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 ĆWICZENIE NR 1:

CHROMATOGRAFIA WYKLUCZENIA (SEC) W ANALIZIE 

 ZWIĄZKÓW WIELKOCZĄSTECZKOWYCH

 

CEL ĆWICZENIA 

1) Zapoznanie z zasadą działania zestawu do chromatografii wykluczenia (SEC). 

 Wykonanie pomiaru SEC  dla próbki polimeru i omówienie wyników analizy.2)  

WPROWADZNIE 

Polimery to związki wielkocząsteczkowe, które są zbudowane z wielu 

powtarzających się jednostek (zwanych merami) połączonych ze sobą za pomocą 

wiązań chemicznych. Ich nazwa pochodzi od greckich słów polloi (znaczy wiele) oraz 

meros (znaczy części). Jednym z podziału, który odnosi się względem pochodzenia 

polimerów jest podział na polimery naturalne, (np. poliizopren - potocznie zwany 

kauczukiem (izomer cis) lub gutaperką (izomer trans), skrobia, celuloza, glikogen, 

chitozan, białka, kwasy nukleinowe) i syntetyczne (np. PS - polistyren, PP – 

polipropylen, PE – polietylen, PVC – poli(chlorek winylu), PET – poli(tereftalan etylenu), 

PA – poliamid, PMMA – poli(metakrylan metylu), polisiloksany itd.). Polimery 

syntetyczne otrzymywane są na drodze polireakcji stopniowych i łańcuchowych, które 

mogą przebiegać wg różnych mechanizmów. Pośród nich, polimeryzacja rodnikowa jest 

jedną z najczęściej wykorzystywanych metod otrzymywania polimerów na skalę 

wielkotonażową. Jednakże bez względu na zastosowany mechanizm, produktem reakcji 

polimeryzacji jest zawsze mieszanina związków składająca się z makrocząsteczek o 

różnej liczbie merów (różniących się tzw. stopniem polimeryzacji DP), posiadających 

zróżnicowane masy cząsteczkowe. Rozrzut mas cząsteczkowych w próbce polimeru 

nazywany jest dyspersyjnością (Đ) i informuje o tym, w jakim stopniu masa 

cząsteczkowa wszystkich makrocząsteczekjest jednakowa. Zgodnie z definicją: 

Đ =
𝑀𝑤

𝑀𝑛
 

Gdzie:  Mw – wagowo średnia masa cząsteczkowa, 

  Mn – liczbowo średnia masa cząsteczkowa. 

Jeżeli Đ jest równe 1 oznacza to, że masa cząsteczkowa wszystkich makrocząsteczek 

jest jednakowa, a polimer ten określa się jako monodyspersyjny bądź jednorodny. W 

praktyce jest to możliwe tylko w przypadku polimerów naturalnych (tzw. biopolimerów). 

Najmniejsze wartości Đ (rzędu 1,05-1,20) uzyskuje się dla polimerów syntezowanych na 

drodze polimeryzacji „żyjącej” (polimeryzacja anionowa i kationowa) oraz tzw. 
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kontrolowanych metod polimeryzacji rodnikowej (ATRP, NMP i RAFT). Zarówno od 

średniej masy cząsteczkowej, jak i dyspersyjności zależy większość makroskopowych 

właściwości polimerów (tj. stan skupienia, lepkość, topliwość, udarność, wytrzymałość 

na rozciąganie itp.), co z kolei ma duże znaczenie ze względu na docelowe 

zastosowanie otrzymanych polimerów. Określenie wartości średniego ciężaru 

cząsteczkowego (np. liczbowo czy wagowo średniego) oraz Đ, wykorzystywane jest do 

oceny jakości, jak również przydatności otrzymanego związku wielkocząsteczkowego. 

Polimery polidyspersyjne o mniejszej jednorodności łańcuchów (Đ=1,5-2,0) 

otrzymywane w procesach prowadzonych w skali przemysłowej, znajdują zastosowanie 

jako materiały codziennego użytku, tj. różne opakowania (słoje, butelki, pojemniki), folie, 

strzykawki jednorazowego użytku, opakowania leków,  pianki, wykładziny,  izolacje (np. 

przewodów), włókna, dywany, tkaniny techniczne,  zderzaki, przednie części karoserii 

oraz elementy wyposażenia wnętrza samochodów, itp. Natomiast polimery o niskiej 

wartości Đ, wykorzystywane są w charakterze materiałów specjalnych, np. w 

optoelektronice, czy też farmacji w postaci nośników substancji aktywnych. 

 Polimery polidyspersyjne można poddać frakcjonowaniu przez strącanie lub 

frakcjonowaniu przez rozpuszczanie, aby uzyskać kilka frakcji polimeru o wąskich 

rozrzutach mas cząsteczkowych. Z kolei wartości średnich mas cząsteczkowych i 

dyspersyjności można wyznaczyć za pomocą chromatografii wykluczenia (SEC – size 

exclusion chromatography). Należy ona do metod cieczowej chromatografii kolumnowej, 

która ze względu na krótki czas analizy oraz powtarzalność wyników, jest wykonywana 

rutynowo. Na podstawie pomiaru uzyskuje się chromatogram SEC przedstawiający 

krzywą rozrzutu mas cząsteczkowych poszczególnych łańcuchów (Mi) (rysunek 1).  

 
Rysunek 1. Chromatogram SEC kopolimeru P(tBMA-co-MMA). Pomiar wykonano  

w oparciu o krzywą kalibracyjną na standardach PS używając CH2Cl2 jako eluentu 

(czystość HPLC). 
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Na rysunku 2 ukazano zależność pomiędzy rodzajami średnich mas cząsteczkowych 

polimerów otrzymywanych za pomocą analizy SEC: Mn ≤ Mw ≤ Mz. 

 

 
 

Rysunek 2. Półlogarytmiczna zależność rozkładu Mi od zawartości jej poszczególnych 

frakcji w próbce polimeru. 

Technika SEC opiera się na rozdzielaniu składników mieszaniny łańcuchów 

polimerów o różnym DP na podstawie różnic w ich rozmiarach, które wykazują 

zróżnicowane objętości hydrodynamiczne. Mechanizm rozdziału bazuje na szybkości 

dyfuzji cząstek polimeru jaka zachodzi w kolumnie chromatograficznej. Wypełnienie 

kolumny stanowi faza stacjonarna utworzona z mikroziaren krzemionki lub porowatego 

kopolimeru (najczęściej jest to usieciowany kopolimer styrenu i diwinylobenzenu), a fazą 

ruchomą jest odpowiednio dobrany eluent. Pomiar rozpoczyna się w chwili 

wprowadzenia roztworu polimeru do kolumny. Czas przebywania makrocząsteczek w 

kolumnie zależy bezpośrednio od ich efektywnej wielkości w roztworze (rysunek 3). 

Jeżeli kłębek polimeru jest znacznie większy od wielkości porów to nie są one 

zatrzymywany w kolumnie, w wyniku czego są wymywane jako pierwsze wykazując 

krótki czas retencji. Natomiast w przypadku kłębków polimerów znacznie mniejszych od 

rozmiarów porów fazy stacjonarnej, czas przebywania w kolumnie będzie się wydłużał 

odwrotnie proporcjonalnie do ich wielkości, ze względu na penetrację porów złoża 

kolumny.  
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. 

Rysunek 3. Uproszczony schemat separacji makrocząsteczek na kolumnie 

chromatograficznej. 

Wiarygodność i powtarzalność analizy SEC wymaga całkowitego rozpuszczenia 

próbki polimeru w eluencie (brak oddziaływań pomiędzy makrocząsteczkami osiągnięty 

dzięki maksymalnej solwatacji) oraz braku oddziaływań pomiędzy fazą stacjonarną 

kolumny a roztworem analizowanej próbki. Do interpretacji wyników niezbędne jest 

utworzenie tzw. krzywej kalibracyjnej przedstawiającej Mi w funkcji czasu bądź objętości 

retencji (iloczyn czasu retencji i szybkości przepływu). Krzywa kalibracyjna wykonywana 

jest przy użyciu odpowiednich wzorców, najczęściej są to próbki polistyrenu 

otrzymanego metodą anionowej polimeryzacji żyjącej, o dobrze zdefiniowanych masach 

cząsteczkowych. Inne handlowo dostępne standardy polimerowe to poli(metakrylan 

metylu) lub glikol polietylenowy. Rysunek 4 przedstawia przykładowy chromatogram z 

nałożoną krzywą kalibracyjną. Granica wykluczania odpowiada Mi, powyżej której brak 

jest retencji a obszar jej odpowiadający zaznaczono na wykresie jako objętość martwą 

V0 (objętość pomiędzy ziarnami wypełnienia). Poniżej tej granicy występuje obszar 

selektywnego zakresu wykluczenia czyli obszar zakresu pracy (na rysunku zaznaczono 

na niebiesko). Obszar poniżej Mi wyznaczonej w oparciu o sygnał wzorca o najmniejszej 

masie cząsteczkowej jest dolną granicą zakresu pracy, po której następuje całkowite 

przenikanie cząstek przez złoże. Objętość wewnętrzna (Vi), która informuje o objętości 
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wszystkich porów złoża, obliczana jest z różnicy wartości objętości całkowitej kolumny z 

wypełnieniem (Vt) i V0. 

Makrocząsteczki o średnich rozmiarach mogą przenikać do frakcji 

rozpuszczalnika zatrzymanego wewnątrz porów (Kd). Objętość elucji Ve dla 

zatrzymanych cząstek w złożu można obliczyć z równania: Ve=V0+Kd*Vi. Kd jest stałą 

dystrybucji dla cząsteczek rozpuszczonych w danym rozpuszczalniku i jest ważnym 

parametrem podczas porównywania danych uzyskanych dla różnych wypełnień.  

 

Rysunek 4. Chromatogram wkonany dla próbki polimeru z nałożoną krzywą 

kalibracyjną.  

 
W chromatografii SEC stosuje się detektory, których sygnał jest proporcjonalny 

zarówno do stężenia badanych składników eluatu, jak i do ich masy cząsteczkowej. 
Należą do nich:  

a) detektor refraktometryczny (RID – Refractive Index Detector) – najczęściej 
wykorzystywany, reaguje na zmianę współczynnika załamania światła (RI) 
roztworu zawierającego rozpuszczoną substancję w stosunku do czystego 
rozpuszczalnika. Umożliwia wyznaczenie rozrzutu względnej masy 
cząsteczkowej w odniesieniu do użytych wzorców polimerowych. Najbardziej 
uniwersalny detektor, ale o małej czułości. 
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b) detektor laserowy światła rozproszonego (LLSD – Laser Light Scattering 
Detector). Stosowany w oznaczaniu próbek polimerów nieliniowych. Do tej 
grupy detektorów należą:  

 MALLS (Multi-angle Laser Light Scattering). Wielokątowa analiza 
rozpraszania światła. Mierzy intensywności rozpraszania światła dla 
wielu kątów i ekstrapoluje wyniki do 0°. Dobry stosunek sygnałów do 
szumów. Jest wykorzystywany w szerokim zakresie mas 
cząsteczkowych.. 

 LALLS (Low-angle Laser Light Scattering). Wykorzystywany w 
małokątowej analizie rozpraszania światła. Mierzy intensywność 
rozpraszanego światła przy kącie bliskim 0°. Charakteryzuje się 
dobrym stosunkiem sygnału do szumu. Szerokie spektrum 
wykorzystania (zarówno małe, jak i duże makrocząsteczki). 

 RALLS (Right-angle Laser Light Scattering). Mierzy intensywność 
rozpraszania światła pod kątem 90°. Doskonała czułość. Znalazł 
zastosowanie tylko do molekuł o promieniu <15 nm. 

c) detektor wiskozymetryczny (DVD – Differential Viscosity Detector) umożliwia 
pomiar granicznej liczby lepkościowej; 

 detektor UV-vis, spektrofotometr o szerokim zakresie liniowości umożliwiający d)
pracę przy różnej długości fali. W praktyce rzadko używany, gdyż większość 
polimerów nie absorbuje światła w tym zakresie.  

PRZEBIEG ĆWICZENIA 

 1) Kalibracja  

Sporządzić roztwory standardów polistyrenowych o średnich masach cząsteczkowych 

wskazanych przez prowadzącego (jako eluentu użyć THF). Stężenie próbki polimeru ok. 

3 mg/mL. Po wybraniu metody analizy i ustabilizowaniu linii podstawowej detektora, 

umieścić kolejno roztwory wzorcowe polimerów w automatycznym podajniku. Następnie 

zapisać próbki w Tabeli sekwencji w kolejności ich rozmieszczenia w podajniku. 

Zarejestrować chromatogramy i odczytać czas retencji oraz powierzchnię piku każdego 

wzorca. 

2) Wykonanie oznaczenia 

Naważyć ok. 2 mg polimeru wskazanego przez prowadzącego i rozpuścić go w 1 ml 

eluentu (THF). Następnie przefiltrować roztwór za pomocą filtru strzykawkowego o 

wielkości porów 0,4 μm do  fiolki pomiarowej. Nałożyć zakrętkę z septą i umieścić fiolkę 

w podajniku na próbki i rozpocząć pomiar. Z uzyskanego chromatogramu odczytać czas 

retencji (czas położenia maksimum piku) oraz czas elucji początku i końca. Na 

podstawie otrzymanej wartości Đ oszacować stopień jednorodności próbki. Podać czy 

przebieg krzywej przybiera postać funkcji unimodalnej a jeśli nie to wyjaśnić przyczynę 

tego zjawiska. 
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FORMA ZALICZENIA ĆWICZENIA 

Na ocenę końcową z ćwiczenia składają się: 

a) aktywne uczestnictwo w zajęciach, 

b) pozytywna ocena z kolokwium, 

c) pozytywna ocena ze sprawozdania. 

Sprawozdanie powinno zawierać: nazwisko wykonawcy, datę i tytuł 

przeprowadzonego ćwiczenia, krótkie omówienie zastosowanej metody analitycznej, 

opis przebiegu eksperymentu (masa próbki, parametry pomiaru), otrzymane 

chromatogramy SEC i ich analizę oraz wnioski. 

Zagadnienia do kolokwium obejmują: pojęcia związane ze średnimi ciężarami 

cząsteczkowymi polimerów (obowiązują wzory!); rodzaje metod wyznaczania 

średnich ciężarów cząsteczkowych polimerów oraz zasadę przeprowadzanych 

pomiarów; interpretację chromatogramów SEC (Mn, Mw, Mz, Đ); przykłady 

zastosowania oraz zalety i wady analizy SEC. 
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 ĆWICZENIE NR 2:

RÓŻNICOWA KALORYMETRIA SKANINGOWA (DSC) W 

 ANALIZIE ZWIĄZKÓW WIELKOCZĄSTECZKOWYCH

 

CEL ĆWICZENIA 

1) Zapoznanie się z zasadą działania kalorymetru DSC. 

2) Wykonanie pomiaru DSC dla wybranej próbki polimeru. 

3) Wykonanie opisu termogramu: wyznaczenie Tg, Tm, Xc. 

WPROWADZNIE 

Analiza termiczna danej substancji polega na pomiarze jej wybranej właściwości 

fizycznej w funkcji temperatury lub w funkcji czasu, w którym temperatura zmienia się w 

sposób ściśle określony. Wynikiem przeprowadzonego pomiaru jest tzw. krzywa 

termiczna, zwana również termogramem. W chemii polimerów, analiza termiczna 

wykorzystywana jest do: 

a) badania stabilności termicznej polimerów (degradacja), 

b)  wyznaczania temperatur (Tg – temperatura zeszklenia, Tm-temperatura topnienia) 

i efektów cieplnych przemian fazowych (oznaczanie ich ciepła właściwego, 

przemian polimorficznych, stopnia krystaliczności Xc), 

c) badania kinetyki fotopolimeryzacji i fotosieciowania. 

Wybrane metody stosowane w analizie termicznej związków wielkocząsteczkowych: 

a) różnicowa analiza termiczna (DTA) polegająca na pomiarze różnicy temperatur 

między odnośnikiem i badaną próbką w funkcji temperatury. Stosowanym 

odnośnikiem jest substancja, która w zaprogramowanym przedziale temperatur 

nie ulega przemianom fizycznym, ani chemicznym i ma pojemność cieplną 

zbliżoną do pojemności cieplnej badanej próbki. W zależności od tego, czy 

podczas przemiany zachodzącej pod wpływem temperatury wydziela się lub jest 

pochłaniane ciepło, różnica temperatur może być ujemna lub dodatnia. Z krzywej 

można odczytać temperaturę zeszklenia Tg i temperaturę topnienia Tm, jak 

również temperaturę płynięcia; 

b) termograwimetria (TGA) polega na pomiarze zależności ubytku masy próbki od 

temperatury w jakiej ona zachodzi. Pomiary dostarczają przede wszystkim 

informacji o stabilności termicznej substancji, składzie, umożliwia śledzenie 

procesu rozkładu termicznego (dostarcza informacji na temat jego produktów) 

oraz reakcji syntezy w fazie stałej. Na termostabilność polimerów wpływają takie 
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czynniki jak: obecność substancji małocząsteczkowych, usieciowanie, obecność 

pierścieni aromatycznych i grup funkcyjnych ulegających rozpadowi. 

c) różnicowa kalorymetria skaningowa (DSC), która jest modyfikacją DTA a polega 

na pomiarze ilości ciepła dostarczanego w celu wyrównania temperatur w 

naczynku pomiarowym oraz naczynku odniesienia. Wysokość piku na 

termogramie mierzona jest w jednostkach szybkości wydzielanego lub 

pobieranego ciepła mW lub W na gram próbki, a pole pod pikiem równe jest 

entalpii przemiany w J/g próbki. Rys.1a przedstawia przykładowy termogram 

DSC. Metoda DSC pozwala również na oznaczanie stopnia krystaliczności 

polimerów. 

d) analiza termomechaniczna (TMA), polega na pomiarze odkształcenia i zmiany 

wymiarów próbki w funkcji temperatury. TMA pozwala wykryć efekty termiczne tj. 

spęcznienie, kurczenie, mięknienie i zmianę współczynnika rozszerzalności, 

wyznaczyć temperatury w jakich zachodzą, ustalić wielkość stopnia deformacji 

oraz umożliwia określenie współczynników rozszerzalności. 

Na rysunku 5 przedstawiono analizę termiczną poliamidu 6 wykonaną przy użyciu 

różnych technik. 

 

 
Rysunek 5. Porównanie termogramów uzyskanych za pomocą różnych technik 

termoanalitycznych dla próbki poliamidu 6 [5]. 
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Do zalet DSC należą: mała masa próbki potrzebna do przeprowadzenia pomiaru 

(kilka miligramów), duża szybkość grzania oraz szeroki zakres regulacji tejże 

szybkości (od 0,1 do kilkuset °C/min). Dzięki temu DSC stała się podstawową 

metodą badania własności termicznych różnych substancji, w tym związków 

wielkocząsteczkowych. Znalazła ona zastosowanie w wyznaczaniu temperatury 

topnienia i przemian polimorficznych, temperatury zeszklenia i rozkładu polimerów 

oraz określania ich zmiany w zależności od obecności domieszek, rozpuszczalnika, 

rozgałęzień, stopnia orientacji, krystaliczności itd. 

Temperatura zeszklenia – jest to temperatura, w której dochodzi do przemiany 

szklistej polimeru. Podczas ogrzewania próbki do temperatury Tg polimer znajduje 

się w stanie szklistym. Następnie obszar Tg odpowiada przemianie polimeru ze stanu 

szklistego w stan dużej elastyczności i powyżej niej polimer zachowuje się jak guma 

(staje się miękki, ale jednocześnie sprężysty). Ostatecznie polimer przechodzi w stan 

elastoplastyczny (lepkosprężysty) i pod niewielkim obciążeniem zaczyna płynąć. Na 

Tg wpływają: 

 obecność grup bocznych w łańcuchach, 

 średnia masa cząsteczkowa, 

 stopień rozgałęzienia, 

 obecność sztywnych struktur w łańcuchu głównym makrocząsteczki, np. 

grup fenylowych, 

 obecność wiązań wodorowych pomiędzy łańcuchami, 

 obecność plastyfikatorów (np. olej słonecznikowy, estry kwasu ftalowego, 

stearyniany, estry kalafonii). 

Wartość Tg zależy od średniej masy cząsteczkowej wyłącznie do stopnia 

polimeryzacji wynoszącego około 200. Poniżej tej wartości, wraz ze zmniejszaniem 

się masy cząsteczkowej polimeru otrzymywane są coraz niższe wartości Tg. 

Kopolimery bezładne o amorficznej morfologii mają zwykle jedną wartość Tg 

znajdującą się pomiędzy jej wartościami dla poszczególnych homopolimerów, zaś 

kopolimery blokowe mogą ulegać separacji fazowej ze względu na różnorodność 

fizykochemiczną segmentów wykazując dwie temperatury Tg. 

Temperatura topnienia - jest to temperatura, w jakiej następuje topnienie domen 

krystalicznych polimeru krystalicznego. Wartość temperatury topnienia fazy 

krystalicznej polimeru zależy m.in. od: 

 średniej masy cząsteczkowej,  

 składu,  

 stopnia podstawienia i giętkości łańcucha,  
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 obecności rozpuszczalnika,  

 obecności plastyfikatora. 

Stopień krystaliczności – to procentowa zawartość fazy krystalicznej w próbce 

polimeru, którą oblicza się na podstawie wzoru: 

𝑋𝑐 =
∆𝐻𝑓

∆𝐻𝑓,100%
× 100% 

Gdzie: ΔHf – wyznaczone eksperymentalnie ciepło topnienia próbki polimeru w J/g; 

ΔHf,100% - ciepło topnienia polimeru całkowicie krystalicznego, obliczone 

empirycznie. 

Wartości ΔHt,100% mają charakter stałych materiałowych i są podane w literaturze.  

PRZEBIEG ĆWICZENIA 

Odważyć ok. 4 mg badanej próbki z dokładnością do 0,01 mg z wykorzystaniem 

wagi Mettler Toledo XS105 Dual Range. Naczynko aluminiowe umieszcza się na 

specjalnej podstawce i przeprowadza się jego tarowanie. W celu wysłania wartości 

masy próbki do oprogramowania należy nacisnąć dwukrotnie przycisk oznaczony 

symbolem w kształcie domku. Po czym naczynko przykryć wieczkiem oraz zamknąć 

przy użyciu specjalnej prasy. Przygotowane w ten sposób naczynko kalorymetryczne z 

badaną substancją umieszcza się w piecu kalorymetru w miejscu oznaczonym 

symbolem „S”, a puste naczynko w miejscu oznaczonym „R” (próbka referencyjna). 

Zamknąć piec kalorymetru. Ustalić i wybrać warunki prowadzenia eksperymentu, tj. 

temperaturę początkową, końcową oraz szybkość grzania. Po przeprowadzonym 

pomiarze dokonać obróbki i analizy otrzymanego termogramu DSC. 

FORMA ZALICZENIA ĆWICZENIA 

Na ocenę końcową z ćwiczenia składają się: 

a) aktywne uczestnictwo w zajęciach, 

b) pozytywna ocena z kolokwium, 

c) pozytywna ocena ze sprawozdania. 

Sprawozdanie powinno zawierać: nazwisko wykonawcy, datę i tytuł 

przeprowadzonego ćwiczenia, krótkie omówienie zastosowanej metody analitycznej, 

opis przebiegu eksperymentu (masa próbki, parametry pomiaru), otrzymane 

termogramy DSC i ich analizę, wnioski. 
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Zagadnienia do kolokwium obejmują: rodzaje metod termoanalizy polimerów oraz 

zasadę ich działania, interpretację termogramów DSC (Tg, Tm, temperatura 

rozkładu), pojęcia związane z przejściami fazowymi pierwszego i drugiego rodzaju 

dla polimerów oraz stopniem krystaliczności. 
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