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1. UVOD U IONSKU KROMATOGRAFIJU

Kromatografija je fizikalno - kemijska metoda separacije u kojoj se sastojci razdjeljuju
izmedu dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, dok se druga kreée u odredenom smjeru
(pokretna faza) [1,2]. Nepokretna faza moze biti ¢vrsta i tekuca, a ako je teku¢a moze biti
rasporedena na ¢vrstoj fazi, koja moze, ali ne mora sudjelovati u separacijskom procesu.
Tekuca faza moze biti kemijski vezana na ¢vrstu fazu kovalentnom vezom ili imobilizirana na
nju, primjerice in situ polimerizacijom nakon nanosSenja.

Glavne metode kromatografije su: frontalna kromatografija, kromatografija istisnu¢em
i kromatografija ispiranjem. Frontalna kromatografija je postupak u kojemu se uzorak
(tekuc¢ina ili plin) kontinuirano unosi u kromatografsku podlogu te se u njoj ne koristi dodatna
pokretna faza. Kod kromatografija istisnu¢em 1 ispiranjem uzorak se mora unositi u sustav u
ogranicenoj koli¢ini. Ukoliko pokretna faza sadrZi spoj koji se na nepokretnoj fazi zadrzava
jace nego sastojak uzorka koji se ispituje, dolazit ¢e do istiskivanja spomenutog uzorka i tada
govorimo o kromatografiji istisnu¢em. U kromatografiji ispiranjem pokretna faza, koja se u
ovom slucaju naziva eluens, neprekidno prolazi kroz ili uzduz kromatografske podloge.
Eluens sadrzava tvari koje se ravnomjerno natjecu s ispitivanim uzorkom za aktivna mjesta u
kromatografskoj podlozi (kompeticijske tvari).

Prema obliku kromatografske podloge kromatografija moze biti kolonska (nepokretna
faza se nalazi unutar cijevi, odnosno kolone) 1 plosna (nepokretna faza je ploha ili se nanosi
na plohu).

Prema fizikalnom stanju obiju faza kromatografija se dijeli na plinsko-tekucinsku
kromatografiju, plinsko-Cvrstu kromatografiju, tekucinsko-tekucinsku kromatografiju,
tekucinsko-Cvrstu kromatografiju, do¢im se prema fizikalnom stanju pokretne faze dijeli na
plinsku, tekuc¢insku i fluidnu kromatografiju pri superkritiénim uvjetima.

Mehanizmi separacije u kromatografiji mogu biti razli¢iti. Prema prevladavaju¢em
mehanizmu kromatografija se dijeli na adsorpcijsku kromatografiju (razdvajanje je temeljeno
na razli¢itim afinitetima sastojaka uzorka prema adsorpciji na povrsini aktivne Cvrste tvari),
razdjelnu kromatografiju (kod plinske kromatografije temelji se na razlici topljivosti sastojaka
uzorka u nepokretnoj fazi, a kod tekucinske na razlikama topljivosti u pokretnoj i nepokretnoj
fazi), ionsku izmjenjivacku kromatografiju (razliciti afiniteti sastojaka uzorka prema ionskoj

izmjeni), kromatografija isklju¢enjem (do razdvajanja dolazi poradi iskljuc¢enja zbog razlika u



veli¢ini, obliku ili naboju Cestica) i afinitetnu kromatografiju (za mehanizam separacije se

koristi jedinstvena bioloSka interakcija analita 1 liganda) [2].

1.1.  POVIJESNI PREGLED RAZVITKA IONSKE KROMATOGRAFIJE

Ionsku kromatografiju (IC) kao novu analiticku metodu su prvi put predstavili Small,
Stevens 1 Baumann [3]. Za vrlo kratko vrijeme ionska kromatografija se razvila od detekcijske
postupka za odredivanje nekoliko kationa i aniona u modernu tehniku za odredivanje niza
ionskih vrsta. Godine 1979. Fritz [4] je opisao tehniku za odredivanje anorganskih aniona u
kojoj je separacijsku kolonu direktno vezao s konduktometrijskom ¢elijom. U tom ionskom
kromatografskom sustavu nepokretnu fazu su cinile smole s niskim izmjenjivackim
kapacitetom, tako da se mogao upotrijebiti eluens s niskom ionskom jakoS¢u. Molarna
provodnost odredivanih iona bila je takoder niska te samim time nije bila moguca osjetljivija
detekcija analita. Koncem sedamdesetih godina IC je prvi put upotrijebljena za analizu
organskih iona. Zahtjevi za kromatografskom tehnikom koja bi omogucéila razdvajanje i
analizu organskih kiselina doveli su do razvoja metode temeljene na mehanizmu ionskog
isklju¢ivanja koju su prvi opisali Wheaton i Baumann [5]. Sirina IC primjene se uvelike
povecala uvodenjem elektrokemijskih i spektrometrijskih detektora. Tako je 1983.
predstavljen pulsni amperometrijski detektor, Sto je omogucilo vrlo osjetljivu detekciju
karbonata [6]. Primjena poslijekolonske obrade uzorka u kombinaciji s fotometrijskim
detektorom omogucila je odredivanje teskih i prijelaznih metala. Osobitu popularnost ionska
kromatografija pocela je stjecati uvodenjem segmenata za prigusenje pozadinskog Suma, tzv.
supresora (1970-ih diskontinuirani kemijski, 1980-ih kontinuirani kemijski te 1990-ih
samoregenerirajuci elektrokemijski supresorti).

Ovakav razvoj omogucio je ionskoj kromatografiji da se uvrsti u moderne analiticke

tehnike, te postane sastavni dio moderne anorganske i organske analize.

1.2. IONSKI KROMATOGRAFSKI SUSTAV

Na slici 1 prikazan je blok dijagram osnovnih komponenti modernog ionskog
kromatografa s konduktometrijskom detekcijom. Voda kao pokretna faza crpi se iz spremnika
visokotlacnom pumpom s prigusivacem pulsova i potiskuje dalje kroz sustav. Eluens Zeljene
koncentracije nastaje elektrolitiCkim putem u ra¢unalno kontroliranoj jedinici otkud nastavlja

dalje kroz sustav. Ako sustav sadrzi jedinicu za generiranje eluensa u pravilu odmah nakon



nje mora se nalaziti tzv. kolonska klopka, koja uklanjanja pojedine smetajuce ionske vrste i
reducira trend povecanja pozadinskog Suma s porastom koncentracijskog gradijenta eluensa.
Nakon kolonske klopke iz eluensa se uklanjaju potencijalno prisutni plinovi. U injektorskoj
jedinici dolazi do uvodenja uzorka u tok eleunsa, koji dalje biva noSen strujom pokretne faze
kroz kromatografsku pretkolonu i kolonu unutar kojih dolazi do razdvajanja sastojaka uzorka.
Pretkolona 1 kolona najceSc¢e se nalaze u termostatiranom kucistu. Na izlasku iz kolone nalazi
se elektrokemijski supresor koji omogucava smanjenje pozadinskog Suma kao i pojacanje
samog signala analita, te detektor za mjerenje odziva. Signal detektora sakuplja se i obraduje

u racunalnoj jedinici.
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Slika 1. Shema modernog ionskog kromatografskog sustava s konduktometrijskom

detekcijom.

Iako ionski kromatograf ne koristi izrazito visoke tlakove, poput primjerice tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC), izvedbeni materijali moraju biti dovoljno ¢vrsti.
Stoga su dijelovi koji dolaze u dodir s mobilnom fazom obi¢no izradeni od polietereterketona
(PEEK) i drugih vrsta plastike te nekih drugih materijala poput safira, rubina ili ¢ak keramike

koji se koriste u glavama pumpi, sigurnosnim ventilima i injektoru.



2. POKRETNA FAZA

Pokretna faza se nalazi u rezervoarima te s pomocu sustava peristaltickih pumpi unosi

u ionski kromatografski sustav.

2.1. PUMPE

Ionske kromatografske pumpe su dizajnirane uz pomo¢ ekscentricnog kotaca koji je
spojen na klip (slika 2). Rotacija motora se pretvara u linearno gibanje klipa. Par kontrolnih
ventila upravlja smjerom toka kroz glavu pumpe. Brtvljenje pumpe okruzuje tijelo klipa i tako

sprjecava prokapljivanje pokretne faze iz glave pumpe.
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Slika 2. Shematski princip radnog ciklusa pumpe s jadnom glavom.

U jednoglavim klipnim pumpama, pokretna faza se dostavlja samo za pola crpnog
ciklusa. Od izuzetnog je znaCaja osigurati konstantan protok eluensa kroz ionski
kromatografski sustav. 1z tog razloga ugraduju se prigusivaci pulsova kako bi ublazili visoku
razinu tlaka na vrhu crpnog ciklusa i osigurali tok eluensa kada se pumpa puni. Upotreba
pumpi s dvije glave dodatno smanjuje pulsacije u sustavu protoka eluensa, iz razloga Sto glave
rade 180° izvan faze jedna sa drugom (jedna glava pumpe pumpa dok druga puni i obrnuto).

Na slici 2 prikazan je osnovni princip rada pumpi. Tijekom usisnog hoda klip se

izvlaci iz glave pumpe, uzrokujuéi da se izlazni kontrolni ventil smjesti na svoje leziste dok u



isto vrijeme ulazni kontrolni ventil izlazi iz svog leziSta. Time je omoguéeno eluensu da
ispuni glavu pumpe. Zatim klip putuje natrag u glavu pumpe pri isisnom hodu. Nastali
povecani tlak unutar glave pumpe tjera pokretnu fazu da tece od glave pumpe dalje kroz
sustav.

Nepravilna i/ili diskontinuirana isporuka pokretne faze posljedica je nepravilnog
zatvaranja ventila, odnosno nemogucnosti ventila da potpuno sjednu u leziste. U vecini
slucajeva to je zbog zarobljenog zraka u ventilu, a taj problem se obi¢no rjesSava ispiranjem ili

¢iS¢enjem glave te koriStenjem otplinjenog eluensa.
2.2.  PRIGUSIVAC PULSOVA

Kromatografska pumpa stvara seriju pulsova, a na koje je osjetljiva vecina detektora
(slika 3). Pulsovi se manifestiraju kao Sum na baznoj liniji kromatograma, a pogotovo su
neugodni ukoliko se pojavljuju tijekom analize tragova. Stoga se u struju pokretne faze nakon

pumpe ugraduju prigusivaci pulsova.

A) B)
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Slika 3. Oblik pulsova uz koriStenje pumpi s jednom 1 dvije glave: A) bez prigusivaca i B) s

prigusivacem.

Na slici 4 je prikazana izvedba priguSivaca pulsova u obliku zavojnice. U trenutku
kada puls pokretne faze nagrne u zavojnicu, zavojnica se savine 1 na taj nacin elasticno
preuzme viSak energije, omogucujuci ravnomjerniji protok. Najveci nedostatak ove izvedbe

prigusivaca je vrlo velik mrtvi volumen.
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Slika 4. Shematski prikaz prigusivaca pulsova u obliku zavojnice: A) stanje zavojnice bez

pulsnog udara, B) sabijanje zavojnice pod navalom pulsa. Crvenom strelicom oznacen je

smjer navale pulsa na zavojnicu.

Na slici 5 je prikazana izvedba priguSivaca pulsova s dijafragmom. U trenutku kada
pokretna faza nagrne u obliku pulsa u ¢eliju, dijafragma sa savine i preuzme visak energije
elasti¢no izravnavajuéi puls. Ovakva izvedba prigusivaca ima malen mrtvi volumen te se

najcesce 1 koristi.

DIJAFRAGMA
IZLAZ ,

-
ULAZ

Slika 5. Shematski prikaz prigusivaca pulsova s dijafragmom.
2.3. GRADIJENTNA ELUCIJA

Kromatografska elucija pri kojoj sastav eluensa ostaje nepromijenjen tijekom analize
naziva se izokratna elucijom 1 predstavlja iskonski pristup kromatografskoj problematici
(slika 6). Medutim, pri ionskim kromatografskim analizama ¢esto je potrebno razdvojiti tvari
¢iji se afiniteti prema aktivnim mjestima nepokretne faze znatno razlikuju. U takvim je

slu¢ajevima niska koncentracija kompeticijskih iona u eluensu, koja pogoduje razdjeljivanju



iona slabo zadrzanih na nepokretnoj fazi, obi¢no nepogodna za analizu ¢vrsto zadrzanih iona
jer njihova, pri tim uvjetima iznimno spora elucija, znatno produljuje vrijeme trajanja analize.
Druga pak krajnost jest ispiranje, tj. elucija, pri visokim koncentracijama kompeticijskih iona
u eluensu. Takav eluens ¢e u prihvatljivom vremenskom roku eluirati snazno zadrzane ione,
medutim nece se postici razlucivanje slabo zadrzanih iona. Rjesenje te problematike osmislio
je Svedski kemiCar Arne Tiselius sa suradnicima 50-ih godina proslog stolje¢a [7]. Oni su
predlozili pristup u kojem koncentracija kompeticijskih iona tijekom analize prestaje biti
konstantna i postaje funkcija vremena (gradijentna elucija; slika 6). Stoga gradijentna elucija
uglavnom zapocinje ispiranje eluensom niske mo¢i ispiranja da bi se omogucilo kvalitetno
razdjeljivanje slabo zadrzanih komponenti. Potom se koncentracija kompeticijskih iona u
eluensu vremenski ravnomjerno ili neravnomjerno povecava poradi brzeg ispiranja jace
vezanih komponenti.

Za vec¢inu metoda detekcije gradijentni pristup u sustini predstavlja problem. Ukoliko
je metoda detekcije osjetljiva iskljuc¢ivo na analit, a ne i na komponente eluensa, mogucée je
ostvariti znatnije promjene u sastavu eluensa, bez znatnijeg utjecaja na kvalitetu detekcije
analita. Medutim, ukoliko se metoda detekcije bazira na prac¢enju svojstva koje je zajednicko
ionima analita i eluensa, dio signala analita moZze biti prikriven; uslijed gradijentne promjene

sastava eluensa dolazi do znatne promjene signala bazne linije kromatograma.
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Slika 6. Shematski prikaz izokratne (A) 1 gradijentne (B) elucije triju komponenti.



2.4. GRADIJENTNO MIJESANJE ELUENSA

Kao $to je ve¢ receno, gradijentna elucija zahtijeva promjenu sastava eluensa tijekom
kromatografske analize. Postoje dva osnovna nacina na koji se mogu prirediti eluensi za

gradijentnu eluciju: mijesanje eluensa pri visokom tlaku i mijeSanje eluensa pri niskom tlaku.
2.4.1. Mijesanje eluensa pri visokom tlaku

Sustavi mijeSanja eluensa pri niskom tlaku sastoje se od dvije zasebne pumpe koje
pumpaju eluens iz razli¢itih rezervoara, nakon cega slijedi homogeniziranje (slika 7).

Gradijent se dobiva razli¢itim brzinama rada pumpi, pri ¢emu ukupna brzina protoka eluensa

mora odgovarati zeljenoj nakon mijeSanja.

L PUMPA 1

PUMPA 2

= "

=
—

OTOPINA OPI
1 2

ELUENS

HOMOGENIZATOR

Slika 7. Sustav mijeSanja eluensa pri visokom tlaku.

Prednosti koriStenja sustava mijeSanja eluensa pri visokom tlaku su visoka ponovljivost i
obnovljivost priprave pokretne faze, vrlo brz odziv promjena koncentracija. Takoder postoji i
mogucénost koriStenja jedne pumpe za on-line pripravu uzorka dok se druga u tom slucaju
koristi za izokratnu eluciju. Nedostatci koriStenja ovog pristupa su nepotpuno mijesanje,
manja preciznost mijeSanja omjera manjih od 10% te, mozda i1 najvaznije, visoka cijena
spomenute konfiguracije uredaja (dvije pumpe; ukoliko je potrebna ternarna pokretna faza

tada cak 1 tri).

2.4.2. MijeSanje eluensa pri niskom tlaku

U sustavima mijeSanja eluensa pri niskom tlaku (slika 8), mijeSanje se odvija prije

dolaska pokretne faze u pumpu (sa strane niskog tlaka u odnosu na pumpu). To znaci da je

ukupna brzina protoka kontrolirana samo jednom pumpom.
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Slika 8. Sustav mijeSanja eluensa pri niskom tlaku.

Omjere sastojaka eluensa odreduje otvorenost ili zatvorenost ventila smjeStenih izmedu
rezervoara i pumpe. Glavna prednost ovakvih sustava jest moguénost mijesanja dvaju ili vise
sastojaka mobilne faze bez znacajnijih financijskih investicija i troSkova odrzavanja. To je
ujedno i uzrok najéeS¢em koriStenju upravo ovih sustava unato¢ Cinjenici da mijeSanje

eluensa pri visokom tlaku daje bolju preciznost u podru¢jima iznad 10% omjera sastojaka.

2.5. ON-LINE PRIPRAVA ELUENSA

Umjesto tradicionalne off line priprave eluensa, danas se sve viSe koristi on-line
pristup koji svoj glavni procvat moze zahvaliti osmisljavanju priprave eluensa elektrolitickim
putem. Ovaj pristup donio je iznimnu uStedu vremena i napora u pripremi eluensa, vecu
¢isto¢u samih eluensa, a time 1 ve¢u pouzdanost IC analiza. lako danas elektroliticka priprava
eluensa obuhvaca tek malen broj razliCitih eluensa (KOH, NaOH, LiOH, K,COs,
metansulfonska kiselina) ta ¢injenica ne sputava njenu popularnost jer spomenuti eluensi

pokrivaju vec¢inu rutinskih IC analiza.

2.5.1. Priprava KOH eluensa

U ovom poglavlju opisati ¢emo on-/line pripravu KOH eluensa elektrolitickim putem.
Nacin priprave NaOH i1 LiOH eluensa je analogan.

Generator KOH eluensa sastoji se od visokotlatne celije za pripravu eluensa i
rezervoara K™ elektrolita pod niskim tlakom (slika 9). Celija i rezervoar odijeljeni su
polupropusnom membranom koja omogucava prijelaz iskljucivo kationa kalija iz rezervoara u
¢eliju za generaciju eluensa. U ¢eliji za pripravu eluensa nalazi se platinska katoda, docim
rezervoar sadrzi platinsku anodu. Kao pokretna faza u sustavu se koristi deionizirana voda

koja se pumpom kontinuirano doprema u ¢eliju za generaciju eluensa. U trenutku priprave



eluensa uspostavi se odgovaraju¢i napon izmedu katode 1 anode uslijed ¢ega dolazi do

elektrolize vode:
Katoda: 2H,O0+2e” — H, +20H" (1
Anoda: 2H,0 — %Oz +2H" +2¢” (2)
Nastanak vodikovih iona u rezervoaru tjera kalijeve katione kroz polupropusnu membranu u
¢eliju za generaciju eluensa gdje se nalaze elektrolizom nastali hidroksidni ioni. Koli¢ina
kalijjevih iona koji ¢e prije¢i membranu ekvivalentna je koli¢ini nastalih vodikovih, odnosno
hidroksidnih iona. Time je dobiven Zeljeni KOH eluens. Kisik nastao na anodi odlazi van kroz
otvor za plinove, do¢im je vodik s katode potrebno ukloniti otplinjivacem.
Koncentracija nastalog KOH je direktno proporcionalna jakosti struje i1 obrnuto
proporcionalna protoku pokretne faze. Dakle, znaju¢i protok pokretne faze i uspostavljajuci
potrebiti potencijal, kompjuterski je vrlo lako kontrolirati jakost struje elektrolize a samim

time 1 Zeljenu koncentraciju KOH u eluensu.

ANODA temsd O,
@ @ <«——REZERVOAR

xgé/ MEMBRANA
H,O0 === mmm) K'+OH, H,
KATODA GELIJA ZA
ELUENS

Slika 9. On-line generacija KOH eluensa.

2.5.2. Priprava metansulfonskog eluensa

Iako je metansulfonska kiselina (MSA), za razliku od KOH, eluens koji se
upotrebljava u analizi kationa, koncept njene on-line priprave jako je slican konceptu
opisanom u prethodnom poglavlju. U rezervoaru se kao elektrolit nalazi metansulfonat ion
(slika 10). Platinska elektroda u rezervoaru sada je katoda, do¢im je ona u ¢eliji za pripravu

eluensa anoda. Samim time reakcije opisane izrazima (1) i (2) sada se odvijaju na suprotnim



mjestima. Koncentracija nastale MSA u eluensu takoder je ovisna je o jakosti struje i protoku
pokretne faze. Vodik nastao na anodi napusta sustav kroz otvor za plinove, a kisik nastao u

¢eliji za pripravu eluensa uklanja se otplinjivacem.

KATODA ") H,

<——REZERVOAR
/ MEMBRANA

H,O0 == mmsd) H'+MSA', O,

ANODA CELIJA ZA
ELUENS

Slika 10. On-line generacija MSA eluensa.

2.5.3. Priprava K;COj; eluensa

Kod on-line priprave K,COj eluensa koncept se donekle razlikuje od prethodna dva. U
rezervoaru kao elektrolit nalaze se kalijevi 1 karbonatni ioni. Polupropusna membrana koja
istovremeno 1 odjeljuje 1 povezuje visokotlacnu ¢eliju za pripravu eluensa i elektrolitski
rezervoar sada je podijeljena na dva segmenta: segment koji isklju¢ivo dopusta izmjenu
kationa i onaj koji dopusSta samo izmjenu aniona (slika 11). Kationski i1 anionski segment
membrane odijeljeni su fizicki. I katoda i anoda nalaze se u ¢eliji za pripravu eluensa: katoda
direktno ispod membrane koja omogucava izmjenu kationa, a anoda ispod anionske
membrane. Uslijed uspostavljenog elektricnog polja dolazi do elektrolize vode opisane
izrazima (1) 1 (2). Pod utjecajem elektri¢nog polja kalijevi ioni kroz polupropusnu membranu
migriraju prema hidroksidnim ionima tvore¢i KOH. Karbonatni ioni, pak, migriraju kroz
anionsku membranu prema vodikovim ionima tvoreci karbonatnu kiselinu, H;COs. Reakcijom
neutralizacije dolazi do stvaranja K,COj3 eluensa:

H,CO, +KOH — K,CO, +H,0 3)
Koncentracija nastalog K,CO; takoder je proporcionalna jakosti struje elektrolize i obrnuto
proporcionalna protoku pokretne faze. Nastali kisik 1 vodik iz sustava se uklanjaju

otplinjivacem.
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Slika 11. On-line generacija K,COj; eluensa.

2.5.4. Priprava KHCO3/K;COj; eluensa

Iz karbonatnog eluensa moguée je on-line pripraviti jo§ jedan Cesto koriSten eluens:
KHCO3/K,CO3. Medutim tada je u kromatografski sustav potrebno dodati i segment koji je u
stanju mijenjati pH vrijednost eluensa. Danas se najc¢eS¢e koristi elektrolitski mjenja¢ pH
vrijednosti opis ¢ijeg principa rada slijedi.

Elektrolitski mjenja¢ pH vrijednosti sastoji se od komore ispunjene kationskim
izmjenjivaem na Cijem izlazu se nalazi anoda (slika 12). Katodni dio smjesten je pri ulazu u
komoru i nije sastavni dio komore ve¢ je od nje odijeljen polupropusnom membranom
selektivnom za katione. K,COs eluens, nastao prema postupku opisanom u prethodnom
poglavlju, prolazi preko kationskog izmjenjivaca, pri ¢emu se ioni kalija zadrzavaju na
izmjenjivacu. Uspostavljanjem potencijala na elektrodama, dolazi do elektrolize vode, a pod
utjecajem elektricnog polja odredena koli¢ina iona kalija migrirati ¢e kroz polupropusnu
membranu u katodno podruc¢je. Tamo s hidroksidnim ionima nastalim na katodi (jednadzba
(1)) tvore otopinu KOH koja odlazi u otpad. NestaSica kalijevih iona u eluensu kompenzirana
je vodikovim ionima nastalim na anodi prema jednadzbi (2). Na taj se nacin uz K,CO; u
eluensu pojavljuje i KHCO;. Koncentraciju nastalog KHCO; mogucée je podeSavati

mijenjajuci jakost struje elektrolize.
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Slika 12. On-line generacija KHCO3/K,COj; eluensa.

2.6. KOLONSKE KLOPKE

Kolonske klopke (engl. trap column, TC), sluze za uklanjanje smetajucih ionskih vrsta
iz pokretne faze 1 buduc¢i da se sastoje od ionskog izmjenjivata u pravilu zahtijevaju
regeneraciju aktivnih mjesta. TC kolone danas se regeneriraju kontinuirano, elektrolitickim
putem, ¢ime je eliminiran problem znatno kompleksnije izvedbe on-line kemijske

regeneracije. U sustavu se u pravilu smjestaju iza generatora eluensa.

2.6.1. Anionska kolonska klopka

Anionska kolonska klopka sluzi za uklanjanje anionskih necisto¢a, u prvom redu
karbonata Cije prisutnost je posljedica otapanja CO; iz zraka u vodi:
H,0+CO, 2 H,CO, = 2H" +CO:" 4)
Klopka se sastoji od komore u kojoj se nalaze katoda i anoda (slika 13). Polupropusna
membrana fizicki dijeli komoru na dva dijela: katodni dio, koji je ispunjen anionskim
izmjenjivacem i kroz koji protjece eluens pristigao iz generatora eluensa i anodni dio kroz
koji protjeCe Cista voda kao povrat iz supresora. Polupropusna membrana omogucava
iskljuc¢ivo prolaz aniona iz eluensa prema anodi.
Prolaskom eluensa preko izmjenjivaca, na njemu zaostaju anionske necistoce. Ukoliko
se na elektrodama uspostavi napon do¢i ¢e do elektrolize vode prema jednadzbama (1)1 (2), a
pod utjecajem elektricnog polja anionske necisto¢e pocet ¢e se gibat kroz polupropusnu

membranu u anodno podrucje. Njihovo mjesto na izmjenjivacu zauzeti ¢e hidroksidni ioni

13



nastali elektrolizom; na taj omoguéena je kontinuirana regeneracija anionskog izmjenjivaca.
Kao produkta elektrolize u anodnom podru¢ju uz kisik nastaju i1 ioni vodika. Reakcijom

anionskih necistoc¢a s ionima vodika nastaju slabo disocirane vrste H,CO3 1 H,O.

ANODA
F NAKON OTPLINJAVANJA
IZ SUPRESORA ® ® IDE U OTPAD
(H,0) ﬂ q (H20, H.CO5, O,)
<« MEMBRANA
IZ GENERATORA @ <D
ELUENSA — ® ® ==) NAKON OTPLINJAVANJA
(K"+OH', 2K*+C05%) Cor) (on) (o) TOK PREMA INJEKTORU
(K'+OH', H,)
KATODA

ANIONSKI IZMJENJIVAC

Slika 13. Princip djelovanja anionske kolonske klopke.

2.6.2. Kationska kolonska klopka

Princip rada kationske kolonske klopke slican je sluc¢aju opisanom u prethodnom
poglavlju. Komora je i dalje polupropusnom membranom odijeljena na dva dijela, no sada se
radi o membrani koja propusta samo kationske necistoce iz anodnog u katodni dio komore. U
slucaju kationske kolonske klopke koristi se kationski izmjenjiva¢ koji se sada nalazi u
anodnom dijelu komore (slika 14). Eluens prolazi anodnim dijelom komore ostavljajuci
kationske necisto¢e na izmjenjivacu. Pod utjecajem uspostavljenog elektricnog polja na
elektrodama dolazi do elektrolize opisane jednadzbama (1) i1 (2), a kationske necisto¢e putuju
kroz polupropusnu membranu u katodni dio. Izlaskom iz TC kolone procis¢eni eluens
nastavlja ka injektorskom dijelu sustava, a otopina s necisto¢ama u otpad.

Kontinuirana regeneracija kationskog izmjenjivaca ostvarena je vodikovim ionima

koji nastaju kao produkt anodne reakcije elektrolize vode.
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Slika 14. Princip djelovanja kationske kolonske klopke.
2.7.  OTPLINJIVAC

Prisutnost plinova u pokretnoj fazi moze imati utjecaja na konstantnost protoka,
efektivnu koncentraciju eluensa (nastanak karbonata otapanjem CO, iz zraka), a velik utjecaj
ima 1 na veéinu detektora uzrokujuc¢i neravnu baznu liniju: U konac¢nici, prisutnost plinova
moze dovesti do nekonzistentnost u vremenima zadrzavanja analiziranih komponenti i
povrSinama njihovih pikova. Stoga je poZeljno da svaki ionski kromatografski sustav ima
ugraden otplinjivac¢ pokretne faze, neovisno o tome da li je pokretna faza ve¢ otplinjena prije
dovodenja u kromatografski sustav. Pojava mjehuric¢a plina osobito je izgledna kod mijesanja
nedostatno otplinjenih eluensa pri niskim tlakovima (poglavlje 2.4.2.), u sustavima koji
koriste karbonatne eluense ili u sustavima s on-/ine generacijom eluensa gdje plinovi nastaju

kao nusprodukt elektrokemijskih reakcija (poglavlje 2.5) [8,9].

POKRETNA
FAZA POLUPROPUSNA
MEMBRANA
IZLAZ
VAKUUM == bLINOVA
PLIN

Slika 15. Shematski prikaz otplinjivaca.
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U pravilu se otplinjavanje izvodi koristeci razliku u tlakovima. Pokretna faza provodi
se kroz komore u kojima je polupropusnim membranama odijeljena od podruc¢ja znatno nizeg
tlaka, primjerice vakuum podruc¢ja (slika 15). Uslijed razlike tlakova dolazi do dekompresije
plinovitih komponenti koje kroz polupropusnu membranu prelaze u vakuum podrucje docim

otplinjena pokretna faza nastavlja te¢i dalje kroz sustav.
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3. UZORAK

3.1. UNOSENJE UZORKA U IONSKI KROMATOGRAFSKI SUSTAV

UnosSenje uzorka u ionski kromatografski sustav radi se pomocu injektora. Injektor
nije niSta drugo negoli ventil koji se u svojem osnovnom sastavu sastoji od 6 mjesta za
prikljucak. U prvoj fazi (slika 16A) uzorak se unosi kontinuiranim protokom u petlju to¢no
definiranog volumena (injektorska petlja). Za to vrijeme eluens kontinuirano prolazi kroz
kolonu, bez kontakta s injekcijskom petljom (plava linija). Zakretanjem ventila (slika 16B)
tok eluensa usmjerava se na injektorsku petlju tjerajuéi na taj nacin sadrzaj injektorske petlje

(uzorak) dalje kroz sustav prema kromatografskoj koloni (plava linija).

A) B)

PREMA KOLONI PREMA KOLONI
INJEKTORSKA

PETLJA OD PUMPE,

OD PUMPE

DOVOD
UZORKA

Slika 16. UnoSenje uzorka u ionski kromatografski sustav:

A) punjenje injektorske petlje i B) injektiranje.

3.2. PRIPREMA UZORKA

Jedan od najvaznijih koraka u razvoju robusne ionske kromatografske metodologije
jest mogucnost razlucivanja kada je neZeljeni odziv posljedica utjecaja matrice, a kada
posljedica nefunkcioniranja instrumenta. Matrica moze uzrokovati kraéa vremena
zadrzavanja, Sirenje pika 1 njegovu asimetricnost, preklapanje pikova, loSu obnovljivost,
neravnu baznu liniju i oneciS¢enje detektora.

Do skracivanja vremena zadrzavanja dolazi kada matrica sadrzi sastojke koji se jace

vezu za nepokretnu fazu nago li analit. Kako njih nije lako eluirati, smanjuju kapacitet kolone
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i time skracuju vrijeme zadrZavanja iona analita. Prisutnost velike koncentracije elektrolita
moze smanjiti gustou naboja na povrSini nepokretne faze, time smanjiti kapacitet, a u
ekstremnim slucajevima i preopteretiti kolonu. Rezultat je Sirenje pika i asimetricnost.
Prisutnost matrice moZe utjecati na razlu€ivanje, osobito pika nezadrzanih sastojaka i prvog
sljede¢eg pika koji na kromatogramu, dok je loSa obnovljivost i osjetljivost najcesce
posljedica oneciS¢enja detektora. Vecina takvih problema moze se rijesSiti i/ili pravilnim

odabirom nepokretne faze i primjenom odgovaraju¢e metodologije pripreme uzorka.

3.2.1. Upotreba kolona za uklanjanje nepoZeljnih komponenti iz matrice

Nerijetko uz tvari koje Zelimo odrediti u uzorku, matrica uzorka sadrzi visoke
koncentracije tvari koje svojim signalom onemogucavaju detekciju i kvantifikaciju primarno
trazenih sastojaka uzorka. U pravilu je ovakve tvari iz matrice moguce ukloniti upotrebom
kolona punjenim prikladnim ionskim izmjenjivacem. Postoji Citav niz takvih kolona, a ovdje

¢emo ukratko opisati nekoliko najprimjenjivanijih:

1. Jako Kkiseli izmjenjiva¢ u H" formi iznimno je selektivan prema visevalentnim
kationima poput zemnoalkalijskih i prijelaznih metala.

R-H, +M" ->R-M+mH" (5)

Slovom R oznacen je ionski izmjenjiva¢, dok m oznaCava valenciju metalnog

kationa. Ovaj se izmjenjiva¢ moze koristiti 1 za uklanjanje karbonata jer prema

reakciji (4) oslobodeni vodik s ionskog izmjenjivaca reagira s ionima karbonata

daju¢i karbonatnu kiselinu, koju je onda upuhivanjem dusSika ili nekog inertnog

plina moguce istjerati iz sustava u vidu COx.

2. Jako Kiseli izmjenjiva¢ u Na' formi takoder je jako selektivan prema
viSevalentnim kationima poput zemnoalkalijskih i prijelaznih metala, a za razliku
od izmjenjivaéa u H' formi, ne mijenja pH vrijednost otopine. Stoga je pogodan u
slucajevima kada analiziramo tvari osjetljive na promjenu pH vrijednosti poput
nitrita. Reakcija izmjene analogna je onoj kod izmjenjivaéa u H' formi.

R-Na +M" —>R-M+mNa' (6)
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3. Jako Kkiseli izmjenjiva¢ u Ag" formi uklanja &itav niz aniona koji s srebrnim
ionima tvore tesko topljiv talog: Cl~, Br~, I", AsO, , CrO; , CN~, MoO; ,
PO; , SeO;, SeCN~, SO, S, SCN™ i WO: .

R-Ag+Na"+Cl" ->R—-Na+AgCl{ (7)

4. Jako Kiseli izmjenjiva¢ u Ba®*" formi uklanjanja sulfata i kromate prevode¢i ih u

teSko topive barijeve soli.

R-Ba+2Na® +SO; —R—Na, +BasO, | (8)

5. Polivinilpirolidon (PVP) polimer iznimno je selektivan prema fenolima, azo

tvarima, aromatskim karboksilnim kiselinama i aromatskim aldehidima.

6. Kolona s divinilbenzen kao reverznom fazom ima visoku selektivnost prema

hidrofobnim tvarima, osobito nezasi¢enim i aromatskim ugljikohidratima.

7. Jako bazi¢ni anionski izmjenjiva¢ u HCO; formi selektivan je prema svim

anionima, a moze se koristiti i za neutralizaciju kiselih uzoraka.

R -HCO, +H* +CI" > R - Cl+H,CO, - R —Cl+H,0+CO, 9)

8. Iminidiacetatne smole u amonija¢noj formi pri pH vrijednostima ve¢im od 4

propustaju alkalije 1 zemnoalkalije, a zadrzavaju sve ostale metale.

lako danas postoji Citav niz kolona koji ve¢ u svojem punjenju imaju razlicite
kombinacije prethodno spomenutih izmjenjivac¢a 1 na taj nacin objedinjuju njihove efekte,
identi¢ni ucinak moZe se posti¢i 1 jednostavnim spajanjem niza kolona u seriju. Primjer
jednog takvog spajanja prikazan je na slici 17. Umetnuti filtar prikazan na slici (u pravilu 0,22

um) praksa je koja onemogucava daljnje napredovanje koloidnih AgCl Cestica kroz sustav.

19



UZORAK

|

R

1

IZMJENJIVAC

U Ba FORMI R-Ba+2Na" +S0;” »>R-Na, +BaSO, ¥

IZMJENJIVAC

U Ag FORMI R-Ag+Na’ +ClI- >R—Na+AgCl{

FILTAR

IZMJENJIVAC

U H EORMI R-H, +2Na"+CO;” -»R-Na, +H,CO,

Slika 17. Uklanjanje razli¢itih komponenti iz matrice serijskim povezivanjem niza kolona.

3.2.2. Upotreba kolona za pretkoncentraciju uzorka

Osnovne principe zadrzavanja uzorka na koloni, primijenjene u prethodnom poglavlju
za uklanjanje smetajucih tvari iz matrice, moguce je primijeniti 1 za pretkoncentraciju analita.
Primjerice iminidiacetatne smole u amonijacnoj formi koriste se za pretkoncentraciju metala

(osim alkalija i zemnoalkalija).

3.2.3. On-line priprema uzorka

Osim u off-line modu, izdvajanje matrice ali 1 pretkoncentraciju moguce je izvesti i u
on-line modu. Metodika je iznimno slicna. Osnovna sustinska razlika izmedu uklanjanja
matrice 1 pretkoncentracije jest u tome Sto se u postupku uklanjanja matrice zadrzani sastojci
ispustaju u otpad, dok se kod pretkoncentracije zadrZani sastojci unose u ionski

kromatografski sustav. Na slici 18 prikazana je on-line pretkoncentracija uzorka.
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Slika 18. On-line pretkoncentracija uzorka.
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4. NEPOKRETNA FAZA

Od svih segmenata ionskog kromatografskog sustava nepokretna faza je vjerojatno
najbitniji segment. Ona je ta koja odreduje mehanizme separacije komponenata, $to u
konacnici odreduje izbor i1 sastav pokretne faze. Stoga je za Sto potpunije razumijevanje

kromatografskog procesa iznimno bitno imati znanja o sastavu nepokretne faze.

4.1. IONSKIIZMJENJIVACI

Ionski izmjenjivai su najceS€e primjenjivana nepokretna faza u ionskoj

kromatografiji. Svaki ionski izmjenjiva¢ sastoji se od netopivog kostura koji moze biti

organske ili anorganske prirode, fiksnih ionskih mjesta koja su dodana na kostur (Cesto se

nazivaju funkcionalnim skupinama) ili su njegov sastavni dio te ekvivalentne koli€ine
protuiona (iona naboja suprotnog naboju ionskog mjesta) vezanih na ionska mjesta poradi
neutralizacije naboja izmjenjivaca. Protuioni imaju sposobnost izmjene s ionima sli¢nog
naboja ukoliko takvi ioni postoje u otopini oko njih. Otuda 1 naziv ionski izmjenjivaci.
Svaki ionski izmjenjiva¢ da bi bio primjenjiv u ionskoj kromatografiji, mora imati
sljedece karakteristike [10]:
e sposobnost brze izmjene iona
e kemijsku postojanost unutar velikog raspona pH vrijednosti
e dobru mehanicku ¢vrstocu i otpornost prema osmotskom Soku
e otpornost prema deformacijama pri punjenju u kolone 1 podredenost protoku
pokretne faze
Svojstva ionskih izmjenjivaca proizlaze iz svojstava izmjenjivih iona i1 svojstava

netopljivog kostura. Klasifikacija ionskih izmjenjivackih kostura navedena je u tablici 1.

Tablica 1. Klasifikacija tipova kostura u ionskoj kromatografiji.

Materijali bazirani na silikatima Organski materijali Anorganski materijali
funkcionalizirani silikati sintetske polimerne smole alumosilikati
polimerni silikati celuloza netopive soli
dekstrani heteropolimerne kiseline
gline
hidratizirani oksidi
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4.1.1. Izmjenjivadi s polimernim kosturom

Izmjenjivaci s polimernim kosturom kemijski su postojani u Sirokom pH podrucju, $to
im daje znacajnu prednost pred nekim drugim izmjenjiva¢ima poput izmjenjivacima sa
silikatnim kosturom.
Najprimjenjivaniji funkcionalne skupine kod kationskih izmjenjivaca su sulfonatna,
karboksilna ili fosfonatna skupina, dok je kod anionskih to amino skupina.
Kao polimerni kostur koriste se razli¢ite polimerne strukture. Ovdje ¢emo nabrojati
samo one koje se danas najéesée koriste u ionskoj kromatografiji:
e stiren-divinilbenzen kopolimer
e ctilvinilbenzen-divinilbenzen kopolimer
e polimetakrilatna smola
¢ polivinilna smola
Istaknut ¢emo stiren-divinilbenzen kopolimer kao vjerojatno najceS¢e KkoriSteni
izmjenjivacki kostur u ionskoj kromatografiji te ukratko kazati neSto o njemu.
Kopolimerizacija stirena s divinilbenzenom potrebita je poradi postizanja visoke
mehanicke ¢vrstoce izmjenjivaCkog kostura. Divinilbenzen strukture poprecno povezuju
polistirenske lance donoseci pridonose¢i dodatnoj mehanickoj stabilnosti strukture kostura.
Postotak divinilbenzena u strukturi naziva se postotkom poprec¢nog povezivanja i 0o njemu
ovisi poroznost samog kostura, odnosno u konacnici i izmjenjivaca. Reakcijom s
odgovaraju¢im reagensima dolazi do adiranja zeljenih funkcionalnih skupina na povrSinu
kostura. Ovisno o trajanju reakcije 1 temperaturnom rezimu pri kojem se adiranje provodi
nastaju izmjenjivaci s razli¢itim stupnjem adiranosti. Stupanj adiranosti odreduje kapacitet
ionske izmjene spomenutog izmjenjivaca [9]. Shematski prikaz polistiren-divinilbenzenskog

kostura s adiranom sulfonatnom funkcionalnom skupinom prikazan je na slici 19.
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Slika 19. Struktura polistiren-divinilbenzenskog ionskog izmjenjivaca sa sulfonatnom

funkcionalnom skupinom.

4.1.2. Izmjenjivadi sa silikatnim kosturom

Nasuprot organskih polimera, silikatni izmjenjivaci nude vecu kromatografsku
efikasnost i mehanicku stabilnost, kao i ve¢u temperaturnu tolerantnost (postojani do 80 °C).
Ujedno, fenomeni poput bubrenja ili sazimanja nisu opazeni u slucaju silikatnih izmjenjivaca.
Nazalost njihova kemijska stabilnost ograni¢ena je na veoma uskom podrucju pH vrijednosti
od 2 do 8. Samim time uvelike je ogranicen izbor eluensa kao i analita koje je moguce

separirati pri spomenutim uvjetima.

Si— OH + CISi(CH,),R —> '—Si—o—Si(CH3)2R + HCI

Slika 20. Silanizacija silikatnog kostura.
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Vecina komercijalno dostupnih izmjenjivaca silikatnog tipa nastaju reakcijom
odgovarajuceg organosilanskog reagensa sa silanolnim skupinama na povrSini silikatnog

kostura (slika 20).

Zeli 1i se dobiti anionski izmjenjivaé R skupina mora biti amino skupina ili
ugljikovodi¢ni lanac koji u sebi sadrzi amino skupinu; najceS¢e se radi o kvaternim amino
skupinama. Amino skupina postaje funkcionalna skupina novonastalog izmjenjivaca. Kod
kationskih izmjenjivaca kao funkcionalna skupina najceSée se koristi sulfonatna skupina.
Unato¢ visokoj kromatografskoj efikasnosti ovakvi izmjenjivaci ipak danas u ionskoj

kromatografiji nemaju veliku primjenu.

Znatno veéi interes prisutan je za izmjenjivace s polimerom presvucenim silikatnim
kosturom. Polimerna tvar sintetizira se u zasebnom koraku, a potom nanosi na silicij-
dioksidni nosa¢ 1 imobilizira.

Kao kationski izmjenjiva¢ najc¢eSce se koristi kopolimer prireden iz smjese butadiena 1
maleinske kiseline u jednakim omjerima. Kao S$to je vidljivo na slici 21, kopolimer sadrzi
dvije karboksilne skupine na kojima dolazi do kationske izmjene. Istrazivanja su pokazala
dvije vrijednosti konstanta disocijacija karboksilnih skupina: u prvom koraku pK vrijednost
iznosi 3,4, doc¢im disocijacija sljedece karboksilne skupine ima pK vrijednost 7,4. Kapacitet
ionske izmjene pripravljenog izmjenjivaca proporcionalan je koncentraciji nanesenog
kopolimera. Ovi izmjenjivaci u prvom redu prikladni su za simultano odredivanje alkalijskih i
zemnoalkalijskih metala.

Kod anionskih izmjenjivaa s polimerom presvuc¢enim silikatnim kosturom kao

polimerna faza koristi se lauril metakrilat.

COOH

COOH

Slika 21. Kopolimer butadiena i maleinske kiseline.
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4.1.3. Lateks izmjenjivaci [9]

Osnove lateks izmjenjivaca prezentirati ¢emo kroz strukturu anionskog lateks
izmjenjivaca. U osnovi lateks izmjenjivaca nalaze se sitne Cestice (5-25 um) prethodno veé
opisanog sulfoniranog polistiren-divinilbenzenskog kopolimera (poglavlje 4.1.1.). Na njima
su, baS poput kakve ovojnice, utjecajem elektrostatskih ili van der Waalsovih sila
aglomerirana iznimno sitna zrnca (0,1 pm) nazvana lateks Cesticama (slika 22). Lateks Cestice
su sastavljene od polivinilbenzilklorida ili polimetakrilata, a iznimno su visoke poroznosti i
potpuno su aminirane; funkcionalne skupine na kojima dolazi do izmjene aniona su kvaterne
aminoskupine. Selektivnost izmjenjivaca ovisna je u prvom redu upravo o prirodi kvaternih
amino skupina.

Dva parametra imaju izniman utjecaj na kromatografsku efikasnost opisanog
izmjenjivaca: stupanj sulfoniranosti polistiren-divinilbenzenskog kopolimera i veli¢ina zrnaca
lateksa. Sulfoniranost povrSine onemogucava difuziju anorganskih Cestica u unutrasnjost
nepokretne faze tako da je difuzija iskljucivo pod kontrolom funkcionalnih skupina na lateks
Cesticama. VeliCina lateks Cestica pak odreduje duljinu difuzijskih putova unutar njihove

iznimno porozne strukture, a samim time i brzinu difuzije.

NR;
@
803"" R3N NR3
NR;
POLIMERNI KOSTUR LATEKS CESTICA

Slika 22. Anionski lateks izmjenjivac.

Kationski izmjenjiva¢ zasnovan na lateks principu ima slabo sulfoniranu povrSinu
kopolimernog polistiren-divinilbenzen srediSta. Sukladno situaciji kod anionskog
izmjenjivaca, elektrostatskim 1 van der Waalsovim silama oko centralne polistiren-
divinilbenzen Cestice aglomerirana su potpuno aminirana zrnaca lateksa. Na njih je pak vezan

dodatni sloj sulfoniranih lateks Cestica (slika 23). Funkcionalne skupine u slucaju kationskog
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lateks izmjenjivaca su dakle sulfonatne skupine. Trenutno se ovakvi kationski izmjenjivaci
koriste samo za analizu alkalijskih 1 zemnoalkalijskih kationa jer omogucavaju

zadovoljavajuce visoko razlu€ivanje spomenutih komponenti.

o
SO;---- RaN—.f NR3---- 038 . SO,

PRVI SLOJ DRUGI SLOJ
LATEKS CESTICA LATEKS CESTICA

POLIMERNI KOSTUR

Slika 23. Kationski lateks izmjenjivac.

Opisani lateks izmjenjivac¢i nude nekoliko prednosti pred ostalim punilima kolona
(poput izmjenjivaca sa silikatnim kosturom ili direktno aminiranih smola):
e unutarnji polistiren-divinilbenzenski dio Cestice omogucava mehanicku
stabilnost 1 ublaZava utjecaj povratnog tlaka,
e malene dimenzije zrnaca lateksa omogucuju brzu ionsku izmjenu i stoga
visoku kromatografsku efikasnost kolone,
e funkcionalnost povrSine znatno umanjuje efekte bubrenja 1 sazimanja

izmjenjivaca.

4.2. KAPACITET [11,12]

Kapacitet ionskog izmjenjivaa je mjerilo sposobnosti izmjene iona, te oznacava
koli¢inu iona koje odredena koli¢ina izmjenjivata moze izmijeniti. Ovisan je o broju
raspolozivih funkcionalnih skupina ionskog izmjenjivaca. Potrebno je razlikovati ukupni
kapacitet od iskoristivog kapaciteta ionskog izmjenjivaca.

Ukupni kapacitet se odnosi na ukupnu koli¢inu iona izrazenu u mikroekvivalentima,
koju moze izmijeniti jedini¢na koli¢ina izmjenjivaca. Ukoliko se ta koli¢ina odnosi na masu

suhog izmjenjivaca, dobiva se njegov maseni kapacitet (peq/g), dok se volumni kapacitet
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odnosi na volumen stupca nabubrenog izmjenjivaca (peq/g). Ukupni kapacitet je materijalna
konstanta 1 karakteristi¢an je za svaku vrstu izmjenjivaca.

Iskoristivi kapacitet se odnosi na dio ukupnog kapaciteta izmjenjivaca, koji se moze
koristiti u odredenoj primjeni. Ovisan je o koli¢ini izmjenjivaca i uvjetima rada te nije
materijalna konstanta.

U ionskoj kromatografiji, ve¢i kapacitet ionskog izmjenjivaa ¢e zahtijevati vecu
koncentraciju kompeticijskog iona u eluensu da bi isprao uzorak s kolone, odnosno kolone s
ionskim izmjenjiva¢ima vecleg kapaciteta daju kromatograme s veéim vremenima
zadrzavanja. S druge strane takve kolone se vrlo dobro mogu koristiti u slucajevima analiza
gdje je prisutna znatna koli¢ina matrice (primjerice otpadne vode), zbog toga Sto nece doci do

preopterec¢enja odnosno proboja kolone.

4.3. BUBRENJE I STUPANJ UMREZENOSTI [11,12]

Organski kosturi ionskih izmjenjivaca se sastoje od polimernih lanaca povezanih
umrezenith poprecnim vezama. Kada takav materijal dode u kontakt s vodom, ionske
funkcionalne skupine na polimerima solvatiziraju $to dovodi do bubrenja odnosno povecanja
volumena izmjenjivaca, a moze dovesti i do otapanja polimera. Popre¢ne veze unutar kostura
ionskog izmjenjivaca, koje odreduju stupanj umrezenosti izmjenjivaca, spreCavaju da se

polimerni lanci u potpunosti solvatiziraju i otope.

Uzrok bubrenju je dvojak:

e Izmedu otopine unutar pora izmjenjivaa i vanjske otopine postoji razlika
osmotskih tlakova. U porama se nalaze u relativno malom volumenu ioni, koji se
nastoje povezati s polarnim molekulama pokretne faze. Oni se solvatiziraju,
odnosno hidratiziraju, ako je pokretna faza voda. UlaZenjem otapala u
koncentriranu otopinu elektrolita unutar pora smanjuje se razlika osmotskih
tlakova.

e Izmedu istoimenih naboja nepokretnih iona ionskog izmjenjivaca djeluju odbojne
elektrostatske sile. Ulazenjem pokretne faze povecava se razmak izmedu

nepokretnih iona ionskog izmjenjivaca 1 smanjuje odbojno djelovanje.
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Na jacinu bubrenja utje¢u svi faktori koji mijenjaju razliku osmotskih tlakova i djelovanje
odbojne elektrostatske sile, a to su:
e Gustoca naboja nepokretnih iona ionskog izmjenjivaca (kapacitet); s povecanjem
kapaciteta raste koncentracija elektrolita u porama.
e Naboj iona; zamjenom jednovalentnih iona za viSevalentne smanjuje se
koncentracija iona u porama ionskog izmjenjivaca.
e Nacin vezanja iona; fiksiranjem iona pokretne faze smanjuje se osmotski tlak
pokretne faze u porama, jer se smanjuje aktivitet iona.
e Koncentracija elektrolita u pokretnoj fazi; niska koncentracija povecava razliku
osmotskih tlakova.
e Polarnost pokretne faze; kod jace izraZene polarnosti povecava se solvatacija iona.

e Stupanj umreZenosti; manje umrezeni ionski izmjenjivaci jace bubre od

.....

U ionskoj kromatografiji se koriste smole s velikim stupnjem poprecnog umrezenja,
koje su medu ostalim i1 mehanicki otpornije na povecan tlak prisutan u ionskoj
kromatografskoj koloni. Stupanj umrezenosti ionskog izmjenjivaca u ionskoj kromatografiji
utjeCe na selektivnost ionskog izmjenjivaca, iz razloga $to viSe ili manje dopusSta pristup

odredenih iona funkcionalnim skupinama ionskog izmjenjivaca.

4.4. SELEKTIVNOST [11,12]

Selektivnost ionske izmjenjivacke smole prikazuje relativan afinitet vezanja ionskog
izmjenjivaca prema razli¢itim ionima. Selektivnost ionskog izmjenjivaca ovisi o prirodi iona
koji se izmjenjuje, o sastavu pokretne faze 1 o prirodi ionskog izmjenjivaca. U slucaju
razrijedene pokretne faze jaCe se vezu viSevalentni ioni od niZevalentnih (elektroselektivnost).
JaCe solvatizirani (hidratizirani) ioni jednakog naboja vezu se slabije, odnosno selektivnost
opada kako raste promjer solvatiziranog iona. Selektivnost kationa prema jakom kiselom
ionskom izmjenjivacu, odredena stacionarnim postupkom, se moZze opcenito prikazati u
sljede¢em redu:

La* >Ce’ >Eu’ > Y >Se’ > Al'" >
>Ba* >Pb** >Sr** > Ca’ > Ni** >Cd* > Cu* >Co” >Zn*" >Mg** > UO3" >

>Ti" >Ag" >Cs" >Rb" >K">NH, >Na" >H" > Li".
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Selektivnost aniona prema jakom baziénom ionskom izmjenjivacu, odredena
stacionarnim postupkom, se moze opcenito prikazati slijede¢im nizom:

CSHSO(COO)? >C¢H, (OH)COO™ >ClO, >CNS™ >I" >S,0;” > WO; >MoO; >
>CrO;” >C,0; >SO; >S0; >HPO; >NO; >Br >NO, >CN >CI” >
>HCO; > H,PO, >CH,COO™ >10; >HCOO™ >BrO; >CIO; >F >0OH".

Vazno je naglasiti da su navedene selektivnosti samo aproksimativni pokazatelj
relativnog afiniteta pojedinih iona prema ionskom izmjenjivacu. Selektivnost je potrebno

odrediti za svaki pojedini sustav.
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5. IONSKO KROMATOGRAFSKO RAZDVAJANJE

Ionsku kromatografiju karakterizira postojanje dviju faza: nepokretne faze; koja moze
biti u krutom ili gel obliku [10] i pokretne faze; koja je kapljevina. Nepokretna faza, ionski
izmjenjivac, sastoji se od tri bitna segmenta:

e nosaca: netopljive matrice koja po svojoj prirodi mozZe biti organska ili anorganska
tvar

e funkcionalne skupine: ionizirane skupine vezane na matricu (ionski aktivha mjesta
nepokretne faze)

e protuiona: ekvivalentne koli¢ine suprotno nabijenih iona privucenih ka aktivnim

mjestima kako bi se oCuvala elektroneutralnost sustava.

Za ionsku kromatografiju najvaznije svojstvo je svojstvo protuiona da izmjene mjesta
ionima koji posjeduju naboj istog predznaka, a nalaze se u otopini koja je u kontaktu s
izmjenjivacem. Nakon §to je ion iz otopine zamijenio na aktivnom mjestu postojec¢i protuion,
on biva zadrzan na ionskom izmjenjivacu uslijed elektrostatskih sila. Ukoliko uzorak sadrzi
viSe komponenti koje imaju razlicit afinitet prema izmjeni na nepokretnoj fazi, svaka od tih
komponenti biti ¢e na aktivnim mjestima zadrZana razli¢it vremenski period. Na taj nacin
dolazi do razdvajanja komponenti uzorka na ionskom izmjenjivacu [10].

Uz pretpostavku da su pokretna i nepokretna faza u kontaktu dovoljno dugo da se
uspostavi ravnotezno stanje procesa ionske izmjene, raspodjela komponenti izmedu dviju faza
moze se izraziti konstantom razdjeljenja, K., jednakom omjeru koncentracija razdijeljene

komponente i u nepokretnoj (¢, ) 1 pokretnoj fazi (c,, ):

Cs,i
K =t (10)

c,i
Cm,i

Velike vrijednosti K. predstavljaju komponente s izrazenim afinitetom prema nepokretnoj
fazi, dok su suprotno tome K. vrijednosti bliske nuli karakteristika komponenti koje
preferiraju pokretnu fazu. Upravo razlike u vrijednostima konstante razdjeljenja pojedinih
komponenti preduvjet su koji omogucéava njihovu kromatografsku separaciju.

No za razliku od ovakvog hipotetskog slucaja, kada pokretna i nepokretna faza borave
u kontaktu dovoljno dugo da se izmedu njih uspjesno uspostavi ravnoteZa izmjene, stvarni
ionsko-kromatografski proces jest dinamicki sustav u kojem se za izmjenjive komponente

neprestano stvaraju nove okolnosti izmjene. Stoga je ravnotezu bolje promatrati kao odraz
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vremena koji pojedina komponenta provede u nepokretnoj fazi. Komponente s vecom
konstantom razdjeljenja zasigurno ¢e provoditi viSe vremena u nepokretnoj fazi od onih s
manjom konstantom. Kako se komponenta krec¢e samo dok se nalazi u pokretnoj fazi, prve ¢e
sustav napustati one komponente koje u pokretnoj fazi provedu najviSe vremena. Time dolazi
do medusobnog razdvajanja komponenti, ovisno o afinitetu prema nepokretnoj fazi [10].

Vrijeme koje komponenta provede u sustavu naziva se vremenom zadrzavanja, tr, 1 pri
identi¢énim uvjetima analize karakteristika je pojedine komponente. Pretpostavimo da je
promatrani kromatografski sustav kolona obujma V, u kojoj volumen nepokretne faze iznosi
Vs, a volumen pokretne V. Sve komponente koje se razdvajaju na koloni prolaze identicnim
volumenom, jednakim umnosku vremena zadrzavanja komponente u koloni i1 brzine njenog
protoka kroz kolonu:

Vu =t v, =1,V (11)

1

Indeksom 0 oznafeno je vrijeme 1 brzina protoka nezadrzanog sastojka (pokretne faze).
Brzina protoka komponente i kroz kolonu manja je od brzine protoka nezadrzanog sastojka,
ovisno o vremenu provedenom u nepokretnoj fazi:

. t, Vi Vi

. p = VO -V— = VO .W
tR,i tO + lR,i R,i M + R

(12)

gdje 1, predstavlja prilagodeno vrijeme zadrZavanja, odnosno vrijeme koje je komponenta i
provela u nepokretnoj fazi, V., volumen zadrzavanja komponente, a V; dodatni volumen

pokretne faze potreban za eluciju komponente i uslijed njenog zadrzavanja u nepokretnoj fazi
(prilagodeni volumen zadrzavanja). 1znos dodatnog volumena pokretne faze moze se prema

izrazu (10) povezati s volumenom nepokretne faze u koloni:

Ve =K. Vs (13)
vi:vo-V—M (14)
Vu+K., Vs

Uvrstavanjem jednadzbe (14) u jednadzbu (11) dobije se:
i Vo =Vu+K Vs (15)
Umnozak vremena zadrzavanja komponente i protoka pokretne faze jednak je volumenu

zadrzavanja komponente [10,13]:

Vi =V + K. Ts (16)
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Uzimaju¢i umjesto omjera koncentracija tvari u dvjema fazama omjer mnoZina (ng za
nepokretnu 1 n,, za pokretnu fazu), definira se joS jedna bitna kromatografska veliCina; faktor

zadrzavanja [9,10,13].

N,
LUVE,
Prikazuju¢i mnozine kao umnoZak koncentracije i volumena dobije se:
cq. Ve
k=12 (18)
Cm,i M

iz Cega je, uvrStavajuci jednadzbe (10) i (16), lako dobiti najéesce koristeni izraz za faktor

zadrzavanja:
Ve, =V,
k, —_Ri M (19)
VM
Uz konstantnost protoka, volumni parametri mogu se prevesti u parametre vremena
zadrzavanja:
t, —t
k, == (20)
tO

Iz izraza (20) jasno se vidi da faktor zadrzavanja u biti predstavlja omjer vremena kojeg
uzorak provede u nepokretnoj fazi i onog provedenog u pokretnoj fazi. Za razliku od vremena
zadrzavanja, faktor zadrzavanja ne ovisi o brzini protoka i duljini kromatografske kolone, pa
je stoga cCesto prikladniji izraz za kvalitativhu karakterizaciju tvari. Ujedno, poznavanje
faktora zadrzavanja razli¢itih komponenti dobar je pokazatelj njihovog razdjeljivanja
odabranom kromatografskom metodom [14]. Mjera sposobnosti razdjeljivanja naziva se
selektivnost, a, i definirana je kao omjer faktora zadrzavanja dviju komponenti, pri ¢emu se u

nazivniku uvijek nalazi komponenta koja u nepokretnoj fazi provodi manje vremena.

o=—=; ky, >k, (21)

Selektivnost, jednako kao i faktor zadrzavanja, ovisi o sastavu nepokretne i pokretne faze, ali 1
o temperaturi sustava [15]. U sluc¢aju kada selektivnost poprima vrijednost 1, razdvajanje
komponenti nije moguce, jer pri tim uvjetima analize ne postoji kromatografski bitna razlika
izmedu ispitivanih komponenti.

Osim selektivnosti, koja je viSe kvalitativna mjera razdvajanja, kao mjera

kvantitativnog razdvajanja koriste se razlu€ivanje, Rs, 1 broj teorijskih odsjecaka, N.
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Putovanjem wuzorka kroz kolonu dolazi do njegove raspodjele oko srediSnje
maksimalne vrijednosti [10,15-17]. Podrucje raspodjele naziva se zonom komponente 1, prema
teoriji odsjecaka, Siri se s udaljeno$¢u uzorka od ulaza u kolonu, odnosno s vremenom koje
komponenta provede u koloni. Sirina zone odreduje kromatografsku djelotvornost kolone; uza
zona — djelotvornija kolona. Djelotvornost kolone moze se pak izraziti bilo brojem teorijskih
odsjecaka (eng. number of theoretical plates; N), bilo visinom ekvivalentnom teorijskom
odsjecku (engl. height equivalent to a theoretical plate; HETP). Teorijskim odsjeckom smatra
se hipotetska zona unutar koje dolazi do potpune ravnoteze izmedu dviju faza [18].

Uz pretpostavku idealne elucije, raspodjela unutar kromatografskih zona biti ¢e
Gaussova normalna raspodjela, a odzivi analize simetricne Gaussove funkcije. Tada se
djelotvornost kolone moZze izraziti u terminima vremena zadrzavanja komponente i
standardne devijacije njene raspodjele oko centra zone. Broj teorijskih odsjecaka u tom

slucaju jednak je:

N= (i] (22)

Standardna devijacija Gaussove krivulje raspodjele odgovara njenoj poluSirini u
toCkama infleksije [19] (slika 24). U kromatografskoj praksi ponekad se, umjesto vrijednosti
standardne devijacije, rabe vrijednosti Sirina, kako u tocki infleksije tako 1 u nekim drugim
tockama; primjerice na poluvisini kromatografske krivulje ili pak pri baznoj liniji. Uzimajuéi

u obzir odnose tih Sirina i standardne devijacije funkcije raspodjele:

w; =20 (23)
w, =40 (24)
Wys =2,3550 (25)

broj teorijskih odsjecaka moze se izraziti kao:

2 2 2
N=4[i] =5,54[LJ =16(ZLJ (26)
Wi Wo.s W

Simbolom w, oznacena je Sirina krivulje u to€kama infleksije, w, oznacava Sirinu krivulje
pri baznoj liniji, a w, ; onu na polovici visine kromatografske krivulje.

Ponekad se za izraCunavanje broja teorijskih odsjeCaka moZe koristiti omjer visine

kromatografske krivulje, 4, 1 povrSine ispod krivulje, 4:

h 2
N= 27r(tR Zj (27)
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Visina ekvivalentna teorijskom odsjecku racuna se pak kao omjer duljine kromatografske
kolone, L, 1 broja teorijskih odsjecaka:

HETP = L (28)
N

odnosno, izrazeno preko standardne devijacije raspodjele mase komponente unutar

kromatografske zone [10]:

2
O

HETP = - (29)

Ukoliko se umjesto vremena zadrzavanja, pri izrazavanju djelotvornosti kolone koristi
prilagodeno vrijeme zadrzavanja, 'y , u obzir se uzima Sirenje zone do kojeg dolazi iskljucivo

na nepokretnoj fazi. Tako izrazen broj odsjeCaka naziva se brojem efektivnih teorijskih

odsjecaka (engl. number of effective theoretical plates; Ner):

' 2
Ny =(t—’*j (30)
o
Odnos izmedu broja efektivnih teorijskih odsjeaka i broja teorijskih odsjeCaka dan je
izrazom:
k 2
N;,=N|— 31
“f (1+k} G

Razlucivanje je pak jednako omjeru udaljenosti vremena zadrZavanja dviju susjednih

komponenti i dvostruke vrijednosti sume standardnih devijacija krivulja odziva:

t,,—t
R = _R2 "R 39
© 2(o,+0,) (32)

Sli¢no kao i1 kod izra¢una broja teorijskih odsjecaka, uvazavajuci odnose (23), (24) i (25),
razluCivanje se moze racunati preko Sirina krivulja odziva:

t
R() _ 1,18 R(2) R(1) (33)
Wiy T Wi(2) Wos(1)
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A Komponenta 1

Komponenta 2

ODZIV DETEKTORA

: H : E : >
V : § VRIJEME

Slika 24. Shema odziva kromatografske analize s nazna¢enim karakteristicnim veli¢inama

Ponekad, razlu¢ivanje se moze procijeniti koriste¢i vrijednosti visina kromatografskih

krivulja, 4, 1 visine njihovog eventualnog preklopa [13] (slika 25):

" z . _:hl"'hz
RS~0’{hVJ’ h== (34)

Komponenta 1

Komponenta 2

Slika 25. Procjena razlu¢ivanja na temelju visina susjednih krivulja i njihove preklopljenosti
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Vecina kromatografiCara smatra da je za kvalitativnu analizu uzoraka potrebno posti¢i
vrijednosti razlu¢ivanja vece od 1,5 [20-22], dok neki za krivulje koje znatnije odstupaju od

Gaussove funkcije razdiobe predlazu da minimalna potrebna vrijednost razlu¢ivanja bude 2

[9].
5.1. TEORIJA ODSJECAKA

Teoriju odsjecaka (teorijskih odsjecaka) u originalu su razvili Martin i Synge [23]. Oni
su stvaran kromatografski proces koji se odvija pri neravnoteznim uvjetima predocili
hipotetskom kolonom sastavljenom od niza odsjecaka, gdje se unutar svakog od njih

uspostavljaju ravnotezni uvjeti.

[ ] Pokretna faza

[ ] Nepokretna faza

Slika 26. Hipotetska kolona sastavljena od 4 teorijskih odsjecaka

Razmotrit ¢e se jedna takva kolona prikazana na slici 26. Neka svaki odsjecak, #,

sadrzi konstantni volumen pokretne, Vy, 1 nepokretne faze, Vs.

V.
K, = St — konst. (35)

M,h

Zbivanja u koloni odvijaju se u nizu koraka gdje sadrzaj pokretne faze iz jednog
odsjecka, nakon procesa uravnotezenja, prelazi u sljede¢i odsjeCak, dok nepokretna faza
ostaje u odsjecku. Pri tome se pretpostavlja da je razdioba iona unutar svakog odsjecka
izrazito brz 1 samim time potpuno uravnotezen proces, te da aksijalna difuzija u sustavu ne
postoji.

Konstanta razdjeljenja iona izmedu dviju faza jednaka je za svaki odsjecak i neovisna
o njegovoj koncentraciji. Jednako kao o konstanti razdjeljenja, moze se govoriti i o

vjerojatnosti, p, da ¢e se ion i nakon uravnotezenja nalaziti u mobilnoj fazi:

37



pi — S — nM,i (36)

My Ty 0

gdje n, predstavlja koli¢inu tvari i u pokretnoj (M) i nepokretnoj (S) fazi, odnosno u
cjelovitom odsjecku (uk). Uvazavaju¢i jednadzbe (10) i (35), lako se uocava ovisnost

vjerojatnosti o konstanti razdjeljenja:

1

= 37
K,-K.+1 G7)

D;

Broj odsjecka, M, u kojem ¢e se ispitivani ion nakon » provedenih prijenosa iz odsjecka u
odsjecak nalaziti u maksimalnoj koli¢ini, jednostavno se odredi mnoZe¢i broj provedenih
transfera s vjerojatnos¢u nalazenja iona u mobilnoj fazi:

M=r-p (38)
Obrnuto tome, ukoliko je poznat broj odsje¢aka od kojih se sastoji kolona, Z, lako se moze
izraCunati koliko je prijenosa potrebno izvr$iti ne bi li komponenta eluirala iz sustava.

r=— (39)
P

Volumen pokretne faze potreban da bi promatrani ion eluirao do M-tog odsjecka jednak je
umnosku broja izvrSenih prijenosa i volumena mobilne faze u pojedinom odsjecku.

Ve=r-Vu, (40)
U slucaju kada je odsjeCak M jednak ukupnom broju odsje¢aka u koloni, Z, volumen V
predstavlja volumen zadrzavanja iona u koloni, V .

Teorija odsjecaka daje i moguénost predvidanja Sirenja kromatografske zone, no tada
je potrebno promatrati i Sto se dogada u odsjeccima nakon Sto se dogodi prijenos pokretne

faze iz jednog odsjecka u drugi.

Ukoliko p predstavlja vjerojatnost da ¢e se ion nalaziti u pokretnoj fazi, neka ¢
predstavlja vjerojatnost da ¢e ostati u nepokretnoj fazi. Pogledajmo Sto se dogada ulaskom
iona u kolonu:

e Trenutak unoSenja. U trenutku unoSenja uzorka u kolonu vjerojatnost njegova

nalazenja u prvom odsjecku kolone iznosi 1.

e Prvi prijenos pokretne faze. Nakon prvog prijenosa pokretne faze, u odsjecku 1
preostalo je ¢ iona (samo ono $to je ostalo u nepokretnoj fazi; novopridosla pokretna
faza ne sadrzi ispitivane ione). U odsjecku 2 nalazi se pak p iona (samo ono $to je

pristiglo pokretnom fazom; nepokretna faza odsjecka 2 ne sadrzi ispitivane ione).
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Vjerojatnost da ¢e se ion nalaziti u koloni jednaka je sumi vjerojatnosti da ¢e se
nalaziti u pojedinom odsjecku:
ptq=1 (41)
e Drugi prijenos pokretne faze. Nakon drugog prijenosa pokretne faze, u odsjecku 1
preostalo je q2 iona, a u odsjecak 2 ih je preslo q-p. 1z odsjecka 2 pristiglo je u
odsjecak 3 p* iona, a preostalo ih p-g. Ukupno se sada u odsjecku 2 nalazi 2p-q
iona, pa iz bilance tvari za kolonu slijedi da je:

g +2p-q+p’ =1 (42)

Promatraju¢i na identi¢an nacin sljedece prijenose pokretne faze, dolazi se do spoznaje da se

promatrani ion u koloni raspodjeljuje prema binomnoj raspodjeli:

(p+q) =1 (43)
Standardna devijacija binomne raspodjele dana je kao [1010]:
0'=(r~p-q)2 (44)

Kada je kolona sastavljena od velikog broja odsjecaka, binomna raspodjela tezi Gaussovoj
[10], pa se funkcijom normalne razdiobe [19] moZe opisati ovisnost eluirane koncentracije

iona o volumenu eluiranja:

! e%(%j (45)

Iako model teorijskih odsjecaka na kromatografskoj koloni daje rezultate koji se
odli¢no slazu s eksperimentom, on ima i neke ozbiljne nedostatke. Dok korektno opisuje
odnos izmedu Sirenja vrpce 1 zadrzavanja komponente u koloni, nije u stanju predvidjeti
magnitudu razdiobe, drugim rije€ima visinu teorijskog odsjecka. Takoder, model ne uzima u
obzir utjecaj promjene nekih vrlo bitnih radnih varijabli, poput protoka ili veli¢ine Cestica
punila. Stoga je njegova stvarna vrijednost predvidanja mala. Mozda najveca odlika modela

jest upravo njegova jednostavnost [10].
5.2. TEORIJA BRZINE
U nastojanju da se Sto kvalitetnije opiSe Sirenje kromatografske zone, veliku vaznost

ima teorija brzine prolaska tvari kroz kolonu (engl. rate theory). Ova teorija postupno se

razvijala istrazivanjima i zapaZanjima niza znanstvenika tijekom duljeg vremenskog perioda,
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te se o isklju¢ivo jednom autoru ne moze govoriti [24-31, 32]. Iako je s vremenom
proSirivana, teorija je svoje osnovne pretpostavke do danasnjih dana ocuvala
nepromijenjenima.

Za razliku od teorije odsjecaka, teorija brzine prolaska tvari kroz kolonu uzima u obzir
varijable poput protoka, veli¢ine Cestica punila, neidealnog punjenja kolona, te brzine
prijenosa tvari izmedu faza. Prema Van Deemter-ovoj jednadzbi opéenit razlog nastajanja i
Sirenja zone ili visine teoretskog odsjecka (HETP) lezi u kombiniranom djelovanju triju
efekata pri lineanoj brzini protoka u [10, 17].

HETP=A+B-2+Cu
u (46)

A - vrtloznoj difuziji (engl. eddy diffusion)
B - uzduznoj difuziji (engl. longitudinal diffusion)

C - otporu medufaznom prijenosu tvari (engl. mass transfer resistance)

Na slici 27 dan je graficki prikaz Van Deemterove jednadzbe iz kojeg je vidljivo da se
najmanje Sirenje zone (najmanja visina teoretskog odsjecka HETP), a time 1 najveca
kromatografska uc¢inkovitost postize u tocci kada su sumarni uzroci Sirenju zone (4, B i C)

minimalni, te navedena toc¢ka odreduje optimalni protok mobilne faze, u.

OPTIMALANA °
DJELOTVORNOST oq\‘
OF

HETP

Slika 27. Povecanje kromatografske ucinkovitosti odabirom optimalnog protoka eluensa, u.
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5.2.1. Utjecaj efekta vrtloZne difuzije

Otopljene komponente gotovo nikad ne putuju izravno kroz sustav. Tijekom putovanja
nailaze na prepreke (Cestice punila kolone), te ih zaobilaze. Nacini na koje se moZe zaobici
prepreka viSestruki su, a odabir bilo kojeg nacina utjeCe i na daljnji tijek putovanja.

Za takav problem slucajnog odabira puta (engl. random walk problem), teorija

vjerojatnosti nudi ovisnost izmedu standardne devijacije, o, duljina svih putova kojima
komponenta moze zaobici prepreku uzduzne dimenzije /, te broja mogucih putova, N:

o.=1-\N (47)

UZORAK KOLONA ODZIV

© == ==y DQ

CESTICA
PUNILA

Slika 28. Sluc¢ajan odabir puta.

U pojednostavljenom dvodimenzionalnom prikazu (slika 28) postoje dvije mogucnosti
odabira puta (situacija A 1 situacija B), §to naravno nije slucaj kod realnih, trodimenzionalnih
sustava.

Pretpostavit ¢e se da su sve Cestice punila sfernog oblika, identi¢nih dimenzija i
idealno polozene unutar kolone. Duljina prepreke na koju komponenta nailazi tada se moze
zamijeniti njenim promjerom, Dp, dok je broj prepreka po duljini kolone jednak omjeru

duljine kolone, L, i promjera prepreke:
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/L
Op =Dy F:\/L'DP (48)
P

Promatraju¢i izraz (48) uocava se da smanjenje promjera Cestica utjeCe na smanjenje Sirenja
kromatografske zone, do¢im nema utjecaj na ostale kromatografske veli¢ine. Logi¢no se
namece ideja da se uporabom $to sitnijeg punila minimizira efekt Sirenja zone. Medutim, time
bi se povecao tlak unutar kolone. Kod ionske kromatografije, kao 1 ostalih metoda tekuc¢inske
kromatografije, iznimno je bitna je pretpostavka nestlaCivosti pokretne faze. U vecini
slucajeva ovakva pretpostavka odgovara istini. No, veliki padovi tlaka unutar kolone mogu
utjecati na veli¢ine poput koeficijenta difuzije tvari, faktora zadrZzavanja i visine odsjecka u
koloni [33]. Stoga je potrebno uvaziti oba efekta i pronaéi realno prihvatljivo rjesenje.

Slucaj idealno ispunjene kolone sa sfericnim Cesticama identi¢nih dimenzija gotovo je
nemoguce posti€i u realnosti. Stoga unutar stvarnih kolona, zbog neidealnosti ispune, postoje
kanali razli¢itih duljina i promjera. Prema opce poznatoj jednadzbi kontinuiteta [34], brzina
protoka kapljevine, v, obrnuto je razmjerna promjeru, odnosno poprecnom presjeku kanala, A4,
kojim se krece:

v- A = konst. (49)
Uvazavaju¢i tu Cinjenicu jasno je da upravo neidealnosti u punjenju kolona moraju biti jedan

od glavnih razloga Sirenju kromatografske zone.
5.2.2. Utjecaj uzduzne difuzije

Od trenutka unoSenja u kromatografsku kolonu zona komponente dolazi pod utjecaj
prirodnih difuzijskih procesa. Tijekom prolaska kroz kolonu otopljena komponenta simetri¢no
¢e difundirati oko centralne mase tvari pri ¢emu dolazi do gubitka ostrine elucijske krivulje.
lako taj fenomen u stvarnosti nema znatnijeg utjecaja na Sirenje zone u ionskoj
kromatografiji, prilikom razmatranja zbivanja koja se odvijaju u unutrasnjosti kolone treba ga
uzeti u obzir. Sirenje zone pod utjecajem uzduzne difuzije moZe se izradunati na temelju
Einsteinove jednadzbe [35]:

ol =2Dt, (50)
gdje D predstavlja difuzijski koeficijent tvari, a o; varijancu uzduzne difuzije. U pokretnoj
fazi komponenta putuje karakteristicnom brzinom, pa se vrijeme potrebno da bi napustila

kolonu duljine L moze izraziti iz op¢e definicije brzine:

I =— (51)
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Stoga se moze pisati:

o, =2D— (52)

5.2.3. Utjecaj otpora medufaznom prijenosu

Nacin na koji brzina prijenosa tvari utje€e na Sirenje, odnosno oblik kromatografske
zone, nije tako posve ocCit kao Sto je slucaj kod prethodna dva efekta. Kao i u mnogim
situacijama, i ovdje pomaze usporedba vladanja idealnog i realnog sustava. Idealan slu¢aj bio
bi onaj kod kojeg se ravnoteza uspostavlja u infinitezimalno kratkom periodu. Samim time 1
period izmjene komponenti u takvom slucaju infinitezimalno je kratak.

U realnim sustavima, uslijed inertnosti prijenosa tvari, komponente ipak za medufazni
prijelaz utroSe odredeno vrijeme. Toliko dugo dok se komponente nalaze u koloni postoji
njihova stalna preraspodjela izmedu pokretne i nepokretne faze. Problem se moze promatrati
na slican nacin kao 1 proces slucajnog odabira puta opisan tijekom objaSnjenja utjecaja
prethodnog fenomena. Put komponente kroz kolonu promatra se kao niz koraka (intervala) za
vrijeme kojih se odlucuje hoce li u sljede¢em intervalu komponenta boraviti u pokretnoj ili
nepokretnoj fazi. Brojnost takvih koraka ovisi o srednjem vremenu Sto ga komponenta
provede u pojedinoj fazi; Sto je proces izmjene brzi, veci je broj koraka za donosenje odluke.

Problem ima mnogo zajednic¢kog i sa slu¢ajem hipotetske kolone, uz iznimku da se ne
promatraju segmenti duljine kolone, ve¢ vremenski segmenti. Neka je stoga slovom p

oznacen udio vremena §to ga komponenta provede u pokretnoj fazi:

t 4
p=t=— (53)
th Lt
Vrijeme potrebno da iz kolone eluira srediSte zone tada se moze pisati kao:
L
Iy = (54)
PV

U skladu s time, oduzimanjem vremena nezadrzanog sastojka od vremena elucije sredista
zone komponente dobije se vrijeme koje komponenta provede u nepokretnoj fazi:

1 L _L_1-p L (55)

Neka je srednja vrijednost trajanja intervala koje je komponenta provela u nepokretnoj fazi

oznacena sa 7. Tada se brojnost intervala nakon kojih je slijedilo otpuStanje komponente u

pokretnu fazu, Np, lako mozZe prikazati kao omjer ukupnog vremena provedenog u

nepokretnoj fazi (55) i srednje vrijednosti trajanja takvih intervala:
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N, _1=p L (56)

P VT
Za broj koraka u kojima komponenta prelazi u pokretnu fazu mora u sustavu postojati

identian broj koraka kojima je komponenta prelazila u nepokretnu fazu, Ny. Stoga je ukupan
broj koraka, Ny, tijekom kojih se odluc¢ivalo gdje ¢e komponenta u sljede¢em biti, dvostruka
vrijednost izraza (56):
Ny =Ny+N, =222 L
V2 (AT
Za odredivanje standardne devijacije kromatografske zone uslijed otpora medufaznom

(57)

prijenosu tvari, o, potrebno je joS poznavati duljinu koraka. Duljina koraka jest udaljenost

za koju boravak u stacionarnoj fazi tijekom jednog koraka odvla¢i komponentu od centra
zonei moze se izraziti kao:

[=p-v, 74 (58)
UvrStavanjem jednadzbe (57) u jednadZbu standardnog odstupanja za problem slu€ajnog

odabira puta (47) dobije se konacni izraz:

or=2:(1=p) p-Lovy 7y (59)
Tri efekta mogu se sumirati u zajedni¢ki utjecaj, budu¢i da je prema teoriji
vjerojatnosti ukupna varijanca sustava jednaka sumi pojedinih medusobno neovisnih varijanci

unutar sustava:
L
Ot =01 +0p+07=2D-—+L-D,+2(1-p)-p-L-v, 7 (60)
Vo
Uvazavaju¢i jednadzbu (29) broj teorijskih odsjecaka tada iznosi:
2D
HETP="—+D,+2(1-p)-p-v, 7 (61)
Yo
U kromatografskoj praksi ovakav izraz ima u prvom redu dijagnosti¢ku vrijednost;
moze ukazati koji od triju efekata najviSe utjeCe na Sirenje kromatografske zone ispitivanog
sustava. No, nikako se ne smije zaboraviti da i neki vanjski ¢imbenici poput detektora ili

kapilara sustava mogu takoder dovesti do Sirenja zone. Na slici 29 je prikazan medufazni

prijenos tvari.
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Slika 29. Medufazni prijenos tvari.

Brzina kojom se odvijaju izmjene vazan je faktor upotrebe izmjenjivaca, osobito za postupak
u koloni. U izmjeni iona postoje tri procesa (slika 29):
e difuzija iona A 1 B u otopini kroz difuzijski tzv. Nernstov difuzijski sloj (difuzija u
filmu)
e difuzija iona A i1 B unutar izmjenjivaca (difuzija u zrnu)

e zamjena protuiona A za ion B iz otopine.

5.3. KAPILARNA IONSKA KROMATOGRAFIJA

Kapilarna ionska kromatografija (CIC) je relativno nova tehnologija koja je napravila
revoluciju u podrucju ionske kromatografije. Upotrebom CIC-a moguce je vrijeme analize
smanyjiti do 10 puta, koristiti 95% manje eluensa 1 stvarati 95% manje otpada, koje je kasnije
potrebno zbrinuti. Navedeni faktori direktno utjecu na ekonomsku isplativost analize, te iako
kapilarni ionski kromatografi rade na viSim tlakovima (Sto neminovno znaci da je cijena
instrumenta veca) u konacnici nude bilancu s manjom cijenom kostanja pojedine analize.

Osnova kapilarne ionske kromatografije lezi u smanjivanju cjelokupnog ionskog
kromatografskog sustava, a to je jednostavno objasniti na osnovi Van Demteer-ovog prikaza

(slika 30).
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Slika 30. Shematski prikaz utjecaja veli¢ine Cestica punila na

djelotvornost kromatografske kolone.

Kao sto je vidljivo iz slike 30 Cestice nepokretne faze manjeg promjera omogucavaju ne samo
povec¢anu kromatografsku ucinkovitost, nego i rad pri ve¢im protocima eluensa bez
smanjivanja same ucinkovitosti (povecana brzina bez smanjenja razlucivanja). Iz prethodnih
razmatranja poznate su slijedeée Cinjenice, a evidentan je i njihov kromatografski u¢inak:
e Broj teoretskih odsjecaka kolone obrnuto je proporcionalan veli¢ini cestice
nepokretne faze.
e Broj teoretskih odsjecaka je takoder obrnuto proporcionalan kvadratu Sirine pika,

dok je visina pika obrnuto proporcionalna Sirini pika.
5.4. TEORIJA LINEARNE JAKOSTI OTAPALA

Teorija linearne jakosti otapala (engl. linear solvent strength model; LSS) prvi je 1
najjednostavniji teorijski model predvidanja vremena zadrZavanja; u izvornom obliku izveden
je za monokompeticijske eluense [36]. Taj su model, 1979. razvili Lloyd Snyder i suradnici
[37,38], a temelji se na linearnoj ovisnosti logaritma faktora zadrzavanja 1 logaritma
koncentracije kompeticijskog iona u eluensu.

Promotrit ¢e se ravnoteza procesa ionske izmjene dviju hipotetskih komponenti A™ i

E™:

AT+ g oA+ REY (62)
X X
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Neka ion A™ predstavlja ispitivanu komponentu, dok je E kompeticijski ion iz eluensa.

Prema zakonu o djelovanju masa, konstanta ravnoteze ionske izmjene bila bi:
m— m/x x—
(A )i (E)
Kye =

- m— m/x x—
cw(A")-< (E7)
U ionskoj se kromatografiji ta konstanta naziva koeficijentom selektivnosti.

(63)

Uzimajuéi u obzir da se koncentracija kompeticijskih iona vezanih na ionski
izmjenjivac kolone moZze smatrati konstantnom i jednakom omjeru kapaciteta proboja kolone,
Os, 1 nabojnog broja kompeticijskog iona, x, te uvrStavanjem jednadzbe (18) u jednadzbu (63)

dobije se novi izraz za faktor zadrZavanja:

e (@) e (g
k, —a-KNE-(Tj ey (E7) (64)
Logaritmiranjem izraz poprima sljedeci oblik:
v .
logk, =log [—Sj +logK, . + ﬁlog (%] —ﬁlog Cy (E*_) (65)
Vu X x X

U izrazu (65), jedini promjenjivi dio je koncentracija kompeticijskog iona u pokretnoj fazi, pa

se stoga izraz moze pojednostavljeno pisati:

logk, =C~"logc, (E") (66)
X

Veli¢ina C sumarna je konstanta sviju konstantnih ¢lanova jednadzbe (65). S ciljem da se
omoguc¢i primjena na polikomponentne eluense, LSS teorija je dozZivjela nekoliko

modifikacija [36].

5.5. HOOVEROVA TEORIJA

Teoriju je 1982. predlozio T. B. Hoover [39] i za razliku od LSS teorije primjenjiva je
za viSekomponentne eluense. Teorija uzima u obzir utjecaj svih komponenti eluensa na
vrijeme zadrzavanja. Za svaku komponentu eluensa eksperimentalno se odreduje koeficijent
selektivnosti odgovarajuéeg ionsko izmjenjivackog procesa (u otopinama u kojima se nalaze
isklju¢ivo ioni komponente koja se odreduje).

Zamislit ¢e se hipotetski proces ionske izmjene aniona analita, A"™, s

trokomponentnim eluensom (E; ,E}",E]" ):
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Ay +qE s+ g, BN +q.Ely 2 AL +qEly, +q,E5 +4:E5, (67)

gdje su m, x, y 1 z nabojni brojevi iona, a qi, ¢> 1 g3 odgovarajuci stehiometrijski koeficijenti
prikazane kemijske jednadZbe. Suma koncentracija svih kompeticijskih iona vezanih na ionski
izmjenjiva¢ kolone pomnozenih s njihovim nabojnim brojem jednaka je kapacitetu proboja
kolone:

Oy =x-¢5(E7 )+ y-cs(BY ) +2-¢(E) (63)
Ekvivalentno prethodno napisanom izrazu za koeficijent selektivnosti (63), koeficijenti

selektivnosti izmedu dvaju preostalih iona prema ionu E;~ bili bi:

KA/EI B S (69)
w (A7) (BX)
_a(B)a(E) 70)
o a(E)-a (EX)
s (E5)-<ii (EX)

(71)

Koncentracije iona EJ” 1 E;” vezanih na nepokretnu fazu mogu se dakle izraziti preko

koncentracije E7~ iona vezanog na taj isti izmjenjivac:
1

r l/x

(B>
B ) B ) Ko ) o
. (Ex_) lx
c
cs(Eé‘)=cM(E§‘)-_KE3/E] m (73)
Time koncentracija E;~ iona vezanog na izmjenjivac, uvazavajuci jednadzbu (68), postaje
nultocka funkcije:
1/x 1/x
v (B s (g~
Oy =x-¢ (Ef_)+y-cM (E;).[KEZ/EI %} TZCy (Eg).l:KE;/EI %] (74)

Kako je za definirani ispitivani sustav kapacitet proboja kolone nepromjenjiv, jasno je da je

koncentracija E; iona vezanog na izmjenjivac isklju¢ivo funkcija sastava pokretne faze:

es (B )= £ (ew (B )oew (B2 ) (E5)) (75)
Izraz (74) analiticki se moZe rijeSiti samo za neke jednostavnije primjere kombinacija

kompeticijskih iona u eluensu. Za ostale sluc¢ajeve potrebno je numericko rjesavanje. Hoover

48



je u svojem izvodu pretpostavio da je sustav sastavljen od jednog dvovalentno (E37; y=2) i
dvaju jednovalentno nabijenih aniona (E;; x=1,E;; z=1), pa izraz (74) poprima konkretniji

izgled:

Op = s (E;)+ZCM (E?)'KEZ/El : Ty (E;).KEﬂEl WE_)) (76)

2CM Eii 'KEZ/El 2 (e Cym E; 'KE3/E, _
(C&(lll) -cS(El){H (E:) }-CS(EI)—QBO (77)

RjeSavanjem kvadratne jednadzbe (77) dobije se izraz za koncentraciju E; iona vezanog na

ionski izmjenjivac:

e (51 (55 o, (50 (55 Ko, T s (B2 )00 e ()
CS(EI_) B —4cy (Eg_)KEZ/El

(78)
Mayer 1 Tompkins dokazali su da je prilagodeni volumen zadrzavanja neke komponente u

sustavu jednak njenoj konstanti razdjeljenja [39]:

R'=Vh-r=K (79)
Tu ¢injenicu Hoover je iskoristio u svojem modelu, pa je kombinirajuéi jednadzbu (79) s
izrazom za koeficijent selektivnosti analita A™ (69) dobio ovisnost prilagodenog volumena

zadrzavanja analita o parametrima vezanim uz samo jedan kompeticijski ion: E[" .

m — 1/x
Viw =Koy =| Koy st () 80
RA — Dea = BaE o (80)

Jednadzba (80) izraZzena preko faktora zadrzavanja (19) ima oblik:

k= KA/E, .an (Ef_) N (81)
Tl an(E)

Kako je prema jednadzbi (75) c (Ef‘) funkcija sastava pokretne faze, 1 sam izraz (81) time

postaje funkcija sastava pokretne faze:
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ky= f(cM (Eff )’CM (E?)JCM (E?)) (82)

odnosno, za predlozenu specifi¢cnu kombinaciju eluensa:

- Ko S (B (83)

Va  cu(Er)

Uvrstavanjem izraza (78) u izraz za prilagodeni faktor zadrzavanja komponente A (83) dobiju

se varijacije konacnih verzija Hooverova modela, naravno ovisne o nabojnom broju analita,

m.

5.6. TEORIJA DVOKOMPETICIJSKOG ELUENSA

Kao modifikaciju Hooverove teorije, 1984. godine Janke 1 Pagenkopf uvode teoriju
dvokompeticijskog eluensa (engl. dual eluent species, DES) [41-43]. DES teorija
pojednostavljuje Hooverovu teoriju utoliko §to reducira broj parametara koje je potrebno

eksperimentalno odrediti sa tri na dva: K, 1 K [36].

Ay + qlEi_S + %E;,_s =2 A+ %Eil_v[ + %E;,Iv{ (84)

Kako DES teorija stoga nije niSta drugo doli primjena Hooverove teorije na dvokompeticijski

eluens, jednadzba (81) izvedena za Hooverovu teoriju u potpunosti je primjenjiva kod DES

teorije. Za potpunost modela bitno je jo§ jedino odrediti koncentraciju E, iona vezanog na

ionski izmjenjiva¢. Analogno izvodu za Hooverovu teoriju slijedi:

Oy =x-¢(E77 ) +y-cs(EY) (85)
e ey] e @ED]
es (B3 ) =cu (B3) [K o (E;)] (86)
s (B lx
orra(Er )i o S o
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Jenke i Pagenkopf predlozili su da se promatra sustav od jednog jednovalentno nabijenog
(E;; x=1) i jednog dvovalentno nabijenog (E> ; y =2) kompeticijskog iona u eluensu, pa

jednadzba (87) poprima izgled:

Op =Cs (E;)+2CM (Eg_)'KEz/EI m (88)
M 1
Rjesenje jednadzbe glasi:
L () () e (B ) -0 [ (51) .
“ ( 1 ) ) —4cy (Eg_)KEZ/EI )

UvrStavanjem dobivenog izraza za koncentraciju E; iona vezanog na ionski izmjenjivac (89)

u izraz za prilagodeni faktor zadrzavanja komponente A (83) dobiju se varijacije kona¢nih

verzija DES modela, takoder ovisne o nabojnom broju analita, m.

5.7. TEORIJA MULTIKOMPETICIJKOG ELUENSA

Do danas najkompleksniju od svih teorija uveli su Hajos i1 suradnici 1995. godine [44].
Naziva se teorijom multikompeticijskog eluensa (engl. multiple species eluent/analyte;
MSEA), jer uzima u obzir interakcije svih tvari koje se nalaze u eluensu sa svim
komponentama analita.

Promotrit ¢e se ravnoteza ionske izmjene jednog od iona uzorka kompeticijskim

ionima eluensa. Neka je u promatranom sustavu eluens trokomponentna otopina sastavljena
od iona E; ,E; ,E; . Kemijska jednadzba reakcije ionske izmjene odabranog iona A™ na
nepokretnoj fazi opisana je izrazom (67), a kapacitet nepokretne faze jednadZzbom (68).

Oznacit ¢e se udio ukupnog kapaciteta nepokretne faze koji zaposjedne pojedini kompeticijski

ion sa Xi, X2, odnosno X3:

x~cS(E1x_) x-cS(Ef_)
X, = = (90)
x-cS(Ef7)+y CS(E?)-FZ'CS(E?) O
X, - y Cs(Eg_) :y-CS(Eg_) 1)
x~cS(Ef_)+y cS(Eg")+z.cS(E§") Op
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colt) ol
x-cs(Ef_)+y-cs(E;‘)+Z-CS(E§_) Oy

X, = (92)

Sukladno jednadzbi (80), a uzimajuc¢i u obzir jednadzbe (90)-(92), koeficijent selektivnosti

izmijenjenog aniona, A", s obzirom na pojedini kompeticijski ion bio bi:

1/x

e |xo |
L (E*})]

_ m) Yy

_ |1 X0

=1 K, _y_c; (EZ)} (93)
_ N

_ . Xa’QB

= KNE3 Z-CM(Eg)]

Pretpostavit ¢e se da osim iona A™ u otopini postoje i njegovi hidratizirani ionski oblici; od

HA""" do H,,.1A” koji se s ionima eluensa izmjenjuju prema jednadzbama:

HAU ™ 4 qEls + Bl + g EZs @ HAU™ 4 ¢, El +¢,Edy + ¢, Eoy (94)

H, Ay, + q7EffS + qu;—S + q9E§jS =2H, A+ q7E{j\4 + qSE;{w + ng;—M (95)

m-1 m-1

kao 1 nedisocirani oblik H,A. Oznake g4-g9 predstavljaju odgovarajuce stehiometrijske
koeficijente kemijskih jednadzbi. Analogno izrazu (93), za preostale ionske oblike koeficijenti

selektivnosti bili bi:
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m—1) V/*

X, -0
Kc,HA = KHNEI' l—i_
| X Cy (E1 )
r m—1 Uy
X. -
K, | 2B %)
_y'cM (Ez )

-1 1/z

) .— X0 m
=4 Ky, z-c:d(EBg)]

S ey > (%J ©7)
ol

Ukupni koeficijent selektivnosti komponente A (neovisno o obliku hidratiziranosti iona),

moze se pisati kao:

Cs (A’"‘ ) +¢ (HA("H)* ) +ot g (H A_)

m—1

Rone = e (A" )+ (HAP )4y (H, A7) +cy (H,A)

C’Auk

(98)
e (A" )+ e (HA" )+ o (M, A7)

Cm (Auk)

Izraz c,, (Auk) predstavlja kumulativnu koncentraciju svih oblika komponente A u pokretnoj

fazi. Molarni udio pojedinog oblika (i) komponente A u pokretnoj fazi oznacit ¢e se grékim
slovom @:
ey (H,AT)
b =——=
CM (Auk )

Ekvivalentno izrazu (69), za preostale hidratizirane oblike iona A™ moZe se pisati:

(99)
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(100)

Ky ar, = s (A7)-cu(ET) (101)

Cy (Af)-cs (Eff)

odnosno kombinacijom izraza (98)-(101):

1/x 1/x
m EX* EX*
K, =0 (Am)[ Kus _ZS EE‘H +ot @ (HmlA)[KHMA/EI —js ((El))] (102)
M 1 M 1

Koriste¢i zapazanje Mayera 1 Tompkina (79) 1 dijeleci izraz s volumenom pokretne faze, Vy,

jednadzba (102) lako se moze izraziti preko faktora zadrzavanja:

1/x Vx
k, M[ Ky & (Ei‘)] . L o(H,A) {KHMEI Cs(Ef)}
C
(103)

=T, (B g u(E7)
DA™ O(H A
:%'KCJA-F...-F%'KC,H,“A

X

Za krajnji izgled modela, potrebno je uz anion E; , ukomponirati 1 preostala dva

kompeticijska iona eluensa. Identi¢no kao i prilikom izvodenja prethodno navedenih modela

vremena zadrzavanja, to je moguce izvesti kombinacijom izraza za koeficijente selektivnosti

tih iona prema ionu E;~ (jednadZbe (70) 1 (71)), te izraza za kapacitet nepokretnog sloja (68).

Kao rezultat takve kombinacije dobiva se funkcija (74) ¢ije je analiti¢ko rjeSavanje moguce
samo za jednostavnije primjere sastava eluensa. Hajos i suradnici, slicno kao i Hoover,

modelirali su s eluensom sastavljenim od jednog dvovalentno i dvaju jednovalentno nabijenih

iona (E;; x=1, E3;y=2, Ej;z=1), te je za taj slucaj rjeSenje jednadzbe (74) dano
izrazom (78). UvrStenjem izraza za c (El’) (78) u jednadzbu (103) dobije se konac¢na verzija

MSEA modela:
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' 4 4CM (E; ) E,/E,

(104)

n CD(H’"*IAi) ) \/pl2 +D, D

W AVE _
& 4ey (Eg )KEZ/EI
Zbog pojednostavljenja izraza uvedene su dvije nove veliCine:

Py =¢Cu (E;)+CM (Eg)KEyEI (105)
P> =8¢y (B3 ) K, e, O (106)

5.8. TEORIJA OBLIKA PIKA

Poznato je da se komponente kroz kromatografsku kolonu kreéu u zonama unutar
kojih se prema odredenom koncentracijskom profilu rasporeduju oko njenog sredista (slika
31). U idealnom slucaju koncentracijski profil odgovara Gaussovoj funkciji razdiobe (slika
32A). Svako odstupanje od idealnosti dovodi u vecoj ili manjoj mjeri do deformacije pika,
odnosno do pojave njegovog pruzanja (engl. peak fronting; slika 32B) ili pak povlacenja

(engl. peak tailing; slika 32C).

TOK POKRETNE FAZE
S

Slika 31. Sirenje kromatografske zone. Crvenom bojom ozna¢ena je zona uzorka unutar

kromatografske kolone.
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Slika 32. Faktor asimetrije pika pri tri razli¢ita elucijska profila:

A) simetric¢an pik, B) profil pruzanja pika i C) profil povlacenja pika.

Kromatografska veli¢ina koja najbolje opisuje odstupanje od idealnosti naziva se
faktorom asimetrije, As (u daljnjem tekstu pisano 1 kao asimetrija). Asimetrija je
bezdimenzijska veli¢ina koja definirana dvojako, ovisno o standardu koji se koristi. Prema
americkoj 1 europskoj farmakopeji asimetrija se racuna kao omjer Sirine kromatografske
krivulje na 5% njene visine (Wo,os( D) T Woos( L)) 1 dvostruke vrijednosti njene lijeve Sirine pri
istoj visini [45]:

+w,

W 0.05(L)

0,05(D)

A = (107)

2W0,05(L)
Ipak, ve¢ina kromatograficara danaSnjice [46-49] ravna se prema ALSSA (4nalytical and Life
Science Systems Association) standardu, te asimetriju racuna kao omjer desne i lijeve Sirine

kromatografske krivulje na 10% njene visine.

WO,I(D)

4 = (108)

Woa(r
U praktiénim analizama, kromatografska kolor(laz smatra se kvalitetnom ukoliko faktor
asimetrije poprima vrijednost u intervalu 0,9-1,2 [9].

Promatranjem s termodinamickog stajaliSta mogu se usporediti situacije idealnog 1
neidealnog ponaSanja sustava. Idealnim se smatraju sustavi u kojima kemijski potencijal
svake komponente ovisi o njenoj koncentraciji prema izrazu:

u=u"+RTInc (109)
gdje u° predstavlja standardni kemijski potencijal (ovisan o temperaturi i tlaku sustava). U

trenutku uspostavljanja ravnoteZe ionske izmjene izmedu dviju faza kromatografskog sustava,
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dolazi do izjednacavanja vrijednosti kemijskih potencijala izmijenjene komponente u objema

fazama.

U +RTIncg =y +RT Inc,, (110)
Jednostavnim matemati¢kim preoblikovanjem izraza (110) moze se uociti da je i omjer

koncentracija komponente razdijeljene izmedu nepokretne i1 pokretne faze sustava (konstanta

razdjeljenja, K ) funkcija tlaka i temperature:

c S
S g R (111)
Cum

Pokretna 1 nepokretna faza sustava obi¢no su toliko razli¢ite da, ukoliko otopljena tvar i ima

idealno ponaSanje u jednoj od faza, to vjerojatno nece biti slu€aj s drugom fazom. Neidealno

ponasSanje tvari moZe se opisati bilo izotermom, koja je pak ovisna o koncentracijama

komponente u nepokretnoj i pokretnoj fazi, bilo zamjenom koncentracije u izrazu (109)
aktivitetom, a.

a=y-c (112)

p=u'+RTIna (113)

Grckim slovom 7 oznacen je koeficijent aktiviteta. Identi¢no prethodnom izvodu ((109)-

(111)) moze se izraziti stvarni koeficijent raspodjele termodinamicke ravnoteze, K :

Ki=0% (114)
v " Em

Izrazito malo kromatografskih sustava pokazuje idealno ponaSanje (slika 32A). Znatno
uobicajenija jest situacija prikazana krivuljom B, gdje nagib krivulje nije stalan ve¢ opada s
porastom koncentracije komponente u pokretnoj fazi. Upravo promatrajuci takve razlicite
oblike izotermi, mozZe se pokusSati objasniti §to se to dogada unutar kolone, a uvjetuje pojavu
pruzanja i povlaenja pika. Za razliku od izoterme A, koja predstavlja konstantnost
medufazne raspodjele komponenti i samim time simetri¢an koncentracijski profil unutar zone,
izoterma B jasno ukazuje da pri nizim koncentracijama ispitivane tvari u pokretnoj fazi,
konstanta razdjeljenja poprima znatno vece vrijednosti nego li je to slucaj za vise
koncentracijsko podrucje. Stoga ¢e se komponente koje nadolaze unutar nove zone u vecoj
mjeri raspodijeliti na postojeca aktivna mjesta ionskog izmjenjivaca, a za njihovo eluiranje
biti ¢e potrebna veca koli¢ina eluensa. U takvom specificnom slu¢aju maksimum eluiranja
pomice se ka viS§im vremenima zadrzavanja, a elucijska krivulja pokazuje trend pocetnog
razvlacdenja (slika 32B). Kao posljedica pruzanja pika, podru¢je nakon koncentracijskog
maksimuma zone, sadrzi vecu koncentraciju eluirane tvari nego §to bi to bio slucaj kod

simetri¢ne raspodjele. Samim time koeficijent raspodjele (prema krivulji izoterme) ima manju
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vrijednost, manji je intenzitet raspodjele prema nepokretnoj fazi, a time krivulja elucije
dobiva izrazeniji silazni trend. Rabe¢i sli¢nu logiku, lako se moze uociti zasto izoterma C

(slika 33) uzrokuje pojavu povlacenja kromatografske krivulje.

>

KONCENTRACIJA IONA U
NEPOKRETNOIJ FAZI

>

KONCENTRACIJA IONA U
POKRETNOJ FAZI

Slika 33. Tri razlicita oblika izotermi raspodjele iona izmedu dviju faza.

Osim takvih pojava, vezanih uz prirodu tvari koja se izmjenjuje 1 njenih interakcija s
Cesticama pokretne i nepokretne faze, u kompleksnim sustavima sastavljenim od vise
ispitivanih komponenti, medusobne interakcije komponenti dodatan su ¢imbenik koji moze
utjecati na oblik pika, osobito u situacijama kada dolazi do nepotpunog razdvajanja

komponenti.
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6. DETEKCIJA SIGNALA

Bez obzira o kojoj se vrsti detekcije radilo uvijek vrijede osnovni principi detekcije, a
to je da svaki dobar detektor mora se odlikovati:

¢ niskom razinom niskom razinom Suma i povlacenja signala,

e visokom osjetljivoscu,

e Sirokim dinamic¢kim podru¢jem linearnosti,

e mali mrtvi volumen protoc¢ne ¢elije.

6.1. POVLACENJE I SUM SIGNALA

Sum bazne linije je kratkotrajna fluktuacija i odstupanje od ravne linije uzrokovano
slucajnom pogreskom detektora: nestabilnoséu elektricnog napajanja, nestabilnosti
elektroni¢kih krugova, nestabilnosti izvora zraenja, temperaturom... Sum u pravilo ima puno
vecu frekvenciju negoli signal kromatografskih pikova, a mjeri se od vrha jednog nasumi¢nog
pika do njegovog dna (ili poetka drugog nasumiénog pika). Sum direktno utje¢e na

osjetljivost detektora. Na slici 34 prikazan je Sum i povlacenje signala.

A) A B) A

SIGNAL
SIGNAL

Sum

POVLACENJE

[
>

A\ 4

VRIJEME VRIJEME

Slika 34. A) Sum i B) povlagenje signala.

Za razliku od Suma koji predstavlja kratkotrajnu fluktuaciju signala (visokofrekventnu),
povlacenje signala je odstupanje bazne linije od horizontalnog polozaja. Uzrok tome je
najcesce loSe uravnotezenje (ekvilibracija) kromatografskog sustava odnosno nekonstantnost
temperature, sastava mobilne faze ili nekog drugog faktora unutar kromatografskog sustava

kroz duzi vremenski period. Gradijentna elucija moze jako utjecati na povlacenje signala iz
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razloga §to je njezin osnovni princip zasnovan na promjeni sastava mobilne faze za vrijeme

analize. Za rjeSavanje tog problema postoje razlicite mogucnosti.

6.2. OSJETLJIVOST

Osjetljivost detektora je njegova mogucnost da nedvojbeno razlikuje male razlike u
koncentraciji analita. Drugim rije€ima to je nagib kalibracijskog pravca (promjena
koncentracije u jedinici promjene signala). Ona ovisi o standardnom odstupanju mjerenja
(nasumicnoj pogresci ili Sumu). Osjetljivost detekcije metode se moze se izraziti kao masena
ili koncentracijska osjetljivost, $to jasno treba razlikovati. Primjerice pojedini detektori mogu
mjeriti vrlo male volumene uzorka, samim time i vrlo male mase uzorka (masena osjetljivost),

ali to nuzno ne znaci da je koncentracija pojedinih komponenata u takvim uzorcima mala

(koncentracijska osjetljivost).

6.3. LINEARNO PODRUCJE ODZIVA

Linearno podru¢je odziva (slika 35) omedeno je Sumom 1 maksimalnom
koncentracijom nakon koje dolazi do samopriguSenja signala, a zatim i odstupanja od
linearnosti 1 pada osjetljivosti detektora. Sva mjerenja je potrebno izvrSiti u linearnom

podrucju odziva.

MAKSIMUM
LINEARNOG ODZIVA

MAKSIMUM
SUMA DETEKTORA

ODZIV DETEKTORA

KONCENTRACIJA IONA

Slika 35. Linearno podrucje odziva.

60



6.4. VOLUMEN PROTOCNE CELIJE

Protocna ¢elija (slika 36) se sastoji od koSare u kojoj se mjeri signal, a ovisno o vrsti
detekcije koSara mora imati:
e lece — omogucuju prolazak elektromagnetskog zracenja i spektrometrijska mjerenja,
e clektrode — omogucuju elektrokemijska mjerenja.
Uzorak u struji eluensa se dostavlja u koSaru i odvodi u otpad (ili drugi detektor) putem

kapilara malog promjera.

PROZOR BRTVA

N_/
I\

ZRAKA _
SVJETLA

coebessscsccsncadehaa)

ELUAT

Slika 36. Proto¢na Celija za spektrometrijska mjerenja.

Ukoliko ¢elija ima veliki mrtvi volumen dolazi do nepotrebnog Sirenja zone pika, a $to
direktno utjeCe na razdvajanje (razlucivanje), osjetljivost (niski Siroki pikovi, koje je tesko

razluciti od Suma).

6.5. ELEKTROKEMIJSKE METODE DETEKCIJE

Osnovna podjela elektrokemijskih metoda detekcije je na metode u masi otopine, koje
mjere svojstvo cijele otopine, 1 na povrsinske metode, u kojima je signal funkcija fenomena
koji se dogada na povrSini izmedu elektrode i otopine koja je u kontaktu s elektrodom.
Mjerenja provodnosti otopine, koja je proporcionalna ukupnoj koncentraciji otopljenih iona,
primjer je elektrokemijske metode u masi otopine. Primjer povrSinske elektrokemijske metode

nalazimo pak u odredivanje pH koriStenjem pH elektrode.
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6.5.1. Konduktometrijska detekcija

Kombinacija ionske izmjenjivacke kolone i konduktometrijskog detektora predstavlja
najvazniju konfiguraciju ionske kromatografije, te se u praksi najces¢e koristi [50].
Provodnost se definira kao moguénost otopine elektrolita, da u elektricnom polju, izmedu
dvije elektrode, provede struju migracijom iona; u sustavu se ne odvijaju redoks reakcije
(amperometrija).

Konduktometrijski detektor sastoji se od konduktometrijske celije s dvije elektrode
(slika 37) koje su sastavni dio Wheatstonovog mosta, gdje se impedancija mijenja s
promjenom koncentracije iona unutar celije. Za mjerenje se koristi izmjeni¢na struja iz
razloga $to bi istosmjerna polarizirala elektrode, a to bi uzrokovalo stvaranje plinova unutar

mobilne faze, odnosno poveéani Sum signala.

KONDUKTOMETRIJSKA
CELUA
ELEKTRODE
\ R\
N |_| N, PROMJENJIVI
OTPORNIK

©------ >
AN —

MJERAC

©

IZVOR IZMJENICNE
STRUJE

Slika 37. Shematski prikaz konduktometrijskog detektora.

Relacija izmedu napona i jakosti struje je dana Ohmovim zakonom:

R=— (115)
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gdje je R elektricni otpor [Q], U elektri¢ni napon [V], a [ jakost struje [A]. Recipro¢na
vrijednost otpora naziva se elektrickom vodljivos¢u, G, 1 ima jedinicu siemens, S, po definiciji
jednaku Q"

1
G=— 116
z (116)
Otpor otopine elektrolita ovisi o njegovim dimenzijama, odnosno u konkretnom slucaju
konduktometrijske detekcije o povrSini elektroda koje su u kontaktu s elektrolitom, A4, i

njihovoj medusobnoj udaljenosti, /.

/
R=p— 117
P (117)
VeliCina p naziva se elektricnom otpornos¢u [Q2 m], a omjer udaljenosti 1 povrSina elektroda

konstantom ¢elije, Kc:

K.=— (118)
Konstanta ¢elije u pravilu se ne odreduje pomocu kalibracijskih otopina. Recipro¢na
vrijednost elektriéne otpornosti predstavlja pak elektri¢nu provodnost, x [S m™], vjerojatno

najcescu varijablu u konduktometriji:

K=

1
— (119)
yo,

k=G K. (120)
Elektri¢na provodnost ovisna je o vrsti i koncentraciji otopljenih sastojaka te se moze
prikazati izrazom:

K=A-c, (121)
pri ¢emu je A molarna provodnost elektrolita [S m? mol'], a c. njegova mnozinska
koncentracija [mol dm™]. S obzirom na brojéane vrijednosti provodnosti elektrolita upotreba

osnovnih SI jedinice neprakticna je u svakodnevnim izracunima. UvaZzavajuéi stoga

uobicajeni nacin izrazavanja spomenutih varijabli izraz (121) najcesce se prezentira u formi:

A[S cm’ mol™ ] ‘C, [mol dm’q
1000

Kk[Sem|= (122)

Vidljivo je da elektricna provodnost raste linearno s porastom koncentracije elektrolita.
Medutim, taj linearni odnos vrijedi samo za razrijedene otopine. Kod jakih elektrolita,

molarna provodnost ponasa se prema Debye-Hiickel-Onsager-ovom zakonu [51]:
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A=A, -K\c, (123)
gdje je A, molarna provodnost elektrolita pri beskonacnom razrjedenju , a K Kohlrauschova

konstanta. Prema Kohlrauschovom zakonu molarna provodnost elektrolita pri beskona¢nom
razrjedenju jednaka je zbroju molarnih provodnosti njegovih kationa 1 aniona, 4. Primjerice za
elektrolit K;A, koji disocira prema izrazu:

K, A, — kK" +aA* (124)
molarna provodnost bila bi:

0

A, =k-2,(K")+a-4,(A") (125)

Tablica 2. Molarne provodnosti nekih ionskih vrsta u beskonaéno razrijedenim vodenim

otopinama pri 25 °C [50].

ANIONI A, [S em” mol™ ] KATIONI A, [S em” mol™ ]
OH 198 H 350
F 54 Li" 39
Cr 76 Na" 50
Br 78 K" 74
I 77 NH," 73
NOy 72 12 Mg* 53
NO;y 71 1/2 Ca™ 60
HCO5 45 12 Sr* 59
1/2C0O5™ 72 1/2 Ba™ 64
H,PO, 57 1/2 Zn* 53
1/3 PO 69 1/2 Cu** 55
1/2 S04~ 80 1/2 Pb™ 71
SCN’ 66 1/2 Co*" 53
CH;COO 41 1/3 Fe* 70
1/2 ftalat 38 N(Et)s" 33
propionat 36
benzoat 32
silikat 30
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Molarne provodnosti aniona i kationa obiéno su izmedu 35 i 80 Scm’mol™. Iznimka su
H' i OH ioni, koji zbog svoje izuzetne pokretljivosti, imaju 350 odnosno 198 S cm” mol™. Uz
pomo¢ tabeliranih vrijednosti za molarne provodnosti iona i molarnu provodnost Cistog
otapala, moguc¢e je s zadovoljavajuéom tocnoS¢u izraCunati molarnu provodnost otopine.
Osim ionske vrste i njezine koncentracije, na provodnost jako utjeCu temperatura i polarnost

otapala.
6.5.1.1. Ionska kromatografija bez supresora

U ionskoj kromatografiji bez kemijskog supresora (direktnoj ionskoj kromatografiji),
veliki zahtjevi su postavljeni na konduktometrijski detektor, zbog toga Sto postoji velika
pozadinska provodnost, u odnosu na mjereni signal. Kako elektricna provodnost ovisi o
temperaturi, potrebno je osigurati konstantnost temperature u konduktometrijskoj celiji
(gradijent temperature mora biti manji od 0,01 °C). Osjetljivost konduktometrijskih mjerenja

ovisi o razlici u molarnoj provodnosti izmedu analita 1 eluensa:

Kocce'(A -A

analita eluensa )

(126)

Kad se nesupresirana ionska kromatografija koristi za odredivanja aniona, kao eluensi
se najcesce koriste soli ftalne, silicijeve ili benzojeve kiseline zato §to one imaju malu
provodnost (tablica 2). Dakle, ako se u Cceliji detektora pojavi uzorak vece molarne
provodnosti od eluensa, nastaje pozitivan pik. Nasuprot tome, negativan pik nastaje, ako je
molarna provodnost uzorka manja od molarne provodnosti iona eluensa. Primjer dobivanja
negativnog pika je fosfat koji je. u 2 mmol/L ftalne kiseline pri pH=5,0 prisutan u obliku
H,PO4". Kako je provodnost dihidrogenfosfata (A.(H,PO4) = 33), manja od provodnosti
ftalata (A(ftalat) = 38), pri tim uvjetima dobiva se negativan pik. Kada se odredivanje
provodi pri pH vrijednostima ve¢im od 5,0 dolazi do pojavljivanja pozitivnog pika zbog
prisutnosti fosfata u formi hidrogenfosfata (A., (HPO4*) = 57).

Kod odredivanja alkalijskih 1 zemno alkalijskih kationa kao eluens se najceSc¢e koristi
2 mmol/L HNOs;. Kako proton ima iznimno visoku molarnu provodnost, kao rezultat
njegovog specificnog mehanizma pokretljivosti, provodnost drasti¢no opada ¢im se vodikov
ion zamjeni s ionom uzorka. To dovodi do pojavljivanja negativne kromatografske krivulje

[50].
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6.5.1.2.  Tonska kromatografija s kemijskim supresorom

Supresija ionskog kromatografskog signala potrebna je u slucajevima kada je detekcija
onemogucena zbog velikih pozadinskih vrijednosti provodnosti [50].

Kemijska supresija se zasniva na uporabi soli slabo disociranih kiselina kao eluensa
(primjerice NaHCOs). Svi supresori imaju isti zadatak, a to je poboljSanje detekcije analita.
Potrebno je uociti razliku izmedu dva ucinka supresorskih reakcija:

e Visoku provodnost eluensa je potrebno Sto viSe smanjiti.

e Joni analita trebaju se prevesti u ionske vrste s veCcom molarnom provodnosti.

Kod analize aniona kada se kao eluens koristi elektrolit natrijev karbonat/natrijev
hidrogenkarbonat u supresoru dolazi do ionske izmjene kationa s vodikovim ionom: U prvom
redu izmjenjuje se natrij pri cemu dolazi do stvaranja slabo disocirane karbonatne kiseline
(127).

Na®+HCO; +H" &2 Na" +H,CO, (127)

Ova reakcija dovodi do smanjivanja provodnosti eluensa (prvi u¢inak supresora).

Receno je da se pri supresiji svi kationi zamjenjuju protonom. Kako proton ima veéu
molarnu provodnost od ostalih kationa, ta reakcija omogucuje bolju osjetljivost sustava (drugi
ucinak supresora). Primjerice, molarna provodnost otopine NaCl iznosi oko 126 S cm?” mol™
(suma molarnih provodnosti A, (Na") i A, (CI); tablica 2). Ukoliko se Na" ion zamijeni
protonom, u otopini imamo elektrolit HCI ¢ija molarna provodnost je znatno veca od
ishodigne soli i iznosi oko 426 S cm® mol™'. Naravno, ovaj efekt osobito dolazi do izraZaja kod
jakih kiselina. Za srednje jake kiseline i slabe kiseline, povecanje osjetljivosti znatno je
manje.

Kod analize kationa, tijekom supresije anioni elektrolita zamjenjuju se hidroksidnim
ionima. Promotrimo slucaj kada se kao eluens koristi nitratna kiselina, a kao analit prisutan je

natrij klorid. Tada dolazi do sljedecih reakcija:
Eluens: H"+NO; +OH™ = H,0 + NO; (128)
Analit: Na'Cl"+OH &= Na'OH +CI” (129)
U ovom slucaju mozemo kazati da je ispunjen uglavnom prvi kriterij uporabe supresora
(smanjenje provodnosti eluensa). Povecanje osjetljivosti uslijed izmjene svih anionskih vrsta

hidroksidnim ionima ipak je znatno manje izrazen efekt nego li je to bio u slucaju analize

aniona.

66



6.5.1.3.  Supresori

Supresori se mogu podijeliti na diskontinuirano obnovljive supresore 1 kontinuirano
obnovljive supresore. Kao diskontinuirano obnovljivi supresori (slika 38) koriste se ionske
izmjenjivacke kolone. Nedostatak ovakvih supresorskih kolona je Sto se nakon nekoliko sati

rada istroSe te se moraju obnoviti.

ELUENS
(KOH)
UZORAK

f (F, CI, SOY)
£

(KOH, F, CI, SO?)
V-

~—

ANIONSKI
IZMJENJIVAC

I(OH, F,Cl, SO%)

—

IZMJENJIVAC
U H" FORMI (KOH+H' - K*+H,0)

(SUPRESOR)

ULAZ U

DETEKTOR
(H,0, F", CI, SO%)

Slika 38. Kolonski diskontinuirano obnovljivi supresor.

Svi kontinuirano obnovljivi supresori (slika 39) sadrZe ionsko izmjenjivacka vlakna ili
membranu, te rade na protustrujnom principu. Kod vlaknastih supresora, vlakna su uronjena u
agens za obnavljanje, npr. razrijedenu sulfatnu kiselinu. Eluens i analit protje¢u kroz vlakna,

te kroz njih dolazi do ionske izmjene iona eluensa i analita s protonima. Membranski supresor
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je konstruiran na principu sendvi¢a. Eluens i analit protje¢u kroz film izmedu dvije
membrane, a otopina za obnavljanje je smjeStena ispod 1 iznad tih membrana. Prednost

membranskih 1 vlaknastih supresora je u kontinuiranosti obnavljanja, a mana je osjetljivost na

tlak 1 difuziju iona otopine za obnavljanje u eluens.

A) KATIONSKA POLUPROPUSNA
MEMBRANA

Na.S0,

- SUPRESI;RI:\SJ&CATVAR
©

NESUPRESIRANI ELUENS
Na2C03 + NaHCO;g

l

; SUPRESIRANI ELUENS
H,CO;

Na,SO, ¢m=m () (W) ¢== SUPRESIRAJUCA TVAR

H,S0,

B) ANIONSKA POLUPROPUSNA
MEMBRANA

SUPRESIRAJUCA TVAR
BaCl,

Ba(OH),

NESUPRESIRANI ELUENS

SUPRESIRANI ELUENS
HCI

H.0

SUPRESIRAJUCA TVAR
Ba(OH),

Slika 39. Shematski prikaz membranski kontinuirano obnovljivih supresora:

A) pri analizi aniona i B) pri analizi kationa.

Supresiju signala moguce je raditi i elektrolitickim supresorom, koji H™ i OH™ ione, potrebne

za supresiju, dobiva elektrolizom vode (slika 40).
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A) KATIONSKA POLUPROPUSNA
MEMBRANA

NaOH, KO .
H,, H;0 Do) HO

NESUPRESIRANI ELUENS KOH

I ANALIT NaCl =) HCI, H,0

021 HZO h o @ -. ol h Hzo

B) ANIONSKA POLUPROPUSNA
MEMBRANA

Hz, H0 120) 2 é=  H;0

NESUPRESIRANI ELUENS MSA

| ANALIT KCI =) KOH, H;0

HCI, MSA,
0, H,0 = = H,0

Slika 40. Shematski prikaz elektrolitickog supresora:

A) pri analizi aniona i B) pri analizi kationa.

Elektroliticke supresore moguce je spojiti da rade u kontinuiranom regeneracijskom modu

(slika 1), gdje se voda potrebna za elektrolizu i stvaranje H' i OH" iona dobiva iz razrijedene

otopine eluensa, poslije detekcije, a prije nego se eluens ispust u otpad.

6.5.2. Amperometrijska detekcija

Amperometrijska detekcija se opcenito koristi za analize otopina tvari sa pK

vrijednostima iznad 7 koje se zahvaljuju¢i maloj disocijaciji teSko ili gotovo nikako ne
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detektiraju primjenom supresirane konduktometrije. Konvencionalni amperometrijski
detektori koriste troelektrodnu detektorsku Celiju koja se sastoji od radne elektrode, referentne

elektrode i1 protuelektrode (slika 41).

POTENCIOSTAT

AMPEROMETRIJSKA
CELIJA
RADNA ELEKTRODA

___________ -
BRTVA ! 3
| |
i N\ !
i < [ ] !
p !
/i '

] — OTPAD
PROTUELEKTRODA | | ]
: 1

‘.

REFERENTNA
ELEKTRODA

ELUAT

Slika 41. Amperometrijski detektor.

Izmedu referentne i radne elektrode uspostavi se razlika potencijala uslijed ¢ega na povrsini
radne elektrode dolazi do redoks reakcije. Struja elektrona (Faradayeva struja) koja nastaje
kao produkt redoks reakcije uravnotezuje se sa strujom koja u suprotnom smjeru tece na
protuelektrodi. Jakost struje elektrokemijske reakcije Cini signal detektora, a potencijal

izmjeren na referentnoj elektrodi sluzi za korekciju uspostavljene razlike potencijala.

Tablica 3. Elektroaktivni spojevi te odgovarajuce radne elektrode i potencijali.

Analit Radna elektroda Radni potencijal [V]
HS,CN~ Ag 0,0
Br,1,SCN",S,07 Ag 0,2
SO;~ Pt 0,7
oCl Pt 0,2
AsO; Pt 0,85
N,H, Pt 0,5
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Amperometrijski detektori su zaduzeni za analiziranje mnoStva anorganskih i
organskih iona u pug/L rasponima koncentracija. To ukljucuje sulfide i cijanide, arsen (III),
halidne ione, oksihalide, nitrite, tiosulfate, hidrazine i fenole itd. U ovisnosti o kemijskim 1
elektrokemijskim svojstvima analita primjenjuju se razli¢ite radne i protuelektrode, kao 1
razli¢iti radni potencijali. Pregled nekih elektrokemijski aktivnih tvari te odgovarajucih radnih

elektroda 1 potencijala dan je u tablici 3.

6.5.2.1.  Pulsna amperometrijska detekcija

Gubitak aktivnosti elektroda od plemenitog metala, uzrokovan apsorpcijom organskih
spojeva, mucio je elektroanalitiCare joS od pocetka voltametrije na ¢vrstim elektrodama [52].
Kao rjesenje tog problema dizajniran je pulsni amperometrijski detektor (PAD). Pulsna
amperometrijska detekcija za razliku od prethodno opisane detekcije, u principu koristi tri
razlic¢ita radna potencijala, £, E, i E3, koji su primijenjeni za vremena ¢, £, 1 #3 na radnoj
elektrodi za mjerenje jedne tocke na kromatogramu (u jedinici vremena elucije). Rezultirajuc¢a
jakost struje mjeri se (integrira) samo u kratkim vremenskim intervalima ukupnog pulsa.
Primjenom dodatnih potencijala (viSe pozitivnih ili viSe negativnih od integriranih),
oksidirane 1 reducirane adsorbirane tvari mogu biti uklonjene sa elektrodne povrSine

reverznom redoks reakcijom (slika 42).

4 E,(1,)
OKSIDATIVNO

. CISCENJE

f;

o| &)

pd

it | ANODNA

= IDETEKCIJA

@] .

o E(t;)
REDUKCIJA/
ADSORPCIJA .

VRIJEME

Slika 42. Oblik pulsa potencijala u amperometrijskoj detekciji.

Dvije vrste struje se pojavljuju tijekom oksidacije; struja naboja i Faradayeva struja.

Struja naboja rezultat je nabijanja granice faza izmedu elektrode 1 mase otopine, koja se
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ponasa kao kondenzator. Faradayeva struja predstavlja prijenos elektrona u oksidaciji tvari
analita. Pad struje naboja slijedi zakon eksponencijalnog vremena kao §to je prikazano na slici

43.

— UKUPNA STRUJA
— STRUJA NABOJA
— FARADAYEVA STRUJA

JAKOST STRUJE

VRIJEME

k-

Slika 43. Pad jakosti struje unutar primijenjenog pulsa.

Pad Faradayeve struje s viemenom opisan je Cottrellovom jednadzbom:

I(t)zn-F—A-c()-J£ (130)
-t

gdje je I jakost struje, n broj izmijenjenih elektrona, 4 povrSina elektrode, D difuzijski
koeficijent analita, ¢y pocetna koncentracija reducirajuc¢eg analita, a ¢ vrijeme. Prema izrazu
(130) jakost struje je funkcija 2 a postoji 1 izravna proporcionalnost s koncentracijom
analita. Mjerena ukupna jakost struje zbroj je obije jakosti struje. Zbog toga Sto je jakost struje
naboja puno veca od Faradayeve struje, mjerenje ukupne jakosti struje mora se odgoditi za
otprilike x ms nakon primjene pulsa (slika 43; mjerenje je odgodeno za kraj pulsa E)).
Tijekom tog mjerenja, omjer Faradayeve struje prema struji naboja povecan je s obzirom da

struja naboja pada mnogo brze u jedinici vremena.
6.5.2.2.  Integrirana amperometrijska detekcija

Integrirana amperometrija drugi je oblik pulsne amperometrije. Koristi se uglavnom za

detekciju aminokiselina, amina i sumpornih organskih komponenti. U pulsnoj amperometriji,
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rezultirajuca jakost struje iz oksidacijske reakcije mjereni se pri konstantnom oksidacijskom
potencijalu, nakon primjene pulsa i1 pada struje naboja. U integriranoj amperometriji,
potencijal £ se ne drzi konstantnim, nego je naizmenican. Prema tome se oksidacija analita i
metala radne elektrode odvija istovremeno pri visokom potencijalu. Metalni oksid stvoren pri
tom potencijalu odmah se nakon toga ponovno reducira pri nizem potencijalu. Zbog toga $to
je oksidacija elektrodne povrSine reverzibilan proces, a oksidacija analita nije, rezultirajuci
signal uglavnom je karakteriziran strujnim doprinosom od oksidacije analita. Integracijom
jakosti struje tijekom ovakvog ciklusa s dobiva se ukupni signal za odgovaraju¢i analit, a
metoda je znacajno osjetljivija. Pozitivan i negativan potencijal ¢iS¢enja radne elektrode dio
su pulsnog niza koji slijedi nakon integracijskog koraka. Shematski primjer takvog niza je

prikazan na slici 44.

POTENCIJAL

INTEGRACIJA

VRIJEME

Slika 44. Puls u integriranoj amperometriji.

Prednost integrirane amperometrije lezi u kulometrijskoj kompenzaciji naboja koji su
rezultat stvaranja i1 naknadne redukcije metalnog oksida. Prema tome, osnovni pomak i1
osnovni poremecaji, izazvani malim varijacijama sastava pokretne faze, su eliminirani. Cijeli
sustav je manje osjetljiv na promjene pH, koji utjece i na njegove potencijale za stvaranje 1
redukciju metalnog oksida. Potencijal pri kojem je metalna elektrodna povrsina oksidirana

smanjuje se s povecanjem pH.

6.5.2.3. 3D amperometrija

Uobic¢ajenom amperometrijom se kroz unaprijed odredeni period vremena prikupljaju

podaci o jakosti struje nastale kao posljedica uspostavljenog potencijala. 3D amperometrija
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prosiruje uobicajenu amperometriju na nac¢in da omogucuje kontinuirano mjerene jakosti
struje u cijelom periodu valnog oblika (jakost struje je integrirana). Kako se razliciti kemijski
spojevi oksidiraju pri razli¢itim potencijalima, male razlike u iznosu jakosti struje, nastale
tijekom pulsnog vala, mogu dati dodatne informacije o identitetu i Cistoéi tvari koje se
analiziraju. Te se razlike mogu mjeriti usporedbom povrsina pikova dobivenih integracijom
struje kroz razli¢ite vremenske periode unutar pulsnog vala. Omjer povrSina pika za razlicite
integracijske periode za dani analit, omogucuje usporedbu nepoznatog i standardnog pika.
Nepoznati pik se moze identificirati kada je njegov omjer povrSine pika brojcano isti kao i
onaj standarda (uz naravno isto vrijeme zadrzavanja). Stupanj odstupanja izmedu tih omjera je
mjera Cisto¢e pika. Odnos 3D amperometrije i uobicajene amperometrije na neki nacin je
slican odnosu koji detekcija s nizom dioda (PDA) ima sa UV/VIS apsorpcijskom detekcijom

pri jednoj valnoj duljini.

A) 90
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20+
U:J

20/
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B) 100,
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1900/ =
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T T T
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Slika 45. Amperometrijska detekcija: A) uobicajena amperometrija i B) 3D amperometrija

(tre¢a dimenzija prikazana je obojenjem).
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6.6. UV/VIS METODE DETEKCIJE

UV/VIS metode detekcije pripadaju spektroskopskim ili preciznije spektrometrijskim

odnosno spektrofotometrijskim metodama.

Spektroskopija

Spektroskopija izucava interakcije izmedu tvari i elektromagnetskog zraenja.
Elektromagnetsko zraenje moze biti u razli¢itim oblicima: X-zrake, mikrovalovi, UV/VIS
zrake, IR zrake, radiovalovi... Rezultat spektroskopske analize je spektar utjecaja intenziteta
zracenja na analiziranu tvar u ovisnosti o frekvenciji fotona (valnoj duljini zraenja).
Spektroskopija proucava spektre apsorpcije zracenja, emisije zra¢enja i nasumicno nastale

spektre.
Spektrometrija

Spektrometrija proucava spektre koji nisu nuzno rezultat interakcije tvari s
elektromagnetskim zracenjem, a rezultat analize nije nuzno spektar ovisnosti intenziteta

zracenja o valnoj duljini zracenja. Primjerice, rezultat analize masene spektrometrije je

spektar intenziteta u odnosu na masu cestica.

Spektrofotometrija

Spektrofotometrija se odnosi na kvantitativna mjerenja reflektiranog ili transmitiranog

elektromagnetskog zracenja materijala kao funkciju valne duljine upadnog zracenja.
6.6.1. Osnove UV/VIS spekrofotometrije

Energija zracenja predstavlja skup elementarnih kvanta energije - fotona. Povezanost
valne i Cesticne prirode energije zracenja moze se prema njemackom fizicaru Maxu Plancku

izraziti jednadZbom:

E=h-v (131)
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gdje je E energija kvanta, & Planckova konstanta (6,626:107* Js), a v frekvencija zracenja.
Zracenje se moze opisati 1 pomocu njegove valne duljine A. Frekvencija zracenja i valna

duljina povezuju se jednadzbom:

1= (132)
v
gdje je ¢ brzina svjetlosti (2,998-10° m/s). Do apsorpcije fotona dolazi kada je frekvencija
svjetlosti v, tj. energija fotona E, jednaka energiji pobudivanja atoma; u suprotnom se foton
ne apsorbira.

Kada zracenje, koje dolazi iz nekog pogodnog izvora, prolazi kroz uzorak, koji moze
biti krutina, tekuéina ili plin, energija zracenja se prenosi na uzorak uzrokujuci elektronske
prijelaze na viSe energetske razine tj. u pobudeno stanje. Promjena unutarnje energije atoma,
iona ili molekule u pobudenom stanju, sukladno jednadzbi (131), jednaka je AE =h-v. Visak
energije se oslobada emisijom zraCenja ako je pobudeno stanje nestabilno. Dio energije
zracenja bit ¢e apsorbiran ako je viSe energetsko stanje stabilno.

UV/VIS spektrofotometrija se zasniva na mjerenju apsorpcije elektromagnetskog
zracenja u podrucju valnih duljina od 10 do 800 nm. Molekule (molekularna spektrometrija)
apsorbiraju UV/VIS zraenje koje uzrokuje pobudivanje vanjskih, valentnih elektrona. Kod
organskih spojeva najces¢e se radi o prijelazu elektrona izmedu orbitala n 1 n* te m 1 ©*.
Apsorpcija UV/VIS zraCenja upotrebljava se i za kvantitativnu analizu anorganskih spojeva,
posebno metalnih kompleksa. U metalnim kompleksima do apsorpcije dolazi uslijed
pobudivanja kompleksa i1 prijenosa naboja s liganda na metalni ion. Prijelazi elektrona
odvijaju se u ligandnom polju, a karakteristicni su za aktinide, lantanide te prijelazne
elemente. Takve prijelaze mogu ostvariti kompleksni spojevi u kojima metalni ion i ligandi, s
obzirom na elektrone, imaju razli¢ita svojstva: ligand elektron-donorska, a metal elektron-
akceptorska (slobodne d orbitale).

Primjenom IR zraCenja takoder dolazi do apsorpcije elektromagnetskog zracenja na
molekulama, ali zbog manje energije koju IR zraCenje nosi, ono uzrokuje samo rotacije i
vibracije molekula, a ne 1 elektronske prijelaze kao prilikom UV/VIS zracenja (prilikom
UV/VIS zracenja dogadaju se i vibracije i rotacije, no one su prekrivene jakim signalom

elektronskih prijelaza); slika 46.
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Slika 46. Energetski prijelazi u molekularnoj spektrofotometriji.
6.6.2. Apsorbancija

Spektrofotometrijske metode zasnivaju se na Lambert-Beerovom zakonu koji opisuje
karakteristi¢nu apsorpciju upadnog snopa zracenja u homogenoj sredini. Zakon kaze da
promjena intenziteta zracenja pri prolazu kroz neku otopinu ovisi o debljini sloja te otopine 1
koncentraciji tvari koja je u stanju apsorbirati dio ulaznog zracenja. Lambert-Beerov zakon
moze se izraziti matematicki:

log[i:—a-b-c (133)

0
gdje je [ intenzitet propustenog zraenja, [y intenzitet upadnog zracenja, b debljina sloja, ¢

koncentracija molekula koje apsorbiraju i a apsorpcijski koeficijent koji karakterizira
vjerojatnost da Cestica apsorbira upadni kvant zra¢enja. Odnos intenziteta izlaznog i1 ulaznog
zracenja naziva se transmitancija, 7, 1 izrazava se u postocima:

T=i-100% (134)

0
Transmitancija jest dio snage upadne zrake koji je proSao kroz uzorak. Apsorbancija, A4,

racuna se kao negativan logaritam transmitancije:

A=-logT (135)
pa se Lambert-Beerov zakon moZe pojednostavljeno pisati:
A=a-b-c (136)

Prema Lambert-Beerovom zakonu dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
molekula koje apsorbiraju trebao bi dati pravac s koeficijentom smjera a-b, koji prolazi kroz
ishodiste. Moguca su odstupanja od linearnosti tj. kalibracijska krivulja je nelinearna ako nisu

zadovoljeni uvjeti poput primjerice:
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da apsorpcija bude jedini mehanizam interakcije elektromagnetskog zracenja
1 analita,

da apsorpcija bude ograni¢ena na uzorak jednolika presjeka,

da se primjenjuje monokromatsko zracenje,

da otopljene kemijske vrste koje apsorbiraju djeluju neovisno jedna o drugoj

[53,54].

6.6.3. UV/VIS detekcija

UV/VIS detektori koji ne dozvoljavaju promjenu valne duljine iako vrlo ekonomski

prihvatljivi, danas zbog svoje zastarjele konstrukcije i niza ograni¢enja ne nalaze primjenu u

ionskoj kromatografiji. Moderni detektori omogucavaju detekciju pri vise valnih duljina. Kao

sredstvo dobivanja monokromatske svjetlosti razli¢itih valnih duljina koriste monokromator

(slika 47). Takoder, u pravilu, imaju sustav za dijeljenje zrake svjetlosti na mjerenu 1

referentnu.

ZRAKA
SVJETLA

1ZVOR
ZRACENJA

ZRCALO REFERENTNA

FOTODIODA
o 0
s DJELITELJ
II “)| ZRAKE

OPTICKA PROTOCNA
RESETKA ZRCALO CELIA

Y.

FOTODIODA

MONOKROMATOR

RACUNALNA | I
JEDINICA | I
POJACALO USPOREDBA
SIGNALA

Slika 47. UV/VIS detekcija pri razli¢itim valnim duljinama.

Prilagodavanjem valne duljine svakom od sastojaka uzorka, u realnom vremenu

njegovog prolaska kroz protocnu ¢eliju za detekciju signala, moguce je povecati:

osjetljivost — mjerenje pri maksimumu apsorpcije sastojka
selektivnost — ukoliko spojevi koji se ne mogu razdvojiti na kromatografskoj

koloni apsorbiraju zracenja razli¢itih valnih duljina.
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6.6.4. Detektor s nizom dioda

Detektor s nizom dioda (engl. photo diode array detector, PDA) dodaje novu
dimenziju u odzivu ionske kromatografske analize, prevenstveno iz razloga $to omogucuje
dobivanje i dodatnih kvalitativnih informacija. Drugim rije¢ima, u svakoj snimljenoj toci
elucije (za svako vrijeme zadrzavanja) dobiva se cjelokupni snimljeni UV/VIS spektar (ne
samo apsorbancija za maksimum apsorpcije). U procesu mjerenja, polikromatsko
elektromagnetsko zracenje prolazi kro uzorak gdje se odvijaju interakcije pri svim valnim
duljinama, a zatim se simultano mjeri apsorbancija pri svim valnim duljinama upotrebom
detektora s nizom dioda (slika 48). Svaka od dioda je zaduzena za mjerenje apsorbancije pri
odredenoj valnoj duljini, a naj€escée ih je oko 1000 (za razliku od UV/VIS detektora koji ima

jednu mjernu i jednu referentnu diodu).

POJACALO
RACUNALNA
NIZ DIODA JEDINICA
ZRAKA
SVJETLA
""""" ZRAKA
.......... e SVUETLA
PROTOCNA DIFRﬂ:SKCIJSKA
------- GELIJA RESETKA
1ZVOR
ZRACENJA
PUKOTINA

Slika 48. UV/VIS detekcija s nizom dioda.

Postoje dvije glavne prednost upotrebe PDA detektora:
e Moguée je snimiti cjelokupni spektar svakog od prisutnih (i kromatografski
razdvojenih) sastojaka uzorka zasebno, te odrediti pripadne maksimume apsorbancije,
Sto pri kvantitativnom odredivanju povecava osjetljivost metode.
e Rjesava problem Ccistoce pika. Vrlo Cesto nije moguce iz oblika pika vidjeti da li su

sastojci uzorka koeluirali (zajedno eluirali iz kolone). U tom slucaju dovodeci u omjer
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apsorbancije pri razli¢itim valnim duljima moguée je odrediti da li se ionski

kromatografski pik sastoji od jedne ili viSe eluiranih komponenti.

6.6.5. Cistoca pika

Cistoc¢a pika izrazava se kao postotak podudarnosti signala kromatografskog eluata
snimljenih pri nekoj drugoj dimenziji koja nije vrijeme kromatografske analize. Kod 3D
amperometrijske detekcije to dodatna dimenzija je napon, a kod spektrofotometrijske valna
duljina.

Uzmimo za primjer spektrofotometrijsku detekciju. Da bi se signali komponenti mogli
usporedivati, potrebno ih je normalizirati. Signali se mogu normalizirati s obzirom na
maksimalnu povr§inu kromatografskog pika (usporedba kromatograma) ili s obzirom na
maksimalnu apsorbanciju (usporedba spektara). Potencijalna nepodudarnost odziva indikator
je koelucije dvaju ili vise komponenti (slika 49).

Analogno vrijedi 1 za analizu ¢istoce pika u 3D amperometriji.

A

ODZIV DETEKTORA

VRIJEME
Slika 49. Koncept utvrdivanja Cistoce pika u ionskoj kromatografiji sa spektofotometrijskom

detekcijom.
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Kromatografski programski paketi koji sluze za upravljanje i obradu podataka ionskih
kromatografskih sustava s PDA detekcijom u pravilu imaju bazu u koju se pohranjuju (i/ili je
proizvoda¢ pohranio) spektre Cistih spojeva. Na taj nacin, usporedujuci signal realnog uzorka
sa signalima iz baze, moguce je dobiti jo§ konkretnije informacije o kvalitativnom sastavu 1

Cistoci pika.
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7. RAZVOJ METODA

Razvoj metode u ionskoj kromatografskoj analizi predstavlja skup logickih

eksperimenata i matematickih radnji, kojima je cilj postizanje takvih rezultata, koji

zadovoljavaju ili su najblizi postavljenim zahtjevima. Ciljevi razvoja metode ovise o ionskom

kromatografskom problemu, koji je potrebno rjeSavati. Na ciljeve razvoja metode utjece

takoder 1 odluka u kojoj ¢e se mjeri koristiti ionska kromatografija u cjelokupnom analitiCkom

procesu. Budu¢i da se svaka analiticka metoda razvija po etapama, postoje etapni ciljevi.

Jedan od najceS¢ih etapnih ciljeva u ionskoj kromatografiji je posti¢i potpuno razdvajanje

sastojka analiziranog uzorka od ostalih sastojaka, koji bi smetali u daljnjoj analizi. Ostali

naj¢es¢i ciljevi u razvoju ionskih kromatografskih metoda su:

posti¢i  Sto kraée vrijeme kromatografske analize uz istovremeno
zadovoljavanje danih zahtijeva,

povecati osjetljivost metode,

ostvariti moguénost dokazivanja 1 odredivanja $to manjih koli¢ina nekog
sastojka,

postici Sto vecu preciznost u kvantitativnoj kromatografskoj analizi,

dobiti Sto veci broj korisnih kvalitativnih informacija o izdvojenom sastojku.

Parametri u ionskoj kromatografskoj analizi ¢ijim pravilnim odabirom se mogu ostvariti

ciljevi razvoja metode su primjerice:

izbor materijala nepokretne faze,

izbor sastava pokretne faze,

temperatura separacije,

dimenzije ionske kromatografske separacijske kolone,
brzina protoka pokretne faze,

koli¢ina analita koja se unosi u ionski kromatografski sustav,
nacin detekcije i parametri detekcijskog instrumenta,
parametri pripreme uzorka,

reagensi za poslijekolonsku derivatizaciju.

Razvoj ionske kromatografske metode se generalno sastoji od se sastoji od tri koraka:

definiranje kriterija, definiranje domene parametara i logic¢ki postupak. Kod definiranja
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kriterija potrebno je odabrati onaj kriterij koji najbolje opisuje realne zahtjeve na ionski
kromatografski sustav, dok se domena parametara izabire prema postavljenim zahtjevima
analitickog odredivanja i ograni¢enjima ionskog kromatografskog sustava. Logicki postupak

ili metode o mogu biti razlicite, a naj¢esc¢e se koriste racunalom potpomognute metode.

7.1. STRATEGIJE RAZVOJA IONSKIH KROMATOGRAFSKIH METODA

Da bi se ostvarili ciljevi razvoja metode potrebno je provesti eksperimente i optimirati
ionski kromatografski sustav. Eksperimentalan rad i optimizacija se mogu provesti koristeci

metode sekvencijalnog ili simultanog dizajna.

7.1.1. Metode sekvencijalnog dizajna

Metode sekvencijalnog dizajna mogu se podijeliti u metode izvidanja 1 metode
interpretacije.

Kod metoda izvidanja mali broj eksperimenata se nacini koriste¢i pocetni skup
parametara. Nakon toga se primjeni pogodan algoritam uz kriterije uspjesnosti, pomocu kojeg
se definiraju novi pocetni parametri, koji odreduju novi eksperiment. Novi pocetni parametri
odreduju sustav blize optimalnim uvjetima od prethodnog skupa pocetnih parametara.
Postupak se ponavlja dok se ne pronadu optimalni uvjeti. Jedna od najpoznatijih metoda
izvidanja je simpleks metoda.

Metode interpretacije se mogu shvatiti kao podskup metoda simultanog dizajna.
Glavna razlika je u broju eksperimenata provedenih prije modeliranja i obliku informacije
koja se oc¢ekuje od eksperimenata. U pravilu su kod sekvencijalnog dizajna svi eksperimenti
provedeni prije matematickog modeliranja, dok se u metodama interpretacije, manji dio
eksperimenta provodi prije matematicke obrade. Dodatni se eksperimenti provode u regijama
gdje dolazi do velikog odstupanja modela od eksperimentalnih podataka, te se ponavlja
matematicka obrada. Tehnike interpretacije najceS¢e koriste teorijske modele vremena
zadrzavanja, a naknadno neku od metoda traZzenja optimuma (Gauss-Newtonova metoda,

Levenberg-Marquardtova metoda, geneticki algoritam...) uz kriterije uspjesnosti.
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7.1.2. Metode simultanog dizajna

Kod metoda simultanog dizajna svi eksperimenti se nacine prije matematickog
postupka optimiranja. Stoga je vrlo vazno da se nekom od tehnika eksperimentalnog dizajna
dobro isplanira eksperiment. To ukljucuje pokrivanje cijele domene parametara
eksperimentalnim podacima, te reprezentativno uzorkovanje mjerenih podataka koji se koriste
za izradu modela. Za izradu modela najceSce se koriste viSestruka linearna regresija, regresija
parcijalnih kvardata, umjetne neuronske mreze dok za pronalazenje optimuma osim
analitickih se koriste metode najstrmijeg spusta, Gauss-Newtonova metoda, Levenberg-

Marquardtova metoda i geneticki algoritmi.
7.2.  KRITERIJI USPJESNOSTI RAZDVAJANJA I VRIJEMENA ANALIZE

Da bi se procijenilo razdvajanje pikova i vrijeme analize koriste se funkcije kriterija
uspjeSnosti. Koriste¢i funkcije kriterija uspjeSnosti, moguce je optimirati ionske
kromatografske parametre ionskog kromatografskog sustava, te dobiti optimalni
kromatogram. Optimalna ionska kromatografska analiza ima sve sastojke uzorka potpuno
razdvojene, te kratko vrijeme analize (kratko vrijeme zadrzavanja zadnjeg izlazeéeg sastojka
analita iz kolone). Da bi se ostvarili navedeni zahtjevi za optimalnu ionsku kromatografsku
analizu predlozene su razli¢ite funkcije kriterija uspjeSnosti, kako po svojoj matematickoj
formulaciji, tako i po svojoj kromatografskoj interpretaciji, od kojih su najjednostavnije
navedene u tekstu dolje.

Al min = ‘tRFi _tRFj‘ (137)

Jednadzba (137) prikazuje funkciju kriterija uspjeSnosti minimalne razlike vremena
zadrzavanja Afpmin, gdje su frri 1 frrj funkcije ovisnosti nekih (onih koje je potrebno
optimirati) ionskih kromatografskih parametra o vremenu zadrzavanja. Vidljivo je da Atgmin
daje odziv za svaki susjedni par eluiranih komponenti zasebno. To je prednost, zbog toga Sto
je moguce pojedinacno vidjeti kako parametri ionskog kromatografskog sustava utjeCu na
razdvajanje svih pojedinih kromatografskih krivulja, ali i mana jer se ne dobiva informacija o
cijelom ionskom kromatografskom sustavu u cjelini i globalni optimum. U toc¢ki maksimuma
funkcije Afgmin za par kromatografskih krivulja koji je najmanje razdvojen, nalaze se
optimalni uvjeti za ionsko kromatografsko odredivanje. Njegova glavna mana je nemoguénost

kontrole ukupne duzine kromatografske analize, pa se moze dogoditi da pri optimalnim
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uvjetima kromatografska analiza traje predugo, te da su kromatografske krivulje velikih Sirina

(otezana integracija).

D At = Z":AtRF,. (138)

Jednadzba (138) prikazuje sumu razlikalii/remena zadrzavanja. Kao $to je vidljivo iz
jednadzbe, dobiva se jedan odziv za cijeli ionski kromatografski sustav, Sto je i1 prednost ovog
kriterija, jer sagledava razdvajanje u cjelini, ali 1 mana jer se ne dobivaju informacije o
svakom pojedinom razdvajanju. Na odziv XAzz najviSe utje€e par kromatografskih krivulja
koje su najviSe razdvojene, dok najmanje utjece par kromatografskih krivulja koji je najmanje
razdvojen. To rezultira ograni¢avanjem vremena potrebnog za kromatografsku analizu,

medutim mozZe se dogoditi da u toCki optimuma svi sastojci uzorka nisu potpuno razdvojeni.

[Ta% = ll[AtRFi (139)
i=1

Jednadzba (139) prikazuje produkt razlika vremena zadrzavanja. Njegova glavna
prednost je Sto na vrijednost kriterija najviSe utjecCe razlika vremena zadrzavanje izmedu dva
najmanje razdvojena sastojka u uzorku. To je prednost jer su svi sastojci uzorka pri
optimalnim uvjetima razdvojeni, medutim vrijeme trajanja analize pri optimalnim uvjetima, i
Sirine kromatografskih krivulja mogu biti nerazumno veliki.

D=i“m§“ (140)
i=l1

CRF = In Aty (141)
i=1

Jednadzba (140) prikazuje kriterij granicne udaljenosti (D), a (141) kriterij
kromatografske funkcije odziva. Kod oba kriterija, na vrijednost kriterija jednako utjecu
razlika izmedu vremena zadrzavanja svih medusobno susjednih sastojaka analita. To je
prednost zbog toga Sto se kontrolira razdvajanje izmedu dva najslabije razdvojena sastojka
uzorka 1 Sto se u isto vrijeme kontrolira ukupno vrijeme trajanja analize. Nedostaci ovih
kriterija su $to u jednadzbama ne postoje posebni faktori koji kontroliraju razdvajanje dva
najslabije razdvojena sastojka i faktori koji kontroliraju ukupno vrijeme trajanja analize.
Drugim rije¢ima ovdje se ukupno vrijeme trajanja analize kontrolira preko razdvajanja svih

sastojaka, te nije posebno izdvojeno.

§o_m (142)

tRF maks  “RFmim
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Jednadzbu (142) mogli bismo nazvati kriterijem separacijskog faktora. Kao Sto je
vidljivo iz jednadzbe, faktor u brojniku je odgovoran za razdvajanje izmedu dva najslabije
razdvojena sastojka, dok je faktor u nazivniku odgovoran za maksimalno skra¢ivanje vremena
analize. U slucaju da se razlika vremena zadrzavanja izmedu dva najslabije razdvojena
sastojka poveca, vrijednost kriterija raste, dok u slucaju da se vremena zadrzavanja izmedu
dva najbolje razdvojena sastojka poveca vrijednost kriterija pada. Vidljivo je da nazivnik
ukljucuje 1 vrijeme zadrZavanja najmanje zadrzanog sastojka uzorka, te se ta vrijednost
oduzima od maksimalnog vremena zadrzavanja. Nedostatak ovog kriterija je da u slucaju da
dode do pomicanja vremena zadrzavanja svih sastojaka uzorka prema veéim vremenima
zadrzavanja, nazivnik se nec¢e povecavati, pa je moguce da cijela kromatografska analiza traje

duZe nego $to je potrebno.

n

> A

RFi

CRin;‘— (143)

Jednadzba (143) predstavlja kriterij kromatografske funkcije odziva. Kao S$to je

RF maks

vidljivo jednadzba (143) se znacajno razlikuje od jednadzbe (141), koja ima isto ime. U
literaturi je poznato mnogo razli¢itih CRF kriterija. Faktor jednadZbe (140), koji se nalazi
ispred sume, odgovoran je za vrijeme trajanja analize i obrnuto je proporcionalan vremenu
zadrzavanja sastojka uzorka koji zadnji izlazi iz kolone. Faktor sume je odgovoran za
razdvajanje sastojaka. U slucaju da se razlika vremena zadrZzavanja izmedu dva najslabije
razdvojena sastojka poveca, vrijednost kriterija raste, dok u sluaju da se vremena
zadrzavanja izmedu dva najbolje razdvojena sastojka poveca vrijednost kriterija pada. Ovaj
kriterij nema u nazivniku razliku vremena zadrzavanja izmedu sastojaka analita koji zadnji i
prvi izlaze iz kolone, ve¢ samo ovisi o sastojku analita koji zadnji izlazi iz kolone. Na taj
nacin je umanjena mogucénost pomicanja vremena zadrZzavanja svih sastojaka uzorka prema

veéim vrijednostima vremena zadrzavanja.

n-1
CEF = {HZI — (Ao ~tae) ] T 1}}{1 e } (144)
i=1 tRF maks

Jednadzba (144) predstavlja kriterij kromatografske eksponencijalne funkcije. 1z

jednadzbe je vidljivo da funkcija ima tri konstante koje je potrebno iskustveno odrediti.
Konstanta Atrrop: prokazuje Zeljenu razliku vremena zadrZavanja, koja vrijedi za razdvajanje
izmedu svih sastojaka uzorka. U slucaju da razlika izmedu vremena zadrzavanja dvije
susjedne kromatografske krivulje bude veca od Zeljene razlike vremena zadrzavanja faktor u

eksponentu poprima negativnu vrijednost i vrijednost kriterija CEF se smanjuje. Konstanta a

86



kazuje koliko ¢e na vrijednost kriterija utjecati razdvajanje izmedu kromatografskih krivulja,
za §to je odgovoran preostali izraz u eksponentu. Konstanta fgp prikazuje zeljeno trajanje
kromatografske analize. Pove¢anjem maksimalnog vremena zadrzavanja iznad vrijednosti
zeljenog vremena zadrzavanja smanjuje se vrijednost razlomku u drugom faktoru kriterija, $to
utjeCe na vrijednost CEF funkcije.

Potrebno je naglasiti da ne postoje preporuke za koje konkretne slucajeve razvoja
kromatografske metode treba koristiti koje funkcije kriterija za optimizaciju. U literaturi se
samo moze pronaci koji kriterij je koriSten pri razvoju konkretne kromatografske metode, te
prednosti i nedostaci svakog od opisanih kriterija [55-57]. Kako je kromatografski sustav vrlo
kompleksan generalno se predlaze da se za svaku optimizaciju koristi vise funkcija kriterija

uspjesnosti [58-60].

7.3. SIMPLEKS

Metodu su 1962. uveli Spendley i suradnici [61] te se ona ubrzo pocela primjenjivati i
u kromatografiji. Simpleks metoda se temelji na principu pokretanja korak po korak prema
cilju, uz promjenu nekoliko varijabli [62-65].

Princip optimiranja pomoc¢u simpleks metode mozemo objasniti na primjeru trazenja
gradijentne elucijske metode koja ¢e za neki ionski kromatografski analit producirati
optimalnu separaciju komponenti. Najprije se odrede kriteriji na temelju kojih ¢e se
vrednovati elucija komponenti (funkcija valjanosti) te vremenski interval unutar kojeg su
moguce varijacije u sastavu eluensa (gradijent). Spomenuti interval podijeli se na ograni¢eni
broj vremenskih toaka u kojima je potrebno odrediti optimalnu koncentraciju eluensa.
Promjena koncentracije od jedne do druge tocke najCe$¢e se uzima linearnom, no to nije
iskljucivo pravilo.

Sukladno shematskom prikazu funkcioniranja simpleks algoritma (slika 50) odabere se
proizvoljni pocetni profil koncentracije eluensa (centralna simpleks tocka); najjednostavnije je
uzeti izokratni koncentracijski profil. Variraju¢i koncentracije u definiranim vremenskim
toCkama, generira se oko centralne simpleks tocke matrica razli¢itih gradijentnih profila koje
zajedno s centralnom toCkom c¢ine objekt u N+1 dimenzijskom prostoru nazvan simpleks.
Bitno je istaknuti da je N broj varijabli, odnosno za konkretni slu¢aj broj vremenskih tocaka u
kojima optimiramo koncentraciju eluensa. Svaki od N+1 gradijentnih uvjeta u matrici

gradijenata zapravo je jedna od kutnih tocaka nastalog simpleksa i naziva se verteks. Odabir
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pocetnih verteksa (pocetne matrice gradijentnih profila) najceSée se rjeSava primjenom
prikladnog eksperimentalnog dizajna. Kao jednog od najese primjenjivanih
eksperimentalnih dizajna u simpleks optimiranju ovdje ¢emo spomenuti Doehlertov dizajn
[66,67] ¢ija karakteristika je generiranje verteksa ravnomjerno rasporedenih oko centralne

simpleks tocke.

GENERIRANJE POCETNE
SIMPLEKS TOCKE

v

GENERIRANJE POCETNE
SIMPLEKS MATRICE
(MATRICA VERTEKSA)

v

IZRACUN FUNKCIJE
P VALJANOSTI ZA SVAKI
VERTEKS

v

VREDNOVANJE VERTEKSA |==J»| OPTIMALNI UVJET

v
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VERTEKSA

v

|
IZRACUN CENTROIDNE TOCKE NA
TEMELJU PREOSTALIH VERTEKSA

\ J
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REFLEKSIJOM, EKSPANZIJOM ILI
LKOMPRESIJOM CENTROIDNE TOCKEJ
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-

\

J
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Slika 50. Shematski prikaz funkcioniranja simpleks algoritma.

Za svaki od pocetnih verteksa provede se eksperiment i na temelju funkcije vrijednosti
vrednuje eksperimentalno dobivena separacija. Odabere se verteks s najnepogodnijom
vrijednosti funkcije (najlosija separacija),a na temelju koordinata preostalih N to¢aka odredi
se centroid Refleksijom centroida kroz plohu definiranu koordinatama spomenutih N tocaka

dobije se novi verteks. Ovisno o potrebama, novi verteks moze se dodatno udaljiti od

88



refleksijske plohe (ekspanzija) ili joj se pribliziti (kontrakcija). Novi verteks mijenja u matrici
gradijenata dotad najnepogodniji verteks te na taj nacin nastaje novi simpleks.

Ponavljanjem postupka simpleks metoda kreée se prema optimalnom rjeSenju.
Optimiranje prestaje kada suma razlika iznosa optimiranih parametara (u konkretnom slucaju
koncentracija eluensa) za dva slijedna simpleks ciklusa postane manja od neke predefinirane

vrijednosti.

7.4.  GENETICKI ALGORITMI

7.4.1. Prirodni evolucijski procesi

Evolucija je neprekidan proces prilagodavanja Zivih bi¢a na svoju okolinu. U prirodi vlada
borba za opstanak u kojoj slabe jedinke, odnosno jedinke koje imaju loSa svojstva, imaju malu
vjerojatnost prezivljavanja u borbi za opstanak te ¢e one najvjerojatnije odumrijeti, a zajedno s
njima i loSa svojstva. Dobra svojstva imaju vecu vjerojatnost nasljedivanja, odnosno prenoSenja
na sljedecu generaciju. Da bi neka vrsta tijekom evolucije opstala, mora se prilagodavati uvjetima
1 okolini u kojoj zivi jer se i uvjeti i okolina mijenjaju. Svaka sljedeca generacija neke vrste mora
pamtiti dobra svojstva prethodne generacije, pronalaziti 1 mijenjati ta svojstva tako da ostanu
dobra u novim uvjetima.

Danas se zna da su sva svojstva jedinke zapisana u kromosomima tj. lancastim
tvorevinama koje se nalaze u jezgri svake stanice. Skup informacija koje karakteriziraju jedno
svojstvo zapisan je u djelu kromosoma nazvanom gen. Kromosomi dolaze uvijek u parovima tako
da je jedan kromosom od oca, a drugi od majke. Dakle, za svako svojstvo postoje dva gena ili
dvije informacije. U genetskom paru geni mogu biti ravnopravni ili neravnopravni na nacin da je
jedan dominantan, a drugi recesivan. U neravnopravnom paru dominantan gen odreduje konacno
svojstvo dok se uz ravnopravni par gena dobiva svojstvo koje je negdje izmedu svojstava oca i
majke.

Kemijsku strukturu koja je prisutna u kromosomima otkrili su Watson i Crick 1953.
godine [68]. Molekula deoksiribonukleinske kiseline (DNA) nalazi se u obliku dvije spirale
gradene od fosforne kiseline i Secera, a mostovi izmedu spiralnih niti gradeni su od dusi¢nih baza
1 to: adenina (A), gvanina (G), timina (T) 1 citozina (C). DuSi¢ne baze su medusobno povezane
vodikovim vezama na taj nacin da se povezuje adenin s timinom i gvanin s citozinom. Jedan
kromosom sastoji se od dvije komplementarne niti DNA, a takva struktura dviju spiralnih niti
DNA omogucava prenosenje informacije dijeljenjem kromosoma pri diobi stanice. Naime, kada

se stanica treba podijeliti, kromosomske niti se razmotaju. Buduci da u jezgri stanice ima mnostvo
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slobodnih baza, te baze se vezu na svoje parove na nitima DNA. Proces izmjene pojedinih

segmenata kromosomskih niti izmedu unutra$njih niti (rjede 1 vanjskih) naziva se krizanje.

7.4.2. Geneticki algoritmi

Kopiraju¢i mehanizme prirodne selekcije J.R. Koza 1990. godine razvija novu vrstu
evolucijskih algoritama koje je nazvao genetickim programiranjem [69]. Geneticki algoritmi
danas su najpoznatiji i najées¢e koristeni oblik evolucijskih algoritama.

Evolucija je, kako je ve¢ istaknuto, prirodni proces trazenja najbolje i
najprilagodljivije jedinke na okolinu 1 uvjete u prirodi. Dakle, sama evolucija jest metoda
optimiranja. Geneticki algoritmi oponaSaju bioloSku evoluciju u postupku optimizacije vrlo
slozenih problema, a njihova najvaznija karakteristika je da koriste populaciju potencijalnih
rjeSenja. Za evolucijski proces kao i za genetski algoritam moze se ustanoviti sljedece:

* postoji populacija jedinki,

* neke jedinke su bolje (bolje prilagodene okolini),

* bolje jedinke imaju vecu vjerojatnost prezivljavanja i reprodukcije,

* svojstva jedinki zapisana su u kromosomima pomocu genetskog koda,
* djeca nasljeduju svojstva roditelja,

* moze do¢i do mutacija jedinki.

Kromosom u populaciji je niz znakova i on predstavlja apstraktan prikaz rjesSenja.
Znakovi se nazivaju genima, a svaki niz gena naziva se kromosom. Pocetna populacija se
obi¢no stvara sluCajnim uzorkovanjem prostora pretrazivanja sa Sto viSe kromosoma.
Uobicajena praksa je da se u pocetnu populaciju ubace i neka dobra rjeSenja [70].

RjeSenje odredenog problema uz uporabu genetickog algoritama zapoc€inje izborom
nacina prikaza rjeSenja. Bududi da su geneticki algoritmi nastali na prirodnim principima i
nacin prikazivanja takoder je kopiran iz prirode. Svi podaci koji obiljezavaju jednu jedinku
zapisani su u jednom kromosomu, a za genetski algoritam je znacajno da kromosom
predstavlja moguce rjesenje zadanog problema. Neki od moguc¢ih nacina prikazivanja su

* binarni
* permutacijski
* prikaz nizom znakova.
U praksi se najcesce koristi binarni prikaz u kojem je svaki kromosom sastavljen od bitova, 0

i1[71, 72]. Pokazalo se da binarni prikaz daje najbolje rezultate u veéini primjena.
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Funkcija valjanosti, odnosno funkcija ¢iji maksimum ili minimum trazimo, koristi se
za procjenu valjanosti pojedinih kromosoma u populaciji. Ona predstavlja klju¢an dio
selekcije 1 stoga je za neki optimizacijski proces vrlo vazno dobro modelirati funkciju
valjanosti. Na temelju vrijednosti funkcije valjanosti odabiru se bolji kromosomi i oni
sudjeluju u novoj generaciji. Sto funkcija valjanosti ima bolju vrijednost, jedinka ima veéu
vjerojatnost prezivljavanja i krizanja.

Izmjena gena koja nastaje pri reprodukciji u genetskim algoritmima naziva se, kao i u
prirodnom procesu, krizanje. Dobra valjanost roditelja povezana je s dijelovima njihovog
genetickog materijala, a krizanje tog materijala dat ¢e vecu funkciju valjanosti. Osim krizanja,
uocava se joS jedna pojava, ali u znatno manjem opsegu. Rije¢ je o slucajnom mijenjanju
genetskog materijala koje nastaje pod djelovanjem vanjskih uzroka, a naziva se mutacija. |
dok se krizanjem izmjenjuje geneticki materijal izmedu dvaju kromosoma u cilju stvaranja
potomaka koji su kombinacija svojih roditelja, mutiranjem se mijenja samo mali dio
kromosoma. lako se mutiranjem osigurava ponovno uvodenje genetiCke raznolikosti,
preveliko mutiranje pretvara geneticki algoritam u sluajno pretraZzivanje. Kako bi se
sprijecilo da sva rjeSenja u populaciji ostanu u lokalnom optimumu, mutiranje uvijek slijedi
nakon krizanja. Krizanje i mutacija se kod genetskih algoritama nazivaju genetskim
operatorima, a proces izdvajanja najsposobnijih jedinki unutar svake generacije odabirom
(selekcijom). Selekcijom se odreduju kromosomi na kojima ¢e se primijeniti geneticki
operatori krizanja 1 mutiranja pri ¢emu nastaju njihovi potomci. Svrha selekcije je cuvanje i
prenoSenje dobrih svojstava na sljede¢u generaciju jedinki. Stvoreni potomci se zatim natje€u
sa starim kromosomima na temelju svojih valjanosti i stvaraju novu generaciju. Taj proces se
ponavlja dok se ne dostigne kriterij zaustavljanja. Najc¢eSce koriSteni kriteriji zaustavljanja su
vrijeme ili maksimalan broj generacija. Ipak, u praksi se pokazalo da je neSto bolji kriterij
stagnacija funkcije valjanosti najboljeg kromosoma u populaciji kroz odredeni broj ciklusa
parenja. U samom postupku selekcije niti jedan kromosom nema jamstvo da ¢e biti izabran.
Medutim, na temelju funkcije valjanosti postoji veca ili manja vjerojatnost njegovog izbora.
Roditeljski kromosomi mogu se odabrati na mnogo nacina, ali osnovni princip je da se izabiru
bolji kromosomi koji bi mogli dati bolje potomke. Da bi se izbjegao gubitak najboljih
kromosoma iz populacije stvaranjem nove, koristi se elitizam. Elitizam je naziv za metodu
koja prvo kopira najbolji kromosom (ili nekoliko njih) u novu populaciju. Na taj nacin se
moze jako poboljSati izvodenje genetickih algoritama jer se sprjeCava gubitak najboljih

rjeSenja [73].
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Stvoreni potomci moraju se umetnuti u staru populaciju,a sheme umetanja su [74]:

Cisto umetanje - stvara se onoliko potomaka koliko je i roditelja i svi se
roditelji zamjenjuju potomcima

Jjednoliko umetanje - stvara se manje potomaka nego $to ima roditelja i
roditelji se jednoliko zamjenjuju potomcima

elitisticko umetanje - stvara se manje potomaka nego Sto je potrebno za
umetanje 1 najlosiji roditelji se zamjenjuju

umetanje na temelju podobnosti - stvara se vise potomaka nego Sto je

potrebno za umetanje 1 umecu se samo najbolji potomci.

Primjena genetickih algoritama za rjeSavanje razli¢itih problema zahtjeva:

1.

2
3
4.
5

izbor nacina prikaza rjesenja

definiranje funkcije valjanosti

definiranje mehanizma izbora

izbor genetickih operatora (kriZzanje, mutiranje)

odredivanje genetickih parametara kao Sto su veli¢ina populacije, broj
generacija, vjerojatnost krizanja 1 vjerojatnost mutiranja

definiranje kriterija za zaustavljanje genetickih algoritama.

Svaka od navedenih stavki znatno utjece na izvodenje genetickog algoritma. Ne postoji opca

teorija koja Ce opisati parametre genetickog algoritma za neki problem, ali na temelju

empirijskog proucavanja genetickih algoritama, neke od preporuka za izvodenje genetickog

algoritma su:

» vjerojatnost krizanja bi u vecini slucajeva trebala biti visoka, od 80-90 %, iako

se pokazalo da je za neke probleme najbolja vjerojatnost krizanja od 60 %

* vjerojatnost mutiranja trebala bi biti mala, od 0,5-5 %

* u slucaju malih populacija, geneticki algoritam ima samo nekoliko moguénosti

za izvodenje krizanja i istrazuje se samo mali dio podrucja pretrazivanja. Vrlo

velike populacije obi¢no ne poboljSavaju izvodenje genetickog algoritma u

smislu brzine pronalaska rjeSenja. Pokazalo se da je dobra veli¢ina populacije

oko 20-30 kromosoma, ali ponekad populacija od 50-100 kromosoma moze

dati najbolje rezultate. Istrazivanja su pokazala da nakon odredene granice nije

korisno poboljsavati veli¢inu populacije jer se problem nece brze rijesiti
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 u selekciji se moze koristiti princip "kola srece", u kojem se kromosomi izabiru

slu¢ajno, ali ponekad je izbor prema redoslijedu bolji.

Kao i kod svih "slucajnih" algoritama eksperimentalna analiza zahtijeva viSestruko
pokretanje algoritma, raunanje prosjecne vrijednosti i standardnih odstupanja. Za
optimizaciju je obavezna dobra prosjecna vrijednost i malo standardno odstupanje.

Shematski prikaz genetickog algoritma dan je na slici 51.

GENERIRANJE POCETNE
POPULACIJE

v

IZRACUN FUNKCIJE
—3p VALJANOSTI ZA SVAKU
JEDINKU POPULACIJE

v

VREDNOVANJE JEDINKI  [==J»| OPTIMALNA JEDINKA

v

RANGIRANJE JEDINKI
PREMA FUNKCIJI
VALJANOSTI

v

ODABIR ELITNIH JEDINKI

v

KRIZANJE JEDINKI

v

MUTACIJA GENA

v

STVARANJE NOVE
POPULACIJE

Slika 51. Shematski prikaz funkcioniranja genetickog algoritma.
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7.5. UMJETNE NEURONSKE MREZE

7.5.1. Bioloski neuron

Pojednostavljeno gledano, bioloski neuron se sastoji iz tijela, aksona i mnoStva

dendrita koji okruzuju tijelo neurona (slika 52).

sina piiclol
plazt

dendriti
tjelo neurona

Hnaprifli
termimnali

Slika 52. Graficki prikaz bioloskog neurona.

Akson se moze zamisliti kao tanka cjevCica koje je jedan kraj povezan na tijelo
neurona, a drugi se dijeli na niz grana. Krajevi ovih grana zavrSavaju malim zadebljanjima
koji najc¢esc¢e dodiruju dendrite a rjede tijelo neurona. Mali razmak izmedu zavrSetka aksona
prethodnog neurona i dendrita ili tijela slijede¢eg neurona naziva se sinapsa. Akson jednog
neurona formira sinapticke veze s mnostvom drugih neurona. Impulsi (izlazi) neurona putuju
kroz akson do sinapsi odakle se signali razliitog intenziteta (razliito otezani signali) Salju
kroz dendrite ili direktno na tijelo drugih neurona. Intenzitet ovih signala je odreden
efikasnosc¢u svakog pojedinog sinapti¢kog prijenosa.

Neki neuron poslat ¢e impuls ako je doveden u stanje dovoljne uzbude, realizirano
njegovim trenutaénim (pocetnim) stanjem, te utjecajem signala od ostalih neurona preko
njegovih dendrita ili njegovog tijela u kratkom vremenskom intervalu. Signali koje prenose
dendriti mogu biti ili smirujudi ili pobudujuci. Matematicki gledano suprotnog su predznaka.
Neuron $alje impuls kroz svoj akson ako je njegova pobuda veca od smirujuceg utjecaja za

kriti¢ni iznos, koji predstavlja prag osjetljivosti neurona.
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7.5.2. Umjetni neuron

Zaumjetni neuron (slika 53) se moze reci da se dizajnira s idejom da oponasSa osnovne
funkcije bioloskog neurona. Tijelo bioloskog neurona zamjenjuje se sumatorom, ulogu
dendrita preuzimaju ulazi u sumator, izlaz sumatora je akson umjetnog neurona, a ulogu praga
ogetljivosti bioloskih neurona preslikava sa na tzv. aktivacijske funkcije. Funkcijske
sinapticke veze bioloskog neurona s njegovom okolinom preslikavaju se na tezine, preko

kojih sei ostvaruje veza umjetnog neurona s njegovom okolinom.

o Ly 3| aktivaciijska

funkeija
%2 2 /

My @) —s ¥ 1Zlaz

B E T
... prag

Slika 53. Graficki prikaz umjetnog neurona.

7.5.3. Umjetne neuronske mreze

Paralelno slozen skup neurona gradi jedan sloj neuronske mreze, pa shodno tome
neuronske mreze mogu biti jednosliojne i viseslojne (slika 54). Uobicajeno je da viSeslojne

neuronske mreze imaju ulazni i izlazni sloj, a izmedu njih su tzv. skriveni slojevi.

ulazni skriveni izlazni
doj dojevi1li2 dq

Slika 54. Shematski prikaz unaprijedne vises ojne umjetne neuronske mreze.
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Postoje dva razlicita principa na kojima se temelji poducavanje (treniranje) neuronskih
mreza i to nadgledano poducavanje (uz nadzor) i nenadgledano poducavanje (bez nadzora).
Nadgledano poducavanje (slika 55) zahtijeva vanjskog ‘“ucitelja” neuronske mreze koji
promatra ponaSanje mreze korigirajuci je dok se ne dobije Zeljeno ponasanje mreze. Kod ovog
nacina poducavanja najprije se usvoji odredena struktura (topologija) neuronske mreze (broj
ulaza, broj izlaza, broj neurona u skrivenom sloju). PoCetne tezine mreze najéesce se usvoje
pomocu generatora slucajnih brojeva. Zatim se na ulaz mreze dovodi skup ulaznih varijabli
(rezultata eksperimentalnog mjerenja), a mreza producira odgovarajuci skup izlaznih varijabli.
Skup dobivenih (stvarnih) izlaznih varijabli usporeduje se sa skupom zeljenih izlaznih
varijabli (rezultati eksperimentalnog mjerenja). Razlika Zeljenih i stvarnih izlaza neuronske
mreze C€ini pogreSku neuronske mreze, koja se koristi za raCunanje novih tezina preko
odredenog usvojenog algoritma. Cijeli postupak se ponavlja iteracijski dok pogreSka mreze ne
bude manja od unaprijed zadanog iznosa. Pritom se po potrebi mijenja struktura mreze (broj
neurona, broj slojeva). Nakon procesa poducavanja (treninga) slijedi proces validiranja
neuronske mreZze. To se radi s novim skupom ulaza neuronske mreze (eksperimentalnih
rezultata mjerenja) koji nije bio sadrzan u ulaznom skupu za vrijeme treniranja neuronske
mreze. Stvarni izlazi neuronske mreze se tada usporeduju sa Zeljenim izlazima (rezultatima
eksperimentalnog mjerenja). Pritom se ne mijenjaju parametri mreze (struktura i tezine). Iznos
pogreske mreze u procesu testiranja sluzi za ocjenu generalizacijskih svojstava mreze,
odnosno za ocjenu sposobnosti mreze da daje zadovoljavajuce izlaze 1 za skup ulaza kojima

nije bila trenirana.

okolina ucitelj odziv
dobivem
«_ dobiveni o
mreza 4&@
(pogwﬁkﬂ

Slika 55. Shematski prikaz nadgledanog poducavanja umjetne neuronske mreze.
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Da bi se izradio model neuronskih mreza koji moze dobro predvidati, potrebno je
pronaci optimalan broj neurona u skrivenom sloju i optimalan broj iteracijskih koraka. Kada
model neuronskih mreza sadrzi premali broj neurona u skrivenom sloju i/ili je neuronska
mreza trenirana s premalo iteracija, do¢i ¢e do nemogucnosti predvidanja nelinearne
ovisnosti, koja se ocCituje kao odstupanje predvidene funkcije od eksperimentalnih podataka
koristenih za trening skup. Kada model neuronskih mreza sadrzi preveliki broj neurona u
skrivenom sloju 1/ili je neuronska mreza trenirana s previse iteracija, do¢i ¢e do nemoguénosti
generalizacije (moguénost predvidanja stvarnih dogadaja opada), a odstupanje predvidene
funkcije od eksperimentalnih podataka koriStenih za skup za trening ¢e se smanjiti i biti ¢e
zadovoljavajuce. Posljednja navedena pojava naziva se pretreniranje mreze. Cilj postavljanja
svakog modela je dobra generalizacija stvarnih pojava koje se modeliraju. Iz tog razloga
mogucénost generalizacije modela odreduje broj neurona u skrivenom sloju 1 broj iteracija
koriStenih za treniranje mreZze. U praksi optimizacija modela neuronskih mreza se provodi
koristeéi testiranje neuronske mreze s vanjskim skupom eksperimentalnih podataka (podaci
koji nisu koriSteni za trening). Na taj se nacin direktno ispituje mogucénost generalizacije
testiranog modela.

Podjela eksperimentalnih podataka na skup za trening i skup za testiranje je od
kljuénog znacaja pri postavljanju modela neuronskim mrezama. Eksperimentalni podaci i u
skupu za trening i u skupu za testiranje moraju biti reprezentativan uzorak cijelog skupa
eksperimentalnih podataka. U suprotnom model neuronskih mreza ¢e loSe predvidati u
podrucju koje nije bilo zastupljeno s eksperimentalnim podacima u trening skupu. Velicina
skupa za trening utjeCe na konvergenciju. U pravilu je potrebno izabrati minimalan broj
eksperimentalnih podataka za skup za trening s kojim se moZe razviti model umjetnih

neuronskih mreza sa zadovoljavaju¢om moguénoscéu predvidanja.
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