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VYUKOVE CILE LABORATORNIHO CVICENI

1) Prohloubeni teoretickych a praktickych znalosti v oblasti plynové chromatografie a
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (GC-HRMS)

2) Demonstrace analytické metody pro stanoveni t€kavych a ¢astecné t€kavych latek ve whisky

3) Seznameni se s chemometrickymi metodami a jejich vyuziti pro stanoveni autenticity whisky

KRITERIA HODNOCENI PRACE

Znalost zakladnich informaci souvisejicich s GC—HRMS instrumentaci

Praktické provedeni prace

Dodrzeni pravidel pro praci v laboratofi (bezpecnost, Cistota, poradek)

Protokol — piehlednost experimentalnich tidajt, vysledky a zavér

CASOVY HARMONOGRAM PRACE

K

Cinnost
rok ¢.
1. Vyklad, prozkouseni a diskuse (45 min)
2. Ukézka ptipravy vzorku whisky pro analyzu (15 min)
3. Ptiprava vzorkd whisky (120 min)
4. Nastaveni instrumentace GC-HRMS (20 min)
5. Ukézka jednotlivych softwarli pro vyhodnoceni dat (30 min)
8. Vyhodnoceni a zpracovani dat (60 min)
9 Ptiprava protokolu (30 min, lze vyhotovit t¢Z mimo laboratof, po domluve s

asistentem)




STUDIJNI CAST

Skotska Whisky je celosvétove velmi oblibenym alkoholickym napojem na celém svété. Prave
kvuli jeji popularité je Skotska Whisky Casto pfedmétem falSovani. FalSovani whisky miize probihat
nasledujicimi zpisoby: (i) levnéjsi whisky oznacena jako ,,luxusni produkt®, (ii) levnéjsi lihovina
namichana s autentickou whisky a (iii) levné&jsi alkohol dochucen pomoci aditivni latek. Dale mtize
byt nespravné uveden proces zrani (druh pouzitého sudu, doba zrani) v dubovych sudech. Prave
proces zrani je vyznamny technologicky krok pro vyrobu Skotské whisky. Béhem tohoto procesu
prechazeji do finalniho produktu latky charakterizujici chut a vini a tyto latky charakterizuji
jednotlivé druhy whisky. Pro stanoveni téchto latek je vhodna zejména plynova chromatografie (GC)
ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (HRMS). Pro stanoveni autenticity vyrobku
je nutné charakterizovat autentické vzorky a po zpracovani pomoci chemometrickymi metodami
(napf. analyza hlavnich komponent — PCA, ¢aste¢na analyza nejmensich ¢tvercti — PLS-DA) najit
latky charakterizujici jednotlivé skupiny. Tyto markery je tfeba identifikovat a ovéfit pomoci
dostupnych technik. Instrumentace GC-HRMS typu kvadrupoél-analyzator doby letu (QTOF)
umoznuje identifikaci nezndmych latek pomoci pfesné hmoty ziskané z elektronové ionizace (EI),
reten¢nich indexti, izotopového vzoru, knthovny NIST, pfesné hmoty ziskané z positivni chemické
ionizace (PCI) a vyuZiti tandemové MS (MS/MS) v PCL

Velkou pfednosti hmotnostniho spektrometru typu TOF (,time of flight*) je moZnost
dekonvoluce a jeji vyuziti je demonstrovdno na obrazku 1. V tomto konkrétnim ptipadé byly
odliSeny dv¢ latky s rozdilnymi spektry, které jsou v koeluci a k jednotlivym signdltim jsou pfifazeny
hmotnostni spektra.

Na obrazku 2 je uveden piiklad chemometrického vyhodnoceni naméfenych dat pomoci
statistického softwaru SIMCA. Na obrazku 2a je zndzornén tzv. ,,score plot™ demonstrujici rozdéleni
jednotlivych vzorkt whisky podle druhu sudu, které byly pouzity pii vyrobé whisky. ,,VIP-plot*
(obrazek 2b) ilustruje nejvyznamnéjsi ,,markery®, které nejvice piispivaji k rozdé€leni jednotlivych

skupin.
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Obrazek 1: ptiklad vyuziti dekonvoluce — (A) hmotnostni spektrum pied dekonvoluci, (B) TIC

chromatograficky zaznam s vyznaCenymi latkami detekovanymi po dekonvoluci, (C) a (D)

hmotnostni spektra po dekonvoluci, (E) NIST spektrum vyznamného markeru

VIP[3]

-0.6

Obrazek 2: identifikace vyzmanych mareri pomoci PLS-DA a VIP-plotu.
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PRAKTICKA CAST

Napln a cil prace

Cilem ulohy je sezndmeni s analytickou metodou pro autentikaci whisky pomoci profilovani
tékavych a ¢astecné t€kavych latek. Dale budou demonstrovany nastaveni instrumentace GC—HRMS
a naméfena data budou vyhodnocena pomoci chemometrickych metod. Tento postup 1ze pouzit nejen
pro whisky a dalsi alkoholické napoje, ale i pro Sirokou skalu komodit reprezentovanych tékavymi a

Castecné t€kavymi latkami.

Priprava vzorku

Do plastové kyvety se pipetuje 3 ml vzorku, 10 ml deionizované vody a 10 ml ethylacetatu.
Kyveta se protiepe po dobu dvou minut a pak se umisti do odstfedivky, kde probihé odstiedéni po
dobu péti minut pfi frekvenci 10 000 otacek za minutu. Vrchni etylacetdtova vrstva se zfiltruje pres
vrstvu vyzihaného siranu sodného promytého ethylacetatem do banky. Po zfiltrovéani je vrstva siranu
sodného promyta 5 ml ethylacetatu. Ethylacetatovy extrakt je odpafen pii 220 mbar do posledni
kapky, kterd pak byla odfoukéna dusikem. Odparek se rozpusti v 0,5 ml ethylacetatu. Simultanné

bude stejnym zplisobem piipraven blank.

Zpracovani namérenvych dat

Naméfend hmotnostni spektra vzorkti whisky jsou nejprve pievedena do centroidniho
formatu. Nasledné je provedena dekonvoluce v softwaru UknownAnalsis. Poté se provede ,,peak
aligment™ (sjednoceni reten¢nich ¢asti a pfesnych hmot) u detekovanych latek pomoci softwaru
MassProfilerProfessional. Z vyslednych latek se provede rekurzivni analyza pomoci MassHunter
Quant. Vysledkem této analyzy je plocha pikli jednotlivych latek v jednotlivych vzorcich. Tento
datovy soubor byl exportovan do programu Excel, kde se provede normalizace. Upraveny datovy
soubor je nasledné exportovan do statistického softwaru SIMCA, kde bude provedena PCA a PLS-
DA. Nasledné jsou detekovany markery charakterizujici jednotlivé skupiny whisky a na zavér jsou
tyto latky identifikovdny pomoci knihovny NIST, ptfesné hmoty, isotopového vzoru, retencniho

indexu a positivni chemické ionizace.



Chemikalie, spotirebni material a pomucky

Deionizovana voda (Milli-Q, Millipore, USA)
Ethylacetat (Merck, Némecko)

Siran sodny (Penta Praha, CR)

Helium 6.0 (Siad, CR)

Dusik 5.0 (Siad, CR)

Bézné vybaveni laboratotre (kadinky, odmérny valec, Pasteurova pipeta, navazovaci lodicka, 1zicka
na chemikalie, 50 ml umélohmotné kyvety)

Ptedvazky AND HF-1200 (A&D Instruments, Japonsko)
Automaticka pipeta FINNPIPETTE 1 — 5 ml (Thermo Scientific, USA)

Instrumentace

Agilent 7200B Quadrupole Time of Flight GC/MS

e Automaticky podavac vzorkti GC Sampler 80 (Agilent Technologies, USA)
e Programovatelnd pec Agilent 7890B (Agilent Technologies, USA)

e VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr Accurate-Mass Q-TOF/MS 7200 (Agilent
Technologies, USA)

Pouzité softwary

MassHunter Profinder (B.06.00, Agilent Technologies, USA)
Simca verze 13 (Umetrics, Svédsko)

UknownAnalsis (B.07.01, Agilent Technologies, USA)
MassProfilerProfessional (13.0, Agilent Technologies, USA)
MassHunter Quant (B.07.01, Agilent Technologies, USA)
MassHunter Qual (B.07.00, Agilent Technologies, USA)
Microsoft Office Excel (2013, Microsoft, USA)

Instrumentalni metoda

Tab. 1 Parametry plynové chromatografie chromatografie:

Kolona HP-INNOWax (25 m x 0,2 mm, 0,2 pm; Agilent Technologies)
Nosny plyn: Helium

Prutok plynu 1 ml / min

Typ nastiiku Splitless (1 pul)

Teplotni program pece 60 °C po dobu 1,5 mln, 10 °C/min do 240 °C

Teplota transferline 260 °C




Tab. 2 Podminky hmotnostné-spektrometrické detekce

Ionizace El
Teplota zdroje 230°C
Hmotnostni rozsah 12 500 FWHM
Akvizi¢ni rychlost 5 spekter/s
Hmotnostni rozsah 40 — 550 m/z
PROTOKOL
1) Uvod — skupina, studenti
2) Princip metody (cca jeden odstavec)
3) Chromatograficky zaznam dvou rozdilnych vzorkt whisky
4) Podrobn¢ popsany ,,score a loading plot™

S)

Zavér (cca jeden odstavec)



