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1. Wprowadzenie
Techniki chromatograficzne sg powszechnie wykorzystywane w badaniach Srodowisko-
wych. Zwigzane to jest z koniecznoscig rozdzielania skomplikowanych mieszanin na po-
szczegolne sktadniki i ich ilosciowego oznaczania z wykorzystaniem odpowiedniego de-
tektora (uniwersalnego lub tez specyficznego). Istnieje bardzo duze zroznicowanie tech-
nik chromatograficznych. Najbardziej ogoiny podziat wyglada nastepujaco:
o chromatografia gazowa
chromatografia cieczowa
o chromatografia planarna
o chromatografia jonowa
o chromatografia z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym.
Nalezy podkresli¢, ze w ciggu ostatnich lat wzrasta zainteresowanie technikg chromato-
grafii jonowej. Jest ona szeroko stosowana do oznaczania zawartosci zwigzkdw nieorga-
nicznych w réznych matrycach do ktérych zaliczy¢ mozna:
o wody (opadowe, rzeczne, gruntowe, deszczowe, morskie, poreaktorowe,
odpadowe, pitne itp..);
o wina, napoje chtodzace, piwa, Zywnosc;
o probki powietrza;
o roztwory wodne kwasow, tug sodowy oraz roztwory soli.
Stosujac technike chromatografii jonowej mozna takze oznaczac liczne zwigzki orga-
niczne (kwasy ttuszczowe, cukry proste i dwucukry, kwasy organiczne, cholina, acetylo-
cholina) w ptynach ustrojowych, sokach, melasie, roztworach farmaceutykdw.
Chromatografia jonowa jest technikg analityczng opartg na wykorzystaniu réznych pro-
cesOw na etapie rozdzielania mieszani oraz detekcji w celu oznaczenia indywiduéw jo-
nowych w zakresie stezen od pg/dms3 do mg/dmé.
We wszystkich przypadkach rozdzielanie w chromatografii jonowej odbywa sie z wyko-
rzystaniem réznic w potozeniu rownowagi podziatu sktadnikdéw probki pomiedzy faze ru-
choma i stacjonarna.
Technike chromatografii jonowej mozna klasyfikowa¢ wedtug nastepujacych kryteriow:
o Sposob separacji sktadnika oznaczanego;
o rodzaj materiatu wypetnienia kolumny;
o zdolnos¢ wymienng kolumny;
o mechanizm wymiany.
Zastosowanie okreSlonego mechanizmu wymiany wymusza wyodrebnienie w zakresie
chromatografii jonowej trzech modyfikacii:
o Wysokosprawna Chromatografia Jonowa (lub Jonowymienna) (High Perfor-
mance lon Chromatography — HPIC);
o Wysokosprawna Chromatografia Jonowykluczjaca (High Performance lon
Chromatography Exclusion - HPICE)
o Chromatografia Par Jonowych (lon Par Chromatography,)
Chromatografia jonowa jest typem chromatografii, w ktorej stosuje sie wysokosprawne
kolumny chromatograficzne wypetnione jednorodnymi zywicami o matych czasteczkach.
Na etapie detekcji najczesciej wykorzystuje sie technike konduktometryczng. Wedtug
terminologii IUPAC nie istnieje podziat na chromatografie jonowa i jonowymienna
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(w podrecznikach starszej generacji czesto spotyka sie¢ podziat tej techniki na chromato-
grafii jonowymienng oraz jonowg oraz réznice pomiedzy tymi modyfikacjami).

Tabela 1. Podstawowe cechy chromatografii jonowej!
Mozliwos¢ stosowania eluentow o niskich stezeniach (0,1-10 mM)

Mozliwos$¢ jednoczesnego oznaczania mieszaniny réznych jonéw (katio-
néw lub anionéw)
Koniecznos¢ stosowania kolumny tlumienia

Mozliwo$¢ wykonywania szybkich i precyzyjnych oznaczen
Mozliwo$¢ stosowania uniwersalnego detektora konduktometrycznego
Ograniczenia dziatania detektora zwigzane z przewodnictwem jonéw

No ok~ b=

Podstawy teoretyczne chromatografii jonowej

We wspotczesnej chromatografii jonowej (HPIC) wypetnienia kolumn stanowig zywice z
naniesionymi na nie grupami funkcyjnymi o statym fadunku (tzw. jony zwigzane), w kto-
rych bezposrednim otoczeniu znajdujg sie odpowiednie przeciwjony zapewniajgce elek-
tryczng obojetno$¢ uktadu. Zasada rozdzielania opiera sie na oddziatywaniach pomiedzy
przeciwjonami a powierzchnig wymiany jonowej. Gdy przeciwjon na powierzchni wymia-
ny zostanie zastgpiony przez jon substancji zdysocjowanej w roztworze, ten ostatni jest
czasowo zatrzymywany przez jony zwigzane. Rozdzielane jony roznig sie miedzy sobg
czasem przebywania wewnatrz kolumny, wynikajacym z réznego stopnia powinowactwa
jonu do fazy stacjonarnej, co jest bezpo$rednig przyczyng rozdzielania.
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Rys. 1 Przyktad wypetnienia kolumny do HPIC anionéw.

Na przyktad jesli przez kolumne wypetniong wymieniaczem anionowym (anionitem),
przeptywa eluent zawierajacy jony hydroksylowe, to czwartorzedowe jony amoniowe
osadzone na powierzchni wigzq sie z nimi. Gdy probka zawierajaca aniony A- i B- zosta-
nie wprowadzona do uktadu, aniony te wymieniajg aniony hydroksylowe zgodnie z reak-
cjami: Ki

(ONRs* +A- € (O)-NRy*A- + OH-

ONRs +B €3 () NRy'B + O



Rozdzielanie anionow jest determinowane przez ich rézne powinowactwa do fazy stacjo-
narnej. lloSciowg miarg tego rownowagowego procesu jest wspétczynnik selektywno-
$ci, kxon zdefiniowany w nastepujacy sposob:

o By

gdzie:

[X]ws 0znacza stezenie jonu probki odpowiednio w fazie ruchomej (M — mobility) i sta-
cjonarnej (S — stationary)

[OH-]u,s — stezenie jonu hydroksylowego odpowiednio w fazie ruchomej (M) i stacjonarnej
(S).

Wspotczynniki selektywnosci (i czasy retencii) dla anionéw rozdzielanych na najczescie;
stosowanym, silnie zasadowym anionicie mozna uszeregowac w nastepujacym porzadku
rosngcym: OH-<F-<ClO-3< BrO-3< HCOO< 103<CH3C0O0-<H,POs<HCO3<CI-<CN-<NO2
<Br<NO3<HPOQO42<S032<S042<C2042<CrO42-<M00s2<W042<S;03%<I-<SCN-<CIO4
<salicynian<cytrynian.

Dla kationow rozdzielanych na silnie kwasowym kationicie porzadek ten przedstawia si¢
nastepujaco:
Li*<H*<Na*<NH;*<K*<Rb*<Cs*<Ag*<TI*<<U022*<Mg2*<Zn2*<Co2*<Cu2*<Cdz*<Niz*<Ca?*
<Sr2t<Pp2+<Ba2t<<Al3*<Sc3+<Y3+<Ey3*<Pr3+<Ce3d+<Lg3*<<Puy4*.

W oparciu o wspotczynnik selektywno$ci mozna oszacowac efektywno$¢ jonu jako elu-
entu. Jako eluenty najczesciej stosuje sie roztwory substancii, ktérych jony charakteryzu-
je duzy wspotczynnik selektywnosci, gdyz nawet w formie roztworéw rozcierczonych
wykazujq duzg site elucji. Wybierajac eluent nalezy generalnie kierowac sie zasada, ze
wspotczynniki selektywnosci jonu eluenatu i jonu prébki powinny mie¢ poréwnywalne
wielkosci. Gdy jony z probki eluujg zbyt szybko, musi by¢ zmniejszona sita eluentu, lub
zmieniony jon eluentu na inny o nizszym wspdtczynniku selektywnosci.

Inng miarg powinowactwa jonéw do fazy stacjonarnej jest wagowy wspoétczynnik po-
dziatu A, ktory dla jonu X- zostat zdefiniowany jako:

W wiekszosci przypadkow, zamiast wagowego wspotczynnika podziatu stosuje sie sto-
sunek podziatu skfadnika miedzy faze ruchoma i stacjonarna k’ (capacity factor)
zdefiniowany jako:

ko= lr
S

gdzie: mr — masa wypetnienia kolumny, Vs — objetos¢ fazy ruchome;.



Na rys. 2 przedstawiono schematycznie proces rozdzielania chromatograficznego mie-
szaniny dwoéch analitow.
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Komercyjne uktady chromatografii jonowej sg dostepne na rynku od kilkunastu lat. Przy-
ktadowy uktad chromatograficzny przedstawiono na rys. 3.
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Rys. 3. Schemat blokowy zestawu do chromatografii jonowe;.

Kolumny uzywane w chromatografii jonowej

Stosowane w chromatografii jonowej (HPIC) fazy state (jonity) to prawie wytacznie zywi-
ce syntetyczne. Sg to stosunkowo obojetne, porowate materiaty polimerowe stanowigce
rdzen (szkielet, osnowe), do ktdrego przytaczone sg aktywne grupy jonowymienne. Gru-
py te moga by silnie lub stabo zasadowe lub kwasowe a takze mieszane.



Tabela 2. Rodzaje jonitow

Jonit Grupa jonowymienna
Anionity -N*(CHs)s
- silnie zasadowe -N*(CH3)C2HsOH
- $rednio i stabo zasadowe -NHz, =NH, -N, -N*R3
Kationity -S5Oy
- silnie kwasowe -POs%
- $rednio kwasowe -COO
- sfabo kwasowe -CH2N(CH2COO:)
- bardzo stabo kwasowe -OH
Amfoteryczne -COO- i -N*(CHa)3

Metody detekcji w chromatografii jonowej

Detektory sg urzadzeniami okreslajacymi zmiany w sktadzie eluentu, na podstawie réznic
pomiedzy wiasciwosciami fizykochemicznymi eluentu i substancji oznaczanej (analitu).
Niezaleznie od rodzaju detektora i wtasciwosci wykorzystywanej podczas detekcji, eluent
zawierajacy substancje oznaczang, po przejéciu przez kolumne trafia do przeptywowego
naczynka pomiarowego. Aby unikng¢ niepozadanego rozmycia pikow chromatograficz-
nych pojemnosc¢ takiego naczynka jest rzedu 0,01-10ul. W wiekszosci przypadkow o wy-
borze detektora decyduje rodzaj metody rozdzielania i sktad zastosowanego eluentu.
Detektory moga dziata¢ w sposob bezposredni, gdy oznaczany jon posiada wtasnosci
fizykochemiczne (np. absorpcja UV przy wybranej dtugo$ci fali), roznigce sie dmianetral-
nie od wiasnosci bedacych w duzym nadmiarze jonoéw eluentu. Jesli ten warunek jest
spetniony mozna niekiedy mowi¢ o selektywnosci a nawet specyficznosci detektora.
Znacznie cze$ciej jednak mamy do czynienia z technikami wykorzystujacymi zmiane ce-
chy elunetu jonowego (np. przewodnictwa elektrycznego) jaka zachodzi na skutek obec-
nosci jonow analitu. Jesli mierzona cecha fizyczna analitu jest intensywniejsza od eluen-
tu, méwimy o detekcji bezposredniej, w przypadku odwrotnym o detekcji posrednie;.

%+ Detekcja konduktometryczna

Detekcja konduktometryczna (przewodnictwa jonowego) jest najbardziej uniwersalng
metodg stosowang w chromatografii jonowej. Metodg konduktometryczng mogg byé
oznaczane anality, ktore po przejsciu przez kolumne analityczng sq w stanie dotrze¢ do
detektora w postaci jonowej. Zalicza sie do nich jony mocnych kwasow i zasad, takich jak
chlorki, siarczany, potas, sod itp. Jony stabych elektrolitbw bada sie wybierajac pH eluen-
tow, tak aby maksymalnie zwigkszy¢ stopien dysocjacji analitu. W przypadku pomiaréw z
uzyciem supresji jonowej o tym czy jon stabego elektrolitu bedzie wykryty czy tez nie de-
cyduje pH eluentu po supresiji. Wraz ze wzrostem stopnia dysocjacji analitu wzrasta czu-
to§¢ oznaczenia. W detektorze konduktometrycznym wykorzystuje sie zdolnos¢ roztwo-
row elektrolitow umieszczonych w polu elektrycznym powstajagcym pomigdzy dwoma
elektrodami przeptywowego naczynka konduktometrycznego (schematycznie przedsta-
wiona na rys. 4) do przewodzenia pradu na skutek transportu jondw.
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Rys. 4. Schemat ideowy przeptywowego naczyrika konduktometrycznego.

Natezenie pradu ptynacego przez zawarty miedzy elektrodami stup elektrolitu opisuje,
zgodnie z prawem Ohma réwnanie:

= |

gdzie: U - jest napieciem elektrycznym przytozonym do elektrod (V), R oznacza opor-
nos¢ stupa elektrolitu pomiedzy elektrodami (Q).

o Detekcja elektrochemiczna
o Detekcja absorpcyjna

o Detekcja fluorescencyjna
o Detekcja refraktometryczna

Eluenty stosowane w chromatografii jonowej
Dobér eluentu w HPIC zalezy gtownie od uzywanej techniki detekcji. Poniewaz w wigk-
szosci przypadkow detekcja aniondw i kationdw odbywa sie za pomocq detektorow kon-
duktometrycznych, najczesciej stosowane elunety mozna podzieli¢ na dwie grupy:
o stosowane w technice z detekcjg konduktometryczng i chemicznym ttumieniem
(supresjq) przewodnictwa eluentu;
o stosowane w technice z detekcjg konduktometryczng i elektroniczng kompensacjq
przewodnictwa eluentu.
Eluenty nalezace do pierwszej grupy powinny charakteryzowac si¢ niewielkim przewod-
nictwem jonowym po chemicznej modyfikacji jaka ma miejsce podczas przejscia eluentu
przez supresor.
W procesie rozdzielania anionéw metodg wysokosprawnej chromatografii jonowej z wy-
korzystaniem detektora konduktometrycznego z chemicznym ttumieniem przewodnictwa
najczesciej jako eluenty stosuje sie sole stabych kwaséw (w tym aminokwasdéw). Jony



eluentu sg wowczas protonowane podczas supresji. Powstajace w tym procesie stabe
kwasy sg zdysocjowane w bardzo niewielkim stopniu i wnoszg bardzo niewielki udziat do
catkowitego przewodnictwa elektrolitu. Wymienione eluenty, a w szczegolnosci Na-
HCO3/Na2CO3 pokrywajg praktycznie caty zakres zastosowan HPIC anionéw. Roztwory
NaHCO3/Na.COs sg roztworami buforowymi, a od ich stezen zalezy pH eluentu. Stad
dobierajac stezenie sktadnikow eluentu oprocz wymaganej sity elucji nalezy bra¢ pod
uwage pH jakie otrzymamy, ktdre nalezy dobrac tak, aby wszystkie oznaczane substan-
cje byty zdysocjowane (pH(eluntu)>pKa(najstabiej dysocjujacego sktadnika probki).

Tabela 3. Przyktady eluentéw stosowanych w procesie rozdzielania anionéw przy
uzyciu techniki chromatografii jonowej z detekcja konduktometryczng i chemicz-
nym ttumieniem przewodnictwa eluentu .

Eluent Jon eluentu Produkt supresiji Sita elucji

Na,CO3 COs% [CO2+H20] Silny
RNHCH(R')SO3H/NaOH | RNHCH(R')SO32  |RNH2*CH(R’)SO3% | Do$¢ silny
H.NCH(R)CO2H/NaOH |H.NCH(R)CO» HsN*CH(R)CO2 Do$¢ silny

NaHCO3/Na,COs HCO3/COs% [C02+H20] Dos¢ siIny
NaHCOs3 HCOs [CO2+H,0] Staby

NaOH OH- H.O Staby
Naz2B407 B4Or H3BOs3 Bardzo staby

Supresja — ttumienie przewodnosci eluentu

Uzycie silnych elektrolitow jako eluentéw w chromatografii jonowej z bezposrednig de-
tekcjg konduktometryczng wymaga zastosowania dodatkowego procesu w celu usunie-
cia przewodnictwa eluentu bez naruszania badanych sktadnikow probki (tzw. supresje).
Problem ten rozwigzano poprzez zastosowanie drugiej, specjalnej kolumny (kolumny
ttumienia) umieszczonej po kolumnie analitycznej. W kolumnie tej, wypetnionej silnie
kwasowg zywicg kationowymienng, nastepuje wymiana kationu eluentu na jon wodoro-
wy. Skfadniki eluentu opuszczajg kolumne ttumienia w postacji stabo zdysocjowanej. Na
przyktad, gdy w chromatografii anionow eluentem jest roztwdr wodorotlenku, po procesie
supresji kolumne tlumienia opuszczajg elektrycznie obojetne czasteczki wody. Natomiast
aniony probki, ktére z jonami wodorowymi tworzg mocniejsze kwasy, docierajg do na-
czynka konduktometrycznego w postaci zdysocowanej, gdzie sg wykrywane. Proces
schematycznie przedstawiono na rys. 5.
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Na* Na* Na* H* H* H*
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Przyktad reakcji ttumienia w przypadku oznaczania jonéw Na*, NH4* i K*.

Eluent (rozcienczony roztwor HCI) przepompowuje sie¢ przez kolumne analityczng. Ko-
lumna jest wypetniona sulfonowang zywica kationowa, ktdrej przeciwjon jest wymieniany
na jony Na*, NH4* i K*. Probka zawierajgca wiw trzy rodzaje jonow jest wstrzykiwana na
szczyt kolumny. Po rozdzieleniu na zywicy jonowymiennej jony osiggajg wylot kolumny w
roznych czasach retencji na tle HCIl. Gdy analizowana mieszanina osiggnie drugg ko-
lumne (ttumienia), ktdra zawiera silnie zasadowg zywice jonowymienng z grupami OH-,
zachodzg dwie rekacje opisane rownaniami:

HCl reaguje z zywica;

HCl+zywica-OH- <> zywica-Cl- + H.0
sole metali alkalicznych reagujg do odpowiednich wodorotlenkow:
M*Cl+zywica-OH- <> zywica-Cl- + M*OH-

A zatem jony, ktére dochodzg do celki konduktometrycznej pochodzg od catkowicie zdy-
socjowanych wodorotlenkow na tle zdemineralizowanej wody.

Do analizy aniondw z eluentem w postaci NaHCO; stosuje sie silnie zasadowe Zzywice
jonowymienne w formie HCO3- umieszczone w kolumnie analitycznej oraz silnie kwaso-
we zywice w formie H* w kolumnie ttumienia. W tym przypadku jony sodowe eluentu sg
wymieniane z jonami H* w kolumnie ttumienia tak, ze przechodzi przez celke kondukto-
metryczng jako H.COs — stabo zdysocjowany kwas o niskim przewodnictwie wiasciwym.
Natomiast aniony probki sg obecne w postaci silnie zdysocjowanych kwaséw mineral-
nych. Reakcje te przebiegajg nastepujaco:

NaHCOs+zywica-H* <> zywica-Na* + H,COs3
Na*X-+zywica-H* <> zywica-Na* + H*X-

Poniewaz kolumna ttumienia zatrzymuje jony eluentu musi by¢ periodycznie regenero-
wana.

Zalety chromatografii jonowej
Do podstawowych zalet chromatografii jonowej zaliczy¢ mozna:
o mozliwo$¢ oznaczania kilkunastu anionéw w probce;
stosunkowo krotki czas analizy;
wykrywalnos¢ na poziomie ppb lub nizszym;
niewielka ilos¢ probki potrzebna do analizy;
mozliwos¢ stosowania roznych detektorow;
prosty sposob przygotowania probki;
mozliwos¢ jednoczesnego oznaczania kationdw i aniondw lub jonéw nieorganicz-
nych i organicznych;
o wysoka selektywno$¢ oznaczanych substanciji w prébkach o ztozonej matrycy.
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Plan zaje¢:

1) wykonanie roztworéw wzorcowych wybranych anionéw

2) wykonanie nastrzyku mieszaniny wzorcowe;

3) wykonanie identyfikacji pikow uzyskanych w procesie rozdzielania chromatogra-
ficznego

4) wykonanie analizy wody opadowej na obecnos¢ wybranych anionéw

5) wykonanie identyfikacji pikow uzyskanych w procesie rozdzielania chromatogra-
ficznego probki wody opadowej

6) wyznaczenie iloSciowe analitbw zawartych w prébkach wody opadowej na pod-
stawie znanej zawartosci analitw w roztworze wzorcowym
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cel dosSwiadczenia

opis procedury analitycznej

opis aparatury
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Iprocedura obliczen/

0szacowanie niepewnosci wynikow

o wnioski /wraz z opisem zrodet ewentualnych btedow/
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Raport nalezy ztozy¢ najdalej w okresie 7 dni od wykonania ¢wiczenia.

Ocena koncowa - zaliczenie wykonania ¢wiczenia
50% - sprawdzian

25% - sprawozdanie

25% - aktywnos¢ na zajeciach

Literatura:

1) D.Pogocki, Wstep do chromatografii jonowej, Materiaty szkoleniowe A.G.A. Analy-
tical http://www.ichtj.waw.pl/ichtj/dep_07/pulse.lab/pogo/personal/pogocki.htm

2) J.Siepak, Zastosowania chromatografii jonowej w analizie wody, Wydawnictwo
Uniwersytetu im. A.Mickiewicza, Poznan, 1999

3) C.F.Poole, Chromatography today, Elsevier, Amsterdam, 1991

4) S.Takayuki, Chromatographic analysis of environmental and food toxicants, Mar-
cel Dekker, New York, 1998

9) R.Kuldree, Computerized sampling in ion chromatography and in capillary elec-
trophoresis, TTU Press, Tallinn, 1999

6) B.K.Gtod, Chromatografia jonowo-wykluczajgca: teoria procesu, wptyw parame-
trow fizykochemicznych i aplikacje, Wydawnictwo Instytutu Centrum Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa, 1997


http://www.ichtj.waw.pl/ichtj/dep_07/pulse.lab/pogo/personal/pogocki.htm

