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1. WPROWADZENIE

Termin ,,chromatografia” obejmuje wiele technik fizykochemicznych ogdl-
nie zdefiniowanych jako - fizyczna metoda rozdzielania, w ktorej sktadniki rozdzie-
lane ulegaja podzialowi migdzy dwie fazy: jedna z nich jest nieruchoma (faza sta-
cjonarna), a druga (faza ruchoma) porusza si¢ w okreslonym kierunku.

Chromatografia jako metoda analityczna zostata odkryta w 1903 roku przez
rosyjskiego botanika M. S. Cwieta, pracujacego wowczas w Politechnice Warszaw-
skiej. Chromatografia, poczatkowo niedoceniania, przezywa obecnie burzliwy roz-
wo0j. Znanych jest wiele réznorodnych wariantdéw chromatografii umozliwiajacych
rozdzial mieszanin cieczy i gazow metodami sorpcyjnymi w warunkach dynamicz-
nych. Co bardzo istotne, jako jedne z niewielu, metody chromatograficzne umozli-
wiaja uzyskanie wynikow jakosciowych i ilosciowych dla kilku oznaczonych sub-
stancji w jednym cyklu pomiarowym.

Chromatografi¢ mozna podzieli¢ wzgledu na ksztattu zloza na kelumnow3 i
planarna. Pod wzglgdem warunkéw prowadzenia rozdziatu na gazowa i cieczowsg a
takze pod wzglgdem mechanizmu rozdzielania na absorpcyjng, jonowymienng, po-
dzialowa, wykluczania oraz powinowactwa. Istotne znaczenie ma takze sposob
prowadzenia procesu rozdzielania oraz sposob przemieszczania mieszaniny wzdhuz
kolumny wypelnionej fazg stacjonarna. Najbardziej rozpowszechnione sa metody, w
ktorych przemieszczenie mieszaniny nastgpuje na drodze elucji, tj. gdy faza ruchoma
przemieszcza si¢ ciagle przez ztoze chromatograficzne lub wzdtuz niego a probka
jest wprowadzana do uktadu w postaci okreslonej porcji. W chromatografii elucyj-
nej do okreslenia fazy ruchomej uzywa si¢ terminu eluent.

W technice elucyjnej eluent plynie nieprzerwanie przez aparature (rysunek I).
Probka badanej mieszaniny wprowadzana jest do uktadu przez dozownik (zwykle
jest to uktad z petla dozownicza o pojemnosci od kilku do kilkuset pl, do ktérego
wprowadza sig¢ probke strzykawka) a nastgpnie
przenoszona przez eluent do kolumny i tam rozdzie-
lana na sktadniki. Podczas analizy temperatura ko-
lumny i predko$¢ przeptywu eluentu moga by¢ state
(elucja izokratyczna) lub zmienia¢ si¢ w czasie 2 4
(elucja gradientowa). Pojawienie si¢ poszczegol- 3
nych skladnikéw w detektorze wytwarza sygnaty
elektryczne rejestrowane przez komputer sterujacy
praca chromatografu. 5

Rys. 1. Schemat ideowy chromatografu jonowego
(cieczowego), 1- rezerwuar eluentu, 2 - pompa, 3 -
dozownik, 4 - strzykawka, 5 - kolumna separacyjna,

6 - uklad Humienia prqdu wynikajqcego z prze- .
wodnictwa eluentu tzw. supresor (stosowany w 7
przypadku IC z detekcjq konduktometryczng), 7 -

detektor, 8 - rejestrator, integrator lub komputer. 3

Przedmiot tego opracowania - wspolczesna| —
chromatografia jonowymienna na matych czasteczkach w wysokosprawnych kolum-
nach z uzyciem detektorow konduktometrycznych, amperometrycznych lub spektro-
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fotometrycznych jest nazywana chromatografia jonowa (Ion Chromatography, 1C).
Jest to technika, w ktorej rozdzielanie jest glownie wynikiem r6znej zdolnosci sktad-
nikow probki do ulegania wymianie jonowe;j.

Do podstawowych zalet chromatografii jonowej naleza: (i) mozliwos¢ jedno-
czesnego oznaczania kilku jonow w probcee, (ii) krotki czas analizy (od kilku do kilku-
nastu minut), (iii) niskie progi wykrywalnosci (1 ng/ml), ktore moga by¢ dodatkowo
obnizone o 2-3 rzgdy przez zastosowanie kolumny zaggszczajacej, (iv) szeroki zakres
oznaczanych substancji, (v) mozliwos¢ stosowania roéznych detektorow, (vi) niewielka
ilo§¢ probki potrzebna do analizy (0,1-1 ml), (vii) tatwos¢ przygotowania probki do
analizy, (viii) wysoka selektywnos$¢ oznaczanych jonow w probkach o ztozonej matry-
cy.

Obecnie w krajach wysokorozwinigtych wigkszo$¢ rutynowych analiz jonow
nieorganicznych i1 organicznych wykonuje si¢ ta technika. Pétnocnoamerykanska
Agencja Ochrony Srodowiska (EPA) juz od konca lat siedemdziesiatych zaleca stoso-
wanie chromatografii jonowej do badania stanu srodowiska.

Technika chromatografii jonowej nieustannie si¢ rozwija i stale podaza za roz-
wojem, stanowiacych jej baze, dziedzin takich jak: szeroko pojgta fizykochemia,
mechanika precyzyjna, inzynieria materiatlowa, elektronika i informatyka. Z drugiej
strony IC wychodzi na przeciw stale rosnacym wymaganiom stawianym metodom
analitycznym przez dziedziny takie jak np. biotechnologia czy technologia materia-
low potprzewodnikowych.

2. METODY ROZDZIALU W CHROMATOGRAFII JONOWEJ

Chromatografia Jonowa jest technika analityczna wykorzystujaca wiele ro-
dzajow separacji oraz detekcji w celu uzyskania rutynowych oznaczen indywiduow
jonowych w zakresie od pg/l (sub ppb) do mg/l (ppm). Wielo$¢ dostgpnych metod
pozwala na prawidlowe wybranie sposobow rozdziatu i detekcji a w rezultacie opty-
malne rozwiazanie szczegdlowych problemoéw analitycznych.

We wszystkich przypadkach, rozdziat w chromatografii jonowej odbywa si¢ z
wykorzystaniem roéznic w potozeniu rownowagi podziatu sktadnikéw probki pomig-
dzy fazg ruchoma i stacjonarna. Sktad i budowa fazy stacjonarnej sa kluczowe dla
procesu rozdziatu chromatografii jonowe;.

Obecnie w chromatografii jonowej stosuje si¢ trzy glowne sposoby rozdziatu,
rézniace si¢ rodzajem materiatu wypelnienia kolumny, jego zdolno$ciag wymienna, a
przede wszystkim mechanizmem wymiany.

Sa to:

- Wysokosprawna Chromatografia Jonowa (High Performance Ion Chroma-
tography, HPIC)

- Wysokosprawna Chromatografia Jonowykluczajgca (High Performance
Ion Chromatography Exclusion, HPICE)

- Chromatografia Par Jonowych (inaczej Chromatografia Jonowa z Fazg
Ruchomg) (Ion Pair Chromatography, Mobile Phase lon Chromatography, MPIC)

2.1 Wysokosprawna Chromatografia Jonowa (HPIC). Proces wymiany jonowej.
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Wymiana jonowa jest jednym z najstarszych proceséw rozdziatu opisywa-
nych w literaturze (Biblia Tysiaclecia 2. Wj. 15, 23-25).

We wspolczesnej chromatografii jonowymiennej (High Performance Ion
Chromatography, HPIC) wypehienia kolumn stanowia Zywice z naniesionymi na nie
grupami funkcyjnymi o statym tadunku (tzw. jony zwiazane), w ktorych bezposred-
nim otoczeniu znajduja si¢ odpowiednie przeciwjony zapewniajace elektryczng obo-
jetno$¢ uktadu (patrz rysunek 2). W przypadku wymiany aniondéw, z reguty jako gru-
py jonowymienne, stosowane sa czwartorzgdowe zasady amoniowe, a w wymianie
kationéw grupy sulfonowe.

Gdy przeciwjon na powierzchni wymiany zostanie zastapiony przez jon sub-
stancji rozpuszczonej, ten ostatni jest czasowo zatrzymywany przez jony zwigzane.
Rozdzielane jony probki r6znig si¢ miedzy soba czasem przebywania wewnatrz ko-
lumny, wynikajacym z ich r6znych powinowactw do fazy stacjonarnej, co jest bez-
posrednia przyczyna rozdziatu.

Rdzen Powierzchnia Wymiany
Jonowe;j
RyNC N'R;
NR
SO; 3
’ RN N'R;
S0;
RN N'Ry
SO; ™ N'R;
SO, RN NR,
&5 . . (—SO;3
Powierzchnia ’ R
. . RN
Rdzen Wymiany Jonowej s05 “%QR}
RN NR
3

Rys. 2. Przyktad wypetnienia kolumny do HPIC anionow (AS 10, Dionex Co.). Wy-
petnienie stanowiq silnie porowate ziarna o srednicy ~8.5 um wykonane z sieciowa-
nego kopolimeru etylenodiwinylobenzenu (45%) i diwinylobenzenu (55%), na ich
powierzchni znajdujq si¢ chemicznie zwiqzane grupy sulfonowe. Z powierzchniq
zwiqzane sq 65 nm kulki latexowe ze szczepionymi czwartorzedowymi grupami amo-
niowymi, ktore stanowiq powierzchnie wymiany jonowej.

Na przyklad jesli przez kolumng, wypelniona wymieniaczem anionowym
(anionitem), przeptywa eluent zawierajacy jony hydroksylowe, to czwartorzedowe
jony amoniowe osadzone na powierzchni wiaza si¢ z nimi. Gdy probka zawierajaca
aniony A” i B zostanie wprowadzona do uktadu, aniony te wymieniaja aniony hy-
droksylowe zgodnie z reakcjami (1) i (2):

@)—NR;0OH~ + A K O)—NR;'A™ + OH ™ )

@)—NR;/OH~ + B S ¢)—NR;B™ + OH ™ ©)

Rozdziat aniondw jest determinowany przez ich ré6zne powinowactwa do fazy
stacjonarnej. Ilosciowa miarg tego rownowagowego procesu jest wspolczynnik se-
lektywnosci, Jon- zdefiniowany w nastgpujacy sposob:
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[ xfer], 3
vor “fomr | <[], v

gdzie: [X ’]M , oznacza stezenie jonu probki odpowiednio w fazie ruchomej (M) i

stacjonarnej (S) a [OH ’]M - stezenie jonu hydroksylowego odpowiednio w fazie ru-

chomej (M) i stacjonarnej (S).

W oparciu o wspotczynnik selektywnosci mozna oszacowaé efektywnosé
jonu jako eluentu. Jony o duzym wspotczynniku selektywnoS$ci sa w pierwszym rzg-
dzie uzywane jako eluenty, dlatego ze wykazuja one duza sitg elucji nawet w roztwo-
rach rozcienczonych. Wybierajac eluent nalezy generalnie kierowac si¢ zasada, ze
wspolczynniki selektywnosci jonu eluentu i1 jonu probki powinny mieé¢ po-
rownywalne wielkosci. Gdy jony probki eluuja zbyt szybko, musi by¢ zmniejszona
sita eluentu, lub zmieniony jon eluentu na inny o nizszym wspotczynniku selektyw-
nosci.

Inna miara powinowactwa jonéw do fazy stacjonarnej jest wagowy wspolczynnik
podzialu ) , ktory dla jonu X~ zostat zdefiniowany jako:

] A= Lyt @)
i X1,
. W wigkszos$ci przypadkow, zamiast wagowego

wspolczynnika podzialu, stosuje si¢ stosunek
podzialu skladnika miedzy faze stacjonarng i
ruchoma k&’ (capacity factor) zdefiniowany
jako:

mp

k= x =& (5)

N

0 10 20
Minuty

gdzie: mz masa wypehienia kolumny, Vs ob-
Rys. 3. Rozdzial anionéw HPIC, kolumny: sepa- - t0%¢ f; h .
racyjna. lonPac AS10 4-mm, koncentracyjna lonPac JQLOSC Tazy ruchomej.
ACI10, eluent: 85 mM NaOH, przeplyw 1 ml/min, Jak Wldaé wsp(’)k:zynnik k) moZe bYé
probka: 10 ml 1,2% kwasu bornego (1-10ug/l anio- : . .
now), koncentrator plukany wodq dejonizowanq; (1) wyzn.aczony W oparciu o Wagowy VYSpO}(.:Zyl’ll'llk
F, (2) CH;,COO, (3) HCOO', (4) B(OH), /CO;, (3) podziatu. Jednak prostsze jest obliczenie go z
Cr, (6) NOy, (7) SO/, (8) C:0", detekeja kon- danych chromatograficznych z wykorzystaniem

duktometryczna z supresja. wielko$ci retencyjnych (patrz uzupetnienia A.1

rownanie II).

Zakres zastosowania HPIC obejmuje migdzy innymi oznaczanie jondw nie-
organicznych takich jak np. F-, CI', Br, I', CIO", ClO,, ClO5, ClO4, BrO;", 105,
PO,*, POs*, PO, PO, P3Oy”, P4O1s%, POsFY, S%, SO5%, SO4, S,0+%,
SCN", CN", OCN", NO,, NOs, N3, SiOs*, SiFs”, B4O7*, BFy, AsO,, AsO,,
Se0;”, Se04>, MoO4>, WO,>, CrO,*, Na*, K, Mg, Ca*', A", NH,", Fe*', Fe*”,
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Zn**, Cd*', Cu*', Mn*', Cr’", Co*, Ni*', Pb*", kationéw lantanowcéw, aniondéw
kwasow organicznych, amin alifatycznych, weglowodanéw itp. Przyktad wykorzy-
stania HPIC w analizie anionow jest przedstawiony na rysunku 3.

2.2 Wysokosprawna Chromatografia Jonowykluczajaca (HPICE)

Wysokosprawna chromatografia jonowykluczajaca (HPICE) jest wariantem

Faza ruchoma
37 H0
SOsH  HO ’
N
503_H+ H0 H CI” (Eluent)
HO .
Faza 2s0sH 0
stacjonarna .
SOsH
sosu MO
-+
SOs H
HO .
SOsH 10
SOsH CH3COOH (Probka)
Membrana Donnana

Rys. 4. Schemat rozdziatu metodq HPICE

chromatografii jonowej, w
ktérym wykorzystuje sig
zjawisko réwnowagi mem-
branowej Donnana (rysunek
4). Porowata zywica jono-
wymienna pelni tutaj rolg
pOlprzepuszczalnej mem-
brany, oddzielajacej dwie
fazy wodne: fazg¢ ruchoma
od fazy stacjonarnej, zawar-
tej w porach zywicy. Mem-
brana ta jest przepuszczalna
tylko dla substancji niezjo-
nizowanych lub stabo zjoni-
zowanych, ktore ulegaja
podziatowi pomigdzy dwie

fazy wodne a ich migracja przez kolumng jest op6zniona. Natomiast substancje zjo-
nizowane, nieprzenikajace do wngtrza porow, nie sg zatrzymywane w kolumnie i

opuszczaja ja w pierwszej kolejnosci.

HPICE jest stosowane w celu szybkiej separacji stabych kwasow nieorga-
nicznych, kwasow organicznych, alkoholi, aldehydow, aminokwasow, a takze gru-
powego oddzielania zwiazkow nieorganicznych od organicznych. Potaczona z HPIC

metoda ta moze by¢ uzywana do analizy probek ztozonych, 2
takich jak: mocz, protoplazma, wyciagi z masy papierniczej, 3

probki zywnosci i napojow (rysunek 5) itp.

Rys. 5.Rozdzial kwasow organicznych w bialym winie
HPICE (rozcienczenie 1/25), kolumna separacyjna: HPICE-
AS1, temp. 30 °C, eluent: 2 mM kwas oktanosulfonowy w 2% L
2-propanolu, przepbyw: 0,8 ml/min, probka: 50 W, detekcja
konduktometryczna supresor AMMS-ICE, regenerant SmM
TBAOH 2-3 ml/min, kwasy: (1) cytrynowy, (2) winowy, (3)
maleinowy, (4) bursztynowy i mlekowy, (5) octowy, (6) we- 5

glowy (Dionex AN 21).

il

1 1 |
0 5 10 15
Minuty
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2.3 Chromatografia Par Jonowych (Chromatografia Jonowa z Faza Ruchoma,
MPIC).

Mechanizm MPIC nie jest jak dotad doktadnie poznany. Zgodnie z modelem
tworzenia par jonowych, jony substancji rozpuszczonej X (oznaczanej) oddziatywuja
lipofilowymi jonami L (stanowiacymi skladnik eluentu) tworzac kompleks XL.
Kompleks ten moze by¢ odwracalnie wiazany z niepolarng powierzchnia fazy stacjo-
narnej S, ktora stanowi tzw. ,,faza odwrocona” - tj. faza o polarno$ci mniejszej niz
eluent, dajac kompleks XLS. Rozdzielane jony probki (w postaci komplekséw typu -
XL) r6znig sig¢ migdzy soba czasem przebywania wewnatrz kolumny, wynikajacym z
ich réznych powinowactw do niepolarnej powierzchni fazy stacjonarnej (,,trwato-
$cig” kompleksu XLS), co stanowi przyczyng rozdziatu.

Wedhug alternatywnego modelu, lipofilowe jony eluentu sa adsorbowane na
powierzchni fazy stacjonarnej tworzac LS. Na po-
3 wierzchni niepolarnej fazy stacjonarnej powstaje dyna-
miczny wymieniacz jonowy, z ktorym oddziatywuja
jony substancji rozpuszczonej X. Jony o charakterze
hydrofobowym, jak sulfoniany alkilowe i arylowe, moga
penetrowaé wngtrze warstewki utworzonej przez kom-
4 pleksy LS, gdzie o ich czasie przebywania decyduje

adsorpcja. Jony bardziej hydrofilowe, jak S04, pene-

L/\ truja tylko stref¢ zewngtrzna, a o ich czasie przebywania

= - r - ; | wewnatrz kolumny decyduje mechanizm wymiany jo-
0 4 8 1 16| nowejopisany dla HPIC.

Minuty . sy

- - MPIC znalazta zastosowanie do oznaczen jonéw

Rys. 6. Rozdzial kwasow thusz- .. . . . o

czowych MPIC, kolumny: sepa- hydrofobowych, tak'lch _]al'c siarczany i S}llfonlany aliki-

racyjna IonPac-NS1, ochronna 10We 1 arylowe, aminy alifatyczne i aminy czwartorzg-

IonPac-NG1, eluent: 10 mM dowe, alkaloidy, barbiturany, pochodne kwaséw ttusz-

NH,0H w 35% izopropanolu, czowych (rysunek 6). Ponadto MPIC umozliwia szybki

przeplyw 0,7 -ml/min, probka ., qziat 1", SCN, ClO, ", BFy, a takze cyjankowych
100pl, stezenie sumaryczne 25- komplekséw metali

500 mg/l, kwasy: (1) laurowy, p :
(2) mirystynowy, (3) palmity-
nowy, (4) stearynowy (Dionex
AN45).

3. METODY DETEKCJI W CHROMATOGRAFII JONOWEJ

Detektory sa urzadzeniami okres$lajacymi zmiany w sktadzie eluentu, na pod-
stawie rdznic pomiedzy wilasciwosciami fizykochemicznymi eluentu i substancji
oznaczanej (analitu). Niezaleznie od rodzaju detektora i wlasciwosci wykorzysty-
wanej podczas detekcji, eluent zawierajacy substancj¢ oznaczana, po przejsciu przez
kolumne, trafia do przeptywowego naczynka pomiarowego. Aby unikna¢ niepozada-
nego rozmycia pikow chromatograficznych pojemnos¢ takiego naczynka jest rzedu
0,01-10 pul. W wigkszos$ci przypadkéw o wyborze detektora decyduje rodzaj metody
oddzielania i sktad zastosowanego eluentu. Detektory moga dziata¢ w sposéb bezpo-
$redni, gdy oznaczany jon posiada wlasnosci fizykochemiczne (np. absorpcja UV
przy wybranej dlugosci fali), rézniace si¢ diametralnie od wlasnosci bedacych w
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duzym nadmiarze jondéw eluentu. Jesli ten warunek jest spetniony mozemy niekiedy
mowic o selektywnosci a nawet specyficznosci detektora. Znacznie czgsciej jednak
mamy do czynienia z metodami wykorzystujacymi zmiang cechy eluentu jonowego
(np. przewodnictwa elektrycznego) jaka zachodzi na skutek obecnos$ci jonéw analitu.
Jesli mierzona cecha fizyczna analitu jest intensywniejsza od eluentu, méwimy o
detekcji bezposredniej; w przypadku odwrotnym o detekcji posredniej.

3.1 Detekcja Konduktometryczna

Detekcja konduktometryczna (przewodnictwa jonowego) jest najbardziej
uniwersalng metoda stosowana w chromatografii jonowej. Zajmuje ona centralng
pozycje wsrod metod detekcji a niekiedy nazywana jest rowniez ,, koniem roboczym”
chromatografii jonowej. Metoda konduktometryczna moga by¢ oznaczane anality,
ktdére po przejsciu przez kolumng analityczng sq w stanie dotrze¢ do detektora w po-
staci jonowej. Zalicza si¢ do nich jony mocnych kwasow i zasad, takich jak chlorki,
siarczany, potas, sod itp. Jony stabych elektrolitow bada si¢ wybierajac pH eluentow,
tak aby maksymalnie zwigkszy¢ stopien dysocjacji analitu. W przypadku pomiarow z
uzyciem supresji jonowej o tym czy jon stabego elektrolitu bedzie wykryty czy tez
nie decyduje pH eluentu po supresji. Wraz ze wzrostem stopnia dysocjacji analitu
wzrasta czulo$¢ oznaczenia. W chromatografii aniondéw, czuto$¢ jest niska dla anio-
néw o pK, wigkszym od 6. Aniony o pK, wigkszym od 7 w ogdle nie sa wykrywane.
Wszystkie organiczne grupy kwasowe maja pK, ponizej 4,75, stad konduktometria
jest dogodng metoda detekcji kwasow organicznych. Z kolei organiczne zasady to w
wigkszosci aminy, ktore sa oznaczane w postaci kationdw amoniowych (R-NH3").
Aminy alifatyczne maja pK, okoto 10 i sa tatwo wykrywalne. Natomiast aminy aro-
matyczne maja pK, w zakresie od 2 do 7. Sa to wartos$ci zbyt niskie, aby pozwoli¢ na
detekcje konduktomertyczng z supresja jonowa gdyz ta przeksztatcataby je do formy
niejonowej (aminy te moga by¢ z powodzeniem oznaczane za pomoca detekcji am-
perometrycznej i UV).

W detektorze konduktometrycznym wykorzystuje si¢ zdolno$¢ roztwordw
elektrolitdw umieszczonych w polu elektrycznym powstajacym pomigdzy dwoma
elektrodami przeptywowego naczynka konduktometrycznego (rysunek 7) do prze-
wodzenia pradu na skutek transportu jonow.

Prad ptynacy przez zawarty migdzy elektrodami stup elektrolitu wyraza si¢
zgodnie z prawem Ohma réwnaniem (6):

i=— (6)

gdzie: U jest napigciem elektrycznym przytozonym do elektrod (V), R oznacza opor-
nos$¢ stupa elektrolitu pomigdzy elektrodami ().

Opornos¢ zalezy od sktadu elektrolitu, przy elektrolicie o statym sktadzie jest
wprost proporcjonalna do odlegtosci / pomigdzy elektrodami i odwrotnie proporcjo-
nalna do pola powierzchni 4 elektrody:

' Aby zapobiec zachodzeniu reakcji elektrodowych w pomiarach konduktometrycznych stosuje sie
prad szybkozmienny o czgstosci okoto 1 kHz, a elektrody wykonuje z metali szlachetnych
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i
R=px— 7
px— (7

gdzie: p jest wspolczynnikiem proporcjonalnosci zwanym opornoscia elektryczna
(opornoscia wlasciwa) elektrolitu.

Odwrotnos¢ opornosci G nazywa sig
przewodnoscia (konduktancja) a jej jednostka

zrodlo napigceia,

uklad pomiarowy jest simens (S = Q’l):
)| <o o> |() G= 4 _xx4 )
pxl /
-0 @>
0O o> przy czym x=1/p (S cm™) jest to przewodno$¢
,/é_» elektrolityczna (przewodnictwo wiasciwe elek-
) C// trolitu). Po przeksztatceniu:
.- kierunek Kk =GxK, )
przeptywu eluentu
Rys. 7. Schemat ideowy przeplywowego K =L (10)
naczynka konduktometrycznego €4

wielko§¢ K. zwana stala naczynka konduktometrycznego charakteryzujaca uktad
pomiarowy jest stala i niezalezna od wlasciwosci elektrolitu.

Przewodnosc¢ elektrolityczna roztwordw rozcienczonych jest suma indywidu-
alnych udziatow przewodnosci wszystkich jonow w roztworze pomnozonych przez
ich stezenie. Prawidlowos$¢ ta, nazywana prawem niezaleznego ruchu jonow
Kohlrauscha, przedstawiona jest rownaniem (11):

o
E,kixzixci
i

K=—""—""r 11
1000 (1

gdzie: ¢; jest stgzeniem molowym jonu w roztworze, z; warto$ciowoscia jonu tadun-
ku, a A7 jest graniczng przewodnoS$cia molowa danego jonu? (jest to przewodnosé
jonu podzielona przez jego stezenie i ekstrapolowana do nieskonczenie duzego roz-
cienczenia) wyrazona w Sxcm’xmol™,

2 Zgodnie z zaleceniami IUPAC zawsze podaje sie wzor jednostki chemicznej, do ktorej odnosimy
stezenie ¢ np. A(Mg*")=21(1/2Mg?"). Przy takim ujeciu, i zatozeniu ze przyjeta jednostka ma pojedyn-
czy tadunek, pojecie przewodnosci molowej danego jonu jest tozsame z uzywanym jeszcze w literatu-
rze, ale niezalecanym, pojgciem przewodnictwa rownowaznikowego jonu.
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Tabela 1. Graniczne przewodnos$ci molowe wybranych jonéw w roztworze wodnym
w temperaturze 18 1 25°C

Aniony 18°C 25°C Kationy 18°C 25°C
OH 171 198,3 H 315 349,38
F 473 55,4 Li 32,8 38,6
cr 65,5 76,4 Na’ 428 50,1
Br 68,0 78,1 K 63,9 73.6
I 66,5 76,8 Rb* 66,5 77,8
SCN- 56,5 66 Ag’ 53,5 61,9
NO,” 71,4 1/2Ca* 50,7 59,5
NO;~ 61,8 71,5 1/28r% 50,6 59,4
1/280,* 68 80 1/2Ba** 55 65
1/2C,045 63,0 73,5 1/2Pb** 60,8 71,2
1/2C0O5* 70,0 83,3 1/2Mg** 45 53
HCO; 40,5 47,0 1/2Zn** 46 54
1/2Cr0,* 72 83 1/2Fe* 53,5
HCOO™ 54,6 1/3Fe*" 68
CH;CO,” 35,0 40,9 1/2Hg* 63,6
CH;CH,CO,~ 35,8 1/2Co*" 49
CsHsCO,™ 32,3 NH, 63,9 73.5
1/2Ftalan* 38 N(CH3), ™ 40,0 449
Salicylan 30 N(C,Hs)," 28,2 32,6
CH;0,S0, 48,8 S(C,Hs)," 36,1

Dane zawarte w tabeli 1 pozwalaja na obliczenie przewodnosci elektrolitycznej roz-
twordw jonowych o stezeniu nie przekraczajacym 1 mM. Na przyktad roztwor 0,2
mM benzoesanu sodowego (CcHsCOONa) i 0,1 mM chlorku magnezu (MgCl,) za-
wiera 2x10 mola anionéw benzoesanowych, 2x10? mola kationdw sodowych
2x10 mola anionéw chlorkowych i 1x107 mola dwuwartosciowych kationéw ma-
gnezowych. Stad obliczona ze wzoru (11) przewodno$¢ elektrolityczna takiego roz-
tworu wynosi 42,36 uS/cm.

Przyczyng réznic przewodno$ci molowych pomigdzy poszczegdlnymi jonami
stanowi ich ruchliwoé¢ u gdyz:

A =Fxul (12)
gdzie: F oznacza Stala Faradaya (9,648456x10" C mol™).

Z réownania (12) wynika, ze udziat poszczegolnych rodzajow jondw w prze-
noszeniu tadunku elektrycznego przez roztwor nie jest jednakowy, poniewaz ich ru-
chliwosci nie sg jednakowe.

Z kolei ruchliwosci jonoéw zaleza od kilku czynnikéw, z ktorych najwazniej-
sze to: (i) wielko$¢ jonu (jony wigksze poruszajq si¢ w polu elektrycznym wolniej
niz mate), (ii) sktadu elektrolitu (jony, ktorych otoczki hydratacyjne sa wigksze poru-
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szaja si¢ wolniej od jonéw z malymi
otoczkami vide aniony fluorkowe i
chlorkowe), (iii) temperatury’ (rysu-
nek §).

Przedstawione wyzej cechy,
od ktorych zalezy przewodnictwo
elektrolitu, naktadaja pewne ograni-
czenia na zastosowanie metody bez-
posredniej  detekcji  konduktome-
trycznej w chromatografii jonowej.

Przede wszystkim, chcac sto-
sowa¢ metode detekcji bezposredniej
w tzw. ,.chromatografii jednoko-
lumnowej” (bez supresji, z czgscio-
wym elektronicznym
przewodnos$ci eluentu) i1 oczekujac
duzej roéznicy przewodno$ci pomig-

A(S cm’ mol'l)

240

2004

160

1204

%
S
1

IS
=)
1

T
40 60 80 100

t(0)

.

T 1
0 8 min

Rys. 9. Rozdzial —anionow,
kolumna separacyjna. lonSpher
54 100x3-mm, eluent wodoro-
Jtalan potasowy 5 mM, przeplyw
1 ml/min, probka 10nl, stezenie
0.2 g/l, (1) HCOO', (2) CI, (3)
NO,;, (4) NO;s, detekcja kon-
duktometryczna  bez  supresji
(Chrompack AN396B).

thumieniem Rys. 8. Przyklad zmiany granicznej przewodnosci mo-
lowej jonéw CI', Na', NH," pod wplywem zmiany tem-
peratury roztworu w zakresie od 0 do 100 °C.

dzy analitem a eluentem, przy wyborze eluentu ograniczeni
jestesmy do eluentow o niskich wlasnych przewodnos$ciach
molowych. Praktycznie sg to eluenty, w ktérych sktad wcho-
dza jony organiczne o wzglednie duzych czasteczkach (o ma-
tej ruchliwosci). Na przyklad, w analizie anionéw zasto-
sowanie znalazly rozcienczone (10 - 10 M) roztwory soli

kwasoéw benzoesowego, ftalowe-
go i o-sulfobenzoesowego (rysu-
nek 9). Aby jednak mogly bycé
one uzyte, pH fazy ruchomej mu-
si znajdowac¢ si¢ w granicach 4 do
7, w ktorym to zakresie pH w/w
kwasy organiczne sa zdysocjo-
wane i moga peti¢ rolg eluen-
tow. Jakkolwiek metoda ta daje
zadawalajace rezultaty dla pod-
stawowych jednowartosciowych
anionow (czutos¢ 2-50 pg/l), to
uzycie innych eluentéw z zasto-
sowaniem supresji (tzw. ,,chro-
matografia  dwukolumnowa”,
patrz punkt 3.1.1) pozwala na
uzyskanie czuto$ci co najmniej o
rzad wielkosci wyzszej. Nato-
miast zastosowanie KOH jako

2

v 5 “0 15 20

Minuty
Rys. 10. Rozdzial anionéw HPIC,
kolumna  separacyjna. ~ PRP-X100
250x4,1-mm, eluent: 3,2 mM KOH pH
11,5, przeplyw 3 ml/min, probka: 100
wl; (1) B(OH); 50 mg/l (2) F~ 50 mg/l,
(3) SiO5* 50 mg/l, detekcja kondukto-
metryczna posrednia. (Hamilton Ap-
pl.66).

® Warto$¢ granicznej przewodnosci molowej jonu w temperaturze ¢ (KOZ) mozna obliczy¢ znajac

warto$¢ przewodnosci w 25°C (7\.025) postugujac si¢ przyblizonym wzorem:

% =15 x e’ (1-25)

(13)

w ktorym wspotczynnik obliczeniowy 3 dla wigkszo$ci jonéw przybiera wartosci bliskie 0,02.
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eluentu w chromatografii jednokolumnowej wraz z posrednia detekcja konduktome-
tryczna pozwala na oznaczanie aniondéw stabych kwasow o pK, > 7 (rysunek 10).

Drugi decydujacy czynnik, jakim jest wplyw skladu elektrolitu na przewod-
no$¢ molowa jondw, wymaga szczegédlnej dbalosci o stabilnos¢ sktadu eluentu.
Utrzymanie odpowiedniego rezimu podczas kalibracji i wlasciwego pomiaru (w du-
zej mierze jest to funkcja jakos$ci uzytej aparatury) pozwala na uzyskanie dobrej po-
wtarzalnosci i odtwarzalnosci oznaczen.

W koncu, duza wrazliwos$¢ przewodnosci molowej jondéw na zmiany tempe-
ratury, wymaga stabilizacji temperatury detektora lub elektronicznej kompensacji
efektow temperaturowych (rysunek 11).

bez kompensacji temperatury

1,7 % kompensacji temperatury

N /\ 35 OC, stabilizacja temperatury

I 1 1 I 1
0 15 20 25
Minuty

Przewodnos$¢ wzgledna

o
[$,]

Rys. 11. Wplyw kontroli temperatury naczynka konduktometrycznego na jakosc po-
miaru (Chromatograf DX-120, Dionex Co.)

Stabilizacja temperatury detektora jest szczeg6lnie istotna w chromatografii jednoko-
lumnowej, w ktorej przewodnos$¢ eluentu jest wysoka. Dla przewodnosci linii pod-
stawowej eluentu okoto 300 uS, zmiana temperatury o 1°C skutkuje wzrostem prze-
wodnosci o okoto 6 pS, co odpowiada 60% na 10 uS skali pomiaru. Takie wahania
linii podstawowej moga uniemozliwi¢ oznaczenie wielu jonéow wystepujacych w ma-
tych stezeniach. Ten niekorzystny efekt ma mniejsze znaczenie w przypadku chro-
matografii dwukolumnowej, gdzie w rezultacie supresji, przewodnos¢ linii podsta-
wowej jest zredukowana do okoto 20 - 30 uS.

3.1.1 Supresja - Ttumienie Przewodnos$ci Eluentu

Uzycie silnych elektrolitow jako eluentow w chromatografii jonowej z bezpo-
srednia detekcja konduktometryczng wymaga zastosowania dodatkowego procesu w
celu usunigcia przewodnictwa eluentu bez naruszania badanych sktadnikow probki
(tzw. supresjg, ang. suppress - ttumic¢). Praktycznie funkcje¢ taka moze peli¢ kazdy
proces chemiczny, w wyniku ktérego sktadniki eluentu sa zamieniane w mniej prze-
wodzace zwiazki np. reakcje wymiany jonowej, kompleksowania itp.

Juz w poczatkowej fazie rozwoju chromatografii jonowej opracowano meto-
de zmniejszajaca sygnat przewodnosci wynikajacy z przewodnictwa eluentu (Ha-
mish Small, 1975). Problem ten rozwiazano poprzez zastosowanie drugiej specjalne;j
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kolumny (kolumny tumienia) umieszczonej po kolumnie analitycznej. W kolumnie
tej, wypelnionej silnie kwasowa zywica kationowymienna, nast¢puje wymiana ka-
tionu eluentu na jon wodorowy. Sktadniki eluentu opuszczaja kolumng thumienia w
postaci stabo zdysocjowanej. Na przyktad, gdy w chromatografii anionow eluentem
jest roztwor wodorotlenku, po procesie supresji kolumng thumienia opuszczaja elek-
trycznie obojetne czasteczki wody. Natomiast aniony probki, ktore z jonami wodo-
rowymi tworza mocniejsze kwasy, docieraja do naczynka konduktometrycznego w
postaci zdysocjowanej, gdzie sa wykrywane (rysunek 12).

Na*OH- HOH kde‘ileklzor
eluent cluent onduktometryczny
Na* Na‘ ] ng‘t' H* H* H H*
zywica kationowymienna T
O Na* Na}iw Nat H Y W M H ] % —» Scieki
Na*Cl- H*CI
probka |<-wyczerpana ->|4— Zregenerowana ->| probka

Rys. 12. Schemat dziatania kolumny tlumienia (supresora kolumnowego) w
chromatografii jonowej ,, dwukolumnowej”.

Poniewaz kolumna thumienia zatrzymuje jony eluentu, musi by¢ ona okreso-
wo regenerowana. W omawianym przypadku do regeneracji uzywa si¢ kwasu siar-
kowego. Aby zminimalizowa¢ straty na regeneracj¢, parametry obydwu kolumn mu-
sza by¢ zoptymalizowane. Mimo to regeneracja kolumny tlumienia nigdy nie jest
peha, co prowadzi do stopniowej zmiany czasow retencji i rozmycia pikow.

Obecnie miejsce klasycznej supresji kolumnowej prawie catkowicie zastapilty
nowoczesne metody supresji, o ktorych bedzie mowa w punkcie 5.

3.2 Detekcja Elektrochemiczna®

Metody detekcji elektrochemicznej znalazly zastosowanie w analizie jonow
substancji, ktore ze wzgledu na ich niski stopien dysocjacji, sa trudno oznaczalne lub
nieoznaczalne metoda konduktometryczna. Polegaja one na pomiarze pradu lub fa-
dunku powstajacego podczas elektrochemicznego utleniania-redukcji analitu na po-
wierzchni elektrody roboczej. Podczas elektrochemicznego utleniania elektrony sa
przenoszone z analitu do elektrody roboczej, natomiast podczas redukcji w kierunku
odwrotnym.

Konwencjonalna detekcja amperometryczna (DC amperometria) polega na
pomiarze pradu przy statym potencjale elektrody roboczej, wykonanej z metalu szla-
chetnego (rysunek 13). Potencjat elektrody roboczej jest utrzymywany wzgledem
elektrody odniesienia (Ag/AgCl), o statym, niezaleznym od sktadu eluentu potencja-
le. Trzecia elektrodg - elektrode pomocnicza stanowi elektroda weglowa lub przewo-

* Aczkolwiek konduktometria rowniez moze by¢ zaliczana do metod elektrochemicznych to jednak za
takie zwyklo sig¢ uwaza¢ metody, w ktorych zachodza elektrodowe reakcje chemiczne.
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dzaca obudowa naczynka amperometrycznego. Kiedy elektroaktywna substancja
przeptywa przez naczynko amperometryczne czg¢sciowo si¢ utlenia (lub redukuje).

Reakcja ta prowadzi do powstania po-
migdzy elektroda robocza, a elektroda
pomocnicza pradu proporcjonalnego do
stgzenia analitu. Nat¢zenie pradu jest
rejestrowane w postaci chromatogramu.
Ze wzgledu na mata powierzchnig elek-
trody roboczej (do 0,5 cm?) w typowym
naczynku amperometrycznym z prze-
ptywem okoto 1 ml/min mniej niz 10%
analitu ulega reakcji elektrodowej. Uzy-
cie naczynka o wigkszej powierzchni
elektrody roboczej pozwala na pelna

, konwersj¢ analitu (ta technika analitycz-
Rys. 13. Schemat cienkowarstwowego naczynka . ,
amperometrycznego detektora elektrochemicznego na to kulometria). Zar6wno amperome-
ED40 Dionex Co. I- elektroda robocza (Ag, Pt), 2 tria jak i kulometria moga by¢ uzywane
- elektroda odniesienia(Ag/AgCl), 3 - elektroda po- w wariancie detekcji bezpos’redniej jak 1
mocnicza (obudowa naczynka), 4 - elastyczna pogredniej. W przypadku detekcji po-
uszczelka nieprzewodzqca. éredniej, reakcji elektrodowej ulega nie
substancja oznaczana, ale jej pochodna (np. odpowiedni zwiazek kompleksowy) uzy-
skana w procesie derywatyzacji pokolumnowe;.

2

We wszystkich metodach elektrochemicznych warunkiem zaj$cia reakcji u-
tleniania-redukcji jest odpowiednio dobrany potencjat elektrody roboczej. Reakcja
polegajaca na przeniesieniu n elektronow z substancji A do elektrody (rownanie 14),

A An+ + ne_

(14)

zachodzi wtedy gdy do elektrody roboczej przytozony jest potencjat Egr okreslony
wzorem Nernsta (15):

L0059 1 14”]

E,=E
ER 0 " (4]

(15)

gdzie: [4""], [4] to stezenia rownowagowe utlenionej i zredukowanej formy analitu
na powierzchni elektrody, Ey potencjal standardowy, odpowiada sytuacji gdy ste-
zenia [4""] i [4] sa sobie rowne.

Dazy sig do tego, aby wydajnos¢ utleniania analitu byta jak najwyzsza (jak
najwyzszy mierzony prad) dlatego potencjat elektrody roboczej powinien by¢ wyz-
szy od potencjatu standardowego. Nie zawsze jednak potrzebne wartosci potencjatu
mozna znalez¢ w tablicach. Aby je uzyska¢ wykonuje si¢ pomiar woltametryczny
(woltametria hydrodynamiczna) polegajacy na przepuszczaniu przez naczynko roz-
tworu oznaczanej substancji w nieaktywnym elektrolicie (np. KCl). Zwigkszajac
stopniowo potencjat elektrody roboczej rejestruje si¢ pole piku chromatograficznego
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az do osiagnigcia warto$ci maksymalnej, powyzej ktorej zwigkszenie napigcia nie
powoduje juz wzrostu pola piku. (rysunek 14).

Osiagnigta warto$¢ odpowiada

1500 T T T T

Loy

1000

pole piku

500

sytuacji, w ktorej rejestrowane
nat¢zenie pradu jest limitowane
przez szybko$¢ dyfuzji czaste-
i czek analitu do powierzchni w
roztworze. Te graniczng warto$é
pradu nazywa si¢ pradem dyfu-
A zyjnym Iy Warto$¢ pradu dyfu-
zZyjnego opisywana jest wzorem
(16):

0 L * ¥

0,4

T

T T
0,6 0,8
E ER

potencjat wzgledem Ag/AgCl, V

It nxFxPxDxc

(16)

dyf =

Rys. 14. Pole piku serotoniny w funkcji potencjatu elektro-

dy roboczej.

gdzie: F' oznacza stala Faradaya,
P powierzchnig elektrody, D i ¢
odpowiednio wspotczynnik dyfu-

zji 1 stgzenie analitu, & grubos$¢ warstwy dyfuzyjnej tj. odlegto§¢ pomigdzy po-
wierzchnig elektrody a miejscem, w ktoérym stezenie analitu jest rowne Sredniemu

stezeniu analitu w roztworze.

Optymalna wielkoscia potencjatu elektrody roboczej stosowana w detekcji
amperometrycznej jest wielkos¢ nieco nizsza od odpowiadajacej pradowi dyfuzyj-

25
nA J

0 T
0 2

3 4
2
1
4 [} 8 10

Minuty

Rys. 15. Katecholoaminy w moczu (eks-
trakt), kolumna separacyjna: Zorbax C-
18, eluent: bufor cytryniano-
wo/octanowy, 20% metanol, 1% OSA, 10
uwM EDTA, przeptyw 1 ml/min, probka:
20 wl; (1) noradrenalina (2) adrenalina,
(3) DHBA (wzorzec wewnetrzny, (40)
dopamina, detekcja amperometryczna

(DO).

nemu (w przypadku prezentowanym na
rysunku 7 jest to okoto 0,6 V). Dodatko-
we zwigkszanie potencjatu elektrody pro-
wadzi do zwiekszenia szumoéw, a takze do
obnizenia selektywnosci pomiaru (gdyz
zwigksza to liczbg substancji, ktore moga
by¢ utleniane).

Glowne zastosowania klasycznej
detekcji amperometrycznej (amperometrii
DC) stanowia zwiazki organiczne o zna-
czeniu biologicznym, posiadajace w
swym skladzie grupy fenolowe i katecho-
lowe, takie jak: adrenalina, dopamina i
inne neurotransmitery, ktorych detekcja
wykracza poza mozliwosci metody kon-
duktometrycznej (rysunek 15).

Wada klasycznej amperometrii sa pro-

5 Zakres zastosowanego potencjalu jest zalezny od materiatu elektrody i sktadu elektrolitu (eluentu).
W metodach elektrochemicznych wybodr elektrody roboczej jest ograniczony przez cztery glowne
czynniki (i) limity potencjalu materiatu elektrody w eluencie, (ii) mozliwo$¢ tworzenia kompleksow z
substancjami rozpuszczonymi, (iii) kinetyke reakcji elektrochemicznej, (iv) szum tla. Szersze infor-
macje na ten temat mozna znalez¢ w cytowanej literaturze, a takze w notach aplikacyjnych producen-

tow detektorow.
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blemy zwiazane ze stopnio-
wym zmniejszaniem si¢ czuto-
sci metody. Wiaze si¢ to z osa-
dzaniem na powierzchni elek-
trody roboczej trwatych pro-
duktéw reakcji  elektroche-
micznej, co powoduje zmniej-
szanie si¢ dostgpnej dla elek-
trolitu powierzchni roboczej
elektrody. Zmniejsza si¢ w ten
sposob efektywnos¢ reakcji
Faradaya na elektrodzie. W
takiej sytuacji czulos¢ metody
musi by¢ sprawdzana przez
czeste zadawanie probki wzor-

EY) o ’

czyszczenie

pomiar

1 . ~1
pomidr . i ‘

aktywacja

3

czas

cowej. Gdy odpowiedz detek-
tora przestaje by¢ zadawalaja-
ca nalezy wymieni¢ lub oczy-

Rys. 18. Selowemcjia iimpuidbson pottangioiu w ampatsonetyidénsk-
gruayjpejometrycznej.

sci¢ elektrodg robocza. Jednym ze sposobow pokonania probleméw zwiazanych z
adsorpcja produktow reakcji na powierzchni elektrody jest zastosowanie zamiast
statego potencjatu sekwencji krotkich impulséw potencjatu.

W amperometrii impulsowej (PAD) detektor mierzy prad tylko podczas
krotkich przedziatow czasu, w ktorych prawdopodobienstwo wadliwego dzialania
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Rys. 17. Rozdziat oligo- i monocu-
krow, kolumna separacyjna: Car-
boPac MAI 250x4-mm, eluent: 0,6
M NaOH, przeplyw 0,4 ml/min,
probka: (1) inozytol 18 mg/l (2)
ksylitol 15,2 mg/l, (3) sorbitol 18,2
mg/l, (4) dulcytol 18,2 mg/l, (5)
mannitol 18,2 mg/l, (6) glikoza 18
mg/l, (7) fruktoza 18 mg/l, detekcja
amperometria impulsowa (PAD)
elektroda ztota (Dionex TN20).

elektrody jest znikome. Dodatkowo potencjat
podawany na elektrod¢ moze mie¢ wartosci
wigksze lub mniejsze od potencjatu pomiaro-
wego. Pozwala to oczysci¢ powierzchnig elek-
trody i aktywowac ja, poprawiajac odpowiedz
detektora. Na rysunku 16 przedstawiona jest
typowa sekwencja impulséw potencjatu przy-
lozonych do elektrody roboczej. Prad jest mie-
rzony przez czas t;, gdy do elektrody przytozo-
ny jest potencjat pomiarowy (E;).° W tym cza-
sie na powierzchni elektrody moga si¢ osadzac
niewielkie ilo$ci zanieczyszczen. W przedzia-
fach czasu 1,1 t3, gdy przylozone sa potencjaty
(E;) 1 (E3), z elektrody usuwane sa odpo-
wiednio utlenialne 1 redukowalne za-
nieczyszczenia, a takze redukowana jest po-
wierzchnia elektrody (E3). Tak wigc po zakon-
czeniu cyklu potencjal pomiarowy moze by¢
przytozony do czystej elektrody.

Optymalne warto$ci potencjatow wy-
znacza si¢ w niezaleznym eksperymencie elek-
trochemicznym takim jak cyklowoltametria, w

8 Poniewaz w amperometrii impulsowej prad jest rejestrowany w przedziale czasu, jednostka sygnatu

jest kulomb C - jednostka tadunku.
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ktoérym warto$¢ stosowanego potencjatu jest powoli zmieniana pomigdzy warto$cia-
mi dodatnimi i uyjemnymi w obydwu kierunkach. Odpowiednie warto$ci potencjatow
(i czasy) mozna znalez¢ takze w literaturze np. w notach aplikacyjnych producentow
aparatury chromatograficzne;.

Obecnie gtowny obszar zastosowan amperometrii impulsowej to analiza cukréw pro-
stych, dwucukrow, policukrow, glikoprotein, alkoholi, aldehydow, amin, aminokwa-
sow, tioli i tioeterow (rysunek 17).

Kolejnym rodzajem detekcji amperometrycznej jest amperometria integra-
cyjna. Metoda ta jest uzyteczna dla amin i zwigzkéw siarkowych poniewaz ich utle-
nianie na powierzchni elektrody metalowej, katalizowane jest przez powstawanie
tlenku metalu. W amperometrii impulsowej prad jest mierzony dla statej wartosci
potencjatu E;. Natomiast w amperometrii integracyjnej prad jest mierzony podczas
przemiatania potencjalem, rosnacym w czasie powstawania tlenku metalu i maleja-
cym podczas jego redukcji. Przyktad sekwencji impulséw potencjatu, w am-
perometrii integracyjnej, jest przedstawiony na rysunku 18. Amperometria integra-
cyjna w znaczacy sposob minimalizuje efekty tta wywotane powstawaniem tlenku
metalu, a takze zmniejsza efekty wywolane zmiana pH podczas pomiaru. Ponizej
przedstawiony jest przyktad zastosowania amperometrii integracyjnej do badania
zawartosci zwiazkow siarkowych w materiatach biologicznych (rysunek 19).
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Rys. 19. Oznaczanie glutationu w ko-
morkach ludzkich SiHa cervical carci-
noma. kolumny: separacyjna Zorbax
RP300-C18, ochronna: Zorbax RP300-
C18 Guard Cartridge, eluent: 1,5%
acetonitryl w 0,1 M HCIO,, probka: 25
Wl dziesigciokrotnie  rozcienczonego
hydrolizatu, (1) glutation zredukowany
(GSH) pmol, (2) glutation (GSSG)
(brak), (3)  nieznany,  detekcja:
amperometria integracyjna - elektroda
ztota (Dionex AN110).
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3.3 Detekcja Absorpcyjna

Detekcja absorpcyjna w zakresie $wiatla
widzialnego i nadfioletu opiera si¢ na dobrze zna-
nym prawie Lamberta-Beera, ktore dla przypadku
gdy oznaczana substancja jest w peli zdysocjo-
wana ma postac:

AM=(5-2el)xCyx1 (17)
y

gdzie: A4 oznacza zmiang absorbancji wywotang
pojawieniem si¢ jonow analitu w naczynku spek-
trofotometrycznym detektora, Cs st¢zenie analitu
(mol L"), €% i &’ to molowe wspotczynniki ab-
sorpcji odpowiednio jonéw analitu i eluentu (m?
mol™), x i y wartosciowosci jonow, / dlugosé drogi
optycznej (m).

Detekcja absorpcyjna w chromatografii jo-
nowej ma jednak znacznie mniejsze znaczenie niz
w chromatografii cieczowej (HPLC). BezpoS$red-
nia detekcja absorpcyjna jondw nieorganicznych

0,20000
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-0,02000 1
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Rys. 20. Rozdziat azotanow i azotynow
HPIC, kolumny: separacyjna. lonPac
AS9, ochronna IonPac AGY, eluent:
1,7 mM NaHCO;, 1,8 mM Na,COs;,
przeplyw 2 ml/min, probka: 25 wl (1)
NOj; 3 mg/l, (2) Br10 mg/l, (3) NO;
10 mg/l, detekcja UV w 210 nm (Dio-
nex AUI32).

(A4 > 0) jest utrudniona ponie-

waz nie zawieraja one odpowiednich chromoforow. Jony nieorganiczne absorbuja
zwykle ponizej 220 nm (tabela 2). Gléwne zastosowanie bezposrednia detekcja ab-
sorpcyjna znalazta w oznaczaniu azotandéw i azotyndéw (rysunek 20) jak rowniez
bromkow i jodkow w wodzie pitnej. Jest to metoda szczegdlnie uzyteczna gdy ozna-
czenie prowadzi si¢ w obecnos$ci duzych stezen chlorkow i siarczandw. Jednak i tutaj
wystepuje ograniczenie wywolane powstawaniem ujemnych pikow absorbancji Cl i

SO,
Tabela 2. Dlugosci fali optymalne dla bezposredniej detekcji absorpcyjne;j
wybranych jonéw
Jon Dlugos¢ fali [nm]
CI’ 190
Br 200
I 236
Cro> 365
NO,” 207
NO;s~ 215
SCN- 215
$,05> 215
kompleksy metal-Cl 215
kompleksy metal-CN 215
kompleksy metal-EDTA 210
kompleksy metal-PAR’ 490-530

" 4-(2-pyridylazo)-rezorcynol
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Tabela 2 cd.
Jon Dlugo$é fali [nm]
N;~ 195
PO 190
ol 190
cytrynian 205

Wigksze mozliwosci daje technika derywatyzacji pokolumnowej prowadza-
cej do wytworzenia jonow kompleksowych absorbujacych w zakresie UV-Vis. Zo-
stala ona z powodzeniem wykorzystana do oznaczania metali przejsciowych takich
jak zelazo (I) 1 (I11), mangan, nikiel, kobalt, cynk, kadm czy miedz.

W metodzie detekcji posredniej (A4 < 0) wykorzystuje si¢ eluenty oparte o
aromatyczne kwasy karboksylowe (wykorzystywane w metodzie chromatografii jed-
nokolumnowej z detekcja konduktometryczna), intensywnie absorbujace swiatto w
zakresie ultrafioletu. W metodzie tej pojawienie si¢ stabo absorbujacych jonow anali-
tu w naczynku spektrofotometrycznym detektora objawia, si¢ silnym spadkiem ab-
sorbancji roztworu, rejestrowanym jako piki ujemne. Przyklad takiego oznaczenia
dla mieszaniny pigciu anionoéw jest przedstawiony na rysunku 21 (chromatogram w
uktadzie odwroconym). Najwigksza czutos¢ metody otrzymuje si¢ w zakresie dlugo-
sci fali odpowiadajacym maksimum molowego wspotczynnika absorpcji eluentu.
Przygotowujac eluent dla posredniej detekcji UV-Vis dazy si¢ do kompromisu po-
migdzy czgsto sprzecznymi tendencjami. Z jednej strony zalezy nam na odpowiednio
dobranej sile elucji, ktora jest funkcja pH i stezenia eluentu. Z drugiej strony, aby
wyniki pomiaru absorpcyjnego byly obciazone jak najmniejszym biedem, stezenie i
pH eluentu powiny by¢ dobrane, tak aby sumaryczna absorbancja znajdowata si¢ w
przedziale 0,2 - 0,8. Obecnie stosowane detektory spektrofotometryczne, dzigki
ptynnej regulacji dlugosci fali §wiatta analizujacego, pozwalaja na dobranie odpo-
wiednich warunkow pomiaru. Po zatrzymaniu przeptywu umozliwiaja one rejestracje
widma absorpcji substancji znajdujacej si¢ w detektorze i
ustalenie najkorzystniejszej wartosci dlugosci fali, w ktorej
wykonuje si¢ pomiar.

1

3.4 Detekcja Fluorescencyjna

3 Istota detekcji fluorescencyjnej jest pomiar intensywnos$ci
emisji $wiatla o okreslonej dlugosci fali, emitowanego przez
wykrywany zwiazek w wyniku jego wzbudzenia §wiatlem o
wyzszej energii niz §wiatlo emitowane. Detektory fluore-
scencyjne sa najbardziej specyficznymi i selektywnymi ze
wszystkich detektoréw stosowanych w chromatografii cie-
czowej. Wynika to z tego, ze poszczegolne zwiazki moga by¢
wzbudzane tylko $wiattem o okres§lonej dtugosci fali zapew-

L.
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Rys. 21. Rozdzial
HPIC, kolumna separacyjna.

anionow

PRP-X100 150x4,1-mm, eluent:
2,0 mM benzoesan sodowy pH
6,5, przeplyw 2,5 ml/min, prob-
ka: 100 wl; (DF, (2) CI, (3)
NO;, (4) Br, (5) NO;, detekcja
UV posrednia w 260 nm (Hamil-
ton Appl.77).

niajacym przej$cie do najnizszego wzbudzonego stanu sin-
gletowego czasteczki. Powrodt (dezaktywacja) czasteczki do
stanu podstawowego wiaze si¢ z emisja fotonow pro-
mieniowania §wietlnego o charakterystycznej dlugosci fali.
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W chromatografii jonowej wykorzystuje si¢ metode derywatyzacji przed- lub

po- kolumnowej w celu uzyskania fluoryzujacego analitu, gdyz tylko nieliczne jony
(np. UO,™, czy jony obojnacze aminokwasu tryptofanu), posiadaja naturalna zdol-
no$¢ do fluorescencji. Dobre wyniki osiagni¢to metode derywatyzacji migdzy innymi
dla oznaczen polifosforanow, jodkow, azotynow, tiosiarczanow, amoniaku, rubidu,
cezu, potasu, a takze aminokwasow w hydrolizacie biatkowym.
Dobierajac eluent do oznaczen z detekcja fluorescencyjna nalezy pamigta¢ o znanym
z fotochemii efekcie filtru wewngtrznego. Efekt ten polega na absorpcji promienio-
wania, wzbudzjacego analit jak i emitowanego przez analit, przez czasteczki roz-
puszczalnika (eluentu). Idealny eluent powinien by¢ wige ,,przezroczysty” zarowno
w zakresie fal Swiatta wzbudzajacego jak i emitowanego.

Innym rozwiazaniem jest zastosowanie posredniej detekcji fluorescencyj-
nej z wykorzystaniem takich eluentéw jak np. salicylany.

3.5 Inne Metody Detekcji

Poza metodami detekcyjnymi przedstawionymi powyzej, stosowana jest nie-
kiedy metoda refraktometryczna (pomiaru wspolczynnika zalamania $wiatla). Ma
ona jednak ograniczone zastosowanie z uwagi na mata czuto$¢ i niewielka mozliwosé
rozroznienia jonéw probki od jonéw fazy ruchomej. Do wad detekcji refraktometrycz-
nej nalezy to, ze wskazania detektora zmieniaja si¢ w zalezno$ci od sktadu fazy ru-
chomej, a takze to, ze wymaga on termostatowania z doktadnoscia +0,01°C. Dlatego
detektor refraktometryczny nie nadaje si¢ do pracy przy stosowaniu elucji gradiento-
wej. Zaleta detektora refraktometrycznego jest natomiast mozliwo$¢ uzycia dos¢ du-
zych stezen eluentéw (kwasy ftalowy, salicylowy, p-hydroksybenzoesowy, o-
sulfobenzoesowy), co pozwala na uzycie faz statych o duzej zdolnosci wymiany jo-
néw.

Inne, rzadziej stosowane w chromatografii jonowej metody detekcji to: detek-
cja absorpcji atomowej i czasteczkowej oraz detekcja radiometryczna.

4. KOLUMNY SEPARACYJNE I ELUENTY

Dobor wypehienienia kolumny separacyjnej i rodzaj uzytego eluentu jono-
wego decyduja o jakosci rozdziatu chromatograficznego. Ponizej zostaty przedsta-
wione podstawowe informacje dotyczace materialow wypetnien i eluentow stosowa-
nych w chromatografii jonowej.”

7 Obecnie wybér kolumny jest utatwiony przez to, ze znajdujace si¢ obecnie w uzyciu kolumny sa
wyspecyfikowane do konkretnego rodzaju analiz. Kolumnie dostarczonej przez producenta towarzy-
sza zwykle do$¢ szczegdtowe opisy typowych oznaczen, ktére mozna wykonac z jej uzyciem, a takze
informacje dotyczace przygotownia eluentow i regeneracji kolumny.
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4.1 HPIC

4.1.1 Kolumny

Stosowane w chromatografii jonowej HPIC fazy stale (jonity) to prawie wy-
lacznie zywice syntetyczne. Sa to stosunkowo obojetne, porowate materiaty polime-
rowe stanowiace rdzen (szkielet, osnowe)®, do ktorego przytaczone sa aktywne grupy
jonowymienne. Grupy te moga by¢ silnie lub stabo zasadowe lub kwasowe a takze
mieszane. W zalezno$ci od rodzaju grup jonowymiennych rozréznia si¢ anionity -
zdolne do wymiany anionoéw, kationity - zdolne do wymiany kationow i jonity amfo-
teryczne - zdolne do wymiany zaréwno anionow jak i kationow.

Tabela 3. Rodzaje jonitow

Jonit Grupa jonowymienna
Anionity -N*(CHs);
- silnie zasadowe -N"(CH;)C,H,OH
-$rednio i stabo zasadowe -NH,, =NH, -N, -N'R;
Kationity
- silnie kwasowe -SO;~
- érednio kwasowe -PO
- stabo kwasowe -COO
-CH,N(CH,COO"),
-bardzo stabo kwasowe -OH
Amfoteryczne -COO i -N*(CH,);

Grupy jonowymienne moga znajdowac si¢ zar6wno na powierzchni jonitu (Zywicy)
jak i w jego osnowie.

Wigkszo$¢ jonitdw to jonity organiczne o szkielecie z kopolimeru styrenu i
diwinylobenzenu (PS/DVB),’ ktéry petni role $rodka sieciujacego tancuchy polisty-
renu. Sa one bardzo szeroko stosowane, gdyz wykazuja bardzo dobra stabilno$¢ w
zakresie pH 0 - 14. Umozliwia to uzycie eluentdéw o bardzo wysokim pH, pozwalaja-
cym na jonizacje substancji, ktore w pH obojetnym sa niezjonizowane jak np. cukry
czy stabe kwasy przedstawione w przykladzie na rysunku 10. Zawarto$¢ diwinylobe-
zenu w kopolimerze okresla stopien usieciowania. Usieciowanie ma decydujacy
wplyw na skuteczno$¢ jonitu. Im jest ono wyzsze, tym spgcznienie jonitu w roztwo-
rze jest mniejsze'’. Usieciowanie bezposrednio wptywa na proces wymiany jonowe;.

¥ Inne rodzaje podtoza stanowia materialy oparte na matrycy krzemionkowej (do tej grupy nalezy
material kolumny uzytej w przyktadzie na rysunku 9), ktore moga by¢ pokryte polimerem zawieraja-
cym grupy jonowymienne lub sorbenty z unieruchomionymi kompleksujacymi grupami funkcyjnymi
np. eterami koronowymi, a takze materialy nieorganiczne np. zhydroksylowane tlenki glinu, alumino-
silikaty, heteropolikwasy lub nierozpuszczalne sole metali.

? Do szeroko stosowanych jonitéw organicznych naleza rowniez jonity oparte o polimery metakryla-
nowe i winylowe.

' Stopien usiecowania wypelnienia polimerowego materiatu kolumny moze by¢ miarg jej odpornosci
na dziatanie eluentow organicznych stosowanych w HPLC. Im jest on wyzszy tym odporno$¢ ta jest
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Jony o duzym promieniu jonowym wskutek hydratacji moga by¢ eluowane szybciej
Z jonitu 0 nizszym usieciowaniu, niz z jonitu o wysokim stopniu usieciowania.

Liczba i rodzaj grup jonowymiennych ma bezposredni wptyw na charakte-
rystyke rozdzielcza jonitu. Silnie kwasowe lub zasadowe grupy sa znacznie lepiej
zdysocjowane niz stabe. Liczba grup jonowymiennych'' réwniez wptywa na proces
wymiany jonowej, poniewaz zwigkszenie liczby miejsc aktywnych w jednostce obje-
tosci powoduje dtuzsze zatrzymywanie jonow probki w kolumnie wypetnionej joni-
tem.

Aktywno$¢ jonow na zywicy jest trudna do oceny ilosciowej, lecz mozna ja
oszacowac stosujac opisany w rozdziale 2.1 wspotczynnik selektywnosci &, ktory jest
miarg powinowactwa jonu probki do grupy jonowymiennej na zywicy wzgledem
jonu eluentu. Im silniej wigzany jest jon przez grupg jonowymienng, tym wyzszy
bedzie wspolczynnik selektywnosci. Co oznacza, ze jon bedzie dluzej przytaczony
do grupy jonowymiennej i p6zniej zostanie wymyty z kolumny.

Wspotczynniki selektywnosci (i czasy retencji) dla aniondw rozdzielanych na
najczegsciej stosowanym, silnie zasadowym anionicie mozna uszeregowac¢ w nastgpu-
jacym porzadku rosnacym: OH < F < ClO;” < BrO;” < HCOO <105 < CH;COO"
<H,PO; <HCO; <CI <CN <NO, <Br <NO; < HPO,” <SO0;* <S80, <
C,047 < CrO4 < MoO,” < WO, < 8,05 <T < SCN < ClO, < salicylan < cy-
trynian.

Dla kationéw rozdzielanych na silnie kwasowym kationicie porzadek ten
przedstawia si¢ nastepujaco: Li" < H' <Na" <NH; <K' <Rb' <Cs' <Ag' < TI"
<< U022+ < Mg2+ < Zn2+ < C02+ < Cu2+ < Cd2+ < Ni2+ < Ca2+ < Sr2+ < Pb2+ < BaZ+ <<
AP <8¢ <Y <Eu’ <Pr'<Ce’ <La’ <<Pu"

Zestawienie to pozwala na wyciagnigcie pewnych ogoélnych wnioskow, takich
jak ten, Ze jony trojwartosciowe sa wiazane silniej niz jony dwu i jednowartosciowe.
Co oznacza, ze dla wymycia jonow trojwartosciowych nalezy uzywac silniejszych
eluentéw niz dla jonéw dwuwartosciowych. Inny wniosek to taki, Ze jony o tej samej
warto§ciowosci a o wigkszym promieniu jonowym sa silniej zatrzymywane przez
Zywicg niz jony o matym promieniu.

Powyzsze zestawienie ma jednak charakter bardzo przyblizony, ze wzgledu

na to, iz czgsto reakcja wymiany jonowej nie jest jedynym machanizmem dziataja-
cym podczas rozdziatu chromatograficznego.
W przyktadzie na rysunku 22 migracja kationéw potasu przez kolumng jonowymien-
na jest celowo opdzniana przez unieruchomione na powierzchni zywicy ligandu ete-
ru koronowego /8-crown-6. Promien wewngtrzny czasteczki tego eteru (0,138 nm)
odpowiada promieniowi jonowemu K. Na skutek oddziatywan z eterem koronowym
jon K" opuszcza kolumng jako szosty, a nie jako trzeci kation probki (jak to mozna
bylo przewidywac na podstawie powyzszego zestawienia). Tak zaprojektowane wy-
petnienie kolumny pozwala na oznaczanie §ladowych ilosci jonéow NH," i Na" w
probee, a takze prostych amin alifatycznych, z ktérymi kation K™ zwykle interferuje.

wigksza. Do niedawna, kolumny o zwigkszonej odpornosci na dziatanie rozpuszczalnikow organicz-
nych byly oznaczane symbolem SC (ang. solvent compatible) np. lonPac AS9-SC. Obecnie odpornosé¢
na rozpuszczalniki organiczne przyjgto jako regulg dla nowo powstajacych kolumn.

! Charakteryzuje ja zdolno$¢ wymiany jonéw - ilos¢ grup jonowymiennych w jednostce objetosci
lub masy jonitu. Wyraza si¢ ja zwykle w milirownowaznikach na gram (meq/g) lub mililitr lub zgod-
nie z uktadem SI w mmol/g (w odniesieniu do jednowarto§ciowych grup jonowymiennych).




26 WSTEP DO CHROMATOGRAFII JONOWEJ], KOLUMNY I ELUENTY

Na procesy fizykochemiczne w kolumnie wptywa réowniez wiele innych
czynnikoéw takich jak polozenie miejsc aktywnych. Jony zatrzymywane przez grupy
znajdujace si¢ na powierzchni jonitu charakteryzuja si¢ krotszym czasem retencji, niz
zatrzymywane przez grupy w osnowie.

Zarowno zdolno$¢ wymiany jonow, jak i1 potozenie miejsc aktywnych sa
ksztatltowane w procesach wytwarzania wypetnien kolumn. Rozwinigcie powierzchni
wymiany jonowej jest osiagane zwykle przez wytworzenie makro i mikro poréw w
ziarnach zywicy. Inna technologia (rozwijana przez Dionex Co.) jest naniesienie na
powierzchnig ziaren polimerowych, mikroziaren wykonanych z lateksu. Mikroziarna
lateksowe utrzymuja si¢ na powierzchni ziaren polimerowych dzigki oddziatywa-
niom elektrostatycznym pomigdzy grupami sulfonowymi a amoniowymi. Na rysunku
2 w rozdziale 2.1 przedstawiony jest przyktad materialu wypehienia kolumny anio-
nowymiennej, w ktérym potaczono zastosowanie otoczki z ziaren lateksowych z
makroporowata strukturg ziaren kopolimeru etylenodiwinylobenzenu i diwinyloben-
zenu.

6.0 1

Dla tego typu wypelnienia powierzchni¢ wy-
miany jonowej stanowia grupy amoniowe
osadzone na powierzchni mikroziaren latek-
sowych. W przypadku wypehienia kolumny
kationowej na powierzchni¢ moze by¢ osa-
dzona druga warstwa mikroziaren latekso-
wych ze szczepionymi sulfonowymi grupami
kationowymiennymi.

Podstawowe roéznice pomigdzy kolumnami z
wypehieniem mikroporowatym z po-

nusS
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Rys. 22. Rozdzial kationow HPIC, kolumny: sepa-
racyjna. IonPac CS15 4-mm, ochronna IonPac CG1S,
eluent: 5 mM H,SO, 9% acetonitryl, przephw 1,2
ml/min, prébka: 25 pl, (1) Li" 1 mg/l, (2) Na™ 4 mg/l, (3)
NH," 10 mg/l, (4) Mg 5 mg/l, (5) Ca®* 10 mg/l, (6) K*
10 mg/l, detekcja konduktometryczna supresor CSRS-II,
zewnetrzne zasilanie wodne.

wierzchniowo osadzonymi grupami funkcyj-
nymi i makroporowatym mozna przedstawic
poréwnujac dziatanie kolumny z wypetnie-
niem mikroporowatym IonPac ASI1I1 i jej
odpowiednika z wypelieniem makroporowa-

tym IonPac AS11-HC (rysunek 23). Wypehienie kolumny AS11-HC jest podobne
do pokazanego na rysunku 2, natomiast ziarna wypehienia kolumny AS11 nie po-
siadaja makroporow. Relacja catkowitych zdolnosci wymiany jonow dla tych ko-
lumn wynosi w przyblizeniu 6,5:1 na korzy$¢ kolumny wysokiej pojemnos$ci ozna-
czonej symbolem HC (ang. high capacity).
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16 — Rys. 23. Rozdzial anionéw organicznych i
lonPac AS11 12 2, nieorganicznych HPIC, (A) kolumny: separa-
cyjna IonPac AS11 4-mm, ochronna IonPac
AGI11, eluent: NaOH 0,2 mM od 0 do 6 min,
0,2 mM do 5 mM od 6 do 11 min, 5 mM do 38
mM od 11 do 23 min, przeptyw 2,0 ml/min,
temperatura 30 °C, prébka: 10 pl; (B) kolum-
ny: separacyjna lonPac ASII-HC 4-mm,
ochronna IonPac AG11-HC, eluent: NaOH 1
mM od 0 do 8 min, 1 mM do 30 mM od 8 do
28 min, 30 mM do 60 mM od 28 do 60 min,
przeplyw 1,5 ml/min, temperatura 30 °C,
probka: 10 nl. (1) chinian 1 mg/l (2) F 3
mg/l, (3) mleczan 10 mg/l, (4) octan 10 mg/l,
(5) propionian 10 mg/l, (6) mrowczan 10 mg/l,
(7) maslan 10 mg/l, (8) metylosulfonian 10
mg/l, (9) pirogronian 10 mg/l, (10) ClO; 10
mg/l, (11) walerian 10 mg/l, (12) chlorooctan
10 mg/l, (13) BrOs 10 mg/l, (14) CI" 5 mg/l,
(15) NO, 10 mg/l, (16) trifluorooctan 10 mg/l,
(17) Br 10 mg/l, (18) NOs 10 mg/l, (19) CO,
20 mg/l, (20) malonian 15 mg/l, (21) male-
inian 15 mg/l, (22) SO/ 15 mg/l, (23) szcza-
wian 15 mg/l, (24) ketomalonian 20 mg/l, (25)
WO/ 20 mg/l, (26) PO 20 mg/l, (27) ftalan 20 mg/l, (28) cytrynian 20 mg/l, (29) CrO7 20 mg/l, (30) cis-akotynian 20 mg/l,
(31) trans-akotynian 20 mg/l. Detekcja konduktometryczna supresor ASRS-II autosupresja.(Dionex Co.)

Jak wida¢ z rysunku 23 rozdziat anionéw na kolumnie o niskiej pojemnosci dokonuje
si¢ w czasie, prawie o potowe krotszym niz na kolumnie makroporowatej. Dla wyz-
szych stezen jonow moze wystapic tu jednak poszerzenie pikow i efekty zwiazane z
przetadowaniem kolumny. Problemy te moga by¢ wyeliminowane poprzez rozcien-
czenie probki przed pomiarem, co nie zawsze jest korzystne. Kolumna makroporo-
wata pozwala na badanie bardziej stezonych probek bez koniecznosci rozcienczania i
niebezpieczenstwa przetadowania kolumny. Kolumny makroporowate pozwalaja na
stosowanie bardziej stezonych eluentéw o wigkszej sile elucji. Ceche t¢ mozna jed-
nak wykorzysta¢ tylko, wtedy gdy pozwala na to stosowany system detekcji (np.
detekcja konduktometryczna z supresja). W przypadkach, gdy niewskazane jest
uzywanie zbyt stezonych eluentow tj. bezposredniej detekcji konduktometrycznej i
posredniej detekcji absorpcyjnej, stosowane sa zazwyczaj kolumny o mniejszej zdol-
nosci wymiany jonow.

O charakterystyce kolumny wypetnionej zywica jonowymienna decyduja nie
tylko takie parametry jak rodzaj zywicy, stopien usieciowania, wielko§¢ porow, ro-
dzaj 1 ilo§¢ grup wymiennych, ale rowniez rozktad wielkosci ziaren i jako$¢ upako-
wania kolumny (patrz uzupetnienia A.IL.).

Im mniejsze jest zroznicowanie wielkos$ci ziaren i lepsze upakowanie - tym
wyzsza jest selektywnos$¢ kolumny. Szybko$¢ eluowania dla podobnych jonéw ulega
zroéznicowaniu wskutek niejednorodnego upakowania i zré6znicowania wielkosci zia-
ren lub po prostu z powodu zlego upakowania i w efekcie uzyskuje sig stabe rozdzie-
lenie. Niejednorodny przeptyw przez kolumng moze by¢ spowodowany nie tylko
nieprawidlowym wypehieniem kolumny, lecz moze by¢ takze wynikiem uszkodze-
nia wypelnienia na skutek wstrzasu mechanicznego, szoku termicznego lub nagtej i
silnej zmiany rownowagi chemiczne;.
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4.1.2 Eluenty

Dobor eluentu w HPIC zalezy gléwnie od uzywanej metody detekcji. Ponie-
waz w wigkszosci przypadkow detekcja aniondéw i kationdw odbywa si¢ za pomoca
detektorow konduktometrycznych, najczesciej stosowane eluenty mozna podzieli¢ na
dwie grupy:

(i) - eluenty stosowane z detekcja konduktometryczna i chemicznym thumieniem (su-
presja) przewodnictwa eluentu (,,chromatografia dwukolumnowa”)

(i1) - eluenty stosowane z detekcja konduktometryczna i elektronicznq kompensacja
przewodnictwa eluentu (,,chromatografia jednokolumnowa’)

Eluenty nalezace do pierwszej grupy powinny charakteryzowaé niewielkim
przewodnictwem jonowym po chemicznej modyfikacji jaka ma miejsce podczas
przejscia eluentu przez supresor.

Jak wida¢ z zestawienia w tabeli 4 eluentami w HPIC anionow z detekcja
konduktometryczna i chemicznym thumieniem przewodnictwa sa sole stabych kwa-
sow (w tym aminokwasow), ktorych jony sa protonowane podczas supresji. Powsta-
jace podczas supresji stabe kwasy sa zdysocjowane w bardzo niewielkim stopniu i
wnosza bardzo niewielki udziat do catkowitego przewodnictwa elektrolitu. Wymie-
nione eluenty, a w szczego6lnosci NaHCO3/Na,CO; pokrywaja praktycznie caty za-
kres zastosowan HPIC anionéw. Roztwory NaHCO3/Na,COj; sa roztworami buforo-
wymi, a od ich stezen zalezy pH eluentu. Stad dobierajac stezenie sktadnikoéw eluen-
tu oprocz wymagane;j sity elucji nalezy bra¢ pod uwage pH jakie otrzymamy, ktore
nalezy dobra¢, tak aby wszystkie oznaczane substancje byly zdysocjowane
(pH(eluentu) > pK,(najstabiej dysocjujacego sktadnika probki).

Tabela 4. Najczesciej stosowane eluenty w HPIC anionéw z detekcja konduktome-
tryczng i chemicznym thumieniem przewodnictwa eluentu.

Eluent Jon eluentu Produkt supresji Sila elucji

Na,CO; CO> [CO,+ H,0] silny
RNHCH(R”)SO;H/NaOH RNHCH(R")SO;* RNH, CH(R’)SOy>  dos¢ silny
H,NCH(R)CO,H/NaOH H,NCH(R)CO,~ H;N'CH(R)CO,” dos¢ silny
NaHCO;/Na,CO; HCO, /COs™ [CO,+ H,0] dos¢ silny
NaHCO; HCO;™ [CO,+ H,0] staby

NaOH OH™ H,0 staby

Na,B,0, B,O H;BO; bardzo staby

Wspolczesnie, zastosowanie supresorow membranowych o duzej wydajnos$ci
tworzenia protonow pozwala na do$¢ swobodne operowanie wielkoscia sity elucji.
Nawet stabe eluenty (o malym powinowactwie jonoéw do zywicy jonowymiennej) jak
NaOH czy Na,B4O; moga by¢ wykorzystywane w postaci stosunkowo stezonych
roztworow (0,1 mol/l). Eluenty te doskonale si¢ nadaja do prowadzenia rozdziatu z
elucja gradientowa.

Bardzo nowoczesnym i unikalnym rozwigzaniem jest automatyczna generacja
eluentu o pozadanym sktadzie.
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W generatorze eluentu EG40 (Dionex Co.) przedstawionym schematycznie na rysun-
ku 24 jony K" sa wprowadzane do wyjsciowego elektrolitu, ktorym jest czysta woda,
poprzez potprzepuszczalng membrang oddzielajaca rezerwuar jonéow K od strumie-

nia elektrolitu.

Pt anoda
O (H,0 — 2H+ +1/20, + 2¢)
elektrolitu
przestrzefi powstawania K+
KOH polaczenie
~ o _ — jonowymienne
R la ”
Al
H,0 —* pompa » —— > KOH
|——— Pt katoda
(2H,0 +2° —»20H + H,)
rad
[KOHjo — P
predkosé przeptywu

Rys. 24. Schemat dziatania automatycznego generatora eluentu EG40

(Dionex Co.)

W rezultacie otrzymuje si¢ eluent, ktorego gtownym skladnikiem jest catkowicie

(A)

1 T 1T T 1

o —

Minuty

Rysunek 25. Analiza sladowa anionow HPIC, kolumny: sepa-
racyjna lonPac AS11 2-mm, ochronna lonPac AGll, (A)
eluent: NaOH 0,5 mM od 0 do 2,5 min, 0,5 mM do 5 mM od
2,5 do 6 min, 5 mM do 26 mM od 6 do 20 min, (B) 0,5 do 26
mM KOH w ciqgu 20 min (2rédio EG40), przeplyw 0,5 ml/min,
probka: 750 pl; Detekcja konduktometryczna supresor ASRS
zewnetrzne zasilanie wodne. (A) (1) F~ 1,4 pg/l, (2) octan 3
ng/l, (3) mrowczan 0,88 ng/l (4) CI" 1,2 ng/l, (5) NO; 0,71
ng/l, (6) Br 1,6 pug/l, (7) NOs 1,8 ng/l, (8) nieznany (9) CO;
(10) S0,70,81 wg/l, (11) szczawian 1,3 pg/l, (12) PO/ 3,2
ng/l; (B) (1) F 0,9 pg/l, (2) octan 3 pg/l, (3) mrowczan 3 ng/l
(4) Cl" 0,9 ug/l, (5) NO; 0,9 ng/l, (6) Br 3 pg/l, (7) NOs 0,9
ug/l, (8) nieznany (9) CO;y (10) SO 0,9 ng/l, (11) szczawian
0,9 ng/l, (12) PO 3,0 ng/l;

zdysocjowany KOH. Szybkos$¢ dozowa-
nia jonow K" do roztworu jest kontrolo-
wana napig¢ciem pomigdzy dwoma elek-
trodami  platynowymi. Anoda jest
umieszczona wewnatrz rezerwuaru jo-
néw a katoda znajduje si¢ w kontakcie ze
strumieniem eluentu. Regulujac napigcie
na elektrodach i1 predkos¢ przeptywu
mozna z duza doktadnoscia regulowac
stezenie eluentu w zakresie od 0,1 do
100 mM. Mozliwy do uzyskania ta me-
toda gradient st¢zenia jest praktycznie
pozbawiony pulsacji. Otrzymanie po-
dobnie dokladnego gradientu za pomoca
najlepszej nawet pompy gradientowej
jest bardzo trudne lub wrgcz niemozliwe.
Dodatkowo, elektroniczna kontrola pa-
rametrow pozwala na dostosowanie war-
tosci pradu supresora membranowego do
aktualnego stgzenia eluentu. Na rysunku
25 przedstawiono porownanie rozdziatu
sladowych ilosci anionéw za pomoca
klasycznej elucji gradientowej uzyskanej
za pomocg pompy gradientowej z elucja
gradientowa uzyskana za pomoca gene-
ratora eluentu EG40.




30 WSTEP DO CHROMATOGRAFII JONOWEJ], KOLUMNY I ELUENTY

Jak juz wspomniano w punkcie 3.1, eluenty stosowane z detekcja konduktometrycz-
na i elektroniczng kompensacja przewodnictwa to praktycznie te eluenty, w ktorych
sktad wchodza jony organiczne o wzglednie duzych czasteczkach (o matej ruchliwo-
$ci). Najeze$ciej stosowane w analizie anionow s rozcienczone (10™*-10°M) roztwo-
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Rys. 26. Rozdzial kationow HPIC, kolumny: separacyjna. lonPac CS124 4-mm,

ry soli kwasow benzoeso-
wego, ftalowego 1 o-
(A) sulfobenzoesowego, dlate-
3 89 10 go Ze lacza one w sobie

znaczace powinowactwo do
anionitow pokrytych gru-
9 6 pami amoniowymi zZ

1 4 wzglednie niska przewod-

WS /_quu noscia molowa. Aby w/w
kwasy organiczne byly

(B) | zdysocjowane i mogly pel-
ni¢ rolg eluentow warto$¢
pH fazy ruchomej musi
A“ znajdowaé si¢ w granicach

do 7. Jednocze$nie bez-

posrednia detekcja
konduktometryczna nie
pozwala na stosowanie

ochronna lonPac CGI10, eluent: kwas metanosulfonowy od 17,7 do 43,5 mM, duzych StQZefl tych eluen-

przeplyw 1,0 mi/min, prébka: 750 ul, (1) Li* 0,16 ng/l, (2) Na* 0,64 ng/l, (3) NH,'
1,25 ug/l, (4) K* 0,63 ug/l, (5) Rb* 3,13 ug/l, (6) Cs* 3,13 ug/l, (7) Mg™* 0,63 ug/l,

tow. Powinowactwo jo-

(8 Ca®* 313 pgl, (9) S*° 3,13 g/, (10) Ba® 469 wgl, detekcja kon- NOW benzoesanowych do
duktometryczna supresor CSRS-I1. faz stacjonarnych jest 7zbli-

zone do jondw weglanowych i pozwala na rozdzielanie
wych. Odpowiednie sole kwasu ftalowego wykazuja
jeszcze wigksza site elucji i nadaja si¢ do rozdzielania
anionéw dwuwarto$ciowych. Do rozdzielania aniondéw
trojwartosciowych stosowane sa sole kwasu benzeno-
1,3,5-trikarboksylowego.

Wigkszos¢ eluentow tej grupy moze by¢ stosowa-
na wraz z posrednig detekcja absorpcyjna.

W HPIC kationéw podziat eluentow na zwiazane
z detekcja konduktometryczng 1 chemicznym thumieniem
(supresja) przewodnictwa eluentu oraz z detekcja kon-
duktometryczng i1 elektroniczng kompensacja przewod-
nictwa eluentu, nie jest juz tak wyrazisty jak w przypadku
rozdziatu anionow.
Do rozdzielania kationow metali alkalicznych, NH," i
malych amin alifatycznych sa uzywane mocne kwasy
(np. solny i azotowy) w stgzeniach 0,002 do 0,04 M nie-
zaleznie od tego czy stosuje si¢ supresj¢ czy tez nie. Roz-
dziat metali alkalicznych mozna przeprowadzi¢ uzywajac
bardzo rozcienczonego roztworu azotanu Ce®" z posred-
nig detekcja fluorescencyjna.

Rozdzial dwuwarto$ciowych kationéw metali za

aniondéw jednowartoscio-
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Rys. 27. Rozdzial kationow HPIC,
kolumna  separacyjna. ~ PRP-X200),
eluent: 1,2 mM azotan etylenodiamo-
niowy, przeplyw 2 ml/min, probka:
100 pl; (1) Mg™ (2) Ca*™*, (3) S”**, (4)
Bd**, detekcja konduktometryczna bez
supresji. (Hamilton Appl. 61).
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Rys. 28. Rozdzial kationow lantanowcow HPIC, kolumny
separacyjna. lonPac CS3, ochronna IonPac CG3, eluent:
kwaso-hydroksyizomastowy od 56 do 280 mM w ciqgu 23
min, przeplyw 1,0 ml/min, probka: 50 pl po 10 mg/l kazde-
go kationu, detekcja posredna UV/Vis w 530 nm po dery-

pomoca rozcienczonych roztworéw kwa-
sow mineralnych jest niemozliwy ze
wzgledu na to, Ze maja one znacznie wigk-
sze powinowactwo do faz stacjonarnych
niz protony (patrz zestawienie w punkcie
4.1.1). Uzycie bardziej stezonych roztwo-
row mocnych kwasow w systemach bez
supresji jest niemozliwe ze wzgledu na to,
ze wysokie tlo przewodnictwa -eluentu
uniemozliwia czuta detekcje. W systemach
Z supresja wymagane jest uzycie supreso-
réw membranowych o bardzo duzej wydaj-
nosci (patrz rysunki 22 i 25).

Na rysunku 26 przedstawiony zostal przy-
ktad oznaczania §ladowych ilosci jedno- i
dwuwartosciowych kationow metali z uzy-
ciem kwasu metanosulfonowego w elucji

watyzacji PAR w reaktorze membranowym przeptyw 1,7
ml/min (Dionex TN23).

gradientowej z supresja membranowsa.
Zastosowanie

supresora membranowe g0

oraz mieszaniny kwasow 2,3-diaminopropionowego i solnego jako eluentéw umoz-

liwia rozdziat kationéw dwuwartosciowych. Sitg
elucji tego eluentu mozna regulowaé poprzez
protonowanie odpowiedniej liczby grup funk-
cyjnych kwasu 2,3-diaminopropionowego do-
bierajac odpowiednio pH roztworu. Kwas 2,3-
diaminopropionowy, w zaleznosci od pH, moze
wystgpowa¢ w roztworze w postaci jedno lub
dwuwarto$ciowych kationéw o rdéznej sile elu-
cji, a produktem supresji tego kwasu jest
kazdorazowo jego jon obojnaczy. Natomiast w
HPIC kationow dwuwarto$ciowych bez supresji
stosuje si¢ mieszaniny etylenodiaminy z
kwasami dwukarboksylowymi (szczawiowym
lub winowym) lub z kwasami mineralnymi
(rysunek 27). Rozdziatu wielowartosciowych
kationow metali cigzkich 1 przej$ciowych
dokonuje  si¢  stosujac  jako  zwiazki
kompleksujace stabe kwasy organiczne (na
przyktad kwas 2,6-pirydyno-dikarboksylowy i
kwas o-hydroksyizomastowy). Reakcje

Ho*
Dy
Th*

AU
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Rys. 29. Rozdzial kationéw lantanowcow jako
kompleksy anionowe HPIC, kolumny separacyjna.
IonPac CS5, ochronna IonPac CGS5, eluenty: 1)
woda dejonizowana 18-MQ od 20 do 50%, 2) 100
mM kwas szczawiowy od 75 do 25%, 3) 100 mM
kwas diglikolowy od 5 do 25%, w ciqgu 10 min,
przeptyw 1,0 ml/min, probka: 50 wl po 5 mg/l kaz-
dego kationu, detekcja posredna UV/Vis w 530 nm
po derywatyzacji PAR w reaktorze membranowym
przeptyw 1,7 ml/min (Dionex TN23).

ktamtylelk soatwmaw tybhizkatbngowimbaactwactHo kationitow umozliwiajac ich roz-
dzielenie (rysunek 28). W zalezno$ci od uzytego zwiazku kompleksujacego kationy
metali wielowartosciowych moga by¢ takze rozdzielane jako kompleksowe aniony

(rysunek 29) lub czasteczki obojetne.
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4.2 HPICE

4.2.1 Kolumny

Wybor faz stacjonarnych w chromatografii jonowykluczajacej jest do§¢ ogra-

niczony. Sprowadza si¢ on praktycznie do w pelni sulfonowanych
kationitow na bazie kopolimerdéw styrenu i diwinylobenzenu, na
ktorych rozdziela sig stabo zdysocjowane kwasy organiczne i nie-
organiczne. (Rozdzial stabych zasad technikqa HPICE nie doczekat
si¢ jak dotad szerszego zastosowania.) Stopien dyfuzji kwasow do
wnetrza fazy stacjonarnej, decydujacy o czasach ich retencji, zale-
zy od stopnia usieciowania kationitu. Silniejsze kwasy rozdzielaja
si¢ lepiej przy niskim okoto 2% usieciowaniu wypemnienia, stab-
sze przy usieciowaniu okoto 12%. Wigkszo$¢ oferowanych obec-
nie kolumn ma wypetnienie o ,.,kompromisowym” okoto 8% usie-
ciowaniu i wielkos$ci ziarna (5-15 um) zapewniajacej szybka dy-
fuzje sktadnikow eluentu przez wypetnienie.

4.2.2 Eluenty

Najprostszym eluentem stosowanym w HPICE jest czysta,
dejonizowana woda. Wada wody jako eluentu jest to, ze w pH
bliskim obojgtnego spora cze$¢ stabych kwasow i zasad jest cal-
kiem dobrze zdysocjowana a przez to stabo zatrzymywana w me-
chanizmie jonowykluczajacym. Ogolnie, do rozdzialu stabych
kwasow stosuje si¢ jako eluenty roztwory kwasne, do slabych
zasad zasadowe. Woda w pH zblizonym do obojgtnego obecnie
jest stosowana glownie w oznaczaniu weglanow (rysunek 30). Do
rozdziatu kwasow organicznych stosuje si¢ rozcienczone roztwory
kwas6éw mineralnych solnego, siarkowego, a takze perfluorohep-

1

J

0 Minuty 12
Rys.  30.  Oznaczanie
weglanow w produktach
radiolizy  wodnych roz-
tworéw tiaproliny (ami-

nokwasu  tioeterowego),
kolumna separacyjna.
HPICE-AS1 4-mm,

eluent:  woda dejonizo-
wana 18-MQ zakwaszona
do pH 6,7 za pomocq
HCIO,, probka: 10 pl, 1)
mocne kwasy, 2) HCOs ,,
detekcja konduktome-
tryczna

tanowego 1 oktanosulfonowego (niekiedy z dodatkiem mannitolu), w zalezno$ci od
metody detekcji i uzywanego rodzaju supresora (w przypadku konduktometrii). W
wielu przypadkach dtugi czas retencji alifatycznych monokwasow i kwaséw aroma-
tycznych moze by¢ skrocony przez dodanie do eluentu niewielkich ilosci rozpusz-
czalnikow organicznych (acetonitrylu, 2-propanolu, etanolu), ktore blokuja centra
adsorpcyjne na powierzchni fazy stacjonarnej przyspieszajac elucje (rysunek 5).

4.3 MPIC

W chromatografii par jonowych MPIC uzywa si¢ faz stacjonarnych zbudo-
wanych z neutralnych, hydrofobowych kopolimerow styrenu i diwinylobenzenu
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(PS/DVB) oraz tzw. faz zwigzanych oktadecylosilanowych (ODS, Cg)'? opartych na
matrycy krzemionkowej. Wybrana faza stacjonarna w zaleznosci od uzywanej fazy
cieklej moze by¢ wykorzystana zarowno do rozdzialu anionéw jak i kationéw. Fazy
ODS sa rowniez uzywane w chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz
(RP ang. reversed phase). Nie nalezy jednak uzywac tej samej kolumny do RP-
HPLC i MPIC, poniewaz uzywanie odczynnikow stosowanych w chromatografii par
jonowych moze powodowaé trwate zmiany aktywnosci kolumny przy stosowaniu w
zwyktej chromatografii cieczowej z odwroconym uktadem faz.
W odréznieniu od HPIC w MPIC
o selektywnos$ci rozdzialu chromatogra-
Gs ficznego decyduje przede wszystkim faza
= ruchoma. Dwa gléwne sktadniki tworzace
c wodna fazg¢ ruchoma stanowia rozpusz-
o czalnik organiczny 1 reagent dzigki kto-
¢ R remu powstaja pary jonowe. Dla uzyska-
nia odpowiedniego rozdzialu zmienia si¢
rodzaj i stezenie kazdego z tych sktadni-
G kow. Jony hydrofilowe sa najlepiej roz-
dzielane z uzyciem reagentoéw hydrofo-
I Jj J bowych a anality hydrofobowe z uzyciem
o | reagentow hydrofilowych (rysunek 3I).
02468101214 024681012 02 4 6 810 Aby rozdziat by} skuteczny jony reagentu

Mty powinny by¢ mozliwie mate, tak aby o
Rys. 31. Efekt hydrofobowosci reagen- rozdziale par reagent-analit decydowaty w

tow i stezenia modyfikatora organiczne- k. naiwickszvm  stopniu indvwidualne
go w rozdziale alkilosulfonianow MPIC, ) JWIEkszy pniu ncy
. cechy analitu. Reagenty anionowe muszg
kolumna separacyjna. IonPac NSI, elu- | . . .
. by¢ w formie wodorotlenkowej a katio-
enty: (A) 2 mM NH,OH/acetonitryl . . )
nowe w formie kwasowej (protonowanej),

85:11), (B) 2 mM TMAOH/acetonitryl e s .
;82' ] 8j ?g) 5 ’1’111M TBAOH, /Ziitzzztryl aby umozliwi¢ detekcj¢ konduktome-
I "y tryczna z supresja,

(63:37), detekcja konduktometryczna
supresor ASRS-1I. (Dionex TN12).

(G ® ©

(@3 Ce

G

Tabela 5. Najczegsciej stosowane reagenty w MPIC w kolejnosci rosnacej hydrofo-
bowosci.

Analiza anionéw Analiza kationéw
wodorotlenek amonowy kwas solny, kwas nadchlorowy
wodorotlenek terametyloamoniowy kwas heksanosulfonowy
wodorotlenek tetrapropyloamoniowy kwas heptanosulfonowy
wodorotlenek butyloamoniowy kwas oktanosulfonowy

Poniewaz efektywna pojemnos¢ kolumny chromatograficznej jest zalezna glownie
od reagentu, retencja analitu zwigksza si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia reagentu. Ste-
zenie graniczne reagentu jest wyznaczane przez jego elektrostatyczne oddziatywania
z faza stacjonarng a takze, przez pojemnos¢ supresora.

'2'W tego rodzaju fazach na powierzchni zelu krzemionkowgo zwiazane sa tancuchy alkilowe zakon-
czone grupami funkcyjnymi.
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Podobnie jak w HPICE dodatek organicznych modyfikatoréow do eluentu
(acetonitrylu, metanolu, izopropanolu) blokujacych centra adsorpcyjne na po-
wierzchni fazy stacjonarnej i zmniejszajacych polarnos¢ fazy ruchomej, przyspiesza
elucje (rysunek 31).

5. SUPRESORY

Tradycyjne supresory w postaci kolumny jonowymiennej przedstawione w
punkcie 3.1.1 juz powoli odchodza do przesztosci. Zadecydowaty o tym ucigzliwosci
zwigzane z wymagang dla prawidlowej pracy kolumny okresowsq jej regeneracja.
Ponadto podczas eksploatacji kolumn tlumienia pojawiaja si¢ problemy z powtarzal-
nos$cia i odtwarzalno$cia wynikow zwiazane z niepelna ich regeneracja.

Mimo swych wad idea supresji kolumnowe;j jest nadal wykorzystywana. Jed-
nym z takich rozwigzan jest zmechanizowany uktad do supresji w HPIC anionow, w
ktorym stosuje si¢ kilka kolumn tlumienia pracujacych okresowo. Podczas gdy jedna
z kolumn petni aktualnie rol¢ supresora,

Na" X wNa'OH (eluent) dwie pozostale sa regenerowane roztwo-
rem kwasu mineralnego i ptukane woda

3 ﬂ dejonizowana.
Innym rozwiazaniem jest zastosowanie
NSO, elektrochemicznej regeneracji niewiel-

kich kolumn tlumienia. Regeneracja
elektrochemiczna polega na elektrolizie
wodnej fazy ruchomej wewnatrz wy-
czerpanej kolumny tlumienia, na kon-
cach ktoérej sa umieszczone elektrody.
zﬂ Podczas elektrolizy wody na katodzie

generowane sa aniony wodorotlenkowe
a na anodzie kationy wodorowe wedtug

reakeji (18) i (19).
H+
2H,0 +2¢ — 20H + H, (18)
HX whO 2H,0 — 4H" + 4e” (19)

Wygenerowane elektrochemicznie ka-

HSO, tiony H' regeneruja stosowane w chro-
scianka ra Scianka matografii anionéw kationowymienne
kapilary kapilary kolumny tlumienia, a aniony OH™ rege-

Rys. 32. Schemat dziatania supresora kapilarnego neruja anionowymienne kolumny thu-
w HPIC aniondw. mienia, stosowane Ww chromatografii
kationow.

Sterowany przeptyw fazy ruchomej wymusza migracj¢ odpowiednich jonéw wzdtuz
kolumny 1 ich dotarcie do osadzonych na powierzchni zZywicy grup jonowymien-

nych. Obydwa przedstawione rozwiazania umozliwiaja quazi-ciagta pracg chromato-

grafu jonowego.
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Oddzielna kategorig¢ supre-
sorow stanowia supresory o dzia-
faniu ciaglym, ktore jest oparte o
procesy wymiany jonowej zacho-
dzace poprzez membrany jonowy-
mienne (dializa). W poczatkowym
okresie wykorzystywano do tego
celu supresory kapilarne (rysunek
32). W tego rodzaju supresorze
podczas analizy aniondéw eluent
(np. NaOH), zawierajacy jony ana-
litu, plynie wewnatrz wtokna kapi-
larnego, na zewnatrz ktorego w
przeciwpradzie ptynie kwas siar-
kowy. Jony sodowe opuszczaja
Rys. 33. Schemat dziatania autosupresora membranowe- wngtrze Kapilary poprzez kationo-
go (ASRS) w HPIC anionow. wymienna $cianke a ich miejsce
zajmuje odpowiednia liczba kationéw wodorowych przenikajacych do wngtrza kapi-
lary ze strumienia kwasu siarkowego.

Oparte o t¢ sama zasadg wspotczesne supresory sg zbudowane z plaskich, utozonych
wielowarstwowo membran co daje znacznie wigksza powierzchni¢ wymiany jono-
wej 1 wigksza wydajnos¢ supresji w stosunku do starszych supresorow kapilarnych.

anoda Na' X wia'OH (cluent) katoda

W kolejnej generacji supresoréw membranowych tzw. autosupresorow do
wytwarzania jonow wodorowych i wodorotlenowych wykorzystano procesy elektro-
dowe (18) i (19). Napigcie podane na elektrody wymusza odpowiedni ruch jonow,
ktére sa wymieniane migdzy eluentem a regenerantem poprzez membrang w procesie
elektrodializy (rysunek 33). W tego rodzaju supresorach jako regenerantow uzywa
sig: (i) czystej, dejonizowanej wody (autosupresja z zewngtrznym zasilaniem wod-
nym), (ii) roztworéw kwasow (lub zasad) o odpowiednio dobranym sktadzie (supre-
sja chemiczna bez podawania napigcia na elektrody), czy wreszcie (iii) fazy rucho-
mej, ktora opuscita juz detektor konduktometryczny (autosupresja z zawracaniem
eluentu). Obecnie produkowane supresory membranowe charakteryzuja si¢ matymi
objetosciami wiasnymi (cecha bardzo pozadana w HPICE), duzymi wydajno$ciami
wymiany jonowej, szerokim zakresem mozliwych do stosowania pradow, a takze
zwigkszong odpornoscia membran na rozpuszczalniki organiczne stosowane w
MPIC. Poprawiona zostata rdwniez odporno$¢ membran na ci$nienia wystepujace
podczas rozdziatu chromatograficznego. Zastosowanie supresorow membranowych o
duzej wydajno$ci wymiany jonowej pozwolito na wprowadzenie na szeroka skalg do
chromatografii jonowej elucji gradientowej (gradient st¢zenia) bez potrzeby ucieka-
nia si¢ do tzw. gradientu izoprzewodno$ciowego ~ czy réwnowazenia przewodnic-
twa.

'3 Sktad eluentéw mieszanych podczas wytwarzania gradientu jest tak dobrany, aby przewodnosé
eluentu byla stata.
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6. ZASTOSOWANIA

Pelna prezentacja catej gamy zastosowan techniki chromatografii jonowej
(HPIC, HPICE, MPIC) znacznie przekracza ramy tego opracowania. W mozliwo-
$ciach jakie niesie ze soba ta metoda analityczna pozwala zorientowac si¢ przedsta-
wiona ponizej lista procedur analitycznych zalecanych przez amerykanskie agendy
rzadowe, w ktorych wykorzystywana jest metodyka chromatografii jonowej. Zesta-
wienie to jest uzupelnione przez list¢ procedur analitycznych (not aplikacyjnych)
wykorzystujacych chromatografi¢ jonowa, proponowanych przez Dionex Co.

Co warte zauwazenia, zakres zastosowan chromatografii jonowej daleko wy-
kracza poza zwiazki, ktore w potocznym rozumieniu zwykto si¢ uwazac za jonowe.

Agencja Ochrony Srodowiska (EPA)

Metoda Tytul Metody Analit Matryca

200.10  Determination of Trace Elements in Ma- Cd*', Co’’, Cu®’, wody morskie, wody
rine Waters by On-Line Chelation Precon- Pb*', Ni*', VO¥', rzeczne, solanka
centration and Inductively Coupled Plasma VO,**, UO,**

Mass Spectrometry.
200.13 Determination of Trace Elements in Ma- Cd*", Co*’, Cu*, wody morskie, wody

rine Waters by Off-Line Chelation Precon- Pb*, Ni** rzeczne, solanka
centration with Graphite Furnance Atomic
Absorption.

218.16 Determination of Dissolved Hexavalent CrO,> woda  pitna, woda
Chromium in Drinking Water, Ground gruntowa, przemysto-
Water, and Industrial Waste Water Efflu- wa, woda odpadowa

ents by lon Chromatography.
300.0 The Determination of Inorganic Anions in Br, CI, F, NO,, woda pitna, woda
Water by Ion Chromatography. NO;, PO, SO, powierzchniowa, woda
ClO,, ClO;, BrO;” gruntowa, woda reak-
torowa, ciata state, tugi
300.1 The Determination of Inorganic Anions in Br, CI', F, NO,, woda pitna, woda
Water by Ion Chromatography. NO;, PO, SO, powierzchniowa, woda
ClO,, ClO;, BrO;” gruntowa, woda reak-
torowa, ciata state, tugi
300.6 Chloride, Orthophosphate, Nitrate, and CI, PO, NOj, wody opadowe
Sulfate in Wet Deposition by Chemically SO,*
Suppressed lon Chromatography.
300.7 Dissolved Sodium, Ammonium, Potas- Na’, NH,, K', wody opadowe
sium, Magnesium, and Calcium in Wet Mg2+, Ca?
Deposition by Chemically Suppressed Ion

Chromatography.

7199 Determination of Hexavalent Chromium in  CrO,* woda  pitna, woda
Drinking Water, Groundwater, and Indus- gruntowa, przemysto-
trial Waste Water Effluents by Ion Chro- wa, woda odpadowa
matography.

9056 Anion Chromatography Method. Br, CI, F, NO,, spalone probki stafe,

NO;, PO43’, SO42’ wszystkie wody
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Standard methods

Metoda Tytul Metody Analit Matryca
4110  Determination of Anions by Ion Chroma- Br,Cl, F,NO,, woda powierzchniowa,
tography. NO;, PO, SO,.> woda gruntowa, $cieki

wodne, woda pitna

Agencja Standartéow i Materialow (ASTM)

Metoda Tytul Metody Analit Matryca
D2036-97 Cyianides in Water. cyjanki roztwory wodne
D4327-91  Anions in Water by Chemically Sup- Br, ClI, F, NO,, woda pitna, S$cieki

pressed Ion Chromatography. NO;~, PO/, SO,>  wodne
D4856-90  Determination of Sulfuric Acid Mist in H,SO, probki powietrza

the  Workplace  Atmosphere  (Ion
Chromatographic).
D5085-90 Determination of Chloride, Nitrate, and CI-, NO;~, SO,> wody opadowe
Sulfate in Atmospheric Wet Deposition
by Chemically Suppressed Ion Chroma-

tography.
D5257-93  Dissolved Hexavalent Chromium in Wa- CrO,*” Scieki wodne, woda
ter by lon Chromatography. powierzchniowa, wo-
da pitna
Narodowy Instytut Bezpieczenstwa Pracy (NIOSH)

Metoda Tytul Metody Analit Matryca
S173 Formic acid. kwas mrowkowy probki powietrza
2008 Chloroacetic Acid. kwas chlorooctowy  probki powietrza
3509 Aminoethanol Compounds II. etanoloamina, die- probki powietrza

tanoloamina, trieta-
noloamina
5022 Arsenic, organo-compounds. kwasy arsenoorga- probki powietrza
niczne
6004 Sulfur Dioxide. SO5%, SO probki powietrza
6005 Todide I probki powietrza
6011 Bromine and Chlorine Br, CI” probki powietrza
6701 Ammonia NH," probki powietrza
7604 Chromium, Hexavalent CrO+ probki powietrza
7903 Acids, Inorganic Br, CI', F, NO;, probkipowietrza
PO, SO,
Urzad Bezpieczenstwa Pracy (OSHA)

Metoda Tytul Metody Analit Matryca

ID-104  Sulfur Dioxide in Workplace Amospheres SO,> probki powietrza
(Bubbler).

ID-108  Bromine in Workplace Atmospheres. Br, BrO;~ probki powietrza

ID-177  lodide in Workplace Atmospheres. I probki powietrza

ID-180  Phosphine in Workplace Atmospheres. PO;* probki powietrza

ID-182  Nitric Dioxide in Workplace Atmospheres NO, probki powietrza
{10).

ID-188  Ammonia in Workplace Atmospheres- NH," probki powietrza
Solid Sorbent.

Metoda Tytul Metody Analit Matryca

ID-190  Nitric Oxide in Workplace Atmospheres.  NO,~ probki powietrza
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ID-202

Determination of Chlorine Dioxide in
Workplace Atmospheres.

ClOo,”

probki powietrza

Noty Aplikacyjne, noty uzupelniajace i noty techniczne Dionex Co.

Metoda Tytul Metody Analit Matryca
AN2 Analysis of Nitrate and Sulfate Collected NO; -, SO, probki powietrza
on Air Filters.
AN4 Analysis of Engine Coolants by Ion Chro- aniony i kationy roztwory chtodzace
matography.
AN21 Organic Acids in Wine. kwasy: cytrynowy, wina
winowy, mlekowy,
maleinowy, bursz-
tynowy, octowy,
weglowy, fumarowy
AN24 Determination of Formaldehyde as For- mréwczany, octany, probki powietrza
mate Ion. Cl,F,
AN25 Determination of Inorganic Ions and Or- CI, NO;, PO, napoje bezalkoholowe
ganic Acids in Non-Alcoholic Carbonated SO,*, cytryniany,
Beverages. kwasy: cytrynowy,
maleinowy, malo-
nowy, mrowkowy,
pirogronowy, bursz-
tynowy, Na*, NH,",
K. M gz+’ CaZ*
AN31 Determination of Anions in Acid Rain by Br, CI, F, NO,,
Ion Chromatography. NO;, PO, SO
AN36 Determination of Oxalate in Urine by lon szczawiany mocz
Chromatography.
AN37 Determination of lodide in Milk Products. T,
AN45 Fatty Acid Analysis. kwasy tluszczowe  emulsja wodna
AN46 Ion Chromatography: A Versatile Tech- cukry proste, dwu- piwo
nique for the Analysis of Beer. cukry, kwasy orga-
niczne, jony nie-
organiczne
ANS1 Method for Determination of Anions in aniony nieorganicz- tug sodowy
Sodium Hydroxide. ne
ANS53 Method for the Determination of Trace SO,” w ilosciach solanka
Sulfate in Brine. $ladowych
AN54 Determination of Sulfite in Food and Bev- SO;* zywno$¢ 1 napoje
erages by lon Exclusion Chromatography
with Pulsed Amperometric Detection.
ANS55 Determination of Metal Cyanides. cyjanki roztwory wodne
ANS56 Determination of Trace Anions and Key aniony, kwasy orga- woda obiegowa
Organic Acids in High Purity, Ammoni- niczne w iloéciach energetyce
ated, and Borated Waters Found in Steam $ladowych
Cycle Power Plants.
Metoda Tytul Metody Analit Matryca
ANG61 Tobramycin in Pharmaceutical Formula- tobramycyna farmaceutyki
tions.
ANG65 Analysis of Inositol Phosphates. fosforany plyny fizjologiczne
AN66 Neomycin in Topical Lotions Polysaccha- neomycyna, wielo- plyny do przemywania

ride Analysis: Maltodextrins, Dextrans.

cukry

ran
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ANG67 Polysaccharide Analysis: Maltodextrins, wielocukry roztwory wodne, far-
Dextrans, Inulin and Other Oligosaccha- maceutyki
rides.

AN69 Determination of Aluminum in Complex AI** roztwory wodne
Matrices Using Chelation Ion Chromatog-
raphy.

AN70 Choline and Acetylcholine. cholina i acetylo- ptyny fizjologiczne,

cholina roztwory wodne

AN71 Determination of Polyphosphates Using polifosforany roztwory wodne
Ion Chromatography with Suppressed
Conductivity Detection.

ANT2 Determination of Trace Metals in Water Cd*", Co®', Cu?', woda, alkohole, aceto-
Miscible Organic Solvents by Ton Chroma- Fe*", Fe®*, Pb*', nitryl
tography/Inductively Coupled Argon Pla- Ni*', Mn®', Zn®"
sma Spectroscopy (IC/ICAP). vo*, VO w

ilosciach §ladowych

AN73 Determination of Trace Transition Metals Cd*", Co®", Cu®’, roztwory zasad, kwa-
in Reagent-Grade Acids, Bases, and Salts Pb*", Ni*', Mn?', sow i soli
Using ITon Chromatography/ Inductively Zn**, AP" w ilo-

Coupled Argon Plasma Spectroscopy $ciach sladowych
(IC/ICAP).

AN75 Determination of Trace Transition Metals Cd*", Co*", Cu®’, roztwory zasad, kwa-
in Reagent Grade Acids, Bases, Salts, and Pb*>", Ni*', Mn®’, sowisoli
Organic. 7n*, AP* w ilo-

$ciach §ladowych

AN76 Solvents Using Chelation Ion Chromatog- Cd*, Co*', Cu®’, roztwory wodne o
raphy Elimination of Iron and Aluminum Pb*, Ni*", Mn®", duzej zawartoci glinu
Interferences in Sample Matrices by Ton Zn** A’ i zelaza
Chromatography/Inductively Coupled
Argon Plasma Emission Spectroscopy
(IC/ICAP).

AN77 Elimination of Iron and Aluminum as Cd**, Co*", Cu®’, roztwory wodne o
Matrix Interferences for Determination of Fe®*, Fe', Pb*", duzej zawartoici glinu
Transition Metals Using Chelation Ion NiZ*, Mn®, zZn*, izelaza
Chromatography. AP

AN78 Determination of Trace Anions in Concen- Br, CI, NO,, kwas fluorowdorowy
trated Hydrofluoric Acid. SO~ w ilosciach

sladowych

AN79 Determination of Uranium and Thorium in uran i tor ztozone roztwory
Complex Matrices Using Chelation Ion wodne
Chromatography.

ANSO Determination of Dissolved Hexavalent CrO,* woda  pitna, woda
Chromium in Drinking Water, Ground gruntowa, przemysto-
Water, and Industrial Waste Water Efflu- wa woda odpadowa
ents by lon Chromatography.

ANS1 Determination of Oxyhalides and Other Br, CI', F, NO,, woda pitna
Anions by Ion Chromatography Using a NOj’, PO, SO.%,

Borate-Based Eluent. Cl0O,, Cl0;, BrO;~

Metoda Tytul Metody Analit Matryca

ANS2 Analysis of Fruit Juice Adulterated with cukry proste, kwasy soki owocowe
Medium Invert Sugar from Beets. organiczne

ANS3 Size Exclusion Chromatography of Poly- wielocukry roztwory wodne
saccharides with Pulsed Amperometric
Detection.

ANRS Determination of Trace Anions in Isopro- Br, CI, NO,, alkohol izopropylowy

py! Alcohol.

SO, w ilosciach
sladowych
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ANB86 Determination of Trace Cations in Power kationy w ilo$ciach woda obiegowa w
Plant Waters Containing Morpholine. sladowych energetyce
ANS87 Determination of Sugar Alcohols in Con- inozytol, ksylitol, solki owocowe
fections and Fruit Juices by High- sorbitol, mannitol,
Performance Anion Exchange Chromatog- glikoza,  fructoza,
raphy with Pulsed Amperometric Detec- sukroze, dulcytol,
tion (HPAE-PAD). arabinoza, mannoza,
ksyloza, galaktoza.
AN92 The Determination of Sugars in Molasses cukry melasa
by High-Performance Anion Exchange
with Pulsed Amperometric Detection.
AN93 Determination of Trace Anions in Concen- Br, CI, NO;, stgzone zasady
trated Bases Using AutoNeutralization ™ PO, SO.F, ClOs”
Pretreatment/Ion Chromatography. , Szczawiany =W
ilosciach sladowych
AN94 Determination of Trace Cations in Concen- Li', Na', K*, Mg*, stezone kwasy
trated Acids Using AutoNeutralization NH,", Ca2+, dietylo-
Pretreatment/Ion Chromatography. amina, trietyloamina
w ilo$ciach $lado-
wych
AN101 Trace Level Determination of Bromate in BrO;, CI, Br, woda pitna
Ozonated Drinking Water Using Ion ClO,, ClO;, w
Chromatography. ilosciach sladowych
AN104  Analysis of Personal Care Products by IC. aniony, kwasy orga- $rodki higieny osobi-
niczne stej
AN105  Glycosylation Analysis of Human Serum glikoproteiny, wie- serum, plyny fizjolo-
Transferrin Glycoforms Using Pellicular locukry giczne
Anion-Exchange Chromatography.
AN106  Ton Chromatography in the Pharmaceutical Na®, NH,", K, roztwory farmaceuty-
Industry. Mg*, Ca*, kwasy kow
organiczne
AN107  Tons in Physiological Fluids. Li", Na', NH,", K', ptyny fizjologiczne:
Mg®, Ca®, kwasy mocz, plazma, serum
organiczne
AN108  Determination of Transition Metals in Zn?, Co®", Cu*, serum
Serum and Whole Blood by Ion Chroma- Pb*, Ni*', Cd*,
tography. Mn*, Fe'', Pb¥,
Fe** w ilosciach
sladowych
AN109  Determination of Glyphosate by Cation- glikofosforany plyny fizjologiczne
Exchange Chromatography with Postcol-
umn Derivatization.
ANI110  Determination of Glutathione in Cultured glutation, glutation ptyn komorkowy
Mammalian Cells with Integrated Am- zredukowany
perometry.
AN112  Determination of Nitrate and Nitrite in NO,, NO3~ migso
Meat Using HPAE Chromatography
Metoda Tytul Metody Analit Matryca
ANI113 Determination of Trace Anions in High CI, F, NO,, PO,”, ultra czysta woda
Purity Waters by High Volume/Direct Br, SO, szcza-
Injection IC. wiany w ilo$ciach
sladowych
AN 114 Determination of Trace Anions in High CI, F, NO,, PO, ultra czysta woda
Purity Waters Using Direct Injection and Br, SO, szcza-
Two-Step Isocratic IC. wiany w ilo§ciach
sladowych
AU101 Transition Metals in Power Plant High CI, F, NO,, PO,>, ultra czysta woda

Purity Water.

Br, SO,>, szcza-
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wiany w ilosciach
sladowych

AUI102 Trace Anions in Power Plant High Purity CI, F, NO,, PO, ultra czysta woda,
Water and Borated Water. Br, SO, szcza- woda obiegowa w
wiany w ilosciach energetyce
sladowych
AUI103 Trace Anions in Power Plant High Purity Cl, F, NO,, PO, ultra czysta woda
Water. Br, SO, szcza-
wiany w ilosciach
sladowych
AUI106 Trace Calcium and Magnesium in Brine. Mgﬁ, Ca?" CI', F, solanka
NO,, PO/, Br,
SO42’, szczawiany
w ilosciach $lado-
wych
AU107  Direct Determination of Cyanide in Stron- cyjanki hugi
gly Alkaline Solutions.
AU109  Azole Corrosion Inhibitors. azolowe inhibitory rotwory wodne
korozji elektroche-
micznej
AU1l1  Copper Gleam PCM or PC in LeaRonal Ca®* kapiele galwaniczne
Acid Copper Baths.
AUI13  Determination of Silica. krzemiany roztwory wodne
AUI119  Phenols . fenole roztwory wodne
AU121  Monovalent Cations in Explosives. kationy jednowarto- materialy wybuchowe
Sciowe
AU122  Determination of lodide in Brine. I solanka
AUI125  Monosaccharide Analysis of Serum. cukry proste serum
AU126  Determination of Diethanolamine and dietyloamina, triety- $cieki z obrobki poler-
Triethanolamine in Surface Finishing, loamina skiej
Waste Water, and Scrubber Solutions.
TN8 The Use of Concentrator Columns in IC.  jony w iloSciach roztwory wodne
sladowych
TNO9 Conductivity — Detection, Conductance
Laws, and Electrolyte Equilibria.
TN10 Determination of Transition Metals by Ton Cd**, Co*', Cu®', roztwory wodne
Chromatography. Pb¥, Ni¥* w ilo-
$ciach §ladowych
TN12 Methods Development Using Ion-Pair
Chromatography with Suppressed Conduc-
tivity Detection.
TNI16 Eluent Preparation for First Generation
Dionex Columns.
Metoda Tytul Metody Analit Matryca
TNI19 Gradient Elution in Ion Chromatography:
Anion Exchange with Conductivity Detec-
tion.
TN20 Analysis of Carbohydrates by High- wegglowodany roztwory wodne
Performance Anion Exchange Chroma-
tography with Pulsed Amperometric De-
tection (HPAE-PAD).
TN23 Ion Chromatography of Lanthanide Met- kationy lantanow- roztwory wodne
als. cow
TN24 Determination of Chromium by Ion Chro- CrO,* roztwory wodne
matography.
TN26 Determination of Cr(VI) in Water, Waste CrO,> roztwory wodne, $cieki

Water, and Solid Waste Extracts.

1tp.
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TN27

TN28

TN29

TN30
TN36

TN37

TN39

TN40

TN41

Determination of Lanthanide Metals in
Digested Rock Samples by Chelation Ion
Chromatography.

Ion Chromatography/Inductively Coupled
Argon Plasma (IC/ICAP): A New Tech-
nique for Trace Metal Determinations.
Automated Sample Preconcentration of
Metals in Drinking Water for Inductively
Coupled Argon Plasma (ICAP) Spectros-
copy Monosaccharide and Oligosaccharide
Analysis of Glycoproteins Electrotrans-
ferred onto Polyvinylidene.

Fluoride (PVDF) Membranes.

Analysis of Exoglycosidase Digestions of
N-Linked Oligosaccharides Using HPAE-
PAD.

Flow Control in the GP40.

System Suitability with PeakNet Software
for GLP Compliance.
Glycoprotein  Monosaccharide
Using HPAE-PAD.

Analysis of Sialic Acids Using High-
Performance Anion-Exchange Chromatog-
raphy.

Analysis

kationy  lantanow-

cow

metale

glikoproteiny,
kry, wielocukry

cu-

glikoproteiny, wie-
locukry
glikoproteiny, wie-
locukry

N- i O- podstawione
kwasy neuroamino-
we

rozpuszczone skaly

roztwory wodne

roztwory wodne, ptyny

fizjologiczne

roztwory wodne, ptyny

fizjologiczne

roztwory wodne, ptyny

fizjologiczne
plyny fizjologiczne
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UZUPELNIENIA

A. Elementy Teorii Chromatografii
A.L Podstawowe WielkoSci

Chromatogram stanowi graficzna reprezentacj¢ sygnalu chromatograficz-
nego. Sktadniki mieszaniny chromatografowanej, opuszczajac kolumng, sa kolejno
wykrywane przez detektor, a odpowiadajace im pliki sa rejestrowane w postaci
chromatogramu (rysunek Al).
t Rézne substancje sa rozdziela-
ne na kolumnie chromatogra-
ficznej tylko wtedy gdy roznia
si¢ migdzy soba czasem prze-
| bywania w kolumnie. Czas
l uplywajacy od zadozowania, po
| ktérym pojawia si¢ maksimum
{ piku rozpatrywanego sktadnika
+ probki nazywa si¢ calkowitym

czasem retencji fz. Zawiera on
czas retencji substancji nieza-
trzymywanej przez kolumng,
zwany czasem martwym retencji 7. Przez zredukowany czas retencji ¢’ rozumie
si¢ roznicg pomigdzy calkowitym czasem retencji a czasem martwym retencji. Nie-
kiedy korzystne jest postlugiwanie si¢ objgtosciami retencji, ktore otrzymuje si¢ mno-
zac odpowiednie czasy retencji przez objgtosciowe natgzenie przeptywu fazy rucho-
mej (eluentu).

Ksztalt piku chromatograficznego w pierwszym przyblizeniu opisywany
krzywa Gaussa z reguly jednak nie jest idealny (rysunek A2). Prawie zawsze wyka-
zuje on znieksztatcenie, ktore mozna opisa¢ rownaniem (I).

Rys. Al. Parametry retencji

A =

b 0
a

Przypadek odwrotny, to jest gdy As jest
mniejsze od jedno$ci nazywany jest roz-
myciem przedniej czesci piku (fronting).
Za ogonowanie odpowiadaja gltéwnie pro-
cesy adsorpcyjne. Z rozmyciem przedniej
czgsci piku mamy do czynienia gdy faza
stacjonarna nie zawiera dostatecznej ilo$ci
centrow adsorpcyjnych, stad czg$¢ czaste-
c 0 czek (lub jonow) probki pomija centrum
i piku. Praktycznie wymaga si¢ od bedacych
Rys. A2. Asymetria piku w uzyciu kolumn separacyjnych aby Ag

c=01h
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lezat w granicach od 0,9 do 1,2. Gorna granic¢ As pozwalajaca jeszcze na wyodrgb-
nienie piku stanowi liczba 2.5, powyzej ktorej bardzo trudno jest znalez¢ koniec pi-
ku.

Przy porownywaniu wielkosci retencyjnych (np. do celow analizy jakosScio-
wej) nalezy uwzglednic to, ze piki powinny by¢ mozliwie symetryczne. Retencja tej
samej substancji, gdy jej pik jest niesymetryczny, zmienia si¢ w zalezno$ci od wiel-
kosci zadozowanej probki. Im ta ilos¢ jest wigksza tym krotszy jest czas retencji ana-
litu.

A.IL. Parametry JakoS$ci Rozdzialu Chromatograficznego

o Celem kazdego procesu
. > separacyjnego jest otrzymanie od-
-y 5 powiedniej rozdzielczo$ci to jest
B zdolnosci do oddzielenia sktadni-
ka A od sktadnika B w procesie

(rysunek A3) .
Wykorzystujac zmierzone
: - X 3 wielko$ci retencyjne, mozna obli-
D czy¢ niektore wielkosci charakte-
Wi Mg ryzujace rozdziat chromatogra-
ficzny. Jedna z nich jest stosunek
Rys. A3. Rozdzielczosc. podzialu skladnika chromatogra-
fowanego miedzy faze stacjo-

narng i ruchoma k’.
k':i—R:th L (In)
M M

Wielkoscia, ktéra mozna bardzo tatwo wyznaczy¢, a ktora zalezy migdzy
innymi od rodzaju rozdzielanych substancji i od rodzaju fazy stacjonarnej, jest re-
tencja wzgledna o (selektywnos¢). Okresla sig ja jako stosunek retencji dwu, zwy-
kle trudno rozdzielajacych si¢ substancji. Im bardziej a jest rozne od jednosci, tym
lepiej dwie substancje si¢ rozdzielaja.

Rozdzielczosé R jest zwykle definiowana jako odleglos¢ pomigdzy maksy-
mami pikow podzielona przez $rednia szerokos¢ podstawy tych pikoéw (patrz rysunek

A3).
R= B Sty S (110)
0.5(W, +Wy)

Piki sa lepiej rozdzielone im wigksza jest wartos¢ R. Gdy R jest rowna lub wigksza
od 1,5, piki sa rozdzielone do linii podstawowe;j.
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Rozdzielczos$¢ jest funkcja selektywnosci o, stosunku podzialu k° a takze
sprawnosci kolumny, wyrazona przez liczbe polek teoretycznych N.'* Liczbe potek
teoretycznych mozna obliczy¢ z piku chromatograficznego wedlug przyblizonego
wzoru (IV) wyprowadzonego przy zalozeniu gaussowskiego (symetrycznego) ksztat-
tu piku:

N= 5,545{ i J (IV)

1/2

gdzie: W, jest szeroko$cia piku w potowie jego wysokosci.

Liczba poétek teoretycznych jest miara dyspersji zloza fazy stacjonarne;.
Czym mniejsza jest dyspersja ztoza tym wigksza jest liczba N. Pokazuje ona jak do-
brze kolumna jest pakowana. Innymi czynnikami determinujacymi liczbg polek teo-
retycznych kolumny sa: wielko$¢ czastek ztoza, ich rozktad w objgtosci kolumny,
oraz porowato$¢ 1 przepuszczalnosc.

Kolumny uzywane w chromatografii jonowej sa pakowane ztozami o rdznej
wielkos$ci 1 charakterze czastek (ziaren). Jedna z najwazniejszych wlasnosci zloza
jest wielkos¢ czastek, poniewaz ma ona bezposredni wptyw na skutecznos¢ ko-
lumny. uogodlniajac, mniejszym wymiarom ziaren odpowiada wigksza skutecznosé
rozdziatu. Wystgpuje ona, dlatego ze zastosowanie mniejszych czastek wypetnienia
zmniejsza droge dyfuzji i minimalizuje dyspersj¢ zloza. Takze wigksza jednolitos¢
wymiaréw ziaren i ich upakowania zwigksza skuteczno$¢ rozdziatlu chromatograficz-
nego.

Zdefiniowang wzorem (III) rozdzielczo§¢ R mozna wyrazi¢ rownaniem (V)
uwzgledniajacym jej zalezno$¢ od k°, ot 1 V:

__kY Xa—lxﬂ %
I+k', o 4

W tym wypadku &’ wyraza stosunek podziatu dla ostatniego eluowanego sktadnika.

Do poprawienia rozdzielczosci mozna dazy¢ wplywajac na k’ poprzez zwigk-
szenie sity elucji fazy ruchomej. W metodzie HPIC osiaga si¢ to zwigkszajac stgze-
nie i site jonowa roztworu. Postgpowanie takie jest jednak ograniczone pojemnoscia
kolumny i detektora, a takze (w przypadku IC z detekcja konduktometryczng) po-
jemnoscia (lub pradem) supresora. Innym sposobem jest zwigkszenie liczby pdtek
teoretycznych (N), zastosowanie kolumny dtuzszej (lub dwu kolumn szeregowo),
zwigksza to jednak czas analizy. W przypadku kolumn wypetnionych ziarnami wigk-
szymi niz 10 um, skuteczne bywa tez zmniejszenie predkosci przeptywu eluentu.
Ostatnim sposobem zwigkszenia rozdzielczos$ci jest zwigkszenie selektywnosci (o).
W tym celu nalezy wybra¢ inna kolumng, lepiej dopasowana do danego problemu
analitycznego lub zmieni¢ sktad eluentu na inny.

' Pojecie potki teoretycznej wprowadzono przez analogie do procesu destylacji. Liczba potek teore-
tycznych odpowiada liczbie osiagnigtych stanéw rownowagi pomigdzy st¢zeniami sktadnika chroma-
tografowanego w fazie ruchomej i stalej. Wysoko$¢ réwnowazna pélce teoretycznej H (wysokosé
potki) jest najmniejsza dlugoscia odcinka kolumny, w ktdrej osiaga sig ten stan.
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B. Analiza jakoSciowa

Parametry retencji, takie jak zredukowany czas retencji, sa wielko§ciami cha-
rakteryzujacymi substancje i moga by¢ uzyte do ich identyfikacji. Porownuje si¢
przy tym czas retencji chromatografowanej substancji z czasem retencji piku wzorca.
W jednakowych warunkach (rodzaj kolumny, wypehienie, temperatura, sktad i
predkos¢ przeptywu eluentu) substancja chromatografowana ma zawsze takie same
parametry retencji.

Identyfikacja poszczegdlnych substancji mozliwa jest metoda rzeczywistego
czasu retencji, w ktorej piki identyfikuje si¢ w zakresie zalozonej tolerancji standar-
dowego czasu retencji. Przy stosowaniu metody rzeczywistego czasu retencji, identy-
fikacji dokonuje sig¢ przy spetnieniu ponizszej nierownosci:

t—t, <T (VD

gdzie: ts oznacza standardowy czas retencji piku, ktory ma by¢ identyfikowany, ¢
zmierzony czas retencji piku identyfikowanego, 7 tolerancjg czasu retencji piku.

W metodzie wzglednego czasu retencji identyfikacja odbywa si¢ poprzez
korektg rozbieznos$ci czasow retencji wywotanej zmianami warunkow analizy. W tej
pik odniesienia identyfikuje si¢ zgodnie z nierdwnoscia (VI), natomiast pozostale
piki zostaja zidentyfikowane przy spetnieniu ponizszej nierdéwnosci:

t
ty =ty x> <T (VII)

Z0

gdzie: ts oznacza standardowy czas retencji piku identyfikowanego, ¢so standardowy
czas retencji piku odniesienia, #zo zmierzony czas retencji piku odniesienia, ¢z zmie-
rzony czas retencji piku identyfikowanego, T tolerancja czasu retencji piku identyfi-
kowanego

C. Analiza IloSciowa

Podobnie jak w innych rodzajach chromatografii kolumnowej, w chromato-
grafii jonowej iloSciowa zawarto$¢ sktadnika w probee oblicza si¢ wykorzystujac to,
ze ilos¢ tego sktadnika jest proporcjonalna do powierzchni lub wysokosci jego piku.
Wysokos¢ pikdéw mozna wykorzysta¢ do obliczen pod warunkiem, Ze sa one syme-
tryczne.

W celu analizy ilo§ciowej wynikow metoda wzorca zewnetrznego (kalibra-
cji bezwzglednej), dozuje si¢ Scisle okreslone ilosci analitu (przy statej objetosci
petli dozowniczej sa to probki o Scisle okreSlonym st¢zeniu). Zmierzone wartosci
pola piku substancji wykresla si¢ w funkcji stezenia zadozowanej substancji. Wspot-
czynnik korekcyjny £, jest wspotczynnikiem kierunkowym nachylenia prostej, okre-
$lonej rownaniem (VIII).

A, = kxC, (VIID)
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gdzie A, pole powierzchni piku analitu w probce wzorcowej [jednostki wzgledne],
C, stezenie analitu w probce wzorcowej [jednostki stgzenia], k, wspotczynnik korek-

cyjny.

Tak obliczony wspodtczynnik korekeyjny k. wykorzystuje si¢ przy obliczaniu
stezenia analizowanej substancji w badanej probce. W tym celu postugujac si¢ wzo-
rem (IX).

Cp = —+ (IX)

gdzie Cp stezenie analitu w badanej probce, Ap pole powierzchni piku analitu.

W celu analizy ilo$ciowej metoda wzorca wewnetrznego, dodaje si¢ przed
pomiarem chromatograficznym do kazdej z badanych probek okreslone ilosci sub-
stancji wzorcowej, innej niz substancja oznaczana.

Substancja wzorcowa powinna spetnia¢ nastgpujace warunki: (i) by¢ czysta i
chemicznie stabilna w danych warunkach pomiarowych, (ii) eluowaé w poblizu sub-
stancji oznaczanej, (iii) jej pik powinien rozdziela¢ si¢ az do linii bazowej od pikow
sasiednich, (iv) mie¢ podobny stosunek odpowiedzi detektora do stgzenia jak sub-
stancja oznaczana.

Stezenie oznaczanej substancji oblicza si¢ ze wzoru (X)

_ AP X Cw

C, =
! Aw ><kF

X)

gdzie: C, stgzenie analitu, 4, powierzchnia piku analitu, C, st¢Zenie substancji wzor-
cowej, A, powierzchnia piku substancji wzorcowej, k. wspotczynnik korekcyjny,
wyznaczony ze wzoru (X) dla uprzednio przygotowanych proébek mieszanin wzor-
cowych (analit / substancja wzorcowa) o znanym sktadzie.

Metode dodatku substancji oznaczanej stosuje si¢ w chromatografii wtedy,
gdy wystepuja problemy z rozdzialem sygnatu analitu od sygnatéw wnoszonych
przez inne skladniki analizowanej mieszaniny. Wykonanie oznaczenia polega na
chromatografowaniu probki badanej i probki z dodana doktadnie znang iloscia dane-
go zwiazku, w takich samych warunkach pomiarowych.

Stezenie analitu oblicza si¢ ze wzoru (XI)

AC
CP = AP X H (XI)

gdzie: AC oznacza dodana ilo§¢ zwiazku, A4 przyrost pola powierzchni piku odpo-
wiadajacy dodanej ilosci zwiazku.
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