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PROBLEMY ZACHOWANIA SPOJNOSCI POMIAROWEJ
CHROMATOGRAFU GAZOWEGO

Techniki chromatograficzne, dzigki mozliwosci rozdzielania i identyfikacji sktadnikéw czesto bardzo
ztozonych mieszanin, zdominowaly wspodtczesne laboratoria analityczne. Waznym elementem za-
pewnienia jakoSci wynikow jest wzorcowanie/kalibrowanie uktadéow chromatograficznych, tak aby
zastosowane wzorce chemiczne umozliwily zapewnienie spojnosci pomiarowej. Poza tym nalezy pa-
mietaé o tym, aby proces kalibrowania stanowit element procesu nadzoru nad wyposazeniem pomia-
rowym.

Thanks to the possibility of separation and identification of components of the frequently very
complex mixtures makes the chromatographic techniques dominated modern method in analytical
laboratories. An important element in ensuring the quality of the results is the calibration
of chromatographic systems, so that the used chemical standards make possible the retention of
measurement integrity. Moreover it must be kept in mind that the calibration process should be a part
of supervision process over the measuring equipment.

1. ANALIZA JAKOSCIOWA I ILOSCIOWA W INSTRUMENTALNYCH TECHNIKACH
ANALITYCZNYCH

W powszechnym rozumieniu, proces kalibrowania oznacza powiazanie warto$ci sygnatu analitycz-
nego z zawartoscig danej substancji wzorcowej. Zakladajac, ze mozliwe jest wykorzystanie kilku
wzorcOw o roznej zawartosci danej substancji, uzyskuje sie¢ zaleznos¢ kalibracyjna, ktora charaktery-
zuje ilosciowy zakres odpowiedzi detektora. Warto jednak pamigtac, ze wyznaczanie zaleznosci kali-
bracyjnej jest mozliwe pod warunkiem zapewnienia selektywnos$ci odpowiedzi detektora, co oznacza
konieczno$¢ ustalenia odpowiedzi detektora na obecno$¢ danej substancji, co oznacza konieczno$¢
ustalenia odpowiedzi detektora na obecnos¢ danej substancji, czyli pierwotne (jako§ciowe) wzorco-
wanie przyrzadu pomiarowego.

Warto w tym miejscu podkresli¢, ze pierwotne wzorcowanie przyrzadu pomiarowego wzgledem
jego cechy jest konieczne w kazdej technice. W przypadku technik spektralnych jakosciowe wzorco-
wanie przyrzadu bedzie oznacza¢ ustalenie dtugosci fali, przy ktorej sygnat analityczny jednoznacznie
identyfikuje obecno$¢ danej substancji. W przypadku technik elektrochemicznych wzorcowanie przy-
rzadu bedzie oznaczaé przyktadowo ustalenie wartosci potencjatu dla reakcji utlenienia lub redukc;ji,
charakterystycznego dla danej substancji. W koncu, w przypadku technik chromatograficznych wzor-
cowanie jakosciowe przyrzadu bedzie oznaczaé ustalenie czasu retencji jednoznacznie przypisanego
obecnosci danej substancji [1].

Niezbgdnym warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikow pomiardw, przy zapewnieniu ich spdj-
nosci pomiarowej, jest w zwigzku z tym kalibracja jakoSciowa i ilosciowa uktadu pomiarowego. In-
strumentalne techniki analityczne wymagaja stosowania odpowiednich wzorcow substancji chemicz-
nych, tak aby mozliwe bylo przypisanie odpowiadajacych im sygnalow analitycznych.

Jak wspomniano wyzej w przypadku technik chromatograficznych istotne jest okreslenie czasu re-
tencji odpowiadajacego miejscu danego sygnatu na zarejestrowanym chromatogramie (kalibracja ja-
kosciowa) oraz intensywnosci tego sygnalu w zaleznos$ci od zawarto$ci danej substancji wzorcowe;j
(kalibracja ilosciowa). Do tego celu stuza chemiczne materialy odniesienia (wzorcowe substancje
chemiczne), o znanym sktadzie i o znanej zawartosci danej substancji. W przypadku certyfikowanych
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materialdow odniesienia, zawarto§¢ danej substancji podana na certyfikacie powinna mie¢ przypisang
niepewnos$¢, poza tym konieczne jest odniesienie do wzorca wyzszego rzedu (spojnos¢ pomiarowa).

Certyfikowany materiat odniesienia I rzedu (ang. primary) to material o najwyzszej warto§ci me-
trologicznej, ktdrego wartosci danej cechy okreslone zostaty przy pomocy metody bezwzglednej (de-
finitywnej). Zostal on ustalony lub powszechnie uznany jako charakteryzujacy si¢ najwyzsza jakoscia
metrologiczng. Material odniesienia Il rzedu (ang. secondary) to taki, ktorego wartosci danej cechy sa
ustalone przez poréwnanie z wzorcem pierwszego rzgdu.

Najbardziej pozadang sytuacja jest ta, w ktorej wartosci danej cechy dla certyfikowanego materiatu
odniesienia (z definicji) sag powigzane z jednostkami miar uktadu SI, to uwaza si¢, ze jezeli powigzanie
z wzorcami panstwowych jednostek miar jest niemozliwe do uzyskania lub nieracjonalne w konkret-
nym przypadku, to mozna zastosowaé uzgodnione wzorce (lub metody), jednoznacznie opisane i za-
akceptowane przez wszystkie zainteresowane strony. Pojawia si¢ pytanie czy kazdy certyfikowany
material odniesienia zachowuje spdjnos¢ pomiarowg zgodnie z podstawowymi wymaganiami metro-
logicznymi? Nie, ale w zadnym wypadku nie oznacza to, ze powinniSmy zrezygnowac z ich stosowa-
nia.

2. MATERIALY ODNIESIENIA JAKO WZORCE SUBSTANCJI CHEMICZNYCH

Chemiczne materiaty odniesienia sg stosowane w analizie instrumentalnej jako wzorce substancji
chemicznej i1 pelnig role¢ wzorcéw miar, podobnie jak odwaznik, przymiar czy opornik wzorcowy,
w pomiarach fizycznych. Certyfikowane materialy odniesienia uznawane sg za najlepsze zrodto spoj-
nos$ci pomiarowej i sg niezmiernie przydatne w procesie walidacji procedur pomiarowych.

Przyjmuje si¢ nastgpujace kryteria, jakie powinna spetnia¢ substancja, ktéra moze by¢ uznana jako
materiat odniesienia (ang. Reference Material - RM) [2]:

e RM powinien by¢ trwaly a odtwarzana przez niego warto$¢ danej cechy powinna by¢ stabilna
w mozliwym do zaakceptowania okresie, w mozliwych do zrealizowania warunkach przechowy-
wania, transportu i uzytkowania,

e RM powinien by¢ dostatecznie jednorodny, tak aby warto$¢ danej cechy, zmierzona dla jednej
czesei partii materiatu odnosita si¢ do dowolnej innej czesci partii w mozliwych do przyjecia grani-
cach niepewnosci, w przypadku niejednorodnosci duzej partii, moze sta¢ si¢ konieczne certyfiko-
wanie kazdej probki z partii,

e warto$¢ danej wlasciwosci RM powinna by¢ ustalona z precyzja i doktadnoscia wystarczajaca do
przewidywanego zastosowania materiatu odniesienia,

e wszelkie informacje na temat RM powinny by¢ opisane w sposob jednoznaczny, zgodny
z wymaganiami przewodnika ISO nr 31.

3. MATERIALY ODNIESIENIA STOSOWANE W CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

Materiaty odniesienia przeznaczone do pomiaré6w w uktadach wykorzystujgcych chromatografie
gazowa musza charakteryzowac¢ si¢ przede wszystkim wysoka czystoscig, a zawartos¢ glownego
sktadnika powinna by¢ znana z przypisang jej niepewnoscia.

W Pracowni Wzorcéw Chemicznych Okrggowego Urzedu Miar w Lodzi produkowane sg migdzy
innymi wzorce nastepujacych substancji: n-heksanu, benzenu, toluenu, o-ksylenu, izooktanolu. Sa to
substancje stosunkowo lotne, ktore sg czesto wykorzystywane do kalibrowania chromatograféw ga-
zowych wyposazonych w detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). W trakcie procesu certyfikacji
wzorcOw wykonywana jest analiza ilosciowa w odniesieniu do substancji przeznaczonej do roli wzor-
ca, co pozwala na przygotowanie $wiadectwa materiatu odniesienia zawierajacego informacje o jego
czysto$ci wraz z przypisang niepewnoscia pomiaru. Stanowisko do analizy chromatograficznej sktada
sie z chromatografu gazowego serii Agilent 6890N firmy Perlan Technologies z detektorem ptomie-
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niowo-jonizacyjnym FID. Chromatograf wyposazony jest w kolumne kapilarng oraz automatyczny
dozownik probek. Chromatograf jest zintegrowany z komputerem wyposazonym Ww program
ChemStation, umozliwiajacy kontrolowanie procesu chromatograficznego, wykonanie niezbednych
obliczen i przedstawienie ich w postaci raportu.

Zastosowany detektor ptomieniowo-jonizacyjny jest jednym z najczesciej stosowanych w chroma-
tografii gazowej. Jego dziatanie polega na jonizacji wprowadzanych do plomienia substancji i reje-
stracji zmian potencjatu. Podczas pracy chromatografu, gdy przez detektor przeptywa jedynie gaz
no$ny, tez ulegajacy jonizacji, ustala si¢ staly potencjat migdzy ptomieniem, a elektrodg. W momen-
cie, gdy do detektora dotrze oznaczana substancja, ktdra rOwniez zostaje zjonizowana, mierzony po-
tencjat zmieni si¢ (ro$nie), co zostanie zarejestrowane jako sygnat pomiarowy.

Chromatogramy przyjmujg zwykle ksztalt serii ostrych pikow, ktérych wysoko$¢ odpowiada steze-
niu wychodzacej z kolumny substancji, a pole powierzchni danego piku odpowiada st¢zeniu danej
substancji w badanej probce.

W analizie ilo$ciowej wykorzystuje si¢ liniowg zalezno$¢ miedzy sygnatem detektora (powierzch-
nig piku), a stezeniem substancji badanej w gazie no$nym, czy rozpuszczalniku eluacyjnym. Najcze-
$ciej stosowanym sposobem wykonania pomiaréw ilosciowych jest technika normalizacji wewngtrz-
nej. W tym przypadku zaktada si¢, ze powierzchnia kazdego piku jest proporcjonalna do ilosci odpo-
wiadajacego mu sktadnika.

Analiza jakosciowa przy wytwarzaniu wzorcoOw substancji dla chromatografii gazowej moglaby
dotyczy¢ identyfikacji pikow na podstawie ich czaséw retencji odpowiadajacych poszczegdlnym
sktadnikom probki.. Wowczas w $wiadectwie materiatu odniesienia dodatkowo mozliwe bytoby do-
danie wartosci czasu retencji substancji wzorcowej, pod warunkiem prowadzenia procesu rozdzielania
chromatografowanego w jednakowych warunkach.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jednym z probleméw w badaniach jakoSciowych jest potwierdzenie
lub wykluczenie obecno$ci okreslonej substancji na podstawie czasu retencji, ktory moze by¢ rozny
dla réznych uktadéw chromatograficznych. Konsekwencja tego jest to, ze nawet jesli na chromato-
gramie pojawi si¢ pik o czasie retencji takim jaki zostat podany na $wiadectwie materialu odniesienia,
to nie moze to by¢ potraktowane jako jednoznaczne potwierdzenie obecnosci substancji wzorcowe;.
Wiele zwiazkoéw nalezacych do réznych klas substancji chemicznych moze by¢ wymywana z kolumny
w identycznym lub bardzo zblizonym czasie retencji.

4. WYTWARZANIE MATERIALOW ODNIESIENIA DO CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

Przy wyborze substancji, ktora moze petic¢ role substancji wzorcowej dla uktadow pomiarowych
wykorzystujacych rozdzielanie chromatograficzne w Pracowni Wzorcéw Chemicznych (PWCh)
uwzglednia si¢ nastepujace wlasciwosci fizykochemiczne cieczy:

e czysto$¢, obojetnos¢ chemiczng, mozliwie niskg higroskopijnosé,
e stabilno$¢ odtwarzanych wielkosci.

Warto przy tym podkresli¢, ze do przygotowywania wzorcéw do chromatografii gazowej stosuje si¢
substancje chemiczne zawierajgce minimum 99,5 % (m/m) gléwnego sktadnika w probce. W tym celu
substancje wyjsciowe, przeznaczone do celu wytworzenia substancji wzorcowej oczyszcza si¢ metoda
rektyfikacji kolumnowej. W PWCh substancje przeznaczone na wzorce chromatograficzne, o przewidy-
wanym zastosowaniu do wzorcowania przeznaczone do wzorcowania chromatografu gazowego sa
oczyszczane na kolumnie rektyfikacyjnej o zdolnosci rozdzielczej powyzej 15 potek teoretycznych.
Frakcje przeznaczong na wzorzec zbiera si¢ w $cisle okre$lonej temperaturze pod cisnieniem 1013 hPa.
Nastepnie analiza chromatograficzna przeprowadzana jest w nastgpujacych warunkach:

e kolumna kapilarna HP-50+ o wymiarach 30,0 m x 320 um, grubos¢ filmu fazy stacjonarnej 0,25 um
e temperatura kolumny 50 °C/0,5 min., przyrost 50 °C/1 min. do 200 °C
e temperatura dozownika 250 °C
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e temperatura detektora 250 °C
e przeptyw gazu no$nego (argon) 30 cm’/min.

Ocena stopnia czystosci zebranej frakcji polega na doktadnym ustaleniu zawarto$ci glownego
sktadnika we wzorcu. W tym celu wykonuje si¢ seri¢ co najmniej 8 pomiaré6w i wyniki poddaje si¢
ocenie statystycznej.

Procedura wytwarzania wzorcéw chromatograficznych jest poddana procesowi walidacji, co po-
zwala na potwierdzenie spetlnienia wysokich kryteridow zatozonych przez laboratorium. W celu oceny
wiarygodnosci wynikow potwierdzajacych identyfikacje i czystos$¢ substancji wzorcowej stosowane sa
wzorce o najwyzszej jakosci metrologicznej, dostarczane przez renomowanych producentdow.

Czystos¢ badanej substancji w % (m/m) jest obliczana poprzez catkowanie pola powierzchni piku
sktadnika gtownego oraz pikoéw zanieczyszczen.

Do wzorcowania chromatografu gazowego zastosowano pie¢ certyfikowanych materiatow odnie-
sienia, ktore zestawiono w tabeli 1 wraz z odpowiadajacymi im czasami retencji.

Tabela 1
Lista wzorcow produkowanych w Pracowni Wzorco6w Chemicznych
Lp. Wzorce Stezenie, % Czas retencji, s
1. n-Heksan 99,81 + 0,01 2,049
2. Benzen 99,88 + 0,02 2,468
3. Toluen 99,80+ 0,01 2,893
4. 0-Ksylen 99,67 + 0,01 3,546
5. Izooktanol 99,89 + 0,01 4,084

Kalibracj¢ wykonuje si¢ wedtug instrukcji wzorcowania. Instrukcja ta zawiera konfiguracje¢ 1 specyfi-
kacj¢ sprzetu, warunki, w ktorych powinien znajdowac si¢ uktad pomiarowy, opis programu ChemSta-
tion, czynnos$ci oraz procedury weryfikacji, interpretacji, opracowania oraz zestawienia wynikow.

Wstepne opracowanie wynikéw obejmuje: korekcje sygnalu wyjsciowego (korekcje linii zerowe;j),
wyznaczanie szczegdlnego parametru sygnatu (np. powierzchni piku), filtracje sygnatu w celu usunie-
cia zaklocen, weryfikacje kompletnosci zapisow o aparaturze, warunkach, wynikach itp. oraz weryfi-
kacje wynikéw i usuniecie wynikdéw obarczonych btedami grubymi [3].

5. PODSUMOWANIE

Jako$¢ przetwarzanych danych pomiarowych ma zasadniczy wpltyw na uzyskanie wiarygodnych
wynikoéw. Istotne jest wiec wlasciwe zaplanowanie do§wiadczenia w celu zminimalizowania liczby
pomiaréw koniecznych do uzyskania informacji o mierzonym obiekcie, co w analityce pozwala na
ekonomizacje czasu i srodkow.

Metoda zastosowana podczas proby wzorcowania wybranego modelu chromatografu gazowego
zostanie jeszcze przetestowana na innych, zblizonych parametrowo uktadach chromatograficznych.

Za czynnik wptywajacy na pomiar mozna uzna¢ m.in. sktad fazy stacjonarnej, temperature, prze-
ptyw, cis$nienie, stabilno$¢ przeptywu, sktad fazy ruchomej oraz czynniki wynikajace z budowy i wta-
$ciwosci zastosowanego detektora takie jak czuto$¢, selektywnos¢, poziom szuméw oraz dryft. Przed-
stawiona powyzej metoda wzorcowania chromatografow gazowych wymaga jeszcze dalszych badan.
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