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ABSTRAKT

Téma diplomové prace se vztahuje k nedavné "methanolové kauze" v Ceské republice, kdy
doslo k nékolika pfipadim smrtelnych otrav methanolem obsazenym v konzumnich liho-
vinach. V teoretické ¢asti jsou popsany metody, kterymi je mozno urcit ptitomnost a kon-
centraci methanolu v konzumnich lihovinach. V praktické ¢asti je vyuzita Ramanova spek-
troskopie pro analyzu pfipravené¢ho souboru vzorkl a hlavnim cilem je zhodnoceni rozpo-
znatelnosti nebezpecného mnozstvi methanolu v konzumnich lihovinach. K tomuto tGcelu
byly z naméfenych dat sestaveny kalibra¢ni kiivky. V praci jsou zohlednény i mozné fak-
tory ovliviiyjici vysledky méteni. Bylo zjiSténo, ze Ramanova spektroskopie je vhodnou
metodou, s jejiz pomoci Ize jednoduSe a rychle analyzovat konzumni lihoviny a zjistit zda

obsahuji smrtelné mnoZstvi methanolu.

Klicova slova: vibra¢ni spektroskopie, Ramanova spektroskopie, kalibraéni kiivka, metha-

nol, spektralni analyza, konzumni lihoviny

ABSTRACT

Topic of this thesis is related to the recent “methanol scandal” in the Czech Republic
which caused a several cases of the fatal poisoning due to a consumption of the consumer
spirits which contained methanol. Theoretical part describes the methods which can be
used to determine the presence and the concentration of the methanol in the consumer spi-
rits. In the practical part the Raman Spectroscopy is used to analyze prepared collection
of samples and the main goal is to evaluate possibility to recognize the dangerous quantity
of methanol in consumer spirits. For this purpose the calibration curves have been created
from the measured data. This thesis is also consider possible factors which can affect
the results of the measurement. It has been found that the Raman Spectroscopy is a suitable
method that allows easily and quickly analyze consumer spirits and determine whether

they contain the lethal amount of methanol.

Keywords: vibrational spectroscopy, Raman spectroscopy, calibration curve, methanol,

spectral analysis, consumer spirits
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UvoD

Hlavnim divodem pro vybér tématu diplomové prace byly udalosti kolem ,,methanolové
kauzy“ z roku 2012, ktera se odehrala na Gzemi Ceské republiky. Na podzim toho roku
doslo k ¢etnym piipadum otrav methanolem, ktery byl obsazen v konzumnich lihovinach.
Koncentrace methanolu byla tak vysoka, Ze otravy byly pro konzumenty smrtelné ¢i s do-
Zivotnimi zdravotnimi nasledky. VVzhledem k tomu, Ze ur¢ité mnoZzstvi lihovin obsahujici
smrtelné mnozstvi methanolu stale koluje mezi lidmi, dasledky ,,methanolové kauzy*
z podzimu roku 2012 pokracuji i do soucasné doby. Celkové bylo nutné pomérné rychle
a efektivné analyzovat velké mnozstvi lihovin s heznamym puvodem. Na tuto situaci rea-
govali vyrobci analytickych spektroskopickych piistrojii a uvedli na trh pfenosné Ramano-
vy spektrometry, s jejichz pomoci je mozné uréit koncentraci methanolu v konzumnich
lihovinach od 3 %. Nadlimitni mnoZstvi methanolu stanovené Nafizenim Evropského par-
lamentu a Rady (ES) ¢. 110/2008 vSak zacina pro nékteré kategorie lihovin od 0,6 %.
Cilem diplomové prace je ovétit moznosti laboratorniho Ramanova spektrometru a pokusit
se urcit i nizsi koncentrace methanolu v konzumnich lihovindch. Jednim z cilu je i zhodno-
ceni aspektli, které mohou ovlivnit vysledky méfeni vzorka konzumnich lihovin. Je ovére-
no, Ze Ramanova spektroskopie je pro podobné ucely velmi sofistikovanou metodou.
Ackoliv prvni pouzivana metoda pro analyzu lihovin v souvislosti s ,,methanolovou kau-
zou* byla plynova chromatografie, pozd&ji pii analyzovani velkého mnozstvi vzorku
se stala neefektivni. Bylo to hlavné z davodu ¢asové naroénosti pii méfeni. Dal$im nega-
tivnim faktorem byla i finan¢ni naro¢nost pii pouziti plynové chromatografie. Ramanova
spektroskopie je znama jako nedestruktivni, bezkontaktni a pomérné rychld metoda.
V porovnani s plynovou chromatografii 1ze rozhodné uvést nizsi naklady na analyzu vzor-
kt neznamych lihovin. DalSi vyhodou oproti plynové chromatografii je moznost méfeni
pies transparentni obaly. Tyto vSechny uvedené aspekty kladné ptispivaji k celkové-
mu vyuzivani pravé Ramanovy spektroskopie. Cilem této prace je tedy poukézat na moz-
nosti této metody pii identifikaci nebezpecnych latek, vytvorit postup méteni a metodiku
kvantitativni analyzy a zvazit vlivy, které mohou neptiznivé ovlivnit vysledky méfeni.
V teoretické ¢asti diplomové prace jsou uvedeny mimo Ramanovy spektroskopie a plyno-
vé chromatografie i dalsi metody, kterymi je mozné méfit koncentrace methanolu
v lihovinach. Oviem v praxi nejsou aZ tak efektivni pro uvedeny typ analyzy jako pravé

Ramanova spektroskopie.
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1 CHARAKTERISTIKAALKOHOLU

Alkoholy jsou organické chemické slouceniny, které spolu s fenoly patii do skupiny zvané
hydroxyderivaty. Obsahuji hydroxylovou skupinu (-OH), kterd miZe byt vazana na pri-
marni, sekundarni ¢i terciarni uhlikovy atom. Z tohoto hlediska je mozné alkoholy rozdélit
na primarni, sekundarni ¢i terciarni [1, s. 196]. Dal§i moznost rozdé¢leni je dle po¢tu hydro-
xylovych skupin (-OH) vazanych na uhlikovy atom. Timto zpisobem jsou rozliSovany
alkoholy jednosytné, dvojsytné (dioly), trojsytné (trioly), ¢étyfsytné (tetraoly), atd. [2]. Dle
typu uhlovodikového zbytku, na ktery je vazana hydroxylova skupina (-OH) je mozné al-
koholy dale rozdélit na acyklické (alifatické) a cyklické (alicyklické). Pokud je hydroxylo-
va skupina vazana na uhlikovy atom otevieného (pfimého nebo rozvétveného) uhlovodi-
koveho zbytku, jedna se o alkoholy acyklické. Je-li hydroxylova skupina vazana na uhli-
kovy atom uzavieného uhlovodikového zbytku, jedna se o alkoholy cyklické [3]. Alkoholy
maji slabé kysely charakter. Jejich struktura je podobna struktuie vody a jsou do znaéné
miry ve vodé rozpustné, zejména alkoholy s nizkou molekulovou hmotnosti [1, s. 197].
V ramci zaméfeni této diplomové prace jsou dale uvedeny a popsany dva dulezité alkoho-

ly, a sice ethanol a methanol.

1.1 Ethanol

Mezi nejznamgjsi alkoholy patii ethanol (etylalkohol, lih). Jeho racionalni konstituéni vzo-
rec je CH3-CH,-OH. Obsahuje jednu hydroxylovou skupinu (-OH) ktera je vazana na uh-
likovy atom, to znamend, ze je jednosytny. Jedna se o bezbarvou hoflavou kapalina pfi-
jemné vin¢. Ethanol ma bod varu 78,3 °C. Vyrabi se kvaSenim ruznych druht kvasinek

¢i synteticky, a to katalytickou hydrataci ethenu. [4, s. 15-16]

Obr. 1. Prostorovy model molekuly ethanolu [5]
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1.1.1 VyuZiti ethanolu

Ethanol je vyuZivan k vyrobé alkoholickych napoju, 1é¢iv, kosmetickych vyrobki, roz-
poustédel, organickych sloucenin, apod. PouZiva se téZ jako ekologické palivo pro spalo-
vaci motory ¢i jako dezinfekéni prostiedek. Pro technické ticely se ethanol tzv. denaturuje.

To znamena, Ze se pridaji aditiva, aby se stal nepozivatelnym. [2]

1.1.2  U¢inky na lidsky organismus

Lidsky organismus pfijimé ethanol trdvici soustavou po poziti alkoholickych népoju.
K nejvétsimu vstiebavani dochazi v tenkém stieveé. Za pul az jednu hodinu po poziti alko-
holickych napoji dochazi k maximalni koncentraci ethanolu v krvi. Jeho ptisobeni na lid-
sky organismus ma z mentalniho hlediska za nasledek docasné snizeni schopnosti reakce
a vyvolava pocit euforie. Uginky jsou v8ak individualni. ZaleZi na t&lesné hmotnosti a po-
hlavi ¢loveéka. Metabolizovani ethanolu probiha v prevazné Casti v jatrech. VIivem enzymu
alkoholdehydrogenaza se ethanol pfeménuje oxidaci na acetaldehyd (ethanal) a ten dale

na kyselinu octovou. Pravidelnym pozivanim alkoholu vznika zavislost - alkoholismus. [6]

1.2 Methanol

Methanol (methylalkohol, karbinol) je obdobné jako ethanol bezbarva hotlava kapalina
pfijemné viné. Jednd se o nejjednodussi acyklicky (alifaticky) alkohol. Jeho raciondlni
konstitu¢ni vzorec je CH3-OH. Obsahuje jednu hydroxylovou skupinu (-OH) a fadime jej
tedy mezi jednosytné alkoholy. Bod varu methanolu je 64,7 °C [4, s. 16]. Diive se vyrab¢l
suchou destilaci bukového difeva, proto byl hovorové nazyvan jako dievity lih. V dnes$ni
dobé je jeho nejrozsifenéjsi vyroba pramyslova. Jedna se o katalytickou hydrogenaci oxidu
uhelnatého z vodniho plynu, za pfitomnosti katalytické smési médi, oxidu zinec¢natého,

oxidu hlinitého za vysokych teplot (kolem 250 °C) a za tlakt 5 az 10 MPa [2].

HoH

Obr. 2. Prostorovy model molekuly methanolu [7]
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1.2.1 VyuZiti methanolu

Methanol se vyuzivé jako rozpoustédlo ¢i ptisada k pohonnym hmotam (vyroba bionafty).
Ptiblizné polovina produkce methanolu dale oxiduje na formaldehyd (methanal), ktery
slouzi k vyrobé polymerd. Dale se vyuziva k vyrobé dimethyleteru, kyseliny mravenci,

kyseliny octové, apod. [1, s. 219]

1.2.2 Uéinky na lidsky organismus

Mrwe

¢i sitnice oka. Dochazi tak ke zhorSeni zraku az oslepnuti. MnoZstvi, které lze povaZzovat
jako zdravi nebezpeéné je individualni. Stejné jako je tomu u ethanolu, zalezi na hmotnosti
a pohlavi ¢lovéka [8]. Methanol se metabolizuje na formaldehyd. Tento proces probiha
v jatrech. Dale se pfeménuje na kyselinu mravenéi a ta na oxid uhli¢ity. Oproti ethanolu
se methanol metabolizuje pomaleji, a to piiblizn¢ polovi¢ni rychlosti. Celkové odbourdvani
methanolu je pomaly proces. Odpovida ptiblizné sedminé rychlosti pro ethanol. Ethanol
oproti methanolu ma asi dvacetkrat vétsi schopnost se chemicky sloucit s alkoholdehydro-
genazou. Pii intoxikaci methanolem je ethanol podavan jako antidotum (protijed) [6]. Pii
intoxikaci methanolem je tedy doporuceno vypit jednorazové 200 ml kvalitniho destilatu
0 obsahu alespon 40 - 50 % ethanolu. Vyrazné se tak zpomali metabolismus methanolu
a podstatné se tak snizi jeho biochemické a klinické ucinky [9, s. 83]. Uvadi se, Ze nebez-
pecné nebo Zivot ohroZujici mnozstvi methanolu v alkoholickych napojich vznika v piipa-

~ v

dé, kdy neni dodrzen pomér methanolu a etanolu 1 : 10 nebo nizsi [9, s. 81].

1.2.3 Otravy methanolem v Ceské republice

Z historickeho hlediska byl na ¢eském Uzemi zminovan pouze jediny incident, tykajici
se otravy methanolem. Jednalo se o ne$tastnou udalost z konce druhé svétové valky. So-
vétsti vojaci tehdy pozili methanol z cisterny z chemicky v Usti nad Labem. Na nésledky
otravy, podle archivaie Vladimira Kaisera, zemiel jeden Cech a sedm sovétskych vojakd.
Nyni se do novodobé historie zapsal, co do rozsahu a bohuZel i po¢tu obéti, vétsi incident.
Jedna se o piipad z roku 2012 oznacovan jako ,,methanolova kauza“ ¢i ,,methanolova afé-
ra*“. [10]

Uvodni fakta o ,,methanolové kauze* v Ceské republice

K hlavni vIné otrav methanolem doslo na podzim roku 2012. Karvinska policie oznamila

6. zaii 2012 prvni ptipad dvou zemielych v Havifové [10]. 12. zati byl Ministerstvem
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zdravotnictvi ziizen krizovy Stdb a dale byl vyhlasen plosny zakaz stankového prodeje
alkoholickych napoju s vétsim nez 30 % obsahem alkoholu. 14. zati doSlo k uplnému za-
kazu prodeje, nabizeni a distribuci alkoholickych napoji s obsahem alkoholu vétSim nez
20 %. Distribuce a vyvoz lihovin o obsahu vétsim nez 20 % mimo tuzemi Ceské republiky
bylo zak&z&no ministrem zdravotnictvi 20. zafi. Ke zmirnéni prohibice doslo 27. zafi 2012,
a to povolenim prodeje zakazanych lihovin, které byly vyrobeny do 31. prosince 2011.
Zakazané lihoviny vyrobené po tomto datu mohly byt prodavany pouze v ptipadé, byl-li

zajistén doklad o ptivodu pouzitého lihu. [11, s. 19-21]

VySsetifovani a soudni proces

Policejni patrani vyustilo v piipad s nejvétsim poétem obvinénych v dé&jinach ¢eské krimi-
nalistiky. 24. zaii 2012 policie ozndmila, Ze kriminalisté objevili zdroj jedovatého metha-
nolu, a ten pochazel z CR. Doslo k zadrZeni dvojice hlavnich podezielych. Byli to Rudolf

Fian a Tomas Kiepela. Nize jsou uvedena jména hlavnich aktérti ,,methanolové kauzy*

a tresty, které jim soud vyméfil. [12]

Rudolf Fian doZivoti
Tomas Kiepela dozivoti
Jifi Vacula 15 let
Jifi Vacula 15 let
Martin Jirout 16 let
Alexander Jordan 13 let
Martin Svoboda 12 let
Robert Sedlarik 8 let

Martin Cekota
Viktor Koladek
Libor Vanderka

13 let a 6 mésicu
21 let

20 let a 6 mésicu

Aktualni informace o ,,methanolové kauze* v Ceské republice

Do konce roku 2014 zemielo na otravu methanolem 49 osob, a to na riznych mistech CR.
Nékolik desitek osob bylo hospitalizovano s trvalym poskozenim zraku. Tato ¢isla vSak
nemusi byt kone¢na vzhledem k tomu, Ze mnoZzstvi jedovatého methanolu stale koluje me-
zi lidmi a po hlavni vin€ otrav se objevuji nové obéti. Tii muze obzalované v hlavni ¢asti

»methanolové kauzy“ olomoucky vrchni soud propustil na svobodu. Viktor Kolac¢ek, Mar-
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tin Jirout a Libor Vanderka byli pivodné odsouzeni k vysokym trestim. Vrchni soud vSak
jejich tresty v lednu 2015 zrusil. Po zruseni ptavodnich rozsudkt nasledovalo v pondéli 9.
unora pravidelné soudni jednani, pti némz se kazdé tfi mésice rozhoduje o prodlouzeni
vazby. Kromé téchto tii obzalovanych byl rozsudek v lednu zrusen a pripad vracen kraj-
skému soudu také u Alexandra Jordana, AleSe Svobody, Martina Cekoty a Roberta Sedla-
fika. Ty ale pfedtim soud do vazby nevzal. Z ptivodni hlavni vétve ,,methanolové kauzy*
tak ve vazbé¢ jiz neni nikdo. Hlavni aktéfi kauzy Kiepela a Fian, kterym vrchni soud zacat-
kem tnora potvrdil dozivotni tresty, byli jiz podle Lichnovského pfevedeni do vykonu tres-

tu. Sedlatik je ve vézeni kvili jinému ptipadu. [13]

1.2.4 Otravy methanolem ve svété

K podobné sérii otrav doslo v zafi 2001 v Pernovském kraji v Estonsku, kdy napoje vyro-
bené z methanolu z odcizenych sudii zavinily smrt 68 lidi a zptsobily trvalé nasledky dal-
§im 43 osobam. Pan¢ovany alkohol s pfemirou methanolu zabijel i v jinych statech. V roce
1981 zahynulo v indickém Bengaluru 308 lidi, v bangladésském Narsingdi zemielo v roce
1999 celkem 113 lidi a 137 lidi zemielo v roce 2000 v keniském Nairobi [14]. Dalsi zemé
spojené s hromadnou otravou methanolem jsou naptiklad Norsko (2002), Tunisko (2003),
Cina (2004), Indie (2009) nebo Turecko diky udalosti z roku 2011 [15].
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2 KONTROLA OBSAHU METHANOLU V LIHOVINACH

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny soucasné metody uzivané pro stanoveni piitom-

nosti a koncentrace methanolu v konzumnich lihovinach.

2.1 Povoleny obsah methanolu v konzumnich lihovinach

Jednou z vlastnosti tykajici se ovocnych destilatt je to, Ze mohou obsahovat ur¢ité mnoz-
stvi methanolu, které vznika pfi procesu kvaseni. Povolené mnozstvi methanolu v ovoc-
nych destilatech stanovuje Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 110/2008,
o definici, popisu, obchodni upravé, oznacovani a ochran¢ zemépisnych oznaceni lihovin.
Dle zminéného natfizeni je povolené mnozstvi methanolu stanoveno podle kategorie,
do které dana lihovina patii. Z téchto kategorii vyplyva, Ze naptiklad Vinny destilat, Bran-
dy a Weinbrand jsou lihoviny obsahujici nejvyse 200 g methanolu na hektolitr ethanolu
o koncentraci 100 % objemovych. Matolinovice ovocna je lihovina, kterd musi spliiovat
podminku obsahu methanolu v mnoZstvi nejvyse 1 500 g na hektolitr ethanolu o koncent-
raci 100 % objemovych. U ovocnych destilatt je maximalni obsah methanolu zévisly
na druhu ovoce nebo bobuloviny, ze které byl ziskan. Pro slivy, mirabelky, Svestky, jablka,
hrusky, maliny, ostruziny, meruriky a broskve je to 1 200 g na hektolitr ethanolu o koncen-
traci 100 % objemovych. Pro hrusky odriidy "Williams", ¢erveny rybiz, ¢erny rybiz, jefa-
biny, bezinky, kdoule a bobule jalovce plati, Ze maximalni obsah methanolu je 1 350 g
na hektolitr ethanolu o koncentraci 100 % objemovych. Destilaty z cidru a z perry obsahuji

nejvySe 1 000 g methanolu na hektolitr ethanolu o koncentraci 100 % objemovych. [16]

2.2 Plynova chromatografie

V souvislosti s ,,methanolovou kauzou®, byla plynova chromatografie (GC) vyuZivanou
metodou pro stanoveni obsahu methanolu v konzumnich lihovinach [11]. Jedna se o jednu
z fyzikalné chemickych metod, kterd umoznuje separaci slozek obsazenych v analyzova-
ném vzorku. Zékladem je rozdélovani slozek mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Jedna
faze se nazyva stacionarni. Druha faze je mobilni. V piipadé plynové chromatografie
se u mobilni faze jedna o plyn. K tomu, aby doslo k separaci sloZzek ze vzorku, je ptedpo-
kladem vzajemné rozdilna afinita (pfilnavost) k jednotlivym fazim. Pokud ma jedna slozka
vétsi afinitu k mobilni fazi, je touto fazi vice unasena. Ma-li slozka vétsi afinitu ke stacio-
narni fazi je mobilni fazi unasena naopak méné. Metoda byva doplnéna hmotnostni spekt-

roskopii (Mass Spectrometry) ozna¢ovana zkratkou GC-MS. [17]
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2.2.1 Konstrukce plynového chromatografu

vzorek vystup plynu do atmosféry
I 4 signal detektoru
—>
g \ b vyhodnocovaci
§ d‘?ihtmraf; \ detektor rafizeni
T | regulaéni kolona

E systém
{ \ termostat

tistici zafizeni

zdroj nosneého plynu

Obr. 3. Schématické zndzornéni plynového chromatografu [18, s. 11]

Zdroj nosného plynu - Je tvofen tlakovou lahvi obsahujici helium, dusik ¢i argon. Nosny

plyn byva ur€en druhem pouzité kolony a detektoru.

Cistici zaFizeni - SlouZi jako filtr k zachyceni neéistot a vlhkosti v nosném plynu. Déle
zbranuje poskozeni staciondrni faze v kolon¢ tim, Ze odstranuje stopy reaktivniho kysliku.
Regulacni systém - Je realizovan ventilem. Dle pouzitého typu miize zajistovat staly pri-
tok nosného plynu nebo proménlivy programoveé se ménici.

Davkovacé (injektor) - slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Technika dav-

kovani musi zajistit odpateni vzorku v co nejkrat$§im ¢ase. Roztoky se davkuji pomoci in-

jekénich stiikacek (0,1 - 10 pl) ptes pryzové septum.

Kolona - V této ¢asti chromatografu se nachazi stacionarni faze. V koloné dochazi k sepa-

raci slozek.
Detektor - Umoziuje detekovat pritomnost latek v nosném plynu.

Vyhodnocovaci zaFizeni - Vystupem je chromatograficka kiivka, jejiz podoba zavisi

na prubéhu signalu z detektoru.

Termostat - Zajist'uje spinani ohfevu davkovace, kolony, detektoru a udrZuje tak dostatec-

né vysokou teplotu, aby vzorek setrval v plynném stavu. [18, s. 10-12]
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2.2.2 Popis funkce

Kolonou neustéle prochazi nosny plyn. VVzorek je injektorem zaveden do proudu nosného
plynu ve formé& par. V kolon€ dochazi k separovani slozek vzorku, a to v zavislosti na mife
afinity (pfilnavosti) se stacionarni fazi. Latky postupné vychdzeji z kolony a nasledné
do detektoru, kde je indikovana okamZit4 koncentrace separovanych latek v nosném plynu.
Signal z detektoru je zpracovan pomoci vyhodnocovaciho zatizeni. Toto zatizeni zakreslu-

je chromatografickou ktivku (tzv. chromatogram).

Methanol Chromatogram

2000+

Volume injected: 0.20 uL
Initial temp: 70°C
Hold: 1 min
Ramp rate: 10 “C/min
Final temp: 80°C

Signal (mV)

Hold: 4 min
Total length: 6 min
Pressure: 7 kPa

1000+

Time (min}

Obr. 4. Chromatograficka krivka methanolu [19]

Na obrazku (Obr. 4) je ptiklad chromatografické kiivky methanolu. Osa X znazorfuje Cas
a 0sa Y intenzitu signélu z detektoru. Podle polohy piku lze ur€it identitu latky. Koncentraci
latky je mozno uréit porovnavanim ploch pikd standardniho vzorku (znama koncentrace)
a ploch piki zkoumaného vzorku (neznama koncentrace). Je-li soucasti chromatografu

pocita¢, vyhodnocovani provadi program. [17]

2.3 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Dalsi chromatografickou metodou vhodnou pro stanoveni pfitomnosti methanolu v kon-
zumnich lihovinach je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. V odborném textu je téz
znama pod zkratkou HPLC (High Performance Liquid Chromatography) [20]. Na rozdil
od plynové chromatografie je mobilni faze tvofena kapalinou. Analyzovany vzorek neni
nutné pievadét na plyn a je mozné metodu vyuzit pro separaci nestalych sloucenin. U vét-
Siny separaci HPLC téZ neni nutné nastavovat teplotu, jelikoZ proces probiha pii laborator-
ni teploté. Principidlné se separacni déje u kapalinové chromatografie nelisi od chromato-

grafie plynové. [18, s. 25]
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2.3.1 Konstrukce kapalinového chromatografu

terpadlo davkovaci
zafizeni
rizeni sloZeni E
mobilni faze

A vzorek

kolona

smésovaci
zafizeni

zasobniky .
mobilni faze vyhodnocovaci

zafizeni

detektor f

Obr. 5. Schématické zndazorneni kapalinového chroma-

tografu [18, s. 25]
Cerpadlo - Zajist'uje pritok mobilni faze od fadové nékolika pl do desitek ml za minutu.
SméSovaci zarizeni - Umoziuje ménit slozeni mobilni faze, a to i béhem separace.
Je mozno jej fidit programove.
Davkovaci zaFizeni - Slouzi k zavedeni vzorku do mobilni faze. Je realizovano injekénimi
systémy nebo obtokovym davkovacim kohoutem.

Kolony - Zde je umisténa stacionarni faze. PouZzivaji se pouze naplnové.

Detektory - Pouzivaji se fotometrické, refraktometrické a fluorescenéni. U vysokotc¢inné

kapalinové chromatografie by mély byt malo citlivé na mobilni fazi a selektivni pro analy-
ty.
Vyhodnocovaci zafizeni - Vystupem je chromatograficka k¥ivka, jejiz podoba zavisi

na prub¢&hu signalu z detektoru podobné jako u plynového chromatografu. [18, s. 25-26]

2.3.2 Popis funkce

Vzorky jsou davkovacim zafizenim zavadény do mobilni faze. Odtud jsou jednotlivé sloz-
ky vzorku unaseny na kolonu, kde v zavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech do-
chazi k separaci analytti. Analyty jsou po prichodu separa¢ni kolonou detekovany v pruto-
kové cele detektoru. V detektoru je méiena fluorescence, absorbance, index lomu a elek-

tricka vodivost. Vystup je zpracovan pomoci vyhodnocovaciho zafizeni a stejné jako
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u plynové chromatografie je vykreslen chromatogram, z néjz je hodnocena plocha nebo
vyska piku. [21]

2.4 Cyklickéa voltametrie

DalSi metodou pomoci niz je mozné stanovit koncentraci methanolu v konzumnich lihovi-
nach je cyklickd voltametrie. Je to metoda odvozena od polarografie, pfi niZ se provadi
elektrolyza zkoumaného roztoku. Cyklicka voltametrie je zaloZena na sledovani proudové
odezvy v obvodu pracovni a pomocné elektrody v zavislosti na napéti (trojuhelnikovy pri-
beh potencialu) vkladaném mezi pracovni a referencni elektrodu. Vystup méfeni zndzornu-
je voltagram. Jednotlivé piky ve voltamogramu charakterizuji kazdou molekulu analytu.
Vyska piku udava mnozstvi molekul, které podlehly elektrochemické reakci a dle potencia-
lu, ve kterém je pik ve voltagramu umistén lze uréit danou latku. [22, s. 108] V lednu roku
2013 byl publikovan zptsob pro soucasné stanoveni methanolu a ethanolu v bioethanolu

pouZzitim cyklické voltametrie [23].

2.5 Fotometricka metoda

Koncentraci methanolu v konzumnich lihovinach je mozno stanovit i pomoci fotometrie.
Tou lze zjistovat koncentraci urcité latky v roztoku na zdklad€ pohlcovani svétla o urcité
vinové délce. Porovnava se intenzita zbarveni vzorkti o neznamé koncentraci s roztokem
znamé koncentrace. V normé CSN 56 0210-9 (Metody zkouseni lihovin) je popsan postup
a provedeni zkousky na stanoveni methanolu v brandy a vinném destilatu. Metoda je zalo-
Zena na oxidaci methanolu v kyselém prostiedi manganistanem draselnym na formaldehyd,
ktery tvofi s kyselinou chromotropovou nebo jeji dvousodnou soli slouc¢eninu rizovofialo-

vé barvy. [24, s. 1]

2.5.1 Priprava ke zkouSce

Pted provedenim zkousky se pfipravi sedm srovnavacich roztokii o rizné koncentraci
methanolu a kontrolni roztok. Tyto roztoky slouzi k sestrojeni kalibra¢ni k¥ivky, a to mé-
fenim absorbance srovndvacich roztokli proti kontrolnimu roztoku. M¢éteni se provadi

na spektrofotometru nebo fotoelektrokolorimetru pti vinové délce 575 nm. [24, s. 1-3]

2.5.2 Provedeni zkou3ky

Brandy nebo vinny destilat se pted provedenim zkousky fedi destilovanou vodou na roztok

s objemovym podilem alkoholu 40 %. Vznikly roztok se destiluje. Ze ziskaného destilatu
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se stanovi hmotnostni koncentrace methanolu. Dale se piipravi kontrolni roztok z destilo-
vané vody. Ke zkouSce je mozno pouZit destilat brandy nebo vinného destilatu po stanove-
ni obsahu ethanolu. V tomto piipadé se fedi destilat na roztok s objemovym podilem etha-

nolu 40 %. V bezbarvém vinném destilatu se stanoveni provadi bez destilace.
Hmotnostni koncentrace methanolu v brandy a vinném destilatu X [ g -dm™] se vypo¢ita
podle vzorce:

X=A-K Q)
kde A [g-dm™] je hmotnostni koncentrace methanolu ve zkoumaném roztoku zjisténa
v kalibra¢nim grafu a K je ¢initel fedéni brandy nebo vinného destilatu.

Koneénym vysledkem je aritmeticky primér dvou soubéznych stanoveni, mezi nimiZ neni
Vv ’ v -3 v s ’, . Vs ~ 7 . . r
vétsi rozdil nez 0,1 g -dm™. Kone¢ny vysledek se vyjadiuje s pfesnosti na jedno desetinné

misto. [24, s. 3-4]



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 22

3 METODY VIBRACNI SPEKTROSKOPIE

Vibraéni spektroskopie je souhrnny termin pouZivany zejména v souvislosti s analytickymi
technikami, a to infracervenou (IR), Ramanovou a terahertzovou spektroskopii [25, s. 9].
Spektroskopické metody poskytuji nedestruktivnim zpisobem informace o molekularni
struktufe a slozeni zkoumaného vzorku. Lze jimi méfit pfechody mezi vibra¢nimi hladi-
nami, které souvisi s vibracemi chemickych vazeb ve vzorku. Neexistuji dvé ruzné latky
se stejnym spektrem. Ziskané spektrum je unikatni a lze jej srovnat s jedine¢nosti otisku
prstu. Metody vibra¢ni spektroskopie jsou pouzivany pro identifikaci latek, objasnéni
struktury, sledovani reakci, kontrolu kvality, ¢i kvantitativni ur€eni mnozstvi latky
ve zkoumaném vzorku. Jsou tedy vyuzitelné i pro méteni obsahu methanolu v konzumnich
lihovinach. [26, s. 179]

3.1 Molekularni oscilace

Zjednoduseny model dvouatomové molekuly je znazornén na obrazku (Obr. 6).

e ()))'e

Obr. 6. Model dvouatomové molekuly [27, s. 8]

Atomy jsou reprezentovany dvéma hmotnymi body m; a m,, které jsou spojeny pruzinou.
Jako vibrace dvouatomové molekuly je chapana periodickd zména mezijaderné vzdalenos-

ti. Jedna se tedy pti klasickém popisu o oscilator, pro jehoZ frekvenci plati vztah:

k
L @)

"2z \m,
kde mgr je redukovana hmotnost, k je silova konstanta [26, s. 7-10]. Pro redukovanou
hmotnost plati nésledujici vztah:

_ m, -m,

mg =
m, +m,

©)



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 23

\

\

\ 1
\
\

0 fb r
Obr. 7. Krivka potencidlni energie harmonického oscildatoru [27, s. 11]

Na obrazku (Obr. 7) je grafické znazornéni vychyleni atomt z rovnovazné polohy s ener-
getickymi hladinami podle kvantové mechaniky. Osa x ptedstavuje vychyleni atomu r, kde
v bodé rg je rovnovazny stav. Na osu y je vynesena energie E. Podle klasické mechaniky,
mize harmonicky oscilator kmitat s libovolnou velikosti amplitudy, coZz znamena,
7e muze mit libovolné mnozstvi energie, velké nebo malé. Kvantova mechanika, vSak uka-
zuje, ze molekuly mohou existovat pouze v urcitych energetickych stavech. Energie je tedy

dana vztahem:

1
E=hv-(n+Ej 4)

kde h je Planckova konstanta, v je frekvence oscilatoru a n je vibraéni kvantové ¢islo. Pro

rozdil energetickych hladin harmonického oscilatoru plati nasledujici vztah:
AE =hv (5)

K pfechodu mezi energetickymi hladinami dojde, pokud je molekule dodana energie pro-
stitednictvim elektromagnetického zateni a zaroven energie, ktera je rovna rozdilu energe-

tickych hladin. [27, s. 11]
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Obr. 8. Krivka potencidlni energie anharmonického oscilatoru [27, s. 11]

Z obrazku (Obr. 8) je patrné, Ze u anharmonického oscilatoru se vzdalenosti mezi energe-
tickymi hladinami s rostouci energii zmen3uji. Pro anharmonicky oscilator plati dle kvan-

tove mechaniky nésledujici vztah:

1 1)
E:hV'(n'FE—q'(V'FE]J (6)

kde g je anharmonicka konstanta. V realnych systémech je kladna, coz je divodem, pro¢
energetické hladiny nejsou ve stejné vzdalenosti tak, jako je tomu u modelu harmonického
oscilatoru. [26, s. 25-26]

3.2 Molekularni pohyb

Molekularni pohyb miiZe nastat v podstaté tfemi riznymi zpusoby:
- molekula se pohybuje jako celek,
- otaCenim kolem vlastni osy,
- vibracni pohyb (pravidelné zmény atomarnich vazeb).

Déle bude rozebran vibra¢ni pohyb, ktery je dulezity pro popis energetickych zmén. Dosud
bylo uvazovano pouze s dvouatomovymi molekulami. V piipad¢ viceatomovych molekul
je vibra¢ni pohyb popsan zakladni frekvenci nebo riznymi typy vibraci, které jsou defino-

vany nasledujicimi podminkami:
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- vSechny atomy molekuly se pohybuji se stejnou frekvenci a obvykle ve stejné fazi,
- vibracni pohyb nezptsobi pfesun nebo rotaci molekuly jako celku,

- kazdy typ vibrace miiZze byt vybuzen samostatné. [28, s. 255-259]

3.2.1 Specifikace vibra¢nich modi

Z&kladni typy vibraci

zména délky jedné nebo vice vazeb (Stretching Vibrations),

zména uhlt vazeb v roviné (In-Plane Bending Vibrations),

pohyb jednoho atomu mimo rovinu (Out-of-Plane Bending Vibrations),

- pohyb vice atomd mimo rovinu (Torsion Vibrations).

Molekularni symetrie
U vibraci, pfi kterych dochazi ke zméné délky vazby (Stretching) existuji dvé varianty:
- symetrickeé vibrace,

- asymetrické vibrace. [28, s. 259-261]

Deformac¢ni vibrace
- rovinné - kyvadlové (Rocking), ntizkové (Scissoring),

- mimo rovinné - kroutivé (Twisting), v&jitové (Wagging). [29]

e iy
" A

Symmetric Antisymmetric In-plane
stretching stretching scissoring
t_h"ﬂ L - e
0\3/3. éo‘c/O% | & .
ps » ~
In-plane Qut-of-plane Out-of-plane
rocking wagging twisting

Obr. 9. Vibracni mody dvouatomové molekuly [29]
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3.3 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda, ktera umoziuje nedestruktivnim zptisobem zkoumat
mikroskopickou strukturu ¢i sloZeni latek v pevném, plynném a kapalném skupenstvi [30].
Zakladem Ramanovy spektroskopie je nepruzny rozptyl svétla. Rakousky fyzik Adolf
Smekal, ptedlozil roku 1923 teorii o tomto rozptylu, ktery byl experimentalné pozorovan
a popsan indickymi fyziky az v roce 1928. Byli to sir C. V. Raman a K. S. Krishnan. Od té
doby byl zminény nepruzny rozptyl svétla oznacovan jako Ramanuv jev. Roku 1930 byla

C. V. Ramanovi udélena Nobelova cena za fyziku. [27, s. 3]

3.3.1 Princip Ramanova jevu

Jako zdroj svételného zafeni se v Ramanové spektroskopii pouZivaji lasery, a to z oblasti
ultrafialového zafeni, z oblasti viditelného svétla a z blizké infracervené oblasti. Laser
slouzi jako excita¢ni zdroj, kterym jsou ozareny molekuly vzorku. Fotony z excita¢niho
zdroje interaguji se vzorkem. Cast fotonil se absorbuje a ¢ast je rozptylena. Dochazi

K nepruznému a pruznému rozptylu svétla. [27, s. 63]

NepruZzny rozptyl svétla

Nepruzny rozptyl svétla vznika interakci elektromagnetického zafeni s molekulou zkou-
maného vzorku. Jakmile fotony interaguji s vibra¢nimi a rotaénimi stavy molekuly, docha-
zi k vyméné energie. Rozdil mezi energii dopadajiciho a rozptyleného fotonu odpovida
nékterému z vibracnich energetickych piechodti v molekule. Energie fotonu po srézce

s molekulou je dana vztahem:
AE = h(Vo * Vvib) (7

kde h je Planckova konstanta, vy je frekvence elektromagnetického zafeni dopadajiciho

na molekulu, vy je vibracni frekvence molekuly. Nepruzny rozptyl svétla ma dvé varianty.

a) Stokesiiv rozptyl - vznika v ptipad¢, ze molekula po interakci s fotonem prechazi
do vysSiho vibrac¢niho energetického stavu a foton ma mensi energii a vétsi vinovou

délku. Pro energii fotonu pak plati:

AE = hVo - hvvib (8)
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b) Anti-Stokesiiv rozptyl - foton pfijima energii od molekuly a ma krat$i vinovou

délku. Pro energii fotonu plati:
AE =hv, +hv,, 9)

Anti-Stokestiv rozptyl ma mensi pravdépodobnost vzniku nez Stokestiv. Spektra jsou

Vv praxi méfena v oblasti Stokesova rozptylu. [26, s. 60-62]

Pruzny rozptyl svétla

U pruzného rozptylu svétla nedochédzi ke zménam energie fotonu. Vyzatreny foton i foton
z excitaéniho zdroje maji stejnou vinovou délku a molekuldm vzorku neni ptfedana zadna

energie.
AE =h-v, (10)
Pruzny rozptyl svétla nazyvame Rayleightiv rozptyl. Tento rozptyl pfi interakcich vznika

vzdy, ale jelikoz nenese zadnou informaci o struktute latek, je z vyslednych paprsku odfil-

trovan. K tomuto tcelu se pouzivaji tzv. Rayleighovy filtry [31].

A T %
Virtualni stav
hhhhh Jl:“_h“- ‘“"J-khh“h-
=
S
k= hv, v, + hv
5| | | v, | | v, —hv,,
2
L
¥ E,+hv,
) 4 Y E,
Rayleighuv Stokesuv Anti-Stokesuv
(pruzny) rozptyl rozptyl rozptyl
L
N
Ramanuv
(nepruzny) rozptyl

Obr. 10. Znazornéni energetickych prechodii pro Rayleighitv a Ramaniiv rozptyl [31]
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3.3.2 Podminky vzniku Ramanova jevu

Aby mohl vzniknout nepruzny rozptyl svétla, je nutné splnit podminku nenulové polarizo-
vatelnosti a. Polarizovatelnost miize byt popsana jako schopnost deformace elektronového
obalu molekuly pusobenim elektrického pole. Nesymetrické rozdéleni naboje popisuje

dipélovy moment p, pro néz plati:

kde « je polarizovatelnost a E je sila elektrického pole. [26, s. 62-63]

3.3.3 Ramaniv spektrometr

Spectromete

CcCcD

igh efficiency
ilter

|’

Holographic

Ibeam splitter

' LJSar'nple

Obr. 11. Systém pro Ramanovu spektroskopii [32]

Pro méfeni Ramanova rozptylu se pouZiva védecky pfistroj zvany Ramantv spektrometr.
Ramanovy spektrometry je mozno rozdélit do dvou kategorii dle pouzité technologie, a to
disperzni spektrometry a spektrometry s Fourierovou transformaci. Kazda z uvedenych
technologii ma své vyhody a je vhodna pro specifické typy analyz. U vétSiny dneSnich
Ramanovych spektrometrti pro laboratorni ucely je jeho soucasti mikroskop. Ten umoznu-
je lepSi zkoumani velmi malych vzorku a detekci velmi malého mnozstvi materialu. V pii-
strojich jsou k detekci pouzity chlazené CCD Ccipy, které se vyznacuji nizkym Sumem.
K spektroskopu je mozné zapojit vice lasert. Z divodu velké intenzity a vétsi pravdépo-
dobnosti vyskytu Rayleighova rozptylu na ukor Ramanova rozptylu jsou v pfistroji insta-
lovany filtry. VétSinu laboratornich spektrometrti je mozno ovléadat ptes PC. VSechny ope-
race jsou tak provadény pres uzivatelské rozhrani. [25, s. 22-30]



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 29

ey [oounis]

500 1000 1500 2000 250 3000 3500
Faman Shil o 1)

Obr. 12. Ramanovo spektrum polyesteru [33]

Vystupem méfeni (spektralni analyzy) je Ramanovo spektrum. To obsahuje informace
0 vibra¢nich stavech molekuly. Osa X piedstavuje vlnodet V [cm™], coZ je prevracena
hodnota vinové délky. Na osu y je vynesena intenzita Ramanova zateni [Counts]. Kazdé
urcité vibraci molekuly odpovida prislusny Ramantiv pas, ktery ma tedy pro danou vibraci

pfesné stanovenou pozici. [34, s. 6-7]

3.3.4 Varianty Ramanovy spektroskopie

Bylo vyvinuto n¢€kolik variant Ramanovy spektroskopie, zejména z divodu nizké intenzity
Ramanova rozptylu. NiZe uvedené varianty vedou ke zvyseni citlivosti, zlepSeni prostoro-

veho rozliSeni, nebo umoznuji ziskat velmi specifické informace o zkoumaném vzorku.

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)

Jedna se o techniku, ktera umoziuje zvyseni intenzity Ramanova rozptylu, a to molekula-
mi adsorbovanymi na vhodné kovove povrchy. Typickymi kovy pro tento tcel jsou zlato
nebo stfibro. Dochdzi ke zvySeni polarizovatelnosti molekul diky silné interakci s kovo-
vym povrchem. Intenzita dopadajiciho i rozptyleného zafeni se vyrazné zesiluje diky reso-
nanéni excitaci povrchovych plasmoni v kovu. SERS se vyuziva v piipadech kde je citli-
vost & rychlost klasické Ramanovy spektroskopie nedostatecné. Signél vzroste a7 10° krat.
[34,s.113-117]
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Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RR)

Pti této technice je volena vinova délka excitatniho zdroje tak, aby byla pfiblizena k ma-
ximu absorpéniho pasu zkoumaného vzorku. Obvykle to znamena oblast UV-viditelné
absorpce. Signal vzroste aZ 10° krét. [27, s. 358-359]

Rezonanéni povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERRS)

Piedstavuje kombinaci technik SERS a RR pro zvySeni intenzity Ramanova rozptylu.
[34,s. 113-116]

Hrotem zesilena Ramanova spektroskopie (TERS)

Tato technika je v podstaté variantou SERS. V tésné blizkosti povrchu zkoumaného vzorku
(obvykle n¢kolika nanometrtr) je umistén kovovy hrot. Stejné jako u SERS se pouziva zla-
to nebo stiibro. Kovovy hrot slouzi ke zvySeni intenzity elektrického pole. Ramantiv signal
je generovan pievazné na Spi¢ce hrotu, kde je intenzita elektrického pole maximalni.
[25, s. 235-238]

Koherentni Anti-Stokes Ramanova spektroskopie (CARS)

K vytvofeni Ramanova rozptylu jsou pouzity dva laserové paprsky. Metoda se pouZiva
jako prostfedek ke snizeni fluorescence. Ramantiv rozptyl je ziskan nelinearni konverzi
dvou laserovych paprskii do jednoho, ¢ili je vytvofen paprsek vysoké intenzity v oblasti
Anti-Stokesova rozptylu. Metoda je velmi vhodné pro ziskani Ramanova spektra fluores-
Kujicich vzorkd napft. plynt ve vybojich ¢i plazmatu. Je vyuzivana v atmosférické chemii.
[27, s. 501-502]

VyuZiti Ramanovy spektroskopie

Moderni Ramanova spektroskopie je v praxi pomérné jednoduchy, variabilni nastroj urée-
ny k analyze latek. Pomoci této metody je mozné zjistovat slozeni, strukturu zkoumaného
vzorku, koncentraci vybrané latky ve zkoumaném vzorku, a to pfi minimalni ptipravé
a obvykle i v minimalnim ¢ase uréeném pro méfeni. Z tohoto faktu vychazi i mnozstvi
obort, které vyuzivaji n€kterou z technik Ramanovy spektroskopie. NiZe jsou uvedeny
nékteré obory a védy vyuZivajici Ramanovu spektroskopii. U kazdé oblasti je zminén pfi-
Klad konkrétnéjsi moznosti vyuziti. Ten vSak pro dany obor ¢i védu nemusi byt zdaleka

jediny.
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Priklady vyuziti Ramanovy spektroskopie:

Pyrotechnika (identifikace vybusnin)

Potravinaistvi (kontrola kvality potravin)

Uméni a archeologie (ovéfovani pravosti uméleckych predméti)
Farmaceutické aplikace (detekce padélki 1é¢iv)

Biologie (studium DNA)

Forenzni védy (analyza stop)

Nanotechnologie (analyza uhlikovych nanotrubic)

Elektronika (kontrola kvality soucastek)

Mineralogie (analyza anorganickych latek a minerala) [34, s. 135-172]

3.4 Infracervena spektroskopie

Infracervenou spektroskopii, stejn¢ jako Ramanovu, Ize oznacit jako nedestruktivni analy-
tickou metodu, poskytujici informace o molekularnim sloZeni zkoumaného vzorku. Umoz-
fluje analyzovat latky v pevném, plynném a kapalném skupenstvi. Infracervena spektro-
skopie se déli dle oblasti vinovych délek zvoleného elektromagnetického zatreni na dalekou
(FIR), stiedni (MWIR) a blizkou (NIR) infraervenou spektroskopii. Nejvétsi vyznam
ma v praxi stfedni infracervena oblast. K méfeni se pouzivaji dispersni spektrometry

a spektrometry s Fourierovou transformaci (FTIR). [35]

Radio Waves

0.75m  3pm 30um
NIR MWIR FIR

Obr. 13. Elektromagnetické spektrum [35]
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3.4.1 Princip infracervené spektroskopie

Metoda je zaloZena na interakci elektromagnetického (IR) zafeni s molekulami zkoumane-
ho vzorku. P#i pruchodu vzorkem dochazi k absorpci infra¢erveného zafeni, kde podmin-
kou je nenulova zména dipolového momentu p molekuly. Vystupem méteni je infracerve-
né spektrum - na obrazku (Obr. 14) je jako piiklad uvedeno spektrum methanolu. Na osu X
je vynasen vlno&et (pfevracend hodnota vlnové délky) v em™ (podobné jako u Ramanovy
spektroskopie) a na osu y transmitance T v procentech, vyjadiujici mnozstvi zafeni proché-
zejiciho vzorkem. V nékterych piipadech je na osu y vynesena absorbance v bezrozmér-
nych jednotkach. Absorbance je definovana jako dekadicky logaritmus 1/T. Infracervena
a Ramanova spektroskopie jsou v dnesni dobé nejpouzivanéjSimi metodami umoznujici
méfeni vibra¢nich energii ¢astic (rotacné vibra¢ni prechody molekul). V zavislosti na typu
vibrace, ktera je urena symetrii ¢i asymetrii molekuly, je rozhodujicim faktorem pro to,
zda se zkoumana latka v infraéerveném spektru projevi ¢i nikoliv. Zpravidla se latky neak-
tivni v infraerveném spektru dobie promitnou v Ramanov¢ spektru. Ramanova a infracer-

vena spektroskopie jsou vzajemné komplementarnimi metodami. [26, s. 94-103]
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Obr. 14. Infracervené spektrum methanolu [7]

3.4.2 Infracervena spektroskopie kombinovana s plynovou chromatografii

Kombinace plynové chromatografie s infraGervenou spektroskopii (GC-FTIR) pfedstavuje
dalSi metodu urc¢enou k identifikaci latky a analyze jeji struktury. Plynovy chromatograf je
u této kombinace pouzit k separaci sloZzek zkoumaného roztoku. Jednotlivé slozky jsou

nasmérovany do FTIR spektrometru, kde vystupem je infracervené spektrum vzorku.
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Metoda je vhodna zvlasté pro identifikaci izomera a je rychlejsi nez klasicka plynova
chromatografie. Tato technika je komplementarni k GC-MS (plynova chromatografie

s hmotnostni spektrometrii). [36, s. 43]

3.5 Terahertzova spektroskopie

Terahertzova spektroskopie vyuziva oblast elektromagnetického zateni mezi 100 GHz a 10
THz. Toto zafeni je neionizujici a ma schopnost pronikat nevodivymi materialy. Nedokéaze
tedy proniknout vodou a kovy. Terahertzové zateni dokaze vybudit polarni kmity mitize
v pevnych latkach a vibrace vétSich fetézci biomolekul, indukovat plasmové oscilace vol-
nych nosi¢i a interagovat s nosi¢i naboje lokalizovanymi v nanoc¢asticich. Existuje nékolik

nastroji a metod terahertzové spektroskopie:
- spektrometry s Fourierovou transformaci (Fourier-Transform Spectrometer),
- heterodynni spektrometry,

- terahertzova spektroskopie v ¢asové doméné (Time-Domain Spectroscopy). [37]

3.5.1 Zdroje terahertzového zaieni

Pro terahertzovou spektroskopii bylo vyvinuto n€kolik umélych zdroji. Mezi hlavni zdroje

terahertzového zareni patii:
- oscilator se zpétnou vinou,
- kvantové kaskadové lasery (pro generovani uzkopasmového THz zateni),
- lasery s volnymi elektrony,
- polovodicové terahertzové emitory,

- optické usmérnovani (Bulk Electrooptic Rectification). [37, s. 103-140]

3.5.2 Detektory terahertzového zareni

Co se tyka detekce terahertzového zareni, je vyzadovana vyssi citlivost detektoru. Jsou

pouzivany nasledujici typy detektorti:
- teplotni detektory (pyroelektricky detektor),
- fotovodivé detektory,

- heterodynni detekce. [37, s. 169-222]



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 34

4 DILCI ZAVER - ZHODNOCENI UVEDENYCH METOD

V nésledujici kapitole je struéné shrnuti a zhodnoceni metod pouZivanych v souvislosti

s méfenim obsahu, pfitomnosti nebo koncentrace methanolu v konzumnich lihovinéch.

4.1 Chromatografické metody

Plynova chromatografie byla na po¢atku ,,methanolové kauzy* prvni metodou, pomoci niz
byla ovéfovana pfitomnost methanolu v konzumnich lihovinach. AvSak diky neustéle
vzrastajicimu poctu vzorki, které bylo nutno provéfit, se nakonec ukazala jako nedostacu-
jici. Nevyhodou byla ¢asova naro¢nost ale i fakt, ze ndklady na otestovani jednoho vzorku
byly podle odhadt 300 az 400 K¢. [11]

4.2 Infracervena spektroskopie

V souvislosti s analyzou alkoholickych napoju je vhodné predev§im kombinovana metoda
GC-FTIR, coZ je plynova chromatografie kombinovana s infracervenou spektroskopii.

Pomoci metody lze urcit obsah i koncentraci methanolu v konzumnich lihovinach. [38]

4.3 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie se v prib¢hu ,,methanolové kauzy* stala velmi vyuZivanou me-
todou. Na rozdil od plynové chromatografie, jsou vysledky ziskany b&hem nékolika
sekund a naklady na analyzu jedné lahve jsou fadové v desitkach korun. Testovani lihovin
muze probihat i pies lahev. Ve srovnani s infracervenou spektroskopii, je Ramanovo spekt-

rum jednodussi. Za negativum muze byt povazovano zkresleni vystupu zpravidla zptisobe-

né intenzivni fluorescenci zkoumaného vzorku. [39]

4.4 Terahertzova spektroskopie

Donedavna byly aplikace terahertzové spektroskopie omezeny. Dtivodem byly chybéjici
technologie. Zejména nedostatecné¢ vykonné zdroje terahertzového zatreni a nevyhovujici
detektory (nizka citlivost). K rozsiteni terahertzové spektroskopie dochazi az v poslednich
letech naptiklad v bezpecnostnich aplikacich (bezpecnostni kontroly, skenovani osob).
Je prokazéana pouZzitelnost terahertzové spektroskopie pro stanoveni obsah ethanolu v alko-
holickych napojich. Co se tyka méteni koncentrace methanolu v konzumnich lihovinach,
plati fakt, Ze ethanol a methanol maji podobné spektra, proto rtizné koncentrace methanolu

budou pomérné stézi detekovatelné. Vysledky by tedy nemély prakticky vyznam. [40]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 STANOVENI CILU PRAKTICKE CASTI

5.1 Vymezené cile

- Vybér metody.

- Navrh postupu pfi provedeni experimentu.

- Pfiprava souboru vzorkt pro spektralni analyzu.

- Experimentalni identifikace pfipravenych vzorki.

- Zkoumani vlivu obalovych materiali na vysledky méfeni.

- Vliv teploty na vysledky méfeni ptipravenych vzorkd.
- Spektralni analyza vybranych konzumnich lihovin.

- Vyhodnoceni ziskanych spektralnich dat.

- Diskuze vhodnosti pouZité metody.

- Vyhody a nevyhody.

5.2 Uvodni popis provedeni experimentu

Pro spektralni analyzu vzorkd byla vyuZita Ramanova spektroskopie jako jedna z metod

moderni vibraéni spektroskopie. Bylo naméfeno mnozstvi experimentalnich spektralnich

dat pfipravenych vzorkd. Tato data byla dale vyuZita k sestaveni kalibra¢ni kiivky, pomoci

niz lze kvantitativné urcit koncentraci methanolu v konzumnich lihovinach. Méteni bylo

provedeno na pfistrojovém vybaveni V laboratofi spektralni analyzy na Fakulté aplikované

informatiky (FAI). Vsechny dilezité faze provedeni experimentu byly fotograficky zdo-

kumentovany.
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6 INSTRUMENTACE A PRIPRAVA VZORKU

6.1 Ramaniiv spektrometr

V laboratofi spektralni analyzy je nainstalovdn Ramantv spektrometr inVia Basis od firmy
Renishaw. Jednd se o dispersni spektrometr piedstavujici komplexni systém sloZeny
z mnoha komponent. Konfigurace pfistroje je znazornéna na obrézku (Obr. 15). K z&kladni
desce jsou jednotlivé komponenty pfipojeny pomoci vysoce piesnych kinematickych ulo-
Zeni. Opakovatelnost spoje 0,5 pum. Piistroj umoziuje pfipojeni maximalné ¢tyt laserovych

excita¢nich zdroji, z nichZ kazdy méa definovanou vlastni optickou dréhu.

Mikroskop Leica DMLM Rayleighovy dielektrické Opticka $térbina pro Vysoce piesna
nebo holografické filtry konfokilni zobrazeni difrak¢ni miizka

Vstup na CCD
detektor

Binokular
mikroskopu

Kalibra¢ni
zdroj Si

RENISHAW¢

inVia Raman Microscope

Kalibraéni

NEXT filtr pro
pozorovani

. spektralnich pasi
. o blizkych excitani
linii

Optimalizace Siiky
stopy laserového
paprsku

Autosefizeni a
optimalizace

Obr. 15. Ramaniiv spektrometr inVia Basis - konfigurace

6.1.1 Specifikace pristroje
- automaticka schopnost kalibrace a sefizeni (vestavéné kalibra¢ni zdroje),
- termoelektricky chlazeny (-70 °C) CCD detektor se zvySenou citlivosti,
- konfokalita pfistroje umoziuje méfeni Ramanovych spekter velmi malych oblasti,
- integrovany védecky mikroskop Leica DMLM s objektivy x5, x20 a x50,
- pfipojeni az ¢tyi Rayleighovych filtrii pro rizné vinové délky excitacnich laserd,

- motoricky stolek s pojezdem v osach X, Y, Z (ovladatelny joystickem).
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6.1.2 Excitacni zdroje

Jako excitaéni zdroje jsou v laboratofi spektralni analyzy nainstalovany dva lasery. Argon-
iontovy laser s vinovou délkou 514 nm, jehoZz maximalni vykon dosahuje 20 mW a infra-
¢erveny (NIR) diodovy laser od firmy Renishaw s vinovou délkou 785 nm a maximalnim

vystupnim vykonem 300 mW.

Argonovy-iontovy _ - |
laser (514 nm) - : (785 nm)

Obr. 16. Excitacni zdroje v laboratori spektralni analyzy

6.1.3 Opticka sonda

Soucasti Ramanova spektrometru na FAI je i kompaktni sonda RP10 od firmy Renishaw
pouzitelna pro analyzu Sirokého spektra vzorkli. Vyuziva se napiiklad v ptipadé, ze vzorek
nemuze byt pfemistén k pfistroji nebo jej nelze z technickych divodi umistit na motoricky
stolek, pod kterykoliv z objektivii mikroskopu Leica DMLM. Pro vyuziti sondy je nutno

ptepnout na Argon-iontovy laser s vinovou délkou 514 nm.

Obr. 17. Optick& sonda RP10 od firmy Renishaw
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6.1.4 Softwarové vybaveni

Na poéitagi v laboratofi spektralni analyzy je nainstalovan program WiRE™ ve verzi 3.2,
ktery slouzi k ovladani Ramanova spektrometru inVia Basis. Pres uzivatelské rozhrani
programu Ize sledovat prabéh méfeni, nastavovat parametry méfeni, ovladat optickou son-
du, ¢i piepinat mezi excita¢nimi lasery. Program dale umoznuje zpracovani namétenych
dat pro jejich prezentaci. Lze i vytvafet vlastni uzivatelska rozhrani. Software podporuje
rizné techniky pro ziskani Ramanovych spekter jako naptiklad technika ploSného mapo-
vani, hloubkové mapovani, Raman paging, méfeni s vyuzitim teplotni komory a dalsi.

E™ vyuzit k nastavovani

V ramci méfeni pro ucely této diplomové prace byl program WiR
parametri méfeni a zpracovani naméfenych dat. Pouzité funkce pro tpravu naméfenych

spekter:
- PEAKPICK,
- NORMALIZE DATA,
- INTEGRATE DATA,
- SUBTRACT BASELINE,

- SMOOTH.

6.2 Priprava vzorkiu pro laboratorni méreni

Namichani vzorka bylo provedeno na FAI v chemické laboratofi s odsavacim zafizenim.
Bylo nutné dodrzovat bezpe¢nostni zasady pti praci S vysoce hoflavymi kapalinami. Jako
pomucky pro odméfeni piesného mnozstvi latky byly pouzity Ctyfi mikropipety
s objemovymi rozsahy 0,5 - 10 ul, 10 - 100 pl, 100 - 1000 pl a 500 - 5000 pl. Z davodu
kontaminace pii michani vzorku byly Spicky k jednotlivym mikropipetam rezervovany

zvlast’ pro methanol, ethanol a téZ pro vodu.

6.2.1 Vzorky pro sestaveni kalibra¢ni kiivky

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky bylo pfipraveno 12 vzorkd smichanim methanolu, ethanolu
a destilované vody. Pied samotnym namichanim vSak bylo nutné vhodné urc¢it koncentrace
methanolu pro jednotlivé vzorky a dopocitat objem ethanolu tak, aby vysledny obsah alko-
holu byl 40 objemovych %. Do sklenéné vialky byl pipetovan nejprve methanol a poté
ethanol. K nim bylo dale pipetovano vzdy stejné mnozstvi vody. Kazda vialka se smési

o0 vysledném objemu 4 ml byla bezprostfedné po namichani opatfena uzavérem, aby nedo-
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Slo k odpafovani roztoku. Stanovené koncentrace a dopocitané koncentrace jednotlivych
sloZzek jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1). K namichani vzorka pro kalibra¢ni kiivku byly

pouZzity kapaliny s nasledujici charakteristikou:
- koncentrovany methanol (Sarze: 278701, obsah: min. 99,5 %),
- absolutni bezvody ethanol (3arze: 48401, obsah: min. 99,5 %),
- destilovana voda.

Pii sestavovani tabulky (Tab. 1) koncentraci a objemt nebyl zohlediiovan skute¢ny obsah
alkohold uvedeny na lahvi. At se jednalo o methanol ¢&i ethanol, bylo uvazovéano
se 100 % obsahem. Ze sloupci ,,Koncentrace* v tabulce (Tab. 1) je mozné urcit pomér

methanolu a ethanolu ve vzorku.

Tab. 1. Koncentrace a objem jednotlivych slozek ve vzorcich pro kalibracni krivku

5 METHANOL ETHANOL VODA
Cislo
vzorku | Koncentrace | Objem | Koncentrace Objem Objem
[%] [l [%] [l [l
1 0 0 100 1600 2400
2 0,1 1,6 99,9 1598,4 2400
3 0,25 4 99,75 1596 2400
4 0,5 8 99,5 1592 2400
5 0,75 12 99,25 1588 2400
6 1 16 99 1584 2400
7 3 48 97 1552 2400
8 5 80 95 1520 2400
9 10 160 90 1440 2400
10 20 320 80 1280 2400
11 50 800 50 800 2400
12 100 1600 0 0 2400
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6.2.2 Vzorky pro test kalibra¢ni kiivky

Pro ovéfeni toho, zda jsme schopni stanovit obsah methanolu v konzumnich lihovinach
a sjakou piesnosti, byly namichany ¢tyfi testovaci vzorky (smés methanolu, ethanolu
a vody). Stejné jako ve vzorcich pro kalibraéni kiivku, byl vysledny objem kazdého rozto-
ku 4 ml. Koncentrace methanolu ve vzorcich C a D byla volena tak, aby odpovidala pfi-
blizn¢ nejvyssimu povolenému mnozstvi methanolu v konzumnich lihovinach (dle Nafize-
ni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 110/2008).

Tab. 2. Koncentrace a objem jednotlivych slozek ve vzorcich pro test kalibracni kiiivky

METHANOL ETHANOL VODA
Oznaceni

vzorku | Koncentrace Objem Koncentrace | Objem Objem

[%] [u] [%] [ul] [u]

A 14,5 232 85,5 1368 2400

B 3,5 56 96,5 1544 2400

C 0,9 14,4 99,1 1585,6 2400

D 0,6 9,6 99,4 1590,4 2400

Obr. 18. Komora Vv laboratori FAI pro manipulaci s tékavymi latkami
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7 MERENI VZORKU A JEJICH ANALYZA

Pted provedenim spektralni analyzy byly zvazeny moZznosti Ramanova méticiho systému
inVia Basis a softwarového vybaveni pro pozadované tcely. Byl navrZzen postup méfeni.
Jako zdroj excita¢niho zateni byl zvolen NIR diodovy laser s vinovou délkou 785 nm,
a to z duvodu piedchozich zkusenosti. Zvoleny excita¢ni zdroj ma oproti Argon-iontovému

Vv

laseru vys8i maximalni vykon a lepSi odezvu pro uvaZzovany typ spektralni analyzy.

7.1 Postup méreni

Vzhledem Kk tomu, ze zkoumané latky jsou vysoce hoflavé a téz z duvodu zaméteni diplo-
mové prace bylo méteni vzorku provedeno pies obalové materialy. V tomto piipadé skle-
néné vialky (4 ml). Vzhledem k tomu, Ze bylo nutné dostat paprsek z excita¢niho zdroje

ETM

pod povrch vialky, byly v programu WiR vyuzity funkce ,,Set origin* a ,,Go to origin®.

Postup méfeni vzorku ve sklenéné vialce lze shrnout do nésledujicich bodu:

1. Upevnéni vialky se vzorkem do drZzaku a umisténi na motoricky stolek pod mikro-

skop.

2. Manuélni nastaveni optiky (pro tc¢ely vSech analyz v praktické ¢asti byl pouzit ob-

jektiv se zvétSenim x5).
3. Zapnuti kamery pomoci programu WiRE™.

4. Manualni posunuti motorického stolku tak, aby se poZzadovana oblast vzorku dosta-

la do zorného pole objektivu, pro jemny posuv Ize pouZzit joystick.

5. Zaostieni objektivu na povrch sklenéné vialky, pouzitim funkce ,,Set origin“ se na-

stavi referen¢ni nula pro vSechny osy (X, Y, Z).

6. Do pole pro softwarové fizeny posuv motorického stolku v 0se Z vepiSeme poZa-
dovanou hodnotu posuvu (napt.: -2,5 mm) a pouzijeme funkci ,,Go to origin“ (timto
se motoricky stolek posune o 2,5 mm nahoru a tim se pii méfeni dostane paprsek

z excita¢niho zdroje pod povrch vialky obsahujici zkoumany roztok).

7. Stisknutim ikony Run se spusti laser a probéhne proces méteni (pied spusténim me-
feni je nutné vypnout osvétleni v mistnosti laboratofe z davodu negativniho ovliv-

néni vysledk).

8. Ulozeni namétenych dat.
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Ve vyse uvedenych bodech neni zminéno nastaveni parametri méfeni. Parametry se nasta-

vovaly v programu WIiRE™

a vse bylo voleno s cilem dosazeni nejoptimalnéjSich vysled-
kt. Zpocatku bylo provedeno nekolik testovacich méfeni s riznym nastavenim parametra.

Po zhodnoceni vyslednych spekter bylo vybrano nastaveni uvedené v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3. Nastaveni parametrii méreni

Vykon Pocet Expozi¢ni Typ Sti‘ed Zvétseni

laseru | akumulaci | &as[s] | snimani | vino&tu [cm™]

100 % 10 5 static 1350 X5

2900

V tabulce jsou uvedeny dvé hodnoty pro stfed vino¢tu. Ramanovo spektrum alkohold bylo
pfi nastaveni parametrti mefeni Gceln€ rozdéleno na dvé ¢asti. Diivodem byla efektivnéjsi
prace s naméfenymi spektry. Kazdy vzorek uréeny k sestaveni kalibra¢ni kiivky byl tedy

méfen dvakrat, a to v oblasti se sttedem vIno&tu 1350 cm™ a poté 2900 cm™.

7.2 Charakteristika namérenych spekter methanolu a ethanolu

Pied spektralni analyzou vzorka uréenych k sestaveni kalibra¢ni kiivky, byly pomoci Ra-
manova spektrometru méfeny vzorky Cistého methanolu a ethanolu. Vysledky méfeni
slouZi k popisu ¢asticového pohybu v molekulach methanolu a ethanolu. Nastaveni para-
metri méfeni odpovidalo hodnotam v tabulce (Tab. 3). Za ucelem ziskani spekter metha-

nolu a ethanolu ve vétsim rozsahu byly vzorky zméfeny v rezimu extended.

¥ 1035
103
0
i 2838
7
8 6
[= 3
4
E 1452 2948
373
o 1113
= 1180 Methanol CHsOH
o F— W — Mooy
e - - aea s - ks - =k - ol
1000 1500 2000 2500 3000

Raman shift [cm™]

Obr. 19. Ramanovo spektrum cistého methanolu
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Tab. 4. Vinocty methanolu a odpovidajici ¢asticovy pohyb

Naméfené hodnoty Hodnoty uvedené Odpovidajici ¢asticovy
[cm™] v literatui‘e [cm™] pohyb v molekule
1036 1033 C-O Stretching
1113 1106 CHj3 Rocking
1160 1149 CHs; Bending
1452 1448 -
2838 2832 C-H Symetric Stretchning
2946 2940 C-H Antisymetric Stretching

Na obrazku (Obr. 19) je naméfené Ramanovo spektrum ¢istého methanolu. Osa x znazor-
nujici vinocet je oznaena jako Raman shift (timto zptisobem je oznacena i v ostatnich
spektrech uvedenych v praktické ¢&asti). Spektrum bylo upraveno funkci BASELINE
SUBTRACTION pro srovnani spektra se zakladnou. Pomoci funkce PEAK PICK jsou
ve vrcholech spektra zaznac¢eny hodnoty vinoétu. Vrcholy neboli piky ve spektru odpovi-
daji urcité vibraci v molekule CH3;OH. Kazdé hodnoté vinoctu piku odpovidaji piislusné
vibraéni stavy zkoumané latky. V tabulce (Tab. 4) jsou vypséany charakteristické vinocéty
methanolu, které byly pievzaty z naméteného spektra v porovnani s hodnotami vinocta

uvedenych v literatuie [15]. K témto hodnotam je uveden odpovidajici ¢asticovy pohyb.

885

2931

Counts
D = N W s Oy~ o o O

2881

2976

Ethanol CH,CH,OH

— T T T T e il T
1000 1500 2000 2500 3000
Raman shift [cm™]

Obr. 20. Ramanovo spektrum cistého ethanolu
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Tab. 5. Vinocty ethanolu a odpovidajici cdsticovy pohyb

Naméiené hodnoty Hodnoty uvedené Odpovidajici ¢asticovy
[cm™] v literatufe [cm™] pohyb v molekule
885 883 C-C Stretching
1053 1054 C-O Stretching
1098 1096 CH3 Rocking
1277 1454 CH3 Bending
1455 1479 CHs Bending
2881 2878 CHj; - CH3 Stretching
2931 2929 CHj; - CH3 Stretching
2976 2972 CH, - CHj3 Stretching

Na obrazku (Obr. 20) je naméfené Ramanovo spektrum c¢istého ethanolu. Piky ve spektru
odpovidaji vibracim v molekule CH3CH,OH. Pii méfeni ethanolu byly parametry nastave-
ny opét dle tabulky (Tab. 3). Vysledna spektra byla sectena a byla provedena uprava s po-
uzitim funkci BASELINE SUBTRACTION a PEAK PICK. Z obrazkt (Obr. 19) a (Obr.
20) je patrné, Ze v uvedenych spektrech v oblasti s hodnotou vino¢tu v rozmezi od 1500
cm™ do 2800 cm™ nevykazuji zkoumané vzorky n&jakou zasadni odezvu. To je jednim
z divodi, pro¢ byla pii dal§im méteni spektra rozd€lena na dvé oblasti. S vhodnym nasta-
venim stiedu vinoc¢tu byla ziskdna spektra vZdy v oblasti, kde byla ziejma odezva Castico-
vého pohybu. Z tabulek (Tab. 4) a (Tab. 5) je patrné, Ze hodnoty vlno¢tu naméfené a hod-
noty uvedené v literatufe nejsou shodné. Tyto rozdily mohou byt zapti¢inény naptiklad

kalibraci ptistrojl, coz je dano zménou polohy Ramanovych pasii ve spektru.

7.3 Sestaveni kalibraénich k¥ivek

V praktické ¢asti byly sestaveny celkem ¢&tyti Kalibraéni kiivky. Zvlast pro prvni méfenou
oblast se stfedem vIno¢tu 1350 cm™ a pro druhou méfenou oblast se stfedem vIno&tu 2900
cm™. Pro kaZdou z t&chto uvedenych oblasti byla vyuZita zavislost intenzity Ramanova
zateni na koncentraci stanovované latky a zavislost plochy pod pikem (ve zvolené oblasti)
na koncentraci stanovované latky. Pied sestavenim kalibra¢nich kiivek je nutno zminit

urcity jev, ktery byl pozorovan po naméfeni vSech dvanacti vzorkd. Pfi porovnani vSech
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spekter smési obsahujici vodu s naméfenym spektrem ¢istého methanolu byl zaznamenan
posuv pikii s hodnotou vino¢tu 1036, 2838 a 2946 cm™. Pik s hodnotou 1036 cm™ v &istém
methanolu odpovida zménam délky vazby C-O (C-O Stretching) [15]. Ve smési methanol-
ethanol-voda se pik posunul na hodnotu vlno&tu 1021 cm™. Na obrazcich (Obr. 21) a (Obr.
22) je znazornén posuv pika v porovnani spektra ¢istého methanolu a spektra vzorku ¢islo

12, coZ je 4 ml smés methanolu (1,6 ml) a vody (2,4 ml).

1021| 1036
g cisty methanol
.E — smés methanol - voda
3 -
0
. 14?2
E 1113 1160 K—
] | |
_'I'"'I""I""I""I""I"'
1000 1100 1200 1300 1400 1500

Raman shift [cm™]

Obr. 21. Znazornéni zmény spektra v prvni mérené oblasti

Pik s hodnotou vlno&tu 2838 cm™ se posunul na hodnotu 2845 cm™. Tato vibrace odpovidé
symetrickym zménam vazby C-H (C-H Symetric Stretchning). Pik s hodnotou vinoétu
2946 cm™ se posunul na hodnotu 2955 cm™, coz odpovida nesymetrickym zmé&nam vazby
C-H (C-H Antisymetric Stretching). [15]

2838 2945

¢isty methanol 29|55

smés methanol - voda

Counts

2946 |

| i : 2 i | : d i ] | d i ] : |
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Raman shift [em™]

Obr. 22. Znazorneéni zmény spektra v druhé mérené oblasti
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7.3.1 Kalibra¢ni kiivky z prvni méfené oblasti

V oblasti se sttedem vino&tu 1350 cm™ byla tedy pozornost soustfedéna na pik 1021 cm™.
Zde dochézelo k jednozna¢nym zménam intenzity tohoto piku v zavislosti na zméné kon-
centrace methanolu v analyzované smési. Pred analyzou bylo vSech 12 spekter upraveno
funkcemi s jednotnym nastavenim pro vSechna spektra. K tomuto ucelu byla pouZita funk-
ce BASELINE SUBTRACTION s typem zékladny nastavenym na Cubic Spline Interpo-
lation a v pouZittm modu Explicit X positions. Upravena spektra vech dvanacti vzorku

jsou na obrazcich (Obr. 23) a (Obr. 24) s detailem na oblast vino&tu kolem 1021 cm™.

Counts
]
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Obr. 23. Ramanova spektra vzorkii pro kalibracni kiivku - prvni oblast
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Obr. 24. Detail na klicovou oblast - 1021 cm™
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Z programu WIiRE™

byly po Upravé spekter vSech dvanacti vzorkli vycteny hodnoty in-
tenzity Ramanova zateni pro pik s hodnotou 1021 cm™, a to pro kazdé spektrum. K tomuto
ucelu byla vyuzita funkce PEAK PICK. Pro dal$i hodnotu, ktera se ménila v zavislosti
na zmén¢ koncentrace methanolu, byla vyuZita funkce INTEGRATE DATA. Ta slouZi pro
vypocet plochy ve zvolené oblasti ve spektru. Pro tento ucel byla zvolena oblast pod pikem
o hodnot& 1021 cm™ a rozsah vlno¢tu byl nastaven od 1000 cm™ do 1040 cm™. Jako typ
integrace byla pouzita Trapezoid Area (lichobé&Znikova oblast). Tyto hodnoty ziskané

ETM

z programu WiR spolu s odpovidajicimi hodnotami koncentraci methanolu ve vSech

dvanécti vzorcich obsahuje tabulka (Tab. 6).

Tab. 6. Data pro sestaveni kalibracnich krivek - prvni mérend oblast

Cislo Koncentrace Intenzita Ramanova Plocha pod pikem
vzorku | methanolu [%] zafeni 1021 cm™
1 0 46386 1916639
2 0,1 46960 2042142
3 0,25 48162 2123174
4 0,5 49555 2153768
5 0,75 50338 2159024
6 1 50508 2164928
7 3 52776 2199685
8 5 62232 2346454
9 10 71561 2535037
10 20 93263 3101986
11 50 171832 5007608
12 100 289930 7679652

Pomoci hodnot v Tab. 6 byly sestaveny prvni dvé kalibra¢ni kiivky v programu Microsoft
Excel. Na obrézku (Obr. 25) je vysledny graf zavislosti intenzity Ramanova zateni na kon-
centraci methanolu v ethanolu obsazenych ve smési s vodou. Na obrazku

(Obr. 26) je graf zavislosti plochy pod pikem na koncentraci methanolu.
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Obr. 25. Kalibracni kiivka ¢. 1 - zavislost intenzity na koncentraci - prvni oblast
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Obr. 26. Kalibracni krivka ¢. 2 - zavislost plochy na koncentraci - prvni oblast

Z grafu je ziejmé, Ze zavislost intenzity Ramanova zafeni na koncentraci methanolu a za-

vislost plochy pod pikem na koncentraci methanolu jsou linearni. VVSechny body v grafu

vSak nelezi presné na piimce. Hodnoty na ose X jsou piresné stanoveny. Piedpoklad je tedy

takovy, Ze odchylky plynouci z hodnot na ose y vznikly pti méfeni. V programu Microsoft

Excel byla vyuzita matematicka metoda linearni regrese pro aproximaci naméfenych hod-

not, pomoci niZ byla vypodtena rovnice linearni regrese a hodnota spolehlivosti R,
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7.3.2 Kalibra¢ni kiivky z druhé mérené oblasti

Stejnym zpusobem jako v prvni oblasti byly provedeny Upravy i pro druhou oblast.
V oblasti se sttedem vIno&tu 2900 cm™ byla pozornost soustiedéna na pik o hodnots 2845
cm™ kde rovnéz dochézelo k jednoznaénym zm&nam tvaru spektra v zavislosti na zm&ng
koncentrace methanolu v analyzované smési. Upravena spektra v§ech dvanacti vzorki jsou

na obrazcich (Obr. 27) a (Obr. 28) s detailem na oblasti vino&tu kolem 2900 cm™.

Counts
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Obr. 27. Ramanova spektra vzorkii pro kalibracni kiivku - druh& oblast
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Obr. 28. Detail na klicovou oblast - 2845 cm™
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Z programu WiRE™

byly po tpravé spekter vSech dvanacti vzorkt opét vycteny hodnoty
intenzity Ramanova zafeni tentokrat pro pik s hodnotou 2845 cm™. Tato hodnota vinoétu
vykazovala pro vSechna spektra odpovidajici zmény a mohla byt dale analyzovana podob-
né jako pik 1021 cm™ v prvni oblasti. Pro vypodet plochy ve zvolené oblasti ve spektru
pomoci funkce INTEGRATE DATA byl nastaven rozsah vino¢tu od 2820 cm™ do 2860

ETM

cm™. Hodnoty ziskané z programu WiR spolu s odpovidajicimi hodnotami koncentraci

methanolu v ethanolu ze vSech dvanacti vzorku jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7).

Tab. 7. Data pro sestaveni kalibracnich kiivek - druha mérend oblast

Cislo Koncentrace Intenzita Ramanova Plocha pod pikem
vzorku | methanolu [%6] zareni 2845 cm™
1 0 30056 1219254
2 0,1 32706 1228144
3 0,25 33104 1236938
4 0,5 33515 1246437
5 0,75 33654 1268874
6 1 34237 1276226
7 3 35584 1293661
8 5 36782 1325410
9 10 38638 1355995
10 20 45780 1472956
11 50 66119 1919351
12 100 106708 2739881

Pomoci hodnot z tabulky (Tab. 7) byly sestaveny dalsi dvé kalibra¢ni k¥ivky v programu
Microsoft Excel. Na obrazku (Obr. 29) je vysledny graf zavislosti intenzity Ramanova za-
feni na koncentraci methanolu Vv ethanolu obsaZenych ve smési s vodou. Na obrazku

(Obr. 30) je graf zavislosti plochy pod pikem na koncentraci methanolu.
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Obr. 29. Kalibracni krivka ¢. 3 - zavislost intenzity na koncentraci - druha oblast
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Obr. 30. Kalibracni kirivka ¢. 4 - zavislost plochy na koncentraci - druha oblast
7.3.3 Sestaveni kalibra¢nich k¥ivek - dil¢i zavér

Ve vyslednych spektrech z obou naméienych oblasti byly dobie patrné rozdily charakteris-
tické pro rizné koncentrace methanolu a ethanolu. Z kalibra¢nich kiivek byly v programu
Microsoft Excel vygenerovany ¢tyfi rovnice linearni regrese a k nim hodnoty spolehlivosti.
Dal$i moznost jak sestavit kalibraéni k¥ivku nabizi v programu WIiRE™ funkce CURVE

FIT. Pomoci této funkce lze urcit plochu pod pikem podobné jako pfi pouziti funkce
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INTEGRATE DATA. Rozdil je v8ak v ptesnosti ziskanych hodnot. Pti pouziti funkce
CURVE FIT je nutné analyzované spektrum vhodné nahradit kiivkou, coZ neni provadéno
automaticky programem ale ru¢né. U funkce INTEGRATE DATA je oblast ze které
je vypocitana hodnota plochy pod pikem volena ptesné nastavenim vhodného rozsahu vi-
noc¢tu. Funkce CURVE FIT pro vypocet plochy pod pikem byla pouZita, ale vysledky z ni

nejsou v praktické ¢asti prezentovany.
7.4 Vyuziti kalibra¢ni kirivky k analyze testovacich vzorku

V tabulce (Tab. 8) jsou uvedeny upravené rovnice linedrni regrese pro vypocet hodnoty
koncentrace a k nim hodnoty spolehlivosti ziskané pomoci programu Microsoft Excel. Cim
vice se hodnota spolehlivosti blizi k hodnoté 1, tim 1épe je kalibra¢ni kiivka (v tomto pfi-
pad¢ ptimka) pFizpsobena vstupnim datim a vypocitané hodnoty koncentraci methanolu

ve vzorcich pro test kalibra¢ni kiivky budou ptesnéjsi.

Tab. 8. Rovnice linearni regrese a hodnoty spolehlivosti

Oblast | Zkoumana zavislost Rovnice pro vypocet Hodnota
méfeni na koncentraci X koncentrace methanolu spolehlivosti R?

Intenzita Ramanova — 47266

o , x =Y 2000 0,999

o zareni 2436

o]

(@)

€

< Plocha pod pikem ~2.108

& podp x=y—2-10" 0,998

56643

Intenzita Ramanova y — 32340

2 o X = T I 0,996

= zareni :

(@)

Nas|

E locha pod pik 6

t Plocha pod pikem -1.

@) Pocp X = y-1.100 0,995

14736

Do uvedenych ¢étyt rovnic linearni regrese byly postupné za Y dosazovany hodnoty inten-
zity Ramanova zafeni a plochy pod pikem. Dosazované hodnoty jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 9). Jedna se o data ziskana z programu WIiRE™ ze vzorki pro test kalibraéni kfivky
(vzorky A-D). Byly opét vyuzity funkce PEAK PICK a INTEGRATE DATA.
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Tab. 9. Namérena data vzorkii pro test kalibracni kiiivky

Prvni mérena oblast Druha méfena oblast
Oznaceni
Intenzita Plocha pod Intenzita Plocha pod
vzorku
Ramanova zareni pikem Ramanova zareni pikem
A 83585 2992579 41798 1154672
B 55592 2305250 33488 1007576
C 49258 2084978 33155 1002962
D 48427 2050985 32556 1001841

7.4.1 Vysledky a zavéry spektralni analyzy

Postupnym dosazovanim do rovnic byly ziskdny rizné hodnoty koncentrace methanolu

ve vzorcich pro test kalibra¢ni kiivky. Ziskdna data jsou uvedena v tabulce (Tab. 10).

Tab. 10. Vypoctené hodnoty koncentrace

Oznadeni Prvni mérena oblast Druh4 mérena oblast
vzorku / Koncentrace Koncentrace Koncentrace Koncentrace
skutecna methanolu methanolu methanolu methanolu
koncentrace vypoétena vypodétena vypoétena vypoétena
methanolu z intenzity z plochy pod z intenzity z plochy pod
[%0] Ramanova zaieni pikem Ramanova zaieni pikem
A/145 149 % 175% 13% 10,5 %
B/35 34% 5,4 % 1,6 % 0,5%
C/0)9 0,8% 15% 1,1% 0,2%
D/0,6 0,5% 0,9 % 0,3% 0,1%
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V tabulce jsou téZ uvedeny skute¢né hodnoty koncentrace methanolu. Pti porovnani vy-
sledk je ziejmé, ze nejvice se ke skuteénym hodnotam blizi koncentrace methanolu vy-
poctend z intenzity Ramanova zafeni, a to z prvni méfené oblasti. Tato skutecnost byla
predpokladana i porovnénim hodnot spolehlivosti kalibraénich kiivek R% Koncentrace
methanolu ve smési methanol-ethanol-voda byla tedy uréena s nejvyssi pesnosti 2,7 %
a pro vypocet byly pouzity hodnoty intenzity Ramanova zafeni pro pik s vinoctem 1021
cm™. Uvedenym zpiisobem je tedy mozné provést kvantitativni analyzu konzumnich liho-
vin (vzorkt o nezndmé koncentraci methanolu) a ur¢it koncentraci methanolu. Na obrézku
(Obr. 31) jsou pro nazornost uvedena spektra vzorki A-D v prvni oblasti s detailem na pik
1021 cm™. Na obrazku jsou téZ n&ktera spektra vzorkd pro kalibragni kiivku. Tato spektra
maji podobnou koncentraci methanolu jako spektra vzorktt A-D a slouzi k porovnani.
Je ziejmé, Ze spektrum zvyraznéné Cernou barvou se nachazi mezi 10 % koncentraci
methanolu (Cervené spektrum) a 20 % koncentraci (oranZové spektrum). Odhadem by
se tedy dalo fici, Ze hodnota koncentrace bude kolem 15 %. Podobné naptiklad tmav¢ fia-
lové spektrum se nachazi mezi 3 % koncentraci methanolu (svétle modré spektrum) a 5 %
koncentraci (rizové spektrum). Lze odhadnou, Ze koncentrace methanolu bude 3,5 %. Ten-
to zpusob je moZné oznacit jako kvalitativni analyzu, kterou je mozno pouzit pro pfiblizné

urceni koncentrace nebo jako hrubou kontrolu.

M.-E.3%

vzorek A 145 %
vzorek B 3.5 %
vzorek C 0.9 %

Counts
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Obr. 31. Spektra vzorkiit A-D se spektry vzorki pro kalibracni krivku
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7.5 Vliv obalovych materiali na vysledky méreni

Pro analyzu vlivu obalovych materialii na vysledky méteni bylo namichano 25 ml smési
(methanol-ethanol-voda), ktera byla postupné pielévana do lahvi¢ek z ¢irého, zeleného
a hnédého skla. Co se tyka analyzované smési, jednalo se o 40 % alkohol, v némzZ metha-
nol a ethanol byly v poméru 1:1, coz odpovida vzorku ¢islo 11 ztabulky (Tab. 1).

V naméfenych spektrech této smési byly odezvy methanolu i ethanolu dobie patrne.

7
cD
s 4

e G
¢iré sklo zelené sklo hnédé sklo
tloudt’ka: 3 mm tlouSt’ka: 2 mm  tlouit’ka: 2 mm
objem: 100 ml objem: 40 ml objem: 40 ml

Obr. 32. Riizné druhy skel pouzitych pri analyze

Bylo provedeno nékolik méfeni s riznymi hodnotami posuvu v ose Z. Pomoci funkce ,,Set
origin® a ,,Go to origin“ byly vzorky méfeny od povrchu lahvicky az do hloubky 4,5 mm
pod jeji povrch. Nakonec byla provedena hloubkova analyza. Krok (automaticky posuv)
byl nastaven na 0,5 mm. Ziskéano bylo 10 spekter. Na obrazku (Obr. 33) je namétené spekt-

rum prazdné lahvicky z ¢irého skla se zaosttenim na jeji povrch.

Counts
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Obr. 33. Ramanovo spektrum prdzdné lahvicky 100 ml - ¢iré sklo
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Ve vyse uvedeném Ramanové spektru je patrna odezva skla v oblasti vinoétu od 1250 cm™

do 1600 cm™. Tato odezva se téZ projevila pti hloubkové analyze, jejiz vysledky jsou
na obrazku (Obr. 34). Pro prezentaci vysledka bylo v programu WIiRE™ pouzito 3D zna-

zornéni hloubkového skenovani.
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Obr. 34. Grafické vysledky hloubkové analyzy

Na obrazku (Obr. 34) nahote jsou pro ndzornost uvedena ¢tyii spektra z celkovych deseti
akvizici s riznou hloubkou méfeni (0,5 mm, 1 mm, 2 mm a 4,5 mm). Ve spodni ¢asti ob-
rdzku je barevné znazornéni zdvislosti intenzity na aktudlné sledované hloubce meéteni
(Data Set). Zuvedenych vysledki je zfejmé, ze intenzita Ramanova zafeni v oblasti
vino&tu od 1250 cm™ do 1600 cm™ se pi v&tsi hloubce mékeni sniZuje a naopak se zvysuje
intenzita spekter zkoumané smési (methanol-ethanol-voda) uvniti lahvicky. Cim jde exci-
tacni paprsek hloubéji do zkoumaného vzorku, tim se ve vysledném spektru méné projevu-
je obalovy material ale i pti maximalni nastavené hloubce (-4,5 mm) je ve spektru vliv skla

patrny, i kdyZ tloustka skla lahvi¢ky byla 3 mm.
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Obr. 35. Pohled z kamery zaostreny na plochu zelené lahvicky

Podobnym zptsobem byl analyzovan vliv lahvic¢ek ze zeleného a hnédého skla na vysledky
méfeni. Na obrazku (Obr. 36) jsou uvedena vysledna spektra. Hloubka méfeni byla nasta-
vena na -4 mm. Ve spektru lahvicky z hnédého skla obsahujici zkoumanou smés jsou zie-
teln¢ vidét odezvy methanolu i ethanolu. V piipadé spektra zelené lahvicky je intenzita

0 poznani nizsi.
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Obr. 36. Srovnani spekter lahvicek obsahujici vzorek
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7.5.1 Vliv obalovych materiali na vysledky méfeni - dil¢i zavér

Pii analyze vlivu obalovych materidlti byla nejprve méfena lahvi¢ka z ¢irého skla obsahu-
jici smés (methanol-ethanol-voda). VVykon laseru byl sniZzen na 0,5 % az 1 %. Pfi vys§im
vykonu byla vysledna spektra dosti zkreslena. Naopak pii analyze vlivu hnédého a zelené-
ho skla byl vykon navySen na 50 %. Pro vSechna méfeni byl nastaven stied vinoctu
na 1350 cm™. Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze pfi méfeni smési pres ¢iré sklo o tloustce
3 mm nejsou vysledna spektra zasadné znehodnocena a hodnoty vinoétt charakteristické
pro methanol i ethanol jsou dobfe patrny. Pfi méfeni smési pies lahvicku z barevného skla
byly vysledky horsi. Lze tedy fici, ze pro analyzu alkoholickych napoju v zelenych a hné-
dych lahvich by bylo vhodné&j$i odebrat vzorek a méfit jej naptiklad v prihledné vialce,

ktera odezvu skla t¢éméf nevykazuje.

7.6 Vliv teploty vzorku na vysledky méreni

Mg¢teni vSech vzorkl probihalo pii okolni teploté¢ 20 °C. Vzorky v laboratofi spektralni
analyzy mély tedy tuto uvedenou teplotu. Spektralni analyza vsak mize byt v praxi méfena
pfi riznych teplotach podezielych lihovin o neznamé koncentraci methanolu. Cilem v této
Casti diplomové prace bylo experimentalné zjistit, jestli se bude ménit naméfené Ramano-
vo spektrum v zavislosti na zménach teploty. Pro méfeni byl pouzit bezdotykovy infracer-

veny méfic teploty.
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Obr. 37. Nameérend Ramanova spektra jednoho vzorku s riznou teplotou
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Na obrazku (Obr. 37) jsou vysledky méfeni. Stied vlno¢tu byl nastaven na 950 cm™.
Z uvedenych spekter je patrné, ze se intenzita Ramanova zafeni zvétSovala s nartstajici
teplotou. Tato zavislost v3ak neni linedrni. Nad hodnotu 20 °C se intenzita vyznamnéji
neménila. Béhem méteni vzorkit Ramanovym spektrometrem nebylo mozné zméfit aktual-
ni teplotu vzorku z dtivodu negativniho ovlivnéni vysledkd. Teplota vzorku byla tedy zmé-
fena tésné pred zapocetim spektralni analyzy, béhem niz se zménila, a tésné po provede-

ném méfeni. Uvedené vysledky, zejména tdaje o teploté vzorku jsou tedy piiblizné.

7.7 Analyza vzorka konzumnich lihovin

V této ¢asti diplomové prace jsou uvedeny vysledky spektralni analyzy vybranych kon-
zumnich lihovin bézné dostupnych na trhu. Jednalo se o Vodku (37,5 % obj.), Tuzeméak
(37,5 obj.), Slivovici (40 % obj.), Whiskey (45 % obj.), Jagermeister (35 % obj.) a Metaxu
(38 % obj.). Od jednotlivych lihovin byly odlity 4 ml vzorku do sklenénych vialek a po-
stupné byla naméfena Ramanova spektra. Nastaveni méfeni pro jednotlivé vzorky se mirné
ligilo. Ciré nebo jemné zbarvené lihoviny byly méfeny pii stejnych parametrech, které byly
nastaveny pro vzorky k sestaveni kalibra¢ni kiivky. U nich tedy bylo mozné provést analy-

zu obsahu methanolu.
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Obr. 38. Namérend Ramanova spektra vybranych lihovin
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Na obrazku (Obr. 38) jsou pro porovnani uvedena Ramanova spektra vSech vybranych
lihovin. Spektrum Jégermeistera se od ostatnich lisi vyraznym Sumem. Lihoviny jako pra-
vé Jagermeister nebo Fernet obsahuji pfimési a aromatické latky, které tekutinu specificky
obarvi. Barva téchto lihovin je pomérné tmava coz mize byt problém pii zaostfovani pa-

prsku na povrch obalového materidlu (sklenéné vialky).
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Obr. 39. Ramanovo spektrum Jagermeistera v porovnani se spektrem vzorku ¢. 5

Na obrazku (Obr. 39) je naméfené spektrum Jagermeistera v porovnani se spektrem vzorku
Cislo 5, coz byla smés alkoholu (methanol-ethanol-voda) obsahujici 0,75 % methanolu.
Vzorek Jagermeistera byl nanesen v mnozstvi piiblizné¢ 0,5 ml na laboratorni desticku
a tedy méfeni nebylo ovlivnéno obalovym materialem. Ptesto, ze pti méfeni bylo vyzkou-
Seno ne€kolik rtiznych nastaveni parametru, vysledna spektra nejsou optimalni. Ve spektru
Jagermeistera je patrny pik s hodnotou 883 cm™, co? je charakteristické pro ethanol. Spekt-
rum dale vykazuje jisté zkresleni a objevuji se zde nékteré piky, které mohou byt jako ode-
zva na piitomnost aromatickych latek v této lihoviné. Co se tykad koncentrace methanolu

v Jagermeisteru, vyrazny Sum znemoziiuje jeho presné urceni.

7.7.1 Analyza obsahu methanolu ve vybranych lihovinach

Pro analyzu obsahu methanolu byly vybrany vzorky Slivovice a Vodky. Parametry méfeni
jsou shodné jako v piipadé vzorki pro sestaveni kalibra¢ni kiivky. Stéed vino¢tu byl nasta-

ven na hodnotu 1350 cm™ pro oba vzorky.
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Obr. 40. Ramanova Spektra slivovice a vzorkii ¢islo 5 a 6

Na obrazku (Obr. 40) je namétené Ramanovo spektrum Slivovice v porovnani se dvéma

spektry z kalibra¢ni kiivky. Jsou to spektra vzorku ¢islo 5, které obsahuje 0,75 % methano-

lu a vzorku ¢islo 6 obsahujici 1 % methanolu. Spektra jsou témét shodna, ale pfi piiblizeni

na ur¢ité oblasti vino¢tu jsou patrny drobné rozdily. Pozornost byla zaméfena na pik

s hodnotou vlno&tu 1021 cm™ charakteristicky pro methanol. Na obrazku (Obr. 41) je de-

tailni pohled na zminénou oblast.

A vzorek &. 6 (M. - E. 1%)
Slivovice
vzorek &.5 (M. - E. 0,75%)

Counts

1000 1010 1020 . 1030 1040
Raman shift [cm]

Obr. 41. Detailni pohled na porovnavané spektra
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Pii provedeni kvalitativni analyzy lze fici, Ze spektrum Slivovice v oblasti vInoctu
1021 cm™ se nachézi mezi spektry vzorka obsahujici 0,75 % a 1 % methanolu. Dle vysled-

ki se spektrum Slivovice nijak vyrazné nevymyka a pik methanolu se zde neprojevuje.

vzorek €. 3 (M. - E. 0,75%)

Vodka
vzorek .4 (M. - E. 0,5%)

Counts

| R I |
1010 1020 1030 1040

Raman shift [cm™]
Obr. 42. Detailni pohled na porovnavana spektra

Na obrazku (Obr. 42) je detailni pohled na namétené spektrum Vodky v porovnani
se dvéma spektry z kalibracni kiivky. V ptipad€ analyzy spektra Vodky byla jako okolni
spektra zvolena ta ze vzorku ¢islo 4 obsahujici 0,5 % methanolu a opét ze vzorku ¢islo 5.
Po provedeni kvalitativni analyzy lze uvést, Ze pik methanolu se ve spektru VVodky nepro-

jevuje.
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8 SHRNUTI PRAKTICKE CASTI

Ramanova spektroskopie byla vybrana jako jedna z metod vibraéni spektroskopie pro mé-
feni koncentrace methanolu v konzumnich lihovinach. Zvolena metoda byla velmi efektiv-

ni. Co se tyka ¢asové naro¢nosti, zméteni jednoho vzorku trvalo piiblizné 56 sekund. Pfi-

traci jakékoliv latky obsaZzené v urcité smési je mozno urcit na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky.
Podminkou pro méfeni je to, aby mél zkoumany vzorek odezvu v Ramanové spektru. Pii-
padné se ve smési nevyskytovala latka, ktera vysledné spektrum zkresli. Vzorky pro sesta-
veni kalibra¢ni kiivky je nutné namichat s vysokou piesnosti a téZ velmi peclivé zvolit
parametry méfeni. Pro analyzu je nezbytné zaméfit se na pik o urcité hodnoté vinoctu, kte-
rd je charakteristicka pro ¢asticovy pohyb ve zkoumané latce. V piipadé methanolu to byla
jednozna¢né oblast kolem vInoétu 1021 cm™. V této oblasti vykazovaly zmény koncentra-
ce jasné odezvy ve spektru. P¥i méfeni je nutno téZ dobie zvazit vliv obalovych materiald,
ktery je ve vyslednych spektrech velmi patrny. Pii méfeni vzorkl a porovnani s kalibra¢ni
ktivkou je nutné vzit v Uvahu i okolni teplotu respektive teplotu vzorku. Vyhody obecné
i vyhody pramenici z pouziti pfi analyze podezielych lihovin jsou uvedeny nize.
8.1 Vyhody pouZzité metody

- dostate¢na piesnost pro potieby stanoveni nadlimitniho mnozstvi methanolu,

- cenové nenaro¢né méfeni (v porovnani s plynovou chromatografii),

- pomérn¢ bezproblémova analyza pies transparentni obaly (sklo, plasty),

- pfi méfeni nedochazi k poSkozeni vzorku,

- pro méfeni sta¢i minimalni mnozstvi vzorku,

- nameétfeni Ramanovych spekter probiha velmi rychle,

- aplikovatelnost analyzy pro mnoho latek.

8.2 Nevyhody pouzité metody
- horsi odezva pfi analyze barevnych lihovin,
- $patnd odezva pii méfeni pres neprithledné obaly,

- n¢které latky se v Ramanové spektru neprojevi.
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ZAVER

Ptipady umrti nebo vyznamného posSkozeni zdravi na nésledky poziti methanolu nejsou
zpusobeny lihovinami vyrobenymi kvasnou cestou, ale ptidanim methanolu do lihoviny
nebo Uplnou zdménou kvasného lihu za methanol pii vyrobé. Pfitomnost methanolu
vV konzumnich lihovindch nelze poznat podle chuti, barvy, ¢i viing. Pro ovéteni pfitomnosti
methanolu v konzumnich lihovinach je tedy potiebné mit k dispozici vhodné prostiedky.
Cilem této prace bylo seznamit ¢tenafe s metodami pouZitelnymi pro analyzu nezndmych
¢i podezielych konzumnich lihovin. V teoretické ¢asti jsou uvedeny metody pouzivané pro
stanoveni pfitomnosti methanolu s moznosti urceni piesné koncentrace. Prace je hloubé&ji
zamétena na metody vibraéni spektroskopie, zejména pak Ramanovy spektroskopie.
Na rozdil od plynové chromatografie neni Ramanova spektroskopie certifikovanou meto-
dou pro méfeni koncentrace methanolu v konzumnich lihovinach. S jejim vyuzitim lze
v8ak bezpe¢né urcit nadlimitni mnozstvi methanolu v lihovinach. Prakticka ¢ast této préace
byla zaméfena na spektralni analyzu vzorkl vyuzitim metody Ramanovy spektroskopie.
Jako hlavni cil vyzkumu bylo stanoveno ovétfeni vhodnosti metody pfi méfeni koncentrace
methanolu v konzumnich lihovinach. V laboratoii spektralni analyzy bylo zméteno nékolik
desitek vzork. Naméiena spektralni data byla upravena pro sestaveni kalibra¢ni kiivky,
pomoci niz bylo mozné stanovit koncentraci methanolu ve vzorcich o neznamé koncentraci
methanolu. Metoda a postupy méfeni jsou v praktické ¢asti podrobné popsany a vysledky
pro vyuZziti Ramanovy spektroskopie jsou velmi piesvéd¢ivé. Jeden z hlavnich cili byl
zamé&fen na vliv obalovych materiali na vysledky méfeni a bylo zjisténo, Ze v piipadé mé-
feni pies transparentni obaly neni vysledné spektrum zasadné ovlivnéno. V potaz byla bré-
na i moznost ovlivnéni vysledki méteni pii raznych teplotach vzorku. V zavéru praktické
¢asti byly analyzovany vybrané konzumni lihoviny s cilem provéfit koncentraci methano-
lu. V tomto ptipadé se doslo k presvéd¢ivym zavérim o vhodnosti pouziti Ramanova spek-
troskopie pro méfeni koncentrace methanolu v alkoholickych napojich. Kalibra¢ni kiivky
a Udaje uvedené v praktické ¢asti mohou byt vyuzity pii analyze neznamych lihovin. Pfi

méfeni podezielych vzorkl je oviem nutné presné dodrZet uvedené parametry méfeni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

<i

CARS

CCD

cm’

DNA

ES

FIR
FTIR

GS
GC-FTIR
GC-MS

h

HPLC

my, My

MWIR

polarizovatelnost

vinocet

dipélovy moment

hmotnostni koncentrace methanolu v roztoku zjisténa z kalibra¢niho grafu
Coherent Anti-Stokes Raman Scattering
Charge-Coupled Device

jednotka vinoc¢tu

Deoxyribonucleic Acid

Energie fotonu

Evropskeé spolecenstvi

Far Infrared

Fourier Transform Infrared Spectroscopy
Gas Chromatography

Gas Chromatography - Fourier Transform Infrared Spectroscopy
Gas Chromatography-Mass Spectrometry
Planckova konstanta

High Performance Liquid Chromatography
Infrared

Cinitel fedéni brandy nebo vinného destilatu
silova konstanta

hmotny bod

redukovana hmotnost

Middle Wavelength Infrared

vibra¢ni kvantové ¢islo
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NIR

RR

SERRS

SERS

TERS

Vo

Vvib

Near Infrared

anharmonicka konstanta

vychyleni atomli

rovnovazny stav

Resonance Raman

Surface-Enhanced Resonance Raman Scattering
Surface-Enhanced Raman Scattering

Tip Enhanced Raman Scattering

frekvence

frekvence elektromagnetického zafeni dopadajiciho na molekulu
vibraéni frekvence molekuly

hmotnostni koncentrace methanolu v brandy a vinném destilatu
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