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Abstrakt

Tato bakalarskd prace se tykala optimalizace slozeni mobilni faze pro stanoveni
mravencand a octant v riznych destilatech pomoci iontové chromatografie. Cilem této prace
bylo identifikovat a zkvantifikovat pfitomné anionty, pficemz byla vénovéna zvysSena pozornost
pravé mravencanim a octaniim. Pro vyhodnoceni obsahu mravencanti a octanti byla zvolena
metoda externi kalibrace, konkrétné metoda kalibra¢ni pfimky. Tento typ zptsobil velmi
precizni a pravdivé stanoveni koncentrace sledovanych aniont. Déle byly v ramci validace
analytické metody urceny hodnoty meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) pro
mravencany a octany. Preciznost metody byla hodnocena opakovatelnosti méteni, kdy byla
prokazana stabilni hodnota pfi nékolikanasobnych analyzach. Pravdivost metody byla
vyjadfena vytéznost. Pro tento vyzkum byl vyuzit iontovy chromatograf od firmy Metrohm,
ktery mi poskytl spolehlivé a piesné vysledky. Optimalizace mobilni faze vedla k vylepSeni
separace a detekce sledovanych aniontli, cozZ umoznilo detailni analyzu slozeni studovanych

destilata.

Kli¢ova slova: iontovd chromatografie, destildty, mravenCany, octany, optimalizace,

identifikace, mez detekce, mez stanovitelnosti



Abstract

This bachelor thesis concerned the optimization of the mobile phase composition for the
determination of formate and acetate in various distillates by ion chromatography. The aim of
this work was to identify and quantify the anions present, with particular attention paid to
formate and acetate. An external calibration method, namely the calibration line method, was
chosen to evaluate the formate and acetate content. This type caused a very precise and true
determination of the concentration of the anions of interest. Furthermore, the limit of detection
(LOD) and limit of quantification (LOQ) values for formate and acetate were determined as
part of the validation of the analytical method. The precision of the method was evaluated by
the repeatability of the measurements, where a stable value was demonstrated over multiple
analyses. The trueness of the method was expressed as recovery. An ion chromatograph from
Metrohm was used for this research and provided reliable and accurate results. Optimization of

the mobile phase led to improved separation and detection

Keywords: ion chromatography, distillates, formate, acetate, optimization, limit of detection,

limit of quantification, identification



Cil prace

Cilem této bakalarské prace je optimalizovat slozeni mobilni faze, a tim dosahnout
efektivniho stanoveni mravencanii a octani ve vybranych destildtech pomoci iontové
chromatografie. Soucasti cile je identifikace pfitomnych aniontl a kvantifikace mravencan a
octanll, a to za vyuziti metody externi kalibrace. Prace si rovnéz klade za cil stanovit mez
detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) pro analyzované anionty, a dale vyhodnotit
preciznost metody prostiednictvim opakovatelnosti méfeni a pravdivosti metody vyjadiené

jako vytéznost. V radmci vyzkumu bude pouzit iontovy chromatograf od spolecnosti Metrohm.
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Seznam zKkratek

LOQ — Mez stanovitelnosti (z ang. limit of quantification)
LOD — Mez detekce (z ang. limit of detection)
IC — Iontova chromatografie (z ang. Ion of chromatography)

U.S. EPA — Agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi (United States Environmental Protection

Agency)

ASTM — Americka spolecnost pro testovani a materialy (ASTM International)
SF — Stacionarni faze

MF — Mobilni faze

PEEK — Polyetheretherketon

PP — Polypropylen

PS-DVB —Polystyren-divinylbenzenové kopolymery

PVA — Polyvinyl alkohol

UV-VIS — ultrafialovo-viditelna spektrometrie (z ang. Ultraviolet-visible spectroscopy)
p.a. — pro analyzu

FDH —formaldehyddehydrogenasa

THF — Tetrahydrofolat

ADH — Alkoholdehydrogenasa

UK — Ukrajinska vodka s paprickou



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Iontova chromatografie

Prvni informace o iontové chromatografii (IC) pochazeji zroku 1850, kdy Harry

Thompson se svym kolegou zkoumali adsorpci amonnych iontii v pidach. Po pratoku vodného

roztoku hnojiva, ktery obsahoval amoniak, dosli k zavéru, ze je voda chudsi na amoniak, avsak

s vy$$i koncentraci vapniku po prichodu vrstvou pidy. Az v roce 1903 byla chromatografie

objevena jako separa¢ni metoda ruskym botanikem Semjonovi¢em Cvetem. O 24 let pozdéji

byla poprvé pouzita iontové vyménna kolona pro anionty ke stanoveni pfitomnosti sirani

v pfirodnich vodach némeckym védcem Bahrdtem. V 50. letech 20. stoleti se chromatografické

metody Uspé$né uplatnily v chemické analyze. Dalsi udalosti spojené s vyvojem iontové

chromatografie jsou uvedeny v Tabulce 1. [1], [2], [3]

Tabulka 1 - Uddalosti ve vyvoji iontové chromatografie

Rok Udalost

1903 Objev chromatografie jako separa¢ni metody, ktery provedl M. Tswett

1975 Zvetejnéni zasadni studie o pelikularnich aniontoménicich, Small H., a kolektiv.

1975 Prezentace prvniho iontového chromatografu na setkdni American Chemical
Society (Americké chemické spole¢nosti) v Chicagu

1980 Zavedeni IC bez potlaceni vodivosti mobilni fdze (vodivostni detekce)

1981 Zavedeni iontového chromatografu, ve kterém byly vSechny ¢asti v kontaktu s
eluentem vyrobeny z nekovovych materiala

1984 Prvni pocitaCovy program pro ovladani iontovych chromatografli, zavedeni
mikromembranovych supresort vodivosti mobilni faze

1984 Uznani IC jako referencni metody pro stanoveni iontii ve vod¢ a odpadnich
vodach agenturami U.S. EPA a ASTM International

1992 Zavedeni IC standardl pro stanoveni iontll ve vod¢ a odpadnich vodéach

1997 Zavedeni automatického generatoru eluentu, implementace myslenky ,,Staci

piidat vodu*




Iontova chromatografie je analytickdA metoda, kterou vyuzivame k separaci a
kvantifikaci iontovych sloucenin. Separace je zaloZena na rizné silné elektrostatické interakci
mezi ionty, které jsou pfitomny v eluentu, a nabitymi funkénimi skupinami fixovanymi na
chromatografickém nosi¢i. Iontova chromatografie je kliCovou metodou pro separaci a
stanoveni aniontll v roztocich. Pro stanoveni kationta 1ze krom¢ iontové chromatografie vyuzit
také metody atomové spektrometrie. Zakladni instrumentalni uspotadani odpovida metodé
kapalinové chromatografie. K separaci dochéazi v chromatografické koloné, kterd je naplnéna
vhodnou ionexovou stacionarni fazi, a celym chromatografickym systémem protéka vhodné
zvolena mobilni faze. Za kolonou je zapojen priatokovy detektor, nejcastéji vodivostni detektor.
Vzorky se davkuji pomoci Sesticestného ventilu s davkovaci smyckou a pro zajisténi
konstantniho pritoku mobilni faze se vyuziva vysokotlaké ¢erpadlo. Mobilni fazi obvykle tvori
vodny roztok kyselin, zdsad nebo soli. Stacionarni faze je nepohybliva a je tvofena inertni
organickou nebo anorganickou matrici, kterd je chemicky modifikovana ionizovatelnymi
funkénimi skupinami, které mohou vyménovat a uvolfiovat ionty. V blizkosti nabitych
funkénich skupin stacionarni faze se vyskytuji odpovidajici protiionty, které se mohou
vyménovat za ionty stejného naboje obsazené v mobilni fazi. Kulovité ¢éastice ionexové
staciondrni faze maji v priiméru 5 az 10 pm a jsou naplnény do nerezové nebo plastové kolony

s dostatecnou tlakovou odolnosti. [1], [3], [4], [5]

Iontova chromatografie se vyuziva ke stanoveni mnoha iontd v klinickych a
farmaceutickych laboratofich, zejména k testovani 1éciv. Dale se pouZziva pii kontrole potravin
a kontrole kvality vody, v€etné stanoveni obsahu fluoridd. Pfi analyzach Zivotniho prostfedi se

nejcastéji zameétuje na dusitany a dusi¢nany ve vodach a potravinach. [6], [7], [8], [9]
1.2 Princip iontové chromatografie

Separace analytll je zaloZena na rizné silné elektrostatické vazbé¢ na kladné nebo zaporné
nabité skupiny fixované na stacionarni fazi. Tyto skupiny interaguji s volnymi protiionty v
mobilni fazi. lonty analytu a nabité ionty eluentu soutézi o opacné nabité funk¢ni skupiny na
povrchu nosice stacionarni faze. Pfi aniontové vymeéné jsou zaporné nabité analyty vytésiovany
pfidavanim zaporné nabitych iontli obsazenych v mobilni fazi. Interakce mezi anionty mobilni

faze a funkEnimi skupinami nakonec pfevazi nad interakci mezi analyzovanymi anionty a

funkénimi skupinami a dochazi tak k eluci analytu ze stacionarni faze.



Vymeéna kazdého iontu je popsana iontoveé vyménou rovnovahou, ktera charakterizuje
jeho rozdélovani mezi mobilni a staciondrni fazi. Vyménna reakce anionti v IC je popsana
rovnici (1).[10], [11], [12]

RNTE-+ A~ = RNTA~ 4+ E~ (1)
Vyménu anionti z rovnice (1) lze charakterizovat koncentraéni rovnovaznou konstantou K,

[Alsr = [E”Iur

Ka= [A~Imur - [E" sk

kde E~ znaci aniontu eluentu, ktery se vyménuje s aniontem analytu A~ vdzanym na kladné
nabity povrch stacionarni faize RN™. Pro dosazeni rovnovahy mezi ionty analytu a eluentu jsou

potfebné dva procesy:

1. Reverzibilni spojeni aniontu analytu nebo aniontu eluentu s iontové vyménnymi misty
staciondrni faze diky elektrostatickému interakce

2.  lontovéa vyména mezi aniontem analytu a aniontem eluentu.

Celkova situace pii vyméné aniontll na anexové stacionarni fazi je znazornéna na
obrazku 1, kde je také znazornéna elektrostatickd vazba mezi ¢asticemi s kvartérnimi
aminovymi skupinami a sulfonovanym povrchem polymerniho nosi¢e (kopolymer ethylvinyl

benzenu a divinyl benzenu). [3], [5], [10], [13]
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Obrazek 1 — Vyména aniontii na pelikularni anexové staciondarni fazi (prevzato a upraveno:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967305022235) [10]



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967305022235

Iontovou chromatografii s vodivostni detekci Ize prakticky provést s potlacenou nebo
nepotlac¢enou vodivosti mobilni faze. U potlacené vodivostni detekce eluat vychdzejici z kolony
proudi do supresoru, kde se chemicky snizuje vodivost eluentu a zvysuje vodivost analyti, coz
zlepsuje pomér signalu k Sumu detekéniho signalu. U nepotlacené (piimé) iontové
chromatografie se pouzivaji stacionarni faze s nizkou kapacitou a mobilni faze o nizké
koncentraci soli organickych kyselin. Vodivost mobilni faze je u ptimé iontové chromatografie

tedy nizka.
1.3 Stacionarni faze

Ionexova staciondrni faze je tvofena organickym nebo anorganickym nosi¢em, na ktery
jsou navazany iontoméni¢ové funkéni skupiny, ty se tcastni procesu vymeény. Pokud jsou
funkéni skupiny zakotveny piimo na nosi¢ staciondrni faze, jedna se o povrchové
funkcionalizovany ionex. Pokud je na aktivovany nosi¢ stacionarni fize mechanicky nebo
pomoci hydrofobni ¢i elektrostatické interakce zachycena mald povrchové funkcionalizovana

castice, jedna se o pelikularni ionex.

Katexy jsou iontoménice, které maji zaporné nabité funkéni skupiny a ptitahuji kladné
nabité kationty. Anexy jsou naopak iontoménice, které maji kladné nabité funkéni skupiny a
piitahuji zaporng nabité anionty. Nejcastéji se v IC pouzivaji stacionarni faze na bazi silikagelu
nebo modifikovanych organickych polymerti. Mezi né patii polystyren-divinyl benzenové
kopolymery (PS-DVB), polymethakrylaty a polyvinyl alkoholy (PVA), které maji schopnost
pracovat pii vySsich tlacich a maji lepSi chemickou odolnost nez silikagelové ionexy. PfedevSim
pfi separaci organickych iontli miize dochazet k interakci s nosi¢em ionexové stacionarni faze,
proto pii vyvoji metody je tfeba vyzkouset rizné nosic¢e ionexové SF. Charakteristické katexové

a anexové funkéni skupiny jsou uvedeny v Tabulce 2. [1], [3], [10], [14]

Tabulka 2 — Charakteristické funkcni skupiny katexit a anexii

Typ vymény Skupina Typické protiionty
Silny katex Kyselina sulfonova Na', H", Li"
Slaby katex Karboxylova kyselina Na', H", Li"
Silny anex Kvartetni amin* CI,, HCOOs", SO4*
Slaby anex Primarni, sekundérni a terciarni amin  Cl', HCOOs", SO4*

* Nejcastéji je pouzivany trimethylamin nebo ethyldimethylamin



1.4 Mobilni faze

Jako mobilni faze se v iontové chromatografii vyuziva eluent, ktery je tvofen vodnym
roztokem soli nebo smési soli. Vodnou mobilni fazi 1ze modifikovat pfidavkem polarniho
organického rozpoustédla, nejcastéji methanolu, acetonitrilu anebo acetonu. Pii optimalizaci
koncentrace konkuren¢niho iontu s afinitou k iontové vyménné skupiné¢ stacionarni faze, a pH
mobilni faze. pH mobilni fadze ovliviiuje stupeii disociace (néboj) ionexové funkéni skupiny

stacionarni faze a analytu. [5], [13], [14]

Pii iontové chromatografii aniontli je mobilni faze nejcastéji tvofena zfedénym
roztokem uhli¢itanu sodného nebo hydrogenuhli¢itanu sodného, ptipadné jejich smési.
Uhli¢itanové ionty maji velkou elu¢ni silu, naopak hydrogenuhli¢itanové ionty jsou slabym

elucnim Cinidlem. [5], [13], [14]

Kromé¢ druhu soli, jeji koncentrace a pH mobilni faze ovliviiuji eluci rozpusténych latek
také pratok eluentu a separacni teplota. Zvyseni teploty obecné vede k urychleni analyzy, tedy
snizeni reten¢nich Casti. Vyssi pritoky eluentu zptisobuji snizeni elucnich Casti, protoze ionty
rozpusténych latek maji méné ptileZitosti interagovat s iontové vyménnymi skupinami. Velmi
dilezité je odplynéni eluentu, aby se piedeslo poskozeni kolony. Pied zahajenim méfenti je tieba
kolonu dostate¢n¢ dlouho promyvat eluentem, dokud neni dosazeno rovnovahy, coz ilustruje
stabilni zakladni linie (base line). Latka, aby byla vhodna jako eluent, musi spliiovat nasledujici
podminky: dostupnost ve vysoké Cistoté, dostatecné vysoka elucni sila bez poskozeni kolony,
absence generovani takzvanych faleSnych pikl v diisledku reakci na koloné nebo v supresoru,

a neovlivitiovani ¢i inhibovani supresorového zatizeni.[3], [14], [15], [16]

1.5 Supresor

Soucasti iontového chromatografu je supresor, ktery ma za kol potlacit vodivost
mobilni faze pted vlastni detekci analytli. Snizeni vodivosti mobilni faze se vyuziva pii analyze
aniontt, pro analyzu a detekci kationt neni potieba supresor pouzivat. Pii chemické supresi je
za aniontové vyménnou kolonou zapojena kationtové vymeénna supresorova jednotka, kterd
pfevadi eluent (uhli¢itan nebo hydrogenuhli¢itan) na kyselinu uhli¢itou a protiiont ze vzorku
aniontl, nejcastéji ze sodiku nebo drasliku, na vodik. Kyselina uhli¢itd velmi méalo disociuje, je
nestabilni a rozklada se na oxid uhli¢ity a vodu. Vznikly oxid uhli€ity je z mobilni faze
odstranén ve formé plynného CO; v MCS modulu (CO; degaser). Vymeéna ionti (kationtil) pii

chemické supresi je schematicky vyjadiena nasledujicimi chemickymi rovnicemi:



Eluent: Na*HCO;~ + Memb — SO;"H* - H,CO5; + Memb — SO;” Na™
lont ze vzorku: Na*Cl~™ + Memb — SO;"H* - H*Cl™ + Memb — SO;” Na™

Po chemické supresi lze pouzit vodivostni detektor, protoze vodivost mobilni faze je
velmi nizka (okolo 1 uS cm™ nebo méng) a anionty analytii, ve skutecnosti jejich H' protiionty,
jsou naopak vysoce vodivé. Méreny signal analytu je tedy souctem vodivosti aniontu a jeho

H' protiontu. [1], [5], [16], [17]
1.6 Detektor

Nejbéznéjsi detektor, ktery se vyuziva v iontové chromatografii, je detektor vodivostni.
Vyhodou vodivostni detekce je jeji velké citlivost a selektivita pro analyty iontové povahy.
Eluat z chromatografické kolony je veden do pritokové detekéni cely, kterd obsahuje dvé
elektrody. Na tyto elektrody je vkladano stiidavé napéti. Tonty ze vzorku pii svém priuchodu
detek¢ni celou zvySuji vodivost eluatu, pro dosazeni co nejvétsi citlivosti detekce by samotna

mobilni fAze méla byt co nejméné vodiva.

V iontové chromatografii lze také vyuzit UV-VIS detektor nebo elektrochemicky
detektor. Pfimou UV-VIS detekci lze viontové chromatografii vyuzit pro detekci latek
obsahujici ve své struktute rizné chromoforové skupiny jako napt. (NO2, NO3, dvojné vazby
C=C nebo N=N, fenyl, keton, aromaticky kruh), tedy pro ionty organickych molekul jako jsou

organické kyseliny, aminy, aminokyseliny, aromatické slou¢eniny. [3], [16]
1.7 Validace

Pii validaci analytické metody se ovéfuje, Ze je dand metoda vhodnd pro konkrétni
analyticky ukol a ze poskytuje precizni a pravdivé vysledky. Béhem validace metody se hodnoti
nasledujici vykonnostni charakteristiky: preciznost (opakovatelnost a mezilehld preciznost),
pravdivost (odchylka/bias), selektivita, pracovni rozsah, linearita/linearni rozsah, analyticka
citlivost, mez detekce, mez stanovitelnosti a robustnost. Charakteristiky, které se budou

zkoumat, se vybiraji podle konkrétniho analytického ukolu. [18]
1.7.1 Preciznost
Preciznost méteni vyjadiuje, jak tésné¢ spolu souhlasi namétené hodnoty ziskané
opakovanymi méfenimi na stejném pfistroji za stejnych podminek. Pti hodnoceni preciznosti
se posuzuje opakovatelnost, mezilehld preciznost a reprodukovatelnost méfeni. Preciznost 1ze

vyjadfit ¢iselné pomoci smérodatné odchylky, rozptylu nebo varia¢niho koeficientu. [19]



V této bakalarské praci byla preciznost méfeni vyhodnocena jako opakovatelnost méteni
na stejném pristroji, stejnou osobou, za stejnych experimentdlnich podminek a v kratkém
casovém rozmezi. Opakovatelnost métfeni byla vyjadiena jako smérodatnd odchylka (s, viz
rovnice 2) a relativni smérodatna odchylka (s:, viz rovnice 3) z deseti opakovanych méfeni na

dvou koncentra¢nich hladinach.

s = Z(xi_ x—)Z (2)

n—-1
kde x;i je hodnota i-tého méfeni, X je aritmeticky primér hodnot pro vSechna méieni a n je pocet
méfeni.

sy (%) = =-100 3)

Rilw

kde s je smérodatna odchylka a x je aritmeticky priimér hodnot pro vSechna méteni. [19]

1.7.2 Pravdivost

Pravdivost méteni je tésnost shody mezi medidnem nebo aritmetickym primérem
opakovanych méfeni (stfedni hodnota zékladniho souboru) a referencni hodnotou veli¢iny.
Pravdivost je kvantifikovana vychylenim (bias). Vychyleni b lze vyjadfit absolutné nebo

relativné v procentech, jak je vidét z rovnic 4 a 5

b= % — Xyes (4)
b (%) = =20 100 (5)
Xref

Kde x je aritmeticky primér hodnot pro vSechna méteni a xrr je referencéni hodnota.

Vychyleni je mozné urcit analyzou referencnich materidli, vyhodnocenim
vytéZnosti nebo porovnanim s vysledky ziskanymi jinou analytickou metodou. V této
bakalarské praci byla vyhodnocena vytéznost pro vzorek se zndmym piidanym mnoZstvim
standardu analytu. Vytéznost Rr v procentech byla vypocitana podle rovnice 6

C2—C1

Rr (%) = -100 (6)

Cptid

kde ¢> odpovida pozorované koncentraci s ptidavkem standardu, ci odpovidé pozorované
koncentraci bez pridavku standardu a cpig odpovida skute¢né koncentraci ptidavku standardu.
[19]



1.7.3 Linearita

Linearita metody urcuje rozsah kalibrace, ve kterém je méfeny signal piimo imérny
zméné koncentrace analytu ve vzorku, a kalibra¢ni zavislost 1ze vyjadrit rovnici pfimky ve tvaru

y = ax + b. K hodnoceni linearity lze také pouzit korela¢ni koeficient R kalibra¢ni pfimky.

1.7.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

fvwr

signal detektoru vyznamné odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je koncentrace analytu,

kterou je mozné stanovit se stanovenou piesnosti.

Mez detekce a mez stanovitelnosti v této bakalaiské praci byly uréeny z vysky Sumu 2,
zakladni linie a smérnice kalibra¢ni pfimky m zavislosti vysky pikli na koncentraci analytu
s vyuzitim rovnic 7 a 8. [19]

3-hy

LOD = (7)

10 - Ay

LOQ = (8)

1.8 Mravencany

Mravencan nebo-li formiat je béZznym ristovym substratem nebo produktem riznych
druht reakci, katalyzovanych anaerobnimi eukaryotickymi organismy a archeobakteriemi.
Funguje také jako tzv. akcesoricky reduktant, coZ je latka, ktera slouZi jako redukéni ¢inidlo
v chemické reakci, ale sama neni hlavnim cCinidlem a zaroven slouzi jako meziprodukt v
energeticky uspornych drahach. Rlznorodé mikroorganismy vyuzivaji rizné metabolické
drdhy k produkci nebo spotiebé mravencan. Mezi tyto mikroorganismy patii anaerobni
eukaryota, archea a eukaryotické kvasinky. VSechny obsahuji formaldehyddehydrogenasu,

enzym, ktery katalyzuje dvou elektronovou oxidaci mravencanu, viz. rovnice 9. [20]
HCOO~ & CO, + H* + 2e~ 9)

Formaldehyddehydrogenasa (FDH), je v pfirod¢ Siroce rozSifeny enzym, ktery
regeneruje  koenzymy  pfi  chirdlnich  syntézach, které jsou  zavislé na

nikotinamidadenindinukloetid fosfat NADP* Obrazek 2.
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Obrazek 2 - Schéma oxidacni katalyzy mravencanu na oxid uhlicity (prevzato:
https://www.researchgate.net/publication/51420640 A Theoretical Study of the Catalytic Mechanism_of Formate Dehyd
rogenase)[21]

FDH ma vyznamny biotechnologicky potencidl jako katalyzator pro syntézu
organickych kyselin a regeneraci koenzymi pii vyrob¢€ farmaceutickych produktt. Kromé toho
se vyuziva k méteni koncentrace kyseliny mravenci a $tavelové v roztocich a fyziologickych
tekutinach. Tento enzym je tvofen dvéma identickymi podjednotkami o velikosti 42 kDa,
pfi¢emz kazdéa podjednotka ma své nezdvislé aktivni misto. Pozorovana rychlostni konstanta
7,3 s naznaCuje, Ze tento enzym je relativné méné Ginny ve srovnani s jinymi NAD"
zavislymi dehydrogenasami. Pravdépodobnou pficinou je silnd interakce mezi substratem v

jeho zakladnim stavu a n¢kolika zbytky v aktivnim misté. [21]

Mravencan vznika jako meziprodukt pii nesacharolytickém kvaseni; vyrdbi se z
formyltetrahydrofolatu béhem kvaSeni purinli a redukuje se z oxidu uhli¢itého pfi kvaSeni
hypoxantinu. Mnoho fakultativnich a ptisn¢ anaerobnich bakterii ziskava energii pro svij riist
pomoci fosforylace spojené s pfenosem elektrontl, coZ zahrnuje oxidaci mraven¢anu a redukci
exogennich latek, jako jsou dusi¢nany a fumarat, které slouzi jako elektronové akceptory.
Methylotrofni organismy, které postradaji ribuldsa-5-fosfatovy cyklus pro asimilaci uhliku,
pfeménuji methanol na mravencan, ktery je dale oxidovan na oxid uhli¢ity. Methylotrofni
aerobni organismy také vyuzivaji mravencan jako jediny zdroj energie. Pseudomonas
oxalaticus roste na oxalatu jako jediném zdroji energie a mravencan vytvotfeny pfi té€to reakci
je nasledné oxidovan na oxid uhli¢ity. Sir§i spektrum anaerobnich bakterii je schopno
metabolizovat mravencan. Kyselina mraven¢i vznikd béhem fermentace cukrd, bud’
katalyzované pyruvat formylasou, nebo redukci oxidu uhli¢itého. Formiat je také produktem

fermentace aromatickych sloucenin, L-(+)- kyseliny stavelové a oxalatu. [20]

Mravencanovy aniont ptedstavuje nejjednodussi ¢len fady soli karboxylovych kyselin,

které vSechny obsahuji karboxylatovou skupinu a sp?> hybridizovany atom uhliku.



Karboxylatova funkcéni skupina (RCOO-) je vSudypfitomnd v organismu. VSechny
aminokyseliny obsahuji alesponi jednu kyselou skupinu RCOOH. RCOO- také tvoti polarni
skupinu v mnoha molekulach povrchové aktivnich latek a jeji interakce s vodou je diilezita pro
tvorbu lamelovych fazi, vezikul a micel. Mravencanovy aniont je povazovan za indikator otravy
formaldehydem, methanolem a kyselinou mravenci. Kviili metabolickému pieméné ethanolu
na kyselinu octovou je acetat Casto povazovan za indikator oralni konzumace ethanolu.

Mravencan i acetat Ize stanovit z krve nebo moci. [22], [23], [24]

Methanol je jedna z nejznamé;jsich chemickych latek, kterou charakterizuje jednoducha
struktura CH30OH. Tato latka ma sama o sob& nizkou toxicitu, ovSem v lidském téle je
metabolizovana alkoholdehydrogenasou (ADH) na formaldehyd a kyselinu mravenci. Malé
mnozstvi methanolu se mize vyskytovat v komercnich alkoholickych napojich jako vedlejsi
produkt fermentace a destilace, ale vyskytuje se 1 v Cerstvém ovoci a zelenin€. Pfi nevhodném
skladovani destilatii se miize koncentrace methanolu ve vyrobku zvysit, a to prostfednictvim

bakteridlni dehydrogenasy. [25], [26], [27]

Kyselina mravenci je bezbarva kapalina, kterd pti 8,4 °C tuhne a pti 101° C vie. Ma
ostry zapach a je misitelna ve vSech pomérech s vodou. Kyselina mravenci vykazuje zavaznou
toxicitu, a to jak akutni (kratkodobou) lokalni, tak akutni systémovou. Vykazuje mirnou
chronickou (dlouhodobou) systémovou toxicitu a mirnou chronickou lokalni toxicitu. Proto je
treba se vyvarovat expozice kiize, poziti a vdechovani. Kyselina mravenci je nejsilnéjsi z
nesubstituovanych monokarboxylovych kyselin. Jeji pKa je 3,77, oproti 4,77 u kyseliny octové.
[21], [28]

Estery kyseliny mravenci jsou t€kavé, hotlavé, sladce vonici kapaliny. Jsou malo
rozpustné ve vodég. Tyto estery maji sttedné akutni (kratkodobou) lokalni a systémovou toxicitu.

Drazdi kiazi a sliznici. Ve vysoké koncentraci plisobi narkoticky.

Formamid je bezbarva kapalina se zdpachem amoniaku. Je to velmi polarni material
(dielektricka konstanta 109) ma vysoky bod varu (210 °C), taje pti 3°C a je zcela rozpustny ve
vodé¢. Je to stfedn¢ toxicka latka a pti zahtati poskytuje kyanovodik. [20], [21], [28]

Vysoké hladina kyselina mravenci se pomalu metabolizuje na CO2 a vodu, nebezpe¢na
je vysoka hladina samotné kyseliny mravenci, kterd mtze v lidském téle zpusobit fadu vaznych
onemocnéni, s fatdlnimi nasledky pro lidsky organismus. Patii mezi n¢ poskozeni optického
nervu, selhdni jater a ledvin. Tato kyselina se do téla maze dostat stravou, pozitim methanolu

nebo vdechnuti jeho par. Hromadéni této kyseliny v téle se nazyva metabolicka acidoza, je
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lé€ena podanim hydrogenuhli¢itanu sodného, ktery napomdhd normalizovat hodnotu pH
v krevnim ob¢hu. Déle narusuje aktivitu cytochromoxidasy v téle a zpiisobuje tzv. hypoxii, coz

je stav, kdy tkan v organismu nedostava dostate¢né mnozstvi kysliku. [9], [20], [27], [29]

V savéich bunkéch je hlavnim zdrojem mravencanu aminokyselina serin. Jeho
nedostatek zplsobuje zastaveni bunéného cyklu u proliferujicich lymfocytii a nadorovych
bunek. Pomoci tetrahydrofoldtu (THF) mulze byt serin katabolizovan na formiat
komplementarnimi drahami (cytosol, mitochondrie). Od kvasinek az po savce jsou tyto drahy
zachovany, coz naznacuje, ze kompartmentalizace metabolismu 1C byla ranou udalosti v
evoluci eukaryotnich bunék. V kvasinkovych i savCich bunikkdch se mitochondrialni draha
vyznacuje vysokou produkci mravencanu, zatimco cytosolova drdha ho opétovné ziskava pro
vyuziti pii syntéze serinu a nukleotidli. Inaktivace mitochondridlni produkce mravencant
vyvolava ptepracovani metabolismu 1C. Aby se nedostatek mitochondrilni produkce formiatu
kompenzoval, pfepne se cytosolovd drdha z produkce serinu na katabolismus serinu.
Nedostatek mitochondridlni produkce glycinu vSak toto pfepnuti nekompenzuje a bunky se
stdvaji zavislymi na dostupnosti extracelularniho glycinu. Je vSak tfeba poznamenat, Ze
nadmérnd suplementace glycinem pifesouva cytosolickou drdhu z katabolismu serinu na syntézu

serinu, coZ inhibuje adaptaci na neaktivni mitochondridlni metabolismus 1C. [25], [30]

U savci se hladiny mravencant v cirkulaci (v krvi) pohybuji v rozmezi 10 az 100
mmol/dm? a pologas mravendan@l v krvi je v rozmezi 40 aZz 100 min. Cirkulujici mravencan
podléha celotélové kompartmentalizaci, ktera se napadné podobd Coriho cyklu glukézo-

laktatového metabolismu, kde serin hraje roli glukdzy a mravencan/glycin roli laktatu.

Mravencan je ziskdn z rtiznych zdrojii potravin, avSak u nékterych savcl jako jsou
napiiklad mysi se vyskytuje mravencan v milimolarnich koncentracich ve sttevnim lumenu.
Stfevni mravencan muze vstupovat do ob&hu a pfispivat k cirkulujicimu mravencanu. Dal$im
vedlej$im produktem metabolismu sttevniho mikrobiomu je methanol, ktery miize byt v jatrech
metabolizovan na formaldehyd a nasledné¢ na mravencan. Pektin, pfirozena slozka ovoce, je

sttevnim mikrobiomem degradovan na methanol.

Dalsi zdrojem mraventanu miize byt S$tépeni glycinu, katabolismus cholinu,
katabolismus tryptofanu, syntéza cholesterolu a syntéza steroli. Sladidlo aspartam se
metabolizuje na aspartat, fenylalanin a methanol. Nadmérna konzumace napojii obsahujicich
aspartam proto muze pusobit jako dalSi zdroj mravencanii prostfednictvim metabolismu

methanolu.
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Intoxikace methanolem je 1é¢ena inhibitory alkoholdehydrogenasy, aby se inhiboval
zakladni metabolicky krok v metabolismu methanolu na jeho toxicky vedlejsi produkt formiat.
Inhibice alkoholdehydrogenasy zabranuje akumulaci mravenanu a methanol muize byt
odstranén vylu¢ovanim moci. Protoze alkoholdehydrogenasa katalyzuje pfeménu methanolu na
formaldehyd a ethanolu na acetaldehyd, puasobi ethanol jako kompetitivni inhibitor
metabolismu methanolu alkoholdehydrogenasou. Synteticky inhibitor alkoholdehydrogenasy

fomepizol se také pouziva v souvislosti s otravou methanolem. [28], [30]
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie, které byly pouzity v této bakalaiské praci jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3- Pouzité chemikdlie

Chemikilie Cistota Vyrobce Stat
NaxCOs3 Bezvody, p.a. Supelco Némecko
NaHCO;3 p.a. Supelco Némecko
H2SOq4 96% p.a. Lach-Ner, s.r.o Ccz
Vinan sodno-draselny p.a. Lachema N.P.Brno CzZ
Stavelan vapenaty p.a. Lachema N.P.Brno Cz
Kyselina jantarova p.a. Lachema N.P.Brno Cz
F, CI', HCOO", CH3COO, 1000 mg/dm? Sigma Aldrich USA
PO4?, SO4*, Br, BrOs", NO»",
NOs
Kyselina malonova 1000 mg/dm? Merck Group Némecko
Destilaty, ve kterych byly stanovovany mravencany jsou uvedeny v Tabulce 4.
Tabulka 4 - Vybrané destildty, ve kterych probihalo stanoveni analytii
Destilat Obsah alkoholu Vyrobce Stat
(obj.)
Amundsen vodka 37,5 % STOCK Plzen-Bozkov s.r.o. Cz
Ukrajinska vodka s 40 % LLC ,,Lviv Ligour and Vodka“ UA
paprickou
Becherovka 38 % Karlovarska Becherovka, a.s. CSR
Peprmint 19 % STOCK Plzen-BoZkov s.r.o0. Cz
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2.2

2.2.1

Pouzité pristroje a pomiicky
Iontovy chromatograf

K métfenim byl pouzit iontovy chromatogram 850 Professional IC Anion od spole¢nosti

Metrohm AG (Svycarsko), ktery se skladal z nasledujicich &ésti:

1.

Davkovaci ventil: k ventilu byla pfipojena davkovaci smycka (PEEK,
polyetheretherketon) o objemu 20 pl, pomoci piepinani Sesticestného ventilu je
naplnéna davkovaci smycka a nésledn¢ je pozadované mnozstvi vzorku
nadavkovano na separacni kolonu.

Vysokotlaké ¢erpadlo: dvoupistové nizkopulzni ¢erpadlo, pracuje v rozsahu 0,001
az 20 ml/min, maximalni pracovni tlak 50 MPa, je vybaveno ¢ipem, kde jsou ulozeny
technické specifikace (provozni hodiny, servisni idaje)

Peristaltické cerpadlo: dvoukandlové Cerpadlo, které se muze otacet v obou
smérech; jedno Cerpadlo se vyuziva k transportu vzorku z ddvkovaciho karuselu do
davkovaci smycky; druhé peristaltické cerpadlo regeneruje a oplachuje
(deionizovana voda) chemicky supresor (katex).

Kolonovy termostat: kontroluje teplotu kolony a eluentu, zajiStuje stabilni
podminky pro méteni v rozsahu 0 °C az 80 °C pro 2 separacni kolony.

Tlumi¢ pulzt: chrani kolonu pted poskozenim, které mtize byt zpiisobeno kolisanim
tlaku pfi pfepinani davkovaciho ventilu.

Inline filtr: chrani kolonu pfed kontaminacemi z eluentu. Filtra¢ni desti¢ky maji
velikost port 2 pm a mohou odstraniovat mikroorganismy, fasy nebo bakterie.
Separa¢ni kolona (Metrosep A Supp 7-250/4): je jadrem celé IC chromatografie,
je vyplnéna anexem, slozena =z polyvinylalkoholu snavazanymi kvartérnimi
aminovymi skupinami, které umoznuji vyménu aniontii. Télo kolony je z PEEK,
tento material je vhodny pro analyzy, které probihaji pii vysokych tlacich. S
chemickym supresorem je doporucovan 3,6 mmol/l uhli¢itan sodny jako mobilni
faze. Veskeré podrobn¢ informace o kolon¢ jsou uvedeny v Tabulce 5.

Metrohm Suppressor Module (MSM): pouzivd se k chemickému potlaceni
vodivosti mobilni faze pfi analyze aniontl, je tvofen tfemi katexovymi kolonami.
Odplynovac eluentu: odstraniuje bublinky plynu a rozpusténé plyny z eluentu. Pti
odplyfiovani proudi eluent do vakuové komory kapildrami ze specidlniho

fluoropolymeru.
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10. Odplynovaé vzorki: odstranuje bublinky plynu a rozpusténé plyny z roztoku

vzorku, vzorek proudi do vakuové komory ptes specidlni fluoropolymerovou

kapilaru.

11. Vodivostni detektor: métri vodivost prochéazejici kapaliny, naméfena data vysila

v digitalni formé, vykazuje vysokou teplotni stabilitu (<0,001 °C).

Tabulka 5 - Parametry kolony Metrosep A Supp 7-250/4

Vypli Polyvinylalkohol s kvartérnimi aminovymi skupinami
Rozméry 250 x 4 mm
Télo kolony PEEK
Kapacita 110 umol (CI7)
Velikost ¢astic 5 um
Maximalni tlak 15 MPa
Optimalni tlak 9,2+ 2 MPa
Maximalni pritok 1ml- min~?!

Optimalni pritok 0,7 ml- min~?
Rozsah pH 3—12
Rozsah teplot 20 — 60 °C
Doporucena teplota 45°C
Skladovani kolony 4—-8°C

Na nésledujicich obrazcich (Obrazek 3 a 4) je zobrazen pouzity iontovy chromatograf Metrohm

850 Professional IC Anion.
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450  Condactiiy Dtacoe

Obrazek 3 - lontovy chromatograf Metrohm 850 Professional IC Anion (prevzato a upraveno z Manual for 850 Professional
IC, 2.850.2010 — Anion, dostupné na htips://www.metrohm.com/cs_cz/products/2/8502/28502010.html)[31], 1. vodivostni

detektor, 2. peristaltické cerpadlo, 3. MSM modul (chemicky supresor), 4. davkovaci ventil 5. odplynovac mobilni faze, 6.

vysokotlaké cerpadlo, 7. promyvaci ventil, 8. tlumic pulsii, 9. odplynovac vzorku, 10. separacni kolona, 11. kolonovy termostat
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Obrazek 4 — Schéma iontového chromatografu Metrohm 850 Professional IC Anion (prevzato a upraveno z Manual for 850

Professional IC, 2.850.2010 — Anion, dostupné na https://www.metrohm.com/cs_cz/products/2/8502/28502010.html[31], 1.
vstup mobilni faze, 2. odplyrniovac mobilni faze, 3. vysokotlakeé cerpadlo, 4. promyvaci ventil (purge valve), 5. inline filtr; 6.
tlumic pulzii, 7. davkovaci ventil, 8. separacni kolona, 9. chemicky supresor (MSM), 10. detektor, 11. vystup mobilni faze, 12.
vstup vzorku, 13. odplynovac vzorku, 14. vystup vzorku, 15. peristaltické cerpadlo, 16. vstup regeneracniho roztoku pro

supresor, 17. vystup regeneracniho roztoku, 18. vstup oplachovaciho roztoku pro supresor, 19. vystup oplachovaciho roztoku

K iontovému chromatografu 850 Proffessional IC byl pfipojen 947 Professional
UV/VIS Detector Vario, 941 Eluent Production Module a 858 Professional Sample Processor,
vSe od spolecnosti Metrohm. 858 Professional Sample Processor byl sloZzen z ddvkovaciho
karuselu a robotického ramene a pomoci peristaltického Cerpadla byl vzorek nasdvan z

plastovych (PP) zkumavek o celkovém objemu 11 ml do 20 pl ddvkovaci smycky.
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2.2.2 Ostatni pristroje a pomiicky

Vsechny pevné chemikalie byly navazeny na analytickych vahach Nimbus NBL 254-

i od vyrobce Adam Equipment (USA). Kapalné vzorky byly vzorkovany pomoci

automatickych pipet (Biohit). K pfipravé mobilnich fazi, kapalin pro regeneraci a oplach

supresoru, a kalibra¢nich roztokl byla pouzita deionizovana voda (odpor 18,2 MQ - cm), ktera

byla pfipravena laboratornim systémem Elga Veolia (PURELAB). Naméfena data byla

vyhodnocena pomoci software MagIC Net 4.2. (Metrohm). Vysledky a grafy byly zpracovany

v programu Excel Microsoft a OriginLab 2018.
2.3 Postup pripravy roztoki

Pfiprava mobilnich fazi

- Pii méfenich bylo pouzito vice mobilnich fazi, které byly pfipraveny bud z ¢istého

uhli¢itanu sodného nebo ze smési uhli¢itanu a hydrogenuhlic¢itanu sodného, aby se 1épe

odseparovaly octany a mravencany.

1.  Pro piipravu mobilni fize sloZené z 3,6mmol/dm* Na,COs bylo navazeno 0,7639 g

uhli¢itanu sodného. Tato navéazka byla kvantitativné ptfevedena do 2000ml odmérné

barky, kterd byla deionizovanou vodou doplnéna po rysku. Stejnym zpisobem byly

pfipravovany ostatni MF viz.Tabulka 6.

Tabulka 6 - Slozeni mobilnich fazi

SloZeni MF [mmol/dm?]

Navazka |[g]

Objem odmérné banky

[ml]

3,6mmol/dm® Na,COs 0,7639 2000
2,0mmol/dm® Na,COs 0,1060 500
3,6mmol/dm? Na,COs + 1,6mmol/dm® NaHCO; 0,1908 + 0,0672 500
1,8mmol/dm* Na;COs + 1,8mmo I/dm® NaHCOs ~ 0,1093 + 0,0530 500
1,0mmol/dm? Na>COs + 2,6mmol/dm* NaHCO; ~ 0,1092 + 0,0530 500
1,0mmol/dm® Na,CO; + 2,6mmol/dm® NaHCOs;  0,4372 +0,2123 2000
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Pfiprava regeneracni kapaliny supressoru

P#i piipravé jednoho litru 250mmol/dm? kyseliny sirové bylo pomoci odmérného
valce odméteno 14,00 ml 96% kyseliny sirové a doplnéno deionizovanou vodou po

rysku 1000ml odmérné banky.

Pfiprava kalibra¢nich roztokt octant a mraven¢anu (CH3;COO", HCOQO)

Kalibra¢ni roztoky mravencanového a octanového aniontu byly pfipraveny o
koncentracich 0,1; 1; 5; 10 a 20 mg/dm>. Nap#. P¥ koncentraci 0,1 mg/dm® bylo
napipetovano 10pl zasobniho roztoku CH3COONa (¢ = 1000 mg/dm?) a 10ul
zasobniho roztoku HCOONa (¢ = 1000 mg/dm*) do odmérné batiky o objemu 100 ml

a doplnéno po rysku deionizovanou vodou.

Piiprava zasobnich roztoku aniontu

Pro vétSinu iontd byly vyuzity certifikované standardni roztoky o koncentraci
(1000+4) mg/dm>. Pokud nebyl k dispozici certifikovany standardni roztok, byl
roztok aniontu pfipraven navazenim piresné hmotnosti pfislusné soli a rozpusténim
v deionizované vodé. Timto zptisobem byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci

1000 mg/1 stavelanu vapenatého, vinanu sodno-draselného a malonanu disodného.
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3

Vysledky a diskuse

Nejdiive byl jako MF pouzit 3,6mmol/dm® roztok uhli¢itanu sodného, pritokova
rychlost MF c¢inila 0,8 ml/min, davkovany objem vzorku byl 20 ul a kolona byla zahtata na 45
°C. Tyto parametry byly nastaveny na zéklad¢ informaci z produktového listu pro pouzitou
kolonou od firmy Metrohm. Nejprve byl u vybranych destilati zméfen retencni profil a
metodou pridavku standardu byly identifikovany pfitomné anionty. K méfeni byla vybrana
Amundsen vodka, Ukrajinska vodka s paprickou, Peprmint a Becherovka. Retencni profily
Retencni profily studovanych destilatl jsou demonstrovany na obrazcich 5 az 8. Pfi prvotnich
experimentech bylo zjisténo, ze polypropylenové zkumavky, do kterych se odméfovaly vzorky
pro nasledné¢ davkovéani pomoci robotického ramene, je tieba nechat pfes noc naplnéné

deionizovanou vodou, aby nedochézelo k pfenosu aniontd mezi vzorky

Amundsen vodka

2.2

3

2,0

_.
oo
1
Odezva detektoru [S.em™|

1.6 R '“L

1.4 Retenéni éas [min]

Odezva detektoru [pS.cm™]

0 | 5 | 10 l 15 | 20 | 25 | 30
Retenéni ¢as [min]|
Obrdzek 5 - Chromatogram Amundsen vodky. Experimentalni podminky: MF 3,6mmol/dm* Na:COs, priitok MF 0,8 ml/min,
teplota kolony 45 °C. Koncentrace standardii aniontii, objem nastriku 20 ul, identifikace piki: 1=CH3;COO-, 2=HCOQO:,
3=CI, 4=NOy5, 5=S0+

Identifikace jednotlivych aniontii v naméfenych chromatogramech byla provedena
metodou standardniho ptidavku, tedy tzv. naspikovanim konkrétniho anionti do cistého
destilatu. Nejprve byly zméteny roztoky standarddl jednotlivych aniontil v deionizované vode,
a to o koncentraci 10 mg/dm? pro kazdy aniont. Tim se zjistil retenéni ¢as jednotlivych aniontii
a poté byla za stejnych podminek proveden analyza na Cistém destilatu se spikem konkrétniho

aniontu o koncentraci 10 mg/dm?® pro majoritni piky a 1 mg/dm? pro minoritni piky.
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Nejcistsim destilatem byla Amundsen vodka (obrazek 5), ve které byly identifikovany
octany, mravencany, chloridy, dusi¢nany a sirany. V ukrajinské vodce s paprickou, bylo
identifikovano nejvice aniontli, konkrétné byly identifikovany fluoridy, octany, mravencany,
bromic¢nany, chloridy, dusi¢nany, bromidy/chlorecnany dusitany, fosforecCnany, sirany, vinany,
malonaty a Stavelany. Pik pro ClO;™ iont splynul s pikem Br™ aniontu, tudiz nebylo mozné
rozhodnout, ktery z aniontl se v destilatu Ukrajinska vodka nachazi. V destilatu Becher byly
identifikovany fluoridy, octany, mravencany, chloridy, dusi¢nany, dusitany, fosfore¢nany,
sirany, vinany, malonaty a Stavelany. Destilat Bozkov peprmint obsahoval fluoridy, octany,

mravencany, chloridy, dusi¢nany, dusitany, fosfore¢nany, sirany, vinany a malonaty.

Ukrajinska vodka s paprickou
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Obrdazek 6 - Chromatogram ukrajinské vodky s paprickou. Experimentdlni podminky: MF 3,6mmol/dm® Na>COs, priitok MF
0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem nastriku 20 ul, identifikace pikii: 1=F", 2=CH3;COO", 3=HCOO-, 4=BrOs", 5=CI,
6=NO5s, 7=Br/ClO5, 8=NOs, 9=POs", 10=S0+, 11=Vinan, 12=Malondt, 13= Stavelan
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Becherovka
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Obrazek 7 - Chromatogram destilatu Becher. Experimentdlnt podminky: MF 3,6mmol/dm® Na>COs, priitok 0,8 ml/min,
teplota kolony 45 °C. Koncentrace jednotlivych iontii ve vzorku bylo 1000 mg/l, objem nastiiku 20 ul; 1=F, 2=CH3;COQ:,
3=HCOO, 4=CF, 5=NO5, 6=NO7, 7=POs", 8=S0/", 9=Vinan, 10=Malondt, 11 = Stavelan

BoZzkov peprmint
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Obrazek 8 - Chromatogram Bozkov peprmint. Experimentdini podminky: MF 3,6mmol/dm’® Na:COs, priitok MF 0,8 ml/min,
teplota kolony 45 °C, objem nastriku 20 ul, identifikace pikii: 1=F, 2=CH3;COO, 3=HCOO, 4=CI, 5=NOs", 6=NOx,
7=POs", 8=S0+,9=Vinan, 10= Malonat
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3.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Pro nalezeni nejvhodnéjSich separacnich podminek, byla provedena optimalizace
slozeni mobilni faze. Byly zkousSeny rizné MF a bylo zkoumano, jestli se nezlepSuje rozliSeni
pikl v pocatecni Casti chromatogramu, kde eluuji fluoridy, octany a mravencany, a soucasné
zda se retencni Casy pozd¢ji eluujicich aniontli nezkracuji a tim padem by analyzy destilata
neprobihaly rychleji. V pribc¢hu optimalizace slozeni MF byly vyzkouSeny tyto MEF:
3,6mmol/dm?® roztok uhli¢itanu sodného, 2,0mmol/dm® roztok uhli¢itanu sodného, smés
3,6mmol/l roztoku Na,CO; a 1,6mmol/l roztoku NaHCO3 a smés 1,0mmol/dm’ roztoku
Na;CO; a 2,6mmol/dm® roztoku NaHCO;. Na obrizku 9. jsou zobrazeny naméfené
chromatogramy pro destildt Becherovka v MF obsahujicich roztok uhli¢itanu sodného o
koncentracich 3,6mmol/l, 2,0mmol/l a smésny roztok 3,6mmol/dm® Na,COs + 1,6mmol/dm?

NaHCO:s.

Optimalizace podminek (mobilni faze)
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Obrazek 9 - Chromatogramy destilatu Becherovka namérené v riiznych mobilnich fazi. Experimentalni podminky: MF
3,6mmol/dm® Na>COs, 2,0mmol/dm’ Na:CO3 a 3,6mmol/dm’ Na:COsz+ 1,6mmol/dm> NaHCOs3, pritok MF 0,8 ml/min,
teplota kolony 45 °C, objem nastriku 20 ul, identifikace piki: 1=F, 2=CH3;COO", 3=HCOO".

Z obrazku 9 je ziejmé, 7e¢ MF obsahujici 2,0mmol/dm® uhli¢itan sodny oddélila
pocatecni piky 1, 2 a 3 (fluorid, octan a mravencan) trochu Iépe nez pavodni MF slozena z
3,6mmol/dm® uhli¢itanu sodného, ale &as analyzy se vyrazné prodlouzil. Také doslo u

organickych aniontl del$imi retencnimi Casy k rozmyti pikl a splynuti se Sumem zakladni linie.
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Pfi pouziti MF obsahujici 3,6mmol/dm?® + 1,6mmol/dm> MF se opét zkratila doba analyzy, ktera
byla srovnatelnd s méfenim v MF 3,6mmol/l Na,COs, ale rozlisSeni F-, CH;:COO™ a HCOO"
iontl bylo lepsi. Pfidavek hydrogenuhli¢itanu sodného do MF pomohl k lep§imu oddéleni diive

eluyjicich aniontd.

K Uplnému oddéleni octanového iontu od neznamého piku doslo pii pouziti MF slozené
z 1,0mmol/dm? Na>COs a 2,6mmol/dm? NaHCOs. Pro snizeni vlivu matrice byl vzorek destilatu
5x zfedén. Na nasledujicim obrazku 10 jsou zobrazeny naméfené chromatogramy pro destilat
Becherovka ve dvou MF, a to ptivodni MF slozené z 3,6mmol/l NaxCOs3 a optimalizované MF
slozené z 1,0mmol/dm? Na>xCOs a 2,6mmol/dm® NaHCO:.

Becherovka (3,6mmol/dm®)
3

e
o ;o
JW _

Retenéni ¢as [min]

Odezva detektoru [uS.cm ‘]
=
1

3% Becherovka (l:&nmol.-"dm3 + Z:Gmmd.-"dmj)

4 3

Odezva deteltorn [pLS.om ! |
1

Retenéni ¢as [min]

Obrazek 10 - Srovnani tivodni éasti namérenych chromatogramii pro: (MF 3,6mmol/dm’ Na:CO3) a 2. 5x ziredénd
Becherovka (1,0mmol/dm’ Na:CO3 + 2,6mmol/dm? NaHCO3), pritok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem ndstiiku
20 ul, identifikace pikii: 1=F-, 2=CH3COO-, 3=HCOO-.

V ramci optimalizace separacnich podminek byl sledovan vliv teploty na retencni
chovani fluoridii, octanii a mravencand, které eluuji blizko sebe. Kromé doposud pouzivané
teploty separacni kolony 45 °C byla vyzkouSena také teplota 40 °C a 50 °C. Nizsi ani vyssi
teplota kolony nezlepsily rozliSeni fluoridil, octanti a mravencand, proto byla pro méteni nadale

vyuzivana teplota kolony 45 °C.

24



3.2 Validace metody

Optimalizovand mobilni faze umoznila validovat metodu pro soucasné stanoveni
mravenc¢ani a octanil ve vybranych destilatech. Proto byla vysledkova ¢ést rozsifena o validaci

metody pro stanoveni octani a o vyhodnoceni koncentrace octani ve vzorcich destilatu.

3.2.1  Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody byla vyhodnocena pro méteni roztokl standardu mravencanu
a octanu o koncentraci 0,1 mg/dm® a 5 mg/dm®. Méfeni stejného roztoku bylo provedeno ve
dvou dnech, kazdy den bylo provedeno 7 opakovanych méfeni. Pro vyhodnoceni
opakovatelnosti metody byly vypocitainy hodnoty smérodatné odchylky s a relativni
smérodatné odchylky s, podle rovnic 2 a 3 (viz oddil 1.7.1 Preciznost metody) pro plochu piku,
vysku piku a retenéni ¢as. Namétené hodnoty ploch pikd, vysek pikli a retenénich ¢asi pro
mravencany jsou shrnuty v Tabulce 7, pro octany v Tabulce 8. V Tabulkach 7 a 8 jsou také
uvedeny vypocitané hodnoty smérodatné odchylky ploch pikl, vySek pikt a retencnich cast

mravencéanu.

Tabulka 7 - Vyhodnoceni opakovatelnosti metody pro koncentraci mravencanu 0,1 a 5 mg/dm?

Koncentrace Koncentrace

mravenc¢anu 0,1 mravenc¢anu 5

mg/dm? mg/dm?

Plocha Vyska Ret.cas Plocha Vyska Ret.cas

[uS.cmlmin] [uS-cm [min] [uS.cmmin] [uS-cm [min]

“l'mg] Ll'mg]

0,031 0,128 11,09 1,261 4,983 11,02

0,031 0,124 11,06 1,269 4,924 11,04

0,030 0,123 11,08 1,222 4,957 11,03

0,025 0,103 11,04 1,274 4,981 11,04

0,030 0,125 11,06 1,285 4,987 10,97

0,029 0,125 11,02 1,267 5,064 10,95

0,029 0,122 10,96 1,266 4,961 11,00

0,031 0,122 10,95 1,265 4,978 11,00
1,284 4,909 11,00
1,286 4,985 11,03
1,282 4,996 11,02
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0,030 0,122 11,03 Primér 1,283 4,963 11,02

0,0019 0,0072 0,049 s 1,272 5,005 10,99

6,3 6,0 0,45 s (%) 1,270 4,976 11,01  Primér
0,016 0,037 0,026 s
13 0,73 0,24 sr (%)

Nejhorsi opakovatelnost byla zjisténa pro plochu pikli a koncentraci mravencanu 0,1
mg/dm>. Hodnota s, byla 6,3 % pro plochu piku mravendanu. Pro vysku piku a koncentraci
mravenéanu 0,1 mg/dm?® byla hodnota s, 5,9 % a pro retenéni ¢as 0,60 %. Pro koncentraci
mravenéani 5 mg/dm?® byla hodnota s, pro plochu piku 1,3 %, pro vysku piku 0,73 % a retenéni

¢as 0,24 %.

Tabulka 8 - Vyhodnoceni opakovatelnosti metody pro koncentraci octanu 0,1 a 5 mg/dm?

Koncentrace octanu Koncentrace
0,1 mg/dm? octanu 5 mg/dm?
Plocha Vyska Ret.cas Plocha Vyska Ret.cas
[uS.cmlmin] [puS-cm [min] [uS.cm.min] [uS-cm [min]

"I'mg] LI'mg’|
0,016 0,059 9,92 0,627 2,098 9,86
0,016 0,056 9,89 0,629 2,092 9,86
0,015 0,056 9,91 0,630 2,047 9,87
0,015 0,058 9,87 0,617 2,083 9,86
0,016 0,059 9,89 0,633 2,099 9,87
0,016 0,058 9,84 0,645 2,081 9,81
0,016 0,059 9,75 0,647 2,135 9,79
0,017 0,062 9,76 0,642 2,081 9,84
0,016 0,059 9,79 0,636 2,096 9,83

0,056 9,79 0,636 2,047 9,84

9,80 0,643 2,099 9,86
0,016 0,058 9,83 Primér 0,648 2,06 9,85
0,0006 0,002 0,056 s 0,644 2,101 9,84
3,78 3,1 0,57 s (%) 0,64 2,09 9,84  Priumér
0,009 0,023 0,023 s
1,39 1,11 0,23 5-(%)
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U octanu byla nejhorsi opakovatelnost pro plochu piku p#i koncentraci 0,1 mg/dm?>.
Hodnota s, byla 3,8 %. Pro vysku piku a koncentraci 0,1 mg/dm? byla hodnota s, 3,1 % a pro
retenéni ¢as 0,57 %. Pro koncentraci octanti 5 mg/dm>byla hodnota s, pro plochu piku 1,4 %,

pro vysku piku 1,11 % a retencni ¢as 0,23 %.

Niz8i preciznost vyjadiena jako opakovatelnost metody byla vyhodnocena pro
koncentraci 0,1 mg/dm?, a to pfedevsim z diivodu nizs$i opakovatelnosti davkovaciho procesu s
vyuzitim oto¢ného karuselu a peristaltického cerpadla, které plnilo vzorek do 20ul smycky. Ze
¢trnacti opakovanych méteni bylo ve skutecnosti nadavkovano a vyhodnoceno osm méfeni. Pro
koncentraci 5 mg/dm’doslo k chybnému davkovani jen jednou, pro vyhodnoceni

opakovatelnosti tedy bylo zpracovano 13 opakovanych méfeni.
3.2.2 Kalibracni zavislost a linearita

Za optimalizovanych experimentalnich podminek byly zméteny smésné kalibracni
roztoky octanového a mravencanového aniontu v deionizované vodé, kazdy o koncentraci 0,1;
1; 5; 10 a 20 mg/dm>. Kazda koncentraéni hladina byla zméfena tiikrat a mediany ploch byly
vyneseny do kalibraéniho grafu, ktery je uveden na obrdzku 11 pro rozsah koncentrace
mravend¢anu 0,1 az 20 mg/dm® a na obrazku 12 pro rozsah koncentrace mravenéanu 0,1 az 10
mg/dm>. Vynesenymi body byly proloZeny regresni kiivky a byly vypocitany koeficienty

determinace.

Mravené&any plocha (0,1 az 20 mg/dm?)

y =-0,0031 x> + 0,2764 x - 0,0121
| R2=0,9999

Plocha [pS.cm™.min]

y=0,2144 x +0,1108
R*=0,9934

0 5 10 15 20
Koncentrace [mg/dm?]

Obrazek 11 - Kalibracni zavislost pro mediany ploch mravencanii v koncentracich 0,1 az 20 mg/dm?, Experimentdlni
podminky: MF 1,0mmol/dm? Na:COj3 + 2,6mmol/dm? NaHCOs3, priitok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem nastiiku
20 ul.
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Mravencany plocha (0,1 az 10 mg/dm?)

y = 0,2448x + 0,0176
3 R*=0,9979

Plocha [pS.cm™.min]
N

0 4

T T : T " T T
0 2 4 6 8 10

Koncentrace [mg/dm°]

Obrazek 12 - Kalibracni zavislost pro mediany ploch mravencanii v koncentracich 0,1 az 10 mg/dm?, Experimentalni
podminky: MF 1,0mmol/dm’® Na2COjs + 2,6mmol/dm* NaHCOs, pritok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem ndastfiku
20 ul.

Z kalibracnich grafi na obrazcich 11 a 12 je vidét, Ze pro kalibracni zavislost plochy
piku mravenéanu v koncentraénim rozsahu 0,1 az 20 mg/dm® m4 koeficient determinace niZsi
hodnotu (R? = 0,9934) neZ pro koncentraéni rozsah 0,1 az 10 mg/dm® (R* = 0,9979). Nejlepsi
proloZeni experimentalnich bodl poskytl polynom druhého stupné s hodnotou koeficientu
determinace (R*> = 0,9999). ProloZeni vynesenych bodii regresni pifimkou v rozsahu
koncentraci mravendanti 0,1 mg/dm’® az 10 mg/dm’ vykazuje vyssi linearitu nez v celém
méfeném rozsahu koncentrace mravenéanu (0,1 — 20 mg/dm?®), proto pro kvantifikaci
mravencani ve vybranych destilatech a pro vyhodnoceni vytéznosti metody byla vyuZita
rovnice regresni pfimky v rozsahu koncentrace mraven¢anového aniontu 0,1 mg/dm? az 10

mg/dm’, viz. obrazek 12.

Medidny namétfenych ploch octanu byly vyneseny do kalibracniho grafu, ktery je
uveden na obrazku 14 pro rozsah koncentrace octanu 0,1 az 20 mg/dm® a na obrazku 13 pro
rozsah koncentrace octanu 0,1 az 10 mg/dm®. Vynesenymi body byly proloZeny regresni kiivky

a byly vypocitany koeficienty determinace.
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Octany plocha (0,1 az 20 mg/dm?)

204 y=-0,00196 x2+0,1391 - 1,8234.10™
R2=0,9999
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i R?=0,9879
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Obrazek 13 - Kalibracni piimka pro mediany ploch octami v koncentracnim rozsahu 0,1 az 20 mg/dm?, Experimentdlni
podminky: MF 1,0mmol/dm’ Na>CO3 + 2,6mmol/dm*> NaHCOs3, pritok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem ndastriku
20 ul.

Octany plocha (0,1 az 10 mg/dm?)
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Obrazek 14 - Kalibracni piimka pro medidany ploch octanii v koncentracnim rozsahu 0,1 az 10 mg/dm?, Experimentdlni
podminky: MF 1,0mmol/dm? Na:CO3 + 2,6mmol/dm? NaHCOs, prittok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem nastiiku
20 ul.

Z kalibra¢nich grafi na obrazcich 13 a 14 lze pozorovat, Ze linearni kalibra¢ni zavislost
pro plochy piku octanu v rozsahu koncentraci 0,1 az 20 mg/dm® m4 koeficient determinace

R?=0,9879, je tedy nizsi, neZ poskytl polynom druhého stupné, ktery méa hodnotu R?*=0,9999.
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Stejné jako u mravencanu byla pro vyhodnoceni obsahu octanti v destilatech a pro vyhodnoceni
vytéznosti metody vyuzita-rovnice regresni ptimky v rozsahu koncentrace octanu 0,1 az 10

mg/dm? s koeficientem determinace R*=0,9970.
3.2.3 Urceni meze detekce a meze stanovitelnosti

Pro urCeni meze detekce a meze stanovitelnosti byla celkem tiinactkrat odectena
hodnota vysky Sumu zikladni linie. Primérma hodnota vysky Sumu byla 0,002636 uS-cm™.
Z této hodnoty vysky Sumu a smérnice linearni ¢asti kalibra¢ni zavislosti vySek pikd na
koncentraci mravencanu (viz obrazek 14) nebo na koncentraci octanu (viz obrazek 15, rozsah
koncentrace 0,1 az 10 mg/dm?) byly s vyuZitim rovnic 7 a 8 z oddilu 1.7.4 (Mez detekce a
stanovitelnosti) vypocitany nasledujici hodnoty meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti
(LOQ). Smérnice regresni piimky pro zévislost vysSky piku mravencanu na koncentraci ma

hodnotu 0,861 pS-cm™-1-mg!, pro vysku piku octanu 0,3533 pS-cm™!-1-mg™.

Mravenéany vyska (0,1 az 20 mg/dm?)

ud  y=-0,01744 x* + 1,0431 x - 0,0195
R2=0,9994

y = 0,861 x +0,1974
R2 = 0,9994

Vyska [uS.cm™.mg']

y =0,6929 x + 0,713
R2=0,9899

(3] ”

I ! T 4 I L T 4 T

0 5 10 15 20

Koncentrace [mg/dm?]

Obrazek 15 - Kalibracni zavislost pro mediany vysek pikii mravencanii v koncentracnim rozsahu 0,1 az 20 mg/dm’ (Cervend a
modra kiivka) a 0,1 az 10 mg/dm? (zelend kifivka). Experimentdini podminky: MF 1,0mmol/dm’ Na:COs + 2,6mmol/dm?
NaHCO;3, pritok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem nastriku 20 ul.
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Octany vyska (0,1 az 20 mg/dm?)

6
y =-0,0088 x* + 0,4448 x - 0,0308
51 R2=0,9994
= 44
g y =0,3533 x +0,1194
T 5] R*=0,99I
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e
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)
>
| -
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1 * 1 = I % 1 = )
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Obrdzek 16 - Kalibracni zavislost pro medidny vysek pikii octany v koncentracnim rozsahu 0,1 az 20 mg/dm’ (ervend a
modrd kiivka) a 0,1 az 10 mg/dm? (zelend kifivka). Experimentdlni podminky: MF 1,0mmol/dm® Na:COs + 2,6mmol/dm’
NaHCO;3, pritok MF 0,8 ml/min, teplota kolony 45 °C, objem nastriku 20 ul.

Mez detekce pro mravencany v rozsahu ma hodnotu 0,01 (0,009) mg/dm®, a mez
stanovitelnosti hodnotu 0,03 (0,031) mg/dm?>. Pro octany méa mez detekce hodnotu 0,02 (0,022)
mg/l a mez stanovitelnosti 0,075 (0,07).

3.3 Stanoveni mravencanu ve vzorcich destilata

V optimalizované mobilni fazi byly tfikrat prométeny 5x zfedéné vzorky téchto
destilati: Becherovka, ukrajinska vodka s paprickou a Peprmint. Divodem fedéni bylo
potlaceni vlivu matrice a zlepSeni rozliSeni dfive eluujicich pika a také aby namétené plochy
piku mravencanu lezely v linedrnim rozsahu kalibra¢ni zavislosti plochy piku na koncentraci,

tedy v rozsahu 0,1 az 10 mg/dm’.

Nameétené plochy piki jsou uvedeny v Tabulce 9. a jejich dosazenim do rovnice
kalibracni pfimky pro plochu piku mravencanu ve tvaru y = 0,2448x + 0,0176 (viz obrazek 13)
byl vypocitan obsah mravencanti v 5x zfedénych destilatech. VytéZnost metody byla ovétena
proméfenim 5x ziedénych destilatd s piidavkem 3 mg/dm’® mravendanu. V ramci ovéfeni
vytéznosti byl kazdy vzorek zméten ttikrat. Pro vypocet vytéznosti byla vyuzita rovnice 4. a 5.
z oddilu 1.7.2 (Pravdivost). Vypo¢itané hodnoty koncentraci po piidavku 3 mg/dm? standardu

mravencanu a hodnoty vyté€znosti jsou shrnuty v Tabulce 10.
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Tabulka 9 - Plochy pikii v 5x ziredénych destilatech

Plocha: y =0,2448x + 0,0176

5x UK y X 5x Becherovka y X 5x Peprmint y X
0,561 222 0,682 2,71 -
0,550 2,17 0,682 2,71 -
0,548 2,17 0,679 2,70 0,003 -

median 2,17 2,71 -

Vytéznost metody byla ovéfena proméfenim 5x zfedénych destilati s pridavkem
standardu mravencanu o koncentraci 3 mg/dm>. V ramci ovéfeni vytéznosti byl kazdy vzorek
zméten tiikrat. Pro vypocet vytéZznosti byla vyuzita rovnice 6 z oddilu 1.7.2 (Pravdivost).
Vypoé&itané hodnoty koncentraci mravendanu po ptidavku 3 mg/dm® standardu mravencanu a

hodnoty vytéznosti jsou shrnuty v Tabulce 10.

Tabulka 10 - Ovéreni vyteznosti metody mravencanii pro 5x ziredéné destilaty

Koncentrace mravenéani [mg/dm?]

5x UK 5x Becherovka 5x Peprmint
Pied pridavkem
medidn 2,17 2,71 pod LOQ
s 0,023 0,006
s-(%) 1,07 0,21
Po pridavku
medidn 5,21 5,47
s 0,115 0,0042
s- (%) 2,21 0,76
vytéZnost, %
medidn 101,3 92,2
s 4,59 1,33
s-(%) 4,54 1,44

Naméfend plocha mravencanu v 5x ziedéném destilatu Peprmin je zhruba 10x mensi nez
plocha pro kalibraéni roztok mravenéanu o koncentraci 0,1 mg/dm’. Obsah mravencanu
v tomto destilatu se tedy pohybuje okolo 0,01 mg/dm?, coz je pod hodnotou LOQ a mravenéany

v destilatu nelze kvantifikovat.
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Koncentrace mravenCanii byla vypocitdna také pro nefedéné destilaty, vypocitané
hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 11. V nefedénych vzorcich destilatti byly vypocitany tyto
koncentrace mraven¢ani: ukrajinska vodka s paprickou (10,87+0,13) mg/dm? (n=3, sr=1,07

%), Becherovka (13,57+0,03) mg/dm? (n=3, s7=0,21 %).

Tabulka 11 - Koncentrace mravencanii vypocitané pro neredené destilaty

Koncentrace mravenéani [mg/dm?]

UK Becherovka Peprmint
11,1 13,6 -
10,9 13,6 -
10,8 13,5 -
median 10,9 13,6 -
s 0,117 0,029 -
s (%) 1,07 0,21 -
Interval spolehlivosti 0,13 0,03 -

3.4 Stanoveni octanu ve vzorcich destilata

Nameétené plochy pikl octanl v 5x ziedénych destilatech jsou uvedeny v Tabulce 11 a
jejich dosazenim do rovnice kalibra¢ni ptimky pro plochu piku octanu ve tvaru y = 0,1190x +
0,0191 (viz obrazek 14) byl vypocitan obsah octani v 5x zfedénych destilatech. Vypocitané

hodnoty koncentrace octanti v 5x zfedénych destilatech jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12 - Plochy pikii v 5x ziredenych destilatech

Plocha: y=0,1190x+ 0,0191

S5x UK y X 5x Becherovka y X 5x Peprmint y X
0,246 1,91 0,295 2,71 0,235 1,81
0,235 1,81 0,303 2,71 0,282 2,21
0,247 1,91 0,308 2,70 0,343 -

medidn 1,91 2,71 2,01

Vytéznost metody byla ovéfena proméfenim téchto 5x zfedénych destilath

s pfidavkem standardu octanu o koncentraci 3 mg/dm’ octanu, pfiemz kazdy vzorek byl
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zméfen tiikrat. Vysledky jsou shrnuty Vypoditané koncentrace octanu po piidavku 3 mg/dm?

standardu octanu a hodnoty vytéznosti jsou shrnuty v Tabulce 13.

Tabulka 13 - Vysledky stanoveni octanii v 5x ziedénych destildatech a ovérent vytéznosti metody

Koncentrace octant [mg/dm’]

UK Becherovka Peprmint
Pied pridavkem
mediin 1,91 2,39 2,01
s 0,046 0,045 0,197
s+ (%) 2,40 1,89 9,82
Po pridavku
median 5,23 4,75 5,31
s 0,103 0,099 0,196
s (%) 2,169 2,086 3,705
vytéZnost, %
medidn 114,01 80,95 103,36
s 3,594 2,302 5,835
s (%) 3,153 2,844 5,645

Koncentrace octanti byla vypocitana také pro nefedéné destilaty, vypocitané hodnoty

jsou shrnuty v Tabulce 14.

Tabulka 14 - Koncentrace octanii vypocitané pro neredené destilaty

Koncentrace mravenéani [mg/dm?]

UK Becherovka Peprmint
9,53 11,59 9,07
9,07 11,93 11,05
9,58 12,14 13,61
median 9,53 11,93 11,05
s 0,231 0,224 0,987
s (%) 2,42 1,89 8,94
Interval spolehlivosti 0,26 0,25 1,12

V nefedénych vzorcich destilath byly stanoveny nasledujici koncentrace octanti:
ukrajinska vodka s papri¢kou (9,53+0,26) mg/dm?® (n=3, s1=2,42 %), Becherovka (11,93+0,25)
mg/dm® (n=3, sr=1,89 %), Peprmint (11,05+1,12) mg/dm?® (n=3, 5r=8,94 %).
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Zavér

Tato bakalafska prace byla zaméfena na optimalizaci sloZzeni mobilni faze pro efektivni
stanoveni mravenCanli a octani ve vybranych destilatech pomoci iontové chromatografie.
Optimalizace mobilni fdze na 3,6 mmol/dm® Na.COs a 1,6 mmol/dm* NaHCOs zkratila dobu
analyzy a zlepsila rozliSeni iontli ve srovnani s ptivodni mobilni fazi 3,6 mmol/l Na.COs. K

uplnému odd€leni octanového iontu od nezndmého piku doslo pii pouziti mobilni faze s 1,0

mmol/dm? Na>COs a 2,6 mmol/dm?* NaHCO:s.

V ramci cile identifikace aniontd byly ve vSech tfech destilatech identifikovany octany,
mravencany, chloridy, dusi¢nany a siran. V Ukrajinské vodce s paprickou, Becherovce a
Peprmintce byly navic nalezeny fluoridy, fosfore¢nany, dusitany, vinany a malonaty, které se v

Amundsen vodce nevyskytuji. Ukrajinskd vodka a Becherovka obsahuji rovnéz §tavelany.

Pro mravencany a octany byly stanoveny mez detekce a mez stanovitelnosti s vyuzitim
pramérné hodnoty Sumu slepého pokusu a linedrni ¢asti kalibracni zavislosti vysky piku na
koncentraci pfislusného aniontu, tedy v rozsahu koncentrace 0,1 az 10 mg/dm?. Mez detekce
pro mravenéany ma hodnotu 0,009 mg/dm?, zatimco mez stanovitelnosti ¢inila 0,031 mg/dm?>.
Pro octany méa mez detekce hodnotu 0,022 mg/dm® a mez stanovitelnosti 0,075 mg/dm?>.
Hodnoty vytéznosti metody se pohybovaly v intervalu 92 % az 101 % pro mravencany a 80 %

az 114 % pro octany. Pravdivost pouZité analytické metody je tedy vyssi pro mravencany.

Opakovatelnost méfeni ukédzala rlzné uGrovn€ preciznosti méfeni. Nejhorsi
opakovatelnost byla zaznamenéna pii koncentraci 0,1 mg/dm?® pro mravenéany, Tabulka 7., kde
byla hodnota s, (relativni smérodatna odchylka) 6,3 % pro plochu piku a 5,9 % pro vysku piku.
Pf#i koncentraci mravenéanti 5 mg/dm?® byla hodnota s, pro plochu piku 1,3 % a pro vysku piku
0,73 %. U octantl byla horsi opakovatelnost rovnéz zaznamenana pii koncentraci 0,1 mg/dm?,
Tabulka 8., kde s, pro plochu piku ¢inila 3,8 % a pro vysku piku 3,1 %. Pfi koncentraci octant
5 mg/l byla hodnota s, pro plochu piku 1,4 % a pro vysku piku 1,11 %. Opakovatelnost

retencnich Casi byla velmi dobra, hodnota s r se pohybovala mezi 0,23 az 0,60 %.

Analyzou 5x ziedénych destilatli a naslednym ptepoctem byly u nefedénych vzork
destilatl ziskany nasledujici vysledky: Koncentrace mravencani byly uréeny jako (10,87+0,13)
mg/dm?® v destilatu ukrajinska vodka s paprickou (n=3, 5,=1,07 %) a (13,57£0,03) mg/dm’ v
Becherovce (n=3, 5,=0,212 %), viz. Tabulka 10. Koncentrace octanti byly (9,53+0,26) mg/dm?
v ukrajinské vodce s paprickou (n=3, 5,=2,42 %), (11,93+0,25) mg/dm*® v Becherovce (n=3,
5=1,89 %) a (11,05+1,12) mg/dm? v Peprmintu (n=3, 5,=8,94 %).
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