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UvVOD

Chromatografické metody maji dnes nezastupitelnou tlohu pfi stanovovani analyti
ve slozitych vzorcich. Pro latky tékavé je vhodnou metodou plynova chromatografie.
Touto metodou lze analyzovat piedevSim organické latky s teplotou varu do 400°C.
Chromatografické metody jsou dnes Casto vyuzivany pii kontrole kvality potravin, napft.
pii analyze destilath.

Tato prace popisuje postupy vytvareni metody ,,Stanoveni vybranych analyti
metodou plynové chromatografie* a naslednou optimalizaci metody stanoveni methanolu a
ethanolu v realnych vzorcich. Vytvorend metoda bude pouzivana studenty katedry chemie
FPE ZCU vramci pfedmétu ,Laboratorni cvideni z instrumentalni analyzy*. Zji§téné
koncentrace methanolu v redlnych vzorcich metodou plynové chromatografie jsou
porovnany s koncentracemi methanolu stanovenymi fotometricky. Fotometrické stanoveni
methanolu v destilatech provadélo centrum Nové technologie, které zarovenn poskytlo

realné vzorky pro stanoveni metodou plynové chromatografie.



1 TEORETICKA CAST

1.1.Separa¢ni metody

1.1.1. Separace

D¢j, pti kterém dochézi k aplnému rozdéleni nejméné dvou slozek ve vzorku na
zaklad¢ fyzikalnich, fyzikalné chemickych a chemickych vlastnosti téchto slozek. Pti
vétsing€ separacnich metod (extrakce, papirova chromatografie a TLC, GC, HPLC) dochazi

k distribuci slozek smési nejméné mezi dvé faze, tento proces lze popsat tfemi kroky:
1. transport analytu k mezifazi
2. ptevod pies mezifazi
3. transport od mezifazi

Vedle téchto zékladnich krokl probihaji béhem separaéniho déje v systému rizné
chemické reakce, které jsou spontdnni, nebo uméle vyvolané s tikolem usnadnit prechod
mezi fazemi. Dals§i procesy, které usnadnuji prevod latek mezi fazemi, jsou rozdily
v rozpustnosti latky ve dvou rtiznych fazich, dale fyzikalni adsorpce, chemisorpce (tvorba
komplexil) a iontovd vyména. Separacni déj mizZe probihat pouze v jedné fazi, pak jsou
slozky ve vzorku déleny na zdklad€ riznych transportnich rychlosti v silovém poli
(elektroforéza, ultracentrifugace). Separacni metody byly vyvinuty pro déleni
komplikovanych vzorkl, které obsahuji podobné latky podobnych vlastnosti, jejichz

rozd&leni neni mozné provést jinymi zptisoby.'
1.1.2. Vlastnosti latek ovliviiujici jejich prechod mezi fazemi

Sorpce je obecny ndzev procesu, béhem kterého dochdzi k pronikani ¢astic jedné
faze do faze druhé bez vytvofeni treti fdze. Dale je dilezité, zdali Castice zjedné faze
pronikaji pouze na povrch faze druhé, pak se tento d¢j oznacuje jako adsorpce. Pokud se
Castice dostavaji do hloubky objemu druhé faze, mluvime o absorpci.

Pokud mezi ¢asticemi adsorbentu a adsorbatu dojde k chemické reakci, ve vét§ing

w7 o N7 . v s v . v ;o . 1
ptipadi se vytvoii koordinacni slouc¢enina. Tento d¢j se nazyva chemisorpce.



1.1.3. Vlastnosti separa¢nich metod

Selektivita — schopnost separacni metody dé€lit slozky napt. na zaklad¢ strukturni

odli$nosti (tvar a velikost molekul apod.).

Rozsah pouZitelnosti — predurcuje vhodnost separacni metody vzhledem
k fyzikaln¢ chemickym vlastnostem vzorku. Napft. pro déleni tékavych smési vyuzijeme
metodu plynové chromatografie, ale pro rozdéleni malo tékavych slozek ve vzorku

zvolime metodu kapalinové chromatografie.

Frakciona¢ni kapacita — udava pocet casti popt. slozek vzorku, ktery mize byt

ziskéan jedinou separaéni operaci.”

1.2.Chromatografie

1.2.1. Princip

Chromatograficky proces je zalozen na existenci fdze mobilni a stacionarni,
pfi¢emZ analyt je unaSen mobilni fazi po fazi pevné (napt. TLC chromatografie), ktera je
umisténa v plose a, nebo pies kolonu, kterd je nejcastéji vyplnéna fazi pevnou nebo
kapalnou. Tato pevna tzv. stacionarni faze zadrzuje rizné analyty ze vzorku riznou dobu a

odli$nou silou.

1.2.2. Historie

Objevitelem této separacni metody byl Michail Semjonovic Cvét. Tento rusky
botanik sestrojil roku 1903 prvni aparaturu, kterd fungovala na principu kapalinového
chromatografu, pomoci tohoto zafizeni pak oddéloval slozky chlorofylti. Jednalo se o
nékolik sklenénych nalevek, které byly naplnény uhli¢itanem vapenatym. Po naneseni
biologického vzorku byl pies kolonu pod tlakem hnan sirouhlik a tak se jednotlivé druhy
chlorofylti rozdélily do vrstev odliSnych barvou. Po separaci byla kolona vytlacena
zndlevky, nafezdna dle barvy a chlorofyly adsorbované na stacionarni fazi byly
extrahovany do roztokd.?

Pocatky plynové chromatografie spadaji do prvni poloviny 20. stoleti, kdy se
pouzivalo dievéné uhli pro ptecisténi plyni nebo pro regeneraci rozpoustédel v primyslu.
Na pocatku 40. let se dfevéné uhli zacalo pouzivat v plynovych chromatografech jakozto
stacionarni faze pro analyzu uhlovodiki a esterti v primyslu. Roku 1941 Martin a Synge

navrhli pouzivani kolon potazenych vysoko vrouci kapalinou pro Cisté¢ analytické ucely.
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Diive pouzivana kapalnd mobilni faze byla nahrazena plynnou mobilni fazi, protoze pfi
pouziti plynu jakoZto mobilni faze je mozno pouzivat delsi kolony, a tim dosdhnout vétsi
ucinnosti pii separaci, a detekce analytll v plynné fazi je jednodussi nez v kapalin€. Martin
a Synge aplikovali zjisténi, ze diftize v plynné fazi je mnohondsobn¢ rychlejsi nez ve fazi
kapalné (stacionarni faze) a ucinnost separace v kolon¢ tak zéavisi hlavné na rychlosti
difuze v kapalné fazi.

Zjistili, Ze pocet teoretickych pater kazdé kolony je Umérny jeji délce. Pocet
teoretickych pater kolony o délce 121,92 cm byl od 700 do 1200, zatimco u kolony dlouhé
365,76 cm byla jeji mira separace ekvivalentni az 2000 pater. Béhem jejich prace také
testovali vliv teploty na ucinnost separace a pii experimentech zjistili, ze pii 65°C
vykazovala kolona ucinnost 365 teoretickych pater, zatimco pii 100°C u téZe kolony byla
prokazana ucinnost 720 teoretickych pater. Déale experimentem potvrdili, Ze dle teorie by
mél mit parcidlni tlak separovanych slozek zanedbatelny, ale v praxi byt zanedbatelny
nemusi. Pokud je parcidlni tlak néjaké slozky v koloné vyssi, dochazi k rozmyvani jeji

z6ny vlivem vy3§i rychlosti v kolon& kviili vy$§imu tlaku této slozky.*
1.3.Teoretické zaklady plynové chromatografie

Jak jiz bylo uvedeno, principem kolonové chromatografie je prichod mobilni faze
pies kolonu. V ptipad¢ plynové chromatografie (GC) je mobilni fazi inertni plyn (dusik,
helium, vodik apod.). Rozdéleni koncentrace analytu béhem prichodu kolonou mezi
stacionarni a mobilni fazi je zajiSténo adsorpci a rozpousténim. Toto rozdéleni je
povazovano za rovnovazné. Prichod mobilni faze je zajistén tlakovym spadem mezi
injektorem a detektorem a teplotnim gradientem.

Metoda plynové chromatografie mize byt vyuzivana jak ke kvantitativnimu
stanoveni analytu ve vzorku, tak ke kvalitativni analyze smési nezndmych vzorkd.
Mnozstvi analytu je detekovano méticim systémem. Jeho signdl je funkci obsahu analytu
ve vzorku a citlivosti detekéniho zafizeni. Faktorem urcujicim kvalitu (slozeni) analytu je
retencni ¢as (tr).

Retencni ¢as analytu:

L
tR: 7

L je délka kolony v cm, a u” je primérnd linearni rychlost analytu.
Pojem retencni ¢as analytu vychézi z definice mrtvého Casu (ty). Ten udava Cas, za

ktery mobilni faze projde kolonou. Kuréeni mrtvého c¢asu se pouzivd plyn
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(marker/znackovac, napt. metan), ktery je minimaln¢ zadrZzovéan stacionarni fazi kolony,
ale musi byt rozeznan detektorem.

Pro mrtvy cas plati:
tvM=

kde L je délka kolony v cm, U pfedstavuje linearni rychlost mobilni faze v koloné.
Nejcastéji se retencni Cas analytu vyjadiuje jakozto tzv. redukovany retencni Cas
(tr):
tR'=1tr - tm
Dalsi dulezitou velic¢inou charakterizujici retencni vlastnosti analytu je reten¢ni

faktor (k). Tento faktor popisuje pomér objemu analytu ve stacionarni a mobilni fazi:

Vs
k=q. T
kde q je rozdélovaci pomér, V, predstavuje objem analytu ve stacionarni fazi a V, objem
analytu v mobilni fazi.
Dale reten¢ni faktor lze vyjadiit pomérem redukovaného retencniho ¢asu (tr") a mrtvého
Zasu (ty):"

k= tR ’/ tM

1.3.1. Vlastnosti systému v plynové chromatografii

Charakter plynové chromatografického systému nezavisi na typu analytu a
soucasn¢ je popsan dvéma zakladnimi vlastnostmi: uCinnosti systému (schopnost
opakujiciho se ustaveni rovnovahy v kolon€) a selektivitou systému (schopnost ovlivnéni
velikosti rozdélovaciho poméru). Podminky, pii nichZ rozdélovaci pomér analytu zlstava
stejny po celé délce kolony, nazyvame jako jednodimenzionalni. Opakem jsou
vicedimenzionalni chromatografické podminky, které umoziuji zménu hodnoty
rozdélovaciho poméru analytu (napf. teplotni program).

Utinnost systému je vyjadiena podtem tzv. teoretickych pater (n), je
charakterizovana dvéma parametry: délkou kolony (L) a vyskovym ekvivalentem
odpovidajicimu jednomu teoretickému patru (H):

L
n=—
H

n=5,545( trmax/ W152)*
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kde trmax j€ retencni Cas posledniho detekovaného analytu a wy, piedstavuje Sifku tohoto
piku v poloviné jeho vysky. Faktor pfed zavorkou 5,545 (Ciseln¢ odpovida 8 In2) je spojen
s urcenim $itky piku.

V plynové chromatografii je selektivita systému uréena pouze fazi stacionarni
(adsorpci, slabymi interakcemi), jelikoz faze mobilni je indiferentni plyn. Selektivita

systému se nejcastéji vyjadiuje pomoci rozliSeni dvojice pikd (analyti) (R;;):

Rij= [(ris — D/(ris + DI[(ki + k)2 + ki + k)] . vVn

kde 1i, je selektivita vyjadfend pomérem retence dvou zvolenych standardu (i a j), ki a k;
predstavuji retencni faktory téchto standardd. Pokud je rozliSeni vétsi nez 1,5, pak jsou

piky od sebe dostatecné odd&leny. JestliZe je rozligeni mensi nez 1,5, piky se prekryvaji.'

1.3.2. Kolony pouzivané k separaci v plynové chromatografii

Existuji dva zdkladni druhy kolon, které se pouzivaji v plynové chromatografii:
napliové a kapilarni. V dneSni dob€ jsou pouzivanéjSim typem kolony kapilarni pro jejich
vyssi ucinnost. Dle skupenstvi stacionarni faze se metoda plynové chromatografie déli na
dva typy: plynova adsorp¢éni chromatografie (GSC - gas-solid chromatography), kde
stacionarni faze je tuhy adsorbent a byva obvykle umistén v népliovych kolonach, plynova
rozdélovaci chromatografie (GLC - gas-liquid chromatography), u niz stacionarni fazi
predstavuje kapalinu fixovanou v kapilarni koloné.

Napliiové a kapilarni kolony se 1i$i v rozmérech, jak ukazuje tab. 1.

Tabulka 1 — Rozméry napliiovych a kapilarnich kolon

parametr kolony naplnové kapilarni
délka (L) vim 0,5-4 10— 60
pramér (d) v mm 2-5 0,2-0,7

Naplnové kolony se vyrabéji ze skla nebo oceli, jsou to trubice naplnéné tuhym
granulovanym materidlem nebo kapalnou stacionarni fazi uchycenou na nosici (kiemelina).
Kolony kapildrni maji stacionarni fazi v kapalném stavu ukotvenou na sténach
kapilary. Vnitini stény kapilary se mohou upravovat napf. naleptdnim, aby se zvétsil
vnitini povrch kapilary, a tak vznikne moznost uchytit na stény kapilary vétsi mnozstvi

stacionarni faze. DalSi moznosti je Uprava piimo taveného kiemene, kterd spociva
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v inaktivaci silanoli na vnitini vrstvé kapilary a nasledném chemickém navazani funk¢nich
skupin, které pak urcuji rozsah pouZitelnosti kolony. Kapildrni kolony jsou vyrabény
z taveného kiemene, jehoz vné&jsi povrch je pak potaZen vrstvou polyimidu, coZ pfispiva
k vétsi pruznosti kolony.

Podle charakteru analyzovaného vzorku se voli typ kolony a hlavné typ stacionarni
faze, pti vybéru plati obecny princip, ze stacionarni faze by méla mit podobny charakter
jako analyzovany vzorek. Stacionarnich fazi existuje nespocet typt, ale v soucasné dobé¢ se
jejich vybér omezil na nékolik typl, které jsou vyrabéné na bazi polysiloxand s obecnou

strukturou:

Obr. 1 Obecna struktura polysiloxant

stacionarni faze. Substituenty u polysiloxant urcuji jejich polaritu: pokud za R dosadime
methylové skupiny, jednd se o nepolarni staciondrni fazi vhodnou pro separaci latek
nepolarnich (uhlovodiky, rozpoustédla), pokud se ovSem na mist¢ R budou nachazet
skupiny CH=CHCN, potom se jednéd o siln¢ polarni staciondrni fazi vhodnou k separaci
alkoholli nebo aldehydt. Dvé extrémni staciondrni faze predstavuji skvalan (CsoHgp) —
siln¢ nepolarni, a polyethylenglykol (stfedni molekulovd hmotnost =~ 20 000) — silné¢
poléarni stacionarni faze. Polyethylenglykol je vysokovrouci kapalina nanaSena ve formé
tenkého filmu na vnitini stény kolony. V takto upravené koloné dochézi k distribuci
analytu mezi plynnou a kapalnou (staciondrni) fazi (polyethylenglykol). Kolony tohoto

typu jsou vhodné pro d&leni vysoce polarnich a tékavych slozek vzorku (napf. destilaty).”

1.4.Detekce analytu

Zatizeni, v némz dochézi k pfevadéni mnozstvi analytu, nejcastéji na elektricky
signal, se nazyva detektor. Ten je umistén na vystupu z kolony a je spojen s hardwarovym

zafizenim zobrazujicim signaly pro rGzné analyty.

-12 -



Existuje fada detektorti. Kazdy typ detektoru je urcen pro stanoveni takovych latek,
na které je citlivy. Detektory se nejcastéji d€li na 3 zakladni skupiny podle fyzikalng-
chemického principu, na kterém pracuji. Tyto tfi principy jsou: tepelnd vodivost (teplotné
vodivostni detektor, TCD), ionizacni U¢innost (napt. detektor elektronového zachytu,
ECD; plamenové ionizacni detektor, FID), fotoemise (plamenoveé fotometricky detektor,

FPD).!

1.4.1. Detektor elektronového zachytu

Tento druh detektoru se pouziva v metodé plynové chromatografie od roku 1960.
Detekce analytli timto detektorem spociva ve schopnosti eluovanych latek piijmout
nizkoenergeticky elektron a vytvofit tak aniont. Tuto skutecnost velice ovliviiuji vlastnosti
analytu vstupujiciho do detektoru, tzn. elektronova afinita atomii ¢i molekul a sni
souvisejici jejich elektronova konfigurace. Proto se s vyhodou tento typ detektoru pouziva
ke stanoveni latek, které maji v molekule obsazeny atom halogenu.

Detektor je tvotfen kovovou komitirkou, do které usti vystup z kolony. Na sténach
komiirky se nachazi folie se zdrojem zafeni B (obvykle ®*Ni). Uvniti komtrky jsou
umistény dvé sbérné elektrody, které detekuji zvySeni elektrického proudu pii prichodu
analytu detektorem. Aby mohly byt elektrony zachyceny molekulou popt. atomem, museji
byt elektrony vychazejici ze zdroje zbrzdény, protoze elektronovy zachyt muze probihat
pouze pii nizké energii elektront. Vysledny signal detektoru je sloZzen z riznych ptispévka,

v r Vo qwe r sy v ey o1 vosr 1
nckteré mozné déje prochazejici proud snizuji a jiné zvysuji.

1.4.2. Plamenové ioniza¢ni detektor

Zacal byt vyuzivan v plynové chromatografii vroce 1958 a v soucasné dobé je
nejrozsifenéjsim detektorem v této analytické metod¢€. Jeho princip je zalozen na méteni
elektrického proudu prochazejiciho sbérnymi elektrodami. Vystup z kolony usti do hotéaku,
ve kterém je spalovana smés vodiku, vzduchu a analytu vychazejiciho z kolony.

Béhem hofeni je uvoliiovéana tepelna energie, ktera chemiionizuje molekuly analytu
na ionty a elektrony, které zvysSuji hodnotu elektrického proudu prochazejiciho sbérnymi
elektrodami. Vysledny signal tohoto detektoru je zavisly na poc¢tu uhlikovych atomt, které
lze ionizovat (zvySeni signalu). Dale na mnoZstvi molekul, které ionizovat nelze a na

moznosti elektronového zachytu, ktery rovnéz snizuje signal detektoru.
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Vysledny signal Ize tedy popsat jakozto prispévky raznych jevi:
S=bc + ic, —icco - icecp

kde bc je hodnota tzv. zakladniho proudu, ic, se rovna poctu atomt uhliku v molekule,
které jsou ionizovatelné, icco predstavuje pocet molekul uhliku neionizovatelnych a
hodnota icgcp je rovna mnozstvi nizkoenergetickych elektronti pohlcenych v ramci
elektronového zachytu.

Tento detektor je univerzdlni, a tak je Siroce vyuzivan pii detekci hlavné
organickych latek.! Piiklad chromatogramu ziskaného pii analyze destilatu pomoci

plamenové ionizac¢niho detektoru:
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Obr. 2 Chromatograf destilitu detekovaného FIDem

1.5.Metoda kalibrac¢ni krivky

Kalibrace timto zplsobem je v analytické praxi stéZejnim prvkem stanoveni
mnozstvi analytu ve vzorku. K vytvoteni kalibra¢ni ktivky je zapotiebi pfipravit nékolik
standardd o riizné koncentraci, pticemz se predpokladd, ze zavislost koncentrace analytu
standardii a analytického signalu je linearni. Interval zvolenych koncentraci by mél
pokryvat cely rozsah stanovovaného analytu. Poté se méti odezvy detektoru v intervalu
koncentrace standardi. Ze zjiSténych udaji je vytvofen graf s vynesenymi body.

Kalibragni k¥ivka je linearizovana prolozenim ptimkou zji§ténymi body.’

Model kalibra¢ni kiivky by mél mit nékolik zakladnich vlastnosti: dostateCnou
schopnost predikce, mél by dovolit interpretaci a mél by byt dostupny k opodstatnénym

pravam.” Piiklad kalibra¢ni kfivky je uveden na obrazku 3.
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Obr. 3 Priklad kalibrac¢ni kiivky zavislosti koncentrace ethanolu na plose piku

1.6.ResSerse

Methanol vznika pfeménou pektinti v ovoci pfi alkoholovém kvaseni. Pektiny tvoti
soucast rostlinnych pletiv a jsou to linearni fetézce kyseliny galakturonové, jejichz
karboxylové skupiny jsou esterifikovany methanolem. K odstépovani molekul methanolu
dochazi béhem alkoholového kvaSeni a methanol je tak pfirozenou soucasti ovocnych

destilata.

Tato sloucenina je jednosytny alkohol sjednim uhlikovym atomem v molekule.
Jedna se o vysoce toxicky jed, z jehoZ struktury vyplyva nékolik skute¢nosti. Obecné plati,
ze narkotické ucinky jednoduchych alkohold rostou se zvétSujici se molekulovou
hmotnosti. Toxicita téchto alkoholii mé& opa¢nou zavislost. Z toho plyne, Ze methanol ma
nejmensi narkotické ucinky z fady jednoduchych alkoholi. AvSak jako nejnizsi Clen fady
jednoduchych alkohold se vyznacuje nejvysSimi toxickymi ucinky. Velké nebezpeci
spociva v jeho biotransformaci na formaldehyd a nésledné na kyselinu mravenci. Tyto
metabolity ptisobi jako nervové jedy a zasahuji predev§im zrakovy nerv. Smrtelna davka

pro ¢loveka je okolo 30 ml a ztratu zraku mize zpiisobit 7-15 ml ¢istého methanolu.
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Protilatkou pii 1écbé otravy methanolem jsou davky zifedéného ethanolu, ktery
sniZzuje mnozstvi biotransformovaného methanolu diky kompetenci na biotransformacnim

misté.

Pted zapocetim samotné prace v laboratoii byly shromazdény nékteré dostupné
informace z ¢lankt a praci vyhledanych na védeckych internetovych portalech
(www.webofknowledge.com; www.sciencedirect.com), které se tykaly analyzy

alkoholickych napojt a stanoveni chemickych sloucenin v nich.

Tyto informace byly vyuZity béhem prvotniho nastaveni chromatografu v ramci
optimalizace vyvijené metody. Jednalo se pfedev§im o nastaveni teplotniho a ¢asového
programu temperované pece a o nastaveni teploty injektoru a detektoru. Toto nastaveni
bylo provedeno v softwarovém vybaveni pocitace (program znacky Clarity) propojeném

s chromatografem.

Teploty injektoru a detektoru byly pievzaty z prace autorti Apostolopoulou et al.,
kde autofi popisuji analyzu feckého destilatu zvaného ,,tsipouro® ziskavaného destilaci ze
zbytku po vyrobé vina. Takto ziskany destilat obsahuje ptes 50 % ethanolu a pted
distribuci je fedén vodou aZ na obsah ethanolu v destilatu v rozmezi 37,5 - 50 %. Jednim
z ptistroji, ktery autofi pouZzivali k analyze tohoto destilatu, byl plynovy chromatograf
znacky Fisons s plamenové ionizacni detekci a s parametry kolony rozméroveé podobnymi
koloné Restek RXI-35 Sil MS (vyuzita pii vyvijeni metody Stanoveni vybranych analyti
metodou plynové chromatografie). Informace ziskané z této prace (napf. teplotni program
pece) mohly byt s vyhodou povazovany za relevantni (vzhledem k podobnosti piistroji) a

mohly byt dale vyuzivany.

Prvni nastaveni teplotné¢ Casového programu pece bylo inspirovano né¢kolika
informaénimi zdroji. Wang et al. se ve své praci’ zabyvali rychlym stanovenim methanolu
v destilatech. Jimi pouzivana polarni kolona CP-Wax 58 CB o délce 30 m a priméru 0,53
mm byla vhodna pro stanoveni methanolu. Doba jedné analyzy byla 9 minut pfi nastaveni

teplotniho programu pece:
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Tabulka 2 Teplotni program stanoveni methanolu ve vzorcich alkoholickych napoju

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 38 3 50
2 250 1 0

Podstatné informace o teplotnim programu pece byly ziskany z prace Cristina

Lopez-Vazqueze et al.®, kterd pojednava o stanoveni methanolu a vyssich alkohold ve

Span¢lském destilatu ,,orujo* ziskavaného ze zkvasenych vyliski hrozni. Stanoveni 33

vyznamnych latek probéhlo na koloné CP-Wax 57 CB o délce 30 m a vnitinim priméru

0,32 mm.

Tabulka 3 Teplotni program analyzy Spanélského destilitu

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 40 3 6
2 75 0 9
3 210 0 0

Bakalatska prace M. Machalitka’, jeZ se zabyvala stanovenim methanolu a dalich

alkoholli v konzumnim destilatu (viz tabulka 4), poslouzila k orienta¢nimu nastaveni

pocatecniho teplotniho programu.

Tabulka 4 Teplotni program analyzy konzumniho destilatu

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 50 2 5
2 60 0 30
3 180 0 0
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Témét konecny teplotni program pro pozdéji pouzitou kolonu byl ziskan z katalogu

produktii firmy Phenomenex ', u které byla v pribéhu optimalizace metody pofizena

kolona Zebron ZB-WAXPlus.

Tabulka 5 Teplotni program urceny pro kolonu Zebron ZB-WAXPlus

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 35 5 10
2 85 0 25
3 200 1 0

Vyse uvedené informace byly vzaty v Gvahu pii tvorbé teplotnich programi a

celkového nastaveni pfistroje. Findlni teplotni program a nastaveni chromatografu,

uvedené nize v praktické Casti této prace, pak vychazi predevs§im z teplotniho programu

uvedeného v tabulce 5.
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2 PRAKTICKA CAST

2.1.Specifikace pristroje

Mg¢éteni byla provadéna na chromatografu DANI Master GC Fast Gas
Chromatograph firmy DANI Instruments SpA (viz obr. 4).

Obr. 4 Chromatograf DANI Master

e maximalni moZny pocet injektorii, kolon a detektorti: 3,3 a 3

¢ instalovany pocet injektori, kolon a detektorti: 2,2 a 2

e pouzité detektory: FID, ECD

e operacni teplota temperované pece: od 5°C nad laboratorni teplotu do 500°C

e maximalni teplota injektoru a detektoru: 450°C

e ndazev kolony, na které byla provadéna prvni ¢ast méteni: Restek RXI-35 Sil MS
0 dé¢lka kolony: 30 m
0 prumér kolony: 0,25 mm

0 tloustka nanesen¢ho filmu na povrchu kolony: 0,25 um
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e ndazev kolony pofizené v pribéhu méfeni: Zebron ZB-WAXPlus
0 délka kolony: 30 m
0 prumér kolony: 0,25 mm
0 tloustka naneseného filmu na povrchu kolony: 0,25 pm
e pouzity nosny plyn: dusik (25 ml/min)
e plyny ustici do FID detektoru: vodik (40ml/min) + vzduch (280 ml/min)

2.2.Pouzité chemikalie a tlakové lahve

e methanol p.a.
0 vyrobce: LACHEMA, a.s.
o CAS: 67-56-1

e cthanol konzumni (96 %)
o0 CAS: 64-17-5

e destilovand voda

plyny pouzité pfi analyzach:
e vodik

o distota: 5.0

0 privadén do FIDu pro udrzovani vzducho-vodikového plamene

o0 CAS: 1333-74-0

0 dusik ECD T50
0 pouzit jako nosny plyn
o CAS: 7727-37-9

e vzduch

(@]

synteticky vzduch bez uhlovodika
obsah 0,=20 %, zbytek N,
lahev znacky Linde, plnici tlak=200 bar
ptivadén do FIDu pro udrzovani vzducho-vodikového plamene
CAS (dusik): 7727-37-9
0 CAS (kyslik): 7782-44-7
e vyrobce plynt

0 Linde Gas a.s.
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2.3. Pracovni postupy

V priibéhu méteni bylo postupné vytvoieno celkem 6 skupin standardnich roztok
ethanolu v destilatech a 3 sady standardnich roztoki methanolu. Tento velky pocet skupin
standardnich roztokd byl vytvofen v disledku nesrovnalosti pfi vytvareni kalibrac¢nich
ktivek, které nastavaly pfi analyzach na kolon& Restek RXI-35 SiIMS. Posledni sady (€. 6
v priloze 1 a ¢. 3 v priloze 2) byly kone¢né sady standardnich roztokii uréené k analyze na

polarni koloné Zebron ZB-WAXPlus.

K ptipravé vSech standardnich roztokd bylo pouzito vialek o objemu 1,5 ml.

Celkovy objem pfipravovanych roztoka byl 1 ml.

Ke standardnimu roztoku ethanolu (u sady 1;2;3;5, pFiloha 1) byl mikrosttikackou
Hamilton ptfiddvan methanol v celkovém mnozstvi 20 pl. Tento postup byl zvolen pro
piipadnou optimalizaci rozliSeni piku methanolu a ethanolu. Z divodu simulace matricniho
prostfedi destilatli byly standardni roztoky methanolu (koncentrace a pocet standardnich
roztokll v pFiloze 2) tvofeny pfidanim urcitého mnozstvi methanolu do 1 ml 50 % roztoku

ethanolu v destilované vodé.
Pti ptipraveé roztokl bylo vyuzito vialek a automatické pipety o pracovnim objemu
100 — 1000 pl. Po smichani kazdého standardu byla vialka uzaviena a obsah dikladné

zhomogenizovan protfepanim vialky.
2.3.1. Nastrik vzorku

Davkovani vzorku do injektoru ma sva pravidla, ke kterym bylo pfihlédnuto pfi
nastfikovani standardnich roztokli a roztokd analyzovanych vzorkd destilatt. K nastiiku

vzorku bylo pouzito mikrostiikacky Hamilton o celkovém objemu 10 pl.

Vzdy bylo odebrano mnoZzstvi 1ul roztoku, pfi¢emz byly vhodnymi manipulacemi
(opakované vytahovani a zasouvani pistu mikrostfikacky) vypuzeny piipadné vzduchové

bubliny, které by zkreslovaly objem odebrané¢ho vzorku.
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2.3.2. Uprava injekéni stiikacky

Pted pouzitim mikrostiikacky Hamilton byl zaoblen jeji hrot smirkovym papirem,
aby septum v injektoru nebylo profezavano pfili§ ostrym hrotem jehly. Je vhodné, aby byla
jehla mikrostiikacky vpravena do hloubky injektoru zhruba 45 mm, coz odpovida % délky
jehly mikrosttikacky Hamilton. Hloubka vpichu by méla byt v celé sérii méfeni stejna.
V opacném piipadé¢ dochdzi k nekvantitativnimu nastfiku a k ziskani neptesnych dat.

Pomalu provedeny néstiik pak miiZe vést i k deformaci pikd.

Jelikoz nelze pfi kazdém nastiiku odhadnout idedlni hloubku vpichu, byla
mikrostiikacka upravena (obr. 5). Na jehlu mikrostiikacky byla navlecena izolacni buzirka
slouzici pro vymezeni hloubky vpichu. Pied izola¢ni buzirku bylo vpichem nasunuto

pouzité septum, aby pii nastfiku nedochdzelo k termodegradaci izolaéni buzirky.

Obr. 5 Upravena mikrostiikacka Hamilton (10ul)

2.3.3. Urceni mrtvého ¢asu kolony Zebron ZB-WAXPlus

Pro zjisténi mrtvého casu kolony byla pouZita injekéni stfikatka Hamilton o
objemu 10 pl. K nastiiku byl odebran zemni plyn pouZzivany v laboratofi. Odbér byl
proveden propichnutim gumové hadice nasazené na vyvodu zemniho plynu. Hadici
dlouhou zhruba 35 cm byl poustén zemni plyn, poté byl konec hadice uzavien svorkou a

vzorek byl nasledné nasat injek¢éni mikrostiikaCkou. Objem nasatého plynu byl 10 ul.

Nastiik zemniho plynu byl proveden dvakrat a v obou ptipadech byla ziskéna stejna

hodnota mrtvého ¢asu: ty= 1,680 min.
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2.3.4. Pracovni postup méfeni na koloné Restek RXI-35 Sil MS

Nejprve byl vytvoren 50% roztok ethanolu (0,5 ml Et-OH + 0,5 ml dest. H,O).
K tomuto roztoku bylo pfidano 10 pl methanolu a roztok byl nastfiknut do injektoru
v mnozstvi 1ul. Teplota injektoru byla nastavena na 200°C a teplota detektoru na 240°C.

Prutok nosného plynu byl nastaven na 0,5 ml/min.
Teplotni program této prvni analyzy je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6 Teplotni program ¢. 1 analyza 50% roztoku ethanolu s pfidavkem 10ul
methanolu

Stuperi €. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)

1 50 2 10

2 100 0 50

3 230 1,40 0

Vysledné piky methanolu a ethanolu se ptekryvaly. Teplota 1. stupné v teplotnim
programu byla snizena o 10°C, ¢as trvani 1. stupné prodlouzen o 2 minuty a teplota 2.

stupné byla sniZzena o 40°C, priitok nosné¢ho plynu byl 0,5 ml/min (viz priloha 3).

Byla provedena analyza roztoku dle teplotniho programu ¢. 2. Vysledkem této
analyzy byly dva oddélené piky, avSak pik ethanolu byl deformovany, jak je patrné
z obr. 6.
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Obr. 6 Chromatogram analyzy roztoku ethanolu a methanolu dle teplotniho
programu ¢. 2
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Pro vhodnéjsi oddé€leni pika byla v teplotnim programu prodlouzen Cas 1. stupné o
2 minuty (viz prFiloha 4). Piky se odd¢lily (viz priloha 5).

V dalsi fazi méfeni byl teplotni program totozny s teplotnim programem ¢. 3, ale
pratok nosného plynu byl zvySen na 1 ml/min. Prvni analyzou roztoku methanolu a
ethanolu byl ziskdn chromatogram, kde byly 3 spojené piky (viz priloha 6), poté byla
provedena druhd analyza za stejného nastaveni pfistroje a byl ziskan chromatogram se
dvéma piekryvajicimi se piky (viz priloha 7).

Vramci dal§i optimalizace nastaveni piistroje byl upraven teplotni program
prodlouzenim ¢asu 1. stupné o 1 minutu (viz priloha 8). Split byl nastaven na hodnotu

1:50 (% injektované¢ho roztoku postupuje injektorem do kolony, zbytek je oddélen a

vypustén do okolniho prostiredi).

Vysledkem analyzy dle teplotniho programu ¢. 4 byl chromatogram s Caste¢né
ptekryvajicimi se piky methanolu a ethanolu (viz p¥iloha 9).

Dalsi upravou bylo snizeni pocatecni teploty v teplootnim programu o 3°C a
sniZzeni ¢asu 1. stupn¢ o 2 minuty (viz p¥iloha 10). Split byl zvysen na hodnotu 1:70. Byl

ziskan chromatogram se dvéma odd¢lenymi piky (viz priloha 11).

Za cilem snizit celkovou dobu analyzy byl snizen €as 1. stupné o 0,5 minuty (viz
priloha 12). Split byl nastaven na hodnotu 1:100, aby byla zmensena vyska a $itka piku
ethanolu a nehrozilo tak prekryti piku methanolu. Timto nastavenim pfistroje byl ziskan

chromatogram (viz priloha 13), ve kterém byly odd€leny piky methanolu a ethanolu.
Retenéni ¢asy téchto analytl byly:

tr(methanol)= 2,570 min

tr(ethanol)= 2,793 min.

Pro otestovani vytvorené metody (teplotni program ¢. 6, pfiloha 13) na redlném
vzorku byla provedena analyza vzorku slivovice. Nastfikovy objem byl 1 pl a split 1:100.

Vysledkem byl chromatogram s 5 piky (viz obr. 7).
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Obr. 7 Chromatogram analyzy vzorku slivovice dle nastaveni a teplotniho programu
¢.6

K dalsi analyze bylo vyuzito stejného teplotniho nastaveni jako v ptfedchozim
piipad¢€, avsak doslo ke zméné citlivosti detektoru z 10x na 1x. Po dokonCeni analyzy
vzorku slivovice byl ziskdn chromatogram s 6 piky a s ethanolovym pikem sahajicim

mimo rozsah detektoru (viz priloha 14).

Nasledné byla vytvoiena nova metoda se stejnym teplotnim programem a splitem
(1:100). Pti tvorbé této metody bylo vyuzito funkce ,,event table* v programu Clarity. Tato
funkce mimo jiné umoznuje zménu citlivosti detekce v pribéhu analyzy, tak aby piky
presahujici rozsah detektoru (pik ethanolu) byly zmenSeny a byly tak vyhodnotitelné.
Zatimco mensi piky (napf. pik methanolu) jsou zaznamenany pfi citlivosti detektoru 1x,

jak ukazuje tabulka 7.
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Tabulka 7 Zména citlivosti detektoru v pribéhu analyzy

Casovy tisek analyzy (minuty) Citlivost
Do 2,6738 Ix

0d 2,6738 do 3,0 10x

0d 3,0 1x

Nastavenim zmény citlivosti a naslednou analyzou vzorku slivovice byl
chromatogram (viz priloha 15), ve kterém zadny pik nepiesahoval vyhodnotitelny rozsah
detektoru.

Soucasti upravy této metody bylo zptesnéni vymezené doby zmény citlivosti

detektoru uvedené v tabulce 8.

Tabulka 8 Nastaveni a zpiresnéni zmény citlivosti detektoru v pribéhu analyzy

Casovy tisek analyzy (minuty) Citlivost
Do 2,696 Ix

0d 2,696 do 2,920 10x

0d 2,920 1x

Vysledkem ¢asového zpresnéni zmény citlivosti detektoru byl chromatogram uvedeny

v priloze 16.

Poté byla vytvotena 1. sada standardnich roztokl ethanolu (viz sada €. 1 v ptiloze
1) a 1. sada standardnich roztoki methanolu (viz sada ¢. 1 v pfiloze 2). Ke kazdému
standardnimu roztoku ethanolu bylo pfidano 20 pl methanolu a kazdy standardni roztok

methanolu byl vytvaren v prostiedi 50% ethanolu, jak jiZ bylo uvedeno vyse.

Bylo provedeno méfeni standardnich roztok (sada ¢. 1) ethanolu, ale béhem
méteni dochazelo k odchylkdm pifi tvorbé kalibraéni kiivky (pFiloha 17) v programu

MS Excel 2010. Posléze bylo méteni opakovano, ale nedoslo ke zméng.

Z tohoto divodu byly standardni roztoky ethanolu ptfepracovany sada ¢. 2
v piiloze 1) a postupné nastiiknuty na kolonu. Pii tvorbé kalibracni zavislosti ploch

avysek pikl na koncentraci ethanolu vSak stadle dochazelo k neuspokojivym
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vysledkim (napt. standard 4 vykazoval mnohem mensi odezvu nez standard 3). Kazdou

kalibra¢ni kiivkou byla prolozena pfimka a byla zobrazena rovnice této piimky.

Protoze doslo k obavam, Ze vyssi koncentrace ethanolu by mohly vytvafet zminéné
odchylky v odezvach detektoru, byla vytvofena sada standardnich roztokt, ve které
se koncentrac¢ni rozmezi ethanolu pohybovalo od 30 do 50% (viz sada €. 3 v ptiloze 1).
Byl proveden jeden nastiik od kazdého standardniho roztoku. Vysledkem byla kalibra¢ni
kiivka (viz priloha 18), jejiz body byly zna¢né vychyleny. Hodnota spolehlivosti pfimky

prolozené zjisténymi body byla velmi nizka.

Pozd¢ji byly nastiiknuty tytéz standardni roztoky a zodezvy detektoru byla
vytvoiena znovu kalibra¢ni zavislost plochy piku ethanolu na jeho koncentraci. Nejprve
byl proveden jeden nastfik od kazdého standardniho roztoku a byla vytvofena kalibra¢ni
ktivka (viz priloha 19). Nebyly ziskany dostacujici data, a tak byly provedeny Ctyfi
nastiiky standardu 5, pti kterych bylo zjisténo, ze se radikalné 1isi velikosti piku ethanolu 1

methanolu pfi nasttiku téhoz standardniho roztoku.

V dalsi fazi hledani kalibra¢ni zavislosti byla vytvofena sada standardnich roztokl
ethanolu (sada ¢. 4 v ptiloze 1) v koncentraénim rozmezi od 35 do 45%. K témto roztokiim
nebyl pfidavan methanol z divodu mozného ovliviiovani odezvy detektoru na mnoZzstvi
ethanolu. Byl proveden postupny néstiik 3 standardnich roztokt, ale vysledek odezvy byl

velice neptesny (viz tabulka 9).

Tabulka 9 Vysledek méfeni sady €. 4 standardnich roztoku ethanolu

Koncentrace ethanolu ¢ (%) Plocha piku (mV.s)
35 1338,962
40 5049,272
45 1447,740

V tvahu byla vzata velikost splitu (1:70), jelikoz po rozdéleni vstiiknutého objemu
standardniho roztoku se mnozstvi tohoto roztoku mohlo pohybovat kolem meze detekce.
Hodnota splitu byla tedy snizena na 1:50 a byla vytvoiena nova sada standardnich roztoki
ethanolu (sada ¢. 5 v pfiloze 1). Tyto roztoky byly proméfeny a byla vytvorena kalibracni

kiivka (viz priloha 20). Hodnota spolehlivosti této kiivky byla lepsi nez v ptredchozich
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piipadech, ale kalibra¢ni kiivka vytvofena v zavislosti na vySce ethanolovych pikl a

koncentrace ethanolu (viz priloha 21), byla opét zna¢né nereprodukovatelna.

2.3.5. Pracovni postup méieni na koloné Zebron ZB-WAXPlus

Kolona Zebron ZB-WAXPlus byla zakoupena v pribéhu méieni k analyze destilata
pro stanoveni methanolu. Tato kolona se vyznacuje vysokou polaritou a je vhodna pro

separaci polarnich slou€enin jako jsou napt. alkoholy.

Nejdiive  byla  vytvofena  sada  standardnich  roztokli  methanolu
(sada ¢. 3 v ptiloze 2). Roztoky byly vytvoreny v prostifedi 50% ethanolu a celkovy objem

kazdého roztoku ¢inil 1 ml.

Teplotni program pro méfeni téchto roztokd byl prevzat zkatalogu firmy

Phenomenex'' (tabulka 10). Byl uréen pro tuto kolonu a pro analyzu destilati.

Tabulka 10 Teplotni program

Stuperi €. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)

1 35 5 10

2 85 0 25

3 200 1 0

Split byl nastaven na hodnotu 1:50 a celkovd doba analyzy byla 16 min. Po tomto
nastaveni pfistroje byla proméiena sada standardnich roztokt methanolu. Byla vytvoiena
kalibra¢ni ptimka (pFiloha 22) prolozenim body, které byly ziskdny na zdkladé

koncentrace methanolu a plochy jeho piku.

Poté byla kalibrace methanolu zopakovéna, ¢imz byla ziskdna kalibra¢ni kitivka

s lepsi hodnotou spolehlivosti (pFiloha 23).

Z vySe provedenych kalibraci bylo ziejmé, Ze druhd kalibrac¢ni kiivka mohla byt
pouzita ke stanoveni methanolu v destilatech. Z toho diivodu byly tidaje o koncentracich a
plochach pikli zaznamenany do kalibra¢niho souboru v programu Clarity (viz pFiloha 24)

a tento soubor byl spojen s vytvofenou metodou.
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Méteni pokracovalo hleddnim kalibra¢ni zavislosti mezi plochou piku ethanolu a

jeho koncentraci. Byly vytvoreny standardni roztoky ethanolu (sada €. 6 v ptiloze 1).

Pro nastaveni citlivosti byl na zkouSku nastfiknut 50% roztok ethanolu, citlivost byla
nastavena na 1:100 a vysledkem byl chromatogram uvedeny na obr. 8, jehoz pik ethanolu
mél vysku 26,659 mV. Z toho bylo usouzeno, Ze citlivost mize byt zvySena na 1:10 a
vysledkem analyzy 50% ethanolu pfi této citlivosti detektoru byl chromatogram uvedeny

v priloze 25.
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Obr. 8 Chromatogram 50% roztoku ethanolu ziskany pfi citlivosti detektoru 1:100

Citlivost detektoru byla ponechana na hodnoté 1:10 i pfi nasledném méteni
standardnich roztokti ethanolu. Sada roztokl ethanolu byla proméfena a byla vytvofena
kalibra¢ni kiivka (priloha 26). Nasledné¢ byly tdaje o plochich pikii a koncentracich
standardi zaznamendny do kalibra¢niho souboru programu Clarity (pFiloha 27) a tento

soubor byl propojen s vytvorenou metodou.

Pied analyzami jednotlivych vzorkt destilati byla opét vyuzita funkce event table
v programu Clarity. DosSlo k modifikaci metody pomoci casového nastaveni zmény

citlivosti detektoru v prub¢hu analyzy (viz tabulka 11).

Tabulka 11 Nastaveni zmény citlivosti detektoru v pribéhu analyzy destilati

Casovy usek analyzy (minuty) Citlivost
Do 4,90 1x

0d 4,90 do 5,80 10x

0d 5,80 Ix
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1.Urcéeni redukovaného retenc¢niho ¢asu a reten¢niho faktoru

ethanolu a methanolu na koloné Zebron ZB-WAXPlus

Jelikoz byl jiz uréen mrtvy Cas této kolony (viz kapitola 2.3.3), mohly byt
vypocteny dalsi veli¢iny charakterizujici vlastnosti analytt. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
redukovany reten¢ni Cas analytu lze vyjadrit jako rozdil reten¢niho ¢asu analytu a mrtvého

¢asu kolony:
tR'=1r - tm
mrtvy ¢as kolony ma hodnotu: ty=1,680,
pak pro redukovany reten¢ni ¢as methanolu plati:
tr(methanol)= 4,12 - 1,68 = 2,44 min

hodnota reten¢niho ¢asu methanolu byla pfevzata z chromatografu v priloze 28, ktery byl
vysledkem analyzy reprezentativniho vzorku destilatu.
Dale pro redukovany reten¢ni €as ethanolu plati:

tr"(ethanol)= 5,50 - 1,68 = 3,82 min
retencni Cas ethanolu byl pievzat z chromatografu v priloze 28.

Nasledné byly vypocteny hodnoty retencnich faktort (k) methanolu a ethanolu dle
vztahu:

k=tr"/ tm
pro methanol:
k(methanol)=1,4524
pro ethanol:

k(ethanol)=2,2734.
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3.1.1. Vypocet rozliSeni pikii methanolu a ethanolu na koloné Zebron ZB-
WAXPlus a Restek RXI-35 Sil MS

Mira relativni separace na kolon¢ ZB-WAXPlus byla vyjadirena rozliSenim (R) pikt
methanolu a ethanolu:

R= t\.[k(ethanol) - k(methanol)] / 0,5.[w(ethanol) + w(methanol)]
kde ty je mrtvy Cas kolony, k retencni faktor analytu a w §itka jeho piku.
Sitky obou piki byly odeéteny z chromatogramu uvedeného v p¥iloze 29:
w(methanol)=0,604 min
w(ethanol)=0,5265 min.
Dosazenim vSech hodnot do vzorce dostaneme:
R=2,44.

Pro tentyZ vypocet pro kolonu Restek RXI-35 Sil MS lze pfenést hodnotu mrtvého
casu ziskanou na koloné Zebron ZB-WAXPlus (vzhledem k totoznym rozmértim kolon):
tv= 1,680 min.

Avsak bylo zapotiebi vypocitat retencni faktory methanolu a ethanolu pro tuto
kolonu. Postup vypoctu redukovaného reten¢niho ¢asu analytii je totozny jako v kapitole
3.1. Reten¢ni ¢asy methanolu a ethanolu byly ziskany z chromatogramu uvedeného
v priloze 30:
tr(methanol)=2,57 min
tr(ethanol)=2,79 min

Z téchto hodnot byly vypocitany redukované retencni ¢asy a nasledné reten¢ni
faktory:

k(methanol)=0,5298
k(ethanol)=0,6607.

Nakonec bylo vypocitano rozliseni piki methanolu a ethanolu (R) pro kolonu
Restek RXI-35 Sil MS. Hodnoty Sifek pikii methanolu a ethanolu byly odecteny
z chromatogramu v priloze 30.
w(methanol)=0,141 min
w(ethanol)=0,185 min

R=1,68[k(ethanol)- k(methanol)] / 0,5[w(methanol) + w(ethanol)]
R=1,35
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Z hodnot rozliseni pikii u obou kolon je zfejma ucinnéjsi separace na kolon¢ ZB-
WAXPlus. Na koloné¢ RXI-35 Sil MS neni oddéleni piki Gplné, jelikoz k ideadlnimu

rozdéleni pikd dochazi pti hodnoté R>1,5.

3.2.Vysledky stanoveni methanolu a ethanolu v destilatech metodou

GC-FID

Vzorky destilatl byly poskytnuty vyzkumnym centrem Nové technologie, které
odebiralo vzorky od ob¢ani CR a poskytovalo bezplatné analyzy destilatd v dobd
hroziciho nebezpeci otravy methanolem. Centrum Nové technologie provadélo stanoveni

methanolu pomoci fotometrické metody.

Metodou plynové chromatografie dle teplotniho programu v tabulce 10 a
prislusného nastaveni (split 1:50; citlivost viz tabulka 11) bylo analyzovano celkem 13
vzorkl destilati. U 6 vzorkl nebyla zjiSténa pritomnost methanolu, protoze §lo o né€kolik
druht vodky. Analyza kazdého vzorku byla provedena nejméné tfikrat a hodnoty
zjisténych koncentraci byly zprimérovany. Stanovené koncentrace methanolu ve vzorcich
jsou uvedeny v tabulce 12. Koncentrace methanolu ve vzorcich, ve kterych nebyla zjiSténa

pfitomnost methanolu, mohla byt pod mezi detekce metody GC-FID.
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Tabulka 12 Stanovené koncentrace methanolu ve vzorcich destilatu

Cislo analyzy a objemova koncentrace methanolu (%o)

Vzorek 1 2 3 4 Primeér (%o)
V 54 0

V121 0

V 125 2,545 2,516 2,485 2,515
V 182 7,177 6,932 6,813 7,106 7,007
V210 0

V218 0

V219 0

V 225 0

V 229 5,398 5,509 5,365 5,379 5,413
V 230 2,732 0,296 4,514 4,541 3,02
V270 8,295 8,005 8,047 6,189 7,634
V272 6,475 6,424 6,164 6,321 6,346
V358 28,875 28,567 30,46 29,59 29,37

Ve stejnych vzorcich byla dale stanovovana koncentrace ethanolu dle kalibra¢ni

zavislosti vytvotrené v podokné programu Clarity (viz pFriloha 30). Byly ziskany udaje o

koncentraci ethanolu v jednotlivych vzorcich a zaznamenany do tabulky (viz tabulka 13).
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Tabulka 13 Stanovené koncentrace ethanolu ve vzorcich destilata

Cislo analyzy a objemova koncentrace ethanolu (%) Primér (%)
Vzorek 1 2 3 4
V 54 34,6442 34,6442
V 125 50,49 48,4003 48,304 53,234 50,107
V 182 51,56 50,865 50,2688 51,6541 51,087
V 229 53,3142 54,9333 53,342 53,0749 53,666
V 230 57,72 51,33 51,63
V 270 51,0632 49,3877 50,0213 48,8751 49,837
V 272 54,48 55,3499 52,2094 53,9379 53,994
V 358 29,41 28,34 28,875

Dle vyhlasky MZ CR 305/2004 Sb. je maximalni piipustna koncentrace methanolu

12 g na 11 100% ethanolu. Vysledné koncentrace methanolu ve vzorcich dle uvedené

vyhléasky jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14 Koncentrace methanolu ve vzorcich destilati vyjadieny dle vyhlaSky MZ

CR 305/2004 Sb.
Vzorek €. Koncentrace methanolu v g/l 100%
ethanolu

125 3,97
182 10,85
229 7,98
230 4,46
270 12,12
272 9,3

358 80,46
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Koncentrace methanolu v g/l 100% ethanolu byla zjisténa nésledujici tvahou (provedeno
napft. pro vzorek 358):
Analyzou byl zjistén obsah methanolu v obj. %o.....(methanol) = 29,37 %o, to znamena, ze
v 1 litru tohoto destilatu je obsazeno 29,37 ml methanolu. Byl také stanoven obsah
ethanolu v tomto destilatu.....g(ethanol) = 28,875 %.

Objem methanolu byl piepocten na gramy: m(methanol) =p . V=10,7910 . 29,37,
kde p je hustota methanolu v g/cm’.

Dale bylo zjisténo kolik litrii 28,875% ethanolu by bylo zapotiebi, aby toto

mnozstvi obsahovalo 11 100% ethanolu:

XL 28,875%
x =100/28,875.1=3,4632 L.

Nakonec bylo vypocteno, kolik grami methanolu je obsazeno v 1 1 100% ethanolu,

jestlize v 3,4632 1 28,875% ethanolu je 23,2317 g methanolu:

34632 1............. 23,2317 g

x =3,4632.23,2317/1 =80.456 g

Jak je zfejmé z vySe uvedeného, vzorek ¢. 358 obsahoval nadlimitni koncentraci

methanolu a ve vzorku €. 270 byla zjiSténa hrani¢ni koncentrace methanolu.
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3.3.Srovnani vysledkii ziskanych fotometrickou metodou a metodou

GC-FID

Fotometrickd metoda byla pouzita pro stanoveni methanolu v destilatech centrem

Nové technologie. Tato metoda je zalozena na oxidaci methanolu na formaldehyd

manganistanem draselnym v kyselém prostiedi. Formaldehyd nasledné reaguje s dvéma

molekulami kyseliny chromotropové (reakéni mechanismus viz priloha 31). Tento vysoce

konjugovany komplex je ruzovo-fialové zabarven a je zméfena jeho absorbance

spektrofotometrem pii vinové délce 575 nm."!

Pro srovnani koncentraci methanolu ziskanych dvéma odlisSnymi metodami byly

poskytnuty vysledky analyz 5 vzorkli centrem Nové technologie. Koncentrace methanolu

zjistény fotometricky a metodou GC-FID v téchto vzorcich jsou shrnuty v tabulce 15.

Tabulka 15 Srovnani obsahu methanolu zjiSténého ve vzorcich fotometricky a

metodou GC-FID

Vzorek €. Koncentrace methanolu Koncentrace methanolu
zjisténa metodou GC-FID zjisténa fotometricky (g/1)
@)
125 1,99 1,38
182 5,54 6,26
229 4,28 2,72
230 2,39 2,08
358 23,23 21,7
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4 ZAVER

Vysledkem mé prace je metoda ,,Stanoveni methanolu a ethanolu v destilatech®.
Tato metoda byla vytvarena a optimalizovdna na pfistroji DANI Master GC Fast Gas
Chromatograph.

V prvni ¢asti méteni byla pouzivana stiedné polarni kolona firmy Restek, na které
dochazelo k problémim béhem vytvareni kalibracnich kiivek. Nasledné byla zakoupena
silné polarni kolona firmy Zebron vhodnéj$i pro separaci polarnich latek. V ramci
vytvafeni této metody bylo sestrojeno nékolik kalibracnich kiivek.

Byly popsany postupy nastfiku, nastavovani pfistroje a detekce analytd, které
budou vyuzity spolu s vyvinutou metodou na katedfe chemie FPE ZCU v Plzni pii vyuce
v ptedmétu ,,Laboratorni cviceni z instrumentalni analyzy*.

Finalni kalibra¢ni kfivky methanolu a ethanolu byly pfevedeny do kalibra¢niho
souboru programu Clarity a tento soubor byl propojen s vytvofenou metodou. Pomoci této
metody je nyni mozno analyzovat vzorky destilatl a stanovit tak koncentraci methanolu i
ethanolu v alkoholickych napojich.

Vysledky stanoveni methanolu v destilatech ziskané fotometrickou metodou jsou
v souladu s ndmi ziskanymi vysledky metodou GC-FID a mezi témito vysledky nedochézi

k velkym odchylkam.
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8 RESUME

As a result of my work the method ,,Determination of methanol and ethanol in
spirits* has been developed. This method was created and optimized on instrument DANI
Master GC Fast Gas Chromatograph.

A moderately polar column of Restek company was used in the first part of
determining. This column was causing difficulties during creating of calibration curves.
A strongly polar column of Zebron company, that is suitable for separation of polar
substances, has been purchased afterwards. A lot of calibration curves has been constructed
within creation of this method.

The procedures of injection, setting the instrument and detection of analytes has
been described and will be used together with developed method at the chemistry
department of the University of West Bohemia in Pilsen during lessons of ,,Laboratory
exercises of instrumental analysis®.

The final calibration curves of methanol and ethanol has been tranferred to
calibration file of Clarity program and this file has been connected with created method.
There is a possibility to analyze samples of spirits by this method and determine so
concentration of methanol or ethanol in alcoholic beverages.

Results of determination of methanol obtained by fotometric method corresponds
with results that we obtained by GC-FID method and there aren’t deviations between these

results obtained by two different methods.
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9 PRILOHY
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Priloha 19: Kalibra¢ni kiivka ethanolovych standardl (sada €. 2) - zavislost plochy piku
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Priloha 27: Podokno kalibra¢niho souboru programu Clarity a zaznamenané udaje o
ethanolovych standardech.
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Priloha 1: Piehled poctu a koncentra¢niho rozsahu ethanolovych standarda

Standard ¢. 1 2 3 4 5 6
Koncentrace ethanolu ¢ (%)
Sada ¢.

1 30 40 50 60 70 80
2 30 40 50 60 70 80
3 30 35 40 45 50
4 35 40 45
5 10 15 20 25 30
6 30 40 50 60 70

Priloha 2: Piehled poctu a koncentracniho rozsahu mathanolovych standardnich roztokt

Standard ¢. 1 2 3 4 5 6

Koncentrace methanolu ¢ (%)

Sada ¢.
1 1 2 3 4 5
2 1 2 3 4 5
3 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Priloha 3: Teplotni program €. 2

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 40 4 10
2 60 0 50
3 230 1,40 0

III




Priloha 4: Teplotni program €. 3

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 40 6 10
2 60 0 50
3 230 1,40 0

Ptiloha 5: Chromatogram analyzy dle teplotniho programu €. 3

],

— Master KCH - 20.6.2012 12_12 42 - FID

Time fon]

Ptiloha 6: Chromatogram analyzy 1 dle teplotniho programu €. 3 - pritok nosného plynu
zvysen na 1 ml/min

o

— Master KCH - 20,6.2012 12_37_36 - FID

800

Voltage

20

Time [min,]



Priloha 7: Chromatogram analyzy 2 dle teplotniho programu €. 3 - pritok nosného plynu

zvysen na 1 ml/min

(]
300~

woltage

— Master KCH - 20.,6.2012 13_02_50 - FID

[rin]

Tne
Priloha 8: Teplotni program ¢. 4
Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 40 7 10
2 60 0 50
3 230 1,40 0

Ptiloha 9: Chromatogram ziskany na zaklad¢ teplotniho programu ¢. 4 (split 1:50)

[n]
8004

Voltage

— Master KCH - 26.6.20129_43_52 - FID

Time

[rin]



Ptiloha 10: Teplotni program €. 5 (split 1:70)

Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 37 5 10
2 60 0 50
3 230 1,40 0

Priloha 11: Chromatogram analyzy dle nastaveni teplotniho programu ¢. 5

V]
600-

500+

= 2,58 1

e

— Master KCH - 26.6.2012 10_09_59 - FID

Tie
Ptiloha 12: Teplotni program €. 6 (split 1:100)
Stupen ¢. Teplota (°C) Cas (min) Vzestup teploty
(°C/min)
1 37 4,50 10
2 60 0 50
3 230 1,40 0

VI
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Priloha 13: Chromatogram analyzy dle teplotniho programu €. 6 (split 1:100)

()

57

— Master KCH - 26.6.2012 10_36_12 - FID

—> 3
'(,_4

Time

[rin]

Priloha 14: Chromatogram ziskany na zéklad¢ teplotniho programu ¢. 6 (split 1:100) se

zménénou citlivosti detektoru z 10x na 1x (analyza vzorku slivovice)

TS

s8
- 3,41 3
— 3.87 4

%16 S

6,67 6

— Master KCH - 26.6.2012 11_57_40 - FID

Time

[rin]
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Priloha 15: Chromatogram analyzy vzorku slivovice po ¢asové zméné citlivosti detektoru

(teplotni program €. 6)

(]
— Master KCH - 26.6.201212_25_19 - FID
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Priloha 16: Chromatogram ziskany po zptesnéni ¢asovych tsekli zmény citlivosti
detektoru (teplotni program ¢. 6).

(]
— Master KCH - 26.6,2012 12_52_42 - FID
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Priloha 17: Kalibra¢ni kiivka ethanolovych standardi (sada €. 1) - zavislost plochy piku
(mV.s) na koncentraci ethanolu.

14000
2 2
y = 20284x - 2943,5
12000
* R2=0,9119
10000

8000 3

/ ¢ Radyl
6000 / —— Linearni (Rady1)
4000

2000

Priloha 18: Kalibracni kiivka ethanolovych standarda (sada €. 2) - zavislost plochy piku
(mV.s) na koncentraci ethanolu. Prvni méfeni.

4000
¢ y=7992,9x - 1033
3500 !
R?2=0,3447
3000
4
2500
¢ Rady1l
2000 o+
¢ ——Linearni (Rady1)
1500 . ——Linearni (Rady1)
1000 *
500
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
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Priloha 19: Kalibracni kiivka ethanolovych standarda (sada €. 2) - zavislost plochy piku
na koncentraci ethanolu. Druhé méfent.

6000
=16292x-4229,2
‘ y ’
>000 R?=0,6339
4000
3000 ¢ Radyl
/ —— Linearni (Rady1)
2000
/ ¢
1000 L
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Priloha 20: Kalibracni kfivka ethanolovych standarda (sada €. 5) - zavislost plochy piku

na koncentraci ethanolu.

3000
/ y = 8646, + 183,11
2200 R2=0,9515
* 2
2000
¢ Radyl
1500 T
/ ——Lineérni (Rady1)
1000 ——Linedrni (Rady1)
500
0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35




Priloha 21: Kalibracni kiivka ethanolovych standard (sada €. 5) - zavislost vysky piku na
koncentraci ethanolu.

500
450

* - R?=0,6574
400

350

300
250 ¢ Rady1l

200 —— Linedrni (Rady1)

150

100

50

0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Priloha 22: Kalibracni kiivka methanolovych standardii - zavislost plochy piku na
koncentraci methanolu

300
250 Pad y=51,12x+ 11,511
/ R2=0,9911
200
2 4
150 & Radyl

/ —— Linearni (Rady1)
100

50
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Priloha 23: Kalibarcni kiivka methanolovych standardii - zavislost plochy piku na
koncentraci methanolu. Druhé méteni.

300

250 L 2 y =50,127x + 2,5683
/ R = 0,9956

200

150 / ¢ Radyl

—— Linearni (Rady1)

100

50

Priloha 24: Podokno kalibra¢niho souboru programu Clarity a zaznamenané udaje o
methanolovych standardech.

& Master KCH - CalibrationMeOFFEtOH-destiaty-v08 <~ ESTD
| File Edit Display Calibration View Window Help I #l ||Af & @ B2 @

N4H|&ax|8a8| [tap|~n|aaa||[zs4 47 ] astomatic  +][calibration  ~| ik A M

Response| Amount | Resp. | Rec |Use| # Met-OH - 4,170 min, Signal 1

[mV.s] | ] No. | d
1] 45,2800 1,0000 1V [mV.s]
2 |101,4630 | 2,0000 1 ¥
3 156,920 13,0000 1 ¥
3 2068500 | 40000 1ME] s
5 |247,2200 5,000 1V
& o000 o000 LF
7] 00000 0,0000 1 ¥
8| 00000 00000 o0 1
S| 000007 00000 0 LM E
0] 10,0000 0,000 1 W T
1} 0,0000 ° 0,000 LW 44
12| 0,000 0,000 1 ¥
13| 10,0000 10,0000 1 ¥
14| 10,0000 0,000 1V} b
ar A Annn A Anan CRE »

+
Response Base  |Area vi 150
Compound Type | Ordnr -[ E
CurveFitType  |Linear vI =
QOrigin Curve passes through Or »
Weighting Method None VI e
LnearizationX | 1fAmount -
Linearization Y 1/Response vl
Equation: Y =0,02003% o0
Correlation Factor: 0,9380133
Residuum: 5,22828 [mV.s] 0 - - T T T
0 1 2 3 4 5
Anount ]
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Priloha 25: Chromatogram 50% roztoku ethanolu ziskany pfi citlivosti detektoru 1:10.

[n]
— Master KCH - 28.11.20129_18_29-FID

=3

Time

Priloha 26: Kalibracni kiivka standardnich roztokti ethanolu (sada €. 6).

6000

y=7208,3x + 7,479
5000
R?=0,9959

4000
3000 / ¢ Radyl
/ —— Linearni (Rady1)

2000

1000
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Priloha 27: Podokno kalibra¢niho souboru programu Clarity a zaznamenané udaje o

ethanolovych standardech.

£ Master KCH - Calibration. MeOH-EOH-destiaty-viB <~ EsT0 " " e e - - (=6 i
File Edit Display Calibration View Window Help [ |[if & ff £ 00
(DaH A 8@ (2B on|604Q|||FF 4 40 [ Hutomstc ~|cabraton |k Z W
Response| Amount | Resp. | Rec |Use = Et-OH - 5,470 min, Signal 1
V] | [ | Factor | No. | d
[T [ 2155018 300,000 A (]
|2 | 2896,286 _ 00,0000 AW
3 | 3585617 500,000 L
[ +451,990 600,000 ANE
[5 | 485,338 | 700,0000 A S0
(5] 00000 0,000 A
7| 00000 0,0000 0¥
8| 0,000 0,000 0V +
9 { 00000 0,0000 [THE
(18] 0,000 0,0000 [}
(11| 00000 0,000 (2 2000+
[12] 0,0000 0,000 0V
(53] 000 00000 i
14 00000 [ J
ey e
Response Base  |Ares - § 3000+
Compound Type  {Ordnr M %
CurveFitType  |Linear v o
Origin Curve passes through Or
Weighting Method [None v 20004
LinearizatonX [ 1/Amount -
Linearizabon Y |1/Response r
Equation: Y =0,13862% il
ComdatonFactor:  0,9984924
Residuum: 59,5282 [mV.5] 0 . . - . : . |
0 100 0 30 0 500 60 0
Amount ]

Piiloha 28: Chromatogram analyzy vzorku destilatu, ze kterého byly vypocitany
redukované reten¢ni ¢asy methanolu a ethanolu a jejich reten¢ni faktory
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Priloha 29: Chromatogram, ze kterého byly odecteny Sitky piku methanolu a ethanolu pro
vypocet rozliSeni na kolon¢ Zebron ZB-WAXPlus

(],
Master KCH - 5.12.2012 15_09_56 - FID
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Ptiloha 30: Chromatogram, ze kterého byly ziskany retenc¢ni ¢asy methanolu a ethanolu a
Sitky pikt téchto analytii na kolon€ Restek RXI-35 Sil MS

],

— Master KCH - 27.8.20128_59_23 - FID

Time [nin]
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Priloha 31: Reakéni mechanismus spojeni dvou molekul kyseliny chromotropové
methylenovou skupinou formaldehydu.

HO SO; HO3S SOzH
HO OH
HO -H,0 O OH
2 O + cHo —— HO CH;

SO,

HO,S SOzH
HO o) -H,0

4 +0
HO I CH=— OH

SOzH HO,S
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