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POROWNANIE WYNIKOW WZORCOWANIA CHROMATOGRAFU
GAZOWEGO DLA METOD REGRESJI LINIOWEJ ZWYKLEJ I WAZONEJ

Streszczenie. W ramach pracy przeprowadzono wzorcowanie chromatografu
gazowego Varian CP3800 z detektorem FID metoda wzorca wewngtrznego
w zakresie 2% - 9,6% objetosciowego stezenia etanolu w celu oznaczania st¢zenia
etanolu w alkoholowych napojach spozywczych. Z uzyskanych danych
kalibracyjnych estymowano parametry liniowego roOwnania przetwarzania dwoma
metodami: niewazong 1 wazong. Dla obu metod estymacji wyznaczono
niepewnos$¢ pomiarowa w postaci 95% przedziatow ufnosci. Omowiono rezultaty
dla zastosowanych metod z punktu widzenia doktadnos$ci szacowania parametrow
regresji liniowej 1 niepewnosci pomiarowej po kalibracji.

COMPARISON OF GAS CHROMATOGRAPH CALIBRATION RESULTS
FOR STANDARD AND WEIGHTED LINEAR REGRESSION METHODS

Summary. In this work, a Varian CP3800 gas chromatograph with FID detector
was calibrated in the range of 2% - 9.6% ethanol concentration by volume using
the internal standard method for the determination of ethanol concentration in
alcoholic beverages. From the calibration data obtained, the parameters of the
linear processing equation were estimated using two methods: unweighted and
weighted. For both estimation methods, measurement uncertainties were
determined in the form of 95% confidence intervals. The results for the methods
used are discussed from the point of view of the accuracy of estimating the
parameters of the regression line and the measurement uncertainty after
calibration.

1. Wprowadzenie

Chromatografia gazowa jest jedna z podstawowych technik analitycznych
stuzacych do okresSlania z wysoka doktadnoscia stezen skladnikow mieszanin
chemicznych. Czasowy przebieg sygnatu wyjsciowego detektora chromatograficznego
nazywa si¢ chromatogramem. Kazdemu sktadnikowi mieszaniny na chromatogramie
odpowiada pojedynczy pik chromatograficzny, przypominajacy funkcje gaussowska.
W analizie ilo$ciowej wykorzystuje si¢ proporcjonalno$¢ powierzchni pikow na
chromatogramie do stezenia substancji. Detektory FID (ang. Flame lonisation Detector)
charakteryzuja si¢ bardzo wysoka liniowoscia, stad ich charakterystyki kalibracyjne
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najczesciej modeluje si¢ funkcja liniowa. Do estymacji parametréw tej funkcji oraz
wyznaczania wyniku pomiaru stosuje si¢ metody szczegétowo opisywane
w klasycznych podrgcznikach [2, 3, 5]. Analiza wariantow postgpowania w zaleznos$ci
od liczby danych Kkalibracyjnych, spelnienia zatozen odnos$nie rozktadow
prawdopodobienstwa btedow [4], wyboru regresora ()(x) lub x(y)), dobor wag w regres;ji
wazonej, itd., jest caty czas przedmiotem badan [1, 4, 6]. W przypadku kalibracji
powstaje problem tak zwanej odwrotnej regresji, gdy na podstawie odpowiedzi
y prognozuje si¢ warto$¢ zmiennej objasniajacej, a wyrazenia na niepewnos¢ prognozy
sq bardziej skomplikowane niz w regresji prostej [4, 7]. Jednoczesnie formuly
stosowane do wyznaczenia niepewnosci maja charakter przyblizony, mimo pozornej
prostoty problemu [7].

Kalibracja chromatograficzna jest procesem kosztownym, zwlaszcza w sensie
czasowym. Uzyskanie pojedynczego wyniku pomiaru to czas rzedu od kilku do
kilkudziesigciu minut, problem stanowi takze przygotowanie wzorcOw mieszanin
chemicznych o odpowiedniej doktadno$ci stezen. Z tego powodu liczba danych
kalibracyjnych w chromatografii na ogot jest niewielka, wymusza potrzebe wysoce
starannego przetwarzania danych kalibracyjnych w celu osiggnigcia wysokiej
doktadnos$ci pomiaru.

2. Kalibracja chromatografu gazowego metoda wzorca wewnetrznego
2.1. Ujecie matematyczne procedury kalibracji

Ogoblny schemat modelu matematycznego przyrzadu pomiarowego i procedury
kalibracji w ujeciu metrologicznym przedstawiono na rysunku 1.

Rownanie n - zaktocenia Procedura
przetwarzania kalibracji .
x — wielkos¢ /l\*’ x*+ U —.wymk
mierzona Yo + Y pomiaru
> yo=f(x) :u > x*=¢(y) T

Niewykalibrowany przyrzad
pomiarowy

Wykalibrowany
przyrzad pomiarowy

Rys. 1. Schemat modelu matematycznego przyrzadu i procedury kalibracji.

Przyrzad pomiarowy pracujacy w warunkach odniesienia modeluje si¢ jako uktad
o jednym wejsciu (x — wielko$¢ mierzona) 1 jednym wyjsciu yo, ktory jest odpowiedzig
niezaktocong przyrzadu w stanie ustalonym. W wezle sumacyjnym do yo dodajg si¢
zakldcenia. Wyjsciem niewykalibrowanego przyrzadu pomiarowego (odpowiedzig) jest
obserwowana wielko$¢ fizyczna y. Dzialanie przyrzadu jest opisane przez rOwnanie
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przetwarzania yo=f(x). Wykalibrowany przyrzad pomiarowy uzyskuje si¢, nadajac
wskazaniom y miar¢ wielkosci mierzonej poprzez procedure kalibracji ¢(y), na wyjsciu
ktorej otrzymuje si¢ wskazanie w jednostkach miary x* wraz z niepewnos$cia
rozszerzong tego wskazania U. Procedura kalibracji ¢(y) jest funkcja odwrotng do f(x).
W celu okreslenia procedury kalibracji nalezy okresli¢ posta¢ funkcji f(x) oraz
estymowac jej parametry. Na koniec wyznaczy¢ funkcje odwrotng do f(x) oraz podac
procedurg okreslania niepewnosci rozszerzonej U.

W  przypadku chromatografu gazowego kalibrowanego metoda wzorca
wewnetrznego w celu pomiaru stezenia etanolu, gdy jako wzorzec wewngtrzny
zastosowano butanol, wielko$cia wejSciowg (zmienng objasniajacg) x jest stosunek
ced/crur Stezen sktadnika oznaczanego (etanolu) i sktadnika wzorcowego innego niz
sktadnik oznaczany (butanol) dodanego do probki badanej tak, ze jego stezenie jest
doktadnie znane. Oba sktadniki (oznaczany i wzorcowy) powinny dawac rozdzielone
piki na chromatogramie, tak aby mozna wyznaczy¢ ich powierzchnie. Wielkoscia
wyjsciowa (odpowiedzig) y niewywzorcowanego chromatografu jest stosunek Ac/Apus
powierzchni piku etanolu do powierzchni piku butanolu. W przypadku detektora FID,
charakteryzujacego si¢ wysoka liniowoscig odpowiedzi, z bardzo dobrym
przyblizeniem dziatanie chromatografu opisuje liniowe rdéwnanie przetwarzania.
Relacja migdzy odpowiedzig y, a wejsciem x jest w takim przypadku nastgpujaca:

y=by+b-x+n, (1
gdzie bo 1 b1 sa wspotczynnikami réwnania przetwarzania, ktérych wartosci nalezy
estymowac. Na podstawie estymatorow l;o i b, wyznacza sie procedure kalibracji jako

=20 )

Estymacji parametréw rOwnania przetwarzania dokonuje si¢ na podstawie zbioru
wynikéw osobnego eksperymentu kalibracyjnego {xi, yi}, i=1..n, gdzie na wejscie
chromatografu wprowadza si¢ wzorcowe mieszaniny etanolu i butanolu x; 1 dla kazde;j
takiej mieszaniny wyznacza odpowiedZ chromatografu y;. Najcze$ciej, w typowych
przypadkach dla chromatografii przygotowuje si¢ 5 r6znych wzorcow x 1 kazdy z nich
powtarza si¢ 3-krotnie, co daje n=15.

2.2. Kalibracja chromatografu i niepewnos¢ rozszerzona metodq regresji zwyklej

W praktycznie kazdym przypadku wartosci wspotczynnikow zaleznosci y(x)
estymuje si¢, minimalizujac sume¢ kwadratow odchylen wartosci yi od modelu bo+bi-x;.
Metoda ta jest rownowazna z metodg najwigkszej wiarygodnosci, gdy zaktocenia
1 maja rozktad normalny i spetnione sg pewne klasyczne zatozenia o parametrach tego
rozktadu oraz o niezalezno$ci zrealizowanych wynikéw pomiaréw, a btedy wystepuja
wylacznie w osi y [2, 3, 5]. Estymatory wspotczynnikOw majg postac:

"_Z(xi_f)(yi_)_/) NS _ b=
bl_ Z(xi_)—c)z abo_y bl X (3)

Na podstawie estymatoréw (3) mozna szacowac nieznane st¢zenia etanolu w badanych
probkach. Niech xo oznacza nieznane stezenie etanolu w badanej probcee, ktérg g-krotnie
poddano analizie chromatograficznej i uzyskano zbior odpowiedzi chromatografu {yoi},
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i=1..q. Niech y, bedzie warto$cig $rednig tego zbioru. Wtedy wynik pomiaru stezenia
etanolu w probce xo szacuje si¢ jako [3, 5]:

~ —

v, by s(1 1 (-9
XN*(y)="—=%t , F|—F—F—=
o e Y e ) @)

Drugi sktadnik prawej strony rownania (4) to tak zwany odwrdcony przedzial ufnosci
(ang. inverse confidence limit), bo rozwazajac prosta regresji y(x) szacujemy przedziat
ufnosci dla wartosci w osi x (w tym przypadku o$ stgzen etanolu w badanych probkach).
Sktadnik ten stanowi niepewno$¢ rozszerzong U wyniku pomiaru, przy poziomie
ufnosci 1-a, ¢ jest warto$cig zmiennej z rozkltadu #-Studenta dla n-2 stopni swobody,

A N2
s = Z:(y’—zy’) . Przy spehieniu zatozen metody przedzial ufnosci xo* = U obejmuje
n —

nieznang warto$¢ mierzong xo z prawdopodobienstwem 1-a.
2.3. Kalibracja chromatografu i niepewnos¢ rozszerzona metoda regresji wazonej

W przypadku regresji wazonej w procedurze estymacji parametrow réwnania
przetwarzania uwzglednia si¢ dodatkowo wagi, jakie mozna przypisac¢ poszczegdlnym
pomiarom kalibracyjnym. Jako wartosci wag w; przyjmuje si¢ odwrotnosci wariancji
pomiaréw kalibracyjnych y;.. Odpowiednio wzory do estymacji wspotczynnikoéw
roOwnania przetwarzania majg postac:

o w,(x, —=x ), =, A A X =7
blzz l( l ‘1)(3} 2y )a bo:yw bl.xw’ )?w:z‘/v[ il ’ )_)WZZ‘/V! yl' (5)
Zw}i(xi_'xw) ijl zvvl

Wzér na wynik pomiaru nieznanego st¢zenia etanolu w probce xo na podstawie
g pomiardOw chromatograficznych wyraza si¢ wzorem [3, 5]:

2

v, —b, Soe| 1 1 0y =7.)°
Xy )=""F—%t , = * SN ' ‘
0 q bl 1—3,11—2 bl Woq ZW,' blzzwi (xi _)?w)2 ©

We wzorze (6) drugi sktadnik prawej strony ma identyczng interpretacje, jak w (4).
Waga wo to waga przypisana g pomiarom {yoi} tej samej nieznanej wartosci xo, rowna

A N2
, . . .. . .. . . w(y. —vy.
odwrotno$ci wariancji tej serii pomiarowej, a s, :Z(y—y)
n—2

3. Eksperyment kalibracyjny na stanowisku chromatografu gazowego

Kalibrowanym przyrzadem pomiarowym byt chromatograf gazowy Varian
CP3800 z detektorem FID i autosamplerem. Kalibracji dokonano w celu pomiaru
zawarto$ci etanolu w zakresie 1,92% v/v do 9,6% v/v. Jako wzorzec wewngtrzny
zastosowano butanol. W chromatografie zainstalowano kolumng¢ kapilarng CP-Sil 5CB,
zapewniajaca pelny rozdzial chromatograficzny etanolu i butanolu. W celu
przeprowadzenia kalibracji przygotowano pig¢ probek wzorcowych o st¢zeniach
objetosciowych etanolu wynoszacych odpowiednio 1,92%, 3,84%, 5,76%, 7,68%,
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9,60%, z butanolem jako wzorcem wewnetrznym, o stalym st¢zeniu objetoSciowym
9,60% w kazdej probce wzorcowej. Kazda probke wzorcowa chromatografowano
trzykrotnie, objetosci nastrzyku wynosity 2ul . L.acznie wykonano trzy serie pomiarowe
po pie¢ pomiarow kazda. Odczytu wynikéw (wyznaczenie powierzchni pikow 1 ich
stosunkow) dokonano za pomocg oprogramowania Star Workstation do sterowania

chromatografem uruchomionym na komputerze PC. Wyniki pomiaroéw kalibracyjnych
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Wyniki pomiaréw kalibracyjnych: x — stezenie objetosciowe etanolu w probkach
wzorcowych; y — stosunek powierzchni piku etanolu do piku butanolu;
var(y) — warlancja y; wi, w2 — wagi w regresji wazonej

X, V=Ac/ Avu var(y) = 1 . = 1
%o viv : : : o L var(y) © (ax+by
seria 1  seria2 seria3 19 10° 108
1,92 0,1074  0,1096 0,1076 1,48 6,77 11,9
3,84 0,2336  0,2337 0,2373 4,44 2,25 2,12
5,76 0,3699 03749 03753 9,12 1,10 0,85
7,68 0,5202 0,5113 0,5168 20,1 0,496 0,46
9,6 0,6454  0,6527 0,6401 39,9 0,250 0,28

Dwie ostatnie kolumny tabeli 1 przedstawiajg wagi dla regresji wazonej. Wagi
w1 obliczono jako odwrotnosci wariancji trzech wynikéw y dla poszczegdlnych
wzorcOw. Wagi w> obliczono jako odwrotnosci kwadratu warto$ci liniowej
aproksymacji odchylenia standardowego y pokazanej na rysunku 2a). Taki sposob
wyznaczenia wag mozna uzasadni¢ czegsto przyjmowanym dla pomiarow
chromatograficznych zalozeniem o proporcjonalnosci odchylenia standardowego
zaktocen do wartosci mierzonej. Wykres wartosci wag w zaleznosci od x przedstawiono
na rysunku 2c¢). Wykres wariancji danych y wraz z interpolacja danych splajnem
pokazano na rysunku 2b).

%107 a) %107° b)
a=0.000656 4 / 12
b=-0.000346 35

x10° c)
T
'Y w

1
spline(w1) ||
w2

--------- 1/(a*x+b)?

"

std(y)
var(y)
\

Wartosci wag

/ 15 y

2 1 \
1 . « std(y) H 05 / / —— 2 RN

. N\@

spline
0 5 10 0 5 10 0 5 10
X, % v/v etanol X, % v/v etanol

a-x+b

X, % v/v etanol

Rys. 2. Wykresy odchylenia standardowego (a) 1 wariancji (b) odpowiedzi y oraz wagi
dla procedur regresji wazonej (c¢) wg tabeli 1.
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Na podstawie pomiaréw kalibracyjnych wyznaczono estymatory parametréw
linlowego roOwnania przetwarzania trzema metodami: M1 — regresja liniowa zwykta wg
wzoru (3), M2 — regresja liniowa wazona z wagami wi (tab. 1), M3 — regresja liniowa
z wagami w» (tab. 2), obie wg wzoru (5). Przebiegi prostych regresji pokazano na
rysunku 3, wykres a). Wykres b) na rysunku 3 powstat przez odje¢cie od danych z rys.
3a) prostej M1 — uwydatnia on roéznice przebiegdw prostych M1, M2 1 M3. Wartosci
wspotczynnikdw prostych regresji pokazano w tabeli 2.

0.7 a) ‘ b)
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02F—1T—7F1T——--—__ M2 H Xy,
,,,,,,,,, M3 . .
0.1 « J -0.07 :
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X, % v/v etanol X, % v/v etanol

Rys. 3. Dane kalibracyjne i1 proste wyznaczone metodami M1, M2 i M3 (a) oraz
dane z wykresu (a) po odjeciu prostej wyznaczonej metoda M1 (b).

Charakterystyki doktadno$ciowe wyznaczenia stezenia etanolu dla metod
kalibracji M1, M2 i M3 pokazano na rysunku 4. Przy wyznaczaniu tych charakterystyk
przyjeto wartosci g=1 z wzordw (4) 1 (6), wage wo z wzoru (6) wyznaczono w metodzie
M2 na podstawie wykresu b) z rysunku 2 (analogicznie do wi z tabelil). Wage wo w
metodzie M3 wyznaczono na podstawie aproksymacji liniowej odchylenia
standardowego z wykresu a) na rysunku 2 (analogicznie do w» z tabelil).

a b
0.4 T ) 10 )
M1 / M1
————— M2 W 9 —--=-M2 ]
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Rys. 4. Niepewno$¢ rozszerzona U warto$ci x* pomiaru st¢zenia etanolu po kalibracji
chromatografu metodami M1, M2 i M3: rozszerzona niepewno$¢ bezwzgledna
(a); rozszerzona niepewno$¢ wzgledna (b). Poziom ufnosci 95%.
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Uzyskane wyniki kalibracji zastosowano do pomiaru zawartos$ci etanolu w trzech
probkach alkoholi spozywczych: piwa o zawartosci etanolu 3,6% v/v (g=3 powtdrzenia
pomiaru), piwa o zawarto$ci etanolu 4,9% v/v (g=4 powtdrzenia pomiaru), rumu
o zawarto$ci etanolu 40% (g=3 powtoérzenia pomiaru). Zawartosci etanolu spisano
z etykiet butelek. Przed pomiarem rum rozcienczono w stosunku 1:5. W tabeli 2 poka-
zano wyniki obliczen stg¢zenia etanolu w rumie 1 ich niepewnos$ci pomnozone przez 5.

Tabela 2
Wyniki estymacji parametrow rownania przetwarzania dla metod M1, M2 1 M3
oraz wyniki pomiarow stezenia etanolu dla trzech alkoholi spozywczych.

Metod ji . ~ iwo 4.9% 40%
etoda regres;ji ; j, piwo 3.6% v/ plwi),/V 0 1‘unr\1]/V 0
M1 — zwykta 0,0707 | -0,0314 | 3,55+0,11 4,77+0,10 | 39,27+0,53

M2 —wazona, w1 | 0,0697 | -0,0270 | 3,54+0,07 4,77+0,10 | 39,51+£0,91

M3 —wazona, w2 | 0,0696 | -0,0262 | 3,53+0,07 4,77+0,11 | 39,51+0,95

4. Dyskusja wynikow i podsumowanie

Liniowa funkcja opisujaca dziatanie przyrzadu pomiarowego stanowi najprostszy
mozliwy przypadek, mimo to obliczenia, zwlaszcza dotyczace niepewnosci wyniku
pomiaru, s3 stosunkowo skomplikowane.

Wzory (3) 1 (5) opisujg sposob obliczania parametréw liniowej charakterystyki
przyrzagdu metoda najmniejszych kwadratow na podstawie wynikow eksperymentu
kalibracyjnego. W przypadku metody wazonej, obok danych pomiarowych nalezy
jeszcze ustali¢ wartoSci wag przypisywanych poszczegdlnym pomiarom. Wagi te
powinny by¢ réwne odwrotno$ci wariancji wynikow poszczegodlnych pomiardw. Przy
tym wynik estymacji parametrow prostej wg wzoru (5) nie zalezy od wartosci
bezwzglednych wag, a tylko od ich wzajemnych proporcji. Dlatego, na przyktad, majac
wiedzg, ze odchylenie standardowe losowych zaktocen pomiardw jest proporcjonalne
do wielko$ci mierzonej, mozna przyja¢ wagi jako odwrotno$ci kwadratow zmierzonych
wartosci, bez potrzeby wykonywania duzej liczby pomiaréw w celu wyznaczenia
rozktadu odchylenia standardowego zakiocen.

Charakterystyki wyznaczone metodami M1, M2 1 M3 sg bardzo zblizone, co wida¢
narysunku 3a) —na wykresie proste praktycznie si¢ pokrywaja. Pewne réznice widoczne
sa w warto$ciach parametréw prostych pokazanych w tabeli 2, jednak nie sg one istotne.
Ma to odzwierciedlenie w zmierzonych wartosciach zawarto$ci etanolu w alkoholach
spozywczych, pokazanych w tabeli 2. Wyniki pomiaréw dla metod M1, M2 i M3 sa
praktycznie jednakowe.

Metody M1 oraz M2 1 M3 dajg istotnie rézne wyniki przy wyznaczaniu
niepewnosci rozszerzonej U wynikéw pomiarow. Niepewnos$¢ te szacowano w jako
przedzial ufnosci wartosci predykowanej stgzenia etanolu xo* wg wzoru (6). Przedzial
ten ma postaé +¢-so, gdzie warto$¢ ¢ to zmienna z rozktadu #-Studenta o n-2 stopniach
swobody, zalezna od przyjetego poziomu ufnosci, a so jest odchyleniem standardowym
xo*. Jak wida¢, zarbwno w przypadku wazonym i niewazonym, so zalezy od wielu
parametréow takich jak: liczba danych kalibracyjnych n, liczba pomiaréw ¢, sposob
roztozenia pomiarow kalibracyjnych wzdtuz zakresu pomiarowego. Sposob doboru tych
parametréw w konkretnym przypadku moze stanowi¢ podstawe minimalizacji so, a wigc
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minimalizacji niepewnosci pomiaru. Na rysunku 4 pokazano przebiegi niepewnos$ci
rozszerzonej dla konkretnych wynikow kalibracji. Dla zwyktej regresji liniowej
wykorzystanej w metodzie M1 warto$¢ niepewno$ci bezwzglednej (rys. 4a) jest
najmniejsza w srodku zakresu pomiarowego 1 rosnie w niewielkim stopniu w kierunku
jego krancoéw. Niepewno$¢ bezwzgledna jest zblizona do wartosci 0.17% v/v etanolu
w catym zakresie pomiarowym, a btad wzgledny maleje (rys. 4b). Obie metody wazone
M2 1 M3, réznigce si¢ szczegdltami sposobu wyznaczenia wag, daja bardzo podobne
rezultaty — niepewnos$¢ ro§nie monotonicznie wraz z warto$cig mierzong, a niepewnos¢
wzgledna pomiaru utrzymuje si¢ stale na poziomie ponizej 4% wewnatrz zakresu
pomiarowego. Wszystkie trzy testowane metody kalibracji maja podobng niepewnos¢
w $rodku zakresu pomiarowego.

W praktyce do wyznaczania niepewnosci pomiarow chromatograficznych
w wiarygodny sposob nadajg si¢ jedynie metody wazone, gdyz oczywiste jest, ze
niepewnos$¢ pomiaru ro$nie wraz ze wzrostem warto$ci zmierzonej, co widoczne jest na
rysunkach 2a) i 2b). Metoda zwykla regresji, nie wymagajaca wyznaczenia wag, moze
shuzy¢ wylacznie do wstepnego oszacowania warto$ci parametrow roéwnania
przetwarzania i warto$ci wyniku pomiaru.

Praca zostata zrealizowana przy wsparciu finansowym Politechniki Slgskiej w ramach dotacji
na utrzymanie i rozwoj potencjatu badawczego w roku 2024: 02/050/BK_24/0038.
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