PLYNOVA CHROMATOGRAFIE (GC)

Deéleni latek mezi stacionarni a mobilni fazi

— na zaklade rozdilit v tékavosti a struktuie
(separované latky vykazuji rozdilnou chromatografickou afinitu)

Metoda vhodna pro latky:

- termostabilni a nereaktivni s ostatnimi latkami

- s prijatelnou tékavosti - pri 350 °C musi byt alespon
Castecné v plynném stavu (horni hranice tékavosti,
moznost derivatizace)

- neni vhodna pro vétSinu anorganickych sloucenin
(Ize pouzit pro H,O, plyny apod.)

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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Odhad vhodnosti slouceniny pro GC:

GC

Molekulova hmotnost —

Polarita —

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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TECHNICKA REALIZACE PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Nastrik - Injektor
Split/splitless, on-column, pulzni techniky

Nastrik velkych objemu (PTV, on-column-SVE)
DesorpCni techniky

Separace - kolona
Naplnove a kapilarni kolony

Paralelni a vicerozmérna GC
Detekce - detektor
Retencni Cas, spektrum

Kvantifikace - software At
Odezva detektoru - plocha nebo vyska piku

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - teorie |

Po vstupu do kolony dochazi k rozdélovani molekul analyti mezi
stacionarni (SF) a mobilni fazi (MF), systém se blizi rovnovazné
distribuci mezi SF a MF, coz lze popsat pomoci distribu¢ni konstanty Kp

K pohybu molekul kolonou dochazi pouze prostrednictvim mobilni
faze - vSechny molekuly projdou stejnou drahou v odlisSnych Casech
podle rozdilné velikosti afinity ke stacionarni fazi.

Kazda molekula miuize vstoupit do stacionarni faze a zase z ni

vystoupit. Pokud je pozice obsazena, molekula putuje dale az najde
volné misto. Na uvolnéné misto muze vstoupit dalSi molekula. Pti
velkeém mnozstvi molekul (pfesyceni systému) '
miuze dojit k rozSifovani elucni zony

a snizeni zadrze (retence) - tzv. peak fronting.

Fronting peak
|
’/\
|
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GC SEPARACE - teorie I

Separace 2 latek nastava, pokud je distribuce jejich molekul mezi
SF a MF rozdilna.

Moznosti zvvSeni separace:

1. ZvySenim rozdila retenc¢nich casu

(termodynamicky aspekt) - ovlivnéni interakci mezi analytem a SF
zménou K a teploty

2. Z\azenim piki (kineticky aspekt) 0 ||
- rozméry Kolony, rychlost MF, N |
parametry SF apod.

= uzke elucni zony potrebuji pro separaci
mensi rozdil retencnich ¢asu

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - teorie Il

HLAVNI FAKTORY OVLIVNUJICI SEPARACT:

- stacionarni faze - vétSi rozpustnost (afinita) analytu
pro danou SF = vétsi retence

- struktura analytu - 1. analyt rozpustnéjsi (s vyssi afinitou)
pro danou SF nez 2. analyt

- teplota - ovliviiuje distribuci molekul mezi SF a MF
T teplota = 1 molekul v MF = | t,
—> uzSi elucni zOny s n1zSim1 retenénimi Casy

Dalsi faktory: rozméry kolony, nosny plyn a jeho rychlost

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - kapacitni faktor - K

Zavisi na: typu kolony - SF a rozméry, teploté, linearni rychlosti MF

Molekuly jakehokoliv analytu projdou stejnou délkou (objemem) kolony, coz je
tzv. mrtvy (elucni) objem vyjadreny jako retencni cas analytu prochdazejiciho
systémem bez zadrze v case ty,

= redukovany retencni ¢as (tz’) vyjadiujici dobu stravenou v SF je pro dany
analyt ziskan jako retencni ¢as (tz) zmensSeny o mrtvy retencéni cas:

tg” = tg - tyy, retencni Casy analytl se tedy liSi o rozdil Cast stravenych ve SF

Kapacitni faktor (retencni faktor) — K:
- pom¢r doby stravené analytem v SF (tz’) av MF (t,,)

k = tR,/tM - (tR - t|\/|)/ Tm
M¢fitko zadrzZe jedne sloucCeniny v SF v porovnani s druhou
(k=0 bez zadrze, k =1 slaba zadrz, k =10 silna zadrz)

- charakterizace GC separace z hlediska rychlosti

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
Ustav analyzy potravin a vyZivy http://web.vscht.cz/poustkaj !
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GC SEPARACE - distribu¢ni konstanta K, - |

Distribucni konstanta — Kp:

- pomér molarni koncentrace analytu v SF (c) a v MF (c,,)
- vyjadiuje distribuci analytu mezi SF a MF
- konstantni pro dany analyt, SF a teplotu

Analyty se rozd¢li mezi SF a MF v zavislosti na teploté kolony, své struktui‘e
a charakteru SF (chromatografické afinité)

Kp=c¢cs/cy=kB=(r"tm) (r/2dy),
kde B=r/2d;=V,,/ Vs je fazovy pomér.

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - distribuc¢ni konstanta 11

Kp=cs/cy=kB=(tr"/tuw)(r/2dy),B=r/2d;=V,,/ Vg je tazovy pomér,
>k=K;/B=Ky2d:/r

- uzite¢né pro odhad vlivu zmén parametru kolony pii optimalizaci metody
na retenci a ucinnost kolony

- pro zvysSeni K je nutné bud’ 1K, nebo | a naopak 1B = |k (pii K konst.)

B=r/2d:;= 1B = 1r (tedy Tpolomér kolony) nebo = | d; (tedy |tlouSt’ka SF)

Vztah obsahujici délku kolony a MF (nosnv plyn - typ a prutok)

te’=t,(2cgdy) / (cyr);ty,,=L/u

aaaaaaaaaaaaaaa

=>t;=(2¢csd;L)/(cpyru)=: (cS /cM) Y (2 d; /r) ‘)’ (L/u)

\ /
——————————————————

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - distribuc¢ni konstanta I11

Vliv teploty na K,

Tteplota = |Ky= |retence

- mala zména teploty = velka zména retence (pri 3 konst.)
K, = silnejsi spojeni se SF = 11

- vicekrat prenos hmoty = delSi analyza = vice analytu ve SF, kde se
nepohybuje = analyt vnasen do detektoru dlouho v rozmyté zéne

= Siroké piky
Ky = vice analytu v MF = |t
- rychly prenos do detektoru = uzkeé piky

Ky se nemeéni pro vSechny analyty stejné - vhodné programovani
teploty:

- na zacCatku analyzy 1Ky (nizSi teplota) - zlepSuje separaci

- na konci analyzy | Ky (vySsSi teplota) = uzsi piky

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Izolagni a separaéni metody 2018 - Jan Poustka
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R
GC SEPARACE - separacni faktor, selektivita - o

Schopnost SF separovat 2 sloucCeniny - o
- pomér retenci dvou piku - vzdalenost mezi vrcholy dvou piku
- zadna informace o kvalite rozdéleni,
- stejné pro Siroké (slité) i uzké piky
o =Kyl Ky = (try - ty) / (try - t)

- urcena funkcénimi skupinami, zavisi na specifickych interakcich
analyti se SF

- pokud > 1, Ize slouceniny rozdelit (nékdy pouze castecné)

- je-li =1, pak v daném systemu nelze slouceniny rozdélit

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - ucCinnost (vvkonnost) - |

Ucinnost (efficiency = vykonnost) = pocet teoretickych pater - n
Tucinnost = |Sirka eluéni zony = 1separacni potencial

uzsi elucni zony = vys$si kapacita piku

- bezrozmérna veliCina spocitana pro 1 analyt

- vztah mezi retencnim Casem a Sitkou piku
n =16 (tx/w,)? = 5,545 (tx/w;)?

w,, - Sitfka piku na zakladné, w;, - Sitka piku v polovin€ vysky
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GC SEPARACE - ucCinnost (vvkonnost) - ||

Udinnost = pocet teoretickych pater - n

- n je dano vybérem slouceniny - piku pouZitého k vypoctu:
je vys$si pro drive se eluujici slouceniny a s rostoucim retencnim casem

L34 oy

- spravna charakterizaci kolony - pik s k> 5
(linearni zavislost n a k)

- porovnani ucinnosti kolon - pouZité piky identicke k
- vypoctené n ve skutecnosti popisuje ucinnost celého
analytického systému (injektor, priitok nos. plynu, teplota kolony, ...)

- zuZeni piku programovanim teploty - zdsadni vliv na hodnotu n

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 13
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GC SEPARACE - ucCinnost (vvkonnost) - |11

Udinnost = pocet teoretickych pater - vliv teploty
Tacinnost = | Sirka elu¢ni zony

izotermni X programovana teplota
<> <> <> <>
tr=10.12
n = 393,275
‘\
tr=10.21
s 81,920

L uﬂ ]

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - ucCinnost (vvkonnost) - 1V

Vyska ekvivalentni teoretickému patru (h, HETP)
Jh =7Tn =1ucinnost

- Cast kolony, ve které dojde jednou k ustaveni rovnovahy

- pocet teoretickych pater - celkovy nebo na metr délky kolony
h(HETP) =L/n

- zména poctu teoretickych pater v ¢ase = kontrola po definovaném
poctu analyz = uredné uznatelny diikaz zmény vlastnosti kolony -
napr. priakreditovanych analyzach = zkraceni X vyména kolony

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - rozliseni R

Mira separace mezi dvéma piky s ohledem na Sirku piki
- méritko kvality rozdéleni sloucenin

R je dano ucinnosti (n = tvar piku), selektivitou stacionarni faze (o)
a retencnim c¢asem (k)

R =1/4 nY2((a-1)/a) (k/(k+1)) nebo R = 1,18 (tr2 - tr1) / (Wh1 + Wh2)

R < 1,5 (Caste¢ny) piekryv pikl; niz§in a o,

R = 1,5 piky rozdé€len¢ bez baseline mezi sebou

R > 1,5 piky rozdé€len¢ s odstupem; vySSin a a

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - van Deemterova teorie - |

Vlivy na elucni zony (tvar piki) - rozsirovani a jiné deformace
Teorie vytvorena pro naplioveé kolony (nasledné zjednodusena pro
kapilarni kolony)

1. VIRIVA (turbulentni) DIFUZE v MF - H_
Rozdilné proudéni MF mezi ¢asticemi sorbentu z diivodu rozdilnych
vzdalenosti mezi nimi (tvofi se riizné kanalky) = molekuly analyt
postupuji v MF riizné rychle

2. MOLEKULARNI (axialni nebo longitudinalni) DIFUZE v MF - H,_
Analyt je na zacCatku kolony v uzkeé zon€ o vysoké koncentraci
= pi1 postupu kolonou na obou koncich zony koncentracni gradient
= difuze molekul z mista o vysSi konc. do mista o nizsi konc. (Fick. z.)
- projevuje se meéne s Tu

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE - van Deemterova teorie - |1

3. ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY VE SF - H.

Molekuly difunduji z MF do SF a zpét a rizné hluboko = rozdilna zadrz

Molekuly v MF “pfedbéhnou’molekuly ve SF (SF je obsazena) =
roz$ifeni eleucni zony

4. ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY V MF - H,,
Proud MF v koloné¢ (v kanalcich mezi Casticemi) nejednotny
— u stény (povrchu sorbentu) minimalni X ve stfedu toku maximalni

= molekuly postupuji riiznou rychlosti. Difuzni pfestup molekul mezi
proudy — vyrovnani rozdild.
- projevuje se vice s Tu

H=Hr+H_ +Hs+Hy =A+B/u+ (Cs+Cy) U
H=A+B/u+Cu

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Izolaéni a separaéni metody 2018 - Jan Poustka
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GC SEPARACE

Volba parametru k dosazeni pozadovaného rozliseni

1. Programovani teploty, programovani tlaku, rtizné délky a priméry kolony,
ruzné tlouSt’ky SF
- vliv na Sifku pikt, retencni ¢as (muze dojit ke zméné elu¢niho potadi),
kapacitu piki, rozloZeni pikli na chromatogramu

2. Volba stacionarni faze - rozdilnost charakteru a velikosti retence, rozdilnost
selektivity - dochazi ke zméné elu¢niho poradi, rozdilny vliv na rozdilné
analyty - aplikace paralelni chromatografie na dvou rtiznych SF

3. Volba mobilni faze - riizne€ nosné plyny - rozdily v rychlosti prutoku

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 19
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GC SEPARACE

Rozméry kolony - uéinnost a rozliSeni

R = 1/4m2)((a-1)/a) (k/(k+1))

tr'= (2 Cs dy L)/(CM/WO/ 5/ cm) (2dp/(T) (L/ u)

n =L h; = 16 (tr/ Wp )2

Délka kolony: TL=Tn 2xTL = TRalejeno25-35%

Vnitini pramér kolony: {r = Thn 4xlr 2 2x TR

Tloust’ka filmu SF: 7d.= 1T retence

Velmi tékavé sl. (k <5): Td:=1Tn
Méné tékavé sl. (k> 5): Tdqi= 1 n (eluce za vyssich T = rozsifovani pikd)

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Izolaéni a separaéni metody 2018 - Jan Poustka
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GC SEPARACE

Teplota - u¢innost a rozliSeni

T teplota = | retence
Vliv na rozliSeni neni jednoznaény, ale je vyznamny - teplota ovlifiuje
nejen retenci, ale 1 Sitku piku, tj. tu€innost.
Vyznamnou roli hraje programovani teploty - bud’ linearn€ nebo v
ruznych rampach a gradientech - 1ze ovlivnit 1 poradi eluce analyti
(podle vyznamnosti vlivl - tbv, afinita) a rozliSeni.

DELENI CLENU HOMOLOGICKYCH RAD: zména teploty mé
podobny vliv na retenci vSech analyti

DELEN{ SLOUCENIN RUZNEHO CHARAKTERU: zména teploty
ma zasadni vliv na déleni

Minimalni zména teploty miiZze mit vyznamnéjsi vliv na déleni nez
zmena tloust’ky filmu ¢i délky kolony

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Izolaéni a separaéni metody 2018 - Jan Poustka
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GC SEPARACE

Nosny plyn I - ucinnost a rozliSeni

Inertni, neovliviiuje sorpce-desorpce ani selektivitu
Jeho typ a rychlost pratoku ovliviiuji t¢innost a dobu analyzy

Linearni rychlost - u (cm/s)
- rychlost nosneho plynu pi1 postupu kolonou
- neni stejna v cele koloné - pouziva se prumeérna

Van Deemterova krivka
- vztah U a ucinnosti vyjadiené jako h (vyska ekvivalentni teor. patru)
- pro h.;, je dosaZeno nejvice teor. pater tedy nejvyssi uc€innosti

h=A+B/u+Cu

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . :
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GC SEPARACE

Nosny plyn II - ucinnost a rozliSeni

Golayova rovnice pro kapilarni kolony - neobsahuje A (sorbent):
h=B/u+Cu

| U=mala rychlost analytu v kolon¢ = vice pienosii hmoty mezi MF a
SF = velka longitudinalni difuze (zony se smyvaji)

T U =minimalni longitudinélni difuze = pouze omezeny pocet
prenost hmoty

OPTIMALNI LINEARNI RYCHLOST
je proto kompromisem pro tyto protichiidné pusobici jevy.
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GC SEPARACE
Dusik jako nosny plyn - N,
Nejvyssi acinnost (h,;.)
Hodnota optimalni U - nizka (malé prutoky) a velice tizky rozsah
= vysoké retencni Casy

- kfivka velmi strmd = malé zvyseni rychlosti = velkd zména u¢innosti
- neni-li aplikovan konst. priitok, dochazi k eluci pfi neoptimalni lin. rychl.

- levny a dostupny
- moznost vyroby - generator 1. / Cyrat 175°C

WCOT Column

N »
1.0 . OV-101  0.4um
\ \ 25 mm x 0.25 mm
0.8 a 0

.;&__‘_,/

0 50 60 70 80 90
Average Linear Velocity (cm/sec)
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GC SEPARACE
Helium jako nosny plyn - He

Prijatelné vysoka ucinnost (h;,) - nizsi nez u N,

Hodnota optimalni U - dostatecné vysoka a vétsi rozsah
= niZ8i retenCni Casy- kiivka neni tak strma
= zvySeni rychlosti = mald zména uc¢innosti

- drahy a omezené dostupny
—> dochazi k narlistu ceny /

Cy7at 175°C
k = 4.95
N, ; WCOT Column

OV-101  0.4um
25 mm x 0.25 mm

-
o
R

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Average Linear Velocity (cm/sec)
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GC SEPARACE
Vodik jako nosny plyn - H,

Vysoka ucinnost (h;,) - mezi N, a He
Hodnota optimalni U - vysoka a velky rozsah
—> niZ8i retenCni Casy- kiivka je plocha
= zvyseni rychlosti = minimalni zména Gc¢innosti

- pfijatelna cena a dostupnost
- moZnost vyroby - generator /

Cy7at 175°C
k = 4.95
N, ; WCOT Column

OV-101  0.4um
25 mm x 0.25 mm

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Average Linear Velocity (cm/sec)
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