2.2PLYNOVA CHROMATOGRAFIE (GO)

Stanoveni methylalkoholu CH;OH v konzumnim destilatu pomoci GC

Plynova chromatografie (GC) je vysoce ucinna separacni metoda pro stanoveni plynnych latek nebo latek, které Ize
zplynit. Je zaloZena na rozdilu v distribuci oddélovanych latek mezi dve nemisitelné faze — mobilni a stacionarni. Hnaci silou
Jje proud inertni mobilni faze. Stacionarni (nepohybliva) fize interaguje se slozkami vzorku, ktery je undsen mobilni plynnou
fazi, a proto se pii pohybu zdrzuji. Na konec stacionarni faze se tedy dostavaji diive slozky méné zadrzované. Sila interakce
latky se stacionarni fazi je primo umérnapoctu uhlikit v molekule. GC se pouziva pro smési, které jsou teplotné stalé, ale
soucasné i tekave.

Methanol vznika hydrolyzou pektinii ovoce, které bylo pouzito ke kvaseni, proto je pritomnost metanolu v ovocnych destilatech
naprosto prirozend, takze v nich nase i evropskd norma stanovuje povoleny obsah 12 gramit metanolu na litr ¢istého alkoholu, coz je Sest
gramit metylalkoholu v litru 50% ovocné pdlenky. Kvalitni potravinarsky lih k vyrobé lihovin obsahuje max. jen 0,5 g metanolu v 1 [ istého
(tj. 100% lihu). Jinym méné vyznamnym zdrojem methanolu v destilatech miize byt rozklad dalSich prirozenych slozek ovoce, zejména
anthokyanovych barviv a podobnych latek pri kvasSeni zejména barevného ovoce. Obsah methanolu v destilatu miize byt také ovlivneén také
zpuisobem destilace, kdy oddélenim vétsiho objemu prvni ¢asti destildtu, tzv. tikapu, dochadzi ke snizeni obsahu methanolu v destilatu. Ovocny
destilat je velmi slozZitou smési desitky az stovek sloucenin jejichz pritomnost diky azeotropii, ¢i jejich absence rozhoduje o ¢ichovém ci
chutovém vjemu daného destilatu. Jednotlivé ovocné destilaty mohou napr. obsahovat stopova mnozstvi nasledujicich latek: 2-propylalkohol,
2-butanol, octan ethylnaty, isobutanol, ethylpropionat, isohexanol, 3-methylbutanol, n-butanol apod.

Hranice nebezpecnosti methylalkoholu pro clovéka je individualni, ale v destilatech vyznamné previada ethanol, ktery je
metabolizovan prednostné. Pripady umrti nebo vyznamného poskozeni zdravi proto nemohou byt zpuisobeny lihovinami vyrobenymi kvasnou
cestou, ale pridavkem methanolu do lihoviny nebo uplnou zaménou kvasného lihu za methanolpri vyrové lihovin.

Dulezité pokyny:

e uzavery tlakovych lahvi otevirat vzdy po sméru hodinovych rucicek

*  nastiikovat vidy az po rozsviceni cervené kontrolky Ready na prednim panelu plynového
chromatografu

*  metoda ndstiiku - strikacku vzdy proplachnout destilovanou vodou, poté néekolikrat analyzovanym
roztokem, po promyti nasdat pozZadované mnozstvi vzorku — ndst¥ik provést co nejrychleji

e uzavery tlakovych lahvi uzavirame vzdy proti sméru hodinovych rucicek

e plynovy chromatograf miizeme vypnout, az teploty detektoru (DET 1) a nastrikoveho prostoru (INJ 1)
klesnou pod 50 °C

Kvalitativni charakteristikou latky je retencni Cas t,, popf. redukovany retencni Cas t,'= t, - ty, kvantitativni
charakteristikou latky je vyska piku hy,,, popt. plocha piku A

Mirou u¢innosti kolony je pocet efektivnich teoretickych pater Ng:
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Mirou separace dvou pikti je rozliSeni Ry:
( napt. hodnota R = 1 udéva, ze dva stejné piky vykazuji jen 2% ptekryv. Pii Rs = 1,5 povazujeme piky za
kvantitativné odseparované)
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Pracovni podminky:
e plynovy chromatograf YL 6100GC
*  kolona: typ CARBOWAX, délka 30 m, vnitini pramér 0,25 mm, tlouStka sorbentu 0,25 pm

* nosny plyn N, — pritok pfes kolonu 1 ml/min

e detektor: plamenove¢ ionizacni (FID

. metoda 3 — GC3 (FID - pritok: H, 30 ml.s”, vzduch 300 ml.s™, tepelny program kolony: 50 °C (3,5 minuty), 40 °C/min, 180
°C (0 minut) = 6,8 minut + 6 minut chlazeni; celkovy ¢as cyklu ~ 12,8 minut, teplota nastfikového prostoru 200 °C, teplota
detektoru 220 °C, split (rozdélovaci pomér nastiiku) 1/100)



2.1. Priprava kalibracnich roztokii methylalkoholu

Ze zésobniho roztoku methylalkoholu o @, (MeOH) =100% v/v napipetovat do 100 ml odmérnych banck
nasledujici mnozstvi methanolu tak, abychom ziskali kalibra¢ni roztoky o obsahu methanolu 0,025 %, 0,035 %,
0,045 %, 0,055%, 0,065% (v/v). Poté odmérné banky doplnit po rysku destilovanou H,O a umistit na cca 5 min
do ultrazvukové lazné.

C. Vyip (u1) tr (min) ¢o,(MeOH) A (mV.s) h (mV) w (min) Wos Ner
v % viv (min)

1. 25 0,025

2 35 0,035

3 45 0,045

4. 55 0,055

5 65 0,065

2.2. Piiprava roztokii smési alkoholu

Ze zasobnich roztokil alkoholl (aceton, methanol, ethanol, n-propanol, isopropanol a isobutanol) pfipravit do
100 ml odmérnych ban€k dva smésné roztoky ve vodé¢ (obsah jednotlivych latek 0,05 % v/v).

1. roztok — do 100 ml odmérné banky napipetovat posptupné 50 pl methanolu, ethanolu, isobutanolu a n-
propanolu. Doplnit destilovanou vodou po rysku a umistit na 5 min do ultrazvukové lazné.

2. roztok — do 100 ml odmérné banky napipetovat postupné 50 pl methanolu, ethanolu, isobutanolu,
isopropanolu a acetonu. Doplnit destilovanou vodou po rysku a umistit na 5 min do ultrazvukové lazné.

2.3. Piiprava vzorku konzumniho destilatu

a) do odmérné banky na 10 ml napipetovat 1 ml vzorku konzumniho destilatu a doplnit destilovanou
vodou po rysku. Roztok umistit na 5 min do ultrazvukové lazné.

b) do odmérné bariky na 10 ml napipetovat 1 ml vzorku konzumniho destilatu a 50 pl standardu
methanolu, doplnit destilovanou vodou po rysku. Roztok umistit na 5 min do ultrazvukové lazné.

Mefteni provést dle nasledujiciho postupu. Nejprve proméefit néstiik 1 pl methanu (stanoveni mrtvého casu),
ktery je tfeba nasat do injek¢éni mikrosttikacky (napf.Hamilton) z plynového ventilu na laboratornim stole
v laboratofi. Poté stejnym zptlisobem proméfit jednotlivé vzorky.

2.4. Postup méireni CH3;0OH pomoci plynového chromatografu YL 6100GC:

1. Oteviit postupné ventily vSech plynt (prvni otevirame dusik — prvni tlakova lahev vlevo)

2. Plynovy chromatograf YL 6100GC uvést do provozu stiskem tlac¢itka ON na zadnim panelu
pfistroje, na pocitaci spustit program YLClarity

3. Kliknout na ikonu Login pod napisem Instrument 1, po otevieni okna vybrat moznost Student —
heslo Slivovice — OK

4. Vybrat File — Open method... — metoda 1 — start.met — OK

5. Poté kliknout na ikonu Control (Piimé tizeni GC/LC) — Apply — OK (metoda se timto zplisobem
posle do GC a pfistroj zacne pracovat)

6. Porozsviceni cervené kontrolky Ready na ptednim panelu piistroje GC vybrat File — Open
method... — metoda 2 - vyhrivani.met — OK

7. Poté kliknout na ikonu Control (Ptimé fizeni GC/LC) — Apply — OK

8. Po opétovném rozsviceni cervené kontrolky Ready na prednim panelu pfistroje GC vybrat File —
Open method... — dle pokynu vyucujiciho vybrat metodu 3 — GC 1 az 4.met — OK

9. Vybrat ikonu Control (Ptimé tizeni GC/LC) — Apply — OK

10. B&hem ¢ekani na rozsviceni ¢ervené kontrolky Ready si pfipravit potiebné roztoky

2




2.5.

2.5.1.

2.5.2.

11. Pted prvnim nastiikem provést kontrolu funkénosti detektoru: nad detektor piilozit skli¢ko, pokud
se zarosi, vSe je v pofadku a je mozné dale pokracovat dle navodu, pokud se sklicko nezarosi,
pfivolat na pomoc vyucujiciho

12. Pted nastfikem vzdy rozkliknout ikonu Single Analysis (Jednotliva analyza Start/Stop) — vypsat
informace ke vzorku do kolonek Sample ID (vaSe jméno a piijmeni), Sample (strucny popis
vzorku), Inj. Volume (objem nastiiku) a do pole Counter napsat 1 — vyckat na rozsviceni cervené
kontrolky Ready

13. Provést nastiik 1 pl vzorku a na GC ,,ihned“ stisknout tlacitko Start (na GC se rozsviti zelena
kontrolka Run)

14. Pribéh separace miizeme sledovat po rozkliknuti ikony Data Acquisition (Sledovani analyzy) —
pro sledovani pribéhu separace je vhodné nastavit rozsah pomoci ikony Signal range cca od
0 do 300 mV pro stanoveni mrtvého ¢asu, cca od 0 do 1500 mV pro jednotlivé vzorky (tato
hodnota se muze lisit)

15. Po ukonceni analyzy v okné chromatogramu urcit pofadi jednotlivych analytt na zakladé
ocekavaného chovani v GC systému s plamenoionizacnim detektorem a ve vertikalni nastrojové

listé kliknout na ikonu  # Lock a vyfadit nepotfebné piky ve vybraném intervalu z integrace

16. Upraveny chromatogram ulozit pomoci funkce File — Print to PDF. Po ulozeni chromatogramu
zaviit dialogové okno chromatogramu i okno sledovani pribéhu analyzy

17. Provést méfeni pro dalsi vzorky dle postupu od bodu 12, pred nastiikem vzdy vyckat na rozsviceni
cervené kontrolky Ready

Metody stanoveni methylalkoholu v konzumnim destilatu
Metoda kalibra¢ni primky

Metoda zalozend na sestrojeni grafické zavislosti méfené veliCiny na zvySujici se koncentraci
kalibra¢nich roztokd o znamé koncentraci. Z této kalibrac¢ni kfivky se hodnota hledané veli¢iny
neznamého vzorku odecte. Pouziti metoda kalibracéni kiivky je opravnéné v piipad€, Zze vSechny
vzorky a standardy jsou si svymi vlastnostmi rovnocenné, tzn. Ze 1ze zanedbat vliv matrice vzorku.

POSTUP:

Z jednotlivych chromatogramt pro stanoveni methanolu je tieba si opsat nasledujici polozky pro
vytvoreni kalibracni zavislosti v Excelu: retencni Cas g v min, plochu piku 4 v mV-s, vysku piku 4
v mV, §itku piku wy 5, w je tfeba dopocitat.

Ze ziskanych hodnot sestrojit kalibra¢ni zavislost pro jednotlivé objemové koncentrace methanolu a
z rovnice regrese vypocitat obsah methanolu ve vzorku konzumniho destilatu (je nutné pocitat také
s fedénim vzorku)

Metoda piidavku standardu

Metoda ptfidavku standardu piedpoklada splnéni podminky linearity kalibracni zavislosti mezi plochou
piku a stanovovanou koncentraci. Jeji vyhodou je eliminace vlivu matrice. Ke stanovovanému vzorku se
pfida znamé mnozstvi téze latky, u které se ma stanovit neznama koncentrace. Vzdy se musi ud¢lat
nejméné dva nastiiky vzorku — pii prvnim se davkuje pfesné mnozstvi vzorku, pfi druhém se davkuje
presné mnozstvi smési.

Koncentraci obsahu methanolu v neznamém vzorku pfi pfidavku jednoho standardu ke vzorku je tieba
urcit podle nésledujiciho vzorce:
a) v pripadé, ze, matrice a celkovy objem je konstantni (tj. odm. barika je doplnéna po rysku) —

tzv. metoda dvou roztoku

—_ sz St

T, -4) .

[c

st

b) v piipadg, Ze celkovy objem neni konstantni — tzv. metoda jednoho roztoku
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2.6.

2.7.

kde:

¢y je koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku,

¢y je koncentrace standardu,

V,, je objem stanovovaného vzorku,

V je objem ptidaného standardu,

A,, je plocha piku stanovovaného vzorku,

A+ je plocha piku stanovovaného vzorku a standardu.

Ukondeni analyzy

el S

Pozadat vyucujiciho o kontrolu nasi prace

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

Poté kliknout na ikonu Control (Pfimé tizeni GC/LC) — Apply — OK

Vyhledat chromatogramy potfebné pro zpracovani protokolu, tj kliknout na Pocitac — Systém (C:)
— YLClarity — Koralka — Data

Nez se pristroj ochladi, vypnout PC a uklidit pracovni sttl

Vyhodnoceni analyzy

V protokolu uvést vSechny vypocty, piilozit grafy vybranych chromatogramti s popisem (tj.
chromatogramy stanoveni mrtvého ¢asu, smésného roztoku €. 2, konzumniho destilatu) a graf kalibra¢ni

zavislosti:

1. Z nastiiku methanu urcit mrtvy cas.

2. Z jednotlivych chromatogrami urc¢it a uvést do tabulky pro jednotlivé latky retencni Casy,
plochy, vySKky a Siiky signalt w a wys.

3. Sestrojit graf log t,.” vs. po¢et uhlikovych atomi v molekule n-alkoholi.

4. Zjistit u¢innost kolony pro separované litky na zikladé poctu teoretickych pater.

5. Vypoditat rozliSeni mezi dvéma signaly (piky), které maji mezi sebou nejmensi rozdil
retenc¢nich ¢asi (rozliSeni pro dva nejblizsi signaly).

6. Urcit procentudlni mnoZstvi methanolu ve vzorku pomoci metody kalibra¢ni ki'ivky a
metodou pridavku standardu.

7. 'V nasledné diskuzi porovnat mezi sebou obé metody a zdivodnit piipadné rozdily.



