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1. Wprowadzenie

Chromatografia jest fizykochemiczng metodg rozdzielania skfadnikow jednorodnych
mieszanin w wyniku ich réznego podziatu miedzy fazg ruchoma (poruszajgcg sie w okreslonym
kierunku) a fazg nieruchoma (stacjonarng) uktadu chromatograficznego. R6zny podziat sktadnikow
mieszaniny pomiedzy obie fazy powoduje zréznicowanie predkosci migracji i rozdzielenie
skladnikow. Faza ruchoma porusza sie wewnagtrz kolumny, natomiast faza stacjonarna stanowi
wypetnienie kolumny lub jest osadzona na wewnetrznych Sciankach kolumny. W chromatografii

gazowej (GC - gas chromatography) fazg ruchoma jest gaz. Efekt rozdzialu chromatograficznego

jest wykreslany w postaci chromatogramu, ktory przedstawia wykres wskazan sygnatu uzyskanego

w detektorze w funkcji czasu (rys. 1).
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Rys. 1. Chromatogram i sposéb pomiaru podstawowych wielkosci chromatograficznych

Mozemy okresli¢ na nim:
- catkowity czas retencji tg,
- czas retencji substanciji niezatrzymywanej ty poprzednio nazywany czasem martwym lub czasem
zerowym,
- zredukowany czas retencji t'’.

W trakcie analizy jakosciowej poréwnuje sie czas retencji piku identyfikowanej substanciji z
czasem retencji piku wzorca, chromatografowanych w jednakowych warunkach. Badania zwykle
polegajg na potwierdzeniu lub wykluczeniu obecnosci danego zwigzku w analizowanej
mieszaninie. Jezeli na chromatogramie substancji badanej nie wystepuje pik o czasie retenc;ji

rownym retencji substancji wzorcowej oznacza to iz zwigzek wzorcowy jest nieobecny
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w analizowanej mieszaninie. Z kolei jesli taki sygnat wystepuje obecnosé substancji wzorcowej nie
jest przesgdzona, gdyz wiele zwigzkow nalezgcych do réznych klas zwigzkéw chemicznych moze
miec¢ identyczny lub prawie identyczny czas retencji. Wadg tej metody jest to, ze niektore wzorce

moga by¢ trudno dostepne.

Czesto do analizy jakosciowej uzywa sie indeksow retencji zwanych indeksami Kovats’a.
Indeks retencji Kovats’a substancji badanej jest rowny 100 x liczba atoméw wegla hipotetycznego
n-alkanu majgcego taki sam zredukowany czas retencji jak badana substancja. Zgodnie z
konwencjag alkany majg w kazdej temperaturze i dla kazdej fazy ciektej indeks rowny licznie atoméw
wegla x 100, a wiec np. dla n-pentanu 500, n-oktanu 800. Do okreslenia indeksoéw retencji zwigzku
wybiera sie dwa n-alkany, ktérych czasy retencji lezg ponizej i powyzej czasu retencji nieznanej
substanciji. Te alkany dodaje sie nastepnie do prébki i razem z nig analizuje. Jezeli analiza alkandéw
i probki musi przebiega¢ oddzielnie, nalezy przeprowadzaé obydwa badania bezposrednio jedno

po drugim.

Indeks retencji Kovats’a substancji analizowanych w warunkach izotermicznych oblicza sie

zgodnie z ponizszym réwnaniem:

' 1
log#'p ) —logt's.

RI, =100z +100

'
0g7R(:+1)_10g7R(:)
gdzie :

t'ri) — zredukowany czas retencji substancji badanej t'ri;) — zredukowany czas retencji n-alkanu
o (z) atomach wegla w fancuchu t'r+1) — zredukowany czas retencji n-alkanu o (z+1) atomach
wegla w tancuchu

Z wzoru wynika, ze tR(z) < tR(x) < t'R(z+1)
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Indeks retencji w programowanej temperaturze oblicza sie stosujgc ponizsze
réwnanie:

o=t o
LTPRI, =100z +100—=% %2

!
’R(:+1)_f R(2)

Indeks retencji Kovats’a jest w znacznym stopniu niezalezny od warunkéw analizy i przez
to jest parametrem charakterystycznym dla danego zwigzku w danej temperaturze i w obecnosci
okreslonej fazy ciektej. Podczas wyznaczania indekséw retencji nalezy zachowac staty przeptyw
gazu nosnego, niskg temperature poczatkowg oraz stosowac takg ilos¢ dozowanej probki, aby pik
analitu byt symetryczny. Uzyskang eksperymentalnie wartos¢ indeksu poréwnuje sie z danymi

zawartymi w literaturze (tab. 1) w celu identyfikacji analitu.

Tabela 1. Wartosci indeksow Kovats’a dla wybranych terpenéw (Adams, 2009).

Nazwa Wzér strukturalny LTPRI
limonen —C>/< 1024
alfa-pinen 932

mircen /I\/\/IL% 988
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2. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest nabycie umiejetnosci obstugi chromatografu gazowego oraz wykonanie

analizy jakosciowej za pomocg chromatografii gazowe;.

3. Wykonanie ¢wiczenia

Stezenia roztworéw do przygotowania podaje prowadzacy na zajeciach.

o Wykonac analizy roztworu wzorcowego: mieszaniny 5-ciu n-alkanéw w programowanej
temperaturze oraz w warunkach izotermicznych.
e Wykona¢ analizy roztworow wzorcowych terpendéw w programowanej temperaturze oraz

w warunkach izotermicznych.
Rozciehczen dokona¢ uzywajgc chlorku metylenu.

o Wykonac¢ ekstrakcje okoto 0,1 g czesci pomaranczowej skérki (nie albedo), badz innego
materiatu dostepnego na zajeciach, za pomocg 3 mL heksanu mieszajgc przez okoto 5 min.
Pozostawi¢ ekstrakt na okoto 5 min, po czym przesgczy¢é go do naczynka
chromatograficznego. Jezeli bedzie to konieczne to zatezy¢ ekstrakt w strumieniu azotu do
okoto 100 pL.
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Analiza chromatograficzna w warunkach izotermicznych:

e Chromatograf GC z detektorem FID,

o Kolumna chromatograficzna RTX-5 30 m, 0,25 mm S$rednica wewnetrzna,
e Temperatura kolumny: 120°C,

e Temperatura dozownika: 300°C,

e Temperatura detektora: 300°C,

o Dzielnik przeptywu: 1:20,

e Gaz nosny: argon, staty przeptyw 1 mL/min,

o Powietrze: 350 kPa

e Wododr: 35 kPa,

Analiza chromatograficzna w programowanej temperaturze:

o Chromatograf GC z detektorem FID,

o Kolumna chromatograficzna RTX-5 30 m, 0,25 mm s$rednica wewnetrzna,
o Program temperaturowy: 60 - 120°C, narost 3°C/min,

e Temperatura dozownika: 300°C,

e Temperatura detektora: 300°C,

e Dzielnik przeptywu: 1:20,

e Gaz nosny: argon, staty przeptyw 1 mL/min,

e Powietrze: 350 kPa,

e Wododr: 35 kPa,

Wartos¢ narostu, w przypadku programowanej temperatury, moze ulec modyfikacji przed
wykonaniem analiz.
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4. Opracowanie wynikéw

o Odczyta¢ z chromatograméw czary retencji n-alkandw i terpenow

e Odczyta¢ z chromatograméw czasy retencji substancji obecnych w analizowanym
ekstrakcie.

e Obliczy¢ indeksy retencji Kovats’a dla terpenéw (analiza wzorcow) oraz substanciji
obecnych w ekstrakcie.

e Dokonac¢ identyfikacji substancji obecnych w ekstrakcie poprzez poréwnanie wartosci
indeksow retencji Kovats’a z wartosciami uzyskanymi dla substancji wzorcowych

(terpendw) oraz z wartosciami literaturowymi, przedstawionymi w tabeli 1.

Odczyt wartosci czaséw retencji jak i obliczenia indekséw dokonaé oddzielnie dla warunkow

izotermicznych i programowanej temperatury.

Sprawozdanie:
Ogolny zakres: Cz. Doswiadczalna; Cz. Wynikowa; Wnioski i Dyskusja.

e Przestawi¢ w formie schematu blokowego lub krétkich procedur identyfikacje
analitéw w ekstraktach. Nalezy uwzgledni¢ warunki przeprowadzonych analiz.

¢ Wyniki zaprezentowac w tabelach lub/i na rysunkach/chromatogramach.
Podstawowa literatura:

e Instrukcja do ¢wiczenia
e Skrypt z technik separacyjnych i instrukcje ogdlne dostepne na stronie Katedry
Analizy Srodowiska: https://chemia.ug.edu.pl/strona/33539/skrypty-i-instrukcje-

ogolne

Szkto i odczynniki

. roztwér wzorcowy mieszaniny 5 n-alkandw: n-Cs, n-Co, n-Cyo, n-Ci1, n-Ci2

(1 pL/mL dichlorometanu),
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. roztwor wzorcowy limonenu (1 pyL/mL dichlorometanu),
. roztwdr wzorcowy O-pinenu (1 pL/mL dichlorometanu),
. roztwor wzorcowy mircenu (1 yL/mL dichlorometanu),
. mieszanina terpenow (pobra¢ po 50 uL z roztworéw wzorcowych do naczynka
chromatograficznego)
. dichlorometan do mycia strzykawki,
. strzykawka do GC 10 uL,
. kolbka stozkowa z korkiem 10 mL — 1 szt
. naczynko zakrecane 1,5 mL oraz maty lejek i sgczki
. pipeta 5 mL, pompka do pipet,
. heksan 50 mL
. noz i ptytka do krojenia
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