06. Plynova chromatografie (GC)

Plynovad chromatografie je analytickd a separacni metoda, kterd md vysadni postaveni
v analyze t¢kavych latek. Mezi hlavni vyhody této techniky patii jednoduché a rychlé
provedeni analyzy, u€innd separace latek a malé mnoZstvi vzorku potiebné k analyze.
Existuje mnoho variant, v praxi jsou nejvice roz$itené plynové chromatografy s kapilarnimi
kolonami. Obrazek 1 zachycuje schématicky uspofddédni plynového chromatografu.
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Obr. 1: Zjednodusené schéma plynového chromatografu

Stacionarni faze v plynové chromatografii

Plynovd chromatografie se obvykle d€li na chromatografii v systému plyn — pevnd latka
(GSC) a na chromatografii plyn — kapalina (GLC). V ptipadé¢ GSC je distribuce analytu mezi
staciondrni a mobilni fazi zaloZena na adsorpci, nevyhodou je tizké oblast linearity adsorpéni
isotermy. GLC je piikladem rozdélovaci chromatografie, kdy dochdzi k rozpousténi latky
v obou fézich. Kapalnd fize je v kolon€ ukotvena, musi mit nizkou tenzi par a musi byt
chemicky stabilni i pfi vysoké pracovni teploté. Jako kapalné staciondrni faze pro GLC se
casto pouZivaji napt. polyethylenglykoly, polyestery nebo polysiloxany.

Mobilni faze — nosny plyn

V plynové chromatografii je mobilni faze pfedstavovdna nosnym plynem. Jako nosné plyny
se nejCastéji pouZzivaji vodik, dusik, helium, argon. Pii volb&é nosného plynu se uvazuji
nasledujici faktory: viskozita, ic¢innost, Cistota, reaktivita, typ pouZivaného detektoru a cena
plynu.

Pritok mobilni fdze musi byt optimalizovén tak, aby se dosahlo co nejlepsiho rozdéleni latek
na koloné, tj. nejmensiho rozsiteni zén separovanych latek. Ctyfi hlavni d&je, které se podileji
na rozsifovani zén béhem pruchodu kolonou jsou (Obrazek 2):

a) Virivd difiize — rizné molekuly mus{ urazit rizné vzdédlenosti

b) Podélnd molekuldrni difiize — molekuly putuji z mista o vyssi koncentraci do mista o
niz8i koncentraci, po i proti sméru proudéni mobilni faze

c) Odpor proti prenosu hmoty ve staciondrni fdzi — rizné molekuly difunduji rtzné
hluboko do staciondrni faze

d) Odpor proti prenosu hmoty v mobilni fdzi — rychlostni profil mobilni fize je
parabolicky



<)

Obr. 2: Hlavni mechanismy rozSifovani z6n analytu na chromatografické koloné

Utinnost chromatografické kolony lze kvantifikovat pomoci tzv. poctu teoretickych pater
kolony nebo souvisejictho vyskového ekvivalentu teoretického patra. Zavislost vyskového
ekvivalentu teoretického patra (H) na primérné linedrni rychlosti mobilni faze (u) pro dany
typ nosného plynu popisuje van Deemterova rovnice:

H=A+B/u+Cu

Kde konstanta A zastupuje vitivou difizi, B podélnou diftizi a C odpor proti pfenosu hmoty
jak ve stacionarni tak i mobilni fazi. Obrazek 3 zobrazuje van Deemterovy kiivky pro
nejcastéji pouzivané nosné plyny v plynové chromatografii.
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Obr. 3: van Deemterovy kfivky pro vybrané nosné plyny

Regulatory tlaku a pritoku

Jedna se o elektronické regulacni zafizeni, které slouzi k ovladani pratokt a tlaku nosného
plynu. Regulator prutoku zarucuje konstantni prutok plynu kolonou a detektorem bez ohledu
na typ nosného plynu, teplotu a rozméry kolony. Tlak je potom proménnou veli¢inou a
nastavi se automaticky podle viskozity plynu, vnitintho priméru kolony a délky kolony tak,
aby prutok kolonou byl konstantni.



Injektor

Injektor je vstupem analyzované latky do plynového chromatografu. Nastfik latky se
nejcasteji provadi pomoci specidlni injekéni stitkacky pfes septum, které oddé€luje vnitiek
injektoru od vnéjsiho prostoru. Soucasti injektoru je sklenéna vlozka (liner), ve které dochazi
vysokou teplotou k rychlému odpafeni vzorku a ke spravnému promichani par vzorku
s nosnym plynem. Mezi injektor a kolonu je zatazen dé€li¢ toku (splitter), ktery umoZziiuje vést
jen cast odpareného vzorku na kolonu (splitovaci pomeér, split ratio). Technika ndsttiku bez
splitu (splitless injection) se pouZiva pfi stopové analyze nebo pro analyzu smési latek, které
se vyrazné li§i v bodu varu. Na obrdazku 4je injektor plynového chromatografu Shimadzu 17A
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Obr. 4: Injektor plynového chromatografu Shimadzu GC 17A

Kolona

V plynové chromatografii se pouzivaji ndpliiové nebo kapildrni kolony. Napliové kolony
jsou trubice o pruméru 2 az 5 mm obsahujici adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou
fazi, délka ndpliiovych kolon byvad od desitek centimetrG do nékolika metri. Kolony se
zhotovuji ze skla nebo nerezové oceli. Kapilarni kolony se vyrabé&ji z kiemenného skla a kvili
pevnosti jsou potazeny filmem polyimidu. Kapildrni kolony nemaji primér vétsi nez 5 mm,
délka se muze pohybovat od 10 do stovek metra. Staciondrni faze je rozprostiena na vnitinich
sténdch kapildry. V tomto cvifeni budeme analyzy provadét na kapilarni koloné¢ DB-S5.
Staciondrni fazi u této kolony je alkylsiloxan sestiavajici z 95% dimethyl a 5%
difenylsiloxanu, ktery se nachazi ve form¢& tenkého filmu (0,25 wm) na vnitin{ stén¢ kapilary.
Kolona je umisténa v peci, kterd je temperovdna na urCitou teplotu. Teplota je dulezita
proménna v plynové chromatografii. Pokud je teplota kolony béhem analyzy vzorku
konstantni, jedna se o isotermdlni analyzu. Pro analyzu vzorki multikomponentnich smési
latek s rozdilnymi body varu je vhodné pouzit teplotniho gradientu, kdy se teplota kolony



bchem analyzy bude ménit podle vytvoteného teplotni programu. Vyhodou pouziti teplotniho
gradientu je zlepsSeni tvaru chromatografickych pika (ziZeni signdld, vyssi citlivost) a vyrazné
zkriceni doby analyzy.

Detektor

Teplota detektoru by meéla byt vyssi nez je teplota plynt vychdzejicich z kolony, aby se
zabranilo kondenzaci litek na sténdch detektoru. V plynové chromatografii se uziva nékolik
typu detektort:

Tepelné vodivostni detektor (TCD, katarometr): Detektor obsahuje zahifvané
odporové vldkno, které se ochlazuje protékajicim plynem, ¢imZ se méni jeho
elektricky odpor. Prichod latky detektorem se projevi zménou tepelné kapacity
proudiciho plynu a zménou vodivosti odporového vldkna. V praxi se vedle sebe
zapojuji dva TCD detektory, do jedné z mérnych cel se ptivadi Cisty nosny plyn, do
druhé plyn vychazejici z kolony. Tento typ detektoru je obliben pro svou univerzalitu
a Siroké rozmez{ linearity odezvy detektoru.

Plamenové ionizac¢ni detektor (FID): Plyn z chromatografické kolony je zavadén do
kysliko-vodikového plamene, kde probihaji chemioniza¢ni reakce vedouci ke vzniku
nabitych ¢astic. Detektor se sestava z ocelové trysky, do které vstupuje smes nosného
plynu, vodiku a doplitkového plynu. Na Spicce mikrohotdku pak dochdzi v proudu
vzduchu ke spdleni této smési na ionty, které se detekuji na polarizovanych
elektrodidch (Obrazek 5). Proudové pozadi je mezi 10" a 10" A, zatimco proud
generovany po spéleni solutil je v rozmezi 107 -10° A. FID poskytuje odezvu témer
na vSechny organické latky, pro uhlovodiky je odezva imérna poctu uhlikovych atomt
v molekule. Odezvu neddva vétSina anorganickych plynl a par a nékteré organické
latky (formaldehyd, chlorid uhli¢ity). Nastaveni prutokd vodiku a vzduchu je velmi
dalezité a musi byt provedeno i s ohledem na nosny plyn. Maximdlni linearity a
citlivosti se dosahuje pii optimdlnim poméru doplitkovy plyn/vodik. Odchylky od
optimalniho poméru maji za nasledek nestabilni plamen a velky Sum.

Detektor elektronového zachytu (ECD): Selektivni ioniza¢ni detektor citlivy na
elektronegativni atomy, zejména na halogeny. Nosny plyn (dusik) je vlivem } zateni v
detektoru ionizovan, ¢imZ vznikda konstantni proud. Atomy halogent (elektronegativni
atomy) zachytdvaji pomalé elektrony, ¢imz dochazi ke sniZeni ionizacniho proudu.
Zdrojem ionizace je v ECD *H nebo *Ni, emitujici ¢astice . Nejmensi detekované

mnoZzstvi je o n€kolik fadl nizsi nez u FIDu. Detektor je velmi vhodny pro stopovou
analyzu pesticidd v Zivotnim prostiedi.

Hmotnostné spektrometricky detektor (MS): Umoznuje nejen detekci piitomnosti
analytu, ale také jeho identifikaci na zdkladé hmotnostniho spektra.
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Obr. 5: Plamenov¢ ionizacni detektor (FID)

Zaznam chromatogramu

Chromatogram se ziskd jako graficky zdznam zdvislosti napétové odezvy detektoru na cCase.
Ze ziskanych chromatogrami 1ze vyhodnotit reten¢ni parametry jednotlivych signald, plochy
a vysky piku atd.

Chromatogram smesi n-alkanii (n=5-8)
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Diilezité pojmy:

Reten¢ni objem V,: objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se pfisluSny analyt
dostal od pocatku ke konci separacni kolony.

Retenéni ¢as t,: celkovy Cas, ktery piislusny analyt stravi v separa¢ni kolong.



Mrtvy objem kolony Vy: objem eluentu, ktery musi projit kolonou,
aby se nezadrzovany analyt dostal od pocatku ke konci kolony.

Mrtvy ¢as kolony ty: retenéni Cas analytu, ktery neni v kolon¢ zadrZovan,
tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. Vsechny analyty

strdvi v mobilni fdzi stejny cas - mrtvy cas kolony.
Redukovany retencni ¢as t';: Cas, ktery ptislusny analyt stravi ve staciondrni fazi.
Dilezitou charakteristikou je tzv. kapacitni pomér k;, ktery naznacuje, do jaké miry je slozka
i zadrZovdna na kolon¢ béhem separace. Kapacitni pomér je pfimo umeérny distribucni
konstanté dané latky mezi stacionarni a mobilni fazi.

ki = (ni)s/(ni)m

také ki = (tri— tm)/ tm= tvr,i/ tM

kde (n;)s a (nj), jsou mnoZzstvi latky i ve stacionarni a mobilni fazi
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Kvantitativni analyza v plynové chromatografii

Za ptredpokladu linedrni odezvy detektoru je plocha ¢i vyska piku imérnd mnoZstvi latky. To
umoziuje urCovat mnozstvi ¢i koncentraci dané latky v nezndmém vzorku. Kvalita
kvantitativni analyzy je pfedev§im ovlivnéna piipravou vzorkil, spravnou funkci pfistroje a
kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spravna volba kalibracni metody.

Kalibra¢ni graf

Za urcitych podminek (tj. v oblasti linedrni odezvy detektoru) je plocha piku dané
komponenty pfimo imérnd mnoZzstvi této komponenty ve vzorku. Pro zji§téni mnoZzstvi latky
ve vzorku je potfeba signdl detektoru kalibrovat. V praxi to znamend, Ze se zméii zdvislost
ploch pikti dané latky na mnozstvi ¢i koncentraci této komponenty a sestroji se piislusny graf.
V oblasti linedrni odezvy je mozné kalibra¢ni ptimku vyjadfit:

y=a+bx
kde:
X je nezdvisla proménna (= koncentrace standardu)
y je zavisla proménnd (= odezva), plocha piku
aje usek na ose y
b je smérnice piimky

Kvantitativni vyhodnocovaci metody v plynové chromatografii

1. Metoda vnitini normalizace

Touto metodou se urcuje obsah latek ve smé&sich, je-li pocet komponent relativné nizky a
vSechny komponenty jsou zndmy. Tento typ kalibrace se vétSinou provadi pfi rutinnich
stanovenich. MnoZstvi urc¢ité komponenty se pak vyjadfuje jako relativni frakce z celku.
Tedy, v ur€ité smé&si je x % latky A, y % latky B, z % latky C atd. Vysledky pfi pouZiti této
metody nezdvisi na pfesnosti objemu pfi nasttiku vzorku.

2. Absolutni kalibrace

Touto metodou se urCuje absolutni koncentrace nebo absolutni mnoZstvi latky na zaklad¢
kalibracni zavislosti. ProtoZe u této metody je kriticky objem ndstiiku, zavisi spravnost
metody na dobré reprodukovatelnosti davkovanych objemil; Casto se doporucuje pracovat
s autosamplerem.

3. Metoda vnitiniho standardu

Pii této metodé se ke vzorku pfidava urcité mnozstvi znamé latky, tzv. vnitini standard
(internal standard, IS). Tato latka nesmi byt pifitomna v piivodnim vzorku, nesmi reagovat
s Zadnou slozkou vzorku, musi byt dobfe oddé€lena od vSech slozek v piivodnim vzorku a
musi se eluovat v blizkosti stanovované slozky. Vyhodou metody je to, Ze neni tfeba znat
pfesny objem ndstfiku vzorku. Navic, s pouZitim IS se eliminuje vliv zmén pracovnich
podminek, protoZe jak stanovovand slozka tak IS jsou témito zménami stejné ovlivnény.
Koncentrace sloZky x ve vzorku lze vypocitat pomoci faktoru citlivosti detektoru fy (response
factor), ktery je potteba stanovit kalibraci pro danou komponentu a dany vnitini standard.
Kalibra¢ni pfimka miiZze mit tvar:

AJAss =15 (ex/crs)



kde:

Ax je plocha signdlu analytu x ve standardnim roztoku

Ajs je plocha signdlu vnitfniho standardu ve standardnim roztoku analytu x
fy je tzv. response factor detektoru

cx je koncentrace standardniho roztoku analytu x

cis je koncentrace vnitiniho standardu ve standardnim roztoku analytu x

4. Metoda standardniho pridavku

Pfi pouziti této metody se ke vzorku pfiddva zndmé mnoZstvi stanovované latky. Z plochy
piku latky obsazené ve vzorku a plochy piku po pfidani definovaného mnoZstvi latky ke
vzorku lze vypocitat mnozstvi latky v ptivodnim vzorku. V zavislosti na typu komponenty se
tento ptidavek miiZze provést bud’ ve formé¢ Cisté latky nebo jako roztok dané latky ve
vhodném rozpoustédle. Stanoveni miize byt zaloZeno na jednom nebo nékolika piidavcich
zndmého mnoZstvi analytu k nezndmému vzorku.

Kvalitativni analyza v plynové chromatografii

Chromatografie je separa¢ni metoda a jako takova neposkytuje informace o struktufe latek ve
vzorku. Pfi kvalitativni analyze v chromatografii se identifikace analytu provadi na zdkladé
srovndni retencnich dat analytu a standardu. Retencni data analytu odrazeji specifické
interakce analytu se staciondrni a mobilni fazi. Napt. retencni ¢as lze povazovat za
specifickou vlastnost analytu v daném chromatografickém systému, a tedy retencni Casy
mohou slouZit jako prostfedek pro identifikaci latek v daném chromatografickém systému.

Je vSak nutno si uvédomit, Ze retencni Cas neni neménnou vlastnosti analytu, zmény
chromatografického systému vedou ke zmén¢ retencniho casu. Také je jasné, Ze retencni Cas
sdm o sob¢ nemuze slouZit k identifikaci daného analytu a Ze bez pfedchozi ¢astecné znalosti
vzorku se retencni Cas nedd obecné pouZit pro identifikaci latek. Existuje vzdy predpoklad o
identité, ktery zdvisi na predbéZné znalosti analytu, efektivnosti systému a pouZité
identifika¢ni metodé¢.

Identifikace nezndmych slozek se milZe provést také pomoci specidlnich detektord.
V soucasné dob¢ se Casto pouzivd kombinace plynového chromatografu s hmotnostnim
detektorem GC-MS.

Pristupy:

1. Identifikace na zdkladé retencnich casu

Pii této metod€ se srovndvd retencni Cas nezndmé latky sretenénim Casem standardu.
Standard je latka, u které zndme strukturu a snazime se dokdzat, Ze nezndm4d latka je s ni
identickd. Spravna identifikace latky na zdklad€ srovnani retencnich cast latky a standardu je
mozné jen tehdy, jestlize podminky méteni obou vzorkt jsou stejné.

2. Identifikace ldtek na zdkladeé retencnich indexii

U ptedchozi metody jsme museli mit zndmou latku (standard), jejiZ retencni parametry jsme
srovndvali s retencnimi parametry latky nezndmé. Toto neni pii metodé retencnich indexi
nutné. U této metody se naopak porovnavaji retencni ¢asy neznamé latky s urCitou latkou
nebo skupinou latek, které slouzi jako referentni latky. Nezndma4 latka se tedy identifikuje na
zaklad¢ srovnani reten¢niho indexu s retencnimi indexy latek zndmych z literatury.



Nejzndmé&j$i metodou tohoto typu, kterd se uplatnila hlavné v plynové chromatografii, je
Kovatsova metoda, kterd pracuje s tzv. Kovatsovym indexem. Reten¢ni Cas latky se prepocita
na retencni (Kovatsiv) index, ktery je vztazen na rozsdhlou skupinu referen¢nich latek.
Identifikace neznamé latky (analytu) se pak uskutecniuje na zdklad€é srovnani tohoto indexu
s indexy znamych latek.

Vypocet retencniho indexu (RI):
RI=n.100 + 100 (log t'.y, - log t'.n) / (log t'; ni1 - log t'y ;)

n  je pocet atomu uhliku v nejbliz§im niz§im n-alkanu
t'v, je redukovany retencni cas piku vzorku, analytu

t.n je redukovany reten¢ni ¢as nejbliz§iho nizsiho n-alkanu
t' n+1 je redukovany retencni ¢as nejblizsiho vyssiho n-alkanu

V Kovatsové indexovém systému se reten¢ni data chemickych komponent naméfené za
danych chromatografickych podminek vztahuji na homologickou fadu n-alkanti, pro které
Kovats definoval reten¢ni indexy néasledujicim zplsobem:

Retenéni index n-alkanu se vypocitd jako stondsobek poctu uhliku v daném n-alkanu; napf.
reten¢ni index n-propanu je 300; n-butanu 400, n-pentanu 500, atd. Reten¢ni indexy vSech
ostatnich latek jsou vztaZeny k témto hodnotdm a to tak, Ze napf. ma-li dand latka za danych
podminek retencni ¢as mezi n-pentanem a n-hexanem, bude mit Kovatsiv index mezi
hodnotami 500 a 600. Podobng, eluuje-li litka mezi n-dekanem a n-dodekanem, bude mit
retencni index v rozmezi 1000 a 1200. Reten¢ni index je charakteristicky pro danou latku;
zavisi vSak na staciondrni fazi a teploté. Plati, Ze teplotni zavislost je vét$i pro polarni
komponenty na polarnich fazich ve srovnani s méné polarnimi latkami na nepolarnich fazich.
V ptipadé¢ nepolarnich fazi je retencni index na teploté téméf nezavisly.

V praxi se Kovatsiiv index pouZiva nasledovné: naméteny retencni ¢as neznamé komponenty
a retenCni Casy n-alkant, které se urcily za stejnych chromatografickych podminek, se dosad{
do Kovatsovy rovnice a vypocitd se Kovatstv index. Identifikace latky se provede na zdkladé
srovnani experimentdlné zjisténého retencniho indexu s literarnimi hodnotami.

3. Identifikace na zdkladeé relativnich retencnich casti

Pti této metod¢ se retencni Cas analytu vztahuje na mrtvy ¢as ty nebo na retencni €as urcité
vhodné latky (standardu), kterd se ptidava do vzorku. S pouzitim relativnich reten¢nich ¢asi
se pak eliminuje vliv délky kolony, fluktuace pratoku, teploty apod.

Identifikace smési

Jsou piipady, kdy se chemik nezajimd o ur€eni identity neznamé latky, ale jde mu o identitu
smési jako takové, napt. petrochemické frakce. V tomto piipadé se uplatni metoda
,fingerprint®, kdy se srovndva profilové sloZeni vzorku s referencnimi smésmi, podle kterého
se da usoudit napf. na ptivod vzorku.



