Kvalitativni analyza v chromatografii - Uloha &. 1

Chromatografie je separacni metoda a jako takova neposkytuje informace o struktufe latek

ve vzorku. Pfi kvalitativni analyze v chromatografii se identifikace analytu provadi na zakladé
srovnani reten¢nich dat analytu a standardu. Retencni data analytu odrazi specifické interakce
analytu se stacionarni a mobilni fazi. Napf. retencni Cas lze povazovat za specifickou vlastnost
analytu v daném chromatografickém systému, a tedy reten¢ni casy mohou slouzit jako prostfedek
pro identifikaci latek v daném chromatografickém systému.
Je vSak nutno si uvédomit, Ze retenCni Cas neni neménnou vlastnosti analytu, ale je disledkem jeho
retence v daném systému, pfiCemz zmény chromatografického systému zplisobuji zmény retenc¢niho
Casu. Té€z je jasné, Ze retenCni Cas sam o sobé nemuze slouZzit k identifikaci daného analytu a Ze bez
predchozi CasteCné znalosti vzorku se retencni €as neda obecné pouzit pro identifikaci latek. Z toho
vyplyva, ze 100% identifikace v chromatografii neni mozna. Existuje vzdy pfedpoklad o identit€,
ktery zavisi na predbézné znalosti analytu, efektivnosti systému a pouzité identifikacni metodé.

Pristupy:

1. Identifikace na zdkladé retencnich casii

P11 této metodé€ se srovnava retencni ¢as neznamé latky s retencnim ¢asem standardu. Standard
je latka, u které zname strukturu a predpokladdme, ze neznama latka je s ni identicka. Pfi této
metodé se musi téZz uvazovat, Ze retenCni ¢asy jsou kromé typu komponenty téz zavislé na
chromatografickém systému. To znamena, ze spravné srovnani je mozné jen tehdy, jestlize
podminky méfeni obou vzorkd jsou stejné.

Jestlize se shoduje retencni Cas analytu sretencnim Casem standardu za stejnych
chromatografickych podminek, 1ze s jistou pravdépodobnosti tvrdit, Ze neznama latka je identicka
se standardem.

2. Identifikace latek na zdkladé retencnich indexii

U predchozi metody jsme museli mit znamou latku (standard), jejiz reten¢ni parametry jsme
srovnavali s retencnimi parametry latky neznamé. Toto neni pfi metodé retencnich indexti nutné.U
této metody se naopak porovnavaji retencni ¢asy neznamé latky s urcitou latkou nebo skupinou
latek, které slouzi jako referentni latky. Neznama latka se tedy identifikuje na zaklad€ srovnani
retencniho indexu s retencnimi indexy latek znamych z literatury.

Nejznaméj§i metodou tohoto typu, ktera se uplatnila hlavné v plynové chromatografii, je
Kovatsova metoda, ktera pracuje s tzv. Kovatsovym indexem.

Kovatsav index. Kovats vyvinul systém identifikace latek, podle n€¢hoz se retenCni Cas
prepocita na tzv. reten¢ni (Kovatsiv) index, ktery je vztaZzen na rozsahlou skupinu referencnich
latek. Identifikace neznamé latky (analytu) se pak uskuteciiuje na zakladé srovnani tohoto indexu
s indexy znamych latek.

Vypocet retencniho indexu (RI):
RI=n. 100 + 100 (log T, yzorek - 10g Ty.51) / (10g Typt1 - log Tyn)
pocet atomu uhliku v nejbliz§im niz§im n-alkanu
rvzorek  Tedukovany retencni ¢as piku vzorku, analytu

n
T

T;n redukovany reten¢ni ¢as nejblizs§iho niz§iho n-alkanu
Tini1  redukovany retencni Cas nejbliz§iho vyssiho n-alkanu



V Kovatsové indexovém systému se retencni data chemickych komponent naméfené za danych
chromatografickych podminek vztahuji na homologickou fadu n-alkant, pro které Kovats definoval
retencni indexy nasledujicim zptisobem:

Retencni index n-alkanu se vypocita jako stonasobek poc¢tu uhliku v daném n-alkanu; napt. retencni
index n-propanu je 300; n-butanu 400, n-pentanu 500, atd. Reten¢ni indexy vSech ostatnich latek
jsou vztazeny k témto hodnotam a to tak, ze napt. ma-li dana latka za danych podminek retencni cas
mezi n-pentanem a n-hexanem, bude mit Kovatsiiv index mezi hodnotami 500 a 600. Podobné,
eluuje—li latka mezi n-dekanem a n-dodekanem, bude mit retencni index v rozmezi 1000 a 1200.
Retenc¢ni index je charakteristicky pro danou latku; zavisi vSak na stacionarni fazi a teploté. Plati, ze
teplotni zavislost je vétsi pro polarni komponenty na polarnich fazich ve srovnani s méné polarnimi
latkami na nepolarnich fazich. V pfipadé nepolarnich fazi je reten¢ni index na teploté témeér
nezavisly.

V praxi se Kovatstv index pouziva nasledovné: naméfeny retencni ¢as neznamé komponenty a
retencni Casy n-alkand, které se urCily za stejnych chromatografickych podminek, se dosadi do
Kovatsovy rovnice a vypocita se Kovatsiv index. Identifikace latky se provede na zakladé srovnani
experimentalné zjisténého retencniho indexu s literarnimi hodnotami.

3. Identifikace na zdkladé relativnich retencnich casii

Pfi této metode se retencni Cas analytu vztahuje na mrtvy ¢as Ty nebo na reten¢ni Cas urcité
vhodné latky (standardu), ktera se pfidava do vzorku. S pouzitim relativnich retencnich Casi se pak
eliminuje vliv délky kolony, fluktuace prutoku, teploty apod. Uvazujeme-li mrtvy cas Ty a RT;
retenéni Cas komponenty 1, potom kapacitni pomér k’ je v podstaté timto relativnim retencnim
casem, nebot’ plati: ki’ = (RT; — Ty) / To.

Identifikace neznamych latek

Chromatografie je separacni metoda, nikoliv identifikacni. Proto prvofadym ukolem
chromatografie je separace neznamych latek ve smési. Identifikace téchto neznamych slozek se pak
mlze provést pomoci specialnich detektorti. V soucasné dobé se Casto pouziva kombinace
plynového chromatografu s hmotnostnim detektorem GC-MS. Obdobné lze kombinovat 1
kapalinovy chromatograf s MS nebo s NMR spektrometrem.

Identifikace smési

Jsou pripady, kdy se chemik nezajima o urceni identity neznamé latky, ale jde mu o identitu
smési jako takové, napf. petrochemické frakce. V tomto pfipade€ se uplatni metoda ,fingerprint®,
kdy se srovnava profilové slozeni vzorku s referenénimi smésmi, podle kterého se da usoudit napf.
na puvod vzorku.



Uloha &.

Metoda:

Postup:

1.

Pouziti plynové chromatografie v kvalitativni analyze
Kovatsova zavislost

Chromatograf: Schimadzu GC-17A

Kolona: Spira KI8 (5% difenyldimethylsiloxan); i.d. = 0,2 mm; d = 25 m
Teplota kolony: 120°C

Objem nastiiku: 1 pl

Teplota injektoru: 250°C

Detektor: FID, 250°C

Nosny plyn: N,

Stanovte retencni Casy (RT) nasledujicich n-alkani: n-pentan, n-hexan, n-heptan, n-oktan, n-nonan.
Proved’te methanovy test a stanovte mrtvy Cas T,.

Vypoctéte redukované retencni Casy T, (T, = RT - Ty) pro jednotlivé n-alkany a sestrojte graf zavislosti
log T,=fRD

Proved’te analyzu zadaného vzorku. Vypoctéte Kovatsovy (retencni) indexy (RI) jednotlivych slozek
piitomnych ve vzorku podle vztahu:

RI=n. 100 + 100 (log T, viorex — l0g T, ,,) / (log T, y+1—log T, »)

n pocet atomi uhliku v nejbliz$im niz§im n-alkanu

Ty, vzorek redukovany reten¢ni ¢as piku analytu

Tin redukovany retencni €as nejbliz§iho nizsiho n-alkanu
j PR redukovany reten¢ni ¢as nejblizs§iho vys$siho n-alkanu

Vypoctéte Kovatsovy (retencni) indexy z rovnice spojnice trendu grafu funkce log T, = f (RI).
Ziskané Kovatsovy (retenéni) indexy porovnejte s tabelovanymi hodnotami.'

Protokol:

Stru¢ny popis metody (Kovatsovy indexy, jejich vyuziti, methanovy test...).
Popis chromatografickych podminek.

Tabulka obsahujici reten¢ni udaje standardu a zadaného vzorku.

Graf funkce log T, = f (RD).

Zaver (porovnani vysledku s tabelovanymi hodnotami, vysvétleni odchylek...).
Protokol odevzdat do jednoho tydne pomoci ISu.

! http://www.nysaes.cornell.edu/flavornet/DB5.html (relevantni je sloupec DB5)



