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1 Uvod

Péstovani chmele (Humulus lupulus L.) méa davnou historii. Rimsky historik Plinius
se v 1. stoleti pf. n. 1. zmifluje o chmelu jako o 1é€ivé rostlin€. Od 8. stoleti byl chmel péstovan
predevsim v okoli klasterd. Od stfedovéku se chmel zacal pouzivat pfi vafeni piva jako
konzervacni a hoicici agens. Od této doby se chmel stal zdkladni surovinou pii vyrob¢ piva.
Zhruba 95 % celosvétové produkce chmele je ur€eno pro pivovarské ucely, zbytek se vyuziva

pro vyrobu fytomedikamenti a pfirodnich potravinovych dopliki (1).

Chmel je jednou ze tfi nenahraditelnych surovin pro vyrobu piva. Je predstavovan usuSenymi
chmelovymi SiSticemi samicich rostlin chmele evropského (2). Chmelové hlavky, spravné
botanicky nazyvané Sistice, sklizené pro pivovarské ucely jsou slozeny ze stopky, vieténka,
pravych a krycich listentl. Pfi oplozeni obsahuji navic semeno neboli pecku, coZ je nezadouci.
Na vnitini strané listenl se pfi zrani chmele vylucuji pryskyfi¢na zrnka lupulinu, kterd obsahuji

chmelové silice a pryskyfice (3).

Chmel poskytuje pivu typickou hotkou chut’, pfispiva k tvorbé charakteristického aroma a ma

dalsi technologicky vyznamné vlastnosti.

Péstovani chmele je v Ceské republice statné kontrolovdno a Fizeno. Jsou povoleny tii
péstitelské oblasti — Zatecko a Ustécko v Cechach a Triicko na Moravé. Z pivovarského

hlediska jsou odridy chmele c¢lenény na jemné aromatické, predstavované predevSim
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zateckymi odriidami, s pfijemnym chmelovym aroma, aromatické, hotké a vysokoobsazné
s vysokym obsahem pryskyftic. Podle zbarveni chmelové révy se Cleni chmelové odrudy

na cervenaky (zatecké odridy) a na zelenidky péstované v zahranici (3).

Zralé chmelové sistice obsahuji fadu sekundarnich metabolitt, pryskyfice, polyfenoly a silice
(1). Silice nazyvané také éterické nebo esencialni oleje jsou charakteristicky a intenzivn€ vonici

tékavé olejovité latky.

Z diivodu snadné degradace témeét vSech pivovarsky cennych latek pii skladovani a transportu
se v soucasné dobé chmelové SiStice upravuji do formy prasku, resinového extraktu nebo

se lisuji do pelet. Tim se zna¢né prodluzuje doba skladovani a omezuji se naklady na dopravu.

Chmel péstovany konkrétné v Zatecké oblasti patii mezi vysoce kvalitni jemné aromatické

odridy chmele tzv. evropského otacivého.

Lisovany chmel podléhd oznacovani, ovéfovani a certifikaci se supervizi statu. Tuto ¢innost
konkrétn& vykonava Oddéleni chmele a certifikace produkti Zatec (dale OdCHCP) Usttedniho
kontrolniho a zkusebniho ustavu zeméd¢lského. Soucasti tohoto dozoru je kontrola dodrzovani
podminek uziti Chranéného oznadeni piavodu (ddle CHOP) ,Zatecky chmel“ v souladu

s Nafizenim Rady ES 510/2006 o schvéaleni tohoto oznaceni piivodu organ EU.

Piedmétem kontroly ze strany OdCHCP je odriida Zatecky polorany &erveidk (SaaZ)

vypéstovany v Zatecké chmelai'ské oblasti.

Pro jednoznacnou identifikaci této odridy se pouzivaji charakteristické chemotaxonomické
ukazatele jako je obsah a-hotkych kyselin, pomé&r obsahti a a B-hotkych kyselin a relativni podil

silic myrcenu a B-farnesenu v sumé vsech chmelovych silic.

Cilem této prace bylo pfipravit postup na stanoveni podilu charakteristickych silic myrcenu
a p- farnesenu v celkovych chmelovych silicich Zateckého poloraného &ervetidku metodou
kapilarni plynové chromatografie GC/FID. Vychodiskem findlniho postupu byla optimalizace
amodifikace CSN 46 2520-12: Zkouseni chmele — &ast 12: Stanoveni chmelovych silic a z toho
farnesenu. Metoda byla ovétena (verifikovana) pro obé pozadované silice — myrcen

I B- farnesen.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Chmel (Humulus)

Chmel (Humulus) je dvoudoma vytrvala pravoto¢iva popinava rostlina mirného pasu z fadu
Kopftivotvaré (Urticales), ¢eledi konopovitych (Cannabaceae) stejné jako koptiva dvoudoma
(Urtica dioica) a konopi seté (Cannabis sativa) (9). Latinsky nazev vznikl jako zdrobnélina

z latinskych slov humus = zem (bez opory se plazi po zemi) a lupus = vlk (kodi rostlinam) (7).

Své vyuziti nachazi chmel nejen v potravinaiském, ale diky svym dezinfekénim a zklidiiujicim

ucinkiim také ve farmaceutickém pramyslu (5).

Ptrestoze existuje n€kolik druhli chmele, pro pivovarnictvi ma nejvétsi vyznam kulturni chmel
otac¢ivy (Humulus lupulus), konkrétné jeho samici kvéty. Ty se po dozrani méni v nahnédlé
hlavky se zlazami produkujicimi lupulin, coz je Zluty prasek obsahujici pryskyfice a silice
klicové pro vyrobu piva. Kromé pryskyfic a silic se v chmelovych hlavkach nachézeji také
lipidy, vosky, bilkoviny a samoziejm¢ celuléza — jsou to ale latky bez primdrniho vlivu

na hodnotu piva, z analytického hlediska jde tedy spiSe o matrici.

Dozralé hlavky se sklizeji na pfelomu léta a podzimu, kdy je obsah pryskytic nejvyssi. Hlavky
se susi, preCiStuji a dale zpracovavaji napiiklad na prasek ¢i granulat, coz je vysuSeny,
rozemlety a slisovany chmel, nebo se vytvaii prosty extrakt. Tyto produkty zpracovani
se nasledné vyuzivaji béhem vareni piva. To se sklada ze Ctyt sloZek: voda, sladovy jeCmen,

chmel a kvasnice. Kompozice téchto surovin ma dopad na charakter a §kélu styli piva.

2.1.1 Popis rostliny, vyskyt a jeji puvod

Morfologie
Chmel otacivy je vytrvald bylina obvykle se silnym svislym oddenkem a velkym poctem

podzemnich vyhonku (8). Jako trvalka vydrzi na jednom misté 20 az 25 let.

Stonek tvoii tenké ¢tythranna pravotociva lodyha, kterd dosahuje vysky kolem 3 az 5 m, n¢kdy
dokonce az 10 m. Povrch stonku je drsny a porostly hackovitymi chlupy, které napomahaji

pii popinani (10).



Listy chmele jsou dlanité, pilovité, velké, az 20 cm Siroké, fapikaté, ve stiedu lodyhy vstiicné
s vejcitou az okrouhlou Cepeli a v horni ¢asti mensi, prevazné stiidavé a Casto celistvé nebo
lalo¢naté — mohou mit az sedm lalokt. Okraj listt je pilovity a jejich baze je hluboce srd¢ita.
Povrch na svrchni ¢asti listu je tmavé zeleny a drsny, zatimco spodni strana je svétlejsi

se zlutymi zlazkami. Na bazi fapiku se nachéazeji dva témeét srostlé blanité palisty (8).

Zelenava samici pestikové kvétenstvi se skladaji z kratkych klasku, z nichz se vytvaieji vejéité
Sistice, které v uzlabi listl vyrtstaji po dvou. Plodem samici rostliny je chmelova hlavka,
oboustranné zplostéla vejcovita nazka v zavislosti na odridé obvykle 2 az 4 cm dlouha. Jeji osu
tvoti stfedové vieténko nesouci az 2 cm dlouhé kryci listeny, na nichZ se v bazélni ¢asti tvoii
lupulinové Zlazky (11) vylucujici pryskyti¢na zrnka lupulinu, jez obsahuje cenné slozky chmele
(3, 12). Ty se pro svoje konzervacni a aromatické vlastnosti pouzivaji v pivovarnictvi, ale jsou

1 predmétem z4jmu moderni farmacie.

Plodem samci rostliny je nazka s pohdrovitymi zldzkami, které rovnéz vylucuji silice
a tfisloviny (11). Na chmelnicich se péstuji pouze samici rostliny. Sam¢i rostliny se v blizkosti
chmelnic nié¢i, protoze chmel, vzato z hlediska historického pozadavku pivovarnictvi, ztraci
po opyleni na jakosti (13). Slechténi a vyzkum chmele jsou tedy piirozené zaméfeny pievazné

na ucinky latek obsazenych v odridach samicich rostlin.

Podzemni ¢ast chmelové rostliny se sklad4d z kofenové soustavy a soustavy podzemnich

lodyznich organi.

Kotenovy systém tvoii vertikalné rostouci klilové kotfeny, horizontalné rostoucti letni kofeny

a kotfenové hlizy.

Kofeny maji primarni stavbu pouze do vzdalenosti 2 cm od vzrostného vrcholu, dale prechazeji
v sekundarni stavbu. TaktéZ stonek piechazi v sekundarni strukturu ve vzdalenosti asi 1 cm
od vzrostného vrcholu. Chmel je tedy povazovan za bylinu, pfestoze anatomicky stonek

vykazuje charakter dfeviny (15).

Kilové koFeny vyrustaji na jafe na spodu starého dieva. Jeden chmelovy ket jich ma az dvacet.
Pocinaji rast v hloubce 25 az 30 cm a rostou kolmo do pady asi 2 az 3 metry hluboko. Tyto

koteny se rozvétvuji a vytvareji postranni kofeny az ctvrtého radu.



Letni kofFeny vyrustaji pozd€ji a nejvice jich vyrtstad z vlki. V pid€ rostou vodorovné
az do vzdalenosti 2,5 m. Pokud tyto kofeny zméni smér na vertikalni, méni se na koteny ktilové
(14).

Abnormalnim tloustnutim kiilovych kofenti vznikaji tzv. kotenové hlizy, ve kterych
se uchovavaji pies zimu zasobni latky. Nékteré kofeny mohou dosahnout staii jako staré dievo,
mnohé jsou ale zniCeny a kazdoro¢né se obnovuji. Kofenové vlaSeni chmele ma mohutnou
nasavaci schopnost a velkou povrchovou plochu (14).

Podzemni lodyzni organy neboli babka tvoii zaklad vzniku nové rostliny pii vegetativnim
rozmnozovani, jedna se vlastné o zdfevnatély stonek, jehoz Zivotnost je pfiblizné 25 let.
Podzemni ¢ast vyhonil se od nadzemni 1isi tim, Ze je zduznatéla a ma zkracend internodia, tzv.
nové dievo. Z nového dieva se tvori sad’, ktera zaklad4 kofenovou soustavu a nové vyhony
Z pupent — tvofi vicelety zéklad chmelové rostliny ozna¢ovany jako chmelova babka. Ze stiedu
babky vyrlsta réva s postrannimi vétévkami, tzv. pazochy, kterd v 1ét€ roste rychlosti az 30 cm
za den. Z pazochii potom vyristaji listy a kvétenstvi, ze kterych se vyvijeji chmelové hlavky.
Horizontalni lodyzni organy se oznacuji jako vlky. Vlky se v péstitelskych podminkach
odstranuji, aby se piedeslo nechténému rozmnozovani. Hlavni funkce podzemnich lodyznich

organtli spoc¢iva v uchovani rostliny a ve vegetativnim zptisobu rozmnozovani (14).

Vyskyt, historie a piivod chmele

Chmel patii k velmi starym kulturnim rostlindm. Jeho péstovani je doloZeno od pocatku naseho
letopoctu. Tehdy jiz byly vyuzivany jeho 1é¢ivé Gi¢inky zevné i vniting k 16¢bé nejriiznéjsich
chorob.

Urodné niziny v podhaii Kavkazu a oblasti kolem Cerného mofe jsou pravdépodobné pravlasti
chmele, odkud se od 5. stoleti $ifil do Evropy. Prvni ojedinélé pisemné zminky o chmelu
pochazeji z 8. a 9. stoleti z riiznych mist, mezi nimi i z Cech, roku 859 (14).

Kultivace chmele je prvné zaznamenana roku 736 v regionu Hallertau v Bavorsku, které
je centrem chmelaistvi dodnes a chmel je znam jako Hallertauer. Ten tvofii témé&r 30 % svétové
produkce (17).

Vibec prvni historickd zminka o uziti chmele pro dochuceni piva pochézi z listiny franckého
krale Pipina III. Kratkého z r. 768. Na pocatku vétSiho vyuziti chmele pii vyrobé piva

se pouzivaly plané rostouci rostliny.



V Ceskych zemich ma péstovani chmele tisiciletou tradici. Vzdy §lo 0 hospodatsky vyznamnou
plodinu. Od zacatku druhého tisicileti se chmel vyvazel do sousednich zemi. Chmelafstvi
zaznamenalo vyznamné zvelebeni za vlady cisatfe Karla IV, ktery se zaslouzil o ochranu proti
vyvozu sadi a dozor nad jeho péstovanim.

Prvni pisemna zminka o péstovani chmele v Zatci pochazi z roku 1348, kdy Zatecky klaster
ptebiral liboCansky statek a v pisemné smlouvé je uvedeno, Ze piebira vinice a chmelnice.
V této dobé se v okoli Zatce péstovalo vice révy vinné nez chmele.

Ve 12. az 16. stoleti vzniklo mnoho pivovari - napi. Cerhenice (1118), Tepla (1200),
Hodonin (1228), Olomouc (1250), Vodnany (1336), Tiebon (1379), Jilemnice (1384),
Rakovnik (1454), Blatna (1485), Jihlava (1485), pivovar U Flekt v Praze (1499) a jiné.
Péstovani chmele se soustiedovalo na Zatecko, Rakovnicko, Lounsko, Ustécko a také
na Klatovsko. Klatovsky chmel byl odborniky vysoce cenén a jeho péstovani bylo v regionu
znacén¢ rozsifeno. Dokonce na pecetidle mésta Klatov z roku 1533 byl zobrazen chmel na tyci.
V 109. stoleti vSak chmelaistvi z kraje zcela vymizelo. Beéhem tficetileté valky bylo péstovani
v Ceskych zemich ohroZeno a sad’ &eského chmele se pouZivala pro zakladani chmelnic
v Braniborsku, Bavorsku, Slezsku, Styrsku, v Rusku a jinde. Cetné posudky z druhé poloviny
18. stoleti ukazuji, Ze kvalita Ceského chmele byla vybornd. S rozvojem pivovarnictvi
se objevily i negativni jevy, jako byl prodej méné hodnotného zbozi vydavaného za Cesky
chmel. Z tohoto diivodu byla v roce 1884 zfizena Znidmkovna chmele v Zatci a byla pfijimana
zakonnd opatieni véetné Zakona o ochrané chmele ¢. 97/1996 Sb (16).

Nejptiveétivejsi oblasti pro péstovani chmele jsou niziny v oblasti mirného pasu o zemépisné
Sitce 35 © az 55 ° na obou polokoulich. Pivodni oblasti vyskytu se proto nachdzeji v mirném
pasu Evropy a Asie, nasledné se péstovani chmele z riznych pficin rozsifilo do jizni a severni
Ameriky (Argentina, Chile, USA), Australie, Nového Zélandu a jizni Afriky. Nejvyznamng;jsi
chmelaiské zemé z hlediska rozlohy chmelnic i produkce jsou na prvnim misté Némecko, pak
USA a tieti misto zaujiméa Ceské republika s pfiblizné 5000 ha, které tvofi pies 8 % svétovych
rozloh chmelnic. Z dalsich vyznamnych producenti je na &tvrtém misté Cina, vyznamnymi
producenty jsou také Polsko, Velka Britanie, Kanada, JAR, Australie a Ukrajina.

Chmel jako vlihkomilna rostlina se v plané formé nachazi predevsim v pobieznich kiovinach

potokt a fek, kde vytvaii mohutné porosty, na okrajich lest, poli, v ol$inach a luznich lesich.



Kulturni rostliny se nejcastéji vysazuji na rovinatych plochach nebo v Sirokych otevienych
tidolich. Nejvhodngjsi pro péstovani je mirné kysela ptida (permské Gervené pady Zatecka)

se slabé& kolisajici hladinou podzemni vody kolem 2 m.

2.1.2 Vyuziti chmele a jeho ucinky

Vedle vSeobecné znamého vyuzivani v pivovarstvi se chmel uplatiuje i v 1ékafstvi
a kulinatstvi.

V medicin€ se chmel vyuzival dlouho pied pivovarstvim. Kvétni hlavky se dosud pouzivaji
v 1éCitelstvi. Piiznivé ovliviiuje zazivani. Pasobi jako uklidiujici prostiedek pii nervozité
a nespavosti. Sedativni slozkou chmele je zjevné chemicka sloucenina metylbutenol, kterda ma
uklidiujici uc¢inek na centralni nervovou soustavu, podporuje chut’ k jidlu a ¢innost Zaludku.
Piasobi i mirné diureticky a pouziva se k zevnimu osetfeni nadorovych viedu.

Listy chmele jsou zkrmitelné, 1ze je téz pouzit na sildz. Z mladych vyhonki se ptipravuji salaty.
Rimské prameny z 1. st. n.l. se 0 chmelu zmifuji jako o oblibené zahradni zelening. Mladé
postranni vyhonky se prodavaly na trzich a v kuchyni zpracovavaly obdobné jako chrest.
V nékterych jiznich zemich jsou piisadou pti piipravé chlebovych kvast (19).

Prvotni spisy o vyuziti chmele ve farmacii pochazi z roku 1813, kdy patizsky Iékarnik Planche
pouzil lupulin z chmelovych Sistic jako sedativa. Béhem 19. stoleti se rozmohlo vyuziti extraktu
chmele 1 v kosmetickém primyslu. V soucasné dobé nckolik primyslovych vyrob vyuziva
chmel v Samponech a dal$ich isticich nebo hydrata¢nich vyrobcich.

Plvodné se chmel pouzival v pivovarské technologii predev§im pro své bakteriostatické ucinky
zajistujici vyssi trvanlivost piva. Teprve mnohem pozdé&ji se zacal pouzivat pro dodani horké
chuti a tpravu dalSich vlastnosti piva.

Polycyklické latky nazyvané flavonoidy jako soucdst chmelovych polyfenolti vykazuji
| po biotransformaci zajimavé biologické Ucinky; CasteCny antimikrobidlni, antioxidacéni,
protizanétlivy a protirakovinny. Flavonoidni latky, které 1ze objevit v chmelu otacivém, maji
in-vitro prokazany silny antioxidacni uc¢inek, ktery dokaze potlacit nékteré markery zanétu.
V nékolika testech vysledky potvrdily schopnost potlacit aktivitu volnych radikald v tkani,
a tedy antioxidacni efekt (19).

Tzv. prenylované flavonoidy, jejichz hlavnim zastupcem je v chmelu pfitomny xanthohumol

diky aktivité¢ bakterii tlustého stfeva pfemcnuje na fytoestrogen prenylnaringenin, ktery



je schopen se vazat na lidské estrogenové receptory. Pusobenim pies estrogenové receptory
maji zminéné latky ¢asteCny protirakovinny efekt u rakoviny prostaty, vajecniki a prsu (20).
Extrakt chmele ota¢ivého mé v patiicné koncentraci antimikrobialni efekt, ktery byl nejvice
popsan v pouziti vici aktivité koznich patogenii, lokalné, a jako pfirodni deodorant. Ukazalo
se, ze extrakt z chmele je schopen zplisobovat rozpad bakterialnich bunék (19).

Obsahové hotké latky dokdzou stimulovat tvorbu Zluci, coz vede k podpofe trdveni obzvlasté
tézkého tucného jidla. V nékolika studiich byl potvrzen c¢astecny protikiecovy efekt
obsahovych latek chmele na travici soustavu. Zaroven by se tyto hoiké latky mély navazovat
na cholesterol v potravé a v ob&hu a snizovat jeho koncentrace. In-vivo pokusy potvrdily

anticholesterolemicky efekt nékterych latek chmele otacivého (19).

2.1.3 Obsahové latky

Chemicka skladba chmele zahrnuje pivovarsky dulezité slozky, ke kterym patii chmelové
pryskyfice, silice a polyfenoly. Jako ptirodni produkt obsahuje chmel vzdy také vodu. Cerstvy
sklizeny chmel ma vysoky obsah vody (okolo 75 %), a proto se nemlze v pavodnim stavu
skladovat. Po umélém vysuSeni obsahuje chmel 10 aZ 14 % vody.

Z ostatnich ptitomnych latek se vénuje pozornost tzv. problémovym slozkdm, které mohou
kvalitu chmele ¢i chmelovych vyrobkii pro pivovarské vyuZziti ovlivnit negativné.
K problémovym slozkam chmele patii dusicnany. Nejvyssi obsah je v hlavkovém chmelu
(0,5az 1,5 %), kdezto ve chmelovych vyrobcich je jejich obsah v zavislosti na zplsobu
zpracovani obvykle snizen nebo zcela eliminovan.

Transformacni produkty chmelovych pryskyfic, tvofici se pfi chmelovaru, jsou zdrojem typické
hotkosti piva, stabilizuji pivni pénu a diky antiseptickym ucinkim zvysuji biologickou
trvanlivost piva.

Jsou slozitym komplexem latek, z nichZz pouze u nékterych je znamo chemické slozeni
i struktura. Patii k nim pfedevsim a-hoiké kyseliny a B-hoiké kyseliny, které jsou v ¢istém stavu
bez chuti a viiné a malo rozpustné ve vode.

a-hotké kyseliny jsou tvoreny smési sedmi dosud znamych analogt humulonu. V pfirozenych
smeésich a-hotkych kyselin ptfevladaji kohumulon, humulon a adhumulon. B-hotké kyseliny
se rovnéz vyskytuji ve smési analogli, z nichz nejvic jsou zastoupeny kolupulon, lupulon

a adlupulon.



V pribéhu chmelovaru dochazi k izomeraci a-hotkych kyselin na iso-a-hotké kyseliny. Tyto
latky jsou rozpustné ve vodé a jsou hlavnim zdrojem hotkosti piv. Pfiblizné¢ 10 % celkové
hotkosti piva pochézi z transformac¢nich produktt B-hotkych kyselin.
Typické slozeni suchych chmelovych hlavek:

e voda 10 %,

e celkoveé pryskyfice 15 az 18 %,

e polyfenolové latky (tfisloviny) 4 %,

e silice (esencialni teékavé oleje) 0,5 %,

e sacharidova slozka 44,5 %,

o dusikaté latky 15 %,

e lipidy a vosky 3 %,

e mineralni latky 8 %.

2.1.4 Chmelové silice

piitomny v lupulinovych zrnech chmelové hlavky a chmel jich obsahuje 0,5 az 3,0 %. Tvofi se
prevazné v poslednich fazich zrani rostliny. Jejich obsah 1 slozeni se béhem dozravani vyrazné
méni, coZ zavisi na dobé zralosti, podminkach péstovani, na podminkach stanovisté
a na odradg.

Jsou slozitou smési mnoha ptirodnich latek pfevazné terpenického charakteru a rtizného
chemického sloZeni. Nékteré jsou zastoupeny fadové v desitkach procent (myrcen, a-humulen),
mnoho dalSich se vyskytuje v malém aZ stopovém mnozstvi, jiné nebyly dosud identifikovany.
Vsechny se spolecné podileji na vzniku charakteristického chmelového aroma.

Pti chmelovaru vétsi ¢ast chmelovych silic unika a asi jen jedna ¢tvrtina prechazi do mladiny
a dale do piva, kde prispiva spolu s produkty kvaSeni k vytvareni charakteristické ving.
Chmelové silice se sestavaji asi ze 40 latek riizné struktury a riznych fyzikalnich vlastnosti.
Slozeni a mnozstvi jednotlivych sloZzek silic udava chmelovou vini. Pfi suSeni jich cast,
zejména z uhlovodikové frakce, vyprcha (22).

Chmelové silice 1ze rozdélit do tii frakei: uhlovodikové, kyslikaté a frakci sirnych sloucenin.
Frakce kyslikata vznika oxidaci ptivodnich uhlovodiki béhem zréni, zpracovani a skladovani

v

chmele a z hlediska chemického slozeni je vyrazné rozmanitéjsi nez frakce uhlovodikova.
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zastupce latek ze skupiny epoxidi patii epoxidy, které vznikaji oxidaci terpenickych
uhlovodikd v prabéhu starnuti chmele (karyofylepoxid a humulenepoxidy). Jejich obsah
ve chmelu postupem ¢asu vyrazné stoupa. Estery, které jsou piitomné ve chmelovych silicich,
identifikovano vice nez 70 riznych esterti. K dal§im dilezitym slozkam patii napft. alkoholy,
epoxidy, methylketony a jiz vySe zminéné estery mastnych kyselin.

Majoritni ¢ast pfipada na uhlovodikovou frakci, kterd u Cerstvé sklizeného chmele tvofi
70 az 80 % celkové hmotnosti silic a kterou 1ze rozdélit do tfi skupin na alifatické uhlovodiky,
patii terpenické uhlovodiky, zejména myrcen, karyofylen, humulen a farnesen. Nejvyznamnéjsi
jsou monoterpeny a seskviterpeny, jejichz vzajemné poméry jsou genetickou vlastnosti
jednotlivych kloni chmele. Napfiklad pro jemné odridy zateckych aromatickych chmelil
je charakteristicky nizky obsah myrcenu, ktery je nositelem drsného Stiplavého aroma
a puvodcem nevyrovnané a méné piijemné hotkosti piva. Uslechtilé aroma téchto odrid
je vytvafeno vhodnym pomérem seskviterpenovych slozek, zejména a-humulenu (8 az 33 %),
karyofylenu (4 az 22 %) a farnesenu (0 az 19 %) (21).

Tekavé slozky uhlovodikové frakce silic jsou ptivodcem aroma chmele. Béhem chmelovaru
vSak vytékaji s vodni parou a do mladiny a piva piechazeji pro svou nizkou rozpustnost jen
nepatrn€. Slozky kyslikaté frakce, které tvoii 20 az 30 % celkového mnozstvi silic, jsou
mnohem rozpustngjsi ve vode, protoze obsahuji jak tékavé, tak i netékavé slozky. Je u nich
jeho aroma.

Jemné chmelové aroma poskytuji pivu pfedevsim chmele a chmelové vyrobky pochdzejicich
z jemnych aromatickych odrid. Aromatické chmele se proto casto davkuji az tésné
pied koncem chmelovaru nebo i pozdéji, aby nestacily oddestilovat a tim se zvysil jejich obsah
v mladin¢ a nasledné pivu

Frakce sirnych slouc¢enin chmelovych silic pedstavuje velice malé mnozstvi, piiblizné 1,0 %
celkové hmotnosti. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o latky senzoricky velice aktivni, jejich
pusobeni na celkové aroma chmele neni zanedbatelné. Projevuji se negativné uz pii nizkych

koncentracich jako chutové a vonné latky. ZvySeny obsah sirnych slou¢enin maji v prvni fadé
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chmele oSetfené béhem vegetace sirnymi preparaty proti houbovym chorobam a chmele
konzervované sitenim v posklizinovych upravach (21).

Kvili podstatnému rozdilu obsahu jednotlivych silic v riznych odridach chmele byly
vypracovany kli¢e pro rozpoznavani odrid podle meznich hodnot vybranych silic (21).
Pfitomnost ¢i absence nckterych slozek silic, jejich obsahy a vzajemné poméry jsou silné
odridoveé podminény. Ve srovnani s chmelovymi pryskyficemi se slozeni silic méni rychleji
vzhledem k tékavosti nckterych slozek. Naptiklad pfi suSeni a zpracovani na chmelové
vyrobky, ale ne natolik, aby to znemoznilo urcit odriidu i po zpracovani chmele na chmelové
vyrobky. Ne vSechny, ale jen urcité silice poskytuji vhodnou informaci o identité odrady.
se autortm podafilo na zaklad¢ slozeni chmelovych silic a pryskyfic vzajemné rozlisit nékolik

desitek riznych odrid chmele (21).

Tabulkal. Pramérny obsah vybranych silic v ¢eskych chmelovych odriidach (% rel.).

Silice Agnus Bor Harmonie | Premiant | Rubin Sladek Vital ZPC
B-myrcen 24,79 15,11 25,21 17,35 15,7 14,73 10,59 15,61
karyofylen 17,96 16,49 9,89 15,09 12,35 18,83 18,19 10,43
humulen 27,71 47.42 27,55 46,51 33,39 46,82 3,79 32,45
p-farnesen * 0,36 * 2,59 0,07 0,06 2,36 20,64
o-limonen
epoxid 0,44 0,21 0,12 0,06 0,15 0,19 0,59 0,22
Celkové 1,68 0,77 1,15 1,11 0,88 0,99 0,77 0,39
silice
* Nebylo stanoveno.

3 Experimentalni ¢ast

Pii ptipravé postupu na stanoveni podilu myrcenu a B-farnesenu v silicich chmelové odrady
Zateckého poloraného &ervenaku (dale jen ZPC) metodou plynové chromatografie s vyuzitim
plamenové-ionizaéniho detektoru (GC-FID) se vychazelo z CSN 46 2520-12 Zkouseni chmele-
cast 12: Stanoveni chmelovych silic a z toho farnesenu. Pro ovéfeni a ¢aste¢nou validaci
metody byly pouzity vzorky chmele, ktery dodalo Oddélenim chmele a certifikace produkti
UKZUZ Zatec.
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3.1 Metoda na stanoveni podilu myrcenu a -farnesenu v silicich

chmelové odriidy Zateckého poloraného ervenaku

Princip metody
Silice vytckaji v priabéhu destilace vzorku chmele vodni parou. Nasledné se hledané latky
stanovi metodou kapilarni plynové chromatografie s vyuzitim plamenové-ioniza¢niho

detektoru.

Chemikalie
Chemikalie jsou analytické €istoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Voda, (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
2 Hexan.

3 Diethylether.

4 Smés diethyléther - hexan (1 : 1).

5 Siran sodny bezvody.

6 Myrcen, analyticky standard.

7 Farnesen, trans-beta, analyticky standard.

Pristroje a pomiicky

1 Aparatura na destilaci silic.

2 Topné hnizdo.

3 Plynovy chromatograf s detektorem FID.

4 Kapilarni kolona 30 m x 0,25mm, tloustka filmu 0,25 pum.
5 Varné banky 2000 ml

6 Injekendi stiikacka, 10 pl.

7 Vialky se Sroubovacim uzdvérem, tmave, 2 ml.

12



Postup

Izolace chmelové silice

Do 2000ml varné banky se zabrusem se navazi ptiblizné€ 50 g Cerstvé pomletého vzorku chmele.
Odmérnym vélcem se piida 1000 ml vody (1). Barika se umisti do topného hnizda, ptipoji se
k aparatufe na destilaci silice a za¢ne se zahfivat. Od pocatku varu pokracujeme v destilaci
15 az 30 minut. Po ukonceni destilace se vypne hnizdo a varna baiika se necha zchladnout.
Voda z aparatury se odpusti a vydestilované silice se zachyti do 50ml kadinky. Aparatura
se vyplachne smési diethyléther-hexan (4) do téze kadinky. Silice v kddince se zakoncentruji
odpafenim pod proudem dusiku na objem piiblizné 2 ml. Zakoncentrovany vzorek silic

se prelije do vialky a uzavie se vickem s teflonovym septem.
Takto ptipraveny vzorek se pouziva piimo k nastiiku do plynového chromatografu.

Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi na plynovém chromatografu s plamenové-ionizaénim detektorem.
Pro separaci jednotlivych slozek chmelové silice se pouzije kapilarni kolona s nepolarni
stacionarni  fazi nabazi  dimethylpolysiloxanu s5 % fenylu.  Pfiklad nastaveni
chromatografickych podminek je uveden v tabulce 2. Chromatogram ziskany pfi analyze

vzorku chmelové silice je na obrazku 1.

Tabulka €. 2. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.

Plynovy chromatograf GC Agilent 6890N

Kapilarni kolona ZB-5 (30 m x 0,25 mm, film 0,25 pm)
Nosny plyn Dusik

Priitok nosného plynu 1 ml/min

Teplota injektoru 220 °C

Teplota detektoru 220 °C

60 °C, 5 minut (izotermie)

2 °C/min. na 150 °C (gradient)
Teplotni program 5 °C/min. na 220 °C (gradient)
220 °C, 15 minut (izotermie)

Objem nastriku, davkovani | 1 pul, split 1 : 50
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Kvalitativni a kvantitativni analyza

Piky myrcenu, B-farnesenu ptipadné dalSich latek obsazenych v chmelové silici (a-humulen,

a + P selinen, B-karyofylen atd.), se identifikuji na zéklad¢ jejich reten¢nich Casti, porovnanim
S retencnimi ¢asy pikt standardnich latek.

Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouziva metoda vnitini normalizace, tj.za piedpokladu,
ze vSechny slozky vzorku jsou zaznamenany na chromatogramu, ptedstavuje celkova plocha

piki 100 % (celkova eluce).

(mV]
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CHS 27 obrazek - 6890-FID
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Obrizek 1. Chromatogram reilného vzorku chmelové silice ZPC.
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Tabulka 3. Retenéni ¢asy a relativni retenéni ¢asy hlavnich sloZek chmelové silice ZPC.

Analyt tr (mMin)
1 Myrcen 13,5
2 Karyofylen 40,9
3 B-farnesen 43,0
4 o-humulen 43,3
5 a-selinen 45,0
6 B-selinen 45,5

3.2 Vysledky a diskuse

Optimalizace postupu

Postup byl optimalizovan a ovéten na vzorcich susené¢ho hlavkového chmele.

Byl posuzovan vliv jednotlivych krokti od wvelikosti navazky, doby destilace silic,
az po optimalni chromatografické podminky vlastniho stanoveni. K optimalizaci podminek
méfeni na GC a validaci byly vyuzity dostupné standardy jednotlivych chmelovych silic

(myrcen, B-farnesen, a-humulen).

Byly stanoveny zakladni validacni parametry metody: opakovatelnost, spravnost, meze detekce

a stanovitelnosti a bude uréena nejistota stanoveni.

Soucasti prace bylo 1 ovéfeni stability myrcenu ve skladovanych vzorcich suSeného hlavkového
chmele. Myrcen byl vybran jako nejsnaze degradovatelna slozka chmelové silice. Jeho
nestabilita a ibytek béhem nevhodného skladovani pak ovliviiuje vysledek, tedy procentické
zastoupeni latek obsazenych v chmelové silici.

Ovéreni stability

Béhem ovéfovani metody byla sledovdna stabilita myrcenu v nepomletych chmelovych
hlavkach. V uvedenych casovych obdobich byl vzdy pfipraven vzorek z hlavek chmele
skladovaného pfi laboratorni teploté a z chmele skladovaného v chladnicce. Ziskané vysledky

jsou shrnuty v tabulce 4.
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Tabulka 4. Stabilita myrcenu v su§eném hlavkovém chmelu.

5 ) o Obsah myrcenu ve vzorku (%)

SZZ:)SI?IZ‘; rhaovpTprInY Laboratorni teplota Chladnicka
4-6)°C

Po dodani 38,5 38,5

Po 10 dnech 35,4 38,6

Po 20 dnech 27,7 38,3

Po 30 dnech 21,6 38,4

Po 60 dnech 17,3 38,3

Z uvedenych vysledkil vyplyva, Ze suSeny hlavkovy chmel Ize uchovavat miniméln¢ po dobu
dvou mésict pii teploté okolo 4 °C, aniz by doslo ke zm&nam v obsahu myrcenu ve vzorku.

Skladovanim pfi laboratorni teploté se obsah vyse uvedeného analytu rychle snizuje.

Protoze budou ale realné vzorky dodavany ve formé pelet, bylo by vhodné ovéfit stabilitu
VvV tomto materialu. Béhem doby trvani prace byl k dispozici od Odd¢leni chmele pouze suseny

hlavkovy chmel.

Valida¢ni parametry

Opakovatelnost

Vypocet opakovatelnosti byl proveden pomoci software EffiValidation 3.0 - Opakovatelnost —
po urovnich zvicenasobného méfeni. Opakovatelnost byla stanovena pouze na jedné
koncentracni hladin€, coZ odrazi skuteCnost, Ze obsahy myrcenu a farnesenu se v redlnych
vzorcich chmele, odriidy ZPC kofenného pohybuiji pouze v tizkém, specifickém koncentraénim
rozsahu. Vzorek ZPC ve formé pelet dodalo Oddélenim chmele a certifikace produktii.

Ve vybraném vzorku chmelové silice byl v Sesti opakovanich stanoven vyse popsanou metodou
obsah myrcenu a farnesenu. Byla vypocitana smérodatna odchylka (s) a relativni smérodatna
odchylka (sr), které jsou statistickou mirou piesnosti (opakovatelnosti). Ze smérodatné
odchylky méfeni byla vypocitana povolena diference paralelnich stanoveni Rmax, tj. maximalni

rozpéti, které 1ze jesté vysvétlit pritomnosti nahodnych chyb (23).
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kde asje tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti o = 0,05, jehoz
hodnota je 2,77,

S smérodatnd odchylka z vicendsobnych méfeni jednoho vzorku.

Tabulka 5. Opakovatelnost méfeni a maximalni diference dvou paralelnich stanoveni.

Analvt Popis Pocet Pramér | Opakovatelnost | Rel. opakovatel. Rmax
y vzorku |opakovani| (%) (% abs.) (%) (% abs.)

myrcen ZPC-pelety 6 50,783 0,5845 1,15 1,619

B-farnesen | ZPC-pelety 6 19,700 0,2757 1,40 0,764

Z tabulky 5 vyplyva, ze opakovatelnost stanoveni pro myrcen a B-farnesen je akceptovatelna
a odpovida koncentracni hlading, v niz se dané latky v chmelové silici vyskytuji.
Pro zapis vysledkii do Labsystému je vlozena pro povolenou diferenci dvou paralelnich

stanoveni hodnota 1,5 % rel. pro stanoveni myrcenu a 2 % rel. pro stanoveni -farnesenu.

Spravnost

V soucasné dobé nejsou poradany zadné mezilaboratorni porovnavaci zkousky na stanoveni
myrcenu a B-farnesenu, ani obecné chmelovych silic a neni dostupny Zadny CRM chmelovych
silic. Spravnost metody na stanoveni obsahu myrcenu a B-farnesenu v této silici byla proto
ovéfena metodou standardniho piidavku s pouZitim testu vytéznosti.

Pii ovéfovani spravnosti metodou standardniho piidavku se postupovalo nasledovné. K piesné
navazce vzorku bylo vzdy pfidano definované mnozstvi standardu myrcenu a 3- farnesenu tak,
aby byla pfipravena fada vzorki na tfech koncentrac¢nich hladinach, pokryvajici pozadovany
rozsah. Na kazdé z hladin byly piipraveny vzorky ve tfech opakovanich. Ziskané vysledky
stanoveni byly vyhodnoceny v programu EffiValidation 3.0 - Spravnost - Velky koncentracni

rozsah - slepy pokus neni k dispozici. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulkach 6 a 7.
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Tabulka 6. Ovéreni spravnosti metody stanoveni myrcenu v chmelové silici.

Popis Piidavek | Naméfeno | VytéZnost | Piesnost | Interval spolehlivosti| Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,000153 | -0,00346 — 0,00346 Pfijata
Pridavek 1 0,100 0,108 108,11 0,01528 0,0834 - 0,1326 Ptijata
Pridavek 2 0,200 01913 95,67 0,00577 0,18176 —0,20091 Ptijata
Ptidavek 3 0,300 19,5133 97,60 0,39119 0,28176 —0,30091 Ptijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
Tabulka 7. Ovéfeni spravnosti metody stanoveni B-farnesenu v chmelové silici.

Popis Pridavek | Naméreno | VytéZnost| Presnost SpIOTefﬁli;ilaolsti Hypotéza
Vychozi vz. 0 0 0 0,00252 -0,0057 — 0,0057 Pfijata
Pridavek 1 0,115 0,1237 107,54 0,01528 0,09885 —0,14848 Ptijata
Pridavek 2 0,230 0,2203 95,80 0,01000 0,20381 — 023686 Ptijata
Ptidavek 3 0,460 0437 95,00 0,02517 0,39646 —0,47754 Pfijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Z vysledka v tabulkach 6 a 7 vyplyva, Ze popsana analyticka metoda poskytuje spravné

vysledky.

Meze detekce a stanovitelnosti

Pro stanoveni detek¢nich limitd byl pouzit program EffiValidation 3.0 - Stanoveni ze signalu

slepého pokusu v chromatografii.

Piipravena fada kalibrac¢nich roztokt (koncentrace v rozmezi 1 mg/ml az 5 mg/ml myrcenu,

resp. B-farnesenu v hexanu) byla zméfena na GC za podminek metody. Z kalibracnich

zavislosti vyska piku — koncentrace byly pomoci chromatografického fidiciho software Clarity

vypocitany jejich smérnice, stejné tak 1 hodnota maximalniho kolisani zakladni linie (velikost

Sumu).

Ze smérnice kalibra¢ni pfimky a hodnot maximalniho kolisani zékladni linie byly vypocitany

meze detekce a stanovitelnosti, které jsou shrnuty v tabulce 8.
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Tabulka 8. Meze detekce a stanovitelnosti.

Parametr Myrcen Farnesen
Smérnice kalibr. pFrimky b, 1029,6 11151
Korela¢ni koeficient R? 0,9985 0,9943
Max. kolisani zakl.linie Nmax (MV) 0,052 0,110
Koncentrace na mezi X (Mmg/ml) 0,006 0,012
detekce xo (%) 0,06 0,12
Koncentrace na mezi X (mg/ml) 0,0204 0,0396

stanovitelnosti Xo (%) 0,21 0,40

Za vyse popsanych podminek metody je mez detekce myrcenu 0,06 % a B-farnesenu 0,12 %.

Mez stanovitelnosti 0,21 % u myrcenu 0,40 % u B-farnesenu ve vzorku.

Nejistota stanoveni

Relativni standardni nejistota a relativni rozsifena nejistota nebyly k datu stanoveny z dtivodu
absence paralelnich méteni realnych vzorku.

Jakmile budou tato data k dispozici, nejistota bude nasledné vypoctena pomoci programu
EffivValidation 3.0 (4.0) - Nejistoty z piesnosti - paralelni méfeni k dispozici. Pro vypocet

roz$ifené nejistoty bude pouzit faktor pokryti 2.
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4 Z.avér

Byla pfipravena a validovana metoda na stanoveni obsahu myrcenu a 3-farnesenu v chmelové
silici u odrtdy Zatecky polorany &ervenidk s vyuzitim GC-FID. Obsah téchto dvou silic
je pro tuto chmelovou odridu specificky a spolu s dal§imi charakteristickymi znaky budou
vyuzity k prokazani pravosti odrady.

Byly optimalizovany podminky pro méfeni na GC tak, aby Vv ptipad¢ pozadavku bylo mozné
stanovit 1 dalsi slozky silice. Pro méfeni byla pouzita kapilarni kolona ZB-5 s nepolarni
stacionarni fazi na bazi dimethylpolysiloxanu s 5 % fenylu.

Bylo prokazano, ze suSeny hlavkovy chmel lze uchovavat minimalné po dobu dvou mésict
ptiteploté okolo 4 °C, aniz by doslo ke zm&nam v obsahu myrcenu a B-farnesenu ve vzorku.
Skladovanim pii laboratorni teploté se obsahy vySe uvedenych silic rychle snizuji, jesté
rychlejsi degradaci podléhaji po upravé mletim.

Stabilitu myrcenu je nutné jesté ovéfit na chmelovych peletach, které bude jako realné vzorky
dodavat do laboratote Odd¢leni chmele a certifikace produkti.

Po ukonceni optimalizace metody byla metoda validovana. Byla stanovena opakovatelnost,
linearita, spravnost a meze detekce a stanovitelnosti, nejistota nebyla zatim stanovena z divodu
absence paralelnich stanovenich redlnych vzorkti a bude dopocitdna po ziskani jejich

dostate¢ného mnozstvi.
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Ovéreni moznosti pouziti snizenych navazek pri stanoveni
Mehlich 3

Vaclav Rypl, Iveta Dvoidkova, Martina Foltynova
Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zem&d&lsky
Oddéleni NRL Plzen

Slovanska alej 20, 326 00 Plzen

vaclav.rypl@ukzuz.cz

1 Uvod

Cilem prace bylo ovéfit moznost snizeni mnozstvi pouzivanych chemikalii pfi stanovenich
pro agrochemické zkouSeni zemédélskych pud (AZZP) z ekologickych a ekonomickych
davodu. Dale byly provéteny moznosti zefektivnéni téchto stanoveni pomoci dostupné moderni
instrumentace.

Stanovenych cili 1ze dosdhnout pomoci sniZzeni navazek vzorkli a tomu i umémné sniZeni
pfidavanych ¢inidel pii extrakci pomoci Mehlich 3 a stanoveni makro a mikroprvka a déle
pfti stanoveni pH a extrakci pomoci CaClz. V ramci zefektivnéni byla provéfena moznost

pouziti vah s automatickym pfenosem dat.

2 Material a metody

2.1 Pouzité vzorky

Pro testovani extrakce pomoci Mehlich 3 a pro stanoveni pH po extrakci pomoci CaClz byly

pouzity charakteristické vzorky zemé&délskych ptid CR, viz piilohy 1 a 2.

Pro otestovani pouzitelnosti vah s pfenosem dat byly pouzity nahodn¢ vybrané vzorky.
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2.2 Chemikalie
Viz
2.2.1  Jednotné pracovni postupy UKZUZ — Analyza pud I, Postup 30068.1 - Pfiprava

pudniho extraktu podle Mehlicha 3.

2.2.2  Jednotné pracovni postupy UKZUZ — Analyza pud I, Postup 30074.1 - Analyza
extraktu podle Mehlicha 3 metodou ICP-OES.

2.2.3  Jednotné pracovni postupy UKZUZ — Analyza pud I, Postup 30040.1 Stanoveni
vyménného pH pid extrakei 0,01M CaClo.

2.3  Pristroje a pomiicky
2.3.1  ICP OES — Spectro Arcos 2.

2.3.2  Automat pro méteni pH — firma Skalar - Analyzator SP 2000 s pH metrem CONSORT

multiparametr analyzer C3010.

2.3.3  Analytické vahy s moZnosti pfenosu dat.
2.3.4  Rotacni tfepacka (35 £ 5) ot/min.

2.3.5  Centrifuga — Rotanta 460.

2.3.6  Mechanicka tfepacka — IKA ® KS 260 basic.

3 Pracovni postup

Extrakce pomoci ¢inidla Mehlich 3 a stanoveni makro a mikroprvki

Na analytickych vahach se do uzaviratelné plastové nadobky o objemu (200 — 400) ml navazi
10 g vzorku a ptidd se 100 ml extrakéniho ¢inidla Mehlich 3. Vzorek se extrahuje 10 min

na rotacni ttepacce a nasledné se odstiedi 5 min pii minimalné rcf = 3000 g.

Uprava postupu: Pro potieby ovéfeni bylo navazeno 5 g vzorku a pfidano 50 ml extrakéniho

¢inidla Mehlich 3. Dalsi postup je stejny jako pro vySsi navazky.
Za téchto podminek nebylo nutné ménit cokoliv v soucasném vybaveni ani postupu.

Mg¢feni bylo provedeno pomoci ICP OES.
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Extrakce CaCl: a stanoveni pH

Na analytickych vahéach se do vhodné nadoby navazi 10 g vzorku a piida se 50 ml ¢inidla CaClo.
Vzorek se extrahuje na mechanické tfepacce po dobu 60 min. Po extrakci se poneché suspenze

1 hvklidu a po této dob& se méfi.

Uprava postupu: Na analytickych vahach se navazi 6 g vzorku a piida se 30 ml &inidla CaCls.

Dalsi postup je stejny jako pro vyssi navazky.
Mg¢teni bylo provedeno pomoci robotického pH automatu SKALAR.

Za téchto podminek nebylo nutné ménit cokoliv v sou¢asném vybaveni ani postupu.

4 Vysledky a diskuse

Stanoveni makro a mikroprvki — porovnani navazek 5 g a 10 g pii extrakci M3
Grafické porovnani M3

Vzorky byly v autosampleru uspofadany tak, aby byly vzdy tésné€ za sebou zméfeny vzorky
snavazkou 5 g a 10 g a tim se minimalizoval vliv driftu métidla ICP OES.

Naméfené hodnoty byly porovnany graficky. Na ose x jsou vysledky z 10g navazek, na ose y

jsou vysledky z 5g navazek. Vysledky jsou v mg/kg.
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Obrazek 1. Stanoveni hliniku.
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Obrazek 2. Stanoveni boru.
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Obrazek 3. Stanoveni vapniku.
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Obrazek 4. Stanoveni kadmia.
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Obrazek 5. Stanoveni médi.
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Obrazek 6. Stanoveni Zeleza.
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Obrazek 7. Stanoveni drasliku.
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Obrazek 8. Stanoveni hor¢iku.
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Obrazek 9. Stanoveni manganu.
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Obrazek 10. Stanoveni fosforu.
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Obrazek 11. Stanoveni siry.
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Obrazek 12. Stanoveni zinku.
Porovnani dvouvybérovym parovym t-testem (M3)
Al Soubor 1 Soubor 2
Stfedni hodnota 696,284 687,3598
Rozptyl 50489,08 50429,34
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,998132
Hyp. rozdil stf. hodnot 0
Rozdil 22
P(T <=t) (1) 0,00251
t krit (1) 1,717144
P(T<=t) (2) 0,00502
t krit (2) 2,073873

Hypotéza o shodnosti sttednich hodnot byla zamitnuta na hladiné a =5 %.
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Al Soubor 1 Soubor 2
Stfedni hodnota 696,284 687,3598
Rozptyl 50489,08 50429,34
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,998132

Hyp. rozdil sti. hodnot 0

Rozdil 22

P(T<=t) (1) 0,00251

t krit (1) 2,508325

P(T<=t) (2) 0,00502

t krit (2) 2,818756

Hypotéza o shodnosti stfednich hodnot byla zamitnuta na hladiné o =1 %.

B Soubor 1 Soubor 2
Stiedni hodnota 0,49743 0,494922
Rozptyl 0,0933115 0,093474
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,9961287

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

t Stat 0,4472421

P(T<=t) (1) 0,3295363

t krit (1) 1,7171444

P(T<=t) (2) 0,6590726

t krit (2) 2,0738731
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Ca

Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 1964,995 1941,839
Rozptyl 1226538 1202073
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,998762
Hyp. rozdil sti. hodnot 0
Rozdil 22
t Stat 1,985046
P(T<=t) (1) 0,029873
t krit (1) 1,717144
P(T<=1) (2) 0,059746
t krit (2) 2,073873
Cd Soubor 1 Soubor 2
Stiedni hodnota 0,094482 0,092282
Rozptyl 0,030578 0,029053
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,999401
Hyp. rozdil stf. hodnot 0
Rozdil 22
t Stat 1,419829
P(T<=1) (1) 0,084837
t krit (1) 1,717144
P(T<=t) (2) 0,169673
t krit (2) 2,073873
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Cu Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 2,948813 2,925493
Rozptyl 2,167342 1,982405
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,998628

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

t Stat 1,129208

P(T<=t) (1) 0,135487

t krit (1) 1,717144

P(T<=t) (2) 0,270973

t krit (2) 2,073873

Fe Soubor 1 Soubor 2
Stf. hodnota 340,0101 333,9569
Rozptyl 11824,53 11523,22
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,997177

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

P(T<=t) (1) 0,000955

t krit (1) 1,717144

P(T<=t) (2) 0,00191

t krit (2) 2,073873

Hypotéza o shodnosti sttednich hodnot byla zamitnuta na hladiné a =5 %.

33




Fe Soubor 1 Soubor 2
Sttedni hodnota 340,0101 333,9569
Rozptyl 11824,53 11523,22
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,997177

Hyp. rozdil sti. hodnot 0

Rozdil 22

P(T<=t) (1) 0,000955

t krit (1) 2,508325

P(T<=t) (2) 0,00191

t krit (2) 2,818756

Hypotéza o shodnosti stfednich hodnot byla zamitnuta na hladiné o =1 %.

“ Soubor 1 Soubor 2
Stiedni hodnota 201,8561 199,9364
Rozptyl 7208,551 6939,022
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,997688

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

t Stat 1,550299

P(T<=t) (1) 0,067669

t krit (1) 1,717144

P(T<=t) (2) 0,135337

t krit (2) 2,073873
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Mg

Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 212,37553 208,9031
Rozptyl 25768,6 24632,47
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,9995348
Hyp. rozdil stf. hodnot 0
Rozdil 22

P(T<=t) (1) 0,005636
t krit (1) 1,7171444
P(T<=t) (2) 0,011272
t krit (2) 2.0738731

Hypotéza o shodnosti stfednich hodnot byla zamitnuta na hladiné o =5 %.

Mg Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 212,37553 208,9031
Rozptyl 25768,6 24632,47
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,9995348

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

t Stat 2,7659809

P(T<=t) (1) 0,005636

t krit (1) 2,5083246

P(T<=t) (2) 0,011272

t krit (2) 2,8187561

Hypotéza o shodnosti stfednich hodnot pfijata na hladin€ a =1 %.
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Mn Soubor 1 Soubor 2
Stfedni hodnota 95,84235 95,66161
Rozptyl 3319,834 3382,077
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,99924

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

t Stat 0,373593

P(T<=1) (1) 0,356141

t krit (1) 1,717144

P(T<=t) (2) 0,712283

t krit (2) 2,073873

P Soubor 1 Soubor 2
Stiedni hodnota 94,49722 93,83703
Rozptyl 4116,024 4188,011
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,999517

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 22

t Stat 1,522294

P(T<=t) (1) 0,07109

t krit (1) 1,717144

P(T<=t) (2) 0,142181

t krit (2) 2,073873
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Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 14,27267 13,97434
Rozptyl 48,88117 50,49125
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,994938
Hyp. rozdil stf. hodnot 0
Rozdil 22
t Stat 1,99168
P(T<=) (1) 0,029482
tkrit (1) 1,717144
P(T<=t) (2) 0,058964
t krit (2) 2,073873
Zn Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 7,404015 7,000989
Rozptyl 100,3131 97,11966
Pozorovani 23 23
Pears. korelace 0,99203
Hyp. rozdil stf. hodnot 0
Rozdil 22
t Stat 1,528463
P(T<=t) (1) 0,070325
t krit (1) 1,717144
P(T<=t) (2) 0,140649
t krit (2) 2,073873
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Dvouvybérovy parovy t-test prokazal shodu vysledkti pii zméné navazek z10 g na 5 ¢
pti zachovani stejného poméru objem/navazka tj. 10, to znamena pro 10g navazky ptidavek
100 ml ¢inidla M3 a pro 5g navazky ptidavek 50 ml ¢inidla M3. Vyjimku tvofi vysledky Al
a Fe, kde shoda nebyla prokazana. Vzhledem k tomu, ze z grafického porovnani plyne,
7e Fe ma smémici 1,0174 pti R?=0,9995 a Al ma smérnici 1,0117 p¥i R?=0,9996, |ze prohlasit,
ze shoda téchto dat je dostacujici pro pouziti stanoveni AZZP jako screeningové metody
I pfi navazce 5 g. Prokdzana odchylka je mensi nez 2 %, coz je mén¢ nez teoreticka nejistota

stanoveni na ICP OES, tj. 5 %.

V pfipadé Zn je situace jind. Dvouvybérovy pdrovy t-test sice prokazal shodu vysledkd,
ale z grafického porovnani je ziejmé, ze v téchto datech se rozdily nachazeji. Tyto rozdily lze
pricist nehomogenité vzorkt, protoze se nachézeji i pfi rutinnich stanovenich AZZP s vyuzitim

10g navazek pti kontrolach pomoci ,,Duplicity*.

Stanoveni pH porovnani navazek

Pro usporu chemikalii bylo navrzeno snizeni navazek z 10 g na 6 g a tomu umérné snizeni
objemu extrakéniho ¢inidla CaClz z 50 ml na 30 ml. Méfeni bylo provadéno na automatickém
zatizeni pro méfeni pH od firmy SKALAR a ukézalo se, Ze pivodn¢ zvazovana varianta 5 g
vzorku a 25 ml ¢inidla neni mozna. V méfici nadobce bylo malo kapaliny a pfistroj nedokazal
korektné dométovat vzorky a vracel chybova hlaSeni. Pfi objemu 30 ml se uz tyto potiZe téméf

nevyskytovaly.
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Porovnani navazek stanoveni pH graficky

pH
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10g pH

Obrazek 13. Stanoveni pH.

Parovy dvouvybérovy t-test na stfedni hodnotu (pH)

pH Soubor 1 Soubor 2
Stredni hodnota 5,729412 5,72
Rozptyl 1,104006 1,034362
Pozorovani 17 17
Pears. korelace 0,999803

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 16

t Stat 0,983801

P(T<=t) (1) 0,169929

t krit (1) 1,745884

P(T<=t) (2) 0,339857

t krit (2) 2,119905

Z vysledkt je ziejmé, ze metoda poskytuje shodné vysledky i pti snizené navazce na 6 g vzorku

a pfidavku 30 ml extrakéniho ¢inidla.
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Ovéreni pouziti vah s automatickym pienosem dat

Pfi navazovani bylo méteno, za jak dlouho lze navazit 40 vzorkl a jaky vliv ma pouziti vah
s automatickym pfenosem dat pii pouziti nepfesné navazky, ale v toleranci 4 az 6 gramu.
Smyslem bylo zjistit nejrychlejsi mozné navazovani a odhalit pfipadné rezervy Vv procesu

zpracovani vzorku. Porovnany byly vysledky dvou laborantd.

Tabulka 1. Casy potiebné pro navaZeni 40 vzorkia AZZP.

1. laborant 2. laborant 1. laborant 2. laborant
10 g 10 g 4 g az 69 4gazb6(
0:10:17 0:12:13 0:09:15 0:10:15
0:10:08 0:12:11 0:08:24 0:09:37
0:10:51 0:12:02 0:08:10 0:09:00
0:10:46 0:11:56 0:07:30 0:08:56
0:10:34 0:11:17 0:07:42 0:08:24
Pramér (min) 0:10:31 0:11:56 0:08:12 0:09:14
Rozdily (min) 0:02:19 0:02:41
Rozdily (%) 22,0 22,5
Vypocteny
celkovy ¢as na
sérii 200 vzork 0:52:36 0:59:39 0:41:01 0:46:12

Celkovy obvykly skuteny ¢as na navéazeni série 200 vzorki ¢ini pfiblizné 1 h 35 min. Zfejmy
nesoulad mezi skute¢nou (01:35) a vypoctenou (00:52) hodnotou (1. laborant) je zpisoben
mnozstvim dalSich potfebnych manipulaénich krokt se vzorky, jako je pfenaseni prepravek
se vzorky, navaZovani kontrolnich vzorkt a jejich vybér z ptepravek s jiz zpracovanymi vzorky
apod. Tyto kroky museji byt provedeny, a tak budou vzdy tvofit tietinu az polovinu celkového
potfebného Casu na navazovani. Piiblizn€ 10% uspora Casu (asi 10 min na sérii) tak
nepfedstavuje podstatny piinos pro zrychleni navazovani velkych sérii pro stanoveni AZZP
(extrakce M3 a extrakce pro stanoveni pH) a navySeni kapacity laboratofe. Vahy s pfenosem
dat se uplatni zejména u metod, kde je potiebné provedeni vétsiho mnozstvi dil¢ich vazeni

a soucasn¢ operace s t€émito Cisly jako napt. stanoveni susiny apod.
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4 Z.avér

Pro stanoveni mikro a makro elementt v extraktu Mehlich 3 je mozZné pouzit postup se snizenou
navazkou na 5 g a piidavkem ¢inidla 50 ml bez jakékoliv dalsi zmény v postupu. Tim lze usetiit

vyznamné mnozstvi chemikalii a z&roveii 1 snizit spotiebu kontrolnich vzork.

Pti stanoveni pH je mozné snizit navazku az na 6 g a tedy ptidavek extrakéniho Cinidla CaClz
na 30 ml. Z hlediska tspory chemikalii a z hlediska produktivity se takovy postup nejevi piilis

vyznamny, vyznamna muze byt jen uspora kontrolnich vzork.

Vyuziti vah s pfenosem dat neni v této metodé¢ efektivni.
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5  Prilohy

Priloha 1

Tabulka 1. Vzorky pro stanoveni prvkia pomoci ICP OES v extraktu Mehlich 3.

Cislo vzorku Druh pudy Kli¢

7212 tézka CB-34866-1-2019-94
7229 tézka CB-34866-1-2019-111
7249 lehka CB-34866-1-2019-131
7253 lehka CB-34866-1-2019-135
7262 tézka CB-34866-1-2019-144
7274 tézka CB-34866-1-2019-156
7283 stiedni CB-34866-1-2019-165
11249 stiedni PB-48088-1-2019-154
11786 stiedni PB-34035-1-2019-145
11787 tézka PB-34035-1-2019-146
16789 stiedni DO-76667-2-2019-9
16817 tézka DO-76667-2-2019-37
16820 stiedni DO-76667-2-2019-40
16821 stiedni DO-76667-2-2019-41
17043 stiedni CH-86683-2-2019-19
17169 tézka CH-86683-2-2019-145
17237 stiedni CH-86683-2-2019-213
17260 tézka CH-51027-3-2019-20
IRM 5513F Interni referen¢ni material
IRM 5617E Interni referen¢ni material
IRM 5621G Interni referen¢ni material
IRM 5594B Interni referen¢ni material
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Priloha 2

Tabulka €. 1. Vzorky pro ovéfeni niZ§i navazky pri stanoveni pH.

¢.vz. | Pivod vz. text Druh | Kli¢
pidy
38 AZP : PZ-81736-1-2019 : MILAN KORMUNDA stfedni | PZ-81736-1-
2019-38
43 | AZP:PZ-21210-1-2019 : VACLAV VRBSKY stfedni | PZ-21210-1-
2019-43
105 | AZP : PZ-46278-1-2019 : JIRi BLAZEK sttedni | PZ-46278-1-
2019-105
170 | AZP :PZ-21238-1-2019 : JIRI SUCHY sttedni | PZ-21238-1-
2019-170
680 | AZP : BN-84353-1-2019 : FRANTISEK HARVAN stfedni | BN-84353-
1-2019-252
681 | AZP : BN-84353-1-2019 : FRANTISEK HARVAN lehka | BN-84353-
1-2019-253
682 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédeélska a obchodni stfedni | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-254
683 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédelska a obchodni stfedni | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-255
684 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédeélska a obchodni stfedni | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-256
685 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédelska a obchodni lehka | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-257
686 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédeélska a obchodni stfedni | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-258
687 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédeélska a obchodni stfedni | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-259
688 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédeélska a obchodni lehka | BN-26278-
spole¢nost, spol. s r.o., zkrdcené ZOS, spol. s r.o. 1-2019-260
689 | AZP : BN-26278-1-2019 : Zemédé€lska a obchodni stfedni | BN-26278-
spolecnost, spol. s r.0., zkrdcen¢ ZOS, spol. s r.o. 1-2019-261
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Ovéreni prepocitavacich koeficientii mezi Cox a TOC

David Citmdr
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ONRL Brno, Hroznova 2, 603 00 Brno
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1 Uvod

Norma pro stanoveni Cox po oxidaci chromsirovou smési bude z bezpecnostnich
a environmentalnich divod zruSena. V mnoha laboratofich se proto pfechazi na stanoveni
celkového organického uhliku (TOC) pomoci elementarnich analyzatorii. Cilem prace je
nalezeni matematického vztahu mezi piivodnim parametrem Cox a parametrem TOC, ktery byl

stanoven mefenim vzorkl pid metodou NIR spektroskopie.

2  Pristroje a pomucky

Pristroj FT-NIR spektrometr Nicolet-Antaris (Thermo Scientific, USA)

Zakladni charakteristika pristroje

Zdroj zéteni: Quartz-halogenovy NearIR zdroj bilého svétla s vysokou energii a dlouhou
Zivotnosti.

Rozsah vinovych délek: (1000 — 2500) nm.

Detektor: InGaAs.

Ovladaci software: Result Integration 6.0, TQ Analyst 6.0 (Thermo Scientific,USA).

Ostatni pristroje
Laboratorni mlynek Retsch RM-200.
Laboratorni sito o velikosti ok 0,25 mm.

Kiemenna kyveta o priméru 3 cm.
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3  Material a metody

Princip stanoveni metodou NIR spektroskopie

Vytvoteni NIR kalibracniho modelu pro dany parametr spoc¢iva ve vztazeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referenéni metodou (LRM)

do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Pro vytvoteni ptesného NIR kalibra¢niho modelu je obecné zakladnim pozadavkem dostatecny
pocet analyzovanych vzorkil. Rozsah analyzovanych pidnich vzorki laboratornimi metodami
(LRM) je mimotadny. UKZUZ je v ramci CR ojedinélym pracoviitém zaméfenym na tento typ
laboratorniho testovani, a proto byl pozadavek na mnozstvi vzorkl pro vytvoreni dostate¢né

robustnich kalibra¢nich modelt spolehlivé splnén.

Na vybraném souboru vzorkli pud byly vytvofeny NIR kalibraéni modely pro stanoveni
parametrl Cox a TOC. VSechny vzorky byly pted vlastnim méfenim upraveny mletim a prosety
ptes sito o velikosti ok 0,25 mm. Vysledné kalibraéni modely jsou zobrazeny graficky
na obrazcich 1 a 2 a kvalitativni parametry téchto modelt jsou sumarné shrnuty v tabulce 1.

V prvnim kroku pfed vlastni regresni tvorbou kalibraéniho modelu byla na NIR spektra
aplikovana matematicka korekce spekter SNV, ktera eliminuje vliv velikosti ¢astic. Tento krok
je velmi dulezity u vzorkd, které pted vlastni NIR analyzou proSly upravou sitovanim nebo
pro vlastni méfeni NIR spektroskopii nebyly pomlety. Na takto upravenych NIR spektrech
pro vSechny parametry byla provedena analyza hlavnich komponent, kterd je vhodna
pro detekci a urceni odlehlych méfeni vzorkl (spekter). Metodou hlavnich komponent (PCA)
byla identifikovana odlehla méfeni, ale soucasné bylo ovéfeno, zda timto vylu¢ovanim nebyly
oznaceny dulezité kalibra¢ni vzorky, ¢imz by byla snizena robustnost vytvaireného kalibra¢niho
modelu.

Timto zpisobem upravené kalibracni soubory pro stanoveni vybranych parametri v ptidach
po vylouceni odlehlych méteni byly déale korigovany regresni metodou PLS. Nasledné byly

jednotlivé kalibracni modely optimalizovany tak, aby poskytovaly co nejvysSi hodnotu

45



cvwvr

pfi optimalnim poctu latentnich proménnych (hlavnich komponent) v modelu.

V pribéhu tvorby kalibra¢niho modelu byly rovnéz vybrany vhodné vinové délky a to takové,
u kterych se absorpci zafeni v NIR spektru projevila zfejma korelace s laboratorni referen¢ni
hodnotou. Vysledkem optimalizace kalibra¢niho modelu je ziskany graf referenc¢nich versus
NIR predikovanych koncentraci (kalibracni zavislost, kalibracni kfivka) a hodnota stfedni

kvadratické chyby predikce RMSECYV a korela¢niho koeficientu R.
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Obrazek 1. Kalibraéni zavislost Cox (%).
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Obrazek 2. Kalibraéni zavislost TOC (%).
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Tabulka 1. Kvalitativni parametry kalibra¢nich modeli.

Parametr N Min Max R RMSEC RMSECV

Cox (%) 155 0,64 4,39 0,9138 0,30 0,38

TOC (%) 154 0,70 4,90 0,9241 0,31 0,39
Legenda:

N — pocet vzorkl v kalibra¢nim modelu

Max — nejvyssi koncentrace v kalibraci

R — korela¢ni koeficient

RMSEC — stfedni kvadratickd chyba kalibrace

RMSECYV - stfedni kvadraticka chyba cross validace

4  Vysledky a diskuse

Na vybraném souboru vzorkt pud pochazejicich z odbért AZZP z let 2020 a 2021 byl vypocten

prumérny pomér mezi parametry Cox a TOC analyzovanymi metodou NIR spektroskopie.

Celkem bylo prométeno 347 vzorkl pid. Kazdy vzorek byl proméfen paralelné, tudiz bylo

k dispozici 694 naméfenych hodnot pro parametry Cox a TOC.

Matematickou linearni regresi byl vypocten pomér Cox/TOC. Linearni regrese je graficky

znazornéna na Obrazku 3.

V tabulce 2 je zobrazena smérnice linedrni regrese ve forme koeficientu poméru Cox/TOC.

47




45

4,0 -
3,5 -
3,0 -
2,5 -
2,0 -
1,5 -
1,0

koncentrace TOC metodou NIR (%)

05

0;0 T T T T T T T T
00 05 10 15 2.0 25 30 35 40 45

koncentrace Cox metodou NIR (%)

Obrazek 3. Linearni regrese Cox/TOC.

Tabulka 2. Pomér Cox/TOC.
Rok 2020, 2021
Pocet vzorka 694

Smérnice primky 1,091

Z tabulky 2 je znama hodnota smérnice ptimky, kterd je ptepocCitavacim faktorem mezi

parametry Cox a TOC. Po zaokrouhleni je pfepocet dan vztahem

TOC = Cox x 1,09
Cox=TOC /1,09

5 Z.avér

Z vysledkl prezentovanych ve formé kalibracnich zavislosti a hodnot kvalitativnich parametr

vytvoienych kalibra¢nich modeli je ziejmé, Ze se podatilo vytvotit vhodné kalibraéni modely

pro stanoveni obsahu Cox a TOC metodou NIR spektroskopie. Z ditvodu moZznosti zruseni

stanoveni parametru Cox laboratorni referencni metodou bylo dulezité najit vztah

pro parametry Cox a TOC a jejich nasledny dopocet z vysledkii stanovenych metodou NIR.
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Tento pomér byl ziskdn matematicky linearni regresi na rozsahlém souboru vzorkt ptd
pochazejicich z AZZP pro roky 2020 a 2021. Tento pomér pro ptepocet byl vyc¢islen na hodnotu
1,09.
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