
Podstawowy kurs chromatografii gazowej

Materialy do cwiczeniaa:

Optymalizacja procesu
rozdzielania analitów
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I. Teoria

Symbol Objaœnienie Uwagi

R
Rozdzielczoœæ, zdolnoœæ rozdzielcza
(ang. Resolution ) - miara zdolnoœci kolumny do
wytwarzania dobrze rozdzielonych pików.

n
Sprawnoœæ,iloœæ pó³ek teoretycznych (ang.
efficiency, number of theoretical plates ) - miara
zdolnoœci kolumny do wytwarzania w¹skich pików.

h
Wysokoœæ równowa¿na pó³ce teoretycznej (ang.
height equivalent to a theorethical plate) - sposób
wyra¿ania sprawnoœci kolumny.

�

Wspó³czynnik selektywnoœci ( ang. selectivity
factor) - liczba okreœlaj¹ca wzglêdn¹ selektywnoœæ
fazy stacjonarnej w stosunku do dwóch substancji.
Aby rozdzielenie tych substancji na danej fazie by³o
mo¿liwe wspó³czynnik selektywnoœci musi byæ
wiêkszy od 1.

k
Retencja wzglêdna( ang. capacity factor ) - liczba
wyra¿aj¹ca stosunek d³ugoœci czasu przez jaki
substancja przebywa w fazie stacjonarnej w stosunku
do czasu przebywania w fazie ruchomej

SC
Brak dobrego polskiego odpowiednika ( ang.
sample capacity) - maksymalna wielkoœæ próbki jak¹
mo¿na zadozowaæ na kolumnê bez utraty jej
zdolnoœci do rozdzielania analitów.
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� - wspó³czynnik selektywnoœci (ang. selectivity factor)

df - gruboœæ filmu fazy stacjonarnej (ang. film thickness)

h- wysokoœæ równowa¿na pó³ce teoretycznej (ang. height equivalent to a theoretical
plate)

k - retencja wzglêdna (ang. capacity factor)

L - d³ugoœæ kolumny (ang. column lenght)

n - liczba pó³ek teoretycznych (ang. number of theoretical plates)

R - rozdzielczoœæ (ang. resolution)

r - promieñ wewnêtrzny kolumny (ang. column radius)

SC - maksymalna wielkoœæ próbki (ang. sample capacity)

tm - czas retencji analitu który nie oddzia³ywuje z kolumn¹ (ang. retention time of
unretained solute)

tr - czas retencji analitu (ang. retention time of the solute)

t’r - skorygowany czas retencji analitu (ang. adjusted retention time of the solute)

wb - szerokoœæ piku u podstawy (ang. peak width at base)

wh - szerokoœæ piku w po³owie wysokoœci (ang. peak width at half height)

Kd - sta³a podzia³u (ang. distribution constant), stosunek stê¿enia analitu w fazie
stacjonarnej do stê¿enia analitu w fazie ruchomej
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II. Optymalizacja analizy

A. Definicja celu

1. Jaka rozdzielczoœæ jest wymagana ?

Odpowied¿ na to pytanie zale¿y od:

• rodzaju i stopnia skomplikowania próbki
• rozdzielczoœci wymaganej przez analityka

2. Jaka pojemnoœæ próbki jest niezbêdna ?

Zale¿y to od:

• zakresu stê¿eñ sk³adników próbki
• wymagañ analityka

3. Ile czasu mo¿emy poœwiêciæ na analizê ?

Czy mamy do czynienia z analiz¹ pojedyñczej próbki czy te¿ jest to rutynowa analiza.

B. Wybór odpowiedniej kolumny

1. Faza stacjonarna

Dobór odpowiedniej fazy stacjonarnej jest jednym z najwa¿niejszy etapów
optymalizacji analizy. Na ró¿nicach oddzia³ywañ pomiêdzy faz¹ stacjonarn¹ a ró¿nymi
analitami opiera siê przecie¿ ca³y proces chromatograficzny.

• Fazy niepolarne - rozdzielanie analitów opiera siê w g³ównej mierze na ró¿nicach
temperatur wrzenia. Wykazuj¹ takie zalety jak: obojêtnoœæ chemiczna, ma³a wra¿liwoœæ
na zanieczyszczenia gazu noœnego tlenem i wod¹, stabilnoœæ termiczna (MS), dobra
jakoœæ pokrycia wewnêtrznej powierzchni kolumny, dobra odtwarzalnoœæ, szeroki zakres
temperatur pracy. Do wad zaliczyæ nale¿y niezdolnoœæ do rozdzielania substancji
niewiele ró¿ni¹cych siê temperaturami wrzenia.

• Fazy polarne - rozdzielanie substancji oparte jest na specyficznych oddzia³ywaniach
pomiêdzy faz¹ a grupami funkcyjnymi obecnymi w cz¹steczkach analizowanych
substancji. Zalet¹ tych kolumn jest zdolnoœæ do rozdzielania substancji bardzo niewiele
ró¿ni¹cych siê temperaturami wrzenia lecz o odmiennej budowie chemicznej. S¹
wra¿liwe na zanieczyszczenia obecne w gazie noœnym, posiadaj¹ mniejsz¹ stabilnoœæ
termiczn¹ jak równie¿ trudniej jest uzyskaæ powtarzalnoœæ wyników pomiêdzy
kolumnami.

• Fazy o œredniej polarnoœci - posiadaj¹ cechy poœrednie pomiêdzy dwiema wy¿ej
wymienionymi typami faz stacjonarnych.
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2. Œrednica wewnêtrzna kolumny

Œrednica wewnêtrzna kolumny ma du¿y wp³yw na sprawnoœæ kolumny jak równie¿ na
iloœæ analitu jak¹ mo¿emy zadozowaæ na kolumnê. Parametr ten mo¿e równie¿ mieæ
wp³yw na pewne ograniczenia w sposobie detekcji analitów.

Powszechnie spotykane œrednice wewnêtrzne kolumn to: 0.1, 0.2 5, 0.3 2 i 0.5 3mm.

0.1 mm:

• bardzo wysoka rozdzielczoœæ
• krótki czas analizy
• niewielka wartoœæ SC
• wymagaj¹ wysokich ciœnieñ gazu noœnego (du¿e opory hydrauliczne)
• doskona³e do po³¹czenia z detektorem mas (MS)

Kolumny o mniejszej œrednicy pozwalaj¹ osi¹gn¹æ wieksz¹ wykrywalnoœæ ze wzglêdu
na zdolnoœæ do wytwarzania w¹skich i wysokich pików lecz równoczeœnie iloœæ próbki
jak¹ mo¿emy zadozowaæ jest niedu¿a.

0.25 i 0.32 mm

• mo¿liwoœæ nastrzyku on-column
• dobre do po³¹czenia z detektorem mas (MS)
• do rutynowych analiz

Ten rodzaj kolumn cechuje wysoka sprawnoœæ, stosunkowo du¿a wartoœæ SC, dziêki
czemu nadaj¹ siê dobrze do wiekszoœci rutynowych analiz.

0.53 mm

• mog¹ byæ zainstalowane w ka¿dym chromatografie (nawet starego typu
przystosowanym do kolumn pakowanych)

• bardzo du¿a wartoœæ SC

Kolumny o tej œrednicy wewnêtrznej czêsto nazywane “megabore” stanowi¹ doskona³¹
alternatywê dla kolumn pakowanych od których s¹ znacznie sprawniejsze. £atwo mog¹
byæ zainstalowane w ka¿dym typie chromatografu. Du¿a wartoœæ SC sprawia, ¿e w
przypadkach kiedy nie jest wymagana du¿a sprawnoœæ, pozwalaj¹ uzyskaæ niskie progi
wykrywalnoœci.

Na rysunku poni¿ej pokazano zale¿noœæ pomiêdzy œrednic¹ wewnêtrzn¹ a wysokoœci¹
równowa¿n¹ pó³ce teoretycznej. Jak widaæ, przy tej samej d³ugoœci kolumna o œrednicy
wew. 0.1 mmbêdzie mia³a ok. 2 razy wiêcej pó³ek teoretycznych ni¿ kolumna0.53 mm.
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3. Dobór w³aœciwej gruboœci filmu fazy stacjonarnej

• Retencja analitu w kolumnie zale¿y od temperatury i gruboœci filmu fazy stacjonarnej.
Dla analitów o niskich wartoœci retencji wzglêdnej k retencja mo¿e byæ zwiêkszona
przez zastosowanie grubszego filmu fazy stacjonarnej.

• Sprawnoœæ kolumny zmniejsza siê ze wzrostem gruboœci filmu fazy stacjonarnej.
Ogólnie fazy niepolarne daj¹ wiêksze sprawnoœci przy tej samej gruboœci filmu fazy
stacjonarnej.

• Grubsze filmy fazy stacjonarnej pozwalaj¹ zadozowaæ wiêksze iloœci próbki.

• Cienkie filmy fazy stacjonarnej s¹ bardziej stabilne termicznie i pozwalaj¹ na analizê
próbek zawieraj¹cych sk³adniki znacznie ró¿ni¹ce siê temperaturami wrzenia.

• Grubsze filmy fazy stacjonarnej wyd³u¿aj¹ czas analizy.

• Kolumny pokryte grubszymi warstwami fazy stacjonarnej posiadaj¹ wê¿szy zakres
optymalnych przep³wów gazu noœnego.
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Rysunek 1

Zale¿noœæ wysokoœci pólki
teoretycznej od œrednicy
kolumny.



4. Wybór odpowiedniej d³ugoœci kolumny

• d³u¿sze kolumny maj¹ wiêksz¹ sprawnoœæ (wiêksza liczba pó³ek teoretycznych)

• im d³u¿sza kolumna tym wiêcej próbki mo¿emy zadozowaæ

• czas analizy jest proporcjonalny do d³ugoœci kolumny, im krótsza kolumna tym jest on
krótszy czas

C. Wybór gazu noœnego

Powszechnie stosuje siê trzy rodzaje gazów noœnych:

• Wodór - pozwala on na najlepsze wykorzystanie potencja³u rozdzielczego kolumn z
cienkim filmem fazy stacjonarnej. Wysoka sprawnoœæ kolumny utrzymywana jest w
szerokim zakresie przep³ywów gazu noœnego.

• Hel - kiedy nie mo¿emy u¿ywaæ wodoru (np. ze wzglêdu na zagro¿enie wybuchowe)
hel jest najlepsz¹ alternatyw¹.

• Azot - stosowaæ go nale¿y aby najlepiej wykorzystaæ w³asnoœci rozdzielcze kolumn z
grubym filmem fazy stacjonarnej. Do wad nale¿y w¹ski zakres optymalnych wartoœci
przep³ywu gazu noœnego a tak¿e ich niskie wartoœci bezwzglêdne (d³u¿szy czas
analizy).
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Rysunek 2

Zale¿noœæ wysokoœci pó³ki teoretycznej od gruboœci filmu fazy stacjonarnej i retencji
wzglêdnej analitu.



Sposoby pomiaru prêdkoœci gazu noœnego i przeliczania prêdkoœci liniowej na przep³:

- nastrzyk niewielkiej iloœci analitu niezatrzymywanego przez kolumnê np. metan i
pomiar jego czasu retencji tm

u
L

t
cm s L w cm t w sekundach

m
m� � �[ / ] ;

- przeliczanie prêdkoœci liniowej na przep³yw objêtoœciowy

F r u cm r w cm� � � � �60 2 3� [ / min]

D. Programowanie temperatury

Nie ma niestety w tym przypadku œcis³ych regu³ pozwalaj¹cych podaæ sposób
programowania temperatury pieca chromatografu. Najlepszym Ÿród³em informacji s¹ w
tym przypadku noty aplikacyjne i katalogi. W koñcu sposób programowania
temperatury optymalizujemy metod¹ prób i b³êdów. (Mo¿na te¿ pos³u¿yæ sie
specjalnym oprogramowaniem - o ile ktoœ je posiada)

Mo¿na podaæ jedynie dwie bardzo ogólne zasady:

• w trybie izotemperaturowym rozdzielamy substancje niewiele ró¿ni¹ce siê
temperaturami wrzenia;

• analizy z programowaniem temperatury stosujemy gdy musimy analizowaæ próbki
zawieraj¹ce substancje o du¿ej rozpiêtoœci temperatur wrzenia.
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Rysunek 

Zale¿noœæ wysokoœci
pó³ki teoretycznej od
gruboœci filmu fazy
stacjonarnej i retencji
wzglêdnej analitu.
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III. Æwiczenie

Celem æwiczenia jest optymalizacja analizy chromatograficznej wybranej
mieszaniny substancji. Na æwiczenie sk³adaj¹ siê nastêpuj¹ce zadania :

• sporz¹dzenie mieszaniny wzorcowej

a. odmierzanie ma³ych iloœci substancji

• wyznaczenie krzywej H=f(u) dla u¿ywanego zestawu aparaturowego

a. pomiar prêdkoœci przep³ywu gazu noœnego

b. nastrzyk próbki

c. odczytywanie wielkoœci charakterystycznych dla pików i obliczanie parametrów
kolumny

• "rêczna" optymalizacja analizy z obserwacj¹ wp³ywu parametrów na wygl¹d
chromatogramu

• komputerowa optymalizacja analizy
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Tabele i wzory pomocnicze do æwiczenia
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