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Obecné zaklady

Plynova chromatografie je metoda uréena k déleni a stanoveni plynd, kapalin i
latek pevnych s bodem varu do cca 400 °C. Metoda je zaloZzena na rozdélovani
slozek mezi dvé faze, fazi pohyblivou - mobilni a fazi nepohyblivou - stacionarni.

V plynové chromatografii je mobilni fazi plyn, nazyvany nosny plyn. Stacionarni
faze je umisténa v chromatografické koloné. Stacionarni faze u naplfiovych kolon
muze byt pevna latka (aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity, polymerni sorbenty apod.)
nebo vysokovrouci kapalina nanesena v tenké vrstvé na pevném, inertnim nosici.
U kapilarnich kolon je stacionarni faze nanesena v tenké vrstvé pfimo na upravenou
vnitfni sténu kfemenné kapilary.

Princip separace latek plynovou chromatografii je nasledujici. Kolonou se
stacionarni fazi prochazi stale nosny plyn. Vzorek se vnese (nastfikne)
do vyhfivaného bloku - nastfikové komory (injektoru), kde se odpafi a ve formé
par je unasen nosnym plynem do kolony. Slozky ze vzorku se sorbuji na zacatku
kolony ve stacionarni fazi a pak desorbuji ¢erstvym nosnym plynem. Nosny plyn
unasi slozky vzorku postupné k konci kolony a délici proces se neustale opakuje.
Kazda slozka ze vzorku postupuje kolonou svou vlastni rychlosti zavislou
na distribu€éni konstanté slozky Kp = c¢s/cm, kde ¢s a cm jsou rovnovazné
koncentrace slozky ve stacionarni a v mobilni fazi. Latky postupné vychazeji z kolony
v poradi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant a vstupuji do detektoru. Detektor
indikuje okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu. Signal detektoru
je vhodné upraven a plynule se registruje. Vysledny graficky zaznam zavislosti
signalu detektoru na Case se nazyva chromatogram. Popsana chromatograficka
technika se oznacuje jako elucni.

Dojde-li na chromatografické koloné k rozdéleni - separaci vSech n-slozek
analyzovaného vzorku, obsahuje chromatogram n-elu¢nich kfivek - pikid téchto
slozek. Podle polohy piku Ize vyslovit pfedpoklad o identité latky. Plocha piku je
umérna mnozstvi latky ve vzorku.

U chromatogramu je na ose y zaznamenana odezva detektoru a na ose x
délkové jednotky nebo &as. Z teorie chromatografické separace vyplyva, ze
chromatograficky pik ma tvar GAUSSovy kfivky a je popsan tfemi parametry:
retencni vzdalenosti dr, vySkou piku h a Sitkou piku méfenou bud na zakladni linii Yy
nebo v poloviné vysky piku Yo s (obr. 1).



Obr. 1: Reten¢ni parametry

Retenéni vzdalenost dr [cm] je vzdalenost vrcholu piku od pocatku
chromatogramu, tj. od nastfiku vzorku na kolonu. Z reten¢ni vzdalenosti Ize
jednoduchym zplisobem spocitat retencni ¢as a retenéni objem.

Retencni €as fr [min] je doba prichodu latky kolonou, tj. doba od nastfiku vzorku
na kolonu k dosazeni vrcholu piku. Reten¢ni €as se mulze vypocitat z retenéni
vzdalenosti dr a rychlosti posunu registracniho papiru s [cm min™"], pokud se pouziva
zapisovac.

d
=2 (1)

Retenéni objem Vi [ml] je objem nosného plynu prosly kolonou za dobu fr
pfi objemovém pratoku nosného plynu Fp, [ml min™]

VR = Fm tR (2)

Mrtvé reten€ni parametry jsou retenéni parametry slozky, ktera se za danych
podminek na koloné nezadrzuje, tzn., Ze jeji distribucni konstanta Kp = 0. Tyto
parametry se znacCi

dv - mrtva retencni vzdalenost
tw - mrtvy retenCni Cas
V- mrtvy reten¢ni objem

a pocitaji se podobné jako retenCni parametry ostatnich latek. Jako
nezadrzovana slozka se v plynové chromatografii obvykle pouziva methan.



Redukované retencéni parametry d's, t'r, V'r ziskdme, jestlize od retencnich
parametri odecteme pfislusny mrtvy retenéni parametr, tedy

d‘R = C/R — dM (3)
tR=tr - tu (4)
V‘R = VR - VM (5)

Uéinnost chromatografické kolony

Cim je separaéni uginnost chromatografické kolony vé&tsi, tim méné je rozmyvana
zbna separované latky pfi prichodu kolonou a pik v chromatogramu je uzsi. Mirou
ucinnosti chromatografické kolony je pocet teoretickych pater n.

Pocet teoretickych pater n se nejCastéji pocita ze vztahu
n=554(t/Y.) (6)
kde tz [min] je retencni €as, Yo.5[min] je Sifka piku v poloviné vysky.

Jestlize zname délku kolony L [cm], mUzeme vypocitat i vySkovy ekvivalent
teoretického patra H [cm]

H =<
n

Kvalitativni analyza

Zakladem pro identifikaci latek pfi plynové chromatografické analyze je shoda
hodnot dg, tr Nnebo Vg neznamé latky a standardu za predpokladu, Zze obé hodnoty
byly naméfeny za presné stejnych experimentalnich podminek. Kromé téchto
parametru se pouzivaji 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, vztazena ke stupnici retenCnich charakteristik
zvolenych standardd. Vyjadfuje polohu piku identifikované latky v chromatogramu
vzhledem k poloze pikd fady standardu. Jako standardni latky se pro stanoveni
retenCnich indext v plynové chromatografii pouzivaji n-alkany, pro které plati, ze
logaritmy jejich redukovanych reten€nich ¢asu jsou linearné zavislé na poctu uhliku
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v molekule. Stupnice retencnich indexu n-alkanu je zvolena tak, Ze pro n-alkan, ktery
ma z atomud uhlikd v molekule plati /, = 100z. Reten¢ni index neznamé latky /x se
vypocita ze vztahu

logt, —logt,
logt; ., —logt,

z+1

I, =100z +100 (8)

kde t%, t%, t+s jsou redukované retencni Casy neznamé latky, 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 standardu, aby se retenéni ¢as sledované
latky prilis neliSil od retenénich ¢asu zvolenych standard(. Optimaini je pfipad, kdy t‘,
< tx < t'z+1. Do vztahu (8) pro vypocet retencniho indexu je mozné misto retencnich
C¢asu dosazovat i retencni vzdalenosti dgr. Zalezi, ktera z veli€in je pro méreni
pristupnéjsi.

Identifikace latek v analyzovaném vzorku se provede porovnanim vypoctenych
hodnot / s hodnotami tabelovanymi. V nékterych pfipadech jsou hodnoty
stanovenych retencnich indext latek blizké, takze timto zplsobem nelze provést
jednoznacnou identifikaci.

Nejspolehlivéjsi zplsob kvalitativniho vyhodnoceni v plynové chromatografii je
pouziti hmotnostniho spektrometru jako detektoru (MSD). Tento detektor poskytne
pro kazdy pik tzv. hmotnostni spektrum. Kazda analyzovana latka dava obvykle pfi
elektronové ionizaci ion-radikal odpovidajici ionizované molekule (M™) a fragmentové
ionty odpovidajici Castem rozpadajici se molekuly. Hmotnosti a mnoZstvi vznikajicich
iontd jsou pro danou latku charakteristické. Ziskana spektra se porovnaji se spektry

tabelovanymi a latka je ve vétSiné pfipadd jednoznacéné uréena.

Kvantitativni analyza

Mnozstvi separované latky vystupujici z kolony se méfi detektory. Obvykle
pouzivané detektory indikuji okamzitou koncentraci latky na vystupu z kolony.
V tomto pfipadé je celkové mnozstvi latky umérné plose piku. Automaticky se
velikost plochy urCuje s vyuzitim datastanice, ktera byva soucasti plynového
chromatografu. Neni-li pfistroj vybaven datastanici, Ize velmi zhruba odhadnout
plochy piku vypoctem

A=hYos (9)
A - plocha piku, h - vySka piku, Yo 5 - Sifka piku v poloviné vySky.

V pfipadé uzkych a symetrickych pik Ize pro kvantitativni vyhodnoceni vyuzit
i vySku piku.



Vztah mezi plochou, resp. vySkou piku a koncentraci (hmotnosti) slozky lze
vyjadfit obvykle linearni zavislosti, ktera plati vétSinou v rozsahu nékolika Fadu
koncentraci stanovovaneé latky. Ke kvantitativnimu stanoveni je mozno vyuzit néktery
z fady osvédcCenych zplsobu, napf. metodu standardniho pfidavku, metodu vnitfniho
standardu, metodu vnéjsSiho standardu.

Metoda vnitiniho standardu je relativni (nepfima) metoda, zaloZzena na pfidani
znamého mnozstvi jedné latky — vnitfniho standardu (IS) — ke vzorku. Jako vnitfni
standard je volena latka, ktera neinterferuje s ostatnimi piky ve stanovovaném vzorku
a ma priblizné stejnou odezvu. Vyhodou této metody je, Ze neni nutno davkovat do
plynového chromatografu pfesny objem vzorku.

Pro stanovovanou slozku plati

Ax = kx. my (10)
a pro vnitfni standard

As = ks. ms (11)
Pro pomér ploch jejich pikl

A KMy Mg pVs (12)
A k. m, m, oV,

A,, As — plochy pikl slozky a standardu, k,, ks — konstanty umérnosti, my,, ms —
hmotnosti slozky a standardu, px, ps - hmotnostni koncentrace sloZzky a standardu,
Vi, Vs — objemy roztoku slozky a standardu.

PFi kvantitativnim stanoveni slozky ve vzorku metodou pfimého srovnani se
nejprve z analyzy Kkalibraéni smési o znamé koncentraci (hmotnosti) vnitfniho
standardu a slozky vypocita hodnota poméru ks/ky, ktera se nazyva odezvovy faktor
f

( %% (13)

a nasledné z analyzy vzorku s pfidanym IS se vypocita koncentrace (hmotnost)
stanovované slozky.

Plynovy chromatograf

Schéma plynového chromatografu je uvedeno na obr. 2. Nosny plyn je odebiran
z tlakové lahve 1 pfes redukéni ventil. Po prachodu regulatory tlaku a pratoku 2 a 3
pfichazi nosny plyn do nastfikové komory - injektoru 4. Do injektoru do proudu

nosného plynu se davkuje vzorek specialni stfikackou. Injektor je vyhfivan
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na takovou teplotu, aby v ném doslo k okamzitému zplynéni vzorku. Z injektoru jsou
pary vzorku unaseny nosnym plynem na kolonu 7, umisténou v termostatu 6.
V koloné dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku na zakladé dfive popsaného
principu. Nosny plyn z kolony vstupuje do detektoru 5. Signal z detektoru je veden
na zesilovac 8, registrovan zapisovacem 9 a zpracovan integratorem 10.

Pokud jsou v pfistroji pouzivany kapilarni kolony, které maji podstatné nizsi
kapacitu nez kolony naplhove, je injektor opatfen déliCem toku nosného plynu.
V déli€i toku je vétsi ¢ast nosného plynu v€etné par vzorku odpousténa do atmosfery,
mensi ¢ast do kolony. Pomér obou toku Ize nastavit podle potfeby. Déli¢ toku tak
umoznuje nadavkovani malého mnozstvi vzorku, které by se jinak nedalo presné
odmeéfit.

NejrozSifenéjSim detektorem pouzivanym v plynové chromatografii je
plamenové ionizaéni detektor (FID). Je to detektor schopny detekovat témér
v8echny organické latky a to v Sirokém rozmezi koncentraci. Jeho princip spocCiva
v méfeni zmény elektrické vodivosti vodikového plamene zplUsobené pritomnosti
eluované organické latky. Detektor tvofi hofacek, opatfeny na spodni Casti pfivodem
nosného plynu vystupujiciho z kolony, pfidavného inertniho plynu (dusiku) a vodiku.
Tyto plyny se smisi pfed vstupem do trysky hofacku. Vzduch jako oxidant se pfivadi
do spodni Casti detektoru. V detektoru jsou dvé elektrody, na které je vloZeno stalé
stejnosmérné napéti. Pfichazi-li do plamene pouze nosny plyn, vznika v plameni
nepatrné mnozstvi iontl, vodivost plamene je minimalni a detektor vykazuje maly
konstantni proudovy signal. Vstoupi-li do detektoru s nosnym plynem latka spalitelna
ve vodikovém plameni, vznikaji pfi jejim hofeni iontové fragmenty a elektrony, které
zvysi elektrickou vodivost plamene, a tim se zvySi i ionizaéni proud. Odezva
detektoru je pfimo umérna koncentraci stanovovaneé latky v nosném plynu, zavisi
v8ak na jeji strukture.

Obr. 2: Schéma plynového chromatografu
1 - tlakova lahev s nosnym plynem; 2, 3 - regulatory tlaku a priitoku; 4 - injektor; 5 - detektor; 6 -
termostat;7 - kolona; 8 - zesilovac; 9+10 — datastanice s monitorem.



Navod laboratorni prace

Analyza smési rozpoustédel plynovou chromatografii

Ukoly

1. Stanovte retencni indexy / slozek ve vzorku A a slozky identifikujte.

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

3. UrCete pocet teoretickych pater n a vySkovy ekvivalent teoretického patra
kolony H pro n-nonan.

4. Vyhodnotte vysledky.

Pristroje
V laboratofi jsou pouzivany plynové chromatografy Varian 3350 s plamenové
ionizacnim detektorem a kapilarni kolonou. P¥istroj je vybaven paméti pro uchovani 4

pracovnich metod. Signal z plynového chromatografu je zaznamenavan
na datastanici (PC) vybavené programem Clarity.

Kolona

V pfistroji je pouzita kfemenna kapilarni kolona ND5 (f. Nordion) s nepolarni
stacionarni fazi, délka kolony je 25 m, vnitfni praimér 320 um a sila filmu stacionarni
faze 0,25 um.

Plynovy chromatograf a jeho ovladani

Popis pristroje

Celkova sestava pfistroje je uvedena na obr. 3. Plynovy chromatograf Varian
3350 je Fizen mikroprocesorem, pouze nastaveni pratokd plynd se provadi
manualné. Sitovy vypina€ 1 je umistén na zadni sténé pfistroje. Pratoky plyna se
nastavuji pomoci regulacnich ventild v ¢asti 2, zde je umistén i ukazatel tlaku
nosného plynu. Na horni ¢asti chromatografu je umistén injektor 3 a pod krytem 4
detektor. Komunikaci s pfistrojem zprostfedkovava klavesnice 5 zabudovana
na dvefich pfistroje a display 6. K pfistroji je pfipojena datastanice urCena pro sbér a
vyhodnoceni dat z plynového chromatografu s nainstalovanym programem Clarity.



Obr. 3: Plynovy chromatograf Varian 3350
1 - sitovy vypinag; 2 - ¢ast s regulatory pratokd a tlaku; 3 - injektor; 4 - kryt detektoru; 5 - ovladaci
klavesnice ;6 — display

Klavesnice, obr. 4, je rozdélena do sekci GC CONTROL, OPERATIONS,
METHODS, DISPLAY CONTROL, AUTOMATIC CONTROL, ENTRY. Kazda sekce
zahrnuje fadu pfikazovych klaves, pfipadné kontrolni svételné diody. Po stisknuti
pfikazové klavesy se na display objevi pokyn k zadavani hodnot nebo k vybéru dalsi
klavesy. Déle budou vysvétleny pouze funkce téch klaves a diod, které budou
pouzivany pfi laboratorni praci.
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Obr. 4: Ovladaci klavesnice



GC CONTROL:

READY - dioda sviti zelené - pfistroj je pfipraven k analyze

NOT READY - dioda sviti ¢ervené - pfistroj neni pfipraven k analyze

RUN - dioda sviti zelené - bézi analyza

RESET - kldvesa k zastaveni analyzy

OPERATION:

BUILD/MODIFY - vytvofeni nebo modifikovani metody

ACTIVATE - aktivovani metody

DELETE SECTION - vymazani parametrt ve zvoleném oddilu metody

STATUS - zjiSténi aktualniho stavu (teploty kolony; teploty injektoru;

teploty, citlivosti a rozsahu detektoru)
SoucCasné operace BUILD/MODIFY a STATUS se vylucuji, aktivni operace je
oznacena Zluté svitici diodou u pfislusného pfikazu.

METHODS:

METHOD 1-4 - metody ulozené v paméti, resp. misto pro ulozeni novych
metod, aktivni metoda je signalizovana zluté svitici diodou

COLUMN - oddil pro zadani nebo kontrolu podminek pro kolonu, zahrnuje
zadani izotermniho rezimu nebo teplotniho programu kolony

INJECTOR - oddil pro zadani nebo kontrolu podminek pro injektor

DETECTOR - oddil pro zadani nebo kontrolu podminek pro detektor, zahrnuje
teplotu detektoru, rozsah snimaného signalu RANGE a citlivost
ATTENUATION (Ize nastavit pouze hodnoty 2°- 2'%)

DISPLAY CONTROL.:

Sekce umozniuje pohyb po fadcich displeje.

ENTRY:
Sekce slouzi k zadavani dat. Obsahuje Ciselné klavesy, klavesu YES, NO, CE
k vymazani dat a odesilaci klavesu ENTER.

Méreni na pristroji

Vzhledem k Casové narocnosti ustaleni pracovnich podminek je jiz pred
zahajenim prace studentem pfristroj uveden do chodu asistentem, tzn. Ze jsou jiz
nastaveny prutoky vSech plynl na pozadovanou hodnotu, zaktivovana METODA 4,
ktera umozni ustaleni tepelného rezimu nastfikové komory, kolony i detektoru a je
zapalen plaminek detektoru.



Méreni na plynovém chromatografu ma tri faze:

Vytvoreni metody

Vytvofeni metody se sklada ze zadani hodnot pro pozZadovanou teplotu kolony,
resp. teplotni program kolony do oddilu COLUMN, teploty injektoru do oddilu
INJECTOR, teploty, citlivosti a rozsahu detektoru do oddilu DETECTOR. Podrobné
bude rozpis vytvofeni metody uveden v jednotlivych bodech postupu prace.

Aktivace metody

Stisknutim klaves ACTIVATE - METHOD metodu aktivujeme a zvolené
parametry se za¢nou realizovat. Ustaleni pozadovanych parametru je signalizovano
rozsvicenim zelené diody READY. Tehdy je pfistroj pfipraven k analyze.

Analyza

Pokud je pfistroj ve stavu READY, pfipravi se k méfeni datastanice a nadavkuje
se vzorek. Pfi nastfiku je automaticky spustén nastaveny program a sbér dat
datastanici. Analyzu neni nutno ukoncCovat, po realizaci zvoleného teplotniho
programu pfistroj prejde automaticky do stavu NOT READY, po ustaveni
pocate€nich podminek pro analyzu a signalizaci stavu READY je mozZno provést
dalsi analyzu.

Pocéitacové zpracovani dat

Chromatograficka datastanice Clarity pracuje pod operacnim systémem
Windows. Nejprve prevadi digitalné-analogovym prevodnikem vystupni napéti
z detektoru na Ciselné udaje, které uklada se zvolenou frekvenci do souboru na disk
pocCitaCe. Pfed zahajenim analyzy operator vyplni potfebné informace jako je
oznaceni vzorku, pracovni podminky apod.. UloZzené datové soubory mohou byt
kdykoliv vyvolany a dale zpracovany tak, aby se ziskaly napf. informace o retencnich
Casech, vySkach pikd, plochach pikd nebo o uc&innosti kolony. PFi kvantitativni
chromatografické analyze je mozno vytvofit kalibrani soubory, s jejichz pomoci se
ziskaji udaje o obsahu stanovované slozky v nastfikovaném roztoku. V této praci
bude vyuzita jen mala ¢ast moznosti, které datastanice poskytuje.

Priprava datastanice Clarity pred mérenim

Zapneme sitovy vypina€ na pocitaCi. Automaticky zalne bézet spousténi
programu Windows a na obrazovce se objevi pozadavek “Prihlaseni k systému
Windows”. Uzivatelské jméno bude automaticky pfedvyplinéno (“Student”) a polozku
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‘Heslo” vyplnime také “Student”. Na ploSe spustime dvojklikem program Clarity.
Objevi se nové okno se symbolem pfikrytého chromatografu. Klikneme na néj, otevie
se dalSi okno s pozadavkem “Enter user name”, ponechame okno beze zmén, nic
tedy nevypliujeme, a stiskneme tlaCitko “OK”. Po tomto kroku se objevi symbol
odkrytého chromatografu. Kliknutim na tento symbol otevieme nové okno, ve kterém
bude zobrazeno formou ikon celé schéma chromatografického systému. Klikanim
na ikony je pak mozno pfistupovat k jednotlivym &astem/modulim GC systému.
Zkontrolujeme, Zze nahofe na listé okna je zobrazeno “Method C:\Clarity\GCmethod”,
pokud tomu tak neni, pozadame o pomoc asistenta. Nyni je tfeba ovéfit funkénost
komunikace mezi GC systémem a pocitacem, proto klikneme na symbol obrazovky
pocitaCe v otevieném okné (“Data Acquisition”). Otevie se dalSi (tfeti) okno a v ném
je zobrazovan aktualni signal z detektoru. Sledujeme pribéh signalu asi 2 minuty,
a pokud je zakladni linie stabilni, uzavieme toto okno kliknutim na kfizek v jeho
pravém hornim rohu. Nyni klikneme na symbol vialky s mikrostfikaCkou ve schématu
GC, otevfe se okno umoznujici pfifazeni jména chromatogramu, ktery bude nasledné
vznikat. Vyplnime pouze polozku nadepsanou “Chromatogram File Name”, zpisob
tvorby jmen chromatogramid bude popsan nize v Pracovnim navodu. Ostatni
polozky mohou zustat nevyplnény, uzavieme toto okno. Ovéfime, Ze v otevieném
okné se schématem HPLC je v dolni ¢asti napis “Waiting”. Tim je systém pfipraven
k provedeni prvniho nastfiku.

Davkovani kapalného vzorku

Kapaliny davkujeme injekéni mikrostfikackou o objemu 10 ul. Mikrostfikacku
nékolikrat vyplachneme davkovanou kapalinou. Poté nasajeme do mikrostfikacky
pozadovany objem. Nikdy neotirame usti jehly, abychom kapalinu nevysali. Jehlou
opatrné (ale rychle) propichneme silikonové tésnéni nastfikové komory, jehlu
zasuneme do nastfiku co nejdale, rychle vystfikneme obsah mikrostfikacky a jehlu
z nastfiku vytahneme.
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Pracovni navod

1. Stanoveni reten¢nich indext / slozek vzorku A a jejich identifikace

a) Vytvoreni metody

Po postupném stisknuti klaves BUILD/MODIFY - METHOD 1- COLUMN doplnime
pozadované hodnoty parametri do hesel na display. Kazdou zadanou hodnotu

potvrdime klavesou ENTER:

INITIAL COLUMN TEMP

INITIAL COL HOLD TIME

PRGM 1 FINAL COL TEMP

PRGM 1 COL RATE IN °/MIN
PRGM 1 COL HOLD TIME

ADD NEXT COLUMN PROGRAM?

45
0.0
80
5
1.0
NO

V oddilech INJECTOR a DETECTOR postupnym potvrzenim klavesou ENTER

pouze zkontrolujeme tyto parametry:

INJECTOR:

INITIAL INJECTOR TEMP
INITIAL INJ HOLD TIME

TEMP PROGRAM INJECTOR?

DETECTOR:

DETECTOR TEMP

FID A INITIAL ATTEN

FID A INITIAL RANGE

FID A AUTOZERO ON?

PRGM 1 FID A TIME IN MIN
PRGM 1 FID A ATTEN

PRGM 1 FID A RANGE

PRGM 1 FID A AUTOZERO ON?
PRGM 2 FID A TIME IN MIN
PRGM 2 FID A ATTEN

PRGM 2 FID A RANGE

PRGM 1 FID A AUTOZERO ON?
ADD NEXT FID A PROGRAM?

200
0.0
NO

200
32
11
YES
0.01
32
10
NO
0.02
128
11
NO
NO

DalSi oddily v metodé nejsou vyuzivany, proto je nenastavujte ani neménte

zadné dalSi parametry.



b) Aktivace metody ACTIVATE - METHOD 1
¢) VyCkani signalizace stavu READY

d) Priprava datastanice Clarity ke sbéru signalu z plynového chromatografu. Popis
spusténi datastanice byl uveden na konci Casti Priprava datastanice Clarity pred
mérenim. Pokud se jedna o tvorbu jmen chromatogramd/souboru je tfeba uvést, ze
obecna struktura jmen chromatografickych souborl (File Names) je jednotna
pro vSechny nastfikované latky, a to:

datum__ inicialy jména studenta _oznaceni nastrfikované kapaliny_¢islo nastriku

Oznaceni nastfikovanych kapalin je pfitom nasleduijici:

Roztok n-alkant (hexan, heptan, oktan, nonan v pentanu) =>STD
Vzorek A na kvalitativni analyzu

AX (kde X je Cislo konkrétniho vzorku A) => AX

Smés roztokl n-alkant a vzorku AX => STDAX

Priklady tvorby jmen chromatografickych soubort:

1. priklad

Dne 10.2.2008 byl nastfiknut studentem Karlem Novakem roztok standardu n-
alkand. Nastfik byl toho dne proveden poprvé.

Jméno souboru bude nasledujici (na zakladé vySe uvedenych informaci):
1002_KN_STD_1

2. priklad

Dne 11.2.2008 byl studentem Janem Voskou nastfiknut vzorek A2. Nastfik vzorku
byl proveden toho dne podruhé.

Jméno souboru bude nasledujici:

1102_JV_A2 2

Dilezité: NEZAPOMINEJTE na konci jména souboru uvést gislo nastfiku!

e) Davkovani vzorku
Postupné provedeme nasledujici analyzy:
- analyza 1pl smési n-alkant (1% smés hexanu, heptanu, oktanu a nonanu
v pentanu)
- analyza 1ul vzorku A, ktery obsahuje 4 neznamé slozky v pentanu
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- analyza 1ul smési n-alkant a vzorku A
Smés se pfipravi takto: do mikrostfikacky nasajeme 0,5 pyl vzorku A a poté 0,5 pl
smési n-alkanG.Tim ziskame pfimo ve stfikatce smés, kterou okamzité davkujeme.

Kazdou analyzu provedeme 2x. Zaznam signall je sniman datastanici.

2. Stanoveni hmot. zlomku (% hm.) p-xylenu v technické smeési
aromatickych uhlovodikt (vzorek B).

Stanoveni provedeme metodou vnitiniho standardu (internal standard, 1S). Jako
vnitfni standard bude slouzit toluen. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni budou vyuzity
plochy pika.

a) Priprava kalibra¢niho roztoku

Do pfedem zvazené suché vialky nadavkujeme stfikackou cca 20 upl p-xylenu
a vialku zvazime. Pak pfidame cca 20 ul toluenu (IS) a vialku znova zvazime.
Ke smési ve vialce pfidame pipetou 1 ml hexanu a roztok po uzavfeni vialky dobfe
promichame. Tim je pfipraven kalibracni roztok, ktery obsahuje v 1 ml mys g p-xylenu
a ms¢ g toluenu a bude pouzit k vypoctu odezvového faktoru f.

b) Pfiprava roztoku vzorku s pfidavkem IS

Do pfedem zvazené suché vialky z jedné z vialek oznaCenych B1-8 odméfime
stfikatkou cca 20 pyl koncentrované smési aromatickych uhlovodikl a vialku
zvazime. Dale pfidame cca 20 pl toluenu a znova vialku zvazime. Ke smési pfidame
pipetou 1 ml hexanu a roztok dobfe promichame. Tim je pfipraven roztok vzorku
obsahujici msy g toluenu a m,, g vzorku (navazka).

c) Uprava GC metody pro kvantifikaci

Postupujeme stejnym zplUsobem jako v pfedchozi uloze, zmény provedeme jen
v oddilu COLUMN:BUILD/MODIFY - METHOD 1- COLUMN a zadame nasledujici
teplotni program kolony:

INITIAL COLUMN TEMP 45
INITIAL COL HOLD TIME 2.0
PRGM 1 FINAL COL TEMP 80
PRGM 1 COL RATE IN °/MIN 7

PRGM 1 COL HOLD TIME 0.0
ADD NEXT COLUMN PROGRAM? NO

Ostatni sekce neménime.
Dalsi postup je shodny s bodem b) - e) v uloze 1. Jména chromatogramu jsou
tvofena obdobné jako v uloze 1.
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Kalibra¢ni roztok je oznacen=> KALX
Roztok ke kvantifikaci=> BX

Postupné provedeme nasledujici analyzy:
- analyza 1 pl kalibraéniho roztoku
- analyza 1 pl roztoku vzorku B

Po prvni analyze kalibraniho roztoku a kvantifikovaného vzorku B je nejprve
predevSim potfeba identifikovat pik toluenu (IS) a p-xylenu. Nastfik kalibraéni
smési i vzorku B provedeme minimainé 2x.

3. Stanoveni u€innosti chromatografické kolony

Tento ukol nepfedstavuje dalSi experimentalni méfeni, pro vypolet se vyuziji
data naméfena v ramci ukolu 1.

Po skonéeni uvedenych ukoll se provede Cisténi kolony. Za tim ucelem se
zaktivuje jiz vytvofena METODA 2, zahrnujici potfebny teplotni program kolony 50° -
200°C rychlosti 20°/min. Po dosaZeni stavu READY se nadavkuje 1 ul hexanu.
Chromatogram neni nutno registrovat. Prace na plynovém chromatografu je tim
ukonc€ena. Vypnuti pfistroje provadi vyhradné asistent nebo laborant.

4. Vyhodnoceni vysledkt

Ukol 1.

Z chromatogramu n-alkanu a vzorku A odecteme retencni ¢asy jednotlivych piku
vCetné piku rozpoustédla. Na zakladé odectenych hodnot v chromatogramu smési
n-alkanu se vzorkem A jednotlivé piky pfifadime standardim (hexan, heptan, oktan,
nonan) a slozkam vzorku a provedeme vypocet retenCnich indexua /. K vypoctu
pouzijeme primérné hodnoty fr ziskané z analyz smési n-alkand a vzorku A.
K ur€eni mrtvého Casu ty slouzi jako nezadrZzovana slozka pocCatek piku rozpoustédla
(pentanu) na kazdém chromatogramu. Vypoctené retenéni indexy porovname s
tabelovanymi daty, ktera jsou k disposici v laboratofi a slozky identifikujeme.
Spravnost identifikace potvrdime porovnanim hmotnostnich spekter slozek vzorku A
(k dispozici v laboratofi pro vSechny vzorky) s hmotnostnimi spektry v katalogu
spekter (katalog k dispozici v laboratofi).

Ukol 2.

V chromatogramu kalibraéniho roztoku odecteme plochy pika (Area) toluenu
(As1) a p-xylenu (Ax1) a ztéchto ploch a znamych hmotnosti toluenu a p-xylenu
vypoc¢teme pro kazdé jednotlivé stanoveni odezvovy faktor f a nasledné vypocitame
jejich primérnou hodnotu.

-15-



Z chromatogramu vzorku B (po identifikaci pikd toluenu a p-xylenu) odecéteme
prislusné plochy (As2 a Ax2) a ze znamé hodnoty faktoru f (viz vySe) a hmotnosti IS
(toluenu) pfidaného ke vzorku (msz) vypocCteme hmotnost p-xylenu ve vzorku B a
nasledné z navazky vzorku B vypocteme %hm p-xylenu ve vzorku B. Tento vypocet
provedeme pro kazdé jednotlivé stanoveni a celkovy vysledek uvedeme jako
aritmeticky pramér ze v8ech méfeni (nejméné dvou).

Ukol 3.

Z chromatogramu smési n-alkanu, ziskaného v ukolu 1 odecteme retencni Cas tr
a Sitku piku v poloviné vySky Yos (v datastanici oznateno w(0.5) pro n-nonan,
spocitame pocet teoretickych pater n podle vztahu (6) a vySkovy ekvivalent
teoretického patra H podle vztahu (7). Do vysledkd uvedeme pramérné hodnoty
ze dvou vypocta.

Kontrolni otazky

1. Co je stacionarni a mobilni faze v plynové chromatografii?

2. Vyjmenujte hlavni ¢asti plynového chromatografu.

3. Na jakém principu pracuje plamenovy ionizacni detektor (FID)?

4. Pro detekci kterych latek je FID uréen?

5. Co je to chromatogram?

6. Které parametry charakterizuji chromatograficky pik?

7. Definujte retencni vzdalenost, retencni ¢as a retencni objem.

8. Jak se tyto veli€iny vzajemné prepocitavaji?

9. Co jsou redukované reten¢ni parametry?

10.Co je to mrtva retenni vzdalenost a ktera latka se pouziva k jejimu
stanoveni?

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

12.Ktery udaj, odelteny v chromatogramu, slouzi jako vychozi veli€ina
pro identifikaci latek?

13.Které latky se pouzivaji jako standardy pfi stanoveni retenénich indexa?

14.Jak se urCuje kvantitativni slozeni vzorku?

Pro zpracovani kapitoly byla pouZita skripta:
1. Krofta a kolektiv: Navody pro laboratorni cvic¢eni z Analytické chemie |II.
VSCHT, Praha 1997, J. Podehradska, Z. Vozfidkova: Plynové chromatografie.
2. Krofta a kolektiv: Navody pro laboratorni cviceni z Analytické chemie II.
VSCHT, Praha 2001, J. Podehradska, P. Zachaf: Plynova chromatografie.

-16-



	Plynová chromatografie 
	Pavel Zachař, David Sýkora 
	Obecné základy 
	Obr. 1: Retenční parametry 


	Účinnost chromatografické kolony 
	Kvalitativní analýza 
	Kvantitativní analýza 
	Plynový chromatograf 
	Obr. 2: Schéma plynového chromatografu 

	Návod laboratorní práce 
	Analýza směsi rozpouštědel plynovou chromatografií 
	Úkoly 
	Přístroje 
	Kolona 

	Plynový chromatograf a jeho ovládání 
	Popis přístroje 

	Měření na přístroji 
	Měření na plynovém chromatografu má tři fáze: 
	Vytvoření metody 
	Aktivace metody 
	Analýza 

	Počítačové zpracování dat 
	 

	Příprava datastanice Clarity před měřením 
	Dávkování kapalného vzorku 

	Pracovní návod 
	1. Stanovení retenčních indexů I složek vzorku A a jejich identifikace 

	PRGM 2 FID A ATTEN  128 
	Příklady tvorby jmen chromatografických souborů: 
	1. příklad 
	2. příklad 
	2. Stanovení hmot. zlomku (% hm.) p-xylenu v technické směsi aromatických uhlovodíků (vzorek B). 
	3. Stanovení účinnosti chromatografické kolony 
	4. Vyhodnocení výsledků 
	Kontrolní otázky 




