VYSOKOUCINNA KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE (HPLC)

kapalinovy chromatograf
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SEPARACE (DELENT) V HPLC

n probiha v separaéni koloné, ktera obsahuje stacionarni
(nepohyblivou) fazi = sorbent a mobilni (pohyblivou) fazi = eluent.

n Rozdilné analyty (délené latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionarni
fazi.

n R0zné analyty podléhaji rlizné distribuci (rozdélovani) mezi mobilni
a stacionarni fazi.

n Rozdilné analyty jsou rozdilné zadrzovany a rozdilné zpoZzd'ovany
(retardovany). cluent
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PFi postupu vzorku kolonou:

n se jednotlivé slozky vzorku (analyty) déli
® dospéji do detektoru v riiznych reten&nich &asech
n se zony analytd rozsiruji

Termodynamika separace se zabyva vlivy, které ovliviuji

velikost interakce mezi sorbentem a analytem
zadrzovani (retenci) a zpozd'ovani (retardaci) analytd
rychlost migrace analyt{ kolonou

rozdil v retenénich ¢asech analytd

déleni analytd od sebe navzajem
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Kinetika separace se zabyva vlivy, které ovliviiuji

n rozsifovani (rozmyvani) zén analytl b&hem postupu kolonou
n §ifku pikd v chromatogramu

Termodynamika a kinetika separace spolu Gizce souvisi a obé dvé
uréuji, jak moc se sousedni piky v chromatogramu prekryvaji;

tj. jak dokonale nebo nedokonale jsou zény sousednich analytl
vzajemné oddéleny.

Termodynamika i kinetika separace ovliviiuji rozlideni sousednich pik{
v chromatogramu.
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TERMODYNAMIKA SEPARACE

n objem stacionarni faze V, [ml]

n objem mobilni faze V, [ml]

n objemovy pritok mobilni faze F, [ml/min]
n linearni rychlost mobilni faze u [cm/min]
n retencni objem i-tého analytu Vg; [ml]

n retencni Cas i-tého analytu t,; [min]

n mrtvy objem kolony V,, [ml]

n mrtvy ¢as kolony t,, [min]

n redukovany retenéni objem Vee,; [ml]

n redukovany retenéni ¢as t ¢ [min]

VM =Fmoty =V VR,i = Fn tR;

VRi=VRj- Vm tRi =tRi - tm
L

us=-—— Vi, = Fm 1R,

tM ! !

n Retenéni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou,
aby se prislusny analyt dostal od po¢atku ke konci separaéni kolony.

n Retenéni ¢as je celkovy Cas, ktery prislusny analyt stravi v
separacni koloné.

n Mrtvy objem kolony je objem eluentu, ktery musi projit kolonou,
aby se nezadrzovany analyt dostal od po¢atku ke konci kolony.

n Mrtvy &as kolony je retenéni ¢as analytu, ktery neni v koloné
zadrzovan, tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti
jako mobilni faze. VSechny analyty stravi v mobilni fazi stejny ¢as -
mrtvy as kolony.

n Redukovany retenéni &as je Cas, ktery prislusny analyt stravi ve
stacionarni fazi.
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Ko, @ k; charakterizuji selektivitu, tj. jak moc se analyty na koloné
zadrzuji a zpozd'uji.

ZAKLADNI ROVNICE CHROMATOGRAFIE

VR =Vm +Kp i Vg

n plati predevsim pro rozdélovaci chromatografii

VR, =Kp,i>Vs
- _VRj _Vm tKp,i>Vg
i= =
Fm Fm
VI§| KD| )Vs




SEPARACNT MECHANISMY u HPLC

pric¢iny zadrzovani a déleni separovanych latek

Gelova permeaéni chromatografie (GPC)

vyuZziva mechanického déleni molekul analytd v pérech gelu na
zakladé jejich rozdilné velikosti.

Rozdélovaci chromatografie (LLC)

vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce)
molekul analytl mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami.

Adsorpéni chromatografie (LSC)
vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytd na povrchu tuhé faze s
aktivnimi centry.

lontové vyménna chromatografie (1EC)
VyuZziva rozdilné vyménné adsorpce analytl (iontd) na povrchu
iontového ménice.

KINETIKA SEPARACE

n ZO6ny délenych latek (analytll) se b&hem postupu kolonou rozsiruji.
n Z06né analytu v chromatogramu odpovida pik neboli eluéni krivka,
kteréa charakterizuje koncentraéni profil analytu v zéné.

koncentrace

poloha, ¢as

TVARY PIKU
Gaussovsky
pik

pik se zadnim
chvostem

pik s pfednim
chvostem

STRKA PIKU
n odrazi§irku zony prislusného analytu v koloné

a) §i#ka piku pFi zakladng W =4s
b) 3ika piku v poloviné vysky Wyo = 2,354s
c) §iFka piku mezi inflexnimi body W;j =2s

SiFka piku se udava v délkovych nebo &asovych jednotkach [mm, cm, s,
min].

n plocha piku : A :].,064)h )W]/Z h N

0,607 h




UGINNOST CHROMATOGRAFICKE KOLONY

Uginnost kolony charakterizuje, jak moc se zony separovanych latek
na koloné rozsiruji.

Mirou G¢innosti chromatografické kolony je:

a) poéet teoretickych pater dané kolony

2 2
&R jO aetRj o]
N=16¢— =+ =5545x¢1 =
eWjg eWy2ja

b) vySkovy ekvivalent teoretického patra
(porovnavani kolon riizné délky)
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odezva detektoru

Cas [min]
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PRICINY ROZSIROVANI ZON
1. Viriva difaze - rlizné molekuly musi urazit riizné vzdalenosti

2. Podélna molekulami difuze - molekuly putuji z mista o vy3si
koncentraci do mista o niZsi koncentraci

3. Odpor proti prenosu hmoty ve stacionarni fazi - rizné molekuly
difunduji riizné hluboko do staconarni faze

4. Odpor proti prenosu hmoty v mobilni fazi - rychlostni profil
mobilni faze uvnitr kanalku je parabolicky
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VLIV RYCHLOSTI MOBILNI FAZE NA
ROZSIROVANI zZON
VySkovy ekvivalent teoretického patra (H) zavisi na linearni
rychlosti mobilni faze (u).
H=H(u) H=Hy +Hp+Hg+Hy
1 Virivadifize Hy =A
B
2. PodéIna molekularni difuze Hp = G

3. Odpor proti pFenosu hmoty ve stac. fazi Hg =Cg>u
4. Odpor proti pfenosu hmoty v mob. fazi Hyy =Cy >u

H =A+%+(CS+CM)>‘U

H:A+%+Cm

VLIV RYCHLOSTI MOBILNI FAZE NA
UCINNOST KOLONY

n van Deemterova rovnice
B
H=A+—+Cx
u

n van Deemterova krivka 0,31
Minimum krivky odpovida g 0.2
optimalni pratokové g
rychlosti, pfi které dana -
kolona vykazuje nejvetsi T 0,11
G&innost a tedy minimalné
rozsifuje zony analytd.
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ROZLISENI PIKU

n Rozdéleni dvou sousednich analytd mdze byt dokonalé nebo
nedokonalé.

n Rozliseni charakterizuje miru relativni separace popr. miru
vzajemného prrekryvani dvou sousednich pika.
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FAKTORY OVLIVNUJICI ROZLISENT
Rij:ﬁxiaj’i-lxikj aji—kj:mziKD’j
T4 a1tk "okt Kp;

separacni faktor a

faktor G€innosti
a) rychlost toku mobilni faze
b) délka kolony
c) pramér zrna, teplota, viskozita

faktor selektivity (velmi ddlezity)
a) zména stacionarni faze
b) zména mobilni faze
c) rychlost toku mobilni faze

faktor kapacity (k » 3 aZ 10)
a) mnoZstvi stac. faze v koloné
b) zména stac. nebo mob. faze
c) teplota (v LC maly vliv)

ANALYTICKA INFORMACE Z CHROMATOGRAMU
RESULTS

Peak RT(min) Height Area WO0,5
1 4.328 0.957 7.827 0.123
2 14.256 2.547 69.946 0.448
3 17.973 3.563 127.562 0.573
4 20.127 0.657 26.181 0.672
5 28.006 1.949 112.721 0.945

kvalitativni informace :

poloha piku - retenéni ¢as

® retenéni faktor, distribuéni konstanta
- druh latky (metoda standardi)

kvantitativni informace :

plocha piku ® mnoZstvi, koncentrace latky
a) metoda kalibracéni primky

b) metoda vnitrniho standardu

¢) metoda standardniho pridavku

n

n

DAVKOVACI KOHOUTY

n

PUMPY linearni

tlak mobilni féze aZ do 40 MPa davkovat
¢erpadla nebo linearni davkovace

maji davkovaci smycku (davkuji se desitky n)
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KOLONY

Rovné sklenéné nebo nerezové trubice o délce 10 az 25 cm a
vnitFnim praméru 3 , 4 nebo 4,6 mm napinéné sorbentem o priméru
zrn 3, 5 nebo 10 mm, ktery je drzen v kolné pomoci frit.

kolona
—
O kovovy plast
STACIONARNI FAZE pro LSC

silikagel (oxid kremicity) - polarni, kysely
alumina (oxid hlinity) - polarni, bazicky
aktivni uhli - témér nepolarni, jen zridka

MOBILNIT FAZE pro LSC

eluéni sila roste® pentan, benzen, chloroform, aceton, acetonitril,

ethanol, methanol, voda

STACIONARNI FAZE pro LLC

n stacionarni faze mechanicky nanesené na inertnim nosici
(ethylenglykol nebo skvalan na silikagelu)

n stacionarni faze chemicky vazané (zakotvené) na inertnim nosici
(tj. silikagelu)
°Si-CigHs, -CgHy; - (CH,),CeHs  nepolarni
-(CH,);-CN - (CH,);- NH, polarni
-0O-(CH,),-OH polarni

MOBILNI FAZE pro LLC

n chromatografie s normalnimi fazemi
(stac. faze polarni a mob. faze nepolarni)
pentan, heptan, chloroform a jejich smési

n chromatografie s obracenymi (reverznimi) fazemi (RP-HPLC)
(stac. faze nepolarni a mob. faze polarni)
methanol, acetonitril, tetrahydrofuran, voda a jejich smési

n isokraticka a gradientové eluce

n

n

n

STACIONARNI FAZE pro IEC
ménice iontd s nabitymi funk&nimi skupinami
~COO- ~SO, ~NH;* ~CH,N*(CH,),
~SO,H* + Nat U ~SO,Na*+ Hr

~NH,OH- + NO,” U ~NH,*NO, + OH-

MOBILNI FAZE pro IEC

roztoky anorganickych kyselin a zasad o dané iontové sile a daném
pH

STACIONARNI FAZE pro GPC, GF, SEC

polystyren zesit'ovany divinylbenzenem a silikagel o uréité velikosti
pord

MOBILNI FAZE pro GPC, GF, SEC

vodné pufry (napr. fosforeénanovy, TRIS), acetonitril a kys.
trifluoroctova (TFA)

DETEKTORY v HPLC

1) absorpéni fotometricky detektor

12 3} 4
R
N
5
1 svételny zdroj 6 mérna cela
2 ¢ocka 7 referentni cela
3 monochromator 8 fotonasobic
4 polopropustné zrcadlo 9 zesilovac
5 zrcadlo 10 zapisovac




2) fluorimetricky detektor (fluorescenéni detektor)

i
Jy

1 svételny zdroj
2 monochromator
3 ¢ocfka

4 mérna cela

5 fotonasobic

6 zesilovad

7 zapisovac

3) refraktometricky detektor

1

5N 2

]

5

1 zdroj svétla

2 zrcadlo
3 mérna cela

6 7

5 fotonasobi¢
6 zesilovac
7 zapisovac

4 referentni cela

4) amperometricky detektor

5) vodivostni detektor

1 pracovni
elektroda

2 referentni
elektroda

3 pomocna
elektroda

4 zdroj napéti

5 zapisovac

6) detektor s diodovym polem (DAD)
7) hmotnostni spektrometr jako detektor

HPLC FUNGICIDU

fungicidy extrahované
dichlormetanem z ovoce

stac. faze: Nucleosil 7 C18
eluent: kys. mravenci + NaOH
(pH 7,5), 40 % se 60 %
methanolu

piky:1. thiabendazol;

2. o-fenylfenol; 3. difenylamin;
4. ethoxychin; 5. bifenyl

20 30 40
retenéni Cas [min]

uv
fotometricka
detekce
pii 246 nm

fluorimetricka
detekce
excitace / emise
275 nm / 320 nm

amperometricka
detekce
pii +800 mV




HPLC DERIVATU PURINU

kolona: 30 cm x 4 mm

stac. faze: Nucleosil 50-5

eluent: methanol / voda / dichlormethan 47/17/936 (v/v/v)
pritok eluentu: 0,8 mi/min pri tlaku 100 bar

detekce: UV fotometricka pri 280 nm

piky:1. kofein; 2. theofyllin; 3. theobromin
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retenéni ¢as [min]

HPLC BILKOVIN
kolona: 25 cm x 9,4 mm
stac. faze: Zorbax GF-250
eluent: 130 mM NaCl + 20 mM KCI + 50 mM Na,HPO, (pH =7,0)
pritok eluentu: 1 ml/min
detekce: UV fotometricka pri 210 nm
piky:

=}

=}

=}

=}

=}

n
1. my3i IgM, M,, = 900 000
2. hovézi thyroglobulin, M,, = 669 000
3. b-amylasa z brambor, M, = 200 000 ™ 5
4. hovézi serum albumin, M, = 66 000 B 2 4 7
5. kufecf albumin, M, = 45 500 g 3 6
6. hovézi RNAasa, M, =13 700 % 1
7. azid (ty), Mh = 65 <30

g

Noaor

=

o

10F \ /!

o
[

retenéni ¢as [min]

HPLC D,L ALANINU
chiralni separace optickych izomerd

kolona: 25 cm x 4 mm

stac. faze: Nucleosil Chiral-1

eluent: 1 mM vodny roztok (CH,COO),Cu (pH =5,6)
pritok eluentu : 1,2 ml/min pFi tlaku 75 bar
teplota: 60 °C

detekce: UV fotometricka pri 240 nm

piky:1. D-alanin; 2. L-alanin

501

1

a2
T

w
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[

odezva detektoru
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retencni ¢as [min]
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HPLC POLYAROMATICKYCH UHLOVODIKU

n kolona: 15 cm x 4 mm

n stac. faze: Nucleosil 5 C18 PAH

n pritok eluentu: 0,9 ml/min pFi tlaku 100 bar

n eluent: acetonitril/voda; 5 min 60% ACN, isokraticky; 60% ® 90%
ACN za 15 min, linearni gradient; 90% ® 100% ACN za 20 min, linearni
gradient; 20 min 100% ACN, isokraticky

n detekce: fluorimetricka . . ‘ o ‘
iky: excitace pfi 275 nm: 335 315 375 ' 360
n piky: cmisc i 350 nm| 440 405 460 | 460
25

4 6 8 10 12 14 16

1. naftalen, 2. acenaften,

3. fluoren, 4. fenanthren,

5. anthracen, 6. fluoranthen,
7. pyren, 8. benz[a]antracen,
9. chrysen, 10. benzo[e]pyren,
11. benzo[b]fluoranthen,

12. benzo[Kk]fluoranthen,

13. benzo[a]pyren,

14. dibenzo[ah]anthracen,

15. benzo[ghi]perylen,

odezva dettel(tomw
5 n  B

wn

16. indeno[1,2,3-cd]pyren 0 10 20 30 40
[1.2.3-cdlpy retenéni ¢as [min]




PLYNOVA CHROMATOGRAFIE
(GAS CHROMATOGRAPHY, GC)

E
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n
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SEPARACE V GC

probiha v kapilarni nebo naplriové
koloné, ktera obsahuje stacionarni
(nepohyblivou) fazi (sorbent) a
mobilni (pohyblivou) fazi (nosny
plyn, inertni plyn ¢i eluent).

Rozdilné analyty maji rozdilnou
afinitu k sorbentu.

Rzné analyty vykazuji riznou
distribuci mezi sorbentem a
eluentem nebo adsorpci na
sorbentu.

Rozdilné analyty jsou rozdilné
zadrzovany a rozdilné zpoZzd'ovany
(retardovany).

LINEARNT RYCHLOST NOSNEHO PLYNU

5 pi=5am
Po=1am

stladitelnost plynd Px 3

00 02 04 06 08 10
x/L

. L .
P x P Po
Ui Ux Uc

1

0.8 ﬁ:_r,
narist linearni rychlosti Uy 06 Po
nosného plynu pfi prichodu U,

kolonou

0.2

0.
00 02 04 06 08 10
x/L

Kompresibilitni faktor

i= § Po g p; tlak na vstupu do kolony
2 D ('jS p, tlak na vystupu z kolony
B
Epo

prdmérna linearni rychlost mobilni faze

u= Bo )Dp - Bo >(pi - po)
hxex_ hxex_

specificka permeabilita kolony [m?]
tlakovy spéd [Pa]

dynamicka viskozita [Pa s]

vnitrni porozita sorbentu

délka kolony [m]

- o :T_gom




RETENENT OBJEMY V GC
n mrtvy retenc¢ni objem Vv =tm Ry
n retenéni objem VR =R *Fn
n redukovany retenéni objem V& =tk Ky =Vg;- Vy

n Cisty retenéni objem je redukovany retenéni objem korigovany na
stlaéitelnost nosného plynu ) )
VN =R PR 21 = V&%

n specificky retenéni objem je Cisty retencni objem vztazeny nalg
nebo 1 m? stacionarni faze a vztazeny na O °C (tj. 273,15 K)

_ 273155V _ 273155V
Vg = S0 N Vg= 222N
w, AT, SAT,

ADSORPCE
A(@)+S 0 AS

_(aa)as _(ca)as>(9a)as
(aA)g (CA)g >(gA)g

Kpa
C =__ -
(Ca)as RoT Pa

10

Henryho adsorpéni izoterma

(ca)as =konst:pp il

ol
Langmuirova adsorpéni izoterma (Ca)as

Kp,a ’Pa

(ca)as = (CA)max X————— L (©@)ma=10 mmol/m?
1+Kpa Pa Kpa=1
00 é 21 pAé é 10

ROZPOUSTENT (ABSORPCE)

Raoultdiv zakon

_ 0 P parcialni tlak sloZky B nad smési kapalin
Ps = Pg X pg° tlak (tenze) nasycenych par slozky B
Xg molarni zlomek slozky B v kapalné smési

Pg = Pg *Up Xp
0g = 0g(Xp)

n teplota nastrikové hlavy, T,
n teplota termostatu kolony, T, T
n teplota detektoru, T,

pokud Xg << 1, pak g, je konstantni a plati ~
2 S
> .
& § >
z = ‘% @"9
Henryho zakon = N
=Hpg>x g
Pe =Ha Xz B E T et
Hen!

molérni zlomek

VLIV TEPLOTY NA SEPARACI

inj

> T

var » Tinj 8 Tc ; Td > Tc

C

n VY33i teplota kolony vede k rychlejsi analyze.

n Vy33i teplota kolony vyZaduje vy33i tlak nosného plynu na vstupu do

kolony pro zachovani jeho linearni rychlosti kolonou.

n izotermicka analyza, T, = konst.
n analyza s teplotnim gradientem, T,, ® T,

DERIVATIZACE ANALYTU

n vede ke sniZeni jeho bodu varu (T,,,)

kyselina benzoovéa (249 °C), anilin (184 °C) ® benzanilid (117 °C)

n derivatizace aminokyselin

aminokyselina + isopropylalkohol ® isopropylester
+ trifluoracetanhydrid ® trifluoracetamid

10



N, , H, , He , Ar

bublinkovy
pratokomer

NOSNY PLYN

tlakovaldhev

s nosnym plynem
opatiena regultorem tlaku
¢i reguldtorem pratoku

PRUTOK NOSNEHO PLYNU
n bublinkovy pritokomér

n rotametr

n méreni tepelné vodivosti

DAVKOVANIT VZORKU

se provadi do nastrikové hlavy opatrené septem, kterd je vyhfivana
na zvolenou teplotu a proplachovéana nosnym plynem

plynné vzorky
injekéni strikacky o objemu 10 az 1000 mi

kapalné vzorky
injekéni strikacky o objemu 1 az 100 m

tuhé vzorky
roztok ve vhodném rozpoustédle

split/splitless davkovac nosny . kolona
p|yn ‘|:\rl7 —>

odpad

KOLONY v GC

a) napliové kolony

n

n

sklenéné nebo z nerez oceli o priméru 1 aZz 6 mm a délce 0,5 a7z 5m

s adsorbentem (GSC) nebo se stacionarni fazi na inertnim nosici
(GLC)

b) kapilarni kolony

n

drive sklenéné nebo z nerez oceli, dnes vyhradné kfemenné s
polyimidem o priméru 0,1 aZz 0,5 mm a o délce 10 az 100 m

WCOT wall coated open tubular
SCOT support coated open tubular
PLOT porous layer open tubular
s chemicky véazanou stacionarni fazi WCOT scoT PLOT
'<</1§]\\‘ ( > \\) <@
N NN
stacionérni nosi¢ a sorbent
faze stacionarni

féze

ADSORBENTY v GC

aktivni uhli, grafitizované uhli
déleni plyn{ a lehkych uhlovodikd

silikagel
déleni anorganickych plynd a nizkovroucich kapalin

molekulova sita (krystalické hlinitokremicitany)
5A déleni plyng a leh&ich uhlovodikd
4A jako suSidla

porézni polymery (vinylbenzenové kopolymery, tzv. Porapaky)
déleni nizkomolekularnich uhlovodikd, anorganickych plynd, alkohold,
ester({ a ketond

11



KAPALNE STACIONARNI FAZE V GC

n Carbowaxy (polyethylenglykoly) ; Ucony (polypropylenglykoly)

polarni stacionarni faze; s rostouci Mr klesa polarita

n Polyestery (napf. polyethylenglykol- a polypropylenglykoladipaty,

polyethylenglykolsukcinaty)

polarni stacionarni faze

n Silikonové stacionarni faze (polysiloxany)
(napf. methylpolysiloxan SE-30, fenylmethylpolysiloxan OV-17,
fenylpolysiloxan SE-54, kyanopropylpolysiloxan SP-2340)

Zasto pouzivané
Siroky rozsah polarity

DETEKTORY

1. tepelné vodivostni detektor, TCD
univerzalni, nedestruktivni, stredné citlivy

%«duét

odporové
vl&kno

2. plamenovy ionizaéni detektor, FID
selektivni, destruktivni, velmi citlivy

+

zapalovéni ——] Wg‘ftmdy

vzduch—»= H:<_ vodik

I
eluat

3. detektor elektronového zachytu, ECD
selektivni, nedestruktivni, stredné citlivy

83Ni
2gNI

+ anoda

—IC

Z&fi¢
katoda

duat
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4. hmotnostni spektrometr, MS
vysoce specificky, destruktivni, velmi citlivy

TCD:

FI1D:

ECD:

VvSechny latky liSici se tepelnou vodivosti od nosného
plynu

uhlovodiky

halogenderivaty (pesticidy) a nitroderivaty

CHARAKTERIZACE DETEKTORO
n zd&kladni linie, Sum a drift, pik

n odezva detektoru (signél detektoru), R
diferencialni veli¢ina (vyska piku) d
m
- R=S>c nebo R=Sx—
citlivost detektoru, S dt
n plocha pod eluéni krivkou, A
integralni velicina (plocha piku)

t2 S.m 2
A=Rdt=——%—  nebo A= oRdt=Sxm
g Mh F

m ty

n lineami dynamicky rozsah A =b>C

n detekéni limit, LOD 3s
n limit stanoveni, LOQ 10s

ANALYTICKA INFORMACE Z CHROMATOGRAMU

RESULTS
Peak RT(min) Height Area W05
1 5.723 1.957 8.872 0.023
2 12.561 5.457 96.121 0.048
3 15.887 2.827 73.266 0.073
4 22.975 0.773 6.001 0.102

kvalitativni informace :
poloha piku - retenéni éas
® retenéni faktor - druh latky (metoda standard nebo MS detekce)

k:tr 'tM
tM

kvantitativni informace :
plocha piku ® mnoZstvi, koncentrace latky

a) metoda vnitrni normalizace

b) metoda absolutni kalibrace (kalibraéni primky)
¢) metoda vnitrniho standardu

d) metoda standardniho pridavku
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GC PLYNU ze VZDUCHU

kolona: napliiova, z nerezové oceli

6" x 1/8"* (183 cm x 3,2 mm)
stacionarni faze: molekulové sito 5A
nosny plyn: 30 ml/min He

davkovani: 100 mi (35 °C)

teplota termostatu kolony: 35 °C
detekce: TCD (140 °C)

signdl detektoru, mV

0.8

o
o

o
IS

o
N

Co

0.0
0

2 4 6 8 10

retencni ¢as, min

GC isopropylesteru FENYLALANINU

kolona: kfemenna kapilarni, 25 m x 0,250 mm
stacionarni faze: PERMABOND& L-CHIRASIL-VAL
nosny plyn: 1,2 ml/min H, (0,6 bar)

davkovani: 0,5 nl (1% roztok v CH,CI,)

splitter (déli¢): 1:50

teplota termostatu kolony: 150 °C 8 1
detekce: FID (260 °C) 2
1. D-fenylalanin, 2. L-fenylalanin 60 |

>

£

=]

§ 40t

¥

L

€ 20}

‘D

oiu_t_}\— e |

retencni ¢as, min

1. 2-chlorbifenyl, 2. 4-chlorbifenyl,

3. 2,2"-dichlorbifenyl,

4. 2,4-dichlorbifenyl, 5. 4,4"-dichlorbifenyl, P
6. 3,5,3"-trichlorbifenyl,

7. 2,4,4"-trichlorbifenyl,
8.2,5,2",5"-tetrachlorbifenyl,

9. 2,4,6,4"-tetrachlorbifenyl,

10. 3,4,4"-trichlorbifenyl,

11. 2,3,4,6,2"-pentachlorbifenyl,
12. 2,3,4,4"-tetrachlorbifenyl,

13. 2,3,4,5,2"-pentachlorbifenyl,
14.2,45,2" 4" 5'-hexachlorbifenyl,
15. 2,3,4,2",4" 5"~ hexachlorbifenyl, o 5 10
16. 2,3,4,5,2",3"- hexachlorbifenyl

GC polychlorovanych bifenyld (PCB)
kolona: FS-SE-54-DF-0,35; 50 m x 0,25 mm ID

stacionarni faze: SE-54 (fenylpolysiloxan)

nosny plyn: N, (1,2 bar)

davkovani: 1 m (200 - 800 pg/m v CH,CL,)

splitter (déli¢): 1:70

teplota kolony: 80 °C ® 280 °C, 8 °C/min

detekce: ECD (260 °C) 1o

IS
©
T

o
=)
T

=
IS
T

signal detektoru, m

0.0

6 111 16

nkzi

15 20 25 30 35
retenéni ¢as, min
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