PLYNOVA CHROMATOGRAFIE
P. ZACHAR, D. SYKORA, J. CECHOVA

Obecné zaklady

Plynova chromatografie je metoda urcend k déleni a stanoveni plynd, kapalin i pevnych
latek s bodem varu do cca 400 °C. Metoda je zaloZena na rozdé€lovani slozek mezi dvé faze,
fazi pohyblivou - mobilni a f4zi nepohyblivou - stacionarni.

V plynové chromatografii je mobilni fazi plyn, nazyvany nosny plyn. Stacionéarni fize
je umisténa v chromatografické kolon€. Stacionarni faze u napliiovych kolon miiZe byt pevna
latka (aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity, polymerni sorbenty apod.) nebo vysokovrouci
kapalina nanesend v tenké vrstvé na pevném, inertnim nosi¢i. U kapildrnich kolon
je stacionarni faze nanesena v tenké vrstvé piimo na upravenou vnitini sténu kfemenné
kapilary.

Princip separace latek plynovou chromatografii je nésledujici. Kolonou se stacionarni
fazi prochazi stile nosny plyn. Vzorek se vnese (nastiikne) do vyhtivaného bloku -
nastfikové komory (injektoru), kde se odpaii a ve form¢ par je uniSen nosnym plynem
do kolony. SloZzky ze vzorku se sorbuji na zacatku kolony ve stacionarni fazi a pak desorbuji
cerstvym prichazejicim nosnym plynem. Nosny plyn unési sloZky vzorku postupné ke konci
kolony a délici proces se neustdle opakuje. Kazda slozka vzorku postupuje kolonou svou
vlastni rychlosti zavislou na distribu¢ni konstanté slozky Kp = ci/cm, kde ¢s a cm jsou
rovnovazné koncentrace sloZky ve stacionarni a v mobilni fazi. Latky postupné vychazeji z
kolony v pofadi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant a vstupuji do detektoru. Detektor
indikuje okamZzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu. Signil detektoru je
vhodné upraven a plynule se registruje. Vysledny graficky zdznam zavislosti signilu detektoru
na Case se nazyvd chromatogram. Popsand chromatografickd technika se oznacuje
jako elu¢ni.

Dojde-1i na chromatografické kolon¢ k rozd€leni-separaci vSech n-slozek analyzovaného
vzorku, obsahuje chromatogram n-elu¢nich kiivek-piki téchto slozek. Podle polohy piku lze
vyslovit pfedpoklad o identité latky. Plocha piku (a jeho vySka) je imérnd mnoZstvi latky
ve vzorku.

V chromatogramu je na ose y zaznamenina odezva detektoru a na ose x Cas. Z teorie
chromatografické separace vyplyvd, Ze chromatograficky pik ma tvar Gaussovy distribuce
a je popsan tfemi parametry: retenénim ¢asem fr, vyskou piku # a sitkou piku métenou bud’ na
zékladni linii wq nebo v poloviné vysky piku wy, (obr. 1).
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Obr.1. Reten¢ni parametry chromatografického piku

Retencni ¢as 7z [min] je doba prichodu latky kolonou, tj. doba od nastiiku vzorku
na kolonu k dosazeni vrcholu piku na detektoru.

Reten¢ni objem Vi [ml] je objem nosného plynu prosly kolonou za dobu fr
pii objemovém pritoku nosného plynu Fi [ml min']

Ve = Futr (1)

Mrtvé retencni parametry jsou retencni parametry slozky, kterd se za danych
podminek na kolon¢ nezadrzuje, tzn., Ze jeji distribu¢ni konstanta Kp = 0. Tyto parametry se
znaci

tv - mrtvy retencni ¢as Vu - mrtvy retencni objem
a pocitaji se podobn¢ jako reten¢ni parametry ostatnich latek.
Jako nezadrZovana slozka se v plynové chromatografii obvykle pouziva methan.

Redukované reten¢ni parametry t’z, V'r lze ziskat tak, Ze se odeCte mrtvy cas, resp.
objem, od retencniho Casu, resp. objemu, slozky, tedy

'R=IR-tu 2)
VrR=Vr-Vu 3)
Uéinnost chromatografické kolony

Cim je separa¢ni Géinnost chromatografické kolony vétsi, tim méné je rozmyvana z6na
separované latky pfi prichodu kolonou a pik v chromatogramu je uzs$i. Mirou uc¢innosti
chromatografické kolony je pocet teoretickych pater n.

Pocet teoretickych pater n se nejcastéji pocita ze vztahu
n =5.545 (tr/wi)? “4)
kde tr [min] je reten¢ni Cas, wy [min] je Sitka piku v poloviné vysky.

Jestlize zndme délku kolony L [cm], miZeme vypocitat i vySku patra H [cm]
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Kvalitativni analyza

Zakladem pro identifikaci latek pti plynové chromatografické analyze je shoda hodnot tr
nebo Vr nezndmé latky a standardu za predpokladu, Ze obé hodnoty byly namétfeny za presné
stejnych experimentilnich podminek. Kromé téchto parametri se pouZzivaji pro identifikaci
dalsi charakteristiky, které jsou méné zavislé na experimentalnich podminkach.

Obecnou veli¢inou, charakteristickou pro danou latku a stacionarni fazi, vhodnou
k tabelovani a identifikaci latek z chromatografickych dat, je reten¢ni index /. Je to relativni
retencni charakteristika, vztaZzend ke stupnici retenCnich charakteristik zvolenych standardd.
Vyjadfuje polohu piku identifikované latky v chromatogramu vzhledem k poloze pika fady
standardti. Jako standardni latky se pro stanoveni reten¢nich indexti v plynové chromatografii
pouZivaji n-alkany, pro které plati, Ze logaritmy jejich redukovanych retencnich Casii jsou
linearn¢ zavislé na poctu uhlikli v molekule. Stupnice reten¢nich indext n-alkant je zvolena
tak, Ze pro n-alkan, ktery ma z atomt uhlikii v molekule plati I,= 100z. Reten¢ni index
neznamé latky Ix se vypocita ze vztahu

logt, —logt,

I =100z+100 (6)

logt;,, —logt;

kde t’x, t’z, t’2+1 jsou redukované retencni ¢asy neznamé latky x, n-alkanu se z uhliky a z+1
uhliky v molekule. Vzorec plati obecné pro kazdou dvojici z a z+1, i kdyZ nejvhodnéjsi
je volit takovou dvojici standardli, aby se retencni Cas sledované latky piili§ nelisil od
retencnich ¢ast zvolenych standardii. Optimalni je piipad, kdy ¢, <’y < t’2+.

Identifikace latek v analyzovaném vzorku se provede porovnanim vypoctenych hodnot /
s hodnotami tabelovanymi. V nékterych piipadech jsou hodnoty stanovenych reten¢nich
indext latek blizké, takZe timto zpisobem nelze provést jednoznacnou identifikaci.

Nejspolehlivéjsi zplisob kvalitativniho vyhodnoceni v plynové chromatografii je pouZiti
hmotnostniho spektrometru jako detektoru (MSD). Tento detektor poskytne pro kazdy pik
v chromatogramu soucasné¢ tzv. hmotnostni spektrum. Pokud jsou kionizaci pouzity
elektrony (tzv. elektronova ionizace, EI) poskytuje analyzovana latka obvykle ion-radikal,
odpovidajici ionizované molekule (M™) a fragmentové ionty, odpovidajici ¢astem rozpadajici
se molekuly. Ziskand spektra se porovnaji se spektry tabelovanymi a latka miZe byt
jednoznacné urcena.

Kvantitativni analyza

Vv,

Mnozstvi separované latky vystupujici z kolony se méti detektory. Obvykle pouzivané
detektory indikuji okamZzitou koncentraci latky na vystupu z kolony. V tomto piipadé
je celkové mnozstvi latky dmérné ploSe piku. Automaticky se velikost plochy urcuje
s vyuzitim datastanice, ktera byva soucasti plynového chromatografu.

Vztah mezi plochou, resp. vySkou piku a koncentraci (hmotnosti) sloZky lze vyjadfit
obvykle linearni zavislosti, kterd plati vétSinou v rozsahu nékolika fadt koncentraci
stanovované latky. Ke kvantitativnimu stanoveni je mozno vyuzit néktery z fady osvédcenych
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zpusobil napf. metodu standardniho ptfidavku, metodu vnitiniho standardu, metodu vné&jsiho
standardu.

Metoda vnitiniho standardu je relativni (nepfimd) metoda, zalozend na piidani
zndmého mnoZstvi jedné liatky — vnitiniho standardu (interniho standardu, IS) — ke
vzorku. Jako vnitfni standard je volena latka, kterd neinterferuje s ostatnimi piky ve
stanovovaném vzorku a mé piiblizné stejnou odezvu. Vyhodou této metody je, Ze neni nutno
davkovat do plynového chromatografu ptesny objem vzorku.

Pro stanovovanou slozku plati

Ax = ke my (7)

kde Ay je plocha piku sloZky x, k. je konstanta imérnosti pro danou latku x, a m, je hmotnost
latky x,
pro vnitini standard plati podobné¢

As = ks* ms (8)

kde As je plocha piku slozky interniho standardu, ks je konstanta dimérnosti pro interni
standard, a ms je hmotnost interniho standardu,
Pro pomér ploch jejich pikt Ize psat

As/Ax = ks* ms/kx-myx = f+ (ms/my) 9

Pfi kvantitativnim stanoveni slozky ve vzorku metodou interniho standardu se nejprve
z analyzy kalibracni smési o znamych hmotnostech vnitfniho standardu a slozky vypocita
hodnota poméru ks/k,, ktera se nazyva odezvovy faktor f. Nasledné se z analyzy vzorku
s neznamym obsahem sloZky a s pfidanym IS vypocitd hmotnost analytu ve vzorku s vyuZitim
odezvového faktoru f a navazky IS. Nakonec se mnoZzstvi sloZky ve vzorku vyjadii formou
hmotnostniho zlomku stanovované slozky.

Plynovy chromatograf

Schéma plynového chromatografu je uvedeno na obr. 2. Nosny plyn je odebiran
z tlakové ldhve nebo generidtoru nosného plynu (1) pies redukcéni ventil. Po prichodu
elektronicky nastavitelnymi regulatory tlaku (2 a 3) pfichdzi nosny plyn do injektoru (4). V
injektoru se do proudu nosného plynu davkuje vzorek specidlni mikrostiikackou. Injektor je
vyhiivdn na takovou teplotu, aby v ném doSlo k okamZitému zplynéni vzorku. Teplota
injektoru ale nesmi byt pfiliS vysoka, aby nedoSlo k rozkladu analyzovanych latek. Obvykla
teplota na injektoru se pohybuje v rozmezi asi 150-350 °C. Z injektoru jsou pary vzorku
uniSeny nosnym plynem na kolonu (7), umisténou v termostatu (6). V koloné¢ dochazi k
separaci jednotlivych slozek vzorku na zaklad¢ diive popsaného principu. Nosny plyn z
kolony vstupuje do detektoru (5). Signdal z detektoru je veden na zesilova¢ 8, registrovan
datastanici s monitorem (9+10).

Pokud jsou v pfistroji pouzivany kapilarni kolony, které maji podstatné nizsi kapacitu
nez kolony néaplilové, je injektor opatien délicem toku nosného plynu. V d¢lici toku je veétsi
¢ast nosného plynu vcetné par vzorku odpousSténa do atmosféry, mensi €ast pokracuje do
kolony. Pomér obou tokil Ize nastavit podle potieby. D¢li¢ toku tak umoznuje nadavkovani
malého mnoZstvi vzorku, které by se jinak nedalo pfesné odméfit.

Nejrozsiten¢jSim detektorem pouzivanym v plynové chromatografii je plamenové
ioniza¢ni detektor (FID). Je to detektor schopny detekovat témét vSechny organické latky
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a to v Sirokém rozmezi koncentraci. Jeho princip spoc¢iva v méfeni zmény elektrické vodivosti
vodikového plamene zpisobené pfitomnosti eluované organické latky. Detektor tvoii hotacek,
opatfeny na spodni casti pfivodem nosného plynu vystupujiciho z kolony, ptidavného
inertniho plynu, tzv. make-up gas, (dusiku) a vodiku. Tyto plyny se smisi pfed vstupem do
trysky hotfacku. Vzduch jako oxidant se pfivadi do spodni ¢asti detektoru. V detektoru jsou
dvé elektrody, na které je vloZeno stalé stejnosmérné napéti. Ptichazi-li do plamene pouze
nosny plyn, vznikd v plameni nepatrné mnoZstvi iontd, vodivost plamene je minimalni a
detektor vykazuje maly konstantni proudovy signal. Vstoupi-li do detektoru s nosnym plynem
latka spalitelnd ve vodikovém plameni, vznikaji pifi jejim hofeni iontové fragmenty a
elektrony, které zvysi elektrickou vodivost plamene, a tim se zvysi i ionizacni proud. Odezva
detektoru je pfimo umérna koncentraci stanovované latky v nosném plynu, zavisi vSak na jeji

struktufe.

Obr.2. Schema plynového chromatografu
1 - tlakova ldhev s nosnym plynem nebo generator nosného plynu; 2, 3 - regulatory tlaku a pratoku; 4 - injektor;

5 - detektor; 6 - termostat; 7 - kolona; 8 - zesilovac; 9+10 — datastanice s monitorem.

Navod laboratorni prace:
Analyza smési latek plynovou chromatografii

Ukoly

1. Zjistéte retencni indexy I slozek ve vzorku A a slozky identifikujte.

Stanovte hmotnostni zlomek (% hm.) p-xylenu v technické smési aromatickych
uhlovodiku (vzorek B).

Urcete pocet teoretickych pater n a vysku patra kolony H pro n-nonan.

4. Zhodnotte vysledky.
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Pristroje

V laboratofi jsou pouzivany plynové chromatografy Scion 436-GC s plamenové
ionizacnim detektorem a kapildrni kolonou. Datastanice je vybavena SW Compass CDS s
moznosti ukladini pracovnich metod. Signél z plynového chromatografu je zaznamenavéin
také pomoci datastanice.

Kolona

V pfistroji je pouZita kiemennd kapilarni kolona Scion-1MS s nepoléarni stacionarni fazi,
délka kolony je 15 m, vnitini primér 250 pm a sila filmu stacionarni faze 0,25 pm.

,

Plynovy chromatograf a jeho ovladani

Popis pristroje

Celkova sestava pfistroje je uvedena na obr. 3. Plynovy chromatograf Scion 436-GC
je vybaven plné elektronickym nastavenim tlakii a pratokd plynd. Sitovy vypina¢ (1)
je umistén vlevo dole na ptfedni stran¢ GC instrumentu (2). Pritoky plynl se nastavuji v rdmci
metod na datastanici (3). Na horni Casti chromatografu je umistén autosampler (4) a pod
krytem detektor. Komunikaci s pfistrojem zprostfedkovava bud’ dotykovy displej (5) nebo
datastanice. Datastanice zajiStuje obousmérnou komunikaci s plynovym chromatografem
prostrednictvim SW Compass CDS.

Obr.3. Plynovy chromatograf Scion 436-GC

1 - sitovy vypinac; 2 - plynovy chromatograf; 3 - datastanice; 4 - autosampler; 5 - dotykovy displej



Méfreni na pristroji

Vzhledem k €asové nirocnosti ustaleni pracovnich podminek je jiz pfed zahdjenim prace
studentem piistroj uveden do chodu asistentem, tzn. Ze jsou jiZ nastaveny prutoky vSech plyna
na pozadovanou hodnotu, spusténd metoda Startup-FID, kterd umozni ustaleni tepelného
rezimu injektoru, kolony i detektoru a je zapalen plaminek detektoru.

Davkovani kapalného vzorku
Kapaliny jsou davkovany mikrostiikackou o objemu 10 pl s vyuZitim automatického
davkovace (autosampleru).

Pracovni navod
1. Uloha 1 - Zji$téni retenénich indexi I sloZek vzorku A a jejich identifikace

a) Kontrola a nastaveni metody GC_Method_1
Metoda GC_Method_1 obsahuje poZadované parametry instrumentu, tedy teplotu

injektoru, d€lici pomér na nastiiku, teplotu kolony, teplotni program na kolon¢, parametry na
detektoru atd.

Vlevo nahote v hlavnim menu ovladaciho programu kliknéte na File a pak vyberte Open
anasledné¢ Open Method a vyberte metodu nazvanou GC_Method_1.meth. Dole vlevo
se objevi mnozstvi poloZek a kliknéte hned na prvni control. V hlavni ¢asti obrazovky
se objevi schematické zobrazeni GC systému a kliknutim na jednotlivé ikony casti GC lze
prochazet nastavené parametry na jednotlivych ¢astech GC a piipadné je upravovat podle
potieby. Postupné je tfeba zkontrolovat, pfipadné prenastavit nasledujici parametry:

V sekci autosampleru je tieba zkontrolovat, ze promyvaci kalapina pro néastiikovou
mikrostiikacku je vybrana spavné, tj. Ze v sekci Clean Solvent Source je vybran parametr I
(stiikacka bude oplachovana pentanem). Na injektoru je tfeba zaSkrtnout polozku Heater
(On), Set point musi byt nastaven na 200 °C, Split state musi byt nastaven na ON, Split ratio
na 100. Vzorek tedy bude pfi nastfiku v injektoru délen mezi kolonu a odpad v poméru 1:100.

Dale kliknéte na poloZku Oven a upravte parametry teplotniho gradientu néasledovné,
polozka Heater (On) musi byt zaskrtnuta, vychozi (pocatecni) teplotu kolony nastavte na 40
°C, ve sloupecku Time vlozte ¢islo 5, na druhy fadek tabulky do poloZky Rate vlozte Cislo 7
a do sloupecku Temperature 80 a do sloupce Time 0. Takto zadané parametry znamenaji,
Ze pocatecni teplota na kolon¢ v okamziku nastfiku bude 40 °C, a pak se na této teploté
bude drzet jest¢ 5 minut, nasledné se bude zvySovat rychlosti 7 °C za minutu az do 80 °C.
Po dosazeni teploty 80 °C bude sniZena zpét na pocatecni hodnotu 40 °C.

Dale kliknéte na polozku Column pneumatic, zkontrolujte, Ze je zaSkrtnutd polozka
Enabled (ON), dale Ze je vybrano Constant flow, a pritok nastaven na 1 ml min’!, a dale, Ze
polozka Pressure pulse neni zaskrtnutd. Tim je nastaveno, Ze béhem separace je vyuzivana
elektronick4 kontrola tlaku a prittoku plynti a Ze se pracuje pfi konstantnim pritoku 1 ml min!
nezavisle na tlaku na kolonég. Ptipadny tlakovy pulz pfi néstiiku na kolonu neni aplikovan.
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Pak oteviete sekci nazvanou Deftectors a zkontrolujte, Ze je zaSktnutd polozka Heater (On),
Setpoint je nastaven na 200 °C, poloZzka Electonics (On) musi byt zaskrtnuta a Time constant
je zvolena Slow. Dale v prvnim fadku tabulky musi byt ve sloupci Range vlozeno cCislo 12
a ve sloupecku Autozero nastaveno Yes. Cislo 12 znamen4, 7e se bude mé&fit s maximalni
citlivosti instrumentu. Pfi néstfiku bude provedeno vynulovani zakladni linie chromatogramu.
Zkontrolovanou a upravenou metodu je tieba ulozit kliknutim na File, Save, Save
Method.

V horni ¢asti déle vyberte polozku Acquisition a zvolte Quick Start. Objevi se polozka
ukazujici jméno systému a nabidka metod, které mohou byt pouzity pro naslednou analyzu.
Vyberte metodu GC_Method_1.meth. Objevi se nova obrazovka, ve které je potieba vyplnit
nazev budouciho chromatogramu v polozce oznacené Run Name. Vialku, ze které chcete
nastfikovat, vlozte do prvni pozice karuselu autosampleru.

Nazev chromatogramu utvorte nasledovné:

datum_ inicidly jména studenta _oznaceni nastrikované kapaliny_¢islo nastriku
oznaceni nastfikovanych kapalin je pfitom nésledujici:

Roztok n-alkant (hexan, heptan, oktan, nonan v pentanu) => STD

Vzorek A na kvalitativni analyzu

AX (kde X je ¢islo konkrétniho vzorku A) => AX

Ptiklady tvorby jmen chromatografickych soubort:

1. priklad

Dne 10.2.2008 byl nastiiknut studentem Karlem Novakem roztok standardu n-alkanti. Nasttik
byl toho dne proveden poprvé.

Jméno souboru bude nésledujici (na zaklad€ vyse uvedenych informaci):

1002_KN_STD_1

2. priklad

Dne 11.2.2008 byl studentem Janem Voskou nastiiknut vzorek A2. Nastiik vzorku byl
proveden toho dne podruhé.

Jméno souboru bude nésledujici:

1102_JV_A2_2

Diilezité: Nezapominejte na konci nazvu uvést ¢islo nastiiku, protoZe nékdy je tfeba nastiik
opakovat.



b)  Nastiik vzorku
Pockejte az na dispeji GC instrumentu zacne svitit zelend LED, nasledné¢ mtiZete nastiikovat

vzorek.

Postupné provedte nasledujici analyzy:
analyza 1 pl roztoku n-alkant ( 1% smés hexanu, heptanu, oktanu a nonanu v pentanu)
analyza 1 ul vzorku A, ktery obsahuje 4 neznamé slozky v pentanu a dile hexan, heptan,
oktan a nonan

Pokud jsou retencni Casy n-alkani v prvnim a druhém nastfiku velmi podobné (v rozdily
na drovni jednotek sekund) neni tfeba analyzu opakovat. Pokud jsou rozdily vyznamné&;si,
je tieba provést nastiiky roztoku n-alkant a vzorku A zopakovat.

2.  Vyhodnoceni vysledki tlohy 1

Z chromatogramu n-alkant a vzorku A odectéte retencni Casy jednotlivych pikli vcetné
piku rozpoustédla. To proved’te nasledujicim postupem. Vlevo dole kliknnéte na zdlozku
oznacenou Data. Nésledné kliknéte postupné vlevo nahofe na File, Open, Open
Chromatogram a vyberte piisluSny chromatogram z naméfenych dat. Pak v levé horni Casti
pod ndzvem chromatogramu kliknete na Results. Rozbali se tabulka s vysledky obsahujici
vybrané parametry zintegrovanych pikd vcetn€ jejich retencnich Casti, ploch (potfebnych
pro vypocet kvantity v nésledujici dloze 2) a Sifek v poloviné vySky (pro vypocet ti¢innosti).
Potiebné hodnoty si zapiSte a pouzijte v protokolu.

Na zédkladé¢ odectenych hodnot v chromatogramu n-alkani a nezndmych ctyt dalSich
slozek ve vzorku A prifadte jednotlivé piky standardim (hexan, heptan, oktan, nonan) a
nezndmym sloZzkadm vzorku a proved’te vypocet jejich reten¢nich indext /. K uréeni mrtvého
Casu tm slouzi retencéni cas prvniho (malého) piku v chromatogramu piedchazejiciho
nejveétSimu, tzv. solventovému piku. Vypoctené retencni indexy porovnejte s tabelovanymi
daty, ktera jsou k disposici v laboratofi a slozky identifikujte. Spravnost identifikace potvrd’te
porovnanim hmotnostnich spekter sloZzek vzorku A (jsou k dispozici v laboratofi pro vSechny
vzorky) s hmotnostnimi spektry v katalogu spekter (katalog je také k dispozici v laboratofi).

3. Uloha 2 - Stanoveni hmot. zlomku (% hm.) p-xylenu v technické smési
aromatickych uhlovodiki (vzorek B).

Pro méfeni tohoto tkolu je tfeba vyuzit mirn¢ upravenou metodu GC pouZivanou vyse.
Oteviete metodu GC_Method_1 a upravte ji nasledovné: v sekci autosampleru zmeénte
v sekci Clean Solvent Source polozku I na II (tim zajistite, Ze stfikacka bude oplachovéana
hexanem), v poloZce Oven nastavte pocate¢ni topotu kolony na 45 °C a do sloupce Time
napiste ¢islo 2, do druhého fadku a sloupce Rate napiSte ¢islo 7, dale na stejném tadku
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do sloupce Time napiSte ¢islo 0. Nasledné upravenou metodu uloZte prikazem Save.
Po néstiku vzorku bude tedy teplota na koloné po dobu dvou minut drZena na teploté
vychozi, a pak bude rist rychlosti 7 °C min"! do 80 °C. Po dosaZeni kone¢né teploty bude
kolona rovnou zchlazena na 45 °C.

Stanoveni proved’te metodou vnitiniho standardu (internal standard, IS). Jako vnitini

v/ oz

standard se v dloze pouZziva toluen. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni pouZijte plochy pikt.

a)  Priprava kalibracniho roztoku

Do pfedem zvazené suché vialky nadavkujte stifkackou cca 20 ul p-xylenu a vialku
zvazte. Pak pfidejte cca 20 ul toluenu (IS) a vialku znova zvazte. Ke smési ve vialce pridejte
pipetou 1 ml hexanu a roztok po uzavieni vialky dobfe promichejte. Tim je pfipraven
kalibra¢ni roztok, ktery obsahuje v 1 ml my; g p-Xylenu a ms; g toluenu a bude pouzit
k vypoctu odezvového faktoru f.

b)  Piiprava roztoku vzorku s ptfidavkem IS
Do pfedem zvéazené suché vialky z jedné z vialek oznaCenych B1-8 odméite stiikackou
cca 20 ul koncentrované smési aromatickych uhlovodikt a vialku zvazte. Déle piidejte
cca 20 ul toluenu a znova vialku zvazte. Ke smési pridejte pipetou 1 ml hexanu
aroztok dobife promichjte. Tim je pfipraven roztok vzorku obsahujici msz g toluenu
a m,; g vzorku (navazka).

Postupné provedte nasledujici analyzy:
- analyza 1 pl kalibra¢niho roztoku
- analyza 1 pl roztoku vzorku B

Nézvy chromatogramu tvoite opét podobné jako v dloze 1 s tim, Ze:
Kalibracni roztok je oznacen =>KALX

Roztok ke kvantifikaci => BX

Po prvni analyze kalibra¢niho roztoku a kvantifikovaného vzorku B je predevSim
nejprve tieba spravné identifikovat pik toluenu (IS) a p-xylenu, protoze vzorek obsahuje i jiné
latky. Nastrik kalibra¢ni smési proved’te 2x a vzorku B 3x.

Po skonceni uvedenych dvou tkoll proved'te ¢isténi kolony.

Za tim ucelem nastiiknéte 1ul hexanu a kseparaci pouzijte metodu oznacenou
GC_Method_2_cleaning.meth. Tato metoda je jiz pfeddefinovéana a zahrnuje potifebny teplotni
program kolony 50-200 °C rychlosti 20 °C min!. Pro nastfik hexanu vloZte vialku
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do autosampleru, kliknéte na Acquisition a néasledné¢ v Method name vyberte metodu
GC_Method_2_cleaning.meth, pak kliknéte na OK. Chromatogram neni nutno vyhodnocovat.
Prace na plynovém chromatografu je tim ukoncena. Vypnuti pristroje provadi vyhradné
asistent nebo laborant.

4. Vyhodnoceni vysledkii ilohy 2

V chromatogramu kalibracniho roztoku odecteme plochy pikii (Area) toluenu (Asi)
a p-xylenu (Ax1) a ztéchto ploch a znamych hmotnosti toluenu a p-xylenu vypocteme
pro kazdé jednotlivé stanoveni odezvovy faktor f a nasledné¢ vypocitame jejich primeérnou
hodnotu.

Z chromatogramu roztoku vzorku B (po identifikaci pikl toluenu a p-xylenu) odecteme
prislusné plochy (As2 a Ax2) a ze znamé hodnoty faktoru f (viz vySe) a hmotnosti IS (toluenu)
piidaného ke vzorku (ms2 ) vypoCteme hmotnost p-xylenu ve vzorku B, my, a nésledné
z navazky vzorku B, m,., vypocteme % hm p-xylenu ve vzorku B. Tento vypocet provedeme
pro kazdé jednotlivé stanoveni a celkovy vysledek uvedeme jako aritmeticky primér ze vSech
tif mefeni a uvedeme relativni smérodatnou odchylku v procentech.

5.  Vypocet ucinnosti chromatografické kolony

Z. chromatogramu roztoku n-alkanti, ziskaného v dkolu 1 odeCteme retencni Cas tr
a Sitku piku v poloviné vysky wy (v datastanici ozna¢eno width 50%) pro n-nonan, spocitime
pocet teoretickych pater n podle vztahu (4) a vySku patra H podle vztahu (5). Do vysledka
uvedeme prumérné hodnoty ze dvou vypoctt.

Kontrolni otazky

Co je stacionarni a mobilni faze v plynové chromatografii?

Vyjmenujte hlavni ¢asti plynového chromatografu.

Na jakém principu pracuje plamenovy ionizacni detektor (FID)?

Pro detekci kterych latek je FID urcen?

Co je to chromatogram?

Které parametry charakterizuji chromatograficky pik?

Definujte retencni ¢as a retencni objem.

Jak se tyto veli¢iny vzdjemn¢ prepocitavaji?

Co jsou redukované retencni parametry?

Co je to mrtva reten¢ni vzdalenost a ktera latka se pouziva k jejimu stanoveni?

. Které veli€iny charakterizuji u¢innost chromatografického systému?

. Ktery tdaj, odecteny v chromatogramu, slouzi jako vychozi veli¢ina pro identifikaci
latek?

. Které latky se pouzivaji jako standardy pii stanoveni reten¢nich indexti?

. Jak se ur€uje kvantitativni sloZeni vzorku?
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Pro zpracovéani navodu prace byl ¢aste¢né vyuZzit zdroj:
J.Podehradska, Z.Voznakova: Ndvody pro laboratorni cviceni z Analytické chemie I1.Plynovd
chromatografie. VSCHT, Praha 1997.
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