Laborator ze specidlni analyzy potravin Il Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)
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Laborator ze specidlni analyzy potravin Il Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)

1 Uvod

Plynovd chromatografie (GC) je fyzikdlni metoda dé€leni smési latek mezi dvé faze, fazi
nepohyblivou (staciondrni) a fazi pohyblivou (mobilni). Proces separace latek probihd v koloné
plynového chromatografu. Mobilni fdzi je vZdy plyn, ktery je v kontaktu s fizi staciondrni.
Stacionarni fazi byva nejCastéji kapalina nanesend na nosici, tvofici film nebo chemicky védzana
na sténach kolony (chromatografie plyn — kapalina, GLC). Mén¢ Casto se v analyze potravin
pouzivaji jako staciondrni faze aktivni pevné latky (chromatografie plyn — tuhd liatka, GSC).
GLC je rozdé€lovaci chromatografii, GSC chromatografii adsorpéni. VSechny metody GC
pouZzivaji vyhradné elucni techniky separace latek.

Pro béznou analytickou praci se jako mobilni faze (nosny plyn) pouzivaji inertni
permanentni plyny. Analyzovany vzorek se zavadi do toku nosného plynu zpravidla jako roztok
v tékavém rozpoustédle (do injektoru pfistroje), v plynném skupenstvi ptfichdzi do kolony a na
jejim vystupu vstupuje do detektoru.

GC je metoda, kterd umoziluje soucCasné déleni a stanoveni velkého mnozstvi
organickych i anorganickych latek vyskytujicich se v potravindch. Vysledky kvalitativni
1 kvantitativni analyzy urCuje fada proménnych, predevSim staciondrni a mobilni faze (druh,

mnoZzstvi), teplotni reZim, parametry detektoru a mnohé dalsi.

2 Cile dlohy

sezndmit se s moznostmi techniky GC pro pouziti v analyze potravin a obvyklymi

technickymi parametry instrumentace

- osvojit si zékladni pravidla pro ptipravu GC systému a idrzbu jednotlivych prvka

- osvojit si strategii pfi volbé vhodné konfigurace separa¢niho systému (zejm. stacionarni
faze)

- naucit se experimentaln¢ nastavit optimalni podminky pro separaci slozek analyzovaného
vzorku

- naucit se pouZzivat techniky kvalitativni a kvantitativni analyzy

- naucit se zpracovat a interpretovat dosazené vysledky.
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Laborator ze specidlni analyzy potravin I1 Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)

3 Predpokladané znalosti

- principy rozd¢€lovaci a adsorpéni chromatografie
- princip plynové chromatografie a jeji vyuziti v analyze potravin

- detektory pro plynovou chromatografii.

4 Autotest zakladnich znalosti

1. Jaké plyny se pouZivaji jako nosny plyn (mobilni faze), ktery z nich je hoflavy? Jak je
oznacena tlakov4 ldhev s vodikem?

Je teplota injektoru libovolna? Jaky je postup pfi jeji volbe?

Jaké jsou hlavni rozdily mezi napliovymi a kapilarnimi kolonami?

Jak se klasifikuji staciondrni faze?

Cim se ¥di vybér staciondrni faze?

Cim se ¥di vyse teploty kolony (pii isotermické eluci)?

Cim se m&ff ¢innost kolony? Na &em z4visi?

Cim je déna selektivita staciondrni faze?

¥ 0 20w

Jaky je rozdil mezi detektorem univerzalnim a selektivnim?

10. Co jsou charakteristiky detektori?

5 Vypocty a nastaveni proménnych pii separaci

5.1 Druhy interakci

(van der Waalsovy sily, elektrostatické sily, vodikové vazba)

5.2 Chromatogram

(nulovéd/zdkladni linie, Sum, drift, elu¢ni kiivka/pik)

- » L ta—t,
- kapacitni (reten¢ni) faktor k°, napi. k'= £ =&

Iy Tn

1

2

k',

- separacni faktor o, napt. & =

- mira ucinnosti separace - pocet teoretickych (efektivnich) pater kolony n,
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Laborator ze specidlni analyzy potravin I1 Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)

2 2
napf. n:16x(t’*] 55,545><[ L ]
W, Wo.s

- teoretické patro je pomyslnd ¢ast kolony, ve které dochédzi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni

a stacionarni fazi. Délka této ¢asti kolony se nazyva vyskovy ekvivalent teoretického patra H,

H="
n
L . ‘- __ L
- linearni rychlost nosného plynu v koloné i, u=—
tM
-rozliSeni R, R=f(n, k’, o),
o ast
1+k a 4
ato  kapacity, selektivity a  ucinnosti
t,—1t
napi. R=— 3>
(w, +w,)/2

- alternativa k poctu pater pro vyjadfeni separacni tc¢innosti kolony pro teplotné programované
separace, tzv. trennzahl, TZ, definovany jako pocet separovatelnych pikti (pii zachovani

pramérného R = 1,177) mezi dvéma nasledujicimi Cleny fady alkand,

t n _t n
77 =| RO TlR0y |

Wo sy T Wo.sen)

- koncentra¢ni distribuéni konstanta K’,

\%
napt. K'= b= "5 Ve g B=tizovypomer,  p= -,
e, my V, 2d,

5.3 Parametry ovliviujici separaci (rozliSeni)

pfi pouziti kapilarnich kolon (GLC) pro analyzu konkrétnich vzorka

- druh stacionarni faze (pro separaci nepoldarnich, poldrnich nebo polarizovatelnych

analytl; stabilita vdzanych fazi)
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- tloustka filmu

- primér kolony

- délka kolony

- teplota kolony (gradient)
- nosny plyn

- prutok nosného plynu

- technika nastfiku aj.
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Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)
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Van Deemterovy ktivky pro obvyklé nosné plyny v GC.

6 Priprava vzorki pro GC

6.1 Strategie

- druh sloZek vzorku (cilové analyty a matrice)

- pocet analytli ve smési

- body varu analytl (teplotni rozsah b.v.)

- funk¢ni skupiny analyti

- pfredpoklddand koncentrace analytl

- stabilita (chemicka a teplotni).
6.2 Metody

- bez upravy

- extrakce, preciSténi
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Laborator ze specidlni analyzy potravin I1 Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)

SPME
SDE

derivatizace.

7 Zaklady prace se systémem GC-FID

7.1 Zakladni prvky

7.2 Funkce, nastaveni a idrZba injektora

typy nasttikovych systému (injektorit), parametry inletii (vstupti) pro kapilarni kolony
typy, vybér a instalace vlozek (lineril) injektort ,,split/splitless® (s délenim/bez déleni
toku) - dilezité pro kvantitativni a opakovatelny pienos analyti na kolonu

septa

fokusace

techniky ,,head-space* a ,,purge & trap®.

7.3 Vybér, priprava, kondicionace a udrzba analytické kolony

zékladni postupy, instrukce a parametry

pouziti a parametry spojovacich prvku

stru¢na klasifikace stacionarnich fazi, McReynoldsovy indexy
teplotni limity, vymyvani staciondrni faze z kolony

testovaci smési.

7.4 Princip, parametry a aplikace FID

7.4.1 Vlastnosti

destruktivni, hmotnostni (,,mass flow-sensitive*) - odezva se neméni se zménou priatoku
selektivni s vlastnostmi téméf univerzalniho detektoru pro organické slouceniny
nejmensi detegovatelnd mnozstvi 10-100 pg (5 pg C/s), velky linedrni dynamicky rozsah

(az 107).
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Laborator ze specidlni analyzy potravin I1 Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)

7.4.2 Popis a funkce
- skldda se z trysky opatfené hlavou, kam vstupuje smés nosného plynu, vodiku
a doplitkového plynu; na jejim hrotu (hofdku) dochdzi v proudu vzduchu ke spaleni této
smési na ionty, které se sbiraji na elektroddch a generuji proud, ktery se po zesileni
registruje
- proudové pozadi je 10" az 10 A, proud generovany po spdleni analytii eluujicich se
z kolony a7 10° A

- na poméru pratoki doplitkového plynu a Hj zdvisi linearita a citlivost detekce.

7.4.3 Udrzba
- chromatografické symptomy znecisSténého detektoru
- priciny znecisténi detektoru, prevence znecisténi

- CiSténi trysky a sbérné elektrody.

v

7.5 Druhy, pti€iny a odstranéni problému pii chromatografické separaci a detekci

8 Pouzita instrumentace

- GC-FID syst¢ém HP 4890A Series, Hewlett-Packard (Agilent Technologies), s manudln{

regulaci tlakti a pratokd plynt

- GC-FID systém HP 6890 Series, Hewlett-Packard, ptip.6890N network GC System, Agilent
Technologies, s elektronickou regulaci (EPC) tlaki a pratoki plyni
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Laborator ze specidlni analyzy potravin I1 Uloha 2 - Plynovd chromatografie (GC-FID)

- software CSW 1.7 (DataApex, Ltd.)

9 Spusténi pristroje

Po inspekci nasttikového prostoru se pfipravi a poté do pfistroje nainstaluje vhodna kolona.
Diive neZ se nastavi teplota néstfiku a detektoru, nastavi se poZzadovany pritok (tlak) nosného
plynu kolonou pfi nastavené teploté na kolon¢ (pece). Priitok vodiku a vzduchu pro plamenové
ionizacni detektor (FID) je jiz pfednastaven na pritokomérech zabudovanych v pfistroji. Po
dostate¢ném zahfati prostoru detektoru (> 150°C) se zapdli plaminek detektoru a otevie se ventil
dopliikového detektorového plynu (,,make-up*). Po ustdleni teplot a signalu detektoru je mozno

zahdjit méfeni.

10 Dil¢i ulohy a demonstrace

Studenti (laboratorni skupina) experimentdlné provedou minimdlné jednu dil¢i dlohu z kazdé

skupiny tloh (Optimalizace podminek, Kvalitativni analyza a Kvantitativni analyza) podle

pokynt vyucujiciho.

Optimalizace podminek analyzy metodami GC-FID (ilohy 10.1-10.6)

10.1 Méfeni zavislosti prutoku nosného plynu na teploté kolony pii konstantnim tlaku

Cilem je ozfejmit si charakter zdvislosti pritoku nosného plynu na teploté a rozmérech kolony

(napft. i.d. 0,25 mm vs. 0,32 mm) pii konstantnim tlaku na hlavu kolony. Ze ziskanych dat se urci
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oblast linedrni zavislosti a zjisti rovnice ptimky. U typu HP 4890, u kterého se nastavuje tlak
nosného plynu, se urci také zavislost pritoku dusiku kolonou na tlaku plynu na hlavu kolony.

Pozn.: vyhtivani prostoru detektoru lze spustit teprve po zméteni poZzadovanych hodnot.

10.2 Zjisténi optimalni hodnoty priatoku nosného plynu kolonou

Opakovanym ndstfikem rozpoustédla (vzorku) pfi rGznych pritocich nosného plynu kolonou
(0,2-3 ml/min) ziskdme piky rtznych retencnich Casi, tvara a Sitky. Z téchto parametri lze
vypocist pocet teor. pater systému pii daném pritoku a optimdlni pratok (tj. s nejvySsim poctem
teor. pater). Ziskana data lze srovnat s hodnotami vypoctenymi podle algoritmu piisluSného
softwaru. Diskuse o vztahu optimaln{ linedrni rychlosti s praktickou optimalni rychlosti nosného
plynu s maximalni ucinnosti za jednotku Casu. Alternativné 1ze namisto pratoki nosného plynu

pouzit idaje manometru.

10.3 Vliv parametra injektoru na pfenos analyti do kolony a charakter separace

Cilem je naucit se nastavit parametry rezimi split/splitless (naptf. doba uzavieni splitového
ventilu, teplota pece pii néstiiku apod.) vhodné pro konkrétni analyzu. Uloha se provadi
s modelovymi roztoky methylisobutylketonu a p-xylenu. Souvisejici témata - typy vloZek
v ndstiikovém prostoru (linert), fokusace, rekondenzacni efekt, diskriminace analyti s riznym
poctem atomti C pii riiznych technikdch néstiiku, selektivita déleni (splitu), kapacita lineru (max.

objemy nastfikovanych rozpoustédel), asymetrie piki, negativni piky aj.

10.4 Vliv teploty injektoru, pocate¢ni teploty na koloné€ a bodu varu rozpoustédla na odezvové

faktory vvSevroucich analytu pfi splitless néstiiku

K tomu, aby bylo dosazeno co nejlepsi separace a nejvyssi citlivost pfi stanoveni napf. mélo
tékavych polycyklickych aromatickych uhlovodikti metodou kapilarni GC-FID (téZ varianty GC-
MS-EI), je tfeba zndt uc¢inek rozpoustédla na fokusaci analytl, vztah mezi bodem varu
rozpoustédla a optimdlni pocatecni teplotou kolony a dalSimi faktory, které mohou vyrazné
ovlivnit parametry metody pro stanoveni téchto latek. Demonstrace vlivu rozpoustédla a teplot,

vyznam pro stopovou analyzu semivolatilnich a vySevroucich latek.

10.5 Analyza termolabilnich latek

Vzorek reakéni smési allylisothiokyandtu s glycinem v neutrdlnim az mirn¢ alkalickém prostredi
obsahuje po 1 tydnu skladovani pfi laboratorni teplot¢ jako dominantni produkt

allylthiomocCovinu (ATM). Plynové chromatografické stanoveni ATM lze provést napf. po
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acylaci reakéni smési. ATM, resp. jeho acylovany derivat, vSak neni pfi obvyklych teplotich
prostoru ndstfiku (>200°C) stabilni a rozklddd se na allylamin (AA), resp. jeho acylovany
derivit. Ukolem je zjistit maximélni teplotu injektoru (s pesnosti udanou asistentem), pfi niZ jiz

k rozkladu prakticky nedochézi (v intervalu tinj=100—2OOOC).

10.6 Nastaveni optiméalniho teplotniho gradientu na koloné

Cilem je maximadlni rozliSeni separovanych péast (pikli), maximalni rozliSeni pii minimalni dob¢

analyzy. Demonstrace na raznych vzorcich, provadi se jako soucdst ostatnich tloh.

Kvalitativni analyza slozek neznamé smési (ilohy 10.7-10.9)

10.7 Separace a uréeni stereomeru 2,6-dimethylcyklohexanonu

Stereoisomery 2,6-dimethylcyklohexanonu se déli metodou plynové chromatografie. S odezev se
zjisti pomér obou isomerti. Po redukci na piislusné alkoholy (cis-isomer ketonu dava dva
isomery alkoholu, zatimco trans-isomer pouze jeden) se z relativnich odezev téchto isomera

alkoholu identifikuje cis- a trans-isomer ptivodniho ketonu.

10.8 Identifikace neznamého esteru

Pavodni ester a hydrolyzou vznikly alkohol a kyselina se analyzuji metodou GC-FID a ze
stanovenych RI a tabelovanych (nebo také stanovenych) RI standardd alkoholtl, esterd a kyselin

se ur¢i neznamy ester.

10.9 Identifikace, resp. vylouéeni vybranych latek ve zkoumanych vzorcich analyzovanvych na

kolondach s rozdilnou stacionarni fazi

Analyzuji se rizné vzorky - extrakt rozkladnych produkti cesneku, extrakty z Maillardovych
systémd, lihoviny, silice aj. Cilem je ureni nezndmych analytli z omezeného mnozstvi litek
srovndnim s udaji (retencnimi indexy, RI) v databazich dodanych vyucujicim, pfip. srovnanim
se standardy.

Pozn.: Ani naprosta shoda RI nebo jinych elucnich charakteristik standardu a neznamé
sloZky neopraviiuje k tvrzeni, Ze nezndmad latka je totoZnd se standardem. Pravdépodobnost, Ze
tomu tak je, lze zvysSit dalSimi okolnostmi analyzy (napf. analyzami na kolondch s fazemi
ortuzné polarité, kombinaci s dalSimi chromatografickymi metodami nebo kombinaci

s chemickymi metodami, atd.). Spolehlivd identifikace litek s vyuZitim pouze plynové
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chromatografie s tradi€nimi detektory je moZnd pouze ve zvlaStnich piipadech. Naprosto
spolehlivé Ize ovSem na zdklad¢ vysledkt analyz tvrdit, Ze latky nejsou totoZné, pokud maji za
jinak shodnych podminek rozdilné elucni charakteristiky.

Hodnoty RI pii opakovanych stanovenich by se za identickych podminek stanoveni
(nejlépe po sob& ndsledujici analyzy) nemély liSit vice nez o n€kolik jednotek. VEtsi rozdily jsou
zpusobeny nedodrZenim shodnych podminek analyzy, extrémné nizkymi nebo vysokymi
koncentracemi analyzovanych slozek, nedokonalym rozd€lenim analyzovanych latek nebo
jinymi vlivy. Vyssi presnosti a reprodukovatelnosti vysledkti se dosdhne pii isotermnim rezimu

analyzy. Reprodukovatelnost RI v PTGC (GC s programovatelnou teplotou), generalizované RIL.

Pfi isotermnich podminkdch analyzy vypocteme reten¢ni indexy latky x podle rovnice

log ooy — 10815,

log TRnsy — log TRy

+100n

K1, =100x

V piipad¢ linearné programové teploty lze pouZzit napt. aproximativni rovnici obecného tvaru

dy —d
Kl =100jx——5 41000

R(n+j) — “R(n)

kde dg je retencni teplota (Tr) nebo Cas (tg) uréované latky a dvojice n-alkanti.

Kvantitativni analyza (dlohy 10.10-10.13)

10.10 Stanoveni (4R)-(+)-limonenu a minoritnich terpenovych slozek v silicich

Cilem je aplikace metod kvantitativni analyzy pro konkrétni pfipady. Kvantifikace majoritni
slozky se provadi pomoci kalibra¢ni kiivky vnitiniho standardu; pro minoritni slozky se vyuzije

metoda absolutni kalibrace s kalibracni kfivkou nebo metoda standardniho pfidavku.

10.11 Stanoveni mastnych kyselin ve vzorku rostlinnych oleju

Analyza mastnych kyselin se provadi po hydrolyze tuku a esterifikaci methanolem za katalyzy

fluoridem boritym uZzitim metody vnitini kalibrace a dalSich kvantifika¢nich metod.
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10.12 Stanoveni dimethyldisulfidu — rozkladného produktu S-methylcysteinsulfoxidu

Tepelnym rozkladem S-methylcysteinsulfoxidu vznika celd fada latek. Jednim z dominantnich
produktii je i dimethyldisulfid (DMDS). Pyrolyzat je extrahovan do diethyletheru a piimo
analyzovdn metodou GC-FID. Uloha zahrnuje identifikaci DMDS na 2 riznych kolondch,

vytvoreni kalibra¢nich kiivek a stanoveni obsahu DMDS v extraktu.

10.13 Demonstrace matricového efektu

Koextrahované slozky mohou byt v GC pfi¢inou probléml souvisejicich s nepiesnou
kvantifikaci, vy$§imi hodnotami LOD, faleSn¢ pozitivnimi i negativnimi vysledky a celkové
snizujici se robustnosti metody. Ulohu tvoif ukizky analyz demonstrujicich zvySeni odezev
v extraktu vzorku v dusledku pfitomnosti aktivnich koextrakt a diskuse moZnosti eliminace

tohoto efektu.

11 ReSeni autotestu

1. Nejcastéji helium, dusik, vodik, ale i jiné plyny a jejich smé&si. Hoflavy je vodik. Lahev je
oznacena cervenym pruhem.

2. Ne. Musi byt dostatecné vysokd (zpravidla vySsi nez teplota kolony), aby doslo ke
zplynéni vzorku, ale ne k jeho tepelnému rozkladu.

3. Néplnové kolony obsahuji kromé stacionarni faze nosi¢, maji jiné rozmery (jsou SirSi
a obvykle krats{), pocet teoretickych pater je fddove niZsi.

4. Tradi¢né podle polarity (nepolédrni, sttedné polarni, polarni).

5. Meéla by mit podobnou polaritu (chemické slozenf{) jako slozky délené smési.

6. M¢la by byt piibliZn¢ rovna primérnému bodu varu sloZek smeési, aby doba trvani
analyzy byla minimdlni, pfi souCasném pozZadovaném rozliSeni analyzovanych létek.
Diéle je omezena maximalni teplotou pouZitelnou pro danou stacionérni f4zi.

7. Poctem teoretickych pater. Na pritoku nosného plynu, rozmeérech, u napliovych kolon na
zrnéni nosice, mnozstvi stacionarni faze.

8. Rozdé€lovacimi (distribu¢nimi) koeficienty délenych latek.

9. Univerzélni poskytuje odezvu prakticky na vSechny latky, selektivnim lze detegovat jen
urcitou skupinu latek.

10. Kritéria slouZici pro jejich porovnani (selektivita, odezva, citlivost, linearita aj.)
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12 Kontrolni otazky

Vysvétlete rozdil mezi adsorpéni a rozdélovaci GC.

Vysvétlete princip FID.

Které organické latky nelze detegovat plamenovym ioniza¢nim detektorem?
Jakou funkci plni tzv. doplitkovy detektorovy plyn (,,make-up*)?

Jaky je vliv teploty a tlaku plynu na reten¢ni charakteristiky v GC?

Které parametry ovliviuji vySku teoretického patra?

Definujte reten¢ni indexy. Jaky maji prakticky vyznam?

® N kAL Db

Vysvétlete princip metod vnitini kalibrace, kalibra¢ni pfimky, vnitinitho standardu
a standardniho ptidavku.

9. Lze jednoznacné identifikovat chemickou slouceninu pomoci plynové chromatografie
(napt. metodou GC-FID)?

10. K jakému ucelu se pouzivaji derivatizacni ¢inidla? Uved’te piiklady.
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