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SEZNAM ZKRATEK

SEZNAM ZKRATEK

GC — plynova chromatografie
FID — plamenovée ioniza¢ni detektor

ADH - alkoholdehydrogenasa

KLICOVA SLOVA

Plynova chromatografie, methanol, ethanol, kalibracni kiivka, ovocny destilat, vnitini

standard, koncentrace, lihovitost, 2-propanol, slivovice.
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1. UvoD

Plynova chromatografie je vhodna metoda pro stanoveni tékavych latek ve
slozitéjsich vzorcich. Vyuziva se riizné sily interakce mezi analytem a stacionarni fazi
pfi pruchodu jednotlivych analyti kolonou naplnénou stacionarni fazi. Dochazi
Kk separaci plyni a par unasenych mobilni fazi. Vzorek musi byt plyn nebo tékava
kapalina o dostate¢né koncentraci analytu, jenZ nesmi tepelné degradovat. Jednou
z typickych skupin organickych latek, které lze analyzovat metodou plynové
chromatografie jsou alkoholy. V této praci jsou pouzity rizné standardy alkohold
(methanol, ethanol, 2-propanol, 1-propanol, oktan-1-ol, hexanol, pentanol, t-butanol,
isobutanol) a analyzovanymi vzorky jsou domaci palenky. Na zakladé¢ interakce
stacionarni faze s analyzovanymi latkami jsou od sebe separovany jednotlivé fragmenty
vzorkl. Kurceni kvantitativniho slozeni vzorkii je pouzita metoda kalibracni ktivky.
Cilem prace je jednak zjistit obsah methanolu ve vzorcich domacich palenek a nasledné
porovnat koncentrace methanolu ve vzorcich rGzného stafi. Za druhé pak porovnat

sloZeni jednotlivych palenek z hlediska obsahu dal$ich alkoholt.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

2.1.1. PRINCIP PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Plynova chromatografie (dile GC) je analytickd separacni metoda, ktera
rozdé¢luje jednotlivé fragmenty vzorku na zéakladé jejich interakce se stacionarni fazi
v chromatografické kolon€. Metoda je urcena ke stanoveni plynd, kapalin a pevnych
latek s bodem varu do cca 400 °C. Stacionarni faze mize byt slozena z latek vysoce
polarnich aZ po latky nepolarni v kapalném nebo pevném skupenstvi. Vzorek je kolonou
undSen pomoci mobilni faze, kterd je tvofena inertnim plynem a se vzorkem
neinteraguje. Jako nosny plyn se pouziva dusik, vodik nebo helium. Pratok mobilni faze
kolonou je dan expanzi plynu z tlakové lahve a je pocitan ze vstupniho tlaku. Zony
jednotlivych slozek vstupuji z kolony na detektor, ktery stanovuje jejich koncentraci
Vv mobilni fazi. Signdl z detektoru se vhodné upravuje a vznika graf, ktery se nazyva
chromatogram. Zobrazuje zavislost signalu detektoru na case prichodu fragmenta

kolonou. Priichod vzorku kolonou je zobrazen na Obrazku 1.

N - N

zasobnik davkovaci kolona se zpracovani
mobilni v stacionarni detektor p‘ ,
zafizeni £10 signalu

) N - ~

faze

Obrazek 1: Blokové schéma chromatografu.’

2.1.2. KoLONY

Kolonu miiZzeme pouzit bud’ napliovou, nebo kapilarni. Népliova kolona je
tvofena sklem nebo nerezovou oceli, plni se poréznim inertnim nosi¢em a ma niz§i
separacni schopnost nez kolona kapilarni. Kolona kapilarni je tvofena z kiemene, jehoz
povrch je zvngjsku pokryt vrstvou polymeru. ,, Podle umisténi staciondarni faze
V kapilarni koloné rozlisujeme dva druhy. Prvni jsou kolony s potazenou vnitrni sténou,
které maji staciondrni fazi nanesenou v tenké vrstvé na vnitini stené kapilary (WCOT,
wall-coated open tubular). Druhé jsou kolony, které maji imobilizovanou tenkou vrstvu

materidalu na vnitrni stéené kapilary, na jehoz povrchu je adsorbovana staciondrni faze
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(SCOT, support-coated open tubular). Kapildrni kolony s chemicky vizanou staciondarni
fazi se vyznacuji vysokou separacni schopnosti, umoznujici separovat i vice nez 100

«l

slozek vzorku." Detailni charakteristika jednotlivych parametrti népliové a kapilarni

kolony je uvedena v Tabulce 1.

Kolony jsou béhem méfeni vyhtivané na urcitou teplotu. Ta miize ziistat po dobu
méteni konstantni nebo se mize ménit. Zménou teploty dochazi k analyze vzorki
nehomogennich smési latek s riznymi body varu. Pti vyuziti teplotniho gradientu
dochazi ke zkraceni doby analyzy nebo k zlepSeni tvaru chromatografickych pika napt.
k zazeni signalil a vyssi citlivosti.*

Tabulka 1: Charakteristika kolon pro GC.”

Naplnové Kapilarni
vnitini prdmér d [mm] 2-5 0,2-0,7
délka L [m] 0,5-4 10-60
permeabilita [cm?] 1077 10>
vysSka teoretického patra [mm] 1 0,3

2.1.3. NASTRIK VZORKU

Metoda plynové chromatografie se vyuziva pro analyzu tékavych latek, které je
mozné prevést do plynného stavu.” Davkovat se miiZe vzorek v kapalném nebo plynném
skupenstvi, ktery je dostatecné¢ tékavy, ve vhodné koncentraci a tepelné stabilni, aby
nedochazelo k jeho degradaci. Vzorek v plynné fazi je davkovan pomoci davkovacich
ventilt (injektort). Vzorek v kapalné fazi je davkovan pomoci injekéni stiikacky pies
septum ze silikonové gumy, které oddé€luje vnitini prostor injektoru od vnéjsiho
prostiedi, do vyhiivané davkovaci komory. Dochazi k zplynéni vzorku ve sklenéném
lineru, ktery by mél mit dostatecnou teplotu K zplynéni vzorku. Piedtim nez se pary
dostanou do kolony, prochazi pfes déli¢ toku, ktery do kolony ptivadi pouze potiebné

mnozstvi vzorku, které si stanovime.




2TEORETICKA CAST

wAnalyticka metoda plynové chromatografie se pouZivda pro analyzu:

1. Plynnych vzorkii,
a. bez upravy,
b. po jejich zkoncentrovani

I. Vkapalinach a nasledném davkovani plynné faze nad kapalinou

(headspace)
ii. Vkapalinach a nasledném davkovani kapalné faze
iii. na tuhych sorbentech a nasledné tepelné desorpci
IV. vymrazenim a ndsledné tepelné desorpci,
2. kapalnych vzorki

a. bez upravy, primym nastrikem nebo nastrikem plynné faze nad kapalinou

(headspace)
b. po jejich prevedeni na tékavé slouceniny chemickou reakci
3. tuhych vzorkii
a. po jejich rozpusteni ve vhodném rozpoustédle,
b. po jejich derivatizaci, po jejich kontrolovaném tepelném rozkladu,

pyrolyze.

2.1.4. DETEKTOR

Na detektor vstupuji zony jednotlivych slozek z kolony, ve kterych se stanovuje
koncentrace slozky v mobilni fazi. Detektor ma mit vyssi teplotu nez plyny vychazejici
z kolony. Pokud by byl detektor chladné&jsi, nez plyn vychazejici z kolony, mohlo by
dochazet ke kondenzaci nékterych analyt. Existuje vice druhu, ale pro analyzu vzorku

V této praci byl pouZit plamenové ioniza¢ni detektor (flameionizationdetector — dale
FID).

Plamenové ionizacni detektor:

Detektor je opatfen mikrohofakem, na ktery je pfivedena ocelova tryska
s ptivodem nosného plynu — vodiku a vzduchu (kysliko-vodikovym plamenem). Slozky
unasené nosnym plynem se spali a hydrogenuji v plameni na ionty, umoznuji elektricky

tok mezi elektrodami umisténymi u plamene, na které je vloZené stabilizované

4
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stejnosmérné napéti a vznikd signal. Detektor je citlivy na velké mnozstvi organickych
latek, zejména uhlovodik. Naopak je malo citlivy na neuhlovodikové plyny, pary,

oxidy a udava nizkou odezvu na nosny plyn.

2.1.5. KVALITATIVNI ANALYZA

Kvalitativni analyzou vzorku urCujeme, ze kterych slozek se vzorek sklada.
Retencni ¢as (tr) je zakladnim parametrem pro popis slozky v plynové chromatografii.
Jeho signal je funkci obsahu analytu ve vzorku a citlivosti detekéniho zatizeni. Je
zavisly na experimentalnich podminkach, jako jsou rozmeéry kolony a prutokova
rychlost nosného plynu. Neni tedy mozné porovnavat vysledky ziskané pti riznych

podminkach méteni.

Retenéni ¢as analytu:

L
tr=—
u

kde L je délka kolony vcm a u” je primérna linearni rychlost analytu. Retencni Cas

udava dobu, ktera ubéhne od nastiiku vzorku k vrcholu piku.

Retenéni ¢as vychazi z definice mrtvého Casu (tu). Ten udava retenéni Cas latky,

kterad neinteraguje se stacionarni fazi.

Mrtvy &as (twv):

tM:;

kde L je délka kolony v cm a u je linearni rychlost mobilni faze v koloné.

Reten¢ni Cas analytu lze také vyjadiit jako tzv. redukovany retenéni Cas (tr’),

ktery charakterizuje dobu, po kterou analyt interagoval se staciondrni fazi.
tR=1r-tm

Retenc¢ni faktor (k) je dulezita veli¢ina pro urceni reten¢nich vlastnosti analytu.

Retenc¢ni faktor popisuje pomér redukovaného retenéniho ¢asu (tr ) a mrtvého Casu (ty).

k _ tR—tM _tgp’
ty tm
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Vyska teoretického patra (H) je charakterizovana pomérem délky kolony (L) a

poctem teoretickych pater (n).

H==X

n

n = 5545( 1)’
2

Kde tr je retencni ¢as posledniho detekovaného analytu a Wl/ o piedstavuje Sifku
tohoto piku v poloving jeho vysky. Faktor pred zavorkou 5,545 (= 8 In2) je spojen
s ur¢enim Sitky celého piku v poloviné vysky.

Dulezita je také tiroven separace analytl neboli rozliSeni dvojice analytt (R):

Ri,= 2(tr2—tr1)
12—
w1+ wy

kde tg,, tgy jsou retenéni ¢asy stanovovanych analytti a Wi » je Sifka piku v zakladné,
ktera slouzi k vypoctim separace, rozliSeni dvou sousednich pikti nebo vypoctu plochy
piku.l’3 Ptiklad chromatogramu pro dvé¢ analyzované slozky a mrtvy Cas latky, ktera

neinteragovala se stacionarni fazi, je uveden na Grafu I.

signal detektoru /mvV
14

12 tRZ

10 tRl

IS

N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

retencni¢as /min

Graf I: Chromatogram zavislosti signalu detektoru na ¢ase pruchodu fragmentu
kolonou.
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2.1.6. KVANTITATIVNI ANALYZA

Kvantitativni analyza ndm pomaha urcit mnozstvi nebo koncentraci jednotlivych
slozek ve vzorku. Mnozstvi vzorku proslého detektorem charakterizuje plocha piku.
Plynova chromatografie pracuje v nanogramové a pikogramové oblasti, proto je dilezita
spravnd ptiprava a davkovani vzorku, spravny odbér reprezentativniho vzorku,

derivatizace nebo fedéni vzorku pted nastiikem.

2.1.7. PRACOVNI TECHNIKY KVANTITATIVNI ANALYZY V PLYNOVE CHROMATOGRAFII
Ke stanoveni obsahu analytu ve vzorku je mozné vyuzit celou fadu metod, jako

jsou:

1) Metoda absolutni kalibrace — dochazi k davkovani znamych mnozstvi

analyzovaného vzorku a standardu za identickych podminek.

2) Metoda vnitiniho standardu — do vzorku se pfida znamé mnozstvi latky, ktera

neinteraguje s ostatnimi piky ve vzorku.

3) Metoda standardniho piidavku — ke zndmému mnozstvi vzorku se piidava znamé

mnozstvi stanovované slozky.

4) Metoda vnitini normalizace — procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek ve smési

se vypocita na zadklad¢ zmétenych ploch vsech pik.
5) Metoda kontrolované vnitfni normalizace.”’

Pro stanoveni v této praci byla pouzita metoda absolutni kalibrace, a to konkrétné
technika kalibra¢ni kiivky. Dochéazi k davkovani znamych mnoZzstvi analyzovaného
vzorku a standardu za identickych podminek. Byla zméfena kalibraéni kiivka tak, ze
bylo davkovano stejné mnozstvi rizn¢ koncentrované smési do injektoru. Kazdy ze
standardnich roztokl obsahujici standard byl davkovan dvakrat po sob& pro potvrzeni
linearity odezvy. Ze zmétenych dat byla v Excelu vytvofena kalibra¢ni kiivka zavislosti
plochy piku A na koncentraci analytu ¢. MnoZstvi jednotlivych analytii ve vzorku bylo

zjiSténo porovnanim namétenych ploch nebo vysek s kalibra¢ni kfivkou.
2.2. VYROBA DOMACICH DESTILATU

2.2.1. HISTORIE VYROBY DOMACICH SLIVOVIC A PALENEK
Produkty lihového kvaseni znalo lidstvo od praddvna. Nebyly zndmy ptesné
postupy vyroby ani to, co se pfi procesu kvaseni nebo destilace odehrava za chemické

déje. Lidstvo si predavalo postupy vyroby opojného moku z generace na generaci.

7
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Pozdé&ji se naucili do vzniklého alkoholu macerovat rtizné drogy a byliny. Nebylo
znamo nic o ¢innosti kvasinek nebo mikroorganismi, které zptsobovaly fermentaci.
Véfilo se, ze vznikly népoj jim byl seslan bohy. Destilaci ovocnych §tav pravdépodobné
poprvé zkusili lidé z Egypta nebo Ciny. Jejich uéeni se $itilo dale diky Arabam do
celého svéta. Pravé Arabové pojmenovali tento napoj jako al-khol, nebo-li ,jemna
latka“ (od toho nase pojmenovani alkohol). Alkoholu pfisuzovali 1é¢ivé schopnosti,
pouzival se pfi vyrobé vonavek a éterickych olejii. Zpusob destilace vyuzivali i
namoinici na mofi, aby ziskali pitnou vodu. Roku 1800 byla poprvé sestavena chemicka
rovnice lihového kvaseni Francouzem Gay-Lussacem. Popsal d¢j, kdy z jedné molekuly
jednoduchého cukru vznikaji dvé molekuly ethanolu a dvé molekuly oxidu uhli¢itého.
V rovnici vSak nebyla zahrnuta Cinnost kvasinek, které jsou iniciatory déje. Louis
Pasteur byl prvnim, ktery prokéazal ptfitomnost zivych organismil pii procesu
fermentace. Prvni pdlenice u nas byla zalozena roku 1400 v Kutné¢ Hote kralem
Viaclavem IV.. Paleni destilati se rozSifovalo po celé zemi a zacinalo se palit 1 z obili,
medu, brambor nebo melasy. VSechen odpad z paleni byl poté zkrmovan. Dnes ma

domaci vyroba slivovice oblibu hlavn& na uzemi Moravy.™

2.2.2. VYBER A ZPRACOVANI OVOCE

Vybér vhodného ovoce je jednim z nejdilezitéjSich faktort k ziskani dobrého
destilatu. V dnesni dob¢ Ize zpracovat téméi jakykoliv druh ovoce, ktery spliiuje vhodné
podminky. Mezi tyto podminky patii napiiklad zralost ovoce, ktera dale udava jeho
chemické slozeni, aroma, chut a vybarveni. Je tfeba ho dikladné ocistit od pylu,
vétvicek nebo hnijicich ¢asti. Nasledné muzeme pfiejit k drceni nebo mackani, tim
zrychlime proces kvaSeni. U peckovin nesmi dojit k drceni pecek, pficemz by se
uvolioval amygdalin, ktery se enzymatickym rozkladem pfeméiuje na zdravi Skodlivy
kyanovodik a benzaldehyd. Proto je vhodné peckové ovoce pied zpracovanim
vypeckovat.®**® Schéma doporucovaného procesu upravy ovoce na vyrobu ovocnych

destilatt je uveden na Obréazku 2.
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cisténi c

~ ~ — N N —
Tridéni, 3t ani, fapi
Odstopkovan, odstfapinov Déleni, odpeckovani Drceni, pasirovani Lisovani Doprava

Obrazek 2: Proces upravy ovoce na vyrobu ovocnych destilati.

2.2.3. KVASENI A PRIPRAVA RMUTU

Rmut vznikéd rozmélnénim a drcenim ociSténého ovoce. Ve §taveé obsazeny cukr
zacne kvasit. Alkoholové kvaseni je biochemicky proces, ktery probiha diky puisobeni
kvasinek. Ty spotifebovavaji cukr z ovoce a pomoci enzymt z n¢j délaji alkohol.
Kvasinky jsou pfitomny V ovoci, ale pii vyrob¢ destilatti se pfidavaji do vyroby dalsi,
aby urychlily proces kvaseni. Vedle kvasinek zacinaji ve §tavé vznikat i bakterie a

plisné, které je tfeba omezit.

Kvaseni je mozné urychlit propagaci kvasinek, piidanim zivnych soli,
enzymatickym odbouravanim pektinovych latek, okyselovanim kvasu nebo zvySovanim
teploty. Pfi kvaseni vznikd kromé¢ alkoholu i oxid uhlicity, ktery vytvafi ochranou
atmosféru pred nezadoucimi organismy vyhanénim kysliku z kvasu. Rmut je ulozen
v kvasnych naddobach, kde kvasi az 100 dni. Nadoby by mély byt plnéné do 3/4 objemu
a ulozeny na vhodné misto s teplotou okolo 20 °C. Nadoba je uzaviena hermetickou
zéverou, ktera propousti vznikajici oxid uhliCity ven a zabranuje pfistupu kysliku.
Ovocna drt’ se nechd samovolné€ kvasit a kazdy den se musi kontrolovat, zda dochazi
K bublani smési, ma-li kvas spravnou teplotu, chut' a vini. Na hladin¢ se tvofi
matolinovy klobouk, ktery je tfeba kazdych par dni promichat a dostat ho tak pod
hladinu. Aromatické latky vazany na pevnych ¢asticich tak zistavaji v kontaktu
s kapalinou, do které postupné ptechazeji. Pokud klobouk nemichame, mize vznikat
nezadouci slamové aroma. KvaSeni mizeme povazovat za hotové, dosahneme-li
spravné hodnoty alkoholu ve smési, nevznikd zadny oxid uhli¢ity, zmizel-li nam
matolinovy klobouk nebo je-1i kvas chutové trpky. Pied destilaci je vhodné nechat kvas
néjakou dobu stat. Dochazi k esterifikacnim pochodiim, které ndm zvySuji aroma
destilatu. Kvas se pted destilaci nefiltruje, ztraci se tim aromatické latky obsaZzené

. . 8,9,10
vV pevném podilu kvasu.
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2.2.4. DESTILACE

Destilace je fyzikalné-chemicky proces oddéleni smési dvou kapalin na zakladé
rozdilu jejich bodu varu a nasledné kondenzaci par. V nasem piipadé jde o oddéleni
ethanolu a vody. Kvas se ¢erpa do kotle a ihned se pfevede k varu. Obsahem kotle je
nutné celou dobu michat, aby nedoslo k pfipaleni smési. Doba destilace zavisi na
obsahu ethanolu v kvasu. Pii destilaci rozliSujeme tii podily: ukap, prokap a dokap.
destilaci chybnych kvast. Cim méné bude neéistot v ptivodnim kvasu, tim méné bude
ukapu. Pozname ho podle Stiplavého zapachu a jeho spravné oddéleni je dilezité pro
chut’ a vini destilatu. Prokap obsahuje zadany alkohol, tedy ethanol s ovocnym aroma.
Dokap je tvofeny latkami pochazejicimi ze vstupnich surovin, které se vlivem dlouhého
vafeni rozlozily. Destilat lze dale zpracovat na Cisty ethanol bez aromat. Je vhodné
destilovat dvakrat, aby se dosahlo vyssiho obsahu ethanolu v produktu. Obsah ethanolu
Vv jadfe je vyS$i, neZ je stanovend norma, proto se musi upravit. Jadro ma obsah
60 — 80 obj. % ethanolu, fedi se vodou zhruba na 50 obj. %, coz zvysi chut’ ovoce.
Mnozstvi ethanolu je zavislé na obsahu cukru v surovinach. Po destilaci je tfeba upravit
silu alkoholu, zfiltrovat nebo ¢itit palenku. Pfed konzumaci je vhodné palenky nechat

ulezet, aby ziskaly jemngjsi chut’, ***°

2.2.5. VYTEZNOST ETHANOLU

Mnozstvi ziskaného ethanolu z domécich palenek je zavislé predevsSim na
mnozstvi cukru, ktery je obsaZzen v pouzitém ovoci na vyrobu destilatu. V ovoci
vhodném k paleni je nejCastéji obsazen invertni cukr. K ptipravé 60 litra destilatu je
ptiblizné potieba zpracovat 100 kg dané¢ho cukru. Pti kvaseni dochazi k rozkladu cukru
Z ovoce na alkohol a oxid uhli¢ity, ale mimo téchto dvou latek vznikaji i vys$si alkoholy,
aldehyd nebo glycerin. Cast cukru se spotfebovava také pii ptisobeni kvasinek, které ho
pouzivaji ke své vyzivé a ke stavbé novych bun€k. Z téchto divodi nemlzeme
dosdhnout 100% vytéZzku. K dosaZeni co nejveétsi vytéznosti je tieba pii procesu kvaseni
pouZzit co nejkvalitngj$i kvasni¢nou kulturu a pfidavek Zivin a vitamind pro kvasinky.
K ztratdm alkoholu dochézi i pfi nedostatecném pisobeni kvasnic. Mlze se stat, Ze
kvasnice nemohou zkvasit veskery cukr, ktery byl pouzit pfi vyrobé. Nevhodnou nebo
neodbornou manipulaci s destilatem si miiZze zplsobit ztratu alkoholu sdm vyrobce.
Chybu je mozné zptisobit naptiklad v pozdnim piechodu k destilaci, pokud neni kvas

vhodné ulozen. Alkohol se mize vypafovat v Spatné¢ uzavienych nebo utésnénych

10
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nadobach. K dal§im ztratdam dochazi pti uskladnéni vykvasenych biecek ve vysokych
teplotach. Pokud nam pti kvaSeni nastane bakteridlni kvaseni, kromé ztrat alkoholu
zacinaji vznikat naptfiklad organické kyseliny, které ndm ovliviiuji chut’ finalniho
destilatu. Ani samotna destilace se neobejde bez ztrat ziskaného alkoholu. Pokud na
destilaénim zafizeni budou netésnd mista nebo nebude dosazeno dostatecné
kondenzace, naptiklad malym pfivodem chladici vody k chladi¢i. Pokud pouzijeme
nevhodny destilacni pfistroj nebo pokud dojde k neodborné manipulaci s pfistrojem,
nemusi dojit k celkové destilaci a ur€ity podil alkoholu ziistane ve vypalkach. Bude-li
spravné provedena destilace, tak nejvetsi vytézek alkoholu se da predpokladat u tfesni a
Svestek, kdy ze 100 kg ovoce je mozné ziskat 4 az 8 litrii ¢istého alkoholu. Naopak pfti
pouziti bobulovitych plodi jsou vytézky alkoholu pomérné nizké, stejné jako pfii
zpracovani ovocnych vytlackli po Spatné zpracovaném lisovani, kde bylo pouzité

nadbytecné mnozstvi vody.

Po vypaleni domaciho destilatu se upravuje jeho lihovitost pomoci destilované
nebo mekké vody. Takto upraveny destilat je mozné rovnou konzumovat nebo ho mtize
péstitel skladovat v demizonech a sklenénych lahvich. Pokud majitel pocita s tim, ze
bude destilat skladovan delsi dobu, je vyhodné jej skladovat v tmavsich lahvich v tmavé
mistnosti pii nizsich teplotach. Neni vhodné skladovat destilat v plastovych lahvich,
protoze miize dojit k vyluhovani nepatiicnych slozek z plastu, které mohou byt pro
konzumenta zdravotn¢ zdvadné. Po vypaleni destilatu by mély byt lahve, ve kterych je
skladovan destilat alespon deset dni oteviené. Dochazi k odpafeni malého mnozstvi
destilatu, ale také se odpafi nepatii¢né latky, které by v budoucnu zpisobovaly
nepiijemny zdpach lihoviny. Kuzavieni lahvi je vhodné pouzit korkové zatky, které
jsou pfedem povafeny ve vodé, protoze tim se péstitel zbavi plisné v jejich porech.
Pokud jsou dodrZzeny podminky spravného skladovéani lahvi, mize dojit napiiklad
k esterifikaci alkoholti a kyselin. Tyto procesy zpusobuji zlepSeni jakosti domacich

destilatu.

Stanoveni vzniklého obsahu ethanolu v destilatu je mozné pyknometricky a
naslednym porovnanim s alkoholickymi tabulkami. Toto stanoveni je ¢asov€ narocné,
jelikoz se po dobu celého méfeni musi udrzovat konstantni teplota, proto se tato metoda
pouziva pouze V laboratofich. Déle je mozné pouzit ufedné oveéfeny lihomér, ktery se
pouziva Vv palenicich nebo pti domaci vyrob¢ destilatu. Posledni z pouzivanych metod je

pomoci plynové chromatografie, ktera byla pouzita i pti nasem méfeni. ™ *°

11
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2.2.6. ETHANOL A JEHO UCINKY NA ZDRAVI JEDINCE

Ethanol je povazovan za navykovou latku a je mozné ho zaradit i mezi populdrni
drogy dnes$ni doby. Zavislost na ethanolu ma negativni vliv na lidské télo a zdravi
jedinct. Mize dochazet k ovlivnéni ¢innosti srdce, zanétiim zazivacich organi, potenci,
zanétim nervl, rozpadu jater, demenci a mnoha jinym dopadim na lidské zdravi.
Ethanol po poziti pfechazi zazivacim traktem do krve a dale az do mozku. Tento proces
probiha velice rychle a prvnim piiznakem poziti ethanolu je opojeni, které je
doprovazeno zpomalenim reflexii a fei, nejistou chlzi nebo ztratou orientac¢nich
schopnosti. Ethanol se vaze na excita¢ni receptory v mozku, inhibuje je a tak zeslabuje
nervové impulzy. Nejvice ovliviiuje glutamatové receptory, které vazou glutamat a
umoziuji prachod kationtli membranou. Alkohol zpomaluje tuto ¢innost a poté dochazi
ke zpomaleni naSich reflexti a feCové schopnosti. Ethanol se nejprve vstiebava do krve,
az poté nastava jeho rozklad a postupné odbouravani, které probihd pomalu a nezéavisi
na jeho koncentraci v krvi. Rozklad probiha v jatrech diky enzymatickym procestm.
Pfeménu alkoholu na aldehyd katalyzuje enzym alkoholdehydrogenasa (ADH), ktera se
vyskytuje v jatrech a odbourava jak alkohol, ktery je produkovany diky stievni
mikrofléte, tak i1 alkohol, ktery Clovék konzumuje. Vliv alkoholdehydrogenasy se
snizuje pfi sklonu k alkoholismu. Cast ethanolu se vyluduje v nezménéné formé
napiiklad mo¢i nebo potem. Urychleni pfechodu alkoholu do krve umoziuji napiiklad
sycené napoje oxidem uhli¢itym nebo cukr. Naopak tucné pokrmy, voda a mléko tento
proces zpomaluji. Pozivani ethanolu zptisobuje rozsifovani cév, dokonce poziti v malém
mnozstvi ma pozitivni vliv na sekreci zalude¢nich stav a to zplsobuje zvySenou chut’
Kjidlu. Pfi pozivani nadbyteéného mnozstvi alkoholu hrozi vazné poskozeni

. 11,14
zaludku.

2.2.7. METHANOL A JEHO UCINKY NA ZDRAVI JEDINCE

Methanol se vyrabi katalytickou tlakovou syntézou ze syntézniho plynu, tedy
smési vodiku s oxidem uhelnatym nebo dusikem. Pouzivd se jako rozpoustédlo,
k vyrobé formaldehydu, methylaminu a jinych sloucenin. Je velice dobie rozpustny ve
vodé a je vysoce t€kavy. V malém mnoZstvi je pfitomny v alkoholickych néapojich.
Smrtelnd ddavka methanolu se pohybuje okolo 1ml’kg. U nékterych jedincii se muze
smrtelnd davka pohybovat jiz okolo 30 ml nebo miiZze zplsobit slepotu. Pii poziti
mensiho mnozstvi miize dojit k podrazdéni zaludku a stfevnim potizim. Zptisobuje také

bolesti hlavy, svalovou slabost, jeho poziti mize vést i k bezvédomi. Pti poziti je

12
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nejrychlej$i pomoci vypit 30-40 ml ethanolu a nevyvolavat zvraceni. V nejblizsi

moznou dobu vyhledat 1ékafskou pomoc.*’
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3. PRAKTICKA CAST

Cilem této bakalafské prace bylo zaméfit se na sedm vzorkii domacich destilatt a
diky dvéma plynovym chromatografim s nastavenou odliSnou metodou méfeni
porovnat zjisténé koncentrace methanolu. Na zakladé naméfenych dat pak byla
ovéfovana tenze o mozném snizovani koncentrace methanolu s pfibyvajicim stafim
domaciho destilatu. Déle byla pozornost vénovana analyze vyskytu nékterych vyssich

alkoholll v danych vzorcich domacich destilatt.

3.1. POUZITE CHEMIKALIE
Ethanol, 2-propanol, methanol, tetrahydrofuran, 1-propanol, oktan-1-ol, hexanol,

pentanol, t-butanol nebo isobutanol.

3.2. PLYNOVY CHROMATOGRAF DANI MASTER

Méfeni standardli alkoholli a wvzorkd destilati probihalo na plynovém
chromatografu DANI Master. Pii méteni na plynovém chromatografu byla k nasttiku
pouzita mikrostiikacka Hamilton o celkovém objemu 10 pl, pfiCemz byl davkovan 1 pl
prislusného vzorku. Pii odbéru vzorki bylo dbano na to, aby se v odebraném mnoZstvi
neobjevovaly bublinky vzduchu, které by ruSily stanoveni. Nastiik byl aplikovan do
injektoru. Vzorek prochazel kolonou Zebron ZB — WAXPlus, ktera byla délky 30 m
s pramérem 0, 25 mm a tloustkou nanesené¢ho filmu na povrchu kolony 0,25 pum. Jako

nosny plyn byl pouzit dusik s rychlosti priichodu kolonou 1,5 ml/min.

K detekci analytti byl pouzit plamenové ionizacni detektor, do kterého ustily
plyny: vodik s pratokem 40 ml/min, dusik s pratokem 25 ml/min a vzduch s pritokem
280 ml/min. Maximalni opera¢ni teplota temperované pece se mohla pohybovat
v rozmezi od 5 °C nad laboratorni teplotu do 500 °C, ktera byla ovlivnéna maximalni
moznou teplotou injektoru a detektoru pii méfeni. Teplota injektoru a detektoru, kterad

byla pouzita v dané metodé k méfeni, byla nastavena na 200 °C.°

Bylo méfeno s vyuzitim teplotniho programu. Po nastfiku se pét minut drZela
teplota kolony na 35 °C, nasledoval nartst po 10 °C/min az do 85 °C, poté byl nartst
25 °C/min az do 260 °C.

3.2.1. KoLONA ZB - WAXPLUS
Kolony typu WAXPlus jsou tvofeny polymerem, ktery poskytuje optimalni

podminky méfeni pro vodné roztoky nebo vodné faze nachazejici se v alkoholech. U
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dfive pouzivanych kolon s polyethylenglykolovou fazi, se vyskytovaly problémy, nebot
stacionarni fdze nebyla dostatecn¢ stabilni pifi kontaktu s vodou obsazenou
Vv analyzovanych vzorcich. V soucasnosti pouzivany vnitini povrch kolony zptlisobuje
zvySenou stabilitu pfi opakovanych ndstticich vodné faze. Mimo jiné je kolona vysoce
inertni také wvuci kyselym roztokim, poskytuje dobré rozliSeni u vzorkl
z farmakologického primyslu (analyza aldehydi a esterti), z potravinaiského pramyslu
(stanoveni glykoli)nebo pii konfirmaéni analyze rezidualnich rozpoustédel. Poskytuje
vysokou retenci vuc¢i alkoholim a chlorovanym rozpoustédlim. Idealni teplota pro

pouziti kolony se nachéazi kolem 20 oc.B

3.3. PLYNOVY CHROMATOGRAF CLARUS 500

K méfeni kalibra¢ni kiivky methanolu, 2-propanolu a vzorkia domacich palenek
byl pouzit také plynovy chromatograf CLARUS 500. Nastiik do injektoru probihal
pomoci autosampleru. Vzorek prochazel kolonou DB-624, ktera byla délky 60 m
s prumérem 0,32 mm a tloustkou naneseného filmu na povrchu kolony 1,8 um. Jako

nosny plyn bylo pouzito helium s rychlosti prichodu kolonou 2 ml/min.

K detekci analytti byl pouzit plamenové ionizacni detektor, do kterého ustily
plyny: vodik s rychlosti priichodu 40 ml/min a vzduch s rychlosti prichodu 280 ml/min.
Maximalni operacni teplota temperované pece se mohla pohybovat v rozmezi od 5 °C
nad laboratorni teplotu do 500 °C. Maximalni teplota injektoru a detektoru, kterd mohla
byt pouzita k méfeni, byla 300 °C. Bylo méfeno v teplotnim programu. Po néstiiku se
deset minut métilo pii 40 °C, nasledoval nartst po 5 °C/min az do 80 °C, poté byl

nartst 30 °C/min az do 200 °C.

3.3.1. KoLoNA DB-624

Kolona DB-624 od firmy Agilent je tvoiena polymery, které poskytuji vhodné
prostfedi pro analyzu tékavych organickych sloucenin, farmaceutickych vyrobk,
vonnych piisad a testovani rozpoustédel uréenych pro separaci organickych sloucenin.
Jeji stacionarni faze je tvofena z6 % Kkyanopropylfenylem a z94 %
dimetylpolysiloxanem a je nanesena ve velké tloustce, ktera zplisobuje dobrou retenci
vSech sloucenin. Stacionarni faze mé nizkou krvacivost a tak se vyuziva pro GC/MS
systémy. Teplota kolony se mize pohybovat od -20 °C az do 260 °C. Jeji zvySeny

teplotni limit umoZituje rychlejii ustaleni i analyzy vzorki.™
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3.4. MERENI DOMACICH DESTILATU NA PLYNOVEM CHROMATOGRAFU
CLARUS 500

3.4.1. MERENI KALIBRACNICH KRIVEK

Pfed méfenim samotnych destilatii byla proméfena kalibra¢ni kiivka methanolu
a 2-propanolu. Do 100 ml batiky byl pfipraven zasobni roztok methanolu a 2-propanolu
a vnitini standard. Byly ptipraveny roztoky V1 - V5 o riznych koncentracich do 50 ml
ban¢k podle Tabulky 2. Od kazdého roztoku byly pro ovéfeni piesnosti zméfeny dva

nasttiky po nastaveni teplotniho rezimu. Vzorky byly davkovany pomoci autosampleru.

Tabulka 2: PouZité objemy pro roztoky pouZivané k méfeni.

ZAasobni roztok 94 ml 40% ethanolu
3 ml methanolu

3 ml 2-propanolu

Vnitini standard 3 ml tetrahydrofuranu

97 ml 40% ethanolu

V1 zasobni roztok 25 pl
vnitini standard 0,5 ml

doplnéno 40% ethanolem po rysku

V2 zasobni roztok 50 pl
vnitini standard 0,5 ml

doplInéno 40% ethanolem po rysku

V3 zasobni roztok 0,25 ml
vnitini standard 0,5 ml

dopInéno 40% ethanolem po rysku

V4 zasobni roztok 0,5 ml
vnitini standard 0,5 ml

doplnéno 40% ethanolem po rysku

V5 zasobni roztok 1 ml
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V5

vnitini standard 0,5 ml

dopInéno 40% ethanolem po rysku

Naméiené hodnoty byly dale zpracovavany v programu Excel. Byla sestrojena

kalibra¢ni kiivka pro methanol zavislosti plochy piku A na koncentraci analytu ¢,

znazornéna na Grafu Il.

A/V.s

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

y=0,610x+ 0,003
R2=1

0,5

(p/%o

Graf 1I: Kalibraéni kiivka methanolu zavislosti plochy piku A na koncentraci

analytu ¢.

Poté byla sestrojena kalibracni kiivka pro 2-propanol zavislosti plochy piku A na

koncentraci analytu ¢, znazornéna na Grafu III.
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Graf I11: Kalibraéni kiivka 2-propanolu zavislosti plochy piku A na koncentraci

analytu ¢.

3.4.2. MERENi VZORKU DESTILATU

K méfeni byly pouzity vzorky domacich destilati od soukromého sbératele.

Destilaty byly vybrany rtizného stéii, mista vypalu a rozdilného pouzitého ovoce. Po

odbéru byly destilaty uchovavany ve tmeé a chladu. VSechny tdaje o ptivodu vzorki

jsou popsany v Tabulce 3.

Tabulka 3: Popis pouzitych domacich destilati.

Oznaceni vzorku Druh Stari Oblast
Sliv A Slivovice 2017 Morava
SlivB Slivovice 2015 Morava
SlivC Slivovice 2016 Cejkovice
SlivD Merunkovice 2012 Morava
SlivE Slivovice 2011 Slovensko
Sliv F Ofechovice 2017 Jizni Cechy
SlivG Slivovice 2014 Némecko
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K méfeni si bylo jesté potieba pfipravit banky Se-zasobnim roztokem,
vyplachem, vnitinim standardem a slepym vzorkem. K pfipravé téchto roztokl bylo

tteba si piipravit jesté roztoky 1, 2.

Vyplach:

Vyplach byl ptipraveny do litrové banky, jelikoz se pouzival i pii pfiprave
zbylych roztokl. Byl pouzit ¢isty ethanol. Pomoci odmérného vélce bylo odméteno 600
ml destilované vody a 400 ml ethanolu. Oba objemy byly slity do odmérné banky a cely
obsah byl diikladn€ promichan.

Roztok 1:

Roztok byl ptipraven do 100 ml odmérné banky. Pomoci odmérného vélce bylo
odméteno 60 ml 40% ethanolu. Do odmérné banky k ethanolu byly pfidany 3 ml
methanolu ze zasobni lahve a 3 ml 2-propanolu také ze zasobni lahve. Roztok byl

doplnén po rysku destilovanou vodou a dikladné promichan.
Roztok 2:

Roztok byl ptipraven do 100 ml odmérné banky. Pomoci odmérného valce bylo
odméteno 60 ml 40% ethanolu. Do odmérné banky k ethanolu byly pfidany 3 ml
tetrahydrofuranu. Roztok byl doplnén po rysku 40% ethanolem a diikladn€ promichan.

Vnitini standard:

Roztok byl ptipraven do 100 ml odmérné banky. Pomoci odmérného valce bylo
odméteno 60 ml 40% ethanolu. Do odmérné banky byly dale pfidany 2 ml z roztoku 2.

Roztok v odmérné baiice byl doplnén po rysku 40% ethanolem a dikladné promichan.

Slepy vzorek:

Roztok byl ptipraven do 100 ml odmérné banky. Pomoci odmérného vélce bylo
odméfeno 60 ml 40% ethanolu. Do odmérné bariky byl dale pfidan 1 ml z roztoku 2.

Roztok v odmérné barice byl doplnén po rysku 40% ethanolem.

Z:asobni roztok:

Roztok byl ptipraven do 10 ml odmérné bankky. Pomoci odmérného valce bylo
odméfeno 5 ml roztoku 1. Do odmérné banky bylo nésledné ptfidano 5 ml vnitiniho

standardu a roztok byl dikladn€ promichén.
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Do ptipravenych vialek oznacenych ,,zasobni roztok, vyplach a slepy vzorek*

byl pomoci automatické pipety odebran 1 ml z pfipravenych ptislusnych roztokt. Do

ptipravenych a oznacenych vialek Sliv A — Sliv G byl pomoci automatické pipety

napipetovan 0,5 ml pfislusného destilditu a 0,5 ml z banky oznacené jako wvnitini

standard. VSechny vialky byly dikladné¢ promichdny a ptipraveny do autosampleru

k méteni. Byly méfeny vzdy dva nastiiky pro kazdy vzorek.

Naméiené hodnoty byly pfevedeny do programu Excel a byly sestrojeny grafy,

které jsou znazornény v Pfiloze 1 - 14. Nasledné byly z grafi odecteny plochy piku pro

methanol a 2-propanol, uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Zméiené plochy piku A[V.s] methanolu a 2-propanolu pro vzorky

destilatu, vZdy uvedeny hodnoty pro oba nastiiky vzorku.

Néazev | Plocha Nazev | Plocha Nazev | Plocha Nazev Plocha

vzorku | piku vzorku | piku vzorku | piku vzorku | piku
methanolu methanolu 2propanolu 2propanolu

Sliv 0,9 Sliv 0,5 Sliv 0,002 SlivD2 | 0,002

Al D2 Al

Sliv 0,9 Sliv 1,6 Sliv 0,005 SlivEl |0

A2 El A2

Sliv 1,0 Sliv 1,6 Sliv 0,001 SlivE2 |0

B1 E2 B1

Sliv 1,0 Sliv F1 | 0,004 Sliv 0 SlivFl |0

B2 B2

Sliv 1,8 Sliv F2 | 0,004 Sliv 0,002 SlivF2 |0

C1 C1l

Sliv 1,8 Sliv 0,3 Sliv 0,003 SlivG1 | 0,003

C2 G1 C2

Sliv 0,5 Sliv 0,3 Sliv 0 SlivG2 | 0,02

D1 G2 D1
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3.4.3. VYPOCET KONCENTRACE METHANOLU A 2-PROPANOLU VE VZORCICH
DESTILATU

Pro zjiSténi koncentrace methanolu a 2-propanolu ve vzorcich byla pouzita

metoda kalibra¢ni kiivky. Z grafu kalibra¢ni kfivky pro methanol byla odectena rovnice

primky (bod 1.) Z rovnice piimky byla vyjadiena hodnota x (bod 2.). Za hodnotu y byla

dosazena hodnota plochy piku pro methanol Sliv A, tedy 0,9V.s (bod 3.). Byla

vypoctena hodnota x, tedy koncentrace methanolu ve vzorku destilatu Sliv A (bod 4.).

Bod 1. y =0,610x + 0,003
Bod 2: _ 7=0,003
0,610
Bod 3: - 0,9(;601,(0)03
Bod 4: X = 1,5%o

Stejnym zplisobem bylo postupovano pii vypoctu vSech ostatnich vzorki
destilata i pfi vypoétu koncentrace 2-propanolu ve vzorku. Vypoctené koncentrace
methanolu a 2-propanolu ve vzorcich destilati z kalibra¢ni kiivky, jsou uvedeny

v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Vypoétené koncentrace methanolu a 2-propanolu ve vzorcich destilati.

Nazev | ¢ Nazev | ¢ Nazev | ¢ Nazev | ¢
vzorku methanolu vzorku methanolu vzorku 2propanolu vzorku 2propanolu
Sliv Al Sliv D2 Sliv Al Sliv D2

1,5 0,8 0 0
Sliv A2 Sliv E1 Sliv A2 SlivEl

1,5 2,6 0 0
Sliv B1 Sliv E2 Sliv B1 Sliv E2

1,6 2,6 0 0
Sliv B2 Sliv F1 Sliv B2 Sliv F1

1,6 0 0 0
Sliv C1 Sliv F2 SlivC1 Sliv F2

2,9 0 0 0
Sliv C2 SlivG1 Sliv C2 Sliv Gl

2,9 0,5 0 0
SlivD1 Sliv G2 Sliv D1 Sliv G2

0,8 0,5 0 0,02

Neékteré namétené hodnoty koncentrace pro methanol a 2-propanol byly tak nizké,

ze bylo mozné jejich hodnotu zanedbat. Tyto nizké koncentrace jsou v tabulce uvedeny

pod nulovou hodnotou.
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3.5. MERENI DOMACICH DESTILATU NA PLYNOVEM CHROMATOGRAFU
DANI MASTER

3.5.1. MERENI KALIBRACNICH KRIVEK

Pfed méfenim kalibracnich kiivek a jednotlivych destilati byly provedeny
zkusebni nastiiky Cistych alkoholii pro naslednou identifikaci jednotlivych pika
v domacich destilatech. Méten byl Cisty 2-propanol, 1-propanol, oktan-1-ol, hexanol,
pentanol, t-butanol a isobutanol. Namétené retenc¢ni Casy jednotlivych alkoholii jsou

uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Reten¢ni ¢asy v minutach pro jednotlivé alkoholy.

Jméno alkoholu Retencni ¢as [min.]
2-propanol 4:82

1-propanol 7:54

oktan-1-ol 13:65

hexanol 12:28

pentanol 11:31

t-butanol 4:16

isobutanol 8:69

Retenc¢ni Casy standardii jsou pocitany od paty plochy pikt. Pii vyhodnocovani
nezndmych ploch pikii v domécich destilatech je zapocitavana odchylka reten¢niho
Casu, kterd se zvySuje s rostouci koncentraci méfeného analytu. Nez se objevil pii
méteni standarda cely pik znazornujici koncentraci daného analytu, ub&hlo delsi ¢asové
rozmezi. Piifazené alkoholy k plocham piki v destilatech jsou tedy brany s malou
odchylkou od reten¢éniho ¢asu paty piku Gistého standardu. Casovy rozptyl u
isobutanolu je zndzornén na Grafu I'V. Pata piku u isobutanolu se nachazela v ¢ase 8:69,
vrchol piku v ¢ase 9:22 a konec piku v ¢ase 9:25. Proto pro sjednoceni vysledkil jsou

vSechny reten¢ni ¢asy uddvany od paty piku.
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Graf IV: Graf zavislosti plochy piku na reten¢nim ¢ase, na kterém je znazornén
¢asovy rozptyl pri tvorbé piku.

Po analyze vzorkii domacich destilati byly pfifazeny hodnoty retencnich Casii
alkoholii k neznamym plocham pikt. Ve vzorku domaciho destilatu Sliv B1 byly
piifazeny k neznamym piktim pravdépodobné alkoholy: methanol, ethanol, 1-propanol,
isobutanol, pentanol a hexanol. Pfifazené alkoholy jsou znazornény na Grafu V. Pro
porovnani byl stejny postup proveden i u vzorku destilatu Sliv E1, kde byly piifazeny
k neznamym pikim pravdépodobné alkoholy:methanol, ethanol, n-propylalkohol,
izobutylalkohol, amylalkohol, octylalkohol. Ptifazené alkoholy jsou znazornény na
Grafu VI. VSechny naméfené grafy se zndzornénymi piifazenymi piky k jednotlivym

alkoholiim se nachazi v Ptiloze 15-28.
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Graf V: Graf nalezenych alkoholii ve vzorku destilatu SlivB1.
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Graf VI: Graf nalezenych alkoholu ve vzorku destilatu Sliv E1.

Pied méfenim samotnych destilatl byla proméfena kalibra¢ni kiivka methanolu
a ethanolu. Byly pfipraveny roztoky K1 - K5 o rtiznych koncentracich. Do vialek byl
vzdy ptipraven roztok o objemu 1 ml podle Tabulky 7. Od kazdého roztoku byly pro

ovéfeni presnosti zméfeny dva nastfiky po nastaveni teplotniho rezimu. Vzorky byly
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davkovany pomoci mikrostiikacky Hamilton. U kalibra¢ni ptimky methanolu byly

zméteny pouze 3 rizné koncentrace pro stanoveni kalibracni piimky.

Tabulka 7: Objemy methanolu, ethanolu a destilované vody potiebné k pripravé

roztokii.

Nazev vialky Ethanol Methanol

K1 30% 300 ul 0,3% 3 ul methanol
ethanol 997 ul voda
700 pl voda

K2 40% 400 pl 0,5% 5 ul methanol
ethanol 995 ul voda
600 pul voda

K3 50% 500 pl 0,7% 7 ul methanol
ethanol 993 ul voda
500 pl voda

K4 60% 600 pl - -
ethanol
400 pl voda

K5 70% 700 pl - -
ethanol
300 pl voda

Naméfené hodnoty byly dale zpracovavany v programu Excel. Byla sestrojena
kalibra¢ni kiivka zavislosti plochy piku A na koncentraci analytu ¢ pro methanol,

zobrazena na Grafu VII.
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Graf VII: Kalibra¢ni kfivka methanolu zavislosti plochy piku A na koncentraci

analytu ¢.

Poté byla sestrojena kalibracni kiivka zavislosti plochy piku A na koncentraci
analytu ¢ pro ethanol, zobrazena na Grafu VIII. Bod pro 70% roztok ethanolu byl

povazovan za odlehly vysledek a do sestrojené kalibra¢ni kiivky nebyl pocitan.

A/mV.s

3900

3400

2900 y=70,39x- 154,4

R?=0,999
2400
1900
25 35 45 55 65

(p/%o

Graf VIII: Kalibraéni kiivka ethanolu zavislosti plochy piku A na koncentraci
analytu ¢.
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3.5.2. MERENI VZORKU DESTILATU

K méfeni byly pouzity vzorky domacich destilati stejné jako u mefeni pomoci
plynového chromatografu DANI Master. Z vialek oznacenych Sliv A — Sliv G byl vzdy
odebran 1 pl destilatu a pomoci mikrostiikacky Hamilton byl davkovan do davkovaci
komory. Od kazdého vzorku byly provedeny dva nastiiky. Naméfené hodnoty byly
prevedeny do programu Excel a byly sestrojeny grafy zobrazené v Ptiloze 15-28 .
Nasledné byly z grafi odecteny plochy piku pro methanol a ethanol, které jsou uvedeny
v Tabulce 8.

Tabulka 8: Zmérené plochy piku A[mV.s] methanolu a ethanolu pro vzorky
destilati, vZdy uvedeny hodnoty pro oba nastiiky vzorku.

Néazev | Plocha Nazev | Plocha Nazev | Plocha Nazev | Plocha
vzorku | piku vzorku | piku vzorku | piku vzorku | piku
methanolu methanolu ethanolu ethanolu

Sliv 15,5 Sliv 6,4 Sliv 3361,1 Sliv 3563,3
Al D2 Al D2

Sliv 15,4 Sliv 26,6 Sliv 3329,2 Sliv 3362,0
A2 El A2 El

Sliv 18,7 Sliv 26,1 Sliv 3560,1 Sliv 3287,5
B1 E2 B1 E2

Sliv 17.8 Sliv - Sliv 3428,9 Sliv 1665,9
B2 F1 B2 F1

Sliv 30,9 Sliv - Sliv 3106,9 Sliv 1674.,6
C1 F2 C1l F2

Sliv 31,9 Sliv - Sliv 3203,8 Sliv 2767,0
C2 G1 C2 Gl

Sliv 55 Sliv 2,2 Sliv 3426,6 Sliv 2654.9
D1 G2 D1 G2

3.5.3. VYPOCET KONCENTRACE METHANOLU A ETHANOLU VE VZORCiCH DESTILATU
Pro zjisténi koncentrace methanolu a ethanolu ve vzorcich byla pouzita metoda

kalibracni kiivky. Z grafu kalibra¢ni kiivky pro methanol byla odectena rovnice piimky
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(bod 1.) Zrovnice ptimky byla vyjadifena hodnota x (bod 2.). Za hodnotu y byla

dosazena hodnota plochy piku pro methanol Sliv A, tedy 15,5mV (bod 3.). Byla

vypoctena hodnota x, tedy koncentrace methanolu ve vzorku destilatu Sliv A (bod 4.).

Bod 1:

Bod 2:

Bod 3:

Bod 4:

y =5,9635x - 7,7648

_ y+7,7648

5,9635

_15,5+7,7648

5,9635

X = 3,9%o

Stejnym zplisobem bylo postupovano pii vypoctu vSech ostatnich vzorki

destilati. Vypoctené koncentrace methanolu a ethanolu ve vzorcich destilata

z kalibra¢ni kfivky, jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9: Vypocétené koncentrace ¢ methanolu [%0] a ethanolu [%] ve vzorcich

destilatu.
Nazev | ¢ Nazev 1) Nazev Q Nazev Q
vzorku | methanolu | vzorku | methanolu | vzorku | ethanolu vzorku | ethanolu
Sliv Al Sliv D2 Sliv Al Sliv D2

3,9 2,4 49,9 52,8
Sliv A2 SlivE1l Sliv A2 Sliv El

3,9 5,8 49,5 50,0
SlivB1 Sliv E2 Sliv B1 Sliv E2

4,4 5,7 52,8 48,9
Sliv B2 Sliv F1 Sliv B2 Sliv F1

4,3 0 50,9 25,9
SlivC1 Sliv F2 Sliv C1 Sliv F2

6,5 0 46,3 26
Sliv C2 Sliv G1 Sliv C2 Sliv G1

6,7 0 47,7 41,5
Sliv D1 Sliv G2 Sliv D1 Sliv G2

2,2 1,7 50,9 39,9

29




3PRAKTICKA CAST

Nékteré namétené hodnoty koncentrace pro methanol a ethanol byly tak nizké, ze

byly pod mezi detekce dané metody a je mozné jejich hodnotu zanedbat. Tyto nizké

koncentrace jsou v tabulce uvedeny pod nulovou hodnotou.

3.6. POROVNANI OBSAHU METHANOLU VE VZORCICH RUZNEHO STARI

Byly vybrany tii vzorky domacich destilati a to: Sliv A, Sliv B a Sliv C. Tyto

vzorky byly vybrany z divodu stejného vybéru ovoce k paleni a stejného zptisobu

skladovani. Jedna se o slivovice rizného stafi. Ve vzorcich byla stanovena koncentrace

methanolu na plynovém chromatografu CLARUS 500 i na plynovém chromatografu

DANI Master. Sledovala se zavislost stafi slivovice na obsahu methanolu ve vzorku.

Naméfené koncentrace byly mezi sebou porovnany. Stanovené hodnoty jsou uvedeny

v Tabulce 10. Piedpokladal se ubytek methanolu s pfibyvajicim stafim destilatu. Tento

ptedpoklad vychazel z faktu, Ze mezi vlastnosti methanolu patii vysoké tékavost.

Tabulka 10: Namérené hodnoty koncentraci [¢] pro vybrané vzorky.

Oznadeni vzorku Oblast Koncentrace Koncentrace
zmeérena na zmérena na
pristroji pristroji DANI
CLARUS 500 Master
Sliv A Morava
1,5 39
Sliv A Morava
1,5 39
SlivB Morava
1,6 4,4
SlivB Morava
1,6 4,3
SlivC Cejkovice
2,9 6,5
SlivC Cejkovice
2,9 6,7
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4. DISKUSE

Plynovou chromatografii s pouzitim plamenové ionizacniho detektoru a
pouzitim plynového chromatografu DANI Master byla potvrzena pomoci standardi
alkoholti ptitomnost jinych latek, nez je jen ethanol a methanol, ve vzorcich domacich
destilati. Ve vzorcich se nachazel také 2-propanol, 1-propanol, oktan-1-ol, hexanol,
pentanol,  t-butanol, isobutanol. Pik nachazejici se v ¢ase 10:51 min nebyl v této praci
identifikovan. Je pravdépodobné, Ze by se mohlo jednat o isoamylalkohol, tedy derivat

pentanolu.

Methanol je vysoce tékavy a jeho hodnota tenze par (pii 20 C) 12,8 kPa je také
vysokd. Ptfedpokladalo se, Ze pifi dlouhodobém skladovani methanolu by mohlo
dochazet k jeho odpatfovani ze smési domaciho destilatu a jeho obsah se tak bude
snizovat. Vzorky byly skladovany v chladu a tmé v lahvi s dostate¢né kvalitnim
uzavérem. Pfi porovndni naméfenych koncentraci u Sliv A, Sliv B a Sliv C nebyl
potvrzen ptedpoklad, Zze obsah methanolu ve vzorcich klesa se zvySujicim se stafim
destilatu. Tyto vzorky byly vybrany zamérné. Jsou vypaleny ze stejné¢ho druhu ovoce a
Vv piiblizn¢ stejné podnebné lokalité. Na jednoznacné potvrzeni nebo vyvraceni této
teoriec by bylo pravdépodobné zapotiebi provést rozsahlejsi studii. Bylo by vhodné
nasttadat alesponl deset vzorkii doméacich destilatti od stejného péstitele rizné¢ho stafi,

aby mohly byt vysledky povazovany za prokazatelné.

Pii porovnavani koncentraci z obou pouzitych metod, tedy z chromatografu
DANI Master i z chromatografu CLARUS 500 byly zjistény rozdily v naméfenych
koncentracich. Koncentrace z chromatografu DANI Master jsou znatelné vyssi nez pti
pouziti druhého chromatografu CLARUS 500. Je mozné, Ze pouzitim vnitiniho
standardu tetrahydrofuranu se snizila citlivost detekce koncentrace jednotlivych analyti.
Ve vzorku domaciho destilatu Sliv F1, Sliv F2, Sliv G1, Sliv G2 nebyly detekovany
pomoci chromatografu DANI Master zadné vyssi alkoholy. Pfi porovnani s grafy
Z plynového chromatografu CLARUS 500 je patrné, Ze se v destilatu nékteré vyssi
alkoholy nachazeji. Nelze fict, kterd metoda je spravna bez dal§iho métfeni nebo bez
srovnani metod pomoci vnéjsiho standardu, ktery by mél zndmé parametry a ovétil by

nam tak spravnost pouzitych metod.

Je také mozné, Ze u vzorkt Sliv F1, Sliv F2, Sliv G1 a Sliv G2 byl pouzit jiny

postup paleni a proto je destilat kvalitn€jsi a neobsahuje vyssi alkoholy.
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U grafi zplynového chromatografu CLARUS 500 dochazi k pozdéjsimu
vyskytu pikii methanolu a ethanolu. Jejich retencni Casy jsou vyssi, nez u pouzité
metody DANI Master. Zde je zfejmy vliv délky kolony, ktera je u ptistroje CLARUS

dvojnasobna a tim padem k pomalejsi eluci analytt z kolony.
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5. ZAVER

Bakalarska prace se zabyvala identifikaci jednotlivych alkoholi ve vzorcich
domacich destilath. Analyza byla provedena u sedmi vzorkii na dvou plynovych
chromatografech s pouzitim dvou metod méfeni. Domaci destilaty byly vybrany
ruzného stafi a jejich slozeni bylo v mnoha ptipadech podobné. Nejprve doslo k méteni
Cistych standardii a poté byly jejich retencni Casy porovnavany s retenénimi casy
neznamych pikli. Nasledn¢ byla porovndna koncentrace methanolu ve vybranych
vzorcich rGzného stafi. Pouzitymi metodami méfeni nebyla prokdzana zavislost stafi
domaciho destilatu na koncentraci methanolu. Ve vétSin€ vzorkd byla zjiSténa
pritomnost vysSich alkoholii na zdkladé porovnani retencnich ¢asti neznamych pikt
s reten¢nimi Casy nameétfenych standardi. Bylo zjisténo, Ze pouzitim dvou metod
méfeni bylo dosdhnuto rozdilnych koncentraci methanolu ve vzorcich domacich
destilatli. Namétené hodnoty retenénich €asii standarda by se daly dale pouzit k dalSimu

vyhodnocovani slozeni destilata.
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6. RESUME

Téma bakalatské prace je zaméfeno na stanoveni obsahu methanolu, ethanolu a
2-propanolu v rizné¢ starych vzorcich domacich destilati pomoci plynové
chromatografie. V teoretické Casti prace je kratka zminka o plynové chromatografii,
moznostech kvantitativni a kvalitativni analyzy, zptisobu detekce, vyrobé domacich
destilatti nebo o tcincich ethanolu a methanolu na lidské zdravi. V praktické ¢asti jsou
popsany specifikace pouzitych plynovych chromatografi a postupy méteni domacich
destilati. Nejprve byly zjiStény pfitomnosti jinych latek ve vzorcich diky porovnani
retenc¢nich cast Cistych alkoholti s nalezenymi piky v destilatu. Cilem prace bylo zjistit
zmény koncentrace methanolu v domdcich destilaitech pii pouziti dvou raznych
plynovych chromatografi s odliSnou metodou méteni. Dale byly porovnany zmény
koncentrace methanolu vruzné¢ starych vzorcich domacich destilatd. Kolisani
koncentraci miize byt zptisobeno tékavosti alkoholti ve vzorcich, zpisobem skladovani

nebo napftiklad staddiem zralosti pouZitého ovoce.

RESUME

The topic of the bachelor thesis is focused on the determination of the content of
methanol, ethanol and 2-propanol in differently old samples of domestic distillates with
the use of gas chromatography. In the theoretical part there is a short mention of gas
chromatography, possibilities of quantitative and qualitative analysis, method of
detection, production of domestic distillates or effects of ethanol and methanol on
human health. The practical part describes the specifications of used gas
chromatographs and procedures for measuring domestic distillates. First, the presence
of other substances in the samples was found by comparing the retention times of pure
alcohols with the peaks found in the distillate. The aim of the study was to determine
the changes in methanol concentration in domestic distillates using two different gas
chromatographs with different measurement methods. Furthermore, the changes in
methanol concentration in differently old samples of domestic distillates were
compared. Fluctuations in concentrations may be due to volatility of alcohols in the
samples, to the method of storage or, for example, to the stage of ripeness of the fruit

used.
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Ptiloha 1: Chromatogram destilatu Sliv A1 z plynového chromatografu CLARUS
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Priloha 2:Chromatogram destilatu Sliv A2 z plynového chromatografu CLARUS
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Ptiloha 3: Chromatogram destilatu Sliv B1 z plynového chromatografu CLARUS
500.
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Ptiloha 4: Chromatogram destilatu Sliv B2 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Pfiloha 5: Chromatogram destilatu Sliv C1 z plynového chromatografu CLARUS
500.
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Ptiloha 6: Chromatogram destilatu C2 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Pfiloha 7:

Chromatogram destilatu D1 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Ptiloha 8: Chromatogram destiliatu D2 z plynového chromatosrafu CLARUS 500.
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Ptiloha 9: Chromatogram destilatu E1 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Priloha 10: Chromatogram destilatu E2 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Ptiloha 11: Chromatogram destilitu F1 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Ptiloha 12: Chromatogram destilitu F2 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Ptiloha 13: Chromatogram destilitu G1 z plynového chromatografu CLARUS 500.
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Ptiloha 14: Chromatogram destilitu G2 z plynového chromatografu CLARUS 500.

VII



PRILOHY

A/mv

50

45

40

35

30

25

20

15

10

ethanol
methanol
\ hexanol  gktan-1-ol
A_f\_J ;—N_;\ 1 I
T T T T T T ]
4 6 8 10 12 14 16

Retencni ¢as/min

Ptiloha 15: Chromatogram destilatu A1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 16: Chromatogram destilatu A2 z plynového chromatografu DANI Master.
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Pfiloha 17: Chromatogram destilatu B1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 18: Chromatogram destilatu B2 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 19: Chromatogram destilatu C1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 20: Chromatogram destilatu C2 z plynového chromatografu DANI Master.



PRILOHY

50 -
AfmvV 45
40 - P ethanol
35 -

30

20 -

15

methanol

1-propanol

A .

0 T T T T T T T ]
o] 2 4 6 8 10 12 14 16

Retenéni &as/min

Ptiloha 21: Chromatogram destilatu D1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Priloha 22: Chromatogram destilatu D2 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 23:

Chrmoatogram destilitu E1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 24: Chromatogram destilatu E2 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 25: Chromatogram destilatu F1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 26: Chromatogram destilatu F2 z plynového chromatografu DANI Master
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Ptiloha 27: Chromatogram destilitu G1 z plynového chromatografu DANI Master.
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Ptiloha 28: Chromatogram destilitu G2 z plynového chromatografu DANI Master.
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Pfiloha 29: Desatero vyroby kvalitnich destilati

Abychom si mohli byt jisti nezdvadnosti vypaleného destilatu, vyplati se nam
dodrzovat zasady desatera vyroby kvalitnich destilatd. V deseti bodech jsou v ném

shrnuty zasady, které vedou k nezdvadnosti vyrobku.

1. , Pouzijes jen zralé, zdravé a cisté ovoce. Necistota, plisenr a hniloba vedou

K chybam kvasu a destilatu.

2. Jadrové ovoce i drobné ovoce dobre rozmélnis a peckové ovoce rozmackas,

jadra a pecky musi ziistat celé.

3. Pouzijes jen cisté, alkoholu odolné, dobre uzaviratelné a pro potraviny

vhodné nadoby s kvasnou zatkou.

4. Budes dbat na cisté kvaSeni, tim Ze budes pridavat do kvasu cisté kultury

kvasinek, enzymy a v pripadé nutnosti i kyselinu.

5. Budes udrzovat kvasnou teplotu 16-20 °C (u Williamsovy caslavky a malin
16-18 °C). Ovoce musi mit pri pripravé rmutu kvasnou teplotu, aby rychle

nabéhlo kvaseni.

6. Kvas budes palit pri doznivajicim kvaseni nebo pri ukonceném kvaseni.
Pokud to neni mozné, je treba kvas vhodné skladovat.

7. Prvni destilaci povedes pozvolna a druhou jesté velmi citlivé. Ukap, prokap
a dokap co nejlépe oddeélis.

8. Prokap budes skladovat v teple a za mirného pristupu vzduchu, aby se

zmirnila a zakulatila hruba a neharmonicka chut.

9. Destilat zredis vodou na odpovidajici koncentraci, pripadné jej budes
filtrovat, jesté chvili skladovat a pak jej nabidnes v odpovidajicim obalu
k prodeji.

10. Budes poctivy a budes prodavat jen takovou palenku, ktera byla vyrobena

v ‘e . Ve g7r 12
za 100 procent ovoce a do niz uz nebylo jinak nic pridano. *
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