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Abstrakt

Predkladana diplomova prace se vénuje méteni kalibracnich faktor a zavislosti jejich
stability na experimentalnich podminkach pro ucely kontroly kvality a bezpecnosti
alkoholickych napoji metodou plynové chromatografie s plamenové ionizacni detekci
(GC-FID). Bylo sledovano deset t¢kavych latek (acetaldehyd, methanol, methyl-acetat,
ethyl-acetat, 1-propanol, 1-butanol, 2-butanol, isobutanol, acetal, 3-methyl-1-butanol)
podle pravni legislativy Evropské Komise. Tyto cilové latky byly v pfipravenych
roztocich analyzovany pii 27 rozdilnych podminkach systému. Ke zjisténi vlivu
jednotlivych parametri méfeni na stabilitu kalibra¢nich faktori byla pouzita Taguchiho
multifaktoridlni statisticka metoda. Proménnymi méteni byly zvoleny slozeni matrice,
koncentrace t¢kavych latek, teplota GC injektoru, objem nastiiku vzorku, rozdélovaci
pom¢r nastiiku a teplota detektoru. Kazdy z téchto proménnych faktord nabyval v rdmci
experimentl jednu ze tfi moznych hodnot. Relativni faktory odezvy (RRF) pro kazdou
analyzovanou latku byly porovnany u dvou metod vnitiniho standardu (IS). V jedné
metod¢ byl vyuzit jako interni standard bézné pouZzivany 1-pentanol a v druhé byl
vnitinim standardem ethanol, ktery ptedstavuje hlavni slozku vSech alkoholickych
napoju.

Ziskané vysledky ukazuji, ze rizné faktory a jejich urovné maji rozdilny vliv na
stabilitu relativnich faktort odezvy. Celkova variabilita hodnot byla 13,3 + 1,6 % pro
tradi¢ni metodu interniho standardu a 7,8 £ 1,8 % pro metodu ,,Ethanol jako IS*“. Bylo
prokézéano, ze pii meénicich se podminkach analyzy, poskytuje metoda ,,Ethanol jako IS*
stabiln€j$i hodnoty RRF. Zavedeni této metody do kazdodenni praxe by mohlo

zjednodusit sou€asné postupy méteni alkoholickych produkti a zvysit presnost analyzy.



Abstract

This thesis focuses on measuring calibration factors and the dependence of their stability
on experimental conditions for the purpose of quality control and the safety of alcoholic
beverages using gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID). Ten
volatile compounds (acetaldehyde, methanol, methyl acetate, ethyl acetate, 1-propanol,
1-butanol, 2-butanol, isobutanol, acetal, 3-methyl-1-butanol) were monitored according
to the legal regulations of the European Commission. These target compounds were
analysed in prepared solutions under 27 different measurement conditions. Taguchi's
multifactorial statistical method was used to determine the influence of individual
measurement parameters on the stability of calibration factors. The chosen variables for
measurements were matrix composition, concentration of volatile compounds, GC
injector temperature, sample injection volume, injection split ratio, and detector
temperature. Within the experiments, each of these variable factors took one of three
possible values. Relative response factors (RRF) for each analysed compound were
compared using two internal standard (IS) methods. One method utilised commonly used
1-pentanol as the internal standard, while in the other, ethanol, the main component of all
alcoholic beverages, was used as the internal standard.

The obtained results indicate that different factors and their levels have varying effects
on the stability of relative response factors. The overall variability of values was
13,3 + 1,6 % for the traditional internal standard method and 7,8 + 1,8 % for the "Ethanol
as IS" method. It was demonstrated that under changing analysis conditions, the "Ethanol
as IS" method provides more stable RRF values. The introduction of this method into
everyday practice could lead to the simplification of existing procedures for measuring
alcoholic products and increase the accuracy of the obtained analytical results.
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1 Uvod

Alkoholické produkty hraji vyznamnou roli v potravindiském pramyslu na globalni
urovni, a proto podléhaji pfisnému hodnoceni kvality. Zavazné postupy analytického
hodnoceni lihu jsou soucasti natizeni Komise Evropského spolecenstvi (ES) ¢.2870/2000
ze dne 19. prosince 2000, kterym jsou stanoveny referenc¢ni metody pro rozbor lihovin
v zemich Evropské unie. V souladu s timto nafizenim musi byt alkoholické produkty
podrobeny analyze s cilem zjistit jejich fyzikdlni a chemické slozeni a urcit jejich
organoleptické vlastnosti. Pro ur€eni obsahu organickych piimési v alkoholickych
napojich je ptisluSnym natizenim referen¢ni metodou stanovena plynova chromatografie
s plamenové ionizaéni detekci>.

I ptes pokroky v metodach a instrumentalnich technologiich zlstava analyticka
kalibrace klicovym prvkem v oblasti analytické chemie. Pfedstavuje zasadni krok v
procesu hodnoceni koncentrace sledované latky ve vzorku. Kalibrace je nezbytna, protoze
pfistroje pouzivané v chemické analyze poskytuji informace ve formé intenzity
analytického signalu, ktera sice koreluje s koncentraci analytu, ale pfimo ji nedefinuje.
Hlavnim cilem kalibrace je co nejpiesnéji prevést intenzitu signalu na koncentraci analytu
a zajistit tak spolehlivé vysledky™2.

Podle vySe uvedeného nafizeni se pro kvantifikaci t€kavych kongenert v lihovinach
vyuziva metoda vnitiniho standardu®*. Kalibrace je realizovéana analyzou standardniho
roztoku se znamou koncentraci latek. Z plochy signalu analytu a interniho standardu se
urci relativni faktor odezvy RRF, ktery se nasledné pouzije pro vypocet koncentrace
méfeného analytu**. Pred vlastni analyzou musi byt tedy roztok interniho standardu
pfidavan jak do standardnich roztokd, tak i do méfeného vzorku. VétSinou se jednd o
proces casové zdlouhavy a hodnoty RRF nemusi zlstat za vSech podminek analyzy
konstantni a opakovatelné®. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, do jaké miry
zustavaji hodnoty RRF stabilni pfi zméné vybranych kontrolnich faktorii. Pro navrzeni

efektivniho experimentu, ktery je tvofen kombinaci riznych tUrovni sledovanych
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parametrtl, byla vyuZita statistickd metoda Taguchiho experimentalniho designu. Ugelem
pouziti této metody bylo najit nezavislé proménné, které ptispivaji k variabilité
kalibracnich faktorti vyznamnym zptisobem a nalézt optimalni podminky analyzy, které
vedou k robustnym hodnotam RRF.

Dalsim cilem bylo porovnat dvé metody interniho standardu. Pfi jedné metodé byl
internim standardem bézné pouzivany 1-pentanol, pii druhé metodé¢ byl vnitinim
standardem ethanol. Ethanol ptedstavuje majoritni slozku vSech lihovin, a proto se
nemusi k analyzovanému vzorku ani ke standardnim roztokim pfidavat zvlast.
Koncentrace tékavych kongenerti musi byt dle nafizeni uvedena v miligramech na litr
absolutniho alkoholu. Proto je nutné v daném vyrobku stanovit obsah alkoholu a
z diivodu piepodtu rovnéz jeho hustotu®*. U metody vyuZivajici jako interni standard
ethanol tyto kroky odpadaji. Z tohoto divodu se tato metoda jevi jako piesnéjsi,

robustngjsi a ¢asové méné naroéna®’.
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2 Teoreticka cast

2.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC, angl. Gas Chromatography) je analytickd separaéni
technika, kterd ma vyznamné postaveni v analyze t&kavych latek v plynném stavu'~. Je
velice vyuZivanou metodou, protoze umoziuje stanoveni Sirokého spektra latek pfii
jednoduchém a rychlém provedeni analyzy. Poskytuje u¢innou separaci i slozitych smési
latek a dokéaZe pracovat s malymi mnoZstvimi vzorkd®?. Plynova chromatografie je
vyuzivéana jak v rutinnich analyzach, tak i ve vyzkumnych laboratotich. Nachazi Siroké
uplatnéni v riiznych odvétvich chemického, petrochemického® a farmaceutického
primyslu®!°. Standardné se pouziva pro sledovani kvality ovzdusi a pro environmentalni

:6,10

testovani pesticidii'’. Je nepostradatelnou technikou v toxikologii®!® a diky derivatizaci

se jeji aplikace rozsitila také na biomedicinské analyzy*. Sehrava vyznamnou roli

3,4,10

v potravinarském a kosmetickém pramyslu a patii také mezi nejvice pouZzivané

16 Siroké uplatnéni plynové

instrumentalni metody v Celn€ technické laboratofi
chromatografie vychazi z rozsahlého vybéru davkovacich systémil a z vysoké variability
detek¢nich moznosti, coz umozZiluje provadét kvalitativni a kvantitativni analyzu mnoha

chemickych latek??.

2.1.1 Davkovaci systémy v plynové chromatografii

Existuje fada technik vpraveni vzorku do chromatografického systému. Pro vybér
vhodného zplsobu nastiiku analyzovaného vzorku se zohlediiuje nékolik kritérii: typ
analytické kolony (napliova, kapilarni), fyzikalné-chemické vlastnosti analyzovanych
vzorkli, mnozstvi vzorku, koncentrace stanovovanych analytt, jejich body varu, rozsah

t&kavosti, tepelna i chemick4 stalost a pod*”-8,
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2.1.1.1 Metody nastriku kapalnych vzorku

Pro davkovani kapalnych vzorkii, mezi které patii zkoumané alkoholické produkty, se
pouzivaji kalibrované injekéni stfikacky nejéastéji o objemu 0,1 pl az 10 pl”'®
Nejuniverzalngjsi metodou nastiiku vzorku do kapilarni kolony je davkovani s délicem
toku (split injection). Cely davkovany objem vzorku (vétSinou 0,1 — 2 ul) je injektorem
zaveden do vyhiatého lineru, kde dochazi k jeho okamzitému odpateni®®. Pomoci délice
toku se dostava na kolonu jen definovany podil ddvkovaného mnozstvi, vétsi cast vzorku
je spolecné s nosnym plynem odvedena ze systému ven, coz pomahd zabranit pietizeni
kolony. Tento zpisob davkovani je vyuzivan u koncentrovanych, piipadné i
kontaminovanych vzorkl. Nizké davkovaci objemy poskytuji ostré pocatecni zény a
vedou k tginné separaci analyt(!-20-3031,

Dalsim zptsobem je davkovani bez délice toku (splitless injection). V tomto piipadé
je né&jakou dobu po dadvkovani vzorku déli¢ toku uzavien a do kolony se dostava vétsina
davkovaného vzorku (1 — 5 pl). Tento zplisob nastiiku se vyuziva pii stopovych
analyzach, pti analyze fedénych vzorki a vzorkd, které obsahuji slouceniny s relativné
vysokym bodem varu. Z divodu delsi doby nanéseni vzorku na kolonu (splitless perioda)
dochazi k roz§ifeni nastiikové zony a k silnému chvostovani piki, proto je nutna nasledna
refokusace zony vzorku?®?7-%.

Vedle téchto nejpouzivanéjSich technik existuji i dal$i metody néastfiku vzorku.
prostfednictvim velmi tenké jehly injektoru, ktery umoziuje zavést cely davkovaci objem
vzorku pfimo do kolony a k odpateni vzorku dochézi v tomto ptipadé aZ v koloné. Tento
typ nastiiku se vyuziva napiiklad pfi analyze nestabilnich latek a je zakladni metodou
nasttiku vzorku v ptipadé¢ pouziti napliiovych kolon. Nevyhodou je mozné kontaminace
kolony méné tékavymi latkami!®2°,

Pro analyzu termolabilnich sloucenin je vhodny Teplotné programovatelny nastiik
(PTV, angl. Programmable Temperature Vaporizer). Vstiikovaci port je v misté
davkovani vzorku nastaven na nizkou teplotu, zpravidla pod bod varu rozpoustédla.
K rychlému zahtati portu dochazi teprve po injektdzi vzorku, aby se s rozpousStédlem
odpafil 1 cely vzorek. PTV lze pouZzit v rezimu split/splitless a diky tomu je mozné
analyzovat vzorky s vysokou 1 nizkou koncentraci analytti. Dal§imi moZnostmi nastiiku
vzorkl jsou napiiklad velkoobjemové davkovani (LVI, angl. Large Volume Injection)

davkovani pyrolyzou nebo termodesorpce!®2%27,
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2.1.1.2 Metody nastriku plynnych vzorku

Jednou ze zékladnich metod davkovani vzorku pouzivanych pii analyze t€kavych latek
je technika headspace (HS). Je zaloZena na analyze t€kavych slozek pfitomnych v plynné
fazi, ktera se nachazi nad hladinou kapaliny nebo nad povrchem pevného vzorku®>*3.

RozliSujeme dva zdkladni typy headspace techniky, a to statickou a dynamickou
headspace.

Pti statické headspace analyze jsou kapalné nebo pevné vzorky situovany
v uzavienych plynotésnych nadobkach po dobu pottebnou k ustaveni rovnovahy
tékavych slozek vzorku mezi plynnou fazi a kapalnou, pfipadné pevnou fazi >3,
Nasledn¢ je alikvotni ¢ast plynné faze odebrana z naddobky a nastfiknuta na analytickou
kolonu. Pro davkovani maze byt pouzita plynotésna stiikacka nebo ventilovy systém
s davkovaci smy¢kou?>,

U dynamické headspace proudi nosny plyn nad hladinou vzorku, postupné vymyva
vSechny tekavé slozky ze vzorku a unasi je v plynné fazi do analyzatoru. V praxi se ¢astéji
vyuziva zpusob Purge-and-Trap, kdy je davkovaci systém opatfen probublavacim
zafizenim. Probubldvanim vzorku jsou tékavé latky extrahovany z roztoku a nasledné
jsou zachyceny v kryogenni nebo sorpcni kolonce, které je udrzovana pti nizké teploté.
Do mobilni fize jsou nasledné zadrzené latky desorbovany rychlym ohfatim kolonky>>34.

V soucasnosti se s oblibou vyuziva spojeni headspace techniky s mikroextrakci na
pevné fazi (HS-SPME, angl. Solid Phase MicroExtraction). SPME je pokrokova metoda
univerzalni pro mnoho aplikaci s moznosti automatizace. Principem techniky je sorpce
analytil na kfemenné vldkno s modifikovanym povrchem z plynné faze nad kapalnym ¢i
pevnym vzorkem. Pro vlastni sorpci se miize vyuzit jak adsorpcnich tak absorpénich
procesti. Poté jsou zachycené analyty desorbovany z vlakna na analytickou kolonu
plynového ¢i kapalinového chromatografu. Mezi hlavni vyhody SPME se fadi eliminace
rozpoustédel a moZnost opakovaného pouziti vldken. Technika SPME se s vyhodou

pouziva zejména pro stopovou analyzu latek’®37.

2.1.2 Detektory

Jednim z nejbéZnéji pouzivanych detektorti v plynové chromatografii je plamenové
ionizacni detektor (FID, angl. Flame Ionization Detector). V souladu s nafizenim Komise
ES byla tato detek¢ni technika pouzita pro analyzu t€kavych latek v této diplomové praci
a podrobnéji je ji vénovana nasledujici kapitola 2.1.2.1.

Nejstarsim detektorem pouzivanym v GC je tepeln€ vodivostni detektor (TCD, angl.
Thermal Conductivity Detector). Je vybaven dvéma vlakny, kterd jsou zhavena stalym
elektrickym proudem. Jedno vldkno je umisténo pied nasttikovou hlavou a slouzi jako

referentni pro Cisty nosny plyn. Druhé vlakno, umisténé na vystupu kolony, je mérné a
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proudi ptes n¢j plyn z kolony. Slozka pfitomna v mobilni fazi méni jeji tepelnou vodivost,
a to vede k zméné teploty a elektrického odporu mérného vlédkna. Elektrické odpory obou
vlaken se porovnavaji ve Wheatstoneové mistku’'®!?. Jednd se o univerzalni detektor
s Sirokym linearnim dynamickym rozsahem, ale relativné nizkou citlivosti'®. Pouziva se
pro analyzu anorganickych plynii a organickych latek s nizkou molekulovou hmotnosti'®.
TCD lze vyuzit i pro analyzu nékterych latek, které neposkytuji odezvu v plamenové
ioniza¢nim detektoru, napf. stanoveni oxidu uhli¢itého®.

Citlivou detekci sloucenin obsahujicich elektronegativni funk¢ni skupiny, jako jsou
napfiklad halogeny, nitroskupiny nebo peroxidy, poskytuje detektor elektronového
zachytu (ECD, angl. Electron Capture Detector)’. Uvnitf detektoru se nachazi
radioaktivni B zafi¢ (obvykle ®*Ni) emitujici rychlé elektrony, které ionizuji nosny plyn,
¢imz dochazi k emisi pomalych (termdlnich) elektronti a k tvorbé konstantniho proudu.
Termélni elektrony jsou zachycovéany elektronegativnimi atomy, tim dochazi k poklesu
jejich podtu a tedy i k poklesu intenzity protékajiciho elektrického proudu!'®!*!8. Pro
vysokou selektivitu k halogenovanym organickym latkam, jako jsou pesticidy,
polychlorované bifenyly apod., se stal ECD jednim z nejvice pouZivanych detektort pti
analyzach vzorki Zivotniho prostiedi'®.

Dalsim detektorem vyuzivanym v GC je plamenové fotometricky detektor (FPD,
angl. Flame Photometric Detector), ktery je zalozeny na specifické emisi svétla o urcité
vlnové délce pii hoteni latky obsahujici heteroatomy ve své molekule. UmoZiluje vysoce
selektivni detekci latek s fosforem ¢i sirou ve své struktufe a proto se pouziva pro jejich
stopovou analyzu v komplexnich matricich vzorki zivotniho prostfedi, pro analyzu
vzorki potravin nebo pro analyzu plynti s obsahem siry!®340,

U fotoionizaéniho detektoru (PID, angl. Photolonization Detector) jsou eluované
molekuly ionizované v ioniza¢ni komirce UV zafenim, jehoz zdrojem je UV lampa o
vysoké energii. Vznikly proud je umérny koncentraci eluované slozky. Jedna se o vysoce
citlivy detektor vhodny pro analyzu sloucenin ionizovatelnych UV zéafenim, jako jsou
napiiklad organické latky, kyslik, sulfan, amoniak '8,

V soucasné dob€ se v praxi stile Castéji vyuzivd spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni detekci GC-MS (MS, angl. Mass Spectrometry). Tato tandemova metoda
umoZziuje separaci latek ze slozitych smési a jejich identifikaci v jedné analyze*'. Béhem
analyzy jsou neutrdlni molekuly vzorku undseny nosnym plynem systémem plynového
chromatografu, kde dochazi k jejich separaci. Nasledné vstupuji do detektoru, kterym je
hmotnostni spektrometr. V iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru dochézi k jejich
ionizaci. Vzniklé ionty jsou pak separovany v hmotnostnim analyzatoru podle jejich
poméru hmotnosti a nadboje a nasledné jsou detekovany. Vysledkem méfeni je
chromatogram, ktery poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni data analyzy a hmotnostni
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spektrum, které slouzi k identifikaci neznamych analytii a poskytuje informace o
struktufe a z ni vyplyvajicich chemickych vlastnostech molekul**. Vyhodou této techniky
je moznost porovnani ziskaného hmotnostniho spektra s knihovnou spekter'®. Je vhodna
pro méné polarni a tékavé termostabilni latky*'. Pro svou vysokou citlivost a schopnost
detekovat 1 velmi malé mnoZstvi latek se stala nezastupitelnou technikou pii stopové
analyze organickych sloucenin a je nejvykonnéj$im nastrojem pro analyzu komplexnich
smési organickych a biochemickych molekul®’. Hmotnostné spektrometricky detektor se
fadi mezi nejuniverzalngjsi detektory v GC’. Aplikaéni oblast GC-MS je Siroka a
uplatnéni této techniky nachazime v analytickych laboratofich mnoha primyslovych
odvétvi. Standardné¢ se pouziva v toxikologickych laboratofich, kde umoziuje
identifikaci a kvantifikaci ndvykovych a dopingovych latek. V potravinarském primyslu
je vyuzivana pro analyzu tékavych latek ovlivitujicich chut’ a viini potravin a rovnéz se
uplatituje pii hodnoceni trvanlivosti potravin. V oblasti ekologie je u¢innym nastrojem

stopové a ultrastopové analyzy polutantii ve vzorcich ovzdusi, vod a piid*2.

2.1.2.1 Plynova chromatografie s plamenovym ioniza¢nim detektorem

Jedna se o Siroce vyuzivanou techniku pro kvantitativni analyzu organickych latek na bazi
uhliku. Principem detekce je spalovani organickych sloucenin eluovanych z kolony
v plaminku vodiku a vzduchu, ktery ma minimdalni vodivost, protoZe obsahuje velmi mélo
iontli. Tepelna energie plamene zplsobi Stépeni chemickych vazeb detekovanych
sloucenin, coz vede k tvorbé nestabilnich radikalt -CH. Ty rychle reaguji s kyslikem za
vzniku nabitych ¢astic CHO™ a elektront. Vzniklé ¢astice s ndbojem zprostiedkuji vedeni
elektrického proudu mezi dvéma elektrodami (jednu elektrodu tvofi samotny hotak,
druha sbérna elektroda je umisténa nad plamenem), na které je vloZeno napéti asi 300 V
(Obr. 2.1 a Obr. 2.2). Vznikly proud je néasledné zesilen vysokoimpedacnim zesilovacem

a zpracovan'8-2021.22,
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Obrazek 2.1: Schéma plamenového Obrazek 2.2: Vznik nabitych castic
ionizacniho detektoru, (Prevzato z °!). v plamenovém ionizacnim detektoru,

(Prevzato z *!).

Plamenovy ioniza¢ni detektor ptedstavuje vykonny detektor vynikajicich kvalit —
poskytuje vysokou citlivost (mez detekce se pohybuje v pikogramech uhliku za sekundu),
nizkou Giroveri $umu a velmi $iroky linedrni dynamicky rozsah (107). Rusivé faktory, jako
jsou napiiklad teplota detektoru nebo zmény pritoku mobilni faze, maji na odezvu
detektoru jen nepatrny vliv’?!. Detektor generuje signal pro Sirokou §kalu organickych
sloucenin, pfiCemZ intenzita signdlu roste pouze s poctem uhlikovych atomt
poskytujicich ionty CHO", tzv. efektivnich uhlikovych atomi. Atomy uhliku, které jsou
vazané s kyslikem dvojnou vazbou (CO, CO2, HCOOH apod.) signal neposkytuji. To
plati také pro vétSinu anorganickych plynt (SO2, NH3 apod.), nékteré oxidy dusiku (NO,
N20 apod.) a vodni paru. Voda a heteroatomy mtizou v diisledku rekombinanénich reakci

7.13,1820.23.2425 ‘Nevyhodou plamenového ioniza¢niho

zpusobit pokles odezvy detektoru
detektoru je jeho destruktivni charakter a nutnost pouziti dodate¢nych plynti s regulatory
tlaku. Mezi dalsi nevyhody se fadi také skute¢nost, Ze vodik je hoflavy a se vzduchem
tvofi vybuSnou smés. Z bezpe¢nostniho hlediska proto muize pouZivani vodiku
predstavovat ur¢ité riziko’S.

2.1.3 Vyhodnoceni chromatografické analyzy, vybrané charakteristiky

metody

Vysledkem chromatografické analyzy je chromatogram, coz je graficky zdznam
zéavislosti signalu detektoru na Case. Chromatogram poskytuje informace o slozeni
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analyzované smeési, o kvantitativnim zastoupeni jednotlivych slozek a také o separacni

Gi¢innosti chromatografického systému®.

2.1.3.1 Kvalitativni analyza
K identifikaci latek ve smési rozdélenych plynovou chromatografii slouzi retencni casy
nebo retencni objemy. Chromatografické piky reprezentuji separované slozky smési a
videalnim ptipad¢ maji symetricky tvar Gaussovy distribuce a navzijem se
nepiekryvaji’.

Mezi zakladni retenéni charakteristiky patii:

Retencni cas tr [min] odpovida celkovému cCasu, ktery stravi slozka v kolong.
Z chromatogramu je odecitan jako vzdalenost od nastfiku vzorku do zaznamenani
maxima prislusného chromatografického piku detektorem.

Retencni objem Vr [ml] je objem nosné¢ho plynu potiebny k eluci slozky pfi

objemovém priitoku mobilni faze Fy [ml/min] a je vyjadieny vztahem:

Ve = Fy - tg (2.1)

Retencni ¢as se déli na ¢as, kterym se analyt pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako
mobilni faze, tj. retencni ¢as analytu, ktery neni v kolon€ zadrzovan — mrtvy retencni cas
ty [min] a Cas, ktery analyt stravi se stacionarni fazi — redukovany retencni cas tj [min],
podle vztahu:

tr = ty + tp (2.2)

Retencni faktor k je parametr pro ur€eni retencnich vlastnosti analytu. Je to pomér
casu, ktery analyt stravi ve stacionarni fazi a v mobilni fazi. Charakterizuje separaci
z hlediska rychlosti a Casto se pouziva k porovnani, jak rychle se analyty pohybuji
v riznych kolonach. Optimalné€ se hodnota reten¢niho faktoru pohybuje v rozmezi 1 az 5

a zavisi na teploté a typu kolony”%111.12,

k= (tg — ty)/ty = tr/ty (2.3)

Retencni charakteristiky nejsou neménnou vlastnosti analytu. Jsou vysledkem
specifické interakce analyzované slozky se staciondrni a mobilni fazi v daném
chromatografickém systému. Pti kvalitativni analyze se proto srovnavaji retencni data
neznam¢é latky sretenénimi daty standardnich latek analyzovanych za stejnych

experimentalnich podminek® '3,
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2.1.3.2 Kvantitativni analyza

Zjisténi kvantitativniho zastoupeni analytli ve vzorku je zalozeno na porovnani ploch
nebo vysek chromatografickych piki stanovovanych slozek a standardii o zndmé
koncentraci. Plocha piku je nejpfesnéji urCovana pocitatovou integraci. Kvantitativni
vyhodnoceni na zadklad¢ vySky se v praxi vyuzivd jen minimalné, a to pouze u
symetrickych a uzkych pikt. Pti stanoveni obsahu analyzovanych komponent se vychazi
z vlastnosti pouzitého detektoru'*.

Pro kvantitativni vyhodnoceni jsou bézné pouzivany metody:

Metoda vnéjsiho standardu — Jednéa se o univerzalni metodu, kterd je zalozena na
experimentalnim zjisténi relace mezi mnozstvim vzorku a jeho odezvou zkouseného a
porovnavaciho roztoku. Vzorek a standardy jsou ptipravovany oddélene. Nevyhodou této
metody je nutnost dodrzeni presnych objemi davkovanych vzorkd a vliv matricovych
efektt.

Metoda standardniho pridavku — Provadi se nastfik samotného vzorku a vzorku
s pfidanym znamym mnozstvim c¢isté stanovované slozky. Z odezvy obou nastfikl 1ze
vypocitat mnozstvi latky v ptivodnim vzorku za ptedpokladu linearni zavislosti odezvy
na koncentraci analytu. PouZziva se metoda s jednim pfidavkem standardu nebo metoda
nasobnych ptidavki.

Metoda vnitrni normalizace — U této metody je zjistovan podil ploch pika
stanovovanych latek k celkové plose vSech detekovanych pikii. Mnozstvi dané latky se
pak vyjadiuje jako relativni frakce z celku. Zakladnim pfedpokladem pro pouziti této
metody je separace a néslednd detekce vSech slozek. Vyhodou této metody je, Ze neni
potieba znat presné objemy davkovanych vzorki.

Metoda vnitiniho standardu — Vnitini standard (IS, angl. Internal Standard) je
referencni latka s pfesné¢ zndmou koncentraci, kterd je chemicky a fyzikalné¢ podobna
stanovovanym analytim. Tato latka musi poskytovat samostatny pik v blizkosti pikl
analyzovanych slozek ve vzorku. Vnitini standard je pfiddvan jak k analyzovanému
roztoku standardu, tak k analyzovanému roztoku nezndmého vzorku. Tato metoda ma
nékolik vyhod. Zejména neni citlivd na pfesnost davkovaného objemu vzorku pfii
nastiiku. Dale pouziti vnitfniho standardu odstranuje vlivy zménénych pracovnich

podminek (slozku, kterou stanovujeme, 1 IS ovlivni tato zména stejnou meérou).
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2.1.3.3 Relativni faktory odezvy

Jak jiz bylo zminéno, pro kvantitativni analyzu se v GC nejb€znéji vychazi z plochy piku,
ktera piedstavuje odezvu detektoru na analyzovanou slouceninu. Pomér mezi odezvou
detektoru 4; a koncentraci i-t¢ analyzované slouceniny ¢; je charakterizovan jako faktor
odezvy (RF, angl. Response Factor), plati tedy**:

RF = Ai/ci (24)

V disledku zmén v analytickém systému zplisobenych vlivem rtznych faktort, jako
jsou davkovani vzorku, variace v instrumentalnim nastaveni a v podminkach na koloné
(split, teplotni program, priitok nosného plynu) miize dochézet k odchylkam v odezvovém
faktoru’. Hodnoty RF jsou ovlivnény rovnéz typem detektoru, a také vlastnostmi

4446 Moznym zplsobem, jak ptekonat variability faktoru

analyzovanych sloucenin
odezvy, je kalibrace GC systému metodou vnitiniho standardu a pouziti relativnich
faktorit odezvy (RRF, angl. Relative Response Factors). Na hodnotu RRF miize mit vliv
druh detektoru, vlastnosti slou¢enin a zvolend referencéni latka. Zmény v
chromatografickém systému a zmény, ke kterym dochazi v pritbéhu ¢asu, by na hodnotu
RRF nemély mit zasadni vliv*®. RRF je mozné predem uréit z experimentalng ziskanych
dat, z poméru ploch (nebo vysek) piki referencni latky a vnitfniho standardu, jejichz

koncentrace jsou zndmé**, podle vztahu:

st st
RREIS = 5. Als
i ASt st

i 1s

(2.5)
kde A$* a AL jsou plochy piku i-té slozky a vnitiniho standardu v standardnich roztocich,
¢t a ¢t jsou koncentrace i-té slozky a vnittniho standardu. V literatuie je nékdy uvadén
1 vypocet pro RRF v obraceném poméru koncentrace a plochy pro i-tou slozku 1 vnitini
standard, na rozdil od tradi¢niho zapisu znazornéného ve vztahu (2.5). Pro analyzu latek
nema zvoleny typ vypodtu zadny vliv*.

Hodnota RRF muZe byt nasledné pouZita pro vypocet hledané koncentrace cilové

latky v méfeném vzorku pomoci vztahu:

test

A
Citest — RRFiIS . A;est . It:s?St (2.6)
IS
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kde C}®5t je hledana koncentrace i-té slozky v analyzovaném vzorku, C/€5t je koncentrace

vnitfniho standardu v analyzovaném vzorku, A% a  A%¢tjsou plochy piki i-té slozky a
vnitiniho standardu v analyzovaném vzorku.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze pfi méfeni RRF timto experimentilnim zptsobem je
nutné mit k dispozici standardy vsech latek, které maji byt kvantifikovany*’. To miZze
predstavovat problém u komeréné nedostupnych latek nebo u latek nestabilnich®>-.
Z tohoto diivodu a rovnéz z diivodu ¢asové narocnosti experimentalniho méfeni RRF pro
kazdou slozku analyzované smési byly navrzeny i dalii zpiisoby pro ziskdani RRF*’,

Jednou z alternativnich moZznosti je Databaze faktorii odezvy, ktera shromazd’uje RRF
ziskané za stejnych chromatografickych podminek. Vyhodou databaze je tspora casu,
protoze RRF sta¢i meéfit pouze jednou a =zaroven hodnoty RRF vykazuji
reprodukovatelnost mezi jednotlivymi pfistroji, stabilitu v Case a relativni robustnost pii
zménach podminek analyzy*. Databaze faktorti odezvy ovsem opét nefesi problém pii
analyze nedostupnych sloucenin. Tyto latky musi byt pro ziskdni RRF obtizné
syntetizovany. Proto byla snaha vyvinout dal$i zptsoby, jak ziskat hodnoty RRF, se
zaméfenim zejména na jejich predikci®*.

Empiricky model, Efektivni uhlikové cislo, vychazi ze skuteCnosti, ze u t€kavych
organickych latek je odezva FID obecné imérnd poctu jejich uhlikil s niz§im piispévkem
¢astecnd oxidovanych uhlik*’. Ve skute¢nosti se vlastné jedna o poloempirickou metodu,
protoze v piipadé, Ze slouc¢enina obsahuje novou a nepopsanou funkéni skupinu, musi byt
presto prispévek oxidovanych uhlikli stanoven experimentaln&®.

Dalsi skupinou prediktivnich metod jsou teoretické modely:

o Kvantitativni korelace mezi strukturou a vlastnostmi latek, kdy jsou RRF
odhadnuty na zéklad¢ deskriptori odvozenych vyhradn€ z molekularni
struktury, bez ohledu na to, zda je slou€enina k dispozici ¢i nikoli. V disledku
Siroké Skaly funkénich tfid a rozmanitosti struktur latek vyskytujicich se
v chemii zahrnuje tento model rozsahly a velmi sloZity soubor parametri,
v nékterych ptipadech zahrnujici pfedchozi vypocet efektivniho uhlikového
gisla®>,

e Predpoved na zakladé spalovacich entalpii, piedpovéd RRF vychazi

z termodynamickych charakteristik hoteni, ke kterému dochazi ve FID a

z molekulového vzorce slouceniny. Bylo zji$téno, Ze na zakladé hodnot entalpii

piedvidatelnych z molekulovych vzorci, je mozné predpovédét hodnoty RRF

piimo z poétu riiznych atomi slouceniny™®.
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2.2 Taguchiho experiment

Metoda Taguchi, zndma také jako Taguchiho multifaktorova analyza, je statisticka
optimalizacni technika pouzivand v riiznych oblastech (inZenyrstvi, strojirenstvi,
biotechnologiich, marketingu a reklam¢) ke zlepSeni kvality produkti a vykonnosti
procest®. Taguchiho experiment vyvinul japonskym inZenyr a statistik Genichi Taguchi.
Zahrnuje systematicky pfistup k optimalizaci procesu tim, ze se meéni vstupni faktory
(nezévislé proménné) k urceni jejich vlivu na vystup (zavislou proménnou) a soucasné
minimalizuje variabilitu a identifikuje nejleps$i kombinaci faktorii®!. Taguchiho metoda
zahrnuje pouziti ortogonalnich poli, kterd odhaduji vliv jednotlivych faktori na primér a
variabilitu odezvy. Ortogonalni pole udava vyvazenost navrhu, kazdy faktor ma stejnou
vahu. Proto lze kazdy faktor hodnotit nezavisle na ostatnich®. Misto toho, aby se
testovaly vS§echny mozné kombinace, testuje Taguchiho metoda dvojice kombinaci. To
umoznuje shromazdit potfebnd data a urcit, které faktory nejvice ovlivituji vysledek s
minimalnim mnoZstvim experimentdi, ¢imz se Setii ¢as a zdroje®!*®. Také vychazi
z predpokladu, Ze I1ze kontrolovat pouze nékteré faktory, které urcuji variabilitu hodnoty.
Nekteré kontrolovat nelze, ty se nazyvaji Sumové faktory. V Taguchiho navrhu tedy
identifikujeme fidici kontrolovatelné faktory, ty se méni tak, aby se zjistilo optimalni
nastaveni fidicich faktort a eliminovaly Sumové faktory. Vysledek bude konzistentni
s minimalnim vlivem prostedi®®.

V plynové chromatografii (GC) Ize Taguchiho metodu pouzit k optimalizaci

experimentalnich podminek, jako je napt. teplota kolony, priitok a objem vzorku®’.

23



3 Alkoholické napoje

Jako alkoholické napoje jsou definovany napoje s obsahem minimalné 0,5 objemovych
% ethanolu®. Alkoholické napoje, kde ethanol tvoii nejméné 15 objemovych %, se
nazyvaji lihoviny®’. Do této skupiny se nefadi pivo a vino. Alkoholické produkty
predstavuji komplexni smés sloucenin, které odpovidaji za celkovy charakter a kvalitu
napoje. Zasadni podil v lihovindch tvofi ethanol a voda. Dalsi latky, jako jsou
karbonylové slouceniny, alkoholy, estery, kyseliny a acetaly, vznikaji jako vedlejsi
produkty pii alkoholovém kvaseni, destilaci, skladovani a zrani®'. SloZeni a koncentrace
téchto tékavych sloucenin se mohou znac¢né lisit. Zavisi na druhu pouzitych surovin, na

jejich kvalité a také na podminkach fermentacniho procesu’?

. Tato skupina latek
vyznamné ovliviiuje organoleptické vlastnosti napoji, a proto je dilezité, aby bylo jejich
zastoupeni v lihovinach vyvazené. Stanoveni obsahu téchto slou¢enin ma vyznam nejen
pro urceni senzorickych vlastnosti, ale miiZze byt také pouZito pti odhalovani nezakonnych
lihovin, protoze nesrovnalosti ve sloZeni jednotlivych kongenerli mohou byt vyuZity
k identifikaci odchylek, které naznacuji nesoulad ve vyrobnich procesech’’. Dalsim
dalezitym divodem stanoveni tékavych kongeneri v alkoholickych népojich jsou
zdravotni aspekty. Nekteré kongenery, zejména methanol, mohou byt toxické a
zpiisobovat neZadouci zdravotni uCinky vcetné otrav. Urcovani obsahu téchto latek

zvysuje bezpe&nost konzumace alkoholickych napojii®!.
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3.1 Hlavni tékavé slouceniny alkoholickych napoju a jejich vliv
na organismus

3.1.1 Alkoholy
Ethanol

Z divodu masové konzumace lze ethanol povazovat za toxikologicky nejvyznamnéjsi
alkohol®. Pati{ mezi nejéastéji zneuzivané navykové latky po celém svété.

Konzumace alkoholu miize byt spojena s riznymi zdravotnimi problémy. Po poziti
napoje s ethanolem dochazi k jeho absorpci v zaludku a tenkém stfevé. V zaludku
zpomaluje proces vstiebavani pfitomnost potravy. Konzumace teplych alkoholickych
napoju, konzumace na la¢no a ptitomnost oxidu uhli¢itého v napojich vsttebavani naopak

6263 Ethanol je dobie rozpustny ve vod& i v tucich, snadno prostupuje

urychluje
membrany a je distribuovan do télnich tekutin a organii. Hlavnim orgdnem, kde dochazi
k metabolické pfeméné ethanolu, jsou jatra. Enzym alkoholdehydrogendza (ADH)
katalyzuje pfeménu ethanolu na acetaldehyd. Acetaldehyd je ptes acetat konvertovan na
acetyl CoA, ktery vstupuje do Krebsova cyklu, jehoz reakcemi je oxidovan na CO; a
vodu®%,

Projevy plisobeni ethanolu na organismus zahrnuji jeho u¢inek na centralni nervovy
systétm (CNS), gastrointestinalni trakt, kardiovaskularni systém, dychaci centrum a
metabolismus®.

Utinek alkoholu na CNS predstavuje nékolikahodinové ovlivnéni mentalnich
schopnosti ¢lovéka a pfipomina plsobeni narkotik. Zpocatku, pfi niZ§i koncentraci
ethanolu (pfiblizné€ 0,5 g/kg) se zmény v chovani ani nemusi zvlast projevit. Mirné davky
navozuji ptijemné uvolnéni, objevuje se zvySena druznost, euforie, pfipadn¢ sedace.
Dalsi zvySovani obsahu alkoholu v krvi vede k porucham rovnovdhy a motorické
koordinace, klesa pozornost a schopnost soustfedéni. Dostavuji se problémy s artikulaci,
jednani je impulzivni a socialné nezddouci®®*,

ProtoZe ethanol je stimulans tvorby Zalude¢ni kyseliny, mize byt projevem zvySeného
abusu ethanolu nauzea, nevolnosti a zvraceni. V hypofyze ethanol inhibuje tvorbu
antidiuretického hormonu, ktery reguluje hospodateni s tekutinami. To vede ke zvySené
diuréze a dehydrataci. Reakce podilejici se na metabolické pfeméné ethanolu vedou
k inhibici glukoneogeneze a u osob snizkou =zasobou glykogenu dochazi
k hypoglykémii®>®. Dalsi oblasti piisobeni alkoholu je kardiovaskularni systém. Dochézi
k hypotenzi, tachykardii, vasodilataci. Vasodilatace spolu se zvySenym pocenim vedou

k hypotermii.
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Obsah alkoholu v organismu vyssi nez 3 g/kg piedstavuje ohrozeni na zivoté. Dochazi
ke snizené citlivosti dychaciho systému na cizi télesa (napt. zvratky) a hrozi aspirace. Pfi
mnozstvi 4 g/kg ethanolu hrozi bezvédomi a zastava dechového centra®.

Klinicky nachazime zna¢n€ heterogenni skupinu pfiznakt. Stupenn intoxikace
ethanolem ovliviiuje jednak mnozstvi pozitého alkoholu, frekvence konzumace,
individudlni tolerance, télesnd konstituce a v neposledni fad¢ rychlost poziti.

Pravidelnd konzumace alkoholickych népojii u chronickych alkoholikii vede ke
zvysené toleranci organismu na jejich uc¢inek v dusledku adaptace CNS. Dochazi
k poskozeni jater a k porucham metabolismu. Je poruSena Cinnost mozku a dochézi

k celkové télesné devastaci®®*,

Methanol

Methanol je bezbarva €ira té¢kava tekutina, ¢ichem a chuti téméft neodlisitelnd od ethanolu.
Je neomezené rozpustny ve vodé, jinych alkoholech a éterech. Je hoflavy a vysoce
toxicky. V nizkych koncentracich je pfitomnost methanolu v lihovinach bézné. Vznika
jako nezadouci produkt z pektini, které se vyskytuji zejména v nezralém ovoci. B€hem
destilacnich procesii pii vyrobé lihovin ho nelze dostate¢né oddé€lit. Mnozstvi methanolu,
které vznika timto zplUsobem, je zdravotné nezavadné. Pficinou toxikologicky
vyznamného mnoZzstvi methanolu v alkoholickych népojich je nejcastéji ilegalni vyroba
lihovin. Divodem muize byt nespravny vyrobni proces nebo zamérné piidani methanolu
do alkoholickych napoji zdavodu navySeni objemu nebo snizeni vyrobnich
nékladf®’-686,

Z hlediska toxicity nepfedstavuje methanol sam o sobé riziko — toxicky piisobi na
organismus jeho metabolické produkty. V prvnim kroku metabolismu dochazi k oxidaci
methanolu enzymem alkoholdehydrogenaza (ADH) za vzniku formaldehydu. Pokud je
lécba zahdjena v tomto kroku, je velkd Sance na zmirnéni otravy. JelikoZz se ADH
uplatituje jak pfi metabolické pfeméné methanolu, tak 1 v metabolickych drahach
ethanolu, a zarovenn ma ethanol k tomuto enzymu vys$i afinitu nez methanol, mize
oxidaci methanolu kompetitivné inhibovat. Methanol, ktery nepodléha metabolické
aktivit¢ enzymu, odchazi ztéla v nezménéné podobé moci, aniz by poSkozoval
organismus. Pokud neni zahdjena rychlé 1é¢ba, dochazi k druhému kroku biotransformace
ucinkem enzymu aldehyddehydrogenazy na cytotoxickou kyselinu mravenci. Maximalni
hladina v krvi a v moci je dosazena 2. — 3. den po poziti. Oxidace kyseliny mravenci na
COz a H2O probiha velmi pomalu. Na jeji detoxikaci se podili kyselina listova. Jaterni
zasoby folatd byvaji ale u lidi nizké a z toho diivodu dochdzi k akumulaci mravencanu ve
tkanich, predevsim v sitnici oka a v bazéalnich gangliich mozku®*%>7071.72,

V inicidlni fazi se intoxikace methanolem projevuje na rozdil od ethanolu jen mirnou

opilosti, ptipadné gastritidou. NiZsi afinita ADH k methanolu vysvétluje jeho pomale;jsi
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biotransformaci a pozdéjsi nastup ucinku. Latentni asymptomaticka perioda trva obvykle
12 az 24 hodin. Po latenci nastupuje rizny stupenl zrakového postizeni, které se projevi
ztratou barevného vidéni, sniZenou ostrosti, pacienti popisuji vizi ,,sn¢hové bouie®.
Dostavuji se gastrointestinalni potize, rozviji se metabolicka acidéza a dochazi k
dysfunkci CNS. Zavazné intoxikace vedou k slepot¢, hrozi multiorganové selhani, kéma
a smrt®>7%7! Oslepnuti dospé&lého ¢lovéka miize zplsobit pouhych 10 ml &istého
methanolu. Davka 100 ml mtize byt smrteln4®.

V 1écbé se uplatnuje ethanol nebo 4-methylpyrazol (Fomepizol) jako antidotum
ADH"? a aktivni forma kyseliny listové (Leukovorin). P¥i vysoké hladiné metylalkoholu
je indikovéana rovnéz hemodialyza. Kli¢ovou roli pii 1é¢bé otravy sehrava cas, rychle

zahajena 1é¢ba miize mit pozitivni vliv na pieZiti a minimalizovat poskozeni organd’>.

Propan-1-ol

Primarni alifaticky alkohol je bezbarva tékava kapalina nasladlé viné. V lihovinach
pfedstavuje 1-propanol indikator bakteridlniho znehodnoceni. Jeho zvySené koncentrace
se mohou vyskytovat v diisledku mikrobidlniho kazeni béhem skladovani suroviny za
nepiiznivych podminek’.

Po wvstupu do organismu se rychle vstiebavd a je metabolizovan
alkoholdehydrogenazou na kyselinu propionovou. Kyselina propionova mize nasledné
vstupovat do dal§ich metabolickych drah a ovlivnit reakce citratového cyklu a tvorbu
laktatu. Z organismu je vyluovan skrz plice a ledviny>.

Smrtelna davka 1-propanolu neni zndma. Nicméné efektivni davka 1-propanolu pro
narkozu u kralikh byla pfiblizné ¢tyfikrat nizsi nez pro ethanol. Akutni poziti 1-propanolu
muze zpusobit nevolnost, zvraceni, kiece v btise, prijem. Drazdi sliznice a pisobi depresi
centralniho nervového systému, kterda miize vést ke zvySené ospalosti, pfipadné az

k téZkému stavu bezvédomi’®.

Vyssi alkoholy

Vyssi alkoholy pfispivaji v destilatech k viini a esencidlnimu charakteru. Malé¢ mnozstvi
téchto latek pochazi z pouzitych surovin, vyznamngj$i mnozstvi je produkovano
kvasinkami a bakteriemi béhem kvasného procesu. Pro vyslednou kvalitu produktu jsou

nevhodné jak piili§ nizké, pravé tak i velmi vysoké koncentrace téchto latek>!

3.1.2 Karbonylové slouéeniny
Acetaldehyd

Aldehydy se nachéazeji v destilatech jako vysledek spontdnni nebo mikrobidlné
zprostiedkované oxidace. Nejbeznéjsim aldehydem ptitomnym v ovocnych destilatech je

acetaldehyd, ktery je pifimym vedlejSim produktem alkoholového kvaseni. Hladiny
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acetaldehydu v pivech, vinech a destilatech se bézné€ zvysuji béhem starnuti v disledku
oxidace ethanolu. Dalsi oxidace acetaldehydu mutze vést k tvorbé malého mnozstvi
kyseliny octové. ZvysSend koncentrace acetaldehydu je zodpovédnd za nepiijemné
organoleptické vlastnosti, dodava napoji Stiplavy drazdivy zapach a mize byt zdravotné

zavadna’®”.

konzumaci alkoholu®*. Acetaldehyd je potencialni karcinogen a dlouhodobgjsi expozice
pii chronickém pozivani alkoholu mize zvysit riziko rozvoje rakoviny, zejména jicnu a
jater. U¢inkem acetaldehyddehydrogenazy (ALDH) je acetaldehyd rychle metabolizovan
na kyselinu octovou. Mnozstvi tohoto enzymu je u ¢lovéka geneticky podminéno®’.
Nekteti jedinci mohou disponovat genetickymi variantami, které ovliviuji funkci tohoto
enzymu. To vede k akumulaci acetaldehydu v téle a neptijemné symptomy po konzumaci
alkoholickych napoji byvaji u téchto osob vyrazné intenzivngj$i. Geneticky
polymorfismus u ADH a ALDH je rovnéz odpovédny za nachylnost k alkoholismu.

Stupett polymorfismu se li§i také v zavislosti na rasovych a etnickych skupinach®’,

Acetal

Acetaly vznikaji v znacné mife v prostfedi, kde se soucasn¢ nachazeji aldehydy
s nadbytkem alkoholu. V alkoholickych ndpojich vznikaji v pfirozenych procesech
b&hem kvaseni a starnuti napojt, predevsim pak v napojich s vysokym obsahem alkoholu.
Acetaly jsou charakterizovany pfijemnou vini a jejich pfitomnost mize vylepsit vonné

vlastnosti alkoholickych napoji®’.

3.1.3 Estery
Ethyl-acetat

vyznamny vliv na organoleptické vlastnosti destilatl. Obsah esteru ethyl-acetatu
zpusobuje pfijemné aroma s ovocnymi vlastnostmi. Pokud se koncentrace zvysi nad 150
mg/l, pfijemné aroma se zméni na octové. Tato zména dava napoji kazivé tony a je
pri¢inou nepifjemné chuté lihovin®'-"#82, Obsah ethyl-acetatu se zvySuje béhem starnuti
lihovin kviili kontinualni oxidaci ethanolu na kyselinu octovou a nasledné esterifikaci této
kyseliny. Dalsi pfi¢inou zvySené koncentrace tohoto esteru mize byt dlouhodobé
skladovani surovin za nepfiznivych podminek, které muze vést k bakteridlnimu

znehodnoceni’!-74,
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Methyl-acetat

Methyl-acetat je organicka sloucenina, kterd ma charakteristickou ovocnou viini a chut’.
Methyl-acetat se rychle hydrolyzuje na methanol a kyselinu octovou a to jak po poziti,
tak po inhalaci. Methyl-acetat je v ur¢ité mife toxicky a pii vySSich koncentracich miize
zpusobovat nepiijemné reakce jako je bolest hlavy, zavraté, nevolnost a poskozeni
gangliovych bun¢k v sitnici. Hlavnim problémem je pfeména na methanol, ktery mtize

zpuisobit trvalé poskozeni zraku®’.

3.2 Legislativa spojena s kontrolou kvality alkoholickych napoju

Legislativa souvisejici s kontrolou kvality alkoholickych népoju hraje klic¢ovou roli pfi
zajisStovani bezpecnosti a urcitych standardt kvality pro spotiebitele. V ramci Evropské
unie plati Natizeni Komise (ES) ¢. 2870/2000 ze dne 19. prosince 2000. Toto natizeni
poskytuje referencni metody pro laboratorni analyzu lihovin, obsahuje specifikace a
postupy pro stanoveni rtuznych parametri a slozek lihovin. Rovnéz se zabyva jejich
spravnym méfenim a hodnocenim. Lze zde najit popis referencnich metod pro:

e Stanoveni obsahu alkoholu v objemovych %. Specifikuje pouziti ur¢itych metod
a zafizeni pro pfesné mefeni obsahu ethanolu v lihovinach. Konkrétné se jedna
o metody destilace ethanolu ze vzorku a nasledné meétfeni jeho hustoty
pyknometrickou metodou, elektronickou denzitometrii nebo metodou
denzitometrie s vyuZzitim hydrostatickych vah.

e Stanoveni celkového suchého extraktu gravimetricky. Tato metoda vymezuje
hmotnost suchého extraktu u akvavitu.

e Stanoveni methanolu a t€ékavych kongenerti v lihovinach: acetaldehydu, acetalu
(1,1-diethoxyethanu), 1-butanolu, 2-butanolu, 1-propanolu, isobutanolu
(2-methyl-1-propanolu),  ethyl-acetitu = a  methyl-acetatu.  Alkoholy
2-methyl-1-butanol a 3-methyl-1-butanol mohou byt stanoveny jako soucet obou
nebo kazdy jednotlivé.

e Stanoveni anetholu v lihovinach pomoci plynové chromatografie.

e Stanoveni kyseliny glycyrrhizonové, chalkoni a cukri vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii.

e Stanoveni koncentrace vaje¢ného zloutku fotometrickou metodou™.

e Stanoveni obsahu '*C v ethanolu za tgelem zjidténi pivodu lihu pimym
ode¢itanim scintilace roztoku®.

Oficialni metodou, kterou se stanovuji té¢kaveé latky v alkoholickych napojich, je dle
vySe zminéného nafizeni platného pro stity Evropské unie plynova chromatografie

s plamenové-ionizaéni detekci®®. Pro tyto Gicely je GC-FID pouzivana i v dal$ich zemich
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jako jsou napiiklad USA (AOAC Official Methods, 972.10, 2005 a 972.11, 2005)*°, Cina
(GB/T 11858, 2008)°7, Mexiko (NOM-199-SCFI 2017)*®nebo Indie (BIS IS 3752,
2009)%. Podle téchto nafizeni je pro kvantifikaci analyzovanych slozek v alkoholickych
produktech pouzivana metoda vnitfniho standardu. Jako vnitini standard miize byt

1°* nebo 4-methyl-1-pentanol apod®®. Sloucenina

zvoleny napftiklad 1-pentanol, 3-pentano
IS je pfidavana do standardniho roztoku i do zkuSebniho vzorku pted vlastni analyzou.
Meéfenim standardnich roztokid béhem kalibrace jsou z plochy piku kazdého kongeneru a
plochy piku vnitiniho standardu ziskané relativni odezvové faktory (rovnice (2.5)).
Hodnoty RRF jsou nésledné pouzité pro vypocet koncentrace jednotlivych kongenert
pfitomnych v analyzovaném vzorku lihoviny>*.

Podle prislusnych legislativnich norem je nezbytné vysledné koncentrace t€kavych
latek vyjadfit v jednotkadch mg/l AA (absolutniho alkoholu), to znamend, ze hmotnostni
koncentrace téchto slozek vyjadiena v jednotkach mg/kg musi byt prepocitana na 100%
ethanol podle vztahu (3.1). Pro tento pfepocet je nutné znat rovnéz hustotu a obsah

ethanolu v méfeném vzorku.

ci[mg/kg] - p; - 100 %
ABV

cifmg/l AA] = (3.1)
kde c;i je koncentrace analytu v jednotkach [mg/kg], p; je hustota analyzovaného vzorku
v jednotkach [kg/m*]a ABV (angl. Alcohol by Volume) je obsah ethanolu ve vzorku [%]>.

3.3 Metoda ,,Ethanol jako interni standard“

Z divodu zlepSeni standardné pouzivanych metod pro stanoveni tékavych latek
v alkoholickych napojich byla pracovni skupinou Siarhee Charapitsi vroce 2013
navrzena metoda ,,Ethanol jako interni standard®“. Cilem této inovace bylo zvysit
spolehlivost a piesnost méfeni. Na rozdil od bézné pouzivanych metod vnitiniho
standardu pouziva tato metoda jako interni standard hlavni té€kavou slouceninu
alkoholickych napojt, ethanol. Ethanol je soucasti vSech alkoholickych produktt, a proto
nemusi byt dodate¢n& ptidavan do analyzovaného vzorku®. Koncentrace ethanolu
vyjadiend v jednotkéch mg/l AA je konstantni (789300 mg/l AA) a rovnd se jeho hustoté,
¢imz také odpada nutnost méteni hustoty vzorku za u¢elem stanoveni objemového obsahu
ethanolu. To zjednodusuje a urychluje cely postup méteni a vzorky miizou byt méieny
piimo bez jakékoliv piedupravy®!.

Z kombinace vztahil (2.5) a (3.1) a skute¢nosti, ze koncentrace ethanolu vyjadiena
v jednotkach mg/l AA je konstantni, lze koncentrace analyzovanych slozek vyjadrfit
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pomoci jejich faktort relativni odezvy (RRF) vzhledem k ethanolu ve standardnim

roztoku vztahem:

A;
c; = RRFEH . —.789300 (3.2)
EtOH

kde RRFF'™°H je odezvovy faktor analytu k ethanolu, 4; je plocha analytu a Ag.oy je
plocha ethanolu®.

Jednim z pozadavkil na vnitini standard je, aby nebyl pfitomen v méteném vzorku a
po jeho ptidani pred vlastnim méfenim byla jeho koncentrace v analyzovaném vzorku
podobnéd koncentraci analyzovanych slozek. Pouziti ethanolu jako referencni latky
tomuto pozadavku neodpovida. Koncentrace ethanolu je zde o n¢kolik fad vyssi nez
koncentrace analyzovanych kongenerd. Tato metoda se stala realizovatelnou
diky Sirokému linearnimu dynamickému rozsahu FID detektoru, ktery umoziuje
s vysokou pfesnosti analyzovat latky i takto rozdilnych koncentraci®®®.

Vyhoda metody ,,Ethanol jako interni standard* tedy spociva v tom, Ze nevyzaduje
pripravu roztoku vnitiniho standardu, vypocet jeho koncentrace, ani jeho zavedeni do
analyzovaného vzorku a mlize proto poskytnout presnéjsi vysledky. Spolecné s jiz vyse
zminénou vyhodou, Ze odpadé4 nutnost stanoveni obsahu ethanolu ve vzorku a méfeni
jeho hustoty, vynika tato metoda tim, Ze je rychlej$i a méné pracnd, Setii materidl, je
robustnéjsi a eliminuje potencidlni chyby, které by mohly vzniknout dodate¢nym
pipetovanim a vypocty®.

Tato metoda umoZiluje piimou kvantifikaci tékavych latek, protoze nevyzaduje
Zadnou upravu vzorku a koncentrace t€kavych latek v jednotkach mg/l AA se stanovi
piimo z Gidaji GC*,
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Seznam chemikalii pouzitych pro pripravu kalibraénich
roztoku

Vsechny nésledujici chemické standardy: acetaldehyd, acetal (1,1-diethoxyethan),
I-butanol, 2-butanol, ethyl-acetat, isoamylol (3-methyl-1-butanol), isobutanol
(2-methyl-1-propanol), methanol, methyl-acetat, 1-pentanol, 1-propanol a ethanol o
koncentraci 96,4 % objemovych alkoholu byly zakoupeny od firem Sigma-Aldrich, s.r.o.,
USA, Fluka analytical, Némecko nebo PENTA s.1.0., Ceska republika v nejvyssi dostupné
Cistoté (vice nez 99 %). GC Cdistota standardii byla stanovena pomoci analyzy GC-FID

metodou vnitini normalizace.

4.2 Priprava kalibra¢nich roztoku

Pro analyzu tékavych sloZzek sledovanych mezinarodni legislativou byla gravimetricky
(odvaZenim jednotlivych latek) pfipravena sada kalibrac¢nich roztokd. V prvni fazi byly
pfipraveny tfi matrice — 20% a 40% roztok ethanolu v deionizované vodé a 96% ethanol.
Do téchto zadsobnich roztokti byly kvantitativné ptidany sledované tékavé latky:
methanol, methyl-acetat, ethyl-acetat, 1-propanol, 1-butanol, isobutanol, 2-butanol,
isoamylol, acetal. Jako posledni byl pfidavan acetaldehyd z diivodu minimalizace jeho
ztrat vypafovanim. Timto postupem byly ziskdny tfi zdsobni roztoky s vysokou
koncentraci ptidavanych slou¢enin. Redénim téchto zasobnich roztokii byly pfipraveny
standardni roztoky ve tfech riznych pfibliznych koncentra¢nich trovnich 300, 600 a 2000
mg/L AA v 15 ml sklenénych zkumavkéach. V predchozich pracich bylo zjisténo, ze
v roztocich s vyssi koncentraci ethanolu a acetaldehydu dochazi k tvorbé sekundéarnich
produktl acetaldehydu (acetalu, paraldehydu, metaldehydu)*. Aby se zabranilo tvorbé

téchto nezadoucich latek, byl acetaldehyd ptfidavan do standardnich roztokii v menSim
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mnozstvi a jeho cilova koncentrace byla tedy pfiblizné¢ o 50 % niz$i nez koncentrace
ostatnich pfidavanych slozek. Do kazdého kalibra¢niho roztoku byl rovnéz napipetovan
roztok bézné pouzivaného vnitiniho standardu 1-pentanolu. Celkové tedy bylo pro méteni
piipraveno 9 standardnich roztokd. Pfesna koncentrace vSech analyzovanych latek

v jednotkach mg/l AA byla vypoctena podle vztahu:

m$t - 1000000

(mst * Wee + Myg 1-pent * WIs1-pent + Myes ° Wwes)/pEtOH

Ci

4.1)

kde c¢; je vysledna koncentrace i-té slozky v analyzovaném vzorku [mg/l AA], mS® je
navazka i-t¢ slozky standardniho roztoku [mg], mg, je navdzka standardniho roztoku
[mg], wg; je hmotnostni zlomek ethanolu ve standardnim roztoku, m;g ; _pen; j€ navazka
roztoku interniho standardu 1-pentanolu [mg], Wy 1_pen je hmotnostni zlomek ethanolu
roztoku interniho standardu 1-pentanolu, m,,.¢ je navazka roztoku matrice [mg], w5 je
hmotnostni zlomek ethanolu v roztoku matrice a pg¢oy je hustota ethanolu [0,7893 g/ml].

Prehled vypoctenych koncentraci vSech analyzovanych latek v jednotlivych
kalibra¢nich roztocich je uvedeny v tabulkach 4.1, 4.2 a 4.3. Pro pipetovani vSech slozek
byly pouzity automatické pipety o objemu 200 pl a 1000ul (Socorex Isba SA, Svycarsko)
a pro vazeni jednotlivych latek a roztokli byly pouzity analytické vahy (APX-100
Analytical Balances, Denver Instrument s r.o., USA) s hmotnostni kapacitou 100 g a
s presnosti vazeni na 0,1 mg. VSechny pfipravené roztoky byly uchovavany v lednici pfi
teploté 8 °C. Pfed métenim byly pipetovany do 1,5 ml sklenénych Sroubovacich vialek a

uzavieny plastovym vi¢kem s teflon/silikonovym septem (Agilent Technologies, USA).
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Tabulka 4.1 Prehled vypoctenych koncentraci analyzovanych slozek v kalibracnim roztoku
pripraveném v matrici s 20% obsahem ethanolu.

ABV20% o oi%A mgiAA  meiaa
Acetaldehyd 122,4 254,7 772,0
Methanol 275.,5 573,0 1736,9
Methyl-acetat 300,5 625,0 1894,6
Ethyl-acetat 288,1 599,1 1816,3
1-propanol 289.4 602,0 1824.,8
Isobutanol 284.,5 591,8 1794,0
Acetal 298,6 621,1 1882,9
2-butanol 295,0 613.,6 1860,1
1-butanol 307,0 638,6 1935,8
Isoamylol 2759 573,9 1739,9
1-pentanol 642,3 659,8 675,7
Ethanol 789300,0 789300,0 789300,0

Tabulka 4.2 Prehled vypoctenych koncentraci analyzovanych slozek v kalibracnim roztoku
pripraveném v matrici s 40% obsahem ethanolu.

ABV 40% mgc/f(igA mgC/foka mg/leXA
Acetaldehyd 141,5 300,6 975,1
Methanol 303,3 644,1 2089,3
Methyl-acetat 319,1 677,6 2198,2
Ethyl-acetat 302,1 641,6 2081.,4
1-propanol 309,6 657,5 2132,8
Isobutanol 304,2 646,0 2095,6
Acetal 302,4 642,2 2083.4
2-butanol 302,8 643,1 2086,1
1-butanol 308,7 655,5 2126,6
Isoamylol 308,7 655,5 2126,6
1-pentanol 619.4 652,2 730,2
Ethanol 789300,0 789300,0 789300,0
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Tabulka 4.3 Prehled vypoctenych koncentraci analyzovanych slozek v kalibracnim roztoku
pripraveném v matrici s 96% obsahem ethanolu.

ABVOSH  otha meiAA  meiaa
Acetaldehyd 96,3 229.8 704,9
Methanol 256,7 612,4 1878.,2
Methyl-acetat 300,6 717,1 2199,5
Ethyl-acetat 292.5 697,6 2139,7
1-propanol 295,3 704,3 2160,2
Isobutanol 290,5 692,8 2125,1
Acetal 299.,0 713,2 2187,5
2-butanol 290,1 692,0 2122.5
1-butanol 289.3 690,2 2116,9
Isoamylol 283.,4 676,0 2073,3
1-pentanol 708,5 756,0 812,9
Ethanol 789300,0 789300,0 789300,0

4.3 Instrumentace a podminky méreni

Chromatografickd méteni byla provedena na plynovém chromatografu Agilent 6890N
(Agilent Technologies, USA) vybaveném plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID) a
slit/splitless injektorem. Pro nastiik vzorkti do plynového chromatografu byla pouzita
injekéni stfikacka o objemu Syl (Hamilton, USA). Davkovani vzorkl bylo provedeno
manualné. Pro separaci latek byla pouzita kapilarni kolona Zebron ZB-624 (Phenomenex,
USA) o délce 60 m, vnitinim primérem 0,25 mm a tloustce filmu 1,4 pm (6 %
kyanopropylfenyl, 94 % dimethylpolysiloxan) s maximalnim teplotnim limitem 260 °C.
Zvolena kolona umoznila po optimalizaci uspokojivou separaci vSech analyzovanych
tekavych latek. Jako nosny plyn bylo pouzito helium (Linde a.s., Ceska republika, ¢istota
99,999 %) pfi rychlosti 40,8 cm/s; pratok kolonou byl 1,2 ml/min. Dusik (99,9995 %) a
vodik (99,99 %) byly odebirany z tlakovych lahvi (Linde a.s., Ceska republika) a zdrojem
vzduchu byly tlakové ldhve se stlacenym vzduchem. Byl nastaven nésledujici teplotni
program: pocate¢ni izoterma 45 °C (3 min), teplotni gradient 1 (20 °C/min) do 70 °C,
teplotni gradient 2 (65 °C/min), finalni izoterma 240 °C (3 min). Pro sbér a vyhodnoceni
dat z plynového chromatografu byl pouzit software Clarity 8.8 (DataApex Ltd., Ceska
republika). VSechny vypocty byly provedeny pomoci programu Microsoft Excel
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(Microsoft Corporation, USA). Statistické zpracovani dat multifaktorialnim Taguchiho

designem bylo provedeno pomoci programu Minitab 16 (LEAD Techn. Inc., USA).

4.4 Optimalizace podminek méreni

Experimentalnimu méteni predchazelo testovani rtiznych modifikaci teplotniho profilu s
cilem ziskat uplnou separaci vSech analyzovanych slozek vzorku pfi minimdlni dobé
analyzy. Pro testovani byl zvolen kalibra¢ni roztok o koncentraci 2000 mg/l AA v matrici
40 % ABV. Davkovaci objem roztoku byl 1,2 pl s pomérem déleni 1:20 a série
optimaliza¢nich méteni probihala pfi teploté injektoru 210 °C a teploté detektoru 250 °C.

4.5 Taguchiho experiment

Série méteni probihala podle Taguchiho metody zobrazené v tabulce 4.4. Tato technika
vyuziva specidlnich ortogonalnich poli, kterd ptesné specifikuji nastaveni vybranych
faktori (parametrii, nezavislych proménnych) a jejich Grovni v ramci jednotlivych
experimentu tak, aby z nich mohly byt odvozeny spolehlivé statistické zavéry. Vysledkem
je strategicky zvoleny plan experimentt, ktery umoziuje zkoumat Sirokou Skalu faktort
s relativné nizkym podétem experimentalnich testii®*. V ramci této diplomové prace byl
pouzit Taguchiho plan obsahujici 27 variant méfeni vytvofenych kombinaci Sesti riznych
kontrolnich faktorti a jejich tii urovni. Zvolené parametry zahrnovaly obsah alkoholu v
matrici, koncentrace sledovanych latek, davkovaci objem vzorku, teplotu injektoru,
pomeér déleni a teplotu detektoru.

Deset té¢kavych latek bylo stanoveno ve tiech opakovanich za identickych podminek
pro  kazdou navrzenou kombinaci  kontrolnich  faktord. = Z naméfenych
chromatografickych tdaji byly vypocteny hodnoty kalibra¢nich faktorit RRF (jako
primér tii opakovanych méteni) podle rovnice (2.5) pro kazdou analyzovanou slozku.
Kone¢ny soubor dat obsahoval 27 hodnot RRF pro kaZzdou z deseti sloucenin. Mira
variability hodnot RRF byla vyjadiena jako relativni smérodatnd odchylka (RSD, angl.

Relative Standard Deviation) v procentech a vypoétena podle nasledujiciho vzorce!®:

RSD = =-100 % (4.2)

Rl «v

kde s ptedstavuje smérodatnou odchylku a X je primérna hodnota RRF.
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Pro urCeni hodnoty intervalu spolehlivosti (0) ziskanych vysledkii byl pouzit

Studentiiv t-test podle vzorce (4.3)°2.

6 = too5 - (4.3)

S
Vn
kde s je smérodatna odchylka, n = 10 hodnot RSD a t, o5 hodnota koeficientu pro interval
spolehlivosti 95 % (hladina vyznamnosti a = 0,05).

Diplomova prace byla dale zaméiena na porovnani stability hodnot RRF pii zméné
podminek méfeni a kalibra¢nich roztokti u dvou metod, které by mohly byt pouzity pro

kvantitativni hodnoceni tékavych latek v alkoholickych napojich, a to bézné metody,

ktera pouziva jako interni standard 1-pentanol a metody ,,Ethanol jako interni standard*.

37



Tabulka 4.4 Design Taguchiho experimentu. Sloupce predstavuji zvolené faktory, hodnoty ve
sloupcich testované urovné daného faktoru a radky reprezentuji experimenty. Hodnoty 1, 2, 3
udava tabulka 4.5.

H

ABV
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Objem
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Teplota

injektoru
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pomér

FID
teplota
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Tabulka 4.5 Vybrané kontrolni faktory a hodnoty tii urovni kazdého faktoru.

Uroven

Objem

Teplota

kofn:ltl::)(:;lll’lho A(I,Z)V’ Ko;n:g«/eln K‘:ce, nésfliku, inj ecl)((t:oru, l?;::g; FID gecplota,
1 20 300 0.4 180 20 220
2 40 600 0.8 210 40 250
3 96 2000 1.2 240 80 280
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5. Vysledky a diskuse

5.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Optimalizace chromatografickych podminek pro separaci t¢kavych latek byla zahdjena
teplotnim profilem navrzenym softwarovym systémem Pro EZGC® (Restek, USA) pro
konkrétni parametry daného chromatografického systému. Pocatecni izoterma 50 °C po
dobu 3 minut s naslednym teplotnim gradientem 1 (20 °C/min) do 110 °C a teplotnim
gradientem 2 (25 °C/min) do findlni izotermy 200 °C (3 min) umoznily dostate¢nou
separaci vS§ech métenych slozek, avSak pti dob¢€ analyzy delsi nez 11 minut (Obr. 5.1).
Byly proto aplikovany Upravy méficich parametrt, které by vedly ke zkraceni doby
analyzy se zachovanim dostateCné separace vSech studovanych analyt. Ptikladem
dalSiho zkouseného teplotniho profilu je nastaveni poc¢ate¢ni teploty 60 °C s naslednym
teplotnim gradientem (20 °C/min) do findlni izotermy 210 °C (5 min). Tento teplotni
profil zkratil dobu analyzy, ale jak je zfejmé z obrazku 5.2, doSlo ke zhorSeni separace
piku 1 a 2, 6 a 7. Nasledovala série méfeni s tpravou teplotnich a ¢asovych parametrti
pro dosazeni dostatecného rozliSeni pro vSechny eluované analyty. Po fad¢ experimentt
byl vybran teplotni profil, ktery umoznil uspokojivou separaci vSech analyzovanych
slozek pfi co nejkrat$i dobé méfeni — pocatecni izoterma 45 °C (3 min), teplotni gradient
1 (20 °C/min) do 70 °C, teplotni gradient 2 (65 °C/min), finalni izoterma 240 °C (3 min).
Z chromatogramil na obrazcich 5.1 a 5.3 je patrné, Ze retencni ¢as piku, ktery eluuje jako
posledni, se zkratil z 11,01 minuty na 9,43 minuty pfi¢emz dostatecné rozliSeni kritickych
pikti 1 a2, 6 a 7 zGstalo zachovano (rozliSeni mezi pikem 1 a 2 ¢inilo 1,4 a mezi pikem
6 a 7 bylo 2,5). Tento teplotni profil byl pouzity pro méteni sledovanych tékavych slozek
v ptipravenych kalibrac¢nich roztocich s cilem nasledné analyzy variability odezvovych

faktort pii raznych experimentalnich podminkach méfeni.
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Obrazek 5.1 Pocatecni izoterma 50 °C po dobu 3 minut s naslednym teplotnim gradientem [
(20 °C/min) do 110 °C a teplotnim gradientem 2 (25 °C/min) do findlni izotermy 200 °C (3 min).
Dostatecna separace vsech analyzovanych slozek, delsi cas analyzy. Poradi signali: 1.
acetaldehyd, 2. methanol, 3. ethanol, 4. methyl-acetat, 5. 1-propanol, 6. ethyl-acetat, 7. 2-butanol,
8. isobutanol, 9. 1-butanol, 10. acetal, 11. isoamylol, 12. 1-pentanol.
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Obrazek 5.2 Pocatecni teplota 60 °C s naslednym teplotnim gradientem 20 °C/min do findlni
izotermy 210 °C (5 min). Kratka doba analyzy, nedostatecna separace piku 1 a2, 6 a 7.
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Obrazek 5.3 Pocatecni izoterma 45 °C (3 min), teplotni gradient 1 (20 °C/min) do 70 °C, teplotni
gradient 2 (65 °C/min), findlni izoterma 240 °C (3 min). Dobra separace vSech analyzovanych
slozek, kratsi doba analyzy.

5.2 Méreni kalibracénich roztoku

V ramci série méfeni podle navrzeného Taguchiho experimentu bylo provedeno 27
GC-FID analyz pifi raznych podminkach chromatografického systému ve tiech
opakovanich. Optimalizovany teplotni profil GC systému poskytl dostatecnou separaci
analyzovanych slozek u vSech 27 experimentalnich podminek méfeni. Pouze u analyzy,
ktera zahrnovala kombinaci nasledujicich parametri (fadek 7 tabulky 4.4): obsah
alkoholu 20 %, koncentrace analyti 2000 mg/l AA, objem nastiiku 1,2 pl, teplota
injektoru 240 °C, délici pomér 1:20 a teplota detektoru 220 °C, byl pozorovan problém
pfi separaci piku acetaldehydu a methanolu (na chromatogramu pik €. 1 a 2) a piku pro
ethyl-acetat a 2-butanol (na chromatogramu pik €. 6 a 7). Tyto podminky analyzy poskytly

nereprodukovatelné vysledky méteni, jak je patrné z obrazku 5.4.
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Obrazek 5.4 Chromatogramy ziskané p¥i identickych podminkdach méreni, s kombinaci faktorui:
obsah alkoholu 20 %, koncentrace analytii 2000 mg/l AA, objem nastriku 1,2 ul, teplota injektoru
240 °C, delici pomer 1:20 a teplota detektoru 220 °C.

Bylo provedeno 8 nastiikii za identickych podminek. Z toho 4 méfeni vedla
k nedostatecné separaci pikii a byla proto zanalyzy vyloucena. U zbylych 4
chromatogramu byly analyty uspésné oddéleny, aniz by bylo nutné upravovat podminky
analyzy. Pfi¢inou tohoto problému by mohla byt skute¢nost, ze podminky daného méteni,
kdy byl do chromatografického systému aplikovan nejvyssi davkovaci objem (1,2 pl) a
GC systému se v této kombinaci faktori dostal nejvétsi objem vody. Piebyte¢na voda
muze ovlivnit vzdjemné interakce mezi analyty vzorku a stacionarni fazi
v chromatografické koloné a zptsobit tim posun piku a sniZeni Gi¢innosti separace latek.
Zvyseny objem vody miize vést také k nezadoucim fluktuacim teploty, a tim negativné
ovliviiovat odezvu detektoru, pfipadné mize reagovat s dalSimi materidly pfistroje. To
miZe zplsobit niz§i rozliSovaci schopnost a opakovatelnost GC systému™'’. Aby se
predeslo tomuto neZddoucimu efektu, mély by byt podminky méteni u vzorkl s nizkym

obsahem ethanolu upraveny na niz$i objem nastiiku a/nebo vétsi délici pomér.

5.3 Hodnoty RRF

Cilovéa hodnota RRF v ramci jednotlivych méteni byla pro kazdou analyzovanou latku
ziskana jako primérnd hodnota ze tfi opakovanych méteni. Kompletni analyza poskytla
27 RRF hodnot pro kazdou zkoumanou latku u obou metod interniho standardu.

Sledovana stabilita hodnot RRF by se méla projevit tim, Ze pomér mezi odezvou analytu
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a odezvou interniho standardu ziistava pii opakovanych métfenich nebo pfi raznych
podminkach analyzy konstantni. Na obrazcich 5.5 a 5.6 jsou znazornény ziskané hodnoty

relativnich faktori odezvy z celé série méteni pro ob¢ pouzité metody.

3,0

Acetaldehyd =@=Methanol Methyl-acetdt 1-propanol —&— Ethyl-acetat

RRF

—e—2-butanol —&—Isobutanol —o—1-butanol Acetal —o—|soamylol

25 & \

20 ¢

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Taguchiho podminky

Obrazek 5.5 Prehled RRF hodnot vSech analyzovanych latek pro metodu vyuzivajici interni
standard 1-pentanol. Pro sadu méreni 1 az 9 byla pouzita matrice s 20 % ABV. Pro mereni 10 az
18 byla pouzita matrice s 40 % ABV a pro méreni 19 az 27 byla pouzZita matrice s 96 % ABV.
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Obrazek 5.6 Prehled RRF hodnot vSech analyzovanych latek pro metodu vyuzivajici interni
standard ethanol. Pro mereni 1 az 9 byla pouzita matrice s 20 % ABV. Pro mereni 10 az 18 byla
pouzita matrice s 40 % ABV. Pro méreni 19 az 27 byla pouzita matrice s 96 % ABV.

Ze ziskanych grafil je patrné, Ze hodnoty RRF zejména u metody s béZné€ pouzivanym
vnitinim standardem 1-pentanolem v zavislosti na podminkach méfeni zna¢né kolisaly.
Pro lepsi nazornost byly pouzity spojnicové grafy a méfitka os y byla zachovéana na
stejnych hodnotéach. Nejvyrazngjsi odchyleni hodnot RRF se u této metody projevovalo
béhem prvni série méteni (1 az 9) a tfeti série méteni (19 az 27). V ptipadé€ prvnich deviti
méteni byla zvolena matrice s 20 % ABYV, pro poslednich devét analyz byl standardni
roztok pfipraven v matrici 96 % ABV. Z grafického zndzornéni na obrazku 5.5 je patrné,
ze série méfeni 10 az 18, kdy byla zvolena druhd Groven faktoru ABV, tj. matrice s 40 %
ABY, poskytla v ramci celého experimentu niz§i odchylky RRF. U méfeni s pouzitim
ethanolu jako IS nedochézelo v pribéhu experimentu k tak vyraznym odchylkdm RRF
mezi jednotlivymi analyzami jako u pfedchozi metody. Podle obrazku 5.6 poskytla
metoda ,,Ethanol jako IS* pfi analyze t¢kavych latek celkové lepsi stabilitu RRF.

Nejvyssich hodnot RRF dosahovaly u obou metod nejvice t¢kavé latky acetaldehyd,
methyl-acetat a methanol.
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Z 27 hodnot RRF kazdé métené slozky byla vypocitana relativni smérodatna odchylka
podle vztahu (4.2). Pro porovnani variability ziskanych RRF byla déale vypocitana
primérnd hodnota relativni smérodatné odchylky, kterd ¢inila pro metodu s internim
standardem 1-pentanolem 13,3 = 1,6 % a pro metodu s internim standardem ethanolem
7,8 £ 1,8 %. Hodnoty vypocitanych RSD pro kazdou studovanou latku a obé metody

vnitiniho standardu jsou uvedeny v tabulce 5.1.

Tabulka 5.1 Prehled vypocitanych relativnich smérodatnych odchylek (RSD) [%] RRF hodnot
studovanych analytii.

Analyt 1-pentanol Ethanol
Acetaldehyd 14,1 7,1
Methanol 13,0 5,9
Methyl-acetat 13,4 7,1
1-propanol 14,5 8.4
Ethyl-acetat 17,6 14,0
2-butanol 10,2 5,0
Isobutanol 13,8 8,5
1-butanol 12,9 8,9
Acetal 13,9 6,4
Isoamylol 9,9 6,8
E?B’éingi hodnota 13,3 + 1,6 78+ 1,8
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Grafické znazornéni ziskanych hodnot RSD pro odezvové faktory u obou metod

interniho standardu je uvedeno na nasledujicim obrazku 5.7.
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Obrdzek 5.7 Porovndni hodnot RSD u metody s internim standardem I-pentanolem a metody
., Ethanol jako interni standard *
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Porovnanim ziskanych dat je zfejmé, Ze hodnoty odezvovych faktord pro metodu
»Ethanol jako IS“ vykazuji vySS§i stabilitu ve srovnani s tradi¢ni metodou interniho
standardu. Nejvétsi hodnota smérodatné odchylky byla zaznamenana pro latku ethyl-
acetat pti pouziti obou metod vnitiniho standardu. V ramci jednotlivych méteni této latky
byla zaznamendna vyrazna variabilita hodnot RRF, zejména pii analyzach, které
predstavovaly kombinaci faktorli nejvice koncentrovaného vzorku (2000 mg/l AA)
v 20% matrici, nejvétsi davkovany objem (1,2 pl) a nejvyssi teplotu injektoru (240 °C).
Bylo také pozorovano, ze za téchto podminek se stabilita odezvy zhorSila 1 pro latku
2-butanol, ktera eluuje tésné vedle ethyl-acetatu. Tato nastaveni méfeni mohla byt spojena
s nezadoucim jevem znadmym jako ,backflash®, kdy objem vzniklych par presdhne
kapacitu lineru. Tento proces miize narusit separaci latek a mit negativni dopad na kvalitu
analyzy*>!.

Obecné vyssi hodnoty smérodatné odchylky u vSech analyzovanych latek mohly byt

zpusobeny manualnim davkovanim vzorkl do chromatografického systému.
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5.4 Taguchiho analyza

Pro navrh a zpracovani experimentu byla pouzita multifaktoridlni Taguchiho metoda.
Analyza vysledkii byla provedena pomoci statistického programu Minitab 16. Ze
ziskanych hodnot RRF byly softwarem vytvoieny Taguchiho grafy, které slouzi jako
nastroj pro grafickou analyzu a interpretaci dat. Jako ptiklad jsou uvedeny Taguchiho
grafy pro acetaldehyd na obrazku 5.8, vSechny ziskané grafy studovanych latek pro obé
metody IS jsou uvedeny v Ptiloze 1 na obrazcich 8.1 az 8.10.

Pro vyhodnocovani vysledki byl pouzit typ grafu nazyvany ,,mean of means®, ktery
prezentuje pramér ze vSech vypocitanych stiednich hodnot odpovédi zkoumaného
systému pfi raznych kombinacich faktorti a jejich Grovni. Na horizontalni ose diagramu
jsou zobrazeny jednotlivé faktory a jejich urovné, zatimco na vertikdlni ose jsou
vyznaceny prumérné hodnoty ziskanych RRF. Stiedem téchto grafti prochazi osa, ktera
ptedstavuje primérnou hodnotu RRF pro studovanou latku ziskanou ze vSech kombinaci
analyz Taguchiho planu. Celkové bylo v rdmci experimentu provedeno 27 sérii méfeni,
pricemz kazda uroven faktoru byla pouzita 9krat. Tii body na grafu daného faktoru
reprezentuji tfi zvolené urovné a jejich Ciselna hodnota odpovida primérné hodnoté
z jejich 9 méteni. Tyto body jsou spojeny lomenou ¢arou, ktera umoziuje posouzeni
variability RRF zptsobené jednotlivymi faktory.

Ziskané Taguchiho grafy ukazuji, jak jednotlivé faktory a jejich urovné ovliviuji
hodnotu RRF. Podivame-li se naptiklad na grafy pro acetaldehyd (Obr. 5.8), miizeme si
vSimnout, Ze pii pouZiti 1-pentanolu jako vnitiniho standardu ma nejvétsi vliv na hodnotu
RRF faktor ABV. Déle je vidét, Ze objem nastiiku a teplota injektoru maji také znacny
vliv na hodnotu RRF. Naopak koncentrace latky, dé€lici pomér vzorku a teplota detektoru
maji pouze minimalni vliv na vyslednou hodnotu RRF. Grafy ukazuji, Ze 1 pfi pouZiti
ethanolu jako vnitiniho standardu je faktor ABV hlavnim ovliviiyjicim faktorem hodnoty
RREF. Teplota injektoru spolu s délicim pomérem vzorku a teplotou detektoru maji jen
minimalni dopad na RRF. Koncentrace acetaldehydu a objem nastiiku se témért

neprojevuji ve vysledné variabilité hodnoty RRF.
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Obrdzek 5.8 Taguchiho grafy pro acetaldehyd u metody s internim standardem I-pentanolem a
metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Z analyzy Taguchiho grafii pro vSechny studované latky vyplyva, ze rtizné parametry
a jejich trovné maji rozdilny vliv na RRF, pficemz nékteré faktory jsou vyznamnéjsi nez
jiné. Pro komplexnéjsi zhodnoceni vlivu kontrolnich faktort na hodnotu RRF byla z
pramérnych hodnot RRF tii irovni jednotlivych faktort vypocitana relativni smérodatna
odchylka pro kazdou analyzovanou latku a pro obé metody vnitiniho standardu. Ziskané
hodnoty RSD vsech zvolenych faktori pro jednotlivé latky jsou uvedeny v tabulce 5.2 a
graficky jsou zndzornény na obrazcich 5.9 a 5.10. Z diivodu detailnéjsi analyzy ziskanych
dat a ptehledného srovnani obou metod vnitiniho standardu byly vytvoieny samostatné
grafy pro kazdou analyzovanou latku zobrazené na obrazku 5.11, které jasn€ ukazuji, jak
kontrolni faktor ovliviiuje hodnotu RRF konkrétni latky u obou metod IS.

Tabulka 5.2 RSD [%] vypocitana z priumérnych hodnot RRF kazdé urovné daného faktoru.

ABV  Koncentrace  Objem Teplota Délici FID
nastiiku  injektoru pomer teplota

Acetaldehyd 11,5 2,2 6,6 5,7 2,8 4,0
Methanol 10,8 52 3,3 4,6 2,3 3,7
Methyl-acetat 12,1 6,2 3,9 4,6 4,0 2,9
1-propanol 9,7 6,6 9,1 4,0 6,4 0,8
Ethyl-acetat 7,5 6,9 12,8 6,6 7,9 2,4
2-butanol 8,6 3.4 4,7 3,1 3,6 2,7
Isobutanol 11,7 8,5 1,7 3,5 0,8 2,8
1-butanol 9,4 9,2 1,6 4,1 0,1 3,4
Acetal 13,5 2,7 52 4,1 3,4 3,3
Isoamylol 7,4 7,6 2,4 3,0 1,5 1,7
Primérna
RSD < § 102+1,5 59+1,7 5125 43+0,8 33+1,7 28+0,7
IS Ethanol RSD, %

ABV Koncentrace  Objem Teplota Délicti FID

nastiiku  injektoru pomeér teplota

Acetaldehyd 6.3 1,5 0,3 2,7 2,2 2,3
Methanol 1,2 2,6 3,2 1,8 2,1 2,9
Methyl-acetat 5.2 3.2 2,5 1.4 2,0 1,1
1-propanol 4.7 5,8 2,5 2,4 2,1 2,7
Ethyl-acetat 4,4 8,8 8,7 5,9 3,5 1,3
2-butanol 2,2 0,7 2,0 1,6 2,1 1,2
Isobutanol 2,4 53 4,4 3.3 3,5 2,6
1-butanol 1,4 6,0 4,4 3,2 4,2 3,4
Acetal 6,4 1,9 1,6 1,2 0,8 1,6
Isoamylol 2,7 4,4 3,9 0,8 2,9 0,8
Primérna
RSD + 5 37+1,4 4,0+£1,8 34+1,6 24+1,1 25+£0,7 20+0,6
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Obrdzek 5.9 Relativni smérodatnd odchylka [%] hodnot RRF u jednotlivych faktorii pro vSechny

tekavé latky pri pouziti vnitiniho standardu 1-pentanolu.
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Obrdazek 5.10 Relativni smérodatna odchylka [%6]hodnot RRF u jednotlivych faktori pro

vSechny tekave latky pri pouZiti vnitrniho standardu ethanolu.
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Déle byly pro usnadnéni interpretace ziskanych udaji vytvoreny rovnéz sloupcové

grafy uvedené na obrazku 5.12. Zobrazuji vliv jednotlivého faktoru na vSechny zkoumané
latky.
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Obrdazek 5.12 Srovnani relativnich smérodatnych odchylek [%] pro jednotlivé faktory a vsechny

analyzované latky u obou metod vnitiniho standardu.
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Z uvedenych dat je zfejmé, ze kontrolni faktor ABV mé nejvyznamnéjsi dopad na
variabilitu vysledné hodnoty RRF zejména pifi bézné pouzivané metodé interniho
standardu. Primérna relativni smérodatnd odchylka pro tento faktor pii pouziti
l-pentanolu jako vnitiniho standardu dosdhla hodnoty 10,2 + 1,5 %. Nejvyraznéjsi
variabilita odezvy byla piitom sledovéana u téchto latek: acetaldehydu, methyl-acetatu,
isobutanolu a acetalu. Pfi pouziti metody ,,Ethanol jako IS“ pfedstavovala primérna
relativni smérodatna odchylka pro faktor ABV o 6,5 % nizsi hodnotu, coz znaci urc€ité
zlepseni stability v odezvé systému. I v tomto piipadé byly faktorem ABV nejvice
ovlivnény latky acetaldehyd a acetal. Na zaklad¢ Taguchiho grafu pro acetaldehyd (Obr.
5.8) a acetal (Obr. 8.9) s pouzitim ethanolu jako interniho standardu je pozorovatelny
urcity trend. U acetaldehydu se zda, Ze s rostoucim obsahem ethanolu v matrici stoupa
hodnota odezvy, zatimco u acetalu se hodnota odezvy snizuje s nariistem obsahu ethanolu.
PtestoZe byl acetaldehyd ptipravovan v nizsi koncentraci ve standardnich roztocich nez
ostatni analyzované latky, v matrici s 96% obsahem ethanolu pravdépodobné dochazelo
k jeho transformaci na acetal. Tento jev by mohl vysvétlit vy$s§i hodnotu relativni
smérodatné odchylky u obou latek, coZ nakonec vedlo k celkové vyssi RSD pro faktor
ABV.

Dalsim vyznamnym faktorem pfispivajicim k variabilit¢ RRF byla koncentrace
zkoumanych latek. U tradi¢ni metody vnitiniho standardu dosdhla primérma relativni
smérodatnd odchylka hodnoty 5,9 + 1,7 %. Pro metodu ,,Ethanol jako IS* byla tato
odchylka nizsi, ¢inila 4,0 + 1,8 %. To naznacuje, Ze koncentrace latek méla vétsi vliv na
stabilitu odezvy pii pouZiti ethanolu jako vnitiniho standardu nez ABV.

Faktory objem nastfiku, teplota injektoru a délici pomér vzorku ovlivnily RRF
ruznych latek v rizné mife. U obou metod vnitiniho standardu byly primérné RSD niZsi
nez hodnoty pro faktor ABV a koncentraci. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5.2.

Teplota plamenového ioniza¢niho detektoru byla parametrem, ktery mél nejmensi vliv
na variabilitu RRF u obou metod vnitiniho standardu. U metody s pouzitim 1-pentanolu
jako interniho standardu byla primérna hodnota RSD 2,8 + 0,7 %, zatimco u metody
,Ethanol jako IS* ¢inila 2 £ 0,6 %.
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6 Zaver

Tato diplomova prace se zabyva variabilitou relativnich faktori odezvy deseti t¢kavych
latek bézné ptitomnych v alkoholickych produktech v zavislosti na riznych podminkach
méfeni a slozeni roztokl. Prioritou bylo zjistit, jak rGzné faktory ovliviiuji kalibra¢ni
koeficienty s naslednou moznosti snizit pocet potfebnych kalibraénich méfeni v bézné
praxi.

Analyza probihala pomoci GC-FID za pouziti dvou metod vnitiniho standardu s cilem
jejich porovnani. Série experimentli byla navrzena Taguchiho statistickou metodou, ktera
umoznuje zkoumat ucinek vice faktord soucasné. Byl posuzovan vliv nésledujicich Sesti
kontrolnich faktorii: obsah ethanolu v matrici, koncentrace sledovanych analytli, objem
davkovaného vzorku, teplota injektoru, délici pomér a teplota detektoru. Kazdy parametr
béhem méfeni nabyval jednu ze tii uroviiovych hodnot. Tyto faktory a jejich Grovné byly
vybrany tak, aby zahrnovaly bézné pouzivané podminky meéficich systéml a
charakterizovaly vétSinu alkoholickych produktl analyzovanych v praxi.

Nejprve byla provedena optimalizace teplotniho profilu GC systému s cilem zajistit
dostatecnou separaci vSech analyzovanych sloZek. Poté bylo provedeno 27 sérii analyz
podle Taguchiho planu ve tfech opakovanich. Kazdé méteni predstavovalo rozdilnou
kombinaci Sesti kontrolnich faktorti a jejich tii Grovni. Kompletni analyza poskytla 27
hodnot relativnich faktorti odezvy pro kazdou zkoumanou latku u obou metod interniho
standardu. Tyto vysledky ukézaly, Ze hodnoty RRF v zévislosti na podminkach méteni
znacn¢é kolisaly. Nejvyssi hodnoty RRF byly zaznamendny pro nejvice tékavé latky
acetaldehyd, methyl-acetat a methanol u obou metod vnitiniho standardu.

Pro porovnani variability ziskanych hodnot RRF obou metod interniho standardu byla
vypocitana primérna relativni smérodatné odchylka RRF vSech analyzovanych latek. Pro
tradi¢ni metodu s pouzitim 1-pentanolu jako IS byla tato hodnota 13,3 + 1,6 %. Pfi pouziti
metody ,,Ethanol jako IS* byla tato hodnota nizsi, a to 7,8 + 1,8 %.
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Ziskané RRF hodnoty byly pouzity k vytvoieni Taguchiho grafii pro kazdou
analyzovanou latku a ob& metody vnitiniho standardu. Tyto grafy vizualizuji, jak
jednotlivé faktory a jejich urovné ovlivnily hodnotu RRF. Bylo zjisténo, ze rtzné
parametry a jejich odlisné urovné mély rozdilny vliv na RRF, pficemz nckteré faktory se
ukazaly byt vyznamné;jsi nez ostatni. U tradi¢ni metody interniho standardu byl klicovym
parametrem ovliviiujicim variabilitu RRF kontrolni faktor ABYV, jehoZ priimérnd hodnota
RSD dosahovala 10,2 + 1,5 %. U metody ,,Ethanol jako IS* m¢la nejvétsi vliv na RRF
hodnoty koncentrace analyzovanych latek, pficemz primérna hodnota RSD ¢inila
4,0+ 1,8 %.

Z analyzy dat jednoznacné vyplyva, ze pii ménicich se podminkach méteni prokazuje
metoda s ethanolem jako vnitinim standardem vétsi stabilitu hodnot relativnich faktort
odezvy. Je ziejmé, Ze tento analyticky postup vede ke zvySeni pfesnosti a spravnosti
kvantifikace sledovanych latek v alkoholickych produktech. Navic tato metoda vyrazné
zjednodusSuje proces méfeni, protoze neni nutné piidavat interni standard do kazdého
analyzovaného vzorku a méfit jeho hustotu k urceni hodnoty ABV, jak je tomu u bézné
pouzivané metody vnitiniho standardu. Tim se zkracuje doba analyzy, zvySuje se jeji
spolehlivost a snizuji se naklady. Experimentalni vysledky této diplomové prace potvrzuji
vhodnost pouziti metody ,,Ethanol jako IS*“ v rutinni praxi pfi kontrole kvality
alkoholickych napoji. Zarovenn mohou data tykajici se stability kalibrac¢nich faktorti

ptispét k redukci poctu potiebnych kalibraénich méfent.
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8 Pfilohy

Priloha 1 Taguchiho grafy

Vsechny ziskané grafy studovanych latek pro obé metody IS
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metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrazek 8.3 Taguchiho grafy pro methyl-acetat u metody s internim standardem 1-pentanolem a

metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrazek 8.4 Taguchiho grafy pro 1-propanol u metody s internim standardem 1-pentanolem a
metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrazek 8.5 Taguchiho grafy pro ethyl-acetdt u metody s internim standardem 1-pentanolem a
metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrazek 8.6 Taguchiho grafy pro 2-butanol u metody s internim standardem I-pentanolem a
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Obrdazek 8.7 Taguchiho grafy pro isobutanol u metody s internim standardem I-pentanolem a
metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrdzek 8.8 Taguchiho grafy pro 1-butanol u metody s internim standardem 1-pentanolem a
metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrazek 8.9 Taguchiho grafy pro acetal u metody s internim standardem 1-pentanolem a
metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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Obrdazek 8.10 Taguchiho grafy pro isoamylol u metody s internim standardem I-pentanolem a

metody ,, Ethanol jako interni standard “.
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