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Abstrakt

Hydrogenace nenasycenych aldehydii na nenasycené alkoholy je dulezity proces
v prumyslu specidlnich chemikalii. Hydrogenace dvojné vazby C=C je termodynamicky
schtidné€jsi nez hydrogenace aldehydu C=0O, pro selektivni hydrogenaci C=0 vazby je
tedy dulezita jak volba katalyzatoru, tak zplsob provedeni reakce. Pro védecké
1 prumyslové aplikace je zaroven piinosné tento typ reakci priabézné sledovat a vysledky
zpracovavat, takze vyber vhodné analytické metody je klicovy.

Proto se tato studie zaméfuje na studium dvou hydrogenacnich reakci provadénych
ve vsadkovém systému. V prvni fazi je pro zjednoduSeni pouzita modelova reakce
hydrogenace 1-okten-3-olu na 3-oktanol av druhé fazi je studovana selektivni
hydrogenace cinnamaldehydu na cinnamylalkohol, jez je vonnou latkou, hojné
vyuzivanou v kosmetickém, parfumarském i farmaceutickém primyslu. Hlavnim
zaméfenim této préce je srovnani vhodnosti dvou analytickych metod na sledovani téchto
hydrogenacnich reakci. Vzorky ziskané v ramci hydrogenacnich reakci jsou analyzovany
pomoci Ramanovy a FTIR-ATR spektroskopie s pruto¢nou celou. Vybrana metoda je
dale validovana pomoci paralelnich analyz vzorkd na plynovém chromatografu

s hmotnostnim detektorem (CG-MS).

Klic¢ova slova
Specidlni chemikalie, analyza GC-MS, Ramanova spektroskopie, FTIR-ATR,

regioselektivni hydrogenace

Abstract

Hydrogenation of unsaturated aldehydes into unsaturated alcohols is an important
process in the specialty chemicals industry. Hydrogenation of the double bond C=C is
thermodynamically more feasible than hydrogenation of aldehyde C=0, therefore the
choice of a suitable catalyst and the method of reaction is crucial for the process.
Therefore, this study focuses on the study of two model hydrogenation reactions
performed in the batch system. The main focus of this thesis is to compare the suitability
of two analytical methods for these hydrogenation reactions. The target application is
selective hydrogenation of cinnamaldehyde on cinnamyl alcohol, which is a fragrance,

widely used in the cosmetic, perfumery and pharmaceutical industries. In the first phase,
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a model reaction of hydrogenation of 1-octen-3-ol will be used for simplification. The
samples obtained in the hydrogenation reaction will be analyzed using Raman
spectroscopy and FTIR-ATR with a flow-through cell. The selected method will be
further validated using parallel analysis of samples on gas chromatograph with mass

detector (CG-MS).

Key Words
Fine chemicals, GC-MS, Raman spectroscopy, FTIR-ATR, Regioselective
Hydrogenation
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1. Uvod

Vyroba specidlnich chemikalii, zejména hydrogenace nenasycenych aldehydu
na nenasycené alkoholy, pfedstavuje vyznamny segment chemického primyslu. Tyto
procesy vyzaduji pfesnou kontrolu a monitorovani, aby byla zajisténa kvalita produktu
a efektivita procest. Selektivni hydrogenace funkc¢nich skupin pfedstavuje zvlastni
vyzvu, protoze hydrogenace dvojnych vazeb C=C je termodynamicky upfednostiiovana
pted vazbami C=0, coz ztézuje dosazeni pozadované selektivity v pramyslovych
aplikacich.

Tato prace se zaméfuje na hodnoceni dvou slibnych analytickych technik —
Ramanovy spektroskopie a FTIR-ATR s prutocnou celou — pro jejich potencial v online
monitorovani hydrogenacnich reakci. Pro systematické hodnoceni téchto metod jsou
zkoumany dvé rizné hydrogenacni reakce, nejprve zjednoduseny model s hydrogenaci 1-
okten-3-olu na 3-oktanol ana zdklad¢ vysledkl této modelové reakce komplexnéjsi
selektivni hydrogenace cinnamaldehydu na cinnamylalkohol. Druhd reakce je zvlasté
dialezitad diky vyznamu cinnamylalkoholu jako Siroce vyuzivané latky v kosmetickych,
parfumaiskych 1 farmaceutickych aplikacich.

Srovnavaci analyza téchto spektroskopickych metod bude validovana podle
stanoveného analytického standardu plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem
(GC-MS). Tato validace je zasadni pro stanoveni spolehlivosti a praktické pouzitelnosti
téchto technik pro monitorovani reakci vredlném case jak v laboratofich, tak
v primyslovém prostiedi. Studium téchto metod miiZze pfispét k rozvoji efektivnéjsich

a presnéjSich monitorovacich metod pro selektivni hydrogenacni procesy.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je posouzeni a srovnani vhodnosti dvou analytickych
metod, Ramanovy spektrometrie a FTIR-ATR s prato¢nou celou, pro on-line analyzu
hydrogenacnich reakci. K dosazeni tohoto cile bude nejprve studovano provedeni
modelové hydrogenacni reakce 1-okten-3-olu ve vsddkovém systému a optimalizace
podminek métfeni pro obé zminéné spektroskopické metody. Ziskané poznatky budou
vyuzity pro sledovani hydrogenac¢ni reakce cinnamaldehydu na cinnamylalkohol jako
primyslové vyznamnéjsi reakce. K validaci obou spektroskopickych metod bude vyuzita
paralelni analyza vzorkli na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem (GC-
MS). Hlavnim cilem této diplomové prace je vyhodnoceni vyhod a limitaci jednotlivych
metod pro on-line sledovani pribéhu hydrogenaénich reakci z hlediska ptesnosti
a spolehlivosti méfeni, Casové narocnosti analyzy, praktické vyuzitelnosti pro

pramyslové aplikace a technické naro¢nosti implementace.
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3. Teoreticka c¢ast

3.1. Selektivni hydrogenace

3.1.1. Historie a souc¢asnost

Pocatky hydrogenace sahaji do konce 90. let 19. stoleti, kdy francouzsky chemik
a nositel Nobelovy ceny Paul Sabatier (1854—1941) vyvinul spole¢né s Jeanem Baptistem
Senderensem (1856—1937), francouzskym chemikem a duchovnim, zakladni metody
hydrogenace par s vyuzitim jemné rozptylenych kovl jako katalyzatorti. Na jejich praci
navazal némecky chemik Wilhelm Normann (1870-1939), ktery v roce 1901 prokézal,
7e hydrogenovat Ize také kapalné oleje, a v roce 1902 si tento proces nechal patentovat.'”
3

Normannova inovace umoznila pfeménu nenasycenych mastnych kyselin
v kapalnych olejich, jako je naptiklad rybi nebo velrybi tuk, na nasycené tuky, coz je
stabilizovalo pro lidskou spotiebu. Ve svém patentu zdlraznil katalytické vlastnosti kovi,
které i Sabatier a Senderens dfive oznacili za vhodné pro hydrogenaci, jako jsou zelezo,
kobalt, méd’ a ptedevsim nikl. Normann aplikoval tyto principy na nenasycené mastné
kyseliny, pficemz vyuzil jemné rozptyleny nikl naneseny na nosiéi, naptiklad na pemze.>*

Proces spocival ve vyuziti niklového praSku redukovaném prichodem vodiku skrz
systém. Tento prasek byl nasledné pfidan do chemicky cisté kyseliny olejové, coz vedlo
k jeji pfeméné na kyselinu stearovou s vysokou ucinnosti. Tato metoda vyZadovala
minimalni mnozstvi niklu, probihala za snadno reprodukovatelnych podminek
aumoznovala opétovné pouziti katalyzatoru, coz zni C¢inilo prilomovy pokrok
v priimyslové hydrogenaci.*

Koncept selektivni hydrogenace byl poprvé formulovan na pocatku 20. stoleti. V roce
1923 publikovali Thomas Percy Hilditch a Charles Watson Moore ¢lanek s ndzvem
Selective Hydrogenation, ve kterém definovali tento termin jako ,,preferencni saturaci
jedné nebo vice dvojnych vazeb ve slou€eninidch obsahujicich nékolik nenasycenych
center.” Ke kvétnu 2020 je tento ¢lanek povazovan za nejstars$i znamy dokument, ktery
obsahuje termin ,,selektivni hydrogenace* nebo jej ma v nazvu. >’

Vroce 1925 Edward Frankland Armstrong a Thomas Percy Hilditch popsali
selektivni hydrogenaci jako proces, ve kterém dochazi k preferencnimu navazani vodiku

v pfitomnosti katalyzatoru na jedno ze dvou nebo vice center nenasycenosti. Uvedli, Ze
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1 kdyz nakonec dochazi k hydrogenaci vSech pfitomnych nenasycenych skupin, proces je
postupny a riizné nenasycené skupiny nejsou primarné napadany soucasné.>¢

V nasledujicich letech se selektivni hydrogenace stala klicovym procesem
v prumyslu, s vyznamnymi aplikacemi v rafinaci ropy, potravinaistvi nebo syntéze
chemikalii a paliv. Siroce se také vyuziva ve farmaceutickém primyslu, kde usnadiuje
vyrobu specifickych meziproduktl a aktivnich farmaceutickych latek. Kromé toho hraje
selektivni hydrogenace dulezitou roli pii vyrobé specialnich chemikalii, barviv,
agrochemikalii a dal3ich specializovanych produktt.®1°

V pribéhu let pokroc€ily také technologie katalyzatorti, coz vedlo k vyznamnému
zlepSeni Uc¢innosti a selektivity hydrogenacnich reakci. Pro tyto procesy se pouzivaji dva
hlavni typy katalyzatorti: homogenni a heterogenni. Homogenni kovové komplexy
vykazuji vysokou aktivitu a selektivitu, ale jejich vyuziti je omezeno vyzvami, jako je
obtiznost oddélovani, nizkd moznost opakovaného pouziti a kontaminace produkti.
Heterogenni katalyzatory, zejména na bazi kovl, jako jsou palladium, platina a nikl,
prosly vyznamnym vyvojem a dominuji kapalnym hydrogenac¢nim reakcim diky své
vynikajici katalytické aktivité. Jejich vysoké naklady a relativné nizkd selektivita vSak
omezuji jejich vyuziti v rozsahlych aplikacich. Katalyzatory na béazi béznych kovu
napiiklad vysoké teploty, zvySené tlaky, dlouhé reakéni doby nebo toxicka rozpoustédla
— coz vede k vySsi spotfeb¢ energie a negativnim dopadim na zivotni prostiedi. Volba
vhodného katalyzatoru je tedy nadéale dualezitym néstrojem k dosazeni optimalnich
vysledki.” 1

V poslednich letech je selektivni hydrogenace vniména jako dillezity nastroj pro
feSeni globalnich vyzev, vcetné vycCerpavani fosilnich zdroji a potieby udrzitelné
chemické vyroby. Vyuziti obnovitelnych zdroji je povaZzovdno za slibnou cestu
k dosazeni uhlikové neutrality. Na rozdil od fosilnich zdroji je napiiklad biomasa
pfirozené bohata na kyslik, coZ z ni ¢ini idealni surovinu pro selektivni hydrogenaci za
ucelem produkce Siroké Skaly kyslikatych chemikalii. Integraci principt zelené chemie
a pokroCilych katalytickych technologii selektivni hydrogenace nadale podporuje
inovace audrzitelnost v ruznych primyslovych odvétvich. Vyhodou selektivni
hydrogenace na poli udrzitelnosti je niz$i environmentalni zatéz — reakce Casto probihaji
za mirnych podminek, s nizkymi spotfebami rozpoustédel i katalyzatori a samotna

selektivita umoznuje snizeni nakladl i dopadu na Zivotni prosttedi, jelikoz se tvoii pouze

7adany produkt.!®13
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3.1.2. Mechanismus hydrogenace

V pribéhu let bylo navrzeno nékolik dilezitych mechanismti katalytické
hydrogenace. Armstrong a Hilditch navrhli mechanismus zahrnujici dvé hlavni faze:
rychlou rovnovaznou adsorpci alkenu na povrchu niklu, nasledovanou pomalejsi interakci
adsorbovaného alkenu s vodikem. Pozd¢ji japonsky chemik Juro Horiuti (1901-1979)
a mad’arsko-britsky védec Michael Polanyi (1891-1976) piedstavili novy model
mechanismu katalytické reakce. Jejich model zahrnoval tvorbu "polohydrogenovaného
stavu", ktery mohl bud’ reagovat s druhym adsorbovanym vodikem za vzniku kone¢ného
produktu, nebo se piemeénit zpét na modifikovany alken. Britsti védci Eric Rideal (1890—
1974) a Daniel Douglas Eley (1914-2015) navrhli odlisny mechanismus, kde byla na
katalyzatoru chemisorbovana pouze jedna z reagujicich latek, zatimco druha reagujici
latka byla bud’ pfimo v plynné fazi, nebo byla drzena blizko katalyzatoru van der
Waalsovymi silami. Pozd¢&jsi vyzkumy ukazaly, Ze pocatec¢ni adsorpce alkenu zahrnovala
interakci m orbitalu dvojné vazby s d-orbitaly na povrchovych atomech kovu.!%!413

Horiuti-Polanyi mechanismus, ktery je povazovan za ,,obecny popis katalytické
reakce probihd v né€kolika krocich. V prvnim kroku (Obr. 3.1) je alken adsorbovan na
povrchu kovového katalyzdtoru, pomoci interakce mezi m orbitalni dvojnou vazbou

alkenu a d-orbitalii atoml kovového katalyzatoru.
c . Cc—C
Lol
Obr. 3.1 Prvni krok hydrogenacniho mechanismu Horiuti-Polanyi

V tomto kroku je i1 vodik adsorbovan na povrch katalyzatoru (Obr. 3.2). Tato faze
hydrogena¢niho mechanismu se oznacuje jako pocate¢ni adsorpéni stav a je povaZzovana

za rozhodujici krok co se tyce volby produktu.

H—H
H2 —_— 4) Jj

Obr. 3.2 Druha faze prvniho kroku hydrogenacniho mechanismu Horiuti-Polanyi

V dalsi fazi alken adsorbovany na povrchu katalyzatoru reaguje s jednim atomem

vodiku adsorbovanym v jeho blizkosti také na povrchu katalyzatoru. Tomuto kroku se
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tik4 ,,polohydrogenovany stav* (Obr. 3.3) a je dulezity pro urceni nasledné reakéni drahy

a je také krokem urcujicim rychlost reakce.

C—C+H C—C
Ch L=

Obr. 3.3 Polohydrogenovany stav, druhy krok hydrogenacniho mechanismu Horiuti-
Polanyi

V poslednim kroku existuji dvé mozné reakcni drahy, kde bud’ dochazi ke kompletni
hydrogenizaci nebo k isomerizaci ptivodniho alkenu. U kompletni hydrogenace (Obr.
3.4) reaguje polohydrogenovany meziprodukt s druhym adsorbovanym atomem vodiku

a tvoti se pln¢ hydrogenovany alkan, ktery se uvolni z povrchu katalyzatoru.

c—C . H C—C
Ch b=

Obr. 3.4 Zaverecny krok hydrogenacniho mechanismu Horiuti-Polanyi, kompletni
hydrogenace

|

U isomeriza¢ni drahy (Obr. 3.5) dochazi k readsorpci jedné C-H vazby a regeneruje

se alken, ktery je modifikovin bud’ na cis/trans isomery nebo pozi¢ni isomery

(regioisomery). Modifikovany alken nasledné desorbuje z povrchu katalyzatoru.'?

R R’ R’ R’
c—c __ \  ~ \ /
[ 4= o—c_ * o=

R:i \R4 Rj J"Rd

Obr. 3.5 Zaverecny krok hydrogenacniho mechanismu Horiuti-Polanyi, isomerizacni

draha

Adsorpce vodiku na katalyzator mechanisticky probihd v nékolika zakladnich
krocich. Klicovym faktorem pro selektivitu reakce je zpusob aktivace, ktera muze
probihat dvéma zékladnimi mechanismy, homolytickou disociaci nebo heterolytickou
disociaci.

Pti homolytické disociaci se molekula H $tépi na dva hydridové anionty na povrchu
kovu. Tento mechanismus je typicky pro kovy VIIL. skupiny (Pt, Pd, Rh), jejichz ¢aste¢né
obsazené d-orbitaly mohou pfijimat elektrony z ¢ vazby H> a soucasné¢ fungovat jako

donor elektronti do 6* protivazebného orbitalu.
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U heterolytické disociace dochazi ke $t€peni H, za vzniku H® aH . Tento
mechanismus je typicky pro systémy obsahujici jak nukleofilni, tak elektrofilni centra
(napf. rozhrani kov-nosi¢). Vyhodou tohoto mechanismu je preferenni redukce
polarnich skupin, coz mize vést k vyssi chemické selektivite.

Po aktivaci vodiku nasleduje adsorpce substratu na povrchu katalyzatoru. Zpusob
adsorpce je klicovy pro selektivitu reakce azavisi predevSim na néasledujicich
parametrech: geometrické a elektronové struktuie aktivnich center, jejich koordinacnim
okoli a na sloZeni a struktuie katalyzatoru.'!

Ackoliv hydrogenacni mechanismus neni dodnes pln¢€ pochopen a popsan, jsou tyto
modely Siroce vyuzivany k popisu jednotlivych fazi katalytické hydrogenace a byly

uspesné pouzity k vysvétleni hydrogenace rtiznych alkynti, alkenti a ketont.

3.2. 1-Okten-3-ol
W
OH
Obr. 3.6 1-okten-3-ol

1-okten-3-ol, CgHi60, (Obr. 3.6) je tékava bezbarva latka, z chemického hlediska se
jedna o sekundarni alkohol. Tato organicka sloucenina se pfirozené vyskytuje v Sirokém
spektru biologickych zdrojl, v€etné hub, rostlin a ZivociSnych organismi. Pfi pokojové
teploté se jedna o kapalinu s charakteristickym pachem pfipominajicim houby a plisen,
pficemz houbovou vini je typicky vétSinovy enantiomer R a ,,zatuchlou viini dodava
méné zastoupeny enantiomer S. Jeji fyzikaln&-chemické vlastnosti zahrnuji molekularni
hmotnost 128.22 g/mol, bod varu 173-175 °C a hustotu 0.833. Ve vodé¢ je latka téméf
nerozpustna.'®!7

1-okten-3-ol je vyznamné zastoupen v houbach, kde ptisobi jako kli¢ova aromaticka
sloZka, diky tomu ziskal 1 pfezdivku "houbovy alkohol". Zv1asté vysoké koncentrace byly
zjistény v japonskych houbach Matsutake (7richoloma matsutake), coz vedlo k vytvoteni
alternativniho trividlniho nazvu "Matsutake alkohol". Vyznamné mnoZstvi této
slouceniny bylo detekovano také v zampionu dvouvrstvém (Agaricus bisporus), kde
muZe tvofit az 70 % tékavych latek. Kromé jedlych hub se latka vyskytuje také v riznych
druzich plisni, ptedevSim rodt Penicillium a Aspergillus. Ptirozené se vyskytuje také
v jeteli, rybach, hrachu, s6jovych bobech, psenicném chlebu a ¢aji. V zivocisné tisi Ize 1-

okten-3-ol nalézt v koZnich sekretech savct, a je také pfitomen v lidském dechu a potu.

15



U nekterych ptezvykavel je 1-okten-3-ol kairomonem (feromonem Kkofisti), takze
pritahuje rtizné druhy hmyzu. U hub z rodu choroSovitych se zvysSuje produkce 1-okten-
3-olu v obdobi sporulace, aby pomoci ptitahovani hmyzu byla zajisténa lepsi disperze

spor.!7-19

3.2.1. Vvuziti a vlastnosti 1-okten-3-olu

V potravinaiském primyslu nachazi 1-okten-3-ol Siroké uplatnéni jako aromaticka
piisada pravé diky své charakteristické chuti ivini. Je vyuzivdn v potravinovych
koncentratech, jako ochucovadlo v instantnich polévkach a ptidava se do nékterych syrt
pro zvyraznéni chuti.?’

Vyznamnou aplikacni oblasti je také kontrola Skiidct, kde ma tato latka Siroké vyuziti
diky své s antifungalni, insekticidni, a herbicidni aktivité. Nejdulezitéjsi je vSak v této
oblasti jeho aktivita jako repelent ¢i atraktant pro rizné druhy nezddouciho hmyzu,
zejména komart. Jako repelent pasobi u nékterych druhi komart, ale predevsim se
pouziva jako atraktant. Jak bylo zminéno vyse, 1-okten-3-ol slozkou potu a dechu savct,
coz ptitahuje nezddouci hmyz, naptiklad mouchy tse-tse nebo komary ptenésejici malarii
a Zlutou zimnici. V kombinaci s oxidem uhli¢itym se vyuzivd ve vysoce uU¢innych
elektronickych odchytovych =zatizenich, které piedstavuji ekologickou alternativu
k syntetickym pesticidiim a slouZi k regulaci populace hmyzu ohrozujiciho lidské zdravi
v méstskych oblastech,!”-?!-23

Rostouci vyznam ma 1-okten-3-olu 1v kontrole S$kidci vramci ochrany
zemédelskych plodin, coz se odrazi iv naristu vyzkumu — v souvislosti s globalni
potravinovou nejistotou, zménou klimatu a klesajici ucinnosti syntetickych pesticidu je
zvySen zajem o pfirodni produkty (biopestidy), coz vedlo v poslednich letech
k rapidnimu naristu publikaci studujicich pravé tuto slou¢eninu.?!??

Biosyntéza 1-okten-3-olu v pfirodnich systémech vychazi z kyseliny linolové. Proces
zahrnuje oxidaci mastnych kyselin pfes C8 vinylalkohol jako meziprodukt. Kli¢ovou roli
v této pfeméné hraje enzym 10-hydroxyperoxidasa, ktery byl identifikovan jako dilezity
meziprodukt této biosyntetické drahy. Experimentalni proces zahrnoval zmrazeni Cerstvé
sklizenych plodnic houby L. decadetes a naslednou analyzu, kterd prokazala vysokou
enzymatickou aktivitu pii vyrobé 1-okten-3-olu z kyseliny linolové. Nasledna analyza
plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) pomohla odhalit pfitomné

slouceniny véetné pravé 1-okten-3-olu. -2
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Pro primyslovou vyrobu existuje nékolik zplisobti syntézy 1-okten-3-olu. Jednou
z moznosti je reakce pentylmagnesium-bromidu s akrylaldehydem, dalsi vyuziva Friedel-
Craftovu reakci hexanoyl-chloridu s ethylenem a dvé dalsi vyuzivaji Grignardovu reakci
— bud za pouziti amyl-magnesiumbromidu a akroleinu nebo vinyl bromidu

s hexanalem.?*?3

3.2.2. Hydrogenace 1-okten-3-olu

Hydrogenace 1-okten-3-olu je dulezitou reakci v organické chemii, zejména v oblasti
redukce allylovych alkoholid, kde miize byt vyuzita jako modelova reakce. V jejim
pribéhu dochédzi k pfeméné 1-okten-3-olu primarné€ na 3-oktanol, pfi¢emz jako
meziprodukt nebo vedlejs§i produkt muze vznikat 3-oktanon. Obvykle se pro tuto
hydrogena¢ni metodu vyuZzivaji katalyzatory jako Pd/C nebo PtO: s molekuldrnim
vodikem.?¢

Hydrogenace 1-okten-3-olu (Obr. 3.7) probiha na povrchu katalyzatoru a hlavnim
produktem této reakce je nasyceny alkohol, 3-oktanol. Isomerizaci mlze vznikat vedlejsi
produkt, nasyceny keton (3-oktanon).?’

Selektivni hydrogenace allyl-alkoholi, jako je 1-okten-3-ol, ma znacny vyznam pii
syntéze specialnich chemikalii a farmaceutickych meziproduktii. V téchto aplikacich je
casto klicové zachovani integrity ostatnich funkénich skupin pfi soucasné selektivni
redukci specifickych alkenovych vazeb. Proto je vyvoj selektivnich katalytickych

systémil pro tyto transformace predmétem intenzivniho vyzkumu.?

/\(\/\/ WJ’W

OH OH

1-okten-3-ol 3-oktanol 3-oktanon

Obr. 3.7 Hydrogenace I-okten-3-olu

3.3. Cinnamaldehyd

X N0

Obr. 3.8 Cinnamaldehyd
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Cinnamaldehyd, CoHgO, (Obr. 3.8) systematicky 3-fenylprop-2-enal, je organicka
sloucenina piirozen¢ se vyskytujici zejména ve skoficové kure, kde tvoii 65-80 %
esencialniho oleje. Pii pokojové teplot¢ se jedna o Zlutou olejovitou kapalinu
s charakteristickou skoficovou vini a chuti. Jeho fyzikélné-chemické vlastnosti zahrnuji
molekulovou hmotnost 132,16 g/mol, bod varu 250-252°C a hustotu 1,05 g/cm?. Ve vodé
je latka prakticky nerozpustna (1,1 g/L pti 20 °C), ale je dobie misitelnd s vétSinou
organickych rozpoustédel 8

V ptirod¢€ vyskytuje prevazné jako trans-cinnamaldehyd a poprveé jej izolovali v roce
1834 francouzsti védci Jean-Baptiste Dumas (1800—1884) a Eugéne-Melchior Péligot
(1811-1890) z kiiry ¢inské skotice.?”*°

3.3.1. Vvuziti a vlastnosti cinnamaldehydu

Cinnamaldehyd nachazi rozsahlé primyslové uplatnéni ptedevsim v potravinaiském,
kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Pres 95 % spotieby cinnamaldehydu piipada
na aromatické aplikace, kde je poZadovéna skoficova viné. Pouzivd se v mnoha
potravindiskych produktech, v pekatskych vyrobcich, cukrovinkach a népojich.
Skoficové aroma cinnamaldehydu a jeho vyrazny charakter se vyuzivaji i v Siroké skale
dalSich bé&znych produktl, napf. zubnich pastach, ustnich vodach, Zzvykackach nebo
osvé&zovadich vzduchu.’?!

V kosmetickém primyslu se cinnamaldehyd uplatiiuje jako vonna slozka
v parfémech, mydlech a dalSich kosmetickych ptipravcich. Jeho derivaty vznikajici
hydrogenaci maji také Siroké pole uplatnéni. Napiiklad cinnamylalkohol (ptezdivany
skoficovy alkohol) je cenén pro svou kvétinovou vini, takZe se vyuziva pro kompozici
aromat jako je lilie, konvalinka, jasmin nebo hyacint, jako pfidavek do pfipravkl
s prichuti bobuli, ofechi a koteni. Jeho vyuziti se neomezuje na kosmeticky prumysl, ma
velkou Skalu dalSich primyslovych aplikaci — vyroba fotosenzitivnich senzort, ptiprava
barevnych inkoustli pro tisk nebo repelent/atraktant pro hmyz.%2%!

Skoticovy alkohol pfedstavuje vyznamny farmaceuticky intermediat vyuzivany pii
syntéze 1éciv zaméfenych na kardiovaskularni ¢i cerebrovaskularni onemocnéni,
pfedevs§im pii produkei cinarizinu a flunarizin dihydrochloridu. Sou€asné priamyslové
vyrobni postupy skoticového alkoholu vSak vykazuji n€kolik zdsadnich nedostatktl, jez
dosud nebyly uspokojivé vyteSeny. Mezi tyto limitace patii zejména suboptimalni
vytéznost reakci, nedostatecna Cistota vyslednych produktii a problematickd krystalicka
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morfologie, pficemz tyto faktory zasadnim zptsobem ovliviiuji konecnou kvalitu
izolovaného skoficového alkoholu.!®

Zatimco cinnamylalkohol je pfevazné pouzivan ve vinich a parfémech,
hydrocinnamaldehyd ma vyuziti naptiklad i pfi syntéze anti-HIV latek, jako inhibitor
HIV protedz nebo v zemédélstvi jako inhibitor kliceni bramborovych hliz.3>3?
Hydrocinnamova kyselina se také pouziva pii piiprave léCiv, vcetné zminénych
protedzovych inhibitort pouzivanych pfi 1écbé HIV %34

Farmaceuticky vyznam cinnamaldehydu spociva v jeho Siroké Skale biologickych
aktivit. Vyzkumy prokéazaly jeho protizanétlivé, antimikrobidlni (ato jak na Gram
pozitivni, tak na Gram negativni bakterie), antioxidacni a antifungalni ucinky.
V parazitologii se také vyuziva diky své insekticidni, antitermitické, larvicidni
a antimykotické aktivitg. 253

Zvlasté vyznamny je jeho potencial v 1é¢bé diabetu typu 2. V laboratornich studiich
bylo zjisténo, ze trans-cinnamaldehyd zvySuje absorpci glukdzy, coz zlepSuje citlivost
organismu na insulin v tukovych i svalovych tkénich. Nasledn€¢ dochazi k fadé dalSich
procestt zlepSujicich metabolismus glukozy a celkové zlepSeni problematickych
parametrl u diabetickych pacientli. ZvySuje se syntéza glykogenu v jatrech a potlacuje
dysfunkce pankreatickych ostrivka. Byl sledovéan i pozitivni efekt cinnamaldehydu
u diabetické nefropatie a kognitivnich poskozeni spojenych s diabetem mellitem.?

Kromé toho vykazuje také tspéchy v oblasti kardiovaskularni ochrany, jelikoz
snizuje riziko ischemie a srde¢ni hypertrofie.>® Vyznamnou roli by také mohl hrét v 1é¢bé
rakoviny, protoZe zpusobuje apoptézu naddorotvornych bunék, zabrafiuje bunééné invazi
a proliferaci rakovinovych bungk.*-*’

Jednou znovych oblasti zajmu je 1 vyuziti cinnamaldehydu pro 1écbu a prevenci
Alzheimerovy choroby, nebot’ inhibuje vytvareni agregatli tau proteinu a zabranuje
hromadéni amyloidu B, coZ jsou vyznamné procesy etiologie této choroby.*3

Primyslova vyroba cinnamaldehydu mtiZze probihat bud’ extrakci ze skoficové kiry,
nebo synteticky. Skoficova kira se ziskava ze stromi zrodu Cinnamomum, ktery
zahrnuje piiblizné 250 riznych druht, nejcastéji se pouziva C. cassia, nejbéznéjsi druh
z tohoto rodu nebo také C. verum, kterému se prezdiva ,,prava skotice*.>’

Pro extrakci se vyuziva né€kolik metod, vCetné parni destilace, hydrodestilace,
extrakce rozpoustédlem, superkritické fluidni extrakce a dalSich. Synteticka vyroba

zahrnuje fadu riznych ptistupt. Tradi¢ni metodou je aldolova kondenzace benzaldehydu

s acetaldehydem v pfitomnosti hydroxidu sodného jako katalyzatoru. Mezi dals$i mozné
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syntetické cesty patii oxidacni enaminova katalyza vyuzivajici nasycené aldehydy nebo
jednoduché nasycené alkoholy, palladiem katalyzovand Heck-Saegusova reakce
s pouzitim aryljodidii a allylalkoholu, Dess-Martinova oxidace alkohold, palladiem
katalyzovana arylace akroleindietylacetalu nebo oxidace allylovych alkohold.
V poslednich letech roste zajem o vyvoj ekologictéjsich syntetickych postupii s vyuzitim

zelenych rozpoustédel a katalyzatord.**4!

3.3.2. _ Hydrogenace cinnamaldehydu

Pti hydrogenaci cinnamaldehydu (Obr. 3.9) mohou vzniknout tfi hlavni produkty,
konkrétné¢ hydrocinnamaldehyd (nasyceny aldehyd), cinnamylalkohol (nenasyceny

alkohol) a hydrocinnamylalkohol (nasyceny alkohol).*?

@/_\\\/\\0 @N\\O
—_— =

Cinnamaldehyd Hydrocinnamaldehyd

l l
@/\AOH L @MOH

Cinnamylalkohol Hydrocinnamylalkohol

Obr. 3.9 Schéma hydrogenace cinnamaldehydu

Zatimco dosahnout selektivni redukce olefinu v o,B-nenasycenych ketonech pomoci
a casto se vyskytuji smési produkti. Trans-cinnamaldehyd je Siroce pouzivan jako
modelovy substrat, protoZze produkty jeho hydrogenace jsou rozsdhle vyuzivany ve
vyrob¢ specidlnich chemikalii. Selektivita se méni vzhledem k moznosti redukce bud’
olefinové ¢asti, coz vede k tvorbé hydrocinnamaldehydu, nebo redukce aldehydové ¢asti,
coz vede k tvorbé cinnamylalkoholu. Vzhledem k termodynamicky preferované redukci

vazby C=C pted vazbou C=0 je selektivita smérem k cinnamylalkoholu obvykle nizka.
9,32
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Cinnamylalkohol je velmi zadouci, ale jeho tvorbu cCasto doprovazeji vedlejsi
produkty hydrogenace vazby C=C, kdy muze dojit bud’ pouze k hydrogenaci na
hydrocinnamaldehyd nebo také uplné redukci na hydrocinnamylalkohol. Selektivni
redukce vazby C=O0lze dosahnout stoechiometricky s boronovymi a hlinikovymi
hydridy, ale takové metody jsou nedostatecné pro velkovyrobu, zejména s ohledem na
rostouci poptavku po ekologi¢téjsich procesech a jednodussich postupech pii praci.*

Byly studovany i procesy, ve kterych je cinnamaldehyd hydrogenovan za Gcelem
vyroby hydrocinnamaldehydu. Ten mulze byt nasledné¢ oxidovan pomoci prostiedi
obsahujiciho molekularni kyslik za uéelem vyroby hydrocinnamové kyseliny.**

Selektivni  hydrogenace karbonylové funk¢éni skupiny o,B-nenasycenych
karbonylovych sloucenin poskytuje prumyslové dilezité allylalkoholy. Nicméné
dosazeni selektivni redukce karbonylové skupiny v pfitomnosti aktivovaného
olefinického ftetézce je narocné. Proto je vyvoj vysoce selektivniho, efektivniho
arecyklovatelného katalyzatoru pro tuto transformaci velmi Zadouci z primyslového

a environmentalniho hlediska.**

3.4. Analytické metody pro stanoveni vybranych latek

Pro efektivni sledovani pribéhu hydrogenac¢nich reakci vySe popsanych latek je
klicovy vybér vhodnych analytickych metod, které umoZziuji citlivou detekci a
kvantifikaci vychozich latek i produktl. Tato prace se zaméfuje na stanoveni vybranych
latek, 1-okten-3-olu, cinnamaldehydu a jejich hydrogena¢nich produkti za vyuZiti

Ramanovy a FTIR-ATR spektroskopie.

3.4.1. Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je vyznamnd analytickd metoda plvodné objevend
indickym fyzikem Chandrasekharem Venkatou Ramanem (1888-1970). Fenomén
neelastického rozptylu svétla byl jiz predtim navrzen rakouskych teoretickym fyzikem
Adolfem Smekalem (1895-1959) vroce 1923. C. V. Raman tento fenomén poprvé
experimentalné dokéazal v roce 1928, za coz mu byla ud€élena Nobelova cena. Ve stejném
roce byl tento fenomén nezavisle popsan i sovétskymi védci Grigorijem Samuilovicem
Landsbergem (1890-1957) a Leonidem Isaakovicem MandelStamem (1879-1944). Do
studia Ramanova jevu se vyznamné zapsal i1 ¢eskoslovensky fyzik Georg Placzek (1905—

1955).45-47
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V Ramanové prvnim experimentu bylo pomoci teleskopu zaméteno slune¢ni svétlo
na analyt (procCisténou kapalinu nebo paru), nasledné byl pobliz analytu umistén systém
cocek a optickych filtri, které zaznamenaly rozptylené fotony, ¢imz bylo dokazéano, ze
¢ast dopadajici radiace prochazi neelastickym rozptylem ama jinou frekvenci nez
dopadajici svétlo. 434

Pti dopadu monochromatického svétla s frekvenci vo na molekulu dochazi prevazné
k elastickému (Rayleighovu) rozptylu, pfi némz fotony zachovavaji stejnou frekvenci vo.
Pouze jeden z 10° aZ jeden z 108 foton@i podstupuje neelasticky rozptyl znidmy jako
Ramantiv jev nebo Ramaniv rozptyl. Zde je frekvence fotonu po prichodu molekulou
zménéna (vo£vy). Béhem tohoto procesu muze rozptylené svétlo ve srovnani
s dopadajicim svétlem bud’ ztracet energii (vo — vu), coZz se oznacuje jako Stokesiv
rozptyl, nebo energii ziskavat (vo + vir), coz oznaujeme jako anti-Stokestiv rozptyl, viz.
Obr. 3.10. Zména energie je charakteristickd pro molekularni strukturu analyzovaného
materidlu a vytvaii jedinecny ,otisk prstu", ktery lze pouzit k identifikaci dané

latky. 454849

Vo-Vu
(Stokestiv rozptyl)

Vo /\/\ /\/\ Yo
(Rayleighiv rozptyl)

Votvi
(Anti-Stokesiv rozptyl)

Obr. 3.10 Schéma dopadu monochromatického svétla na molekulu, adaptované z

Technika vyzaduje laser jako zdroj fotont, typicky v ultrafialové, viditelné nebo
blizké infracervené oblasti spektra. Ultrafialova a viditelna oblast nabizi vyssi intenzitu,
avSak hrozi vznik fotochemickych reakci, zatimco blizka infraervend oblast vyzaduje
vy$§i vykon laseru, ale zplisobuje mensi poskozeni vzorku.**4’

Ramanova spektroskopie ma fadu vyhod, které ji poskytuji Siroké pole vyuziti. Jedna
se o nedestruktivni metodu, takze umoziuje analyzu vzorku bez jeho poskozeni nebo

zniceni. Pomoci Ramanovy spektroskopie se daji analyzovat jak organické, tak
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anorganické slouceniny, azvlasté vysokou ucinnost mad pii detekci sloucenin
s nasobnymi vazbami. Mezi dalsi vyhody patii schopnost rozliSeni riznych forem opticky
aktivnich chemickych latek, které v jinych analytickych metodach rozlisitelné nejsou.
Analyty mohou byt kapalné, plynné i pevné (i polymerizované). Dalsi vyhodou je snadna
piiprava vzorkil — mohou byt analyzované ve sklenénych vialkéach, kapilarnich trubicich,
sklenénych lahvich iv polymerovych nadobach, ato =za pokojové teploty
a atmosférického tlaku.>

Ramanova spektroskopie nachdzi uplatnéni v Siroké fadé védnich obort diky své
schopnosti jednoznaéné identifikovat a charakterizovat prvky a molekuly. >

MozZnost analyzovat anorganické materidly z Ramanovy spektroskopie c¢ini
vyznamny nastroj v geologickém vyzkumu. Vyvoj pienosnych a dalkovych zatizeni
vyznamné roz$ifil moznosti terénniho vyzkumu, véetné vyvoje specidlnich systémi pro
prazkum povrchu Marsu. Metoda umoziuje jednoznac¢nou identifikaci prvki jako uhlik,
germanium, sira, kiemik a halogeny.*6-!

V oblasti uméni a archeologie nabizi Ramanova spektroskopie zasadni vyhodu
spocivajici v minimaln¢ invazivnim zkoumani cennych artefaktl. Vyuziti jinych
analytickych metod je ¢asto limitovano, jelikoz jakykoliv zasah do dila zptisobuje snizeni
jeho hodnoty. Ramanova spektroskopie dokaze identifikovat typy pigmentd, barviv
a pryskyfic pouzitych v uméleckych dilech, stanovit chronologii jejich pouziti a pomoci
rozlisit pivodni dila od restaurovanych nebo padélanych. Lze zaroven urcit staii daného
dila podle pouzitych materidlti, do 19. stoleti pochdzely barviva témét vyhradné
z anorganickych pigmentl a pfirodnich barviv a jejich pouZivani/sloZeni se v rliznych
dobéch liSilo. MoZnost studovat artefakty bez poSkozeni nebo sniZeni jejich historické 1
finan¢ni hodnoty umoznila vyuziti Ramanovy spektroskopie pro analyzu egyptskych
mumii, antickych $perkii, renesan¢nich maleb a mnoha dalsich vyznamnych artefakt(.*’->>

Polymery pfedstavuji dalsi oblast vyzkumu, kde Ramanova spektroskopie nachazi
rozsahlé uplatnéni. Metoda umoziuje identifikovat typ polymeru, sledovat stupeni
polymerizace a miru degradace materialu. Lze ji aplikovat ve vSech skupenstvich —
v pevném stavu, tavening, filmu iemulzi. Zvlastni vyznam ma pii charakterizaci
elektronickych materidli, kde poskytuje informace o krystalické struktufe, orientaci
krystalti a strukturnich vadach.*67
Forenzni véda vyuziva Ramanovu spektroskopii pro rychlou a pfesnou identifikaci

latek. Metoda dokaze detekovat drogy, vybusniny a dals$i forenzn€ vyznamné latky, a to

1 ve stopovych mnozstvich. UmoZiluje analyzu vzork bez kontaminace, identifikaci
23



cizorodych latek v potravinach, ovéfovani pravosti dokumentii a stopova vySetfovani,
véetng analyzy stop krve nebo vystielovych rezidui. 4

Biologické védy tézi zjedineCnych vlastnosti Ramanovy spektroskopie pfi
molekularni analyze. Metoda umoziiuje identifikaci a charakterizaci biologickych vzorkt
vcetné DNA, bun¢k, bakterii a spor. Lze detekovat specifické molekularni skupiny jako
karbonyly, aminy, amidy, sulfidick¢é mistky a aromatické struktury. V genomice
a proteomice poskytuje detailni informace o molekularni struktute, v¢éetn¢ kvantifikace
jednotlivych DNA bézi a sledovani proteinovych interakci.*>!

Medicinské aplikace zahrnuji pokrocilé diagnostické techniky. Ramanova
spektroskopie umoznuje vysetiovani tkani v hloubce pod povrchem, rozliSeni zdravé
a nadorové tkané bez nutnosti biopsie a vyvoj specializovanych sond pro v¢éasnou detekci
onemocnéni. Vyznamny je naptiklad vyvoj sondy pro detekci Barrettova jicnu nebo
analyzu nadorovych tkani pfimo b&hem chirurgickych zakrok.*4¢

Ve farmaceutickém primyslu piedstavuje metoda klicovy ndstroj kontroly kvality.
Umoziuje analyzu 1é€iv pfimo v obalu, sledovani distribuce G€¢innych latek v tabletach
a kontrolu stability farmaceutickych ptipravkd. Zvlastni vyhodou je minimalni
manipulace se vzorky a schopnost rozli§it mezi u¢innymi latkami, ptidavnymi latkami
a obaly. 647

Praktické vyhody Ramanovy spektroskopie zahrnuji tedy zejména jednoduchou
pfipravu vzorkll, moznost analyzovat Sirokou fadu latek, méteni vzorkd ptfimo v jejich
puvodnich obalech i rychlou a citlivou analyzu. Pfestoze Ramanova spektroskopie nabizi
fadu vyhod, pro komplexni strukturni analyzu je nezbytné porozumét i infracervené
spektroskopii, predev§im metodé FTIR, kterd bude pfedmétem nasledujici kapitoly
Ramanova spektrometry podava s infracervenou spektroskopii komplementarni
informace — Casto plati, Ze nejslabsi signdly v IR spektru jsou nejsiln€jSimi signaly v

Ramanové spektru.*7-48-53

3.4.2.InfraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

(FTIR)

Infracervené zateni, které je zakladnim kamenem infracervené spektroskopie, bylo

objeveno némecko-britskym védcem Frederickem Williamem Herchelem (1738-1822).
Ten v roce 1800 provedl fadu experimentll se solarnimi spektry — umisténim citlivého
teploméru do raznych oblasti slune¢niho spektra vypozoroval, Ze narlst teploty se
rozsifuje za viditelné Cervené svétlo a objevil to, co nyni zndme jako infraCervené zaieni.
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Zpocatku se diskutovalo o tom, zda se tyto neviditelné ,,tepelné paprsky* zasadné lisi od
viditelného svétla. Nasledné studie jejich chovani — véetné jejich reflexnich, refrakénich
a emisnich vlastnosti — vSak nakonec odhalily, Ze infracervené a viditelné zafeni maji
stejny charakter, i se pouze vlnovou délkou.’*>

Oblast infracervené spektroskopie se dale rozvijela diky spole¢nému usili celé fady
védct béhem nekolika desetileti. Po Herschelové pocatecnim objevu byl vyvoj oboru
urychlen objevem termoelektfiny v roce 1823 Thomasem Johannem Seebeckem (1770—
1831) a jejim néslednym vyuzitim Macedoniem Mellonim (1798-1854), ktery vyvinul
vysoce citlivy termoclanek. Melloniho dlouholetd prace stimto novym pfistrojem
pfinesla zdsadni poznatky, vCetné dikazu, Ze infraCervené zéafeni se sklada z mnoha
rtiznych paprskti analogickych riiznym barvam viditelného svétla.>*>>

Vyznamny pokrok pfinesl poli infraervené spektroskopie Samuel Pierpont Langley
(1834-1906) vyvojem bolometru v roce 1881, ¢imz poskytl bezprecedentni zvysSeni
citlivosti pti detekci infracerveného zéteni. Zaklady moderni molekularni analyzy pomoci
infracervené spektroskopie polozili vyzkumnici jako Willem Henri Julius (1860-1925),
ktery objevil, Ze organické slouceniny obsahujici skupiny CH» a CHz maji podobna
spektra, a William Coblentz (1873—1962), jehoz rozsahla méfeni pfenosi sloucenin mezi
1 a 16 mikrometry se stala zdkladnim referen¢nim zdrojem pro rané infracervené
spektroskopy. >+

Infracervena spektroskopie byla vSak omezena nizkou citlivosti a rozliSenim, coz
vedlo k dal§imu vyzkumu. Hledani pokrocilejSich metod dosdhlo prilomu s ptichodem
FTIR spektroskopie (infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci) v poloviné
20. stoleti, kterd nese jméno francouzského chemika Jeana-Baptista Josepha Fouriera
(1768-1830). Tato technika zptisobila revoluci v oboru pouzitim interferometrickych
principl a Fourierovy transformace ke zvySeni spektralniho rozliSeni a citlivosti. Tyto
zmeény byly kli€ové pro rozsifeni moznosti vyuzivani infracervené spektroskopie, ¢imz
se FTIR dostala do popfedi v poli analytické chemie a védeckého vyzkumu Sirokého
mnoZstvi molekul a interakci.®>’

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci nabizi oproti starSim
disperznim spektrometrim n¢kolik vyznamnych vyhod, které ji ¢ini cennym nastrojem
pro chemickou analyzu.

Jednim z nejvyznamnéjSich aspekti, kterymi se FTIR vyznacuje, je téméf univerzalni
pouzitelnost metody. VétSina molekul vykazuje silnou absorbanci v oblasti stiedniho

infracerveného zafeni, coz umoziuje analyzu Sirokého spektra vzorkd véetné pevnych
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latek, kapalin, plynd, praska, polymerti, organickych 1 anorganickych sloucenin,
biologickych materialdi, &istych latek i smési.>*>’

Dalsi prednosti FTIR spektroskopie je, ze ziskana spektra obsahuji velké mnozstvi
informaci. Polohy pikti poskytuji informace o struktuie molekul ve vzorku, intenzita pika
umoziuje stanoveni koncentraci jednotlivych slozek a Sitky pika jsou zase citlivé na
chemické prostedi vzorku (véetné jeho pH a vodikovych vazeb).®’

Z praktického hlediska je vyznamna také rychlost a jednoduchost méfeni. Pfestoze
povaha vzorku azvolena technika vzorkovani mohou ovlivnit rychlost a naro¢nost
analyzy, vétSinu vzorkl Ize analyzovat béhem nékolika minut. U nékterych vzorka
a technik lze kvalitni spektra ziskat v fadu sekund, coz piedstavuje vyznamnou vyhodu
oproti chromatografickym metodam jako plynova ¢i kapalna chromatografie, kde analyza
jednoho vzorku muze trvat 15 az 45 minut. Systém navic pouziva vestavény laser pro
kalibraci, coZ eliminuje potfebu externi kalibrace.>’

Ekonomickou vyhodou FTIR je také relativné nizké cena instrumentace v porovnani
s jinymi analytickymi technikami. FTIR spektrometry jsou bézn€ nékolikanidsobné
levnéjsi nez naptiklad nukledrni magneticka rezonance, plynova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii nebo kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii.>”’

Z hlediska citlivosti je FTIR schopna detekovat vzorky v miligramovych az
mikrogramovych mnozstvich. Pfi spojeni s plynovou chromatografii 1ze béZn¢ detekovat
nanogramova mnozstvi. Za specidlnich podminek, kdy je eluat zplynového
chromatografu zmrazen na IR transparentnim okénku, lze dosdhnout aZ pikogramové
citlivosti, coZ je srovnatelné s hmotnostni spektrometrii.>®>’

Metoda vSak ma iurcitd omezeni. Nékteré materidly nemaji méfitelna spektra
v oblasti stfedniho IR zafeni. Jedna se predevsim o jednotlivé atomy (napf. vzacné plyny),
monoatomické ionty ¢i homonuklearni dvouatomové molekuly (napt. Oz, N2), jelikoz
bud’ nemaji vibrace detekovatelné v infracervené oblasti.

Vyznamnym praktickym omezenim je analyza smési. Se zvySujici se komplexitou
sloZeni vzorku roste 1 sloZitost spektra a obtiZnost pfifazeni pikll jednotlivym molekuldm.
Tento problém Ize feSit nekolika zplsoby, jako je purifikace vzorku pied analyzou,
vyuzitim softwaru pro spektralni subtrakci nebo pouzitim spektralnich knihoven pro
»manualni spektralni substrakci.

Specifickym problémem je piitomnost vody ve vzorku. Voda v kapalném stavu

vytvafi Siroké a intenzivni piky, které mohou maskovat/rusit spektra rozpusSténych latek.
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Z tohoto davodu neni mozné ve vodnych roztocich detekovat analyty s nizkou
koncentraci.

Kromé kapalné vody muze analyzu komplikovat ivodni para, kterd vytvari
charakteristické ostré piky v oblasti kolem 3700 a 1600 cm'. Tento problém lze
minimalizovat promyvanim piistroje suchym dusikem nebo jeho ut€snénim a vysusenim.
Interference vodni pary lze také fesit spektralni subtrakci, pfestoze zadna z téchto technik
neni dokonala.>”-

Spektrometr s Fourierovou transformaci v infracervené oblasti funguje pomoci
systému optickych komponenti soustiedénych kolem tzv. interferometru. V pfistroji se
nachazi zdroj infracervené¢ho zatreni, déli¢ paprski, dvé zrcadla (znichz jedno je

stacionarni a druhé je pohyblivé) a detektor.

7\ Pohyblivé zrcadlo

v

Déli¢ paprsku

N T A — - Stacionarni
ZdrOJ IR F—"—r R ——————————————————— Zrcadlo

Vzorek

Detektor

Obr. 3.11 Schéma FTIR interferogramu, adaptované z

58

Proces zobrazeny na Obr. 3.11 zac¢ind, kdyz infraervené zafeni dopadne na deli¢
paprskl, ktery rozdéli svétlo na dva samostatné paprsky. Jeden paprsek putuje ke

stacionarnimu zrcadlu, zatimco druhy se odrazi od zrcadla, které se béhem méfeni
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pohybuje konstantni rychlosti. Kdyz se tyto paprsky po odrazu znovu spoji, vytvori
interferencni vzory znamé jako interferogram, vznikajici v disledku riznych vzdalenosti,
které paprsky urazily. Tento kombinovany paprsek poté prochazi analyzovanym vzorkem
a detektor soucasn¢ zaznamenava vsechny vinové délky. Vysledkem toho méteni je prave
interferogram. Dale jsou tato data pomoci Fourierovy transformace informaticky
zpracovana a interferogram je pieveden na Citelné IR spektrum.

Zeslabeny uplny odraz (anglicky Attenuated Total Reflectance, ATR) ptedstavuje
revolucni pfistup k analyze vzorki, ktery dopliuje technologii FTIR. V ATR prochazi
infraCerveny paprsek krystalem vyrobenym z materidlu s vysokym indexem lomu,
typicky z diamantu, selenidu zinecnatého (ZnSe) nebo germania (Ge). Kdyz paprsek
dopadne na povrch krystalu pod thlem vétsim nez kriticky uhel, dochazi k tiplnému
vnitinimu odrazu. Tento fyzikalni proces vytvari takzvanou "evanescentni vinu", ktera se
§iti skrz povrch krystalu a proniké az do vzorku, do hloubky typicky 0,5 — 5 mikrometri.
Pokud vzorek absorbuje jakékoliv IR zéafeni, tato vlna je zeslabena. Po jednom nebo vice
odrazech uvnitt krystalu paprsek vystupuje a dopada na detektor, pfic¢emz s sebou piinasi
detailni informace o slozeni vzorku.

ATR v kombinaci s FTIR spektroskopem piedstavuje vykonny analyticky nastroj,
ktery ptekonavd mnoho omezeni obvykle spojenych s IR spektroskopii. Tato kombinace
nabizi velmi dobrou reprodukovatelnost mezi vzorky a snizuje variabilitu mezi uZivateli.
VyZaduje minimalni pfipravu vzorkli a mize pfimo analyzovat pevné i kapalné vzorky,
o nedestruktivni analytickou metodu, coz znamen4, Ze neposkozeny vzorek mize byt po
méfeni znovu analyzovan nebo jinak vyuZit. Technologie miZe byt dokonce
pfizptisobena pro méfeni in-situ pomoci flexibilnich sond, coZ umoznuje analyzu
v readlném ¢ase v riznych prosttedich. Tato vSestrannost u¢inila ATR-FTIR dulezitym
nastrojem v mnoha oblastech, od farmaceutické analyzy az po védy zabyvajici se studiem

materialt.>®

3.4.3.Online analyza

Online monitorovani chemickych reakci predstavuje dilezity analyticky piistup
v moderni chemii achemickém inZenyrstvi. V poslednich letech zaznamenalo toto
odvétvi vyznamny rozvoj, zejména diky pokrokiim ve spektroskopickych metodéach.
Kontinualni sledovani reakénich podminek a pribéhu reakci v redlném case umoziuje
lepsi kontrolu procesti, optimalizaci vytézkl a zvySeni kvality produkti.
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Spektroskopické techniky, véetné Ramanovy a FTIR spektroskopie, se ukézaly jako
mimofadné uCinné nastroje pro online monitorovani chemickych reakci. Tyto metody
poskytuji cenné informace o reakénich mechanismech, kinetice a transformacich
molekularnich struktur bez nutnosti odbéru vzorki &i preruseni procesu. >+

Monitorovani chemickych reakci v redlném case nachdzi uplatnéni v Siroké tadé
odvétvi, zejména vsak v kontinualni farmaceutické vyrobé¢, kde tyto pokrocilé techniky
sledovani procesti umoziuji produkci vysoce kvalitnich aktivnich farmaceutickych latek
1 v mobilnich vyrobnich systémech. Vyznamnou oblasti, kde se online analyza vyuziva
je také vyzkum katalytickych procest. Vyuziti in-situ a operando spektroskopickych
metod (jako Ramanova spektroskopie a FTIR) umoznuje sledovat strukturalni zmény
katalyzatord a povrchové meziprodukty béhem reakce za realnych podminek. Diky témto
technikdm lze identifikovat aktivni mista katalyzatort, interakce mezi kovovymi
asticemi a jejich nosiéi, a také ptic¢iny vedouci k deaktivaci katalyzator(.®!

Ramanova spektroskopie nabizi pro online monitorovani reakci fadu vyhod. Mezi né
patii zejména to, Ze generuje informacné bohaté data o sloZeni reakénich smési v redlném
Case, snadno se implementuje do existujicich procest a je mozné ji pouzit i na biologické
ajiné vodné vzorky, diky minimalni interferenci zplisobené ptitomnosti vody. Diky
vysokému rozliSeni arychlosti sbéru dat umoznuje tato metoda studovat chemické
slozeni s vysokou ¢asovou efektivitou.®

Navzdory témto vyhoddm existuji stale urcité vyzvy, které je tieba piekonat.
Komplikované muze byt v nékterych ptipadech dosazeni dostatecného rozliSeni
a citlivosti, ¢i zajiSténi spektralni homogenity vzorki. V nékterych ptipadech vykazuji
spektralni data pfiliSnou variabilitu mezi jednotlivymi vzorky, coZ komplikuje
interpretaci vysledkd. Pres tyto vyzvy zistavdA Ramanova spektroskopie kli¢ovym
nastrojem pro online monitorovani hydrogenacnich a jinych reakci, kde umoznuje
detailni pohled na probihajici chemické procesy bez naruseni reakéniho systému.5%-62

FTIR spektroskopie predstavuje dalsi i€inny néstroj, ktery umoznuje jak kvalitativni,
tak  kvantitativni studium chemického slozeni prostiednictvim identifikace
charakteristickych absorp¢nich pikl funkénich skupin ptitomnych v molekuldch. Metoda
nasla Siroké uplatnéni ve vyzkumu i primyslu, kde umoziuje monitorovani reakci
v redlném Case bez nutnosti provadet off-line analyzy. FTIR spektroskopie je obzvlaste
vhodna pro identifikaci specialnich chemikalii.

I tato metoda ma vSak urcita uskali. Kdyz je IR senzor umistén mimo hlavni proud

latky, miize dochazet k tvorbé stagnacni vrstvy, coz mize zplsobit vyrazné zpozdéni
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odezvy méficiho systému. Problematicka je také analyza tmavé zbarvenych vzorka nebo
zachyceni rychle se meénicich pfechodnych meziprodukti. Tyto limitace vyzaduji
modifikace v konfiguraci priito¢nych cel s cilem zlepsit dobu odezvy a stabilitu signalu.>

Ziskavani informaci o chemickych procesech a vlastnostech materialii v readlném case
ma zésadni vyznam pro zrychleni a zjednoduseni priimyslovych a védeckych procest,

coZ piinasi nové moznosti pro vyvoj uc¢inngjsich a udrzitelnéjSich postupti.

3.4.4. Vyuziti Ramanovy spektroskopie a FTIR pro online analvzu

Studie z americké univerzity Virginia Commonwealth University (Miyai a kol., 2021)
se ve vyuziti téchto metod pro online analyzu zame¢fila na procesni analytické technologie
(PAT) pro farmaceutické ucely. Jak uvadi autofi, vybér spektroskopické metody pro
kontinudlni monitoring zavisi na specifickych podminkach daného reakéniho kroku. Pro
vicestupfiovou syntézu antibiotika ciprofloxacinu byla pouzita Ramanova i FTIR
spektroskopie, pfiCemz kazda byla vybrana na zakladé¢ konkrétnich parametrii
jednotlivych reakénich krokti. Ramanova spektroskopie byla vyuzita pro monitoring
¢tvrtého a patého kroku procesu syntézy vzhledem k ptitomnosti vody, kterd ovliviiuje
IR spektra v téchto reakénich krocich. FTIR spektroskopie byla naopak vyuzita pro
sledovani krokt 1 — 3, kde bylo mén¢ omezeni. Model Ramanovy spektroskopie pro krok
5 byl vytvofen s vyuzitim pfedem zpracovanych spekter pro predikci koncentrace
ciprofloxacinu a vykazoval silnou korelaci s HPLC daty, dosahujici koeficientu
determinace (R?) 0,969. Verifika¢ni experimenty pro Ramantiv model kroku 5 poskytly
koncentrace ciprofloxacinu blizké t€ém, které byly stanoveny offline HPLC, s relativnimi
chybami v rozmezi od 0 % do 6,5 % napfti¢ né¢kolika experimenty.

FTIR model byl vytvofen s pouzitim kalibra¢niho souboru 97 vzorki po odstranéni
odlehlych hodnot a doséhl hodnoty R? 0,987. FTIR systém byl nakonfigurovan pro sbér
dat ve spektralnim rozsahu od 650 do 4000 cm ™' s rozlisenim 4 cm™!, pii¢emz vzorkovani
probihalo pfi 128 skenech na vzorek, zatimco systém Ramanovy spektroskopie sbiral data
v rozsahu od 35 do 3300 cm™ s integraénim ¢asem 200 ms a vykonem laseru 200 mW.
Autofi vyvinuli modely metodou ¢aste¢nych nejmensich ¢tvercti (PLS) pro analyzu
vysledki obou technik a vyuzili Matlab pro analyzu spektralnich dat. Obé techniky byly
integrovany do systému Pharmacy on Demand (Cesky Lékdrna na vyzadani) pro
monitoring syntézniho procesu. Na zaklad¢ téchto vysledkd autofi vyvodili, Ze obé
metody jsou cenné pro kontinudlni farmaceutickou vyrobu a maji potencidl ir§iho vyuZiti

pro sledovani reakci v redlném case.®!
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Dalsi studie zabyvajici se kontinudlni analyzou chemickych procesti za pomoci
Ramanovy a FTIR-ATR spektroskopie byla provedena skupinou védcii Ferchichi a kol.
z nékolika vyzkumnych instituci (IFP Energies Nouvelles, Université Claude Bernard
Lyon 1, LAGEPP a CP2M). V této studii se zabyvali metodikou pro online monitorovani
rozpousténi polypropylenu pomoci in-situ spektroskopickych metod s cilem
optimalizovat proces recyklace plasti. Vyzkumnici porovnavali dvé spektroskopické
techniky: Ramanovu spektroskopii vyuzivajici spektrometr Kaiser Optical Systems
RXN2 s laserem 785 nm (400 mW) a ponornou sondou 12 mm, a FTIR-ATR pouzivajici
spektrometr Nicolet iS50 s diamantovou ATR ponornou sondou.

Experimenty byly provadény pod argonovou atmosférou, aby bylo zabranéno
degradaci polymeru. Pro kalibraci modeli bylo pouzito 20 riznych koncentraci
polypropylenu (1-20 %w/v) pii teplotach 135-160°C v riznych rozpoustédlech (xylen, n-
dekan, dekahydronaftalen a 1,2 4-trichlorbenzen), které byly vybrany na zakladé
Hansenovych parametrli rozpustnosti. Data byla analyzovdna pomoci metody nejmensich
¢tvercll s externim parametrickym zpracovanim pro eliminaci teplotnich vlivl. V rdmci
srovnani spektroskopickych metod autofi konstatuji, ze u Ramanovy spektroskopie
dosahli lepsich vysledki v ramci odectu teplotnich vlivi nez u FTIR-ATR. U
infracervené spektroskopie také popisuji vétsi variabilitu vysledkd, nizsi rozliSeni a
omezeny spektralni rozsah. Vysledky ukazaly, Ze Ramanova spektroskopie poskytovala
presnéjsi predikce (standardni chyba odhadu (RMSEP) 0,14-1,07 %w/v) nez FTIR-ATR
(RMSEP 0,87-1,38 %w/v). Vyzkumnici dospéli k zavéru, ze Ramanova spektroskopie je
ucinnd, rychld a spolehliva analytickd metoda pro in-situ monitoring rozpousténi
polypropylenu v redlném ¢ase, coZ ma aplikace pfi optimalizaci technologii recyklace
plastli, vybéru efektivnich rozpoustédel a studiu kinetiky rozpousténi.®®

Studie vyzkumnik® Rokhsefid a Shishehbore (2019) z iranské univerzity v Yazdu se
zabyvala vyuzitim spektroskopickych metod pro charakterizaci elektrod vyvojem
elektrochemického senzoru pro simultanni detekci tramadolu a acetaminofenu. Autofi
pouzili Ramantv spektrometr SENTERRA od firmy Bruker s laserovou vlnovou délkou
785 nm a FTIR spektrometr od stejné znacky pro charakterizaci grafenovych nanocastic.
Ziskana Ramanova a FTIR spektra byla vyuZita pro potvrzeni UspéSné syntézy a
modifikace grafenovych nanocastic pied jejich pouzitim v elektrochemickém senzoru.
FTIR analyza odhalila charakteristické piky oxidu grafenu v oblasti 3400 cm™' (OH
vazby), 1730 cm™! (CO vazby), 1225 cm™' (COH vazby) a 1050 cm™! (CO vazby), zatimco

Ramanova spektroskopie prokazala po redukci zménu poméru intenzit D-pasu (1340 cm™
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) a G-pasu (1570 cm™), dleZitych oblasti pro analyzu grafentl. Tyto spektroskopické
metody tedy poskytly klicové informace o struktuie a vlastnostech ptipravenych
nanomateridlli, coz umoznilo optimalizaci vyvijeného senzoru. Na zékladé¢ takto
charakterizovanych materidlli autofi vyvinuli senzor schopny detekovat tramadol s
detek¢énim limitem 0,82 uM a vykazujici linearni zavislost v rozsahu 1,0-100,0 uM s
relativni standardni odchylkou (RSD) 0,04% (n=15) pro opakovana méfeni 16,0 uM
tramadolu. Statisticka analyza redlnych vzorkl potvrdila dobrou opakovatelnost méfeni s
RSD v rozmezi 1,0-1,2% a vytéznost 97,1-104,8%.%*

V nasledujici studii vyzkumnikl z Pekingu se autofi Liu a kol. (2020) zabyvali fazi
Ramanovy a FTIR-ATR spektroskopie v kombinaci s chemometrickou analyzou pro
stanoveni chemické kvality jedlych olejt, stanovenim peroxidového ¢isla a ¢isla kyselosti
u studovanych latek béhem tepelné oxidace. V ramci této studie byly analyzovany ctyti
druhy oleji (s6jovy, fepkovy, slunenicovy a podzemnicovy) zahtivané na rizné teploty
(50-260 °C) po dobu 30-35 minut. FTIR spektra byla zaznamenana na spektrometru
Nicolet 5700 v rozsahu 670-1900 cm™! pomoci ATR sondy se spektralnim rozlisenim 4
cm ! a zaznamenavanim 32 skend na vzorek. Ramanova spektra byla ziskana pomoci
inVia Qontor konfokalniho Ramanova mikroskopu, ve stejném rozsahu jako u FTIR-
ATR. U této metody bylo pro kazdy vzorek zaznamenano 16 skend. Pro obé spektralni
metody byly vzorky méfeny bez specidlni ptipravy.

Pro vybér klicovych spektralnich proménnych byly pouzity algoritmické metody a
nasledné byla aplikovana regresni metoda nejmenSich ctverci. Nejlepsi vysledky
poskytla fuze dat z obou spektroskopickych metod s vyuZzitim proménnych vybranych
metodou postupnych algoritmickych projekci. Vyzkum prokazal, Ze piky spojené s
vibracemi vazeb C=0 a C=C vyznamn¢ koreluji s hodnotami peroxidového Cisla a Cisla
kyselosti. Autofi na zéklad¢ téchto vysledkii konstatuji, Zze navrzend fize Ramanovy a
FTIR-ATR spektroskopie predstavuje rychly, presny a nedestruktivni ptistup k hodnoceni
kvality jedlych oleji.®

Dalsi studie, ktera se zabyva timto tématem byla vypracovana skupinou vyzkumnik
Helgers a kol. (2021) z Technické Univerzity Clausthal a prezentuje komplexni ptistup k
vyuziti vice spektroskopickych metod pro on-line analyzu v kontinualni vyrobé
monoklonélnich protilatek. Pro monitoring vstupniho zpracovani buné¢nych kultur a
vodné dvoufazoveé extrakce byly aplikovany Ramanova spektroskopie s laserem 785 nm
(1,5 mW), se sbérem tii spekter s integra¢ni dobou 1 s na vzorek, méfené na pftistroji

Ocean Insight se sondou InPhotonics Raman, a FTIR-ATR spektroskopie, méfené na
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piistroji Alpha II, Bruker s automatickym sbérem 24 spekter se stejnou integra¢ni dobou
1 sna vzorek. Spektra byla zpracovana chemometrickymi metodami, predevsim PLS
(metoda casteCnych nejmensich ¢tverci), pro predikci koncentrace monoklonalnich
protilaitek a dalSich kritickych atributi kvality. Autofi porovnali rtizné zplsoby
predzpracovani spekter véetné derivace a korekce rozptylu.

Vysledky ukazuji, ze Ramanova spektroskopie byla nejvSestrannéjsi a nejrobustné;jsi
metodou pro sledované procesy a precipitaci s koeficienty determinace R’ > 0,99 pro
titraci monoklondlnich protilatek, pfiCemz RMSE odpovidalo 1,4 % konecné
koncentrace. FTIR-ATR vykazovala mirné& niz$i spolehlivost (R? = 0,983) s RMSE 5,1 %
konec¢né koncentrace. Vysledky byly nasledn¢ pouzity pro navrzeni strategie pokrocilého
fizeni procest vyuzivajici digitalni dvojce procesu. Studie predstavuje komplexni postup
pro implementaci procesni analytické technologie v kontinualnich bioprocesech a
dokazuje, ze spektroskopické metody mohou umoznit readlny monitoring procest a fizeni
kvality v redlném ¢ase.*

Z téchto vysledki mizeme vyvodit konkrétni vyhody a vyzvy spojené s vyuzitim
Ramanovy a FTIR spektrometrie pro kontinudlni analyzu i srovnani vhodnosti obou
metod pro rizné aplikace. Mezi vyhody Ramanovy spektrometrie patii minimalni
interference vody, ve srovnani s FTIR byla citlivéj$i pro pozorovani zmén ve struktute
katalytického povrchu a pro detekci C=C vibraci, které jsou v IR spektru slabé, zatimco
FTIR spektrometrie poskytovala vysledky s vyssi citlivosti zejména u C=0O vazeb.
V mnoha ptipadech podévala Ramanova spektrometrie statisticky presn€jsi vysledky.
Nevyhodou muize byt u této metody nutnost korekce zakladni linie u fluorescencnich
vzorkll. U obou analytickych technik byla mezi vyhody fazena moznosti analyzy bez
ptedchozi tpravy vzorki, rychlost méfeni i snadna identifikace latek pomoci oblasti
,otisku prstu®.

PiedloZené studie demonstruji, Ze Ramanova a FTIR spektroskopie piedstavuji
vykonné analytické metody s Sirokym spektrem aplikaci, zejména s vyuzitim monitoringu
v redlném Case a in-situ, coz otevird cestu k pribé&zné kontrole kvality a optimalizaci
procest v prumyslovych podminkéach. Napfi¢ studiemi se konzistentné projevuje, Ze tyto
dvé metody poskytuji komplementarni informace diky odlisSnym fyzikalnim principtm,
na kterych jsou zalozeny. Zatimco jednotlivé studie se soustfedi na specifické aplikace,
spolecnym vychodiskem je GispéSna integrace téchto metod do existujicich procest.

V névaznosti na tato zjiSténi se tato diplomova prace zaméiuje na systematické

porovnani vhodnosti Ramanovy spektrometrie a FTIR-ATR s prato¢nou celou pro online
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analyzu hydrogenacnich reakci. Pro tento ticel byly zvoleny hydrogenace 1-okten-3-olu
a cinnamaldehydu, které ptfedstavuji idedlni objekty studia diky jasné¢ definovanym
strukturnim zméndm beéhem hydrogenace. Cilem je kvantitativné a kvalitativné
vyhodnotit obé metody z hlediska jejich ptesnosti, rychlosti odezvy a spolehlivosti pii

sledovani zvolenych reakci.
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4. Experimentalni Cast

4.1. Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1. Seznam chemikalii

1-okten-3-ol, 98%, od firmy Sigma Aldrich (Saint Louis, USA)
cinnamaldehyd, >98%, od firmy Fisher Chemical — sou¢ast Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA)

cinnamylalkohol, 98%, od firmy Acros Organics — soucast Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA)

3-fenylpropionaldehyd, 95%, od firmy Acros Organics — soucast Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA)

3-oktanol, 99%, od firmy Sigma Aldrich (Saint Louis, USA)

propan-2-ol, 99,96%, od firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceské republika)
acetonitril, 99%, od firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika)

hexanol, 98%, od firmy Acros Organics — soucast Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)

4.1.2.Seznam pristrojii a programu
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FTIR spektrometr, znacky Thermo Nicolet Avatar System 360 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) s ATR znacky Pike MIRacle (PIKE
Technologies, Madison, USA)

FTIR spektrometr, znacky Thermo Nicolet iS5 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), s ATR a prito¢nou celou, znacky SpecAc Golden Gate
(Specac, Orpington, Spojen¢ kralovstvi)

Ramantiv spektrometr, znacky Thermo iXR (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), spritocnym syst¢tmem znacky Ehrfeld (Ehrfeld
Mikrotechnik, Wendelsheim, Némecko)

Vsadkovy tlakovy autoklav znacky Parr (Parr Industries, Moline, USA)
Plynovy chromatograf, znacky Thermo Scientific Trace 1310, ve spojeni

s hmotnostnim  spektrometrem ISQ 7000 (jednoduchy kvadrupolovy



analyzator) nebo ve spojeni s plamenové-ionizaénim detektorem a
autosamplerem TriPlus 100 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), s
kapilarni kolonou Rxi-17 Sil MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Restek,
Bellefonte, USA)

e Omnic Software, pro Ramanovu spektroskopii a FTIR-ATR (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

e Chromeleon Software, pro GC-MS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

4.2. Pracovni postup pouzitych metod

4.2.1. Vsadkovy autoklav

Pro hydrogenacni reakce v autoklavu Paar (Obr. 4.1) byl nejprve cely systém omyt
propan-2-olem. Nésledné byla do vsadkového reaktoru zavedena prvni ¢ast reakéni smési
obsahujici propan-2-ol a katalyzator. Jako katalyzator bylo u vSech reakci vyuZito
palladium na aktivnim uhli (Pd/C, 2% Pd), pfedem rozdrcené na jemny prasek. Po
zavedeni katalyzéatoru s rozpoustédlem byl systém peclivé uzavien, pétkrat proplachnut
dusikem pod tlakem 20 barl a byla provedena tlakova zkouSka. Nasledné byl reaktor
pétkrat proplachnut vodikem pod tlakem 20 barG. Do zdsobniho reaktoru byla poté
zavedena druha ¢ast reak¢éni smési (reaktant v rozpoustédle) a zdsobni reaktor byl stejnym
zpusobem proplachnut plynem. Pro aktivaci katalyzatoru byla nastavena teplota 40-60°C,
tlak 20-30 barii a michani na 800-1000 otacek za minutu. Aktivace katalyzatoru probihala
za téchto podminek po dobu jedné hodiny. Nasledné byl do reaktoru zaveden reaktant se

zbyvajicim rozpoustédlem.
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Obr. 4.1 Vsadkovy autoklav Paar, pripojen na tlakové nadoby obsahujici vodik a
dusik, hlavni reaktor (uprostied) je vybaven tlakomérem a systémem pro kontrolu teploty,
zasobni reaktor (vlevo nahore) je také vybaven tlakomérem a je od hlavniho reaktoru
oddelen radou uzaveru

4.2.2. Ramanova spektroskopie

Pted kazdym méfenim byl Ramantiv spektrometr Thermo iXR (Obr. 4.2) zkalibrovan
vzorkem acetonitrilu a na pfistroji byly nastaveny pottebné parametry (vykon laseru 100
mW, rozsah méfeni 300-3300 cm™!). Po kalibraci a zaméfeni laseru byl priitoény systém
procistén stlacenym vzduchem.

Pro meéfeni pomoci Ramanova spektrometru nebyla potfeba zadna ptiprava
studovanych vzorkl. Vzorky byly do prito¢ného systému Ehrfeld (Obr. 4.3) zavedeny
pomoci Terumo injekénich stiikacek s Luer Lockem, pficemz vzhledem k vnitinimu
objemu systému 0,9 ml byl pouzivan nastiik 1 ml. Béhem zavadéni vzorkli byla
provedena vizualni kontrola, zda se v prito¢né cele nenachazi vzduchova bublina, ktera
by méfeni naruSila. Aparatura byla po dobu méteni ptekryta cernym suknem, aby bylo
zamezeno vlivu slune¢niho svétla.

V ramci méteni vzorkid hydrogenacni reakce byl prito¢ny systém mezi jednotlivymi
vzorky procistén pouze stlaCenym vzduchem, u méteni Cistych latek a kalibracnich tad

byl pred stlaenym vzduchem do systému zaveden i propan-2-ol ¢i acetonitril.
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Obr. 4.3 Ehrfeld prutocny systém s optickou celou

4.2.3.FTIR-ATR

Pro analyzu vzorkli pomoci FTIR-ATR nebyla potieba zadna predchozi ptiprava

vzorkll ani kalibrace pfistroje, na zacatku kazdé analyzy fady vzorkl bylo vSak zméteno
pozadi.

Pro méfeni na FTIR-ATR Thermo Nicolet Avatar System 360 (Obr. 4.4) byly vzorky
nanaSeny na ATR krystal pomoci pipety. Pfi pozdéjsich analyzach byl vyuzit teflonovy
nastavec pro zadrZeni kapaliny v kombinaci s mikroskopickym sklickem. Mezi

jednotlivymi méfenimi byl ATR krystal o¢iStén ethanolem.
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Obr. 4.4 FTIR Thermo Nicolet Avatar System 360 s ATR nastavcem PIKE MIRacle

U méfeni na FTIR-ATR Thermo Nicolet iS5(Obr. 4.5) s pruto¢nou celou (Obr. 4.6)
byly vzorky zavedeny do prito¢né cely pomoci Terumo injekénich stiikacek s Luer
Lockem. Vnitini objem prhtocné cely byl stanoven na 0,4 ml, takZze se pro nastiik
pouzival objem 0,5 ml. Pfi analyze vzorkl hydrogenacnich reakci byl systém cistén
stlacenym vzduchem. U méfeni Cistych latek a kalibracnich fad byla nejprve aparatura
proplachnuta stlacenym vzduchem, nasledné byla prato¢na cela demontovana a krystal

byl omyt ethanolem.
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Obr. 4.6 Prutocna cela Specac Golden Gate a ATR krystal

4.2.4. GC-MS

Pted analyzou na plynovém chromatografu bylo nutné vzorky natedit a pfidat interni
standard. Prvni série vzorkl byly pfipravovany pipetovanim 10 pl interniho standardu
pifimo do vialek obsahujicich 10 pl analyzovaného vzorku pomoci automatické nebo
Hamiltonovy pipety. Nasledné bylo do kazdé vialky ptiddno 980 pl rozpoustédla
automatickou pipetou. U pozdé¢jSich analyz byl pfipraven zasobni roztok interniho

standardu v odmérné barice o objemu 100 ml, ktera byla po navazeni standardu doplnéna
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rozpoustédlem po rysku. Vzorky pro GC-MS byly poté pfipraveny smichanim 100 pl

analyzovaného vzorku s 900 ul tohoto zasobniho roztoku.

4.3. Zpracovani namérenych dat

Vysledky namétené pomoci Ramanovy nebo FTIR-ATR spektroskopie byly nasledné
zpracovany a vyhodnoceny pomoci programu Omnic pro spektralni analyzu.
Vysledky namétené na plynovém chromatografu byly zpracovany pomoci programu

Chromeleon.

5. Vysledky a diskuze

Vysledky ziskané v ramci této prace jsou pro piehlednost rozdéleny do tii oddilt.
Nejprve je popsana spektralni analyza cistych latek, kde jsou zpracovéna spektra
vychozich latek (1-okten-3-olu a cinnamaldehydu) a vybranych hydrogenacnich produkti
(3-oktanol, hydrocinnamaldehyd a cinnamylalkohol) ziskan4d pomoci Ramanovy a FTIR-
ATR spektrometrie. Nasledné jsou zpracovany vysledky z kalibra¢nich fad vybranych
latek, srovnana spektra namétend na obou spektrometrech s vysledky ziskanymi GC-MS
analyzou. Na zavér jsou popsany vysledky hydrogenaénich reakci, analyza reakénich
smési Ramanovou a FTIR spektrometrii a srovndni ziskanych vysledkl s validacni
metodou GC-MS.

5.1. Spektralni analyza Cistych latek

V rdmci analyzy ziskanych dat byla nejprve provedena spektralni analyza zvolenych
latek, 1-okten-3-olu a cinnamaldehydu, a jejich hydrogena¢nich produktd. Zvlastni
pozornost byla pfi analyze spekter vénovéana oblastem, ve kterych se projevi rozdily

v ramci hydrogenace.

5.1.1. Spektra 1-okten-3-olu
Spektra zvolend pro detailni spektralni charakterizaci 1-okten-3-olu (OCTE) a 3-

oktanolu (OCTA) byla naméfena na Ramanovu spektrometru Thermo iXR s prito¢nou
celou (32 skent, sila laseru 100 mW) a na FTIR-ATR spektrometru Nicolet iS5

s prato¢nou celou (200 skenii, rozliseni 4 cm™).
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Ramanovo spektrum OCTE, viz. Obr. 5.1, vykazuje fadu pikt charakteristickych pro

jeho molekularni strukturu, odrazejici pritomnost dvojné vazby, alifatického fetézce a OH

skupiny sekundarniho alkoholu.
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Obr. 5.1 Ramanovo spektrum OCTE, naméreno na Raman iXR spektrometru s
pritocnou celou
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Tab. 5.1 Spektralni analyza Ramanova spektra OCTE, vs = velmi silny, s = silny, m
= stredni intenzita, w = slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piki (cm™) Intenzita Interpretace spektra

3086 w CH: valen¢ni vibrace

3011 m =CH valen¢ni vibrace

2904 Vs C-H valen¢ni vibrace

2877 Vs =CH> symetrickd valencni vibrace
2731 VW C-H valen¢ni vibrace

1644 \& C=C valen¢ni vibrace

1439 m O-H rovinné deformacni vibrace
1301 m CH deformacni vibrace
1115,1073, 1024 W C-O valen¢ni vibrace

951 w C-H mimorovinna vibrace

920 W CH3 kyvadlova deformacni vibrace
896, 846, 817 W, W, S CCO valen¢ni vibrace

731 VW -(CH2),- deformacni vibrace

665 VW CH kyvava deformaéni vibrace
548 VW C-C-O deformacni vibrace

486 VW CO rovinna deformacni vibrace
299 m C=C skeletalni vibrace

Ramanovo spektrum 1-okten-3-olu vykazuje nékolik analyticky vyznamnych pika
(Tab. 5.1). Nejintenzivnéji piky se nachazeji v oblasti 2904-2876 cm™!, které odpovidaji
C-H a =CH: symetrickym valencnim vibracim alifatického fetézce. Pro tuto studii

nejvyznamnéjsi je velmi vyrazny pik v oblasti 1644 cm™

charakteristicky pro C=C
valencni vibraci, ktery jednoznaéné potvrzuje piitomnost dvojné vazby v molekule.
Vyznamny je rovn&z pik 817 cm™' zna&ici CCO valenéni vibraci a pik 298 cm!
odpovidajici skeletalni vibraci C=C vazby.

FTIR spektrum 1-okten-3-olu (Obr. 5.2) také vykazuje fadu charakteristickych pik,

které¢ umoznuji identifikaci této molekuly (Tab. 5.2).
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Obr. 5.2 FTIR spektrum OCTE, naméreno na FTIR-ATR Nicolet iS5 spektrometru s
prutocnou celou

Tab. 5.2 Spektralni analyza FTIR spektra OCTE, vs = velmi silny, s = silny, m =
stredni intenzita, w = slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piki (cm™) Intenzita Interpretace spektra

3334 m O-H valen¢ni vibrace

3079 VW =CH valen¢ni vibrace

2955 S CHj3 asymetricka valen¢ni vibrace
2928 \& CH valenc¢ni vibrace

2858 s CH2 symetricka valen¢ni vibrace
1644 VW C=C valen¢ni vibrace

1458 S CH> a OH deformacni vibrace
1423 m O-H rovinna deformacni vibrace
1379 m C-H kyvava deformacni vibrace
1143, 1055, 1018 m, m, VS C-O valen¢ni vibrace

990 Vs CH mimorovinnd deformacni vibrace
918 \& CH deformacni vibrace

725 S -(CH2)n- deformacni vibrace

671 S CH kyvava deformacni vibrace

FTIR spektrum OCTE je charakterizovéano stfedné intenzivnim pikem O-H valen¢ni

vibrace pti 3333 cm™!, ktery potvrzuje pfitomnost hydroxylové skupiny. Velmi intenzivni

piky se objevuji v oblasti 2955-2858 cm™! a odpovidaji C-H valenénim vibracim. Na

rozdil od Ramanova spektra je v FTIR pik C=C valenéni vibrace u 1644 cm™! velmi slaby.
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Velmi vyrazné jsou naopak piky C-O valenéni vibrace (1018 cm™) a CH mimorovinné
deformaéni vibrace (989 cm™' a 918 cm™). Z tohoto srovnani se zd4, Ze je pro sledovani
hydrogenaéni reakce OCTE vhodnéjsi Ramanova spektrometrie, kde jsou piky

odpovidajici dvojnym vazbam v reaktantu silnéjsi.

5.1.2.Spektra 3-oktanolu

Pro posouzeni schopnosti obou spektroskopickych metod detekovat zmény

zpusobené hydrogenaci byla nasledné analyzovana spektra 3-oktanolu (OCTA), coz je
produkt Giplné hydrogenace OCTE. Porovnani spekter vychozi latky a produktu umoznuje
potvrdit vhodnost sledovani klicovych spektralnich oblasti, které lze vyuzit pro
monitoring prabéhu hydrogenaéni reakce. Nejprve bylo studovdno Ramanovo spektrum

3-oktanolu (Obr. 5.3), kter¢ je detailné popsano v Tab. 5.3.
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Obr. 5.3 Ramanovo spektrum OCTA, naméreno na Raman Thermo iXR spektrometru
s prutocnou celou
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Tab. 5.3 Spektralni analyza Ramanova spektra OCTA, naméreno na Raman Thermo
iXR spektrometru s prutocnou celou, vs = velmi silny, s = silny, m = stiedni intenzita, w

= slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piki (cm™) Intenzita  Interpretace spektra

2962 S CHs asymetricka valencni vibrace
2936 \& CH: valen¢ni vibrace

2877 Vs CHs symetricka valen¢ni vibrace
2732 w C-H valen¢ni vibrace

1441 S O-H rovinna deformacni vibrace
1304 m CH deformacni vibrace

1129, 1077, 1042 W, W, m C-O valen¢ni vibrace

968 w C-C valenc¢ni vibrace

936 VW C-C-O skeletalni vibrace

895 m C-C skeletalni vibrace

854, 819 w, m C-C-0 valenc¢ni vibrace

1030 m C-H deformacni vibrace

777 VW CH: deformacni vibrace

732 VW -(CH2),- deformacni vibrace

495 VW C-C-0O deformacni vibrace

Ramanovo spektrum hydrogenovaného produktu OCTA vykazuje podobné intenzivni

piky v oblasti 2962-2876 cm™! jako vychozi latka, odpovidajici C-H valenénim vibracim.

Vyrazné jsou také piky u 1441 cm™' (O-H rovinna deformacni vibrace) a 1042 cm™' (C-

O valenc¢ni vibrace). Zasadnim rozdilem oproti spektru OCTE je, Ze zde chybi pik v

oblasti 1644 cm™! (C=C valen¢ni vibrace), coz jednozna¢né potvrzuje absenci dvojné

vazby. Tento pik se tedy zda jako vhodna volba pro sledovani hydrogenacni reakce.

Nasledné byla provedena obdobné analyza pro FTIR spektrum 3-oktanolu (Obr. 5.4)

popsana v Tab. 5.4.
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Obr. 5.4 FTIR spektrum OCTA, namereno na FTIR-ATR Nicolet iS5 spektrometru s
prutocnou celou

Tab. 5.4 Spektralni analyza FTIR spektra OCTA, naméreno na FTIR-ATR Nicolet iS5
spektrometru s prutocnou celou, vs = velmi silny, s = silny, m = stiedni intenzita, w =
slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piki (cm™)

Intenzita Interpretace spektra

3329
2957
2927
2872
2858
1459
1378
1340
1262
1196

1113, 1080, 1010

968

872, 827

776
725

629

m

VS

VS

£ £ B “

<

w

S, m, S

w2

8 B £ %

O-H valen¢ni vibrace

CH; asymetricka valen¢ni vibrace
CH: valen¢ni vibrace

CHs symetrickd valen¢ni vibrace
CH: symetrickd valen¢ni vibrace
CH: a OH deformacni vibrace
OH rovinna a CH deformacni vibrace
C-H deformacni vibrace

OH deformacni vibrace

C-C valen¢ni vibrace

C-0 valencni vibrace

CH: kyvava deformacni vibrace
C-C valenc¢ni vibrace

CH: kyvava deformacni vibrace
-(CHz),- deformacni vibrace

OH mimorovinna deformacni vibrace

FTIR spektrum 3-oktanolu obsahuje pik O-H valencni vibrace stfedni intenzity u

3328 cm!, velmi silné piky C-H valenénich vibraci v oblasti 2957-2858 cm™' a vyrazné
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piky C-O valenénich vibraci (1113, 1079 a 1009 cm™). Stejné jako v Ramanové spektru
1 zde chybi pik charakteristicky pro C=C valenc¢ni vibraci, coZ potvrzuje absenci dvojné
vazby.

U obou analyzovanych latek je patrné, ze je FTIR citlivéjsi metodou pro OH skupiny.
Piky odpovidajici O-H a C-O vazbam jsou ve FTIR spektrech vyraznéjsi nez u Ramanovy
spektrometrie. Ramanova spektrometrie naopak poskytuje lepsi vysledky pro analyzu
dvojnych vazeb, jelikoz jsou u OCTE vyrazné¢ silngjsi piky odpovidajici =CH 1 C=C

vazbam.

5.1.3.Spektra cinnamaldehydu

Detailni spektralni charakterizace byla poté provedena pro tii klicové latky
hydrogenacniho procesu: vychozi latku cinnamaldehyd (CAL), a jeho dva hydrogenacni
produkty -- cinnamylalkohol (COL) a hydrocinnamaldehyd (HCAL). Tyto spektralni
profily poskytuji zaklad pro nasledné sledovani hydrogenacnich reakci a identifikaci
produkti.

Ramanovo spektrum CAL (Obr. 5.5) vykazuje fadu charakteristickych piki, které
odpovidaji jeho molekuldrni struktufe obsahujici aromatické jadro, konjugovanou
dvojnou vazbu a aldehydovou skupinu. Spektrum bylo méteno v rozsahu 300-3300 cm™

!, pfiéemz byly identifikovéany piky charakteristické pro jednotlivé funkéni skupiny.

Intenzita (au)
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Obr. 5.5 Ramanovo spektrum CAL, naméreno na Ramanové spektrometru s
prutocnou celou
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Tab. 5.5 Spektralni analyza Ramanova spektra CAL, vs = velmi silny, s = silny, m =
stredni intenzita, w = slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piki (cm™) Intenzita  Interpretace spektra

3065 m C-H valen¢ni vibrace aromatického jadra

29717, 2919, 2879 VW C-H valen¢ni vibrace

1673 S C=0 valenc¢ni vibrace aldehydu

1627, 1597 & C=C valenc¢ni vibrace aldehydu

1577, 1497 m, w Valen¢ni vibrace aromatického jadra

1451, 1393 W, m C-H deformacni vibrace

1331 m C-C valenc¢ni vibrace

1307 w C-H deformacni vibrace

1252 Vs C-C valen¢ni vibrace

1205, 1179, 1160 m C-H deformacni vibrace

1125 S C-C valenc¢ni vibrace

1030 m C-H deformacni vibrace

1001 \& Dychaci vibrace aromatického jadra

842, 818 m, m Deformacni vibrace konjugovaného C=C
systému

620, 606, 584 m, m, vw  Deformacni vibrace aromatického jadra

Nejvyznamnéj$imi piky v Ramanové spektru cinnamaldehydu (viz Tab. 5.5) jsou tedy
pik v poloze 1627 cm™! odpovidajici C=C valenéni vibraci, pik 1252 cm™' odpovidajici C-
C valenéni vibraci, pik 1001 cm™' odpovidajici dychaci vibraci aromatického jadra a pik
1673 cm™! odpovidajici C=0 valenéni vibraci. Tyto piky vykazuji nejvyssi intenzitu a
jsou charakteristické pro cinnamaldehyd, coz je ¢ini vhodnymi pro jeho identifikaci a
kvantifikaci.

FTIR-ATR spektrum cinnamaldehydu (Obr. 5.6) poskytuje komplementarni
informace k Ramanové spektru, pfi¢emz né€které vibrace, které jsou slabé v Ramanové

spektru, jsou vyrazné v IR spektru a naopak.
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Obr. 5.6 FTIR spektrum CAL, nameéreno na FTIR-ATR spektrometru s priitocnou

celou

Tab. 5.6 Spektralni analyza FTIR spektra CAL, naméreno na FTIR-ATR Nicolet iS5
spektrometru s prutocnou celou, vs = velmi silny, s = silny, m = stredni intenzita, w =

slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piki (cm™)

Intenzita Interpretace spektra

3028
2812, 2741
1668
1624, 1605
1575, 1495
1449, 1392
1327
1294, 1250
1203, 1178, 1159
1119

1072

1006

970, 843
744, 686

620 — 467

VW C-H valen¢ni vibrace aromatického jadra
VW C-H valen¢ni vibrace

Vs C=0 valen¢ni vibrace aldehydu

S, W C=C valen¢ni vibrace

VW Valenc¢ni vibrace aromatického jadra
W, VW C-H deformacni vibrace

VW C-H deformacni vibrace

VW C-C valenc¢ni vibrace

VW C-H deformacni vibrace

VS C-C valenc¢ni vibrace

VW C-H deformacni vibrace

VW Dychaci vibrace aromatického jadra
S, VW C-H mimorovinna deformaéni vibrace

S C-H deformacni vibrace
monosubstituovaného benzenu

vw—m  Deformacni vibrace aromatického jadra

Z hlediska analytického vyuziti jsou nejvyznamnéjSimi piky v IR spektru

cinnamaldehydu pik 1668 cm™ (C=O valenéni vibrace), 1624 cm™! (C=C valenéni
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vibrace), 1119 cm™! (C-C valenéni vibrace), 744 cm™' a 686 cm™ (C-H deformaéni
vibrace monosubstituovaného benzenu). Tyto piky vykazuji nejvyssi intenzitu a jsou

charakteristické pro cinnamaldehyd (Tab. 5.6).

5.1.4.Spektra hydrocinnamaldehydu

Nasledné byla stejné analyza provedena pro jeden z produkti hydrogenacni reakce
cinnamaldehydu — hydrocinnamaldehyd. Spektra hydrocinnamaldehydu
a cinnamaldehydu ziskand na Ramanové (Obr. 5.7) a FTIR-ATR (Obr. 5.8) spektrometru
vykazuji n¢kolik kli¢ovych rozdilt, které ptimo odrazeji strukturni zménu zpsobenou

hydrogenaci dvojné vazby.
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Obr. 5.7 Ramanovo spektrum HCAL (cervené) ve srovnani s CAL (modre)
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Obr. 5.8 FTIR spektrum HCAL (Cervene) ve srovnani s CAL (modre)

Nejzietelnéjsi  odliSnost  mezi  spektry  cinnamaldehydu  (CAL) a
hydrocinnamaldehydu (HCAL) je patrnd u C=0O valen¢ni vibrace, kterd se u HCAL
posouva k vys$§im vinovym délkdm (1721 cm™' v Ramanové spektru a 1720 cm™! v FTIR)

ve srovnani s CAL (1673 cm™' v Ramanove spektru a 1668 cm™! v FTIR). Tento posun je
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disledkem ztraty konjugace mezi karbonylovou skupinou a dvojnou vazbou po
hydrogenaci, coz zvysuje energii vibracni frekvence C=0 vazby.

Ve spektrech HCAL je také viditelnd absence intenzivnich pikd odpovidajicich
valen¢nim vibracim C=C konjugovaného systému v oblasti 1620-1630 cm ™!, které jsou u
CAL dominantni. Misto toho spektrum HCAL vykazuje vyraznéjsi signaly CH: skupin
vzniklych hydrogenaci, coZ se projevuje intenzivnéj$imi piky v oblasti 2800-3000 cm™' a
charakteristickymi deformacnimi vibracemi methylenovych skupin kolem 1450-1460
cm .

Ob¢ latky sdileji charakteristicky pik dychaci vibrace aromatického jadra kolem
1000-1002 cm™!, nicméné jeho relativni intenzita se li§i, coZ odrazi zménu v elektronové
hustot& molekuly. V oblasti 700-800 cm ! 1ze u obou slou¢enin pozorovat charakteristické
piky pro monosubstituovany benzen, které vSak u HCAL vykazuji mirné odlisné polohy
a intenzity (748,44 cm™' v Ramanové spektru a 743,35 cm™! ve FTIR spektru) oproti CAL
(841,65 cm™ a 817,85 cm™! v Ramanové spektru, 744,25 cm™' a 686,35 cm™' ve FTIR
spektru).

Tyto spektralni rozdily poskytuji spolehlivy zéklad pro sledovéni pribéhu
hydrogenacni reakce a kvantitativni uréeni miry konverze vychozi latky na produkt.
Podobné jako u 1-okten-3-olu, i zde se ukazuje, Ze Ramanova spektroskopie poskytuje
vyrazngj$i signaly pro C=C vazby, zatimco FTIR lépe charakterizuje karbonylové

skupiny.

5.1.5. Spektra cinnamylalkoholu

Pro ovéfeni piesnosti a spolehlivosti pouzitych spektroskopickych metod byla
provedena validace ziskanych spektralnich dat porovnanim s referencnimi udaji z
literatury. Z analyzovanych latek byl pro podrobné srovnani s literaturou vybran
cinnamylalkohol, a to pfedev§im diky jeho diikkladnému popisu v literatufe. Tato
sloucenina predstavuje idedlni modelovy systém pro ovefeni presnosti a spolehlivosti
pouzitych spektroskopickych metod. Vzhledem k dostupnosti detailnich referencnich dat
bylo mozné provést komplexni statistickou analyzu experimentalné ziskanych spekter a
potvrdit tak, Ze nameétfené vysledky odpovidaji ocekdvanym standardim. Srovnani
experimentalnich a literarnich hodnot u této slouceniny zaroven slouzi jako validace
pouzité metodiky pro ostatni latky analyzované v ramci této prace.

Vramci validace metody pro FTIR-ATR bylo provedeno srovnani vysledka

ziskanych experimentalné s vysledky z literatury. Byly porovndvany polohy pik na
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spektrogramech ziskanych na FTIR-ATR Nicolet iS5 s prato¢nou celou (200 skend,
rozliseni 4 cm™!), FTIR-ATR Avatar System 360 s teflonovym nastavcem (200 skent,
rozliseni 4 cm™!) a Avatar System 360 bez teflonového néstavce (100 skend, rozliseni 4
cm ). Pro srovnani byly vyuzity vysledky ze studie z King Fahd University of Petroleum
& Minerals, ze Saudské Arabie, kde védci Badawi a Forner. popsali vibracni spektra
cinnamylalkoholu a hydrocinnamylalkoholu (3-fenylpropanolu) ziskand na FTIR
spektrometru Perkin Elmer 16F PC FTIR.%

V Tab. 5.7 byla provedena interpretace FTIR spektra cinnamylalkoholu s detailnim

pfifazenim jednotlivych charakteristickych vibraci k namétenym pikiim.
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Tab. 5.7 Spektralni analyza FTIR spektra COL, naméreno na FTIR-ATR Nicolet iS5
s prutocnou celou, vs = velmi silny, s = silny, m = stredni intenzita, w = slaby, vw = velmi

slaby pik

Poloha piki (em™) Intenzita Interpretace spektra

3304
3080, 3058
3025
2862
1657, 1598
1493, 1448
1371
1293

1202

1091, 1069

1007
964

919, 834
732

690, 607
527

w

VW

VS

m, w

VS

Vs, m

OH valen¢ni vibrace

CH symetricka valen¢ni vibrace u aromatickych sloucenin
CH symetricka valenc¢ni vibrace u aromatickych sloucenin
CHa> symetricka a asymetricka valen¢ni vibrace
Valenéni vibrace aromatického jadra

CH: deformacni vibrace

CH deformac¢ni rovinné vibrace

=CH rovinna deformacni vibrace, C-C valen¢ni vibrace,
valen¢ni vibrace aromatického jadra

CHp: kroutiva deformacni vibrace,

OH rovinna deformacni vibrace

C-C valen¢ni vibrace aromatického jadra,

C-O valen¢ni vibrace

Dychaci a deformacni vibrace aromatického jadra

C-C valen¢ni vibrace aromatického jadra,

C-O valen¢ni vibrace

CH deformacni véjifova vibrace

CH a =CH deformacni vé&jifova vibrace,

deformacni vibrace aromatického jadra

Deformacni vibrace aromatického jadra

Deformacni vibrace aromatického jadra,

C-C-0O deformacni vibrace

Nasledné byly v Tab. 5.8 seskupeny vysledky z jednotlivych FTIR méteni ve srovnani

s literarnimi hodnotami. Pro tyto vysledky byla poté provedena statistickd analyza pro

porovnani

experimentalnich hodnot s literaturou. Pro kazdy soubor

experimentalnich dat byl proveden vypocet primérné absolutni odchylky, Grovné shody

pomoci metody stfedni kvadratické odchylky (RMSD), Pearsonova korela¢niho

koeficientu a parového t-testu, pro zjisténi, zda soubory dat vykazuji statisticky vyznamné

rozdily.
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Tab. 5.8 Srovnani experimentdlnich hodnot poloh pikit z FTIR-ATR s literarnimi
hodnotami

Nicolet iS5 Avatar System Avatar System Literarni

s priito¢nou celou 360 s nastavcem 360 bez nastavce hodnoty ¢’

(em™) (cm™) (em™) (em™)
3304 3324 3287 3307
3080 - - 3079
3058 3059 3058 3057
3025 3028 3028 3026
2862 2865 2861 2860
1657 1655 1655 1660
1598 1598 1599 1597
1493 1494 1494 1492
1448 1449 1449 1447
1371 - - 1371
1293 - - 1297
1202 1203 1203 1202
1091 1092 1092 1091
1069 1069 1069 1067
1007 1008 1009 1005
964 965 965 963
919 920 920 916
834 834 832 832
732 733 733 736
690 690 691 688
607 - - 606
527 - - 528

Dle analyzy poloh pikl v Tab. 5.8 1ze konstatovat, Ze experimentalni FTIR spektrum
cinnamylalkoholu naméteno na spektrometru FTIR-ATR Nicolet iS5 s priitocnou celou
(Obr. 5.9) vykazuje dobrou korelaci s hodnotami z literatury (Obr. 5.10), s primérnou
absolutni odchylkou 1,61 cm™ nap#i¢ vSemi piky. Statistickd analyza potvrzuje tuto

vysokou tiroveti shody s RMSD 1,97 cm™ a velmi vysokym Pearsonovym korelaénim
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koeficientem 0,999998. Parovy t-test s hodnotou 0,807 neukazuje zadny statisticky
vyznamny rozdil mezi experimentalnimi a literdrnimi soubory dat.

Vsechny absorpce kli¢ovych funkénich skupin se shoduji v piijatelnych rozmezich,
pficemz 100 % srovnavanych poloh piku spada do =5 cm™! hodnot z literatury a 77 % do
piisnéjsiho prahu +£3 cm™!. Zvlasté dilezité jsou vibrace charakteristické pro tuto
slou¢eninu — OH valenéni vibrace (~3304 cm™!), C=C valenéni vibrace (~1657 cm™!) a
vibrace aromatickych prstencti (~1598 cm™), které vSechny vykazuji vynikajici shodu s
referen¢nimi udaji.

Bylo pozorovano n¢kolik mensich rozdilti: v experimentalnim spektru chybi vrcholy
uvadéné v literatute pii 2926, 1618, 1406, 1157, 806 a 486 cm™!, pii¢emz vykazuje dalsi
pik pii 1574 cm ™! nepopsany ve zminéné studii.” Tyto nesrovnalosti mohou byt piipsany
rozdilim v ptipraveé vzorku, rozliSeni ptistroje nebo potencialné odchylkam v ¢istot¢, ale

vyznamn¢ neovliviuji celkovou validaci metody.
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Obr. 5.9 FTIR spektrum cinnamylalkoholu, experimentalni hodnoty naméreno na
FTIR spektrometri Nicolet iS5 s priitocnou celou
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Obr. 5.10 FTIR spektrum cinnamylalkoholu, piejaté z %

Dale byly se stejnym souborem dat srovnany dvé predchozi méteni, ob& provedené
na FTIR-ATR spektrometru Avatar System 360 — prvni ztéchto experimenti byl
proveden bez zvlastnich uprav a u druhého byl vyuzit teflonovy néstavec pro zadrzeni
kapaliny. Uspotadani bez teflonového nastavce poskytlo primérnou absolutni odchylku
MAD = 3,05 cm ! a vykazovalo stiedni kvadratickou odchylku 5,36 cm™!, coz ukazuje na
vy$$i variabilitu v jednotlivych polohdch piku. Statisticka analyza odhalila vysoky
korela¢ni koeficient (» = 0,999985) a ptiznivé vysledky t-testu (p = 0,855), pticemz 94 %
pikil se nachazelo v rozmezi £5 cm™ a 70 % v rozmezi £3 cm™! od literarnich hodnot.

I nastaveni s teflonovym néstavcem vykazovalo dobrou korelaci s referenénimi daty
(Pearsontv korela¢ni koeficient » = 0,999991), ale vykazovalo vyssi odchylky (MAD
3,34 cm™!, a RMSD 4,91 cm™!) ve srovnani s metodou pritokové cely. Tato konfigurace
zachytila 17 charakteristickych piku, s identickou statistikou maximalni tolerance, kde
94 % spadalo do +5 cm™! hodnot z literatury a 70 % do uzsiho rozmezi £3 cm™'. U obou
téchto metod bylo oproti literarnim hodnotdm zaznamendno méné pikd neZ u metody
s priatocnou celou, coz miize byt vysvétleno hlavné vétSim pomérem Sumu k signélu.

Experimentalni konfigurace s prato¢nou celou prokazala vynikajici spektralni shodu,
s nejniz$i odchylkou od hodnot z literatury a ostatnimi statistickymi parametry ukazuje
témet nulovy statisticky rozdil od referen¢nich dat. Zatimco vSechny metody vykazovaly

vynikajici korelaéni koeficienty a udrzovaly 94-100 % piku v rozmezi 5 cm™! literarnich
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hodnot, metoda s pritocnou cely poskytovala vyrazné lepsi vysledky, zejména pro
kritickou oblast OH valenéni vibrace (~3307 cm™!). Toto srovnani ukazuje, e ackoliv
vSechny tfi metody poskytuji spolehlivou identifikaci cinnamylalkoholu, Nicolet iS5
s pruto¢nou celou nabizi nejvyssi presnost a spolehlivost, coz z néj ¢ini preferovanou
metodu pro kvantitativni a kvalitativni analyzu této slouceniny.

Nasledné¢ bylo pro cinnamylalkohol provedeno stejné srovnani pro piky z Ramanova

spektrometru v Tab. 5.9.
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Tab. 5.9 Spektralni analyza Ramanova spektra COL, vs = velmi silny, s = silny, m =
stredni intenzita, w = slaby, vw = velmi slaby pik

Poloha piku (¢cm™') Intenzita Interpretace spektra

3061, 3011 m, w CH symetricka valenc¢ni vibrace

2930, 2864 W, VS CH> symetricka a asymetrickd valencni vibrace
1657 S C=C valen¢ni vibrace

1599 w Aromaticka valen¢ni vibrace

1578 VW Aromaticka valencni vibrace, CH rovinna

deformacni vibrace

1495 w CH: ntizkova deformacni vibrace

1451 m CHa> deformacni vé&jifova vibrace

1296 m C-C valen¢ni, =CH rovinna deformac¢ni a aromaticka
valen¢ni vibrace

1277 m C-C valen¢ni a CH deformacni vibrace

1208 m CH: kroutiva deformacni a OH rovinnéa deformacni
vibrace

1180, 1157 w, m C-H rovinna deformacni vibrace

1030 Vs =CH kroutiva a véjifova deformacni vibrace

1001 w Dychaci (breathing) a deformacni vibrace
aromatického jadra

850 w Dychaci vibrace aromatického jadra a C-C valen¢ni
vibrace

833 w C-H v¢jitova deformacni vibrace

818 VW =CH kroutiva a v&jifova deformacni vibrace

620 m Deformacni vibrace aromatického jadra

405 w Rovinnd deformacni vibrace aromatického jadra a
=CHC kyvava deformacni vibrace

329 w OH torzni vibrace

Badawi a Forner provedli méfeni na Ramanové spektrometru Nicolet 6700 FTIR
NXR Raman Module a experimentalni data byla v rameci této studie ziskdna na Ramanové

spektrometru Thermo iXR s priito¢nou celou Ehrfeld (32 skent, sila laseru 100 mW).%’
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Tab. 5.10 Srovnani experimentdlnich hodnot poloh pikui s literarnimi hodnotami

Thermo iXR s priitoénou celou Literarni hodnoty ¢’
(em™) (em™)
3061 3060
3011 3010
2930 2929
2864 2858
1657 1656
1599 1598
1578 1577
1495 1495
1451 1450
1297 1295
1277 1276
1208 1208
1180 1179
1157 1157
1030 1030
1001 1000
850 844
833 832
818 828
620 619
405 405
329 329

Experimentalni méfeni Ramanovy spektroskopie cinnamylalkoholu také vykazuji
vynikajici shodu s literdrnimi hodnotami, viz Tab. 5.10, s priimérnou absolutni odchylkou
1,60 cm™! napfi¢ vSemi piky. Statisticka analyza potvrzuje tuto vysokou miru souladu s
RMSD 2,89 cm™!' a vysokym Pearsonovym korela¢nim koeficientem (r = 0,999994).
Parovy t-test (p = 0,340) neukazuje Zzadny statisticky vyznamny rozdil mezi
experimentalnimi a literarnimi soubory dat. VSechny charakteristické vibrace funkénich

skupin jsou v pfijatelnych rozmezich, pficemz 86 % srovnavanych poloh pikl spadalo do
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+5 cm™! hodnot z literatury, z ¢ehoZ viechny spadaly i do uzsiho prahu 3 cm™. Zvl4ste
vyznamné vibrace pro tuto slouéeninu, CH symetricka valen¢ni vibrace (~3061 cm™),
C=C valen¢ni vibrace (~1657 cm™!) a vibrace aromatickych jader (~1599 cm™' a ~1578
cm '), vykazuji vynikajici shodu s referenénimi tidaji. Na rozdil od analyzy FTIR nebyly
mezi experimentalnim Ramanovym spektrem (Obr. 5.11) a literarnimi hodnotami (Obr.

5.12) pozorovany zadné chybéjici piky.

Intenzita (au)
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Obr. 5.11 Ramanovo spektrum cinnamylalkoholu naméreno na Raman Thermo iXR
spektrometru
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Obr. 5.12 Ramanovo spektrum cinnamylalkoholu, prejaté z %
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Pti porovnani obou technik, zalozeném vyhradné na uspésné detekovanych picich,
vykazovala FTIR srovnatelnou korelaci (>0,9999) a niz§i RMSD nez Ramanova
spektrometrie (1,97 oproti 2,89 cm™'), a také vyssi procento pikli v rozmezi £5 cm!
(100 % pro FTIR oproti 86 % pro Raman). Ramanova spektroskopie vSak prokazala lepsi
uplnost v detekci pikti bez jakychkoliv chybéjicich vibraci oproti literarnim hodnotam
Spolecné tyto komplementarni techniky poskytuji robustni ovéieni identity a Cistoty
vzorku.

Provedena spektralni analyza Cistych latek a jejich hydrogenacnich produktii poskytla
detailni charakterizaci jejich strukturnich vlastnosti a umoznila identifikaci klicovych
spektralnich markerti pro sledovani prubéhu hydrogenacnich reakci. Bylo prokazano, ze
jak Ramanova spektroskopie, tak FTIR-ATR jsou vhodnymi metodami pro analyzu
studovanych sloucenin, pti¢emz kazda z metod poskytuje specifické vyhody. Ramanova
spektroskopie je citlivéjsi pro detekci C=C vazeb, zatimco FTIR-ATR poskytuje lepsi
charakterizaci OH skupin a C=0O vazeb. Validace spektralnich dat porovnanim s
literarnimi hodnotami potvrdila vysokou pfesnost a spolehlivost obou pouzitych metod.
Na zéklad¢ téchto vysledktl byly nésledné¢ vytvoreny kalibra¢ni fady pro kvantitativni

analyzu sledovanych latek a jejich hydrogenacnich produktii.

5.2. Kalibracni rady

Klicovym krokem pro kvantitativni analyzu hydrogenac¢nich reakci bylo sestaveni
spolehlivych kalibracnich modeld. Pro zajisténi presné kvantifikace vychozich latek a
produktl byla nejprve zvolena vhodna metodika ptipravy kalibracnich roztoki a ovéfena

pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS).

5.2.1.Interni standard
V prvni fad¢€ experimentii byl jako interni standard pro GC-MS vyuzit tert-butanol,

coz se vSak ukazalo jako nevhodné feSeni. Pfi GC-MS analyze tert-butanol eluoval
v piili§ kratkém retencnim case, blizkém propan-2-olu, ktery byl pouzit jako
rozpoustédlo, coZ znemoznovalo jeho kvantifikaci. Po vyhodnoceni chromatografickych
vlastnosti nékolika potencialnich internich standardl byl proto pro dalsi métfeni zvolen 1-
hexanol (HEX). Tento alkohol vykazoval optimalni chromatografické chovani — eluoval
v reten¢nim Case dostatecné vzdaleném od vybranych analytl i rozpoustédla, coz
zabranilo prekryvim pikl a umoznilo jeho spolehlivou detekci na chromatogramech.
Pro ovéfeni vhodnosti 1-hexanolu jako interniho standardu a stanoveni optimalni

koncentrace pro analytické ucely byla pfipravena kalibracni fada s koncentracemi
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hexanolu v rozmezi 0,5-3 %v/v pfi konstantni koncentraci 1-okten-3-olu (OCTE, 2,5
%v/v). Jako rozpoustédlo byl ve vSech ptipadech pouzit propan-2-ol (IPA). Pro analyzu
pomoci GC-MS byly vzorky nasledn€¢ vhodné nafedény — z kazdé vialky bylo odebrano
10 pl vzorku, ktery byl zftedén 1 ml propan-2-olu (100nasobné zfedéni).

Me¢éieni ukazalo, Ze navzdory detekovanému zneciSténi vykazovala kalibra¢ni
zavislost v oblasti niz8ich koncentraci (kolem 1 %v/v) pfijatelnou linearitu. Pro nasledné
analyzy byla tedy zvolena koncentrace 1 %v/v hexanolu jako interniho standardu.
Linearni regresni analyza (Obr. 5.13) poskytla koeficient determinace R® = 0,9535 s
rovnici kalibraéniho modelu y = 0,3493x + 0,1145, kde y reprezentuje normalizovanou
plochu piku a x je koncentrace hexanolu v objemovych procentech. Normalizace byla
provedena vydélenim plochy piku hexanolu plochou piku OCTE, coz minimalizuje vliv

instrumentalnich fluktuaci na vysledna data.
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Obr. 5.13 Kalibracni krivka HEX, PA normalizovana vydelenim PA OCTE, naméreno
na GC-MS
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5.2.2.1-Okten-3-o0l

Po stanoveni vhodné koncentrace interniho standardu byla pfipravena kalibra¢ni fada

pro 1-okten-3-ol s pfidanym 1%v/v hexanolem. Pro tuto kalibraci bylo pouzito Sest
riznych koncentraci OCTE (0,25 — 2,5 %v/v), pfipravenych pfesnym odméfenim
prislusnych objemu Cistych latek a rozpoustédla.

GC-MS analyza téchto kalibracnich standardi poskytla vysoce linearni zavislost
(Obr. 5.14) s koeficientem determinace R’ = 0,9982 a rovnici regresniho modelu y =
1,44-10°x + 5,58:10%, kde y reprezentuje plochu pikit OCTE a x je molarni koncentrace
OCTE. Vysoka hodnota koeficientu determinace potvrzuje velmi dobrou linearitu metody

v celém rozsahu studovanych koncentraci a zajist'uje spolehlivost kvantitativnich analyz.
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SO0E+7 + y = 1,44-10° + 5,58-10*
. R? = 0,9982
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0,0 0,1 0,1 0,2 0,2

¢ OCTE (mol/l)

Obr. 5.14 Kalibracni kirivka OCTE, namereno na GC-MS

Z kalibra¢ni fady byl nasledné vypocitan faktor interniho standardu podle rovnice
_PA; s
"¢, PA

kde PA. oznacuje plochu piku analytu, ¢, koncentraci analytu, PA4;s plochu piku
interniho standardu (zde HEX) a ¢;s koncentraci interniho standardu.

Pro tuto kalibra¢ni fadu byl vypocitan primérny faktor interniho standardu F = 1,60.
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Pro ovéfeni piesnosti vysledkii a eliminaci potencidlnich chyb zpusobenych
pipetovanim byla kalibra¢ni fada znovu pfipravena se stejnym koncentraénim rozsahem,
kdy bylo misto pipetovani vyuzito analytickych vah s pfesnosti na 0,1 mg. Timto
postupem bylo dosazeno vysSi pifesnosti pii stanoveni koncentraci jednotlivych
kalibra¢nich bodd.

GC-MS analyza téchto kalibracnich standardii opet poskytla vysoce linearni zavislost
(Obr. 5.15) s koeficientem determinace R’ = 0,9941 a rovnici regresniho modelu y =
9,94-10%x + 6,06-10°. Pro tuto kalibra¢ni fadu pfipravenou navazkou byl vypocitan

pramérny faktor interniho standardu £ = 1,53.
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Obr. 5.15 Kalibracni kiivka OCTE, naméreno na GC-MS

Pro srovnani obou kalibracnich postupt byly vyhodnoceny klicové charakteristiky
jednotlivych metod. Kalibracni fada pfipravend pipetovanim vykazovala mirné vyssi
linearitu (R’ = 0,9982 oproti R = 0,9941) a vétsi smérnici kalibraéni piimky (1,44-10°
oproti 9,94-10%). Naproti tomu kalibracni fada pfipravena navazkou poskytla nizsi
relativni smérodatnou odchylku faktoru interniho standardu (2,22 % oproti 7,50 %), coz

indikuje vyssi piesnost a lepsi reprodukovatelnost této metody.
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Na zéklad¢ téchto vysledkii byly vzorky pro dalsi kalibracni fady ptipravované
s vyuzitim navazky.

Nasledné byly pro kvantitativni analyzu 1-okten-3-olu byly vytvofeny kalibracni fady
pro ob¢ studované spektroskopické metody.

Pro FTIR-ATR méfeni s priitocnou celou byl vybran charakteristicky pik v oblasti
1006-975 cm™'. Kalibrace byla provedena v koncentra¢nim rozsahu 0,035-1,275 mol/l.
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Obr. 5.16 Kalibracni krivka OCTE, naméreno na FTIR Avatar System 360

Linearni regresni analyza zobrazena na Obr. 5.16 poskytla rovnici y = 0,1878x +
0.0007 s koeficientem determinace R’ = 0,9601. Na zakladé standardni chyby regrese
(0,0203) byly vypocteny mez detekce 0,32 mol/l a mez stanovitelnosti 1,08 mol/l.

Pro Ramanovu spektroskopii byl sledovan charakteristicky pik odpovidajici valen¢ni
vibraci C=C vazby v oblasti 1659 — 1631 cm!. Kalibrace byla provedena v

koncentra¢nim rozsahu 0,653 — 3,264 mol/l.
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Obr. 5.17 Kalibracni krivka OCTE, naméreno na Raman iXR spektrometru

Ziskana kalibra¢ni zavislost (Obr. 5.17) poskytla rovnici y = 895,4x + 174,8 s
koeficientem determinace R’ = 0,9470. Z téchto dat byly stanoveny mez detekce 0,77
mol/l a mez stanovitelnosti 3,02 mol/I.

Porovnani obou metod ukazuje, Ze FTIR-ATR vykazuje v tomto ptipadé lepsi
citlivost pro detekci 1-okten-3-olu nezZ Ramanova spektroskopie, coz je patrné z nizSich
hodnot LOD a LOQ. Nicméné obé& metody poskytuji dostate¢nou linearitu (R° > 0,94) pro

spolehlivou kvantifikaci v testovaném koncentracnim rozsahu.

5.2.3.Cinnamaldehyd

Po charakterizaci modelového systému 1-okten-3-olu byla pozornost zaméfena na

hlavni cilové analyty této prace — cinnamaldehyd a jeho hydrogenacni produkty

Pro cinnamaldehyd (CAL) byla pfipravena kalibra¢ni fada v koncentraénim rozsahu
0,5-20 %v/v. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny s vyuzitim analytickych vah, kdy byl
analyt i1 rozpoustédlo pfesné navaZeny pro nasledny vypocet molarnich koncentraci. Pro
analyzu byl vyuZit Avatar System 360 FTIR-ATR spektrometr, pficemz vzorky byly
aplikovany pfimo na ATR krystal pomoci pipety.
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Pro kvantifikaci CAL byl vybran vyrazny pik v oblasti 1670 cm™', charakteristicky
pro valencni vibraci C=0 vazby, ktery neni pfitomen ve spektru rozpoustédla, a tudiz

nedochazi k interferenci.
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Obr. 5.18 Kalibracni krivka CAL, nameéreno na FTIR-ATR Avatar System 360

Vysledky této analyzy na Obr. 5.18 vSak vykazovaly nedostatecnou linearitu, zejména
v oblasti nizkych koncentraci, kde byly hodnoty absorbance vyrazné vyssi, nez by
odpovidalo linedrnimu modelu. Linearni regresni analyza poskytla koeficient
determinace R’ = 0,8930 s rovnici kalibraéniho modelu y = 2,79x + 3,32, coz nazna¢ovalo

systematickou chybu v méfeni. Pro ovéfeni spravnosti pfipravenych koncentraci byly
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vzorky z kalibra¢ni fady nafedény zasobnim roztokem IPA s ptidavkem interniho

standardu (hexanolu) a podrobeny valida¢ni analyze pomoci GC-MS.
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Obr. 5.19 Kalibracni kiivka CAL, naméreno na GC-MS, PA normalizovana
vydélenim PA HEX

Vysledky GC-MS analyzy, zobrazené na Obr. 5.19, potvrdily, Ze pfipravené vzorky
obsahovaly ocekdvané koncentrace cinnamaldehydu a nelinearita pozorovana v FTIR-
ATR spektrech musela byt zplisobena jinymi faktory. Pro identifikaci zdroje této
nelinearity byly formulovany dvé hlavni hypotézy. Prvni pfedpokladala vliv nestabilni
zédkladni linie, kterd se mezi jednotlivymi vzorky liSila. Tato hypotéza byla vyvracena,
kdyz matematicka korekce zakladni linie poskytla témét identické vysledky jako ptivodni
méteni. Druhd hypotéza, ktera se ukdzala jako pravdépodobna, pfipisovala pozorovanou
nelinearitu odparu rozpoustédla béhem méfeni. Propan-2-ol ma relativné nizkou viskozitu
a nizké povrchové napéti, coz vede k vysoké smacivosti povrchu ATR krystalu a tvorbé
tenkého filmu, ktery béhem méteni rychle vysychd. Tento jev je zvlasté vyrazny u vzorka
s nizkou koncentraci analytu, kde dochazi k rychlejSimu odparu rozpoustédla a
naslednému koncentrovani analytu na povrchu krystalu, coz vede ke zvySeni hodnot

absorbance.
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Pro validaci této teorie byla provedena nova fada méteni se stejnymi vzorky, u kterych
byl vSak pouzit teflonovy nastavec pro zadrzeni kapalin a mikroskopické sklicko pro
snizeni odparu rozpoustédla. Jak samotny nastavec, tak nastavec se sklickem byly
zméteny v podminkéch nastavenych pro vzorky, aby bylo zjisténo, zda nemaji rusivy
signal ve vysledném spektru. Jejich pfitomnost neovliviiovala Zzadnym zptisobem métena
spektra. Experiment byl tedy v ostatnich ohledech proveden za stejnych podminek jako

puvodni méfeni.
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Obr. 5.20 Kalibracni kiivka CAL, namereno na FTIR-ATR Avatar System 360 s
pouZitim ndstavce pro zadrzeni kapalin

V tomto optimalizovaném experimentu byla pozorovana vyrazné lepsi linearita v
celém koncentracnim rozsahu, vcetné oblasti nizkych koncentraci, kde hodnoty
Nejnizs§i méfend koncentrace (0,046 mol/l) vSak nebyla ve spektru kvantifikovatelna.
Line4rni regresni analyza (Obr. 5.20) poskytla koeficient determinace R’ = 0,9865 s
rovnici kalibracniho modelu y = 1,91x + 0,36, coZ pfedstavuje vyznamné zlepSeni oproti
puvodnimu experimentu.

Tyto vysledky potvrdily, Zze odpar rozpoustédla mél vyznamny negativni vliv na

pfesnost méfeni, zejména u nizSich koncentraci analytu. Toto zjiSténi podpofilo
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rozhodnuti vyuzivat pro nasledna kvantitativni méfeni prato¢nou celu, kde je problém
odparu rozpoustédla zcela eliminovan diky uzavienému systému.

Me¢teni provedend na FTIR-ATR spektrometru Nicolet iS5 s prito¢nou celou tyto
zaveéry potvrdilo. Kalibracni fada ziskand touto metodou (Obr. 5.21) vykazovala
vynikajici linearitu s koeficientem determinace R’ = 0,9981 a rovnici linearni regrese y =

2,31x—0,02.
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Obr. 5.21 Kalibracni kiivka CAL, nameéreno na FTIR-ATR Nicolet iS5 s priitocnou
celou

Diky vysoké kvalité ziskanych dat bylo mozné stanovit kli¢ové analytické parametry
metody, konkrétné mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) pro cinnamaldehyd.
Pro vypocet byly pouZity nasledujici vztahy.

3-SE-b
LOD = ——

10-SE —b
LOQ =—"—"—

kde SE je standardni chyba, b je absolutni ¢len rovnice linedrni regrese a a je linedrni

¢len této rovnice. a zdklad¢ téchto vypoctl byla stanovena mez detekce metody 0,09 mol/l
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a mez stanovitelnosti 0,30 mol/l, coz potvrzuje dostatecnou citlivost metody pro
sledovani koncentracnich zmén béhem hydrogenacni reakce.

Pro Ramanovu spektroskopii byla méfeni realizovana vyhradné¢ v konfiguraci s
priatocnou celou, coz umoznilo pfimou analyzu bez nutnosti dodatecné optimalizace
experimentalnich podminek. Pro kvantifikaci cinnamaldehydu byl vybran
charakteristicky pik v oblasti 1630 cm™ odpovidajici valenéni vibraci C=C vazby, ktery

nevykazuje interferenci s piky rozpoustédla ani potencialnich hydrogenacnich produkti.
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Obr. 5.22 Kalibracni krivka CAL, naméreno na Raman iX5 s priitocnou celou

Kalibraéni kiivka ziskand na Ramanové spektrometru (Obr. 5.22) poskytla rovnici
line4rni regrese y = 12056,78x + 436,78 s koeficientem determinace R’ = 0,9971, coz
potvrzuje vysokou linearitu metody v celém studovaném koncentratnim rozsahu. Na
zakladé té€chto vysledki byla pro tuto metodu stanovena mez detekce LOD, 0,07 mol/l a
mez kvantifikace LOQ, 0,32 mol/l. Ve srovnani s FTIR-ATR s priito¢nou celou je mez
detekce mirné€ nizs§i a mez kvantifikace mirné€ vyssi, ale meze jsou pro obé metody velmi
podobné.

Optimalizovany postup s vyuZzitim pritocné cely byl nasledné aplikovan pro v§echny

dalsi kalibra¢ni fady i pro analyzu realnych vzorki z hydrogenacénich reakei.
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5.2.4. Hydrocinnamaldehyd

Dale byly pro analyzu vzorkil ziskanych zhydrogenacnich reakci vytvoieny

kalibra¢ni fady hydrogenacnich produktl. Nejprve byla provedena kvantitativni analyza
hydrocinnamaldehydu (HCAL), jednoho =z hlavnich produkti hydrogenace
cinnamaldehydu. Pro tuto latku byla pfipravena kalibracni fada v koncentracnim rozsahu
0,04-3,89 mol/l, ktera byla analyzovana pomoci obou spektroskopickych metod — FTIR-
ATR s prato¢nou celou a Ramanovy spektroskopie.

Pro kvantifikaci HCAL metodou FTIR-ATR byl vybran charakteristicky pik v oblasti
1720 cm™', odpovidajici valenéni vibraci C=0 vazby. Tento pik byl zvolen proto, Ze
nevykazuje interferenci s piky rozpoustédla ani s charakteristickymi piky CAL (kde je
valen¢ni vazba C=O voblasti 1667 cm™') a COL, takZe umoziiuje spolehlivou
kvantifikaci HCAL. U nizkych koncentraci (0,037-0,772 mol/l) je vSak kvantifikace

problematicka, jelikoz intenzita vybraného piku je slaba.
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Obr. 5.23 Kalibracni kiivka HCAL, naméreno na FTIR-ATR Nicolet iS5 s priitocnou
celou

Vzhledem k nizké linearité vysledkli v oblasti nizSich koncentraci (viz. Obr. 5.23)

byla pro analyzu dat zvolena oblast vysSich koncentraci (0,772-3,891 mol/l), ktera
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poskytla rovnici y = 1,2005x — 0,7421 s koeficientem determinace R’ = 0,9836, coz
potvrzuje vyssi linearitu metody v tomto koncentratnim rozsahu. Na zéklad¢ téchto
vysledki byly stanoveny také mez detekce (LOD) 0,29 mol/l a mez stanovitelnosti (LOQ)
2,80 mol/l.
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Obr. 5.24 Kalibracni krivka HCAL, naméreno na Raman iS5 spektrometru

Pro Ramanovu spektroskopii byl pro kvantifikaci HCAL vybran charakteristicky pik
v oblasti 1723 cm™!, ktery odpovid4 valenéni vibraci C=0O vazby. Tento pik byl vybran
na zéklad¢ spektralni analyzy cistych latek, kde vykazoval minimalni interferenci s
ostatnimi sloZkami reakéni smési, jelikoZ u CAL je tato valen¢ni vibrace v oblasti 1670
cm'. Tento pik ma ve spektru velmi nizkou intenzitu, coz komplikuje jeho kvantifikaci
v niz8ich koncentracich, jak je zobrazeno na Obr. 5.24. Pro ucely kvantitativni analyzy
byla proto opét zvolena oblast vyssich koncentraci (0,772-3,891 mol/l). Kalibra¢ni kiivka
ziskana pro tuto oblast koncentraci poskytla rovnici linearni regrese y = 196,48x — 78,525
s koeficientem determinace R’ = 0,9919, coz indikuje dobrou linearitu metody v tomto
koncentracnim rozsahu. Na zaklad¢ téchto vysledkii byly stanoveny mez detekce 0,60
mol/l a mez stanovitelnosti 2,24 mol/l, coz odpovida vizudlni analyze spektra, kde u

nizsich koncentraci pik splyva se zékladni linii. Tyto hodnoty jsou mirné¢ vyssi nez u
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metody FTIR-ATR, coz naznacuje, ze pro kvantifikacit HCAL v daném experimentalnim

uspotadani poskytuje FTIR-ATR lepsi citlivost.

5.2.5. Cinnamylalkohol
Dalsim produktem hydrogenacni reakce cinnamaldehydu, ktery byl podroben

kvantitativni analyze, je cinnamylalkohol (COL). Jedna se o zddany produkt selektivni
hydrogenace, kde dochézi k redukci karbonylové skupiny pti zachovani dvojné vazby
C=C. Pro stanoveni COL byla pfipravena kalibra¢ni fada v koncentra¢nim rozsahu 0,04-
3,95 mol/l, které byla analyzovana pomoci obou spektroskopickych metod.

Pro kvantifikaci COL metodou FTIR-ATR byl vybran charakteristicky pik v oblasti
1069 cm™!, ktery odpovida kombinaci C-O valenéni vibrace alkoholové skupiny a C-C
valenc¢nich vibraci aromatického jadra. Pro analyzu smési obsahujicich CAL je tento pik
slozité kvantifikovat, vzhledem k blizkosti intenzivniho piku CAL ve vinové délce 1071
cm!, byl v8ak vybran, protoZe se jedna o nejintenzivngj$i pik COL, kde nedochézi

k plnému piekryvu s piky ostatnich studovanych latek.
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Obr. 5.25 Kalibracni krivka COL, namereno na FTIR-ATR Nicolet iS5 s priitocnou
celou
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U nizsich koncentraci je opét pozorovana jistd nelinearita, pro ucely kvantitativni
analyzy byla provedena vsak linearni regrese celého koncentra¢niho rozsahu. Linearni
regrese kalibra¢ni kiivky (Obr. 5.25) poskytla rovnici y = 0,079x + 0,02 s koeficientem
determinace R? = 0,9729. Nasledné byly na zakladé t&chto dat vypoéitany meze detekce
(LOD = 0,61 mol/l) a mez kvantifikace (LOQ = 2,56 mol/l).

Pro Ramanovu spektroskopii byl pro kvantifikaci COL vybran charakteristicky pik v
oblasti 328 cm!, ktery odpovida skeletdlnim vibracim molekuly, konkrétné OH torzni
také vybran z divodu minimalni interference s charakteristickymi piky ostatnich slozek

reakéni smeési.
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Obr. 5.26 Kalibracni krivka COL, nameéreno na Raman iXR s prutocnou celou

Tyto vysledky zobrazené na Obr. 5.26 vykazuji vyrazné lepsi linearitu nez v ptipadé
FTIR-ATR analyzy. VSechny body sleduji o¢ekavany rostoucti trend s koncentraci, coz je
dulezité zejména v oblasti nizkych koncentraci, kde metoda FTIR-ATR vykazovala vétsi
variabilitu. Linedrni regresni analyza poskytla rovnici y = 15481,34x — 246,12 s
koeficientem determinace R’ = 0,9969, coZ piedstavuje lepsi linearitu v celém méfeném

koncentraénim rozsahu nez FTIR-ATR metoda. Na zakladé téchto vysledkd byly
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stanoveny mez detekce 0,15 mol/l a mez stanovitelnosti 0,59 mol/l. Tyto hodnoty jsou
vyrazné lepsi nez u metody FTIR-ATR a ukazuji na vynikajici citlivost Ramanovy
spektroskopie pro stanoveni COL. Na zaklad¢ téchto vysledkil 1ze konstatovat, ze pro
kvantitativni stanoveni COL v hydrogenacnich reakénich smésich je Ramanova
spektroskopie preferovanou metodou, poskytujici vynikajici linearitu i citlivost. FTIR-
ATR vsak stale ptfedstavuje pouzitelnou alternativu, zejména pro vyssi koncentrace
analytu, kde dosahuje dostatecné ptesnosti pro praktické aplikace. Vzhledem k blizkosti
intenzivniho piku cinnamaldehydu v§ak mlze i u vysSich koncentraci byt kvantifikace
cinnamylalkoholu ve smési komplikovana.

Provedené kalibra¢ni experimenty poskytuji dilezité poznatky pro optimalizaci
monitorovani hydrogenacnich reakci metodami Ramanovy a FTIR-ATR spektroskopie.
Vytvotené kalibra¢ni modely umoznily stanoveni klicovych analytickych parametrti pro
sledované¢ latky a identifikovat optimalni podminky pro jejich kvantifikaci. Tyto vysledky
jsou dulezité pro optimalizaci sledovani selektivni hydrogenace cinnamaldehydu, kde
jsou COL 1 HCAL vyznamnymi produkty.

Ramanova  spektroskopie prokdzala vynikajici vysledky pii stanoveni
cinnamylalkoholu s vysokou linearitou (R? = 0,9969) a citlivosti (LOD = 0,15 mol/l), coz
umoznuje sledovani tvorby tohoto Zddaného produktu selektivni hydrogenace jiz od
pocatecnich fazi reakce. Naproti tomu kvantifikace hydrocinnamaldehydu se ukazala byt
problematickd zejména v oblasti niz§ich koncentraci, pti¢emz spolehlivé stanoveni bylo
mozné pouze od koncentraci pfiblizné 0,8 mol/l u obou metod. Nejvyssi citlivost obou
spektroskopickych metod byla dosazena pfi stanoveni cinnamaldehydu jako vychozi
latky, s mezemi detekce 0,09 mol/l (FTIR-ATR) a 0,10 mol/l (Ramanova spektroskopie).
Toto zjiSténi naznacuje, Ze sledovani ubytku koncentrace cinnamaldehydu béhem reakce
pfedstavuje spolehlivy pfistup pro monitoring konverze. Nejvyssi citlivost obou
spektroskopickych metod byla dosazena pfi stanoveni cinnamaldehydu jako vychozi
latky, s mezemi detekce 0,09 mol/l (FTIR-ATR) a 0,10 mol/l (Ramanova spektroskopie).
Toto zjiSténi naznacuje, Ze sledovani Ubytku koncentrace cinnamaldehydu béhem
hydrogenacni reakce predstavuje spolehlivy ptistup pro monitoring konverze.

Z hlediska praktické vyuZitelnosti je dileZité zvazit i Casovou naro¢nost jednotlivych
analytickych metod. Ramanova spektroskopie s pritocnou celou umoziuje analyzu
jednoho vzorku béhem 45 vtefin, véetné proplachovani systému vzduchem mezi vzorky
pak 1-2 minut. FTIR-ATR spektroskopie s priitocnou celou vyzaduje 6 minut na jeden

vzorek, s proplachem pak 7-8 minut, zatimco méteni bez pritocné cely vyzaduje peclivé
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¢isténi krystalu mezi vzorky, coz zvySuje ¢asovou narocnost metody na 10-13 minut.
Naproti tomu GC-MS analyza jednoho vzorku trva ptiblizn€ 25, k ¢emuz je nutné piicist
¢as potiebny pro ptipravu vzorki véetné fedéni a ptidavku interniho standardu.

Pro online monitorovani hydrogenacnich reakci jsou tedy spektroskopické metody
vyrazné¢ vyhodnéjsi, umoznuji castéjSi odbér vzorkli a poskytuji téméf okamzitou

informaci o prabehu reakce.

5.3. Hydrogenacni reakce

Pro studium vhodnosti Ramanovy spektrometrie a FTIR-ATR s pratocnou celou jako
analytickych metod pro sledovani hydrogenacnich reakci bylo provedeno né&kolik
experimentl s postupnou optimalizaci reakénich podminek. Jako modelové slouc¢enina
byl nejprve zvolen 1-okten-3-ol, ktery umoznil ovéfeni metodiky hydrogenace a nasledné
analytické postupy. Tyto poznatky byly dale aplikovany na pro praxi vyznamnéjsi

hydrogenaci cinnamaldehydu.

5.3.1. Hydrogenace 1-okten-3-olu

Optimalizace experimentdlnich podminek probihala v nékolika krocich. Prvni
hydrogenacni experiment byl zaméfen na hydrogenaci 1-okten-3-olu v propan-2-olu za
pouziti Pd/C jako katalyzatoru. Pro tuto reakci byla pouzita koncentrace Pd 1%
z latkového mnozstvi analytu. Katalyzator byl aktivovan po dobu 85 minut pfii teplote
40°C a tlaku 26-30 bar. Naslednd spektroskopicka analyza odebiranych vzorkd vSak
ukdzala, ze hydrogenacni reakce prob&hla velmi rychle, jiz pted odebranim prvniho
vzorku. Na spektrech vzorkti nebyly pozorovany signaly odpovidajici dvojné vazbé, coz
indikovalo uplnou konverzi vychozi latky. Tento vysledek vedl k tupravé
experimentalnich podminek, predevSim ke sniZzeni mnozstvi katalyzatoru v nasledujicich
experimentech. V dal§im experimentu bylo mnoZstvi katalyzatoru snizeno na 10%
ptuvodni hodnoty a jako interni standard byl zvolen na zakladé€ pfedchozi