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Abstract

The main topic of this work is to investigate the possibilities of using the school gas chro-
matograph GC-mini in teaching at secondary schools within the topic of chromatographic
analysis. Despite the expansion of the method, the teaching of gas chromatography re-
mains rather rare. Specifically, the work focuses on the optimization and determination
of methanol alongside ethanol, which is a practically relevant topic for understanding the
analysis of alcoholic beverages and methanol-containing samples, and a potentially mo-
tivating topic for teaching. The thesis covers the design of experiments, methodologies,
and practical aspects of using the GC-mini chromatograph. Additionally, it includes a
survey of school educational programs to determine the occurrence of chromatography
and gas chromatography in secondary school curricula. As part of this work, labora-
tory experiments aimed at determining the content of methanol and ethanol in various
samples were conducted. The results of these experiments provide information on the
efficiency and reliability of the GC-mini school chromatograph for the quantitative and
qualitative analysis of these substances. An important component is the creation of
teaching materials and procedures for students. In conclusion, the achieved results are
summarized, the benefits of using the GC-mini chromatograph in teaching are empha-
sized, and possibilities for the future development of this method are indicated. The
results show that while the qualitative analysis of a mixture of ethanol and methanol
vapors can be effectively and reproducibly performed as a school assignment using the
GC-mini chromatograph, quantitative analysis cannot be performed reproducibly with
this type of chromatograph. Additionally, real alcoholic beverages cannot be used as
analyzed samples for the analysis of methanol and ethanol from vapors due to the water
content. This work provides a new perspective on the practical teaching of analytical
chemistry in secondary schools and offers guidance for incorporating gas chromatography

into the teaching process.
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Abstrakt

Hlavnim tématem této prace je zkoumat moznosti vyuziti Skolniho plynového chro-
matografu GC-mini ve vyuce na stfednich Skoldch v rameci tématu chromatografické
analyzy, nebot vyuka plynové chromatografie je, i pfes rozsifeni metody, spiSe raritou.
Konkrétné se prace zamétuje na optimalizaci a stanoveni methanolu vedle ethanolu, coz
je prakticky relevantni téma pro chépani analyzy alkoholickych napoji a vzorka s ob-
sahem methanolu a potencidlné motiva¢ni téma pro vyuku. Prace se zabyva navrhem
experimentl, metodologii a praktickymi aspekty pouzivani chromatografu GC-mini.
Déle také prizkumem sSkolnich vzdélédvacich programii s ohledem na vyskyt tématu
chromatografie a plynové chromatografie ve vyuce na stfednich skolach. V ramci této
prace byly provedeny laboratorni experimenty zamérené na stanoveni obsahu methanolu
a ethanolu v riznych vzorcich. Vysledky experimenti poskytuji informace o u¢innosti
a spolehlivosti skolntho chromatografu GC-mini pro kvantitativni a kvalitativni analyzu
téchto latek. Vyznamnou soucasti je také vytvoreni vyukového materialu a postupu
pro studenty. V zavéru jsou shrnuty dosazené vysledky, zdliraznény ptinos vyuziti chro-
matografu GC-mini ve vyuce a naznacené moznosti budouciho rozvoje této metody.
Vysledky ukazuji, Ze zatimco kvalitativni analyza smési par ethanolu a methanolu je
v ramci Skolnf tlohy s vyuzitim chromatografu GC-mini dobfte proveditelné a dostatecné
reprodukovatelna, kvantitativni analyzu bohuzel s uvedenym typem chromatografu nelze
reprodukovatelné provést. Bohuzel, ani pro realizaci analyzy methanolu a ethanolu z par
nelze pouzit skutecné alkoholické napoje jako analyzované vzorky, kvili obsahu vody.
Tato prace pfinasi novy pohled na praktickou vyuku analytické chemie na stfednich

Skolach a nabizi navod pro za¢lenéni plynové chromatografie do vyukového procesu.
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1 Uvod

Vzdélavani hraje klicovou roli ve vyvoji moderni spole¢nosti. V soucasné dobé, kdy
se véda a technologie neustale rozvijeji, je nezbytné, aby Skolni kurikula reflektovala
nejen zakladni principy chemie, ale také techniky analytickych metod, a to predevsim
vzhledem k jejich rozsifenému vyuziti v potravinarském primyslu, kriminalistice nebo

napiiklad v mediciné a dalSich oborech.

V ramci vyuky chemie na stfednich skolach a gymnéziich se tradi¢né klade duraz
na zékladni principy chemickych reakci a vlastnosti latek. OvSem v dnesnim svété, kde je
chemie velmi tizce spjata s praktickymi aplikacemi a technologiemi, je dulezité poskyt-
nout studentiim moznost seznamit se také s modernimi analytickymi metodami, tech-
nikami a také technologiemi jiz béhem stredoskolského studia. Mezi bézné pouzivané
moderni metody analyzy patii mj. vysokotlaka kapalinova chromatografie, nuklearni
magneticka rezonance, elektronova mikroskopie nebo napiiklad plynova chromatografie.
Vsechny tyto analytické metody jsou rozsitené pravé ve forenzni analyze v kriminalistice,
mediciné nebo potravinarském primyslu, pfi¢emz pomérné c¢asto se zde vyuziva plynova
chromatografie. Rozsifeni této metody v bézném zivoté je také divodem pro zafazovani
plynové chromatografie do vyuky nebo alespon do praktické vyuky a to s dirazem pfede-
vSim na stiedni Skoly a gymnézia s prirodovédnym zamérenim. V tomto kontextu nabizi
firma Vernier spoustu $kolnich méticich systémi. Patfi mezi né i plynovy chromatograf
Vernier GC-mini, ktery nabizi zajimavou a praktickou moznost demonstrace kvalitativni
a kvantitativni analyzy s ptiblizenim k analyzam pravé z potravinarského primyslu. Po-
moci daného pristroje 1ze stanovovat napt. mnozstvi alkoholu ve vzorku, pfipadné dalsich

latek, se kterymi se mohou zaci setkat v bé&zném zivoté.

Tato bakalarska prace se zabyva metodou plynové chromatografie (GC), respektive
vyuzitim skolnitho plynového chromatografu Vernier GC-mini, ve vyuce. Hlavni motivaci
pro vybér tohoto tématu je technologicky pokrok v oblasti Skolnich méricich a hlavné rela-
tivné dobte finan¢né dostupnych systémi, ktery dava jedine¢nou prilezitost zaktm ziskat
praktické zkuSenosti a osvojit si pokrocilejsi techniky pfi praci v laboratofi. Ucitelim
poskytuje moznost naplnit potiebu vzdélavat zdky a rozsifovat jejich znalosti a doved-

nosti pri praci s modernimi chemickymi metodami a technologiemi.



2 Teoreticky tvod

2.1 Chromatografie

Chromatografie je analyticka separa¢ni metoda patiici mezi metody kvantitativni a kvali-
tativni analyzy. Principem této metody je neustalé rozdélovani jednotlivych latek
ze vzorku mezi dvé faze, mobilni a stacionérni, coz probiha na zakladé rozdilné afi-
nity® délenych latek vici obéma fazim, a to az do chvile, nez dojde k rozdéleni v jejich

smési.

Mobilni faze je fazi pohyblivou, které prochézi pres stacionarni fazi a podle typu chro-
matografie je tvofena napf. nosnym plynem nebo kapalinou. Stacionarni faze je fazi nepo-
hyblivou a muze byt umisténa v koloné nebo rozprostiena do tenké vrstvy na hlinikové
desti¢ce. Stacionarni faze je obvykle vyuzivana v podobé aktivniho uhli, oxidu hlinitého
nebo silikagelu. Kolona je zpravidla hadice ¢i kapilara o rtizné délce a sitce. Typtm kolon
a parametrim s nimi spojenych je vénovana ¢ast podkapitoly 2.2.2. Vzorek je vnasen do
mobilni faze v koloné pomoci stiikacky nebo je davkovan koncem kapilary piimo na des-
ticku. Rozdéleni slozek vzorku zavisi na distribu¢ni konstanté, ktera je definovana jako
pomér koncentrace dané latky ve stacionarni fazi ku koncentraci dané latky v mobilni
fazi. Distribuéni konstanta je podrobnéji rozebrana v podkapitole 2.3. Slozky analyzo-
vané latky se adsorbuji (vazi) na stacionarni fazi také podle jejich afinity. Cim je afinita
nizsi vici stacionarni fazi, tim rychleji migruji slozky s mobilni fazi. Vysledny zaznam

riizné rychle separovanych slozek analyzované latky se nazyva chromatogram.!

2.1.1 Rozdéleni a principy chromatografickych metod

Metody chromatografie lze rozdélovat dle riznych kritérii, napt. podle povahy faze mo-
bilni nebo podle usporadani faze stacionarni. Podle skupenstvi mobilni faze délime chro-
matografii na chromatografii plynovou a kapalinovou. Co se tyce rozdéleni podle uspo-
radani faze stacionarni, tak je mozné déleni na sloupcovou (na koloné), tenkovrstevnou a

papirovou chromatografii.

%afinita — schopnost latky se vazat na jinou latku na zakladé podobnych nebo stejnych vlastnosti



Dalsim moznym rozdélenim chromatografickych metod je podle zptisobu pohybu analy-

zované smési kolonou na elu¢ni, frontalni a vytésiiovaci chromatografii.?

Elu¢ni chromatografie funguje na principu, kdy se malé mnozstvi vzorku jednora-
zové nadavkuje na zacatek kolony a jednotlivé slozky jsou unaseny mobilni fazi urcitou
rychlosti. Rychlost, resp. doba zdrzeni latek ve stacionarni fazi, je ovlivnéna distribu¢ni
konstantou pro danou latku, ktera je popsana v podkapitole 2.3. Aby byly slozky elu-
ovany v oddélenych zonach, je nutné, aby distribu¢ni konstanty byly dostatecné odligné.
Vysledkem této metody je chromatogram v podobé série elu¢nich pikti. Pro kvalitativni
analyzu je vyuzivino umisténi jednotlivych piki ve vysledném chromatogramu. Pro

kvantitativni analyzu je vyuzivana plocha pod piky.

P1i frontalni chromatografii je vzorek kontinuélné pfidavan do kolony a sam tak tvori
fazi mobilni. Kontinualni davkovani vzorku znamena postupné davkovani, tedy Ze ne-
dochazi k nadavkovani vzorku najednou. Béhem frontalni chromatografie dochézi k usta-
veni rovnovahy a slozky se rozdéli podle distribu¢nich konstant. Prvni je eluovana latka,

ktera je nejméné adsorbovana na stacionarni fazi.?

Principem vytésnovaci chromatografie je davkovani vzorku do proudu mobilni faze.
Mobilni fazi je v tomto pripadé latka, kterd je stacionérni fazi sorbovdna mnohem vic
nez ostatni latky obsazené ve smési. Vlivem sorbce mobilni faze na stacionarni dochézi
k vytésnovani slozek vzorku z kolony. Prvni je vytésnéna slozka, ktera se nejméné sorbuje

na stacionarni fazi. Posledni kolonu opousti vytésiujici mobilni faze.

Podle typu prechodu latky ze vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi 1ze délit chro-
matografické metody na dalsi skupiny. Kdyz se pfi separaci vyuzivaji predevsim fyzikalni
adsorpéni sily, metoda se nazyva adsorpéni chromatografie. Separace probiha na principu
adsorpce iontu separované latky na stacionarni fazi. Tento proces vyvolavaji elektrosta-
tické sily mezi ionty v mobilni{ fazi a mezi funkénimi skupinami faze stacionarni. Jedna

se tedy o dalsi typ chromatografie, coz je iontové vyménna chromatografie.*

P1i vyuziti déleni podle velikosti ¢astic vzorku v gelu se jedna o chromatografii gelovou.
Gelova chromatografie funguje na principu déleni latek podle velikosti a tvaru jednotlivych
molekul. V tomto typu chromatografie je stacionarni faze pfitomna v podobé inertniho

gelu s pory, pricemz velké molekuly se nevejdou do pori gelu a musi putovat s mobilni
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fazi. Malé molekuly se naopak do pori dostanou a tim jsou zpomalovany. Léatky jsou
z kolony vyluc¢ovany podle klesajici relativni molekulové hmotnosti. Vzhledem k tomu,
ze v gelové chromatografii jde o interakci mezi analytem a stacionarni fazi, tak mobilni
faze mé funkci prenosnou. Separaci ovliviiuje také bobtnani gelu, ¢imz se méni velikost

poért, oviem to nema vliv na eluéni poradi.®

Tato bakalarskd préce se zabyva pouze plynovou chromatografii, jelikoz se jedna
o atraktivni metodu z hlediska vyuziti pro analyzy latek z bézného Zzivota. Vzhledem
k vysoké rozliSovaci schopnosti plynové chromatografie 1ze pomérné jednoduse analy-
zovat latky z farmaceutického, potravinaiského nebo chemického priumyslu, dale poté z
lekarstvi, ale také z zivotniho prostiedi ¢i kriminalistiky. Vzhledem k presnosti a citlivosti
stanovovani 1ze jednoduSe zaznamenat i stopovd mnozstvi jednotlivych latek. Moderni
plynové chromatografy jsou plné automatizované, a to umoziuje snadnou reproduko-
vatelnost jednotlivych analyz. Velkou vyhodou plynové chromatografie je také rychlost
samotnych analyz, coz jen zvySuje oblibenost a multifunkénost této metody v analytické

chemii a vSech prumyslech, které ji aktivné vyuzivaji.

2.2 Plynova chromatografie

2.2.1 Princip metody

Jedné se o typ chromatografie, kde mobilni fazi je plyn. Vzorek je davkovan do proudu
tohoto plynu, ktery jej unasi kolonou. Vzorek miize byt transportovan kolonou jen v pii-

padé, Ze se ihned pfeméni na plyn, popt. je ve formé pary.

Tento typ chromatografie a metody obecné ve své vétsiné vyuziva rozdéleni vzorku
mezi obé faze na zakladé adsorpce na stacionéarni fazi a predpoklada, ze rozdéleni vzorku
mezi mobilni a stacionérni fazi je rovnovazné. Aby se mobilni faze pohybovala, je
vyuzito tlakového spadu a stacionarni faze je uspordadana v rizné dlouhé koloné podle
typu chromatografu. Mira ac¢innosti separace, tedy jak dlouho se latka zdrzi v koloné,
resp. kdy se navaze nebo nenavaze na stacionarni fazi, je pfimo tmérna délce kolony.
Cim je kolona delsi, tim je separace slozek ze vzorku uc¢innéjsi. Delsi kolona umoznuje
vzorku del$i interakci s obémi fazemi, coz zvySuje separaci vzorku. Nevyhodou naopak

je prodlouzeni casu analyzy. V dané koloné se slozky separuji podle toho, jak se poutaji
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na stacionarni fazi, pricemz ty, co kolonu opusti, jsou indikovany detektorem. Signal,
ktery je vyslany z detektoru, je funkeci mnozstvi analytu a citlivosti na danou latku ze
vzorku. 7 ¢asového prubéhu signalu je vyhodnocovano kvalitativni a kvantitativni za-
stoupeni slozek ve vzorku. Kvantitativni charakteristikou analytu je plocha pod pikem,
popr. vyska piku. Kvalitativni charakteristikou analytu v chromatogramu je retencni

¢as.% Tento parametr je podrobnéji popsan v podkapitole 2.3.

2.2.2 Popis plynového chromatografu

Plynovy chromatograf se sklada z nékolika ¢asti, které jsou popsany v nésledujicich
odstavcich. Nejprve je pfedstaven zdroj nosného plynu, posléze Cistici zafizeni a nakonec
regulacni systém. Poté jsou popsany ruzné typy detektort, kolon a na zavér i vybrané

typy analyti. Schéma plynového chromatografu je uvedeno na Obréazku 1.

Zdroj

nosného J

plynu K Davkovac A
1
J

1 1

Detektor

Ridici a
vyhodnocovaci
zafizeni

Kolona

Obrazek 1: Schéma plynového chromatografu

Zdroje nosného plynu, cistici zarizeni a regqulacéni systém

Zdroje nosného plynu v plynové chromatografii jsou obvykle tlakové lahve. Nosnymi
plyny jsou pak nejcastéji vodik, helium, dusik nebo argon. Vybér vhodného nosného
plynu je v praxi velmi diilezity a vzdy se 1idi typem latky, ktera bude analyzovana, typem
kolony a detektoru (viz. ¢ast této podkapitoly - Typy detektori). Vybér nevhodného
nosného plynu mize zpusobit vyskyt falesnych pikia v chromatogramu, snizenou citlivost
nebo zvysSeny Sum ve vysledném chromatogramu. Mezi diilezité parametry ovliviujici
vhodnost nosného plynu je jeho inertnost viuéi slozkdm vzorku, ¢istota (plyn musi byt
velmi ¢isty), hustota, viskozita a bezpecnost, tedy aby plyn, pokud mozno, nebyl toxic-

ky, horlavy a vybusny. Tyto parametry nespliuje vodik, jakoZzto nosny plyn, ovSem
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ten se i tak z fady divoda vyuziva. Vodik mé totiz nizkou viskozitu, coz umozinuje
jeho rychlejsi pohyb v koloné a tim zvyseni efektivity analyzy. Déle je dobfe rozpustny
v organickych rozpoustédlech, mé vysokou tepelnou vodivost a je kompatibilni s vice typy

detektora.”

Volitelnou, ale ¢astou soucésti plynovych chromatografi, byva Cistici zarizeni. Cistict
zatizeni slouzi k zachycovani necistot a vlhkosti, které obsahuje nosny plyn a jejich vlivem
by mohlo dojit k nevratnému poskozeni kolony a nebo k nereprodukovatelnosti méteni.
Pokud ovsem toto zafizeni neni soucésti chromatografu, miize se snizovat zivotnost kolony
a analyzy jsou méné piesné, jelikoz vlivem necistot mize dochazet k ovlivnéni kvality ana-
lyzovaného vzorku. Napfiiklad u malych pfenosnych chromatografii jako je Vernier GC-
mini by dodatecné pripojeni cistictho zarizeni zptisobilo horsi manipulaci a prodlouzeni

doby analyzy.

Soucasti kazdého chromatografu je regula¢ni systém, ktery slouzi k zajisténi stalého
priitoku nosného plynu. Staly pritok nosného plynu je potieba zajistit proto, aby analyza
probéhla reprodukovatelné a vzorek nezustal jen v néjaké ¢ésti kolony, piipadné aby kolo-
nou neprosel prilis rychle, coz by znehodnotilo analyzu. Vzhledem k tomu, Ze plyny jsou
stlacitelné, tak jejich linedrni rychlost neni konstantni po celé délce kolony. Okamzita
rychlost od pocatku kolony tak vzrustd az k jejimu konci. Aby bylo dosaZzeno kon-
stantni rychlosti, vyuzivaji se regulatory jak mechanické, tak elektronické, které regu-
luji konstantni vstupni tlak a konstantni hmotnost{ priitok.! Elektronicky lze dosahnout
stanoveného prutoku i ve chvili, kdy dochézi ke zménam teplot béhem samotné analyzy

a separace.8

Typy detektorii
Detektor je zarizeni, které je pripojeno ke konci kolony, pficem?z zaznamenava zmény,

ke kterym doslo v mobilni fazi, po tom co prosla pfes fazi stacionérni.

Univerzalnim typem detektoru je tepelné vodivostni detektor. Obsahuje vldkno (sen-
zor), které je zhavené elektrickym proudem a je umisténo v termostatované dutiné. Jak-
mile proudi nosny plyn pres dutinu, tak je ztrata tepla ze senzoru funkci teplotniho rozdilu
mezi senzorem, dutinou a tepelnou vodivosti nosného plynu. Pokud nosny plyn obsahuje

vzorek, dochazi po vstupu par vzorku do dutiny ke zméné tepelné vodivosti, coz ma
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za nasledek zménu teploty senzoru. Zména teploty senzoru je primo timérna koncentraci

pary vzorku v dutiné senzoru, coZ se projevi na kone¢ném signalu.”

P1i pouziti tohoto typu detektoru je dilezita spravnéa volba nosného plynu, jelikoz
je nutné, aby tepelna vodivost pouzitého plynu byla co mozna nejvice odlisna od te-
pelné vodivosti analyzovanych slozek. Vétsinou se tedy déva prednost heliu a vodiku
pred dusikem, jelikoz oba plyny maji cca 100x vyssi tepelnou vodivost nez dusik. Citlivost
detektoru je nizsi oproti ionizacnim detektorim a detekéni limity jsou obvykle udavany

v mikrogramech analytu.

Dalsim typem detektorti jsou ioniza¢ni detektory. Funguji na principu vedeni elek-
tfiny v plynech. Tyto detektory jsou slozeny z izolované nédoby, kterda obsahuje dvé
kovové elektrody, mezi néz je vkladano elektrické pole, pfes které proudi nosny plyn.
Zékladnim a nejcastéji pouzivanym ionizac¢nim detektorem je plamenovy ionizacni detek-
tor. Tento typ detektoru funguje na principu ionizace molekul plynu v kyslikovodikovém
plameni, pficemz ionizované molekuly nésledné vedou mezi elektrodami ioniza¢ni proud.
Po ionizaci nosného plynu s analytem v detektoru a jejich prichodem mezi elektrodami
dojde k migraci kladné nabitych ionti ke katodé a elektroni k anodé. Timto procesem
vzniké elektricky proud, jehoz mnozstvi je imérné analyzovanému mnozstvi slozek smési.
Elektricky proud je registrovan analyzatorem a softwarem zpracovan do chromatogramu.
Citlivost tohoto typu detektoru je vysokd a detekéni limity se pohybuji v pikogramech
analytu. Nejvice je v pripadé vyuziti tohoto typu detektoru preferovan jako nosny plyn
dusik, ale obcasné se pouzivaji i ostatni diive jmenované plyny jako jsou vodik, helium
nebo argon. Dusik se nejvice vyuziva predevsim proto, ze ma velice odlisnou ionizaci mo-
bilni faze oproti plyntim jako jsou napt. vodik a kyslik. K témto typtum detektori se dale
fadi napf. plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem (plamen je dopovan alkalic-
kymi solemi, které reaguji s heteroatomy organickych latek a davaji mnohem vyraznéjsi
signal) ¢i fotoioniza¢ni detektor (za vyuziti UV zafeni dochazi k rozkladu molekul, které

jsou obsaZeny v analytu vystupujictho z chromatografické kolony).'°

Detektor elektronového zachytu funguje na principu zachytu volnych elektront, které
jsou z atomu slozek smési vylouceny pomoci (3-zafice, ktery zpiisobuje ionizaci nosného
plynu. Atomy s elektronegativnim charakterem, které jsou obsazeny v analytu, zachycuji

pomalé elektrony vzniklé ionizaci nosného plynu, coz zpusobi pokles ionizac¢niho proudu.
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Detektor obsahujici dvé elektrody zachycuje zménu ionzia¢niho proudu, coz se nasledné

projevi ve vysledném chromatogramu.!!

V dnesni dobé se stala jednou z pomérné vyuzivanych metod kombinovana plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii, kde pravé hmotnosti spektrometr slouzi jako
doplnujici detektor. Tato metoda je v analytické chemii oblibené z diivodu univerzalnosti
stanovovani Sirokého spektra predevsim organickych latek a slou¢enin. Hmotnostni spek-
trometrie dobfe dopliiuje plynovou chromatografii. Pro hmotnostni spektrometrii jsou
vyzadovany plynné vzorky, které jsou zaroven vyuzity i v plynové chromatografii, coz
umoznuje velmi presné provadét kvantitativni i kvalitativni analyzy jednotlivych slozek ve
vzorku s pfesnosti na femtomoly. Jednim z hlavnich kladu této kombinace je tak vysoka
citlivost a dale schopnost hmotnostni spektrometrie ze separovanych slozek ziskanych
z plynové chromatografie vybrat takové ionty, které lze analyzovat z kvantitativniho i
kvalitativniho hlediska.'? Spektrometr tedy umoziuje stanoveni jednotlivych eluovanych

latek na zékladé jejich molekulové hmotnosti, ¢imZ se zpresiiuje samotné analyza.!

Dalsim typem detektort jsou ty, které vyuzivaji emise svételného zafeni vzorkem.
Jedné se predevsim o atomovy emisni detektor. Zde plyn z kolony vstupuje do vysoko-
energetické plazmy, kde dochézi k atomizaci vzorku, tedy rozkladu na volné radikély, ionty
a atomy. Kdyz se ¢astice vraceji z excitovaného stavu do zakladni konfigurace, emituji
svételné zareni. Toto zafeni se rozlozi na miiZce, dojde k analyze diodovym polem a urci

se obsah prvki.!4

U skolntho plynového chromatografu Vernier GC-mini je pouzity typ detektoru tzv.
MEMS. Jedna se o chemikapacitni ¢idlo od firmy Seacoast Science. Detektor je pokryt
chemoselektivnim polymerem, ktery absorbuje analyty, které vychazeji z kolony. Tento
detektor lze nastavit na dvé trovné citlivosti. Pro analyzu polarnich sloucenin (ketony,
alkoholy a estery) se vyuziva rezim se standardni citlivosti. Naopak rezim s vysokou
citlivosti je vyuzivan pro smeési obsahujici jednu nebo vice slouc¢enin v nizké koncentraci
nebo pro substituované aromaty. Detektor MEMS je typicky pro jeho moznost detekce

vzduchu jakoZto nosného plynu, tedy mobilni fazi.
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Minoritné se také vyuzivaji dalsi typy detektori jako jsou napf. plamenovy tepelny
ioniza¢ni detektor, plamenovy fotometricky detektor nebo sirovy chemiluminiscenéni de-

tektor. Vzhledem ke specifité téchto detektort, nejsou v této praci dale popisovany.

Typy kolon

Kolona se v plynovém chromatografu nachazi ihned za ddvkovac¢em vzorki. Je umisténa
v termostatu, aby byla zajisténa stanovenda teplota po celou dobu analyzy. V koloné
je umisténa stacionarni faze, na niz probiha separace analytu. Pomoci kolony je usmeérno-

van tok nosného plynu pfimo na detektor.

Jednim typem kolon jsou kolony néaplhové. Jedna se o trubice, které jsou rucné
naplnény sorbenty nebo nosi¢i pokrytymi kapalnou fazi. Materidlem vyuzivanym na je-
jich vyrobu jsou pfedevsim ocel nebo sklo. Vnitini primér kolony se pohybuje v intervalu
2 -~ 3 mm a délka je 1 — 3 m. Tyto kolony maji vyssi kapacitu pro pojmuti vétstho obsahu
sorbentu, coz zajistuje vétsi plochu pro kontakt mobilni a stacionarni faze oproti kolonam
kapilarnim. Jako adsorbenty se vyuzivaji napt. silikagel, grafitizované saze, oxid hlinity.'®
Tyto kolony se vyuzivaji pfedevsim, pokud je davkovan velky objem vzorku, nebo pokud

se jedna o specificky vzorek, ktery vyzaduje specialni stacionarni fazi.

Druhym a predevsim témér vyhradné vyuzivanym typem kolon v plynovych chro-
matografech jsou kapilarni kolony. Ty se aktivné vyuzivaji predevsim kvuli vyssi ucin-
nosti oproti kolondm néaplhovym. Cim dal tim Castéji se vyuzivaji uzsi kolony, jelikoz
se tim velmi zvySuje G¢innost separace a rychlost analyzy.'® Nosicem stacionarni faze
u kapilarnich kolon jsou vnitini stény samotné kolony, které jsou vyrobeny z chemicky
odolnych materiali. Co se technickych parametru tyce, tak vnitini prumér téchto kolon
je v intervalu 0,1 — 0,6 mm, tloustka filmu stacionarni faze 0,25 — 5 um, délka kolony
je 15 — 60 m, kapacita 50 ng — 15 ug a u¢innost 1000 — 3000 teoretickych pater® na 1 m.'7

Ve vétsiné pripadi se vyuziva délka kolony 30 m.

Pokud ma kolona vétsi primér, pojme vice vzorku. Mensi primeér kolony vede zase
k vyssi ucinnosti separace, ale nizsi kapacité kolony. Uzsi kolony ale nemohou byt
tak dlouhé, jelikoz by se netimérné prodlouzil ¢as separace. Uc¢innost separace se naopak

snizuje, pokud roste vnitini prumér kolony a tloustka stacionarni faze. Kapilara byva

bteoretické patro - udava miru aéinnosti chromatografické kolony, jedna se o zonu, kde se slozky smési
dokonale rovnovazné rozdéli mezi mobilni a stacionarni fézi
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obalena v polyimidové vrstvé, ktera zptisobuje pruznost a zabranuje kfehkému materidlu
pfed zlomenim a poni¢enim. Také kapilaru chrani do teplot az 350 °C.® Volba vhodné

kolony je tak kompromisem mezi ti¢innosti separace a velikosti kolony.

Rozlisujeme tii typy kapilarnich kolon, podle ulozeni stacionarni faze. Kolony WCOT
(Wall Coated Open Tubular) obsahuji kapalnou stacionarni fazi, které tvori tenky film
na vnitini sténé kapilary. Kolony SCOT (Support Coated Open Tubular) maji na vnitini
sténé vrstvu nosice, kterd v sobé mé zakotvenou kapalinu. Kolony PLOT (Porous Layer

Open Tubular) maji na vnitini sténé tenkou vrstvu pérovitého materialu (adsorbentu).!®

Nevhodné kolona a detektor naopak mohou zpiisobovat nepifesné analyzy v podobé

nedostatecného vylouceni veskerého analytu nebo nenévratné zniceni analytu.

Volba stacionéarni faze je rozhodujici pro vybér vhodné kolony pro dany analyzovany
vzorek. Hlavnim parametrem pro vybér vhodné stacionarni faze byva polarita sepa-
rovanych slozek. Pro analyzy smési alkant, které jsou nepolarni, se nejcastéji vyuzivaji
nepolarni kapilarni kolony. Pro separaci polarnich molekul, které obsahuji jeden nebo vice
atomt chloru, bromu, fluoru, dusiku, kysliku, fosforu nebo siry (alkoholy, karboxylové
kyseliny, ethery, thioly a dalsi) a polarizovatelnych molekul (alkeny, alkyny) se naopak

vyuzivaji polarni kolony.®

Typy analytu

JelikoZ je u plynové chromatografie nutnost, aby byl davkovany vzorek prfeménén na plyn,
je mozno analyzovat jen nékteré typy latek, mezi které patii latky s dostatecnym tlakem
sytych par, tepelné stalé a takové, jejichz molarni hmotnost je mensi nez 1000 g-mol~*.
Obecné je mozné analyzovat plyny, vétsinu nedisociovatelnych kapalin, mnoho organoko-

vovych latek a pevné organické molekuly.!?

2.2.3 Davkovani vzorku

Dadvkovant tékavych kapalin

Zptusob zavadéni vzorku na kolonu musi byt takovy, aby zajistil odpafeni vzorku v co nej-
kratsim case, a zaroven aby bylo davkovani reprodukovatelné a nedoslo ke zméné rela-
tivniho slozeni vzorku. Aby doslo k co nejrychlejsimu zplynéni vzorku, byva vstupni

davkovac¢ vyhiivany. Nejcastéji se vzorek zavadi injekénimi stitkackami v objemech néko-
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lika ul az nékolik ml (plynné vzorky) pfes gumové septum. Pro nastiik kapalnych vzorki
se vyuziva tzv. Hamiltonova stitkacka. Jedna se o specidlni typ stitkacky, pficemz objem
kapaliny je nabiran do délky jehly, nikoliv do téla stfikacky. Objem této stitkacky byva
v rozsahu 0,1 — 1 pl.”

Vzorek muze byt nastfikovan nékolika zplisoby. Prvnim z nich je pifimy néstiik do
kolony. Tento zpiisob se uplatiiuje u naplihovych i kapildrnich kolon. Vrchni ¢ast kolony
je zahrata na teplotu o 10 — 30 °C nizsi, nez je teplota varu rozpoustédla, aby vzorek
vytvoril kapalny film na sténach kolony. Z uvedeného divodu musi byt vzorek do kolony
nastiiknut rychle. Nésledné po 30 — 60 sekundach se teplota kolony prudce zvysi a dojde

k odpareni.

Druhym zptsobem je nastiik vzorku pomoci délice toku. Toto davkovani se vyuziva u
tenkych kapilarnich kolon, které maji malou objemovou kapacitu. Cast vzorku je zadrzena
v déli¢i a do kolony se tak dostava jen urcita cast nastfikovaného mnozstvi analytu
v intervalu 0,1 — 0,2 pl. U¢inné promichani a homogenni odpafovani zajistuje sklenéna

vata umisténa v odpafovaci trubici.

Tretim typem je néstiik bez délice toku. Zarizeni je stejné jako s délenim toku, ovSem
odvod délice je uzavien. Vzorek musi byt pomalu davkovan do odparovaci trubice, kde se
neché cca 60 sekund odparovat. Néasledné se provede oplach septa. Metoda vyuziva
rozpous§tédla, kterd maji vyssi teplotu varu (oktan). Ta kondenzuji a vytvari kapalny
film v hlavé kolony. Ve filmu jsou pohlceny analyty a je proveden oplach septa. Poté

dojde ke zvygeni teploty kolony a probéhne separace.®

Dadvkovani plynii

V plynové chromatografii lze také davkovat vzorky i v plynné podobé. Davkovani probiha
velmi podobné jako davkovani tékavych kapalin, pricemz priméarné se vyuziva konti-
nualni davkovani vzorku pfes smycku. Vzorkovaci smycka je naplnéna plynnym vzorkem,
pricemz dochazi k periodickému plnéni a vyprazdiovani, coz umoziuje pribézné privadéni

vzorku do proudu nosného plynu v chromatografické koloné.?°
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2.3 Parametry vyznamné pii chromatografickych analyzach

V této kapitole jsou uvedeny zakladni parametry, které ovliviiuji vhodny vybér kolony,

detektoru a zaroven slouzi k analyze zavére¢nych chromatogram.

Distribu¢ni (rozdélovaci) konstanta K, charakterizuje pomér koncentraci analy-

zované latky ve stacionarni c¢s a mobilni fazi ¢,

K=25 (1)

Cim je distribuc¢ni konstanta vyssi, tim spiSe se latka zdrzi ve fazi stacionarni a pomaleji
se pohybuje mobilni fazi. Pokud je distribu¢ni konstanta nizka, dana latka se rych-
leji pohybuje v mobilni fazi a nezdrzuje se ve fazi stacionarni. Distribu¢ni konstanta

je charakteristickd pro kazdou latku, kolonu a mobilni fazi.

Retencni faktor Ry, charakterizuje pomér latkového mnozstvi dané slozky v mobilni
a stacionarni fazi. Tento parametr lze vy¢ist z vysledného chromatogramu. Do poméru
je dan cas, ktery stravi slozka ve stacionarni fazi ku casu, ktery slozka stréavi v mobilni

fazi, pricemz Ry je retenc¢ni faktor, tg je retencni ¢as a ty je mrtvy retencni cas

tp — 1t
Ry = 2 M (2)
59

Distribu¢ni konstanta a reten¢ni faktor jsou parametry, které charakterizuji selektivitu
kolony, tedy to, jak dlouho se latky zdrzuji v koloné, resp. jak se adsorbuji na stacionarni

fazi a jak se nasledné vylucuji s mobilni fazi.
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Obrazek 2: Schéma chromatogramu

Ze schématu chromatogramu na Obrazku 2 lze vy¢ist, Ze mezi sledované parame-
try patii také retenéni (eluéni) ¢as tgr, tedy celkovy ¢as, ktery stravi analyt v koloné.
Jedné se o dobu, kterou stravi analyt v koloné od nastfiku do kolony po dosazeni maxima
piku. Mrtvy retenc¢ni c¢as ty; je doba, kterou stravi slozka vzorku, ktera se pohybuje
stejnou rychlosti jako mobilni faze v koloné. Oba retencni ¢asy jsou dulezité zejména pro
kvalitativni analyzu, tedy zjisténi z jakych slozek se vzorek sklada. Dalsi parametry jsou
sirka piku v poloviné jeho vysky w, /; a $ifka piku u zadkladny w. Sffky pikt slouzi
ke kvantitativni analyze, tedy ke zjisténi mnozstvi jednotlivych slozek ve vzorku. Dnesni
softwary zpracovavajici vysledné chromatogramy provadéji integraci plochy pod pikem,
¢imz ziskaji presnou hodnotu kvantitativni analyzy a jiz proto neni potfeba premérovat
sitku piku v poloviné jeho vysky a sitku piku u zékladny. I u skolniho plynového chro-
matografu Vernier GC-mini je mozné provést integraci plochy pod pikem, coz zna¢né

usnadiuje praci zaki pii vyhodnocovani vyslednych chromatogramai.

2.4 Chromatografie a plynova chromatografie ve skolach

Na gymnaziich a stfednich odbornych $koléch s prirodovédnym zamefenim (napt. potra-
vinafstvi a potravinaiska chemie®! nebo technicka chemie a chemie silikatii®?) je téma
chromatografie zafazovdno dle rdmcovych vzdélavacich programia®?* do vzdélavaci
oblasti "Clovek a piiroda", obvykle pak do uciva predmétu chemie. Pii laboratornich
cvicenich byva cas vénovan tenkovrstvé nebo papirové chromatografii barevnych latek

(rostlinnd barviva, ¢erné barvivo fixu, a daldi). Jednad se o technicky nejjednodussi
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metody s minimalnimi naroky na vybaveni oproti chromatografii plynové. Napiiklad u
tenkovrstvé chromatografie na kiidé lze za vyuziti bilé skolni kiidy, lihu a ¢erné lihové
fixy snadno separovat jednotliva barviva.?® Mezi dalsi provadéné experimenty patii chro-
matografie barev ze zelenych listi?® nebo poté spiSe na zakladnich gkolach provadéna
tzv. Lentilkova chromatografie, tedy déleni barviv obsaZenych v lentilkdch.?” Pomoci
tenkovrstvé ani papirové chromatografie ale obvykle nelze presné dokizat pritomnost
latek z kvantitativniho hlediska. Lze je vyuzit pro jednoduché predstaveni kvalitativnich
analyz vybranych latek, ale nelze pomoci nich dostate¢né demonstrovat dulezitost kvanti-
tativnich i kvalitativnich analyz zaroven. Oba typy analyz naopak velmi dobie zahrnuje
plynova chromatografie. Plynové chromatografii je vénovan cas pravdépodobné pfi
laboratornich pracich nebo maturitnich seminérich. Je ovSem otazkou, jak je tomu
s praktickym procvi¢enim jejich principi. Na zakladé Sirokého vyuziti plynové chro-
matografie v potravinaiském, farmaceutickém a chemickém primyslu, klinické analyze v
lékarstvi ¢i kriminalistice by bylo vhodné, aby byla plynova chromatografie zminovana
jak v ramci teorie ve vyucovacich hodinach predmétu chemie, tak provadéna prakticky v

rémeci laboratornich cvicenich.

Ramcovy vzdélavaci program pro gymnézia doslovné u ocekavanych vystupt znalost
separacnich metod nezminuje, pricemz je pravdépodobné, Ze jsou tyto metody vyucovany
v ramci u¢iva Soustavy latek a jejich slozeni a zaroven se mohou skryvat pod vystupy,
které hovoii o vyuziti znalosti zékladi kvalitativni a kvantitativni analyzy k pochopeni
jejich praktického vyznamu v anorganické a organické chemii.?® Naopak pifslusné ramcové
vzdélavaci programy pro stfedni Skoly se zamérenim na potravinafstvi a potravinarskou
chemii?! nebo technickou chemii a chemii silikat?? uz doslovné zminuji vyuku separa¢nich

metod.

O vyuku chromatografie se zajimaji také autofi v zahranic¢i. Napiiklad David C. Stone
ve svém clanku?® popisuje vyuZziti modernich technologii jako je virtualni laborator
v ramci laboratornich cviceni. Klade predevsim diiraz na upevnéni teoretickych znalosti
z oblasti analytickych metod pomoci praktickych cvigeni. Autoii dalsich ¢lank??-30
zastavaji myslenku, Ze ukazovat a vyucovat principy plynové chromatografie je potieba,

jelikoz se jedna o rozsifenou analytickou metodu, ovSsem upozornuji na jeji nedostatky,

mezi které patii délky samotnych analyz. Proto prisli s myslenkou virtualni laboratore,
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kde si studenti presné navoli vzorky a program jim predvede, jak by probihala analyza
a jak by vypadal vysledny chromatogram latek obsazenych ve vzorku. Tato inovativni
vyukova metoda byla vymyslena za uc¢elem zefektivnéni vyuky na téma plynové chro-
matografie. Tento zptsob vyuky ale nezprostiedkuje zakim takové kompetence, jako
jsou priprava a davkovani vzorku, optimalizace metody separace, nastaveni parametri

a podobné.

O zarazeni plynové chromatografie do vyuky se lze rovnéz docist naptiklad z ¢lanku

1.31 Ten pojednava o experimentu s latkami, které jsou

autorit Gannona P. Connora a ko
zéktm dobfe znamy z bézného zivota, pri¢emz autofi vyuzujivaji pro analyzu latek skolni
plynovy chromatograf od firmy Vernier. Vyuziti eukalyptolu a esterti z banani a bortvek
lze povazovat za motivacni faktor pro préci zaku, ovSsem vysledky nevypovidaji o kvalité a
nasledné mozné reprodukovatelnosti tilohy v dalsich hodinach. Autofi se v dotazniku po
ukonceni experimentu ptali zakiu na otézky typu "Bylo jednoduché porozumét principtim
plynové chromatografie?", "Bylo jednoduché provést experiment zaméfeny na plynovou
chromatografii?" nebo pouzivali tvrzeni ve smyslu "Instruktofi mi pomahali, pokud jsem
mél/a n&jaky problém.", pfi¢emz porovnavali dvé rozdilné skupiny zaka. Jednou skupinou
byli Gcastnici letniho védeckého programu, tedy zaci, u kterych je o¢ekavany velky zéjem
o védu a druhou skupinou byli Zaci z komunitni stfedni skoly, u kterych se neocekava velky
zajem o védu. 7 Tabulky 1 uvedené v ¢lanku si lze vSimnout, Ze vysledky nejsou nijak

neocekavané, tedy ze lepSich vysledki, co se zvySeni zdjmu o plynovou chromatografii

tyce, dosahuji zaci z letniho védeckého programu, oproti zdktim z komunitni stfedni skoly.

Obecné lze Tici, ze publikaci zabyvajicich se vyuzitim plynové chromatografie ve vyuce
neni mnoho a zcela chybi vhodné a motiva¢ni tlohy. Proto je potieba vytvaret takové
experimenty, aby ucitelé a zaci byli dostate¢né motivovani a skoly mély dalsi diavod
k pofizeni skolnich plynovych chromatografii a jejich implementaci do skolni experimen-
talni vyuky. Zafrazeni experimentii na téma plynové chromatografie do vyuky je velmi
dilezité, a to z divodu osvojovani samotné metody a propojeni teoretickych znalosti
s praxi. Zaci si mnohem lépe zapamatuji, jak metoda funguje a jaka jsou pripadna uskali
pri celém procesu laborovani a vyuzivani plynového chromatografu, pokud si to budou
moci i vyzkouSet. Tuto moznost nabizi pravé firma Vernier, ktera se zabyva vyrobou

skolnich méticich systémii, mezi néz patii i Skolni plynovych chromatograf. Prvnim moti-
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va¢nim krokem pro pofizeni kolniho plynového chromatografu Vernier GC-mini/Vernier
GC-mini Plus mohou byt predpfipravené postupy k péti riznym experimentim piimo

od firmy Vernier.3?

Dalsi motivaci pro pofizeni skolniho plynového chromatografu a jeho zarazeni do vyuky,
je pomérné nizka porizovaci cena, skladovatelnost pristroje, jednoduchéd manipulace
a v neposledni fadé moznost provadét kvalitativni a kvantitativni analyzy na Sirokém
spektru latek, které zaci mohou znat z bézného Zivota. Minimalné u stfednich skol
a gymnéazii s prirodovédnym zameérenim by mél byt kladen diraz na vyuku a i samotné
experimenty v oblasti plynové chromatografie, jelikoz lze predpokladat, Ze zaci absolvu-
jici tento typ studia budou pokracovat na vysoké skoly s prirodovédnym, ¢ dokonce
chemickym zamérenim, kde se setkaji s analyzami provadénymi pomoci plynové chro-
matografie. Tudiz by bylo vhodné, aby tuto oblast jiz alespoii ¢asteéné znali. Ulohy,
které jsou poskytnuty od firmy Vernier jsou v anglickém jazyce a zaroven nevyuzivaji
latky, které by byly pro zaky prilis atraktivni, coZz pomerné snizuje motiva¢ni charakter
téchto tloh. Proto by bylo vhodné a zddouci vytvorit dalsi tlohy, které by byly pro zaky

i ucitele zajimave;jsi.

25 C(Cil

Hlavnim cilem této bakalaiské préace je optimalizace podminek pro stanoveni methanolu

vedle ethanolu ve Skolni praxi pomoci plynového chromatografu Vernier GC-mini.
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3 Metodika a prakticka cast

Prvni polovina praktické casti bakalarské prace je zaloZzena na priizkumu skolnich vzdéla-
vacich programu (gVP) vybranych stfednich $kol a gymnazii z celé Ceské republiky.
Zabyva se zarazovanim vyuky chromatografie resp. plynové chromatografie do skolnich
vzdélavacich programu. Bylo zjistovano, zda je téma chromatografie vibec do vyuky
zafazeno, piipadné do jakého ro¢niku a v réamci jaké vyucovaci jednotky je toto téma
probirano. V piipadé, Ze se chromatografie vyskytovala v SVP, bylo zjistovano, zda

je explicitné zminovana vyuka plynové chromatografie.

Druhéa polovina praktické c¢asti bakalarské préce vychazi z jiz diive zapocatého a
zatim jen Castecné publikovaného projektu, kterym se zabyvali doc. RNDr. Petr Smej—
kal Ph.D. ve spolupréci s doc. RNDr. Véaclavem Martinkem a RNDr. Ludkem Mikou Ph.D.
Uloha byla zaméfena na stanoveni methanolu vedle ethanolu v alkoholickych napojich
jako odezva na tzv. Methanolovou aféru®® za vyuziti skolntho plynového chromatografu
Vernier GC-mini. Jiz pii samotném testovani tlohy v minulosti se ukazalo, Zze sestaveni
tlohy neni idealni, jelikoz jeji reprodukovatelnost je mald. Na druhou stranu je tloha

34 a dava smysl ji zaradit do vyuky, pokud $kola disponuje plynovym

velmi motivacni
chromatografem. Cilem prace tak bylo najit vhodné podminky pro zvyseni reproduko-

vatelnosti tlohy.

Hlavni komplikaci pii koncepci a realizaci tlohy byla skutecnost, Ze na kolonu skol-
niho plynového chromatografu se nesmi dostat voda, jelikoz se pomalu odparuje, ztistava
adsorbovana ve stacionarni fazi a na sténéch kolony, ktera se tim dlouhodobé poskozuje.
Z tohoto diivodu nemohl byt pro méreni primo vyuzit kapalny vzorek jednotlivych alko-
holickych napoju (napf. doméaci slivovice, vodka z obchodu, a dalsi). Proto, jiz v ramci
puvodniho projektu, byly davkovany misto kapaliny pouze pary methanolu, ethanolu
a pary jejich smési smichanych v riznych pomérech. Pti vyuziti par se totiz minimalizuje

obsah vody, ktery se do kolony dostava a nedochézi tak k jejimu trvalému poskozovani.

Alkoholické napoje, tedy ethanol a methanol jako analyty, byly vyuzity z duvodu
motivace, aby zaci pracovali s latkami, které znaji z bézného zivota s presahem na jejich
zdravi, a tim padem jim pokus daval vétsi smysl a podpofil jejich motivaci vénovat

se chemii a praci s pristrojem. Plynova chromatografie umoznuje separaci vlastnostmi
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i strukturné velmi blizkych latek, coz je velmi dilezité pro praxi. Pivodni projekt byl také
realizovan v dobé, kdy v Ceské republice probihala Methanolova aféra, tudiz bylo logické
zameérit projekt tak, aby byly vyuzity latky, které v danou dobu znal kazdy. Vyhodou

téchto alkoholu a prislusnych vzorku je také snadna dostupnost.

Co se tyce samotného vyuziti piistroje GC-mini od firmy Vernier, tak pres fadu jeho
vyhod i nevyhod, m4 jednu velkou vyhodu, a tou je nizk4 pofizovaci cena cca 120 000 Ké.

Oproti pramyslovym chromatografiim, jejichz cena se pohybuje okolo 800 000 K¢ a vice.

3.1 Prfizkum SVP

Prizkum SVP nebyl hlavni ¢asti prace, proto byl proveden jen u nékterych skol, konkrétné
v rozsahu 28 gkol ze 14 kraji Ceské republiky, pricemz presny zpusob vybéru skol je uve-

den nize v této kapitole.

Priméarni motivaci tohoto prizkumu bylo zjistit, zda je zafazovdno téma chro-
matografie a plynové chromatografie do skolnich vzdélavacich programi vybranych skol.
Jelikoz prizkum Svp byl provadén pouze jako doplhujici vyzkum k této bakalarské praci,
bylo postacujici provést stratifikovany vybér skol z jednotlivych kraju CR. Pro vybér
skol byl pouzit on-line dostupny rejstitk skol a skolskych zarizeni zfizovany MSMT.
V rejstiiku byl zvolen druh zafizeni, tedy stfedni vzdélavani - skoly a piislusny kraj.
Nésledné byly skoly sefazeny dle abecedniho poradi ve vzniklém seznamu. Kazdé skole
bylo pfidéleno ¢islo. Celkové ¢islo poc¢tu skol bylo vlozeno do generatoru nahodnych ¢isel
a bylo vygenerovano jedno ¢islo. Ze seznamu byla vybrana Skola s pfislusnym c¢islem
a v jejim pripadé bylo zjistovano, zda ma on-line dostupné SVP na svych webovych
strankach. V pripadé, ze vybrané skola neméla dostupné SVP na internetu, byla vybrana
dalsi skola v poradi ze seznamu. Nésledné bylo vygenerovano dalsi ¢islo a predchozi
postup byl zopakovan. Do prizkumu bylo timto zptsobem vybrano 28 strednich kol
a gymnazii napii¢ 14 kraji (v¢. Hlavniho mésta Prahy) z celé Ceské republiky. Vizdy
byly vybrany dvé skoly z daného kraje.

Z dostupnych skolnich vzdélavacich programi bylo zjistovano, zda maji skoly explicitné
zminéné téma chromatografie v ramci vyuky predmétu chemie, ¢i jiného predmétu, naprt.

Maturitni seminafe z chemie, Monitoring vod, Souvislosti v pfirodnich védach apod.
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Dale, pokud tomu tak bylo, tak do jakého ro¢niku je vyuka tohoto tématu zarazena
a v jaké vyucovaci jednotce je téma probirdno, zda se jedna o vyucovaci hodinu, kde
je chromatografie probirdna teoreticky nebo je zafazena naptiklad jen do laboratornich
cviceni. Vysledky byly zpracovany a shrnuty v podkapitole 4.1 a to vcetné rozsahlé

shrnujici Tabulky 4.

3.2 Pouzité vybaveni, chemikilie a software
3.2.1 Pouzity pristroj - Vernier GC-mini

Pro vSechna stanoveni methanolu vedle ethanolu byl pouzit skolni méfici plynovy chro-

matograf GC-mini vyrdbény firmou Vernier.

Jedné se o maly prenosny chromatograf jednoduse vyuzitelny ve skolnim laboratornim
prostiedi. Slouzi, stejné jako ostatni chromatografy, k separaci, analyze a stanoveni
latek, které jsou obsazené v tékavém kapalném nebo plynném vzorku. Jedinecnosti to-
hoto pfistroje je pritomnost patentovaného ¢ipového snimace MEMS, tedy detektoru,
ktery v kombinaci s vybranou kolonou, viz. déle v této podkapitole, umoziuje, aby jako
nosny plyn byl vyuzit okolni vzduch. Odpada tim starost o tlakové lahve a jejich korekt-
ni uchovavani a zachazeni s nimi. Vyuziti okolniho vzduchu je ovSem také nevyhodou.
Jelikoz vzduch neni nijak ¢istén pred vstupem do chromatografu, obsahuje i spoustu
necistot, které nevratné poskozuji kolonu. OvSem piipojeni ¢isticiho zafizeni by zhorsilo
samotnou manipulaci s pristrojem a prodlouzilo dobu analyzy, pfi¢emz i zna¢né zpoma-
lovalo praci zakt pii provadéni experimentt. Jedné se tedy o jisty kompromis vyuziti
vzduchu, jakozto nosného plynu, snadnou manipulaci s piistrojem, ale tim zptisobené
rychlejsi snizeni Zivotnosti kolony. Vyrobce doporucuje pravidelné ¢isténi kolony. Cistent
je vhodné provadét pred kazdym mérenim. Podle manuélu by ¢isténi mélo byt provadéno
120 min pii pretlaku 20 kPa a jako vzorek by mél byt davkovan 1 ml vzduchu. Vzhle-
dem k ¢asové néroc¢nosti neni potieba ¢istit kolonu pfed kazdym provadénim této tlohy
ve vyuce, jelikoz by to znamenalo snizeni efektivity a motivac¢niho charakteru celé tlohy.
Urcité je vhodné provadét ¢isténi kolony v pripadé pouzivani pristroje po delsi dobé nebo

pri zméné charakteru métrenych latek.

Dalsi vyhodou je moznost propojeni pristroje pomoci USB s jakymkoliv PC ¢i note-
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bookem, ktery obsahuje program Logger Pro 3.8.6%° a jeho novéjsi verze, popf. soft-
ware Vernier Instrumental Analysis.?® Programy umoziji velice snadné ovladani chro-
matografu, sbér dat a vyhodnoceni. Nevyhodou tohoto pfistroje je moznost stanoveni
pouze omezeného mnozstvi latek, mezi néz patii napiiklad alkoholy, ketony a estery,
a to v rozsahu bodu vartu pfiblizné od 30 °C do 250 °C. Do pfistroje téz nelze davko-
vat vzorky obsahujici vodu, jelikoz, jak bylo zminéno vyse, voda se adsorbuje na stény
kolony a velmi pomalu vytékava, coz kolonu nic¢i a nasledné analyzy nejsou presné. Proto
je vhodné davkovat vzorky v plynné podobé. Z namérenych piki lze pomoci par kliknuti
urcit retencni Casy, provést integraci podle maxim jednotlivych pésii a kvantifikovat tak
mnozstvi slouCeniny, tedy realizovat kvalitativni a kvantitativni analyzu. Celkové pouziti

pristroje je velice intuitivni a bezpecné pro vyuziti ve skolni praxi.

Pristroj obsahuje 11 metri dlouhou nepolarni kapilarni nerezovou kolonu, jejiz vnitini
vrstva je potfena silikonovym polymerem a je zahiivana prichodem elektrického proudu.
Chromatograf obsahuje vestavény nezavisly termistor, ktery zajistuje ochranu kolony pied
prehratim, tedy udrzuje nastavenou teplotu. Detektorem je chemikapacitni ¢idlo, které

je pokryto chemoselektivnim polymerem.37

Vzorky jsou do pristroje davkovany pfes vstfikovaci otvor. Pro kapalné vzorky
se vyuziva Hamiltonova stiikacka, ktera je dodavéna s pristrojem. Pro plynné vzorky
je vyuzivana inzulinové stifkacka s jehlou o velikosti 0,45x25 mm. Do pfistroje nesmi
byt vstfikovano vice nez 0,6 pl kapalného vzorku, jelikoz vétsi mnozstvi by mohlo
poskodit sensor a kolonu. Pokud je davkovan plyn, je mozno vyuzit objem az do 1 ml.
Do pristroje nesmi byt davkovany vzorky obsahujici vodu nebo obecné slouceniny, které
obsahuji nezanedbatelné mnozstvi vody. Déle potom aminy, jiné alkalické latky a kapaliny
obsahujici slouceniny s velkou molekulovou hmotnosti, jelikoz by zistaly naadsorbovany
ve stacionarni fazi na sténéch kolony, ¢imz by se snizila jeji Zivotnost a zhorSila repro-
dukovatelnost a kvalita dalsich analyz. Obecné se pomoci piistroje mohou stanovovat
latky s bodem varu v rozmezi 30-250 °C, pfi¢emz mezi tyto latky se fadi napt. alkoholy
(Cy — Cg), estery (Cy — Cyg), ketony (C3 — Cg) a dalsi.3” Piistroj umoziiuje i kompliko-
vanéjsi méfeni s nastavenim tlakového spédu, teploty na koloné nebo teplotni rampy.
Tato nastaveni se daji vyuzit predevsim u smési latek s velmi rozdilnymi teplotami varu

nebo naptiklad u latek s velkou rozdilnou tékavosti.
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3.2.2 Pouzité chemikalie

e Ethanol
Pro méfeni byl pouzit ethanol (v/v) 96 % od firmy Lach:ner.
e Methanol

Pro méfeni byl pouzit methanol (v/v) 99,8 % od firmy Lach:ner.

3.2.3 Pouzity software

e Vernier Instrumental Analysis

Pro méfeni byl pouZit software Instrumental Analysis 2022 od vyrobce Vernier.3%

e Logger Pro

Pro méfeni byl pouzit software Logger Pro 3.8.6. od vyrobce Vernier.?®

3.3 Priprava vzorki

Vzorky methanolu a ethanolu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, ptistroj neni vhodny pro méteni vzorki obsahujicich vodu,
jelikoz ta by mohla nenévratné poskodit kolonu. Proto byla tiloha koncipovana tak, aby
do pristroje byly davkovany od zacatku pouze pary methanolu, ethanolu a jejich smési,

kde budou diky své tékavosti oba alkoholy v nadbytku.

Pro dodrzeni spravnych laboratornich postupi byly vzorky pripravovany odlitim
malého mnozstvi (cca 0,5 ml) ethanolu a methanolu ze zasobnich lahvi do dvou vialek
s vicky s gumovymi septy, pres které lze snadno zavadét jehlu a nabirat vzorek.
Vyrobce nedodéava k pristroji specialni jehlu na davkovani plynnych vzorki, ale pouze
Hamiltonovou stiikacku pro davkovani kapalnych vzorki. Hamiltonova stiikacka, kterou
primo dodava vyrobce Vernier neni vhodné pro dévkovani par vzorku, jelikoz neni ply-
notésna a 1 ul par je prilis maly objem, pfi¢emz piistroj by takto malé mnozstvi vzorku
nezvladl detekovat. Porizeni specidlni Hamiltonovy plynotésné stiikacky pro davkovani
plynnych vzorku by znamenalo pro Skoly nevyhodu v podobé vynalozeni dalsich financi.

Obecné nevyhodou Hamiltonovych stiikacek je jejich vyssi cena, kiehkost a dulezitost
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velmi presné a opatrné manipulace, coz zvySuje néaroc¢nost zakovskych experimentu.
Plynné vzorky ethanolu, methanolu a smési byly tak déavkoviny pomoci inzulinovych
injekénich stiikacek s kratkou tzkou jehlou. Inzulinové stitkacky jsou bézné dostupné
a jejich pofizeni neni finan¢éné naro¢né. Vyuziti kratké jehly je vyhodné, jelikoz se nedéa
pri davkovéani vzorku dostat az na kraj kolony a tim ji poni¢it. Nevyhodou naopak mize
byt skutecnost, Zze vzorek neni davkovan piimo u tusti kolony, diky ¢emuZ nemusi byt
vSechen vzorek spréavné unasen nosnym plynem na kolonu. I pfes drobnou nevyhodu je
ovSem vyuziti inzulinové stiikacky s kratkou jehlou vyhodnym feSenim pro dévkovani
plynnych vzorku pfi zakovskych experimentech. Vialky byly pouzity z diivodu malé ve-
likosti a snadného nabirédni vzorki. Latky byly ve vialkdch ponechany temperovat. Poté
byl k pocitaci pripojen a zapnut piistroj Vernier GC-mini, spustén prislusny software
a nastaveny hodnoty pro méteni. Ve chvili, kdy se ustavily pozadované hodnoty, pfistroj
zahléasil moznost nadavkovat vzorek. Pro methanol i ethanol jsou v Tabulce 2 uvedeny

hodnoty teploty varu, které jsou pro obé latky rozdilné.
Vzorky smési methanolu a ethanolu

Vzhledem k puvodni myslence tlohy, tedy stanovit methanol a ethanol vedle sebe
v alkoholickych napojich, byly vytvoreny smési methanolu a ethanolu v riznych pomérech,
které byly néasledné analyzovany. Pro namichani smési ethanolu a methanolu, byly
pouzity cisté latky ze zasobnich lahvi. Do kidinek bylo odlito cca 10 ml ethanolu
a methanolu. Do sklenénych vialek opatienych vicky s gumovymi septy byly pomoci
automatickych pipet namichény smési ethanolu a methanolu v pomérech 1:9; 2:8; 3:7;

4:6; 5:5; 6:4; 7:3; 8:2; 9:1.

,

3.4 Parametry méreni

Hlavnim cilem byla optimalizace parametri pro stanoveni methanolu vedle ethanolu,
s ¢imz se také poji dilci cil celého méreni, ktery vychézel z pivodniho projektu, coz
bylo zjisténi reprodukovatelnosti jednotlivych analyz z kvantitativniho i kvalitativniho
hlediska. Jelikoz se jedné o unikatni ulohu, kterou v tomto provedeni za vyuziti methanolu

a ethanolu, tedy bézné dostupnych latek, diive nikdo nezpracovéaval, bylo celkové prove-

deni planovéano jako simulace laboratorniho cvi¢eni na stfednich skolach a gymnaziich.
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Byl kladen duraz na opakovanou stabilitu hodnot vysledki méfeni, vybér vhodného

vzorku, a s tim spojenou reprodukovatelnost jednotlivych analyz.

V této podkapitole jsou uvedeny veskeré parametry nastaveni hodnot pfistroje, které
byly pouzity pri méfeni methanolu, ethanolu a prislusnych smési. Popis jednotlivych

parametri je uveden na konci této podkapitoly.
Parametry méreni v ptivodnim projektu

V Tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty, pfi kterych bylo provadéno méfreni v ptvodnim

projektu, ktery byl popsan v uvodu kapitoly 3.

Tabulka 1: Nastaveni hodnot pfistroje v puvodnim projektu

Parametr Hodnota

Pocatecni teplota 60 °C
Doba zdrzeni 3 min
Rychlost zahtati 5 °C/min
Konecné teplota 60 °C

Doba zdrzeni 3 min
Celkovy cas 6,0 min
Tlak 1,0 kPa

Optimalizované parametry pro methanol a ethanol

V Tabulce 2 jsou uvedeny optimalizované hodnoty, pii kterych bylo provadéno méreni

par methanolu a ethanolu.

Tabulka 2: Nastaveni hodnot pfistroje pro méfeni par methanolu a ethanolu

Parametr Methanol Ethanol
Pocatecni teplota 64,70 °C 78,29 °C
Doba zdrZeni 3 min 3 min

Rychlost zahtati 5 °C/min 5 °C/min
Konec¢na teplota 64,70 °C 78,29 °C

Doba zdrzeni 3 min 3 min
Celkovy cas 6,0 min 6,0 min
Tlak 1,0 kPa 1,0 kPa
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Optimalizované parametry pro smési methanolu a ethanolu

V Tabulce 3 jsou uvedeny optimalizované hodnoty, které byly nastaveny pii méreni

smési par methanolu a ethanolu.

Tabulka 3: Nastaveni hodnot pfistroje pro méfeni par smeési ethanolu a methanolu

Parametr Hodnota
Pocatecni teplota 64,70 °C
Doba zdrzeni 3 min

Rychlost zahtati 5 °C/min
Kone¢na teplota 78,29 °C

Doba zdrzeni 3 min
Celkovy cas 6,0 min
Tlak 1,0 kPa

Pocatecni teplota je teplota kolony pred nadavkovanim vzorku. Prvni doba zdrzeni
je cas, po ktery se vzorek zdrzi v koloné pii pocatecni teploté. Rychlost zahtati chara-
kterizuje, o kolik stupiiii se zahfeje kolona za 1 minutu nez teplota dosdhne pozadované
konecné hodnoty. Konec¢néa teplota je nejvyssi nastavena moznéa teplota, na kterou se za-
hieje kolona. Druha doba zdrzeni je Cas, kdy vzorek zustava v koloné pii konecné teploteé.
Celkovy ¢as charakterizuje celkovou dobu, po kterou se zdrzi vzorek v koloné. Tlak, re-
spektive pretlak, je tlak, pri kterém putuje vzorek kolonou. Pii vétsim pretlaku vzorek
putuje kolonou rychleji, zadrzuje se kratsi dobu ve stacionarni fazi, ¢imz se snizuje kvalita

separace, ovsem pro ucely zakovského pokusu je to obvykle dostatecné.

3.5 DAavkovani vzorku

Davkovani par methanolu a ethanolu

Nejprve byl ddvkovan 1 ml par methanolu. Inzulinovou stitkackou s jehlou byl trikrat
nasat a vypustén vzduch a poté byl odebiran vzorek. S vialkou bylo potfeba chvilku
tfepat, aby se uvolnilo co nejvice par a zaroven ji zahiivat v rukach. V pivodni tloze
byl pouzivan termostatovany zahtivaci bloc¢ek, ovsem v ramci nového pojeti tlohy, tedy
stanoveni optimalnich podminek pro méreni, byla vialka zahfivana pouze v rukach, aby
nebyla zvySena obtiznost a prodlouzen celkovy cas experimentu. Nasledné byla jehla za-
pichnuta do septa a vialka byla oto¢ena dnem vzhtru. V ¢asti vialky pod dnem se nahro-

madily pary methanolu, pricemz kapalny methanol zistal pod Spickou jehly. Pro za-
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jisténi co nejvétsiho obsahu par methanolu bez vzduchu ve stiikacce bylo miniméalné
trikrat provedeno nasati a vypusténi par vzorku mimo vialku. Poté jiz bylo odebrano cca
1,5 ml par vzorku, pricemz obsah byl upraven na 1 ml mimo vialku. Jehla byla otfena
do buni¢iny, aby neobsahovala zddnou kapalinu a vzorek byl nadavkovan do pristroje.
Timto zptisobem byly davkovany i vzorky ethanolu. U obou latek bylo vzdy provedeno

10 méteni.
Davkovani par smeési methanolu a ethanolu

Smeési byly méfeny postupné od nejvétsiho pomeéru ethanolu ku methanolu, tedy 9:1.
Byl davkovan vzdy 1 ml par dané smési pomoci inzulinové injekéni stiikacky, stejné
jako tomu bylo u méreni par samotného methanolu a ethanolu. Vzhledem k tomu,
ze ethanol mé vyssi bod varu nez methanol, byla teplotni rampa pro méfeni smési
par methanolu a ethanolu nastavena v rozsahu od pocatec¢ni teploty, tedy teploty varu
methanolu 64,70 °C do koncené teploty, tedy teploty varu ethanolu 78,29 °C. Tato teplota
byla zvolena proto, aby doslo nejprve k separaci veskerého methanolu. Po zvySeni teploty

na teplotni rampé nasledné doslo k separaci ethanolu.

32



4 Vysledky a diskuze

Tato kapitola bude nejprve vénovana rozboru a diskuzi vysledkt prizkumu SVP
a nasledné rozboru a diskuzi vysledku analyzy par methanolu, ethanolu a jejich smési

pomoci Skolntho plynového chromatografu Vernier GC-mini.

4.1 Vysledky prizkumu Skolnich vzdélavacich programiu

Dle postupu uvedeného v podkapitole 3.1, bylo vybrano 28 skol, u kterych byly néasledné
zkoumany Skolni vzdélavaci programy. Bylo zjistovano, zda maji tyto vybrané skoly
téma chromatografie, poptipadé téma zamétfené na plynovou chromatografii, zarazené do
vyuky predmétu chemie ¢i nikoliv nebo maji toto téma zafazené do jiného predmétu,
ktery je tzce spjaty s chemii. Odkazy na Skolni vzdélavaci programy vybranych kol jsou
uvedeny v kapitole Zdroje.3® % Z Tabulky 4 vyplyva, Ze 16 gkol z 28 m4 implementovanou
chromatografii do vyuky chemie, resp. tyto skoly maji chromatografii uvedenou explicitné
v SVP. Ctyﬁ skoly z 12 maji chromatografii zafazenou do specializovaného predmétu a
to napiiklad do predmétu Experimentalni dovednosti v pfirodnich védéach, Analyticka

chemie ¢i Chemie v praxi.

Dale bylo sledovano, v jakém roc¢niku je téma vyucovano a v ramci jaké vyucovaci
jednotky. Na vétsiné vybranych skol se vyuka tohoto tématu zafazuje do 1. roc¢niku
nebo 2. ro¢niku, ojedinéle do 3. a 4. ro¢niki - viz. Tabulka 4. Také ptrevazuje vyuka
chromatografie v teoretickych vyucovacich hodinach pfedmétu chemie, méné cCasto ve
volitelnych seminaiich vétsinou pro maturanty nebo je obc¢as vyucovana separatné v ramci
laboratornich cviceni. Je patrné, Ze prilis nezalezi na zaméteni skoly, jelikoz napiiklad
obor Obrab&¢ kovit na Stiedni primyslové skole v Chrudimi mé v SVP chromatografii
zminénou v ramci tématu Metody déleni smési. Opakem je Gymnézium Jana Nerudy
v Praze, které¢ nem4 toto téma zafazené nikde v SVP. Zadna z vybranych kol nemé

explicitné zminénou vyuku plynové chromatografie v SVP.

Otazkou je, zde se ucitelé stihaji tématu chromatografie dostateéné vénovat, ¢ ho
probiraji jen okrajové. Jak chromatografii a plynovou chromatografii do vyuky zaiazuji
samotni uCitelé, jsem zjistovala v ramci rozhovori béhem naslechovych praxi na Ma-

lostranském gymnaziu, Gymnéaziu Jana Nerudy a Gymnaziu Boti¢ska v Praze.
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Pokladanou otézkou bylo, zda stihaji toto téma vyucovat, pripadné zda se stihnou
dostat k vyuce zaméfené na plynovou chromatografii. Na Gymnaziu Jana Nerudy mi dvé
kantorky nezavisle na sobé odpovédély, ze téma chromatografie nestihaji probrat, byt sep-
aracni metody maji v tematickém plénu. Zminily se, Zze vétSinou vénuji chromatografii
par vét a prechazeji k dalsim metodam jako jsou filtrace, dekantace a podobné, které
si zaci mohou nasledné vyzkouset v ramci laboratornich cviceni. Kdyz maji dostatek
¢asu, stithaji v laboratornich cvi¢enich provést alespon tenkovrstvou nebo papirovou chro-
matografii, protoze je pro zaky zajimava. K plynové chromatografii nemaji potiebné
vybaveni. Tfteti dotazovana vyucujici byla z Malostranského gymnézia v Praze. Na
stejnou otazku, tedy zda stiha téma chromatografie probirat ve vyuce, respektive jestli
se stihne dostat k plynové chromatografii odpovédéla, ze okrajové ano. Vice se chro-
matografii vénuje v rdmci volitelného pfedmétu Experimentalni dovednosti v prirodnich
védach, kde ji rozebiraji dopodrobna. Plynové chromatografii se ovSem nevénuji, jelikoz
Skola nedisponuje plynovym chromatografem. Naopak na Gymnéaziu Boti¢ska je téma
chromatografie vyuc¢ovano v rameci uc¢iva Separa¢ni metody v 1. ro¢niku a nésledné prak-
ticky provadéna plynova chromatografie v chemickém maturitnim seminafi ve 3. ro¢niku,

jelikoz Skola disponuje potifebnym vybavenim.

Vyuzila jsem také tcasti mych spoluzaki na praxich a pokusila jsem se pomoci
rozhovorti s nimi zjistit, jak se chromatografie vyucuje na dalsich gymnaziich. Na Gym-
naziu Elisky Krasnohorské v Praze se téma chromatografie udajné viibec do vyuky
nezafazuje, pficemz stejné je to i na Gymnaziu U Libenského zamku v Praze. 7 vlastni
zkuSenosti mohu uvést jako priklad Scholu Humanitas v Litvinové, kde se plynové chro-
matografie zminuje v 1. ro¢niku v ramci predmétu chemie v tématu separacni metody.
Samotné praktické provedeni plynové chromatografie probtha az ve 4. ro¢niku v ramci
predmétu Monitoring, kde se zéci zabyvaji stanovenim riznych parametri tykajicich se

kvality vody, pudy a ovzdusi.

7 rozhovoru vyplyva, ze ucitelé se povétsinou ani nestihnou k plynové chromatografii
dostat, jelikoz mnozstvi uc¢iva, které musi stihnout probrat, je obrovské. Teoretickym
faktorem, pro¢ se plynova chromatografie ptilis neimplementuje do vyuky, by mohla byt
nevybavenost $kol plynovym chromatografem, a s tim spojena nemoznost si vyzkousSet

plynovou chromatografii v ramci laboratornich cviceni.
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Tabulka 4: Vybrané skoly pro prazkum SVP

Vyuka chromatografie

Vyuka chromatografie

Kraj Skola v ramci pfedmétu v ramci jiného Roc¢nik vyuky:
chemie: predmétu:
Malostranské gymnézium Ne Ano Kvinta, sexta
Hl. m. Praha
Gymnézium Jana Nerudy Ne - -
Stfedni prumyslové skola Vlasim — technické lyceum Ano - 1. ro¢nik
Stredocesky
Gymnézium Kladno Ano - 1. ro¢nik
. . Schola Humanitas Litvinov — ekologie a ochrana Ay Ano - 1. ro¢nik
Ustecky
Gymnazium Roudnice nad Labem Ne Ano 3. roc¢nik
Gymnazium Frantiska Kftizika Ano - Kvinta
Plzensky
Gymnéazium Plzen Ano - 3. ro¢nik
Gymnézium Ostrov Ano - 2. ro¢nik, sexta
Karlovarsky
Stredni uméleckoprimyslova skola keramicka
Ne Ano 2., 3., 4. roc¢nik
a sklarska Karlovy Vary — Aplikovanéa chemie
Gymnézium Strakonice Ano - 2. ro¢nik, sexta
Jihocesky .
Gymnézium Cesky Krumlov Ano - 2. roc¢nik, sexta
Gymnazium Jihlava Ano - 2. ro¢nik
Vysocina
Gymnézium Havlickiv Brod Ano - Sekunda




9¢

Stiedni prumyslova skola

. Ne Ano 3., 4. ro¢nik
Jihomoravsky chemicka Brno — prirodovédné lyceum
Moravské gymnazium Brno Ano - Tercie
Stfedni prumyslové skola Zlin — technické lyceum Ano - 1. ro¢nik
Zlinsky
Stojanovo gymnazium Velehrad Ne - -
Gymnéazium Josefa Bozka éesk}’f Tésin Ano - Kvinta
Moravskoslezsky
Stredni zdravotnicka skola Ostrava — prakticka sestra Ne - -
Gymnéazium Jesenik Ne - -
Olomoucky
Gymnéazium Unicov Ne - -
Gymnéazium Policka Ne - 1. ro¢nik, kvinta
Pardubicky
Stiedni primyslova skola Chrudim — Obrabéc¢ kovu Ano - 1. ro¢nik
Horické gymnézium Ne - -
Kralovéhradecky
Masarykova obchodni akademie Ji¢in — ekonomické lyceum Ano - 1. ro¢nik
Stiedni zdravotnicka skola Trutnov — prakticka sestra Ano - 1. ro¢nik
Liberecky
Stiredni uméleckoprimyslova skola sklarska N
e - -

Kamenicky Senov — vytvarné zpracovani skla




Z Tabulky 4 je tedy patrné, ze 16 skol ma zarazenou vyuku tématu chromatografie
v rdmci prfedmétu chemie. étyﬁ Skoly bez ohledu na obor maji téma chromatografie
zalazené v ramci jiného predmeétu, viz vyse v této podkapitole. Na 11 skolach se toto téma
vyucuje v 1. ro¢niku, resp. v kvinté, pokud se jedné o viceleté gymnézium. V mensim

zastoupeni je poté 2. roc¢nik, sexta, v piipadé viceletého gymnazia, 3. a 4. ro¢nik.

Zajimavym zjisténim prizkumu muze byt vyuka chromatografie ve tfech roc¢nicich
na Stfedni uméleckoprimyslové skole keramické a sklarské v Karlovych Varech. Na této
stfedni odborné skole je totiz mimo umélecké obory vyucovana i Aplikovana chemie, proto
maji podle SVP zafazeno téma chromatografie do tf ro¢niki. Otézkou by mohlo byt, v
jakém méritku se chromatografie v jednotlivych roc¢nicich vyucuje a zda je ¢as vénovén i

plynové chromatografii.

Z Tabulky 4 je také mozné vy¢ist, ze chromatografie neni uvedena v SVP nékterych
stfednich odbornych skol, ale i gymnéazii. Napfiiklad u Stfedni prumyslové skoly chemické
v Brné, konkrétné u Prirodovédného lycea, by bylo mozné ocekavat, ze budou mit chro-
matografii zafazenou do predmétu chemie, coz tak ovSem podle SVP neni. Naopak
u Stredni primyslové koly v Chrudimi u oboru Obrabéc¢ kovi by se dalo ocekavat, ze

chromatografie nebude explicitné zmifiovana v SVP.

Je tedy mozné Fici, ze zarfazeni tématu chromatografie do vyuky pfedmétu chemie je
velmi individualni zalezitosti kazdé skoly, bez ohledu na zaméfeni samotné skoly a jed-
notlivych vyucovanych oborti. Nelze tedy s jistotou fici, ze kdyZz chromatografie neni
primo zminéna v SVP, tak neni poté vyucovana. Uplné stejné lze ztotoznit situace s ply-
novou chromatografii. Nicméné pruzkumem SVP bylo zjisténo, ze plynové chromatografie
neni v SVP vybranych $kol zminéna doslovné nikde, ovsem je otazkou zda i tak neni
vyucovana. Jediny zpisob, jak by bylo mozné tuto skutecnost zjistit, by bylo detailni
Setfeni v podobé dotazovani se uciteli z jednotlivych gkol, zda plynovou chromatografii
vyucuji, zda disponuji vhodnym pristrojem apod. Naopak ale vysledky napovidaji, ze
zatimco chromatografie jako takova vyucovana obvykle byva, a patrné i v rdmci labo-
ratornich cviceni, zarazeni plynové chromatografie je zjevné spise ojedinélé. Pokud je
plynovéa chromatografie do vyuky zafazena, byva to v ramci seminéfe jen pro vybranou

¢ast zaki.
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Vzhledem k vyznamu metody v ramci studia piirodnich véd, tak i v bézném Zzivoté, by
bylo vhodné aby byla zatfazovana jak do bézné vyuky v ramci teoretickych hodin chemie,

tak i do laboratornich cviceni, ktery se ticastni vSichni zaci.

Pravdépodobné moznym tskalim pro zafazovani plynové chromatografie do vyuky
je nedostatek ¢asu, jelikoz mnozstvi uciva, které udavaji SVP, je velké. Dalsim divodem,
pro¢ se GC prili§ nevyucuje, by mohly byt nedostateéné finan¢ni prostiedky pro potizeni
vhodného pristroje, v pripadé, ze pedagog chce podpofit svou vyuku prakticky, pfipadné

nedostatecné mnozstvi motivacnich tloh, které by toto téma ve vyuce podportily.

Vzhledem k faktu, Ze plynova chromatografie je jednou z velmi pouzivanych ana-
lytickych metod v bézném zivoté s Sirokym vyuzitim v potravinarském a chemickém
prumyslu, mediciné ¢i kriminalistice, pomoci které se da realizovat kvalitativni i kvanti-
na stfednich skolach a gymnéziich s prirodovédnym zamérenim. U zakia studujicich na
takto zamétrenych skoldch se da teoreticky pocitat s nésledujicim studiem na vysokych
skolach s prirodovédnym zaméfenim, pricemz pravé tam by se jim znalost principi ply-
nové chromatografie a zpracovani dat mohla hodit. Vhodnym feSenim by podle mého
nazoru bylo potrizeni kolnich plynovych chromatografi alespon do kol s prirodovédnym
zaméfenim a zahrnuti jejich vyuziti do laboratornich cvic¢eni, pripadné do specializo-
vanych seminaiti. Prvotni nédklady na pofizeni chromatografu budou samoziejmé vyssi,
ovSem pokud se c¢astka rozpocita do let, kdy bude pristroj aktivné vyuzivan, naklady se
znacné snfzi. Zivotnost piistroje Vernier GC-mini je vysoka a poruchovost velmi nizka,

tudiz se jedna, z mého pohledu, o vyhodnou investici.
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4.2 Optimalizované podminky méreni

Tato podkapitola se bude vénovat rozboru a diskuzi vysledku jednotlivych analyz. Nej-
prve budou rozebirany vysledky analyz par methanolu, poté ethanolu a na zavér smeési
téchto dvou latek. Vsechny vysledky budou rozebirany se zaméfenim na primérni cil,
tedy optimalizaci podminek pro realizaci chromatografické analyzy smési s dirazem na

co mozna nejvetsi reprodukovatelnost.

K analyze byl vyuzit pristroj Vernier GC-mini, tedy skolni plynovy chromatograf.
Na zakladé provedeni fady méfeni lze konstatovat, Ze nejvétsi vyhodou tohoto pristroje
je snadnad manipulace a jednoduchost pri provadéni métfeni. Prislusné programy jsou
v Ceském jazyce, coz usnadiuje samotné analyzy a i zaci, kterf neovladaji anglicky jazyk,
zvladnou s pfistrojem pracovat. Dalsi vyhodou je moznost analyzy velkého mnozstvi

vzorkl a moznost vyuziti okolniho vzduchu jako nosného plynu.

Pti méfeni vzorki par methanolu podle podminek nastavenych v puvodnim projektu
neposkytl vzorek zadny signal. Méreni bylo zopakovano, ovSem vzdy se stejnym vysled-
kem. Za jednu z moznych pri¢in, pro¢ vzorek neposkytoval zadny signal, byla identi-
fikovana teplota, tedy 17 °C, pii niz bylo méfeni realizovdno. Tato teplota se nakonec
ukézala jako pfilis nizka s ohledem na odpatrovani vzorku. Ve vialkach nedochéazelo k uvol-
néni dostate¢ného mnozstvi par. Rovnéz mohlo dojit ke kondenzaci par na sténéch
chladné stitkacky a zejména na kovové jehle, coz ve vysledku zptisobilo, Ze do pristroje
nebylo nadévkovano dostateéné mnozstvi vzorku. Cely experiment byl posléze realizovan
pii okolni teploté nad cca 23 °C, pricemz pii této teploté jiz piistroj dokazal detekovat

danou latku ve vzorku.

Druhou zvazovanou moznosti, pro¢ vzorek neposkytoval na plynovém chromatografu
méfitelny signal, mohlo byt nastaveni podminek méfeni na koloné (pietlak a teplota
kolony). Podle piuvodni metodiky méla byt poc¢ateéni teplota méfeni nastavena na 60 °C.
Pomérné nizka teplota mohla tedy jiz v pivodnim projektu ovliviiovat stabilitu repro-
dukovatelnosti méteni, protoze tato teplota nemusela byt dostatecné vysoka, aby byl
veskery vzorek ethanolu pfeveden do par. Byla proto nastavena nové teplota na koloné
pro méfeni par methanolu, tedy teplota varu methanolu 64,70 °C. Tato teplota byla zvo-

lena, protoze se tenze par methanolu zvysi, pokud dojde k zahtati az na teplotu varu.
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Pro ethanol byla nastavena teplota 78,29 °C, tedy opét teplota varu tohoto alkoholu.

Zmeéna okolni teploty i zvySeni teploty kolony se ihned v dalsim méfeni projevily
pozitivné na chromatogramech, které piistroj vykazoval. Jiz byly viditelné piky u obou

mérenych latek.

Celé méteni mélo byt dle ptivodni metodiky provadéno pifi hodnoté pretlaku 1 kPa.
Meérenti ¢istych latek i smési se podafilo pri tomto pretlaku provést. Bohuzel, bezprostredné
po uspésnych mérenich chromatograf Vernier GC-mini, patrné vlivem starnuti, zejména
gumového septa, pres néjz je vzorek davkovan, se prestal ustavovat pretlak na hodnoté

1 kPa. Prvni hodnota, které se ustélila, byla 7 kPa.

Vlivem zmény pfetlaku by se mohla zhorsit separace jednotlivych latek ve vzorku.
Vzhledem k faktu, Ze je tloha koncipovana jako zakovské laboratorni, nevadi, pokud by
doslo k mirnému zhorseni kvality separace. V tomto konkrétnim pripadé, tedy stanoveni
methanolu a ethanolu, se ovSem kvalita samotné analyzy trochu zhorsila, viz Obrazek 3
a 4. Je proto mozné konstatovat, ze lze tlohu provadét i pii pretlaku 7 kPa, pokud

v

poskytuje obdobné relevantni chromatogramy.
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4.2.1 Analyza par methanolu

Meéfeni par methanolu bylo provedeno celkem 10x, aby byla ovéfena reprodukovatelnost
méfeni pii stanovenych podminkach, které jsou uvedeny v Tabulce 2. Vysledné chro-

matogramy a-j jsou uvedeny na Obrazku 3.

Tabulka 5: Vysledné retenc¢ni casy a relativni plochy analyzy par methanolu

Cislo méfeni Retenéni ¢as [min] Relativni plocha pod kiivkou
1 4,420 16,82
2 4,405 21,91
3 4,645 95,96
4 4,420 9,18
5 4,550 127,94
6 4,320 15,87
7 4530 50,72
8 4,645 112,61
9 4,440 23,00
10 4,410 8,90

Vzhledem k tomu, Ze byl vzdy davkovan 1 ml par methanolu, je patrné, Ze nelze
provést kvantitativni stanoveni, jelikoz jednotlivé signaly, jejichz hodnoty jsou vyneseny
na ose y v jednotkdch mV se znacné lisi a shoda v obsahu ploch pod jednotlivymi piky
je minimalni. Co se ovSem kvalitativniho stanoveni tyce, tam uz je vidét velmi dobra

shoda, jak je patrné z retenc¢nich cast, viz. Tabulka 5.
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Obrazek 3: Vysledné chromatogramy méfeni ¢istych par methanolu



4.2.2 Analyza par ethanolu

Meéfteni par ¢istého ethanolu bylo provedeno celkem 10x, aby byla ovéfena reproduko-
vatelnost méfeni pfi stanovenych podminkach uvedenych v Tabulce 2. Vysledné chro-
matogramy a-j jsou uvedeny na Obrazku 4. Stejné jako u methanolu, byl vzdy davkovan
1 ml par ethanolu. OvSem i v tomto pfipadé je z chromatogramii patrné, ze nelze repro-
dukovatelné realizovat kvantitativni analyzu, tedy stanovit obsah ethanolu ve vzorcich.
Obsahy ploch pod jednotlivymi piky se znac¢né lisi, tedy stejné jako u methanolu je re-
produkovatelnost nedostateéna. Vysledné retenc¢ni ¢asy uvedené v Tabulce 6 jsou u vsech

méfeni opét velmi podobné, coz znadi, Ze 1ze u par ethanolu provést kvalitativni analyzu.

Tabulka 6: Vysledné retencni ¢asy a relativni plochy analyzy par ethanolu

Cislo méFeni Retenéni ¢as [min] Relativni plocha pod k¥ivkou
1 4,530 1,74
2 4,540 2,74
3 4,785 50,47
4 4,690 16,37
5 4,940 74,99
6 4,530 4,38
7 4,805 28,04
8 4,720 23,45
9 4,580 6,06
10 4,520 2,40

Z hodnot reten¢nich cast je vidét, ze ethanol se na detektoru objevil o jednu az tii
desitky sekund pozdéji nez methanol. Pokud tedy dojde k vytvoreni vhodnych podminek
pro stanoveni smési methanolu a ethanolu, tedy budou do nastaveni zahrnuty teploty

varu obou alkoholli, mélo by dojit k separaci methanolu a ethanolu.

P1i porovnani hodnot obsahu ploch pod piky u methanolu a u ethanolu, je ziejmé,
ze u methanolu byly procentualni hodnoty obsaht ploch jednotlivych pikt konzistent-
n¢jsi. Velmi pravdépodobné je to zpiisobeno davkovanim vzorki. Je mozné, Ze i pfes
snahu davkovat vSechny vzorky naprosto reprodukovatelné, nebyly vzorky ethanolu
nadavkovany s takovou presnosti jako vzorky methanolu. Nizk4 reprodukovatelnost
davkovani vzorkt mohla byt zptsobena kratkou jehlou, kterou byly vzorky davkovany,
zpusobem vstifknuti vzorku na kolonu nebo hufe tésnicim gumovym septem pies které

je zavadéna jehla.
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Obrazek 4: Vysledné chromatogramy méreni par ethanolu
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4.2.3 Vysledky analyzy par smési ethanolu a methanolu

Analyza par smési ethanolu a methanolu probiha stejnym zpusobem jako u predchozich
méteni. Vzdy byl davkovan 1 ml par vzorku smési. Jak jiz bylo uvedeno vyse, aby doslo k
separaci obou latek, bylo potfeba zahrnout do podminek teploty vart obou alkoholi. Jako
pocatecni teplota byla nastavena teplota varu methanolu, tedy 64,70 °C. Kone¢na teplota
byla nastavena na teplotu varu ethanolu, tedy 78,29 °C. Hodnoty teplot pro teplotni
rampu byly nastaveny v tomto poradi, jelikoz z predchozich méfeni je z retenc¢nich castu
patrné, Ze se nejprve separuje methanol a poté ethanol. Celkovy ¢as analyzy byl stanoven
na 6 minut, pficemz vzdy po 1 minuté se zvySovala teplota na koloné o 5 °C, dokud

nedosahla kone¢né teploty. Vysledné chromatogramy a-i jsou uvedeny na Obrazku 5.

Tabulka 7: Vysledné retenc¢ni ¢asy a relativni plochy analyzy smési ethanolu a methanolu

Pomér smési [ml] Retenc¢ni ¢as [min] Relativni plocha pod kfivkou

Ethanol (0,9) 5,055 97,26
Methanol (0,1) 4,565 2,92
Ethanol (0,8) 4,980 35,48
Methanol (0,2) 4,664 2,76
Ethanol (0,7) 4,950 18,21
Methanol (0,3) 4,620 2,08
Ethanol (0,6) 5,005 77,54
Methanol (0,4) 4,610 9,98
Ethanol (0,5) 4,940 145,72
Methanol (0,5) 4,455 15,89
Ethanol (0,4) 4,857 33,27
Methanol (0,6) 4,505 7,65
Ethanol (0,3) 4,519 2,03
Methanol (0,7) 4,240 4,36
Ethanol (0,2) 5,111 1,59
Methanol (0,8) 4,820 27,66
Ethanol (0,1) 4,620 1,53
Methanol (0,9) 4,280 9,26
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i i

Obrazek 5: Vysledné chromatogramy méfeni smési methanolu a ethanolu v riaznych
pomeérech - ¢islo 1 oznacuje v chromatogramech pik methanolu a ¢islo 2 pik ethanolu
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7 vyslednych chromatogramt méfeni smési je patrné, ze separace probiha, ovSem vice
viditelna za¢ind byt od poméru 8:2 ethanolu ku methanolu, tedy cca 158,2 g methanolu (
p=0,791 g/cm?) na 800 ml ethanolu. Vzhledem k povaze tlohy, tedy stanoveni methanolu
vedle ethanolu v alkoholickych napojich, je toto velmi privétivy vysledek. V bézné dos-
tupnych alkoholickych napojich, jako je napt. slivovice, je obsah methanolu stanoven na
cca 9,6 g na 800 ml ethanolu, pfi obsahu alkoholu 50%, coz odpovida pomdéru cca 8:0,12

ethanolu ku methanolu.

Za stejnych podminek byly méfeny i smési realnych alkoholickych ndpoji, tedy vzorky
obsahujici ethanol, methanol i vodu. Separace obou alkoholi neprobéhla a nepodafilo se
ziskat méritelny signéal zddného z obou alkoholii ve smési. Diive se v pivodnim projektu
podafilo stanovit methanol vedle ethanolu, ov§em méreni nebylo reprodukovatelné a to
predevsim z toho diivodu, Ze na kolonu pfistroje, jak jiz bylo uvedeno vyse, se nesmi
davkovat vzorky obsahujici vodu, jelikoz dochéazi k nenavratnému poskozovani kolony.
7 duvodu staii pristroje a opotifebovanosti kolony se proto pravdépodobné, ani p¥i nové
nastavenych podminkéach nepodarilo nyni stanovit methanol vedle ethanolu v bézné dos-
tupnych alkoholickych napojich. Hlavni pfi¢inou, pro¢ nebylo mozné realizovat analyzu
par ethanolu a methanolu vedle sebe ve skuteénych alkoholickych napojich byla patrné
pritomnost zna¢ného mnozstvi vody v danych napojich. I kdyz jsou oba alkoholy tékavejsi
nez voda, patrné jich v parach vzorku nebylo dostatecné mnozstvi, aby byly detekovatelné.
Navic, v pardch bude obsazeno nezanedbatelné mnozstvi vody, ktera zhorsuje separaci
obou alkoholi a proto je obtizné ziskat méfitelny a reprodukovatelny signal v pripadé

vzorki skutecnych alkoholickych napoji s obsahem methanolu i ethanolu.

Dale je z vyslednych chromatogramii smési obou alkoholt (Gistych) patrné, Ze bohuzel
nelze provést kvantitativni analyzu methanolu a ethanolu ve smési, nebot plochy pod
jednotlivymi piky nejsou, obdobné jako pii analyze ¢istych par, dostateéné reproduko-
vatelné. Z tohoto divodu bylo provedeno méfeni vzorkt ethanolu a methanolu v takovych
objemech, v jakych se vyskytovaly v prislusnych smésich, viz. Tabulka 8. Z této tabulky
je patrné, ze retenc¢ni casy jednotlivych signali pomérné odpovidaji retenénim casim
Cistych latek, tedy methanolu nebo ethanolu, ovSsem plochy pod kifivkami nejsou pfilis
reprodukovatelné a neodpovidaji prisluSnym mnozstvim ani pomérim jednotlivych alko-

holit ve smési. S klesajicim objemem piislusného alkoholu ve vzorku by méla klesat
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hodnota plochy pod jeho kiivkou. Tento trend ale z chromatogrami ani naméfenych

ploch (a jejich poméri) patrny neni.

Tabulka 8: Vysledky analyzy ethanolu a methanolu v daném objemu obsazeném ve

smésich
Objem [ml] Retené¢ni ¢as [min|] Relativni plocha pod kiivkou
Ethanol (1) 5,130 8400
Methanol (1) 4,350 1600
Ethanol (0,9) 4,620 700
Methanol (0,9) 4,350 520
Ethanol (0,8) 4,650 1100
Methanol (0,8) 4,350 520
Ethanol (0,7) 4,620 650
Methanol (0,7) 4,200 860
Ethanol (0,6) 4,770 2300
Methanol (0,6) 4,170 470
Ethanol (0,5) 4,500 150
Methanol (0,5) 4,170 860
Ethanol (0,4) 5,490 12000
Methanol (0,4) 4,170 720
Ethanol (0,3) 4,500 200
Methanol (0,3) 4,170 290
Ethanol (0,2) 4,530 210
Methanol (0,2) 4,230 670
Ethanol (0,1) 4,380 65
Methanol (0,1) 4,050 64

Jednou z pric¢in vedoucich k nekonzistenci vysledki je opét zplisob davkovani vzorki.
Byt byla snaha o davkovéani vSech vzorku naprosto reprodukovatelné, je mozné, ze prilis
kratka jehla i vyuziti neoriginalni stfikacky vedly k tomu, Ze mnozstvi vzorku davkované

na kolonu nebylo vzdy shodné.

Druhym ovliviiujicim faktorem by mohlo byt opotiebeni kolony. Pouzity piistroj je cca
9 let stary a po celou dobu aktivné vyuzivany ve Skolni experimentalni vyuce pro analyzy
ruznych latek. Vzhledem k tomu, Zze ho Casto vyuzivaji zaci, byt vzdy pod dohledem
vyucujictho, muze dochazet k nerespektovani pokynt vyrobce pro praci s piistrojem,
davkovani vzorkitt v nevhodnou dobu, ukonc¢ovani analyz pfed doputovanim vzorku na

konec kolony apod., coz zptsobuje nevratné niceni kolony, jejiz separacni schopnost,
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a celkové provozni vlastnosti piistroje, se zhorsuji. Tyto skutecnosti vedou ke snizené

reprodukovatelnosti vysledkii.

7 vySe uvedeného vyplyva, Ze pifi vhodném nastaveni parametri meéfeni je mozné
provést kvalitativni analyzu pii déavkovani vzorku obsahujictho smés cistych alkoholi,
ktery bude simulovat realny alkoholicky napoj. Aby separace methanolu a ethanolu byla
v chromatogramu viditelna, je potieba aby vzorek obsahoval alespon 20 % methanolu, ji-
nak vysledek neni pritkkazny. Bohuzel, ukazalo se rovnéz, ze analyza vzorki smési ethanolu
a methanolu obsahujicich vétsi mnozstvi vody, tedy realnych alkoholickych napojt, neni
za uvedenych podminek dostatecné reprodukovatelna ¢i prikaznd. Pro skolni tcely
a pri bézné skolni vyuce nelze tedy doporucit realizaci téchto analyz. Vyjimkou by mohly
byt ulohy badatelsky orientované, kdy i obc¢asny tuspéch analyzy, pii realizaci vétsiho
poc¢tu meéreni, mize mit didakticky smysl a rovnéz tak mozné analyza netspésnych
pokust. Pomoci uvedenych podminek nelze stanovovat obsah methanolu a ethanolu,
tedy realizaci kvantitativni analyzy, a to jak v pripadé vzorki bez vody, tak vzorku s
vodou, jelikoz pravdépodobné vlivem vySe uvedenych faktortu nedochéazi k reproduko-
vatelné kvantitativni analyze. Do budoucna by bylo dobré se zabyvat podrobnéjsi opti-
malizaci podminek pro méfeni smési methanolu a ethanolu, pfipadné vzorky premérit za
stavajicich podminek na novéjsi verzi pristroje. Také by bylo vhodné se zabyvat optimali-
zaci davkovani vzorku. Bohuzel vzhledem k faktu, Ze vyrobce Vernier nedodava specialni
stiikacku s jehlou, kterou by bylo mozné davkovat plynné vzorky a na trhu momentalné
neni k dostani lepsi feSeni nez inzulinova stiikacka s tzkou kratkou jehlou, je potieba
zadky naucit spravné pracovat alespon s dostupnym vybavenim, které neni tplné idealni,

ovSem pro zakovské experimenty je dostatecné vhodné.

4.3 Implementace tilohy do vyuky

Obecné je diilezité zarazovat do vyuky moderni technologie a vybaveni za pouziti vzork,
které obsahuji latky bézné dostupné. Podle mého nazoru je potieba, aby dochézelo k za-
vadéni experimentt se Skolnimi méticimi pristroji do vyuky alespon na stiednich skolach
a gymnaziich s prirodovédnym zamétenim, jelikoz v dnesni dobé se jedné o pomérné dobte
finan¢éné dostupné piistroje. Pro zaky to je velmi piinosné, jelikoz si doplni teoretickou

vyuku a znalosti z ni i praktickymi dovednostmi. Nauci se pracovat s mensimi verzemi
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pristroji a po nastupu na vysokou Skolu nebudou prekvapeni, jak jednotlivé technologie

a metody funguji, naopak jim to studium ¢asteéné usnadni.

Cela tloha ma velmi motiva¢ni charakter a to predevsim kvili pouzitym latkam.
Methanol a ethanol jsou prikladem latek, které jsou dobie dostupné, pricemz lze pred-
pokladat, ze je zaci znaji z bézného zivota, tudiz jim experiment bude blizsi a snaze mu
porozuméji. Pro podporu zafazeni této tlohy a tedy méfeni pomoci Skolniho plynového
chromatografu Vernier GC-mini do vyuky, byl vytvoren pracovni list uvedeny v Piiloze 1.
Pfi tvorbé pracovniho listu jsem vychézela z piivodniho pracovniho listu.?* Pracovni list
jsem se snazila sestavit tak, aby zaci vyuzili co nejvice znalosti o plynové chromatografii
z vyuky. Zaroven jsem odebrala dlouhé ivodni texty, které se z mého pohledu nehodi do
pracovniho listu ur¢eného k vypracovani laboratorni tlohy. Témito ipravami by se méla
zvysit motivace zakl pro vypracovani pracovniho listu a zarovén by se mél zvysit zdjem
o praktické provedeni plynové chromatografie. Co se tyce ovladani pristroje, tak zde jsem
zanechala podobny postup jako byl v ptivodnim pracovni listu a upravila jsem predevsim
podminky méfeni, které byly optimalizovany v ramci této prace. Pracovni list je uveden

jako priloha k této bakalarské praci.
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5 Zavér

V ramci této bakalarské prace byly optimalizovany ptivodni podminky pro realizaci mo-
tivacni tlohy do vyuky zaloZzené na stanoveni methanolu vedle ethanolu v paréch, s
vyuzitim skolnfho plynového chromatografu Vernier GC-mini tak, aby byla zajisténa co
mozna nejvetsi reprodukovatelnosti méreni. Optimalizované parametry pro analyzu uve-
dené smési, pii davkovani 1 ml par vzorku, jsou nésledujici: pocéatecni teplota 64,70 °C
(teplota varu methanolu), doba zdrzeni vzorku v koloné pii pocatecni teploté 3 min-
uty, rychlost zahiivani na vyssi teplotu byla nastavena na 5 °C za 1 minutu, kone¢né
teplota 78,29 °C (teplota varu ethanolu), doba zdrzeni vzorku v koloné pii vyssi teploté

je 3 minuty, celkovy ¢as analyzy 6 minut a pretlak 1,0 kPa (pfipadné mozné hodnoty

2-7 kPa).

Vysledky ukazuji, Ze zatimco kvalitativni analyza smési par ethanolu a methanolu
je v ramci Skolni ulohy dobfe proveditelna a dostateéné reprodukovatelna (od poméru
objemit methanol/ethanol 1:4), kvantitativni analyzu bohuzel s uvedenym typem chro-
matografu nelze reprodukovatelné provést. Bohuzel, ani pro realizaci analyzy methanolu
a ethanolu z par nelze pouzit skutecné alkoholické napoje jako analyzované vzorky
(napt. vodku, slivovici nebo rum), nebot ty obsahuji ve velkém mnozstvi vodu, ktera
znemoznuje analyzu a rovnéz mize kvili ni dochézet k zanaseni a nic¢eni kolony pristroje.
Pro realizaci navrzené motivacni tlohy tak lze doporucit ,nasimulovani“ alkoholického
napoje smichanim c¢istych slozek, tedy methanolu a ethanolu, v pozadovaném obje-
movém pomeéru. Rovnéz vysledky ukazaly, Ze je mozné analyzovat smési par methanolu
a ethanolu pii pretlaku vétsim nez 1 kPa (coz bylo stanoveno jako optimélni hodnota
pretlaku pro uvedenou analyzu) s malym dopadem na kvalitu samotné separace obou
alkoholti. To miize byt vyhodné v pfipadé, ze k analyze je vyuzivan chromatograf s jiz
¢asem opotiebenymi ¢astmi, zejména kolony nebo septa, kdy je ustaveni nizsich pretlaki
problém. Dale se pii optimalizaci ulohy ukazalo, Ze je nezbytné vzorek zahiivat (alespon
rukou) na teplotu min. okolo 25-30 °C, zejména je-li analyza provadéna v mistnosti o
nizké teploté. Toto zahtati umozni diky zvySeni tenze vytvoreni dostatecné koncentrace
par ve smési methanolu a ethanolu. Naopak, vzhledem k povaze vzorki, nelze doporucit

zahtivani nad plamenem nebo potenciadlnimi zdroji jisker.
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Vysledky orientacni analyzy Skolnich vzdélavacich programu (SVP) ukazaly, ze téma
chromatografie jako takové je velmi casto zminovano v gVP, a tim padem i zafazovano
do vyuky na SS a gymnaziich, véetné pripadnych experimentii. Bohuzel, plynova chro-
matografie naopak zminovana v SVP prakticky neni a je, pfes svij vyznam v praxi,
jen vyjimecné zafazovana do vyuky na stfednich skoldch. Co se zafazeni vyuky plynové
chromatografie do klasickych hodin chemie tyce, urcité by bylo dobré, aby byla probirana
alespon na Skolach s prirodovédnym zaméfenim, vzhledem k rozsiteni samotné metody
v bézném zivoté. Urcité je dilezité, aby byly vytvareny takové tlohy, které by byly jak
pro zaky, tak pro ucitele, dostatecné motivaéni a ucitelim zéroven usnadnovaly imple-
mentaci tématu plynové chromatografie do vyuky. Na zakladé této myslenky byl vytvoren

pracovni list uvedeny jako ptiloha této prace.
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Pracovni list — analyticka chemie Autor: Karolina Galova

NEVINNY \
zabijak

Za pomoci tohoto pracovniho listu a plynového chromatografu Vernier GC Mini provedte
méreni neznamych vzork{ a stanoveni methanolu a ethanolu.

1. Nejprve je potfeba si ujasnit rozdily mezi methanolem a ethanolem. Napi$ vlastnosti
obou latek. Jaké jsou mezi nimi rozdily? Lze je rozeznat pouhymi smysly (zrak, ¢ich)?

a) Methanol:

b) Ethanol:

2. Podle které latky je pojmenovan tento pracovni list ,Nevinny zabijak“? A proc se ji tak
da fikat?

3. V chemickych tabulkach vyhledej body vard obou latek a zapis je do pfipravené
tabulky. Nakresli strukturni vzorce.

Bod varu (°C) Strukturni vzorec

Ethanol

Methanol
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4. Methanol a ethanol se od sebe velmi tézko daji oddélit. Jednou z mala efektivnich
metod je plynova chromatografie. Vyuzij své znalosti a vypli nasledujici tabulku.

Plynova chromatografie

Mobilni faze:

Stacionarni faze:

Jaké latky je
moiné
oddélovat?

5. Popiste schéma plynového chromatografu. PouZijte pojmy z nabidky.

\

E

A

Obrazek 1 Schéma plynového chromatografu (Opletal, 1994)

Nabidka: vzorek, termostat, chromatogram, nosny plyn, kolona, zesilova¢ signalu, detektor,
regulator pratoku, nastrik vzorku a nosného plynu
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Stanovovani methanolu a ethanolu pomoci chromatografu Vernier GC-mini

Pomdicky: pfistroj Vernier GC mini, stfikacka s inzulinovou jehlou, buniéina, poéita¢ nebo
notebook s nainstalovanym programem Loger Pro 3.8.6. (nebo novéjsi verze)

Chemikdlie: neznadmy vzorek ve vialce, ethanol, methanol

Ochranné pomticky: laboratorni plast, laboratorni bryle, gumové rukavice

Upozornéni: Davkovani vzorku do pfistroje se provadi stfikackou s velmi ostrou jehlou. Dbejte
na zvysenou bezpecnost pfi manipulaci s jehlou. Vzhledem k tékavosti vybranych alkohold,
provadéjte pokus v digestofi nebo dobfe vétrané mistnosti.

1. Priprava pfistroje k méreni

Zapnéte Mini GC.

PFipojte GC USB kabelem k poditaci nebo ekvivalentnimu zafizeni
Spustte program Logger Pro.

Kliknéte na bilou Sipku v zeleném ramecku.

. Zobrazi se tabulka, kterou vyplfite podle druhu vzorku, ktery budete analyzovat.
astavte ndsledujici hodnoty.

z0 o0 oo

Pary Cistého Pary Cistého
methanolu ethanolu nebo
smesi
Start temperature 64,70 °C 78,29 °C
Hold time 3 min 3 min
Ramp rate 5°C/min 5°C/min
Final temperature 64,70 °C 64,70 °C
Hold time 3 min 3 min
Total length 6.0 min 6.0 min
Pressure 1.0 kPa 1.0 kPa

f. Potvrdte vas vybér a pfistroj se zaéne zahfivat.

Poznamka: Objevi se novd zprava, “Do not inject until GC is ready (nedavkujte vzorek, dokud
GC neni pfipraven k méfeni)”, a LED dioda Mini GC sviti Eervené. Mini GC se nékolik minut bude
zahfivat na provozni teplotu, poté se stabilizuje. Ve chvili, kdy je chromatograf pripraven k
davkovani vzorku (injekéni stiikackou) — objevi se zprava “Inject the sample ”, a LED dioda se
rozsviti zelené&. Béhem zahfivani chromatografu provedte ukoly v bodech 4-6.




Pracovni list — analyticka chemie Autor: Karolina Galova

2. Ptiprava vzorku
Cisténi st¥ikacky

a. Zasunte zcela pist.
b. Nasajte a vysajte alespon 3x okolni vzduch.
c. Opatrné vypustte kapalinu do ubrousku.

Pfiprava — standardu nebo vzorku — POZOR!!! — nesmite nasat kapalinu, nasavejte jen
plyn!!!

a. Zapichnéte jehlu do vialky se standardem (nebo vzorkem) pies septum tak, aby
jehla byla ponofena do kapaliny ve vialce, cca 2-4 mm ode dna vialky.

b. Otocte vialku dnem vzh(ru tak, aby se usti jehly ocitlo bezpeéné mimo kapalinu.

c. Nékolikrat vytahnéte a zasunite pist stfikacky (vidy tak, abyste bezpeéné nasavali
plyn (pary)). Nesmi se stat, Ze byste nasali kapalinu.

d. Naberte cca 1,3 ml (dle stupnice na stfikacce) plynu nad kapalinou. Otocte vialku
zpét dnem doll a vytdhnéte stiikacku z vialky.

e. Posunite pist tak, aby objem nasatého plynu byl pfesné 1 ml.
f. Jemné otfete jehlu do ubrousku ¢i buniciny.

Davkovani vzorku

PFipravte se na davkovani standardu nebo vzorku do chromatografu. To je tfeba provést
bezprostfedné po nadavkovani do sttikacky. Je vyhodné pracovat ve dvojici, jeden bude
ovladat chromatograf pres PC, druhy davkovat vzorek.

a. Pokud Mini GC dosahlo své pracovni teploty a tlaku a je pfipraveno k méreni,
objevi se zprava: “Inject the sample” a LED dioda na Mini GC sviti zelené.

b. Zasunte jehlu injekéni stfikacky do davkovaciho otvoru chromatografu tak, Ze driite
stfika¢ku jednou rukou nahote a druhou dole, aby rukou nahofe bylo moZno stladit
pist. Stfikacka musi jit kolmo k chromatografu a byt co nejvice v této poloze stabilni.

c. Vjednu chvili stlacte pist a zaroven stisknéte polozku “Zméfrit”, ¢imz spustite
méfeni. Ihned ale opatrné, vyndejte stfikacku z ddvkovaciho otvoru.

Zatimco probihd méfeni, stfikacku nékolikrat proplachnéte vytaienim a zataienim pistu
vzduchem. Sbér dat bude ukoncen po zhruba 6 minutach.

3. Analyza vyslednych chromatografi

a. Zvolte “Analysis” z menu “Integration using maxima”

b. Vyberte a integrujte piky. Ke kazdému vzniklému piku si do tabulky pod
chromatogram zapiste, o jakou latku, pfipadné o jaké mnoistvi se jedna.

c. Poznamenejte si retencni ¢as do tabulky niZe, stejné tak nazev latky, je-li znam.

d. Pokud je ve chromatogramu vice sloZek (pik(i), provedte vyhodnoceni pro viechny
Z nich.

e. Pokud jste oznacili a vyhodnotili vSechny piky, zvolte OK.
Prislusné kroky provedte s obéma standardy i se vzorkem.
Vyhodnotte méfeni nize.

Po skonceni méreni vypnéte Mini GC.
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4. Vyhodnoceni méfeni

Vyplnite tabulku podle dat ziskanych z méfeni.

Autor: Karolina Galova

Latka

Elu¢ni poradi

Retencni Cas
(min)

methanol

ethanol

Smés methanolu a
ethanolu

a. Pfiblizné naértnéte vysledné chromatogramy. Nezapomerite na popis os.

b. Pokud je to moiné, pokuste se z chromatogramu smési urcit, jaké mnozstvi
methanolu a ethanolu bylo ve vzorku. Pokud to neni z chromatogramu patrné,
vymyslete divody, proc se neprojevily jasné piky.
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