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PO STOPACH JEDOVATEHO METHANOLU

Aneb hledani tichého vraha

V roce 2012 ochromila Ceskou republiku tzv. Methanolovd aféra. Néktefi vyrobci
spotrebniho alkoholu, ve snaze uniknout placeni vysoké spotiebni dané, pridavali, vzhledem
k podobnosti v chuti i vlini, do lahvi s alkoholickymi napoji podstatné levnéjsi methanol.
Jejich neznalost chemie a toxikologie ovsem méla fatalni nasledky. Methanol je totiz prudce
jedovaty a jeho poZiti ve vétSim mnozstvi vede ke smrtelné otravé. V disledku vypiti napoje
s methanolem zemtely v CR vice ne? ¢tyFi desitky lidi. Na trhu pak zlistalo nékolik miliénd
lahvi, jejichZz obsah byl nejisty. U rady alkoholickych napojl tak bylo tfeba provést analyzy,
aby zavadné lahve byly stazeny z trhu a dale, aby analyza slouzila jako stopa i dlikaz pro
hledani osob, které alkohol pancovali. Také v ptipadech, kdy nékdo vypil ndpoj, jehoz plivod
nebyl jisty, je tfeba metody rychlé analyzy vzorku, aby clovék, ktery napoj vypil, byl
adekvatné a rychle osetren.

Starite se ¢lenem vySetfovaciho tymu a zanalyzujte vzorek s nezndmym obsahem, zda neni
pfitomen jedovaty methanol. Pomozte kriminalistim vystopovat plvodce methanolové
aféry. Zanalyzujte, jako expert s potfebnymi znalostmi, nezndmy vzorek alkoholického
napoje ze skladu podezielé osoby jednou z nejdllezitéjSich metod forenzni analyzy

Co byste méli védét?

Problémem v analyze methanolu, ktery se nachazi v alkoholickych napojich, je soucasna
pfitomnost ethanolu. Oba zminéné alkoholy jsou velmi podobné a lisi se pouze o jeden uhlik.
To Cinni prakticky nemozné pro vétsinu metod analytické chemie stanovit tyto dva alkoholy
vedle sebe. Jednou z mdle metod, ktera si stimto problémem umi poradit, je plynova
chromatografie, jedna ze zakladnich metod instrumentalni forenzni analyzy. Mozind vdm
néco fika pojem ,chromatografie”. Co to vlastné je.
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Co byste mozna méli védét?

Existuje fada tzv. chromatografickych technik, z nichz nékteré zajisté znate: papirova
chromatografie, tenkovrstvd chromatografie, kapalinovd chromatografie, vysokotlaka
kapalinovd chromatografie (HPLC — High Pressure Liquid Chromatography) ¢i plynova
chromatografie (GC — Gas Chromatography). Vyuziti chromatografickych technik je velmi
Siroké. Biochemici ji pouZzivaji k separaci protein(l, organicti chemici zase velmi vyuZivaji GC
a HPLC k identifikaci a charakterizaci organickych latek, analytici k separaci a analyze latek ve
smési. Chromatografické techniky jsou také vyuzivany k analyze lé¢iv a analyze slozek
Zivotniho prostiedi jako levna a technicky relativné nenarocna metoda. Chromatografie je
pfirozené taktéz vyuzivana ve forenzni analyze k feSeni kriminalnich pripada.

VSechny chromatografické techniky jsou v zasadé zaloZzeny na stejném principu. Jednou ¢asti
v experimentdlnim usporadani chromatografie je stacionarni (pevnd) faze, dalsi je faze
mobilni. Mobilni faze se pohybuje pres fazi stacionarni (umisténé napfr. ve sloupci — kolonég,
nebo vhodné plose) od tzv. startu do tzv. cile (draha pohybu mobilni faze). Jednotlivé slozky
smési (vzorku), které si prejeme rozdélit, v zavislosti na sloZzeni mobilni a pevné faze,
interaguji rozdilné s témito fazemi a dlsledkem je, Ze kazda slozka smési (¢ast vzorku) se
pohybuje s rozdilnou rychlosti. Slozky interaguji s mobilni a staciondrni fazi vétsinou
prostfednictvim dipdlovych interakci, disperznich sil a iontovych interakci.

Nami pouzity chromatograf Mini GC vyuZiva kovové kolony, kterd je zevniti pokryta
stacionarni fazi. Vzorek (smés latek) je injektovana do kolony, kde dojde k odpareni slozek
smési (prevedeni do plynné faze). Dale jsou tyto slozky undseny vzduchem, ktery zde funguje
jako mobilni faze a dochazi k jejich déleni. Slozky jsou pak diky rdzné rychlosti pohybu
preneseny do detektoru, kde dojde k jejich ionizaci a ddle je méren proud a odpovidajici
napéti. Ty jsou potom reprezentovany na tzv. chromatografu jako tzv. peak (obr. 1). Cas
potifebny k tomu, aby slozka opustila danou kolonu reprezentovanou stacionarni a mobilni
fazi se nazyva retencni ¢as a charakterizuje danou latku. Jeho prostfednictvim pak Ize danou
latku (nebo smés) relativné jednoznacné charakterizovat.
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Obrazek 1: Vzorovy chromatogram (GC)
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Existuje fada faktorU, které ovliviuji pohyb a interakci Iatky s kolonou (tedy staciondrni
a mobilni fazi). Tékavéjsi latky se obvykle pohybuji v koloné GC rychleji, nebot méné
interaguji se stacionarni fazi. DalSim faktorem je pritomnost funkcnich skupin v latce. Napf.
alkoholy maji dipélovy moment, proto sndze interaguji s polarnimi staciondrnimi fazemi
a méné s nosnym plynem (mobilni fazi) neZ je tomu napf. v pfipadé esterd, které nemohou
tvofit potfebné vodikové vazby. Roli také hraje molarni hmotnost, ackoliv nelze jednoduse
fici, ze tézSi molekuly se pohybuji kolonou pomaleji.
PFfi samotné analyze se v praxi postupuje tak, Ze zmétrime za danych podminek retencni ¢asy
standard( latek, které stanovujeme (Ci je jiz mame uloZeny v databazi - v nasem pfipadé
methanolu a ethanolu) a pak zméfime vzorek. Srovnanim retencnich cast latek ve vzorku
a standard( zjistime, jaké latky jsou pfitomny ve vzorku.

Ve

Postup méreni

Chemikalie a vybaveni:

e Plynovy chromatograf Vernier GC mini

e standardy ethanol a methanol ve vialkdch uzavienych septem,

e pocitac s nainstalovanym Logger Pro 3 software nebo Labquest datalogger
e 1injek¢ni stfikacka na 1 mL

e vzorek ve vialce uzaviené septem

Nez zacnete mérit ...

Zkuste vyplnit niZze uvedenu tabulku a zkuste predpovédét, v jakém poradi uvedené latky
opusti kolonu GC chromatografu. Pomoci vam muze vyhleddni bodu varu jednotlivych latek
na internetu.

Latka Bod varu (°C) Predpovéd’

methanol

ethanol

propanol

Postup

Nezapomerite si vzit ochranné pomdcky, tedy rukavice, bryle a laboratorni plast, experiment
provadéjte v digestori nebo dobre vétrané mistnosti.

Dulezité: Pokud pouzZivate sklenénou injekéni strikacku, je velmi kfehkd a lze ji snadno
poskodit. Berte na to, prosim, ohled, nijak ji, jeji pist a ani jehlu neohybejte. Nikdy
nevytahujte pist, jiz jej nelze vratit, budte také obezfetni, abyste pist pfi praci nevytahli.
Obezietné pracujte i s plastovou stfikackou, vzhledem
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Pfipravte chromatograf k méreni

a
b.
C.
d
e

Zapnéte Mini GC.

Pfipojte GC USB kabelem k pocitaci nebo ekvivalentnimu zafizeni
Spustte program LabQuest Pro a zvolte Novy z menu “File”

Kliknéte na “Collect”, ukdze se polozka “Temperature-Pressure profile”.
Nastavte nasledujici hodnoty profilu “Temperature-Pressure”:

Start temperature 60 °C
Hold time 3 min
Ramp rate 5°C/min

Final temperature 60°C
Hold time 3 min

Total length 6.0 min
Pressure 1.0 kPa

Zvolte “Done” Mini GC, se zacne zahtivat. Pozndmka: Objevi se nova zprava, “Do not
inject until GC is ready (nedavkujte vzorek, dokud GC neni pfipraven k méreni)”, a LED
dioda Mini GC sviti ¢ervené. Mini GC se nékolik minut bude zahfivat na provozni
teplotu, poté se stabilizuje. Ve chvili, kdy je chromatograf pripraven k davkovani
vzorku (injekcni stiikackou) — viz bod 7 jak dédvkovat — objevi se zprava “Inject and
select Collect simultaneously” — Davkujte a zvolte polozku “Collect Simultaneously”,
a LED dioda se rozsviti zelené. Béhem zahtivani chromatografu provedte ukoly
v bodech 4-6.

K ciSténi strikacky postupujte nasledovné (je to velmi dllezité).

a. Zasunte zcela pist.
b. Nasajte a vysajte alespon 5x okolni vzduch.
c. Opatrné vypustte kapalinu do ubrousku.
Ptiprava — standardu nebo vzorku — POZOR!!! — nesmite nasat kapalinu, nasdvejte jen plyn!!!
a. Zapichnéte jehlu do vialky se standardem (nebo vzorkem) pres septum tak, aby jehla
byla ponorena do kapaliny ve vialce, cca 2-4 mm ode dna vialky.
b. Otocte vialku dnem vzh(ru tak, aby se Usti jehly ocitlo bezpe¢né mimo kapalinu.
c. Neékolikrat vytahnéte a zasunte pist strikacky (vZdy tak, abyste bezpecné nasdavali plyn
(pary)). Nesmi se stat, Ze byste nasali kapalinu.
d. Naberte cca 1,3 ml (dle stupnice na sttikacce) plynu nad kapalinou. Otocte vialku zpét
dnem dolU a vytahnéte stiikacku z vialky.
. Posunte pist tak, aby objem nasatého plynu byl presné 1 ml.
f. Jemné otiete jehlu do ubrousku & buniciny.
POZOR!!! — nesmite nasat kapalinu, nasavejte jen plyn!!!
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Pfipravte se na davkovani standardu nebo vzorku do chromatografu. To je tfeba provést
bezprostfedné po nadavkovani do sttikacy. Je vyhodné pracovat ve dvojici, jeden bude
ovladat chromatograf pres PC, druhy davkovat vzorek

a. Pokud Mini GC dosadhlo své pracovni teploty a tlaku a je
pfipraveno k méreni, objevi se zprava: “Inject and select Collect
simultaneously,” a LED dioda na Mini GC sviti zelené.

b. Zasunte jehlu injekéni stfikacky do ddavkovaciho otvoru
chromatografu tak, Ze drzite sttfikacku jednou rukou nahote
adruhou dole tak, aby rukou nahofe bylo mozno stladit pist.
Sttikacka miusi jit kolmo k chromatgrafu a byt co nejvice v tété
poloze stabilni (Obr. 2). Zatim nepohybujte pistem.

c. V jednu chvili stlaéte pist a zdroven stisknéte polozku “Collect”,
¢imZ spustite mérfeni. Ihned ale opatrné) vyndejte stfikacku Obr. 2
z davkovaciho otvoru.

Zatimco probihd meéreni, stfikacku nékolikrat proplachnéte vytazenim a zataZenim pistu
vzduchem.

Sbér dat bude ukoncen po zhruba 6 minutach.

Analyzujte sv(j chromatogram

a. Zvolte “Peak Integration” z menu “Analyze”

b. Vyberte a integrujte piky. K tomu vyberte pik tak, Ze najedete mysi pred néj, drzte
levé tlacitko mysi a jedte doprava za pik. Pak zvolte “Add.”

Poznamenejte si retencni €as do tabulky nize, stejné tak nazev latky, je-li znam.

d. Pokud je ve chromatogramu vice sloZzek (pikt), provedte vyhodnoceni pro vsechny
Z nich.

e. Pokud jste oznacili a vyhodnotili vSechny piky, zvolte OK.

o

Chromatogram je mozno uloZit a vyhodnotit pozdéji, zvolte polozku “Save” z menu « File ».
Ptislusné kroky provedte s obéma standardy i se vzorkem.
Vyhodnotte méfeni nize.

Po skonceni méreni vypnéte Mini GC.
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Vyhodnoceni méreni

Vyplnte tabulku dle dat ziskanych z méreni.

COMBj,a_@

Latka Bod varu Eluéni poradi Retencni ¢as
(°C) (1-5) (min)
methanol
ethanol
propanol
Vysledky analyzy vzorku
Pik Retencni cas

Jiz mate dost znalosti, abyste zodpovédéli nasledujici

1. V tabulce vyse jste se pokusili predpovédét elucni poradi alkohol(l. Predpovédéli jste jej

spravné? Proc?

2. Na zakladé porovnani chromatografu vzorku a chromatografu standardd urcete, jaké

alkoholy obsahuje nezndmy vzorek a zda obsahuje jedovaty methanol.

3. Identifikujte alkoholy v nezndmém vzorku. Vysvétlete, pro¢ se domnivate, Ze ve vasem

vzorku jsou pravé uvedené alkoholy.
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Pochlubte se svymi vysledky

Napiste vysetfujicimu kriminalistovi oficidlni sdéleni (protokol) o vysledku vasi zkousky.
Nezapomerite si nejprve stanovit, co vSechno by mél takovy oficidlni protokol obsahovat
(napf. pouZitou metodu, kolonu atd. ...), aby obsahoval vSechny nezbytné Gdaje.

Specifické otazky

1. Zkuste predpovédét retencni €as butanolu. Vysvétlete.

2. Jakeé dalsi skupiny latek Ize stanovovat plynovou chromatografii? Proc?




