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Tenkl, L. – Šec, K. – Kesner, F. – Juřenová, L.: Infračervená spektroskopie – alternativní instrumentální technika při kontrole výroby
bioethanolu. Kvasny Prum. 55, 2009, č. 7–8, s. 188–191.

Byla zkoumána aplikace infračervené spektroskopie s Fourierovskou transformací (blízká i střední infračervená oblast) na analýzu hlav-
ních parametrů zápary při výrobě ethanolu pro přípravu biopaliv. Zkoumané parametry zápary byly: obsah ethanolu, laktát vápníku, glukóza,
fruktóza a obsah sušiny ve stupních Brixe. Infračervená spektroskopie se ukázala jako rychlá a relativně přesná metoda pro kontrolu pro-
cesu výroby ethanolu.

Tenkl, L. – Šec, K. – Kesner, F. – Juřenová, L.: Infrared spectroscopy – alternative instrumental tool for control of bioethanol pro-
duction. Kvasny Prum. 55, 2009, No. 7–8, p. 188–191.

We investigated the possibility of application of FT-IR (Fourier transformed infrared spectroscopy) and FT-NIR (Fourier transformed near
infrared spectroscopy) for analysis of mash parameters. Main parameters of mash were ethyl-alcohol, calcium lactate, glucose, fructose and
dry matter amount (Brix degrees). Infrared spectropy was determined like a quick and relatively accurate method for control of ethyl-alcohol
manufacturing process.

Tenkl, L. – Šec, K. – Kesner, F. – Juřenová, L.: Infrarotspektroskopie – eine Alternativinstrumentaltechnik bei der Kontrolle der Bio-
ethanolproduktion. Kvasny Prum. 55, 2009, Nr. 7–8, S. 188–191.

Eine Applikation der Infrarotspektroskopie mit Fouriertransformation (der nahe und mittlere Infrarotgebiet) wurde für die Analyse von Haupt-
parametern der Maische bei der Ethanolproduktion für die Biotreibstoffherstellung erforscht. Die erforschte Parameter der Maische wurden
folgende: Äthylalkoholinhalt, Laktat des Kalks, Glukose, Fruktose, und Trockenmasseninhalt in ° Brix. Die Infrarotspektroskopie hat sich als
eine schnelle und relativ genaue Methode zur Kontrolle des Prozesses der Bioethanolproduktion aufgewiesen.
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1 ÚVOD

V posledních letech zažívá lihovarnictví velký rozvoj zejména díky
rostoucí spotřebě lihu nutného pro přípravu biopaliv. Podle výchozích
surovin pak biopaliva obvykle rozlišujeme na první nebo druhé ge-
nerace.Biopaliva první generace jsou vyráběna z potravinářských su-
rovin, kdežto biopaliva druhé generace z nepotravinářských surovin
nebo ještě lépe z odpadů (celulózové suroviny).

Prvním krokem klasické výroby bioethanolu (biopalivo první gene-
race) je kvašení cukernatých nebo škrobnatých plodin, jako jsou obilí,
cukrová řepa, brambory nebo kukuřice v kvasných tancích za říze-
ných podmínek. Výsledkem tohoto technologického kroku by měl být
vznik co největšího podílu ethanolu v tzv. škrobovém zákvasu (zá-
paře). Dalším technologickým krokem je destilace tohoto zákvasu
a v případě využití pro výrobu biopaliv ještě sušení produktu na co
nejmenší obsah vody. To je možné uskutečnit několika různými způ-
soby např. přes molekulová síta, semipermeabilní membrány nebo
pomocí azeotropické rektifikace.

Některé výše popsané kroky výroby lze rychle a přesně kontrolo-
vat pomocí infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací ve
střední (FT-IR) nebo blízké infračervené oblasti (FT-NIR) [1,2].

2 INFRAČERVENÁ SPEKTROSKOPIE VE STŘEDNÍ A BLÍZKÉ
INFRAČERVENÉ OBLASTI

Výška nebo plocha pásů v infračervených spektrech, vyjádřená
v absorbančních jednotkách, určuje kvantitativní zastoupení slou-
čenin ve směsích. Nejjednodušší spektrální kvantitativní analýza
předpokládá platnost Lambertova-Beerova zákona, tj. lineární závis-
lost mezi absorbancí a koncentrací měřených analytů (za jinak kon-
stantních experimentálních podmínek).

To vyžaduje, aby vybrané vibrační pásy nebyly ovlivněny intermo-
lekulární interakcí a aby se v infračerveném spektru nepřekrývaly. Po-
kud nejsou splněny tyto požadavky, využívá kvantitativní analýza ma-
ticového počtu a multivariační statistiky a vyhodnocují se celé
spektrální oblasti. Tato metodika je obvyklou součástí programového
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1 INTRODUCTION

The distillery industry is currently undergoing a great deal of ex-
pansion in the Czech Republic and throughout the European Union
mainly because of the increased production of ethanol as a biofuel.
Biofuels are commonly subclassificated into either first or second ge-
neration based on the original raw materials. First generation biofu-
els are produced from food materials, second generation biofuels are
produced from non-food materials, ideally from cellulose based
waste.

The first step in standard first generation ethanol production is
through controlled fermentation of sugar or starch-containing crop
plants such as corn, sugar-beets, potatoes or maize in fermentation
tanks under the controlled conditions.

The goal of this step is to maximize the formation of ethanol in this
starter mash. A second step in this technology is a distillation of the
mash and subsequent drying which removes as much water as pos-
sible. There are several methods for drying the ethanol product: mole-
cular screens, semipermeable membranes or azeotropic rectification.

Sufficient control of the process described above can be effecti-
vely and accurately performed by the use of Fourier transform mid-
infrared (FT-IR) or near infrared (FT-NIR) spectroscopy [1,2].

2 INFRARED SPECTROSCOPY (FT-IR AND FT-NIR)

The heights or areas of peaks in infrared spectra can be used to
determine the quantitative amount of a given substance in a mixture.
The simplest spectral quantitative analysis assumes applicability of
Lambert-Beer law, i.e. linear dependence of absorption on concent-
ration of substance.

A key condition for the proper application of the Lambert-Beer law
is that the peaks used for the quantitative analysis are not overlap-
ped by other peaks or that intermolecular interactions are not affec-
ting the spectra. If such conditions are not met, it is necessary to use
chemometric methods. Such methods use the entire spectral range,
not just individual peaks within the spectra.
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vybavení infračervených spektrometrů (např. zde využitý program
chemometrický program TQ Analyst). V případě kvantitativní analýzy
parametrů škrobového zákvasu (zápary) byla použita metoda PLS
(partial least squares) jak pro střední, tak i blízkou infračervenou ob-
last.

Tato metoda, vyvinuta v 70. letech Hermanem Woldem, se využí-
vala v sociálních vědách. Poměrně záhy se začala využívat i v che-
mických či spektrálních aplikacích. Velmi často se však tato metoda
objevuje ve spojitosti právě s infračervenou spektroskopií, neboť nám
umožňuje komprimovat, často velmi obsáhlou, matici spektrálních
dat. Velkou výhodou multivariančních metod je možnost stanovit více
analytů z jednoho infračerveného spektra. Nevýhodou je poměrně
složitý matematický aparát a rovněž potřeba značného množství stan-
dardů nutných k vytvoření spolehlivého kalibračního modelu.

Funkčnost kalibračních modelů v FT-IR (FT-NIR) spektroskopii je,
mimo přesnosti vlastního měření, obecně závislá na dvou faktorech.
Jedním z nich je fyzikální podstata vzniku spekter, tj. citlivost odezvy
spektrometru na jednotkovou změnu koncentrace stanovovaného
analytu. Druhou je přesnost vstupních dat, získaných klasickými po-
stupy. Kalibrací infračervených spekter nelze dosáhnout lepší přes-
nosti stanovení, než je přesnost metody, kterou byla vstupní data zís-
kána. Přesnost stanovení lze však zvýšit rozšířením kalibračních
modelů o další standardy [3,4].

Samotné měření parametrů škrobového zákvasu (zápary) bylo pro-
váděno ve střední infračervené oblasti technikou ATR (Attenuated To-
tal Reflection), pomocí jednoobrazového Smart nástavce s křemíko-
vým krystalem. V případě měření infračervených spekter v blízké
infračervené oblasti byla použita transmitanční technika a křemenné
kyvety. Tyto v dnešní době standardní měřicí techniky umožňují ve-
lice jednoduché a rychlé získávání infračervených spekter. Stanovení
všech níže uvedených parametrů (střední a blízká infračervená ob-
last odděleně) lze realizovat v jednom kroku, z jednoho naměřeného
spektra. Samotná analýza pak trvá průměrně pět minut.

3 SLEDOVANÉ PARAMETRY V ZÁKVASU (ZÁPAŘE)

Ve střední infračervené oblasti (FT-IR) byla sledována možnost sta-
novení ethanolu, laktátu vápenatého, zbytkové glukosy a fruktosy
a v blízké infračervené oblasti (FT-NIR) pak ethanol, sušina, zbytková
glukosa a fruktosa. Kalibrační standardy byly získány odebíráním jed-
notlivých frakcí při reálném kvasném procesu v závislosti na čase
z různých kvasných tanků. Ihned po odebrání z tanku byla změřena

In the present case, the chemometric methods selected were part
of the TQ Analyst software included with the spectrophotometers used
in the study. For quantitation, Partial Least Squares (PLS) was the
method used.

This statisthical method, developed by Herman Wold in the 1970’s,
was initially used in social sciences. Soon, the chemical, or even
spectral applications of PLS were published. PLS is very often used
in connection with infrared spectroscopy, as this method is able to
compress and describe very extensive matrices of data. The biggest
advantage of this method is the ability to determine several parame-
ters from only one infrared spectrum. The disadvantage of PLS cali-
brations is that several calibration samples are needed and the sta-
tistics behind the chemometrics may not be easily understood by the
user.

The usability of calibration models in FT-IR or FT-NIR spectroscopy
depends on measurement accuracy, infrared spectrometer sensiti-
vity and accuracy of the data from primary analytical methods. The
accuracy of calibrations based on infrared spectra cannot be better
than the accuracy of the primary method originally used to determine
sample concentrations. Usually, though, we can improve the accu-
racy of a model by incorporating additional standards [3,4].

Measurements of infrared spectra of the ethanol starter mash were
carried out in the mid- infrared area (FT-IR) using single bounce at-
tenuated total reflectance (ATR) on a silicon crystal.By contrast, trans-
mission with quartz cuvettes was used for measurements in the near
infrared region (FT-NIR). Both these standard techniques provide qu-
ick and accurate collection of infrared and near infrared spectra.

Determination of the parameters in the starter mash is possible si-
multaneously, by automated interpretation of a single collected spect-
rum. Analysis of all parameters takes approximately 5 minutes.

3 ANALYZED MASH PARAMETERS

The analyzed parameters used in the mid FT-IR region were: et-
hanol, calcium lactate, glucose and fructose. NIR spectroscopy was
used to determine the amount of ethanol, glucose, fructose and dry
matter (Tab. 1). A calcium lactate model was not built in using FT-NIR
due to entire lack of samples.

Calibration standards were acquired by sampling a real fermenta-
tion process at different times of fermentation and from different fer-
mentation tanks. Immediately after sampling, infrared spectra were
measured and samples were analyzed by the primary methods. Fig.1

Tab. 1 Použité primární metody / Analyzed parameters of mash

Parametr / Parameter Primární metoda / Primary method

Ethanol (%) Ebuliometrie / Ebuliometry

Laktát Ca2+ / Calcium lactate (g/l) Enzymatická reakce + spektrofotometre / Enzymatic reaction + spectrophotometry

Glukosa / Glucose (g/l) Enzymatická reakce + spektrofotometre / Enzymatic reaction + spectrophotometry

Fruktosa / Fructose (g/l) Enzymatická reakce + spektrofotometre / Enzymatic reaction + spectrophotometry

Sušina / Dry matter (Brix degrees) Refraktometrie / Refractometry

Obr. 1 Infračervená spektra kalibrační řady zákvasů (zápary) namě-
řená na jednoobrazovém ATR nástavci s Si krystalem / Fig. 1 Infra-
red spectra of calibration samples of mashes, using a single bounce
ATR with a silicon crystal – mid-infrared region

Obr. 2 Výřez infračervených spekter kalibrační řady zákvasů (zápary)
naměřených v křemenné kyvetě v blízké infračervené oblasti. / Fig.
2 Part of infrared spectra of calibration samples of mashes, trans-
mission measurement in quartz cuvette – near-infrared region



infračervená spektra všech vzorků, které byly poté neprodleně ana-
lyzovány klasickými metodami. Tab. 1 stručně popisuje klasické pou-
žité metody.

Průběh infračervených spekter ve střední infračervené oblasti je
zobrazen na obr.1 a v blízké infračervené oblasti na obr. 2.

V tab. 2 jsou uvedeny základní parametry získaných kalibračních
modelů z infračervených spekter naměřených ve střední infračervené
oblasti.

Pro zjištění kvality získaného modelu byla v případě stanovení et-
hanolu provedena ještě jedna modelová kalibrační sada, která byla
připravena pomocí ředění vodou nebo přidáváním ethanolu dvou re-
álných vzorků zákvasů (zápary), které byly zpětně analyzovány. Vý-
sledky této kalibrace jsou v tab. 1 (parametr ethanol 2). Ověření to-
hoto modelu bylo provedeno pomocí externí validace na několika
vzorcích. Určená chyba se pohybovala v intervalu od 0,02 do 0,24 %.

V tab. 3 jsou uvedeny základní parametry získaných kalibračních
modelů z infračervených spekter naměřených v blízké infračervené
oblasti.

and Fig. 2 show spectra of samples in middle infrared area and in
near infrared regions, respectively.

We also prepared another calibration for ethanol (parameter etha-
nol 2 in Tab 2). In this case, we simply prepared a set of calibration
samples by diluting real samples in water, or adding ethanol to real
samples of mash. These artificial samples were analyzed by the pri-
mary methods. The utility of this ethanol model was tested by exter-
nal validation.The error rate of this model was between 0.02–0.24 %.

Tab. 3 shows the basic parameters of the obtained calibration mo-
dels.These models were built based on the near infrared spectra col-
lected using transmission measurements in quartz cuvettes.

4 CONCLUSION

The results show the utility of using infrared spectroscopy to mo-
nitor ethanol production (mash parameters) either with an ATR cry-
stal in the mid-infrared region or with a cuvette in transmission mode
in the near-infrared region.

Comparison of the chemometric model built up using both real and
artificially prepared samples, with a help of external validation, shows
that the determined error rate is approximately 0.2 %. The calcium
lactate error is shown to be better than 0.02 % with the given stan-
dards. It is possible to successfully increase the accuracy of the cal-
cium lactate model in the mid-infrared region by incorporating more
calibration standards. Models for glucose and fructose in the sam-
ples show an increase in error rate for higher concentrations of su-
gars (see Fig.3). This is likely caused by lower accuracy of the pri-
mary method in determining these sugar concentrations. Higher
accuracy of glucose and fructose models can be probably obtained
by using more calibration standards and more accurate primary met-
hods.

The accuracy of the NIR model appears to be slightly better then
for models in the mid-infrared region (see Tab 2 and Tab 3). Unfor-
tunately, calibration PLS model for calcium lactate in NIR spectra was
not built. There was entire lack of standards. Determination of dry
matter (Brix Degrees) with NIR spectroscopy shows excellent accu-
racy results, which is fully acceptable for ethanol process manufac-
turing control (see Tab. 3).
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Tab. 2 Základní parametry výsledných kalibračních modelů ve střední infračervené oblasti, kde R je korelační koeficient, RMSEC je průměrná
chyba kalibrace, Cross-validation je korelační koeficient křížové validace a RMSECV je průměrná chyba křížové validace / Parameters of the
chemometric models obtained in middle infrared area (R – correlation coefficient, RMSEC – root mean square error of calibration, CV – cor-
relation coefficient of cross validation and RMSECV – root mean square error of cross validation)

Parametr / Parameter R RMSEC
Křížová validace / RMSECV Kalibrační interval / Počet faktorů
Cross-validation Calibration interval / Factors

Ethanol 1 (%) 0.9902 0.19 0.9892 0.19 2.59–9.68 2

Laktát Ca2+ / Ca2+ lactate (g/l) 0.9908 0.004 0.8614 0.013 0.001–0.123 6

Glukosa / Glucose (g/l) 0.8489 2.50 0.8145 2.69 0.01–17.60 2

Fruktosa / Fructose (g/l) 0.8020 7.66 0.7234 8.88 0.01–56.40 3

Ethanol 2 / Ethanol 2 (%) 0.9995 0.007 0.9991 0.09 3.0–10.0 2

Tab. 3 Základní parametry výsledných kalibračních modelů v blízké infračervené oblasti, kde R je korelační koeficient, RMSEC je průměrná
chyba kalibrace, Cross-validation je korelační koeficient křížové validace a RMSECV je průměrná chyba křížové validace / Parameters of mo-
dels obtained in near infrared region (R – correlation coefficient, RMSEC – root mean square error of calibration, CV – correlation coeffici-
ent of cross validation and RMSECV – root mean square error of cross validation)

Parametr / Parameter R RMSEC
Křížová validace / RMSECV Kalibrační interval / Počet faktorů
Cross-validation Calibration interval / Factors

Ethanol (%) 0.9936 0.13 0.9818 0.21 6.55–10.80 8

Sušina (g sacharosy / 100 g roztoku) 
(dle Brixe) / Dry matter (Brix Degrees)

0.9956 0.12 0.9816 0.24 5.0–9.5 9

Glukosa / Glucose (g/l) 0.9481 0.72 0.9052 0.97 0.00–7.16 5

Fruktosa / Fructose (g/l) 0.9597 2.33 0.9193 3.28 0.00–23.10 6

Obr. 3 Kalibrační graf závislosti zbytkové glukosy v zákvasu (zápaře)
se zhoršující přesností analýzy pro vyšší koncentrace / Fig. 3 Cali-
bration curve for glucose amount in mash. Accuracy of model is
slightly worse at higher amounts of glucose



KVASNÝ PRŮMYSL 191
roč. 55 / 2009 – číslo 7–8

Literatura / References

1. Mužíková, Z.: Bioethanol a palivo E85. Sborník přednášek mezi-
národní konference Tribotechnika v provozu a údržbě strojů a za-
řízení, Harrachov, listopad 2008, 53, ISBN 987-80-248-1856-6.

2. Kizlink, J.: Biopaliva v palivech pro motorová vozidla. Technický tý-
deník 56, 2008 (25), 20.

3. Alfassi, Z. B., Boger, Z., Ronen, Y.: Statistical treatment of analyti-
cal data. Blackwell Publishing Company, 2005.

4. Hebák, P. et al.: Vícerozměrné statistické metody 1–3, Informato-
rium, Praha, 2004–2005.

Recenzovaný článek
Do redakce došlo 16. 2. 2009

4 DISKUSE

Z prezentovaných výsledků je zřejmé, že analýzu hlavních para-
metrů v zákvasu (zápaře) je možné provádět pomocí infračervené
spektroskopie ve střední resp. blízké infračervené oblasti.

Srovnáním obou kalibračních modelů a výsledků externí validace
pro stanovení ethanolu ve střední infračervené oblasti lze konstato-
vat, že reálná chyba stanovení se pohybuje okolo 0,2 %. Přesnost
stanovení laktátu Ca2+ ve střední infračervené oblasti by bylo prav-
děpodobně ještě možno zvýšit rozšířením kalibračního modelu o další
kalibrační standardy. V případě stanovení zbytkových cukrů (glukosa
a fruktosa) lze poukázat na skutečnost, že u kalibračních i validač-
ních grafů získaných modelů se projevuje tendence většího rozptylu
výsledků pro vyšší obsahy těchto cukrů (obr.3). Pokud je to způso-
beno menší přesností klasického (primárního) stanovení při vyšších
koncentracích cukrů, bylo by možno dosáhnout větší přesnosti sta-
novení doplněním kalibračních modelů o přesnější vstupní data.

V případě přesnosti kalibračních modelů v blízké infračervené ob-
lasti lze konstatovat, že přesnost stanovení je trochu lepší než výše
popsané kalibrační závislosti ve střední infračervené oblasti. Bohužel
kalibrační model obsahu laktátu Ca2+ pro infračervená spektra v blízké
infračervené oblasti nebylo možné vybudovat z důvodu malého po-
čtu vzorků. Přesnost stanovení sušiny v blízké infračervené oblasti je,
jak je patrné z tab. 2, při kontrole výroby bioethanolu plně akcepto-
vatelná.
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