Plynova chromatografie




Kvalitativni analyza

= Separacni metoda
omezene moznosti kvalitativni analyzy

* Moznosti kvalitativni analyzy

Shoda retenénich Casu latky se standardem
nedostacujici podminka identity latek

teprve shoda retencnich ¢asu minimalné na dvou kolonach s riznymi
SF znamena vysokou pravdépodobnost shody standardu s analytem

Standard neni k dispozici
vyuziti reten€nich dat
vyuziti selektivnich detektoru
vyuziti derivatizaCnich reakci nebo reakcni GC
spojeni GC se spektralnim pristrojem



Kvalitativni analyza

retencni Cas t, redukovany retencni Cas t.°, retencni faktor k
relativni retence r,,, Kovatsuv retencni index /,

retenCni objem V,, redukovany retencni objem V., specificky
retencni objem V,

rozdélovaci (distribucni) koeficient K,



Kvalitativni analyza

4!
zavisly na experimentalnich podminkach [ o [ ” +1 M
neprenosny mezi pristroji
t.- redukovany retencni Cas (min), t,, - retencni Cas nesorbujici se slozky (min)

t t.—t,
nezavisly na prutokové rychlosti k=-—"=
tM tM
. t;1 k1 Vr"]
zavisly jen na typu SF, MF a teploté Vip = = =
o 4 4
k -reten¢ni faktor {.o k2 Vr2
. V' j-273.15
: o V. =
teoreticky exaktni veli€ina g T
mSF e

redukovany retencni objem vztazeny
na 1 g SF, teplotu 0°C a korigovany
na stlacCitelnost plynu

J - korekeni faktor na stlacitelnost plyna, mg, - hmotnost SF na kolong, T, - teplota kolony



Kvalitativni analyza

korekcni faktor j 2

p; - tlak na vstupu kolony (Pa) 3
p, - tlak na vystupu kolony (Pa) = 3

praktické mereni s pouzitim (Py = Puo) 27315
bublinkového pritokoméru V,=Fyut j .

101325 m, T.T.

Pu»o - tlak nasycenych par vody (Pa) pri teplote T, (K)
F_ - pratokova rychlost MF na vystupu kolony (ml/min)

m

objem MF potrebny k eluci analytu z kolony, ktera je bez tlakového
spadu,bez mrtvého objemu a obsahuje 1 g SF

v praxi se pfiliS neuplatnil
priliSné rozdily v kvalité SF



Kvalitativni analyza

Retencni indexy /, -
Izotermalni

zavedeny Kovatsem (1958)
*

— carbon number
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Kvalitativni analyza

interakce CH5;-(CH,) -X se SF
Gibbsova energie rozpousténi analytu ve SF

AG=AG(CH;)+n-AG(CH,)+AG(X)
jelikoz AG koreluje s /,
[ =I(CH,)+n-I(CH,)+ 1(X)

korelace I, - n., b.v., M,, tlak nasycenych par, ...
interpolace a extrapolace /, pro Cleny homologickych rad



Kvalitativni analyza

target
compound

4

logt’ —logt
Og r,x Og r,n +1007l

—logt;n

1. =100
r,n+1

log?
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Kvalitativni analyza

reprodukovatelnosti namérenych /
rozlisovaci schopnosti pouzite kolony R;

400R.. kde R; je rozliseni, n, je pocet
Al =1, J efektivnich pater kolony ar,,, , je

_[. :
J l 2 =2 G
/ne/, In Vo elucni pomeér alkanu s n+1 a n atomy
| : uhliku

bézna presnost AI=5-10
standardizované podminky A4/ = +1
postacuji k identifikaci



Kvalitativni analyza

maximalni dovolena chyba v elucnich datech
Vv jejim ramci jsou data povazovana za totozna

urcitost se kterou Ize analyt v piku identifikovat

je funkci
* presnosti mérenych dat
* poctu predpokladanych slozek ve vzorku n,
* rozlisovaci schopnosti kolony R; (rozliseni)

pravdépodobnost vyskytu n-solutl v picich eluujicich v rozmezi t,, az t,

e’ -p” kde p je hustota pikd eluujicich na chromatogramu
Py = za Cas t.
n!
n At kde n, je predpokladany pocet slozek, ktere by mely eluovat
p = S SRS v Case t-t,,, At je nejmensi rozdil ret.Casl slozek i a

[ —t, J, ktere je kolona schopna spolehlive rozlisit s rozlisenim R;



Kvalitativni analyza

rozliseni
R 2At At kde Yje Sirka piku pri zakladne
’ Y+Y, Y,

J

pokud je pozadovano R; = 1 a za predpokladu dostatecné dlouhe
analyzy, kdy t-t,,~ t a At

dostavame

4np kde n, je predpokladany pocet slozek, které by mely
P = eluovat v Case {-t),, n; je pocCet teoreticky pater kolony pro
V% slozku j



Kvalitativni analyza

Po T P :e_p(1"‘p)

Ps2 :1_e_p(1+p)

vzorek je analyzovan na kolonach A a B ruzné polarity

p>2(A+B) :p>2(A)'p>2(B)

je podstatne mensi nez pfi analyze vzorku na jedné kolonée



Kvalitativni analyza

log(t,") - poCet atomu C (n.)
log(t,’) - teplota varu, tlak nasycenych par
log(t,.’), - log(t.")g A, B - ruzné SF

misto t." Ize pouziti V,

273 R T,

T

logV, =log +O.22k( j—2.9—logyfo

N

* k- Troutontv pomér, T, - teplota varu analytu, M, - molekulova hmotnost SF, y; -
aktivitni koeficient analytu pfi nekone¢ném ziedéni

pro homologické rady latek - primkové zavislosti

» smeérnice charakterizuje homologickou fadu, SFa T
zavislosti obecné nelinearni

» bez prvnich ¢lent homologickych fad jsou prakticky linearni



Kvalitativni analyza

|Izotermalni analyza

korelace
> 3
o

Baoiling Point (°F)

30 315 ; 45 9‘.\ CiH | 1 i
Retention Time (minutes) 5 groups
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Kvalitativni analyza

snizenim hustoty piku v chromatogramu p
zvyseni ucinnosti kolony
« zapojeni kolon A, B v sérii —
Poj v seril Ny =N, +Ng

separaci vzorku na dvou kolonach se SF o ruzné polarité

multidimenzionalni GC, ortogonalni GC
» kazda kolona se svou SF predstavuje jednu dimenzi

» heart-cut ... Cast eluatu prvni kolony je davkovana na druhou kolonu

« GCxGC - comprehensive GC ... cely eluat prvni kolony je davkovan na
druhou kolonu

- nutnost refokusace piku ... modulator



Kvalitativni analyza

|Izotermalni analyza R:%'n pacaftia
korelace retenénich dat [

Aromatic r{yd rocarbons

n -glipnatic n-odides
hydracarnons

1 i

i . 1 1 J
500 700 S80C noomi
R.M. in benzyidipnenyl

L+l+1, 2 L+L+l, > L+l +],

1
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Kvalitativni analyza

retencni ¢asy lze nahradit elucnimi teplotami

I 1001 L 100n
Tn+l _Tn

 musiplatit: T, <T,<T,,,

relativne mala ve srovnani s ostatnimi retencnimi daty

obecna teplotni zavislost Antoinova typu ) B
I =A+
T+C
ﬂ inkrement
dTl 0 pro n-alkany (z definice)

asi 0,05 K-1 pro rozvétvené uhlovodiky
nékolik jednotek K-1 pro polarni latky



Kvalitativni analyza

informace o charakteru slozek vzorku

vsechny slozky vzorku nejsou rozdeleny
analyty pritomny ve velmi nizkych koncentracich

ECD, FPD, AFID, IR, MS
vhodna je kombinace s univerzalnim detektorem (FID)



Kvalitativni analyza

Identifikace latek pouzitim selektivnich detektoru
kombinace FID a ECD

ELECTRON CAPTURE

54 x
-

T
L
O

respons
o
o)

(@]

3‘:6 Time, min —=

|

- - Recorder
(®)
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Kvalitativni analyza

Identifikace latek pouzitim selektivnich detektoru

kombinace objektivni a subjektivni identifikace
*
*
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Kvalitativni analyza

dvé analyzy

puvodni vzorek

vzorek po reakci se specifickym Cinidlem (derivatizaci)
» katalyticka hydrogenace nasobnych vazeb

- GC uhlovodikového skeletu po eliminaci vSech funkcnich skupin

- esterifikace karboxylovych skupin, alkohol(
 tvorba aminu a amidu
* o0zonolyza
* pyrolyza
* silanizace alkoholt, aminu

reakcni GC
precolumn a postcolumn reakce



Kvalitativni analyza

Identifikace latek kombinaci GC a organickeé
analyzy
»*

O

1|
[
{
W
i
i
g
y |
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Kvalitativni analyza

HPLC eluat je rozdélen na malé frakce a ty analyzovany GC
off-line a on-line usporadani ... pravé multidimenzionalni systéemy

vypreparované zony z TLC jsou vyextrahovany vhodnym
rozpouStédlem a analyzovany GC



Kvalitativni analyza

Identifikace analyti kombinaci GC s jinymi

chromatografickymi metodami
»*

HPLC

CARBOWAX 20M . SILIKAGEL

|
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
|
|
|

O S S

12

- Cas /min —a
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Kvalitativni analyza

predavkovani kolony vzorkem

zmeény vlastnosti SF

prispevek smiseneho retencniho mechanizmu
méreni mrtvého retencniho Casu

kolisani vlastnosti okoli
chyby mereni



Kvantitativni analyza

plocha piku (A), vySka piku (h)

zavislosti ¢ = f(A) nebo ¢ = f(h) nejsou obecne znamy
kalibrace
vyuziti molarnich a relativnich molarnich odezev detektoru

R A MR |
MR =—=~— RMR
n. N MR




Kvantitativni analyza

Méreni ploch piku
manualni

*
»*
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Kvantitativni analyza

3f1

analogové integratory
digitalni integratory
nastaveni parametrt zakladni linie a piku
» prahova hodnota signalu (threshold) - citlivost {\
« Sifka piku (naplfiové a kapilarni kolony)
» zpusob vedeni zakladni linie a rozdéleni ploch ,
u neuplné rozdélenych piku h
* integrace negativnich piku
» vyfrazeni pikd s velmi malymi plochami f
» nastveni ¢asovych oken !
velmi presne |
RSD pod 0.5% L




Kvantitativni analyza

spravny prubéh zakladni linie
spravna pozice maxima (obtizné u prekryvajicich piku)



Kvantitativni analyza

vsechny piky musi byt eluovany
vsechny slozky vzorku musi davat odezvu na detektoru
integrace ploch vSech pikl A, az A,

A (%)= 2

2A
i=1

spiSe orientacni
neni zavisla na davkovaném mnozstvi



Kvantitativni analyza

vsechny piky musi byt eluovany

vsechny slozky vzorku musi davat odezvu na detektoru
integrace ploch vSech piku A, az A,

nutnost urCeni korekénich faktoru vaci referenéni latce r
obecnejsi pouziti

neni zavisla na davkovanem mnozstvi

KA, A

n / r

YkA L mA
=1

W, (%) =




Kvantitativni analyza

davkovani znameho mnozstvi vzorku a standardu za stejnych
podminek
dva zpusoby
kalibracni krivka
» konstrukce zavislosti plochy piku analytu na jeho davkovaném mnozstvi
» davkovani standardu - stejné objemy o rlznych koncentracich nebo rizné
objemy jedné koncentrace
» davkovani vzorku za stejnych podminek - odecet mnoZzstvi/koncentrace z
kalibracniho grafu
primé srovnani
+ davkuje se objem vzorku V, a standardu V4 0 jedné koncentraci cg

_ kx Ax Vstd CStd

X
nutno znat presne davkovany objem K std Astd VX




Kvantitativni analyza

pridani znamého mnozstvi noveé latky Vg, C.y (Nnesmi interferovat s
zadnou slozkou vzorku) ke znamému objemu vzorku V,

neni nutno znat davkovany objem
dva zpusoby
primeé srovnani
« analyza vzorku, V, a Vg
» analyza vzorku s pfidanym standardem

_ k X Ax Vstd Cstd

Ox k. A,V
std * “std "V x




Kvantitativni analyza

kalibraCni krivka
* roztoky analytu o rznych koncentracich a standardu o jedné koncentraci

* vyneseni pomeéru ploch analytu a standardu oproti poméru jejich
koncentraci

« analyza vzorku s pridanym standardem
» odecet z kalibracniho grafu
* neni nutno znat odezvu slozek (jsou vyjadfeny smernici)



Kvantitativni analyza

pridani definovaného mnozstvi standardu ke znamému mnozstvi
vzorku

analyza objemu V, puvodniho vzorku poskytne plochu analytu A,
k objemu V, vzorku se prida objem V, standardu o koncentraci c

analyzuje se objem V,; smesi vzorku s pridanym standardem - plocha
analytu A,

C = AXV3 Cstd Vstd
" A4Vx (\/1 + Vstd ) - AXV3\/1




Kvantitativni analyza

zhomogenizovany reprezentativni vzorek
zvlasté obtizné jsou plynné vzorky
presnost manualniho davkovani >£5%

chemicke reakce
adsorpce
tepelny rozklad termolabilnich latek

nedostatecné rozlisene piky



Kvantitativni analyza

Chyby

ovlivaujici

vysledky

stanoveni
prekryv piku
3

3
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