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Kvantitativne stanovenie metanolu vedla etanolu mé znaény prakticky
vyznam predovsetkym v toxikologickej a potravinarskej analyze. Tu byva
chemik stavany pred tilohu vysetrovat alkoholicky napoj s obsahom metanolu,
ked7e pozitie podobného napoja byva najéastejSou pri¢inou pomerne Sastych
otrav metylalkoholom. Je zrejmé, Ze sa pri tom nemdzeme uspokojit s pihym
kvalitativnym dékazom, najméi ak uvazime, Ze metanol sa asto vyskytuje
v stopéach i ako prirodzena zlozka alkoholickych népojov. Na kvantitativne
stanovenie metanolu vedla etanolu bolo uz opisanych viac metéd [1, 2, 3, 4],
ktoré st v8ak malo presné na stanovenie mensich mnoZstiev, na ¢o sa naj-
vhodnejSou zd4d metdéda kolorimetrickd, opierajica sa o vhodnt a citliva fa-
rebni reakeiu.

KedZe nemame k dispozicii vhodnt farebnt reakeiu Specifickd pre metanol
v pritomnosti etanolu, dokazujeme spravidla formaldehyd, vznikajaci oxyda-
ciou metanolu. Je pritom potrebné pouzit reakeciu, ktora je pre formaldehyd
Specifickd i v pritomnosti acetaldehydu, vznikajiceho stidasne s formaldehy-
dom oxydéaciou etanolu. Z reakeii prichadzajtcich do tvahy za najcitlivejsiu
a najspolahlivejsiu sa poklada reakecia s kyselinou fuksinsiri¢itou, ktord v silne
kyslom prostredi dava s formaldehydom charakteristické fialové sfarbenie.
Tato dodlezita reakeia sa uz dost podrobne §tudovala. Sktimal sa jej chemizmus
[5], priebeh extinkénej krivky [5, 6, 7], zavislost od Sasu [8], od teploty [9],
dalej sa skimali faktory ovplyviiujace citlivost ¢inidla [10, 11] a dokéazalo sa,
ze vysledné sfarbenie zavisi od celého radu ¢initelov.

Té4to reakeia, bszne pouzivand pri kvantitativnom stanoveni formaldehydu,
bola uZz navrhnutd i na kvantitativne stanovenie metanolu vedla etanolu
[12, 13], a to tak, Ze sa vysledné sfarbenie porovnava so sfarbenim vyvolanym
pri roztokoch znameho zloZenia za presného zachovavania rovnakych experi-
mentalnych podmienok. Vplyv oxydaénych podmienok na vysledné sfarbenie
sa vSak dosial podrobnejsie nesktimal. Preto sme pokladali za potrebné zistit
tu panujice zakonitosti a tak vySetrit moznost exaktného fotometrického sta-
novenia a urdit, za akych podmienok je uvedena reakcia najcitlivejSou.

Experimentilna ¢ast

Z mo#nych spdscbov oxydécie metanolu na formaldehyd volili sme ten, pri ktorom sa
ako oxydaéné &inidlo pouZiva roztok manganistanu draselného v prostredi kyseliny si-
rovej. Na preruSenie oxydécie a odfarbenie reakéného prostredia sme volili nasyteny
roztok kyseliny Stavelovej, teda postup podobny kvalitativnemu d6kazu metanolu podla
Denigesa [12, 14]. Manganistan draselny sme pouZili vo forme roztoku a nie vo forme
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pra3ku vzhladom na presnejSie ddvkovanie; kyselinu Stavelovii sme pou#ili preto, lebo
iou moZno oxydaény dej po Iubovo].’ne] dobe takmer okamzZite prerusit.

Standardny postup sme upravili takto: K 10 ml 1 %, roztoku metanolu v 30 % eta-
nole sme pridali 20 ml 20 %, H,SO,, nato 10 ml 10 %, KMnO, a nechali bez zahrievania
prebiehat oxydéciu. Po 5 minttach sme oxydaény dej prerusili pridavkom 10 ml nasyte-
ného roztoku kyseliny Stave'ovej a po odfarbeni sme pridali 20 ml Schiffovho é&inidla.
Vzniknuté sfarbenie sme stanovovali po doplneni na 100 ml po 1 hodine Pulfrichovym
fotometrom v 20,3 mm kyvete za pouZitia filtra S-57.

V uvedenom spdsobe sme postupr.e menili jednotlivé zévislosti a tak sme sledovali ich
vplyv na vysledné sfarbenie. Tymto postupom sme vySetrili asovy priebeh vzniknutého
sfarbenia, zdvislost sfarbenia od mnoZstva pritomného metanolu a etanolu, od mnozstva
pridanej kyseliny sirovej a manganistanu draselného, od doby oxydaécie, ako aj od mnoz-
stva pridanej kyseliny §tavelovej a koneéne od mnoZstva priddvaného &inidla. Grafické
znazornenie najdenych zévislosti vyjadruje vplyv vySetrovaného éinitela na extinkeiu
roztoku.
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Graf 1. Casovy priebeh extinkcie pre Graf 2. Vplyv etanolu na extinkeciu:
roztoky s obsahom metanolu: (1) 0,5, (1) 15 min., (2) 30 min., (3) 60 min.
(2) 1,0, (3) 1,5, (4) 2,0 9% metanolu. po pridani ¢inidla.

Ako je zrejmé z grafu 1, znédzoriiujuceho éasovy priebeh extinkeie, intenzita sfarbenia
stupa spodiatku prudko od nuly aZ do uréitého maxima. Nato po miernom poklese nado-
buda asi po jednej hodine sfarbenie, ktoré sa uZ dalej nemeni. Styri krivky odpovedajt
rozliénému obsahu metanolu a zretelne znézorniuju umernost extinkcie od jeho koncen-
tracie. .

Aj ked sém etanol v takom kyslom prostredi, aké sme pouZivali, neddva s kyselinou
fuksinsiri¢itou nijaké sfarbenie, jednako sme pozorovali jeho znaény vplyv na intenzitu
vysledného sfarbenia.

PredovSetkym sme si mohli overit pozorovanie G. Fendlera a C. Mannicha [16],
podla ktorych pritomnost etanolu zabraiiuje dalSej oxydécii predtym vzniknutého for-
maldehydu. Napriklad jednohodinovym téinkom 10 ml 10 9, roztoku KMnO, na 10 ml 19,
roztoku metanolu za nepritomnosti etanolu nebolo mozné dokézat uz ani stopy formalde-
hydu, na rozdiel od roztoku obsahujtceho etanol.

Tento udinok etanolu je zrejmy i z grafu 2, ktory znézortiuje extmkcm v zévislosti
od etanolu za kon$tantného mnoZstva metanolu. Maximélna extinkecia leZi medzi 6—10 9,
etanolu a zniZenim jeho hladiny strmo klesé v dosledku dalSej oxydécie formaldehydu.
Naprotitomu vSak i dalSie zvySenie obsahu etanolu mé za néasledok najprv strmy, neskor
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(nad 30 9% ) mierny pokles extinkcie. Je zrejmé, Ze sa tu stykaji dva uéinky etanolu, a to
jednak Géinok katalyticky, zabrafiujtci dalSej oxydécii pritomného formaldehydu, jed-
nak uéinok otupujici citlivost reakecie medzi formaldehydom a kyselinou fuksinsiri¢itou.

Tri krivky na grafe zndzorfiuju zévislost extinkcie od mnoZstva pritomného etanolu
po rozliénych dobéch po pridani éinidla. Badat na nich zaujimavy zjav. Zatial ¢o sa pre
koncentrécie nad 30 %, definitivna extinkcia uZ po 15 minttach takmer ustdli a neskér
ibamierne klesne (pozri aj graf 1), priroztokoch s niZz$im obsahom etanolu stipa extinkeia
idalej a ustélisa aZ asi po 1 hodine; pokles extinkcie pritychto koncentracidch nenastédva.
To mé4 za néasledok pomerne mala zévislost extinkeie od obsahu etanolu po 15 minutach,
zatial o definitivna extinkcia znaéne z4visi od obsahu alkoholu.

V oblasti, ktora sme vySetrovali, pozorovali sme linedrnu zévislost extinkeie od obsahu
metanolu. Vyhoda tejto skutodnosti je pre kvantitativne stanovenie zrejmé. V désledku
vplyvu etanolu na vysledné sfarbenie odpovedaju vSak rozliénym jeho koncentrécidm
rozliéné extinkéné krivky, liSiace sa svojim sklonom. Graf 3 znazortiuje zévislost extinkcie
od obsahu metanolu pre 10 a 30 %, koncentraciu etanolu.
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Graf 3. Zavislost extinkcie od meta- Graf 4. Vplyv kyseliny sirovej (v ml
nolu v roztokoch s obsahom: (1) 10, 20 9%, roztoku) na extinkciu roztokov
(2) 30 9% etanolu. s obsahom: (1) 0, (2) 309 etanolu.

Z grafu 4, ktory zndzorniuje zavislost extinkeie od mnoZstva kyseliny sirovej pre €isty
metanol, ako aj metanols 30 9, etanolu, je zrejmy nepriaznivy vplyv kyseliny na vysled-
né sfarbenie. Specifiénost reakecie viak vyZaduje, aby sme s koncentréciou kyseliny nesli
pod urditu hranicu; v opaénom pripade nastédva totiZz prislus$né sfarbenie i pritomnym
acetaldehydom vzniknutym z etanolu, ktoré skresluje dékaz sutasne pritomného formal-
dehydu.

Podla nasich pozorovani treba na vyltdenie vplyvu ostatnych aldehydov pridat aspon
také mnoZstvo kyseliny sirovej, ktoré by pribliZzne odpovedalo jednonormélnej koncen-
tracii vysledného roztoku.

Ako vyplyva z grafu 5 (1), so stupajucim mnoZstvom KMnO, klesd vysledné extinkcia,
a tolinedrne. Tento pokles je vS8ak nepatrny.

Z grafu 5 (2) je opéit zrejmé, %e doba posobenia KMnO, priaznivo ovplyviiuje vysledné
sfarbenie. Tento vplyv nie je znaény a predléovanie doby oxydécie nad uréitt hranicu je
zbytoéné.
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Kyselina Stavelové, slaZiaca na preruSenie oxydécie a na odfarbenie reakéného pro-
stredia, nemé vplyv na citlivost reakcie.

Podla ofakavania vysledné sfarbenie stupa so stupajicim mnoZstvom pridaného
Schiffovho &inidla (graf 5 (3).

Cinidlo sa pripravuje odfarbenim
trifenylmetanového farbiva (obvykle b,
0,01 9, roztok fuksinu) kysliénikom 20
siriéitym alebo siriditanmi, resp. kys-
lymi siriéitanmi v kyslom prostredi,
pricom kvalita rozliéne pripravenych
éinidiel je pribliZzne rovnaké. KedZe sa
v8ak rozliéné €éinidlé, hoci pripravené
rovnakym postupom, svojou ecitlivos-
tou navzajom dost znaéne liSia, treba
pri stanoveni pouZit to isté éinidlo,
s ktorym bola pripravend i extinkéné % 7 min.

krivka. Schiffovo éinidio

Dalej treba upozornit aj na to, %e L L 50 a0,
citlivost Sinidla sa é&s.om zvécSuje [10, Graf 5. (1) Zavislost extinkcie od KMnO,
11], zmena citlivosti vSak prebieha (v ml109 roztoku).—(2) Zévislost extinkeie od
pomerne pomaly. Cinidlo treba ucho- doby oxydécie.— (3) Vplyv &inidla na vyslednt
vévat vo tme. extinkeiu.

Diskusia

Pri vySetrovani sfarbenia, ktoré ddva metanol po oxydacii na formaldehyd
s kyselinou fuksinsiriditou, sme zistili, Ze ide o reakciu velmi chtlostiva, ktora
znaéne zdvis{ od experimentdlnych podmienok. Maximélnu citlivost reakcie
mozno dosiahnut pri tychto podmienkach:

1. Okrem metanolu ma byt v prostredi pritomné i malé mnoZstvo etanolu.
Nadbytok etanolu v8ak citlivost reakcie znizuje.

2. Kyselina sirové sa nems pouzit vo velkom nadbytku. Specifi¢nost reakcie
vSak vyzZaduje zachovat asponl uréitG minimalnu koncentraciu (pozri vyssie).

3. 0d mnozstva kyseliny $tavelovej nez4visi sfarbenie vébec, od manganis-
tanu draselného velmi malo.

4. So stupajicou dobou téinku manganistanu draselného intenzita sfarbenia
mierne stapa.

5. Nadbytok ¢inidla silne zvysuje citlivost reakcie.

Vyuzivajtc tieto poznatky, podarilo sa ndm v roztoku s obsahom 0,01 9,
metanolu vyvolat eSte zretelné sfarbenie. Citlivost, pravda,'do znacnej miéry
zavisi aj od éinidla, ktoré mame k dispozicii. ’

Pre moznost kvantitativneho stanovenia je velkou nevyhodou skuto¢nost,
Ze vysledné sfarbenie zavisi od mnozstva pritomného etanolu, ktory v alkoho-.
lickych ndpojoch znaéne koliSe (a tie prichddzaja najéastejiie do tvahy ako
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objekty stanovenia). To vyvolava potrebu aspoii priblizného predchadzaj-
ceho stanovenia obsahu etanolu skér, nez pristupime ku stanoveniu metanolu.
Casovy priebeh extinkcie vyzaduje merat bud v uréitej presnej dobe po pri-
dani ¢inidla, alebo ¢o pokladame za vhodnejsie, v dobe, ked sa sfarbenie defi-
nitivne ustéli, t. j. asi po 1 hodine.
Pre kvantitativne stanovenie ako najvhodnejsi pokladame ter:to postup:

K 10 ml skiimaného roztoku sa pridé 20 ml 20 9%, H,S0, a 10 m1 10 %, KMnO,. Po 5 mi-
natach sa realkénd zmes odfarbi prave potrebnym mnoZstvom nasyteného roztoku kyse-
liny Stavelovej a pridd sa 20 ml &inidla. Nato sa doplni vodou do 100 ml a po jednej ho-
dine sa stanovuje extinkecia. Pri fotometrickom stanoveni sa pouZije filter 8-57. Ako
porovnévaci roztok vyhovuje voda. Zo zmeranej extinkcie sa zisti koncentracia podla
extinkénej krivky. Tuto treba ziskat pomocou porovnéavacich roztokov obsahujteich
rovnaké mnozstvo etanolu ako skimany roztok.

Uvedeny postup sa hodi pre roztoky s obsahom metanolu od 0,1—0,2 9,
do 2—3 9%,. Pri stanoveni vicésich mnozstiev pouzivame tumerne mensie mnoz-
stvo skimaného roztoku, kym pri stanoveni roztokov s men$im obsahom bude
potrebné metanol zahustit destilaciou.

Zaverom treba konstatovat, Ze reakciu s kyselinou fuksinsiri¢itou sice mozno
pouzit na kvantitativne stanovenie metanolu, avsak presné vysledky mozno
ziskat iba pristarostlivom zachovavani postupu za pouZitia rozliénych extinké-
nych kriviek pre roztoky s réznym obsahom etanolu a za pouZitia rovnakého
¢inidla pre meranie i pripravu extinkénej krivky.

Stihrn
V préici sa zistili zavislosti ovplyviiujice sfarbenie, ktoré poskytuje kyselina
fuksinsiri¢itd s metanolom po jeho oxydécii na formaldehyd v pritomnosti
etanolu, a urdili sa podmienky maximélnej citlivosti tejto reakcie, ako aj moz-
nosti jej pouzitia na kvantitativne stanovenie.

TOTOMETPMYECKOE OIIPEIEJEHUE METAHOJIA
B IIPUCYTCTBUM 2TAHOJIA

VIBAH OINJEP
Kadpegpa cynebHoit MeamimHbl KoMeHCKOro yHmuBepcureTa B BpaTticiase

BbBIBO I bI

" Boln u3yyeHbl 3aBUCIHMOCTI OKa3bIBaWwllMe BIMAHME Ha OKpAalMBaHME, KOTODOE
criocobeTByeT cbyxcmicepnnc'raa Kyucjaora B IIPUCYTCTBMM METAHOJIA I10CJIE€ €ro OKM-
CJICHUA Ha cbopma.nbuemn B IIPUCYTCTBMM 9STaHOJa ¥ ObLaM McCIefOBaHBI YCIOBUA
MaKCUMaJIbHOJ YYBCTBUTEJIBLHOCTY 3TOV peaKnMy a TaKiKe M BO3MOXKHOCTBL €A VCIOJb-
30BaHUA K KOJIMYECTBEHHOMY OIIpeneJsieHuIO.

IToctynuno B pemakimio 23. IX. 1954
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PHOTOMETRISCﬁE BESTIMMUNG VON METHANOL NEBEN
ATHANOL

IVAN ODLER
Lehrstuhl fiir Gerichtsmedizin an der Komensky-Universitat in Bratislava

Zusammenfassung

Es wurden die Abhéngigkeiten untersucht, welche die durch fuchsinschweflige Siéure
mit Methanol nach dessen Oxydation zu Formaldehyd in Gegenwart von Athanol erhalte-
nen Farbungen beeinflussen. Weiters wurden die Bedingungen sowohl der maximalen
Empfindlichkeit dieser Reaktion, als auch die Moglichkeit ihrer Anwendung zur quanti-
tativen Bestimmung untersucht.

In die Redaktion eingelangt den 23. IX, 1954
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KOLORIMETRICKE STANOVENIE TRYPAFLAVINU

FRANTISEK SOKOL
Virologicky ustav Ceskoslovenskej akadémie vied v Bratislave

Pri purifikacii chripkového virusa jeho vyzrazanim vodnymi roztokmi trypa-
flavinu z infikovanej alantoickej tekutiny [1] bolo treba ndjst rychlu a presnt
metddu na stanovenie trypaflavinu v tekutine nad zrazeninou po odstredeni
vyzrazaného komplexu virusu chripky s trypaflavinom.

V literature je opisanych viac metéd na kvantitativne stanovenie trypafla-
vinu. VadéSina z nich sa zakladd na vyzrazani trypaflavinu dvojchrémanom
draselnym [2, 3], ferikyanidom draselnym [4, 5] alebo kyselinou pikrovou
[6] a na spdtnej titracii nespotrebovaného ¢inidla. Ellis [7] stanovuje trypa-
flavin gravimetricky zrazanim kyselinou pikrovou. VSetky tieto metdédy st
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