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Chromatografia

Najbardziej rozpowszechnione sg metody, w ktorych
przemieszczenie mieszaniny nastepuje na drodze elucji, tj. gdy
faza ruchoma przemieszcza sie ciagle przez ztoze
chromatograficzne lub wzdtuz niego a probka jest wprowadzana
do uktadu w postaci okreslonej porcji.

W chromatografii elucyjnej fazg ruchoma jest eluent.

Podczas analizy temperatura kolumny

| predkosc przeptywu eluentu mogg byc¢ state
(elucja izokratyczna) lub zmieniac sie w czasie
(elucja gradientowa).

Pojawienie sie poszczegolnych sktadnikow w detektorze
wytwarza sygnaty elektryczne rejestrowane przez komputer i
przetwarzane na obraz (chromatogram).
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Rys. 1. Schemat ideowy chromatografu jonowego
(cieczowego); 1- rezerwuar eluentu, 2 - pompa, 3 -
dozownik, 4 - strzykawka, 5 - kolumna separacyjna,
6 - uktad ttumienia prqdu wynikajgcego z
przewodnictwa eluentu tzw. supresor (stosowany
w przypadku IC z detekcjq konduktometryczng), 7 -
detektor, 8 - rejestrator, integrator lub komputer.



Chromatografia jonowa

Wymiana jonowa jest jednym z najstarszych opisywanych procesow rozdziatu

J / %.'- . |
Novel lon Exchange Chromatographic Method Using gc/idicti_mmctign_ - H. Small, T.S. Stevens, W.C.

Bauman - Analytical Chemistry, 1975, 47, 1801-1809 —r =

Dzis wiekszos¢ rutynowych analiz jondw nieorganicznych i organicznych wykonuje sie tg technika.
Potnocnoamerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (EPA) juz od konca lat siedemdziesiatych
zaleca stosowanie chromatografii jonowej do badania stanu srodowiska.
Technika chromatografii jonowej nieustannie sie rozwija i stale podgza.za rozwoje
takich jak:

- szeroko pojeta fizykochemia,
- mechanika precyzyjna,

- Inzynieria materiatowa,

- elektronika i informatyka.

dziedzin




Chromatografia jonowa - aparatura
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Chromatografia jonowa

Wspotczesna chromatografia jonowymienna na matych czgsteczkach w wysokosprawnych
kolumnach z uzyciem detektorow konduktometrycznych, amperometrycznych lub
spektrofotometrycznych jest nazywana chromatografig jonowa (lon Chromatography, IC).

Rozdzielanie jest gtdwnie wynikiem roznej zdolnosci sktadnikow probki do ulegania
wymianie jonowe).

ZALETY CHROMATOGRAFII JONOWEJ:

mozliwosc¢ jednoczesnego oznaczania kilku jonow w probce,

krotki czas analizy (od kilku do kilkunastu minut),

niskie progi wykrywalnosci (1 ng/ml), ktére mogg by¢ dodatkowo obnizone o 2-3
rzedy przez zastosowanie kolumny zageszczajgcej,

niewielka ilos¢ prébki potrzebna do analizy (0,1-1 ml),

szeroki zakres oznaczanych substancji,

tatwosc przygotowania probki do analizy,

mozliwosc¢ stosowania réznych detektorow,

wysoka selektywnos¢ oznaczanych jonow w probkach o ztozonej matrycy



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

CHROMATOGRAFIA JONOWYMIENNA (lon-exchange chromatography, IEC) to inaczej
retencja sktadnikoéw jonowych polegajgca na zjawisku WYMIANY JONOWEJ (lon-exchange, IE)

FAZA STAZJONARNA - jonowa, JONIT = wypetnienie kolumny (ztoze)
FAZA RUCHOMA — jonowa, ELUENT = roztwor wodny lub wodno-organiczny

WYMIANA JONOWA

to odwracalny i stechiometryczny proces, ktory polega na wigzaniu jondw obecnych w roztworze
i/lub czgsteczek obdarzonych tadunkiem przez JONIT, ktéry jednoczesnie oddaje do roztworu
jony o tym samym znaku.

Sktad i budowa fazy stacjonarnej sg kluczowe dla procesu rozdziatu w chromatografii jonowej.
Jony oddawane do eluentu/roztworu (przeciwjony) = OH-, Cl, H*, Na*

Po zakonczeniu analizy jonit podlega regeneracji do postaci pierwotnej.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

PRZECIWJONY
to jony, np. H* w kationitach, OH- w anionitach, ktére sg wymieniane z jonami z probKi

dzieki czemu te ostatnie sg czasowo zatrzymywane przez jonit (w kolumnie).

KATIONIT

DESS

Réznice w czasach zatrzymania (retencji) wynikajg ze zréznicowanego powinowactwa
rozdzielanych sktadnikdw do fazy stacjonarnej (jonitu) i ruchomej (eluenta).

Konsekwencjg tego zjawiska jest rozdzielenie jonow analitow, uzaleznione przede
wszystkim od rodzaju | wkasciwosci jonitu w kolumnie.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

CHROMATOGRAFIA JONOWYMIENNA
= faza stacjonarna w postaci ANIONITU — wytapuje aniony

ANIONIT to ZASADA na trwale zwigzana z powierzchnig ziarna statej substanciji;

- grupa funkcyjna z fadunkiem dodatnim na trwale zwigzana, ruchliwe przeciwjony o tadunku
ujemnym (X°), zdolne do wymiany przez inne ANIONY

R-NR, X

«—— R-COO, OH, CI, SO,”
- R-NH,” X

O,

O—NR;0H- + A <2l= ()—NR;A™ + OH™




Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

CHROMATOGRAFIA JONOWYMIENNA
= faza stacjonarna w postaci KATIONITU — wytapuje kationy

KATIONIT to KWAS na trwale zwigzany z powierzchnig ziarna statej substancji;

- grupa funkcyjna z tadunkiem ujemnym na trwale zwigzana, ruchliwe przeciwjony o tadunku
dodatnim (Y*), zdolne do wymiany przez inne KATIONY

N R-SO, Y*

s— R-COO Y*

ta

«——— H’ Na’", K', Ca™ RNH,’

K
Q—RSO;HY + KF ——= (Q—R-SOyK* + H'




Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

KOLUMNY ANIONOWYMIENNE — do stosowania z eluentami weglanowo-
wodoroweglanowymi

— do stosowania z eluentami wodorotlenowymi

KOLUMNY KATIONOWYMIENNE — z kationitami silnie kwasowymi

— z kationitami stabo kwasowymi

ZAZWYCZAJ

¢ w chromatografii anionowymiennej stosuje sie kolumny z jonitami zawierajgcymi
czwartorzedowe grupy amoniowe,

¢ w chromatografii kationowymiennej — grupy sulfonowe



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

POJEMNOSC JONOWA
oznacza liczbe moli jonow, ktore jonit jest zdolny zatrzymac w jednostce swojej masy; jonity
obcigzone, po petnym wykorzystaniu swojej pojemnosci jonowej wymagajg zregenerowania.

POJEMNOSC JONOWA wypetnien stosowanych w wysokosprawnej chromatografii
jonowymiennej (chromatografii jonowej) powinna byc¢ raczej niewielka, co zapewnia szerszy
zakres liniowosci sorpcji, a w konsekwencji bardziej symetryczne i waskie piki (lepszy rozdziat
analizy)

Mocne kationity i anionity charakteryzujg sie najczesciej wyzszg pojemnoscig jonowg od
odpowiednich sfabych jonitow.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia
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Interesujacy jest zakres, gdzie zaleznos¢ pojemnosci jonowej od pH nie zmienia sie
gwattownie lecz stopniowo.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

POJEMNOSC WYMIENNA
oznacza liczbe centrow wymiany jonowej na gram jonitu lub na kolumne, wyrazana w
miliwalach (mval) na gram jonitu lub na kolumne

Bardziej uniwersalng jednostkg jest mmol/g.

PODZIAL JONITOW

- 0 niskiej pojemnosci (<0,1 mmol/g) Rl

- 0 Sredniej pojemnosci (0,1-0,2 mmol/g) > NH? L
NH + - 3

- 0 duzej pojemnosci (>0,2 mmol/qg) ? : §H3 é NH %

*mval = miligramoréwnowaznik



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

JONITY SYNTETYCZNE

* Zywice jonowymienne, wielkoczgsteczkowe polimery nierozpuszczalne w wodzie |
wiekszosci rozpuszczalnikdw organicznych, zawierajgce grupy funkcyjne zdolne do wymiany
jonéw w roztworze/eluencie

* zele krzemionkowe chemiczne modyfikowane grupami alkilo- lub arylosulfonowymi,
karboksylowymi (KATIONITY), aminowymi (ANIONITY)

JONITY POLSYNTETYCZNE - to np. wegle sulfonowane

JONITY NATURALNE - to KATIONITY glinokrzemianowe, gtéwnie zeolity



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

ZYWICE KATIONOWYMIENNE

to JONITY SYNTETYCZNE z grupami funkcyjnymi o charakterze kwasowym,
odszczepiajgcymi jony H* (wymienialne na inne kationy)

sulfonowe, -SO;H — mocny kationit

fosfonowe, -PO;H, — mocny kationit

karboksylowe, -COOH — sredni kationit

aminodioctanowe, -N(CH,COOH), — staby kationit

fosfinowe, -PO,H — staby kationit

fenolowe, -C,H,OH — b. staby kationit



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

ZYWICE ANIONOWYMIENNE
to JONITY SYNTETYCZNE z grupami funkcyjnymi o charakterze zasadowym,
odszczepiajgcymi jony OH- (wymienialne na inne aniony)

- aminy czwartorzedowe (grupy amoniowe), -NR;* — mocny anionit

- aminy i sprotonowane aminy Il i lll , -NH,, =NH, -NR,H*, -NRH,* —
sredni i mocny anionit

- grupy dialkilosulfoniowe, -SR.* - staby anionit

ZYWICE AMFOTERYCZNE

to JONITY SYNTETYCZNE z grupami funkcyjnymi i charakterze zasadowym i kwasowym
-COO-

-N*(CH3)s



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

RETENCJA
rozumiana jest jako zatrzymanie jonow na jonicie w wyniku wymiany jonowej (czas
przebywania wewnatrz kolumny)

Na retencje wptyw ma:
a) Typ jonitu

b) pH eluentu

c) Sita jonowa eluentu

d) Rodzaj przeciwjonu dominujgcy na powierzchni jonowymiennej (rodzaj przeciwjonu
w eluencie)



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

ZASADY DOTYCZACE RETENCJI
1. Typ jonitu

O czasie retencji rozdzielanych jonoéw decyduje liczba i rodzaj jonowymiennych grup
funkcyjnych zwigzanych na powierzchni sorpcyjnej jonitu, a takze sita jonowa i rodzaj
eluentu, pH eluentu oraz rodzaj jonéw analitu.

Grupy silnie kwasowe i silnie zasadowe sg na powierzchni sorpcyjnej jonitu zdysocjowane
w szerokim zakresie pH, a zwiekszenie ilosci miejsc aktywnych w jednostce objetosci
wypetnienia kolumny powoduje dtuzsze zatrzymanie jondw w kolumnie.

Reakcje wymiany jonowej zachodzg stechiometrycznie tj. w ten sposob, ze na mol kazdego
jonu, ktory wigze sie z zywicg, przypada okreslona ilos¢ moli innego jonu przechodzgcego
do roztworu.

Sg to reakcje odwracalne.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia
2. Retencje mozna kontrolowa¢ poprzez poprawna modyfikacje pH

W przypadku wymiany kationéw: wzrost pH obniza retencje; wyjatek: stabe wymieniacze kationow lepiej
dysocjujgce przy wzroscie pH

- najlepiej zeby pH byto ok. 1-2 jednostki wyzsze niz pK, kationow

W przypadku wymiany anionéw: wzrost pH podwyzsza retencje; wyjgtek: stabe wymieniacze aniondéw lepiegj
dysocjujgce przy nizszym pH

- najlepiej zeby pH byto ok. 1-2 jednostki nizsze niz pK, anionéw

| pH 2.5 - No analyte retention |

pH 6.7 - Some analyte retention - sorbent
fully charged analyte partially charged

H+

H* =
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Chromatografia jonowymienna i| jonowa - pojecia

3. Wzrost sily jonowej eluentu obniza objetos¢ retencji (V)
Eluentowe uktady o wysokiej sile jonowej utatwiajg desorpcje analitu i sg stosowane do
eluowania indywidudw z kolumny.

(= o~
Cl CIE’ %

o Wc c@ NG 0\\ " 0\\ ’ \T/‘

o O
@

Wymywanie analityczne utatwione przez bufor o wysokiej sile jonowej



Chromatografia jonowymienna i| jonowa - pojecia

4. Rodzaj i sita przeciwjonu
Obnizenie retencji nastepuje:
- im wyzszy tadunek przeciwjonu,
- im mniejsza srednica jonowa przeciwjonu,
- im tatwiej polaryzowalny przeciwjon

Qs,go ® REE o \Q/ 6
’ © ® B S / /
Rs00 703 P \/°/ & \,.

ANIONIT




Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

Najpowszechniejsze formy rozdzielania, w ktorych czgstki sg eluowane przez zwiekszanie sity jonowej buforu
(zwykle za pomocg NaCl) przy uzyciu liniowego gradientu (F. 1.9) lub stopniowej elucji (F. 1.10).

r'ﬂhm wash high salt wash
1M sov L — 1My scv
’ Pt elution of of targat
baefore grasent beging | mmhs material
semple sCV
g \ i 3|  ection / | tightly bauna
z E 4 volume
| \ | -
;} TJ 'K. 2 L_ A \ } i 9 " N :
- | S
. _Ss-10cv T ! 5100V FL 2 S — -
Colume volumes [CV] Column voluamas [CV]
Fig 1.9. Typical high-resclution IEX separation using linear gradient Fig 1.10. Typical IEX separation using step elution. .

elution.

Elucja gradientowa jest czesto stosowana, gdy rozpoczyna sie od nieznanej probki (jak najwiecej sktadnikow jest
zwigzanych z kolumng i eluowanych w rézny sposdb, aby zobaczy¢ catkowity profil biatka) oraz do rozdziatu lub analizy o
wysokiej rozdzielczosci.

Elucje stopniowg stosuje sie np. gdy separacja zostata zoptymalizowana przy uzyciu elucji gradientowej, przejscie
na elucje stopniowg przyspiesza czas rozdzielania i zmniejsza zuzycie buforu przy zachowaniu wymaganego poziomu
czystosci.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - pojecia

Optymalizacja metody separacji dotyczy modyfikacji kilku parametrow:

- Parametry jonitu — moc, wielkoSc¢ ziaren, porowatosc¢

- Sifa jonowa - sita elucyjna wzrasta z sitg jonowa; przeciwjon eluentu kontroluje wielkosc
oddziatywania z fazg stacjonarng

- pH - kontrola selektywnosci; wzrost pH powoduje spadek retencji w chromatografii
kationowymiennej i wzrost w anionowymienne]

- Bufor - sita elucyjna i selektywnosc¢ zalezna od przeciwjonu soli buforu; sol buforu rowniez wptywa
na pH

- Natezenie przeptywu - sprawnosc: niskie aby zwiekszy¢ rozdzielczosc¢ i poprawic kinetyke
wymiany masy

- Wzrost temperatury - poprawia kinetyke wymiany masy i obniza lepkosc¢ fazy ruchomej



- Parametry jonitu (typ kolumny)
I

Colummns:
(A}
HiTrap 5P XL, 1 mL
Sample:
4]
150 —
Sample volume:
|' _ Seartbuffer
=) Elution buffer-
& L 3p &
- |E] ﬁ
A HiTrap 8P FF, 1 mL 2 Flow rate (flow velocityl
= & Gradient:
100 — 2
3
! o0 8
I3 3
S0 |
HiTrap CM . 1 mL
—10
D_
0o 20 40 60
Volume {mL}

(&) HiTrap SP XL, 1 mL

(B HiTrap SPFF. 1 mL

(C] HiTrap CM FF, 1 mL

3 mg ribonuclease A (pl =9.3),
0.2 mg cytochrome C (pl = 10.3),
0.2 mg lysczyme (pl = 11)

2 mL in start buffer

20 mM sodium phosphate, pH 68
20 mM sodium phosphate,

500 mM NaCl pH 6.8

1 mUmin (150 cm/h)

0% elution buffer (25 CV), 0% to
100% elution buffer (40 CV)

Fig 3.32. Media scouting: separation of ribonuclease A (), cytochrome C (), and bysozyme (I} on a range of anion exchange HiTrap columns.



Coumn:  Mono Q HR §/5
Samples. carbonic anhyarase, transferrin, ovalbumin, a-lactaibumin, f-iactoglobulin A and B
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Fig 2.4. EFfect of salt ions jcountarions) (A) sodium chionde, (8) sodium bromide, IC) sodium iodide, and (D) sooum acetate on salectivity and resolution (Mono G HR 5/5 now availabie as Mono Q 5/50 GL). Note the varniation in elution order of peaks Sand 4.

Jony soli uzywane w IC to prawie zawsze Na* do wymiany kationowe;j i CI- do wymiany anionowe;j.
Sole, takie jak NaCl, majg chaotropowy charakter (tj. zdolnos¢ do zmniejszania polarnosci wody), a zatem stabszy efekt

ywysalania” czgsteczek hydrofobowych. Zapewnia to maksymalng rozpuszczalnosé podczas elucji i poprawia regeneracje.
Nalezy unikac soli takich jak (NH,),SO, lub K;PO,, poniewaz przy wysokich stezeniach najprawdopodobniej powodujg one

wytracanie.

W niektorych zastosowaniach alternatywne przeciwjony, np.: Li*, Br-, I-, SO,%~, CH,COO~ lub HCOO~ mogga poprawi¢, a
nawet zmienic selektywnosé, poniewaz wykazujg rézne sity elucji, ale nalezy zauwazy¢, ze uzycie tych jondw moze wptyngc

na zdolnos¢ wigzania nosnika.

UOI I8 JUE0 V00 Jayng uoing



- Natezenie przeptywu

Column: SOURCE 30Q. 10 mm i.d = 50 mm {4 mL)

Sample: Mixture of Iactoglobutin B and amyloglucosidase

Sample oad: 1 mg/mL of bed volume

Start bufter: 20 mM BIS-Tris PROPANE, pH 7.0

Elution buffer: S00 mM sodium chioride, 20 mM BIS-TRIS PROPANE. pH 7.0

Flow rates (flow velocitest (A) 4 mLU/min (300 crmun)
(8) 13 mL/min {1000 crmvn)

Gragient: 0% to 100% edution buffer, 20 CV
(A (B}
’ H
| g ||
L !

WL UL\/\

L} 1 I 1

] 1
0 10 20 0 2 4 6 8
Time ¢min) Time omimy
Fig 2.5. Influence of increasing flow rate on rasolution.



- llosSC probki  mpmn: SOURCE 308, 5 mm i.d. x 50 mm (1 mL)

Sample: Mixture of chymotypsinogen, cytochrome C, and lysozyme
Sample load" (A)1mg
(B} 10mg

Start buffer- 20 mM sodium phosphate, pH 6.8

Elution buffer: 500 mM sodium chloride, 20 mM sodium phosphate, pH 6.8
Flow rate (flow velocityl: 1 mLimin (300 cm/h)

Gradient: 0%to 100% elution buffer, 20 CV

A (8

3 ﬂ 3

avan A -

)
0 10 20
Time (min} Time {min)

Fig 2.6.The influence of incraasing sample l0ad on resolution.



Chromatografia jonowymienna i jonowa - podziat

Ze wzgledu na rodzaj materiatu wypetnienia kolumny i jego zdolnos¢ wymienng, a
przede wszystkim na mechanizm wymiany wyrozniamy:

1. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIE JONOWA (High performance ion
chromatography, HPIC)

2. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIE JONOWYMIENNA (High performance
lon-exchange chromatography, HPICE) — zwang tez jonowykluczajgca

3. CHROMATOGRAFIE PAR JONOWYCH (lon pair chromatography, IPC)



Wysokosprawna Chromatografia Jonowa

e stosuje wysokosprawne kolumny analityczne, ktérych wypetnienia stanowig zywice z
naniesionymi na nie grupami funkcyjnymi o statym tadunku, w ktorych bezposrednim otoczeniu
znajdujg sie odpowiednie przeciwjony zapewniajgce elektryczng obojetnos¢ uktadu.
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Rys. 2. Przyvkiad wypelnienia kolumny do HPIC anionow (AS 10, Dionex Co.).

e detekcja najczesciej konduktometryczna po uprzedniej SUPRESJI jondw eluentu (ttumienie
przewodnictwa eluentu)
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Anion exchange

Good retention - analyte in
charged form

Cation exchange

Zakres zastosowania HPIC obejmuje m. in. oznaczanie jondw nieorganicznych, takich jak np. F~, CI-, Br-, I,
Clo, Clo,, ClogT, Clo,, BrO,T, 10,7,P0O,3, POS3, PO, P,O,%, PO, P,0,5%, PO,F?7, S, SO3%, SO47,
S,0;%7, SCN-, CN-, OCN-, NO,, NO;, N5, SiO,~, SiF.*, B,O,%*, BF,~, AsO,~, AsO,>,Se0,%, Se0,%", Mo0O,*,
WO0,%, CrO,%, Na*, K*, Mg?*, Ca?*, APP*, NH,*, Fe?*, Fe3*, Zn?*, Cd?*, Cu?*, Mn?*, Cr3*, Co?*, Ni%*, Pb?*, kationow
lantanowcow, aniondw kwasow organicznych, amin alifatycznych, weglowodanow itp.
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Wysokosprawna Chromatografia Jonowa

Chromatogram rozdzielania nieorganicznych anionow:
Kolumna analityczna - Metrosup A SUPP 5-150, eluent - 3,2 mM Na,CO; + 1,0 mM NaHCO;,,
natezenie przeptywu - 0,7 ml/min, detekcja - konduktometryczna.
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|| bronnanyp() ]'

azotany(V)

ﬁzot'my(III)

Rozdzielane jony probki roznig sie miedzy sobg czasem
przebywania wewnatrz kolumny, wynikajgcym z ich roznego
powinowactwa do fazy stacjonarnej, co jest bezposrednig
przyczyng rozdziatu.
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Chromatogram probki wzorcowej nieorganicznych kationéw 1i 2 grupy i jonu amonowego.
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Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - ZALETY

* Mozliwosc jednoczesnego oznaczania nawet kilkudziesieciu jonow w probce, kationow i
anionow, jondw organicznych i nieorganicznych, takze substancji niejonowych, tworzgcych
formy jonowe w wyniku odpowiednich reakcji derywatyzacji przed- lub za kolumnowych
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* Stosunkowo krotki czas analizy - W zaleznosci od rodzaju kolumny analitycznej, rodzaju i
stezenia eluentu, jego natezenia przeptywu, oraz parametrow pracy supresora i detektora
catkowity czas rozdzielania gtownych nieorganicznych aniondw lub kationdw w probce
wynosi od kilku do kilkunastu minut (np. 5-30 min).

* Granice wykrywalnosci na poziomie mg/dm? (ppb) dla detekcji konduktometrycznej, lub nawet
jeszcze nizszym przy wykorzystaniu wstepnego wzbogacania analitow lub specjalnych
metod detekciji, np. ICP-OES, ICP-MS

* Mozliwosc¢ stosowania roznych detektorow chromatograficznych - Pomiary przewodnosci
elektrycznej wlasciwej sg najczesciej stosowang metodg detekcji w chromatografii jonowej,
poniewaz jest ona wyjgtkowo czuta dla wszystkich zdysocjowanych sktadnikow, a w
zakresie niskich stezen przewodnictwo to jest liniowg funkcjg stezenia jonow.

Inne detektory: UV/Vis, amperometryczne, potencjometryczne, fluorescencyjne, chemiluminescencyjne,
ICP-MS, ICP-OES



Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - ZALETY

* Niewielka ilosc probki potrzebna do wykonania analizy - Objetos¢ petli nastrzykowych
stosowanych w chromatografii jonowej wynosi zazwyczaj od 10 do 500 ul, a objetosc
probki potrzebna do analizy wynosi od okoto 0,5 do 2 cm3 (m.in. w zaleznosci od
zastosowanego automatycznego podajnika probek).

* \Wysoka selektywnosc rozdzielania - Maksymalne dopuszczalne stezenia
poszczegolnych jonodw w analizowanej probce nie powinny przekraczac kilkuset
mg/dms3, a suma ich stezen uzalezniona jest od pojemnosci jonowymiennej
zastosowanej kolumny analityczne,.

Nowoczesne kolumny jonowymienne stosowane np. do oznaczania sladow bromianow(V) czy jonow
amonowych w wodzie pozwalajg oznaczac je nawet w probkach, w ktérych stosunek stezen jonow
Cl-/BrOs lub Na*/NH,* wynosi 10000:1.
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Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - zalety

* Stosunkowo prosty sposob przygotowania probek

Jony analitu

Zalecana czynnosc

Maksymalny czas przecho-
wywania probki [dni]

Azotany(III) Schtodzenie do temp. 4°C 2

Azotany(V) Schtodzenie do temp. 4°C 2

Bromiany(V)* Dodanie 50 mg/dm? etylenodiaminy 28

Bromki Nie jest wymagana 28

Chlorany(III)* Dodanie 50 mg/dm? etylenodiaminy, 14
schtodzenie do temp. 4°C

Chlorany(V)* Dodanie 50 mg/dm? etylenodiaminy 28

Chlorki Nie jest wymagana 28

Chromiany Ustalenie wartosci pH probki do 9-9,5 za 1

pomocg np. NH;0OH
Cyjanki Ustalenie wartosci pH probki powyzej 12 za 14
pomocg NaOH, schiodzenie do temp. 4°C

Fluorki Nie jest wymagana 28

Octany Schtodzenie do temp. 4°C

Mrowczany Schtodzenie do temp. 4°C

Fosforany(V) Schiodzenie do temp. 4°C




Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - zalety

* Stosunkowo prosty sposob przygotowania probek

Jony amonowe Filtracja, schtodzenie do temp. 4°C 7
Jony magnezowe Filtracja 42
Jony metali Zakwaszenie roztworu do wartosci < 2 za 6 miesiecy
(m.in. Co, Ni, Zn) pomocg np. st. HNO4

Jony potasowe Filtracja 42
Jony sodowe Filtracja 42
Jony wapniowe Filtracja 42
Siarczany(VI) Nie jest wymagana 28




Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - zalety

* Powtarzalnosc¢ uzyskiwanych wynikow - chromatografia jonowa jest metodg wydajniejszg,
szybszg, bardziej czutg i dajgcg bardzo dobrg powtarzalnosc¢ uzyskiwanych wynikow.
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Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - zalety

* Mozliwosc¢ oznaczania jondw tego samego pierwiastka na réznych stopniach utlenienia
(analiza specjacyjna) - Sprzeganie chromatografii jonowej z innymi detektorami ICP-MS i
MS.
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CECHY CHARAKTERYSTYCZNE:

1
2
3
4
S
6

v

. Eluenty o niskiej sile jonowej (0,1-100 mM)

. Oznaczanie mieszanin wielu réznych jonow

. Jonity o matej pojemnosci jonowe;

. Konieczne ttumienie przewodnictwa (supresja) jondw eluentu
. Szybkie i precyzyjne oznaczanie jonow

. Uniwersalna detekcja konduktometryczna po uprzedniej supresji jonow eluentu, lub
UV po uprzednie] reakcji derywatyzacji zakolumnowe]

. Prog detekcji ograniczony wartoscig przewodnictwa oznaczanych jonow, na poziomie
mg/dm3
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WADY / MOZLIWE BLEDY:

- niewtasciwe rozdzielanie jonéw analitu

wysokie tto eluentu

nieregularna linii podstawowa

skracania sie czasow retencji analizowanych jonow

zmiana charakterystyki kolumny analitycznej

trudnosci w rozdzielaniu i oznaczaniu anionow i kationow w probkach, w ktorych
wystepuje nadmiar jednego lub kilku jonow
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ZASTOSOWANIA:

1. Oznaczanie zawartosci anionow albo/i kationéw w wodach i sciekach (wody: pitna,
mineralna, morska, powierzchniowa, przemystowa, scieki: surowe, oczyszczone,
zanieczyszczone wody procesowe i technologiczne)

2. Oznaczanie zawartosci anionow i kationéw w ptynach fizjologicznych, lekach, zywnosci,
paszach, napojach

3. Oznaczanie zawartosci aminokwasow, peptydow, biatek (w tym enzymow i koenzymow),
cukrow, nukleotydow, RNA, DNA w materiatach pochodzenia biologicznego albo
syntetycznego

4. Oznaczanie zawartosci pierwiastkow mozliwych do przeprowadzenia do postaci jonowe;
w rudach, glebach, materiatach rozszczepialnych
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ZASTOSOWANIA - Polski Komitet Normalizacyjny oferuje kilka polskojezycznych wersji norm
wykorzystujgcych metode chromatografii jonowej do oznaczania jonow w wodach i Sciekach.

1. PN-ISO 10304-1: (1998). Jakos¢ wody — Oznaczanie rozpuszczonych jonéw fluorkowych,
chlorkowych, azotynowych, ortofosforanowych, bromkowych, azotanowych i siarczanowych za
pomocg chromatografii jonowej, - Czes¢ 1: Metoda dla wéd mato zanieczyszczonych.

2. PN-1SO 10304-2: (1998). Jakos¢ wody — Oznaczanie rozpuszczonych aniondéw za pomocg
chromatografii jonowej. Czes¢ 2: Oznaczanie bromkdw, chlorkow, azotandw, azotynow,
ortofosforandéw i siarczanéw w sciekach.

3. PN-ISO 10304-3 (2000). Jakos¢ wody — Oznaczanie rozpuszczonych anionOGw za pomocg cieczowe;
chromatografii jonowej - Czes¢ 3: Oznaczanie chromianow, jodkow, siarczyndw, tiocyjankow i
tiosiarczanow.

4. PN-ISO 10304-4 (2000). Jakos¢ wody — Oznaczanie rozpuszczonych aniondw za po-mocg
chromatografii jonowej - Czes¢ 4. Oznaczanie chloranow, chlorkéw i chlorynéw w wodach mato
zanieczyszczonych.,

5. PN-ISO 15061 (2002). Jakos¢ wody — Oznaczanie rozpuszczonych bromiandow - metodg
chromatografii cieczowej.
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6. PN-ISO 14911 (2001). Jako$¢ wody — Oznaczanie jondéw Li*, Na*, NH,*, K*, Mn?*, Ca?*, Mg?*, Sr?* i
Ba?* technikg chromatografii jonowej - Metoda dla wod i $ciekdw.

7. PN-EN ISO 10304-1 (2009). Jakos¢ wody — Oznaczanie rozpuszczonych anionOw za pomocg
chromatografii jonowej - Czes¢ 1: Oznaczanie bromkow, chlorkow, fluorkow, azotandw, azotynow,
fosforandw i siarczanow.

INNE

la. PN-ISO 1911-1: (2001). Emisja ze zrodet stacjonarnych. Manualna metoda oznaczania HCI.
Czesc¢ 1: Pobieranie préobek gazow.

1b. PN-ISO 1911-2: (2001). Emisja ze zrodet stacjonarnych. Manualna metoda oznaczania HCI.
Czesc¢ 2: Absorpcja zwigzkéw gazowych.

1c. PN-ISO 1911-3: (2001). Emisja ze zrodet stacjonarnych. Manualna metoda oznaczania HCI.
Czesc¢ 3. Analiza roztworéw absorpcyjnych i obliczanie.
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2. PN-EN 15191 (2006). Charakteryzowanie odpadow i gleby - oznaczanie chromu w materiale
statym metodg alkalicznego roztwarzania | chromatografii jonowej z detekcjg
spektrofotometryczna.

3. PN-EN 15492 (2008). Etanol jako komponent benzyn. Oznaczanie chlorku nieorganicznego I
sulfonianu metodg chromatografii jonowe].

4. PN-EN 13368-1 (2004). Nawozy. Oznaczanie czynnikdw chelatujgcych metodg chromatografii
jonowej. Czes¢ 1: EDTA, HEDTA i DTPA.

5. PN-EN 13368-2 (2004). Nawozy. Oznaczanie czynnikdw chelatujgcych metodg chromatografii
jonowej. Czes¢ 2: EDDHA i EDDHMA.



Wysokosprawna Chromatografia Jonowa - ilosciowo

Jesli przez kolumne, wypetniong anionitem przeptywa eluent zawierajgcy jony hydroksylowe,
to czwartorzedowe jony amoniowe osadzone na powierzchni wigzg sie z nimi. Gdy probka
zawierajgca aniony A™ i B~ zostanie wprowadzona do uktadu, aniony te wymieniajg aniony
hydroksylowe zgodnie z reakcjami:

(O—NR;OH- + A~ == (@O—NR;A~ - OH~

()>—NR;0OH- + B =—=Z= (O)—NR;B~ + OH~

llosciowg miarg tego rownowagowego procesu jest wspotczynnik selektywnosci, Ky, op-
zdefiniowany w nastepujacy sposob:

k _ [X_]S 8 [OH_]M - | _
X/oH" [OH_]S o [X_] S - w fazie stacjonarnej

M M - w fazie mobilnej

Jony o duzym wspotczynniku selektywnosci sg lepsze jako eluenty, dlatego ze wykazujg
one duzg site elucji nawet w roztworach rozcienczonych.
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Dla kationitu:
Ky

Q—R-SO;H* + K* Q—R-SO;K* + H*

[Zvwica - SO; K+ |-[H™]
[zvwica —SO;H™ ][ K" ]

K jest miarg selektywnosci zywicy obsadzonej jednym jonem wzgledem obsadzenia jej innym jonem.

Im jest on wyzszy, tym dtuzej jon bedzie pozostawat przytgczony do grupy jonowymiennej i pozniej
bedzie eluowany z kolumny.

Wybierajgc eluent nalezy kierowac sie zasadg, ze wspotczynniki selektywnosci jonu eluentu i jonu
probki powinny miec¢ porownywalne wielkosci.

Gdy jony probki eluujg zbyt szybko, musi by¢ zmniejszona sita eluentu, lub zmieniony jon eluentu na
iINnny 0 nizszym wspotczynniku selektywnosci.
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Inng miarg powinowactwa jonow do fazy stac:]onarnej Jest wagowy wspotczynnik podziatu A
ktory dla jonu X~ zostat zdefiniowany jako: bl
15

S

1M

W wiekszosci przypadkow, zamiast wagowego wspotczynnika podziatu, stosuje sie stosunek
podziatu skltadnika miedzy faze stacjonarng i ruchoma k’
mg

I‘f S

klz }L X

gdzie: mg masa wypetnienia kolumny, Vs objetosc fazy ruchome.
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Dobdr eluentu w HPIC zalezy gtéwnie od uzywanej metody detekc;ji.

Poniewaz w wiekszosci detekcja anionow i kationdw odbywa sie za pomocg detektorow

konduktometrycznych, najczesciej stosowane eluenty mozna podzieli¢ na dwie grupy:

(i) eluenty stosowane z detekcjg konduktometryczng i chemicznym ttumieniem (supresjg)
przewodnictwa eluentu (,chromatografia dwukolumnowa”)

(i) eluenty stosowane z detekcjg konduktometryczng i elektroniczng kompensacjg
przewodnictwa eluentu (,chromatografia jednokolumnowa”)

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

SUPRESJA
= obnizenie przewodnictwa eluentu na tle przewodnictwa jonow analitow - w
konsekwencji — lepsza czutosc i nizsze granice wykrywalnosci
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(A)

10 - Chromatogram bez supresji —
9 12 sygnat zaburzany silnym przewodnictwem eluenta.

- Chromatogram z supresjg - zmniejszony sygnat
2 przewodnosci wynikajacy z przewodnictwa eluentu.
LS 1 /3 10 Role takg moze petni¢ kazdy proces chemiczny, w
4 6 7 | 11 12 wyniku ktorego sktadniki eluentu sg zamieniane w
5 / \h/ mniej przewodzgce zwigzki np. reakcje wymiany
l jonowej, kompleksowania itp
0 |' i I T I
0 5 10 15 20
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Chromatografia jonowa bez supresji
= jednokolumnowa chromatografia lub chromatografia bez ttumienia przewodnictwa
(single column IC, non-suppressed IC)

Conductivity
detector
. Injector Anahtical column L
Degassng 1
Device Pump 1 E Jl.f
S |
|

Guard column T
Column oven

Eluant

Eluenty stosowane z detekcjg konduktometryczng i elektroniczng kompensacja przewodnictwa (bez
supresji!) to te, w ktorych sktad wchodzg jony organiczne o wzglednie duzych czgsteczkach (o matej
ruchliwosci).

Najczesciej stosowane w analizie anionéw sg rozcienczone (104-10-3M) roztwory soli kwasoéw
benzoesowego, ftalowego i o-sulfobenzoesowego.

Yt gczg one w sobie znaczace powinowactwo do anionitow pokrytych grupami amoniowymi z wzglednie
niskg przewodnoscig molowa.
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Chromatografia jonowa z supresja
= dwukolumnowa chromatografia jonowa lub chromatografia jonowa z ttumieniem

przewodnictwa (dual-column IC, suppresed IC)

Conductivity
- injector Analytical column detector
Degassing
Device Pump l ‘ ‘
——{H 1 ' -
[ i
I

Guard column Suppressor

Eluent

Problem przewodnictwa od eluenta rozwigzano poprzez zastosowanie drugiej specjalnej kolumny
(supresora) umieszczonej po kolumnie analitycznej. Sktadniki eluentu opuszczajg kolumne ttumienia w

postaci stabo zdysocjowanej.

Np., gdy w chromatografii anionéw eluentem jest roztwor wodorotlenku, po procesie supresji kolumne
ttumienia opuszczajg elektrycznie obojetne czgsteczki wody. Natomiast aniony probki, ktore z jonami
wodorowymi tworzg mocniejsze kwasy, docierajg do detektora konduktometrycznego w postaci
zdysocjowanej, gdzie sg wykrywane.
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Najczesciej stosowane eluenty w HPIC anionéw z detekcjg konduktometryczng i chemicznym
ttumieniem przewodnictwa eluentu:

Eluent Jon eluentu Produkt supresji Sila elucji

Na,CO; CO;™ [CO,+ H,0] silny
RNHCH(R*)SO;H/NaOH RNHCH(R*)SO5™ RNH, CH(R’)SOs~  doé¢ silny
H-NCH(R)CO,H/NaOH H-NCH(R)CO,~ H;N"CH(R)CO,~ dosc silny
NaHCO;/Na,CO; HCO;/CO5™ [CO,+ H,0] dosc silny
NaHCO; HCO; [CO,+ H,0] staby

NaOH OH" H-O slaby

Na,B,0- B0 H:BO; bardzo slaby

Zastosowanie supresji pozwala na uzyskanie czutosci co najmniej o rzad wielkosci wyzszej niz
z kompensacjg elektroniczna.

Dobierajgc stezenie sktadnikow eluentu oprécz wymaganej sity elucji nalezy bra¢ pod uwage
pH jakie otrzymamy, ktore nalezy dobrac, tak aby wszystkie oznaczane substancje byty
zdysocjowane tj.: pH(eluentu) > pKa(najstabiej dysocjujgcego sktadnika prébki
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Supresja - ttumienie przewodnosci eluentu bez naruszania badanych sktadnikéw probeki.
Funkcje takg moze petni¢ kazdy proces chemiczny, w wyniku ktorego sktadniki eluentu sg zamieniane
W mniej przewodzgce zwigzki np. reakcje wymiany jonowej, kompleksowania itp.

Supresor to kolumna ttumienia (wypetniona silnie kwasowg zywicg kationowymienng), umieszczona po
kolumnie analitycznej. Nastepuje w niej wymiana kationu eluentu na jon wodorowy.

Sktadniki eluentu opuszczajg supresor w postaci stabo zdysocjowanej.

Na‘tOH HOH kde:;klim‘
eluent eluent onduktometryczny
Na* + Na* H* H*
— zywica kationowymienna % e dcicki
Na*  Na®  Na* H" H* H H
Na*Cl H*CF
probka ~ +wczerpana->|<—zregenerowana -.-I probka

Gdy w chromatografii anionow eluentem jest roztwor wodorotlenku, po procesie supresji kolumne ttumienia
opuszczajg elektrycznie obojetne czgsteczki wody. Natomiast aniony probki, ktore z jonami wodorowymi
tworzg mocniejsze kwasy, docierajg do naczynka konduktometrycznego w postaci zdysocjowanej, gdzie sg

wykrywane.
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ZASADA DZIALANIA — Reakcje wymiany jonowej zachodzgce w kolumnie analitycznej

Oznaczanie kationow Oznaczanie anionow

Eluent Polnpa

HCl g < Zawor Zawor < Pompa d Eluent

eluentu dozujacy dozujacy eluentu NaHCOs

I

Y =Na".NH," K’ X =F.CI.NOjy. Br. SO,°

jonit-SOsH™ + CI'Y?
Tl |
jonit-SO;Y ™ + H™CI

jonit-N"HCO3 + Na X

Tl
jonit-N"X + Na HCO5

Kolumna analityczna [€—

Kolumna analityczna

&
<—

0 ze zbiornika eluentu, do kolumny analitycznej, wypetnionej odpowiednim wypetnieniem (jonitem) ttoczony jest eluent

¢ za pomocg dozownika, do strumienia eluentu wprowadzana jest prébka, ktdrej jony sg rozdzielane w kolumnie analitycznej
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ZASADA DZIALANIA — Reakcje wymiany jonowej zachodzgce w kolumnie ttumienia (jonit o
duzej pojemnosci wymiennej)

jonit-SO; H™ + Na HCOs

Tl
jonit-SO; Na™ + H,CO;

jonit-N" OH + H'CI
()
jonit-N" CI"  + H,O

jonit-SO; H™ + Na™ X~

Tl
jonit-SO; Na™ + H'X’

jonit-N"- OH + Y™ CI

Tl
jonit-N"CI'  + Y™ OH

Supresor (kolumna thumienia) |¢—
Supresor (kolumna tlumienia) |<«—

|
v o

Rejestracja Detektor Detektor Rejestracja
danych <« konduktometryczny konduktometryczny [#  danych

¢ w chromatografii jonowej z ttumieniem przewodnictwa eluent z kolumny analitycznej kierowany jest do supresora, w ktdrym jony eluentu
tworzg w wyniku zachodzgcych reakcji stabo zdysocjowany kwas lub wode, a jony analitu w postaci dobrze zdysocjowanych soli lub
wodorotlenkdéw trafiajg do detektora konduktometrycznego

¢ w chromatografii jonowej bez ttumienia przewodnictwa eluent z kolumny analitycznej kierowany jest bezposrednio do detektora
konduktometrycznego

¢ sygnat z detektora jest rejestrowany w postaci piku chromatograficznego
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SUPRESOR MEMBRANOWY

= do ttumienia przewodnictwa eluentu wykorzystuje sie zjawisko dializy, osmozy,
albo elektroosmozy - “jednokolumnowa chromatografia jonowa z membranowym
supresorem”

SUPRESOR KAPILARNY = SUPRESOR o dziataniu ciggtym wykorzystujgcy
wymiane jonowg zachodzgcg w membranie jonowymiennej (dializa)

AUTOSUPRESOR = SUPRESOR o dziataniu ciggtym, w ktérym do wytwarzania
jonoéw H* lub OH- wykorzystuje sie procesy elektrodowe
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Grupy aktywne na jonitach mogg by¢ silnie lub stabo zasadowe lub kwasowe a takze
mieszane.

-anionity - zdolne do wymiany anionow,

-kationity - zdolne do wymiany kationow

-jonity amfoteryczne - zdolne do wymiany zaréwno anionow jak i kationow.

Wiekszosc jonitow to jonity organiczne o szkielecie z kopolimeru styrenu |
diwinylobenzenu (PS/DVB), ktory petni role srodka sieciujgcego tancuchy polistyrenu.

Sg one bardzo szeroko stosowane, gdyz wykazujg bardzo dobrg stabilnos¢ w zakresie
pH = 0 - 14. Umozliwia to uzycie eluentow o bardzo wysokim pH, pozwalajgcym na jonizacje
substancji, ktére w pH obojetnym sg niezjonizowane (np. cukry czy stabe kwasy)

Do szeroko stosowanych jonitow organicznych nalezg rowniez jonity oparte o polimery
metakrylanowe i winylowe.
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vypdrieniekehmry

O charakterystyce kolumny wypetnionej zywicag
jonowymienng decydujg takie parametry jak:

1. rodzaj zywicy,

2. stopien usieciowania,

~
y O
, ) 5

- (
3. wielko$¢ porow, g

\ —

4. rodzajiilos¢ grup wymiennych

5. rozktad wielkosci ziaren i jakos¢ upakowania kolumny
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—CHCH;—CH CII, CH—CH;-CH—CH,-CH—CL],

Polimeryzacja i
usieciowanie: <> @ <> <> <>
SOH

—CH CH__ CH2 CH—CH, CH*CH CH CH—

O 9 Q9

SO,H cH
“CIL CH— CH, CH—CH—CH,— CH—CH,

SHNe

SO.H SO.H

Sulfonowanie kopolimeru polistyrenu i diwinylobenzenu (-SO;’)
Kopolimeryzacja kwasu akrylowego i diwinylobenzenu (-COQO)
Aminowanie kopolimeru polistyrenu i diwinylobenzenu (-NR,*)
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Usieciowanie wptywa na proces wymiany jonowe;j.
Jony o duzym promieniu jonowym wskutek hydratacji mogg by¢ eluowane szybciej z jonitu
0 nizszym usieciowaniu, niz z jonitu o wysokim stopniu usieciowania.

Stopien usieciowania wypetnienia polimerowego materiatu kolumny moze by¢ miarg jej
odpornosci na dziatanie eluentow organicznych.
Im jest on wyzszy tym odpornosc ta jest wieksza.
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Na charakterystyke rozdzielczg jonitu wptywa liczba i rodzaj grup

jonowymiennych. Silnie kwasowe lub silnie zasadowe grupy sg znacznie lepigj
zdysocjowane niz stabe.

Liczba grup jonowymiennych rowniez wptywa na proces wymiany jonowej, poniewaz
zwiekszenie liczby miejsc aktywnych w jednostce objetosci powoduje dtuzsze
zatrzymywanie jonow probki w kolumnie wypetnionej jonitem.

Im silniej wigzany jest jon przez grupe jonowymienng, tym wyzszy bedzie wspotczynnik
selektywnosci (k).

“» jony trojwartosciowe sg wigzane silniej niz jony dwu i jednowartosciowe, tzn., ze
do wymycia jonow trojwartosciowych nalezy uzywac silniejszych eluentow niz
dla jonow dwuwartosciowych.

“* Jony o tej samej wartosciowoSci a o wiekszym promieniu jonowym sg Silniej
zatrzymywane przez zywice niz jony o matym promieniu.
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Wspotczynnik selektywnosci, a w konsekwencji i czas retencji anionow rozdzielanych na
typowych silnie zasadowych zywicach anionowymiennych mozna uszeregowac w
nastepujgcej kolejnosci

SZEREG SELEKTYWNOSCI:
OH < F < ClO;y < BrO; < HCOO < 10, < CH,COO < H,PO, < HCO, < Cl < CN <

NO, < Br < NO; <HPO,# < SO;>< SO,> < C,0,#< CrO,#< Mo0O,><WO,> < S,0;*
< I'< SCN < CIO, < salicylan < cytrynian

Wspotczynnik selektywnosci, a w konsekwencji i czas retencji kationow rozdzielanych na
typowych silnie kwasowych zywicach kationowymiennych mozna uszeregowac w
nastepujgcej kolejnosci

SZEREG SELEKTYWNOSCI:

Li* < H*< Na*< NH,"< K*< Rb*< Cs*< Ag* < TI* << UO,#* < Mg#* < Zn?* < Cu?* <
C02+ < Cd2+ < Ni2+ < Ca2+ < Sr2+ < Pb2+ < Ba2+ << A|3+ < SC3+ < Y3+ < Eu3+ < Pr3+ < Ce3+ <
La3+ << Pu4+
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» Na procesy fizykochemiczne w kolumnie wptywa réwniez wiele innych

czynnikow takich jak potozenie miejsc aktywnych. Jony zatrzymywane przez grupy
znajdujgce sie na powierzchni jonitu charakteryzujg sie krotszym czasem retencji, niz
zatrzymywane przez grupy w osnowie.

Rozwiniecie powierzchni wymiany jonowej jest osiggane zwykle przez wytworzenie makro i mikro porow
W ziarnach zywicy.

16 —

ns

lonPac AS11 12 2

Te

|
5 10 15 20 25

lonPac AS11.HC 898 92
10 23

I

Ro6znice pomiedzy kolumnami z

wypetnieniem mikroporowatym z powierzchniowo
osadzonymi grupami funkcyjnymi i makroporowatym
mozna przedstawi¢ porownujgc odpowiednie
chromatogramy.

Rozdziat aniondw na kolumnie o niskiej
pojemnosci dokonuje sie w czasie, prawie 0
potowe krotszym niz na kolumnie
makroporowatej.
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Ragid exchange of counter-ions, Bufler
typically Na+ or Ci-, snd solste molecubes -

Efektywnos¢ kolumny przejawia sie w zdolnosci do elucji waskich,
symetrycznych pikow ze ztoza upakowanego. Jedng z gtownych
przyczyn rozszerzania sie stref jest podtuzna dyfuzja czgsteczek
substancji rozpuszczonej, czyli np. biatek, peptydow czy Rapid afusion
oligonukleotydow.

)

*» Dobre wypetnienie (upakowanie) kolumny znaczgco przyczyni sie ..

do zwiekszenia rozdzielczosci. Kolumny, ktére sg upakowane e e s den
nierdwnomiernie, zbyt ciasno, zbyt luzno lub zawierajg pecherzyki

powietrza, doprowadzg do powstania kanatoéw (nierbwnomiernego

przejscia buforu przez kolumne), poszerzenia strefy, a tym samym

utraty rozdzielczosci.

L 4

» Rowniez rozmiar czgstek jest istotnym czynnikiem wptywajgcym na
rozdzielczosc¢ i generalnie najmniejsze czastki bedg generowac
najwezsze piki w odpowiednich warunkach elucji i w dobrze
wypetnionej kolumnie !. ,I

Fig 1.5. Factors that affect column efficiency.
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Rozdzielczos¢ pod wzgledem wydajnosci

mozna poprawic, zmniejszajgc rozmiar czgstek

ztoza, ale...

‘ﬂ zmniejszajgc rozmiar czgstek
matrycy, uzycie mniejszego rozmiaru
czgstek czesto powoduje wzrost
przeciwcisnienia, co powoduje
koniecznos¢ zmniejszenia predkosci
przeptywu, co wydtuza czas pracy. Stad
potrzeba dopasowania medium do
wymagan dotyczgcych oczyszczania.

lepkos¢ silnie stezonych probek
moze zmniejszy¢ rozdzielczosg, jesli
duze objetosci probek zostang
zatadowane na kolumny wypetnione
matymi czgstkami. Probki mozna
rozcienczyc lub alternatywnie nalezy
uzyC czgstek o wiekszym rozmiarze.

3pm

10pm

g 16um
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o
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Przyktady wptywu wielkosci ziaren na ostateczng rozdzielczosc.
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Mini Q™ (column 4.6 x SO mm)
Sample: Pancreatin
Gradient elution

Mono Q™ (column S x S0 mm)

Sample: Pancreatin
Gradeent elution

RESOURCE™ Q. 1mL
Sample: Pancreatin
Gradient elution

SOURCE™ 30G [XK15 x 50 mm)
Samgle Pancreatin
Gradient elution

Q Sepharose™ High Parformance
(XK16 x S0 mm)

Sample: Fancreatin

Gradeent elution

n
@
0
o
—
o
£
c
o
Fe]
=
=4

Q Sepharose Fast Flow [XK16 x S0 mm) :
Sample: Pancreatin
Gradient elution
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DETEKTORY sg urzgdzeniami okreslajgcymi zmiany w sktadzie eluentu, na podstawie
roznic pomiedzy wiasciwosciami fizykochemicznymi eluentu i substancji oznaczanej
(analitu). W wiekszosci przypadkéw o wyborze detektora decyduje rodzaj metody oddzielania

| sktad zastosowanego eluentu.

Detektory mogg dziata¢ w sposob bezposredni, gdy oznaczany jon posiada wtasnosci
fizykochemiczne (np. absorpcja UV przy wybranej dtugosci fali), roznigce sie diametralnie od
wtasnosci bedgcych w duzym nadmiarze jonow eluentu.

Czesciej jednak mamy do czynienia z metodami wykorzystujgcymi zmiane cechy eluentu
jonowego (np. przewodnictwa elektrycznego) jaka zachodzi na skutek obecnosci jonow

analitu.
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* Detekcja Konduktometryczna - jest najbardziej uniwersalng metodg stosowang w
chromatografii jonowej. Mozna oznaczac anality, ktore po przejsciu przez kolumne sg w stanie
dotrze¢ do detektora w postaci jonowej, np.: jony mocnych kwasow i zasad, takich jak chlorki,
siarczany, potas, sod itp.

Jony stabych elektrolitow bada sie wybierajgc pH eluentow, tak aby maksymalnie zwiekszycC
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 supresiji. Srodlo napiecia.

uklad pomiarowy
W detektorze konduktometrycznym wykorzystuje sie zdolnosc¢
roztwor_ow elektrol_ltow umieszczonych w pqlu elektrycznym ) |—o o> [(
powstajgcym pomiedzy dwoma elektrodami przeptywowego naczynka
konduktometrycznego do przewodzenia prgdu na skutek transportu <O S
jonow. -0 o>
Poniewaz sktad elektrolitu ma istotny wptyw na przewodnos¢ molowg "‘_9 &>

Ed

jonow, wymaga szczegolnej dbatosci o stabilnosc sktadu eluentu. .
.-~ kierunek
przeplywu eluentu
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Duza wrazliwosc¢ przewodnosci molowej jondw na zmiany temperatury, wymaga stabilizacji temperatury
detektora lub elektronicznej kompensacji efektow temperaturowych. Stabilizacja temperatury detektora
jest szczegolnie istotna w chromatografii jednokolumnowej, w ktérej przewodnosc¢ eluentu jest wysoka.

.

=

=

.

00 bez kompensacji temperatury

=

)

&

-E J i ‘II f\ J\ A j\l,? % kompensacji temperatury

2

g Jl J\_A A ]\ N /\ 35 OC, stabilizacja temperatury

o | 1 T | |
0 5 10 _ 15 20 25

Minuty

Wahania linii podstawowej moga uniemozliwi¢ oznaczenie wielu jonow wystepujgcych w matych stezeniach.
Ma to mniejsze znaczenie w przypadku chromatografii dwukolumnowej, gdzie w rezultacie supresiji,
przewodnosc linii podstawowej jest zredukowana
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Jesli ze wzgledu na ich niski stopien dysocjacji jonow, sg one trudno oznaczalne lub
nieoznaczalne metodg konduktometryczng stosuje sie metody detekcji elektrochemicznej -
pomiar pradu lub fadunku powstajgcego podczas elektrochemicznego utleniania-redukcji
analitu na powierzchni elektrody robocze,.

* Detekcja amperometryczna (DC amperometria) polega na pomiarze pradu przy statym
potencjale elektrody roboczej, wykonanej z metalu szlachetnego (Ag, Pt).

Auxiliary T~ Potentiostat Potencjat elektrody roboczej (WE) jest
Electrode Working utrzymywany wzgledem elektrody odniesienia
(AE)  Electrode (Ag/AgCl) (RE), o statym, niezaleznym od sktadu
(WE) eluentu potencjale.

Reference /'v 7~ Trzecig elektrode (pomocniczg) stanowi elektroda
Er D D weglowa albo przewodzgca obudowa naczynka
(RE) N amperometrycznego (AE).

Sample to be

analyzed
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Kiedy elektroaktywna substancja przeptywa przez naczynko amperometryczne czesciowo sie
utlenia (lub redukuje). Reakcja ta prowadzi do powstania pomiedzy elektrodg roboczg, a elektrodag
pomocniczg pradu proporcjonalnego do stezenia analitu.

Natezenie pradu jest rejestrowane w postaci chromatogramul.

Uzycie naczynka o wiekszej powierzchni elektrody roboczej pozwala na petng konwersje analitu
(kulometria).

25 - 3 lnl
nA 2
Detekcje amperometryczng stosuje sie gtownie do L
oznaczania zwigzkow organicznych o znaczeniu
? J / 0 —/J . , v , . L,—/\‘,

biologicznym, posiadajgcych w swym sktadzie grupy
: : : W 0 2 4 6 8 10

fenolowe i katecholowe, np. : adrenalina, dopamina i +

. . , . Minuty

inne neurotransmitery, ktorych detekcja wykracza poza

mozliwosci metody konduktometrycznej Katecholoaminy w moczu, kolumna separacyjna: Zorbax
C-18, eluent: bufor cytrynianowo/octanowy, 20%
metanol, 1% OSA, 10uM EDTA, przeptyw 1 ml/min,
probka: 20 ul; (1) noradrenalina (2) adrenalina, (3) DHBA
(wzorzec wewnetrzny), (4) dopamina, detekcja
amperometryczna
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Wada klasycznej amperometrii - problemy zwigzane ze stopniowym zmniejszaniem sie czutosci metody.
Wigze sie to z osadzaniem na powierzchni elektrody roboczej trwatych produktow reakcji elektrochemicznej.

Rozwigzaniem tego jest zastosowanie zamiast statego potencjatu sekwencji krotkich impulsow
potencjatu - amperometrii impulsowej (PAD) detektor mierzy prad tylko podczas kroétkich
przedziatow czasu, w ktorych prawdopodobienstwo wadliwego dziatania elektrody jest znikome.

0.15 1 1

Gtowny obszar zastosowan amperometrii impulsowej to
analiza cukrow prostych, dwucukrow, policukrow,

uC glikoprotein, alkoholi, aldehydow, amin, aminokwasow,
3 tioli i tioeterow.

Rozdziat oligo- i monocukrow, kolumna
separacyjna: CarboPac MA1 250x4-mm, eluent:
0,6 M NaOH, przeptyw 0,4 mi/min,

Minuty Probka:, detekcja amperometria impulsowa
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* Detekcja absorpcyjna w zakresie swiatta widzialnego i nadfioletu opiera sie na prawie

Lamberta-Beera, ktore dla przypadku gdy oznaczana substancja jest w petni zdysocjowana

ma postac: = 0,200007
AA=(£§—:8})XCSXI -

Bezposrednia detekcja absorpcyjna jondw nieorganicznych jest B
utrudniona poniewaz nie zawierajg one odpowiednich chromoforéw. R ‘
Jony nieorganiczne absorbujg zwykle ponizej 220 nm. e

Wieksze mozliwosci daje technika derywatyzacji pokolumnowe B
prowadzgcej do wytworzenia jonow kompleksowych absorbujgcych w
zakresie UV-Vis. Zostata ona z powodzeniem wykorzystana do

oznaczania metali przejsciowych takich jak zelazo (Il) i (lll), mangan, :

nikiel, kobalt, cynk, kadm czy miedz. Jn,nzoou-‘N,I\,l

Gtoéwne zastosowanie - w oznaczaniu azotanow i azotynéw oraz 0 !5
bromkow i jodkdw w wodzie pitnej. Minuty

Jest to metoda szczegodlinie uzyteczna gdy oznaczenie prowadzi sig w ~ Rozdziat azotanow i azotynow

.. . . . . HPIC, kolumny: separacyjna. lonPac
obecnosci duzych stezen chlorkow i siarczanow. ASS, ochronna lonPac AGS, eluent:

1,7 mM NaHCO;, 1,8 mM Na,CO;.
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* Detekcja fluorescencyjna — mierzy intensywnosc¢ emisji swiatta o okreslonej dtugosci fali,
emitowanego przez wykrywany zwigzek w wyniku jego wzbudzenia swiattem o wyzsze;

energii niz swiatto emitowane. Detektory fluorescencyjne sg najbardziej specyficznymi i selektywnymi
ze wszystkich detektorow.

Poszczegoblne zwigzki mogg by¢ wzbudzane tylko Swiattem o okreslonej dtugosci fali zapewniajgcym
przejscie do najnizszego wzbudzonego stanu singletowego czgsteczki. Powroét (dezaktywacia)
czgsteczki do stanu podstawowego wigze sie z emisjg fotondw promieniowania swietinego o
charakterystycznej dtugosci fali.

Tylko nieliczne jony (np. UO,?*, czy jony obojnacze aminokwasu tryptofanu), posiadajg naturalng
zdolnos¢ do fluorescenciji, wiec wykorzystuje sie metode derywatyzacji przed- lub po- kolumnowej w celu
uzyskania fluoryzujgcego analitu.

Dobre wyniki osiggnieto dla oznaczen polifosforanéw, jodkow, azotyndw, tiosiarczandw, amoniaku,
rubidu, cezu, potasu, a takze aminokwasow w hydrolizacie biatkowym.

Inne Metody Detekcji: - metoda refraktometryczna (pomiaru wsp. zatamania swiatta)
- absorpcji atomowej i czgsteczkowej
- detekcja radiometryczna



Wysokosprawna Chromatografia Jonowymienna
HPICE - jonowykluczajaca

Wysokosprawna chromatografia jonowykluczajgca (HPICE) jest rodzajem chromatografii jonowej,
w ktorym wykorzystuje sie zjawisko rownowagi membranowej Donnana.

Porowata zywica jonowymienna petni tutaj role potprzepuszczalnej membrany, oddzielajgcej dwie
fazy wodne: faze ruchomg od fazy stacjonarnej, zawartej w porach zywicy.

Faza ruchoma |

+ o H-O |
Membrana ta jest przepuszczalna tylko dla substancii O = |
niezjonizowanych lub stabo zjonizowanych, ktore ulegajg H CI™ (Elwent) |
podziatowi pomiedzy dwie fazy wodne, a ich migracja 3 o .

przez kolumne jest opdzniona. S;i?omma SOsH  H,0 / |
Natomiast substancje zjonizowane, nieprzenikajgce do ‘ SOH
wnetrza porow, nie sg zatrzymywane w kolumnie i

opuszczajg jg w pierwszej kolejnosci.

CH3:COOH (Probka)

Membrana Donnana
Ind. Eng. Chem. Res. 2017, 56, 1621-1632




Wysokosprawna Chromatografia Jonowykluczajaca

Chromatografia wykluczania jest technikg rozdzielania substancji w ktorej wykorzystuje sie niejonowy mechanizm
sita molekularnego, nazwany tez mechanizmem wykluczania molekularnego.

Wykorzystuje sie zréznicowanie dostepnosci molekut do poréw o zréznicowanych srednicach, a w konsekwencji -
drogi i czasu dyfuzji czgsteczek o zroznicowanej wielkosci i masie czgsteczkowej, w przestrzeni porow wewnatrz
ziaren wypetnienia kolumny.

W odrdéznieniu od innych rodzajow chromatografii, w chromatografii zelowej rozdziela sie substancje prawie
wytacznie wg rozmiaréw ich czgsteczek w roztworze.

Praktyczny zakres stosowania chromatografii wykluczania obejmuje przede wszystkim :

\/
0’0

Rozdzielanie wzgledem masy czgsteczkowej mieszanin:
kopolimerdw,

gumy naturalnej i syntetycznej,

poliamidoéw, poliestrow i fluoropolimerow
asfaltow

homopolimerdw i kopolimeréw akrylamidu
alkoholu i octanu poliwinylowego
homopolimerdéw i kopolimerdéw vinylopirolidonu
celulozy i jej pochodnych

biatek

kwasow nukleinowych i innych polimerow

Oznaczanie obecnosci i zawartosci produktéw polimeryzaciji oraz frakcji wysokomolekularnej (wykluczanej w uktadzie
zastosowanych kolumn) w materiatach niskoczgsteczkowych - np. paliwach silnikowych.
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Wysokosprawna Chromatografia Jonowykluczajaca

Fow 1.0 mLimin
Ingecbon volume: 100 wl
Full Scale: S uSlem
Polarity: < 2
y - T
1 uSdem
| |
4
€
3
3 B ) s < R

Pmk Component  Conc.jmgl] ¢ [min]
1 Tamate 4 18
a2 MaSte 73 2
3 Cerate 73 3
< Lactate 10 2
3 Acetate 23 63
1] Suconate <) 88

1.5 mmol/L perchioric acid

Concentrate solubon

0.1 molL perchicric acid (ready-to-uze solution,
avaisble on the market).

Ready-to-use ebent

Add 15 mlL concentraie to 900 mL high punty
water and il up o 1 L with high purity water.

UV detection at 190 nm can alzo be carmed out
waith thiz eluent. this has advantages in the de-

terminabon of tartrade compared with conductv-
ity detection.

Uwagi ogdlne:

*  Kolumne mozna stosowac tylko w systemach bez supresji

* Roztwory probek muszg by¢ zawsze filtrowane przez filtr
membranowy 0,45 mm.

* Poniewaz kationy jednowartosciowe sg eluowane bardzo pdzno, a
kationy dwuwartosciowe nie sg eluowane wecale, nalezy je usunac za
pomocg wymieniacza kationowego przed wstrzyknieciem.

* Do konserwacji kolumny zaleca sie uzycie prekolumny i ttumika

pulsacji



Wysokosprawna Chromatografia Jonowymienna
HPICE - jonowykluczajaca

KOLUMNY - Wybor faz stacjonarnych w chromatografii jonowykluczajgcej jest dos¢ ograniczony i
sprowadza sie do w petni sulfonowanych kationitow na bazie kopolimeréw styrenu i diwinylobenzenu.

Stuzy do rozdzielania szerokiego zakresu matych, obojetnych lub czesciowo zjonizowanych czgsteczek,
takich jak kwasy karboksylowe, nieorganiczne aniony stabych kwasow, stabe zasady organiczne i woda.
Rozdziat stabych zasad technikg HPICE nie ma jak dotgd szerszego zastosowania.

ELUENTY - Najprostszym eluentem stosowanym w HPICE jest czysta, dejonizowana woda.
Wada wody jako eluentu - w pH bliskim obojetnego spora czes¢ stabych kwasow i zasad jest catkiem

dobrze zdysocjowana.
Woda w pH zblizonym do obojetnego obecnie jest stosowana gtéwnie w oznaczaniu weglanow.

Do rozdziatu kwasow organicznych stosuje sie rozcienczone roztwory kwasoéw mineralnych solnego,
siarkowego, a takze perfluoroheptanowego i oktanosulfonowego, w zaleznosci od metody detekc;ji i
uzywanego rodzaju supresora.



Chromatografia Par Jonowych MPIC

Zgodnie z modelem tworzenia par jonowych, jony substancji oznaczanej X oddziatywujg z
lipofilowymi jonami L (stanowigcymi sktadnik eluentu) tworzgc kompleks XL — obojetny.

KOLUMNY - standardowe kolumny z odwrocong fazg. Zbudowane z neutralnych, hydrofobowych
kopolimerdw styrenu i diwinylobenzenu oraz tzw. faz zwigzanych oktadecylosilanowych, opartych na
matrycy krzemionkowe.

Wybrana faza stacjonarna w zaleznosci od uzywanej fazy ciektej moze by¢ wykorzystana zaréwno do
rozdziatu anionow jak i kationow.

ELUENTY - dwa gtdwne sktadniki to bufor i rozpuszczalnik organiczny
oraz dodawany reagent dzieki ktéremu powstajg pary jonowe.

Dla uzyskania odpowiedniego rozdziatu zmienia sie rodzaj i stezenie
kazdego z tych sktadnikow.



Chromatografia Par Jonowych MPIC

W chromatografii z odwroconymi fazami zwigzki jonowe zwykle nie sg
zatrzymywane przez hydrofobowg faze stacjonarna.

Dodajgc odczynnik L w postaci pary jonowej z koncem jonowym |

hydrofobowym ogonem do fazy ruchomej, hydrofobowy ogon odczynnika
zostaje zatrzymany przez faze stacjonarna.

W ten sposob na powierzchni fazy stacjonarnej tworzy sie grupa

jonowymienna.

Probki wymieniajg jony z przeciwjonem pary jonowej reagenta LAY iy UL
zatrzymywanej przez faze stacjonarng, co skutkuje wiekszg retencjg N
probki.

Efekt hydrofobowosci reagentow
i stezenia modyfikatora organicznego
w rozdziale alkilosulfonianow MPIC

Jony hydrofilowe sg najlepiej rozdzielane z uzyciem reagentow hydrofobowych, a anality
hydrofobowe z uzyciem reagentow hydrofilowych.

O selektywnosci rozdziatu chromatograficznego decyduje przede wszystkim faza ruchoma.



Chromatografia Jonowa - chromatogram

Chromatogram - graficzna reprezentacja sygnatu chromatograficznego.

Sktadniki mieszaniny chromatografowanej, opuszczajgc kolumne, sg kolejno wykrywane przez
detektor, a odpowiadajgce im pliki sg rejestrowane w postaci chromatogramu.

Substancje sg rozdzielane na kolumnie chromatograficznej jesli réznig sie miedzy sobg
czasem przebywania w kolumnie.

y
Catkowity czas retencji t, - czas )

uptywajgcy od zadozowania, po ktérym pojawia sie I— > t's H|
maksimum piku skfadnika IH_ e — =
|
. . |
czasem martwym retencji t,, - czas retencji | : :
substancji niezatrzymywanej przez kolumne, | | I
| : |
zredukowany czas retencji t’s - roznica pomiedzy | JL [
catkowitym czasem retencji a czasem martwym +
retenciji. Start

Parametry retencji



Chromatografia Jonowa - chromatogram

— i — i —— it s e Ml

I
Ksztalt piku chromatograficznego w pierwszym przyblizeniu opisywany
G krzywg Gaussa z reguty jednak nie jest idealny. Prawie zawsze
' wykazuje on znieksztatcenie, ktére mozna opisac rownaniem:
h Ag =b/a
| —i— Za ogonowanie odpowiadajg gtownie procesy adsorpcyjne.
]
+ |

Asymetria piku

Gdy Ag jest mniejsze od jednosci nazywany jest rozmyciem przedniej czesci piku (fronting) - faza
stacjonarna nie zawiera dostatecznej ilosci centréw adsorpcyjnych, stgd czesc¢ jondw probki pomija

centrum piku.
Wymagane aby A wynosito od 0,9 do 1,2.

Przy poréwnywaniu wielkosci retencyjnych (np. do celéw analizy jakosciowej) nalezy uwzglednic to, ze

piki powinny by¢ mozliwie symetryczne.
Retencja tej samej substancji, gdy jej pik jest niesymetryczny, zmienia sie w zaleznosci od wielkosci

zadozowanej probki.



Chromatografia Jonowa - chromatogram

Parametry Jakosci Rozdziatu Chromatograficznego — odpowiedniej rozdzielczosci to jest
zdolnosci do oddzielenia sktadnika A od sktadnika B w procesie analizy.

Stosunek podziatu sktadnika chromatografowanego = e _Ir=1ly
miedzy faze stacjonarng i ruchoma k’.

Wielkoscig, ktérg mozna bardzo tatwo wyznaczy¢, a ktora zalezy miedzy innymi od rodzaju rozdzielanych
substancji i od rodzaju fazy stacjonarnej, jest retencja wzgledna a (selektywnosc¢) = stosunek retencji
dwu, zwykle trudno rozdzielajgcych sie substancii.

Im bardziej a jest rézne od jednosci, tym lepiej dwie substancje sie rozdzielajs.

Rozdzielczos¢ R - jest zwykle definiowana jako » 5
odlegtosc pomiedzy maksymami pikow podzielona przez
Srednig szerokos¢ podstawy tych pikow. L s
R _ I;E o rR
05(W, +M,) |
Piki sg lepiej rozdzielone im wieksza jest wartosc¢ R. | 7, i,
Gdy R jest rowna lub wieksza od 1,5, piki sg rozdzielone do linii podstawowe;.

Rozdzielczos¢



Chromatografia Jonowa - chromatogram

Analiza jakosciowa
Parametry retencji (zredukowany czas retencji) sg wielkosciami charakteryzujgcymi
substancje i mogg by¢ uzyte do ich identyfikaciji.

Poréwnuje sie przy tym czas retencji chromatografowanej substancji z czasem retencji piku wzorca.
W jednakowych warunkach (rodzaj kolumny, wypetnienie, temperatura, sktad i predkos¢ przeptywu eluentu)
substancja chromatografowana ma zawsze takie same parametry retenciji.

Analiza ilosciowa
Zawartosc sktadnika w probce oblicza sie wykorzystujgc to, ze ilos¢ tego sktadnika jest proporcjonalna
do powierzchni lub wysokosci jego piku (piki symetryczne!!).

W celu analizy ilosciowej wynikbw metodg wzorca zewnetrznego (tzw.kalibracji bezwzglednej), dozuje
sie scisle okreslone ilosci analitu (przy statej objetosci petli dozowniczej sg to prébki o Scisle okreslonym
stezeniu).

Zmierzone wartosci pola piku substancji wykresla sie w funkcji stezenia zadozowanej substancji.

W celu analizy ilosciowej metoda wzorca wewnetrznego, dodaje sie przed pomiarem
chromatograficznym do kazdej z badanych probek okreslone ilosci substancji wzorcowej, innej niz
substancja oznaczana.



Chromatografia Jonowa - chromatogram

Substancja wzorcowa powinna spetniac¢ nastepujgce warunki:

1. by¢€ czysta i chemicznie stabilna w danych warunkach pomiarowych,

2. eluowac w poblizu substancji oznaczanej,

3. jej pik powinien rozdziela¢ sie az do linii bazowej od pikow sgsiednich,

4. mieC podobny stosunek odpowiedzi detektora do stezenia jak substancja oznaczana.

Metode dodatku substancji oznaczanej stosuje sie gdy wystepujg problemy z rozdziatem sygnatu
badanego od sygnatéw wnoszonych przez inne skfadniki mieszaniny.

Wykonanie oznaczenia polega na chromatografowaniu probki badanej i probki z dodang doktadnie
znang iloscig danego zwigzku, w takich samych warunkach pomiarowych. Na chromatogramie mierzy
sie przyrost pola powierzchni piku odpowiadajgcy dodanej ilosci zwigzku.
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Dziekuje za uwage



Zasada dziatania:

https://www.youtube.com/watch?v=lp40a7mtc4E

HPIEC:
https://www.youtube.com/watch?v=FIOwQyrd6Yk



