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Introduzione

La Cromatografia Ionica (IC) è diventata una delle tecniche analitiche più utilizzate nella determinazione
degli anioni (F-, Cl-, Br-, NO3

-, SO4
2-) e dei cationi (Li+, Na+, K+, Mg2+, Ca2+) in soluzioni acquose, anche a basse

concentrazioni. Nel Laboratorio dell’INGV Sezione di Palermo questa tecnica viene utilizzata per determinare
la composizione chimica di acque naturali (acque sotterranee, termali, meteoriche, marine), di fluidi fumarolici,
campionati tramite il metodo delle ampolle di Giggenbach e delle specie acide emesse dai pennacchi vulcanici
campionati con trappole alcaline. Ogni anno nel laboratorio vengono analizzati numerosi campioni per scopi
di ricerca e monitoraggio geochimico e ambientale.

Uno dei principali problemi dell’attività analitica di routine è la valutazione della precisione del dato, definita
dall’American Public Health Association [1999], “come la misura del grado di accordo tra analisi replicate
di un campione, di solito espresse come deviazione standard”.

Tralasciando i problemi di rappresentatività del campione, ci sono diversi fattori che contribuiscono alla
precisione, come il pretrattamento del campione, la preparazione e conservazione delle miscele di calibrazione,
la ripetibilità delle misure delle aree dei picchi delle miscele di calibrazione e il tipo di calibrazione.

In questo lavoro mostriamo la precisione dei cromatografi Dionex ICS-1100 ripetendo più volte l’analisi le
miscele di calibrazione durante una singola sessione analitica, e la ripetibilità dello strumento, elaborando i
risultati ottenuti analizzando le stesse miscele di calibrazione in differenti sessioni analitiche nell’arco di 12
mesi. Infine, viene determinata l’accuratezza del metodo attraverso l’analisi di un campione certificato.

L’accuratezza è la vicinanza tra il valore osservato ed il valore vero, o comunque accettato come tale. I dati
riportati in questo rapporto tecnico si riferiscono alle condizioni analitiche per le analisi di routine, con la
configurazione strumentale corrente in uso presso questo laboratorio; queste possono essere ottimizzate per
altri range di utilizzo a condizione però che vengano eseguite le necessarie verifiche di precisione e accuratezza.

1. Configurazione strumentale e condizioni analitiche

Presso il laboratorio IC, vengono utilizzati due cromatografi Dionex ICS-1100 (uno per i cationi ed uno per
gli anioni).

Il Dionex ICS-1100 è un sistema integrato, contenente una pompa a doppio pistone, una valvola di iniezione
a sei vie, un comparto colonna termostatato e un detector a cella conduttimetrica.

L’interfaccia di comunicazione con i moduli Dionex avviene attraverso un computer utilizzando il software
Chromeleon® Chromatography Data System Version 6.8.

Figura 1. Schema Dionex ICS-1100.
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Nella seguente tabella vengono riportate le condizioni analitiche, adoperate per eseguire le analisi di routine.

Tabella 1. Condizioni analitiche ICS-1100.

Per la preparazione degli eluenti viene utilizzata acqua deionizzata ultrapura filtrata a 0,22 µm prodotta con
un sistema Milli-Q®.

L’eluente anionico, per la colonna Dionex IonPac AS14A, si prepara diluendo 45 ml di una soluzione
concentrata di carbonato/bicarbonato di sodio in 4 L di acqua Milli-Q (la soluzione concentrata si ottiene
sciogliendo 84,8 g di Na2CO3 e 8,4 g di NaHCO3 in un litro di acqua, come riportato nel manuale d’uso della
colonna [Dionex, 2002]); mentre l’eluente cationico per la colonna Dionex IonPac CS12A, si ottiene diluendo
5,2 ml di Acido Metansolfonico (MSA) prodotto da Sigma Aldrich con un grado di purezza > 99% in 4 L di
acqua, come riportato nel manuale d’uso della colonna [Dionex, 2010]. Gli eluenti prima di essere utilizzati
devono essere degassati con bagno ad ultrasuoni per 15 minuti.

2. Livelli di calibrazione

La calibrazione degli strumenti viene effettuata mediante l’introduzione di miscele multi-elementari ottenute
per diluizione gravimetrica di una miscela madre preparata con soluzioni standard certificate della Merck KGaA,
riportate di seguito:
 Fluoruro – soluzione standard riferibile a SRM di NIST NaF in H2O 1000 mg/L F-.
 Cloruro – soluzione standard riferibile a SRM di NIST NaCl in H2O 1000 mg/L Cl-.
 Bromuro – soluzione standard riferibile a SRM di NIST NaBr in H2O 1000 mg/L Br-.
 Nitrato – soluzione standard riferibile a SRM di NIST NaNO3 in H2O 1000 mg/L NO3

-.
 Solfato – soluzione standard riferibile a SRM di NIST NaSO4 in H2O 1000 mg/L SO4

2-.
 Litio – soluzione standard riferibile a SRM di NIST LiNO3 in HNO3 0,5M 1000 mg/L Li+.
 Sodio – soluzione standard riferibile a SRM di NIST NaNO3 in H2O 1000 mg/L Na+.
 Potassio – soluzione standard riferibile a SRM di NIST KNO3 in HNO3 0,5M 1000 mg/L K+.
 Magnesio – soluzione standard riferibile a SRM di NIST Mg(NO3)2 in HNO3 0,5M 1000 mg/L Mg2+.
 Calcio – soluzione standard riferibile a SRM di NIST Ca(NO3)2 in HNO3 0,5M 1000 mg/L Ca2+.

Le concentrazioni relative dei vari elementi della miscela madre sono state stabilite basandosi sulla
composizione media delle acque naturali (in esse, per esempio, sono sempre presenti quantità elevate di cloro
e minori quantità di bromo). Il range composizionale di ogni analita è riportato nelle seguenti tabelle.
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Tabella 2. Concentrazioni dei cationi espresse in mg/L per ciascun livello di calibrazione.

Tabella 3. Concentrazioni degli anioni espresse in mg/L per ciascun livello di calibrazione.

3. Risultati e discussioni

3.1 Precisione del metodo
Per valutare la precisione del metodo sono stati analizzati ripetutamente, durante una stessa sessione analitica,

i sei livelli di calibrazione.
La tabella 4 riporta i risultati dell’analisi statistica ottenuti da tali prove: il numero di ripetizioni, l’area

media del picco espressa in valore assoluto e la deviazione standard relativa (R.S.D.).
La deviazione standard relativa diminuisce all’aumentare dell’area del picco. I valori di R.S.D. per la

configurazione cationica sono inferiori al 2% per tutti gli analiti, mentre per le specie anioniche sono inferiori
al 3% ad eccezione del bromuro e fluoruro.

Per il fluoruro ed il bromuro si nota che la deviazione standard relativa assume valori elevati per i primi
livelli di calibrazione, rispettivamente inferiori all’11% e al 6%, a causa della bassa concentrazione delle
miscele. Questo è dovuto inoltre per il fluoruro alla difficoltà di integrazione a causa della vicinanza del picco
negativo dell’acqua, mentre per il bromuro è data anche dall’interferenza dovuta alla vicinanza con il picco del
nitrato.

In figura 2 vengono riportate le sovrapposizioni dei cromatogrammi delle 7 repliche effettuate per la quarta
miscela di calibrazione, sia per le specie anioniche che cationiche. Come si può notare dalla figura è molto
difficile distinguere i diversi cromatogrammi. La loro sovrapposizione indica l’elevata precisione del metodo
e solo ingrandendo la porzione di cromatogramma relativo agli analiti il cui range di concentrazione è il più
basso, è possibile apprezzare che si tratta della sovrapposizione di diverse corse analitiche.

9



Tabella 4. Risultati delle prove di precisione. Area media in µS*min. e RDS in %.
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Figura 2. Sovrapposizione dei cromatogrammi delle 7 repliche del quarto livello di calibrazione.
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3.2 Tipo di calibrazione
La calibrazione dello strumento deve essere effettuata almeno una volta per ciascuna sessione analitica.

Quando quest’ultima si protrae oltre le 24 ore è opportuno ripetere la calibrazione almeno una volta al giorno.
Questo da una parte consente di avere uno strumento perfettamente calibrato per tutte le corse analitiche,

dall’altra permette di verificare che le prestazioni dello strumento rimangano invariate. Possono verificarsi,
infatti, casi particolari che determinano alcuni cambiamenti nelle condizioni analitiche, come per esempio
l’introduzione di campioni con una matrice contenente sostanza organica e/o particolato (talvolta la filtrazione
effettuata sul campo non è sufficiente a rimuovere tali particelle) che può determinare un aumento della
pressione del sistema alterando i flussi, i tempi di ritenzione e quindi la risposta strumentale.

La modalità di calibrazione è particolarmente importante nell’analisi degli anioni in cromatografia ionica
soppressa dove si ha una evidente non linearità delle curve di taratura. In questo paragrafo vengono riassunti i
concetti riguardanti la linearità e le modalità di calibrazione in IC nelle analisi di anioni e cationi inorganici.
Ulteriori approfondimenti su questo argomento sono trattati in Midgley & Parker, 1989 e Tartari et al., 1995.

Analizzando le curve di calibrazione ottenute per anioni e cationi in IC, nei range di concentrazione riportati
nelle tabelle 2 e 3, si notano risposte non lineari per gli anioni e lineari per i cationi. Questi comportamenti
vengono evidenziati dal fattore di risposta per unità di concentrazione (R.F.). Esso è ottenuto dal rapporto fra
il segnale misurato dal rivelatore (area del picco) e la concentrazione in mg/L dell’analita nelle miscele di
calibrazione [Green, 1996; Dorschel et al., 1989].

Gli andamenti dei valori medi di R.F. ottenuti dai livelli di calibrazione di anioni e cationi utilizzati per
determinare la precisione del metodo, in funzione della concentrazione, vengono riportati nelle figure 3 e 4.

L’andamento lineare dell’analita corrisponde a valori di R.F. che si mantengono costanti al variare della
concentrazione (cationi). L’incremento dei valori di R.F. all’aumentare della concentrazione (anioni), indica
un comportamento non lineare. Quindi, vista la stabilità dello strumento e verificate le condizioni di linearità
evidenziate dai R.F. per le specie cationiche, si utilizzano delle regressioni lineari, mentre per le specie
anioniche, visto l’andamento non lineare dei fattori di risposta, si utilizzano delle regressioni non lineari
(quadratiche o cubiche).

Figura 3. Fattore di risposta in relazione alla concentrazione per le specie anioniche.
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Figura 4. Fattore di risposta in relazione alla concentrazione per le specie cationiche.

Nella figura seguente vengono riportate le regressioni utilizzate per alcuni analiti ottenute mediante i dati
delle prove di precisione. In particolare a sinistra della figura 5 viene riportata la regressione lineare adoperata
per il sodio, mentre a destra è riportato il confronto tra regressione lineare (linea nera) e cubica (linea rossa)
del cloro.

Figura 5. Esempi di curve di calibrazione per anioni e cationi.
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3.3 Stabilità della risposta strumentale
Tutte le elaborazioni e le considerazioni che verranno fatte in questo paragrafo si riferiscono a 15 sessioni

di lavoro risalenti al periodo tra gennaio e dicembre del 2016.
La variabilità della risposta strumentale (per un lungo periodo), viene determinata come deviazione standard

relativa delle aree per ogni analita.
Questa variabilità, rappresentativa della stabilità della risposta strumentale e della preparazione delle miscele

di calibrazione, è inferiore al 5% per i cationi; per gli anioni è compresa tra il 2-8%, per concentrazioni superiori
a 1 ppm, mentre si riscontrano dispersioni più elevate (5-15%) solo per concentrazioni inferiori a 0,1 ppm.

I valori riportati nella tabella 5 si riferiscono alle condizioni ottimizzate per le analisi di routine con le
colonne a scambio ionico in uso presso il laboratorio dell’istituto; queste condizioni possono anche essere
utilizzate per altri intervalli di concentrazione.

Tabella 5. Aree medie (µS*min) e deviazione standard (%) di ogni analita delle miscele di calibrazione delle
15 sessioni prese in considerazione.
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Nelle figure 6 e 7 vengono riportati i grafici delle regressioni utilizzate per le specie anioniche e cationiche
ottenute dai valori medi delle aree medie del picco sulle 15 sessioni analitiche prese in considerazione. In
particolare si adoperano delle regressioni quadratiche per fluoruro, bromuro, nitrato e solfato, mentre per il
cloruro è stata adoperata una regressione cubica. Invece per le specie cationiche vengono adoperate delle
regressioni lineari.

Nelle tabelle 6 e 7 vengono riportati i parametri delle regressioni per le specie anioniche ottenute, utilizzando
i valori medi delle aree per ogni singolo analita per l’intero intervallo analitico, mentre nelle tabelle 8 e 9,
vengono mostrati i parametri delle regressioni per le specie cationiche ottenuti utilizzando i valori medi delle
aree per ogni singolo analita per l’intero intervallo analitico.

L’equazione della regressione cubica è: y = ax3 + bx2 + cx + d, quella quadratica è la seguente: y = bx2 + cx
+ d, mentre l’equazione della regressione lineare è: y = cx + d; dove y è la concentrazione dell’analita, x è il
segnale (area del picco). a (Cubic coeff.), b (curve), c (slope), e d (offset) sono i coefficienti, riportati nelle
seguenti tabelle, come vengono espressi dal software di gestione della strumentazione (Chromeleon®
Chromatography Data System).

Figura 6. Grafico delle regressioni per le specie anioniche.

Tabella 6. Parametri delle regressioni cubiche e coefficiente di determinazione delle specie anioniche.
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Tabella 7. Parametri delle regressioni quadratiche e coefficiente di determinazione delle specie anioniche.

 

Figura 7. Grafico delle regressioni per le specie cationiche.

Tabella 8. Parametri delle regressioni lineari e coefficiente di determinazione delle specie cationiche.
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Tabella 9. Parametri delle regressioni quadratiche e coefficiente di determinazione delle specie cationiche.

Nella tabella 10 vengono riportati i fattori di risposta medi ottenuti dalle 15 sessioni analitiche prese in
considerazione e la conducibilità molare di ogni analita [Haynes, 2015].

Per le specie cationiche il fattore di risposta è la pendenza delle rette di calibrazione mostrate in figura 6,
mentre per le specie anioniche, visto che le regressioni non sono lineari, si è considerato una concentrazione
unica per tutti gli analiti (7,00E-02 mmol/l) in cui ricadono tutte le curve di calibrazione (retta verticale nera in
figura 6). Le aree di ogni analita sono state calcolate utilizzando le equazioni delle regressioni e dal rapporto
area - concentrazione si è ricavato il fattore di risposta delle specie anioniche riportato in tabella 10.

Tabella 10. Fattore di risposta e conducibilità molare di ogni analita.

Figura 8. Grafici fattore di risposta vs conducibilità molare.

In figura 8 vengono plottati i valori del fattore di risposta in funzione della conducibilità molare delle specie
anioniche e cationiche da noi determinate.
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3.4 Accuratezza
Prima di procedere con la determinazione degli analiti in campioni naturali, si verifica l’accuratezza dei

metodi, eseguendo l’analisi di un campione certificato. In particolare viene utilizzato un campione d’acqua del
Lago Ontario – Canada (Ontario-99) commercializzato dall’Environment Canada.

Nella tabella seguente vengono riportati i valori certificati e determinati degli analiti del campione certificato;
il confronto di questi valori consente di validare le sessioni analitiche.

Tabella 11. Valore degli analiti per il controllo della accuratezza.

In figura 9 viene riportato il grafico del confronto tra le concentrazioni certificate e quelle misurate per gli
analiti determinati del campione certificato. Nell’asse delle ascisse sono riportati i valori determinati e la
rispettiva barra di errore associata ad ogni analita che non risulta essere visibile perché inferiore al formato
della simbologia utilizzata. Inoltre si può notare che tutti i valori sono prossimi alla retta del rapporto 1:1 da
cui si evince uno scostamento minimo tra i valori certificati e quelli misurati.

Figura 9. Grafici per la valutazione della accuratezza delle analisi.
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4. Conclusioni

La cromatografia ionica è una delle tecniche più utilizzate per analisi dei costituenti maggiori di soluzioni
acquose. L’apparecchiatura adoperata in questo laboratorio (Dionex ICS-1100) consente una buona ripetibilità
delle misure sulle aree del picco per le soluzioni di calibrazione, consentendo una elevata precisione analitica.
La precisione del metodo, come si è visto dai valori di R.S.D. per la configurazione cationica è inferiore al 2%
per tutti gli analiti, mentre per le specie anioniche è inferiore al 3%, ad eccezione del bromuro e fluoruro.

Dei molteplici aspetti relativi alla calibrazione dello strumento, questo documento evidenzia l’importanza
del tipo di regressione da adoperare nelle condizioni analitiche descritte in questo rapporto tecnico. I risultati
mostrano che calibrando con 6 miscele multi-elementari, la regressione non lineare permette una corretta
quantificazione in un ampio intervallo di concentrazioni per le specie anioniche, mentre per le specie cationiche
la migliore regressione è quella lineare come scaturisce dall’analisi dei fattori di risposta (R.F.).

Una caratteristica della determinazione IC, eseguita con le metodiche riportate, è la notevole stabilità della
risposta strumentale per tempi relativamente lunghi. Questa caratteristica è evidenziata per anioni e cationi
dalla deviazione standard relativa (R.S.D.) delle sei miscele di calibrazione utilizzate in sessioni di lavoro
differenti (15 sessioni da gennaio e dicembre 2016). Come si può vedere per la configurazione anionica, i valori
di R.S.D. sono contenuti entro il 2-8% per concentrazioni superiori a 1 ppm, dispersioni più elevate (5-15%)
si riscontrano solo per concentrazioni inferiori a 0,1 ppm, mentre sono inferiori al 5% per quella cationica.

I risultati mostrano una maggiore stabilità a lungo termine sul sistema cationico rispetto all’anionico, questo
può essere giustificato dal principio chimico della soppressione dell’eluente carbonato/bicarbonato.

Inoltre l’accuratezza dei metodi è stata verificata eseguendo l’analisi di un campione certificato (Ontario-
99) e confrontando le concentrazioni certificate con quelle misurate per gli analiti determinati nelle due
condizioni cromatografiche. Dai valori ottenuti si nota come sia minimo lo scarto tra i valori certificati e quelli
misurati in entrambe le configurazioni.
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