TYPY KOLON A STACIONARNICH FAZI
V PLYNOVE CHROMATOGRAFII

Naplnové kolony - historicky prvni kolony

* sklenén¢, metalicke, s metalickym povrchem
* snazsi vyroba, vysoka robustnost

* niZsi ucinnost

* nevhodné pro programovani teploty a tlaku

Kapilarni Kolony - novéjsi typ vznikly diky vyrobé polymeru
* vyroben¢ z taveného kiemene pokrytého polyimidem

\YaAA4

* vysoka uc¢innost
* vhodn¢ pro programovani teploty a tlaku
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Naplnové kolony v GC

Typické rozméry a naplné

Délka: 0,6 - 10 m | p
Vnitini pramér: 2 - 5 mm 84 '
Material: sklo, ocel, méd’, nikl | y

Napln - stacionarni faze (SF):
* ADSORBENT - prima interakce
* ABSORBENT na nosici
- inertni nosi¢ (Chromosorb, Carbopack,
Tenax, Porapak apod.)

- polymerni kapalna faze (def. % SF smocené na nosici)

* typické SF: modifik. polysiloxany, polyethyleneglykoly
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Prechod od naplnovych kolon ke kapilarnim

naplinova kolona =  kapilarni kolona

Separace matové silice - Carbowax 20M
W. Jennings, J. Chromatogr. Sci. 17, 637 (1979)
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Kapilarni kolony v GC
Typické rozméry
Délka: 5 - 150 m
Vnitrni prumér: 0.1 - 0,75 mm
Tloust’ka SF: 0,1 - 7 um
Material:

kov: tepelna stabilita, siln¢ interakce s analyty

kiemen potazeny hlinikem: tepelna stabilita, Spatna prilnavost,
teplotni roztaznost
ki‘femen potaZeny polyimidem: max. teplota do 400 °C,
polyimid - pruzny, chrani pied vlhkosti
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Typy kapilarnich kolon v GC

WCOT (Wall-Coated Open Tubular column)
- kapalny polymer na vnitini sténé Kapilary

Protective
" Layer

SCOT (Support-Coated Open Tubular column)
- kapalny polymer zakotveny na nosici
zachyceném na vniti'ni sténé kapilary

WCOT |— PLOT — SCOT

Bonding Palymer Chains

PLOT (Porous-Layer Open Tubular column)
- adsorbent zachyceny na kapilare
chemickou vazbou (Al,O,)
sep. mechan.: adsorpce, plyn-pevna 1.
11 retence

Crosslinking
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Parametry kapilarnich kolon v GC
1) APLIKOVATELNY TEPLOTNI ROZSAH

Stabilita SF — (postupnd) degradace SF = vyssi Sum = vyssi LOD
a krat$i Zivotnost
= aplikace vazanych zesiténych SF

(bonded cross-linked SF)
Stabilita vystavbového materialu — polyimid max. 360 — 400 °C

Teplotni limity kolony:
- spodni: kolona ztraci své chromatografické schopnosti (neseparuje)
- horni: a) izotermni — po neomezenou dobu

b) programovany — po dobu 10-15 minut

Velké jednorazové nebo opakované mirné prekraCovani
—> degradace SF, ztrata 0Cinnosti a retence
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Parametry kapilarnich kolon v GC

Hodnoceni stability a stupné degradace SF

- sledujeme tzv. column bleed(-ing) neboli krvdaceni kolony,
coz je zpusobeno degradaci SF na tékavé fragmenty,
které se uvolnuji z kolony

Pro polydimethylsiloxanové faze je typicky vznik
tri- a tetra- cyklo- dimethyl-siloxanti (m/z = 207 a 281)
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Parametry kapilarnich kolon v GC

Hodnoceni stability a stupné degradace SF

Column bleed(-ing) neboli Benzo[g,h,ilperylene, 1ng

1400000
kericen-i kOlOIly SC 1200006 Standard 35% Phenyl
projevuje se typicky p—

zvySenou zakladni linii o
chromatogramu u GC/MS .

400000

200000 DB-35ms

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00  20.00

Column bleed(-ing) se zvysuje s teplotou a obsahem kysliku
- detektory jsou na tento jev ruzné citlivé
(NPD x kyanopropyl, nevadi pro FID, problematické pro MS)
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Parametry kapilarnich kolon v GC

2) AKTIVITA/INERTNOST

N r\y

Vliv na symetrii a Sirku piku = Sirsi piky, chvostovani = vyssi LOD

Deaktivace
vystavbového materialu
(stén taveného kiemene)

o

Ruzné interakce silanolu

4
7 % ‘|3 Hg
—si—OH /—si—o— Si—CH,
” i’ CHy
Silanol Deactivatad
Slanol
7~Si-OH HO-R —
7~Si-OH HOOC-R Carboxylic acid
gi;"’Si‘OH HN-R 1* and 2* Amine
7~SHOH HS-R Thiol
Oﬁoo
Surface Stenc! Group
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Parametry kapilarnich kolon v GC
3) KAPACITA KOLONY

N r\y

Vliv na symetrii a Sirku piku = Sirsi piky, chvostovani = vyssi LOD

T rozpustnost v SF, i.d., d; = T kapacita

High Beta Medium Beta Low Beta
0.25d! 1.0d! 30d!
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Parametry kapilarnich kolon v GC
4) POLARITA SF

Dana mnozstvim a polaritou kazdé funkcéni skupiny
(podobné rozpousti podobné = vétsi kapacita)

NEPOLARNI faze: déleni na zakladé tenze par (tékavosti)
- Sirsi teplotni rozsah - odolnéjsi, mensi bleed

STREDNE POLARNI faze: separaé¢ni G¢innost se méni s teplotou
- | teplota = jako nepolarni faze
- 1 teplota = jako polarni faze

POLARNI faze: separaci dominantné ovliviiuji specifické interakce
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Parametry kapilarnich kolon v GC
5) TYPY INTERAKCI SF - ANALYTY

DISPERZNI INTERAKCE
- univerzalni, primarni separacni mechanismus vsSech sloucenin -
mezimolekulova piitaZlivost analyt — SF
(dulezita je polarizovatelnost)
- slouCeniny s nizkou tenzi par jsou silnéji zadrzovany

DIPOLOVE INTERAKCE (kyanopropyl, PEG)
- SF a analyty s dipol momentem (nerovnomérné rozmistény naboj —
heteroatom, halogen, -OH skupina, = vazba, estery, apod.)

INTERAKCE VODIKOVOU VAZBOU (kyanopropyl, PEG)
silna vazba: -OH, -NH skupina

mirnd vazba: estery, ethery, ketony

Zddna vazba: uhlovodiky, halogeny
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Parametry kapilarnich kolon v GC
6) TYPY SF - |

(1o 1)
POLYSILOXANY (SILIKONY): $i—o—gi—o

si
Vkk
- velmi odolné, rtizné funkcéni skupiny
napr. 5 % fenylmethylpolysiloxan (R= 5 % fenylu a 95 % methylu)
- cca 1 % silikonoveé patefe ma vinylovou skupinu pro zesiténi

POLYETHYLENGLYKOLY: -
-HO

- extrémni citlivost ke kysliku
- uzsi teplotni rozsah -

rT——-x
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Parametry kapilarnich kolon v GC
6) TYPY SF - Il

POLYSILOXANY (SILIKONY): — °|” —
— CH, =1 r CH3 ] r CSHS ) CHZ
Il D_T | 10 —Si 0— §i— CH,
~  CH, - 100% " CH, "%  C4H, 5% CH
' 2
Polydimethylsiloxan  Polydiphenyldimethylsiloxan |
10—si—+
~  CH, CH;—— CH, - |
I t— CH; —In

+0—Ssi—O—si—H0—sSi

Polykyanopropylmethylsiloxan

—  CH, CH,—~- CH,-
Poly(dimethylsiloxy)poly(1,4-bis(dimethylsiloxy)phenylensiloxan
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Multikapilarni kolony

Alltech Bulletin 328, (1995)

3 ' ,. <
\ ‘
~ e

919 kapilar v jedné sklenéné koloné o délce 1 m,
1 kapilara: i.d. 40 pym, d= 0,2 ym (SE-30, SE-54, Carbowax-20M)

Pro zachovani stejné délky a geometrie jsou kapilary pretocCeny,
na obou koncich standardni deaktivovana kapilara (i.d. 0,53 mm)

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 15
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Multikapilarni kolony

Provozni teplota: 20 — 200 °C

Pratok:

20 — 210 mi/min

RYCHLE ANALYZY - bez ztraty Gginnosti v Sirokém rozmezi priitokd

1.0
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0.5

HETP (mm)

0.4
0.3
0.2
0.1

0.0

B @ SE-54 Multicapillary Column
— @ Conventional 5% diphenyl,
95% dimethylpolysiloxane
- van Deemterovy krivky
1 1 1 L 1 | J
0 30 60 80 120 150 180 210

Linear Velocity (cm/sec)
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Multikapilarni kolony

Uéinnost - n

Kolona n/m n pro celou kolonu
Naplnova 1316 2632 (2 m)
Multikapilara 13664 13664 (1 m)
Kapilara 3774 113220 (30 m)

Kapacita: kapilara < multikapilara < naplnova kolona
Rozliseni: kapilara > multikapilara > naplnhova kolona

Pouziti: nahrada naplnovych kolon

pro velmi rychly screening
Zatim pouze pro analyty s teplotou b. varu vySSi nez pentan
(d; dostupné pouze 0,2 um)
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Bézna kapilara Multikapilara
30m x 0.25mm x 0.25pum 9 11/12,13
2’356 | 14
7.8 10 |
s 6 o 13 1 1, !
2'3 4 2 L
U-L U

Multikapilarni kolony
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