Analyticka chemie organickych latek

ULOHA ¢&. 3

PLYNOVA ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

(GLO)

Seznameni s metodou, stanoveni acetonu v rozpoustédle

CILE ULOHY

kvantitativné stanovit obsah acetonu v rozpoustédle pomoci plynové rozdélovaci chromatografie.

DULEZITE POKYNY (CTETE PROSIM POZORNE!!!):

otevirani plyni zleva!
davat si pozor na éervenou kontrolku Ready!

metoda nastiiku - vymyvat stfikacku destilovanou vodou, nasat poZadované

mnoZstvi vzorku + jeSté asi 2 ul vzduchu - nastiik provést co nejrychleji (hrot
sméruje mirné k prednimu panelu)!

stfikacka jde zasunout do pristroje hiife, proto nepouzivat nasili, ale Sikovnost!
uzavirani plynt zprava!

plynovy chromatograf miiZete vypnout az teploty detektoru (DET 1) a
nastrikového prostoru (INJ 1) klesnou pod 100 °C!!!

UKOLY:

3.1. Seznameni s metodou GC

3.2. Priprava vzorkt k méfeni

3.3. Stanoveni jednotlivych vzorkt

3.4. Ukonceni a vhodnoceni analyzy

3.1. SEZNAMENI S METODOU GLC
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PRINCIP:

Plynova chromatografie (GC) je vysoce uc¢inna metoda pro separaci a stanoveni plynnych latek nebo
latek, které 1ze zplynit. Hnaci silou je proud inertniho plynu (mobilni faze). V tomto cviceni budete provadét

analyzu rozpoustédla a stanovovat mnozstvi acetonu ve vzorku.

injekce
regulator
pratoku detektor
zapisovac
kolona
nosny plyn

e  kvalitativni charakteristikou latky je retencni Cas t,, popf. redukovany retencni Cas t,’
e  kvantitativni charakteristikou latky je vyska piku hy,.y, popt. plocha piku A

e pocet efektivnich teoretickych pater Nsje mirou t¢innosti kolony:

kde: ty je mrtvy Cas
w je prislusna délka zakladny piku (trojihelniku),

(t; - to) je redukovany retenc¢ni Cas t,”

< 12 >
< >
t1

iy

w1 w 2

e rozliSeni R je mirou separace dvou pikt. Pii R; = 1,5 povazujeme piky za kvantitativn¢ odseparované:
t, —t,
(w, +w,)/2

PRACOVNI PODMINKY:
e plynovy chromatograf YL 6100 GC
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NASTAVENI PODMINEK PRO METODU 3:

e metoda 3 - rozpoustédla:

e detektor - plamenove ionizacni (FID):
- teplota detektoru: 240 °C
- pratok: H, 30 ml, vzduch 300 ml, Makeup 20 ml

e kolona:
- typ: CARBOWAX, délka 30 m, vnitini primér 0,25 mm, tloustka sorbentu 0,25 pm
- tepelny program kolony: 40 °C (4 minuty), 40 °C/min, 180 °C (0 minut) = 7,5 minut

+ 6 minut chlazeni; celkovy cas cyklu =~ 13,5 minut

- pritok nosného plynu pfes kolonu: 1ml/min
- rozd€lovaci pomér nasttiku: 1/70

e nastiikovy prostor:

- teplota nasttikového prostoru: 200 °C

3.2. PRIPRAVA VZORKU K MERENI

POPIS VZORKU A ROZTOKU:

1. Vzorek rozpoustédla:
. vzorek ziedite 100x - do odmérné banky na 10 ml napipetujete 100 pul nezndmého vzorku

a doplnite destilovanou vodou po rysku; vzorky je vzdy nutné ultrazvudit
2. Kalibra¢ni roztoky:
. obsah acetonu: 0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 ; 0,10 % (v/v) - do 100 ml odmérné banky napipetujete
postupné 20, 40, 60, 80 a 100 ul acetonu a doplnite destilovanou vodou po rysku
3. Roztok pro stanoveni acetonu v rozpoustédle metodou ptidavku standardu:

. do odmérné baiiky na 10 ml napipetujete 100 pl neznamého vzorku, ptidate 20 pl acetonu

a doplnite destilovanou vodou

3.3. MERENI

3.3.1. ZAKLADY PLYNOVE CHROMATOGRAFIE:

1. Za dohledu vyucujiciho si prohlédnete soucasti plynového chromatografu (kolonovy prostor, detektor,

nastfikovy prostor, atd)
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3.3.2. STANOVENI MNOZSTVI ACETONU VE VZORKU, URCENI MRTVEHO CASU:

METODA KALIBRACNI KRIVKY:

a) URCENI MRTVEHO CASU:

1.

10.

11.
12.

Pomoci hlavnich ventili oteviete postupné vSechny plyny (! POZOR: prvni oteviete dusik — prvni
tlakova lahev vlevo!)

Spustite PC a tiskarnu

Vzadu zapnete plynovy chromatograf a na pocitaci spustite program YLClarity

Kliknete na ikonu Login pod napisem Instrument 1, po otevieni okna vyberete moznost Student, zadate
heslo Slivovice a kliknete OK

Objevi se vam nésledujici okno:

Jméno Jméno zobrazené Informaéni tabulka
instrumentu metody

r! My GC (DEFAULT1)

Sekvenini tabulka —L | File Monitor  Analysis Method  Setting,AView ‘Window Help Jméno
chromatogramu

1 Marme: Blank0o1 R |
j )g’ ﬁ Sample: Popis vzorku
= Sample ID:  blank <+

Podminky sbé Method: Ethanol in blood ‘-—-—.____‘ Jméno pausité
© m!ga\{ sberu ""'} Mode: Sequence, Yial 1 / Inj. 1 metody

Sledovani stavu & 000 4 Zobrazeni

GCILC = ——E ’1‘;“?}, e

chromatogramu
Aru]
Pime fizeni 1 w = | gy S
GCILC i = K
—EL

Podminky analyzy - 0,22 min.  Rynning

nglnJ press F1

Y
Stavowy fadek / Sledovani analyzy Podminky vyhodnoceni
analyzy

Jednotliva analyza
Start/Stop

1
Lo

Tvorba
= kalibracnich kivek

- Tisk

it

Jméno projektu

Project: WORKC] (FPodadresafe)

Kliknete na File — Open method... — metoda 1 - start.met — OK

Poté kliknete na ikonku Control (P¥imé tizeni GC/LC) — Apply — OK (metoda se timto zptisobem
posle do GC a pfistroj zacne pracovat)

Kliknete na File — Open method... — metoda 2 - vyhrivani.met — OK

Po rozsviceni cervené kontrolky Ready na pifednim panelu pfistroje GC kliknete na ikonku Control
(Ptimé tizeni GC/LC) — Apply — OK

Kliknete na File — Open method... — metoda 3 - rozpoustédla.met — OK (! POZOR: pted poslanim
metody do GC a pied provedenim nastfiku vzdy vyckate na rozsviceni cervené kontrolky Ready")

Po rozsviceni cervené kontrolky Ready na prednim panelu ptistroje GC kliknete na ikonku Control
(Ptimé tizeni GC/LC) — Apply — OK

Béhem ¢ekani na rozsviceni ¢ervené kontrolky Ready si ptipravte pozadované roztoky

Kliknete na ikonu Single Analysis (Jednotliva analyza Start/Stop) a vypisete informace ke vzorku do
kolonek Sample ID (vaSe jméno a ptijmeni), Sample (struény popis vzorku), Inj. Volume (objem

nasttiku) a do pole Counter napiSeme 1
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13. Pted prvnim nastiikem provedete kontrolu funk¢nosti detektoru: nad detektor pfilozite sklicko, pokud
se zarosi, vSe je v poradku a pokracujete dale dle navodu, pokud se skli¢ko nezarosi, zavolate na pomoc
vyucujiciho

14. Provedete nastiik asi 1 pl plynu, ktery nasajete z ventilu v laboratofi (! POZOR: prvni nastiik za
dohledu vyucujiciho!) a na GC stisknete ,.ihned* tlacitko Start (na GC se rozsviti zelena kontrolka
Run)

15. Pribéh chromatografie muzete sledovat po kliknuti na ikonu Data Acquisition (Sledovani analyzy) - je

vhodné nastavit rozsah cca od 0 do 1000 mV (miize se liSit)

16. V nasledném okné chromatogramu kliknete na ikonku M Lock a vyfadite nepotiebné piky ve
vybraném intervalu z integrace

U . =, Print e v
17. V horizontalni nastrojové listé kliknete na ikonku = , potvrdite tisk a po vytisténi

chromatogramu zaviete okna chromatogramu a sledovani analyzy

b) VYTVORENI KALIBRACNIi ZAVISLOSTI A URCENI MNOZSTVi ACETONU VE VZORKU:

1. Kliknete na ikonu Single Analysis (Jednotliva analyza Start/Stop) a vypisete informace ke vzorku do
kolonek Sample ID, Sample a Inj. Volume
2. Provedete nasttik 1 pl 1. kalibraéniho vzorku

3. Rozsah cca od 0 do 1000 mV (muze se liSit)
& Lock

4. 'V nastrojové liste¢ chromatogramu kliknete na ikonku a vyradite nepotfebné piky ve
vybraném intervalu z integrace (oznaceny zlstane pouze pik acetonu)

5. Zavtete chromatogram (potvrd'te pfipadnou otazku programu na zménu chromatogramu)

6. Provedete nastiik 1 ul 2. kalibracniho vzorku

7. Rozsah cca od 0 do 1000 mV (muze se lisit)

8.V nastrojové listé chromatogramu kliknete na ikonku M Lock a vyradite nepotfebné piky ve
vybraném intervalu z integrace (oznaeny zustane pouze pik acetonu)

9. Zaviete chromatogram (potvrd'te pfipadnou otazku programu na zménu chromatogramu)

10. Stejnym zplisobem provedete nastiik i 3., 4. a 5. kalibra¢niho roztoku

11. Provedete nasttik 1 pl ziedéného (1:100) neznamého vzorku

12. Rozsah cca od 0 do 2000 mV (muze se liSit)

13. V nastrojové listé chromatogramu kliknete na ikonku M Lock a vytadite nepotiebné piky ve
vybraném intervalu z integrace (oznaceny zustane pouze pik acetonu)

14. Zaviete chromatogram (potvrd'te pfipadnou otazku programu na zménu chromatogramu)

15. Kliknete na ikonu Calibration Window (Tvorba kalibracnich kiivek) a v kalibra¢nim okné kliknete na
File — New

16. Kliknete na ikonu *5 Open Standard

roztoku ¢.1 a kliknete OK

, ve slozce Data si naleznete chromatogram kalibra¢niho
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17. V horizontalni 1i§t€ kalibra¢niho okna kliknete na ikonu

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.

4 Add Peak a levym tlagitkem na mysi

kliknete na pik acetonu

V tabulce se vam objevi pfiblizné takovy popis:

Use Reten.Tim| Left Right Resp. Level 1
Compound Name - Peak Type|Peak Color|  LOD LO RE
d : € Window | Window e 2 Factor Response Amount | Resp. Fact| RecMNo.
1| W Peak34 3,400 0,200 0,200 : Ordnr 0,000 0,000 : A 0,0000 36,5913 0,000 0,0000 1
I

Do policka Compound Name napiSete Aceton a do policka Amount zadate hodnotu 0,02

Use Reten.Tim|  Left Right Resp, Level 1
Compound Name - Peak Type|Peak Color|  LOD LO RB
d > e Window | Window i Q Factor [ Response | Amount |Resp. Fact| Recho.
1| ¥ MeOH 3,400 0,200 0,200 : Ordnr 0,000 0,000 : A 0,0000 36,3913 0,020 0,0003 1
I

Kliknete na ikonu & Open Standard

roztoku €. 2 a kliknete OK

, ve slozce Data si naleznete chromatogram kalibra¢niho

V horizontalni 1i§té kalibra¢niho okna kliknete na ikonu 4+ Add Peak

a levym tlacitkem na mysi
kliknete na pik acetonu

Do policka Amount nyni zadate hodnotu 0,04

Stejnym zplisobem postupujete i s kalibraénimi roztoky ¢. 3,4 a 5

V horizontélni nastrojové listé kliknete na ikonku “= Calibration Options a v nasledném okné zadate

do policka Compound %:

Calibration Options (Moname) Lili:—hj
Calibration Options ] Defaults ]
Calibration Description: Diisplay Mode
ESTD ~|
Number of Signals m TETTIEIT
o
Calibration Mode -
* Automatic * Calibrate
Ma. of Points
" Manual " Recalibrate li
10
Units "
Compound: Weighting Factor

- 0,25
Search Critera [%]
[+ Enable Responsze Value Change 0
Iv Update Retention Time

[ Default Injected Vaolume 0 [mi]

-
v Retention Indexes with Unretained Peak

QK | Stomo | Mapovéda |

4 Open Standard

Kliknete na ikonu , ve slozce Data si naleznete chromatogram 100x zfedéného

vzorku rozpoustédla a kliknete OK
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25. V horizontalni 1i$t€ kalibra¢niho okna kliknete na ikonu

kliknete na pik acetonu

4= Add Peak

26. V levém dolnim rohu kliknete na podokno s ndzvem Acefon

Objevi se vam nasledujici okno:

a levym tlacitkem na mysi

My GC - Calibration 250x8hr1 <-- ESTD (MODIFIED) M=

File Edt Display Calbration View Window Help @4 fl Af &
J4ad Sdd | sHEA o ﬂ|Aummatm j‘ﬁetalihralinn jl_! Znnm
Response | Amourt | Resp. | Rec Used ~ oxalic - 4,561 min, UY
mvis] | [gf | Factor | Mo, [15
1| 36130 01012 00200 G [m.s]
2 | 8@zt 02160 00115 7 B
3 116 6687 . 08316 .0,0071 v 120 O _J: e
s+ | 1200000 05000 00000 Il e
5 | oooo0 opooo oo 0 -
6 | 00000 00000 00000 i 100+ e
7 00000  0,0000 00000 0/ [V | 8 //
-
L
Response Base  |Area - - 80 -
—
Compound Type | iy M ] T
) © B0 e
Curve Fit Type Linear hd = o~
./’.
Drigin Curve passes through On + 7
40 L
‘weighting Method |None < - a
Equation: ' = 135 567X o 7+
L
-
ok’ +
Carrelation Factor 09977973 00 nfz DJA nfs. n,IB
Amaourt o1
| l } I\ Compounds onalit}\ citric )\ tartaric )\ glucose }‘ malic }‘ fructose )‘ succinic }\ lactic ,\ glycerol )\ acetic l\ methanol ]\‘ ethanal /
||For Help, press F1 Chromatogram

27. U vzorku rozpoustédla (prvnich pét fadki patii standardtim) odskrtnete poli¢ko ve sloupci Used (na

obrazku je to fadek 4) a pomoci vhodné zadaného priblizného mnozstvi do sloupce Amount graficky

urcite polohu vzorku (v grafu se vam vzorek zobrazi jako kolecko - viz pfedchozi obrazek)

28. Kalibraéni okno vytisknete a pesnou polohu vzorku urcite z rovnice

29. Kalibraéni okno zaviete a zmény neukladate!!!

METODA PRIDAVKU STANDARDU:

e metoda predpoklada linearitu kalibracni zavislosti

a) URCENI MNOZSTVi ACETONU VE VZORKU:

1. Kliknete na ikonu Single Analysis (Jednotliva analyza Start/Stop) a vypisSete informace ke vzorku do

kolonek Sample ID, Sample a Inj. Volume

3. Rozsah cca od 0 do 2000 mV (mtize se liSit)

vybraném intervalu z integrace (oznac¢eny zustane pouze pik acetonu)

5. Takto upraveny chromatogram vytisknete

kolonek Sample ID, Sample a Inj. Volume

Provedete nastiik 1 pl ztedéného (1:100) vzorku rozpoustédla

V nastrojové listé chromatogramu kliknete na ikonku M Lock a vyradite nepotiebné piky ve

Kliknete na ikonu Single Analysis (Jednotliva analyza Start/Stop) a vypiSete informace ke vzorku do
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7. Provedete nastiik 1 pl zfedéného vzorku rozpoustédla s pridavkem standardu

8. Rozsah cca od 0 do 2000 mV (muize se lisit)

9. 'V nastrojové listé¢ chromatogramu kliknete na ikonku M Lock a vyradite nepotfebné piky ve
vybraném intervalu z integrace (oznaceny zlstane pouze pik acetonu)
10. Takto upraveny chromatogram vytisknete

11. Podle nasledujiciho vzorce vypocitate koncentraci neznamého vzorku:

V c

G ===

_S S
AT USION
4

1

kde: ¢; ... koncentrace neznamého analytu
¢, ... koncentrace standardu
V, ... objem vzorku
V; ... objem roztoku standardu
A, ...plocha piku analytu o neznamé koncentraci c,
A, ... plocha piku analytu o neznamé koncentraci ¢; po ptidavku standardu o znamé

koncentraci c,

3.3.4. UKONCENI ANALYZY

1. Pozadejte vyucujiciho o kontrolu vasi prace

Kliknete na File — Open method... — metoda 4 - ukonceni.met — OK

poté kliknete na ikonku Control (Ptimé tizeni GC/LC) — Apply — OK

na plose pocitace kliknete na Pocitac — Systém (C:) — YLClarity — Koralka — Data
Vytvorite si sloZku se svym jménem a presunete do ni vSechny vase chromatogramy!!!
Nez se piistroj ochladi, vypnete PC, tiskarnu a uklidite pracovni sttl

! POZOR: Pted vypnutim GC zavolate vyucujiciho!

® N A wDd

! POZOR: Uzavtete postupné ventily vSech plynt - zprava!

3.4. VYHODNOCENI:

Do protokolu uvedete tyto vypocCty:

1. Pro aceton urcete pocet teoretickych pater

2. Stanovite rozliSeni mezi plynem z ventilu a acetonem

3. Zjistite procentuilni mnoZstvi acetonu ve vzorku rozpoustédla pomoci metody kalibraé¢ni kifivky
a metody pridavku standardu

4. Porovnejte mezi sebou obé metody a zdivodnéte mozné rozdily ve stanoveni acetonu.

5. Odpovézte na otazky k diskuzi dle zadani vyucujiciho



