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1. UVOD

Chromatografii rozumime soubor separa¢nich metod, pii kterych dochazi k rovno-
vaznému rozdélovani molekul slozek analyzované smési mezi dvé faze a to fazi stacionarni
(nepohyblivou) a fazi mobilni (pohyblivou). Chromatografické metody lze rozliSovat podle
celé tady kritérii:

e skupenstvi fazi: kapalinova (I-1 nebo I-s) a plynova (g-1 nebo g-s),

e separa¢ni mechanismus: adsorp¢ni, rozdélovaci, afinitni a ionexovy,

e vneseni vzorku do systému: eluéni, vytésiiovaci a frontalni,

e technika provedeni: sloupcova nebo v plosném uspofadani.
Chromatografické techniky jsou nejvyznamnéjsimi metodami separace latek ze smési,

které jsou surovinami pro petrochemii, paliva a energetiku, chemické speciality, farmacii atd.

2. TEORETICKE ZAKLADY PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Plynovéa chromatografie (GC) je analytickou, separa¢ni metodou pouzivanou k analyze
t€kavych latek. Pfednosti metody je jeji jednoduchost, nendro¢nost na ¢as a mnozstvi vzorku
(max. 1-3 ul pfi aplikaci kapilarni kolony). Nedostatkem GC metody je nutnost pfevedeni
analyzovaného vzorku do plynného stavu bez jeho rozkladu. Nelze proto analyzovat latky
termolabilni a latky netékavé (naptiklad makromolekularni).

Postup separace a detekce sloZzek v analyzované smési technikou plynové chromato-
grafie je nasledujici. Vzorek smési je nastfikovan do vyhiivané komory, tzv. injektoru, kterym
prochazi nosny plyn a unasi analyzovany vzorek do kolony se staciondrni fazi. Soucasti
injektoru je liner, vélcovity segment snéplni (liner je vétsinou sklenény, napln byva
z kfemenné vaty; pro nékteré specialni metody napt. pii nastfiku plynnych vzorki nebo pfi
pouziti SPME /solid phase micro extraction/ je pfitomnost naplné nezadouci), ktery omezuje
kontakt analyzovaného vzorku s vyhtivanym povrchem a eliminuje riziko jeho rozkladu. Liner
zajiStuje dokonalé zplynéni vSech slozek vzorku a slouzi k zachytu netékavych slozek, které
by mohly kontaminovat stacionarni fazi chromatografické kolony. Mezi injektorem a kolonou
je deli¢ toku, tzv. splitter. Ten, v zavislosti na volbé splitovaciho poméru, propousti zpravidla
jen mensi ¢ast odpafeného vzorku do kolony. V chromatografické koloné dochazi k adsorpci
slozek vzorku na stacionarni fazi a nasledné postupné desorpci téchto slozek, které prochéazeji
s nosnym plynem celou délkou kolony. Kazda slozka analyzované smési se pohybuje rozdilnou
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rychlosti v zavislosti na distribu¢ni (rozdélovaci) konstanté Kp, ktera je definovana pomérem

aktivit dané slozky ve stacionarni (as) a mobilni (am) fazi.

Kp == M

am

Vystup (eluce) slozek analyzované smési z kolony je indikovan detektorem. Jeho
signal je po zesileni a upravé v RC pievodniku zaznamenan na displeji. Detektor indikuje
okamzité koncentrace separovanych slozek v nosném plynu. Vysledkem analyzy je graficky
zaznam, tzv. chromatogram, ktery prezentuje ¢asovou zavislost odezvy detektoru, ve formeé
eluénich ktivek (pikl) pro kazdou detekovanou slozku. Metoda plynové chromatografie je
nejen v organické chemii nepostradatelnou instrumentalni technikou pro kvalitativni i

kvantitativni analyzu.
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3
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Obrazek 1: Zjednodusené schéma plynového chromatografu.

Legenda k obrazku 1:

1 tlakova lahev s nosnym plynem 6 chromatograficka kolona
2 regulator tlaku nosneho plynu 7 detektor

3 regulator prutoku nosného plynu 8 temperovany prostor

4 deélic toku (splitter) 9 zesilovac signalu

5 injektor 10 datastanice s displejem



2.1 Mobilni a stacionarni faze

Mobilni fazi v plynové chromatografii je nosny plyn, ktery pouze unasi slozky matrice
a neinteraguje s nimi. Nejcasté&ji se pii analyze organickych latek s plamenové¢ ioniza¢nim
detektorem (FID) pouziva helium, dusik, nebo argon. Pfi uziti tepeln¢ vodivostniho detektoru
(TCD) se s vyhodou uziva helium a vodik, pti detekei latek s vysokou tepelnou vodivosti je
nosnym plynem argon. Kyslik nelze pouzit, protoze by mohlo pii vyssich teplotach dochazet
k oxidaci jak analyt, tak stacionarni faze. Nelze pouzit ani uhlovodikové smési, jelikoz by
mohly ovliviiovat funkci detektoru. Kritéria pro vybér nosného plynu jsou: ,,nereaktivita“ se
slozkami analytu, typ detektoru, ¢istota plynu (min. 99,99 %), viskozita a bezpecnost. Stopové
necistoty, které jsou obsazeny v plynu, se daji odstranovat nasledujicim zptisobem:

e vlhkost: pomoci molekulovych sit,
e Kkyslik: katalyticky, bud’ Cu nebo Pt katalyzatory,
e organické necistoty: sorpce na aktivnim uhli ¢i kat. spalovani na CO; a sorpce.

Stacionarni faze je umisténa v chromatografické kolong, které rozd€lujeme na napliové
a kapilarni. Naplinové kolony jsou vyrabény ze skla ¢i kovového materialu (nerezova ocel) a
obsahuji porézni, inertni nosi¢ (aluminosilikaty), na kterém je zakotveno 5 az 40 hmotn. %
chromatografické faze. Ta slouzi k modifikaci polarity, popf. dalSich chemickych vlastnosti.
Kapilarni kolony jsou vyrabény z kfemenného skla a jsou potahovany filmem polyimidu.
Stacionarni faze je umisténa na vnitini strané kapilary. Kapilarni kolony vyrabi fada firem, které
ze Sirokého portfolia produktii nabidnou pro danou smés analytii optimalni chr. kolonu, v¢etné
pracovnich podminek. Pro ndkup chromatografické kolony je tfeba specifikovat:

e typ chromatografické faze,

e vnitini primér kapilarni kolony,

e tloustku filmu stacionarni faze, typ ulozeni: WCOT, SCOT a PLOT,
o délku kolony.

Nejcastéji se uzivaji nepolarni (alkylpolysiloxany) stacionarni faze, kde potradi eluce
slozek je dano jejich t€kavosti (tenze par). Pokles kvality déleni slozek analyzovaného vzorku
muze byt zpiisoben poSkozenim staciondrni faze:

o tepelné poskozeni: dochazi k depolymerizaci polysiloxanového fetézce,

e chemické poskozeni: kyslikem a silnymi kyselinami (HCI, H2SO4, CF3COOH).



2.2 Detektory

Detektory pro techniku plynové chromatografie musi spliiovat nasledujici podminky.

Teplota detektoru musi byt vyssi nez teplota latek vychézejicich z kolony, aby nedochazelo ke

kondenzaci téchto latek na sténach detektoru. Signal detektoru musi byt reprodukovatelny,

stabilni a mit co nejmensi uroven Sumu. V neposledni fad¢ by m¢l poskytovat linearni zavislost

-----

nejCastéji uzivané detektory patfi:

1)

2)

3)

4)

5)

Plamenové ioniza¢ni detektor (FID): je nejrozsifenéj$im detektorem. Jeho detekce je
zalozena na méfeni zmén ioniza¢niho proudu, vyvolanych tvorbou nabitych &éstic
(ionty a elektrony) chemionizaénimi reakcemi ve vodikovém plamenu. S ristem
koncentrace ionizovanych ¢astic klesa odpor, a tudiz roste proud mezi dvéma polarizo-
vanymi elektrodami. Citlivost Fl-detektoru, v porovnani s TC-detektorem, je o 2 az 3
fady vyssi. Detekuje témét vSechny organické slouceniny, predevsim je citlivy na uhlo-
vodiky, jejichz odezva je umérna poctu uhlikli v molekule. Nedava vsak odezvu na
vodu, anorganické plyny a nékteré organické latky jako HCOOH, HCHO a CCla.
Tepelné vodivostni detektor (TCD): je univerzalnim detektorem. Detekce analytt je
zaloZzena na méfeni zmén elektrickeho proudu, vyvolanych teplotni zavislosti
ohmického odporu elektricky vyhtivaného odporového vlakna TC-detektoru. Ke
zménam teploty vlakna dochazi vlivem zmén tepelné vodivosti mobilni faze v zavislosti
na koncentraci a kvalité v chr. koloné separovanych analytt. TCD je detektor, ktery
poskytuje odezvu vSech latek. Jeho nevyhodou je, v porovnani s Fl-detektorem vyrazné
niz$i citlivost a dynamicky rozsah.

Hmotnostné spektrometricky detektor (MS): umoznuje detekci analytu vcetné jeho
identifikace na zakladé hmotnostniho spektra.

Detektor elektronového zachytu (ECD): jedna se o selektivni detektor ptedevsim pro
stanoveni sloucenin obsahujici halogeny. Je to vhodny detektor pro stopovou analyzu
pesticidnich latek.

Plamenovy fotometricky detektor (FPD): selektivni detektor, ktery umoziuje
detekovat latky se specifickym prvkem, nejcastéji se vyuziva pro latky obsahujici siru
nebo fosfor. Funguje obdobné jako FID, neméfi se ale proud mezi elektrodami. V téle
ioniza¢ni komory je otvor, za nim Uzkopasmovy filtr, ktery vymezuje specificke vinové

délky zateni z ionizace a za filtrem je fotonasobic¢ pro detekci tohoto zafeni.



2.3 Retencni parametry

Chromatogram je dvojrozmérny zaznam chromatografické analyzy smési slozek, ve
kterém jsou na ose y odezvy detektoru (vétsinou v mV) a na ose x ¢as (nejéastéji minuty) nebo
délkove jednotky. Axialni soufadnice, pocet i tvar jednotlivych odezev (piki) je zavisly na
pracovnich podminkach analyzy a wuzit¢é chromatografické kolon€. Samotny zaznam
neposkytuje zadné informace o kvalitativnim ani kvantitativnim slozeni analyzovaného vzorku.
Za definovanych podminek GC analyzy je poloha piku, jeho reten¢ni ¢as (tr), pro dany analyt
KONSTANTOU.

1) Retencni ¢as (tr): doba od nastiiku analytu do injektoru po dosazeni maxima jeho eluéni
kiivky. Hodnota zminéného parametru tizce souvisi s pracovnimi podminkami, tj. zavisi
na teploté, tlaku, pratokové rychlosti nosného plynu a typu stacionarni faze. Retenc¢ni
Cas je slozen z tzv. reten¢niho ¢asu mrtvého (tm) a redukovaného (t;").

2) Mrtvy reten¢ni ¢as (tw): retenéni Cas analytu, ktery je unaSen nosnym plynem a
neinteraguje se stacionarni fazi. Je urovan analytem, jehoZ hodnota Kp je rovna nule.

3) Redukovany retené¢ni ¢as (tr'): reten¢ni Cas analytu, ktery interaguje se stacionarni

fazi, tedy je pfimo imérny hodnoté Kp.

t, =ty + t, 2



3. EXPERIMENTALNI CAST

Tato laboratorni Gloha si klade za cil rekapitulaci teoretického zakladu plynové
chromatografie, seznameni s moznostmi metody GC ptedev§im v oblasti kvantitativni analyzy

a osvojeni samostatné prace s plynovym chromatografem.

3.1 Zadani a ukoly

S ptidélenymi vzorky modelovych reakéni smési, fesit nasledujici tikoly:

1) Diskutovat s vedoucim prace mozné sloZeni predloZenych vzorkt smési.

2) Vybrat optimalni teplotni program pro GC kolonu a vhodnou teplotu injektoru.

3) Zvolit vhodnou metodu pro kvantitativni analyzu vzorku, stanoveni korekénich faktort.
4) Urcit hmotnostni slozeni vzorkd.

5) Zjistit ptitomnost slozek, popf. kvalitativni sloZeni modelové smési.

3.2 Kvantitativni analyza

Tato laboratorni uloha klade diraz na vyhodnocovaci metody kvantitativni analyzy
Vv plynové chromatografii. Nutnym piedpokladem exaktni analyzy je linearita odezvy detekto-
ru v dané koncentracni oblasti, kdy vyska piku, Iépe jeho plocha, je ptimo imérna koncentraci
(hmotn. %) analytu. Pro stanoveni koncentrace, obsahu analytu v matrici je ale nutné odezvu
detektoru kalibrovat. Vysledkem je kalibra¢ni pfimka, jejiz rovnice (3) popisuje zavislost

plochy (odezvy) piku y na koncentraci standardu x.

y=a+b-x 3)



3.2.1 Metody kvantitativni analyzy

V chromatografické praxi kvantitativni analyzou rozumime stanoveni koncentrace
jednotlivych slozek analyzovaného vzorku. V plynové chromatografii, pfi aplikaci kapilarnich
kolon, se koncentrace analytii ve vzorcich mize pohybovat v oblasti nanogrami az pikogramai.
Pro exaktnost analyzy je proto klicovy jiz odbér vzorku, jeho fedéni, popt. homogenizace,
zpusob a velikost ddvkovani, nebo jeho derivatizace. Pro Gspésné feseni dané¢ho analytického

problému je mozné zvolit néktery z nésledujicich postupti:
Metoda vnitini normalizacel? 3

Predpokladem pro pouziti této metody je, ze vSechny komponenty reakéni smési jsou
znamy, tj. dochazi k eluci a detekci vSech jejich slozek. Koncentrace analytu se stanovi dle

nasledujiciho vztahu:

_ m; _ ki-A;
Wi =sm m; Y. ki-Aj
j=1"%] j=1"J ]

(4)

Pokud zvolime jednu slou¢eninu za referenéni s korek¢énim faktorem (kk) rovnym jedné,
pak je mozné vypocitat ostatni korekéni faktory vzhledem k této latce. Korekéni faktory je
nutné experimentalné stanovit, tedy navazit kalibra¢ni smési, podrobit chromatografické

analyze a ze ziskanych ploch pikt, vypocitat korekéni faktory dle vztahu:

=T g k=1 ©)

my - A;

Vyhodou metody vnitini normalizace je, ze ji lze pouzit tam, kde nemtzeme nebo

nejsme schopni zjistit pfesny objem nastfiku (napt. pii pouziti délice toku).
Metoda vnitfniho standardul? °]
Tato metoda je zaloZena na piidavku urcit¢ého mnozstvi zndmé latky (vnitiniho

standardu) do vzorku. Tato latka nesmi byt pfitomna ve vzorku, ddle nesmi reagovat s Zadnou

jeho slozkou, nesmi dochézet ke koincidenci retencniho ¢asu vnitiniho standardu s ret. ¢asy



jednotlivych slozek smési. Ke zndmému mnozstvi analyzovaného vzorku ptidame presné
znamé mnozstvi standardu mst a po urceni plochy jeho piku Ast a piku stanovované slozky A;

pocitdme hmotnosti hledané slozky dle vztahu:

ki A
m; St ke Aot kse =1 (6)
w; = mi (7)

Myzorku (bez standardu)

Korekéni faktory vzhledem k vnitinimu standardu je nutno experimentalné stanovit
predem. To znamena piesné navazit kalibraéni smési (standard + jednotlivé slozky), ty podrobit
chromatografické analyze, zjistit plochy pika a vypocitat korekéni faktory (ki) vyjadienim ze
vztahu (6). Vyhodou této metody je, ze neni tieba znat piesny objem davkovaného vzorku a
moznost stanoveni chromatograficky nedekovatelnych podilti ve smési (napt. reakéni vodu).
Metoda vnitiniho standardu eliminuje i vliv zmén pracovnich podminek, nebot’ stanovovana

latka a vnitini standard jsou témito zménami stejné ovlivnény.

Metoda absolutni kalibrace (vnéjsiho standardu)® 3

Metoda se zakladd na stanoveni absolutni koncentrace latky pomoci kalibra¢ni
zavislosti. Jednd se o univerzalni metodu, kde je klicovy objem nésttiku vzorku. Metoda zavisi

na dobré reprodukovatelnosti davkovanych objemt, vyhodou je prace s autosamplerem.

Metoda standardniho pFidavkul® 2 I

Postup je podobny jako pifi metod¢ vnitiniho standardu jen s tim rozdilem, Ze zde se
ptidava jiz slozka (standard), ktera je obsazena ve vzorku. Zakladnim rysem této techniky je
provedeni dvou nastfikli, zpravidla néstfiku ptivodniho vzorku a vzorku s pfidanym zndmym
mnozstvim ¢isté stanovované slozky. Do kolony se davkuje definovany objem vzorku o
neznamé koncentraci stanovované slozky ci kdy vystupem je plocha piku Ai. K definovanému
objemu vzorku se ptida definované mnozstvi slozky i jako standardu (cis). Do kolony se

nadavkuje stejny objem vzniklé smési a vystupem je zvétSend plocha piku Ais. Za predpokladu,



ze pridany objem roztoku standardu nezpiisobi vyznamnou zménu objemu vzorku, miizeme

urcit neznamou koncentraci i-té slozky ci ze vztahu:

CisAi

c; =
LA - A

(8)

Opét jako v piipadé metody absolutni kalibrace, metoda zavisi na dobré reprodukova-

telnosti davkovanych objemd.

3.3 Zadany modelovy systém

V rdmci tohoto laboratorniho Ukolu budou analyzovany vzorky modelovych smési.

Tabulka 1: Teploty varu sloZek reakéni smési z hydrogenace anilinu.

Latka Teplota varu [°C]*
methanol 64,7

ethanol 78,3

1-propanol 97,1

isopropanol 82,3

n-butanol 117,7

aceton 56,5

*Teploty varu jsou ptevzaty z literatury.

3.4 Pracovni postup a zpracovani protokolu

1) PrezkousSeni teoretickych zakladi z plynové chromatografie a seznameni s praktickou
manipulaci s GC chromatografem.
2) Nastavit vhodnou teplotu injektoru (viz tab. 1) a pozorovat vliv pracovni teploty na

déleni slozek smési na dané kapilarni koloné. Ur¢it pii jaké pracovni teploté kolony je
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3)

4)

5)

6)

déleni nejlepsi. Vyzkousejte teploty v tomto poiadi 100, 60 a 40 °C. S vedoucim préace
diskutujte zaznamenané piky, tj. kterym hlavnim slozkdm systému nalezi.

Na zéklad¢ informaci o systému zvolte jednu z metod pro kvantitativni analyzu a
vysvétlete proc.

U vybrané metody urcete korekcni faktory k referencni latce (tj. k jedné slozek pritomné
ve smésich ¢i ke standardu).

V ptipadé, ze budete uvazovat o metod¢ vnitiniho standardu, zvolte po diskusi
s vedoucim vhodnou latku z nabidky standardd.

Pomoci zvolené metody urcete slozeni vzorku realnych smési (v hmotn. %).

Protokol vypracujte a zaslete vedoucimu prace nejlépe do pfistiho tydne. Pro tispésné

absolvovani této typové prace musi protokol obsahovat tyto body:

1)
2)
3)

4)

5)

Uvod: velmi struéné popsat metodu plynové chromatografie.

Cil préce: jasn¢ vymezit cile této typové ulohy.

Experimentalni ¢ast: uvést pouzité chemikalie, pristroje, specifikovat experimentalni
a vyhodnocovaci postupy véetné piislusnych vztaht.

Vysledky a diskuze: vtomto oddile zdtvodnit veskera rozhodnuti (pfi hledani
optimalnich podminek analyz a vybér vyhodnocovaci metody), uvést hodnoty
korekénich faktorti, kvantifikovat slozeni vzorkii reakénich smési (pokud vzorky
obsahuji Vam neznamé latky, uved'te i jejich koncentraci), ptiklady vypocti. Ziskana
data prezentovat formou tabulek.

Zavér: struéné shrnout ziskané vysledky.

3.5 Specifikace chromatografu

Tabulka 2: Specifikace plynového chromatografu SHIMADZU GC-2010.

Integrator Chromatograficka datastanice Clarity
Detektor FID

Kolona Kapilarni, Rxi-624Sil MS, Restek
Délka kolony 30m

Vnitini primér kolony 0,25 mm
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Tloustka filmu 1,4 um

Teplota kolony 80 °C
Teplota injektoru 250 °C
Split 93
Tlak plynu - vzduch 65 kPa
Tlak plynu - helium 75 kPa
Tlak plynu - vodik 80 kPa
Nastrik vzorku 0,2 ul
Maximalni pracovni teplota kolony 340 °C
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TIPY A OTAZKY

Veskeré vzorky fed’te pred analyzou vhodnym fedidlem V ptibliZném objemovém poméru
1:1. K analyzam pouzivejte jen mala mnozstvi vzorku, cca 0,5-1 ml vzorku reakéni smési
preved’te ze zasobni ldhve do 1ékovky a nafed’te..

Pti praci pouzivejte ochranné pomtickys, tj. laboratorni plast, bryle a rukavice.

Pro jaké ucely je metoda plynové chromatografie (GC) pouzivana? Stru¢ny popis techniky
plynové chromatografie?

Pro¢ nelze pouzit kyslik jako nosny plyn? Jaka jsou kritéria vybéru nosného plynu?

Mozné pti€iny poklesu kvality déleni sloZek analyzovaného vzorku?

Jaky je rozdil mezi FI- a TC-detektorem (z pohledu rozdilti co ne/mohou detekovat)?
Definice reten¢niho ¢asu a na Cem tento parametr zavisi?

Co znamena oblast linearity odezvy detektoru na mnozstvi stanovované latky? Proc je

diilezité ji znat pii pouziti metody vnitini normalizace nebo vnitiniho standardu?
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e Co je predpokladem pro pouziti metody vnitini normalizace? Piednost této metody?
e Jaké podminky musi spliiovat vnitini standard? Vyhoda metody vnitiniho standardu?

e Na ¢em zavisi metoda absolutni kalibrace a standardniho ptidavku?
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