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Plynova chromatografia (GC) ma v analyze&ilreuplatnenie ako citliva analyticka
metdda s vikou separénou (Einnog'ou a je vyuzivana vo vsetkych vyspelych zemiach.
Ma svoje nezastupiteé miesto veth ostatnych analytickych metdd. VyuzZiva sa hlavne
pri analyze plynnych latok a latok prchavych, kt@a zahriatim prevedd do plynného
stavu bez toho, aby doSlo k ich rozkladu. U laldkré sa pri vysokej teplote rozkladaju
alebo su neprchavé, je nutné, aby sa vzorky prewtseu analyzou previedli za pomoci
derivatiz&nychinidiel (tzv. derivatiziciou) na prchavé derivatyadyzovanych latok.

Plynova chromatografia je sep&ama metdoda s mozntsu kvalitativného
a kvantitativného hodnotenia skimanej latky a poleni vhodného detékého zariadenia
mébzeme dosiahmumimoriadne vysoku citlivas VyuzZiva sa aj pri stanovovanidistot vo
vzorke.

Kombinacia GC/MS predstavuje i perspektivne spojenie separaj metody
s vysoko citlivou detekciou. S pouzitim vhodnejizainej techniky a pripadne vhodného
nosného plynu dokazeme okrem kvalitativného a ktahtneho hodnotenia zistigj
priblizna Struktaru neznamej latky. Vhodnou dedokci a nalezitymi chemickymi
znalogami vieme z nameranych hodnotitgt’, o aku latku by sa mohlo jedhaNasledne

si m6zemeflalSimi chemickymi metédami ovémasu domienku o analyzovanej latke.
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2 TEORETICKACAST
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2.1 CHROMATOGRAFICKE SEPARA CNE METODY

Chromatografické sepaf@ techniky su viacstipvé separné metody, pri
ktorych sa zlozky analyzovanej vzorky ro?dg medzi dve fazy, z ktorych jedna je
stacionarna a druha mobilna. Stacionarna (nepolg)bfaza méze mav chromatografii
najroznejSie formy. Niekedy ide o tuh@lastaiky o vedkosti jednotiek az stoviek
mikrometrov, inokedy je to tenka vrstka kvapaliny nanesena na tuhysticiach alebo
to mbze by tenky film kvapaliny na vnutornej strane kapilaiobilnou (pohyblivou)
fazou je plyn, kvapalina alebo nadkritickd kvapaliRPoda principu separacie poznavame
metody adsorné, rozdéovacie, iontomerbvé, resp. metddy zaloZzené na rozdielnych

fyzikalno-chemickych vlastnostiach molekl, akagle ve’kos’, hmotnos, objem af’™ 2.

2.1.1 Rozdelenie chromatografickych metéd

V slasnej dobe sa pouzivalaetypov chromatografickych metdd, ktoré sa liSia

z hradiska povahy:

» separaneho deja — chromatografia absanpa
rozdé’ovacia
iontovymenna
na molekulovych sitach
« pouzitej techniky — chromatografia  ficova
papierova
na tenkej vrstve
» sposobu vyvijania — chromatografia etina
vytesiovacia
frontalna analyza
» skupenstva pohyblivej a nepohyblivej fazy
— chromatrografia  kvapalina — tuha latka
kvapalina — kvapalina
plyn — kvapalina

plyn — tuha latka
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2.2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIA

Plynova chromatografia (GC) je separa metdda zaloZena na rozdielu distribucie
latok medzi dve nemiesdtee fazy; mobilna faza je nosny plyn pohybujlci ke slebo
pozdZne stacionarnou fazou, ktora je umiestnena v leoldr pouZitna pre latky alebo
ich derivaty, ktoré sa daju previedo plynnej fazy bez toho aby doslo k ich rozkladu.

Plynova chromatografia je zaloZzena na mechanizrserpdie, rozdéovania alebo

vylucovanid.

Na Obr. 1 je znazornena schéma plynového chromedtgcktory sa sklada z tychto
hlavnych sdasti:
- davkovacie zariadenie - injektor
- chromatograficka kolona
- detektor

- systém pre spracovanie dat

zosilnenie signalu
a spracovanie

T
t
chromatogram
detekior
\jed notlivych zloziek

termostat
q\(vyhrievanie kolony)

vzorka

regulator
prietoku

nastrek vzorky
a nosného plynu

/[

i

"

.

\ch romatograficka koléna

nosny plyn
(hélium/dusik/vodik)

Obr. 1: Schéma plynového chromatografu
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2.2.1 Déavkovacie zariadenie

Injektor

Injektor je vstupom analyzovanej latky do plynovéiwomatografu. Nastrikatky
sa najastejSie robi pomocou Specialnej irje&j striekéky cez septum, ktoré odtige
vnutrajSok injektoru od vonkajSieho prostredia¢&] injektoru je sklenena vioZkéirer),

v ktorej dochadza vysokou teplotou krychlemu odpar vzorky a k spravnemu
premieSaniu par vzorky s nosnym plynom. Medzi itgedm a kolénou je umiestneny
deli¢ toku (splitter), ktory umo#uje vies ibacas’ odparenej vzorky na kolénsgglitovaci

pomer split ratio). Technika néstriku bez spligplitless injectiohsa pouZziva pri stopovej

analyze alebo pre analyzu zmesi latok, ktoré sazng liSia v bode vatu

Split nastrik:
- Maly objem vzorky (0,1-2ul) je rychlo nastrieknuty do vyhriateho
lineru.
- Split pomer sa riadi vnatornym priemerom kolony d{Miab. 1)
a koncentraciou vzorky.

- Najnizsie doporéené splitovacie pomery znasoje Tab. 1.

Vnuatorny priemern Split
0,18 — 0,20 mm 1:20-1:25
0,25 mm 1:15-1:20
0,35 mm 1:10-1:12
0,53 mm 1:3-1:5

Tab. 1: Pomer splitu k vnitornému priemeru kofony

Splitless nastrik:

- V3etka nastrieknuta vzorka je prenesena na GC kblén

Nastriky plynnej fazy— Dynamické head-spacedavkovacie systémy obsahuju

prebublavajuce zariadenie, pomocou ktorého su péHatky uvdnované z roztoku
a vyparované do absamej kolény udrZzovanej na nizkej teplote. ZadrZaxikyl sa potom

11
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desorbuju do mobilnej fazy rychlym zahriatim abgog) kolony a prechadzaju do
analytickej kolény.

Statické head-spacalavkovacie systémy obsahuju termostatovanu komatkwktorej sa
vkladaju uzavreté vialky obsahujuce pevné alebgélree vzorky na predom stanovenu
dobu potrebnu k ustaleniu rovnovahy prchavych ekzvzorku medzi pevnou alebo
kvapalnou fazou a plynnou fazou. Po dosiahnutb tejtvnovéahy je ufené mnozstvo
plynnej fazy zvialky davkované do plynového chroogaafu pomocou plynotesnej

striekasky.

2.2.2 Chromatografické kolony

Kapilarne kolény maja vnatorny priemer 0,1 mm az 0,53 mmizkd 5 m az 60 m.
Kvapalina alebo stacionarna faza, ktora méz& dhemicky viazana na vnutorny povrch
kolény tvori film 0,1 aZ 5,@m silny.

Typy kapilarnych kolon:

WCOT (Wall-Coated Open Tubular column)kyapalinovy polymer na vnutornej strane
kapilary.

SCOT (Support-Coated Open Tubular column)kwvapalinovy polymer zakotveny na
noski zachytenym na vnuatornej strane kapilary.

PLOT (Porous-Layer Open Tubular column) adsorbent zachyteny na kapilare

chemickou vézbou (AD5)°.

Napliiové kolény vyrobené zo skla alebo kovu su obvykle 1 m az Slihé
s vnutornym priemerom 2 mm az 4 mm. Stacionarn@mouasu najastejSie porezné

polymery alebo tuhé nas impregnované kvapalnou faZou

Multikapilarne kolony su napriklad tvorené z 919 kapilar v jednej sklepen
koléne a dZke 1m. Pouzivaju sa na rychle analyzy bez strétynosti v Sirokom rozmedzi
prietokoV’.

12
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Stacionérne fazy

Plynova chromatografia sa obvykle deli na chronmatfag v systéme plyn — pevna latka
(GSC) a na chromatografiu plyn — kvapalina (GLCyripade GSC je distriblcia analytu
medzi stacionarnou a mobilnou fazou zaloZzena narpbis. Nevyhodou je Uzka oblas
linearity absorpnej isotermy. GLC je prikladom rozitevacej chromatografie, kde
dochadza k rozdevaniu latok v oboch fazach. Kvapalna faza je \bkel ukotvena, musi
ma’ nizku tenziu par a musi hemicky stabilna aj pri vysokej pracovnej tepldi&o
kvapalné stacionarne fazy pre GLC sgasto pouZzivaju napr. polyethylenglykoly,

polyestery alebo polysiloxafty

Ako absorbenty hlavne v n&glvych kolonach pre GSC sa pouzivaju:
- aktivne uhlie, silikagel, oxid hlinity, molekulowto

- makroporézny polymerny sorbént

V Tab. 2 su priklady néastejSie pouzivanych kvapalnych stacionarnych faz.

Nazov ZloZenie Polarita

Rtx®-1 100% dimethyl polysiloxane nepolarna
Rix®-624 6% cyanopropylphenyl - 94% dimethyl polysiloxane slabo polarna
Rtx®-35 35% diphenyl - 65% dimethyl polysiloxane medzipolarna
Rtx®-1701 14% cyanopropylphenyl - 86% dimethyl polysiloxane medzipolarna
Rtx®-2330 90% biscyanopropyl - 10% cyanopropylphenyl polysiloxane | velmi polarna
Stabilwax®-WAX Carbowax® PEG polarna
Rtx®-225 50% cyanopropylphenyl - 50% phenylmethyl polysiloxane polarna

Tab. 2: Kvapalné stacionarne fazy (kodrer ozndenie poda firmy Resteky.

Mobilna faza

V plynovej chromatografii je mobilnd faza predsteand nosnym plynom. Ako
nosné plyny sa n&stejSie pouzivaju vodik, dusik, hélium, argon. WRiibe nosného
plynu sa berd do Uvahy nasledujuce faktory: videgzitinnog’, ¢istota, reaktivita, typ

pouZivaného detektoru a cena plinu

13
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Prietok mobilnej fazy musi Isyoptimalizovany tak, aby sa dosiaht® najlepSieho
rozdelenia latok na koléne, tj. najmensieho rorméredn separovanych latok. Styri hlavné
deje, ktoré sa podiaju na rozSirovani zén pas prechodu kol6nou su:

Viriva difazia— rozne molekuly musia uraziézne vzdialenosti

PozdZna molekularna difGzia molekuly putuji z miesta o vy3Sej koncentraaii d

miesta o niz8ej koncentrécii, po i proti smeru prid mobilnej fazy

Odpor proti prenosu hmoty v stacionarnej fazyézne molekuly difunduja r6zne

hiboko do stacionarnej fazy.

Odpor proti prenosu hmoty v mobilnEjzy — rychlostny profil mobilnej fazy je

parabolicky.

Zavislog’ vyskoveho ekvivalentu teoretického patra (H) ni@mernej linearnej rychlosti

mobilnej fazi (u) pre dany typ nosného plynu postan Deemterova rovnica:
H=A+B/u+C.u

Kde Aje virova difizia, B poddna difizia a C odpor proti prenosu hmoty ako

v stacionarnej tak v mobilne fazy. Obr. 2 zobrazge Deemterove krivky pre riajstejSie

pouZivané nosné plyny v plynovej chromatogfafii

H {cm)

100 =

075 =

050 =

minimum H f=———=—

H
025 = '

]
1
|
|
b
|
1

T 1

ideal mobile phiase velocity u (cmis) i
velogity u (cm/sec)

30 40 50 60

o™
%)
=]

Obr. 2: Van Deemterové krivky pre vybrané nosnéyty*2
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Z krivky na Obr. 2 vyplyva:
DUSIK — najlepsia &nnog’ (malé h) pri nizkych prietokovych rychlostiach néko plynu
- = Vvysoke retetnécasy
- krivka ve'mi strma = mala zmena rychlosti znamenalké& zmenu
acinnosti
- ak nie je konsStantny prietok, je Ree zl&enin eluovanych za
neoptimalnych linearnych rychlosti
- lacny
HELIUM — G¢innog’ mierne nizsia nez u dusiku
- optimalna rychlog vy$Sia= podobné rozliSenie za kratSiu dobu
- krivka nie je tak strm&> menSie riziko so zmenou rychlosti
- drahy

VODIK — (innog’ mierne nizsia ako u dusiku, rovnaka ako u hélia

optimalna rychlogé vo vysokych hodnotach= zniZzenie retetnych

casov bez stratydinnosti

krivka ve’mi plocha

lacnejSi ako hélium, drahSi ako dusik

najlepsi pre kapilarne kolény (najrychlej&i)

2.2.3 Detektory

Detelkkny systém v plynovej chromatografii (GC), ako aj inych
chromatografickych metddach, poskytuje odozvu signa chemickych zléenin
separovanych chromatografickou kolénou. Tok Kogreh mnozstiev chemickych entit
prichadza do detektoru v jednotlivyctasticiach — v GC su tieto entity v plynnej faze.
Tieto castice maju pomerne kratky pobytov@s v detektore, ktory preto musilua
rychlo odpovedéna chovanie toku chramotografického materialuiéktorych pripadoch
je to aj menej nez jedna sekunda.

Detektor sa typicky pouziva na zistenie mnozstva@ngcth latok v zmesi vzorky.
V inych pripadoch, prvotnym diem detektoru je poskyttitchemickd informaciu, ktora
by viedla k spravnej identifikacii zténiny. V oboch pripadoch je dblezité pochopi
detekny mechanizmus a experimentélne parametre citlideselcnej odozvy na ziskanie

presnych a sgahlivych vysledkov pre spravne vyhodnotenie experitalnych déf.
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Su rézne druhy deteékych systémov v GC:
A) Tepelne vodivostny detektor (TCD — The thermahductivity detector)

Je univerzalny a nedestruktivny detek systéem. Zakladnym principom merania je
rozdiel medzi tepelnou vodivtsu nosného plynu a analyzovanej 14tk

Podstatnoucag’ou detektoru je tenké odporové viakno umiestner@wovom
bloku. VIaknom, ktory je zahrievany nacittl teplotu, prechadza konStantny elektricky
priad. Teplota vilakna ma Byaspa o 100°C vySSia, ako je teplota bloku. Pdkia
detektorom vyhriatym na konsStantnu teplotu preché&dsty nosny prud o stalom prietoku,
je tieZ teplota odporoveho vidkna konStantna. Agablnje plyn eluovanud latku, ktora mé

int tepelnt vodivag zmeni sa teplota vlakna a tym aj jeho elektricipor.
B) Detektory ionizé&né

Tento typ detektorov meria ionkay prad, ktory vznika v dosledku pritomnosti
nabitych castic v nosnom plyne. lonigay zdroj méze bty bud’ kyslikovodikovy plamz

alebo zdroj ioniz&ného Ziareni®.
o Hmotnostno spektrometricky detektor (MS — The mapgctometry detector)

Principom MS je ionizcia neutralneho atosiumolekuly za vzniku iontov a ich
fragmentov, ktoré sulalej separované a detekované na zaklade pomézukde m je

hmotnos iontu az je naboj ionttr. (vid’ kapitola 2.3)
o Plameiovo-ioniza’ny detektor (FID - The flame ionization detector)

FID bol prvykrat uvedeny v roku 1958. Od tejto dobg stal napstejSie
pouzivanym detektorom v GC. Na popularitu FID mpadiel rézne faktory. Jednym z
nich je to, Ze detektor reaguje prakticky so vSetkyorganickymi zldéeninami s
dostat@nou citlivog’ou. Odozva detektoru nie je ovplyvnena zmenou prtldkom alebo

teplotou. Nema odozvu ani na beZnéistety nosného plynu ako G@ vihkos™.

16
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FID pozostava z malého kyslikovodikového plameoriaceho na konci trisky, do
ktorého si usméované eluovanéastice z kolony s nosnym plynom. lonty a elektrény,
ktoré sa vytvoria spalenim komponent obsiahnutyalbsnom plyne, umakiju elektricky
tok medzi elektrodami, na ktoré je vloZzené stabilemé jednosmerné napéatie (maximalne
300 V). Vzduch ako pomocny plyn sa privadza do sppdasti detektoru. V redukej
zbne plamea dochadza k hydrogenacii a vytvoreniu radikélos Qktoréd’alSou reakciou
s kyslikom produkuju ionty schopné prenosu elekéfm priudu. Z toho vyplyva, Ze iba
hydrogenovatény uhlik je v podmienkach FID ionizovany/.

CH+0O—>CHO +¢€

o Detektor elektronového zachytu (ECD — The electrapture detector)

Dnes je to jeden znajviac popularnych a cennychektigrov v plynovej
chromatografii. ECD vyuZiv@l Ziarenie produkujuce elektrony na koliziu s plymmy
nostom a tvorbou merataého konstantného pradu. Ako zdroj makkého radiva&ho
Ziarenia sa vyuZiva tritum alebo®Ni. Vyskyt uritych castic eluovanych
z chromatografckej kolony moéze zacliyeiektrony a ich ubddanie v konStantnom prade je
nasledne zaznamenané. Tato d&iékmetdda zaloZzena na reakcii elektronového zachytu
plynnej fazy mbéze odpovetdana pikogramy &asto femtogramy Specifickej substancie
v komplexu matric. Je zvléScitlivy na niektoré molekuly, ako su alkylhalogewi
konjugované karbonylové zal@niny, nitrily, nitraty a organokovové ziéniny. Je vsSak
méalo citlivy k ufovodikom, alkoholom a keténom. Selektivna citlivdshalogenovym
zli¢eninam robi vBEmi uzitainym detektorom pre environmentélne (analyzy pekigi
a biomedicinske studié*’

Podstatowasti detektoru su dve elektrody: emitor — zdrojoakitivneho Ziarenia
a korektor. Medzi tymito elektrédami prechadza zaimy prad vybudeny vioZzenym
napatim zo zdroja. Nosny plyn vstupuje do detektoiskou. Ak obsahuje nosny plyn
molekulu majacu afinitu k elektronom, déjde k pakleioniz&ného pradu, ktory je
zaznamenarfy

CX + e — CX + energia

17



Identifikace giibuznych latek pomoci GC-MS JAROSLAV KUSNIR

o Termoionizany detektor (TID — The thermionic detector)

Je to beZne pouzivany detektor GC na selektivimwtaie organickych ztgnin
obsahujucich dusik a fosfor, preto sa niekedy m&estmetnéi aj s oznaenim NPD
(Nitrogen-Phosphorous detector). To zale detekovanie farmaceutickych, pesticidnych
a environmentélnych imisii. Detektor sa mozZe tjadunkéne ako FID, ale fungovanie je
zalozené na kompletne rozdielnom princip®& je ionizacia organickych latok
v kyslikovodikovom plameni, ktory je vedeny cezterec soli alkalickych zemin (CsBr,
KCl, Rb,SOy)* 2

o Fotoionizaény detektor (PID — The photoionization detector)

Detektor vyuziva UV Ziarenie ako sposob ionizaciealgu opusajucého
chromatograficki kolénu. Moderné detektory poudivampy ako zdroj UV Ziarenia.
Ked” molekula absorbuje foton svetla dostaigj energie, molekula sa méze rozStiepa
molekularny iont a elektrdfi

R+hv—>R ' +¢

0 Heliumionizacny detektor (HID — The helium ionization detector)

Podobne ako detektor elektronového zachytu je Hidnuty z argén ionizéného
detektoru. V tomto pripade je tvorené nestabilnuiménamiesto agonovych jednotiek.
Metastabilné hélium ma energiu 19,8 eVépm argbn ma 11 eV. To dava schophos
ionizova” molekuly, ktory by argonovy ionizay detektor nemohol. Vytvorené ionizee
produkty su vystavené elektrickému polu a zmeney e zmerany. Metastabilri@sti
nevyhnutne nepotrebuju byvorené z elektronov indukovanych radioaktivnynragoim.
Elektricky vyboj mézecasto tvor®’ elektréony, ktoré po zrazke s He produkuju vysoko
energetické metastabiltésticé”.
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o Plameiofotometricky detektor (FPD — The flame photometdetector)

FPD je zaloZeny na merani emisie svetla pri hol&ok v svietivom vodikovom
plameni.

Zlozky vychadzajuce z chromatografickej kolony sdzlozené a nasledne
excitované na vysSi elektronovy stav v plameni bmhana vodik. Tiet@&astice vyZaruju
svetlo charakterizujuce heteroatdmy uvedenych damgia. Intenziva emitovaného
spektra je monitorované vo fotonasoppred ktorym je opticky filter prepéigjace svetlo
uréitej vinovej dzky. FPD je ¢asto pouzivany pre monitorovanie organickej siry a
organofosfor&nanovychiastic, pre ktoré ma detektor pozadovanu citlivos

Detekiny mechanizmus FPD nie je momentalne celkom pocahopgliceniny
obsahujuce siru su chemicky pozmenené v plamerbare zl@eniny siry ako napriklad
HS, S, 9 SO, HS, SQ ainé, ktoré mbézu obsahavahlikovo sirove stasti ¢astic.
Energeticky excitované&astice siry su vysledkom koliznej reakcii v plameni

V pripade fosforu, zkeniny obsahujuce fosfor su rozloZzené na &&&tice, ktoré
budl podrobené koliznej reakcie s tvorbou excitgganHPO castic. Tieto excitované
Castice sa rozlozia na nizSi energeticky stav vijage svetelné Ziarenie. Tento fenomeén

sa moze prirovriaako chemoluminisceény proces v plameht”.

Iné detektory- Ultrazvukvy detektor
- Hall Elektrolytic Conductivity Detector
- Atbmovy emisny detektor
- Chemoluminiscedny detektot*

2.2.4 Riadiaca jednotka

V sikasnej dobe sa v plynovej chromatografii spracavagaje z plynného
chromatogramu vyhradne pomocowippaia so Specialnym programom k tomwemym,

ktory zarove ovlada cely systém.
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2.3 PLYNOVA CHROMATOGRAFIA-HMOTNOSTNY
SPEKTROMETER

Plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnou tspeletriou (GC/MS) je
v sttastnosti beZnou analytickou metédou, ktora komleingjsokl sepatal schopnas
kapilarnej plynovej chromatografie s detekciou \soSpecifickou pre dany analyt
a zarové umoziuje ziskanie informacie o Struktire neznamych latok

Principialne je do hmotnostného spektrometra praédd vzorka v plynnom
skupenstve, kde néasledne podlieha ionizécii a plelena poth pomeru hmotnosti
a naboja iontov. V priebehu ionizécie ziskaju malgkakmer vZzdy dostatmé mnoZzstvo
vybratnej energie k tomu, aby mohli aspdo ukitej hmoty fragmentouwa Vysledkom
takého rozpadu je vznik jednoduchSich iontov '@edeutralnych molekudl a radikalov.
Struktarna informéacia je obsiahnutacimrovom spektre, kde je vynesend zavislos
efektivnej hmotnosti ionizovan&astice -m/zna relativnej intenzite (abundante)

Na Obr. 3 je znadzornena zakladna schéma GC/MS.

lontovy
f zdroj Nasobé elektrénov
‘ Analyzator
oy —
N\——— Zber
— dat
| —
Plynovy chromatograf X

\

Zaostrovacie SoSovky

Obr. 3: Schéma zakladného GC/MS systému

Eluované plynné analyty su smerované do ionizatata,su ionizované. Akonahle
je vzorka ionizovana, ona ajej ionizované fragmenti usporiadané zaostrovacimi
SoSovkami, kde sd@alej poh#ané do analyzatora, roztriedené fmoh/z a pa@et kazdého

vytvoreného fragmentu je vyhodnoteny detektorom.
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2.3.1 lontovy zdroj

Cielom iontového zdroju, ako nadzov naZog, je poskytntl energiu nevyhnutnu
na ionizaciu analyzovanych molekdl, §mn je udrZovana dostatoe vysoka teplota na
zabranenie skvapalneniu analytu. Elektrostatickétzavacie SoSovky su zégjne zovreté
na zrychlenie iontov a zoradenie iontovéhgaliDva typy ionizacie normalne pouzivané

v GC/MS su elektronové ionizéacia (El) a chemickdizécia (CI}*.

2.3.1.1 Electronova ionozécia (El)

Neutralne molekuly [M] ktoré eluuju z kolony plywé&ho chromatogramu, musia
byt nabité pozitivne alebo negativne na ich manipul@dimotnostnom analyzatore. Tieto
neutralne molekuly ndhodne rozptylené cez iontaipjzsu vystavené pradu elektrénov
s kinetickou energiou (obvykle 70 eV), ktora je $igSako ioniz&na energia vzorku. Ak sa
elektréon s dostatmou energiou zrazi alebo preleti v dostag) blizkosti orbity neutralnej
molekuly, odtrhne z nej elektron a vznikne radik§idkation [M]”. Tento radikalovy
kation je prepisovany ako molekularny iont.

€ +[M] = [M]" + 2¢€
Ak molekula prijme elektron, vznikne radikalovy ani[M] ™.
e +[M] — [M]”
V spektre je mozno okrem molekulovych iontov poxatofragmentové ionty, ktoré su
charakteristické pre Struktliru pozorovanych molekul

Nemalo by sa zabudtigZze v&a bombardovanych elektronov su samostatne pruzne
a netvoria ionty. Z toho dévodu, iba par stotincpat vzorku molekdl su ionizované na
molekularne ionty behom tychto podmienok g3mou vzorku molekul tvorené odliSne
vakuovymi pumpami. Negativne ionty si* Ifienej bohaté ako pozitivne ionty o 70 eV.

Metdda nie je vhodna pre latky polarne, tepelnéateslebo vysokomolekularh&
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2.3.1.2Chemicka ionizacia (Cl)

Rozdiel medzi El a Cl mbzZe byt jednoducho pochoperf‘adom k mnoZstvu
vloZenej energie do vzorku molekdl gas procesu ionizécie. V El vzorka molekudl su
ionizované na radikalové kationy elektronmi. Migtazenej energie v tychto radikalovych
kationov moze marozsah 0 — 70 eV a mbze sposotmzsiahlu fragmentaciu. V Cl su
vzorky molekul ionizované na katidny inymi kation@aimiera vloZenej energie v tychto
katibnov zavisi na termochemickej reakcii katiénlekala. Rozsah energie tychto

katién/molekula reakciach je omnoho nizsi (0 ~ 29 £nizSou fragmentaciot

V Cl su vzdy nevyhnutné dva kroky. pfimarnej reakcii dochddza pomocou
vysokoenergetickych elektronov v réalbm plyne k vytvoreniu stabilnych iontovych
klastrov. Zastupenie jednotlivych iontov v klageeypické pre pouzity reg&ky plyn.

V sekundarnej reakciinolekula M v GC eluate reaguje s vytvorenymi iontmeakiného
plynu. Produkty iontovej reakcie su detekované lmazované ako Cl spektrum. CI
spektrum poskytuju iba exotermické reakcie. V pilgoprotonizacie to znamen4, Ze afinity
protonu PA molekuly M musi liyvasSia ako ureageéného plynu PA(R). Vibou
reagekiného plynu R mézZeme kontrolavennoZzstvo energie transformovanej do molekuly

a stupa fragmentacie. Ak je PA(R) vySSia ako PA(M), prat@tia nenastane.

Primarna reakcia: Zoskupenie reagerho plynu
70 eV
R , RH
Sekundarna reakcia: Protonizacia
t
RH" +M > MH" + R

V plynnej reaknej fazy nemusia bytvorené iba pozitivhe ionty aléasto aj
negativne. Komeéné smerovanie GC systémasto uplatuje detekciu pozitivnych iontov
(pozitivna chemicka ionizécia, PCI). Na detekcigaté/nych iontov (negativna chemicka
ionizacia, NCI) je pozadované Specidlne zariademée zmenu potencialu polarity
analyzatora a nasabs upravenou dynodol
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2.3.1.2.1 Pozitivha chemicka ionizacia

NajcastejSie pouzivanou chemickou ionizaciou je:

Protonizacia

Protonizacia je Mami ¢asto pouzivana reakcia v pozitivne chemickej ianiza
V protonizacii vedie tvorba kvazimolekulového ionfM + H)", ktory mdze potom
podstupf fragmentaciu.
M+ RH"— MH" + R

Ako protoniz&né reagetné plyny su ndjastejSie pouzivané — metan, isobutan
alebo amoniak. Metan je menej selektivny aje ¢ema akotazky CI plyn. Isobutan
a amoniak su typické jemné Cl plyiyalej sa pouzivaji ako re&ié plyny ajd’alSie latky
(vid’ Tab. 3}".

Plyn Reagerény ion PA [kj/mol]
CH, CHs" 527
NH3 NH4" 840
i-C4H10 t-C4Ho" 807
H» Hs* 422
H,O HsO" 706
CH3OH CH30H," 761

Tab. 3: Tabuka reagednych plynov’.
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Dal3ie spdsoby chemickej ionizéacie:

Odstranenie vodika

V tejto reakcii je vodikovy iont (B preneseny z molekulovej latky na reatygn
iont”.
M+R"— RH+ (M—HY

Vymena naboja

Reakcia vymeny naboja prinaSa radikalovy molekulat s neparnym gioom
elektrénov ako v ionizacii elektronového zrazamegalita fragmentacie je porovndite s
El spektrom. Rozsah fragmentacie j&amy ioniz&nym potencidlom IP reag&mého
plynu’.

M+R" - R+M

Tvorba zl@eniny

Ak sa premeneny popisany komlex neoddeli, produiidite’ny na spektr¥.
M+R — (M+R)

2.3.1.2.2 Negativna chemicka ionizacia

Negativne iontyasto vznikaju aj behom elektronovej ionizacie wawmom zdroji, ale ich
pocet je tak extrémne nizky, Ze nie su analyticky walihé. Negativné ionty, analyticky
vyuzite’né, vznikaju za podmienok chemickej ionizacie aitocesom: prenosom naboja,
odstranenim proténu, zachytom negativnych iontaeakného plynu, elektronovym
zachytom'’.

Prenos naboja

lonizacia vzorku molekuly je dosiahnuta prenosorkiednu medzi reagujucim
i6Gnom a molekulot/.
M+R - M +R
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Odstranenie protoénu

Prenos protonu v negativnej chemickej ionizacii enlbg’ chapany ako odstranenie
protdbnu zo vzorku molekuly. Touto cestou moézu pagist vSetky zl@&eniny s kyslymi
vodikmi — alkoholy, fenoly alebo ketény jemnej ipacif’.

M+R — (M—H) +RH

Zachyt negativnych iontov z reakého plynu

Zachyt negativnych iontov z reaiého plynu sa vyuZiva pri analyze dlhych
alyfatickych uhlovodikov s hydroxylovymi iontii
M+R—>M R

Elektronovy zachyt

Elektrénovy zachyt s tvorbou negativnych iontoX@l je vemi ¢asto pouzivany

v GC/MS alanyze. Proces vzniku negativnych ionwarjalogicky ako u ECD®

Separacie iontov

Separacie iontov magnetickym a elektrickym polom:
- pristroje s jednoduchou fokusaciou
- pristroje s dvojitou fokusaciou
Dynamické separacie iontov:
- kvadrupdlovy analyzator
- iontova pas
Separacia poth doby letu (TOF)
lontova cyklotronova rezonancia (ICR)
Réadiofrekveriné analyzator}?
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2.3.2.1 Kvadrupodlovy analyzator

Analyzator pozostava zo Styroch rovnakych kovovyg#i kruhového prierezu
dizky 20 - 30 cm. Na dve préithlé je viozené kladné jednosmerné napétie datiie dve
zaporné jednosmerné napatie. Na vSetky je supevpogovysokofrekvame striedavé
napatie (v’ Obr. 4).

Princip: iont, ktory je privedeny do stredu osy #madlu, zéne oscilovd. V dany
casovy okamzik pre dity pomer U/V su oscilacie stabilné iba pre iontur&tou
hmotnosou m/z ktory prejde kvadrupdlom a dostane sa na deteketky ostatné ionty
su zachytené na dyach kvadrupdlu ako to je vidiena Obr. 4. Plynulou zmenou
(skenovanim) hodndt jednosmerného napatia U af&dpliV (ich pomer ostava
konStantny) su postupne prepasé na detektor vSetky ionty (ide vlastne o hmdtnos
filter) .

Detektor

Stabilny iont ; I

lenizator

_@_
Obr. 4: Schéma kvadrupélového analyzatora

Citlivost vs. skenovaci rozsah

Ak sa vzorka skenuje napr. v rozsahu 1898 na detekciu jednej hodnoty/z je
iba 1/1000 z celkovéhdasu. V zostavajucondase (tj. 999/100@asu) su ionty s touto
hodnotou zachytené na ¢tgch kvadrupdlu. Akonahle znizime hmotnostny rozsah

zvysime citlivos’ detekcié’.
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Ak pouzijeme tzv. selektivny zaznam iontu ( Seddcton Monitoring — SIM),
zvySime vyrazne citlivay ale uZz nemeriame hmotnostné spektrum, ale ibaandz
intenzity iontu nactase (popripade aj viac iontov) — vhodné pre kvatitihu a stopovu

analyzu kedy pozname &truktéftu

2.3.2 Detekcia signalu a spracovanie dat

lonty separované v analyzatore su prevedené nariekek signaly detainym
systémom typu fotonasafsi alebo elektronasata. Signal je dalej digitalizovany

a spracovany v g@itati pomocou vhodného programového vybavenia.

2.3.3 Fragmentécia ionizovanej molekuly

K vytvoreniu molekularneho iontu je dost&t@ ioniz&na energia okolo 10 eV.
Bezne sa vSak pouZivaju energie &reavyssie — okolo 70 eV — pretoze iba vtedy sa da
zaistt’ reprodukovattnog’ spektra. Tento prebytok energie ma za nasledapéitie
slabych vazieb medzi atbmami a vznik fragmentowiafato molekularnym iontom je
kation-radikal, fragmenty mézu byneutralne molekuly, radikaly, kationty alebo tpa
kation-radikaly. Posledné dva typy su pozoroMage v spektre. VSeobecne sa da

fragmentacia popigsaschémou na Obr!%

M
. . N .
R » / NN
f.l ‘.\* )
F, £
. A - N - R. L N,
Ry *_ / \.-_::_.___ At \r f,// \c.:;‘_xh__. A
¥ R ¥ R
3 e Z

Obr. 5: Schéma fragmentacie moluKkdly
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2.4 DERIVATIZACIA

Plynova chromatografia je pouzZivana na ddganie prchavych organickych
zltcéenin. Funkna obmena molekuly zvySuje, niekedy zniZzuje prckavDerivatiz&né
¢inidla umo#uju chromatografom analyzu 2knin, ktoré inak nie sfiahko zmeraftiné
GC. Derivatizaciacasto redukuje absorbciu analytu v GC systému &uajepdete&nu

odpovel, oddéovanie piku a symetriu piku.

Derivatizacia je pouzivana u nasledujucich dévodov:
- na zvySenie rozpoznania aredukciu odpadu polarrgyatenin (-OH, -COOH,
=NH, -NH2, -SH ad’alSie funkné skupiny).
- na analyzu relativne neprchavychédain.
- nazvySenie analytickeginnosti a detekcie.
- nazvySenie stability ztieniny.

Vyber derivatizaného cinidla je zaloZzenad na fudke] skupine poZadovanej
derivatizacie, chovaniu ostatnych fénkch skupin v molekule a dbévod vykonania
derivatizacie. Chemicka Struktira a vlasthoslekuly ovplywiuje vyberéinidla.

Dobrécinidlo - vytvara derivatizénu reakciu ktora je 95 — 100%.
- nespOsobuje Ziadne preskupenie Struktarnych zlbrebom derivatizacie.
- nesmie prispiek strate vzorku behom reakcie.
- vytvara derivaty, ktoré nebudu interagbgaanalytickou kolonou.

- vytvara derivat, ktory je stabilny sl@#tdom natas.

Mame tri druhy derivatizacie : Acylécia
Alkylacia
Silykaciad?

28



Identifikace giibuznych latek pomoci GC-MS JAROSLAV KUSNIR

2.4.1 Acylacia

Je to premena zténin, ktora pozostavaju z aktivneho vodika (-NHH;-GSH) v

amidoch, esteroch alebo thioesteroch reakciou katbeej kyseliny alebo jej derivatu.

Acylacia ma véa vyhod:

zvySuje stabilitu analytu ochranou nestabilnychpsku

« mbze dodé prchavog zliatenindm, ako napriklad karbohydraty alebo
aminokyseliny, ktoré maju Va polarnych skupin. Tie su neprchavé a normalne
rozkladajuce v teple.

« pomahaju chromatografickym separaciam, ktoré by olhebmozné s
nederivatizovanymi zkieninami.

« zliceniny su detekované vo Rrai nizkych koncentraciach s pouzitim detektoru

elektrénoveho zachytu.
Acylaciacasto mbze ktypouzivana na tvorbu fragmentov derivatu pre MS.
* Derivanécinidla:

= anhydrid perfluoro kyseliny
= perfluoroacylimidazdf
2.4.2 Alkylacia

Alkylacia zahtiuje pridavanie alkylovej skupiny (alifatickej alelanomatickej) do
aktivnej funkinej (H) skupiny. Nahradenie vodika s alkyl skupirjeuddlezité, pretoze
derivaty maju nizSiu polaritu. Alkytmé cinidla su pouzivané na zmenu &in
obsahujuce kysly vodik, ako napriklad karboxylowsdliny alebo fenoly. Vysledné
produkty su ethery, estery, thioetery, thioesterglkylaminy a n-alkylamidy.

Esterifikacia — reakcia alkoholu a kyselinou tvedter. Je to \feni popularna
alkylatnd metoda. Alkyl ester jgasto vybornej stability a tvori rychle a v dostatom
mnozstve vzorky pre GC analyzu. Proces #ajer zhlukovanie karboxylovej skupiny

kyseliny a hydroxylovej skupiny alkoholu s elimiiidie vody>.
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2.4.3 Silykacia

Silykacia je zavedenie kretiiej skupiny do molekuly substiticiou aktivheho
uhlika. Nahradenim aktivheho vodika krémou skupinou zniZuje polaritu zténiny a
zniZuje spdjanie vodiku. Kregiianové derivaty su prchavejSie a stabilnejSie ekt je
rozSirena. VEa hydroxy a amino zlienin vystupuju ako neprchavé a nestabilné pri 200-
300°C. Silykacia umatuje ich detekovanie. Kregitanovécinidla si kompatibilné s va
detekinymi systémami, ale ak st v nadbytku mézu spésabmzaliely v FID.

Trimethylsilyl (TMS) skupina je Mami populdrna a vSestranna kreitanova

skupina pre GC analyzu. TM#hidla a derivaty reaguji s aktivnymi atémami vadtk
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2.5 FYZIKALNO-CHEMICKE VLASTNOSTI 1,3-butandiolu
(C4H10y)

Vzorec:

OH
OH

Obr. 6: Vzorec 1,3-butandicfti

Synonymura 1,3-butylenglykol

Mr = 90,123
Racemat DL
t; -50°C
t, 207,5°C
p2° 1,005 3
n*%, 1,441 0
n* 1,439

Optické izomery:

D(+)
t, 204°C
p° 1,005 3
n*%p 1,441 8
[a]? +18,5 (EtOH 4%)
L(-)
t, 107°C (3.0 kPa)
p?° 1,005
[a]? -18,8 (EtOH 4%)
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1,3-butandiol je ¢ira, bezfarebnda, hydroskopicka a viskdzna kvapalide
neobmedzene mieSéty s vodou, acetdbnom, etanolondiastane rozpustny v étere. Je
nerozpustny v olejoch. Rozpiavasinu silic a syntetické arorfra

VyuZitie:

1,3-butandiol sa pouziva vo farmaceutickej techgidkasto ako rozpdadlo a pre
svoju viskozitu aj ako nahrada glycerolu.
Pdsobi lokalne dehydrat@e. Ma aj baktericidny dnok a spektrum jeho pdsobenia
zahnuje aj zarodky vyznamné pre lokalnu antisepsiu.cako pouzivany ako pomocna
latka bez drazdivého pdsobenia.
Aj pri jeho pouziti ako rozpdadla u injeknych pripravkov nebola zistena Ziadna

neznasanlivag®,
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3 CIEL. PRACE
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Ciel'om diplomovej prace bolo:
- zistit molekulovd hmotnas troch neistot, ktoré sa vyskytuju

v substancii 1,3-butandiolu.
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4 EXPERIMENTALNA CAST
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4.1 CHEMIKALIE A PRISTROJE

4.1.1 Chemikéalie

1,3-butandiol — Sigma AldrichCR
Acetylchlorid — Sigma AldrichCR
Benzoylchlorid — Sigma Aldrich(CR
Dinitrobenzoylchlorid — Sigma AldrichCR
Methanol — Lichrosolv MerckCR
Dichlormethan — Balex,CR

Pyridin — Balex,CR

Chloroform — PentaCR

4.1.2 Pristroje

Shimadzu Gas Chromatograph GC-2010 s FID

Shimadzu Gas Chromatograph GC-2010 s GCMS-QP2@K0 PI

Kolbny: Supelcowax 10 FUSED SILICA Capillary ColumBOm x 0,32mm X
0,5 um film thickness, Supelco In€R
Supelcowax 10 FUSED SILICA Capillary Column: 30mO®52mm x
0,5 um film thickness, Supelco In€R
SPB-624 FUSED SILICA Capillary Column: 30m x 0,32mni,8um film
thickness, Supelco IncCR

PC program: GCMS solution Version 2.50 SU3, Shimadz
GC solution Version 2.30.00 SU7, Shimadzu

Analytické vahy AND, Japonsko

Véakuova odparka BUCHI R-114

MieSaka LT 2

4.1.3 Dalsie pomdcky

kadicky, odmerné banky, varné banky s plochym dnom, odéealce, pipety, baldnik

k pipete, automatické pipety, skimavky, laboratdyaeky, vialky
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4.2 PRIPRAVA VZORIEK

4.2.1 Derivatizacia

POSTUP:

Vzorka

Do varnej banky (25ml) sa pridalo 10ml dichlormetha 0,5g 1,3-butandiolu, 1ml
pyridinu a 1ml acetylchloridu alebo 10ml dichlortmetu, 0,5g 1,3-butandiolu, 1ml
pyridinu a 1,5ml benzoylchloridu alebo 5ml dichl@tmanu, 0,1g 1,3-butandiolu, 0,2ml
pyridinu a 0,5¢g dinitrobenzoylchloridu.

Pripraveny roztok sa nechal zreagdvia hodinu za pretrepavania. Po zreagovani sa z
roztoku nechali vo vakuovej pumpe odgaprchavé latky. Odparok sa zriedil s vodou
a pretrepaval 3x v deliacom lieviku s chloroformd@mloroformova vrstva sa odpustila do
skumavky a odparila pomocou dusika.

Vysledny produkt sa kvantitativne preniesol do 1O0madmernej banky a doplnil sa
methanol po risku. Takto pripraveny roztok zdeiz@taného 1,3-butandiolu s#alej

pouzival na meranie v plynovej chromatografii.

Slepa vzorka
Postupovalo sa rovnako ako pri priprave vzorky akpouzil sa 1,3-butandiol.

U derivatizacii sa pred samotnym pouzitim muselpalvzorka prefiltrowq aby sa

zbavila vyzrazanych produktov reakcie.

4.2.2 Roztok 1,3-butandiolu

POSTUP:
1,3-butandiol o koncentracii 1,5mg/ml sa navazil Haml odmernej banky a banka sa
doplnila methanolom po risku. Takto pripravend Yaorsa pouZivala na meranie

v plynovej chromatografii.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA
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5.1 Meranie 1,3-butandiolu pomocou GC/FID

Chromatografické podmienky:

Injektor

Nosny plyn: H

Teplota injektoru 250°C
Rychlog’ nastriku 150,0 cm/sek
Split 5,0

Kolbna

Supelcowax 3

Dizka 30,0m
Priemer 0,53 mm ID
Hrabka filmu 0,5Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 60,0 3
10,0 230,0 20
Detektor
Teplota 300°C
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Na chromatograme @i Obr. 7 a 8) sa okrem piku 1,3-butandiol s r&igm
casom 9,962 sledovali eSte piky s rétgmi ¢asmi 9,806; 11,468 a 11,681, ktoré
prestavuju né&stoty pri vyrobe vysledného produktu. U tychtocisedt bolo hlavnou

tlohou zist’ ich molekulovd hmotnas ktora by pomohla k identifikacii latok.

uV(x10,000)
1 Chrgmatogram

103

1,3 BD/9.962

20]

2.0

1.04

0.04—

-1'0_- T T T T I T T T T I T T T T I T T T T / / T T T T T T T
25 5.0 7.5 , 125 min

Obr. 7: Chromatogram 1,3-butandiolu.

uV(x1,000)

9.962
N

11.468
11.681

-4.04

-5.04

‘975 1000 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175  min

Obr. 8: ZvasSeny chromatogram (Obr. 7) 1,3-butandiolu @is#t.
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5.2 Hmotnostné spektra n&€istdt 1,3-butandiolu pomocou El (GC/MS)

Chromatografické podmienky:

GC

Teplota injektoru 250°C

Nosny plyn: He

Tlak 44,4 kPa
Rychlog’ nastriku 50,0 cm/sek
Split 50,0 (prvy pik)

10,0 (druhy a treti pik)

Kolona

SPB - 624

Dizka 30,0m
Priemer 0,32 mm ID
Hrabka filmu 1,8um

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 100,0 9,00
15,0 170,0 1,34
MS
Teplota ionizatora 200°C
Rozmedzie detektoru 30,00 — 20000 (prvy pik)

30,00 — 145,00n/z(druhy a treti pik)
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Z hmotnostnych spektier @i Obr. 9,10a 11) je vidie jednotlivé fragmenty
netistot, z ktorych sa neda #iyat’ ich molekulovi hmotnas Elektronova ionizacia (El)
nepriniesla ziadny vysledok, preto sa v nasledajugiokusoch bude pouzivahemicka

ionizacia.

%

100.0 58.0

7504 101.1

50.0+] 43.0

25.04

ool L ol lu Al gsgly sy TP 171 sgii1e00 1990 100100 sgege
25.0 56.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0

Obr. 9: Hmotnostné spektrum u piku s rétgmcasom 9,806 z Obr. 8.

%

100.04 56.0
75.0
50.0 410
25.04
] 31-0 351.0 | ‘ | 63.0 7]|.0
oodmgblilldgo s [l “i7eroll g0 890 ennios1  guq apia gpggsny
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Obr. 10: Hmotnostné spektrum u piku s rétgmcasom 11,468 z Obr. 8.

%

1000_: 56.0
75.04
50.0+ 450
25.04
1 31.0 39. | | 71.0
ool “Tlldeo M 90, 0 py 090 saoenoims wsi ime ymy g
30 40 50 60 70 g0 90 100 1o 120 130 140

Obr. 11: Hmotnostné spektrum u piku s rémgmcasom 11,681 z Obr. 8.
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5.3 Hmotnostné spektra neistdt 1,3-butandiolu pomocou Cl (methan)

(GC/IMS)

Chromatografické podmienky:

GC

Teplota injektoru 250°C
Nosny plyn: He

Tlak 44,4 kPa
Rychlog’ nastriku 50,0 cm/sek
Split 5,0 (prvy pik)
Kolona

SPB - 624

Dizka 30,0m
Priemer 0,32 mm ID
Hrabka filmu 1,8Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 100,0 9,00
15,0 170,0 1,34
MS
Teplota ionizatora 200°C
Rozmedzie detektoru 44,00 — 300r0& (prvy pik)
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Po porovnani hmotnostnych spektier El a Cl je ¥idiee chemicka ionizacia ma
lepSie spektrum (di Obr. 12,13 a 14), ale eSte stale nie je jasné, rakju néistoty
molekulové hmotnosti. V pokusoch sa bude pddva’ a to pomocou derivatizacie 1,3-

butandiolu.
%
100.0+ 89.0
750_: 117.0
50.0—:
25.04
] 1459
0.0 et 1E0 OO A7PS 2070 2259 2810 2669 2860
125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0

Obr. 12: Hmotnostné spektrum u piku s rétgmcasom 9,806 z Obr. 8.

%

100.0 83.0
75.04
50.0+]
] 59.0
101.0
25.0 451
] T 71.0
ootbu bl o g0 w1 ieen qesq  iwe oo omaq  omo oo
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0

Obr. 13: Hmotnostné spektrum u piku s rétgmcasom 11,468 z Obr. 8.

%

100.0+ 83.0
75.0
] 59.1
50.0
] 101.0
25.0d 452
i T 710
0 ol Ll el Wb MO a0 iqig aseo  pigop0 2649 2m102040
56.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0

Obr. 14: Hmotnostné spektrum u piku s rétgimcasom 11,681 z Obr. 8.
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5.4 Derivatizacia 1,3-butandiolu

5.4.1 Derivatizacia 1,3-butandiolu s acetylchloridim

Chromatografické podmienky:

Injektor

Nosny plyn: H

Teplota injektoru 250°C
Rychlog’ nastriku 150,0 cm/sek
Split 5,0

Kolbna

Supelcowax 3

DiZka 30,0 m
Priemer 0,53 mm ID
Hrabka filmu 0,5Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 60,0 3
10,0 180,0 20
Detektor
Teplota 300°C
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Na chromatograme @i Obr. 15 a 16) sa okrem zderivatizovaného 1,3-aliddun
s retegnym ¢asom 8,550 obijavild’alSie piky. Piky s reténymi ¢asmi 5,798 a 6,089 su
pravdepodobne védjSie produkty derivatizacie, pretoze na to abhdb nelistoty, maju
velku plochu. Niektoré z pikov s retgrymi casmi 9,665; 9,828; 9,993 a 10,159 by mohli
odpovedd netistotam predstavujuce piky reterychcéasov 11,468 a 11,681 z Obr. 8.

5 oUV(10,000)

] Chrgmatogram ]
] o)
i |00
4.0—_
3.0
5
2.0—_ e
1'0_- LA% %
- S
: o
00—:—‘] \ e
- y Ay a—— e
25 50 /s 10.0 125 min
Obr. 15: Chromatogram zderivatizovangho 1,3-butahdi
uV(x10,000)
25_ Chromatogram Eﬁ
E g op
2.04 P
] 0
15
1.0
i [92]
1 3
0.5 ©
: 28 o B
° S I deda
55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 mn

Obr. 16: Zva@Seny chromatogram (Obr. 15) zderivatizovaného Lja4idiolu a neistot.
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5.4.2 Derivatizicia 1,3-butandiolu s benzoylchloridm

Chromatografické podmienky:

Injektor

Nosny plyn: H

Teplota injektoru 250°C
Rychlog’ nastriku 150,0 cm/sek
Split 5,0

Kolbna

Supelcowax 10

Dizka 30,0m
Priemer 0,53 mm ID
Hrabka filmu 0,5Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 60,0 3
10,0 180,0 20
Detektor
Teplota 300°C
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Na Obr.17 je znazorneny chromatogram zderivatinéto 1,3-butandiolu

pomocou benzoylchloridu.

uV/(x100,000)

1 ¢hromatogram 3
)
i <
3.0
1 <t
8
] S
2.0 -
] <
[ee)
1.04
b ™~
] o
i o O
0.04% e
v e v e M
Obr. 17: Chromatogram zderivatizovaného 1,3-butahdi
4 uV/(x100,000)
' :C1romatogram
35] * vzorka
] » slepavzorke
3.04
253
203
153
10;
oot I
0.044% —~
(;.0' C '5|.0' C '1(J).0' C 'lg.O' C '26.0' C '2&]:.0' C '3(J).O' C '3é.0' C 'min
Obr. 18: Porovnanie chromatogramu zderivatizovaného 1,3-butandiolu

s chromatogramom slepého vzorku.

Porovnanim chromatogramu vzorky aslepej vzorky d (viObr.18) sa
z chromatogramu zderivatizovaného 1,3-butandiolstradili piky, ktoré patria slepej
vzorke. Takto nam na chromatograme ostali pikytenkaym ¢asom 17,645 a 26,359
(zderivatizovany 1,3-butandiol je slkeu pravdepodobn@eu pik s retefnym ¢asom
26,359). Hadané né&stoty sa neobjavili.
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5.4.3 Derivatizicia 1,3-butandiolu s dinitrobenzoyhloridom

Chromatografické podmienky:

Injektor

Nosny plyn: H

Teplota injektora 240°C
Rychlog’ nastriku 65,0 cm/sek
Split 5,0

Kolona

SPB - 624

Dizka 30,0 m
Priemer 0,32 mm ID
Hrabka filmu 1,8Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 60,0 0,5
20,0 222,0 10
Detektor
Teplota 280°C
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Na Obr.19 je znazorneny chromatogram zderivatinéto 1,3-butandiolu

pomocou dinitrobenzoylchloridu.

5 uV(x10,000)
T Chrofdtogram

3.000

0]
301

2.0

2.250

3.944

1.04

?14.223

PP —

ool I

P e L (L,

Obr. 19: Chromatogram derivatiozacie 1,3-butandiolu
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Obr. 20: Porovnanie chromatogramu zderivatizovaného 1,3-butandiolu

s chromatogramom slepého vzorku.

Z nameranych chromatogramov je viJiée po porovnani chromatogramu vzorky
a slepej vzorky (\ Obr. 20) sa nezobrazil ani zderivatizovany 1,3hdtol a ani hladané

necistoty.

Zo zistenych merani sa dospelo kvysledku, Ze m&ige podmienky pre
derivatizaciu 1,3-butandiolu je derivatizacia atdtioridom. Tieto vzorky sa nasledne

premeriavali pomocou GC/MS.
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5.5 Hmotnostné spektra neistot zderivatizovaného 1,3-butandiolu
s acetylchloridom pomocou Cl (methan)(GC/MS)

Chromatografické podmienky:

GC

Teplota injektoru 250°C
Nosny plyn: He

Tlak 52,1 kPa
Rychlog’ nastriku 52,6 cm/sek
Split 10,0
Kolona

SPB - 624

Dizka 30,0m
Priemer 0,32 mm ID
Hrabka filmu 1,8Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 100,0 1,00
2,00 160,0 7,00
MS
Teplota ionizatora 200°C
Rozmedzie detektoru 50,00 — 3000z
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Derivatizaciou (W’ Obr. 21) vznikli 4 piky, ktoré pravdepodobne patpikom o
retertnych ¢asoch 11,468 a 11,681 z Obr. 8. Pik s k&tgm ¢asom 9,806 z Obr. 8 sa ndm
na chromatograme neobjavil. Pravdepodobne doSlddalicii, ale je tiez mozné, ze

k reakcii nedoslo alebo bol malytazok.

(x100,000)

1.20—Scan:TIC
ISIM:TIC (3.96) @

Obr. 21:Cas’ chromatogramu zderivatizovaného 1,3-butandiolikepneistot.
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Obr. 22: Hmotnostné spektrum prvého piku na chrograime (Obr. 21).
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%

100.0] 83.0
] 1431
75.0
50.0+
25.0
] 71 700 101.2
.01, .518."'.' A0l l403L, 1273 N 199, 176018711981 2150 Z3LL o . 2711 28013002 |
50.0 78.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0

Obr. 23: Hmotnostné spektrum druhého piku na chtograme (Obr. 21).
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Obr. 24: Hmotnostné spektrum tretieho piku na ctatmgrame (Obr. 21).

%
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Obr. 25: Hmotnostné spektrum Stvrtého piku na clatograme (Obr. 21).

Z hmotnostnych spektier @i Obr. 22, 23, 24 a 25)je zrejmé, Ze piky 1 a 2 su

totozné ako aj piky 3 a 4. M6zZe sa jeflnazomeéry, ale ani v tomto pripade neviemé&tur
molekulovi hmotnas ne&listot a ani¢i sa jedna o nastoty alebo o vekhjSie produkty
reakcie.

Derivatizaciou sme si chceli vypomdgretoze sme eSte nemali iorigg@ plyn
(isobutan), ktory je SetrnejSi k fragmentacii malgka tym padom sa v hmotnostnom
spektre mdze objaviintenzivnejsi iont (M+H), z ktorého by sa dala d&if molekulova

hmotnos skimanych n@stot. Derivatizacia nepriniesla Ziadny vysledok.
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5.6 Zistovanie optimalnych podmienok pri chromatografickom merani
s pouzitim ioniza&&ného plynu isobutanu v chemickej ionizacii

Chromatografické podmienky:

GC

Teplota injektoru 250°C
Nosny plyn: He

Tlak 185,4 kPa
Rychlog’ nastriku 150,0 cm/sek
Split 5,0

Kolona

Supelcowax 10

DiZka 30,0 m
Priemer 0,32 mm ID
Hrabka filmu 0,5Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 110,0 4,50
5,0 150,0 2,00
MS
Teplota ionizatora 200°C
Rozmedzie detektoru 70,00 — 300r0Cx
Napatie na detektore zvySené o + 0 kV
+ 0,1 kV
+ 0,2 kV
+ 0,3 kV
+ 0,4 kV
+ 0,5 kV
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5.6.1 Zig’ovanie optimalnych podmienok isobutanu so zvySujupi sa tlakom

Na Obr.27 sa znazornené porovnania chromatograrh@+butandiolu pri

zvySovani tlaku ionizaného plynu.

(x100,000)

5.0

4.0
3.0

2.0+

75 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0

Obr. 26: Porovnanie chromatogramov vzorky 1,3-bdialu pri skimani najlepSich
podmienok odozvy piku s pouzitim iotiiEgho plynu isobutanu pri postupnom zvySovani
tlaku(20, 40, 70, 80 kPa) v chemickej ionizacii.
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tlak [kPa] Plocha
20 136400
40 648904
70 875182
80 917218

Tab. 4: Plocha piku na zaklade zvySovania tlakizemého plynu isobutanu.

1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000 -
100000 -

0 -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Graf 1: Zn&zornenie narastajuceho zvySovania ploghiku so zvySujucim tlakom

ionizachého plynu isobutanu.

Z nameranych hodn6t @i Tab. 4 a Graf 1)je vidie Ze plocha piku narasta so
zvySujacim tlakom ionizéného plynu isobutanu. Takto sa dospelo k zaveru, Ze

najvyhodnejsi tlak ionizaého plynu je 80 kPa, ktory sa pouzival pri analyze
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5.6.2 Zigovanie optimalnych podmienok isobutanu so zvySujuoci napatim na

detektore oproti zakladnému nastaveniu.

Na Obr.27 su znazornené porovnania chromatograrh@+butandiolu pri

zvySovani napatia na detekotre od zakladného rexstav

(x100,000)
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Obr. 27: Porovnanie chromatogramov vzorky 1,3-bdialu pri skimani najlepSich
podmienok odozvy piku s pouZitim iodigho plynu isobutanu pri postupnom zvySovani
napatia na detektore oproti zakladnému nastavef@u Q,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 kV)

v chemickej ionizacii.
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Napatie na detektore
. Plocha
zvySeneé o [kV]
0 5546
0,1 10692
0,2 14322
0,3 61666
0,4 97490
0,5 242701
Tab. 5: Plocha piku na zaklade zvySovania napéaaadetektore oproti zakladnému
nastaveniu.
300000
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -
50000 -
¥
0 2
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Graf 2: Znazornenie narastajuceho zvySovania plopigu so zvySujucim napatim na

detektore oproti zakladnému nastaveniu.

So zvysujucim napatim na detektore narasta plpdha (vid’ Tab. 5 a Graf 2). Je
vSak vidie’, Ze okrem zwé&ujuceho piku latky narasta aj Sum. Z tohto dévedupri
merani skumanej latky zvySovalo napéatie na detekwr0,4 kV oproti zakladnému
nastaveniu.

Merania ukazali, Ze najvyhodnejSie podmienky poaizitie ioniz&ného plynu
isobutanu bude tlak 80 kPa a zvySenie napatia tekidee o 0,4 kV oproti zakladnému
nastaveniu.

Toto zistenie sa vyuZilo pri émvani molekulovych hmotnosti &etdt u skimanej
latky 1,3-butandiolu.
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5.7 _Hmotnostné spekira néistét 1,3-butandiolu pomocou CI (isobutan)

(GC/IMS)

Chromatografické podmienky:

GC

Teplota injektoru 250°C
Nosny plyn: He

Tlak 185,4 kPa
Rychlog’ nastriku 150,0 cm/sek
Split 5,0

Kolona

Supelcowax 10

DiZka 30,0 m
Priemer 0,32 mm ID
Hrabka filmu 0,5Qum

Teplotny program:

Gradient °C/min Teplota (°C) Cas (min.)
- 110,0 4,50
5,0 150,0 2,00
MS
Teplota ionizatora 200°C
Rozmedzie detektoru 70,00 — 300r0Cx
Napatie na detektore zvySené o + 0,4 kV
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Na Obr. 28 je znazorneny chromatogram skimanyeéistog za pouzitia isobutanu
ako ioniz&ného plynu v GC/MS. Z neho su nasledne na Obr3@% 31 znazornené ich
hmotnostné spektra.
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Obr. 28: Chromatogram rigst6t 1,3 butandiolu.
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Obr. 29: Hmotnostné spektrum piku s retemmcasom 8,789 z Obr.28.
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Obr. 30: Hmotnostné spektrum piku s retgmmcasom 12,084 z Obr.28.
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%

100.0 1011
75.04
i 119.1
50.0+
79.0
2504 741
AR
ool L Ll b 00 L 12251 13913500 | 17111821 | 2072, 22412350 . 280265 . 28712081
75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0

Obr. 31: Hmotnostné spektrum piku s retgmmcasom 12,537 z Obr.28.

Pomocou chemickej ionizacii s pouZzitim isobutara dospelo k zrefaym

vysledkom hmotnosti molekul skimanychisédt 1,3-butandiolu.

Hmotnos molekuly u neistoty, ktora predstavuje pik s reteym ¢asom 8,789 (pik
s retednym ¢asom 9,806 na Obr. 8) je 161z(M+H)".

Hmotno$ molekuly u néistoty, ktora predstavuje pik s reteym c¢asom 12,084 (pik
s retednym ¢asom 11,468 na Obr. 8) je 1489z(M+H)".

Hmotnos molekuly u néistoty, ktora predstavuje pik s reteym casom 12,537 (pik
s retednym ¢asom 11,681 na Obr. 8) je 1489z(M+H)".

Z nameranych hodn6t sa dacitgt’, Zze skimané westoty sa skladaju z uhlika,
vodika a kyslika a neobsahuju prvky ako chlér, bebra a iné. Z hmotnostného spektra sa

da odhadntlaj paiet uhlikov v molekule.

Zistovanie presnej Struktury skimanych¢isedt ako aj pripadnych rozkladnych

produktov 1,3-butandiolu bude népl rigoréznej prace.
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6 ZAVER
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Z analyzy 1,3-butandiolu pomocou GC-FID vyplyve,\Zsubstancii sa okrem 1,3-
butandiolu vyskytuju eStefalSie tri latky ako né&stoty (vedajSie produkty vyroby
popripade rozkladné produkty). Pomocou rdznych theténe sa snazili &it’ ich
molekulovi hmotnas
Postupovalo sa najprv elektronovou ionizaciou vI@E€/Z hmotnostného spektra sa neda
vy¢itat molekulova hmotnasnesistot, pretoze chyby M
Za pouzitia chemickej ionizacie v GC/MS a iordizého plynu methanu je hmotnostné
spektrum lepSie, ale eSte stale nie je jasné akinaiékulovi hmotnasne&iistota.

Dalsim spdsobom &enia hmotnosti ngstét bola derivatizacia — acetylacia. Z rdznych
spbsobov acetylacie je najlepSia derivatizaciabligndiolu pomocou acetylchloridu. Po
chemickej ioniz&cii s methamolom sa vSaktopadospelo k Ziadnému vysledku, takze ani
k molekulovej hmotnosti régstot.

AZ za pouzitia isobutanu ako ion&eeho plynu v chemickej ionizacii GC/MS sa zistili
molekulové hmotnosti /estét. Isobutan je Setrnejsi k fragmentacii molekfinh padom sa
na hmotnostnom spektre vyraznejie ukazala hmomaoekuly (M+H).

Z nameranych vysledkov je vidieze ako najlepSia metoda pre zistenie hmotnosti
necistot 1,3-butandiolu je chemicka ionizacia pomommbutanu v GC/MS.

Z Obr.8 ma pik s reténym ¢asom 9,806 molekulovii hmotriod61 m/z (M+H)*, pik
s retednym ¢asom 11,468 hmotntsl19 m/z (M+H)" a pik s retetnym ¢asom 11,681
hmotnosg 119m/z(M+H)".

S tymito vysledkami sd’alej pracovalo v rigoréznej praci, kde sme sa $naiit’

molekulovu StruktUru nestot.
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ABSTRAKT

Identifikace pibuznych latek pomoci GC-MS

Diplomova praca

Jaroslav Kusnir

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Katedra charmaceutické chemie a kontrotye

Bola zig'ovana molekulova hmotntza &elom identifikacie troch n#stot, ktoré
boli zistené v substancii 1,3-butandiolu pri analjgomocou GC/FID. Pre Zisvanie
molekulovej hmotnosti sa vyuzZila technika GC/MS.iokizacii vzorky boli pouzité
nasledujuce techniky - elektrébnova ionizacia, cludiionizacia pomocou ionizaého
plynu methanu a isobutanu. K ziskaniu stabilnegietolekularneho iontu boli skaSané aj
rézne typy derivaizanych reakcii (napr. acetylacia). Vysledky nebohlk$ispokojive.

Ako najlepSia metéda pri zigvani molekulovej hmotnosti tistdét sa ukézala
chemicka ionizdcia pomocou ion&reho plynu isobutanu. Ten je Setrnejsi io&igaplyn
ako je methan a preto sa v hmotnostnom spektre midizet intenzivnejsi iont (M+H),

z ktorého sa da @it molekulova hmotnas Okrem zisovani molekulovych nastot sa
skumali aj najlepSie podmienky pri pouzivani iodieho plynu isobutanu v GC/MS.
Z merani vySlo, Ze najlepSie podmienky su pri tipkgnu 80 kPa a zvySeného napétia na
detektore o 0,4 kV oproti zakladnému nastaveniu.

Boli stanovené molekulové hmotnosti vSetkych trétrdovanych nastét, a to Mr
=160 - m/z (M+HJ = 161, Mr = 118 - m/z (M+H)= 119, Mr = 118 - m/z (M+H)= 119.
Vzhradom k vékej podobnosti spektier latok s Mr = 119 sa jednéajg&sou
pravdepodobna®u o polohové izomery. Tieto experintalne data bugdzité k uteniu

Struktary neistét 1,3-butandiolu.
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ABSTRACT

|dentification of Related Substances Using GC-MS

Thesis

Jaroslav Kusnir

Charles University in Prague, Faculty of Pharmachkiiadec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drugti©bn

A molecular weight was researched for the purpafsalentifying three foreign
matters, which were found in 1,3-butanediol substasturing GC/FID. GC/MS technique
was used for researching molecular weight. Follgwiechniques were used to ionize the
samples - electron ionization, chemical ionizatising methane and isobutene reagent
gases. To acquire a more stable molecular ioreréifit derivative reactions were tried as
for example acylation. Nevertheless result weresatisfiable.

Chemical ionization using isobutene reagent gasfaasd to be the most effective
for researching molecular weight of the foreign texat Isobutene is more sensitive
reagent gas than methane and therefore a moresivieeion (M+H) can be found in the
mass spectrum, from which it is possible to defmelecular weight. Apart from
researching molecular foreign matters, the bestlitons for using reagent gas isobutene
in GC/MS were examined. From the measuring it veagd that the best conditions are
during 80 kPa pressure and increased voltage bk\0.ffom the default setting of the
detector.

Molecular weight of all of the three examined fgrematters was set as follows Mr
= 160 - m/z (M+HJ = 161, Mr = 118 - m/z (M+H)= 119, Mr = 118 - m/z (M+H)= 119.
Because of the large similarities between the gpeaf the substances with Mr = 119, it is
most probably a position isomer. These experimedéah will be used to define the

structure of foreign matters of 1,3-butanediol.
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