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Plynova chromatografie je jednou z nejranéjSich a nejCastéji pouzivanych
separacnich metod. Vyznam plynové chromatografie pro rozvoj metodologie
analyzy byl zahy ocenén udélenim Nobelovy ceny panim Martin(ovi)
a Synge(ovi) v roce 1952.

Analytickd metoda plynové chromatografie je ¢asti analytického postupu ziskani
informace o sloZzeni smési latek ve smyslu zadani. Jak vyplyva z niZze uvedeného
diagramu, je zadani problému kliCovym ¢lankem ur€ujicim jednotlivé stupné
analytického postupu a kriteria posuzujici ziskanou informaci. Z vyse uvedeného

vyplyva 1 rozmanitost uspotadani analytické metody plynové chromatografie.
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Pouzitelnost metody plynové chromatografie pro analytické feSeni je podminéna
zadanim a nikoli moznostmi samotné metody, nebot’ ziskané vysledky fesSeni se
stanou informaci jen poskytuji-li odpovéd, kterd je relevantni zadani. Pti
nesplnéni téchto podminek se vynaloZeny intelektudlni a finan¢ni potencidl stava

pouze informacnim Sumem.

Vyse uvedena poznamka ma upozornit ¢tenafe, ze dale uvadéné vztahy, popisy
a diskuse jsou relevantni pouze v piipadé¢ odpovidajicim zadani a ze

sebeobsazngjsi diskuse dil¢iho problému, bez udani zadani, nevede k feseni.

1. Zakladni pojmy

Analytickd metoda plynové chromatografie je zaloZena na opakovaném ustaveni
rovnovdzného poméru koncentrace analytu mezi stacionarni a mobilni fazi,
nazyvany rozdélovaci koeficient Ky, . Plati

Kp =— ()

K opakovanému ustaveni dochazi v diisledku unaSeni analytu nachézejiciho se
v mobilni f4zi nad novy, analytem dosud neobsazeny dil stacionarni faze. Tento
transportni d& (migrace) analytu od poc¢atku ke konci kolony je tedy urcen
linearni rychlosti » mobilni faze v kolong, [cm*sec’']. Kolonou majici délku
L [cm], potom projde mobilni faze od pocatku ke konci kolony v Case ¢, ,
oznacovanym jako mrtvy Cas. Plati

(2)

tM - E
u
Obdobné cCas setrvani analytu v koloné, tj. v mobilni fazi, pohybujiciho se

prumérnou linearni rychlosti @ je urCen rovnici (3) a oznacuje se jako retencni

Cas analytu #z
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Vztah mezi primérnou linedrni rychlosti analytu a mobilni faze je ddn rovnici
(4) a odpovida poméru mnozstvi analytu v mobilni fazi (V,, je objem mobilni
faze analytu) vzhledem k jeho celkovému mnozstvi v mobilni a stacionarni fazi.
Plati

~ cuVu 1 1 1

u=u =u =u =Uu (4)
CuVm +CsVs 1+$ 1+ K Vs 1+ k’
CuVu DVM

kde pomér soucinu rozdélovaciho koeficientu s objemem solutu ve staciondrni
fazi k objemu analytu v mobilni fazi se oznacuje jako kapacitni pomér £,
zatimco pomér objeml mobilni a staciondrni faze se oznacuje jako fazovy
pomér f . Plati

"4 K
k=K,—-S=-2L (5)
Vu B

Dosazenim do rovnice (4) za linedrni rychlosti z rovnic (2) a (3) ziskdme rovnici
(6) a jejim uspotadanim rovnici (7)

rob. ] (6)

tR tM 1+ k’

Kk = tR _tM _ tR, (7)
tM tM

Rovnice (7) je kliCovou chromatografickou rovnici popisujici vztah mezi
rozdélovacim koeficientem (podle rovnice (5)) a méfitelnym retencnim
chovéanim analytu a mobilni faze. Vypocitand hodnota #;* se oznacuje jako Cisty

retencni Cas a vyjadiuje setrvani analytu v separacnim systému.
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Pohyb analytu v separa¢nim systému je pfevazné¢ uréen migraci vyvolanou
mobilni fazi, nosnym plynem. Vedle migrace se vSak analyt pohybuje 1 difuzi
a to jak v mobilni, tak 1 ve stacionarni fazi. Zatimco migra¢ni pohyb odpovida
sméru tlakového spadu, je difuzni pohyb na tlakovém spadu nezévisly a je ve
vSech smérech. Tento neorganizovany pohyb vede k rozSifeni zony analytu
v separacnim systému a vzrista s dobou setrvani analytu v separacnim systému.
Analyty opoustéjici separacni systém maji tedy konecnou Sitku pika (elucnich

zon) w , kterd vzristé s retenénim ¢asem.

Jak jiz bylo uvedeno, dochazi béhem d¢leni k opakovanému ustaveni rovnovahy.
Délka separatniho systému L je tedy rozdé€litelnd na vétSi pocet Usek,
oznaCovanych jako teoretickd patra N , odpovidajicich nasobnému poctu
ustaveni rovnovahy, vySkovému ekvivalentu teoretického patra H (HETP).

Vyskovy ekvivalent teoretického patra je umérny Sifce elu¢ni zony analytu. Pro
pocet teoretickych pater plati

L
N= 4 ®
* tR ? * tR
N=16* R | =554* —R_ (©)

Rovnice (9) ukazuje, ze ¢im vétsi je Sitka eluéni zony, tim mens$i je pocet
teoretickych pater, tzn. tim mensi je pocet opakované ustavenych rovnovah a tim

neucinnéjsi je separacni systém.
2. Zakladni usporadani metody

Zakladni uspotfaddani analytické méfici metody plynové chromatografie je
znédzornéno na nasledujicim schematu 2 a ukazuje jeji interdisciplinaritu. Cast
,mobilni faze*“ a ,vzorkovani“ pfevazné¢ vychazi z fteSeni chemického
inzenyrstvi. Cast ,,separaéni systém* je uzce spjata s obecnou chemii, zv1asté pak
s oblasti slabych interakci. Cast ,,méfici system®, ,,zpracovani signalu*

a ,,vyhodnoceni* je vztazena k aplikované fyzice, matematice a elektronice.
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Fig. 2 Zakladni schema uspofadani metody plynové chromatografie.
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Komplexita vySe uvedené¢ho uspotadani metody, Casto piesahujici intelektualni
moznosti jedince provést jeji UspéSnou optimalizaci a vyuzit vSech jejich
moznosti, je divodem postupného vyvoje plynové chromatografie od
universalnich feSeni pres black-boxes k expertnim systémtm.

3. Mobilni faze

V névaznosti na rovnici (9) Ize z hlediska priimérné linearni rychlosti posoudit
rizné procesy v kolong. Ukazalo se, ze linedrni rychlost vyznamné ovliviiuje
ucinnost separacniho systému a Ze existuje optimalni rychlost vedouci k vysoke
ucinnosti a rychlé separaci. Obecnym feSenim zavislosti vySkového ekvivalentu
teoretického patra H na primérné linearni rychlosti nosného plynu # je tzv. van
Deemter(ova) rovnice, majici tvar hyperboly. Plati

H=A+2+CSL_I+CML_I (10)
u

kde A4 je koeficient Eddy difuze, B je koeficient podélna difuze, C; je koeficient
pienosu hmoty ve a smérem ke staciondrni fazi a Cy, je koeficient pfenosu hmoty
ve a smérem k mobilni fazi.

Zvyseni UCinnosti a rychlosti separace pi1 optimalnim pritoku nosného plynu
muze dosddnout az faktoru 4krat. Tato skuteCnost je divodem pozornosti
vénované regulaci mobilni faze.

Mobilni fazi v plynové chromatografii je inertni plyn, jako jsou helium, argon,
dusik, kysliénik uhli¢ity a vodik, obecné oznacované jako nosny plyn. Na rozdil
od ostatnich separanich metod se mobilni faze, nosny plyn v plynové
chromatografii, neucastni slabych interakci s analytem.

Hlavnim kriteriem vybéru nosného plynu jsou poZadavky méficiho systému.
Zatimco optimalni vybér nosného plynu z hlediska separa¢niho procesu je uren
potlaenim difuznich dé&i, je kritertum méficiho systému uréeno podminkou
nejvyssi citlivosti méfeni. Ve vétSin€ piipadi tento rozdil posuzovacich kriterii

neni ve vzijemném rozporu, s vyjimkou pouziti sméesi argon+methan
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s detektorem elektronového zachytu (ECD). (Pozn. opravdu je vyhodné;jsi
pouzit dusik.)

Hlavnim problémem nosnych plynti (mobilni fidze) v plynové chromatografii
jsou v nosném plynu se nachazejici necistoty interagujici s analytem nebo
stacionarni fazi. Z tohoto hlediska jsou kritickymi necistotami vodni para
a kyslik a to jak pro separacni systém (chemickd zména stacionarni faze, tzv.
starnuti a z né¢ho vyplyvajici omezena presnost vysledkl pozorovani), tak 1 pro
méfici systém (detekce ECD a MS). Z vyse uvedeného plyne kritické posouzeni
hladiny zneciSténi vodni parou a kyslikem a pouZiti vysSiho stupné Cistoty
zasobnikl nosnych plynt, ¢i v serii zafazenych filtra.

Je vSak tfeba zdlraznit, Ze necistoty v nosném plynu nemusi vzdy pochazet ze
zasobnikl (tlakovych lahvi), ale ve vétSiné piipadi jsou ,home made*
nespravnou instalaci, napf. pouzitim nekovovych vedeni mezi tlakovou lahvi
a plynovym chromatografem, pouzitim konstrukéné a profesionalné chybnych
spojeni a tésnéni, pouzitim vedeni s letovanymi (vCetné stiibrem) spoji, pouzitim
reguldtori s gumovymi membranami v prostorech s vétSim vyskytem
rozpoustédel jako jsou napft. upravy vzorkl, paralelné¢ pouzivané metody TLC,
LC a GC, pouzitim on-off (toggle) ventill s pruzivou a gumovym sedlem,
predavkovanim vzorkem, pouzitim sapondtovych roztoka jako leak detektord,
vniknutim vnéjsi atmosfery do systému pii vyméné tlakovych lahvi, apod.

Vyse uvedené chyby v instalaci maji postupny a dlouhodoby efekt. Operator tyto

nedostatky identifikuje zpravidla na

- posunu reten¢nich indextu polarnich latek,

- zkracovani retenc¢niho Casu,

- pozvolné zmén€ zakladni linie detektoru, zpravidla ve formé dlouhodobych
viny tvoficich profila,

- zésadni zménou vysledki analyzy mezi poslednim v patek a prvnim
v pond¢li,

- vyznamnymi zménami pribéhu analyz v teplotnim a isothermdlnim
programu,

- pokracovanim trendu 1 po vyméné zasobnikl nosnych plynt.
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Odstranéni chyb v instalaci je velmi slozité¢ a velmi nakladné, nebot’ zpravidla
vyzaduje vyménu vSech komponent. Radé potizi lze ptedejit instalaci systému
nosného plynu podle nasledujiciho schematu.

P A K
/N\— >
> vedeni dvou-
> meéd cestny
S redukCni troj- Sroubeni (on-
© ventil s cestny se off)
3 kovovou kulovy dvéma kulovy
S membranou ventil krouzky ventil
Fig. 3

Zakladni komponenty vedeni nosné¢ho plynu

Reten¢ni €as v chromatografickém systému je vedle vedle miry interakénich
vztahl analyt-staciondrni fdze urCen linearni rychlosti mobilni faze (viz rovnice
(4)). V daném experimentdlnim uspofadani je linearni rychlost umérna objemové
rychlosti nastavitelné regulatory konstantniho priitoku nosného plynu.

? T | |
AT LS NN

Pi Po
regulator regulo-
tlaku vatelny
nebo externi detek meéreni
prutoku odbor iniektor kolona tor prutoku
Fig. 4

Pneumatické komponenty separa¢niho systému; vstup do regulatoru tlaku nebo
pritoku je bran z vystupu dvojcestného ventilu podle Fig. 3.
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Obecné plati, ze pratok nosného plynu je funkci tlakového spadu A(p; - py) mezi
tlakem na vstupu p; ana vystupu p,, vizkosity plynu 7 , kterd je funkci teploty
a s teplotou vzrista, 7 = f{T°”) a pneodynamického odporu separa¢niho systému,
ptevazné ur¢en¢ho konstrukénimi parametry injektoru a kolon.

Pro regulaci konstantniho priitoku nosného plynu jsou pouzivany regulatory
mechanické a elektronické, regulujici

- konstantni vstupni tlak (konst. p; ), nebo

- konstantni hmotnostni pritok (konst. F).

Regulovany konstantni vstupni tlak p; je zdrojem konstantniho pritoku jen
pii konstantnim vystupnim tlaku a neménnych pneodynamickych podminkéch
celého systému podle vyse uvedené¢ho schematu. Zména délky kolony, ¢i zména
jejiho efektivniho priméru v disledku pifeorganizovani néaplné v disledku
starnuti kolony zméni odpor systému a vede ke zméné pritoku, prestoze
nastavend hodnota vstupniho tlaku ziistala nezménénd. Podobné za podminek
teplotniho programu se priitok nosného plynu zméni a to tim vice, ¢im vétsi je
pouzity teplotni rozsah a ¢im vétsi je tlakovy spad (napt. vice u napliovych nez
u kapilarnich kolon, vice s dusikem nez vodikem jako nosnym plynem).

Operator pouzivajici regulaci konstantniho vstupniho tlaku nema jinou indikaci
o zmeén¢ pritoku, nez prodluzujici se retencni ¢as. Obecné lze fici; neni-li pfesné
znam skutec¢ny tlakovy spad (viz kap. 4, Fig. 5, odpor) a neni-li uddna zmétena
linearni rychlost nosného plynu, je pfesnost métfeni retencnich Cast analyth
nedostaCujici. Tato skutecnost je stejnd pro mechanické 1 elektronicky

kontrolované regulatory konstantniho vstupniho tlaku.

Regulatory konstantniho vstupniho tlaku jsou finanéné nenarocné a v kazdém
piipadé¢ je doporuceno pouzit reguldtor s kovovou membranou, nebot’
u reguldtoru je jedna strana membrany oteviena proti okolni atmosféie (je
nastavovan pretlak proti okoli) a necistoty (v€etn€ vodni pary) v ni pfitomné se
nemohou dostat do nosného plynu. Levna feSeni, pouzivajici k regulaci pouze
externi regulovatelny odpor, napt. jehlovy ventil, nejsou vhodna pro rutinni,

pfesnost vyzadujici métfeni. Tento zplsob regulace je rovnéz spojen s vétSimi
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bezpec¢nostnimi riziky, nebot pii nekontrolovaném pteruseni vedeni nosné¢ho
plynu kdekoli za regulatorem (viz. Fig. 4) dojde k tuniku nosného plynu
s vysokou priitokovou rychlosti a k vyprdzdnéni tlakové lahve do atmosféry
laboratofe.

Druhym typem regulatorii pratoku v plynové chromatografii jsou tzv.
regulatory konstantniho hmotnostniho pritoku.

Mechanické reguldtory konstantniho hmotnostniho pritoku jsou zaloZeny na
zpétné vazb¢ reagujici na tlak v délici pritoku za regulatorem. Vzrista-li tlak,
napft. v disledku ucpani systému, vzristu teploty, apod., plisobi tato zména na
membranu a vede k jejimu vétSimu otevieni a tak zvySeni vstupniho tlaku
a zachovani nastaveného pritoku.

Operator pracujici s timto typem regulatoru vidi rostouci hodnotu vstupniho
tlaku na manometru béhem teplotniho programu, poptipadé pokles hodnoty tlaku

k nule pi1 pferuseni vedeni nosného plynu, napt. pii prodéravéni septa.

Mechanické regulatory konstantniho hmotnostniho pritoku vyzaduji na vstupu
regulovany tlak (vystup na dvoucestném ventilu na Fig. 3) zpravidla o 1 bar
vys8i, nez je vystupni tlak p; (viz. Fig. 4). Membrany regulatorti jsou
zhotovovéany jak z plastl, tak z kovu. JelikoZz membrina je z obou stran
obklopena nosnym plynem, muze byt potencidlnim zdrojem zneciSténi pouze
degasing samotné¢ho materialu membrany. JelikoZ regulatory pracuji s délicem,
maji vzdy specifikovany maximalni pritok, zpravidla v rozsazich do 1 ml/min,
do 10 ml/min, do 100 ml/min a do 1000 ml/min.

Elektronické regulatory konstantniho hmotnostniho pritoku jsou zalozeny na
proporcionalnim ventilu fizeném métenim tepelné kapacity plynu. Pfi klesajicim
pratoku, napt. pii teplotnim programu, vznika rozdil mezi nastavenou a méfenou
hodnotou a ten vede k dalSimu otevieni ventilu a dosaZeni poZadovaného

prutoku.
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Elektronické regulatory konstantniho hmotnostniho pritoku jsou zpravidla
celoocelové, podobné jako mechanické jsou se specifikovanym maximalnim
prutokem, zpravidla do 1 ml/min, do 10 ml/min, do 100 ml/min a do 1000
ml/min. Jelikoz se tepelna vodivost méni se slozenim plynti, jsou regulatory bud’
kalibrovany pro urCity nosny plyn a nebo dovoluji softwarovou upravu ptes

interface s pocitacem.

Mechanické i elektronické regulatory konstantniho hmotnostniho pratoku vedou
ve srovnani s regulatory konstantniho vstupniho tlaku k ptesnéjSim vysledktim,
zrychleni analyz a vétsi bezpecCnosti prace v laboratofi (i pf1 ulomeni kolony, ¢i
prodéravéni septa reguldtor neposkytne vétsi, nez nastaveny priitok).

Zjisténi linearni prutokové rychlosti nosného plynu lze provést vypoctem
podle rovnice (2). Toto zjiSténi neni samoucelné, nebot’ dovoluje rychlou
kontrolu experimentalnich podminek. Pfi line4rnich rychlostech 15 az 30 cm/sec
by mrtvy €as #), pro 10 metrii kolony nemél byt delsi nez 1 minuta (nedostate¢né
d€leni a dlouhd doba analyzy) a ne krat$i nez 30 sekund (nedostate¢né, avsak

rychlé déleni).

Pro vypocet objemové rychlosti nosného plynu se pouziva

- méfeni objemu, napf. naplnéni objemu byrety ohraniceného mydlovou
bublinou, tzv. bublinkomér,

- méfeni vznosu téliska v zavislosti na jeho hmotnosti a vizkosité plynu, tzv.
rotametr,

- méfeni tepelné vodivosti plynu.

Obecné je méfeni objemu nejpiesnéjsi, nebot’ je nezavislé na aktudlnim slozeni
(napt. necistoty) nosného plynu, které ovliviiuje jak vizkositu, tak i tepelnou
vodivost. Pfestoze se métfeni provadi za laboratorni teploty a tlaku, je mozné
vysledky piimo pouzit i bez korekci na tlak, teplotu a rozpousténi a difuzi
Vv saponatu.

PrepoCet na linearni rychlost lze provést z geometrickych udaji kolon.
U kapilarnich kolon pfimo, u naplitovych kolon zapocitanim 30% priméru.

11
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4. Vzorkovani

V tomto odstavci diskutovand hesla (viz Fig. 2) jsou z hlediska pouzitelnosti
analytické metody plynové chromatografie zakladnim stupném pti upfesiovani
zadani.

Metoda plynové chromatografie vyzaduje, aby vSechny latky vstupujici do
d€liciho systému byly v plynné fazi. Tento pozadavek urCuje jak rozsah
analyzovatelnych latek, tak i moznost jejich kvantifikovadni. Obecné lze
v podminkach plynové chromatografie analyzovat latky do bodu varu
BP<800°C, poctu uhlikovych atomii <100 a relativni molekulové hmotnosti
MW<1600. Nejcastéjsi aplikacni rozsah se vSak pohybuje ve spodni poloviné
maximalnich rozsahli. Za vySe zminénych podminek je plynova chromatografie
potencidlni metodou pro 30000 organickych latek. Plynova chromatografie
vyuziva piedevSim slabych interakci analytu se staciondrni fazi, kterd obecné
vykazuje nejvétsi podil disperznich interakci, méné polarnich/dipolarnich a jen
vyjimecné interakce pfenosu néboje (acid/base). Tomuto zastoupeni interakénich
sil odpovida 1 mensSi vhodnost pouziti plynové chromatografie pro skupiny
organickych latek s donor-akceptorovymi vazbami. Zvlastni aplikacni skupinu
tvoti optické isomery z divodu jejich selektivni biologické aktivity.

Aplikacni rozsah plynové chromatografie neni ur€en pouze tékavosti latek, ale
také mnozstvim latek, které miize byt jesté presné stanoveno; S, > 10* §,i.
Jelikoz celkové mnozstvi analytu m, je rozdéleno v ¢asovém intervalu Sitky
piku w, je méfené mnoZstvi M gened Z&Vislé na experimentalnich podminkach

v systému panujicich pritokt /' a detekovaného objemu V... Plati

m, ) 1 (11)

vsensed *—

m d -
a,sense (F 4 Fmake—up) w

Pro signal detektoru S, s citlivosti (k,* a,) potom plati

10 = Snoise < Sa = (ka * aa)* ma,sensedl (1 2)

12
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Rovnice (11) poskytuje zdivodnéni k tvaze o volbé metody s napliiovou nebo
kapilarni kolonou (prvni zlomek, pouziti spliteru) a s kratkou a dlouhou kolonou
(druhy zlomek, §itka piku).

Velmi Casto je plynova chromatografie spojovana s piedstavou méfeni pouze
velmi malych mnozstvi, obzvlasté environmentdlnich polutanti. Jak ukazuje
nasledujici tabulka (1), metoda plynové chromatografie se pouziva piiblizné
stejn¢ Casto pro analyzu stopovych mnozstvi (méné nez 100 ppb) jako pro
analyzu hlavnich slozek (vice nez 1%).

Tab. 1
Cetnost plynové chromatografickych aplikaci podle koncentraéniho rozsahu

Koncentraéni rozsah [ppm] Cetnost [%]

< 0,001 6,9

0,001 -0,100 13,7

0,100-1,0 10,8

1-100 28,1

100 — 10 000 19,4

10 000 < 21,6

Zadani, které urcilo koncentra¢ni rozsah a ucel analyzy neptimo urcilo 1 zptisob
vzorkovani. Plynové chromatografickd analyza mezi dvéma opakovanymi
méfenimi ma vzdy urCitou dobu trvani a neni kontinualni. V nékterych typech
aplikaci je vSak Cetnost opakovani za Casovou jednotku brana jako vysledek
kontinualnich méfeni, napt. analyza zemniho plynu je definovdna ISO(em) 4krat
za hodinu, monitoring pracovniho prostfedi 10krat za hodinu.

S Castou frekvenci vzorkovani jsou vétSinou spojeny metody on-line vzorkovani
pomoci ddvkovaci smycky. Za téchto podminek je plynovy chromatograf blizko
mista méfeni, ddvkovaci smycka je promyvana analyzovanou smési piivadénou
nedlouhym by-passem. Vzorek je bez dalSich tiprav analyzovan ve stejném Case.
Tento zpusob vzorkovani vylucuje hlavni zdroje chyb, kterymi jsou uprava
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vzorku, kontaminace a lidsky faktor v€etné pfesnosti davkovani. Na druh¢ strané
tento zplisob vzorkovani dovoluje 1 optimalizaci nejen postupu vzorkovani, ale
1 samotného separacniho procesu, napt. délky kolony.

Podstatné castéjSim zplisobem vzorkovani je off-line metoda, odbér vzorku
a jeho nasledna analyza je provedena na riznych mistech a v jiném case. Tento
postup je zatizen vét§imi chybami nez on-line metoda a to predevsim v dasledku
velkého poctu operaci pred vlastni analyzou. Nasledujici tabulka (2) ukazuje

cetnost jednotlivych zdroju chyb.

Tab. 2
Cetnost chyb pfi off-line plynové chromatografické metods

Zdroj chyby Cetnost [%]
uprava vzorku 36,7
kontaminace 29,8
operator 17,0
davkovani vzorku 16,5

Zvlastni kapitolu tvofi vzorkovaci metody s obohacovacim stupném a to jak
pro vzorky z plynné faze, tak i pro vzorky z kapalné faze. Pouzivaji se metody
extrakce, absorpce s naslednou extrakci, adsorpce s naslednou extrakei, ¢i
thermodesorpci, extrakce s tuhou fazi (SPE) a naslednou desorpci. Hlavni
problém téchto metod nespoCivd v kumulaci chyb podle tabulky (2), ale
v nedostatecné definovanych-znamych hodnotach rozd€lovacich poméri mezi
fazemi (viz rovnice (1)). Odstranéni tohoto nedostatku obohacovacich metod je
pfedmétem intensivniho zajmu, obzvlasté ve spojeni s metodou SPE, pro kterou
jsou piedpokladany podobné vztahy jako mezi solutem a stacionarni fazi.
Aplikace téchto metod je vazana na presné dodrzeni pracovnich postuptli, nebot’

zména v matrici vzorku zpravidla vede k vyznamné zméné vysledka.

Déavkovani vzorku do separacniho systému je spojeno s nékolika technickymi
uskalimi, kterd maji vliv na pribéh separace. Mezi hlavni problémy injektoru
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patii teplota injektoru, teplotni gradient a pfevod tepla, rovnomérnost proudéni
v injektoru a mista s turbulentnim proudénim, objem injektoru a expanzni objem,
chemickd resistence. Tento komplex problémt je aktivné ovlivnitelny
operatorem a proto je mu vénovana dal$i pozornost.

[ ]
™ SN

teplotni
odpor septum liner gradient

v

Fig. 5
Funk¢ni komponenty injektoru

Teplota injektoru v klasickém uspofadani je volena tak, aby pii davkovani
doslo k okamzitému vypateni vzorku a na zaddnych mistech (povrchu septa,
povrchu liner a pfipadné jeho naplné, povrchu a upevnéni kolony) nedoslo
k nasledné kondenzaci. Volena teplota injektoru odpovida sttedni ¢asti injektoru,
ve které se nachazi liner a je zpravidla o 50°C vyssi nez teplota kolony. Vyssi
teplota injektoru neni vhodnd, protoze prostfednictvim mechanickych spoji mezi
injektorem a kolonou injektor ovlivituje teplotu kolony a tak pfesnost vysledk.
Teplotni gradient je tedy jak smérem ke koloné, tak 1 smérem k septu, jehoz
druha strana je ve styku s okolnim prostedim.

Ptevod tepla mezi vyparovanym vzorkem a injektorem je vzdy salanim. Velka

hmotnost injektoru zajiSt'uje dostateCny zdroj tepla a nevede k poklesu vnitini
teploty liner pfi vypatreni vzorku.
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Liner, vyménitelnd, zpravidla kfemend vnitini ¢ast injektoru mé né€kolik funkci.
V prvnim stupni mé vytvofit chemicky inaktivni prostfedi pro zplynény vzorek,
nebot” konstruk¢ni ¢ast injektoru je zpravidla z nerez oceli. Druhym tkolem liner
je homogenizace vytvoreného plynného vzorku a uprava profilu proudéni.
Homogenizaci podporuji rizné tvary labyrintdi, ¢i naplné a to jak ve formé
predkolon, tak i1 kiemenné vaty. Tyto naplné, obzvlasté s thermodegradovanymi
zbytky septa, €1 ¢astmi vzorku vykazuji velmi €asto chemickou aktivitu a mohou
se projevit bud’ selektivné, ve vztahu k urcitému typu latek ve vzorku (jeho
absorpci, napf. postupné zvySovani odezvy analytu s opakovanym méfenim)
nebo obecné vytvarenim chvostujicich piki.

Umisténi liner v injektoru neni ndhodné. Pti kvalitnich konstrukcich je prostor
mezi ocelovym télem injektoru a vnéjsi sténou liner omyvan nosnym plynem,
ktery tak zabraiiuje vzniku mist s nepohybujicim se vzorkem. Rozméry prostort
injektoru jsou voleny tak, aby proudéni odpovidalo laminarnimu proudéni.

V zavislosti na aplikaci jsou voleny riizné vnitini objemy liner. Obecné tivahy
respektuji nasledujici pravidla: vzrust tlaku v injektoru v dusledku vypateni
vzorku nesmi piekrocit 0,2 bar (injektovany objem 1 pl kapalného vzorku
zaujme pii vypafeni objem kolem 0,5 ml), rychlost vyprazdnéni objemu
injektoru by meéla byt mensi nez 1 sec. Rychlost vyprazdnéni objemu je
podminkou pro potlaceni mimokolonovych vlivi na uc¢innost separac¢niho
systému (dosazeni nizké hodnoty pocatecni Sitky piku wy ), zatimco nezvySeni
tlaku v injektoru o vice nez 0,2 bar je podminkou pro udrzeni Cistého, vzorkem
nekontaminovaného vedeni nosného plynu (viz dale o iloze odporu podle Fig.
5). V této souvislosti je pfeba upozornit, Ze nastiik vétSiho mnozstvi Cistého
rozpoustédla (vice nez 2 pl), napt. se zdmérem ,,vycistit“ injekéni blok, vede
zpravidla k dlouhodobému vyraznému znecisténi rozvodu nosného plynu.

Prestoze tkolem septa je pouze utésnéni systému a dostatecné elasticnost pro
prinik jehly, mohou se septa stit zdrojem jak provoznich, tak i zakladnich
aplikacnich problému. Plasty pouzivané pro septa maji riznou tepelnou odolnost
a lisi se v chemickych a mechanickych vlastnostech. Ve vétSin¢ ptipada
konstrukénich feSeni je nosny plyn veden k vnitinimu povrchu septa, které takto
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omyva, soucasné¢ tak zabraiuje kondenzaci vypafeného vzorku na jeho povrchu
a ochlazuje jej. Nedostatecnost ochlazeni, ¢i nedostate¢na tepelna odolnost septa
vede k jeho thermodegradaci, pficemz produkty thermodegradace spojité
znecistuji separacni systém a vedou k neptesnym vysledkim.

Schema Fig. 5 uvadi na prvnim misté sméru toku nosného plynu odpor. Ve
vetsing pripadl si operator neuvédomuje jeho existenci, pfestoze v plynové
chromatografii je jeho pfitomnost bezpodmine¢né nutnd a ma nékolik divodu,
mezi nimi obzvlasté: zabranit vniku expandovaného vzorku do systému vedeni
nosn¢ho plynu, zajistit ohfev nosné¢ho plynu pted jeho vstupem do injektoru.
Diskutovany odpor, zpravidla ve form& kapildry navinuté na téle injektoru je
dimenzovan tak, aby vytvarel tlakovy spad 0,2 bar. V dasledku tohoto odporu je
skutecny tlakovy spad na kolon€ menSi. Za téchto podminek nedojde ani v
piipad¢ davkovani objemu 2 ul kapaliny k takovému narustu tlaku, ktery by vedl
k obraceni sméru toku nosného plynu a vniku vzorku do chladnych casti vedeni
nosn¢ho plynu. Jestlize operator pozoroval béhem ndstfiku zvySeni tlaku na
manometru za regulatorem pritoku nosného plynu (viz Fig. 4, p; ), potom s
nejveétsi pravdépodobnosti je odpor nefunkéni, nebo injektované mnozstvi piilis
velké. V obou piipadech je vSak vedeni kontaminovano vzorkem. Operator bude

pozorovat dlouhodobé zmény nulové linie a zménu selektivity déleni.

Dévkovani vzorku se provadi zpravidla injekéni stfikackou. Konstrukce lze
rozdélit do dvou hlavnich skupin: prvni umoziiuje naséati vzorku do odmérného
valce, pfiCem nasledn¢ mize byt jehl prdzdna, druhd skupina pracuje
s naplnénou jehlou. Tyto dva typy skupiny injekcnich stiikacek se liSi v presnosti
davkovani. Nezndmy obsah jehly zpusobuje bud’ zakfiveni kalibracnich kiivek
(davkovany objem zahrnuje i neznamy objem jehly) a v disledku nemoznosti
kontroly naplnéni jehly malou presnost. Uvedené typy injekcnich strikacek se
li§i zplisobem nasttiku. Je-li davkovani provadéno s naplnénou jehlou, dochézi
k postupnému odpafovani vzorku z jehly pii pronikani septem a tak ke sniZeni
ucinnosti déleni (velka hodnota wy, ). Davkovani s prazdnou jehlou dovoluje
piesny odecet nasatého mnozstvi vzorku, ohiati jehly pfi jejim pronikani septem
bez odpafovani vzorku, rychlé injektovani pifi odpafovani jiz v jehle a po
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zpétném vytazeni pistu, jest¢ pred vytazenim jehly z injektoru, pfesné urceni
davkovaného mnoZzstvi.

V plynové chromatografii existuje n€kolik technik vpraveni vzorku na kolonu.
Vyvoj metod ma spoleCného jmenovatele, kterym jsou ti1 zdkladni kriteria: prvni
kriterium bere zfetel na mnoZstvi analytu vzhledem k mnozstvi stacionarni faze
nachdzejici se v teoretickém patru (mnozstvi analytu musi byt doste¢né¢ malé,
aby mohlo dojit k ustaveni rovnovahy ve smyslu rovnice (1)), druhé kriterium
respektuje optimalni pratok kolonou vzhledem k optimdlnimu pratoku
injektorem (objemova rychlost v injektoru musi byt tak velka, aby objem
injektoru byl vyplachnut v dob¢ kratSi nez 1 sec), tieti kriterium minimalizuje
vliv mimokolonovych piispévkil na Sitku piku (pocate¢ni Sitka piku w, by méla
byt co nejmensi). Rizna oznaceni injekénich technik, napt. split, solvent flush,
falling needle, on-column, vychazeji z optimalizace vSech tfi vySe uvedenych
kriterii.

5. Separa¢ni systém

Vlastni rozdéleni vzorku vychézi z podminky, Ze hodnota rozdélovaciho
koeficientu analytu 1 a 2 se 1i8i. Pro rozd¢leni smé&si musi pro kazdou stacionarni
fazi za konstantni teploty a tlaku platit nerovnost

KD1 a KDz (13)

Vlastnosti separacniho systému je jeho u€innost vyjadiend poctem teoretickych
pater N podle rovnic (8) a (9). Redlnd UcCinnost systému, tj skuteCny pocet
opakovanych ustaveni rozdélovaciho koeficientu, je vSak z divodu pocatecni
Sitky piku (zplisobeného rozsifenim zony pii injektovani) a konecné doby
potiebné pro transport nosného plynu od pocatku na konec kolony (mrtvy cas,
viz rovnice (2)) nizsi neZ teoreticka ucinnost. Plati
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tp —t
Nreal =16 * R2 L (14)
W —w,

Hodnota uc¢innosti vSak nevypovida o rozliSeni analytd, tj. o schopnosti systému
se s vysokou pravdépodobnosti vyjadiit k pfitomnosti analytu. Separacni systém
lze tedy posoudit na zdkladé¢ poctu Upln€ rozdélenych pikli mezi dvéma
naslednymi n-alkdny. Toto posuzovaci kriterium se oznacuje jako separaéni
¢islo 100 a oznacuje se SNy . Plati

1 A -1
SN100=2* ry * \/Nreas (19)

kde A4’ je koeficient polarity stacionarni faze definovany podle rovnice (16)

! tRn+1 B trn

A:

tr, —tg . (16)

Vyse uvedeny vztah podle rovnice (15) vyjadiuje zbytkovou nejistotu separace,
nebot’ hodnota 100/SN;yy odpovida poctu retenc¢nich indexti, které pii nahodném
sdruzeni vytvoii latentni pik. Popis separacniho systému pomoci separa¢niho
¢isla SN,y je zakladnim parametrem pro vyjadieni nejistoty separacni techniky.
Rovnice (15) rovnéz ukazuje, ze vysledek separace neni urCen pouze G¢innosti
systému, ale i jeho polaritou.

PtfestoZze polarita separa¢niho systému (staciondrni faze, kolony) byva
vyjadifovéana jednou hodnotou, je tfeba poznamenat, ze jeji definice neni jednotna
a 7e polarita neni tvofena jednim typem interakce. Vysledna polarita systému je
tvofena souctem vSech slabych interakci, kterymi jsou disperzni interakce,
polarita-dipolarita a interace pfenosu naboje. Jelikoz vSechny typy interakci jsou
fyzikalné chemické povahy, jsou zavislé na teploté. Ve vétsing ptipadi s rostouci
teplotou klesa podil disperznich interakci a polarita separa¢niho systému vzriista
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(operator mize v piipad¢ teplotniho programu pozorovat jiny vzor rozdéleni
smési, pouzije-li jinou pocatecni teplotu, ¢i jiny teplotni gradient). Numerické
vyjadieni polarity je potom zavislé na pouzitém modelu, zohlediiujicim véahy
a aditivitu interakci a musi obsahovat informaci o zékladnim posuzovacim

kriteriu a o teploté, pro kterou hodnota polarity plati.

Nejstar§Sim a mozna dosud nej€astéji pouzivanym systémem vyjadieni polarity
stacionarnich fazi je systém posunu reten¢nich indext vybranych sloucenin
(Rohrschneider, McReynolds). Jelikoz vSak vybrané slouceniny neodpovidaji
pouze jedné specifikované interakci, je interpretace posunu retencnich indext
nejednoznacnd. Proto se soucasny vyvoj posuzovani polarity stacionarnich fazi
posunul ke kvantifikovani solvatace. Ve stavu rozpracovani je model z roku
1993, ktery umoziiuje kvantitativné popsat separacni d¢j jako soucet vSech
slabych interakci solutu a solventu (LSER — linear solvation energy relationship,
Casto oznacovany jako Abrahamiv model). Vyhodou modelu LSER je nezavisla
charakterizace analytu a stacionarni faze systémem specifickych konstant, které
vzajemnou interakci tvoii vysledek separace. Tento ptistup se tak zda byt
nadéjnou cestou pro optimalizaci analytické metody plynové chromatografie.

Postup pro rozdéleni smési organickych latek metodou plynové chromatografie
ma nékolik, operatorem ovlivnitelnych stupni. Jsou to t€innost kolony a polarita
stacionarni faze (viz rovnice (15)). Zakladni rozhodovani operatora je vzhledem
k chemické povaze jednotlivych latek smési (operdtor nemuize provést analyzu
smesi, o které nevi, z jakych latek se skladd). Obecné plati, Zze pro rozdéleni
1someru, které maji podobné vlastnosti je tieba pouzit vysoké ucinnosti kolony
N,ear , zatimco pro rozdéleni latek s jinymi vlastnostmi je vhodné vyuzit ¢lenu
polarity v rovnici (15), pfi€emz plati pravidlo podobnosti, napf.

pro alifatické uhlovodiky, nevykazujici polarizovatelnost, nebo moznost pfenosu
naboje jsou disperzni interakce vyuzitelnym zékladem pro déleni a stacionarni
faze pro deleni bude nepolarni,

pro aromatické uhlovodiky vykazujici polarizovatelnost bude pouzita staciondrni
faze s polarizovatelnymi funkénimi skupinami, napt. fenylem a faze pouzita pro
déleni bude vykazovat stfedné velkou polaritu,
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pro alkoholy a fenoly vykazujici acid-base vlastnosti bude pouzita staciondrni
faze s acid-base funkcnimi skupinami, napt. ve formé polyethylenglykolu a faze
pouzita pro déleni bude vykazovat velkou polaritu.

V plynové chromatografii je zndmo a bylo pouZivano nékolik set rGznych
stacionarnich fazi. V soucasné dob& doSlo k omezeni vybéru a v prodeji
(stacionarni faze ani kolony si v soucasné dobé nikdo sam nepftipravuje) zistaly
jen faze, které lze ptipravit s vysokou reprodukovatelnosti a které zajistuji
vysokou tepelnou a chemickou stabilitu. Dal§im divodem pro omezeni poctu
staciondrnich fazi se stala dostupnost knihoven retencnich indexd pro
identifikaci latek. Vzhledem k tomu, Ze poCet normovanych typll analyz stéle
stoupd, je 1 moznost volby staciondrni faze stale omezené;si.

Poté, co bylo rozhodnuto o typu stacionarni faze, je druhym vybérovym
kriteriem uc¢innost kolony, kterd je vyjadiena hodnotou vyskového ekvivalentu
teoretického patra H podle rovnice (10). Pfi porovndni riaznych typl
chromatografickych kolon Ize zjistit, Ze optimalni hodnota H rtiznych uspoiadani
se li§i maximaln¢ faktorem dvakrat. U napliovych kolon je vyS$s$i hodnota H
zpusobena vyss$i hodnotou koeficientu 4 a C; , nez u kapilarnich kolon..
Podstatny rozdil a¢innosti néplilovych a kapilarnich kolon je tedy zpiisoben
dosazitelnou délkou kolony. Jelikoz s prodluzujici se délkou kolony se
prodluzuje 1 doba analyzy je tfeba zvolit kompromis mezi ucinnosti a dobou
analyzy (dosazeni vétsSiho rozliSeni nez R>1,5 neptispiva k zlepSeni vysledku
a vede pouze ke zbyteCcnému naristu nakladd analyzy). V plynové
chromatografii obecné plati, ze analyza by méla byt provedena do kapacitniho
poméru k'< 5 (viz rovnice 5). Této hodnoté by mély byt uzplisobeny ostatni
experimentalni parametry, obzvlast€¢ pak teplota kolony a zpasoby analyzy
v riznych modech, napt. solvent flush, back flush.

V nékterych piipadech je operdtor postaven pied otdzku prace za konstantni
teploty kolony, nebo v tak zvaném teplotnim programu. Obecné plati, Ze se
vzrustajici teplotou klesa podil disperznich interakci a vzrastd podil polarnich
interakci. Proto pfi d€leni isomeri teplotni program nevede ke zlepSeni rozliSeni,
zatimco u polarnich latek vede ke zlepSeni rozliSeni. V obou ptipadech vede
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teplotni program ke zkraceni elu¢nich Casli, nemusi vSak vést ke zhraceni doby
analyzy, ktera je Cas mezi dvéma opakovanymi analyzami (po ukonceni
teplotniho programu je tteba kolonu ochladit a teplotné stabilizovat).

Z vyse uvedenych odstavci by mél ¢tenaf nabyt dojem, ze jakékoli usporadani
nevyhovuje vSem moznym aplikacim, ale zpravidla jen urcité ¢asti vzorku. Tuto
skute¢nost 1ze slovné popsat tak, ze zadny jednodimensiondlni systém (systém
ve kterém se pro sledovany analyt nezméni kapacitni pomér £’ (viz rovnice (7))
nevede k nulové zbytkové nejistoté. Toto poznani se stalo zakladem vyvoje vice
dimensiondlnich systému plynové chromatografie (MDGC).

6. Charakteristika detektoru

Pozornost bude vénovana definici a velikosti parametri charakterizujicich
detektor a zptisobu jejich urceni.

charakteristika
meériciho
zarizeni

v

citlivost —p»| selektivita

¥ RUR
LINEARITA
v v v

koeficient linearni chyba
linearity > dynamicky > linearity
rozsah
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Detektory méficich zatizeni lze vyhodnotit a vzajemné srovnat vycislenim
parametri modelu odezvy méficiho zatizeni, zapsané ve tvaru rovnice (12).
Vyhodnoceni jinych forem zapisu modelu odezvy nedovoluje obecné urcit
parametry charakterizujici méfici zafizeni.

Citlivost m¢ticiho zafizeni vyjadifuje trasformacni funkci vystup/vstup a je
sou¢inem konstruk¢nich (&, ) a pro analyt specifickych (a,) vlastnosti. Plati

k,+a,=S,Im! (17)

Sirka piku v poloviné vysky

Vystup

1=0.9 1=0.9

Fig. 6
Zkresleni vystupu detektoru v disledku proménlivé citlivosti pro riznou hodnotu
koeficientu linearity
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Z rovnice (17) vyplyva, ze citlivost meéfictho zafizeni bude konstantni
a nezavisla na mnozstvi analytu m, pouze pii / = 1 . Neni-li tato podminka
splnéna, je méfeni v $irSim rozsahu mnoZzstvi analytu chybné, jak je ukazano na
obrazku 6. Podminkou spravného méfeni je konstantni hodnota citlivosti,

vyzadujici linearizovanou formu transformacni funkce vystup/vstup ve tvaru

(ky 2y =NS, Im, 19

Rozmér citlivosti odpovidd vySe uvedené definici a zavisi na rozméru
vystupniho signélu (elektrického signalu) a rozméru vstupniho signalu (mnozstvi
analytu), napt. V+g' , A*ppm” , Hzxmol' , potetsg'#s apod. Z rozméru
citlivosti vyplyva rozmér mnozstvi analytu pfi jeho analytickém stanoveni.

Selektivita I, je vlastnost méficiho zafizeni vyjadiujici pomér citlivosti dvou
analytll v daném méficim zatizeni. Plati
kst st

I, = st st 19
° k, a, (19)

Z rovnice (19) vyplyva, ze selektivita je vzdy relativni a zavisld na volbé
standardniho analytu (5). Pomér velikosti analytickych vlastnosti standardu
a analytu (a,/a,), napt. tepelné¢ vodivosti, ionizatniho potencialu apod., se
nazyva relativni molarni odezva - RMR, a uplatiiuje se v normalizaci velikosti
odezev na jednotkové latkové mnozstvi.

Linearita vystupu odezvy meéficiho zafizeni je vyjddiena tfemi parametry
popisujicimi konstantni hodnotu exponentu / mnoZzstvi analytu zplsobujiciho
signal § v rozsahu mnoZstvi analytu <m, i, , M4me> v predem dohodnutém
pasu neptesnosti (Fig. 7). Tyto parametry se nazyvaji koeficient linearity / ,
linearni dynamicky rozsah a chyba linearity.
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log S

< chyba linearity

koeficient linearity 1

linearni dynamicky rozsah

m a,min m a,max

log m,

Fig. 7

Zakladni pojmy linearity méticiho zatizeni

Koeficient linearity [/ je definovan jako smérnice funkéni zavislosti
log(S) = f/log(m,)]. Plati

I =[logS —-log(k, *a,)]/logm, (20)

Jako linearni je oznacovdno méfici zatizeni, jehoZ koeficient linearity je roven
jedné, I = 1. Pouze plati-li tato podminka, je citlivost konstantni a neni funkci
mnozstvi analytu. Koeficient linearity nejvyznamnéji ovliviiuje signdl detektoru
a mél by byt znam pro pouzité méfici zafizeni a rozsah mnoZstvi dané¢ho analytu
(stanoveni koeficientu linearity je uvedeno nize).

Chyba linearity piedstavuje predem dohodou akceptovanou miru odchylek od
konstantni hodnoty citlivosti pfi zachovani konstantni hodnoty koeficientu
linearity. Chyba linearity je volitelna a je zfeymé, Ze zvolenim vétsi chyby
dochazi k rozsiteni specifikovaného linearniho dynamického rozsahu, nikoli vSak
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k linearizaci odezvy detektoru. Chyba linearity by neméla byt zvolena vétsi nez
+ 5 % z dlivodl spravné interpretace méfené odezvy.

Linearni dynamicky rozsah je rozsah mnoZzstvi analytu, v némz plati hodnota
zjisténé¢ho koeficientu linearity v rdmci povolené chyby linearity. V linedrnim
dynamickém rozsahu je citlivost detektoru konstantni. Pro méfici zafizeni tedy
muze existovat nékolik linedrnich dynamickych rozsaht, liSicich se koeficientem
linearity. Problémem praktickych méfeni je deformovany tvar kiivky odezvy, jak
je ukazano na Fig. 7. V pfipadé¢ dynamickych meéfeni, napt. eluCnich profild,
prochdzi mnoZstvi analytu nckolika linearnimi dynamickymi rozsahy a odezva
detektoru je funkci né€kolika koeficientl linearity. Vyhodnoceni okamzité odezvy
(signdlu) detektoru vede proto ke spravnéjSimu popsani funkéni zavislosti
S =log (m,) nez vyhodnoceni integralni odezvy detektoru.

Linearni dynamicky rozsah méficiho zatizeni je vyhodnocovan z linearizované
formy odezvy detektoru (Fig. 8) a je zavisly na zvolené chybé¢ linearity.

citlivost

S/m,'

mnozstvi analytu m;

Fig. 8
Ptiklad vyhodnoceni linearniho dynamického rozsahu
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Stanoveni charakteristik mériciho zarizeni vyZaduje méfeni odezvy detektoru
v Sirokém rozsahu mnozstvi analytu. Abychom zkrétili potiebny ¢as a omezili
chyby opakovaného néstfiku analytu, jsou nejvyhodnéj$i metody spojitého
pfivodu analytu do detektoru v definovaném casovém profilu. Metody
opakovanych néstfikl riznych mnozstvi analytu jsou ¢asové narocné, vyznacuji

v

se znacnym rozptylem a mély by byt pouzity jen v nejkrajnéjSim ptipade.

zdroj nezavislé
—Pp»| konstantniho stanoveni
mnozstvi w my
analytu
testovaci
mnozstvi detektor
analytu
m;
zdroj
F, zired'ovaciho Fair + F,
media

Fig. 9
Schéma zatizeni kontinuadlniho toku testovaciho mnozstvi analytu pro zménu

skokem a logaritmickym zfedénim

Kontinualni tok testovaciho mnoZstvi analytu lze ziskat bud’ s konstantni,
skokove se ménici ¢asovou zavislosti, anebo s logaritmicky se ménici hodnotou

mnozstvi analytu. Pro skokovou zménu testovaciho mnozstvi m, plati

Fa
(21)

m,=m,*_—2 —
F, + Fqi

kde
F, je pritok nosného media zdrojem analytu produkujictho mnoZzstvi m,,

F,; je prutok zfted’ovaciho media.
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Pro testovaci mnozstvi m, v ptipad¢ logaritmického zfedéni plati

m; =m, *exp(—F, *t;) (22)

kde

t, je doba prutoku nosného media F, a m, je pocateCni mnozstvi analytu ve
zdroji.

o UUUUL Nl

ATA A » AN A »
io 't,' 'tj ¢as t(') t'[ fk cas
m; m;

Fig. 10

Ukazka ¢asové zmény signalu detektoru testovaného riznym mnozstvim analytu:
A - skokovd zmeéna zplsobend zménou ziedovaciho pritoku Fg;, rov.(21),
zakladni signal Sy odpovida odvedeni testovaci smési analytu mimo detektor,
B - logaritmické ziedéni, rov.(22)

Princip téchto metod je schematicky znazornén na obrazcich Fig. 9 a 10. Zdroj
konstantniho mnoZstvi analytu m, pfedstavuje ur¢it¢ mnozstvi analytu
v konstantnim objemu, které se bud’ spojit¢ dopliiuje v ptipad¢ zdroje skokové
zmény, napi. permeacni trubice, proud standardni smési plyni, nasycend para
nad kapalinou apod., nebo se nedopliiuje v ptipadé logaritmického zied’ovani.

Zdroj ziedovaciho media je realizovan rychlym a programovatelnym
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regulatorem pritoku. Prepinaci ventil pred detektorem dovoluje komplementarni
stanoveni mnozstvi analytu v testovaci smési a kontrolu nulového signalu
detektoru béhem jednoho experimentu. Ze znalosti prutokii nosného media
v Casech #;, t; se vypoCita testovaci mnoZzstvi analytu m,;, m,; a Casova osa

experimentu se zameéni za 0Su MNoZstvi.

Charakteristiky detektoru se urci podle nasledujiciho schématu:

1) Signal detektoru a mnozstvi analytu se ptfevedou na logaritmus a provede se
linedrni regresni analyza, logS$ = f (log m,) , napt. obrazek Fig. 7.

2) Smérnice piimky regresni analyzy ur¢i koeficient linearity /, viz rov. (20).
3) Koeficientem linearity / se umocni testovaci mnozstvi analytu m,’.
V ptipadé, ze I <0,95 ; 1,05 >, je mozné pouzit [ = 1, coz vSak vede ke

zkraceni linedrniho dynamického rozsahu.

4) Vypocita se citlivost méficiho zafizeni, (k,*a,) = S/m; I kterd bude
konstantni pro uréity rozsah mnozstvi analytu, (k,*a,)=f(m,"), napt. obr. 8,

5) Zvoli se maximaln¢ piijatelna odchylka od konstantni hodnoty citlivosti, napf.
+3% a vytvofi se pas kolem vypocitané sttedni hodnoty, napft. obr. 8§,

6) Hodnotami vymezujicimi tento pas se urCi linedrni dynamicky rozsah

<M miny My, max>» NAPT. ObI. 8.

7. Zpracovani signalu

Meéieny signal detektoru je spojit€¢ zpracovavan a v soucasné dobé prevazné
ukladan v paméti méticiho zatizeni jako soubor hrubych dat. Tato hruba data
obsahuji vedle signdlu i Sum, stejné¢ jako udaje o nulové linii (signal bez
ptitomnosti analytu) a jsou nasledné zpracovavana.
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ZPRACOVANI SIGNALU

prevodnik ‘ frekvence

D/A A/D rozliSeni
\ 4 \ 4
analogovy digitalni
signal signal
vzorkovac
interval
casova +
konstanta|[— 3zum

Signal je okamzity vystup, zpravidla ve formé elektrické veli¢iny detektoru,
jehoz model byl jiz popsan. Z modelu vyplyva, ze méfeny signal neni pouze
funkci mnoZzstvi analytu. Piispévek samotného méticiho zatizeni S; je zpisoben
konstrukénimi vlastnostmi pfistroje a je oznaCovan jako zdkladni, nulova linie
méficiho zatizeni. V disledku statistickych fluktuaci mechanismu detekce,
parametrii okoli a konstrukénich materidli je méfeny signal zatizen Sumem, coz
se projevuje ndhodnym zvySenim nebo snizenim méfené¢ho signdlu. Signdly lze
posuzovat z hlediska jejich spojitosti v ¢ase a spojitosti amplitudy. Na zdklade
tohoto rozdéleni vznikaji razné typy signali (Fig. 11), z nichz se analogové
a Cislicove zpracovavané signaly nej€astéji uplatiiuji v métent.
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spojity Cas diskrétni ¢as

analogovy Cislicovy
signal signal

:fr?;iilti?uda / / UL u U ‘
— |

diskrétni ‘_LHJ_LH
amplituda —d
impulsni digitalni
signal signal
Fig. 11

Rozdéleni signalt podle spojitosti v ¢ase a v amplitudé

Bezprostiedni signal senzoru je az na vyjimky analogovy. Jeho upravou
v detektoru vznika a je déale zpracovavan bud’ analogovy, nebo digitalni signal.
Signaly s diskrétnim casem (Cislicové a digitalni signaly) nejsou spojitou funkci
a oznacuji se jako posloupnosti, Casové Ttady. Signdly detektorti jsou
zpracovavany za ucelem zjiSténi jejich stfedni hodnoty, souctu ¢i nasobeni
a redukce Sumu.

Sum oscilujici kolem zékladni linie je charakterizovan frekvenci a amplitudou
a jak vyplyva ze statistického pojeti, je soucet pozitivnich a negativnich
vychylek sumu v dostateéné dlouhém &asovém intervalu roven nule. Sum, jeho
suma je nulova v ¢asovém intervalu nasSeho pozorovani se oznacuje jako tzv. bily
Sum (white noise). Sum, jehoZ suma je nenulova, je tzv. ndhodny Sum méfeni
a Sum, jehoz suma vykazuje Casovou zavislost v naslednych intervalech

pozorovani se oznaduje jako drift (Fig. 12). Sum je vyznamny jen z hlediska
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intervalu pozorovani, napt. Sitky elucniho piku, a je tedy zifejmé, Ze se zménou

intervalu pozorovani se posune vyznam jednotlivych druhti Sumu.

signal

Fig. 12
Znazornéni typl Sumu ve vztahu k intervalu pozorovani; 1 - bily Sum,
2 - ndhodny Sum, 3 - drift.

Rizné formy signalu detektoru jsou navzajem pievoditelné elektronickymi
komponentami nazyvanymi prevodnik A/D nebo D/A charakterizovanymi

rychlosti pfevodu a formatem rozliSeni (udavanym v poctu bit).

Analogovy signal je zkreslen fadou Casovych konstant 7, pocinaje objemem
detektoru a konce zplisobem elektronického zpracovani signalu. Zkresleni
signalu narGstd s rostouci ¢asovou konstantou a pro rychlé déje muize vést
k vyznamnému potla¢eni okamzitého signalu a nasledné chybné interpretaci. Na
druhé strané je analogovy vystupni signal malokdy predmétem bilého Sumu
a rovné¢z ndhodny Sum je podstatné potlacen. Vizualizovanym piikladem
analogového signalu je zdznam zapisovafe. Ma jen ziidka 7 < 0,3s a z toho

divodu jsou zapisovace nevhodné pro pozorovani déji kratsi nez 1 s.
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V souvislosti s rychlosti odezvy méticich zatizeni je definovan €as odezvy, ktery
odpovida ¢asu dosazeni 90% kone¢né hodnoty signalu jednotkové zmény a je
slozen z cCasového useku zpozdéni (dosazeni 10% konecné hodnoty
signalu) a casovych intervala vzristu Ci poklesu (dynamické chovani mezi 10 a
90 % konec¢ného signalu). Je tfeba zdiiraznit, Ze odezva nefyzikalniho detektoru
(tzv. chemickych a biochemickych detektoril) je zpravidla nesymetrickd a je
vyznamnym nedostatkem téchto méficich zatizeni (Fig. 13).

signal
s, &
09— 0,9
0,1
S 0,1,
Sk _K_- ‘
zpozdénil interval vzrastu interv Ipoklesu|zpoidé i
it K S
cas odezvy c¢as odezvy

c¢as

Fig.13
Cas odezvy méficiho zatizeni podle ISO 9169.

Cislicové zpracovavany signal vznikd vzorkovanim analogového signélu.
Vzorkovani je opakovanym naditanim (se vzorkovaci frekvenci f) vstupu po
urCity Casovy usek (w), ktery je charakterizovan primérnou hodnotou signalu
(Fig. 14). Vznik Ccislicového signdlu neni zatizen c¢asovou konstantou
a v disledku vysokych frekvenci vzorkovani ( f > 25 kHz ) je vhodny 1 pro
pozorovani velmi rychlych déjt. Interval vytvareni primérné hodnoty signalu je
vSak velmi uzky, zpravidla kolem 4 us, a proto vznikajici Cislicovy signal
vyznamné "kopiruje" Sum analogového signalu.
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A jednotkovy signal

signal /

-~

interval slice

vzorkovani

c¢as

Fig. 14
Jednotkovy signdl (teckovand linie) znazornény jako digitalni signal s
vzorkovaci frekvenci f a délce vytvareni primémé hodnoty w a jeho

zpracovani na priimérnou hodnotu ¢asového intervalu vzorkovani (vySrafovéano).

Velké mnozstvi okamzitych snimanych signalti (napi. v piipadé¢ 25 kHz
pfevodniku ziskdme 25 000 tdajii za vtefinu) neni pfimo pouzitelné, jak
z hlediska jejich mnozstvi, tak 1 jejich zatizeni Sumem. Proto je urcitd ¢asova
sekvence naslednych okamzitych signdlii zpracovavana s cilem vytvofeni
prumérné hodnoty pro delsi ¢asovy usek a potla¢eni bilého Sumu. Takto vznikla
nova hodnota signalu je charakterizovana pramérnou hodnotou signélu
reprezentujiciho konstantni, na konstrukci pfistroje a algoritmu zpracovani
signalt zavisly ¢asovy usek, ktery je oznacovana jako "slice". Tyto hodnoty jsou
ukladany do paméti pristroje.
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Na zédklad¢ popsaného zpracovani signalu jsou vytvofena hruba (angl. raw) data,
predstavujici zdznam pozorovaného déje. Z vytvotrenych hrubych dat neni mozné
dekonvoluovat ("ziskat zpét rozkladem") skladbu pivodnich signalt. Takto
vytvorena hrubé data ptedstavuji pouze nepatrnou zménu casové distribuce proti
puvodnimu signalu, kterd neovliviiuje vysledek meéieni. Podstatnou vyhodou
zpracovani signalu je redukce Sumu a vytvotfeni opakovatelné¢ vyhodnotitelného
souboru dat.

Algoritmy pro vySe uvedené zpracovani signalu tvoii charakteristiku pouzitého
méficiho zafizeni. Operator objednanim pfistroje zvolil parametry vzorkovani
signalu a ptfevodniku A/D, které dile nemlze meénit. Pouze v nékterych
ptipadech je mozno zvolit rozdilnou frekvenci f;.. pro pomalé (nizka frekvence,
delsi trvani #g;..) a rychlé déje.

Vytvotenim souboru hrubych dat je ukoncena "pasivni role operatora" na méieni
(nemtize ovlivnit parametry elektronického vzorkovani, pievodniku A/D,
casovou konstantu meéficitho zafizeni, integrani interval slice, parametry
a zpusob zéapisu hrubych dat do paméti). Znalost jejich geneze je vSak nutna pro
zhodnoceni analytického procesu.

Zpracovanim neménnych souborti hrubych dat vznikaji nové, ucelové soubory
dat s redukovanym Sumem a urCenou nulovou linii signalu. Hruba data
s rozmérem signalu (Casto oznaCovana jako slice) predstavuji hustou sit’ boda
pribéZzného pozorovani déje a jsou stale jeSt€¢ zatizena Sumem. Ve fazi
zpracovani dat jsou na zdklad¢ zjiSténé nebo zadané délky intervalu pozorovani
(napf. $itky elu¢niho piku) hrubd data podrobena analyze s cilem vytvofit novy,
ucelovy soubor relevantnich dat s redukovanym Sumem a uréenou nulovou linii.
Na rozdil od souboru hrubych dat udavajicich velikost celkového signalu

predstavuji tato nove vytvorena data signaly nad uréenou nulovou linii.
Vyse uvedené zpracovani probihd na zdkladé vhodného algoritmu vychazejiciho

ze zjisténi, ze Casovy usek odpovidajici zméné pozorované¢ho déje lze popsat
omezenym poctem ekvidistantnich Casovych tsekd ¢i bodi, reprezentativnich
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pro pozorovany d¢j. Sitka ¢asového useku (bunch) je podminéna pozorovanym
déjem a pouzitou metodou méfeni a je pfedmétem optimalizace, nebot’ pfi
zvoleni velké §itky intervalu budou potlaceny nédhlé zmény pozorovaného déje,

zatimco v piipad¢ malé Sitky budou data zatizena Sumem.

digitalni _ _ _ - _
signal A A
f1\/ N/ fi | N
K— >K— F >X—+F >K f> -
K- f3 K fs
tounch ¢as méreni
Fig. 15

Zpracovani hrubych, méticim zatizenim podminénych dat (slice) o frekvenci f;

volbou intervalu - frekvence bunch f, , f;

PoCet bunch popisujicich casovy usek po dosazeni poloviéni zmény
pozorovaného dé¢je je napt. v separacnich metodach volen kolem 7 az 9. Jestlize
se pifi méfeni doba trvani pozorovaného déje méni (naptf. piky
v chromatogramu), je nutné, aby pro vytvoreni srovnatelnych podminek méfeni
pro Casné a pozd¢jsi pozorovani (diive a pozdéji eluované piky) ztistal pocet
bodu - Casovych tUsekl bunch, popisujicich zménu pozorovani stale stejny. Pii
splnéni této podminky roste pocet hrubych dat (slice) sdruzenych do nového
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bodu (bunch) s postupujicim casem pozorovani, avSak podminky pozorovani,
napf. relativni zména intenzity mezi bunch, podil Sumu na signélu atd., jsou
nezavislé na dob¢ pozorovani.

Na zaklad¢ tohoto algoritmu jsou pak sdruZena ta hruba data (slice), ktera se
nachazeji v nové definovaném casovém useku (Fig. 15). Data odpovidajici nové
vzniklému bodu (bunch) jsou charakterizovana stiedni hodnotou signalu
vypocitanou z hrubych dat (slice) nachazejicich se v ¢asovém intervalu bunch;
plati

Sbunch = Z S/n (23)
n

a pro délku ¢asového intervalu bunch plati
thunch = N * tsjice (24)
kde n je pocet intervalll hrubych dat.

Touto tupravou hrubych dat byl dale potlacen nahodny Sum a vytvoien
ptedpoklad pro urceni nulové linie signalu a pokracujici potlaceni Sumu.

Délka volby intervalu bunch je aktivnim prvkem vytvareni dat vyzadujicim
souhlas operatora. Prakticky vyznam volby jednotlivych parametra se projevi pfi

pozd¢jsich, tzv. post-run vypoctech.

Princip urceni nulového signalu vychazi z vySe uveden¢ho postupu sdruzeni dat
do stejného poctu ¢asovych intervalit bunch pro sledovany déj a jejich nésledné
derivaéni analyzy. Predpokladame, ze zména signalu zplsobena analytem je
veétsi neZz moznd ndhodnd zména nulové linie. Z derivaéni analyzy nové
vzniklych dat tedy vyplyva, ze v prabéhu pozorovani odpovidd nulova linie
c¢asovym okamzikiim, v nichz je velikost 1. derivace pod urCitou zvolenou
hodnotou (tzv. threshold).
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Na obrazku Fig. 16 (pfedstavujicim derivaci dat z Fig. 15) je ukdzdn vyznam
intervalu t,,,cp na tvar nulové linie signdlu. Zatimco pro vysokou frekvenci f; je
nulova linie "nekonstantni" v disledku castého piekroceni zvolené hodnoty
derivace (threshold), je pti dostate¢né dlouhém intervalu dat bunch, napt. f;,

nulova linie konstantni, a to 1 pf1 niz§i hodnoté zvolené zmény derivace.

Zvolend hodnota Casového intervalu ., urCuje tvar nulové linie signalu.
V ptipadé¢ prili§ kratké hodnoty #yu,.n nebo velmi malé hodnoty zmén derivace
(v nékterych programech zpracovani dat oznaCované jako citlivost) je nulova
linie pfiliS§ ovlivnéna Sumem a urCeni analytu v disledku mozné zamény
s nahodnym Sumem je ztiZeno. Na druhé stran¢ miize ptili§ velky interval #yy,ch
nebo velkd hodnota zmén derivace (nizkéd citlivost) potlacit malé zmény
zpiisobené analytem a zahrnout je do nulového signalu.

AS/4 tbunch J
+ f

«

I+
m
v

oD
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Fig. 16 Vyznam intervalu - frekvence zpracovani dat na urceni nulové linie

signalu

Druhym paralelnim stupném zpracovani dat je sniZeni Sumu. Existuje fada
metod, mezi néZ v potadi rostouci nadro¢nosti patii metody:

- zatazeni ¢asové konstanty (7),

- wavelety ¢ili digitalni frekvencné selektivni filtr pAsmové propusti,

- Fourierova transformacni analyza (FTA),

- adaptivni digitalni filtrovani (ADF).

Pro vSechny metody snizeni Sumu je dostupné programové vybaveni a volba
metody je podminéna cilem analyzy.

Casova konstanta (napf. prodlouzeni &asového intervalu fyu,e,) odstraiuje
vSechny typy Sumu, metoda "waveleti" umoziuje odstranéni Sumu v uréitém
frekvenénim rozsahu (tzv. digitalni frekvenéné selektivni filtr pAsmové propusti
<low-pass; high-pass >), FTA provadi frekven¢ni analyzy v Sirokém rozsahu
frekvenci a ADF je ucici se systém schopny aplikovat ziskané zkuSenosti na
novy soubor dat.

Mezi ruSicimi vlivy méfeni se vyskytuji 1 ndhlé a intenzivni zmény méfeného
signalu, tzv. spikes, jejichz pficinou jsou poruchy spravné funkce méficiho
zafizeni. Tyto zmény nejsou Sumem, nebot’ nemaji frekvenéni sloZeni a jsou
odstranitelné az pii nasledném zpracovani dat (ndslednych, angl. post-run
vypoctech). Vyskytuji-li se Castéji, proved'te kontrolu hardwaru.

Nové soubory dat vzniklé uvedenym postupem jsou podstatné mensi nez vychozi
soubory hrubych dat a jsou zobrazenim pozorovaného déje, napf.

chromatogramu, zdznamu spektra apod.

Rozhodnuti, zda uchovat ptivodni soubory hrubych dat, nebo az jejich
zpracované formy, zavisi na tom, zda v budoucnu chceme nové zpracovavat data
z jiného zorného uhlu, s jinym nastavenim posuzovacich kriterii, nebo pouze
dokumentovat proveden¢ méfeni. Poskytuje-li dokumentovany zdznam veskere
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informace potfebné k jeho okamzité i pozd¢jsi interpretaci, je vhodné tento
zdznam ulozit jako novy soubor dat a zruSit soubor hrubych dat. V ostatnich
pfipadech je vhodné ponechat soubor hrubych dat a neuklddat okamzité
zpracovani, které¢ mtize byt kdykoli identicky opakovano.

Nahrazeni souboru hrubych dat souborem zpracovanych dat je mozno provést
pouze se souhlasem operatora.

8. Vyhodnoceni

Vyhodnoceni plynové chromatografické analyzy mutze probihat bud’ z hlediska
1dentifikace eluentii, nebo identifikace a stanoveni eluentu.

Pro identifikaci eluenti jsou vzdy pouzity porovnavaci metody a to at’ jiz
vypocitanych reten¢nich hodnot na libovolné referencni bazi, napt. n-alkani,
esterti, relativni retence, atd. Operatorem je volena ta metoda, pro kterou je
k dispozici nejvetsi knihovna dat a to at’ jiz vlastnich, nebo jinak dostupnych.
V této souvislosti je tfeba upozornit na porovnani experimentalnich podminek
refern¢nich a vlastnich dat. Napt. zndma Sadtlerova knihovna reten¢nich indext
je napt. zméfena pro tlouStku vrstvy filmu stacionarni faze 0,2 a uvadéne
hodnoty mohou byt zatizeny absorpci na povrchu kapilary. Dale je tieba
upozornit na specifikaci separa¢niho Cisla SN,y , které vyjadiuje zbytkovou
nejistotu provedeného méteni.

Pro stanoveni mnoZstvi analytu se pouzivaji vSechny kalibratni metody
(metoda standardniho ptidavku, metoda vnitiniho standardu a metoda vnéjsiho
standardu). Velmi cCasto se v plynové chromatografii pouzivd zjednoduSena
metoda vnitiniho standardu oznacované jako metoda 100%. Variabilita vysledkt
je zpisobena ptedevSim rozdily v RMR mezi jednotlivymi analyty, rozdily
v citlivosti méficich zafizeni, Casovym posunem (Casto v hodinovych
intervalech) mezi opakovanymi analyzami a nestandardnim postupem pfi
zpracovani signalu a naslednych post-run vypoctech.
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