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APLIKACNI ROZSAH
CHROMATOGRAFIE

Metoda Priblizny rozsah | Analyzované latky
M, analytu

GC 1-400 plyny, latky tekaveé a teplotné stabilni, po
derivatizaci | netékave, po pyrolyze i
makromolekularni

HPLC 3-106 lonty, latky polarni i nepolarni,
nizkomolekularni i polymery

PC, TLC |100 - 2000 lonty, latky polarni i nepolarni

CE (CZE, |3-10° lonty, latky polarni i nepolarni,

CEC, nizkomolekularni i polymery

MEKC)
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PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

- Mobilni faze - plyn

- Stacionarni faze pevna faze,

kapalina



NEVYHODY

o Pouzitelné je pro tekavé latky
» Rychlejsi difuze

o Latky musi byt termostabilni



SCHEMA PLYNOVEHO
CHROMATOGRAFU




PLYNOVY CHROMATOGRAF




ZDROJ NOSNEHO PLYNU

a - compressed gas cylinder
b - pressure regulator

¢ - valve

d - filter

nosny plyn musi byt velmi Cisty a suchy
Filter- trubice s molekulovym sitem odstranuji H,0,
uhlovodiky, O,




ELEKTRICKE MERENi PRUTOKU

programovatelne elektronicke regulacni systémy
fizeni rychlost prutoku nosného plynu

(pro ziskani reprodukovatelnych reten€nich Casu
prutok 10 - 60 ml/min



NOSNE PLYNY

Plyn Vyhody Nevyhody
N, levny, nizka tepelna
bezpe¢na prace vodivost
H, vysoka tepelna explosivni
vodivost
He inertni drahy
Ar inertni drahy




PRIPRAVA VZORKU PRO GC

* Plyny, kapaliny - primo

- Pevné latky - po derivatizaci



OBJEMY DAVKOVANYCH
VZORKU

* Plyny 0,5-5ml

- Kapaliny - 0,1—10 pl



ZPUSOBY DAVKOVANI| VZORKU

- Pres septum

- Ventilem

- Termalni desorpci

Injector

Flow
controller

Column oven

Carrier gas
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DAVKOVACI STRIKACKA




RYCHLOST DAVKOVANI




ZPUSOB DAVKOVANI




AUTOMATICKE DAVKOVACE




VENTILEM

carrier carrier
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DAVKOVANI TERMALNI
DESORPCI
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TERMOSTATOVANI




TERMOSTATOVANI

lnjector
F oy -p ort

controller

A .|"_ I.ll II' H -

I:" | Colurmn) :I Detectar
)

1 L i

,
[
h P

—— =’

Column oven

(Carrier gas

Fecorder




- Naplnove — 74" OD — ocel, sklo
délka 1m

- Kapilarni— 0,1 — 0,5 mm ID —
kfemen, ocel, sklo
délka —10 - 100 metru



open (capillary)

. conventional



non-porous

packing

Open tubular
(capillary)

Packed with
porous layer

coated with
porous layer

liquid
coated

packed
capillary

liquid coated

wall




NAPLNOVA KOLONA
KAPILARN| KOLONA




KAPILARN| KOLONA

. FPolyimide coating

=Chemically bonded stationary phase

__




PEVNE STACIONARNI FAZE

Aktivni uhli, grafitizované uhli
- déleni plynu a lehkych uhlovodiku

Silikagel

- déleni anorganickych plynu a nizkovroucich kapalin

Molekulova sita (krystalické hlinitokifemicitany)
- déleni plynu a lehéich uhlovodiku

Porézni polymery (vinylbenzenové kopolymery)
- déleni nizkomolekularnich uhlovodiky,
anorganickych plynu, alkohold, esteru a ketond



KAPALNE STACIONARNI FAZE

Carbowaxy (polyethylenglykoly)

Ucony (polypropylenglykoly)
- polarni stacionarni faze, s rostouci Mr klesa polarita

Polyestery (napf. polyethylenglykoladipaty)
- polarni stacionarni faze

Silikonové stacionarni faze (polysiloxany)
- Casto pouzivané, sSiroky rozsah polarity



ELUCE

- |zotermalni

- Gradientova — zvysovani teploty — 400 °C

programmed
femperature




ELUCE

(b)
(a)

a - initial temperature and fime
b - ramp (°C/min)

¢ - final hold time and temperature




DETEKTORY

Destruktivni X Nedestruktivni

Univerzalni X Selektivni



DETEKTORY

Tepelné-vodivostni Tepelna vodivost
Plamenové-ionizacni lonizace (uhlovodiky)
Dusiko-fosforovy N,P - urcité formy
Elektronoveého zachytu | Elektronegativni struktury
Atomové-emisni Emisni zareni
Plamenove-fotometricky | P, S - urcité formy
Fotoionizacni Absorbce UV
Chemiluminiscencni Excitace (O,, F,)

FTIR IC + Fourierova transformace
Hmotnostni lonizace “




DETEKTORY

Citlivost a pracovni rozsah GC detektoru

ECD |
NPD (N)
[ _NPO(P) |
FPD (S)
FPD (P)_

| FTIR

M5 (SIM}_| MS (Scan)

107%g

102 g 10%g

10%g

103g



TEPLOTNE VODIVOSTNI DETEKTOR

TCD

- Universalni detektor
- Nedestruktivni detektor
- Linearni rozsah — 10°

* Princip — zmena tepelné vodivosti eluentu

v pritomnosti analytu v nosnem plynu se zvysuje tepelna
vodivost plynu



TEPLOTNE VODIVOSTNI DETEKTOR
TCD




TEPLOTNE VODIVOSTNI DETEKTOR
TCD




PLAMENOVE IONIZACNI DETEKTOR

FID

- Specificky
- Destruktivni
- Linearni rozsah — 10/

* Princip — ionty vznikajici spalovanim
vzorku vyvolavaji narust proudu



PLAMENOVE IONIZACNI DETEKTOR
FID




PLAMENOVE IONIZACNI DETEKTOR
FID




DETEKTOR ELEKTRONOVEHO
ZACHYTU

ECD

- Specificky
- Nedestruktivni
- Linearni rozsah — 104

* Princip — interakce [3- Castic vzorkem
vyvolava pokles proudu



DETEKTOR ELEKTRONOVEHO
ZACHYTU

ECD




DETEKTOR ELEKTRONOVEHO
ZACHYTU
ECD

93N plated surface

makeup gas

column
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GC ANALYSA

Ethanol v krvi

Ethanol-d  (1.5.)
Ethanol

App ID 18175




GC ANALYSA

App ID 24539

Kolona: Zebron ZB-FAME
Rozméry: 20 meter x 0.18 mm x 0.15 ym, helium, 1 ml/min
Detekce: FID




SUPERKRITICKA FLUIDNI
CHROMATOGRAFIE

Supercritical Fluid

Chromatography with
Packed Columns

Techniquas and Appbcatons




SUPERKRITICKA FLUIDNI
CHROMATOGRAFIE

- Mobilni faze - superkriticka kapalina

- Stacionarni faze - pevna faze,

kapalina



SUPERKRITICKA KAPALINA

" | solid liquid

gas T

temperature




SUPERKRITICKA KAPALINA

oC P, atm

cf

T

i

31.3 /2.9
36.5 72.5
132.5 112.5

196.6 33.3

: 152.0 37.5
CClyF, 111.8 40.7
CHF, 25.9 46.9

"density in g/ml at 400 atm




SFC X KOMPROMIS MEZI GC A

GC + vysoka difuze - vysoka teplota
+ nizka viskozita - tekave latky
HPLC + nizka teplota - nizka difuze

+ kapacita - rychlost analyz



SUPERKRITICKA FLUIDNI
CHROMATOGRAFIE
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VYHODY

- Superkriticka kapalina se viskozitou blizi fazi
plynné, hustotou fazi kapalné

. Uéinnosti srovnatelné s GC

 Rychlost vetsi nez u LC

- Dobra rozpousteci schopnost MF



NEVYHODY

- Zarizeni musi odolavat vétSim tlakum

 VySSi cenova narocnost pri srovnani s GC a LC



SUPERKRITICKA FLUIDNI
CHROMATOGRAFIE




SUPERKRITICKA FLUIDNI
CHROMATOGRAFIE




SFC ANALYSA

Bioanalyza (tokoferoly),
Lipidomika
Dopingova kontrola

Analyza potravin

Kontrola primyslovych prg

Zivotni prostiedi

lime fman

Density gmi~!




SUPERKRITICKA FLUIDNI
EXTRAKCE

SUPERCRITICAL

FLuiD EXTRACTION




SUPERKRITICKA FLUIDNI
EXTRAKCE

extraction

I’mmHa
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SUPERKRITICKA FLUIDNI

EXTRAKCE

- Pouzivaneé kapaliny - CO,

- levny,
- netoxicky

- nizka kriticka teplota

- Pozivané modifikatory

- HCI — kyselé prostredi

- NH; — bazické prostredi



SUPERKRITICKA FLUIDNI

EXTRAKCE

- Vyhody
- 10-100x rychlejsi prestup hmoty

- primeé ovlivneni extrakCni sily menenim hustoty

(zménou tlaku nebo teploty)

- velka redukce objemu extrahovadel

- néktera SF-extrakcni Cinidla jsou za normalnich

podminek plyny (CO,) = jednoduché odpareni



SUPERKRITICKA FLUIDNI
EXTRAKCE

- Nevyhody

- matricové efekty — neg. vliv matric;
Interakce se vzorkem
| extrakcni tekutinou

- slozita instrumentace — vysoke teploty a tlaky; prace s plyny
(restriktor)



FFF FIELD FLOW
FRACTIONATION




FIELD FLOW FRACTIONATION
PRINCIP

FIELBD-FELO W
FRACTIONATION
HANDBOOK
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FIELD FLOW FRACTIONATION
PRINCIP
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FIELD FLOW FRACTIONATION
PRINCIP




POUZIVANA POLE

- Sedimetacni

- Termalni

- Hydraulicke

- Elektrickeé



FIELD FLOW FRACTIONATION
PRINCIP
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FIELD FLOW FRACTIONATION
INSTRUMENTACE

Detector

Injection Channel I '
[Frauhnn

valve
collector




FIELD FLOW FRACTIONATION
INSTRUMENTACE

Schematic of Np-Efff Channel

channel inlet
electrical

connection injection
port
-

channel
outlet

clamping plate
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plate

electrode
(PTFE
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PREPARATIVNI FFF
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