Cwiczenie nr XV

CHROMATOGRAFIA GAZOWA
W ANALIZIE ILOSCIOWEJ

l. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie sktadu powietrza wydychanego metoda
chromatografii gazowe;.

Il. Zagadnienia wprowadzajace

1. Podstawowe pojecia w chromatografii gazowe;j.
2. Budowa chromatografu gazowego.
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lll. Czes¢ teoretyczna

Chromatografia jest metoda rozdziatu matych ilo§ci mieszanin. Rozdziat ten
zachodzi w wyniku poruszania si¢ tzw. fazy ruchomej wzgledem tzw. fazy stacjo-
narnej i jest efektem zréznicowanych oddziatywan z faza stacjonarng czasteczek
réznych substancji chromatografowanych. Dzigki temu chromatografia jest metoda
analityczna, ale znajduje tez szerokie zastosowania w réznego rodzaju badaniach
fizykochemicznych, np. oddzialywan migdzyczasteczkowych.

Faza stacjonarng jest albo ciecz, osadzona w postaci cienkiej warstewki na
obojetnym nosniku, albo ciato stale o odpowiednio rozwinigtej powierzchni. Nato-
miast fazg ruchoma moze by¢ ciecz lub gaz. Na tej podstawie, wyrézniamy chroma-
tografi¢ w ukladach:

— ciecz-ciecz,

— clecz-cialo stale,
— gaz-ciecz,

— gaz-cialo state.

Chromatografia gazowa obejmuje wszystkie procesy chromatograficzne, w
ktérych faza ruchoma jest gaz. Metodg t¢ wprowadzili do praktyki James i Martin w
roku 1952. Jezeli fazg stacjonarng jest ciecz, mechanizm retencji (tj. zatrzymywania
substancji w kolumnie) wynika z rozpuszczania si¢ tej substancji w fazie cieklej (po-
dziatu migdzy obie fazy), natomiast w przypadku stalej fazy stacjonarnej mechanizm
retencji jest zwiazany z procesem adsorpcji. Dlatego, odr6zniamy podziatlowa i ad-
sorpcyjng chromatografi¢ gazowa.

Podstawowe elementy skladowe typowego chromatografu gazowego sa na-
stepujace:

— zbiornik (butla) z gazem no$nym oraz uktady regulacji przeptywu,
— dozownik,
— kolumna chromatograficzna,

— detektor,
— uktad rejestracji danych retencyjnych.

Jako fazg ruchoma (gaz no$ny) mozna stosowac rézne gazy. Wybdr gazu zale-
zy gléwnie od uzywanego detektora. Zrédlem gazu no$nego jest stalowa butla zawie-
rajaca sprezony gaz, ktdrego przeplyw reguluje si¢ precyzyjnie (kilkustopniowo)
przez uktad zaworéw redukcyjnych.

Dozownik jest to stalowa, gruboscienna i ogrzewana rurka umozliwiajaca
wprowadzenie badanej prébki do strumienia gazu no$nego na wejsciu do kolumny.
Przy dozowaniu probek ciektych wazne jest by temperatura dozownika wynosita 20-
30 °C powyzej temperatury wrzenia najtrudniej lotnego sktadnika mieszaniny. Za-
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pewnia to szybkie odparowanie cieczy i wprowadzenie jej do kolumny w stanie ga-
zowym. Prébki dozuje si¢ za pomoca specjalnych mikrostrzykawek o pojemnos$ci od
0,5 do 100 pl. Z jednej strony dozownik jest zamknigty membrang z gumy silikono-
wej, ktora przebija si¢ igta mikrostrzykawki. Nalezy przy tym zachowaé pewna
ostrozno$¢ aby unikna¢ zgigcia lub ztamania igly czy tloczka mikrostrzykawki.

Kolumna jest czgsto nazywana sercem chromatografu, poniewaz w niej za-
chodzi rozdziat substancji. Moze ona by¢ wykonana ze stali lub aluminium, jednak
najlepszym materialem jest tu szkto, kruche, ale najbardziej bierne chemicznie. Nie
zaleca si¢ stosowania miedzi, bowiem metal ten moze w wysokich temperaturach
katalizowa¢ przemiany chemiczne substancji chromatografowanych. Diugos¢ ko-
lumny moze waha¢ si¢ od kilkunastu centymetréw do kilku metréw. Ksztatt kolum-
ny w duzym stopniu zalezy od jej dlugosci. Krétsze kolumny sa proste, albo maja
ksztalt litery U lub W, natomiast dtuzsze sa skrecone spiralnie. W zaleznosci od po-
trzeb stosuje si¢ kolumny o $rednicy wewngetrznej od 2 do 8 mm. Duzy wptyw na
sprawnos$¢ kolumny ma sposéb jej wypetnienia. Ziarna nos$nika czy adsorbenta po-
winny mie¢ mozliwie regularny ksztalt (najlepiej kulisty) oraz jednakowa wielkos¢ i
by¢ réwnomiernie upakowane na calej dlugosci kolumny. Sa to tzw. kolumny pako-
wane. Do celéw analitycznych wykorzystuje si¢ réwniez kolumny kapilarne. Sa to
skrgcone spiralnie, diugie (kilkadziesiat metrow) rurki o $rednicy ponizej 1 milime-
tra, w ktérych ciekla faza stacjonarna jest osadzona na wewngtrznej Sciance. Kolum-
na taka spetnia wigc réwnoczes$nie rol¢ nosnika. Przy pracy z kolumnami kapilarny-
mi stosuje si¢ specjalne techniki dozowania substancji, poniewaz wprowadzane ilo-
$ci musza by¢ znacznie mniejsze niz w przypadku kolumn pakowanych.

Wielkoscia bezposrednio mierzong w chromatografii gazowej jest czas reten-
cji. Jednak sam czas nie ma sensu fizykochemicznego i zalezy od predkosci prze-
ptywu gazu nosnego. Na podstawie czasu retencji oraz predkosci przeptywu oblicza
si¢ objetos¢ retencji. Ze wzgledu na duza rozszerzalno$¢ termiczna gazéw (zmiany
objetoscei), a takze dla zapewnienia optymalnego rozdziatu, kolumna musi by¢ do-
ktadnie termostatowana. Najcze$ciej stosuje si¢ termostaty powietrzne, tj. zamknigte
komory, w ktdérych szybki ruch ogrzanego do odpowiedniej temperatury powietrza
jest wymuszany przez wentylator. Jednak do celéw specjalnych, wykorzystuje si¢
rowniez termostaty wodne lub zawierajace inne medium chtodzace (np. ciekty azot).

W przypadku bardzo duzych réznic czaséw (objgtosci) retencji substancji
chromatografowanych stosuje si¢ programowanie temperatury. Polega ono na tym,
ze uktad pracuje najpierw przez okreslony czas w stalej temperaturze, nast¢pnie tem-
peratura wzrasta z zadana szybkos$cia (wyrazana w °C/min) do osiagnigcia pozadane;j
warto$ci, po czym nastgpuje kolejny okres pracy w warunkach izotermicznych. W
nowoczesnych chromatografach programowaniem temperatury steruja uklady elek-
troniczne, ktére umozliwiaja kilka etapéw dogrzewania kolumny. Po zakonczeniu
pomiaru uktad ochtadza si¢ do temperatury poczatkowe;.

Zadaniem detektora jest wykrywanie substancji opuszczajacych kolumng w
strumieniu gazu no$nego. W chromatografii gazowej stosuje si¢ rézne typy detekto-
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row. Najogdlniej, mozna je podzieli¢ na rézniczkowe i catkowe. Detektor catkowy
mierzy ilo$¢ danego sktadnika i dodaje ja do catkowitej ilosci sktadnikéw wymytych
wczesniej. Chromatogram sklada si¢ wigc z szeregu schodkéw. Detektor rézniczko-
wy mierzy chwilowe stgzenie sktadnika w gazie nosnym i po jego catkowitym wy-
myciu powraca do sygnatlu zerowego. Dobry detektor charakteryzuje si¢ stabilnoscia
i liniowoscia sygnatu, duza czulo$cia oraz niskim poziomem szumdéw. Najpowszech-
niej uzywa si¢ detektora przewodnictwa cieplnego, nazywanego tez katarometrem.
Poniewaz katarometr mierzy zmiany przewodnictwa cieplnego wskazane jest, aby
réznice tego przewodnictwa pomig¢dzy gazem nos$nym a substancjami chromatogra-
fowanymi byly jak najwigksze. Narzuca to wybor gazu no$nego. W ponizszej tabeli
zestawiono przewodnictwa cieplne niektérych gazéw wzgledem powietrza w tempe-
raturze 0°C.

Gaz Przewodnictwo
H» 7.10
He 6.20
N, 1.02
0O, 1.04
zwiazki organiczne 0.4..0.6

Jak wynika z tej tabeli, najlepszymi gazami no$nymi dla oznaczania zwiaz-
kéw organicznych sa wodor i hel. Maja one jednak swoje wady. Hel jest wprawdzie
obojetny, lecz bardzo drogi. Natomiast wodor jest wybuchowy, co wymaga szcze-
gblnej ostrozno$ci i wprowadzania gazu na zewnatrz. Zasada pracy katarometru jest
nastgpujaca. Umieszczone w ukladzie mostka Wheatstone’a oporniki, zasilane pra-
dem statym, s3g omywane strumieniem gazu nosnego. Mostek znajduje si¢ w réwno-
wadze i rejestrowany jest pewien sygnal podstawowy. Jezeli pojawia si¢ substancja
chromatografowana zmienia si¢ przewodnictwo gazu, zmienia si¢ temperatura a tym
samym opor elektryczny i w mostku pojawia si¢ sygnat dodatkowy. Gdy substancja
zostanie wymyta, mostek wraca do stanu réwnowagi. Katarometr jest jednak wrazli-
wy na zmiany przeptywu, dlatego jeden z elementéw jest omywany strumieniem
czystego gazu nosnego, ktory omija dozownik i kolumng (jest to detektor dwukana-
towy). Ewentualne wahania wielkosci sygnatu podstawo-wego sa wtedy mniejsze.
Do zapisu sygnatu na tasmie papierowej stosowano rejestratory kompensacyjne, a
obecnie, coraz czesciej wykorzystuje si¢ przetworniki analogowo-cyfrowe umozli-
wiajace rejestracj¢ bezposrednio na komputerze.

IV. Czes¢ doswiadczalna
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A. Aparatura i odczynniki

1. Sprzet:
— chromatograf gazowy Gide z detektorem przewodnictwa cieplnego,
— kolumna stalowa 1 m x 6 mm wypetniona Zelem sitem molekularnym 5A,
— strzykawka.

B. Program ¢éwiczenia

1. Uruchomienie chromatografu.
2. Zadozowanie do kolumny prébki powietrza o znanej objgtosci.
3. Zadozowanie do kolumny prébki powietrza wydychanego.

C. Obstuga przyrzadow
Chromatograf gazowy Gide
Uruchomi¢ przyrzad (Rys. 1):

15 16 -

6 : *
4 el
Tl [oo o] Y |

o [ o—-—8 io

. & a
\@ \\ Q\« Q e
Ng 2w Ng

Rys. 1. Schemat chromatografu gazowego.

1. Wtaczy¢ przeptyw gazu nosnego:
— odkreci¢ zawor gtéwny butli (1),
— wkrecajac zawor redukeyjny (2) ustawic ci$nienie ok. 2 atm na manome-
trze (3),
— pokrettem (8) ustawi¢ ci$nienie ok. 0.5-0.6 atm na manometrze (16),
— sprawdzi¢ predkos¢ przeptywu gazu nos$nego za pomoca fleometru (4)
(powinna wynosi¢ ok. 50 ml/min).
Ustawi¢ programator temperatury (9) na temperaturg 40°C.
Wiaczy¢ termostat przy pomocy przycisku (6).
Wiaczy¢ zasilacz detektora (10).
Wiaczy¢ zasilanie rejestratora (14).
Wiaczy¢ prad mostka (13).

A
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8.

0.

UWAGA!!!
Zabrania sie wilaczania pradu mostka bez przeptywu gazu
nosnego. W przypadku stwierdzenia, ze gaz nosny nie ply-
nie, wylaczy¢ natychmiast prad mostka.

Jezeli zachodzi potrzeba, wyzerowac rejestrator pokrettem (11), ustawia-
jac uprzednio przetacznik czutosci (12) w potozeniu 1; pisak rejestratora
powinien znajdowac sig z lewej strony tasmy.

Odczekaé okoto pdt godziny aby uktad chromatograficzny ustabilizowat sig.
Wiaczy¢ przesuw tasmy przetacznikiem (15).

10. Zadozowac¢ probke do dozownika (95).

11. W razie potrzeby zmiany czutoéci dokonuje si¢ za pomoca przelacznika

(12).

Po zakonczeniu pomiaréw nalezy:

1.

et

Wylaczy¢ przesuw tamy rejestratora (przetacznik 15) i zasilanie rejestra-
tora (14).

Wytaczy¢ prad mostka (13) i zasilacz detektora (10).

Wylaczy¢ termostat (7).

Zatrzymac¢ przeptyw gazu nosnego; zakregci¢ zawér gtéwny (1) butli z
wodorem; gdy wskazéwki obu manometréw znajda si¢ w potozeniu O,
wykreci¢ zawor igtowy (2).

UWAGA!!
Zabrania sie manipulowaé¢ jakimikolwiek przetacznikami
i pokrettami chromatografu nie wymienionymi w opisie.

D. Sposéb wykonania ¢wiczenia

Wiaczy¢ przesuw tasmy przetacznikiem (15). Nastgpnie, dobierajac odpo-
wiednio czutos¢ dozowaé za pomoca strzykawki prébki powietrza o objgtosci: 0.2,
0.4, 0.6, 0.8 i 1.0 cm’. Kazdy pomiar powtérzy¢ trzykrotnie. Najmniejsza objetos¢
nalezy dozowac¢ przy najwigkszej czutosci ,,1”. Jezeli podczas dozowania kolejnych
probek piki nie mieszcza si¢ na tasmie, zmniejszy¢ czutos$¢, ustawiajac przetacznik
(12) w kolejnych potozeniach: ,,2”, ,,4”, itd. Kazdorazowo notowaé¢ dozowana obje-
tos¢ i stosowang czuto$¢ (najlepiej na tasmie papierowej). Ta seria pomiaréw postu-
zy do wykonania krzywej kalibracyjne;j.

Pobra¢ prébke powietrza (0.4 cm’) z jamy ustnej osoby, ktéra wstrzymata
oddech na okoto 20 sekund i zadozowa¢ do kolumny. Pomiar powtérzy¢ trzykrotnie.
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E. Opracowanie wynikow i wnioski

Nalezy sporzadzi¢ dwie krzywe kalibracyjne (wykresy zaleznosci wysokosci
piku z uwzglednieniem czutosci od ilosci gazu w cm?), osobno dla tlenu i azotu. Tlo-
$ci tlenu i azotu w dozowanej probce obliczy¢ przyjmujac, ze zawarto$ci tych gazow
w powietrzu wynosza odpowiednio 20,95% i 78,09%. Wysokosci pikéw nalezy od-
czyta¢ z chromatogramu, a na wykresie zaznaczy¢ warto$¢ $rednig z trzech pomia-
row. Nalezy uwzgledni¢ czuto$¢ przy ktérej prowadzony byl pomiar, mnozac przez
jej wartos¢ wysokos¢ piku. Na podstawie otrzymanych krzywych kalibracyjnych
odczyta¢ objetos¢ tlenu i azotu w zadozowanej probce powietrza wydychanego, a
nastepnie obliczy¢ sktad powietrza wydychanego w % objgtosciowych.

Wyniki obliczen nalezy umiesci¢ w tabeli.

[lo§¢ zadozo- | Tlos¢ gazu w I Srednia wysoko$é
. . s Wysoko$¢ piku na L
wanego powie- | zadozowanej | Czulos¢ . z uwzglednieniem
3 ) 3 chromatogramie [cm] ) L
trza [cm’] prébee [cm”] zmian czutoSci
tlen | azot tlen azot tlen azot
hlsh23h3shér hlsh23h39hér
0.2
0.4

Do opracowania dotaczy¢ wykresy krzywych kalibracyjnych oraz chromato-
gram.



