[ J
*
2% T, I . 3
- * * [ ] E
* g
evropsky | %, y
sociaint . MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Modulédrni vyuka jako nastroj odezvy vzdélavaciho systému na potieby praxe
CZ.1.07/2.2.00/28.0029

Identifikace monoterpent v silici citrusovych plodu
Ukol: Identifikovat hlavni sloZky citrusové silice pomoci retenénich index.

Pies veskery rozmach modernich chromatografickych metod =zastavad rychla a
spolehliva identifikace separovanych slozek stale aktualnim problémem. Techniky, vyuZzivané
pro identifikaci, je mozno rozdé¢lit do dvou skupin. Do prvni patii metody zaloZzené na
retenénim chovani latek, do druhé pak postupy vyuzivajici kombinace chromatografie s
jinymi metodami.

V plynové chromatografii jsou separované slozky nejcastéji identifikovany s vyuzitim
dnes bézného spojeni plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem na zakladé
hmotnostich spekter méfenych nej€astéji s vyuzitim ionizace elektronem. Takova spektra jsou
dobte reprodukovatelnd, obsahuji zpravidla dostatek fragmentovych iontd a pro rychlou
identifikaci jsou k dispozici rozs4hlé databaze spekter. Tento ptistup bohuzel naprosto selhava
pii analyze nékterych typd izomerd a bohatych smési chemicky podobnych latek. Typickym
ptikladem muze byt analyza nékterych nenasycenych sloucenin (izomerii ani polohu dvojné
vazby v fetézci obvykle neni moZzné z hmotnostniho spektra urcit), analyza bohatych
uhlovodikovych frakci, naptiklad v petrochemickém primyslu, nebo analyza terpend, jejichz
spektra jsou v ramci jednotlivych skupin terpentt velmi podobna a zpravidla nepostacuji k
jednoznacéné identifikaci konkrétniho chemického individua.

Dobrym kvalitativnim parametrem je v takovém piipadé retencni Cas, respektive tzv.
retencni index, ktery je uznavan jako nejreprodukovatelnéjsi a nejptesnéjsi zplisob vyjadieni
retence v plynové chromatografii. Vysoké reprodukovatelnosti je dosaZeno vztaZenim
reten¢nich dat k reten¢nim c¢asim vhodné zvolenych standardd — obvykle n-alkand.
Retenénim indexem se pak rozumi hodnota normalizovana podle vztahu:

logt;, —logty,
logty,., —logts,

I =100- +100-n

kde tg,,th,thy,y Jsou korigované retenéni Casy neznamé latky a n-alkand s n a n+1

uhlikovymi atomy (voli se tak, aby platilo t;, <tp <tg ).

Pristroje, chemikalie a pomiicky
Plynovy chromatograf Agilent 5890, Chromatograficka stanice CSW 1.7
Kolona: nepolarni DB-5, 30 m x 0,32 mm x 0,25 pm
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Teplotni program: 1. Izotermni 70°C
2.50°C - 5°C/min — 150°C — 5min
Detektor: Plamenoionizacni (FID, vodik 30 ml/min, vzduch 500 ml/min, dusik 20 ml/min)
Nosny plyn: Dusik
Nastrik: 20 ul plynné faze (Head-Space), 200°C

vzorek citrusové silice nebo citrusové kiry, standardy uhlovodiki (n-nonan, n-dekan, n-

undekan)
Stiikacka Hamilton 20 pl

Pracovni postup

e Zapneme plynovy chromatograf, spustime chromatografickou stanici CSW a pfipravime ji

pro prvni analyzu (instruktdz provede vedouci cvicent).

e Do dvou cistych vialek (pro head-space analyzu) vlozime asi 1 g Cerstvé citronové kiry
nebo 20 pl citronové silice. Do jedné z vialek ptfidame 5 pl ekvimolarni smési n-nonanu,

n-dekanu a n-undekanu (standardy pro méfeni retenCnich Casti) a uzavieme zatkou se

silikonovym septem. Do obou vialek pfidame ptes septum 1 ml methanu (marker mrtvého

casu kolony). Vyckame ustaveni rovnovahy. K analyze odebirame 20 pl plynné faze.

e Nejprve provedeme analyzu obou vzorkli s programovanou teplotou kolony (50°C —

5°C/min — 150°C — 5min).

e Teplotu termostatu nastavime na 70°C a po jejim ustaleni provedeme stejnym zplisobem

analyzu obou vzorkt pfi izotermnich podminkéch.

e V chromatogramech identifikujeme piky odpovidajici n-alkaniim. Provedeme integraci

vSech piktli a vytiskneme chromatogramy s retencnimi ¢asy.
e Provedeme vyhodnoceni obou analyz (izotermni a program):

1. Pomoci zméfeného mrtvého ¢asu t,, vypocteme korigované Casy ¢, =t, —¢,, vSech

slozek smési.
2. Vypocteme retencni indexy vSech sloZzek smési pii konstantni i programované teploté.

3. Identifikujeme hlavni slozky silice srovnanim s tabelovanymi hodnotami reten¢nich

indextd (Tabulka I).

4. Pro izotermni analyzu porovndme mrtvy Cas t,, méfeny na zdklad€ eluce methanu s

mrtvym ¢asem t,, vypoctenym na zakladé eluce tfi po sob¢ jdoucich n-alkant:

tr = tRl 'tRs _téz

M
tRl +tR3 _Z'tRz
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Tabulka |

Slozka RI? RI° RI°
Santene 888 - 884
Tricyclene 926 - 920
a-Pinene 939 935 933
Camphene 954 953 946
Sabinene 975 976 -
B-Pinene 979 984 977
B-Myrcene 990 988 992
a-Phellandrene 1002 - 1004
d-3-Carene 1011 1016 1009
a-Terpinene 1017 1020 1017
p-Cymene 1024 1027 1025
0-Cymene 1026 1024 -
Limonene 1029 1033 1029
B-Phellandrene 1029 1035 1029
Sylvestrene 1030 1029 -
1,8-Cineole 1031 - 1034
cis-Ocimene 1037 1046 1041
trans-Ocimene 1050 1058 -
y-Terpinene 1059 - 1060
Terpinolene 1088 1092 1089
a-Thujone 1102 - 1110
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