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Detektory pro GC

Selektivni, citlive, linearni dynamicky rozsah

Detektor tepelné vodivostni — rozdilna tepelna vodivost plynu (porovnani
tepelné vodivosti Cistého nosného plynu a nosného plynu unasejici z
kolony separované latky (nedestruktivni detektor)

Detektor plamenové ionizaéni (FID) — princip ionizace
chromatografované latky v mikroplameni hofici smési vodiku a vzduchu
za definovanych podminek (destrukéni detektor)

Detektor elektronoveho zachytu (ECD) — vyuziva mekkeho B-zarice
(°3Ni). Nosny plyn je B-zafenim ionizovan za vzniku pomalych elektrona.
PFi prutoku samotného nosného plynu je konstantni ionizacni proud,
pokud unasi separovanou latku (obsahujici napr. halogen) schopnou
abso(;bovat elektrony o nizké energii=snizeni prichodu ionizaéniho
proudu

MS



Detektory pro GC (2)

FTIR infraCervena spektroskopie (Fourierova transformace); slozky
separovane GC postupuji do svetelne trubice kde absorbuji infracervene
zareni vychazejici ze zdroje; Fourierova transformace interferogramu
poskytuje IR spektrum, které Ize pouzit jak k detekci dané latky, tak k jeji
identifikaci, pfip. urCeni Cistoty

FID flame ionization detection plamenovy ionizacni detektor
ECD electron-capture elektron zachyceni

FPD flame photometric det. plamenovy fotometr

NPD nitrogen phosphorus det. (dusik fosfor detekce)

TCD thermal conductivity det. (tepelné vodivostni det.)
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Fig. 2. Separation of human erythrocyte membrane FAMEs on a SP-2560 fused-silica capillary column (100 m X 0.25 mm L.D., 0.2
um film thickness). Chromatographic conditions: split injection (split ratio 1:30); oven temperature program: 80°C for 2 min,
8°C/min to 220°C, 220°C for 32 min; carrier gas: helium (0.67 ml/min). DMA = dimethy] acetal derivatives of fatty aldehydes;
1=1s0; a = anteiso. Reproduced from Alexander et al. [25] with permission.



The scan of TLC plate (silica gel
G) with 10 essential oils
developed with mobile phase
toluene - ethyl acetate (93:7
v/v), next sprayed with vanillin in
H2S04 and heated. From left to
right oils from: bergamot, cedar,
eucalyptus, syzygium,
malaleuca, lavandula, mint,
orange, pine, spruce. ldentified
components: B1 and L1 - linalol,
B2 and L2 - linalyl acetate, E1 -
cinneol, G1 - eugenol, G2 -
carryophyllene. Doubtfully
identified components - C1 -
cedrol, M3 - menthol, P1 -
limonene.
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Detektory a detekce pro HPLC

Ultrafialovy/viditelny (UV/VIS)
Index lomu (Refractive Index)
Fluorescencencni

. Elektrochemicky

Amperometricky
Vodivostni

5. Radioaktivni

»

. Rozptyl svétla (Light Scattering)

Mnohauhlovy rozptyl laserovéeho svétla (Multi-Angle Laser Light Scattering)
Odparovaci rozptyl svétla (Evaporative Light Scattering)

Corona - Detekce nabitého aerosolu ( Charged aerosol detection)

. Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
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UVNVIS, pevna i med nizka vysoka 101" 10° nizka ano nizka
Photodiode array med med vysoka 3 ppb >2 AU nizka ano med
Index lomu . i ) 7 4 . s
(Refractive Index) vysoka nizka nizka 10 10 vysoka ne nizka
Fluorescencenéni nizka nizka  vysoka 1072 10° nizka ano nizka
Elektrochemicky nizka nizka vysoka 107" 10° vysoka ne nizka
Vodivostni nizka nizka  vysoka 107 10° vysoka ne nizka
: . .y L <100 4x10° .
Radioaktivni nizka nizka med DPM DPM nizka ano med
Mnohauhlovy rozptyl
laserového svétla . i 7 L
(Multi-Angle Laser med vysoka nizka 10 nizka ano med
Light Scattering)
Odparovaci rozptyl
svétla (Evaporative vysoka nizka med 10°® 10° nizka ano med
Light Scattering)
Hmotnostni
spektrometrie (Mass vysoka vysoka med 1010 nizka ano vysoka

Spectrometry)




Detektory

Absorbance
molarni extinkCni koeficient je specificky pro kazdou molekulu; UV cut-off —
sole a aditiva (zvySeni vinove delky a absorbance)
— a) fixni vinova délka
— b) variabilni vinova délka
— ¢) skenujici (rychle skenujici — 10-20x /s)
— d) photodiode array (vyhoda — spektrum)

vyhody — vysoka citlivost, selektivita univerzalnost (200 nm), nizke
pozadi umoziuje gradientovou eluci, nedestruktivni, snadné

nevyhody — musi absorbovat, cut-off, rozdilna odpovéd

Fluorescencni

absorbuje energii ve spec. vin. délce (excitacni), dosahuje excitovany stav
a pak se vraci do puvodniho stavu emisi svétla pfi delSi vin. délce
(emisni A)

Vysoka selektivita (2 vinove delky) a citlivost (laser !!!!) hlavni nevyhoda-
rozdilné vin. delky pro kazdou latku, derivatizace



Current Chromatogram(s)

DAD1 A, Sig=214,8 Ref=360,100 (KREPELKA\AOD0D007.0)
mAU ]
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Detektory (2)

Index lomu (Refractive Index)
porovnava index lomu Cisté mobilni faze s fazi obsahujici analyt; maze byt positivni i negativni

Elektrochemické detektory — méfi elektricka data z roztokll pomoci 2 elektrod
 Amperometrické

vzorek prochazi elektrolytickou reakci, po aplikaci konstatniho napéti je méren vysledny
proud v Case. Pro latky které jsou snadno oxidovatelné nebo redukovatelné (aromaticke
aminy a fenoly)

extrémné selektivni — pouze molekula, ktera je oxidovatelna nebo redukovatelna; vysoka
citlivost

modifikace — pulzni amperometrie
« Coulometric (voltametricky)

modifikace amper., totalni konverze vSech molekul reakci — zptusobeno velkou pérezni
grafitovou pracovni elektrodou nebo pomalym pratokem mob. faze; citliva metoda,
ale produkuje mnoho Sumu = limita detekce obdobna

 Vodivostni detekce

Elektrochemicka detekce iontd. Roztok bohaty na ionty je lepSi vodi¢ proudu nez roztok
malo ionty.

Konstantni napéti v cele detektoru a méfi se proud v Case.

Hlavné pro analyzu organickych a anorganickych iontu eluovanych z iontové-vyménnych
kolon.

Citlivé, ale neselektivni




Detektory (3)

Radioaktivni
« pevna cela prutokova cela (scintilacni koktejl)

Rozptyl svétla

Mnohauhlovy rozptyl laserového svétla (Multi-Angle Laser Light
Scattering Detector)

» interakce svétla a hmoty kdyZ svétlo udefi do hmoty, zpusobi doCasny
dipdl v molekule ktery osciluje ve frekvenci dopadajiciho svétla. Kdyz se
molekula vraci do puvodniho stavu, emituje svétlo v riznych smérech

« Celkovy rozptyl svétla je pfimo umerny molekulové hmotnosti a
koncentraci (software — v sérii s UV €i Rl k urCeni koncentrace)

Evaporative Light Scattering (odparovaci rozptyl sveétla)
* univerzalni detektor, k detekci vSech latek méné tékavych nez mob. faze

» vytok z kolony — zmlzen (nebulizovan), vytvorena jednotna miha ktera je
zahrata k odstraneni tekaveho rozpoustedla; netekavy analyt prochazi
skrz celu, kde rozptyli paprsek ze zdroje svétla

« Aplikace: cukry, lipidy (x jiné metody); kompatibilita s gradientem
e univerzalnost, gradient, nezavisly na teplote; nelinearni kalibracni kfivka



Multi-Angle Laser Light Scattering Detector

Evaporative Light Scattering Detector
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Evaporative Light Scattering (odparovaci rozptyl svétla)

Principle of Operation

Coliimated
Light Source

Nebulizer Gas Inlet

Nebulized Droplet Plume

Photodsatector

Eluent
Evaporation
Chamber

x Thermostated Nebulizer

Waste Eluent Drain

Eluent Inlet



Detektory (4)

Corona — Detekce nabitého aerosolu (Charged Aerosol Detector)

Mereni naboje spojeného s Castici analytu. Naboj je v primém pomeru k
mnozstvi analytu ve vzorku. Detekce netékavych analytl véetné téch bez
chromoforu. Odpovéd detektoru nezavisi na optickych vlastnostech
analytu (jako u UV/VIS detekce) nebo ionizovatelnosti (jako u MS —
hmotnostni spektrometrie)

Postup:

1) Pfeména analytu na Castice (rozpraseni, odpareni rozpoustédla)

2) Proud kladné nabitého plynu se srazi s ¢asticemi analytu — naboj je prenesen
na Castice (vétsi Castice, vétsi naboj); naboj ziska plyn (N?) prichodem skrz
vysokonapétovy platinovy korénovy nabije€ (corona charger)

3) Castice jsou prevedeny do kolektoru kde je zmé&Fen vysoce citlivym
elektrometrem.

Alternativa k ostatnim detektorim (hlavné netékavé analyty: od lipidi po proteiny,
DNA, oligosaccharidy, aminokyseliny, cukry, IéCiva, ba i ionty),

Univerzalni detektor, citlivost az pikogramy.
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Neprima detekce

princip — fyzikalni nahrada pfidavané, dobre detekovatelné slozky
(chromoforu, fluoroforu nebo iontu) sledovanym analytem.

Nejjednodussim mechanismem je zfedéni mobilni faze vstupujicim
analytem

Univerzalnost

nepfima UV — nejbéznéjsi; do mobilni faze se pfidava UV-aktivni latka -
proba

smysl zobrazeni piku je ur€ovan druhem anal. vzorku. Analyty, které
nenesou zadny naboj a nebo maji stejny naboj jako proba — negativni piky,

nenabité analyty — poskytuji positivni piky, pokud jsou tak polarni, ze se
eluuji pred systémovym pikem

Smysl piku zavisi na naboji solutu a jeho retenci relativné k pouzité probe a
je nezavisly na mnozstvi davkované latky

Volba slozek — aby sledovany analyt byl eluovan v tésné blizkosti proby
(docilime jak zménou koncentrace pouzité proby, tak zména hydrofobnich
vlastnosti tuhé faze (¢im vysSi obsah alkyld v solutu, tim hydrofobnéjsi musi
byt proba a tim méne hydrofobni musi byt adsorbent)



Neprima detekce
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Obr. 1: Déleni karboxylovych kyselin

Mobilni faze 3.10*M I-fenethyl-2-pikolin v octanovém pufru pH
4,6,

pnBondapak Phenyl, detekce pfi 254 nm

Identifikace piki:

1 - kyselina octova, 2 - kyselina propionova, 3 - kyselina maselna,
4 - kyselina valerovi, 5 - kyselina kapronova, S - systémovy pik

4
0008 A
3 5
B |
1
M\ v
8
T
6
I ] L I 1 1 | )
0 8 16 24 min

Obr. 2: Déleni alifatickych alkoholt

Mobilni fize 4.10° M nikotinamid ve vodé&, stacionarni [ize
Ultrasphere ODS, detekce pii 268 nm

Identifikace:

1 - methanol, 2 - propylen glykol, 3 - ethanol, 4 - 2-propanol,
5 - 1-propanol, 6 - systémovy pik, 7 - 2-butanol,

8 - 2-methyl-1-propanol, 9 - I-butanol
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