Podstawowy kurs chromatografii gazowej

Materialy do cwiczenia:

Optymalizacja procesu
rozdzielania analitow



L. Teoria

Symbol

Objasnienie

Rozdzielczosé, zdolnosé rozdzielcza
(ang. Resolution ) - miara zdolnosci kolumny do
wytwarzania dobrze rozdzielonych pikow.
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Sprawnosé,ilos¢ polek teoretycznych (ang.
efficiency, number of theoretical plates) - miara
zdolnos$ci kolumny do wytwarzania waskich pikow.

Wysokos$¢ rownowazna poélce teoretycznej (ang.
height equivalent to a theorethical plate) - sposob
wyrazania sprawnosci kolumny.

Wspotczynnik selektywnosci (  ang. selectivity
factor) - liczba okre§lajaca wzgledna selektywnosé

zdolnosci do rozdzielania analitow.

fazy stacjonarnej w stosunku do dwoch substancji. o = "2 t' — —1
CE Aby rozdzielenie tych substancji na danej fazie byto ' r r m
mozliwe wspolezynnik selektywnosci musi by¢ [ "
wigkszy od 1. t r >t "
Retencja wzgledna( ang. capacity factor) - liczba { !
k wyrazajaca stosunek dtugosci czasu przez jaki k — r
substancja przebywa w fazie stacjonarnej w stosunku
do czasu przebywania w fazie ruchome;j t m
Brak dobrego polskiego odpowiednika ( ang. 2.4 K
SC sample capacity) - maksymalna wielko$¢ probki jaka| g ~ ;2 (1+k)- JL-h ~r? _(1 n S 4 J NL-h
mozna zadozowaé na kolumng bez utraty jej r
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@0 - wspotczynnik selektywnosci (ang. selectivity factor)
d¢ - grubos¢ filmu fazy stacjonarnej (ang. film thickness)

h- wysoko$¢ rownowazna potce teoretycznej (ang. height equivalent to a theoretical
plate)

k - retencja wzgledna (ang. capacity factor)

L - dlugo$¢ kolumny (ang. column lenght)

n - liczba potek teoretycznych (ang. number of theoretical plates)
R - rozdzielczo$¢ (ang. resolution)

r - promien wewnetrzny kolumny (ang. column radius)

S C - maksymalna wielkos$¢ probki (ang. sample capacity)

tm - czas retencji analitu ktéry nie oddziatywuje z kolumna (ang. retention time of
unretained solute)

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

t’, - skorygowany czas retencji analitu (ang. adjusted retention time of the solute)
Wy, - szeroko$¢ piku u podstawy (ang. peak width at base)

wy, - szeroko$¢ piku w potowie wysokosci (ang. peak width at half height)

K - stala podziatu (ang. distribution constant), stosunek st¢zenia analitu w fazie
stacjonarnej do stezenia analitu w fazie ruchome;j
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Optymalizacja analizy

Definicja celu
Jaka rozdzielczos¢ jest wymagana ?
Odpowiedz na to pytanie zalezy od:

rodzaju i stopnia skomplikowania probki
rozdzielczo$ci wymaganej przez analityka

Jaka pojemnosc probki jest niezbedna ?
Zalezy to od:

zakresu stezen sktadnikow probki
wymagan analityka

lle czasu mozemy poswiecic¢ na analize ?

Czy mamy do czynienia z analiza pojedynczej probki czy tez jest to rutynowa analiza.

Wybor odpowiedniej kolumny
Faza stacjonarna

Dobér odpowiedniej fazy stacjonarnej jest jednym z najwazniejszy etapow
optymalizacji analizy. Na réznicach oddziatywan pomigdzy faza stacjonarng a réznymi
analitami opiera si¢ przeciez caly proces chromatograficzny.

Fazy niepolarne - rozdzielanie analitow opiera si¢ w gtownej mierze na rdéznicach
temperatur wrzenia. Wykazuja takie zalety jak: obojgtnos¢ chemiczna, mata wrazliwos¢
na zanieczyszczenia gazu nosnego tlenem 1 woda, stabilno$¢ termiczna (MS), dobra
jakos¢ pokrycia wewngtrznej powierzchni kolumny, dobra odtwarzalnos¢, szeroki zakres
temperatur pracy. Do wad zaliczy¢ nalezy niezdolnos¢ do rozdzielania substancji
niewiele rdzniacych si¢ temperaturami wrzenia.

Fazy polarne - rozdzielanie substancji oparte jest na specyficznych oddziatywaniach
pomigdzy faza a grupami funkcyjnymi obecnymi w czasteczkach analizowanych
substancji. Zaleta tych kolumn jest zdolno$¢ do rozdzielania substancji bardzo niewiele
roézniagcych si¢ temperaturami wrzenia lecz o odmiennej budowie chemicznej. Sa
wrazliwe na zanieczyszczenia obecne w gazie no$nym, posiadaja mniejsza stabilnosé
termiczna jak réwniez trudniej jest uzyska¢ powtarzalnos¢ wynikdéw pomigdzy
kolumnami.

Fazy o $redniej polarnosci - posiadaja cechy posrednie pomigdzy dwiema wyzej
wymienionymi typami faz stacjonarnych.



Srednica wewnetrzna kolumny

Srednica wewngtrzna kolumny ma duzy wplyw na sprawnos$¢ kolumny jak rowniez na
ilo§¢ analitu jaka mozemy zadozowaé na kolumng. Parametr ten moze réwniez mie¢
wplyw na pewne ograniczenia w sposobie detekcji analitow.

Powszechnie spotykane $rednice wewngtrzne kolumn to: 0.1, 0.25, 0.321 0.53 mm.

0.1 mm

bardzo wysoka rozdzielczo$¢

krotki czas analizy

niewielka warto$¢ SC

wymagaja wysokich ci$nien gazu no$nego (duze opory hydrauliczne)
doskonate do potaczenia z detektorem mas (MS)

Kolumny o mniejszej srednicy pozwalaja osiagnac¢ wieksza wykrywalno$¢ ze wzgledu
na zdolno$¢ do wytwarzania waskich 1 wysokich pikow lecz rownocze$nie ilo$¢ probki
jaka mozemy zadozowac jest nieduza.

0.25 i0.32 mm

mozliwo$¢ nastrzyku on-column
dobre do potaczenia z detektorem mas (MS)
do rutynowych analiz

Ten rodzaj kolumn cechuje wysoka sprawnos¢, stosunkowo duza warto§¢ S C, dzigki
czemu nadaja si¢ dobrze do wiekszo$ci rutynowych analiz.

0.53 mm

moga by¢ zainstalowane w kazdym chromatografie (nawet starego typu
przystosowanym do kolumn pakowanych)
bardzo duza warto$¢ SC

Kolumny o tej sSrednicy wewngtrznej cze¢sto nazywane “megabore” stanowia doskonata
alternatywe dla kolumn pakowanych od ktorych sa znacznie sprawniejsze. L.atwo moga
by¢ zainstalowane w kazdym typie chromatografu. Duza warto$¢ S C sprawia, ze w
przypadkach kiedy nie jest wymagana duza sprawnos¢, pozwalaja uzyskac niskie progi
wykrywalnosci.

Na rysunku ponizej pokazano zalezno$¢ pomigdzy Srednica wewngtrzna a wysokoscia
rownowazna potce teoretycznej. Jak widac, przy tej samej dtugosci kolumna o Srednicy
wew. 0.1 mmbedzie miata ok. 2 razy wigcej polek teoretycznych niz kolumnf.53 mm



h 7T 1. 0,100 mm LD.
Rysunek 1 1 2. 0,250 mm I.D.
3. 0,320 mm L.D.
4 4. 0,530 mm LD.
Zalezno$¢ wysokosci polki T 4
teoretycznej od $rednicy 4
kolumny. 3
T 2
T 1
"
20 40 60 80 u (cm/sec)

3. Dobor wlasciwej grubosci filmu fazy stacjonarnej

» Retencja analitu w kolumnie zalezy od temperatury i grubos$ci filmu fazy stacjonarne;.
Dla analitéw o niskich warto$ci retencji wzglednej k retencja moze by¢ zwigkszona
przez zastosowanie grubszego filmu fazy stacjonarne;.

» Sprawno$¢ kolumny zmniejsza si¢ ze wzrostem grubosci filmu fazy stacjonarne;.
Ogolnie fazy niepolarne daja wigksze sprawnosci przy tej samej grubosci filmu fazy
stacjonarnej.

» Grubsze filmy fazy stacjonarnej pozwalaja zadozowac¢ wigksze ilosci probki.

+ Cienkie filmy fazy stacjonarnej sa bardziej stabilne termicznie i pozwalaja na analiz¢
probek zawierajacych sktadniki znacznie rézniace si¢ temperaturami wrzenia.

» Grubsze filmy fazy stacjonarnej wydtuzaja czas analizy.

» Kolumny pokryte grubszymi warstwami fazy stacjonarnej posiadaja we¢zszy zakres
optymalnych przeplwdéw gazu nosnego.



u (cm / sec) 20 40 60 u (cm / sec)

Rysunek 2

Zalezno$¢ wysokosci potki teoretycznej od grubosci filmu fazy stacjonarnej i retencji
wzglednej analitu.

4.  Wybor odpowiedniej diugosci kolumny

* dluzsze kolumny maja wigksza sprawnos¢ (wigksza liczba potek teoretycznych)

 im dhuzsza kolumna tym wigcej probki mozemy zadozowad

* czas analizy jest proporcjonalny do dtugosci kolumny, im krétsza kolumna tym jest on
krotszy czas

C. Wyboér gazu nosnego
Powszechnie stosuje si¢ trzy rodzaje gazéw nos$nych:

* Wodor - pozwala on na najlepsze wykorzystanie potencjatu rozdzielczego kolumn z
cienkim filmem fazy stacjonarnej. Wysoka sprawno$¢ kolumny utrzymywana jest w
szerokim zakresie przeptywoéw gazu nosnego.

* Hel - kiedy nie mozemy uzywa¢ wodoru (np. ze wzgledu na zagrozenie wybuchowe)
hel jest najlepsza alternatywa.

» Azot - stosowaé go nalezy aby najlepiej wykorzysta¢ wlasnosci rozdzielcze kolumn z
grubym filmem fazy stacjonarnej. Do wad nalezy waski zakres optymalnych wartosci
przeplywu gazu no$nego a takze ich niskie wartosci bezwzgledne (dluzszy czas
analizy).



Rysunek 3 h

Zalezno$¢ wysokosci
poiki teoretycznej od
grubosci filmu fazy
stacjonarnej 1 retencji
wzglednej analitu.

Sposoby pomiaru predkosci gazu no$nego i przeliczania predkosci liniowej na przept:

- nastrzyk niewielkiej ilosci analitu niezatrzymywanego przez kolumng np. metan i
pomiar jego czasu retencji tp,

u E£ [em/s];, LB wcem; t] wsekundach

4

m

- przeliczanie predkosci liniowej na przeptyw objetosciowy
2 .
F 86000 Ou [cm’ / min]; ¥3B wcem

Programowanie temperatury

Nie ma niestety w tym przypadku $cistych regut pozwalajacych podac sposob
programowania temperatury pieca chromatografu. Najlepszym zrédlem informacji sa w
tym przypadku noty aplikacyjne i katalogi. W koncu sposéb programowania
temperatury optymalizujemy metoda prob 1 btedoéw. (Mozna tez postuzy¢ sie
specjalnym oprogramowaniem - o ile kto$ je posiada)

Mozna poda¢ jedynie dwie bardzo og6lne zasady:

* w trybie izotemperaturowym rozdzielamy substancje niewiele rozniace si¢
temperaturami wrzenia,

* analizy z programowaniem temperatury stosujemy gdy musimy analizowaé probki
zawierajace substancje o duzej rozpigtosci temperatur wrzenia.
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III Cwiczenie

Celem ¢wiczenia jest optymalizacja analizy chromatograficznej wybranej
mieszaniny substancji. Na ¢wiczenie skladajasi¢ nastepujace zadania:

* sporzadzenie mieszaniny Wzorcowej
a. odmierzanie matych ilo$ci substancji

» wyznaczenie krzywej H=f(u) dla uzywanego zestawu aparaturowego
a. pomiar predkosci przeptywu gazu nosnego
b. nastrzyk probki

c. odczytywanie wielkosci charakterystycznych dla pikéw i obliczanie parametrow
kolumny

» "rgczna" optymalizacja analizy z obserwacja wptywu parametrow na wyglad
chromatogramu
» komputerowa optymalizacja analizy



Tabele i wzory pomocnicze do c¢wiczenia

u =w [cm/s]

m
L - w metrach; t,, w sekundach

Parametry kolumny:

dtugos¢ L [m]:

promien wewnetrzny r [mm]:

grubos¢ filmu fazy stacjonarnej d; [um]:

Cisnienie gazu nosnego P

Czas martwy t,,

Predkos¢ przeptywu gazu nosnego u

Temperatura pieca T

¢ \2
n =5’54X(Th)
L
=

Predkosc¢ przeptywu gazu nosnego u

Czas retencji piku t,

Szerokos$c¢ piku u podstawy w,

Sprawnosé n

Wysoko$¢ rownowazna péice teoretycznej h

Temperatura pieca T






