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Uvod
Plynova chromatografie

Chromatografie je skupina separacnich metod, jejichz spole¢nym
znakem je rozdélovani molekul sloZzek smési mezi staciondrni a mobilni
fazi. Déleni je zalozeno na rozdilné rychlosti pohybu jednotlivych latek
s mobilni fazi v disledku odlisné distribuce latek mezi mobilni a
stacionarni fazi.

Plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography) je omezena tenzi
par analyzovanych litek a jejich stabilitou za vy3Sich teplot (pfi teplotdch
do 400—450°C). Odhaduje se, Ze lze pomoci GC analyzovat 10—20 %
vSech znamych latek.
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GC Uvod Inlet N

Plynovy chromatograf

Nosny plyn = mobilni faze; Split = déli¢ toku; GLC = gas-liquid
chromatography; GSC = gas-solid chromatography

regulétor
= injektor

nosny _ Pritoku
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termostatovana pec

detektor

V pocatcich plynové chromatografy s napliiovymi kolonami,
v soucasnosti dominuji kapilarni kolony.
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplo

Plynovy chromatograf

Prvni patentovany plynovy chromatograf sestro-
jil v Brné v roce 1952 prof. Jaroslav Janak (nar.
1924).
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e Uvod

Jaroslav Janak
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GC Uvod Inlet

Retencni charakteristiky latky

Retencni cas t, — celkovy Cas, ktery ana-
Iyt stravi v chromatografické koloné.

Mrtvy &as kolony t. — t, latky, ktera : )\ A
J N . . A A
neni v koloné zadrzovana a pohybuje se : : ; : : g

stejnou rychlosti jako mobilni faze. tok
plynu

o 8 B B BB E

tr=tm

Redukovany retenéni ¢as t]

Kapacitni pomér k

/ e —_—
Nstac t,
K = [etee _ Ir
Nmob tm

kde Nstac @ Nmop jsou rovnovazna latkova .
mnozstvi latky ve stacionarni a mobilni . L =
fazi.
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Rozliseni

Kapacitni pomér k je pfimo Gmérny distribucni konstanté Kp latky
mezi danou stacionarni a mobilni fazi.

K — Cstac o Nstac x Vmob —k Vmob
D= = =
Cmob Nmob Vstac Vstac

kde Cstac @ Cmop jsou rovnovazné koncentrace dané latky ve stacionarni a
mobilni fazi, Vsiac @ Vimop jsou objemy mobilni a staconarni faze.

Rozliseni (R):
trp — t to — t
P2x <21) 118 (21)
Wp, + Wp, Wh, + Wh,
kde

t, — retencni cas piku
wj, — Sirka piku v poloviné jeho vysky (v jednotkach &asu)
wp — Sifka piku u zakladny (v jednotkdch &asu)
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GC Uvod Inlet N

Rozliseni

DETECTOR SIGNAL

Rozliseni je funkci termodynamickych i kinetickych faktor(, zavisi na
poctu teoretickych pater N a separaénim faktoru « (kapacitnim
poméru).

Separacni faktor o pro latky i a j:

ki
o= —
ki
k,'>kj
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

cinnosti separace

7

Vyjadreni 0

Pocet teoretickych pater kolony (N):

t 2
N = 5,545 x ( )
Wh

kde t, je retencni ¢as piku a wy, — Sitka piku v poloviné jeho vysky

(v jednotkach &asu).

Pocet teoretickych pater je ovlivnén retenci latek, N je vyssi pro dfive
eluujici latky. Zavisi také na teploté. Pro vypocet N se uzivaji latky s
k > 5.

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H nebo také HETP):

H=—
N

kde
L — délka kolony
N — pocet teoretickych pater
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GC Uvod Inlet N

Mechanismy rozsifovani zén analytu

Hlavni mechanismy rozsifovani zon analytu na chromatografické koloné.
a) Vifiva diflize
b) Podélnd molekulérni difaze

c) Odpor proti pfenosu hmoty ve stacionarni fazi
)

d) Odpor proti pfenosu hmoty v mobilni fazi
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

van Deemterova rovnice

H=A —|—E—|—C><u
u

kde u zastupuje linearni rychlost pohybu mobilni faze, konstanta
A zastupuje vifivou dif(zi, B podélnou difizi a C odpor proti pfenosu
hmoty jak ve stacionarni tak i mobilni fazi.

u u (cm/s)

V kapildrnich kolonach je mélo vyznamna vifiva difize — Golayova
rovnice.
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

van Deemterova rovnice

o Optimalni rychlost pritoku mobilni faze u,,: odpovidd minimu
na krivce van Deemterovy zavoslosti a zaruCuje maximalni rozliseni.

o Prakticka optimalni rychlost pritoku mobilni faze up.c: —
kompromis mezi optimalnim rozlisenim a rychlosti analyzy.

1.0
H (mm)

Upract = 1,6-2,0x Uopt

Vopt Upract
u cmisec
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GC Uvod Inlet Nosi

Plynovy chromatograf — Inlet

o Nastfik se splitem / bez splitu
@ Nastfik na kolonu
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GC

Plynovy chromatograf — Inlet

Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

@ Head Space analyza

@ PTV — Programmed Temperature Vaporising
@ SPME — Solid Phase Micro Extraction

head space
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GC

Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Plynovy chromatograf — Split

o Nastfik bez splitu (splitless) — stopova analyza. Split aktivovan
urcitou dobu po nastfiku.

o Nastrik se splitem — vhodné pro koncentrované vzorky.

@ Splitovaci pomér — pomér toku splitovacim ventilem a kolonou.

Doporucené splitovaci poméry:

Vnitfni pramér | Splitovaci
kolony / mm pomé&r
0,10 1:50-1:75
0,19-0,25 1:10-1:20
0,32 1:8-1:15
0,53 1:2-1:5
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Uvod Inlet Nosr plotni prog Kolona

Vliv splitovaciho poméru

50:1 Split Ratio

i 4
5
3
L L
3 4 5 6
Time (min.)
5:1 Split Ratio
\ i i
\l 3
I
| |
||
.
— S [
1 3 . 5
Time (min.)

DB-1, 15m x 0.25 mm i.d., 0.25 ym
60°C for 1 min, 60-180°C at 20°/min; Helium at 30 cm/sec
1.n-heptane 2.toluene 3.n-decane 4.n-butylbenzens §.n-tridecane
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program

Plynovy chromatograf — Inlet

o Objem nastfiku — Obvykle 1-3 ul, zplynény vzorek by mél zaplnit
max. 75 % objemu lineru (backflash problém!). Neexistuje pfima
Uméra mezi nastfikovanym objemem a plochou piku.

o Teplota inletu — Dostatec¢na pro evaporaci vzorku, obvykle
200-300°C.

o Typ lineru — Podle zpisobu nastriku.

7
IR
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Nosny plyn

@ Vyrazny vliv mad typ nosného plynu a jeho priatok.

4.50 3.84 3.36
| | M
P b W — — I
R=146 R=1.31 R=0.97
30 cmi/sec 35cnrsec 40 cm/sec
4.4 psig 5.1 psig 5.8 psig

DB-1, 15 m x 0.32 mm ID, 0.25 um
60°C isothermal
1,3- and 1.,4-Dichlorobenzene

] Nosny plyn \ Vyhody \ Nevyhody \
Vodik Levny, G¢inné déleni Explozivni
Dusik Levny Horsi déleni latek
Helium Ucinné déleni, nehoflavy Drahy
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Teplotni program pece

@ Podstatny faktor ovliviiujici kvalitu rozdéleni latek a délku analyzy.

@ Teplotni gradient je uziteCny pri déleni latek vyrazné se lisicich
tékavosti nebo silou specifickych interakci se stacionarni fazi.

@ Separaci latek Ize zlepsit zvySenim rozdilu v t, (zména teploty a
Kp) a také zGZenim pikd (zména rozméri kolony, rychlost pritoku
nosného plynu).
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GC Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Refokusovani vzorku

Analyt
@ Technika uZivana ke z(zeni Sirky P 3
e (vey oy . —_—
pikd, obzvlasté pri splitless Solvent —

nastriku a tékavych analytech.

tok
o Pocatecdni teplota kolony je BLULIN

0 10°C nizsi, nez teplota varu
rozpoustédla.

film solventu

@ Podobného efektu dosahneme, ok
pokud je po&atedni teplota - ..
kolony min. o 150 °C nizsi, nez
teplota varu analytd. o
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Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

GC

Stacionarni faze

Kapilarni GC kolony

| Vnitfni primér / mm | Oznaceni Capilary Gotumn
0,10 Minibore - °“‘“"7
0,19-0,25 Narrow s
0,32 Wide =
0,45 High speed megabore
0,53 Megabore ]

SloZeni stacionarni faze

Lo , R H H
@ Zesitované | [ |
. Si—O0 H: O0—C—C—0 H
(crosslinked) a | |
) R n H H n

vazané (bonded

B S, e, Polysiloxany Polyethylenglykol (PEG)
staciondrni faze
R R R R
@ Low bleed M w [ M [ N Siaryleny
columns T T U \ T (low bleed "MS" columns)
R nR R R m
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GC vod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Povaha stacionarni faze

Zakladni druhy interakce analytu se stacionarni fazi:

@ Disperzni sily (van der Waalsovy sily) i
o Interakce dipdli molekul ‘hio%
o Vodikové vazby ’

Polysiloxany

R Druh interakce

Dispezni | Dipolarni | Vodikové miistky
Methyl Silné Zadné Zadné
Fenyl Silné Slabé Slabé
Kyanopropyl Silné Velmi silné | Slabé
Trifluormethyl | Silné Dobré Slabé
PEG Silné Silné Dobré

@ S tloustkou vrstvy stacionarni faze roste kapacita a cinnost déleni.
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Povaha stacionarni faze

@ Bézné se uzivaji nepolarni stacionarni faze, u nichz prevladaji
disperzni interakce — poradi eluce latek odpovada jejich tékavosti
(tenzi par). Tyto faze jsou také chemicky stabilnéjsi.

@ V pripadé obtizného déleni latek volime mobilni fazi podle zasady
similia similibus solvuntur.

@ Chemické poskozeni staciondrni faze:

o Kyslik
e Silné anorganické kyseliny (HCI, HBr, H2SO4, HNO3), baze (NHs) a
organické kyseliny (CF3COOH)

@ Tepelné poskozeni stacionarni faze

@ Poskozeny fetézec polysiloxany mize depolymerovat:

N ‘/CH«,

S0
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Povaha stacionarni faze

@ GC v tomto usporadani je prikladem rozdélovaci chromatografie,
kazdd latka je charakterizovana distribu¢ni konstantou mezi
mobilni a staciondrni fazi Kp.

o V pripadé, ze Kp nezavisi na koncentraci, je distribu¢ni isoterma
linedrni a pik ma idealni zvonovity tvar.

o Nelinearni isotermy:

CsTaC
odezva
detektoru|

CmoB tr

CsTAc
odezva
detektoru|

Cmos K
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GC Uvod Inlet Nosny plyn Teplotni program Kolona

Vliv délky a vnitfniho pridméru kolony

Vliv vnitfniho prameéru kolony:

Vnitrni pram&r  U&innost Tlak na hlavé  Kapacita
kolony kolony kolony kolony

Vliv délky kolony:

Délka Udinnost Tlak na Cena
kolony kolony hlavé kolony kolony
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Detektory TCD FID ECD

Teplotné vodivostni detektor

Teplotné vodivostni detektor (TCD, katharometr) — Detektor obsahuje
zahtivané odporové vldkno, které se ochlazuje protékajicim plynem, ¢imz
se méni jeho elektricky odpor. V praxi se vedle sebe zapojuji dva TCD
detektory, do jedné z mérnych cel se privadi isty nosny plyn, do druhé
plyn vychazejici z kolony. Realtivné malo citlivy typ detektoru.

l«— referenéni proud
M nosného plynu

signal

T

proud nosného
plynu z kolony
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Detektory TCD FID ECD

Plamenové ioniza¢ni det

Plamenové ionizaéni detektor (FID) — Plyn z chromatografické kolony
je zavadén do kysliko-vodikového plamene, kde probihaji béhem horeni
ionizac¢ni reakce vedouci ke vzniku iont(, které se detekuji na
polarizovanych elektrodach. Proudové pozadi je mezi 10713 a 1014 A,
zatimco proud generovany po spéleni analytii je v rozmezi 10712-1076 A.
FID poskytuje odezvu téméF na vSechny organické latky, pro uhlovodiky
je odezva imérnd poctu uhlikovych atomd v molekule. Odezvu nedava
vétsina anorganickych plynil a par a nékteré organické latky
(formaldehyd, CCly).

vivod elektrody

plamen

elektricky
izolovana tryska

izolator

vzduch nebo
kyslik
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Detektory CD FID ECD MS

Detektor elektronového zachytu

Detektor elektronového zachytu (ECD) — Selektivni detektor vysoce
citlivy na elektronegativni atomy a skupiny, zejména na halogeny. Nosny
plyn (dusik) je vlivem j zéfeni v detektoru ionizovan, &imz vznikd
konstantni proud. Zdrojem 3 zateni jsou 3H nebo ®3Ni. Elektronegativni
atomy v analytu zachycuji pomalé elektrony, ¢imz dochazi ke snizeni
ioniza¢niho proudu.

™
—e-

kolona

Jaromir Literdk Plynova chromatografie



Detektory TCD FID ECD MS

Hmotnostni detektor

Jako detektor v plynové chromatografii mize slouzit hmotnostni
spektrometr (MS), ktery poskytuje vedle chromatogramu hmotnostni
spektra analyti. Existuje nékolik typt MS, pouzivaji se také jejich
kombinace (MS/MS).

Hmotnost iontli vyjadfovéna jako m/z.

@ Sektorovy hmotnostni
spektrometr

o TOF (Time of flight) "

@ Kvadrupdlovy hmotnostni
spektrometr ’ Ragaa

o lontovd past (; \

e Orbitrap | |
|
@ lontova cyklotronova L.
resonance
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Detektory TCD FID ECD MS

Hmotnostni detektor

e Vétsina GC-MS technik vyuziva elektronovou ionizaci nebo
chemickou ionizaci.

@ Pratok mobilni faze omezen poZadavkem na vysoké vakuum v MS.

pf.: hmotnostni spektrometr s kvadrupdlovym hmotnostnim filtrem a
elektronovou ionizaci:

Stérbina
iontového
katoda zdroje

tyce kvadrupdlu

T
e ] > Ny /-’\)~—'a~ detektor
0 — LN ~ )
\ . / .
ion mimo resonanci fon v resonanci
(nedekovany) (detekovany)

vystupni
L Stérbina
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Detektory FID ECD MS

Hmotnostni detektor

@ MS jako detektor miiZze pracovat v rezimu scanu — méfi hmotnostni
spektrum v zadaném rozmezi hmot, nebo jsou sledovany pouze
vybrané ionty (SIM/SIR).

@ Spektrometry s vysokym rozlisenim umozriuji stanovit sumarni
vzorec.

e Moznost MS/MS.

pf.: hmotnostni spektrometr s dvéma kvadrupélovymi hmotnostnimi filtry:

[ T ~\ ., o
™ / (g

23 | L 143
— m =<3 — = ™

Lc—', / = "’JJ . Lv—'

[IE]

167
23

W10 N | PRI e o

|
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Analyza Kvalitati

Kvalitativni analyza — retencni indexy

Pti kvalitativni analyze se identifikace analytu provadi na zakladé
srovnani reten¢nich dat analytu a standardu. Za stejnych
experimentalnich podminek je charakteristikou latky jeji retencni Cas t,,
respektive retencni objem V,, cozZ je objem mobilni faze, ktery musi
projit kolonou, aby se prislusny analyt dostal od pocatku ke konci
chromatografické kolony.

vevs

Univerzalnéjsi charakteristikou je kapacitni pomér dané latky.

Reten¢ni indexy (Kovétsovy indexy)

Pfepocet retenéniho ¢asu (objemu) nezndmé latky na index, jehoz
hodnota nezavisi na chromatografickém systému a Ize jej tabelovat a
srovnadvat. Retencni chovani vztahujeme na fadu n-alkand:

odezva

detektoru ten trvz b tns2 === p-alkany

AR [

t
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Analyza

Kvalitativni analyza — retencni indexy

Retenéni index referen¢nich n-alkant se vypocitad jako stondsobek poctu
uhliku v molekule daného n-alkanu; napf. retencni index propanu je 300.
Pti isotermni analyze ziskdme retenéni index latky nachazejici se mezi
dvéma nejblizsimi homology n-alkanii o poétu atom uhliku n a (n+1):

/og(tl/',vz) B /Og(t;,n)
/Og(t;,n-ﬁ—l) - Iog(t;,n)

kde t/ jsou pfislusné redukované reten¢ni asy a n je pocet atomi uhliku
v molekule leh¢iho n-alkanu.

RI =100 x n+ 100 x

PFi analyze s teplotnim programem ziskdme reten¢ni index vzorku

Z rovnice:
t —t
RI =100 x n+ 100 x ,rvzi'/"
r,n+1 tr7n
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Analyza

Fingerprinting

Kvalitativni Kvantitativni

UZiteCné v pripadé, kdy nesledujeme urceni identity neznamé latky, ale
jde ndm o ureni identity a plvodu smési latek. Typickym prikladem jsou
smési uhlovodikil ropného pivodu. Uplatni se metoda otisku palce,

~fingerprint", kdy se srovnava profilové slozeni vzorku s referenénimi
smésmi, podle kterého se da usoudit na plivod vzorku.

| |

i I |
ol J|u\' il JL( .. AJI ST O

)

|_MMJL 1&-\.#‘[_-,_« ”L‘ {\. Jlil
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Analyza < ativni  Kvantitativni

Kvantitativni analyza

Plocha pod pikem latky je pfimo imérnd mnozstvi latky. Koeficient
(méry (response factor) se lisi pro riizné latky.
@ Metoda vnitini normalizace.

@ Metoda standardniho pfidavku — ke vzorku se priddva znamé
mnozstvi stanovované latky. Z plochy analytu ve vzorku s a bez
pfidavku Ize vypocitat koncentraci.

o Absolutni kalibrace — pro presnost je kriticky objem nastriku.
Kalibraéni primka:

Ai=kixci+b

kde A; je plocha signélu analytu i, ¢; je koncentrace analytu i, k; je
response factor a b konstanta.
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Analyza Kvantitativni

Kvantitativni analyza

@ Metoda vnitiniho standardu — ke vzorku se pridava znamé
mnozstvi vnitfniho standardu. Kalibracni primka:

A;
= k,' X
Aistd Cistd

S 4b

kde A; je plocha signdlu analytu i, Aty je plocha signalu vnitfniho
standardu, ¢; je koncentrace analytu i, ¢ty je koncentrace vnitiniho
standardu, k; je response factor a b konstanta.
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Analyza Kvantitativni

parace enantiomert

@ Stacionarni faze modifikovand chirdlnimi latkami (derivaty
cyklodextrini).

o Dulezita je entropicka stranka interakce mezi analytem a
stacionarni fazi — nejlépe isotermni separace, optimalizace teploty.

[+DEX 120 i
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Inv. chromatografie

Inverzni chromatografie

@ Obvykle varianta GSC — adsorp¢ni chromatigrafie.

@ Podobné instrumentalni provedeni jako analytickd GC, cilem vsak
neni rozdélit smés latek, ale na zakladé retencnich charakteristik
znamé latky vnesené do proudu nosného plynu charakterizovat
povrch stacionarni faze.

@ Detektorem TCD, FID, ECD, MS.

@ Charakterizace povrchii material(, charakterizace polymorfi
krystalickych latek. Identifikace kyselych, bazickych nebo polarnich
skupin na povrchu.

ANALYTICAL GAS CHROMATOGRAPHY.

INVERSE GAS CHROMATOGRAPHY (GC)

(
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2D-GC
Dvoudimenzionalni GC

@ Soucasné kapilarni kolony maji okolo 100.000 teoretickych pater a
jsou blizko hranic svych moznosti.

@ Dvoudimenziondlni GC — obraceni pratoku mobilni faze nebo
vyuziti dvou kolon.

@ Zvyseni kapacity — poctu latek ve smési, které chromatograf je
schopen rozdélit. Teoreticky je celkova kapacita soucinem kapacit
v jedné a druhé dimenzi.

@ Potreba separace sloZitych smési
(pfirodni latky, environmentalni

vzorky, petrochemické | M f |
produkty). UU}U | colomn !
@ Moznost vyrazné zlepsit separaci heart-cot
latek s vyuzitim dvou béZnych
chromatografickych kolon
s odliSnymi fazemi.

region

e Heartcutting (cut and transfer)
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2D-GC

Dvoudimenzionalni GC

Comprehensive 2D GC - kazdy z pik( v jedné dimenzi je pfenesen
samostatné na druhou kolonu.

Conventional multidimensional GC

. First Second
Injector detector detector

Switchiny [ .
syslemg Cold trap

Comprehensive 2D-GC

Injector Detector

Modulator
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Derivatizace
Derivatizace

Derivatizace — Gprava vlastnosti latek tak, aby je bylo mozné stanovit
pomoci GC. Problematické jsou:

o Nizka volatilita slou¢enin (skupiny —OH, -NH-, -SH, —-COOH).
Vysoka volatilita.

Deformovany tvar piku, Spatna separace latek, nizka citlivost
detektoru.

Adsorpce latek na aktivnich povrsich uvnitf chromatografu.

Nizka tepelna stabilita.

odezva
detektoru

Nékdy je potfeba také deaktivovat povrchy uvnitf chromatografu, napt.
liner a sklenénou vatu v lineru.

Jaromir Literdk Plynova chromatografie
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Silylace — zavedeni —SiR3 skupiny na nukleofilni atomy.

TMSC GHs

_ - R—O-Si
R{—OH baze Ri=0-Si-CHy

CHs

Silylaéni ¢inidla jsou citlivd na vlhkost. Priklad silylaénich inidel:

" HaC_ CHs HC, CHs
} cH HaC-Si Si-CHs

HiCgi-Ng;-CHa ci—dimeH o N

o N —Si-CHg
HsC™ 2 T CH H [
* CHy CHy™ CHg HA<\N*S§CI3-|3 : N/>

CH
HMDSA T™MSC Bsa Ot ™SI

Zbytky silylacnich &inidel mohou poskodit nékteré typy stacionarnich fazi
(PEG). Vzorek také muze obsahovat R3Si—O-SiRs3 (produkt hydrolyzy
silyla¢niho ¢inidla).

Silylace Si—-OH skupin na povrchy skla — jeho deaktivace.

Jaromir Literdk Plynova chromatografie
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Acylace — zavedeni —C(O)R skupiny na nukleofilni atomy. Produkty
acylace jsou obvykle odojnéjsi vii¢i hydrolyze nez produkty silylace.
Derivaty obsahujici zbytek halogenované kyseliny zvysuji citlivost ECD
detektoru.

Reakce s anhydridy nebo halogenidy kyselin — reakci vznika kyselina,
kterou je potrfeba pred stanovenim odstranit.

0] o

R*X + ROH ———= RAO,R‘ + HX

Alkylace — zavedeni alkylové skupiny na nukleofilni atomy, nejéasté;ji
methylace.
Methylacni cinidla:

CH30 CHg

H——N CHyOH +BF5  CHa=N,
CHsO CHa

Jaromir Literdk Plynova chromatografie
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