Analityk jest najwazniejszy

O czym uzytkownik chromatografu
jonowego powinien zawsze pamietac (cz. Il)

Rajmund Michalski*

Chromatografia jonowa jest obecnie najwazniejsza instrumentalng metoda oznaczania jonéw przede wszyst-

kim w wodach i sciekach. Chromatograf jonowy to wydatek o wartosci zazwyczaj kilkuset tysiecy ztotych, ale

doswiadczony analityk obstugujacy tak wyrafinowany sprzet to inwestycja bezcenna.

W dwéch czesciach niniejszego artykutu opisano najwazniejsze zasady prawidlowej pracy z chromatografem

jonowych, takie jak dobor wlasciwej metody przygotowania probki do analizy; wybor kolumny i eluentu oraz

sposobu detekcji; wplyw temperatury czy stezenia eluentu na jakos¢ otrzymywanych wynikéw; zasady prze-

chowywania kolumn oraz metody rozwigzywania probleméw podczas uzytkowania chromatografu jonowego.

Optymalizacja rozdzielania,
czyli co zrobi¢ kiedy dyspo-
nujemy tylko jedng kolum-
na analityczna
Optymalizacja procesu roz-
dzielania to dobor najbardziej
odpowiedniej dla danej prob-
ki warunkéw analitycznych,
czyli:kolumny analitycznej, ro-
dzaju i stezenia eluentu, jego
pH i natezenia przeptywu,
a takze rodzaju detektora i pa-
rametrow jego pracy. Niestety
czesto nawet te mozliwosci sg
ograniczone, np. gdy labora-
torium dysponuje tylko jedna
kolumna analityczng i wytacz-
nie detektorem konduktome-
trycznym. W takim przypadku
pole manewru ograniczone
jest do zmian stezenia eluen-
tu i/lub natezenia jego prze-
ptywu.

Zakres stezen poszczegol-
nych jonéw w analizowanych
prébkach nie powinien prze-
kracza¢ kilkudziesieciu — kil-
kuset (w przypadku gtéwnych
jonéw) mg/dm?3 i zalezy od
rodzaju stosowanej kolumny

analitycznej. Optymalne dla
danej kolumny warunki ana-
lityczne takie jak: rodzaj, ste-
zenie i natezenie przeptywu
eluentu wraz z przyktadowym
chromatogramem sg zazwy-
czaj podane w materiatach
dostarczonych przez produ-
centa kolumny. W okreslonych
przypadkach (np. gdy steze-
nie jednego z jondéw znacz-
nie przekracza stezenia elu-
owanych w zblizonym czasie
retencji innych jonéw) nalezy
przeprowadzi¢ optymalizacje
procesu rozdzielania. Doty-
czy to przede wszystkim par
takich jonow jak: BrO57/Cl; Cl/
NO,  czy Na*/NH,*. Zwigza-
ne jest to ze zmiang stezenia
eulentu, jego pH, natezeniem
przeptywu, a czasami koniecz-
na jest zmiana kolumny roz-
dzielajgcej na dedykowanga do
danego rodzaju oznaczen, lub
zmiana rodzaju eluentu.

Dobér wihasciwych warunkéw
rozdzielania (rodzaju wypet-
nienia kolumny; rodzaju, ste-
Zenia i natezenia przeptywu
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eluentu, rodzaju supresji i de-
tekcji) uzalezniony jest od
wielu czynnikéw (m.in. od
rodzaju oznaczanych jondw,
ich trwatosci i stezen oraz
wartosci pH probki). Niekto-
rzy producenci aparatury do
chromatografii jonowej oferu-
ja pomoc w optymalizacji pro-
cesOéw rozdzielania, w postaci
programéw komputerowych
(np. ,Virtual Column” firmy
Dionex).

Programy takie sa pomocne
w optymalnym doborze skta-
du fazy ruchomej i warunkéw
rozdzielania, a takze doboru
pH eluentu, stezenia modyfi-
katoréw oraz sity jonowej elu-
entu. Mozliwy jest tez kompu-
terowy dobdr rodzaju i wy-
miaréw kolumny, wielkosci
czastek wypetnienia i prze-
ptywu fazy ruchomej w celu
uzyskania optymalnego dla
danych warunkéw rozdziela-
nia analitow.

Ponad 20-letnie doswiadcze-
nia i kontakty z pracownika-

mi laboratoridow rutynowo

wykonujacych analizy wod
i sciekdw z wykorzystaniem
chromatografii jonowej prze-
konuja mnie, ze w laborato-
riach tych najczesciejwykorzy-
stuje sie standardowe warunki
analityczne i rekomendowane
przez producentéw kolumny.
Najpopularniejszym eluen-
tami stosowanym w chroma-
tografii jonowej z ttumieniem
przewodnictwa do rozdzie-
lania i oznaczania nieorga-
nicznych anionéw sa wodne
roztwory weglanéw i wodoro-
weglanéw sodu. Sa to eluenty
tanie i bezpieczne w uzytko-
waniu. Niemniej nawet nie-
wielki btad w odwazeniu od-
powiedniej odwazki Na,CO;
lub NaHCO; moze skutkowac
istotnymi zmianami w cza-
sach retencji poszczegdlnych
jonéw. Przyktady wptywu ste-
zenia eluentu na czasy reten-
¢ji jonéw przedstawiono na
rysunku 2.
Z powyzszego rysunku wy-
nika, ze w zaleznosci od za-
wartosci weglanu i/lub wo-
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Rys. 2. Chromatogramy rozdzielania probki wzorcowej
nr.1 z wykorzystaniem kolumny Metrohm A Supp 5
i eluentéw Na,CO3/NaHCO5 o réznych stezeniach

doroweglanu w eluencie oraz
ich  wzajemnym stosunku
- czasy retencji rozdzielanych
nieorganicznych anionéw sa
silnie zréznicowane. | tak dla
eluentu 3,5 mM Na,CO; + 1,0
mM NaHCO; o pH=10,53 cat-
kowity czas wymywania wy-
nosi okoto 25 minut, a piki
poszczegdlnych anionéw s3
dobrze rozdzielone i wyksztat-
cone. Zmiana eluentu na 4,0
mM Na,CO; skraca catkowity
czas rozdzielania, ale réznice
w czasach retencji jonéw PO >
i SO, sa na tyle niewielkie, ze
w przypadku probki o duzej
zawartosci jednego (lub oby-
dwu) tych jondw moga one
nie by¢ dobrze rozdzielone.

Interesujace zmiany dotycza
eluentu o sktadzie 1,0 mM
Na,CO; + 3,5 mM NaHCO;
(pH=9,72). Jony SO, s3 wy-
mywane dopiero po ponad
70 minutach i sa oczywiscie
bardzo dobrze rozdzielone
wobec poprzedzajacych je
jonéw PO,>. Pytanie tylko
czy tak dtugie czasy retencji
s3 uzasadnione ekonomicz-
nie, szczegdlnie podczas ru-
tynowych analiz? Sytuacja
ta i analogiczna dla eluentu
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o skfadzie 2,0 mM Na,CO; +
2,0 mM NaHCO; stanowi po-
twierdzenie, ze nawet relatyw-
nie niewielkie zmiany eluentu
moga istotnie zmieniaé czasy
retencji. Moze to by¢ bardzo
korzystne dla specyficznych
rodzajéw oznaczen i matryc
probek. Przyktadowo, jezeli
analizujemy probki o bardzo
duzej zawartosci np. jonéw
SO,% i $ladowej zawartosci
jonéw np. NO3™ - dysponujac
np. kolumna Metrohm A Supp
5 i eluentem o sktadzie 2,0
mM Na,CO3 +2,0 MM NaHCO;
mozliwe jest jednoczesne roz-
dzielanie i oznaczanie tych
i innych jonéw bez specjal-
nego przygotowania probki
np. w skomplikowanych pro-
cesach usuwania nadmiaru
jonéw dominujacych; zateze-
nia jonéw wystepujacych na
niskich poziomach stezen lub
rozcienczania probki.

Ostatni chromatogram przed-
stawiony na rysunku 2 to
chromatogram uzyskany dla
eluentu o skfadzie 7,0 mM
Na,CO; + 2,0 mM NaHCO,,
ktéry to eluent okazat sie
by¢ zbyt mocny, aby witasci-
wie jednoczednie rozdziela¢
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Rys. 3. Wptyw absorbera CO, na czasy retencji gtdwnych

nieorganicznych aniondw.
Warunki analityczne:

Kolumna -
Eluent -
Objetos¢ nastrzyku -

Metrohm Metrosep Supp 5
3,2 mM Na,CO3 + 1,0 mM NaHCO3
25 ul

Detekcja - konduktometryczna z ttumieniem przewodnictwa

Absorber -

i oznacza¢ wszystkie gtéwne
nieorganiczne aniony. Po-
rownujac ten chromatogram
z chromatogramem uzyska-
nym dla eluentu o dwukrotnie
mniejszym stezeniu wyraznie
widac jak bardzo sktad eluen-
tu wplywa na czasy retencji
rozdzielanych jondéw, nawet
jezeliich pH jest takie samo.
Zaleca sie odgazowywanie
eluentéw, co zapobiega de-
formacji linii podstawowej
i niestabilnej pracy systemu.
Proces ten przeprowadzana
sie zazwyczaj poprzez prze-
puszczenie strumienia gazu
obojetnego (np. helu) przez
roztwor eluentu przez kilkana-
$cie minut. Mozna to wykonac
rowniez za pomocg pompki
wodnej, pompy prézniowej
albo tazni ultradZzwiekowe;j.
Nowoczesne chromatografy
jonowe posiadajg degazery
wbudowane w przyrzadzie.
Na rysunku 3 przedstawiono
chromatogramy rozdzielania
aniondw z i bez uzycia absor-
bera CO,.

Metrohm MCS

Brak absorbera CO, powo-
duje w powyzszym wypad-
ku wzrost czaséw retencji
wszystkich jondéw, a dla jonéw
S0, réznica ta wynosi ponad
8 minut.

Wptyw temperatury na jako$¢
oznaczania w chromatografii
jonowej nie jest tak istotny
jak w innych metodach chro-
matograficznych, aczkolwiek
moze by¢ znaczacy. Nowocze-
sne chromatografy jonowe
wyposazone sg w termostaty
nie tylko detektora konduk-
tometrycznego, ale réwniez
kolumn.

Wptyw temperatury na jakos¢
rozdzielania jest uzalezniony
od rodzaju wypetnienia ko-
lumny. Ogdlnie mozna stwier-
dzi¢, ze wzrost temperatury
powoduje przyspieszenie wy-
mywania jonéw jednowarto-
$ciowych i wydtuzenie czasow
retencji jondéw wielowarto-
sciowych, tak jak przedstawio-
no to na rysunku 4.

W niektérych wypadkach np.
kolumny Metrohm Metrosep
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Rys. 4. Wptyw temperatury na szybkos¢ wymywania gtdwnych nieorganicznych aniondw. Warunki rozdzielania:
Kolumna anionowymienna - Metrohm A Metrosep Sup 5
Eluent - 3,5 mM Na,CO3 + 3,0 mM NaHCOs3,

Natezenie przeptywu eluentu - 0,7 mi/min,

Detekcja - konduktometryczna z ttumieniem przewodnictwa

7 wraz ze zmiang tempera-
tury moze dojs¢ do zmiany
kolejnosci wymywania anio-
néw, szczegdlnie jondw NO5
i PO,>.

Analiza jakosciowa

i ilosciowa, czyli co i ile mamy
w probce

Po optymalizacji procesu roz-
dzielania kolejnym waznym
etapem analizy jest sporza-
dzenie
wych do kalibracji przyrzadu.
Obecnie dostepnych jest na
rynku wiele gotowych miesza-

roztworéw Wwzorco-

nin wzorcéw odpowiednich
jonéw. Zakupujac takie mie-
szaniny musimy pamieta¢, ze
nie mamy mozliwosci wptywu
na wzajemne stosunki stezen
oznaczanych jonéw, w zwigz-
ku, z czym w wielu przypad-
kach wygodniej i bezpieczniej
jest stosowad wzorce poje-

dynczych jonéw.

Stezenia poszczegdlnych jo-
néw w roztworach do kalibra-
¢ji powinno miescic sie w po-
towie spodziewanego zakresu
ich stezen w analizowanych
prébkach. Ponadto zakres ich
stezen nie powinien przekra-
czac 3 rzeddw wielkosci, czyli
lepiej przygotowac dwie krzy-
we kalibracyjne np. w zakresie
0,5-5,0 mg/dm?3 oraz 5,0-50,0
mg/dm3, niz jedna serie w za-
kresie od 0,5 do 50,0 mg/dm3,
poniewaz zaleznos$¢ uzyski-
wanych sygnatéw od stezenia
jonow analitu moze nie by¢ li-
niowa w tak szerokim zakresie
stezen.

Analiza jakosciowa i ilosciowa
z zastosowaniem chromato-
grafii jonowej oparta jest na
tych samych zasadach, jakie
obowiazujg w innych meto-
dach  chromatograficznych.

Analiza jakosciowa odbywa
sie na podstawie poréwna-
nia czaséw retencji jonow
analitu w prébce wzorcowej
i prébce badanej uzyskanych
w identycznych warunkach
chromatografowania. W jed-
nakowych warunkach anali-
tycznych chromatografowana
substancja moze mie¢ nie-
znacznie zrdznicowane czasy
retencji, co moze by¢ zwiaza-
ne m.in. ze zuzyciem kolumny
oraz pH i rodzajem matrycy
analizowanej probki.

Analiza
wadzana jest na podstawie

iloSciowa przepro-

pomiaru wysokosci lub pola
powierzchni pikéw. Pamietac
nalezy, ze wielkosci pikéw réz-
nych substancji o tych samych
stezeniach sg zwykle rézne, co
spowodowane jest ich rézna
wykrywalnoscig przez dany
detektor.
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Podstawowe sposoby chro-
matograficznej analizy iloscio-
wej s3 nhastepujace: sposéb
kalibracji bezwzglednej (tzw.
metoda wzorca zewnetrzne-
go), sposdb normalizacji we-
wnetrznej, sposob z wzorcem
wewnetrznym oraz jego od-
miana, w ktdrej wzorcem jest
substancja oznaczana (spo-
séb z dodatkiem substancji
oznaczanej).

Sposob przeprowadzenia kali-
bracji zalezy od nastepujacych
czynnikéw: rodzaju przyrzadu
pomiarowego, ilosci probek,
wymaganej doktadnosciozna-
czenia, skfadu matrycy prébki
oraz mozliwosci zmiany skta-
du prébki w trakcie procesu
analitycznego.

Dokoriczenie w nastepnym nu-
merze LAB.
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