Metody chromatograficzne w chemii i
biotechnologii, wyklad 7

Chromatografia gazowa




Chromatografia gazowa

» Chromatografia jest fizycznym sposobem rozdzielania
gdzie rozdzielane skfadniki roztozone s3 miedzy dwiema
fazami

Z ktorych: jedna jest nieruchoma (faza stacjonarna), druga
(faza ruchoma) przemieszcza sie w zatozonym kierunku

» W chromatografii gazowej fazq ruchoma jest gaz



Chromatografia gazowa

» Mozna analizowac substancje, ktore w warunkach
chromatografowania maja postac gazéw lub par (ok.20%
zwiazkow chemicznych)

Sa to substancje: gazowe oraz ciekte i state, ktorych
temperatura wrzenia lub sublimacji (bez rozktadu) nie przekracza

350 - 400°C



Zalety i wady chromatografii GC

» Zalety chromatografii gazowej

Szybka analiza (minuty)

Efektywna i zapewniajaca wysoka
rozdzielczosc

Wrazliwa, zdolna do wykrywania
ppm (nierzadko ppb)

Nieinwazyjna, umozliwiajacy
taczenie on-line (np. z detektorem
mas: GC-MS)

Umozliwia bardzo doktadna analize
ilosciowa

Wymaga matej ilosci probki
(typowo pl)

Wiarygodne i stosunkowo proste

Niedroga

» Wady

Ograniczone do lotnych probek
Nie nadaje sie do probek
termicznie labilnych

Trudny w zastosowaniu do duzych
probek preparatywnych

Wymaga spektroskopii, zwykle
spektroskopii masowej, do
identyfikacji analizowanego sygnatu
(lub wzorca)



Schemat ogodlny aparatu GC
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Schemat ogodlny aparatu GC

Dozownik

Regulator przeptywu

gazu nosnego Detektor

Komputer (analiza danych)

Gaz nosny (He,N,, H,)

sita molekularne, zel krzemionkowy




Schemat ogodlny aparatu GC

Dozownik

Regulator przeptywu

gazu nosnego Detektor

Osuszacz

ilodtleniacz

Komputer (analiza danych)

Gaz nosny (He, N,, H,)

chemisorpcja tlenu przez metale osadzone na nosnikach
— miedz, platyna, pallad




Schemat ogodlny aparatu GC

Dozownik

Regulator przeptywu
gazu nosnego

Osuszacz
i odtleniacz

Gaz nosny (He, N, H,)
O’I — 5“'—
”””””” S Dla kolumn kapilarnych
T = wielkos$¢ probki: = =—
e 0,01 — 0,001 L

Komputer (analiza danych)

Dozownik z dzieleniem
gazu nosnego (splitter)

dozowanie probki strzykawkal

gaz nosny usuwanie nadmiaru probki

100 ml/min
—_—

102 mli/min

stosunek dzielenia
2 mi/min

do kolumnyl 50:1




Schemat ogolny aparatu GC

» Dozowanie probki

Probka gazowa lub ciekta (0,1 — 5uL) wprowadzana jest
w optymalnej temp. ~ ok 20°C wyzszej od temp. wrzenia
najwyzej wrzacego sktadnika (szybkie odparowanie bez
rozktadu termicznego)

Czas wprowadzania probki oraz objetosc probki
powinny byc jak najmniejsze (zapobieganie rozmyciu sie
pasma — niesymetryczne piki, staby rozdziat)



Aparat GC (chromatograf)




v vV vV v

Optymalizacja parametrow analizy

rodzaj fazy stacjonarne;
wymiary kolumny
temperatura pieca chromatograficznego

temperatura detektora (zapobieganie kondensacji probki) i
dozownika

predkosc przeptywu gazu nosnego
wielkos¢ dozowanej probki

rodzaj detektora i dozownika



Chromatografia gazowa

Typ kolumny

Kolumny

Srednica wewnetrzna

dtugosc

Pakowane analityczne

Mikropakowane

Pakowane preparatywne
(niewielkie ilosci bardzo czystych
zwiazkow)

2—6 mm

0,8 - 1,2 mm

ponad 6 mm

kilka metrow (I — 3 m zwykle)

do kilkunastu metrow

kilka metrow

Kapilarne

0,2 — 0,6 mm (typowo 0,15;
0,25;0,32;0,53)

kilkadziesiat metrow (typowo
15; 25; 30; 50; 60)

Mikrokapilarne

ponizej 0,15 mm

kilkadziesiat metrow




Kolumny pakowane

Kolumna szklana
lub ze stali
nierdzewnej

Adsorbent lub nosnik
z osadzong faza ciekia
(ziarna, najczesciej kuliste o matej frakeji sitowej
np. 0,20 - 0,25 mm — mate opory gazu i mate
rozmycie dyfuzyjne pasm)

Kolumny

Kolumny kapilarne
(open tubular)

Faza stacjonarna

Krzemionka

Otoczka poliimidowa

y £ TR

A-\surv.! ™
Guaranteed Quality and Performance
with Every Zebron GC Column

2007 - 2009

R&D 100 Awards



Kolumny kapilarne

Wall Porous Support-
Coated Layer' Coated
Open Open Open
Tube Tube Tube

Ciekta faza Ziarna adsorbenta Ziarna adsorbenta
Stacjonarna (warstwa porowata) z osadzong
na nich faza ciekia
(ponad 80% analiz, (analiza gazow oraz niskowrzacych zwiazkow,
dtugos$¢ od 5-60m) dtugo$é od 2 -30m,) (obecnie mate znaczenie)
Grubos¢ warstwy stacjonarnej wynosi zwykle 0,1 — 0,3 pum

Ciensza warstwa - wieksza sprawnosc kolumny, krotszy czas rozdzielania; Grubsza warstwa - wieksza pojemnos¢ sorpcyjna kolumny



Kolumny kapilarne vs pakowane

TABLE 2.2 Comparison of Packed and WCOT Columns

1" Packed WCOT
Outside diameter 3.2mm 0.40mm
Inside diameter 2.2mm 0.25mm
d; Sum 0.25 um
p 15-30 250
Column length 1-2m 15-60m
Flow 20mL/min 1 mL/min
Niot 4000 180,000
H in 0.5mm 0.3mm
Advantages Lower cost Higher efficiency
Easier to make Faster
Easier to use More inert

Larger samples
Better for fixed gases

Fewer columns needed
Better for complex mixtures

Zalety kolumn kapilarnych: krotszy czas analizy, lepsze efekty rozdzielenia, mate zuzycie gazow
nosnych i faz stacjonarnych brak koniecznosci stosowania nosnikow




Faza stacjonarna

» Chromatografia adsorpcyjna gaz-ciato state, GSC:

Adsorbenty: weglowe, nieorganiczne (zele krzemionkowe, sita
molekularne — naturalne lub syntetyczne zeolity), polimerowe organiczne
(polimery porowate)

Adsorbenty stosuje sie do analiz gazow i weglowodorow o niskich masach
czasteczkowych

Spherosil, Corasil, Porasil, Chromosil, Gas Pro, Silica PLOT — zel krzemionkowy

Porapak, Chromosorb — polimery i kopolimery diwinylobenzenu i styrenu w réznych
stosunkach molowych (lub etylowinylobenzen lub akrylonitryl) z dodatkiem modyfikatorow
zawierajacych rozne grupy funkcyjne

Adsorbenty maja powierzchne rzedu kilkudziesieciu do kilkuset m?/g
Powierzchnia powinna by¢ jednorodna, bez fragmentdw o zwiekszonej zdolnosci sorpcyjnej



Faza stacjonarna

» Chromatografia podziatowa gaz-ciecz, GLC:

Fazy niepolarne: weglowodory bedace dobrymi rozpuszczalnikami
substancji niepolarnych, np. skwalan - naturalny alkan, C;,H,,

Fazy sredniopolarne: siloksany o roznej masie czasteczkowej

Fazy polarne: glikole polietylenowe oraz estry (tetrachloroftalany,
bursztynian glikolu dietylowego)

R R =CHj Polisiloksany czyli fazy silikonowe
—t0-sif  CH2CHCHLCN (mono- lub mieszane, wszechstronne, trwata,
L " CH,CH,CF; :
R Ph stabilne, )
HoJ[c;HZCHz—o]LH Carbowax (PEG — glikole polietylenowe,
n srednia polarnosc)



Faza stacjonarna

» Ciekta faza stacjonarna
90% wszystkich analiz

postac gestych, oleistych cieczy o matej lotnosci, lub sa ciatami
statymi w temperaturze otoczenia

odporna na dziatanie podwyzszonej temperatury, na dziafanie
gazu nosnego oraz substancji chromatografowane;j

Rozdzielanie sktadnikow mieszanin nastepuje na skutek roznic w
rozpuszczalnosci tych sktadnikow



Ciekla faza stacjonarna

» Zasady doboru GLC:

do rozdziatu substancji niepolarnych stosuje sie faze stacjonarng
niepolarna

do rozdziatu substancji polarnych stosuje sie faze stacjonarng polarna

dla mieszaniny zwigzkow o roznej polarnosci (niepolarnych, polarnych
i Srednio polarnych) stosujemy fazy o sredniej polarnosci

Czynnikem wptywajacym na rozdzielanie substancji na fazach
polarnych jest polarnosc ciektej fazy stacjonarnej

Czynnikiem wptywajacym na rozdzielanie substancji na fazach
niepolarnych jest temperatura wrzenia analitu



Faza ruchoma

» Gaz nosny powinien:
miec mata gestosc, niska lepkosc, duzy wspotczynnik dyfuzji (wodor, azot,
argon lub hel)
by¢ super czysty >99,999%

by¢ obojetny chemicznie dla fazy stacjonarnej oraz sktadnikow rozdzielanej
mieszaniny

Zadaniem gazu jest transport probki przez dozownik, kolumne i detektor

Rodzaj gazu nosnego ma bardzo maty wpltyw na efektywnosc separacji w
kolumnach pakowanych, natomiast w kapilarnych zalecany jest wodor lub hel

O wyborze gazu nosnego decyduje rodzaj wybranego detektora (cena,
dostepnosc i czystosc)



Faza ruchoma

» Predkos¢ liniowa gazu nosnego (p):

p(em/s)=L/ty

L = dtugos¢ kolumny (cm)
ty = czas retencji nie zatrzymanego piku (s)

wptywa na czas retencji i sprawnosc

kontrolowana poprzez dostosowanie cisnienia gazu nosnego na
wlocie kolumny

jest zalezna od temperatury kolumny i lepkosci gazu



Chromatografia gazowa

» Efektywnosé chromatografowania zalezy od temperatury
kolumny:
w chromatografii podziatowej — temperatura kolumny powinna byc

podobna do temperatury wrzenia analizowanych substancji (zwykle
nieco nizsza)

w chromatografii adsorpcyjnej — temperatura kolumny powinna byc
wyzsza (lub duzo wyzsza) od temperatury wrzenia substanc;ji
analizowanych

Wozrost temperatury kolumny — gorszy rozdziat

Zbyt mafa temperatura analizy — poszerzenie i niesymetrycznosc
pikow



Chromatografia gazowa

» Analiza z programowaniem temperatury:

do analizy mieszaniny sktadnikoéw rozniacych sie znaczaco temperaturami wrzenia

Wci rcn Fciz C!ZS
| CQ—_'— Isothermal
150°C
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0 5 10 15 20 25 30 45 50 55 90 a5 8 50°-250°C at 8°/min
(a) Time (min) c
. § ca
Analiza izotermiczna 5
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el | w
| | | | | | | | | |
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
(b) Time (min)

Analiza z programowaniem temperatury



Kluczowe rownania

Als
[Alu

[A]s — stezenie substancji A w fazie stacjonarnej, [A]s stezenie substancji [A]ly w
fazie ruchome;j

K. =

=kXxf

e
2d;

B =

objetosc fazy stacjonarnej,

ﬁ—_

Vu — objetosc¢ fazy ruchomej (gazu),Vs —
r. — promien kolumny, d; = grubosc filmu (r. >>dy),
X
k — (Xa)s
(Xa)m

(X,)s — liczba moli substancji A w fazie stacjonarnej, (X,)m — liczba moli substancji
A w fazie ruchome;j
(wspodtczynnik retencji k jest miara jak mocno substancja wiaze sie z faza
stacjonarna)

Phase Ratio (B)

Effects of phase film thickness are interdependent with column
|.D. The phase ratio, beta (), expresses the ratio of the gas
volume and the stationary phase volume in a column:

column radius (um)

2 x film thickness (pm)

In contrast to relative terms (“thick film” and “thin film”), B values
establish a distinct ranking for columns. As a general rule, select
columns by [ values as follows:

B value Uses
<100 Highly volatile, low molecular weight
compounds
100-400 General purpose analyses
Wide range of compounds
>400 High molecular weight compounds

Trace analyses

[ wvalues are also useful when changing column 1.D. and film
thickness combinations for a particular analysis, because columns
with the same phase ratio will provide very similar retention times
and elution order under the same analytical conditions.

Columns With Similar  Values
SLB*-5ms, 30 m x 0.53 mm LD., SLB-5ms, 30 m x0.25 mm LD,

0.50 pm (P = 265) 0.25 pm (B = 250)
} J._.l Ll | J|._.._| L “
21 W 2 2



Kluczowe rownania

I = Ke  KcVs
ale: B VM
VR = VM + KCVS
Z czego:

Ve =V = V}é = K¢Vs

i stad:
Ve

Vg
- R _[E)l=-1
e=ge= (i)

Vi orazV mozemy odczytac¢ bezposrednio z chromatogramu

Objetosc retencji mozna zastapic¢ czasem retenc;ji:

tp — t ty t
k=R M:R:<R>_1
5 ty

Vi to objetos¢ gazu od
nastrzyku do szczytu piku
(maksimum masy) albo ilos¢
gazu potrzebna do elucji analitu

Vu to objetosc gazu do elucji
skfadnika niezwiazanego

l
+ ti .-I

>
czas (min)



Typowy chromatogram

column: SLB-5ms, 30 m

1. 2,5-Diethyltetrabwdrafuran 18, Linalaal X 0.25mm I.D., 0.25 pym
12 1% 123 2. a-Thujene 19, Menthone (28471_U)
3. o-Pinene 20. Menthofuran
4, Campheng 21. iso-Menthone
5. Sabinene 22, neo-Menthol
6. B-Fineng 23. Menthol
7. Myrcene 24, iso-Menthol
?ﬂ 8. Octan-3-ol 25. Pulegone oven: 50 °C, 3 °C/min
9. a-Terpinens 26. Piperitone °
21 28 10. para-Cymene 27. neo-Menthyl acetate to 300 °C
f 11. Limonens 28. Menthyl acetate
12. Eucalyptol 29, iso-Menthyl acetate inj_ temp.: 220 °C
13, {(Z)-B-Ocimene 30, Thymal
L 14, (E)-B-Ocimene 31. G-Bourbonene
| 15. y-Terpinene 32. (Z)-Jasmone detector: FID, 300 °C
i 16. eis-Sabinene hydrate 33, (E)-Caryophyllene
17. Terpinalens 34, Germacrena D
35. Bicyclogermacrene carrier gas: helium,
36. Caryophyllene oxide
1 33 17, Viridiflorol 30 cm/sec
detector: 1 pL,
34 100:1 split
EL 35
| 32 35 37 sample: Peppermint oil
’ J diluted 1:10in n-
I ] I i ] | [ ] I ] I i ] I 1 | 1 ] I i ] 1 1 I I I 1 i ] 1 ] ] i ] I J hexane
10 20 30 40




Skutecznos¢ podzialow/ksztalt piku

Sprawnosc kolumny a.ldeal b.Broad c.Fronting d.Tailing e.Doublet

(liczba pétek teoretycznych): n
decyduje o ksztatcie piku. /
mozna wyznaczycC przy uzyciu substancji
testowej, dla ktorej k =5 -10. j k
| ! JU _ J

Otrzymany pik powinien byc symetryczny.

TIME
Asymetrycznos¢ piku okresla sie za pomoca wspotczynnika symetrii T,

i to
i L
> t
Time A
Initial Later Latest




Skutecznos¢ podzialu/zdolnosé¢ zloza

» Wysokos¢ rownowazna potce teoretyczne;j:

mowi o sprawnosci kolumny,

najmniejsza objetos¢ kolumny, w ktorej zostaje osiagniety stan rownowagi miedzy
stezeniami substancji chromatografowanej w fazie ruchome;j i stacjonarne;.

» Kolumna skfada sie z N potek

e

o - odchylenie standardowe krzywej

0.399

P o

0.20

0.054

0.004

\/

Tangents to paints of inflection
1
A

S

|
g

——— e e e e e e e — —

|
g

0.6

10.5

Fraction of peak height ——==



Skutecznos¢ podzialu/Zaklocenia przeplywu

Rownanie van Deemtera

H=d+2icq R
H S R

. . . Solute band  Carrier gas flow
A - dyfuzja wirowa (w GLC czynnik A = zeru) at start

B — dyfuzja podtuzna (czasteczkowa, zalezy od rodzaju
gazu nosnego)

/\
C — opoznienie przeptywu przez transfer masy (opor I -

przenoszenia masy)

Diffusion in and against flow direction

Carrier gas flow

8 k d?

C = X X
2 (1+k) D

Packed column Capillary column

L ]
<— Diffusion in the film— g d

Axial diffusion ——> @' |

w przypadku chromatografii podziatowej

—
. .. . . . ) Particle (support Carrier gas flow
zalezy od dyfuzji do ciektej fazy stacjonarnej material) with
film coating

w przypadku chromatografii adsorpcyjne;j
zalezy od kinetyki adsorpcji i desorpg;i



Skutecznos¢ podzialow

» Wspotczynnik selektywnosci:

try ki Vepy Ki

a>>1 O ()

Bp. B0.1°C 80.7°C
Stationary phase
Polysiloxane PEG
100% Mety 5% Phenyl T% PhenylT% CP
ov-1 SB-5 OV-1701 CWaiM
B C B+C C B C B
[ A f (.
I [ Nl I
| | | || | | i I I | |
[ f \ || ! | | | | Il
|1 b I | R
.I l. j II|_ f Il.l I|. - l'— L
m= 1.1 1.0

1.45



Dwa anality-Rozdzial

IR(2) — IR(1)
Rs = ,
(Wh(g) - Wh(l))/z
At !
94%, | :' RS _ \/N a— 1 /\'7
Rs=1.0 | 4\ a J\k+1
—_— E S
Wy Wy

Zazwyczaj petne rozdzielenie pikow otrzymujemy dla Rs > |



Chromatogram

72,73
56
5455
578849 ga71| 75
64,6557
v 70
30,31
19-21 . 66
68 80
16-18 3234 48
23-25 53 74
9.10 27,28 o v »2.€;+ 76,77
79
a4
7112 o 49|50 ,'
5 13 42 82
11’ 14 46 |
12 15 2 47
} 34 eJ HI 'H ‘ ‘ 59“ ‘ (
78
JMJ' l_; H W JLJUL |L,|ﬂ. | ,, HLI_ | ,l_.., M_JU__JJ ¥ \ |__’ 10 1') F B _',,_Jn_“
3 .'4 5 6 i 8 min
% :II } 1-Trichloroathane EE 0-Xylene
ne 3
3. Ca.rbm tatr mn:pa £o. Et!.rrmamm
321, 2-Dichloroethans-d4 &0 1 banzamns
33. Banzena 61.4 moflucrobenzens
34. 1, 2-Dichloroethans 82.1.1, 2, 2-Tatrachloroathane
35 t-Amyl methyl ether 3. Bromobenzena
35, Fluorobanzens &64_ 1, 2, 3-Trichloropropana
37. Trichloroethanes 65.n benzens
38.1,2- [hmhrupropana &68. 2-Chlonotolusns
30, Dibromomethana &67. 1, 3, 5-Trmethylbenzens
40. Bromodichloromethans 68 4-Chlorotolusne
41. 2-Chloroathyhinyl ether &9 tert-B nzens
42, cis-1, 3-Dich 70. 1, 2, 4-Trimethylbenzens
43, Mathyl isobutyl ketone 71 sac-Bu nzens
44, Tolwenes-dd T2.1, 3 nZene
ﬁ' Imqaﬂ-ﬂidiump %& 1’1 e
. trans- ] , nzene
47.1,1, ZTMIMEMEHT T5.n ylbanzens
48. Tetrachloroethens 76.1,2-Dh nzene-d4
441, 3-Dichloropropana 771. 1, 2-Dichlorobanzena
50. 2-Hexanone 78. 1, 2-Dibromo-3-chloropropans
£1. Dibromochloromethana 79.1, 2, 4-Trichlorobanzensa
52. Ethylene dibromida 80. Hexachlorobutadiane
—————————————————————————————————————— £3. Chlorobenzens 81 Naphthalanz
54.1, 1, 1, 2-Tetrachlorosthans 82_1, 2, 3-Trichlorobenzens
} 55 Ethylbanzans
58, m p-Xylane

Columnc Zebron ZB-624
Dimensions: 20 meter x 0,18 mm x 1.00 pm
Part Mo: TFD-G005-22
Injection: Purge and Trap
Carner Gas: Constant Flow Helium
Owen Program: 35 °C o 210 °C
Detactor: MSD @ 35-275 amu
Sampla: 1. Chloromethansa

2. Vinyl chloride

3. Bromomeathana

4. Chloroethans

5. Trichloroflucromethane

E E!albun -:iEu.thid-E_
. Methylens chloride
-Butanol

}g m1 .E-Di-:‘.i'la_k‘&tfﬂ'mna
. -t-burtyl r
Acryloni

BBRIR IS 2
g
g



Detekcja sygnalu

» Detektory rézniczkowe:

reaguja na roznice we wilasciwosciach fizykochemicznych gazu
nosnego i gazu zawierajacego substancje eluowane z kolumny.

Rejestrowane wiasciwosci sa proporcjonalne do stezenia lub
natezenia masowego przeptywu wykrywanego skifadnika w gazie
nosnym

Czutos¢ detektora: stosunek przyrostu sygnatu do przyrostu
stezenia (lub masy) substancji w gazie nosnym

Wykrywalnos¢ detektora (granica wykrywalnosci):
najmniejsza ilosc substancji wywotujacej sygnat, ktorego wartosc jest
co najmniej dwa razy wieksza od amplitudy szumow



Detekcja sygnalu

» Detektory (uniwersalne i selektywne)

FID (ptomeniowo-jonizacyjny, ogolnego zastosowania, weglowodory
[ale nie woda], destrukcyjny)

TCD (katarometr, thermal-conductivity detector, ogdlnego zastosowania
NIEINWAZY|NY)

ECD (electron-capture detector, chlorowcopochodne)
Inne Jonizacyjne (NPD — zwiqzki azotowe

Tco 109 >10%
i fosforowe, AFID, TID, PID, DID, HID) : ]Fmﬂ_ﬂ fﬂzﬂu;mn | @x Im
Emisyjne | Eco 1o 2ot : >
. =12 =
Elektrochemiczne | wo el | i
. . | NPD (N)10°12 , <108 |
» Inne, a wsraéd nich: - u |
Detektory mas | | FPOS) jig? 103 |
FTIR | pip 2 po° i |
l FPO(R) 2011 | 106 | !
I Ms 1g-12 | 102 | I
I SIM I SCAN I I
10-15 10712 108 106 10-3

ER

fg Pg ng (]
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Flame _%_’

Jet

l

LR

R

.
-

eluat I

FID i TCD konstrukcja

Collector
Electrode

A

Air Diffuser

mplifier

Output
1 p

Ignitor and Polarizing

Electrode

<«— Arr
<«—— Hydrogen

< Makeup
gas

<«—— Capillary Column

Detektor uniwersalny,
Dla zwiazkow zawierajacych wigzanie C-H,

Detektor masowy
Pomiar pradu jonowego wytwarzanego przez termojony

powstate w wyniku spalania

TCD, katarometr

Rz S?
[ e
§ e oy
< 3
Reference D Sample DS ::'
—Ul U= e e~
Ry $y

(a) Side View

.

-
.
&

7
,
.

o

(b) Top View

Cztery czujniki (spirala, element oporowy) potaczone w
ukfadzie mostka Wheatstone’a

1000

Circuitry for 4-filament cells

Detektor uniwersalny, reaguje na wszystkie chromatografowane substancje
Mniejsza wykrywalnos¢
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tacznik — umozliwia wprowadzenie sktadnikow rozdzielanych substancji w kolumnie
do spektrometru mas w stanie jakosciowo i ilosciowo niezmienionym



GC-analiza ilosciowa

» Polega na ustaleniu zaleznosci pomiedzy sygnatem detektora
(powierzchnia pod pikiem, wysokosc piku), a stezeniem lub
masa oznaczanego skfadnika

Normalizacja powierzchni

Metoda wzorca zewnetrznego (metoda krzywej kalibracyjnej)
Metoda wzorca wewnetrznego

Metoda dodatku wzorca (metoda fortyfikacji)



GC-normalizacja pola

» Nie jest to metoda kalibracyjna — nie stosuje sie probek wzorca

» Polega na obliczaniu procentowego udziatu powierzchni dla kazdego z
oznaczanych zwiazkow w stosunku do sumarycznej powierzchni
wszystkich pikow ﬂ A 22%

C-43%

X 1009%
> (A;) ’

Pole X (%) = [

Czas retencji [min]
Wszystkie skfadniki mieszaniny musza byc rozdzielone i opuscic
kolumne

Wszystkie sktadniki mieszaniny musza byc oznaczone (odpowiedz
detektora pozytywna)

Wszystkie sktadniki mieszaniny musza dawac ta sama odpowiedz w
stosunku do masy (np. detektor FID dla weglowodorow)



Wspolczynnik odpowiedzi (korekcyjny)

» Wspotczynnik odpowiedzi f, uwzglednia zroznicowana
odpowiedz detektora dla roznych sktadnikow probki

» Stosunek stezenia znanego do stezenia wyliczonego na
podstawie metody normalizacji pola
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TABLE 8.3 Relative Response Values for the FID and

TCD (Wt. %)[16]

Relative Response
Factors, Weight %

A ) )y g A I ¢ DOLE
r ( o - (N %/ ( a
J - 7 U >, / J
(Axfx)
X (%) = |—=22| x 100%
2.i(Aifi)
» MIESZANINA: etanol (pole: 5.0),
heksan (9.0), benzen (4.0), octan
etylu (7.0)
» Etanol x f(etanol) = 5x0.64 = 3.20
» Pole znormalizowane (x fi-tego
sktadnika) = 18.15
» Zaw. Etanolu (%) =
[3.20/18.15]x100 = 17.6%
TABLE 8.4 Example of Area Normalization with Response Factors
Weight Response Corrected Weight Area Absolute
Compound  Raw Area Factor Area %o Y% Error
Ethanol 5.0 0.64 3.20 17.6 20.0 +2.4
Hexane 9.0 0.70 6.30 349 36.0 +1.3
Benzene 4.0 0.78 3.12 17.2 16.0 -1.2
Ethylacetate 7.0 0.79 5.53 30.5 28.0 -2.5

Total 25.0 — 18.15 100.0  100.0

Compound FI1D* TCD
n-Paraffins
Methane 1.03 0.45
Ethane 1.03 0.59
Propane 1.02 0.68
Butane 0.92 0.68
Pentane 0.96 0.69
Hexane 0.97 0.70
Octane 1.03 0.7
Branched Paraffins
Isopentane 0.95 0.7
2.3-Dimethylpentane 1.01 0.74
2.2 4-Trimethylpentane 1.00 0.78
Unsaturates
Ethylene 0.98 0.585
Aromatics
Benzene 0.89 0.78
Toluene 0.93 0.79
o-Xylene 0.98 0.84
m-Xylene 0.96 0.81
p-Xylene 1.00 0.81
Oxygenated Compounds
Acetone 2.04 0.68
Ethylmethylketone 1.64 0.74
Ethylacetate 2.53 0.79
Diethylether — 0.67
Methanol 4.35 0.58
Ethanol 217 0.64
n-Propanol 1.67 0.60
i-Propanol 1.89 0.53
Nitrogen Compounds
Aniline 1.33 0.82




Metoda wzorca zewnetrznego

» Przygotowuje sie szereg roztworow o znanych stezeniach (r-ry wzorcowe)
substancji analizowanych

» Wykonuje sie analize chromatograficzna kazdego r-ru i mierzy pole
powierzchni lub wysokosc¢ sygnatu

» Mierzony parametr (pole powierzchni lub wysokos¢ piku) jest funkcja
liniowa stezenia

y =ax +b
A Sx
Cy =—
. o f
fEEj “ C
5 ’ Dla b = 0 wspdtczynnik odpowiedzi f jest
z: wspotczynnikiem kierunkowym a

Stezenie analitu [mg/mL]



Metoda wzorca wewnetrznego

» Dodatek substancji do analizowanej probki, ktora musi
spetniac nastepujace warunki:
Powinna eluowac w poblizu interesujacego skiadnika
Nie moze za niego nachodzic (idealnie rozdzielona Rs>1)

Musi by¢ podobna chemicznie do analizowanej substancji (podobna
odpowiedz detektora), ale NIE MOZE by¢ identyczna z jakimkolwiek

sktadnikiem mieszaniny
Nie moze reagowac z zadnym skfadnikiem badanej mieszaniny

Musi byc tatwo dostepna jako zwiazek o wysokiej czystosci



Metoda wzorca wewnetrznego

» FID: sygnat ~ ilos¢c atomow wegla

»

A

2 h
5= = a,c
.a_é; A { X x“x
g8 hy = ay cy
w N
g2 C,
3 <
5 2 h, A Cy , a hy Cx
g — = jesli f=— to.—= =xf

Stezenie analitu [mg/mL]

» POMIAR

Roztwor wzorcowy o znanych stezeniach c, i c,; mierzymy
wysokos¢ piku obu sktadnikéow

Z réwnan wyznaczamy wartosc f

Do probki o nieznanej zawrtosci ¢, dodajemy znanga ilos¢ wzorca
(np. w Iml). Po skonczonym pomiarze wyznaczamy wysokos¢
sygnatow i ze wzoru wyznaczamy nieznang wartosc



Metoda dodatku wzorca

» Wzorcem jest zwigzek oznaczany
» Rownanie krzywej kalibracyjnej ma przebieg liniowy,ab =0
» Objetosc aplikowanej probki na kolumne musi byc stata

» Wykonujemy analize probki oraz probki z dodatkiem wzorca o
znanej ilosci

{ h, = ac, }
Ryrw = a (Cx + Cw)

Cx = hy Cw/(hx+w - hx)
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» Basic Gas Chromatography, Second Edition, by Harold M.
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» Materiaty promocyjne producentow



