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ANOTACE

Cilem této bakalaiské prace s nazvem Izotachoforetické stanoveni ethanolu je popis
zékladni charakteristiky a stanoveni vybranych alkoholli a glykold. Prvni ¢ast této prace
shrnuje charakteristiku alkoholi, popisuje zakladni fyzikalni a chemické vlastnosti vybranych
alkoholi a glykoll, jejich piipravu, vyrobu, vyuziti, toxicitu a jejich stanoveni.
V experimentalni Casti je struéné popsdna pouzitd metoda, izotachoforéza, a nésleduje vyvoj
izotachoforetické metody pro analyzu ethanolu. Principem metody je oxidace ethanolu
na kyselinu octovou, jejiz obsah je ndsledn¢ analyzovan pomoci izotachoforézy v aniontovém
moédu. Za ucelem oxidace byla vyzkousena dvé oxidaéni Cinidla — dichroman draselny
a manganistan draselny. Jako vhodnéjsi se jevilo pouziti manganistanu, a proto byl nasledné

pouzit pro validaci metody a analyzu redlnych vzorkd.
KLiCOVA SLOVA

Alkoholy, ethanol, izotachoforéza, oxidace, kyselina octova
TITLE

Isotachophoretic determination of ethanol

ANNOTATION

The aim of the bachelor thesis “Isotachophoretic determination of ethanol” is description
of basic characteristics and determination of selected alcohols. First part of this thesis
summarizes characteristics of alcohols, describes physico-chemical properties of some
alcohols and glycols, their production, use, toxicity and determination. In experimental part
isotachophoretic analysis is briefly described. Subsequently, development of isotachophoretic
method for deternination of etanol is described. Ethanol oxidation to acetic acid, which
is analysed by isotachophoresis in anionic mode is the principle of developed method.
For oxidation two compounds were tested — potassium dichromate and potassium
permanganate. Use of permanganate was better so it was used for validation of method and

also for analysis of real samples.
KEYWORDS

Alcohols, Ethanol, Isotachophoresis, Oxidation, Acetic Acid
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UvoD

Tato bakalafska prace se zabyvd zékladnimi vlastnostmi, ucinky a stanovenim

zakladnich alkoholii a glykolii, se specialnim zaméfenim na izotachoforetické stanoveni
ethanolu.
Alkoholy Ize vnimat jako velice univerzalni slouceniny, které mohou byt pfipravovany
z n¢kolika riznych sloucenin. Jsou to derivaty uhlovodikii a jednd se o molekuly,
které obsahuji hydroxylovou funkcni skupinu —OH, ktera je vazana na atom uhliku alkylové
skupiny. Podle poc¢tu funkénich hydroxylovych skupin délime alkoholy na primérni,
sekundarni a tercialni. [1,2]

V této praci se blize podivime na tyto vybrané alkoholy, kterymi jsou ethanol,
methanol, propanol, isopropanol a také na ethylenglykol. VSechny tyto alkoholy patii
mezi primarni alkoholy a vyznacuji se urcitymi vlastnostmi. Obecné se jedna o bezbarvé,
hotlavé, tékavé, toxické a jedovaté kapaliny charakteristického zapachu. Pro primarni
alkoholy z hlediska rozpustnosti plati, ze jsou neomezené misitelné s vodou. Tyto alkoholy
se vyznacuji dezinfekénimi G€inky a vyuzivaji se pfevazné jako rozpoustédla. Déle se tyto
alkoholy vyuzivaji jako konzervacni prostfedky, k vyrobé kosmetickych a farmaceutickych
ptipravki, lakd, barviv, nemrznoucich smési, atd.

Nejcastéji jsou do organismu vstfebavany gastrointestindlnim traktem, kde dochazi
K jejich oxidaci, a vyssi davky téchto alkoholti maji na organismus nezadouci Géinky. Jedna
se o slouceniny, které drazdi oci, horni cesty dychaci, pfi vysokych koncentracich zplsobuji
nevolnost, bolest hlavy, kieCe, zvraceni, slabost, a dokonce mohou zpiisobit urcitd
onemocnéni jater ¢i centralniho nervového systému.

Stanoveni téchto alkoholil je nejcastéji provadéno metodou plynové chromatografie,
ktera je oznaCovana jako referen¢ni metoda. Dale lze K jejich stanoveni pouzit vysokot¢innou
kapalinovou chromatografii, hmotnostni spektrometrii, amperometrické stanoveni
a spektrometrické stanoveni.

Ethylenglykol je bezbarvy a toxicky viskdzni dihydroxyalkohol. Jedna se o0 Ciry,
nezapachajici alkohol, ktery je charakteristicky svoji sladkou chuti. VyuzZiti ethylenglykolu
je pomérné pestré. Pouziva se jako nemrznouci smés v chladicich a topnych systémech,
hydraulickych brzdovych kapalindch a jako rozpoustédlo. Je soucasti kosmetiky, barev
a plasti. Roztok ethylenglykolu l1ze vyuZit pro l1ékatfské ucely. Ethylengylkol je pro ¢lovéka
toxicky. [3,4,5,6,7]
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Dalsi casti této prace je izotachoforetické stanoveni ethanolu. Izotachoforéza
je moderni analytickd separacni metoda, umoznujici délit ionogenni latky v roztocich vlivem
elektrického pole na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti na samostatné zony jednotlivych
latek a ziskat v pomérn¢ kratké dobé (obvykle vrozmezi 4 az 40 minut) snadno
vyhodnotitelné udaje o kvalitativnim i kvantitativnim sloZeni vzorku.

V praxi seizotachoforéza vyuziva naptiklad pro analyzu télnich teékutin, 1€Civ,
potravin, slozek Zivotniho prostedi, zem&délskych a pramyslovych vzorka. [8]

Experimentalni Cast je zaméfena na izotachoforetické stanoveni ethanolu ve vzorcich
lihovin. Principem metody je oxidace ethanolu na kyselinu octovou. K tomuto tGcéelu byly
pouzity dva postupy. Prvnim byla oxidace ethanolu na kyselinu octovou pomoci dichromanu
draselného v kyselém prostfedi a druhym oxidace ethanolu na kyselinu octovou pomoci
manganistanu draselného v zdsaditém prosttedi. Druhy zptsob se jevil jako lepsi varianta,

a proto byl pouzit pro analyzu redlnych vzorkda.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Alkoholy

1.1.1 Charakteristika

vvvvvv

chemii. Jedna se o derivaty uhlovodikut, které obsahuji hydroxylovou funkéni skupinu —OH,
ktera je vazana na atom uhliku alkylové skupiny. Alkoholy mohou obsahovat jednu nebo vice
hydroxylovych funk¢nich skupin.

Alkoholy mizeme d¢lit podle typu uhliku na primarni, sekundarni a terciarni, ale taky
podle toho, kolik C—C vazeb ma uhlikovy atom nesouci hydroxylovou funkéni skupinu —OH.

Primérni alkoholy, jsou alkoholy, kde je atom uhliku nesouci —OH skupinu pfipojen
pouze Kk jedné alkylové skupiné. Piikladem primarniho alkoholu miZze byt ethanol, propan-1-
ol. Vyjimkou je methanol, ktery fadime mezi primarni alkoholy, pfestoze na atom uhliku
nema pripojeny zadné alkylové skupiny.

U sekundarnich alkoholt je atom uhliku s ~OH skupinou spojen se dvéma alkylovymi
skupinami, které mohou byt stejné nebo riizné. Ptikladem sekundérniho alkoholu je propan-2-
ol, butan-2-ol. U terciarnich alkoholti je atom uhliku s —OH skupinou spojen se tfemi
alkylovymi skupinami S moznosti jakékoli kombinace stejnych nebo odlisnych skupin.
Prikladem je 2-methylpropan-2-ol.

Dale podle po¢tu —OH skupin délime alkoholy na jednosytné, obsahuji jednu —OH
skupinu, dvojsytné, obsahuji dvé —OH skupiny, trojsytné, které obsahuji tii —OH skupiny
a vicesytné, obsahujici ¢tyfi a vice —OH skupin.

Podle uhlovodikového zbytku dé€lime alkoholy na nasycené, které maji pouze
jednoduché vazby. Ptikladem nasyceného alkoholu je ethanol. Nenasycené alkoholy obsahuji
alespon jednu nasobnou vazbu. Piikladem je 2-propen-1-ol. Cyklické, obsahujici cyklicky
fetézec, piikladem je cyklohexanol a aromatické, které maji aromatické jadro, ptikladem

je benzylalkohol. [2,9,10,11]
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1.1.2 Nazvoslovi alkoholu

1.1.2.1 Systematické substitucni

Systematické substitucni nazvoslovi alkoholi se tvoifi pomoci nazvu uhlovodiku, dale
se ur¢i poloha skupiny, a nakonec se piida koncovka —ol (propan-1-ol). U vicesytnych
alkohold se pouzivaji koncovky —diol (ethandiol), —triol (propan-1,2,3-triol), ... Pokud —OH
skupina neni hlavni skupinou, pouziva se pfedpona hydroxy— a za uhlovodik se pfipoji

vvvvvv

prednost alkoholové skupina pfed nasobnou vazbou.

1.1.2.2 Radikalové

Radikalové nazvoslovi alkoholi se tvoii pomoci nazvu uhlovodikového zbytku,

ke kterému se piipoji koncovka alkohol (methylalkohol).

1.1.2.3 Trivialni

Trivialni ndzvoslovi je Casto pouZivané u vicesytnych alkoholid. Jedna se o nadzvoslovi,
které vétSinou nesouvisi s chemickou strukturou dané slouceniny, ale je naptiklad dano
historicky. Cilem trividlniho nazvoslovi je zjednoduseni pojmenovani slozitych sloucenin.

Piikladem je dievny lih, lih, ethylenglykol, glycerol ¢i sorbitol. [1,9,11,12]
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Tabulka 1: Prehled nazvoslovi vybranych alkoholu [9]

Vzorec Substituéni Radikalové Trivialni
CH,OH methanol methylalkohol dfevny lih
CH;CH,OH ethanol ethylalkohol lih
CH,=CH-CH,0OH prop-2-en-1-ol 2-propenyl alkohol allylalkohol
HO-CH,CH,-OH ethan-1,2-diol - glykol (ethylenglykol)
CH, CH-CH.
| =] | propan-1,2,3-triol - glycerol (glycerin)
OH OH OH
CH,OH
H——H
il hexan-1,2,3,4,5,6-hexaol - sorbitol (sorbit D-glucitol)
" C'H?:H
HOH,C,  CH,OH
c

bis (hydroxymethyl) propan-1,3-diol - pentaerythritol

e b
HOMC  cHyOH

OH

©AOH

cyklohexanol cyklohexylalkohol -

fenylmethanol benzylalkohol -

1.1.3 Fyzikélni a fyziologické vlastnosti alkoholil

Alkoholy vytvareji homologickou fadu. Prvnich dvanact ¢lent této homologické fady
alkoholt, neboli tzv. linearni alifatické alkoholy C1 az Cio, jsou kapaliny, zbylé alkoholy
jsou pevné latky. Teplota varu téchto alkoholl je vzdy vyrazné vyssi nez teplota varu
piislusného (analogického) uhlovodiku (viz obrazek 1) a jejich hustota je mensi nez hustota
vody. ZvySeni bodu varu je u alkoholli zpiisobeno pfitomnosti vodikovych vazeb
mezi jednotlivymi molekulami alkoholu. S rostoucim poctem atomi uhliku se teplota varu
alkoholii zvySuje. Na rozdil od uhlovodikl jsou alkoholy mén¢ tekavé latky. Alkoholy
mezi molekulami pozitivniho vodiku a negativniho kysliku vytvafi vodikové vazby.
Vodikové vazby nejsou jedinou intermolekulérni silou u alkohold. Vedle vodikovych vazeb
muzeme u alkoholid pozorovat van der Waalsovy disperzni sily a interakce dipdol—dipdl.

Vodikové vazby a interakce dipol—dipdl jsou stejné pro vSechny alkoholy. Van der Waalsovy
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sily se zvySuji s rostoucimi poctem uhlikii, coz méd za nasledek zvySujici se teplotu varu
S naristem poc¢tu atomut uhliku v molekule.

Methanol, ethanol, propanol a 2-methylpropan-2-ol jsou alkoholy, které
Jsou neomezené misitelné s vodou a jsou ve vodé¢ zcela rozpustné. Tato vlastnost je zptisobena
polaritou hydroxylové vazby —OH a existenci vodikovych mustkd, které se vyskytuji jak mezi
samotnymi molekulami alkoholdl, tak mezi molekulami alkoholi a molekulami vody. Vyssi
alkoholy jsou ve vod¢ rozpustné jen omezené nebo vibec.

S rostouci délkou uhlovodikového fetézce zacind postupné v molekule pievazovat
nepolarni ¢ast molekuly a vodikové vazby jsou fidCeji zastoupeny. Tato skuteCnost vede
k omezeni rozpustnosti dal§ich alkoholi ve vodé a dochazi k posileni rozpustnosti
Vv nepolérnich rozpoustédlech, napt. v cyklohexanu, chloroformu a dal$ich.

Alkoholy maji polarni charakter a pouZivaji se jako polarni rozpoustédla. VSechny
alkoholy jsou bezbarvé slouceniny, které maji nizsi hustotu nez voda. Mnohé alkoholy maji
narkotické ucinky a jsou jedovaté. Methanol je pro lidsky organismus velice toxicky,
u vyssich alkoholl se toxicita postupné snizuje. Alkoholy s vétsim poctem hydroxyskupin
(glycerol, sorbitol) maji sladkou chut’. [1,10,11,12,13]

12? ........... . Elkﬂﬂ‘y"
M zlkoholy

%]
Hiy
1

teplota varu (" C)

1 i
[l = i
@ o =
[ 1 1

1 2 3 a4
poéet atomi C

Obrazek 1: Porovnani teploty varu alkanii a alkoholi [11]

1.1.4 Chemické vlastnosti alkoholu

1.1.4.1 Reaktivita alkoholtl

U alkoholi mohou probihat jak reakce na hydroxylové funkéni skupiné —OH,
tak i reakce spojené se $tépenim vazby mezi uhlikem a kyslikem neboli C—O vazby, piipadné
vazby mezi uhlikem a vodikem, neboli C—H vazby. Uéinkem silnych béazi na alkoholy
dochézi k tomu, Ze tyto silné baze atakuji vodik hydroxylové skupiny a pfevadéji alkoholy

na alkoholaty. Uginkem elektrofilti, zejména protont, muze dochizet k reakcim na atomu
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kysliku, na kterém se nachdzeji volné elektronové pary, za vzniku oxoniovych soli. Oxoniové

soli mohou byt stabilni nebo mohou podléhat nukleofilni substituci a eliminaci. [1,12,14]

1.1.4.2 Acidobazické vlastnosti alkoholil

V disledku rozdilné elektronegativity kysliku a vodiku je vazba mezi kyslikem
a vodikem, neboli O-H vazba, polarizovana. Pisobenim silnych bazi dochazi k odstépeni
protonu a vzniklym produktem je alkoholat. Alkoholy se tedy chovaji jako kyseliny, jejichz
silu’ mizeme kvantifikovat pomoci hodnot disociacnich konstant pKa. Hodnota pKa
nesubstituovanych alkoholi je okolo 17, jednd se tedy o velmi slabé kyseliny. Nizké acidita
alkoholi je zplisobena destabilizaci alkoholatového aniontu +I efektem alkylskupiny.

Alkoholaty se pripravuji reakci alkoholu s kovem, naptiklad sodikem, hoicikem,
nebo reakcei s jinou velmi silnou bazi. Pfitomnost volnych elektronovych part na kysliku
na druhou stranu umoziiuje 1 navazéani elektrofilu, kterym je nejcastéji proton. Alkoholy

se tim mohou vu¢i silnym kyselinam chovat jako velmi slabé baze. [1,12,14]

1.1.5 Reakce alkoholu

1.1.5.1 Nukleofilni substituce a eliminace hydroxylové skupiny

Samotna hydroxylova skupina je velmi $patnou odstupujici skupinou. Proto samotné
alkoholy nejsou schopny podléhat ani nukleofilni substituci ani eliminaci. Pokud ovSem
pfevedeme reakci s protonem alkohol na jeho konjugovanou kyselinu, poté se odstupujici
skupinou stava voda, ktera patii mezi velmi dobfe odstupujici skupiny, a nukleofilni
substituce a eliminace probihaji velmi snadno. Dal§i moZnosti je pouziti Lewisovy kyseliny
(napt. ZnClz, CaCly), ktera se podobné jako proton koordinuje na kyslik a tim zlepSuje
nukleofugacitu. [1]

1.1.5.1.1 Nukleofilni substituce halogenem

Halogenvodiky jsou v alkoholech Uipln€ disociovany na proton a halogenidovy aniont.
Jako velmi silné kyseliny protonuji alkohol na alkyloxonium, které v dal§im kroku podléha
nukleofilni reakci s halogenidovym aniontem. Reakce probiha snadno u tercialnich alkohold
(mechanisme Sni), u sekundarnich alkoholti je nutny pfidavek Lewisovy kyseliny

a u primarnich alkoholt je tato reakce velmi pomala (mechanismus Sn2). [1,14]
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H3C H+ H3C Br' H3C
+
ch%OH = H3C§~OH2 == ch%Br
HsC H,C H,0 HsC

Obrazek 2: Reakcni schéma nukleofilni substituce halogenem [1]

1.1.5.1.2 Eliminac¢ni reakce
Reakci alkoholli, které maji na sousednim atomu uhliku alesponn jeden vodik,
s kyselinami, jejichz anionty nemaji nukleofilni charakter (kyselena sirova, kyselina

fosfore¢nd), vznika pii zahiivani odpovidajici dialkylether nebo alken. [1]
H,SO,

_200°C
+
OH OH, 140°C

He” N0 cH,

Obrdazek 3: Eliminacni reakce ethanolu [1]

1.1.5.2 Nukleofilni reakce hydroxylové skupiny

Alkoholy jsou chemické slouceniny schopné poskytovat alkoholaty, které jsou velmi

dobrymi nukleofily. [1]

1.1.5.3 Reakce s halogenderivaty

Reakcei alkoholatl s halogenderivaty vznikaji alifatické, aromatické nebo smiSené
ethery. Mechanismus této reakce se fidi povahou uhlikatého skeletu halogenderivatu a je bud’
Sni nebo Sno. Tato reakce ma velkou syntetickou dulezitost a nazyva se Williamsonova

syntéza ethert. [1]

1.1.5.4 Reakce s karboxylovymi kyselinami

Alkoholy za kyselé katalyzy reaguji s karboxylovymi kyselinami za vzniku esterd.

[1,14]

OH O—CHj

Obrdazek 4: Reakcni schéma esterifikace [1]

18



1.1.5.5 Reakce s anorganickymi kyselinami

Alkoholy reaguji s anorganickymi kyselinami za vzniku esteru. [1]

HyC HsC

HNO,
M\ T
HyC OH HyC 0

3 \
N—O

Obrazek 5: Reakcni schéma reakce s anorganickymi kyselinami [1]

1.1.5.6 Reakce s aldehydy a ketony

Alkoholy reaguji s karbonylovymi slouceninami za kysel¢ nebo bazické katalyzy
na poloacetaly, které v pripad¢ kyselé katalyzy dale poskytuji acetaly. Podle typu katalyzy
dochdzi bud k nukleofilni adici alkoholu na protonovanou karbonylovou slouceninu

nebo alkoholatu na karbonylovou slou¢eninu.

.
H,C—OH + H3C_\\ =—= HC—OH .
OH' >—OH \H
H,C—O
H,O 3
H,C 2 ==
3 OH —~
A
H,C—OH 4 H3C—\\ =—= H,C—O H,0 ¥
O O_
H,C
* H,C—O -H,0  +CH30H  H,c—O0 H,O e o
e —
H,0 > > \ H
H3C H,C CH, CHy

Obrdazek 6: Reakcni schéma vzniku poloacetalu a acetalu [1]

V kyselém prostiedi je tato reakce vratna a slouzi k tzv. ochran¢ karbonylové funkéni

skupiny. V bazickém prostiedi jsou acetaly stabilni. [1]

1.1.5.7 Adice alkoholli na ndsobné vazby

Adice alkoholll na dvojnou i trojnou vazbu je provadéna na principu adice elektrofilni.

[1]
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N_ __0O NH _O_ _CH
H,C— + N7 W N0
OH 0

Obrdazek 7: Reakcni schéma adice alkoholii [1]

1.1.5.8 Oxidace alkoholi

Oxidace alkoholt probihd i¢inkem oxidacnich ¢inidel. Témito oxidacnimi €inidlo jsou
kyselina chromové, manganistan draselny, dichroman draselny a oxid chromovy. Nejsnaze
se oxiduji alkoholy primarni. Priméarni alkoholy se oxiduji ufinkem oxidacnich cinidel
na aldehydy, které jsou poté jesté¢ snaze oxidovatelné na karboxylové kyseliny. Sekundarni
alkoholy se za stejnych podminek oxiduji na ketony a tercidlni alkoholy se témito oxida¢nimi

¢inidly oxidovat nedaji.

>_/ _— _— >_\
H,C H,S0, H,C H,SO, H,C oH

Obrdazek 8: Oxidace alkoholu [1]

Dalsi moznosti je biologickd oxidace alkoholii u¢inkem riznych enzymii za presné
definovanych podminek. Enzymy katalyzujici oxidaci alkohold jsou alkohol a aldehyd-
dehydrogenaza. [1,12,14]

1.2 Ethanol
1.2.1 Charakteristika ethanolu

Ethanol neboli také ethylalkohol je chemicka sloucenina patfici mezi primarni
alkoholy, obsahujici funkéni hydroxylovou skupinu —OH. Jedn4 se o dvouuhlikaty alkohol.
Ethanol je chemicka slouc¢enina o molekularni hmotnosti 46,069 g/mol. Chemicky vzorec
ethanolu je CH3CH20OH nebo C2HsO. Ethanol je také obecné zapisovan ve zkracené podobé
EtOH. Bod varu ethanolu je 78 °C a bod tani -114 °C. Hustota je 0,79 g/ml a hodnota pKa
odpovida 15,9. [3]
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Hal & "OH
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H

Obrdazek 9: Struktura ethanolu [3]

Ethanol je cira bezbarva tekutina s charakteristickou vuni ¢i slabym éterickym
zapachem po viné a palivou chuti, kterd se pomérn¢ dobife a rychle vstfebava
Z gastrointestinalniho traktu a poté se rozptyluje po celém organismu. Ethanol je neomezené
misitelny s vodou. Jedna se o t€kavou a hoflavou kapalinu, kterd hoti modrym plamenem. Ma
baktericidni aktivitu a ¢asto se pouziva jako hlavni dezinfekéni pripravek. Ethanol ma Siroké
uplatnéni  jako rozpoustédlo, dezinfekéni prostiedek a konzervacni prostiedek
ve farmaceutickych pfipravcich a slouzi také jako primarni slozka alkoholickych népojt.
Ethanol se rozsahle pouziva jako rozpoustédlo vini, barviv, 1€kt a aroméati. Ethanol mize
byt podavan jako protilatka pii otravé organismu methanolem. Ethanol se pouziva také jako
palivo ¢ijako pridatna latka v kosmetice. Nejznaméj$im pouzitim ethanolu je vyroba
alkoholickych napojt. Alkoholické napoje deélime na fermentované, kterymi jsou naptiklad
pivo, vino, medovina, cider atd., a destilované, kterymi jsou napiiklad vodka, whisky, rum
atd.

Ethanol ma depresivni a negativni u¢inek na centrdlni nervovy systém a vzhledem
k jeho psychoaktivnimu G¢inku na organismus je povazovan za drogu. Ethanol ovliviuje
nékolik mozkovych systému a jako agonista nejvice pusobi na receptory kyseliny v-
aminomaselné (GABA), glycinu a kyseliny N-methyl-D-asparagové (NMDA).

Nadmémou konzumaci ethanolu mize dojit k usmrceni organismu, a to v pfipadé,
kdyzZ hladina ethanolu v krvi je vyS$si nez 0,5 %. Nizsi hladina ethanolu v krvi mliZe zpiisobit
intoxikaci a bezvédomi. Ethanol také inhibuje tvorbu antidiuretického (ADH) hormonu, ¢im
dochdzi k diuréze, kterd muize konclit dehydrataci organismu. Ethanol se muze vstfebavat
do téla samotnou konzumaci, dale vdechnutim par, pokozkou ¢i kontaktem s ofima. Muze
zpusobit podrazdéni oci, vysychani klize, bolesti hlavy, ospalost a unavu, zavraté, bezvédomi
¢i poskozeni jater. Cilovymi organy Uc¢inku ethanolu jsou jatra, centrdlni nervovy systém,

dychaci ustroji, o¢i, ktize, reprodukéni organy a krev. [2,3,12,13,15]
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Tabulka 2: Koncentrace ethanolu v krvi a jeho ucinek na organismus [2]

Koncentrace ethanolu v krvi Utinek

(v % objemu)

0,05 Uklidnujici, piijemny
0,10 Ztrata koordinace
0,15 Otrava

0,30 Bezvédomi

0,50 Nebezpeci smrti

Ethanol se podili na n¢kolika reakcich. Za pfitomnosti kyselych katalyzatort reaguje
ethanol s karboxylovymi kyselinami za vzniku esteru a vody. Dalsi reakci ethanolu
je dehydratace, halogenace ¢i spalovani az na oxid uhli¢ity a vodu. Vyznamnou reakci
je oxidace ethanolu na aldehyd (acetaldehyd) a nasledna oxidace az na karboxylovou kyselinu
(kyselinu octovou). Oxidace ethanolu je provadéna pomoci oxidacnich Cinidel, kterymi
jsou naptiklad dichroman, manganistan ¢i oxid chromovy.

Ethanol, ktery vstupuje do téla, je 290 % az 98 % oxidovan. Oxidace ethanolu
Vorganismu je provadéna pievazné¢ v jatrech pomoci dvou enzymut, kterymi
jsou alkoholdehydrogenaza a acetaldehyddehedrogenaza. Nejprve je ethanol ucinkem
alkoholdehydrogenazy = pfeménén na  acetaldehyd, ktery je dale pomoci
acetaldehyddehydrogenazy oxidovan na kyselinu octovou. Malé mnozstvi ethanolu
je vylu¢ovano moci, potem a dechem.

Z hlediska toxicity je acetaldehyd toxiCt&jsi neZ samotny ethanol. Acetaldehyd
je spojen s vétsinou klinickych ucinki alkoholu na lidsky organismus a bylo prokazano,
ze vyrazné zvySuje riziko vzniku cirhozy jater, rakoviny a alkoholismu. Nadmérna
konzumace ethanolu muze zpisobit vznik zavislosti na této latce.

Primyslové se ethanol vyrabi pomoci hydratace ethylenu. Pro ucely potravinaiského
pramyslu je ethanol z nejvétsi ¢asti vyrabén biologicky fermentaci jednoduchych sacharidi
(cukri) kvasinkami. Kvasinky metabolizuji sacharidy za produkce ethanolu a oxidu
uhlic¢itého. [3]

1.2.2 Alkoholismus

Ethanol je nejroziifendjsi a nejéastdji uzivanou psychoaktivni latkou v Ceské
republice. Jelikoz se jedna o psychoaktivni latku, mize pii opakované konzumaci ethanolu
u daného jedince vzniknout zavislost. Nadmérna konzumace ethanolu mize mit negativni

nasledky na zdravi a Zivot organismu daného jedince.
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Terminem alkoholismus se rozumi chronické onemocnéni organismu zpusobené
jakoukoli konzumaci ethanolu, ktera zpisobuje duSevni nebo zdravotni komplikace
organismu. Obecné je alkoholismus chapan jako zavislost daného organismu na konzumaci
ethanolu ve form¢ alkoholickych napoju. Pfi¢iny zavislosti mohou byt genetické, biologické,
psychické a socialni. Nadmérna konzumace ethanolu vyznamné ovliviiuje zdravi organismu.
Konzumace ethanolu ma nejvice negativni u¢inky na mozek, srdce, jatra, slinivku biisni
a imunitni systém a muze byt pfi¢inou fady dalSich nemoci.

Vice nachylnou socialni skupinou, vaéi uc¢inkim ethanolu jsou Zeny, déti a dospivajici
nez dospély muzi. V ramci alkoholismu rozlisujeme Ctyfi stadia:

1. stadium — pocatecni, prealkoholické: zvySena konzumace ethanolu
2. stadium — prodromalni, varovné: zvysena tolerance organismu na ethanol
3. stadium — krucialni, rozhodné: ztrata kontroly nad konzumaci ethanolu

4. stddium — terminalni, koneéné: zavislost

1.2.3 Uginky ethanolu na organismus

1.2.3.1 Kratkodobé ucinky

Kratkodobé uziti ethanolu muze navodit pocity $tésti, euforii, zvySenou sebeduvéru,
snizeni Uzkosti. Dale zpusobuje problémy s koordinaci, rovnovéhou, rozmazané vidéni,
nevolnosti, zavraté, bezvédomi az koma. Nasledkem nadmérné konzumace ethanolu mize byt

smrtelné otrava ethanolem.

1.2.3.2 Dlouhodobé¢ ucinky

Dlouhodobou konzumaci ethanolu dochazi ke zvySeni rizika srdeénich onemocnéni,
vysokého krevniho tlaku nebo mrtvice. Dal§imi disledky dlouhodobé konzumace muze byt
cirh6za jater, pankreatitida, epilepsie, alkoholickd demence, poSkozeni centralniho
I periferniho nervového systému a rozvoj rakoviny.

Konzumaci ethanolu dochazi obecné ke zkraceni zivota o deset let. Nejcastéjsi
pfi¢inou umrti alkoholikli je kardiovaskularni onemocnéni. Alkoholova zavislost je také
pricinou Castych sebevrazd ¢i sebevrazednych skloni daného jedince trpiciho touto zavislosti.

Ethanol dale velmi ovliviiuje spravnou funkci mozku. [16,17,18,19]
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1.2.3.3 Vliv Ethanolu na vyvoj plodu

Ethanol 1ze povazovat za toxickou latku, ktera muze mit za nasledek poskozeni
vajicka 1 spermii pfed samotnym pocetim, ale také naruSeni vyvoje embrya. Pokud dochézi ke
konzumaci ethanolu béhem téhotenstvi, mezi hlavni rizika patfi opozdény dusevni vyvoj,
pomaly rist a poskozeni mozku u plodu. Konzumace ethanolu mtze mit dale za nasledek
nitrodélozni odumieni plodu a mize vyvolat nejriiznéjsi deformace plodu v podobé naruseni
fyzického vyvoje plodu az po poskozeni mozku a srdce. Konzumace ethanolu bé&hem
téhotenstvi mize mit za nasledek genetickou predurcenost ditéte k alkoholismu.

Nejtéz§im projevem konzumace ethanolu v prenatalnim obdobi je fetalni
alkoholicky syndrom, ktery je pfi¢inou retardace a rtiznych defekti u novorozencil.
Konzumace ethanolu v tomto obdobi miize zpisobit také usmrceni plodu. Fetalni alkoholicky

syndrom lze charakterizovat pomoci znakli, kterymi jsou abnormalni oblicejové rysy,

opozdény rast a poruchy nervového systému a vyvoje. [19,20,21]

1.2.4 Stanoveni ethanolu

Ethanol patii mezi zékladni, velmi rozsifené a studované chemické slou€eniny. Jelikoz
je ethanol primarni slozkou alkoholickych népoji, je jeho analyza velmi rozsifena.
Zakladnimi metodami slouzicimi ke stanoveni ethanolu jsou plynova chromatografie,
ktera je zaroven vyuzivana jako referen¢ni metoda pro stanoveni ethanolu, dale vysokou¢inna
kapalinova chromatografie, hmotnostni  spektrometrie, elektrochemicka stanoveni

a spektrometrie. [3,22,23,24,25]

1.2.4.1 Chromatografické metody
1.2.4.1.1 Plynovéa chromatografie

Mead a kol. vytvofili metodu plynové chromatografie standemovou hmotnostni
detekci (GC-MS/MS) pro stanoveni ethanolu, iso-buthanolu a n-buthanolu ve vzorcich vod.
Vzorky vod byly umistény do sklenénych vialek pro head-space analyzu obsahujicich chlorid
sodny a magnetické michadlo. Chlorid sodny byl ptidavan kvili snizeni rozpustnosti ethanolu
ve vodé€. Separace byla provadéna na tficetimetrové koloné€ s vnitinim primérem 0,25 mm
a 1,4 um filmem staciondrni faze. Po separaci byla provedena elektronova ionizace a vzniklé
ionty byly detekovadny pomoci dvojitého kvadrupdlového analyzatoru. Detekéni limit pro

obsah ethanolu byl 28 nmol/l a pro iso- a n-butanol 9 nmol/l. [23]
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Stanoveni vybranych latek v riiznych stadiich kvasného procesu medoviny:

Pomoci této metody bylo provedeno stanoveni ethanolu, sacharidi a 5-
hydroxymethylfurfuralu v riznych stadiich kvasného procesu medoviny pomoci separac¢nich
technik. Obsah ethanolu byl stanoven pomoci plynové chromatografie s plamenové
ionizacnim detektorem. Pro stanoveni sacharidii byla vyuzita kapalinova chromatografie
ve spojeni s refraktometrickym detektorem a pro stanoveni 5-hydroxymethylfurfuralu
micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie. Tyto latky byly analyzovany béhem
kvaseni u tfi medovin ziskanych od vcelafti. Vzorky jednotlivych medovin byly odebirany

ptiblizné€ kazdy druhy den v prub&hu kvaseni. [26]

1.2.4.1.2 Kapalinova chromatografie

Morine Avila a kol. stanovili pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie
s refraktometrickou detekci obsah ethanolu ve vzorcich benzint. K tomuto ucelu pouzili
kolonu Acclaim™ dlouhou 25 ¢cm o vnitinim priméru 4,6 mm, kde jako stacionarni faze
byl pouzit oktadecylsilan. Jako mobilni faze slouzil ultracisty methanol. Cela analyza trvala

15 minut. [25]

1.2.4.2 Elektrochemické metody

Barhoumi a kol. vytvofili novy amperometricky biosenzor pro stanoveni ethanolu.
Me¢feni  koncentrace ethanolu je zalozeno na produkci redukované formy
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), ktery je produktem enzymatické reakce
katalyzované alkoholdehydrogenazou. Enzym byl imobilizovan na uhlikovych nanotrubicich
potazenych polystyrensulfonatovou vrstvou. Enzymaticka oxidace ethanolu byla provedena
v pfitomnosti ~ NAD* a  amperometricky byl  stanoven  obsah  vzniklého
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). Stanoveni ethanolu bylo provedeno ve fosfatovém
pufru o pH 8,8 za pouziti 7 IU alkoholdehydrogenazy v pfitomnosti 5SmM NAD*. Touto
metodou bylo dosazeno detekéniho limitu 19 pmol/l. [27]

Kumar a kol. stanovili obsah alkoholu pomoci oxidace na elektrod€ ze skelného uhliku
modifikované paladiem. Primyslové nanocéstice palladia byly pfichyceny na nanoplaty
grafenu za ucelem vyroby levného, neenzymatického ethanolového ¢idla. Pro kvantifikaci
ethanolu v alkalickych médiich byla pouzita cyklicka voltametrie a chronoamperometrie.

Sklenéna uhlikova elektroda modifikovana paladiem poskytla detekéni limit 2 mmol/l
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ethanolu. Elektroda vykazovala vynikajici stabilitu pro 100 cyklickych voltametrickych
skent. [28]

Polan a kol. vyvinuli biosenzor na bazi alkohol dehydrogenazy, ktery byl testovan
pro stanoveni ethanolu ve vzorku piva. Biosenzor je zalozen na sitotiskové uhlikové elektrodé
(SPCE) modifikované oxidem rhodia s imobilizovanou biokatalytickou vrstvou obsahujici
enzym. Funkce enzymatického biosenzoru byla testovana na modelovych vzorcich ethanolu,
ve kterych byl uren detekéni limit pro ethanol 3,3 g/l. Nasledn¢ byl biosenzor pouzit
pro analyzu riznych druh ceskych piv, kdy v pfipadé¢ svétlych lezaki byly vysledky
srovnatelné s plynovou chromatografii. Ve vzorcich tmavych lezakt byl stanoven vys$si obsah
ethanolu nez pomoci plynové chromatografie. [29]

Angeloni a kol. vyvinuli dvé rizné enzymové elektrody pro stanoveni ethanolu
v alkoholickych  napojich. Elektrody byly vytvofeny imobilizaci alkoholoxidasy
¢i alkoholkatalazy v k-karagenanové gelové vrstvé prekryvajici Clarkovu kyslikovou
elektrodu. Biosenzor na bazi katalasy se jevil jako vhodnéjsi vzhledem k vétsi selektivité viuci
ethanolu. Odpovéd’ katalazového biosenzoru nebyla ovlivnéna ptitomnosti methanolu a jeho
provozni stabilita byla vyrazné vyssi nez u senzoru s alkohol-oxidasou. Jedina nevyhoda
spojena s pouzivanim katalazového biosenzoru v porovnani s metodou zalozenou na alkohol-
oxidase je mirn¢ prodlouzeny cCas potiebny pro provedeni analyzy u kazdého vzorku
alkoholického napoje. [30]

Wen a kol. vyvinuli mikrobialni biosenzor pro stanoveni ethanolu. Mikrobialni
biosenzor se sklada zimobilizované bakterie Methylobacterium  organophilium
na podskofapecné blané a kyslikové elektrody. Mikrobialni biosenzor ma detek¢éni limit
pro ethanol roven 0,025 mmol/l. Optimalni pracovni podminky pro mikrobialni biosenzor
jsou pH 7,0 fosfatového pufru (50 mM) pii 20-25 °C. Biosenzor byl testovan na vzorcich
alkoholickych napoji a poskytl srovnatelné vysledky s plynovou chromatografii. [31]

Pereira a kol. vyvinuli voltametrickou metodu ke stanoveni ethanolu a methanolu
v palivovém ethanolu. K tomuto ucelu pouzili cyklickou voltametrii na zlaté elektrodé.
Do elektrochemické cely, ktera obsahovala elektrolyt slozeny z 0,5 mol/l NaOH a 0,1 % obj.
methanolu, byl pfidan urcity podil palivového ethanolu. Oba analyty byly nasledné stanoveny
pomoci cyklické voltametrie. Ethanol byl selektivné detekovan pii +0,19 V a suma obou byla
detekovana pii +1,20 V. Meze detekce byly stanoveny na 0,028 % obj. pro ethanol a 0,045 %
obj. pro methanol. [32]

Sechovcova pripravila biosenzor s alkoholdehydrogenazou a oxidem plati¢itym a dale

biosenzor s alkoholdehydrogenazou a oxidem rutheni¢itym pro stanoveni ethanolu. Srovnani
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ukdzalo, ze biosenzory pfipravené s modifikaci oxidem plati¢itym jsou citlivéjsi, maji
az trikrat vyssi odezvu. U obou biosenzora byly proméfeny kalibracni kiivky a bylo zjisténo,
ze biosenzor s oxidem rutheni¢itym je schopen detekovat 1% koncentraci ethanolu, zatimco
biosenzor s oxidem plati¢itym jiz koncentraci 0,05 % ethanolu. Biosenzory byly ozkouSeny
na realnych vzorcich alkoholickych napojt a bylo zjisténo, ze jsou vhodné pro jejich analyzu.
[33]

1.2.4.3 Spektrometrické metody

Fortunato a kol. vypracovali metodu pro stanoveni ethanolu v benzinu pomoci
prutokového systému, ktery vyuziva extrakci kapalina-kapalina a detekci pomoci Ramanovy
spektrometrie pii vinové délce 785 nm. Tato metoda byla pouzita pro komeréni vzorky
benzinu a vysledky byly porovnany s hodnotami ziskanymi pomoci referen¢ni metody.
V ramci porovnani obou metod nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily. [34]

Zuriarrain a kol. provedli analyzu ethanolu v cideru pomoci protonové nuklearni
magnetické rezonance *H NMR. Ethanol ve spektru poskytnul tripletovy signal p#i 1,18 ppm
a jeho plocha byla pouzita pro stanoveni jeho koncentrace. K jable¢nému mostu byla pridana
sodna sil 3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-d(4)-propionové kyseliny, ktera méla dvoji Gcel: slouzila
jako referenc¢ni hodnota pro 0,00 ppm a také jako vnitini standard. Vysledky ziskané touto
metodou byly porovnany s vysledky ziskanymi plynovou chromatografii. Bylo zji§téno,
ze obé metody poskytuji shodné vysledky. Tato metoda se vyznacuje predev§im svou
rychlosti a jednoduchosti. [35]

Choengchan a kol. ptfedlozili novy model bezmembranové plynové diftzni jednotky
S dualnim akceptorovym kanalem pro separaci, sbér a simultanni stanoveni dvou tékavych
analytd v kapalnych vzorcich. Jednotka se sklada ze tii paralelnich kanalt, které se nachazi
V uzavieném modulu. Samotny vzorek je odsdvan do centralniho kandlu a do zbylych dvou
kanalt se zavadi dva riizné druhy c¢inidel. Dva analyty jsou izolovany z matrice vzorku difuizi
do hlavniho prostoru a jsou absorbovany do specifickych ¢inidel. Neabsorbovand para
se uvoliiuje otevienim programovatelného vika. Jednotka byla aplikovana na kapaliny
obsahujici ethanol a acetaldehyd s pouzitim reverzni prutokové analyzy. Jako C¢inidla
pro kolorimetrickou detekci ethanolu a acetaldehydu byly pouzity dichroman a nitroprusid.
Vysledky této metody byly porovnany s vysledky ziskanymi pomoci metody plynové
chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Mezi jednotlivymi vysledky

téchto metod nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil. [36]

27



Pinyou a kol. vyvinuli pritokovou kolorimetrickou metodu pro stanoveni ethanolu.
K tomuto ucelu vyuzili reakci ethanolu s dusi¢nanem ceri¢itoamonnym za vzniku intenzivné
¢ervené zbarveného komplexu, jehoz intenzita zbarveni byla nasledné proméiena pii vinové
délce 415 nm. S takto vytvofenym systémem lIze dosahnout detekéniho limitu 0,03 % obj.

Vytvofena metoda byla odzkousena na vzorcich nékolika alkoholickych napoja. [37]

1.2.4.4 Pyknometrické stanoveni ethanolu

V této metod¢ stanoveni je ethanol vydestilovan ze vzorku a pyknometricky
je stanovena mérna hmotnost destilatu. Metoda je vyuzivana pro stanoveni ethanolu
Vv destilatech, ve vin¢ ataké lze tuto metodu vyuzit pro stanoveni ethanolu v ruznych
vyrobcich potravinarského priamyslu.

50 ml neutralniho vzorku nebo vzorku po zmydelnéni bylo odméieno do destila¢ni
bariky a bylo ptidano 20 ml vody. Vzorky, které obsahovaly vice nez 15 % ethanolu bylo
nutno pred destilaci dvojnasobné ziedit, u pevnych vzorkd bylo podle obsahu ethanolu
navazeno 50 — 100 g a bylo pfidano 250 ml vody, ke vzorkiim, které pti destilaci pénily bylo
pfidano né¢kolik kapek oleje, popfipadé malé mnozstvi taninu a sklenénych koralkt
a u vzorkd, u kterych hrozilo nebezpeci piipékani ke dnu destilacni bariky, bylo vyhodné&jsi
provade¢t destilaci s vodni parou.

U stanoveni kapalného vzorku bylo destilovano, po sestaveni destilaéniho pfistroje,
pfimo do pyknometru, ktery obsahoval nékolik mililitri vody, po nadestilovani asi tii ¢tvrtin
objemu byl pyknometr doplnén vodou, poté byl vytemperovan pii 20 °C a nakonec
byl zvazen.

V piipadé pevného materialu bylo vydestilovano asi 150 ml destilatu do piedlohy,
ktera obsahovala asi 10 ml vody, destilat byl poté slabé zalkalizovan a znovu predestilovan
do pyknometru.

K vypoctené hodnoté mérné hmotnosti destilatu bylo vyhledano hmotnostni procento

ethanolu v destilatu a bylo prepocteno na procentové mnozstvi v piivodnim vzorku. [22]

1.3 Methanol

1.3.1 Charakteristika methanolu

Methanol neboli také methylalkohol je chemickd slou€enina pattici mezi primarni

alkoholy, obsahujici funkéni hydroxylovou skupinu —OH. Trividlni nézev methanolu
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je dievny lih. Methanol je nejjednodussi jednosytny alkohol a jednd se o jednouhlikaty
alkohol. Methanol je alkohol o molekularni hmotnosti 32,042 g/mol. Chemicky vzorec
methanolu je CH3OH nebo také CH40O. Methanol 1ze také zapsat ve zkracené podob¢ MetOH.
Bod varu methanolu je 64,7 °C a bod tani -97,7 °C. Hustota methanolu je 0,791 g/cm?,
hodnota pKa 15,3 a index lomu je 1,33141. Methanol je chemicka sloucenina, ktera je stejné
jako ethanol neomezené misitelnd s vodou a vlastnosti methanolu jsou ovlivnény pfitomnosti

funk¢ni hydroxylové skupiny. [4]

Obrdazek 10: Struktura metanolu [4]

Metanol je bezbarva, hoflava, lehka a toxicka kapalina charakteristické chuti
a zapachu, mén¢ vyrazného nez v ptipad¢é ethanolu. Methanol se oproti ethanolu vyznacuje
mirngj§im, Stiplavym a sladSim zapachem. Methanol se pouziva pii vyrobé formaldehydu,
kyseliny mravenéi a riznych methylesterti. Dale se vyuziva jako meziprodukt v chemické
syntéze, je soucasti nemrznoucich smési a také se pouziva jako rozpoustédlo a konzervaéni
prostiedek ¢i jako palivo. Vyrabi se ze syntézniho plynu. [2,4,12,13,15,38]

Nadmérné poziti methanolu mtize mit za nasledek sebevrazedné mysSlenky, miize
zpusobit otravy, které mohou koncit smrti ¢i trvalymi nésledky na zdravi jedince. Toxicita
methanolu je zpusobena metabolickymi produkty, kterymi jsou formaldehyd a kyselina
mraven¢i. Rychla a pfesnd diagnodza toxické otravy methanolem ma zésadni vyznam
pro samotnou prevenci a lécbu otravy a zdvaznych nezadoucich ucinkd. Letdlni davka
methanolu v nepfitomnosti 1é¢by je mezi 0,3 az 1 g/kg.

Methanol miiZe byt absorbovan do organismu inhalaci par, kiiZi ¢i samotnym poZitim.
Methanol se snadno vstiebava z gastrointestinalniho traktu a dychacich cest daného
organismu.

Metabolismus methanolu probihd ve tfistupiiovém procesu. V prvni fazi metabolismu
methanolu dochazi k oxidaci methanolu na formaldehyd pomoci jaterniho enzymu
alkoholdehydrogendzy. Ve druhém kroku je formaldehyd déale oxidovan enzymem
aldehyddehydrogenazou na kyselinu mravenéi. Ve tietim a poslednim kroku je kyselina

mraven¢i detoxikovana na oxid uhli¢ity a vodu. Odstranéni methanolu z organismu
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je narozdil od ethanolu pomalé. U lidi je koncentrace methanolu v moc¢i pfimo umérna
koncentraci methanolu v krvi.

Zvysené vystaveni organismu vyparam methanolu ¢i jeho nadmérna konzumace miize
zpusobit podrazdéni oci, rozmazané vidéni, Unavu, bolesti hlavy, zavraté, nevolnost
a ospalost. Vysoké koncentrace mohou zpusobit depresi centrdlniho nervového systému
a poskozeni zrakového nervu, dokonce mohou vést az ke smrti organismu.

Pfi otravé organismu methanolem je 1écba provadéna pomoci ethanolu, fomepizolu,

kyseliny listové ¢i hemodialyzy. [4,38]

Tabulka 3: Priznaky otravy methanolem [4]
Otrava Piiznaky

Lehka otrava (intoxikace) methanolem Slabost, bolesti hlavy, zmatenost, poruchy
vidéni, mlhavé vidéni, acidoéza, pokles pH,

hyperventilace, zvraceni, prijjem

Té&zka otrava (intoxikace) methanolem Poruchy védomi, zraku, slepota, renalni a
jaterni insuficience, metabolicky rozvrat,

organové a obchovée selhani, smrt

1.3.2 Stanoveni methanolu

Zakladni a nejvice vyuzivanou metodou pro stanoveni methanolu je plynova
chromatografie. DalSimi metodami, kterymi lze stanovit obsah metanolu, jsou spektrometrie
Vv infraervené a ultrafialové oblasti a elektrochemické metody (konduktometrie, volumetrie,

biosenzory, ...). [4,22]

1.3.2.1 Chromatografické metody

Ma a kol. vyvinuli jednoduchou a citlivou metodu plynové chromatografie, ktera byla
vyuzita pro soucasné stanoveni methanolu, ethanolu, dichlormethanu, ethylacetatu, 1,4-
dioxanu a pyridinu v topiroxostatu. Separace probihala na koloné Rtx-200 (30 m x 0,25 mm X
1 pm) naplnéné polytrifluorpropyl(methyl)siloxanem a detekce byla provedena pomoci
plamenové ioniza¢niho detektoru. Vyvinuta metoda plynové chromatografie nabizela
symetricky tvar pikii a dobré rozliSeni pro vSechna pouzita rozpoustédla. Byla ziskana dobra
linearita pro vSechny analyty. Limity kvantifikace byly 0,006 % pro methanol, 0,005 %
pro ethanol, 0,12 % pro dichlormethan, 0,0025 % pro ethylacetat, 0,0076 % pro 1,4-dioxan
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a 0,004 % pro pyridin. Analyzy vzorki ukazaly, Ze tato metoda je jednoducha, rychla
a proveditelnd pro soucasné stanoveni vSech Sesti zbytkovych rozpoustédel v topiroxostatu.
[39]

Pro klinické a toxikologické ucely byla Bursovou a kol. vyvinuta jednoducha
a nizkonakladova metoda pro soucasné stanoveni methanolu, ethanolu a kyseliny mravenci
Vséru a mo¢i pomoci plynové chromatografie splamenové ionizacni detekci. Kyselina
mravenéi byla derivatizovana ptebytkem isopropanolu za kyselych podminek, za vzniku
t€kavého isopropylesteru, zatimco methanol a ethanol zlstaly nezménény. Tato metoda byla
uspéSné pouzita pro stanoveni vybranych analytl v séru vzorkl intoxikovanych pacientt,
ktefi byli otraveni methanolem v Ceské republice v roce 2012. [40]

Pomoci metody plynové chromatografie s plamenové ionizacni detekei byla
provedena soucasnd analyza methanolu, acetaldehydu, acetonu a ethanolu ve vzorku lidské
krve. Uprava vzorku byla nasledujici — 50 pl krve bylo ziedéno 300 pl sterilni vody, poté bylo
ptidano 40 pl 10% wolframanu sodného a 20 pl 1% kyseliny sirové. Po centrifugaci byl
do plynového chromatografu vstfikovan 1 ul supernatantu. K separaci byla pouzita kapilarni
kolona s dimethylpolysiloxanem. Mezni hodnoty detekce byly 0,80 mg/l pro methanol,
0,91 mg/l pro acetaldehyd, 0,58 mg/l pro aceton a 0,53 mg/l pro ethanol. Dle ziskanych
vysledkl bylo usouzeno, ze tato metoda je vhodna pro rutinni klinické a forenzni analyzy.
[41]

Hu a kol. vytvofili novou metodu pro stanoveni methanolu v papirovych produktech
plynovou chromatografii. Princip metody je zaloZen na hydrolyze celulézy nebo papirové
matrice za pouziti roztoku kyseliny fosfore¢né (42,5%) pii teploté 120 °C béhem 5 hodin
(bez kontaktu se vzduchem), za tGi¢elem uvolnéni methanolu obsazeného v matrici, ktery by
poté stanoven pomoci plynové chromatografie (GC). Vysledky dokazaly, ze za danych
podminek hydrolyzy, nebyl v materialu vytvofen methanol z methoxylovych skupin. Zkousky
reprodukovatelnosti metody vykazovaly relativni smérodatnou odchylku < 3,5 %, pficemz
vytéznost byla vrozsahu 93,4 — 102 %. Tato metoda je spolehliva, pfesna a vhodna
pro testovani obsahu methanolu v papirenskych materialech. [42]

Obsah methanolu v riznych vzorcich vina byl stanoven multidimenzionalni plynovou
chromatografii. Vzorky vina byly pfimo vstfikovany autosamplerem. Metanol byl postupné
oddé€len na kolon¢ obsahujici nepolarni stacionarni fazi RTX-5ms a nasledné¢ na koloné
S polarni stacionarni fazi HP-INNOWax. Obsah methanolu byl kvantitativné analyzovan

hmotnostni spektrometrii. Kalibraéni kiivky vykazovaly dobrou linearitu v rozmezi
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1 — 10000 mg/l. Limit detekce byl 1 mg/l. Vytéznost byla 91,3 % — 101,9 % s relativni
smérodatnou odchylkou 4,5 — 8,6 % pii koncentracich 5, 50, 250, 400 a 800 mg/1. [43]

Pro stanoveni obsahu methanolu v kosmetice byla vyvinuta nova a spolehliva
analytickd metoda, vyuZzivajici multidimenzionalni plynovou chromatografii spojenou
s hmotnostni detekci. Byla provedena kvantitativni analyza methanolu. Primérnd vytéznost
byla 99,8 % pii relativni smérodatné odchylce (RSD) 4,3 %. Tato metoda prokazala dobrou
pfesnost a spravnost, pficemz minimalizovala chybné vysledky v duasledku faleSnych
pozitivnich vysledkii ve srovnani s konvencni jednokolonovou plynové chromatografickou

analyzou. [44]

1.3.2.2 Spektrometrické metody

Nelegalni vyroba alkoholickych napoji je béznym problémem ve vétSing zemi. V této
studii bylo provedeno srovnani mezi technikami plynové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS) a Ramanovou spektrometrii pro stanoveni mnozstvi methanolu v
produktu BogmaRaki, coz je pad€lany alkoholicky napoj vyrobeny v oblasti Hatay turecké
provincie. Pro ziskani kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny rizné poméry koncentraci methanolu
a ethanolu. Tato kiivka byla pouzita k méfeni mnozstvi methanolu v realnych vzorcich za
pouziti plynové chromatografie shmotnostnim spektrometrem (GC-MS) a Ramanovy
spektroskopie. Hodnoty limitu detekce a limitu kvantifikace byly stanoveny jako 0,3 % obj.
a0,11 % obj. Ob¢ techniky prokazaly podobnou citlivost pii stanoveni koncentrace
methanolu v téchto padélanych produktech. Ramanova spektroskopie ma vSak vyhodu, Ze je
snadno pouzitelna, rychla a nedestruktivni analyticka technika s malou nebo Zadnou piipravou
vzorku. [45]

Yangem a kol. byla navrzena inovativni metoda pro stanoveni koncentrace methanolu
v alkoholickych napojich za pouziti dvojrozmémé korelacni spektrometrie v blizké
infracervené oblasti spektra (NIR) v kombinaci s vicerozmérnou kalibraci. Spektralni
charakteristiky vzorkti padélanych methanolem byly studovany na zakladé jednorozmérnych
spekter a dvourozmérnych korelacnich spekter v blizké infracervené oblasti. Pro srovnani
byly sestaveny modely kvantitativni analyzy za ucelem stanoveni obsahu methanolu
Vv alkoholickém népoji S pouzitim synchronnich dvourozmérnych korelacnich spekter a
tradicnich jednorozmérnych spekter v blizké infracervené oblasti. Mezijednotlivymi

metodami stanoveni bylo provedeno porovnani, pomoci kterého bylo zjisténo, ze navrhovana
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nova metoda ma siln¢jsi prediktivni schopnost a mize poskytnout lepsi vysledky nez tradi¢ni
jednorozmérné spektrum Vv blizké infracervené oblasti. [46]

Dals$i moznosti stanoveni je spektrofotometrické stanoveni metanolu po reakci
s kyselinou fuchsinsifi¢itou. Methanol je nejprve zoxidovan manganistanem draselnym
na formaldehyd, ktery je nasledovné stanoven po reakci s kyselinou fuchsinsiti¢itou. Tato
metoda je vhodna pro stanoveni methanolu ve vzorcich s obsahem asi do 2 %. Pro ptipravu
kalibracni kiivky byla vytvorena fada 100 ml odmémych ban¢k, do kterych bylo odméteno
0az 2 ml methanolu a bainky byly doplnény ¢istym ethanolem. Z takto pfipravenych
standardnich roztokd bylo pipetovano po 0,5 ml do sady 25 ml odmérnych valct, bylo
pfidano 4,5 ml vody, 0,2 ml kyseliny sirové a 5 ml 1% manganistanu draselného. Tato smés
byla poté promichéna a ponechdna 2 minuty stat. Po této dobé byl pfidan 1 ml 8% kyseliny
Stavelové a 1 ml kyseliny sirové. Po odbarveni roztoku bylo pfiddno 5 ml fuchsinsificitého
¢inidla (1 g fuchsinu byl rozpustén ve 100 ml vody, bylo pfidano 25 g heptahydratu siti¢itanu
sodného a 15 ml kyseliny chlorovodikové). Vzniklé zbarveni bylo po 3 hodinach proméieno
pti 590 nm. Pfi vlastnim stanoveni byl z primérného vzorku destildtu odméten 1 ml do 25 ml
odmérného valce a byly ptidany 4 ml vody a dale bylo postupovano stejnym zplsobem jako

u kalibra¢ni kiivky. [22]

1.3.2.3 Elektrochemické metody

V praci Mousaviho a kol. byla zkoumdna elektrooxidace methanolu v alkalickém
roztoku riznymi elektrochemickymi metodami na uhlikové pastové elektrodé (CPE)
modifikované bis—(salicylaldehyd)-nikelnato-dihydratovym komplexem a redukovanym
oxidem grafenu. Bylo zjisténo, Ze methanol byl oxidovan skupinami NiOOH generovanymi
dalsi elektrochemickou oxidaci hydroxidu nikelnatého na povrchu modifikované elektrody.
Navic pokusy metodou diferencialni pulzni voltametrie (DPV) ukazaly, ze hodnoty proudt
byly imérné koncentraci methanolu ve dvou linedrnich rozmezich. Ziskané linedrni rozsahy
byly od 0,5 do 100,0 mmol/l a 400,0 az 1300,0 mmol/l. Detekéni limit pro stanoveni
methanolu byl 0,19 mmol/l. [47]

Stanoveni obsahu methanolu a ethanolu ve vodnych roztocich bylo provedeno
meéfenim permitivity roztokti za pouziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru, ktery
se obvykle pouziva pro detekci v kapilarni elektroforéze. Detekcni buitkou je tisek kapilary
taveného oxidu kiemicitého s vnitinim primérem 50 pm a s dvojici vodivych elektrod

na vngjsich sténach. Odpoveéd’ detektoru na vzorky smési methanol/voda a ethanol/voda
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je v koncentraénim intervalu linearni. Metoda byla testovana na vzorcich MeOH/voda
a pii stanoveni obsahu ethanolu v bézné dostupnych destilovanych napojich. [48]

Wenem a kol. byl vyvinut novy biosenzor pro stanoveni methanolu. Tento biosenzor
zahrnuje  Methylobacterium  organophiliumg a zlaté nanocastice imobilizované
na podskofapecné vajecné blan¢ a komeréni kyslikovy senzor. Mechanismus dané reakce
je zalozen na respiracni aktivité bakterialnich bun¢k se soucasnou spotiebou rozpusténého
kysliku pii pritomnosti methanolu ve vzorku. Biosenzor vykazoval linearni odezvu
na methanol v rozmezi 0,050 az 2,5 mmol/l s detekénim limitem 0,047 mmol/l a relativni
smérodatnou odchylkou 2,3 %. Optimalnimi pracovnimi podminkami pro mikrobidlni
biosenzor jsou pH fosfatového pufru rovno 7,0 (20 mmol/l) pfi teploté 20-25 °C. Nakonec byl
dany biosenzor vyuzit k analyze obsahu methanolu v jablecnych S§tavach. Ziskané vysledky
byly srovnatelné s hodnotami ziskanymi metodou plynové chromatografie. Pouziti tohoto
biosenzoru umozituje pohodlnou, jednoduchou a spolehlivou metodu pro stanoveni obsahu

methanolu v realnych vzorcich. [49]

1.3.2.4 Dalsi metody stanoveni

Bylo vytvofeno pfimé automatické stanoveni obsahu methanolu v ¢ervenych vinech
na zakladé teplotniho ucinku reakéniho systému KMnO4/K2S2Os/fuchsin sifi¢itanu sodného.
Standardni metoda pro stanoveni methanolu ve vin€é je zaloZzena na reakénim systému:
methanol/KMnO4/H>C,04/fuchsin-sitfi¢itan sodny (FSS). U tohoto testu je obtizné kontrolovat
stupen barvy a teplotu reakéniho produktu, ale také jeho opakovatelnost, ktera je $patna
v dusledku tvorby CO a CO: béhem reakce. K vyfeSeni téchto probléml stanoveni
byl pouzivany H>C>04 nahrazen meta-disifi¢itanem sodnym. Byl vyvinut automatizovany
zpusob, ktery umoznuje rychlé a pfesné stanoveni methanolu a lze ho také pouzit k vytvoreni
online analyzatoru. Bylo zjisténo, Ze reakce smési methanolu, KMnOj4, acetaldehydu a
fuchsin-sifi¢itanu sodného (FSS) je exotermni, zatimco reakce methanolu, KMnOg,
formaldehydu a fuchsin-siti¢itanu sodného (FSS) je endotermni. V dusledku toho, na zaklad¢
teplotniho ucCinku, byla odstranéna interference etanolu pii detekci methanolu ve vinech,
cilem tohoto vyzkumu bylo dosazeni pfimého a ptesného stanoveni methanolu bez predbézné
upravy vzorku. Néslednou optimalizaci systému byly ziskdny podminky pro stanoveni
methanolu ve vzorcich vina. Diky své pfesnosti, moznosti automatizace, reprodukovatelnosti,

rychlosti samotné analyzy a ndkladiim na samotné stanoveni je tato metoda vyuZzivana jako
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doplitkové forma methanolového testu a také jako kontrola kvality vyroby vina, vina jako

produktu a néapoju s nizkym obsahem alkoholu. [50]

1.4 Propanol
1.4.1 Charakteristika propanolu

Propanol neboli 1-propanol, propan-1-ol, propylalkohol je chemicka slouc¢enina pattici
do skupiny primarnich alkoholl. Jedna se o tfiuhlikaty alkohol. Molekulovd hmotnost
propanolu je 60,096 g/mol. Propanol lze také zapsat pomoci chemického vzorce C3HgO nebo
CH3CH2CH20OH. Bod varu propanolu je 97,2 °C, bod tani 126,1 °C a hustota 0,8053 g/cm? pfi
teploté¢ 20 °C. Hodnota pKa tohoto alkoholu je 16,1 a index lomu se rovna 1,3862. Jedna

se 0 neomezené misitelnou slouc¢eninu s vodou. [5]

oy
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Obrdazek 11: Struktura propanolu [5]

Propanol je ¢ird, bezbarva, hotlava a toxicka kapalina vyznacujici se charakteristickym
ostrym zapachem podobnym ethanolu. Propanol je alkohol typické ovocné, palivé chuti.
Vyrabi se predev§im oxidaci alifatickych uhlovodiki. Tento alkohol ma Siroké spektrum
vyuziti. Propanol se zpravidla pouziva jako rozpoustédlo naptiklad ve farmaceutickém
primyslu a také pro pryskyfice nebo estery celulézy. Propanol se také pouziva pii vyrobé
kosmetickych ptipravkl, pifipravki na k0zi a vlasy, farmaceutickych ptipravkd, parfém,
lakd, roztokl barviv, nemrznoucich prostiedkli, mydel, Cisti¢li oken a dalSich chemikalii
a vyrobki. Propanol muze mit korozni ucinek na nékteré formy plastl, pryze a natéru.
Propanol se v malém mnozstvi pfirozen¢ vytvaii pii fermentacnich procesech a malé
mnozstvi propanolu je produkovano stievni mikroflérou. Propanol muize byt také vyrabén
frakcionaci pfiboudliny. [5,13,15]

Propanol je absorbovan piedevS$im v gastrointestinalnim traktu, dale mize byt
absorbovan kizi. Propanol je v prvnim kroku metabolizovan alkoholdehydrogenazou, ktera

zpusobuje oxidaci propanolu v organismu na kyselinu propionovou. Ve druhém kroku je tato
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kyselina v organismu dale oxidovana aldehyddehydrogenazou az na oxid uhli¢ity, vodu
a malé mnozstvi kyseliny mlécné.

Urcitd davka propanolu v lidském organismu muze zplsobit rtizna onemocnéni,
naptiklad v podobé celiakie, Crohnovy nemoci, syndromu drazdivého stfeva a ulcerdzni
kolitidy. Pary propanolu jsou téz§i nez vzduch a mirn¢ drdzdi o¢i a horni cesty dychaci (nos,
hrdlo...). Kontakt roztoku propanolu s oima miize zptisobit popaleniny a siln¢ podrazdéni.
Pii vysokych koncentracich miize zpusobit nevolnost, kieCe, zvraceni, prijem, bolesti hlavy,

slabost a malatnost. Pary propanolu jsou v prostiedi kysliku vybusné. [5]

1.4.2 Stanoveni propanolu

Metoda, vyvinuta Sierrou a kol., pro soucasné stanoveni propanolu a butanolu
je zaloZena na principu vnitini fluorescence alkoholdehydrogenazy (ADH). Alkohol reaguje
s nikotinamidadenindinukleotidem (NAD) za tvorby aldehydu a jeho redukované formy
NADH. Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) i jeho redukovana forma NADH snizuji
intenzitu fluorescence alkoholdehydrogenazy, ovSem kazdy jinou mérou. Za piedpokladu,
ze nikotinamidadenindinukleotid (NAD) je béhem reakce pfeménén na svoji redukovanou
formu NADH, celkova intenzita fluorescence enzymu se béhem reakce snizuje. Toto snizeni

je umérné koncentraci alkoholu v roztoku. [51]

1.5 Isopropanol

1.5.1 Charakteristika isopropanolu

Isopropanol neboli také 2-propanol ¢i isopropylalkohol je chemicka slou€enina pattici
do skupiny alkohold. Isopropanol obsahuje hydroxylovou funkéni skupinu —OH, ovlivigjici
jeho vlastnosti. Molekulovd hmotnost isopropanolu je 60,096 g/mol. Chemicky vzorec
isopropanolu je C3sHgO nebo CH3CHOHCHS3 nebo také (CH3).CHOH. Bod varu isopropanolu
je 82,3 °C, bod tani je -89,5 °C a hustota odpovida hodnoté 0,79 g/cm®. Hodnota pKa
isopropanolu se rovna 17,1 a index lomu je 1,3852. Z hlediska rozpustnosti isopropanolu,

jedna se o neomezené misitelnou chemickou slouc¢eninu s vodou. [6]
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Obrazek 12: Struktura isopropanolu [6]

Isopropanol je izomerem l-propanolu. Jednd se o tékavou, hoflavou, toxickou,
bezbarvou kapalinu sostrym zapachem a mirné¢ hotkou chuti, kterd se vyznacuje
dezinfek¢nimi a antibakterialnimi vlastnostmi. Déle se pouziva jako rozpoustédlo a lokaln¢
ho Ize také vyuzit jako antiseptikum. Isopropanol se pouziva k vyrob¢é acetonu a jeho
derivatl, dale k vyrobé kosmetickych, ¢isticich a farmaceutickych ptipravki, lakd, barviv,
nemrznoucich smési a jedna se o slouceninu, ktera je také soucasti vyroby mydel. Isopropanol
je potravinafskou ptisadou aromatickych pfipravki. Malé mnozstvi tohoto alkoholu
je ptirozené produkovano stfevni mikroflorou. [6,13,15]

Péry isopropanolu maji vétsi hustotu nez vzduch a mirn€ drazdi oci a horni cesty
dychaci. Muze zpusobovat ospalost, zavraté, bolest hlavy. Pfi poziti plisobi na centralni
nervovy systém, jatra aledviny clovéka. Isopropanol je uchovavan za nepfistupu svétla
v uzkych lahvich a na urcité materidly ma leptavé ucinky. Isopropanol je pro organismus
toxicky a mlze zpusobit smrt. Letdlni davka isopropanolu pro ¢lovéka je ptiblizné mezi 100
az 250 ml. Vyznacuje se pomérn¢ rychlou absorpci do organismu, jak ve formé peroralnich
davek pres gastrointestinalni trakt, tak 1 pfes kGzi pti dlouhodobém kontaktu organismu
s isopropanolem. Uplna distribuce trva pfiblizné dvé hodiny, alkoholdehydrogenaza oxiduje
isopropanol na aceton, pomérné velké mnozstvi isopropanolu je ledvinami vyluovano

v nezménéné podobé a k nejveétsi exkreci dochazi v zaludku a slinach. [6]

1.5.2 Stanoveni isopropanolu

Pro stanoveni isopropanolu se nejcastéji pouziva plynova chromatografie, ktera
je soucasne¢ také referencni metodou. [22]

Chien a kolektiv vyvinuli metodu ke stanoveni isopropanolu ve vydechovaném
vzduchu. Analyza vydechovaného vzduchu diky svym vyhodam, kterymi jsou neinvazivnost
a také moznost neustdlého sledovani, ziskala zna¢nou pozornost. UrCit¢é mnozstvi
isopropanolu nachazejici se ve vydechovaném vzduchu muize poukazovat na urcita
onemocnéni, jako jsou onemocnéni jater, ledvin, hornich cest dychacich ¢i rakovinu plic.

V této studii byl zkonstruovan a optimalizovan biochemicky plynovy senzor (bio-snhiffer)
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pro stanoveni isopropanolu ve vydechovaném vzduchu. Tento senzor méfi koncentraci
isopropanolu dle intenzity fluorescence oxidovaného nikotinamidadenindinukletidu (NADH),
ktery je produkovan enzymatickou reakci sekundarni alkoholdehydrogenazy. Vysledky
prokazali, ze se jedna o vysoce citlivou a selektivni metodu. [52]

V praci Zoua a kol. byly zkoumany adsorp¢ni charakteristiky Ctyt kalixarenovych
supramolekularnich sloucenin, jako povlakovych materiald kfemennych krystalickych
mikrobalan¢nich senzorii reagujicich na vypary isopropanolu. Vysledky této metody
prokazaly, ze nejlepSim potahovym materialem pro pary isopropanolu byla kalixarenova
supramolekula krystalinitu libovolné teploty (RCT). Snimac piezoelektricky krystalovy
rezonator (Quartz Crystal Microbalance QCM) potazeny natérovym materidlem RCT
vykazoval pomérné dobrou stabilitu a vysokou citlivost stanoveni. Vysledky této metody byly

srovnatelné s plynovou chromatografii. [53]

1.6 Ethylenglykol
1.6.1 Charakteristika ethylenglykolu

Ethylenglykol neboli 1,2-ethandiol ¢i ethan-1,2-diol je chemicka slouc¢enina obsahujici
hydroxylovou funkéni skupinu —OH, patfici do skupiny alkoholid. Molekulova hmotnost
ethylenglykolu je 62,068 g/mol. Chemicky vzorec této chemické slouCeniny lze vyjadrit
ve formé¢ HOCH2CH:OH dale také ve tvaru Cz2HeO2 nebo CHOHCH:OH. Bod varu
ethylenglykolu je 198 °C a bod tani -13 °C. Hustota tohoto alkoholu je 1,11 g/cm?®.
Rozpustnost ethylenglykolu je za laboratorni teploty 100 mg/ml vody. Dale je velmi dobie

rozpustny v organickych rozpoustédlech. [7]

HO " OH

Obrdazek 13: Struktura ethylenglykolu [7]

Ethylenglokol je bezbarvy a toxicky viskézni dihydroxyalkohol. Jednd se o ¢irou,
nezapachajici latku, ktera je charakteristickd svoji sladkou chuti. Ethylenglykol

[ 24

do okolniho prostiedi (pudy) a tim muze zpusobit kontaminaci Zivotniho prostfedi. Jedna

se 0 kapalinu, jejimz zahfatim se uvolnuji vypary drazdici horni cesty dychaci. [2,7,12,15]
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Vyuziti ethylenglykolu je pomérné pestré. Pouziva se jako nemrznouci smeés
Vv chladicich a topnych systémech, hydraulickych brzdovych kapalinach, jako rozpoustédlo,
pramyslové zvlhc¢ovaci cinidlo, slozka elektrolytickych kondenzatorii a dale se pouziva
k vyrobé dynamitu a pryskyfic. Mozné vyuziti ethylenglykolu je také ve formé potravinaiské
ptisady. Je soucasti kosmetiky, barev a plastii. Roztok ethylenglykolu Ize vyuzit pro 1€¢katské

ucely, naptiklad jako projimadlo ¢i dezinfekce.

Ethylengylkol je pro c¢lovéka, pii jeho konzumaci toxicky. Akutni (kratkodobé)
vystaveni lidského organismu ur€itému mnozstvi ethylenglykolu mutze zptsobit tii rizné
zdravotni komplikace. Témito komplikacemi mohou byt deprese centralniho nervového
systému, dale kardiopulmonalni G¢inky a poSkozeni ledvin. Inhalaci ethylenglykolu mohou

byt podrazdény horni cesty dychaci.

Absorpce, vstiebavani ethylenglykolu a jeho metabolismus v lidském organismu
je nevyrazny, a proto je vyluCovan v nezménéné podob€. Absorbovana ¢ast ethylenglykolu

je vyluc¢ovana moci. [7]

1.6.2 Stanoveni ethylenglykolu

Zakladni metodou vyuZivanou pro samotnou analyzu ethylenglykolti je plynova

chromatografie s plamenov¢ ioniza¢ni detekei a jeji rizné modifikace. [22]

Robsonem a kol. byla uspésné vyvinuta metoda pro stanoveni ethylenglykolu v plné
krvi. Jedna se o jednoduchou a rychlou metodu fungujici na principu tepelné desorpcni
plynové chromatografie (TD-GC) s plamenové-ioniza¢ni detekci. Pro provedeni této metody
nebyly vyZadovany z4dné extrakéni ani derivatizaéni kroky. Do tepelné desorpéni jednotky
byl zaveden alikvotni podil 1 pl vzorku, ktery byl nasledné vysuSen a tepelné desorbovan
pfimo do plynového chromatografu. Byla vytvofena kalibra¢ni kiivka v rozmezi koncentraci
1 az 200 mmol/l. Teoretickd mez detekce byla vypocitdna na hodnotu 50 pumol/l. Nebyly

pozorovany zadné interference. [54]

Yu a kol. vytvofili jednoduchou kolorimetrickou metodu pro stanoveni ethylenglykolu
ve vodném roztoku. Tato metoda je zaloZzena na tom, Ze ethylenglykol zabranuje agregaci
nanocastic stfibra pfi zmrazeni a rozmrazovani. V nepfitomnosti ethylenglykolu dochdzi
Kk agregaci nanocastic stfibra vyvolané mrazenim a rozmrazenim, protoze jejich povrch

je narusen ledovymi krystaly. Vysledkem toho je, ze dany roztok se stava bezbarvym.
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Nicméné za pritomnosti ethylenglykolu se ledové krystaly netvofi a nedochazi k agregaci
a odbarveni roztoku. Byla provedena optimalizace fotometrického testu. Tento test se nejlépe

provadi pii vilnové délce 395 nm, v rozsahu koncentraci ethylenglykolu 10 az 400 mmol/I.

[55]

Wei a kol. vyvinuli novou analytickou metodu pro kvantitativni stanoveni neiontovych
povrchoveé aktivnich latek obsahujicich ethylenglykol, jako je polyethylenglykol 8000,
polysorbat 80 a Pluronic F-68. Tyto povrchové aktivni latky jsou bézné vyuzivané
Vv ptipravcich farmaceutickych proteintl, a proto se vyzaduje testovani v pfitomnosti bilkovin.
Tato metoda je zalozena na principu kapilarni plynové chromatografie ethylenglykoldiacetatu
vzniklého hydrolyzou a acetylaci povrchové aktivnich latek obsahujicich ethylenglykol.
Vzorky bilkovin obsahujici volné povrchové aktivni latky jsou hydrolyzovany a acetylovany
anhydridem kyseliny octové za pfitomnosti p-toluensulfonové kyseliny. Acetylovany
ethylenglykol je poté extrahovan dichlormethanem a analyzovan plynovou chromatografii
za pouziti plamenového ioniza¢niho detektoru. MnoZstvi neiontové povrchové aktivni latky
ve vzorku bylo stanoveno porovnanim uvolnéného ethylenglykoldiacetatového signélu
s méfenym kalibraénim standardem. Limity kvantifikace této metody byly 5 pg/ml
pro polyethylenglykol 8000 a Pluronic F-68 a 50 pug/ml pro polysorbat 80. [56]

Gras a kol. vytvofili praktickou a spolehlivou metodu pro analyzu ethylenglykolu
ve vzorcich maziv na bazi uhlovodiki nebo syntetickych maziv. Tato analyza byla provedena
pomoci plynové chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci. Byla provedena derivatizace
za vyuziti fenylboronové kyseliny za ucelem pievedeni ethylenglykolu na 2-fenyl-1,2,3-
dioxaboran. Kompletni analyzu l1ze provést za méné nez 15 minut. [57]

Ve studii Wurity a kol. byl popsan podrobny postup pro vysoce citlivé a soucasné
stanoveni ethylenglykolu, propylenglykolu a diethylenglykolu v plné lidské krvi metodou
izotopové fedici plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). 0,25 ml alikvotni
casti plné krve obsahujici glykoly bylo smichano se 100 ng pfislusného glykolu.
Po provedené centrifugaci byla supernatantovd frakce odpafena do sucha a poté byla
derivatizovana anhydridem kyseliny octové. Derivat byl nasledné extrahovan n-hexanem.
Urcita cast n-hexanové vrstvy byla podrobena analyze izotopové fedici plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). Touto analyzou bylo zjisténo znacéné
mnozstvi ethylenglykolu, propylenglykolu a diethylenglykolu dokonce i ve vzorcich lidské

plné krve ziskanych od zdravych subjekt. Pro kazdy vzorek byla poté néasledné sestavena
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standardni kalibracni kiivka. Ze ziskanych 0daji byla tato metoda oznafena za jednu
z nejcitlivéjsich metod. [58]

Meyer a kol. vyvinuli novou, rychlou a jednoduchou metodu pro sou¢asnou analyzu
ethylenglykolu, 1,2-propylenglykolu, kyseliny mlé¢né, kyseliny glykolové, kyseliny gama-
hydroxymaselné (GHB), di-, tri-, tetra-ethylenglykolu v lidské plazmé nebo moci. Bylo
deproteinovano 50 pl vzorku a nasledné odebrano 20 pl deproteinovaného vzorku. Toto
mnozstvi bylo derivatizovano za pouziti bis-N,O-trimethylsilyl trifluoroacetamidu a jako
katalyzator slouzil dimethylformamid. Po mikrovinné derivatizaci byl vzorek vstfikovan
do plynového chromatografu a po elektronové ionizaci analyzovan hmotnostni spektrometrii
vrezimu selektivniho monitorovani iontd. VSechny slouceniny byly oddéleny b&hem
12 minut a detekovany s limitem kvantifikace 0,05 a 0,01 g/l pro glykoly a kyselinu gama-
hydroxymaselnou (GHB). Poté byla vytvofena kalibraéni zavislost, ktera byla linearni
v rozsahu od 0,05 do 1 g/l pro glykoly a 0,01 az 0,2 g/l pro kyselinu gama-hydroxymaselnou
(GHB). [59]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Izotachoforéza (ITP)
2.1.1 Uvod

Izotachoforéza je moderni analyticka elektrosepara¢ni metoda, umoziujici analyzovat
smési ionogennich latek v roztocich vlivem elektrického pole. Na zaklad¢é pohyblivosti jsou
ionty rozdéleny na jednotlivé zony. Pomoci izotachoforézy Ize ziskat v pomérn¢ kratké dobé
(obvykle v rozmezi 4 az 40 minut) snadno vyhodnotitelné idaje a zdznamy o kvalitativnim
| kvantitativnim slozeni vzorku. Bézna chyba kvantitativniho stanoveni je 1 az 3 %.

Izotachoforéza pracuje s malym mnozstvim vzorku a zpravidla umoziuje stanovit
jesté desitky ng latek, coz pii nastiiku jednotek az desitek pl vzorku vede k analyzovanym
koncentracim na urovni desitek az jednotek ppm.

Izotachoforéza je fazena mezi pomérné novou techniku, prestoze teoretické zdklady
této metody byly popsany jiz v roce 1897. Nejvétsi rozvoj této metody je vSak datovan az od
konce 60. let 20. stoleti. V roce 1970 izotachoforéza ziskala svij nazev, ktery je pouzivan
dodnes. Mezi star$i oznaCeni této metody patii: displacement electrophoresis, multiphasis
zone electrophoresis, steady-state stacking atd.

Izotachoforéza je metoda zaloZzend na principu elektroforézy. Elektroforézou
rozumime pohyb nabitych ¢astic v roztoku vlivem ptisobeni elektrického pole. Rychlost
pohybu dané c¢astice v uritém misté roztoku je ptimo umérna intenzité elektrického pole.
ProtoZze smér pohybu daného iontu zavisi na jeho naboji, pfisuzujeme znaménko také
pohyblivosti. Pohyblivost je charakteristickou konstantou této metody. Tontova pohyblivost
z4visi na iontové sile a teploté roztoku.

V izotachoforéze je dany vzorek umistén mezi dva pomocné elektrolyty — vedouci
a koncovy. Po ukonceni separace kazdd zona obsahuje kromé protiiontu pouze ionty jediné
latky. VSechny zo6ny migruji stejnou rychlosti a vyznacuji se ostrymi rozhranimi. V ramci
izotachoforetické separace jsou analyzovany pouze slozky migrujici jednim smérem, proto
rozliSujeme u izotachoforézy kationtovou nebo aniontovou separaci.

Izotachoforetickd analyza zahrnuje nastfik daného vzorku ¢i roztoku, separaci
a detekci. Po nastfiku neboli aplikaci vzorku ¢i roztoku se analyzované ionty pohybuji
Vv elektrickém poli, nejdiive se separuji a poté dochdzi k detekci téchto separovanych

1zotachoforetickych z6n. Samotny proces separace probihd v kapilafe o konstantnim prirezu
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s konstantni koncentraci vedouciho elektrolytu. Izotachoforézu lze pouzit jak pro kvalitativni

analyzu, tak i pro analyzu kvantitativni. [8]

2.1.2 Kvalitativni analyza

Izotachoforéza neposkytuje, podobné jako ostatni separa¢ni analytické metody,
poskytnou piimé udaje o kvalitativnim slozeni vzorku ¢i roztoku. Kvalitativni analyza probiha
pomoci relativni vysky schodu (RSH — viz vzorec nize) vzhledem k poloze vedouciho
a koncového elektrolytu. Tato hodnota se porovnava s relativnimi vySkami zon latek, jejichz
pritomnost ve vzorku pfedpoklddame. Potvrzenim identity je ptidavek standardu stanovované
slozky ke vzorku — identicka zona se vzhledem k piedchozi analyze prodlouzi.

RSH = Ma=NL.
h. —h

T L

kde ha je vySka zony analytu, h. vySka zony vedouciho elektrolytu a hrt vyska zony
koncového elektrolytu. [8]

2.1.3 Kvantitativni analyza

V izotachoforéze je kvantitativni analyza provadéna pomoci méteni délek jednotlivych
zén. Cas priichodu zény detektorem je piimo imérny mnozstvi latky pii nastiiku. Ostré
rozhrani mezi zénami umoznuji velmi pfesné méeteni délek zon, a tedy 1 vysokou piesnost

vysledku. [8]
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2.2 Pouzité chemikalie

V tabulce 4 jsou uvedeny vSechny pouzité chemikalie.

Tabulka 4: Pouzité chemikdlie

Chemikalie Cistota Vyrobce
Histidin-chlorid p.a. Reanal
Histidin p.a. Reanal
Dichroman draselny p.a. Lachema
Kyselina sirova (98%) p.a. Lachema
Ethanol p.a. Lachema
Kyselina chlorovodikova (36%) p.a. Lachema
B-alanin p.a. Serva
Octan sodny p.a. Lachema
Kyselina 2-methylmaselna p.a. Sigma-Aldrich
Manganistan draselny p.a. Lachema
Hydroxid barnaty p.a. Lachema
Peroxid vodiku (30%) p.a. Penta
Mravencéan sodny p.a. Lachema
Stavelan sodny p.a. Lachema

2.3 Priprava elektrolyti

2.3.1 Elektrolytovy systém |

VEDOUCI ELEKTROLYT: 0,01 mol/l HCI + 0,02 mol/l p-alanin (pH 3,6)
Do 100 ml odmérné banky byl odpipetovan 1 ml 1 mol/l kyseliny chlorovodikové
a k tomuto mnozstvi bylo poté pridano 178,2 mg B-alaninu. 100 ml banka byla doplnéna

destilovanou vodou po rysku a byla fadné promichéana. Vysledné pH tohoto roztoku bylo 3,6.
KONCOVY ELEKTROLYT: 0,01 mol/l 2-methylméselna kyselina

Do 50 ml banky bylo odpipetovano 50 pl 2-methylmaselné kyseliny. Barika byla poté

doplnéna destilovanou vodou po rysku a fadné promichéana.
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2.3.2 Elektrolytovy systém II

VEDOUCI ELEKTROLYT: 0,01 mol/l histidin-chlorid s p¥idavkem histidinu (pH 6,2)
Do 500 ml odmérné barnky bylo navazeno 868 mg histidin-chloridu a k tomuto
mnozstvi bylo poté ptidano 776 mg histidinu. Banka byla poté doplnéna destilovanou vodou

po rysku a roztok byl fadn¢ promichan. Vysledné pH roztoku bylo 6,2.

KONCOVY ELEKTROLYT: 0,01 mol/l kyselina morfolinethansulfonova (MES)
Do 250 ml odmérné batiky bylo navazeno 976 mg MES. Barika byla poté doplnéna

destilovanou vodou po rysku a roztok byl fadné promichan.

2.4 Priprava roztoku

2.4.1 Piiprava 5 mol/l kyseliny sirové

Do 100 ml baiky bylo pomoci odmérmného vélce nalito 75 ml destilované vody.
K tomuto mnozstvi destilované vody bylo, za neustdlého chlazeni studenou vodou, pomalu
pfidavano 25 ml koncentrované kyseliny sirové o koncentraci 20 mol/l. Roztok byl po

ochlazeni dikladné promichéan.

2.4.2 Ptiprava 0,001 mol/l kyseliny octové
Do 50 ml odmérné bainky bylo navdzeno 4,1 mg octanu sodného a odmérnad barika

byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl poté fadné promichan.

2.4.3 Ptiprava 0,001 mol/l kyseliny mravenci
Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno 3,4 mg mravencanu sodné¢ho. Roztok byl

poté fadn¢ promichan.

2.4.4 Ptiprava 0,001 mol/l kyseliny §tavelové

Do 50 ml odmérné baiky bylo navazeno 6,7 mg Stavelanu sodného a odmérna baika

byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl poté fadn¢€ promichan.

2.4.5 Piiprava 3% peroxidu sodné¢ho
Do 50 ml odmérné banky bylo odméfeno 5 ml 30% roztoku peroxidu sodného (H205)

a banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.
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25 Realné vzorky

2.5.1 Vzorek 1 — Skotska whisky

Skotska whisky Ballantines Finest (zem¢ puvodu: Spojené kralovstvi,

prodavajici v CR: Jan Becher, Karlovarska Becherovka a. s., slozeni: voda,
“FINEST —

obilny destilat, barvivo karamel, obsah alkoholu 40 % obj.).

Obrazek 14: Skotska whisky Ballantines Finest

$

LIl

2.5.2 Vzorek 2 — Slovenska borovicka
Slovenska Borovicka (zemé puvodu: Slovenskd Republika, vyrobce: ST.
NICOLAUS DISTILLERY a. s., Klasik, Jalovcova lihovina, slozeni: voda, lih, .‘.{'.';i','fé‘ﬁn‘

jalovcovy destilat, piirodni aroma, obsah alkoholu 40 % obj.). —

Obrazek 15: Slovenska Borovicka

2.5.3 Vzorek 3 — Tuzemak
Jindfichohradecky Tuzemak (zemé paivodu: Ceska Republika, vyrobce: Fruko-
Schulz s. r. 0., Jindfichuv Hradec, sloZeni: lih, rumové a vanilkové aroma, cukr,

barvivo karamel, obsah alkoholu 37,5 % obj.).

Obrazek 16: Jindrichohradecky Tuzemak
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2.5.4 Vzorek 4 — Peprmint

Peprmint (zelend) (zemé& puivodu: Ceska Republika, vyrobce: Stock Plzei-

Bozkov s. I. 0., Plzen, slozeni: cukr, lih, peprnomatové silice, kyselina EZALl
PEPRMINT
!

L

citronova, barviva: tatrazin, brilantni mod#, obsah alkoholu 19 % obj.).

Obrizek 17: Cesky Bozkov Peprmint

2.5.5 Vzorek 5 — Mexicka tequila

Mexicka Sierra Tequila Silver (zemé& puivodu: Mexiko, prodavajici v CR:
Global Spirits s. r. 0., Praha, slozeni: voda, tequilla z modré agave, obsah
alkoholu 38 % obj.).

Obrazek 18: Mexicka sierra Tequila

2.6 Postup oxidace ethanolu v realnych vzorcich
Vzorky byly ptipraveny podle nasledujiciho postupu: 150 pl vzorku bylo

odpipetovano do 50 ml odmérné baiiky, doplnéno destilovanou vodou po rysku a pomoci
hydroxidu barnatého bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 12. Poté bylo pfidano 0,8 g
pevného manganistanu draselného a po uplynuti 200 minut byl odebran 1 ml reakéni smési
do 100 ml odmérné banky. Nasledné byl pfidavan 3% roztok peroxidu vodiku do odbarveni
a bantka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Dale byl pfipraven roztok vzorku
se standardnim piidavkem ethanolu, kdy do 50 ml odmérné bainky bylo kromé& vzorku
odpipetovano 100 ul ethanolu. DalSi postup byl stejny jako v ptipad€ pfipravy roztoku
vzorku. Takto pfipravené roztoky byly analyzovany pomoci kapilarni izotachoforézy
v elektrolytovém systému s vedoucim elektrolytem o slozeni 0,01 M histidin-chlorid

a histidin k upravé pH na hodnotu 6,2 a koncovym elektrolytem 0,01 M MES.
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2.7 Instrumentace
Pro analyzy byl pouzit analyticky piistroj Electrophoretic Analyser EA 102 (Villa

Labeco, Spisska Nova Ves, Slovensko). Jedna se dvoukolonovy izotachoforeticky analyzator.
Tento analyzator se skldda z piedseparacni kolony o vnitinim priméru 0,8 mm o délce 160
mm a analytické kolony o vnitinim priméru 0,3 mm, délky 160 mm. Celkovy objem kapilary
V prvnim pfipad¢ je ptiblizn€ 100 pl a ve druhém ptipad¢ je ptiblizné 10 pl. Na konci téchto
kolon jsou zabudovéany vodivostni detektory.

Vzorek je do piistroje vnasen pomoci davkovaciho kohoutu o objemu 30 pl. Nastaveni
pracovniho proudu pro danou analyzu je nezavislé pro obé dvé kolony a maximalni hodnota
tohoto proudu je 500 pA. Analyza je fizena pocitatem, kde také dochazi k zaznamenavani
jejiho pribéhu. Vyhodnoceni dané analyzy se provadi pomoci programu ITP Pro32.

Pro navazovani byly vyuzity analytické vahy KERN ATB 120-4M (Balingen,
Némecko) s ptesnosti 0,1 mg a chybou 1 mg, dale byly vyuzity jednokanalové pipety Biohit
(Helsinky, Finsko) 0 rGzném rozmezi objemt a hodnoty pH byly méfeny pomoci
laboratorniho pH metru Sentron (VD Leek, Nizozemsko). K urychleni rozpusténi vzorka ¢i
roztokd byla vyuzita ultrazvukova lazen Kraintek (Podhajska, Slovensko). Pro zahiivani
roztoktl byla pouzZita ploténka s magnetickou michackou Fisher Scientific (Pardubice, CR).

K ptipravé roztokl bylo vyuzito bézné laboratorni sklo.

Obrazek 19: Izotachoforeticky analyzator
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Obrazek 21: Pipeta, Spicka, odmérna barika

Obrazek 20: Analytické vahy

2.8 Zpracovani dat

Data ziskand experimentalni analyzou byla zpracovana pomoci osobniho pocitace
znacky Lenovo G50. Ke zpracovani vysledkii byl pouzit pocitacovy program ITP Pro32,

Microsoft Excel a Microsoft Word a graficky program (malovani) pro upravu vysledk.

49



3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Oxidace ethanolu na kyselinu octovou

Vzhledem k tomu, Ze ethanol je latka neiontové povahy, je pro jeho stanoveni pomoci
ITP nutna derivatizace. K tomuto ucelu byla vybrana oxidace ethanolu na kyselinu octovou.
Byly zkouSeny dva zpiisoby oxidace — pomoci dichromanu draselného v kyselém prostredi

a pomoci manganistanu draselného v zasaditém prostredi.

3.1.1 Oxidace ethanolu pomoci dichromanu draselné¢ho
Oxidace ethanolu dichromanem draselnym v kyselém prostiedi probiha za vzniku

kyseliny octové, chromité soli a vody (viz rovnice 1).

3 CH3CH20H + 2 Cr,07* + 8 H* — 3 CH3COOH + 4 Cr** + 11 H,0 (1)

Byly zkouSeny tfi zpusoby provedeni oxidace — byly pfipraveny tii roztoky podle
nasledujiciho postupu: 5 ml 5 mol/l kyseliny sirové bylo vlozeno do tfech riznych odmérnych
banék o objemu 50 ml. Do kazdé baiky bylo poté pfidano 1,74 g dichromanu draselného,
100ul ethanolu a vSechny byly doplnény destilovanou vodou po rysku a dikladné
promichany. U prvni banky byla provedena oxidace ethanolu za laboratorni teploty. Druha
baiika byla vloZena do ultrazvukové 14zné a tfeti baiika byla vloZena do vrouci vodni lazné.

Pro samotnou analyzu bylo z prvni 50 ml odmérmé barky, kde probihala oxidace
ethanolu za laboratorni teploty, v paté minuté odebrano potfebné mnozstvi vzorku do Cisté
a vysusené kadinky, aby bylo dosazeno piesné pipetaze. Z této kadinky byl poté odpipetovan
1 ml roztoku do 50 ml baiky a baika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Takto
pfipraveny roztok byl nadavkovan do izotachoforetického analyzatoru a byla provedena
analyza. Stejnym zpiisobem byla provedena analyza i u druhé 50 ml odmérné banky, kde
probihala oxidace ethanolu za ucinku ultrazvuku a u tfeti 50 ml odmérné banky, kde byla
provedena oxidace za zvySené teploty. Odbér potfebného mnozstvi vzorku pro samotnou
analyzu byl dale proveden v 10., 20., 50., 100. a 200. minuté pro vSechny probihajici oxidace
V prvni, druhé a tfeti baiice.

Izotachoforetické stanoveni vzniklého mnozstvi kyseliny octové bylo provedeno

Vv elektrolytovém systému |. Pro zjiSténi Uc¢innosti konverze byla provedena analyza
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standardniho roztoku kyseliny octové o koncentraci 0,001 mol/l. Uginnost byla po¢itana podle

nasledujiciho vzorce:

Cst,

st
PEtoH VEtOH

MEtoHVcelk fzr

lUZTl

ucinnost(%) = - 100,

kde cst je koncentrace standardniho roztoku kyseliny octové, lst je délka zony standardniho
roztoku kyseliny octové, lvzn je délka zony vzniklé kyseliny octové po oxidaci ethanolu, getoH

je hustota ethanolu, Vewon je objem ethanolu, MgwoHje molarni hmotnost ethanolu, Vcei

je objem odmérné barnky a f.; je faktor zfedéni.

s
-
£
n

Obrazek 23: Oxidace ethanolu dichromanem Obrdzek 22: Oxidace ethanolu dichromanem
draselnym v kyselém prostredi draselnym v kyselém prostiedi ve vrouci vodni
lazni

Z jednotlivych izotachoforeogramti byly urceny délky zon vzniklé kyseliny octové
apodle vySe uvedeného vzorce byla spocitana Uc¢innost konverze ethanolu na kyselinu
octovou pro vSechny zplsoby oxidace. Vliv doby a podminek reakce na ucinnost konverze

ethanolu je uveden v grafu 1.
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Graf 1: Zavislost ucinnosti konverze ethanolu na dobé a zpiisobu oxidace pro oxidaci
dichromanem draselnym v kyselém prostredi, elektrolytovy system: vedouci elektrolyt 0,01 M

HCI + B-alanin (pH 3,6), koncovy elektrolyt 0,01 M 2-methylmdselna kyselina, predseparacni
kolona

Z grafickych zavislosti je patrné, Ze podminky a doba oxidace vyrazné ovliviuji
rychlost a miru oxidace ethanolu na kyselinu octovou. Jako nejefektivnéjsi zptisob oxidace
se jevila oxidace dichromanem za zvySené teploty, kdy bylo dosazeno 92% tucinnosti
konverze béhem 20 minut. Pfi oxidaci dichromanem za laboratorni teploty a s vyuzitim

ultrazvuku nebylo dosaZeno dostate¢né konverze.

3.1.2 Oxidace ethanolu pomoci manganistanu draselné¢ho

Oxidace ethanolu pomoci manganistanu draselného v alkalickém prosttedi
za pritomnosti hydroxidu barnatého probihd za vzniku kyseliny octové, mangananu
draselného, mangananu barnatého a vody (viz rovnice 2).

CH3CH20H + 4 MnOs + 4 OH" — CH3COOH + 4 MnO4* + 3 H,0 (2

Reakéni smés byla pfipravena v 50 ml odmérné batice, do které bylo napipetovano
100 pl ethanolu a banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Obsah banky
byl pieveden do kadinky, do které byl postupné za souc¢asného michani pfisypavan pevny
hydroxid barnaty k tpravé pH na hodnotu 12. Nésledné byl obsah kadinky opét preveden
do 50 ml odmérné banky a bylo pfidano 0,8 g pevného manganistanu draselného. Reak¢ni

smés byla ponechana pfi laboratorni teploté¢ a v ur€itych ¢asech (5, 10, 20, 50, 100 a 200

52



minut) byl odebran vzdy 1 ml do ¢isté 50 ml odmérné banky, ptidavan 3 % roztok peroxidu
vodiku do odbarveni, a nakonec byla barika doplnéna destilovanou vodou po rysku. Takto
pripraveny roztok byl davkovan do izotachoforetického analyzatoru a byla zjistovana délka

z6ny kyseliny octové. V tomto ptipadé¢ byl k analyzam pouzit elektrolytovy systém II.

Obrazek 24: Oxidace ethanolu manganistanem draselnym v alkalickém prostiedi

Pro zjisténi GcCinnosti konverze byla provedena analyza standardniho roztoku kyseliny
octové o koncentraci 0,001 mol/l. VytéZnost byla vypoctena pomoci vyse uvedené¢ho vzorce.

Vliv doby oxidace na ucinnost konverze ethanolu je uveden v grafu 2.
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Graf 2: Zavislost ucinnosti konverze ethanolu na dobé oxidace pri oxidaci manganistanem
draselnym v alkalickém prostredi, elektrolytovy systéem: vedouci elektrolyt 0,01 M histidin-
chlorid + histidin (pH 6,2), koncovy elektrolyt 0,01 M MES, predseparacni kolona
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V piipadé¢ oxidace manganistanem draselnym v alkalickém prostfedi bylo po 200
minutach reakce pfi laboratorni teplot¢ dosazeno 90% ucinnosti konverze. Dalsi vyhodou
tohoto zpiisobu oxidace bylo, ze po zredukovani nezreagovaného manganistanu peroxidem
nebyl v zaznamu kromé octanu pfitomen zadny dalsi iont, ktery by zptisoboval prodlouzeni
analyzy. Vzhledem k témto faktliim a také vzhledem k tomu, Ze pii zahtivani roztoku miize
dochdzet k uniku kyseliny octové, byla pro dalsi analyzy vybrana oxidace manganistanem

draselnym v alkalickém prostiedi.

3.2 Stanoveni parametrit metody

Pro tuto metodu stanoveni ethanolu byla sestavena kalibra¢ni kiivka (graf 3) v rozmezi
koncentraci 34 — 686 umol/l, ktera v tomto rozmezi koncentraci vykazovala dobrou linearitu.
Z prvnich dvou boda kalibra¢ni ptfimky byly vypocteny meze detekce a stanoveni. Mez
stanoveni, 13,1 umol/l, byla uréena jako koncentrace odpovidajici délce zony 1 sekunda a

mez detekce, 4,4 umol/l, odpovida jedné tietiné meze stanoveni.

50
45
40
35

30
y =66,639x+1,781

25 : R?=0,998
20
15
10
5

0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

délka zény (s)

koncentrace ethanolu (mmol/I)

Graf 3: Kalibracni kifivka ethanolu po konverzi na kyselinu octovou pomoci manganistanu
draselného v alkalickém prostredi. Elektrolytovy systém: vedouci elektrolyt 0,01 M histidin-
chlorid + histidin (pH 6,2), koncovy elektrolyt 0,01 M MES, analyticka kolona.

Déle byla ur¢ena opakovatelnost stanoveni 2,94 %, jako relativni smérodatna odchylka
deseti po sobé nasledujicich meéfeni roztoku konvertovaného ethanolu o koncentraci
172 pmol/l. Byla stanovena také vytéznost metody pomoci stejného roztoku jako v ptipadé
opakovatelnosti dvéma metodami — metodou kalibra¢ni kiivky a metodou standardniho

pfidavku. Pomoci metody kalibra¢ni kiivky byla zjisténa vytéznost 109,3 = 1,2 % a metodou

54



standardniho pfidavku 100,6 + 0,6 %. Z téchto vysledki je patrné, Ze ke kvantifikaci je lepsi

pouzit metodu standardniho ptidavku, u které je vytéznost blizsi 100 %.

3.3 Analyza realnych vzorki

Vypracovany postup byl odzkouSen na analyze redlnych vzorkt. Jako vzorky byly
vybrany lihoviny obsahujici pomérn€ vysoké mnozstvi ethanolu a neobsahujici latky, které by
mohly rusit stanoveni. VSechny vzorky byly piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole

5.6 Piiprava realnych vzorki.

Ziskana data byla kvantifikovana pomoci metody kalibra¢ni kiivky (graf 3) a metody
standardniho piidavku. Pro kazdou metodu byla provedena dvé méfeni, ze kterych byla
vypoctena smérodatnad odchylka. Zjisténé obsahy ethanolu vcetn€é vyrobcem deklarovanych
mnozstvi jsou uvedeny v tabulce 4. Zvysledkd je patrné, Zze obé metody kvantifikace
poskytuji vysledky blizké deklarovanému obsahu. Experimentadlné naméfené hodnoty délek
zOn jsou uvedeny v pfiloze vtabulce 5. Jednotlivé izotachoforeogramy vzorkd jsou

znazornény na obrazcich 14 — 18.

Tabulka 5 : Stanoveny a deklarovany obsah ethanolu ve vzorcich lihovin

stanoveny obsah EtOH (% obj.) deklarovany obsah

vzorek )
kalibrac¢ni kiivka standardni pridavek  EtOH (% obj.)
Skotska whisky 40,06 + 0,86 41,80 £0,22 40
Slovenska borovicka 37,19+ 0,06 40,86 + 0,06 40
Tuzemak 28,39+ 0,24 35,10 £ 0,33 37,5
Peprmint 18,78 £ 0,14 20,26 £ 0,28 19
Mexicka tequila 38,42 £ 0,29 38,16 £0,11 38
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Obrazek 25: lzotachoforeogramy vzorku whisky — bez standardniho pridavku (cervend), se

standardnim pridavkem (modrd). Elektrolytovy systém: LE: vedouci elektrolyt 0,01 M
histidin-chlorid + histidin (pH 6,2), TE: koncovy elektrolyt 0,01 M MES, analyticka kolona.

‘|71000V r —
i /
/ f
i {
) |

J
J | 25s
|—|

LE S

Obrazek 26: 1zotachoforeogramy vzorku borovicky — bez standardniho pridavku (Cervend), se
standardnim pridavkem (modra). Elektrolytovy systéem: LE: vedouci elektrolyt 0,01 M
histidin-chlorid + histidin (pH 6,2), TE: koncovy elektrolyt 0,01 M MES, analyticka kolona.
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Obrazek 27: |zotachoforeogramy vzorku tuzemdku — bez standardniho pridavku (¢ervena), se

standardnim pridavkem (modra). Elektrolytovy systém: LE: vedouci elektrolyt 0,01 M
histidin-chlorid + histidin (pH 6,2), TE: koncovy elektrolyt 0,01 M MES, analyticka kolona.
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Obrazek 28: lzotachoforeogramy vzorku zelené — bez standardniho pridavku (Cervend), se
standardnim pridavkem (modra). Elektrolytovy system: LE: vedouci elektrolyt 0,01 M

histidin-chlorid + histidin (pH 6,2), TE: koncovy elektrolyt 0,01 M MES, analyticka kolona.

TE

T - /,f T
1000 V / l,f

octan J" octan /'J

; — {{,,
LE ZJ e J‘—'l |L|

Obrazek 29: lzotachoforeogramy vzorku tequily — bez standardniho pridavku (cervend), se

standardnim pridavkem (modra). Elektrolytovy systéem: LE: vedouci elektrolyt 0,01 M
histidin-chlorid + histidin (pH 6,2), TE: koncovy elektrolyt 0,01 M MES, analyticka kolona.
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4 ZAVER

Tato bakalaiskd prace se zabyva jak reSerSi na téma zdkladni charakteristika
a stanoveni vybranych alkoholi a glykoli v riznych matricich, tak experimentalni ¢asti
na téma izotachoforetické stanoveni ethanolu.

V teoretické casti této prace je uvedena zakladni charakteristika alkoholi. Alkoholy
jsou jednou ze zdkladnich sloucenin v ramci organické chemie. Jednd se o derivaty
uhlovodiki, které obsahuji hydroxylovou skupinu. Podle poctu hydroxylovych skupin délime
alkoholy na primarni, sekundarni a terciarni. V ramci této charakteristiky bylo také popsano
nazvoslovi alkoholl, fyzikalni a fyziologické vlastnosti alkoholli, chemické vlastnosti
a zékladni reaktivita alkohold, kde byly popsany zakladni typy reakci alkoholl se zvySenym
diirazem na oxidaci alkoholt.

Velkd Cast této prace byla dale v€novana metoddm stanoveni vybranych alkoholl
a glykold, konkrétn¢ ethanolu, methanolu, propanolu a isopropanolu a ethylenglykolu.
V ramci této ¢asti bylo nejvice popsano stanoveni ethanolu.

V experimentalni ¢asti se tato bakalaiska prace zabyva izotachoforetickym stanovenim
ethanolu. Pro toto stanoveni byly vyuzity dvé rizné metody. Prvni metodou je oxidace
ethanolu dichromanem draselnym v kyselém prostfedi na kyselinu octovou nésledovanou
izotachoforetickym stanovenim kyseliny octové za pouziti elektrolytického systému 0,01
mol/l kyseliny chlorovodikové s ptidavkem B-alaninu (pH 3,6) a kyseliny 2-methylmaselné
o koncentraci 0,01 mol/l. Druhou metodou je oxidace ethanolu mangnistanem draselnym
v alkalickém prostfedi na kyselinu octovou a jeji izotachoforetické stanoveni za pouZiti
elektrolytického sytému 0,01 mol/l histidin-chlorid s pfidavkem histidinu (pH 6,2) a MES
o koncentraci 0,01 mol/l.

V ramci této Casti prace byly zjiStény optimalni podminky stanoveni. Jako vyhodnéjsi
metoda byla zvolena oxidace ethanolu manganistanem draselnym v alkalickém prostfedi.
Tato metoda vykazovala dobrou G¢innost konverze a po redukci nadbyte¢ného manganistanu
draselného 3% roztokem peroxidu vodiku byl i sniZzen obsah iontl neptiznivé ovliviiujicich
kapacitu analyzatoru ovliviyjici tuto analyzu. Dale byly stanoveny parametry této metody.
Mez detekce i mez stanoveni se pohybovala v fadech pmol/l, opakovatelnost byla rovna
pfiblizné 3 % a vytéZznost metody byla jak pro kalibrac¢ni kiivku, tak pro standardni ptidavek
blizka 100 %. Nakonec byla provedena analyza vybranych realnych vzorkii. Analyzou lihovin

byly ziskany vysledky blizké a shodné s vyrobcem deklarovanym mnoZstvim ethanolu.
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5 PRILOHY

Tabulka 6: Oxidace ethanolu na kyselinu octovou pomoci dichromanu draselného v kyselém

prostiedi
tas reakee (min) délka zony (s) ucinnost konverze (%)
vrouci vodni lazefi | ultrazvuk | lab. teplota | vrouci vodni lazefi | ultrazvuk | lab. teplota
5 2,45 0,00 0,00 33,16 0,00 0,00
10 3,67 0,00 0,00 49,75 0,00 0,00
20 6,80 0,00 0,00 92,23 0,00 0,00
50 6,86 2,18 0,00 93,05 29,50 0,00
100 6,97 3,94 2,40 94,48 53,36 32,48
200 6,89 6,14 4,46 93,40 83,29 60,51

Tabulka 7: Oxidace etharolu na kyselinu octovou pomoci manganistanu draselného

V alkalickem prostredi

¢as reakce (min) délka zony (s) ucinnost konverze (%)
lab. teplota lab. teplota

5 1,46 19,79

10 2,82 38,23

20 3,71 50,29

50 4,27 57,88
100 4,87 66,02
200 6,63 89,88

Tabulka 8: Kalibracni kifivka

koncentrace ethanolu (mmol/l) délka zony (s) pramér (s) | sm. odch. (s)
0,034 3,34 3,19 3,27 0,11
0,086 7,25 7,23 7,24 0,01
0,172 14,13 14,01 14,07 0,08
0,343 25,41 25,31 25,36 0,07
0,686 47,66 46,34 47,00 0,93
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Tabulka 9: Reprodukovatelnost metody

¢. méfeni délka zony (s)
1 14,17
2 14,41
3 14,09
4 13,95
5 14,09
6 13,25
7 13,35
8 13,86
9 13,65
10 13,30
priamér 13,81
sm. odchylka 0,41
RSD (%0) 2,94
Tabulka 10: Vyteznost metody
metoda koncentrace ethanolu (mmol/l) | délka zony (s) | priamér (s) | sm. odch. (s)
kal. kfivka 0,172 14,43 | 14,22 14,33 0,15
st. pridavek 0,372 30,86 | 30,97 30,92 0,08
koncentrace (mmol/l) vytéZnost
skute¢na konc. 0,172 -
zjisténa konc. (kalib.k¥.) 0,188 + 0,002 1093+ 1,2 %
zjisténa konc. (stand.piid.) 0,173 £0,001 100,6 + 0,6 %
Tabulka 11: Analyza redalnych vzorkii
primér
vzorek | metoda kvantifikace | délka zony (s) (s) sm. odch. (s)
. bez piid. 15,74 15,71 15,73 0,02
whisky
s prid. (0,343 mmol/l) | 23,00 22,96 22,98 0,03
. bez piid. 14,74 14,68 14,71 0,04
borovicka
s prid. (0,343 mmol/l) | 22,02 21,96 21,99 0,04
. bez pfid. 11,76 11,54 11,65 0,16
tuzemak
s prid. (0,343 mmol/l) | 18,52 18,78 18,65 0,18
, bez piid. 8,24 8,37 8,31 0,09
zelena
s prid. (0,343 mmol/l) | 16,40 16,73 16,57 0,23
. bez piid. 15,15 15,13 15,14 0,01
tequila
s prid. (0,343 mmol/l) | 22,81 22,68 22,75 0,09
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