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STANOVENI OBSAHU METANOLU V GLYCEROLU
METODOU GC

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni metanolu plynovou chromatografii
S plamenoionizacni detekci (GC/FID) a s nastfikem plynné faze vzorku, tzv. headspace (HS)
analyzou. Postup je Vvhodny pro stanoveni metanolu v piitomnosti glycerolu a dalSich
alkoholi.

Praktickd mez stanovitelnosti metody je 20 mg metanolu/kg glycerolu (0,002 %).

2 Princip

Vzorek se navazi do hermeticky uzaviratelné vialky s dostatecnym prostorem pro desorpci
metanolu do plynné faze. Vialka se vzorkem a pfidavkem vnitiniho standardu se zahtiva
v termostatu na 80 °C do dosaZeni rovnovéhy desorpce. Definovany podil plynné faze
se nastiikne do plynového chromatografu a piky metanolu a vnitiniho standardu se detekuji
plamenoioniza¢nim detektorem. MnozZstvi metanolu se vypocte ze smérnice kalibra¢ni piimky
externitho standardu metanolu v glycerolu s pouzitim ptfidavku vnitiniho standardu
isopropanolu.

3  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Metanol.

2 2-propanol (isopropanol).

3  Glycerol.

Poznamky

1 Dostacujici kvalita chemikalii se overuje promeérenim slepého vzorku.

4  Pristroje a pomiicky

1  Analytické vahy s pfesnosti vazeni na 0,0001 g.

2  Vialky pro HS, 20 ml se Sroubovacim uzavérem a septem (silikon/teflon).
3  Automaticka pipeta s nastavitelnym objemem 1 ml az 5 ml, $picky.
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4 Plynotdsné stiikacky 10 pl, 100 pl, 1000 pl, 2,5 ml.
5  Plynovy chromatograf's ptisluSenstvim, napi. GC/FID 7890 A (Agilent Technologies).

5 Postup

Dobie protfepany a homogenizovany vzorek se nabere do Spicky automatické pipety a odvazi
se 5 g vzorku s piesnosti na 0,1 mg do 20ml Sroubovaci vialky. Pfida se 10 ul vnitiniho
standardu isopropanolu, ptidavek se presné¢ zvazi a vialka se okamzit€¢ uzavie uzdvérem
s teflonovym septem. Pred nastiikem se vialka vlozi do termostatu (agitatoru) headspace
nastavce automatického davkovace a vzorek se zahtiva 7 min pii 80 °C. Nastiikne se 0,5 ml
plynné faze z prostoru nad vzorkem.

5.1 Kalibrace

Podle ocekavaného obsahu metanolu ve vzorku se piipravi alespont 4bodova kalibracni
ptimka v predpoklddaném rozsahu koncentraci. Je-li povoleny obsah metanolu ve vzorku
0,5 %, potom dostate¢ny rozsah kalibrace je od hladiny odpovidajici praktické mezi
stanovitelnosti aZ po dvojnasobek maximalni koncentra¢ni arovné, tedy od 0,002 % do 1 %.

Pro ovéfeni rozsahu linearity kalibra¢ni zavislosti se pfipravi alesponi 5 koncentracnich hladin
V celém pozadovaném rozsahu s pfiméfenym piidavkem vnitiniho standardu. Kalibracni
hladiny s koncentraci vyss$i nez 0,5 % metanolu v glycerolu se pfipravi pfimo navazenim
metanolu a vnitiniho standardu do vialky s 5 g glycerolu, niz§i koncentrace se pfipravi
fedénim z 0,5% zasobniho roztoku a ptfidanim stejného mnozstvi vnitiniho standardu na 5 g
glycerolové smési s metanolem.

Linearni rozsah kalibrace se upravi tak, aby korela¢ni koeficient pfimky byl R? > 0,995.

Vzorky museji byt pfipraveny za identickych experimentdlnich podminek, jakych bylo
pouzito pii kalibraci.
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5.2 Stanoveni metodou GC

Kalibra¢ni roztoky i1 zkuSebni vzorky se meéfi za nasledujicich separacnich podminek
chromatografického systému. Uvedené podminky jsou doporucené, mohou byt pouzity i jiné
podminky za pfedpokladu, ze poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Separac¢ni podminky chromatografického systému.

DB-WAXETR 30 m x 0,32 mm x 0,5 um

Kolona
Nosny plyn Helium
Priitok 1 ml/min

Teplota injektoru 150 °C

Teplota detektoru 280 °C

Teplotni program 60 °C (6 min) - 20 °C/min - 240 °C (10 min)

Nastiik 0,5 ml HS faze, split pomér (1 : 80)
Retenéni Cas metanol = 5,2 min; isopropanol = 5,7 min
HS podminky

Agitace vzorku t=7min

Rychlost tfepani 500 rpm

Teplota termostat = 80 °C, injek¢ni stiikacka = 90 °C

6 Kontrola kvality

S kaZzdou sérii vzorkil se analyzuje interni referen¢ni materiadl (IRM) nebo duplicitni vzorek
z ptedchozi série. Do sekvence vzorkli se pribézné zatazuje nastiik slepého vzorku
pro kontrolu, Ze nedochazi k ptenosu z predchoziho nastfiku.

7 Vypocet a vyjadieni vysledkii

Z poméru ploch (pfipadné vysek) piki metanolu a isopropanolu se vypocte relativni odezva
(RR) metanolu vztazena na vahové korigovany ptidavek vnitiniho standardu a sestroji
se zavislost RR metanolu na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Obsah metanolu ve vzorku
se vypocte ze smérnice kalibracni pfimky prolozené osovym pocatkem.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 10. 12. 2015




‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zem&délsky

. TN Narodni referen¢ni laboratoft Strana 4
UKZUZ
Jednotné pracovni postupy — zkouseni krmiv »
Vydani 1
10520.1 — Stanoveni obsahu metanolu v glycerolu .
Revize 1
metodu GC
Obsah metanolu ve vzorku Cn vyjadieny v % se vypocte podle vztahu
A -1 .
Cm:_meX_ f;,: al fm= am RR:k)(C
4 S. kK 2i(o) Do)

kde C_ je  obsah metanolu ve vzorku v % (m/m),

Anm plocha piku metanolu,

Ai plocha piku isopropanolu,

fm hmotnostni korekce navazky vzorku,

am navazka vzorku (g),

am(o) teoreticka navazka vzorku; ame)=5 g,

fi hmotnostni korekce piidavku isopropanolu,
ai pridavek isopropanolu (mg),

ai(o) teoreticky ptidavek isopropanolu (10 pl); ai) = 7,8 mg,
k smérnice kalibra¢ni pfimky,

RR relativni odezva,

c koncentrace metanolu pro kalibraci (%).

Vysledky se vyjadiuji jako priimér ze dvou paralelnich stanoveni a uvedou se v hmotnostnich
procentech se zapisem na 3 desetinna mista.
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