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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo charakterizovat vlastnosti ftalati a karbamati, zjistit jejich vyskyt
u vybranych druhii ovocnych destilatii pouzitim analytickych metod HPLC a GC-FID.
V praci je popsana zakladni vyroba destilati, zahrnujici pfipravu surovin, technologické
vybaveni a postupy béhem destilace. Soucasti teoretické ¢asti je 1 popis vlivil téchto latek na
lidské zdravi a okoli. V praxi se na stanoveni téchto latek Casto pouziva metoda GC-MS,
pricemz cilem této prace bylo také provéfeni 1 méné Casto pouzivanych metod, jakymi jsou

GC-FID a HPLC s kombinovanou UV/ VIS a MS detekci.

Klicova slova: ftalaty, ethylkarbamat, destila¢ni zatizeni, plynova chromatografie , HPLC.

ABSTRACT

The goal of the work is to define the properties of phthalates and carbamates, to analyse
their abundance in the select kinds of fruit distillate while applying the HPLC and GC-FID
methods. The work describes the basic distillate production, involving raw materials prepa-
ration, technological equipment and the procedures during distillation. The influence of the
substances on the human health and the environment forms part of the theory. It is neces-
sary to add that the way of the analysis was to a certain extend pioneering since the GC-MS
method is being applied at present, but the goal of this work was using less commonly

methods as GC-FID and HPLC with UV/VIS and MS detection.

Keywords: phthalates, ethyl carbamate, distillation equipment, gas chromatography, High

performance liquid chromatography.
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UvVOD

Ethylkarbamat je pfirozenou toxickou slozkou vyrobki, kde se uplatiuji fermentacni proce-
sy. V ovocnych destilatech, zejména vyrobenych z peckového ovoce, se nachazi ve vyssich
koncentracich, jelikoz jeho hlavnimi prekurzory jsou kyanogenni glykosidy. Opak tvoii fta-
laty, které jsou povazovany za reprodukéné a vyvojove toxickou latku.Tyto latky se v alko-
holickych napojich vyskytuji jako kontaminanty a vlivem neodborné manipulace béhem vy-

robniho procesu.

Cilem této diplomové prace bylo zanalyzovat vyskyt ftalatti a ethylkarbamatu ve vybranych
ovocnych destilatech. Vlastni stanoveni probihalo na HPLC-MS a GC-FID, coz mélo
do urcité miry vyzkouSet nestandardni postup stanoveni. BéZné v praxi se totiz pouziva

metoda GC-MS s vhodné€ zvolenou kolonou.

Je zde obsaZena také charakteristika téchto latek, jejich vliv na lidsky organismus a okoli.
V kapitole pojedndvajici o vyrob¢ destilatu jsou popsany zékladni technologické operace,
nutné k dosaZeni poZadované kvality produktu. Nechybi zde popis metod pouZzivanych

ke stanoveni ftalatt a karbamatu v destilatech.

Prakticka Cast popisuje jednotlivé dil¢i etapy, pribéh a materidlové vybaveni pouzité

u jednotlivych analyz.
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1 CHARAKTERISTIKA FTALATU A KARBAMATU

1.1 Ftalaty

Oznaceni ftalaty je odvozeno od nazvu pro kyselinu ftalovou, kterd patfi mezi vyznamné
kontaminanty zivotniho prosttedi. Jejich znacné rozsifeni do mnoha slozek Zivotniho pro-
stfedi ma pficinu v tom, Ze maji ur¢ité vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti, coz umoznuje
jejich uplatnéni jako zmekcovadla v oblasti vyroby plastickych hmot. Ptikladem miize byt

pieména PVC z tuhého plastu do jeho mékcéené formy [1].

PVC je dialkyl- nebo alkylarylestery 1,2-benzendikarboxylové kyseliny. Konecny produkt
mize obsahovat az 40% zm¢kc¢ovadla, jez neni chemicky vazano a je zde nebezpeci uvolio-

vani do materialu, se kterym je plast v kontaktu [2].

Sortiment vyrobkl obsahujicich ftalaty je velmi pestry — jde naptiklad o potieby pro domac-
nost, gumoveé rukavice, détské hracky, potravinaiské obaly, aZ po specializované vyrobky
pro zdravotnictvi jako jsou vaky pro uchovani krve a krevni plazmy, injekéni stiikacky

apod. [3].

Americky Utad pro ochranu Zivotniho prostiedi (Enviromental Protection Agency) , zahrnul
Sest estertl kyseliny ftalové — dimethylftalat, diethylftalat, dibuthylftalat, benzylbutylftalat,
bis(2-ethylhexyl)ftalat, dioktylftalat jako podstatné kontaminanty Zivotniho prostiedi.
K nejvice rozsitenym ztohoto seznamu patii dibuthylftalat a bis(2-ethylhexyl)ftalat
(DEHP) [4].

Obecna chemicka struktura ftalatu:

R aR'=CHyui; n=4-15

OR
OR

Obrazek 1: Obecna chemicka struktura ftalatii [5]
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1.1.1 Vlastnosti ftalata

Ftalaty jsou estry 1,2-benzendikarboxylové (ftalové) kyseliny. Molekulu tvofi rigidni pla-
narni aromaticky kruh se dvéma flexibilnimi, vétSinou nelinearnimi alifatickymi, ¢asto shod-
nymi fetézci. Jiné obsahuji ve své molekule dvé rtizné alkylové skupiny. Ftalaty byvaji vétsi-
nou cCiré, olejovité, nehoilavé kapaliny, bez jakéhokoliv zapachu, snizkou tenzi par
a s vysokym bodem varu. Jsou zna¢né lipofilni, hlavné¢ ty s delSim postrannim fetézcem.

Snadno se rozpousti v nepolarnich rozpoustédlech jako je benzen, toluen nebo ether [6].

Tabulka 1: Fyzikalne-chemické viastnosti vybranych ftalatu [7]

Ftalat M, Bod varu | Bodtani | Rozp.ve | Tenzepar | pK,,
°C) °O) vodé v mPa
vmg.dm™ | (25°C)
dimethylftalat 194,2 284 2 4000 220 1,53
diethylftalat 2222 294 -41 1080 220 2,35
dibuthylftalat 278.,4 340 -35 11,2 1,87 4,57
benzylbutylftalat 3124 370 -35 2,69 1,15 4,91
bis(2- 390,6 384 -50 0,3 0,86 5,11
ethylhexyl)ftalat
dioktylftalat 390,6 220 -25 0 - -

Z tabulky je ziejmé, Ze s rostouci relativni molekulovou hmotnosti (M, ), stoupd hodnota
rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (pK ,,, ) , jeZ je mirou lipofility slou¢enin. Néasledné
se ze vzrustajici molekulovou hmotnosti projevuje klesajici tenze par. Vyssi ftalaty jsou pii
pokojové teploté minimaln€ tékaveé, pouze u nizSich esterit bylo pozorovano vyznamnéjsi
odparovani. Hlavnim faktorem, ktery urcuje chemické vlastnosti ftalat je esterifikovana

karboxylova skupina.
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1.1.2  Vyskyt ftalati

Ftalaty se do zivotniho prostiedi dostévaji Cinnosti ¢lovéka, hlavné pii vyrob€ materiald,
které je z urCité Casti obsahuji, nasledné jejich pouzivanim a likvidaci. Kontaminovany mo-

hou byt ptida, atmosféra, voda 1 potraviny [3].
Alkoholické napoje

VeEtsi mnozstvi ftalati se objevuje u destilati dovazenych ze zahrani¢i a u produkta,
kde dochazi k nespravnym technologickym postuptm, jako pouziti nevhodného materialu
ke skladovani kvasu nebo nespravné provedena destilace. Z kontrol CZPI plyne, Ze nékteii
zahraniéni vyrobci pouzivaji pii vyrobé lihovin nevhodné materidly a zatizeni, pokryté né-
kterymi druhy natéra nebo vyrobené z urcitych druhti plastii, z nichz se mohou estery kyse-
liny ftalové uvolnit do vyrabéného produktu [8].

Voda

Rozpustnost ftalati ve vodé¢ je relativné nizka a klesa srostouci relativni molekulovou
hmotnosti. Koncentrace ve vod¢é miiZze v§ak snadno piekrocit limity, hlavné v ptipadé bis(2-
ethylhexyl)ftalatu a to diky schopnosti sorbovat se na organické Castice a interagovat
s rozpusténym organickym materidlem jako jsou huminové kyseliny a fulvokyseliny v ptid¢.

Ftalaty se proto ve vodé navazuji pfedev§im na sediment [6].

Kontaminace povrchovych a spodnich vod je zplisobena piimo, zde se jedna hlavné o pevné
odpady nebo odpadni vody, tak 1 nepiimou cestou a to hlavné srazkami z atmosféry. Hladi-
ny kontaminace se lisi podle lokality — v blizkosti pramyslovych center jsou vyssi a jejich

rozmezi se pohybuje od desetin azZ k tisiciim mikrogramil na decimetr krychlovy [6].
Ovzdusi

Koncentrace v ovzdusi je diky nizké tenzi par zanedbatelna. Zvysené hladiny dosahuje pou-
ze vokoli primyslovych zavodi, kde se zpracovavaji samotné ftalaty nebo plasty,
ale také v uzavienych prostorach, kde se vyskytuji vyrobky obsahujici tyto zmékcovadla.
V primyslovych centrech a uzavienych prostorech se hladina ftalati pohybuje kolem desi-
tek miligrami na metr krychlovy. V samotné atmosféfe existuji ve form¢ aerosolu, vazané
na prachové Castice nebo jako pary, zde se jednd o estery snizsi relativni molekulovou

hmotnosti [9].
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Puda

Vétsina ftalatt se do ptidy dostava pii aplikaci zemeéd€lskych ptipravki, primyslovymi od-
pady nebo emisemi. V pid¢ se sorbuji na organickou hmotu a dochazi k akumulaci. Ab-

sorpce v pude se zvySuje s rostouci relativni hmotnosti a s klesajici rozpustnosti ve vode¢.

U vyssich estert nastava v pid¢ tak silnd sorpce, ze nedochazi k jejich naslednému pohybu.
Dojde-li k pravidelnym pfisuntim, napf. na skladkach, mizZe po uplynuti urcité doby nastat
nasyceni vrchnich vrstev pidy a nasledné migraci, coz mize mit za néasledek kontaminaci

spodnich vod.

U dimethylftalatu dochazi k vyluhovéani do spodnich vod a stejné€ jako diethylftalat miize

nasledné z vysuSenych pid Caste¢né vytekat. Jiné ftalaty tento jev nevykazuji.

I kdyz jsou znaéné perzistentni, ¢innosti mikroorganismi podléhaji ¢astecné biodegradaci
[6].

Potraviny

Ke kontaminaci potravin mize dochézet ve vSech fazich vyroby od surovin, ptes nasledné
zpracovani az po kone¢né baleni. Prostup ftalatti z obalového materialu do potraviny je
ovlivnén ptfedev§im: druhem obalového materidlu, samotnou potravinou, teplotou, atd. Po-
traviny s vy$§im obsahem tuku jsou k vyluhu nachylng;si nez tukuprosté. Hladina kontami-
nace se pohybuje od setin miligramli na kilogram az po desitky miligram na kilogram

u tuénych potravin [10].

1.1.3  Legislativni aspekty tykajici se ftalati

Ftalaty, zejména bis(2-ethylhexyl)ftalat vykazuji moZnou karcinogenni a estrogenni aktivitu.
Proto byl vznesen pozadavek omezovat jejich mnoZstvi a minimalizovat s nimi kontakt.
Timto smérem se ubiraji 1 legislativni tpravy v riznych zemich na celém svété. Snazi se sta-

novit maximalni mnozstvi téchto rezidui nebo zpisoby pouziti.

Evropskd legislativa pfyjala maximalni denni mnozstvi bis(2-ethylhexyl)ftalatu
na 0,025 mg/lkg télesné hmotnosti na den; pro dibutylftalat je toto mnozstvi rovno 0,05
mg/1kg t&lesné hmotnosti na den. V Ceské republice byly pfijaty upravy pouzivani ftalati
pti vyrobé PVC, jez ptichazi do styku s potravinami [11].
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Tabulka 2: Maximalni mnoZstvi esterii kyseliny ftalové v potravinarskych vyrobcich [10]

Potravina Ptipustné mnozstvi (mg/kg)
Lihoviny 1,0
MIéko, maso, pivo, vino, pe€ivo, mouka 2,0
Ryby, maslo, tuky, ovoce, pochutiny 4,0

Maximalni mnoZzstvi pfidavanych ftalatti u nemékéen¢ho PVC je do 5%, u nemékceného je
tato mez posunuta na 35%. Podminkou je zde obsah tuku do 5% v potraviné¢ nebo obsah
etanolu do 10%. Toto omezeni se nevztahuje na uzavéry pro vino a likéry. Na vyrobu tésni-
ciho materialu pro hotova jidla, limonadové sirupy, ovocné mosty a pivo do 14% celkového

extraktu, smi byt pouzivan PVC s celkovym obsahem az 35% zmékcovadel [12].

SZPI sleduje systematicky obsah ftalatii v mineralnich vodach od roku 1999. Vysledky ana-
lyz potvrdily pfitomnost téchto latek v mineralnich vodach, ptesto nebyly nadlimitni nalezy
dosud zaznamenany. V roce 2002 bylo odebrano celkem 44 vzorkd mineralnich vod, u 4

vzorki byl zaznamenan pozitivni nlez [13].

Tabulka 3: Zjistény obsah ftalatii v minerdlnich voddch (hodnoty v mg.kg”) [13]

Analyt n | npozit. % n nt+ | % n+ | praimér | median | kvantil | kvantil | min,
pozit. 90% 10% max

Bis(2- 23 3 13.04 0 0 0,1696 n.d. 0,2 n.d. n.d.,
etylhexyl)ftalat 3,5
di-n-butylftalat | 23 4 17,39 0 0 0,0783 n.d. 0,46 n.d. n.d.,
0,7

Ftalaty ( suma) | 44 4 9,09 0 0 0,125 n.d. 0,2 n.d. n.d.,
3,9
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Tabulka 4: Mnozstvi ftalatu v kontrolovanych lihovindch (dle SZPI) [8]

Produkt, vyrobce Mnozstvi ftalatd [ mg/kg]
Bernardyn tuzemsky rum 40%, Seliko Olomouc 1,7
Slivovice, Bala Praha 1,76
T.H.C. bylinny likér 55%, L'or Pradlo u Nepomuku 2,1
Rum tuzemsky 40%, Tritex Svitavy 3,0
Vodka Lvovska 50%, Bros-Handel, Némecko 4,05
J & W whisky 43%, Henning&Grimbeek, JAR 23,3
( nakup na trznici)

1.2 Ethylkarbamat

Ethylkarbamat (uretan) je ethylester karbamové kyseliny a je pfirozenou toxickou slozkou,
kterd se nachazi ve vyrobcich, jez jsou vysledkem fermentacniho procesu. Nizké hladiny je
mozno detekovat v jogurtech, chlebu, aj. Nejvyssi koncentrace se vyskytuji v nékterych

ovocnych destilatech [14].

/\O/U\N

Ha ,
ethylkarbamat

Obrazek 2: Chemicka struktura ethylkarbamatu [15]

Tabulka 5: Fyzikalne-chemické viastnosti ethylkarbamdatu [7]

Molekularni vzorec C3H;NO,

Molarni hmotnost 89.09 g mol !
Hustota 1.056 g/ cm?
Bod tani 49°C,322K, 120°F
Bod varu 185°C, 458 K, 365 °F
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Tabulka 6: Koncentrace ethylkarbamatu v potravinach [11]

Potravina Priimérny obsah v pg/kg
Chléb 1-12
Syry 0-3
citrusové dzusy 0,1-1,9
sojova omacka 7-18
Ocet 1-10

Tabulka 7: Koncentrace ethylkarbamatu ve vybranych alkoholickych napojich

(z evropskych expertiz trhu) [16]

Alkoholicky napoj Priimérny obsah v pg/kg
stolni vino 10-12
Pivo 1
Likéry 14-118
Vodka 0-1
Whisky 32-51
Bourbon 180
Rum 13-27
Brandy ovocné 21-1116
Brandy vinné 39-47
Saké 214
Sherry 62-82
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1.2.1 Hlavni zdroje ethylkarbamatu

Ptedpoklada se, ze prekursorem ethylkarbamatu je diethylkarbonat, kdysi hojné pouzivany

konzervacni prostfedek v napojovém priamyslu.

Ve fermentovanych vyrobcich jsou prekursory ethylkarbamatu karbamylfosfat
a L-karbamlasparagova kyselina, jedna se o meziprodukty katabolismu a biosyntézy pyri-
midinovych nukleosidi a purinovych bazi. Vznika rovnéz reakci mocoviny s etanolem. Ten-
to proces se uplatituje v metabolismu nukleovych kyselin a n¢kterych aminokyselin, napf.
v ornitinovém cyklu s argininem, a tedy je pfitomna jako metabolit ve fermenta¢nich médi-

ich. Tato reakce ma za nasledek vznik ethylkarbamatu v alkoholickych napojich [17].

V alkoholickych napojich vyrobenych z peckového ovoce — merunky, Svestky jsou hlavnimi
prekursory ethylkarbamatu kyanogenni glykosidy, predev§im amygdalin a aprunasin.
V primarni fazi dochazi k oxidaci uvolnéného kyanidu na kyanat, jez reaguje z etanolem za
vzniku ethylkarbamatu. Mechanizmus vzniku produktli reakce kyanida s peroxidy vicinal-
nich a-dikarbonylovych slou¢enin (methylglyoxal, biacetyl nebo 2,3-pentadion) a naslednou

ethanolyzou ma za nésledek vznik ethylkarbamatu [17].

Tabulka 8: Zjistény obsah ethylkarbamdtu v lihovindch (hodnoty v mg.I") [18]

Analyt | N | npozit. | % npozit. | nt | %n+ | primér | median | kvantil | kvantil | min, max

90% 10%

uretan | 70 44 62:86 1 1,43 | 0,1191 0,07 0,307 n.d. n.d., 1,2
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Obrazek 3: Mechanizmus vzniku ethylkarbamatu v alkoholickych napojich [10]

Podstatny vliv na vznik ethylkarbamatu u alkoholickych napoji ma svétlo. U ovocnych
destilatti z peckového ovoce je vznik této slouceniny podminén fotochemickymi reakcemi
pritomnych prekurzorti. Nejvyssi koncentrace uretanu se objevuje u Cirych 1dhvi béhem
dvou dnti. Pisobeni svételn¢ho zateni se v praxi casto neda odstranit, proto se zavadi speci-

alni m&deéné katalyzatory priddvané do zapary nebo zatazeny pied deflegmator.

Pti kvaSeni nelze jako zdroj dusiku pouzivat mocovinu. Také se doporucuje zpracovavat
vypeckované ovoce, ¢ehoz efektem je snizeny obsah kyanogennich glykosidii. Teplota kva-

Seni ma byt v rozmezi 18-25 °C nebo by se méla snizit hodnota pH [19].

Utad pro chemické a veterinarni vySetfovani Baden Wiirtemberg prezentoval snadn a po-
mérné ucinna opatieni, vedouci k odstranéni ethylkarbaméatu v palirndch. Obsah této Skodli-
viny lze snizit vhodnym destilaénim zafizenim a nasledné vyrobnim postupem. Destila¢ni
aparatura s automatickym promyvanim je u¢inn¢j$i nez manualni regulace. Je nutno vénovat
zvySenou pozornost odstraiiovani dokapu, v némz se malo tékavy ethylkarbamat

ve veétsi mife hromadi [20].
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1.2.2 Legislativni ramec tykajici se ethylkarbamatu

Ethylkarbaméat je klasifikovan jako potencidlni karcinogen, maximalni ptipustna davka
(TDI) je 20ng/kg hmotnosti na den, coz odpovida piijmu 520 pg rocné u 70 kg cloveka.
Tuto hodnotu by nékteré skupiny lidi snadno prekrocily (Casti konzumenti alkoholickych

napojt), proto je nutné obsah do jisté miry redukovat. V Ceské republice je povolen maxi-

malni obsah ethylkarbamatu od 0,03 mg/dm’ pro vino do 0,04 mg/dm’ pro ovocné destila-

ty [21].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

2 PROCES VYROBY OVOCNYCH DESTILATU

2.1 Priprava surovin

Spravné piipravena surovina ma zna¢ny vliv na celkovou kvalitu destilatu. Proto je nutno
vénovat ji ndlezitou péci. Kvalitni destilat ziskdme pouze ze stejné kvalitni suroviny. Ovoce
ma byt Cisté, optimaln¢ vyzrdlé, nenahnilé. Vysledkem je destilat optimalni chuti

po surovinach, bez cizich ptichuti a zapacht [22].

2.2 Jednotlivé faze vyroby

Mélnéni, drceni ovoce

Na véEt§i mnozstvi ovoce se pouzivaji u¢inné mlynky. Konkrétni zvoleny typ se odviji
od druhu suroviny a rovnéZ destilacniho kotle, v némz bude nasledné destilace probihat.

Proto se u ptimo vyhtivaného kotle aplikuje jemnéjsi kvas, jez se snaz destiluje.

Nejcastéii pouzivané druhy mlynku:

Struhadlovy mlynek - vzhledem k znacnému vykonu, je vhodny pro vétsi objem zpracova-
né suroviny. Kazdy druh ovoce ma své specifické vlozky, jejichz vysledkem je homogenni

kvas

Strouhak- je dievény valec s kovovymi liStami, které oSkrabuji ovoce

Valcové mlynky - skladaji se z ryhovanych, proti sobé se otacejicich valci. Valce jsou na-
stavitelné, takze je mozno zpracovavat rizné druhy ovoce.

Talifovy drti¢ - pouziva se k pfipravé velmi jemné smési z jadrového nebo bobulového

ovoce. Nebezpeci predstavuje kyanovodik z rozmélnénych pecek [23].

2.3 Kvasné kadé

Ke kvaSeni surovin se d4 pouzit n€kolik typti nddob, musi vSak spliovat zdkladni pozadav-
ky. Dtlezita je hlavné snadna udrzba, velky plnici otvor, ktery pak nasledné usnadnuje Cis-
téni. NejdulezitéjSim faktorem nadale zstava odolnost vii¢i kvasu, tzn. nesmi se projevovat
reakcemi, které by mély za néasledek zménu chuti a viiné. Tyto poZadavky jsou splnény

u nadob vyrobenych z nerezové oceli a umélych hmot.
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Zcela nevhodné jsou nadoby Zelezné, jelikoZ snadno rezivéeji, nedaji se dobie Cistit a dochazi

v nich k reakci organickych kyselin ovoce z kovy, jez nasledné narusuji kvalitu destilatu.

Nejcastéji se jako kvasné nadoby pouzivaji sudy z polyethylenu a polyesterovych pryskyfic,
jez se vystruzuji sklenymi vldkny. Objem sudit byva od 30 do 275 litr. K vyhodam patfi

odolnost, mald hmotnost a snadné plnéni diky velkym uzavértim.

Néekdy se pouzivaji 1 nddoby zhotovené z chromniklové nebo chromvanadiové oceli. Maji
pomérné vysokou zivotnost, lehce se ¢isti, nepropousti vzduch, ale jejich hmotnost je znac-
na. Tyto nddoby, diky nereaktivnimu materidlu, je mozné také pouzivat k uchovani destilati

[24].

2.3.1 Cisténi a desinfekce nadob

Vsechny nadoby se musi pied plnénim peclivé vycistit, popiipadé 1 vydesinfikovat. Nadoby
se umyvaji vodou a roztoky, které ni¢i mikroorganismy. Dulezité je vymyti studenou vodou
spojené s kartd¢ovanim, kdy se odstrani hrubsi necistoty. Po 1-2 hodinach se nadoba musi
vyplachnout studenou vodou, aby se odstranily zbytky dezinfekéniho prosttedku. Nadoby,
které lze neprodySné uzaviit se vysifuji sirnymi pasky. Toto feSeni se pouziva hlavné

u dfevenych suda urcenych k skladovani kvasu [25].

2.3.2 Plnéni nadob

Kvasné nadoby se plni jen asi do 4/5 objemu nadoby, jelikoz béhem kvasnych procest se
obsah v kadich zveda a mize dochdzet k pretékani brecky. Kvasné nadoby je vhodné plnit
jednorazové, dopliiovani nelze doporucit, vhodnéjsi je zejména u malého mnozstvi ovoce po
uplynuti hlavniho kvaSeni obsahy spojit. Po naplnéni se nddoby dukladné ocisti
od zbytkll brecky a rychle se uzaviou. Kvili tniku oxidu uhli¢itého a zabranéni ptistupu
kysliku se vika opatii kvasnym uzavérem. Konkrétni typ kvasné zatky se voli podle pouzité

nadoby [25].

2.4 KvaSeni zapary

Probihajici etanolové kvaSeni (fermentace) je biologicky proces, pii némz se sacharidy vli-
vem mikroflory, piredevsim kvasinek, rozpadaji a vzniké etanol a oxid uhli¢ity. Hlavnim ci-

lem etanolového kvaSeni u ovocnych destilati neni maximalni produkce etanolu, nybrz
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tvorba senzoricky vyznamnych latek, které tvoii konecny charakter produktu. U péstitel-
ského paleni se nepouziva Cisté kvasné kultury, nybrz ptirozené mikroflory, ktera se nachazi
na povrchu suroviny. Zastoupeni mikroorganismil je znacné Siroké od kvasinek ptes plisné
aZ po bakterie. S rostoucim mnoZzstvim etanolu a oxidu uhli¢itého vytvofeného kvasinkami
dochazi k zastaveni rtistu mnoha mikroorganismti, proto je rychly zacatek kvaSeni velmi

dalezity. Od koncentrace 14-15% etanolu se zastavi i rst kulturnich kvasinek.

Na kvasny proces ma vliv 1 teplota. Optimalni je rozmezi od 17- 21 °C. Teplota nad 40 °C
JiZ ptisobi mnhibi¢né€ a nad 60 °C kvasinky hynou. ZvySen¢ teploty plisobi negativné na celé
spektrum aromatickych latek, typickych pro jednotlivé druhy destilati.

Nasledné pii skladovani je nutno zohlednit druh ovoce. Plati pravidlo, Ze kvasy z mékkého
ovoce se destiluji pozdé€ji nez kvasy ptipravené z jadrového ovoce. Dlouhodobym skladova-
nim se tvofti latky, které negativné ptisobi na jakost kvasu. Pti dlouhodobé&jSim skladovani se

doporucuje uskladnéni v chladu, ptipadné tprava pH [26].

2.5 Fermentace surovin

Alkoholové kvaseni je biochemicky proces typicky pro kvasinky a nékteré druhy bakterii,
pti kterém jsou rostlinné polysacharidy pfeménovany na etanol a oxid uhli€ity za vzniku

tepla a energie.

Glukosa neni vhodnym donorem vodikovych atomt, proto se aktivuje dvojnasobnou fosfo-

rylaci, pfi niz se spottebuji dvé molekuly ATP.

Cely proces startuje prenosem fosfatové skupiny z ATP na glukosu. Z D-glukosy vznika
glukosa-6-fosfat. Tato reakce je katalyzovana hexokinasou. Nasledn¢ dochézi k isomerii,
kde glukosa-6-fosfat konverguje na fruktosa-6-fosfat (tzv. Neubergtiv ester). Pfi druhé fos-
forylaci, ktera je zaroven nejpomalejsi reakci, se fruktosa-6-fosfat transformuje na fruktosa-
1,6-bisfosfat za katalyzy fosfofruktokinasy. DalsSi fazi je Stépeni fruktosa-1,6-bisfosfatu
za vzniku glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu, pfi¢emz tyto dva metabolity
jsou udrzovany ve vzdjemné rovnovaze. Dehydrogenaci glyceraldehyd-3-fosfatu vznikne
1,3-bisfosfoglycerat, z néhoZ se nasledné uvolni fosfat za vzniku ATP a 3-fosfoglyceratu.
V dalsi reakci glykolyzy se 3-fosfoglycerat izomeruje na 2-fosfoglycerat, ktery nasledné
podléha enolizaci na fosfoenolpyruvat za odstépeni vody a katalyzy enzymu enolazy. Fosfo-

enolpyruvat pak odstépi molekuly fosfatu, disledkem toho je vznik pyruvatu. Vlivem anae-
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robnich podminek dojde k pfeméné pyruvatu na acetaldehyd a CO ,, ktery je dale reduko-

van pomoci NADH. Findlnim produktem je etanol [27].

Tabulka 9: Fyzikalné chemické viastnosti etanolu [7]

Molekulovd hmotnost 46,06 g/mol
Mérna hmotnost 789,4 kg/m® (20°C)
Bod varu 78,3°C
Teplota tani —114,4 °C
Vyparné teplo 915,6 kl/kg
Viskozita 1,200 mPa-s (20.0 °C)
Bod vzplanuti 12°C
Dolni vyhievnost 26,63 MJ/kg
Dolni mez zéapalnosti par se vzduchem 3,95%
Horni mez zapalnosti par se vzduchem 13,65%
Kontrakce 50 obj. dilti etanolu+50 ob;j. dili vody= 96,4
obj. dilti smési o lihovitosti 51,87% obj.

2.6 Vedlejsi produkty etanolového kvaSeni

Mezi nejvyznamnéjsi vedlej$i produkty patii nasledujici latky:

Glycerol

Vznikd béhem kvaseni glukosy z 1,3-dihydroxyacetonu, resp. 1,3-dihydroxyacetonfosfatu.
Glycerol je slab¢ jedovatéd kapalina (LDsy= 12,6 g/kg), ktera v mensich davkéach zplsobuje
zaludeCni potize, bolesti hlavy a né¢kdy zvraceni. Ve vysSich koncentracich poskozuje jatra.

Do destilatu se vSak nedostane, jelikoz ma vysoky bod varu.
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Ethanal (acetaldehyd)

Acetaldehyd je bezbarva tékava hotlava kapalina Stiplavého zdpachu. V piirodé se vyskytuje
ve zralém ovoci, kdveé apod. Vyskytuje se jako soucast zralého ovoce a napft. 1 v kavée, kde
je produkovan metabolizmem procesu zrani. V lidském organismu se tvoii pi1 metabolizo-

vani etanolu. Oddéluje se jako soucast lutru.
Metanol

Zdrojem metanolu jsou pektinové latky, kde je vazan jako methylester. Je to bezbarva, al-
koholicky pachnouci kapalina, neomezené¢ misitelna s vodou. Je t€kavy, hoflavy a siln¢ je-

dovaty (oraln€ u potkana LDsy: 5628 mg/kg).

Priboudlina

Tento termin oznaduje skupinu vyssich alkoholii s bodem varu v rozmezi 80-160 °C,
jez se pii vhodném oddestilovani dokapu odd¢li. Je charakteristickd nepiijemnym zapachem

a chuti. Po poziti se rychle vstfebava zaludeCni sliznici a dostava se do krve.
Vonné a aromatické latky

Tyto latky dotvari vysledné senzorické vlastnostech destilatu. Jejich obsah se odviji prede-

v8im od mikroflory kvasu.
Kyanovodik a benzaldehyd

Tyto latky jsou soucasti kvasu ptipraven¢ho z peckového ovoce, vznikajici enzymatickym
Stépenim amygdalinu, ktery je obsazen v jadrech. Jejich mnoZzstvi se odviji od poctu rozdr-

cenych pecek. V palence tvofi charakteristické aroma po hotkych mandlich.
Kyselina octova

Tato latka negativné ovlivituje kvalitu produktu. Jeji obsah roste pfi nevhodné provedeném

kvaSeni [19].

2.7 Destilace

Destilace jako proces oddéleni alkoholického podilu od zbytku kvasu se realizuje v destilac-

nich zafizenich razné konstrukce.
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Podstatnymi ¢astmi jednoduchych destilac¢nich piistroji jsou: destila¢ni kotel (vatrak), klo-
bouk, piestupnik a chladi¢. U téchto jednoduchych pfistrojii je vSak nutna dvojitd destilace,

jejichz produktem je surovy a nasledné jemny destilat.

Nejvhodnéjsim konstrukénim materidlem pro vyrobu destila¢nich zatizeni je méd’ a nerez.
Tyto materialy neovliviiuji kvalitu kvasu ani nésledny destilat a jsou odolné viic¢i kyselindm
a ostatnim latkam, které jsou obsazeny v kvasu. Doporucena kombinace je varak a klobouk
z médi a prestupnik a chladi€ z nerezavéjici oceli. Méd’ se doporucuje zejména pro schop-
nost navazat na sebe sirn¢ slouceniny (hlavné sirovodik). Chladi¢ z nerezavéjici oceli vylouci

tvorbu médenky, ktera zhorsuje prestup tepla a také ovliviiuje kvalitu destilatu.

e

KRS

1 VARAK 7 PREPOUSTECI ARMATURA (KAP( 13 BEZPE CHOSTHI A ODLUCOVACI NADOBA 20 MAZACI PRISTROJ
1 REKTIFIKACHI CAST KOLONY 3 KONTROLNi OBJEMOVE LIHOVE MERIDLO 14 ODLUCOVAC OLEJE 2 UZAVIRACI PRVEK
3 DEFLEGMATOR 9 PROPLACHOVACI ZARIZEN 15 VWVEVA

4 KATALYZATOR 10 HADRZ NA KVAS 16 DOCHLAZOVAC DESTILATU

5 KONDENZATOR 11 PLYNOVY POLOAUTOMATICKY HORAK 18 OVLADACI PANEL

6 EPRUVETA § LHOMEREM 12 HEREZOVA KOTLINA § WNITANTIZOLACH 19 HOSHA KONSTRUKCE

PLOSNY NAKRES TECHNOLOGIE DESTILA KPD

Obrazek 4: Destilacni zarizeni firmy Destila [28]
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2.7.1 Destila¢ni kotle

Slouzi k ohrati zapary, aby doslo k odpateni t€kavych latek z kvasu. Nevhodnéj$im materia-
lem pro vyrobu destila¢nich kotli je méd’ a nerezova ocel, jelikoz maji pfiznivé vlastnosti

tykajici se vedeni tepla, coz vyrazné snizuje naklady na vytapéni.

Jednoplastovy kotel s pfimym ohfevem byl pouzivan hlavné v minulosti. Byl vytapén dre-
vem nebo uhlim. Jeho zna¢nou nevyhodou bylo piipalovani kvasu na sténu nadoby. Snadno
pak dochézelo k priniku téchto latek do destilatu, coz mélo za nasledek zhorSeni kvality
vysledného produktu. Casteéné se tomuto jevu dalo zabranit pomalym ohfevem a stalym

michanim kvasu.

V soucasné dob¢ se pouzivaji dvouplastové kotle, které eliminuji tyto nedostatky. Prostor
mezi plasti byva vyplnén vodni lazni nebo olejem. V prvni fazi se ohfiva médium, jez na-
sledn¢ predava teplo kvasu. Vhodnym médiem je voda, jelikoZ ma relativné nizky bod varu
a proto nedochazi i pti Spatné regulaci k destilaci vyssich alkoholti a také kvas se na stény

prakticky nenapéka. Navic dochazi k pohybu kapaliny, tim i k rovnomérnému prohfati [29].

2.7.2 Klobouk

Destilacni kotel je ukonéen kloboukem. Vzhledem k pomérné velkému povrchu klobouku

a dostatecné tepelné vodivosti materidlu se pary jiz ¢asteéné ochlazuji, dochazi k ¢astecné

kondenzaci vyse vroucich frakci (voda, dokapy). Ty nasledné stékaji zpét do kotle a pary se

Obrazek 5: Destilacni kotel
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2.7.3 Prestupni trubka

Ptrestupnik spojuje klobouk destila¢niho kotle s chladicem. Zde také probiha ¢astecné ochla-

zovani. Voda a ptiboudliny kondenzuji a stékaji zpét do varaku.

2.7.4 Chladici zarizeni

Slouzi ke kondenzovani pary vychazejici z kotle pies klobouk a prestupnik. Dtlezité je, aby
chladi¢ byl dostatecné¢ vykonny. Nejjednodussim typem jsou spirdlové chladie, maji vSak
nedostatecny vykon a problematické Cisténi. Nejpouzivanéjsi a rovnéz nejvykonnéjsi jsou
chladice trubkove, které se chladi protiproudné. V konecné fazi prochazi destilat métidlem

[29].

2.7.5 Destilace

Vlastni destilace mtize probihat jednostupniové a nebo dvoustupniové (destilace kvasu

a nasledna rektifikace).

Jednostupiiova

Tato zatizeni jsou méné ndkladna z hlediska spotteby energie, zastavéného prostoru a také
snizuji ndroky na obsluhu. Jednotlivé ¢asti jsou umistény na spoleéném ramu a kotel je vyta-

pén zpravidla plynem. Tento zplisob doznal rozsiteni hlavné v Némecku a Rakousku [31].
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Obrazek 6: Schéma jednostuprnového destilacniho zarizeni firmy

Pacovské strojirny a.s.[32]

Dvoustupniova destilace

Pti dvoustupnové destilaci se kotel plni do 2/3 objemu obsahu (musi se ponechat misto pro
pénu) a zaéne se topit. Destilace probiha pomalu, jelikoz je tento krok rozhodujicim prvkem
kvality destilatu. Obsah kotle se pravidelné mich, aby se zabranilo piipalovani. Prvni destilat
se jima az do poklesu alkoholu pod 2% obj. Primérna lihovitost je kolem 15-30% obj. Ten-
to prvni surovy destilat- lutr se jima do spolecné nadoby. Jelikoz lutr ma nizky obsah alko-

holu, je nutné provést dalsi destilaci zvanou rektifikace [30].

2.7.6 Rektifikace

Béhem rektifikace se nepouziva michadlo a proces probiha velmi pomalu. Plati, Ze ¢im ma
byt destilat jemnéjsi, tim pomaleji ma rektifikace probihat. Nejéastéji se deli na tii frakce:

ukap, prokap (jadro), dokap. Vsechny frakce ptechazeji pres lihové métidlo.
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Takto ziskame tti zakladni frakce:
- ukap, ktery obsahuje latky tékavéjsi nez etanol (metanol , aromata)
- jadro s obsahem etanolu kolem 50-70%

- dokap tvofi organické kyseliny a ptiboudliny, které maji negativni vliv na produkt

[33]

2.7.7 Redéni destilatu

Destilat z rektifikace neni vhodny k pfimé konzumaci. Jeho buket je neharmonicky, proto je
nutné delsi uskladnéni, které plné€ rozvine celou Skalu chutovych latek. Na pitnou stupniovi-
tost se destilat fedi mékkou vodou, nejlepsi je destilovana, jelikoz zde nedochazi k zakalu

vyloucenych soli.
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3 VLIV FTALATU A KARBAMATU NA LIDSKE ZDRAVI

Velkému rozsifeni ftalati do okolniho prostfedi doslo hlavné diky Sirokému spektru vyuziti
plastickych hmot, kde sehravaji illohu zmékcovadel. Riziko vyplyvajici z ptitomnosti ftalatt
je aktudlni jiz fadu let, k vyznamnéjSimu sledovani téchto latek se pfistoupilo teprve
pii podezieni na mozny karcinogenni u€inek bis(2-ethylhexyl)ftalatu. DalSim meznikem se
stala 90. Iéta, kdy byly prokazany slabé estrogenni aktivity u dibutylftalatu a benzylbutylfta-
latu. Ftalaty se proto fadi do skupiny latek jako jsou PCB, DDT, hexachlorbenzen, aj., jeZ
vykazuji podobnou aktivitu [34].

3.1 Zpisoby a mechanizmy vstiebavani ftalata

Potrava

Do potravin se ftalaty dostavaji jednak pifimo z oballi — napt. obalové vanicky na mlé¢né
vyrobky (Termix), tuky apod., ale také urCité riziko vznikd pii pouziti hadic zPVC

k zavlazovani zeleniny nebo ovoce.

Ke kontaminaci muze dochazet také pii zneCiSténi vstupnich surovin, béhem zpracovani.
Pti sledovani priniku bis(2-ethylhexyl)ftalatu do oleje z obalu, bylo zjisténo, Ze rychlost

kontaminace zna¢n¢ ovliviiuje vzrust teploty a protfepavani obalu béhem piepravy.

Podstatny je rovnéZ vliv média — ¢im vice tuku se v potraviné nachazi, tim se riziko vyluhu
zvétsuje.

Ke kontaminaci mléka muze dochéazet pii hnojeni pastvin odpadnimi kaly z Cisticek odpad-
nich vod. Zvifata takto zneciSténou potravu konzumuji, pfiCemz jejich organismus neni
schopen zvySené mnozstvi ftalatlh metabolizovat a proto dochdzi k jejich ukladani. Pti lakta-

ci, kdy dochéazi k mobilizaci tukd, se také mize znaéné mnoZstvi téchto Skodlivin uvoliiovat

do mléka [10, 34].

Dychaci cesty

Obsah ftalati v PVC je pomérné vysoky — cca 30-51 % a jelikoz zde nejsou pevné vazany,

snadnost uvoliuji do prostiedi a nasledné dochazi k vdechovani a prenosu do krve [35].
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Sliznice

Ptimym stykem s sliznici dochézi k ptenosu do krve, coZ je vaZznym problémem u urcité
skupiny zdravotnickych a lékaiskych pomicek — mé€kcené hadicky vyuzivané pi1 hemodialy-
ze nebo peritonealni dialyze, intravendzni a transfuzni sety apod. Pacienti byvaji pfi téchto

zékrocich vystavovani vysokym davkam ftalat

Ftalaty patti do skupiny endokrinnich disruptortt (EDCs), coz znamena, ze funguji podobné
jako hormony. Proto miiZze v endokrinnim systému snadno dojit k naruSeni jejich fyziolo-
gické funkce. Jiz relativné nizkd davka béhem téhotenstvi nebo v détstvi plisobi na plod,
respektive na dité¢ zplisobem, ktery se nemusi projevovat okamzité, ale mize mit dopad

na dal$i generace napfi. snizenim reprodukce, modifikovanym vyvojem organii apod.

Ftalaty ohrozuji déti 1 dosp€lé tim, Ze naruSuji funkci jater a ledvin, zvySuji moznost vzniku

alergii, ¢i astmatu. Pravé DEHF, je povazovan z reprodukcéné-vyvojového hlediska za jednu

wev

Tyto latky do jisté miry ovliviiuji muzsky reprodukéni systém, indikujici hypospadias, kryp-
torchismus, snizenou produkci testosteronu a snizeni poc¢tu spermii. Studie také poukazuji
na vztah mezi expozici ftalatim a kvalitou lidského spermatu nebo ostatnimi ukazateli re-
produkéniho poSkozeni (Swan akol, 2005). VétSina ztéchto zjiSténi je v souladu

s pozorovanim u zvitat [36].

Vétsina ftalathh v potravinach pochazi z materiali, jez ptrichdzi bezprostfedné do styku

s potravinou, proto je snaha regulovat jejich mnozstvi prave u obald.

Problém pfi stanoveni ftalat v potravinach piedstavuje skutecnost, ze stopy téchto latek se
nachézi rovnéz v chemikaliich, rozpoustédlech a laboratornich pomtckach, jez jsou nezbyt-
né pro rozbor vzorkil. Rozli§it pak analyticky signal ftalati obsazenych ve vzorku
od ftalath pochazejicich z pouzivaného vybaveni je znacné obtiZzné a redlnd nejistota mize

vést k dezinterpretacim.

Nyni v CR plati Vyhlaska ¢.38/2001 Sb., o hygienickych poZadavcich na vyrobky uréené
pro styk s potravinami a pokrmy, jakoZto provadéci vyhlaSka Zakona ¢. 258/2000 Sb.,
o ochran¢ vefeného zdravi. Soucasti vyhlasky je tzv. limit celkové migrace, kdy plasty

a vyrobky z plastll urené pro styk s potravinami nesmi uvolilovat do potravin své vlastni
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slozky v mnozstvi presahujicim 10 mg/dm? povrchové plochy vyrobku nebo 60 mg/kg po-
g/Kg p

traviny pro nadoby, vicka, té€snici vlozky, zatky a jim podobn¢ Casti obald.

Tato vyhlaska obsahuje kromé seznamu povolenych monomert také Specifické migracni
limity (SML) pro jednotlivé latky, nebo prohlaseni, Ze dand latka nesmi byt viibec detekova-
na (ND), pfiemz jeji vyskyt je limitovan mezi detekce, jez je ovéfovana analytickou meto-
dou (LOD). Jsou zde upraveny hodnoty pro kyselinu isoftalovou (SML= 5mg/kg), diallyl
ftalat (ND, LOD =0,01mg/kg), ftalovou a tereftalovou kyselinu (SML=0,05mg/kg). Seznam
také obsahuje piisady, které je mozno pouzit pii vyrob¢ plastti. Jedna se o0 50%  n-decyl-
n-oktyl ftalat, 25% dioktyl ftalat. Tyto latky se nachézeji v oddilu A provadéci vyhlasky,
kdy smi byt pouzivany pro plastové vyrobky, které ptichazeji do styku s potravinami,

s détskou stravou az po obalovy material [37, 38].

3.2 Karbamaty

Ethylkarbamat je charakterizovan Sirokou biologickou piisobnosti. Ve 40. letech minulého
stoleti byl dokonce pouZzivan jako anestetikum vhodné hlavné pro déti — pilisobi totiz
na CNS jako sedativum s uc¢inky blizkymi barbituratim. Pozdéji se u laboratornich zvitat
zaCaly projevovat karcinogenni Uc¢inky tohoto anestetika. Nové studie prokézaly karcino-
genni a genotoxické u¢inku u vinylkarbamatu a ethyl-N-hydroxykarbamatu, jez jsou inter-
mediaty metabolismu ethylkarbamatu. Od roku 1975 je ethylkarbamat Mezinarodnim cen-

trem pro vyzkum rakoviny (IARC) klasifikovan jako potencidlni lidsky karcinogen [39].

Reakce vzniku ethylkarbamatu (nukleofilni alifaticka substituce) [10]

0

ow + N — -

H.c™ “OoH + N,
: HN" 0™ “cH,

etanol mocovina ethylkarbamat amoniak



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

Tato reakce probihd pii vysSich teplotach, proto napt. whisky, brandy nebo ovocné destilaty

obsahuji vic ethylkarbamatu, jelikoz vznikaji destilaci pti zvySenych teplotach. Ve ving

také dochazi k obdobné reakci, s tim rozdilem, Ze mocovina vzniké jako metabolit argininu

nebo citrulinu ¢innosti kvasinek, pfipadné jinych mikroorganismi.

Soucasné také dochazi k rozkladu ethylkarbamatu na etanol, oxid uhli¢ity, vodu a amoniak

behem 24 hodin. Vétsina se vSak vyluuje v nezménéné formé [40].

Karbamaty se mohou navazovat na bilkoviny. U carbarylu bylo prokazano navazéani mikro-
somalnich frakci na bilkoviny v krysich jatrech. Vyznamna je rovnéz jejich mutagenita, ktera
se nemusi projevovat ihned, ale az po pievedeni na urcit¢ derivaty. Po pfidavku
N-methylkarbamatovych insekticidi do krmiva, doSlo k dvéma projeviim mutagenity. Byl
pozorovan jednak pokles tvorby NAD a také inhibice karboxylestraz subcelularnich mem-

bran [40].

CH—; CH2 —O=C—N H—0OH CH,—
= CH’\ O C ) ] = —_—
3 2 y - T
il 2 i NH, CH=CH—-0 tI'I\ NH,

o o]
vinylkarbamat

l

Cf;f\z'—/CH—O—ﬁ——I\IHZ
epoxyethylkarbamat 0 0

ethyl-N-hydroxykarbamdt ethylkarbamat

Obrazek 7: Schéma aktivace ethylkarbamatu [10]

3.3 Toxicita pro ¢lovéka

Karbamaty — obecné organické latky odvozené od kyseliny karbaminové, se svymi vlast-
nostmi podobaji organofosfatim. Do organismu pronikaji pozitim, vdechovani 1 pokozkou.
Mistné drazdi sliznice 1 kizi. Celkové ucinky zejména insekticidnich karbamati se shoduji
s organofosfaty, ale intoxikace probihd 1 odezniva podstatné rychleji.

Pfi manipulaci s témito latkami je potfeba omezit nadmérné vypafovani, tzn. Nepracovat
pti vysokych teplotach, zabranit vdechovani vyparl a aerosold. Pti préci je obsluha povinna

pouzivat ochranné¢ odévy a pracovni pomicky a po skonceni prace je dukladné odmofit.
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Nebezpeci je zde znacné vysoké, jelikoz tyto ptipravky pronikaji i gumovymi rukavicemi.
K odmotovani a pti likvidacich havarii se pouziva 3-5% roztok hydroxidu sodného

nebo soda, ptficemz se praveé vyuziva hydrolytického tc¢inku téchto chemikalii [41].

3.4 Insekticidni karbamaty pouZivané v CR

Oxamyl LDs, 5 mg/kg
Pirimicarb LDso 150 mg/kg

Tento karbamat uc¢inkuje hloubkové i translaminarné. Pouziva se k hubeni mSic jako doty-
kovy a dychaci jed po dobu 3-7 dni. MSice feSetladkova a chmelova jsou k tomuto piipravku
ptirozené odolné. Vyhodou je, Ze nedochazi k negativnim u¢inkiim na pfirozené neptatelé

mSic, jako jsou slunécka, pestrenky,atd. [42].
Carbofuran LDso 8 mg/kg
Jedna se o insekticid karbamatové fady, ktery byl poprvé registrovany v roce 1969 v USA.

Tento ptipravek je v zeméd€lstvi pouZivan k tlumeni Skiideti na rostlindch v rannych vyvo-
jovych stadiich ristu. Aplikace karbofuranu je velmi rozsahla- od kukuftice, cukrovou fepu,
az po brambory a slunecnici. Granulované piipravky se vpravuji do pudy, takuté slouzi
k postiiku nebo zélivce. Usmrcuje Zravy a savy hmyz jako dotykovy, pozerovy a dychaci
nervovy jed. Plidnim had’atkim brani vniknuti do kofent rostlin. V piadé u€inkuje asi 50

dni. Pro v€ely, ryby, ptaky a zvet nebezpecny [43].
Methiocarb LDso 20 mg/kg Mesurol

Tyto pramyslové vyrabéné karbamaty hubi zravy a savy hmyz, roztoc¢e a mekkyse jako do-
tykovy a pozerovy nervovy jed. Odpuzuji ptaky i drobné hlodavce, ale pro vcely, ryby

a zver jsou nebezpecné [42].
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4 1ZOLACE A PRIPRAVA VZORKU KE STANOVENI

Pti analyze destilatii se vzorky vétSinou aplikuji ptimo, bez jakékoliv pfedchozi upravy. N¢-

kdy se pouziva zahustovani v proudu plynu (dusik) nebo ve vakuové odparce.

P11 stanoveni ftalatti ve vodé€ se pouzivaji sklenéné vzorkovnice se sklenénymi zatkami, pii-
padné vzorkovnice nerezové, které se plni az po hrdlo. Pro eliminaci kontaminace se nepo-
uziva plastové vybaveni (hadicky, nadobky,...). Nelze-li se vyhnout plastovym ¢astem odbg-
rového zafizeni, provadi se proplach minimalné pétinasobkem objemu vzorku. Tento krok je
nutno uvést do protokolu o zkousce. Vzorek se analyzuje co nejdiive po odbéru. Je-li nutna
konzervace, vzorky se ulozi do tmy pfi teploté do 4 °C po dobu maximaln¢ 4 dnli. Vzorky

se stejné jako u destilath analyzuji bez predbézné upravy, pouze se homogenizuji [44].
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5 METODY STANOVENI

5.1 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynovy chromatograf s hmotnostni spektrometrii kombinuje vysoce U¢innou separacni
schopnost plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii pro identifikaci Sirokého
spektra latek v ramci stanovovaného vzorku. Oblast pouziti je velice Sirokd od analyzy
drog, vybusnin, az po stanoveni neznamych vzorkd. Vlastni analyza probiha ve tfech
po sob& navazujicich etapach. Prvnim krokem se prevede analyzovana latka do plynného
skupenstvi, dale dojde k rozdéleni smési v kolon€ na jednotlivé slozky a ndsledné dochazi

k ionizaci plynné faze a rozdé¢leni podle hmotnosti iontil [45].
Instrumentace

GC-MS se sklada ze dvou hlavnich ¢asti: plynového chromatografu a hmotnostniho spekt-

rometru.

Sample
injector
T regulated oven

O =

Mass
spectrometer
Gas: Column: detector
" packed or
He. Na H, open tubular
(capillary)

Obrazek 8: Schema GC-MS [46]

5.1.1 Plynovy chromatograf
Slouzi k déleni smési latek o rozdileném bodu varu a rozdélovacim koeficientu.

Vzorek je davkovan piimo do nosného plynu, kde je nésledné transportovan separacni ko-
lonou. Mobilni fazi je zde plyn. Z diivodu snadného pfenosu, musi byt 1 vzorek pieveden

do plynné faze. Dale prochazi kolonou, v niZ dochazi k separaci jednotlivych slozek. Sloz-
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ky, které opousti kolonu jsou detekovany pomoci detektoru, jez urcuje kvalitativni

a po kalibraci i kvantitativni zastoupeni jednotlivych slozek [45].

Plynovy chromatograf se skladd ztéchto komponent: zasobnik s nosnym plynem, Cistici

zatizeni, davkovaci ventil, kolona, detektor a vyhodnocovaci zatizeni.

Zasobnik s nosnym plynem

Jedna se o tlakovou nadobu obsahujici helium, vodik, dusik, pfipadné argon, jehoz funkce
spociva v prenosu vzorku kolonou. Tento plyn musi byt inertni vii¢i slozkam. Volba nosné-

ho plynu zavisi na zvolené koloné¢ a druhu detektoru.

Cistici zafizeni

SlouZi k ¢isténi nosného plynu a k zachyceni nadmérné vlhkosti. Zbavuje také plyn reaktiv-
niho kysliku, ktery poskozuje staciondrni fazi v koloné [47].

Davkovaci ventil

Slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Néstiik se nejcastéji provadi pomoci
specialni injekéni stiikaCky pres septum. Injektor obsahuje sklenénou vlozku, kterd slouzi
k rychlému odpateni vzorku a nasledné k promichani par s nosnym plynem. Dale je mozno
pouzit dynamicky head — space davkovaci systémy pro adsorpci a desorpci obsahujici
,» probublévaci zatizeni, pomoci n¢hoz jsou tékavé latky uvoliovany z roztoku a vyplavo-
vany do adsorp¢ni kolony. Zadrzené latky se pak desorbuji do mobilni faze rychlym zahii-

vanim adsorp¢ni kolony.

Statické head — space davkovaci systémy, které obsahuji termostatovou komurku. Pro do-
sazeni pfedem stanovené rovnovahy mezi plynnou a kapalnou fzi, je uréené mnozstvi plyn-

né fdze nutno davkovat do plynového chromatografu.
Kolona
Kolony se pouzivaji dvojiho typu - naplitové a kapilarni.

Népliové jsou trubice o priméru 2 az 5 mm a délce 1 aZ 3 m obsahujici sorbent nebo nosi¢
pokryty kapalnou fazi. Zhotovuji se znerezové oceli nebo skla a maji vyssi kapacitu
nez kapilarni kolony. Absorbentovou napli tvofi silikagel, grafitizované saze, ptipadné oxid

hlinity [48].
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Kapilarni kolony se zhotovuji z kiemenného skla a byvaji potazeny polyamidem. Jejich vnéj-
$i primér je do 5 mm a délka 20 az 60 m. Stacionarni faze je zde rozprostfena na vn¢jsich

sténach kapilary.Uginnost je kolem 1000 aZ 3000 teoretickych pater na 1 m.
Detektor

Z kolony je plyn veden do detektoru, ktery nasledné reaguje na ptfitomnost analytu a vysila
signal, ktery je zaznamenavan. Podminkou efektivni funkce detektoru je dostatecna citlivost
s moznosti dosahovat dostatecné nizké detekéni limity pro urcité analyty. DileZita je rovnéz
vysoka selektivita pro stanovované analyty. Nejcastéji pouzivané jsou tepelné-vodivostni

detektory, plamenoionizacni a detektory elektronového zachytu [47].

Plamenové — ioniza¢ni detektor (FID)

Tento detektor ma Siroké uplatnéni od potravinarského primyslu az po primysl pohonnych
hmot.. FID je velmi vhodny pro analyzu uhlovodiki jako je napf. methan, ethan, acetylen,
ale také pro organické latky obsahujici uhlovodikoveé tetézce a pro tékavé organické slou-
ceniny.

Analyt je zde spalovan ve vodiku, dochazi ke vzniku volnych elektronli a iontl. Nabité ¢as-
tice vytvari v nosném plynu méfitelny elektricky proud mezi elektrodami detektoru. Rozdil
signalu mezi Cistym plynem a plynem se slozkami analyzované¢ho vzorku podéavéa informace

o slozeni analyzované latky.

Plamenové — ioniza¢ni detektory jsou velmi citlivé, ale nevyhodou je destrukce vzorku.
Podstatnou roli zde hraje vybér nosného plynu, ktery musi splitovat urc¢ité pozadavky: musi
byt inertni a nesmi se adsorbovat na kolonu. Obvykle se pouziva helium, dusik nebo vodik

[49].
Detektory elektronového zachytu

EDC — Electron Capture Detektor — zdrojem ionizujici energie je zde radioaktivni zafic
*H.Proud elektroni B~ ma znaéné vysokou energii a neni zachycovano elektronegativnimi
atomy slozky. Srazkami molekul dusiku jako nosného plynu se zafenim £ dojde k ionizaci

a dochazi k uvolnovani pomalych elektrond. Tyto elektrony maji schopnost zachytit elek-

tronegativni atomy slozky a nasledné dochézi ke sniZeni ioniza¢niho proudu.
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Tepelné vodivostni detektor

TDC — Thermal Conductivity Detektor — tento detektor je do jisté miry univerzalni. Nosny
plyn zde prochéazi pies vlakno, které je zhaveno stalym elektrickym proudem. Ptitomnost
detekované slozky znéni tepelnou vodivost prosttedi, coz se projevi znénou teploty a elek-
trick¢ého odporu vlakna. Ke stanoveni se obvykle pouZzivaji dvé vlakna — pies jedno proudi
nosny plyn a ptes druhé plyn zkolony. Nasledné dochazi v Wheatstonové mistku

k porovnani jejich elektrickych odport. Piitomnost slozky se projevi jejich rozladénim [47].
Ionizac¢ni detektor

Podstatou téchto zatizeni je vedeni elektiiny v plynech. Zaklad tvofi izolovana nadoba, kte-

rou proudi plyn ptes dvé elektrody, mezi nimizZ je elektrické pole.

5.1.2 Mobilni faze

Utinnost kolony a retenéni ¢as dané slozky je zavisly na pritokové rychlosti nosného plynu.
Plati zde zavislost, Ze retencni Cas je piimo umérny délce kolony a rozliSeni je imérné druhé
odmocning délky kolony. Pratokova rychlost u napliiovych kolon se vyjadiuje v milimetrech
za minutu pii pokojové teploté a atmosférickém tlaku. Pro ndzornost - priitokova rychlost
60 ml/min u kolony s primérem 4 mm je rovna prutokové rychlosti u kolony o praméru 2

mm a rychlosti 15 ml/min.

Mira ucinnosti separacnich kolon se stanovuje veli¢inou zvanou pocet teoretickych
pater n.

n je vyjadfovano z retenniho Casu dané latky a Sitky piku v jeji urcité vysSce. Necastéji se
tato hodnota analyzuje uprostied piku. Pocet teoretickych pater n je ptiblizn€ tmerny délce
kolony L. NejCastéji pouzivanymi nosnymi plyny pro napliové kolony jsou helium

nebo dusik, zatimco pro kapilarni kolony dusik, helium a vodik [50].

5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (zkratka MS z anglického Mass spectrometry) patti do skupiny
analytickych metod zaloZenych na déleni na zékladé poméru mezi hmotnosti a ndbojem

fragmentu. Cely proces je rozdélen do péti po sobé navazujicich krokli — odpatovani vzor-
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ku, ionizace, akcelerace iontti do hmotnostniho analyzatoru, separace iontli na hmotnostnim

filtru, detekce iontu.

Prvnim krokem je ptevedeni analyzované latky na ionty, nasledné dochazi k jejich akcelera-
ci, dale se separuji v analyzatoru, kone¢nou fazi je detekce v detektoru. Tyto procesy probi-

haji v izolovaném prostoru, kde je trvale udrZzovano vakuum.

Informace ziskané touto cestou slouzi k stanoveni molekulové hmotnosti, pfipadné vypovi-
daji o struktufe z fragmentovych iont — kvalitativni hledisko nebo ke stanoveni kvantitativ-
nimu pi1 aplikaci vnéjSich nebo vnitinich standardii na vybrany fragment nebo molekulovy

iont. Detek¢ni limity se pohybuji na hranici mezi fady pikomola az femtomolti [51].

5.3 Kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography)
je jedna z nejCasteji pouzivanych separacnich metod. Tato, vysoce ucinnd, robustni metoda ma
velmi dobrou opakovatelnost. Spole¢nym znakem vSech technik HPLC je pouziti kapalné mobil-
ni faze, GCinnych kolon a vysokotlakych ¢erpadel. Na zaklad¢ toho dochazi k separaci analyti

vlivem distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi.
Metody HPLC miizeme d¢lit na:

-systém kapalina- kapalina (kapalna stacionarni faze, ktera je zakotvena na inertnim nosici)

-systém kapalina- tuha latka (zde patii naptiklad iontoménic, reversni faze, gelova perme-

acni chromatografie, adsorpéni chromatografie) [52]
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Obrazek 9: Schéma kapalinového chromatografu [48]

Vysoké rychlosti a u¢innosti je dosahovano pozitim kolon s ndplnémi o velmi jemné zrnitos-

ti ( 3-15 i m) a také pouziti Cerpadel, jez pracuji s vysokymi tlaky.

Kapalinovy chromatograf je sloZen ze:

- zasobnikli mobilni faze

- sméSovaciho zatizeni

- vysokotlakého Cerpadla

- davkovaciho ventilu

- predkolony

- kolony

- detektoru

- vyhodnocovaciho zatizeni (PC)

Mobilni faze

Mobilni fazi tvoii ve vétSin€ piipadl kapalné organické latky a jejich smési nebo ve spojeni

s vodnymi roztoky pufrii. Slozeni mobilni fize ma vliv na: t¢innost kolony; kapacitni po-

mér; retencni pomer; rozliSeni; dobu analyzy a citlivost.
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Vysokotlaké ¢erpadlo

Kapalina se do kolony Cerpa pisotovymi nebo membranovymi Cerpadly pfi tlaku zpravidla
vy$$im nez 35 MPa. K vyrobé¢ se pouziva nerezova ocel nebo plast, pticemz podminkou je,
7e material nesmi zadnym zptisobem ovliviiovat analyzu. Cerpadla byvaji obvykle dvoj¢inna,
aby se zamezilo vzniku nezadoucich tlakovych rdzt (pulzi). Ztidka se pouziva Cerpadlo
zaloZzeno na principu injekéni stiikacky, nevyhodou tohoto typu je nizky objem

a z toho plynouci ¢asté doplhovani [47].

Davkovaci ventil

Dévkovaci ventily predstavuji davkovaci smycku spojenou s injekéni stiikackou. Pomoci ni

je davka o objemu desitek mikrolitrii aplikovana pfimo do kolony.

Kolony

Jejich u¢innost se odviji od aplikované staciondrni faze, délky, materialu a poc¢tu spojova-
cich Casti. Nejcastéji se pouzivaji kolony sklenéné, ptipadné z nerezové oceli. Délka kolon
se pohybuje od 10 do 25 cm, vnitini pramér 3 az 4,6 mm. Volba kolony zavisi od pouzité

techniky a pozadavkl na analyzu.

Predkolona

Hlavni funkci pfedklony je chrénit vlastni kolonu pfed mechanickymi necistotami a neroz-

pustnymi latkami [52].

Detektor
Detektor slouZzi k detekci a stanoveni jednotlivych slozek.

Pozadavky kladené na detektory jsou: selektivita, nizka citlivost k mobilni fizi a vysoka

citlivost k analytim.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

Nejcastéji pouzivanymi detektory jsou:

Refraktometricky detektor — je zaloZen méfeni indexu lomu analytu a rozpoustédla. Tento
typ detektoru je velmi univerzéalni, ma vSak nizkou citlivost a nutnost udrZzovat konstantni

teplotu béhem stanoveni.

Spektrometricky — pracuje na principu snimani absorpcniho spektra v zavislosti na Case,
vysledkem je dvoj — nebo trojrozmérny zdznam. PouZziva se zejména k posouzeni Cistoty

zaznamenaného piku analyzované latky.

Fluorescenéni — zaloZen na principu fluorescence, jedna se o velice citlivy selektivni detek-

tor [53].

Konduktometricky - tento typ je neselektivni, pomérné jednoduchy, uplatiiuje se pii analy-

zéach vody.
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6 CILPRACE

Cilem této prace bylo charakterizovat vlastnosti ftalati a karbamatii z hlediska obecnych
a fyzikalné-chemickych vlastnosti, vyskytu a rozSifeni. Zjistit jejich vyskyt u vybranych
druhit ovocnych destilatlh pouzitim analytickych metod HPLC a GC-FID. Zohlednit zpiisob
skladovani kvasu a pouziti vhodnych destila¢nich postupii pro zakladni vyrobu destilatt.
Tyto postupy zahrnuji pfipravu surovin, technologické vybaveni a operace béhem destilace.
Soucasti teoretické Casti je 1 popis vlivu téchto latek na lidské zdravi a okoli. V praxi se
na stanoveni téchto latek casto pouziva metoda GC-MS, pricemz cilem této prace bylo také
provétreni 1 méné Casto pouzivanych metod, jakymi jsou GC-FID a HPLC s kombinovanou

UV/ VIS a MS detekei.
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II. PRAKTICKA CAST
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7 METODIKA

7.1 Pouzité pristroje a pomucky

Standardni laboratorni vybaveni

Analytické vahy Adam, AFA 210 LC, Schoeller instruments
Chladni¢ka Whirpool

Digestot Merci s.r.0

Hlinikova folie

Vialky 1,8 ml ( tmava) pro HPLC

Vialky 1,8 ml ( svétla) pro GC- FID

Mikropipety Biohit proline ( objem 0,5-10 g/ , 100 wl , 100-1000 gl )

Specialni zatizeni

Modulovy pfistroj pro HPLC (Dionex) zahrnujici:

Pumpa Ultimate 3000 RS Pump

Davkovaci ventil Ultimate 3000 RS Autosampler
Kolona C8, 5 um, 2,1x 150 mm, Waters, Ireland
Kolona C8, 5 um, 4,6x 150mm, Waters, Ireland
Detektor Ultimate 3000 RS Diode array Detektor
Hmotnostni spektrometr amaZon X, Bruker

PC s vyhodnocovacimi programemy Chromeleon a Hy Star3.2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

46

Obrazek 10: HPLC pristroj Dionex 3000

Ptistroj pro GC- FID

Plynovy chromatograf Gas chromatograf GC- 2010A series, Schimadzu, Japan
Kolona SPB- PUFA SUPELCO, 0,2 um, 0,25mm x 30m

Nosny plyn- dusik

Teplotni program - 40°C/0,75min; 60°C/1min; 150°C/5min; 220°C

PC

- Chemikalie a standardy
Nitril kyseliny octové ( 99,9 %), Lach- Ner s.r.o0, Neratovice, CR

Metanol ( 99,9%), Fisher Scientific, UK
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Dichlormethan ( 99%), Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR

n- hexan ( 99%), Penta Chrudim, CR

siran sodny — bezvody ( 99,8%), Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR
Dibutylftalat ( 99,8%), Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Bis-( 2-ethylhexyl)- ftalat ( 99,7), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Benzyl butyl ftalat (98%), Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Uretan (99%), Sigma Aldrich, St. Louis, USA

7.2 Pouzité vzorky

Analyzované vzorky jsou piivodem ze severovychodni Moravy ( nadmoiska vyska
péstovaného ovoce 352 — 618 m.n.m) byly vypaleny v péstitelské palenici
Ing.Jitiho PospiSila ve Vendryni. Vyjimku tvofi vzorek  &islo 7, zde se jedna o ar-
chivni druh slivovice ( péstitel Jan Spratek , hlinikovy varak, médény chladi¢, dievéna

kvasna nadoba, doba kvaseni cca 4 mésice).

Vzorky:

- Vzorek ¢islo 1, slivovice ro¢nik 2009, péstitel Jan Kantor, doba kvaseni 143 dn,

kvasnd nadoba o objemu 50 litrti ( pro potravinaiské ucely)

- Vzorek ¢islo 2, jablkovice ro¢nik 2008 , péstitel Vladislav Cieslar, doba kvaSeni 119

dnti, kvasna nadoba o objemu 150 litrti ( pro potravinaiské tcely)

- Vzorek cislo 3, slivovice rocnik 2009, péstitel Jan Spratek, doba kvaSeni 121 dng,

kvasna nadoba o objemu 50 litri

- Vzorek cislo 4, slivovice ro¢nik 2009, péstitel Gustav Stefek, doba kvaseni ccal30

dnti, kvasna nadoba o objemu 120 litr

- Vzorek ¢islo 5, hruSkovice 2009, péstitel Josef Kulig, doba kvaSeni 85 dnti, kvasna

nadoba o objemu 50 litra ( pro potravinarské ucely)
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- Vzorek c¢islo 6, hruSkovice 2008, péstitel Josef Kulig, doba kvaSeni 94 dnti, kvasna

nadoba o objemu 50 litra ( pro potravinarské ucely)

- Vzorek Cislo 8, slivovice 2009, péstitel Jan Kantor, doba kvaseni cca 113 dntl, kvas-

na nadoba o objemu 60 lith ( nerezova)

Vsechny vzorky byly piepravovany v sklenénych nddobach o objemu 250 ml, pod vicko
byla pouzita hlinikova folie, ktera méla zamezit mozné kontaminaci z plastového tésnéni
na vi¢ku. Vzorky byly pfechovavany v chladni¢ce (Whirpool) pii teploté do 7 °C, s cilem

zamezeni nadmérného tékani.
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8 ANALYZA JEDNOTLIVYCH VZORKU

8.1 Priprava jednotlivych standardi a vzorki

8.1.1 Priprava standardi ftalati a ethylkarbamatu

Standardy byly navdzeny na analytickych vahach s piesnosti 0,0001 g. Navazka standarda
byla 0,002 g na 2 ml rozpoustédla. Pro HPLC jako rozpoustédlo byl pouzit n-hexan,
pro GC-FID byl jako rozpoustédlo pouzit dichlotmethan. Nasledné bylo odebrano 0,01 ml
roztoku pfislusného rozpusténého standardu a prevedeno do odmérné barnky o objemu 10
ml a doplnéno po rysku pfislusnym rozpoustédlem. Timto bylo dosaZzeno 1000 nasobného

ziedéni. Vyslednd koncentrace ftalata ¢inila 1 pg /ml.

8.1.2 Priprava vzorkua pro HPLC

Vzorky pro metodu HPLC byly pipetovany v objemu 1,5 ml do hnédych vialek o objemu

1,8 ml. Nebyla zde provedend zddna tprava vzorki ani fedéni. Nasttik byl proveden piimo.

8.1.3 Priprava vzorki pro GC-FID

Vzorky pro metodu GC-FID byly pipetovany v mnozstvi 25 ml do dé¢lici nalevky
z teflonovym kohoutem, nasledné bylo ptidano 12,5 ml dichlormethanu. Obsah byl dikladné
protfepan. Spodni faze byla odpusténa do kadinky o objemu 50 ml a pfidan bezvody siran
sodny. Obsah byl dikladné promichan sklenénou ty¢inkou. Vzorek o objemu 9 ml byl pielit
do zkumavky a zahustovan v proudu dusiku na vysledny objem 1,5 ml. Nasledn¢ byl vzorek

pieveden do Ciré vialky o objemu 1,8 ml a analyzovan.

8.2 Optimalizace podminek pro metodu HPLC

Primarni fazi, béhem optimalizace metody pro analyzu jednotlivych ftalati a ethylkarbama-
tu, bylo urCeni vhodnych podminek pro analyzu. Analyza probihala na kolon¢ C8,
1 kdyz v literatufe byla jako vhodnéjsi uvadéna kolona C5. Proto bylo nutné experimentalné

ovefit rizné podminky analyzy a z nich vybrat nejvhodnéjsi.
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8.2.1 Experimentalni analyzy pro volbu optimalniho nastaveni (pro ftalaty)

Typ kolony: C8, 5 um, 4,6x150mm, Waters, Ireland

Tabulka 10: Analyza pro volbu optimalni metody pvi stanoveni ftalatii

SloZeni Pritoky uv Nastiiky Délky jednotli-
mobilnich fazi [ ml/min] [ nm] [ul] vych analyz
(rozmezi) (rozmezi) (rozmez) [min]
(rozmezi)
od 90% ACN 0d 0,2 do 0,6 210, od 10do 15 od3do 15
k 10% metano- 230
lu s 2% vody
265,
po 50% ACN
k 50% metano- 285
lu s 2% vody

8.2.2 [Experimentalni analyzy pro volbu optimalniho nastaveni (pro urethan)

Kolona C8, 5 um, 2,1x 150mm, Waters, Ireland

Tabulka 11: Analyza pro volbu optimalni metody pvi stanoveni urethanu

SloZeni mobil- Pritoky uv Nastiiky Délky jednotli-
nich fazi [ ml/min] [ nm] [ul] vych analyz
(rozmezi) (rozmezi) (rozmez) [min]

(rozmezi)

od 90% ACN 0d 0,2 do 0,3 210, od 10do 15 od7do 15

k 10% metano- 230

lu s 2% vody
265,

po 40% ACN
k 60% metano- 280

lu s 2% vody
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9 VYSLEDKY A KOMENTARE

Zhodnoceni a vybér vhodnych podminek pro analyzu

Pti vybéru podminek pro vlastni stanoveni bylo nutno zohlednit optiméalni slozeni mobilni

faze, pritok, nastiik a délku analyzy. Detekce v UV oblasti byla ponechana na konstantnich

hodnotéch vlnovych délek 210, 230, 265 a 280 nm pro vSechny analyzy.

Tabulka 12: Podminky pro stanoveni ftaldtu

Mobilni faze Pritok uv Nastiik Délka analyzy
(sloZeni) [ ml/min] [ nm] [ul] [min]
50% ACN 0,2 210, 10 15
50% metanol 230,
s 2% vody 265
280
Tabulka 13: Podminky pro stanoveni ethylkarbamatu
Mobilni faze Priitok uv Nastiik Retencni Cas
(sloZeni) [ ml/min] [ nm] [ul] [min]
50% ACN 0,2 210, 10 7
50% metanol 230,
s 2% vody 265
280

Analyza HPLC-MS
Molarni hmotnosti jednotlivych sloucenin:

Butyl benzyl ftalat 312,37 g/mol
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Dibutyl ftalat 278,34 g/mol
Bis(2-ethylhexyl) ftalat 390,56 g/mol
Etylkarbamat 89,09 g/mol

Podminky analyzy HPLC-MS:

Software pro HPLC

Chromeleon 6.8

Chromeleon 6.8 se fadi mezi nejdokonalejsi chromatografické software soucasnosti. Umoz-
fluje vyuzivat dynamické databazové uspotradani chromatografickych dat, klient/server za-
pojeni pristroji do sité, upravovat ovladaci panely pro fizené ptistroje, fidit pomoci jednoho
software vice nez 250 typti chromatografickych piistroji od riznych vyrobcu, tisknout uzi-

vatelsky upravitelné reporty nebo je piimo ukladat pii zachovani vzhledu jako xIs soubory.

HyStar 3.2

HyStar 3.2 je program navrZeny pro upravu a fizeni HPLC analyz a jinych spektrometric-

kych metod jako hmotnostni spektrometrie nebo nuklearni magneticka rezonance.

Nutno uvést, ze se ftalaty v analyzovanych vzorcich vyskytovaly v asociované form¢ se so-
dikem, tudiz vyslednd hmotnost je o cca 23 g/mol vyssi oproti standardni molarni hmotnos-

ti. Jednotlivé chromatogramy jsou uvedeny v ptilohach.

Tabulka 14: Retencni casy jednotlivych standardiit (GC-FID)

Standardy Butyl benzyl | Dibutyl ftalat | Bis(2-ethylhexyl) Etylkarbamat
ftalat
Retencéni Cas 59,647 28,45 45,049 17,76

[min]
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Tabulka 15: Analyzované vzorky (metoda GC-FID)
Vzorek BBF DBF DEHF Etylkarbamat
1. Nedetekovan Nedetekovan Nedetekovan Detekovan
2. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
3. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
4. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
5. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
6. Nedetekovan Nedetekovan Nedetekovan Detekovan
7. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
8. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan

Graf 1: Celkové zastoupeni ftalatii a etylkarbamatu u analyzovanych vzorkt (GC-FID)

Vyskyt ftalatt a karbamatu ( GC-FID)

Urethan

DBE

vyskyt v % analyzovanych vzorki
A
o
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Tabulka 16: Analyza vzorkii (GC-FID)

Analyt n n pozitivni % n pozitivni
BBF 8 0 0
DBF 8 6 75
DEHF 8 0 0
Urethan 8 8 100

Analyzou GC-FID bylo prokazano, ze zastoupeni jednotlivych ftalatii a ethylkarbamatu je
na velmi nizkych urovnich, BBF a DEHF nebyly prakticky detekovéany, coz nasvédcuje,
ze byl spravné zvolen technologicky postup, pocinaje vybérem kvasnych nadob az po pro-
vedeni vlastni destilace. U vzorkli 1 a 7 nebyl prokdzan ani DBF. Nutno dodat, Ze vzorek
¢. 7 kvasil v dfevéné nadobé a byl destilovan v roce 1988. Tyto faktory se mohly podilet

na celkové eliminaci DBF v destilatech.

Analyza HPLC

Tabulka 17: Retencni casy jednotlivych standardii

Standard BBF DBF DEHF ethylkarbamat

Retencni ¢as [min] 3:32 4:31 3:52 3:21
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Tabulka 18: Vysledky analyzy HPLC-UV
Vzorek BBF DBF DEHF Etylkarbamat

1. Nedetekovan Nedetekovan Detekovan Detekovan
2. Nedetekovan Detekovan Detekovan Detekovan
3. Detekovan Nedetekovan Nedetekovan Detekovan
4. Detekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
5. Nedetekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
6. Detekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan
7. Detekovan Nedetekovan Nedetekovan Detekovan
8. Detekovan Detekovan Nedetekovan Detekovan

Graf 2: Celkové zastoupeni ftalatii a etylkarbamatu u analyzovanych vzorkt

(HPLC_UV)
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Tabulka 19: Analyza vzorki (HPLC UV)

Analyt n n pozitivni % n pozitivni
BBF 8 5 62,5
DBF 8 5 62,5

DEHF 8 2 25

Urethan 8 8 100




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

10 ZAVER (SHRNUTI)

Cilem prace bylo zjistit vyskyt ftalati a ethylkarbamatu u ovocnych destilatli. Pro stanoveni
byly pouzity ptistroje GC-FID a HPLC UV/MS. Tyto pfistroje se pro stanoveni téchto latek
v destilatech pouzivaji v mensi mife z ditvodu citlivosti (GC-FID) a nedostupnosti knihoven
MS spekter pro HPLC-MS. Vyuzivé se hlavné¢ metoda GC-MS, pticemz tuto metodu pou-
ziva i SZPI.

Dosazené vysledky je moZzné shrnout nasledovné:

Byl vyvinut a ovéfen postup stanoveni ftalatii a ethylkarbamatu metodou GC-FID, pti¢emz

tato metoda se jevila méné citliva v porovnani s HPLC-UV/MS.

Metodou HPLC-UV/MS bylo detekovano celkoveé vétsi mnozstvi ftalatt (v porovnani
z GC-FID)

Analyzami bylo prokdzano, Ze koncentrace ftalati a ethylkarbamatu ve zkoumanych vzor-
cich jsou na velmi nizkych Grovnich — fadové tisiciny procent (viz ptiloha ¢.XXII). Tyto
nizké hodnoty potvrzuji dodrzeni spravného technologického postupu, zahrnujici pouziti
vhodnych kvasnych nadob (pro potravinarské tcely nebo dievény sud) a rovnéz odborné
provedenou destilaci v péstitelské palenici. U vSech vzorkil byl prokdzan ethylkarbamat, coz
souvisi s tim, ze kvas prochéazel procesem kvaSeni, a proto ho nelze zcela vyloucit. Dllezité
je, aby bylo jeho mnozstvi na co nejnizsi urovni. Proto je doporuceno u kvasii z peckového

ovoce, odstranéni minimaln€ poloviny pecek, ¢imzZ se vyrazné hladina ethylkarbamatu snizi.

Na zékladé€ provedenych analyz je proto mozné vSeobecné doporucit zamétit se na dodrzo-
vani spravného technologického postupu od vybéru suroviny, pies volbu kvasnych nadob,
az po odborn¢ provedenou destilaci. Dale po prostudovani tuzemskych a také zahranicnich
Clanki zabyvajicich se touto problematikou se nedoporucuje konzumace destilath
z podezrelych zdrojl, jakymi jsou trZznice a neovéfeni soukromi dodavatelé, jelikoZz prave

zde vétSinou byvaji az nékolikanasobné prekracovany limity ftalati (viz tabulka 4).

Pti porovnani metod GC-FID a HPLC UV se jevi jako vhodnéjsi metoda HPLC, nebot’
s ni, jako citlivéjsi, bylo detekovalo vice kontaminujicich latek na nizSich koncentracnich

urovnich.
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Graf 3: Srovnani metod HPLC UV a GC-FID
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Chromatogramy vzorki z HPLC-MS

P I: MS spektrum vzorku 1
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P II: MS spektrum vzorku 2
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P III: MS spektrum vzorku 3
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P IV: MS spektrum vzorku 4
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P V: MS spektrum vzorku 5
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P VI: MS spektrum vzorku 6
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P VII: MS spektrum vzorku 7
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P VIII: MS spektrum vzorku 8

Compound Spectra - Ftalat_YzF8 R4 01 _144.d
|“‘E1’“US? 1. M5, Dissect, 01240 Tmin B210)
§

1+

051
4
1
2
1

1+
e T+
4133
i 1
Lty

o ' 0 ‘ W ' " ‘ 3 ‘ 0 T



Chromatogramy vzorki z plynového chromatografu (GC-FID)

P IX: Vzorek ¢&islo 1 GC- FID
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P XI: Vzorek ¢&islo 3 GC- FID
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P XII: Vzorek ¢islo 4 GC- FID
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P XIII: Vzorek ¢islo 5 GC- FID
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P XIV: Vzorek ¢&islo 6 GC- FID
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P XV: Vzorek ¢islo 7 GC- FID
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P XVI: Vzorek ¢&islo 8 GC- FID
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P XVII: Chhromatogram standardu BBF

P XVIII: Chromatogram standardu DBF
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P XIX: Chromatogram standardu DEHP
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P XX: Chromatogram standardu uretanu
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P XXI: Pristrojové parametry pro stanoveni HPLC UV/MS
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General Analysis | Sample I Method I Segments I Dretails I
Group: =
Brou: -
Acquisition Parameter | Yalue | -
Instrument Program Yersion 10329305 Acquisition Parameter | Value |:|
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P XXII: Analyza GC-FID

Analyza GC-FID

Vzorek BBF DBF DEHF Etylkarbamat

[ %] [ %] [ %] [ %]

1. Nedetekovan Nedetekovan Nedetekovan 0,0018

2. Nedetekovan 0,0025 Nedetekovan 0,0161

3. Nedetekovan 0,0015 Nedetekovan 0,009

4, Nedetekovan 0,0014 Nedetekovan 0,0016

5. Nedetekovan 0,0019 Nedetekovan 0,0027

6. Nedetekovan Nedetekovan Nedetekovan 0,0066

7. Nedetekovan 0,0017 Nedetekovan 0,0009




