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ABSTRAKT 

Tato bakalářská práce je zaměřena na možnosti stanovení toxického methanolu, 

především metodami proveditelnými v běžné laboratoři, která není vybavena speciálními 

instrumentálními metodami, jako je plynová chromatografie. Tato práce rovněž pojednává 

o bezpečném množství methanolu, které nepředstavuje nebezpečí pro lidský organizmus, 

dále pak o možnostech léčby intoxikací methanolem. Byla zkoumána spektrofotometrická 

metoda využívající selektivní indikátor kyselinu chromotropovou, další ze zkoumaných 

metod je založena na gravimetrii. Výsledky laboratorního stanovení byly srovnány 

s výsledky analýzy plynovou chromatografií pro zjištění přesnosti laboratorní analýzy. 
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ABSTRACT 

 This thesis is focused on the determination of toxic methanol, first and foremost by 

the means of methods that can be carried out in common laboratories that are not equipped 

with a gas chromatograph. This thesis is also about the determination of tolerable amount 

of methanol in alcoholic drinks that does not cause any ill effect to human body. Further-

more, possible cures for methanol intoxication are addressed. One of the methods to de-

termine methanol content uses chromotropic acid as a selective indicator. The second of 

the proposed methods uses gravimetric analysis to determine the methanol content. The 

results of the laboratory determination were compared to the results of the gas chromatog-

raphy to assess the accuracy of the proposed methods. 
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ÚVOD 

Pro stanovení obsahu všech alkoholů v lihových nápojích je předepsaná instrumen-

tální metoda plynové chromatografie. Tato práce je především pokusem o nalezení a im-

plementaci metody stanovení toxického methanolu v alkoholických nápojích, která je pro-

veditelná i na pracovištích, která nejsou vybavena plynovým chromatografem. Základními 

požadavky pro tuto metodu jsou především jednoduchost provedení, malé nároky na vyba-

vení laboratoře k provedení zkoušky a dostatečná přesnost určení obsahu methanolu. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 METHANOL 

Methanol (dřevný líh) je nejjednodušším alkoholem. Je to bezbarvá kapalina alkoho-

lického zápachu. Zkoumání jeho obsahu v destilátech je nezbytné, protože má nižší teplotu 

varu než ethanol a jeho obsah je v prvotní fázi destilace poměrně vysoký. Technologický-

mi postupy je methanol během destilace odstraňován, jeho přítomnost je však daná tvorbou 

azeotropické směsi. 

1.1 Základní fyzikální a chemické vlastnosti methanolu 

Bod varu: 64,7°C 

Hořlavost: hořlavá kapalina I. třídy nebezpečnosti 

Rozpustnost ve vodě: mísí se s vodou, ethanolem a acetonem 

Teplota tání/tuhnutí: -98°C 

Nejnižší smrtelná dávka (LDLO) orálně: člověk: 143 mg/kg [13] 

1.2 Výroba methanolu 

Zastaralý způsob výroby methanolu spočívá v zahřívání dřeva bez přístupu vzduchu. 

Odtud pochází zastaralý název pro methanol dřevný líh. Dnes se methanol vyrábí téměř 

výhradně hydrogenací oxidu uhelnatého. Optimální podmínky pro reakci jsou tlak kolem 

20 MPa a teplota 350°C; katalyzátorem je směs oxidu zinečnatého a oxidu chromitého [14-

16] 

 

 

(1) 

   

Methanol lze rovněž získat chlorací methanu hydrolýzou produktu reakce 

 

 

 
(2) 
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2 TOXICITA METHANOLU PRO LIDSKÝ ORGANIZMUS 

Methanol je po požití postupně enzymaticky metabolizován alkoholdehydrogená-

zou. Vznikají produkty oxidace methanolu, tj. formaldehyd a kyselina mravenčí. Tyto me-

tabolity jsou pro lidský organizmus toxické a mají rovněž negativní vliv na funkci očního 

nervu. Jejich zvýšená koncentrace v těle způsobuje slepotu a následný kolaps organizmu, 

který končí smrtí. Enzym alkoholdehydrogenáza má 20 krát vyšší afinitu k ethanolu než k 

methanolu [2,3], proto konzumace podezřelého či svépomocí získaného alkoholického 

nápoje nemusí nutně přivodit příznaky otravy právě z důvodu podstatně vyššího množství 

ethanolu. 

Obsah methanolu v lihových nápojích je Evropskou unií regulován. V této práci nastí-

níme souvislost mezi povoleným množstvím methanolu a maximálním množstvím, které je 

nebezpečné pro lidský organizmus. 

2.1 Toxikokinetika methanolu 

Studie prokázaly, že poločas eliminace methanolu z krevního řečiště je 140 minut 

[4,5]. Jak již bylo zmíněno, ethanol je metabolizován přednostně [1-3]. Pokud je ethanol 

obsažen v krvi v dávkách vyšších, než 100 mg/dl, je katalýza methanolu alkohol dehydro-

genázou úplně zastavena. V tomto případě je methanol odstraňován z těla pouze močí a ve 

vydechovaném vzduchu. Obsah methanolu v krvi při koncentraci ethanolu 100 mg/dl klesá 

velmi pomalu, literatura [1] uvádí pokles 1-2 % methanolu v krvi za hodinu. Hladina etha-

nolu v krvi 100 mg/dl je dosažena konzumací 36 g ethanolu (přibližně 100 ml 40 % lihovi-

ny) v intervalu 1 hodiny a následnou pravidelnou konzumací 6,5 gramu ethanolu za hodi-

nu. Při těchto podmínkách je methanol obsažený v krvi z poloviny odstraněn fyziologic-

kými procesy asi po 40 hodinách [1]. 

2.2 Tolerovatelné množství methanolu a toxické množství methanolu 

Literatura [1] uvádí údaj o koncentraci methanolu 1mg/dl krve jako přirozenou. Dá-

le se uvádí, že koncentrace methanolu vyšší než 20mg/dl krve je koncentrace vyžadující 

lékařské ošetření. Na základě těchto dvou údajů lze bezpečně tvrdit, že koncentrace metha-

nolu 5 mg/dl krve nepředstavuje nebezpečí pro lidský organizmus [1]. Pro zjištění limitní 

koncentrace methanolu v lihovině byl vytvořen následující model. 
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Osoba vážící 70 kg s obsahem vody v těle 55 % (39 litrů) dosáhne koncentrace 

methanolu v krvi 5mg /dl po požití 1950 mg methanolu. Pro konzumaci tohoto množství 

methanolu během 1-2 hodin uvažujeme 4 dávky lihoviny o objemu 25 ml a obsahu ethano-

lu 40 % obj. Pro dosažení výše uvedené koncentrace methanolu v krvi musí lihovina obsa-

hovat 2 % obj. methanolu. Tyto údaje platí při uvážení následujících hypotéz: 

1) míra absorpce je mnohem vyšší, než míra eliminace methanolu z těla 

2) množství požitého ethanolu současně s methanolem neurychlí eliminaci díky 

svým močopudným účinkům 

3) množství methanolu 5mg/dl krve nepředstavuje nebezpečí pro lidský organizmus 

Třetí hypotéza je potvrzena v praxi [6], kdy byl sledován zdravotní stav dobrovolní-

ků, kteří dosáhli koncentrace methanolu 7,6 mg/dl krve. Tato koncentrace byla zkoumána 

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

Shrnutím výše uvedených poznatků lze usoudit, že množství methanolu 5 mg/dl krve je 

dávka, která nepředstavuje riziko pro lidské zdraví, a to po libovolně dlouhou dobu, po 

kterou tato koncentrace přetrvává [1]. 

2.3 Metabolizmus methanolu a protilátky 

Methanol je metabolizován enzymem alkoholdehydrogenázou na formaldehyd, a ná-

sledně na kyselinu mravenčí. Tyto látky způsobují metabolickou acidózu, kardiovaskulární 

nestabilitu a často smrt [11]. Enzym alkoholdehydrogenáza však přednostně katalyzuje 

odbourávání ethanolu [1], proto je zvýšení množství ethanolu v krvi jednou z metod první 

pomoci při otravě methanolem [8]. Jednou z dalších možností je použití látky s názvem 

Fomepizol [10]. 

2.3.1 Ethanol jako protilátka oddalující metabolizmus methanolu 

Zvýšení množství ethanolu v krvi je základním opatřením při intoxikaci methanolem. 

Jedná se však o zásah, který pouze oddálí metabolizmus methanolu, protože ethanol je 

rovněž metabolizován jaterním cytochromem P450 2E1 [9]. Z tohoto důvodu je ochranná 

funkce ethanolu coby protilátky brzy vyčerpána. Jak již bylo zmíněno výše, inhibice meta-

bolizmu methanolu alkoholdehydrogenázou nastává při množství ethanolu v krvi 100 

mg/dl. Methanol je v tomto případě odstraněn beze změn vylučovací soustavou.  
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Pacient však musí být důsledně kontrolován, protože je intoxikován ethanolem a musí 

se zabránit selhání jater či hypoglykemii [10]. 

2.3.2 Fomepizol 

Fomepizol (4-methylpyrazol) je inhibitorem enzymu alkoholdehydrogenázy. Tato 

sloučenina je použitelná jako protilátka nejen při intoxikaci methanolem, ale také ethyleng-

lykolem [12]. V jedné ze studií [10] byla tato látka použita ve více případech intoxikace 

methanolem jako protilátka a byly zkoumány její účinky na pacientech. Fomepizol byl 

podáván intravenózně, dávka 15 mg na 1 kg tělesné váhy. Následně byly podávány dávky 

10 mg na 1 kg tělesné váhy každých 12 hodin. Tyto dávky se opět zvýšily na 15 mg na 1 

kg tělesné váhy po 48 hodinách. Podávány byly každých 12 hodin, aby se zabránilo meta-

bolizmu Fomepizolu. Pacienti byli tímto způsobem léčeni až do okamžiku, kdy koncentra-

ce methanolu v krvi klesla pod hodnotu 20 mg/dl krve. Doba léčby Fomepizolem trvala 

průměrně 30 hodin. Objevily se však i vedlejší příznaky spojené s touto léčbou. U někte-

rých pacientů byly pozorovány stavy úzkosti, rozrušení či škytavka [10]. 
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3 LEGISLATIVA TÝKAJÍCÍ SE POVOLENÉHO MNOŽSTVÍ 

METHANOLU V LIHOVINÁCH 

3.1.1 Povolené množství methanolu v lihových nápojích 

V níže uvedené tabulce jsou uvedeny povolená množství methanolu v jednotlivých 

destilátech, dle prováděcí vyhlášky k zákonu o lihu č. 141/1997 Sb. [7].  

Tabulka 1 Maximální přípustné množství methanolu ve vybraných destilátech 

Druh lihu-ovocné a jiné destiláty Obsah methanolu [g/la] 

borovičkový 15 

hruškový 15 

jablečný 15 

meruňkový 15 

slivovicový 15 

třešňový 15 

vinný 2 

whiskový 15 

broskvový 15 

višňový 15 

obilný 15 

 

 

Jednotka obsahu methanolu v lihovině g/la určuje hmotnost methanolu v jednom li-

tru 100 % obj. ethanolu [7]. Předpokládejme následující příklad: Destilát jiný než vinný o 

obsahu ethanolu 50 % obj. má dle výše uvedené tabulky povolený obsah methanolu 7,5 g/l. 

Uvažujme hustotu čistého methanolu 0,79 g/ml. Objem methanolu o hmotnosti 7,5 g od-

povídá hodnotě 9,5 ml. Procentuálně vyjádřeno, povolené množství methanolu v tomto 

modelu je 0,95 % obj. Srovnejme nyní vypočítanou hodnotu s výsledky, které dle publiko-

vané literatury [1] představují stále bezpečné množství methanolu, které nezpůsobí zdra-

votní komplikace, tj. 2% methanolu v lihovině o koncentraci ethanolu 40 % obj. Vyhláš-

kou daný limit stanovuje množství, které nepředstavuje bezpečnostní riziko a k hodnotě 

2% obj., kterou v této práci uvádím jako bezpečnou, se nepřibližuje a představuje tak 

značnou rezervu. 
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4 STANOVENÍ OBSAHU METHANOLU 

Alkoholy jako methanol a ethanol jsou látky rozpustné ve vodě; získávají se destilací 

jejich vodných roztoků-zkvašených přírodních produktů obsahujících cukr. S vodou tvoří 

azeotropickou směs; proto vodu nelze odstranit běžným procesem destilace. Přítomnost 

většího množství methanolu je, jak již bylo nastíněno výše, naprosto nepřípustná z důvodu 

jeho toxicity. Odlišit methanol od ethanolu senzoricky je nemožné, protože lihovina vždy 

obsahuje buď příměsi ovlivňující chuť produktu, nebo je chuť destilátu ovlivněna přírodní 

surovinou použitou k jeho výrobě. Zkoušky založené na barvě plamene jsou též diskutabil-

ní a rozhodně je nelze jako věrohodné doporučit, protože většina alkoholických nápojů 

neobsahuje dostatečné množství ethanolu, aby mohlo dojít k zažehnutí plamene. Navíc se 

jedná o směs obou alkoholů a barva plamene je vždy ovlivněna oběma spalovanými látka-

mi. Je proto nutné stanovit tyto alkoholy jiným způsobem. Optimální je použití instrumen-

tálních metod, zejména plynové chromatografie nebo Ramanovy spektroskopie. V této 

práci se zabývám metodami proveditelnými v běžné chemické laboratoři. 

4.1 Stanovení methoxy- a ethoxy- skupin dle Willstättera a Utzingera 

Jedná se o metodu založenou na sledu několika relativně jednoduchých chemických 

reakcí. Cílem je převedení methanolu a ethanolu na sloučeninu o vyšší molekulové hmot-

nosti. Stanovení methanolu touto metodou provedli Harold S. King a Adam C. Bell [19].  

4.1.1 Chemické reakce stanovení Willstättera a Utzingera 

Nejprve jsou oba alkoholy převedeny na alkyl-jodidy reakcí s koncentrovanou kyse-

linou jodovodíkovou. 

 
 (3) 

   

 

 
 (4) 
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 Následujícím krokem je reakce alkyl

amoniových solí. Reakce probíhají v

lu. 

 

 

Produktem této reakce je v

didu, která indikuje obsah methanolu ve vzorku. Analogicky vzniká trim

thyl(ethyl)amonium jodid, který zůstává rozpuštěn v

 

Vznik sraženiny indikuje obsah methanolu. Hmotnost vzniklého tetramethylamon

um jodidu pak kvantitativně udává obsah methanolu ve vzorku. Odstr

odpařením rozpouštědla lze analogickým způsobem

4.2 Spektrofotometrické stanovení obsahu methanolu

Při spektrofotometrickém stanovení koncentrace vzniká chromogen. Intenzita barvy 

je přímo úměrná koncentraci 

selektivní indikátor, jehož funkce není ovlivněna dalšími příměs

v lihovinách vyskytovat. V

kterou použil i tým Mohammada Delirrada

4.2.1 Kyselina chromotropová

Jedná se o derivát naftalenu (

1). V silně kyselém prostředí indikuje přítomnost formaldehydu tvorbou červenofialového 

chromogenu. 

 

 

 

 

Obrázek 

motropové
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Následujícím krokem je reakce alkyl-jodidů s trimethylaminem za vzniku alkyl

Reakce probíhají v roztoku trimethylaminu (TMA) v

 

Produktem této reakce je v ethanolu nerozpustná sraženina tetramethylamonium j

didu, která indikuje obsah methanolu ve vzorku. Analogicky vzniká trim

thyl(ethyl)amonium jodid, který zůstává rozpuštěn v alkoholickém roztoku TMA.

Vznik sraženiny indikuje obsah methanolu. Hmotnost vzniklého tetramethylamon

um jodidu pak kvantitativně udává obsah methanolu ve vzorku. Odstr

odpařením rozpouštědla lze analogickým způsobem kontrolně určit obsah ethanolu.

Spektrofotometrické stanovení obsahu methanolu 

Při spektrofotometrickém stanovení koncentrace vzniká chromogen. Intenzita barvy 

je přímo úměrná koncentraci zkoumané látky. V případě methanolu je nutné zvolit vysoce 

selektivní indikátor, jehož funkce není ovlivněna dalšími příměsemi

lihovinách vyskytovat. V této práci byla jako indikátor zvolena kyselina chromotropová, 

ammada Delirrada [17] v roce 2012.  

Kyselina chromotropová 

Jedná se o derivát naftalenu (4,5- dihydroxy-2,7- naftalendisulfonová kyselina

silně kyselém prostředí indikuje přítomnost formaldehydu tvorbou červenofialového 

Obrázek 1 Chemický vzorec kyseliny chro-

motropové 

   18 

trimethylaminem za vzniku alkyl-

roztoku trimethylaminu (TMA) v absolutním alkoho-

(5) 

ethanolu nerozpustná sraženina tetramethylamonium jo-

didu, která indikuje obsah methanolu ve vzorku. Analogicky vzniká trime-

alkoholickém roztoku TMA. 

 
(6) 

Vznik sraženiny indikuje obsah methanolu. Hmotnost vzniklého tetramethylamoni-

um jodidu pak kvantitativně udává obsah methanolu ve vzorku. Odstraněním sraženiny a 

určit obsah ethanolu. 

 

Při spektrofotometrickém stanovení koncentrace vzniká chromogen. Intenzita barvy 

případě methanolu je nutné zvolit vysoce 

emi, které se mohou 

této práci byla jako indikátor zvolena kyselina chromotropová, 

naftalendisulfonová kyselina, obr. 

silně kyselém prostředí indikuje přítomnost formaldehydu tvorbou červenofialového 
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4.2.2 Chemizmus stanovení methanolu pomocí kyseliny chromotropové 

Jak již bylo popsáno výše, kyselina chromotropová je indikátorem formaldehydu. 

Proto je nutné nejprve převést alkoholy ve vzorku na odpovídající aldehydy vhodným oxi-

dovadlem. Je možné použít například dichroman draselný či manganistan draselný. Níže 

uvedená reakce alkoholu s manganistanem draselným byla použita pro praktickou část 

práce ke stanovení methanolu ve vzorcích lihovin.  

 
 

(7) 

 

Reakce probíhá v kyselém prostředí kyseliny ortho-fosforečné, ta reaguje se vzni-

kajícím hydroxidem za vzniku fosforečnanu a vody. 

 
 (8) 

 

Vznikající MnO2 tvoří hnědou sraženinu, jejíž přítomnost by zkreslovala následné 

stanovení, které je podmíněno tvorbou chromogenu. Sraženinu lze odstranit přidáním roz-

toku disiřičitanu sodného nebo draselného, který roztok odbarví. Kyselina chromotropová 

vytvoří chromogen až po přídavku koncentrované kyseliny sírové; některé studie [18] uvá-

dějí rovněž možnost použití kyseliny fosforečné, chlorovodíkové a chloristé. 

4.2.3 Spektrofotometrické stanovení 

Po vytvoření chromogenu je možné provést kalibraci standardními roztoky o zná-

mém obsahu methanolu; intenzita barvy je přímo úměrná obsahu methanolu.  

4.3 Stanovení metodou plynové chromatografie (GC) 

Plynová chromatografie slouží ke stanovení těkavých látek lehce převeditelných do 

plynného skupenství. Látky stanovitelné touto metodou musí mít dostatečný tlak nasyce-

ných par, musí být tepelně stálé a relativní molekulová hmotnost nesmí překročit 1000 

g/mol. Použití metody není možné například pro stanovení makromolekulárních látek, or-

ganických a anorganických solí. Naopak těkavé organické látky, mezi něž patří námi 

zkoumané alkoholy, lze touto metodou spolehlivě stanovit. Analýza vzorků plynovou 

chromatografií v našem výzkumu posloužila jako referenční metoda ke srovnání přesnosti 

stanovení obsahu methanolu metodami chemickými [20]. 
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4.3.1  Popis funkce plynového chromatografu 

Aby bylo možné vzorek analyzovat, musí se přeměnit v páry. To se děje okamžitě 

po vstříknutí do vyhřívaného dávkovače; zpravidla vstřikujeme jen několik µl látky. Páry 

jsou transportovány nosným plynem (mobilní fází) do vyhřívané kolony, kde dochází 

k separaci jednotlivých složek vzorku na základě různé afinity ke stacionární fázi. Do de-

tektoru látky vstupují jednotlivě, každá po určitém čase, který nazýváme retenční. 

K analýze vzorků v této práci byl použit plamenově-ionizační detektor. Po vstupu látky do 

detektoru dojde k ionizaci plamene a tím ke zvýšení vodivosti prostoru detektoru. Tento 

výkyv je zaznamenán na chromatogramu; na základě tvaru křivky lze určit, o jakou látku 

se jedná, plocha pod křivkou určuje množství zkoumaného analytu [20].  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická        21 

 

5 CÍLE BAKALÁŘSKÉ PRÁCE 

Cílem bakalářské práce bylo shromáždit dostupné informace o metodice stanovení 

methanolu a provést laboratorní stanovení na základě získaných teoretických poznatků. 

Dále bylo nutné zjistit přesnost daných laboratorních metod srovnáním výsledků měření 

s výsledky získanými měřením pomocí plynové chromatografie za použití reálných vzorků 

lihovin. Následně poznatky shrnout a zvážit vhodnost použití metodiky v běžné laboratorní 

praxi.  
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II. PRAKTICKÁ ČÁST 
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6 MATERIÁL POUŽITÝ K ANALÝZE JEDNOTLIVÝMI 

METODAMI 

 

6.1 Vzorky destilátu 

Pro aplikaci metod popsaných v teoretické části této práce byly zkoumány vzorky 

destilátů vyrobených v pěstitelské pálenici. Přírodní materiál pro kvas a následnou destilaci 

se v jednotlivých případech lišil. V tabulce 2 jsou uvedeny veškeré údaje o složení vzorků, 

obsah ethanolu a druh suroviny použité k výrobě dané lihoviny. 

Tabulka 2 Charakteristika vzorků lihovin 

Označení Surovina Obsah ethanolu 

1 Švestka 52% 

2 Mirabelka 52% 

3 Švestka 46% 

4 Hrozen není známo 

5 Domácí pivo není známo 

6 Švestka 46% 

7 Špendlík, švestka, ryngle 47% 

8 Švestka není známo 

9 Švestka není známo 
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6.2 Chemikálie 

-ethanol pro UV spektroskopii; výrobce: Lachema; obsah ethanolu min. 96% obj. 

-methanol; výrobce: Dorapis, Bacílek; obsah methanolu min. 99,5% 

-kyselina jodovodíková; výrobce: Merck; koncentrace: 57% hm.; čistota p.a. 

-trimethylamin; roztok v absolutním ethanolu; výrobce Sigma-Aldrich; koncentrace 31-

35%; čistota p.a. 

-kyselina sírová; výrobce Penta; koncentrace min. 96%; čistota p.a. 

-manganistan draselný; výrobce Lachema; čistota p.a. 

-disiřičitan draselný; výrobce Lachema; čistota p.a. 

-kyselina ortho-fosforečná; výrobce Lachema; koncentrace 86 %; čistota p.a. 

-kyselina chromotropová; výrobce Lachema; čistota p.a. 
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7 STANOVENÍ OBSAHU METHANOLU VE VZORCÍCH 

PLYNOVÝM CHROMATOGRAFEM (GC-FID) 

Aby bylo možné vyhodnotit přesnost stanovení methanolu pomocí laboratorních me-

tod popsaných v teoretické části, byly vzorky nejprve zkoumány metodou plynové chroma-

tografie. Pro analýzu byl použit přístroj Agilent Technologies 7890A s plamenově ionizač-

ním detektorem. Pro zjištění obsahu methanolu byla použita metoda kalibrační křivky a 

koncentrace methanolu ve vzorcích byla vypočtena na základě regresní analýzy kalibrační 

křivky.  

7.1 Příprava vzorků 

Vzorky byly před analýzou naředěny, a to následujícím způsobem: 1ml vzorku byl 

pipetován do odměrné baňky o objemu 5 ml, doplněn vodou po rysku a dokonale promí-

chán. Do kolony bylo injektováno 5 µl takto připraveného roztoku. 

7.2 Podmínky měření 

Jako nosný plyn bylo použito helium, průtok plynu 2 ml/min. Teplota nástřiku vzor-

ku byla nastavena na 250 °C. Kolona byla vyhřívána na 300 °C. Množství vzorku vstřiko-

vaného do dávkovače bylo 5µl. 

7.3 Analýza vzorků metodou kalibrační křivky 

Pro kalibraci plynového chromatografu byly použity vodné roztoky o koncentraci 

0,024; 0,048; 0,072; 0,096 a 0,12 % obj. methanolu. K jejich přípravě byl použit zásobní 

roztok o koncentraci 0,6% obj. MeOH. 

 

Tabulka 3 Hodnoty plochy peaku odpovídající koncentracím MeOH použitých pro kalibra-

ci 

Kalibrační roztok č. Obsah MeOH [%] Plocha peaku [pA.s] 

1 0,024 1318 

2 0,048 3386 

3 0,072 5831 

4 0,096 9530 

5 0,120 11333 
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Obrázek 2 Kalibrační přímka 

7.3.1 Výsledky analýzy 

Po provedení kalibrace byly postupně analyzovány jednotlivé vzorky. Výsledné hod-

noty koncentrace MeOH jsou uvedeny v tabulce 4. 

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

Vzorky Plocha peaku [pA.s] Koncentrace;5x ředěno [%] Koncentrace [%] 

1 8140 0,0891 0,4453 

2 9099 0,0979 0,4893 

3 11676 0,1215 0,6074 

4 2326 0,0357 0,1787 

5 147 0,0158 0,0788 

6 8070 0,0884 0,4421 

7 4867 0,0590 0,2952 

8 7065 0,0792 0,3960 

9 11272 0,1178 0,5889 

 

Vzorek číslo 5 obsahuje dle analýzy pomocí GC-FID nižší koncentraci methanolu, než 

odpovídá dané kalibrační závislosti. Výsledek proto uvádím jako podlimitní. 

y = 109058x - 1572,6
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8 STANOVENÍ METHANOLU KYSELINOU CHROMOTROPOVOU 

Po zjištění obsahu methanolu ve vzorcích destilátů předepsanou metodou- plynovou 

chromatografií- byly vzorky podrobeny analýze pomocí kyseliny chromotropové. Cílem 

tohoto stanovení je zjištění přesnosti této analýzy porovnáním výsledků s GC-FID. Dále 

byla zkoumána složitost úkonů vedoucích ke stanovení obsahu methanolu a uvedena dis-

kuse možné implementace této metody do laboratorní praxe. 

8.1 Příprava vzorků před analýzou 

0,1 ml vzorku bylo pipetováno do zkumavky o objemu 20 ml. Ke vzorku bylo přidá-

no 0,1 ml 37 % obj. ethanolu. Tento krok je nutný, jelikož ředění vzorku vodou vykazova-

lo v pozdějším měření absorbance chromogenu odchylky. Každý takto připravený vzorek 

byl oxidován na příslušné alkyl-aldehydy dle rovnice (7), respektive dle rovnice (8). 

K obsahu zkumavky bylo pipetováno 0,4 ml vodného roztoku obsahující 3 % manganista-

nu draselného a 15 % kyseliny ortho-fosforečné. Oxidace probíhala přibližně po dobu 5 

minut a její úplnost je indikována vznikem hnědé sraženiny MnO2. Pro přehlednost nutno 

dodat, že k úplné oxidaci dojde po vymizení fialového zbarvení, které nastane po spotře-

bování veškerého manganistanu. 

8.2 Aplikace selektivního indikátoru 

Vzorky alkoholů byly oxidovány manganistanem draselným na aldehydy. Aby bylo 

možné spektrofotometricky stanovit koncentraci methanolu, respektive formaldehydu, je 

nutné vzorek odbarvit. Sraženina MnO2 by zkreslovala analýzu, proto je ke vzorku nutno 

po kapkách přidat 10 % roztok disiřičitanu sodného nebo draselného. Dojde k úplnému 

odbarvení reakční směsi, kdy veškerý MnO2 je redukován až na Mn2+ ionty, které jsou 

bezbarvé. Takto připravená čirá a bezbarvá reakční směs může být použita k analýze. Se-

lektivním indikátorem formaldehydu je v našem případě 5% roztok kyseliny chromotropo-

vé. Ke vzorkům bylo pipetováno 0,2 ml tohoto roztoku, ke vzniku chromogenu dochází po 

přidání 3 ml kyseliny sírové o koncentraci 96%. Vzniká červenofialové zbarvení, jehož 

intenzita je přímo úměrná koncentraci formaldehydu ve vzorku. Množství formaldehydu je 

ekvivalentní množství methanolu za předpokladu, že došlo k dokonalé oxidaci alkoholů. 
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8.3 Měření absorbance chromogenu a stanovení koncentrace methanolu 

metodou kalibrační křivky 

Chromogen byl vytvořen ihned po přidání silné koncentrované kyseliny. Intenzita 

barvy byla však přílišná i pro malé koncentrace formaldehydu/methanolu. Z tohoto důvodu 

bylo z každé reakční směsi pipetováno 1 ml do odměrné baňky o objemu 5 ml a doplněno 

po rysku koncentrovanou kyselinou sírovou (96%). Použití kyseliny je nevyhnutelné, pro-

tože ředění vodou okamžitě destabilizuje chromogen a ten se začne rozkládat a ztrácet in-

tenzitu. Pro stanovení kalibrační závislosti bylo pipetováno 0,2 ml standardu do reakčních 

zkumavek a podrobeno stejným krokům, jako tomu bylo u vzorků o neznámé koncentraci. 

Byly použity standardy o koncentracích 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 % obj. methanolu. K ředění 

vzorků byl použit 37% obj. roztok ethanolu pro UV spektroskopii, standardy se neředily.  

 

Obrázek 3 Závislost absorbance chromogenu na koncentraci methanolu 

Tabulka 5 Hodnoty absorbance chromogenu odpovídající koncentraci standardu 

Koncentrace [% obj.] Absorbance [1] 

0,1 0,133 

0,2 0,336 

0,3 0,429 

0,4 0,674 

0,5 0,944 
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8.4 Výsledky spektrofotometrického stanovení a porovnání s GC-FID 

S použitím kalibrační závislosti (obr. 3) byly analyzovány vzorky lihovin výše po-

psanou metodou využívající kyselinu chromotropovou jako indikátor formaldehydu-ten 

vznikl po chemické oxidaci vzorků. Tabulka 6 obsahuje výsledky analýzy touto metodou. 

Absorbance chromogenu byla měřena pomocí přístroje Philips PU8800 UV/VIS spectro-

photometer.  Pro srovnání jsou uvedeny též koncentrace methanolu získané analýzou GC-

FID.  

Tabulka 6 Výsledky spektrofotometrického stanovení methanolu ve srovnání s GC 

Označení vzorku Absorbance[1]* 
Koncentrace 

methanolu [% 
obj.] 

Koncentrace 
methanolu GC [% 

obj.] 

Odchylka [%] 

1 0,335 0,43 0,45 -4 

2 0,327 0,42 0,49 -14 

3 0,425 0,53 0,61 -13 

4 0,135 0,22 0,18 22 

6 0,366 0,47 0,44 7 

7 0,170 0,26 0,30 -13 

8 0,319 0,41 0,40 3 

9 0,383 0,48 0,59 -18 

* vzorky byly dvakrát ředěny 

8.5 Interferující látky 

Lihoviny, jejichž složení je popsáno výše, byly čiré kapaliny bez přidaných dochuco-

vacích látek či barviv. Proto byla provedena analýza karamelem obarveného, hořkého liké-

ru s citrusovou příchutí. Barvivo (dle etikety se jedná o karamel) bylo rozloženo během 

oxidace manganistanem draselným. Před přidáním kyseliny chromotropové byl roztok či-

rý, stejně jako v případě analýzy destilátů. Avšak po přidání kyseliny sírové došlo k reakci, 

jejíž produkty měly temně hnědou barvu a tvorbu chromogenu nebylo díky této skutečnosti 

možné prokázat, ani změřit. V případě popisovaného likéru se s největší pravděpodobností 

interferující látkou stal cukr, který po přidání kyseliny sírové zuhelnatěl.  
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8.6 Limit detekce 

Chromogen je vytvořen po přidání kyseliny sírové ke zkoumanému vzorku či standar-

du. Avšak se snižující se koncentrací methanolu byla pozorována i nižší stabilita vzniklého 

chromogenu. Jinými slovy, při nižší koncentraci methanolu barevný roztok rychle degradu-

je a měření absorbance je zatíženo velkou chybou. Nárůst rychlosti degradace byl pozoro-

ván při koncentracích nižších než 0,1% objemových methanolu. Proto koncentraci metha-

nolu 0,1% objemových uvádím jako limit detekce s tím, že nižší koncentrace ještě vykazují 

rozdílnou absorbanci oproti blanku, ale barevnost roztoku rychle degraduje. 
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9 STANOVENÍ METHANOLU METODOU DLE WILLSTÄTTERA A 

UTZINGERA 

Stanovení obsahu methanolu touto metodou je založeno na reakci methyl- jodidu s 

trimethyl aminem. Methyl- jodid vzniká reakcí methanolu s kyselinou jodovodíkovou. Vý-

sledným produktem reakce je sraženina nerozpustného tetramethylamonium- jodidu, jejíž 

hmotnost je přímo úměrná koncentraci methanolu ve vzorku. Ethanol a vyšší alkoholy 

podstupují tuto reakci stejným principem, avšak za vzniku sloučenin rozpustných 

v ethanolu, jež slouží jako rozpouštědlo pro trimethylamin. 

9.1 Podmínky a technika použitá k analýze 

Aparatura potřebná k provedení analýzy sestává z topného hnízda, ve kterém je v za-

broušené baňce zahřívána reakční směs vzorku lihoviny a kyseliny jodovodíkové. Baňka je 

opatřena vrtanou zátkou, přes kterou je zaveden teploměr, a skleněná trubička pro odvod 

par. Páry jsou vedeny krátkou skleněnou trubičkou do roztoku trimethylaminu v absolut-

ním alkoholu. V celé aparatuře je vytvářen slabý přetlak pomocí kompresoru, aby se za-

bránilo zpětnému vtáhnutí trimethylaminu do směsi zahřívané v baňce. 

9.2 Postup stanovení 

Nejprve byly použity standardy o známé koncentraci methanolu, aby bylo možné 

zjistit přesnost stanovení. Roztoky měly koncentraci 0,4; 0,5; 0,8; 1; 2% obj. v 37% obj. 

ethanolu. 1 ml roztoku standardu byl pipetován do varné baňky, která byla umístěna do 

topného hnízda. Poté bylo přidáno 5 ml 57% kyseliny jodovodíkové. Baňka byla uzavřena 

zátkou s teploměrem, trubičkou pro odvod par a přívodem vzduchu. Opačný konec trubič-

ky byl vložen do zkumavky obsahující 10 ml 10% roztoku trimethylaminu v absolutním 

alkoholu. V dalším kroku bylo zapnuto topení a přívod vzduchu tak, aby se v roztoku tri-

methylaminu objevovaly přibližně 2 bublinky za sekundu. Teplota byla regulována tak, 

aby nedocházelo k přílišnému varu. Po cca 10 minutách zahřívání se začala vytvářet bílá 

sraženina s jemnými krystaly tetramethylamonium- jodidu. Tvorba sraženiny ustala ve 

všech případech po přibližně 20 minutách zahřívání. 
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9.3 Výsledky analýzy 

Obsah zkumavky obsahující sraženinu byl přefiltrován na fritě S4 a vysušen do kon-

stantní hmotnosti při 105°C. Uvažujeme-li molární hmotnost tetramethylamonium jodidu 

201,07 g/mol a průběh reakce dle rovnice (5), můžeme vypočítat látkové množství vzniklé 

sraženiny. Protože v reakcích (3) a (5) látky reagují v molárním poměru 1:1, odpovídá lát-

kové množství sraženiny látkovému množství methanolu. Následným přepočtem na obje-

mová procenta získáme obsah methanolu ve vzorku. Výsledky analýzy standardů uvádím 

v tabulce 7. 

Tabulka 7 Výsledky analýzy dle Willstättera a Utzingera 

Koncentrace standardu [% 
obj.] 

Výtěžek [g] Teoretický výtěžek [g] Odchylka [%] 

2 0,0812 0,0992 -18 

1 0,0324 0,0496 -35 

0,8 0,0150 0,0399 -62 

0,5 0,0147 0,0248 -41 

0,4 0,0057 0,0198 -71 

 

Z výsledků je patrné, že přesnost stanovení touto metodou je velmi malá. Se snižu-

jící se koncentrací standardu pozorujeme ve většině případů nárůst odchylky od teoreticky 

vypočítaného množství sraženiny. Nepřesnost tohoto stanovení zavrhuje použití této meto-

dy ke kvantitativnímu stanovení obsahu methanolu. Vzorky lihovin proto nebyly podrobe-

ny gravimetrické analýze, při použití postupu dle Willstättera a Utzingera však ukázaly 

pozitivní reakci ve formě jemné sraženiny tetramethylamonium jodidu. Použití této metody 

ke kvalitativní analýze je však velmi výhodné z důvodu selektivity a netečnosti vůči dalším 

látkám obsažených ve vzorcích. Ne vždy je možné k analýze použít GC či selektivní indi-

kátor vzhledem k povaze vzorku a příměsových látek v něm obsažených. Pokud však po-

žadujeme pouze zjištění přítomnosti methanolu a jeho kvantitativní stanovení není důleži-

tým parametrem zkoumání, lze tuto metodu doporučit. 
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9.4 Limit detekce 

V případě této metody je pojem limit detekce poněkud zavádějící z důvodu malé přesnosti 

stanovení. Avšak při stanovení koncentrací nižších než 0,4% obj. se sraženina buď nevy-

skytuje vůbec, nebo pouze ve velmi malém množství. Proto považuji koncentraci 0,4% obj. 

methanolu za limitní. 
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10 DISKUSE VÝSLEDKŮ 

Vzorky 1 až 9 byly nejprve analyzovány pomocí plynové chromatografie kvůli získání 

přesných hodnot obsahu methanolu. Všechny vzorky vyjma vzorku 5 obsahovaly množství 

methanolu odpovídající kalibrační závislosti. Vzorek 5 obsahoval podlimitní množství 

methanolu, proto byl ze zkoumání vyřazen a další měření obsahu methanolu u něj neprobí-

halo. Dle analýzy vzorek 5 představuje zástupce s nejnižším množstvím methanolu. Vzo-

rek 3, složením se jedná o slivovici, se svým obsahem 0,61 % obj. představuje zástupce 

s nejvyšším obsahem methanolu. Každý ze vzorků však odpovídá limitu stanoveného zá-

konem o lihu č. 141/1997 Sb.  

Následně byly vzorky podrobeny analýze pomocí kyseliny chromotropové. Získané 

výsledky nyní konfrontujme s analýzou GC-FID. Výsledky analýzy chemickou cestou se 

výrazně lišily pouze v případě vzorku 4 a 9, v ostatních případech byly hodnoty obsahu 

methanolu velmi blízké hodnotám získaným pomocí GC-FID. Vzorek 8 vykazoval nejnižší 

odchylku, vzorek 4 pak odchylku nejvyšší.  

Stanovení dle Willstättera a Utzingera se ukázalo jako velmi nepřesné, co se kvantity 

týká. Po několika sériích měření standardů potvrzeno, že kvantitativní analýza touto meto-

dou je velmi nepřesná a nelze ji doporučit k praktickému využití. Avšak indikace přítom-

nosti methanolu, přesněji methoxy- sloučenin ve vzorku, je touto metodou spolehlivě pro-

veditelné. Výhodou je, že s trimethylaminem reagují patřičné alkyl-jodidy, ostatní látky, 

které by mohly interferovat, zůstávají díky nižší tenzi par v reakční baňce a neovlivňují 

analýzu. 
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ZÁVĚR 

Stanovení obsahu methanolu v lihovinách je běžně prováděno pomocí plynové 

chromatografie. V této práci byly zkoumány další dvě metody, které umožňují stanovení 

obsahu methanolu bez použití nákladného přístroje. Současně se jedná o metody provedi-

telné jednoduchými postupy, které nevyžadují speciální vybavení. Další výhodou je časová 

a finanční nenáročnost chemických metod. 

Spektrofotometrické stanovení pomocí kyseliny chromotropové představuje dle 

získaných výsledku spolehlivě použitelnou doplňkovou metodu stanovení obsahu metha-

nolu v lihovinách. Stejně jako tomu je v případě metody dle Willstättera a Utzingera, je 

stanovení kyselinou chromotropovou proveditelné v běžné laboratoři. Není zapotřebí žádné 

speciální vybavení. Porovnáním výsledků získaných pomocí GC-FID bylo zjištěno, že 

přesnost spektrofotometrického stanovení je dostatečná, a proto lze tuto metodu doporučit 

ke stanovení methanolu (formaldehydu) v běžné laboratorní praxi. 

Kvantitativní stanovení methanolu metodou dle Willstättera a Utzingera se po sta-

novení sérii standardů ukázalo jako velmi nepřesné, odchylky od teoretického množství 

sraženiny se velmi lišily a s klesající koncentrací methanolu se snižoval i výtěžek. Z tohoto 

důvodu byla tato metoda stanovení methanolu vedle ethanolu shledána nespolehlivou. Ne-

spornou výhodu však představují její možnosti využití ke kvalitativní analýze. Jedná se 

totiž o spolehlivý indikátor methoxy- sloučenin v téměř libovolné matrici či směsi materiá-

lu, protože sraženinu po reakci s trimethylaminem tvoří pouze methyl-jodid, jenž je pro-

duktem jodace methanolu. Ostatní složky směsi neovlivní tvorbu sraženiny a 

s trimethylaminem netvoří produkty negativně ovlivňující stanovení obsahu methoxy- 

sloučenin. 

Výsledky získané v této bakalářské práci mohou posloužit v případech, kdy není 

dostupná či je z jakýchkoli důvodů nepoužitelná metoda plynové chromatografie a je zapo-

třebí ověřit přítomnost methanolu v lihovině. V případě zkoumané spektrofotometrické 

metody lze získat poměrně přesné výsledky, gravimetrická metoda spolehlivě poskytuje 

pouze informaci o přítomnosti methanolu. Vzhledem k nedávným případům otrav metha-

nolem se právě možnosti stanovení této látky jeví jako důležité téma, jež zasluhuje velkou 

pozornost. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

g/la  Hmotnost methanolu v jednom litru čistého (100% obj.) lihu 

GC  Gas chromatography-plynová chromatografie 

FID  Flame ionized detector- plamenově ionizační detektor 

LDLO  Nejnižší smrtelná dávka 
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