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Vyska nebo plocha chromatografického piku pfisluSejici dané komponenté jsou
métitkem mnozstvi této komponenty ve vzorku. Za predpokladu linearni odezvy detektoru je
plocha ¢i vyska piku imérnd mnozstvi latky. To umoziiuje ur€ovat mnozstvi ¢i koncentraci
dané latky v neznamém vzorku na zékladé pouziti vzorku dané latky o zndmém mnozstvi Ci
koncentraci, tzv. standardu.

Kvalita kvantitativni analyzy je predevS§im ovlivnéna pfipravou vzorku, spravnou funkci
pristroje a kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spravna volba kalibra¢ni metody.

Kalibra¢ni graf
Za urcitych podminek (tj. v linearni oblasti odezvy detektoru) je plocha piku dané
komponenty pfimo umérna mnozstvi této komponenty ve vzorku. V praxi to znamena, zZe se
zméfi zavislost ploch pikd dané latky na znamém mnozstvi €i koncentraci této komponenty a
sestroji se prislusny graf. V urcité oblasti je tato zavislost linearni a plati vztah

y=a+b.x

kde

X = nezavisla proménna (= koncentrace standardu)
y = zavisla proménna (= odezva)

a=usek naose y

b = smérnice piimky

Pomoci této linearni zavislosti lze stanovovat neznama mnozstvi nebo koncentrace dané
komponenty ve vzorku.

Kvantitativni vypoctové metody

1. Metoda vnitrni normalizace

Touto metodou se urCuje obsah latek ve smésich, je poc¢et komponent relativné nizky a
vSechny komponenty jsou znamy. Tento typ kalibrace se vétSinou provadi pfi rutinnich
stanovenich. Mnozstvi ur¢ité komponenty se pak vyjadiuje jako relativni frakce z celku.
Tedy, v urcité smési je x % latky A, y % latky B, z % latky C atd. Vysledky pfi pouziti této
metody nezavisi na pfesnosti objemu pii nastiiku vzorku.

2. Absolutni kalibrace

Touto metodou se urcuje absolutni koncentrace nebo absolutni mnozstvi latky na zakladé
kalibra¢ni zavislosti. Protoze u této metody je kriticky objem néstfiku, zavisi spravnost
metody na dobré reprodukovatelnosti davkovanych objemi; Casto se doporucuje pracovat
s autosamplerem.
Neznamé mnozstvi dané komponenty lze vypocitat z rovnice:

Cx = Ax /IRFy

kde

Cy neznamé mnozstvi stanovované latky X

Ax plocha piku odpovidajici latce X

Rf; odezvovy faktor pro latku X: Rfy = Ag/Cs , kde Ag je plocha piku, odpovidajici

latce X ve vzorku o znamé koncentraci latky X, Cs.



3. Metoda vnitiniho standardu

Pfi této metodé€ se ke vzorku pridava ur€ité mnozstvi znamé latky, tzv. interni standard,
IS. Tato latka nesmi byt pfitomna v puvodnim vzorku, nesmi reagovat s zadnou slozkou
vzorku, musi byt dobfe oddélena od vsSech slozek v plivodnim vzorku a musi se eluovat
v blizkosti stanovované slozky.
Vyhodou metody je to, Ze neni tieba znat presny objem nastfiku vzorku. Navic, s pouzitim IS
se eliminuje vliv zmén pracovnich podminek, protoze jak stanovovana slozka tak IS jsou
témito zmé&nami stejné€ ovlivnény.

Neznama koncentrace analytu X ve vzorku se stanovi bud’ z kalibra¢ni zavislosti:
AxilAis = f (Cxi/Cis)

kde
Axi
Ars
Cxi
Cis

plocha signalu analytu X ve standartnim roztoku

plocha signalu vnitiniho standardu ve standartnim roztoku analytu X
koncentrace standartniho roztoku analytu X

koncentrace vnitiniho standardu ve standartnim roztoku analytu X

nebo dle vztahu:
Cxu= CxilCis * Ais/Axi* Axu/Ais,u* Cis,u

kde
CX,u
Cxi
CIS
Axi
AIS
AX,u
AIS,u
CIS,u

stanovovand neznama koncentrace analytu X

koncentrace standartniho roztoku analytu X

koncentrace vnitiniho standardu ve standartnim roztoku analytu X

plocha signalu analytu X ve standartnim roztoku

plocha signalu vnittniho standardu ve standartnim roztoku

plocha signalu analytu X ve vzorku o neznamé koncentraci analytu X

plocha signalu vnitiniho standardu ve vzorku o neznamé koncentraci analytu X
koncentrace vnitiniho standardu ve vzorku o neznamé koncentraci analytu X

4. Metoda standartniho pridavku

Pti pouziti této metody se ke znamému mnozstvi vzorku pfidava definované mnozstvi
standardu dané latky, jejiz obsah se ma stanovovat. V zavislosti na typu komponenty se tento
pridavek muze provést bud’ ve formé Cisté latky nebo jako roztok dané latky ve vhodném
rozpoustédle. Stanoveni muze byt zalozeno na jednom nebo nékolika ptidavcich znamého
mnozstvi analytu k neznamému vzorku.
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Metoda:

Postup:

2.

Pouziti plynové chromatografie v kvantitativni analyze

Chromatograf: Schimadzu GC-17A

Kolona: Spira KI8 (5% difenyldimethylsiloxan); i.d. = 0,2 mm; d = 25 m
Teplotni program: 80°C (1 min), 25°C/min -> 250°C

Objem nastiiku: 1 pl

Teplota injektoru: 250°C

Detektor: FID, 250°C

Nosny plyn: N,

Priprava KkalibraCnich roztoki: do 5 pfesné zvaZzenych odmémych banék o objemu
10 ml postupné napipetujeme 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6 ml ethyl-benzoatu. Uréime piesnou navazku esteru
v kazdé¢ baice. Do kazdé banky pfidame 0,5 ml methyl-benzoatu jako vnitini standard (IS) a opét
urc¢ime jeho piesnou navdzku. Doplnime diethyletherem. Vzorky dobfe promichdme a analyzujeme na
plynovém chromatografu.

Sestrojime kalibracni zavislost: Ay/As = f (cy/Cis)

A plocha signalu standardu

Ajs  plocha signalu vnitfniho standardu
cs  koncentrace standardu

cis  koncentrace vnitiniho standardu

Proved’te analyzu neznamého vzorku a urcete koncentraci analytu pomoci namétené kalibracni
zavislosti

Protokol:

Strucny popis ulohy (co je to vnitini standard a proC se pouziva...).
Popis chromatografickych podminek.
Tabulka s experimentalnimi daty.

C1s

(IIlOl/ 1) Cester (mOI/ 1) Acster Ars Acster/ Ars

Cislo vzorku

Graf kalibracni zavislosti Ay/Ars = £ (Cy/Crs).

Vysledky stanoveni koncentrace ethyl-benzoatu v neznAmém vzorku.
Zaver, zhodnoceni vysledka.

Protokol odevzdat do jednoho tydne pomoci [Su.



