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n atografski parametri (v_rijeme
zavanJa oblik kromatografske krivulje
drzano vrijeme) su specificni za svaki

= romatografskl sustav i ovise o koloni,

= :'eluensu | brzini protoka. Uvijek se uz
separacijsku kolonu prilaze i test kolone,
koji prikazuje kromatografsku krivulju pri
tocno definiranim uvjetima, koje treba
slijediti u slijedu analiza.




avne kromatografske kr|vuIJe se naJcesce
V|_]U]U u dlrektnOJ ionsko] kromatografiji, jer
‘mjerenje izvodi pri visokom stupnju
C"]IVOStI pa su male razlike u ionskoj jakosti

= eluensa vrlo uocljive. Ionski eluensi, koji se
—TTormaIno koriste u ionskoj kromatografiji se
natJecu s analitom za mJesta na ionskom
izmjenjivacu. Tocno je odredeno vrijeme
zadrzavanja iona eluensa kao za svaki drugi ion
uzorka i ovisi o parametrima kromatografskog
sustava.
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ebno je poznavati kemizme

1.izmedu krute faze ionskog izmjenjivaca i analita
2. eluensasiianalifa, e 0 _
3.pripreme uzorka za kromatografsku analizu kompleksnog uzorka

razliCitog porijekla




1. Reakcije izmedu analita i
onskog izmjenjivaca

i —

nsko kromatografska analiza kationa i aniona
3 Zbog svoje preciznosti, jednostavnosti, brzine |
itocnosti postala metoda propisana hrvatskim

— normama Svojstva ionske |zm|JenJ|vacke kolone

"~ su odredena ionskim izmijenjivackim grupama.

e Interakcije izmedu osnovnog materijala i analita
su moguce, te su jace izrazene za organske,
nego za anorganske ione. Dobro je koristiti
kolone s razlicitim osnovnim materijalima da bi

se sto bolje rijesio analiticki problem.
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L 50 150 10304-1:1998, Kakvoéa vode - Odredivanje otopljenih

da, klorida, nitrita, ortofosfata, bromida, nitrata i sulfata pomocu
KLU 0 dtO0drc . Al0: ME da_za S|ab0 Zagadene

15O 10304-2:1998, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
Na ionskom tekucinskom kromatografijom - 2. dio: Odredivanje
mida, klorida, nitrata, nitrita, ortofosfata i sulfata u otpadnoj vodi.
RACEN 15O 10304-3:2001, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
= aniona ionskom tekucinskom kromatografig‘om - 3. dio: Odredivanje
= Kromata, jodida, sulfita, tiocijanata i tiosulfata.
=% —HRN EN ISO 10304-4:2001, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
—— —aniona ionskom tekucinskom kromatografijom- 4. dio: Odredivanje
Klorata, klorida i klorita u slabo oneciscenim vodama.
e~ 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, Kakvoca vode - Odredivanje otopljenih
bromata - Metoda ionske tekucinske kromatografije.




.hﬂ"' -n VWV
laterijali koji se danas najcesce ..
Fiste su '

listriren / divinilbenzen kopolimeri,

:-Lh*netakrilat, polihidroksi alkilmetakrilat,
Ika gelovi, latex aglomerati, kruna eteri i
== |ptand faze
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:: JKorlstenJe pogodnog osnovnog materijala
S |onsk|m izmjenjivackim grupama je
nuzna pretpostavka za postizanje
optimalnog razdvajanja i rjesavanje
analitickog problema.
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eakcije ionske izmjene

1a ionsko- kromatografskih procesa odvajanja
1elji se na lonskoj izmjeni na nepokretnoj fazi (R-) s
i mim funkcionalnim grupama, koje su pozitivne ( H-
Hli negativno nabijene(R-OH) funkcionalne grupe.
~ O govaraJUC| protuioni su stestenl u funkcionalnoj
= grupi, te mogu biti zamijenjeni s drugim ionima istog

—'_'-- .l-l.,_

e TlabOJa koji se nalaze u pokretnoj fazi. Za svaki ion,
= proces izmjene je karakteriziran odgovarajucom |onsko-
izmjenjivackom ravnotezom, koja odreduje raspodjelu

Izmedu pokretne i nepokretne faze

® npr. za anion A- ( klorid) iz otopine se izmjenjuje s
anionom iz smole ( hidroksid) prema reakciji (1)




Cija anionske izmjene

. ROH < R OH - - (1)
Nepok + A-pok <> A-nepok + E-pok

- ® A: anion uzorka
e E: anion izmjenjivaca (protuion)
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lannova teorija membrane

D velicina naboja iona A'i B,
o (o]
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_
ante izmjene

|C|te komponente |sp|t|vanog uzorka se
dgu odvojiti na osnovu njihovih razlicitih
finiteta prema nepokretnoj fazi ionskog

- Jm‘mjenyvaca razliCita konstanta ravnoteze

e =
=L

.: — K (2). Velika K znac¢i pomak ravnoteze na
desno i dobro odvajanje komponente .




m—
ije kationske izmjene

eakcije izmjene natrijevih iona iz

opine protonom iz ionskog izmjenjivaca

ha kationskom izmjenjivacu prikazana je
=T akcuom ©))

F— _-m-—".ll-,;:— -

:-'f""! Reakcija izmjene je definirana konstantom
ravnoteze (K) , koja se moze aproksimirati
koeficijentom ravnoteze k' (4 )
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Faktor kapaciteta k'

e vrijednosti k" naznacuju da odgovarajuc
IU|ra]u u blizini kromatografske krivulj
zadrZanih sastojaka, te je razdvajanje vrlo

Sid O

= ~ Faktor kapaciteta izmedu 1 i 5 je optimum koji
:: ~se mora koristiti pri izvodenju kromatografske
- analize.

e Vete K’ vrijednosti dovode do preklapanija
pikova, manje k’ vrijednosti smanjuju osjetljivost
detekcije i produzuju vrijeme analize.




itet ionskoizmjenjivacke

eme zadrzavan]a t; je kvalitativna
rmacua kromatograma. Ono je
— nstantno za svaki sastojak pri
= ~ konstantnim uvjetima izvodenja
- Kkromatografskog snimanja. Za
kvalitativhu karakterizaciju odredenog
sastojka koristi se faktor kapaciteta k’, a
ne vrijeme zadrzavanja t,




se klasicna izmjena odvija ha makroporama
tica izmjenjivaca velikog kapaciteta (velicine
tlca 75 — 250 um) statickim postupkom ili

~ k ; lonskim-dinamickim procesom,
= % U modernoj ionskoj kromatografiji se koriste

~ izmjenjivacke smole niskog kapamteta (veliCine
~~ cestica 5 -10um). To omogucuje ucinkovitu
separaciju i detekciju aniona i kationa eluensom

niske koncentracije.




ynost ionsko izmjenjivacke smole
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aktivnost ionsko
njenjivacke smole

ni koji se prvi eluiraju su slabijim
ektrostatskim silama vezani za ionski
Zmjenjivac nego ioni koji se naknadno eluiraju.

rijeme elucije ( ili volumen eluata) je kvalitativni
jokazatelj prisutnosti pojedinih iona, stalan uz
— stalne uvijete rada kolone. Tokom separacije na
ionskim izmjenjivackim kolonama mali ioni prije
eluiraju nego veliki, a monovalentini prije nego di
1 tri valentni ioni.

e Selektivnost je definirana koeficijentom
selektivnosti ( 5)




(oeficijent selektivnosti
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o (k2> k1) (5)




e informacije “daje”
patogram?

ms?2

tmsl — tmsz 2dtms
COWIHEW2 Wi+ W

Vrijeme, s




oje"ifermacije “daje”

imetrije A

A, = 1; Peak je simetrican
A, < 1; Peak ima uvlacenje
A, > 1; Peak ima
razvlacenje

Broj teoretskih odsjeCaka

h= visina




Karakteristicne veliCine.u
'Kromatografij

I-kromatogram

-

Vrijeme zadrzavanja i Sirina kromatografske krivulje

= Kromatogram je elucijska krivulja (odziv u ovisnosti
I Kkoncentracije i vremena) dobivena kromatografskom

= ¢ Eatasil sastojak 2
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Karakteristiche velicine u
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dmatogram

Ukupno vrijeme zadrzavanja-(t..)

>
>

Ukupno vrijeme zadrzavanja:
Mrtvo vrijeme:
Vrijeme zadrzavanja:

)

7. ' ' Faktor kapaciteta:

t
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kcije izmedu analita i ..

eluensa
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Reakcije izmedu anallta
eluensa

adaca eluensa je eluiranje analita s ionskog
imenjivaca, sto se provodi ili reakcijama ionske
Sizmjene ( 6,7 ) ili kompleksiranjem pojedinih

= komponenata u uzorku. Reakcija izmedu analita

.l—.,.

= 1 eluensa dijeli eluense na :
@ Eluensi za detekciju vodljivosti s kemijskom
supresijom |
® Eluensi za detekciju vodljivosti s elektronskim
supresorom
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aKCije elucije —

+ B & Na +-H_;R (6)

<~ Cl- +ROH (7)




2nsi za detekciju vodljivosti..

- kemijskom supresijom

‘Eluensi ove skupine su soli slabih
lorganskih kiselina, koje pokazuju slabu
vodljivost, nakon kemijske modifikacije unutar
&= supresorskog sustava.
= — Smjesa Na-karbonata i Na-hidrogen
a se cesto koristi, jer se snaga elucije i

selektivnost odreduju omjerom koncentracije
ovih dviju komponenti.

® Smjesa Na,CO; i Na,HCO; odrzava konstantan
pH , jer djeluje kao pufer




,32 + log c(Na,CO; )/-c_( Na, HCHO;

| Jesa Na-karbonata i Na-bikarbonata se
— = & sto Koristi, jer se snaga elucije i
— — selektivnost odreduju njihovim omjerom




HoO, «— HiC O + HY < arbonatna
HOCCD -« 0,3 + H*Y iselina
.-_'T=f1 — [H_I_]—HC.:::. E_J_l[:] — 5.4
| = . oo |
pE = & _4
__._'Tc::_ - _ [H M ]:I::rl:::l ig_ ]_ 1[:] — 10 =
B
A = 110 _ =




2 moguce odijeliti velik broj anorgansklh | organsklh ijona. Kao
ikt supresorske reakcije nastaje H,CO5; , ( pK; = 6,35, pK2
2) koja je slabo disocirana i zato je vodljivos ]t pozadlns 0g
fala niska. Kada se kao eluens upotrebljava otopina hidrogen
‘bonata i karbonata (pH # 10,32) anioni eluiraju ovim redom:
r|d klorid, nitrit, bromid, mtrat fosfat, sulfat, arsenat, selenat

i-.:.
___'-

—— =\ o Je pH eluensa pomaknut prema vecim vrijednostima, doci ¢e do
= - — disocijacije fosfata i arsenata

HPO4% prelazi u PO43 ( pK;=2,12 pK,= 7,21, pK;=12,38 ) i
HAsO,% prelazi u AsO,* ( pK,;=6,98 pK,=11, 53 ).

Povecanje koncentracije Na,CO5 u eluensu dovodi do pomaka
kromatografska krivulja fos ata i arsenata, koji Ce tada eluirati tek
nakon sulfata

==

_‘
—
——




— ostatna kiselhina

HP O = [HIP D [HFPFO 1= [PO]

[HP O T= [HPOE]

HoP O, + HPO - + HPOLE « PO

|
=.1



1200

H-S'ﬂ'scld \

\ HASO, n\“\—\k
4.
Eh (mV) HAsO,
AsQ
0
-800 HASO.Z

0 2 4 & 8 10 12 14

Tiliirm A e Ml m e A T T v ommmmimirm 0 s st o el e b v



!

Il

¥
il

I'I

|
i

1.0 ——, =
H,AsO," [! /| nAso A\
" g i 1 ! L |
ﬁl II|II N [}
Fs I|f '
[ | y !
B I L 4
|
C/Cq _f 1%5.-
a_ .'|,
'4 .l- II|II
HHAEG‘; |'I AEG l:l-- 1
k i b
0.2 4—s =il f, \
o "
0.0 S e b
4 [ 10 12
pH

14

Slika 15: Dijagram specijacije sbojeva peterovalentnog ar
pH vrijednosti medija =7

ena u ovishosti



1.0 T

a'"l- E
. |H.AsO,] ¢
0.8 '.l ] - |l IIII
HoAsO, | ¢ "
BN _ Jfl
0.6 ; —
o l:'l f
C/Co .'L:- .'t E
& H B

HAsO2 | |

oo —

Slika 14. Dijagram specijacije spojeva trovalentnog arsena u owsnosti o
pH vrijednosti medija 57




koder se kao eluens koriste i am|nok|sel|ne
ammokarboksnna kiselina) koje su u
podrucju pH u anionskom obliku zbog

= | 'ocuacue karboksilne grupe. Produkt
%szupresorske reakcije je +NH3-CH2-COO- sa
— niskom vodljivoscu.

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




Kad se koristio i NaOH kao eluens. Nije se
kazao dobrim iako voda kao produkt
resorske reakcije nija davala gotovo nikakvu

\ dIleost podloge. OH- ioni imaju vrlo mali
iafmltet prema nepokretnoj fazi i zato treba uzeti
—  relativno visoke koncentracije za eluciju aniona
sa dva i vise negativnih naboja. To utjece na
vodljivost pozadinskog signala, jer Cak i moderni
supresori imaju ogranicen kapacitet izmjene.




aborat ima slicho nizak aﬁnltet prema nepokretnOJ
. Sluzi za razdvajanje fluorida i kratkolancanih
3 sk|h karboksilnih kiselina. Kao produkt supresorske
cue nastaje slabo disocirana H3BO3.

| f__'"':: ‘Aromatske aminokiseline (npr. tirozin) smanjuju
= Vrijeme zadrzavanja polarnih aniona kod pH>7 i imaju

— 1

- ]
S o

= “'reiatlvno veliku snagu elucije. Slicne karakteristike ima i

= p-Cijanofenol kad se doda u smjesu Na-karbonat / Na-
bikarbonat. Time je moguce razdvoijiti velik broj aniona
pomocu pogodne nepokretne faze i detektirati ih
mjerenjem vodljivosti




ansi za detekciju vodljivosti..
“elektronskim supresorom

"Eluensi druge skupine moraju imati nisku
dljivost pozadinskog signala da bi omogucili
Sjetljivu detekciju vodljivosti analiziranih

|ona Koriste se benzoati, ftalati i

—i—y P —— -

= ,_fa:sulfobenzoau zbo? zadovoljavajuceg afiniteta
a

— — prema nepokretnoj fazi i zbog relativno niske
vodljivosti.

® Kod upotrebe aromatskih karboksilnih
kiselina pH vrijednost pokretne faze mora biti
izmedu 4 i 7, jer pH utjeCe na stupanj
disocijacije organsklh NE N ERRERENE
zadrzavanja sastojaka, koje analiziramo.




entracije eluensa, koji se korlste za €eluciju s
t onsklm supresorom, puno su vise od koncentracija
lensa na bazi Na-karbonat / Na-bikarbonat nakon
olaza kroz supresorski sustav. Visoka vodljivost
T adlnskog signala pri upotrebi tih eluensa, s
-_--_-.--#--v |]ednost|ma 60-160 [1S/cm, smanjuju mogucnost|

meF .__- e o

= ~rcretekcue | linearnost detektora.
== Novijim istrazivanjima je utvrdeno da je vodljivost
~~ niza, ako se pH pokretne faze podesi na 7. Aromatskim
karboksilnim kiselinama moguce je odvoiiti fluoride,
kloride, bromide, jodide, nitrite, nitrate, ortofosfate,

sulfate, tiocijanate i tiosulfate.




1 K - benzoat sluze prvenstveno za separaciju
novalentnih aniona. Afinitet benzoata prema
PO kretnoj fazi slican je kao kod Na - bikarbonata.

~ Soli ftalne kiseline sluze za separaciju mono-i di -

= entnlh sastojaka.

_—Efu -~ KOH sluZi za separaciju anorganskih aniona , kojih je

— — pKii7. Zbog visokog pH pokretne faze, slabe kiseline se

= potpuno disociraju i mogu se detektirati putem
vodljivosti. Vodljivost sastojaka je manja od vodljivosti
pokretne faze. Podjela u dvije osnovne skupine eluensa
potrebna je samo kod detekcije putem vodljivosti.




ometrijeski i amperometrijski..
detektor

'spektrofotometrijskih i amperometn]sklh
tektora izbor eluensa je mnogo laksi. Kod
tometrijske detekcije uzimaju se u obzir |
ometrljske karakteristike iona eluensa i

— jIhOVE kemijske karakteristike. Mogu se koristiti
== ffmnogl eluensi (alkalne soli, fosforna, sumporna |

- -ﬂ—"

m————

perkloratna kiselina) zbog dobrog UV zracenja.
Kod amperometrijske detekcije koncentracija
elektrolita u mobilnoj fazi mora biti 50-100 puta
veca od koncentracije iona analita. Redukcija
otpora pokretne faze osigurava nizak napon.
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REAKCIJE ELUENSA-ANALITA -
IZMJENJIVACA

—




dredivanja kationa, vremena zadrzavanJa mogu se
icati dodatkom PO odnog liganda eluensu.
Iek5|ran]em metalnih iona i stvaranjem kompleksa

zlicite stabilnosti, poveceve se selektivnost ionskog
mjenijvaca.

— ~i potreba selektivnog liganda za kation rezultira
" S cngegowm manjim utjecajem na vremena zadrzavanja
-~ ostalih kationa. Ta metoda se posebno koristi kod

| odredivanja kationa prijelaznih metala.

o |jgand se takoder koristi za postizanje boljeg razdvajanja
kationa alkalijskin metala te boljeg razdvajanja
natrijevih, kalijevih i amonijevih iona ., Stvaranjem

kompleksa razliCite stabilnosti pospjesSuje se razdvajanje
| detekcija kompleksnih uzorka.
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Struktura helata metal-EDTA




Donannova teorija membrane

Aax = Apy aa +ax- =aa +ax |
dar+dx- =ada +dx- ag*+ax- :aB++aX_l =
A l=[x] (A*y, [Al+f,

[A+)= (X_)+(polianion) (B)*y [B]*fq
ya*fa _(B)x[A]
Ve * Tg (A)*[B]

Uzrok selektivnosti je razlika u aktivitetima
iona u izmjenjivacu 1 otopini,
Svi faktori koji utjeCu na aktivitet iona B
utjecu na selektivnost izmjenjivaca




Donannova teorija membrane

[0 Gregor-ovim modelom upotpunjena je
jednadzba za selektivnost

InK_: =Inf,/f,—Iny,

TLAK .
BUBRENJA

a°(C)*a’(D)
a"(A)xa"(B)

AG =AG° +RT In

VOLUMEN
HIDRATIZIRANOG
IONA

AG° 1 tabelirana
vrijednost

a’(C)xa’(D) by
a"(A)*a"(B)
a’(C)*a*(D) _
a"(A)+a"(B)

—AG’ =—RTInK

AG° +RT In




0 p
AG = AG®° + RT In S tCHEE

a"(A)+a"(B)
AG° — tabelirana
vrijednost
a°(C)*a’(D) _,
a" (A)*a"(B)
a’(C)xa"(D) _ «
a"(A)*a"(B)

AG° + RT In

AG® = —RT In K
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Razli¢iti afiniteti
& A prema SO;5




F+ . F+t. B+t F*t . F*
ES0,505.80,,80;_S05,
E*SO, Cvrsta faza SO3 I
SO S057g0 SOESO3 B+

E+
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Animacija‘ionske separacije

e

F+t. B+t Bt . Bt
ES0,705. 80580578057
SO, Cvrsta faza SO3 £t
SO SO5°g0 SOESO3 B+
E+

thl :




Animacija ionske separacije

e

”Q+

Es() 505 SO3 SO3 SOq
E‘SO, Cvrsta faza SO3 £

. 5080550, 50,590,505 -

%
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iti a eti
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Animacija ionske separacije

e

ATAD
» - @ .
SOq Cvr's‘ra faza SO3

e




Animacija ionske separacije

e

o+ +
‘ o . P
SOq Cvr'r"ra faza SO3

E+ ‘




Animacija ionske separacije

e

-
» - @ .
E*S0O,705805S0;_S0;
SO, Cvrsta faza SO3
E* JO.SO;5 SO <0.-S05 SOL

E+

thl

a




- =

Animacija ionske separacije

e

B+ F+. E* E+

E*S0,705S0;5u;7 S0y,
SO.” Cvrstafaza SOy
E* 0.805°g0,-SO5 SOy’

E* E  Et B

iti a
re

eti
Oy







.E“
etentnost laboratorij@a2008

LAB organizira drugo savjetovanje
EK 22.10.-25.10.2008.
eme : 1. Sigurnost i kvaliteta hrane

2. Referentni materijali

3. Navodnjavanije

4, Zastita okolisa

5. Etika i iskustva laboratorijskog
rada

www.crolab.hr







