Analyticka chémia v priemyselnej praxi (8)

V predchadzajlcej €asti ¢lanku sme sa venovali polarimetrii, nefelometrii, turbidimetrii a uviedli sme aj zakladné informacie
k vybranym separacnym metédam. V 6smom pokracovani sa budeme venovat principu a zaznamu chromatografickej separacie

a plynovej chromatografii.

Princip chromatografickej separacie

Separacia vzorky sa dosahuje tym, Ze jednotlivé zlozky sa pohybuju
chromatografickym systémom r6znymi rychlostami, ktoré zavisia od
interakcie zloZiek s mobilnou a stacionarnou fazou. Prienik zloZiek
chromatografickym systémom sprostredkiva mobilna faza. Zlozka,
ktorej interakcie so stacionarnou fazou su najsilnejSie, sa bude naj-
dihSie zdrziavat v stacionarnej faze, a preto sa bude v chromato-
grafickom systéme pohybovat pomalSie ako ostatné zlozky, ktoré sa
prednostne zdrziavaji v mobilnej faze.

Tento princip si opiSeme na konkrétnom priklade:

Méame kolénu naplnent sorbentom (stacionérnou fazou). Cez kol6-
nu sa urcitou rychlostou pohybuje mobilna faza (rozpustadlo). Na
zaCiatok kolény nanesieme vzorku, ktora obsahuje zlozky A a B.
Mobilna faza unasa vzorku na koniec kolény, pricom obe zlozky
postupuju pomalSie ako mobilna faza. Zlozka B postupuje eSte po-
malSie ako zlozka A. Hovorime, Zze obe zlozky si retardované a
zlozka B je retardovanejSia ako zloZzka A oproti mobilnej faze. Pri
postupe vzorky kolénou prechadzaji molekuly zloZiek do mobilnej
fazy, priCom sa pohybuji rovnakou rychlostou ako mobilné faza,
alebo sl zadrziavané sorbentom a vtedy sa nepohybuji. Pocas
pohybu vzorky kolénou prejdi molekuly zloziek mnohokrat z pra-
du mobilnej fazy na sorben a spat. Doba tychto interakcii molekdl
zloZky so sorbentom sa nazyva eluCny (retencny) Cas ,. Cim vatsie
(intenzivnejSie) su interakcie, tym vacsi je elu€ny ¢as a tym neskorsi
bude vystup zlozky z chromatografického systému (kolény). Na vy-
stupe z kolény vychadzaju zlozky vzorky oddelene, jedna skor a dru-
ha neskor. MnoZstvo mobilnej fazy (rozpustadla), ktoré je potrebné
na vylicenie jednej zlozky z koldny, sa nazyva elucny (retencny)
objem V,.
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Obr. 14 Princip elu¢nej chromatografie

Opisany spdsob usporiadania chromatografického delenia vzorky
na jednotlivé zlozky sa nazyva elu¢na chromatografia. Pri tomto
sposobe sa jednorazovo nadavkuje vzorka do chromatografické-
ho systému a jednotlivé zlozky sa ,vymyvaji“ (eluujd) inertnou
mobilnou fazou (rozpustadlom). Mobilné faza sa v tomto pripade
nazyva eluent a oddelené zlozky vychadzajlce zo systému su eluaty.
Vzhladom na to, Ze jednotlivé eluéty vychéadzajd z chromatografic-
kého systému samostatne, nezmie$ané, navzajom oddelené Cistym
rozpustadlom, je tato separacia z analytického hladiska najlepsia,
a preto aj najpouzivanejSia. Jej nevyhodou je menSia kapacita
a vyssia spotreba rozpustadla.
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Obr. 15 Princip vytesiovacej chromatografie

Pri vytestiovacej (vytlaCacej) chromatografii mobilna faza funguje
ako vytlacacie (vytesfiovacie) Cinidlo, ktoré tlaci vzorku pred sebou.
Vzorka sa opét jednorazovo nadéavkuje na zaciatok chromatografic-
kého systému a potom sa privedie vytlacacie ¢inidlo (rozpustadlo),
ktoré ma vacsiu afinitu k sorbentu ako jednotlivé zlozky. Toto Ci-
nidlo posobi na zlozky ako piest, ktory ich tla¢i pred sebou sme-
rom k vystupu, priCom aj medzi jednotlivymi zlozkami dochadza
k vzédjomnému vytlaCaniu v dosledku réznej afinity k sorbentu. Pri
vytestiovacej technike sa jednotlivé zlozky usporiadaju v poradi
od najmenej sa sorbujlcej az po rozpustadlo a v tomto poradi aj
opUstaju chromatograficky systém. Tato technika sa pouziva hlavne
v adsorpcnej a ionexovej chromatografii.
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Obr. 16 Princip frontalnej chromatografie

Najmenej pouzivanou technikou je frontalna chromatografia, ktora
vyzaduje po kazdej analyze regeneraciu chromatografického systé-
mu. Pri tomto spdsobe sliZi vzorka sUc¢asne aj ako mobilna faza,
a preto sa kontinualne privddza do systému. Ako prva zacne zo
systému vychadzat najmenej sorbovana zlozka, neskor sa v elua-
te objavi aj dal$ia zlozka, ktord ma vacsiu afinitu k sorbentu, po
Case zlozka s eSte vacSou afinitou k sorbentu az nakoniec vyteka
zo systému eluat s obsahom vSetkych zloZiek. Teda vytekajuci eluat
sa zloZzenim vyrovnal pritekajlcej vzorke, chromatograficky systém
je nasyteny, dalSia separécia zloziek nie je mozna. Systém treba
regenerovat, pripadne obnovit. Tato chromatograficka technika sa
vyuziva na kontrolu technickych procesov a pri vyskume sorpénych
procesov.

Zaznam chromatografickej separacie

Graficky zaznam chromatografickej separacie sa nazyva chromato-
gram (obr. 17). Krivky znazornujlce poradie separovanych zloZiek
opustajlcich chromatografickl kolénu sa nazyvaju chromatografic-
ké viny, elucné krivky alebo najéastejsie piky.

Néstrek oznacuje moment, ked je vzorka vnesena do kolény (chro-
matografického systému). Na osi x st dizkové jednotky a na osi y je
reakcia detektora, ktord je funkciou koncentracie eluovanej zlozky
v mobilnej faze. Vzdialenosti 4, sa daju jednoduchym spbsobom
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prepocitat na elucné Casy ¢, alebo elu¢né objemy V. Na vypocet
elu¢ného casu staci poznat rychlost posunu papiera zapisovaca
v [mm min]:

ty=d,/v

Na vypolet eluéného objemu ¥V, potrebujeme poznat objemovi
rychlost mobilnej fazy Fm v cm3. min.

VR = tR Fm

Pristroj, na ktorom sa chromatograficka separacia uskutoCnuje, sa
nazyva chromatograf.

dr(2)

odozva
detektora

dr (1)
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Obr. 17 Chromatogram dvojzlozkovej zmesi

Plynova chromatografia

Principom tejto separacnej metddy je rovnovazna distribdcia zloziek
medzi dve fazy: plynnd — mobiln( a kvapalnd alebo tuht — stacio-
narnu. Zlozky st vzdy separované v plynnej faze. Ak vzorku chce-
me analyzovat metdédou plynovej chromatografie, musia byt vsetky
zlozky vzorky vyparené definovanym spdsobom. V praxi to zname-
na, ze GC je vhodna hlavne pre organické latky s teplotou varu asi
do 400 °C. Podmienkou je, aby sa latky pri vyparovani nerozkladali.
Teplota 400 °C je horny teplotny limit pre vacSinu beznych ply-
novych chromatografov. Plynova chromatografia je vhodna aj pre
anorganické latky, ale iba pre tie, ktoré spifiaji podmienku prcha-
vosti. V niektorych pripadoch mozno analyzovat aj latky neprchavé,
tie sa vSak musia dat premenit na prchavé derivaty.

Podla stacionarnej fazy, ktori GC pouziva, sa chromatografia deli
na plynovl adsorpénl chromatografiu (GSC), kde je riadiacim pro-
cesom adsorpcia zlozky z plynnej fazy na povrch tuhého sorbentu
(napr. silikagélu, aktivneho uhlia), a na plynov( rozdelovaciu chro-
matografiu (GLC), kde dochadza k distriblcii zlozky medzi plynovou
—mobilnou a kvapalinovou — stacionarnou fazou. Plynovéa adsorpéna
chromatografia sa vyuZziva pri separacii plynov a niektorych kvapalin
s nizkou molekulovou hmotnostou, pre analytickll prax je menej
vyznamna.

V plynovej chromatografii sa mobilnd faza stru¢ne oznacuje ako
nosny plyn. Ulohou nosného plynu je zabezpetit transport zloziek
kolénou, priCom sa sam nesmie zUCastnit separacného procesu.
Vzhladom na to, Ze ako nosné plyny sa najcastejSie pouzivaju inert-
né plyny (hélium, dusik, vodik, argdn), je zabezpecena ich neroz-
pustnost v stacionarnej faze.

Nosny plyn mé vSak inl vlastnost, ktora do urcitej miery moze
ovplyvnit separacny proces a hlavne vypocty zakladnych paramet-
rov v GC. Je to stlacitelnot plynov. Nato, aby plyn pradil cez kolénu
(ktora predstavuje urcity odpor), je potrebné, aby mal na zaciatku
kolény vyssi tlak ako na konci koldny, kde je obycajne atmosféricky
tlak. Pri vy$Som tlaku vSak dochadza k zmenSeniu objemu plynu.
Ak ma chromatografické kolona, cez ktorl pradi plyn, stale rovnaky
priemer, je na zaCiatku kolény linedrna rychlost plynu mensia ako
na mieste vystupu plynu z kolény. Tuto skutocnost vystihuje modi-
fikovany Boylov zakon:

P =P, U,

kde pi a po su tlaky na vstupe a vystupe chromatografickej kolony,
ui a uo st zodpovedajlce linearne rychlosti. Vzrast linearnej rych-
losti mé exponenciélny priebeh. Opacny priebeh, teda pokles, ma
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krivka tlaku, kde dochadza k najrychlejSiemu poklesu na konci kolé-
ny. Strmost poklesu je tym vacsia, €im je vacsi pomer p/p, (v praxi
sa hodnoty tohto pomeru pohybujl v rozmedzi 1,2 - 3).

Zmeny tlaku v chromatografickej koléne vedu k tomu, ze nemo-
zeme jednoducho vypoditat objemovy prietok a tym ani eluény
objem. MéZeme v3ak zmerat elu¢ny Cas zloZky ¢,, objemovy prietok
na vystupe z kolény F_ a vstupny tlak p,.. Vystupny tlak p, je obycaj-
ne totozny s atmosférickym tlakom. Redukovany elu¢ny objem, bez
korekcie na tlak, poc¢itame zo vztahu:

V= (t,—1,)F

R m
kde 1,, je eluCny Cas nezadrziavanej zlozky. Pri beznych vypoCtoch
mozeme pouzit priemernd linearnu rychlost nosného plynu a jeho
priemern( objemovl rychlost. Na korekciu pouzijeme tzv. kompresi-
bilitny faktor j, ktory zohladuje stlacitelnost plynov a je vypocitany
zo vstupného a vystupného tlaku podfa vztahu:

. /p)-1
(pi/po)3_1

Pomocou kompresibilného faktora korigujeme v plynovej chromato-
grafii vplyv tlakového spadu v koléne a tym aj hodnotu redukované-
ho elu¢ného objemu. Ziskavame tak Cisty elu¢ny objem V,, ktory je
vyjadreny vztahom:

j =

V=iV,

Z&kladné Casti plynového chromatografu su:

* zdroj nosného plynu,

* zariadenie na meranie a regulaciu prietoku nosného plynu,

¢ nastrekova komorka,

» chromatograficka koléna,

¢ termostat,

* detektor a zariadenie na zosilnenie, zaznamenanie a vyhodnote-
nie signalu detektora.

Zdrojom nosného plynu je zvyCajne tlakova flasa s regulatorom tla-
ku. Nosny plyn musi byt Cisty, bez vihkosti a bez obsahu kyslika.
Tlak plynu sa meria manometrom.

Nastrekova komorka je pripojena na vstup chromatografickej kolony
a je vyhrievana na teplotu, ktora je vysSia ako teplota varu najme-
nej prchavej zlozky vo vzorke. Pary vzorky prenasa nosny plyn do
pripojenej kolony.

V plynovej chromatografii sa pouzivaji dva typy kolén: naplrio-
vé a kapilarne. Napliiové kolony su ocelové alebo sklené trubice
naplnené sorbentom alebo nosiCom pokrytym kvapalnou fazou.
Nosi¢om je najcastejSie oxid kremicity, na ktorom je kvapalna sta-
cionarna faza ukotvena, zachytend adsorpciou alebo chemickou
vazbou. Vnltorny priemer kolény je 2 az 3 mm a dizka 1 a2 3 m.

Vzhladom na vy$Siu G¢innost sa v plynovej chromatografii CastejSie
vyuzivaju kapilarne kolény. Sa to kapilary, pri ktorych funkciu nosica
spifiajii vnitorné steny kapilary pokryté ukotvenou kvapalnou sta-
cionarnou fazou. Kapilarne kolony sa zhotovuju z taveného kreme-
fa potiahnutého na povrchu vrstvickou polyimidu. Tato vrstvicka
odstranuje krehkost kremena a kolony st potom pruzné. Kapilarne
kolény sa zhotovuju aj zo skla, ale pre velkd krehkost sa pouzivajl
zriedkavejie. Vnatorny priemer kolény je 0,1 az 0,6 mm a dizka
15 az 60 m. Stacionarna faza v plynovej chromatografii zadrzuje
jednotlivé zlozky v zavislosti od ich distribuénych konstant.
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Obr. 18 Schéma plynového chromatografu
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Ulohou detektora je poskytnit rozdielne signaly pri prechode
¢istého nosného plynu a pri prechode nosného plynu obsahujliceho
eluovanl zlozku. Prvym predpokladom UspeS$nej detekcie je dobré
rozdelenie analyzovanej zmesi. Ak je toto rozdelenie nedostatoc-
né, dobry vysledok sa nedosiahne ani najkvalitnej$im detektorom.
Zakladnymi charakteristikami dobrého detektora je stabilita signa-
lu, velka citlivost a dostatocne rychla reakcia na zmenu zloZenia
prechadzajuceho eluentu.

Identifikacia v chromatografii je zalozena na porovnavani elu¢ného
¢asu alebo objemu neznamej zlozky s eluénym ¢asom alebo obje-
mom Standardu za rovnakych chromatografickych podmienok dele-
nia. Ak sthlasia elu¢né (daje niektorej zloZky analyzovanej vzorky
s eluénymi Gdajmi $tandardu, moéZzeme predpokladat, ze latka je
totozné so Standardom.

Kvantitativnej analyze predchadza meranie plochy pikov, ktoré sa
v slcCasnosti uskutoCiiuje vyhradne digitadlnymi integratormi. Po
zmerani plochy pikov mézeme pristlpit k samotnej kvantitativnej
analyze pomocou niektorej z nasledujlcich metéd.

Pri metdde vnltornej normalizécie sa percentuélne zloZenie zme-
si vypocita na zaklade zmeranych ploch vSetkych pikov 4,......4,.
Percentualny podiel plochy 4, sa ziska delenim integrovanej plochy
piku 4, plochou vSetkych pikov a nasobenim 100:

A 00
TA,

%(Ai) =

Metdda absolltne] kalibracie spociva v davkovani znamych mnoz-
stiev analyzovanej vzorky a Standardu za rovnakych podmienok.
Vyhodnotenie sa robi porovnavanim nameranych pléch alebo vySok
pikov. M6ze sa pritom postupovat dvoma spdsobmi, metédou kalib-
ratnej krivky alebo metédou priameho porovnania.

Metdéda Standardného pridavku spociva v pridani definova-
ného mnozstva stanovovanej zlozky (Standardu) k znamemu
mnozstvu vzorky. Do kolény sa nadéavkuje definovany objem
analyzovanej vzorky s neznamou koncentraciou stanovovanej zloz-
ky ¢, a z chromatogramu sa zisti plocha piku 4. K definovanému
objemu analyzovanej vzorky sa prida definované mnozstvo zlozky
i ako Standardu. Do chromatografu sa nadavkuje rovnaky objem
vzniknutej zmesi a opét sa zmeria zvaCSena plocha 4, . Za pred-
pokladu, Ze pridany objem roztoku $tandardu nesp6sobi vyraznej-
Siu zmenu objemu vzorky, m6zeme neznamu koncentraciu zlozky
¢, vypocitat z jednoduchého vztahu:

cA.
S 1

kde c_ je koncentracia pridaného Standardu vo vzorke. Met6da Stan-
dardného pridavku sa pouziva velmi Casto, pretoze pomaha elimi-
novat straty, ktoré vznikli pocas Upravy a Cistenia vzorky.

Plynovéa chromatografia mé v sicasnosti velmi Siroké uplatnenie pre
jej pomerne fahki uskutoCnitelnost a rychlost stanovenia. VyuZiva sa
na separaciu, identifikaciu aj stanovenie latok, pri Cisteni a kontrole
Cistoty latok a tiez na zistovanie niektorych fyzikdlnochemickych
Udajov alebo pri skiimani $truktury latok. Tato analytickd metdda sa
vyuZiva vo vyskume aj v priemysle, pri $tddiu a analyzach zloziek
Zivotného prostredia, ropnych produktov, potravin a kozmetiky.
Uplatiuje sa v klinickej a toxikologickej analyze.

V dalSom pokracovani seridlu bude opisana kvapalinova chromato-
grafia a chromatografia na tenkej vrstve.
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