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Uvod

® |onska kromatografija

e Omogucuje kvalitativno i kvantitativno odredivanje aniona,
kationa i polarnih molekula

e Primjenom razlicitin ionsko izmjenjivackih smola i
eluensa,ioni se razli¢ito rasporeduju na ionsko izmjenjivackoj
smoli, a separacijskom elucijom dolazi do odvojenog
eluiranja ispitivanih iona

e Najcesce konduktometrijskom detekcijom mjerena vodljivost
omogucuje i kvantifikaciju pojedinih eluiranih iona

e Promjenom detektora proSiruje se uporaba IC



@ |lonska kromatografija

e donja granica odredivanja se krece i ispod 1 ppm,
Sto ovisi 0

e eluensu

e detektoru

e koloni

e predtretmanu uzoraka



Norme

HRN EN ISO 10304-1:1998, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
fluorida, klorida, nitrita, ortofosfata, bromida, nitrata i sulfata pomoc¢u
ionske tekucinske kromatografije - 1. dio: Metoda za slabo zagadene
vode.

HRN EN ISO 10304-2:1998, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
aniona ionskom tekuc¢inskom kromatografijom - 2. dio: Odredivanje
bromida, klorida, nitrata, nitrita, ortofosfata i sulfata u otpadnoj vodi.
HRN EN ISO 10304-3:2001, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
aniona ionskom tekuc¢inskom kromatografijom - 3. dio: Odredivanje
kromata, jodida, sulfita, tiocijanata i tiosulfata.

HRN EN ISO 10304-4:2001, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
aniona ionskom tekuc¢inskom kromatografijom- 4. dio: Odredivanje
klorata, klorida i klorita u slabo oneciS¢enim vodama.

HRN EN ISO 14911:2001, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih Li+,
Na+, NH4+, K+, Mn2+, Ca2+, Mg2+, Sr2+ i Ba2+ ionskom
kromatografijom - Metoda za vode i otpadne vode.

HRN EN ISO 15061:2001, Kakvoc¢a vode - Odredivanje otopljenih
bromata - Metoda ionske tekucinske kromatografije.



http://www.dznm.hr/Katalog/Norma.asp?SIFRA=736

Uvod

@ lonsko kromatografska analiza

® POVEZUJE ZNANJA KEMIJE + MATEMATIKA +
INFORMATIKA
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Uvod

& Analiticara najvise interesira:
e interferencija iona jednih na druge,

e utjecaj koncentracije pojedinih iona na  polozaj
kromatografske krivulje

® Ako se vrijeme zadrzavanja definira kao kvalitativni
pokazatelj prisutnosti pojedinin  iona, a njihova
koncentracija kao kvantifikacija iona, moze se matematicki
odrediti toc¢nost ionske kromatografije kao metode
odjeljivanja i odredivanja.

® Potrebno je odrediti:
e matematicki pokazatelji ponovljivosti opisane metode

e optimalno podrucje rada za ispitivane katione | anione uz
standardne instrumentalne uvjete.



Opci dio
® lonsko-izmjenjivacka kromatografija-1C

e Separacija se uglavnhom temelji na razlici u afinitetu
sastojaka uzorka prema ionskoj izmjeni I sorpciji u koloni

e Eluens je nosilac sastojaka uzorka , kemijski ne reagira
s analitom, ve¢ ga nosi od kolone do detektora

e Danas se ionska izmjena odvija u kolonama sa sitnim
cesticama  visoke djelotvornosti, uz  koristenje
konduktometrijskih, elektrokemijskih, spektrometrijskih,
masenih detektora i naziva se ionska kromatografija, (IC)



Mehanizam odvajanja
ionskom izmjenom

® Vecina lonsko-kromatografskih procesa
odvajanja temelji se na Ionskoj izmjeni na
nepokretnoj fazi s aktivnim funkcionalnim
grupama, koje su pozitivni ili negativno nabijene.

® Odgovaraju¢i  protuioni su  smjesteni U
funkcionalnoj grupi te mogu biti zamijenjeni s
drugim ionima istog naboja, koji se nalaze u
pokretnoj fazi.



Mehanizam odvajanja
ionskom izmjenom

& Za svaki ion, proces je karakteriziran odgovarajucom
lonsko-izmjenjivackom ravnotezom, koja odreduje
raspodjelu izmedu pokretne i nepokretne faze —

KONSTANTE RAVNOTEZE

Za anion A
e E-nepok + A-pok < A-nepok + E-pok AW ;
_ _ E: anion 1sz enjivaca (protuion)
A Jnepor * 1]
K - nepok pok
A =

A ook * L Jrepo




Posebni pojmovi koristeni u
ionsko-izmjenjivackoj krom.

& Difuzija, selektivhost | separacija

e Konstante razdjeljenja (Kc) izrazena kao masa po
volumenu

e Koncentracija u ionskom izmjenjivacu se racuna kao masa
po volumenu, a odnosi se na nabubreni ionski izmjenjivac.

WiE)
V(SIE)
Wi(sol)
V(sol)

KC:




Posebni pojmovi koristeni u
ionsko-izmjenjivackoj krom.

& Difuzija, selektivhost | separacija

e Konstante razdjeljenja (Kg) izrazena kao masa po
masi

e Koncentracija u ionskom izmjenjivacu racuna se kao masa
po masi | odnosi se na suhi ionski izmjenjivac

WiiE)

_Yioig)

I Wison
W

K

(sol)




Posebni pojmovi koristeni u
ionsko-izmjenjivackoj krom.

® Difuzija, selektivnost i separacija
e Konstante razdjeljenja (Kv) izrazena kao volumen po volumenu

e Koncentracija u ionskom izmjenjivacu racuna se kao volumeni po
volumenu i odnosi se na suhi ionski izmjenjivac

Vi(E)

_ V(sig)
Visol)
Y;

K

(sol)

e Ako je gustoca sloja (podloge) jednaka p, izrazena u gramima
suhog izmjenjivaca po cm3 sloja, slijedi da je:
KV = Kg p



Donannova teorija membrane

dax = an dar+dx- =dar+adx-
dar+dx- =ada - +ax- dp*+adx- =dpr+adx-
A ]=[x"] (A *7, _[A]*f,

(A")=(X ")+ (polianion)  (B)*7e [B]+ f,
% fA | (B)*[A]
ys* fy  (A)*[B]

Uzrok selektivnosti je razlika u aktivitetima
lona u izmjenjivacu 1 otopini




Donannova teorija membrane

@ Ne objasnjava utjecaj elastiCnosti kostura na selektivnost

e Gregor-ovim modelom upotpunjena je jednadzba za
selektivnost

InK_:=Inf,/fs—Iny,/y, Hz{va

AG = 7 0 p

AG = AG® + RT In 2 )*2(0)
AG® | a™(A)*a"(B)
vrije AG® — tabelirana

h TLAK
vrijednost L

BUBRENJA

VOLUMEN
HIDRATIZIRANOG
IONA

| AG® +RT n & (©)*2°(D) _
2(C a"(A)*a"(B)
(A 2°C)*a"(D)
Aco . 2" (A)+a’(B)

AG® = —RT InK




Donannova teorija membrane

@ a,b veliCina naboja iona A i B,

(B)* +[Af
(A #[Bf
az=b

s ()

—K?°B

CA

a=D>b

Kd:@:K s, (A)

B] " [Al




Mehanizam odvajanja

ionskom izmjenom

® Razlicite komponente ispitivanog uzorka se
mogu odvojiti na osnovu njihovih razlicitih
afiniteta prema nepokretnoj fazi ionskog
izmjenjivaca
e razlicita konstanta ravnoteze K

& Najvazniji materijali za Izradu ionskih
Izmjenjivaca su sintetske smole



Mehanizam odvajanja

ionskom izmjenom

® Najcesce se kao nosac koristi kopolimer stirena
| divinil benzena.

" smola stiren - divinilbenzen




Mehanizam odvajanja
ionskom izmjenom

® Kationski izmjenjivaci se dobivaju sulfonacijom
smole stirena i divinil benzena

@ Anionski izmjenjivaci kopolirmerizacijom nakon
cega slijedi aminacija

anionski
- 1zmjemjivaC

kationski
izmjenjivac
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Crown Ethers, Cryptands,
Binding Constants
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Crown Ether Cryptand
18 Crown 6 2,2,2
2 prstena

Konstanta veze K = [complex] / [L][K*]

log K vrijednsoti u vodi za K*

18 54



lonski radijus (A)
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Anionska izmjena, klasicna i
kriptand anionskim

Klasiéna anmm.ﬁﬂmi‘ﬁmgfﬂMena na metalnom ionu
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Polystyrene-Based 2,2,2
Cryptand Monemer
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CS12A
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Mehanizam odvajanja
ionskom izmjenom

® Koriste se |
e Drugi polimeri
e Silika gelovi s kemijski vezanom fazom

® Klasicna izmjena odvija statiCckim postupkom ili kolonsko-
dinamiCkim proceseom na makroporama cestica
Izmjenjivaca velikog kapaciteta
e velicine cestica 75 — 250 um

® Moderna ionska kromatografija koristi izmjenjivacke
smole niskog kapaciteta
e velicine cestica 5 -10um
e To omogucuje ucinkovitu separaciju | detekciju aniona |
kationa eluensom niske koncentracije.
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Karakteristicnhe veliCcine u
kromatografiji-kromatogram

@ Vrijeme zadrzavanja i Sirina kromatografske
Krivulje
e Kromatogram je elucijska krivulja (odziv u

ovisnosti koncentracije i vremena) dobivena
kromatografskom separacijom.

signal
sastojak 2




Karakteristicne velicine u

kromatografiji

to

mrtvo vrijeme

vrijeme potrebno da pokretna

faza proteCe kroz separacijski

sustav
tr vrijeme zadrzavanja vrijeme proteklo od injektiranja
uzorka do pojavljivanja njegovog
maksimuma na kraju
separacijskog sustava
tr’ ukupno vrijeme vrijeme zadrzavanja umanjeno
zadrZzavanja za mrtvo vrijeme
ot | standardno odstupanje | polovina Sirine kromatografska
krivulja u tocki infleksije
Wos | Sirina kromatografske
krivulje na polovini 2,345 o
visine kromatografske
krivulje
Wp Sirina baze 4 ot

kromatografske krivulje




Karakteristicne velicine u

kromatografiji

@® Parametri vremena t,, t; | t;" mogu se prevesti u
parametre volumena V,, V. i Vg

e pri koristenju konstantnog protoka kroz kolonu

& Ako je kromatografska krivulja simetricnog oblika,
ona se moze s zadovoljavaju¢com tocnoscu
opisati kao Gaussova krivulja.
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Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Sirina svake Gaussove kromatografske krivulje
moze se prikazati kao:

e standardna devijacija o,
e Sirina kromatografske krivulje pri polovini visine w, 5

e Sirina baze w,

signal
sastojak 1

e e e e e e 0 s
i’




Karakteristicne velicine u

kromatografiji

@ Fakor kapaciteta k’

e Vrjeme zadrzavanja t; je kvalitativna informacija
kromatograma.

e Ono je konstantno za svaki sastojak pri konstantnim uvjetima
izvodenja kromatografskog snimanja.

e Za kvalitativhu karakterizaciju odredenog sastojka koristi se
faktor kapaciteta k', a ne vrijeme zadrzavanja jer ono ne ovisi o
uvjetima izvodenja kromatografske analize

e (brzina protoka, koncentracija eluensa, duljina kolone)

-t t
R_R_R_.
I




Karakteristicne velicine u

kromatografiji

@ Fakor kapaciteta k’

e Niske vrijednosti k' naznacuju da odgovarajuc¢i ioni eluiraju u
blizini kromatografske krivulje nezadrzaninh sastojaka, te je
razdvajanje vrlo slabo.

e Faktor kapaciteta izmedu 1 i 5 je optimum koji se mora koristiti
pri izvodenju kromatografske analize.

e Vece k’ vrijednosti dovode do preklapanja pikova
e Manje k' vrijednosti smanjuju osjetljivost detekcije i produzuju
vrijeme analize.

ko' R2~ 1o

a= = (k" >k,

K.,' tR,‘I —to




Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Selektivnost a

e Dva sastojka se mogu odvojiti samo ako medu njima
postoji razlika u k' vrijednostima.

e Mjera ucinkovitosti razdvajanja kromatografskog
sustava naziva se selektivhost a
e (drugi naziv je relativho zadrzavanje).



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

Broj teorijski odsjecaka (tavana)
e \azna velic¢ina pri karakterizaciji separacijskog sustava.

e Teoretski odsjecak je definiran kao zona separacijskog
sustava, gdje je uspostavlena termodinamicka ravnoteza
izmedu koncentracije sastojka u pokretnoj i u nepokretnoj fazi.

e Ako se pretpostavi Gaussov oblik krivulje, broj teoretskih
odsjecaka N za krivulle sa relativho velikim vremenima
zadrzavanja mogu se izracunati uz pomo¢ parametara vremena
zadrzavanja i Sirine kromatografske krivulje ocitanih iz
kromatograma: 2 2

2
t t t
N = {Rj 554 —R_| = 16(R]
Ot Wo,5 b




Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Razlucivanje R
e Mjera kvalitete razdvajanja izmedu dvije susjedne krivulje je

razlucivanje:
- z(tR,Z _tR,1) a7 (tR,Z _tR,1)

b1 Wp2 Wo51 tWp52

e Razlucivanje R je broj, koji pokazuje koliko puta Sirina
kromatografske krivulje w, moze stati u udaljenost izmedu ta
dvije kromatografske krivulje.

e Pri razlucivanju R=0,5 joS uvijek se mogu prepoznati obe
kromatografske krivulje, dok je za kvantitativnhu analizu
potreban R=1,5. Ve¢i R od 1,5 nije potreban i dovodi samo do
nepotrebnog produzivanja vremena analize.



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Razlucivanje R ovisi o slijede¢im parametrima:
o Kk,
e faktor kapaciteta sastojka koji zadniji eluira
e selektivnosti a
e broju teoretskih odsjecaka N kolone:

& a-1 Kn'
R = X X 2
4 a 1+k2'

e postoje tri mogu¢nosti da se poboljSa razlucivanje dvaju susjednih
kromatografskih krivulja:

1.Variranje k’ vrijednosti
2.Povecanje selektivnosti o
3.Povecanje broja teoretskih odsjeCaka



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

& Razlucivanje R ovisi o slijede¢im parametrima

e 1.Variranje k’ vrijednosti:

e Faktor kapaciteta svakog pojedinog sastojka ovisi o
elucijskoj snazi pokretne faze npr. mijenjanjem
koncentracije eluensa mogu se povecati faktori kapaciteta
ostalin sastojaka.

e Limitiraju¢i faktori u takvom postupku su najceSce kapacitet
kolone i osjetljivost detektora.
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Karakteristicne velicine u

kromatografiji

& Razlucivanje R ovisi o slijedec¢im parametrima

e 2.Povecanje broja teoretskih odsjecCaka:

e Sto kolona posjeduje vise teoretskih odsjecaka to je vede
razlucivanje.

e VVremena zadrzavanja takoder su veca, Sto produzuje vrijeme
analize.

e Broj teoretskin odsjecaka se povecava s povecanjem ucinkovitosti i
povecanjem duzine kolone.

e Kod kolone koje imaju promjer cestica 10um ili vece, broj
teoretskih odsjecaka se povecava s smanjenjem brzine protoka.



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

& Razlucivanje R ovisi o slijede¢im parametrima

e 3.Povecanje selektivnhosti:
e Najucinkovitiji nacin za poboljsavanje razlucivanja ukljucuje
povecavanje relativhog vremena zadrzavanja
(selektivnosti).

e Problem se rjeSava izabiranjem druge kolone, koja je
prikladnija za odredivanje spojeva u tom konkrethnom
slucaju ili promjenom eluensa.



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

& Razlucivanje R ovisi o slijede¢im parametrima

e Povecanje selektivnosti:

e Ako se odredena kolona i odredeni eluens moraju koristiti,
tada je broj teoretskin odsjecaka kljucan za kontrolu
razlucivanja.

e Za danu duljinu kolone broj teoretskih odsjecaka ovisi samo
o kvaliteti pakiranja materijala od kojeg su kolone izradene.



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Faktor asimetrichosti T

e Elucijski kromatografski signal cesto nije oblika
Gaussove krivulje.

e Asimetrican oblik kromatografska krivulja se naziva
rep.

e Asimetricnost kromatografske krivulje se prikazuje
faktorom asimetricnosti T (faktor razvlacenja) s
vrijednostima a i b, koje se odreduju pri 10 % visine
kromatografske krivulje: b

T==
d
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Karakteristicne velicine u

kromatografiji

@ Faktor asimetrichosti T

e Za slobodnu procjenu povrsSine kromatografske krivulje, T mora
biti manji od 2,5.

e Vrijednosti T ve¢e od 2,5 pokazuju da se kromatografska
krivulja moze prepoznati samo s velikim teSko¢ama.

e Razvlacenje kromatografskih krivulja ima niz razloga:
e Zadrzani volumen
e Preopterecivanje kolone
e Kemijski efekti



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Faktor asimetrichosti T

e Zadrzani volumen

e Zadrzani volumen izmedu injektora | detektora dovodi do
preklapanja kromatografskih krivulja i nastanka repova.

e Asimetricnost je viSe izrazena kod pikova koji eluiraju ranije
te se povecava s povecanjem brzine protoka.



® Faktor asimetricnosti T

e Preopterecivanje kolone
e Ako je previse uzorka injektirano npr. viSe od maksimalne
dozvoljene Kkolicine, dolazi do pojavljivanja preklapanja
pikova i pojavljivanja repova.

e Preopterec¢ivanje kolone se prepoznaje po smanjivanju
faktora kapaciteta za vise od 10%.



Karakteristicne velicine u

kromatografiji

® Faktor asimetrichosti T

e Kemijski efekt

e Mehanizam separacije ionskom izmjenom je nerijetko pod
utjecajem jos jednog mehanizma npr. adsorpcije.

e Sto je maniji protok to su kemijski efekti vide izrazeni i dolazi
do razvlacenja kromatograma ( kompleksiranje, hidroliza,
redoks reakcija)



lonsko kromatografsko
razdvajanje

® Kromatografski parametri specificni za svaki
kromatografski sustav

\

e Vrijeme zadrzavanja,
e oblik kromatografske krivulje %
e zadrzano vrijeme

ovise o koloni,
eluensu i brzini protoka!!!

~

® Uz separacijsku kolonu prilaze 1 test kolone, koji
prikazuje da se separacija postize pri toc¢no
definiranim uvjetima.



lonsko kromatografsko
razdvajanje- ELUENS

® Utjecaj sastava eluensa za separaciju

e Tokom separacije na ionskim izmjenjivackim kolonama mali
loni prije eluiraju nego veliki, a monovalentini prije nego di i tri
valentni ioni.

e Kada se kao eluens upotrebljava otopina hidrogen karbonata i
karbonata

e (pH 9...10; smjesa Na,CO, i NaHCO,)

e anioni eluiraju ovim redom:

e flourid, klorid, nitrit, bromid, nitrat, fosfat, sulfat, arsenat, selenat
itd.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluens

& Utjecaj sastava eluensa za separaciju

e Ako je pH eluensa pomaknut prema vec¢im vrijednostima, doci
¢e do disocijacije fosfata i arsenata, odnosno
e HPO,? prelazi u PO* |
e HAsO,? prelazi u AsO, 3.

e /Zbog toga, povecanje koncentracije Na,CO, u eluensu dovodi
do pomaka kromatografska krivulja sulfata i arsenata, koji ¢e
tada eluirati tek nakon sulfata.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluens

® Utjecaj sastava eluensa za separaciju

e Kod odredivanja kationa, vremena zadrzavanja mogu se
pomicati dodatkom pogodnog liganda eluensu.

e Upotreba selektivnijeg liganda za kation rezultira njegovim
manjim utjecajem na vremena zadrzavanja ostalih kationa.

e Ta metoda se posebno koristi kod odredivanja kationa
prijelazninh metala.

e Ligand se takodre koristi za postizanje boljeg razdvajanja
kationa alkalijskih metala te boljeg razdvajanja natrijevih
kalijevin i amonijevih iona



lonsko kromatografsko
razdvajanje

® Utjecaj na kromatogram: sustavna kromatografska
Krivulja

e lonski eluensi, koji se normalno koriste u ionskoj
kromatografiji, se natjecu s analitom za mjesta na
lonskom izmjenjivacu.

e TocCno je odredeno vrieme zadrzavanja iona eluensa
kao za svaki drugi ion uzorka I ovisi 0 parametrima
kromatografskog sustava.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluens

@ Utjecaj na kromatogram: sustavna kromatografska krivulja

e Kada se uzorak injektira u kromatografski sustav, protok
eluensa je ometen s uzorkom (voda s malom koncentracijom
analita) do¢i ¢e do nastanka negativne relativne koncentracije
eluensa s obzirom na cisti eluens, koji prolazi sustavom.

e To dovodi do negativhe kromatografske krivulje s istim
vremenom zadrzavanja, koje ima anion eluensa.

e Ta kromatografska krivulla se ne smije zamijeniti s
kromatografskom krivuljom vode, koja nastaje na pocetku
kromatograma (zadrzano vrijeme).



lonsko kromatografsko
razdvajanje

@ Utjecaj na kromatogram: sustavna kromatografska krivulja

e Kromatografske krivulje koje se mogu pripisati ionima eluensa
nazivaju se sustavne kromatografske krivulje.

e One se ne pojavljuju samo kada eluira ion eluensa, nego
nastaju | kod svake kemijske reakcije eluensa s uzorkom.

e Primjeri za to su variranje pH, zbog kojeg dolazi do pomicanja
disocijacijske ravnoteze ili reakcije metalnih iona s ionom
eluensa (npr. Ca* s CO,%).



lonsko kromatografsko
razdvajanje

@ Utjecaj na kromatogram: sustavna kromatografska krivulja

e Sustavne kromatografske krivulje se najceSée pojavljuju u
direktnoj ionskoj kromatografiji, jer se mijerenje izvodi pri
visokom stupnju vodljivosti pa su male razlike u ionskoj jakosti
eluensa vrlo uocljive.

e Za razliku od toga, mijerenja tehnikom ionske kromatografije s
lonskim supresorom se odvijaju pri niskom stupnju vodljivosti,
pa je i sustavna kromatografska krivulja razumljivo manja.



lonsko kromatografsko
razdvajanje

@ Utjecaj na kromatogram: sustavna kromatografska krivulja

e U tom slucaju sustavna kromatografska krivulja karbonata je
namjerno zanemarena, obzirom da se nalazi u podrucju
kromatografske krivulje klorida na koloni polistiren /
divinilbenzen

e Tek otkako su u upotrebi akrilne kolone, moze se jasno
zakljuciti  prisutnost karbonatne sustavne kromatografske
krivulje, koja je dovodi do krivih rezultata.



lonsko kromatografsko
razdvajanje

® |zmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi u
izmjenjivackoj kromatografiji aniona--supresor

e Izbor eluensa ovisi o sustavu detekcije koji primjenjujemo.

e Budu¢i da se za detekciju organskih i anorganskih iona
uglavnom Kkoristi postupak mjerenja vodljivosti, eluense
mozemo podijeliti na:

e eluense za detekciju vodljivosti s kemijskom supresijom

e ecluense za detekciju vodljivosti s elektronskom supresijom



lonsko kromatografsko
razdvajanje

@® IzmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s kemijskom supresijom

e Eluensi ove skupine su soli slabih kiselina koje pokazuju slabu
vodljivost, nakon kemijske modifikacije unutar supresorskog
sustava.

e U pocecima se koristio Na-fenolat za razdvajanje nepolarninh
anorganskih i organskih aniona.

e Postignuto je dobro razdvajanje, ali su i najmanji prisutni
tragovi kisika u pokretnoj fazi uzrokovali oksidaciju sastojka
eluensa i trovanje nepokretne faze produktima oksidacije.



lonsko kromatografsko
razdvajanje

@® IzmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s kemijskom supresijom

e Danas se Na-fenolat vise ne koristi zbog toksicnosti fenola.

e Smjesa Na-karbonata i Na-bikarbonata se cesto koristi, jer se
snaga elucije | selektivnost odreduju omjerom koncentracije
ovih dviju komponenti.

e Tako je moguce odijeliti velik broj anorganskih i organskih iona.

e Kao produkt supresorske reakcije nastaje H,CO, koja je slabo
disocirana i zato je vodljivost pozadinskog signala niska.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluensi

@® IzmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s kemijskom supresijom

e Takoder se kao -eluens Kkoriste i aminokiseline (o -
aminokarboksilna kiselina) koje su u alkalnom podruc¢ju pH u
anionskom obliku zbog disocijacije karboksilne grupe. Produkt
supresorske reakcije je *NH,-CH,-COO- sa niskom vodljivos¢u.

e Slicna niska vodljivost dobiva se i kod N-supstituiraninh
aminoalkilsulfonskih kiselina.

e Nekad se koristio i NaOH kao eluens.



lonsko kromatografsko
razdvajanje -eluensi

® IzmjenjivaCcka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s kemijskom supresijom

e OH- ioni imaju vrlo mali afinitet prema nepokretnoj fazi i zato
treba uzeti relativno visoke koncentracije za eluciju aniona sa
dva i viSe negativnih naboja.

e To utjece na vodljivost pozadinskog signala, jer cak i moderni
supresori imaju ogranicen kapacitet izmjene.

e Tetraborat ima slicno nizak afinitet prema nepokretnoj fazi.
Sluzi za razdvajanje fluorida i kratkolancanih alifatskih
karboksilnih kiselina. Kao produkt supresorske reakcije nastaje
slabo disocirana H,BO,



lonsko kromatografsko
razdvajanje -eluensi

@® IzmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s kemijskom supresijom

e Aromatske aminokiseline (npr. tirozin) smanjuju vrijeme
zadrzavanja polarnih aniona kod pH>7 i imaju relativho veliku
shagu elucije.

e Slicne karakteristike ima i p-cijanofenol kad se doda u smjesu
Na-karbonat / Na-bikarbonat.

e Time je moguce razdvoijiti velik broj aniona pomoc¢u pogodne
nepokretne faze i detektirati ih mjerenjem vodljivosti.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluensi

@ |zmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s elektronskim supresorom

e Eluensi druge skupine moraju Iimati nisku vodljivost
pozadinskog signala da bi omogucili osjetljivu detekciju
vodljivosti analiziranih aniona.

e Koriste se Dbenzoati, ftalati | sulfobenzoati zbog
zadovoljavaju¢eg afiniteta prema nepokretnoj fazi i zbog
relativno niske vodljivosti.

e Kod upotrebe aromatskih karboksilnih kiselina pH vrijednost
pokretne faze mora biti izmedu 4 i 7 jer pH utjece na stupanj
disocijacije organskih kiselina | na vrieme zadrzavanja
sastojaka koje analiziramo.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluensi

@ |zmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s elektronskim supresorom

e Koncentracije eluensa koji se koriste za eluciju s elektroni¢kim
supresorom, puno su vise od koncentracija eluensa na bazi
Na-karbonat / Na-bikarbonat nakon prolaza kroz supresorsKi
sustav.

e \isoka vodljivost pozadinskog signala pri upotrebi tin eluensa,
sa vrijednostima 60-160 S/cm smanjuju moguc¢nosti detekcije i

linearnost detektora.

e Novijim istrazivanjima je utvrdeno da je vodljivost niza, ako se
pH pokretne faze podesi na 7.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluensi

@& l|zmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za
detekciju vodljivosti s elektronskim supresorom

e Eluensi se mogu zagaditi kloridima, sto ¢e rezultirati
kKrivim podacima kod odredivanja klorida. To je cest
problem kad koristimo komercijalne pH-elektrode.
One uglavnom imaju Ag/AgCl referentnu elektordu
sa zasicenom otopinom KCI.

e To se sprijecava razdvajanjem referentne elektrode i
eluensa.



lonsko kromatografsko
razdvajanje

@ |zmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s elektronskim supresorom

e S aromatskim karboksilnim kiselinama moguce je odvojiti
fluoride, kloride, bromide, jodide, nitrite, nitrate, ortofosfate,
sulfate, tiocijanate i tiosulfate.

e Na - I K - benzoat sluze prvenstveno za separaciju
monovalentnih aniona.

e Afinitet benzoata prema nepokretnoj fazi slican je kao kod Na -
bikarbonata.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluensi

® |zmjenjivaCka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s elektronskim supresorom

e Soli ftalne kiseline sluze za separaciju mono- i di - valentnih
sastojaka.

e KOH sluzi za separaciju anorganskih aniona sa pK 7.

e Zbog visokog pH pokretne faze slabe kiseline se potpuno
disociraju i mogu se detektirati putem vodljivosti.

e Vodljivost sastojaka je manja od vodljivosti pokretne faze, tako
da se za ove sastojke dobiju negativni signali.

e Ta se metoda zove indirektna detekcija vodljivosti.



lonsko kromatografsko
razdvajanje-eluensi

@ |zmjenjivaCcka kromatografija aniona — eluensi za detekciju
vodljivosti s elektronskim supresorom

e Podjela u dvije osnovne skupine eluensa potrebna je samo kod
detekcije putem vodljivosti.

e Kod spektrofotometrijskih i amperometrijskih detektora izbor
eluensa je mnogo laksi. Kod amperometrijske detekcije
koncentracija elektrolita u mobilnoj fazi mora biti 50-100 puta
veca od koncentracije iona analita.

e Kod fotometrijske detekcije uzimaju se u obzir i fotometrijske
karakteristike iona eluensa i njihove kemijske karakteristike.



Procjena i kalibracija

procjena povrsine kromatografske krivulje

Za kromatogram, dobiven pomoc¢u detektora vodljivosti,
povrSina ispod kromatografske krivulje je direktno
proporcionalna koli¢ini (koncentraciji) sastojka.

Da bi se utvrdila povrsina kromatografske krivulje
upotrebljavaju se elektronicki integratori ili programi za procjenu
povrsine kromatografske krivulje (snimanje kromatografske
krivulje, glacanje kromatografske krivulje uzimanjem u obzir i
repova kromatografske krivulje).

Pocetak i zavrSetak kromatografskih krivulja mogu se procijeniti
zadovoljavajuc¢e dobro.



Procjena i kalibracija

@ procjena visine kromatografske krivulje

e Kada je oblik kromatografske krivulje konstantan, visina
kromatografske krivulje (udaljenost izmedu bazne linije
kromatografske krivulje i maksimuma kromatografske krivulje)
je karakteristika proporcionalna povrsini kromatografske krivulje
moze se koristiti pri procjeni kromatograma.

e Visinu kromatografske krivulje je lako manualno izmijeriti, pa se
zbog toga ta metoda koristi, kada je kromatogram snimljen na
integratoru.



Kalibracija

@® 1. Kalibracija s vanjskim standardom

e Direktna usporedba magnitude signala (povrsine
kromatografske krivulje ili visine kromatografske krivulje) u
nepoznatom uzorku s standardnom otopinom iste supstance, je
najcesSce koriStena metoda kalibracije u ionskoj kromatografiji.

e Bitno je injektirati isti volumen uzorka i standarda, pod istim
kromatografskim uvjetima.

e Uzorak, koji se analizira, mora biti priblizno iste koncentracije
kao standard, s kojim se radila kalibracija.

e Takoder se moze sustav kalibrirati s dva ili viSe standarda
razlicitin koncentracija (kalibracija u dvije tocke, tri toce itd.).



Procjena i kalibracija

@® Kalibracija s vanjskim standardom

e Ako je kalibracija napravljenu u jednoj tocki koncentracija
uzorka se racuna prema:

e C_: koncentracija u analiziranom uzorku
e C . koncentracija standardne otopine
S_: signal uzorka

S signal standardne otopine



Procjena i kalibracija

® kalibracija s vanjskim standardom

e Kod kalibracije u dvije tocke, prvo se nacrta
kalibracijska krivulja za odredenu supstancu.

e Kalibracijska krivulja se moze opisati funkcijom
dobivenom iz izmjerenih tocaka uz pomo¢ linearne
regresije:

S =S, + MXCcCy
e S_: odsjecak kalibracijske krivulje
e m: nagib kalibracijske krivulje



Procjena i kalibracija

® kalibracija s vanjskim standardom

e U slucaju kalibracije u dvije tocke koncentracija
analiziranog uzorka se moze izracunati iz formule

_Sa_SO

Ca—

m

e Magnituda signala ispitivanog uzorka mora lezati
Izmedu najnizeg | najviseg kalibracijskog standarda,
obzirom da je kalibracijska krivulja definirana samo u
tom podrugju.



Procjena i kalibracija

® 2. Kalibracija s unutarnjim standardom

e Da bi se uzela u obzir pogreska priprave uzorka, npr. pogreska
razrijedenja, ili da bi se odredilo iskoristenje, kalibracija se
moze provesti s drugom standardnom tvari, koja se dodaje
uzorku i vanjskom standardu, a naziva se unutarnji standard.

e Unutarnji standard mora eluirati sto blize ispitivanom sastojku,
mora biti potpuno topljiv u otopini uzorka | standarda, mora biti
slicne koncentracije i slicne kemijske strukture uzorka, te mora
davati slican odziv na detektoru.



Procjena i kalibracija

® kalibracija s unutarnjim standardom

e Kako osjetljivost unutarnjeg standarda i ispitivanog
uzoraka obi¢no nije ista, mora se prvo odrediti
korelacijski faktor F, pomocu ultra ciste kalibracijske
otopine.

e Tada se u sustav pusti poznata koncentracija
Ispitivanog uzorka (c, ) i unutarnjeg standarda (c.,).

e |, se odreduje iz visina izmjerenih signala S; i S, :

S. XcC
IS X
Fx

SxxciS



Procjena i kalibracija

& kalibracija s unutarnjim standardom

o Ako se faktor korelacije F, moze pretpostaviti
konstantnim u podruc¢ju mjerenja, koncentracija
uzorka c, (kojem je takoder dodan unutarnji
standard) se moze izracunati:




o

Procjena i kalibracija

. Metoda standardnog dodatka

Metoda standardnog dodatka, u ionskoj kromatografiji, se
prvenstveno koristi kada se pojavljuju problemi s matriksom.

Poznata kolic¢ina standarda se dodaje uzorku koji se odreduije.
Mjere se uzorak sa | bez dodatka unutarnjeg standarda.

Kromatografski uvjeti moraju biti identi¢ni za oba slucaja.

Dodatak standarda se moze izvesti jednokratno ili visekratno.



Procjena i kalibracija

® Metoda standardnog dodatka

e U najjednostavnijem sluc¢aju s jednim dodatkom
standarda, koncentracija nepoznata uzorka c, se
moze izracunati uz pomo¢ razlike koncentracija
(izmedu nje i poznate dodane koncentracije) Ac te
razlike u povecanju signala AS:

CS:Sa XA_S




Procjena i kalibracija

® Metoda standardnog dodatka

e Uz pomo¢ nekoliko dodataka  standarda,
koncentracija uzorka se moze izracunati linearnom
regresijom.

e Prednost metode dodatka standarda je u njezinoj
velikoj pouzdanosti, jer je kalibracija provedena pod
Istim utjecajima matriksa, pod kojim se nalazi
ISpitivani sastojak.



Procjena i kalibracija

® Metoda standardnog dodatka

e Smetnje koje nastaju s promjenom u temperaturi,
tlaku itd. mogu se otkloniti ¢estim ponavljanjem
kalibracije, te kao takve nec¢e Iimati utjecaj na
rezultate mjerenja.

e Ova metoda poskuplijuje postupak analize i
produzuje vrijeme analize, jer je kalibraciju potrebno
ponavljati za svaki uzorak, a ne samo periodi¢no kao
kod metode vanjskog standarda.



PRIMJENA
lonska kromatografija u
Sanalizi pitkih voda




lonska izmjena u stupcu

e KoliCina iona se postepeno smanjuje
e Otopina dolazi u dodir sa svjezim izmjenjivacem
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lonska izmjena-KATIONI

Polymer

SO,

SO,

SOJ, / (a) 2 H*

dvo valentni kation

o
\/ G o S. F
N ’
R-SOH +Na*  ——= R-SO;Na + H*
2R-SO;H+ Ca?* ==  R(-80,),Ca+2H



Kromatogram

Ukupno vrijeme zadrzavanja (t.)
25 T Ukupno vrijeme zadrzavanja:
Mrtvo vrijeme:
20 T Vrijeme zadrzavanja:
s 1]
selektivnost
10 T
2 tms2—1m
5 1 T trei—tr
1 1—
LV A
0 2 4 Minute 6 g 10 Faktor kapaciteta:




Signal

A

Koje informacije “daje”

kromatogram?

A

Y

Peak 1

Razlucivanje

tmsl — tmsz 2dtms
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Vrijeme, s




Koje informacije “daje” kromatogram?

Faktor asimetrije el

A, = 1; Peak je simetrican
a\ b A, < 1; Peak ima uvlacéenje

A, > 1. Peak ima
razvlacenje

Broj teoretskih tavana

- o . e e e e e e e

h= visina



Gradijent Separacija organskih i anorganskih aniona

Column: lonPac AG11-HC, AS11-HC (4 x 250 mm)  Peaks:
Eluant: 2-50 mmol/L KOH (EG40) from 1. Quinate
13 t0 43 min 2. Fluoride
: - 3. Lactate
FI ; 1.0 mL/
| QWt.rat? 95 mL i 4. Acetate
HjEuior H 9. Propionate
Temperature: 30 °C 6. Formate
Detection: Suppressed conductivity, /. Butyrate
Recycle mode 8. Methanesulfonate
9. Pyruvate
16 — 10. Valerate
20 11. Monochloroacetate
12. Bromate
21
A 23
14 19 24
17 27
uS "9 18] [/ 26 o
23 12 1
\ 1 6 25
/5 8 1 28
1 79 10 9 /
: I e L
I I I I I
0 10 20 30 40 20

Minutes

1 mg/L
3
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

15
14,
19.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
21.
28.
29.

Chloride 9)
Nitrite 10
Trifluoroacetate 10
Bromide 10
Nitrate 10
Malonate 15
Maleate 15
Sulfate 15
Oxalate 15
Fumarate 15
Tungstate 20
Phosphate 20
Phthalate 20
Citrate 20
Chromate 20
cis-Aconitate 20

trans-Aconitate 20



@ ANALIZA KATIONA
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lonPac CS16-5um (5 x 250 mm)

30 mmol/L MSA
12
4 5 .
pS
| j\
0.20 | | | | L
0 5 10 15 20 25
48 mmol/L MSA
pS
Uy
0.29 I .
0 5 10

Minutes

Flow rate:

Inj. volume:
Temperature:
Detection:

Peaks:

1.0 mL/min
25 JL
40°C
Suppressed conductivity,

AutoSuppression, Recycle
Mode

1.

S O1 & oD

Lithium
Sodium
Ammonium
Potassium
Magnesium
Calcium

0.1 mg/L
0.4
0.5
1.0
0.5
1.0
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MDK

Anioni MDK mg/L Kationi MDK mg/L
""" Fluoid | 1.5 | Amonj | 150
Klorid 250 Natrij 150
Nitrite 0,1 Kalij 12

Nitrate o0 Magnezij
Sulfat 250 Kalcij
Fosfat (P) 300 ﬂ/‘ﬁgggg > 60




35.0. 1-2005_04_7 uzorci i standardi # jana2 2 ECD
TS "
I gl/iagne2igs g 6 - Kalcij - 16.503

N
N L

2 - Natrij - 6.887 "
1 il .‘Li‘ﬁwfﬁ‘ : 3-K?|IJ-8.723 | 4-‘12.131} | | 7-19.070

-5.0-
2 -2005_04_7_uzorci i standardi # studena 2_ ECD
45.0 "

_ 6 - Kalcij - 16.383

1 5 - Magnezij - 13.830
2 - Natrij - 6.900

b | 1 - Litij- 8170 | 3 -Kalij-8.723 | 4-12.193 | 7 - 18.963
[ [ I I

3-2005_04_7_uzorci i standardi # svrok 2_ ECD
H - Kalcij - 16.570

4 3 - Magnezij - 13.947

i 1 - Natrij - 6.883

5 ‘ ! 2- K‘alij -8.713

4 -2005_04_7_uzorci i standardi # uniqua 2_Z ECD
HS - Kalcij - 16.577

1 3 - Magnezij - 13.953

i 1 - Natrij - 6.887

u ‘ ‘ 2- Ka‘lij -8.713

Mo - 2005 04 7_uzorciistandardiy ... vodovodnavoda2 ... ECD|

e /5 - Kalcij - 19.143




Upotreba IC u analizi aniona
voda za pice

UZORCI i " lsm| & | so| B | s || s
_____________ o I o I 0 [N Nl N
IvAdou E 0.587 | 0009 |27.76| 005 |22.36| 004 |33.95| 00

JANA E 0.573 | 0002 | 1.76 | 002 | 0.65 | 001 | 4.69 | 003
SVETI ROK i 0.564 | 0003 | 461 | 004 | 0.93 | 002 | 2.21 | 0.04
UN1QUE E 0.593 | 0009 | 409 | 003 | 233 | 002 | 4.81 | 0.05
STUDENA i 0.610 | 0.004 (2711 | 0009 | 0.81 | 003 | 2.60 | 0.04




Razvoj IC metode u medicinskim
istrazivanjima

JADRAN GALENSKI LABORATIJ
RIJEKA
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Razvoj IC metode

® Razvoj IC metode — optimizacija IC parametara
e kromatografski uCinak (performanse metode)

e Ekonomski ucCinak (usteda u vremenu,
kemikalijama i drugim resursima)

& |C parametri
e Nepokretna faza (Cvrsta)
e Koncentracija kompeticijskih iona u pokretnoj fazi
e Protok i koncentracija eluensa
e Temperatura



[ | “w | | N |
ickrasivvaniima

Sea Water 1:200 - anions

Upotreba IC u medicinskim

ECD_1

e ¥ “cf ) -
Anion —
E‘__ Jadransko more
.--‘ i
F cr Br SO,z
ANIONI STD STD STD 4 STD
ppm ppm ppm ppm
MORSKA 1 935 | 008 [201.2] o5 | 0.70 | 003 | 250 | o5

VODA (1/200)
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Razvoj IC metode
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Razvoj IC metode - ANN

ANN Plnha nnnracke
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Razvoj IC metode - ANN

Dependent (Outcome) Yariable

Independent (Fredictor) “Wariakle

Dependent [CDutcome] Yariakle

o True function
o Training data

< True function
O Training data
Predictions

", Predictions

Dependent (Cutcome) Yariable

= True function
O Training data
Predictions

Independent (Predictor) wariakle




Razvoj IC metode - ANN

Bioloski neuron inputs Umjetngngiron
X, SYynapsis
7_ dendrites Inplx w,, cellular body
; 2
A Zon
RO celboty | FO >,
J

f axon output
‘ .// ’
e ¥i={( XW;%;-6; )

axon Endlngﬁ—rdendrltes threshold
Output Zone



Upotreba IC u medicinskim

. W Wl N |
(-3 J  L-L JAVE-J _J R0, K-

50 = Sea Water 1:100 ECD
é Kationi —
3 Jadransko more
: :
" o Q
B e = e e T P T = il
Na* K* Mg?* Ca?*
KATIONI STD STD g STD STD
ppm ppm ppm ppm
MORSKA
VODA 119.5 0.9 416 0.1 8.21 0.2 4.19 0.16
(1/100)
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Razvoj IC metode - ANN

BTO0] Yzorkovar;
KATION Y R neurona u | e, training: |y oiacia | S.D. omijer
iteracije iteracije skrivenom test :
o e
o BP, 100 QN, 470 7 3:1:1 0.9998 0.0120
oi
BP, 100 LM, 491 11 2:1:1 0.9999 0.0119
r BP, 100 QN, 745 7 2:1:1 0.9994 0.0308
iti
: BP, 100 LM, 1486 11 3:1:1 0.9995 0.0299
. BP, 100 QN, 239 11 3:1:1 0.9988 0.0312
atri
: BP, 100 LM, 1490 9 SRR\ 0.9990 0.0295
. BP, 100 QN, 1305 7 3:1:1 0.9992 0.0348
Amonij
BP, 100 LM, 678 11 3:1:1 0.9994 0.0344
il BP, 100 QN, 697 9 3:1:1 0.9995 0.0315
ali
: BP, 100 LM, 1490 11 3:1:1 0.9995 0.0327
. BP, 100 QN, 60 11 2:1:1 0.9982 0.06051
Magnezij
BP, 100 LM, 320 11 3:1:1 0.9984 0.0566
- BP, 100 QN, 458 9 3:1:1 0.9984 0.0567
alci
) BP, 100 LM, 885 5 3:1:1 0.9983 0.0399
. BP, 100 QN, 796 11 3:1:1 0.9982 0.0519
Stroncij
BP, 100 LM, 486 3:1:1 0.9985 0.0553
- BP, 100 QN, 2637 3:1:1 0.9990 0.0444
ari
: BP, 100 LM, 3188 3:1:1 0.9995 0.0305




Osnovni principi ionske krormatografije
Animacija ionske separacije
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Osnovni principi ionske krormatografije
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Osnovni principi ionske krormatografije

Animacija ionske separacije
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Osnovni principi ionske krormatografije

Animacija ionske separacije
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Osnovni principi ionske krormatografije

Animacija ionske separacije
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Osnovni principi ionske krormatografije

Animacija ionske separacije
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Osnovni principi ionske krormatografije

Animacija ionske separacije
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Osnovni principi ionske krormatografije

Animacija ionske separacije
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10" INTERNATIONAL SCHOOL OF ION CHROMATOGRAPHY
3 — 6 June 2008. Brijuni, Croatia

UNIVERSITY OF ZAGREB, CROATIA,
FACULTY OF CHEMICAL ENGINEERING AND TECHNOLOGY
NATIONAL INSTITUTE OF CHEMISTRY, LJUBLJANA, SLOVENIA

Zagreb, 19.06.2007.

Dear participants

As a president of the international program and organizing committee I would like to inform you thar 10™
International School of Ion Chromatography will be organized in Brijuni, Hotel Neptun, Croatia (www.brijuni.hr), on
03.-06. June 2008.

This symposium is an international meeting therefore the official language will be English.

The program of the four day long education will include invited lectures provided by the leading experts in ion
chromatography as well as the lectures and posters presented by the selected participants (by the international program
committee). The long tradition of organizing the computer supported workshop and proficiency testing will continue in
this particular school surely.

International School of Ion Chromatography has accomplished a valuable recognition for its quality so from now
participants of this educating course will be able to receive 5 ECTS points at postgraduate studies at University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology and 3 ECTS points at the postgraduate studies at University
of Zagreb, Faculty of Science.

The registration fee is 250 EUR and it has to be paid until 01. May 2008. The additional detail information will be
provided in first circular during the September so this announcement can help you to plan your further activities.

I am looking forward to see you at annual 10" International School of Ion Chromatography and I am inviting
you to see your own progress in the ion chromatography as a result of our meeting during the last 10 years. As the
organizers we will carefully monitor the results of our efforts which will be used for improvements and pointers for

Jurther activities. All information updates can be found at www.fkit. hr/ISICO08

President of the international program and organizing committee

Prof. Ph.D. Stefica Cerjan Stefanovié

10" INTERNATIONAL SCHOOL OF ION CHROMATOGRAPHY
3 — 6 June 2008, BRIJUNI, CROATIA
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