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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméfena na moznosti stanoveni toxického methanolu,
predevsim metodami proveditelnymi v bézné laboratofi, kterd neni vybavena specidlnimi
instrumentalnimi metodami, jako je plynova chromatografie. Tato prace rovnéz pojednava
o bezpe¢ném mnozstvi methanolu, které nepiedstavuje nebezpeci pro lidsky organizmus,
dale pak o moznostech 1éCby intoxikaci methanolem. Byla zkouména spektrofotometricka
metoda vyuzivajici selektivni indikator kyselinu chromotropovou, dalsi ze zkoumanych
metod je zaloZzena na gravimetrii. Vysledky laboratorniho stanoveni byly srovnany

s vysledky analyzy plynovou chromatografii pro zjisténi piesnosti laboratorni analyzy.

Klicova slova: Methanol, toxikologie, kyselina chromotropova, formaldehyd, fomepizol

ABSTRACT

This thesis is focused on the determination of toxic methanol, first and foremost by
the means of methods that can be carried out in common laboratories that are not equipped
with a gas chromatograph. This thesis is also about the determination of tolerable amount
of methanol in alcoholic drinks that does not cause any ill effect to human body. Further-
more, possible cures for methanol intoxication are addressed. One of the methods to de-
termine methanol content uses chromotropic acid as a selective indicator. The second of
the proposed methods uses gravimetric analysis to determine the methanol content. The
results of the laboratory determination were compared to the results of the gas chromatog-

raphy to assess the accuracy of the proposed methods.

Key words: Methanol, toxicology, chromotropic acid, formaldehyde, fomepizole
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UvVOoD

Pro stanoveni obsahu vSech alkoholl v lihovych napojich je pfedepsand instrumen-
talni metoda plynové chromatografie. Tato prace je pfedevSim pokusem o nalezeni a im-
plementaci metody stanoveni toxického methanolu v alkoholickych napojich, ktera je pro-
veditelnd i na pracovistich, kterd nejsou vybavena plynovym chromatografem. Zakladnimi
pozadavky pro tuto metodu jsou predevsim jednoduchost provedeni, malé naroky na vyba-

veni laboratofe k provedeni zkousky a dostate¢na presnost urceni obsahu methanolu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 METHANOL

Methanol (difevny lih) je nejjednodussim alkoholem. Je to bezbarva kapalina alkoho-
lického zapachu. Zkoumani jeho obsahu v destilatech je nezbytné, protoze ma nizsi teplotu
varu nez ethanol a jeho obsah je v prvotni fazi destilace pomérn¢ vysoky. Technologicky-
mi postupy je methanol béhem destilace odstrafiovan, jeho pfitomnost je v§ak dana tvorbou

azeotropické smési.

1.1 Zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti methanolu
Bod varu: 64,7°C
Hoflavost: hotlava kapalina I. tfidy nebezpec¢nosti
Rozpustnost ve vodé: misi se s vodou, ethanolem a acetonem

Teplota tani/tuhnuti: -98°C

Nejnizsi smrtelna davka (LDLO) oralné: ¢lovek: 143 mg/kg [13]

1.2 Vyroba methanolu

Zastaraly zptusob vyroby methanolu spociva v zahtivani dieva bez piistupu vzduchu.
Odtud pochazi zastaraly ndzev pro methanol drevny [ih. Dnes se methanol vyrabi témér
vyhradné hydrogenaci oxidu uhelnatého. Optimalni podminky pro reakci jsou tlak kolem
20 MPa a teplota 350°C; katalyzatorem je smés oxidu zine¢natého a oxidu chromitého [14-

16]

350°C
€O+ 2H, — CH,0H (1)

Methanol 1ze rovnéz ziskat chloraci methanu hydrolyzou produktu reakce

Cly H, 0
CH, — CH,Cl— CH,0H ()
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2 TOXICITA METHANOLU PRO LIDSKY ORGANIZMUS

Methanol je po poziti postupné enzymaticky metabolizovan alkoholdehydrogena-
zou. Vznikaji produkty oxidace methanolu, tj. formaldehyd a kyselina mravenci. Tyto me-
tabolity jsou pro lidsky organizmus toxické a maji rovnéz negativni vliv na funkci o¢niho
nervu. Jejich zvySena koncentrace v téle zptsobuje slepotu a nasledny kolaps organizmu,
ktery konc¢i smrti. Enzym alkoholdehydrogenaza ma 20 krat vyssi afinitu k ethanolu nez k
methanolu [2,3], proto konzumace podezielého ¢i svépomoci ziskaného alkoholického
napoje nemusi nutn¢ privodit piiznaky otravy pravé z ditvodu podstatné vyssiho mnozstvi

ethanolu.

Obsah methanolu v lihovych népojich je Evropskou unii regulovan. V této praci nasti-
nime souvislost mezi povolenym mnozstvim methanolu a maximalnim mnozstvim, které je

nebezpecné pro lidsky organizmus.

2.1 Toxikokinetika methanolu

Studie prokazaly, ze polocas eliminace methanolu z krevniho fecisté¢ je 140 minut
[4,5]. Jak jiz bylo zminéno, ethanol je metabolizovan pfednostné [1-3]. Pokud je ethanol
obsazen v krvi v davkach vyssich, nez 100 mg/dl, je katalyza methanolu alkohol dehydro-
genazou uplné zastavena. V tomto piipad¢ je methanol odstrafiovéan z téla pouze moci a ve
vydechovaném vzduchu. Obsah methanolu v krvi pii koncentraci ethanolu 100 mg/dl klesa
velmi pomalu, literatura [1] uvadi pokles 1-2 % methanolu v krvi za hodinu. Hladina etha-
nolu v krvi 100 mg/dl je dosazena konzumaci 36 g ethanolu (pfiblizné 100 ml 40 % lihovi-
ny) v intervalu 1 hodiny a naslednou pravidelnou konzumaci 6,5 gramu ethanolu za hodi-
nu. Pfi t€chto podminkach je methanol obsazeny v krvi z poloviny odstranén fyziologic-

kymi procesy asi po 40 hodinach [1].

2.2 Tolerovatelné mnozstvi methanolu a toxické mnozstvi methanolu

Literatura [1] uvadi daj o koncentraci methanolu 1mg/dl krve jako pfirozenou. Da-
le se uvadi, ze koncentrace methanolu vyssi nez 20mg/dl krve je koncentrace vyzadujici
1ékatské oSetfeni. Na zaklade€ téchto dvou udajii 1ze bezpecné tvrdit, Ze koncentrace metha-
nolu 5 mg/dl krve neptedstavuje nebezpeci pro lidsky organizmus [1]. Pro zjisténi limitni

koncentrace methanolu v lihoving byl vytvotfen nasledujici model.
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Osoba vazici 70 kg s obsahem vody v téle 55 % (39 litrtt) dosdhne koncentrace
methanolu v krvi 5mg /dl po poziti 1950 mg methanolu. Pro konzumaci tohoto mnoZzstvi
methanolu béhem 1-2 hodin uvazujeme 4 davky lihoviny o objemu 25 ml a obsahu ethano-
lu 40 % obj. Pro dosazeni vySe uvedené koncentrace methanolu v krvi musi lihovina obsa-

hovat 2 % obj. methanolu. Tyto idaje plati pfi uvazeni néasledujicich hypotéz:
1) mira absorpce je mnohem vyssi, nezZ mira eliminace methanolu z téla

2) mnozstvi pozitého ethanolu soucasn¢ s methanolem neurychli eliminaci diky
svym mocopudnym ucinkiim
3) mnozstvi methanolu Smg/dl krve neptedstavuje nebezpeci pro lidsky organizmus

Tieti hypotéza je potvrzena v praxi [6], kdy byl sledovan zdravotni stav dobrovolni-
kt, ktefi dosahli koncentrace methanolu 7,6 mg/dl krve. Tato koncentrace byla zkoumana

2 hodiny po konzumaci 5845 mg methanolu na 70 kg lidské vahy.

Shrnutim vyse uvedenych poznatkii 1ze usoudit, Ze mnozstvi methanolu 5 mg/dl krve je
davka, ktera neptedstavuje riziko pro lidské zdravi, a to po libovolné dlouhou dobu, po

kterou tato koncentrace pretrvava [1].

2.3 Metabolizmus methanolu a protilatky

Methanol je metabolizovan enzymem alkoholdehydrogenazou na formaldehyd, a na-
sledné na kyselinu mravenci. Tyto latky zpiisobuji metabolickou acidozu, kardiovaskularni
nestabilitu a Casto smrt [11]. Enzym alkoholdehydrogenaza vSak piednostné katalyzuje
odbourdvani ethanolu [1], proto je zvySeni mnozstvi ethanolu v krvi jednou z metod prvni
pomoci pfi otravé methanolem [8]. Jednou z dalSich moznosti je pouziti latky s ndzvem

Fomepizol [10].

2.3.1 Ethanol jako protilatka oddalujici metabolizmus methanolu

Zvyseni mnozstvi ethanolu v krvi je zékladnim opatfenim pii intoxikaci methanolem.
Jedna se vSak o zasah, ktery pouze oddali metabolizmus methanolu, protoze ethanol je
rovnéz metabolizovan jaternim cytochromem P450 2E1 [9]. Z tohoto diivodu je ochranna
funkce ethanolu coby protilatky brzy vycerpana. Jak jiz bylo zminéno vySe, inhibice meta-
bolizmu methanolu alkoholdehydrogendzou nastava pifi mnozstvi ethanolu v krvi 100

mg/dl. Methanol je v tomto pfipadé odstranén beze zmén vylucovaci soustavou.
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Pacient v§ak musi byt dlisledné kontrolovan, protoze je intoxikovéan ethanolem a musi

se zabranit selhani jater ¢i hypoglykemii [10].

2.3.2 Fomepizol

Fomepizol (4-methylpyrazol) je inhibitorem enzymu alkoholdehydrogendzy. Tato
sloucenina je pouzitelna jako protilatka nejen pii intoxikaci methanolem, ale také ethyleng-
lykolem [12]. V jedné ze studii [10] byla tato latka pouzita ve vice piipadech intoxikace
methanolem jako protilatka a byly zkoumany jeji ucinky na pacientech. Fomepizol byl
podavan intravenozn¢, davka 15 mg na 1 kg télesné vahy. Nasledn¢ byly podavany davky
10 mg na 1 kg télesné vahy kazdych 12 hodin. Tyto davky se opét zvysily na 15 mg na 1
kg télesné vahy po 48 hodinach. Podavany byly kazdych 12 hodin, aby se zabranilo meta-
bolizmu Fomepizolu. Pacienti byli timto zpiisobem léceni az do okamziku, kdy koncentra-
ce methanolu v krvi klesla pod hodnotu 20 mg/dl krve. Doba 1é€by Fomepizolem trvala
pramérné 30 hodin. Objevily se vsak i1 vedlejsi ptiznaky spojené s touto 1écbou. U nékte-

rych pacientl byly pozorovany stavy uzkosti, rozruseni ¢i Skytavka [10].
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3 LEGISLATIVA TYKAJICI SE POVOLENEHO MNOZSTVIi
METHANOLU V LIHOVINACH

3.1.1 Povolené mnoZstvi methanolu v lihovych napojich

V nize uvedené tabulce jsou uvedeny povolenda mnozstvi methanolu v jednotlivych

destilatech, dle provadéci vyhlasky k zadkonu o lihu €. 141/1997 Sb. [7].

Tabulka 1 Maximalni pfipustné mnozstvi methanolu ve vybranych destilatech

Druh lihu-ovocné a jiné destilaty Obsah methanolu [g/la]
borovickovy 15
hruskovy 15
jablec¢ny 15
merunkovy 15
slivovicovy 15
tfesnovy 15
vinny 2
whiskovy 15
broskvovy 15
visSnovy 15
obilny 15

Jednotka obsahu methanolu v lihoviné g/la ur¢uje hmotnost methanolu v jednom li-
tru 100 % obj. ethanolu [7]. Pfedpokladejme nésledujici ptiklad: Destilat jiny nez vinny o
obsahu ethanolu 50 % obj. ma dle vySe uvedené tabulky povoleny obsah methanolu 7,5 g/1.
Uvazujme hustotu ¢istého methanolu 0,79 g/ml. Objem methanolu o hmotnosti 7,5 g od-
povida hodnoté 9,5 ml. Procentudlné vyjadieno, povolené mnozstvi methanolu v tomto
modelu je 0,95 % obj. Srovnejme nyni vypocitanou hodnotu s vysledky, které dle publiko-
vané literatury [1] pfedstavuji stale bezpecné mnozstvi methanolu, které nezplisobi zdra-
votni komplikace, tj. 2% methanolu v lihovin€ o koncentraci ethanolu 40 % obj. Vyhlas-
kou dany limit stanovuje mnozstvi, které nepfedstavuje bezpecnostni riziko a k hodnoté
2% obj., kterou v této praci uvadim jako bezpecnou, se nepiiblizuje a pfedstavuje tak

znacnou rezervu.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

4 STANOVENI OBSAHU METHANOLU

Alkoholy jako methanol a ethanol jsou latky rozpustné ve vod¢; ziskéavaji se destilaci
jejich vodnych roztokti-zkvasenych piirodnich produkt obsahujicich cukr. S vodou tvofi
azeotropickou smés; proto vodu nelze odstranit béznym procesem destilace. Piitomnost
vétSitho mnozstvi methanolu je, jak jiz bylo nastinéno vyse, naprosto nepiipustna z diivodu
jeho toxicity. Odlisit methanol od ethanolu senzoricky je nemozné, protoze lihovina vzdy
obsahuje bud’ ptimési ovlivitujici chut’ produktu, nebo je chut’ destilatu ovlivnéna ptirodni
surovinou pouzitou k jeho vyrobé. Zkousky zalozené na barvé plamene jsou téz diskutabil-
ni a rozhodné je nelze jako vérohodné doporucit, protoze vétSina alkoholickych népoji
neobsahuje dostate¢né mnozstvi ethanolu, aby mohlo dojit k zazehnuti plamene. Navic se
jedna o smés obou alkoholl a barva plamene je vzdy ovlivnéna obéma spalovanymi latka-
mi. Je proto nutné stanovit tyto alkoholy jinym zpiisobem. Optimalni je pouziti instrumen-
talnich metod, zejména plynové chromatografie nebo Ramanovy spektroskopie. V této

praci se zabyvam metodami proveditelnymi v bézné chemické laboratofi.

4.1 Stanoveni methoxy- a ethoxy- skupin dle Willstiittera a Utzingera

Jedna se o metodu zaloZenou na sledu n¢kolika relativné jednoduchych chemickych
reakci. Cilem je ptrevedeni methanolu a ethanolu na slou¢eninu o vyssi molekulové hmot-
nosti. Stanoveni methanolu touto metodou provedli Harold S. King a Adam C. Bell [19].

4.1.1 Chemické reakce stanoveni Willstittera a Utzingera

Nejprve jsou oba alkoholy pievedeny na alkyl-jodidy reakci s koncentrovanou kyse-

linou jodovodikovou.

CH,0H + HI - CH,I + H,0 3)

CH,CH,OH + HI = CH,CH,I + H,0 (4)
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Naésledujicim krokem je reakce alkyl-jodidii s trimethylaminem za vzniku alkyl-
amoniovych soli. Reakce probihaji v roztoku trimethylaminu (TMA) v absolutnim alkoho-

lu.

CHgl + (CH3) N — (CH ) NI 5)

Produktem této reakce je v ethanolu nerozpustné srazenina tetramethylamonium jo-
didu, ktera indikuje obsah methanolu ve vzorku. Analogicky vznika trime-

thyl(ethyl)amonium jodid, ktery zGstava rozpustén v alkoholickém roztoku TMA.
CH,CH,I + (CHy)3N = (CHy)3(CH,CH,)NI (6)

Vznik srazeniny indikuje obsah methanolu. Hmotnost vzniklého tetramethylamoni-
um jodidu pak kvantitativné udava obsah methanolu ve vzorku. Odstranénim sraZeniny a

odparenim rozpoustédla 1ze analogickym zplisobem kontrolné urcit obsah ethanolu.

4.2 Spektrofotometrické stanoveni obsahu methanolu

Pti spektrofotometrickém stanoveni koncentrace vznika chromogen. Intenzita barvy
je pfimo umeérna koncentraci zkoumané latky. V piipadé methanolu je nutné zvolit vysoce
selektivni indikator, jehoz funkce neni ovlivnéna dalSimi piimésemi, které se mohou
v lihovinach vyskytovat. V této praci byla jako indikator zvolena kyselina chromotropova,

kterou pouzil i tym Mohammada Delirrada [17] v roce 2012.

4.2.1 Kyselina chromotropova

Jedna se o derivat naftalenu (4,5- dihydroxy-2,7- naftalendisulfonovéa kyselina, obr.
1). V siln€ kyselém prostiedi indikuje pfitomnost formaldehydu tvorbou ¢ervenofialového

chromogenu.

Ho & Q_oH
'S S
/ W
o o
OH OH

Obrazek 1 Chemicky vzorec kyseliny chro-

motropoveé
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4.2.2 Chemizmus stanoveni methanolu pomoci kyseliny chromotropové

Jak jiz bylo popséano vyse, kyselina chromotropova je indikatorem formaldehydu.
Proto je nutné nejprve prevést alkoholy ve vzorku na odpovidajici aldehydy vhodnym oxi-
dovadlem. Je mozné pouzit naptiklad dichroman draselny ¢i manganistan draselny. Nize
uvedena reakce alkoholu s manganistanem draselnym byla pouzita pro praktickou cast

prace ke stanoveni methanolu ve vzorcich lihovin.

3CH,0H + 2KMn0, — 2H,0 + 3HCOH + 2KOH + 2MnO0, (7)

Reakce probiha v kyselém prostiedi kyseliny ortho-fosforecné, ta reaguje se vzni-

kajicim hydroxidem za vzniku fosfore¢nanu a vody.

H,PO, + 3KOH — K,PO, + 3H,0 (8)

Vznikajici MnO, tvofi hnédou srazeninu, jejiz piitomnost by zkreslovala nasledné
stanoveni, které je podminéno tvorbou chromogenu. Srazeninu lze odstranit pfidanim roz-
toku disifi¢itanu sodného nebo draselného, ktery roztok odbarvi. Kyselina chromotropova
vytvoii chromogen az po pridavku koncentrované kyseliny sirové; nékteré studie [18] uva-

déji rovnéz moznost pouziti kyseliny fosfore¢né, chlorovodikové a chloristé.

4.2.3 Spektrofotometrické stanoveni

Po vytvotfeni chromogenu je mozné provést kalibraci standardnimi roztoky o zna-

mém obsahu methanolu; intenzita barvy je pfimo umérna obsahu methanolu.

4.3 Stanoveni metodou plynové chromatografie (GC)

Plynova chromatografie slouzi ke stanoveni tékavych latek lehce preveditelnych do
plynného skupenstvi. Latky stanovitelné touto metodou musi mit dostate¢ny tlak nasyce-
nych par, musi byt tepelné stalé a relativni molekulova hmotnost nesmi piekrocit 1000
g/mol. Pouziti metody neni mozné napftiklad pro stanoveni makromolekularnich latek, or-
ganickych a anorganickych soli. Naopak tékavé organické latky, mezi n€z patii nami
zkoumané alkoholy, lze touto metodou spolehlivé stanovit. Analyza vzork plynovou
chromatografii v naSem vyzkumu poslouZila jako referencni metoda ke srovnani ptesnosti

stanoveni obsahu methanolu metodami chemickymi [20].
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4.3.1 Popis funkce plynového chromatografu

Aby bylo mozné vzorek analyzovat, musi se pfeménit v pary. To se déje okamzité
po vstiiknuti do vyhiivaného davkovace; zpravidla vstiikujeme jen nckolik pl latky. Pary
jsou transportovany nosnym plynem (mobilni fazi) do vyhtivané kolony, kde dochazi
k separaci jednotlivych slozek vzorku na zakladé razné afinity ke staciondrni fazi. Do de-
tektoru latky vstupuji jednotlivé, kazda po urcitém case, ktery nazyvame retencni.
K analyze vzorkl v této praci byl pouzit plamenové-ionizacni detektor. Po vstupu latky do
detektoru dojde k ionizaci plamene a tim ke zvySeni vodivosti prostoru detektoru. Tento
vykyv je zaznamenan na chromatogramu; na zaklad¢ tvaru kiivky lze urcit, o jakou latku

se jedna, plocha pod kiivkou urcuje mnozstvi zkoumaného analytu [20].
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5 CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem bakaléiské prace bylo shromdzdit dostupné informace o metodice stanoveni
methanolu a provést laboratorni stanoveni na zakladé ziskanych teoretickych poznatk.
Dale bylo nutné zjistit piesnost danych laboratornich metod srovnanim vysledki métfeni
s vysledky ziskanymi méfenim pomoci plynové chromatografie za pouziti redlnych vzorkt
lihovin. Nésledn¢ poznatky shrnout a zvazit vhodnost pouziti metodiky v bézné laboratorni

praxi.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 MATERIAL POUZITY K ANALYZE JEDNOTLIVYMI
METODAMI

6.1 Vzorky destilatu

Pro aplikaci metod popsanych v teoretické Casti této prace byly zkoumény vzorky
destilatt vyrobenych v péstitelské palenici. Pfirodni materidl pro kvas a naslednou destilaci
se v jednotlivych ptipadech lisil. V tabulce 2 jsou uvedeny veskeré udaje o slozeni vzorkd,

obsah ethanolu a druh suroviny pouzité k vyrobé dané lihoviny.

Tabulka 2 Charakteristika vzorka lihovin

Oznadeni Surovina Obsah ethanolu
1 Svestka 52%
2 Mirabelka 52%
3 Svestka 46%
4 Hrozen neni zndmo
5 Domaci pivo neni zndmo
6 Svestka 46%
7 Spendlik, $vestka, ryngle 47%
8 Svestka neni zndmo
9 Svestka neni zndmo
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6.2 Chemikalie

-ethanol pro UV spektroskopii; vyrobce: Lachema; obsah ethanolu min. 96% obj.
-methanol; vyrobce: Dorapis, Bacilek; obsah methanolu min. 99,5%
-kyselina jodovodikova; vyrobce: Merck; koncentrace: 57% hm.; ¢istota p.a.

-trimethylamin; roztok v absolutnim ethanolu; vyrobce Sigma-Aldrich; koncentrace 31-

35%; Cistota p.a.

-kyselina sirova; vyrobce Penta; koncentrace min. 96%; Cistota p.a.
-manganistan draselny; vyrobce Lachema; Cistota p.a.

-disifi¢itan draselny; vyrobce Lachema; Cistota p.a.

-kyselina ortho-fosforecnd; vyrobce Lachema; koncentrace 86 %; Cistota p.a.

-kyselina chromotropova; vyrobce Lachema; Cistota p.a.
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7 STANOVENi OBSAHU METHANOLU VE VZORCICH
PLYNOVYM CHROMATOGRAFEM (GC-FID)

Aby bylo mozné vyhodnotit piesnost stanoveni methanolu pomoci laboratornich me-
tod popsanych v teoretické ¢asti, byly vzorky nejprve zkoumany metodou plynové chroma-
tografie. Pro analyzu byl pouzit pfistroj Agilent Technologies 7890A s plamenové ionizac-
nim detektorem. Pro zjisténi obsahu methanolu byla pouzita metoda kalibra¢ni kiivky a
koncentrace methanolu ve vzorcich byla vypoctena na zaklad¢ regresni analyzy kalibra¢ni

ktivky.
7.1 Priprava vzorki

Vzorky byly ptfed analyzou nafedény, a to nésledujicim zptisobem: 1ml vzorku byl
pipetovan do odmérné baiiky o objemu 5 ml, doplnén vodou po rysku a dokonale promi-

chan. Do kolony bylo injektovano 5 ul takto ptipraveného roztoku.

7.2 Podminky méreni

Jako nosny plyn bylo pouzito helium, pritok plynu 2 ml/min. Teplota nésttiku vzor-
ku byla nastavena na 250 °C. Kolona byla vyhtivana na 300 °C. Mnozstvi vzorku vstiiko-

van¢ho do davkovace bylo Sul.

7.3 Analyza vzorki metodou kalibraéni kiivky

Pro kalibraci plynového chromatografu byly pouzity vodné roztoky o koncentraci
0,024; 0,048; 0,072; 0,096 a 0,12 % obj. methanolu. K jejich ptipravé byl pouzit zdsobni
roztok o koncentraci 0,6% obj. MeOH.

Tabulka 3 Hodnoty plochy peaku odpovidajici koncentracim MeOH pouzitych pro kalibra-

ci

Kalibracni roztok €. Obsah MeOH [%] Plocha peaku [pA.s]
1 0,024 1318
2 0,048 3386
3 0,072 5831
4 0,096 9530
5 0,120 11333
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Kalibracni primka
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< *
2
s 8000
]
(<]
o y = 109058x - 1572,6
6000
2 ¢ R = 0,9887
3
& 4000 /
2000 -
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Koncentrace methanolu [%]

Obrazek 2 Kalibra¢ni pfimka

7.3.1 Vysledky analyzy

Po provedeni kalibrace byly postupné analyzovany jednotlivé vzorky. Vysledné hod-

noty koncentrace MeOH jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Koncentrace MeOH ve vzorcich lihovin stanovené pomoci GC-FID

Vzorky Plocha peaku [pA.s] |Koncentrace;5x fedéno [%]| Koncentrace [%]
1 8140 0,0891 0,4453
2 9099 0,0979 0,4893
3 11676 0,1215 0,6074
4 2326 0,0357 0,1787
5 147 0,0158 0,0788
6 8070 0,0884 0,4421
7 4867 0,0590 0,2952
8 7065 0,0792 0,3960
9 11272 0,1178 0,5889

Vzorek ¢islo 5 obsahuje dle analyzy pomoci GC-FID nizsi koncentraci methanolu, nez

odpovida dané kalibracni zavislosti. Vysledek proto uvadim jako podlimitni.
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8 STANOVENI METHANOLU KYSELINOU CHROMOTROPOVOU

Po zjisténi obsahu methanolu ve vzorcich destilatti predepsanou metodou- plynovou
chromatografii- byly vzorky podrobeny analyze pomoci kyseliny chromotropové. Cilem
tohoto stanoveni je zjiSténi presnosti této analyzy porovnanim vysledkti s GC-FID. Dale
byla zkouména slozitost ukonti vedoucich ke stanoveni obsahu methanolu a uvedena dis-

kuse mozné implementace této metody do laboratorni praxe.

8.1 Priprava vzorki pred analyzou

0,1 ml vzorku bylo pipetovano do zkumavky o objemu 20 ml. Ke vzorku bylo ptida-
no 0,1 ml 37 % obj. ethanolu. Tento krok je nutny, jelikoz fedéni vzorku vodou vykazova-
lo v pozdéjsim meéteni absorbance chromogenu odchylky. Kazdy takto ptipraveny vzorek
byl oxidovan na pfislusné alkyl-aldehydy dle rovnice (7), respektive dle rovnice (8).
K obsahu zkumavky bylo pipetovano 0,4 ml vodného roztoku obsahujici 3 % manganista-
nu draselného a 15 % kyseliny ortho-fosfore¢né. Oxidace probihala pfiblizn¢ po dobu 5
minut a jeji tplnost je indikovdna vznikem hnédé srazeniny MnQO,. Pro piehlednost nutno
dodat, ze k uplné oxidaci dojde po vymizeni fialového zbarveni, které nastane po spotie-

bovani veskerého manganistanu.

8.2 Aplikace selektivniho indikatoru

Vzorky alkoholli byly oxidovany manganistanem draselnym na aldehydy. Aby bylo
mozné spektrofotometricky stanovit koncentraci methanolu, respektive formaldehydu, je
nutné vzorek odbarvit. Srazenina MnQO, by zkreslovala analyzu, proto je ke vzorku nutno
po kapkach ptidat 10 % roztok disifiitanu sodného nebo draseln¢ho. Dojde k tiplnému
odbarveni reakéni smési, kdy veskery MnO, je redukovéan az na Mn®" ionty, které jsou
bezbarvé. Takto ptipravena Cird a bezbarva reakéni smes miize byt pouzita k analyze. Se-
lektivnim indikatorem formaldehydu je v naSem pftipad¢ 5% roztok kyseliny chromotropo-
vé. Ke vzorkiim bylo pipetovano 0,2 ml tohoto roztoku, ke vzniku chromogenu dochazi po
pfidani 3 ml kyseliny sirové o koncentraci 96%. Vznika Cervenofialové zbarveni, jehoz
intenzita je pfimo umérnd koncentraci formaldehydu ve vzorku. Mnozstvi formaldehydu je

ekvivalentni mnozstvi methanolu za piedpokladu, Ze doslo k dokonalé oxidaci alkohold.
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8.3 Méreni absorbance chromogenu a stanoveni koncentrace methanolu

metodou kalibra¢ni krivky

Chromogen byl vytvoren ihned po pfidani silné koncentrované kyseliny. Intenzita
barvy byla vSak ptili$na i pro malé koncentrace formaldehydu/methanolu. Z tohoto divodu
bylo z kazdé reakéni smési pipetovano 1 ml do odmérné baiiky o objemu 5 ml a doplnéno
po rysku koncentrovanou kyselinou sirovou (96%). Pouziti kyseliny je nevyhnutelné, pro-
toze fedéni vodou okamzité destabilizuje chromogen a ten se za¢ne rozkladat a ztracet in-
tenzitu. Pro stanoveni kalibra¢ni zavislosti bylo pipetovano 0,2 ml standardu do reak¢nich
zkumavek a podrobeno stejnym krokiim, jako tomu bylo u vzorkd o nezndmé koncentraci.
Byly pouzity standardy o koncentracich 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 % obj. methanolu. K fedéni
vzorki byl pouzit 37% obj. roztok ethanolu pro UV spektroskopii, standardy se nefedily.

Zavislost absorbance chromogenu na
koncentraci methanolu v = 1,96x - 0,0848
R?=0,9751
1
0,9 4
0,8
=07 /
§ 0,6
© 0,5
203 s
0,2
0,1 o
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Koncentrace [% obj.]

Obrazek 3 Zavislost absorbance chromogenu na koncentraci methanolu

Tabulka 5 Hodnoty absorbance chromogenu odpovidajici koncentraci standardu

Koncentrace [% obj.] Absorbance [1]
0,1 0,133
0,2 0,336
0,3 0,429
0,4 0,674
0,5 0,944
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8.4 Vysledky spektrofotometrického stanoveni a porovnani s GC-FID

S pouzitim kalibra¢ni zavislosti (obr. 3) byly analyzovany vzorky lihovin vyse po-
psanou metodou vyuzivajici kyselinu chromotropovou jako indikator formaldehydu-ten
vznikl po chemické oxidaci vzorki. Tabulka 6 obsahuje vysledky analyzy touto metodou.
Absorbance chromogenu byla méfena pomoci pfistroje Philips PUS800 UV/VIS spectro-
photometer. Pro srovnéni jsou uvedeny téz koncentrace methanolu ziskané analyzou GC-

FID.

Tabulka 6 Vysledky spektrofotometrického stanoveni methanolu ve srovnani s GC

Koncentrace Koncentrace Odchylka [%]
Oznaceni vzorku Absorbance[1]* | methanolu [% | methanolu GC [%
obj.] obj.]
1 0,335 0,43 0,45 -4
2 0,327 0,42 0,49 -14
3 0,425 0,53 0,61 -13
4 0,135 0,22 0,18 22
6 0,366 0,47 0,44 7
7 0,170 0,26 0,30 -13
8 0,319 0,41 0,40 3
9 0,383 0,48 0,59 -18

* vzorky byly dvakrat fedény

8.5 Interferujici latky

Lihoviny, jejichz slozeni je popsano vyse, byly ¢iré kapaliny bez pfidanych dochuco-
vacich latek ¢i barviv. Proto byla provedena analyza karamelem obarveného, hotrkého liké-
ru s citrusovou piichuti. Barvivo (dle etikety se jedna o karamel) bylo rozloZzeno béhem
oxidace manganistanem draselnym. Pfed pfidanim kyseliny chromotropové byl roztok ¢i-
1y, stejné jako v pfipad¢ analyzy destilatl. AvSak po pfidani kyseliny sirové doslo k reakci,
jejiz produkty mély temné hnédou barvu a tvorbu chromogenu nebylo diky této skute¢nosti
mozné prokazat, ani zméfit. V ptipade popisovaného likéru se s nejvétsi pravdépodobnosti

interferujici latkou stal cukr, ktery po pfidani kyseliny sirové zuhelnatél.
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8.6 Limit detekce

Chromogen je vytvoten po pfidani kyseliny sirové ke zkoumanému vzorku ¢i standar-
du. Avsak se snizujici se koncentraci methanolu byla pozorovana i nizsi stabilita vzniklého
chromogenu. Jinymi slovy, pfi nizs§i koncentraci methanolu barevny roztok rychle degradu-
je a méfeni absorbance je zatizeno velkou chybou. Nartst rychlosti degradace byl pozoro-
van pii koncentracich nizsich nez 0,1% objemovych methanolu. Proto koncentraci metha-
nolu 0,1% objemovych uvadim jako limit detekce s tim, Ze niz$i koncentrace jesté vykazuji

rozdilnou absorbanci oproti blanku, ale barevnost roztoku rychle degraduje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

9 STANOVENI METHANOLU METODOU DLE WILLSTATTERA A
UTZINGERA

Stanoveni obsahu methanolu touto metodou je zaloZzeno na reakci methyl- jodidu s
trimethyl aminem. Methyl- jodid vznika reakci methanolu s kyselinou jodovodikovou. Vy-
slednym produktem reakce je srazenina nerozpustného tetramethylamonium- jodidu, jejiz
hmotnost je pfimo umérna koncentraci methanolu ve vzorku. Ethanol a vyssi alkoholy
podstupuji tuto reakci stejnym principem, avSak za vzniku slouCenin rozpustnych

v ethanolu, jez slouzi jako rozpoustédlo pro trimethylamin.

9.1 Podminky a technika pouzita k analyze

Aparatura potfebna k provedeni analyzy sestava z topného hnizda, ve kterém je v za-
brousené barice zahtivana reak¢ni smés vzorku lihoviny a kyseliny jodovodikové. Barka je
opatfena vrtanou zatkou, pies kterou je zaveden teplomér, a sklenéna trubicka pro odvod
par. Pary jsou vedeny kratkou sklenénou trubi¢kou do roztoku trimethylaminu v absolut-
nim alkoholu. V celé aparatufe je vytvaien slaby pretlak pomoci kompresoru, aby se za-

bréanilo zpétnému vtahnuti trimethylaminu do smési zahfivané v barice.

9.2 Postup stanoveni

Nejprve byly pouzity standardy o zndmé koncentraci methanolu, aby bylo mozné
zjistit presnost stanoveni. Roztoky mély koncentraci 0,4; 0,5; 0,8; 1; 2% obj. v 37% ob;.
ethanolu. 1 ml roztoku standardu byl pipetovan do varné banky, ktera byla umisténa do
topného hnizda. Poté bylo pfidano 5 ml 57% kyseliny jodovodikové. Baiika byla uzaviena
zatkou s teplomérem, trubi¢kou pro odvod par a ptivodem vzduchu. Opacny konec trubic-
ky byl vloZzen do zkumavky obsahujici 10 ml 10% roztoku trimethylaminu v absolutnim
alkoholu. V dalsim kroku bylo zapnuto topeni a pfivod vzduchu tak, aby se v roztoku tri-
methylaminu objevovaly pfiblizn€¢ 2 bublinky za sekundu. Teplota byla regulovana tak,
aby nedochazelo k pfiliSnému varu. Po cca 10 minutach zahtivani se zacala vytvaret bila
srazenina s jemnymi krystaly tetramethylamonium- jodidu. Tvorba srazeniny ustala ve

vSech ptipadech po piiblizn€ 20 minutach zahtivani.
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9.3 Vysledky analyzy

Obsah zkumavky obsahujici srazeninu byl pefiltrovan na frit¢ S4 a vysusen do kon-
stantni hmotnosti pii 105°C. Uvazujeme-li molarni hmotnost tetramethylamonium jodidu
201,07 g/mol a prab¢eh reakce dle rovnice (5), mizeme vypocitat latkové mnozstvi vzniklé
srazeniny. Protoze v reakcich (3) a (5) latky reaguji v molarnim poméru 1:1, odpovida lat-
kové mnozstvi srazeniny latkovému mnozstvi methanolu. Naslednym pfepoctem na obje-
mova procenta ziskdme obsah methanolu ve vzorku. Vysledky analyzy standardt uvadim

v tabulce 7.

Tabulka 7 Vysledky analyzy dle Willstittera a Utzingera

Konce”tracjbjt]a”dard” [% vytések [g] Teoreticky vytések [g] |  Odchylka [%]
2 0,0812 0,0992 18
0,0324 0,0496 35
0,8 0,0150 0,0399 62
0,5 0,0147 0,0248 41
0,4 0,0057 0,0198 71

Z vysledki je patrné, ze presnost stanoveni touto metodou je velmi mala. Se snizu-
jici se koncentraci standardu pozorujeme ve vétSing piipadi narast odchylky od teoreticky
vypocitaného mnozstvi srazeniny. Nepfesnost tohoto stanoveni zavrhuje pouziti této meto-
dy ke kvantitativnimu stanoveni obsahu methanolu. Vzorky lihovin proto nebyly podrobe-
ny gravimetrické analyze, pfi pouziti postupu dle Willstattera a Utzingera vSak ukéazaly
pozitivni reakci ve forme¢ jemné srazeniny tetramethylamonium jodidu. Pouziti této metody
ke kvalitativni analyze je vSak velmi vyhodné z ditvodu selektivity a nete¢nosti vici dalSim
latkdm obsazenych ve vzorcich. Ne vzdy je mozné k analyze pouzit GC ¢i selektivni indi-
kator vzhledem k povaze vzorku a pfimésovych latek v ném obsazenych. Pokud vSak po-
zadujeme pouze zjisténi pfitomnosti methanolu a jeho kvantitativni stanoveni neni dtlezi-

tym parametrem zkoumani, 1ze tuto metodu doporucit.
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9.4 Limit detekce

V piipad¢ této metody je pojem limit detekce ponékud zavadéjici z diivodu malé ptesnosti
stanoveni. AvSak pfi stanoveni koncentraci nizSich nez 0,4% obj. se srazenina bud’ nevy-
skytuje viibec, nebo pouze ve velmi malém mnozstvi. Proto povazuji koncentraci 0,4% obj.

methanolu za limitni.
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10 DISKUSE VYSLEDKU

Vzorky 1 az 9 byly nejprve analyzovany pomoci plynové chromatografie kvili ziskani
piesnych hodnot obsahu methanolu. VSechny vzorky vyjma vzorku 5 obsahovaly mnozstvi
methanolu odpovidajici kalibra¢ni zavislosti. Vzorek 5 obsahoval podlimitni mnozstvi
methanolu, proto byl ze zkoumani vyfazen a dals$i méfeni obsahu methanolu u néj neprobi-
rek 3, sloZzenim se jedné o slivovici, se svym obsahem 0,61 % obj. ptedstavuje zastupce
s nejvyssim obsahem methanolu. Kazdy ze vzorkl vsak odpovidé limitu stanoveného za-

konem o lihu ¢. 141/1997 Sb.

Nasledné byly vzorky podrobeny analyze pomoci kyseliny chromotropové. Ziskané
vysledky nyni konfrontujme s analyzou GC-FID. Vysledky analyzy chemickou cestou se
vyrazné liSily pouze v piipadé vzorku 4 a 9, v ostatnich ptipadech byly hodnoty obsahu

odchylku, vzorek 4 pak odchylku nejvyssi.

Stanoveni dle Willstéttera a Utzingera se ukdzalo jako velmi nepiesné, co se kvantity
tyka. Po n€kolika sériich métfeni standardl potvrzeno, ze kvantitativni analyza touto meto-
dou je velmi nepiesnd a nelze ji doporucit k praktickému vyuziti. AvSak indikace ptitom-
nosti methanolu, pfesnéji methoxy- sloucenin ve vzorku, je touto metodou spolehlivé pro-
veditelné. Vyhodou je, Ze s trimethylaminem reaguji patficné alkyl-jodidy, ostatni latky,
které¢ by mohly interferovat, zastavaji diky nizsi tenzi par v reakéni bance a neovliviiuji

analyzu.
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ZAVER

Stanoveni obsahu methanolu v lihovinach je bézné provadéno pomoci plynové
chromatografie. V této praci byly zkoumany dalsi dvé metody, které umoziuji stanoveni
obsahu methanolu bez pouziti ndkladného piistroje. Soucasné se jedna o metody provedi-
telné jednoduchymi postupy, které nevyzaduji specialni vybaveni. Dalsi vyhodou je ¢asova

a finanéni nenaro¢nost chemickych metod.

Spektrofotometrické stanoveni pomoci kyseliny chromotropové predstavuje dle
ziskanych vysledku spolehlivé pouzitelnou doplitkovou metodu stanoveni obsahu metha-
nolu v lihovinach. Stejné jako tomu je v ptipadé metody dle Willstéttera a Utzingera, je
stanoveni kyselinou chromotropovou proveditelné v bézné laboratofi. Neni zapotiebi zadné
specidlni vybaveni. Porovnanim vysledkli ziskanych pomoci GC-FID bylo zjisténo, ze
presnost spektrofotometrického stanoveni je dostatecna, a proto lze tuto metodu doporucit

ke stanoveni methanolu (formaldehydu) v bézné laboratorni praxi.

Kvantitativni stanoveni methanolu metodou dle Willstéttera a Utzingera se po sta-
noveni sérii standardi ukazalo jako velmi nepfesné, odchylky od teoretického mnozstvi
srazeniny se velmi liSily a s klesajici koncentraci methanolu se snizoval i vytézek. Z tohoto
diavodu byla tato metoda stanoveni methanolu vedle ethanolu shleddna nespolehlivou. Ne-
spornou vyhodu vsak predstavuji jeji moznosti vyuziti ke kvalitativni analyze. Jedna se
totiz o spolehlivy indikator methoxy- sloucenin v téméft libovolné matrici ¢i smési materia-
lu, protoZe srazeninu po reakci s trimethylaminem tvofi pouze methyl-jodid, jenz je pro-
duktem jodace methanolu. Ostatni slozky smési neovlivni tvorbu srazeniny a
s trimethylaminem netvoii produkty negativné ovlivilujici stanoveni obsahu methoxy-

sloucenin.

Vysledky ziskané v této bakalatské praci mohou poslouzit v ptipadech, kdy neni
dostupna ¢i je z jakychkoli ditvodli nepouzitelna metoda plynové chromatografie a je zapo-
ttebi ovéfit pfitomnost methanolu v lihoviné. V pfipadé zkoumané spektrofotometrické
metody lze ziskat pomérné presné vysledky, gravimetrickd metoda spolehlivé poskytuje
pouze informaci o pfitomnosti methanolu. Vzhledem k neddvnym ptipadiim otrav metha-
nolem se pravé moznosti stanoveni této latky jevi jako dilezité téma, jez zasluhuje velkou

pozornost.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

g/la Hmotnost methanolu v jednom litru ¢istého (100% obj.) lihu
GC Gas chromatography-plynova chromatografie
FID  Flame ionized detector- plamenove¢ ioniza¢ni detektor

LDLO Nejnizsi smrtelnd davka
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