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Chromatografia jonowa jest obecnie najważniejszą instrumentalną metodą oznaczania jonów przede wszyst-

kim w wodach i ściekach. Chromatograf jonowy to wydatek o wartości zazwyczaj kilkuset tysięcy złotych, ale 

doświadczony analityk obsługujący tak wyrafinowany sprzęt to inwestycja bezcenna.

W dwóch częściach niniejszego artykułu opisano najważniejsze zasady prawidłowej pracy z chromatografem 

jonowych, takie jak dobór właściwej metody przygotowania próbki do analizy; wybór kolumny i eluentu oraz 

sposobu detekcji; wpływ temperatury czy stężenia eluentu na jakość otrzymywanych wyników; zasady prze-

chowywania kolumn oraz metody rozwiązywania problemów podczas użytkowania chromatografu jonowego.

Analityk jest najważniejszy

Optymalizacja rozdzielania, 
czyli co zrobić kiedy dyspo-
nujemy tylko jedną kolum-
ną analityczną
Optymalizacja procesu roz-
dzielania to dobór najbardziej 
odpowiedniej dla danej prób-
ki warunków analitycznych, 
czyli: kolumny analitycznej, ro-
dzaju i stężenia eluentu, jego 
pH i natężenia przepływu, 
a także rodzaju detektora i pa-
rametrów jego pracy. Niestety 
często nawet te możliwości są 
ograniczone, np. gdy labora-
torium dysponuje tylko jedną 
kolumną analityczną i wyłącz-
nie detektorem konduktome-
trycznym. W takim przypadku 
pole manewru ograniczone 
jest do zmian stężenia eluen-
tu i/lub natężenia jego prze-
pływu. 
Zakres stężeń poszczegól-
nych jonów w analizowanych 
próbkach nie powinien prze-
kraczać kilkudziesięciu – kil-
kuset (w przypadku głównych 
jonów)  mg/dm3 i zależy od 
rodzaju stosowanej kolumny 

analitycznej. Optymalne dla 
danej kolumny warunki ana-
lityczne takie jak: rodzaj, stę-
żenie i natężenie przepływu 
eluentu wraz z przykładowym 
chromatogramem są zazwy-
czaj podane w materiałach 
dostarczonych przez produ-
centa kolumny. W określonych 
przypadkach (np. gdy stęże-
nie jednego z jonów znacz-
nie przekracza stężenia elu-
owanych w zbliżonym czasie 
retencji innych jonów) należy 
przeprowadzić optymalizację 
procesu rozdzielania. Doty-
czy to przede wszystkim par 
takich jonów jak: BrO3

-/Cl-; Cl-/
NO2

- czy Na+/NH4
+.  Związa-

ne jest to ze zmianą stężenia 
eulentu, jego pH, natężeniem 
przepływu, a czasami koniecz-
na jest zmiana kolumny roz-
dzielającej na dedykowaną do 
danego rodzaju oznaczeń, lub 
zmiana rodzaju eluentu.
Dobór właściwych warunków 
rozdzielania (rodzaju wypeł-
nienia kolumny; rodzaju, stę-
żenia i natężenia przepływu

eluentu, rodzaju supresji i de-
tekcji) uzależniony jest od 
wielu czynników (m.in. od 
rodzaju oznaczanych jonów, 
ich trwałości i stężeń oraz 
wartości pH próbki). Niektó-
rzy producenci aparatury do 
chromatografii jonowej oferu-
ją pomoc w optymalizacji pro-
cesów rozdzielania, w postaci 
programów komputerowych 
(np. „Virtual Column” firmy
Dionex).
Programy takie są pomocne 
w optymalnym doborze skła-
du fazy ruchomej i warunków 
rozdzielania, a także doboru 
pH eluentu, stężenia modyfi-
katorów oraz siły jonowej elu-
entu. Możliwy jest też kompu-
terowy dobór rodzaju i wy-
miarów kolumny, wielkości 
cząstek wypełnienia i prze-
pływu fazy ruchomej w celu 
uzyskania optymalnego dla 
danych warunków rozdziela-
nia analitów. 
Ponad 20-letnie doświadcze-
nia i kontakty z pracownika-
mi laboratoriów rutynowo 

wykonujących analizy wód 
i ścieków z wykorzystaniem 
chromatografii jonowej prze-
konują mnie, że w laborato-
riach tych najczęściej wykorzy-
stuje się standardowe warunki 
analityczne i rekomendowane 
przez producentów kolumny.
 Najpopularniejszym eluen-
tami stosowanym w chroma-
tografii jonowej z tłumieniem
przewodnictwa do rozdzie-
lania i oznaczania nieorga-
nicznych anionów są wodne 
roztwory węglanów i wodoro-
węglanów sodu. Są to eluenty 
tanie i bezpieczne w użytko-
waniu. Niemniej nawet nie-
wielki błąd w odważeniu od-
powiedniej odważki Na2CO3 
lub NaHCO3 może skutkować 
istotnymi zmianami w cza-
sach retencji poszczególnych 
jonów. Przykłady wpływu stę-
żenia eluentu na czasy reten-
cji jonów przedstawiono na 
rysunku 2.
Z powyższego rysunku wy-
nika, że w zależności od za-
wartości węglanu i/lub wo-
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dorowęglanu w eluencie oraz 
ich wzajemnym stosunku 
- czasy retencji rozdzielanych 
nieorganicznych anionów są 
silnie zróżnicowane. I tak dla 
eluentu 3,5 mM Na2CO3 + 1,0
mM NaHCO3 o pH=10,53 cał-
kowity czas wymywania wy-
nosi około 25 minut, a piki 
poszczególnych anionów są 
dobrze rozdzielone i wykształ-
cone. Zmiana eluentu na 4,0 
mM Na2CO3 skraca całkowity 
czas rozdzielania, ale różnice 
w czasach retencji jonów PO4

3- 
i SO4

2- są na tyle niewielkie, że 
w przypadku próbki o dużej 
zawartości jednego (lub oby-
dwu) tych jonów mogą one 
nie być dobrze rozdzielone.
Interesujące zmiany dotyczą 
eluentu o składzie 1,0 mM 
Na2CO3 + 3,5 mM NaHCO3 
(pH=9,72). Jony SO4

2- są wy-
mywane dopiero po ponad 
70 minutach i są oczywiście 
bardzo dobrze rozdzielone 
wobec poprzedzających je 
jonów PO4

3-. Pytanie tylko 
czy tak długie czasy retencji 
są uzasadnione ekonomicz-
nie, szczególnie podczas ru-
tynowych analiz? Sytuacja 
ta i analogiczna dla eluentu 

o składzie 2,0 mM Na2CO3 + 
2,0 mM NaHCO3 stanowi po-
twierdzenie, że nawet relatyw-
nie niewielkie zmiany eluentu 
mogą istotnie zmieniać czasy 
retencji. Może to być bardzo 
korzystne dla specyficznych
rodzajów oznaczeń i matryc 
próbek. Przykładowo, jeżeli 
analizujemy próbki o bardzo 
dużej zawartości np. jonów 
SO4

2- i śladowej zawartości 
jonów np. NO3

- - dysponując 
np. kolumną Metrohm A Supp
5 i eluentem o składzie 2,0 
mM Na2CO3 + 2,0 mM NaHCO3 
możliwe jest jednoczesne roz-
dzielanie i oznaczanie tych 
i innych jonów bez specjal-
nego przygotowania próbki 
np. w skomplikowanych pro-
cesach usuwania nadmiaru 
jonów dominujących; zatęże-
nia jonów występujących na 
niskich poziomach stężeń lub 
rozcieńczania próbki. 
Ostatni chromatogram przed-
stawiony na rysunku 2 to 
chromatogram uzyskany dla 
eluentu o składzie 7,0 mM 
Na2CO3 + 2,0 mM NaHCO3, 
który to eluent okazał się 
być zbyt mocny, aby właści-
wie jednocześnie rozdzielać 

i oznaczać wszystkie główne 
nieorganiczne aniony. Po-
równując ten chromatogram 
z chromatogramem uzyska-
nym dla eluentu o dwukrotnie 
mniejszym stężeniu wyraźnie 
widać jak bardzo skład eluen-
tu wpływa na czasy retencji 
rozdzielanych jonów, nawet 
jeżeli ich pH jest takie samo.
Zaleca się odgazowywanie 
eluentów, co zapobiega de-
formacji linii podstawowej 
i niestabilnej pracy systemu. 
Proces ten przeprowadzana 
się zazwyczaj poprzez prze-
puszczenie strumienia gazu 
obojętnego (np. helu) przez 
roztwór eluentu przez kilkana-
ście minut. Można to wykonać 
również za pomocą pompki 
wodnej, pompy próżniowej 
albo łaźni ultradźwiękowej. 
Nowoczesne chromatografy 
jonowe posiadają degazery 
wbudowane w przyrządzie. 
Na rysunku 3 przedstawiono 
chromatogramy rozdzielania 
anionów z i bez użycia absor-
bera CO2.

Brak absorbera CO2 powo-
duje w powyższym wypad-
ku wzrost czasów retencji 
wszystkich jonów, a dla jonów 
SO4

2- różnica ta wynosi ponad 
8 minut. 
Wpływ temperatury na jakość 
oznaczania w chromatografii
jonowej nie jest tak istotny 
jak w innych metodach chro-
matograficznych, aczkolwiek
może być znaczący. Nowocze-
sne chromatografy jonowe 
wyposażone są w termostaty 
nie tylko detektora konduk-
tometrycznego, ale również 
kolumn. 
Wpływ temperatury na jakość 
rozdzielania jest uzależniony 
od rodzaju wypełnienia ko-
lumny. Ogólnie można stwier-
dzić, że wzrost temperatury 
powoduje przyśpieszenie wy-
mywania jonów jednowarto-
ściowych i wydłużenie czasów 
retencji jonów wielowarto-
ściowych, tak jak przedstawio-
no to na rysunku 4. 
W niektórych wypadkach np. 
kolumny Metrohm Metrosep 

Rys. 2. Chromatogramy rozdzielania próbki wzorcowej 
nr.1 z wykorzystaniem kolumny Metrohm A Supp 5 
i eluentów Na2CO3/NaHCO3 o różnych stężeniach
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Rys. 3. Wpływ absorbera CO2 na czasy retencji głównych 
nieorganicznych anionów. 
Warunki analityczne:
Kolumna   -   Metrohm Metrosep Supp 5
Eluent   -   3,2 mM Na2CO3 + 1,0 mM NaHCO3
Objętość nastrzyku   -   25 µl
Detekcja - konduktometryczna z tłumieniem przewodnictwa
Absorber   -   Metrohm MCS
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7 wraz ze zmianą tempera-
tury może dojść do zmiany 
kolejności wymywania anio-
nów, szczególnie jonów NO3

- 
i PO4

3-. 

Analiza jakościowa 
i ilościowa, czyli co i ile mamy 
w próbce
Po optymalizacji procesu roz-
dzielania kolejnym ważnym 
etapem analizy jest sporzą-
dzenie roztworów wzorco-
wych do kalibracji przyrządu. 
Obecnie dostępnych jest na 
rynku wiele gotowych miesza-
nin wzorców odpowiednich 
jonów. Zakupując takie mie-
szaniny musimy pamiętać, że 
nie mamy możliwości wpływu 
na wzajemne stosunki stężeń 
oznaczanych jonów, w związ-
ku, z czym w wielu przypad-
kach wygodniej i bezpieczniej 
jest stosować wzorce poje-

dynczych jonów. 
Stężenia poszczególnych jo-
nów w roztworach do kalibra-
cji powinno mieścić się w po-
łowie spodziewanego zakresu 
ich stężeń w analizowanych 
próbkach. Ponadto zakres ich 
stężeń nie powinien przekra-
czać 3 rzędów wielkości, czyli 
lepiej przygotować dwie krzy-
we kalibracyjne np. w zakresie 
0,5-5,0 mg/dm3 oraz 5,0-50,0 
mg/dm3, niż jedną serię w za-
kresie od 0,5 do 50,0 mg/dm3, 
ponieważ zależność uzyski-
wanych sygnałów od stężenia 
jonów analitu może nie być li-
niowa w tak szerokim zakresie 
stężeń.
Analiza jakościowa i ilościowa 
z zastosowaniem chromato-
grafii jonowej oparta jest na
tych samych zasadach, jakie 
obowiązują w innych meto-
dach chromatograficznych.

Analiza jakościowa odbywa 
się na podstawie porówna-
nia czasów retencji jonów 
analitu w próbce wzorcowej 
i próbce badanej uzyskanych 
w identycznych warunkach 
chromatografowania. W  jed-
nakowych warunkach anali-
tycznych chromatografowana 
substancja może mieć nie-
znacznie zróżnicowane czasy 
retencji, co może być związa-
ne m.in. ze zużyciem kolumny 
oraz pH i rodzajem matrycy 
analizowanej próbki.
Analiza ilościowa przepro-
wadzana jest na podstawie 
pomiaru wysokości lub pola 
powierzchni pików. Pamiętać 
należy, że wielkości pików róż-
nych substancji o tych samych 
stężeniach są zwykle różne, co 
spowodowane jest ich różną 
wykrywalnością przez dany 
detektor. 

Podstawowe sposoby chro-
matograficznej analizy ilościo-
wej są następujące: sposób 
kalibracji bezwzględnej (tzw. 
metoda wzorca zewnętrzne-
go), sposób normalizacji we-
wnętrznej, sposób z wzorcem 
wewnętrznym oraz jego od-
miana, w której wzorcem jest 
substancja oznaczana (spo-
sób z dodatkiem substancji 
oznaczanej).
Sposób przeprowadzenia kali-
bracji zależy od następujących 
czynników: rodzaju przyrządu 
pomiarowego, ilości próbek, 
wymaganej dokładności ozna-
czenia, składu matrycy próbki 
oraz możliwości zmiany skła-
du próbki w trakcie procesu 
analitycznego.

Dokończenie w następnym nu-
merze LAB.

Rys. 4. Wpływ temperatury na szybkość wymywania głównych nieorganicznych anionów. Warunki rozdzielania:
Kolumna anionowymienna - Metrohm A Metrosep Sup 5 
Eluent - 3,5 mM Na2CO3 + 3,0 mM NaHCO3, 
Natężenie przepływu eluentu - 0,7 ml/min,
Detekcja - konduktometryczna z tłumieniem przewodnictwa

�

���������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������

�����

����

����

����

����

����

����

����

����

����

���

���

���

���

���

TECHNIKI I METODY

LAB 3-2011BBBBBB.indd   11 2011-06-12   20:37:21


