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Streszczenie: Chromatografia jonowa jest referencyjng metodq oznazania gtdwnych nieorganicznych aniondéw i kationdéw
w wodach i $ciekach. Wraz z jej rozwojem rozszerza sie zakres zastosowan o nowe rodzaje analitow i matryc. Przedmiotem
badan byla mozliwos$¢ zastosowania chromatografii jonowej z detekcjg konduktometryzng w uktadzie elucji gradientowej do
oznazania wybranych nieorganiznych aniondw oraz kwaséw karboksylowych w prébkach zywnosci na przyktadzie naparow
herbat ziotowych. Przedstawiono wptyw skfadu eluentu i jego gradientu na jednoczesne rozdzielanie jondéw: F~, CI, NO2~, NO3,
Br, PO4>, SO4* oraz kwasow: m rowkowe go, octowedo, szczawiowedo i cytrynowego w probkach napardw z herbat.

Stowa kluczowe: aniony, chromatografia jonowa, detekcja konduktometryczna, elucja gradientowa, kwasy karboksylowe

Abstract: Ion chromatography is the reference method for determining the major inorganic anions and cations in water and
wastewater. Along with the developments its applications expand to the range of new types of analytes and matrices. The ob-
ject of the study was the possibility of using ion chromatography with conductivity detection and gradient elution of selected
inorganic anions and carboxylic acids in food samples for example of herbal tea infusions. The influence of eluent composition
and its gradient on the simultaneous separation of ions: F~, CI-, NO>, NO3", Br, PO43', SO42', as well as formic acid, acetic

acid, oxalic acid, and citric acid in samples of teas was tested.

Keywords: anions, ion chromatography, conductometric detection, gradientelution, carmoxylic acids

1. Wstep

Do oznaczania nieorganicznych jonéw byly i nadal sg wy-
korzystyw ane metody klasyczne takie jak metody miareczko-
we, kolorymetryczne, grawimetryczne czy turbidymetryczne.
Ich zalety to dostepnos¢ i niskie koszty analiz. Niestety w iek-
szos$¢ z nich charakteryzuje sie znacznym w plyw em czynni-
kow przeszkadzajgcych, wysokimi granicami wykryw alnosci
i oznaczalnosci, niska czuloscig i selektywnoscia, a takze
w wielu przypadkach koniecznoscig stosow ania drogich i tok-
sycznych odczynnikéw oraz brakiem mozliw osci automatyza-
cji pomiaréw . Ponadto metody klasyczne, naw et jesli speiniajg
kryteria jakosciow e, zazwyczaj sg pracochtonne, co utrudnia
prace w laboratorium wykonujacych rutynow e analizy. W ta-
kiej sytuacji zdecydow anie bardziej efektywne sg metody
instrumentalne, mimo wysokiej ceny zakupu przyrzadow.
Wsréd nich dominujg metody separacyjne, a w szczegolnosci
chromatograficzne [1].

Chromatografia jako metoda rozdzielania znana jest od
poczatku XX wieku, jednak jej szybki rozw 6j nastapit dopiero
kilkadziesiagt lat pozniej. Obecnie metody chromatograficzne
ze wzgledu na mozliwos¢ szybkiego rozdzielania i analizy
substancji, takze w prébkach o ztozonych matrycach, nalezg
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do najbardziej rozpow szechnionych metod instrumentalnych
w chemii analitycznej. R6zny mi metodami chromatograficzny -
mi mozna rozdziela¢ i analizow a¢ sktadniki polarne i niepolar-
ne; kw asne, obojetne i zasadow e; organiczne i nieorganiczne,
a takze monomery, oligomery i polimery. W zaleznosci od
wtasciw osci fizykochemicznych badanej prébki i jej skiadni-
kéw, do ich rozdzielania nalezy zastosow a¢ odpow iedni ro-
dzaj chromatografii. Metody chromatograficzne sg pow szech-
nie stosow ane zaréwno na skale preparatywng, jak i anali-
tyczna, a chromatografy sa najbardziej rozpow szechnionymi
na $w iecie przyrzadami analityczny mi.

O ile w badaniach zw igzkéw organicznych dominujg chro-
matografia gazow a (ang. Gas Chromatography, GC) i wyso-
kospraw na chromatografia cieczow a (ang. High Performance
Liquid Chromatography, HPLC), w przypadku rozdzielania
i oznaczania substancji nieorganicznych (w tym rutynowo
oznaczanych anionéw i kationéw ) metody chromatograficzne
diugo nie mogly znalez¢ zastosow an. Jeszcze 50 lat temu,
kiedy to chromatografia gazowa i cieczowa byly juz pow -
szechnie stosow ane w laboratoriach, badania zwigzane z ich
wykorzystaniem do analiz nieorganicznych jonéw nie przyno-
sity spodziew anych efektow . Przetom nastgpit dopiero na po-
czatku lat 70-tych XX wieku, kiedy to ukazato sie kilka prac
dotyczacych zastosow ania chromatografii jonow ymiennej do
rozdzielania i oznaczania nieorganicznych anionéw ikationéw
[2]. Oficjalnie chromatografia jonow a jako metoda analityczna
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istnieje od roku 1975, kiedy to na zjezdzie Amerykanskiego
Tow arzystwa Chemicznego w Chicago, firma Dionex zapre-
zentow afa pierw szy handlowy chromatograf jonowy, a praca
Smalla, Stevena i Baumanna [3] uznana zostata za kamien
milowy w rozwoju tej metody analitycznej. Obecnie chromato-
grafia jonowa jest najpopularniejszg instrumentalng metoda
oznaczania nieorganicznych i organicznych anionéw i katio-
néw w wodach i Sciekach stosow ang w w iekszosci laborato-
ridw na $wiecie. Zakres jej zastosow an rozszerza sig¢ szybko
m.in. na analizy prébek zyw nosci, w badaniach klinicznych,
w przemysle farmaceutycznym, metalurgicznym, produkcji
potprzew odnikéw czy w badaniach srodowiskowych [4].
W Polsce zw iekszone zainteresow anie tg metodg analityczng
obserw uje sie dopiero od kilkunastu lat, a przyczyniajg sie do
tego konferencje naukow e na jej temat i zwigzane z nimi mo-
nografie [5]. Chromatografia jonowa juz w latach 80-tych XX
wieku zostata uznana za referencyjna metode w badaniach
wod i Sciekdw zalecang przez organizacje takie jak Pdtnoc-
noamerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (US EPA)
i Miedzynarodow a Organizacja Standaryzacyjna (1SO) [6].

O ile chromatografia jonow a zostata stw orzona na potrze-
by analiz nieorganicznych anionéw i kationéw w wodach
i Sciekach, jej rutynowe zastosowania do analiz substancji
organicznych takich jak m.in. kwasy karboksylow e czy aminy
nastapity kilkanascie lat pozniej. Nizsze kw asy karboksylow e
takie jak kwas mréw kowy, octowy, propionowy czy mastowy
s pow szechnie stosow ane w przemysle spozyw czym, farma-
ceutycznym, tw orzyw sztucznych oraz barw nikéw i farb. Jest
to ich gtéw ne Zrédto obecnosci w probkach srodow iskow ych.
Kw asy karboksylow e takie jak kwas szczaw iowy, mréw kow'y,
octowy, propionowy, pirogronowy czy ketomalonowy sg pro-
duktami ubocznymi uzdatniania wod — stad ich potencjalna
obecno$¢ w wodach do spozycia [7]. Ponadto mogg one
stanowi¢ produkty przemian zachodzacych w atmosferze
z udziatem ozonu i halogenkéw oraz wystepow a¢c w wodach
opadowych [8].

Najw azniejsze parametry decydujgce o procesie rozdzie-
lania w chromatografii jonow ej to: rodzaj w ypetnienia kolumny
analitycznej; rodzaj, stezenie, pH i natezenie przeptywu elu-
entu; rodzaj detektora i parametry jego pracy; objeto$¢ na-
strzyku; rodzaj odczynnika do deryw atyzacji zakolumnow ej
i jego natezenia przeplywu (dla detektora UV/Vis) oraz spo-
sob przygotow ania prébki do analizy. W analizie mieszanin
w ielosktadnikow ych niezmiernie w azny jest odpow iedni dobér
sktadu eluentu. Ponadto sktadniki eluentu nie mogag reagow a¢
pomiedzy sobg, jak i z czeSciami chromatografu, z ktorymi
majg bezposredni kontakt. Eluent moze by¢ tloczony za po-
mocg pompy przez kolumne w trybie izokratycznym lub gra-
dientow ym. Podczas elucji izokratycznej sktad fazy ruchomej
jest staly podczas catego procesu chromatografow ania,
aw elucji gradientow ej w trakcie rozdzielania nastepuje zmia-
na jego stezenia i w zrost sity elucyjnej fazy ruchomej. Eluen-
tami najczesciej stosow anymi do rozdzielania anionéw z wy-
korzystaniem chromatografii jonow ej z ttumieniem przew od-
nictwa w ukfadzie izokratycznym sg w odne roztw ory weglanu
sodu, wodorow eglanu sodu lub ich mieszaniny. W ukfadzie
gradientow ym stosow ane sg wodne roztwory w odorotlenku
sodu lub potasu.

Ze wzrostem stopnia utlenienia jonu préobki rosnie jego
pow inow actw o do grupy funkcyjnej, np. jony na +lIl stopniu
utlenienia sg w igzane silniej niz jony na +Il stopniu utlenienia.
Dla réznych jonéw o tym samym stopniu utlenienia im w igk-
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szy jest promien jonowy i stopien polaryzacji, tym jon jest
silniej zatrzy myw any na jonicie. Jony prébki charakteryzujace
sie silnym oddziatyw aniem hydrofobow ym lub sitami Van der
Waalsa z matrycg bedg wymyw ane przed jonami o stabszych
oddziatyw aniach. Im wyzszy jest stopien utlenienia jonu, tym
diuzej bedzie on zatrzymywany na jonicie. Zasada ta jest
stuszna dla anionéw prostych i ziozonych, w tym dla kw aséw
organicznych z jedng, dwiema lub trzema grupami funkcyjny-
mi, a takze dla kationéw nieorganicznych i prostych. Przykia-
dow o jony takie jak: F, CI, Br, I czy Li*, Na', K", Rb*, Cs*
sg eluowane w kolejnosci wzrostu ich promienia jonow ego.
Na rozdzielanie anionéw i kationéw (w tym organicznych kw a-
sow i amin) wplywa réwniez pH eluentu, np. fosforany(V)
w roziworze o niskim pH wystepujg jako jony jednoujemne,
a przy wzroscie pH tworzg jony dwu- lub tréjuiemne. Z tego
pow odu w zgledne potozenie piku jonu fosforanow ego(V) na
chromatogramie moze sie zmienia¢. Tak samo zachow ujg sie
wielofunkcyjne kwasy organiczne, ktérych czasy retencji ro-
sng ze w zrostem pH eluentu. Biorgc pod uw age fadunek oraz
w ielko$¢ jondw , nizsze kw asy karboksylow e sg eluow ane z ty-
pow ej kolumny anionow ymiennej w cze$nie, pomiedzy jonami
fluorkow ymi i chlorkow ymi, co utrudnia ich jednoczesne roz-
dzielanie i oznaczanie. Z kolei sole wyzszych kwaséw karbo-
ksylow ych, takie jak m.in. szczawiany i cytryniany sg wymy-
wane pozno, w zw igzku z czym, elucja izokratyczna pow inna
by¢ zastgpiona elucjg gradientow g [9].

Celem pracy byto opracow anie i optymalizacja metody ki
jednoczesnego rozdzielania i oznaczania wybranych nieorga-
nicznych anionéw (F~, CI~, NOy~, NOs™, Br-, PO,*, SO,%) oraz
kwasdw karboksylowych (mréwkowy, octowy, szczawiowy,
cytrynowy) metodg chromatografii jonow ej z detekcjg konduk-
tometryczng w ukiadzie elucji gradientow e;j.

2. Cze$éc¢ eksperymentalna

Do badan wykorzystano chromatograf jonowy firmy
Thermo Scientific (Dionex ICS-3000) wyposazony w: pompe
gradientow g; system odgazow ania prézniow ego; zaw or strzy-
kowy; program komputerowy Chromeleon 7; automatyczny
podajnik probek (AS-AP); supresor AERS300_2mm; detek-
tor konduktometryczny DC-3000 oraz automatyczny genera-
tor eluentu Dionex EGC KOH.

W praktyce laboratoryjnej opty malizacja warunkéw roz-
dzielania najczesciej dotyczy doboru odpow iedniego sktadu
i stezenia eluentu oraz jego natezenia przeptywu. W prow a-
dzonych badaniach wykorzystano kolumne firmy Dionex
lonPac AS20 dedykowang do jednoczesnego rozdzielania
nieorganicznych anionéw oraz jonéw kwasoéw karboksylo-
wych.

Zasadniczym problemem, z jakim spotykajg sie praktycy
stosujacy metody chromatograficzne w laboratoriach, jest to,
ze noty aplikacyjne producentéw kolumn analitycznych sa
przygotowyw ane na czystych wzorcach, a skfad probki i ste-
zenie poszczegodlnych analitéw nie sg tak zréznicow ane jak
w prébkach rzeczywistych. W prow adzonych przez nas ba-
daniach zastosowano kolumne analityczng Dionex lonPac
AS20, ale o $rednicy 2 mm, co wigzalo sie z obnizonym na-
tezeniem przeptyw u eluentu (0.25 mL/min). Pozostate w arunki
rozdzielania byly takie same. W celu w ykondycjonow ania ko-
lumny analitycznej, po kazdym nastrzyku przeptukiwano jg
wodg dejonizow ang przez 15 minut dla analiz prow adzonych
zgodnie z profilami gradientowymi Il i lll, 20 minut — dla profili
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Tabela 1. Warunki elucji gradientowej dla poszczegdinych
profili.

Program gradientu

ca SR | cm S
mM mM
Profil | Profil 1l
0-6
10
19 15
0-35 10 20 30
22 30
24
26
Profil 1l Profil IV
0-6 2 5 5
7 7 5-12 10
15 20 20-21 45
20 35 21.1 5
21-21.5 40
23
26
Profil V Profil V1
0-6 2 0-5 5
10 7 15 25
15 30 30-31 55
18-18.5 55 31.1 5
23 10
26 5

IV, V i VI lub 30 minut — dla profilu izokratycznego I. W Tabeli
1 podano w arunki elucji gradientow ej dla kazdego testow ane-
go programu.

Przedmiotem badan byto okreslenie w ptyw u sktadu eluen-
tu (jego gradientu) na mozliw 0$¢ jednoczesnego rozdzielania

i oznaczania jonéw: F; CI7; NO2; NOs~; Br; PO, SO
oraz mréw czanow ych, octanowych, szczaw ianow ych oraz cy-
trynianow ych. Zastosow ano eluent KOH o 5-ciu réznych profi-
lach gradientu oraz jeden ukfad izokratyczny. Ich profile ste-
zeniow e przestaw iono na Rysunku 1.

Do badan wykorzystano mieszanine wzorcow g o sktadzie
[mg/L]: F = 5; CI — 25; NO;” — 10; NOs™ — 25; Br™ — 5; PO,*
— 15; SO4> — 37.5 oraz aniony kwaséw organicznych (mréw -
kow ego, octow ego, szczawiowego i cytrynowego) — po 10
kazdy. Probkami rzeczyw istymi byty préobki naparéw herbaty
,Bukiet ziol’ i herbaty zielonej z opuncjg firmy Bastek oraz
herbaty z miety firmy Belin. Probki herbat przygotow ano
w nastepujacy sposob: odw azono produkt w ilosci 1.0000 g
+0.0001 g, ktéry zalano 100 ml wrzacej dejonizow anej w ody
i pozostawiono pod przykryciem na 10 minut. Nastepnie na-
par saczono przez sredniej grubosci bibute filtracyjng, a na-
stepnie filtrow ano przez filtr strzykaw kowy Micropore NYLON
66 0.45 uym. Przesacz przelano do plastikow ych pojemnikéow
i poddano analizie chromatograficznej i spektrometrycznej.

3. Wyniki i dyskusja

Na Rysunkach 2-18 przedstawiono chromatogramy uzy-
skane dla prébki wzorcowej oraz probek rzeczywistych dla
poszczegodinych profili stezen eluentu.

Chromatografia jonowa z detekcjg konduktometryczng
i w uktadzie elucji gradientow ej jest uzyteczng metoda do jed-
noczesnego oznaczania nieorganicznych anionéw oraz kw a-
sow karboksylow ych. Dobierajgc odpow iednio w arunki anali-
tyczne takie jak: rodzaj kolumny analitycznej (jej w ypetnienie),
rodzaj i stezenie eluentu, natezenie jego przeptyw u, parame-
try pracy supresora i detektora, a takze sposéb przygotow ania
probki do analizy, mozna rozdziela¢ i oznaczac te jony na po-
ziomie od pg/dm® do mg/dn?.

Wyniki uzyskane podczas prow adzonych badan pozw ala-
ja na wyciagniecie nastepujacych w nioskow :

Elucja izokratyczna (profil I) nie pozwala na jednoczesne
rozdzielanie i oznaczanie wszystkich analittw zaréw no
w probce wzorcowej (Rysunek 2), jak i w prébkach herbat
(Rysunki 8 i 14). Wprawdzie dla 11-stu anionéw obecnych
w probce uzyskano 9 pikéw, ale ich rozdzielczos$¢ jest staba,
a na chromatogramie nie ma piku jonéw fosforanow ych i cy-

60 -

50 =@=profil|
—_ == profil Il
= i
E 40 ===profillll
% —==profil IV
f 30 profil vV
e == profil VI
= 20
(]

10 l-; -l

0 ¥ : .

t[min]

Rysunek 1. Profile stezeniow e: izokratyczny (state stezenie KOH = 10 mM — profil [) i gradientow e (profile 1I-V1).

Chem. Environ. Biotechnol., 2016, 19, 111-120

© 2016 Jan Dlugosz University, Czestochowa

www.ceb-journal.com 113



’ CHEMISTRY

ENVIRONMENT Jednoczesne aznaczanie nieorganicznych anionéw oraz kwasdéw karboksylowych...
BIOTECHNOLOGY J. Koniczyk, R. Michalski*
90,0 4
80,0 +
70,0 4 =
] s
60,0 s
w J
=
50,01
w
5 | < -
2 40,0 z =
¢ 1 Epz s g
3001 S§ = 5
| 28 ) B
2 = = £
20,0 4 3 = w &
1 |8 z = z
10,04 (8 g £ 8
1R 8 5 b
054 AN
30 50 10,0 15,0 20,0 250 28,0
Time [min]

Rysunek 2. Chromatogram prébki w zorcow ej, profil | (izokratyczny).
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Rysunek 3. Chromatogram prébki w zorcow ej, profil Il (gradientowy).
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Rysunek 4. Chromatogram prébki w zorcow ej, profil Ill (gradientowy).
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Rysunek 5. Chromatogram probki w zorcow ej, profil IV (gradientow y).
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Rysunek 6. Chromatogram prébki w zorcow ej, profil V (gradientowy).
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Rysunek 7. Chromatogram prébki w zorcow ej, profil VI (gradientow y).
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Rysunek 8. Chromatogram anionéw w naparze z herbaty ,Bukiet zié¥", profil | (izokratyczny).
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Rysunek 9. Chromatogram anionéw w naparze z herbaty ,Bukiet zié¥", profil Il (gradientowy).
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Rysunek 10. Chromatogram anionéw w naparze z herbaty ,Bukiet ziét", profil Il (gradientowy).
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Rysunek 11. Chromatogramanionéw w naparze z herbaty ,Bukiet ziot", profil IV (gradientowy).
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Rysunek 12. Chromatogram anionéw w naparze z herbaty ,Bukiet ziof’, profil V (gradientowy).
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Rysunek 13. Chromatogramanionéw w naparze z herbaty ,Bukiet zié", profil VI (gradientowy).
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Rysunek 14. Chromatogram anionéw w naparze z herbaty zielonej z opuncja, profil | (izokratyczny).
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Rysunek 15. Chromatogramanionéw w naparze z herbaty zielonejz opuncja, profil Il (gradientowy).
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Rysunek 16. Chromatogramanionéw w naparze z herbaty zielonej z opuncja, profil lll (gradientowy).
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Rysunek 17. Chromatogramanionéw w naparze z herbaty z migty, profil Il (gradientow y).
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Rysunek 18. Chromatogram anionéw w naparze z herbaty z migty, profil Il (gradientow y).

trynianow ych. W przypadku préobek rzeczyw istych, w kitérych
stezenia anionéw s3 silnie zréznicow ane wyrazne sg garby
i nierozdzielone pary pikéw F/mréwczany oraz PO,*/szcza-
wiany. Zastosow anie elucji gradientow ej (profil Il) pozw ala na
bardzo dobre rozdzielanie pierwszych 7 anionéw (w tym jo-
néw F, mréw czanowych, octanow ych i CI"). Jony silnie spo-
laryzow ane (szczaw iany, fosforany, cytryniany) nie sa dosta-
tecznie dobrze rozdzielone (Rysunek 3). Jest to szczegdinie
dobrze widoczne w prébkach rzeczyw istych o zréznicow anym
stezeniu analitéw (Rysunki 9i 15).

Bardzo dobrg efektyw no$¢ rozdzielania uzyskano dla gra-
dientu lll, zaréwno w przypadku probki wzorcowej, jak i pro-
bek rzeczywistych (Rysunki 10 i 16). Na chromatogramie
prébki rzeczyw istej w idoczne sa piki niezidentyfikow ane, ktére
jednak nie wplywajg na jako$¢ analiz. Poréw nujac chroma-
togramy uzyskane dla gradientu lll i IV (Rysunki 4 i 5), znacz-
nie lepsze rozdzielczosci uzyskano dla silnie spolaryzow a-
nych anionéw (profil IV). Charakterystyczna jest duza (okofo 5
minutow a) réznica w czasach retencji azotanéw (V) i siarcza-
néw (V). Dla profilu gradientu V pierwsze aniony (fluorkow e)
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sg wymywane z kolumny dopiero po okoto 9 minutach,
a ostatnie (cytryniany) juz po 21 minutach. Pow oduje to duze
nagromadzenie pikéw $rodkowej czesci chromatogramu
i utrudnia analize probek rzeczyw istych (Rysunek 12).

4. Podsumowanie

Podsumow ujac, nalezy stw ierdzi¢, ze naw et zmiany w jed-
nym parametrze (sklad eluentu) pozw alajg zopty malizow a¢
rozdzielanie badanych jonéw. Inne warunki nalezy w ybiera¢,
gdy przedmiotem badan jest kilkanascie analitow, inne gdy
istotne sg tylko pojedyncze jony, a jeszcze inne gdy wazny
jest catkowity czas rejestracji chromatogramu i liczba wyko-
nanych analiz. Elucja gradientow a pozw ala na prosta i efek-
tyw ng optymalizacje jednoczesnego rozdzielania wielu anali-
téw, takzew prdébkach o ztozonej matrycy.

Podziekowania

Autorzy skladajg serdeczne podzigkow ania firmie A.G.A. Ana-
lytical za bezptatne udostepnienie chromatografu jonow ego
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Thermo Scientific (Dionex) model ICS-3000, dzieki czemu
mozliw e byto w ykonanie badan.
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