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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci SPME pii stanoveni aromatickych latek
ve titinovych rumech. Pro méteni byl vyuzit plynovy chromatograf's hmotnostnim detektorem.
Optimalizace byla provedena na riznych SPME vlaknech. Metoda byla pouzita pro identifikaci
a naslednou kvantifikaci aromatickych latek ve vybranych vzorcich titinovych rumu
zakoupenych v obchodni siti.

Abstract

This master’s thesis deals the optimization of SPME for the determination of aroma
compounds in sugar cane rums. The gas chromatograph with mass detector was used for the
measurement. The optimization was performed on different type of SPME fibers. This method
was used for the identification and the quantification of compounds in selected samples of sugar
cane rums purchased from the commercial network.
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1 Uvod

Rum byl oblibenym napojem nejen piratu, ale i mnohych konzumentt alkoholickych napoju.
Zacal se vyrabét v pribehu 16. stoleti pfedevsim v karibskych statech. Nejlepsi rumy svéta
pochazeji pravé z Kuby, Jamajky nebo Portorika. V poslednich letech se tento alkohol na ¢esky
trh dodavé z riznych koutt svéta. Tato diplomova préace se zabyva rozdily mezi zahrani¢nimi
rumy, které jsou vyrobeny z cukrové titiny a ,,naS$im* tuzemskym rumem, ktery je vyroben
Z potravinaiského lihu a dochucen rumovou esenci. Tyto rumy si u spousty lidi nasly zalibeni
nejen pro svoji osobitou chut’ a viini, ale i pro cenovou dostupnost a Siroké vyuziti v kuchyni.
Cim dal vétsi skupina lidi zaGina rumy také sbirat a povazuje je za své klenoty. Nejvice se
na cené a hodnoté rumu podepisuje proces destilace, a hlavné doba zrani v sudech, ze kterych
si rumy Cerpaji vyslednou chut’, barvu a aroma. Zrani nékterych rumt mtize trvat az 30 let.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu a optimalizovat SPME (mikroextrakce
tuhou féazi) pfi stanoveni aromatickych latek ve titinovych rumech. Méfeni se provadélo
na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci. Dalsim cilem bylo identifikovat
a kvantifikovat vybrané vzorky titinovych rumt z obchodni sité. Na zaklad¢ porovnani vzorki
se zjiStovala jejich podobnost. Celkem bylo touto metodou analyzovano 30 vzorkt tmavych
a 3 vzorky bilych titinovych rumi. VSechny vzorky byly vybrany napfti¢ riiznymi vyrobci tak,
aby bylo dosazeno $irokého vybéru zemi ptivodu a také rizné dlouhych dob zrani v dievénych
sudech.

V této praci byla vyvinuta metoda, kterd by mohla slouZit pro méfeni riznych druhd
titinovych rumi. Byly stanoveny latky, které se vyskytuji ve vSech vybranych vzorcich, jako
jsou estery vyssich karboxylovych kyselin a alkoholy. ldentifikace aromatickych latek byla
provedena porovnanim s knihovnou spekter NIST. Vybrané identifikované analyty byly poté
kvantifikovany pomoci standardu.



2 Rum

Rum je destilovany alkoholicky népoj sobsahem alkoholu 38-54 % [1]. Vyréabi
se z fermentovanych produkti cukrové titiny, pfedevSim z melasy nebo piimo ze Stavy
z cukrové titiny, takovyto produkt se nazyva cachaca. Stava zraje v dubovych nebo jinych
dievénych sudech. Pivodné rum pochazi ze zemi, kde se péstuje cukrova titina,
ze subtropického podnebi muzeme zatadit Brazilii abyvalé francouzské kolonie zemi,
obklopujici Karibské mofe. Vétsina ruma se vyrabi v Australii, Fidzi, Indii, Indonésii a na Sri
Lance. V Ceské republice se vyrabi destilat z potravinaiského lihu, zndmy jako tuzemak nebo
tuzemsky rum. [2, 3, 4, 5]

2.1 Vyroba destilatu

Destilované napoje lze pfipravit s riznym obsahem ethanolu. N&poje jsou klasifikovany bud’
podle vychozi suroviny, nebo typu destilatu. Nejcastéji pouzivanou surovinou na vyrobu rumt
je cukrova titina, titinova $t'ava nebo melasa.

Titinova §t’ava je nejvhodné;jsi pro produkei lehkych rumt a pripravuje se lisovanim z jemné
mleté cukrové titiny. Stavu lze fermentovat bez daldiho zpracovani nebo ji lze zahiat pro
zvySeni kvality rumu. Alternativné miize byt z titinové §t'avy vyroben sirup.

Melasa se pouziva pro produkci tézkych rumu. Jednd se 0 mate¢ny louh zbyvajici po
oddéleni cukru od titiny opakovanou krystalizaci. Cena tohoto produktu je relativné nizka
a udrzuje si dobrou kvalitu. V zavislosti na odrud¢ titiny a klimatu obsahuje melasa 50-60 %
cukru [5]. Kvalita melasy je ovlivnéna tadou faktord, jako jsou sulfatovy popel, slouceniny
dusiku, gumy a nezkvasitelné cukry. Obsahuje velkou tadu sloucenin, které ptispivaji k aroma
rumu. Mezi inhibi¢ni latky patii mastné kyseliny a v prehfaté melase se muize objevovat
hydroxymethylfurfural.

Aby bylo dosazeno lepsi fermentace, vyzaduje melasa, podle pouzitého druhu, pfedbéZnou
upravu pied samotnym kvasenim.

Teplota stavy se upravi na 30 °C, protoze dodavana melasa pochazejici ptimo z cukrovaru
je horka a musi se zchladit. V lihovarech se doporucuje, aby skladovana teplota nikdy
nepiekrocila 45 °C a zabrénilo se tak nezadoucim Maillardovym reakci a obcasnému
samovzniceni. [1]

Pomoci kyseliny sirové se snizuje pH na hodnotu 5,5-4,5 [1, 3, 5] a pouzivaji se Ziviny
na podporu fermentace. V nékterych ptipadech Ize aplikovat i dezinfekéni prostiedky
a antibiotika, aby se eliminovaly nezadouci mikroorganismy. Ziedéna a okyselena melasa
se prenese do usazovaci nadrze a supernatant, precisténa melasa, se dekantuje z kalu. Nasledné
se zfedi vodou, aby se dal pfi vysledné viskozité urcit obsah cukru na 10-12 g/100 ml [5],
tzv. standardizace. Po pfeCerpani do fermentoru, je obohacena Zzivinami, pouziva se siran
amonny nebo mocovina, a nakonec se piidaji kvasnice.

2.1.1 Fermentace

Ve staré tradicni technice vyroby rumu je fermentace proces, ktery vznikd ptirozené
pusobenim kvasinek a bakterii pfitomnych ve vzduchu. Jedna se o spontanni kvaSeni, ¢imz
vznikaji rumy s charakteristickou a individualni chuti. Dnes se krom¢ této tradi¢ni techniky



pouzivaji ¢isté nebo smisené kultury kvasinek. Kvasinky pro kvaseni rumu musi byt schopny
produkovat vysoky obsah ethanolu a piislusné aroma.

Pro lehké rumy jsou pouzivany Saccharomyces cerevisea nebo Saccharomyces bayanus,
pro t¢zké rumy Schizosaccharomyces pombe. Melasa je nejlep$im zdrojem kvasnic, které
obsahuji $irokou $kalu roda veetné Candida, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces,
Saccharomycodes, Schizosaccharomyces a Torulopsis.

Pro kvaSeni jsou také dulezité bakterie, a to hlavn¢ bakterie kyseliny maselné jako jsou
Clostridium butyricum, CI. psateurianum a Cl. saccharoburyticum, které jsou vyznamné
pti vzniku tékavych kyselin a které jsou charakteristickym aroma v tézkych rumech. Mezi
kvasinkami a bakteriemi mohou existovat synergickeé vztahy. Clostridie produkujici kyselinu
maselnou jsou nejucinngjsi, pokud se pridavaji jako Cisté kultury. Do fermentace se ptidavaji
az kdyz je obsah ethanolu okolo 4 % a koncentrace cukru je pod 6g9/100ml [5].

Dominantnimi bakteriemi mlééného kvaseni jsou druhy Leuconostoc, které mohou
zpusobovat problémy v disledku tvorby slizu. Mohou také ovlivnit hodnotu pH
pod optimalnich 5,5 — 5,8 [5]. Také se vyuzivaji bakteric bohaté na kyselinu octovou
Acetobacter. Tyto bakterie jsou typické spiSe pro lehké rumy a jsou obvykle pii¢inou
znehodnoceni alkoholickych napoji, kdy ovliviiuji pti vyrobé kone¢nou chut a vytézek
ethanolu.

Fermentaéni proces se obvykle provadi v cylindrokdnickych fermentorech s kopulovitym
vikem nebo ve valcovych nadobach sotevienym vrskem se Sikmymi podstavami.
Doba a teplota kvaseni se zna¢né 1isi. Pro lehké rumy probiha fermentace pomoci Sacch.
cerevisiae obvykle pii 28-33 °C po dobu 28-36 hodin. Tézké rumy jsou zkvasovany
Schizosacch. pombe a maji teplotu 30-33 °C, i kdyzZ se teplota muze vy$plhat az k 37 °C,
kde hraji dulezitou roli bakterie, a proto by teplota pii kvaseni neméla piekrocit 30 °C.
Fermentace se Scizosacchem. pombe byvaji relativné pomalé a ¢asto mohou trvat 72 hodin
adele. Rumy, u kterych trva fermentace az 12 dni, jsou bohaté na estery, vyssi alkoholy
a mohou mit vysoky obsah dunderu? a glukdzy. [5] Nadoby jsou pfevazné vyrobené z nerezové
oceli, ale také se pouzivaji fermentory z dfeva, mékké oceli a dalsich materialu.

2.1.2 Destilace

Destilacni proces ma velky vyznam pii rozhodovani o stylu nebo charakteru rumu, stejné
jako u ostatnich lihovin. Pro ziskani destilatu jemnych senzorickych vlastnosti z fermentované
melasy se dfive pouzival tradi¢ni postup dvojité destilace. Je to efektivni zptisob odstranéni
nezadoucich slozek a oZiveni obsahu alkoholu okolo 65 % (v/v). Stéle se vSak vyviji nové
systémy destilace, jako je kotel s dvojitym retortem?, kde pii jediné destilaci mizeme ziskat az
85 % (v/v) alkoholu. V komerénim méfitku se dnes vice pouziva destilace ve tfech po sobé
jdoucich frakei. [1]

Piivodni metoda dvojité destilace pochazi z Jamajky, kde se vyuzivaji dva retorty, které jsou
vzajemné propojené mezi krkem a kondenzatorem. Tento systém odstrani jeden ze dvou
destila¢nich kroka potiebnych pro dvojitou destilaci a ve skute¢nosti odpovida ekvivalentni
trojnasobné destilaci. Zkvasend melasa, ktera obsahuje 8 % (v/v) alkoholu, se destiluje

! Dunder — kaly, zbytky kvasinek z predchoziho kvaseni, typické pro jamajské rumy, jsou nositeli chuti. [3]
2 Retort — maly doplitkovy kotlik, kde probiha dal3i destilace



z velkého kotle. Para opoustéjici destilaéni piistroj obsahuje pfiblizné 30 % alkoholu (v/v),
prochazi dokapem (ocas) z ptedchozi destilace v prvni nadobé, kde kondenzuje vodni para.
Tato kondenzace uvoliuje teplo do dokapu, coz zpisobuje odpafovani a obohacené alkoholové
pary opoustéji dno nadoby, které maji piiblizné¢ 60 % (v/v) alkoholu. Tyto pary nasledné
prochazeji pres Ukap (hlava) v druhém retortu, kde se opakuje stejny postup, jako v prvnim
retortu, ale tentokrat opoustéjici pary mohou obsahovat az 90 % (v/v) alkoholu. VSechny pary
pak jdou do kondenzatoru. Smés z obou retorti se fedi vodou na pozadovanou troven. Schéma
lze vidét na obr. 1. [1, 3]

kondenzator

[/
|
zhvafend _ J I__
S T
melasa I h“-l-" |
'-,' o “'"“";-' dokap ikap
\ /
Kotlikovy

destilaéni pfistrof
~ 90 % (v/v), thoviny na rm,
po vhodném nafedéni, zrini

zmékcen atd.

Obr. 1: Schématické zndazornéni dvouretortového kotlového destilacniho systému. [3] Neni
zndazornéno v méritku.

K vyrobé aromati¢téjsich tézsich rumi se pouzivaji klasické destilaéni kotle (pot still),
s dvojitymi retortami nebo bez nich. Takovéto rumy pievazné pochazeji z Jamajky, Antilskych
ostrovil, Bermud, Haiti a dalSich karibskych ostrovii. VSechny tyto rumy obsahuji vice esteri
a vyssi alkoholy. Obvykle se vyrabéji z melasy. Destilace v kotlich pfevazné probiha dvakrat.
Po kazdé varce je potieba kotle vycistit a poté opét naplnit. Cely proces se pravidelné opakuje,
coz zpusobuje, Ze je metoda pomérné finan¢né a ¢asove naroc¢na. Ale i presto existuji i vzacné
rumy, které se vyrabi v kotlich a destiluji se az trikrat. Melasa se zahiiva v kotli, postupné
vznika v kapaling tlak, pomoci kterého se odpafuje voda s dal§imi t€kavymi aromatickymi
slou¢eninami. Pary stoupaji postupné kotlem nahoru do tzv. krku az do kondenzatoru, kde se
postupné ochlazuji a piechazeji do kapalného skupenstvi a pokra¢uji dale. Z prvni destilace
smé&s obsahuje pievazné 25-30 % (v/v) alkoholu, nasledné piechazi do druhého kotle a lze ji
dostat na uroven az 65-75 % objemu alkoholu. Jedovaté slozky by méli byt spravné odstranény
pii druhé destilaci, jedna se predevsim o methanol, ktery ma bod varu okolo 64 °C. Kotle jsou
vyrabény z médi, pro jeji dobré katalytické vlastnosti a tepelnou vodivost. Dokaze odstranit
sirné slouceniny, které nejsou zadouci ve vysledném destilatu. Méd’ je schopna tyto nezadouci
latky vazat na svuj povrch. [1, 3]

Leh¢i rumy jsou vyrabény pomoci kontinudlni, kolonové nebo rektifikacni destilace,
anglicky nazyvane jako Coffey still. Jedna se o nazev pfistroje, ktery si nechal patentovat irsky
vybéréi dani Aeneas Coffey. Hlavni vyhody tohoto druhu destilovaného lihu jsou zvySena
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selektivita vyroby, Gspora energie, snizeni senzorickych vad a lepsi standardizace destilatu.
Dvousloupcovym destilaénim pfistrojem lze vyrabét rumy s leh¢i ptichuti a s obsahem az 95 %
(v/v) alkoholu. Nové tfisloupcové pfistroje se pouzivaji také k vyrobé velmi vyraznych
produktu od lehkych az stiedné aromatickych rumd. [1]

Kontinuélni kolonové destilacni pfistroje jsou navrzeny specialné pro kontinualni destilaci
Cisté lihoviny z nepfetrzité davkovaného kvasu. Pii této destilaci je kvas nepfetrzité privadén
do horni ¢asti druhé kolony (kondenzator), ktera je alternativou piepalovaciho kotle. Pres
jednotlivé perforované platy smérem dolu stéka kvas. Ze dna kolony stoupa vodni para, ktera
kvas postupné zahtiva a dochazi k odpatrovani ethanolu a dalSich tékavych latek. Pary alkoholu
stoupaji do horni ¢asti kolony a poté piechazeji do spodni ¢asti prvni kolony (analyzatoru).
Zbytek vyuzitého kvasu na dné druhé kolony je odvadén na likvidaci nebo znovu vyuzit.
V druhé koln¢ dochazi k proudéni par nahoru pies jednotliva patra kolon. Pfes zkondenzovanou
kapalinu ve vysSich patrech se probubldvaji bohat$i pary, které kapalinu znovu ohtivaji
auvoliuji se zni vice t€kavé latky a ty potom postupuji také smérem vzhuru. K netplné
kondenzaci tézSich par a stékani kapaliny dochézi po predani tepla. Jimani par se d&je
v konkrétnich urovnich a rozli$uji se na ukap, jadro a dokap. Do kondenzatoru a poté
i do zasobniku smétuje jadro. Schéma kontinualni kolonové destilace lze vidét na obr. 2.
Kontinualni destilace je spojena s vyssi koncentraci alkoholu ve finlnim destilatu, a to je hlavni
vyhoda oproti destilaci v kotli. [5]
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Obr. 2: Schematicky diagram kontinudlniho, kolonového destilacniho pristroje [3]
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2.1.3 Zrani

Zrani ruma probiha v dubovych sudech, které mohou byt zuhelnatélé. Dievo podporuje
ziskat dobrou barvu a chut’ z dubu a rum ztraci nezadouci vlastnosti z nového destilatu. Proces
zrani a starnuti ma Gcinky na senzorické vlastnosti, které jsou o¢ekavany u rumu. Bézna doba
zrani je 10-12 let, ale muze byt také delsi jak 15 let.

Pied pInénim do lahvi je obsah ethanolu standardizovan a barva byva upravovana pomoci
karamelu nebo v nékterych pfipadech kofenim. Bezbarvé neboli bilé rumy se piefiltruji
a pouzije se dievéné uhli na odstranéni jakékoli barvy a zdokonaleni pfichuté. [5]

2.2 Charakterizace chuti rumi

Zakladni chut’ destilovanych népojui je primarn¢€ odvozena od tékavych sloucenin, jako jsou
vyssi alkoholy, estery mastnych kyselin a nékteré karbonyly. Slouceniny ovliviiujici aroma
a chut’ jsou tvofeny béhem procesu fermentace a také ziskdny béhem zrani ve dievénych
sudech. Slouceniny extrahované ze dieva se lisi podle pouzitého druhu dieva, kde se nachazi
vice nez 120 latek, naptiklad dubové dievo je vyznamnym zdrojem kyseliny octové. Sudové
dieva podporuji oxidaci, esterifikaci a je zvySena tvorba acetaldehydu, acetalu a ethylacetatu.
Také mikroorganismy ptisobi jako zdroj chuti a aromatickych latek. Celkova role je podstatné
méné dulezita nez u kvasinek, ale miize byt vyznamna pti predavani specifickych vlastnosti. [4,
5]

Rum ma komplexnéjsi aroma, kdy bylo popsano vice nez 450 aromatickych slouc¢enin, pro
srovnani napt. u whisky, bylo popsano néco malo pies 260 sloucenin. [5] Hladiny vysSich
alkohold v rumu se velmi 1i§i. V komer¢ni produkei jsou obsahy aromatickych latek nizsi, nez
je tomu pii vyrobé v menSim méfitku, protoZe se pouzivaji jednodussi destilacni techniky.
Obsah vyssich alkoholti v rumech je v podstaté stejny jako v jinych destilovanych napojich.
SloZeni je zavislé spiSe na pouzité melase nez na samotné fermentaci. Jamajské rumy prevazné
obsahuji 2-methyl-1-butanol, 2-butanol, 3-methyl-1-butanol nebo také 2-methyl-1-propanal.
Vysoka hladina 2-butanolu je pfipisovana bakterialnimu metabolismu, pravdépodobné zrajicim
bakteriim mlé¢ného kvaseni. Rumy také obsahuji vyssi hladiny 1-propanolu a 1-okten-3-olu,
které mohou byt vyznamné. Celkovy obsah aldehyda v rumech se pohybuje od 50 do 90 mg/ml.
Nejhojnéji se vyskytujicim karbonylem je acetaldehyd. Vys$8imi alifatickymi aldehydy jsou
propionaldehyd, isobutyraldehy, 2-methylbutyraldehyd ataké isovaleraldehyd, ktery ma
zna¢ny vyznam ve vini. Ketony jsou vysoce aromaticky aktivni latky a jsou obecné pfitomny
ve vys$$ich hladinach, nez je tomu u whisky nebo brandy. Nejbéznéjsimi ketony v rumech jsou
aceton, 2-butanon, 3-penten-2-on, 2-pentanon nebo 2,3-butandion, ktery se pohybuje
v hladinach 0,4 — 4,4 mg/l. [5]

Hladiny tékavych mastnych kyselin se velmi 1i§i od pouhych 100 mg/l v lehkych
portorickych rumech na vice nez 600 mg/l v tézkych rumech z Martiniku. Tézké rumy také
obsahuji vétsi mnozstvi tékavych kyselin. Tak jako u jinych lihovin je kvantitativné
vys$$i hladiny maselné, propionové, propionove a valerové kyseliny nez jiné lihoviny. Drobné
rozdily mezi rumy mohou vyplyvat z kolisani hladin 2-ethyl-3-maselné, oktanové a dekanové
kyseliny. Prestoze vétSina mastnych kyselin v rumech jsou nasycené, byly zjistény také
nenasycené kyseliny, jako je kyselina linolové, olejova nebo take palmitova.
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Ethylestery mastnych kyselin maji v rumech zna¢ny vyznam, i kdyz jejich koncentrace je
velmi proménliva. Ethylacetat je pfitomny pouze v lehkych rumech ve vysokych koncentracich
a je obecné nejvice se vyskytujici tékavy ester. Koncentrace ethylestert kyselin se Sesti a vice
atomy uhliku se pohybuji od 0,1 do 0,5 mg/l v karibskych rumech a od 1,5 do 20 mg/I
v americkych rumech. Karibské rumy obsahuji pomérné vysoké hladiny ethyl oktanoatu
zatimco ethyl dekanoat ma vétsi vyznam v novoanglickych rumech.

Komplexni aroma rumti Ize rozd¢lit do tii frakci v zavislosti na bodu varu. Svétla aromaticka
frakce zahrnuje ethyl, isoamyl a isobutyl estery v¢etné ethyl-3-fenylpropanoatu, isoamyl laktatu
a isobutyl oktanoatu. Tyto estery dodavaji ovocné aroma a jsou velmi dualezité v tmavych
tézkych rumech. Estery ve stfedni aromatické frakci se pohybuji od ethyl hexanoatu az po ethyl
laurat. Tyto latky jsou také dilezité v chuti t€Zkych rumu, ale maji maly vyznam u svétlych
rumu. Hlavni komponenty tézké aromatické frakce jsou estery karboxylovych kyselin
S dlouhymi fetézci, napt. ethyl palmitat. MnoZstvi téchto latek je malé a vyznam omezeny.

V rumech jsou také ptitomné fenolické latky, eugenol nebo 4-methylguajakol. Déle take
obsahuji kresoly. Ty jsou pravdépodobné odvozeny od melasy, coz miiZe byt zdrojem relativné
vysoké hladiny terpenoidi. Laktony se mohou také podilet na aroma rumt. Vznikaji pyrolyzou
hex6z, ktera je dulezitd u tézkych ruml. DalSimi pfitomnymi slouceninami je sira. VéEtSina
latek z ni hraje malou roli v aroma, ale vznik diethyl sulfidu oxidaci ethanthiolu mize vést
k odlisnym pachum. [3, 5]
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3 Chromatografie

Chromatografie je jedna ze z&kladnich analytickych metod pro stanoveni slouc¢enin
V plynném nebo kapalném stavu. Jedna se o separacni techniku, kterd vyuziva déleni latek mezi
dvéma nemisitelnymi fazemi. Prvni faze se nazyvad stacionérni faze, ta je nepohybliva.
V chromatografii nabyva nejriznéjsich forem. MiZze to byt tenky film kapaliny ve vnitini sténé
kapilary, tuhé castecky o malych velikostech az stovky mikrometrii nebo tenka vrstvicka
kapaliny, ktera je nanesend na tuhych casticich. Vétsinou se jakakoliv forma stacionarni faze
oznacuje jako sorbent, kterym je vyplnéna kolona. Druha faze je pohybliva, bud’ kapalina, nebo
plyn, oznacovana jako mobilni faze bez ohledu na skupenstvi. Faze jsou voleny tak, aby m¢l
vzorek v kazdé fazi jinou rozpustnost pii dané teploté. Diferencialni migrace sloucenin vede
k jejich separaci. [6, 7]

Je to fyzikéalné-chemickd metoda separace slozek ve smésich kapalnych nebo pevnych.
Stacionarni fazi je naplnéna kolona, pies kterou postupuje mobilni faze. Vzorek je umistén
na zacatek nepohyblivé ¢asti a pomoci pohyblivé faze je unasen celou soustavou ke konci
kolony. Jednotlivé slozky vzorku mohou byt zachycovany stacionarni fazi, a proto se zadrzuji
pii pohybu. Zdrzuji se vice slozky, které jsou siln€ji poutany nepohyblivou fazi. Takto
se postupné slozky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se nejdiive dostavaji slozky,
které jsou méné zadrzovany.

Kazda molekula vzorku pti priachodu kolonou projde mnohokrat z proudu mobilni na povrch
stacionarni faze a zpét. V kazdém okamziku je systém blizko rovnovahy. Dosazena rovnovaha
se popisuje pomoci distribuéni konstanty Kp, ktera je definovana jako pomér rovnovaznych
koncentraci slozky ve dvou koexistujicich fazich:

()5 Vi

Ko = 1= G, @

kde (na)s a (na)m jsou latkové mnozstvi latky A ve stacionarni a mobilni fazi, Vma Vs je objem
téchto fazi. AvSak chromatografickd kolona je dynamicky sytém, a tak nemutize doopravdy
dosahnout rovnovahy. Cas, ktery setrva praimérma molekula slozky na povrchu stacionarni faze,
je zavisly na interakci mezi slozkou a sorbentem a urcuje potadi, ve kterém slozky vychazeji
z kolony. Cim je interakce vétsi, tim pozdéji slozka vychazi z kolony a tim je vyssi zadrz
Vv systému.

Chromatograficka separace probihd na pfistroji, ktery se nazyva chromatograf. K nému
je ptipojen detektor, ktery detekuje slozky vychazejici z kolony. Tyto slozky neboli signaly

se poté prenesou na zapisovac a vznika zakladni zaznam, kterému se fika chromatogram. [8, 9]

4 Plynova chromatografie

Ve velmi kratké dob¢ se plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) stala predni
technikou pro separaci a analyzu t€kavych slou¢enin. Pouziva se pro identifikaci a kvantifikaci
niz8im nez je 400 °C, tak i anorganické materialy bez ohledu na skupenstvi. [8]

Plynova chromatografie se nazyva podle skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn. ,, Podle
prevazujictho  mechanismu separace se pouZivaji dvé zdkladni varianty plynove
chromatografie. Adsorpcni plynova chromatografie (plyn-pevna stacionarni faze) je omezené
pouzitelnd pro plyny a nékteré kapaliny o nizké molekularni hmotnosti. Rozdélovaci plynova
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chromatografie vyuzivd jako staciondrni fazi film netekavé kapaliny nanesené na povrch tuhého
nosice, ktery ma minimdlni adsorpcni viastnosti. “ [9]

Plynovy chromatografie je ¢asto kombinovana s fadou dalSich technik, jako je hmotnostni
spektrometrie, infratervena spektroskopie s Fourierovou transformaci a atomova emisni
spektrometrie. [8, 10]

4.1 Historie

Chromatografie zacala byt pouzivana na prelomu 20. stoleti, kdy Ramsey oddélil smés plyna
a par na adsorbentech, jako bylo dfevéné uhli. Rostlinné pigmenty oddélil pomoci kapalinové
chromatografie Michael Tswett. Tswett je povazovan za otce chromatografie, hlavné protoze
vytvoril tento termin a také védecky popsal proces.

Prvni publikovana prace o plynové chromatografii pochazi z roku 1952 od Martina a Jamese.
Prvni komer¢né vyrabéné nastroje byli od Griffina, George a dalSich. Metoda, tak jak ji dnes
zname, se vyvinula na konci 50. a na pocatku 60. let. Zjistilo se, Ze se jedna o jednoduchou
a rychle pouzitelnou metodu pro separaci mnoha tékavych materiali.

Poptdvka po novych strojich vedla kvyvoji novych plynovych chromatografa
s vylepSenymi schopnostmi. Vyvoj chromatografie ve vSech jejich formach dikladné
prozkoumal Ettre, ktery ma i mnoho publikaci. Dnes je GC vyspéla a velmi dulezita analyticka
technika. [10]

4.2 Instrumentace

Plynovy chromatograf se sklada z n¢kolika ¢asti jako je zdroj nosného plynu, priatokovy
regulator, injektor neboli nastfikovy blok, kolona umisténa v termostatu kolon, detektor
a vyhodnocovaci zafizeni. Schéma plynového chromatografu lze vidét na obr. 3. [7]

Kryt termostatu (-80, 450°C)

regulator tlaku a y 5
g . injektor |— kolona » detektor |1 vystup nosneho
pratoku p|ynu
A
[l
I vstup vzorku
nosny plyn

chromatogram <:| zpracovani dat

Obr. 3: Schéma plynové chromatografie
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4.2.1 Mobilni faze

Mobilni fazi v plynové chromatografii je inertni plyn, ktery nereaguje se vzorkem. Hlavni
funkci je ptenos vzorku kolonou. Pro zdroj slouzi tlakové 1ahve nebo generatory, které pracuji
na principu molekulovych sit. Tok nosného plynu je peclivé kontrolovan, aby byla zajisténa
reprodukovatelnost reten¢nich ¢ast a byl minimalizovan drift detektoru a hluk. Podle druhu
detektoru se preferuji rGzné typy plynt. Pro tepelné vodivostni detektor se nejvice pouziva
helium. U plamenové ionizacniho detektoru mize byt pouzit dusik i helium. Dusik poskytuje
0 néco vetsi citlivost a pomalejsi analyzu nez helium. Pro detektor elektronového zachytu
je doporucen velmi suchy dusik bez kysliku. Dale se také pouziva vodik nebo i argon. I kdyz
je vodik hojn¢ dostupny v nékterych castech svéta, jeho pouzivani muze byt nebezpecné
a nedoporucuje se z divodu rizika vzniku pozara a vybuchi. Tlak v hlavé kolony je regulovan
bud’ mechanickymi, nebo elektronickymi regulatory, aby prutok zlstal konstantni na své
optimalni hodnot¢.

Je dilezité, aby byl nosny plyn ve vysoké €istoté. Nesmi obsahovat zadné stopy uhlovodika,
vodni pary a kysliku, protoze to v§e mizu zhors$it polaritu stacionarni faze nebo snizit citlivost
detektoru. Z téchto divodt obsahuje systém nosného plynu filtry s molekulovym sitem
k odstranéni vody a reduk¢énimi €inidly pro dalsi neéistoty. [7, 8, 10, 11]

4.2.2 Injektor

Vzorek se davkuje pomoci injektoru na zacatek kolony. Vzorek se pievede do plynného
stavu a vnese se do proudu nosného plynu. Davkovani se uskute¢fiuje pomoci plynotésné
mikrostiikacky nebo davkovacim ventilem bud’ ru¢n¢, nebo pomoci automatickych davkovacu.
Vstiikovani vzorku lze provadét dvéma technikami. Prvni mize byt pfimo na kolonu, které
se vyuziva nejvice v piipad¢ kapilarnich kolon a druhy princip je davkovani nad Usti kolony
umisténé na konci injektoru.

Vstiikovani vzorku pfimo na kolonu se provadi riiznymi zplsoby. Nejvice se pouZivaji
s délicem toku — split injektor, bez délice toku — splitless injektor, nastiik ptimo do kapilarni
kolony — on column injector a davkovani s programové zvySovanou teplotou vypafovani
vzorku.

Jaky zplsob nastiiku se pouzije, zavisi na pozadavcich analyzy. Split injektor se pouziva
u vzorku obsahujicich velké koncentrace analyzovanych komponent. Po nastfiku se vzorek
vypaii, smiché se s nosnym plynem a rozdéli se na dv¢ frakce. Pro analyzu je pouZita jen mala
cast, obvykle 0,1-10 %, a vétsi ¢ast vzorku je odvedena do odpadu. Pomér rozdéleni se obvykle
pohybuje mezi 1:20 a 1:500. Takovyto zptisob se nejvice uziva pro kvantitativni analyzu, pokud
je dulezitym pozadavkem velké rozliSeni zon separovanych latek. Davkovani bez de€lice toku
se pouziva vice pro zfedéné vzorky. K analyze neni pouzit cely vzorek, ale pouze asi 80 %,
aby nedochéazelo k rozmyvani zon.

On-column davkovani je specialni technika nastiiku, kdy je vzorek davkovan piimo
do kolony pomoci specialni mikrostiikacky. Pouziva se pro analyzu vzorkd, jejichz slozky
se rozkladaji tésné nad bodem varu. Na za¢atku kolony je teplota okolo 40 °C, ma deaktivovany
povrch a dochazi ke kondenzaci vzorku v uzké zoné.

Injektor pro davkovani s programovym vypafovanim vzorku (PTV) je podobny split
a splitless injektoru. Teplota vstiikovaci komory muze byt naprogramovana tak, aby provedla
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piechod od 20 do 300 °C za né€kolik desitek sekund. Vlozka s chromatografickou naplni maze
byt soucasti injektoru. Ta slouzi k odstranéni rozpoustédla a nizkomolekularnich sloucenin.
Umoziuje zachytit neéistoty a netékavé slouceniny. Vyhodou je kombinovat s injekci
za studena na kolonu. [7]

4.2.3 Kolona

Existuji dva typy kolon, které¢ se lisi svym vykonem, népliiové a kapildrni kolony.
U naplnénych kolon je stacionarni faze nanesena nebo vazana chemickou reakci na porézni
nosi¢. Pro kapilarni se tenka vrstva nepohyblivé faze uklada na vnitini vrstvu povrchu kolony.

pevna vyztuz

kapalna faze

a) napliova kolona b) kapilarni kolona

Obr. 4: Schématické znazornéni (a) naplnova kolona a (b) kapildrni kolona [10]

Néapliiové kolony se béZné pouZzivaji, zejména pii analyze velmi malych molekul. Jsou
to kovové nebo sklenéné trubice o vnitinim priméru 2—6 mm, dlouhé 1-5 m. PIni se adsorbenty
na bazi silikagelu a aktivniho uhli, molekulovymi sity nebo alumina. Hlinitokfemicitany
se pouzivaji jako molekulova sita. Obsahuji inertni a stabilni porézni nosi¢, na kterém
stacionarni faze mize byt impregnovana nebo ohrani¢ena. Tato pevna podpora je vyrobena
z kulovitého materialu, ¢astice o praméru piiblizné 0,2 mm, které se ziskavaji z kiemelin,
jejichz struktura je chemicky srovnatelnd s amorfnim oxidem kiemicitym. Separace slozek
mezi nosnym plynem a upevnénou stacionarni fazi by méla probihat pouze na zakladé
rozdélovani. Napliové kolony maji vyssi kapacitu nez kolony kapildrni. Moderni napliové
kolony jsou mikronapliové kolony, které maji maly primér a obsahuji malé Castice napln¢,
proto je dosahovano vyssi u¢innosti separace jako pii stejné délce u béznych naplnovych kolon.

U kapilarnich kolon se jako nosi¢ stacionarni faze vyuzivaji vnitini stény. Obvykle jsou
silanu v atmosféfe bohaté na kyslik. Dale mohou byt sklenéné nebo kovové kapilary, jejichz
vnitini stény jsou povleéené stacionarni fazi nebo jsou kapilary naplnéné v celém svém objemu.
Vnitini primér kolon je 100 az 700 pm, tloust’ka filmu stacionarni faze 0,1-5 um a délka kolon
se pohybuje od 15 az do 100 metrti. VétSinou pro aplikaci staci kolony o délce 30 metrti. Vétsi

A TAN S

prumér kolon miZze pojmout vice vzorku, mensi pruméry vedou sice k vyssi t¢innosti, ale také
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k nizké kapacité, proto nemohou byt kolony tak dlouhé, protoze by musel byt del$i ¢as separace.
Kolona je obalena vrstvou polyimidu, ktery dodava kiehkému materidlu kolony pruznost
a brani ji pfed zlomenim. Kolona muze byt také pokryta hlinikovou vrstvou, ktera chrani kolonu
do teplot 425 °C, polyimidova vrstva chrani do 350 °C.

Podle uloZzeni stacionarni faze se rozliSuji tfi druhy kapilarnich kolon. Prvnim typem jsou
kolony WCOT (wall coated open tubular column), v kterych tvofi kapalna stacionarni faze
tenky film na vnitini stran¢ kapilary. Kolony by mély byt velmi 0zké, aby byl zajistény
dostate¢ny kontakt mobilni faze se stacionarni. Dalsi kolony jsou SCOT (support coated open
column), které maji na vnitini stran¢ vrstvu nosice se zakotvenou kapalinou. Poslednim druhem
jsou PLOT kolony (porous-layer open tubular column), které maji na vnitinim povrchu
kapilary vrstvu pevného aktivniho sorbentu. Kolony PLOT se pouzivaji pro vétsi vzorky nez
kolony WCOT.

V zavislosti na druhu vyroby nosice stacionarni faze, nepravidelné nebo pravidelné po celé
délce, mohou byt kapilarni kolony naplnéné v celém objemu. Stacionarni faze, které jsou bézné
poutany dispersnimi silami, jsou vazany k povrchu chemicky, aby nedochézelo k odnéaseni
vrstvy stacionarni faze z povrchu kolony nebo nosice, takové to kolony jsou s vazanou fazi. [6,
7,9, 10, 11]

4.2.4 Detektory

Detektory jsou zafizeni, které reaguji na pfitomnost analytu a slozeni protékajici mobilni
faze. Detektor vysila elektricky signal, ktery je zaznamenan v zavislosti na case. Sleduje
vlastnost plynu z kolony, ktera zavisi na koncentraci a druhu slozek. Detektory by mély byt
vysoce citlivé, mély by mit dobrou stabilitu a reprodukovatelnost signalu. Déle také nizky Sum,
drift a rychlou odezvu nezavislou na rychlosti toku mobilni faze. Linearni dynamicka odezva
by méla byt v rozsahu nékolika fadu a teplotni rozsah by mél byt minimalné do 400 °C.
Univerzalni detektory by mély mit obdobnou odezvu pro vSechny analyty.

Plynova chromatografie vyuziva n€kolik rliznych druht detektort pracujicich na odliSnych
principech. Nejpouzivanéj$i a nejuniverzalnéjsi je plamenové ionizacni detektor, tepelné
vodivostni a detektor elektronového zachytu. V posledni dob¢ se nejvice v laboratofich vyuziva
hmotnostné spektrometricky detektor. K vysoké selektivité a sniZzeni zbytkové nejistoty
identifikace vede fada jeho detek&nich variant. Pouziva se pro analyzu komplexnich matric. [6,
7,10, 11, 12]

4.3 Plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC-MS)

Plynovy chromatograf je ptimo spojeny se stolnim hmotnostnim spektrometrem. Systém se
dnes bézné pouziva ve vétSing€ analytickych laboratofi. VyuZziva se pro analyzu komplikovanych
smési latek, u kterych je identifikace komponent na zaklad¢€ porovnani retencni ¢asti nemozna.
Techniku 1ze uplatnit pifi sledovani technologickych procest, jakostnich parametrti vyrobkt
a surovin, nebo pii analyze objektt Zivotniho prostiedi. Diky vysoké citlivosti detekce lze
GC-MS aplikovat v oblasti stopové a ultrastopove analyzy. V potravinaiském a kosmetickém
prumyslu je spojeni GC-MS nejcastéji pouzivano pro objektivni hodnoceni chuti a viini, jejichz
nositelem jsou nejvice t€kavé latky.
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Na vystupu z kolony plynového chromatografu byva atmosféricky tlak, ale iontovy zdroj
U hmotnostniho spektrometru vyuziva vysoké vakuum. Proto je systtm GC-MS spojeny
s dostatecné vykonnym cerpacim systémem, ktery je schopny s rezervou odcerpat nadbytek
nosného plynu z prostoru ionizace. Mezi kolonou a iontovym zdrojem je separator, ktery
pracuje na principu odstranéni prebytecného nosného plynu. Priutok kapilarni kolonou je o dost
niz§i a vakuovy systém jej odCerpa pii normalnim vykonu, a proto je kolona zavedena
do evakuovaného prostoru MS tésné pied iontovy zdroj. Molekuly analytu musi byt nejprve
ionizovany, aby mohly byt pfitahovany fadnym magnetickym nebo elektrickym polem.
Existuje mnoho technik, ale jako nejbéznéjsi se pouziva elektronové ionizace.

Vzhledem k malé velikosti je ¢asto oznaCovan jako stolni pfistroj. Vétsina stolnich systému
GC-MS vyuziva jednu platformu kvadrupdl, iontové pasti nebo analyzator hmotnosti hmoty.

Pouzivaji se nepolarni az stfedné polarni kolony s pokrytim do 5 % stacionarni faze.
Ta je pro zvySeni stability zesitovana a chemicky navazana. Vyrab&ji se pifimo kolony pro
spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii bez pouziti déli¢e, kdy vSechen
nosny plyn jde do iontového zdroje. [10, 11, 12]

5 Mikroextrakce tuhou fazi SPME

Mikroextrakce na pevné fazi (SPME, Solid Phase Microextraction) byla vyvinuta v 90.
letech 20. stoleti jako zjednodusend metoda extrakce t€¢kavych kontaminujicich latek z vody
bez rozpoustédel. Tato technika nevyzaduje z4dné organické rozpoustédlo ani speciélni
ptistrojové vybaveni. K analyze posta¢i malé mnozstvi vzorku. Lze takto vzorkovat jak pevné,
tak i kapalné vzorky. Do jediného kroku jsou spojeny vSechny procesy jako je slozita piiprava
vzorku, jeho zakoncentrovani a extrakce.

SPME vyuziva 1 aZ 2 cm dlouhé porézni vldkno z taveného kiemene potazené¢ vhodnym
adsorpcnim materialem, které je umisténo v injek¢ni stiikacce a chranéné ocelovou jehlou.
Jehla slouzi k propichnuti septa a také jako ochrana vlakna pfed poSkozenim. Na obr. 5
je schéma SPME jehly.

Analyty vzorku se extrahuji a koncentruji na extrakénim vldkné. Potom je vldkno zavedeno
do injektoru GC, kde pusobenim teploty jsou sledované slouceniny desorbovany a unaseny
mobilni f4zi do kolony, kde jsou odd¢€leny.

Jsou odlisné typy vldken potazené riznym adsorpénim materidlem, ktera se pouZivaji
narazné druhy vzorkd. Pro nepolarni slouceniny se cCasto pouzivd nepolarni
polydimethylsiloxan (PDMS), které lze pouzit i na nékteré tékavé aromatické latky. Pro vice
polarni latky se pouziva polarni polyakrylat (PA), kterym jdou stanovovat fenoly nebo
alkoholy. Existuji také smiSend vldkna, kterd obsahuji divinylbenzen (DVB) nebo carboxan
(CAR), které zvySuji retencni kapacitu. Pro analyzu aromatickych latek mohou byt pouzita
vlakna 100 pm PDMS, 65 um DVB/PDMS, 85 um CAR/PDMS nebo také 50/30 pm
DVB/CAR/PDMS. [10, 12, 13, 14]
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Obr. 5: Schéma SPME jehly

Vzorkovani pomoci SPME lze provadét dvéma zaékladnimi zptisoby a témi jsou piima
extrakce DI-SPME (direct injection) a extrakce z prostoru nad vzorek HS-SPME (headspace),
které jde vidét na obr. 6. Pfi ptimé extrakci je vI&kno ponoifené ve vzorku a analyty jsou pfimo
transportovany z matrice vzorku do extrakéni faze. Aby byla extrakce rychla, je potieba piidat
michani, pii kterém se zvysi transport analytll z prevazné ¢asti roztoku do blizkosti vldkna.

Pii headspace vzorkovani (HS-SPME) je jehla s vlaknem umisténa v prostoru nad vzorkem.
Na vlékno se zachytavaji analyty z plynné faze, ktera je uvoliiovana ze vzorku pii zahfivani.
Extrahuji se pouze relativné té€kavé analyty. Tento typ je vhodny pro vzorky s vysokou
molekulovou hmotnosti. [13, 14]

l: ; vldkno ——»

—> <—
A A
I I Roztok 5 <
4__ —

vzorku

Obr. 6: Zpiisob SPME vzorkovani (a) technika headspace (b) prima extrakce [11]
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Rutinn¢ 1ze také pouzit techniku SPME v kombinaci s HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), HPCE (High Performance Capillary Electrophoresis) a MS (Mass
Spectrometry). Vyuziti této metody se pouziva na extrakci tékavych sloucenin pii sledovani
zivotniho prostiedi, v biochemii a v analyze potravin. [7]
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6 Experimentalni ¢ast
6.1 Material

Vzorky rumt byly vybrany z komer¢né a cenové dostupnych lihovin na trhu. Analyzované
vzorky pochazeji od rtiznych vyrobcti, aby byla zajisténa odlisSnost ve vyrobnich procesech,
jako je zpracovani cukrové titiny, destilace a dalsi. Pro optimalizaci HS-SPME, byl namichéan
zasobni roztok vybranych standardii 1atek, které se nachdzeji v titinovych rumech.

6.2 Chemikalie
Tab. 1. Chemikalie pouziti v diplomové préci
Nazev Cistota Vyrobce CAS ¢islo
Ethanol Gradient Grade Merck 64-17-5
for LC
Ethyl acetat For Analysis Supelco 141-78-6
Ethyl butanoat 99% Sigma-Aldrich 105-54-4
Ethyl hexanoéat >99% Sigma-Aldrich 123-66-0
Ethyl heptanoéat 99% Sigma-Aldrich 106-30-9
Ethyl octanoat > 99% Sigma-Aldrich 106-32-1
Ethyl decanoat >99% Sigma-Aldrich 110-38-3
Ethyl 99% Sigma-Aldrich 124-06-1
tetradecanoat
Ethyl o : :
hexadecanoat >99% Sigma-Aldrich 628-97-7
Methanol Gradient Grade Merck 67-56-1
for LC

6.3 Laboratorni vybaveni
e Headspace vialky 20 ml
e Automatické pipety 1000 ul, 10 ml
e Termostatovany blok— Combi pal
e SPME sestava
e Plynovy chromatograf — Agilent 7890A
e Hmotnostni detektor — Agilent 5975C

6.4 Vybér analyti

Cilem této prace je optimalizace HS-SPME pii stanoveni aromatickych latek v titinovych
rumech metodou GC/MS. Za chut a vuni destilati jsou zodpoveédné aromatické latky.
Piedstavuji celou fadu chemickych slouéenin, jako jsou uhlovodiky, alkoholy, estery,
karboxylové kyseliny, ketony nebo aldehydy. Nejvyznamnéj$i a nejrozsahlejsi skupinu
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predstavuji estery, na které se zaméfuje tato prace, a to zejména na ethyl estery vysSich
mastnych kyselin. Pro sledovani a kvantifikaci byly vybrany nasledujici aromatické latky:

e Ethyl butanoat (CsH1207)

e Ethyl hexanoat (CsH1602)

e Ethyl heptanoat (CoH1502)

e Ethyl octanoat (C1oH2002)

e Ethyl decanoéat (C12H2402)

e Ehyl dodecanoat (C14H250,)

e Ethyl tetradecanoat (C16H3205)

e Ethyl hexadecanoat (C1sHz602)

6.5 Priprava standardi

Byl ptipraven zasobni roztok standardi do 100 ml odmérné bariky, ktery se poté postupné
dale fedil. Bylo pfidano 20 ml ethanolu do 100 ml odmérné banky, poté se piidalo 50 pl
jednotlivych standardt a celé bylo doplnéno methanolem po rysku. Koncentrace jednotlivych
standardt v zdsobnim roztoku je vidét v tab. 2. Ztohoto zasobniho roztoku byly fedény
pracovni roztoky pro kalibracni kiivky. Byly fedény do 50 ml odmérnych banc¢k a opét
doplnény methanolem.
Tab. 2: Koncentrace jednotlivych analytii v Zasobnim roztoku

Koncentrace
Anain [ug/m]
Ethyl butanoat 438
Ethyl hexanoat 435
Ethyl heptanoat 435
Ethyl octanoat 434
Ethyl decanoat 431
Ethyl teradecanoat 430
Ethyl hexadecanoat 429

6.6 Priprava vzorki

Vzorky jednotlivych titinovych ruma byly automatickou pipetou 5 ml napipetovany
do headspace vialek o objemu 20 ml. Poté byly vialky uzavieny vickem se septem. Takto
ptipravené vzorky byly analyzovany optimalizovanou metodou HS-SPME GC/MS.

6.7 Optimalizace extrakénich podminek

Metoda SPME je zaloZena na sorpci analytu malych mnozstvi extrakéni faze na povrchu
kfemenného vldkna. Analyty se sorbuji do té doby, neZ se dosdhne rovnovazného stavu.
Mnozstvi extrahovaného analytu, které se pouziva pii metodé SPME, je zavislé jak na polarité
a tloust'ce vldkna, tak 1 na extrakéni dobé€ a koncentraci analytu ve vzorku.

Jsou dva typy vzorkovéni, které Ize pouzit u SPME. Jedna se o piimou extrakci DI-SPME
nebo extrakci z prostoru nad vzorek HS-SPME. U pfimé extrakce je vlakno ponotené do vzorku
a analyty jsou pfimo transportovany ze vzorku do extrakéni faze. Pti headspace vzorkovani je
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vlakno umisténo v prostoru nad vzorkem. Na vlakno jsou latky sorbovany z plynné faze, ktera
je uvoliovana pfi zahiivani vzorku.

U vlaken, ktera byla pouzivana, byla optimalizovana teplota a doba headspace extrakce.
Michanim nebo teplotou Ize zvysit uc¢innost extrakce.

6.7.1 Volba SPME vlakna

Na typu pouzitého vlakna velmi zavisi efektivita SPME. Vlakna se od sebe lisi polaritou,
tloustkou a také z jakého materidlu jsou vyrobend. Pro extrakci t€kavych latek je vhodné
nékolik typt vlaken. Napiiklad pro extrakci nepolarnich latek se pouziva vlakno s nepolarnim
polydimethylsiloxanem (PDMS), kterym jsou stanovovany také nékteré aromatické slou¢eniny.
Vice polarni analyty, jako jsou fenoly a alkoholy, se stanovuji pomoci polyakrylatového (PA)
vlakna. Lze také pouzivat smiSena vlakna, kterd zvysuji retencni kapacitu a obsahuji prevazné
Carboxen (CAR), divinylbenzen (DVB) nebo také Carbowax (CW). [10, 13]

K extrakci byly vybrany 2 typy vlaken (Tab. 3). U vybranych vlaken byla optimalizovana
extrak¢ni doba a teplota extrakce.
Tab. 3: Volba SPME vlékna

Typ vlakna Podminky
102(;1/?01[:“'\/'8 extrakce — 15 min pii 60 °C
DVB/CAR/PDMS desorpce — 3 min pi 250 °C

6.7.2 Volba extrakéni doby

Nejvyssi citlivost SPME je pii dosazeni rovnovahy mezi vzorkem a povrchem vlakna.
Extrakéni doba je také kritickym parametrem. Uplna rovnovaha neni zcela nutna pro stanoveni
spravnych a pfesnych vysledkl. Doba extrakce miiZze byt zlepSena michanim nebo zvySenim
teploty extrakce. [13]
Tab. 4: Volba doby pro extrakci

Doba extrakce [min] Typy vldkna Podminky extrakce
10
15 100 pm PDMS
20 50/30 um 60 °C
25 DVB/CAR/PDMS
30

6.7.3 Volba teploty extrakce

Extrak¢éni teplota je tizena diftizi analytd pfitomnych v matrici vzorku. Vyssi teplota
extrakce zvySuje koncentraci analyti v headspace. Teplota méa také vliv na citlivost SPME,
protoze zvySeni teploty snizuje rozdélovaci koeficient a zarovei zvySuje difuzni koeficient, coz
ma vliv na extrahované mnozstvi analytu a urcuje rychlost migrace latek, proto je vhodneé
meéfeni provadét pii stejné a optimalni teploté. [14]
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Tab. 5: Volba teploty pro extrakci

Teplota extrakce [°C] Typy vldkna Podminky extrakce
40
50 100 pm PDMS
60 50/30 pm 15 min
70 DVB/CAR/PDMS
80

6.8 Optimalizace separac¢nich podminek

kolony. Volba spravné kolony je zaloZena na nékolika faktorech, jako je tloustka filmu a délka
kolony, vnitini primér, typ staciondrni faze a také dulezitym faktorem je vlastnost analytu.
Separace jednotlivych slozek je nejvice ovlivnéna teplotou separace, ucinnosti
chromatografické kolony a selektivitou stacionarni faze, ale také miize byt ovlivnéna druhem
nosného plynu, nosicem stacionarni kapaliny, konstrukci chromatografu, teplotou davkovace
a dalSimi faktory.

6.8.1 Volba GC kolony

Nejcast€jSim problémem je vybér vhodné stacionarni faze u kapilarnich kolon. Schopnost
kolony separovat analyty ve vzorku je dané polaritou faze. Pro nepolarni latky jsou vhodné
nepolarni kolony a pro polarni slouc¢eniny se pouzivaji spise polarni kolony.

V této praci byly pii vyvoji metody pouzity ¢tyfi rizné kolony jako je nepolarni HP-5ms,
mirné polarni VF-5ms, polarni VF-WAXms a stiedné polarni Rxi-624SilMS.

HP-5ms je nepolarni kolona tvofena (5%-fenyl)-methylpolysiloxanem. Ma velmi nizkou
propustnost, proto je vhodna pro GC s pouzitim hmotnostniho detektoru. Vykazuje vynikajici
inertnost vic¢i aktivnim slouenindm véetn¢ kyselym a zasaditym latkam.

_ CTS - - Csle -
-—O—S‘i 0—S|i T
T ex B

Obr. 7: Struktura HP-5ms [15]
VF-5ms je vysoce inertni 5% fenylmethylova kolona pro zvySenou citlivost a piesnost.

Mirn€ vyssi polarita ma selektivitu pro aromatické slouceniny. Je vhodna pro Sirokou skalu
mirné polarnich a dokonce i1 polarnich slouc¢enin jako jsou fenoly.
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Obr. 8: Struktura VF-5ms [15]

VE-WAXms je se specialné navrzenou voskovou fazi s polyethylenglykolem pro piesné

vysledky MS s polarnimi slou¢eninami. ZlepSuje pomér signal Sum ve stopovych analyzach.

O_CHZ_CHQ OH

Obr. 9: Struktura VF-WAXms [15]

Rxi-624SilMS je kolona s nizkou propustnosti a vysokou tepelnou stabilitou s maximalni
teplotou az 320°C. Je se stiedn€ polarni silarylenovou fazi podobnou 6% kyanopropylfenylu

a 94% dimethylpolysiloxanu.

C=N
|
(CH,), CH, CH, CH,
I I I |
—si—0- Si—R—Si—O— [— si—0-
| I I I
CH, CH, CH, CH,

X y 94%

Obr. 10: Struktura Rxi-624-SiIMS [15]
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6.8.2 Podminky GC/MS pro kolonu VF-5MS

Tab. 6: Nastaveni GC/MS

Kapilarni kolona

VF-5ms (30m x 320pm x 0,25um; -60°C — 325°C)

Teplotni program

35 °C (0 min) = 4 °C/min - 100 °C (0 min) = 20 °C/min
- 250 °C (15 min)

Nosny plyn Helium
Maod Konstantni pratok
Pritok 1 ml/min
Teplota nasttiku 250 °C
Moéd nastiiku Splitless
Pratok déli¢em toku 50 ml/min po 2 min
Detektor Hmotnostni spektrometr
Cas analyzy 38.75 min
Ioniza¢ni moéd El (Elektronové ionizace)
MSD transfer line 280 °C
e e 150°C
Teplotzadlr%?éoveho 230 °C

Akviziéni mod

Full scan 30400 m/z

Pro identifikaci vzorkl tftinovych rumd, byla pouzita metoda popsana v tab. 6.
Pro stanoveni obsahu jednotlivych ethyl esterti vysSich kyselin a pfedevSim pro optimalizaci
metody se parametry akvizi¢niho modu full scan zménily na SIM (Selected ion monitoring).
Parametry SIM mddu jsou v tab. 7.

Tab. 7: SIM mod metody pro stanoveni obsahu jednotlivych standardii

Cas méfeni [min] m/z Duell ¢as [ms]
45 100
5 56 100
59 100
88 100
88 100
13 95 100

6.9 Validace metody

Validace je proces ovéfeni platnosti zvolené analytické metody. Pred samotnym
poskytovanim analytickych informaci, je nutné prokazat, Ze metoda je schopna podavat
piijatelné vysledky, kdyZz jde o zcela novou metodu. Validaci je hodnocena piesnost
a spravnost, ktera je dosazena béhem daného méteni. Navic validace zajistuje, aby kterykoliv
jiny analytik byl schopen vyuZit danou metodu podle zadanych parametra a ziskal srovnatelné
vysledky. [16]
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6.9.1 Aritmeticky pramér
Je primérné hodnota souboru dat. Je to ¢iselny primér ziskany souctem jednotlivych méteni
a vydélen poctem meétent,
X= e )

n
kde X je pramér, Xi je i-té méfeni a n je pocet méieni. [16]

6.9.2 Smérodatna odchylka
Smeérodatna odchylka popisuje, jak jsou jednotlivé hodnoty rozptyleny od priméru hodnot.

Ny e ©

Kde s je smérodatna odchylka, Xi je jedno z n jednotlivych méfeni a X je pramér.

6.9.3 Relativni smérodatna odchylka
Relativni smérodatni odchylka je odvozena od smérodatné odchylky a udava rozptyleni od
aritmetického primeéru,
5=t @
kde sr je relativni smérodatni odchylka, ktera se vétsinou udava v procentech jako RSD. [16,
17]

6.9.4 Limit detekce a kvantifikace
Limit detekce neboli také mez detekce je nejnizsi detekovatelné mnozstvi analytu, které je
potieba kvantifikovat jako exaktni hodnotu.
LoD =12= (5)
LOD je mez detekce vypocitand ze m smérnice kalibra¢ni kiivky jednotlivych standardu,
k plochy piku vydélené ptislusnou vyskou piku a on vyskou Sumu na zakladni linii.

R4

Ize danou metodou detekovat a stavit.

LOQ (6)
LOQ je mez kvantifikace, on je vyska Sumu na zakladni linii, k je plocha piku vydélena
piislusnou vyskou piku a m je smérnice kalibra¢ni kiivky jednotlivych standardd. [17]

_100n-k

6.9.5 Opakovatelnost
Opakovatelnost probiha za stejnych podminek méfeni, provedené jednim analytikem
Ve stejny Cas a V jedné laboratofi. Jedna se 0 shodu mezi vysledky, které jsou zméteny po sobé.
Opakovatelnost celkovych reten¢nich casit a ploch pikli je vyjadiena jako relativni
smérodatna odchylka. [16, 17]

6.9.6 Linearita

Linearita je pfimkova zavislost mezi dvéma proménnymi. Jedna se o odezvu analytického
signalu a koncentraci analytu a slouzi ke kvantitativnimu stanoveni ve vzorcich. Pro hodnoceni
linearity se spiSe pouziva korela¢ni koeficient R, ktery urCuje smér a silu linearni zavislosti.
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Pro prokéazani linearity se pouziva druha mocnina korela¢niho koeficientu R?, ktera vychazi
z regresni piimky a uréuje nejtésnéjsi prolozeni namétenych dat. R? musi byt vétsi nez 0,99. [7]
Touto metodou lze stanovit nezndmé koncentrace ve vzorcich. Jsou pfipraveny standardni
roztoky o znamé koncentraci, u kterych se zméfi signal. Vysledky jsou vyneseny do grafu.
ProloZeni jednotlivych bodu probiha na zakladé metody nejmensich ¢tverct a zavislost ma
nejlépe ptimkovy charakter.
y=ax+b (7
U rovnice piimky se hleda konstanta b, coZ je usek na ose y a konstanta a je smérnici piimky.

[7]

6.10 Analyza hlavnich komponent PCA

Jedna se o nejznamé;jsi techniku vicerozmérné analyzy. Hlavni myslenkou analyzy hlavnich
komponent (PCA, Principal Component Analysis) je snizeni rozmérnosti souboru dat
sestavajiciho z velkého poctu vzajemné souvisejicich proménnych. Snizeni dat je dosazeno
transformaci na novou sadu proménnych s co nejmensi ztratou informaci. Béhem transformace
vznikaji nové proménné neboli hlavni komponenty, které slouzi pro vizualizace dat
a vyhodnoceni informaci, které z nich plynou. [18]
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7 Vysledky a diskuse

Byla vyvinuta metoda pro méfeni aromatickych latek v titinovych rumech pomoci
HS-SPME na plynovéem chromatografu s hmotnostni detekci. Byla zvolena vhodna kolona
a nastaveny sprdvné podminky pro méfeni. Nasledné byla metoda optimalizovana a bylo
vybrano vhodngjsi SPME vlakno. Pro vyvoj metody byl vybran vzorek titinového rumu, ktery
je bézné cenove dostupny. Na zakladé ziskanych dat, respektive identifikovanych aromatickych
sloucenin, se vybraly standardni latky, které jsou ¢asto ptitomné v tétinovych rumech. Jednalo
se o ethyl estery vyssich karboxylovych kyselin. Ze standardi se ptipravily pracovni a zasobni
roztoky, které pak byly pouzity pifi optimalizaci a nasledné validaci metody.

Byly vytvofeny dvé metody pro méteni. Pro identifikaci aromatickych latek v titinovych
rumech byla vyvinuta metoda, kterd je v tab. 6, kde jsou shirana vSechna data. Pro optimalizaci
SPME a kvantifikaci vzorkd byla vytvofena metoda v tab. 7, kde se sbiraly jen urcené piky
standardd.

Vzorky 30 titinovych tmavych rumiti a 3 bilych titinovych rumi byly analyzovany vyvinutou
a optimalizovanou metodou. Identifikace latek prob&hla porovnanim s knihovnou spekter NIST
a vybrané analyty byly potvrzeny pomoci osmi standardi. Kvantifikace byla provedena pomoci
kalibra¢nich ktivek, které se pohybovaly v rozsahu koncentraci od 0,9 do 43 pg/ml.

7.1 Optimalizace experimentalnich podminek

Optimalizace metody byla provadéna na ctyfech riznych kolonach. Nejprve se musela
nastavit délka méfeni, teplotni programy, pritok a méd nastiiku. Testoval se jak splitless mod
pti riznych dobach od 1 aZ po 3 min, tak i split v poméru 10:1. Jako nejvhodné&jsi typ nastiiku
byl splitless, ktery trval 2 minuty, ale vlakno bylo nechano ve stroji téi minuty, aby doslo
k veskeré desorpci vSech analyt. Rozhodovani mezi split a splitless mddem bylo na zakladé
separace pikl na pfisluSnych chromatografickych kolonéch.

Bylo také odzkouSeno ptimé napojeni kolony do hmotnostniho detektoru, ale jednotlivé
analyty byly eluovany z kolony mnohem dfive, piky byly od sebe $patné odseparované a bylo
horsi rozliSeni. Proto byl pouzit transfer liner, pies ktery byla kolona ptipojena do detektoru.

Bylo potieba nastavit nejvhodnéjsi podminky pro extrakci aromatickych latek ve titinovych
rumech a jejich zakoncentrovani ze vzorku na pfislusné SPME vlakno. Musel byt vybran
vhodny zpiisob vzorkovani. Byla odzkousena metoda ptimé extrakce a headspace. U headspace
extrakce byly jednotlivé analyty od sebe lépe separované a piky mély dobré rozliseni
a nechvostovaly jako u pfimé extrakce. Proto na vSechny analyzy bylo pouzivané headspace
vzorkovani. Pted samotnou absorpci latek na vliakno dochézelo k vytemperovani vzorku, které
probihalo po dobu 10 min pfi tfepani 500 rpm a poté bylo do vzorku vloZeno vlakno.

Déle bylo vybrané vhodné vlakno pro méteni vzorkil, u kterého byl optimalizovan cas
a teplota extrakce. U obou typu vlaken byly optimalizované stejné podminky. Na zakladé
lepsich sorp¢nich vlastnosti, bylo vybrano vhodné&jsi vlakno. Pro analyzu byly také rozhodujici
chromatografické podminky. Pred kazdou sadou méfeni byl nejprve zméten blank Cistého
vladkna. Vysledky jednotlivych experimentalnich podminek jsou uvedeny nize.
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7.1.1 Volba typu SPME vilakna

Existuje mnoho ruznych typt SPME vlaken, které lze pouzit na extrakci tékavych
aromatickych sloucenin. Volba spravného typu vlakna ovliviiuje spoustu faktord, jako
jsou selektivita, reprodukovatelnost vysledki nebo ucinnost extrakce. Jaké pouzit SPME
vlakno na méfeni aromatickych latek ve titinovych rumech, bylo inspirovano ve védeckych
¢lancich [19, 20, 21], a také zalezelo na dostupnosti vlaken.

Belmonte-Sanchez a spol. [20] ve svém ¢lanku pouzivali PDMS vlakno, kterym porovnavali
korelaci ethyl acetatu s ethyl estery karboxylovych kyselin v rtizné starych. PDMS vlakno
pouzili Pino a spol. [19] pro identifikaci 184 tékavych sloucenin v rizné starych rumech.
Da Porto a spol. [21] méfili t€kavé latky v téZkych dominikanskych rumech také pomoci PDMS
vlakna.

Pro tuto diplomovou praci byla odzkousena vldkna 100 pm PDMS a 50/30 pm
DVB/CAR/PDMS. PDMS vlakno je nepolarni a smiSené vlakno je polarni. Vysledky obou
vlaken jsou témét srovnatelné. Vychazeji z dat, kterd byla naméfena pii opakovatelnosti
a vynesena do grafu na obr. 11. Jsou zde podobné sorp¢ni vlastnosti jednotlivych standardu,
ale ethyl decanoat, ethyl hexadecanoat a nejvice ethyl tetradecanoét se Iépe sorbovaly na PDMS
vlakno. Z toho vypliva, Ze vhodnéjsi vlakno pro extrakci latek je nepolarni PDMS, tak jak bylo
zminované v ¢lancich od Belmonte-Sanchez a spol., Pino a spol. a Da Porto a spol.

Volba typu vlakna

180000000
160000000
140000000
120000000
100000000

80000000 2PDMS

60000000 O PDMS/CAR/DVB
40000000
20000000

PLOCHA

ANALYTY

Obr. 11: Srovnani separacnich schopnosti obou vidken
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7.1.2 Volba extrakéni doby

Dulezitym faktorem je extrakéni doba, pii které dochazi k rovnovaze mezi jednotlivymi
analyty a povrchem vldkna. Absorp¢ni profily byly sledovany pii péti raznych ¢asech.
Zvolenymi Casy bylo 10, 15, 20, 25 a 30 minut. Sledovala se zména velikosti plochy pikt
na chromatogramu za urceny c¢as.

Z vysledku vyplyva, ze délka extrakce roste s délkou uhlikatého fetézce u vyssich ethyl
esterti. Jako optimalni doba extrakce bylo zvoleno 15 min, protoze u nizSich ethyl estert
dochézelo k rovnovaze a poté nebylo extrahovano vyssi mnozstvi. Musel vzniknout néjaky
kompromis pro optimalni ¢as. Srovnani rizné délky extrakce je na obr. 12 pro PDMS vlakno
anaobr. 13 pro smiSené vlakno. Na obr. 13 je vidét 1épe dosazeni rovnovahy pti 15 min a poté
dochézi k poklesu analyti. Na obrazkach nize chybi ethyl tetradecanoat, ktery byl objednan
pozdé¢ji a byl vyuzit az pii validaci metody.

250000000
200000000
150000000 Ethyl butanoat
_‘:5 —o— Ethyl hexanoat
§ —@— Ethyl heptanoat
100000000 —@— Ethyl octanoat
—@— Ethyl decanoat
/-0\.\' —o— Ethyl hexadecanoat
o—
50000000 ’ —e
o— o —
0

¢as [min]

Obr. 12: Optimalizace extrakcni doby pro PDSM vidkno
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Obr. 13: Optimalizace extrakcni doby pro DVB/CAR/PDMS vldkno

7.1.3 Volba teploty extrakce

35

Ethyl hexanoat
—0— Ethyl heptanoat
—&— Ethyl octanoat
—@— Ethyl decanoéat
—@— Ethyl hexadecanoat
—@— Ethyl butanoat

DalSim dualezitym faktorem je teplota extrakce. S rostouci teplotou se zvySuje proces
extrakce, ale zaroven se také snizuje koncentrace jednotlivych analytt. Byly testovany Ctyfi
razné teploty 40, 50, 60 a 70 °C. Vyssi teploty jiZ nemohly byt pouZity, protoZe ethanol ma bod
varu okolo 78 °C a dochazelo by ke zkresleni vysledkt. Nejlepsi volbou bylo 60 °C, protoze
pii vyssi teploté se vyssi ethyl estery karboxylovych kyselin jiz méné sorbovaly, coz jde vidét
na obr. 14. Na obr. 15 je také optimalizace extrakéni teploty pro smisené vlakno, kde teplota
hodné¢ kolisala i u niZSich ethyl ester. Na obrazkéach nize chybi ethyl tetradecanoat, ktery byl

objednan pozdé&ji a byl vyuzit az pii validaci metody.
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Obr. 14: Optimalizace extrakcni teploty pro PDSM vidkno
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Obr. 15: Optimalizace extrakcni teploty pro DVB/ICAR/PDMS vlakno

34



7.1.4 Volba GC kolony

Pino a spol. [19] na méfeni tékavych latek ve starych rumech, pouzivali kolonu SPB-5
pomoci FID (Flame lonization Detection) detekce. Belmonte-Sanchez a spol. [20] provadéli
svoje méfeni na kolon¢ VF-5ms, kde stanovovali tékavé a polotékavé slouceniny S Sirokym
rozsahem polarit u 33 komerénich rumi. Ming-Jun a spol. [22] naopak pouzili kolonu
DB-WAX, pomoci niz identifikovali okolo 120 slouceniny, jako jsou alkoholy, estery,
aldehydy, ketony, fenoly, kyseliny a dalsi slouceniny. Da Porto a spol. pouzili podobny typ
kolony, Supelcowax, kterou analyzovali t€kavé slouceniny v tézZkych dominikanskych rumech
[21].

Porovnanim jednotlivych chromatografickych zaznamt z kolon VF-bms, VF-WAXms,
HP-5ms a Rxi-624SiIMS byla vybrana vhodna kolona pro méteni. Nejlepsi rozliSeni a dobie
odseparované piky od sebe méla kolona VF-5ms, ktera ma mirné vyssi polaritu pro aromatické
slou¢eniny, proto byla vybrana pro analyzu titinovych rumt.

7.3 Validace metody

Po vyvinuti a optimalizovani Uplné¢ nové metody, je potfeba provést jeji validaci.
Ta se provadi, aby se vyzkumnik ujistil, ze metoda je vhodna pro dany tcel a dostate¢né
robustni, aby byl jiny pracovnik schopen podle zadaného postupu stanovit dané latky.

Pti validaci metody byla nejprve provedena opakovatelnost nastiiku zasobniho roztoku
standardt. Sledovanymi parametry byl reten¢ni ¢as a plocha jednotlivych analytd. Hodnota
RSD retencnich Cast neptesahla 1 %, coz svéd¢i o spravném nastaveni separa¢nich podminek
vybrané kapilarni kolony. Vysledné plochy analytu se trochu lisi, protoze RSD se ptevazné
pohybuje okolo 20 %. Mohlo to byt zpisobeno tim, Ze vlakno je velmi citlivé na okolni
prostiedi a mize kolisat sorpce a desorpce vlakna v injektoru, i kdyz vSe probihalo za stejnych
podminek. Data z opakovatelnosti PDMS vléakna jsou uvedena v tab. 8.

Pro porovnani byla provedena také opakovatelnost smiSeného vldkna, kde jednotlivé
vysledky jsou podobné jako u PDMS vl&kna. Vysledky jsou uvedeny v tab. 9. Pro dalsi méteni
pak bylo pouzivané pouze vlakno PDMS. Rozdil mezi obéma vlakny je na obr. 11. Z RSD
hodnot pro vSechny analyty lze usuzovat, ze metoda HS-SPME vykazuje opakovatelnost
vysledkda.

Tab. 8: Opakovatelnost PDMS vlakna

| pramér smérodatna odchylka RSD [%]
analyt . .

y re [min] plocha re[min] plocha rt plocha
ethyl butanoat 14,155 | 22887685,8 0,078 4226444 0,55 18,47
ethyl hexanoéat 20,663 41680848 0,012 7855121 0,06 18,85
ethyl heptanoét 22,906 | 54067892,7 0,011 10703488 0,05 19,80
ethyl octanoét 24,598 | 69323942,3 0,014 15179788 0,06 21,90
ethyl decanoat 26,804 | 107406424 0,012 22398722 0,05 20,85
ethyl tetradecanoéat 30,354 | 167990282 0,019 23293893 0,06 13,87
ethyl hexadecanoéat 32,831 | 105150444 0,020 14761611 0,06 14,04

35



Tab. 9: Opakovatelnost DVB/CAR/PDMS vlakna

" pramér smérodatna odchylka RSD [%]
ana . .

y re [min] plocha re[min] plocha It plocha
ethyl butanoat 14,306 19911447 0,192 6500677 1,34 32,65
ethyl hexanoéat 20,644 38469428 0,009 10977079 0,04 28,53
ethyl heptanoat 22,896 49339436 0,021 14352732 0,09 29,09
ethyl octanoat 24,586 62154703 0,013 17467357 0,05 28,10
ethyl decanoat 26,803 92915458 0,014 17307302 0,05 18,63
ethyl tetradecanoéat 30,338 114868064 0,021 8828483 0,07 7,69
ethyl hexadecanoét 32,816 69487674 0,028 3786551 0,08 5,45

Soucasti validace je také linearita, ktera slouzi ke kvantifikaci zvolenych vzorkd. Linearita
se sklada ze ¢tyi bodové kalibracni kfivky vybranych standardii. Mezi jednotlivé standardy
patiily ethyl hexanoét, ethyl heptanoéat, ethyl octanoéat, ethyl decanoat, ethyl tetradecanoat
a ethyl hexadecanoat. Rozsah koncentraci se pohyboval od 0,9 do 43 pg/ml. Ze zédsobniho
roztoku, kde standardy méli koncentraci okolo 430 pg/ml, se fedily zasobni roztoky na ptislusné
hladiny koncentraci. Jednotlivé kalibra¢ni kiivky analytii spolu s rovnicemi piimky a druhou
mocninou korela¢niho koeficientu jsou na obr. 16 — 21. Z ptislusnych kalibra¢nich kiivek byly
vypocéitany mez detekce a stanovitelnosti, které jsou uvedeny v tab. 10. Pro ethyl butanoat
nebyla sestrojena kalibra¢ni kiivka, protoze nebyl v nizkych koncentracich dobte odseparovan

od ostatnich analytd.
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Obr. 16: Kalibracni kiivka ethyl hexanodtu
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Ethyl heptanoat
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Obr. 17: Kalibracni kiivka ethyl heptanodtu
Ethyl octanoéat
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Obr. 18: Kalibracni kiivka ethyl octanoatu



Ethyl decanoat
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Obr. 19: Kalibracni kifivka ethyl decanodtu
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Obr. 20: Kalibracni kiivka ethyl tetradecanoatu
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Ethyl hexadecanoat
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Obr. 21: Kalibracni kifivka ethyl hexadecanoatu

Tab. 10: Limit detekce a kvantifikace jednotlivych standardii

standard RSD ploch [%] LOD [pg/ml] LOQ [pg/ml]
ethyl hexanoat 18,85 0,10 0,20
ethyl heptanoat 19,80 0,02 0,07
ethyl octanoat 21,90 0,02 0,05
ethyl decanoat 20,85 0,02 0,05
ethyl tetradecanoat 13,87 0,02 0,06
ethyl hexadecanoét 14,04 0,10 0,40

V pfriloze 1 je chromatogram zasobniho roztoku standarda méteny metodou v SIM modu.
Déle v priloze 2, 3, 4, 5, 6 a 7 jsou spektra jednotlivych standarda.

7.4 Analyza vzorku

Bylo zméfeno 30 riznych druhi titinovych rumd z odlisnych zemi pavodu, a také
srozdilnou dobou zrédni v difevénych sudech. Dale byly analyzovany tii vzorky bilych
titinovych rumt, zda se svym slozenim néjak 1i$i od tmavych rumt.

Hlavni komponenty, které byly identifikovany byly ethyl estery nizSich i vysSich
karboxylovych kyselin. Identifikace probihala na zakladé¢ porovnani s NIST knihovnou.
V tabulkéch jsou uvedeny latky se 70 % shodou. Byla zvolena tato nizka pravdépodobnost,
aby bylo ukéazano, jaké latky se mohou v titinovych rumech nachazet. Kdyz by byla pouzita
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pravdépodobnost nad 90 %, téméf zadné slouceniny by nebyly uvedené. Identifikace také byla
potvrzena pomoci osmi standardd, které byly identifikovany p#i vyvoji v jednom vzorku rumu
a dale se pak nachazely i v ostatnich vzorcich.

V tab. 11a, 11b jsou uvedeny vSechny latky, které se bézné vyskytovaly ve vzorcich.
V tab. 12 jsou uvedeny dalsi slouéeniny, které byly identifikovany, ale nenachazeli se u vSech
tiiceti vzorki. V tab. 13 jsou poté latky, které byly pouze v uvedenych vzorcich a v ostatnich
nejsou piitomny. Je zajimavé, ze napiiklad ve vzorku Guajiro, byl identifikovan eukalyptol
s 94 % shodou s NIST knihovnou. Jednalo se 0 medovy rum. I kdyz nebyla u vSech vzorka
stanovena senzorickd analyza na Cich, tento vzorek opravdu po mentolu vonél, ze zacatku
piipominal i medovinu.

V tab. 14 jsou zméfena data bilych titinovych rumua a uvedené latky, které v nich byli
identifikovany. V tab. 15 jsou pak déle uvedené slouceniny, které byly identifikované pouze
uvzorku Havana club navic nez u ostatnich bilych ruml. Vyrazné rozdily bilych rumi
od hnédych titinovych rumi nejsou. Nachazeji se v nich podobné slouceniny. Bilé rumy
prochézeji stejnymi procesy vyroby jako rumy tmaveé, pouze po vyzrani v dievénych sudech
jsou rumy odbarveny né¢kolika nasobnou filtraci ptes uhlikové kameny. Vyskyt nékterych
vyssich estert karboxylovych kyselin v obou druzich rumu, v tmavych a bilych, mize byt
zpusoben uvolnénim téchto latek ze dieva pfi zrani.

Jako posledni vzorek byl analyzovany ¢esky rum Bozkov Tuzemak. V tab. 16 jsou uvedené
latky, které byly identifikovany. Slou€eniny jsou identické jako u titinovych rumii. Maze to byt
tim, Ze oba druhy riznych rumi jsou vyrobeny z melasy a tyto latky se mohou uvoliiovat praveé
z ni. Melasa u rumu ¢eského je vyrobena z cukrové fepy a analyzované rumy jsou vyrobeny
z melasy z cukrové titiny. Chromatogram tohoto vzorku je v piiloze 8. Chromatogram rumu
Bozkov Tuzemak je porovnan s Blankem, aby bylo vidét, Ze se nejedna o ethyl estery, které by
byly uvolnény z vldkna, ale nachézi se ptimo ve vzorku. Ethyl acetat je také pfitomny, ale je
soucasti ethanolu, ktery v pfiblizeném chromatogramu nelze dobfte vidét (pFiloha 8).

Pro ukazku jsou v p¥iloze 9 — 14 chromatogramy nékterych vzorka titinovych rumd.
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Tab. 11a: Prehled identifikovanych analytii u vzorkii titinovych rumii 1 — 16

Ethvl acetat 1,1- Isopentyl Isoamvl acetat Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl

vzorek zemé piivodu doba y diethoxyethan alkohol y butanoat hexanoat octanoat decanoat | dodecanoat | tetradecanoat | hexadecanoét
Zrani

identifikace identifikace identifikace identifikace identifikace identifikace identifikace identifikace Identifikace identifikace identifikace
identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace*

1|  Hefron Panama 5 |+| NIST/85 % | +| NIST/88 % - - - - - +| sto |+| stD |+| st |+| st |+| stD |+| sTD
2| Malteco Panama 5 |+| NIST/90% |+ | NIST/96 % | + | NIST/72% | - - ; - +| stD |+| s |+| st |+| st |+| stD |+]| sTD
3 iﬁ!(‘)r:] Panama 10 |+| NIST/95% |+ | NIST/94 % | + | NIST/70 % | + | NIST/81 % | - - +| sto |+| st |+| st |+| st |+| sto |+]| sTD
4 %’arﬂ?e” Panama 18 |+ | NIST/97 % | + | NIST/76 % . . . ; - +| stD |+| s |+| st |+| st |+| stD |+]| sTD
5 Naud Panama 15 |+| NIST/97 % |+ | NIST/94 % ; +|NisT/74% |+ | sto |+| stD |+| st |+| st |+| st |+| stD |+| sTD
6 i?nr;‘gfi'; D°::$E'bkl?|£‘a5ka 8 |+| NIST/96 % | +| NIST/96 % - - - +| sto |+| s |+| sto |+| sto |+| s |+| st |+]| s
7 | Ron Tabd Dorr:F'J[‘J'bkl?Q;ka 34 |+ | NISTI97 % | + | NIST/87 % - - - ; ; +| sto |+| s |+| st |+| st |+| sto |+]| smO
8 | Matusalem Dorr:‘;ﬂ'bklﬁ’(‘as"a 15 |+| NIST/83 % |+ | NIST/95 % - +|NIsTi76% | +| stD |+| sTD |+| sto |+| stD |- ; +| sto |+| sTD
9 | Blackstamp |  Jamajka 5 |+| NIST/90% |+ NIST/96 % |+ | NIST/70 % | + | NISsT/80% | +| sTD |+| st |+| sto |+| sto |+| s |+| st |+] sm
10 mofgg;a:jgrk Jamajka | 27 |+ | NIST/96 % |+ | NIST/95% |+ | NIST/73% | - : +| stD |+| st |+| s |+| sto |+| st |+| stD |+| s
11 aE?VTstrﬁo Venezuela | 4 |+| NIST/90 % |+ | NIST/95 % . - - +| stD |+| st |+| stD |+| stD |+| st |+| s |+]| sTD
12 | Diplomatico | Venezuela 8 |+ | NIST/96 % | + | NIST/96 % NIST/75 % | - . +| STD +| STD +| STD +| STD + STD + STD + STD
13 Zi:)"epc?;f Venezuela | 5-6 | +| NIST/97 % | + | NIST/95 % ; ; - +| st |+| sto |+| st |+| stD |+| st |+| st |+| smO
14 Keézﬁ’éce‘j Karibik 4 |- ; ; ; . . . +| stD |+| st |+| stD |+| st |+| st |+| s |+]| sTD
15 Reesgl#:;;a Karibik 8 |+| NIST/04% | - - - - - +| stD |+| st |+| stD |+| st |+| st |+| s |+]| smD

Republica I R N
16 honey Karibik 8 |+| NIST/93% | - - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD

+...1dentifikovano

-...neidentifikovano
STD - porovnano se standardem, NIST — porovnano s knihovnou spekter
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Tab. 11b: Prehled identifikovanych analytii u vzorkii titinovych rumii 17 — 30

Ethvl acetat 1,1- Isopentyl Isoamvl acetat Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl
vzorek zemé piivodu doba y diethoxyethan alkohol y butanoat hexanoat octanoat decanoat | dodecanoat | tetradecanoat | hexadecanoat
zrani
identifikace* identifikace* identifikace* identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace*
17 Bumbu Barbados 18 - + | NIST/96 % - + | NIST/90 % | - - + STD + STD + STD - - + STD + STD
18| Mount Gay Barbados 3-7 NIST/96 % |+ | NIST/96 % NIST/80 % | - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD
19 ma%lrlijgius Mauricius 15 - + | NIST/92 % NIST/72% | - - - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD
20| Lazy dodo Mauricius 12 NIST/97 % |+ | NIST/96 % - +| NIST/7T5% |+| STD |+ | STD +| STD +| STD +| STD + STD + STD
21|  Gugjiro 'f)z’t‘fgi';e - - ; ; ; +| NIST/78 % | - ; +| st |+| st |+| st |+]| st |+| st |+| s
22| Don papa Filipiny 7 NIST/96 % |+ | NIST/94 % NIST/76 % | - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD
23 | A.H.RIISE | Svaty Tomas | 20 NIST/93 % |+ | NIST/78 % - + | NIST/76 % | + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD
24 Pyrat Anquilla >15 NIST/92 % |+ | NIST/91 % NIST/70% | + | NIST/74% | + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD
25| Ron Zacapa | Guatemala 23 NIST/97 % |+ | NIST/96 % NIST/76 % | + | NIST/79% | - - +| STD +| STD +| STD +| STD + STD + STD
26 Sa"ﬁ}’rﬁark Bulharsko | - NIST/96 % |+ | NIST/90 % - - ; +| sto |+| sto |+| sto |+| s |+| s |+| st |+| s
27 | Legendario Kuba 7 NIST/85 % |+ | NIST/95 % NIST/74 % | - - - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD
Panama,
Jamajka,
28 | Professore Nikaragua, - NIST/90 % |+ | NIST/93 % - - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD
Dominikanska
republika
El clasico Dominikanska
29 L rep., Trinidad, - - - - - - - + STD + STD + STD + STD + STD + STD + STD
elixir
Barbados
Nikaragua,
Dominikansky
30| Republika rep., 8 NIST/83 % |+ | NIST/95 % - - - +| STD |+ | STD +| STD +| STD +| STD + STD + STD
Barbados,
Jamajka

+...identifikovano

-...neidentifikovano

STD - porovnano se standardem, NIST — porovnano s knihovnou spekter
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Tab. 12: Prehled identifikovanych analytit ve vzorcich

vzorek zemé pivodu S?ét:]a} Isobutanol Ethyl propanoat | Ethyl pentanoat | Ethyl heptanoat szfctrn)gt Ethyl nonanoat IdS:cF;enrggtl
identifikace* identifikace* identifikace* identifikace* identifikace* identifikace* identifikace*
1 Blue mauricius Mauricius 15 | - - - - - - - - - - - + | NIST/84 %
2 Bracelo imperial Domlnlkgnska 8 |- - - - - - - - NIST/80% | - - - -
republika
3 Legendario Kuba 7 |+ | NIST/0% | - - - - - - - - - + | NIST/79 %
Nikaragua,
4 Republika Dominikansky g _ - - - +| NIST/73% | + | NIST/84 % - - - - -
rep., Barbados,
Jamajka
5 Black stamp Jamajka 5 - - + | NIST/95% |+ | NIST/93 % | + | NIST/88 % - - - - -
6 Ron Zacapa Guatemala 23 | - - - - - - - - NIST/92 % | - - - -
7 Pyrat Anquilla >15 | - - - - - - - - NIST/85% | + | NIST/74% | - -
8 Captag;ﬂlorga” Jamajka 2.7 |+ | NIST/75% | - - - i - i - i i +| NIST/81 %
9 Pampero Venezuela 4 |- . i . . . i . NIST/88 % | - . i .
aniversario
10 Naud Panama 15 | - - - - + | NIST/79% | + | NIST/72 % NIST/87 % | + | NIST/80 % | - -
11 Lazy dodo Mauricius 12 |+ | NIST/84% | - - - - - - - - - - -
12 Bumbu Barbados 15 | - - + | NIST/95 % | - - - - - - - - -
13 A. H. RIISE Svaty Tomas 20 | - - + | NIST/90% |+ | NIST/86 % | + | NIST/84 % - - - - -
14 | Republica espresso Karibik 8 |- - - - + | NIST/91 % NIST/89 % - - - - -
Panama, Jamajka,
15 Professore Nikaragua, ~ 1 | - - - + | NIST/86 % | + | NIST/90 % - +| NIST/78 % | - -
Dominikéanska
republika
16 Mount Gay Barbados 37 1]- - - - - - - - NIST/75% | - - - -
17 Don papa Filipiny 7 - - - - - - - - - - - + | NIST/88 %
18 Diplomatico Venezuela 8 |- - - - - - - - NIST/84 % | + | NIST/78 % | + | NIST/85 %
19| Republica honey Karibik 8 |- - - - + | NIST/90 % NIST/83 % - - - + | NIST/83 %
20 | Savoy dark rum Bulharsko - - - + | NIST/95% | - - NIST/95 % - - - + | NIST/73 %
+...identifikovano -...neidentifikovano STD - porovnéno se standardem, NIST — porovnano s knihovnou spekter
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Tab. 13: Identifikované analyty pouze v konkrétnich vzorcich

vzorek zem¢ puvodu gfatr)ﬁ dalsi neznamé identifikované latky pomoci NIST knihovny
1 mailrlijfius Mauricius 15 | Isobutyl acetat, 78 % | isoamyl hexanoat, 75 % |propyl octanoét, 76 % | propyl decanoat, 79 %
2 _Brace_lo Dommlkz_inska 8 1,1-diethoxy-3-methyl butan, 76 %
imperial republika
3| Hefron Panama 5 1,1-diethoxybutan, 76 % \ 1,1-diethoxy-3-methyl butan, 86 %
4 | Legendario Kuba 7 1,1,3-triethoxypropan, 92 %
Nikaragua,
Dominikansky
5 | Republika rep., 8 1,1-diethoxy-3-methyl butan, 71 %
Barbados,
Jamajka
6 | Malteco Panama 5 isopropyl hexadecanoét, 71 %
7 Pyrat Anquilla >15 1,1-diethoxydecan, 88 %
8 | Bumbu Barbados 18 hexyl acetat, 89 %
Panama,
Jamajka,
9 | Professore | Nikaragua, - 1,1-diethoxypropan, 79 %
Dominikanska
republika
10| Donpapa | Filipiny 7 2-heptanon, 73 % | octanal, 88 %
11| Guajiro Kanarske - eukalyptol, 94 %
ostrovy
12 Rip”b"ca Karibik | 8 2 2-diethoxyethylbenzen, 97 %
oney
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Tab. 14: Prehled identifikovanych analytii v bilych titinovych rumech

Lo doba . 1,1- Isopentyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl Ethyl
vzorek zemé pivodu zréani Ethyl acetat diethoxyethan alkohol hexanoat octanoat decanoat dodecanoat | tetradecanoat | hexadecanoat
identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace* | identifikace*
1 Bacardi Portoriko 1-2 | - + | NIST/93 % | - - + STD + STD + STD - + STD + STD
2 H;‘Lab“a Kuba 3 |+ NIST/97 % | + [ NIST/O1 % |+ | NIST/89 % |+| stD |+| st |+| st |+| s |+ st |+ st
Dominikanska
3| Republika | rep., Guayna. | | I \s1/74 96 | - - - +| sto |+| st |+| smD |+| st» |+| st |+| sTD
bila Jamajka,
Trinidad

+...1dentifikovano

-...neidentifikovano
STD - porovnano se standardem, NIST — porovnano s knihovnou spekter

Tab. 15: Dalsi identifikované analyty ve vzorku Havana club

vzorek zemé |doba| dal$i neznamé identifikované latky pomoci
ptvodu | zrani NIST knihovny
Havana Kuba 3 isobutanol, isobutyl isopentyl
club 97 % | decanoat, 73 % | decanoat, 84 %

Tab. 16. Identifikované analyty ve vzorku rum BozZkov Tuzemdk

vzorek p?j?:gu ggﬁ dal$i neznamé identifikované latky pomoci NIST knihovny
Bozkov CR 0 ethyl acetét, | ethyl propanoat, | ethyl butanoat, | ethyl hexanoat, |ethyl octanoat, | ethyl decanoat,
Tuzemék 97 % 83% 93% 61 % 83 % 80 %




7.5 Kvantifikace vybranych analyti
Kvantifikace vybranych analyti ve vSech vzorcich probihala pomoci ¢ty bodovych

kalibra¢nich kiivek. Stanovovalo se pouze Sest ethyl esterti vysSich karboxylovych kyselin.
Ethyl dodecanoat nebyl stanoven, protoze standardni roztok ptisel az po optimalizaci metody

aslouzil pouze k identifikaci pfislusného analytu ve vzorcich a k ovéfeni, Ze se jedna
0 spravnou latku.

V tab. 17a, 17b jsou uvedené koncentrace vybranych standardt v 30 vzorcich titinovych
rumd. V tab. 18 jsou kvantifikované analyty u tii bilych rumi. Nejmensi zastoupeni bylo ethyl
heptanoatu, kde se v nékterych vzorcich obsah pohybuje i pod limitem kvantifikace.
V nékterych vzorcich jsou velké obsahy ethyl octanoatu a ethyl decanoatu, naptiklad v rumech
pochazejicich z Panamy, Jamajky, dale také rumy Diplomatico, Blue mauricius, Don papa,
Pyrat, Ron zacapa nebo Savoy dark rum, ktery je z Bulharska.

Tab. 17a: Koncentrace vybranych analytii u vzorkii 1 — 16

ethyl ethyl ethyl ethyl ethyl
ethyl hexa-
vzorek zemé piivody | 40P | hexa- | hepta- | octa- | deca- | tetrade- | "o 0
Zrani noat noat noat noat canoat [I.J.g/ml]
[ug/ml] | [pg/mi] | [pg/mi] | [pg/ml] | [pg/ml]
1 Hefron Panama 5 0,47 0,02 3,51 12,30 1,77 3,76
2 | Malteco Panama 5 | 056 | <007 | 561 | 1561 161 245
3 | Serum Panama 10 | 124 | 011 | 1112 | 2037 211 1,99
Ancom
4 %’a’;“:‘e” Panama 18 | 146 | 013 | 13,02 | 31,49 1,86 6,01
5 Naud Panama 15 | 413 | 040 | 3577 | 8093 245 3.97
g | Bracelo | Dominikanska | g 194 | <007 | 584 | 953 157 2.05
imperial republika
7 | RonTapy | DoMinikanska |4 )| 4 39 | (g 522 | 1737 335 8.80
republika
8 | Matusalem | DOMinikanska |0\ 590 | 007 | 459 | 7,04 1,83 7.41
republika
9 |Blackstamp|  Jamajka 5 | 2551 | 254 | 12,04 | 2877 270 1768
Captain
10| morgan Jamajka 2.7 | 292 | 012 | 2763 | 6468 245 27,03
dark
17 | Pampero Venezuela 4 094 | <007 | 115 | 435 276 11,45
anilversario
12 | Diplomatico | Venezuela 8 3,27 0,10 21,55 58,18 2,81 19,98
13 | Pampero |\ esuela | 5-6 | 078 | <007 | 190 | 474 1,96 6,10
especial
14 Ke)égf(;Ced Karibik 4 <0,2 0,09 0,30 2,15 1551 1,60
15 | Republica Karibik 8 | 650 | 067 | 797 | 1884 2.34 10,26
espresso
16 | Republica Karibik 8 445 | 041 605 | 31,74 240 048
honey
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Tab. 17b: Koncentrace vybranych analytii u vzorkii 17 — 30

ethvl ethyl ethyl ethyl ethyl ethyl
Lo doba v hepta- octa- deca- tetra- hexa-
vzorek zemé puvodu . | hexanoét . . , . )
zréni [ug/mi] noat noat noat decanoat | decanoat
[ug/mi] | [pg/ml] | [ug/mi] | [pg/ml] | [pg/mi]
17 | Bumbu Barbados 18 2,42 2,37 0,33 0,54 1,50 1,18
18 | Mount Gay | Barbados 3-7 1,92 <0,07 9,04 23,00 3,12 16,09
19 BIl.Je. Mauricius 15 2,88 0,10 33,77 44,99 2,01 3,05
mauricius
20 | Lazy dodo Mauricius 12 1,58 <0,07 6,29 13,70 1,70 5,95
.. Kanérské
21 Guajiro - 0,48 <0,07 19,02 3,31 2,45 54,40
ostrovy
22 | Don papa Filipiny 7 2,21 <0,07 | 26,36 | 94,36 2,24 4,10
23| b | svayTomss | 20 | 584 | 084 | 167 | 249 | 243 | 921
24 Pyrat Anquilla >15 4,19 0,17 19,63 60,21 2,23 7,86
o5 | _Ron Guatemala | 23 | 2,68 008 | 2201 | 67,94 | 188 9,10
Zacapa
26 Sa"f&’n?ark Bulharsko | - | 21,80 | 6135 | 7554 | 10640 | 192 2,86
27 | Legendario Kuba 7 1,32 <0,07 16,01 40,87 1,90 13,67
Panama,
Jamajka,
28 | Professore Nikaragua, - 18,52 1,82 9,67 20,04 2,32 14,67
Dominikanska
republika
El clasico Dominikanska
29 . rep., Trinidad, | - 0,65 <0,07 0,12 1,12 1,49 1,04
elixir
Barbados
Nikaragua,
Dominikansky
30 | Republika rep., 8 8,07 0,80 5,94 14,34 2,87 17,48
Barbados,
Jamajka
Tab. 18: Koncentrace vybranych analytii ve vzorcich bilych trtinovych rumii
ethv] ethyl ethyl | ethyl ethyl ethyl
vzorek semé pitvodu doba hexar){oét hepta- | octa- | deca- tetra- hexa-
P zrani [1g/mi] noat noat noat | decanoadt | decanoat
[ng/ml] | [pg/mi] | [mg/ml] | [pg/mi] | [pg/mli]
1| Havana club Kuba 3 1,49 <0,07 | 16,25 | 45,07 0,59 0,77
p| Bacardi Portoriko | 1-2 | 0,28 | <0,07 | 1,48 | 540 | <0,06 <04
superior
Dominikanska
3| Republika | rep, Guayna. | | ,a5 | 500 | g13 | 2518 | 1,36 751
bila Jamajka,
Trinidad
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7.5.1 Zpracovani kvantifikovanych dat

Byla provedena analyza hlavnich komponent PCA (Principal Component Analysis)
za ucelem vizualizace kvantifikovanych dat, a také pro vyhodnoceni informaci, které plynou
Z téchto dat. Pomoci programu Statistica byla provedena analyza. Data obsahuji Sest
proménnych, tedy Sest hlavnich komponent, ale pouze dvé komponenty maji vétsi variabilitu
nez puvodni proménné. Maji vlastni Cislo neboli Eigenvalue vétsi nez 1, coz znamena,
ze V komponenté¢ je ulozeno véEtsi mnozstvi variability nez v ptvodnich proménnych
tzv. Kaiserovo kritérium. Tyto dvé komponenty nesou vice nez 70 % puvodni informace, coz
je uvedeno v tab. 19 a nasledné graficky znazornéno na obr. 22. Data byla poté transformovana
do obr. 23 a obr. 24, vzorky byly rozdéleny jen podle zemi puvodu.

Tab. 19: Viastni éisla korelacni matice

Hlavni komponenty

Vlastni hodnota

% celkové variability

1 2,74 4561
2 1,54 25,58
3 0,81 13,43
4 0,57 9,48
5 0,31 5,14
6 0,05 0,76
3,5
30}
251
20}
fol
(]
5
[e]
€ 15/
=
&
= 10|
05}
0,0}
0,5 ' ' ' '
1 0 1 3 4 5 6 7 8

Hlavni komponenty (faktory)

Obr. 22: Grafické znazorneéni viastnich cisel aktivnich proménnych
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Obr. 23: Rozptylovy graf korelace proménnych faktoru 1 a 2
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Obr. 24: Grafické vyjadrent skore zemi piivodu jednotlivych vzorkii ve faktorech 1 a 2
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Na obr. 23 a obr. 24 je graficka projekce proménnych do faktorovych rovin 1 a 2 ziskana
pomoci analyzy hlavnich komponent. Z grafii 1ze vy¢ist, Ze rumy pochazejici ze zemi, které
se vyskytuji v pravém hornim kvartalu jsou bohaté na ethyl hexadecanoat, ethyl tetradecanoéat
a ethyl hexanoat, naopak maji mén¢ ethyl decanoatu, ethyl octanoatu a ethyl heptanoatu.

Rum pochéazejici z Bulharska méa vysoky obsah ethyl heptanoatu a také ethyl octanoatu
a ethyl decanoatu, protoZe se vyskytuje ve stejném kvartale a analyty jsou blizko u sebe. Zemé
nachazejici se na opacné stran¢, nez jsou analyty maji jejich mensi obsahy. Ty zem¢, které jsou
soustiedéné uprostied kvartall maji vyvazeny pomér vsech analyti.

Z obr. 24 1ze také vycist, ze rumy pochazejici ze stejnych zemi nemaji shodny obsah analytu,
protoze se nachazeji v riznych ¢astech grafu. Napiiklad vzorky z Panamy jsou rozmistény
jak v levém spodnim kvartéle, tak i v pravém dolnim kvartale. Vzorky nalevo maji mensi obsah
ethyl tetradecanoatu, ethyl hexadecanoatu a ethyl hexanoatu. Jeden vzorek, ktery je v pravém
dolnim kvartale ma vyssi obsah ethyl octanoatu, ethyl decanoatu a ethyl heptanoatu, a proto
se trochu lisi od ostatnich vzorkt pochazejicich z Panamy.

Na zakladé zjisténych dat se muze fict, Ze i kdyz rumy pochazeji ze stejnych zemi,
tak si nejsou podobné obsahem stanovenych analyti. Muze to byt zpisobeno vyrobnim
procesem rumu, délkou doby zréani v dievénych sudech a druhem dieva, ze kterého jsou sudy
vyrobeny.
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8 Zavér

Tato diplomova prace se zabyva vyvinutim metody stanoveni aromatickych latek
ve titinovych rumech metodou plynové chromatografie shmotnostnim detektorem
a optimalizaci HS-SPME extrakce. Optimalizovanou metodou byly nasledné analyzovany
vybrané vzorky titinovych rumu z obchodni sité.

Pfi vyvoji metody bylo zvoleno pét riiznych kolon pro méfeni rumu a na zakladé nejlepsich
vysledkt byla zvolena kolona VF-5ms, na které se provadéla analyza titinovych rumi. Byl
stanoven vhodny teplotni program pro separaci sledovanych analyta. Byly vytvofeny dvé
metody pro méfeni na GC-MS. Prvni metoda slouzila k identifikaci vzorkt a druha byla pro
kvantifikaci vzorku. Byly zvoleny vhodné extrakéni podminky pro SPME. Byla optimalizovéana
teplota, Cas extrakce, a typ SPME vlakna. Na zakladé extrak¢nich podminek bylo vybrano
vlakno PDMS pro méfeni titinovych rumd. Po vyvoji metody byl cely proces validovan, aby se
odzkouseli stanovené podminky pro méfeni. Byla provedena validace, aby se ovétila robustnost
a reprodukovatelnost metody.

Celkem bylo zméfeno 30 vzorki tmavych titinovych ruma a 3 vzorky bilych titinovych
rumu, ve kterych byly identifikovany a kvantifikovany vybrané t¢kavé latky, jako jsou ethyl
butanoat, ethyl hexanoat, ethyl decanoat, isopentyl alkohol, diethyl sukcindt a dalsi.
Identifikace probéhla na zakladé porovnani analyti s knihovnou spekter NIST a vybrané
analyty byly potvrzeny pomoci standardd. Kvantifikace vzorki byla provedena pomoci
kalibrac¢nich kiivek vybranych Sesti standardd. Vysledky jednotlivych rumi byly mezi sebou
porovnany. Pro porovnani byl také zméfen vzorek ¢eského rumu, ktery se vyrabi z cukrové
fepy. Rozdil mezi timto rumem a titinovymi rumy nebyl vyrazny. Pro vyhodnoceni rozdila
mezi rumy byla vyuZita analyza hlavnich komponent, v niz byly porovnany rumy z riznych
zemi podle stanovenych obsahii. 1kdyz rumy pochazely ze stejné zemé, tak nemély shodné
obsahy analyta. Tato skute¢nost mohla byt zpiisobena procesem vyroby, ale piedevsim dobou
zréni v devénych sudech, které jsou vyrobeny z riznych druhu drevin.

Diky této diplomové praci je mozné stanovovat aromatické latky v titinovych rumech
pomoci mikroextrakce na tuhé fazi na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem.
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10 Seznam zkratek

CAR

Cw
DI-SPME
DVB

El

FID

GC
GC-MS

HS-SPME
HPCE

HPLC

LOD
LOQ
MS
PA
PCA
PDMS
PLOT
PTV
RSD
scoT
SIM
SPME
WCOT

Carboxen

Carbowax

Direct sampling Solid phase microextraction (pfima extrakce)

divinylbenzen

Electron impact (Elektronova ionizace)

Flame Ionization Detector (Plamenové ionizacni detektro)

Gas chromatography (Plynova chromatografie)

Gas  chromatography-mas  chromatography  (Plynovd  chromatografi
s hmotnostni spemtrometrii)

Head Space Solid phase miroextraction (extrakce nad hlavou)

High performance capillary electrophoresis (Vysoce ucinna capildrni
elektroforéza)

High performance liquid chromatography (Vysoce ucinna kapalinova
chromatografie)

Limit detekce

Limit kvantifikace

Mass Spectrometry (Hmotnostni spektrometrie)

Polyakrylat

Principal component analysis (Analyza hlavnich komponent)
Polydimethylsiloxan

Porous-layer open tubular column

Programmed temperature vaporizer (Programové vypafovani vzorku)

Relativni smérodatné odchylka

Support-coated open column

Selected ion monitogint (Monitorovani vybranych ionti)

Solid phase microextraction (mikroextrakce tuhou fazi)

Wall — coated open tubular column
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Abkrurvad saario ez

TIC: STD_ 15m_PDMS_ 5. D\ data rms
FTEO0OO000
FTOOoOO0OO0O0O0
B500000
S000000
S5S500000
S000000
A4 500000

4000000

3500000 Ethvl octanodét Ethyl tetradecanoat

S O0O00000 .

2500000 /

000000 Hthyl butanodt Ethyl heptanoat Ethyl hexadecanodt

1500000

\ Ethyl hexanodt /
1000000

so0000 \‘

I A h

T T T T T
A0 .00 15 . 00 2000 =25.00 SO OO0 S35 .00

T irmies — =
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Piiloha 2: Spektrum ethyl hexanoatu
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P¥iloha 3: Spektrum ethyl heptanoatu
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P¥iloha 5: Spektrum ethyl decanoatu
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P¥iloha 9: Detail chromatogramu rumu Republiky od 7 min do 32 min

Abundance

1

4

1

4

A4

a

1

SO0O0000

500000

200000

200000

200000

100000

OO0 00

200000

500000

TOOoOO0OOoOO

SO0O0000

500000

200000

200000

200000

100000

/

Ethyl
acetat

l

1,1-diethoxyethan
Isopentyl
Ethyl alkohol
propanoat

Ethyl butanoat

Isoamyl
acetat

b

Ethyl
heptanoat

Ethyl
hexanoat

ol

: black_stamp . D\data.ms

Ethyl
octanoat

Ethyl decanoat

Ethyl dodecanoat

Ethyl tetradecnaodt

Ethyl hexadecanoat

)
L

T irme —-=

T T T T
=2.00 10. 0012 . 0014 . 001&

T T
L,O01 2. 0020 . 0022 . 0029 . 0026 . 0022 . O020. 0022 .00

Piiloha 10: Detail chromatogramu rumu Black Stamp od 7 min do 33 min

60



Abundance

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

1.1-diethoxyethan

Isopentyl
alkohol

TIC: blue mauriciusi1.D\data.ms

Isobutyl acetat

\
L

Isoamyl
hexanoat
Propyl
octanodt
Ethyl Ethyl
hexanoat octanodt

Ethyl decanodt

Isoamyl octanodt

Propyl decanodt

Ethyl dodecanodt

Isoamyl n-decanodt

/ Ethyl tetradecnaoat
T

/ Ethyl hexadecanoat

8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.0030.0032.00

Time—=

Priloha 11: Detail chromatogramu rumu Blue mauricius od 7 min do 33 min

Abundance

1000000

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Time-—=

1,1-diethoxyethan

TIC: ron_zacapa.D\data.ms

Isopentyl alkohol Ethyl .
/ octanodt
Diethyl
Ethyl kukcinat
hexanodt

Isoamyl acetat

Ethyl decanoat

/

Ethyl dodecanoat

Ethyl tetradecnaocdt

Ethyl hexadecanoat

f

8.0010.0C12.0C14.0C16.0C18.0C20.0C22.0C24.0C26.0C28.0C30.0C32.00

Piiloha 12: Detail chromatogramu rumu Ron zacapa od 7 min do 33 min

61



A bundance

TS50000

Fdslslalslal

S500004

S0O0000

5500004

S00000

450000 4

400000 4

350000

2000004

250000

200000

150000

100000

50000

TIC: el clasico__elixirDlidata.ms

Ethyl butancat

I W

Ethyl hexanoat

o S —

LY

Ethyl
octanoat

v

Ethyl decanoat

Ethyl dodecanodt

Ethyl tetradecnaodt

Ethyl hexadecanoat

ME

Time —=

T T T T T T
S5.00 10.0012.0014. 0016 . 0013 . 0020.0022.0024.0026.0028. 0030 . 0022 .00

P¥iloha 13: Detail chromatogramu rumu El clasico elixir od 7 min do 32,5 min

Abundance

2200000
20000001
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

800000

600000

400000

200000

Time—

1.1-diethoxyethan

Ethyl acetat Tsopentyl alkohol

J Isobutanol Isoamyl acetat

Ethyl
butanoat

Ethyl
hexanoat

Ethyl
octanodt

TIC: captain_. morgan_dark D\Vdata ms

Ethyl decanoat

"

Ethyl dodecanodt

/ Isopentyl decanoat

Ethyl tetradecnaodt

Ethyl hexadecanodt

¥

8.0010.0C12.0C14.0C16.0C18.0C20.0C22.0C24.0C26.0C28.0C30.0C32.00

P¥#iloha 14: Detail chromatogramu rumu Canptain morgan dark od 7 min do 33 min

62



