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Z vyzkumu a praxe
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1 UvVOD

Chmelové silice patfi mezi dulezité
sekundarni metabolity chmele, a to jak
z pivovarského, tak chemotaxonomic-
kého hlediska. Jsou nositelem typického
chmelového aréma, které se v transfor-
mované formé prenasi i do piva. Obsa-
huji vice nez 200 latek rizného chemic-
kého slozeni. Absolutni obsahy fady
slozek nebo jejich vzajemné poméry
jsou geneticky zavislé. Nejvetsi podil
(pfiblizné 75 % jejich hmotnosti) tvori
terpenické uhlovodiky, a to jak monoter-
penické (o-pinen, B-pinen, myrcen, li-
monen), tak seskviterpenické (B-karyo-
fylen, a-humulen, B-farnesen, a-selinen,
B-selinen, trans-o-bergamoten aj.). Z kys-
likaté frakce, ktera tvofi zhruba 25 %
hmotnosti silic, jsou nejvice zastoupeny
methylestery vysSich mastnych kyselin
(Cg—Cy,) a alifatické 2-ketony. Slozeni
silice je dulezitym chemotaxonomickym
parametrem chmelovych odrud a no-
voslechténi. Ma nezastupitelny vyznam
pri identifikaci odrid chmele a jejich kla-
sifikaci [1, 2, 3]. Identitu odrldy Ize urcit
nejen z hlavkového a granulovaného
chmele, ale i zchmelovych extraktu. Du-
lezitym predpokladem je vSak Setrna
izolace silic tak, aby pfi ni nedochazelo
k sekundarnim zménam jejiho slozeni.

Zatimco pro vlastni analyzu slozeni
chmelovych silic se pouziva témér vy-
hradné plynova chromatografie, k pri-
pravé vzorku silice z chmele |ze pouzit
metod nékolik. Tradiéni metodou izolace
silic z chmele je destilaéni metoda, pfi
které jsou slozky silice uvolfovany z ma-
trice destilaci s vodni parou [4, 5]. Cely
postup se provadi vétSinou za atmosfeé-
rického tlaku, jsou vSak popsany i po-
stupy, které izolaci provadi za snizeného
tlaku [6]. Tyto postupy jsou ¢asové na-
roéné a k dosazeni spolehlivych vy-
sledku vyzaduji pomérné velké mnozstvi
chmele (min. 50 g). Z dalSich metod jsou
popsany ruzné extrakéni metody pouzi-
vajici organicka rozpoustédla [7, 8],
nebo superkriticka fluidni extrakce (SFE)
oxidem uhli¢itym [9]. Nevyhodou ex-
trakénich metod je moznost kontami-
nace vzorku nebo ztrata analytd béhem
zakoncentrovani primarniho extraktu.

Principialné odlisSny pristup analyzy
chmelovych silic je zalozen na primém
vzorkovani plynné faze nad pevnym

vzorkem chmele v uzaviené vzorkovnici.
Tyto postupy jsou ¢asto oznacovany jako
whead space” metody. V provedeni sta-
tické ,head space” je vzorek plynné faze
injikovan pfimo na analytickou kolonu
plynového chromatografu [10, 11]. K do-
sazeni uspokojivé citlivosti metody je
vSak nutno vytvorit dostatecnou tenzi té-
kavych latek, ¢ehoZ se dosahuje zahfi-
vanim vzorku chmele pfi zvySené tep-
loté po definovanou dobu [12].

Pomérné novou separaéni technikou,
ktera naléza stale Sirsi uplatnéni pfi se-
paraci organickych latek z plynné, ka-
palné i pevné faze, je mikroextrakce na
tuhou fazi (Solid Phase MicroExtraction
— SPME). Metoda, ktera byla puvodné
vyvinuta pro extrakci tékavych latek
z odpadnich vod [13], nepouziva pfi se-
paraci zadna organicka rozpoustédla. Je
zaloZena na sorpci analyti na povrchu
kfemenného vlakna, které je pokryto ak-
tivni vrstvou sorbentu nebo polymeru.
Vlakno muze byt ponofeno do kapaliny
nebo v provedeni ,head-space” expono-
vano v plynné fazi nad kapalnym nebo
pevnym vzorkem. Zachycené latky jsou
z vlakna termicky desorbovany na ana-
lytickou kolonu v nastfikovém prostoru
plynového chromatografu. Pro kapalino-
vou chromatografii se k uvolnéni zachy-
cenych latek pouziva specialni adaptér
s desorpéni komorou, ve které jsou latky
vymyvany proudem mobilni faze a na-
naseny na HPLC kolonu.

Pro ,head-space* techniku byl vypra-
covan jednoduchy kineticky model [14].
Podle tohoto modelu je latkové mnozstvi
slozky zachycené na vlakné dano vzta-
hem (1)

1) ne— GViVKEK

KKV Ko Vot Vy

CVi VLK
KV, + K, Vo + W,

Vi, V., V3 —objem aktivni vrstvy SPME
vlakna, objem vzorku (nemusi nutné byt
pevny), objem plynného prostoru nad vzor-
kem

C,— pocateéni koncentrace latky ve vzorku
K, = C,/C; — rozdélovaci koeficient kon-
centraci latky mezi viakno a plynnou fazi
K; = C3/C, — rozdélovaci koeficient kon-
centraci latky mezi plynnou fazi a pevny
vzorek

Pro celkovou rovnovahu plati:

(2) K=KK,=C/C,
SPME metoda je pouzitelnai pro ana-
lyzy méné tékavych latek bez dosazeni
fazové rovnovahy za predpokladu do-
state¢ného zakoncentrovani na SPME
vlakné. Diky tomu nasla Siroké uplatnéni
v dalSich oblastech analytické chemie
prfedevSim pfi analyze tékavych latek
a vani v napojich, ovoci [15, 18], kofeni,
jedlych olejich a dal$ich potravinach
[17], i v analyze rostlinnych silic [18].
V oblasti pivovarstvi a vinarstvi se pou-
ziva pri stanoveni esteri a alkoholl
v pivu [19, 20], vicinalnich diketonu
v pivu a vinu [21, 22]. Stanovenim chme-
lovych silic metodou SPME se doposud
zabyvala prace Field, Nickerson z roku
1996 [23]. Slozeni silice je hodnoceno
zejména z pohledu poméru humulen/ka-
ryofylen pro jeden typ SPME vlakna pfi
ruznych experimentalnich podminkach.
Tato prace predklada dalSi poznatky
o vyuziti SPME techniky v analyze
chmelovych silic. Vzhledem k Sirokému
spektru chemickych a fyzikalnich vlast-
nosti jednotlivych slozek silice byly od-
zkouSeny dalsi typy SPME viaken s po-
larnéjsim charakterem polymerni faze
za ruznych experimentalnich podminek.
Namérena data jsou porovnana s kla-
sickou destilaéni metodou.

2 MATERIAL A METODY
Vzorky

K provedeni experimentalnich praci
byly pouzity tyto odrady chmele:
» Zatecky polorany ¢ervenak
* Saméi chmel ze sbirky Chmelarského
institutu v Zatci.

Chmele byly sklizeny v optimalnim
stadiu zralosti a suSeny 12 hodin pfi tep-
loté 55 °C. Po ususeni byly chmele za-
baleny a az do zpracovani uchovavany
v temnu pfi teploté + 4 °C.

Destilacni metoda izolace
chmelovych silic

Izolace chmelovych silic byla prove-
dena na aparature, jejiz schéma je na
obr. 1. Cely pracovni postup, ktery je dale
struéné popsan, byl odzkousen a vali-
dovan na nékolika odrudach chmele [24,
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Obr. 1 Schéma aparatury na izolaci chmelo-
vych silic destilacni metodou

25]. Do zabrusové varné bariky o objemu
4 litry byly pridany 2 litry destilované
vody a 100 g chmele. Na barku byl na-
sazen kolimator s vodnim chlazenim
a cela aparatura byla umisténa do top-
ného hnizda. Obsah banky byl priveden
k varu. Za zacatek destilace silice byl po-
vazovan okamzik, kdy zkondenzovana
voda zacala separacni trubici pretékat
zpét do varné banky. Doba varu byla 90
minut. Po skonceni varu a ochlazeni
banky byla z kolimatoru nejprve odpus-
téna destilovana voda. Vydestilovana si-
lice, ktera se udrzovala na hladiné vod-
niho sloupce, se odpustila do predem
zvazené zkumavky. Pokud byla silice za-
kalena, pridalo se 0,1 g bezvodého
siranu sodného. Vysusena silice byla in-
jikovana na kolonu plynového chroma-
tografu.

,Head-space”“ SPME metoda izolace
chmelovych silic (HS-SPME)

K extrakci slozek chmelové silice byl
pouzit SPME manualni drzak (SUPELCO)
a Ctyfi typy SPME viaken (SUPELCO)
o délce 10 mm. Charakteristika testova-
nych viaken je uvedenav tab. 1.VSechna
vlakna byla pred pouzitim aktivovana
v souladu s predpisy vyrobce. Cistota
pouzivaného vlakna byla denné kontro-
lovana desorpci pfi 250 °C po dobu 5 mi-
nut.

Tab. 1 Charakteristika SPME vilaken

Oznaceni Max. | Typ (sorbentu) | Sila
teplota polymeru filmu
[C] [km]
PDMS 100 280 | Polydimethylsiloxan | 100
PDMS 30 280 | Polydimethylsiloxan | 30

PDMS/DVB 65 | 270 |Styren-divinylbenzen
astecné sifovany | 65

PA 85 320 Polyakrylat

Casteéné sifovany | 85

Vlastni extrakce byla provedena tak,
ze do 4 ml vzorkovnice (vialky) byl na-
vazen mlety chmel v mnozstvi 0,1 az
0,3 g. Po uzavreni byla vialka s navaz-
kou vlozena do vyhfivaného bloku. Poté
bylo pfes septum do plynného prostoru
nad chmelem vysunuto SPME vlakno
a exponovano po dobu 30 minut az 4 ho-
din pfi teplotach 25 °C, 40 °C a 50 °C.
Po ukonéeni sorpce bylo vlakno zata-
zeno do jehly, vytazeno ze vzorkovnice
a okamzité desorbovano v nastriko-
vém prostoru plynového chromatografu.
Predmétem optimalizace celého analy-
tickeho postupu byly experimentalni pod-
minky sorpce (expozice) vlakna ve vzor-
kovnici (teplota, doba, navazka vzorku)
a desorpce vilakna v injektoru plynového
chromatografu (teplota, doba).

Chromatograficka analyza

V&echny analyzy byly provedeny na
plynovém chromatografu Varian 3400 ve
spojeni s hmotnostnim detektorem Fin-
nigan ITD 800. Chromatograf byl osazen
1075 split/splitless injektorem. Déleni
jednotlivych sloZek silice bylo provedeno
na kapilarni chromatografické koloné
DB 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) s tep-
lotnim programem 40 °C (3 min izoter-
micky), 60 °C - 10 °C/min, 150 °C —
2 °C/min, 225 °C — 5 °C/min, 250 °C -
25 °C/min, 250 °C (5 minut izotermicky).
Nastrikovy prostor byl vyhfivan na 250 °C.
Pratok nosného plynu (hélium) byl 1,0
ml/min. Kapalné vzorky byly nastfiko-
vany ve split poméru 1:50, SPME ana-
lyzy ve splitless rezimu po dobu 90 se-
kund. Teplota detektoru byla 220 °C.
Hmotnostni detektor na principu iontové
pasti pracoval v ioniza¢nim rezimu ,elek-
tron impact” (70 eV) pfi skenovaci frek-
venci 1 scan/s.

Kvalitativni analyza slozeni silice byla
provedena porovnanim retenénich ¢asu
analytickych standardu a odpovidajicich
slozek silice a porovnanim hmotnostnich
spekter s knihovnimi spektry. Semikvan-
titativni analyza byla provedena stano-
venim ploch chromatografickych piku
jednotlivych slozek silice (v elektronic-
kych jednotkach plochy) a vyjadiena
v relativnich procentech vztazenych na
celkovou integrovanou plochu véech slo-
zek.

3 VYSLEDKY A DISKUSE

V prvni fazi experimentu byly proset-
feny podminky kvantitativni desorpce
slozek silice z jednotlivych viaken v na-
stfikovém prostoru. VSechny analyty se
pfi teploté 250 °C desorbovaly béhem
1,5 minuty ze v§ech testovanych viaken.
Presto byla vlakna ponechana v injek-
toru po dobu 3 minut, aby bylo s rezer-
vou dosazeno uplné desorpce i nejméné
tékavych latek.

Vliv navazky chmele pro SPME ana-
lyzu na odezvu detektoru byl zkouman
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Obr. 2 Vliv navazky vzorku na sorpci vybra-
nych sloZek silice na SPME viakna pri 50 °C
a expozici 60 minut

pfi mnozstvich 0,1, 0,2 a 0,3 gramu mle-
tého chmele a podminkach sorpce
50 °C po dobu 60 minut. Vysledky méfe-
ni pro pét slozek silice (myrcen, B-karyo-
fylen, a-humulen, B-farnesen, 2-undeka-
non) a viakna PDMS 100 pm, PA 85 um
a PDMS/DVB 65 um jsou znazornény na
obr. 2. Z rovnice (1) vyplyva, ze mnoz-
stvi analytu zachycené na viakné je ne-
pfimo umérné objemu plynné faze, coz
v praxi znamena vysSi sorpci analytu
s rostouci navazkou. Tento trend se
v malé mife projevil pouze u vlakna
PDMS 100 pm, u kterého je patrnamirné
zvySena sorpce pfi navazce 0,3 g u myr-
cenu, a-humulenu a B-farnesenu. U dal-
Sich vlaken se ukazalo, ze v daném roz-
sahu navazek zachycené mnozstvi
analytl na navazce prakticky nezavisi.
V praci [14] se uvadi, Ze pro vétsinu ana-
Iyt je rozdélovaci koeficient K, velmi
maly. To zifejmé plati i pro slozky chme-
lové silice, a proto se cely ¢len K, Vj
v rovnici (1) vyznamné neuplatiiuje. Ze
zavislosti na obr. 2 je dale patrné, ze za-
chycena mnozstvi jednotlivych slozZek si-
lice se pro ruzna vlakna znacéné lisi. Po-
fadi u¢innosti sorpce jednotlivych viaken
vyjadrené plochou chromatografickych
pika pro sledované slozky je PDMS/DVB
65 pm> PDMS 100 um > PA 85 um, a to
v pfiblizném poméru ploch 4 : 2 : 1 pro
myrcen a 2-undekanon, pro vySevrouci
latky, jako jsou napriklad seskviterpe-
nické uhlovodiky B-karyofylen, a-humu-
len a B-farnesen je tento pomér priblizné
5:3:1. Na zakladé zjisténych vysledkl
byla pro dals$i experimenty zvolena stan-
dardni navazka 0,2 g mletého chmele.
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Obr. 3 Prubéh sorpce myrcenu na ruzna
SPME vidkna

Pro orientaéni analyzu sloZzeni chmelo-
vych silic neni mleti hlavky nutné. V ta-
kovém pripadé postaci navazit do vzor-
kovnice nékolik listeni chmelové hlavky.
HS-SPME analyzu Ize dokonce provést
s Cerstvou nesusenou hlavkou chmele.
Pomoci této metody Ize béhem 1 az 2
hodin zjistit identitu odrudy jesté pred
sklizni, protoze k provedeni head-space
SPME analyzy postacuje jedina hlavka
chmele. Metodou Ize rovnéz bez pro-
blému analyzovat granulované chmele
i chmelové extrakty.

Dynamika sorpce jednotlivych slozek
chmelové silice na SPME vilakna byla
sledovana v zavislosti na ¢ase (30 mi-
nut, 1, 2 a 4 hodiny) a teploté (25 °C,
40 °C a 50 °C). Delsi expoziéni ¢asy pfi
teplotach nad 50 °C nebyly systematicky
testovany z divodu mozné oxidace né-
kterych slozek silice [23]. V tab. 2 jsou
uvedeny vysledky namérené pro viakno
PDMS/DVB 65 um pri teploté 50 °C a ex-
poziénich ¢asech 30 minut, 1 hodina, 2
hodiny, 4 hodiny. V tabulce jsou uvedeny
jak absolutni plochy chromatografickych
pikG vybranych slozek chmelové silice,
tak obsahy slozek, vyjadrené v relativ-
nich procentech integrované plochy.
Z udaju je patrné, ze nejvice ovliviuji slo-
Zeni silice obsahy myrcenu, B-karyofy-
lenu, a-humulenu a B-farnesenu. Za-
timco mnozstvi myrcenu, zachyceného
na SPME vlakné, se s Casem podstatné
neméni, mnozstvi absorbovanych vy-
Sevroucich terpenu ma s ¢asem silné
progresivni charakter, coz dokumentuje
rostouci chromatograficka plocha. Z to-
hoto dlvodu se relativni mnozstvi myr-
cenu a dalSich nizevroucich latek ve

PDMS/DVB 65 pm l

o 2 3 4
Doba expazice [h]
o B o o - |
PDMS 100 um
120
| et
‘ - e ——————— |
] s S Rl
| = —a—350C||
‘ g 40 —— —] =—
2] —
‘
1]
[} 1 4
Doba expusice (h]  °
PASSum
S0
g l—— ——
£ S
im - = - i——25°C
—s—40°C||
520 — —————— |s0cf|
10 -
o

2
Doba expozice [h]

Obr. 4 Prubéh sorpce humulenu na rdzna
SPME viakna

chmelové silici snizuje a zastoupeni
méné tékavych latek stoupa. U dalSich
slozek, jako jsou napfiklad geraniol, 2-
undekanon, se relativni zastoupeni s ¢a-
sem vyrazné neméni, pfestoze mnozstvi
zachycena na viakné mirné stoupaji.
Stejny charakter sorpce byl zjistén
u vSech testovanych SPME viaken.

Na obr. 3 az 6 jsou znazornény pra-
béhy sorpce nékolika typickych slozek
chmelové silice (myrcen, o-humulen,
methylheptanoat, 2-undekanon) na
tfech raznych SPME vlaknech pfi teplo-

Obr. 5 Prubéh sorpce methylheptanoatu na
ruzna SPME vidkna

tach 25 °C, 40 °C a 50 °C a expozicnich
dobach 30 minut az 4 hodiny. Rovno-
vazna koncentrace myrcenu, jako rela-
tivné tékavejsi slozky chmelovych silic
(b.v. 167 °C), se na nepolarnim PDMS
vlakné a slabé polarnim PDMS/DVB
vlakné ustavuje béhem 1-2 hodin i pfi
teploté 25 °C. Se zvysujici se teplotou
a delSim expozi¢nim ¢asem jeho kon-
centrace vlivem silné kompetitivni
sorpce mirné klesa, ale zasadné se ne-
meéni. Na polarnim polyakrylatovem
vlakné je dosazeno rovnovazné kon-

Tab. 2 Dynamika sorpce chmelové silice na PDMS/DVB 65 um vilakno pri 50 °C

Doba
Slozka 30 minut 1 hodina 2 hodiny 4 hodiny
plocha* | obsah | plocha* | obsah | plocha* obsah | plocha* | obsah
slozky slozky slozky slozky
piku | [%rel] | piku | [%rel] | piku | [%rel] | piku | [%rel]
a-pinen 644 | 0,09 55,7 0,09 52,6 0,06 53,1 0,05
B-pinen 416 0,57 343 0,53 339 0,37 335 0,34
myrcen 21630 37,0 (19920 30,2 19575 212 18194 18,6
methylheptanoat n 037 218 033 178 0,19 142 0,15
limonen 603 082 433 0,66 454 049 422 043
2-nonanon k23| 046 266 042 242 026 234 024
linalool 487 066 | 372 0,57 363 0,39 366 0,37
methyloktanoat 184 025 146 022 132 0,14 121 012
2-dekanon 255 035 217 030 221 024 219 022
methylnonanoat 154 021 146 022 1455 0,16 146 0,15
geraniol 964 | 013 78,0 0,12 141 0,15 155 0,16
2-undekanon 1082 1,47 997 127 1237 1,34 1282 1,31
methyl-4-decenoat | 1104 1,50 | 1116 1,54 1407 1,52 1569 1,60
2-dodekanon 104 0,14 123 0,19 196 021 252 026
p-karyofylen 4385 652 | 4731 685 8217 8,90 8320 849
o-humulen 13859 21,6 [14543 224 26187 284 26208 26,8
p-farnesen 6803 93 (10726 152 14289 15,5 16271 16,6
y-muurolen 519 0,70 591 09 1389 1,51 1543 1,57
B-selinen 351 048 394 0,62 628 0,68 725 0,74
d-cadinen 1156 1,57 965 1,48 217 235 2578 2,63
karyofylenoxid 155 021 184 028 302 0,33 503 0,51

*elektronicke jednotky plochy . 10°
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Obr. 6 Prubéh sorpce 2-undekanonu na riz-
na SPME viakna

centrace myrcenu az prii teploté
50 °C a 2 hodinach expozice. Dynamika
sorpce o-humulenu se od myrcenu
znacné lisi. o-Humulen patfi mezi vy-
Sevrouci seskviterpenické uhlovodiky
(b.v. 267 °C), ktery je hojné zastoupen
v silicich vétsiny odrad chmele. Z obr. 4
je vidét, ze na polyakrylatovem a PDMS
vlakné neni rovnovazné koncentrace
o-humulenu dosazeno ani po 4 hodi-
nach expozice pfi 50 °C. Pouze na
PDMS/DVB vlakné je rovnovahy dosa-
zeno po 2 hodinach pfi 50 °C. Podobné
vysledky jako pro humulen byly namé-
feny i pro karyofylen. Toto zjiSténi je
v souladu s vysledky uvedenymi v praci
Field a Nickerson [22]. Terpeny s vySSim
bodem varu nez humulen (B-farnesen,
y-muurolen, o-selinen, B-selinen, y-cadi-
nen, &-cadinen) nedosahnou rovno-
vazné koncentrace na zadném z testo-
vanych vildken ani po 4 hodinach
expozice pri 50 °C. Potvrdilo to i nékolik
orientacnich stanoveni pfi 60 °C, kdy
odezvy detektoru vySevroucich terpenu
byly vétsi nez pfri teploté 50 °C.

Zcela odlidny charakter sorpce maji
nizevrouci estery mastnych kyselin. Na
obr. 5 jsou znazornéna data namérena
pro methylheptanoat. U téchto latek
mnozstvi zachycené na vlaknech klesa
se zvySujici se teplotou sorpce bez
ohledu na typ vlakna. Na polyakrylato-
vém a PDMS vlakné se rovnovaha usta-
vuje zhruba po 2 hodinach sorpce, s dal-
§im prodluzovanim expozice viakna se
zachycené mnozstvi latek jiz vyrazné
neméni. Na vlakné PDMS/DVB se s ¢a-
sem zachycené mnozstvi mirné snizuje.
Podobné chovani bylo zjisténo i u met-

hyloktanoatu a methyl-6-
methylheptanoatu. V pfipadé

Tab. 3 Opakovatelnost sloZeni chmelové silice (n = 5)

2-undekanonu, jako nejdule- | SloZka Dest. |PDMSDVB| PA | PDMS
7itéjsiho zastupce homolo- Rsm;‘m R:S g H;g 5 R1s°°£"'
gicke fady alifatickych 2-ke-  fporer e D, e At FROT
tond ve chmelové silici, je  |myrcen 40 41 35 45
mnozstvi latky zachycené na | limonen 10,0 78 72 40
SPME vlaknech zavislé jak |linalool 129 71 49 38
na sorpcni teploté, tak na |2-undekanon 8,0 5,1 19 20
dobé expozice, jak je patrno | methyl-4-decencati 9,0 42 36 12

z obr. 6. Rovnovazné kon- | [-karyofylen 38 29 35 19
centrace je dosazeno pouze | “-humulen 4 &0 21 el

na polarnim PA vlakné pfi

teploté 50 °C a 2 hodinach expozice
a slabé polarnim PDMS/DVB vlakné za
stejnych podminek.

Z vySe uvedenych skute¢nosti vy-
plyva, Zze ve slozitém systému nékolika
desitek sloZzek chmelové silice rizného
chemického sloZeni, tékavosti a polarity,
dosahne rovnovazné koncentrace na
SPME vlaknech pouze nékolik. | pres
toto zjiSténi lze metodou dosahnout
velmi reprodukovatelnych vysledka za
prfedpokladu  striktniho  dodrZovani
vSech experimentalnich podminek. Opa-
kovatelnost slozeni chmelové silice byla
stanovena provedenim 5 opakovanych
analyz homogenniho vzorku chmele jak
standardni destilacni metodou, tak me-
todou HS-SPME s jednotlivymi viakny
pfi teploté 50 °C a dobé expozice 2 ho-
diny. Vysledky, které jsou uvedeny v tab.
3, byly vyjadreny jako relativni sméro-
datna odchylka (RSD) stfedni hodnoty
obsahu osmi vybranych slozek silice.

Dosazené vysledky ukazuji, ze hod-
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noty RSD jsou pro vSechna SPME
vlakna az na vyjimky podstatné nizsi nez
u standardni destilacni metody. Porov-
nani mezi jednotlivymi viakny vyzniva
nejlépe pro viakno PDMS 100 pm. Nej-
vy$$i hodnoty RSD byly pro vétsinu hod-
nocenych slozek zjistény pro viakno
PDMS/DVB 65 um, coz pravdépodobné
souvisi s nejvétsi intenzitou sorpce v po-
rovnani s ostatnimi viakny.

Na obr. 7 a 8 jsou znazornény chro-
matogramy chmelové silice Zateckého
poloraného cervenaku izolované desti-
laéni metodou (obr. 7) a SPME vilaknem
— PDMS/DVB 65 pm (obr. 8) pifi
50 °C o dobé expozice 2 hodiny. Na prvni
pohled je zfejmé, Zze chromatogramy
jsou si velmi podobné. Prfi detailnim
zkoumani lze vSak nalézt nékteré odlis-
nosti:

* Na za¢atku chromatogramu SPME
analyz je v eluénim ¢ase 6,40 minut vi-
dét SirSi chromatograficky pas, ktery
u destilacni metody chybi. Jedna se o té-
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Obr. 7 Chromatogram chmelové silice Zateckého poloraného éerveridku — destilaéni metoda
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Obr. 8 Chromatogram chmelové silice Zateckého poloraného éervendku / HS-SPME,

PDMS/DVB 65 um

Legenda kobr.7 a 8

1 — a-pinen, 2 — B-pinen, 3 — myrcen, 4 — methylheptanoat, 5 — limonen, 6 — 2-nonanon,
7 — linalool, 8 — methyloktanoat, 9 — 2-dekanon, 10 — methylnonanoat, 11 — 2-undekanon,
12 — methyl-4-decenoat, 13 — 2-dodekanon, 14 — B-karyofylen, 15 — a-humulen, 16 — pB-
farnesen, 17 — -selinen, 18 — «-selinen, 19 — 2-tridekanon, 20 — y-cadinen, 21 — §-cadi-

nen, 22 — karyofylenoxid



KVASNY PRUMYSL
roc. 46 / 2000 - ¢islo 9

239

kavé slozky silic nedostatecné fokuso-
vané na zacatku analytické kolony. Tento
jev by s nejvétsi pravdépodobnosti vy-
mizel pfi pouziti specialniho SPME lineru
v injektoru plynového chromatografu
o pruméru 0,75 mm namisto pouzitého
lineru o praméru 2,0 mm.

* Spektrum chromatografickych piku
eluovanych v ¢asech delSich nez 45 mi-
nut je mnohem bohatsi u destilaéni me-
tody nez u SPME analyzy. V této casti
chromatografické analyzy se eluuji pre-
vazné oxidacni produkty 3-karyofylenu,
a-humulenu a dalSich seskviterpenu.
Tyto produkty vznikaji jednak v pribéhu
pfirozeného starnuti chmele, ale mohou
rovnéz vznikat i pfi izolaci silice destilaci
s vodni parou [26]. Pfedpokladame-li, ze
pfi Setrné izolaci silic SPME metodou

Tab. 4 Porovnani sloZeni chmelové silice Zateckého
poloraného cerveridku stanovené destilacni metodou
a metodou HS-SPME na ruznych viaknech (50 °C,

k této sekundarni oxidaci nedochazi,
mélo by byt spektrum téchto latek v této
¢asti chromatogramu chudsi. Druhou
pfi€inou tohoto jevu mohou byt nizké di-
stribuéni konstanty K oxidaénich pro-
duktd seskviterpent — rovnice (2) —na
jednotliva SPME vlakna, coz se zda na
zakladé dosavadnich zku$enosti prav-
dépodobnéjsi.

« Spektrum slozek chmelové silice za-
chycenych na vSech testovanych viak-
nech je, kromé vysSe diskutovanych roz-
dilu, prakticky shodné se spektrem
destilacniho postupu. Mensi diference
existuji pouze v zastoupeni jednotlivych
slozek, ale nejsou nijak velké. Toto zjis-
téni je, vzhledem k velkym rozdilim ve
fyzikalnich a chemickych viastnostech
jednotlivych slozek silice, velmi pozitivni.
Metodu HS-SPME tak Ize proizo-
laci chmelovych silic pouzit jako
rovnocennou alternativu desti-
laéniho postupu.

2 hod)

V tab. 4 je uvedeno slozeni
Slozka Destilace PDSMSSHIE‘VB ssP:m 1%00':; chmelové silice Zateckého polo-
X A B c raného cCervenaku stanovené
isobutylisobutyrat <0,01 <001 <0,01 | <0,01 standardni destilaéni metqdou
a-pinen 0,05 006 | 008| 013| a HS-SPME metodou na tiech
B-pinen 0,36 0,37 054 | 068 | testovanych vliaknech. Objektivni
myrcen 16,8 21,2 274 | 26,0 porovnani podobnosti resp. roz-
3-methylbutylisobutyrat | <001 | <001 |<0,01|<0,01 | dilu jednotlivych analyz bylo pro-
2-methyloutylisobutyrat | <001 | <001 |<001|<001 | yedeno metodami vicerozmérné
H‘n‘:ﬂy'ezep‘ama‘ g';g g'lg g-g; g'lz statistické analyzy — shlukovou
i 0.03 010 007 | 003 analyzou dat a metodou hlavnich
NI 0.20 019 | 027| 020| komponent pomoci statistického
2-nonanon 025 | 026 | 046| 019| Programu NTSYSpc (Exeter
linalool 0,39 0,39 089 | 024 | Software). Vysledek hodnoceni
2-nonanol 0,18 0,10 0,17 | 008 | je zobrazen na obr. 9. Jak shiu-
methyloktanoat 0,15 014 | 015| 011 | kovou analyzou, tak metodou za-
2-dekanon 0,37 024 | 028 | 019 | Kkladnich komponent byla jako
NI ; 0,15 014 | 0191 012 | gtatisticky nejshodnéjsi s desti-
methylnonanoat 019 | 016 | 009 012 55ni metodou vyhodnocena HS-
ge'a"")' o4 bt 028 | 004/ gppE analyza s vlaknem
-undekanon 0,28 0,18 020 | 0,14 R
NI 0.55 0.34 046 | 024 PPMS/DVB 65 um. Pnnmpla!ne
NI 0,08 008 | 009| 007| vSak Ize k analyze chmelovych
2-undekanon 1,97 1,34 1,38 | 090 | silic pouzit vSechna testovana
methyl-4-decenoat 1,86 1,52 181 | 127 | vlakna, protoze statistické vzda-
methyl-4,8 decadienoat| 0,66 0,69 079 | 040 | lenosti chromatografickych ana-
methylgeranat 0,09 013 | 017 006 | |yz na jednotlivych vidknech ne-

methyldekanoat 0,08 0,09 0,08 | 005 jsou nijak velké.
ﬁfubenene gsg g-?g g% g'?; Porovnani sorpce  slozek
p { ! : { chmeloveé silice na SPME vlakna

-copaene 0,29 0,45 0,29 | 046

2-dodekanon 029 | 021 | 023| 016 | PDMS 100 pum a 30 um bylo pro-
f-karyofylen 7.77 8,79 633 | 807 | vedeno pfi expozici 1 hodina pfi
NI 0,33 049 | 028 | 037 | teplotach25°Ca50 °C.Vysledky
trans-c-bergamoten 1,17 1,11 095 | 174 | ukazaly, Zze odezva detektoru
o-humulen 2518 | 284 18,77 | 2588 | byla pfi 25 °C pro nizevrouci latky
B‘farnesen 17,48 15,48 13,75 | 16,72 (myrcen, |im0nen‘ Ilnalool) pﬁ_
NI | 0,13 °-:3 0.16 | 014 | pjizng 5 a7 Bkrat vétsi pro 100 pm
E—:l:l?r::nen 8:22 (1)6!93 gﬁg (1):23 viakno v porovnani s viaknem 30
aselinen 053 072 048 | 0g2 | MM Pro vySevrouci slozky (a-hu-
2-tridekanon 169 134 | 130| 104 | mulen, B-farnesen, cadineny)
B-bisabolen 0,64 0,66 069 | 056 | bylo zvySeni odezvy detektoru
y-cadinene 1,07 1,54 101 | 106 | pouze 1,5 az 2nasobné. Pri
NI 0,16 0,21 015 | 012 | 50 °C byl tento pomér pro téka-
d-cadinene 1,54 235 | 1,32 162 | vgjsi slozky stejny jako pfi 25 °C,
karyofylenoxid 095 033 | 071 056 | (4. 5-6nasobek), pro vysevrouci
humulenepoxid 820 | 125 | 280] 201 | |atky byla odezva detektoru na

NI = slozka neidentifikovana

100 um 3 az 4krat vyssi v porov-

095 096 097 099 1.00

Obr. 9a Hodnoceni SPME viaken metodou
shlukové analyzy
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Obr. 9b Hodnoceni SPME viaken metodou
zakladnich komponent

nani s 30 um viaknem. Vzhledem k niz-
kym sorpénim koncentracim latek neni
PDMS 30 um vlakno pro analyzu chme-
lovych silic pfili§ vhodné. Lze jej pouzit
v krajnich pfipadech, kdy vhodnéjsi
vlakno neni k dispozici.

Metoda HS-SPME se ukazala jako
mimoradné vhodna pro analyzu silic
samcich chmell. Znalost slozeni jejich
silic je cenna predevsim pro ucely kri-
Zeni a Slechténi chmele. Kvét saméich
rostlin obsahuje podstatné méné lupu-
linovych zlaz [27, 28], a proto vétdina
metod pouzivanych k izolaci silic z hla-
vek samicich rostlin neni v tomto pfi-
padeé pouzitelna. Na obr. 10 je zobrazen
chromatogram silice kvétu samci rost-
liny planého chmele. K analyze bylo
pouzito vlakno PDMS/DVB 65 um. Na-
vazka vzorku 0,3 g suSenych kvétu byla
bez dalSich uprav extrahovana pii
50 °C po dobu 2 hodin. Na slozeni silice
je zajimavy nizky obsah myrcenu a vy-
znamna zastoupeni Cq-C,, alifatickych
methylketonu, B-karyofylenu a a-humu-
lenu.

4 ZAVER

1. Metoda ,headspace® SPME je
velmi dobrym alternativnim postupem
izolace chmelovych silic z chmele. Je
pouzitelna nejen pro hlavkovy chmel, ale
i pro chmel granulovany i chmelové ex-
trakty. Jedna se o relativné levnou, velmi
Setrnou a rychlou metodu, ktera nepou-
Ziva zadné organické rozpoustédlo.
Z hlediska reprodukovatelnosti stano-
veni je vhodné chmel pfed analyzou ho-
mogenizovat mletim, ale pro orientaéni
stanoveni neni mleti nutné. K provedeni
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Obr. 10 Chromatogram chmelové silice kvétenstvi saméiho chmele — HS-SPME, PDMS/DVB
65 um 50 °C, 2 hodiny; M = myrcen, N = 2-nonanon, D = 2-dekanon, U = 2-undekanon, C =

karyofylen, H = humulen)

HS-SPME analyzy chmelovych silic po-
stacuje jedina hlavka chmele. Analyzu
Ize provést dokonce s Cerstvou, nesu-
Senou hlavkou chmele.

2. Vyhody metody Ize nejvice vyuzit
v pfipadech, kdy neni k dispozici dosta-
te¢né mnozstvi vzorku pro provedeni
standardni izolace destilacni metodou.
Tyka se napfiklad novoslechténcu, pla-
nych a sam¢ich chmelu.

3. Z testovanych viaken (PDMS/DVB
65 um, PA 85 um, PDMS 100 um, PDMS
30 um) bylo pro analyzu chmelovych si-
lic vyhodnoceno jako nejvhodné&jsi
vlakno PDMS/DVB 65 pm. Spolehlivé
vysledky poskytuji i viakna PA 85 pm,
PDMS 100 pm. Viakno PDMS 30 um Ize
pouzit v pfipadé, kdy neni k dispozici
jiné, vhodnéjsi.

4. S ohledem na dynamiku sorpce
jednotlivych slozek silice na SPME
vlakna je vhodné provadét expozici via-
ken pfi teploté 50 °C po dobu minimalné
2 hodin. Reprodukovatelné vysledky
jsou dosazitelné pouze za predpokladu

prisného dodrzovani vSech experimen-
talnich podminek.

5. Pro analyzu chmelovych silic kvétd
saméich chmell je nejvhodnéjsi vliakno
PDMS/DVB 65 um exponované pii tep-
loté 50 °C po dobu 2 hodin.
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Krofta, K. — Cepiéka, J.: Stanoveni chme-
lovych silic metodou mikroextrakce na tu-
hou fazi (SPME). Kvasny Prum. 46, 2000, ¢.
9, s. 235-241.

Metoda mikroextrakce na tuhou fazi v pro-
vedeni ,headspace” (HS-SPME) byla pouzita
k izolaci chmelovych silic z hlavek samicich
rostlin a z kvétenstvi saméich rostlin. Bylo tes-
tovano nékolik SPME vilaken s riznou pola-
ritou aktivni vrstvy (PDMS 100 pm a 30 pm,
PDMS/DVB 65 pm, PA 85 pm) za riznych ex-
perimentalnich podminek (teplota, ¢as expo-
zice, navazka vzorku). Sorpce analyta byla
silné ovlivnéna teplotou a expozi¢ni dobou,
navazka vzorku v rozsahu 0,1 az 0,3 g sorpci
jednotlivych slozek silice zasadné neovliv-
nila. Z testovanych SPME vlaken se jako nej-
vhodnéjsi ukazalo viakno PDMS/DVB 65 um,
a to jak pro analyzu hlavek, tak kvétu sam-
¢ich rostlin. Intenzita sorpce na viakné
PDMS/DVB 65 um byla, v porovnani s ostat-
nimi, 2x az 6x vétsi. Optimalni vysledky na

véech vlaknech byly ziskany pfi navazice
vzorku 0,2 g, teploté expozice 50 °C po dobu
2 hodin. SloZeni chmelovych silic izolovanych
metodou HS-SPME a standardni destilacni
metodou ukazalo velmi dobrou shodu. Pro-
toze k izolaci silice SPME metodou postacuje
jedina hlavka chmele, je tento postup vy-
hodny zejména v pfipadech, kdy neni k dis-
pozici dostate¢né mnozstvi vzorku k prove-
deni izolace alternativni metodou.

Krofta, K. — Cepiéka, J.: Determination of
Hop Oils Using the Solid-Phase Microex-
traction Method (SPME). Kvasny Prum. 46,
2000, No. 9, p. 235-241.

The method of solid-phase microextraction
in the ,headspace“ execution (HS-SPME)
was used for the insulation of hop oils from
the hop cones of female plants and from the
inflorescences of male plants. Several SPME
fibres with different polarity of the active layer

(PDMS 100 pm and 30 pm, PDMS/DVB 65
um, PA 85 um) were tested under various ex-
perimental conditions (temperature, expo-
sure time, sample weighed-out). The sorption
of the analytes has been vigorously influen-
ced by the temperature and the exposure
time, while the sample weighed-out in the
range of 0,1 to 0, 3 g has not basically influ-
enced the sorption of the individual oil com-
ponents. From the tested SPME fibres the
most suitable one proved to be the
PDMS/DVB 65 um fibre, for the analyses both
of cones and of female plants flowers. The
sorption intensity on the PDMS/DVB 65 um
fibre was twice to six times higher in compa-
rison with the other ones. The optimum re-
sults on all fibres were achieved with the sam-
ple weight-out of 0,2 g, the exposure
temperature of 50 °C in a two-hours period.
The composition of hop oils insulated by the
HS-SPME method and by the standard de-
stilation one showed a very good conformity.
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Due to the fact that only one cone is suffici-
ent for the oil insulation by the SPME met-
hod, is this procedure advantegeous mainly
in cases when a sufficient quantity of sample
for insulation by the alternative method is not
at disposal.

Krofta, K. — Cepiéka, J. : Bestimmung der
Hopfendle mittels Mikroextraktion auf
feste Phase ( SPME). Kvasny Prum. 46,
2000, Nr. 9, S. 235-241.

Die Methode der Mikroextraktion auf feste
Phase in der Durchfihrung ,headspace”
(HS-SPME) wurde zur Isolation der Hopfe-
néle aus den Dolden der méannlichen Pflan-
zen und aus den Bliten der weiblichen Pflan-
zen appliziert. Getestet wurden einige SPME
Fasern mit verschiedener Polaritat der akti-
ven Schicht (PDMS 100 ym und 30 pm,
FDMS/DVB 65 um, PA 85 um) bei unterschi-
edlichen Experimentalbedingungen (Tempe-
ratur, Expositions-Zeit, Einwaage der Probe.
Die Analytensorption wurde stark beeinflusst
durch die Temperatur und die Expositions-
zeit, wogegen die Einwaage der Probe im Be-
reich von 0,1 bis 0,3 g keinen wesentlichen
Einfluss auf die Sorption der einzelnen Ol-
bestandteile hatte. Aus den getesteten SPME
Fasern zeigte sich als die am besten geeig-
nete die Faser PDMS/DVB 65 um und zwar
nicht nur fir die Analyse der Dolden, sondern

auch fir die Analysen der Bliten mannlicher
Pflanzen. Die Intensitat der Sorption auf der
Faser PDMS/DVB 65 pm war, im Vergleich
mit den Gbrigen Fasern, 2x bis 6x grosser.
Die optimalen Ergebnisse auf allen Fasern
wurden bei der Probeneinwaage 0,2 g und
der Temperatur der Exposition 50 °C vahrend
2 Stunden erzielt. Die Zusammensetzung der
Hopfendle, die mittels der Methode HS-
SPME und mittels der Standard-Destillati-
onsmethode isoliert wurden, zeigten eine
sehr gute Ubereinstimmung. Weil zur Isola-
tion des Hopfendls durch SPME — Methode
eine einzige Hopfendolde ausreicht, ist die-
ses Verfahren vor allem in den Féllen vorte-
ilhaft, wenn eine Probe in ausreichender
Mange zur Isolation mittels alternativer Met-
hoden nicht zur Verfligung steht.

Kpoda, K. — Yenuuka, A.: Onpegenexune
XMenesbiX 3(MUPHbIX Macesn MeTogom
MUKPOIKCTparupoBaHua Teepgon ¢asbi
(SPME). Kvasny Prum. 46, 2000, Ne 9, cTp.
235-241.

MeToa MUKpPO3KCTparupoBaHus Teepaon
dasbl B ucnonbHeHun ,headspace” (HS-
SPME) 6bin ucnonb3osBaH Ans U30NMPO-
BaHUA XMeneBblX Macen W3 XMeneBbiX
WULIEK XXEHCKUX PacTeHWi 1 U3 couseTus
MY>XXCKUX pacTeHuid. TecTy noasepranoch
Heckonbko SPME-BONOKOH ¢ pa3Hoi no-

nspHocTbio akTueHoro cnosi (PDMS 100
MKM 1 30 mxm, PDMS/DVB 65 mkm, PA 85
MKM TMpU pasHbiX 3KCNEepUMeHTanbHbIX
ycnosusx (Temnepatypa, NpoAomKuTenb-
HOCTb 3KCMo3uuyuun, Hasecka obpasya). Ha
COpPNUMI0 aHanUMTOB 3HA4YMTENbHO MOBMU-
ANU Temnepartypa W npoAo/XUTENbHOCTb
akcnoauyun. Hasecka ofpasua B Konu-
yectee 0,1-0,3 r Ha copnuuio OTAENbHbIX
KOMMOHEHTOB Macna pelawowmum obpasom
He noBnusna. M3 Tecta nogsepraembix
SPME-B0ONOKOH NOKa3anochb cambiM NOAX0-
Aswmm BonokHo PDMS/DVB 65 MkM He
TONbKO ANA aHanM3a WuWeK, HO U Ansa
UBETOB  MYXCKWMX pacTeHumin. WHTeH-
CMBHOCTb copnuyuu Ha BonokHe PDMS/DVB
65 MKM 6bina no CpaBHEHUIO C OCTanNbHLIMU
B 2-6 pasoB 6onbwe. OnTUManbHble pe-
3ynbTaThl Ha BCEX BONMOKHax Obinu nony-
YeHbl Npu HaBecke obpa3aya 0,2 r u Temnepa-
Type akcnoauyum 50 °C B Te4eHue 2 Hacos.
XMmeneBble Macna WM30NWPOBaHHbIE MeTOo-
aom HS-SPME u 06blKHOBEHHbIM nepe-
rOHHbIM METOAOM OKasanucb No CBOEMYy
cocTtasy coenagarowmmi. Tak kak ans uso-
nupoBaxua macna metogom SPME xsatut
©[JUHCTBEHHAn XMeneBas LWWWKA, MOXHO
MEeTOA WCMONb30BaTh NPeXJe Bcero B Tex
cnyyasx, Korga He vmeeTcsi [OoCTaro4Hoe
KonuyecTeo obpasua ANA M30NMpoBaHuA
anbTepHaTUBHBIM METOA0M.



