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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva analyzou ethylkarbamatu ve fermentovanych potravinaiskych
vyrobcich, zejména v destilovanych alkoholickych napojich vyrobenych z peckového ovoce.
Teoreticka Cast je vénovana toxicité, mechanismu vzniku, moznostem sniZeni tvorby
ethylkarbamétu a analytickym metodam vedoucich k jeho stanoveni v redlnych vzorcich.
Experimentalni C¢éast je pak zaméfena na optimalizaci ptredkolonové derivatizace
ethylkarbamatu pomoci ¢inidla 9-xanthydrol a optimalizaci separace piipraveného derivatu
kapalinovou chromatografii v systému s obracenymi fazemi a fluorescencnim detektorem.

Optimalizovana metoda byla rovnéz validovana a nasledné aplikovana na 50 vzork.

KLICOVA SLOVA

Ethylkarbamat, 9-xanthydrol, derivatizace, vysokoucinnd kapalinova chromatografie,

alkoholické napoje

TITLE

Determination of ethyl carbamate in alcoholic beverages using high-performance liquid
chromatography.

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the analysis of ethyl carbamate in fermented food products,
especially in distilled alcoholic beverages made from stone fruits. The theoretical part is
devoted to the toxicity of ethyl carbamate, mechanism of its formation, possibilities of
reducing the formation, and analytical methods leading to its determination in real samples.
The experimental part is focused on the optimization of pre-column derivatization of ethyl
carbamate using the reagent 9-xanthydrol and the optimization of separation of the prepared
derivatives by reversed-phase liquid chromatography coupled with a fluorescence detector.

The optimized method was also validated and subsequently applied to 50 samples.

KEYWORDS

Ethyl carbamate, 9-xanthydrol, derivatization, high-performance liquid chromatography,

alcoholic beverages
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Ethylkarbamat

1.1.1 Charakterizace

Ethylkarbamat (EC; NH.COOC:Hs), znamy také jako ethylester kyseliny karbamové, urethan
¢i ethylurethan (Obrazek 1), byl poprvé objeven jiz v 19. stoleti a je to bezbarva krystalicka
latka s molekulovou hmotnosti 89,09 g/mol, bodem varu 182—184 °C a teplotou tani 48—50
°C. Rozpousti se v polarnich (voda, ethanolu) i nepolarnich rozpoustédlech (chloroform,
ether, glycerol) a ve vodném roztoku ma neutralni pH. Vzhledem ke své toxicité a potencialni
hrozbé pro lidské zdravi byla podrobné studovana jeho tvorba a metabolismus a byly vyvinuty

rizné metody jeho stanoveni [1].

CH,

o/
H,N \

0]

Obrazek 1: Chemicka struktura ethylkarbamatu.

1.1.2 Toxicita

Akutni ordlni toxicita EC je velmi nizkd. Stfedni letalni (smrtelnd) davka (LDspo), kterd
vyjadiuje uhynuti 50 % testovanych jedincti do 24 hodin, se u hlodavci pohybuje piiblizné
kolem 2000 mg/kg télesné hmotnosti, pficemz davky okolo 1000 mg/kg jim jiz zptsobuji
anestezii. Spole¢ny vybor expertii organizaci FAO/WHO pro potravinaiska aditiva (JECFA)
urcil dolni limit referenéni davky (BMDL) na 0,3 mg/kg télesné hmotnosti za den. Tato
hodnota vyjadiuje davku, u které lze pozorovat nepfiznivy ucinek u 10 % exponovanych
jedinct. Akceptovatelny denni piijem (ADI), jez vyjadfuje maximalni ptijimané mnozstvi EC
bez znatelného zdravotniho rizika, byla pak timto vyborem ustanovena na 15 ng/kg télesné

hmotnosti za den.

Nebezpecnost EC tedy neni pfi jednorazové peroralni, transdermalni ¢i intravendzni expozici
priliS vysokd, na rozdil od opakované expozice, kterd zplsobovala u fady Zivo¢isSnych druht

(mysi, potkani, kieCci a opice) mutagenezi ¢i karcinogenitu. Z tohoto diivodu byl EC v roce
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1974 klasifikovan Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) jako mozny lidsky

karcinogen (skupina 2B).

V roce 2007 pak IARC dokonce piefadila EC do skupiny 2A zahrnujici latky, které jsou
pravdépodobnym lidskym karcinogenem (skupina 2A). Studie na hlodavcich odhalily, ze EC
vyvolava nadory v riznych typech tkani bez ohledu na zptisob podani. Nejcastéji dochazi k
peroralni expozici, kterd vede k vzniku lymfomt, leukémie, rakoviny plic, jater, mlécné zlazy,
ktze a zaludku. EC se nachazi v pomérné¢ vysokych koncentracich zejména v alkoholickych
napojich, a proto byly provedeny studie vzajemného ptsobeni EC a ethanolu. Vysledky
naznacuji, ze ethanol dokonce zvysuje karcinogenitu EC, a proto by nadmérna a dlouhodoba
konzumace alkoholickych ndpoju (zejména palenek z peckovin) mohla vést k vy$simu piijmu

EC, a tak ohrozit lidské zdravi [2].

1.1.3 Vyroba a pouZziti

EC lIze vyrobit reakci ethanolu s mocovinou nebo zahtatim dusi¢nanu mocoviny s ethanolem
a dusitanem  sodnym. Dalsi moznd metoda spo¢ivd v  pfidani  ethanolu

k trichloracetylisokyanatu.

EC byl pouzivan jako antineoplastikum pfi 1é€bé mnohocetného myelomu, kdy inhibuje
mitozu, tudiz zpomaluje bunéény rist, a to zejména bunék kostni diené. V minulosti byl
pouzivan i pro dalsi lécebné ucely, napiiklad jako hypnotikum (pozdé&ji nahrazen barbituraty),
anestetikum pro laboratorni zvifata nebo jako spolurozpoustédlo pro ve vodé nerozpustna
analgetika. Uziti nasel ale i pfi vyrobé kosmetiky, pesticidd, insekticida ¢i textilii [3,4].
Veskeré jeho aplikace vSak skoncily poté, co bylo v roce 1943 zjisténo, Ze je karcinogenni.

V soucasné dobé je ethylkarbamat pouzivan pouze pro vyzkumné ucely [5-7].

1.1.4 Metabolismus

Ethylkarbamat se rychle vstiebava ze zazivaciho traktu a kize do krevniho fecisté, kterym
je rovnomérné distribuovan po téle a nasledné rychle eliminovan. Metabolismus EC zahrnuje
tii hlavni cesty: hydrolyzu, N- nebo C-hydroxylaci a oxidaci postranniho fetézce (Obrazek 2).
Tyto reakce jsou katalyzované cytochromem P450 2E1 (CYP2EL) ¢i esterazou. Az 90 % EC
je zt€la odstranéno hydrolyzou katalyzovanou jaterni esterazou, coz vede k tvorbé oxidu
uhli¢itého, amoniaku a ethanolu, ktery je dale pomoci alkoholdehydrogenazy pfeménén na
acetaldehyd a nasledné¢ na oxid uhli¢ity. Oxidaci postranniho fetézce, N-hydroxylaci

a C-hydroxylaci je odbouravano pouze velmi malé mnozstvi EC (5 %). Tyto reakce jsou
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katalyzovany za vzniku vice ¢i méné nebezpecnych meziprodukti. Oxidaci postranniho
fetézce vznikd vinylkarbamat, ktery je dale oxidovan na vinylkarbamat epoxid, jez je dale
metabolizovan konjungaci s glutathionem na oxid uhli¢ity a amoniak. Bylo vSak zjisténo,
ze ptiblizné 0,5 % vinylkarbamat epoxidu se vaze na nukleové kyseliny (DNA, RNA)
a proteiny, a dochazi tak k tvorb¢ aduktt zodpovédnych za karcinogenni Géinek [8]. Z tohoto
diivodu byl vinylkarbamat epoxid oznacen za hlavni metabolit EC vyvolavajici karcinogenezi
a genotoxicitu. Béhem N-hydroxylace je EC pfeménén na N-hydroxyethyl karbamat,
ktery je konjugovan a vylu¢ovan mo¢i. AvSak nepatrné mnozstvi N-hydroxyethyl karbamatu
(0,1 %) je dale metabolizovano esterdzou na hydroxylamin. Ten v8ak vytvaii kyslik a oxid
dusnaty, coz nasledné zpusobuje oxidaci a depurinaci DNA. Posledni metabolickou cestou EC
je C-hydroxylace za vzniku a-hydroxyethyl karbamatu, jez je metabolizovan na amoniak
a oxid uhli¢ity [2, 6].

1.2 Ethylkarbamat v potravinach a napojich

Pro vétSinu lidi jsou hlavnim zdrojem EC zejména destilované alkoholické napoje vyrabéné
Z peckového ¢i jadrového ovoce. V nizsich koncentraci ho pak pfijimame z fermentovanych
potravin, jako jsou mlééné vyrobky, chléb, s6jovd omacka, nebo zjinych alkoholickych

napoji vyrabénych fermentaci (pivo, vino).

1.2.1 Pritomnost ethylkarbamatu v potravinach a napojich

Ackoli neexistuje uzdkonénd jednotna hodnota maximalni moZné koncentrace EC ptitomného
V potravinach a napojich, a to ani v téch rizikovych, tak nékteré zemé& si vydaly vnitrostatni
doporuc¢eni maximalniho mnozstvi EC pfitomného ve vybranych alkoholickych napojich
(Tabulka 1). Prvnim takovym stidtem byla v roce 1985 Kanada, jejiz limity se pohybovaly od
30 pg/l pro vina, az do 400 pg/l pro ovocné péalenky [2]. Ceska republika ji nasledovala
a zvolila stejné limity, kterymi se fidila az do roku 2012 [9]. Tato vyhlaska byla zruSena
anyni neni stanoven zavazny kontrolni limit. V soucasné dob¢ plati vyhldska Evropské
komise z roku 2010 [10], ktera je vSak benevolentnéjsi a u lihovin vyrobenych z peckovin

doporucuje dodrzeni maximalniho limitu 1000 pg/1.

16



NH,0H
Hydroxylamin

— > NO,+0, ——— Depurinace DNA

esteraza
Vylou¢eni mo¢i

OH (0]
)\ | | Ajngace H3C\/OH +CO,+ NH, —— Vyloueni mo&i

/\ . Ethanol

H3C o) NH OH

alkohol dehydrogenaza
N-Hydroxyethyl karbamat hydrolyza esterdzou
CH3
H3C Co,
N-hydroxylace (CYP2EL)

0
|o| Acetaldehyd

/\O/\NH

H3C

Ethylkarbamat oxidace postranniho fetézce
C-hydroxylace (CYP2EL) (CYP2E1)

OH O
)\ )l\ Hzc/\ Ho
H3C O NH2

Vinylkarbamat
a-Hydroxyethyl karbamat
H3C
——O
CO,+ NH, O| :
O
Vinylkarbamat epoxid

Vylougeni moti Vazba na nukleové kyseliny

Gluthationova konjungace

CO,+ NH,

Vylougeni moti Vazba na nukleové Kkyseliny

Obrazek 2: Metabolické cesty ethylkarbamatu.
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Tabulka 1: Maximalni doporu¢ené koncentrace EC v alkoholickych napojich pro vybrané

zemé [2].
Koncentrace [pg/1]
Zeme Vino Fo r"[ifi’kova De'stilo'vané Saké O’vocné
né vino lihoviny palenka
Francie — — 150 — 1000
Némecko — — — — 800
Kanada 30 100 150 200 400
USA 15 60 — — _

JECFA provedla v roce 2005 vyzkum zabyvajici se mnozstvim EC pfitomného v béznych
potravinach a napojich. Analyzované vzorky pfitom byly rozdéleny do nekolika skupin dle
jejich charakteru. Velmi vysoké koncentrace EC (ptes 6000 pg/kg) byly nalezeny ve skupiné
likérti a brandy. Vzorky potravin obecné vykazovaly nizké hodnoty dosahujici obvykle jen
jednotek pg/kg. Vyjimkou byly vzorky s6jovych omacek, kde maximalni hodnota dosahovala
az 84 pg/kg. Tento vyzkum vSak zahrnoval velmi malo vzorkd, a proto bylo stale tfeba
provést rozsahlejsi studii tykajici se obsahu EC v riznych potravinaiskych vyrobcich. Toho si
byl védom 1 Evropsky ufad pro bezpefnost potravin (EFSA), ktery po piefazeni EC do
skupiny 2A vydal vyzvu k piedlozeni bliz§ich udajti o jeho obsahu v potravinach a napojich.
Sedm ¢lenskych statti EU na tuto vyzvu odpovédélo a ptedlozilo vysledky zahrnujici analyzy
za roky 1998 az 2006. EFSA zaroveii obdrzela vysledky i od Utadu pro kontrolu lihovin
vV Ontariu (Kanada) a Kalifornského vinatfského institutu (USA) zahrnujici analyzy ftady
alkoholickych napojui, které byly bud’ piimo vyrabéné v Severni Americe, nebo do ni byly
dovéazené z Clenskych stati EU. Jak se ocCekévalo, zvlasté vysoké koncentrace EC byly
shleddny u lihovin z peckového ovoce. Celkem bylo analyze podrobeno pies 3 000 vzorkl
palenek pochézejicich z miniméaln€ 18 zemi svéta (u nekterych vzorkli nebyl jejich plivod
znam). Nejvice vzorkil (2698) pochdzelo z Némecka, z nichz 90 % obsahovalo EC
s pramérnou koncentraci 863 pg/kg. Ze 477 francouzskych vzorka jich 97 % obsahovalo EC
nad detek¢nim limitem, a to s primérem 1 357 pg/kg. Rakousko poskytlo 197 vzorktl, z nichz
81 % obsahovalo EC s primérnou koncentraci 962 npg/kg. Z 69 italskych vzorka jich
87 % obsahovalo pramérné 250 pg/kg. Co se tyce tuzemskych palenek, tak bylo analyzovano
celkem 83 vzorki. EC byl pfitom nalezen v 76 % a to s primérnou hodnotou 521 pg/kg.
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Mimo palenek bylo testovano i1 nékolik vzorkli rtzné stupnovitych piv pochazejicich
z23 zemi svéta. Tyto vzorky vykazovaly obecné velmi nizké mnozstvi ethylkarbamatu,
kromé jednoho vzorku z Belgie, ktery piekroc¢il 30 pg/kg. Koncentrace EC byla dale
studovana u klasickych i fortifikovanych (dolihovanych) vin. Fortifikovana vina obsahovala
vyrazné vice EC (100—400 ng/kg), nez vina klasicka. Koncentrace u bilého a ¢erveného vina
dosahovala maximalné 30 pg/kg. V rizovém viné pak EC dokonce viibec nebyl detekovan.
Do posledni skupiny lihovin byly zatazeny vzorky pestré skaly alkoholickych napoju, jako je
brandy, gin, rizné likéry, rum, vodka a whisky. Vic jak 10 % téchto vzorkl piekrocilo
100 pg/kg a necelé 1 % dokonce dosdhlo hodnoty 1000 pg/kg. Potravinatské vyrobky mély
prevazné nedetekovatelné hladiny EC. Vyjimkou byly vzorky kvasnicového extraktu (41
ng/kg) a octa (33 pg/kg), a dale vzorky chleba ¢i kysaného zeli, jez trvale vykazovaly nizké,
avSak detekovatelné koncentrace lehce nad 10 pg/kg [2].

1.2.2 Mechanismus vzniku ethylkarbamatu v potravinach a napojich

EC je vzhledem ke své karcinogenité povazovan za kontaminant potravin a napoji. Z tohoto
divodu je tedy tfeba eliminovat jeho vznik v téchto produktech, ¢i jeho koncentraci alespon
cilené snizovat. Abychom toho ale dosahli, je nejprve tieba znat mechanismus jeho vzniku.
Bylo zjisténo, ze nejvétsi vliv na tvorbu EC v potravinafskych vyrobcich ma jejich povaha,
vyrobni proces a prekurzory dostupné v danych surovinach, z nichz mize byt EC produkovan.
Takovymi prekurzory je naptiklad kyselina kyanovodikova, mocovina, citrulin, kyanogenni
glykosidy a dalsi slouceniny odvozené od kyseliny karbamové (karbamoyl slouceniny).
Obecné feCeno, EC muze v potravindch andpojich vznikat jak metabolickou aktivitou
mikroorganismi béhem fermentace, tak i chemickou reakci substrati. Tvorba miize byt navic
urychlena tepelnym zpracovanim, ptitomnosti pfechodnych kovi, podminkami skladovani,

nizkym pH a UV zafenim [11,12].

1.2.2.1 Vznik ethylkarbamatu béhem fermentace

Mnoho prekurzori EC, véetné kyanogennich glykosidii, mo¢oviny, argininu a citrulinu, se
muze prirozené generovat béhem fermentace (Obrazek 3), a tim ovlivnit tvorbu
ethylkarbaméatu. Ptitomnost prekurzori EC vSak zavisi na povaze mikroorganismu pouZzitého

pfi fermentaci.

Nekteré kvasinky a bakterie bézné pouzivané pro fermentaci mohou ménit koncentrace

prekurzorovych sloucenin EC. Typickym prikladem je kvasinka Saccharomyces cerevisiae,
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ktera katabolizuje aminokyselinu arginin na mocovinu, jez nasledné reaguje s ethanolem za
vzniku EC. Pravé touto reakci vznikd EC v potravinarskych vyrobcich nejcastéji. Tato
kvasinka mimo jiné produkuje i dal$i prekurzor EC, karbamoylfosfit. Ten po reakci

s ethanolem op¢t poskytuje EC.

Dalsi pfirozeny zpusob syntézy EC je enzymaticka hydrolyza riznych kyanogennich
glykosidu, jako je napiiklad amygdalin, pfi niz vznika kyanid. Ten se dale oxiduje na kyanat
EC pravé v ovocnych palenkach, jelikoZz jsou obsazeny predevS§im v jadrech peckového

ovoce. Jejich vyznamné mnozstvi v§ak obsahuji i obiloviny, cukrové titina ¢i maniok.

Ethylkarbamat miize byt syntetizovan i1 nékterymi druhy bakterii béhem bakterialni
fermentace. Typickym piikladem je mlééné kvaseni, kdy bakterie mlééného kvaSeni
preménuje jednoduché cukry na kyselinu mléénou, a jablecno-mlécné kvaseni, pii némz
bakterie mlé¢ného kvaSeni pfeménuje kyselinu jablecnou na kyselinu mlécnou.
Jable¢no-mlécné kvaSeni je zvlast¢ dilezité pro vyrobu cerveného vina, ktery je timto
procesem mikrobiologicky stabilizovano, je snizena jeho kyselost a zaroven je zvyraznéno
aroma. Béhem jable¢no-mlééné fermentace bohuzel dochazi i ktvorbé EC. Bakterie
Lactobacillus brevis napiiklad metabolizuji arginin na aminokyselinu citrulin, ktera pak
reaguje s ethanolem za vzniku EC. Tuto reakci katalyzuji tfi enzymy: arginindeiminaza,
ornitintranskarbamyldza a karbamatkinaza. DileZitym parametrem bakteridlni fermentace
je ale slanost produktu, kterd mize vyznamné ovlivnit, jak bakterialni kmeny metabolizuji

prekurzory ethylkarbamatu [12,13].
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Obrazek 3: Prekurzory a mechanismus vzniku EC.
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1.2.2.2 Vznik ethylkarbamatu destilacnim procesem

Destilaty maji Casto vyS$i koncentrace EC nez jiné alkoholické napoje. Jejich
nejvyznamnéjSim prekurzorem je kyanid. Jelikoz je ethanol substratem pii tvorbé EC, muze
mit vyS$$i procento ethanolu v destilovanych lihovinach samo o sobé za nasledek zvySené
koncentrace EC. Je vsak tfeba zaroven posoudit, zda tvorbu EC nepodporuje i samotny
destila¢ni proces. Srovnani vzorkl destilovanych lihovin z riznych lihovara ukazalo, ze typ
destilacniho procesu je zifejm¢ hlavnim zdrojem rozdili v koncentracich EC. Zvlasté vysoké
koncentrace EC byly nalezeny v lihovinach destilovanych s médénym chladicem. Bylo
zjisténo, ze se kovova méd (Cu®) miize pti vysokych teplotach v kyselém prostiedi oxidovat
na Cu'™, a tak dochéazi ke styku médnatych iontil s kone¢nym destilatem, kde katalyzuji jak

tvorbu kyanatu, tak i reakci kyanatu s ethanolem za vzniku EC (rovnice 1) [6].

(1) 2 Cu"+4 CN > 2 Cu(CN);
2 Cu(CN)2 > 2 CUuCN + C2N>
CoN2+ 2 OH  >NCO" + CN" + H,0

NCO™ + CH3CH20OH + H* > CH3CH>OCONH>

1.2.2.3 Vznik ethylkarbamatu z aditiv

Pro zvySeni trvanlivosti ¢i zlepSeni vzhledu a chuti se do potravin a ndpoji piidavaji
potravinafska aditiva. Jednim z aditiv je naptiklad azodikarbonamid (ADA), ktery se pouzival
Vv pekarenském prumyslu pro zlepseni struktury a pevnosti chlebového tésta. 1 kdyz ve
srovnani s jinymi potravinami a napoji chleba neobsahuje vysoké koncentrace EC, tak je kviili
jeho vysoké spotfebé povazovan zajeho potencialni zdroj. ADA byl také pouzivan jako
tzv. nadouvadlo ve vlozkach uzévéri pivnich lahvi. Bylo vSak dokédzano, ze ADA vede
(zejména ve vodné-alkoholickém prostiedi) k tvorbé EC. Doposud vsak nebylo urceno, zda
je EC v chlebu tvofen pfimo z rozkladnych produkta ADA nebo zda ADA vytvati pouze
podminky, které podporuji tvorbu EC z jinych prekurzorovych sloucenin. ADA se predevs§im
rozklada na oxid dusny a uhelnaty spolu s mensim mnozstvim oxidu uhli¢itého a amoniaku.
Suchym rozkladem pii 190 °C se mize také tvofit kyanurova kyselina, kterd je rovnéz
prekurzorem EC. Vznikaji z n¢j i netékavé slozky jako je urazol, coz je dalsi prekurzor EC.
Nicméné pouziti ADA jako potravinaiské ptidatné latky je v Evropské unii zakazano [6, 12,

14, 15].
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Dalsi potravinatfskou pfisadou a zarovenl zndmym prekurzorem je diethylkarbonat, ktery se
ptidava do potravin a napoju jako stabilizator, a zabranuje tak mikrobidlnimu kazeni. Jeho

reakci s amoniakem vznika EC (rovnice 2) [6, 16, 17].

) (CH5CH,0),CO + NH; — CH5CH,0CONH, + CH5CH,OH

1.2.2.4 Vznik ethylkarbamatu skladovanim

Koncentrace EC se mize béhem skladovani vyrazné zvysit, hlavné pokud jsou potravinarské
vyrobky skladovany piti zvySené teploté. Vliv riznych podminek skladovéani na koncentraci
EC ptitomného v nékterych alkoholickych napojich byl zkoumén jiz mnoha autory. V jedné
studii byly vzorky ¢erveného a bilého vina skladovany pti 43 °C po dobu 12 mésict a bylo
zjisténo, ze se mnozstvi EC po této dobé zvysilo az 30x [18]. Wu a kol. dé€lali obdobné
pokusy se vzorky vina ze zZluté ryze. Kdyz byly tyto vzorky uchovévany pfi teploté 37 °C po
dobu 400 dnil, koncentrace vzrostly ze 74 na 509 pg/l, zatimco u vzorki skladovanych pti

4 °C doslo ke zvyseni pouze o 10 pg/l [19].

Vystaveni potravinaiskych vyrobkd svétlu nebo UV zafeni béhem jejich skladovani mize
rovnéz ovlivnit tvorbu EC. Koncentrace EC ve vzorku lihovin vyrobenych z peckovin
vzrostla primérné o 1 300 ug/l po pouhych 4 hodinach pifimého UV zateni [20]. Mirngjsi
narust EC (cca 0 20 %) byl pak zjistén v lihovinach vyrobenych z cukrové titiny, které byly

vystaveny okolnimu svétlu po dobu 6 mésica [21].

Pfi tvorbé EC muze hrat roli také proces zrani (stafeni) lihovin v dievénych sudech. Dievo
totiz obsahuje lignin, ktery podporuje tvorbu EC. Vliv ligninu byl sledovan na modelovém
roztoku destilatu, ke kterému byl pfidavan lignin. Bylo zjisténo, ze koncentrace EC se
s dobou skladovani is mnoZstvim pfidaného ligninu zvySuje. V kontrolnim modelovém
roztoku destilatu bez ptidaného ligninu pfitom vznikalo pouze malé mnozstvi EC [22].
Koncentrace EC v obilnych lihovinach, $vestkové viné a brazilském rumu se mize béhem
zrani v sudech zvysit az o Sestinasobek jejich pocatecni koncentrace [22, 23]. Naptiklad ve
Svestkovém viné€ nezrajicim v sudech byly koncentrace EC primérné 80 pg/l. Pokud vSak toto

vino v dfevénych sudech zralo, koncentrace EC byla primérné 300 ng/l [12, 22].
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1.2.3 Moznosti sniZeni tvorby ethylkarbamatu v alkoholickych napojich

1.2.3.1 Vstupni ingredience

Kontrola kvality surovin je dulezitd pro dosazeni nizké koncentrace EC v potravinatrskych
vyrobcich. Prikladem muze byt pouziti ptilis zralého ovoce pro vyrobu palenek. Piezralé
ovoce totiz obsahuje zvySenou koncentraci argininu, coz nasledné vede k vyssi koncentraci
EC v konecném produktu. Problémem je i tfeba nadmérné hnojeni, které vede k vysSimu
obsahu dusiku v zeméd¢€lskych produktech, coz rovnéz zapticiniuje vyssi koncentrace EC.
Mnozstvi dusiku by proto mélo byt pted fermentaci vzdy kontrolovano, ptfipadné by se méla

zm¢énit strategie hnojeni zemédélské pady [12, 24].

1.2.3.2 Vypeckovani ovoce

wrwe

kyanatanu v peckach. Ve studii v Némecku mély lihoviny z malych lihovari obecné vyssi
koncentrace EC nez ty zvelkych lihovarti. Tento rozdil mize souviset s pouzivanim
spravnych vyrobnich postupti ve vétSich provozech, jako je naptiklad odstranovani pecek
z peckovin pied vlastnim procesem kvaseni [20]. Schehl a kolektiv testovali, do jaké miry je
odstranéni pecek Uc¢inné pro redukci tvorby EC. Vyrobili proto tfesiiové a Svestkové destilaty
ve dvou provedenich: v jedné SarZi byly béhem fermentace pecky pfitomny, v druhé Sarzi
bylo pouzité ovoce pred fermentaci vypeckovano pomoci drticiho a odpeckovaciho stroje,
vnémz je ovoce pasirovano pres sito. Jejich vysledky vsSak nebyly prikazné, jelikoz
koncentrace EC byly (bez ohledu na typ ovoce) v obou $arzich pod limitem kvantifikace.
Dalsi palenku ale vyrobili ze zbylého vylisku obsahujici zejména pecky a malé mnozstvi
duziny. Mnozstvi EC v této palence dosahovalo az 3 100 pg/l a palenka navic obsahovala
I zvySené koncentrace kyanatanu. Piesto, Ze je odpeckovani jednoducha a levna metoda, jak
sniZzit mnoZstvi EC v kone¢ném vyrobku, neni ¢asto vyuzivana. Kromé& ¢asové narocnosti se

vypeckovanim totiz ztraci i specificka chut’ napoje [12, 25].

1.2.3.3 Pridani enzymii

Ptidavanim urcitych enzymi do potravin a ndpoji mizeme sniZit mnoZstvi prekurzortt EC,
a tedy i koncentraci EC ve finalnim produktu. Takovym enzymem muze byt naptiklad ureaza,
ktera preménuje mocovinu na CO2 a amoniak, ¢imz snizuje jeji mnozstvi az 0 95 % [26, 27].

Ureaza byla poprvé izolovana v roce 1975 z fazoli rodu Canavalia ensiformis. Jeji maximalni
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aktivita byla detekovana pfi pH 6,5-7,5, naopak v kyselém prostiedi byla tato ureaza
inaktivni. Vzhledem ke kyselé povaze kvast (rmutil) bylo proto jeji pouziti v kvasném
prumyslu obtizné. Z tohoto divodu byla uredza nasledné izolovana z bakterie Lactobacillus
fermentum. Tato ureaza vykazuje maximalni aktivitu pfi pH 4, je nyni komeréné dostupna

a jeji pouziti je povoleno napiiklad pti vyrobé cerveného vina [6].

1.2.3.4 Geneticky upravené kvasinky

Pomoci moderniho genetického inzenyrstvi ¢i tradi¢nich Slechtitelskych technik byly nékteré
metabolické cesty kvasinek upraveny tak, aby produkovaly méné prekurzorit EC. Jednou
Z nejvice pouzivanych technologii, ktera je schopna modifikovat cilové geny v kvasinkach
nebo bakteriich, je metoda CRISPR-Cas9. Touto technologii byl v kvasince Saccharomyces
cerevisiae odstranén napiiklad gen CARI, ktery koduje enzym arginazu, ¢imz se zabrani
metabolické pfeméné argininu na mocovinu. V experimentech vyuzivajicich k fermentaci
vina a lihovin takto geneticky modifikovany kmen Saccharomyces cerevisiae byla tvorba EC
snizena az o 70 % [28, 29]. Geny se obecné mohou vyskytovat v riznych formach. Konkrétni
formy genu se nazyvaji alely. Pokud byla k vyrobé ryzového vina pouzita kvasinka, v niz byla
odstranéna pouze 1 alela genu CAR 1, sniZilo se mnoZzstvi EC 0 20 %. Odstranénim obou alel
se pak mnozstvi EC ve vysledném produktu snizilo az 0 74 % [30]. Genetické inzenyrstvi
bylo také pouZzito k odstranéni proteinii transportujici mocovinu, coz ma za nasledek
akumulaci mocoviny v bunice, kde mize byt nasledné degradovana [31]. Nemize se tedy
ucastnit reakci, béhem nichz by mohl EC vznikat. Pouzitim takto upraveného kmene

kvasinek, bylo tedy rovnéz dosazeno snizeni koncentrace EC ve vyrobku [12].

1.2.3.5 Zpisob destilace

Ackoli ionty médi mohou syntézu EC v destilatech podporovat (viz. kapitola 1.2.2.2), taky
mohou za ur€itych podminek zaroven i potlacovat. Eliminace prekurzora EC, a to hlavné
kyanidi a méd’natych ionti, 1ze dosdhnout béhem destilace pomoci katalyzatoru s médénou
vyplni, jehoz tkolem je navazani kyanidd diiv, nez piejdou do destilatu. Pokud vSak neni
mozné pouzit médeény katalyzator, je potfeba do kvasu pied destilaci pfidat ¢inidla obsahujici
jednomocné ioty médi (Cu'), které vazou kyanidy. Dalsim aspektem v destila¢ni aparatuie

vedoucim k zabranéni tvorbé EC je pouziti chladice z nerezové oceli [6].

SniZeni mnozstvi EC v destilovanych lihovinach 1ze také dosdhnout frakéni destilaci. Dochézi

K oddéleni jednotlivych frakci. Jimaji se tfi frakce, a to ukap, prokap (jadro) a dokap.
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Nezadouci nebo dokonce toxické slozky, vcetné methanolu, se objevuji na zacatku (ukap)
ana konci (dokap) destilacniho procesu. Frakce mezi témito dvéma konci (prokap) je
nejzadanéjsi s ohledem na kvalitu a ¢istotu. Pii analyze EC v téchto tfech hlavnich frakcich
bylo zjisténo, ze prumérna koncentrace EC Vv ukapu dosahuje 60 000 pg/l, v dokapu

1600 pg/l, zatimco v prokapu pouhych 50 pg/l [32].

Z tohoto divodu bylo doporuceno prodlouzit dobu destilace a také provést vicenasobnou
destilaci. Ve studii Silva a kol. byly koncentrace EC v jednou destilovanych lihovinach
cca 60 pug/l. Tyto lihoviny byly nasledné znovu dvakrat destilovany, ¢imz doslo k redukci
mnozstvi EC na nedetekovatelné koncentrace [33]. Tyto zavéry potvrzuje i jina studie, v niz

bylo prokazano, ze dvojitou destilaci dochazi k odstranéni 95 % EC [34].

1.2.3.6 Post-destila¢ni odstranéni méd’natych iontu

V nékterych destilovanych napojich mohou méd’naté ionty dosahovat koncentrace az 10 mg/1.
Jelikoz méd’'naté ionty ve vodné-alkoholickém prostiedi plisobi jako katalyzator pii tvorbé
EC, je tieba je odstranit. Jednou z moznosti je pouziti nerozpustnych chelataénich ¢inidel
nebo katexovych (ménice kationtl) [35] ¢i anexovych (méni¢ aniontl) [36] pryskyfic,
kteryma sice dojde ke snizeni kyanidovych (<0,1 mg/l) a méd’natych iontd (<0,1 mg/l), ale
organoleptické vlastnosti palenek se zhorsi. Tyto metody jsou navic pomérné obtizné a zavisi
na pH, dob¢ kontaktu s pryskyfici, teploté a velikosti ¢astic pryskyfice. Z tohoto divodu byla
vyvinuta nova metoda zaloZzena na pfidani uhli¢itanu véapenatého nebo hotecnatého jako
katexu, ¢imz se koncentrace méd’natych iontd snizi pod <0,01 mg/l, pfi¢emz organoleptické

vlastnosti zlistanou beze zmény [6, 36].

1.2.3.7 Konzervacéni latky, vhodné podminky skladovani

Konzervanty obecné inhibuji rist mikroorganismi, ¢imZz potazmo mohou snizit vznik EC.
Ptikladem je Siroce pouZzivany a bezpetny konzervant disifiitan draselny, jehoZz pouzitim
doslo ve §vestkovém viné ke snizeni EC o pfiblizné 30 % [37].

Vzhledem k tomu, Zze vysoké teploty a vystaveni svétlu a UV zafeni muze urychlit tvorbu

ethylkarbamatu (viz. Kapitola 1.2.2.4), je tfeba kontrolovat podminky skladovani hotovych
produktii. Maximalni skladovaci teploty vsak jesté stale nebyly stanoveny [12].
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1.3 Metody stanoveni ethylkarbamatu v potravinach a napojich

Pro analyzu EC bylo vyvinuto jiz né€kolik specifickych analytickych technik kombinovanych
S riznymi metodami upravy vzorkl. Kazda z nich ma své vyhody, ale i omezeni. Nejcastéji se
pro stanoveni EC pouziva plynova chromatografie a vysokou¢inna kapalinova
chromatografie. Mén¢ Casto pak infracervena spektrometrie, povrchem zesileny Ramaniv
rozptyl, amperometricky biosenzor, enzymatické¢ kaskadové reakce ve spojeni s UV/VIS

spektrometrii a imunoanalyza [38].

1.3.1 Plynova chromatografie

Naprosto nejvyuzivanéjsi technikou pro analyzu EC je plynova chromatografie (GC), ¢asto ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Plynova chromatografie slouzi k separaci latek,
které jsou nasledné detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru a identifikovany na
zaklad¢ fragmentace iontl. V nékolika poslednich letech pokracuji snahy o zlepSeni citlivosti
a specificnosti GC-MS techniky, aproto se piechazi od pouzivani jednoduchého
kvadrupdlového analyzatoru na trojité kvadrupdlové tandemové hmotnostni spektrometry
(GC-MS/MS), které maji nejen vyssi citlivost, ale diky fragmentaci analytu poskytuji i vyssi

spolehlivost v jeho identifikaci a stanoveni.

Bez jakékoli piedchozi izolace EC ze vzorku ¢i jeho zakoncentrovani pred vlastni
chromatografickou analyzou je GC-MS vsak pouzitelnda pouze pro vzorky s dostatecné
vysokymi koncentracemi EC a s jednoduchou matrici. Predtiprava vzorkua je proto nezbytnou
soucasti stanoveni EC pomoci této techniky. Pro tyto Gcely se nejcastéji zarazuji extrakeni
techniky, jako je extrakce kapalina-kapalina, extrakce na tuhé fazi ¢i mikroextrakce na tuhé
fazi [38].

1.3.1.1 Preduprava vzorku ke GC analyze

e Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina — kapalina (LLE) je zalozena na distribuci analytii mezi 2 nemisitelné
kapaliny. LLE je pomé&rné Siroce pouzitelna a je snadna na obsluhu. Ma ovSem i své
nevyhody, mezi néz se fadi Casova ndrocnost, velkd spotifeba vzorkii a organickych

rozpoustédel a potieba manualni prace operatora.

Kextrakci EC se obvykle pouzivaji organicka rozpoustédla, jako je chloroform,
dichlormethan, diethylether a ethylacetat [39-41]. Aby byly potlaceny interference matrice,

27



tak je mozné LLE doplnit o n¢které dalsi Cistici kroky. Lze pouzit k ¢isténi LLE extraktu
kolonu s naplni Florisil a eluat poté jest¢ zahustit na odparce [42]. Pro odstranéni nepolarnich
interferentl 1ze roztoky vzorkli nejprve promyt nepolarnimi rozpoustédly, jako je n-pentan

nebo hexan, a teprve poté provést extrakci analytu [43].

Podminky LLE extrakce je vSak tfeba vzdy optimalizovat, jelikoZz jeji vytéznost mize ovlivnit
mnoho faktort, jako je pH roztoku, piidani soli (tzv. vysolovaci efekt), doba tiepani a teplota.
Pti pouziti chloroformu pro extrakci EC ze vzorku ryzového vina, které bylo predem
zneutralizovano na pH 9, se napiiklad vytéznost extrakce zvysila téméf Ctytikrat, pokud byl

k extrakci pfidan chlorid sodny (¢imz byla ovlivnéna iontova sila) [41].

Vliv pH vzorku na vytéznost extrakce EC byl zkouman mnoha autory [40, 41, 43-47]. EC se
za kyselych podminek snadno preménuje na ionizovanou formu, coz ma za nasledek snizeni
distribuce analytu v organické fazi. Za hodné kyselych ¢i alkalickych podminek je pak EC
hydrolyzovan [44]. Slab¢ alkalické pH (pH 7-9) je tedy optimalni pro dosaZeni maximalniho
vytézku extrakce [38, 39].

Pro zvyseni citlivosti a selektivity byla tradi¢ni LLE metoda také kombinovana s derivatizaci
EC, pfipadné byly pouzity jeji modernéjsi modifikace. Derivatizace EC pro GC-MS analyzu
je obvykle zalozena na silylaci, kdy je EC ze vzorkd nejprve extrahovan, poté dehydratovan
a zakoncentrovan pod proudem dusiku. Zakoncentrovand smés je nasledné silylovana,
napiiklad pomoci bis(trimethylsilyl) trifluoracetamidu za katalyzy pyridinem [43].
Derivatizaci je mozné provést 1 pfed LLE extrakei, jen se vyuZivaji jind neZ silyla¢ni ¢inidla,

a to napriklad 9-xanthydrol [48].

Kromé¢ klasické LLE byla k extrakci EC z fermentovanych potravin vyvinuta a validovana
i moderngjsi metoda tlakové kapalinové extrakce (PLE) [49], ktera je vysoce efektivni
z hlediska spotiebovanych rozpoustédel, kratké extrakéni doby a prace operatora [50].
Extrakci cilového analytu a zaroven odstranéni potencialnich interferentti pomoci adsorbentt
v extrakéni cele pak kombinuje metoda selektivni PLE (SPLE) [51, 52]. Tato technika
nevyzaduje tolik krokt ptipravy vzorku jako tradi¢ni LLE a jeji vytéznost dosahuje 98-107 %
[49].

e Extrakce tuhou fazi

U extrakce tuhou fazi (SPE) prochazeji kapalné vzorky kolonkou naplnénou vhodnym

sorbentem, nanémz jsou zachyceny pfislusné analyty, které jsou po promyti kolonky
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nasledné eluovany vhodnymi organickymi rozpoustédly [53]. Eluat je mozné nasledné
zakoncentrovat ¢i rozpoustédlo Gplné odpafit pomoci rotaéni vakuové odparky nebo pod

proudem dusiku.

Pro analyzu EC byla SPE aplikovana na rtizné vzorky, jako jsou napftiklad octy [46], Cinské
likéry [54], vina [55], soja ¢i kim¢i [56, 57]. Pro zvyseni vytéznosti SPE je nezbytné vzorek
pted vlastni aplikaci na kolonku neutralizovat. Ubeda a kol. uvedli, ze odezva piku analytu se
po neutralizaci octi zvysila dvakrat, a zlepsil se i piku [46]. Podobny vysledek byl ziskan

u ¢inského likéru, ktery se rovnéz vyznacuje nizkym pH [54].

e Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je nejbéznéjsi technika pouzivana pro extrakci EC
z fermentovanych potravin a alkoholickych napoja. Principem je sorpce analytu ze vzorku
na ktemenné vlakno, které je po ukonceni sorpce zavedeno vétSinou do davkovace plynového
chromatografu, kde dojde k tepelné desorpci zachycenych analyti. SPME je tedy zaloZena na
ustanoveni rovnovahy analytu mezi staciondrni fazi ukotvené na vladkné a vzorkovacim
mediem. Extrakci je nutné optimalizovat, jelikoz je ovlivnéna fadou faktorl, jako je pH,
teplota, michani, iontova sila roztoku, obsah alkoholu ¢i doba extrakce. Obecné lze fict, Ze
neutrdlni pH roztoku vzorku, niz§i obsah alkoholu, vyssi teplota extrakce a delSi doba
extrakce prispivaji k vyssi G¢innosti SPME. Tato technika je jednoducha, ¢asové nenaro¢na

a lze ji provadét bez rozpoustédel, coz nahrava trendu tzv. ,,zelené chemie® [58-60].

Headspace mikroextrakce na tuhou fazi (HS-SPME) je extrakéni technika vychazejici
z SPME, ktera je zalozena na sorpci EC zprostoru nad vzorkem na stacionarni fazi
pokryvajici kiemenné vldkno. HS-SPME je vhodné ptedevs§im pro kapalné vzorky, jako jsou
naptiklad klasicka vina, saké [61], ryzova vina [62], fortifikovana vina [63] ¢i palenky
z peckovin [38,45]. Pro extrakci EC z pevnych vzorkd je méné vhodna, protoze maji veEtsi
odpor proti pfenosu hmoty do plynné faze. Slozeni vzorku pfitom ovlivituje pienos EC
z matrice do jeho headspace prostoru (prostor nad vzorkem) [64]. Pro snizeni vlivu matrice
lze pouzit vicenasobné HS-SPME. Tato technika vykazuje schopnost Uplné extrahovat EC

z matrice vzorku [65, 66].

1.3.1.2 GC analyza EC

Tato metoda byla pouzita v fadé vyzkumi pro stanoveni EC ve fermentovanych potravinach
(s6jové omacky, octy) a napojich (pivo, vino, lihoviny, likéry). Standardné je vzorek
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nadavkovan do injektoru, jehoz teplota se pohybuje mezi 200-220 °C, dale je unasen nosnym
proudem (héliem) pfti priatoku 1-1,5 ml/min na kapilarni kolonu s vhodnou stacionarni fazi
(napriiklad polyethylenglykol), kde dochazi k separaci. Pii separaci se pouziva teplotni
gradient, kdy poc¢ate¢ni teplota termostatu je 4070 °C a stoupa k 200-220 °C. Doba separace
se pohybuje mezi 10-20 minutami. Ke kvalitativni analyze se pifi GC-MS vyuzivaji ionty
s m/z (hmotnost ku naboji) 89, 74 a 62. Pro kvantifikaci EC se pouziva metoda vnitiniho
standardu. Jako vnitini standard mtize byt pouzit propylkarbaméat (PC) nebo butylkarbamat
(BC). Nejintenzivnéj$im iontem v hmotnostnim spektru EC, PC i BC je ion m/z=62, ktery
je charakteristicky pro karbamaty [6, 41, 67, 68].

1.3.2 Kapalinova chromatografie

Jelikoz je pfed GC-MS analyzou EC vZzdy nutné provést jeho izolaci ze vzorku, coz
vyznamné prodluzuje celkovy cas potifebny k jeho stanoveni, je k analyze EC vyuzivana
vysokoucinnd kapalinovou chromatografie spojend casto s fluorescenénim detektorem
(HPLC-FLD). Tato metoda je vhodné&jsi pro rutinni pouziti, jelikoz nevyzaduje zadné kroky
extrakce ¢i zakoncentrovani, coz zkracuje dobu analyzy na méné nez hodinu. Ob¢ techniky

ptitom poskytuji srovnatelné vysledky [38, 69].

1.3.2.1 Priprava vzorku k HPLC analyze

EC je ale slou¢enina, ktera ve své struktute neobsahuje zadny chromofor ani fluorofor, a je ji
tieba tedy derivatizovat. Nejvice pouzivanym derivatiza¢nim ¢inidlem je 9-xanthydrol, ktery
byl pro tyto ucely poprvé popsan az v roce 2002 [70], piestoze se k derivatizaci EC pouzival
jiz mnohem dfive, avSak ve spojeni s GC-MS [71]. Derivatizace mize byt provadéna
vV chromatografickém systému (online) nebo mimo néj (offline), nicméné témét vSechny
studie pouzivaji piedkolonovou derivatizaci v off-line provedeni. Pouzité ¢inidlo je specifické
pro aminové a amidové skupiny a mechanismem derivatizace je nukleofilni substituéni
reakce. Kvili dobré reaktivité 9-xanthydrolu s primarnimi amidy je S vyhodou pouzivan pro
soucasnou detekci EC a mocoviny, hlavniho prekurzoru EC, ve fermentovanych potravinach
[72, 73]. Derivatiza¢ni ¢inidlo pfipravené rozpusSténim potfebného mnozstvi 9-xanthydrolu
v 1-propanolu je stabilni po dobu 2 mésicl, pokud je uchovavano ve tmé a pfi teploté nizsi
nez 0°C. Samotna derivatizacni reakce se obvykle provadi za tmy a v kyselém prostiedi (HCI)
za vzniku ethyl-N-xanthylkarbamatu (XEC) [70]. Kinetika tvorby EC derivatu zavisi na

mnoha faktorech, jako je pH, slanost vzorku ¢i pfitomnost interferenta [74, 75]. V silné
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kyselém médiu (pH < 1) je reakéni doba kratka, ale reakce poskytuje méné stabilni derivaty.
Ajtony a spol. sledovali stabilitu XEC, pro jejichz syntézu byly pouzity roztoky vzorku
okyselené na pH 0,94; 1,24 a 1,94. Nejrychleji dochazelo k rozkladu XEC v nejvice kyselém
prostredi (63 % za hodinu), zatimco nejpomaleji se rozkladal pii pH 1,94 (3 % za hodinu).
Jelikoz niz8$i hodnota pH podporuje degradaci vzniklého derivatu, doporucuje se nahradit
kyselinu chlorovodikovou slab§imi kyselinami nebo tlumivym roztokem, naptiklad
fosfatovym pufrem s nizkym pH. Prav¢ s pouzitim fosfatového pufru o rizném pH (pH 2-2,5)
byla pozorovana rychlost reakce a stabilita XEC po 12, 16 a 48 hodinach. Studie potvrdila, ze
pti vyssim pH je reakce pomalejsi, ale za to poskytuje stabilngjsi derivaty [74]. Stabilitu
vysledného XEC tedy nelze pfesné definovat. Nékteré studie uvadi, ze je stabilni az 12 hodin
[76], jiné tvrdi, Ze se rozklada jiz po dvou hodinach [75]. Vzdy totiz zalezi na charakteru

vzorku a derivatiza¢nich podminkach.

Bylo zjisténo, ze s rostoucim obsahem alkoholu ve vzorku roste i vytézek XEC derivatu,
pficemz maximalni plocha piku byla ziskana pii 38-42 % alkoholu [77]. Nicméné
Zhang a kol. (2014) vsak ziskali zcela odlisny vysledek a uvadi, ze vytézek XEC klesa
se zvySujicim se obsahem alkoholu [73]. Je tedy nutné dodrzet stejné podminky derivatizace
(% alkoholu) u vzorkl i u standardd. Dle typu analyzovaného vzorku pak autoti volili 20 %
[70], 24 % [78], 40 % [77] nebo i 50 % [74] a na tyto hodnoty pak upravili vzorky

a derivatiza¢ni podminky.

1.3.2.2 HPLC analyza EC

Separace EC pomoci HPLC probiha v systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC). Mobilni
faze je nejcast&ji acetonitril (ACN) kombinovany s octanem sodnym. Na kvalitu piku
aretentni Cas latek ma vliv pH, proto byla ptfipravend mobilni faze v rozmezi pH 6,5-7,6
a sledovala se retence XEC derivatu [77]. Pfi hodnoté pH 6,5 a 6,8 dochazelo ke chvostovani
piku. Symetricky pik byl dosaZen pii pH 7,4 a 7,6 avSak analyza trvala zbyte¢né dlouho a byl
zaznamenan vysoky Sum zakladni linie. Hodnota pH 7,2 byla optimalni, jelikoz poskytovala
krat$i dobu separace a symetricky pik. Pouziti binarnich systémi mobilni fdze zalozenych na
kombinaci methanol-voda a acetonitril-voda bez pufru vedlo k neuspokojivym vysledktim

z divodu asymetrie chromatografického piku a dlouhé reten¢ni doby [70, 77, 78].

Pro chromatografickou separaci XEC se vyuzivaji oktadecylsilikagelové kolony, které mohou
byt spojené i s predkolonkami se stejnou staciondrni fazi. Teplota kolony pti HPLC analyze

nema vyznamny vliv na separaci a standardné se pohybuje v rozmezi 30—40 °C. Nejcast&jsi
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mobilni fazi byla smés octanu sodného a acetonitrilu s pratokem od 0,8 ml/min po 1 ml/min.
Gradienty zacinaly na rozdilné koncentraci acetonitrilu (nejcastéji okolo 50 %) a mély riznou
strmost. Délka separace se pohybovala okolo 30-50 minut. Objem davkovaného vzorku
je 15 nebo 20 ul [70, 73-75, 77, 78].

K detekci XEC derivatu se ¢asto pouziva fluorescenéni detektor o riiznych vinovych délkach
excitace (lex) a emise (Aem). Zatimco excitacni vlnové délky se ve studiich piili§ nelisi
a pohybuji se mezi 233-240 nm [70, 73-75, 79], emisni vlnové délky byly zvoleny bud’ kolem
300 nm [73-75] nebo 600 nm [70, 78]. Bylo sice prokazano, ze emisni maximum XEC je pfi
300 nm intenzivng&jsi nez pti 600 nm [73-75], nekteré necistoty vSak mohou pfi této vinové

délce interferovat, a proto je u nékterych vzorkt vyhodné&jsi zvolit 600 nm [75].

Pro snizeni interference matrice vzorku a zlepseni citlivosti byla ke stanoveni EC v lihovinach
¢iryzovém nebo fortifikovaném vin€ pouzita i HPLC spojna s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (HPLC-MS/MS) poskytujici limit detekce (LOD) od 0,25 do 3 pg/kg [79-81].
Vzorky byly ale pfed samotnou analyzou rovnéz derivatizovany 9-xanthydrolem [79],
ptipadné byly ptecistény pomoci SPE extrakce [80, 82] nebo mikroextrakce kapalina-kapalina
[83]. K detekci EC v ¢inskych ryzovych vinech bez jejich jakékoliv upravy pak byla pouzita
tandemova hmotnostni spektrometrie spojena s ultra vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii. Ze vSech analytickych metod vyvinutych pro stanoveni EC se se praveé
HPLC-MS dostala do popiedi, a to diky své citlivosti, jednozna¢né identifikaci a kvantifikaci
EC ve stopovych mnozstvi [82, 84].

1.3.3 Spektrometrické metody

Jak jiz bylo zminéno, chromatografické metody maji sice vysokou citlivost, ovsem zahrnuji i
rozsahlé a Casové naro¢né upravy vzorkl. To komplikuje jejich pouziti v praxi, zejména
Vv rutinnich analyzach a pfi monitorovani v terénu. Proto byla pouzita metoda infracervené
spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR), ktera byla casto kombinovana
S vicerozmérnou analyzou dat. Byla studovana spektra palenek z peckovin v rozsahu 926—
5011 cm™ a bylo zjisténo, Ze pro EC je charakteristickd oblast mezi 926 a 1878 cm™. FTIR
sice neni dostate¢né robustni pro klasickou kvantitativni analyzu, ale je vyhovujici pro rychly
screening (2 minuty na vzorek) asemikvantitativni analyzu [85]. Pomoci FTIR byl EC
analyzovan v mostech, vinech [86] i v palenkach [85], a to bez jakékoliv pfedchozi Gpravy

vzorku.
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Spektrometrie v blizké infracervené oblasti (NIR) pii analyze vzorkd ¢asto vykazuje nizsi
citlivost, coz komplikuje stanoveni stopovych koncentraci EC. Proto EC ze vzorku je tedy
nutné pied jeho NIR analyzou zakoncentrovat pomoci SPE extrakce. Tato metoda je velmi
dobie aplikovatelna na Cisté standardy EC jiz od 100 pg/l, ale jeji pouziti na potraviny a

napoje s komplexni matrici je stale jest¢ omezené [87].

V poslednich letech byla pro stanoveni EC v kapalnych vzorcich vyvinuta spektrometricka
metoda povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS), kterd poskytuje rychlé,
reprodukovatelné kvalitativni i kvantitativni vysledky. SERS je citliva metoda [88], avsak je
vyznamné ovlivnéna matrici vzorku. Napftiklad pfipouziti zlatych nanocastic potazenych
stifbrem (jako zesilovacti SERS) a charakteristického pasu pii 1003 cm™ bylo LOD EC pro
vodku pouhych 0,8 ng/kg, zatimco pro ovocny destilat 11,6 pg/kg a pro bily rum 6,9 pg/kg.
Kromé toho byla odezva Ramanova spektra ovlivnéna tloustkou nanocastice [89]. Pomoci
kvantovych vypoctd byly piifazeny vSechny vibraéni pasy charakteristické pro EC [90].
Nicméné ve vSech studiich chybi informace o navratnosti metody a stabilité povrchti SERS.
Soucasny vyzkum SERS je v oblasti chemické analyzy potravin a napoji stale v pocatecni
fazi, a je tfeba dale zkoumat a optimalizovat jeho aplikaci na skute¢né komplexni matrice

vzorku.

Pro stanoveni EC v lihovinach byla vyuZita i nuklearni magnetické rezonance (NMR).
Bohuzel kvili omezené citlivosti a interferenci matrice nelze EC piimo kvantifikovat, coz

omezuje pouziti NMR v tomto odvétvi [91].

1.3.4 Enzymatické metody

Enzymové katalyzované reakce maji ve stopové analyze Siroké vyuziti, jelikoZ jsou vysoce
specifické, citlivé (LOD téchto metod se pro EC pohybuji od jednotek pg/kg az po desitky
ug /kg) a rychlé. Tim se dostavaji do popredi zajmu zejména u fermentovanych potravin,

které jsou charakteristické svym komplexnim sloZenim.

EC je zndm svymi inhibi¢nimi G€inky na enzym acetylcholinesterazu. Proto mohl byt
stanoven kvantitativni vztah mezi hladinami EC a mirou inhibice aktivity

acetylcholinesterazy, a tim nasledné¢ odhadnout koncentraci EC v pfedloZenych vzorcich
alkoholickych napoju [92].

EC muze byt také hydrolyzovan enzymem urethanaza za vzniku amoniaku, jez je substratem

pro syntézu glutamatu katalyzovanou enzymem glutamatdehydrogenaza. Béhem procesu se
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redukovany nikotinamid adenindinukleotid (NADH) pfeménuje na svou oxidovanou formu
(NAD"). Zmény hladiny NADH mohou byt detekovany pomoci UV/VIS spektrofotometru
a predstavuji obsah EC v systému. Tato metoda je pomérné citliva, pfesna a S vysokou
vytéznosti mezi 96,7 % a 100,01 %. Rychlost této kaskadové reakce vSak byla vyrazné
ovlivnéna pH reakénich roztokt a koncentraci urethanazy a glutamatdehydrogenazy [93].
Nedavno byl na tomto principu vyvinut i amperometricky biosenzor, v némz byla elektroda
modifikovana urethanazou a glutamatdehydrogenazou [94]. Tato metoda vykazovala vysokou
citlivost, nizké nédklady a usporu ¢asu. Aby vSak mohla byt pouzita pro rutinni analyzy,
je stale nutné vyftesit vliv matrice na aktivitu enzymi a kompatibilitu optimalnich reakénich

podminek pro oba pouzité enzymy [12].

1.3.5 Imunoanalyza

Pro stanoveni XEC derivatu byla vyuzita kompetitivni enzymova imunosorpéni analyza
(ELISA), ktera je zalozena na reakci antigenu a protilatky. Na zaklad¢ struktury XEC byly
navrzeny syntetické antigeny nazyvané také jako haptény, které byly néasledn¢ navazany na
nosné proteiny za ziskani imunogenti. Derivat vytvofeny ve vzorku pak pisobil jako
kompetitivni antigen. Vyrobena polyklonalni protilatka dokazala citlivé a velmi specificky
rozpoznat XEC (analogy XEC, jako je naptiklad xanthylakrylamid, ¢i samotné ¢inidlo
9-xanthydrol meély zanedbatelnou vazebnou schopnost na protilatku), ¢imz mohl byt EC
kvantifikovan. 1 ptes jeji specificnost a vhodnost pro velkokapacitni analyzu se jeji praktické

pouziti omezuje kvuli vysoké hodnoté LOD [12, 95].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Chemikalie byly vazeny na analytickych digitalnich vahach (Sartorius, Usti nad Labem, CR).
Pro ptipravu standardu a vzorkii byly pouzity automatické pipety (Sartorius) a bézné
laboratorni pomiicky (navazovaci lodicky, 1zicky, vialky, odmérné barky, kadinky, odmérné
valce azasobni ldhve na mobilni fazi). Samotnd derivatizaéni reakce byla provedena

v 1,5ml plastovych mikrozkumavkach Eppendorf (Hamburg, Némecko).

Pted HPLC analyzou byla proméfena excitacni a emisni spektra pfipravenych derivati na
spektrofluorimetru FLUORAT-02-Panorama (Lumex, St. Peterburg, Rusko) a absorp¢ni
spektra na UV/VIS spektrofotometru UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

K vlastni analyze EC byl pouzit kapalinovy chromatograf slozeny z vysokotlakych cerpadel
LC-30AD, fluorescen¢niho detektoru RF-20A XS a degaseru DGU-20 As (v§e Shimadzu).
K separaci byla pouzita kolona LUNA C18 o délce 150 mm, s vnitinim primérem 3 mm
a velikosti ¢astic 3 um (Phenomenex, Torrance, USA), ktera byla umisténa v termostatu kolon
LCO 102 (Ecom, Praha, CR). Davkovaci systém byl tvofen Sesticestnym ventilem s vnéjsi
davkovaci smy¢kou o objemu 20 pl (Valco-Vici, Schenkon, Svycarsko). Vzorky byly
davkovany mikrosttikackou zna¢ky Hamilton o objemu 100 pul (Reno, USA).

Pro pfipravu mobilni faze se pouZzivala redestilovana voda, ktera byla ¢isténa pomoci zatfizeni
Mili-Q (Merck, Darmstadt, Némecko). Homogenizace mobilni faze se provadéla pomoci
magnetického michadla Color Squid White (IKA, Staufen, Némecko) a hodnota pH mobilni
faze byla méfena pomoci pH metru (827 pH Lab, Metrohm, Herisau, Svycarsko). Mobilni
faze byla zbavena mechanickych necistot piefiltrovanim pifes nylonovy membranovy filtr
0 velikosti port 0,2 pm a priméru 47 mm (Supelco, Belfonte, USA). Pfipravené derivaty byly
pfed analyzou filtrovany pfes stiikaCkovy filtr steflonovou membranou o velikosti port

0,45 pm a priméru 4 mm (Labstore, HPST, Praha, Ceska republika).

2.2 Pouzité chemikalie

- Ethylkarbamat Sigma-Aldrich, Némecko
- 9-xanthydrol, 98 % Sigma-Aldrich

- 1-propanol, 99 %, p.a. Sigma-Aldrich

- Ethanol, 96 % Lach-Ner, Neratovice, CR
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- Kyselina chlorovodikova, 35 %, p.a. Lach-Ner

- Kyselina octova, 99 % Penta, Praha, CR
- Kyselina o-fosfore¢na, 85 %, p.a. Penta

- Fosfore¢nan sodny, 96 % Sigma-Aldrich

- Hydroxid sodny, p.a. Penta

- Acetonitril pro HPLC Sigma-Aldrich

- Octan sodny, p.a. Lach-Ner

2.3 Analyzované vzorky

2.3.1 Domaci ovocné palenky

Celkem bylo analyzovédno 21 domadcich ovocnych pélenek vyrobenych mezi lety 2013
az 2021 v malych palirnach v CR. Jednalo se o vzorky pochazejici ze sedmi riznych &eskych
palenic a jejich ovocny zaklad tvotily prevazné Svestky, tfesné ¢i hrusky. Byly vsak
analyzovany i mén¢ bézné palenky, jejichz zdkladem byly broskve, rybiz nebo jablka, a pak
I palenky vyrobené z minimaln¢ dvou druhti ovoce ¢i dokonce zeleniny, jako je napiiklad
Svestka-ryngle, hruSka-mrkev a stafena palenka vyrobena zneznamé smési ovoce. Pro
porovnani byly rovnéz analyzovany i dva vzorky prvni destilacni frakce (ukapu), kterd neni
ur¢ena ke konzumaci a méla by byt z hlavniho destilacniho podilu vZdy odstranéna. Detailni
informace o jednotlivych vzorcich jsou uvedeny v tabulce 2. Mnozstvi alkoholu bylo zndmo

pouze u dvou vzorki (€. 3 a 4) a pohybovalo se kolem 50 %.

Tabulka 2: Analyzované vzorky domacich ovocnych palenek véetné informaci o jejich roku

vyroby a vyrobci.

Cislo Druh ovoce, , ,
vzorku | procento alkoholu Rok vyroby Vyrobee
1 Svestka-t&lo — —
2 Svestka-ukap — _
3 Svestka,-ukap zjme — Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazné
palenky
4 Hruska 50 % 2013 Péstitelska palenice BaKaB, Hornice
5 Svestka 51 % 2013 Péstitelska palenice BaKaB, Hornice
6 Tresen 50 % 2019 Péstitelska palenice, sbér Veltruby
7 Svestka 50 % 2020 Péstitelska palenice, sbér Malé Hradisko
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vgt;srllgu prolggrl:tho(;\;ﬁ(c)%olu Rok vyroby Vyrobee
8 Jablka 50 % 2018 Péstitelska palenice, sbér Kiinec
9 Hruska 50 % 2018 Pé&stitelska palenice, sbér Veltruby
10 Svestka 50 % 2016 Péstitelska palenice, sbér Malé Hradisko
11 Svestka 2020 Péstitelska palenice, sbér Prerov
12 s tafei?SZIZthzz 59, 2021 Péstitelska palenice Bohdaned
13 Mirabelka 50 % 2013 Péstitelska palenice, sbér Veltruby
14 Svestka + Ryngle 2014 Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazné
15 Hruska + Mrkev — Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazn¢
16 Rybiz — Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazn¢
17 Broskev 2014 Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazné
18 Broskev 2018 Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazn¢
19 TreSenl 2018 Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazné
20 Hruska 2021 Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazn¢
21 Svestka 2021 Palirna a mostarna Johanna Schrotha: Lipova-lazné

2.3.2 Komer¢né dostupné ovocné palenky

Dale bylo analyzovano 6 b&zn€ komeréné dostupnych vzorka slivovice od péti riznych

¢eskych vyrobct (Tabulka 3). Jejich deklarované mnoZstvi ethanolu bylo 40 % (€. 23, 24, 25,
27), 47 % (€. 26) ¢i 50 % (C. 22).

Tabulka 3: Analyzované vzorky komer¢nich palenek, respektive lihovin

S| e e
22 Slivovica Zufanek 50 % Lihovar Zufanek
23 Moravska Svestka 40 % Rudolf Jelinek
24 Alliance Svestka 40 % Rudolf Jelinek
25 Jubilejna Slivka 40 % St. Nicolaus, Liptovsky Mikulas
26 Bartida Slivovice 47 % Bartida Original
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Cislo . Mnozstvi ,
vzorku Nazev alkoholu Vyrobce
o7 | Baron Hildprandtze zralych 5 g Liqui B-Zamecky lihovar a pivovar Blatng

Svestek

2.3.3 Ostatni alkoholické napoje

Krom¢ klasickych palenek byly analyzovany 1 dalsi druhy bézné dostupnych alkoholickych

napoji, v nichz by se EC mohl vyskytovat. Zaméfili jsme se na domaci 1 komeréné dostupné

medoviny (6 vzorkdl), rum (1 vzorek), vodku (2 vzorky), whisky (2 vzorky), brandy

(1 vzorek), tequillu (1 vzorek), gin (1 vzorek), borovicku (1 vzorek), potravinatsky lih

(1 vzorek) i bila vina (3 vzorky). Jejich seznam je ptehledné uveden v tabulce 4.

Tabulka 4: Analyzované vzorky dal$ich alkoholickych napoju.

Cislo Druh alkoholu Mnozstvi Vyrobce/distributor
vzorku alkoholu
28 Prlbyslazslgi Igg;i;eV)maJam‘ 11,5 % Miroslav Zeleny, P¥ibyslav
29 P“by“a‘(’jlgavfgg;’ev)‘na lesni 13,5 % Miroslay Zeleny, Pibyslav
30 P“bySlagﬁanﬂ%ma luén 13,5 % Miroslav Zeleny, Pfibyslav
31 Hromc1kovzzl?§;l;3;§§)d ovina Elisa 11 % Dalibor Hrom¢ik, Nivnice
3p | Medovina (ZO aeiréngged“’ Pleva 15 8894 Milan Pleva, PotStejn
33 Mfg;g;fg;“ 14,5 % Medovinka
*

34 '\(/Iéﬁgﬁ?j;) 40 % Mast-Jaegermeister CZ
35 F('\%adnkd;; 40 % Brown-Forman Czechia
36 F(e\f?hiiby?' 40 % Stock Plzefi-Bozkov
37 Tul(l\a/\r/r;](i)sriy[))ew 40 % Mast-Jaegermeister
38 P?‘F:qb?lg()ez 40 % Brown-Forman Czechia
39 P?S:ﬁﬁ;o 40 % Stock Plzefi-Bozkov
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Cislo Druh alkoholu Mnozstvi Vyrobce/distributor
vzorku alkoholu
40 Dynybyl Gin Violet 37,5 % Stock Plzen-Bozkov
41 Borovicka Borec 38 % St. Nicolaus, Liptovsky Mikulas
42 Bozkov vodka 37.5% Stock Plzen-Bozkov
43 Potravinatsky lih — Lihovar Kolin
Pélava - .
44 s 11,5% Vinice Hnanice
(bilé vino)
45 Q’wfrze 115% Annovino Vinaistvi Lednice
(bilé vino)
Tokaji 0 .
46 (bilé vino) 10,5 % Grand Tokaj

2.3.4 Potraviny

Pro zajimavost byly analyzovany i vybrané potraviny, v nichz byla dle literatury [68, 96, 97]

nalezena vyznamna mnozstvi EC. Jednalo se o 2 vzorky balzamikovych octl, jeden vzorek

bézného kvasného octa a jeden vzorek s6jové omacky. Seznam vzorkd potravin shrnuje

tabulka 5.

Tabulka 5: Seznam analyzovanych vzorkd potravin.

Cislo . , .
vzorku Druh potraviny Vyrobce/distributor
47 Sojova omacka Tamari Countrylife
48 Ocet Benita Kaufland
49 Balzamikovy ocet Ortalli Lidl
Balzamikovy ocet-Aceto .
50 Balsamico di Modena I.G.P. Lid|
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2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Priprava roztoku standardu EC

Pro piipravu zasobniho roztoku EC o koncentraci 4455 mg/l bylo do odmérné banky
oobjemu 50 ml navazeno 223 mg standardu EC. Navadzka byla nasledné¢ rozpusténa
a doplnéna po rysku 40% vodnym roztokem ethanolu (v/v). Tento roztok byl uchovavan
Vv lednici pfi teploté 5—8 °C. K derivatizaci byl pak pouzit roztok EC o koncentraci 4455 ng/l,

ktery byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku 40% ethanolem.

2.4.2 Priprava roztoku derivatiza¢niho ¢inidla

Jako derivatizac¢ni ¢inidlo byl pouzit 9-xanthydrol o koncentraci 20 mmol/l. Do odmérné
banky o objemu 50 ml bylo navazeno 200 mg xanthydrolu, ktery byl rozpustén v 1-propanolu.
Po rozpusténi byla odmérna barnika doplnéna propanolem po rysku. Takto vznikly roztok byl

uchovavan ve tmé v lednici pfi teploté 5-8 °C.

2.4.3 Priprava 1,5 mol/l kyseliny chlorovodikové

Pro piipravu 1,5 M kyseliny chlorovodikové bylo do odmérmné bailkky o objemu
25 ml napipetovano 3,3 ml 35% kyseliny chlorovodikové a obsah baniky byl doplnén

destilovanou vodou po rysku.

2.5 Derivatizace

Derivatizaéni reakce ethylkarbamatu vychéazela z ¢aste¢né upraveného postupu uvedeného
vV literatute [77]. Schéma reakce Cinidla s ethylkarbamatem je zobrazena na obrazku 4. VVzorky

ovocnych palenek nebylo tfeba pred derivatizaci néjak upravovat ¢i fedit.

Derivatizace byla provedena v 1,5ml plastovych mikrozkumavkach, ve kterych bylo
smichano 600 pl roztoku 9-xanthydrolu o koncentraci 20 mmol/l, 100 ul 1,5 mol/l kyseliny
chlorovodikové a 400 ul vzorku. V piipadé standarda bylo k derivatizaci pouzito 12-345 pul
roztoku EC o koncentraci 4455 ug/1 (pouze pro nejnizsi bod kalibrace bylo pipetovano 220 ul
roztoku EC o koncentraci 4,46 pg/l) a pro zachovani stejného vysledného objemu
derivatizacni smési jest¢ 55-388 ul 40% vodného roztoku ethanolu (v/v). Po dikladném

protfepani se derivatizacni smés nechala reagovat pti laboratorni teploté po dobu 30 minut.
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Obrazek 4: Reakce ¢inidla s ethylkarbamatem.

2.6 Optimalizované podminky pro stanoveni ethylkarbamatu

Pro HPLC separaci XEC byla pouzita binarni mobilni faze sestavajici z 20mmol/l octanu
sodného o pH 7,2 (slozka A) a 100% acetonitrilu (slozka B). Pro ptipravu vodné slozky
mobilni faze bylo 820 mg octanu sodného rozpusténo v 500 ml redestilované vody. Nasledné
bylo pH roztoku upraveno pomoci kyseliny octové na hodnotu 7,2. Vznikly pufr byl pied
pouzitim zfiltrovan ptfes nylonovy membranovy filtr. Pritok mobilni faze byl 0,8 ml/min
a optimalizovany program gradientové eluce je uveden v tabulce 6. K separaci byla pouzita
kolona Luna C18 temperovana na teplotu 35 °C, ktera byla pifed samotnou analyzou alespon
10 minut promyta a mezi jednotlivymi analyzami byla vzdy 8-10 minut ekvilibrovana.
Na konci dne byla kolona vZzdy promyta 100% acetonitrilem po dobu alespoii 15 minut.

Objem davkovaného vzorku ¢inil 20 pl a detekce probéhla pti Aex= 233 nm a Aem=600 nm.

Tabulka 6: Optimalizovany gradientovy program pro separaci derivatu ethylkarbamatu.

Koncentrace mobilni faze B
[%0]

0 62

70

100

100

62

Cas [min]

~N o o1 b~

2.7 Zpracovani experimentalnich dat

K fizeni chromatografu a sbéru dat slouzil software LabSolution (Shimadzu). Po vyhodnoceni
chromatogramti byly poté naméfena data zpracovana v programu Office Excel 2016 a QC
Expert 2.9 (Trilobyte, Pardubice, CR).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Mnozstvi ethylkarbamatu bylo sledovano v potravinovych vyrobcich, a to hlavné v ovocnych
destilatech z peckového ovoce. Za timto ucelem byla nejdiive provedena optimalizace
derivatizace EC cinidlem 9-xanthydrol s naslednou HPLC separaci. Vyvinuta metoda byla

poté validovana.

3.1 Optimalizace derivatizace

Vzhledem k tomu, ze EC ve své struktufe nema zadny fluorofor ani chromofor, je tieba jej
derivatizovat. NejbéznéjSim derivatizaénim ¢inidlem je 9-xanthydrol, s nimz EC reaguje
V kyselém prostfedi za vzniku ethyl-N-xanthylkarbamatu (Obrazek 4). Pii ptipravé XEC
derivatu se vychazelo z jiz publikovaného postupu [77], ktery byl ¢asteéné modifikovan.
Optimalizace derivatizace je obvykle pomérné ¢asové narocny proces. Béhem derivatizace by
vSak mohlo dochazet k posunim absorpénich maxim v UV/VIS spektrech, a kinetika celé
reakce by tak mohla byt sledovana jednoduse a rychle spektrofotometricky (misto
chromatografické koncovky). Z tohoto divodu byla na UV/VIS spektrofotometru prométena
absorpéni spektra, kdy nejprve bylo proméieno pouze rozpoustédlo (40% ethanol), nasledné
pak slepy vzorek, ktery byl pfipraveny smichanim vSech derivatiza¢nich roztoki, avsak bez
EC (ten byl pro zachovani stejného vysledného objemu nahrazen 40% ethanolem), a na zavér
bylo zaznamenano absorpéni spektrum kompletni derivatizaéni smési, tedy véetné EC
(Obrazek P1). Jelikoz slepy vzorek, potazmo c¢inidlo, poskytovalo obdobné spektrum jako
derivat, a nedochazelo tedy k pozadovanému posunu vinovych délek, nebylo mozné provést
optimalizaci derivatizace na UV/VIS spektrometru. Objemy a druhy jednotlivych ¢inidel
potiebnych pro derivatizaci byly véetné celé kinetiky reakce a stability vyslednych derivata

optimalizovany pomoci HPLC.

Derivatiza¢ni reakce EC s 9-xanthydrolem je standardné provadéna za pfitomnosti 1,5 mol/l
HCI a za tmy. Jelikoz je V literatuie [74] uvedené, ze je tato reakce v siln¢€ kyselém prostiedi
rychlejsi, ale vysledkem je méné stabilni derivat, byla studovana kinetika reakce a stabilita
vyslednych derivati v prostiedi 0,15-1,5 mol/l HCI, 1,5 mol/l kyseliny octové a 0,1 mol/l
fosfatového pufru o pH 2,5 (ktery byl pfipraven smichanim kyseliny fosforecné
a fosforecnanu sodného). Pti pouziti pufru, kyseliny octové 1 méné koncentrované HCI byla
reakce velmi pomala a kvantitativné neprobéhla ani béhem 3 dnt (Obrazek P2). Pti pouziti
1,5 mol/l HCl doslo ke kvantitativni reakci b&hem 30 minut pii laboratorni teploté

(Obrazek 5), pricemz ziskany derivat byl stabilni po dobu minimalné péti dni (Tabulka P1).
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Diky relativné kratké dob¢ derivatizacni reakce a vysoké stabilit¢ XEC derivatl byla 1,5 mol/l
HCI nadale pouzivana pro dalsi experimenty. Informace o reakéni dobé a stabilit¢ XEC
derivatu se ve studiich vSak 1i8i. Zdroj uvadi [74], ze pii pouziti 1,5 mol/l HCI byla reak¢ni
doba jen 5 minut a ziskany XEC derivat se rychle rozkladal (63 % za hodinu). V jiném zdroji
je uvedena reak¢ni dobu 30 minut a stabilita +5 % po dobu 11 hodin [76]. Délka reakce
ale vzdy zavisi na matrici analyzovaného vzorku, zejména na pritomnosti aromatickych latek

[77].
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Obrazek 5: Kinetika derivatiza¢ni reakce v prostedi 1,5 mol/l HCI.

Jelikoz popsana derivatiza¢ni reakce [70, 77] probiha za tmy, coz vyzaduje vyssi naroky na
operatora, byl sledovan i vliv svétla a tmy na derivatizaéni reakci. Bylo zjiSténo,
ze derivatizacni reakce poskytuje za tmy i za svétla srovnatelné vysledky (Obrazek 6).
Eliminace svétla tedy nevede k vys$sim vytézkiim ¢irychlejsi reakci, proto byly nasledné

derivatizacni reakce provedeny za svétla.
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Obrazek 6: Vliv svétla a tmy na derivatizacni reakci

Literatura rovnéz uvadi, ze vytézek derivatizace ovliviluje mnozstvi pfitomného ethanolu
[73,77], proto byl jeho vliv sledovan na derivatizaci standardu EC i na vzorku slivovice. Byla
pfipravena série vzorki/standardl, v nichz byl obsah EC stejny, ale obsah alkoholu se lisil
a pohyboval se v rozmezi 10-60 % (pfi zachovani stejného celkového objemu derivatizacni
smési). Pfipravené derivaty byly prométeny a byly odeéteny plochy piki, z kterych se pomoci
rovnice regrese kalibra¢ni kiivky vypocitaly koncentrace. Vzhledem k tomu, Ze kalibrace byla
provedena v prostiedi 40% alkoholu, byl vliv ethanolu vyjadien pomoci relativni vytéznosti
derivatizacni reakce, kdy byl vypocten pomeér nalezené koncentrace XEC derivatu ve vzorku
s danym obsahem ethanolu a nalezené koncentrace XEC v roztoku s 40% ethanolem jako
referencni hodnotou. Obdobnym zplsobem bylo postupovdno 1 v zjiStovani relativni
vytéznosti u realného vzorku slivovice s obsahem 51 % alkoholu. V piipadé standardu EC
0 koncentraci 1300 ug/l (Obrazek 7) se relativni vytéznost postupné snizovala od 112 % pro
10% obsah ethanolu ve vzorku do 90 % pro 60% obsah alkoholu ve vzorku. U obdobného
pokusu s realnym vzorkem slivovice (Obrazek 8) relativni vytéznost kolisala mezi 135 % (pii
natfedéni slivovice na 20 %) a 100 % (netfedéna slivovice). Podobna zavislost tvorby XEC
derivatu standardu na mnozstvi ethanolu bylo jiz prezentovana skupinou ¢inskych védct [73],
a vSak podle jinych autorti plocha piku derivatu rostla do 42 % ethanolu a pak do 60 % opét
klesala [77].
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Obrazek 7: Zavislost relativni vytéznosti derivatizace na koncentraci ethanolu pii ptipravé

XEC derivatu ze standardniho roztoku o koncentraci 1 300 pg/l.
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Obrazek 8: Zavislost relativni vytéZznosti derivatiza¢ni reakce na koncentraci ethanolu pfi

ptipravé XEC derivatu z realného vzorku slivovice.

3.2 Optimalizace HPLC separace

XEC derivat ptipraveny ze standardniho roztoku EC optimalizovanym postupem byl nasledné
pouzit pro optimalizaci HPLC-FLD separace. Jelikoz vinové délky excitace a emise nebyly

v literatufe jednotné, bylo nejprve tieba proméfit excitacni a emisni (Obrazek P3) spektra
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derivatu pomoci spektrofluorimetru. Na zdklad€ ziskanych spekter byla na detektoru
nastavena vlnova délka excitace Aex= 233 nm aemise Aem= 600 nm. Volba typu kolony
amobilni faze vychazela zjiz publikovatelnych poznatkt [77]. Naopak optimalizaci
gradientové eluce byla vénovana nejvétsi pozornost. Cilem bylo co nejvice zkratit Cas
analyzy, aby byla metoda vhodna ipro rychly screening a rutinni pouziti, a zaroveil mit
dostate¢né rozseparované piky. Byly tedy testovany gradienty s riznou pocate¢ni koncentraci
acetonitrilu (50-62 %) a rtznou strmosti. Bylo vzdy nutné odd¢lit piky c¢inidla a jeho
hydrolyznich produktii od piku vlastniho XEC derivatu. Optimalizovany gradient pak zacinal
na 62 % acetonitrilu a trval pouhych 7 minut (viz. kapitola 2.6) Doslo tedy k vyraznému
zkraceni doby analyzy, ktera se doposud pohybovala mezi 30-50 minutami [70; 73-75;
77-78). Ptiklad chromatografické separace XEC derivatu standardu a vzorku je znazornén na

obrazku 9.
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Obrazek 9: Chromatograficka separace standardu EC a vzorku obsahujici EC.

3.3 Validace analytické metody

Validace je proces slouzici k charakterizaci a ovéfeni platnosti a kvality dané analytické
metody. Z tohoto diivodu byla vyvinuta analytickd metoda stanoveni EC v potravinovych
vyrobcich validovana v zakladnich parametrech, jako je mez detekce, mez stanovitelnosti,

spravnost (navratnost) a pfesnost (intradenni a mezidenni opakovatelnost).
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3.3.1 Priprava kalibraé¢ni krivky

Pro kvantitativni stanoveni EC ve vybranych alkoholickych napojich a potravinach byla

pouzita metoda vné¢jSiho standardu, konkrétné metoda kalibra¢ni kiivky. Bylo pfipraveno

devét roztoki standardu EC v koncentratnim rozsahu 0,9-1400 pg/l, které by

ly

zderivatizovany a nasledné analyzovany jiz optimalizovanymi postupy. Kazdy kalibra¢ni bod

byl zhotoven dvakrat a dvakrat analyzovan (n=4). Z odectenych ploch pfislusnych piki XEC

derivatu byla sestrojena kalibra¢ni zavislost plochy piku XEC na jeho koncentraci. Kalibracni

kiivka byla v celém koncentra¢nim rozsahu linearni a je spolu s rovnici regrese, ptisluSnymi

smérodatnymi odchylkami a koeficientem determinace uvedena na obrazku 10. Konkrétni

plochy piku jsou pro jednotlivé koncentrace uvedeny v tabulce 7.
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3500 |
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2500 r
2000 r

1500

1000

Plocha piku [mV.s]

y = 2,24x (0,02) + 236,88 (15,40)
R? = 0,9975

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Koncentrace [pg/1]

Obrazek 10: Kalibra¢ni zavislost plochy piku XEC derivatu na jeho koncentraci.

Tabulka 7: Plochy piku pro jednotlivé koncentrace kalibra¢ni tady.

Koncentrace | Plocha piku1 Plocha piku2 Plocha piku3 Plocha piku 4
[ng/] [MmV.s] [mV.s] [mV.s] [mV.s]
0,9 158 156 150 150
50 460 462 460 444
200 664 678 675 673
400 1147 1165 1163 1149
600 1525 1530 1525 1530
800 2035 2033 2035 2037
1 000 2448 2467 2429 2430
1200 2912 2931 2932 2922
1400 3382 3398 3381 3388

47



3.3.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) je definovana jako nejmensi koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze
jeste spolehlivé detekovat, a tedy odlisit signal analytu od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ)
se pak definuje jako nejmensSi koncentrace analytu ve vzorku, kterou jesté¢ lze presné
aspravné kvantitativné stanovit. LOD i LOQ je mozné urcit nckolika zplisoby, z nichz
nejbéznéjsi je jejich vypocet ze Sumu zdkladni linie a vysky prislusného piku pii dané

koncentraci (rovnice 3, 4) [101].

(3) LOD = Canalyt * 3 * hgum (4) LOQ — Canalyt * 10 * hyym

hanalytu hanalyt

, kde hsum je vyska Sumu zékladni linie, hanaiyt je vySka piku analytu a Canaiyt j& koncentrace

analytu.

Po prométeni standardu se tedy z chromatogramu odecetla vyska Sumu zékladni linie a vyska
piku XEC pfi dané koncentraci. Na zékladé vySe zminénych vztahti pak bylo vypocteno
prislusné LOD a LOQ. Hodnota LOD ¢inila 0,2510 pg/l a hodnota LOQ 0,8429 pg/l. LOD
a LOQ bylo nasledné vypocteno i ze smérnice kalibracni kiivky, kterd byla zkonstruovana
z vysek pika a jejich pfislusnych koncentraci (Obrazek 11), a to dle vztahG uvedenych
Vv rovnici 5 a 6. Pomoci tohoto vypoctu pak bylo dosazeno hodnoty LOD 0,2668 pg/l a LOQ

0,8893 ug/l, které se zasadné nelisi od hodnot ziskanych pomoci piedchozich vztahd.

3 * hgyum 3 * hgum

(5) LOD = (6) LOD =

, kde h je vyska Sumu zakladni linie a a je smérnice kalibraéni kiivky.
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Obrazek 11: Kalibracni zavislost vySky piku XEC derivatu na koncentraci, v€etné rovnice

regrese s piislusnymi smérodatnymi odchylkami.

3.3.3 Navratnost metody

Névratnost (spravnost) metody udava, jak se liSi experimentalné zjist€éna koncentrace od
realné koncentrace a vyjadiuje se jako relativni smérodatna odchylka (RSD) v % [101]. Jedna
se tedy 0 pomér mezi experimentalné naméfenou a z kalibrace vypocitanou koncentraci EC
a skutecnou koncentraci EC, z které byl ptipraveny derivat. Pro zjiSténi navratnosti metody
byly vybrany tfi koncentraéni hladiny, a to ze zacatku, uprostfed a z konce kalibra¢ni
zavislosti (150 pg/l, 700 pg/l a 1300 pg/l). Pro kazdou koncentracni hladinu byly pfipraveny
dva XEC derivaty, které byly nasledné dvakrat zméfeny (n=4 pro kazdou koncentraéni
hladinu). Pomoci rovnice regrese kalibracni kifivky byly vypocteny experimentalni
koncentrace EC, které byly porovnany s redlnou koncentraci pfipravenych derivati. Nasledné
pak byla vypoctena navratnost (Tabulka 8). Podle valida¢nich tabulek by Se navratnost pro
na$ koncentracni rozsah méla pohybovat vrozmezi 80-110 % [102]. Navratnost pro
koncentraci 700 pg/l dosahovala 84,2 % + 1,1 % a pro 1300 pg/l ¢inila 82,0 % + 0,8 %. Obé
hodnoty jsou tedy v souladu s valida¢nimi tabulkami. Primérnd navratnost na koncentra¢ni
hladin€ 150 pg/l byla ale pod hranici 80 % a dosahovala pouhych 61,3 % =+ 6,8 %. Pfi této
koncentraci vSak dochazelo k vét§Sim odchylkdm, coz potvrzuje i1 vysokd hodnota RSD,

a diivodem miize byt i fakt, Ze kalibracni zavislost neprochazi pocatkem.
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Tabulka 8: Primérné hodnoty ploch pikd, naméfené koncentrace, navratnosti a relativni

smérodatné odchylky pro jednotlivé koncentra¢ni hladiny

Skutecna Primérna Prﬁnvl,é rné’ .
koncentrace plocha pikua kV ypocitana NavroatnOSt ROSD
[ng/l] [MV.s] oncentrace [%0] [9%0]
[mg/]
150 4424 91,9 61,3 6,8
700 1554,6 589,6 84,2 1,1
1300 2620,4 1066,4 82,0 0,8

3.3.4 Opakovatelnost

Dal$im testovanym validaénim parametrem byla intradenni a mezidenni opakovatelnost
(ptesnost) metody, ktera je definovana jako tésnost shody mezi takto naméfenymi hodnotami.
Provadi se opakovanym méfenim vzorkl na stejném pfistroji, za stejnych podminek a stejnym

pracovnikem a vyjadiuje se opét jako RSD v % [101].

Pro stanoveni intradenni opakovatelnosti bylo pfipraveno pét derivatii jedné koncentracni
hladiny (1200 pg/1), které byly proméfeny béhem jednoho dne (n=5), a bylo pozorovano, jak
se jednotlivd méfeni od sebe li§i vramci ploch piki (a néasledné koncentrace EC)
(Obrazek P4) a retencniho ¢asu XEC derivatu. RSD pro koncentraci ziskané z péti méfeni
¢inilo 5,7 % Dale bylo vypocitano i RSD pro retencni Cas, které bylo pouhych 0,02 %
(Tabulka 9).

Mezidenni opakovatelnost byla rovnéZz stanovena na zékladé¢ méteni XEC derivati jedné
koncentra¢ni hladiny (1200 pg/l), avsak piipravenych a analyzovanych v rizné dny. Ze Sesti
meéfeni (n=6) byla ziskand hodnota RSD pro koncentraci EC 6,5 %. Opét bylo vypocitano
i RSD pro reten¢ni ¢as, které ¢inilo 0,54 % (Tabulka 9).

Podle valida¢nich tabulek [102] by pro danou koncentraci nemélo byt RSD vétsi nez 7,3 %,
coZ je splnéno v intradenni 1 mezidenni opakovatelnosti, a metoda tak mize byt povazovana

za dostate¢né presnou.
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Tabulka 9: Intradenni a mezidenni opakovatelnost koncentraci, plochy piki a reten¢nich ¢asu.

Intradenni opakovatelnost Mezidenni opakovatelnost
nl,)g;:,:i Retg:;éni Plocha piku Koncentrace Retg:;éni PII)?ET Koncentrace
[min] [V ] [ng/1] [min] [MVs] [ng/l]
1. 2,58 3164 1307 2,61 3523 1467
2. 2,58 3169 1309 2,59 3227 1335
3. 2,58 3283 1360 2,61 3561 1484
4. 2,58 3485 1450 2,59 3301 1368
5. 2,58 3537 1473 2,58 3827 1603
6. — — — 2,58 3536 1473
Primér 2,58 3327 1380 2,59 3496 1455
SD 0,00 175,0 78,0 0,01 212,8 95,1
RSD 0,02 53 5,7 0,54 6,1 6,5

3.4 Analyza vzorki

Mnozstvi EC bylo stanovovéano celkem u 50 vzorki, které byly rozdéleny do ctyi skupin:
domaci ovocné palenky, komeréné dostupné ovocné palenky, ostatni alkoholické napoje
a potraviny. Kazdy vzorek ze skupiny domacich ovocnych palenek byl t¥ikrat piipraven
ajedenkrat zanalyzovan (n=3). Ve =zbylych tfech skupinich byl kazdy vzorek
pripraven dvakrat a jedenkrat zanalyzovan (n=2). Pomoci experimentalné namétenych ploch
pikd a rovnice regrese kalibracni ptimky byla pak vypocitana koncentrace EC ve vzorcich.
Nejvice vzorkd sobsahem EC nad limit detekce bylo pozorovano u domacich palenek
z peckového ovoce z malych péstitelskych palenic. Z celkem 21 analyzovanych vzorkd
jich 9 (vzorek ¢. 1, 4-6, 11-13 a 18-19) obsahovalo EC (Tabulka 10), jehoz koncentrace se
pohybovaly od 14 pg/l az po 1500 pg/l. Pod 100 pg/l EC obsahovaly vzorky ¢. 1 a 6.
Koncentrace EC do 150 pg/l pak obsahovaly i vzorky ¢. 12 a 19, do hodnoty 400 pg/l byl EC
nalezen ve vzorku ¢. 11, 13 a 18. Vysoké mnozstvi pak obsahovaly dva vzorky, a to ¢. 4 (516
ng/l) ac.5, vkterém byla kvantifikovano dokonce 1503 pg/l. Tento vzorek piekrocil
maximalni doporuc¢ené¢ mnozstvi EC, které bylo stanoveno Evropskou komisi na 1000 pg/l, a
je tedy povazovan za nebezpecny. Oba tyto vzorky byly vyrobeny jiz v roce 2013, a jejich
vysoké mnozstvi EC tak miize byt zplisobeno dlouhym skladovanim. Dalsi 3 vzorky (€. 17,

20 a 21) prokazateln¢ obsahovaly EC (> LOD), nicméné jejich mnozstvi bylo pod limitem
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mnozstvi EC (az 60 000 pg/1), byly krom¢ hotovych pélenek analyzovany i 2 vzorky tkapu
(6. 2 a 3). Ani vjednom zt&chto vzorkd viak nebyl nalezen EC. Ukap je bohaty na
nizkovrouci latky, jako jsou tékavé estery, methanol ¢i acetaldehyd, zatimco EC ma pomérné
vysoky bod varu (182—-184 °C), a byl by tak destilovan v prokapu ¢i na konci destilace
(dokapu) spolu s piiboudlinami, jako je naptiklad kyselina octova a vyssi alkoholy [10]. To je
zaroven potvrzeno i faktem, ze od jednoho ukapu bylo analyzovano zaroven i jadro, které EC
obsahovalo. Ve vySe zminované studii nebyl jejich vysoky nalez blize komentovan

¢i vysvétlen.

V obchodnich fetézcich se pievazné prodavaji ovocné palenky, které nejsou 100% ovocnymi
destilaty. Tyto palenky obsahuji obvykle pouze malé mnozstvi ovocného destilatu, jsou
dolihované a obsahuji aromatizujici latky a barviva. Dle legislativy se za ovocny destilat
povazuje napoj, ktery byl vyroben vyhradné alkoholovym kvasenim a destilaci ovocného
kvasu, nebyl aromatizovan a nebyl do n¢&j ptidan lih jiného ptivodu [99]. Vyjimkou, je vSak
pfidani lihu do ovocného destilatu pted konecnou destilaci. Konecny vyrobek vSak musi
obsahovat minimalné 70 % ovocného destilatu, tudiz mtze byt pfiddno maximalné 30 % lihu
nevyrobeného destilaci ovoce. Takto vyrobené komeréni produkty lze od méné kvalitnich
rozeznat nejen podle sloZeni, které musi byt uvedeno na etiketé, ale také dle nazvu. Ptiponu ,,
ice* (slivovice, hruskovice, meruiikovice atd.) mohou nést totiz pouze ovocné palenky bez
ptidaného lihu (az na jiz vySe zminénou vyjimku) [99]. Pro porovnani bylo vedle domacich
ovocnych palenek z malych péstitelskych palenic analyzovano 6 komeréné dostupnych
vzorku lihovin z velkych (i mensich) lihovart (Tabulka 11). Z téchto vzorki byly ale 2 ¢istym
ovocnym destilatem (¢. 22 a 26), zbylé 4 obsahovaly pouze minimalni mnozstvi ovocného
destilatu (¢. 23, 24, 25, 27), vnichz se neptfedpoklada vyznamny vyskyt EC, coz se
i potvrdilo. EC byl nalezen pouze u jednoho vzorku ¢istého ovocného destilatu (¢. 22) a jeho
koncentrace byla 380 ng/l, coz spliiuje doporuceny limit Evropské komise. Jednalo se
o slivovici z rodinného lihovaru Zufének, ktery jiz jednu kauzu ohledn& zvysené koncentrace
EC celkem nedavno mél, a to v srpnu roku 2012. V jedné jejich merunkovici vyrobené v roce
2010 bylo nalezeno 800 pg/l EC, tudiz piekroéila limit Ceské normy, ktery povoloval
maximaln¢ 400 pg/l. Tato norma byla v fijnu roku 2012 zrusena, a tak merunkovice, ktera
byla po dobu vysetfovani oznaCena za nebezpeCnou, se jenom dva mésice poté stala

bezpecnou a mohla byt opét uvedena do ob&hu [100].
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Byla analyzovana i rozmanit4 skupina dalSich alkoholickych napojt, kterd sestavala ze vzorkt
rumu, ginu, borovicky, vodky, tequily, whisky, brandy, vin a medovin. Z celkového poctu 19
vzorkt byl EC kvantifikovan pouze v jednom (¢. 31), a to s koncentraci 468 ug/l. Jednalo se
0 vzorek kupované Hrom¢ikovy hoiké medoviny Elisa. Vzorek kupované medoviny Medvédi
objeti (¢. 33) pak obsahoval EC pod limitem kvantifikace. Z dostupné literatury je zfejmé,
ze se jesté nikdo nezabyval stanovenim EC v medovinach, a proto nase nalezy nebylo mozné
porovnat. V ostatnich analyzovanych vzorcich pak EC nebyl detekovan (Tabulka 12),
ptestoze dle vysledki piedlozenych EFSA se koncentrace EC u vzorki bilych vin pohybovala
do 30 pg/l, pro gin, vodku a rum byly koncentrace EC od nedetekovatelnych po 55 pg/l a pro
whisky, tequilu a brandy byly v rozmezi 0-520 ug/I [2].

Ve fermentovanych potravinach se vSeobecné nachazi velmi malé koncentrace EC, ale najdou

vvvvvv

kvantifikovan, a to v koncentracich 0—130 pg/1 pro s6jové omacky [68, 96-97] a 0—17 pg/l pro
octy [98]. Proto byly pro zajimavost analyzovany i 2 balzamikové octy, 1 kvasny ocet

a 1 sojova omacka. EC ale nebyl ani u jednoho vzorku detekovan.
Na obrazku 12 jsou piehledné zobrazeny koncentrace EC u v§ech pozitivnich vzorku.

Tabulka 10: Mnozstvi EC stanoveny v domacich ovocnych palenkach.

Cislo Koncentrace [pg/l] Primérna koncentrace
vzorku 1. méfeni 2. méFeni 3. méreni + interval spolehlivosti
1 79,6 80,9 83,0 81,2+2,1
2 _ _ _ _
3 _ _ _ _
4 514,7 518,7 514,8 516,1+2.3
5 1500,6 1506,5 1503,2 1503,4+2,9
6 13,5 16,1 12,9 142 +1,7
7 _ _ _ _
8 _ _ _ _
9 _ _ _ _
10 — — — —
11 381,3 378,7 374,6 378,2+33
12 1549 155,9 140,4 150,4 + 8,7
13 318,6 314,3 316,0 316,3+2,2
14 — — — —
15 — — — —
16 — — — —
17 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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Cislo

Koncentrace [pg/l]

Prumérna koncentrace

vzorku . . . + interval spolehlivosti
1. méreni 2. méreni 3. méreni
18 355,3 353,5 353,2 354,0+1,2
19 139,0 142,0 140,3 140,4+ 1,5
20 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
21 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Poznamka: Kde neni uvedena ¢iselnd hodnota byla koncentrace ethylkarbamétu pod LOD.

Tabulka 11: Mnozstvi EC nalezena v komer¢né dostupnych slivovicich.

Cislo
vzorku

Koncentrace pg/l

1. méreni

2. méreni

Priamérna koncentrace
+ interval spolehlivosti

22
23
24
25

26
27

380,0

379,0

379,5+6,8

Poznamka: Kde neni uvedena ¢iselnd hodnota byla koncentrace ethylkarbamatu pod LOD.

Tabulka 12: Mnozstvi/koncentrace EC nalezena Vv ostatnich alkoholickych napojich.

Cislo
vzorku

Koncentrace ng/l

1. méreni

2. méreni

Prumérna koncentrace
+ interval spolehlivosti

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

467,3

<LOQ

467,8

<LOQ

467,5+3,0
<LOQ

Poznamka: Kde neni uvedena Ciselnd hodnota byla koncentrace ethylkarbamatu pod LOD.
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Obrazek 12: Srovnani koncentraci EC u pozitivnich vzorki.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni ethylkarbamatu v alkoholickych napojich pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s fluorescenénim detektorem. V prvni
fad¢ bylo nutné provést optimalizaci derivatizacni reakce ethylkarbamatu s derivatizan¢nim
¢inidlem 9-xanthydrol. BéZn¢ provadéna metoda derivatizace byla zjednoduSena a zkracena,
pricemz stabilita ziskaného derivatu byla maximalné 5 dni. Nasledovala optimalizace HPLC
separace, kdy se vhodné zvolenymi podminkami podafilo zkratit dobu analyzy na pouhych
7 minut. Soucasti prace byla i validace vyvinuté metody, a to z hlediska meze detekce, meze

stanovitelnosti, spravnosti (navratnost) a piesnosti (intradenni a mezidenni opakovatelnost).

Optimalizovana metoda byla nasledné aplikovana na realné vzorky, které byly rozdéleny
do ¢tyt skupin. Prvni skupina tvofila domaci palenky z malych péstitelskych palenic. Pro
porovnani koncentraci ethylkarbamétu byly analyzovany i1 komeréné€ dostupné ovocné
palenky, které byly zafazeny do druhé skupiny. Tteti skupina obsahala rizné druhy alkoholu,
u kterych by se mohl vyskytovat ethylkarbamat. Pro zajimavost byly také analyzovany
vybrané vzorky potravin, které¢ tvofily posledni, ctvrtou skupinu. Z celkového poctu
50 vzorkli byl ethykarbamat kvantifikovdn v 10 vzorcich. V dalSich 4 byl ethylkarbamat
detekovan, ale jeho mnozstvi bylo pod limitem kvantifikace. Nejvice pozitivnich vzorkll na
ethylkarbamat bylo u domacich ovocnych palenek. Nejvyssi koncentraci pak méla slivovice
z péstitelské palenice BaKaK Hornice, ktera obsahovala 1503 pg/l, aptekrocila tak
doporucené mnozstvi ethylkarbamatu ptitomného Vv palenkach z peckového ovoce, ktery byl
Evropskou komisi stanoven na 1000 pg/l. Z Sesti komeré¢né dostupnych ovocnych palenek
z malych ivelkych lihovard pouze jedna obsahovala ethylkarbamat a to s koncentraci
380 pg/l. V ostatnich alkoholickych napojich byl ethylkarbamét stanoven pouze v jedné
medoving, a to s koncentraci 468 pg/l. Ve fermentovanych potravinach pak ethylkarbamat

nebyl viibec detekovan.
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Obrazek P1: UV/VIS spektrum rozpoustédla, slepého vzorku a XEC derivatu.
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Obrazek P2: Kinetika derivatiza¢ni reakce v prosttedi 0,15 mol/l HCI.
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Obrézek P3: Emisni spektrum XEC derivatu méfené pii Aex= 300 nm.
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Obrazek P4: Chromatograficky zaznam pikt XEC pfi méfeni intradenni opakovatelnosti.
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TABULKY

Tabulka P1: Stabilita XEC derivatu po dobu 5 dni

Cas méfeni [min; hod; dny]

Plocha piku [mV.s]

Koncentrace [ng/l]

5 minut
30 minut
60 minut
80 minut
5 hodin
1 den
2 dny
5 dni

739,5
4861,6
4859,0
4810,7
4867,5
4744.8
4761,7
4560,6

2249
2069,1
2068,0
2021,3
2071,8
2016,9
2024,4
1984,5
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