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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o moznostech stanoveni chlorfenoll v pivu. Literarni
prehled popisuje komplexni vlastnosti chlorovanych fenold. Shrnuje jejich fyzikalni,
chemické i toxikologické vlastnosti a charakterizuje jejich mozné vstupy do Zivotniho
prostiedi.

V experimentalni ¢asti je hlavnim tématem stanoveni chlorfenold ve vzorcich piv
malych pivovart a tzv. domécich piv. Jedna se o riizné druhy piva, v nichZ se mnozstvi
chlorfenold stanovuje metodou extrakce na pevné fazi (SPE) s vyuzitim plynové
chromatografie s plamenové-ionizaénim detektorem (FID). Dalsi ¢ast experimentu je
zaméfena na prokdzani vzniku chlorfenolit v pivu pomoci simulace podminek pii
vyrobé piva v poloprovozu. Mnozstvi chlorfenold v uvafeném pivu je opét stanovena
metodou plynové chromatografie. Vzorky piv jsou vzijemné porovnany v obsahu
chlorfenolt. Je vyhodnoceno profilové zastoupeni sledovanych chlorfenolt a jejich

mnozstvi v analyzovanych vzorcich piva.

Klicova slova:
chlorfenoly, pivo, extrakce na pevné fazi, plynova chromatografie, plamenové-ioniza¢ni

detektor



ABSTRACT

The thesis discusses the possibilities of determination of chlorophenols in beer. A
review of literature describes the complex properties of chlorinated phenols.
Summarizes their physical, chemical and toxicological properties and characterizes their
possible inputs into the environment.

In the experimental part is the main theme of the determination of chlorophenols
in samples of small breweries and beers called as home brew. These are various types of
beer, in which the amount of chlorophenols determined using solid phase extraction
(SPE) using gas chromatography with flame ionisation detector (FID). Another part of
the experiment is aimed at demonstrating the formation of chlorophenols in beer by
simulating conditions in the production of beer in the pilot plant. Chlorphenols amount
of boiled beer is again determined by gas chromatography. Samples of beers are
compared with each other in the content of chlorophenols. It is evaluated sectional
representation monitored chlorophenols and their quantity in the analyzed samples of

beer.

Keywords:
chlorophenols, beer, solid phase extraction, gas chromatography, flame ionization

detector
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1 UVOD

Jednou z hlavnich charakteristickych a nezaménitelnych vlastnosti piva je jeho
aroma, které vznika kombinaci pocitli nejriznéjSich chuti a vini. Divodem takto
vzniklého souhrnného vjemu je komplexni pusobeni senzoricky aktivnich latek,
které vznikaji pfedevsim v pribé¢hu kvaseni, tedy pfirozené. Tyto produkty spolu tvoii
skupinu, zvanou ,tékavé latky piva“. Senzoricky vliv tékavych latek mize byt
jak pozitivni, tak i negativni. Tyto tékavé latky vykazuji vyssi tenzi par, coz piimo
souvisi s jejich schopnosti se vypafovat. Jednd se ptredevSim o latky v kapalném
skupenstvi. Nicméné pojem tekavost, se uziva i ve vztahu k né¢kterym pevnym latkam,
které jsou schopny sublimovat.

Mezi tékavé latky prirozené vznikajici béhem vyroby piva fadime predevsim CO,,
vyssi alkoholy, karboxylové kyseliny, jako je pfedevsim kyselina mravenci ¢i kyselina
octovd, nenasycené mastné kyseliny a samoziejmé i jejich derivaty, estery a laktony.
Dale pak fenoly, aminy, karbonylové slou¢eniny, tedy aldehydy, zejména acetaldehyd,
ketony a diketony, terpenové uhlovodiky chmelovych silic, acetaly a peroxidy.
V neposledni tad¢ patii k tékavym latkdm také organické a anorganické sirné
slou€eniny, jako je napt. dimethylsulfid, SO,, sulfan a dalsi. Mnozstvi t€¢kavych latek
v pivu z obecného hlediska zavisi na slozeni pouzitych surovin, mladingé, technologii
hlavniho kvaSeni a dokvaSovani a také na kmenu kvasinek. Podstatné mensi vliv
na jejich obsah ma technologie staceni, pasterace a zpisob uskladnéni.

Z pohledu celého pivovarského primyslu i dil¢ich krokl technologie vyroby piva
je velmi dulezity poznatek o mozZnosti vzniku jinych tékavych latek nez vysSe
zminénych, které vykazuji vyraznou senzorickou aktivitu a negativné tak ovliviuji
findlni vyrobek. Béhem procesu vyroby piva totiz za danych okolnosti mize dojit
k tvorbe¢ specifickych tékavych fenoli, k ¢emuz by vSak pti dodrzeni jistych pozadavkl
a opatfeni nemé&lo dochéazet. Posledni dobou je ve svété i v CR vénovéana zvysena
pozornost latkam, které svou senzorickou aktivitou mohou ovliviiovat kvalitu piva. Na
senzorickych vlastnostech piva se podili fada sloucenin ve vzdjemné nedefinovanych
pomeérech. Z toho diivodu by mohlo byt stanoveni t€kavych latek vhodnym objektivnim

doplnénim k senzorické analyze piva.
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2 CIL PRACE

Mym cilem, pfi zpracovani diplomové prace, bylo prostudovat dostupné
tuzemské a zahrani¢ni zdroje zabyvajici se problematikou vzniku tékavych latek
béhem vyroby piva. Pfi studiu odborné literatury se zaméfit zejména na tékavé
latky majici vliv na senzorickou jakost piva a vybrat konkrétni skupinu t€¢kavych
latek s takto vyraznym vlivem. Navrhnout zptisob jejich izolace, prekoncentrace
a analyzy pomoci plynové chromatografie.

V laboratornich podminkdch provést analyzu na plynovém chromatografu.
Pokusit se simulovat dané podminky vzniku téchto tékavych latek v pivu

v laboratornich nebo poloprovoznich podminkach a provést jejich analyzu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Tékavé fenoly a jejich zakladni charakteristika

Do skupiny fenoll patii zastupci piirozené se vyskytujici, ale i ¢lovékem vyrabéné.
Jedna se o velmi rozsifené piirodni latky, vznikajici ¢innosti nejriznéjSich rostlin
a zivoCichd. Praveé tyto pfirozené derivaty fenold vyrazné ovliviiuji chut’ 1 barvu
nékterych pozivatin (WELLS, DICK, 2007).

Fenoly patii spoleéné s alkoholy mezi hydroxyslou¢eniny. Radime je mezi tékavé
organické aromatické latky, které maji hydroxylovou skupinu navazanou piimo
na aromatické jadro. Fenoly délime na jednosytné ¢i vicesytné dle poctu hydroxylovych
skupin obsaZzenych v jejich molekule (KUMSTA, 2007). Jedna se pfedev$im o bezbarvé
kapaliny nebo krystalické latky, které se projevuji svym silnym charakteristickym
zapachem (HAVKIN-FRENKEL, BELANGER, 2008). Cisté fenoly se na vzduchu
barvi docervena az dohnéda. Jedna se o latky, které leptaji sliznice i pokozku. Jsou malo
rozpustné ve vodé, ale dobfe rozpustné v organickych rozpoustédlech ¢&i roztocich
alkalickych hydroxidi. Neékteré fenoly vykazuji antiseptické ucinky a vyuZzivaji
se k dezinfekcei. Jsou vychozi surovinou pro piipravu fady aromatickych sloucenin,
napf. 1é¢iv, barviv, plastd, pesticidi a dalsich (DEY, 2012).

Svymi fyzikalnimi vlastnostmi jsou fenoly podobné alkoholim. Diky tvorbé
vodikovych mistki mezi molekulami hydroxysloucenin a molekulami vody, maji vyssi
bod varu i vys$s$i rozpustnost ve vodé nez odpovidajici aromatické uhlovodiky
a halogenderivaty. Svymi chemickymi vlastnostmi se vSak pomérné odlisuji,
ovliviiuji. Nazev fenoli je odvozen zjejich nejjednodussiho zastupce, tedy fenolu.
Jedna se o bezbarvou krystalickou latku, ktera na vzduchu a svétle rychle tmavne.
Projevuje se silnym vyrazné nasladlym zapachem. Fenol se ziskava z ¢ernouhelného
dehtu nebo se vyrabi synteticky z kumenu, ktery se ptevadi na kumenhydroperoxid.
Pouziva se jako surovina pro vyrobu formaldehydovych pryskyftic (pf. bakelit), plasti,
syntetickych vlaken, barviv, dezinfekénich prostfedkil, pesticidd, fungicidl, vybusnin

(kyselina pikrova). Dale se pouziva k vyrob¢ kyseliny salicylové, coz je vychozi latka
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pro vyrobu acylpyrinu. Fenol je také vychozi latkou pro vyrobu cyklohexanu
a fenolftaleinu (OLANIRAN, IGBINOSA, 2011).

Jelikoz pomérné urcitd cast fenoll jsou zcela pfirozené latky, muZeme tedy
za piirodni zdroje emisi oznacit nékteré rostliny a zivoCichy. Tyto pfirozené derivaty
fenolt vSak nevznikaji ve vyznamném mnozstvi. VEtsi problém predstavuji pomérné
velkd mnozstvi fenolll a jejich derivatt, které unikaji do Zivotniho prostredi
v souvislosti s lidskou ¢innosti. Mezi takové zdroje emisi pak Ize povazovat napf. uniky
pri vyrobé fenoll, z chemického primyslu pii dezinfekei vodnich potrubnich systémad,
kontaminace vody zndtéri obsahujici fenoly a jejich derivaty, aplikace fenoli
do produkti (fenolové pryskyftice, syntetickd vldkna), spalovaci motory, cigaretovy
kouf, oteviena ohnisté, unik ze Spatné zajisténych skladek odpadut a dalsi (OLANIRAN,
IGBINOSA, 2011).

Fenoly emitované do Zivotniho prostfedi vramci lidské cinnosti jej mohou
negativné ovliviiovat. Tyto emise z divodu omezené tékavosti téchto latek smétuji
zejména do vody ¢i pudy. Nechlorované fenoly jsou v aerobnim prostiedi rozlozeny
nékterymi mikroorganismy na neSkodné produkty. Za nepiistupu vzduchu,
napf. ve skladkéach, podzemnich vodach ¢i sedimentech, jsou znacné stabilngjsi. Fenoly
vykazuji negativni vliv na zdravi ¢loveka i zvitat. Z hlediska toxického plsobeni maji
nejveétsi vyznam fenoly jednosytné (tedy fenoly sjednou OH skupinou v fetézci).
Jsou toxické zejména pro vodni Zivo&ichy fadové v mg.l”. Mikroorganismy jsou vii
toxickému ptisobeni fenoli podstatné odolngj$i. Jsou schopné se adaptovat
na koncentrace 100 mg.1". Jedny z nejvyznamngjsich zastupci ze skupiny fenold
jsou z toxikologického hlediska chlorfenoly. I ztoho divodu je nutné limitovat

koncentrace fenold (IGBINOSA et al., 2013).

3.1.1 Chlorfenoly a jejich zdroje v Zivotnim prostiedi

Chlorované fenoly patii mezi latky, které se z vétsi Casti podileji na znecistovani
zivotniho prostfedi. Jejich hlavnim a prakticky jedinym zdrojem jsou procesy spojené
v primyslu a zeméd¢lstvi. Chlorfenoly se nachazi ve vSech sférach zivotniho prostredi,

na ¢emz se znacné podili vliv stalosti a bioakumulace. D4 se fict, ze je prakticky
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nemozné nenalézt je v pudé, v sedimentech, ve vodé, dokonce 1 v Zivych organismech.
Chovani chlorfenolti v zivotnim prostfedi zdvisi na mnoha fyzikaln¢ chemickych
faktorech. Hodnota pH vody a pudy je jednim zhlavnich faktorti ovliviiyjicich
jejich mobilitu v prostredi (MICHALOWICZ et al., 2013).

Jednd se o latky, které snadno podléhaji rlznym abiotickym a biotickym
degradacim a transformacim. Chlorfenoly se mohou dostavat do prostfedi bud’to
piimou cestou, tedy aplikaci fungicidi a insekticidd nebo ve formé degradac¢nich
produktt, které vznikaji metabolickym rozkladem nékterych chlorovanych pesticida.
Konkrétné¢ se jednd o pesticidy obsahujici ve své molekule substituované fenoly,
tedy nitrofenoly ¢i kyselina chlorfenoxyalkanova. Dalsi jejich cestou tniku do Zivotniho
prostfedi mize byt pfeména chlorovanych benzend, organofosfatii ¢i nitrobenzent.
Je dulezité zminit, ze chlorfenoly jsou prekurzory vzniku PCDD/PCDF
(polychlorovanych dibenzo-p-dioxint/dibenzofuranti), u kterych je prokazano,
herbicidi (Triadimefon) ¢i dezinfekénich prostfedkit (Hexachlorophene, Triclosan),
(VLKOVA, CIRKVA, 2005).

Monochlorfenoly  slouzi jako vychozi latky pro vys$i chlorfenoly
nebo jako rozpoustédla (rafinace oleji, extrakce siry zuhli). Zastupci vysSich
chlorfenold se vyuzivaji k ochrané dieva, ptfi impregnaci textilii, lakl, barev, klze
a vneposledni fadé¢ i ke zpracovani celulosy. Diive se k ochrané difeva vyuzival
pentachlorfenol ,,Pentalidol®, ktery je dnes jiz zakazan. Chlorované fenoly mohou
vznikat 1 nepfimo, zejména z fenolu pfti procesu chlorace odpadnich vod, pii spalovani
komundlniho odpadu, nebo mohou unikat do Zivotniho prostfedi v souvislosti s procesy
zpracovani dieva, papiru a celulosy. Tyto tékavé latky se mohou tvotit také b&hem
chlorace pitné vody. Béhem procesu chlorace dochazi k nachlorovani zejména
jednosytnych fenold, ¢imz vznikaji pravé zminéné chlorfenoly. Tak muze dojit
ke znehodnoceni pitné vody zpohledu jejich organoleptickych vlastnosti.
Jejich prahové koncentrace se pohybuji v rozmezi od 0,1 pgl™' do 5 pgl™. Jiz takto
nizka koncentrace v pitné vod¢ tak zpusobuje charakteristicky zapach a chut.
Toto senzorické pulsobeni chlorfenolt ve vodé se tykd zejména nize chlorovanych
chlorfenold. Prevazna vétSina zemi se prosazuje o to, aby byla primyslova vyroba

nékterych chlorfenolt omezena ¢i piimo zakézana (VLKOVA, CIRKVA, 2005).
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Mala cast chlorovanych fenolt vyskytujicich se v Zivotnim prostfedi pochézi
z ptirodnich procestt (lesni pozary, wvulkany, geologické projevy). Naptiklad
2,6-dichlorfenol je prokdzanym sexudlnim feromonem rozto¢d a napt. 2,5-dichlorfenol
se vyskytuje ve slinach kobylek. Co se tyka dalSich ptirodnich derivati chlorovanych
fenoll, vznikaji plsobenim lidskych myeloperoxidas pii nemocich (3-chlortyrosin),
nebo jako produkty tleni dfeva nékterymi houbami, konkrétné¢ se jedna

o pentachlorfenol (IVANCIUC et al., 2006).

3.1.2 Fyzikadlné chemické vlastnosti chlorfenoli

Chlorfenoly  svym  zafazenim  patii mezi  aromatické  uhlovodiky.
Chemicka struktura chlorfenoll je tvofena aromatickym jadrem, na kterém je navazana
reaktivni hydroxylova skupina. Zbylé polohy jsou substituovany 1-5 atomy chloru
(tedy monochlorfenol az pentachlorfenol). Miuze tak existovat 19 isomerd,
jejichz fyzikalni i chemické vlastnosti se 1isi v disledku rozdilné polohy atomu chloru
ve vztahu k hydroxylové skupiné¢ (OLANIRAN, IGBINOSA, 2011).

Za béznych podminek se jedna o latky krystalické. Pfevazna vétSina ma bod varu
nad 200 °C. Vyjimku zde tvofi 2-monochlorfenol, ktery se vyskytuje v kapalném
skupenstvi a jehoZz bod varu odpovida hodnoté 175 °C. Chlorfenoly lze zafadit
mezi slabé kyseliny, jejichz disocia¢ni konstanta (K,) obecné roste s poctem
chlorovanych substituentd. Jejich schopnost adsorpce na povrchu nepolarnich latek
roste s poGtem atomu chloru (tedy s klesajici hodnotou pK,), (VLKOVA, CIRKVA,
2005).

Z obecného hlediska jsou chlorfenoly rozpustné v etheru, ethanolu a jinych
organickych rozpoustédlech, nerozpustné ve vodé nebo jen velmi malo.
Se zvysujicim se poctem atomu chloru klesa jejich rozpustnost ve vodé (OLANIRAN,

IGBINOSA, 2011).
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Tab. 1: Nékteré viastnosti chlorovanych fenoliit (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

Chlorovany fenal ~ BO0Yare Bodtini - Rozpustnost
2-monoCP 174-175 8.10 23,256 9,13
3-monoCP 213-214 33-34 22,19 9,53
4-monoCP 219-220 43-44 26,39 9,7
2,3-diCP 206 58-60 8,215 8,52
2,4-diCP 209-210 42-43 5,547 8,51
2,6-diCP 219-220 65-68 2,625 7,15
3,4-diCP 253-254 66-68 9,256 8.87
2,3,4-triCP 257 79-81 0,915 7,34
2,3,5-triCP 253-254 61-62 0,771 6,92
2,4,5-triCP 252-253 68-70 0,649 7.2
2,4,6-triCP 245-246 69-70 0,708 6,51
2,3,4,5-tetraCP 275 116-117 0,166 5.64
2,3,4,6-tetraCP 275 69-70 0,166 5,22
2,3,5,6-tetraCP 275 114-115 0,166 5,03

3.1.3 Toxikologicky profil chlorfenoli

Chlorfenoly patii mezi stidle sledované prioritni polutanty piedevsim kvili
jejich perzistenci a negativnimu vlivu na zivé organismy. Navenek se projevuji
velmi pronikavym a Stiplavym zapachem. Jednd se o nehoflavé latky,
které se pii vyssich teplotach rozkladaji na CO, CO, a HCI. Drazdi o¢i, nos, dychaci

cesty aplice. Zpusobuji kasel a dusnost, poSkozuji jatra a ledviny. Ke wvstiebani
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chlorovanych fenolt dochézi ptes kiizi. Vysoké expozice chlorfenolii maji nezddouci
ucinky na imunitni systém. Mohou zplisobovat bolesti hlavy, svalovou slabost
a nevolnost. Chlorfenoly jsou latky vysoce toxické pro vodni organismy (VLKOVA,
CIRKVA, 2005).

Toxikologické vlastnosti chlorfenolt jsou tzce spjaty s jejich schopnosti rozpojit
oxidac¢ni fosforylaci v dychacim fetézci a nasledné tak ukoncit pfeménu ADP na ATP.
Miuze tedy dojit kovlivnéni veskerych aerobnich eukaryotnich forem Zivota.
Chlorfenoly jsou z hlediska svych toxikologickych u¢inku fytotoxické, embryotoxické
a imunotoxické. Nehrozi zde neurotoxické a teratogenni UuCinky. Mutagenita
a karcinogenita u chlorfenoli nebyla dosud prokézéna, stile je vSak tato oblast
v mnohych studiich diskutovana (QIN et al.,, 2014). Nekteré studie pojednavaji
o0 zjisténi nadorovych onemocnéni u lidi, ktefi byli po delsi dobu vystaveni ptisobeni
chlorfenold a jsou tak povazovany za potencidlni karcinogenni latky (BA-ABBAD
et al., 2012).

Obecné Ize fici, Ze s rostoucim stupném chlorace se zvySuje toxicita chlorovanych
fenoll, zejména v dasledku jejich lepsi rozpustnosti v tucich. Distribuce molekul mezi
vodnou a lipidni fazi je podstatnym znakem v souvislosti s jejich akumulaci v Zivotnim
prosttedi. Tato vlastnost je déana rozdélovacim koeficientem oktanol/voda Koy,
ktery popisuje chovani a distribuci organickych latek v prostfedi. Rozdé€lovaci
koeficient K, je definovan jako pomér molarni koncentrace dané latky v oktanolu
nasyceném vodou ¢’ ku molarni koncentraci dané latky ve vodé nasycené oktanolem
¢, tedy Kow = ¢/cs” (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

Z pohledu mikrobidlni degradace chlorfenoli ma vyznamny vliv poloha atomu
chloru na aromatickém jadfe. Slouceniny substituované v poloze meta (3-monoCP,
3,5-diCP) jsou odolné&jsi k mikrobialni degradaci a tedy i vice toxické, nez slouceniny
substituované v poloze ortho (2,6-diCP). Mensi toxicita u sloucenin substituovanych
v poloze ortho je spojena s piitomnosti vodikové vazby a stinénim skupiny OH
chlorem. Vyssi toxicitu vykazuji i slouceniny substituované v poloze para (4-monoCP)

(IGBINOSA et al., 2013).
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Tab. 2: Toxikologické viastnosti vybranych chlorfenolii (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

Chlorfenol  logK,w ICso[mgl']| Chlorfenol  log Koy ICso [mgl™']
3-monoCP 2,5 15,78 |2,3,5-triCP 421 2,28
4-monoCP 2,35 8,07 2,4,5-triCP 3,72 2,08
2,3-diCP 3,19 5,19 2,4,6-triCP 3,69 5,47
2,4-diCP 3,08 2,68 2,3,4,5-tetraCP 4,69 1,76
3,4-diCP 3,37 2,77 2,3,5,6-tetraCP 4,9 227

ICsg — inhibicni koncentrace — koncentrace, pri které dochazi k zamezeni riistu 50 %
sledovanych jedincii za urcity cas

3.1.3.1 2-chlorfenol

2-chlorfenol patii spole¢né s 3-chlorfenolem a 4-chlorfenolem do skupiny
monochlorfenolti. Jedna se o kapalnou bezbarvou latku s charakteristickym zapachem.
Dle klasifikace latky z hlediska identifikace nebezpeci vykazuje 2-chlorfenol vysoky
toxicky potencidl pro vodni organismy s dlouhodobymi ucinky. Je zdravi Skodlivy
pri poziti, styku s ktzi a pti vdechovani (TU et al., 2014). Jako jediny ze skupiny
monochlorfenoltl je zafazen do narodniho seznamu relevantnich nebezpecnych latek
pro hydrosféru v CR. MiZe se vyskytovat v odpadnich vodach z organickych vyrob,
napt. z petrochemického primyslu, tepelného zpracovani uhli ¢i strojirenského
pramyslu. Druhou moznosti jeho uniku do Zivotniho prostfedi je pfi chloraci vody.
Dle natizeni vlady ¢. 61/2003 Sb. je hodnota ptipustné urovné znecisténi povrchovych
vod pro 2-chlorfenol je 0,1 pgl”. 2-chlorfenol je mimo jiné sledovan komplexnim
vyzkumnym monitoringem CHMU a monitorovacimi programy podniki Povodi, s. p.

(Bezpecnostni list podle 1907/2006/ES, 2014).
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3.1.3.2 4-chlorfenol

4-chlorfenol nélezi do skupiny monochlorfenold. Z pohledu chemickych
a fyzikalnich vlastnosti se jedna o pevnou krystalickou latku bilého zbarveni. Navenek
se projevuje fenolovym zapachem. Co se tyka toxikologickych vlastnosti, 4-chlorfenol
vykazuje leptavé ucinky na kiizi a sliznici a silné drazdivé ucinky s nebezpecim vzniku
vazného poskozeni zraku. Stejné jako 2-chlorfenol je toxicky pro vodni organismy
s dlouhodobymi ucinky, zdravi Skodlivy pfi poziti, styku skizi a pfi vdechovani.
Expozice do zivotniho prostiedi spociva piedevSim ve vyuziti 4-chlorfenolu
k dezinfekénim ucelim nebo jako meziprodukt v chemickém primyslu (ELGHNIJI et

al., 2012).

3.1.3.3 Pentachlorfenol

Pentachlorfenol je za béznych podminek Seda krystalicka latka, ktera muze mit
charakter vloCek. Jednd se o latku, kterd za normadlni teploty téméf nezapacha.
Pti zahtati se vSak projevuje charakteristickym zapachem (YADID et al., 2013).
Je toxicky pfi styku s ktzi, pfi poziti a vdechovani. Vykazuje vysoky toxicky potencial
pro vodni organismy s dlouhodobymi ucinky. Tato latka je klasifikovana Svétovou
Zdravotnickou Organizaci (WHO) jako mozny karcinogen. Jednd se o latku
syntetickou, proto neexistuji pfirodni neantropogenni zdroje vyskytu. Jeho cesty vstupu
do zivotniho prostfedi spocivaji zejména v impregnaci dieva ¢i zdiv v prostiedi,
ktera vSak nesmi pfijit do styku s lidskou ¢i zivodiSnou potravou. Dal§im zdrojem
expozice muze nastat pii nedodrzeni postupu ¢i havarii v jeho priimyslové vyrobé.
Vyuziti pentachlorfenolu jako herbicidu je jiz dnes zakdzano, stejné jako jeho volny

prodej (LOU et al., 2011).

3.1.3.4 2,4-dichlorfenol
Jedna se o pevnou krystalickou latku bilého ¢i nazloutlého zbarveni. Cesty vstupu

do zivotniho prostiedi jsou spojeny sjeho vznikem jako meziproduktu pii vyrobé

pesticidu, insekticidi, dezinfekénich ¢inidel ¢i konzervanti (ANDREOZZI et al., 2011).
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Stejné¢ jako u ptedchozich zastupct, je také 2,4-dichlorfenol toxicky pro vodni
organismy s moznym dlouhodobym ucinkem. Je povazovan za potencialni karcinogen
a endokrinni disruptor, tedy exogenni latku, které narusuje funkci endokrinniho
systému. Dusledkem mize byt napodobeni ¢i naruseni pasobeni béznych hormont
v téle, jejich syntézy, transportu, metabolickych procesi a vylu¢ovani (KARCI et al.,

2012)

3.1.3.5 2,4,6-trichlorfenol

2.,4,6-trichlorfenol je pevna krystalicka latka bilého ¢i svétle hnédého zbarveni.
Pro své vlastnosti se pouzival napi. jako ochrannd latka pro dfevo, fungicid, insekticid
¢i pesticid. Jednou z moZnych cest do Zivotniho prostiedi je i vznik 2,4,6-trichlorfenolu
jako meziproduktu pii vyrobé nékterych chemickych latek (KHAN et al., 2012).

Krom¢ toxického pulsobeni na vodni organismy s dlouhodobymi u¢inky
je stejné jako pentachlorfenol i tato latka zafazena Svétovou zdravotnickou organizaci

(WHO) mezi mozné karcinogenni latky (ANIRUDHAN, RAMACHANDRAN, 2014).

3.1.4 Moznosti degradace a odstranovani chlorfenoli z Zivotniho prostredi

Hlavnim legislativnim nastrojem ES, ktery upravuje vypousténi chlorfenolt
a dalSich nebezpe¢nych latek do vodniho prostiedi je Smérnice Rady 76/464/EHS.
7 hlediska narodniho legislativniho ramce pojednavajiciho o ukazatelich a hodnotach
ptipustného znecisténi povrchovych a odpadnich vod se jednd o nafizeni vlady
¢. 61/2003 Sb. Dle zminéného nafizeni je maximdlni piipustny limit pro vypousténi
jednotlivych chlorfenoli do odpadnich vod 0,1 mg.I". Tyto hodnoty jsou viak v praxi
vy§s§i, pohybuji se fadové vrozmezi 100 — 1000 mg.l" (OLANIRAN, IGBINOSA,
2011).

Pro oblast degradace a odstrafiovani téchto latek bylo navrzeno nékolik metod,
které muizeme dle principu rozdélit do péti skupin. Zcela optimalni metoda,

ktera by byla vysoce ucinnd, ekonomicky co nejméné narocnd, zaroven Setrna
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k Zivotnimu prostfedi a jejichz pribéh by byl bez rizika vzniku neZadoucich

meziprodukti, viak prozatim neexistuje (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

3.1.4.1 Fyzikdlni metody degradace

Jedna se o nedestruktivni zpasob degradace chlorfenoli. Hlavni podstatou
je vyuziti procesu adsorpce ¢i rozdilné distribuce latek mezi dvé rizné faze.
Pti zpracovani odpadnich vod se pouzivaji polarni a nepolarni sorbenty, napt. ptirodni
sedimenty, hliny (typ alumina montmorillonit), aktivni uhli, bentonit ¢i popilek.
Je nutné vsak nasledné zpracovani sorbentll se zachycenymi latkami, ktera se provadi
oxidaci chlorfenolti na povrchu MnO;. Pro zeminu obsahujici chlorfenoly v mnozstvi
do 500 mg na 1 kg zeminy lze pouzit sanaci destilaci vodni parou. Pfehidtd vodni para
s teplotou nad 100 °C prochazi ptes okyselenou hlinu (pH mensi nez 2, H,SOj), tvofi
azeotropni smes s chlorfenoly. Po kondenzaci se latky ve vod€ odstranuji metodami
pro zpracovani odpadnich vod (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

Pii zpracovani veétstho mnoZstvi odpadnich vod lze pouzit zkoncentrovani
chlorfenold extrakci emulzni fazi. Tato emulzni faze je tvofena vodou, tenzidem,
nepolarnim solventem a NaOH. Emulzni faze zde funguje jako kapalnd membrana,

ve které se chlorfenoly kvantitativng zachycuji (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

3.1.4.2 Chemické metody degradace

Hlavnim principem je fizena chemicka reakce, béhem které dochdzi k preméné
chlorfenoli na produkty s podstatné niz§im toxickym ucinkem. Tato metoda
muze probihat destruktivné¢ ¢i nedestruktivné v souvislosti s oxidacné redukénimi
pochody (KANG et al., 2011).

Rozsitenym zptisobem destruktivni metody je proces spalovani. Hlavnimi faktory,
které plsobi na rozklad chlorfenolii je vysoka teplota a optimalni ¢as. Negativum
pfi pouziti této metody je nebezpe€i vzniku sekundarnich produktl, napi. PCDD

¢i PCDF. Ztoho didvodu je nutné velmi citlivé nastaveni podminek spalovani,
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tak aby v procesu chlazeni spalnych plyni nedochéazelo ke vzniku téchto nezadoucich
produktt.

K oxidaci chlorfenoli v odpadnich vodach jsou pouzivana oxidaé¢ni ¢inidla jako peroxid
vodiku, chlor ¢i ozon. Reakce se zde ucastni hydroxylovy radikal. Podstatné vysokou
oxida¢ni schopnost vykazuje systém tzv. Advanced Oxidation Processes (AOPs).
Ten vyuziva kombinaci nékolika oxidatnich procesi a to UV/Os;, H,0,/Fe*
a UV/H,O,. Béhem reakce chlorfenolii s peroxidem vodiku, kterda je katalizovana
tetrasulfoftalokyaninem zeleza ¢i modifikovanym aktivnim uhlim, nastava oxidaéni
dechlorace, pficemz dochazi ke §tépeni aromatického jadra. Produktem reakce je smés
fenolu, kyseliny chlorfumarové, kyseliny chlormaleinové, CO, a CI' (JAWAD et al.,
2014).

Dalsi nabizenou moznosti, jak odstranit chlorfenoly z odpadnich vod je za pouziti
enzymd. Plsobeni kienové peroxidasy v pfitomnosti peroxidu vodiku katalyzuje
oxidaci chlorfenolt. Tvoii se fenoxylové radikdly déavajici vznik nerozpustnym
sedimentujicim polymerim (HAYES, 2013).

Jednou z dalsich metod je nedestruktivni proces reduktivni dechlorace chlorfenoli
za vyuziti systémi uréitych hybridd (napt. LiAlH4-CeCl;) nebo destrukei pomoci
solvatovanych elektrond. Katalytickou dechloraci chlorfenolt lze v kapalné fazi
uskute¢nit prostfednictvim piechodnych kovl (napf. Pd/Fe, Pt/C). Zdroj vodiku
tvoti voda, NaOH, methanol nebo plynny vodik. Hlavnim produktem reakce je fenol
(KANG et al., 2011).

Pro aktivaci vodnych roztokd byva uzivano elektromagnetické vinéni o frekvenci
20-530 kHz (ultrazvuk). Jedna se o zafeni, které¢ vytvaii na mikroskopické hladin¢ tlak
ateplo a dochazi ke kolapsu kavita¢nich bublin. Vznikaji tak vodikové a hydroxylové
radikaly, které poté oxiduji ¢i redukuji pentan na monoCP v zavislosti na charakteru

prostiedi (vzduch, kyslik, argon, peroxid vodiku), (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

3.1.4.3 Mikrobidlni degradace

Mikroorganismy potiebuji ke svému zivotu uhlik, ktery cerpaji z nejriznéjSich
chemikalii. Jednd se o vlastnost, kterou lze vyuzit pro degradaci chlorfenoli.

Podminkou vsak je, aby zvoleny mikroorganismus produkoval enzym
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zvany dehalogenasa, ktery katalyzuje proces S$tépeni C-Cl vazeb (OLANIRAN,
IGBINOSA, 2011). Tento enzym se mize ucastnit oxidaéni nebo redukéni
dehalogenace. Vznikaji latky, kde je chlor substituovan vodikem ¢i hydroxylovou
skupinou.  Vyhodou je  Siroky  vybér  zmikroorganismi  zapfi¢inény
jejich vysokou adaptabilitou na novy zdroj uhliku.

Oxidaéni dehalogenace chlorfenolii jako elektron-donoru (ArX — ArX™" + ¢
probiha v aerobnich podminkach. Je katalyzovana monooxygenasami. Vzniklé produkty
jsou katecholy nebo chinony (ARORA, BAE, 2014).

Redukéni dehalogenace chlorfenold jako elektron-akceptoru (ArX + ¢ — ArX")
probiha v anaerobnich podminkach. Tyto latky mohou degradovat na oxid uhli¢ity
a methan (jedna se o sulfogenni a methanogenni kmeny). Z pohledu reaktivity polohy
atomu chloru byla nejsnadné&ji dechlorovana poloha ortho a v ptipadé dvou ortho poloh
pak ta, kterd vedle sebe ma atom chloru. Po poloze ortho byla déale snadnéji

vvvvv

(KRASTANOV et al., 2013).

3.1.4.4 Fotochemické metody degradace

Pfimé puisobeni polychromatického svétla zpisobuje u chlorfenold rozkladné
procesy. Transformace probiha pies fotoexcitované stavy s naslednym homolytickym
Stépenim vazeb C-Cl a O-H za tvorby chlorfenoxylovych radikald. Redukéni dechlorace
zpusobuje vznik méné chlorovanych fenolt. Béhem adice hydroxylového radikalu
dochazi ke vzniku katecholt, benzochinonii a hydrochinonii. Jestlize dochdzi k oxidaci
aromatického jadra, produktem je kyselina dichlormaleinova (DASWAT,
MUKHOPADHYAY, 2012).

Velkou nevyhodou pii pouziti této metody je nebezpeci vzniku nezddoucich
PCDD/PCDF a celkova vykonnost mineralizace je nizkd. Dal§im nabizenym zplisobem
je vyuziti fotochemického generovani hydroxylového radikalu. Kvalita mineraliza¢nich
systémui klesa nasledovné UV/HZOZ/FezJr > UV/O3 > UV/H,0, (ELGHNUI et al.,
2012).

Pomérné¢ rozSitenou metodou v oblasti degradace a mineralizace je vyuZiti

fotokatalyzy na povrchu polovodict (napt. ZnO, TiO,). Nevyhodnym aspektem
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je zde nizky kvantovy vytéZzek a snadnd kontaminace fotokatalyzatoru. Za piitomnosti
fotosenzibilatort (napt. porfyriny, methylenova modf) probiha fotooxidace chlorfenolti

pomoci velmi aktivniho oxida¢niho ¢inidla, singletového kysliku (LIN, 2014).

3.1.4.5 Elektrochemické degradace a y- ozarovini

Hlavnim  principem  elektrochemickych metod je elektrolyza  vody.
Jednou z nejrozsitenéjSich metod je anodickd oxidace. Na anod¢ se adsorbuje
hydroxylovy radikal, ktery se nasledné podili na destrukci chlorfenolti (DUAN et al.,
2012).

Dalsi moznosti elektrochemické degradace je vyuziti chemisorpce vodiku
na povrchu katody, kterou tvofi uzaviena uhlikova elektroda. Jednd se o katalytickou
hydrogenaci, kterd probihd v alkalickém prostiedi, pficemz vznikd fenol
&i cyklohexanol (VLKOVA, CIRKVA, 2005).

Vyuziti ionizujiciho zateni y-zafeni spociva v rozkladu vody a vzniku reaktivnich
castic, tedy hydratovaného elektronu a hydroxylového radikalu. Nésledn¢ dochazi
k procesu jednoelektronové redukce chlorfenoli na koneény produkt, kterym je fenol

(PENG etal., 2012).

3.2 Chlorfenoly jako vedlejsi produkty dezinfekce

V celém potravindiském a tedy i v kvasném primyslu je zékladni a nezbytnou
podminkou pouZivat nejen pro vyrobu finalniho vyrobku, ale také béhem myti, oplachti
a dalSich procest, vodu, ktera z legislativniho a hygienického hlediska zcela odpovida
kvalit¢ pitné vody. Pozadavky na pitnou vodu upravuje vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.,
kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu, cetnost a rozsah
kontroly pitné vody (JANDA et al., 2004). Pfevazna vétSina vedlejSich dezinfekénich
produktli uzce souvisi s pouzitim chloru a jeho sloucenin jako dezinfekénich prostiedkd.
Chlor totiz patii mezi nejstar§i a nejcastéji pouzivané c¢inidlo k dezinfekci vody

(CHAO et al., 2011).
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Divodem, pro¢ se stdle rozSifuje spektrum vzniklych vedlejSich produkti
dezinfekce, mlze byt to, Ze se stale zlepSuji analytické metody pouzivané pro jejich
analyzu a neustale roste paleta nové vyvinutych chemickych dezinfekénich prostredkit
(MICHALOWICZ et al., 2011).

Dalsim divodem, ktery se ovSem netyka Ceské republiky, ale z globédlniho
pohledu miize mit podstatny vliv, je pouZivani méné kvalitnich zdrojd z ddvodu
nedostatku kvalitni pitné vody. Spektrum dezinfekénich prostfedkd se tak stale
roz§ifuje. Jednou ze znamych skupin vedlejSich produktt, které vznikaji v disledku

dezinfekce vody, jsou chlorfenoly (GE et al., 2008).

3.2.1 Vznik chlorfenoli béhem procesu vyroby piva

Béhem staCeni piva miZze dojit v souvislosti s pfedchozim pouzitim sanita¢nich
prosttedkll na bazi chloru pfi procesu Cisténi ¢i s pfimym pouzitim chlorované vody
pro vyrobu piva k sekundarni tvorbé chlorfenola.

V disledku pouziti téchto dezinfekénich prostiedkd tak aktivni chlor reaguje
s pfitomnymi aromatickymi latkami v pivu, tedy s fenoly a vznikaji tak slouceniny
vykazujici intenzivni vini a chut (BASAROVA, 1992). Podstatné je zminit,
7e k vyrazné zméné senzorickych vlastnosti ve findlnim produktu dochézi jiz pfi velmi
nizkych koncentracich chlorfenolt. Ze senzorického pohledu vykazuje pivo obsahujici
chlorfenoly vyraznou plastovou, vynylovou ¢i  medicindlni chut a vini
(EHRENBERGEROVA, CERKAL, 2011).

Postupna chlorace fenolu probihé elektrofilni aromatickou substituci v polohach 2,
4 a 6 aromatického kruhu. Na zacatku reakce se tvoifi budto 2-chlorfenol
nebo 4-chlorfenol. Postupnou chloraci z 2-chlorfenolu vznika 2,4-dichlorfenol
nebo 2,6-dichlorfenol. Zatimco u 4-chlorfenolu dochdzi ke vzniku pouze
2.,4-dichlorfenolu. Chloraci 2.,4-dichlorfenolu i 2,6-dichlorfenolu dochazi k tvorbé
2.,4,6-trichlorfenolu. 2,4,6-trichlorfenol déale reaguje schlorem za vzniku smési

bezfenolovych oxida¢nich produkti (EUMANN, SCHILDBACH, 2012).
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Obr. 1: Reakcni schéma chlorace fenolu (EUMANN, SCHILDBACH, 2012).
3.3 Analytické metody stanoveni chlorfenoli

S ohledem na mozné riziko vzniku chlorfenolti v souvislosti s pfitomnosti
fenolickych sloucenin, se stale vice klade diiraz na nalezeni optimalni metody pro jejich
stanoveni, ktera je rychla a poskytuje vysokou vyt&znost (KORHONOVA et al., 2009)
Je vyvinutd jiz pomérné¢ Siroka Skala analytickych metod pouzivanych pro detekci
chlorfenold (BASAROVA, 1993). Zadna z nich v3ak nespliiuje viechny pozadavky
na ptipravu vzorku a tedy nelze fict, Ze existuje metoda pro stanoveni chlorfenold,
ktera by byla zcela idedlni (MORALIS et al., 2012).

Pti stanoveni chlorfenolti je nutné zohlednit jejich pomérné vysokou polaritu
anizké tenze par, které mohou zplsobit problémy pii jejich nasledné analyze
(BASAROVA, 1993). Z toho divodu je nutna piedchozi derivatizace riznymi &inidly,
zejména pii pouZiti plynové chromatografie. Pomérné nizké koncentrace chlorfenolii
v analyzovanych vzorcich, které se i pfes tuto skutecnost vyrazné€ projevuji navenek,
jsou diivodem, pro¢ se pii jejich analyze ¢asto vyzaduje pireduprava vzorku vyuzivajici
ruzné koncentraéni metody. K analyze, ktera pfimo nevyzaduje pfedchozi derivatizaci,
se nejcastéji pouzivaji metody vyuzivajici kapalinovou chromatografii, volumetrii,
ampérometrii, kapilarni elektroforézy & chromatografii iontovych para (KOVACS

etal., 2011).
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3.3.1 Vyuziti modernich metod pf¥ipravy vzorku pro chromatografickou analyzu

piva

Vyuziti plynové chromatografie pii analyze predev§im senzoricky aktivnich latek
ma vyznamnou ulohu a to z divodu sledovani kvality findlniho produktu a zkouSeni
novych technologickych postupi (RODRIGUEZ et al., 2011).

Pfed samotnym chromatografickym stanovenim je vSak nutné sledované latky
ze vzorku vyextrahovat, zkoncentrovat a popiipad€ i piecistit. Tato pfiprava vzorkl
pfed zahajenim vlastni analyzy je nedilnou soucdsti celého procesu stanoveni
kvili zlepSeni chromatografickych vlastnosti analytu, u¢innéjsi izolaci stanovovanych
latek z matrice a vy$3i schopnosti detekce tdchto latek (CSERHATI, SZOGVL, 2013).

Pti pouziti klasickych metod pro piipravu vzorku jako je napf. soxhletova extrakce
¢i extrakce zalozend na systému kapalina-kapalina je potvrzeno, Ze jsou cCasove
béhem analyzy. Z toho diivodu se stale vice upfednostiuji metody s lepsi mezi detekce,
snizenym mnozstvim vzorku pottebného pro analyzu, minimalizaci pouzitych
organickych rozpoustédel i mnozstvi vzniklého odpadu a samoziejmé s kratsi dobou
nutnou pro piipravu vzorkl, ¢imz se docili zrychleni celého analytického postupu

(STERBA et al., 2011).

Headspace

Jedna se o zakladni techniku ¢asto pouzivanou pro stanoveni tékavych latek.
Na plynovém chromatografu se davkuje plynna faze, ktera je v rovnovaze s kapalnou
fazi vzorku. Vzhledem k tomu, Ze se k nastfiku pouzivad jen plynnd faze, podstatné
se tak snizuje zatizeni chromatografického systému nezadoucimi interferujicimi
latkami, coz ve vysledku prodluzuje Zivotnost kapilarni kolony. Headspace analyzu
1ze provadét dvéma zptisoby (CHARALAMBOUS, 2012).

Staticky headspace (HS) je metodou, kdy se ustavuje rovnovaha mezi t€kavymi
latkami pfitomnymi ve vzorku a v parni f4zi nad vzorkem v uzaviené plynotésné vialce.
Po ustaveni rovnovdzného stavu je plynnd fize nastiiknuta na kolonu

plynového chromatografu (HORAK et al., 2012).
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Druhou metodou je dynamicky headspace (purge-and-trap, P & T). Vzorek
je proplachovan inertnim plynem, ¢asto heliem, a t€kavé latky jsou vytésnény ze vzorku
do trapu s dostate¢nou reten¢ni kapacitou (pf. aktivni uhli, kfemelina). Po vytésnéni
latek se trap zahfeje a zachycené analyty jsou uvolnény na kolonu chromatografu.
Tento postup zkoncentrovani poskytuje vyrazné lepsi mez detekce oproti HS analyze
(HORAK et al., 2012).

HEADSPACE
«® s
- - Plmnid faze
L
2X ofon | [ Kiee
® 0 YZor
® ¥:%"° | o’s
—— —
Pivodni vzorek pred Vzorek po ustaveni
ustavenim rovnovahy rovnovahy

Obr. 2: Headspace technika (CHARALAMBOUS, 2012).

SPE

Extrakce na pevné fazi je metoda vyuzivana prevazné k zakoncentrovani a také
k precisténi stanovovanych latek. Jedna se o jednoduchou techniku, diky tomu se dnes
komeréné vyuzivaji jednordazové SPE minikolonky naplnéné nejriiznéjSimi sorbenty
(napf. modifikovany a nemodifikovany oxid kiemicity, oxid hlinity a dalsi (VIDAL
etal., 2012)

K protla¢eni vzorku a promyvaciho roztoku skrze loze sorbentu lze diky velikosti
¢astic pouzit pomérné nizkého tlaku. Pred samotnou analyzou je potfeba SPE kolonky
nejdiive kondiciovat a az poté nasleduje protlaceni konkrétniho vzorku
se stanovovanymi latkami pfes kolonku. Zachycené analyty jsou desorbovany

organickym rozpouStédlem a nasledné stanoveny na plynovém chromatografu.
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Podstatnou vyhodou je, ze cely proces extrakce na pevné fazi lze automatizovat

a propojit s davkova¢em vzorki na plynovém ¢i kapalinovém chromatografu
(AUGUSTO et al., 2013).

Kondiciovani Naneseni vzorku Promivani Eluce analytu

O O

o Sorbent
& Analyt
*  Interferujici slozky

T

e

Obr. 3: SPE technika (AUGUSTO et al., 2013).

SPME

Zakladem mikroextrakce na pevné fazi je kfemenné vlakno potazené polymerem,
které je spojeno s ocelovym pistem a umisténo v duté ocelové jehle. Kiemenné vldkno
je zatazeno uvnitf jehly a ta propichne septum v zatce vialky. Posunutim pistu se vlakno
dostane do vzorku ¢i do prostoru nad jeho hladinou. Dochazi k sorpci analytu do vrstvy
pokryvajici vladkno. Az dojde k ustaveni rovnovahy, vldkno se zasune zpét dovnitf jehly
a spole¢né sni je poté vytazeno zvialky se vzorkem. Jehla je ndsledné¢ zavedena
do injektoru plynového chromatografu, kde dochazi k tepelné desorpci analytu
a naneseni na chromatografickou kolonu (PAWLISZYN, 2011).

Rovnovéazny stav zavisi na koncentraci analytu obsazeném ve sledovaném vzorku

ana typu a tloustce vrstvy polymeru pokryvajici kiemenné SPME vlakno. Selektivita
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tohoto postupu mize byt ovlivnéna typem polymeru, ktery pokryva vldkno

(BALASUBRAMANIAN, PANIGRAHI, 2011).
Velkou vyhodou pii pouziti této metody je absence potieby rozpoustédel.

Oproti tomu pifi vyuziti této techniky je potieba velmi opatrné a zru¢né zachdzeni

kvili znaéné kiehkosti SPME vlaken (KATAOKA, SAITO, 2011).

ZataFeni SPME vlikna zpét do

jehly
Adsorpee analytu
Tepelna desorpee

analytm

il

SPME vikmo zataFené uvnitf
jehly

Propichnuti septa vialky
Ponoreni SPME vlikna

| o=
* = § =5
I
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L] "
- "p -
v

Rl

Obr. 4: SPME technika (PAWLISZYN, 2011).

3.3.1.1 Stanoveni chlorfenolit pomoci SPME s vyuZitim plynové chromatografie

a detektoru MSD

Princip metody zalozené na mikroextrakci tuhou fazi s vyuzitim plynového

chromatografu a hmotnostné spektrometrického detektoru vychazi ze snadného
prevedeni polarnich latek na méné polarni, cozZ mé za nésledek zvySeni u€innosti sorpce
a tak podstatné snadnéjsi izolaci (FALUDI et al., 2013).

Acetylace chlorfenoli ptitomnych ve 100 ml vzorku se provadi pfidanim 5 g

NaHCOj; a po jeho nasledném rozpusténi 0,5 ml acetanhydridu za vzniku ptislusnych
chromatografické vlastnosti nez volné

N

fenolacetat, které vykazuji pfiznivejsi
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chlorfenoly. SPME je rychlé a nendro¢na metoda, pti jejichz pouziti neni tteba zadnych
rozpoustédel. Vyhodou pii pouziti této metody je potfeba malého mnozstvi vzorku,
kdy pro samotnou mikroextrakci je zapotiebi jen nékolik ml vzorku. Neni zde tfeba
7adnych organickych rozpoustddel. Detekéni limity odpovidajici hodnotam 0,1 pg.l”
zcela vyhovuji danym poZadavkiim na citlivost metod, které jsou pouzivané pro analyzu
velmi nizkych koncentraci chlorfenolt obsazenych ve vzorcich. Pro SPME je vhodné
pouzit vldkna snanesenym sorpénim polymerem z polydimethylsiloxanu (PDMS)
¢i PDMS vlakno obsahujici Carboxen (grafitizovany uhlik). Separace provedena
na plynovém chromatografu lze provést na kapildrni kolon€¢ z kiemenného skla o délce
30 m. Teplotni program pouZity pro chromatografickou analyzu zacinal na teploté
35 °C/3 min, dale 10 °C/min do 260 °C. Nastiikovy prostor chromatografu je vyhiaty
na 250 °C, coz je teplota, kterd odpovida teploté desorpce ze SPME vlakna, probiha
po dobu 3 min. Béhem hmotnostni spektrometrie dochazi k ionizaci ndrazem elektronti
o energii 70 eV, teplota iontového zdroje a interface odpovidd hodnoté 250 °C.
Dominantni pik ve spektru vykazuje ion, jehoz m/z odpovidd molarni hmotnosti

konkrétniho volného fenolu (BAGHERI et al., 2012).

3.3.1.2 Stanoveni chlorfenolii metodou plynové chromatografie a extrakci kapalina-

kapalina s vyuZitim detektoru ECD ¢ MSD

Jedna se o metodu vychazejici znormy CSN 12673, ktera je &eskou verzi
evropské normy EN 12673:1998. Tato norma popisuje stanoveni 19 chlorfenoli
metodou vyuzivajici plynovou chromatografii ve vzorcich pitné, podzemni, destové,
odpadni, motské a povrchové vody (ESHAGI, 2011).

Vyuzitim této analyzy lze stanovit 2-chlorfenol, 3-chlorfenol, 4-chlorfenol,
2.,3-dichlorfenol, 2.4-dichlorfenol, 2,5-dichlorfenol, 2,6-dichlorfenol, 3,4-dichlorfenol,
3,5-dichlorfenol, 2.3.4-trichlorfenol, 2.3,5-trichlorfenol, 2.3,6-trichlorfenol,
2.4,5-trichlorfenol, 2,4,6-trichlorfenol, 3,4,5-trichlorfenol, 2,3.4,5-tetrachlorfenol,
2,3.4,6-tetrachlorfenol, 2,3,5,6-tetrachlorfenolu a pentachlorfenol. Metodou lze stanovit
chlorfenoly v rozmezi hodnot koncentraci 0,1 ug.l'1 az 1 mg.l'1 v zavislosti na pouzitém
objemu vzorku a na stanoveném chlorderivatu, tedy na stupni chlorace. Plati, Ze ¢im

je vy8si pocet atomu chloru v molekule, tim je mez detekce niz$i. Hlavni princip
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spociva stejné jako v predchozi metodé v acetylaci chlorfenold na méné polarni latky
za pouziti acetanhydridu s naslednou extrakci kapalina-kapalina stanovenych plynovou
chromatografii s vyuzitim detektoru elektronového zachytu (ECD) ¢i hmotnostniho
detektoru (MSD). K extrakci se vyuziva organické rozpoustédlo dichlormethan
(ESHAGI, 2011).

Nevyhodou pifi pouziti postupu zalozeného na extrakci kapalina-kapalina
vSak pii vyuziti extrakénich rozpoustédel jako napf. zminény dichlormethan poskytuje
niz8i vytéZnost oproti extrakci a mikroextrakci na pevné fazi, ktera je horsi nez 60 %.

Dals$im negativem je vétsi casova ndro¢nost a pracnost (NAEENI et al., 2012).

3.3.1.3 Stanoveni chlorfenolit pomoci SPE s vyuZitim plynové chromatografie

a detektoru ECD

Postatou této metody pouZzivané k analyze chlorfenolll je vyuZiti extrakce na pevné
fazi (SPE). Tento postup poskytuje lepsi vytéznost nez klasické metody zalozené
na extrakci  kapalina-kapalina, je Dbezpecn&js$i, rychlejsi a pomérné levny.
Velkou vyhodou této analyzy je eliminace tvorby velmi stabilni a nepfijemné emulze.
Z toho davodu je tato metoda vhodnd pro rutinni analyzu chlorfenolt (PADILLA-
SANCHEZ et al., 2011).

Pro lepsi vysledky je nutné opét provést derivatizaci anhydridem kyseliny octové.
Dalsim krokem je extrakce a zakoncertovani pomoci SPE techniky na kolonkéach
naplnénych sorbentem LiChrolut EN a stanoveni plynovou chromatografii s detektorem
elektronového zachytu (ECD). Kolonky naplnéné sorbentem LiChrolut EN poskytuji
oproti kolonkdm naplnénych sorbentem Lichrolut RP u vSech stanovovanych
chlorfenoli lepsi vysledky. Pro plynovou chromatografii lze pouzit kifemennou
kapilarni kolonou o délce 30 m. Kolonu je nutné vytemperovat na teplotu 75 °C
po dobu 0,5 min. Nasleduje teplotni gradient 30 °C/min do teploty 120 °C a poté vyhtati
kolony rychlosti 10 °C/min do dosaZeni teploty 255 °C, pii které je zapotiebi setrvat
po dobu 2 min. K nastiiku je pouzit injektor vyhiivany na teplotu 260 °C (MORAIS
et al., 2013).

Pfi pouziti této metody je sledovan vliv pH vzorku. K pozadované maximalni

ucinnosti zadrzeni analytu sorbentem je nutné upravit pH vzorku. K tomu slouzi
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ptidavek 1,5 ml boratového pufru o pH 10,4 k 500 ml vzorku. Hodnota pH vzorku
m¢éla se tak ndsledné mela pohybovat v rozmezi 8,7 — 9,0. Ptidavek 0,5 ml anhydridu
kyseliny octové zptisobi pokles hodnoty pH na 4,6 — 4,9. Tento rozsah hodnot pH
se jevi jako optimalni. Takto je mozné stanovit chlorfenoly v jednotkéach ¢i desitkach

ng/l (MORALIS et al., 2013).

3.3.1.4 Stanoveni chlorfenolii pomoci SPE s vyuZitim vysoce ucinné kapalinové

chromatografie s UV/VIS spektrometrickou detekci

Tato metoda spociva v predchozim zakoncentrovani chlorfenoli a nasledné
chromatografické analyze na kolon¢ HPLC o malém primeéru ve spojeni s detektorem
diodového pole (DAD), (SHARMA et al., 2011). Zakoncentrovani se provadi pomoci
extrakce na pevné fazi (SPE). Pfed samotnou extrakci je nutné provést kondiciovani
SPE kolonek pomoci 5 ml acetonitrilu, 5 ml methanolu a 5 ml 10 % vodného roztoku
KCl nebo NaCl o pH 3,0 (XUE et al., 2014). Roztoky KCl a NaCl slouzi
jako vysolovaci ¢inidla, kterd zvySuji iontovou silu roztoku, ¢imz dochdzi k vysoleni
organické latky z roztoku do pevné faze. K eluci nasorbovaného mnozstvi chlorfenolti
je vhodné pouzit 5 az 6 ml acetonitrilu. Nasledné je eluat odpafen proudem dusiku
a poté je mnozstvi 10 pl nastifknuto na chromatografickou kolonu (PADRON et al.,
2014).

Béhem HPLC analyzy s DAD detektorem byla teplota kolony vyhtata na 30 °C.
Kolona je pInéna sorbentem, ktery tvofi modifikovany silikagel C18
(oktadecylsilanizovany silikagel o velikosti ¢astic 40 pum, jehoZz hmotnost v koloné
odpovida 500 mg). K detekci dochézi pti vinové délce 230 nm az 305 nm, tedy v oblasti
absorpéniho maxima téchto latek. Pfi vinové délce 230 nm dochazi k detekci
vSech chlorfenolt, ale zaroven i k absorpci interferujicich latek obsazenych ve vzorku.
K zamezeni neZzadouciho ptlisobeni interferujicich latek lze pouzit vinovou délku
280 nm, pii nichz je vSak pravdépodobnd horsi detekéni schopnost. Mobilni faze
je tvofena ze dvou slozek. Prvni slozku tvofi methanol a 10 mmol.I"" fosfatovy tlumi¢

o pH 3.5. Druha slozka obsahuje 100 % methanol (PADRON et al., 2014).
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Ve srovnani s GC metodami stanoveni chlorfenolli, je HPLC analyza podstatné

24

a poskytuji tedy lepsi vysledky (FAN et al., 2014).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Seznam pouzitych chemikalii a standardu

Pro analyzu byly pouzity nasledujici chemikalie:

* n-hexan: p.a. 99 %, PENTA, CR

= Methanol: p.a. 99,8 %, Sigma-Aldrich, Switzerland
» Ethanol: 99,8 %, Lach-Ner, s.r.o., CR

= Boratovy pufr: Cistota 9,0, PENTA, CR

= Kyselina chlorovodikova: 35 %, PENTA, CR

* Manganistan draselny: 99 %, Lach-Ner, s.r.o0., CR

Tab. 3: Seznam pouZitych standardii pro analyzu.

Standard Oznaceni
2-Chlorfenol (2-CP) > 98,5 %, Sigma-Aldrich, USA
2,3-Dichlorfenol (2,3-DCP) > 98,5 %, Sigma-Aldrich, USA
2,4-Dichlorfenol (2,4-DCP) > 98,5 %, Sigma-Aldrich, USA
2,5-Dichlorfenol (2,5-DCP) > 98.5 %, Sigma-Aldrich, USA
2,6-Dichlorfenol (2,6-DCP) > 98,5 %, Sigma-Aldrich, USA
3,4-Dichlorfenol (3,4-DCP) > 98,5 %, Sigma-Aldrich, USA
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4.2 Pristrojové vybaveni

Pro méfeni byly pouzity nasledujici laboratorni pfistroje a vybaveni:

= (Chlazena centrifuga znacky Hettich Universal 32R zentrifugen, Némecko

* Vakuovy manifold SULPECO VISIPREP™ LABICOM s.r.o.

= Strata X 33 pm Polymeric Sorbent 200 mg/3 ml (Phenomenex, USA)

= Chromatograf GC Fisons 8000 series

= FID detektor a HT 300A GC Autosampler (HTA s.r.1.)

= Vialky S$roubovaci sSirokym hrdlem o objemu 2 ml, plastovym uzavérem
se silikonovym septem (Fisher Scientific s.r.o.)

= Bé&zné laboratorni vybaveni

4.3 Vzorky pro analyzu

Pro analyzu byly pouzity vzorky piv menSich pivovarl, jejichz produkce
je soustfedéna pievazné v Brn¢€ a jeho blizSim okoli. Déle se jednalo o vzorky piv
uvaienych v prostorach poloprovozu Mendelovy univerzity v Brn€. Vzorky, které byly

analyzovany, vykazovaly senzoricky prokazatelnou medicindlni vini.
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Tab. 4: Seznam analyzovanych vzorkaii.

Nazev/Typ piva Specifikace
Richard 11 Vnep’asterlzovane nefiltrované svétlé pseni¢né pivo, spodné
kvasené
Pegas 16° nefiltrované polotmavé pSeni¢né specialni pivo
g bavorského typu, svrchné kvasené
Lucky Bastard Black  14° nefiltrované tmavé specialni pivo, svrchné kvasené
Lucky Bastard Pale 12° nefiltrované svétlé pivo, svrchné kvasené
Polotmavé 11° polotmavé, spodné kvasené, MENDELU
India Pale Ale 14° polotmavé, svrchné kvasené, MENDELU
Ale 14° svétlé, svrchné kvasené, MENDELU
PSenic¢né 12° svétlé, svrchné kvasené, MENDELU
Svétly lezak 12° svétlé, spodné kvasené, MENDELU

4.4 Priprava standardnich roztoku

V prvni c¢asti experimentu byla provedena standardizace. Bylo zakoupeno

6 standardt chlorfenolt (2-CP, 2,3-DCP, 2.4-DCP, 2,5-DCP, 2,6-DCP a 3.4-DCP).

Nasledné byly vytvofeny zasobni roztoky o dané koncentraci. Navazka ptislusnych

standardii byla rozpusténa v nepolarnim rozpoustédle hexanu a doplnéna na objem

50 ml (STD2), pétinasobnym nafedénim byl pfipraven standard o koncentraci

0,1 mg/ml (STDI1). Piipravené standardy byly dale naneseny na kolonu plynového

chromatografu a analyzovany. Vysledna data slouzila pro porovnéni s analyzovanymi

vzorky.
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Tab. 5: Hodnoty navadzek a koncentract pripravenych standardii.

Chlorfenol Navazka [g] Sl,if]);llc ?::g;:lel] Slé?;l; ?::g;:lel]
2-chlorfenol 0,0255 0,1020 0,510
2,3-dichlorfenol 0,0254 0,1016 0,508
2,4-dichlorfenol 0,0253 0,1012 0,506
2,5-dichlorfenol 0,0258 0,1032 0,516
2,6-dichlorfenol 0,0259 0,1036 0,518
3,4-dichlorfenol 0,0257 0,1028 0,514

4.5 Priprava vzorku pro stanoveni vytéznosti metody

Pro ovéfeni ucinnosti stanoveni byly pfipraveny roztoky pfidanim 1 ml
jiz ptipravenych standardnich roztokii (2-chlorfenol, 2,3-dichlorfenol, 2,4-dichlorfenol,
2,5-dichlorfenol, 2,6-dichlorfenol a 3.4-dichlorfenol) a 10 ml boratového pufru.
Smés roztokti se prevedla do delici nalevky. Obsah délici nadlevky se protiepaval
po dobu cca 1 minuty. Za n€kolik minut doslo k oddéleni fazi, pfi¢emz se spodni faze
odpustila a pouzila pro nasledovné méfeni. Provedla se extrakce na SPE kolonkéch,

po které nasledovala chromatograficka analyza.

4.6 Priprava vzorku pro standardni pridavek

Metoda standardniho ptidavku je zaloZend na pfidani zndmého mnozstvi standardu
ke vzorku. Jednalo se o ovéfeni matricového efektu latek v redlném vzorku piva,
zdali nebudou reten¢ni casy jednotlivych chlorfenolti posunuty. Jako standardni
pridavek byl pouzit roztok smési 6 chlorfenolt (2-CP, 2,3-DCP, 2,4-DCP, 2,5-DCP,
2,6-DCP a 3.4-DCP) rozpusténych v 50 ml ethanolu (STD2).

Pro standardni piidavek byl pouzit vzorek piva Richard. Nejdiive doslo k vytfepani

vzorku piva pro odstranéni CO,, nasledovala filtrace a poté odstfedéni. Pro vytvofeni
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kalibra¢ni zavislosti se k 15 ml vzorku piva pfidalo 0 ml, 1 ml, 3 ml a 5 ml smésného
roztoku standardu a objem vzorku byl doplnén vzdy na 20 ml destilovanou vodou.

Poté se provedla extrakce na SPE kolonkach a chromatograficka analyza.

4.7 Simulace podminek vzniku chlorfenoli v pivu pro naslednou GC

analyzu

Jednim z bodii zadani diplomové prace bylo cilené vytvofit podminky pro vznik
vybranych tékavych latek v pivu. Na zdkladé¢ toho bylo tedy nutné uvafit pivo
za predem zvolenych podminek vhodnych pro vytvoteni chlorfenold.

Prvni ¢ast zahrnovala varni proces piva bez chlorfenolt, které slouzilo jako slepy
vzorek. Druhd ¢ast varniho procesu byla zméfena na vyrobu piva
obsahujici chlorfenoly. Proces simulace vzniku téchto latek byl proveden

v poloprovoznich podminkéch.

4.7.1 Varni proces piva bez chlorfenolu

Pro vyrobu piva bylo pouzito 4 I pitné vody a 800 g svétlého sladu vyrobeného
ve sladovné Bernard. Teplotni a ¢asové podminky varniho procesu byly nésledujici.
Do 40 °C vyhtaté vody se pridalo zminéné mnozstvi sladu. Pfi této teploté se setrvalo
po dobu 5 minut. Nasledovalo zvySeni teploty na 52 — 55 °C po dobu 15 minut.
Opétovné zvysSeni teploty na 62 °C na dobu 30 minut. Po uplynuti 30 minut nasledovala
opéet zvySeni teploty na 85 °C po dobu 5 minut. Nasledné doslo ke zchlazeni a ptidani
10 g chmele, jehoz davkovani se provadélo po castech. Pro chmelovar byla pouzita
odrida Zatecky polorany &erveiiak. Na za¢atku chmelovaru se piidala prvni &ast
chmele, v poloviné doby chmelovaru druhd cast a tieti ¢ast se ptidala 15 minut
pted koncem. Sladina s pfidanym chmelem se povatila pii teplot¢ 100 °C po dobu 90
minut. Po chmelovaru nésledovalo zchlazeni, scezeni a vloZzeni do zdkvasné nadoby,
do které se soucasné ptidalo 10 ml spodnich pivovarskych kvasnic (kmen &. 95, VUPS
Praha). Zakvasné nadoby se umistily v chlazené mistnosti. Po uplynuti 7 dni se do piva

pfidal cca 1 g cukru a pivo se nechalo 14 dni zrat.
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Poté opét nasledovala uprava vzorku vytiepanim, filtraci a odstfedénim. 15 ml
odstfedéného vzorku piva se ndsledné naneslo na SPE kolonku a provedla se extrakce.
Pro kazdy vzorek se provedlo opakovani. Pfipravené vzorky se nanesly

na chromatografickou kolonu a nasledovala analyza.

4.7.2 Varni proces piva s chlorfenoly

Zakladem simulace vzniku chlorfenoli je pouziti chlorované vody pro proces
vyroby piva. Pro vytvofeni chlorované vody je nutné mit k dispozici aparaturu na vyvoj
plynti. Aparatura naplnéna vodou se vlozila do digestoie. Pro vyrobu chlorované vody
bylo pfiddno silné oxidacni c¢inidlo KMnO,. Nasledné se piidavala HCI tak,

aby se rovnomérné vyvijel plynny chlor.

Reakce vzniku chloru

16 HC1+ 2 KMnO4 — 5 Cl; + 2 MnCl, + 2 KC1 + 8 H>0

Pro varni proces byly pouzity 4 | chlorované vody. Teplotni i ¢asové podminky
procesu vyroby piva obsahujici chlorfenoly jsou identické svySe zminénymi.
Pted zacatkem chmelovaru byla ptiddna opét chlorovana voda v mnozstvi cca 2 dcl.
Po 90 minutdch chmelovaru nasledovalo zchlazeni, scezeni a pfedvedeni do zakvasné
nadoby spolu s kvasnicemi, kterd se premistila do chlazené mistnosti. Do 7denniho
piva se nasledné ptidal cukr a nechalo se dalSich 14 dni zrat. Po 14 dnech se nasledné
opet vzorek piva upravil vytfepanim, zfiltrovanim a odstiedénim. Poté se provedla

extrakce na SPE kolonkach a chromatograficka analyza.

4.8 Priprava vzorku piva pro analyzu

Pivo je pomérné slozity matri¢ni komplex, ktery pfed samotnou analyzou vyzaduje
tpravu. Uprava vzorka zahrnovala ndkolik krokd. Pii analyze chlorfenold ve vzorcich

piva je tedy nutné nejdiive analyty zbavit moznych interferujicich latek, které by mohly
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znesnadiiovat vlastni analyzu a tim nasledné¢ i1 zkreslovat vysledek experimentu.
Dal$im nezbytnym krokem je dané analyty zpfislusné matrice vyextrahovat.
7 jednotlivych vzorkid piv bylo pro analyzu odebrano vzdy 15 ml a pro kazdy vzorek

byly provedeny 2 paralelni stanoveni.

4.8.1 Filtrace

Vzorky analyzovanych piv se pfed samotnou analyzou nejdiive protfepou. Tento krok
ma za cil odstranéni co mozna nejveétsi mnozstvi CO,, jehoz ptitomnost

je pro tuto analyzu neZadouci. Poté se vzorky zfiltruji pfes skladany filtracni papir.

4.8.2 Odstredéni

Zfiltrované vzorky se nasledné odstfed’uji na chlazené centrifuze znacky Hettich
Universal 32R zentrifugen, Némecko. Zvoleny centrifugacni program je 10 minut
pii 4000 otackach/minutu. Odstfedéni je nutné pro odstranéni kalu a ziskani

pozadovaného ¢irého vzorku piva pro nasledujici extrakci a vlastni analyzu.

4.8.3 Derivatizace

Principem derivatizace vzorku je zména vlastnosti analytu pro jeho naslednou
snadnéjsi extrakci. Pro derivatizaci vzorkl piva byl pouzit proces acetylace. Ke vzorku
piva bylo pfiddno 1,5 ml boratového pufru a 0,5 ml acetanhydridu.

Vzniklé acetylchlorfenoly vykazuji nizsi polaritu a jsou tak snadnéji izolovany.
4.8.4 SPE

K extrakci na pevné fazi (SPE — solid phase extraction) byl pouzity vakuovy
manifold SULPECO VISIPREP™ LABICOM s.r.0. Manifold je vybaven vikem

s 12 pozicemi, pricemz kazda pozice ma svij on/off ventilek pro moznost uzavieni
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pozice pii nevyuziti plné kapacity pfistroje ¢i pro regulaci pritoku dané kapaliny.
Dalsi soucasti pristroje je sklenénd komora s tésnicim krytem a drzakem. Jako ukazatel
tlaku slouzi manometr pro méfeni vakua. Posledni ¢asti je stojanek umoznujici pouziti
riznych sbérnych nadob. SPE kolonky Strata-X 33 pum byly naplnéné polarnim
sorbentem 200 mg/3 ml. Kolonky Strata-X vykazuji diky vysokému mérnému povrchu
33 um c¢astic sorbentu extrémné vysokou kapacitu této faze.

Tésné¢ pred samotnou SPE analyzou je nutné piislusné kolonky nejdiive
kondiciovat. Kondiciovani se provadélo promytim 2 ml methanolu a 3 ml boratového
pufru. Po provedeni kondicionace kolonek nasledovalo naneseni 20 ml jednotlivych
vzorkll piv. Pomoci vakua dochazi k protla¢eni vzorkli pfes sorbent. Pfed samotnou
eluci bylo provedeno promyti kolonek pomoci boratového pufru z diivodu odstranéni
nezadoucich rusivych slozek matrice vzorku. Ze SPE kolonek je nakonec nutné eluovat
extrakty pomoci nepolarniho rozpoustédla. Eluce probéhla nanesenim 1 ml hexanu
anasledné¢ protlacenim pres sorbent do sbérné nadoby. Vznikld smés se pomoci
automatické pipety prenesla do sklenéné vialky se Sroubovacim uzavérem a nasledovala

chromatograficka analyza.

4.9 Vlastni analyza vzorka metodou GC-FID

Vlasti analyza t€kavych chlorfenolt ve vzorcich piv byla povedena pomoci plynové
chromatografie. Stanoveni probihalo na plynovém chromatografu GC Fisons 8000
series s plamenoveé ioniza¢nim detektorem (FID) a kapilarni kolonou Sinch cage, DB-23
(60 m, 0,25 mm, 0,25 pum). Vialky se vzorky byly vloZeny do autosampleru HT 300A
GC a nasledovalo meéfeni s vyuzitim teplotniho gradientu. Teplota kolony
byla regulovana dle pfedem nastaveného teplotniho programu.

Po chromatografické analyze nasledovala identifikace stanovovanych chlorfenold
pomoci srovnani se standardy. Poté se provedlo kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni
na pocita¢i vybaveném programem Clarity pracujici pod operaénim systémem

Windows.
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4.9.1 Podminky plynové chromatografie

= Nosny plyn
Jako nosny plyn byl pouzit dusik pii tlaku 150 kPa.

= GC kolona
Pro analyzu chlorfenoli byla pouzita 60 m dlouhd kifemenna kapilarni kolona

s vnitinim primérem 0,25 mm a tloustkou filmu stacionarni faze 0,25 pm.

= Teplota injektoru

K nastfiku byl pouzit injektor, ktery byl vyh#ivan na teplotu 260 °C.

= Teplotni program
Kolona se vytemperovala na teplotu 75 °C po dobu 1 min. Poté nasledoval teplotni
gradient 30 °C/min do 120 °C. Kolona byla déale vyhfivana rychlosti 10 °C/min
do teploty 240 °C. Doba, po kterou byla ponechdna pii této teplote,

odpovidala 2 min.

= Objem nastriku

Objem nastiiku eluentu na kolonu €inil 1 pl.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Statistické vyhodnoceni namérenych hodnot

Pro experimentalni data naméfend u jednotlivych vzorkii byla provedena statisticka
analyza, ktera zahrnovala vypocet aritmetického priméru a smeérodatné odchylky.
Jednotlivé parametry byly zpracovany pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.
Byly vytvofeny grafy znazoriujici profilové zastoupeni jednotlivych chlorfenolii
a jejich mnozstvi ve vzorcich piva.

Pro sledovani rozdilu v obsahu jednotlivych chlorfenolti ve vzorcich byl pouzit
program STATISTICA 12 firmy StatSoft. Rozdil v obsahu vSech stanovovanych
chlorfenold mezi jednotlivymi vzorky piva byl statisticky vyhodnocen pomoci metody
analyzy rozptylu Anova s naslednym provedenim Post-hoc testa.

Po provedeni analyzy byl zjistén statisticky vyznamny rozdil na hladiné¢ p < 0,05
v obsahu 2-CP, 2,3-DCP, 2,4-DCP, 2,5-DCP, 2,6-DCP a 3,4-DCP v analyzovanych

vzorcich.
5.1.1 Aritmeticky prumér

Aritmeticky pramér je statistickou veli¢inou vyjadiujici miru polohy. Jedna

se o soucet vSech hodnot vydéleny jejich poctem. Aritmeticky primér je dan vztahem:

1 13
F==(n4+z+..  4r)==) n
n iz (HENDL, 2004)

5.1.2 Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka charakterizuje miru variability. Vypoétem smérodatné

odchylky se zjistila rozptylenost hodnot x; kolem aritmetického priméru. Pro tento
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experiment charakterizuje smérodatnd odchylka miru ptesnosti série paralelnich

stanoveni a je ddna vztahem:

1 &
= T 2
STAN-1 2(1’ 2

(HENDL, 2004)

Tab. 6: Vypocitané statistické parametry jednotlivych chlorfenolii ve vzorcich.

Vzorek Prumér ze 2 stanoveni [mg/l]

2CP 23CP 24CP 25CP 26CP 34CP

Ale 0,071 0,003 0,019 0,008 0,017 0,002
Svétly lezak 0,144 0,004 0,048 0,021 0,015 0,006
Polotmavé 0,099 0,012 0,043 0,073 0,088 0,004
India Pale Ale 0,039 0,003 0,018 0,015 0,017 0,001

Lucky Bastard Black 0,125 0,012 0,047 0,042 0,027 0,006
Lucky Bastard Pale 0,094 0,02 0,057 0,079 0,044 0,002

PSeni¢né 0,144 0,008 0,056 0,004 0,078 0,006

Richard 0,016 0,002 0,005 0,013 0,007 0,001

Pegas 0,012 0,001 0,007 0,002 0,01 0,001
Vzorek Smérodatna odchylka

2CP 23CP 24CP 25CP 26CP 34CP

Ale 0,001 0,001 0,002 0,002 0,004 0,003
Svétly lezak 0,001 0,001 0,004 0,004 0,004 0,002
Polotmavé 0,002 0,003 0,002 0,003 0,004 0,005
India Pale ale 0,002 0,002 0,002 0,002 0,006 0,005

Lucky Bastard Black 0,004 0,002 0,003 0,002 0,003 0,002
Lucky Bastard Pale 0,002 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002

PSenic¢né 0,001 0,001 0,004 0,001 0,003 0,001
Richard 0,004 0,005 0,005 0,005 0,002 0,002
Pegas 0,004 0,001 0,004 0,005 0,005 0,002
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5.2 Stanoveni vytéZnosti méreni

VytéZnost byla stanovena pomoci roztokti obsahujici standardy jednotlivych

chlorfenolt (2-CP, 2,3-DCP, 2.4-DCP, 2,5-DCP, 2,6-DCP, 3.,4-DCP),

které byly

meéfeny za stejnych podminek jako analyzované vzorky. Vytéznost lze zjistit pomoci

pramérné koncentrace latky (x) a pivodni pfipravené koncentrace (xp). Vyjadiuje se

v %. Pro vypocet vytéznosti jsem pouzila vztah: R = 100X / Xp.

Tab. 7: Vytéznost pouzité metody u jednotlivych chlorfenolii.

Chlorfenol Vytézekz 1. Vytézekz 2. Pramérna
méieni [%]  méreni [%] vytéznost [%]
2-CP 78,55 78,23 78,39
2,3-DCP 65,78 66,40 66.09
2,4-DCP 65,12 65,59 65,36
2,5-DCP 72,43 72,98 72,71
2,6-DCP 73,45 73,10 73,28
3,4-DCP 71,17 77,76 76,97
Vytéznost
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70 ~_ —— —"
— TN —————
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2 50
[=}
5 40
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2-CP 2,3-DCP 2,4-DCP 2,5-DCP 2,6-DCP 3,4-DCP
Chlorfenol

Obr. 5: Porovndni vytéznosti mérent jednotlivych chlorfenolil.
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Z tabulky i grafu je patrné, Ze nejvysSi vytéZznosti bylo dosazeno u 2-CP,
jehoz hodnota odpovidala 78,39 %. Naopak nejniz§i vytéZznost byla stanovena

u 2,4-DCP a to 65,36 %.

5.3 Standardni pridavek

Touto metodou byl ovéfen vliv matrice vzorku na stanoveni jednotlivych
chlorfenold v koncentraénim rozsahu od 0 do 0,5 mg/ml a také skutecnost,
7e kvalitativni odezva chlorfenolll ziistava stejnd i pti analyze realného vzorku piva.
Jako modelové pivo poslouzil vzorek piva Richard. Na obrazku 6 jsou kalibra¢ni
kiivky standardnich pfidavkid jednotlivych chlorfenolt. ProloZend piimka je ve vSech
ptipadech s korela¢nim faktorem vyssim jak 0,95, vykazuje tedy linearni zévislost.

Vliv matrice je tedy pii analyze jednotlivych piv minimalni.

0.1
0,08 y=0,018x - 0,013
y=0,016x - 0,016
006 y=0,014x - 0,012
y=0,010x + 0,002
y =0,009x + 0,002
0,04
y=0,007x - 0,001
0,02 - —t=CP 2,3
——CP 2,5
0 . | . , , CP 2,4
/ 1 2 3 4 5 6 ——CP 2,6
s ~@-CP 2

Obr. 6: Kalibracni zavislost standardnich pridavki jednotlivych chlorfenolil.
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5.4 Profilové zastoupeni chlorfenolii v analyzovanych vzorcich piva

Nasledujici chromatogramy znazoriiuji piitomnost a koncentraci chlorfenold
v jednotlivych vzorcich piva. Retenéni ¢as 2-CP ve zkoumanych vzorcich odpovida
hodnoté 19,067 = 0,02 minuta. 2,3-DCP byl eluovan v retenénim case 15,983 + 0,02
minuta. 2,4-DCP byl eluovan v retenénim c¢ase 16,957 + 0,01 minuta. 2,5-DCP
byl eluovan v reten¢nim case 16,350 = 0,01 minuta. 2,6-DCP byl eluovan v retenénim
case 18,811 + 0,02 minuta a 3,4-DCP byl eluovan v reten¢nim case 19,526 + 0,01
minuta. Grafy popisuji profilové zastoupeni jednotlivych chlorfenold v mg/l

v analyzovanych vzorcich piva.

5.4.1 Vzorek piva Ale

[mv]
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Obr. 7: Chromatogram obsazZenych chlorfenolii ve vzorku piva Ale.
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Obr. 8: MnozZstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva Ale.

Z grafu vyplyva, Ze nejveétsi zastoupeni ve vzorku piva Ale tvoii 2-CP,

jehoz mnozstvi odpovida 0,071 mg/l. Naopak v nejnizSim mnozstvi je piitomny

3,4-DCP a to 0,002 mg/l. V porovnani s2-CP jsou zastoupeny ostatni chlorfenoly

v pomérné nizkém mnozstvi. V mnozstvi 0,019 mg/l je obsazen 2,4-DCP. Mnozstvi

2,6-DCP odpovidd 0,017 mg/l. V nizSich hodnotich je dale obsazen 2,5-DCP,

jehoz mnozstvi ve vzorku odpovida 0,008 mg/l. Mnozstvi 2,3-DCP ve vzorku je 0,003

mg/l.

5.4.2 Vzorek piva Svétly lezak

[mv]

25
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15.94 2,3-DCP
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Obr. 9: Chromatogram obsazZenych chlorfenolii ve vzorku piva Svétly leZdk.
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Obr. 10: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva Svétly lezdk.

Na tomto grafu je patrné, Ze nejveétsi mnozstvi chlorfenolii ve vzorku ptipada na 2-
CP, ktery je ptitomen v 0,144 mg/l. V nejniz§im mnoZstvi je zastoupen 2,3-DCP,
ktery odpovidd hodnoté 0,004 mg/l. Zastoupeni ostatnich chlorfenold ve vzorku
je vzhledem k2-CP pomérné nizké. 2,4-DCP dosahuje hodnoty 0,048 mg/l.
Mnozstvi 2,5-DCP odpovida 0,021 mg/l. 2,6-DCP je obsazen ve vzorku v mnoZzstvi
0,015 mg/l. Nizké hodnoty déle odpovidd 3.4-DCP, jehoz mnozstvi ve vzorku
je 0,006 mg/l.
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5.4.3 Vzorek piva Richard

[m¥]

Z#.0Z.2015 15_51_01_10301 - GL-FID
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Yoltage

10,05 2-C0

16,36 2,5-0CP
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19,52 3,4-DCP
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Obr. 11: Chromatogram obsazenych chlorfenolii ve vzorku piva Richard.
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Obr. 12: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva Richard.

Jak je vidét z grafu, nejvétsi mnozstvi ve vzorku piva Richard zaujima 2-CP,
jehoz hodnota odpovida 0,016 mg/l. V nejmen$im mnozstvi je zastoupen 3,4-DCP,
jehoz mnozstvi je jen 0,001 mg/l. Ve vy$§im mnozstvi je dale obsazen 2,5-DCP,

jehoz hodnota odpovida 0,013 mg/l. 2,6-DCP je obsazen v mnozstvi 0,007 mg/l.
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V mnozstvi 0,005 mg/l je ve vzorku obsazen 2.4-DCP. V niz§im mnoZstvi

je déle obsazen 2,3-DCP, jehoZ hodnota odpovida 0,002 mg/1.

5.4.4 Vzorek piva Pegas

[mv]
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Obr. 13: Chromatogram obsazenych chlorfenolii ve vzorku piva Pegas.
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Obr. 14: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva Pegas.

Ve vzorku piva Pegas je v nejvétsim mnozstvi zastoupen 2-CP, jehoz hodnota
odpovidd 0,012 mg/l. Nejméné je zde 2,3-DCP, jehoz mnozstvi ve vzorku
je pouze 0,001 mg/l. V pomérné vyssim mnozstvi ve vzorku je dale obsazen 2,6-DCP,

u kterého hodnota odpovida 0,009 mg/l. 2,4-DCP je obsazen v mnozstvi 0,007 mg/l.
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Mnozstvi 2,5-DCP  odpovida 0,002 mg/l. Nizké mnozstvi vykazuje 2,4-DCP,

kterého je ve vzorku pouze 0,001 mg/1.

5.4.5 Vzorek piva Lucky Bastard Black
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Obr. 15: Chromatogram obsazenych chlorfenolii ve vzorku piva Lucky Bastard Black.
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Obr. 16: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva Lucky Bastard Black.
Vzorek piva Lucky Bastard Black obsahuje ze vSech chlorfenoli nejvice 2-CP,
ktery je pritomny v mnozstvi 0,125 mg/l. Nejméné je zde obsazen 3,4-DCP,

jehoz mnozstvi je 0,006 mg/l. V niz§im mnozstvi je obsazen dale 2,4-DCP,
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jehoz hodnota odpovida 0,047 mg/l. Mnozstvi 2,5-DCP ve vzorku je 0,042 mg/l.
2,6-DCP je obsazen v mnozstvi odpovidajici 0,027 mg/l. V mnozstvi 0,012 mg/l
je ptitomny 2,3-DCP.

5.4.6 Vzorek piva Lucky Bastard Pale
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Obr. 17: Chromatogram obsazenych chlorfenolii ve vzorku piva Lucky Bastard Pale.
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Obr. 18: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva Lucky Bastard Pale.

Ve vzorku piva Lucky Bastard Pale je nejvice 2-CP, ktery je zastoupen v mnozstvi

0,094 mg/l. Nejniz§i mnozstvi pfipadd na 3,4-DCP, jehoz hodnota odpovida
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pouze 0,002 mg/l. V pomérné¢ vys§im mnozstvi je ve vzorku déale obsazen 2,5-DCP,
jehoz hodnota odpovida 0,079 mg/l. V mnozstvi 0,057 mg/l je zde obsazen 2,4-DCP.
Mnozstvi 2,6-DCP ve vzorku odpovida 0,044 mg/l. 2,3-DCP je zastoupen v mnoZzstvi
0,020 mg/1.

5.4.7 Vzorek PSeni¢ného piva
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Obr. 19: Chromatogram obsazenych chlorfenolii ve vzorku PSenicného piva.
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Obr. 20: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku Psenicného piva.
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V PSeni¢ném pivu je obsaZen v nevétSim mnozstvi 2-CP, jehoz hodnota odpovida
0,144 mg/l. Nejméné je zde 2,5-DCP, ktery je ptitomny v mnozstvi 0,004 mg/l.
Mnozstvi 2,6-DCP ve vzorku je 0,078 mg/l. 2,4-DCP je zde piitomny v mnoZstvi
0,056 mg/l. V niz§im mnozstvi je ptitomny 2,3-DCP, jehoz hodnota je 0,008 mg/I
a 3,4-DCP, jehoz hodnota odpovida 0,006 mg/1.

5.4.8 Vzorek piva India Pale Ale
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Obr. 21: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva India Pale Ale.

Nejvetsi mnozstvi ve vzorku piva India Pale Ale pfipad4 na 2-CP, jehoz hodnota
odpovida 0,039 mg/l. Naopak nejméné je zde 3.,4-DCP a to jen 0,001 mg/l.
Mnozstvi 2,4-DCP ve vzorku odpovida 0,018 mg/l. 2,6-DCP je zde =zastoupen
v mnozstvi 0,017 mg/l. Mnozstvi 2,5-DCP ve vzorku je 0,015. Mnozstvi 2,3-DCP
odpovida 0,003 mg/1.
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5.4.9 Vzorek Polotmavého piva
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Obr. 22: Chromatogram obsazenych chlorfenolii ve vzorku piva Polotmavé.
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Obr. 23: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku Polotmavého piva.

7 grafu je patrné, Ze nejvice je obsazen 2-CP a to v mnozstvi 0,099 mg/l.
V nejniz§im mnozstvi je pritomny 3,4-DCP, jehoz mnozstvi je 0,004 mg/l. V pomérné
veétsim mnozstvi je obsazen 2,6-DCP, jehoz obsah ve vzorku je 0,088 mg/l a 2,5-DCP
v mnozstvi 0,073 mg/l. 2,4-DCP je zde v mnozstvi 0,043 mg/l. 2,3-DCP je zastoupen

v mnozstvi 0,012 mg/1.
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5.4.10 Porovnani profilového zastoupeni jednotlivych chlorfenoli v analyzovanych

vzorcich piva

Porovnani profilového zastoupeni chlorfenolu ve
vzorcich piva
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0,000 m2,6 DCP
® 3,4 DCP
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Obr. 24: Porovnadni analyzovanych vzorkii piv v obsahu jednotlivych chlorfenolii.

Naésledujici graf porovnava analyzované vzorky piva v obsahu jednotlivych
chlorfenold. Z grafu mizeme vidét, ze ve vSech vzorcich piva je nejvice zastoupen 2-
CP. Mnozstvi 2-CP se ve vzorcich pohybuje v rozmezi 0,012 mg/l az 0,144 mg/l.
Nejvyssich hodnot v obsahu 2-CP dosahuji vzorky piva Svétly lezdk a PSeni¢né pivo.
Hodnoty odpovidajici mnozstvi 2-CP v téchto vzorcich jsou shodné 0,144 mg/l.
Naopak nejnizsich hodnot v obsahu 2-CP dosahuje vzorek piva Pegas, ve kterém je 2-
CP obsazen v mnozstvi 0,012 mg/1.

Velmi nizké hodnoty jsou patrné v obsahu 3,4-DCP vSech analyzovanych piv,
které se ve vzorcich pohybuji v rozmezi 0,001 mg/l az 0,006 mg/l. Nejvyssi hodnoty
v obsahu 3,4-DCP vykazuji vzorky piv Svétly lezak a Lucky Bastard Black, ve kterych
je stejné mnozstvi 3,4-DCP odpovidajici 0,006 mg/l. Nejniz§i mnozstvi 3,4-DCP
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je obsazeno ve vzorcich piva Richard, India Pale Ale a Pegas, ve kterych jeho hodnota
odpovida 0,001 mg/1.

Mnozstvi 2,3-DCP se v analyzovanych vzorcich pohybuje v rozsahu 0,001 mg/l
az 0,020 mg/l. Nejvyssi mnozstvi 2,3-DCP vykazuje vzorek Lucky Bastard Pale.
Mnozstvi 2,4-DCP je stanoveno v rozsahu hodnot 0,005 mg/l az 0,057 mg/l.
I zde dosahuje nejvétsiho mnozstvi vzorek Lucky Bastard Pale. Mnozstvi 2,5-DCP
se u analyzovanych vzorkii pohybuje vrozmezi 0,002 mg/l az 0,079 mg/l.
Nejvyssi obsah  2,5-DCP  vykazuje opét vzorek piva Lucky Bastard Pale.
Mnozstvi 2,6-DCP se pohybuje v rozsahu 0,007 mg/l az 0,088 mg/l. Nejvetsi mnozstvi
2,6-DCP obsahuje vzorek piva Polotmavé.

HORAK et al. (VUPS, 2008) se zabyval moZnostmi stanoveni chlorfenol
ve varni vod¢é a pivu. Metoda byla zaloZzena na SPE extrakci a nasledné GC analyze
s vyuzitim detektoru elektronového zachytu. Analyze byly podrobeny vzorky piv,
které senzoricky nevykazovaly medicindlni vini. Byly stanoveny chlorfenoly
v mnozstvi odpovidajici fddoveé desitkam ng/l.

Mnozstvi chlorfenolti stanovené v mnou analyzovanych vzorcich, u kterych
byla senzoricky prokazatelné zaznamenana medicinalni viing, tak po pfevedeni na ng/l
odpovidalo stokrat vy$Sim hodnotdam v porovnani s experimentem, ktery popsal
HORAK etal. (VUPS, 2008) a vnémz analyzované vzorky nevykazovaly Zadnou

medicinalni vini.
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5.4.11 Profilové zastoupeni chlorfenolu ve vzorcich uvaieného piva

Uvarené pivo s vyuzitim chlorované vody k vyrobé
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Obr. 25: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolu ve vzorku piva uvareného s vyuZitim

chlorované vody k vyrobé.

Nasledujici graf znadzornuje profilové zastoupeni jednotlivych chlorfenolt
ve vzorku uvatfeného piva za pouziti chlorované vody k jeho vyrobé. Cilem této ¢asti
experimentu bylo uvafit pivo, které bude obsahovat sledované chlorfenoly a tim dokazat
vznik chlorfenoltl v pivu.

Z grafu vyplyva, Ze nejveétsi mnozstvi ve vzorku piva pifipadda na 2-CP,
jehoz hodnota odpovidda 0,017 mg/l. V nejnizSim mnozstvi je obsazen 2,5-DCP,
ktery odpovidd hodnoté 0,001 mg/l. Vyss$i hodnoty je déale dosazeno u 2.4-DCP,
ktery je obsazen v mnozstvi 0,011 mg/l. Obdobné hodnoty vykazuji 2,6-DCP
a 3,4-DCP, jejichz mnozstvi ve vzorku uvareného piva odpovida 0,007 mg/l. 2,3-DCP
je obsazen v mnozstvi 0,002 mg/1.

Vzorek uvafeného piva vykazuje stejné jako analyzované vzorky piv nejvyssi
hodnotu v obsahu 2-CP. Mnozstvi 0,017 mg/l 2-CP v uvafeném pivu, tak odpovida
rozsahu hodnot stanoveného mnozstvi 2-CP v analyzovanych vzorcich piva.
Mnozstvi 2,3-DCP 0,020 mg/1, 2,4-DCP 0,011 mg/l a 2,6-DCP 0,007 mg/l v uvafeném
vzorku piva také odpovida rozsahu hodnot stanovené¢ho u analyzovanych vzorki piv.

Oproti tomu vobsahu 2,5-DCP je zaznamenan nepatrny rozdil v porovnani
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s analyzovanymi vzorky. Rozsah hodnot stanoveného mnozstvi 2,5-DCP u vzork piv
je 0,002 mg/l az 0,079 mg/l, zatimco mnozstvi 2,5-DCP v uvaieném vzorku piva
odpovida hodnoté¢ 0,001 mg/l. V uvateném pivu je tedy mnozstvi 2,5-DCP nizsi

oproti analyzovanym vzorkim piv.

Uvarené pivo bez pouziti chlorované vody k vyrobé
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Obr. 26: Mnozstvi jednotlivych chlorfenolii ve vzorku piva uvareného bez pouZiti

chlorované vody k vyrobé.

Obrazek 26 zndzornuje stanovené mnozstvi sledovanych chlorfenolti ve vzorku
uvaieného piva, pro jehoZ vyrobu nebyla pouzita chlorovana voda. Z grafu je ziejmé,
7ze mnozstvi chlorfenolii dosahuje podstatné nizsich hodnot oproti vzorku uvarené¢ho
piva s vyuzitim chlorované vody. Nejvyssi hodnoty dosahuje 2-CP, jehoZ mnoZstvi
odpovida 0,0000520 mg/l. Nejniz§i mnozstvi bylo stanoveno u 3,4-DCP
ato 0,0000241 mg/l. Mnozstvi ostatnich chlorfenoli ve vzorku se pohybovalo
v rozmezi hodnot 0,0000310 mg/1 az 0,0000372 mg/I1.

Mnozstvi stanovenych chlorfenold v pivu, pro jehoz vyrobu nebyla pouzita
chlorovand voda, tak tadové odpovida desitkdm ng/l, stejné¢ jako v experimentu,
ktery popisuje HORAK et al. (VUPS, 2008). Pouzitim této metody je tedy mozné
stanovit chlorfenoly v desitkach ng/l v pivech, které senzoricky nevykazuji medicinalni

vuni.
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5.5 Linearita kalibraéni zavislosti

U jednotlivych grafii kalibra¢ni zavislosti 1ze sledovat stoupajici trend odpovidajici
mnozstvi pripraveného standardu STD1 a STD2. Kalibra¢ni grafy pro obsah
jednotlivych chlorfenolti v pivu jsou linearni v mnou pouzitém koncentraénim rozsahu

a vSechny métené vzorky spadaji do tohoto koncentra¢niho limitu.
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Obr. 27: Kalibracni zavislost standardniho pridavku 2-CP.

Rovnice regrese ma tvar Y = 154,24138 * X, korela¢ni faktor odpovida R = 0,9999998.
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Obr. 28: Kalibracni zavislost standardniho pridavku 2,3-CP.

Rovnice regrese ma tvar Y = 10,8698 * X, korela¢ni faktor odpovida R = 0,9999949.
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Obr. 29: Kalibracni zavislost standardniho pridavku 2,4-CP.

Rovnice regrese ma tvar Y = 40,98565 * X, korela¢ni faktor odpovida R = 0,9999957.
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Obr. 30: Kalibracni zavislost standardniho pridavku 2,5-CP.

Rovnice regrese ma tvar Y =9,03577 * X, korela¢ni faktor odpovida R = 0,9999752.
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Obr. 31: Kalibracni zavislost standardniho pridavku 2,6-CP.

Rovnice regrese mé tvar Y = 51,09942 * X, korela¢ni faktor odpovida R = 0,9999994.

64



-
Rt[a;%\:.l;l]se Aﬁ::]ﬂt L{::fo-r rec No. [Used 3,4-DCP - 19,530 min, Signal 1

1 4,9536] 0,000 0,0202 1 ¥ [mi.s]

2z | 745611 05000 00204 1

3 00000 0,0000; 0,0000 0i v

+ 0,0000 00000 0,0000 0w 25

5 0,0000 10,0000 0,0000 0w

& 0,0000 00000 0,0000 0w

7 0,0000 00000 0,0000 0

8 0,0000 10,0000 0,0000 0w

B 00000  0,0000; 0,0000 0i v

10| 00000 00000 0,000 0 20

11| 00000 00000 0,000 0w

1z | 10,0000 00000 0,000 0w

13| 0,0000 00000 0,000 0

14| 10,0000 00000 0,000 0w

15 n_Annn nnnnn L0000 ni ke LI

Response Base Ih 15
Compound Type Iﬁ
Curve Fit Type Iﬁ
Origin ICurva passes through Or 'I
‘Weighting Method Ih "
Linearization % INDHE 'I
Linearization *f INUHE 'I

Equation: ¥ = 49,13312%%

Response

Correlation Factor: 0,9999990

Residuum: 0,02344 [m¥.s] 1} r
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Amount [ma]

4[4 *[*T. Compounds A 2,3-DCP A 2,5-DCP b 2,4-DCP j 2,6-DCF } 2-CP p 3,4-DCP f
Obr. 32: Kalibracni zavislost standardniho pridavku 3,4-CP.

Rovnice regrese ma tvar Y =49,13812 * X, korela¢ni faktor odpovida R = 0,9999990.
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Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo provést stanoveni chlorfenold s ohledem
na jejich mnozstvi a profilové zastoupeni v pivu. Jako vzorky pro analyzu byly vybrany
rizné druhy piv pochazejicich pfedev§im zmalych pivovari a piva uvafena
v poloprovozu Mendelovy univerzity v Brn¢€. VSechny vzorky, které byly podrobeny
analyze, vykazovaly senzorické zmény, projevujici se vyraznou medicinalni vini.
Analyzovanymi vzorky byla piva Ale, Svétly lezdk, India Pale Ale, Polotmavé,
Pseni¢né, Richard, Pegas, Lucky Bastard Black a Lucky Bastard Pale.

Pouzitd metoda stanoveni chlorfenolll v pivu zahrnovala Gpravu vzorku, extrakci na
pevné fazi a naslednou plynovou chromatografii s vyuzitim plamenové-ioniza¢niho
detektoru. Z chromatogramt byly nasledné¢ odeéteny vysledky odpovidajici mnozstvi
jednotlivych chlorfenolli v analyzovanych vzorcich piva.

Z naméfenych hodnot vyplynulo, Ze v nejvy$$im mnozstvi byl ve vSech vzorcich
piv obsazen 2-CP, jehoz obsah se pohyboval vrozsahu hodnot 0,012 mg/l
az 0,144 mg/1. Nejvyssi mnozstvi 2-CP bylo stanoveno ve vzorku piva Svétly lezak
a PSeni¢né s hodnotou 0,144 mg/l. Naopak ve velmi nizkych hodnotach se vyskytoval
3,4-DCP, jehoz mnozstvi ve vzorcich odpovidalo rozmezi 0,001 mg/l az 0,006 mg/l.
Mnozstvi ostatnich chlorfenoli se v jednotlivych vzorcich pomérné lisilo.

V dalsi ¢asti experimentu, ktery byl zaméfen na vyrobu piva v poloprovoznich
podminkach, se analyzovaly vzorky uvatfeného piva, pro jejichz vyrobu se pouzila
chlorovand a nechlorovand voda. Po provedeni plynové chromatografie se mnozstvi
pritomnych chlorfenolti v uvafeném pivu porovnalo s mnozstvim chlorfenolti v redlnych
vzorcich. Bylo prokézano, Ze mnozstvi jednotlivych chlorfenolti v uvafeném pivu
za pouziti chlorované vody odpovidda rozsahu hodnot chlorfenoli obsaZzenych
v redlnych vzorcich piv. Nejvyssi mnozstvi pfipadalo stejné jako u analyzovanych
vzorkd na 2-CP, jehoz obsah zde ¢inil 0,017 mg/l. Jistého rozdilu bylo pozorovano
u 2,5-DCP, jehoz rozsah hodnot ve vzorcich byl stanoven na 0,002 mg/l az 0,079 mg/l,
zatimco v uvafeném pivu jeho hodnota odpovidala 0,001 mg/l. Mnozstvi 2,5-DCP

bylo tedy niz$i neZ v realnych vzorcich piv.
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Mnozstvi chlorfenol v uvafeném pivu, pro jehoz vyrobu nebyla pouzita
chlorovand voda a u néhoz senzoricky nebyla zaznamenidna medicinalni viné,
vykazovalo podstatné nizsi hodnoty oproti pivu uvafené¢ho za pouziti chlorované vody.
Jejich mnozZstvi se pohybovalo fadoveé v desitkach ng/l.

Jako metoda stanoveni chlorfenolti v pivu byl zvolen postup, ktery je pomérné
rychly, jednoduchy a levny. PouZzitd metoda se jevi jako optimalni postup vhodny pro
rutinni analyzy chlorfenold ve vzorcich piva.

Jednou z hlavnich zasad, jak zabranit vzniku chlorfenoli v pivu, je nepouzivat
sanitani prostiedky na bazi chléru k ¢isténi nddob ¢i prostiedki, které prichazeji
do kontaktu s pivem. Dal$i moznosti, jak se vyhnout tomuto nezadoucimu jevu,
je nepouzivat chlorovanou vodu pro vyrobu piva. Pro tyto ucely je vhodné pouzivat
vodu, ktera slouzi kchlazeni mladiny, kdy vysoka teplota zptisobi vytékani
ptebyteéného chléru. Velmi uéinnou metodou je také dechlorace vody s vyuzitim
aktivniho uhli. Béhem tohoto procesu dochézi k zachyceni chléru na filtra¢nim lozi

aktivniho uhli, ¢imz se zamezi nezadoucimu vzniku chlorfenolt v kone¢ném produktu.
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CO
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NaOH
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Oxid uhelnaty
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Dichlorfenol

Electron Capture Detector, Detektor elektronového zachytu
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STD1 Standardni pridavek 1

STD2 Standardni pridavek 2
SO, Oxid sificity
SPE Solid Phase Extraction, Extrakce na pevné fazi

TetraCP Tetrachlorfenol
TriCP Trichlorfenol
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