UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

BAKALARSKA PRACE

Sarka Dominikova

Stanoveni methanolu v lihovinach metodami molekulové
spektrometrie

vedouci diplomové prace:
PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.
konzultant:

RNDr. Frantisek Kesner, Ph.D.



»Prohlasuji, Ze tato prace je mym pUvodnim autorskych dilem. Veskera literatura a
dalsi zdroje, z nichZz jsem pfi zpracovani cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci jsou radné citovany. Prace nebyla pouZita k ziskani jiného nebo

stejného titulu.”

V Hradci Kralové



Podékovani

Rada bych vyslovila podékovani pani PharmDr. Ludmile Matysové, Ph.D. za vécné
pfipominky, odborné rady, trpélivost a hlavné skvélou komunikaci pfi vypracovavani

této bakalarské prace.

Velké diky patfi také mym konzultantim panu RNDr. Frantisku Kesnerovi, Ph.D., Ing.
Karlu Secovi, Ph.D. a Ing. Ladislavu Tenklovi za odborné rady a pomoc ve chvilich, kdy

tato prdce vznikala.

Dékuji také celé své rodiné a obzvlast svému manzelovi Markovi za velkou podporu,

pomoc, pochopeni a trpélivost v obdobi mého studia.



Obsah

O G I 1= Yo - [ 0TI - [ o] R 6

I Y o 11 4 -1 S PSPPI 7

FA o1 A7 o1 AT TSRS PP 8

I o F- 1 o [ N - 1 £ PP 9

R V1YY OO 10

D TEOTFELICKA CAST ..veiiiiieiiii ittt ettt ettt e s be e s bt e e sabe e sabee s abaesabeeesabeesabaesnsseesaseean 11
5.1 (010 TN 0 a 1= o g - T | SRR 11
5.2 Biotransformace ethanolu a methanolu........cccccooviiiiiicii e 12
5.3 Doporuceni pfi intoxikaci methanolem ..o ieciiei e 13
53.1 PHIZNAKY OTraVY ..uviiiiciiie ettt ettt e e s ata e e e satr e e e snta e e e sntaeeeeans 13
5.3.2 LEhKA INTOXIKACE ... eiitiieiiieeiie ettt st 13
5.3.3 =T A oL =1 VZ- IR 13
5.4 Zakladni informace 0 destilatech ........coocvveiiecie e 14

6. ZaKladni PojmY @ iNSTFUMEBNTACE .....cuviii ittt e ettt e et e e e et e e e e e bte e e e e bteeeeenreeeeeasreas 16
6.1 Infradervena SPEKErOMELIIE ......oeii i e 16
6.1.1 T ool o T 4] oo 1V AU PR 16
6.1.2 INFracervené sPeKtrUM ... .....ooi ittt e e e araee e 16
6.1.3 INSEUMENTACE ..eeiiiiiieeeee ettt e e e e e s ree e e e e e e e s eansneees 17
6.1.4 ANAIYEICKE VYUZITH...c.evieiieieeeeee ettt et 18
6.1.5 Y =T o ol =Tl o o 11C TSRS UPPRR 19
6.2 Ramanova SPeKrOMELII. . ..ccciiii it 20
6.2.1 RayleighUv rozptyl ZAFENT .......cocveeeiee ettt 20
6.2.2 Raman(yv rozptyl zareni a princip Metody .......ccoeeieiiieeeiciiee e, 20
6.2.3 Kvantitativng @nalyza .......cccueeeiiiiieeeeee et e 21
6.2.4 INSEUMENTACE ..eeiiiiiieeeeee ettt e e e e e s rae e e e e e e e s annneees 21

N o (oY= a1 1T = Lo 1) AU 23

7.1 Priprava kalibracnich VZorkl .........c.ooooviioiiiiei e 23



8. METFeni, VYSIEAKY @ QISKUSE.....ccceiieieietiiie ettt ettt e ettt e e ettt e e e eettae e e eeabaeeeeeataeeeeansaeaeeanes
8.1 Méreni vzorkl - FT-IR SpeKtromMetrie .......ccveecveieiiee ettt et 24
8.1.1 Metoda poutzivajici k vypoctu Lambertova-Beerova zakona. ........ccccceeeeecureeenns 24
8.1.2 Metoda poutzivajici k vypoctu vétsi ¢ast infracerveného spektra....................... 26
8.2 Méreni vzork(l Ramanovou Spektrometrii........cccoecveeeeeciiiee e 29
8.3 DiISKUSE 1. neteeeetiteiteeetee ettt ettt et e st e e sabe e sbe e s sate e sabeeesbteesabeesbbeesabeeebeeenabeesbeeesareeans 32
1 B 1V < OO PRSPPPTPR
BT =Yg =Y Yo o1 =14 U PR
11, SEZNAM tADUIEK ..eeiieiiiee e e st e s st e e s s bt e e e s nabee e s esabeeeeenabeeeeennreeas
12, POUZItA [IEEIATUIA . ceieiieeeiee ettt ettt e s e s be e e st e e sbe e e sebeesabeesabteesabeesabaesnsseesnbaeenns



1. Cil a zadani prace

Nejcastéji pouzivanou analytickou technikou pro stanoveni obsahu methanolu je
plynova chromatografie. Tato technika je velice presna a citlivd i pro nizké obsahy
methanolu. Pro zamysleny ucel rychlého stanoveni v lihovinach je vsak tato metoda
relativné casové i finanéné ndaroc¢na. Cilem a zadanim mé bakalarské prace bylo
vyhledani a shromazdéni informaci o spektroskopickych metodach, pouzitych v kauze
methanolové aféry — pro kontrolu lihovin na trhu a odhaleni mozné kontaminace
methanolem. Spektroskopické metody jsou ve srovnani s plynovou chromatografii

rychlé a levné.



2. Abstrakt

Téma moji predkladané bakalarské prace se zabyva pouzitim dvou metod vibracni
spektrometrie a to infracervené ( IR) a Ramanovy, pouZitych pfi analyzach u stanoveni

methanolu v lihovinach.

Spektroskopické metody mohou velice efektivné pomoci v pfipadech kontroly
neznamych, ¢i podezrelych lihovin. Stanoveni nebezpecného methanolu v jednotkach

az desitkach procent je velice rychlé a pro dany ucel i dostatecné presné.

V praktické ¢asti bylo pripraveno nékolik vzork( s riznymi objemovymi koncentracemi
methanolu v ethanolu tak, aby vyslednd objemova koncentrace alkohold (methanol a
ethanol) byla 40 objemovych % a byla zmérena jejich spektra vyse uvedenymi
metodami. Pro kvantitativni stanoveni byly vybrany hodnoty absorbance
v charakteristickych oblastech pro methanol. Dale byl pro ilustraci proméren neznamy

vzorek Cisté a kontaminované lihoviny.

Pro vyhodnoceni spekter bylo vyuzZito spektroskopickych programui spoleé¢nosti Thermo

Scientific : OMNIC a TQ Analyst.

Klicova slova : FT-IR spektrometrie, Ramanova spektrometrie, Omnic a TQ Analyst.



Abstract

The topic of my bachelor’s thesis is using of two methods of vibrational spectroscopy —
infrared and Raman spectroscopy, which were used for determination of methanol in
liquors.

Spectroscopic methods should very effectively help in cases of control of unknown or
suspect liquors. Determination of dangerous methanol from units to tens percentage is

very quick and appropriately precise for the reason.

There were prepared several samples with difference volume assay of methanol and
ethanol in practical part of thesis to receive of total volume concentration of alcohol
(methanol and ethanol) — 40 % V/V. The spectrum of each prepared samples were
measured by the both methods. For quantitative determination was chosen values of
absorbance in characteristic areas for methanol. Furthermore were determined
unknown samples of liquor. Unknown samples of liquor with addition of methanol
were tested at last.

There was used software OMNIC and TQ Analyst of company Thermo Scientific for
guantitative determination.

Keywords : FT-IR spectroscopy, Raman spectroscopy, Omnic a TQ Analyst.



3. Seznam zkratek

FT Fourier Transform Fourierova transformace

IR Infrared infracerveny

GC Gas Chromatography Plynova chromatografie

ATR Attenuated Total Reflectance Celkové zeslabeny odraz

ZnSe Materidl krystalu selenid zinecnaty




4. Uvod

Na podzim roku 2012 doslo v Cesku k sérii otrav methanolem. Do 29. ledna 2013 na
otravu methanolem zemfelo jiz 47 osob na rtiznych mistech republiky a desitky dalSich
byly hospitalizovany. Mnozi utrpéli trvalé poskozeni zraku. Policejni patrani vyustilo v
pripad s nejvétsim poctem obvinénych v déjinach ceské kriminalistiky.

Po 18 dnech od prvni otravy policie 24. zafi 2012 oznamila, Ze kriminalisté objevili zdroj

jedovatého methanolu. Methanol podle nich pochazel z CR, byl fadné zakoupeny a

dodany do opavské firmy, odkud putoval na ¢erny trh [1].

V tuto inkriminovanou dobu bylo nutno spotfebitele ochranit pred fatalnimi nasledky
otrav methanolem.

Spektroskopické metody se jevily jako velmi vhodné a rychlé a proto je zacali pouzivat
vysoké Skoly, hygienické stanice, policie a tymy lidi, ktefi se vydali méfit pfimo do
terénu.
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5. Teoreticka cast

5.1 Co je methanol

Methanol (methylalkohol, trividlné oznaCovany jako drevny lih) je nejjednodussi
jednosytny alkohol. Methanol je ¢ira bezbarva, hoflava kapalina plné misitelna s vodou
a ethanolem. Priimyslové se pouZziva jako rozpoustédlo, palivo, soucast nemrznoucich
smési a surovina pro chemicky primysl. V biomedicinskych oborech se také pouziva
jako soucast fixacnich tekutin [2].

Jeho chemicky vzorec je CH3;OH.

Obrazek 1 Molekula methanolu
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5.2 Biotransformace ethanolu a methanolu

Ethanol

Klicovymi enzymy alkoholdehydrogenazové cesty odbourdvani ethanolu jsou dva jaterni
enzymy: cytozolova alkoholdehydrogenaza a mitochondridlni aldehyddehydrogenaza. Jejich
koenzymy jsou nikotinamidadenindinukleotidy.

Alkoholdehydrogenaza (ADH) je oxidoreduktdza katalyzujici dehydrogenaci alkoholu na
pfislusny aldehyd:

akohol + NAD"— CH3-CHO + NADH + H”

Aldehyddehydrogenaza (ALD) je oxidoreduktdza katalyzujici dehydrogenaci aldehydu na
pfislusnou karboxylovou kyselinu:

CH3-CHO + NAD" + H20 — kyselina+ NADH + H*

Vznikly acetaldehyd se preménuje acetaldehyddehydrogendzou na octan, ktery je aerobné
odbouravan Krebsovym cyklem az na oxid uhlicity a vodu [3].

Methanol

Sam o sobé jedovaty neni. Jako jiné alkoholy pUsobi excitacné a po velké davce narkoticky na
CNS, ale zavaznéjsi je toxicita jeho metabolitll, predevsim kumulace kyseliny mravenci v sitnici,
oc¢nim nervu a bazélnich gangliich mozku.

Enzymatickou pfeménou alkoholdehydrogendzou vznika z methanolu formaldehyd a z ného
pak aldehyddehydrogenazou kyselina mravenci. Ta se velmi pomalu oxiduje na oxid uhlicity a
vodu, proto se vyznamné kumuluje ve tkanich. Toxickd kyselina mravenci zpuUsobuje
nekompenzovanou metabolickou acidézu.

Toxicita

Minimalni toxickad davka Cistého methanolu je asi 0,1 ml/kg, v priméru se udava 10 ml pro
dospélého clovéka, ale bylo popsano | oslepnuti po 10 ml a smrt dokonce po 6-10 ml. Hladina
methanolu v krvi 200 mg /I jiz nutné vyZzaduje 1é¢bu antidotem. (ethanol, Fomepizol) [4].

12



5.3 Doporuceni pri intoxikaci methanolem

5.3.1 Ptiznaky otravy

Casné neurotoxické plsobeni methanolu podobné alkoholu je sporné. Lokalni drazdéni sliznic
je silngjsi, hlavni toxické projevy metabolitl nastupuji pozdéji- za nékolik hodin (6-12 hod),
v kombinaci s alkoholem az za 36 hodin.

5.3.2 Lehka intoxikace

Alkoholové opojeni je pozorovatelné jiz 30 minut po poziti kontaminovaného alkoholu.
Objevuje se Spatna koordinace pohyb, ospalost, Utlum, ztizena artikulace.

Projevy v centralni nervové soustavé

Bolesti hlavy, zavraté, slabost, zmatenost, poruchy paméti.

Oc¢ni poruchy

Mlhavé vidéni, fotofobie, rozsifené zornice, porucha barevnych viemu.

Metabolické poruchy

.....

doba se ale nékdy prodlouzi az na 24-48 hod. Nastava hyperventilace, zvySeni nejprve
osmolalniho, pozdéji aniontového gapu. Aciddza znamena zavaznéjsi intoxikaci.

Projevy poskozeni traviciho traktu

Nauzea, zvraceni, bolesti bficha, prijem.

5.3.3 Tézka otrava

Projevy v centralni nervové soustavé
Poruchy védomi az kdma, kiece nasledkem edému mozku nebo plic.
Oc¢ni poruchy

Po vysokych davkach vzacné uz béhem nékolika hodin dochazi ke snizené ostrosti a ztraté
barevného vidéni, ktzv. vizi ,,snéZzného pole“, ztraté zorného pole - slepoté a k degradaci
zrakového nervu.
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Metabolické poruchy

Pokracuje prohlubovani metabolické aciddézy (neni- li zaroven podan ethanol), vtézkych
pfipadech dochazi k renalnimu selhdni | multiorgdnovym dysfunkcim.

Projevy poskozeni traviciho traktu
Nékdy akutni pankreatitida, pfechodnd lehka porucha jaternich funkci.
Obéhové projevy

Hypotenze, tachykardie, bradykardie, dysrytmie, dusnost, cyandza, edém plic. Bylo popsano |
tézké, ale reverzibilni srdec¢ni selhani a EKG abnormality. U tézkych otrav hrozi smrt dechovym,
méné casto cirkula¢nim selhdnim.

Moiné nasledky pfi preziti otravy

Poruchy zraku aZ slepota, neurologické extrapyramidové poruchy jako jsou: parkinsonismus-
tres, ztuhlost, bradykineze, zmény osobnosti a jiné.

Spatné prognostické znamky pfi otravé

Krece, kdma, Sok, pretrvavajici aciddza, bradykardie, rendlni selhani, jestlize je terapie
zahdjena aZ za 8-10 hodin nebo vice po poZiti methanolu, je-li hladina kyseliny mravenci v krvi
nad 500 mg/I [4].

5.4 Zdkladni informace o destildatech

Methanol je v nizkych koncentracich pfirozenou slozkou lihovin, vyrobenych Ffadnym
zpUsobem, jeho obsah v lihovinach je zavisly na typu lihoviny. Lihoviny vyrobené z jemného
nebo velejemného lihu mohou obsahovat stopy methanolu, oproti tomu lihoviny typu
ovocnych destilatd maji maximalni obsah methanolu stanoven znénim natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢.110/2008. Methanol vznikd hydrolyzou pektini ovoce, které bylo
pouzito ke kvaseni. Jinym vyznamnym zdrojem methanolu v destildtech mlze byt rozklad
dalSich pfirozenych slozek ovoce, zejména anthokyanovych barviv a podobnych latek pfi
kvaseni zejména barevného ovoce. Obsah methanolu v destilatu miZe byt také ovlivnén
zplUsobem destilace, kdy oddélenim vétsiho objemu prvni ¢asti destilatu, tzv. ikapu, dochazi ke
snizeni obsahu methanolu v destilatu.

Kvasné lihy, potravindrské lihy se pfipravuji kvasenim surovin obsahujicich cukry nebo
Skrob, napf. cukrové fepy, cukrové trtiny, brambor nebo obili. Kvasny lih také obsahuje nizké
koncentrace methanolu, které se jesté snizuji dalSim cisténim (destilaci, pouZitim aktivniho
uhli), rafinované lihy jemny a velejemny obsahuji jen stopy methanolu.
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V ovocnych destilatech vyrobenych ze sliv, mirabelek, Svestek, jablek, hrusek, malin, ostruzin,
merunék a broskvi je pfirozeny obsah methanolu vyssi, miZe byt podle vyse uvedeného
nafizeni okolo 12 g na litr ¢istého lihu (100%). Pro ovocné destilaty vyrobené z hrusek odr(d
“Williams“, ¢erveného a ¢erného rybizu, jefabin, kdouli, bezinek, bobuli jalovce plati norma pro
obsah methanolu do 13,5 g na litr Cistého lihu. Ostatni ovocné palenky musi obsahovat nizsi
mnozstvi methanolu nez 1g na litr Cistého lihu. Limity s vyjimkou ostatnich ovocnych palenek
jsou pomérné vysoké a vyhovi jim i ne Uplné spravné vyrobeny destilat s podilem ,Ukapu®.

Hranice nebezpecnosti pro clovéka je individudlni, ale v destildtech vyznamné prevlada
ethanol, ktery je metabolizovan prednostné. Pripady umrti nebo vyznamného poskozeni zdravi
nemohou byt zplUsobeny lihovinami vyrobenymi kvasnou cestou, ale pridavkem methanolu do
lihoviny nebo Uplnou zaménou kvasného lihu za methanol pfi vyrobé lihovin.

Pokud se pomine negativni vliv samotného ethanolu na zdravi, jsou destilaty z ovérenych
zdroja (kvalifikovand vyroba, destilace v péstitelskych palenicich) bezpecné a neni nutné je
analyzovat.

Jind situace je u tzv. ostatnich lihovin, které se vyrabéji z kvasného lihu fedénim vodou na
pfijatelny obsah lihu, pfidavkem tresti a dalSich sloZek jako jsou vodka, rum, zelena a podobné
produkty. Vyroba nezahrnuje destilaci, ale jenom michani dovezenych surovin. Pficinou
soucasnych problém( je s nejvétsi pravdépodobnosti zaména kvasného lihu (ethanolu) za
methanol ve vyrobnach cerného trhu lihovin. V oficidlnich vyrobndach lihovin- v likérkach,
v péstitelskych palenicich, lihovarech se viibec s methanolem nepracuje, nepouziva se, tudiz
nemuze dojit k zaméné ani pfidavku. Ale vyrobny ¢erného trhu pracuji na jinych principech,
podle jinych postupt, obvykle nevyhovuji pozadavkiim na podobné provozy.

V tomto smyslu je jedinym voditkem znalost zdroje lihoviny a zejména ostrazitost k levnym
vyrobklm, rozlévanym lihovinam, lihovindm v podezielych obalech. V minulych letech byly
zachyceny i okolkované Idhve ve stejnych lahvich se stejnou falSovanou etiketou i s falSovanym
kolkem, které pro laika jsou k nerozeznani od vyrobku poskozené likérky [5].
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6. Zakladni pojmy a instrumentace

6.1 Infracervena spektrometrie

6.1.1 Princip metody

Principem infracervené spektrometrie je absorpce infraCerveného zareni molekulami
latek.

Abychom ziskali infracervené spektrum analyzované latky, musi byt splnéno zakladni
vybérové pravidlo coZ je zména dipdlového momentu.

Jestlize neni toto pravidlo splnéno, analyzovana latka neposkytuje infracervené
spektrum.

Pfikladem takovychto latek jsou biatomické molekuly napf. O,, N, atd.

Infracervené zareni ma vétsi vinovou délku a nizsi energii nez zareni ultrafialové a
viditelné. Pokryva cast elektromagnetického spektra v intervalu vinovych délek od 0,75
do 1000 pm. V pfipadé infracervené spektrometrie se jako jednotky vinové délky
pouzivaji jeji reciproké hodnoty tzv. vinocet.

InfraCervenou oblast zpravidla rozdélujeme na tfi ¢asti:
* Blizkou infraervenou oblast v rozsahu 12800 — 4000 cm™
* Stfednf infradervenou oblast v rozsahu 4000 — 400 cm™
+ Vzdalenou infradervenou oblast v rozsahu 400 — 10 cm™
Pro pouziti v praxi je nejdllezitéjsi stfedni infracervend oblast v intervalu 4000 — 400
cm™. [6]
6.1.2 InfraCervené spektrum

Energie infraterveného zareni jiz nestaci na zmény elektronovych stavdll, jako je to
v pripadé ultrafialového a viditelného zareni. Zareni zpUsobuje pouze zmény stavl
vibracnich a rotacnich, které se pohybuji na nizsi energetické hladiné. Proto
infracervena absorpcni spektra jsou spektra vibrac¢né rotacni.

Vinfracervenych spektrech sledujeme zavislost transmitance nebo absorbance na
vinoctu absorbovaného zareni. Spektrum je pasové, kde jednotlivé absorpéni pasy
odpovidaji jednotlivym vibraénim nebo rotac¢nim prechodim. [6]
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Transmitance (propustnost) pfi prichodu svételného paprsku o intenzité (lp) vrstvou
absorbujiciho prostredi tloustky (d) se ¢ast absorbuje a ¢ast o intenzité (1) vychazi. Mezi
uvedenymi veli¢inami plati vztahy:

T=1/lp T=transmitance

100.T=propustnost v %
A=log UT A=absorbance [12]

Pro kvantitativni ucely vyuZivame absorbanci, ktera je linearni funkci koncentrace.

Infracervené spektrum ve stfedni infracervené oblasti rozdélujeme na dvé zakladni
casti.

* Oblast skupinovych vibraci

Mezi vino¢ty 4000 — 2500 cm™ nachéazime absorpéni pasy rdznych funkénich skupin,
proto tuto oblast vyuZzivame pro identifikaci téchto skupin v molekule organické latky.
Hodnoty téchto vibraci jsou ovlivnény strukturnim okolim dané skupiny, napf.
pfitomnosti konjugovanych nasobnych vazeb, pnutim cyklickych systému, pritomnosti
jinych vibrujicich skupin stejného atomu, interakcemi vodikovych vazeb apod.

e Oblast otiskl prstu

Mezi vinotty 2000 a7 400 cm™ nachazime pasy deformacnich a kombinaénich vibraci
funkcnich skupin, které jsou velmi silné ovlivnény okolnimi vazbami a celou strukturou
molekuly. ProtoZe jsou tyto vibrace urceny vibraénim chovanim celé molekuly,
nenajdeme dvé latky se shodnym spektrem v této oblasti - z toho vznika pojmenovani
oblast otiskl prstu[6].

6.1.3 Instrumentace

Pro méreni infradervenych spekter ve stfedni infradervené oblasti se v souéasnosti
témér vyhradné pouZivaji spektrometry s Fourierovou transformaci (FTIR
spektrometry). Zakladni soucdsti tohoto spektrometru je tzv. interferometr
Michelsonova typu. Ten pracuje na principu interference zareni z polychromatického
zdroje. Jedna cast paprsku, ktery dopadd na polopropustny déli¢ paprska (pro stredni
infraCervenou oblast se pouziva jako material KBr/Ge), se od néj odrazi na pevné
zrcadlo pod definovanym uhlem. Z pevného zrcadla se odrazi a vraci zpét k délici
paprskd. Druhd ¢ast paprsku prochazi pres polopropustny déli¢ a dopada na pohyblivé
zrcadlo. Opét se odrazi zpét a na déli¢i se setkava s paprskem odrazenym od pevného
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zrcadla, kde snim interferuje. Interferujici se paprsky zesiluji, ¢i zeslabuji podle
frekvence zareni, ktera je dana polohou pohyblivého zrcadla. Zpracovany signdl —
interferogram je matematickym postupem, kterému se fika Fourierova transformace (
FT) prepocitan na jednopaprskové infracervené spektrum[6]. Pomér jednopaprskovych
spekter pozadi a analyzovaného vzorku potom ddava klasické absorpcni infracervené
spektrum.

Fixed mirror

Beamsplitter

IR Source

Moving mirrar _
X 0 X He-Ne laser
o Laser diode
Sample
Detector

Obrazek 2 Schéma FTIR spektrometru

Single Reflection ATR Plate
Obrazek 3 Detailni fotografie ATR krystalu [10]
6.1.4 Analytické vyuziti
Infracervend spektrometrie se pouziva v kvalitativni i kvantitativni analyze.

Nejdllezitéjsi je pouZiti ve strukturni analyze a identifikaci organickych i anorganickych
sloucenin. Knihovna spekter je zpravidla soucasti pouzivaného software a program s ni
porovnava spektrum naméreného vzorku. Jednotlivé pasy se prifazuji vibracim
funkcnich skupin podle vinoctll, zkoumaji se rlzné vlivy struktury molekuly a
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charakteru vzorku na polohu a tvar pasu. V kvantitativni analyze se pak vyuZziva
Lambertova-Beerova zdkona.[6]

A=e.c.l

A - absorbance

€ = molarni absorp¢ni koeficient [L.cm™.mol™]
¢ = moldarni koncentrace [mol.L!]

I= tloustka vrstvy [cm] [12]

Mohou byt vyuzZity i jiné chemometrické metody, které nepracuji sjednotlivymi
izolovanymi pasy, ale s celymi spektralnimi regiony, kde se mohou jednotlivé absorpcni
pasy ovlivhovat.

U techniky FTIR s vyuZitim pocitaCového zpracovani dat lze kvantitativné analyzovat i
viceslozkovou smés zmérenim jednoho spektra.

6.1.5 Mérici techniky

Pro méreni lze pouzit bud klasického praniku zareni vzorkem, ktery je pfipraven
smisenim se zhruba stondasobnym mnoZstvim bromidu draselného a vylisovanim
tablety. Ta je pak umisténa v kyvetovém prostoru do drahy paprsku. Podobné lze
pouzit pro kapalné vzorky specialnich kyvet vyrobenych lisovanim bromidu draselného,
¢i chloridu sodného. Vzorek v takovéto kyveté pak tvofi tenkou zhruba milimetrovou
vrstvu.

Dale byla vypracovana rada technik na odraz, které dovoluji analyzu materiald, jimiz
infraCervené zareni neprochazi. Rozsirenou technikou je zeslabena Uplna reflektance
(Attenuated Total Reflectance — ATR). Vzorek pokryva povrch krystalu propustného pro
infraCervené zareni ( SeZn, AgCl, Si, safir atp.). Do krystalu vstupuje paprsek
infracerveného zéareni pod takovym uUhlem, ktery zajistuje totdlni odraz na jeho
protilehlych plochach. Paprsek odrazy prostupuje krystalem na druhy konec, kde
krystal opousti. Je-li horni plocha krystalu pokryta vzorkem, pronika zareni ¢astecné do
néj. Absorbuje-li urcité vinové délky, ochuzuje prislusnou slozku infracerveného zareni
pfi jeho cesté krystalem a vznika klasické infracervené spektrum méreného vzorku.
Toto technikou Ize méfit vzorky jak kapalného, tak pevného skupenstvi. U pevnych
latek je nutno zajistit dobry kontakt vzorku s krystalem jeho pftitisknutim na krystal [6].
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Attenuated Total Reflectance

Sampling surface _ Evanescent Wave
.

=
AT

Internal Reflection Element

Obrazek 4 Schéma praniku zafeni ATR krystalem [11]

6.2 Ramanova spektrometrie

6.2.1 Rayleightiv rozptyl zareni

Pokud je zvoleno monochromatické zareni o takové vinové délce, které neni vzorkem
absorbovano a neni tedy schopno excitovat elektron. Prichod tohoto zareni ale muze
rozkmitat molekulu. Nepolarni molekula je schopna se v elektrickém poli polarizovat a vytvofit
indukovany dipdl. Svym polem tak mulze ucinkovat na molekulu i elektromagnetické zareni.
Molekula prevezme energii fotonu. Prebyte¢nou energii pak ihned ztraci vyzarenim zareni
stejné frekvence, ale nizsich amplitud a vraci se do plvodniho energetického stavu. Toto se
nazyva RayleighlQv rozptyl. Tento druh rozptylené zareni je dominantni a pro nase ucely
nevhodné a proto se ho snaZzime co nejlépe odfiltrovat. [6].

6.2.2 Ramanuv rozptyl zafeni a princip metody

Ramanova spektrometrie se zabyva rozptylenym svétlem, které vznikne po ozareni
analyzované latky intenzivnim monochromatickym svétlem. Timto zdrojem byva
zpravidla laser. V Ramanové spektrometrii se jednd o nepruiny rozptyl svétla. Po
interakci zareni se vzorkem se molekuly vzorku rozkmitaji a zaujmou jiny vibraéni a
rotacni stav. Tato zména vSak nastane jinym mechanizmem nez v pfipadé infracervené
spektrometrie, v niz dojde k tomuto stavu pfimo absorpci zareni.

V Ramanové spetrometrii si jev lze predstavit také tak, Ze doslo k nepruzné srazice
fotonu s molekulou, pti které si foton ponechal cast energie molekuly.
Polarizovatelnost molekuly je tedy podminkou pro aktivity vibrace v Ramanové
spektrometrii.

20



V Ramanové spektru se nachazeji pdasy s nizSi energii rozptyleného zareni neiz je
energie dopadajiciho zareni, které souvisi s navratem molekuly na vyssi vibracni
hladinu, nez byla plavodni (Stokesliv pds) a pasy svyssi energii neZ byla energie
dopadajiciho zareni (Antistokeslv pas) [6].

Vibracni
kvantové Cislo
v=4
=3

Prvoi clektronovy v=12

excitovany stav ra v=1
v=1

— 4+ — - - 77  =|_=—=== ==
virtudlni hladiny i
Vo | [Yo¥n | YotV e T Tuiokes [ |tokes
Stokes anti-Stokes v, vo'v-.-ib V0+Vrib

Vv=4d
v=213
V=2

Zakladni 2 v=1 2

clektronovy stay -2 2 =1 — 2

Excitace ve viditelné oblasti v blizké infracervené oblasti

Obrazek 5 Schématické znazornéni energetickych prechodli - Ramantv a Rayleighlv rozptyl[10]

6.2.3 Kvantitativni analyza

PFi vyuZziti Ramanovy spektrometrie v kvantitativni analyze je potfeba pocitat s fadou
specifickych faktor( jako napftiklad stabilni hodnota vykonu laseru, vlivy reabsorpce
rozptyleného zareni, hloubka praniku excitujictho zareni do vzorku. Velmi cCasto se
korigované hodnoty ploch past vztahuji k hodnoté plochy pasu vnitfniho standardu
nebo pomér pasl jednotlivych slozek smési [8].

6.2.4 Instrumentace

Pro Ramanovu spektrometrii se vyuZiva spektrometrld disperznich, nebo spektrometri
s Fourierovou transformaci (FT). Hlavnimi soucastmi takovychto spektrometr(i jsou: zdroj
excitujiciho zareni (laser), vzorkovy prostor, sbérnd optika (monochromator nebo filtr),
disperzni prvek (mfizka nebo hranolovy monochromator) nebo interferometr (FT
spektrometry) a detektor.
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Ramanova spektra se nejcastéji méri se vzorky umisténymi v uzaviené vzorkové komore.
Vzorky mulZeme méfit pomoci nejriznéjsich nastavch vriznych drzacich vzorkud
(mikrotablety, sklenéné vzorkovnice). Takto se daji mé¥it jak vzorky kapalného, plynného, &i

pevného skupenstvi.

Z rozptyleného zareni je nutno nejprve odfiltrovat pruziny Rayleighlv rozptyl. Pro potlaceni
tohoto rozptylu se zpravidla pouzivaji holografické filtry, nebo premonochromatory [8].

Excitation frequency

5
2
E
§
3
(-3

I'

Filtr primarniho zareni

Obrazek 6 Schématické znazornéni principu Ramanovy spektroskoie [11]

Obrazek 7 Disperzni Ramanuv spektrometr — NICOLET DXR [9]
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7. Experimentalni cast

7.1 Priprava kalibracnich vzorkii

Pfedpokladame, Ze pfi vyrobé pancovanych lihovin dochdzi k smiseni podilu methanolu a
ethanolu tak, aby vysledna koncentrace obsahu celkového alkoholu byla pfiblizné 40
objemovych %. Pripravili jsme tedy celkové 9 kalibracnich standardd obsahujicich r(izné
mnozstvi methanolu. Do 100 ml odmérné bariky jsme vidy pipetovali pfesné mnozstvi Cistého
methanolu a ethanolu. Poté jsme odmérnou bariku doplnili vodou po znacku. Vysledné
koncentrace standardnich vzork(i jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1. Vzhledem
k poZzadované presnosti jsme pfi vypoctu koncentrace nezohlediiovali skuteény obsah
alkohold, ale pocitali jsme je jako 100 %.

Tabulka 1 Tabulka kalibraénich standardu

Analyticka data pro sestrojeni kalibracni kfivky obsahu methanolu v testovaném
vzorku
objemovy obsah slozky v kalibrac¢nim roztoku
Methanol Ethanol
(299,5% extra pure Ph Eur, Merck, (296 %, Merck, Sarze
Sarze 1682718 317) 3403380) Destilovana voda

0 40 60
2 38 60
5 35 60
8 32 60
10 30 60
12 28 60
14 26 60
16 24 60
20 20 60
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8. Méreni, vysledky a diskuse

8.1 Méreni vzorki - FT-IR spektrometrie

Pro méfeni vzorkl byl pouzit jednoodrazovy ATR nastavec se ZnSe krystalem. Kvantitativni
stanoveni jsme provedli za pomoci programu TQ Analyst spolecnosti Thermo Scientific.
Namérené kalibrac¢ni standardy jsme vyhodnotili dvéma zvolenymi metodami a porovnali jejich
vhodnost.

8.1.1 Metoda pouzivajici k vypoctu Lambertova-Beerova zakona.

Pro sestrojeni kalibracni krivky se vyuziva zavislosti hodnoty absorbance ve zvolené oblasti na
koncentraci stanovované latky (Lambertdv — Beerlv zakon). Hodnota absorbance je
korigovana na zakladni linii, jejiz parametry jsou v metodé rovnéz zadany (Obrazek 9).

Korelacni koeficient krivky Actual versus Calculated = 0,9989.

-
N Metanol

1 y=0,0719x+0,0555 Corr. Coeff.: 0,9989
_—
Jop
3 -
: -
ol
8 1

1 O Calibration

41 =+ Validation

1 A Correction

1 O Cross-correction
7 & Ignore

1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 |
-1 Actual 21

Obrazek 8 Kalibracni kfivka sestrojena z infracervenych spekter s vypoctem podle Lambertova-
Beerova zakona
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Pro vypocet byl zvolen vybér pasu methanolu v oblasti 1006,26— 1031,09 cm™.

Region
Index \ Region Type | Location \ % or Ht | Baseline Type | Point 1 | Paint 2 | Offset Baseline ID |
1 Spectium Range v| 1006.26 Two points v| 93916 106253
T 103109 Averageiniange v | 98352 1072.23

Obrazek 9 Spektralni rozsah pro vypocet podle Lambertova- Beerova zakona
Pro ovéreni spravnosti stanoveni byl stejnym postupem jako u kalibracnich standardi
pfipraven vzorek o koncentraci 7,0 objemovych % a ndsledné proméren. Vysledek 7,1

objemovych % potvrdil vhodnost metody pro méreni methanolem kontaminované lihoviny

[13].
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Obrazek 10 Kvantifikace ovéfeného vzorku podle Lambertova- Beerova zakona

Dale byl analyzovan vzorek 40% okolkované lihoviny — Gin. Nalezend koncentrace methanolu
byla 0,3 objemova %. Nepfesnost této spektrometrické metody se projevi u méreni nizkych
koncentraci pod cca 2%. Ke zpresnéni metody by mohlo ¢astecné prispét pouziti viceodrazové
ATR, které mad intenzivnéjsi spektra neZ jednoobrazové ATR. U viceodrazového ATR je mez

detekce a chybovost metody mensi neZ u jednorazového ATR.

25




Metoda s jednorazovym ATR neni tedy vhodna pro stanoveni nizkych koncentraci methanolu v
destilatech, protoZe i davky, které jsou pod mezi detekce mohou byt smrtelné. Metoda byla

pfipravena pouze jako ukazkova.

V praxi, pfi testovani methanolu v lihovinach, bylo pouzZito viceodrazové ATR.
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Obrazek 11 Kvantifikace lihoviny - GIN podle Lambertova- Beerova zakona

8.1.2 Metoda pouzivajici k vypoctu vétsi ¢ast infracerveného spektra

Jinou kvantitativni metodou, kterou program TQ Analyst umoZnuje provést kalibraci a
nasledné kvantifikovat mnozstvi nezddouciho methanolu v lihovinach, je metoda, kterd vyuziva
vétsiho rozsahu zméreného spektra ve vztahu s definovanou koncentraci stanovované latky
daného vzorku. Misto hodnoty absorbance se vytvofi matice zméfenych datovych bodl
vybrané ¢asti spektra. Tato matice bod( je pak vztazena ke koncentraci analytu. Pro vypocet
jsme poutzili stejné namérené kalibracni vzorky jako v pfedchozim pfipadé za pouZziti metody
podle Lambertova-Beerova zakona. Jak je zfejmé 1z prilozené kalibracni kfivky hodnota
korelacniho koeficientu je 0,9993, z cehoZ vyplyva, Ze zvolend metodika vykazuje jesté

linedrné;jsi vysledky.
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: - metanol
RMSEC: 0.232 Corr. Coeff.: 0.9993
3 factors used
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-1 Actual 21

Obrazek 12 kalibraéni kfivka FTIR sestrojena z infracervenych spekter podle matice datovych boda

Pro vytvoFeni kalibragniho modelu se pouzily data v rozsahu spektra 2861,84 - 1002,8 cm™.
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Obrazek 13 Spektralni rozsah pro vytvoreni kalibraéniho modelu podle matice datovych bodt

Opét bylo provedeno stanoveni obsahu vzorku o pfipravené koncentraci 7,0 objemovych %.
Vysledek 7,3 objemovych % opét potvrdil vhodnost metody pro methanolem kontaminované
lihoviny jako v kvantitativnim modelu vytvofeném pomoci Lambertova-Beerova zdkona.
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Obrazek 14 Kvantifikace ovéfeného vzorku podle matice datovych bodu.

Namérené infracervené spektrum cisté lihoviny — GIN bylo rovnéZz podrobeno kvantifikaci

touto metodou s vysledkem 0,4 objemovych %. Tento vysledek Ize pouZit k demonstraci toho ,
Ze zvolena spektrometrickd metoda je vhodnd pro odhaleni pancovanych lihovin vy$sim

obsahem methanolu. Postrdda vsak presnost v nizkych koncentracich na urovni jednotek

procent a nize.

[ File Edit Collect View Process Analyze Report Window Help.
+

-Dgfsu\l - Tableta (default EXP)
) Ty W) R - I
cow e e (T Z W E T " B L lixy
HHEED Stack Spe Full 5S¢ CmnScl AA{[BX\I\ NewWin AdvATR Subtiact FindPks  SelctAll  Clear SEam}\ L\ESEWD Lib Mgr Frev Rpt AddNE View NE

Ewplsel ColBkg ColSmp Open  Save  Pint

@lon

=
0.2 i Signature: Eva Sedlackova, 30-04-2014 14:23-61 (GMT+02:00), Authord Q271fy
! {Wiad A 30 08:26:33 2014 (GMT+02:00) e o
iWed Apr :26: + - - ) C e Ak DS i
024 Number of sample scans: 64 Sh : (:W‘v : {v“ed::raoosu U1l o)
*Number of background scans: 64 evision Saved on: ( )
0.22 Resolution: 4.000 Spectrum tile: GiN
i Sample gain: 4.0 Spectum file name:  CBC\GIN SPA
.20 40ptcal elosity. 06329 Spectrum date: Wed Apr 30 08:26:33 2014 (GMT+02:00)
TAperture: 150.00 ull spectrum fit 919 Measurement fit 992
IDetector: DTGS Ker 5 gt g
0,18 { Beamspliter. XTKEr P &
Warning: The full indicates from standards
| Index | Comporent | | Unit | Uncerainty | Warnings
1 metanol 036 3442

Absorbance

T e
1400 1200 1000 800

A A e
2400 2200 2000 1800 1600

Wavenumbers (cm-1)

e T A e
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600

Obrazek 15 Kvantifikace lihoviny - GIN podle matice datovych bod.
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8.2 Meéreni vzorkii Ramanovou spektrometrii

Na rozdil od FT-IR spektrometrie (kde vyska pdsu je pfimo umérna koncentraci) v Ramanové
spektroskopii hraje roli nékolik dalsich faktord, napft.: intenzita excitacniho laseru, fokusace na
vzorek, velikost dopadajiciho paprsku na vzorek atd. Pro kvantitativni Ramanovu spektroskopii
se tedy vétsinou nepouziva jeden vybrany pas, ale pomér dvou pasl. Vysledkem déleni dvou
pasl je pak bezrozmérna velicina, ktera je pfimo iUmérna koncentraci.

Stejné jako v ptipadech infracervené spektrometrie jsme pouZili pfedem pfipravené kalibraéni
standardy uvedené v kapitole 8.1. Pro méreni jsme uz neméli k dispozici vzorky o nulové
koncentraci methanolu a koncentraci 14 objemovych %. Z vypocitané kalibraéni krivky ale
mUlzZeme vidét opét podobnou presnost metody jako v pfipadech IR spektrometrie. Korela¢ni
koeficient, jako ukazatel presnosti, je 0,9998 [8].

%; Methanol
RMSEC: 0.110 Corr. Coeff.: 0.9998

O calibration
+ Validation
A Correction
1 O cross-comection
%« = 1gnore

. . . . . . . . . . ' . '
510 Actual x Pathlength 5082

Obrazek 16 kalibraéni zavislost Ramanovych spekter vzorkt etanolu kontaminovanych metanolem

Pro vypocet kalibrac¢ni krivky je v této metodé vybrana korigovana plocha charakteristického
pasu methanolu 1036,28 — 1004,46 cm™s normalizaci na pas ethanolu 889,89 — 874,29 cm™
[13].

29



Region
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Obrazek 17 Volba spektralniho regionu pro tvorbu kalibracniho modelu z Ramanovych spekter.

Mérenim ovérovaciho vzorku o ptipravené koncentraci 7,0 objemovych % jsme obdrzeli

vysledek 6,9 objemovych %.

MuizZeme tedy potvrdit, Ze i v pfipadé pouZiti Ramanovy

spektrometrie dosahujeme obdobnou presnost stanoveni methanolu v kontaminovanych

lihovinach.
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Obrazek 18 Kvantifikace ovéfeného vzorku u Ramanovy spektrometrie.

Chtéli jsme ovéfit i v pripadé Ramanovy spektrometrie, jak je metoda citlivd na Cisté,
nekontaminované vzorky promérenim spektra ovérené lihovin — GIN. | vtomto pfipadé ndm
vysel vysledek 0,40 objemovych %. Dokazuje to i zde, Ze pro koncentrace v Urovnich pod 2

objemovd % je uz metoda znacné nepresna.
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Obrazek 19 Kvantifikace ovérené lihoviny — GIN u Ramanovy spektrometrie.
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8.3 Diskuse

Cilem prace bylo ovéfit vhodnost molekularni spektrometrie jako kvantitativni metody pro
rychlé a levné identifikovani pancovanych lihovin, které se objevily na trhu s fatalnimi
nasledky. Obé metody, jak metoda infracervené spektrometrie, tak Ramanovy spektrometrie
nam potvrdily, Ze je Ize vyhodné pouzit pro tyto zmifiované Ucely. Z vysledkl experimentalnich
zkousek mlizeme konstatovat, Ze nejsou vyznamné rozdily u obou metod. Vyhodou Ramanovy
spektrometrie je moZnost méreni vzorku pres sklenény obal, tedy i pfes samotnou ldhev. U
metody infradervené spektrometrie jsme méli k dispozici pouze jednoodrazovy krystal. Pro
zcitlivéni vysledkl by urcité bylo vhodné pouzit jiny krystal s viceodrazovou plochou pronikajici
zafeni. Pro presné stanoveni nizkych aZz limitnich koncentraci methanolu je bezesporu
vhodnéjsi metoda plynové chromatografie.

9. Zaver

Metody predvedené v moji bakalarské praci byly vyuZzity v dobé, kdy se na nasem trhu objevilo
mnozstvi alkoholu s pfimési rlzné velkych ddvek methanolu. Normované chromatografické
metody jsou pfesné a citlivé, ale drahé. Spektroskopické metody jsou rychlé a levné avsak malo
presné. Vliv na presnéjsi spektroskopické stanoveni maji napfr. cukry v likérech a jejich barva.
Vzorky z posledni methanolové aféry obsahovaly vysoké koncentrace methanolu. Bézné byly
poméry ethanol:methanol 1:1 az 1:2. Ve 40% lihoviné se tudiZ objevovalo napf. 20 %
methanolu. V této kauze nasly spektroskopické metody své misto a vyuziti a pomohly tak
zkontrolovat velké mnozZstvi lahvi s nepfedvidatelnym obsahem.
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