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A.19. ZAWARTOSC POLIMEROW O MALEJ MASIE CZASTECZKOWE]

1. METODA

Niniejsza metoda chromatografii zelowej jest odpowiednikiem metody OECD TG 119 (1996). Podstawowe
zasady i dalsze informacje techniczne podano w pi$miennictwie.

1.1. Wstep

Ze wzgledu na bardzo rézne wlasciwosci polimeréw, nie jest mozliwe opisanie jednej metody, ktéra dokladnie
podawataby warunki rozdzialu i oceny oraz obejmowala wszystkie mozliwosci i szczegélne przypadki
wystepujace podczas rozdziatu polimeréw. Zwlaszcza w przypadku zlozonych uktadéw polimerycznych czesto
nie mozna stosowac¢ chromatografii zelowej (GPC). Mas¢ czasteczkowa mozna wéwczas oznaczaé za pomocg

innych metod
na obecnos$é

(,,Wskazowki dotyczace korygowania zawartosci czastek o matej masie czasteczkowej ze wzgledu
nierozpuszczalnego polimeru”) podajac réwnoczesnie wszystkie informacje i uzasadnienie

wybranej metody.
Opisana metoda jest zgodna z norma DIN 55672 V. W normie tej zawarte sa dokladne informacje o wykonaniu

do$wiadczen

i ocenie wynikéw. Wszelkie zmiany dotyczace modyfikacji warunkéw doswiadczenia nalezy

uzasadni¢. Mozna stosowa¢ inne wzorce, jezeli sa certyfikowane. W opisanej metodzie w celu kalibracji stosuje
si¢ probki polistyrenu o znanej polidyspersyjnosci. Jednak dla pewnych polimer6w moze by¢ konieczna

modyfikacja

tej metody, na przyklad dla polimeréw rozpuszczalnych w wodzie ipolimeréw o dlugich,

rozgalezionych tanicuchach.

1.2. Definicje i jednostki

Mata mas¢ czasteczkowg definiuje si¢ jako masg czasteczkowa ponizej 1000 daltonow.
Liczbowo $rednia mas¢ czasteczkowa M, iwagowo S$redniag mase czasteczkowa M, oznacza si¢ stosujac
nastgpujace réwnania:

Mw/Mn

i iHi xM,
i=1

M n
2H,
i=1

w =

wielko$¢ sygnatu detektora od linii podstawowej dla objetosci retencji V;,
masa czasteczkowa frakcji polimeru dla objetosci retencji V;,

liczba sktadnikéw polimeru,

szeroko$¢ rozkladu masy czasteczkowej, bedaca miara dyspersyjnosci ukiadu.

1.3. Materialy kontrolne

Ze wzgledu na to, ze GPC jest metoda wzgledna, nalezy wykonac kalibracje. Zwykle stosuje si¢ w tym celu
wzorce polistyrenowe o budowie liniowe] i znanych $rednich masach czasteczkowych M, i M,, oraz o znanym
waskim rozkladzie masy czasteczkowej. Do oznaczania masy czasteczkowej nieznanej probki stosuje si¢ krzywa
kalibracyjna tylko wtedy, jezeli warunki rozdzialu tej prébki i wzorcow sa identyczne.

Oznaczona zalezno$¢ pomiedzy masa czasteczkowg i objgtoécia elucji jest prawdziwa jedynie dla okre$lonych
warunkéw danego doswiadczenia. Warunki te obejmuja przede wszystkim temperature, rozpuszczalnik (lub
mieszaning rozpuszczalnik6w), warunki chromatograficzne i kolumne dzielaca lub uktad kolumn.

Masy czasteczkowe probki oznaczone w ten sposéb sg wartosciami wzglednymi i opisuje si¢ je jako ,,masy

czasteczkowe

réwnowazne masom polistyrenu”. Oznacza to, ze zaleznie od r6znic strukturalnych i chemicznych

UDIN 55672
Teil 1.

(1995). Gelpermeationschromatographie (GPC) mit Tetrahydrohuran (THF) als Elutionsmittel,
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pomigdzy prébka i wzorcami, masy czasteczkowe moga rézni¢ si¢ od wartodci absolutnych w wigkszym lub
mniejszym stopniu. Gdy stosuje si¢ inne wzorce, na przyklad glikol polietylenowy, tlenek polietylenu,
poli(metakrylan metylu), kwas poliakrylowy, nalezy poda¢ uzasadnienie.

1.4. Zasada metody badaf

Stosujac GPC, mozna oznaczy¢ zaréwno rozklad masy czasteczkowej probki, jak i §rednie masy czasteczkowe
M,, M,). GPC jest szczegélnym rodzajem chromatografii cieczowej, w ktérej probka jest rozdzielana
w zaleznoéci od objetoéci hydrodynamicznych poszczegélnych sktadnikéw V.

Rozdzial nastepuje w miarg, jak prébka przechodzi przez kolumng wypeiona materiatem porowatym, zwykle
zelem organicznym. Mate czastki moga penetrowa pory, podczas gdy duze czastki sq wykluczane. Droga
duzych czastek jest przez to krétsza i one wymywaja si¢ w pierwszej kolejnosci. Czastki $redniej wielkosci
penetruja niektére zporéw iwymywaja si¢ pézniej. Najmniejsze czastki, o $rednim promieniu
hydrodynamicznym mniejszym niz pory zelu, moga penetrowaé wszystkie pory. One wymywajg si¢ jako
ostatnie.

W idealnym przypadku o rozdziale decyduje wylacznie wielkos¢ czastek, ale w praktyce trudno jest zapobiec co
najmniej niektérym interferencyjnym efektom absorpcyjnym. Niejednolite wypeienie kolumny i martwe
objetosci moga utrudnié rozdziat .

Detekcj¢ prowadzi si¢ wykorzystujac na przyklad wspétczynnik zatamania lub absorpcje w UV i uzyskuje sig
krzywa rozkladu. Jednakze w celu przypisania krzywej rzeczywistych wartosci mas czasteczkowych, konieczna
jest kalibracja kolumny przez przepuszczenie przez nia polimeré6w o znanej masie czasteczkowej ido$é
podobnej budowie, na przyktad réznych wzorcow polistyrenowych. Powstaje typowa krzywa Gaussa, niekiedy
znieksztatcona przez niewielkie ogonowanie po stronie malych mas czasteczkowych. O$ pionowa wskazuje ilos¢
(wagowo) wymywanych czastek o réznej masie czasteczkowej, a 0§ pozioma logarytm masy czasteczkowe;.

Z tej krzywej okresla si¢ zawarto$¢ substancji o matej masie czasteczkowej. Obliczenia moga byé dokladne
tylko wowczas, jezeli substancje o matych masach czasteczkowych odpowiadaja réwnowaznie na jednostke
masy polimeru jako cafosci.

1.5. Kryteria jakosciowe

Powtarzalno$¢ (wzgledne odchylenie standardowe: RSD) objetoscei elucji powinna byé lepsza niz 0,3%. Jezeli to
kryterium nie jest speiione, nalezy wymagana powtarzalno$¢ analizy zapewnié przez korygowanie za pomoca
wzorca wewngtrznego, a chromatogram oceniaé w zaleznosci od czasu 2. Polidyspersyjnos¢ zalezy od mas
czasteczkowych wzorcow. W przypadku wzorcéw polistyrenowych typowymi warto§ciami sa:

M,<2000 M./M,<1,20
2000< M,<10° M,/M,<1,05
M,>10° M,/M,<1,20

M, - masa czasteczkowa wzorca w maksimum piku.
1.6. Opis metody badaf
1.6.1. Przygotowanie roztwordw wzorcowych polistyrenu

Wzorce polistyrenowe rozpuszcza si¢ przez ostrozne mieszanie w wybranym eluencie, Podczas przygotowania
roztworéw nalezy stosowac sig do zalecen producenta.

Stezenia wybranych wzorcédw zaleza od réznych czynnikéw, na przyklad wstrzykiwanej objetosci, lepkosci
roztworu i czuloéci detektora analitycznego. Maksymalna objgto$¢ wstrzykiwang nalezy dostosowaé do dhugosci
kolumny, aby zapobiec przetadowaniu. Typowe objgtosci wstrzykiwane w celu rozdzialéw analitycznych
z zastosowaniem GPC z kolumna 30 cmx7,8 mm mieszczace si¢ na ogé! pomiedzy zawartosciami 40 i 100 pl.
Mozna stosowaé wigksze objgtosci, ale nie powinny one przekracza¢ 250 pl. Przed kalibracja kolumny nalezy
oznaczy¢ optymalny stosunek pomigdzy wstrzykiwang objetoscia i stezeniem.

DYau, W.W., Kirkland, J.J., and Bly, D.D. eds. (1979). Modern Size Exclusion Liquid Chromatography,
J. Wiley and Sons.

2 DIN 55672 (1995). Gelpermeationschromatographie (GPC) mit Tetrahydrohuran (THF) als Elutionsmittel,
Teil 1.
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1.6.2. Przygotowanie roztworu probki

Do przygotowania roztworéw prébek stosuje si¢ takie same wymagania. Prébke rozpuszcza si¢ ostroznie
wstrzasajac w odpowiednim rozpuszczalniku, na przykiad w tetrahydrofuranie (THF). W zadnym wypadku nie
nalezy jej rozpuszczaé stosujac tazni¢ ultradzwigkowa. W razie potrzeby roztwdr probki oczyszcza si¢ za
pomoca membrany filtracyjnej o wielkoséci poréw pomiedzy 0,2 i 2 um.

W sprawozdaniu nalezy uwzglgdni¢ obecno$¢ nierozpuszczonych czastek, poniewaz moga one pochodzié
z substancji o duzym cigzarze czasteczkowym. W celu oznaczenia zawarto$ci procentowej rozpuszczonych
czastek nalezy zastosowa¢ odpowiednia metodg. Roztwoér nalezy wykorzysta¢ w ciagu 24 godzin.

1.6.3. Korekta ze wzgledu na zawarto$¢ zanieczyszczen i dodatkow

Zwykle konieczna jest korekta ze wzgledu na zawartoé¢ czastek o M<1000, spowodowana udziatem obecnych
zwiazkéw niepolarnych (np zanieczyszczefi i/lub dodatkow), chyba ze mierzona zawarto$¢ wynosi <1%. Osiaga
si¢ to przez bezposrednig analiz¢ roztworu polimeru lub GPC eluatu.

W przypadkach gdy eluat po przejéciu przez kolumng jest zbyt rozcienczony do dalszej analizy, nalezy go
zatezy¢. Moze by¢ konieczne odparowanie eluatu do sucha i ponowne rozpuszezenie go. Stezenie eluatu nalezy
zmienia¢ w warunkach, ktére zapewnia, ze nie nastapia zmiany w eluacie. Traktowanie eluatu po etapie GPC
zalezy od metody analitycznej stosowanej w celu oznaczania ilo§ciowego.

1.6.4. Aparatura

- pojemnik na rozpuszczalnik,
- urzadzenie do odgazowania (gdy to wskazane),
- pompa,
- wytlumiacz pulsacji (gdy to wskazane),
- uktad dozujacy,
- kolumny chromatograficzne,
- detektor,
- przepltywomierz (gdy to wskazane),
- urzadzenie rejestrujace i przetwarzajace dane,
- naczynie na odpady.
Nalezy zapewnié, aby uklad GPC byt obojetny w stosunku do stosowanych rozpuszczalnikéw (na przykiad
kapilary stalowe do THF).

1.6.5. Uktad dozujacy i uklad zasilania rozpuszczalnikiem

Na kolumne, w $cisle zdefiniowanej strefie, wprowadza si¢ recznie lub za pomoca automatycznego dozownika
okre$long objetos¢ probki. Pociagajac lub weiskajac zbyt szybko tlok strzykawki podczas operacji manualnych
mozna spowodowa¢ zmiany w obserwowanym rozkladzie mas czasteczkowych. Uklad zasilania
rozpuszczalnikiem powinien by¢, wmiar¢ mozliwosci, bezpulsacyjny, dzigki zainstalowaniu wytlumiacza
pulsacji. Szybkoé¢ przeplywu powinna by¢ rz¢du 1 ml/min.

1.6.6. Kolumna

Polimer (w zaleznosci od prébki) ocenia si¢ stosujac jedna albo kilka kolumn polaczonych kolejno. W handlu
dostepne sa liczne materialy porowate do kolumn, ktére maja okreslone wiasciwosci (np. wielko$¢ pordw,
granice wykluczania). Wyb6r zelu do rozdzielania lub dlugoéci kolumny zaleza zaréwno od wlasciwosci prébki
(objetosci hydrodynamicznych, rozkladu masy czqsteczkowej) jak i od okre$lonych warunkéw rozdziatu, takich
jak rozpuszczalnik, temperatura i szybko$é przep}ywu

U DIN 55672 (1995). Gelpermeationschromatographie (GPC) mit Tetrahydrohuran (THF) als Elutionsmittel,
Teil 1.

2 Yau, W.W., Kirkland, J.J., and Bly, D.D. eds. (1979). Modern Size Exclusion Liquid Chromatography,
J. Wiley and Sons.

» ASTM D 3536-91, (1991). Standard Test Method for Molecular Weight Averages and Molecular Weight
Distribution by Liquid Exclusion Chromatography (Gel Permeation Chromatography — GPC). American
Society for Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.
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1.6.7. Pélki teoretyczne

Kolumng lub zestaw kolumn stosowany do rozdzialu nalezy scharakteryzowaé za pomoca liczby pélek
teoretycznych. Obejmuje to, w przypadku THF jako rozpuszczalnika wymywajacego, wprowadzenie na
kolumng o znanej dlugosci roztworu etylobenzenu lub innej odpowiedniej rozpuszczonej substancji niepolarne;.
Liczba polek teoretycznych obliczana jest z nastgpujacych réwnan:

A" V.
N = 5,54(—=)° lub N = 16(==)

Wi, w
gdzie:
N — liczba potek teoretycznych,
V. - objetosc elucji w maksimum piku,
w — szeroko$¢ podstawy piku,
W2 — szeroko$¢ piku w potowie wysokosci.

1.6.8. Skutecznosé rozdzialu

Oprocez liczby potek teoretycznych, ktora decyduje o szerokosci pasma, rolg odgrywa réowniez skutecznos$é
rozdziatu, okreslana przez nachylenie krzywej kalibracyjnej. Skuteczno$é rozdzialu kolumny otrzymuje sig
Z nastgpujacej zaleznosci:

Ve,M,‘ _Ve(loM,) >6 O[Cm3:l

pole powierzchni przekroju kolumny | cm?
gdzie:
Ve mx — objetos¢ elucji dla polistyrenu o masie czasteczkowej M,
Veaomy — objetos¢ elucji dla polistyrenu o 10 razy wigkszej masie czasteczkowej.

Rozdziat uktadu definiuje si¢ na og6! nastepujaco:

v Vo = Vo x 1
W+ W, log,(M,/M,)

R,,=2
gdzie:
Ve, Vo —  objetosci elucji dwoch wzorcéw polistyrenowych w maksimum piku,

W,, W, szerokos$ci podstaw pikow,
M;,M, - masy czasteczkowe w maksimum piku (powinny rézni¢ si¢ 10 razy).

Warto$¢ R dla uktadu kolumn powinna by¢ wigksza niz 1,7 V.
1.6.9. Rozpuszczalniki

Wszystkie rozpuszczalniki powinny mie¢ wysokg czysto$¢ (stosuje si¢ THF o czystosci 99,5%). Pojemnik na
rozpuszczalnik (gdy to konieczne w atmosferze gazu obojg¢tnego) powinien by¢ odpowiednio duzy w celu
kalibracji kolumny i licznych analiz probki. Rozpuszczalnik nalezy odgazowaé za pomoca pompy, zanim
zostanie podany na kolumng.

D ASTM D 5296-92 (1992). Standard Test Method for Molecular Weight Averages and Molecular Weight
Distribution of Polystyrene by High Performance Size-Exclusion Chromatography. American Society for
Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.
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1.6.10. Kontrola temperatury

Temperatura krytycznych skladnikéw ukladu (petli dozujacej, kolumn, detektora i przewodéw) powinna by¢
stala i odpowiednia dla danego rozpuszczalnika.

1.6.11. Detektor

Celem detektora jest ilosciowa rejestracja st¢Zenia probki wymytej z kolumny. W celu zapobiezenia
niepozadanemu poszerzeniu pikéw nalezy stosowaé jak najmniejsza obj¢tos¢ kuwety celki detektora. Nie
powinna by¢ ona wigksza niz 10 pl, z wyjatkiem detektoréw lepkosciowych i do §wiatla rozproszonego. W celu
detekcji stosuje si¢ na ogél refraktometri¢ réznicowa. Jednak, o ile wymagaja tego szczegllne wladciwosci
probki lub rozpuszczalnika wymywajacego, mozna stosowaé réwniez inne rodzaje detektoréw, np. UV/VIS, IR,
detektory lepkosciowe itd.

2. WYNIKI BADAN

W celu szczegbtowej oceny kryteriow jak réwniez wymagafh dotyczacych zbierania i przetwarzania danych
nalezy odwotaé si¢ do normy DIN V.

Dla kazdej probki nalezy przeprowadzi¢ dwa niezalezne do§wiadczenia i analizowa¢ je indywidualnie. Wazne
jest, aby we wszystkich przypadkach wykonaé oznaczenia dla §lepych préb, traktowanych wtych samych
warunkach, co probka.

Nalezy réwniez wyraznie wykazaé, ze mierzone wartosci sa warto§ciami wzglgdnymi réwnowaznymi masom
czasteczkowym stosowanego wzorca.

Po oznaczeniu objgtosci retencji lub czaséw retencji (mozliwie skorygowanych z zastosowaniem wzorca
wewngtrznego), wykresla si¢ warto$¢ log M, (M, - maksimum piku wzorca do kalibracji) wzgledem jednej
z tych wielkosci. Konieczne sa co najmniej dwa punkty kalibracyjne na dziesi¢¢ mas czasteczkowych i wymaga
si¢ co najmniej pigciu punktéw pomiarowych dla pelnej krzywej, ktéra powinna obejmowaé szacowana mase
czasteczkowa probki. Punkt konicowy krzywej kalibracyjnej dla malych mas czasteczkowych okresla sie za
pomoca n-heksylobenzenu lub innej odpowiedniej niepolarnej substancji. Masy czasteczkowe $rednie liczbowo
iérednie wagowo oznacza si¢ na ogdél za pomoca elektronicznego ?rzetworzenia danych. W przypadku
przeksztalceri manualnych nalezy oprze¢ si¢ na normie ASTM D 3536-91 2.

Jezeli na kolumnie pozostaje jaki§ nierozpuszczalny polimer, jego masa czasteczkowa jest prawdopodobnie
wigksza niz masy we frakcji rozpuszczalnej, i jezeli si¢ go nie uwzgledni, bedzie wplywat on na podwyzszenie
zawartosci matych mas czasteczkowych. Wskazéwki dotyczace korygowania zawarto$ci niskich mas
czasteczkowych w przypadku nierozpuszczalnych polimeréw podano w rozdziale ,,Wskazéwki dotyczace
korygowania zawarto$ci czastek o malej masie czasteczkowej ze wzgledu na obecno$¢ nierozpuszczalnego
polimeru”.

Krzywa rozkiadu powinna mie¢ postaé tabeli lub rysunku (czestotliwo$¢ réznicowa lub suma zawartosci
procentowych wzgledem log M).

Przy przedstawianiu graficznym dziesigciu masom czasteczkowym powinno odpowiada¢ okoto 4 cm szerokosci,
a maksymalny pik powinien mie¢ okolo 8 cm wysokosci.

W przypadku catkowych krzywych rozkladu réznica rzednych pomigdzy 0 i100% powinna wynosic
okoto 10 cm.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawieraé, z uwzglednieniem zakresu przeprowadzonych badan, nastgpujace informacje:
1) badana substancja:

a) dostepne informacje dotyczace badanej substancji (tozsamos¢, dodatki, zanieczyszczenia),

b) opis postgpowania z probka, spostrzezenia, problemy;

Y DIN 55672 (1995). Gelpermeationschromatographie (GPC) mit Tetrahydrohuran (THF) als Elutionsmittel,
Teil 1.

2 ASTM D 3536-91, (1991). Standard Test Method for Molecular Weight Averages and Molecular Weight
Distribution by Liquid Exclusion Chromatography (Gel Permeation Chromatography — GPC). American
Society for Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.
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2) oprzyrzadowanie:

a)
b)
©)

d)
e)
f)
g)
h)
1)

pojemnik na eluent, gaz obojetny, odgazowanie eluenta, sklad eluenta, zanieczyszczenia,

pompa, wytlumiacz pulsacji, uktad dozujacy,

kolumny rozdzielcze (producent, wszystkie informacje dotyczace charakterystyki kolumn, takie jak
wielko$¢ porow, rodzaj materialu rozdzielnego itd., liczba, dlugo$¢ i kolejnos¢ stosowanych kolumn),
liczba pétek teoretycznych kolumny (lub kombinacji), skutecznosé rozdziatu (rozdzielczo$¢ ukladuy),
informacje na temat symetrii pikow,

temperatura kolumny, sposob kontroli temperatury,

detektor (zasada pomiaru, objetosé kuwety),

przeptywomierz, o ile jest stosowany (producent, zasada pomiaru),

uktad rejestrujacy i przetwarzajacy dane (sprzg¢t komputerowy i oprogramowanie);

3) kalibracja ukladu:

a)
b)

¢)
d)

szczegdlowy opis metody stosowanej do sporzadzania krzywej kalibracyjnej,
informacje na temat kryteriow jakosciowych tej metody (np. wspoOlczynnika korelacji, sumy
kwadratéw blgdow itd.),
informacje dotyczace wszelkich ekstrapolacji, zatozen i przyblizen dokonanych podczas procedury
doswiadczalnej oraz oceny i przetwarzania danych,
wszelkie pomiary zastosowane w celu konstruowania krzywej kalibracyjnej nalezy zestawi¢ w tabeli
zawierajacej nastgpujace informacje dotyczace kazdego punktu kalibracji:
- nazwa probki,
- producent probki,
- wartosci charakteryzujace wzorce M;, M,, M,, i M,/M,, dostarczane przez producenta lub
pochodzace z kolejnych pomiardw, wraz ze szczegdtami odnosnie do metody oznaczenia,
- dozowana obj¢tos¢ i stgzenie dozowanej probki,
- warto$¢ M, stosowana do kalibracji,
- objetodé elucji lub skorygowany czas retencji mierzony w maksimum piku,
- M, obliczona dla maksimum piku,
- blad procentowy obliczonej wartosci M, i warto$ci kalibracji;

4) informacje dotyczace zawarto$ci polimerow o malej masie czasteczkowej:

a)
b)

c)

5) ocena:

a)

b)
)
d)
€)
f)
g)
h)
1)
J)
k)

opis metod stosowanych podczas analizy i sposab, w jaki prowadzono do$wiadczenia,

informacje dotyczace zawartosci procentowej czastek o malej masie czasteczkowej (w/w) w stosunku
do calej probki,

informacje na temat zanieczyszczen, dodatkéw iinnych niepolarnych czastek w procentach
wagowych w stosunku do calej prébki;

ocena na podstawie czasu: metody stosowane do zapewnienia wymaganej powtarzalnosci (metoda
korygowania, wzorzec wewngtrzny itd.),

informacje o tym, czy ocen¢ przeprowadzono na podstawie objgtosci elucji czy czasu retencji,
informacje dotyczace granic oceny, jezeli pik nie jest w petni analizowany,

opis metod wygladzania danych, jezeli byly stosowane,

procedury przygotowania i wst¢pnej obrobki probki,

obecno$¢ nierozpuszczonych czastek, jezeli wystepuja,

objetos¢ dozowana (pl) i stgzenie dozowanej probki (mg/ml),

spostrzezenia dotyczace wplywow, ktére prowadza do odchylen od idealnego profilu GPC,
szczegblowy opis wszelkich modyfikacji procedur badawczych,

szczegOly dotyczace zakresow bleddw,

wszelkie inne informacje i spostrzezenia istotne dla interpretacji wynikow.
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WSKAZOWKI DOTYCZACE KORYGOWANIA ZAWARTOSCI CZASTEK

O MALEJ MASIE CZASTECZKOWEJ ZE WZGLEDU NA OBECNOSC
NIEROZPUSZCZALNEGO POLIMERU

Gdy w prdbce obecny jest nierozpuszczalny polimer, powoduje to ubytek masy podczas analizy GPC.
Nierozpuszczalny polimer jest nieodwracalnie zatrzymywany na kolumnie lub w trakcie saczenia prébki,
podczas gdy czg¢$¢ rozpuszezalna prébki przechodzi przez kolumng. W przypadku gdy mozliwe jest zmierzenie
lub oszacowanie przyrostu wspélczynnika zalamania polimeru (dn/dc), mozna oszacowaé ubytek masy probki na
kolumnie. W takim przypadku dokonuje si¢ korekty, stosujac zewngtrzna kalibracje z materiatami odniesienia
o znanym stgzeniu i dn/dc wcelu kalibracji wskazan refraktometru. W powyzszym przykladzie stosuje sig
wzorzec poli(metaktrylanu metylu) (pMMA).

Podczas kalibracji zewnetrznej w celu analizy polimeréw akrylowych analizuje si¢ metoda GPC wzorzec
pMMA oznanym stg¢zeniu w tetrahydrofuranie, a uzyskane dane wykorzystuje si¢ do okreslenia stalej
refraktometru zgodnie z réwnaniem:

K = R/(CxVxdn/dc)

gdzie:

K — stala refraktometru (w mikrowoltosekundach/m}),

R ~ warto$¢ sygnatu dla wzorcowego pMMA (w mikrowoltosekundach/ml),
C ~ stgzenie wzorcowego pMMA (w mg/ml),

v — objetos¢ wstrzykiwana (w ml),

dn/de -

przyrost wspélczynnika zalamania dla pMMA w tetrahydrofuranie (w ml/mg).

Dla wzorcowego pMMA typowe s nastgpujace dane:

R = 2937891
C=1,07 mg/m!
V=0,1ml

dn/de =9 x 10”° ml/mg.

Uzyskana warto$¢ K, 3,05 x 10", wykorzystuje si¢ nastgpnie do obliczenia teoretycznej wartosci sygnatu
detektora, gdy 100% wstrzyknigtego polimeru wymywa sie¢ przez detektor.



