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1. Uvod

Plynova chromatografia (GC) je Siroko rozsirenou
a vysoko spol'ahlivou separa¢nou technikou na analyzu
zlozitych zmesi prchavych a poloprchavych zlucenin. Nes-
pocetné mnozstvo dostupnych chromatografickych sepa-
raénych mechanizmov, technik vstrekovania, ¢i detektorov
umoznilo vyrieS$it mnohé analytické vyzvy v environ-
mentalnom, energetickom, potravinarskom, farmaceutic-
kom, ¢i medicinskom vyskume. GC v kombindcii
s hmotnostno-spektrometrickou detekciou (GC-MS) je
o univerzalnost' detekcie, dosiahnuté medze detekcie
a stanovenia, ¢i schopnost’ kvalitativnej identifikacie che-
mickych zlicenin. Prave preto je obrovské mnozstvo akre-
ditovanych, ¢i Standardizovanych metéd zalozenych na
GC-MS aplikaciach. Avsak aj tato technika ma ur¢ité ob-
medzenia. GC-MS nie je vhodna na analyzu izomérnych,
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izobarickych, malych, ¢i labilnych chemickych zlucenin.
Ich rozpoznanie skor zavisi od u¢innosti chromatografic-
kej separacie, ktora Casto dokaze poskytnut' dostatocné
rozliSenie iba za pouZitia Specialnych (a teda aj ekonomic-
ky vel'mi naro¢nych) stacionarnych, ¢i mobilnych faz.

S cielom eliminovat’ niektoré zname limity MS de-
tekcie a poskytnat’ nové aplikacné moznosti separacnej
technike GC sa v roku 1987 podarilo skombinovat’
UV detektor s vlnovou dizkou v d’alekej ultrafialovej ob-
lasti (z ang. far UV detector, FUVD) a kapilarnu GC
(cit."). Toto zariadenie ale umoziiovalo len meranie absor-
bancie pri vinovej dizke 122 nm (10,2 eV). To sice posta-
Covalo na detekciu Sirokej Skaly chemickych zlucenin,
vratane alkanov, ale nedokazalo poskytnit ziadne nové
kvalitativne informacie. Preto autori otestovali aj kombina-
ciu s fotoionizaénym detektorom (photoionization de-
tector, PID), ktory sa stal komer¢ne dostupny v roku 1976.
PID pri vyssej energii (106 nm; 11,7 eV) vykazoval men-
Sie ruSenie beznymi zluCeninami, ako napr. voda,
v porovnani s FUVD (10,2 eV). Nasledné detailné porov-
nanie FUVD a PID detektorov tento poznatok potvrdilo?.
Sirokopasmové UV absorpéné zariadenie, schopné kvanti-
tativnej a kvalitativnej analyzy, bolo vsak predstavené az
v roku 2000 (cit.>*). Tento GC-UV systém umoznil uplny
sken (v rozsahu vlnovych dizok 168-330 nm) eluovanych
latok a na zéklade jedineénych absorpénych spektier
v plynnej faze zabezpecil identifikaciu réznych aromatic-
kych a heteroatomy obsahujucich latok. V dosledku slabej
priepustnosti svetla pri kratkych vinovych dizkach (168 az
180 nm) vsak nedokazal pontiknut’ univerzalnu detekénu
schopnost’.

2. Stolny vakuovy ultrafialovy detektor (VUV)

Historicky bolo meranie UV absorpcnych spektier
mozné iba za pomoci elektromagnetického Ziarenia pocha-
dzajuceho zo synchrotronového urychlovaca. Takyto vy-
soko intenzivny zdroj svetla bol potrebny na prekonanie
absorpcného pozadia analytov. V podstate kazda chemicka
zlicenina totiz silno absorbuje v spektrdlnom rozsahu 115
—185 nm. Fotony su v tejto oblasti schopné excitovat’ T —
n* an — 7* elektronické prechody, ale aj vysokoenerge-
tické prechody 6 — o*, n — o*, ktoré zvyCajne nie je
mozné analyzovat’ klasickou UV-VIS absorpénou spek-
troskopiou. To sa vSak zmenilo vyvojom VUV detektora,
vyuzivajuceho ako zdroj svetla deutériovi lampu, ktory sa
stal komer&ne dostupny v roku 2014 (cit.%). Ide o viestran-
ny spektroskopicky detektor, ktory modze byt spojeny
s akymkol'vek Standardnym GC zariadenim. Hoci ma de-
tektor v nazve ,,vakuovy“, zariadenie nema vakuové ¢erpa-
dlo. To sa len historicky pouzivalo na zniZenie absorpcie
pozadia. Neskor sa vsak zistilo, ze v tomto rozsahu vlno-
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vych dizok ho spolahlivo nahradi aj pomocny (,,make-
up®) plyn s nizkou absorptivitou (dusik alebo argén)®.

Eluenty z GC kolony sa do VUV detektora dostavaju
prostrednictvom kremennej kapildry, ktord je vacSinou
vyhriata na 300 °C (VGA-100)° alebo u najnoviieho
(VGA-101) do 450 °C (kompatibilny s vysokoteplotnymi
GC aplikaciami)’, &im sa zabrani kondenzacii. Tesne pred
vstupom do analytickej prietokovej cely (vyhriata az do
320 °C) o dizke 10 cm a vnitornom objeme cca. 80 pl
(VGA-100) alebo 40 pl (VGA-101) sa eluenty mieSaju
s pomocnym plynom. Ked’ze tlak tohto plynu (bezne okolo
0,15 psi pri N») ovplyviiuje prietok cez detekénu celu,
a teda aj dobu zotrvania analytov vo vzorkovej zéne, ma
zasadny vplyv na rozliovaciu schopnost’ detektora. Dlhsie
zotrvanie sice znizuje Sum v dosledku akumulacie dat
(opakované merania), ale taktiez vedie aj k rozsireniu piku
analytov. Vyznamnu tlohu vS8ak hrd aj Specidlna reflexna
optika, ktord dokaze fokusovat’ svetlo do prietokovej cely
cez okienka fluoridu horec¢natého. Prepustené fotony
z nizkofrekvencnej ultrafialovej oblasti elektromagnetické-
ho spektra st nasledne nasmerované prostrednictvom ho-
lografickej mriezky do CCD senzora (charged coupled
device — zariadenie s viazanymi nabojmi), ktoré dokaze
zaznamenat Sirokopasmové spektra eluentov v rozsahu
120-240 nm (VGA-100) alebo 120430 nm (VGA-101).
Kedze tieto Struktarne bohaté UV spektrd sii zosnimané
v plynnej faze, zniZuje sa tym vyrazne vplyv rozpustadla
a obmedzia medzimolekulové interakcie. Napriek tomu je
potrebné z nich este od¢itat’ signal pozadia, ktory sa zazna-
mena pred kazdym experimentom. Rychlost’ zberu dat je
obvykle nastavena na 100 Hz, aby meranie bolo kompati-
bilné s kapilarnou GC analyzou.

Obr. 1 zobrazuje VUV spektra vybranych referenc-
nych psychoaktivnych latok so sumdrmym vzorcom
C,H;7NO a monoizotopickou hmotnostou 191,1310
g mol™'. Hoci ide o izoméry, je zjavné, Ze vietky poskytuju
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jedineéné VUV spektra. Prave na ich zaklade je zalozena
nasledna identifikacia. T4 zvyc€ajne spociva v porovnani
nameranych dat s kniznicou referenénych spektier®. Hoci
kniznica VUV spektier sa rychlo rozrasta a v stiasnosti uz
obsahuje viac ako 2000 spektier latok, zatial’ vSak ani zd’a-
leka nie je tak rozsiahla ako kniznica hmotnostnych spek-
tier pre ionizaciu narazom elektronu. Alternativnou moz-
nostou je preto vypocet teoretickych VUV/UV spektier
jednotlivych kandidatnych §truktir ré6znymi metédami od
semiempirickych pristupov aZ po sofistikované kvantovo-
mechanické vypocty, ktoré dokazu predpovedat’ elektro-
nické excitaéné energie (zodpovedajii vinovej dizke absor-
pcie) a silu oscildtora (zodpoveda intenzite absorpcie)®.
Naro¢nost” a presnost’ vypocétu spektier vsak uzko stvisi
s vel'kost'ou ako aj komplexnost'ou molekuly. Preto teore-
tické VUV spektra nie vzdy plne zodpovedaju tym, ktoré
st ziskané experimentalne.

3. Kvantitativna analyza analytov pomocou
VUV detekcie

Kvantitativnu analyzu riadi Lambertov-Beerov zakon:

A=c¢lc (1)
kde A je absorbancia, ¢ je mélovy absorpény koeficient
(I mol™ em™), / je dika absorp&ného prostredia (cm) a ¢ je
koncentrécia absorbujticej latky (mol 17).

A=oln (2)
kde ¢ G¢inny prierez absorpcie (cm’/molekula) a 7 obje-
mova hustota (hmotnost’) Castic v absorpnom prostredi
(molekula/cm®).

Pokial’ teda nedochadza k interferenciam zloziek vo
vzorke, VUV absorpcie su aditivne. Ich intenzita je, po-
dobne ako pri konvenénej UV v kvapalnej faze, zavisla od
mnozstva analytov pritomnych v prietokovej cele za jed-
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Obr. 1. VUV spektra izomérov vybranych psychoaktivnych litok; (prepracované podra cit.'®)
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notku Casu. Na zaklade nameraného absorpcného signalu
je preto mozné vypocitat’ presny pocet molekul v detektore
za predpokladu, ze st zname UCinné prierezy absorpcie
vSetkych chemickych zlucenin vo vzorke. Podl'a termino-
logie definovanej Hulanickim’, GC-VUV mozno dokonca
povazovat’ za techniku, ktord umoZiiuje stanovit’ ,,pseudo-
absolttne” mnozstva analytov vo vzorke, a to bez potreby
kalibracie'®. Predtym je viak potrebné pomocou $tandar-
dov stanovit’ tzv. pristrojovi konstantu (t.j. stupen straty
vzorky napr. pri splitovom nastreku) a z rozsahu namera-
nych absorbancii vypocitat’ mnozstva jednotlivych analy-
tov v prietokovej cele.

VUV  detektor  vykazuje najvySSiu  odozvu
(dosiahnutie najniz§ich medzi detekcie) pri aromatickych
a heteroatom-obsahujucich organickych analytoch. Funk-
¢né domény tychto latok totiz obsahuju vhodné chromo-
fory pre absorpciu fotonov. Odozva detektora pri alkanoch
je sice trochu niz3ia, ale pri nizkych vinovych dizkach
pocet uhlikov uzko koreluje s u€innym prierezom absor-
pcie. Spektrd alkdnov st vSak menej bohaté, a preto
k spravnej identifikacii sa odporica sledovat’ aj retencné
indexy v GC. Najslabsiu odozvu vykazuje voda a metanol,
ktoré majii najmenej intenzivne ucinné prierezy absorpcie.
Kvantifikaciu vsak ovplyvituje aj spravny vyber rozsahu
vinovych dizok. VUV detektor viak védsinou zosnima
absorpcné spektra v plnom svojom rozsahu (125-240 nm),
a preto je mozné chromatogramy dodatocne reprocesovat’
prostrednictvom digitalnych spektralnych filtrov, ¢im sa
zvysi selektivita ako aj mnozstvo kvantifikovanych analy-
tov v zavislosti od ich absorpénych vlastnosti. Obr. 2 zob-
razuje normalizovant absorbanciu vybranych psychoaktiv-
nych latok pri plnom rozsahu vinovych dizok VUV detek-
tora (125-240 nm), ako aj za pouzitia spektralneho filtra
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(170-200 nm — pre aromatické latky), ktora je vynesena
voci reten¢nému ¢asu. Hoci kazda z tychto latok ma jeden
benzénovy kruh, tj. Struktirny rys zvySujlci absorpciu
vrozsahu 170-200 nm, zvySenie bolo pozorované iba
utych, ktoré neobsahovali halovy prvok. Absorpcia
3-fluorometkatinonu a 4-fluorometkatinénu sa znizila,
pravdepodobne v dosledku indukéného wcéinku atomu
fluoru'’.

Ako z horeuvedeného priamo vyplyva, absorpcia
analytov vo VUV zavisi od ich Struktiry. Medza detekcie
pre modelovy analyt benzén dosiahla pri tejto detekcii
hodnotu 15 pg (pri pomere signél-sum, S/N=3)°. Podobné
hodnoty niekolkych pikogramov analytu na koloéne boli
namerané aj prostrednictvom plamenovo-ioniza¢ného de-
tektora (flame ionization detector, FID), ¢i MS. Tepelne
vodivostny detektor (thermal conductivity detector, TCD),
¢i detektor elektronového zachytu (electron capture de-
tector, ECD) takéto malé mnozstvd analytu nedokdzali
zachytit. Linearita (pre benzén) pri VUV detekcii bola
stanovend v rozsahu 3 az 4 rddov v zavislosti od pouzitého
spektralneho filtra (rozsahu vinovej dizky) a medza stano-
venia na 62,2 pg pri S/N = 12. Pokial ide o stabilitu, de-
tektor pocas 1 hodinovej analyzy za §tandardnych podmie-
nok vykazal posun len o = 1,25-10~° Abs min™' (cit.”).

4. Dekonvolicia koelujucich analytov
v plynovej chromatografii

Jedna z najpozoruhodnejsich funkcii VUV softvéru je
schopnost’ dekonvolucie spektier, t.j. spektralneho rozlise-
nia signalov prekryvajucich sa analytov. Ako je zjavné
z predchadzajlcej Casti, aj pri viaczlozkovej analyze sa na
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Obr. 2. Normalizovana absorbancia vybranych psychoaktivnych litok pri plnom rozsahu vinovych dizok VUV detektora (125 az
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kazdua zliceninu v zmesi samostatne uplatituje Lambertov-
Beerov zakon (jeho aditivny charakter)'?. Celkova namera-
na absorbancia je teda suctom absorbancii jednotlivych
zloziek a priamo stvisi s U€innym prierezom absorpcie cez
Avogadrova konstantu. Obr. 3 ilustruje priebeh dekonvo-
lucie. Z chromatografickych pikov sa najskor extrahuju
absorpcné spektra a tie sa nasledne prelozia linearnou
kombinaciou referenénych spektier potencialnych koeluju-
cich latok za pouzitia linearnej regresie. Vysledkom je
urenie najpravdepodobnejSich ,,neznamych® zlucenin
a ich prispevku do koelu¢ného signalu. Najnovsou modifi-
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Obr. 3. Priebeh dekonvoliicie koelujucich signalov. A — Ab-
sorpéné spektrum koelujicich zlicenin, B — Proces dekonvolucie
— prelozenie kombinacie referenénych spektier koelujtcich latok
za pouzitia linearnej regresie, C — Koelujuce signaly najpravdepo-
dobnejsich “neznamych” kandidatnych zlucenin a ich prispevku
v chromatografickom piku. (prepracované podra cit.'")
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kaciou tejto schopnosti je dekonvolucia v ¢asovom inter-
vale (time interval deconvolution, TID)". Tento pristup je
zalozeny na odhade linedrnej kombindcie spektier latok
v ur¢itom casovom intervale, v ktorom tieto zliceniny
koeluju. K tomu je ale potrebné poznat’ aj retencné indexy
v GC a faktory relativnej odozvy, ktoré boli nedavno prira-
dené do kniznic VUV spektier referen¢nych latok.

Ci je vsak dekonvoliicia vébec mozna, to zavisi najma
od stupiia spektralnej odliSnosti prekryvajucich sa analy-
tov. Ak dva analyty maji dostato¢ne odliSné absorpcné
spektra, potom sa daju spol’ahlivo rozlisit’ v Sirokom rozsa-
hu relativnych mnozstiev. Cim su si ale tieto analyty spek-
tralne podobnejsie, tym je obt'aznejsie ich rozlisit’. Je preto
takmer nemozné uskuto¢nit’ dekonvoluciu prekryvajucich
sa signalov analytov, ak ich absorp¢né spektra st si podob-
né. V pripade, ked jedna z nich sa nachadza v zmesi vo
vel'mi malom mnozstve, je to eSte zjavnejsie. Schopnost’
spektralneho rozlisenia sa totiz vyrazne znizuje s klesaju-
cim mnozstvom latok v zmesi, najméd ked sa koncentracia
minoritnej zlozky pribliZzi k medzi detekcie. T4 moze byt
dokonca vyrazne vysSia v dosledku spolocnej elucie.
Schopnost’ dekonvolucie je ale aj napriek tymto uskaliam
obrovskou vyhodou VUV detektora. V porovnani s inymi
GC detektormi totiz umoziiuje rozlisit’ aj koelujlice latky
v zmesi bez potreby d’alSej chromatografickej separacie za
pouzitia Specialnych koldn, ¢i optimalizacie chromatogra-
fickej metody. Potrebnd je len kniznica cistych referenc-
nych spektier prekryvajucich sa analytov.

5. Aplikaéné mozZnosti GC-VUV

VUV detektor je z hl'adiska ucinnosti porovnatelny
s inymi typmi GC detektorov. V mnohych pripadoch ich
dokonca prevySuje. Napriklad pritomnost’ vody nie je ani
len mozné detegovat’ pomocou FID a aj prostrednictvom
MS len velmi zriedkavo’. Podobne aj N-trihalometyltio-
fungicid kaptan je kvoli extrémnej labilite vel'mi naro¢né
identifikovat’ a odliSit’ od podobnych zluc¢enin ako napri-
klad folpet’. VUV detektor sa teda skér javi ako komple-
mentarny a univerzalny nastroj na kvalitativnu a kvantita-
tivnu analyzu $irokej §kaly analytov®'*.

Hoci tato detekéna technika ma aj svoje nedostatky,
medzi ktoré patri jemne zniZzena detek¢na schopnost’, ¢i
selektivita pri homoldgoch v porovnani s MS, doraz v tejto
podkapitole budeme klast’ na pridant hodnotu VUV detek-
cie. Viac ako tretinu doterajSich aplikacii VUV detektora
tvoria analyzy ropnych produktov. Nasleduju analyzy po-
travin a potravinovych arom. Vyznamny podiel ale tvoria
aj forenzné analyzy, analyzy zivotného prostredia
a aplikacie v oblasti vyskumu zivej prirody.

5.1. Analyzy ropnych latok

Potencidl tejto detekénej techniky pri charakterizacii
ropnych latok predstavil Schug a spol. vo svojej praci
z roku 2014 (cit.’). Nasledna analyza stalych plynov'’
preukazala, Ze aj malé molekuly, ¢i linearne alebo rozvet-
vené C1-C5 uhlovodiky, voda, kyslik, dusik, metan a pod.
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vykazuju Specifické spektralne ¢rty pri VUV detekcii.
Kratko na to Worton a spol.'® analyzovali uhFovodiky
pritomné v rope. Autori zistili, Ze VUV v porovnani s MS
minimalizuje tvorbu fragmentov molekuldrnych iénov,
¢im ulahcuje charakterizdciu uhl'ovodikov. V analyzova-
nych vzorkdch dominovali linearne alkany (8 + 1 %), roz-
vetvené alkany (11 + 2 %) a cykloalkdny (37 = 12 %)
s jednym alebo dvoma kruhmi a jednym alebo viacerymi
alkylovymi bo¢nymi retazcami (27 + 9 %). Nowak
a spol."” nasledne uskuto¢nili analyzu ropy v zasobnikoch
a sledovali zmeny spdsobené mikrobidlnym spolocen-
stvom. Pomocou GC-VUV-TOFMS (GC-VUV spojeny
s MS analyzatorom casu letu) a FT-ICR MS (i6nova cyk-
lotronova rezonan¢na hmotnostna spektrometria s Fourie-
rovou transformaciou) analyz urcili degradacné vzorce
a potvrdili, ze opracovanie ropy dusi¢nanmi a chlorista-
nom vyznamne znizilo produkciu sulfidov.

Mao a spol. charakterizovali pomocou VUV detekcie
zmes parafinov, izoparafinov, olefinov, nafténov
a aromatickych uhlovodikov v palivach (PIONA)'®. Tato
praca viedla k navrhu Standardnej metddy rychleho stano-
venia uhlovodikov D8071 ASTM (cit."?), ktora sa uZ us-
pesne pouziva pri analyzach benzinovych paliv. Autori
nasledne detailne analyzovali alkdny a porovnali ziskané
experimentalne vysledky s teoretickymi kvantovo-
mechanickymi vypo&tami'®. Z ich prace je zjavné, Ze prva
silnd excitacia alkanov nie je vzdy spdsobena HOMO-
LUMO prechodom. Dunkle a spol.”’ zaroveii porovnali
PIONA analyzu uskuto¢nent s GC-VUV s vysledkami
DHA (detailna uhlovodikova analyza) a GCxGC-FID
analyzami.  Autori poukdzali na dobri zhodu
a opakovatelnost’ tychto metéd. GC-VUV vsak v tomto
porovnani dopadla lepsie, ked’ze dosiahla kratsi Cas ana-
lyzy a vyssi pocet spravnych identifikécii.

Rozlisenie uhlovodikov v dieselov?'/ch palivach
a Pahkych olejoch predstavil Weber a spol.?’. Na separaciu
mono, di- a polyaromatickych zloziek pouzili stacionarne
fazy s vysoko golérnymi ionovymi kvapalinami. Vzapéti
Schenk a spol.” uskuto¢nili analyzu dimetylnaftalénov vo
vzorkach leteckych a dieselovych paliv. Tieto izomérne
latky bolo takmer nemozné analyzovat prostrednictvom
MS, a to najméd z dovodov Castej koeliicie a podobnosti
hmotnostnych spektier. Navyse tieto latky maju aj podob-
nu polaritu a bod varu. Autori vSak dokézali, ze VUV de-
tektor za vhodnych injekénych podmienok a za pouzitia
TID tieto prekryvajice sa analyty rozlisi bez véac¢sich prob-
1émov.

Bai a spol.® sa venovali analyze zvetranych dieselo-
vych paliv prostrednictvom GC-VUV, GC-FID a GCxGC-
MS. Autori zistili, ze GC-FID sice postacuje na definova-
nie charakteristickych markerov, av§ak kvoli koelicii ne-
dokaze rozlisit' analyty v tak komplexnej zmesi. Naproti
tomu GC-VUV bez problémov rozpoznala charakteristické
latky, klasifikovala ich do tried, a prostrednictvom tychto
markerov urcila vek paliv. Zhodnotenie vysledkov viedlo
k zaveru, ze pocas zvetravania dochadza k zniZovaniu
mnozstva lahkych uhlovodikov. Liu a spol.** nasledne
vyvinuli metédu na rychle rozlisenie I'ahkych uhlovodi-
kov. Prostrednictvom kratkej monolitickej kremicitej kapi-
larnej kolony, priamo spojenej s VUV detekciou, sa im
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podarilo chromatograficky rozdelit zmes metanu, etanu,
oxidu uhol'natého a oxidu uhli¢itého za 15 s.

5.2. Potraviny a potravinarske arémy

GC-VUV nasla uplatnenie aj pri analyze potravin
a aromatickych zluc¢enin. Bola napriklad pouZitd na stano-
venie celkovej hladiny aromatickych uhl'ovodikov
v purifikovanych mineralnych olejoch, ktoré sa pouzivaju
v potravinarskom, ¢i vo farmaceutickom priemysle alebo
pri vyrobe kozmetickych pripravkov’. Autori vyvinuli
rychlu metédu na stanovenie tychto latok bez potreby se-
paracie, ktorej vysledky boli porovnatel'né s doteraz pouzi-
vanymi metodami zalozenymi na FID detekcii. VUV bola
testovand aj pri analyzach metylesterov mastnych kyselin
(fatty acid methyl esters, FAME)*. Autori najskor pomo-
cou stacionarnej fazy s idnovymi kvapalinami zlepsili
separaciu polohovych izomérov, ¢i stereoizomérov mastnych
kyselin, ako aj metyl- a etylesterov omega-3 a omega-6
mastnych kyselin s dlhymi retazcami a zaroven vyuzili
funkcionalitu VUV detektora, ktory zabezpecil d’alsi sepa-
raény rozmer. Fan a spol.” zaroven zosnimali VUV spek-
tra d’al$ich nasytenych, mononenasytenych a polynenasy-
tenych FAME a zistili, ze nenasytené FAME vykazuju
vyrazne odli$né absorp¢né profily oproti nasytenym. Auto-
ri preukazali, ze VUV dokaze rozlisit’ aj cis a trans izomé-
ry. VUV detekcia bola zaroven gouiité aj pri analyze foto-
iniciatorov v baleniach potravin®’. Autori zistili, Ze detek-
tor dokaze hravo rozlisit' aj izomérne Struktiry, ako su
metylbenzofenony, ktoré nie su detekovate'né pomocou
MS.

VUV nasla uplatnenie aj pri stanoveni terpénov>**
v prichutiach a arémach. Ziskané spektra vykazovali cha-
rakteristické Crty, ktoré umoznili ich jednoduchu diferen-
ciaciu. Autori zaroven preukazali velmi slubné medze
stanovenia tejto detekénej techniky. Santos a spol.*® popri-
tom analyzovali vanilkové extrakty. Zistili, Ze vSetky vzor-
ky obsahovali vanilin, avSak etylvanilin a piperonal obsa-
hovali len umelo vyrobené extrakty. Vyhody spojenia
VUV a MS boli testované aj pri analyze Struktirne podob-
nych prchavych organickych zlicenin (volatile organic
compounds, VOC) vo vzorkach parfumov a éterickych
olejov’'*%. Autori preukdzali, Ze multidoménové vyhlada-
vanie v knizniciach VUV a MS umoziuje zlepsit’ presnost’
a spol’ahlivost identifikacie.

5.3. Analyza latok pritomnych v Zivych systémoch

GCxGC-VUV bola tieZ pouzitd na analyzu VOC
v dychu TPudi®®. Vzorky boli ziskané mikroextrakénym
postupom. Autori nielen rozpoznali sledované latky, ale
dosiahli aj vel'mi sl'ubné detekéné limity, ktoré sa pohAybo-
vali v nanogramovych mnozstvach. Santos a spol.** pre
zmenu pouzili GC-VUV na kvalitativne a kvantitativne
stanovenie mastnych kyselin v krvnej plazme. Autori zisti-
li, ze nastrek velkého objemu zlepsSuje detekéné limity
metddy. Na rozpoznanie polohovych izomérov (C16: 1
[n-7 an-9] a C18: 1 [n-7 a n-9]), pri ktorych VUV vykazo-
val vysoku podobnost’, pouzili kolonu Famewax (Restek).
VUV bola zaroven pouzita aj na kvalitativne a kvantitativ-
ne stanovenie mono-, di- a trisacharidov®®. Identifikacia
tychto zlicenin prostrednictvom GC-MS je limitovana
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v dosledku vysokej Struktirnej podobnosti a ¢astej chro-
matografickej koelucie. Autori preukazali, ze VUV detek-
tor umoznuje ucinnu diferenciaciu izomérnych druhov
sacharidov, ako st ketopentozy, ¢i redukujlice verzus nere-
dukujtce cukry.

VUV detekcia spojend s GC bola tieZ pouzitd aj na
analyzu lie¢iv. Zheng a spol.* ju pouzili na skrining orga-
nickych rozpustadiel na pritomnost’ stopového mnoZstva
vody. Autori v tejto Stadii identifikovali n-hexdn ako vhod-
né rozpustadlo pre 4-etoxy-1,1,1-trifludr-3-butén-2-6n
(ETFBO), ktory sa javi ako kl'icova latka vo vyvoji lieku
vodi virusu Fudskej imunodeficiencie (HIV). Muthal®’ sice
tiez sledoval mnozstvo zvyskovej vody v zmesi rozpusta-
diel po extrakcii, ale hlavhym zameranim jeho prace bola
detekcia steroidnych hormoénov — glukokortikoidov, ktoré
sa beZzne nachadzaju ako cudzorodé latky v rastlinnych
medicinskych produktoch. Autor uspesne detegoval sku-
mané latky a preukdzal vel'mi dobré detek¢né limity pred-
stavenej metody.

5.4. Forenzné analyzy

Roberson a Goodpaster’® pouzili GC-VUV na ana-
Iyzu fenetylaminov. Na zaklade analyzy hlavnych kompo-
nentov (PCA — Principal component analysis) a diskrimi-
nacnej analyzy jasne rozpoznali skimané analyty, a to aj
napriek podobnym spektralnym vlastnostiam. Autori d’alej
preukazali, Ze diferencidcia stereoizomérov efedrinu
a pseudoefedrinu je uskutoCnitelna. Podobne Skultéty
a spol."" na zaklade charakteristickych VUV spektier roz-
poznali 43 novych dizajnérskych psychoaktivnych latok.
Autori preukazali, ze VUV spektra st velmi dobre repro-
dukovatel'né a charakteristické, a preto umoznuju aj spo-
lahlivé rozlisenie izomérov. Dizajnérskym drogam sa ve-
novali aj Kranenburg a spol.*’, ktori tiez demonstrovali, Ze
GC-VUYV je vhodna technika na diferenciaciu izomérov
psychoaktivnych latok vo forenznych laboratoriach. Navy-
Se schopnost’ dekonvolucie prostrednictvom TID znizuje
poziadavky na chromatografické rozliSenie. K tymto zave-
rom dospeli aj Leghissa a spol.***! pri detekcii kanabinoi-
dov a ich metabolitov. Moznost’ rozliSenia izomérnych
druhov vo VUV ocenili aj Buchalter a spol.*, ktori usku-
tocnili kvalitativnu ako aj kvantitativnu analyzu analdogov
syntetickych opioidov fentanylu pomocou GC-MS so stu-
denou elektronickou ionizaciou, paralelne spojenou s VUV
detekciou. Autori pouzitim spektralneho filtra 175 az
205 nm, v ktorom aromatické funkéné skupiny vykazuju
preferenéna absorpciu, navySe preukazatelne znizili me-
dze detekcie metody.

GC-VUYV bola nedavno pouzita na analyzu vybusnin
obsahujucich estery dusi¢nanov®’. Autori skiimali tepelnt
degradaciu tychto latok v prietokovej cele detektora a tes-
tovali redlne vzorky intaktnych a spalenych vybusnin.
Prekurzorom vybusnin sa venovali aj Reiss a spol.*, ktori
sledovali aj simulanty chemickych bojovych latok. Autori
preukdzali najmd dobrt diferenciaciu nitroaromatickych
izomérov.

5.5. Zivotné prostredie
Fan a spol."" analyzovali pesticidy. Autori zistili, Ze

urcité skupiny latok vykazuju podobné absorpéné spektra,
ktoré su vSak vyrazne odlisné od inych skupin. Pouzitim
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spektralnych filtrov tak jednoznac¢ne odlisili aromatické od
alifatickg'/ch pesticidov, ako aj identifikovali izoméry. Qiu
a spol.* prostrednictvom TID rozlisili koelujuce latky
a identifikovali 209 polychlérovanych bifenylov (PCB).
Zaroveni sa im podarilo klasifikovat’ komer¢né zmesi PCB
podra stupiia chloracie. Drozd a spol.***’ sa venovali ana-
lyze uhl'ovodikov uvolnenych do ovzdusia. Prva ich praca
bola zaloZend na odpareni minerdlneho oleja a analyze
prchavych a poloprchavych zloziek prostrednictvom uni-
katnej kombinacie GC-VUV-TOFMS. Autorom sa podari-
lo identifikovat uhlovodiky s 10-30 atémami uhlika
a klasifikovat’ ich podl'a stupna vetvenia, poc¢tu cyklickych
kruhov a molekulovej hmotnosti. Druha praca sa venovala
analyze sekundarneho organického aerosolu z vyfukovych
plynov  benzinovych automobilov. Prostrednictvom
GCxGC-VUV-MS s termalnou desorpciou zistili, ze
v aerosoli dominuji uhl'ovodiky z motorového oleja. GC-
VUV bola taktieZ pouZzitd na analyzu formaldehydovych
vyluhov z propantov (bridlicovy plyn)**. Autori skamali
vyhody a nevyhody réznych analytickych technik, ako
napriklad ,,headspace™ (HS, zariadenie s uzavretym pries-
torom nad latkou)-GC-MS, LC-UV, ¢i HS-GC-VUV
a zistili, ze HS-GC-VUV sice umoziuje detekciu formal-
dehydu v jeho nativnej forme (bez derivatizacie), ale jeho
koeltcia s vodou, ktora je pritomna vo velkom mnozstve,
detekciu komplikuje. Preto oznacili techniku HS-GC-MS
za vhodnej$iu pri tejto aplikacii.

GC-VUYV bola tiez pouzita na identifikiciu environ-
mentélnych baktérii** a charakterizaciu zmien v pritom-
nosti réznych kontaminantov*’. Autori na zéklade $pecific-
kych profilov metylesterov mastnych kyselin najskor Us-
pesne rozpoznali 15 druhov baktérii, patriacich k 12 rodom
a nasledne sledovali zmeny v profiloch mastnych kyselin,
ako aj proteinov v pritomnosti ré6znych kontaminantov,
charakteristickych pre procesy spracovania ropy a plynu,
ako su napriklad vysoké hladiny soli, benzénu alebo alko-
holov. Sanécii environmentalnych zatazi sa venovali aj
Ponduru a spol.”’. Prostrednictvom GC-VUV mapovali
oxidaciu polycyklickych aromatickych uhl'ovodikov. Zisti-
li, ze pomocou komplexu s med’ou sa antracén konvertuje
na 9,10-antrachindn, naftalén na 1,4-naftochinon a pyrén
na 4,5-, 1,6- alebo 1,8-pyrénchinon.

5.6. Iné aplikacie VUV detekcie

Skumali sa aj dalSie aplikacie. Napriklad Weston
a spol.’! pouzili VUV na charakteriziciu izotopologov.
Stabilné izotopovo znacené vnutorné Standardy sa bezne
pouZzivaju v analytickej chémii pri stopovych analyzach
alebo kvantifikacii, kedZe maju rovnaké fyzikalno-
chemické vlastnosti ako skiimané analyty, ale ich signal je
lahko rozlisitelny na zéklade molekulovej hmotnosti. Au-
tori na sérii benzénovych izotopoldgov sice pozorovali len
vel'mi malé rozdiely v absorpénych spektrach, ale nasledne
sa ukazalo, Ze zvySujucim sa stupiom deuteracie sa zvysu-
je aj spektralny rozdiel medzi znaCenymi a neznacenymi
analytmi. Shear-Laude™ pre zmenu pouzila VUV ako
moznu alternativu k Siroko pouzivanej titracii podl'a Karla
Fischera na kvantifikaciu vody. Opakované merania obsa-
hu zvyskovej vody v organickych rozpustadlach preukaza-
li dobril presnost’ a nizku medzu detekcie pri linedrnom
dynamickom rozsahu 10 az 10 000 ppm.
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Sirsie akceptovanie VUV v rutinnej analyze je ale
brzdené¢ nedostatkom Standardizovanych metod, ako aj
vy$$imi nakladmi, v porovnani s FID alebo MS detekciou
s kvadrupdlovym analyzatorom. Oc¢akdva sa vSak, ze po-
stupnym rozSirovanim kniZnice referenénych VUV spek-
tier sa zvy$i aj vyuZitie tejto komplementdrnej detekcnej
techniky. Vyvoj hybridnych detekénych technik, v ktorych
VUV je paralelne alebo sériovo spojeny s inou detek¢nou
technikou, najmd s MS, sa tieZ ukazuje ako spravny
a rychlo rozvijajuci sa trend. Takéto spojenia totiz mozu
viest k unikdtnym vyhodam (napriklad detekcia/
identifikacia Sirokého spektra analytov v komplexnych
zmesiach), ktoré nemozno dosiahnut’ aplikaciou jednotli-
vych detektorov samostatne. K plnému vyuzitiu potencialu
VUV prispievaju aj pokrocilejSie metody separacie pouZi-
tim Specialnych kolon alebo separacie vo viacerych rozme-
roch. Za zmienku isto stoja aj teoretické vypocty VUV
absorpcnych spektier, ktoré mozu napomoct pri identifika-
cii nezndmych zlucenin, alebo v pripadoch, ak je vel'mi
problematické ziskat’ referencné latky.

6. Zaver

VUV detektor bezpochyby patri k jednym z najvy-
znamnejSich a najvSestrannej$ich GC detektorom. Posky-
tuje kvalitativne a kvantitativne informacie o analytoch,
pricom v niektorych ohl'adoch prekonava aj limity najcas-
tejSie pouzivaného GC detektora — hmotnostnej spektro-
metrie, ako napriklad rozliSenie izomérnych alebo koeluju-
cich zlucenin, alebo detekcie labilnych, ¢i velmi malych
(s nizkou molekulovou hmotnost'ou) molekul. Viaceré
publikacie spomenuté v tejto prehl'adnej praci preukazali,
ze VUV detektor na zaklade jedineénych absorpénych
spektier naozaj dokaze detegovat’ malé alebo labilné zluce-
niny a rozlisit' izomérne, ¢i koelujuce latky. Preto si tato
spektroskopicka detekéna technika tak rychlo nasla uplat-
nenie v rdznych oblastiach vyskumu. VUV detektor sa
vsak javi aj ako pozoruhodné zariadenie z hl'adiska kvanti-
fikacie analytov. Pri istych aromatickych latkach hravo
dosiahol detek¢éné limity iba niekolkych pikogramov. Je
teda priblizne rovnako citlivy ako kvadrupolovy analyza-
tor MS prevadzkovany v skenovacom rezime. Z tychto
dovodov VUV spektroskopia nie je iba konkurencnou
technikou k MS a FID detektorom, ale je aj vysoko kom-
plementarna.

Tato svoju vlastnost’ potvrdila aj v aplikaciach, kde
bola paralelne alebo sériovo spojena s inym GC detekto-
rom (vdc¢Sinou MS), ¢o poskytlo dudlne kvalitativne ako
aj kvantitativne informéacie. Samozrejme, mozné su vsak aj
spojenia s GCxGC, ¢im tejto separacnej technike doda
d’alsi rozmer, ktory napomdze najma pri analyzach vysoko
komplexnych zmesi s velkym obsahom izomérnych latok.

Tato detekéna technika nedavno prekvapila aj d’alSou
zaujimavou schopnost’ou, a to pseudo-absolutnou kvantifi-
kaciou a dekonvoliciou v ¢asovom intervale, ktoré umoz-
nuji kvantitativne rozli§it' v podstate vsetky zlozky vo
vzorke, a to aj v pripade koelucie. Tym sa nielen vyrazne
znizuju naroky na chromatograficku separaciu, ale aj ana-
lyzu dat pri zlozitych zmesiach. To je mozné vyuzit' najma
pri aplikaciach s vel'mi rychlou GC, kde je mozny kom-
promis v prospech skratenia analyzy. Pseudo-absoliitna
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kvantifikicia navySe umoziuje kvantifikaciu analytov aj
bez potreby kalibracie. Ide teda o vel'mi zaujimavy pristup,
ktory je vSak este potrebné lepSie preskiimat. V prvom
rade sa musi preukdzat’ ich Uc¢innost’ v d’alSich redlnych
aplikaciach. Musi sa v8ak preukazatelne zhodnotit’ aj pres-
nost’ nameranych dat v porovnani s tradicnymi metoédami.
Napriek tomu verime, Ze tato platforma v budiicnosti eSte
prinesie d’alSie nové vylepSenia, ktorymi preukdZe svoju
vynimocnost’, a tym sa eSte viac odlisi od inych GC detek-
torov.

Praca bola podporena Ministerstvom skolstva, mlad-
deze a telovychovy Ceskej republiky (LO1509).

Zoznam skratiek

CCD zariadenie s viazanymi nabojmi, charged
coupled device

DHA detailna uhl'ovodikova analyza, detailed
hydrocarbon analysis

ECD detektor elektronového zachytu, electron
capture detector

FAME  methyl ester mastné kyseliny, fatty acid methyl
ester

FT-ICR 1i6nova cyklotronova rezonancia s Fourierovou
transforméaciou, Fourier transform ion cyclotron
resonance

FID plamenovo-ionizaény detektor, flame ionization
detector

FUVD  detektor s vinovou dizkou v d’alekej ultrafialo-
vej oblasti, far UV detector

PCB polychlérovany bifenyl, polychlorinated
biphenyl

PID fotoioniza¢ny detektor, photoionization
detector

TCD tepelne vodivostny detektor, thermal
conductivity detector

TID dekonvolucia v ¢asovom intervale, time
interval deconvolution

TOF analyzator doby letu, time-of-flight

VUV vakuum-ultrafialovy, vacuum ultra violet

VOC prchavé organické zluceniny, volatile organic
compound
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L. Skultéty, T. Pluhaéek, and V. Havli¢ek (Institute

of Microbiology of the Czech Academy of Sciences, Pra-
gue, Czech Republic): Separation of Isomeric Com-
pounds by Vacuum UV Detector

Although mass spectrometry has been utilized in

a variety of applications, some limitations do exist where
isomeric, isobaric, small, labile, or co-eluting compounds
are analyzed. In this paper, a vacuum ultraviolet spectros-
copy detector for gas chromatography (GC-VUYV) is re-
viewed. The instrumentation is capable of quantitative and
qualitative analysis of a wide variety of chemical com-
pounds including hydrocarbons, permanent gases, fatty
acids, pesticides, polychlorinated biphenyls, estrogens,
explosives, psychoactive substances, and photoinitiators.
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Many chemical substances absorb UV radiation, have
characteristic absorption cross-sections in the gas phase at
a wavelength of 120-240 nm and can yield a unique ab-
sorption spectrum. Compound characterization thus can be
accomplished by matching the captured VUV spectrum
against the library of reference spectra. A potentially use-
ful feature is the ability to deconvolute overlapping signals
and to discriminate co-eluting analytes. If the VUV ab-
sorption cross-sections for chemical compounds are
known, the accurate number of molecules in the detector
(even without calibration) can be determined from the
absorption signal.
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