ceské
republika a jejich Cistota je = 96,0%, GC.

ethanol 96% p.a. (Lach-ner, Ceska republika)
dichlormethan (Merck, Némecko)

n-hexan (Merck, Némecko)

siran sodny bezvody p.a. (Lach-ner, Ceska republika)

destilovana voda
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Material
50ml odmérny valec

50ml odmérné banky se zdbrusem, A

pipety — délené 1ml, S5ml, 10ml, A

stiikacka Hamilton 25ul

extrak¢ni PTFE filtry o priméru 47 mm s velikosti port 10 um
kolonky EXtrelut NT 20 (Merck Millipore, USA)
kadinky

nalevka

michadélko

kovova 1zicka

kapatko

vialky opatfené inzertem

kapilarni kolona TG WAX MS (Thermo Scientific, USA) o délce 30 m, vnitinim

priméru 0,25 mm, tloust'ce filmu 0,25 pm

Pristroje a programy

mlynek Bosch
piedvazky (Mettler Toledo, Svycarsko), analyticka vaha (AND, Japonsko)

extraktor fexIKA vario kontrol (IKA-WERKE GmbH)
» IKAMAG - RET kontrol

chladici + topny blok KH 135.2

sklenéna sada GF 260

stojan + kontroler KHS 1

distributor G 700

teplotni ¢idlo PT 100.52

V V V V V
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software Labworldsoft 4.7

obéhovy chladi¢ Julabo FL 601 (GmbH)

plynovy chromatograf-MS: Trace GC Ultra- DSQ II (Thermo Scientific, USA)
s datovym systémem Xcalibur (GC-MS) (Thermo), databaze NIST MS Search 20

5.2 Pracovni postup

5.2.1 Priprava standardnich roztoku

1. sada

Koncentrace a slozeni zékladnich roztoka ptfidavanych k referenénimu vzorku chmele

jsou vyneseny v Tabulce 3. Objem nadavkovanych standardi ¢inil pro roztoky silice B,
C, D, SI a §S2 1 ml, prosilice ZRI a ZR2 0,1 ml. Silice B-trans-ocimen, caren a
alloocimen jsou latky z jednoho standardu.

Tab. 3: Zastoupeni a koncentrace riiznych silic ve standardnich roztocich

Silice Koncentrace silic v zdkladnich roztocich |  Silice

ZR1 silice* ZR2

mg/1

o-pinen 1074 100 984 Isobutylisobutyrat
B-pinen 1090 100 984 Methylhexanoat
Myrcen 916 100 962 Isoamylisobutyrat
Limonen 1060 100 100 934 B-trans-ocimen,
Methylheptanoat 994 100 caren, alloocimen
Linalool 970 972 2-nonanon
4-terpineol 1106 100 1 106 Methyloktanoat
B-karyofylen 1036 100 1 082 Methylnonano4t
B-farnesen 930 100 912 2-dekanon
o-humulen 910 100 100 1136 Methyldekanoat
a-terpineol 900 100 952 2-undekanon
Nerol 1060 100 1038 Methylgeranat (1 a 2)
a-ionon 1132 100 952 2-dodekanon
[-ionon 886 100 100 936 Geranylacetat
a-iron 1196 100 1102 2-tridekanon
B-karyofylelenepoxid | 800
Farnesol (1 a 2) 928

*B C D SI 82 ,pouze orientaéni koncentrace
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2.sada
Pro porovnani vytéznosti a sledovani vlivu sloZzeni smési na separaci iontii bylo
pfipraveno dalSich 5  standardnich  roztokii  B-karyofylenu, 4-terpineolu,
methylheptanoatu, methyldekanoatu a 2-undekanonu (pfipravené 25.4.2017).

Ptiprava probihala umisténim 50ml odmérné banky na analytické vahy, zvazenim
a zapsanim hmotnosti jedné kapky standardu silice firmy Sigma-Aldrich. Objem byl
nasledovné doplnén po rysku ptipravenym roztokem dichlormethanu a n-hexanu (dale
jen DCMxXxhexan) v poméru 1:1 v/ a postup zopakovan se zbylymi 4 standardy.
Koncentrace vyrobenych standardnich roztokl pro jednotlivé latky v zapéti Cinila:
B-karyofylen (¢ = 376 mg/l), 4-terpinecol (¢ = 578 mg/l), methylheptanoat
(c = 644 mg/l), methyldekanodat (¢ = 242 mg/l), 2-undekanon (¢ = 506 mg/1).

Objem takto pfipravenych standardl aplikovanych na referen¢ni vzorek ¢inil 1 ml.
Dale byl zvysSen ptidavek standardniho roztoku ZR1 k referenci na 0,25 a 0,5 ml.

Ptiprava vzorku k exktraci pocinala namletim chmelovych pelet typu 90 odrady
Kazbek. Po namleti byly do kazdé kondenza¢ni trubice na extrakéni filtr navazeny
2,00 g prasku. Dal$im krokem bylo pfidani 10 pl vnitiniho standardu 3-hepten-1-olu

o koncentraci 23,58 g/ a patfiéného mnozstvi konkrétniho standardniho roztoku.

5.2.2 Prubéh extrakce

Kondenzaéni trubice se vzorkem byla nasroubovéana ke spodni nddob€ naplnéné zhruba
40 ml 96% roztoku bezvodého ethanolu a michadlem a z vrchu utésnéna kondenza¢nim
zatizenim. Takto sestrojend aparatura (Obr. 6, str. 30) byla pfipravena k extrakci vzorku
silic pomoci extraktoru fexIKA vario kontrol (IKA-WERKE GmbH) napojené¢ho
na chladi¢ Julabo FL 601 (GmbH).

Proces extrakce se pro co nejucinnéjsi prevedeni silic do rozpoustédla opakoval
ve formé 4 cykld; extrakéni ¢as pro prvni cyklus 7 minut, nasledujici cykly jiz
po 6 minutach. Cilova teplota topného bloku byla nastavena na jedenapiilnasobek bodu
varu rozpoustédla, pro ethanol byla tato hodnota 117°C. Teplota chlazeni mezi cykly
¢inila 60°C, ¢ekaci doba po ochlazeni bloku byla 1 minuta. Po poslednim cyklu se smés
ochladila na 40°C. Cely pribéh byl kontrolovan a zaznamenavan softwarem
Labworldsoft 4.7.

Prubéh metody
Béhem ohfivani spodni nddoby zac¢nou skrz vzorek prostupovat pary, které jsou
nasledné kondenzovany na vrchu kondenzacni trubice. Kondenzovany ethanol je vlivem

vyssiho tlaku par ve spodni nddobé zadrzovéan na filtru se vzorkem chmele a dochazi
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k miSeni se vzorkem diky dalSim prostupujicim pardm. Po ochlazeni spodni nadoby
klesne tlak ethanolovych par a ethanol obohaceny o analyty ste¢e zpét do nadobky
(Obr. 6). Po ukonceni extrakce byl extrakt kvantitativné pfeveden do 50ml sklenéné

odmérné banky se zatkou a objem doplnén po rysku 96% ethanolem.

Obr. 6: Schéma aparatury pro extrakci pomoci fluidniho ethanolového loZe

A- zafizeni pro ohfev; B — nadoba s ethanolem a michadlem; C — exktrakéni filtr se vzorkem;

D — kondenza¢ni trubice; E — chladici zafizeni

Vytvoteno pomoci programu ChemDoodle verze 8.1.0 dostupného z: https://www.chemdoodle.com/,

vlastni Giprava
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5.2.3 Precisténi extraktu

Ethanolové extrakty byly piecistény a nakoncentrovany pomoci kolon EXtrelnut NT 20
pro extrakci lipofilnich sloucenin z vodnych roztokli. Kolona se nejdfive zvlhcila
podobu 15 minut pfidavkem 10 ml destilované vody. Déle bylo na kolonku
rovnomérné naneseno 5,0 ml extraktu a ponechdno 5 minut vsdknout. Extrahovano bylo
5%5 ml pfipraveného roztoku DCM Xhexan, s davkovanim po 5 minutach.

Do kadinek bylo ziskano pfiblizn¢ 10 ml eluatu, ke kterému bylo pfiddno malé
mnozstvi bezvodého siranu sodného pro odstranéni vlhkosti. Eluat byl nadavkovan
do insertu vialek, uzavien vickem s teflonovym septem a v piipad¢ potieby uchovan

v mrazaku do doby chromatografické analyzy.

5.2.4 Chromatograficka analyza

K chromatografické analyze bylo vyuzito kalibra¢nich roztoki KI, K2, K3 a K4
pfipravenych pfipravenych do 50ml baiiky. Kalibraéni roztoky byly vyrobeny z roztoku
vnitiniho standardu o koncentraci ptiblizné¢ 1000 mg/l, zasobnich roztokd ZRI a ZR2
o koncentracich piiblizné¢ 1000 mg/l a objem doplnén DCMXhexan po rysku
(Tabulka 4). Ptidavek wvnitiniho standardu 3-hepten-1-olu byl do vSech kalibra¢nich
roztoku stejny, a to 500 pl.

Tab. 4: SloZeni kalibracnich roztokii pro chromatografickou analyzu

IS ZR1 ZR2

Pridavek ul ml ml
K1 500 0,05 0,05
K2 500 0,50 0,50
K3 500 2,50 2,50
K4 500 5,00 5,00

Podminky GC-MS

Nosny plyn He o Cistoté 5.0 s pratokem 1,2 ml/min;

Davkovani splitless, doba otevieni délice 1 minuta s celkovym pritokem 50 ml/min,
teplota vsttikovani a transfer line 250°C, objem nasttiku 1 pl;

Ptistroj Trace GC Ultra DSQ II;

Kolona kapilarni TG WAX MS, mirn€ polarni; teplota nastavena na ptechod ze 45 °C
po 2 minutach na 100 °C rychlosti 10 °C/min a dale zvySena na 230 °C rychlosti 15
°C/min a kone¢nou dobou trvani 6 minut;

MS detektor: zdroj vyhtivan na 200°C.
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Sbér dat byl provadén systémem Xcalibur (GC-MS), ve kterém byla nasledné

metodou vnitiniho standardu vyhodnocena spektra a zaznamenany naméiené hodnoty.

5.3 Vyhodnoceni

Prostfednictvim  systému  Xcalibur byly identifikovany analyzované latky
a vyhodnoceno jejich kvantitativni zastoupeni ve vzorku. Identifikaci silic bylo pouzito
piibliznych reten¢nich casi, které jsou vyneseny v Tabulce 5. Obsah konkrétnich silic
byl programem spocitan na zéklad¢ vztahu mezi mnozstvim eluované latky a plochou
piku z kalibra¢ni kiivky vnitiniho standardu. Chromatograficky zdznam vzorku Kazbek

(Obr. 7) je zobrazen na stran¢ 34.

Tab. 5: PribliZné retencni Casy analyzovanych latek

Silice Retencni Casy Silice
min

a-pinen 4,17 11,21 2-undekanon
Isobutylisobutyrat 5,09 11,23 4-terpineol
B-pinen 5,25 11,26 B-karyofylen
Myrcen 6,04 11,48 Methylgeranat 1
Methylhexanoat 6,38 11,76 B-farnesen
Isoamylisobutyrat 6,50 11,90 o-humulen
Limonen 6,55 12,03 Methylgeranat 2
B-trans-ocimen 7,05 12,03 a-terpineol
Carene 7,30 12,12 2-dodekanon
Methylheptanoat 7,78 12,49 Geranylacetat
Alloocimen 8,87 12,82 Nerol
2-nonanon 9,07 12,95 2-tridekanon
Methyloktanoat 9,07 13,32 a-ionon
3-hepten-1-ol 10,02 13,97 [-ionon
2-dekanon 10,18 14,04 o-iron
Methyhonanoat 10,18 14,30 B-karyofylelenepoxid
Linalool 10,64 16,39 Farnesol 1
Methyldekanoat 11,17 16,59 Farnesol 2
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Programem vyhodnocené koncentrace eluovanych latek byly udany v mg/kg.
Vytéznost byla vypocitana na zéklad¢ vztahu:

R = (ccarc — Cref)/cad X 100 [%],

kde R je vytéZnost, c... koncentrace slozky po pfidavku standardu, c,., koncentrace
slozky bez standardu, c¢,; mnozstvi piidavku standardu.

Opakovatelnost metody byla stanovena zné¢kolika opakovanych méfeni pomoci
smérodatné odchylky uréené z rozpéti hodnot téchto méteni.

Déle byla pomoci regresni rovnice kalibracni pfimky zavislosti odezvy meéfticiho
zafizeni na koncentraci latky vypocitdna mez detekce a mez stanoveni.
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Obr. 7: Chromatograficky zaznam vzorku chmele odriidy Kazbek

Zaznam je sestaven na zaklad¢ relativniho zastoupeni latek oproti latce v nadbytku a tvoii tzv. zakladni
pik. V tomto pfipadé Cerstvého chmele jde o myrcen (RT = 6,04 min). Dal§imi vyznamnymi slozkami
jsou o-humulen (RT = 11,86 min), B-karyofylenepoxid (RT = 14,29 min), B-karyofylen
(RT = 11,20 min).
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Stanoveni vytéznosti metody

Vytéznost jednotlivych latek byla spocitdna vztahem pro vypocet vytéznosti. Nize je
na ptikladu s pfidavkem 0,25 ml standardniho roztoku ZR/ ke vzorku chmele
demonstrovan postup vypoctu vytéznosti o-humulenu:

Ceale = 121,49 mg/kg
crer= 10,93 mg/kg

Maq = 227,50 ng

nameéfend koncentrace pridavku:

121,49 - 10,93 = 110,56 [mg/kg = ng/g]

koncentrace pfidavku vztazend na 2 g chmele:

110,56 ug/g oovvvvnnnnnn.. 1 g chmele
XUE/E e, 2 g chmele
x=221,12 pg

vytéznost:

R=221,12 pg /227,50 pg x 100 %
R=97,20 %

Timto zplsobem byly dopocitany vytéznosti ostatnich silic ve vSech roztocich a
statisticky zpracovany (Tabulka 6, str. 38). Lze si vSimnout, Ze nékteré vytéZnosti
nedosahuji, ¢i pfesahuji interval idealnich vytéznosti 89 — 103 %.
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Mez opakovatelnosti byla stanovena v intervalu 0,25 — 2,90 % rel.
Meze detekce a stanoveni byly spocitany pro pomér signalu a Sumu S/N = 3/1.
Mez detekce byla vypocitana na 0,10 mg/kg vzorku.

Mez stanovitelnosti byla stanovena na 0,33 mg/kg vzorku.

6.2 Porovnani vytéznosti na zakladé chemické struktury silic

Vypocitané vytéznosti pro konkrétni silice byly mezi sebou porovnéany, pticemz bylo
zjisténo, ze uhlovodiky maji obecné niz8i vytéznosti nez kyslikaté latky (Tabulka 6,
str. 38).

Na snadé je vysvétleni, Ze se plsobenim fyzikalnich vlivii u extrahovanych latek
urychluje chemickd pfeména a katalyzuji jejich vzijemné reakce. Nejen plisobeni
zvySenych teplot, ale také zvyseny tlak béhem extrakce mtze mit dopad na vysledné

slozeni extraktu.[3]

6.2.1 Chemické pfemény

Mezi nejcastéjs$i chemické pfemény patii oxidace, béhem niz se méni jedna molekula
na druhou navazanim kyslikaté skupiny. Casté je tato reakce nejen vlivem zvy$enych
teplot a tlakd, ale také béhem starnuti chmele (Pododdil 6.3.1). Nenasycené uhlovodiky
maji tendenci se autooxidovat. Tento jev se bézn¢ vyskytuje u myrcenu, coz by bylo
jedno z vysvétleni jeho nizké vytéznosti (Pododdil 6.2.2).

Jinymi chemickymi pfeménami jsou izomerace, v jejichZ prub&éhu dochazi bud’
k rozvétvovani uhlikatych fetézcli, ¢i zméné polohy nasobné vazby. Tyto reakce byvaji
katalyzovany kyselinami, které v§ak chmel také obsahuje [7], takZe tyto pfemény nelze
vyloucit. Bézné se vyskytujicim piikladem je cis/trans-izomerace geraniolu na nerol
(Obr 1, str. 14).[7]

Neopomenutelnou preménou molekul je otevirdni a uzavirani cyklu. Kruh miZe
nejcastéji vzniknout oxidaci uhlovodikll na epoxidy, ¢ehoz je piikladem oa-humulen
se svymi oxidacnimi produkty béZzn€ se vyskytujicimi v pivu, nebo zacyklenim
acyklickych sloucenin obsahujicich nasobné vazby. Je mozné, Ze se tomu tak déje
ku ptikladu u nerolu zacyklenim na a-terpineol. Otvirat se pak miiZze epoxid na dioly,
nebo naptiklad konkrétné a-terpineol dehydrataci na limonen, ktery je prekurzorem
pro pineny.[7]
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Kromé hojn¢ se vyskytujicich chemickych pfemén mohl stat za dalSimi moznymi
chybami v méfeni nedostateCny pocet méteni ¢i nepeclivé zachazeni s pfipravenymi
standardy. U vytéznosti vysSich nez 100 % je jednou z moznosti cizi zneciSténi,
naptiklad nedokonale umyté chemické sklo. U vytéznosti podstatné nizSich naopak
mohlo dojit ke znacnym ztratam tékavych slozek v prubéhu extrakce a piecisténi

na sloupci kifemeliny.
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6.2.2 Souvislost chemické struktury s vytéznostmi vybranych zastupcu

Jak si lze vSimnout, uhlovodiky se pohybuji v horni ¢asti Tabulky 6, coz znamena,
ze zadny ze stanovovanych uhlovodikl nepiekrocil svou vytéznosti validovany interval.
Naopak kyslikaté slozky chmelovych silic zabiraji celou spodni ¢ast Tabulky 6 s velmi
vysokymi vytéznostmi, ale vyskytuji se i v horni ¢asti Tabulky 6 jako jedny s nejnizsi

vytéznosti, jejich rozptyl je tedy velmi Siroky.

Tab. 6: Vytéinosti jednotlivych silic s prihlédnutim na jejich chemickou povahu

UHLOVODIiKY KYSLIKATE SLOUCENINY
2-dekanon methyldekanoat  alloocimen myrcen isobutylisobutyrat isoamylisobutyrat
60,25% 66,74% 69,61% 70,52% 73,40% 77,54%
B-farnesen imonen B-pinen a-pinen 2-undekanon B-karyofylen
79,20% 80,84% 81,37% 83,15% 86,00% 89,46%
methylgerandt2  B-trans-ocimen 2-nonanon linalool methylgeranatl carene
89,85% 90,06% 90,77% 92,08% 92,51% 94,32%
a-terpineol a-humulen a-iron nerol methylnonanoat a-ionon
96,42% 96,90% 97,31% 98,00% 100,74% 101,47%
methyheptanoat  4-terpineol 2-tridekanon  methylhexanoat farnesol2 methyloktanoat
103,15% 105,60% 112,78% 112,91% 116,33% 116,41%
[B-ionon farnesoll 2-dodekanon  geranylacetat B-karyofylenepoxid
116,44% 124,67% 130,92% 131,14% 138,05%

Udaje pro tuto tabulku byly ziskany statistickym zpracovanim vyt&Znosti vypoétenych pro kazdou silici

zvlast’.

Shodu s validovanou vytéZnosti metody poskytuji latky pocinaje B-karyofylenem,
methylgeranatem 2, B-trans-ocimenem, 2-nonanonem, pies lianlol, methylgeranat 1,
carene (izomer ocimenu), a-terpineol, o-humulen, a-iron, nerol, aZ po methylnonanoat

a a-ionon, lze do intervalu zatadit jest¢ methylheptanoat.

Latky o nizké vytéZnosti
Podstatné nizs$ich vytéznosti vykazovaly 2-dekanon, methyldekanoat, alloocimen,
myrcen, isobutyisobutyrat, isoamylisobutyrat a B-farnesen.

U 2-dekanonu mohla byt takto velmi nizkd vyt€Znost zplisobena mirnou chybou
v méfeni v kombinaci s nizkym po€tem meéteni. Vzhledem k tomu, Ze ostatni kyslikaté
latky, vtomto piipad¢ ketony, spodobnou chemickou strukturou (2-undodekanon,
2-dodekanon, 2-tridekanon) maji vétSinou vyrazné vysSi vytéznosti, nepiiklada se
dilezitost ubytku této latky, ktery byl zapficinén chemickymi pfeménami. Obdobna

situace nastala i u methyldekanoatu, ktery patfi do skupiny esterti, majici podle
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vysledki méfeni vyrazné vysSi vytéznosti (methyloktanoat, methylheptanoat,
methylhexanoat).

Podstatné¢ zajimavéj$imi latkami jsou alloocimen (trien) a myrcen (dien), které si
jsou podobné svymi strukturami, jelikoz jde o silice patfici do tfidy uhlovodika. Stejné
jako a-humulen, B-karyofylen, B-farnesen, a pineny jsou i ocimeny a myrcen tékavé
latky [1], které, zejména v souvislosti se starnutim chmele (Pododdil 6.3.1), casto
podléhaji autooxidaci.

Myrcen svou nizkou vytéznosti 70,52 % jen potvrzuje, Ze jeho znacna cast mohla
byt béhem analyzy, stejné tak jako béhem vateni piva, pfeménéna na produkty oxidace.
Z Obr. 1 (str. 14) je patrnd chemicka podobnost mezi myrcenem a jeho oxida¢nimi
produkty linalolem a nerolem.[7] Lze si povSimnout, Ze oxidace probihd na dvojné

vazbé.

Isobutylisobutyrat i isoamyisobutyrat patii do skupiny esteri a také vykazovaly
vytéznosti nizsi nez 89 %. Na rozdil od methyldekanoatu je zde ptitomna isobutylova ¢i
isoamylové skupina, kterd také miize podléhat vySe zminéné autooxidaci [7], a tim

snizovat celkové zastoupeni téchto dvou silic ve vzorku.

Latky o vysoké vytéZnosti
Naopak velmi vysoké hodnoty byly zjiStény u B-karyofylenepoxidu, geranylacetatu,
2-dodekanonu, obou izomert farnesolu, f-iononu a methyloktanoatu.

Silice o vibec nejvyssi vytéznosti 138,05 % B-karyofylenepoxid patii mezi epoxidy,
jak jiz z ndzvu vyplyva, a je strukturné spojen s a-humulenem (Obr. 1, str. 14). Nejenze
je a-humulen izomerem B-karyofylenu [3], ale B-karyofylenepoxid je jednim z jeho
autooxidacnich produktli, které Ize mimo jiné nalézt po vatfeni v pivu [7], a jejichz
koncentrace se pravdépodobné béhem extrakce a vlivem starnuti chmele zvySuje
(Pododdil 6.3.1).

Izomery farnesolu a B-ionon patii do skupiny alkoholii a svymi vytéZnostmi také
ptfesahuji horni hranici 103 %. U t&chto sloucenin je mozné navyseni disledkem jejich
vzniku béhem pusobeni zvySenych teplot a tlaku oxidaci z uhlovodikii.

6.3 Porovnani vytézku riznych odrid chmele s literaturou

Pro toto porovnani byli vybrani 3 zastupci Ceskych odrtid chmele — nejvyznamné;jsi
Seska odrida Zatecky polorany cerveridk, Agnus s relativné vysokym obsahem silic
a Kazbek, ktery poslouZzil jako referencni vzorek pii vypoctu vytéZznosti silic metodou
extrakce na fluidnim ethanolovém lozi. Hodnoty naméfené pomoci GC-MS na celé
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hmotnostni spektrum byly pomoci stanovenych vytéznosti piepocitany na hmotnostni
zastoupeni ve vzorku chmele a porovnavany s Atlasem ceskych odrid chmele [6], ktery
poskytuje pouze relativni zastoupeni silic ve chmelu. Udaje jsou zroku 2012, takZe
musely byt ziskdny odliSnou metodou extrakce silic, coz miize hrat svou roli
v celkovém zastoupeni.

zPti pohledu na Tabulku 7 je patrné, ze namétfené hodnoty odridy Agnus lépe
koresponduji s Atlasem chmele [6] nez odrida Zatecky polorany cervendk. Jednim
z davodi jsou Sirsi intervaly zastoupeni silic. Naméfené hodnoty, které jsou mimo
vymezeny interval stanoveny literaturou v fadu jednotek ¢i desitek (napf. o-humulen
a 2-undekanon u Zateckého Ccervendku), byly vyhodnoceny jako malo odchylené

a velmi blizké, 1ze je tedy povazovat za relevantni.

Tab. 7: Porovndni zastoupeni silic v odriiddch Agnus a Zatecky polorany Cerveridk s Atlasem
Ceskych odrid chmele [6]

AGNUS ZATECKY CERVENAK
Silice Atlas chmele[6]  m&feni |Atlas chmele[6] méfeni
mg/kg mg/kg

Celkové silice 20000 - 30000 4000 - 8000
B-farnesen <300 6,97 560 — 1600 289,51
a-humulen 3000 — 7500 1264,20 600 — 2400 586,53
B-karyofylen 1800 — 4500 829,82 240 — 720 157,87
Limonen 30-90 75,80 4-16 23,99
Myrcen 8000 — 16500  4997,69 1000 — 3200 2044,77
a-pinen, B-pinen 120 — 360 349,19 16 — 64 78,57
Linalol 60 — 150 135,58 16 — 48 26,63
2-undekanon 60— 210 158,72 20-72 88,65
Isoamylisobutyrat 100 — 300 559,23 <08 1,39
Isobutylisobutyrat 10— 45 98,99 <0,8 1,95

Zelené zvyraznéné hodnoty zapadaji do vymezeného intervalu; rizové zvyraznéné hodnoty horni hranici

tohoto intervalu pfesahuji

Agnus

U odriady Agnus naméfené hodnoty vétSinou zapadaji do zdrojovych dat. Je
pozorovatelné pouze nizké zastoupeni uhlovodikovych slouc¢enin. Dlivody jsou vypsany
JiZ vySe — nejveétsi podil nese autooxidace probihajici na nasobnych vazbach, prechod

na epoxidy a alkoholy, které 1ze po vafeni moZno nalézt i v pivu.
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Zatecky polorany Cerveridk

Cerveridk se jiz obsahy silic zna¢né lisi od Atlasu chmele [6]. Stejné jako v piipadé
Agnusu, ani zde majoritni uhlovodiky nedosahuji spodni hranice intervalu. Vyjimkou je
pouze myrcen, ktery i pfes své charakteristicky nizké zastoupeni v této odriadé lezi
svym obsahem pftiblizn¢ uprostied.

U 2-undekanonu nejsou jeho vysoké hodnoty piekvapenim, nebot se obecné jevi
jako relativné stald latka. Toto tvrzeni dokazuje i jeho zastoupeni korespondujici
se zdrojem [6] 1 v piipad¢ ostatnich odrid chmele (Tabulka 7, str. 40; Tabulka 8,
str. 42), bez ohledu na stafi téchto vzork.

Stejné tak jako 2-undekanon i vétSina silic je svym obsahem spise nad vrchni hranici
stanoveného intervalu. Odchylky od vytyCenych intervali mohou byt zpisobeny
odlisnym stafim analyzovaného vzorku chmele a zptisobem jeho uchovavani (vysvétleni
poklesu zejména u a-humulenu a B-karyofylenu), odliSnou metodou stanoveni silic,
ktera neposkytovala tak vysoké vytézky, chemickymi zménami probihajicimi béhem

téchto extrakci, ¢i odlisnou vyhodnocovaci metodou.

6.3.1 Sledovani vlivu starnuti chmele na zastoupeni silic ve vzorku

Dopady starnuti chmele na zastoupeni jednotlivych silic ve vzorku byly sledovany
na odrad¢ Kazbek. V Tabulce 8 miizeme pozorovat velikost zmény obsahu nékterych
silic v zavislosti na stafi chmele. A¢ se stafi porovnavanych vzorki chmele 1isi pouze
o rok — stary chmel je z roku 2015, novy chmel z roku 2016 — zmény v obsahu silic jsou
vyrazné. V tomto piipadé se na rozdilnych hodnotach zna¢né podili i dalsi faktor, a tim
jsou podminky skladovani. Zatimco chmelové pelety Kazbeku z roku 2015 byly
skladovany v umélohmotném sacku za laboratorni teploty a pfistupu vzduchu i svétla,
vzorek z roku 2016 byl zabalen a uchovavan v chladicim zatizeni.

Hodnoty byly pro ucely porovnani odecteny z chromatografického zéznamu
prométenim celého hmotnostniho spektra GC-MS a piepocteny pomoci vytéznosti.

Pti dozravani chmele se jako prvni objevi stopy kyslikatych slozek silic, poté
cyklické seskviterpeny o-humulen a B-karyofylen, jejichz rlzny pomér je kliCovy
pfi ur€ovani odriady chmele (jak si Ize v§imnout z Tabulky 7, str. 40 a Tabulky 8, str.
41), a teprve az pak se zacind formovat myrcen, jehoZz zastoupeni udava zralost 1 stafi
chmele.[7]

Jiz po kratké dobé se starnutim chmele snizuje podil tékavych uhlovodikl
ve prospéch obsahu kyslikatych sloucenin. Velmi casté jsou piechody o-humulenu
na své epoxidy ¢i vznik alkohold oxidaci uhlovodika.
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Tab. 8: Zastoupeni silic v riuzné starych vzorcich chmele odridy Kazbek

KAZBEK
Silice Atlas chmele[6] vzorek 2015  vzorek 2016
mg/kg

Celkoveé silice 9000 — 18000
B-farnesen <180 5,29 29,39
o-humulen 1800 — 6300 17,28 1065,09
B-karyofylen 900 — 2700 9,00 678,10
Limonen 13,5 - 36,0 6,05 40,09
Myrcen 3600 — 9900 16,00 4484,11
a-pinen, B-pinen 45— 162 1,43 153,98
Linalol 27 -90 11,57 56,32
2-undekanon 945 32,55 42,36
Isoamylisobutyrat 54 — 225 2,55 387,67
Isobutylisobutyrat 13,5—-45,0 5,61 85,55

Zeleng zvyraznéné hodnoty zapadaji do vymezeného intervalu; rizoveé zvyraznéné hodnoty horni hranici

tohoto intervalu ptresahuji

Myrcen spolu s vySe uvedenymi seskviterpeny jsou hlavnimi nositeli chmelového
aroma.[7] Postupem casu Ubyva téchto latek (Tabulka 8) a vzorek ztraci svou
charakteristickou vini. Dal§i vyrazni nositelé aroma jsou kyslikaté slouceniny,
nejcastéji jde o alkoholy a estery, obvykle se ale vyskytuji ve chmelu v mnohem nizsich
koncentracich nez uhlovodiky[7], takze jejich ptinos v celkové kompozici je
srovnatelny.

Vybrané silice uvedené v Tabulce 8 reprezentuji cely soubor ptfitomnych silic
ve vzorku. Obecné vzato, stdrnutim a Spatnym uchovavanim chmele dochazi
k vyraznému poklesu (v fadu stovek mg/kg chmel) vSech silic, zalezi pouze
na rychlosti, s jakou se ze vzorku vytraceji ¢i pfeménuji. Pokles ma pomalejsi pribéh
u ketond, v Cele se zastupcem 2-undekanonem, u né&jZ lze pozorovat pokles zhruba
vramci jednotek mg/kg chmele. Snizeni zastoupeni zaznamenal také
B-karyofylenepoxid (neni v tabulce), a to na polovinu, pfestoZe existuje moZznost, Ze
behem starnuti pribyval. To znamend, Ze ne vSechen analyzovany B-karyofylenepoxid,
stejné tak jako ostatni oxida¢ni produkty uhlovodikd, musel byl ve vzorku pfitomen jiz
od pocatku. Zastupci CerstvéjSiho vzorku chmele jsou z velké vétSiny jiz ve shodé
s intervalem vymezenym literaturou.
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7. ZAVER

V prvni ¢asti této prace byly shrnuty informace o chemické povaze silic a zptsobech,
kterymi se daji stanovit a identifikovat. Experimentalni ¢ast nastinila postup extrakce
silic pomoci fluidniho loZe. Jde o relativné novou metodu, ktera spolehlivym
a opakovatelnym zpisobem vede k ziskdni vytézkt silic zchmele sco mozna
nejmensimi moznymi ztratami. Tato metoda mimo jiné vynikd i svou pomérné¢ nizkou
dobou trvani (v fadu nékolika desitek minut), jeji provoz neni finanéné narocny a je
relativné bezpecnd, protoze neni zapotiebi velkych mnozstvi toxickych latek.

Vytéznost kazdé silice ze vzorku byla spocitdna z ptidavkl standardi o zndmych
koncentracich k referenénimu vzorku chmele odridy Kazbek. Byla zjisténa korelace
mezi vyt€znostmi silic a jejich chemickymi povahami. Uhlovodiky, reprezentujici silice
zcca 70 %, maji vytéZnosti obecné niz8i v porovnani s kyslikatymi latkami, cozZ je
pravdépodobné dano jejich nestalosti a chemickymi pfeménami béhem extrakce. Tyto
pfemény probihaji nejcastéji na dvojné vazbé uhlovodikii a ve vétSin€ pripadl jde
o autooxidace na kyslikaté latky, jejichz vytéZnost se v mnoha piipadech pohybuje
okolo 100 %.

Dale bylo provedeno porovnani obsahi jednotlivych silic v riznych odridach
chmele s literarnim zdrojem. Pro tento Ucel byl vybran vySe zmitovany Kazbek, Agnus
a Zatecky polorany cervendk. Nejvétsi shodu se zdrojem poskytoval pravé vzorek
Kazbeku ze sklizné€ 2016, ktery se neshodoval pouze sniZenymi hodnotami a-humulenu
a B-karyofylenu. Tyto izomerické seskviterpeny ochotné piechéazeji na své epoxidy jiz
po velmi kratké dobé od zpracovéani. U odridy Agnus byl také zaznamenan ubytek
téchto dvou latek, navic s myrcenem, ktery je hlavnim nosi¢em aroma a ukazatelem
staif chmele. Zastoupeni silic v Zateckém poloraném cerveridku, ktery méa co do obsahu
silic jedny znejnizSich hodnot napfi€¢ riznymi odridami, ve vétSiné piipadh
piesahovalo interval stanoveny zdrojem. Je mozné, ze bylo dosazeno vysSich vytézka
pomoci extrakce na fluidnim loZi, neZ jinymi metodami vyuZivanymi ke stanoveni
obsahu silic v dobé tvorby tohoto zdroje. Zatim jde ale pouze o domnénku, tato oblast
vyzaduje vétsi poCet méfeni a hlubsi prozkoumani.
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Starnuti chmele bylo zkoumadno na odrid¢ Kazbek v poslednim Pododdile
a poskytlo pomérné predvidatelné vysledky. Obsah vsech silic ve chmelovych peletach
se snizoval v zavislosti na staifi vzorku a zpisobu jeho uchovavani (teplota, pfistup
vzduchu, svétla). Pokles v zastoupeni ma nejrychlejsi pribéh u uhlovodik,
nasledovanych estery, az po ketony, které se starnutim vzorku vytraceji nejpomaleji,

coz bylo patrné z obsahu 2-undekanonu ve vSech odriidéch.
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