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Abstrakt

Kvantifikace majoritnich slozek metodou plynové chromatografie s plamenové
ionizacnim detektorem (GC-FID) je zavedena v bézné laboratorni praxi. Detektor FID je
povazovan za univerzalni detektor pro plynovou chromatografii (GC), ale neposkytuje
odezvu pro celou tadu latek a tento detektor poskytuje pouze kvantitativni data. Spojeni
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii je silnym analytickym nastrojem,
ktery poskytuje nejen kvantitativni data, ale i kvalitativni data o identit¢ latek. Pii
kvantifikaci metodou GC-MS je nékdy problémem saturace detektoru, jelikoz se jedna o
detektor vysoce citlivy (na arovni ppb). Jednim ze zpusobu, jak zamezit pfetizeni
detektoru je vyrazné nafedéni roztokli, coz zpusobuje snizeni mezi detekce a
stanovitelnosti metody. DalS$im ptistupem, jak obejit saturaci detektoru je napfi. preruseni
detekce béhem eluce rozpoustédla. Pro kvantifikaci majoritnich slozek roztoki lze
aplikovat pouze prvni ze zpusobu, jak saturaci detektoru obejit, ale jedna se o proces
naro¢ny na laboratorni praci, ktery zvétSuje nejistotu méieni. Preruseni detekce pfi eluci
rozpoustédla neni pro Ucely kvantifikace majoritnich slozek pouzitelny, proto byl
navrhnut a nésledné ovéfen novy piistup kvantifikace majoritnich slozek roztokti pomoci
M-+1 iontd. Tyto ionty jsou méteny diky pfitomnosti tézkych nuklidd béznych prvki,
piedevsim uhliku '*C, jehoz piirodni vyskyt se pohybuje okolo 1,07 %. Kvantifikaci
téchto iontli dojde k vyraznému sniZeni signdlu majoritnich sloZzek a obejde se tak
problém se saturaci detektoru. Pro vyhodnoceni kvantitativni GC-FID a GC-MS analyzy
byla pouzita metoda externiho standardu, kdy byl obsah majoritnich slozek v roztocich
urcovan z rovnice regrese kalibracni kiivky. Dale byla navrzena metoda kvantifikace
pomoci modifikované zavislosti podilu ploch piki sloZek ku podilu hmotnostnich zlomkt
jednotlivych slozek. Pro ptipravu kalibracnich roztokii majoritnich sloZzek a porovnani
metrologickych vlastnosti GC-MS s GC-FID bylo zvoleno 8 parti bézné pouzivanych
rozpoustédel a pro demonstraci pouzitelnosti noveé vyvijené metody v praxi byl stanoven

obsah ethanolu v 17 alkoholickych népojich.



Abstract

Quantification of major components by gas chromatography with flame-ionization
detector (GC-FID) is established in routine laboratory practice. The FID detector is
considered as universal detector for gas chromatography (GC), but it does not provide a
response for a wide range of compounds and GC-FID analysis provides only quantitative
data. The coupling of gas chromatography with mass spectrometry is a powerful
analytical tool that provides not only quantitative data but also qualitative data on the
structure of substances. When quantified by GC-MS, the detector oversaturation is a
problem as it is a highly sensitive detector (at ppb level). One way to avoid oversaturation
of the detector is to significantly dilute the solutions, which causes a decrease in the
sensitivity of the method. Another approach to bypass detector saturation is to interrupt
detection during solvent elution. For quantification of the major components of solutions,
only the first method of bypassing detector saturation can be applied, but it is a labor-
intensive process that increases the measurement uncertainty. The interruption of
detection during solvent elution is not applicable for the purpose of quantifying major
components, so a new approach of quantifying major components of solutions using M+1
ions was proposed and subsequently validated. These ions are provided by the heavy
nuclides of common elements, especially carbon '*C, whose natural abundance is around
1,07 %. Quantification of these ions will lead to a significant reduction in the signal of
the main components, thus circumventing the problem of detector saturation. To evaluate
the quantitative GC-FID and GC-MS analysis, an external standard method was used,
where the major components content of the solutions was calculated from the regression
equation of the calibration curve. Furthermore, a quantification method was proposed
using a modified dependence of the ratio of the peak areas of the components to the
weight fraction of each component. Eight pairs of commonly used solvents were selected
for the preparation of major constituent calibration solutions and comparison of the
metrological properties of GC-MS with GC-FID, and the ethanol abundance in 17
alcoholic beverages was determined for the application of the newly developed method

in practice.
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Seznam zkratek a symboli

a
A;
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EtOH

FID
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GC-FID

GC-MS

IS
IR
LOD

MEK
MetOH
MS
m/z
NIRS
% obj.
RRF
RSD

smérnice kalibracni kiiky

plocha piku [mV -min]

objemova procenta alkoholu (alcohol by volume)
acetonitril

usek, ktery pfimka vytina na ose y

chemicka ionizace (chemical ionization)

moléarni koncentrace analytu

diethylether

detektor elektronového zachytu (electron capture detector)
elektronova ionizace (electron ionization)

externi standard (external standard)

ethanol

odezvovy faktor

plamenové ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)
testovaci kritérium Grubbsova testu

pocet méfeni

plynova chromatografie (gas chromatography)

plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem

(gas chromatography-flame ionization detector)

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

(gas chromatography-mass spectrometry)

vnitini standard (internal standard)

infracervena spektrometrie (infrared spectroscopy)
limit detekce (limit of detection)

hmotnost [kg, g]

methylethylketon

methanol

hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)
pomér hmotnosti a ndboje ionizované Castice
blizka infraCervena spektroskopie (near-infrared spectroscopy)
objemova procenta

relativni odezvovy faktor (relative response factor)

relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)
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s

TCD
THF
TIC
T(Ap1)
UV/VIS

w

XIC

Ymax, Ymin
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to,05

koeficient determinace

monitorovani vybraného/ych iontu/t (single ion monitoring)
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tepelné vodivostni detektor (thermal conductivity detector)
tetrahydrofuran

celkovy iontovy proud (total ion current)
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ultrafialova a viditelna oblast (UV/visible)
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hustota latky i pti 20 °C

nejistota méfeni

Studentiv koeficient pro pravdépodobnost 0,95



1. Uvod

Castym typem analyz, se kterym se v analytické laboratoii setkavame, je kvantitativni
analyza, kterd zahrnuje stanoveni minoritnich a majoritnich slozek v rtizné slozitych
vzorcich s rozdilnou citlivosti [1]. Existuji rizné metody kvantitativni analyzy, které
funguji na zaklad¢ riznych fyzikalné-chemickych procest. Mezi tyto metody patii
naptiklad gravimetrie [2], volumetrie [3], polarimetrie [4], refraktometrie [5], UV/VIS
[6] a IR [7] spektrofotometrie, kapalinova [8] a plynova chromatografie [9] atd. Velka
¢ast analytické prace v klinickych, farmaceutickych, environmentalnich a prumyslovych
laboratofich zahrnuje metody kvantitativniho stanoveni konkrétnich cilovych analyti,
jako je napiiklad pifimé a selektivni stanoveni obsahu ethanolu v alkoholickych
produktech pyknometrickou metodou, refraktometrii, spektrometrickym stanovenim v
infracervené oblasti ¢i plynovou chromatografii [1,10-13]. Tyto metody jsou bézné
pouzivany pro stanoveni ethanolu v alkoholickych produktech, ale kazda z nich ma své
limitace a nevyhody pfi stanoveni, at’ je to Casova naroc¢nost na laboratorni praci ¢i
nasledné vyhodnoceni dat. Proto je snaha vyvinout nové metody, dostatecné robustni
s odezvou ethanolu v Sirokém linedrnim rozsahu, které¢ nebudou vyzadovat ptedipravu
vzorku a obejdou se bez komplikovaného vyhodnocovani dat [10—-13].

Cilem diplomové prace bylo ovéfit novy pristup kvantifikace majoritnich slozek
roztokli metodou plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem
(GC-MS) s vyuzitim molekulovych fragmentl obsahujici té¢Zké nuklidy béznych prvka,
piedevsim uhliku *C a ovéfit moznost aplikace této metody pro kvantifikaci ethanolu

v alkoholickych produktech [14].
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC z anglického ,,gas chromatography*) je vynikajici
analyticky ndstroj pro separaci, kvalitativni a kvantitativni stanoveni Siroké Skaly
sloucenin, které lze definovanym zptisobem pievést do plynného stavu, v riznych
oblastech vyzkumu, chemického a petrochemického primyslu a kontroly kvality
potravin atd. Hlavni vyhodou této metody je relativné rychlé a jednoduché provedeni
analyzy, malé mnozstvi vzorku potfebné k analyze a u¢inna separace latek [15,16].
Pro potieby detekce sloucenin v Sirokém koncentracnim rozmezi za rtiznych analytickych
podminek byla vyvinuta celd fada detektorti, naptiklad plamenové ionizaéni detektor
(FID), hmotnostné spektrometricky detektor (MS), tepelné vodivostni detektor (TCD) ¢i
detektor elektronového zachytu (ECD). V této praci byla pouzita plynova chromatografie
ve spojeni s plamenové ionizacnim detektorem a hmotnostné spektrometrickym
detektorem [16-20].

V plynové chromatografii se koncentrace analytu urcuje relativné odectenim plochy
piku a pro vyhodnoceni kvantitativni analyzy existuji rizné vypoctové metody, naptiklad
metoda externiho standardu, ktera byla pouzita v této praci. Tato metoda je nazyvana
externim standardem, jelikoZ Zadna latka o zndmé koncentraci do zkouSeného vzorku
pfidadvana neni a na rozdil od interniho standardu nebo jinych postupti, je v tomto piipade
standard oddéleny od vzorku. Série standardnich roztokd, ktera obsahuje postupné
rostouci zndmou koncentraci analytu, je proméfena a sestrojena je kalibracni kiivka.
Body kalibracni zavislosti se vétSinou prokladaji pomoci modelu linedrni regrese.
Vznikne model popsany rovnici y = ax + b, kde a (smérnice ptimky) vyjadiuje citlivost
a b (Gsek na ose y) signal pozadi. Rovnici lze pouzit pro vypocet koncentrace neznamého
vzorku (x — nezavisld proménna) ze zméfené odezvy (y — zavisld proménna). Je-li

kalibra¢ni kiivka nelinearni (naptiklad exponencialni, logaritmickd ¢i polynomicka),

vvvvvv

wewvr

Existuji 1 dal$i kvantitativni vypoctové metody. V ptipad€ metody vnitiniho standardu
je ke zkousenému a porovnavacimu roztoku ptidana latka o stejném mnozstvi, kterd neni
obsazena ve zkouSeném roztoku, lze ji od zkoumaného analytu rozlisit a nijak s nim
nereaguje. Tuto latku nazyvame vnitinim standardem. Jeji signal porovname se signalem

analytu o neznamé koncentraci a provede se normalizace vydélenim signalu analytu
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signdlem vnitiniho standardu. Pro vypocet koncentrace analytu lze pouzit jednoduchy
vzorec (2.1), kde A, je plocha signalu analytu, Ay je plocha signalu vnitiniho standardu,
¢, je koncentrace analytu, c, je koncentrace vnitiniho standardu a F' se oznacuje jako

odezvovy faktor [9,21-23,25].
—=F— (2.1)

Metoda standardniho ptidavku je zalozena na porovnani dvou analyzovanych vzorki,
znichz do jednoho bylo pfiddno znamé mnozstvi latky, ktera se ma stanovovat. Oba
roztoky jsou doplnény na stejny objem a proméieny. ZvySeni hodnoty méiené veli¢iny je
pfimo timérné pfidanému mnozstvi a z této zavislosti dopocitame obsah slozky ve vzorku
[20,23].

Metoda vnitini normalizace byla v této praci pouzita pro dopocitani Cistoty zdsobnich

roztokd po GC-FID analyze (viz kapitola 3.3.1).

2.1.1 GC-FID

FID umoznuje analyzovat rozsahlé spektrum organickych latek v Sirokém koncentracnim
rozmezi a obecné ma vlastnosti idealniho detektoru pro GC. Jedna se o relativné levny
detektor s extrémné rychlou odezvou pii analyze, Sirokym linearnim dynamickym
rozsahem (107), pracovnim rozsahem 0,1 az 100 000 ppm a minimalnim detekovatelnym
mnozstvim 10! g. Odezva FID zavisi na poétu iontdi produkovanych slou¢eninou, proto
GC-FID analyzou ziskdme pouze kvantitativni informace a kvalitativni informace o
struktufe latky zcela chybi [16,19,26-28]. Tento detektor je citlivy na organické latky,
které jsou pii pyrolyze v plameni schopny vytvaret kationty a elektrony [22,29]. FID je
povazovan za univerzalni detektor 1 pfesto, Ze cela fada latek proto nebude detekovana,
konkrétné¢ mezi né patii vodik, kyslik, dusik, voda, sirovodik, oxid sifi¢ity, kyselina

mravenci, amoniak a oxid uhli¢ity [19,22,29-31].
2.1.2 GC-MS

Plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je synergicka
kombinace dvou vykonnych analytickych technik. Hmotnostni spektrometrie je
nejvykonngjsi detektor GC, poskytuje kvalitativni i kvantitativni informace s vysokou
citlivosti a rozliSuje definovanych podminek riizné latky se stejnym retenénim casem
[22,31]. Lze ji rozd€lit na dva samostatné procesy: ionizaci a hmotnostni separaci a

zaznam vytvorenych iontll. RGzné zplsoby ionizace (elektronova ionizace (EI)) a
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chemicka ionizace (CI)) mohou byt kombinovany s riznymi typy analyzatori (kvadrupol,
magneticky sektorovy analyzator, 3D a line4rni iontova past, analyzator doby letu,
iontova cyklotronova rezonance, orbitrap atd.) v zavislosti na typu latek a pozadavcich
analyzy [19,32,33]. Kvadrupol se fadi mezi hmotnostni analyzatory s niz$im rozliSenim,
vysokou citlivosti, rychlym snimanim v milisekundovych intervalech a umoznuje dva
typy MS zaznamt — scan a SIM [19,32,33].

Skenovani v nastaveném rozsahu hmot m/z lze pouzit k identifikaci latek. Intenzita
signalu hmotnostniho spektrometru odpovidajici zvolenému rozsahu hodnot m/z v
zavislosti na ¢ase se oznacuje jako chromatogram celkového iontového proudu — TIC
(total ion current). Tento zdznam je téméi analogicky k chromatogramu ziskanému GC-
FID analyzou, ale v ptipadé¢ GC-MS lze z TIC zaznamu extrahovat chromatogram
urc¢itého charakteristického iontu, ktery se nazyva extrahovany iontovy chromatogram
(XIC — extracted ion chromatogram) a slouzi k rozliSeni moznych koeluci nebo iontl
chromatografického pozadi (Obr. 2.1) [23,34,35].

Naprogramovanim piistroje GC-MS lze sledovat n¢kolik vybranych iontl soucasné
v riznych c¢asovych intervalech (SIM — selected ion monitoring). V tomto reZimu
hmotnostni spektrometr netravi ¢as skenovanim celého rozsahu m/z, ale zaznamenava
iontovy proud pouze pii vybranych hodnotich m/z. Monitorovanim pouze vybranych
iontl 1ze dosahnout vysoké citlivosti a specifity. Tato metoda umozZiiuje kvantitativni
analyzu na trovni ppb a v porovnani s GC-FID analyzou je vyrazné citlivjsi. Typickym
piikladem pouziti SIM je kvantitativni stanoveni specifickych slouc¢enin v komplexni
smési, zvlasté kdyz jsou ptitomny v nizkych koncentracich [14,19,31-38].

TIC, XIC a SIM jsou diky vysoké citlivosti vyuZivany v cilené a stopové analyze, kdy
je znadma struktura sledovanych latek. Skenovani v nastaveném rozsahu hmot m/z je
mén¢ citlivé nez SIM, protoze na proméfeni kazdého z iontl je k dispozici mensi
mnozstvi Casu. ZvySeni citlivosti SCAN je dosazeno snizenim skenovaného

hmotnostniho rozsahu [23,34,35].
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Obr. 2.1: Obrazek zobrazujici celkovy zaznam signalu TIC (1) a zaznam extrahovanych iontit m/z

326, 360 a 394 (XIC) z piivodniho TIC, (Prevzato z [39]).

Vysledkem jedné GC-MS analyzy je chromatograficky zdznam vc¢etné hmotnostniho
spektra, diky kterému porovnanim s knihovnami hmotnostnich spekter, napi. NIST nebo
Wiley, ziskdme informace o identité latky. Potencial analytickych schopnosti spojeni GC-
MS je doprovazen vysokymi pozadavky na instrumentaci, které jsou spojeny s vyraznou

finan¢ni zatézi [19,22,23,31-33].
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2.2 Stanoveni majoritnich sloZzek metodou GC

Aplikaéni oblast kvantitativniho stanoveni metodou plynové chromatografie zahrnuje
Siroké spektrum analyz, napiiklad kontrolu kvality paliv, stanoveni uhlovodikovych
smési v potravindiském pramyslu, petrochemickém priimyslu, farmaceutickém pramyslu
a dalsi jiné analyzy. Pojem ,majoritni slozka® je pouze relativni, jelikoz konkrétni
definice neexistuje, ale néktefi autofi uvadi, ze jako majoritni slozku lze povazovat latku
s koncentraci vyssi nez 1 % [40,41]. V ramci této prace jsme definovali majoritni slozku
jako latku zastoupenou z vice nez 15 % z celkového obsahu sloZeni roztoku.

Prikladem kvantitativniho stanoveni majoritnich slozek metodou GC je stanoveni
hlavnich slozek bioplynu — methanu (50-85 %) a oxidu uhli¢itého (25-55 %), jejichz
mnozstvi zavisi na pivodu a kvalité¢ paliva. Pro stanoveni téchto slozek se pouziva
pfevazné plynova chromatografie stepelné¢ vodivostnim detektorem (GC-TCD) c¢i
plamenové-ionizacnim detektorem (GC-FID) za pouziti dusiku ¢i argonu jako nosného
plynu [42—44].

Dai a spol. vyvinuli analytickou metodu pro soucasné stanoveni nikotinu a hlavnich
slozek kapalné 1 aerosolové faze elektronickych cigaret — propylenglykolu a glycerinu,
které tvoii vice nez 80 % naplné e-cigarety. Po ptedipravé vzorki, kterd zahrnovala
fedéni methanolem, zadrzovani na vzduchovém filtru a extrakci methanolem byly oba
typy vzorkli analyzovany pomoci plynové chromatografie s plamenové-ionizaénim
detektorem (GC-FID). Analyzy byly hodnoceny pouZzitim pfistupu MCT (mass change
tracking), kdy se sleduji zmény hmotnosti pro zjisténi skute¢né hmotnostni bilance mezi
kontaminanty uvolfiovanymi pfi pouzivani e-cigaret a kontaminanty plvodné
obsaZenymi v e-tekutinach [45,46]. V této studii byl zvolen jako vnitini standard chinolin.
Kvantifikace vzorkli naplné e-cigarety byla provedena pomoci dvou riznych kalibracnich
metod, pomoci metody kalibra¢ni kiivky a metody standardniho pfidavku. Bylo zjisténo,
ze metoda kalibra¢ni kiivky poskytuje lepsi opakovatelnost, reprodukovatelnost a nizsi
relativni smérodatnou odchylku (RSD: piiblizn€ <2 %). Limity detekce (LOD)
majoritnich slozek byly stanoveny jako 0,72 ng pro propylenglykol a 8,15 ng glycerinu u
kapalnych vzorkli. U vzorkl aerosoli byl LOD 0,96 ng propylenglykolu a 3,99 ng
glycerinu. Celkové€ byla tato metoda dostate¢né spolehliva pro stanoveni téchto analytl
jak u kapalnych, tak u aerosolovych vzorki.

V dalsi studii je popsano stanoveni hlavni slozky eukalyptového esencidlniho oleje-

eukalyptolu (1,8-cineolu), ktery zastupuje 60-85% celkového sloZeni oleje. Kazdy vzorek
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byl rozpustén v hexanu v poméru 4:200. Vzorky byly zfedény a analyzovany plynovym
chromatografem spojenym s plamenové-ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Kvantitativni
stanoveni eukalyptolu a vedlejSich slozek silice je nezbytné pro zaruceni kvality
komer¢né dostupnych esencialnich oleji [47]. Bylo prokazano, ze tato metoda je

specificka a selektivni pro stanoveni eukalyptolu v eukalyptovém oleji.

2.3 Alkoholické produkty

Alkoholické napoje jsou ve velikém mnoZzstvi konzumovany a vyrabény po celém svete.
Podle definice se za alkoholicky napoj povazuje jakakoli pitna tekutina obsahujici ethanol
zemédelského pivodu v rozsahu 0,5 az 70 % (obj.). Existuje Siroka skala napojti s riznym
obsahem alkoholu (alcohol by volume — ABV), technologickym postupem pfi vyrobg,
zastoupenim minoritnich slozek apod. Krom¢ ethanolu obsahuji alkoholické napoje
rozmanité spektrum latek, protoze zdroje surovin pro vyrobu téchto produktti jsou riizné,
jsou jimi obiloviny, ovoce (Svestky, hrusky, hroznové vino, jablka), brambory, ryze,
maniok, cukrova titina a dal$i. Pti kvalitativni analyze jsou sledovany piedevsim tékavé
kyseliny, aldehydy, methanol, vyssi alkoholy (naptiklad 2-methyl-butan-1-o0l), estery
karboxylovych kyselin (methylacetat, ethylacetat, ethyl-formidt), taniny a sacharidy.
Naptiklad v brandy mtize byt obsazeno az 100 riiznych latek [14,48—-54].

Uroveti zastoupeni nékterych slozek alkoholickych napoji je predmétem legislativnich
omezeni. Béhem kontroly kvality potravin je t€émto sloZkdm vénovana pozornost, aby
bylo zajisténo, Ze nepiekracuji hranici maximélniho povoleného mnoZzstvi. Podle
mezinarodnich legislativnich dokumentti byly stanoveny obecné vyrobni postupy a limity
analytického slozeni destilatli a byly urCeny referencni metody pouzivané pro rozbor
lihovin. Jednou z referencnich metod je GC-FID, kterd je obecné ur€ena pro stanoveni

t€kavych latek, tedy i ethanolu [14,48-51,55-58].

2.4 Metody stanoveni ethanolu v alkoholickych produktech

Alkoholické produkty (s pfihlédnutim ke vSem minoritnim slozkdm) lze popsat jako
bindrni smés dvou majoritnich slozek, ethanolu a vody. Mnozstvi ethanolu v téchto
vyrobcich je jasné definovana a sledovand hodnota, kterd podléhd mezinarodnim
standardim a nafizenim, které stanovuji referencni metody kvantifikace ethanolu
v alkoholickych napojich, chemickych a technickych ptipravcich, farmakéach atp. Obsah

alkoholu v alkoholickych napojich je parametrem pro stanoveni vySe dani, které jsou na
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alkoholické produkty uvalovany. Cim vy3§i je obsah alkoholu v prodavané lihoving, tim
vyssi je spotiebni dai [59].

Jednou z referen¢nich metod je GC-FID, ktera je obecné urcena pro stanoveni tékavych
latek, tedy i ethanolu [14,48-51,55-58]. GC-MS se k zavedenym referen¢nim metodam
netadi, ale existuje celd fada védeckych clankt, které se vénuji kvantifikaci ethanolu
v alkoholickych népojich [14,60,61].

Nekteré studie [14,60,61] se vénovaly moznému pouziti ethanolu jako vnitiniho
standardu (IS) pro kvantifikaci t€¢kavych latek v lihovinach metodou GC-MS. Tato
metoda byla porovnana s metodou pouzivajici 1-pentanol jako interni standard, ktera se
bézné pouzivé pfi kontrole kvality alkoholickych vyrobkl. Byly navrzeny dva mozné
ptistupy, jak se vyhnout saturaci detektoru pii detekci ethanolu. Prvni z nich spocival v
pouziti méné zastoupenych iontii m/z 47 pro kvantifikaci ethanolu. Tyto ionty odpovidaji
pfedevsim nefragmentovanym tézkym molekuldm ethanolu obsahujicim jeden izotop
13C. Druh4 metoda spocivala ve sniZeni napéti elektronového nisobice MS, které mélo
vliv na pribéh kalibrac¢nich kiivek, jelikoz byly ziskdny zavislosti s exponencialnim
pribéhem. I kdyZ je tuto metodu mozné pouzit pro kvantifikaci ethanolu v alkoholickych
produktech, byla tato metoda vyhodnocena jako mén¢ vhodna, jelikoz metoda za vyuziti
izotopového piistupu prokazala dobrou linearitu. Pouziti kvantifikacnich M+1 iontt bylo
vyhodnoceno jako jedno z vhodnych zptisobi, jak ziskat kvantitativni data pro analyzu
ethanolu a ostatnich té¢kavych latek v alkoholickych produktech [14,60,61].

V ramci dohody o spolupraci mezi Katedrou analytické chemie PfF UK a firmou
Rudolf Jelinek jsme se obratili na zastupce této firmy s dotazem, jakym zplisobem
stanovuji obsah ethanolu v alkoholickych produktech, jelikoz se jednd o jednu
z nejvétsich vyroben destilati v Ceské republice, ktera ma v portfoliu vice nez 200
riznych receptur alkoholickych népojli. Obsah ethanolu je stanovovan pfistrojem od
firmy Anton Paar — Alcolyzer ME (fungujici na zakladé blizké infraCervené
spektroskopie) v kombinaci s polarimetrem a hustomérem, ktery umoziiuje velice rychle,
efektivné a presné¢ zméfit obsah alkoholu ve vzorcich jakymi jsou pivo, vino, cider,
kombucha apod. Alcolyzer dosahuje ptesnosti = 0,1 % obj. alkoholu a opakovatelnosti £
0,01 % obj. alkoholu [13,62—-64].

Blizka infracervena spektroskopie (NIRS, z anglického Near-infrared spectroscopy)
je rychla a piesnd nedestruktivni technika, ktera je pouzivana k analyze fady
zemédélskych a potravinafskych vyrobkli a umoznuje pfimé stanoveni alkoholu

v hotovém produktu bez nutnosti destilace. Pii priachodu optického zéafeni absorbujicim
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prostiedim dochazi k poklesu jeho intenzity. NIR spektroskopie patfi mezi tzv.
sekundarni metody, kdy koncentraci slozek nelze wurcit pouze na zakladé
spektroskopickych méfeni. K nalezeni pfislusnych vztahii a vhodného postupu
zpracovani spektralnich meéfeni je nutné pouzit vysledky referencéni, dobie
reprodukovatelné metody. Sada vzorkt se zanalyzuje referen¢ni metodou a nasledné jsou
vysledky sekundarni metody porovnany s vysledky srovnavaci metody. Cim vice se blizi
vysledky sekundarni metody k vysledkim metody referen¢ni, tim 1épe je tato nova
metoda vyvinuta. Pro spektroskopické stanoveni obsahu ethanolu v pivu se ukazala jako
uspésna metoda MLR (multivariaéni linearni regrese), pomoci které lze ziskat rovnici
(2.2), kde C vyjadiuje koncentraci ethanolu ve vzorku piva, a, jsou koeficienty (i=1...n),
T(A,1) je hodnota absorbance pii vlnové délce A1 po vhodné transformaci (derivace

apod.) [13,62,63].
C = ao + alT(A/’Ll) + azT(Allz)‘i' e +anT(AAn) (22)

Metodou NIRS Ize dosdhnout vyborné reprodukovatelnosti vysledkti méfeni spolu
s vysokou piesnosti [13,62—65]. NIRS vykazuje dobrou citlivost a nabizi detekéni limity
v fadu 0,1 % (w/w). Problémem je stanoveni obsahu ethanolu likérech, které maji
vysokou hladinu cukru — vice nez 100 g/1. U téchto ndpojt je stanoveni obsahu ethanolu
pouze orientaéni a pro presné méieni se musi stanovit korek¢ni faktor, ktery je urcen
porovnavanim NIRS stanoveni s pyknometrickym métenim.

V Evropském Iékopisu, ktery vypracovava Evropska l1ékopisna komise, jsou uvedeny
tfi metody stanoveni obsahu ethanolu v tekutych farmaceutickych ptipravcich. Obsah
ethanolu v kapalném farmaku je vyjadien jako pocet objemovych jednotek ethanolu ve
100 objemovych jednotkach kapaliny, pfi¢emZ jsou objemy méfeny pii teploté
20+ 0,1 °C. Zastoupeni ethanolu lze vyjadfit bud’ v hmotnostnich procentech jako g
ethanolu na 100 g kapaliny nebo v objemovych procentech [66].

Prvni uvadénou metodou, kterou stanovilo 1 Natizeni komise (ES) ¢. 2870/2000 jako
referencni metodu pouZzivanou pro rozbor lihovin a v mezindrodnim standardu ISO 758
je uvedena jako referen¢ni metoda pro stanoveni hustoty kapalnych chemickych produkt
pro prumyslové vyuziti (ethanol pro primyslové vyuziti), je pyknometrie. Pfi
pyknometrickém stanoveni obsahu ethanolu ve vodnych roztocich je vyuzito hustoty. Na
Obr. 2.2 je zobrazeno n¢kolik typd pyknometrii, konkrétné pyknometr dle Gay-Lussaca
(A), Reischauera (B), Hubbarda (C) a ponorny sklenény lihomér (D), které jsou urcené

pro stanoveni obsahu ethanolu v % obj. ve vodnych ethanolovych roztocich pravé na
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zakladé hustoty kapaliny. Pokud ptipravky obsahuji jiné rozpusténé latky je tfeba smés
ptedestilovat, protoze ostatni latky by hustotu roztoku zkreslovaly. Témét vSechny tékavé
kongenery, jako napiiklad methanol, maji hustotu podobnou ethanolu, a proto by
vysledek neodpovidal obsahu ethanolu v produktu a méfeni by bylo zatizeno velikou
chybou. Referen¢ni hodnoty obsahu alkoholu v % objemovych pii 20 °C pro hustoty
riznych smési voda-alkohol pti 20 °C jsou uvedeny v tabulce, kterou na mezinarodni
urovni pfijala Mezinarodni organizace pro legéalni metrologii. Kviili komplikovanym
postuptim predupravy (napi. destilace), které jiz tak zdlouhavy postup prace prodluzuji a
kvili pozadovanému velkému objemu vzorku pro stanoveni nepatii tato metoda mezi

nejpraktictéjsi a nejpouzivanéjsi [12,56,66—69]. D)

Obr. 2.2: Pyknometr dle Gay-Lussaca (A), Reischauera (B), Hubbarda (C) a ponorny sklenény
lihomer (D), které jsou urcené pro stanoveni obsahu ethanolu v % obj. ve vodnych ethanolovych

roztocich na zakladé hustoty kapaliny, (Prevzato z [70-73]).

Dalsi metoda uvedena v Evropském Iékopisu vyuziva headspace plynové
chromatografie s FID detekci a 1-propanolem jako vnitfnim standardem. Uvedeny byly
experimentalni podminky, které by mohly byt pfi stanoveni obsahu ethanolu pouZzity —
rovnovazny ¢as (20 minut) a rovnovazna teplota (85 °C). Pro stanoveni obsahu ethanolu
ve vodnych farmaceutickych ptipravcich je pfipravena sada roztokl — natedény bezvody
ethanol (A), tfi vzorky sledovaného piipravku o riiznych koncentracich s ptidavkem
vnitiniho standardu (B-D), nafedény roztok methanolu (E) a poslednim vzorkem je smés
standardniho pfidavku s vzorky E a F. Sestavi se kalibra¢ni kiivka s koncentraci ethanolu

v referencnich roztocich (B), (C), (D) a (F) na ose x a pomér plochy piku ethanolu k plose
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piku vnitiniho standardu z odpovidajicich chromatogrami na ose y. Z této zavislosti se
dopocita procentudlni obsah ethanolu ve zkouseném piipravku. Tato metoda je efektivni
a presna, ale je ndro¢na na laboratorni praci, zdlouhava a nevyhodou jsou komplikované
vypocty pro zjisténi obsahu ethanolu [66].

Tteti metodou je plynovéa chromatografie s FID detektorem a vnitinim standardem 1-
propanolem. Pro stanoveni obsahu ethanolu ve vodnych farmaceutickych ptipravcich je
pfipravena sada roztokli — nafedény analyzovany piipravek s piidavkem wvnitiniho
standardu, porovnavaci vzorek ethanolu (A) a methanolu (B) a smés interniho standardu
(C) sporovnavacimi vzorky A a B. Obsah ethanolu v pfipravku je vyjadien
v objemovych procentech (% obj.) a je vyhodnocen podle nasledujiciho vzorce (2.3), kde
A, je plocha piku ethanolu ve stanovovaném roztoku, A, je plocha piku ethanolu
porovnavaciho roztoku C, I; je plocha piku vnitfniho standardu ve stanovovaném
roztoku, I, je plocha piku vnitiniho standardu v porovnavacim vzorku C a V; je objem
stanovovaného ptipravku v testovaném vzorku v mililitrech [66].

Ay -1,-100

(% 0bj. )ethanol = A (2.3)

Kvantitativni stanoveni tékavych sloucenin se Casto provadi pomoci GC tradicni
metodou vnitiniho standardu [74—77]. Lze ji vyuzit i pro stanoveni obsahu ethanolu
v alkoholickych napojich. V ¢lancich od Wanga z roku 2002 a 2003 je popsano stanoveni
ethanolu pomoci acetonitrilu jako interniho standardu kapilarni plynovou chromatografii
s FID detekci. Ethanol (1% w/v) byl smichan s acetonitrilem (1% w/v) v riiznych
pomeérech (ethanol:acetonitril — 15:1, 10:1, 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 a 1:15). Kalibra¢ni
pifimka s linearni funkci byla sestrojena vynesenim poméru ploch piku ethanolu a
acetonitrilu (osa y) oproti poméru koncentraci ethanolu a acetonitrilu (osa x) a smérnice
kalibracni  kiivky odpovidala relativnimu odezvovemu faktoru RRFgion/acn
(viz rovnice 2.4). Popsanou zavislost lze vyjadfit vypoCtem, kde A;je plocha piku
ethanolu ziskana GC analyzou, A, je plocha piku interniho standardu acetonitrilu ziskana

GC analyzou, m; je hmotnost ethanolu v mg, m, je hmotnost acetonitrilu v mg [75,78].

Ay my

A_2 = RRFgtonjacn m_2 (2.4)
Obsah ethanolu byl vypocitan podle nésledujici rovnice (2.5), kde A; je plocha piku
ethanolu ziskana GC analyzou, A, je plocha piku interniho standardu acetonitrilu ziskana

GC analyzou, w, je hmotnost interniho standardu acetonitrilu v mg, RRFgtop/acn j€
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relativni odezvovy faktor ethanolu vztazeny k odezvé IS acetonitrilu a V je objem vzorku

v ml [75,78].

@) Aq w, 1

Ethanol (ml —_ .= (2.5)

Presnost navrzené¢ metody byla hodnocena variatnim Kkoeficientem (relativni
smérodatnou odchylkou). Vysledky ukézaly, Zze absolutni hodnoty relativnich chyb
primérnych hodnot byly vSechny mensi nez 5,6 %, coz znamena, Ze presnost této metody
je obecné srovnatelnd s jakoukoli publikovanou metodou. Stanoven byl také relativni
faktor odezvy ethanolu vic¢i vnitinimu standardu acetonitrilu (RRFgop/acy = 0,89).
Linearni rozsah méfeni pro ethanol byl 0-500 mg/ml a LOQ této metody pro ethanol byl
5 mg/ml [75,78].

Hlavnim cilem studie od Stupaka a spol. z roku 2017 bylo vyvinout dostatecné pfesnou
metodu pro stanoveni obsahu alkoholu v riznych destilatech, vinech a nékterych dalSich
napojich s vyssim obsahem rozpusténych pevnych latek (sacharidy apod.) metodou GC-
MS. Kvantifikace ethanolu byla provedena izotopovym fedénim vnitiniho standardu
2,2,2- Ds-ethanolu. Validace metody byla provedena pro pét riznych kategorii destilatt
reprezentovanych vodkou, whisky, hruSkovici, grappou a rumem (liSici se obsahem
dalSich bézn& kontrolovanych té€kavych latek jako jsou acetaldehyd, methanol, ethyl
acetat), tfi druhy vin a vajecny likér. MS detektor s kvadrupdlovym analyzatorem
pracoval v reZimu elektronové ionizace. Pro analyzu byly vybrany nasledujici ionty (m/z)
pro sledovani cilovych analytl: ethanol (46 — kvantifikator), (45 — kvalifikator),
2,2,2- D3-ethanol (49 — kvantifikator, 48 — kvalifikator); methanol (32, 31, 29); 2-
methylpropan-2-ol (59, 41) a propan-2-ol (45, 43). Pro vypocet obsahu ethanolu ve
vzorcich byly sestrojeny dvé kalibracni kiivky s riznymi rozsahy zastoupeni ethanolu 35-
65 % a 12-22 %. Obsah ethanolu v objemovych procentech (% obj.) byl piepocten
z hmotnostnich procent (Wernanot), které byly vypocteny podle nasledujiciho
vzorce (2.6), kde f* je pomér mezi intenzitou iontu m/z 46 a m/z 49, a je tsek a b je

smérnice kalibra¢ni kiiky [79].

(2.6)

Wethanol =

(f *Myst — a - M(1sT+vzorek+voda) [i]
b myzorek kg

Objemova procenta ethanolu ((% obj. )ethano) byla piepocitdna podle nasledujiciho vzorce

(2.7) spouzitim mezinarodnich alkoholometrickych tabulek pfijatych Mezinarodni
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organizaci pro legdlni metrologii, kde Wepanot je hmotnostni procento ethanolu,

D20 ethanot j€ hustota ethanolu, p,q yzorer j€ hustota vzorku [79].

Wethanol * P20 vzorek [

(% obj. )ethanol = %] (2.7)

P20 ethanol

Opakovatelnost stanoveného obsahu alkoholu byla vyjadiena jako relativni smérodatna
odchylka (RSD). U zkousenych vzorki destilatd a vin se pohybovala v rozmezi 0,19-0,98
% a v ptipad€ vajecného likéru a portského vina byla RSD o néco vyssi (0,98 %). Obsah
alkoholu stanoveny metodou GC-MS se blizil hodnotdm deklarovanym na etiket¢.
Ptesnost méteni byla vysoka, pohybovala se v rozmezi od 0,48 do 0,90 %. Tato metoda
je ze statistického hlediska velice efektivni, ale nevyhodou je finan¢ni naro¢nost vnitiniho
standardu 2,2,2-Ds-ethanolu, Casova naroc¢nost laboratorni prace a nésledné pomérné
komplikované vyhodnoceni dat [79].

Ve studii od Betze a spol. byla aplikovana technika kapalinové chromatografie na
reverzni fazi s neptimou UV detekci pro stanoveni ethanolu v alkoholickych napojich
(gin, vodka a whisky) a vodnych roztocich. Konkrétnimi ucely bylo studium vlivu
nckolika proménnych na kvantifikaci ethanolu touto technikou a stanoveni optimalnich
analytickych podminek, pfesnosti, linearity a dalSich charakteristik navrhovaného
postupu. Béhem optimalizace metody byly testovany rizné chromatografické podminky
— sloZeni mobilni faze a typy kolon (CN, Cis, Cs). Bylo zjisténo, Ze analyza je
30:70. S vyjimkou filtrace k odstranéni pevnych ¢astic byly vzorky davkovéany bez
predb&zné tpravy. Stanoveni ethanolu bylo provedeno v chromatografickém systému s
methylethylketonem (MEK) jako detekénim ¢inidlem. Pfesnost navrhovaného postupu
(s odchylkou mensi nez 2 %) byla ovéfena porovnanim zjisténého procenta ethanolu s
procentem uvedenym na etiketé komercnich vyrobk [8].

Dalsi cCasto zminovanou metodou pro stanoveni koncentrace ethanolu je
refraktometrie, kterd nachdzi Siroké uplatnéni pii kontrolach b&hem produkce nejen
alkoholickych produkt (ovocné palenky, destilaty — bourbon, vodka, gin, pivo, vino,
moSty a dzusy atd.). Mecfenim indexu lomu svételného paprsku na rozhrani
dvouslozkového systému voda-ethanol je stanoveno ABV. Komer¢né se vyrabi malé
ruéni refraktometry, které jsou vyuzivany napiiklad v potravinarském pramyslu pro
méfeni cukernatosti moStu a pfirozeného obsahu alkoholu. Pro odecteni ptfesného

vysledku byly vytvoieny srovnavaci tabulky, aby hodnoty nebyly zkreslovany teplotnimi
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fluktuacemi. Stanoveni obsahu ethanolu touto metodou je jednoduché a casove
nenarocné, proto je v laboratorni praxi pomérné rozsitfené [62,80-86].

Zaveérem lze fici, ze metoda GC je jednou z nejvhodnéjSich metod pro stanoveni
obsahu ethanolu v alkoholickych napojich, jelikoz je to metoda relativné rychlad a
poskytuje data s vysokou preciznosti a presnosti.

Dalsi vyhodou GC analyz je malé mnozstvi analytu potfebné pro analyzu, které navic
nevyzaduje pfedupravu pied analyzou, coz je zadouci v piipadé vzorkd, které jsou

k dispozici v malém objemu (forenzni analyza) [75].

2.5 Navrh na pouziti M+1 ionti pro GC-MS kvantifikaci

Hmotnostni spektrum jakékoliv slouceniny ziskané elektronovou ionizaci obsahuje
molekularni ionty M™ — ionizované, ale nefragmentované molekuly vzorku (napf. m/z 46
pro ethanol). Krom& molekularnich iontt M™ spektrum obsahuje v mnohem mensim
mnozstvi i M+1 ionty (M+2 ionty atd.), které jsou poskytovany té¢zkymi izotopy béznych
prvki. Na zéakladé prirozeného vyskytu tézkych nuklida predpokladame, ze ionty M+1
odpovidaji téméf vyhradné izotopu '*C, protoze vyskyt izotopd 2H (0,012 %) a 'O
(0,04 %) je ve srovnani se zastoupenim piirodniho izotopu *C (1,07 %) nizky
[14,22,60,87,88].

Na Obr. 2.3 je uvedeno hmotnostni spektrum ethanolu poskytované elektronovou
ionizaci. Nejvice zastoupeny iont — zékladni pik, je nastaven jako 100% intenzity a ostatni
piky jsou zaznamenany vzhledem k této hodnoté. Zakladni pik ethanolu méa hodnotu
m/z = 31. Molekulova hmotnost ethanolu je 46, takze pik pti m/z = 46 lze identifikovat
jako pik odpovidajici molekulovému iontu. Maly pik pti m/z = 47 odpovidé prave iontu
M+1, tzn. signal o jednu atomovou jednotku vyssi, ktery poskytnul hlavné izotop uhliku

13C [14,22,60,87,88].
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Obr. 2.3: Hmotnostni spektrum ethanolu ziskané elektronovou ionizaci. Zakladni pik ethanolu ma
hodnotu m/z = 31. Molekulova hmotnost ethanolu je 46, takZe pik pri m/z = 46 odpovida
molekulovému iontu. Maly pik pri m/z = 47 odpovida iontu M+1, (Prevzato z [89]).

Vzhledem k vysoké citlivostt MS a moznosti detekce Sirokého spektra latek (véetné
vody, kterou pomoci FID nelze stanovit), byl navrzen novy pfistup kvantifikace pouzitim
M+1 ionti pro GC-MS kvantifikaci. Pfi GC-MS stanovenich se ¢asto pracuje se
zfedénymi roztoky, aby se predeslo saturaci MS detektoru. Redénim vzorku se znaéné
snizuje citlivost metody, coz je motivaci pii hledani novych moznosti, jak obejit saturaci
detektoru. Sledovanim M+1 iontd dojde ke sniZeni signalu majoritnich slozek, ¢imz se
predejde piesyceni MS detektoru a tim je umoZnéna kvantifikace majoritnich slozek
roztok [14,22,60,87,88].

Ethanol v alkoholickych napojich se béZn¢ kvantifikuje standardizovanymi metodami
(viz kapitola 2.4), ale citliva technika GC-MS pro tyto ucely Casto vyuzivana neni. Je
vyuzivana ptedev§Sim pro stanoveni plvodu alkoholickych produkti s vyuzitim
izotopovych poméri. Ve studiich z roku 2019 a 2021 byla navrZzena GC-MS metoda pro
kvantifikaci t€kavych latek v alkoholickych produktech pomoci M+1 iontl (pro ethanol
m/z47)[14,22,60]. Hlavnim cilem bylo prozkoumat moznosti pouziti ethanolu (pfirozené
zastoupeného, tedy bez ptidavku do roztoku) jako wvnitiniho standardu pro GS-MS

kvantifikaci tékavych latek v alkoholickych vyrobcich. Bylo prokazéno, Zze odezva
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ethanolu je pii kvantifikaci pomoci M+1 ionti linedrni v rozsahu 1 % az 100 % ABV a
navrhovand metoda je jednodussi a ptesnéjsi oproti tradi¢ni metod¢ vnitiniho standardu.
Navrhovanou metodu 1ze pouzit pro jakékoli t€kavé latky, které 1ze separovat a detekovat
pomoci standardniho systému GC-MS. V ndvaznosti na tuto studii, cilem této prace bylo
ovéfit, zda mizou byt M+1 pouzity pro GC-MS kvantifikaci riznych polarnich a
nepolarnich rozpoustédel. V ptipadé alkoholickych napojli by bylo mozné stanovit obsah
tékavych latek a zastoupeni ethanolu béhem jedné analyzy, jelikoz se tato stanoveni bézné
provadi jako samostatné analyzy. Vysledkem by mohlo byt snizeni ceny zminénych
analyz a celkové zjednoduseni laboratorni prace, jelikoz by se ethanol mohl pouzit jako
vnitini  standard pro stanoveni tékavych slozek v alkoholickych népojich

[14,22,60,87,88].
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Chemikaélie pouzivané pro ptipravu kalibra¢nich dvouslozkovych roztoku

Acetonitril (>99,9 %, Honeywell, Némecko)

Diethylether (99,9 %, Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)

Ethanol (96,6 %, Lach-Ner, s.t.0., Ceska republika)

Heptan (99,0 %, Fluka analytical, Némecko)

Methanol (>99,9 %, Honeywell, Némecko)

Oktan (>99,0 %, Reachim, Rusko)

Tetrahydrofuran (>99,8 %, Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Ceska republika)

Toluen (> 99,0 %, Lachema, a.s., Ceska republika)

Seznam sledovanvch alkoholickych napoju

Gordons London Dry Gin (37,5 % obj.)
Visnovice baron Hildprandt (42,5 % obj.)
Jack Daniels Tennessee Whisky Old No.7 (40 % obj.)
Velhotes White Porto (19,5 % obj.)
Kraken Black spiced Rum (40 % obj.)
Destilat T31 (75,72 % obj.)
Slivovice Rudolf Jelinek €. 1 (45 % obj.)
Slivovice Rudolf Jelinek €. 2 (50 % obj.)
Slivovice Rudolf Jelinek ¢. 3 (71,98 % obj.)
Slivovice Rudolf Jelinek €. 4 (75,95 %)
Destilat Zitna z doméciho zdroje (81 % obj.)
Pyrat XO Reserve, Premium Caribbean Spirit (40 % obj.)
A.H.RIISE Non Plus Ultra Very Rare (42 % obj.)
Spisské hruskovica Original Kosher (40 % obj.)
Chivas Regal 1 Year Old Blended Scotch Whisky (40 % obj.)
Zubrowka Bison Grass Oryginalna Wodka Smakowa (37,5 % obj.)
Soplica Orzech Laskowy (28 % obj.)
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3.2 Instrumentace a podminky méreni

GC-FID

GC-FID analyza probihala na ptistroji GC-2010 (Shimadzu Corporation s.r.0., Japonsko).
Nosnym plynem byl vodik (Vodik 5.0, Linde Gas a.s.) a pro separaci latek byla pouzita
kolona Rxi 624 — MS (Restek, USA) s rozméry 20 m x 0,18 mm x 1,0 um a teplotnim
limitem 320°C. Jedna se o stfedn¢ polarni kapilarni kolonu z taveného kiemene se
silarylenovou stacionarni fazi, coz sloZzenim odpovida 6%-kyano-propyl-fenyl/
94 %- methyl-polysiloxanu [90-92].

Dévkovani probihalo pomoci automatického davkovace AOC-20i (Shimadzu
Corporation s.r.0., Japonsko). Pro nastfik analytu byla pouZita stfikacka s objemem 10 pl
(Hamilton, USA) a davkovaci objem vzorku byl 0,3 pl. Teplota injektoru byla nastavena
na 210 °C a nastfiknuty objem vzorku byl délen mezi kolonou a odtokem plynu v poméru
1:50. Linearni rychlost nosného plynu byla optimalizovana na 25 cm/s. Teplota FID byla
250 °C. Podminky analyzy probihaly za vySe zminénych podminek v ptipadég, Ze nebylo

nutné separacni podminky ptizplsobit dané¢ kombinaci analyti.

GC-MS

GC-MS analyza byla provedena na pfistroji GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu
Corporation s.r.o., Japonsko) s kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem. Nosnym
plynem bylo helium (Helium 5.0, Linde Gas a.s.) a separace latek byla uskute¢néna na
kolon¢ Rxi-1301 Sil MS (Restek, USA) s rozméry 60 m x 0,25 mm x 0,25 um a
maximalni pouZitelnou teplotou 320 °C. Jedna se o stfedné polarni kapilarni kolonu
z taveného kifemene se stejnou staciondrni fazi jako v ptipadé GC-MS [90-92].
Dévkovani vzorkli probihalo pomoci automatického davkovace AOC-20i (Shimadzu
Corporation s.r.o., Japonsko). Davkovaci objem kalibra¢nich roztokt byl 0,05 pul a 0,1 pl
za pouziti injek¢ni stiikacky s objemem 0,5 pl (Trajan, Austrélie). V pfipadé kalibra¢nich
roztokli ethanol — voda a vzorkl alkoholickych produktt byla pouzita injekeni stiikacka
s objemem 10 ul (Hamilton, USA), kdy bylo davkovano 0,2 ul vzorku. Teplota injektoru
byla nastavena na 170 °C a nastiiknuty objem vzorku byl délen mezi kolonou a odtokem
plynu v pomé&ru 1:100. Linearni rychlost nosného plynu byla optimalizovéna na 25 cm/s.
Teplota iontového zdroje a interface byla 200 °C. Elektronova ionizace analytu probihala

po interakci s urychlenymi elektrony o kinetické energii 70 eV. Podminky analyzy
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probihaly za vySe zminénych podminek v ptipad¢, ze nebylo nutné separacni podminky
ptizpisobit dané kombinaci analyti.

Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo piizpisobeno jednotlivym analyzdm a
méieni probihalo v riznych médech — scan a SIM. Ve scan modu bylo zaznamenano
hmotnostni spektrum v nastaveném rozsahu hodnot m/z 29-400 a ziskand data byla
pouzita pro identifikaci latek a potvrzeni jejich retenéniho casu. Identifikace latek
probéhla porovnanim s hmotnostnimi spektry v knihovné NIST 17. GC-MS kvantifikace
probihala v SIM moédu, protoze sledovany byly pouze vybrané M+1 ionty (viz
kapitola 2.5, Tabulka 3.1).

Jako zastupce ze skupiny nepolarnich latek byly vybrany nésledujici: oktan, toluen,
heptan a diethylether, jelikoz se jednd o latky bézné pouzivané jako nepolarni
rozpoustédla. Ze skupiny polarnich rozpoustédel byly vybrany latky: acetonitril, ethanol,
methanol, tetrahydrofuran a voda, jelikoz jsou to latky bézné pouzivané v laboratorni
praxi, potravinafstvi, chemickém a farmaceutickém primyslu. Piehled sledovanych M+1

iontl pro GC-MS kvantifikaci v rezimu SIM je uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Prehled M+ 1 iontii sledovanych pri GC-MS kvantifikaci analytii v SIM modu

Analyt M, M-+1 iont
m/z
acetonitril 41 42
ethanol 46 47
methanol 32 33
tetrahydrofuran 72 73
voda 18 19
diethylether 74 75
heptan 100 101
oktan 114 115
toluen 92 93

Sbér a vyhodnoceni dat pro GC-FID i GC-MS analyzu probihalo v LabSolution
(GC/GCMS solution, Shimadzu Corporation s.r.o., Japonsko), pro dalsi zpracovani dat
byl pouzit Microsoft Excel (Microsoft), UniChrom (New Analytical Systems s.r.o.,
Bélorusko) a OriginPro 2015 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

Pro optimalizaci podminek stanoveni byly pfipraveny zkuSebni roztoky o pomérech
jednotlivych slozek 50:50 (V/V). Nésledné byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky s poméry
hmotnostnich procent jednotlivych slozek: 1:4, 2:3, 3:2, 4:1 a 5:0. Kvantifikace sloZek

smési a nasledn¢é ethanolu v alkoholickych produktech probihala metodou externiho
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standardu a modifikovanou metodou za vyuziti zavislosti poméri ploch pik (4i/4))
k poméru hmotnostnich procent slozek smési (wi/w)).

Podminky méfeni byly upraveny pro individualni kombinaci analytt tak, aby bylo
dosazeno jejich uspésné separace a detekce a Cas analyzy byl snizen na minimum.
Celkova doba analyzy se pohybovala v rozmezi 4-10 minut. Pfehled v§ech podminek, za

kterych probihaly GC-FID a GC-MS analyzy jsou uvedeny v tabulce 3.2.
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Tabulka 3.2: Prehled podminek GC-FID a GC-MS analyzy

Oktan —toluen | Heptan—toluen | THF—DEE | EtOH-DEE | ACN-voda | ACN-MetOH | THF — MetOH | EtOH — voda
Teplotni program kolony
a 40 °C po dobu 50 °C po dobu 3 50 °C po dobu 50 °C po dobu 50 °C po dobu 2 | 50 °C po dobu I 50 °C po dobu | 50 °C po dobu
= 3 min, 10 . o . 2 min, 10 3 min, 10 . o . . o . 2 min, 10 2 min, 10
O | °C/mindo 230 | MM 10°C/MIN | o i do 150 | °C/min do 100 | ™™ 10 °C/min min, 10 °C/min | oy i 0195 | oC/min do 120
> o do 185 °C oC oC do 120 °C do 160 °C °C °C
30 °C po dobu 50 °C po dobu 4,5 50 °C po dobu | 50°C po dobu 50 °C po dobu 3 | 50 °C po dobu 1 50 °C po dobu | 50 °C po dobu
5 min, . o . 3 min, 10 4 min, 10 . 5 . . 5 . 3 min, 10 3 min, 10
10 °C/mindo | ™ 18 M| oCimindo 150 | °C/mindo 100 | ™M 0 CmI it 19 G oCmin do 185 | °C/min do 120
210 °C °C °C °C °C
Linearni rychlost nosného plynu [cm/sec]
24 25 25 25 25 25 25 25
25 25 25 25 25 25 25 25
Délici pomér
50 65 50 65 50 50 50 50
100 100 100 100 100 100 100 100
Davkovaci objem [pl]
0,3 0,3 0,3 0,1 0,3 0,3 0,3 0,3
0,05 0,05 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Retencni ¢as [min]
0O: 8,84 H: 3,52 T: 3,68 E: 2,93 A: 2,97 A: 331 T: 3,78 E: 3,34
T: 8,18 T:4,15 D: 2,54 D: 2,32 V- M: 2,23 M: 2723 Vi -
0:9,98 H: 6,85 T: 5,92 E: 4,85 A: 4,96 A: 4,95 T: 5,83 E: 4,59
T: 9,57 T: 8,21 D: 4,68 D: 4,10 V:4,18 M: 4,32 M: 431 V: 4,24
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3.3  Vypocéty
3.3.1 Pftiprava roztokl

GC-FID analyzou byla nejdiive ovéfena Cistota zasobnich roztokii. Metodou vnitini
normalizace byl vyjadien relativni podil Cisté slozky (analytu) z celkového zastoupeni
latek ve smési a tato hodnota byla porovnana s ¢istotou deklarovanou vyrobcem. Ze

znalosti ploch chromatografickych pikd analytu A; a jednotlivych slozek smési ZA; byl

dopogitan obsah analytu w; podle nasledujiciho vypoctu (3.1) [21,93,94]:
A;

w; = E 100 % [%] (3.1)

Pro GC-MS/FID analyzu byly pfipraveny jednotné sady kalibra¢nich roztokd, jednalo

se o dvouslozkové smési. Roztoky byly pfipraveny kvantitativné odvazenim jednotlivych

slozek na analytickych vahach (APX-100 Analytical Balances, Denver Instrument s.r.0.,

USA, hmotnostni kapacita 100 g, vaZeni s ptfesnosti na 0,1 mg) do 15ml sklenéné

zkumavky. Pfipravené roztoky byly pipetovany za pouziti automatickych pipet (Acura

825, objem 1 ml, Socorex, Svycarsko) do 1,5ml sklenénych vialek, které byly uzavieny

zatkou s PTFE septem a nasledné umistény do autosampleru. Vzorky lihovin byly pro

GC-FID/MS analyzu pipetovany piimo do 1,5ml sklenénych vialek bez jakékoliv

predupravy. Zastoupeni jednotlivych slozek kalibracnich roztokd bylo vyjadieno jako

hmotnostni koncentrace (ws 1), kterd byla dopocitana podle nasledujiciho vzorce (3.2),

kde w;; je obsah Cisté slozky (analytu), mg, udava redlnou hmotnost ¢istého analytu,

ms,n) znazoriiuje soucet hmotnosti jednotlivych slozek ve smési.

_ Wiq1- Mg
Z(ms,l + ms,z + ms,n)

W1 100%  [%] (3.2)

Vzorky byly skladovany pfi laboratorni teploté 25 °C.

3.3.2 Hodnoceni namétenych GC dat

VSechny analyzované vzorky byly méfeny tfikrat za konstantnich podminek.
Z chromatogramil byly odecteny plochy pikd, které odpovidaji odezvé detektoru a byly
pfedmétem hodnoceni kvantitativni analyzy. Pro kontrolu reprodukovatelnosti byly
vSechny série méfeni podrobeny Grubbsovu testu pro vylouceni odlehlych hodnot ze

souboru dat.

31



Vsechny hodnoty souboru byly sefazeny vzestupné, vypocteny byl aritmeticky primér
X a smérodatna odchylka s a nasledné testovaci kritérium G pro minimalni (3.3) a
maximalni (3.4) hodnoty. Zjisténa testovaci kritéria G byla porovnana s tabulkovou
kritickou hodnotou pro pfislusny pocet méteni (n = 3) a Grovni vyznamnosti (a = 0,05).
Hodnota maximalni odchylky testovacich kritérii Gmax a Guin (1,155) byla prevzata
z mezinarodniho standardu ISO 5725-2, ktery pojednava o stanoveni opakovatelnosti,
reprodukovatelnosti a presnosti vysledki méfeni. V ptipad¢ vylouceni odlehlé minimalni
¢1 maximalni hodnoty ze sady métfeni byly dalsi body doméfeny [21,95,96]. Vypocet
testovacich kritérii byl proveden pomoci nasledujicich vzorcti (3.3) a (3.4), kde Y
oznacuje prumérnou hodnotu ze souboru dat, s je smcrodatnd odchylka,

Yinin @ Ymax 0znacuji minimalni a maximalni hodnoty ze souboru dat.

Y — Y
G =—— (3.3)
S
Yoax — Y
G=% (3.4)

Smérodatna odchylka byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce (3.5) [21,94]:

s = f% [%] (3.5)

kde se provadi soucet v§ech méfeni daného vzorku X;, X oznacuje primér téchto méteni

a n udava pocet meéteni daného vzorku, v naSem ptipadé n =3 [21].

3.3.3 Metody kvantifikace ethanolu

Sestrojeny byly kalibracni zavislosti, kdy bylo vyuZito znalosti zavislosti ploch pikt (4i,)
na hmotnostnich zlomcich analyti (w;;). Dale byly sestrojeny modifikované zavislosti
podilu ploch pikG analytd (4/4;) na podilu hmotnostnich zlomkd analytG (wi/w)).
Hypotézou bylo, Ze ziskame zavislosti s vyssi linearitou, nebo dojde k linearizace
polynomického pribéhu zavislosti, které byly ziskany GC-MS analyzou. Prolozenim
modifikované zavislosti paru ethanol-voda linearni regresi byla ziskdna rovnice pfimky
ve tvaru y = ax, kde x odpovidalo poméru hmotnostnich zlomkt ethanolu a vody. Tato
rovnice byla pouzita ke stanoveni mnozstvi ethanolu v testovanych vzorcich
alkoholickych vyrobkli. Vypocteni hmotnostnich procent ethanolu zpoméru

hmotnostnich zlomki ethanolu a vody bylo provedeno pomoci nasledujici rovnice (3.6),
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X
WEtoH = m -100 % (36)

Tato rovnice (3.6) nabyva platnosti za pfedpokladu, ze w; + w; = 1.
3.3.4 Objemova a hmotnostni procenta

Hodnoty hmotnostnich procent ethanolu v alkoholickych néapojich, které byly ziskany
kvantifikatni metodou externiho standardu za vyuziti absolutnich hodnot ploch piki
v zavislosti na hmotnostnich procentech ¢i pomoci podilu ploch piki v zavislosti na
podilu hmotnostnich procent, byly pfepocitdvany na procenta objemova. Problémem
dvouslozkové smési ethanol-voda je objemova kontrakce, kdy smisenim téchto slozek
dojde ke snizeni objemu vysledného roztoku a pro dosazeni pozadovaného objemu musi
byt pfidano dalsi mnoZzstvi vody. Jako ptiklad provedeme jednoduchy vypocet. Pokud
mame 100 ml vodného roztoku ethanolu, ktery obsahuje 40 ml absolutniho ethanolu, je

objemovy zlomek ethanolu rovny 40 %.

_ a2 0% oby
$a= vy T 100" O

Vypocet hmotnostnich procent ethanolu lze provést nésledujicim zptsobem, kde

P100% Eton j€ hustota absolutniho ethanolu pfi 20 °C a Vi¢oy je objem ethanolu:
_ _ g 3 _
Myo0% Eton = P100% Etor * Veton = 0,7893 m3 40 cm® = 31,57 g

Hmotnost vody dopocitdme ze znalosti hustoty pti 20 °C a objemu:

8

Myoda = 0,9997(:? '

60 cm® =59,98¢
Hmotnostni zlomek ethanolu se dopocita nasledujicim zptisobem:

Mioo% Eton 31,57 8
= = = 34,489
WeroH Myoda 91,55g %

Podle alkoholometrickych tabulek, hmotnostni procenta 34,48 % odpovidaji 41,32 %
objemovym, jelikoz doslo k objemové kontrakci a celkové mnozstvi objemu se snizilo.
Z tohoto diivodu neni ptedchozi vypocet hmotnostnich procent spravny, protoze v sobé
nezahrnuje objemovou kontrakci. V pfipad¢, kdy bychom chtéli dosdhnout 40 %
objemovych, je tieba ptidat vice nez 3 ml vody, které zplisobi snizeni hmotnostni
koncentrace na 33,42 %. Pfesny pievod hmotnostnich procent na procenta objemova byl

zajistén pomoci softwaru AlcoDens 3.5 (Katmar Software, Jihoafricka republika), ktery
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umoziiuje piepocet objemovych a hmotnostnich procent, hustoty ethanolu nebo
molarnich procent. Udaje pokryvaji hodnoty pro piepodet koncentraci v rozsahu od 0 do
100 %. VSechny hodnoty hustot a obsahu ethanolu v rozmezi od -20 °C do 40 °C jsou v
souladu s Mezinarodnimi alkoholometrickymi tabulkami (OIML) [69,97].

3.3.5 Statistické hodnoceni metod

Ziskané soubory dat byly pro ohodnoceni GC-MS a GC-FID metod podrobeny dalSim
statistickymi parametrim — preciznosti (RSD), pfesnosti (bias) a nejistot¢ meéteni.
Preciznost byla vyjadfena jako relativni smérodatnd odchylka, kterou lze ziskat
nasledujicim vypoétem (3.7), kde s oznacuje smérodatnou odchylku a X primérnou

hodnotu.
RSD = ;- 100 %  [%] (3.7

Presnost udava miru shody mezi deklarovanou (c,.q;) a zméfenou hodnotou
(€), jelikoz kazdé méfeni je zatizeno chybou. Stanovenim piesnosti vymezujeme hranice,
mezi kterymi muze byt vysledek povazovan za spravny, piesny a pravdivy a je prokazana
metrologicka kvalita méfeni. Vypocet probihal podle nasledujiciho vzorce

(3.8) [99,100]:

|5_ Creall

bias = —.100%  [%] (3.8)

Creal

Pro vyhodnoceni nejistoty (§) byl pouzit Studentlv t-test. Hodnota t; 45 s urovni
vyznamnosti (a = 0,05) byla pfii tfech métenich pro kazdy vzorek (n = 3) rovna 2,353 a
jeji relevantnost byla ovéfena porovnanim s dalSimi statistickymi tabulkami. Pouzit byl
nasledujici vzorec (3.9),kde s oznaCuje smérodatnou odchylku a n pocet méfeni

[101- 104].

§=2"toos Jiﬁ (3.9)

Vysledky stanoveni ethanolu v alkoholickych napojich byly vyjadieny ve formatu x +

N | S
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4. Vysledky a diskuse

Pro kvantifikaci jednotlivych slozek smési byly pfipraveny sady kalibra¢nich roztokii o
koncentraci s poméry koncentraci slozek 1:4, 2:3, 3:2, 4:1 a 5:0. Separace a kvantifikace
analyti byla provedena analytickymi metodami GC-FID a GC-MS. Po vyhodnoceni
ziskanych dat byly na zakladé¢ Grubbsova testu vylouceny odlehlé hodnoty. Kalibra¢ni
zavislosti byly sestrojeny metodou externiho standardu (kalibra¢ni ptfimky) ze znalosti
zavislosti ploch pikii na hmotnostnich zlomcich analytii (A; [mV-min] / wi [%]). Pro
zjisténi obsahu ethanolu, ktery byl kvantifikovan metodou externiho standardu, byla
pouzita rovnice kalibracni pfimky y = ax + b, kde a je smérnice kalibracni piimky, b
odpovida useku, ktery pfimka vytind na ose y, y odpovida plose piku (Ai [mV-min]) a x
odpovid4 hodnotdm hmotnostnich procent (w;[%]). Dale byly sestrojeny zavislosti podilu
ploch pikti analytti (Ai/A;j) na podilu hmotnostnich zlomki analytii (wi/w;). Hypotézou
bylo, ze pomoci relativnich odezvovych faktorti ziskdme zavislost s vyssi linearitou,
jelikoz kalibracni zavislosti n€kterych latek pii GC-MS analyze vykazovaly nelinearni
charakter, ktery byl pravdépodobné zpiisobeny sniZzenou ioniza¢ni G€innosti iontového
zdroje.

Na nasledujicich obrazcich (Obr. 4.1-4.16) na strané 36-43 jsou predstavené kalibra¢ni
zavislosti a zavislosti podili ploch pikii na podilu hmotnostnich zlomki vsech

stanovovanych rozpoustédel.
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4.1 Par oktan — toluen
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Obr. 4.1: Kalibracni zavislosti oktanu (A a C) a toluenu (B a D) ziskané metodou externiho

standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.2: Zavislosti poméru ploch oktanu a toluenu pro GC-FID (E) a GC-MS (F) na poméru

hmotnostnich zlomki oktanu a toluenu.
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4.2 Par heptan — toluen
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Obr. 4.3: Kalibracni zavislosti heptanu (A a C) a toluenu (B a D) ziskané metodou externiho

standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.4: Zavislosti poméru ploch heptanu a toluenu pro GC-FID (E) a GC-MS (F) na poméru

hmotnostnich zlomkii heptanu a toluenu.
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4.3 Par tetrahydrofuran — diethylether
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Obr. 4.5: Kalibracni zavislosti tetrahydrofuranu (4 a C) a diethyletheru (B a D) ziskané metodou
externiho standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.6: Zavislosti poméru ploch tetrahydrofuranu a diethyletheru pro GC-FID (E) a GC-MS

(F) na poméru hmotnostnich zlomkii tetrahydrofuranu a diethyletheru.

38



4.4 Par ethanol — diethylether
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Obr. 4.7: Kalibracni zavislosti ethanolu (A a C) a diethyletheru (B a D) ziskané metodou
externiho standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.8: Zavislosti poméru ploch ethanolu a diethyletheru pro GC-FID (E) a GC-MS (F) na

poméru hmotnostnich zlomkii ethanolu a diethyletheru.
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4.5 Par acetonitril — voda
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Obr. 4.9: Kalibracni zavislosti acetonitrilu (A a C) a vody (D) ziskané metodou externiho

standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.10: Zavislost poméru ploch acetonitrilu a vody pro GC-MS (F) na poméru hmotnostnich

zlomkit acetonitrilu a vody.
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4.6 Par acetonitril — methanol
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Obr. 4.11: Kalibracni zavislosti acetonitrilu (A a C) a methanolu (B a D) ziskané metodou

externiho standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.12: Zavislosti poméru ploch acetonitrilu a methanolu pro GC-FID (E) a GC-MS (F) na

poméru hmotnostnich zlomkii acetonitrilu a methanolu.
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4.7 Par tetrahydrofuran — methanol
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Obr. 4.13: Kalibracni zavislosti tetrahydrofuranu (A a C) a methanolu (B a D) ziskané metodou
externiho standardu na GC-FID (rizova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.14: Zavislosti poméru ploch tetrahydrofuranu a methanolu pro GC-FID (E) a GC-MS (F)

na pomeru hmotnostnich zlomkii tetrahydrofuranu a methanolu.
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4.8 Par ethanol — voda
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Obr. 4.15: Kalibracni zavislosti ethanolu (A a C) a vody (D) ziskané metodou externiho standardu
na GC-FID (ruzova) a GC-MS (zelena).
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Obr. 4.16: Zavislost pomeru ploch ethanolu a vody pro GC-MS (F) na poméru hmotnostnich

zlomkit ethanolu a vody.
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Byly sestrojeny kalibraéni kiivky vSech 8 parG bézné pouzivanych rozpoustédel.
V piipadé kalibracnich roztokt, kdy jednou ze slozek byla voda, byla ziskana kalibracni
zavislost pouze pro ethanol a acetonitril, jelikoZ vodu neni mozné na FID stanovit.

Pro vSechny kalibracni zavislosti GC-FID analyzou byly ziskany linearni zavislosti
s vysokymi koeficienty determinace. V ptipadé¢ GC-MS analyzy nékterych latek se
nepodafilo ziskat linedrni zéavislost kalibracnich kfivek, ale sestrojeny byly kiivky
polynomického charakteru, které nejsou pro tradi¢ni kvantitativni metody vhodné.
Kalibracni kfivka oktanu poskytovala po prolozZeni linedrni regresi nizky koeficient
determinace (R’ = 0,97467), ale po prolozeni polynomickou regresi tfetiho stupné byl

ziskan vysoky koeficient determinace (R’=0,99801). Stejny trend byl pozorovan u

heptanu (Ritnesrni = 0,96164; R} o1ynom = 0,99315), toluenu
(REearni = 0,98529; Rgolynom = 0,99656) a vody (Rf,esni= 0,98318;

R} olynom = 0,99581).

Metodou externiho standardu analyzou GC-FID byly ziskany vysoké koeficienty
determinace, ale sestrojenim zavislosti pomért ploch piku na hmotnostnich procentech
byly GC-FID analyzou ziskdny linearni zavislosti s jest¢ vysSimi koeficienty
determinace. V ptipadé GC-MS analyz nebyla ve vSech ptipadech ziskana linearni
zavislost, jelikoz kiivky mély polynomicky pribéh. Po prolozeni takovych zavislosti
linearni regresi byly ziskany nizké koeficienty determinace. Zavislost v piipadé paru
heptanu — toluen poskytovala po proloZeni linearni regresi nizky koeficient determinace
(R’ = 0,93568), ale po proloZeni polynomickou regresi tretiho stupné byl ziskan vysoky
koeficient determinace (R’ = 0,99498). Stejné tak vyrazné vyssi koeficient determinace
poskytla po proloZeni polynomickou regresi zavislost paru tetrahydrofuran-diethylether
(R’ =0,99906).

Koeficienty determinace vSech kalibracnich zavislosti, které¢ byly ziskany GC-FID a
GC-MS kvantifikaci, byly statisticky vyhodnoceny a nésledné zndzornény v podobé
krabicového grafu (Obr. 4.17). Tento graf graficky zobrazuje odlehlé hodnoty, mediany,
minimalni, maximdlni a primérné hodnoty vSech pouzitych kvantitativnich metod.
Kromé minimélnich a maximalnich hodnot a medianu, které se pouzivaji k sestavovani
krabicového grafu, je dal§im ddleZitym prvkem mezikvartilove rozpéti (IQR), které udava
vzdalenost mezi hornim a dolnim kvartilem, jelikoZ tato metoda pracuje s grafickym
zndzornénim dat prostfednictvim jejich kvartilti. Prvni kvartil je roven medidnu dolni

poloviny souboru dat a tfeti kvartil odpovidd medidnu horni poloviny souboru dat.
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Samotna ,,krabice* odpovida stiedni oblasti diagramu (50 % souboru dat) a z horni a dolni
oblasti hranici s prvnim a tietim kvartilem [105-109].

Koeficienty determinace, které poskytovala GC-FID analyza pomoci absolutnich a
podilu ploch a hmotnostnich procent se nejvice blizily hodnoté 1, coz urcuje vysokou
linearitu zavislosti. Jak je z grafického znazornéni patrné, GC-MS analyza pomoci podilu
ploch piki a hmotnostnich procent méla nejvétsi diverzitu koeficientli determinace,
jelikoz nekteré zavislosti nebyly linedrni. GC-MS analyza pomoci absolutnich procent
méla diverzitu koeficientll determinace nizsi, ale jak je z obrazku patrné, nékteré hodnoty

byly vytazeny jako odlehlé.
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Obr. 4.17: Grafické znazornéni koeficientii determinace zavislosti sad méreni, které probihalo

pomoci metody GC-FID a GC-MS.

4.9 Alkoholické napoje

Analyzovéano bylo celkem 17 alkoholickych produktt, které byly ziskany zakoupenim
z komer¢niho zdroje, Cast byla ziskdna v ramci spoluprace s firmou Rudolf Jelinek
(Slivovice Rudolf Jelinek vz.1-4, destilat T31) a destilat ,,Zitnd* pochazel z domaciho
zdroje. Zastoupeni ethanolu v alkoholickych produktech se pohybovalo v rozsahu od 19,5

% obj. do 81,0 % obj. (Tabulka 4.1).
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Pro kvantifikaci ethanolu byla pouzita metoda kalibra¢ni kiivky s vyuzitim ethanolu
jako externiho standardu, kdy byla sestrojena kalibracni zavislost paru ethanol — voda
s vyuzitim absolutnich hodnot ploch pikti a hmotnostnich zlomkt. Dalsi metodou
kvantifikace bylo pouziti modifikované zavislosti podilu ploch pikli ethanolu a vody na

podilu hmotnostnich zlomki ethanolu a vody (kapitola 4.8).

Tabulka 4.1: Seznam stanovovanych alkoholickych ndpojii s objemovymi procenty ethanolu
deklarovanymi vyrobcem (c.vz. 1-11) a hodnotami objemovych zlomku ethanolu stanovenych

vyrobcem (¢.vz. 12-17)

¢islo vzorku Alkoholicky napoj % obj. EtOH
1 Velhotes White Porto (porto calem) 19,5
2 Soplica Orzech Laskowy 28,0
3 Zubrowka Bison Grass Oryginalna Wédka Smakowa 37,5
4 Gordons London Dry Gin 37,5
5 Chivas Regal 1 Year Old Blended Scotch Whisky 40,0
6 Spisska hruskovica Original Kosher 40,0
7 Pyrat XO Reserve, Premium Caribbean Spirit 40,0
8 Jack Daniels Tennessee Whisky Old No.7 40,0
9 Kraken Black spiced Rum 40,0
10 A.H.RIISE Non Plus Ultra Very Rare 42,0
11 baron Hildprandt Visnovice 42,5
12 Slivovice Rudolf Jelinek vz. 1 45,0
13 Slivovice Rudolf Jelinek vz. 2 50,0
14 Slivovice Rudolf Jelinek vz. 3 71,98
15 Destilat Rudolf Jelinek T31 75,72
16 Slivovice Rudolf Jelinek vz. 4 75,95
17 Zitna domaci zdroj 81,0

Ptifazeni nejistoty k vysledkim poskytuje informaci o kvalité¢ vysledkii. Proto bylo
ovéteno, jestli deklarované hodnoty objemovych procent ethanolu v 17 alkoholickych
napojich lezi uvnitt intervalu spolehlivosti pro dany soubor dat (Tabulka 4.2). Nejlépe
vyhodnocena byla metoda GC-FID, kdy deklarované hodnoty lezely celkem 13x
v intervalu spolehlivosti ze 17 vzorki, coZz odpovidad uspéSnosti ze 76 %. Naopak
metodou, kterd poskytla data, ktera se blizila deklarované hodnoté objemovych procent

alkoholu pouze 5x ze 17 vzorki s uspéSnosti 29 %, byla metoda GC-MS za vyuziti podilu
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ploch pikid ku podilu hmotnostnich zlomki. Se 70% uspé&snosti se metoda GC-MS za
vyuziti absolutnich hodnot blizila uspé$nosti metody GC-FID.

Tabulka 4.2: Oveéreni, jestli deklarovany obsah ethanolu lezi v intervalu spolehlivosti namérené
serie objemovych procent ethanolu.

CONV RN G IRZY GC-MS absolutni = GC-FID absolutni

Alkoholicky % obj.

napoj  EtOH SEIZESAS £%E2 % £%+2 %
1 19,50 21,1+1,1 X 7,9+1,5 X 20,7+0,1 X
2 28,00 29,3+0,4 X 22,2+0,8 X 28,6+0,6 v
3 37,50 36,6+0,9 v 37,1£0,6 v 37,4+0,7 v
4 37,50  40,5+0,8 X 39,7+1,5 X 364445
5 40,00 38,5+0,5 X 39,7+1,1 v 39,1+0,3 X
6 40,00 38,8+0,4 X 39,6+0,6 v 38,8+0,2 v
7 40,00 42,3+0,5 X 39,7+1,1 v 39,4 +0,7 v
8 40,00 41,9+2.9 v 40,0+1,4 v 40,3+0,9 v
9 40,00 42 3+2.8 v 40,9+1,5 v 40,7+0,7 v
10 42,00 43,8+1,5 X 40,2+0.,9 X 41,8+0,3 v
11 42,50 43,1+0,6 v 40,8+5,1 v 41,9+1,5 v
12 45,00  492+1,5 X 45,4431 J 454409
13 50,00 50,2+0,8 v 51,6+1,3 X 49,3+0,9 v
14 71,98 74,4+0,8 X 71,6+4,8 v 69,5+0,6 X
15 75,72 78,3+0,7 X 76,8+1,5 v 75,2+1,2 v
16 75,95 78,2+0,1 X 76,9+1,8 v 74,3+0,1 X
17 81,00  84,5+0,63 X 80,4+4,8 v 80,6£2,9 v
. 5V 12V 13V
12 X 5 X 4 %
% Uspésnosti 29 70 76

Vyhodnocena byla piesnost stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) ve vSech 17 vzorcich
alkoholickych napojii (Obr. 4.18). Analyzou GC-MS za vyuziti podilu ploch pika
ethanolu a vody na podilu hmotnostnich zlomki ethanolu a vody bylo stanoveni ethanolu
provedeno s nizsi piesnosti v porovnani s GC-MS analyzou pomoci absolutnich hodnot.
Z obrazku 4.18 je patrné, ze stanoveni obsahu ethanolu ve vzorku portského vina Velhotes

(vz.€.1) GC-MS analyzou za vyuziti absolutnich hodnot bylo zfeymé zatizeno chybou,
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protoZe mira nepfesnosti vyjadiena v procentech byla rovna 60 %. Pro piehlednost byl
rozsah osy y snizen na 23 % a proto neni vidét cely sloupec zobrazujici pfesnost tohoto
vzorku (Vpozn.). Za piedpokladu, Ze v ptipadé vzorkii 1 a 2 se jednalo o chyby pii méfenti,
byla piesnost GC-MS analyzy pomoci absolutnich hodnot srovnatelna se stanovenim

obsahu ethanolu GC-FID analyzou.

22,0 I GC-MS: Relativni %

[ ] GC-MS: Absolutni %
[ ] GC-FID: Absolutni %

16,5

Pfesnost [%]

11,0

9,5

0,0
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Alkoholicky napoj
Obr. 4.18: Presnost stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) metodami GC-FID a GC-MS v 17
vzorcich alkoholickych napoju. Pro prehlednost byl rozsah osy y snizen na 23 %, a proto neni

videt cely sloupec zobrazujici presnost tohoto vzorku (” pozn.).

Vyhodnocené vysledky pifesnosti byly zndzornény také v podob¢ krabicového grafu
(Obr. 4.19). Jak je z obrazku 4.19 patrné, oblasti mediant se nejvice blizily u GC-FID a
GC-MS analyz za vyuziti absolutnich dat. Hodnoty ptfesnosti se pohybovaly v nejvétSim
rozsahu pro analyzu GC-MS s vyuzitim modifikované zavislosti podilu ploch piki
ethanolu a vody na podilu hmotnostnich procent ethanolu a vody, kterd ma také nejvetsi

rozpé€ti mezi hornim a dolnim kvartilem. Na obrazku také mizeme vidét odlehlé hodnoty,
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které by mély byt vyfazeny ze souboru dat. Primémé hodnoty nepiesnosti vSech

kvantitativnich metod se pohybovaly v okoli 6 %, coz je pomérné vysoka hodnota.

—_
oo

I 25%~75%

T rozsahvrozmezi 1,51QR
—_— — Oblast medianu

o Prdmérna hodnota

+ Odlehlé hodnoty
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Presnost [%]
N

0t 1 _1

Obr. 4.19: Presnost stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) metodami GC-FID a GC-MS v 17

vzorcich alkoholickych napojii zndazornéna v podobé krabicového grafu.

Vyhodnocena byla preciznost stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) ve vSech 17
vzorcich alkoholickych napoji vyjadifenim pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD)
(Obr. 4.20). Analyzou GC-MS s vyuzitim podilu ploch piku a hmotnostnich procent bylo
stanoveni provedeno s vyS$i preciznosti vrozmezi 1-5 %, v porovnani s GC-MS
analyzou pomoci absolutnich hodnot, kdy se smérodatna odchylka pohybovala v rozmezi
0,4-14 %. Z obrazku 4.20 je patrné, Ze stanoveni obsahu ethanolu GC-MS analyzou za
vyuZziti absolutnich hodnot ve vzorku portského vina Velhotes (vz.€.1) bylo zfejmé
zatizeno chybou, protoze preciznost tohoto vzorku, vyjadiend jako RSD byla 14 % a
v piipad¢ vzorku €. 11 (baron Hildprandt Visnovice) lze pozorovat vysokou RSD kolem
10 %. I v ptipadé analyzy GC-FID lze pozorovat u vzorku €. 4 vysokou RSD blizici se
k 10 %. Stanoveni obsahu ethanolu bylo srovnatelné u stanoveni metodou GC-FID a GC-
MS vyuzitim modifikované zavislosti podilu ploch pikidi ethanolu a vody na podilu

hmotnostnich procent ethanolu a vody.
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Obr. 4.20: Preciznost stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) metodami GC-FID a GC-MS v 17
vzorcich alkoholickych napoju, kterd byla vyjadiena jako RSD.

Vyhodnocené vysledky preciznosti byly zndzornény také v podobé krabicového grafu
(Obr. 4.21). Jak je z obrazku patrné, oblasti mediant se nejvice blizily u GC-FID a GC-
MS analyz za vyuziti modifikované zavislosti podilu ploch pikd ethanolu a vody na
podilu hmotnostnich procent ethanolu a vody. Nejvétsi rozmezi preciznosti analyzy
metodou GC-MS s vyuzitim absolutnich hodnot, které ma nejvétsi rozpéti mezi hornim a
dolnim kvartilem. Na obrazku také mizeme vidét odlehlé hodnoty, které by mély byt
vyfazeny ze souboru dat. Primérné hodnoty RSD preciznosti vSech tii kvantitativnich

metod se pohybovaly v rozmezi od 2 do 4 %.
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Obr. 4.21: Preciznost stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) metodami GC-FID a GC-MS v 17

vzorcich alkoholickych napojii znazornéna v podobé krabicového grafu.

Déle byla vyhodnocena nejistota méfeni pii stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) ve
vSech 17 vzorcich alkoholickych népojt, ktera udava, zda je rozdil mezi vysledky
vyznamny. Pro vypocet byl pouzit Studentlv t-test. Jak je z obrdzku 4.22 patrné, analyza
GC-MS pomoci modifikované zavislosti podilu ploch pikli ethanolu a vody na podilu
hmotnostnich procent ethanolu a vody byla provedena s niz$i nejistotou v porovnani
s GC-MS analyzou pomoci absolutnich hodnota. U vzorka 8 a 9 (whisky Jack Daniels a
rum Kraken) pfi GC-MS analyze pomoci modifikované zavislosti podilu ploch piki
ethanolu a vody na podilu hmotnostnich procent ethanolu a vody miiZeme pozorovat vétsi
odchyleni dat od zbylého souboru, které mohlo byt zptisobeno chybou zanesenou do
méfeni v pribéhu analyzy. V ptipadé GC-MS analyzy pomoci absolutnich hodnot byly
odchylky od redlné hodnoty vyraznéjsi, protoze vzorky 11,12, 14 a 17 vykazuji aroven
nepiesnosti od 7 do 10 %. Nejistota méfeni GC-MS analyzy za vyuziti modifikované
zavislosti podilu ploch piki ethanolu a vody na podilu hmotnostnich procent ethanolu a
vody byla srovnatelné s odchylkami pfi méteni GC-FID analyzou, kterd nespi$ u vzorku
¢. 4 (Gordons London Dry Gin) byla zatiZena chybou, jelikoZ vykazuje troven nejistoty

témet 10 %.
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Obr. 4.22: Nejistota méreni pri stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) metodami GC-FID a GC-MS

v 17 vzorcich alkoholickych napoji, ktera byla vypoctena pomoci Studentova t-testu.

Vyhodnocené vysledky nejistoty méfeni byly zndzornény také v podobé krabicového
grafu (Obr. 4.23). Jak je z obrazku patrné, oblasti mediant se nejvice blizily u GC-FID a
GC-MS analyz za vyuziti modifikovanych zavislosti. Oblast s nejvétsim rozptylem
hodnot zabiraly nejistoty méteni metodou GC-MS s vyuZitim absolutnich hodnot, které
mély nejvetsi rozpéti mezi hornim a dolnim kvartilem. Naopak nejmensi oblast grafu
zabiral rozptyl hodnot nepfesnosti GC-MS analyzy, ktery byla niz$i nez u analyzy
metodou GC-FID, ale u GC-MS mizeme pozorovat velké mnozstvi odlehlych hodnot.
Primérné hodnoty nejistoty stanoveni byly srovnatelné u GC-FID a GC-MS analyz za
vyuziti relativnich hodnot. Co se ty¢e nejistoty méfeni, nejméné vysledky byly dosazeny
analyzou GC-MS za vyuziti absolutnich hodnot, jelikoZ leZely ve velikém rozsahu

hodnot.
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Obr. 4.23: Nejistota mérent pri stanoveni obsahu ethanolu (% obj.) metodami GC-FID a GC-MS

v 17 vzorcich alkoholickych napojii znazornéna v podobé krabicového grafu.

Tabulka 4.3: Finalni metrologické zhodnoceni metody GC-MS a GC-FID vyjadrené pomoci

intervalu spolehlivosti.

GC-MS relativni GC-MS absolutni = GC-FID absolutni

Presnost [%] 4,4+2.0 1,9+1,6 1,7+1,1
Preciznost [%] 1,1+0,3 2,4+0,6 1,1+0,7
Nejistota méfeni [%] 1,3£0,5 2,942.1 1,2+0,7
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5. Zavér

Predmétem této prace bylo prokazat validnost metody GC-MS pro kvantitativni stanoveni
majoritnich slozek roztokl za vyuziti M+1 iontl a rozsifit tuto metodu pro stanoveni
obsahu ethanolu ve skutecnych alkoholickych produktech.

Vypracovana byla literarni reSerSe zabyvajici se vymezenim praktickych rozdilti mezi
metodami GC-FID a GC-MS a jejich vyuziti pii stanoveni majoritnich slozek smeési.
Nejvetsi Cast teoretického uvodu byla vénovana metodam, které se bézné pouzivaji pro
stanoveni obsahu ethanolu v alkoholickych produktech, abychom mohli tyto metody
kriticky zhodnotit a porovnat s nové vyvijenou metodou kvantifikace pomoci GC-MS.
Pro ziskani souboru dat bylo analyzovano celkem 8 pard rozpoustédel a 17 vzorki
alkoholickych ndpoji. Vyhodnoceni kvantitativnich dat stanovovanych alkoholickych
napoju bylo provedeno statisticky a graficky pro obé metody. Byl vypocitan aritmeticky
pramér, relativni smérodatna odchylka, nejistota méteni (interval spolehlivosti), pfesnost
a preciznost.

Stanoveni obsahu ethanolu v alkoholickych napojich bylo provedeno s nejvétsi
ptesnosti vysledkli metodou GC-FID (1,7+1,1 %). Srovnatelnou miru shody mezi
referenénimi a naméfenymi hodnotami poskytovala GC-MS pomoci absolutnich hodnot
(1,9+1,6 %). Stanoveni ethanolu s nejnizsi presnosti bylo provedeno metodou GC-MS
s vyuzitim modifikované zavislosti podilu ploch pikli ethanolu a vodu na podilu
hmotnostnich procent ethanolu a vody (4,4+2,0 %). Preciznost stanoveni obsahu ethanolu
vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka byla srovnatelna u stanoveni metodou GC-
FID (1,1£0,7 %) a GC-MS s vyuzitim modifikované zavislosti podilu ploch pika ethanolu
a vody na podilu hmotnostnich procent (1,1+0,3 %). Stanoveni GC-MS za vyuziti
absolutnich hodnot vykazovalo nejvétsi rozptyl relativnich smérodatnych odchylek
jednotlivych méfeni (2,4+0,6 %). Vypoctena byla nejistota méteni pro zjiSténi, zda je
rozdil mezi vysledky vyznamny. Priméry nejistot méfeni se nejvice blizily u GC-FID
(1,2+0,7 %) a GC-MS analyz za vyuziti modifikované zéavislosti podilu ploch pikl
ethanolu a vody na podilu hmotnostnich procent ethanolu a vody (1,340,5 %). Nejvyssi
nejistotu méteni poskytovalo GC-MS stanoveni ethanolu za vyuZiti absolutnich hodnot
(2,9£2,1 %).

Pouziti SIM modu v GC-MS zajistuje mnohem vétsi citlivost nez analyza GC-FID,
ale je limitovdno ioniza¢ni ucinnosti detektoru, které pravdépodobné zplisobovalo

nelinearni zavislosti nékterych rozpoustédel (oktanu, heptanu, toluenu, vody). Analyzou
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pfesnosti, nejistoty, preciznosti a koeficientii determinace bylo prokdzano, Ze metodou
GC-MS je mozné dosahnout vysledkl srovnatelnych s metodou GC-FID a jedna se o
metodu robustni, kterou lze uspéSné pouzit pii kvantifikaci majoritnich slozek, tedy 1

zastoupeni ethanolu v alkoholickych produktech.
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