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Od autorow

Techniki separacyjne, a szczegdlnie techniki chromatograficzne sg dzisiaj najczesciej stosowanymi
technikami laboratoryjnymi — zadne wspéfczesne laboratorium chemiczne czy biochemiczne nie
moze sie bez nich obejs¢. Nabywanie umiejetnosci postugiwania sie nowoczesnymi technikami
separacyjnymi staje sie wiec zasadniczym obszarem ksztatcenia praktycznego na kierunkach
chemicznych i pokrewnych w szkolnictwie wyzszym.

Od wielu lat Wydziat Chemii Uniwersytetu Gdanskiego wprowadza do programoéw studidw na
kierunkach CHEMIA oraz OCHRONA SRODOWISKA zagadnienia zwigzane z zastosowaniem technik
separacyjnych w zaawansowanej analityce chemicznej i biochemicznej, fizykochemii organicznej czy
monitoringu s$rodowiska. Dodatkowo, na jednej ze specjalnosci kierunku chemia (analityka i
diagnostyka chemiczna) realizowany jest przedmiot pod nazwg Techniki separacyjne.

Niniejszy skrypt przygotowany zostat z myslg o studentach wszystkich kierunkdw i specjalnosci
Wydziatu Chemii UG, ktdrzy z elementami technik separacyjnych stykajg sie juz na pierwszym roku
studidw, by w kolejnych latach poznawaé coraz to bardziej zaawansowane metody rozdzielncze
zaréwno w obrebie kurséw podstawowych jak i specjalnosciowych.

Skrypt podzielony jest na trzy samoistne czesci: techniki izolacji analitéw, techniki chromatograficzne
oraz techniki elektormigracyjne. Takie podejscie umozliwito zawarcie wiekszo$ci zagadnien
teoretycznych i praktycznych towarzyszacych technikom separacyjnym ukazujac je, jako integralny
obszar wiedzy.

Mamy nadzieje, ze skrypt Techniki separacyjne stanie sie wazng pozycjg wspomagajacy ksztatcenie
studentéw na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego oraz innych uczelni w Polsce.

Autorzy



I. Wprowadzenie do technik separacyjnych

1. Wstep

Techniki separacyjne we wspodtczesnej analityce chemicznej sg podstawg wiekszosci proceséw izolacji
i identyfikacji zwigzkdw chemicznych. Ich zadaniem jest selektywne rozdzielenie pierwiastkéw czy
substancji chemicznych ze skomplikowanych mieszanin, przy jednoczesnym okresleniu ich rodzaju i
ilosci. Stosujgc techniki separacyjne, w trakcie jednej operacji analitycznej mozna uzyska¢ bardzo
wiele informacji. Jest to najprawdopodobniej najwieksza ich zaleta w poréwnaniu z klasycznymi
metodami analitycznymi.

Oprécz zastosowania analitycznego, techniki separacyjne wykorzystywane sg obecnie rdwniez w
procesach preparatywnych, tzn. do wydzielania wiekszych ilosci pojedynczych substancji lub frakg;ji
wybranych zwigzkéw o okreslonym dalszym zastosowaniu. W duzej mierze procesy te sg bardzo
podobne do zastosowan analitycznych ze wzgledu na mechanizm rozdzielania jak i stosowanej
aparatury, réznig sie natomiast skalg.

Zastosowanie technik separacyjnych w analityce chemicznej zwigzkdw organicznych rozpoczeto sie
ponad sto lat temu, wraz z odkryciem zjawiska chromatografii przez Michaita Cwieta, ktéry po raz
pierwszy zastosowat te metode do rozdzielen wyekstrahowanych barwnikdow roslin. Rozwdj tej
dziedziny nauki nie bytby jednak mozliwy bez wktadu takich uczonych jak Irving Langmuir (Nagroda
Nobla w 1932) czy Archer Martin i Richard Synge (Nagroda Nobla w 1952), ktérych badania nad
fizykochemig powierzchni czy zjawiskami miedzyfazowego podziatu daty faktyczne pod:
nowoczesnym technikom separacyjnym.

Wspdtczesnie, techniki separacyjne stosowane w chemii analitycznej obejmujg trzy zasadnicze grupy:

¢ techniki izolacji analitow z matryc,
¢ techniki chromatograficzne,
¢ techniki elektromigracyjne.

Techniki izolacji analitdw reprezentowane sg przede wszystkim przez rdznorodne metody
ekstrakcyjne, takie jak ekstrakcja rozpuszczalnikiem czy cieczg w stanie nadkrytycznym, ekstrakcja i
mikroekstrakcja do fazy statej czy ekstrakcja do kropli. Dodatkowo, procesy te mogg byc
wspomagane energig ultradzwiekoéw, mikrofal lub podwyzszaniem cisnienia.

Najobszerniejszg grupg technik separacyjnych, stosowanych w analityce chemicznej, jest
chromatografia. Obejmuje ona chromatografie planarng, gazowa i cieczowg wraz z ich odmianami,
jak chromatografia adsorpcyjna, podziatowa, powinowactwa, wykluczenia, jonowymienna i in. oraz
techniki tgczone, wykorzystujgce np. potaczenie procesu ekstrakcji z dozowaniem prébki do uktadu
pomiarowego czy separacji analitdw wraz z okresleniem ich ilosci i identyfikacji struktury.

Trzecia grupa obejmuje techniki elektromigracyjne, takie jak: elektroforeza planarna i kapilarna,
micelarna chromatografia elektrokinetyczna, kapilarne ogniskowanie izoelektryczne oraz
izotachoforeza kapilarna.

Podstawowy podziat technik separacyjnych wykorzystywanych w analityce chemicznej
przedstawiono na rysunku 1. Dodatkowo, podziatu metod mozina dokonaé na podstawie cech
charakterystycznych dla konkretnego procesu. S3 to: typ fazy ruchomej (gaz lub ciecz), profil uktadu



(strefowy lub czotowy), rodzaj izotermy (liniowy lub nieliniowy), rozmieszczenie wypetnienia
(planarne lub kolumnowe), sktad fazy ruchomej (izokratyczny lub w gradiencie), wymiarowos¢ uktadu
(jednowymiarowy, dwu- lub wielowymiarowy), skala (analityczna lub preparatywna) oraz rodzaj
mechanizmu.

Techniki separacyjne w analityce chemicznej

Techniki
elektromigracyjne

Techniki
chromatograficzne

Techniki
ekstrakcyjne

Ekstrakcja gazem Chromatografia Elektroforeza

gazowa zelowa na

ptaszczyinie

Ekstrakcja cieczg Chromatografia

kolumnowa

Elektroforeza

Ekstrakcja do fazy

kapilarna

statej

Chromatografia
cieczg w stanie

nadkrytycznym

» Chromatografia
kolumnowa

Chromatografia
cieczowa

Chromatografia
kolumnowa

Chromatografia
planarna

Rysunek 1. Techniki separacyjne w analityce chemicznej
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Procesom separacyjnym towarzyszg okreslone mechanizmy fizyczne i chemiczne, w konsekwencji
umozliwiajgce rozdzielenie substancji z mieszaniny (rysunek 2). Istniejg trzy podstawowe grupy
mechanizméw wykorzystywanych w separacji analitycznej, sg to: podziat, adsorpcja oraz filtracja.
Ostatni z nich ma charakter wyfgcznie fizyczny i ma zastosowanie gtéwnie w procesach zatezania i
wydzielania analitdow z matryc. Z kolei zaréwno sorpcja jak i podziat oparte sg na oddziatywaniach
fizykochemicznych pomiedzy analitem a medium separacyjnym.

Mechanizmy towarzyszace procesom separacyjnym

Adsorpcja Filtracja

Podziat ciecz-

Adsorpcja
chemiczna

Ultrafiltracja
» L

ciecz

Nanofiltracja

Podziat ciecz-

Adsorpcja

A

fizyczna ciecz na e

noéniku Odwrdcona

osmoza

Oddziatywania: Podziat ciecz-

_.jonov\./e gaz Saczenie
- d|pol-d|pol < molekularne
- wigzania
wodorowe Podziat
- TT-T

gaz-ciecz na
nosniku

A
"pasenssnnsnnnbannnnnnnnnnnd

Oddziatywania
dyspersyjne

A

Oddziatywania:

- dyspersyjne
-jonowe  lquud

- jon-dipol
- dipol-dipol
- dipol-dipol
indukowany

- wigzania
wodorowe

- TT-TU

Rysunek 2. Mechanizmy towarzyszace procesom separacyjnym
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Intensywnosc¢ oraz selektywnos$é tych oddziatywan odgrywa zasadniczg role w procesie rozdzielenia
substancji. Kluczowa role w doborze procesu separacyjnego ma budowa chemiczna analitu, od ktorej
zalezy potencjat oddziatywan molekularnych jego czasteczki. Zdolnos¢ oddziatywan molekularnych
czgsteczki analitu nie jest mierzona jednym parametrem, lecz jest wypadkowg przynajmniej kilku
deskryptorow molekularnych, okreslajgcych zachowanie sie czgsteczki w uktadzie separacyjnym.

2. Teoria separacji

Tak w analityce jak i preparatyce, separacja (rozdzielenie) substancji moze miec¢ charakter petny badz
czastkowy.

W pierwszym przypadku dochodzi do petnego rozdzielenia mieszaniny na jej poszczegdlne sktadniki,
zgodnie z ponizszym schematem:

(a+b+c+d+..) 2 (a)+(b)+(c) +(d) +... (1)
gdzie:
nawiasy to okreslony obszar w przestrzeni,
poszczegdlne litery g, b, ¢, d ... to komponenty (anality), zajmujgce te obszary.

Zgodnie z tym schematem, po zastosowaniu techniki separacyjnej, komponenty stanowigce
mieszanine (zmieszane), zostajg rozdzielone, czyli formalnie zajmujg rézne obszary w przestrzeni. Jest
to wynik najbardziej korzystny, umozliwiajgcy dalszg, doktadng analize poszczegdlnych sktadnikow,
zaréwno pod katem ilosciowym jak i jakosciowym.

W drugim przypadku, w ktérym dochodzi do separacji czastkowej, schemat ten moze przyjgc
nastepujace postaci:

(a+b+c+d+..) 2 (a)+(b+c+d+..) (2)
lub
(a+b+c+d+..) 2> (a+b)+(b+a)+.. (3)

Schemat (2) opisuje przypadek wydzielenia z wielosktadnikowej mieszaniny jednej, czystej substancji
(analitu). Jest to sytuacja czesto towarzyszgca zastosowaniu technik separacyjnych do wydzielania i
oznaczania jednego skfadnika, z pominieciem pozostatych komponentéw mieszaniny, bedgcych np.
sktadnikami matrycy analizowanej prébki. Niestety, stosowane techniki separacyjne nie zawsze sg w
stanie doprowadzi¢ do jednoznacznego wyodrebnienia czystego analitu. Taky sytuacje opisuje
schemat (3), z ktérego wynika, iz w wyniku procesu separacyjnego rozdzielane sg wielosktadnikowe
frakcje, bogate w skfadnik a (1 frakcja) lub sktadnik b (2 frakcja). Otrzymane frakcje, o ile zachodzi
taka potrzeba, mozna poddawac dalszym procesom rozdzielczym, uzywajgc tej samej lub innej
techniki separacyjnej.

Przedstawione schematy separacji, niezaleznie od tego, na jakim etapie rozdzielania czy wzbogacania
prébki zachodzg, opisujg zasadniczg ceche wszystkich technik separacyjnych.

Giéwng cechg wszystkich technik separacyjnych jest fakt, iz w trakcie procesu dochodzi do
przeniesienia (transportu) i redystrybucji analitdw w przestrzeni w taki sposéb, aby byto mozliwe

ich pojedyncze i/lub grupowe oznaczenie jakosciowe i ilosciowe.
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Transport analitéw zachodzi w medium separacyjnym, w ktérym kluczowg role odgrywaja
nastepujace czynniki:

e budowa molekularna medium separacyjnego, okreSlajgca rodzaj oddziatywan
miedzyczasteczkowych, decydujgcych o selektywnosci wobec konkretnych analitdow,

® réwnowaga (dynamiczna) zachodzaca pomiedzy analitem a medium, bedaca sitg napedowa
procesu separacji,

¢ budowa mikro- i makroskopowa medium, okreslajgca mechaniczne parametry separaciji, tj.
przeptyw, opory, wymiane masy i in.

Ogdlny schemat procesu separacji przedstawiono na rysunku 3. Najwazniejszg czescig uktadu jest
medium separacyjne, od ktérego rodzaju zalezy nie tylko typ (budowa chemiczna) analitow
poddawanych rozdzielaniu, ale réwniez ich liczba i stezenie.

Anality
voN

- a
i 00 5
2
00
- £
] i
a vy e =
-
w
w W - g
=
~
- <
» 00
T
v v v c
- =4
Matryca Medium separacyjne Anality rozdzielone
jakosciowo

Rysunek 3. Ogdlny schemat rozdzielen analitéw w technikach separacyjnych

Medium separacyjne stanowi najczesciej uktad dwufazowy. Wprowadzone do takiego uktadu anality,
w trakcie procesu separacyjnego, ulegajg przeniesieniu z jednej fazy do drugiej. Wielokrotnosc¢ tego
procesu wraz z odpowiednig selektywnoscig faz doprowadza do stopniowego rozdzielania (badz
wydzielania) sktadnikow mieszaniny. Ukfad ten najczesciej ma charakter dynamiczny, tzn. fazy
przemieszczajg sie wzgledem siebie w trakcie procesu separacyjnego, wielokrotnie zwiekszajgc
mozliwos¢ oddziatywan na granicy faz. Wydtuzony w ten sposéb kontakt miedzy fazami umozliwia
wielokrotne zajscie stanu réwnowagi, w ktéorym zachodzi selektywne przeniesienie analitu, co
prowadzi do jego rozdzielenia od innych sktadnikdw mieszaniny.

2.1. Termodynamiczny opis separacji

Przeniesieniu masy analitu z jednej fazy do drugiej w ukfadzie otwartym towarzyszy stan statej lub
chwilowej réwnowagi. Na gruncie termodynamiki mozna przewidywaé¢ witasciwosci ukfadu
znajdujgcego sie w stanie réwnowagi. Do tego celu stuzy funkcja termodynamiczna nazywana
entalpig swobodng, G (energig Gibbsa). Funkcja ta nie tylko opisuje stany réwnowagowe, ale
rowniez dostarcza informacji o tym, czy okreslone procesy osiggng stan réwnowagi w danych
warunkach. Z procesami przebiegajgcymi samorzutnie w kierunku réwnowagi zwigzana jest ujemna
zmiana entalpii swobodnej AG (w warunkach statego cisnienia i temperatury), wiec, obliczajgc AG dla

13



przemiany fizycznej czy tez chemicznej, mozna przewidzieé¢ czy w danych warunkach temperatury i
cisnienia bedzie ona samorzutna.

Zgodnie z | i Il zasadg termodynamiki zmiana entalpii swobodnej takiego uktadu opisana jest funkcja
temperatury i objetosci, co pokazuje nastepujgce rownanie:

dG =—SdT +Vdp (4)

gdzie:
dG — zmiana entalpii swobodnej,
S — wartos¢ entropii,
dT — zmiana temperatury,
V — objetos¢ uktadu,
dp — zmiana ci$nienia.

Jezeli w czasie procesu separacji, w warunkach statej temperatury i statego ci$nienia, zostanie
wprowadzona do mieszaniny skfadnikdw pewna, bardzo mafa ilos¢ moli analitu i (dn;) przy
niezmienionej ilosci pozostatych sktadnikéw (analitow), to spowoduje to zmiane entalpii swobodnej

(5)
4G = (B—GJ dn,
on;
T.p.n

G catej mieszaniny:
1

W tym przypadku entalpia swobodna ukfadu G zmienia sie nieznacznie, proporcjonalnie do dn;. Ten
wktad wtasnej entalpii swobodnej danego sktadnika i do catkowitej entalpii swobodnej uktadu
definiuje sie jako potencjat chemiczny substancji p;:

= —
i T,p.n;

Innymi stowy, potencjat chemiczny to czes¢ entalpii G wniesiona do uktadu przez n moli substancji i
przy statej temperaturze i ci$nieniu. Wymiarem potencjatu chemicznego jest jednostka energii na
mol. Po podstawieniu pochodnej czgstkowej dG/dn do réwnania (5), zmiana entalpii uktadu
przyjmuje nastepujgcy postaé:

Podobnie, zmiana ilosci kazdego z pozostatych sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny (np. analitu j) ma
wptyw na catkowitg entalpie swobodng mieszaniny:

Stad, przeniesienie dowolnej liczby sktadnikéw w ukfadzie jest sumg wktadéw czgstkowych,

dG =) pidn, ®

przy czym suma dotyczy wszystkich sktadnikéw wchodzgcych i opuszczajgcych system (potencjaty
chemiczne opuszczajgcych sktadnikdw stanowig ujemny wkifad do dG). Jezeli w trakcie procesu
separacyjnego zmienia sie takze temperatura i ciSnienie, nalezy dodatkowo uwzglednic ich udziat:
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dG ==SdT +Vdp + ) _ hdn; (10)

Jak powiedziano wczesniej, rozdzielenie analitdw w wiekszosci technik separacyjnych odbywa sie
najczesciej w uktadzie dwufazowym (przedstawionym w uproszczeniu na rys. 4), zawierajgcym dwie
niemieszajace sie (lub mieszajgce sie w bardzo ograniczonym stopniu) fazy a i 8, pomiedzy ktorymi
moze dojs¢ do wymiany sktadnikéw. Fazy a i 8 rozpatrywane razem, stanowig uktad zamkniety, ktéry
po uptywie dostatecznie diugiego czasu osigga stan rdwnowagi termodynamicznej. Do réwnowagi tej
dochodzi za sprawg przemieszczania sie sktadnikdéw pomiedzy fazami. W réwnowadze sktadniki
przemieszczajg sie rownomiernie pomiedzy fazami zachowujgc okreslone, rbwnowagowe, stezenia w
tych fazach. Wéwczas zmiany entalpii swobodnych faz majg takg samg wartos¢. Stad wypadkowa
zmiana entalpii swobodnej wynosi zero, dG = 0, zgodnie z réwnaniem:

dG = dGP +dG% = (P + 11;%)dn; =0 (11)

Potencjat chemiczny wyraza status energetyczny sktadnika i w kazdej z tych faz. Przy statej
temperaturze i ciSnieniu rownowaga na granicy faz oznacza zréwnanie potencjatdw chemicznych

substancji i w fazie a i fazie 8:
B_,«a (12)

- _ Fazy a +/ (uktad zamkniety)

(uktad otwarty)

Rysunek 4. Schemat uktadu dwufazowego sktadajgcego sie z fazy a, zawierajgcej n moli analitu (n;) i z
fazy 8, do ktdrej migrujg czgsteczki analitu

Réwnos¢ ta zachodzi we wszystkich procesach separacyjnych. Wielkos¢ potencjatu chemicznego
zalezy od dwdch zasadniczych czynnikéw:

e termodynamicznego powinowactwa zwigzku do danej fazy,
e stopniarozcienczenia (stezenia zwigzku).
Powinowactwo (intensywnos$¢ oddziatywan analitu z fazg) opisuje tzw. standardowy potencjat

chemiczny p°, natomiast stopier rozciericzenia - stezenie substancji w ukfadzie. Obie te wielkosci s3
zwigzane z potencjatem chemicznym w nastepujgcy sposdb:

#; = 1’ +RT Ing; (13)
gdzie:
R — stata gazowa,
¢;— stezenie analitu i (mol/L lub mol/kg).
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Standardowy potencjat chemiczny u zalezy przede wszystkim od energii (w mniejszym stopniu
entropii) oddziatywan pomiedzy analitem a jego otoczeniem (fazg), stad zmienia sie w czasie
przemieszczania analitu z fazy do fazy. Wielkoéé u’ przyjmuje najmniejsze wartosci w uktadach, gdzie
oddziatywania analit — faza sg najsilniejsze. Czton RTIn c; opisuje stopien rozcieficzenia analitu w fazie.
Na stopien rozcienczenia wptywa przede wszystkim wartos¢ entropii (entropii rozcienczenia). Wptyw
ten jest niebagatelny, zwazywszy na fakt, iz w uktadach separacyjnych (dwéch faz) wystepuje zwykle
duzy stopien rozcienczenia analitu. Biorgc powyzsze pod uwage mozemy powiedzie¢, iz w uktadzie
dwufazowym bodzcem do przejscia analitu z fazy a do fazy 8 jest obnizanie potencjatu chemicznego.
W uktadzie takim osiggniecie stanu rownowagi oznacza, ze potencjat chemiczny analitu jest taki sam
w obu fazach, czyli uf = 1, co prowadzi do nastepujacego réwnania:

cf - A (14
4| =exp —+
ci“ RT
eq
Allio = ,Uiog - Ilioa,

(c,-B/c,"‘)eq - iloraz stezen analitu w fazach.

gdzie:

lloraz stezen analitu w fazach jest rownowagowym wspodtczynnikiem podziatu K, stad:

0
K zexp(_A‘ui J (15)

RT

W réwnowadze zachodzi réwnos¢ uf = u, wiec w fazie z mniejsza wartoscig u’ rownosé kompensuje
wyzsza warto$¢ sktadowej RT Inc;, a wiec wyzsze stezenie analitu. Dodatkowo, jezeli Ay’ przyjmuje
warto$¢ dodatnia, oznacza to, ze u w fazie a jest mniejsze niz w fazie 8. Rdznica ta spowodowana
jest zaréwno rdézng sitg (energig) oddziatywan chemicznych analitdw z fazami jak i réznym stopniem
rozcieniczenia (entropig) w fazach. W konsekwencji to wtasnie ta réznica umozliwia separacje réznych
analitéw w uktadzie dwufazowym. Przyjmujac, ze catkowita zmiane entalpii uktadu reprezentuje
réznica standardowych potencjatéw chemicznych w uktadzie, to:

_AGO (16)
K =exp
gdzie:
AG? - catkowita zmiana entalpii uktadu
stad:
RTInK = -AG° (17)

Z Il zasady termodynamiki wiadomo, iz na entalpie swobodng ukfadu AG skfada sie zaréwno zmiana
entalpii, AH®, stanowigca wktad energetyczny do entalpii swobodnej, jak i zmiana entropii (45°), czyli:

AG® = AH? —TAS" (18)
gdzie:
AH’ — zmiana entalpii uktadu,
AS® — zmiana entropii ukfadu.
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Po podstawieniu do rdwnania (17) otrzymuje sie ogdlne rdéwnanie wigzgce rédwnowagowy
wspodtczynnik podziatu, z entalpig i entropia danego procesu:

AH? 0 (19)
mK =—| — A5
RT R

Réwnowagowy wspdiczynnik podziatu K, bedgcy miarg wszystkich proceséw separacyjnych, jest
wypadkowg dwu udziatéw: entalpowego i entropowego, przy czym w zaleznosci od zastosowanej
techniki, dominujgcy moze by¢ udziat jednej albo drugiej sktadowe;j. llustrujg to przyktadowe wykresy
Van’t Hoffa, przedstawione na rysunku 5, opisujgce temperaturowg zmiennos¢ statej rownowagi w
dwu réznych procesach separacyjnych.

A a) A b)
In K In K
-[A\H/R]
TAH/R] ?
' [AS/R]
| (AS/R] 5
l/T; I/T}

Rysunek 5. Wykresy Van’t Hoffa, opisujgce temperaturowg zmiennos¢ statej réwnowagi w dwu (a i b)
réznych procesach separacyjnych

W pierwszym procesie (wykres A), przy matym udziale czynnika entropowego (AS/R), nastepuje
wyrazna zmiana entalpii uktadu wraz ze zmiang temperatury (duzy kat nachylenia krzywej). Taki
przypadek ma miejsce w przypadku technik opartych o podziat do fazy (chromatografia podziatowa,
ekstrakcja), gdzie energia oddziatywan fizykochemicznych analitu z fazg odgrywa decydujaca role w
separacji. W drugim procesie (wykres B), udziat czynnika entropowego (4S/R) jest zdecydowanie
wiekszy, natomiast wplyw zmian temperatury na czynnik entalpowy jest mniej wyrazny (mniejsze
nachylenie krzywej). Jest to przypadek opisujgcy techniki oparte o zjawisko adsorpcji (chromatografia
adsorpcyjna lub jonowymienna), gdzie dochodzi do gwattownych zmian w strukturze
uporzadkowania uktadu w trakcie separaciji.

2.2. Adsorpcja i podziat

Z punktu widzenia procesu separacyjnego réznica pomiedzy adsorpcjg a podziatem tkwi w miejscu, w
ktorym dochodzi do zmiany stezenia rozdzielanego analitu; podczas adsorpcji zmiana ta zachodzi na
powierzchni graniczgcych ze sobg faz, natomiast w trakcie podziatu dotyczy ona catej objetosci faz
uktadu. Na rysunku 6 przedstawiono schematyczne ujecie obu proceséw.
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Rysunek 6. Schematyczne ujecie adsorpcji (a) i podziatu (b)

Na granicy faz dochodzi do nieréwnomiernego roztozenia (asymetrii) oddziatywan molekularnych na
powierzchni (rysunek 7a). W efekcie czasteczki powierzchniowe s3g silniej wciggane do wnetrza fazy
objetosciowej, co jest przyczyng powstania napiecia powierzchniowego na granicy faz, na ktérej dochodzi do
adsorpcji. Natomiast w przypadku podziatu, oddziatywania w obrebie fazy objetosciowej sg jednakowe,
niezalezne od miejsca w przestrzeni (rysunek 7b).

Zaréwno mechanizm adsorpcji (i desorpcji) jak i podziatu, zachodzacy w technikach separacji
analitéw, jest zwykle sumg kilku typow oddziatywan. Ich poszczegdlny udziat decyduje o
intensywnosci i trwatosci interakcji analitu z medium separacyjnym. Po zajsciu adsorpcji anality tracg
swobode ruchu, co oznacza obnizenie entropii ukfadu. Anality po zwigzaniu z sorbentem tracg
rowniez energie, czyli maleje ich entalpia swobodna. Skoro zachodzi réwnos¢ opisana zaleznoscig
(18), oznacza to, ze wszystkie procesy adsorpcji sg egzotermiczne.

NS
VAN SN

a) b)

Rys. 7. Schematyczna reprezentacja oddziatywan miedzyczgsteczkowych w fazie powierzchniowej (a)
i objetosciowej (b)

Aby okresli¢, w jakim stopniu zwigzek chemiczny gromadzi sie na granicy faz w stanie réwnowagi w
danym uktadzie, nalezy zna¢ stosunek catkowitej ilosci zwigzku na sorbencie do ilosci pozostatej w
drugiej fazie. Stosunek ten odpowiada statej podziatu zdefiniowanej wyrazeniem (15), przy czym w
opisie zjawiska adsorpcji stata ta nazywana jest rownowagowym wspotczynnikiem sorpcji, Ky:
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K,=—*% (20)

gdzie: w

C, - catkowita ilo$¢ zaadsorbowanego analitu na jednostke sorbentu (np.: mol kg™),

C, - ilos$¢ zwigzku pozostajgca w drugiej fazie (gazie lub roztworze) w stanie rownowagi (np.:

mol ).
W réwnowagowym podziale substancji chemicznej miedzy gaz lub ciecz a ciato state na stezenie
analitu w gazie lub roztworze wptywa catkowita pojemnos¢ sorbentu i zwigzany z tym stopien
nasycenia powierzchni sorbentu. W najprostszym przypadku, dla niskich cisnien lub bardzo matych
stezen (powierzchnia sorbentu jest prawie pusta) zaleznos$é (20) jest spetniona w postaci:

C.s‘ = Kd Cw (21)
i jest zwana rownaniem izotermy Henry’ego (zaleznos¢ liniowa, potwierdzona eksperymentalnie).

Powigzanie miedzy stezeniami analitu w fazie wolnej i zwigzanej duzo lepiej oddaje izoterma sorpgc;ji
wg modelu Freundlicha:
C,=KyrC," (22)
gdzie:
Kr - stata Freundlicha lub wspéfczynnik pojemnosciowy,
1/n - wyktadnik potegowy Freundlicha.

Zaleznos¢ ta zaktada, ze rodwnoczesnie oddziatujg rézne typy miejsc aktywnych, zréznicowanych
zaréwno pod wzgledem ilosci, jak i entalpii swobodnych. Dodatkowo, model ten zakfada, ze moze
wystepowac wielowarstwowa sorpcja. Wyktadnik potegowy jest wskaznikiem zrdéznicowania entalpii
swobodnych, powigzanych z sorpcjg z roztworu przez rézne sktadniki heterogenicznego sorbentu:

e gdy 1/n =1, mozna wnioskowa¢, ze entalpia swobodna procesu jest stata w catym zakresie
stezen;

e kiedy 1/n < 1, izoterma wskazuje, iz dodawany sorbat jest wigzany z centrami o coraz
mniejszej entalpii swobodnej;

e gdy 1/n > 1, izoterma ma przebieg rosnacy, z czego mozna whnioskowac, ze wieksza ilosé
czgsteczek na powierzchni zwieksza entalpie swobodg, a tym samym poteguje dalszg sorpcje.

Parametry K- oraz 1/n mogg zosta¢ wyznaczone z danych eksperymentalnych, poprzez przeksztatcenie
rownania (22) do postaci logarytmicznej (23):

logC, =llogCn+logKF (23)
n

Jesli na sorbencie istnieje ograniczona liczba miejsc aktywnych, ktére zostang wysycone, C; nie moze
rosng¢ w nieskonczonos$¢ wraz ze wzrostem C,, i izoterma nie moze by¢ opisana przez réwnanie (23).
W takim przypadku lepiej sprawdza sie model izotermy Langmuira. Zaktada on, ze na powierzchni
sorbentu istnieje okreslona liczba jednakowych centréw sorpcji (adsorpcji), z ktorych kazde jest
zdolne do zaadsorbowania tylko jednej czgsteczki adsorbatu (proces ten nazywany tez jest adsorpcjg
zlokalizowang). Stan maksymalnej adsorpcji odpowiada obsadzeniu wszystkich centrow, t;.
wytworzeniu na powierzchni monomolekularnej warstwy. lzoterme Langmuira opisuje nastepujace
rownanie:

Cmax K L CW

s = xS A
14+K,Cy (24)
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gdzie:
Crax - maksymalna liczba centrow aktywnych na jednostke masy sorbentu,
K; - stata Langmuira.

W idealnym przypadku, C,..« bedzie takie samo dla wszystkich sorbentéw, w rzeczywistosci C,,.,x moze
mie¢ rozne wartosci, w zaleznosci od rodzaju analitu (np: rdinica w wielkosSci czgsteczki
oddziatywujgcej). Dlatego tez, Cnq. zwykle wyraza maksymalng powierzchnie dostepng dla danego
zwigzku. Stata K| jest okreslana, jako stata rdwnowagi reakcji sorpcji:

centrum powierzchniowe + analit w roztworze lub w gazie ¢ analit na powierzchni

Przy zatozeniu, ze K, jest stata, nastepuje ciggte powinowactwo analitu do wszystkich centrow
powierzchniowych. Aby wyznaczy¢ K, i Cpno z danych eksperymentalnych, nalezy graficznie
przedstawic zaleznos$¢ 1/C; od 1/C,,:

1 1 1

= +
C, K, CpxC, C

N

(25)

max
i z parametrow prostej wyznaczy¢ state izotermy.

Model Freundlicha jest zwykle stosowany do opisu zachowan czgsteczek chemicznych na
zréznicowanych powierzchniach porowatych, natomiast model Langmuira bardzo dobrze ilustruje
koncepcje tworzenia monowarstwy adsorpcyjnej na powierzchni porowatej, a takie procesy
chemisorpcji.

W przypadku zjawiska podziatu takze dochodzi do réwnowagi, w ktérej, zgodnie z réwnaniem (14)
stosunek stezen analitu w dwdch niemieszajgcych sie fazach jest staty, opisany stata podziatu K:

B

— | =K =const

e =K = (26)
Ci
eq

Stan ten opisuje prawo Nernsta, ktdre jest spetnione w statej temperaturze i przy statym cisnieniu.
Prawo Nernsta jest spetnione dla uktadu dwu cieczy niemieszajgcych lub mieszajgcych sie w sposéb
ograniczony. Warunkiem koniecznym jest takze (jak w przypadku izotermy Henry’ego) niskie stezenie
substancji rozpuszczonej w obu fazach oraz brak jakichkolwiek reakcji analitow, w kontakcie z jedng

lub obu fazami uktfadu (dysocjacja, asocjacja, polimeryzacja i in.).

Wszystkie wymienione state opisujgce rownowage uktadu, zaré6wno podczas procesu adsorpcji
(Ky Kei K;) czy podziatu (K) sg jedng z miar efektywnosci procesu separacyjnego. Im wyzisza
wartos¢ dowolnej z nich, opisujacej dany proces, tym intensywniejsze oddziatywanie analitu z
medium separacyjnym, powodujgce dtuiszy czas przebywania analitu w uktadzie. Poniewaz
wynik procesu separacyjnego najczesciej okresla sie czasem przebywania (retencji, retardaciji,
mobilnosci) analitu w uktadzie, czas ten jest wprost proporcjonalny do statej rGwnowagi

opisujacej dany proces.
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2.3. Oddziatywania miedzyczgsteczkowe

Wielkoscig charakteryzujagca termodynamiczne powinowactwo analitu do danej fazy jest
standardowy potencjat chemiczny u° (13). Na to powinowactwo sktada sie szereg oddziatywan
fizykochemicznych o charakterze odwracalnym, powodujgcych przemieszczanie sie analitu w
uktadzie. W procesach rozdzielczych najczesciej wykorzystywane sg nastepujgce oddziatywania:
dyspersyjne, jonowe, dipol — dipol, dipol — dipol indukowany oraz wigzanie wodorowe. Trwalsze
oddziatywania (wigzania chemiczne), ze wzgledu na ich nieodwracalno$é, praktycznie nie s3
wykorzystywane w procesach separacji. W tabeli 1 zgrupowano typowe oddziatywania towarzyszgce
procesom rozdzielania wraz z zakresami ich energii oraz ilustrujgcymi je przyktadami.

Wszystkie oddziatywania miedzyczasteczkowe majg nature elektrostatyczng. Generalnie
mozna wyodrebni¢ trzy grupy oddziatywan, ktérych natura uzalezniona jest od budowy
chemicznej bioracych w nich udziat czgsteczek. Sg to: oddziatywania dyspersyjne,

oddziatywania polarne oraz oddziatywania jonowe.

Tabela 1. Typowe oddziatywania zachodzgce w uktadach separacyjnych

. ) Zaleznos¢
nergia
Rodzaj oddziatywania (k) 8 ) energii od Przyktad
mo
odlegtosci
R—Cﬁo /_//
Silne oddziatywanie jonowe 200 1/r \ - l}—N
o] N/
/NQ
Oddziatywanie jonowe 40 1/r “ +N,R
R,N:
Odziatywanie jon- dipol 25 1/r? ¢ *N,R
Wigzanie wodorowe 20 1/r —OH----0—
|
Oddziatywanie dipol- dipol 4 1/r’ =C|)8+‘ "~ NR,
/\/\/R
. . . 6
Oddziatywania dyspersyjne 2 1/r R/\/\

2.3.1. Oddziatywania dyspersyjne

Oddziatywania dyspersyjne (zwane inaczej sitami Londona) wywotywane sg przede wszystkim
pomiedzy substancjami obojetnymi, nieposiadajagcymi trwatych tadunkéw elektrycznych czy
momentow dipolowych. Mimo to, wzajemne sasiedztwo dwdch obojetnych czgsteczek z czasem
prowadzi do nieznacznych fluktuacji elektronéw w ich strukturze, co z kolei wywotuje powstanie
chwilowych dipoli. Dipole te, cho¢ trwajg dostownie utamki sekund, zaczynajg na siebie oddziatywaé
przyciggajgc sie i odpychajgc elektrostatycznie. Sita tego typu oddziatywan zalezy od
polaryzowalnosci czasteczek, zarowno tych, w ktérych rozpoczynajg sie fluktuacje elektrondéw, jak i
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tych, ktére ulega¢ bedg temu wptywowi. Fluktuacje te beda tym intensywniejsze im stabszy bedzie
wplyw jadra na wzbudzane (walencyjne) elektrony. Duza polaryzowalnosé¢ $wiadczy o
uprzywilejowanej sktonnosci czgsteczek do ulegania takim oddziatywaniom. W uproszczeniu energie
oddziatywan dyspersyjnych mozna przyblizy¢ wzorem Londona:

C 11
V=-"5 C"‘“l%[ 12} 27)

P I +1,
gdzie:
V —energia potencjalna oddziatywania,
r — odlegto$¢ miedzy czgsteczkami,
o i o, — polaryzowalnos¢ czgsteczek biorgcych udziat w oddziatywaniu,

I;il,—energie jonizacji obu czasteczek.

Oddziatywania dyspersyjne maja kluczowe znaczenie w jednym z najwazniejszych obecnie rodzajéw
chromatografii cieczowej - w ukfadzie faz odwrdéconych. Ten typ chromatografii cieczowej pozwala na
precyzyjne projektowanie selektywnosci uktadu, dzieki niewielkim energiom oddziatywan (odlegtym
o az r°), towarzyszacym procesowi separacji. Jest to obecnie jedna z najpopularniejszych metod
rozdzielania analitow.

2.3.2. Oddziatywania polarne

Oddziatywania polarne zachodzg pomiedzy czgsteczkami polarnymi, ktére posiadajg trwaty lub
indukowany moment dipolowy. Trwaty moment dipolowy wynika z obecnosci konkretnych grup
funkcyjnych w czgsteczce, ktérych budowa zapewnia powstanie czgstkowych tadunkéw w obrebie
struktury. Z kolei indukowanie dipolu moze zajs¢ w czgsteczce obojetnej (jak to ma miejsce w
oddziatywaniach dyspersyjnych), przy czym zjawisko to dotyczy duzo silniejszych pdl elektrycznych,
pochodzacych od czgsteczek polarnych. Energia oddziatywan polarnych zalezy przede wszystkim od
momentu dipolowego czgsteczki polarnej oddziatujgcej z inng czasteczkg polarng badz indukujgca
dipol w innej czgsteczce obojetnej. Moment dipolowy wyrazany jest w debajach (D), przy czym 1D =
3,310%°Cm.

Sama warto$s¢ momentu dipolowego nie zawsze odzwierciedla faktyczng polarnos¢ czgsteczki. Np.
zmierzony moment dipolowy wody, substancji z natury wysoce polarnej, wynosi zaledwie 1,8 D lub
polarnego metanolu, tylko 2,8 D. W obu przypadkach jest to wynik dodatkowych oddziatywan, jakie
zachodzg w tych rozpuszczalnikach, prowadzgcych do wzajemnych asocjacji czasteczek poprzez
wigzania wodorowe, w konsekwencji kompensujgcych potencjalnie znaczne momenty dipolowe. W
oddziatywaniach polarnych wazing role odgrywa takze wzajemne utozenie dipoli w przestrzeni.
Ogdlnie, energia potencjalna takiego oddziatywania zalezy od momentéw dipolowych u obu dipoli,
odlegtych od siebie o r’ w przypadku utozenia réwnolegtego lub o r® w przypadku innej orientacji:

r
gdzie:
czynnik f uwzglednia zmiane energii wywofang zblizaniem sie do siebie jednakich lub
przeciwnych fadunkéw dipoli (zmiang kata pomiedzy wektorami reprezentujgcymi
oddziatujgce na siebie dipole).
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Gdy oddziatywanie dotyczy dipola indukowanego, energia potencjalna oddziatywania, opisana
rownaniem (27), jest zdecydowanie nizsza, a stata C zalezy od momentu dipolowego substanc;ji
indukujgcej u; i polaryzowalnos¢ substancji indukowanej a;:

C o piey (29)

Szczegbdlnym przypadkiem oddziatywan polarnych jest wigzanie wodorowe. W oddziatywaniu tym
atom wodoru jest usytuowany pomiedzy dwoma silnie elektroujemnymi atomami (np. atomem
azotu, tlenu lub fluoru) wigzac je nawzajem. W najprostszym ujeciu, pomijajgc teorie orbitali
molekularnych, oddziatywanie to powstaje w wyniku pojawienia sie na atomie wodoru czgstkowego
fadunku dodatniego (w zwigzku ze spolaryzowaniem uktadu), ktéry elektrostatycznie oddziatuje z
wolng parg elektronowa na drugim atomie elektroujemnym, wg nastepujgcego schematu:

. 5_X_H§+'..:Y5_
gdzie:

XiY to atomy wysoce elektroujemne biorgce udziat w oddziatywaniu.

Oddziatywanie takie jest stosunkowo trwate (20kJ/mol) i petni istotng role w strukturze krysztatow
molekularnych czy drugorzedowej strukturze biatek. Z punktu widzenia technik separacyjnych, jest to
zasadnicze oddziatywanie zachodzace podczas procesu sorpcji zwigzkdw polarnych na
powierzchniach takich jak krzemionka czy tlenki glinu. Ponadto, podobnie jak pozostate
oddziatywania polarne, wspdtwystepuje ono z oddziatywaniami dyspersyjnymi i jonowymi w trakcie
procesdw rozdzielania.

Do oddziatywan polarnych nalezy takie zaliczy¢ oddziatywania donorowo-akceptorowe par
elektronowych (nazywanych takze oddziatywaniem przeniesienia fadunku). Zachodzi ono pomiedzy
donorem pary elektronowej - czgsteczky posiadajgcg wysokoenergetyczny orbital molekularny a
akceptorem pary elektronowej — czgsteczka posiadajgcg niskoenergetyczny orbital molekularny.
Najwyzszymi energiami charakteryzujg sie orbitale zajete przez wolne pary elektronéw n (np. w
aminach, eterach, fosfinach i in.) lub elektronéw m (nienasycone zwigzki organiczne). Orbitale
akceptorowe to nieobsadzone orbitale walencyjne metali, orbitale antywigzace o (np. chlorowce) lub
zwigzki zawierajgce ukfad m-elektronowy. W technikach separacyjnych, w celu podniesienia
selektywnosci rozdzieled czesto wykorzystuje sie te oddziatywania pomiedzy uktadami
nienasyconymi (oddziatywania n-*m).

2.3.3. Oddziatywanie jonowe

Oddziatywania jonowe zachodzg miedzy dwiema réznoimiennie natadowanymi czgsteczkami. W
odrdznieniu od wigzania jonowego, w oddziatywaniu jonowym fadunek jest zdelokalizowany
pomiedzy atomami tworzacych je czasteczek. Energie tego oddziatywania opisuje kulombowska
energia potencjalna pomiedzy dwoma fadunkami odlegtymi o r, wg wzoru:

V= i (30)
4reyr
gdzie:
Z;— wartosciowos¢ jonu,
e - fadunek elementarny,
€0 — przenikalnos¢ elektryczna w prézni (8,85 10™2 J'C*m™).

23



W przypadku osrodka zawierajgcego inne fadunki, np. roztworu elektrolitu, efekt oddziatywania jest
duzo stabszy. Oddziatywanie jonowe jest wykorzystywane w technikach separacyjnych przede
wszystkim w chromatografii jonowej, gdzie natadowane anality rozdzielane sg na fazach
stacjonarnych (jonitach) obdarzonych przeciwnym tadunkiem.

2.4. Lipofilowos¢ w opisie potencjatu oddziatywan molekularnych

Réznorodny zakres energetyczny oddziatywan umozliwia taki dobér uktadu separacyjnego, ktory jest
w stanie selektywnie rozdzieli¢ anality o réznej budowie chemicznej, czyli réznigce sie potencjatem
oddziatywan molekularnych. Stad, przed przystgpieniem do procesu separacyjnego, warto jest
scharakteryzowa¢ badane anality pod tym katem, aby mdc dobra¢ jak najkorzystniejszy uktad. Nie
jest to zadanie tatwe, gdyz opisu substancji chemicznej pod katem jej oddziatywania z otoczeniem
dokonuje sie przy pomocy kilkunastu parametrow (deskryptorow molekularnych), ktérych
wyznaczenie wymaga zastosowania zfozonego aparatu chemometrycznego oraz niejednokrotnie
dodatkowych eksperymentéw. W praktyce jednak, wprowadza sie parametry grupowe (zbiorcze),
znacznie ufatwiajace prognoze efektywnej separacji. Parametry grupowe opierajg sie o zasade
liniowosci energii swobodnych, ktéra zaktada, ze podobne potgczenia chemiczne reagujg podobnie, i
ze podobne zmiany w strukturze podobnie wptywajg na reaktywnos¢. W mysl| tej zasady mozna z
duzym przyblizeniem obliczyé, na podstawie udziatu poszczegdlnych fragmentéw molekularnych w
czasteczce, jaka np. bedzie rozpuszczalnos¢ badanej substancji w wodzie, jaka bedzie jej preznos¢
pary lub, co jest wykorzystywane w technikach separacyjnych, w jakim stopniu badana substancja
ulegnie podziatowi pomiedzy faze organiczng a faze wodng. Wielkoscig charakteryzujgcg te sktonnosc
nazywa sie zwyczajowo lipofilowoscig (powinowactwo zwigzku chemicznego do fazy lipidowej, tzn.
niemieszajacej sie z wodg), ktdrg oczywiscie charakteryzowata bedzie stata podziatu. Przyjeto, ze
rozpuszczalnikami najlepiej odwzorowujgcymi uktad faz polarnych i niepolarnych sg n-oktanol i woda.
Rozpuszczalniki te po zmieszaniu tworzg dwie odseparowane fazy, przy czym ze wzgledu na
wzajemng czesciowg rozpuszczalnosé jest to uktad zawierajgcy oktanol nasycony wodg (2,3 mol/L)
oraz wode nasycong oktanolem (4,5 x10° mol/L). Stata podziatu pomiedzy tymi fazami, opisywana
jako Kow lub wspdtczynnik podziatu P, jest wyrazana ilorazem dwéch stezen substancji rozpuszczone;j:

Cokt (3 1)
C

P = KOW =
w
gdzie:
Coie (mol/L) - stezenie molowe substancji w oktanolu,
C, (mol/L) - stezenie molowe substancji w wodzie.

Eksperymentalnie, wspdfczynnik taki wyznacza sie w 25°C, przy stezeniu substancji badanej nie
wyzszym niz 0.01 mol/L. W takim uktadzie, jezeli wieksza ilo$¢ czgsteczek badanego zwigzku
chemicznego znajdzie sie w fazie oktanolowej, to mamy do czynienia ze zwigzkiem lipofilowym
(hydrofobowym). Jezeli zas wiekszo$¢ pozostanie w fazie wodnej, bedzie to zwigzek lipofobowy
(hydrofilowy). W fazie oktanolowej, dominujgcymi s oddziatywania dyspersyjne pomiedzy
hydrofobowymi fragmentami czgsteczki rozpuszczonego zwigzku a taricuchem alkilowym n-oktanolu.
Poniewaz n-oktanol posiada zaréwno wiasciwosci lipo- jak i hydrofilowe, wystepujg tam réwniez
oddziatywania dipol-dipol czy wigzania wodorowe z grupg hydroksylowa alkoholu, sg one jednak o
nieco mniejszym znaczeniu. Cecha zwigzku, polegajagca na wykazywaniu zaréwno wiasciwosci
lipofilowych jak i hydrofilowych nazywa sie amfifilowoscia. Te ceche n-oktanolu przedstawiono
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schematycznie na rysunku 8, na ktérym uwidoczniono wszystkie oddziatywania zachodzgce pomiedzy
oboma rozpuszczalnikami.

Rysunek 8. Oddziatywania miedzyczgsteczkowe uktadzie n-oktanol : woda

W fazie n-oktanolu analit moze oddziatywac z rozpuszczalnikiem poprzez oddziatywania dyspersyjne,
ale rowniez na zasadzie oddziatywan dipol-dipol oraz wigzann wodorowych. W fazie wodnej z kolei,
wystepowac bedg niemal wylgcznie wigzania wodorowe oraz oddziatywania dipol-dipol pomiedzy
polarnymi fragmentami czgsteczki zwigzku rozpuszczonego a wodg. Wartos¢ wspétczynnika podziatu
oktanol — woda zalezy zaréwno od budowy chemicznej czasteczki rozpuszczonego zwigzku (liczba i
rodzaj réoznych grup funkcyjnych, udziat miejsc nienasyconych, fragmentéw alkilowych, wartos¢
momentu dipolowego i in.) jak i, w duzej mierze, od jej wielkosci. W trakcie mieszania obu
rozpuszczalnikdw (proces spontaniczny) catkowita entropia takiego uktadu gwattownie wzrasta,
jednak jej uprzywilejowany wzrost jest ograniczany spadkiem entropii w fazie wodnej, zwigzanym ze
stopniowym uporzadkowywaniem czasteczek wody w otoczce hydratacyjnej solwatowanego
zwigzku. Poniewaz wieksze rozmiary czasteczki wymaga¢ bedg coraz wiekszej wneki w
rozpuszczalniku (wiekszej otoczki hydratacyjnej), powodowac to bedzie nieuprzywilejowany spadek
entropii catego uktadu. W takiej sytuacji korzystniejsze termodynamicznie staje sie obnizenie
rozpuszczalnosci czasteczek o duzych rozmiarach w fazie wodnej, co wptywa na zwiekszenie
wspotczynnika podziatu. Stad tez czgsteczki, nawet stosunkowo duze, ale zawierajagce w swojej
strukturze uktady nienasycone, rozgatezione i in., utatwiajgce zmniejszenie rozmiaru molekularnego,
charakteryzujg sie duzo nizszymi statymi podziatu od swoich analogéw pozbawionych tych cech.

Stata podziatu n-oktanol — woda miesci sie w bardzo szerokim zakresie, od 0,01 dla zwigzkéw o
wysokiej polarnosci do 10 dla substancji wysoce hydrofobowych. Na rysunku 9 przedstawiono
zakres wartosci wspotczynnika podziatu P dla wybranych grup zwigzkéw chemicznych. Tak rozpiety
zakres wartosSci wspoétfczynnika spowodowat, ze przyjeto wyrazac go w formie logarytmicznej:

logP =1logC,;, —logc,, (32)
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Przyjmuje sie, iz zwigzki, ktérych log P jest mniejszy od jednosci, mogg by¢ charakteryzowane jako
hydrofilowe (liofobowe), zwigzki dla ktérych 1 < log P < 3, charakteryzujg sie Srednig lipofilowoscia
(liofilowoscig), natomiast zwigzki, ktorych log P > 3, charakteryzujg sie wysoka lipofilowoscig
(liofilowoscig). Wartosci wybranych wspétczynnikow podziatu P (log P) przedstawiono w tabeli 2.

Halogenki
alkilow C1- C2

Alkilowe pochodne
benzenu

Chlorobenzeny

Polichlorowane bifenyle
(PCB)

Estry kwasu
ftalowego

Wielopierscieniowe

weglowodory
aromatyczne WWA

Weglowodory alifatyczne
CS - c18

1 10? 10 10° 10 10"
Wspotczynnik podziatu P

Rysunek 9. Wartosci wspodtczynnika podziatu P wybranych grup zwigzkéw chemicznych

W pionierskich badaniach Hansha i Leo nad wyznaczeniem statej podziatu oktanol-woda dla szerokiej
gamy zwigzkéw zauwazono, ze okreslone fragmenty strukturalne badanych substancji, wnosza
kazdorazowo do catkowitej wielkosci log P staty wkiad, niezalezny od tego, w jakiej czgsteczce
wystepuja. | tak np. réznica w zlogarytmizowanych wartosciach statych podziatu pomiedzy benzenem
a toluenem (strukturalnie réznigce sie obecnoscig grupy metylowej) wyniosta 0,55. Podobng rdznice
zaobserwowano pomiedzy lipofilowoscig aniliny i metyloaniliny, w ktérych przypadku rdéznice
strukturalng réwniez stanowi ugrupowanie metylowe.

Tabela 2. Wartosci logarytmu wspoétczynnika podziatu P dla wybranych substancji chemicznych

Zwigzek log P
Acetamid -1,16
Metanol -0,82
Kwas mrowkowy -0,41
Eter di etylowy 0,83
Chlorek metylenu 3,37
Heksametylobenzen 4,61
2,2',4,4' 5-Pentachlorobifenyl 6,41
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W mysl zasady liniowosci energii swobodnych przyjeto wiec, ze niezaleznie od miejsca przytaczenia
grupa metylowa wnosi do catkowitej wartosci log Ko substancji staty udziat w wysokosci ok. 0,55. Z
czasem baza danych czgstkowych udziatéw lipofilowosci zostata rozszerzona o dziesigtki ugrupowan
funkcyjnych, grup czy pojedynczych atomdw, oraz uzupetniona szeregiem poprawek,
uwzgledniajgcych miejsca przytaczenia danej grupy czy atomu, czynniki steryczne, zjawiska
elektronowe, geometryczne i in. W tabeli 3 przedstawiono przyktadowe wspotczynniki czastkowe
whnoszone przez konkretne fragmenty do catkowitej lipofilowosci analitu. Korzystanie z bazy danych
pozwala bardzo szybko policzy¢ catkowity lipofilowos$¢ substancji chemicznej wytgcznie na podstawie
jej struktury. Obliczona w ten sposéb lipofilowosé, wyrazona logarytmem ze statej podziatu,
umozliwia prognoze zachowania sie analitu w ukfadzie separacyjnym. Wspotczesnie korzysta sie z
kilku metod obliczenia log P zgodnie z powyzszg zasadgy. Obliczenia dokonuje sie wykorzystujgc
nastepujaca zaleznos¢:
logP=Xa; f;+Xb; F; (33)

gdzie:

fi - czastkowy udziat fragmentu J,

a; - ilos¢ fragmentow i,

F; - czastkowy udziat czynnika strukturalnego j,

b; - ilos¢ czynnikéw strukturalnych j.

Tabela 3. Wybrane wspdtczynniki czagstkowe fragmentéw i czesci struktury molekuty

Fragment fi
Alifatyczny — CH3 0,5473
Alifatyczny — CH, 0,4911
Alifatyczny C 0,2000
Aromatyczny C lub —CH 0,2940
Wodér 0,2300
Cl — potaczony z alifatycznym fragmentem 0,0600
Cl — potgczony z aromatycznym fragmentem 0,6445
OH — potaczony z aromatycznym fragmentem -0,4802
Br — potgczony z aromatycznym fragmentem 0,8900
Aromatyczny — NH, -0,8540
Czynnik strukturalny F;
Wigzanie podwadjne -0,09
Wigzanie potrdjne -0,50
Elastyczny tancuch alkilowy

o n atomach wegla (n-1)(-0,12)
2 chlorowce na tym samym atomie wegla 0,60
3 chlorowce na tym samym atomie wegla 1,59

Ograniczeniem tych metod jest dzi$ wielkos¢ analizowane] czgsteczki. Metoda obliczeniowa sprawdza
sie bardzo dobrze dla matych czgsteczek, natomiast w przypadku zwigzkdw wielkoczgsteczkowych
dochodzi do dodatkowych efektéw zwigzanych z objeto$cig molekuty, co wprowadza dodatkowe
oddziatywania w ukfadzie, niemozliwe do przewidzenia tym prostym modelem.
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Metody obliczeniowe lipofilowosci koreluja bardzo dobrze z wielkosciami retencji (czasem
przebywania w rozdzielajgcym ukfadzie chromatograficznym) zwigzkéw o S$redniej i wysokiej
hydrofobowosci.

Ponizej podano przyktad obliczenia teoretycznej wartosci logarytmu ze statej podziatu Kouw
trichloroetanu (CCls-CHs). Do réwnania (33) nalezy wprowadzié:

* sume udziatéw fragmentow: 2 x (wegiel alifatyczny) + 3 x (wodér) + 3 x (chlor),
e oraz sume udziatdw czynnikéw strukturalnych: 1 x (elastyczny taricuch alkilowy o 2 atomach
wegla) + 1 x (3 chlorowce na jednym atomie wegla).

log P=2-(0,20) +3-(0,23) + 3 - (0,06) + 1 (-0,12) + 1 - (1,59) = 2,50
Wartos¢ statej podziatu wyznaczona eksperymentalnie dla trichloroetanu (CCls-CHs) wynosi dla 2,49.

Na rysunku 10 przedstawiono korelacje lipofilowosci wybranych weglowodoréw alifatycznych i
aromatycznych z ich wartosciami retencji, otrzymanymi przy uzyciu chromatografii cieczowej w
odwrdéconym uktadzie faz. Dla przedstawionej na rysunku wybranej grupy zwigzkéw zaleznosc ta jest
niemal idealnie liniowa, co wskazuje, iz dominujgcym parametrem decydujagcym o zatrzymywaniu
tych analitéw w danym uktadzie chromatograficznym jest lipofilowos¢. Istotnie, w chromatografii w
odwroconym ukfadzie faz parametr ten jest najlepszym deskryptorem retencji (zatrzymywania w
uktadzie).
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Rysunek 10. Zaleznos¢ lipofilowosci wybranych substancji od chromatograficznego czasu retencji
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Il. Ekstrakcja

1. Wstep

Klasyczna ekstrakcja jest sposobem wyodrebniania poszczegdlnych substancji lub grup zwigzkéw
chemicznych poprzez rozpuszczanie ich w rozpuszczalniku i oddzielenie ich w postaci roztworu od
pozostatych sktadnikéw prébki.

W przypadku probek ciektych ekstrakcja jest przenoszeniem wybranych sktadnikéw z roztworu
probki (matrycy pierwotnej) do roztworu w innej cieczy (matrycy wtdrnej zwanej tez matryca
odbierajacg). Gdy prdobka jest ciatem statym, ekstrakcja polega na rozpuszczeniu wybranych
sktadnikow w cieczy i oddzieleniu roztworu od pozostatych, nierozpuszczalnych sktadnikéw

matrycy.

Przenoszenie sktadnikdw z fazy statej do ciektej nazywa sie tugowaniem lub roztwarzaniem, ale te
terminy uzywa sie zwykle do wydzielania (powigzanego czesto z rozktadem probki) zwigzkow
nieorganicznych z prébek statych (np. gleby czy stopu metali) za pomoca roztworéw kwaséw, zasad,
soli oraz zwigzkdéw chelatujgcych i innych.

We wspotczesnych technikach ekstrakcji, jako matryce odbierajacqy stosuje sie rowniez gaz, ptyn

w stanie nadkrytycznym lub ciato state.

Ekstrakcje stosuje sie zdwdch zasadniczych powodéw:
e dla wyodrebnienia grupy lub poszczegdlnych zwigzkdw chemicznych z ich pierwotnej matrycy,
e dla uzyskania odpowiedniego stezenia  wyodrebnianych zwigzkéw (zatezenia),
umozliwiajgcego zastosowanie odpowiedniej techniki instrumentalnej w analizie iloSciowej,
szczegolnie w analizie zwigzkdw wystepujgcych w ilosciach Sladowych.

Wyodrebnianie moze dotyczy¢ substancji podstawowej, np. produktu reakcji, biologicznie czynnych
zwigzkéw zawartych w surowcach roslinnych albo substancji zanieczyszczajgcych dany roztwoér czy
inng prébke.

Ekstrakty to anality i zwigzki ekstrahujgce sie razem z nimi, w nowej matrycy, ktora jest zwykle
rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikow o znanym sktadzie. Sktad chemiczny ekstraktu

jest zdecydowanie prostszy od sktadu matrycy pierwotnej.

Rozpuszczalniki organiczne, bedgce matrycg odbierajgcg, mozna tatwo odparowaé, bez straty
ekstraktu oraz sg zwykle odpowiednie do zastosowania w technikach analizy koricowej, np. w
chromatografii. Substancje obecne w ekstrakcie obok analitu mogg powodowac zaktécenia
(interferencje) w oznaczaniu, jednak jest ich, w stosunku do analitu, zdecydowanie mniej niz w
probce pierwotnej.
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Proces lub operacja zwiekszajgca stosunek stezen lub ilosci analitow (mikrosktadnikéow)
wzgledem matrycy (makrosktadnikéw) w badanej prébce nazywa sie wzbogacaniem (definicja

przyjeta przez IUPAC). Ekstrakcja jest jedna z metod wzbogacania analitéw.

Do oceny ilosciowej procesu ekstrakcji stuzy wielko$¢ nazwana procentem ekstrakcji (%E). Jest to
stosunek masy substancji ekstrahowanej, znajdujgcej sie w matrycy odbierajgcej po ekstrakcji (A)g do
masy substancji ekstrahowanej, znajdujacej sie w matrycy pierwotnej przed ekstrakcjg (A)q:

(A) g

o

DE =

100% (1)

Jesli substancja ekstrahowana nie znajduje sie w takiej samej postaci w obu matrycach ( bo ulega np.
dysocjacji, hydratacji lub hydrolizie) nalezy uwzgledni¢ masy wszystkich form substancji
ekstrahowanej, wystepujgce w matrycy odbierajgcej [2(A)s] oraz masy wszystkich form substancji
ekstrahowanej, wystepujgce w matrycy pierwotnej [5(A) o:

(2)

2. Podziat technik ekstrakcyjnych

Kryterium podziatu technik ekstrakcyjnych sg stany skupienia prébki oraz medium ekstrahujgcego
(ekstrahenta). Technika ekstrakcji ciata statego rdini sie od techniki ekstrakcji cieczy czy gazu. W
tradycyjnej ekstrakcji matrycg odbierajgca jest ciecz natomiast nowoczesne techniki ekstrakcyjne sg
czesto bezrozpuszczalnikowe, gdzie matryca odbierajgcy jest gaz lub ciato state. Nazywajgc technike
ekstrakcji nalezy przyjac statg kolejnos¢ wymieniania faz, tak by méwigc o ekstrakcji typu ciato state -
ciecz i ciecz - ciato state bylo oczywiste, ktora faza jest ekstrahentem. Logicznym wydaje sie
wymieniaé¢ w pierwszej kolejnosci stan skupienia fazy zawierajgcej substancje przed ekstrakcjg, czyli
prébki, natomiast stan skupienia fazy zawierajgcej substancje po ekstrakcji (ekstrahenta), jako drugg i
taki sposob przyjeto w niniejszym opracowaniu. Na rysunkach 1, 2 i 3 przedstawiono podziat technik
ekstrakcyjnych stosowanych do prébek o réznym stanie skupienia.

Wybadr techniki ekstrakcji zalezy od wtasciwosci fizyko-chemicznych substancji ekstrahowanych i

matrycy, a takze korncowego celu stosowanego procesu.

Wiasciwoscig analitu o podstawowym znaczeniu jest jego rozpuszczalnos¢ w ekstrahencie. Poza tym
nalezy bra¢ pod uwage postac fizyczng analitu, jego lotnos$¢, zdolnos¢ do sublimacji, odpornos¢
termiczng, odpornos¢ na dziatanie promieniowania UV czy zdolnos¢ do sorpcji na powierzchni.
Wiasciwosci analitu i matrycy warunkujg tez dobdr parametréw wybranej techniki ekstrakcji, takich
jak: temperatura, rodzaj i moc oddziatywan fizycznych (cisnienia, ultradzwiekdéw czy promieniowania
mikrofalowego), intensywnosci mieszania, itp. Wybor techniki ekstrakcji zalezy od tego czy celem ma
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by¢ wyodrebnienie pojedynczej substancji czy okresSlonej grupy zwigzkdw chemicznych, czy
wyodrebnianie przeprowadza sie na skale preparatywng czy analityczng. Sposdb ekstrakcji zalezy od
poziomu stezen analitu w matrycy, jak rowniez od tego, czy koricowa analiza jest identyfikacjg
sktadnikéw ekstraktu i/lub oznaczeniem iloSciowym jego sktadu. Sposdb ekstrakcji musi by¢
dostosowany do wymogdw techniki analizy koncowej.

Ekstrakcja do fazy ciektej

Ekstrakcja
gaz - ciecz

Ekstrakcja przez btony potprzepuszczalne

Ekstrakcja
probek

A 4

gazowych

Ekstrakcja do fazy stacjonarnej

Ekstracja

gaz — ciato Mikroekstrakcja do fazy statej

state

Ekstrakcja przez membrany porowate

Rysunek 1. Sposoby ekstrakcji prébek gazowych

Kierunkiem rozwoju wspodtczesnych technik ekstrakcyjnych sg zasady ,zielonej chemii”, w tym chemii
analitycznej. Podstawowymi cechami ,zielonej chemii analitycznej” sa:

® ograniczenie zuzycia odczynnikdw chemicznych, zwtaszcza rozpuszczalnikdw organicznych, lub
ich eliminacja,
* niestosowanie odczynnikdéw toksycznych dla cztowieka i Srodowiska naturalnego,
® ograniczenie emisji par i gazow, Sciekdw i odpadow statych, powstajgcych w wyniku procesu
analitycznego,
® zmniejszenie naktadu pracy i zuzycia energii w procesie analitycznym.
Powyzsze wymogi spetnia wiele wspdiczesnych technik ekstrakcji, jak ekstrakcja do fazy statej lub
gazowej. W ekstrakcji cieczg znalazty zastosowanie nowe ekstrahenty, takie jak: ptyn w stanie
nadkrytycznym, woda w stanie podkrytycznym czy ciecze jonowe.
Techniki ekstrakcyjne umozliwiajgce automatyzacje procesu lub oznaczanie kilku substancji w

jednej prébce zmniejszajg zuzycie energii i pracy w przeliczeniu na analit.
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Techniki
ekstrakcji
prébek
ciektych

Ekstrakcja
ciecz - gaz

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej

Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej

Dynamiczna analiza fazy gazowej nad filmem

Ekstrakcja
ciecz - ciecz

Wymywanie i wychwytywanie

Klasyczna ciecz - ciecz

Ekstracja ciggta

Mikroekstracja

state

Mikroekstracja do pojedynczej kropli

Mikroekstracja poprzez membrane

Ekstrakcja do fazy statej

Mikroekstrakcja do fazy statej

Ekstrakcja poprzez sorbent pokrywajacy

Ekstrakcja
ciecz — ciato

powierzchnie mieszadetka magnetycznego

Mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy
stacjonarnej

Metoda ograniczonego dostepu do fazy statej

Ekstrakcja wykluczenia na sorbentach o

powinowadztwie immunologicznym

Ekstrakcja do sorbentéw z nadrukiem

molekularnym

Ekstrakcja do fazy statej w strzykawce

Y.

Rysunek 2. Sposoby ekstrakcji prébek ciektych

33



Techniki
ekstrakcji
préobek
statych

Ekstrakcja
ciato state -
gaz

Ekstrakcja do fazy statej w uktadzie statycznym

Ekstrakcja do fazy statej w uktadzie dynamicznym

Ekstrakcja strumieniem gazu z desorpcjg termiczna

Ektrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzgsanie

Fkstrakcia strumieniem roznuszczalnika

Ekstrakcija w aparacie Soxhleta

Ekstrakcja
ciato state -
ciecz

 Z

A 4

Homogenizacia brobki z rozouszczalnikiem

Ekstrakcia wieloetapowa (sekwencyina)

Zmydlanie (saponifikacja)

Metody
klasyczne —

UltradZwiekami. sonikacia

wspomagane Promienowaniem mikrofalowym

Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem pod zwiekszonym

ciSnieniem

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana
promieniowaniem mikrofalowym

Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym

Rysunek 3. Sposoby ekstrakcji prébek statych

Metody

klasyczne

Nowoczesne
metody

ekstrakgji
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3. Ekstrakcja prébek gazowych
3.1. Ekstrakcja w uktadzie gaz — ciecz

Ekstrakcja probek gazowych cieczg (ang. gas liquid extraction, GLE) polega na podziale izolowanych z probki
analitéw gazowych do cieczy, pod warunkiem, ze sg one w niej catkowicie rozpuszczalne lub rozpuszczalne
czesciowo, ale w wiekszym stopniu niz pozostate sktadniki prébki. Mieszanine gazowa (prébke) przepuszcza
sie przez okreslony rozpuszczalnik. W trakcie tego procesu rozpuszczalne sktadniki probki sg absorbowane i
sklad mieszaniny gazowej opuszczajgcej ciecz jest inny niz sklad mieszaniny wejsciowej. Proces podziatu
zachodzi w catej objetosci cieczy. Przenoszenie mas polega na dyfuzji czasteczek substancji w obu fazach
(gazowej i ciektej) poprzez warstwe graniczng, wywotanej rdznicg stezenia substanciji w obu fazach.

Rdznica stezen sktadnika absorbowanego jest sitg napedowq dyfuzji, im wieksza réznica stezen
tym wieksza szybkos$¢ dyfuzji.

W ptynie nieruchomym jest to dyfuzja czgsteczkowa, przy przeptywie cieczy - dyfuzja burzliwa.

Przenikanie (podziat) czasteczek substancji przez warstwe graniczng, czyli strefe przylegta do
powierzchni miedzyfazowej i poprzez powierzchnie miedzyfazowg (granice faz) zalezy od

szybkosci przenikania i jest tym wieksze im wieksza jest powierzchnia miedzyfazowa.

Zwiekszenie powierzchni miedzyfazowej uzyskuje sie przez mieszanie, zastosowanie betkotki lub
rozpylanie, a takie przez rozpraszanie na wypetnieniach o rdéznych ksztattach. Etap dyfuzji mozna
wydtuzyé, stosujgc odpowiedni czas ekstrakcji.

T3 metode ekstrakcji gazu stosuje sie do probek o stezeniu analitu rzedu kilku procent lub nizszych,
pod warunkiem, ze ekstrahowany gaz bardzo dobrze rozpuszcza sie w cieczy ekstrahujgcej. Ciecz
(medium ekstrahujgce) nazywa sie absorbentem, sktadnik gazowy ekstrahowany z prébki gazowej —
absorbatem, urzagdzenie, w ktérym zachodzi absorpcja nazywa sie zas absorberem.

Proces podziatu sktada sie tu z trzech etapdw: przenoszenia masy z fazy gazowej do powierzchni
cieczy, rozpuszczenia w warstwie granicznej i przenoszenia masy z warstwy granicznej w gigb cieczy.
Szybkos$¢ przenoszenia masy do granicy faz po obu stronach zalezy od szybkos$ci dyfuzji czgsteczkowej
i burzliwej. Rozpuszczanie w warstwie granicznej wigze sie z oporami wnikania mas po obu stronach
granicy. Przyczyng oporéw jest bariera fizyczna i hydrodynamiczna. Bariere fizyczng stwarzaja
czasteczki, ktére blokujg dostepnosé powierzchni miedzyfazowej do wnikania gazu. Z kolei bariere
hydrodynamiczng stwarza napiecie powierzchniowe cieczy, ktére utrudnia ruch w strefie przylegtej
do powierzchni miedzyfazowej. W nieruchomej warstwie cieczy o przenoszeniu masy decyduje
dyfuzja czasteczkowa.

Gazy stabo rozpuszczajg sie w cieczach w warunkach normalnych w poréwnaniu z innymi
substancjami, a ich rozpuszczalnos¢ maleje wraz ze wzrostem temperatury. Oddziatywania
miedzyczasteczkowe gaz — ciecz (solwatacja) s3 stabe z powodu niewielkiej polarnosci gazéw, a
niewielki wzrost temperatury powoduje ich ulatnianie sie (zwiekszenie entropii lotnych

zwigzkdéw nie wymaga duzych naktadow energii).
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W uktadach rozcieniczonych gaz - ciecz w stanie rOwnowagi, matematyczng zaleznos$¢ stezenia gazu
pochtanianego w cieczy i jego cisnienia podaje prawo Henry’ego (prawo Henry’ego nie obowigzuje,
gdy gazy wchodzg w reakcje chemiczne lub ulegajg dysocjacji):

pa=H: cy (3)
gdzie:

pa- rownowagowe cisnienie gazu pochtanianego (cisnienie czgstkowe tego gazu nad
roztworem nasyconym),

cs- rbwnowagowe stezenie gazu w cieczy (roztwdr nasycony),

H- stata Henry’ego.

Z réwnania Henry’ego wynika, Zze rozpuszczalno$é gazu w cieczy bedzie tym wyisza im wyisze
cisnienie w ukfadzie. Wartos¢ statej Henry’ego zalezy od temperatury, i wzrasta wraz z jej wzrostem,
zatem wzrost temperatury zmniejsza rozpuszczalno$é gazu. W stanie réwnowagi szybkos$¢ absorpcji
sktadnika gazowego w cieczy réwna jest szybkosci jego desorpcji z cieczy. Czas osiggania rownowagi
jest dtugi i w praktyce, podczas ekstrakgji, nieosiggany.

3.1.1. Ekstrakcja membranowa przez btony pétprzepuszczalne

Do oczyszczania lub rozdzielania gazéw stosuje sie rowniez membrany pdiprzepuszczalne zwane
zwartymi. Materiat, z ktdrego wykonana jest bfona pétprzepuszczalna zachowuje sie jak ciecz, w ktdrej
rozpuszczajg sie i dyfundujg sktadniki gazu. Motorem separacji sktadnikdw gazu jest réznica ich cisnien
czgstkowych po obu stronach membrany. Efekt rozdzielania zalezy od selektywnos$ci materiatu membrany
oraz rozpuszczalnosci sktadnikdéw gazu w membranie i od wartosci ich wspdtczynnikdw dyfuzji, ktére
mozna modyfikowaé warunkami przeprowadzania ekstrakcji, jak temperaturg i cisnieniem. Schemat
procesu separacji przez membrane potprzepuszczalng przedstawiono na rysunku 8.

Mieszanina gazéw do rozdzielenia ~Membrana o grubosci L i Analit (po przejsciu przez membrane
o stezeniu analitu(cy), tzw. strefa przekroju poprzecznym A ZW. permeatem) o stezeniu c, w
zasilania strefie permeatu

|

Rysunek 8. Schemat separacji przez membrane pdtprzepuszczalng
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Przenoszenie masy przez membrane potprzepuszczalng opisywane jest rownaniem dyfuzji Ficka i
rownaniem Henry’ego. Pierwsze dotyczy transportu masy podczas dyfuzji sktadnika, wywotanej
réznicg jego stezen po obu stronach membrany:

Ac
J=AD —
L (4)

gdzie:
J — szybkos$¢ dyfuzji wyrazana strumieniem molowym (objetosciowym) sktadnika,
[cm?/cm?s],
Ac - rdznica stezen sktadnika miedzy strong zasilania a strong permeatu (c; — ¢,),
L - grubos¢ membrany [cm],
A — poprzeczny przekréj strefy dyfuzji,
D — wspotczynnik dyfuzji analitu w materiale membrany.

W poftaczeniu z réwnaniem Henry’ego, zaleznos¢ przyjmuje postac:

_QA(p1 — P3) (5)
L

J

z ktérej wynika, ze dla okreslonego analitu i materiatu membrany, o wymiarach membrany decyduje
réznica cisnien (p; — p2) po obu jej stronach, a szczegdlnie ciSnienie permeatu. Membrany zwarte
sg wykonywane z polimerdw, ze szkta kwarcowego, materiatéw ceramicznych i metali. Polimery nie
maja duzej selektywnosci i nie sg wytrzymate na wysokie temperatury, sg za to zdecydowanie tanisze
od pozostatych. Wsréd polimeréw najwiekszym zastosowaniem cieszg sie membrany wykonane z
gumy silikonowej. Membrany zwarte ceramiczne lub metalowe mogg byé jednofazowe lub
dwufazowe, jak spieki ceramiczno-metalowe, tzw. cermety.

Ekstrakcje membranowg przez btony pdtprzepuszczalne stosuje sie w przemysle i w laboratoriach
analitycznych. W przemysle membrany stosowane sg do rozdzielania takich mieszanin, jak: tlen —
azot, wodor — weglowodory, wodér — tlenek wegla, wodor — azot, ditlenek wegla — weglowodory,
para wodna weglowodory, siarkowodér — weglowodory, hel — weglowodory, hel — azot,
weglowodory — powietrze w procesach wzbogacania, osuszania, oczyszczania, wydzielania i
odzyskiwania. W analityce gazéw stosowane s3g urzadzenia wykorzystujgce ekstrakcje
membranowg. Sg to permeacyjne osuszalniki strumienia gazéw, dozymetry permeacyjne,
denudery permeacyjne, dozowniki w spektrometrach mas, umozliwiajagce wprowadzenie probki
gazowej do komory jonizacyjnej, separatory membranowe do przenos$nych spektrometréw mas.

3.2. Ekstrakcja w ukfadzie gaz - ciato state

Rozdzielanie na sorbentach statych moze odbywac sie wg réznych mechanizméw: poprzez adsorpcje
fizyczng, adsorpcje chemiczng, kondensacje kapilarng i in. (por. rozdz. 11.3.1.2).

Adsorpcja fizyczna polega na zatrzymywaniu skfadnikéw gazu na powierzchni zewnetrznej i
wewnetrznej (w porach) adsorbentu, w wyniku oddziatywan miedzyczasteczkowych bliskiego
zasiegu, jak sity Van der Waalsa czy wigzania wodorowe. W wyniku tych oddziatywarn najfatwiej
adsorbujg sie czgsteczki gazéw o duzej masie czasteczkowej i niskiej temperaturze wrzenia.
Podczas gdy mate czasteczki gazu maja mniejszg energie wigzania z adsorbentem. Wtrakcie
procesu adsorpcji czgsteczki silniej wigzgce sie z adsorbentem wypierajg te, stabiej zwigzane.
Poniewaz adsorpcja nastepuje na skutek oddziatywan bliskiego zasiegu miedzy czgsteczkami
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sktadnikdw gazu a czasteczkami powierzchni adsorbentu, ilos¢ zaadsorbowanych czasteczek jest
ograniczona i adsorpcja fizyczna zachodzi do momentu catkowitego wykorzystania przez analit
powierzchni zewnetrznej i wewnetrznej sorbentu.

Dlatego waing cecha adsorbentu jest jego powierzchnia wtasciwa. Rozrdznia sie dwa rodzaje
powierzchni wtasciwej: powierzchnia wiasciwa ziaren adsorbentu i powierzchnia wtasciwa

ztoza adsorbentu.

Powierzchnia wtasciwa ziaren adsorbentu, zwana tez powierzchnig adsorpcyjng, jest to stosunek
catkowitej powierzchni zewnetrznej ziaren (granulek) i powierzchni poréw do masy ziarna.
Powierzchnia wiaéciwa wyrazana jest zwykle w m?/g. Na wielko$¢ i kinetyke adsorpcji ma réwniez
wptyw struktura poréw adsorbentu, okreslana catkowitg objetoscig pordw i strukturg porow.

Catkowita objetos¢ porow skfada sie z objetosci wiasciwej wszystkich rozmiaréw poréw
(makroporéw, mezoporéw i mikroporéw, patrz rozdziat: Ekstrakcja membranowa przez membrany
porowate) i wyrazana jest w cm>/g adsorbentu.

Strukture porow okresla: ksztatt powierzchni bocznej poréw, ksztatt przekroju poprzecznego
poréw (jest zmienny wzdtuz jego dtugosci), profil poréw w przekroju podtuznym, kretos¢ pordw,
rodzaje potgczen porow (obustronnie i jednostronnie otwarte), uporzgdkowanie lub
nieuporzgdkowanie poréw (potozienie), pofgczenie elementéw ztoza adsorbentu (sztywny
szkielet lub oddzielne, przylegajgce do siebie elementy). Od struktury poréw zalezy droga
migracji czastek analitu, tym samym szybkos$¢ adsorpciji.

Powierzchnia wtasciwa ztoza adsorbentu jest potrzebna do obliczania transportu masy substancji z
gazu do powierzchni adsorbentu. Powierzchnie wiasciwg ztoza adsorbentu oblicza sie na podstawie
masy pojedynczego ziarna i gestosci nasypowej ztoza, po uwzglednieniu ksztaftu ziarna.
Charakterystyke najczesciej stosowanych adsorbentéw przedstawiono w tabeli 1.

W przypadku adsorpcji chemicznej, oddziatywanie czasteczek adsorbatu z czasteczkami
powierzchni adsorbentu zwigzane jest z przejsciem elektrondéw, w wyniku tego energia wigzania
czgsteczek na powierzchni jest tak duza, ze zaadsorbowana substancja moze by¢ desorbowana
tylko w postaci zwigzku chemicznego lub usunieta jak substancja stata.

Przy doborze adsorbentu do rozdzielania mieszanin gazowych nalezy uwzglednic:

e charakter chemiczny izolowanych substancji,

e charakter chemiczny adsorbentu odpowiadajgcy wtasciwo$ciom rozdzielanych gazéw,

® pojemnosc sorpcyjng adsorbentu (odpowiednia powierzchnia wiasciwa, wielkos¢ poréw),
® metode desorpcji analitu z sorbentu,

e czystosc¢ adsorbentu,

® trwatosc analitu na wybranym sorbencie (mozliwos$¢ zmian chemicznych analitu).

Proces adsorpcji sktada sie z trzech gtéwnych etapdéw (por. rozdz. 11.3.2.1.)

e wedrdowka adsorbatu do zewnetrznej powierzchni adsorbentu, polegajgca na dyfuzji czastek
gazu w fazie gazowej — dyfuzja zewnetrzna,
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e dyfuzja adsorbatu w porach w kierunku powierzchni wewnetrznej poréw — dyfuzja
wewnetrzna,

e kondensacja czgsteczek adsorbatu na powierzchni poréw — wiasciwy proces adsorpcji.

Proces adsorpcji moze przebiega¢ w rdéznych warunkach: gaz poddawany adsorpcji moze by¢
jedno- lub wielosktadnikowy, adsorpcji ma ulega¢ jeden lub kilka skfadnikéw gazu, adsorpcja
moze byé prowadzona statycznie lub dynamicznie, ztoze adsorbentu moze by¢ nieruchome lub
ruchome itd. Warunki adsorpcji majg zdecydowany wptyw na jej catkowitg szybkos$é oraz
szybkos$¢ poszczegdlnych jej etapach. Catkowitg szybkos$¢ adsorpcji wyraza sie przyrostem ilosci
adsorbujacej sie substancji [jednostka masy] w jednostce czasu.

Adsorpcja moze by¢ prowadzona w sposéb statyczny lub dynamiczny. W sposobie statycznym,
ruch czasteczek gazu w kierunku fazy stacjonarnej jest swobodny (dyfuzja molekularna).
Statyczna adsorpcja stosowana jest w analityce, do pobierania prébek gazowych (dozymetry
pasywne). Stosowanie metody statycznej nie wymaga urzadzen do zasysania gazu ani pomiaru jego
objetosci.

Adsorpcja dynamiczna polega na przepuszczaniu strumienia gazu przez adsorbent. Jest czesto
stosowana w analityce do oznaczanie organicznych skfadnikéw gazowych. Wymaga zasysania gazu
przez sorbent (np. przez rurke sorpcyjng wypetniong ztozem sorbentu statego lub kilku warstw
roznych sorbentdw) oraz pomiaru objetosci zasysanego gazu. W przemysle procesy adsorpcyjne
przeprowadza sie metodami dynamicznymi, najczesciej na ztozu nieruchomym, rzadziej ruchomym
czy fluidalnym. Zatrzymane na adsorbencie sktadniki musza byé uwalniane — desorbowane. Przy
rozdzielaniu mieszanin gazowych, proces desorpcji jest zwigzany z procesem adsorpcji. Rozdzielanie
adsorpcyjne mieszanin gazowych mozna przeprowadzaé¢ dwoma sposobami:

* metodg adsorpcji zmienno-temperaturowej, polegajgcej na adsorpcji w niskiej temperaturze
(adsorpcja jest procesem egzotermicznym, odprowadzanie ciepta zwieksza wydajnosc),
desorpcji i regeneracji adsorbentu w podwyzszonej temperaturze,

* metody adsorpcji zmienno-ci$nieniowej (,metoda bezgrzewcza”), polegajacej na adsorpcji w
podwyzszonym cisnieniu, a desorpcji i regeneracji przy obnizonym cisnieniu.

W skali laboratoryjnej stosowana jest réwniez desorpcja przez ptukanie ztoza gazem obojetnym,
wypieranie zaadsorbowanego gazu innym, nieadsorbujgcym sie na sorbencie oraz desorpcja
rozpuszczalnikiem (ekstrakcja).

3.2.1. Ekstrakcja gazow przez membrany porowate

Do selektywnego rozdzielania sktadnikdw mieszanin gazowych (gazéw i par) stosuje sie rowniez
klasyczne membrany porowate. Ze wzgledu na srednice pordw membrany dzieli sie na:

* mikroporowate, o $rednicy poréw mniejszej niz 2 nm,
* mezoporowate (membrany o porach przejSciowych), o srednicy od 2 nm do 50 nm,
* makroporowate, o Srednicy poréw wiekszej niz 50 nm.

Podstawg separacji na membranach porowatych jest proces selektywnej adsorpcji sktadnikow
mieszanin gazowych na powierzchni i wewnatrz porédw oraz na mechanizmie wykluczania.
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Tabela. 1. Charakterystyka najczesciej stosowanych adsorbentow

wg
Adsorbent Wiasciwosci fizyczne Sktad chemiczny i Zastosowanie klasyfikacji
wiasciwosci chemiczne Kisielewa*
Zele Waskoporowe ($red. SiO, (99,71%) + Fe,03, Osuszanie gazdéw, usuwanie specyficzny
krzemionkowe | 1,5 nm), pow. wht. Al,03,TiO,, Na,0, CaO, polarnych zanieczyszczen dodatni
550700 m%/g Zr0O, polarny, kwasny, o | organicznych, np. alkoholi,
duzej pojemnosci fenolu, chlorofenoli,
szerokoporowe sorpcyjnej chlorobenzenéw, amin
(éred.6 nm), pow. wt. aromatycznych i alifatycznych
400+530 m*/g
Tlenek glinu Powierzchnia Al,03 (92%) + H20, Usuwanie zwigzkow specyficzny
(aluminozel) wtasciwa — 200+250 Na,0, SiO,, Fe,03,TiO,, polarnych: alkoholi, glikoli, dodatni
m?/g polarny, kwasny aldehydéw , ketondw itp.,
osuszania powietrza,
oczyszczanie z lotnych
zwigzkow fluoru
Wegle Duza porowatos, Nazwy handlowe: Usuwanie z powietrza par niespecyfic
aktywne posiadaja makro-, Wegiel N, Wegiel A, zwigzkow organicznych, zny
mezo-, mikropory, Carbosorbit, Carbopol Z- | usuwanie SO, z gazéw niepolarny
pow. wt. — 700+1200 0-4, spalinowych
m’/g
Sorbent Duza porowatos, Glinokrzemiany metali Osuszanie wodoru, powietrza, | specyficzny
czgsteczkowy | pory jednorodne o jedno-i gazéw szlachetnych, usuwanie | dodatni
(zeolit) $redn.0,3+1,1nm, dwuwartosciowych, sita | NH3,H,S,50,,CO,,
pow. wt. —700+1100 molekularne, typ A, X, Y,
m?/g polarne, n-alkany, dieny, etyloamina,
benzen, naftalen, proste
zwigzki heterocykliczne,
chlorowcoweglowodory
Polimery Duza porowatos, Niepolarne, Usuwanie zanieczyszczen specyficzny
porowate waskoporowate, pow. | niespecyficzne: organicznych, kwasdéw izasad | ujemny
wt. kilkaset mz/g XAD-2, XAD-4, organicznych, fenoli,
Porapak(P,Q), zwigzkow organicznych z
Chromosorb (101, 102) wieloma grupami funkcyjnymi
Polarne, Chromosorb
104,Vinylosorb N, XAD-
11, Amberlite IRC-50
Polimery Duza porowatos, XAD-2, XAD-4, Usuwanie zanieczyszczen Niepolarny
porowate waskoporowate, pow. | Porapak(P,Q), organicznych, kwasdéw i zasad | nie-
wt. kilkaset m%/g Chromosorb (101, 102) organicznych, fenoli, specyficzny
Chromosorb zwigzkow organicznych z lub
104, Vinylosorb N, XAD- | wieloma grupamifunkcyjnymi | specyficzny
11, Amberlite IRC-50 ujemny

*klasyfikacja chemicznego charakteru powierzchni wg Kisielewa: niespecyficzne (niepolarne, neutralne i hydrofobowe, na

powierzchni nie znajdujg sie jony ani grupy funkcyjne), specyficzne dodatnie (polarne, na powierzchni znajdujg sie skupione

tadunki dodatnie), specyficzne ujemne (polarne, na powierzchni znajdujg sie roztozone tadunki ujemne).
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Adsorpcja nazywa sie zjawisko zmian stezenia substancji na powierzchni styku fazy statej z faza
gazowa lub ciekta (por. roz. 1.2.2.). Zmiany stezenia (sorpcja) nastepujg w wyniku reakcji zachodzace;j
na powierzchni ciata statego (adsorpcja chemiczna) Ilub w wyniku oddziatywan
miedzyczgsteczkowych (sit Van der Waalsa), wystepujacych w gtebi fazy statej oraz sit adhezji,
skierowanych prostopadle do powierzchni styku faz (adsorpcja fizyczna). Wydajnosé adsorpcji
wzrasta ze wzrostem powierzchni witasciwe] sorbentu. Adsorpcja jest procesem egzotermicznym,
wiec wydajnos¢ ekstrakcji na membranie porowatej wzrasta wraz z obnizeniem temperatury.
Natomiast proces odwrotny, czyli desorpcja wymaga doprowadzenia energii.

Mechanizm wykluczania polega na dyfuzji przez membrane tych molekutf, ktérych rozmiary
odpowiadajg Srednicy porow.

Udziat poszczegdlnych proceséw zalezy od wielkosci porow. W makroporach membran adsorpcja
zachodzi w niewielkim stopniu, stuzg one gtdwnie do transportu adsorbowanych substancji na
powierzchni membrany do poréw o mniejszych $rednicach. Na powierzchni poréw przejsciowych
zachodzi adsorpcja, a zaadsorbowane molekuty majg duzg mobilnos¢, gdyz sity adsorpcyjne
wystepujg w niewielkiej odlegtosci od scian poréw. Adsorpcja na powierzchni mezoporéw moze by¢
mono- lub polimolekularna. Wewnatrz poréw przejsciowych mozliwa jest réwniez kondensacja
kapilarna. Wykroplenie sie sktadnika w kapilarze jest etapem separacji od trwatych sktadnikow
gazowych.

Membrany o mikroporach, poréwnywalnych z rozmiarami czasteczek majg najwiekszg selektywnosé,
wynikajacg z mozliwosci doboru rozmiaréw pordw i doboru ich charakteru chemicznego. Poza tym, w
mikroporach zachodzi wiele zjawisk, jak: dyfuzja molekularna, dyfuzja Knudsena, dyfuzja
powierzchniowa, kondensacja kapilarna, oddziatywania miedzy dyfundujgcymi molekutami oraz
wykluczanie molekut, dzieki ktérym membrany mikroporowate osiggajg wysoka selektywnosé.
Ogdlny schemat dziatania membrany porowatej przedstawiono na rysunek 9. Rozdzielanie na
membranie porowatej sktada sie z trzech etapow:

e wedrowka adsorbatu do zewnetrznej powierzchni adsorbentu, polegajgcy na dyfuzji czastek
gazu w fazie gazowej — dyfuzja zewnetrzna,

e dyfuzja adsorbatu w porach w kierunku powierzchni wewnetrznej poréw - dyfuzja
wewnetrzna (predkos¢ dyfuzji w porach zalezy w duzej mierze od stosunku sredniej srednicy
porow (r) do sredniej drogi swobodnej czgsteczek adsorbatu (A) i réwniez decyduje o
szybkosci catego procesu; gdy r >> A, to transport wewnatrz porow w fazie gazowej odbywa
sie w wyniku dyfuzji molekularnej, czyli swobodnych ruchdéw czasteczek, gdy A >> r, szybkos¢
dyfuzji zalezy o ciezaru czasteczkowego gazu i $rednicy porédw i nosi nazwe dyfuzji
knudsenowskiej),

® kondensacja czgsteczek adsorbatu na powierzchni poréw —wfasciwy proces adsorpcji.

Czasteczki o odpowiednich rozmiarach, nieulegajace adsorpcji dyfundujg przez pory membrany w
kierunku mniejszego stezenia.

Membrany porowate wykonuje sie z polimerdw organicznych, materiatéw ceramicznych, metali,
szkta kwarcowego i rzadziej z wegla. Nowe technologie produkcji membran pozwalaja
otrzymywaé membrany w postaci cienkiej warstwy zeolitow, krzemionki, tlenku tytanu, weglika
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krzemu i wegla, naniesionej na nieorganiczne membrany makro- i mezoporowate. Membrany
moga miec ksztatt ptaskiej folii, kapilary lub wydrgzonego, porowatego wtdkna kapilarnego.

Predkgs¢ dyfuzji

Zasilanie, p; Permeat, p,

Rozmiar
porow

Grubo$é membrany

Rysunek 9. Zasada dziatania membrany porowatej

Ekstrakcja za pomoca adsorpcji na membranach porowatych umozliwia usuwanie z gazu wielu
substancji jednocze$nie, szczegdlnie organicznych oraz oczyszczanie duzych strumieni gazow o
matym stezeniu zanieczyszczen.

3.2.2. Mikroekstrakcja do fazy statej

Mikroekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase microextraction, SPME) polega na sorpcji mikroilosci
zwigzkdéw organicznych w cienkiej, cylindrycznej warstwie fazy stacjonarnej, pokrywajgcej wtdkno
szklane lub kwarcowe. SPME zostata zastosowana po raz pierwszy w Kanadzie w 1989 roku przez
naszego rodaka Janusza Pawliszyna z Uniwersytetu w Waterloo. Mikroekstrakcja do fazy statej
znalazta szybko szerokie zastosowanie w analityce zwigzkdw organicznych z prébek gazowych,
ciektych lub ekstraktéw z prébek statych. Cztery lata pdzniej firma Supelco wprowadzita na rynek
strzykawki do mikroekstrakcji do fazy statej. Widkno z sorbentem znajduje sie w rurce ze stali
nierdzewnej, a catos¢ miesci sie w igle umocowanej w uchwycie, przypominajgcym strzykawke do
chromatografii gazowej (rysunek 10a). Uchwyt umozliwia dwa potozenia witdkna: wewnatrz i na
zewnatrz rurki. W trakcie ekstrakcji widkno moze by¢ umieszczone (zanurzone) bezposrednio w
ciektej probce (ang. direct immersion, DI-SPME), lub w gazowej fazie nadpowierzchniowej nad ciekta
lub statg probka (ang. head space, HS-SPME), rysunek 10b i c.

Po okreslonym czasie ekstrakcji, wtdkno chowane jest do igty. Ekstrakt, po zamknieciu konca igty np.
uszczelkg chromatograficzng, moze by¢ przechowywany na wtdknie do czasu analizy. Analiza
chromatograficzna ekstraktu polega na wprowadzeniu igly przyrzagdu do dozownika chromatografu
gazowego i wysunieciu wtdkna z sorbentem do przestrzeni dozownika, gdzie nastepuje desorpcja
analitéw do fazy gazowej. Gaz nosny przenosi je nastepnie do kolumny chromatograficznej, gdzie
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nastepuje proces rozdzielania. Technika SPME nie wymaga specjalnych desorberdw termicznych i
mozna jg stosowacé w potaczeniu z kazdym chromatografem gazowym.

Sruba blokujaca
potozenie widkna

Prowadnica wtékna
\i

Otwodr do
obserwacji
witdkna
Ruch
analitow

Igta

Witdkno z Prébka

sorbentem

a) b) c)

Rysunek 10. Schemat przyrzadu do mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej, SPME (a) oraz sposoby
ekstrakcji: bezposrednio w prébce, DI-SPME (b) i w fazie nadpowierzchniowej, HS-SPME (c)

Dla celéw chromatografii cieczcowej stosuje sie ekstrakcje poprzez przepuszczanie prébki przez
kapilare, pokrytg od wewnatrz sorbentem. Zatrzymane na sorbencie w kapilarze anality wymywa sie
bezposrednio przez faze ruchomg do kolumny HPLC lub rozpuszczalnikiem do naczynka
chromatograficznego.

Fazy stacjonarne stosowane w technice SPME majg rézne wiasciwosci chemiczne. Sorpcja zwigzkow
organicznych zalezy od ich powinowactwa do zastosowanego rodzaju fazy stacjonarne;j.
Najpowszechniej stosowang grupg faz sg fazy silikonowe. Sg to polisiloksany, ktére dzieki swym
wiasciwosciom fizykochemicznym, bardzo dobrze spetniajg wymogi faz stacjonarnych. Polisiloksany
sg stabilnymi termicznie i chemicznie cieczami, posiadajgcymi odpowiednig lepkosé, nieznacznie
zmieniajgcy sie ze zmiang temperatury. Fazy te mozna modyfikowaé chemicznie, poprzez dodatek
roznych grup funkcyjnych, uzyskujgc w ten sposdb réing selektywnosé. Struktura polisiloksanow
umozliwia szybka sorpcje analitow. Przyktadem faz silikonowych jest np. polidimetylosiloksan (ang.
polydimethylsiloxane, PDMS) lub mieszanina polidimetylosiloksanu i diwinylobenzenu PDMS/DVB
(ang. divinylbenzene, DVB). Jako faze statag w SPME stosuje sie rowniez poliakrylany (PA) oraz
kopolimery np. carbowax/DVB, DVB/carboxen™-PDMS i inne.
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Podstawy metody

Zaleznos¢ stezenia analitu w fazie stacjonarnej od czasu ekstrakcji jest funkcjg wyktadniczg, ktérg
przedstawia rownanie:

(6)

k B
cs(t) = cyo k—l (1-e™")
2

gdzie:
kq ik, - state sorpcji i desorpcji analitu w fazie stacjonarnej,
Cw o - poczatkowe stezenie analitu w wodzie,
cs(t) - stezenie analitu w fazie stacjonarnej w czasie t.

Mechanizm ekstrakcji polega na podziale analitu miedzy dwie fazy: matryce (woda) i
sorbent(polimer, ciecz). W zwigzku z tym ilos¢ analitu w sorbencie (m,) zalezy w gtéwnej mierze od
wartosci statej podziatu analitu migdzy dwie fazy: sorbent i wodg - Ky, Stata podziatu jest ilorazem

stezen analitu w stanie réwnowagi w fazie sorpcyjnej(c,) i fazie wodnej (c,):

K = S = s & (7)
w mW VS
gdzie:
Vi - objetosc¢ fazy wodnej,
Vs - objetos¢ fazy ekstrahujacej,
mg - masa analitu w fazie ekstrahujgcej,
m,, - masa analitu w fazie wodne;j.
Po osiggnieciu stanu réwnowagi, bilans mas mozna zapisac:
myo =mgtm, (8)
gdzie:

my, o - poczatkowa masa analitu w fazie wodne;j.

Przeksztatcajgc wzory (7) i (8), otrzymuje sie wzor na mase analitu w fazie ekstrahujacej,

mW,OKS/WVS
my = ———— 9)

Ks/w + Vw
ktory po uwzglednieniu poczatkowej masy analitu w fazie wodnej przyjmuje ostateczng postac
zaleznosci masy analitu w fazie ekstrahujacej:

m. = CW,OVwKx/st (10)
’ Ks/w+vw

Mikroekstrakcja do fazy statej jest technika réwnowagowga, co oznacza, ze zawsze masa analitu
znajdujaca sie w sorbencie ekstrahujgcym jest zalezna od jego stezenia poczatkowego w prébce. To,
jaka poczatkowa czes$¢ analitu znajdzie sie w sorbencie, zalezy od statej podziatu oraz od objetosci
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fazy stacjonarnej i probki. Przy bardzo duzej objetosci prébek, stosunek %jest bliski jednosci,
s/w w

wiec réwnanie mozna zapisa¢:
mg = Ks/wcw,OVx (112)

co oznacza, ze w takim przypadku ilos¢ analitu ekstrahowana do fazy stacjonarnej jest niezalezna od
objetosci probki. Umozliwia to pomiar stezenia analitow w wysoce objetosciowych prébkach, np.
rzece czy w jeziorze, poprzez bezposrednie zanurzenie wtdkna do wody.

Dla prébek gazowych, zaleznos¢ ilosci analitu zaabsorbowana przez faze stacjonarng od stezenia jego
w prébce jest identyczna jak w przypadku prébek ciektych, przy czym stezenie, objetos¢ oraz stata
podziatu analitu dotyczy gazu:

mg = Ks/gcg,OVs (12)

gdzie:
Cg,0 - Ppoczatkowe stezenie analitu w probce gazowej,
V, - objetosc fazy gazowej (probki),
Ks/g - stata podziatu analitu migdzy dwie fazy: sorbent i probke gazowa.

Jesli widkno znajduje sie w fazie nadpowierzchniowej nad prébkg, w stanie réwnowagi miedzy fazami,
ilos¢ analitu w fazie stacjonarnej zalezy od statej podziatu miedzy faze stacjonarng a gazowg faze
nadpowierzchniowa, K/, oraz migdzy gazowa fazg nadpowierzchniowa a prébke, K, .. Zaleznos¢ te mozna
wyprowadzi¢ jak poprzednio z bilansu mas w stanie rownowagi, uwzgledniajgc przejScie analitu z fazy
gazowej do fazy statej:

c m, V,

K= =15 & (13)
8 mg VS

3
<

Tw (14)
¢y my, Vg
gdzie:

Vy - objetosc fazy nadpowierzchniowej,

mg - masa analitu w gazowej fazie nadpowierzchniowe;j.

Bilans mas obejmuje wszystkie trzy fazy:

My = Mg +m,, +m, (15)
stagd masa analitu w fazie stacjonarnej wynosi:
Ks/gKg/stVwCO
mg = (16)
Ks/gKg/wa + Kg/wvg +Vs
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Ponadto, w przypadku probek ciektych, stosunek statej podziatu ciato state/gaz i statej podziatu
gaz/woda jest rowny statej podziatu ciato state/woda:

K, K, = g V_g_gV_W:mS V_W:K/ (17)
e s mg Vg my, Vo m,, Vg S

Jesli ekstrahuje sie anality, ktérych stata podziatu faza nadpowierzchniowa/prébka, K, ,, jest
niska, to zmniejszajac objetos¢ fazy gazowej, zmniejsza si¢ wartos¢ czynnika K,/ Vg, co
oznacza, ze ilos¢ analitu w fazie stacjonarnej bedzie prawie taka sama, jakby zanurzy¢ sorbent w
probce. Jest to bardzo cenna cecha tej techniki, gdyz transport analitow przez faze
nadpowierzchniowg jest znacznie szybszy niz w ciektej fazie (w prébce zawsze tworzy sie cienka
warstwa wody wokoét witdkna, co spowalnia przenoszenie masy analitu). Ponadto, w fazie
nadpowierzchniowej, jest znacznie mniejszy wptyw matrycy, co z kolei jest istotne w przypadku

bardzo ztozonych prébek.

Czas ekstrakcji zalezy od czasu ustalania sie rownowagi miedzy prébka a fazg stacjonarng. Dyfuzje
analitéw z probki do fazy stacjonarnej przyspiesza mieszanie. Idealne mieszanie umozliwia
zastosowanie ultradzwiekéow, w innych przypadkach zawsze wokdt widkna znajduje sie cienka
warstwa wody ograniczajgca dyfuzje do warstwy sorbentu i wydtuzajgca czas ustalania réwnowagi.
Poniewaz warstwa sorbentu na widknie ma mata grubos¢ (7 — 100 um), stan rownowagi ustala sie
szybko i w praktyce czas ekstrakcji wynosi zwykle od 2 do 30 min. Poza tym pojemnos¢ wtdkna jest
ograniczona i przedtuzanie czasu kontaktu z probky (zwtaszcza w gazowg) moze prowadzi¢ do
desorpcji i zmniejszenia wydajnos¢ ekstrakgiji.

Dobor widkna z sorbentem opiera sie najczesciej na zasadzie stosowanej w chromatografii -
»,podobne rozpuszcza podobne”, charakter sorbentu (polarnosc) dobierany jest do polarnosci analitu.
Czutos¢ metody zatezania technikag SPME zalezna jest od wartosci statej podziatu analitu miedzy
substancje sorpcyjng (faze stacjonarng) a prébke.

Jesli dobdr widkna jest utrudniony ze wzgledu na wiasciwosci analitu (obecnos$¢ w matrycy znacznych
ilosci substanciji o podobnej strukturze chemicznej), mozna zastosowac jego derywatyzacje. Dobrym
sposobem, jesli to jest mozliwe, jest przeprowadzenie analitdw w pochodne o innej strukturze
chemicznej od pozostatych sktadnikéw matrycy. Pochodne analitdw powinny miec inne wiasciwosci
fizykochemiczne, np. nizszg temperature wrzenia lub inng polarnos¢. Nizsza temperatura wrzenia
zwieksza ich lotnos¢, a mniejsza polarnosé zwiekszy statg podziatu na niepolarnej fazie stacjonarnej,
co w rezultacie zwieksza wydajnos¢ ekstrakcji lub wrecz jg umozliwia. Derywatyzacje probki mozna
wykonac przed ekstrakcjg lub w trakcie. Jednym ze sposobodw jednoczesnej ekstrakcji i derywatyzacji
jest zanurzenie wtékna do odczynnika -reagenta a nastepnie zanurzenie do prébki lub umieszczenie
w fazie gazowej nad prdbka. Reakcja zachodzi na wtdknie, co znacznie skraca czas analizy. Niestety,
nie kazdg reakcje mozna w ten sposéb wykonaé.

Masa analitu w fazie stacjonarnej zalezy réwniez od jej ilosci. Dostepne sg wtdkna o nastepujacej
grubosci warstwy sorbentu: 7, 10, 30, 50, 65, 70, 85 i 100 um. Grube warstwy fazy odpowiednie sg do
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wiekszych ilosci analitéw, ciensze stosowane sg do mniejszych stezeA. Czas dyfuzji w fazie
stacjonarnej zalezy od jej grubosci i wielko$ci molekuty analitu. Witékna o wiekszej grubosci warstwy,
np. 100 um, stosuje sie do ekstrakcji niskomolekularnych i lotnych zwigzkéw. Z kolei wtékna o
grubosci warstwy mniejszej, np. 30, 10 lub 7 um stosuj sie do ekstrakcji zwigzkdw o wyzszych masach
molekularnych i mniej lotnych. Grubo$é warstwy sorbentu nalezy réwniez wybieraé¢ biorgc pod
uwage proces desorpcji analitu. Substancje o wyzszych temperaturach wrzenia szybciej desorbuja sie
z widkna o cienszej warstwie fazy stacjonarne;j.

Na wydajno$¢ ekstrakcji maja wptyw objetosci fazy gazowej i prébki.

Wydajnos¢ wzrasta przy minimalizacji objetosci fazy gazowej nadpowierzchniowej. Zwykle prébka
ciekta zajmuje potowe objetosci naczynka do ekstrakcji. Poza tym stan réwnowagi miedzy fazg
gazowg a ciekla osigga sie szybciej w naczynku o mniejszej pojemnosci. Np. 3 razy szybciej osigga sie
stan rGwnowagi w naczynku o pojemnosci 5 mL, z zawartoscig probki réwng 1 mL niz w naczynku o
pojemnosci 50 mL, z zawartoscig probki réwng 10 mL.

Stata podziatu substancji miedzy fazg gazowq a prébka, Ky, rosnie ze wzrostem temperatury, wzrasta
wiec ilo$¢ analitu w fazie gazowej. Im wyzsze stezenie analitu w fazie gazowej, tym szybsza jego
sorpcja na widknie. Ale zbyt wysoka temperatura jest przyczyng desorpcji ich z widkna, ktéra nie
powinna zachodzi¢ w trakcie ekstrakcji. Optymalng temperature nalezy wiec dobra¢ w zaleznosci od
sktadu probki i uzytej fazy stacjonarnej. Temperatura i czas ekstrakcji sg $ciSle ze sobg zwigzane,
wzrost temperatury pocigga za sobg skrécenie czasu ekstrakg;ji.

Dla zwiekszenia wydajnosci ekstrakcji czesto stosuje sie proces wysalania. Wysalanie zwieksza site
jonowg roztworu i zmniejsza rozpuszczalnos¢ organicznych analitdbw w prébce, tym samym
zwiekszajgc ich ilos¢ w fazie gazowej, co utatwia sorpcje na wtdknie. Wysalanie czesto stosuje sie przy
oznaczaniu pestycyddw i zwigzkédw aromatycznych. Efekt wysalania zalezy od rodzaju analitu i
stezenia soli w prébce.

Zastosowanie selektywnych membran wokét wiékna (rysunek 11) zwieksza selektywnos¢ ekstrakgiji i
moze przedfuzy¢ zywotnosé wtdkna. Szczegdlne zainteresowanie wzbudzajg membrany weglowe.

A

Membrana

Prébka —p
v Ruch analitu

Rysunek 11. Schemat mikroekstrakcji do fazy statej przez membrane
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Warunki desorpcji s3 réownie wazine jak warunki ekstrakcji. Zwykle stosowana jest desorpcja
termiczna i odbywa sie w dozowniku chromatografu gazowego. SPME nie daje piku rozpuszczalnika w
GC ale desorpcja analitu z wiékna zachodzi wolniej niz odparowanie rozpuszczalnika, czego
rezultatem jest ogonowanie pikéw, dlatego czas desorpcji powinien by¢ mozliwie najkrétszy.
Temperatura dozownika powinna by¢ wyzsza niz temperatura wrzenia najwyzej wrzgcego sktadnika,
ale z drugiej strony musi by¢ dopasowana do termicznej wytrzymatosci wtdkna. W oznaczaniu
nielotnych lub nietrwatych zwigzkdéw, technike SPME lepiej potgczy¢ z technikg HPLC lub LC/MS.

Technika SPME jest bezrozpuszczalnikowg ekstrakcja. Rdznorodnosé widkien dostepnych
komercyjnie umozliwia wiele zastosowan (tabela 2). SPME jest metodg przygotowania probek
analizowanych technikg chromatografii gazowej, wysokosprawnej chromatografii cieczowej lub
elektroforezy. Mozna jg stosowac do lotnych i nielotnych substancji. Ekstrakcja do fazy statej moze
sie odbywac na bardzo selektywnych sorbentach, jakimi sg przeciwciata lub polimery z molekularnym
nadrukiem.

Tabela 2. Przyktady zastosowan mikroekstrakcji do fazy statej w analityce sSrodowiska (na podstawie
Trends in solventless sample preparation techniques for environmental analysis, W. Wardencki, J.
Curyto, J. Namiesnik, J. Biochem. Biophys. Methods 70 (2007))

Prébka Analit Typ sorbentu, Typ Analiza
grubosé warstwy | ekstrakeji wiasciwa
fazy stacjonarnej

[um]
Woda Pochodne benzenu PDMS, 100 DI GC/IT/MS
Woda Pestycydy PDMS, 7 DI GC/NPD,
PDMS/DVB, 65 GC/ECD
Woda Lotne i Sredniolotne zwigzki PDMS HS GC/FID, GC/MS
organiczne

Gleba Chlorowcoorganiczne pestycydy PDMS, 100 DI GC/ECD, GC/MS

Gleba Fungicydy PA, 85 DI GC/MS

Gleba Fosforoorganiczne pestycydy PA, 85 HS GC/MS
Ryby, woda Metylortec PDMS, 100 HS GC/MS

rzeczna

Woda Fosforoorganiczne pestycydy PA, 85 DI SFE/HPLC

Woda Substancje wybuchowe CW/TPR, 50 DI HPLC/UV

PDMS/DVB, 60
PA, 85
Grunt i BTEX, naftalen, chlorowane PDMS, 100 HS MCC/UV/IMS
woda alkany, chlorowane benzeny PA, 85
powierzchn.
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Tabela 2. c.d.

Prébka Analit Typ sorbentu, Typ Analiza
grubo$é warstwy | ekstrakcji wiasciwa
fazy stacjonarnej

[um]
Woda BTEX PDMS/DVB, 65 HS GC/FID
Woda N-nitrozoaminy CAR/PDMS HS GC/NCD
GC/NPD
GC/MS
Scieki Zwigzki siarkowe PDMS/DVB HS GC/MS
przemystowe PDMS/Carboxen
Woda Chlorek benzylu, dichlorek Widkno z weglem HS GC/MS
benzylu, trichlorek benzylu aktywowanym
(ACF)
Powietrze Chlorobenzeny Carbowax/PDMS HS GC/MS
PDMS/DVD GC/ECD
Carbowax /DVB
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4. Ekstrakcja prébek ciektych

4.1. Ekstrakcja w uktadzie ciecz — gaz

Metoda ekstrakcji do fazy gazowej wykorzystywana jest gtéwnie do oznaczania lotnych sktadnikéow
organicznych w préobkach wodnych oraz statych. Metode te stosuje sie w przypadku prébek
szczegdlnie trudnych do analizy, wymagajgcych uciazliwego i skomplikowanego oczyszczania oraz
zageszczania. Ekstrakcja do fazy gazowej polega na przenoszeniu analitéw do fazy gazowej nad
powierzchnig prébki (nadpowierzchniowej, ang. head space, HS) w ukfadzie zamknietym lub do
strumienia gazu przeptywajgcego przez prébke. W obu technikach istotng role odgrywa podwyzszona
temperatura, dzieki ktérej wspomagane sg procesy desorpcji analitu z fazy ciektej lub statej do
gazowej.

4.1.1. Ekstrakcja do gazowej fazy nadpowierzchniowej

Podstawa statycznej metody ekstrakcji do gazowej fazy nadpowierzchniowej jest zmienno$é cisnienia
czastkowego substancji w fazie gazowej wraz ze zmiang jej stezenia w fazie ciektej. W uktadzie
zamknietym, w stanie réwnowagi termodynamicznej zaleznos¢ cisnienia czgstkowego p; sktadnika i w
fazie gazowej nad prébka od jego stezenia w ciektej mieszaninie, ktérg jest probka, wyraza prawo
Raoulta:

0
Pi =X D (18)
gdzie:
x; - utamek molowy sktadnika i w prébce ciektej,

p? - preznos¢ pary nad czystym sktadnikiem i.

Z prawa Raoulta wynika, ze na podstawie stezenia analitu w fazie gazowej mozna okresli¢ pierwotne
jego stezenie w probce ciektej. W stanie rownowagi termodynamicznej miedzy fazg gazowg i ciekty,
przy danym ci$nieniu i temperaturze, stosunek stezen sktadnika i w obu fazach jest wielkoscig stafg,
ktérej wartos¢ wyraza stata podziatu substancji i — K;:

K, =SiL (19)
gdzie:

ci, - stezenie substancji i w fazie ciektej,
Cig - stezenie substancji i w fazie gazowej.

Stezenie poczatkowe sktadnika i w probce (cj),) moina obliczy¢ z bilansu mas. W stanie réwnowagi
termodynamicznej ilo$¢ skfadnika i w fazie ciektej wynosic;; V; a w fazie gazowej - ¢;gV;. Suma ilosci

sktadnika w obu fazach jest jego iloscig w fazie ciektej (probce) przed ekstrakeja - ¢}, Vy:
CIOLVL = CiGVG + CiLVL (20)

Po uwzglednieniu statej podziatu otrzymuje sie rdwnanie wyrazajgce zwigzek miedzy stezeniem
badanej substancji w prébce ciektej a jej stezeniem w fazie gazowej:



(21)

Réwnanie (21) jest podstawowq zaleznoscig stosowang w oznaczeniach ilosciowych technikg HS
w potaczeniu z chromatografia gazowga. Steienie badanej substancji w probce cieklej jest
proporcjonalne do jej stezenia w fazie gazowej, bedacej w stanie rownowagi termodynamicznej z

fazg ciekta. Wyrazenie [% + K,-] jest wspoétczynnikiem proporcjonalnosci, ktory nalezy
L

wyznaczy¢ doswiadczalnie metodg krzywej kalibracyjne;j.

Przy wykonywaniu pomiaréw do krzywe] kalibracyjnej nalezy nastrzykiwa¢ na kolumne
chromatograficzng, identyczng objetos¢ fazy gazowej jak w przypadku prébki badanej. Préobki do
wyznaczenia krzywej kalibracyjnej musza miec te same objetosci fazy ciektej Vi fazy gazowejVy;,
oraz niezmienng wartos$¢ statej podziatu K;. Szczegdlnie trudny do zachowania jest warunek ostatni,
tj. zachowanie tej samej wartosci statej podziatu w prébkach wzorcowych i badanych, co sie wigze z
zachowaniem takiego skfadu jakosciowego prébek wzorcowych jak prébek badanych.

Innym sposobem wyznaczenia wartosci stezenia sktadnika w probce jest eliminacja z obliczen statej
podziatu: rzeczywista i rachunkowa. Rzeczywistg eliminacje mozna osiggna¢ przez ekstrakcje w
temperaturze podwyzszonej (takiej, by caty analit znajdowat sie w stanie gazowym), wéwczas c;;, = 0,
wieci K; =0, a zawartosé w prébce oblicza sie stosujgc metode chromatograficzng. Nie jest to jednak
metoda uniwersalna, mozna jg wykorzystywa¢ do substancji lotnych i dobrze rozpuszczalnych w
wodzie o matych statych podziatu.

Rachunkowo statg podziatu eliminuje sie z obliczern w metodzie dodatku wzorca

Najdogodniejszym sposobem tej metody jest wykonanie dwdch analiz rdwnolegtych, jednej bez
dodatku, drugiej z dodatkiem znanej ilosci analitu. Zaletg jest rdwniez to, ze mozna go stosowaé w
automatycznych dozownikach chromatograféw gazowych.

Bilans mas substancji oznaczanej w pierwszym naczynku HS (bez dodatku wzorca, indeks dolny 1)
mozna zapisa¢ nastepujgco:
Vico =Veeig +Vier (22)

Bilans mas substancji oznaczanej w drugim naczynku HS (z dodatkiem wzorca, indeks dolny 2) mozna
zapisa¢ nastepujgco:
VLCO +m,, :VGCZG +VLCZL (23)

Do obu réwnan mozna wprowadzi¢ statg podziatu Kj, ktéra jest identyczna w obu przypadkach,
poniewaz sktad jakosciowy obu prébek jest taki sam:

C C
K; = S t2L (24)
Po odpowiednim podstawieniu otrzymuje sie w4t na Hiiczenie nieznanego stezenia poczatkowego
w fazie ciektej (probce) na podstawie stezen analitu w fazie gazowe;j:

_ mny C1G

= (25)
Vi ¢ —Ci

€o
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Poniewaz wielko$¢ sygnatow chromatograficznych(A) jest wprost proporcjonalna do stezenia analitu

w gazie gazowej (cs ), rownanie mozna zapisa¢ w postaci praktycznej, a mianowicie:

my, Ay
Vp Az -4y

Co = (26)

Mnozac obie strony réwnania przez wartos¢ V; otrzymuje sie wzdér na mase analitu w badanej

prébce:

A
my = my 4, —1A1 (27)

Technike ,headspace” mozna wykonywa¢ w dwdch uktadach ekstrakcyjnych: statycznym i
dynamicznym. Statyczna metoda ekstrakcji do fazy nadpowierzchniowej (ang. static headspace, SHS)
nalezy do metod réwnowagowych. W zamknietym naczyniu, zawierajgcym probke ciektg i gaz
obojetny, w okreslonej temperaturze ustala sie miedzy fazami stan rownowagi termodynamicznej, w
ktorym stosunek stezen analitdow w obu fazach jest zgodny z ich statg podziatu. Po pobraniu
okreslonej objetosci fazy gazowej i oznaczeniu jej sktadu, uzyskuje sie informacje o sktadzie prdébki.
Ekstrakcje mozna przeprowadzac przy uzyciu powietrza, pod warunkiem, ze nie ma w nim analitow, a
sktadniki powietrza nie oddziatujg z substancjami oznaczanymi. Schemat postepowania w przypadku
metody statycznej przedstawiony jest na rysunku 12. Po napetnieniu naczynka HS probka (1) i faza
gazowg (2) nalezy je zamkng¢ szczelnie za pomocg uszczelki (3) i kapsla metalowego (4) uzywajac
kapslownicy. Zamkniete naczynko wstawia sie do termostatu (5), gdzie w czasie t i temperaturze T
ustala sie stan rownowagi. Optymalny czas i temperature termostatowania nalezy ustali¢
eksperymentalnie dla kazdego analitu. Po ustaleniu sie stanu réwnowagi ekstrakt gazowy (6) pobiera
sie gazoszczelng strzykawka (7), ktora byta termostatowana w tej samej temperaturze, co probka.
Ogrzanie strzykawki do tej samej temperatury, co prébka zapobiega wykraplaniu sie analitéw
podczas pobierania ekstraktu gazowego oraz oczyszcza jg przez odparowanie ewentualnych
pozostatosci po poprzednim uzyciu. W automatycznych urzadzeniach (przystawkach do
chromatografu gazowego) ogdlny schemat postepowania jest podobny do schematu
przedstawionego na rysunku 12.

Termostat Strzykawka
gazoszezelna
Kapsel
metalowy\ii
Uszczelka —¥»—
Faza
2 > —) Ekstrakt
gazowa gazowy
Probka —{» Hg
\—

Rysunek 12. Schemat postepowania w statycznej ekstrakcji do fazy gazowej
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Dynamiczna metoda ekstrakcji do gazowej fazy nadpowierzchniowej (ang. dynamic headspace, DHS)
nalezy do technik nieréwnowagowych i polega na przeptywie strumienia gazu ekstrahujgcego nad
powierzchnig ogrzanej prébki. Ekstrakcja dynamiczna jest bardziej wydajna niz statyczna, gdyz
kolejne porcje gazu porywajg wydzielajgce sie do fazy nadpowierzchniowej anality. Stosuje sie jg w
przypadku niskiego stezenia oznaczanych zwigzkéw w matrycy lub z powodu matych wartosci statej
podziatu. Poza tym jest to dogodna metoda izolacji substanciji z silnie pienigcych sie cieczy. Wadg jest
natomiast duze zuzycie gazu i konieczno$¢ izolowania analitéw z fazy gazowej, gdyz duzej objetosci
gazu nie da sie wprowadzi¢ do dozownika chromatografu gazowego.

Sposobem na zwiekszenie powierzchni kontaktu przeptywajgcego gazu z prébka jest ekstrakcja do
fazy gazowej przeptywajacej nad cienkg warstwg (filmem) ciektej prébki. Metoda ta nosi nazwe
angielskg thin layer headspace, TLHS. Duze rozwiniecie powierzchni kontaktu wystepuje w przypadku
rozprysku probki ciektej w fazie gazowej.

4.1.2. Ekstrakcja strumieniem gazu przeptywajgcym przez prébke

Odrebng nierdwnowagowa metodga izolacji analitdw jest technika wymywania i wychwytywania
(purge and trap, PT), ktéra moze by¢ wykonywana w uktadzie zamknietym i otwartym. Polega ona na
wymywaniu analitu przez gaz ekstrahujacy, przepuszczany przez warstwe probki ciektej a nastepnie
usuwaniu analitu z gazu. W czasie przechodzenia kolejnych objetosci gazu przez prébke nastepuje
zmniejszanie sie w niej zawartosci analitu. Stezenie analitu w prébce zmienia sie wraz ze zmiennoscig
objetosci gazu (w danej temperaturze) wg funkcji wyktadniczej:

. [—%z—ﬂ (28)
CiL =¢jLe -

gdzie:
H - stata Henry’ego,
R — stata gazowa,
ci, - stezenie analitu i w prébce ciekfej o objetosci IV, po przepuszczeniu przez nig objetosci
gazu Vg,

CLQL - poczatkowe stezenie analitu w prébce.

W technice PT wymywanie i wychwytywanie analitéw jest prowadzone w tym samym czasie, przy
otwartym obiegu gazu ekstrahujgcego, ktdorym najczesciej jest hel. Schemat i zasade dziatania takiego
zestawu przedstawiono na rysunku 13. Probke umieszcza sie w specjalnym, szczelnym naczynku (1),
do ktérego doprowadzany jest gaz obojetny (2) przewodem (3), zakoriczonym betkotkg (4). Przeptyw
gazu ekstrahujgcego przez prébke i putapke wymuszany jest ciSnieniem gazu w butli (2). Ekstrahent
nie moze wprowadzaé zanieczyszczen do probki, dlatego gaz przepuszczany jest przez filtr (5), dla
usuniecia ewentualnych niepozgdanych substancji. Gaz, przeptywajgc przez probke w postaci
rozproszonych pecherzykdw, zabiera ze sobg lotne substancje, ktére nastepnie sg zatrzymywane
przez sorbent znajdujgcy sie w putapce (6). Objetos¢ badanej probki zalezy od stezenia oznaczanych
w niej zwigzkdéw chemicznych, zwykle wynosi kilka lub kilkanascie mL. Czas i objetos¢
przepuszczanego gazu nalezy dostosowaé¢ do wartosci statej podziatu analitu. Najczesciej gaz
przepuszczany jest przez probke przez kilka do kilkudziesieciu minut z predkoscia od 10 do 40
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mL/min. Dla zwigzkéw lotnych, o duzej wartosci statej podziatu, wystarczajgce stezenie analitu w
fazie gazowej mozina osiggnac juz w temperaturze pokojowej. Dla zwigzkéw sredniolotnych lub
trudnolotnych nalezy stosowaé podwyzszong temperature ekstrakcji, by zwiekszy¢ ich lotnos¢é.

Zwigzki polarne ulegaja solwatacji w roztworach probek, co zmniejsza ich lotno$¢ (nastepuje
przesuniecie rownowagi w kierunku fazy ciekfej). Na wydajno$¢ ekstrakcji ma rowniez wptyw sita
jonowa roztworu prébki. Im wieksza sita jonowa probki, tym mniejsza rozpuszczalno$¢ w niej
sktadnikdw organicznych, stagd wysalanie probki zwieksza wydajnos¢ ekstrakcji. Wydajno$¢ ekstrakcji
do fazy gazowej jest to stosunek ilosci analitu, jaka przeszta do fazy gazowej do ilosci poczatkowej w
probce, wyrazony w % (patrz (1) i (2), rozdz. I1.1):
O —e.
E= %100% (32)
CiL

W zestawie do ekstrakcji w uktadzie zamknietym gaz doprowadzany jest do prébki i putapki za
pomocg pompy. Oczyszczony z analitu gaz po wyjsciu z putapki zawracany jest do ekstrakgji.

Butla ze sprezonym
gazem

/ Filtr (5)
Przewlody

ot

pI e e
R > Wylot

L A

Ztoze sorbenta statego do
wychwytywania analitow (6)

Termostat (7) —»

Naczvnko z brébka (1)

Betkotka

Rysunek 13. Schemat zestawu do ekstrakcji przez wymywanie i wychwytywanie (PT) w ukfadzie
otwartym

W dynamicznych metodach ekstrahowane zwigzki trzeba izolowac z fazy gazowej, poniewaz znajdujg
sie w duzej jej objetosci. Putapki powinny zapewniac ilosciowe wychwycenie sktadnikéw oraz
ilosciowe i fatwe uwolnienie analitow. W zaleznosci od witasciwosci fizyko-chemicznych analitéw,
wychwytywanie mozna stosowaé poprzez adsorpcje na sorbentach statych, absorpcje w roztworach
lub fazach ciektych osadzonych na nosniku lub przez wymrazanie.

Sorbenty state powinny sie charakteryzowac okreslong wytrzymatoscig termiczng i powierzchnig
wiasciwg. Najczesciej stosowanymi sorbentami statymi sg sorbenty weglowe, takie jak: grafityzowana
sadza weglowa (Carbotrap B lub C), weglowe sita molekularne (Carboxen, Carbosieve S-1l i S-ll) oraz
polimery syntetyczne, jak politlenek 2,6-difenylo-p-fenylenowy znany pod nazwa Tenax GC, Tenax TA
czy taczony z grafitem Tenax GR. Stosowane sg réwniez zele krzemionkowe i wegiel aktywny.
Najwiekszg wytrzymato$é termiczng posiada wegiel aktywny - pow. 700°C, najnizszg zel
krzemionkowy - 300°C. Syntetyczne sorbenty wytrzymujg temperature 400 °C. Najwiekszg
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powierzchnie wtasciwg posiadajg: wegiel aktywny, Carbosieve S-l11 i S-1l, Carboxen i zel krzemionkowy
(od 300 do 1000 m%g), mniejsza Tenax (18 m?/g) i Carbotrap C i B - odpowiednio 10 i 90 m?%/g.
Wymienione sorbenty state, poza zelem krzemionkowym, majg charakter hydrofobowy. Zakres
zastosowania sorbentdéw statych uzywanych w technice wymywania i wychwytywania przedstawiono
w tabeli 3.

Tabela 3. Sorbenty state stosowane w technice wymywania i wychwytywania(PT) (na podstawie
Namiesnik J., Jamrégiewicz Z., red., Fizykochemiczne metody kontroli zanieczyszczen Srodowiska,
Wydawnictwo Naukowo-Techniczne, Warszawa, 1998)

L.p. Typ sorbentu Zastosowanie

1. Carbotrap B Weglowodory C; — Cg

2. Carbotrap C Weglowodory od C, do bifenyli

3. Carbosieve S-Il | Bardzo lotne zwigzki organiczne

4, Carbosieve S- Bardzo lotne zwigzki typu chlorometan, chlorek winylu
1l

5. Carboxen Lotne zwigzki organiczne

6. Tenax GC,
Tenax TA

Weglowodory alifatyczne od C¢, weglowodory aromatyczne,
policykliczne, aldehydy, fenole, aminy aromatyczne,

nitrozwigzki i in.

7. Tenax GR Wiasciwosci lepsze niz Tenax TA

8. Wegiel Bardzo lotne zwigzki organiczne
aktywny
9. Zel Zwigzki wysokowrzace

krzemionkowy

Putapka kriogeniczna (wymrazajgca) jest to niewielki odcinek kapilary ze spiekanej krzemionki, pusty
lub pokryty faza ciektg, umieszczony w termostacie. Termostat mozna schtodzi¢ do temperatury -
196°C a nastepnie gwaftownie ogrza¢ do temperatury 300°C z szybkoscig 1200°C/min.

Ekstrakty gazowe, ktore majg byé przepuszczane przez putapki kriogeniczne nie mogg zawierac

wody.

Dynamiczng formg ekstrakcji do fazy gazowej jest mikroekstrakcja przez porowate witdkno
polimerowe, ktéra moze by¢ realizowana w dwdch wersjach, przedstawionych na rysunku 14a i b.
Pierwszy sposdb polega na omywaniu probka porowatego wtdkna, przez ktére piynie w
przeciwpradzie gaz ekstrahujacy, w drugim sposobie gaz ekstrahujacy omywa porowate widkno,
przez ktore przeptywa probka. Jak w kazdej metodzie dynamicznej, analit musi by¢ z fazy gazowej
izolowany.

Ekstrakcje do fazy gazowe] stosuje sie powszechnie do izolacji i oznaczania lotnych sktadnikow
organicznych w préobkach o ztozonej matrycy, mogacej interferowac z oznaczanymi zwigzkami. Takimi
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prébkami sg: produkty spozywcze(owoce, midd, wino, moszcz) materiat biologiczny (np. krew, ptyny
ustrojowe, mleko ludzkie), materiat roslinny (olejki eteryczne, ziota, rosliny lecznicze), wody
naturalne, scieki, osady i gleba. ,Headspace” stosuje sie do izolacji pozostatosci rozpuszczalnikow w
réznych produktach, np. olejach, srodkach farmaceutycznych oraz monomeréw rozpuszczonych w

polimerach.
Wylot Wylot
gazu probki
-, Wiot - Wiot
probki gazu
a) | Al b
Wylot i| Wylot
<+ <
prébki gazu

Wlot gazu Wlot prébki

Rysunek 14. Mikroekstrakcja do fazy gazowe] przez porowate wtdkno

4.2. Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz

Proces przenoszenia substancji rozpuszczonej w jednej fazie ciektej do drugiej fazy ciektej,
niemieszajacej sie z pierwszg, nazywa sie ekstrakcjg w uktadzie ciecz — ciecz (ang. liquid — liquid
extraction, LLE). Ruch materii przez granice faz opisuje reguta faz Gibbsa:

f+s=a+2 (33)
gdzie:
f —liczba faz,
s —zmiennos¢ lub liczba stopni swobody,
a - ilos¢ sktadnikow.
W uktadzie dwdch niemieszajgcych sie cieczy oraz jednego skfadnika, rozpuszczonego i ulegajgcego
podziatowi miedzy nie, liczba stopni swobody wynosi:

s=a+2—-f=3+2-2=3 (34)
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W ekstrakcji, pod statym cisnieniem i w statej temperaturze, pozostaje jeden stopiert swobody —
stezenie sktadnika, co oznacza, ze stezenie sktadnika w jednej fazie ciektej odpowiada scisle
okreslonemu jego stezeniu w drugiej fazie ciektej, niezaleznie od catkowitej jego zawartosci.

Zaleznos¢ stezenia substancji w jednej fazie od jej stezenia w drugiej fazie, w stanie rownowagi i w
statej temperaturze i ciSnieniu jest staty co iloSciowo opisuje prawo podziatu Nernsta definiujgce
statg podziatu K (por. rozdz. 1.2.2, (26))

Jesli substancja ekstrahowana ulega réznym procesom chemicznym w jednej z faz, podziat substanc;ji
ekstrahowanej miedzy dwie fazy okresla wspétczynnik ekstrakcji - D, uwzgledniajgcy stezenia
wszystkich form substancji wystepujgcych w matrycy odbierajgcej [5(ca)s] | W matrycy pierwotnej

[2(ca)al: Z( :
C
p=i=tF (35)

Znajomos¢ wartosci statej podziatu K czy wspdtczynnika ekstrakcji D substancji izolowanej lub jej
homologu, umozliwia ustalenie warunkéw ekstrakcji, jak objetos¢ fazy ekstrahujgcej oraz krotnosc
ekstrakcji, aby zapewnic¢ wystarczajgcg wydajnosé procesu.

Dla wartosci K>>1 wystarczajacg jest jednostopniowa ekstrakcja, wielostopniowa ekstrakcje
nalezy stosowac, jesli wartosc K jest znacznie mniejsza, gdy K jest rowne jednosci — rozdzielenie

jest niemozliwe.

Zaleznos¢ miedzy wydajnoscig ekstrakcji a wspétczynnikiem ekstrakcji przedstawia réwnanie:

v
%E =D-2-100 (36)
gdzie: Va

Vg, V, — Objetosci odpowiednio matrycy odbierajgcej i matrycy pierwotne;j.

Z rownania wynika, ze wydajnosc¢ ekstrakcji jest tym wieksza, im wieksza jest warto$¢ wspéfczynnika
ekstrakcji D i wieksza wartos¢ stosunku wvgwv, czyli im wieksza objetos¢ matrycy odbierajgcej.
Zwiekszenie objetosci matrycy odbierajgcej powoduje rozciericzenie analitu, co ,kidci sie” z
podstawowym celem ekstrakcji, jakim jest zatezanie, dlatego aby osiggngé pozadang wydajnosé,
nalezy stosowac kilkakrotng ekstrakcje mniejszymi porcjami rozpuszczalnika. Zmiany stezenia
substancji ekstrahowanej w dwdch fazach, podczas osiggania stanu réwnowagi w kolejnych
ekstrakcjach taka samg porcjg rozpuszczalnika vg, moina zapisac, korzystajac ze wspotczynnika

ekstrakcji. Po pierwszej ekstrakcji wspotczynnik ten wynosi:

D= lZ(A)OfO _Z(A)all/vﬁ (37)
Z(A)al /vy

Po przeksztatceniu, masa substancji pozostata w matrycy pierwotnej (£(A4)q1) Wynosi:
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vO!
Z (A1 = Z (A g (—Dvﬁ v, ] (38)

gdzie:
[Z2(A)ao — Z(A)a1]/vp — steienie substancji w matrycy odbierajacej po pierwszej ekstrakcji,
X (A)qo - masa poczgtkowa substancji w matrycy pierwotnej,
X (A)q1/V¢ - stezenie substancji pozostatej w matrycy pierwotnej po pierwszej ekstrakgji.

Jesli matryca pierwotna bedzie ekstrahowana kolejng porcja vg matrycy odbierajgcej, pozostanie w

niej masa X(A4) 42 substancji ekstrahowanej:

2
> ez —Z(A)a{ } Z(AM{DVV—“} 39)

ﬁ'i'Va

Po wielu (n) ekstrakcjach taka samg porcjg matrycy odbierajacej vg w matrycy pierwotnej pozostanie
masa substancji ekstrahowanej X(A4)qy, réwna:

D W =) (Ao [va—“J (40)

Aby wyekstrahowac substancje iloSciowo nalezy zastosowac n-krotng ekstrakcje, moiliwie

matymi porcjami matrycy odbierajacej.

Powyzisze réwnanie jest spetnione dla dwu niemieszajgcych sie cieczy, natomiast jesli ekstrahent
miesza sie w niewielkim stopniu z roztworem prébki, zaleznos¢ ta jest przyblizona. Wartosc
wspotczynnika ekstrakcji substancji miedzy dwie niemieszajgce sie ciecze mozina oszacowac na
podstawie jej rozpuszczalnosci w tych cieczach. Nalezy rowniez podkresli¢, ze powyzsze zaleznosci
spetniane s3 dla niskich stezen.

Ekstrakcja ciecz — ciecz jest procesem dwufazowym, w ktorym w celu przyspieszenia osiggniecia stanu
réwnowagi wymagane jest rozwiniecie powierzchni zetkniecia faz. Po osiggnieciu stanu réwnowagi, fazy
(warstwy cieczy) nalezy rozdzieli¢ w mozliwie krétkim czasie. Szybkie rozdzielanie sie warstw ufatwia
zastosowanie wtasciwego rozpuszczalnika do ekstrakcji, ktéry poza zdolnoscig rozpuszczania analitu, ma
odpowiednig gestos¢, lepkosé i napiecie powierzchniowe. Inne wiasciwosci odpowiednio dobranego
rozpuszczalnika to: bardzo staba rozpuszczalnosé w matrycy pierwotnej, odpowiednia lotno$¢, umozliwiajgca
fatwe odparowanie z ekstraktu bez strat analitbw oraz duza czysto$¢. Rozpuszczajgc sie w matrycy
pierwotnej, ekstrahent zwieksza w niej rozpuszczalnosé substancji wyodrebnianej, przez co zmniejsza sie
wartos$¢ statej podziatu i wydajnos¢ ekstrakcii.

Zatezony rozpuszczalnik moze by¢ Zzréodtem zanieczyszczen probki koficowej - minimalna obecnos$é
substancji zanieczyszczajgcej w rozpuszczalniku (a istnieje niewiele substancji nierozpuszczalnych w
rozpuszczalnikach organicznych na poziomie ppb) powoduje po jego zatezeniu (np. stukrotnym)
pojawienie sie sygnatu mogacego zdecydowanie zmieni¢ interpretacje wynikdéw oznaczen.
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Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz moze by¢ stosowana w temperaturze pokojowej lub nizszej,
dlatego nadaje sie do izolacji substancji nietrwatych. Ze wzgledu na koniecznos$¢ i sposoéb usuwania
rozpuszczalnika (odparowanie), ekstrakcje w ukiadzie ciecz — ciecz mozna stosowaé do izolacji

srednio- i trudnolotnych substangji.

4.2.1. Ekstrakcja zwigzkdw organicznych

Ekstrakcja w uktadzie ciecz — ciecz jest najstarszym typem ekstrakgji i nadal jest stosowana, zwfaszcza do
wyodrebniania zwigzkdéw organicznych z probek wodnych. Zwigzki organiczne hydrofobowe, ktérych
czgsteczki zbudowane sg giéwnie z tarfcuchéw czy pierscieni weglowodorowych, (nasyconych,
nienasyconych, aromatycznych), rozpuszczajg sie lepiej w rozpuszczalnikach o mafej statej dielektrycznej
(niepolarnych). Zwigzki organiczne hydrofilowe, zawierajgce w swej budowie ugrupowania polarne takie jak
grupy hydroksylowe, aminowe, karboksylowe lepiej rozpuszczajg sie w rozpuszczalnikach o duzej statej
dielektrycznej (polarnych). W skrécie, podstawe doboru rozpuszczalnika do ekstrakcji okresla zasada
»podobne rozpuszcza podobne”. Jesli nie ma przestanek, jakiego rozpuszczalnika nalezy uzy¢ do ekstrakgii
(np. brak danych o rozpuszczalnos$ci analitu w rozpuszczalnikach matrycy pierwotnej i odbierajgcej), wyboru
dokonuje sie na podstawie wynikdow kilku ekstrakcji wykonywanych na mafg skale réinymi
rozpuszczalnikami. Do naczynia (np. probéwki) wlewa sie jednakowe, kilkumililitrowe, objetosci probki i
testowanego rozpuszczalnika, po wytrzasnieciu i odstaniu warstwe rozpuszczalnika przenosi na szkietko
zegarkowe i pozostawia do odparowania, by stwierdzi¢ obecnos¢ substanciji. W tabeli 4 podano wiasciwosci
fizyczne niektdrych, czesto stosowanych do ekstrakciji, rozpuszczalnikdw.

Do ekstrakgdji stosuje sie rdwniez mieszaniny rozpuszczalnikdw, ktérych wiasciwosci ekstrakcyjne mogg by¢
lepsze niz dla kazdego rozpuszczalnika osobno.

W przypadku bardzo ztozonych prébek stosuje sie ekstrakcje sekwencyjng, polegajgcg na traktowaniu
kolejno, tej samej probki rozpuszczalnikami o coraz wiekszej polarnosci. Mozna uzyska¢ wtedy rdzne
frakcje ekstraktu, z ktorych kazda bedzie wzbogacona o inny analit lub grupe analitow.

Gestos¢ rozpuszczalnika ma duze znaczenie na etapie rozwarstwiania cieczy, im wieksza réznica w
gestosci miedzy rozpuszczalnikiem a probky, tym szybsze i doktadniejsze rozdzielenie warstw.
Niestety w praktyce niejednokrotnie otrzymuje sie ekstrakty metne, co jest spowodowane
tworzeniem sie emulsji na granicy faz. Emulsje tworzg sie tatwo, gdy prébka ma odczyn zasadowy.
Niektdre rozpuszczalniki, np. chloroform, tatwo tworzg emulsje z roztworami wodnymi.

Stosujgc wielostopniowq ekstrakcje w rozdzielaczu, korzystnie jest uzywac rozpuszczalnika o wiekszej
gestosci niz probka. W taki przypadku ekstrakt bedzie tworzyt dolng warstwe, ktérg mozna bezposrednio
przelaé¢ do zbiornika ekstraktu. Gdy do ekstrakcji uzywany jest rozpuszczalnik o mniejszej gestosci niz
probka, mozna doda¢ do niego takiego rozpuszczalnika, by ich mieszanina byfa ciezsza od prébki, co
bardzo utatwia wykonywanie czynnosci przy wielostopniowe] ekstrakcji. Mieszanine rozpuszczalnikow
stosuje sie tez by zwiekszy¢ wiasciwosci ekstrakcyjne, ktére mogg by¢ dla mieszaniny lepsze niz dla
kazdego rozpuszczalnika oddzielnie.

Jesli prébka jest roztworem wodnym, dla utatwienia ekstrakcji mozna zastosowaé dodatek soli, np.
chlorku sodu, chlorku wapnia. Zwiekszenie sity jonowej roztworu zmniejszy rozpuszczalno$¢ w nim
zwigzku organicznego i utatwi jego ekstrakcje. Proces taki nazywa sie wysalaniem. Wysalanie jest réwniez
korzystne w przypadku stosowania rozpuszczalnika czeSciowo mieszajgcego sie z wodg, gdyz zmniejsza
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jego rozpuszczalnosé w wodzie. Dla zwigzkdw organicznych o wysokiej lotnosci, wzrost ilosci soli w prébce
zwykle zwieksza wydajnos¢ ekstrakcji do rozpuszczalnika organicznego. Z kolei mniej lotne substancje
mogg wykazywac¢ optimum wydajnosci ekstrakcji przy okreslonej zawartosci soli w prébce. llos¢
dodawanejsoli do prébki nalezy wyznaczy¢ eksperymentalnie.

Tabela 4. Wtasciwosci fizyczne wybranych rozpuszczalnikdw organicznych

Rozpuszczalnik Gestos¢ | Temperatura Wzgledna Rozpuszczalnos$é w
[gml?] wrzenia[°C] przenikalnos¢ wodzie [%]
dielektryczna
Aceton 0,891 56,5 20,7 nieograniczona
Alkohol n-pentylowy 0,814 138,1 13,8 2,2
Alkohol n-butylowy 0,813 117,7 17,1 7,9
Alkohol etylowy 0,789 78,3 24,3 nieograniczona
Alkohol metylowy 0,796 64,7 32,6 nieograniczona
Chloroform 1,498 61,3 4,8 1
Cykloheksan 0,783 80,7 2,0 0,01
Dichlorometan 1,326 40,2 8,93 1,6
Dioksan 1,034 101,3 2,2 nieograniczona
Disiarczek wegla 1,263 46,3 2,6 0,22
Eter dietylowy 0,719 34,5 4,3 7,4
Eter diizopropylowy 0,728 67,2 3,9 0,7
Heksan 0,660 69,0 1,9 0,02
Nitrobenzen 1,198 211 34,8
Octan etylu 0,901 77,2 6,0 8,6
Pirydyna 0,988 115,3 12,3 nieograniczona
Toluen 0,866 110,8 24 0,05
Trichloroetylen 1,456 87 3,4 0,1

Rozpuszczalniki, ktére majg niska temperature wrzenia s3 korzystne na etapie usuwania ich z
ekstraktu, ale nie w trakcie ekstrakcji. Lotne rozpuszczalniki tatwo przechodzg w stan pary, wdychane
lub w kontakcie ze skdérg stanowig zagrozenie dla zdrowia cztowieka. Z kolei palne rozpuszczalniki
stwarzajg niebezpieczestwo zaptonu. Rozpuszczalnikami organicznymi mozna tez ekstrahowad
niektére elektrolity organiczne. Ekstrakcje umozliwia wtasciwy dobdr pH prdébki, co wykorzystuje sie
np. do izolacji lub oczyszczania alkaloidéw za pomoca chloroformu.
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Jest kilka sposobdw, ktére mozna zastosowac dla przyspieszenia rozwarstwienia cieczy:

¢ delikatny ruch wirowy zawartosci rozdzielacza,

® przesaczenie przez $cistg warstwe waty szklanej,

e jesli ekstrakt jest metny z powodu emulsji rozpuszczalnika z woda, mozna go przesgczy¢
przez suchy saczek; woda z emulsji zatrzyma sie na sgczku,

e mozna dodac niewielkg ilo$¢ innego rozpuszczalnika (w przypadku prébek wodnych, np.
alkoholu etylowego),

¢ dodatek soli, np. chlorku czy siarczanu sodu, weglanu potasu,

e w przypadku ekstrakcji roztworédw alkalicznych moina zmniejszy¢é pH przez dodanie
rozcienczonego kwasu, pod warunkiem, ze roztwor pozostanie nadal alkaliczny a
sktadniki probki nie zmienig swoich wtasciwosci,

e wstawienie na chwile naczynia z ekstraktem do cieptej wody,

* pozostawienie do odstania.

4.2.2. Ekstrakcja zwigzkéw nieorganicznych

Ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi jest czesto stosowana w analizie nieorganicznej. Wykorzystuje sie
ja do oczyszczania odczynnikéw do analiz sladowych, wydzielania substancji, usuwania sktadnikow
przeszkadzajacych oraz zatezania. Bardzo czesto jest stosowana w analizie jakosciowej i ilosciowej do
wydzielania lub rozdzielania matych i $ladowych ilosci kationdw metali. Kationy metali w roztworach
wodnych wystepujg w postaci komplekséw z woda i takiej postaci nie bedg sie rozpuszczaty w
rozpuszczalnikach organicznych. Aby umozliwi¢ przejScie kationu do warstwy organicznej i uzyskaé
selektywnos¢ rozdzielania, nalezy zastosowac odpowiedni odczynnik, ktéry zastgpi czasteczki wody w
kompleksie kationu innym ligandem i wyeliminuje fadunek elektryczny.

Wybdr sposobu ekstrakcji pierwiastka lub zwigzku zalezy od tego, w jakiej postaci ma lub moze by¢
ekstrahowany.

Dla zwigzkéw niejonowych, stosuje sie ekstrakcje niepolarnymi rozpuszczalnikami
organicznymi. W ten sposéb mozna ekstrahowa¢ np. AsCl; czy HgCl, benzenem, toluenem czy
chloroformem i jest to ekstrakcja niejonowych czgsteczek kowalencyjnych.

4.2.2.1. Ekstrakcja kompleksow chelatowych

Innym sposobem wyodrebniania kationdw jest ekstrakcja kompleksow chelatowych. Niektére
ligandy tworzg z kationem metalu strukture pierscieniowg, a uzyskane potgczenie nazywa sie
kompleksem chelatowym (chelatem) i jest czesto wykorzystywane w analizie chemicznej, poniewaz
jest znacznie trwalsze od potgczen komplekséw prostych. Najczesciej stosowanymi zwigzkami
chelatujgcymi s3: diketony, dioksymy, ditiokarbaminiany, 8-hydroksychinolina, kwasy alkilo- i
arylofosforowe, kwasy alkilo- i arylotiofosforowe. Kompleksy chelatowe trudno rozpuszczajg sie w
wodzie, natomiast rozpuszczajg sie w organicznych rozpuszczalnikach niepolarnych. Ekstrakcje
przeprowadza sie roztworem wybranego zwigzku chelatujgcego w rozpuszczalniku organicznym. W
czasie ekstrakcji zachodzi reakcja:
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Me"t + (nHA)y © (MeA,)o + nH*
gdzie:
Me™* - jon metalu,
(HA), - odczynnik kompleksujgcy w fazie organicznej,
(MeA,)o - kompleks w fazie organicznej.

Wydajnos¢ ekstrakcji zalezy od stezenia odczynnika kompleksujgcego w fazie organicznej i stezenia
jonow wodorowych w fazie wodnej. Im wyzsze pH fazy wodnej, tym wydajnos¢ jest wyzsza, a
zaleznos$¢ ta jest rézna dla réznych warto$ciowosci kationu. Wydajnos¢ ekstrakcji zalezy od
wiasciwosci uzytego odczynnika chelatujgcego, czyli od wtasciwosci kompleksu (trwatos¢ czy
rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalniku organicznym) i wzrasta wraz ze wzrostem jego stezenia w fazie
organicznej. Wybdr rozpuszczalnika organicznego zalezy od wtasciwosci chelatu. Jesli kompleks ma
wolne miejsca koordynacyjne, zostajg one obsadzone czgsteczkami wody, w takim przypadku wieksza
wydajnos¢ ekstrakcji uzyska sie stosujgc bardziej polarny rozpuszczalnik. Ekstrakcje kationéw w
postaci chelatéw prowadzi sie w temperaturze pokojowej, a trwatos¢ kompleksu zmniejsza sie ze ze
wzrostem temperatury.

4.2.2.2. Ekstrakcja jonow metali w postaci komplekséw jonowo-asocjacyjnych

W stezonych roztworach elektrolitdw jony majg mniejszy dostep do czasteczek wody gdyz warstwa
hydratacyjna poszczegdlnego kationu zostaje zmniejszona. Mogg pojawi¢ sie wiec oddziatywania
bezposrednie miedzy jonami. W wyniku elektrostatycznego oddziatywania przeciwnie natadowanych jonow
tworzg sie asocjaty — pary lub tryplety jonéw, zachowujgce sie jak pojedynczy jon. Kompleksy jonowo-
asocjacyjne powstajg zwtaszcza wtedy, gdy przynajmniej jeden z jondw ma duzg mase. Na tworzenie sie
asocjatow ma takze wptyw uzyty rozpuszczalnik organiczny, ktory cze$ciowo rozpuszczajgc sie w wodzie,
ogranicza dostep jonéw do jej czgsteczek.

Ekstrakcje jondw metali w postaci komplekséw jonowo-asocjacyjnych dzieli sie na kilka grup, ze wzgledu na
rodzaj stosowanego odczynnika kompleksujgcego. Jedng z grup zwigzkéw tworzgcych asocjaty z jonami
metali wielowarto$ciowych sg halogenkowe kwasy: chlorowodorowy, bromowodorowy, jodowodorowy i
tiocyjanowodorowy. Kompleks powstaje poprzez solwatacje protonu czgsteczkami rozpuszczalnika.
Schemat ekstrakcji jondw metalu tréjwartosciowego eterem dietylowym w obecnosci duzych ilosci kwasu
chlorowodorowego przedstawiono na rysunku 15.

Inng grupg pozwalajacg ekstrahowad jony metali oraz kwasy organiczne i nieorganiczne s3 aminy o
duzych masach czasteczkowych, np. tributyloamina (TBA), tri-n-oktyloamina (TOA) czy metylo-di-n-
oktyloamina (MDOA). Ich roztwory w benzenie, ksylenie, chloroformie czy alkoholu amylowym
umozliwiajg ekstrakcje z kwasowych roztworéw jondw metali, kwaséw (np. HNOs;, HCIO,) oraz
heteropolikwaséw (np. kwasu molibdenokrzemowego
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ETAP | (powstawanie uwodnionego anionu)

Me(H,0)3* + 4Cl~ - [Fe(H,0), Cl,] ~ +4H,0

ETAP Il (wymiana czasteczek wody, solwatujgcych anion i kation

wodorowy, na czgsteczki eteru dietylowego)

[Fe(Hzo)z Cl4,] “+ 2R20 - [FE(Rzo)Z Cl4] T+ 2H20
H30+ + ZRzo - R20H+ + Hzo

ETAP Il (tworzenie i polimeryzacja asocjatu)

R;0H* + [Fe(R;0); Cly] ~ = {[R;OH]*[Fe(R;0); Cl4]7}

|

{[R2OH]*[Fe(R;0), Cly] },

Rysunek 15. Schemat ekstrakcji jonéw metalu tréjwartosciowego eterem dietylowym w obecnosci
duzych ilosci kwasu chlorowodorowego

Azotany wielowartosciowych metali mozna ekstrahowac ze srodowiska kwasnego jako asocjaty z eterem
dietylowym, ketonem metylowo-izobutylowym, fosforanem tri-n-butylowym (TBP), fosforanem tri-n-
oktyloaminy (TOPO) i in. w obecnosci jondw azotanowych w duzym stezeniu, pochodzgcych od takich soli,
jak: AI(NOs)s, Ca(NOs), czy NH4NOs. Asocjaty te, jak np. Ce(NOs)s 4TBP czy Zr(NOs), 2TOPO, mozna
ekstrahowac rozpuszczalnikami organicznymi. Duze kationy organiczne, jak jon tetrafenyloarsoniowy
[As(CeHs)a] ™ czy jon tetrafenylofosfoniowy [P(CeHs)s]™ nie wymagaja solwatacji aby utworzy¢ asocjaty z
anionami (np.z SCN~, Fe(SCN); , SbClg). Asocjaty te ekstrahuje sie niepolarnymi rozpuszczalnikami.
W tabeli 5 podano przykitady ekstrakcji jonéw metali za pomocg odczynnikéw kompleksujgcych.

Podstawowym celem analizy specjacyjnej jest okreslenie toksycznego i ekotoksycznego dziatania
poszczegblnych pierwiastkdw. Sposéb oddziatywania pierwiastkdw na wode, glebe, osady oraz na
ludzi, zwierzeta i rosliny jest bardzo zalezny od ich formy chemicznej. Dziatanie toksyczne np. metali
jest silniej zwigzane z ich formg chemiczng niz z catkowitym stezeniem. Na bioprzyswajalno$é réznych
form pierwiastkéw wptywa réwniez ich rozmieszczenie w poszczegdlnych elementach $rodowiska
naturalnego. Analize specjacyjng wykonuje sie w kontroli produktéw zywnosciowych, badaniu lekow i
innych produktéw farmaceutycznych, w kontroli proceséw technologicznych, kontroli stanowisk
pracy i in. Badania specjacji sg wykonywane réwniez dla poznania petnych cykli biogeochemicznych
poszczegblnych pierwiastkow.
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Tabela 5. Zastosowanie odczynnikéw kompleksujgcych do ekstrakcji jondw niektérych pierwiastkéw

Pierwiastek Odczynnik Rozpuszczalnik Warunki Uwagi
kompleksujacy ekstrakgcji
Nikiel Dimetyloglioksym Chloroform Zasadowe lub Oddziela sie jony niklu od
obojetne jonéw miedzi, zelaza,
kobaltu, chromu,
manganu i in.
Zelazo(Ill) Kwas solny Eter dietylowy, Kwas solny Usuwanie zelaza
wyzsze ketony, 6 mol L™ przeszkadzajgcego w
etery i estry oznaczaniu innych
pierwiastkow
Kobalt Izotiocyjanian Keton metylowo- | Stabo kwasne Oddziela sie jony kobaltu
izobutylowy od jonow zelaza(lll),
miedzi(ll) i innych
Kobalt Tri-n-oktyloamina Tetrachlorek Kwas solny 1:1 | Do oznaczania domieszek
wegla (tylko do kobaltu w niklu
rozcienczenia)
Krzem Molibdenian(Vl) amonu | Alkohol Kwasne Przeszkadzajg fosfor(V),
izopentylowy arsen(V) i german(IV)
Uran(VI) Kompleks azotanowy Toluen (tylko do | Kwas azotowy | Przy wyzszej kwasowosci
sol watowany tri-n- rozcieiczenia) 0,1-1 mol L*! ekstrahujg sie jony
butylofosoranem oraz duze ceru(lV), torui cyrkonu
stezenie
azotanu(V)
Rézne 8-Hydroksychinolina, Chloroform Zmienne pH Stosowane do analizy
metale dietyloditiokarbaminian Sladowej wody
i ditizon

W oznaczaniu catkowitej zawartosci metali sktadniki prébki s3 przewaznie niszczone, a mierzone sg
tylko oznaczane pierwiastki, natomiast analiza specjacyjna nastrecza znacznie wiecej trudnosci.
Pierwszym problemem jest stezenie metali. Juz catkowite bywa czesto bliskie progu detekcji, a
analiza specjacyjna pwoduje dodatkowe jego zmniejszane poprzez podziat na frakcje. Poza tym
niektére formy pierwiastkbw pozostajg w réwnowadze z innymi, obecnymi w prdbce, dlatego
warunki ekstrakcji muszg by¢ takie, aby nie naruszy¢ ogélnej rownowagi lub naruszy¢ jg przynajmniej
w nieznacznym stopniu. W zaleznosci od celu przeprowadzania, metody analizy specjacyjnej sg
dzielone w rézny sposéb. Wg najbardziej podstawowego podziatu, specjacje dzieli sie na
funkcjonalng, uzytkowg lub chemiczna.

Analiza specjacyjna funkcjonalna stuzy do oznaczania analitéw wg roli, jakg petnig w elemencie
sSrodowiska, z ktérego zostaty pobrane. Przyktadem moze by¢ oznaczanie rteci, ktéra moze by¢
pobierana przez rosliny lub zelaza, ktére moze by¢ przyswajane z farmaceutykow.

64



Analiza specjacyjna uzytkowa (operacyjna) okresla rodzaj analitéw ekstrahowanych dana metods,
np. metale ekstrahowane z gleby buforem octanowym lub otéw obecny w pyle o $rednicy nizszej niz
10 um, frakcje rozpuszczalne lub nierozpuszczalne i in.

Analiza specjacyjna chemiczna stuzy do oznaczania poszczegdlnych analitéw lub grup analitéow, np.
stopien utlenienia chromu wystepujgcego w danej prébce lub zawartos¢ monometylo- lub
dimetylopochodnych. W analizie specjacyjnej chemicznej wyrdznia sie nastepujgce typy:

® analiza specjacyjna przesiewowa, w celu wykrycia i oznaczenia tylko jednejformy analitu,

e  analiza specjacyjna grupowa,w celu oznaczenia okreslonej grupy zwigzkéw w prébce,

® analiza specjacyjna dystrybucyjna (dotyczy gtdwnie prébek biologicznych), w celu oznaczenia
zawartosci analitu w poszczegdlnych czesciach badanego obiektu (rosliny, tkankach
zwierzecych),

® analiza specjacyjna indywidualna (najtrudniejsza), w celu rozréznienia i oznaczenia wszystkich
indywidudw chemicznych, zawierajgcych w swoim sktadzie dany pierwiastek.

W analizie specjacyjnej wykorzystuje sie wszystkie dostepne techniki rozdzielania, w tym techniki
ekstrakcyjne. Do izolacji réznych form pierwiastkdw stosuje sie ekstrakcje chemiczng, polegajgca na
traktowaniu prébki odczynnikiem lub odczynnikami symulujgcymi warunki srodowiskowe naturalne
lub zmienione antropogenicznie Ekstrakcja moze by¢ jednoetapowa lub wieloetapowa.

Ekstrakcje jednoetapowg przeprowadza sie odczynnikiem, ktéry podobnie jak w naturze,
umozliwia przechodzenie metali do gleby, wéd czy roslin. Sg to najczesciej roztwory o
odczynie obojetnym, o duzej sile jonowej lub kompleksujgce, powodujgce uwalnianie
zaadsorbowanych sktadnikow:

® niezbuforowane roztwory soli (CaCl,, NaNOs, NH;NO3, BaCl,),

e roztwory buforowe (NH;OAc/AcOH),

e roztwory zwigzkdw kompleksujgcych (kwas etylenodiaminotetraoctowy EDTA, kwas
dietylenotriaminopentaoctowy DTPA, EDTA-AcOH/NH,OAc, DTPA + trietanoloamina TEA).

Ekstrakcja wieloetapowa polega na kolejnych ekstrakcjach roztworami o wzrastajacej sile tugowania i
moze byé prowadzona rownolegle oraz sekwencyjnie. Ekstrakcje réwnolegte prowadzi sie, aby
wyeliminowaé wptyw innych odczynnikéw.

Ekstrakcja sekwencyjna polega na roztwarzaniu i fugowaniu tej samej probki kolejno réznymi
odczynnikami, ktérymi najczesciej s3, stosowane w kolejnosci:

¢ niezbuforowane roztwory soli,

¢ roztwory buforowe lub roztwory stabych kwasow,

® roztwory zwigzkéw redukujgcych,

* roztwory zwigzkow utleniajacych,

* mocne kwasy.
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Ekstrakcje wieloetapowe przeprowadzane sg wg réznorodnych procedur i z zastosowaniem réznych
odczynnikdw. Najczesciej, za podstawowg metode przyjmuje sie procedure opracowang w 1979 r.
przez A. Tessiera, P. Campbella i M. Bisona, ktéra umozliwia oznaczanie pieciu frakcji. Schemat tej
ekstrakcji przedstawiono na rysunku 16.

3
1 mol/dm> MgCl,, pH e
7,0 lub 1 mol/dm?
NaOAc, pH 8,2 Frakcja jonowymienna,

metale zaadsorbowane na

powierzchni ciat statych
Pozostatos¢

Frakcja weglanowa, metale

1 mol/dm? NaOAc, pH

0,04 mol/dm?

NH,0H-HCl/25%Ac0OH

lub0,3 mol/dm® Na,S,0./ -
0,175 mol/dm? cytrynian Pozostatos¢
trisodu/ 0,025 mol/dm?

kwas cytrynowy

Pozostatos¢

zwigzane z weglanami

Frakcja tlenkowa, metale
zwigzane z uwodnionymi

tlenkami zelaza i manganu

a)0,02 mol/dm?
HN03+30%H202pH 2
b)30%H,0,pH 2 (HNO5)
c)3,2 mol/dm?
NH,AcOH /20%HNO;

Frakcja organiczna i
siarczkowa, metale
zwigzane lub

zaadsorbowane na

HF + HClO, L powierzchni materii

Frakcja pozostata, metale
trwale zwigzane z
mineratami, wbudowane w
sie¢ krystaliczng

Rysunek 16. Schemat ekstrakcji sekwencyjnej wg A. Tessiera i wsp.

Dla umozliwienia porownywania wynikéw w Krajach Unii Europejskiej w ramach Programu Pomiaréw
i Testowania (Standard Measurement and Testing Programme, SM&T) przyjeto wspdlne procedury
ekstrakcji metali ciezkich z gleb mineralnych, zaréwno dla metody jednoetapowej jak i sekwencyjnej.
Do izolacji Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, i Zn zatwierdzono 0,43 M kwas octowy i 0,005 M EDTA. Zatwierdzone
przez SM&T warunki ekstrakcji sekwencyjnej przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Schemat procedury analizy sekwencyjnej wg europejskiego programu standaryzacji SM&T

Etap Frakcja metali (Sladow) sktad wodnego roztworu ekstrahujacego c[mol L]

1 Jonowymienna i weglanowa | CH3;COOH (0,11)

2 Tlenkowa NH,0H-HCI (0,1) przy pH 2 (HNO3)

3 Organiczna i siarczkowa H,0, (8,8) przy pH 2(HNO3); CH;COONH, (1.0), pH 2

4.2.3. Klasyczna technika ekstrakgcji ciecz — ciecz

Najprostszym sposobem ekstrakcji ciecz — ciecz jest ekstrakcja w rozdzielaczu zwana periodyczna.
Prébke ciekta umieszcza sie w rozdzielaczu (rysunek 17a), dodaje rozpuszczalnika ekstrahujgcego i
wytrzgsa recznie lub mechanicznie. Nastepnie pozostawia do rozdzielenia warstw. Ekstrakcje
powtarza sie wielokrotnie a potgczone ekstrakty przemywa czystg cieczg, w ktdrej byta rozpuszczona
prébka. W przypadku prébek wodnych, ekstrakty przemywa sie woda lub roztworem wodnym
zawierajgcym odczynniki, jesli byty one dodane do proébki przed ekstrakcjg. Odmyty z domieszek
ekstrakt nalezy wysuszy¢ srodkiem suszgcym, np. bezwodnym siarczanem(VI) sodu i odparowac.

chtodnica

/ wodna

naczynie
ekstrakcyjne

rozpuszczalnik

ekstrakt

betkotka

grzanie

a) b) c)

Rysunek 17. Rozdzielacz gruszkowy (a) i zestawy do ekstrakcji ciggtej (b i c)

4.2.4. Ekstrakcja ciagta

Nie zawsze mozna dobra¢ rozpuszczalnik, dla ktérego stata podziatu ekstrahowanej substancji bedzie
miata duzg wartos¢. W takich przypadkach, by ograniczy¢ ilosci zuzywanego do ekstrakcji
rozpuszczalnika, stosuje sie ekstrakcje ciggta (ang. liquid-liquid extraction, CLLE). Budowa aparatow
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do ekstrakcji ciggtej ciecz — ciecz prébek wodnych zalezy od tego, czy rozpuszczalnik jest lzejszy czy
ciezszy od wody. Budowe ich przedstawiono na rysunkach 17b i 17c. Ekstrakcja prowadzona jest
ciggle Swiezg porcjg rozpuszczalnika. Na rys. 17b przedstawiono schemat ekstrakcji rozpuszczalnikiem
Izejszym od wody. Rozpuszczalnik sptywa z chtodnicy rurka na dno i przez betkotke zatopiong na
koncu rurki przenosi sie w postaci drobnych kropelek przez prébke, ekstrahujgc jg. Betkotka
umozliwia rozwiniecie powierzchni styku faz i zwiekszenie wydajnosci ekstrakcji. Ekstrakt zbiera sie
nad wodg, nastepnie przelewa rurkg boczng do odbieralnika ogrzewanego, skad rozpuszczalnik
odparowuje i skrapla sie w chfodnicy a w odbieralniku zageszcza sie ekstrakt. Na rysunku 17c
przedstawiono schemat ekstrakcji rozpuszczalnikiem ciezszym od wody. Ekstrakcja przebiega
podobnie, a substancja ekstrahowana gromadzi sie w odbieralniku.

Ponizej podano kilka warunkow ekstrakgji, utatwiajgcych jej wykonanie:

® rozdzielacz powinien mie¢ szczelne zamkniecia, szliféw nie mozina smarowac¢ smarami,
poniewaz rozpuszczaja sie w wiekszosci rozpuszczalnikéw,

e rozdzielacze w ksztatcie gruszki (rysunek 17a) utatwiajg rozdzielenie warstw,

* pojemnos¢ rozdzielacza powinna by¢ dwukrotnie wieksza od objetosci ekstrahowanej
probki,

¢ jlos¢ rozpuszczalnika ekstrahujgcego nie powinna by¢ zbyt mata, zwykle stosuje sie ilos¢
stanowiaca ok. 1/3 objetosci roztworu proébki,

® na poczatku ekstrakcji wytrzgsanie naleizy przeprowadzaé¢ bardzo delikatnie, by nie
doprowadzi¢ do gwalttownego wzrostu ciSnienia i czesto otwiera¢ kran dla wyréwnania
ci$nienia,

® po ustaleniu sie cisnienia w rozdzielaczu, wytrzasanie mozna wykonywac energicznie przez
kilka minut,

e gdy rozpuszczalnik jest lzejszy od roztworu probki, ekstrakt stanowi gérng warstwe; w takim
uktadzie, by uniknac zanieczyszczenia ekstraktu roztworem probki, dolng warstwe spuszcza
sie przez kran a ekstrakt (gérna warstwa) wylewa sie z rozdzielacza gérnym otworem,

* najczesciej wykonuje sie trzykrotng ekstrakcje, dla sprawdzenia czy substancja zostata
wyekstrahowana, pobiera sie mata objetos¢ ostatniej porcji ekstraktu, odparowuje
rozpuszczalnik i sprawdza ilo$¢ suchej pozostatosci,

e ekstrahowanej probki nie wylewa sie dopdki nie zostanie wyizolowany czysty produkt

(mozna wtedy naprawi¢ ewentualne btedy).

Do rozdzielania mieszaniny substancji o zblizonych wartosciach statych podziatu stosuje sie ekstrakcje
przeciwpradowa, ktérg przeprowadza sie w specjalnych aparatach, np. aparacie Craiga. Aparat taki
sktada sie z wielu elementéw (np. 120). Do jednego lub kilku elementéw wprowadza sie prdbke,
pozostate napetnia fazg ekstrahujgca. Na ekstrakcje sktada sie kilka etapow:
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e wytrzgsanie (wszystkie elementy poruszajg sie i w elementach z prébka nastepuje
wymieszanie faz),
e stan spoczynku, w ktérym nastepuje rozdzielenie sie warstw,
e etap przenoszenia fazy; aparat jest tak zbudowany, ze umozliwia przelewanie sie fazy gérnej
do kolejnego elementu (daje to efekt ,poruszania sie faz w przeciwpradzie”),
e etapy jednostkowe przeprowadzane sg wielokrotnie.
Czas mieszania i odstawania oraz ilo$¢ pojedynczych proceséw ustala sie doswiadczalnie w zaleznosci
od skfadu prébki i wtasciwosci ekstrahenta. Ekstrakcja przeciwprgdowa umozliwia rozdzielanie
skomplikowanych mieszanin nawet, gdy rdznice w zawartosci poszczegdlnych sktadnikéw sg duze.
Pozwala takze na wydzielanie sktadnikdw w bardzo czystym stanie i okreslanie ich stosunku
iloSciowego w mieszaninie. Ekstrakcja przeciwpragdowa stosowana jest do celéw analitycznych i
preparatywnych.

4.2.5. Mikroekstrakcja

Techniki mikroekstrakcji w uktadzie ciecz — ciecz (ang. liquid-liquid microextraction, LLME)
charakteryzujg sie matym zuzyciem rozpuszczalnikdw, co jest korzystne dla srodowiska naturalnego i
zdrowia. Stosowanie niewielkich ilo$ci rozpuszczalnikdw ogranicza tez zdecydowanie liczbe operacji
wykonywanych podczas ekstrakgcji.

4.2.5.1 Mikroekstrakcja do rozpuszczalnika

Mikroekstrakcja do rozpuszczalnika (ang. microscale solvent extraction, MSE) zostata zastosowana
we wstrzykowej analizie przeptywowej. Metoda ta polega na wstrzykiwaniu ptynnej prébki do
strumienia cieczy nosnej, przeptywajgcej przez rurke o matej, statej srednicy, w ktérej znajduje sie
odczynnik reagujacy z analitem. Rozmiary rurki i predkos¢ przeptywu cieczy nos$nej jest dostosowana
do szybkosci zachodzenia reakcji chemicznej (ta czes¢ rurki, w ktdérej zachodzi reakcja jest w postaci
spirali). Wstrzyknieta prébka tworzy w strumieniu nosnym odpowiednig strefe przemieszczajacg sie do
detetektora. Jedli do strumienia cieczy nosnej, w miejscu, w ktérym prébka jest juz spochodniona,
doprowadezi sie rozpuszczalnik, cato$¢é wymiesza sie i nastgpi ekstrakcja analitu do fazy organicznej (w spirali
ekstrakcyjnej). Mieszanina wptywa nastepnie do separatora grawitacyjnego lub membranowego, gdzie faza
organiczna jest oddzielona i kierowana do detektora. W metodzie tej zuzycie rozpuszczalnikéw jest
zdecydowanie mniejsze w poréwnaniu do ilosci zuzywanych w metodach tradycyjnych (np. 1 mL na 1L
probki), poza tym ekstrakcja zachodzi w uktadzie zamknietym i rozpuszczalnik nie odparowuje do atmosfery.

4.2.5.2. Mikroekstrakcja do kropli

Mikroekstrakcja do kropli (ang. single-drop microextraction, SDME) jest kolejng technika
zmniejszajacg w sposdéb radykalny zuzycie rozpuszczalnikdw. Ekstrakcja nastepuje przez
rozpuszczanie sie sktadnikdw prébki w kropli cieczy zawieszonej na koncu igly strzykawki i zanurzonej
w probce. Warunkiem przeprowadzenia ekstrakcji jest wieksza rozpuszczalnosé¢ analitu w
rozpuszczalniku ekstrahujgcym niz w prébce.

W mikroekstrakcji do kropli wystepuje uktad tréjfazowy, gdzie analit ulega podziatowi miedzy prébke
a faze gazowa nad probka oraz miedzy probke a ciekla faze organiczng, ktérg jest kropla. Po
osiggnieciu stanu rownowagi, ilos¢ wyekstrahowanego do kropli analitu (m) opisuje rownanie:
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_ Kodwvd COVs
m= (42)
KOdWVd + Khth + Vs

gdzie:
K,qw - stata podziatu analitu miedzy faze organiczng (kropla) a faze ciektg prébki,
Kys- stata podziatu analitu miedzy faze gazowa nad powierzchnig probki a faze ciektg prébki,
C,- stezeniem poczatkowym analitu w prébce,
V,, Vi V, - objetosci odpowiednio prébki, fazy gazowej nad prdbka i kropli.

llos¢ wyekstrahowanego analitu nie zalezy od lokalizacji kropli w uktadzie ekstrakcyjnym
(bezposrednio w roztworze probki czy w fazie gazowej nadpowierzchniowej nad prébkay) pod
warunkiem, ze objetosci prébki, kropli i fazy gazowej nie zmieniaja sie.

Metode SDME mozna stosowaé¢ do probek cieklych i gazowych. W przypadku prébek ciektych
rozpuszczalnik ekstrahujgcy nie moze mieszac sie z probkag lub miesza¢ sie w bardzo ograniczonym
stosunku. Zestawy do mikroekstrakcji do kropli z prébek ciektych pokazano na rysunku 18. Jesli kropla
rozpuszczalnika jest bezposrednio zanurzona w prébce (ang. direct immersion single drop microextraction,
DI-SDME), (rysunek 18a), ekstrakcja nastepuje przez podziat analitu miedzy dwie ciekte fazy. W drugim
przypadku (rysunek 18b), lotne anality z probki ciekfej znajdujgce sie w fazie gazowej rozpuszczajg sie w
kropli rozpuszczalnika umieszczonej nad powierzchnig probki (ang. headspace single drop
microextraction, HS-SDME). Po odpowiednim czasie ekstrakcji, kropla rozpuszczalnika ekstrahujgcego
»Wciggana” jest do strzykawki i przenoszona np. do dozownika chromatografu. Do ekstrakcji mozna
stosowaé pojedynczy rozpuszczalnik lub mieszanine rozpuszczalnikdw w celu uzyskania wiekszej
selektywnos$ci. Do ekstrakcji jondw metali stosuje sie odczynniki chelatujgce, rozpuszczone w

organicznym rozpuszczalniku.

<4— mikrostrzykawka—»

/ kropla ekstrahujacej —]
cieczy

( 4——— probka ——P>
S -

a) b)

Rysunek 18. Mikroekstrakcji do kropli, a — kropla zanurzona bezposrednio w prébce(DI-SDME), b-
kropla w fazie gazowej nad powierzchnig prébki (HS-SDME)
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W ekstrakcji do kropli znalazty réwniez zastosowanie ciecze jonowe (por roz Il. 4.2.6). Przy wyborze
rozpuszczalnika do ekstrakcji nalezy réwniez uwzglednié rodzaj techniki stosowanej do oznaczania
analitu. W przypadku stosowania chromatografii gazowej w koncowym oznaczaniu, rozpuszczalnik do
ekstrakcji musi by¢ tak dobrany, by jego sygnat chromatograficzny nie naktadat sie na sygnat analitu.

Wydajnosé estrakcji zalezy gtéwnie od wartosci statej podziatu K analitu miedzy prébka a
ekstrahentem oraz od warunkéw ekstrakcji, takich jak: czas ekstrakcji, intensywnos¢ mieszania

prébki, wielkosc¢ kropli oraz pH probki, zwtaszcza, gdy ekstrahentem jest odczynnik chelatujgcy.

Wydtuzanie czasu ekstrakcji zwieksza jej wydajnosé, ale tylko do pewnego momentu. Szybki wzrost stezenia
analitu w kropli obserwuje sie w poczatkowe] fazie ekstrakcji, dalsze wydtuzanie czasu daje minimalne
przyrosty stezenia. Poza tym diugi czas ekstrakcji moze powodowaé niestabilnos¢ kropli (rozpuszczanie lub
»Zzerwanie”). Zwykle ekstrakcja trwa kilka do kilkanascie minut. Poniewaz powierzchnia styku dwdch faz jest
bardzo mafa, probke nalezy miesza¢ mieszadetkiem magnetycznym, umozliwiajgc kontakt kropli z kolejng
warstwg prébki. Mieszanie probki skraca czas i zwieksza wydajno$é ekstrakcji. Zwiekszanie szybkosci
mieszania daje poczgtkowo duzy wzrost wydajnosci, po czym dalszy wzrost szybkos$ci mieszania nie daje juz
wyraznej poprawy, za to staje sie niekorzystne dla stabilnosci kropli i powtarzalnosci oznaczania. Objetos¢
kropli zalezy od gestosci i napiecia powierzchniowego rozpuszczalnika ekstrahujgcego oraz rozmiardw igly i
moze wynosi¢ 1-10 uL, najczesciej jednak nie przekracza objetosci 5 uL. Wielko$¢ kropli rowniez wptywa na
wydajnos¢ ekstrakcji. Optymalne warunki ekstrakcji nalezy dobraé eksperymentalnie dla kazdego
oznaczenia.

Opisana powyzej metoda ekstrakcji do kropli jest wersjg statyczng. W wersji dynamicznej krople
stanowi niewielki stup cieczy ekstrahujgcej, znajdujacy sie w czasie ekstrakcji przez caty czas w
mikrostrzykawce. Probke wprowadza sie do mikrostrzykawki i pozostawia na kilka sekund, w tym
czasie anality z probki rozpuszczajg sie w stupie rozpuszczalnika i jego warstwie przylegajacej do
wewnetrznej sciany korpusu strzykawki. Takg operacje powtarza sie wielokrotnie, uzyskujgc kontakt
ekstrahenta z kolejnymi, $Swiezymi porcjami probki. Wzbogacony w analit rozpuszczalnik ze
strzykawki wykorzystuje sie bezposrednio do oznaczenia stosowang technika analityczna.

W technice SDME zastosowanie powszechnie stosowanych sposobdw wspomagania ekstrakcji jest
ograniczone trwatoscig kropli. Wspomaganie energig ultradZwiekdw czy intensywne mieszanie
niszczy krople. Przy ekstrakcji zwigzkdw organicznych z roztworéw wodnych skuteczne jest wysalanie.

Metode mikroekstrakcji do kropli po raz pierwszy zastosowano w 1996 roku do ekstrakcji z prébek
wodnych rozpuszczalnikami niemieszajgcymi sie z wodg. Przyktady zastosowania SDME podano w
tabeli 7.

Najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami do ekstrakcji probek wodnych sg proste weglowodory,
oktanol oraz alkohol benzylowy. Zastosowanie do ekstrakcji znalazty réwniez ciecze jonowe, np. do
ekstrakcji podstawionych fenoli wykorzystano krople heksafluorofosforanu  1-oktylo-3-
metyloimidazoliowego. Jony metali mozna ekstrahowad rozpuszczalnikami organicznymi z roztworéw
wodnych, stosujgc odczynniki kompleksujgce. Do wydzielania jondw otowiu z prébek biologicznych
(wtoséw ludzkich, lisci herbaty, maki ryzowej) zastosowano odczynnik chelatujacy - 1-fenylo-3-
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metylo-4-benzoilo-5-pirazolon (PMBP), rozpuszczony w benzenie, nastepnie krople z chelatem
ofowiu umieszczano w kuwecie grafitowej i oznaczano metodg elektrotermicznej atomowej
spektroskopii absorpcyjnej (ET-ASA). Kompleksowanie z O,0-dietyloditiofosforanem oraz technike
SDME, z zastosowaniem chloroformu, wykorzystano do oznaczania jonéw otowiu metodg ET-ASA.

Tabela 7. Niektdre przyktady zastosowania mikroekstrakcji do kropli

Analit Prébka Rozpuszczalnik Sposob
ekstrahujacy ekstrakgcji

Lotne zwigzki organiczne

Chloroorganiczne pestycydy Woda Heksan DI SDME

Chlorobenzeny Woda Izooktan DI SDME

Fosforoorganiczne pestycydy Woda, soki Toluen DI SDME
owocowe

Fosforoorganiczne insektycydy Woda Toluen DI SDME

Herbicydy sulfonamidowe Ekstrakty wodnez | Octan etylu, DI SDME
gleby chlorek metylenu

BTEX Woda 1-Oktanol, HS SDME

n-heksadekan

Zwigzki aktywne biologicznie Ekstrakty wodne z 1-Oktanol HS-SDME
roslin

BTEX Zuzyty olej n-Heksadekan HS SDME
silnikowy

Zwigzki terpenowe aktywne Olejki eteryczne p-Ksylen HS-SDME

biologicznie

Pozostatosci rozpuszczalnikow Olej roslinny Alkohol benzylowy | HS-SDME

Przeprowadzanie analitu w odpowiednig do analizy korn"cowej pochodng moze sie odbywa¢ podczas
jednej operacji, rownoczesnie z ekstrakcjg i zatezaniem, jesli kropla rozpuszczalnika ekstrahujgcego
bedzie zawiera¢ odpowiedni reagent. Ten sposdb mozna wykorzystaé¢ w technice HS-SDME, w ktdrej
kropla ekstrahenta umieszczona jest w fazie gazowej nad powierzchnig prébki.

4.2.5.3. Mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy ciektej

Mikroekstrakcja do kropli obarczona jest ryzykiem jej zniszczenia. Ciecz ekstrahujgcg mozna
unieruchomi¢ w porowatym wtdknie (drenie), co zostato wykorzystane w mikroekstrakcji poprzez
membrane do fazy ciektej (ang. hollow fibre liquid phase microextraction, HF-LPME). Jest to
ekstrakcja w uktadzie ciecz — ciecz, gdzie ciecz ekstrahujgca znajduje sie w przestrzeniach porowatego
widkna zamocowanego na koncach igiet dwdch mikrostrzykawek (rys.19a) lub na koncu igty jednej
mikrostrzykawki (rysunek 19b) i zanurzonego w roztworze prébki. Po skoriczonej ekstrakcji ekstrakt z
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drenu zasysany jest do strzykawki. Technika ta umozliwia duzg selektywnos¢ procesu poprzez duze
mozliwosci doboru odpowiedniej cieczy ekstrahujgcej oraz rodzaju porowatego widkna. Duze
zastosowanie w tej technice znalazt porowaty polipropylen. Poza zabezpieczeniem cieczy
ekstrahujgcej, mate pory wtdkna uniemozliwiajg przedostanie sie do niej duzych molekut, co jest
pozgdane zwtaszcza w analityce ptyndw biologicznych. Na wydajnos¢ ekstrakcji, podobnie jak w
technice SDME, wptyw majg takie warunki ekstrakcji, jak: objetos¢ probki i ekstrahenta,
intensywnos¢ mieszania, czas ekstrakcji, wysalanie oraz pH prdbki. Technike te zastosowano do
ekstrakcji z roztworow wodnych takich analitéw jak np.: aminy aromatyczne, leki o charakterze
kwasnym lub zasadowym oraz estrogeny.

igly strzykawek

44— prébka o
b)

A\ 4

<« widkno polipropylenowe

z ekstrahentem

— —

Rysunek 19. Zestawy do mikroekstrakcji przez membrane do fazy ciektej, HF-LPME

4.2.6. Ekstrakcja cieczami jonowymi

Zastosowanie do mikroekstrakcji, zwtaszcza do mikroekstrakcji do kropli (SDME) znalazty ciecze jonowe.
W odréznieniu od konwencjonalnych rozpuszczalnikdw, ciecze jonowe umozliwiajg tworzenie wiekszych i
stabilniejszych kropli, ktére nie odparowuja i nie rozpuszczajg sie w probce wodnej. Te korzystne cechy
wynikajg ze struktury chemicznej cieczy jonowych, ktére sg solami o niskiej temperaturze topnienia.

Wg ogdlnie przyjetej definicji ciecze jonowe sg to sole organiczne o temperaturach topnienia
ponizej 100°C i stabilne w powietrzu w szerokim zakresie temperatur. Sposrdd nich wyrdzniaja
sie te, ktére maja temperature topnienia rowng lub nizsza od temperatury pokojowej (ang.

room temperature ionic liquids, RTIL).

S3 to nowe rozpuszczalniki o dobrych wiasciwosciach rozpuszczajgcych dla szerokiego zakresu substanciji i
korzystnych fizycznych wiasciwosciach. RTIL znajdujg coraz szersze zastosowanie w technikach
separacyjnych. Ciecze jonowe ciekle w temperaturze pokojowej sg bardzo interesujgcymi
rozpuszczalnikami ekstrahujgcymi. Znanych jest ponad dwiescie RTIL a liczba dostepnych komercyjnie
zwigzkdw wcigz wzrasta. Gtéwnymi typami ciektych w temperaturze pokojowej cieczy sg sole zawierajgce
w swej strukturze kationy takie jak: alkiloimidazoliowe, alkiloamoniowe, alkilofosfoniowych,
alkilopirydyniowe oraz alkilopirolidyniowe. Z kolei najczesciej stosowane aniony to stabe nukleofile takie
jak: bis(trifluorometanosulfonylo)imidek, heksafluorofosforan, tetrafluoroboran, perfluoroalkilosulfonian i
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in. Strukture chemiczng czesto stosowanych, ciektych w temperaturze pokojowej cieczy jonowych
przedstawiono w Tabeli 8. Niska temperatura topnienia cieczy jonowych ttumaczona jest mafg symetrig
czagsteczki i delokalizacjg tadunku, przesfanianiem jednego lub obu jondw oraz stabym wigzaniem
wodorowym miedzy jonami. Mata symetria czgsteczki i delokalizacja fadunku dajg duzg swobode drgan,
ktére zwiekszajg odlegtosci miedzytadunkowe i obnizajg w ten sposéb stabilnos¢ sieci krystalicznej i
temperature topnienia. Temperatury parowania cieczy jonowych sg wysokie, gdyz przed przejéciem do fazy
gazowej chronig, dziafajgce na znaczne odleglosci, oddziatywania kulombowskie.

Tabela 8. Typowe ciecze jonowe

Kation Struktura Kation Struktura
T4
Alkiloamoniowy R““‘/N+\ X Alkilopirydyniowy @ N—R;,
3
d R : :X_
I|q4 - R
Alkilfosfoniowy R\\\\\/P'*\R X Alkilopirolidyniowy +/N\R
3
R, 1 X - 1
R R,
L e
Alkilosulfoniowy St X" Alkilotioazoliowy S N R
Rg I:11 Y{' 3
Ry
R R,
5 e
\ (N
Alkiloimidazoliow N Alkilotriazoliow
oS, rRY
X - X
R,

Anion X: BF,~, PFg, A|C|4_, SbFe_, CF3503-, (CF3502)2N_ iin. RX: od -CH3 do 'C9H19

Niska preznosc par cieczy jonowych wystepuje w szerokim zakresie temperatur. Termiczng trwatos¢ cieczy
jonowej najczesciej okresla sie przez temperature poczatku rozpadu. Ciecze jonowe ze stabozasadowymi
anionami wykazujg wyjatkowa termiczng stabilnos¢ w obojetnej atmosferze, pozwalajgcg na stosowanie w
temperaturze powyzej 250°C (np. w chromatografii gazowej). Gestos¢ cieczy jonowych RTIL jest przewaznie
wieksza od gestosci wody (dla najczesciej stosowanych wynosi od 0,964 do 1,470 g/mL, w 25°C) i zwykle
zmniejsza sie wraz ze wzrostem rozmiaru jonéw. Ciekte w temperaturze pokojowej ciecze jonowe majg
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relatywnie niskg lepkosé, relatywnie nalezy podkreslic, bo wiekszos¢ z nich ma lepkos¢ powyzej 30 cP
(lepkos¢ wody w temp. 25°C wynosi 0,8937 cP). Lepkos¢ cieczy jonowych zwigzana jest z rozmiarem anionu,
mate aniony z rozmytym tadunkiem ujemnym i ograniczong zdolnoscig do wigzania wodoru obnizajg
lepkosc. Ciecze jonowe sg ogdlnie trudnopalne, a temperatury zaptonu sg przynajmniej o 100°C wyzsze niz
temperatury zaptonu konwencjonalnych rozpuszczalnikéw organicznych.

Zdolnos$¢ do solwatacji oraz wtasciwosci fizyczne ciektych w temperaturze pokojowej cieczy

jonowych, takie jak: niska preznos$¢ par i wysoka gestos¢, sg korzystne w procesie ekstrakgcji.

Zdolnos¢ do solwatacji jest ogdlnie charakteryzowana przez polarnos¢ rozpuszczalnika, czyli zdolnos¢
rozpuszczalnika do oddziatywarn miedzyczasteczkowych ze sktadnikami rozpuszczonymi, ale nieskutkujgca
reakcjami chemicznymi. Jest to wypadkowa wszystkich oddziatywan (o polarnosci rozpuszczalnika nie mozna
mowi¢ w kontek$cie pojedynczych czasteczek). Np. azotany i tiocyjaniany alkiloamoniowe majg polarnosé
podobng do wody, z kolei sole alkiloimidazoliowe majg polarnos¢ mniejszg niz woda, poréwnywalng z
rozpuszczalnikami polarnymi, jak: dimetylosulfotlenek, krétkotaricuchowe alkohole alifatyczne i in.
Wszystkie ciecze jonowe s3 dipolarne/polaryzowalne i posiadajg wiasciwosci tworzenia wigzan
wodorowych, co powoduje ich dobre wtasciwosci solwatacyjne i dobrg rozpuszczalnos¢ szerokiego zakresu
zwigzkdw organicznych i nieorganicznych a takze réznych biomolekut w tym enzyméw i biopolimerdw,
takich jak np. celuloza.

Poprzez odpowiedni dobdr kationu i anionu cieczy jonowej moina z powodzeniem
manipulowaé takimi cechami fizykochemicznymi jak lepkos¢, gesto$é, rozpuszczalnosé z
odpowiednimi rozpuszczalnikami i In. Wiekszos¢ z dostepnych wspoétczesnie cieczy jonowych
moze catkowicie lub czesciowo mieszac¢ sie z polarnymi rozpuszczalnikami organicznymi (np.
metanolem, acetonitrilem, tetrahydrofuranem, dichlorometanem, acetonem, i in.). Ciecze mogg
tez tworzy¢ wydajne dwufazowe uktady z organicznymi rozpuszczalnikami o niskiej polarnosci

(np. heksanem, toluenem, eterami alkilowymi) lub z woda.

Rozpuszczalnosé w wodzie zalezy bardziej od rodzaju anionu niz kationu. Sole alkiloimidazoliowe z anionami
halogenkowymi, etanolanowym, azotanowym i trifluorooctowym catkowicie mieszajg sie z woda. Sole z
anionami heksafluorofosforanowymi oraz bis(trifluorometanosulfonylo)imidkowymi ogdlnie nie mieszajg sie
z wodg, natomiast sole aniondéw tetrafluoroboranowych i trifluorosulfonianowych mieszajg sie catkowicie
lub wcale, w zaleznosci od dtugosci faricucha alkilowego w strukturze kationu. Wszystkie tetrafluoroborany
alkiloimidazoliowe sg ogélnie rozpuszczalne w acetonie i dichlorometanie. Z kolei dicyjanoimidki 1-etylo-3-
metyloimidazoliowe, N,N-dialkilopirolidyniowe i tetralkiloamoniowe mieszajg sie bez ograniczer z wodg i
wiekszoscig rozpuszczalnikdbw organicznych, z wyjgtkiem heksanu i toluenu; metanosulfonian i
etanosulfonian 1,3-dialkiloimidazoliowy mieszajg sie z wodg i z wiekszoscig zwyktych, polarnych
rozpuszczalnikdw organicznych.

W wiekszosci zastosowan ciektych w temperaturze pokojowej cieczy jonowych w technikach
separacyjnych, dwie wtasciwosci odrdiniaja je na korzys¢ od konwencjonalnych
rozpuszczalnikdw: wysoka termiczna trwato$é i pomijalna preznos¢ par w szerokim zakresie

temperatur.




Gestosc ciektych w temperaturze pokojowej cieczy jonowych, ktére tworzg uktady dwufazowe z wodg lub
rozpuszczalnikami organicznymi, umozliwia szybkie rozdzielenie faz, co jest korzystne w przypadku ich
stosowania w metodach ekstrakcyjnych. Niepozgdang cechg w pordéwnaniu z konwencjonalnymi
rozpuszczalnikami jest wysoka lepkos¢. Procedury przygotowania probek, polegajgce na pompowaniu cieczy
jonowej wymagajg dla normalnej pracy aparatu lepkosci ponizej 5 cP. Lepkos¢ RTIL moze by¢ obnizana do
pozadanego zakresu przez podwyzszenie temperatury lub przez rozciedczenie z mieszajgcym sie
rozpuszczalnikiem organicznym.

Pomijalna prezno$¢ par minimalizuje zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego poprzez odparowanie,
co jest gtéwnym problemem w przypadku stosowania konwencjonalnych rozpuszczalnikdw
organicznych oraz pozwala na stosowanie uktadow prézniowych bez istotnych strat.

W technikach separacyjnych najwieksze zastosowanie ciekte w temperaturze pokojowej ciecze jonowe
znalazly w ekstrakgji probek wodnych, do izolacji zaréwno zwigzkdw organicznych jak i nieorganicznych.
Jesli analiza wiasciwa analitu jest przeprowadzana technika uniemozliwiajgcg bezposrednie zastosowanie
cieczy jonowej (np. za pomocg chromatografii gazowej) konieczna jest zamiana tego medium na inng
matryce. Odzyskanie ekstrahowanych substancji mozna przeprowadzi¢ przez destylacje, sublimacje lub
ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym (ewentualnie po derywatyzacji). RTIL nie mozna wprowadzac
bezposrednio do chromatografu gazowego z powodu ich niskiej lotnosci, co moze powodowac ich
kumulacje w dozowniku i na kolumnie chromatograficznej, obnizajgc sprawnos¢ separacji. Przykiady
zastosowania cieklych w temperaturze pokojowej cieczy jonowych w ekstrakcji zwigzkdw organicznych i
nieorganicznych przedstawiono w Tabeli 9.

Cieczami jonowymi mozna ekstrahowaé zwiazki wystepujgce w formie obojetnej lub jonowej. Jesli
zwigzek jest w formie jonowej, np. fenol - jako anion fenolanowy, ekstrakcja zachodzi wg
mechanizmu wymiany jonowej, czyli taka sama ilo$¢ anionéw cieczy jonowej musi przejs¢ do fazy
wodnej, ile anionéw fenolanowych przechodzi do cieczy jonowej.

Fenole mogg byc¢ ekstrahowane w formie obojetnej i formie anionowej, a wydajnos¢ ekstrakeji zalezy od
rodzaju cieczy jonowej. Dla niektdrych fenoli ekstrakcja byta wydajniejsza w warunkach, gdy fenol byt w
formie zjonizowanej. Wydajnosc ekstrakgji fenoli z wody za pomoca RTIL moze byé 10 razy wieksza niz dla
dichlorometanu.

Zastosowanie cieczy ciektych w temperaturze pokojowej w technikach mikroekstrakc;ji, jak ekstrakcja
do pojedynczej kropli w fazie nadpowierzchniowej (HS-SDME) i ciektej (DI-SDME), mikroekstrakcja
poprzez membrane do fazy ciektej (HF-LPME) oraz mikroekstrakcji do fazy statej (SPME), wynikajg
gtéwnie z ich wtasciwosci fizycznych. Stosowane w SDME ciecze jonowe dajg wieksze i stabilniejsze
krople, co umozliwia szybsze mieszanie prébki i dtuiszy czas ekstrakcji. RTIL z kationem 1,3-
dialkiloimidazoliowym dajg wspdtczynnik wzbogacenia od 5 do 200 dla typowych niskomolekularnych
substancji. Technika SDME czy HF-LPME przy uzyciu cieczy jonowych ciekltych w temperaturze
pokojowej moze by¢ bezposrednio tgczona z chromatografig cieczowg w uktadzie odwréconych faz z
wodnymi fazami ruchomymi. W przypadku analizy technika chromatografii gazowej, wymagany jest
dozownik z wyjmowang wkfadky, z ktérej lotne sktadniki s3 odparowywane w temperaturze
pokojowej, a usuwanie wkfadki zapobiega kumulowaniu sie cieczy jonowej w dozowniku i na
kolumnie. Przyktady zastosowan cieczy jonowych w mikroekstrakcji przedstawiono w Tabeli 10.
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Tabela 9. Przyktady zastosowania ciektych w temperaturze pokojowej cieczy jonowych (RTIL), jako
cieczy ekstrahujgcych

Analit Prébka Ciekfa w temperaturze pokojowej Wspoétczynnik
ciecz jonowa (RTIL) podziatu
Benzenowe lub naftalenowe Woda heksafluorofosforan 1-butylo -3- 1+97
pochodne z pojedynczg grupa metyloimidazoliowy
fenolowg
Fenol, tyrozol, kwas p- Woda tetrafluoroboran 1-alkilo-3- Poréwnywalny z
hydroksybezoesowy, bisfenol A, metyloimidazoliowy n-oktanol/woda
pentachlorofenol, 4-oktylofenol,
4-nonylofenol
Benzen Woda heksafluorofosforan 1-butylo-3- Poréwnywalny z
metyloimidazoliowy n-oktanol/woda
Biatka Komorki mréwczan 3-(dimetyloamino) -1- -
drozdzy propyloamoniowy
Hemoglobina Krew heksafluorofosforan 1-butylo -3- -
ludzka trimetylosililoimidazoliowy
Ksyleny Heksan etylosulfonian 1-etylo-3- -
metylopirydyniowy
Jony metali ciezkich w postaci Woda heksafluorofosforan 1-butylo -3- -
kompleksu z ditizonem metyloimidazoliowy
Jony rteci (bez kompleksowania) Woda heksafluorofosforan 1-alkilo-3- -
metyloimidazoliowy
Toluen, cykloheksanon, nonanol- Woda Rézne RTIL Wyzszy niz
1, kwas octowy, kwas heksanowy n-oktanol/woda
Kwasy naftalenosulfonowe Woda bis(trifluorometano- ok.2(21lub3
(barwniki azowe) sulfonylo)imidek N-butylo-N- ekstrakcje
etylopirolidyniowy dawaty 95 %
wydajnosci)
Amoxicilina, ampicylina Woda heksafluorofosforan 1-butylo-3- 3+20

(antybiotyki)

metyloimidazoliowy,
heksafluorofosforan i
tetrafluoroboran 1-heksylo-3-
metyloimidazoliowy,
tetrafluoroboran 1-oktylo-3-
metyloimidazoliowy
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Tabela 10. Zastosowanie cieczy jonowych RTIL w technice mikroekstrakc;ji

Analit Probka Ciecz jonowa Technika
ekstrakcji
BTEX, halometany, Woda heksafluorofosforan 1 -oktylo-3- | HS-SDME
chlorobenzeny, metyloimidazoliowy

chloroaniliny

Benzofenony Mocz heksafluorofosforan 1-butylo-3- | DI-SDME
metyloimidazoliowy

WWA, alkilofenole Woda heksafluorofosforan 1-butylo-3- | DI-SDME
metyloimidazoliowy

Chlorofenole alifatyczne, | Woda heksafluorofosforan HF-LPME
weglowodory 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
aromatyczne heksafluorofosforan  1-oktylo-3-

metyloimidazoliowy

Amfetamina, Mocz 1-winylo-3-alkiloimidazoliowa SPE
metamfetamina ciecz jonowa chemicznie
zwigzana z witdknem z krzemionki

Wodne uktady dwufazowe tworzone sg zwykle przez dwie substancje o rdéinych wtasnosciach
(szczegdlnie o réznym powinowactwie do wody) w mieszaninie z woda. Trdéjsktadnikowa mieszanina
o okreslonym stezeniu w odpowiedniej temperaturze tworzy dwie wodne fazy o réznym sktadzie.

Wodny uktad dwufazowy mozina stosowac¢ do ekstrakcji ciecz - ciecz, a rozpuszczone substancje

ulegajg podziatowi miedzy dwie wodne fazy.

Ta technika jest szeroko stosowana do oczyszczania biopolimeréw, poniewaz jest selektywna, tania,
rozdzielenie faz nastepuje szybko i mozna jg zaadaptowac do procesow ciggtych, a ekstrahowane
substancje zachowujg aktywnosc¢ biologiczna.

W  technice dwufazowych roztworédw wodnych podejmowano préby zastosowania
niskotemperaturowych cieczy jonowych. Mieszanine tréjsktadnikowag tworzg ciecz jonowa, sol
nieorganiczna i woda, w ktérej ciecz jonowa wspdtzawodniczy z solg nieorganiczng o czasteczki wody.
Sél nieorganiczna ma wieksze powinowactwo do wody, wiec hydratacja cieczy jonowej bedzie sie
zmniejszata, bo czasteczki wody bedg przemieszczaty sie od jondw cieczy jonowej do jondw soli
nieorganicznej. Zmniejszenie hydratacji cieczy jonowej powoduje zmniejszenie jej rozpuszczalnosci w
wodzie, co sprawia, ze faza bogatsza w ciecz jonowg oddziela sie od reszty roztworu, dzieki czemu
powstaje uktad dwufazowy.

Najkorzystniejsze cechy do zastosowania w technice dwufazowych uktadéw wodnych majg sole
kationéw 1,3-dialkiloimidazoliowych, ktérych zdolnos¢ do tworzenia dwdch faz jest w przyblizeniu
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odwrotnie proporcjonalna do rozpuszczalnosci w wodzie. Stosowane w tych ukfadach sole
nieorganiczne to: fosforany(V), siarczany(VI), weglany lub cytryniany amoniowe, potasowe lub
sodowe. Faze wodng wzbogacong w ciecz jonowg mozna bezposrednio analizowaé metodg
chromatografii cieczowe].

Wodne uktady dwufazowe z RTIL stosowane sg do ekstrakcji niskoczgsteczkowych sktadnikow, np.:
alkaloidéw z roslin, tryptofanu, testosteronu i epitestosteronu w moczu, a najczesciej stosowanym
dwufazowym uktadem ekstrakcyjnym jest mieszanina chlorku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego lub
bromku z fosforanem(V) lub kwasnym fosforanem(V) sodu.

4.3. Ekstrakcja w uktadzie ciecz — ciato state
4.3.1. Ekstrakcja do fazy statej

Klasyczna ekstrakcja ciecz-ciecz jest fatwa, niewymagajgca specjalistycznego sprzetu, ale
czasochtonna i wymagajaca duzej ilosci czystych rozpuszczalnikéw. Duzg redukcje czasu analizy i
objetosci uzywanych rozpuszczalnikéw i zwigzanego z tym zmniejszenia szkodliwych odpaddéw i
zwiekszenia bezpieczenstwa pracy, daje ekstrakcja do fazy statej (ang, solid phase extraction, SPE).
Termin ten oznacza sposéb izolowania analitu w uktadzie ciecz — ciato state, wykorzystujacy zjawisko
podziatu analitu miedzy ciektg probke a staty sorbent.

Rozwdj technik ekstrakcji do fazy statej nastgpit w latach siedemdziesigtych ubieglego wieku, po
pojawieniu sie tatwo dostepnych i trwatych sorbentéw o réznorodnych wiasciwosciach chemicznych. Do
techniki SPE wykorzystano zmodyfikowane powierzchniowo materiaty krzemionkowe czy polimerowe,
podobne do tych, ktére sg szeroko stosowane w HPLC. Sg to adsorbenty, takie jak: zel krzemionkowy,
florisil, tlenek glinu, krzemionka modyfikowana grupami alkilowym (np. C-18), fenylowymi, cyjanowymi,
propyloaminowymi i in. W technice SPE stosuje sie réwniez réznego rodzaju modyfikacje polimeru
diwinylobenzenu (DVB), sorbenty wykluczania immunologicznego, polimery z nadrukiem molekularnym
lub fazy stacjonarne stosowane w chromatografii jonowymiennej (SCX, SAX).

Sorbentem o najwiekszym znaczeniu w technice SPE jest krzemionka, gdyz jest wygodnym nosnikiem
réznych grup funkcyjnych. ,,Czysta” krzemionka, zawierajgca na swej powierzchni wolne grupy silanolowe
(SiOH), ktora silnie adsorbuje polarne zwigzki, przy czym jest to oddziatywanie na tyle silne, ze odzysk
zaadsorbowanych substancji jest znacznie utrudniony. Zmodyfikowanie powierzchni Zzelu
krzemionkowego poprzez zastgpienie wolnych grup silanolowch grupa cyjanowg (CN), aminowg (NH,) czy
diolowg (COHCOH) powoduje zmniejszenie sity oddziatywan silnie polarnych zwigzkéw z krzemionkg i
umozliwia ich ekstrakcje. Ten typ sorbentdw nosi nazwe zwigzanych faz normalnych (NP). Z kolei
zastgpienie grup silanolowch grupami oktylowymi (C-8), oktadecylowymi (C-18) czy alkilofenylowymi (R-
CeHs) sprawia, ze krzemionka staje sie sorbentem niepolarnym i nosi nazwe faz odwréconych (RP). W tym
przypadku powstajg silne, ale odwracalne oddziatywania niepolarnych lub stabo polarnych substancji ze
zmodyfikowang powierzchnig krzemionki, co umozliwia ich ekstrakcje z polarnego rozpuszczalnika.

Zasada rozdzielania metodg SPE zalezy gtéwnie od natury sorbentu. Sitami warunkujgcymi oddziatywania
miedzy analitem a statym adsorbentem polarnym (np. zel krzemionkowy, tlenek glinu) s wigzania
wodorowe, oddziatywania dipol-dipol, dipol indukowany-dipol oraz sity dyspersyjne (van der Waalsa)
(por. roz. 1.2.3). Ten typ ekstrakgcji oparty jest na takich samych zasadach jak chromatografia adsorpcyjna.
Gdy zastosowanym sorbentem jest krzemionka z chemicznie zwigzang grupg polarng, np. aminowg (ukfad
faz normalnych) lub niepolarng, np. oktadecylowa (ukfad faz odwrdconych) zasada rozdzielania jest taka,
jak w chromatografii podziatowej (por. roz. 11.2.4). Nalezy pamieta¢, ze istnieje mozliwosé réznych
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oddziatywann miedzy grupami funkcyjnymi analitu a powierzchnig sorbentu i mimo, ze mechanizm
rozdzielania na fazach zwigzanych jest podziatowy, w rzeczywistosci przebiega w duzym stopniu przy
udziale proceséw adsorpcyjnych.

Celem rozdzielania metodg SPE jest przygotowanie prébki do analizy wtasciwej, czyli wyizolowanie
analitu z matrycy w maksymalnie czystej i skoncentrowanej postaci. Moze by¢ to osiggniete na dwa
sposoby: mozna wyeluowa¢ analit, podczas gdy zanieczyszczenia sg zatrzymywane lub odwrotnie,
zadany analit jest zatrzymywany na kolumnie, podczas gdy zanieczyszczenia sg usuwane z kolumny.
Ekstrakcja do fazy statej zachodzi tylko wéwczas, gdy wigzanie pomiedzy sorbentem a analitem jest
silniejsze niz oddziatywanie wywierane przez rozpuszczalnik lub matryce prébki. Anality zatrzymane
na ztozu mozna odzyskiwac przez mineralizacje ztoza, ekstrakcje rozpuszczalnikami organicznymi czy
desorpcje termiczng. Do najczestszych metod nalezy jednak ekstrakcja rozpuszczalnikami
organicznymi. W procesie wymywania eluent musi posiadac silniejsze powinowactwo do analitu niz
sorbent. Zwykle stosuje sie: metanol, acetonitryl, aceton, izopropanol, dichlorometan, pentan oraz
mieszaniny tych rozpuszczalnikéw.

Nalezy pamieta¢, ze stosowane w kolumienkach SPE fazy stacjonarne wykonane na bazie materiatéw
krzemionkowych sg stabilne w zakresie pH od 2 do 7,5; w odczynie alkalicznym Zzel krzemionkowy
moze sie rozpuscic a w odczynie silnie kwasnym mogg ulec hydrolizie wigzania miedzy grupami
silanolowymi a podstawnikami modyfikujgcymi zel krzemionkowy.

Chemicznie zwigzane fazy stacjonarne posiadajg znaczng (od 1 do 5% masy sorbentu) zdolnos¢
umiarkowanie selektywnego wychwytu réznorodnych substancji, co umozliwia zminiaturyzowanie
procesu ekstrakcji. W praktyce uzywa sie najczesciej komercyjnie przygotowane kolumienki szklane
lub polipropylenowe, zawierajgce od 100 mg do 2 g sorbentu statego, zawartego miedzy dwoma
porowatymi filtrami oraz system prézniowy ze statywem na odbieralniki, manometrem kontrolnym i
zaworem regulujgcym. Ponadto w sktad systemu wchodzg zfgcza i zawory umozliwiajgce tgczenie
kilku kolumienek tej samej lub réznej wielkosci. Ziarna wypetnienia w kolumienkach SPE majg
$rednice 40 um (wiekszg niz stosowane w HPLC) a takze nieregularny ksztaft, co umozliwia szybki
przeptyw fazy ruchomej. Budowa pojedynczej kolumienki SPE oraz zestawu szeregu kolumienek
podtgczonych do prézni przedstawiona jest na rysunku 20.

Elucja analitbw wymaga rozpoznania pochodzenia prébki, potencjalnych substanciji przeszkadzajgcych
(interferentow) i wiasciwosci fizyko-chemicznych oznaczanych substancji. Dobér rozpuszczalnika do elugji
zalezy od miejsca rozpuszczalnika w szeregu eluotropowym w stosunku do analitu, rodzaju fazy statej oraz
od wymagan kolejnych etapdw procedury oznaczania (np. lotno$¢, mozliwosé zastosowania detektora
spektrofotometrycznego UV/Vis). Ekstrakcje z wody zwigzkédw niepolarnych wykonuje sie, stosujgc
niepolarng faze, najczesciej krzemionke zmodyfikowang grupami oktadecylowych (C-18) lub sorbenty
polimerowe o wiasciwosciach odwrdconych faz. Do elucji stosuje sie takie rozpuszczalniki, jak:
dichlorometan, pentan, heksan, aceton, octan etylu, acetonitryl lub ich mieszanina. Mozna tez wymywa¢
substancje kolejno réznymi rozpuszczalnikami, réznigcymi sie sitg elucyjng - ekstrakcja sekwencyjna.

Efektywnosc¢ zageszczania metodg SPE wyraza sie wspdtczynnikiem wzbogacenia analitu k, opisanego
wzorem:
p= v (43)
gdzie: Vg
Vy - objetos¢ wody przepuszczona przez sorbent,
Ve - objetosc¢ eluentu uzyta do wymycia analitow.
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Wzrost wartosci wspoéfczynnika mozna osiggnaé przez zwiekszenie objetosci wody przepuszczanej
przez sorbent lub przez zmniejszenie objetosci eluentu. Zmniejszenie objetosci eluentu wigze sie z
uzyciem mniejszej ilosci sorbentu. Uzycie eluentu o wiekszej sile wymywania tez prowadzi do
zmniejszenia jego objetosci, ale moze sie wigzaé z wymyciem interferentéow. W warunkach
optymalnych wartos¢ odzysku moze wynosi¢ ok. 90%, przy wspdtczynniku wzbogacenia 1000 dla
prébek o objetosci 0,5 do 1,0 dm? wody.
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Rysunek 20. Budowa pojedynczej kolumienki SPE (a) i zestawu kilku kolumienek (b)

Metoda ekstrakcji do fazy statej znalazta szerokie zastosowanie, zwtaszcza do izolowania substangji
organicznych z roztworéw wodnych, np. do ekstrakcji WWA z wody stosowane sg z powodzeniem
niepolarne fazy oktadecylowe (C-18), same Ilub w potgczeniu z grupami polarnymi, np.
aminopropylowa.

Ekstrakcja do fazy statej obejmuje kilka niezbednych etapdw. Ponizej podano sposdb przygotowania
kolumienki wypetionej niepolarng fazg oktadecylowg (C-18). Pierwszy etap to przemycie kolumienki wraz
z wypetnieniem rozpuszczalnikami majgcymi wartos¢ eluotropowa wiekszg niz stosowane eluenty. Usuwa
sic w ten sposéb substancje (alkeny Ci5-C,s, alkiloftalany, alkany, silanole, siloksany), ktére mogg sie
wyekstrahowaé¢ z gotowych kolumienek, a ilos¢ ich zalezy od producenta. Wymywanie zwigzkéw
silanolowych wynika z hydrolizy wigzania miedzy grupami silanolowymi a podstawnikami modyfikujgcymi
krzemionke, dlatego nalezy bezwzglednie unika¢ stosowania eluentéw moggcych jg powodowac w dalszych
etapach ekstrakcji. Objetos¢ rozpuszczalnikdéw stuzgcych do przemywania kolumienek nalezy ustali¢
doswiadczalnie, najczesciej zaleca sie wstepne przemywanie rozpuszczalnikami stosowanymi do elucji w
objetosci 5-10 razy wiekszej od masy wypetnienia.
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Nastepnym etapem jest kondycjonowanie (solwatacja) wypetnienia kolumienki (ztoza sorbentu),
polegajgce na przygotowaniu powierzchni sorbentu do efektywnej izolacji i wzbogacania analitéw z
wody. Zel krzemionkowy modyfikowany faza oktadecylowa ma wtasnosci lipofilowe (fazy RP nie s3
zwilzane wodg), dlatego ztoze najpierw przemywa sie metanolem lub 2-propanolem a nastepnie
mieszaning wody i 2-propanolu. Do kondycjonowania stosuje sie zwykle 5-10 objetosci pustych
uzywane] kolumienki (1 objeto$¢ pusta = 1,0-1,2 pl/mg sorbentu). W trakcie kondycjonowania
fancuchy weglowodorowe ulegajg wyprostowaniu oddalajgc sie od powierzchni sorbentu, tworzac
tzw. “szczotke” o znacznie powiekszonej powierzchni aktywnej. Wazne jest uzycie do
kondycjonowania rozpuszczalnika o witasciwosciach najbardziej zblizonych do wtasciwosci matrycy
badanej probki (wody dejonizowanej dla probek wodnych) oraz utrzymywanie sorbentu w petni
pokrytego rozpuszczalnikiem do momentu naniesienia préobki (zawsze pierwszg porcje rozpuszczalnika
wprowadza sie bez uzycia podcisnienia, pozwalajgc jej “wsigkngé” w ztoze).

Kolejnym etapem jest naniesienie na kolumienke probki wody. Jesli probka zawiera zawiesine, przed
naniesieniem nalezy jg odwirowacd lub przesgczy¢, aby unikngé zatkania filtru wlotowego kolumienki.
Badang wode nanosi sie z dodatkiem 1-5% metanolu lub 5-15% 2-propanolu. Dodatek alkoholu do
wody badanej powoduje, ze powierzchnia sorbentu jest aktywna (taricuchy weglowodorowe
wyprostowane) podczas wszystkich etapéw zageszczania (dynamiczna solwatacja), co umozliwia
przepuszczenie przez kolumne wiekszej objetosci prébki bez przekroczenia pojemnosci sorpcyjnej
ztoza (tzw. przebicia) oraz zmniejsza adsorpcje analitow na Sciankach kolumienki. Roztwory wodne
zawierajace analit przepuszcza sie przez kolumienke z szybkoscig 1-25 cm’/min przy stosowaniu
odpowiedniego podcisnienia (pompka wodna) lub nadci$nienia (sprezony gaz obojetny).

Nastepny etap obejmuje usuniecie z przestrzeni miedzy czastkami sorbentu oraz z wnetrza jego
porow substancji niezwigzanych przez przemycie czystym rozpuszczalnikiem, w ktérym znajdowat sie
analit. Mozna zastosowac inne rozpuszczalniki, o sile eluotropowej wiekszej, jesli nie spowodujg
wymycia analitu. W ten sposdb usuwa sie ewentualne interferenty pochodzgce z matrycy, co zwieksza
czysto$¢ frakcji analizowanej. Resztki rozpuszczalnika przemywajacego usuwa sie przez suszenie
strumieniem powietrza (zasysanym przez pompke wodng). Czas suszenia zalezy od lotnosci rozpuszczalnika
i masy sorbentu i wynosi od 1-20 minut. W przypadku rozpuszczalnikdw wysokowrzgcych (w tym wody),
suszenie przy uzyciu podcisnienia moze by¢ niewystarczajgce i powinno go poprzedzi¢ wirowanie.
Odwirowanie rozpuszczalnika nalezy stosowaé, gdy mamy do czynienia z analitami lotnymi lub fatwo
ulegajgcymi utlenieniu. Przy nielotnych analitach mozna zastosowac réwniez liofilizacje.

Ostatnim etapem jest wymycie zatrzymanych na kolumience analitow matg porcjg (zalezna od
wielkosci ztoza, zwykle 300 -500 pL) odpowiedniego rozpuszczalnika. Na rysunku 21 przedstawiono
zestaw do ekstrakcji do fazy statej z zastosowaniem podcisnienia z pompki wodnej.
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Rysunek 21. Zestaw do ekstrakcji do fazy statej

Kolumienki SPE charakteryzujg sie matg sprawnoscig mierzonej iloscig potek teoretycznych, majg za
to nastepujace zalety:

U] szybkos$¢ ekstrakcji - kilkukrotnie wieksza niz w uktadzie ciecz -ciecz,

U przy $ladowych zanieczyszczeniach, jedna kolumienka moze ekstrahowa¢ nawet 100 L probki
wody,

] mozna je stosowaé do analitéw lotnych i nielotnych,

] mozna je stosowac do analitdw organicznych i nieorganicznych,

. mozna przechowywaé analit w warstwie sorbentu do czasu analizy, co pozwala na
wykonywanie ekstrakcji w warunkach polowych,

o powodujg ominiecie problemu pienienia sie lub emulgowania prébek,

. majg duzg odtwarzalnos$é, dzieki zmniejszeniu ilosci manipulacji z prébka,

. mozliwo$¢ automatyzacji procesu,

. duza selektywnos¢ ekstrakgji dzieki duzemu wyborowi statych sorbentéw,

. sq bardziej ekonomiczne, przez zmniejszenie zuzycia szkta, odczynnikdw i nakfadu pracy

(mozliwos¢ wielokrotnego uzycia sorbentu, prostota wyposazenia),

. sg zdecydowanie bezpieczniejsze od tradycyjnej ekstrakcji, na skutek mniejszego zuzycia
fatwopalnych rozpuszczalnikdw,

] dajg mozliwos¢ izolacji od matrycy i zageszczania réznorodnych grup zwigzkéw chemicznych
w czasie jednej ekstrakgji,

° dzieki wysokiemu wspodtczynnikowi podziatu i matej objetosci eluatu mozna przeprowadzi¢
bezposrednig jego analize bez strat z powodu zageszczania, co jest bardzo wazng zalety tej
metody, zwfaszcza w analizach Sladodw,

] mozliwos¢ zageszczania w warunkach polowych: mozliwos¢ ekstrakcji préb o duzej objetosci
do matych, kilkumililitrowych kolumienek z materiatem sorpcyjnym umozliwia transport
duzej ich ilosci i zabezpiecza nietrwate anality przed rozktadem w czasie transportu i
oczekiwania na analize.
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Niestety metoda ta posiada tez wady, a do najistotniejszym mozna zaliczy¢:

® tto pozostawione przez uzyty rozpuszczalnik,

e koniecznos¢ regeneracji ztoza przed kolejnym uzyciem,

e czasem mate wartosSci odzysku analitu, spowodowane oddziatywaniami miedzy sorbentem a
substancjg analizowana,

e zatykanie ztoza poprzez zawiesiny obecne w prébce,

® czasami staba odtwarzalnos¢ spowodowana réznicami miedzy kolejnymi partiami sorbentu.

Przewaga zalet nad wadami jest zdecydowana i ekstrakcja do fazy statej znalazta szerokie
zastosowanie do wydzielania analitdw bezposrednio z probek gazowych, wodnych jak i z
ekstraktow probek statych. Ekstrakcja do fazy statej jest rutynowa technikg w kaidym

laboratorium.

4.3.2. Mikroekstrakcja do fazy statej

Rozwaj techniki SPE doprowadzit do miniaturyzacji procesu ekstrakcji oraz jego automatyzacji, czego
przyktadem jest mikroekstrakcja do fazy statej (por. roz. 11.3.2.2).

4.3.3. Ekstrakcja za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego

Jedna z wersji ekstrakcji do fazy statej jest mikroekstrakcja do warstwy sorbentu, pokrywajgcego staty
element szklany lub kwarcowy. Do takiej nalezg mikroekstrakcja do fazy statej oraz ekstrakcja za
pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego (ang. stir bar sorptive extraction, SBSE). Obie techniki
ekstrakcji sg zgodne z ideg "zielonej chemii analitycznej”, gdyz powodujg minimalizacje preparatyki
probek: ograniczajg lub eliminujg zuzycie rozpuszczalnikéw, zmniejszajg objetos¢ probki wymaganej do
analizy oraz minimalizujg straty analitow, poniewaz nie wymagajg obrdbki ekstraktéw, ktére w catosci
mogg by¢ wprowadzane do systemu dozowania w chromatografie gazowym czy cieczowym.

Metode SBSE wprowadzit Baltussen i wspofpracownicy w 1999 roku i nazwat jg ,twisters”. Od tamtej pory
metoda ta znajduje coraz szersze zastosowanie w 0znaczaniu zanieczyszczen w probkach srodowiskowych,
w zywnosci oraz w probkach biomedycznych. Tak duze zainteresowanie tg metodg wigze sie z
wykorzystaniem polidimetylosiloksanu jako fazy sorpcyjnej. Polidimetylosiloksan (PDMS), znany w
podziatowej chromatografii gazowej, jako ciekia faza stacjonarna, jest termicznie stabilng cieczg o duzej
lepkosci, niemieszajgcg sie z matrycg probki (wodg), ktéra moze by¢ stosowana w szerokim zakresie
temperatur (do 3209C). Poza tym, PDMS wykazuje interesujace wiasciwosci dyfuzyjne, w ekstrakcji analitu
bierze udziat cata objeto$¢ sorbentu a nie tylko jego powierzchnia.

Nieorganiczne sorbenty nie majg duzego zastosowania w tej metodzie, poniewaz oddziatujg zbyt
silnie z wytapywanymi substancjami, co wigze sie z desorpcjg w warunkach moggcych powodowa¢
degradacje analitu (np. wysoka temperatura). Organiczne adsorbenty, jak np. Tenax, czesto
powodujg termiczng dekompozycje sktadu prébki.
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Podstawy metody

W miare uptywu czasu ekstrakcji, nastepujg zmiany stezenia analitu w fazie sorpcyjnej PDMS. Jest to
zaleznos¢ wyktadnicza, ktdrg przedstawia rdwnanie:

k _
¢ ppms (D) =cw o k—l(l—e oty

5 (44)

gdzie:
ki i k, - state sorpcji i desorpcji analitu w fazie PDMS,
Cw,0 - poczatkowe stezenie analitu w wodzie,
cppms (t) - stezenie analitu w fazie PDMS w czasie t.

Prébka i sorbent sg cieczami, wiec mechanizm ekstrakcji polega na podziale analitu miedzy dwie fazy.
W zwigzku z tym wydajnos¢ ekstrakcji zalezy w gtdwnej mierze od wartosci statej podziatu analitu
migdzy dwie fazy: PDMS i wodg (probke) - Kppys/w. Stata podziatu podziatu jest ilorazem stezen

analitu w stanie rownowagi w fazie sorpcyjnej(cqoums) i fazie wodnej (c,):

cppoms _ Mppus  Vw M ppups
K ppus = = = B (45)
Cy my  Vppys My
gdzie:
[ - stosunek objetosci fazy wodnej V,, do fazy ekstrahujacej Vepus,
Mppums - Masa analitu w fazie ekstrahujacej,
m,, - masa analitu w fazie wodne;j.
Po osiggnieciu stanu réwnowagi, bilans mas mozna zapisac:
My o = Mpppys + My (8)
gdzie:
my, o - poczatkowa masa analitu w fazie wodne;j.
taczac obydwa réwnania mozna wyliczy¢ teoretyczny odzysk izolowanego analitu R:
m m K I'w K /w
R =MpoMS _ "M PDMS & PDMS _ K ppus (47)

My Mmppys (Kppys + 58 Kppus + B

Ze wzoru wynika, ze odzysk analitu (tym samym wydajnos¢ ekstrakcji) jest tym wyzszy im mniejszy
jest stosunek objetosci faz wodnej do ekstrahujgcej (6).

Aby ocenié, czy dla danego analitu technikg SBSE z wykorzystaniem fazy PDMS osiggnie sie
wystarczajgcg wydajno$é, mozina postuzy¢ sie statg podziatu oktanol —woda Kpy, zwang tez
wspotczynnikiem podziatu P (por. roz. 1.2.4).

Jesli do wzoru na odzysk analitu w czasie ekstrakcji wprowadzi sie wartos¢ statej podziatu oktanol-
woda, Ko dla badanej substancji, uzyska sie przyblizong wartos¢ jej odzysku w czasie ekstrakcji do
fazy polidimetylosiloksanowe;.
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Stata podziatu oktanol — woda jest niezawodnym sposobem przewidywania zachowania sie
analitu w uktadzie faz polarnej i niepolarnej. W literaturze chemicznej mozna znalez¢é wartosci

statej Ko dla wielu substancji.

Stata podziatu oktanol-woda jest niezawodnym sposobem przewidywania zachowania sie analitu w
uktadzie faz polarnej i niepolarnej. W literaturze chemicznej mozna znalezé wartosci wspotczynnika
dla wielu substangiji.

Przyjmuje sie, ze zwigzki, ktorych log Koy jest mniejszy od jednosci, charakteryzowane s3 jako
hydrofilowe, wiec nie beda sie rozpuszczaty w niepolarnej fazie PDMS. Zwigzki, dla ktérych log Koy
miesci sie miedzy wartoscia 1 a 3, charakteryzuja sie Srednim charakterem hydrofilowym (lub srednim
charakterem hydrofobowym) i moga w ograniczonym stopniu rozpuszcza¢ sie w fazie PDMS.
Natomiast zwigzki, ktérych log Koy 0sigga warto$c¢ powyzej 3, charakteryzowane s3, jako hydrofobowe

ibedqa dobrze rozpuszczaty sie w niepolarnej fazie PDMS.

Ekstrakcja SBSE skfada sie z kilku etapdow:

e FEkstrakcja (zestaw do ekstrakcji za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego przedstawiono
na rysunku 22).

e Usuwanie resztek matrycy (soli, cukréw, biatek i innych sktadnikéw prébki) przez przemycie
wodg i delikatne osuszenie.

* |zolacja analitu z sorbentu poprzez desorpcje rozpuszczalnikiem lub termiczng.

Ekstrakcje wykonuje sie mieszadetkiem magnetycznym pokrytym warstwg sorbentu. Jest to pret
magnetyczny umieszczony w szklanej ostonie, ktérg pokrywa sorbent. Komercyjnie, dostepne s3
mieszadetka o dtugosci 1 cm, pokryte warstwg polidimetylosiloksanu, o grubosci 0,5 mm. Catkowita
objeto$¢ sorbentu wynosi 24 pL. SBSE wykonuje sie w naczynkach HS o pojemnosci 30 mL, przy
objetosci probek wodnych do 20 mL. Podczas ekstrakcji, mieszadetko jest zanurzone w roztworze
préobki lub umieszczone w gazowej fazie nadpowierzchniowej. Mieszadetka pokryte PDMS mozna
stosowac wielokrotnie, nawet wiecej niz 50 razy (oczywiscie, po analizie, nalezy je rekondycjonowag).

Ustalenie warunkow ekstrakcji polega na:
¢ doborze odpowiedniego czasu ekstrakgji,
¢ doborze intensywnosci mieszania,
¢ doborze odpowiedniej temperatury,
¢ doborze odpowiedniego pH roztworu probki,
¢ doborze ilosci dodawanej soli obojetnej do prébki,
¢ wyborze modyfikatora organicznego i jego ilosci,

¢ doborze objetosci probki i objetosci fazy ekstrahujace;j.
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Technika ekstrakcji za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego nalezy do metod réwnowagowych.
Czas osiggniecia réwnowagi (czas ekstrakcji) zalezy od kinetyki procesu i przecietnie wynosi 30-150
min. Zwiekszenie kinetyki ekstrakcji mozna uzyskaé przez mieszanie i podwyzszenie temperatury.
Rozpietosé stosowanego czasu ekstrakcji w SBSE jest duza, od minut do doby.

W trakcje mieszania zmniejsza sie grubos¢ warstwy granicznej miedzy mieszadetkiem a zawartoscia
roztworu, co przyspiesza wymiane mas. Ale bardzo szybkie mieszanie powoduje czestszy kontakt
mieszadetka ze s$ciankg naczynka i moze by¢ przyczyng uszkodzen fizycznych fazy ekstrahujacej,
rowniez generowanie babli przy wysokich obrotach nie wptywa dobrze na wydajnosé. Najczesciej
wspotczynnik ekstrakcji wzrasta ze wzrostem obrotéw do 500-750 na min, potem wzrasta niewiele
lub wcale.

Naczynko HS

Prébka

Pret magnetyczny
(mieszadetko) pokryte
warstwg sorbentu

Mieszadto magnetyczne

Rysunek 22. Zestaw do ekstrakcji za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego, SBSE

Podwyzszenie temperatury przyspiesza osiggniecie stanu réwnowagi. Ale wspdfczynnik podziatu a
tym samym wspotczynnik ekstrakcji staje sie mniejszy. Poza tym skraca sie czas zycia fazy PDMS, jesli
ekstrakcja prowadzona jest w temperaturze wyzszej niz 40°C.Wptyw temperatury na wspodtczynnik
ekstrakcji zalezy od wiasciwosci analitu.

Takie parametry jak pH, dodatek soli obojetnej czy dodatek modyfikatora organicznego, wptywajg na
wiasciwosci analitow lub prébki i zmieniajg stan rownowagi.

Dobér witasciwego pH prébki ekstrahowanej za pomocg niepolarnej fazy PDMS, jest wazny dla tych
préobek, ktérych wtasciwosci kwasowe lub zasadowe zalezg od odczynu roztworu. Odpowiednig
wartos¢ pH ustala sie dla uzyskania czesciowo lub catkiem niejonowej postaci analitu. Poza tym, zbyt
kwasne lub zbyt zasadowe warunki nie sg zalecane ze wzgledu na mozliwos¢ degradacji fazy PDMS,
co skraca jej czas zycia.

Dodatek soli obojetnej (np. NaCl, KCl) modyfikuje site jonowg roztworu probki, co wptywa na
rozpuszczalno$¢ organicznych analitdbw w matrycy prébki (wodzie). Dla polarnych analitéw
obserwowany jest wzrost wydajnosci ekstrakcji wraz ze wzrostem dodatku soli obojetnej do roztworu
prébki. Dzieje sie tak dlatego, ze nastepuje hydratacja jondw soli nieorganicznej, przez co woda staje
sie mniej dostepna dla organicznych zwigzkdw, zostaje utrudniony ruch ich czasteczek i zmniejsza sie
rozpuszczalnosc.
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Dla analitéw hydrofobowych (o wartosci log Kow > 3,5), dodatek soli obojetnej nie jest juz tak
oczywisty. Dodatek soli nie zawsze poprawia odzysk niepolarnego analitu z wody, czasem nawet
zmniejsza. Dla wyjasnienia spadku odzysku dla niepolarnych zwigzkéw zaproponowano kilka hipotez:

® zmniejszenie rozpuszczalnosci niepolarnego zwigzku powoduje jego zbieranie sie na
powierzchni préobki (efekt oleju), przez co utrudniony jest jego kontakt z fazg sorpcyjng na
mieszadetku,

® wraz ze wzrostem stezenia soli zwieksza sie lepkos¢ roztworu, co zmniejsza kinetyke
ekstrakgji,

* jony soli pokrywajg powierzchniowg warstwe polimeru PDMS i utrudniajg rozpuszczanie,

e oddziatywania elektrostatyczne lub oddziatywania par jonowych miedzy jonami soli i
roztworem, utrudniajg ruch analitu.

Analitycy czesto spotykajg sie z przeciwnymi skutkami wysalania w przypadku tych samych
substancji, dlatego nalezy z wielka ostroznosciag podchodzi¢ do doboru warunkéw wysalania

podczas ekstrakgcji.

Dodatek organicznego modyfikatora, jak metanolu czy acetonitrylu zmienia warunki ekstrakcji i stan
réwnowagi. Zmiany zalezne sg od wilasciwosci chemicznych i ilosci dodanego rozpuszczalnika
organicznego i od witasciwosci analitu. Podobnie jak w przypadku dodatku soli, dodatek modyfikatora
organicznego moze zwieksza¢ lub zmniejszaé wydajnosc¢ ekstrakgii.

Ze wzoru (48) na odzysk R wynika, ze wydajnos$¢ ekstrakgji jest tym wyzsza im mniejszy jest stosunek faz
wodnej do ekstrahujgcej, czyli im wieksza objetos¢ fazy ekstrahujgcej, tym S mniejsze i odzysk wiekszy.
Zaobserwowano, ze wptyw stosunku faz na wydajnos¢ ekstrakgji jest wyrazniejszy dla zwigzkéw bardziej
polarnych (o niskich wartosciach Koy, niz dla niepolarnych (o wyzszych wartosciach Koy). Z drugiej strony,
cho¢ wieksze objetosci prébki nie zwiekszajg odzysku (R), to wieksza objetos¢ probki daje wiekszg mase
analitu wprowadzang do detektora, co zwieksza jego wskazania. Przy standardowej objetosci badanych
prébek, wynoszacej 10 mL, stosunek S w przypadku SBSE wynosi 400 (10 mL/24pL), zas w przypadku
stosowania techniki SPME, gdzie objetos¢ fazy na widknie wynosi 5 pL — stosunek faz § wynosi 20000 (10
mL/5uL). Jest to bezposrednig przyczyng znacznie wyzszego odzysku w SBSE w poréwnaniu do SPME.

Odzysk analitéw z mieszadetka moze odbywac sie poprzez desorpcje termiczng (ang. thermal desorption,
TD), wtedy mozna stosowac te ekstrakcje w pofgczeniu z chromatografig gazowa. W desorpcji termicznej nie
ma rozpuszczalnika. Mieszadetko wprowadza sie do termicznego desorbera, pofgczonego z chromatografem
gazowym. Desorpcja moze trwaé wiecej niz 15 min. Desorber termiczny jest grzany dwuetapowo, do
temperatury 150-300°C. W pierwszym etapie nastepuje desorpcja termiczna analitdéw, po czym nastepuje
chtodzenie do temperatury 150-40°C (drugi etap), tzw. krioogniskowanie, pozwalajgce zminimalizowac
szerokos¢ piku na chromatogramie gazowym. Ograniczeniem termicznej desorpcji jest trwatos¢ analitu.

Anality labilne termicznie mogg by¢ desorbowane rozpuszczalnikiem (ang. liquid desorption, LD). Desorpcije
rozpuszczalnikiem stosuje sie rodwniez w pofgczeniu z chromatografig cieczowg lub elektroforeza.
Mieszadetko zanurzane jest w rozpuszczalniku lub mieszaninie rozpuszczalnikéw, ktére muszg byc
dostosowane do wilasciwosci sorbentu. Zwykle stosowane sg acetonitryl, metanol lub ich mieszanina oraz
mieszanina z wodg lub wodnymi buforami. Minimalna objetos¢ rozpuszczalnika stosowanego do desorpcii
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musi catkowicie pokrywaé mieszadetko. Desorpcje rozpuszczalnikiem mozna przyspieszy¢ mieszaniem,
ogrzewaniem lub ultradZzwiekami.

Handlowo dostepne mieszadetka pokryte sg niepolarnym polidimetylosiloksanem, co ogranicza
zastosowanie ich do ekstrakcji zwigzkdw niepolarnych. Wydajnos¢ ekstrakcji do PDMS dla zwigzkéw
polarnych jest bardzo mata. Stosuje sie wiele modyfikacji sorbentu PDMS, zwiekszajgcych
selektywnos¢ i oraz wydajnos¢ dla zwigzkdw hydrofilowych. Trwajg badania nad wykorzystaniem
polipirolu, pianki poliuretanowej czy alkoholu poliwinylowego.

Innym sposobem umozliwiajgcym ekstrakcje polarnych zwigzkdw do fazy PDMS jest przeprowadzanie analitéw
w mniej polarne pochodne. Derywatyzacje mozna przeprowadzi¢ bezposrednio w naczynku ekstrakcyjnym. Po
dodaniu reagenta powstaje niepolarna pochodna analitu, ktéra moze by¢ ekstrahowana przez sorbent
polidimetylosiloksanowy. Reagent moze tez pokrywaé mieszadetko, wtedy pochodna powstaje na jego
powierzchni. Niestety, duzym ograniczeniem jest niemozliwos¢ przeprowadzenia reakcji zachodzgcych w
bezwodnych warunkach. W tabeli 11 podano przyklady zastosowania ekstrakcji do sorbentu na ruchomym
elemencie SBSE.

Tabela 11. Przyktady zastosowan techniki SBSE (na podstawie A. Prieto A., Basauri O., R. Rodil R.
Usobiaga A., Ferndndez L. A., Etxebarria N., Zuloaga O., Stir-bar sorptive extraction: A view on
method optimisation, novel applications,limitations and potential solutions, J. of Chromatography A,
1217, 2642-2666, 2010)

Analit Matryca, Technika Czas ekstrakcji Dodatek,
objetos¢ ekstrakgji, [min], rodzaj | derywatyzacj
sorbent desorpcji a
17B-Estradiol Woda SBSE, PDMS, 120, TD -
rzeczna, 10 mL | 10mm/0,5mm
Chlorofenole Osady,0,5g SBSE, PDMS, 60, TD Ekstrakt
10mm/0,5mm MeOH, ACN,
acylowanie
Pestycydy Woda, 10 mL SBSE, PDMS, 30, LD NaCl, MeOH
10mm/0,5mm
WWA Woda, 10 mL SBSE, PDMS, 30, LD NaCl, MeOH
10mm/0,5mm
Estrogeny’ Woda, 2 mL SBSE, PDMS, BCD 15, LD 30% NacCl
10mm/0,5mm
Fosforoorganiczne Gleba, 10 g SBSE, MIP 60, LD Ekstrakt
pestycydy 10mm/0,5mm
Zwigzki organiczne Woda, 50 mL SBSE, PPESK, 20, LD -
WWA Woda, 50 mL SBSE,PDMS BCD- 90, TD -
DVB,
20mm/0,5mm
Triclocarban Woda, 10 mL SBSE, PDMS, BCD 120, TD -
(3,4,4- 10mm/0,5mm
trichlorocarbanilid)
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Tabela 11 c.d.

Analit Matryca, Technika Czas ekstrakcji Dodatek,
objetos¢ ekstrakgji, [min], rodzaj | derywatyzacj
sorbent desorpcji a
Lotne fenoleiinne Wina, 30 mL SBSE, PDMS, 60, LD EtOH
polarne zwigzki 10mm/0,5mm
Herbicydy Woda, 4 mL SBSE, PU, 30, LD 5% MeOH
triazynowe
TCA, fenole, Wina, 10 mL SBSE, PDMS 60, TD -
10mm/0,5mm
17B-Estradiol Mocz, 1 mL SBSE, PDMS, 60 (40°C), TD acylowanie
10mm/0,5mm
Kofeina i jej Ptyny SBSE-RAM(alkil- 40, LD 10% MeOH
metabolity biologiczne, diol-silica),
1mL
Lotne sktadniki Mleko ludzkie, SBSE, PDMS 60, TD -
zapachowe 5mL 20mm/0,5mm
Hormony ptciowe Woda, mocz, SBSE, PDMS 120 lub 240, NaCl
30 mL 20mm/1mm LD
Antydepresanty Osocze, 1 mL SBSE, PDMS, 45, LD Bufor
10mm/0,5mm boranowy

BCD - B-cyklodekstryna, MIP - Nylon 6 imprintowany czgsteczkami fosforoorganicznego pestycydu,
Alkil-diol-silica RAM (metoda ograniczonego dostepu do fazy statej), PPESK (polimer pochodnej
ftaloazyny, zawierajgcej grupe slufonowgy, eterowg i ketonowe), DVB — diwinylobenzen, Pu — pianka
poliuretanowa, TCA — kwas trichlorooctowy.

Istotnym problemem w ekstrakcji SBSE jest duzy wptyw matrycy, ale mimo tego ograniczenia,
metoda ta znajduje coraz szersze zastosowanie w analityce prébek srodowiskowych, biologicznych,
medycznych, zywnosci oraz pasz zwierzecych i moze by¢ rutynowg technika ekstrakcji.

4.3.4. Ekstrakcja z ograniczonym dostepem do fazy stacjonarnej

Ekstrakcja do fazy statej moze odbywac sie jednoczesnie wg dwodch rdinych mechanizmoéw
rozdzielania. Tak sie dzieje w przypadku stosowania kolumienek z wypetnieniem typu RAM (ang.
restricted access material or restricted access media), a metode mozna nazwaé ekstrakcjg z
ograniczonym dostepem do fazy stacjonarnej. Ograniczenie powoduje zewnetrzna, stykajgca sie z
matrycg, powierzchnia fazy stacjonarnej, ktdrej wtasciwosci fizyczne lub chemiczne uniemozliwiajg
sorpcje czgsteczek o duzych rozmiarach, takich jak: biatka, kwasy nukleinowe czy polimery.
Substancje niskoczgsteczkowe mogg penetrowac mate pory sorbentu i ulegaé ekstrakcji przez podziat
do wnetrza fazy stacjonarnej, ktédra ma najczesciej charakter faz odwréconych (niepolarny).

Technika RAM t3czy w sobie mechanizm wykluczania z mechanizmem podziatowym.
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Fazy state RAM, ze wzgledu na mechanizm wykluczania makromolekut, dzieli sie na dwie grupy. W pierwszej
grupie wykluczanie odbywa sie z powodu fizycznej bariery, jaka jest wielkos¢ poréw powierzchni fazy statej,
a ekstrakcja analitéw zachodzi wewnatrz pordw. Sorbenty w tej grupie mogg miec rézny charakter, zalezny
od wiasciwosci analitu, np. fazy odwrdcone, jak krzemionka modyfikowana gliceryng i zwigzana z
fancuchami weglowodorowymi C4, C8 lub C18, znana pod nazwg ADS (ang. alkil-diol-silica) oraz fazy z
porowatej krzemionki z réznymi ligandami.

W drugiej grupie, wykluczanie odbywa sie z powodu chemicznej bariery. Oprécz odpowiedniej wielkosci
porow, zewnetrzna warstwa sorbentu stanowi potprzepuszczalng powierzchnie - krzemionke pokryta
biatkami albo fazy z mieszanymi funkcjami lub ostong hydrofobowa. W technice RAM sg réwniez stosowane
fazy state o specyficznych wiasciwosciach, np. umozliwiajgce rozdzieanie enancjomerdw lub separacja
oparta na mechanizmie jonowymiennym. Struktura zewnetrznej warstwy sorbentu umozliwia desorpcje
makromolekut i stosowanie sorbentu wielokrotnie. Wewnetrzng warstwe sorbentu takie najczeSciej
stanowi sorbent o charakterze odwrdconych faz, typu ADS, na ktdrym sorpcja zachodzi gtdwnie na skutek
oddziatywan Van der Waals’a. Sorbent ten jest stosowany do szerokiego zakresu analitow.

Technika z zastosowaniem RAM wykorzystywana jest przede wszystkim w analizach biologicznych, co
pozwala wyeliminowaé z preparatyki wstepne usuwanie biatek i innych duzych polarnych skfadnikow
(usuwanych dotad przez strgcanie, wirowanie itp.). Technika ta stosowana jest do analizy wielu
substancji, w tym lekdéw i ich metabolitéw, w ptynach fizjologicznych, takich jak: osocze krwi, mocz
czy wydzielina z nosa, jak réwniez do oznaczania substancji w supernatantach przy hodowli kultur
komédrkowych i in. Technika ekstrakcji z ograniczonym dostepem do fazy stacjonarnej ma
zastosowanie rowniez w analizach probek srodowiskowych, np. do oznaczania herbicydow.

4.3.5. Ekstrakcja przez wykluczanie na sorbentach immunologicznych

W sytuacji, gdy analit wystepuje w préobkach w ilosci sladowej, a substancje interferujgce w duzym
stezeniu, zastosowanie nieselektywnego sorbentu do ekstrakcji nie przyniesie oczekiwanych
rezultatéw. W takim przypadku tej intensywne sygnaty interferentdw bedg maskowad sygnaty
analitéw na chromatogramie.

Najbardziej selektywnymi sorbentami, stosowanymi do ekstrakcji do fazy stacjonarnej i

redukujacymi wptyw matrycy sg sorbenty immunologiczne.

Sorbent immunologiczny umozliwia izolacje, oczyszczanie i zageszczanie analitu w jednej operacii.
Mechanizm ekstrakcji polega na rozpoznaniu molekuty analitu przez przeciwciato (na zasadzie oddziatywania
antygen-przeciwciato). Odpowiednie przeciwciafa (jednego rodzaju lub rdine) unieruchamia sie poprzez
wigzania kowalencyjne z powierzchnig nosnika, np. krzemionki (rysunek 23). Taki sorbent nazywany jest
immunosorbentem (IS) i moze by¢ przewidziany do ekstrakcji pojedynczego analitu, analitu i jego
metabolitdbw oraz klasy strukturalnie podobnych analitéw. Szczegdlnie wydajng, przy zastosowaniu
immonosorbentdw, jest ekstrakcja analitdéw z prébek biologicznych i srodowiskowych.
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Rysunek 23. Schemat budowy i dziatania immunosorbentu (IS)

W analizach zanieczyszczen $rodowiska, immunosorbenty zastosowano do wykrywania np.
pochodnych triazyn (herbicydy), wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA),
pochodnych fenylomocznika (herbicydy), benzydyny, barwnikdw azowych, aflatoksyn, ochratoksyn,
lekéw weterynaryjnych, weglowodoréw aromatycznych BTEX, kortykosteroidéw i in.

Immunosorbenty stosowane sg w postaci wypetnienia kolumienek SPE lub w postaci wymiennego
naboju. Wysokie powinowactwo przeciwciata do analitu zapewnia bardzo wysokg selektywnosé, wiec
nie ma problemu z substancjami interferujgcymi z matrycy.

4.3.6. Ekstrakcji za pomoca polimeréw z nadrukiem molekularnym

Zasada dziatania polimeréw z nadrukiem molekularnym (ang. molecularly imprinted polymers, MIP)
jest poréwnywana z rozpoznawaniem czgsteczek przez naturalne biomolekuty (receptory, enzymy,
przeciwciata). W tak przygotowanym polimerze znajdujg sie trojwymiarowe miejsca wychwytu
(wneki), odpowiadajgce wymiarom i charakterowi chemicznemu czasteczki analitu. Mechanizm
ekstrakcji oparty jest na efekcie wykluczania, wynikajgcego z réznic w wielkosci i ksztatcie czgsteczek
oraz charakteru zwigzku i wynikajacych z niego sposobdw oddziatywan z polimerem (wigzania
wodorowe, oddziatywania dipol-dipol, tworzenie par jonowych itp.).  Na rysunku 24 przedstawiono
sposéb otrzymywania polimerdw z nadrukiem molekularnym. Aby otrzymac¢ polimer zdolny
wychwyci¢ czasteczki analitu nalezy wifasciwie dobra¢ monomer funkcyjny oraz poszczegdlng
substancje (analit) lub substancje, bedaca analogiem strukturalnym analitu lub grupy analitow.
Monomer funkcyjny jest to substancja zdolna do polimeryzacji, najczesciej posiadajgca sprzezone
podwdjne wigzania oraz posiadajgca odpowiednie grupy funkcyjne, dobrane do grup obecnych w
czasteczce analitu tak, aby mogto zachodzi¢ wigzanie kowalencyjne lub inne oddziatywania miedzy
monomerem a analitem, np. elektrostatyczne, wodorowe czy hydrofobowe( od ich rodzaju zalezg
techniki modelowania polimeru).
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Rysunek 24. Schemat otrzymywanie molekularnie imprintowanych polimeréw

W wyniku tych oddziatywand substancja wzorcowa i monomer, rozpuszczone w wybranym
rozpuszczalniku, tworzg trwatg strukture, zwang kompleksem prepolimeryzacyjnym. Po dodaniu
odczynnika sieciujgcego zachodzi wifasciwa polimeryzacja, utrwalajgca strukture prepolimeru. Po
usunieciu z polimeru substancji wzorcowej, powstaje miejsce zdolne wychwytywacé selektywnie
czasteczki analitu z mieszaniny wielosktadnikowej. Molekularnie imprintowany polimer jest stabilny
chemicznie i fizycznie i mozna go stosowac wielokrotnie (rysunku 25).
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Rysunek 25. Schemat ekstrakcji za pomocg polimeru z nadrukiem molekularnym

Ws$réd czesto stosowanych monomerdw funkcyjnych znajdujg sie: kwas akrylowy, kwas
metakrylowy, kwas 4-winylobenzoesowy(monomery kwasne), winylopirydyna, winyloimidazol,
alliloamina(monomery zasadowe), styren, akrylonitryl, metakrylan metylu, akrylamid(monomery
obojetne). Dobdr rozpuszczalnika zalezy od stosowanych monomerdw i substancji oznaczanej,
najczesciej uzywane sg toluen, acetonitryl, chloroform czy metanol. Molekularnie  imprintowane
polimery sg stosowane w wielu dziedzinach, ale najszersze zastosowanie znalazty w izolacji i zageszczaniu
substanciji. Jako faza stacjonarna w technice SPE stosowane sg do izolowania substancji czynnych w
materiale biologicznym, jak np. antybiotykdw czy B-blokeréw w moczu, krwi, osoczu oraz w tkankach
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watroby, nerek czy miesni. Wykorzystywane sg tez w testach immunologicznych oraz do izolowania i
oznaczania substancji toksycznych lub szkodliwych w prébkach srodowiskowych: wodzie, glebie, zywnosci
i paszach. Handlowo dostepne sg polimery z nadrukiem do oznaczania: B-blokeréw, B-receptoréw,

antybiotyku chloramfenikol, ryboflawiny (wit. B2), herbicyddw triazynowych iin.

Nowym kierunkiem w ekstrakcji do fazy statej jest potaczenie sorbentdw stosowanych w technice
RAM z molekularnie imprintowanymi polimerami (RAM-MIP). Schemat takiego rozdzielania,

stosowanego do izolacji triazynowych herbicydéw pokazano na rysunku 26.
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Rysunek 26. Schemat procedury rozdzielania za pomoca potgczonych technik RAM-MIP, u géry, po
lewej stronie schemat rozdzielania na kolumience RAM, po prawej u dotu schemat procedury na
kolumience MIP (na podstawie Guiochon G., A., Beaver L., A., Progress and future of instrument al
analytical chemistry applied to the environment, Analytica Chimica Acta, 523,1-14, 2004)
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Procedura izolacji sktada sie z dwdch etapdw:

® usunieciu z probki wielkoczgsteczkowych zanieczyszczen,

* wyizolowanie czystego analitu z wstepnie oczyszczonej prébki.

W pierwszym etapie, po zatadowaniu préobki na kolumienke nastepuje odmycie wodg (roztworem
wodnym) zanieczyszczen wielkoczgsteczkowych, nieprzechodzgcych przez mate pory wierzchniej
warstwy sorbentu. Analit i inne zanieczyszczenia zostaja na wewnetrznej warstwie sorbentu.
Nastepnie, zmieniajgc rozpuszczalnik na organiczny, wymywa sie zwigzki z sorbentu. Wstepnie
oczyszczong probke nanosi sie na kolumienke, w ktdrej sorbentem jest polimer imprintowany
czasteczkami triazyny. Czasteczki triazynowego herbicydu pozostajg w aktywnych wnekach polimeru,
a pozostate skfadniki s3 usuwane wraz z rozpuszczalnikiem. Nastepnie, stosujgc mieszanine wodno-
organiczng o okreslonym pH, wymywa sie czysty analit. Taka technika jest bardzo selektywna i
pozwala unika¢ niekorzystnych oddziatywan w czasie analizy i moze znalez¢ szerokie zastosowanie w
analityce medycznej. Kolumienki RAM-MIP mogg by¢ wykorzystane wielokrotnie, po uprzednim
przemyciu i kondycjonowaniu.

4.3.7. Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu w strzykawce

Mikroekstrakcja do statego sorbentu upakowanego w strzykawce (ang. microextraction by packed
sorbent lub microextraction in packed syringe, MEPS) jest tez nazywana krotkg kolumng
chromatograficzng w strzykawce. Jest to nowa technika ekstrakcji, cho¢ oparta na starej zasadzie —
jest miniaturyzacjg ekstrakcji do fazy statej (SPE). Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu moze
by¢ pofaczona bezposrednio z chromatografem cieczcowym lub gazowym lub jako odrebna metoda
izolacji substancji. Najistotniejszg cechg tej techniki jest to, ze ztoze sorbentu jest integralng czescig
strzykawki a nie osobng kolumnga. Wszystkie czynnosci, jak przemywanie, kondycjonowanie ztoza,
sorpcja i desorpcja wykonywane sg w tym samym miejscu - w strzykawce, ktdrg rowniez wprowadza
sie prébke do dozownika chromatografu.

W mikroekstrakcji do fazy statej w strzykawce stosuje sie te same sorbenty, co w SPE, wiec
standardowe fazy RPC-18, RPC-8 i inne produkowane na bazie krzemionki oraz polimery, jak
polidiwinylobenzen czy molekularnie drukowane polimery a takie wymieniacze jonowe i
przeciwciata. Minikolumne w strzykawce przygotowuje sie w ten sposob, ze do mikrostrzykawki o
pojemnosci 100 — 250 pL wsypuje sie miedzy dwa filtry polietylenowe sorbent staty w ilosci 1-4 mg,
co daje mikrolitrowe objetosci kolumienki. Do wymycia analitu z tak matej ilosci ztoza wystarczg
mikrolitowe objetosci rozpuszczalnika, stosowne do dozowania do chromatografu. Strzykawka MEPS
moze by¢ uzywana do ekstrakcji wiele razy, nawet powyzej stu.

Mikroekstrakcja do fazy statej w strzykawce obejmuje podobne etapy jak w metodzie SPE. Po
kondycjonowaniu kolumienki ekstrakcje przeprowadza sie nastepujgco: 10+1000 pul ciektej
probki przepuszcza sie w strzykawce przez sorbent, naciggajgc i wypuszczajgc ptyn wielokrotnie,
az wymagana ilo$¢ analitu zostanie zatrzymana na fazie statej. Nastepnie faze statg nalezy
przeptuka¢ matg objetoscig rozpuszczalnika prébki (wody), aby usung¢ niesorbujgce sie na fazie
stacjonarnej substancje. Ztoze wysuszy¢, po czym matg objetoscig rozpuszczalnika organicznego
lub fazy ruchomej eluowaé anality bezposrednio do dozownika HPLC lub GC. Schemat
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postepowania przy wykonywaniu mikroekstrakcji w strzykawce przedstawiono na rysunku 27a.
Proces mikroekstrakcji moze byé zautomatyzowany, poszczegdlne etapy ekstrakcji moga
odbywac sie w automatycznym podajniku prébek (autosamplerze).

Strzykawka z sorbentem moze byé wykorzystywana wielokrotnie, do réznych analiz, pod warunkiem,
Ze spos6b regeneracji bedzie dopracowany dla kazdego zastosowania odrebnie. Ztoze sorbentu moze
by¢ upakowane w korpusie strzykawki lub jako wktadka (nabdj) miedzy korpusem strzykawki a igta
oraz oba warianty jednoczesnie (rysunku 27b).

Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu w strzykawce moze by¢ stosowana do ekstrakcji
szerokiego zakresu analitéw. Potgczenie techniki MEPS z wysokosprawng chromatografig cieczowg i
spektrometrig mas jest narzedziem do oznaczania w ptynach ustrojowych (osocze, krew, mocz) lekéw
i ich metabolitéw, takich jak: $rodki znieczulajgce, B-blokery, leki przeciwrakowe, antydepresanty
oraz zwigzkéw toksycznych - narkotykéw i ich metabolitow, amfetaminy we wiosach,
monoterpenowych metabolitdw w moczu i in. Technike te zastosowano rédwniez do ekstrakcji
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych w wodzie, ochratoksyny A (mikotoksyna
kancerogenna) w winie, trichloroanizolu (substancja o stechtym, mulistym zapachu) w winie.

Ruchy ttoczka strzykawki: wielokrotne - £, pojedyncze -

iy o P S

]_|

Warstwa
| _sorbentu
statego

TT T T T iiig
trrgprrrprenrgprnnag

r———----

Cieczdo

Probka Eluent Dozownik
\ pnrzemvwania /

a) h

Rysunek 27. Schemat postepowania przy wykonywaniu mikroekstrakcji do upakowanego sorbentu
(MEPS)
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Mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu w strzykawce MEPS jest obiecujgcg metody izolacji i
zageszczania substancji z wielu powodow:

® jestprosta w uzyciu,

* moze by¢ catkowicie zautomatyzowana,

jest szybka,
e redukuje ilosci rozpuszczalnika i probki,

jest zdecydowanie tansza od ekstrakcji do fazy stacjonarnej, SPE.

Strzykawki z upakowanym sorbentem sg dostepne komercyjnie.

5. Ekstrakcja probek statych

Ekstrakcja w uktadzie ciato state — ciecz (ang. solid liquid extraction, SLE) jest podstawowg metoda
wyodrebniania z ciata statego substancji rozpuszczalnych w wodzie lub rozpuszczalnikach
organicznych. Ekstrakcje cieczg stosuje sie do wydzielania substancji z materiatu roslinnego
(substancji ttuszczowych z roslin oleistych, substancji aktywnych biologicznie z ziét, owocdédw, korzeni,
substancji zapachowych i smakowych z roslin), z materiatu pochodzenia zwierzecego (ttuszcze,
witaminy) oraz z gleby, osadéw i zawiesin. Ekstrakcja w ukfadzie ciato state — ciecz jest tez czesto
stosowana do desorpcji analitu z sorbentu statego.

Na wydajnos¢ i kinetyke ekstrakcji wptywajg trzy, scisle ze sobg zwigzane, czynniki:

rozpuszczalno$é, przenoszenie masy i wptyw matrycy.

Ekstrahowana substancja musi by¢é dobrze rozpuszczalna w stosowanym ekstrahencie.
Rozpuszczalno$¢ analitu zalezy od rodzaju rozpuszczalnika, a dla wybranego rozpuszczalnika, od
temperatury i cisSnienia. Aby zaistniata ekstrakcja w uktadzie dwufazowym ciato state — ciecz
konieczna jest desorpcja analitu z powierzchni matrycy i rozpuszczenie go w rozpuszczalniku. W tym
celu musi nastgpic¢ transport rozpuszczalnika do wnetrza matrycy (miejsc adsorpcji), a nastepnie
przeniesienie roztworu z miejsc desorpcji. Transport masy (rozpuszczalnika i analitu) zalezy od
wspotczynnikow dyfuzji i struktury matrycy.

Wspotczynniki dyfuzji zmieniajg sie ze zmiang warunkéw ekstrakcji. Podwyzszona
temperatura, niska lepkos¢ rozpuszczalnika, rozdrobnienie matrycy oraz mieszanie w czasie

ekstrakcji przyspieszajg przenoszenie masy.

Matryca moze znacznie wptywaé na wydajnos¢ ekstrakcji, zwtaszcza, jesli silnie oddziatuje z analitem.
W takim przypadku nawet bardzo dobrze rozpuszczalny analit jest niedostepny, bo silnie zwigzany z
matrycq zalega w jej porach.

Prébki state wymagajg wstepnego przygotowania przed ekstrakcjg. Bardzo czesto prébki zawierajg
wode, ktdérg trzeba usungé, by ufatwi¢ penetracje rozpuszczalnika organicznego. Woda zawarta w
matrycy ogranicza dostep do zaadsorbowanego analitu, zmniejsza jego rozpuszczalnos¢ w
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rozpuszczalniku organicznym i sprawia duze problemy przy izolacji z ekstraktu. Sposéb usuwania
wody zalezy od rodzaju matrycy i lotnosci oraz trwatosci analitu (nietrwatos¢ w obecnosci tlenu czy
promieniowania UV). Zwykle prébki suszy sie w temperaturze pokojowej do tzw. powietrznie
suchych, lub w suszarce, w temperaturze 40°C. Prébki z nielotnymi analitami mozna liofilizowaé, dla
usuniecia wody. Wysuszone probki nalezy rozdrobni¢. W zaleznosci od rodzaju prébki rozdrabnianie
wykonuje sie przez kruszenie w specjalnych urzadzeniach, mielenie w mtynach lub rozcieranie w
mozdzierzach. Niestety, w ten sposéb nie mozna postepowacd z prébkami zawierajgcymi lotne anality
lub/i zagrazajgce zdrowiu. W takim przypadku zaleca sie osuszanie probki przez roztarcie z
bezwodnym siarczanem sodu lub ziemig okrzemkowa (diatomitem).

Wybdr techniki ekstrakcji zalezy przede wszystkim od stanu skupienia matrycy, wlasciwosci i
stezenia analitu oraz wtasciwosci i stezenia substancji przeszkadzajacych. Technike ekstrakcji
nalezy dostosowaé do celu, czasu analizy, sposobu przygotowania prébki do ekstrakcji oraz

czutosci i selektywno$ci metody koricowego oznaczania, jesli takie jest stosowane.

Wybor rozpuszczalnika podyktowany jest wtasciwosciami analitow, matrycy oraz substancji
przeszkadzajgcych. W zaleznosci od celu ekstrakcji, rozpuszczalnik powinien dobrze izolowac rézne
klasy zwigzkéw lub selektywnie okreslony zwigzek.

Niezaleznie od celu ekstrakcji, rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikow powinna by¢ tak

dobrana, by w najmniejszym stopniu wspotekstrahowata substancje przeszkadzajace.

5.1. Ekstrakcja préobek statych faza gazowa

Oznaczanie lotnych substancji, rozpuszczonych lub zaadsorbowanych w kompleksie matrycy statej
(np. glebie, zywnosci, farmaceutykach czy polimerach) metodami tradycyjnymi moze byé mato
powtarzalne i niedokfadne. Metody tradycyjne wymagajag wstepnego przygotowania prébki, jak
suszenie czy rozdrabnianie. Sg to czynnosci, ktére powodujg duze straty ilosciowe zwigzkéw lotnych.
Zatezanie ekstraktow to kolejny etap strat analitéw. Jednym ze sposobdéw dokfadnego oznaczania
lotnych zwigzkdw organicznych (ang. volatile organic compounds, VOCs) jest ekstrakcja do fazy
gazowej. Ekstrakcje prowadzi sie w uktadzie zamknietym, prébka moze by¢ ekstrahowana w stanie
natywnym. Poza tym, ekstrakt gazowy moze by¢ bezposrednio badany najlepszg, do oznaczania
analitdw lotnych, technika chromatografii gazowe;.

5.1.1 Ekstrakcja do gazowej fazy nadpowierzchniowe;j

Ekstrakcje do fazy gazowej mozna przeprowadza¢ w uktadzie statycznym (ekstrakcja rownowagowa,
SHS) lub dynamicznym (PT), w ktdrym nie musi by¢ osiggniety stan réwnowagi termodynamicznej.
Aby ufatwic¢ desorpcje analitdéw z fazy statej i rozpuszczenie w fazie gazowej, czesto dodaje sie do
prébki niewielky ilos¢ wody lub innego rozpuszczalnika.

Sposoby i zasady ekstrakcji do fazy gazowej przedstawione sy w rozdziale: 4.1.1. Ekstrakcja do
gazowej fazy nadpowierzchniowe;.
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5.1.2. Ekstrakcja dynamiczna technika wymywania i wychwytywania

Sposoby i zasady ekstrakcji do fazy gazowej technikg wymywania i wychwytywania przedstawione sg
w rozdziale: 4.1.2. Ekstrakcja strumieniem gazu przeptywajacym przez prébke.

5.1.3. Ekstrakcja strumieniem gazu z desorpcja termiczng

W metodzie desorpcji termicznej i ekstrakcji strumieniem gazu czynnikiem ekstrahujacym jest
temperatura. Pod wptywem ogrzewania substancje desorbujg sie z matrycy statej i s3 przenoszone
strumieniem gazu do pufapki analitéw lub bezposrednio do analizatora, np. chromatografu gazowego.
Ten sposéb ekstrakgji jest przede wszystkim stosowany do desorpcji analitdw z adsorbentéw statych lub
filtrow, ktére byly uzyte do izolagji substancji z matryc gazowych czy ciektych i stosowany zaréwno w
laboratoriach analitycznych jak i przemysle.

W przemysle, do desorpcji zwigzkéw organicznych z sorbentu statego, np. do desorpcji rozpuszczalnikéw z
wegla aktywnego, najczesciej stosuje sie przegrzang pare wodng. Para wodna spefnia tu podwdjng role:
dostarcza ciepta do desorpcji termicznej i wypiera czasteczki rozpuszczalnika, adsorbujgc sie na weglu
aktywnym. Desorpcje termiczna przeprowadza sie rowniez gorgcym gazem obojetnym. Przez zloze
przepuszcza sie podgrzany gaz, ktéry je ogrzewa, umozliwiajgc termiczng desorpcje zaadsorbowanych
zwigzkow, przenoszonych nastepnie strumieniem gazu. Proces taki mozna prowadzi¢ w otwartym uktadzie
przeptywu gazu obojetnego (gaz nie jest zawracany do desorpcji) i zamknietym (kotowym), z zawracaniem
do ekstrakciji.

Inny sposobem jest ekstrakcja gazem obojetnym zfoza podgrzanego do temperatury desorpcji. Taki
sposéb jest stosowany w analityce, w urzadzeniach zwanych desorberami termicznymi. Stosujgc
odpowiednig temperature desorpcji, mozna ekstrahowac anality lotne (VOCs) oraz wysokowrzgce, jak
WWA czy PCB.

Desorbery termiczne sktadajg sie z komory, ogrzewanej i termostatowanej elektrycznie, do ktérej wktada sie
pojemnik(rurke) z sorbentem statym, zaworu wielodroznego i sterownika elektronicznego. Najprostszy
sposob desorpcji polega na potgczeniu desorbera termicznego z chromatografem gazowym i bezposrednim
wprowadzeniu desorbowanych analitdbw wraz ze strumieniem gazu nosnego na kolumne
chromatograficzng. Ten sposéb stosowany jest do zwigzkdw, ktérych temperatura wrzenia nie przekracza
200°C. Bardziej skomplikowanym sposobem, z zastosowaniem miedzyoperacyjnego wzbogacania analitow,
jest:
e desorpcja termiczna a nastepnie wymrazanie uwolnionych analitow pustej kapilarze, dla ich
zageszczenia,
e desorpcja termiczna analitdw a nastepnie adsorpcja ich na innym sorbencie, z ktdrego
desorpcja wprost do kolumny chromatograficznej jest fatwiejsza.

Zageszczenie desorbowanych termicznie analitdw mozna uzyska¢ przez ich bezposrednie
wprowadzenie na czoto kolumny chromatograficznej, ktére jest utrzymywane w temperaturze
pokojowej lub chtodzone za pomocg par ciektego azotu lub ditlenku wegla. Rozdzielanie
chromatograficzne prowadzone jest nastepnie w programowanej temperaturze kolumny.

Termiczna desorpcja nie wymaga skomplikowanej procedury ekstrakcji, odzwierciedla rzeczywisty

sktad prébki, nawet lotnych skiadnikow i nie wymaga duzych ilosci préby.
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Duzg zaletg desorpcji termicznej w potgczeniu z chromatografia gazowa jest brak duzego sygnafu
rozpuszczalnika, ktédry moze maskowaé obecnos¢ innych zwigzkéw. Termiczna desorpcja w potgczeniu z
chromatografig gazowg jest stosowana do analizy lotnych zwigzkéw organicznych (VOCs) w powietrzu
atmosferycznym i w pomieszczeniach zamknietych. Stosowana jest réwniez, jako technika izolacji réznych
zanieczyszczen, zaadsorbowanych w pytach, jak pestycydy, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne i
wiele innych substancji.

5.2. Ekstrakcja w uktfadzie ciato state — ciecz

Stosowane obecnie techniki ekstrakcji probek statych ciecza mozna podzieli¢ na:

e techniki tzw. klasyczne,

e techniki klasyczne wspomagane,

® wspodiczesne techniki ekstrakcji, z zastosowaniem niekonwencjonalnych rozpuszczalnikoéw
oraz warunkéw procesu.

Klasyczne techniki ekstrakcji, cho¢ ciggle stosowane, skutecznie wypierane sg przez modyfikowane
sposoby izolacji substancji. Stosowanie fizycznych metod wspomagania ekstrakcji, takich jak:
zwiekszanie ciSnienia ekstrahenta, stosowanie promieniowania mikrofalowego lub fal
ultradzwiekowych, zdecydowanie zwieksza wydajnos¢ ekstrakcji, co z kolei zmniejsza zuzycie lotnych i
szkodliwych rozpuszczalnikdw oraz energii.

5.2.1. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie

Najprostszg technika klasyczng, cho¢ niewygodng, jest ciggle stosowana ekstrakcja
rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie. Jest ona dtugotrwata, wymagajgca pracy i duzej ilosci
ekstrahenta. Prébke po wysuszeniu i rozdrobnieniu umieszcza sie w naczyniu, zalewa
rozpuszczalnikiem i wytrzasa. Prébke ekstrahuje sie wielokrotnie, za kazdym razem s$wiezg porcjg
rozpuszczalnika. Uzyskane porcje ekstraktu tgczy sie, sgczy dla oddzielenia czastek statych probki i
odparowuje rozpuszczalnik.

5.2.2. Ekstrakcja przez homogenizacje probki z rozpuszczalnikiem

Do prébek roslinnych i biologicznych czesto stosuje sie homogenizacje probki z rozpuszczalnikiem.
Prébke zalewa sie odpowiednim rozpuszczalnikiem i rozdrabnia przez miksowanie lub ucieranie.
Ekstrakcja zachodzi jednoczesnie z rozdrabnianiem. Uzyskany ekstrakt jest nastepnie oddzielany od
nierozpuszczalnej pozostatosci przez sgczenie lub czesciej, zwtaszcza w przypadku probek
biologicznych, poprzez wirowanie. Pozostaly osad mozna zawréci¢ do nastepnej ekstrakcji.
Powtarzanie homogenizacji kilkoma porcjami Swiezego rozpuszczalnika daje wiekszg wydajnos¢
ekstrakcji. W niektdrych przypadkach istnieje potrzeba podgrzania rozdrobnionej w rozpuszczalniku
probki, wtedy nalezy jg przenies¢ do kolby i ogrzewa¢ pod chtodnica zwrotng. Taka metoda nazywa
sie digestig i stosowana jest bardzo czesto w analityce farmaceutycznej.

5.2.3. Ekstrakcja przez zmydlanie (saponifikacja)

Sposdb zwigzania analitu z matrycg prébki statej zalezy od budowy jego czasteczki. Np. weglowodory
czy sterole zwigzane sg z hydrofobowymi regionami czgsteczek biatkowych czy ttuszczowo-
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biatkowych wigzaniami hydrofobowymi lub Van der Waalsa. W takim przypadku do ich ekstrakc;ji
mozna uzy¢ rozpuszczalnika niepolarnego, jak eter di etylowy, heksan czy chloroform. Anality
zwigzane wigzaniami wodorowymi czy elektrostatycznymi muszg by¢é ekstrahowane
rozpuszczalnikami polarnymi, jak metanol czy etanol, aby nastgpito rozerwanie wigzah wodorowych i
dezaktywacja miejsc przyciggania elektrostatycznego. Jesli analit jest zwigzany z matrycg wigzaniami
kowalencyjnymi, np. kwasy ttuszczowe zwigzane estrowo, amidowo czy glikozydowo z biatkami czy
polisacharydami, mozna go ekstrahowac dopiero po hydrolizie tych wigzan. Wykonuje sie zazwyczaj
hydrolize alkaliczng, stosujgc alkoholowy roztwdr wodorotlenku sodu lub potasu. Reakcje te nazwano
zmydlaniem, bo jej produktem sg mydta - sole sodowe czy potasowe kwaséw ttuszczowych. Po
zmydleniu do prébki dodaje sie wode, roztwdr zobojetnia i wolne kwasy mozna ekstrahuje
niepolarnym rozpuszczalnikiem.

Reakcje zmydlania przeprowadza sie bardzo czesto, w przypadku prébek pochodzenia roslinnego czy

zwierzecego, np. przy oznaczaniu steroli w komérkach roslinnych.

Sterole wystepujg w formie wolnej lub zwigzane estrowo lub glikozydowo. Zwigzki steroli mozna
wyekstrahowaé odpowiednim rozpuszczalnikiem, a nastepnie przeprowadzi¢ reakcje zmydlania i
izolowa¢ wolne sterole niepolarnym rozpuszczalnikiem.

Reakcje zmydlania przeprowadza sie réwniez ze wzgledu na charakter matrycy. Gdy analit niepolarny
znajduje sie w rowniez niepolarnej matrycy, np. witaminy A, D, E (rozpuszczalne w ttuszczach)
zawarte w oleju.

Przeprowadzajac zmydlanie zmienia sie charakter matrycy (np. oleju) na polarny, wtedy

niepolarne sktadniki mozna ekstrahowac niepolarnym rozpuszczalnikiem.

Podobnie mozna oznaczy¢ benzo(a)piren (rakotwdrczy wielopierscieniowy weglowodér aromatyczny)
w oleju. Zmydlenie oleju powoduje, ze prébka zmienia charakter na polarny, z ktérego tatwo
wyekstrahowa¢ weglowodér niepolarnym rozpuszczalnikiem. Reakcje zmydlania przeprowadza sie na
gorgco, pod chtodnicg zwrotng, a ekstrakcje - jedng z technik w uktadzie ciecz — ciecz. Ekstrakcje
potgczong ze zmydlaniem, bardzo czesto stosuje sie przy ekstrakcji materiatu roslinnego i
zwierzecego.

5.2.4. Ekstrakcja za pomoca strumienia rozpuszczalnika

Ekstrakcja za pomocg strumienia rozpuszczalnika polega na ciggtym przeptywie rozpuszczalnika
przez prébke. Prébka jest umieszczona w kolumnie, przez ktérg jest pompowany rozpuszczalnik.
Zalety tego procesu jest to, ze probka, bedgca w nieprzerwanym kontakcie z rozpuszczalnikiem,
styka sie ciggle ze Swiezg jego porcjg. Proces ten mozna prowadzi¢ w podwyzszonej
temperaturze, ale nieprzekraczajgcej temperatury wrzenia zastosowanego rozpuszczalnika.
Rozpuszczalnik z ekstraktem jest odprowadzany do destylacji, po czym jako czysty zawracany jest
do procesu. Ekstrakcje za pomocag strumienia rozpuszczalnika nazywa sie perkolacjg i czesto
stosuje w przemysle ttuszczowym.
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5.2.5. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika z prébki zmieszanej z wypetniaczem

Wyodrebnianie za pomocg strumienia rozpuszczalnika wraz z jednoczesnym wstepnym
rozdzielaniem mieszaniny mozna uzyskaé, stosujgc ekstrakcje za pomoca rozpuszczalnika z probki
zmieszanej z wypetniaczem (ang. matrix solid-phase dispersion, - MSPD). Ekstrakcja polega na
wymywaniu substancji z probki statej zmieszanej z sorbentem. Charakter sorbentu dobierany jest
do natury matrycy i wtasciwosci substancji izolowanej oraz interferentéw i moze stuzy¢ do
zatrzymywania jednych lub drugich. Stosowane sg sorbenty polarne, np. zel krzemionkowy, Florisil,
tlenek glinu lub niepolarne — np. krzemionka zwigzana z tanncuchami weglowodorowymi C-8 lub C-
18. Ucieranie prébki z duzg iloscig sorbentu mechanicznie niszczy strukture tkanki roslinnej czy
zwierzecej, powoduje rozproszenie i sorpcje probki na powierzchni sorbentu poprzez hydrofobowe
i hydrofilowe oddziatywania. Wynikiem tego jest jakby nowa struktura sorbentu, bedacego
jednorodng mieszanka probki i wypetniacza, wolnej od ptynéw i prawie suchej. Podczas przeptywu
rozpuszczalnika przez te mieszanine, nastepuje ekstrakcja i podziat ekstraktu miedzy faze ciekty -
rozpuszczalnik a faze statg — sorbent. Wykonanie ekstrakcji technikg MSPD przedstawiono na
rysunku 28.

a)

4

b) c) d) e)

Rysunek 28. Schemat ekstrakcji za pomocg rozpuszczalnika z probki zmieszanej z wypetniaczem (MSPD)

Etapem pierwszym jest rozdrobnienie i doktadne wymieszanie prébki statej z sorbentem (rysunek
28a). Masa probki zalezy od stezenia analitu i czutosci metody stosowanej w kolejnym etapie
analizy, najczes$ciej wynosi od 0,5 do 1,0 g. Prébke miesza sie z sorbentem zwykle w proporcji 1 do
4. Stosunek masy prébki do masy sorbentu zalezy od natury matrycy, w przypadku proébek
zawierajgcych duzo wody (owoce, warzywa) masa sorbentu moze by¢ wieksza niz czterokrotna
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masa probki. Mieszanine prébki i sorbentu umieszcza sie w kolumience (rysunek 28b). Na wierzch
ztoza nakfada sie filtr z bibuty i zawartos¢ kolumienki delikatnie ugniata ttoczkiem od strzykawki lub
bagietkg (rysunek 28c). Nastepnym etapem jest wymycie substancji przeszkadzajgcych (rysunek
28d) odpowiednim rozpuszczalnikiem: np. wodg, buforem, mieszaning wody z metanolem lub
acetonitrylem lub rozpuszczalnikiem niepolarnym. Rozpuszczalniki niepolarne, np. heksan, stosuje
sie w celu odmycia ttuszczéow, utrudniajacych penetracje eluentu. Na kazde 100 mg mieszaniny
probki z sorbentem zuzywa sie 1-2 mL rozpuszczalnika. Usuwanie interferentéw powinno trwac nie
dtuzej, jak 1-2 min, aby nie doprowadzi¢ do wymycia substancji oznaczanej. Przed elucjg analitow
ztoze w kolumience nalezy wysuszy¢, szczegdlnie, gdy eluentem ma byé rozpuszczalnik niepolarny.
Ztoze suszy sie pod prdznig, w strumieniu azotu lub przez odwirowanie. Ostatnim etapem jest
izolowanie analitu (rysunek 29e) rozpuszczalnikiem, w ilo$ci minimum 250 pL/100 mg ztoza. Dla
powtarzalnosci oznaczen nalezy rowniez zachowad statg szybkos¢ elucji i prowadzi¢ jg
dwuetapowo, stosujac kilkuminutowe nasigkanie.

MSPD to ekstrakcja na mikroskale, ktdra zostata zastosowana po raz pierwszy 1989 r. Jest to technika
stosowana do oznaczania organicznych analitdw, jak: leki, steroidy i inne pozostatosci
farmaceutykow, pestycydy, polichlorowane bifenyle (PCB) w prébkach statych lub semi-statych.
Szczegblnie jest przydatna w oznaczaniu substancji w prébkach zawierajacych duzo wody:
warzywach, owocach oraz w matrycach biologicznych: tkance miesniowej, watrobie czy ttuszczu.
Wada tej metody sg mate odzyski analitéw.

5.2.6. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika w aparacie Soxhleta

Klasyczng ekstrakcjg ciggta probek statych jest ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika w aparacie
Soxhleta. Jest to jedna z najstarszych metod, zastosowana po raz pierwszy w 1879 roku przez Franza
Rittera von Soxhleta, niemieckiego chemika. Poczgtkowo aparat Soxhleta byt stosowany do ekstrakc;ji
ttuszczy z prébek statych. Potem okazato sie, ze jest to uniwersalna metoda izolacji substancji
Sredniolotnych i nielotnych oraz trwatych termicznie z wielu matryc statych, jak gleby, osadow,
pytdow, sorbentéw statych z zaadsorbowanymi zwigzkami z matryc ciektych i gazowych, zywnosci,
pasz, materiatu roslinnego i zwierzecego, probek biologicznych, farmaceutykdéw i in.

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta jest potaczeniem ekstrakcji i destylacji. Oba procesy odbywaja
sie w obiegu zamknietym, w wyniku ktorych prébka jest ekstrahowana wielokrotnie, za kazdym

razem swiezg porcja rozpuszczalnika.

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta jest zdecydowanie bardziej ekonomiczna niz klasyczna ekstrakcja
przez wytrzasanie, bo zmniejsza zuzycie rozpuszczalnika. Schemat budowy aparatu Soxhleta
przedstawiono na rysunku 29. Gtéwng cze$¢ zestawu stanowi aparat Soxhleta, czyli pojemnik szklany
na prébke, zaopatrzony w rurke przelewowgq (syfon) i rurke boczng, umozliwiajgcg przeptyw par
rozpuszczalnika do chtodnicy. W pojemniku umieszcza sie gilze z twardej bibuty filtracyjnej lub
wykonang z innego, porowatego materiatu, zawierajgcg ekstrahowang préobke. Aparat Soxhleta tgczy
sie od dotu z kolbg okragtodenng, zawierajgcg ekstrahujgcy rozpuszczalnik, a od géry z chtodnica
zwrotng. Pofaczenia aparatu z chtodnicg i kolbg sg szlifowe i muszg byé szczelne. Kolbe z
rozpuszczalnikiem ogrzewa sie, utrzymujgc fagodny stan wrzenia. Pary rozpuszczalnika przechodza
rurka boczng do chtodnicy, gdzie ulegajg schtodzeniu i skropleniu. Kondensat z chtodnicy wptywa do
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gilzy z prébka i pojemnika szklanego, powoli je wypetniajgc. Gdy poziom rozpuszczalnika w pojemniku
osiggnie wysokos¢ rurki bocznej, ekstrakt przelewa sie do kolby.

<4— Chtodnica

Gilza porowata z

probka Aparat Soxhleta

<4—— Rurka boczna

Rozpuszczalnik i
ekstrakt

AN

Rysunek 29. Schemat budowy zestawu do ekstrakcji za pomocg aparatu Soxhleta

Proces ten powtarza sie automatycznie tak dtugo, jak diugo ogrzewana jest kolba z
rozpuszczalnikiem. Z kolby odparowuje tylko rozpuszczalnik i w czasie procesu stezenie ekstraktu w
kolbie wzrasta. Kolbe nalezy ogrzewac tagodnie, by nie przegrza¢ ekstraktu.

Dobor warunkéw ekstrakcji w aparacie Soxhleta polega przede wszystkim na wyborze
rozpuszczalnika i okresleniu czasu ekstrakcji. Przy wyborze rozpuszczalnika obowiazuje zasada,

ze ,podobne rozpuszcza podobne”.

Dla utatwienia rozpuszczania analitéw w rozpuszczalniku organicznym, prébke nalezy wysuszy¢ i rozdrobnic.
W aparacie Soxhleta substancje ekstrahowane s3 cieptym rozpuszczalnikiem, a temperatura ekstrakciji zalezy
od temperatury kondensatu, a ta od temperatury wrzenia uzytego rozpuszczalnika. Substancja
ekstrahowana nie styka sie z gorgcymi parami rozpuszczalnika. To jest korzystne dla analitéw lotnych i
niestabilnych termicznie, ktére mogtyby sie roztozy¢ lub byé porywane wraz z parami rozpuszczalnika. Z kolei
nizsza temperatura zmniejsza rozpuszczalnos$¢ analitow, przez co ekstrakcja jest powolna. Ekstrakcja jest
powolna, dlatego Ze podczas napetniania pojemnika kondensatem przebiega statycznie (nie ma ruchu
rozpuszczalnika wzgledem probki). Jedynie przelewanie ekstraktu do kolby odbywa sie szybko i jest to
jednoczesnie mechaniczne pfukanie zawartosci gilzy. Szybkie przelewanie ufatwia wymiane warstwy
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rozpuszczalnika bezposrednio przylegajgcej do powierzchni prébki. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta trwa
dtugo i zwykle wynosi od 6 do 48 godzin.

Czas ekstrakcji mozna okresla¢ iloscig pojedynczych cykli (przelewéw), ktérych powinno by¢

minimalnie 30.

Czas trwania ekstrakcji ustala sie eksperymentalnie, sprawdzajac, czy rozpuszczalnik w gilzie zawiera
jeszcze substancje ekstrahowane (préoba na szkietku zegarkowym). llosé uzytego rozpuszczalnika
zalezy od nawazki probki, zwykle stosuje sie 300 mL na 10 g prébki.

Technika ekstrakcji w aparacie Soxhleta, mimo ie jest procedurg dtugotrwaty, daje

najdoktadniejsze wyniki i jest stosowana, jako metoda odniesienia dla innych, szybkich

technik i wcigz ulepszana.

Aby zwiekszy¢ szybkosé¢ i wydajnos¢ ekstrakcji, zastosowano cylindryczne, wykonane ze stali
nierdzewnej, autoklawy z aparatem Soxhleta wewnatrz, umozliwiajgce ekstrakcje w podwyzszonym
cisnieniu. Taki zestaw musi by¢ zaopatrzony w system pomp do wody chtodzacej, dla otrzymania
kondensatu. Ekstrakcja pod zwiekszonym cisnieniem jest krétka, redukuje zuzycie rozpuszczalnika,
ale aparatura jest droga. Jest stosowana do izolacji chlororganicznych pestycydow i polichlorowanych
bifenyli w warzywach (marchew, pomidory), w oliwie i liofilizowanym miesie ryb.

Inny sposéb na poprawe parametrow ekstrakcji za pomocg aparatow Soxhleta zaproponowano w
automatycznych ekstraktorach, wprowadzonych przez firme Buchi oraz firme Foss. Ekstrakcja w
automatycznych ekstraktorach sktada sie zdwéch etapow:

e ekstrakcji wiasciwej we wrzgcym rozpuszczalniku,

e ekstrakcji dodatkowej (przemywania) kondensatem rozpuszczalnika.

Podwodjng ekstrakcje umozliwia konstrukcja aparatu, w ktérym pojemnik z gilzg moze sie znajdowa¢é
na dwu rdéznych poziomach: we wrzgcym rozpuszczalniku i ponad jego powierzchnia. Aparat firmy
Foss umozliwia rowniez zageszczanie i wstepne suszenie ekstraktu wraz z odzyskiem rozpuszczalnika.
Budowe zasade dziatania automatycznego ekstraktora Soxtec™ 2050, firmy Foss przedstawiono na
rysunku 30. Ekstraktor Soxtec™ skiada sie z systemu ogrzewania elektrycznego (1), pojemnika na
rozpuszczalnik (2), gilzy (3) na prébke (4) oraz chtodnicy zwrotnej (5). Proces ekstrakcji w aparacie Soxtec™
2050 skfada sie z czterech etapdéw. W pierwszym etapie gilza z probka zanurzona jest we wrzgcym
rozpuszczalniku, gdzie temperatura i ruch wrzacej cieczy utatwiajg szybka ekstrakcje. Po gldwnym etapie
ekstrakgji, gilza z prébka zostajg podniesione i znajdujg sie nad powierzchnig ekstraktu (6). W tym etapie,
ktéry odbywa sie jak w tradycyjnym aparacie Soxhleta, nastepuje dokoriczenie ekstrakcji i przeptukanie
probki i gilzy czystym rozpuszczalnikiem. Po zakoriczeniu ekstrakcji ekstrakt zostaje zageszczony (7) a
odparowany i skroplony w chfodnicy rozpuszczalnik, kréécem (8) zostaje zebrany do ponownego uzycia. W
ostatnim etapie ekstrakt jest wstepnie suszony (9) przez tagodne ogrzewanie nad powierzchnig ptyty
grzejnej. Zestaw do ekstrakcji Soxtec™ 2050 sktada sie z szeéciu stanowisk, co oznacza mozliwoéé
ekstrakcji jednoczesnie 6 prébek. Caty proces jest w petni zautomatyzowany.
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Rysunek 30. Zasada dziatania automatycznego ekstraktora Soxtec™ 2050 (za zgoda Dyrektora Dziatu
Handlowego FOSS Polska)

W aparacie Soxtec mozna oznacza¢ zawarto$s¢ rézinych substancji rozpuszczalnych w
rozpuszczalnikach organicznych, w takich matrycach, jak: produkty zywnosciowe, pasze, gleba,
polimery, produkty widkiennicze, masa papiernicza i inne. System Soxtec jest oficjalnie
zaaprobowany i stosowany m.in. w normie 1SO01444:1996, dotyczacej oznaczania wolnego ttuszczu w
miesie i produktach miesnych, oraz w normie EPA 3541, dotyczgcej oznaczania polichlorowanych
bifenyli w glebie i osadach.

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta moze by¢ wspomagana ultradzwiekami, zestaw taki przedstawiono na
rysunku 31, w kolejnym rozdziale.

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (ang. microwave
assisted soxhlet extraction, MASE) prowadzona jest zawsze w systemie otwartym, czyli przy cisSnieniu
atmosferycznym (patrz rozdz.: 11.5.2.8. Ekstrakcja za pomocq rozpuszczalnika wspomagana
promieniowaniem mikrofalowym). Po wigczeniu aparatu, gdy pary rozpuszczalnika po skropleniu w
chtodnicy wypetnia pojemnik z prébkg, wigczane jest promieniowanie mikrofalowe. Mikrofale sg
ogniskowane wylgcznie na pojemniku z probka. Po okreslonym czasie, gdy promieniowanie zostanie
wytgczone, otwiera sie zawodr na syfonie i ekstrakt sptywa do kolby, po czym zaczyna sie kolejny cykl.
Aparaty do MASE s3 zautomatyzowane, czas procesu jest krotki a ekstrakcja zachodzi z duzg
wydajnoscia.
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5.2.7. Ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami

Ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami (ang. ultrasound-assisted extraction, UAE) stosowana jest do
prébek statych lub semistatych. Probke miesza sie z rozpuszczalnikiem ekstrahujgcym i poddaje
dziataniu ultradZwiekdw. Rozchodzenie sie fal diwiekowych w cieczy zwigzane jest z cyklami
zageszczenia i rozrzedzenia, ktdre w cieczy i gazie sg zmianami cisnienia (fala cisnienia).

Zmienne ci$nienie akustyczne powoduje zjawiska wtorne, ktdre przyspieszajg proces ekstrakcji.
Wsrdéd zjawisk wtornych, najwieksze znaczenie w procesie przenoszenia mas ma kawitacja —

proces dynamicznego tworzenia sie, wzrostu i zaniku pecherzy parowo gazowych w cieczy.

Tworzenie sie pecherzykéw lub innych obszaréw zamknietych, tzw. kawern, zawierajacych pare danej
cieczy, gaz lub mieszanine parowo-gazowa nastepuje w cyklu rozrzedzenia, czyli zmniejszenia
cisnienia. Dziatajg wtedy duze sity rozciggajgce, powodujgce lokalne rozerwania ciggtego osrodka
(cieczy). Nadmiar energii przenoszonej przez fale akustyczng powoduje wzrost i w konicu implozje
pecherzyka, ktora jest zrddtem lokalnych fal udarowych (szybka adiabatyczna kompresja gazu powoduje w
pecherzyku lokalny, gwattowny wzrost temperatury do 5000°C i ci$nienia do 100 MPa). Proces tworzenia sie
i rozerwania pecherzyka trwa 0,0004 s. Kiedy kawitacja zachodzi w cieczy pokrywajgcej powierzchnie ciafa
statego, kawerny i pecherzyki zapadajg sie niesymetrycznie, tworzac silny strumien cieczy w kierunku
powierzchni (o szybkosci do 400 km/h). Tak silny strumieri powoduje powazne uszkodzenie w miegjscu
uderzenia i udostepnia do ekstrakcji nowg powierzchnie prébki.

Kawitacja, tarcie na powierzchniach miedzyfazowych i absorpcja energii fali akustycznej oraz
zwigzane z nimi wydzielanie ciepta sprawia, Ze wspomaganie ekstrakcji ultradiwiekami

zwieksza rozpuszczalno$é, dyfuzje, penetracje rozpuszczalnika i transport analitu, a to

zdecydowanie skraca czas ekstrakcji i zwieksza jej wydajnos¢.

W ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami stosuje sie drgania akustyczne o nieduzej czestotliwosci,
rzedu 20+50 kHz (rzadziej 500 kHz), ale o duzym natezeniu — 140+160 dB (dla wywotania kawitacji).

Ekstrakcje mozna przeprowadzaé dwoma sposobami, pierwszy to zastosowanie tazni
ultradzwiekowej (rysunek 31a i 31c). W tym celu prébke umieszcza sie w szklanym lub metalowym
naczyniu i wstawia do tazni. Zaletg tego sposobu jest mozliwos$¢ jednoczesnej ekstrakcji wielu prébek.
Drugim sposobem jest uzycie sondy generujgcej ultradzwieki, zanurzanej bezposrednio do prébki
(rysunek 31b). Ten sposéb stosuje sie wtedy, gdy jest konieczno$¢ uzycia duzej energii, np. do
rozerwania tkanek czy komérek.

llos¢ energii, jaka nalezy dostarczy¢ do prébki, zalezy od wielu czynnikéw: lepkosci i temperatury
probki, obecnosci par i gazéow w cieczy, stezenia i wielkosci czgsteczek statych oraz ksztattu i
geometrii komory z cieczg.

Duzig zaleta ekstrakgji ultradzwiekami jest mozliwos$¢ przeprowadzania jej z duzg wydajnoscig w

pokojowej temperaturze, co jest bardzo korzystne dla nietrwatych analitéw.
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Do ekstrakcji wspomagane] ultradZzwiekami stosowane sg rézne rozpuszczalniki, w zaleznosci od
wiasciwosci chemicznych analitu i matrycy, facznie z wodg oraz ich mieszaniny. Podczas ekstrakcji
lotnymi rozpuszczalnikami, zwtaszcza w podwyzszonej temperaturze, mozna zastosowac zestaw z
chtodnicg zwrotng, pokazany na rysunku 31c. Ekstrakcje w aparacie Soxhleta mozna wspomaga¢é
rowniez ultradzwiekami, jak to pokazano na rysunku 32. Czas trwania ekstrakcji rozpuszczalnikiem,
wspomaganej ultradzwiekami jest krotki w poréwnaniu z klasycznymi metodami i, w zaleznosci od
prébki, wynosi od 10 mindo 1 h.
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Rysunek 31. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana ultradzwiekami, a,c — w fazni
ultradzwiekowej i b — z zastosowaniem sondy generujgcej ultradzwieki

Niedogodnoscig ekstrakcji rozpuszczalnikiem wspomaganej ultradzwiekami jest koniecznosé oddzielenia
ekstraktu od pozostatosci poekstrakcyjnej. Technika ta moze rowniez powodowa¢ czesciowg degradacje
analitu. W czasie kawitacji mogg tworzy¢ sie wolne rodniki lub inne reaktywne skfadniki, prowadzace do
przemian oznaczanych substangji.

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana ultradzwiekami jest szeroko stosowana w przemysle
farmaceutycznym (np. ekstrakcja alkaloidow z roslin), perfumeryjnym i spozywczym (np. intensyfikacja
wydobycia cukru z burakéw albo tranu z wielorybdw i ryb) i innych. Ekstrakcja ultradzwiekowa znajduje
szerokie zastosowanie w analityce, gldwnie w biologii i biotechnologii, farmacji oraz ochronie srodowiska
(np. izolacja pozostatosci pestycyddw z warzyw i owocow).

5.2.8. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem mikrofalowym

Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (ang. microwave-
assisted extraction, MAE) jest powszechnie stosowana technikg do izolacji analitéw z prébek statych. W
technice tej wykorzystuje sie zjawisko bezposredniej absorpcji promieniowania mikrofalowego przez
czasteczki substancji. Skutecznosé wspomagania ekstrakcji promieniowaniem mikrofalowym wynika ze
sposobu przekazywania energii cieplnej. Tradycyjne ogrzewanie probki czy rozpuszczalnika polega na
przekazywaniu energii cieplnej ze zrédta przez konwekcje lub przewodzenie, co diugo trwa i wigze sie ze
stratami energii. Mikrofale natomiast dostarczajg energie bezposrednio czgsteczce zwigzku chemicznego.
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Rysunek 32. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta wspomagana ultradzwiekami

Przekazywanie energii mikrofal moze odbywac sie na dwa sposoby. Pierwszy wynika z polaryzacji
dipolowej. W polu elektrycznym, czasteczki zwigzkdw o momencie dipolowym réznym od zera, ulegaja
polaryzacji, czyli ustawiajg sie zgodnie z kierunkiem i zwrotem tego pola. W przypadku mikrofal o
czestotliwosci 2,45 GHz (taka czestotliwos¢ stosowana jest w piecach mikrofalowych), pole elektryczne
zmienia zwrot 4,9 x 10° razy na sekunde (co pdt okresu fali promieniowania, 2 x 2,45 10° s*). Zmiany pola
wymuszajg ruch drgajgcy dipoli, ktére usitujg ustawi¢ sie zgodnie z jego kierunkiem. Intensywnos¢
oscylacji zalezy m.in. od wielkosci momentu dipolowego. Ruch czgsteczek o wiekszym momencie
dipolowym, np. acetonu (2,69 D), metanolu (2,87 D), acetonitrylu (3,44 D) jest intensywniejszy niz
czasteczek o mniejszym momencie dipolowym, np. heksanu (<0,1 D). Zmieniajgc swoje potozenie, dipole
uderzajg w sgsiadujgce z nimi czgsteczki, przekazujgc im swojg energie. W ten sposoéb ciepto rozchodzi sie
szybko i réwnomiernie w cafej prébce. Czasteczki, ktdre majg moment dipolowy réwny 0O, np. izooktan,
nie wykonujg ruchéw w polu elektrycznym.

Drugi sposdb przekazywania energii mikrofal opiera sie na ruchliwosci jonéw w roztworze w polu
elektromagnetycznym (dodatnie przemieszczajg sie w jedng, ujemne w drugg strone) i wynikajgcym z
niego przewodnictwie jonowym. Ciepto prébki jest wynikiem tarcia miedzy poruszajgcymi sie jonami
a roztworem.

Innym wskaznikiem okreslajgcym zdolnos¢ materii do przeksztatcania energii mikrofal w energie
cieplng jest tg 8, zwany tangensem kata strat, tangensem strat lub tangensem delta. Termin
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strata odnosi sie do straty (oddania) energii fali w wyniku jej absorpcji, a wartosci tg 6 dla
poszczegdlnych rozpuszczalnikdéw mozna odnalezé w tablicach fizycznych.

Wybdr warunkdw ekstrakcji ze wspomaganiem promieniowaniem mikrofalowym uzalezniony
jest od wyboru rozpuszczalnika, ktéry przede wszystkim ma rozpuszczaé substancje
ekstrahowang. Jesli to mozliwe, ekstrahent powinien mie¢ moment dipolowy rézny od zera,
czyli byé¢ rozpuszczalnikiem polarnym, np.: metanol, etanol, woda, aceton, octan etylu,

dichlorometan, acetonitryl i inne.

Rozpuszczalniki, ktore majg duzg wartos$¢ tangensa 8, np. metanol (tg 6 = 0,64), woda (tg 6 = 0,157) lub
mieszaniny niepolarnych z polarnymi bedg absorbowaty promieniowanie mikrofalowe i szybko sie grzaty.
Takie rozpuszczalniki zostaja podgrzane bardzo szybko do temperatury powyzej temperatury wrzenia -
ten sposéb ekstrakcji wymaga specjalnej aparatury, w tzw. uktadzie zamknietym. Umozliwia on szybka
ekstrakcje analitéw z matrycy.

Jesli substancja jest ekstrahowana rozpuszczalnikiem nieabsorbujagcym promieniowania
mikrofalowego, nie ulega on podgrzaniu. W tym przypadku mikrofale sg absorbowane nie

przez ekstrahent, a przez zdolne do absorpcji sktadniki probki, ktére nastepnie oddaja ciepto

do rozpuszczalnika.

Sktadnikiem prébki, ktory ogrzewa catosc¢ jest bardzo czesto woda w niej zawarta oraz inne polarne
substancje. W tym przypadku temperatura nie jest wysoka i ekstrakcja moze by¢ przeprowadzana w
uktadzie otwartym, przy cisnieniu atmosferycznym. Schemat urzadzenia do ekstrakcji w ukiadzie
zamknietym przedstawiony jest na rysunku 33a. Probka z rozpuszczalnikiem znajduje sie w
zamknietym naczyniu, najczesciej teflonowym, zwanym bombga, poniewaz temperatura roztworu
dochodzi zwykle do 150+190°C lub wyzej i wzrasta ci$énienie. Obudowa bomby teflonowej musi by¢ z
materiatu przepuszczajgcego (nieabsorbujgcego) promieniowanie mikrofalowe i musi posiadac
wskaznik cisnienia i zawér bezpieczenstwa, ktéry uruchamia sie, gdy cisnienie przekroczy warto$¢ 10
MPa. Materiat obudowy pozwala wyjg¢ bombe z pieca mikrofalowego bezposrednio po ekstrakgiji,
gdyz nie nagrzewa sie. Zrédtem promieniowania mikrofalowego jest magnetron, potagczony z komora
pieca falowodem. Dla usrednienia energii stosowane jest metalowe mieszadto i obrotowa podstawa,
na ktérej znajdujg sie prébki w bombach. Czujniki temperatury i ciSnienia potagczone sg z bombami.
Komercyjnie dostepne sg zestawy do MAE, o réznej pojemnosci naczynia ekstrakcyjnego, od 20 do
120 mL.

Schemat urzadzenia do ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym przy cisnieniu
atmosferycznym przedstawiono na rysunku 33b. W tym urzadzeniu energia mikrofali jest kierowana
tylko do jednego naczynia, wykonanego zwykle ze szkfa lub kwarcu. W ekstrakcji wspomaganej
mikrofalami uzywa sie od 2 do 20 g proébki i do 30 mL rozpuszczalnika. Czas trwania ekstrakcji zwykle
nie przekracza 30 min (10+20 min), czas chtodzenia trwa ok. 20 min.
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Rysunek 33. Zestawy do ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym, a — do
cisnieniowej ekstrakcji (w naczyniu zamknietym), b - do ekstrakcji przy ci$nieniu atmosferycznym (w
naczyniu otwartym)

W urzadzeniach do celdw badawczych wykorzystuje sie mikrofale o czestotliwosci 2,45 GHz (piece
mikrofalowe do zamknietej ekstrakcji pod podwyzszonym cisnieniem, (rys. 34a) oraz o czestotliwosci
0,9 GHz (w piecach do otwartej ekstrakcji pod cisnieniem atmosferycznym, rys. 34b). Generator
mikrofal — magnetron jako Zzrédfo ciepta zastosowano po raz pierwszy w 1946 r. W laboratorium,
pierwszy raz wykorzystano piec mikrofalowy do mineralizacji kwasowej probek w 1975 r., a do
ekstrakcji zwigzkéw organicznych — 1986 r. MAE jest obecnie szeroko stosowang technikg ekstrakcji
w oznaczaniu takich zanieczyszczen srodowiska, jak: wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne,
polichlorowane bifenyle, pestycydy, fenole, olej mineralny. Stosowana jest do oznaczen w glebie,
roslinach i innych probkach statych, jak polimery - do oznaczania oligomeréw, tabletki — do
oznaczania sktadu, ziota — do izolacji zwigzkéw biologicznie aktywnych oraz wiele innych. EPA
(Environmental Protection Agency) wprowadzita ekstrakcje wspomagang promieniowaniem
mikrofalowym jako standardowg metode ekstrakcji semilotnych i nielotnych skfadnikéw z prébek
statych.

5.2.9 Ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika pod zwiekszonym ci$nieniem

Zwiekszone cisnienie rozpuszczalnika utatwia jego penetracje w glgb statej matrycy, dzieki temu
ekstrakcja jest wydajniejsza. Ekstrakcje za pomocy rozpuszczalnika pod zwiekszonym cisnieniem
wykonuje sie wykorzystujgc pompe chromatografu cieczowego. Rozdrobniong probke umieszcza sie w
kolumnie a nastepnie za pomocg pompy chromatografu, przepuszcza sie przez nig rozpuszczalnik pod
zwiekszonym cisnieniem (rysunek 34).
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Rysunek 34. Zestaw do ekstrakcji rozpuszczalnikiem pod zwiekszonym cisnieniem

Prébki przed ekstrakcja mozna zmieszaé (ucierajac) z wypetniaczem, np. z adsorbentem polarnym,
takim jak: zel krzemionkowy lub tlenek glinu. Adsorbent wigze wode zawartg w prdbce, co ufatwia
penetracje rozpuszczalnika organicznego oraz zmienia oddziatywania miedzy matrycg prébki a
analitami, utatwiajgc ich desorpcje i rozpuszczanie w ekstrahencie. Ten sposéb ekstrakcji stosuje sie
do izolacji z probek gleby wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA) lub
polichlorowanych bifenyli (PCB).

5.2.10. Przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika

W przyspieszonej ekstrakcji za pomocg rozpuszczalnika (ang. pressurized fluid extraction, PFE lub
accelerated solvent extraction, ASE lub pressurized liquid extraction, PLE) stosuje sie konwencjonalne
rozpuszczalniki, ekstrakcje przeprowadza w szczelnym, wytrzymatym naczyniu, zwanym celkg
ekstrakcyjna, a przyspieszenie ekstrakcji osigga przez stosowanie wysokiej temperatury (100+200°C),
co w zamknietym naczyniu powoduje wzrost cisnienia nawet do 20 MPa.

Metoda przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika stosowana jest do izolacji ilosci

sladowych analitow z probek statych i semistatych. Jest metodg szybka i gwarantujaca duig

wydajnosé, powszechnie zalecang dla analitéw lub/i matryc trwatych temperaturowo.

Podgrzewanie cieczy w zamknietym naczyniu powoduje wzrost ci$nienia i wzrost temperatury
wrzenia, dlatego ekstrakcja moze by¢ przeprowadzana cieczg, mimo ze jej temperatura znacznie
przewyzsza temperature wrzenia w warunkach normalnych.

Podwyzszona temperatura i ci$nienie wptywaja na wtasnosci rozpuszczalnika, prébki oraz ich

wzajemne oddziatywania.

Gtéwnym powodem duzej wydajnosci technikg ASE jest temperatura, ktéra powoduje zwiekszenie
rozpuszczalnosci substancji oraz zwiekszenie kinetyki przenoszenia masy —szybszej desorpcji analitu z
fazy statej i szybszej dyfuzji do rozpuszczalnika. Wysoka temperatura zmniejsza lepkos¢
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rozpuszczalnika oraz napiecie powierzchniowe, co utatwia penetracje rozpuszczalnika w gtgb
matrycy.

Drugim powodem wiekszej wydajnosci w wysokiej temperaturze jest zaktécanie stanu rownowagi na
powierzchni styku rozpuszczalnik — matryca, przez ostabienie oddziatywan rozpuszczalnika z matryca
typu sit Van der Waalsa, wigzan wodorowych czy przyciggania dipoli. Daje to lepszy kontakt
rozpuszczalnika z prébka, co konsekwencji skraca czas ekstrakgji i ilo$¢ rozpuszczalnika.

W przyspieszonej ekstrakcji za pomocg rozpuszczalnika cisnienie nie odgrywa az tak duzej roli jak
temperatura, jednak umozliwia gtebsza penetracje w matryce i ekstrakcje analitéw zatrzymanych w
porach. Wymuszanie penetracji jest szczegdlnie korzystne przy wilgotnych prébkach i matrycach
silnie adsorbujgcych anality.

Zestaw do przyspieszonej ekstrakcji probek statych za pomocy rozpuszczalnikdw przedstawiono na
rysunku 35.
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Rysunek. 35. Schemat zestawu do przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnikéw z prébek
statych

Sktada sie on z termostatowanej komory (pieca), w ktdrej umieszcza sie celke z ekstrahowang
probka, pompy dozujgcej rozpuszczalniki, odbieralnika ekstraktu i zbiornika obojetnego gazu
sprezonego oraz szeregu zaworow, umozliwiajgcych odpowiednie dozowanie. Celka wykonana jest
najczesciej ze stali kwasoodpornej. Po umieszczeniu celki z probka w termostacie, uktad wypetnia sie
zimnym rozpuszczalnikiem i nastepnie wigcza ogrzewanie komory termostatu. Ekstrakcje prowadzi
sie zwykle w zakresie temperatur 100+200°C w czasie 5+10 min. Cisnienie w celce ekstrakcyjnej moze
wzrosng¢ do ok. 20 MPa. Jesli ekstrakcja jest jednostopniowa, analit wyptukuje sie swiezg porcja
rozpuszczalnika do naczynka na ekstrakt. Ruch rozpuszczalnika jest wymuszany cisnieniem gazu z
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butli (najczesciej azotu). Jesli ekstrakcja ma by¢ wielokrotna, ponownie napetnia sie uktad zimnym
ekstrahentemi, wigcza ogrzewanie komory termostatu i powtarza caty cykl.

W technice ASE stosuje sie kilku gramowe nawazki probek, maksymalnie od 10 do 30 g i mate ilosci
(kilka mL) rozpuszczalnikéw, stosownie do ilosci probki. Przy oznaczaniu WWA w glebie mozliwa byta
nawet miniaturyzacja ekstrakcji, w ktorej uzyto 50 mg prébki i 100 uL estrahenta. Technika
przyspieszonej ekstrakcji probek statych za pomoca rozpuszczalnikbw moze by¢é w petni
zautomatyzowana i umozliwia wielokrotng ekstrakcje jednym lub réznymi rozpuszczalnikami. Czas
ekstrakcji zalezy od ilosci cykli, jeden cykl trwa zwykle kilka minut.

W przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika wykorzystuje sie takie same rozpuszczalniki
jak w klasycznych metodach. Najczesciej sg to aceton, octan etylu, dichlorometan, heksan, toluen,
woda. Czesto stosuje sie mieszanine rozpuszczalnikow lub dodatek kwaséw: octowego, fosforowego i
trifluoroctowego.

Na szczegdlng uwage zastuguje przyspieszona ekstrakcja za pomoca wody. Technike te nazywa sie
SHWE (ang. subcritical hot-water extraction) lub PHWE (ang. plessurized hot water extraction).

Woda, ponizej punktu krytycznego, ktory osigga w temperaturze 374°C i ciSnieniu 22 MPa,

zmienia swoje wtasciwosci.

W warunkach normalnych, 20°C i cisnieniu atmosferycznym, wartos¢ statej dielektrycznej wody
wynosi € = 78,3, natomiast w temperaturze 250°C i ciSnieniu 5 MPa, wartos¢ € spada do ok. 27, co
zbliza wtasciwosci wody w tych warunkach do wtasciwosci etanolu w warunkach normalnych (& ¢tano =
24,3). W konsekwencji zwieksza sie rozpuszczalnos¢ w wodzie wielu zwigzkéw s$redniopolarnych.
Poza tym wzrost temperatury i ci$nienia zmniejsza napiecie powierzchniowe wody oraz lepko$é, co
zwieksza wydajnosc¢ ekstrakgiji.

W przyspieszonej ekstrakcji wodg stosuje sie temperatury od 100 do 374°C i ciSnieniu pozwalajgcym
utrzymacd stan cieklty wody. Jesli woda przejdzie w stan pary stanie sie bardzo korozyjnym i
agresywnym dla analitéw medium, o czym nalezy pamietac przy doborze warunkéw ekstrakcji.

Woda nie jest rozpuszczalnikiem, ktdry mozna stosowaé bezposrednio w chromatografii gazowej.
Konieczna staje sie wiec ekstrakcja z wody do rozpuszczalnika organicznego (LLE, SDME) lub do fazy
statej (SPME, SBSE). Ekstrakcja z wody jest bardzo wydajna, bo przy obnizaniu temperatury ekstraktu
wodnego do pokojowej, rozpuszczalnosé analitdw gwattownie spada.

Najczesciej wymieniane zalety techniki przyspieszonej ekstrakcji prébek statych za pomoca
rozpuszczalnikow to:

® nie wymaga suszenia probek (cisnienie i temperatura zapewniajg wystarczajgcg penetracje
matrycy przez rozpuszczalniki o réznej polarnosci),

e korzystna kinetyka ekstrakcji - desorpcja z matrycy, rozpuszczanie w ekstrahencie i transport
analitéw zachodza szybko),

e  krotkie czasy ekstrakcji, wynikajgce z kinetyki,

® mozliwosé zbudowania zestawu do ASE,

* fatwosc automatyzacji procesu,

* fatwosc¢ obstugi aparatu.
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Technike przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika poczgtkowo zastosowano do ekstrakg;ji
organicznych, sladowych zanieczyszczen gleby i osadéw $ciekowych. Amerykariska Agencja Ochorony
Srodowiska (ang. Environmental Protection Agency, EPA) wprowadzita ASE jako metode
standardowg izolacji organicznych analitow ze $rodowiskowych prébek statych, zwtaszcza do
ekstrakcji WWA, oleju mineralnego oraz trwatych zanieczyszczen srodowiska, tzw. POP (ang.
persistent organic pollutants) z gleby, osaddw oraz pytdw. Do POP zalicza sie takie zanieczyszczenia,
jak: chloroorganiczne i fosforoorganiczne pestycydy, polichlorowane bifenyle i dioksyny. Obecnie
technika ASE jest stosowana do oznaczania pestycydéw w roslinach, produktach zywnosciowych i w
tkankach zwierzecych, do oznaczania aflatoksyn, furandw, zwigzkéw cyjanoorganicznych. Stosowana
jest rowniez do izolowania plastyfikatorow z polimeréw, dodatkéw i aktywnych sktadnikow
farmaceutykdw jak i izolacji ttuszczéw z prébek zywnosci.

5.2.11. Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym

Ciecza a raczej ptynem w stanie nadkrytycznym jest medium znajdujgce sie w warunkach powyzej
warunkéw punktu krytycznego, tzn. ma temperature wyzszg od temperatury krytycznej i jest pod
cisnieniem wyzszym od ciSnienia krytycznego. Definicje te obrazuje diagram przemian fazowych
przedstawiony na rysunku 36.

Wykres przemian fazowych przy zmianie temperatury i ci$nienia charakteryzuja dwa punkty, ktore
okreslajg, w jakich warunkach trwate sg rézne stany skupienia substancji. Sg to punkt potréjny i punkt
krytyczny. Punktem potrdjnym jest stan, w ktérym wspdlistnieja w stanie réwnowagi
termodynamicznej trzy stany skupienia danej substancji.

Ptyn w stanie

e nadkrytycznym

scisliwa

Cisnienie

L

Faza ciekfa

Temperatura

Rysunek 37. Schemat typowego diagramu przemian fazowych w ukfadzie ci$nienia i temperatury dla
czystej substanc;ji

Przy wartosciach cisnienia i temperatury ponizej wartosci punktu potréjnego mogg istnie¢ tylko dwie
fazy; stafa i gazowa, oddziela je krzywa sublimacji. Powyzej wartosci punktu potréjnego, w zaleznosci
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od zmian wartosci ci$nienia i temperatury, az do wartosci punktu krytycznego, mogg istniec trzy stany
skupienia substancji — gazowa, ciekta i stata. Faze statg od ciektej oddziela krzywa topnienia, faze
ciektg od gazowe] — krzywa parowania (wrzenia). Powyzej wartosci okreslanych przez punkt krytyczny,
substancja znajduje sie w stanie nadkrytycznym, w ktdrym zanika réznica miedzy gazem a cieczg i
zmiany cisnienia i temperatury powyzej tego punktu nie zmieniajg jej stanu skupienia.

Punkt potrdjny i punkt krytyczny sg wielkosciami charakterystycznymi dla danej substangji.

Substancja w stanie nadkrytycznym ma witasciwosci posrednie miedzy gazem a cieczg. Plyn w stanie
nadkrytycznym ma gestosc¢ zblizong do gestosci cieczy (0,2+0,9 g/mL), lepkosé zblizong do lepkosci
gazu (10 g/s cm) a wspdtczynnik dyfuzji mniejszy niz dla gazu ale wyzszy niz dla cieczy (10 cm?/s).

Gestos¢ ptynu w stanie nadkrytycznym sprawia, ze substancje rozpuszczajg sie w nim jak w
cieczy, mata lepkos¢ ptynu i niskie napiecie powierzchniowe sprzyjajg penetracji matrycy,
podobnej do penetracji gazu, wspoétczynnik dyfuzji powoduje, ze przenoszenie masy jest szybsze

niz w cieczy.

Wymienione cechy s3 bardzo korzystne dla procesu ekstrakcji. Rozpuszczalnos¢ w ptynie
nadkrytycznym zalezy przede wszystkim od temperatury i gestosci, a w mniejszym stopniu od
cisnienia. Wiele substancji w stanie nadkrytycznym posiada dobre wtasciwosci rozpuszczania, jednak
w ekstrakcji znalazto zastosowanie tylko kilka. Ograniczeniem sg wysokie wartosci cisnienia i
temperatury stanu krytycznego.

Najpowszechniej stosowany jest ditlenek wegla (CO,), przede wszystkim dlatego, ze ma niskg
temperature krytyczng (31,1°C), niskie ci$nienie krytyczne (7,38 MPa), jest nietoksyczny i niepalny
oraz fatwy do otrzymania o wysokiej czystosci. Ditlenek wegla jest niepolarny, wiec mozna nim
ekstrahowa¢ tylko niepolarne i Sredniopolarne zwigzki. Ekstrakcja polarnych i silnie zwigzanych z
matrycg zwigzkdw za pomocg samego CO, w stanie nadkrytycznym jest niewydajna, ale mozna
zastosowaé dodatek matych ilosci (1+10%) substancji polarnych, zw. modyfikatorami. Najczesciej
stosowanymi modyfikatorami sg metanol, etanol, alkohol izopropylowy, aceton, acetonitryl,
dichlorometan, toluen, kwas mrowkowy i ditlenek siarki.

Ekstrakcje ptynem w stanie nadkrytycznym (ang. supercritical fluid extraction, SFE) mozna
przeprowadzaé statycznie i dynamicznie. Probki o zwartej strukturze matrycy, zawierajgce trudno
rozpuszczalne anality musza mie¢ zapewniony dtugi czas kontaktu z ekstrahentem, dlatego ich
ekstrakcje przeprowadza sie sposobem statycznym. Probke umieszcza sie w ptynie w stanie
nadkrytycznym i po okreslonym czasie ekstrakcji, usuwa ptyn z analitami do odbieralnika. Sposdéb
dynamiczny stosuje sie do probek tatwo penetrowanych przez ptyn i zawierajgcych anality dobrze w
nim rozpuszczalne. Ptyn w stanie nadkrytycznym przepuszcza sie w sposéb ciggty przez prébke a
ekstrakt zbierany jest w odbieralniku. Sposdéb dynamiczny ekstrakcji moze by¢ prowadzony rowniez z
wielokrotnym zawracaniem ekstrahenta do probki (recyrkulacja), zanim zostanie zebrany w
odbieralniku. W odbieralniku nastepuje odzyskiwanie analitdw z roztworu. Schemat zestawu do
ekstrakcji ptynem w stanie nadkrytycznym przedstawiono na rysunku 37. Zestaw sktada sie z pieca o
regulowanej temperaturze, w ktérym znajduje sie ekstraktor, restryktora i odbieralnika ekstraktu. Do
ekstraktora doprowadzany jest, ze stalowej butli, sprezony CO, oraz - jesli to konieczne — modyfikator.
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Sprezony CO, i modyfikator, po osiggnieciu w piecu wiasciwej temperatury stanu nadkrytycznego,
stanowig ekstrahent, ktéry jest wprowadzany do prébki w sposéb statyczny lub dynamiczny. Po
zakonczeniu procesu ekstrakt wprowadzany jest do odbieralnika poprzez restryktor (przewezenie),
ktorego zadaniem jest obnizenie cisnienia wychodzgcego ptynu. Stosowne sg dwie grupy
restryktoréw, state i zmienne.

. 1

g Y
Pompy <4+—Piec
I//Ekstraktor

JIL <4——— Restryktor
Odbieralnik
T ekstraktu

Butla z CO, Pojemnik z
sprezonym modyvfikatorem

]
~

Rysunek 37. Schemat zestawu do ekstrakcji ptynem (CO,) w stanie nadkrytycznym

Restryktor staty to rurka o statej srednicy wykonana z metalu lub topionej krzemionki lub kwarcu.
Restryktor zmienny ma kryze lub otwdr wylotowy sterowany elektronicznie. Restryktory state czesto
zatykajg sie z powodu zamarzania wody, przy szybkim rozprezaniu ptynu oraz z powodu obecnosci
siarki elementarnej lub duzych ilosci weglowodordw czy ttuszczow w ekstrakcie.

Sg za to bardzo tanie i tatwe do zamontowania, w poréwnaniu do bardzo drogich restryktorow
zmiennych (elektronicznych). Po obnizeniu cisnienia, ekstrakt jest kierowany do odbieralnika.
Stosowane sg dwa sposoby odzyskiwania analitbw z ekstraktu: absorpcja w rozpuszczalniku i
adsorpcja na sorbencie statym. Absorpcja w rozpuszczalniku jest prosta i tatwa w optymalizacji
warunkdw, ale wigze sie ze stratami analitu w postaci aerozolu lub/i stratg rozpuszczalnika. Warunki
adsorpcji na sorbencie statym sg trudniejsze do ustalenia, ale odzysk jest bez strat i istnieje mozliwos¢
selektywnego wymywania substancji z adsorbentu.

Dobér warunkéw SFE powinien uwzglednia¢ parametry procesu (ci$nienie, temperature,
szybkos¢ przeptywu w procesie dynamicznym, czas ekstrakcji, wielko$¢ probki i pojemnosé
ekstraktora) oraz wtasciwosci chemiczne i fizyczne matrycy (np. postac fizyczna, jednorodnosé,

rozpuszczalno$é, zdolno$¢ do adsorpcji i desorpcji analitow i in.).
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Zmieniajac parametry procesu, zmienia sie wtasciwosci ptynu w stanie nadkrytycznym. Gesto$¢ ptynu
ulega zmianie ze zmiang ci$nienia oraz temperatury. Plyn o mniejszej gestosci ma wiasciwosci
rozpuszczalnikdw niepolarnych, natomiast o duzej gestosci — wtasciwosci bardziej polarnych
rozpuszczalnikéw, jak dichlorometanu. Duze znaczenie w zwiekszaniu rozpuszczalnosci analitdw ma
dodatek do CO, modyfikatora. Czas ekstrakcji i szybkos¢ przeptywu ptynu w procesie dynamicznym
nalezy dopasowac do wtasciwosci matrycy, aby zapewni¢ wystarczajacy czas kontaktu CO, z analitem.
Mozna zmodyfikowac rowniez probke przez wymieszanie jej z sorbentem statym o odpowiednich
wiasciwosciach, aby nie dopusci¢ do ekstrakcji zwigzkdw przeszkadzajgcych. Dodatek do probki
polarnego zelu krzemionkowego powoduje zatrzymanie w matrycy wielu balastowych, polarnych i
Srednio polarnych substancji. SFE trwa zwykle od 10 do 60 min, w analityce probki majg zwykle mase
mniejszg niz 10 g a minimalna ilo$¢ ptynu wynosi ok. 10 mL. W metodzie dynamicznej szybkosc
przeptywu ptynu wynosi od 1 do 4 mL/min.

Ptyn w stanie nadkrytycznym do ekstrakcji zastosowano po raz pierwszy w 1978 r. Technike te
wprowadzit koncern Kraft General Foods, obecny Maxwell House Coffee Division do produkcji kawy
bezkofeinowej. Obecnie jest szeroko stosowang technikg ekstrakcji zanieczyszczen srodowiska, jak
WWA i innych weglowodoréw, PCB, fenoli, pestycyddw, herbicydéw z prébek statych. SFE stosuje sie
rowniez do oznaczania zanieczyszczen wody, po izolacji z wody do sorbentu statego (zanieczyszczenia
na sorbencie statym sg statg prdébka). Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym znalazta réwniez
zastosowanie w izolacji zanieczyszczen z zywnosSci i paszy, do izolacji aktywnych biologicznie
sktadnikdw ziét, przy oznaczaniu aktywnych sktadnikéw farmaceutykdw i kosmetykdw. SFE jest
rowniez tgczona z innymi technikami ekstrakcyjnymi, np. przy oznaczaniu parabenowych (estry kwasu
p-hydroksybenzoesowego) srodkéw konserwujgcych i polifenolowych przeciwutleniaczy w
kosmetykach zastosowano ekstrakcje SFE w pofaczeniu z bezposrednig derywatyzacja analitéw i
ekstrakcja metodg HS-SPME. Parabeny i polifenole sg nielotne, aby je oznacza¢ metodg
chromatografii gazowej, nalezy je przeprowadzi¢ w pochodne, np. w etery sililowe. Schemat takiej
procedury przedstawiono na rysunku 38. Ekstrakt uzyskany technika SFE jest wprowadzany do
odbieralnika, zawierajgcego odczynnik do sililowania.

Strzykawka

do SPME
Zestaw | — Odczynnik
do SFE sililujacy

Rysunek 38. Schemat zestawu do izolacji parabendw i polifenoli z kosmetykéw potaczonymi
metodami SFE i HS-SPME
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Parabeny i polifenole zawierajg grupy hydroksylowe, ktére reagujg z odczynnikiem. W wyniku reakgcji
powstajg etery sililowe, sorbujagce sie na witdknie SPME. Wtdkno z analitami jest nastepnie
wprowadzane do dozownika chromatografu gazowego i analizowane potgczonymi technikami
chromatografii gazowej i spektrometrii mas (GC/MS). Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym ma
wiele zalet:

* mozliwo$é stosowania do termolabilnych zwigzkdéw,

* niezbyt wysokie cisnienie krytyczne, umozliwiajgce fatwe konstrukcyjnie systemy regulacji
cisnienia a tym samym gestosci ptynu, co daje duzg selektywnos¢ procesu,

® tatwosc¢ usuwania ekstrahenta (nie zostawia $ladéw),

e dostepnoséi niski koszt CO,,

e mozliwosé bezposredniego analizowania ekstraktu metodg chromatografii gazowej;

* mozliwo$é potgczenia z innymi technikami (chromatograficznymi i elektromigracyjnymi).

Najczesciej SFE jest stosowana w oznaczeniach zanieczyszczen Srodowiska (ponad 40% wszystkich
zastosowan), w przemysle (ok. 20%) oraz w analizie zywnosci (ok. 14%).

5.2.12. Ekstrakcja poprzez mineralizacje

Oznaczanie catkowitej zawartosci pierwiastkow w préobkach statych wymaga uprzedniej ich
mineralizacji.

Mineralizacja jest zespotem proceséw w wyniku, ktérych zwiazki organiczne przeksztatcane sg
w proste zwigzki mineralne takie, jak: CO,, H,0, NH; i inne. W $rodowisku naturalnym procesy
mineralizacji zachodzg z udziatem najczesciej organizmow zywych. W przypadku mineralizacji z

dostepem tlenu méwimy o butwieniu, w warunkach beztlenowych zas o gniciu.

W chemii analitycznej, mineralizacja probki statej prowadzi do otrzymania zwigzkédw mineralnych,
ktére fatwo przeprowadzi¢ ilosciowo do roztworu. Podczas mineralizacji ogélna struktura
poszczegblnych czesci prébki, w tym mineratéw ulega destrukcji, odwrotnie niz w analizie
specjacyjnej. Wybdr sposobu mineralizacji zalezy od rodzaju analizowanej prébki i od oznaczanego
pierwiastka. Do najwazniejszych sposobdéw mineralizacji zaliczcamy mineralizacje na mokro oraz
mineralizacje na sucho, a kazdg z nich mozna przeprowadzi¢ metodg redukcyjng lub utleniajaca.
Najczesciej stosowang metody pozyskiwania analitdw w postaci dogodnej do oznaczenia jest
mineralizacja utleniajgca na mokro. W tej technice uzywa sie mieszaniny jednego lub kilku kwaséw
mineralnych (najczesciej: HNO; H,SO,, HCIO,) oraz zwigzku o wiasciwosciach utleniajgcych (np.
H,0,). Przyktadem mineralizacji utleniajgcej mokrej jest metoda Kjeldahla, wykorzystywana gtéwnie
do oznaczania azotu organicznego. Mineralizacje w kwasie azotowym z dodatkiem kwasu
nadchlorowego lub wody utlenionej stosuje sie do pozyskiwania metali, boru, fosforu, siarki i
chlorowcéw z prébek organicznych.

Mineralizacja jest procesem dfugotrwatym, dlatego wspomagana jest:

® stosowaniem podwyzszonej temperatury,
e wykorzystaniem promieniowania UV, jako katalizatora reakcji utleniania,
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e wykorzystaniem fazni ultradzwiekowej, wykorzystanie zjawiska kawitacji,

e uzyciem energii mikrofalowej, jako nosnika energii bezposrednio do czgsteczki
zwigzku mineralizowanego,

® uzyciem podwyzszonego cisnienia.

Ws$réd metod mineralizacji na sucho stosuje sie stapianie z solami mineralnymi o wtasciwosciach

utleniajgcych, jak NaNOjz;, KNO;, Na,COs. Proces ten utatwia rozpuszczanie w kwasach lub wodzie
oznaczanych analitow.
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Ill. Techniki chromatograficzne

1. Wprowadzenie do chromatografii

1.1. Wstep

Chromatografia jest jedng z gtdwnych technik separacyjnych stosowanych przede wszystkim w
analityce zwigzkéw chemicznych. Umozliwia ona wykrywanie badanej substancji i oznaczanie jej ilosci
w prébkach o ztozonym sktadzie. Probki mogg by¢ gazowe, ciekte lub state, zas sam proces
chromatograficzny moze by¢ prowadzony albo przy uzyciu kosztownej aparatury, albo powszechnie
dostepnego sprzetu laboratoryjnego.

Chromatografia jest zarédwno metodg analityczng jak i metodg preparatywng stuzacg do izolacji
czystych substancji. Jest obecnie najbardziej rozpowszechniong i jednoczesnie wszechstronng
technika separacyjng, dostepna nie tylko w nowoczesnych laboratoriach. Stosuje sie jg powszechnie
w przemysle chemicznym, farmaceutycznym, kosmetycznym, spozywczym a takze w stuzbie zdrowia,
ochronie srodowiska, rolnictwie i innych gateziach przemystu i gospodarki.

Chromatografia narodzita sie na poczatku XX wieku w wyniku prac rosyjskiego botanika, Michaifa
Semenowicza Cwieta (1872-1919), ktérego wspdiczesnie uwaza sie za jej tworce. Cwiet, pracujac
nota bene na Uniwersytecie Warszawskim i zajmujgc sie badaniem barwnikéw roslinnych podjat
prébe rozdzielenia ich na kolumnie wypetnionej adsorbentem. Kolorowe pasma barwnikdéw,
uzyskane na kolumnie w czasie rozdzielania daty poczatek nazwie chromatografia (z greckiego:
chromatos = barwa oraz grapho = pisze), stad aparat do rozdzielania na kolumnie zostat nazwany
chromatografem. Prace Cwieta zostaty docenione dopiero w potowie XX wieku wraz z rozwojem
badan nad fizykochemig powierzchni i zjawisk miedzyfazowego podziatu, ktére zapoczgtkowaty
intensywny rozwdj chromatografii. Obecnie chromatografia jest stosowana do separacji wszystkich
(nie tylko barwnych) rodzajow zwigzkéw chemicznych.

Chromatografia jest oparta na systemie dwéch niemieszajgcych sie faz: fazy stacjonarnej
(nieruchomej) oraz fazy ruchomej, ktéra porusza sie wzdituz fazy stacjonarnej. Prébka jest
wprowadzana do kolumny w postaci waskiego pasma, co znaczy, ze ma niewielkg objetos¢ (rysunek
1). Sktadniki probki sg separowane dzieki temu, iz w rézny sposéb dzielg sie pomiedzy obie fazy i tym
samym przemieszczane sg przez faze ruchomag z réing predkoscig. Kinetyczny ruch czgsteczek
powoduje ciggts wymiane skfadnikow probki pomiedzy obydwoma fazami. Jednoczesnie faza
ruchoma porusza sie wzdtuz fazy stacjonarnej i czgsteczki, ktére sg w danym momencie rozpuszczone
w fazie ruchomej poruszajg sie wraz z nig. Natomiast te czgsteczki, ktére s3 w danym momencie
zatrzymane przez faze stacjonarng, nie przemieszczajg sie wzdtuz kolumny. Sktadniki prébki, ktore
wykazujg wieksze powinowactwo do fazy ruchomej poruszajg sie znacznie szybciej niz sktadniki, ktore
wykazujg wieksze powinowactwo do fazy stacjonarnej, i tym samym te pierwsze wczesniej
opuszczajg uktad chromatograficzny. Tak wiec separacja sktadnikéw prébki jest spowodowana
roznymi szybkos$ciami migracji poszczegdinych sktadnikéw prébki w uktadzie chromatograficznym.

Proces chromatograficzny mozna prowadzi¢ w kolumnach chromatograficznych (rysunek 1) badz
technika planarng (rysunek 2). Najprostsza chromatografia kolumnowa wymaga jedynie szklanej rurki
(kolumny) zakonczonej zaworem. Szklana kolumna jest wypetniona fazg stacjonarng, przez ktérg
przeptywa faza ruchoma. Badang mieszanine (probke) wprowadza sie na poczatek (czoto) ztoza fazy
stacjonarnej, a nastepnie przepuszcza sie faze ruchoma przez kolumne. W tym czasie sktadniki prébki
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ulegajg separacji i kolejno opuszczajg kolumne, czyli ulegaja elucji z kolumny (sg eluowane, eluuja sie
z kolumny).

Faza ruchoma wprowadzana do
kolumny w sposdb ciggty

Prébka wprowadzona v v v v
do kolumny M
P
Zwigzki rozdzielane
Faza stacjonarna —| w kolumnie
P
e
L
L
]

Czas

Rysunek 1. Chromatografia kolumnowa

Technika planarna polega na wykonaniu procesu chromatograficznego na bibule lub na cienkich
warstwach fazy stacjonarnej osadzonych na podfozu z ptytek szklanych, folii aluminiowej lub
polimerach (chromatografia cienkowarstwowa) (rysunek 2). Gtéwng rdinica pomiedzy
chromatografig kolumnowa a chromatografig cienkowarstwowg jest ksztatt fazy stacjonarnej, czyli
ksztatt ztoza chromatograficznego. W chromatografii cienkowarstwowej faza ruchoma porusza sie w
gére ptytki chromatograficznej dzieki dziataniu sit kapilarnych.

Faza Czoto fazy
stacjonarna /ruchome'
]
A
- ™~ Rozdzielone
o zwiazki
L)
Faza
Linia — ® e ruchoma
startu I» s \r‘ _l
|

Rysunek 2. Chromatografia cienkowarstwowa, ptytka przygotowana do rozdzielania z naniesionymi
plamkamibadanych prébek (po lewej), ptytka po wykonaniu rozdzielania (po prawej)
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1.2. Podstawowe definicje chromatograficzne

Intensywny rozwdéj chromatografii spowodowat powstanie wielu termindw i poje¢ zwigzanych z ta
technikg separacyjng. Ich znajomos¢ jest niezbedna do prawidtowego zrozumienia tej dziedziny
wiedzy. Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC) opublikowata nomenklature
chromatograficzng w jezyku angielskim w 1993 roku. Nomenklatura ta zostata przettumaczona na
jezyk polski i wydana przez Polskie Towarzystwo Chemiczne w 1996 roku. W niniejszym rozdziale
zostang przedstawione podstawowe pojecia i definicje wybrane z nomenklatury chromatograficzne;j.

Chromatografia jest fizyczng metoda rozdzielania, w ktdrej sktadniki rozdzielane ulegajg podziatowi
pomiedzy dwie niemieszajgce sie fazy; jedna z nich jest nieruchoma (faza stacjonarna), a druga (faza
ruchoma) porusza sie w okreslonym kierunku.

Faza stacjonarna — jedna z dwdch faz tworzgcych uktad chromatograficzny, okredlana tez terminem
ztoze chromatograficzne. Faza stacjonarna moze by¢ stata lub ciekfa. Jezeli faza stacjonarna jest
ciecza to moze by¢ albo zwigzana chemicznie z ciatem statym (nosnikiem) albo unieruchomiona na
nim fizycznie.

Faza ruchoma — ptyn (gaz lub ciecz), ktéry przemieszcza sie przez nieruchomga faze stacjonarng albo
wzdtuz niej w okres$lonym kierunku. W chromatografii gazowej stosujemy termin gaz nosny
natomiast w chromatografii cieczcowe] stosujemy termin eluent dla okreslenia fazy ruchome;j.
Wyrdzniamy eluent (faza ruchoma wprowadzana do kolumny) oraz eluat (faza ruchoma, wraz z
rozpuszczonymi w niej sktadnikami probki, opuszczajgca kolumne), a proces przemieszczania sie
eluentu przez kolumne i opuszczania kolumny przez eluat nazywa sie elucja.

Chromatografia elucyjna — technika, w ktérej faza ruchoma przemieszcza sie ciggle przez ztoze
chromatograficzne natomiast probka jest wprowadzona do ukfadu w jednej porcji.

Strefa (pasmo) — objetos¢ ztoza chromatograficznego, w ktérej znajduje sie jeden lub wiecej
sktadnikéw prébki.

Chromatogram (gazowy, cieczowy) jest to wykres przedstawiajgcy zmiany stezenia analitu w fazie
ruchomej opuszczajgcej kolumne w zaleznosci od czasu lub objetosci fazy ruchome;j.

Chromatograf jest to przyrzad lub zestaw przyrzagddw stuzgcy do wykonywania rozdzielania
chromatograficznego. Najwazniejsze cze$ci chromatografu to dozownik, kolumna chromatograficzna
oraz detektor.

Dozownik — urzgdzenie za pomocg, ktérego wprowadzamy probke do fazy ruchomej przed ztozem
chromatograficznym lub na to ztoze.

Detektor — urzadzenie, ktére okresla zmiany w sktadzie fazy ruchomej przeptywajgcej przez niego
poprzez pomiar jej witasciwosci fizycznych lub chemicznych. Innymi stowy jest to urzadzenie, ktére
monitoruje sktad wyptywajgcego z kolumny eluatu w sposéb ciaggty, a zapis wskazan detektora w
czasie rozdzielania to chromatogram.

Kolumna —rurka ze znajdujacy sie w niej fazg stacjonarng, przez ktérg przeptywa faza ruchoma.
Kolumna pakowana —rurka zawierajgca ztoze chromatograficzne w catej objetosci.

Kolumna otwarta — kolumna o matej srednicy, w ktérej faza stacjonarna jest naniesiona w postaci
warstwy na wewnetrzng $ciane rurki a faza ruchoma przeptywa w sposéb swobodny. Stosuje sie tez
pojecia: kolumna o przekroju otwartym badz kolumna kapilarna.
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Chromatografia w odwréconym uktadzie faz — rodzaj chromatografii cieczowej, w ktérej faza
ruchoma jest znacznie bardziej polarna niz faza stacjonarna.

Chromatografia w normalnym uktfadzie faz — rodzaj chromatografii cieczowej, w ktdrej faza ruchoma
jest mniej polarna niz faza stacjonarna.

Elucja izokratyczna — proces rozdzielania chromatograficznego z wykorzystaniem fazy ruchomej o
niezmiennym sktadzie jakosciowym i ilosciowym.

Elucja gradientowa - proces rozdzielania chromatograficznego z wykorzystaniem fazy ruchomej o
zmieniajgcym sie, w sposob ciggty lub stopniowo, skfadzie jakoSciowym lub/i ilosciowym. Techniki
chromatograficzne dzieli sie wedtug nastepujgcych kryteridow:

e stanu skupienia fazy ruchome;j,

e mechanizmu rozdzielania,

e sposobu prowadzenia procesu chromatograficznego (ksztatt ztoza chromatograficznego, skala
procesu).
Ze wzgledu na stan skupienia fazy ruchomej wyrézniamy nastepujace rodzaje chromatografii:

e chromatografia gazowa (GC) — technika rozdzielania, gdzie faza ruchomg jest gaz; w
chromatografii gazowej zawsze stosujemy kolumny chromatograficzne,

¢ chromatografia cieczowa (LC) — technika rozdzielania, gdzie fazg ruchomg jest ciecz; w
chromatografii cieczowej rozdzielania chromatograficzne mozna prowadzi¢ w kolumnach
badz technika planarng, wyrdznia sie réwniez wysokosprawng chromatografie cieczowa
(HPLC) a takze ultrasprawna chromatografie cieczowa (UPLC),

¢ chromatografia z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym (SFC) — technika rozdzielania, w
ktorej faza ruchoma jest ptynem powyzej jego krytycznej temperatury i krytycznego cisnienia;
stosuje sie réwniez terminy: chromatografia fluidalna czy chromatografia nadkrytyczna.
Ze wzgledu na mechanizm rozdzielania wyrézniamy nastepujgce rodzaje chromatografii:

¢ chromatografia adsorpcyjna — rozdzielanie jest wynikiem réznic pomiedzy sktadnikami prébki
w zdolnosci do adsorbowania sie na powierzchni ciata statego (adsorbentu),

® chromatografia podziatowa — rozdzielanie jest wynikiem réznej rozpuszczalnosci sktadnikow
probki w fazie stacjonarnej (w przypadku chromatografii gazowej) lub réznej rozpuszczalnosci
sktadnikéw w fazie stacjonarnej i ruchomej (w przypadku chromatografii cieczowej),

¢ chromatografia jonowa (jonowymienna) — technika, w ktérej rozdzielanie jest wynikiem
roznej zdolnosci sktadnikéw prébki do ulegania wymianie jonowej,

¢ chromatografia wykluczania — technika, w ktdrej o rozdziale sktadnikéw prébki decyduja
roznice w wielko$ciach czgsteczek i/lub w ich ksztatcie; w przeszto$ci stosowane byty réwniez
nazwy: chromatografia zelowa, sgczenie molekularne, chromatografia sitowa,

¢ chromatografia powinowactwa - technika, w ktérej rozdzielanie jest wynikiem biologicznej
specyficznosci oddziatywan miedzy dwiema substancjami — oznaczanym sktadnikiem prébki i
reaktywnym chemicznie ligandem zwigzanym 2z powierzchnig nosnika, ten rodzaj
chromatografii jest stosowany do izolacji i oczyszczania biatek oraz kwaséw nukleinowych.

Ze wzgledu na sposéb prowadzenia procesu chromatograficznego wyrdznia sie nastepujgce rodzaje
chromatografii:

¢ chromatografia kolumnowa — technika rozdzielania, w ktdrej faza stacjonarna znajduje sie w
rurce (kolumnie), czastki statej fazy stacjonarnej albo nosnika pokrytego ciektg fazg
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stacjonarng wypetniajg catg objetos¢ rurki (kolumna pakowana) lub s3 osadzone na
wewnetrznych $ciankach rurki (kolumna otwarta, czyli kolumna ze swobodnym przeptywem
fazy ruchomej),

¢ chromatografia planarna — technika rozdzielania, w ktérej faza stacjonarna jest ptaska
warstwg; rozréznia sie tu chromatografie bibutowg oraz chromatografie cienkowarstwowg
(TLC), gdzie faza stacjonarna jest naniesiona w postaci warstwy na ptytke,

® chromatografia analityczna i preparatywna — techniki rozrézniane ze wzgledu na skale
procesu; obie chromatografie: kolumnowa i planarna mogg by¢ prowadzone w skali
analitycznej i preparatywnej.

1.3. Chromatogram

W kazdej technice chromatograficznej na poczatku rozdziela sie badang probke a nastepnie
przeprowadza sie detekcje poszczegdlnych sktadnikdow. Wynik procesu chromatograficznego zapisuje
sie w postaci chromatogramu przedstawiajgcego wykres wskazan sygnatu uzyskanego w detektorze
(odpowiadajgcego zmianom stezenia substancji w fazie ruchomej opuszczajgcej kolumne i
przechodzacej przez detektor) w funkcji czasu lub (rzadko) w funkcji objetosci fazy ruchomej (rysunek
3 i 4). Na osi X chromatogramu mierzymy czas natomiast na osi Y — wielko$¢ (wysokosé lub
powierzchnia) pikdw .

Maksimum piku

Pik

Linia podstawowa

—

Podstawa piku

v

»
»

Czas Czas
Rysunek 3. Pik chromatograficzny

Zapis stezenia pojedynczej substancji w fazie ruchomej w funkcji czasu ma posta¢ krzywej Gaussa i
nosi nazwe piku (ang. peak - szczyt) (rysunek 3). Inaczej méwigc jest to czeS¢ chromatogramu
ilustrujgca sygnat detektora w czasie, gdy kolumne opuszcza sktadnik prébki.

Wysokos¢ piku (h) — jest to odlegtos¢ pomiedzy podstawg piku a maksimum piku (rys. 4). Wysokos$¢
piku mierzy sie do linii podstawowe] piku a nie do osi X chromatogramu. Wielko$¢ piku, w tym i
wysokosé, jest proporcjonalna do ilosci rozdzielanej substancji a wiec moze stuzyé do analizy
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ilosciowej. Jednakze, bardziej rozpowszechnione w analizie ilosciowej, bo doktadniejsze, jest
korzystanie z pola powierzchni piku.

Linia podstawowa (linia zerowa) — jest to cze$s¢ chromatogramu ilustrujgca sygnat detektora w
czasie, gdy z kolumny wyptywa jedynie faza ruchoma.

Podstawa piku — jest wyznaczana poprzez interpolacje linii podstawowej chromatogramu pomiedzy
koncami piku.

Chromatogram przedstawiony na rysunku 4 zawiera pik substancji niezatrzymywanej na fazie
stacjonarne;. Na rysunku przedstawiono tez podstawowe parametry retencyjne
chromatografowanych substanc;ji.

A | a
i t §
2 B
a P i Pik badanej substancji
N |
2 b
o tM H H
2 ——f
= P
Pik substancji
i niezatrzymywanej na
Poczatek i fazie stacjonarnej
analizy ™\ o
\i / J /nia podstawowa

Czas

Rysunek 4. Chromatogram elucyjny oraz podstawowe parametry retencyjne: czas retencji substancji
niezatrzymywanej ty, catkowity czas retencji t; oraz zredukowany czas retencji t’s badanej substancji

Chromatogram dostarcza wielu cennych informacji, w tym dwie najwazniejsze:
e o sktadzie jakosciowym rozdzielanej prébki (potozenie piku substancji na
chromatogramie, czyli czas retencji piku, pozwala na jej identyfikacje),
¢ o sktadzie ilosSciowym rozdzielanej probki (wysokos¢ i pole powierzchni piku substancji

odpowiada jej stezeniu w prébce).

W praktyce, nie zawsze w badanej prébce wystepujg substancje niezatrzymywane na fazie
stacjonarnej, co powoduje, Zze wyznaczenie czasu retencji substancji niezatrzymywanej nie jest
sprawg prosty. W chromatografii gazowej takg substancjg bytby hel.
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1.4. Podstawowe parametry retencyjne

Retencja (tac. retentio — powstrzymywanie) w chromatografii charakteryzuje czas przebywania
substancji w kolumnie chromatograficznej. Skiadniki probki mogg wedrowaé przez kolumne
chromatograficzng wolniej niz faza ruchoma - to zjawisko nazywa sie retencjg. Na chromatogramie
mozna okresli¢ parametry retencyjne rozdzielanej substancji. Parametry retencji opisujg zachowanie
sie rozdzielanych skfadnikdw mieszaniny. Parametry retencji wyznacza sie poprzez pomiar odlegtosci
na chromatogramie, zapisywanym przez rejestrator na papierze z okreslong predkoscia i przeliczeniu
na czas lub odczytuje bezposrednio z wydruku chromatogramu, zapisanego przez odpowiednie
urzadzenie (np. komputer). Sposéb pomiaru jest przedstawiony na rysunku 5.Najczesciej stosowane
w chromatografii parametry retencyjne to:

® czas retencji substancji niezatrzymywanej ty, - czas liczony od momentu wprowadzenia do
kolumny (od poczatku analizy) substancji niezatrzymywanej przez faze stacjonarng do
momentu pojawienia sie na chromatogramie maksimum piku; odpowiada czasowi, w ktédrym
faza ruchoma migruje przez kolumne chromatograficzng oraz przez dozownik, detektor i
taczniki; poprzednio nazywany rowniez czasem martwym lub czasem zerowym,

* objetosc retendji substancji niezatrzymywanej V,, - objetos¢ fazy ruchomej, ktdra jest potrzebna do
elucji substancji niezatrzymywanej przez faze stacjonarng; poprzednio nazywana objeto$cig martwa
lub zerowg; objetos¢ retencji substancji niezatrzymywanej jest oczywiscie proporcjonalna do czasu
retencji substanciji niezatrzymywane;j:

Vu =ty F, (1)
gdzie:
F. - natezenie przeptywu fazy ruchomej (objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy
ruchomej) w temperaturze kolumny;,

¢ catkowity czas retendji t; - czas liczcony od momentu wprowadzenia badanej substancji do
kolumny (od poczatku analizy) do momentu pojawienia sie na chromatogramie maksimum
piku, czyli momentu maksymalnego stezenia substancji na wyjsciu z kolumny,

e catkowita objetos¢ retencji Vi - objetos¢ fazy ruchomej, ktéra jest potrzebna do elucji
badanej substancji mierzona od momentu wprowadzenia substancji do kolumny do momentu
pojawienia sie na chromatogramie maksimum piku; catkowita objetos¢ retencji jest
proporcjonalna do catkowitego czasu retenc;ji:

VR:tRFC (2)

¢ zredukowany czas retencji t’; — réinica pomiedzy catkowitym czasem retencji badanej
substancji i czasem retencji substancji niezatrzymywanej:

I'R=Ig =y (3)
e Zredukowany czas retencji charakteryzuje retencje substancji na fazie stacjonarnej i jest
charakterystyczny dla danej substancji a wiec moze stuzy¢ do jej identyfikacji,
¢ zredukowana objetos¢ retencji V’; — rdznica pomiedzy catkowitg objetoscig retencji badanej
substancji i objetoscig retencji substancji niezatrzymywanej:
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ViR=Vg =Vu (4)

® wspdtczynnik retencji k — miara czasu, w jakim substancja przebywa w fazie stacjonarnej, w
stosunku do czasu, w ktérym przebywa ona w fazie ruchomej; okresla, ile razy dtuzej
substancja jest zatrzymywana przez faze stacjonarng niz potrzebowataby na przejscie przez
kolumne z szybko$cig fazy ruchomej. Wspodtczynnik retencji oblicza sie z nastepujgcego wzoru:

k=R (5)

Wspdtczynnik retencji jest to jednoczesnie stosunek ilosci substancji w fazie stacjonarnej do ilosci
tej substancji w fazie ruchomej w stanie réwnowagi.

1.5. Podstawy teoretyczne procesu chromatograficznego

Pomiedzy czasteczkami probki a czasteczkami fazy stacjonarnej i fazy ruchomej zachodza
oddziatywania miedzyczasteczkowe, ktére réinig sie miedzy sobg, w zaleznos$ci od charakteru
zwigzkoéw oddziatujgcych (por roz. 1.2.3) i od miejsca wystepowania — na powierzchni graniczacych ze
sobg faz, np. podczas adsorpcji lub w catej objetosci faz uktadu, jak w przypadku podziatu (por.roz. I.
2.2.). Oddziatywania miedzyczasteczkowe powodujg, ze skfadniki mieszaniny sg w réznym stopniu
zatrzymywane przez faze stacjonarng. Oczywiscie silniejsze oddziatywanie z fazg stacjonarng
powoduje wiekszg retencje danego sktadnika prébki i tym samym pdzniejsze opuszczenie uktadu (np.
kolumny chromatograficznej). Oddziatywania miedzyczagsteczkowe mogg zachodzi¢ tylko miedzy
sktadnikami prébki a fazg stacjonarng, jak w przypadku chromatografii gazowej, gdzie gaz nosny nie
oddziatuje ze sktadnikami prébki natomiast w chromatografii cieczowej zachodzg oddziatywania
miedzyczasteczkowe pomiedzy wszystkimi elementami uktadu — fazg stacjonarng, fazg ruchoma
(rozpuszczalnikiem) i sktadnikami prébki (rysunek 6). Tym samym w chromatografii gazowej jedynie
faza stacjonarna wptywa na retencje a w przypadku chromatografii cieczowej, na retencje skfadnikéw
prébki wptywa zaréwno faza stacjonarna jak i faza ruchoma.

Sktadniki mieszaniny wprowadzanej do kolumny chromatograficznej migruja poprzez kolumne z
rozng predkoscig a tym samym opuszczajg jg w réznym czasie. Zatrzymywanie skfadnikdw prébki na
powierzchnifazy stacjonarnej jest spowodowane réznorodnymi zjawiskami, takimi jak:

® adsorpcja,

® podziat,

® oddziatywania jonowe,

e oddziatywania jonowo-asocjacyjne,

e efekty zwigzane z rozmiarami czgsteczek (wykluczanie),

e powinowactwo biologiczne.
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Rysunek 6. Oddziatywania miedzyczgsteczkowe w chromatografii gazowej oraz w chromatografii
cieczowej

Oddziatywania miedzyczasteczkowe, ktdre biorg udziat w procesie chromatograficznym sg efektem
wystepowania sit miedzyczgsteczkowych, takich jak:

* ity dyspersyjne,
e polarne (oddziatywania dipol-dipol, oddziatywania ©-7, wigzania wodorowe),

® jonowe.

Proces chromatograficzny moze by¢ prowadzony trzema technikami: technikg elucyjng, jako analiza
czolowa oraz jako rozwijanie przez rugowanie. Wspodtczesnie, wiekszos¢ rozdzielen
chromatograficznych jest wykonywana technikag elucyjng; pozostate techniki s stosowane bardzo
rzadko. W technice elucyjnej nastepuje seria procesdw adsorpcji-desorbcji chromatografowanego
zwigzku zachodzgcych pomiedzy dwiema fazami: stacjonarng i ruchoma. Istote procesu oddaje
rysunek 7.

Profile stezen zwigzku w obu fazach odpowiadajg krzywym Gaussa. Poruszajgca sie faza ruchoma
przesuwa profil stezenia zwigzku w fazie ruchomej do przodu w poréwnaniu z fazg stacjonarng. To
powoduje, ze stezenie zwigzku w fazie ruchomej w czesci frontowej piku przekracza stan réwnowagi i
nastepuje przejscie czesSci masy zwigzku z fazy ruchomej do fazy stacjonarnej. Odwrotny proces
nastepuje w tylnej czesci piku. Pasmo zwigzku porusza sie wzdtuz kolumny chromatograficznej w
rezultacie transferu zwigzku z fazy ruchomej do stacjonarnej we frontowej poftowie piku przy
jednoczesnym transferze zwigzku z fazy stacjonarnej do ruchomej w czesci tylnej piku.
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Rysunek 7. Proces elucji zwigzku w chromatografii [na podstawie Chromatography theory.
Cazes J., Scott R.P.W., 2002]

Istniejg dwie fundamentalne teorie chromatograficzne: teoria pdtek oraz teoria kinetyczna. Teoria pétek
opisuje czynniki, ktére kontrolujg retencje chromatograficzng oraz pozwala na obliczenie objetosci retencii.
Teoria kinetyczna opisuje zjawisko rozmycia pasma chromatograficznego.

1.5.1. Teoria pétek

W chromatografii podziatowej rozdzielanie sktadnikdw proébki jest wynikiem ich rdéinej
rozpuszczalnosci w fazach chromatograficznych. Dla zobrazowania procesu podziatu przyjmuje sie, ze
kolumna chromatograficzna sktada sie z wielkiej ilosci potaczonych ze sobg sekcji, czyli tzw. pdtek
teoretycznych (rysunek 8). Termin ten zostat zaczerpniety z teorii destylacji i ma wymiar catkowicie
teoretyczny. Pod pojeciem potki teoretycznej rozumiemy taka objetos¢ kolumny, w ktdrej zostaje
osiggniety stan (dynamicznej) réwnowagi pomiedzy stezeniem zwigzku w fazie stacjonarnej, a jego
stezeniem w fazie ruchomej.

Pétka teoretyczna

Kolumna chromatograficzna

Rysunek 8. llustracja potki teoretycznej kolumny chromatograficznej

Tak jak to opisano wczesniej, rozktad czgsteczek analitu pomiedzy dwie niemieszajgce sie fazy
charakteryzuje stata podziatu K opisana réwnaniem Nernsta (por. roz. I.2.2 réwnanie 26)
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Kiedy substancja jest wprowadzona do kolumny chromatograficznej natychmiast dzieli sie pomiedzy
faze stacjonarng a faze ruchomg w ,pierwszej podtce” zgodnie z wartoscig statej podziatu.
Rozpuszczone w fazie ruchomej czasteczki substancji poruszajg sie wraz z nig, az napotykajq faze
stacjonarng w ,drugiej potce”. Ponownie dzielg sie pomiedzy obie fazy zgodnie z wartoscig statej
podziatu. Jednoczesnie stezenie substancji w fazie ruchomej w ,,pierwszej potce” ulega zmniejszeniu,
a wiec cze$é czasteczek przechodzi z fazy stacjonarnej do fazy ruchomej, aby stosunek stezen
odpowiadat wartosci statej podziatu. W krétkim czasie wszystkie czgsteczki substancji przechodzg z
»pierwszej potki” do nastepnej. Faza ruchoma porusza sie poprzez kolejne pétki i w kazdej z nich
ustala sie lokalna rdwnowaga opisana prawem Nernsta. Proces trwa dopdki wszystkie czgsteczki
substancji nie opuszczg kolumny chromatograficznej.

Faza stacjonarna | .

Faza ruchoma / - .../.
I\~

Faza stacjonarna M

K=1 K=1/2

Rysunek 9. Mechanizm procesu chromatograficznego na przykfadzie chromatografii gazowej na
kolumnie o przekroju otwartym; rozdzielane substancje charakteryzujg sie zréznicowanymi statymi
podziatu K

Gdy do kolumny chromatograficznej wprowadzona jest mieszanina dwdch lub wiecej substancji,
charakteryzujgcych sie réznymi statymi podziatu, substancje, ktdrych stata podziatu jest mniejsza od
jednosci (K < 1) migrujg znacznie szybciej przez kolumne niz te, ktorych K > 1. W rezultacie,
substancje o nizszej wartosci statej podziatu ulegajg rozdzieleniu od substancji o jej wyzszej wartosci
(rysunek 9).

Teoria potek wprowadza fundamentalne réwnanie chromatografii tgczgce catkowitg objetosé retencji
substancji Vi ze statg podziatu K:

Vo=V, +KV, +V, 6)

gdzie:
Vi — objetosé retencji substancji,
K — stata podziatu,
V,, — objetosc¢ fazy ruchomej,
V; — objetosc¢ fazy stacjonarnej,
Ve — objetos¢ pozakolumnowa (objetosé¢ dozownika, fgcznikéw itp.); dla Vi << V,,, wartos$é V;
pomija sie.

Objetosc retencji substancji niezatrzymywanej na kolumnie V;, w praktyce jest suma objetosci fazy
ruchomej V,, oraz objetosci pozakolumnowej V;:
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V, =V +V, (7)

m

gdzie:
Vi — objetosé retencji substancji niezatrzymywanej na kolumnie,
V,, — objetosc¢ fazy ruchomej,
Ve — objetos¢ pozakolumnowa.
Czas retencji tz jest proporcjonalny do objetosci retenc;ji:
Ve =1tg Vc (8)
gdzie:

Vi — objetosé retencji substancji,

trz — czas retencji substancji,

F.— natezenie przeptywu fazy ruchome;.

Z réwnania wywodzgcego sie z teorii pétek wynikajg praktyczne wnioski:

¢ im wieksza wartos¢ statej podziatu K, tym wiekszy czas retencji t; danego zwigzku,
e wzrost objetosci fazy stacjonarnej V; powoduje wzrost czasu retencji t; danego zwigzku,

czyli czas retencji zalezy réwniez od wymiaréw kolumny.

Dla dwdch réznych zwigzkdw chemicznych A i B:

VR(A) =V, + K(A)Vs +Vi (9)

Ve =V + KV, +V, (10)

Dwa rdine skfadniki mieszaniny zostajg rozdzielone, jesli réznig sie objetoscig retencji a tym
samym roznig sie statg podziatu:

VR(A) * VR(B)

Ky # K

Wspdtczynnik retencji k jest definiowany jako stosunek liczby moli substancji w fazie stacjonarnej do

liczby moli substancji w fazie ruchome;j:

k = ny — CsVs

gdzie:
k — wspdtczynnik retencji,
n, — liczba moli substancji w fazie stacjonarnej,
n,, — liczba moli substancji w fazie ruchomej.
Wspdtczynnik retencji k jest zalezny od statej podziatu K:
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" (12)

1.5.2. Teoria kinetyczna

Teoria kinetyczna jest drugg fundamentalng teorig chromatograficzng. Opisuje przyczyny poszerzenia
pasma chromatograficznego. Obszar w ztozu chromatograficznym, w ktérym znajduje sie substancja
rozdzielana (pasmo) stale poszerza sie w czasie, kiedy substancja migruje poprzez zloze
chromatograficzne. Poszerzanie sie pasma chromatograficznego jest wynikiem zachodzgcych w kolumnie
proceséw kinetycznych i termodynamicznych. Efektem tego, widocznym na chromatogramie, moze by¢
szeroki pik substanciji.
B B
a) b)

Rys. 10. Porédwnanie chromatogramdéw mieszaniny substancji A i B otrzymanych na kolumnie o niskiej
sprawnosci (a) oraz o duzej sprawnosci (b)

Na rysunku 10 przedstawiono dwa przyktady rozdzielania chromatograficznego mieszaniny dwdch
substancji A i B, roznigcych sie czasami retencji. Poszczegdlne sktadniki mieszaniny sg rozdzielone
jedynie wtedy, jezeli profil stezenia (pik) kazdego z nich jest dostatecznie waski, aby piki nie tgczyty
sie ze soba.

Sprawnos¢ kolumn chromatograficznych decyduje o tym, czy uzyskane piki s3 waskie czy
szerokie. Sprawnos¢ kolumn zalezy od liczby pétek teoretycznych (N) w danej kolumnie. Im
wiecej potek teoretycznych, tym kolumna jest sprawniejsza i uzyskane piki rozdzielanych

substancji sg weisze.

Liczba pdtek teoretycznych zalezy od dtugosci kolumny L oraz od wysokosci pojedynczej potki H:

N=— (13)

gdzie:
N — liczba pdtek teoretycznych,
L — dtugosc¢ kolumny,
H — wysokosé réwnowazna potce teoretycznej, inaczej oznaczana WRPT.
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Im wieksza jest wysokosc pétki teoretycznej, tym mniej potek teoretycznych znajduje sie w danej
kolumnie i tym mniej sprawna jest kolumna, co powoduje, ze uzyskane piki rozdzielanych

substancji sg szersze.

Wysoko$¢ potki teoretycznej zalezy od warunkdow eksperymentalnych w danym uktadzie
chromatograficznym, miedzy innymi od liniowej predkosci przeptywu fazy ruchomej przez kolumne.
Dla danego ukfadu chromatograficznego istnieje optymalna liniowa predkos¢ przeptywu fazy
ruchomej, przy ktdrej uzyskuje sie najmniejszg wysokos$é potki teoretycznej, a wiec najwiekszg
sprawnosé kolumny.

W praktyce liniowg predkos¢ przeptywu fazy ruchomej oblicza sie poprzez podzielenie dtugosci
kolumny L przez czas retencji substancji niezatrzymywanej ty;:

u=— (14)

gdzie:
u — liniowa predkosc¢ przeptywu fazy ruchomej.

Wzory opisujgce zalezno$é wysokosci potki teoretycznej od liniowej predkosci przeptywu fazy
ruchomej sg bardzo podobne w chromatografii gazowej oraz w chromatografii cieczowej. W
przypadku chromatografii gazowe] stosujemy réwnanie van Deemtera natomiast w chromatografii
cieczowej rdwnanie Kennedy’ego i Knoxa.

Wysokos¢ potki teoretycznej H opisana jest rownaniem van Deemtera:

H =A+£+Cs,u+Cmu (15)
u

gdzie:
A — dyfuzja wirowa,
B — dyfuzja podtuzna w fazie ruchomej,
C;— opor przenoszenia masy zwigzany z fazg stacjonarng,
C,, — opor przenoszenia masy zwigzany z fazg ruchoma.

W kolumnie wypetnionej fazg stacjonarng czasteczki chromatografowanego zwigzku poruszajg sie
réoznymi drogami (rysunek 11), co powoduje, ze ich czasy przebywania w kolumnie, a tym samym ich
czasy retencji sg rézne. Zjawisko to nosi nazwe dyfuzji wirowe;j i jest powodem rozmycia piku. Dyfuzja
wirowa wystepuje w kolumnach pakowanych, w ktérych czastki fazy stacjonarnej wypetniajg cata
wewnetrzng objetos¢ kolumny, a jej efekt, czyli rozmycie pikow zalezy od wymiardw czastek
wypetnienia kolumny, ich ksztattu, porowatosci i sposobu upakowania w kolumnie.
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Rysunek 11. Mechanizm dyfuzji wirowej. Czerwone linie pokazujg rézne drogi czasteczek w
wypetnieniu kolumny [na podstawie Chromatography theory. Cazes J., Scott R.P.W., 2002]

Dyfuzja podtuzna jest efektem przypadkowych ruchdw czgsteczek chromatografowanego zwigzku w
fazie ruchomej (rysunek 12), ktérym ulegajg w sposdb naturalny w cieczy lub w gazie. Profil stezenia

zwigzku w fazie ruchomej ma ksztatt krzywej Gaussa, poniewaz proces dyfuzji jest przypadkowy.

| Probka

Faza Ruchoma

Rysunek 12. Poszerzanie pasma chromatograficznego w kolumnie z powodu dyfuzji podtuznej na
podstawie [Chromatography theory. Jack Cazes, Raymond P. W. Scott, 2002]

Parametry C w réownaniu van Deemtera dotyczg opordw przenoszenia masy. Parametr C; dotyczy
oporu przenoszenia masy zwigzanego z fazg stacjonarng. W trakcie migracji przez kolumne czgsteczki
zwigzku chromatografowanego sg przenoszone ciagle z fazy ruchomej do stacjonarnej i odwrotnie.
Proces ten nie jest btyskawiczny, ale wymaga okreslonego czasu, czego efektem jest poszerzanie sie
pasma chromatograficznego. Parametr C,, dotyczy oporu przenoszenia masy pomiedzy sgsiednimi
strumieniami fazy ruchome;j.
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Réwnanie van Deemtera pokazuje jak wysokos$¢ poétki teoretycznej zalezy od liniowej predkosci
przeptywu fazy ruchomej i jest réwnaniem hiperboli (rysunek 13a). Dla danego uktadu
chromatograficznego istnieje optymalna predkos¢ przeptywu fazy ruchomej, przy ktérej uzyskuje sie
najmniejszg wartos$¢ wysokosci poéfki teoretycznej a wiec najwiekszg sprawnosé kolumny.

Rysunek 13b ilustruje wptyw indywidualnych czynnikéw (A, B/u, Csu, Cu) na wysokosé potki teoretycznej i
na wypadkowg krzywg van Deemtera. Wartosci A, B i C sg okreslone i stafe dla okreslonej substancji
chromatografowanej i okreslonych warunkéw chromatograficznych.

a) H A krzywa van Deemtera

~

-~
S— # [cm/s]

U

H A krzywa van Deemtera

it

e
L —— u [cr/s]
Rysunek 13. Krzywa van Deemtera. Zalezno$¢ wysokosci pétki teoretycznej od predkosci przeptywu
fazy ruchomej w chromatografii gazowej [na podstawie Instrumental Methods of Analysis. Willard et
al., 1988]

W przypadku chromatografii gazowej czynnik C,, jest matoznaczacy i mozna go zaniedba¢. Rdwnanie
van Deemtera w chromatografii gazowej podaje sie czesto w formie uproszczone;:

H:A+£+Cu (16)
u

gdzie:

C — opodr przenoszenia masy.
Rownanie Kennedy’ego i Knoxa opisujgce zaleznos¢ wysokosci potki teoretycznej od predkosci
przeptywu fazy ruchomej w chromatografii cieczowej:
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H=Au“3+§+cu (17)
u

Wysokos¢ poétki teoretycznej H oraz predkos¢ przeptywu fazy ruchomej u w chromatografii cieczowej
mogg by¢ wyrazone jako tzw. wartosci zredukowane: zredukowana wysoko$é potki teoretycznej h oraz
zredukowana predkos¢ fazy ruchomej v. Wielkosci zredukowane s3 bezwymiarowe i umozliwiajg
porownanie wiasciwosci roznych kolumn chromatograficznych w chromatografii cieczowej. Na sprawno$¢
kolumn w chromatografii cieczowej duzy wptyw ma sSrednia Srednica czastek d, wypetnienia kolumny,
czyli fazy stacjonarnej. Zredukowana wysokos$¢ potki teoretycznej w chromatografii cieczowej jest
stosunkiem wysokosci po6tki teoretycznej H do Sredniej Srednicy czastek wypetnienia kolumny d,:

h= dﬁ (18)
P
gdzie:
h — zredukowana wysokos¢ pétki teoretycznej,
d, — $rednia Srednica czastek fazy stacjonarne;j.
Zredukowana predkos¢ fazy ruchomej w chromatografii cieczowej:
V= uD—d” (19)
M
gdzie:

v — zredukowana liniowa predkos¢ przeptywu fazy ruchome;j,

Dy, — wspotczynnik dyfuzji w fazie ruchomej.

Wykorzystujgc pojecia zredukowanej wysokosci potki teoretycznej i zredukowane]j predkosci
fazy ruchomej, rownanie Knoxa mozna przedstawi¢ w nastepujgcej formie:

h:Av”3+£+Cv (20)
1%

Wartos¢ zredukowanej wysokosci potki teoretycznej okresla liczbe czgstek wypetnienia kolumny
tworzacych jedng podtke teoretyczng kolumny. W chromatografii cieczowej, kolumna ma dobrg
sprawnosé, gdy h ma warto$é w przedziale 2 — 3, jezeli wartos¢ h > 10 to kolumna jest Zle upakowana
lub wypetnienie jest ztej jakosci.

1.6. Sprawnos¢ kolumn chromatograficznych

Liczbe potek teoretycznych, czyli sprawnos¢ kolumny mozina wyznaczy¢ bezposrednio z
chromatogramu przy uzyciu substancji testowej. Substancjg testowg moze by¢ zwigzek, dla ktérego
wspotczynnik retencji k miesci sie w granicach od 5 do 10. Pik substancji testowej powinien by¢
symetryczny (rysunek 14). Liczbe poétek teoretycznych w kolumnie wyznacza sie z nastepujacych

2
N = (%) (21)
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2
N:5,54( & J (22)

1/2

lub

2
N = 16{l—’*j (23)
WB

o — odchylenie standardowe krzywej Gaussa (szerokos¢ piku na wysokosci rownej
0,882 h),
W ,— szerokos¢ piku w potowie jego wysokosci,

gdzie:

Wpg— szerokos¢ piku przy podstawie.

Wszystkie wielkosci mierzone sg w jednostkach czasu i wyznaczane bezposrednio z chromatogramu
(rys. 14). Liczba potek teoretycznych jest oczywiscie wartoscig bezwymiarowa.

I

—

W,=4c

Rysunek 14. Wielkosci odczytywane z chromatogramu; wyznaczanie liczby pétek teoretycznych z piku
chromatograficznego

Efektywng liczbe pdétek teoretycznych w kolumnie wyznacza sie z nastepujgcych zaleznosci:

2
N, = 5,54(“* —u j (24)
1/2
lub
2
k
Nef = (mj N (25)

gdzie:

N¢s— efektywna liczba potek teoretycznych,
Sprawnos¢ rozdzielenia jest wyrazana takze rozdzielczoscig pikow. Rozdzielczos¢ pikédw okresla
rozdzielenie dwdch pikéw z uwzglednieniem ich srednich szerokosci na linii podstawy. Rozdzielczos¢
pikow liczy sie z nastepujgcego wzoru:
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_ Z(tRZ _tm)

= (26)
WB] + WBZ

N

gdzie:
Rs— rozdzielczos¢ pikdw, nazywana tez zdolnoscig rozdzielczg kolumny,
tr; — czas retencji substancji 1,
tro — czas retencji substancji 2, przy czym tz, > tgy,
Wp;— szerokosc¢ piku 1 na linii podstawy,
Wpg,— szerokos¢ piku 2 na linii podstawy.

Purnell wprowadzit zalezno$¢ taczacg w sobie wielkos¢ rozdzielczosci pikdw (Rs), selektywnosé
rozdzielenia (a) oraz sprawnos$¢ kolumny (N):

Rs=i(0{—_1)( ky J\/N_2 (27)

o N\1+k,

gdzie:
k, — wspodtczynnik retencji substancji 2, przy czym tg, > tgs,
N, — liczba pétek teoretycznych odniesiona do substancji 2,

a— wspdtczynnik selektywnosci.

Wspdtczynnik selektywnosci & liczymy z nastepujgcego wzoru:
o= Tre _ ﬁ (28)
t'Rl kl
gdzie:
t'z; — zredukowany czas retencji substanc;ji 1,
t’z, — zredukowany czas retencji substancji 2, przy czym tg, > tgs,
k; —wspodtczynnik retencji substancji 1,
k, — wspotczynnik retencji substancji 2.

1.7. Analiza jakosciowa

Analize jakosciowa technikami chromatograficznymi mozna wykonaé dwoma sposobami:
e poprzez wykorzystanie parametrow retencyjnych analitu (czas retencji, indeksy retencji),
® poprzez stosowanie detekcji o duzym potencjale identyfikacyjnym, takiej jak spektrometrie
mas czy spektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR).

Parametry retencyjne stuzg do identyfikacji zwigzkéw chemicznych analizowanych technikami
separacyjnymi, poniewaz w danych warunkach chromatograficznych okreslony zwigzek

chemiczny ma zawsze taka samag retencje.

Jednakowe warunki chromatograficzne oznaczajag jednakowy rodzaj i wymiary kolumny
chromatograficznej, rodzaj i predkos¢ przeptywu fazy ruchomej, temperature analizy itd.

Do identyfikacji zwigzkéw chemicznych metoda chromatografii gazowej oraz chromatografii
cieczowe] stosuje sie wielko$é czasu retencji lub zredukowanego czasu retencji. Identyfikacje
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sktadnika prébki wykonuje sie w ten sposéb, ze w statych warunkach chromatograficznych analizuje
sie bezposrednio po sobie badang probke oraz wzorzec (rysunek 15), nastepnie poréwnuje sie czasy
retencji sktadnikéw prébki oraz wzorca. Jezeli sg inne to na pewno mozna wykluczy¢ identycznosc
substancji. Jezeli sg takie same to istnieje duze prawdopodobienstwo, ze s to identyczne substancje.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze pomiar czasu retencji moze by¢ obarczony niewielkimi btedami (rzedu
setnych czesci minuty) wynikajgcymi ze sposobu dozowania czy chociazby z opdznienia w nacisnieciu
przycisku rozpoczynajgcego pomiar (rysunek 15).
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Rys. 15. Chromatogramy GC-FID roztworu dokozanu (tg = 9,12 min) (a) oraz badanej probki (b), pik o
tr = 9,08 min na chromatogramie badanej prébki jest pikiem dokozanu, piki o t; = 2,34 minoraz o tg =
2,42 min na chromatogramie roztworu dokozanu sg pikami rozpuszczalnikdw, w ktérych
rozpuszczono wzorzec dokozanu, réwniez pik o tg = 2,32 min na chromatogramie badanej prébki jest
pikiem rozpuszczalnika
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Jednakze niektdre zwigzki chemiczne o réinej budowie mogg przypadkowo wykazywac takg samg
retencje. Aby uzyska¢ wiekszg pewnos$¢ co do tozsamosci zwigzku nalezy powtdrzyé analize
jakosciowg, stosujgc inne warunki chromatograficzne, to znaczy uzywajgc kolumny
chromatograficznej wypetnionej fazg stacjonarng o innej polarnosci.

Zamiast czasow retencji mozna poréwnywaé zredukowane czasy retencji analitu i wzorca, co
prowadzi do doktadniejszych wynikéw, ale wymaga znajomosci czasu zerowego.

Niewielkie rdznice warunkéw chromatograficznych pomiedzy analizg probki oraz analizg wzorca
(rysunek 15) mogg prowadzi¢ do btednej interpretacji wynikéow. Aby temu zapobiec mozna dodac
wzorzec do badanej prébki i nastepnie sprawdzié, czy uzyskujemy jeden czy dwa piki
chromatograficzne. Takg sytuacje przedstawia rysunek 19: po dodaniu wzorca do prébki pik analitu
zwiekszyt sie, co oznacza, ze jest to ta sama substancja.

Wadg powyzszych metod jest koniecznos¢ dysponowania wzorcami wielu zwigzkdw chemicznych
oraz wstepnymi informacjami, co do charakteru prébki. Ten sposéb identyfikacji stosujemy
najczesciej wtedy, kiedy poszukujemy w probce okreslonej substancji. Jezeli prébka jest zupetnie
nieznana to dobieranie wzorcéw metodga ,préb i btedéow” jest praktycznie niewykonalne. Wtedy
lepszg alternatywag jest stosowanie detektoréw jakosciowych.

Do identyfikacji zwigzkéw chemicznych metodg chromatografii gazowej stosuje sie takze indeksy
Kovatsa (nazywane rowniez indeksami retencji).

Indeks retencji jest w znacznym stopniu niezalezny od warunkéw analizy chromatograficzne;j i
przez to jest charakterystyczny dla danego zwigzku w okreslonej temperaturze analizy i

polarnosci fazy stacjonarne;j.

Identyfikacja nieznanego zwigzku moze nastgpi¢ poprzez pordwnanie wyznaczonych indekséw
retencji z danymi zamieszczonymi w literaturze naukowej. Indeks retencji substancji X wyznacza sie w
stosunku do retencji n-alkanéw, jednego o (z) atomach wegla w faricuchu, eluowanego z kolumny
przed substancjg, i drugiego o (z + 1) atomach wegla w fancuchu, eluowanego z kolumny za
substancja. Indeks retencji n-alkanu wynosi stukrotnos¢ liczby atoméw wegla, czyli na przyktad dla n-
pentanu indeks retencji wynosi 500.

Indeks Kovatsa dla substancji X, wyznaczony w warunkach izotermicznych, oblicza sie ze wzoru:
log? Ry —logt R,

logt'g, —logt'g,

K; =100z+100 (29)

gdzie:
I'g , —zredukowany czas retencji n-alkanu o (z) atomach wegla w taricuchu,
t'Rx — zredukowany czas retencji substancji X,

l'RZH — zredukowany czas retencji n-alkanu o (z + 1) atomach wegla w taricuchu,

'R, 'Ry TRy, -

W przypadku chromatografii gazowej z programowaniem temperatury analizy, indeks retencji
wyznacza sie stosujgc bezposrednio wartosci liczbowe zredukowanych czasow retencji. Indeks
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retencji dla substancji X, wyznaczony w warunkach programowanej temperatury, oblicza sie ze
wzoru:

t'p —t
R, =100z +100—x Rz (30)

t RZ+1 —t RZ

Wyrazenie w liczniku i mianowniku wzoru (30) oznacza réznice czaséw retencji, wiec w przypadku
chromatografii gazowej z programowaniem temperatury analizy mozna wyznaczy¢ indeks retencji
stosujgc wartosci catkowitych czaséw retencji zamiast zredukowanych czaséw retencji. Wzér mozna
fatwo przeksztatci¢ korzystajgc z zaleznosci:

t'r=tg —ty (3)
gdzie:
t’s — zredukowany czas retencji substancji,
tr — catkowity czas retencji substancji,
R, =100z +100Fx "Re (31)
tRZ+l _tRZ
gdzie:

Ig, —czas retencji n-alkanu o (z) atomach wegla w faficuchu,
tRx — czas retencji substancji X,

Ig,., —czas retencji n-alkanu o (z + 1) atomach wegla w taricuchu,

IR, (IR, Ik, .

Detektor o duzym potencjale identyfikacyjnym, taki jak spektrometr mas (MS), pozwala na analize
jakosciowa sktadnikdw prébki, poniewaz dostarcza informacji o ich masie czgsteczkowej i budowie
strukturalnej. W wyniku pofgczenia chromatografu ze spektrometrem mas uzyskuje sie rozdzielenie
mieszaniny sktadnikéw probki w kolumnie chromatograficznej a nastepnie identyfikacje
poszczegblnych sktadnikow probki w spektrometrze mas. Mozliwe jest potgczenie chromatografu
gazowego ze spektrometrem mas (GC-MS) a takze chromatografu cieczowego ze spektrometrem
mas (LC-MS). Wynikiem analizy technikg spektrometrii mas jest widmo mas. Widmo mas zawiera
informacje o masie czgsteczkowej badanego zwiagzku oraz o budowie strukturalnej. Widmo mas jest
charakterystyczne dla okreslonego zwigzku chemicznego i dzieki temu pozwala na jego identyfikacje,
albo poprzez interpretacje widma albo poprzez proste poréwnanie z katalogami widm.

1.8. Analiza ilosciowa

Techniki chromatograficzne, podobnie jak wiekszos$¢ technik instrumentalnych, nalezg do metod
porownawczych, ktére wymagajg kalibracji wzgledem wzorcow.

Analiza ilosciowa w technikach chromatograficznych opiera sie na tym, ze ilos¢ (masa lub

stezenie) skfadnika prébki jest proporcjonalna do powierzchni (lub wysokosci) jego piku.

Analize mozna wykonac¢ poprzez poréwnywanie powierzchni (lub wysokosci) piku analitu z
powierzchnig (lub wysokoscig) piku wzorca o znanej masie lub stezeniu. Wyniki analizy
chromatograficznej zalezg od jakosci zastosowanego chromatografu oraz warunkéw analizy.
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Parametr mierzony, pole powierzchni lub wysoko$¢ piku, jest funkcja stezenia (lub masy)
chromatografowanej substancji.

A= f(c) (32)
h=f(c) (33)
gdzie:
A — pole powierzchni piku,
h —wysokos¢ piku,
¢ — stezenie substancji w prébce dozowanej do chromatografu.

Najczesciej stosowane sg trzy metody analizy ilosciowe;j:
e metoda krzywej kalibracyjnej (kalibracja bezwzgledna),
¢ metoda wzorca wewnetrznego,
¢ metoda dodatku wzorca.

1.8.1. Metoda krzywej kalibracyjnej

W metodzie krzywe] kalibracyjnej mierzony parametr (pole powierzchni lub wysokos¢ piku) jest
funkcjg liniowa stezenia. Mozna go opisa¢ rownaniem prostej:

h=ac+b (34)
gdzie:
¢ — stezenie substancji w prébce dozowanej do chromatografu,
a — wspotczynnik kierunkowy prostej,
b — wartosc stata, bedgca wartoscig wyznaczong dla Slepej préby.

Podobng posta¢ ma réwniez rownanie wykorzystywane w metodzie krzywej kalibracyjnej w
przypadku, kiedy mierzymy pole powierzchni piku a nie jego wysokos¢.

Zaleznos$¢ mierzonego parametru (pola powierzchni lub wysokosci piku) od stezenia zwigzku mozna
przedstawié graficznie (rysunek 16).

h=ac+b h=ac
25 A 20 -
20 1 15
T 15 =
5 5 101
<= 10 1 =
5 57
<
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
c [mg/ml] c [mg/mi]

Rysunek 16. Przykftady krzywych kalibracyjnych, zaleznos¢ wysokosci piku chromatograficznego (h) od
stezenia badanego zwigzku (c)
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Wspdtczynnik a okresla czutos¢ metody; im wieksze zmiany parametru mierzonego na jednostke
stezenia ¢, tym wieksza jego wartosé i tym wyzsza czutosé metody. Metody o matym kacie nachylenia
krzywych kalibracyjnych nie sg przydatne do celéw analitycznych. Wartos¢ stata b moze przyjmowac
wartosci dodatnie, ujemne lub zero.

W metodzie krzywej kalibracyjnej przygotowuje sie szereg roztwordw o znanych stezeniach
substancji analizowanych oraz tzw. $lepa prébe — roztwdr, w ktérym sg wszystkie sktadniki
roztworéw wzorcowych z wyjgtkiem analitu. Nastepnie wykonuje sie analize chromatograficzng
kazdego roztworu i mierzy sie pole powierzchni (lub wysokos¢) piku substancji analizowanej. Pole
powierzchni lub wysoko$é piku mierzy sie réwniez dla préobki badanej, nanosi na krzywa kalibracyjng i
odczytuje stezenie analitu w prébce badanej lub oblicza sie je z réwnania proste;j.

Metode krzywej kalibracyjnej stosuje sie wtedy, kiedy mozna z duzg doktadnoscig wyznaczy¢

objetos¢ dozowanych prdébek. Jest to najczesciej stosowana metoda analizy iloSciowej w

chromatografii cieczowe;j.

1.8.2. Metoda wzorca wewnetrznego

W metodzie wzorca wewnetrznego do badanej probki dodaje sie okreslong ilos¢ wzorca (substangji
standardowej), dobrze oddzielajgcego sie w danych warunkach analizy od wszystkich badanych
sktadnikéw prébki. Wzorzec powinien mieé¢ wiasciwosci fizyko-chemiczne maksymalnie zblizone do
wiasciwosci substanciji badanej, nie moze by¢ skiadnikiem analizowanej prébki, poza tym powinien by¢
nielotny, trwaty i dostepny w postaci czystej. llos¢ dodanego wzorca powinna byé poréwnywalna z iloscig
badanej substangji.

Sygnat wiekszos$ci detektoréw zalezy od rodzaju analizowanych zwigzkdw i dlatego stosunek
wysokosci (lub powierzchni) pikéw dwoch zwigzkéw nie jest rowny stosunkowi ich zawartosci w
mieszaninie. W chromatografii gazowej odpowiedZ detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID) jest
wprost proporcjonalna do liczby atoméw wegla niezwigzanych z tlenem a nie do masy zwigzku.
Réwnania krzywej kalibracyjnej dla analitu i dla wzorca, ktéry jest inng substancjg, nie beda
identyczne. Metode wzorca wewnetrznego mozna zastosowac, jezeli wartosci b w obu réwnaniach
beda réwne zeru.

h,=a,c, (35)

gdzie:

h, —wysokos¢ piku analitu,

a, — wspotczynnik kierunkowy prostej (analit),

¢, — stezenie analitu w prébce dozowanej do chromatografu,

h,, — wysokos¢ piku wzorca,

a., — wspotczynnik kierunkowy prostej (wzorzec),

¢y — stezenie wzorca w probce dozowanej do chromatografu.

Réwnania mozna podzieli¢ stronami:

a — a —a (36)
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Wprowadzajac tzw. wspdtczynnik odpowiedzi f:

a
f=— (37)
a,
Otrzymuje sie rOwnania stosowane w metodzie wzorca wewnetrznego:
h c
£ =f2 (38)
hw CW
h m
“=f—= (39)
hw mW

gdzie:
¢, — stezenie analitu w probce,
m,— masa analitu w prébce,
¢, — stezenie wzorca w probce.
m,, —masa wzorca w probce,
f—wspdtczynnik odpowiedzi.

Podobng posta¢ majg rowniez réwnania wykorzystywane w metodzie wzorca wewnetrznego w
przypadku, kiedy mierzy sie pole powierzchni piku a nie jego wysokos¢.

Wspoétczynnik odpowiedzi jest wartoscia charakterystyczng dla okreslonej pary zwigzkow

chemicznych, analitu i wzorca wewnetrznego, zalezng od warunkéw przeprowadzanej analizy.

Wykonanie analizy skfada sie z dwdch etapéw. W pierwszym etapie przygotowuje sie roztwor
wzorcowy zawierajacy analit oraz wybrany wzorzec wewnetrzny o okreslonych znanych stezeniach
(c,” oraz c,’). Wykonuje sie analize roztworu wzorcowego i mierzy wysokos¢ piku analitu oraz
wysokos¢ piku wzorca wewnetrznego (h,” oraz h,’) (rysunek 17). Znajgc wartosci ¢,’, ¢,,”, h,” oraz h,/’,
mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie wartos¢ wspotczynnika detekcji f, korzystajgc z wzoru (38) lub
(39), stosowanego w metodzie wzorca wewnetrznego.

W drugim etapie dodaje sie okreslong znang ilo$¢ wzorca wewnetrznego do badanej probki (c,),
wykonuje analize roztworu prébki i mierzy wysokos¢ piku analitu oraz wysokos$¢ piku wzorca
wewnetrznego (h, oraz h,) (rysunek 18). Znajgc warto$¢ wyznaczonego wczesniej wspotczynnika
detekgji f, korzysta sie z wzoru (38) lub (39), stosowanego w metodzie wzorca wewnetrznego i oblicza
zawartos$¢ analitu w prébce.

Metoda wzorca wewnetrznego jest czesto stosowana w chromatografii gazowej. Powodem jest
przede wszystkim mnogos¢ operacji wykonywanych na prébce (min. ekstrakcji i przeprowadzania jej
w pochodne odpowiednie do analizowania metodg GC), w ktérych czasie moze nastgpi¢ pewna
utrata prébki. Inne przyczyny to: problemy z okresleniem matych objetosci rozpuszczalnika, w ktérym
rozpuszcza sie badang prébke, niemoznos$é uzyskania powtarzalnego dozowania przy zastosowaniu
dozownika z dzieleniem oraz to, ze eliminuje sie koniecznos¢ wykonania krzywej kalibracyjne;j.
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Rysunek 17. Chromatogram GC-FID roztworu wzorcowego, wzorzec wewnetrzny (t; = 9,07 min; c=1
mg/ml) oraz analit (tg = 12,23 min; c = 1 mg/ml); na podstawie zamieszczonych danych mozna
obliczy¢ warto$é wspotczynnika detekcji f (sposob wyznaczania wysokosci piku chromatograficznego
jest wyjasniony na rysunku 4)
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Rysunek 18. Chromatogram GC-FID badanej prébki, wzorzec wewnetrzny (tg = 9,08 min; c=0,4
mg/ml) oraz analit (tg = 12,25 min) (na podstawie zamieszczonych danych oraz wyznaczonej wartosci
wspotczynnika detekcji f mozna obliczy¢ stezenie analitu w prébce)
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1.8.3. Metoda dodatku wzorca

Metode dodatku wzorca stosuje sie, jezeli réwnanie krzywej kalibracyjnej ma przebieg prostoliniowy
zas wartos¢ b jest réwna zeru. Ponadto, objetos¢ prébki wprowadzanej na kolumne
chromatograficzng musi by¢ stata. Warunek ten jest spetniony w przypadku stosowania dozownikdw
z petlg dozowniczg. Procedura oznaczen w metodzie dodatku wzorca jest nastepujaca:

e pobiera sie dwie identyczne prébki 1i 2,

* przygotowuje sie probke 1 i wykonuje analize chromatograficzng, mierzac pole powierzchni
lub wysokos¢ piku analitu;

e do prébki 2 dodaje sie znang ilos¢ wzorca, ktdry jest badang substancjg (analitem), roztwor
miesza i wykonuje analize chromatograficzng, mierzgc pole powierzchni lub wysoko$¢ piku
analitu; warto$¢ parametru mierzonego wzrasta, a wzrost jest proporcjonalny do ilosci
dodanego analitu (rysunek 19).

Wynikiem dodania roztworu wzorca jest zmiana objetosci probki badanej, stad nalezy skorygowac
stezenia. W przypadku stosowania mikrostrzykawek i wprowadzania niewielkich (rzedu kilku )
objetosci roztworu wzorca do analizowanej prébki, ktére nie wptywaja w zasadniczy sposob na
zmiane objetosci probki, taka korekta objetosci nie jest konieczna.

Analit Analit +wzorzec
A~ .

Rysunek 19. Chromatogramy prébki 1 (z lewej) oraz prébki 2 z dodatkiem wzorca (z prawej)

Stezenie analitu mozna wyliczy¢ na podstawie uktadu dwéch rownan:

h, =ac
h, = alc+ cw) (40)
gdzie:
h; —wysokos¢ piku analitu zmierzona dla prébki 1 bez dodatku wzorca,
a — wspotczynnik kierunkowy prostej,
¢ — stezenie analitu w badanej prébce,
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h, —wysokos¢ piku zmierzona dla prébki 2 po dodaniu wzorca,
¢, — stezenie wzorca w badanej prébce.
Z réwnania pierwszego oblicza sie a:

a= U (41)
c

Po podstawieniu a do réwnania drugiego otrzymuje sie:

h
hy=-L(c+c,) (42)
c
Po rozwigzaniu rownania wzgledem c otrzymuje sie réwnanie stosowane w metodzie dodatku
wzorca:

r (43)

1.8.4. Metoda normalizacji wewnetrznej

Metoda normalizacji wewnetrznej polega na wyznaczeniu udziatu procentowego wszystkich substancji w
probce. Jest to najprostsza metoda analizy iloSciowej, umozliwiajgca oszacowanie wzglednych ilosci
sktadnikéw probki, na przyktad przy oznaczaniu czystosci prébki. Warunkiem koniecznym stosowania
metody normalizacji wewnetrznej jest, aby wszystkie skfadniki probki (anality) wyeluowaty z kolumny
chromatograficznej i zostaty zarejestrowane na chromatogramie. Metoda normalizacji wewnetrznej jest
stosowana przede wszystkim w chromatografii gazowej (GC-FID) natomiast nie jest stosowana w
chromatografii cieczowej.

Metoda prostej normalizacji wewnetrznej

Powierzchnie pikdw chromatograficznych mierzy sie, a ich sume przyjmuje za 100% probki (pomijajac
pik rozpuszczalnika, w ktérym rozpuszczono prébke badang. Powierzchnia sygnatu okreslonego
zwigzku w stosunku do sumy powierzchni wszystkich sygnatéw odpowiada zawartosci zwigzku w
prébce:

A

%; =~<=—100 (44)

A
gdzie:
%; — udziat % okreslonego analitu w prébce,
A;— powierzchnia piku okreslonego analitu.

Jednakze, aby uzyska¢ doktadne wyniki, detektor musi wykazywac takg samg odpowiedz (takie same
wspotczynniki detekcji) dla wszystkich analitéw obecnych w prébce.

Metoda normalizacji wewnetrznej z zastosowaniem wspdtczynnikdw korekcyjnych

Jesli analizuje sie zwigzki o podobnych witasciwosciach fizykochemicznych, tak jak na przyktad
sktadniki szeregu homologicznego, to nie jest konieczne wyznaczanie wspoétczynnikdow korekcyjnych
(dla substancji o réznych wiasciwosciach fizykochemicznych nalezy je koniecznie wprowadzié, w
przeciwnym wypadku otrzyma sie tylko szacunkowe wyniki ilosciowe).
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W celu wyznaczenia wspétczynnikédw korekcyjnych sporzadza sie roztwér wzorcowy, zawierajgcy
znane ilosci wszystkich analitow wystepujacych w badanej prébce i oblicza jego sktad procentowy. Po
wykonaniu analizy chromatograficznej roztworu wzorcowego wyznacza sie wspoétczynniki korekcyjne
dla kazdego analitu:

Siom)

fo=tm
" Sitehn) (45)

gdzie:
fi— wspodtczynnik korekcyjny okreslonego analitu,
Sim) — zawarto$¢ procentowa okre$lonego analitu w roztworze wzorcowym obliczona przy
uwzglednieniu nawazek wszystkich sktadnikow,
Sitchr) — zawarto$é procentowa okreslonego analitu w roztworze wzorcowym wyznaczona na
podstawie analizy chromatograficznej roztworu wzorcowego.

Dysponujac wyznaczonymi wspdtczynnikami korekcyjnym dla kazdego analitu w prébce mozna obliczy¢
doktadng (skorygowang) zawartos¢ procentowg kazdego analitu w badanej prébce:

%, =M 100 (46)
D (x4
gdzie:
%; — udziat % okreslonego analitu w prébce,
A;— powierzchnia piku okreslonego analitu,
fi— wspdtczynnik korekcyjny okreslonego analitu.
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2. Chromatografia cieczowa
2.1. Wstep

Chromatografia cieczowa jest rodzajem chromatografii, w ktdrej faza ruchoma jest ciecz, natomiast
faza stacjonarng moze by¢ ciato state (chromatografia adsorpcyjna) lub ciecz osadzona na nosniku
(chromatografia podziatowa). Warunkiem stosowania chromatografii cieczcowej jest rozpuszczalnosc
w fazie ruchomej analitdw rozdzielanych. Za pomoca chromatografii cieczowej mozna analizowacé
okoto 80% znanych zwigzkéw chemicznych, stosujgc réine jej rodzaje, klasyfikowane wg kilku
gtéwnych kryteridw.

Ze wzgledu na geometrie uktadu chromatografie cieczowg mozna podzieli¢ na:

e chromatografie kolumnowa,
e chromatografie planarna.

Chromatografie kolumnowa mozna dalej podzieli¢ na:

e chromatografie kolumnowa niskoci$nieniowa (zwyktg, tradycyjna),
e wysokosprawng chromatografie cieczcowg (HPLC).

Ze wzgledu na mechanizm oddziatywania rozdzielanych zwigzkdéw z fazg stacjonarng, chromatografie
cieczowg mozna podzieli¢ na:

e chromatografie adsorpcyjna,

e chromatografie podziatows,

e chromatografie jonowa,

¢ chromatografie jonowo-asocjacyjng,
e chromatografie wykluczania,

e chromatografie powinowactwa.

W chromatografii cieczowej na przebieg i efekty separacji zwigzkow wptywajg wiasciwosci zaréwno
fazy stacjonarnej jak i fazy ruchomej. Chromatografie adsorpcyjng oraz chromatografie podziatowa
dzieli sie na chromatografie w normalnym ukfadzie faz oraz chromatografie w odwréconym uktadzie
faz. Jezeli faza stacjonarna jest polarna to faza ruchoma jest mniej polarna lub niepolarna. Jest to
chromatografia w normalnym uktadzie faz (NP). W chromatografii w normalnym uktadzie faz jako
sktadniki fazy ruchomej stosuje sie niepolarne rozpuszczalniki, takie jak: heksan, eter izopropylowy,
chloroform i in. (patrz rozdziat 2.3.4). Rozpuszczalniki sklasyfikowane wedtug wzrastajgcej polarnosci,
a tym samym wedtug wzrastajgcej mocy elucyjnej w chromatografii w normalnym ukfadzie faz
nazywamy szeregiem eluotropowym rozpuszczalnikéw (por.roz. Il. 2.3.4, tab. 1).

Czas retencji zwigzku rozdzielanego w chromatografii w normalnym uktadzie faz ulega
skréceniu, jezeli zastosuje sie rozpuszczalnik o wiekszej sile elucyjnej (wiekszej polarnosci)

natomiast wydtuza sie, jezeli zastosuje sie rozpuszczalnik o mniejszej sile elucyjnej (mniejszej

W chromatografii w normalnym uktadzie faz, jako faze stacjonarng stosuje sie przede wszystkim zel
krzemionkowy (por.roz. 11.2.3.3), a takzie fazy zwigzane chemicznie, w ktérych struktury wchodza
polarne grupy funkcyjne.
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Jezeli faza stacjonarna jest niepolarna, to faza ruchoma jest polarna. Jest to chromatografia w
odwréconym uktadzie faz (RP). W chromatografii w odwréconym uktadzie faz skfadnikami fazy
ruchomej sg rozpuszczalniki polarne, takie jak: mieszanina woda-metanol lub woda-acetonitryl.

Wazrost zawartosci wody w fazie ruchomej powoduje wydtuzenie czaséw retencji zwigzkéw
rozdzielanych i odwrotnie — wzrost zawartosci modyfikatora organicznego (metanolu Ilub
acetonitrylu) w fazie ruchomej powoduje skrocenie czaséw retencji zwigzkdw rozdzielanych w

chromatografii w odwréconym uktadzie faz.

Niejednokrotnie w ukfadach fazy ruchomej znajdujg sie takze odpowiednie roztwory buforowe,
umozliwiajgce utrzymanie odpowiedniego pH w trakcie procesu separacyjnego.

Elucje, czyli wymywanie rozdzielanych zwigzkdw z fazy stacjonarnej za pomoca fazy ruchomej, mozna
prowadzi¢ jednym rozpuszczalnikiem lub jedng mieszaning rozpuszczalnikdéw o okreslonym statym
sktadzie i jest to elucja izokratyczna.

Elucja izokratyczna jest to rodzaj elucji, podczas ktérej sktad jakosciowy i ilosciowy fazy

ruchomej pozostaje staty.

Elucja gradientowa polega na tym, ze prowadzi sie wymywanie kolejno kilkoma rozpuszczalnikami lub
kolejno kilkoma mieszaninami rozpuszczalnikéw, o wzrastajgcej lub malejgcej mocy elucyjne;j.

Elucja gradientowa jest to rodzaj elucji, w ktérym sktad fazy ruchomej zmienia sie w sposéb

ciggty lub stopniowo.

2.2. Chromatografia cienkowarstwowa
2.2.1. Wstep

Termin chromatografia cienkowarstwowa (TLC) zostat wprowadzony przez E. Stahla w 1956 i oznacza
proces chromatograficzny prowadzony na cienkiej warstwie fazy stacjonarnej, naniesionej na podtoze z
ptytek szklanych lub z folii aluminiowych czy polimerowych (por.roz. 1ll.1.1, rysunek 2). TLC jest rodzajem
chromatografii cieczowej planarnej.

Zaletg chromatografii cienkowarstwowej jest przede wszystkim mozliwos¢ analizy substancji nielotnych
lub o matej lotnosci, zaréwno substancji niepolarnych, polarnych lub o $redniej polarnosci, a takze w
formie zjonizowanej. Jednak przede wszystkim gtéwnymi zaletami tej techniki wcigz pozostajg prostota i
niska cena sprzetu, niewymagajgcego dostepu do elektrycznosci. Warunki analiz TLC mogg by¢ tatwo
modyfikowane z mozliwoscig stosowania realtywnie reaktywnych rozpuszczalnikdw jak i prébek, co jest
ograniczeniem w chromatografii kolumnowej (niektére probki czy reaktywne rozpuszczalniki mogg
zniszczy¢ lub uszkodzi¢ kolumne GC lub HPLC). Kolejng zaletg jest rowniez tatwos¢ detekgji, dzieki ktorej
wszystkie sktadniki probki mogg by¢ monitorowane, co jest wazne przy sprawdzaniu czystosci probki.

Obecnie chromatografie cienkowarstwowg stosuje sie powszechnie w:
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e analizie farmaceutycznej, gtéwnie przy identyfikacji analitéw, testach czystosci, oznaczaniu
sktadnikéw aktywnych, pomocniczych i konserwantéw oraz kontroli procesu produkgji,

* analizie medycznej, kryminalistycznej i biochemicznej przy oznaczaniu aktywnych substancji i ich
metabolitéw w matrycach biologicznych oraz przy diagnostyce choréb,

e analizie kosmetycznej przy analityce surowcéw i produktéw, konserwantéw, srodkow
powierzchniowo-czynnych, kwasow ttuszczowych, sktadnikdw perfum i innych,

e analizie zywnosci przy oznaczaniu pestycyddw i Srodkéw grzybobdjczych w wodzie pitnej,
oznaczaniu substancji zakazanych w warzywach, miesie, oznaczaniu witamin i innych,

e analizie zanieczyszczen srodowiska (sporadycznie).

2.2.2. Proces chromatograficzny

Proces chromatograficzny przeprowadza sie w odpowiednich komorach chromatograficznych
(rysunek 20). Probke nanosi sie na ptytke TLC w postaci roztworu o bardzo matej objetosci, tworzac
mata plamke w punkcie startowym (rysunek 2). Plytki umieszcza sie w komorze chromatograficznej,
w ktérej na dnie znajduje sie faza ruchoma. W wyniku dziatania sit kapilarnych faza ruchoma wedruje
w goére ptytki. Jest to proces rozwijania chromatogramu metodg wstepujaca.

Oddziatywanie substancji znajdujgcych sie w probce z adsorbentem oraz z poruszajgcym sie
rozpuszczalnikiem powoduje rozdzielenie sie sktadnikéw prébki na ptytce. W wyniku rozdzielenia
poszczegblne skfadniki tworzg oddzielne plamki. W przedstawionym na rysunku 2 rozdziale TLC,
plamka z lewej strony nie ulegta rozdzieleniu (lub jest pojedynczg substancjg) natomiast plamka z
prawej strony ulegta rozdzieleniu.

Proces separagji sktadnikow préobki naniesionej na ptytke TLC nazywa sie rozwijaniem

chromatogramu.

Plamki rozdzielonych sktadnikéw (o ile nie posiadajg grup chromoforowych w zakresie

widzialnym) uwidacznia sie, czyli wywotuje.

Chromatogramy wywotuje sie najczesciej odczynnikami chemicznymi, ktére tworzg barwne zwigzki z
analitami. Czesto oglada sie chromatogramy TLC osSwietlane nadfioletem, aby zobaczy¢ substancje
wykazujgce witasciwosci fluorescencyjne pod wptywem promieniowania UV.

W chromatografii cienkowarstwowej stosuje sie takie same fazy ruchome, jak w kolumnowej chromatografii
cieczowej, dlatego dobdr fazy ruchomej jest oparty na tych samych zasadach (por.roz.lll.2.3.4.). Fazy
stacjonarne stosowane w TLC sg réwniez podobne, jak w kolumnowej chromatografii cieczowej i s opisane
w nastepnych rozdziatach. Najbardziej popularng fazg stacjonarng stosowang w TLC jest zel krzemionkowy
(por.roz. 111.2.3.3.). Sredni rozmiar czastek ztoza fazy stacjonarnej to 11 um w analitycznej TLC i 5 um w
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC), natomiast w preparatywnej TLC - powyzej 20
um. W chromatografii cienkowarstwowej stosuje sie réwniez zfoza chemicznie zmodyfikowane, np. grupami
NH, (normalny uktad faz) lub grupami oktadecylowymi C-18 (odwrdécony ukiad faz).

154



Rysunek 20. Komora do chromatografii cienkowarstwowej

Podstawowym parametrem w chromatografii cienkowarstwowej, ktory okresla potozenie substancji
na chromatogramie, jest wspdfczynnik opdznienia Ry. Jest to stosunek drogi migracji substancji (a) do
drogi przebytej przez faze ruchoma (b):

RF =

4
b (51)

Wspotczynnik opdinienia przyjmuje wartosci od 0 do 1. Jest charakterystyczny dla danej

substancji w danych warunkach chromatograficznych i moze stuzyé do jej identyfikacji.

Sposdb jego wyznaczania jest pokazany na rysunku 21.

czolo fazy
ruchome;

linia startu

Rysunek 21. Sposéb pomiaru wspdtczynnika opdznienia Rr
Jezeli dana substancja ma tg sama wartos¢ wspodtczynnika opdznienia, jakg ma wzorzec, wyznaczong
w takich samych warunkach chromatograficznych, to prawdopodobnie jest identyczna ze wzorcem.

Najczesciej analize jakosciowa wykonuje sie w ten sposdb, ze na jedng ptytke TLC nanosi sie badang
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prébke oraz obok nanosi sie réwniez wzorzec. Po rozwinieciu ptytki sprawdza sie, ktéra plamka
badanej prébki ma takg samag wartos¢ wspdiczynnika opdznienia jak wzorzec. Na rysunku 22
przedstawiono chromatogram TLC ekstraktu barwnikéw wyizolowanych ze szpinaku. W punkcie E
naniesiono caty ekstrakt, w punkcie 1 —wzorzec, ktérym jest czysty B-karoten a w punkcie 2 —jedng z
frakcji, wydzielong z ekstraktu metoda niskocisnieniowej chromatografii preparatywnej. B-karoten
stanowi pomaranczowa plamke o wartosci R bliskiej jednosci. Podobna plamka znajduje sie w catym
ekstrakcie, natomiast wydzielona frakcja nie zawiera B-karotenu.

Rysunek 22. Przyktadowy chromatogram TLC ekstraktu barwnikéw ze szpinaku (E), wzorca B-
karotenu (1) i frakcji ekstraktu wydzielonej metodg niskocisnieniowej chromatografii preparatywnej

(2)

Wyrdzniamy nastepujgce sposoby rozwijania chromatogramoéw:

e metoda wstepujaca (rysunek 2 i 22), ktéra jest najczesciej stosowana,

* metoda zstepujgca (sptywowa), polegajaca na tym, ze rozpuszczalnik podawany jest od gory
ptytki TLC, w metodzie tej ruch fazy ruchomej wywotywany jest sitami kapilarnymi i
dodatkowo sitg cigzenia (w praktyce bardzo rzadko uzywana),

e metoda dwukierunkowa (dwuwymiarowa), 2D-TLC (rysunek 23),

e metoda horyzontalna, polegajgca na rozwijaniu chromatogramu na ptytkach utozonych
poziomo w specjalnej komorze.

Niekiedy mieszaniny zwigzkdéw sg trudne do rozdzielenia za pomocg jednowymiarowych technik TLC.
Czesto ma to miejsce w przypadku mieszanin zwigzkdw naturalnych. Aby uzyskac petne rozdzielenie
zwigzkow o podobnych wtasciwosciach chemicznych stosuje sie technike dwuwymiarowg (2D-TLC).
Pojedynczg prébke nanosi sie w jednym rogu ptytki TLC, ktérg nastepnie rozwija sie w pierwszym
kierunku (rys. 23), uzyskujgc czesciowe rozdzielenie sktadnikéw prébki (cztery frakcje).
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Chromatogram po wysuszeniu i obrdceniu o 90° jest rozwijany ponownie, ale w drugim kierunku
(prostopadtym do pierwszego) i z uzyciem fazy ruchomej o innym skfadzie. Tym samym cztery
uzyskane frakcje (plamki) stanowig punkty startowe. W wyniku drugiego procesu rozdzielenia, kazda
z frakcji ma mozliwos¢ separacji na pojedyncze sktadniki: frakcje pierwsza, trzecia i czwarta (od
prawej) s3 mieszaning 3 substancji, frakcja druga jest pojedynczym zwigzkiem.

W dwuwymiarowej chromatografii cienkowarstwowej potoienie substancji na

chromatogramie okreslajg dwa wspétczynniki opéznienia: Re; = a/b; oraz R, = a/b,.

Sposdb wyznaczania obu wspdétczynnikdw przedstawiony jest na rysunku 23.
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Rysunek 23. Dwuwymiarowa chromatografia cienkowarstwowa (2D-TLC); zasada rozwijania oraz
sposdb wyznaczania wartosci wspétczynnikow opdznienia w obu kierunkach rozwijania: Re; = a1/b;
oraz Re; = ay/b,

2.2.3. Zasady dobrej praktyki laboratoryjnej w TLC

Ptytki TLC gotowe do uzycia sg dostepne komercyjnie. Plytki sg pakowane i przechowywane w
odpowiednich pudetkach. Mozna je fatwo uszkodzi¢, co negatywnie wptywa na proces
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chromatograficzny. Przestrzeganie pewnych zasad pozwala poprawnie przeprowadzi¢ rozdzielanie na
ptytkach TLC.

Zasady poprawnego rozdziatu na ptytkach TLC:

e powierzchni ptytek nie wolno dotykac palcami,

® przy cieciu ptytki nozyczkami nie wolno zniszczy¢ warstwy fazy stacjonarnej,

e dobrze jest usung¢ ukruszong czes¢ fazy stacjonarnej z brzegu, ktory byt ptytki,

e dobrze jest wstepnie przemy¢ ptytke TLC metanolem lub innym rozpuszczalnikiem,
uzywanym pozniej do rozwijania chromatogramu, aby pozby¢ sie zanieczyszczen
zaabsorbowanych w fazie stacjonarnej; przemyta ptytke suszy sie i przechowuje w
szczelnie zamknietym naczyniu,

e faze stacjonarng (zel krzemionkowy) mozna aktywowac, poprzez suszenie ptytki TLC w
ciggu 30 minut w temp. 120 °C dla usuniecia cze$ci zaadsorbowanej wody z zelu
krzemionkowego, obnizajacej jego aktywnos¢ (aktywowane ptytki przechowuje sie w
szczelnie zamknietym naczyniu),

¢ na plytce delikatnie zaznacza sie miekkim otéwkiem jedynie punkt startowy i
ewentualnie linie koncowa czota fazy ruchomej, za pomocy niewielkiej kreski o
szerokosci 0,5 cm z boku ptytki. Opis nanoszonych prébek najlepiej zamiescié w zeszycie
laboratoryjnym a nie na ptytce TLC. Zniszczenie powierzchni fazy stacjonarnej poprzez

rysowanie na ptytce powoduje btedy w analizach TLC.

Nanoszenie probki na ptytke TLC

Punkt startowy, gdzie nanosi sie probke, nie powinien by¢ za nisko na plytce TLC, aby plamka nie byta
zanurzona w fazie ruchomej. Z tego samego powodu, przy wkiadaniu ptytki do komory chromatograficznej,
nalezy unika¢ gwattownych ruchéw. Nalezy ponadto pamietaé, ze im mniejsza jest objetos¢ naniesionego
roztworu prébki tym lepiej. Przy analizie jakosciowej nanosi sie od 0,5 do 2,0 ul roztworu probki, przy
okreslaniu czystosci prébki - okoto 10 W nanoszonych w niewielkich porcjach. Plamka naniesionej probki
powinna by¢ jak najmniejsza. Srednica plamki nie powinna przekracza¢ 2 mm. Nalezy takze starannie wybra¢
rozpuszczalnik do rozpuszczenia prébki: im mniejsza sita elucyjna rozpuszczalnika tym lepiej, bo uzyskuje sie
plamke o mniejszej srednicy, im lotniejszy rozpuszczalnik, tym fatwiej go usungc. Z plamki naniesionej prébki
nalezy usungé rozpuszczalnik. W przypadku lotnych zwigzkow rozpuszczonych w lotnym rozpuszczalniku,
pozostawia sie ptytke na kilka minut w temp. pokojowej., Do suszenia nie powinno sie stosowac suszarki do
wtoséw, choc¢ jest dosé powszechnie uzywana w wiekszosci laboratoriow (lotne zwigzki mogg zostac
usuniete ze strumieniem powietrza). W przypadku termicznie stabilnych substancji, rozpuszczonych w
chloroformie lub metanolu ptytke pozostawia sie na 20 minut w suszarce, w temperaturze bliskiej
temperatury wrzenia rozpuszczalnika, tu stosowanie suszarki do wtosow moze by¢ niewystarczajgce.
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Rozwijanie chromatogramdw TLC

W tym procesie niezbedne jest odpowiednie, wczedniejsze nasycenie komory chromatograficznej
oparami fazy ruchome;j.

Nalezy pamietaé, iz kazda ptytka ,ma prawo” do swojej wtasnej fazy ruchomej. Oznacza to, ie
nie wolno uzywaé¢ komory chromatograficznej napetnionej jedng fazg ruchoma do rozwijania
kolejnych ptytek TLC, zwitaszcza, jesli uzywa sie fazy ruchomej bedacej mieszaning kilku

rozpuszczalnikéw.

Podczas chromatografowania moze nastgpi¢ zmiana skfadu fazy ruchomej, dlatego komore nalezy
napetnia¢ swiezg fazg ruchomg przed rozwijaniem kazdej ptytki. Jezeli faza ruchoma jest
jednoskfadnikowa, to sprawdza sie jej czystos¢ i ilo$é, i ewentualnie uzupetnia lub wymienia.
Najlepiej uzywac sSwiezo przygotowanej fazy ruchomej. Przechowywane przez dtugi czas roztwory
fazy ruchomej mogg zmienia¢ swdj skfad i w sposéb negatywny wptywaé na wynik analizy. Komora
chromatograficzna nie powinna sta¢ pod wyciggiem laboratoryjnym w trakcie rozwijania
chromatogramu. Przeptyw powietrza zmienia temperature, a to wptywa na rozdzielanie
chromatograficzne. Nie wolno takie poruszyé¢ komory chromatograficznej w trakcie rozwijania
chromatogramu.

2.3. Chromatografia kolumnowa niskoci$nieniowa
2.3.1. Wstep

Zaletg niskoci$nieniowej chromatografii kolumnowej jest mozliwos¢ rozdzielania duzych ilosci prébki,
zazwyczaj wiekszych niz za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Z tego powodu ten
rodzaj chromatografii jest najczesciej stosowany, jako rodzaj chromatografii preparatywnej
pozwalajacej na separacje duzych ilosci zwigzkow.

W chromatografii kolumnowej niskocisnieniowej stosuje sie zardwno polarne jak i niepolarne fazy
stacjonarne. Stosowanie w chromatografii niskocisnieniowej faz stacjonarnych niepolarnych
(chromatografia w odwréconym uktadzie faz, RP) jest duzo rzadsze niz stosowanie faz stacjonarnych
polarnych (chromatografia w normalnym uktadzie faz, NP), ze wzgledu na zdecydowanie wyzszg cene
takich zt6z chromatograficznych.

Chromatografia cieczowa w normalnym uktadzie faz jest chromatografia adsorpcyjna,

pozwalajgca na separacje zwigzkéw organicznych na klasy zwigzkéw wg ich polarnosci.

Rozdzielanie mieszaniny zwigzkéw organicznych, nierdznigcych sie grupami funkcyjnymi
(nierdznigcych sie polarnoscig) wymaga wyzszej, niz w chromatografii adsorpcyjnej, rozdzielczosci.
Separacja w chromatografii adsorpcyjnej zalezy od réznic w rodzaju i ilosci grup funkcyjnych a nie od
réoznic w masie czasteczkowej zwigzkdéw. Ztozone mieszaniny mogg wiec by¢ podzielone na klasy
zwigzkoéw, na przyktad: alkany, alkeny, estry, alkohole i in. Chromatografia cieczowa adsorpcyjna
zostatfa opisana w rozdziale 111.2.4.3.
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W preparatywnej chromatografii niskocisnieniowej dominuje uzywanie zelu krzemionkowego, jako
polarnej fazy stacjonarnej. Kolejnos¢ elucji zwigzkéw z kolumny zalezy od ich polarnosci. Zwigzki o
niskiej polarnosci sg eluuowane jako pierwsze od chwili wprowadzenia, a nastepnie eluujg zwigzki o
wiekszej polarnosci (rysunek 24).

Kwasy karboksylowe
Amidy
Alkohole/Aminy
Estry/Aldehydy/Ketony
Zwiazki nitrowe
Etery
Sulfidy
Zwigzki aromatyczne
Olefiny
Alkany

Rysunek 24. Kolejnos¢ elucji zwigzkdw z zelu krzemionkowego [na podstawie Laboratory
Chromatography Guide. Talamona, 2005]

2.3.2. Proces chromatograficzny

Zasadniczg czescig kazdego zestawu do niskocisnieniowej chromatografii kolumnowej jest kolumna ze szkfa
obojetnego (rysunek 25), ktorej wymiary sg dostosowane do skali przeprowadzanego rozdzielenia.
Najczesciej miesci ona od 10 do 100 g fazy stacjonarnej, co wystarcza do separacji od 0,1 do kilku gramow
prébki. Z reguly dobiera sie taka ilo$¢ fazy stacjonarnej, aby masa rozdzielanej prébki wynosita 5-10% masy
fazy stacjonarnej. Dla przyspieszenia przeptywu fazy ruchomej stosuje sie stabe ssanie (pompka wodna) lub
stabe tloczenie.

Napetnianie kolumny fazg stacjonarng mozna przeprowadzac¢ na sucho i na mokro. W metodzie na
sucho faze stacjonarng wsypuje sie matymi porcjami do kolumny i ubija pateczka szklang. Nastepnie
przemywa sie jg fazg ruchoma. Metoda na mokro polega na wprowadzaniu do kolumny zawiesiny
fazy stacjonarnej w fazie ruchomej. W obu metodach napetnianie nalezy wykona¢ w taki sposdb, by
ztoze byto jednorodne, pozbawione pecherzykdw powietrza i tak utozone, by nie zmieniato objetosci
W czasie procesu rozdzielania.

Powierzchnia ztoza powinna byc stale pokryta ptynem od chwili nalania pierwszych porcji fazy

ruchomej az do zakornczenia procesu chromatograficznego.

160



Faza
ruchoma

Faza stacjonarna

szot

Przeptyw grawitacyjny

Objetos¢ martwa

Rysunek 25. Zestaw do chromatografii cieczowej niskocisnieniowej

Metoda napetniania kolumny na mokro jest tatwiejsza i czeSciej stosowana. Rozpoczynajgc proces
chromatograficzny nanosi sie badang probke w postaci roztworu na wierzchnig warstwe fazy
stacjonarnej, wypetniajgcej kolumne. Wybdr rozpuszczalnika do nanoszenia prébki zalezy przede
wszystkim od rozpuszczalnosci jej sktadnikow, poza tym nalezy wybieraé rozpuszczalnik
charakteryzujacy sie mozliwie jak najmniejszg sitg elucyjng. Nastepnie eluuje sig, czyli wymywa
rozdzielone skiadniki prébki z fazy stacjonarnej, przepuszczajgc faze ruchomg przez kolumne. Faze
ruchoma wprowadza sie do zbiornika na wierzchotku kolumny. Wyptywajaca z kolumny faze ruchoma
zawierajgcg separowane skiadniki prébki zbiera sie, jako tzw. frakcje, do kolejnych probdéwek lub
cylindréw miarowych.

Zbieranie frakcji zaczyna sie od momentu wprowadzenia prébki na wierzch fazy stacjonarnej,

czyli od poczatku procesu chromatograficznego.

Poszczegdlne frakcje odparowuje sie i bada innymi metodami. Do monitorowania sktadu frakcji w
chromatografii niskocis$nieniowej mozna stosowac analize technikg TLC. Proces rozdzielania LC mozna
rowniez tatwo monitorowag, jezeli zwigzki rozdzielane sg barwnikami.

2.3.3. Zel krzemionkowy jako faza stacjonarna

Zel krzemionkowy jest polarnym adsorbentem o ogdlnym wzorze sumarycznym SiO,nH,0. Jest to
materiat porowaty i amorficzny. Kontrolujgc proces produkcji zelu krzemionkowego, mozna uzyskac
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materiat o bardzo rozwinietej powierzchni wiasciwej od 200 do 800 m?/g. Na powierzchni zelu
krzemionkowego znajdujg sie nastepujgce grupy:

e silanolowe: =Si-OH

e siloksanowe: =Si-0-Si=.

Obecnos¢ przede wszystkim polarnych grup silanolowych powoduje, ze jest on polarng fazg stacjonarng,
stosowang w chromatografii w normalnym ukfadzie faz. Wtasciwosci réznych grup silanolowych zalezg od
wzajemnej odlegtosci i przestrzennego rozmieszczenia. Grupy zwigzane, pofgczone ze sobg wigzaniem
wodorowym majg wiasciwosci protonoakceptorowe natomiast grupy silanolowe swobodne oraz aktywne
stanowig centra silnie protonodonorowe (rysunek 26). Uwaza sie, ze najwieksza role w procesie adsorpdji
odgrywaja grupy swobodne i aktywne a adsorpcja na powierzchni zelu krzemionkowego polega przede
wszystkim na tworzeniu z nimi wigzarh wodorowych.

_H - Hew 0
P i | |
I I

swobodne zwigzane aktywne

Rysunek 26. Typy grup silanolowych na powierzchni zelu krzemionkowego [na podstawie Liquid
column chromatography: a survey of modern techniques and applications. Deyl et al., 1975]

Aktywnos¢ zelu krzemionkowego zalezy od ilosci wody zaadsorbowanej na jego powierzchni, gdyz
powoduje ona dezaktywacje tej powierzchni. Przed uzyciem mozna aktywowaé zel krzemionkowy
poprzez wygrzewanie w temp. 120 °C, aby czeéciowo usungé zaadsorbowang wode. Zel
krzemionkowy jest stosowany w chromatografii cieczcowej rowniez jako nosnik ciektych faz
stacjonarnych (por.roz. 111.2.4.4).

2.3.4. Klasyfikacja rozpuszczalnikow w normalnym uktadzie faz

Rozpuszczalniki, ktére sg sktadnikami fazy ruchomej w chromatografii cieczowej wptywaja na
rozdzielanie chromatograficzne ze wzgledu na ich polarnos¢ i selektywnos¢.

Rozpuszczalniki, ktére sg bardziej polarne powodujg mniejszg retencje zwigzkéw w chromatografii w
normalnym uktadzie faz (NP). Efektywnos¢ wymywania zwigzku z kolumny napetnionej polarng faza
stacjonarna zalezy od mocy elucyjnej (sity elucyjnej) rozpuszczalnika (&), ktéra z kolei zalezy od jego
polarnosci (P’) i mozna jg wyznaczy¢ eksperymentalnie. Polarnos¢ rozpuszczalnikéw wynosi od P’=0
dla niepolarnego rozpuszczalnika, jakim jest pentan, do P’=10,2 dla bardzo polarnej wody. W tab. 1
zamieszczone sg wartosci P’ oraz moc elucji popularnych rozpuszczalnikéw, uzywanych jako sktadniki
faz ruchomych w chromatografii cieczowej.

Rozpuszczalniki sklasyfikowane wedlug wzrastajacej mocy elucyjnej nazywa sie szeregiem

eluotropowym rozpuszczalnikow.
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Znajomosc¢ szeregu eluotropowego rozpuszczalnikéw ufatwia dobranie odpowiedniej fazy ruchomej
do rozdzielania chromatograficznego badanej mieszaniny zwigzkéw.

Wiasciwosci rozpuszczalnika, ktére wptywajg na selektywnos¢ to:
e wiasciwosci zasadowe, czyli zdolno$¢ do przyjmowania protonéw (akceptor protonow),

e wilasciwosci kwasowe, czyli zdolnos$¢ do oddawania protondw (donor protondéw),
e zdolnos¢ do tworzenia dipoli.

Tabela 1. Wiasciwosci wybranych rozpuszczalnikéw. Moc elucyjna rozpuszczalnika (&) jest podana
dla zelu krzemionkowego[ na podstawie Handbook of HPLC. Katz et al., 1998]

Rozpuszczalnik & P’ Xe Xd Xn Grupa
n-Heptan 0,00 - - - -
n-Heksan 0,00 0,1 - - -
Cykloheksan - 0,17 - - -
Czterochlorek wegla 0,11 1,56 0,26 0,40 0,34
Eter izopropylowy 0,32 1,83 0,51 0,10 0,39 |
Chloroform 0,26 4,31 0,31 0,35 0,34 VIII
Chlorek metylenu 0,30 4,29 0,27 0,33 0,40 VII
Eter metylo-tert-butylowy 0,47 - 0,41 0,19 0,40 |
Tetrahydrofuran 0,53 4,28 0,36 0,22 0,42 1"
Octan etylu 0,48 4,24 - - -
Trietyloamina - 2,19 0,66 0,08 0,26
Acetonitryl 0,52 5,64 0,33 0,25 0,42 Vi
Dioksan 0,51 5,27 0,37 0,23 0,40 Il
tert-Butanol - 4,03 0,56 0,20 0,24 I
n-Butanol - 4,11 0,54 0,18 0,28 I
Izopropanol 0,60 3,92 0,57 0,17 0,26 I
Etanol - 4,40 0,52 0,19 0,29 1
Metanol 0,70 5,10 0,48 0,22 0,31 I
Woda - 10,2 0,37 0,37 0,26 VIII
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Aby okresli¢ udziat kazdej z wtasciwosci w ogdlnej polarnosci rozpuszczalnika (P’) podzielono jg na trzy
parametry: x. (akceptor protondw), %4 (donor protonéw) oraz y, (zdolnos¢ do tworzenia dipoli). Na
przyktad dla chloroformu, ktéry jest srednio polarnym rozpuszczalnikiem (P’ = 4,31), wartosci
poszczegdlnych parametréw wynosza: % = 0,31, x4 = 0,35, %» = 0,34, co oznacza, ze udziat wiasciwosci
zasadowych wynosi 31%, udziat wiasciwosci kwasowych wynosi 35% zas udziat oddziatywan dipolowych
wynosi 34% (tabela 1).

Rozpuszczalniki zostaty uporzadkowane i podzielone na grupy majgce podobng selektywnosé.
Klasyfikacja rozpuszczalnikdw ze wzgledu na selektywnos¢ jest przedstawiana graficznie w postaci
trdjkata selektywnosci rozpuszczalnikdw (rysunek 27).

akceptory H

oddziaty wania

dipolowe

v

An

Rysunek 27. Trojkat selektywnosci rozpuszczalnikdw Snydera [na podstawie Handbook of HPLC. Katz
etal., 1998]

Grupy rozpuszczalnikbw o podobnej selektywnosci zachodza na siebie. Przy wybieraniu
rozpuszczalnikéow, jako sktadnikéw fazy ruchomej naleiy przestrzega¢ zasady, e jezeli
rozpuszczalnik z jednej grupy nie ma dostatecznej selektywnosci to nalezy wybrac¢ drugi

rozpuszczalnik z innej grupy, aby poprawic te selektywnos¢.

Dwa rozpuszczalniki z tej samej grupy majg podobng selektywnos¢ i zamienianie ich nie poprawi
rozdzielania chromatograficznego. Na przykfad: zastosowanie eteru izopropylowego do separacji nie
dato zadowalajgcej selektywnosci. Eter izopropylowy nalezy do grupy I, ktéra znajduje blisko gérnego
rogu tréjkata. Aby poprawi¢ selektywnos¢ rozdzielania nalezy w drugiej probie zastosowacd
rozpuszczalnik o odmiennych wiasciwosciach, np. chlorek metylenu z grupy VII, ktéra jest oddalona
od grupy I.
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Faza ruchoma jest czesto mieszaning rozpuszczalnikéw. Jezeli uzywa sie mieszaniny dwdch
rozpuszczalnikdw, to rozpuszczalnik o mniejszej sile elucyjnej oznacza sie literg A zas rozpuszczalnik o
wiekszej mocy elucyjnej - B. W normalnym uktadzie faz, gdy niepolarnym rozpuszczalnikiem organicznym
jest na przyktad heksan (A) a polarnym na przyktad propanol (B), to wzrost zawartosci % B w fazie ruchomej
zmniejsza retencje badanego zwigzku. Polarnos¢ (sifa elucyjna) takiej mieszaniny jest korygowana poprzez
zawartos¢ rozpuszczalnika nieselektywnego takiego jak heksan lub inne nasycone weglowodory, ktére nie
wplywajag na selektywnos¢ fazy ruchome;j.

2.3.5. Dobdér warunkéw rozdzielania w chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym za
pomocg analizy TLC

Warunki rozdzielania LC na zelu krzemionkowym mozna przetestowac i zaplanowaé wczesniej za
pomocg analizy TLC na ptytkach pokrytych réwniez zelem krzemionkowym. Bytoby idealnie, gdyby
charakterystyka ztoza do LC jak i TLC byta identyczna, tzn. ten sam typ i rozmiar porow ztoza. Rdzne
zele krzemionkowe majg rézne parametry. Jezeli nie dobierze sie identycznego ztoza w TLC i w LC, to
dobdér warunkéw rozdzielania za pomocg analizy TLC bedzie jedynie przyblizeniem.

Rozdzielanie w chromatografii kolumnowej zalezy od fazy stacjonarnej oraz od fazy ruchomej.

Sktadniki fazy ruchomej dobieramy w taki sposdéb, aby uzyska¢ najlepszg selektywno$é

rozdziatu oraz dobraé odpowiednig site elucyjng fazy ruchomej.

Faza ruchoma powinna by¢ tak dobrana, aby uzyska¢ wspotczynnik opdznienia Rr w zakresie
0,15 - 0,4 w analizie TLC dla interesujacych nas zwigzkéw (rysunek 28). Réinica
wspotczynnikow opdzinienia dla zwigzkéw powinna by¢ jak najwieksza; zadowalajace efekty

uzyskuje sie, gdy 4Rr 2= 0,15.

- (04

0,15

2

Rysunek 28. Optymalny zakres wspéfczynnika opdznienia wynosi od 0,15 (substancja pomaranczowa)
do 0,4 (substancja niebieska) przy zastosowaniu wybranej fazy ruchomej

Wspdtczynnik Rr = 1 oznacza, ze badany zwigzek eluuje z czotem fazy ruchomej w TLC i tak samo
bedzie sie zachowywat w LC. Opusci kolumne chromatograficzng po tym, jak opusci jg jedna objetosc
fazy ruchomej rowna w tym przypadku objetosci retencji substancji niezatrzymywanej V,, (dawniej
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zwana objetoscig martwa lub objetoscig zerowg). Wartos¢ Rr = 0,1 oznacza, ze dystans, jaki badany
zwigzek pokonuje na ptytce TLC od linii startu wynosi 1/10 dystansu, jaki pokonuje faza ruchoma.
Czyli badany zwigzek wymaga 10-krotnie wiekszej objetosci fazy ruchomej (Vz=10xV,,, Vi - objetos¢
retencji), aby opusci¢ kolumne chromatograficzng. W doborze fazy ruchomej do LC na podstawie
zachowania sie zwigzku w analizie TLC pomocna jest nastepujgca zaleznosc:

1

Vr :R_FVM (52)
gdzie:
Vz — objetosé retencji substancji badanej,
Vy — objetosé retencji substancji niezatrzymywanej,
Rr— wspotczynnik opdzinienia substancji badane;j.
Zaleznos$c¢ te mozna wyprowadzic z nastepujacych wzorédw na wspdtczynnik retenc;ji:
=1=Re =Ye=Vu (53, 54)
RF VM
gdzie:

k —wspotczynnik retencji substancji badanej,

Viz — objetosé retencji substancji badanej,

Vy — objetosé retencji substancji niezatrzymywanej,
Rr—wspotczynnik opdznienia substancji badanej.

Objetos¢ retencji substancji niezatrzymywanej V), jest w przyblizeniu réwna objetosci fazy ruchome;j
znajdujgcej sie w kolumnie, czyli fazy ruchomej znajdujgcej sie pomiedzy czastkami wypemienia kolumny
oraz wewnatrz poréw tychze czastek. W chromatografii niskocisnieniowej objetos¢ fazy ruchomej w
kolumnie oznacza sie czesto symbolem CV (ang. column volume).

W przykiadzie przedstawionym na rys. 28, wartos¢ wspdtczynnika opdzinienia zwigzku
pomaranczowego, wynoszgca w analizie TLC - 0,15 (0,15 = V,,/V;, ze wzoru 45) oznacza, ze objetosé
fazy ruchomej V; potrzebna do elucji tego zwigzku z kolumny LC musi by¢ 6,6 razy wieksza od
objetosci retencji substancji niezatrzymywanej V. Wartos¢ wspoétczynnika opodinienia zwigzku
niebieskiego, wynoszaca w analizie TLC - 0,4 (0,4 = V,,/Vz) oznacza, ze objetos¢ fazy ruchomej Vi

potrzebna do elucji tego zwigzku z kolumny LC musi by¢ 2,5 razy wieksza od objetosci retencji

substancji niezatrzymywanej V.

Przyktad wyboru fazy ruchomej do elucji izokratyczne;j

Rozpuszczalniki mogg mied takg samg site elucyjng a uzyskane wyniki rozdzielania mogg by¢ zupetnie
rézne. Wybér sktadu fazy ruchomej dokonuje sie najczesciej w dwdch etapach:

e dobdr rozpuszczalnika o najlepszej selektywnosci dla oznaczanych substancji,
e dobdr odpowiedniej mocy elucyjnej fazy ruchomej, zawierajgcej uprzednio wybrany,
selektywny rozpuszczalnik.
Proces wyboru sktadu fazy ruchomej przedstawiono w ponizszym przyktadzie.
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Rozdzielana prébka stanowi mieszanine czterech zwigzkéw (A, B, C i D). W pierwszym etapie doboru
sktadu fazy ruchomej poréwnuje sie rozpuszczalniki z réinych grup, korzystajac z trdjkata
selektywnosci rozpuszczalnikéw (rysunek 27) i wykonuje analizy TLC w wybranych rozpuszczalnikach.
Dla badanej mieszaniny wybrano cztery rozpuszczalniki i wykonano w nich analizy TLC:

e octan etylu (TLC 1),

e eter diizopropylowy (TLC 2),
e chloroform (TLC 3),

e chlorek metylenu (TLC 4).

Wyniki wykonanych analiz przedstawiono na rysunku 29 oraz w tabeli 2. Na chromatogramie TLC 4
nie uzyskano separacji, co oznacza, ze chlorek metylenu nie jest rozpuszczalnikiem o odpowiedniej
selektywnosci do rozdzielenia badanych substancji. Najlepsze rozdzielenie (najlepsza selektywnos¢)
uzyskano przy zastosowaniu eteru diizopropylowego (TLC 2). Potwierdzajg to wyniki zebrane w tab.
2, w ktorej zamieszczono wartosci Rr dla badanych zwigzkéw w kolejnych analizach oraz wyliczone
(ze wzoru 45), odpowiadajgce im wartosci Vi i AV, jako krotnosci objetos¢ retencji substanc;i
niezatrzymywanej Vj,. Najwieksze rdznice w objetosci fazy ruchomej, potrzebnej do wymycia z
kolumny kolejnych zwigzkdéw, uzyska sie stosujgc eter diizopropylowy.

TLC 1| [TLC2||TLC 3| [TLC 4

) L4 e
L
°
- )
™Y ®
®
® zwiazek D zwiazek B
o zwiazek C e zwiazek A

Rysunek 29. Analizy TLC mieszaniny zawierajgcej zwigzki: A, B, Ci D przy zastosowaniu czterech réznych faz
ruchomych: 1, 2, 3,i 4 [na podstawie Laboratory Chromatography Guide. Talamona, 2005]

Tabela 2. Wyniki analizy TLC mieszaniny zawierajgcej zwigzki A, B, C i D przy zastosowaniu trzech
réznych faz ruchomych [na podstawie Laboratory Chromatography Guide. Talamona, 2005]

TLC1 TLC 2 TLC3

Zwiazek Re Vi AVi Re Vg AVi Re Ve AVi

A 0,54 1,8 0,56 1,8 0,6 1,7
0,5 0,6 0,1

B 0,43 2,3 0,42 2,4 0,55 1,8
0,2 1,3 1,1

C 0,40 2,5 0,27 3,7 0,35 2,9
3,7 8,8 2,4

D 0,16 6,2 0,08 12,5 0,19 5,3
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W drugim etapie dobiera sie odpowiednig moc elucyjng fazy ruchomej. Moc elucyjng fazy ruchomej
mozna dopasowac poprzez dodanie do niej rozpuszczalnika nieselektywnego o matej mocy elucyjne;j,
na przyktad niskowrzacego weglowodoru nasyconego, ktéry nie wptywa na selektywnosc¢ fazy
ruchomej (eteru diizopropylowego).

W podanym powyzej przyktadzie, z mieszaniny nalezy wydzieli¢ zwigzek B oraz zwigzek C. Optymalny
zakres wartosci wspoéfczynnika opdznienia Rr to 0,15 — 0,4. Z tab. 2 wynika, ze site elucyjng fazy
ruchomej nalezy zmniejszy¢. Do tego celu wybrano heksan i wykonano kolejng analize TLC badanej
mieszaniny przy uzyciu fazy ruchomej o sktadzie: heksan-eter diizopropylowy (3:1, v/v).Wynik tej
analizy przedstawiono na rys. 30 oraz w tab. 3. Uzyskano, mieszczgce sie w optymalnym zakresie,
wartosci wspéfczynnika opdzinienia Rr nie tylko dla substancji B i C, ale i dla pozostatych, przy
zachowaniu odpowiedniej selektywnosci rozdzielania. Wynikajgce z wartosci Ry objetosci retencji Vi
dla substancji A, B, i C sg réwniez optymalne. Nie jest konieczne wymywanie substancji D duzg
objetoscig fazy ruchomej (25,2 x V), gdyz stanowi ona w podawanym przyktadzie substancje zbedna.

W ten sposéb dobrana faza ruchoma pozwala rozdzieli¢ na kolumnie chromatograficznej wybrane
zwigzki B i C z odpowiednig selektywnoscig oraz przy uzyciu optymalnych objetosci fazy ruchomej
potrzebnych do ich elucji z kolumny.

Tabela 3. Wyniki analizy TLC mieszaniny zawierajacej zwigzki A, B, Ci D przy zastosowaniu fazy ruchome;j:
heksan-eter diizopropylowy (3:1, v/v) [na podstawie Laboratory Chromatography Guide. Talamona, 2005]

Zwigzek Re Vg
A 0,37 2,7
B 0,25 4,0
C 0,12 8,4
D 0,04 25,2
°
- ) zw?aczek A
- zw%aczek B
® zwigzek C
® zwigzek D

Rysunek 30. Analiza TLC mieszaniny zawierajgcej zwigzki: A, B, Ci D przy zastosowaniu fazy ruchomej:
heksan-eter diizopropylowy (3:1, v/v) [na podstawie Laboratory Chromatography Guide. Talamona, 2005]
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Przyktad wyboru fazy ruchomej do elucji gradientowej

Przedstawiony wczesniej przyktad dotyczyt elucji izokratycznej, czyli takiej, gdzie sktad fazy ruchomej
jest staty w ciggu catego rozdzielania chromatograficznego. lJezeli zwigzki réznig sie mocno
polarnoscia to trudno jest dobracé taki sktad fazy ruchomej, aby uzyska¢ site elucyjng odpowiednig dla
wszystkich sktadnikow prébki. W takim przypadku stosuje sie w chromatografii kolumnowej elucje
gradientowa.

Sposdb postepowania jest nastepujacy:

e dobranie w analizie TLC rozpuszczalnika z odpowiednig selektywnoscia,

e dobranie kilku faz ruchomych, sktadajacych sie z wybranego rozpuszczalnika selektywnego
(sktadnik B) i niepolarnego rozpuszczalnika organicznego (sktadnik A, obnizajacy moc elucji),
ale rdinigcych sie sitg elucyjng dzieki zastosowaniu réznego skfadu procentowego (na
przyktad 2% B, 5% B, 10% B, 25% B itd.) mieszaniny,

e sprawdzenie w analizie TLC zaproponowanych faz ruchomych a nastepnie wybranie takiej
sekwencji rozpuszczalnikéw, ktdéra pozwoli optymalnie wyeluowad badane zwigzki.

Proces rozdzielania mieszaniny zwigzkdow na kolumnie chromatograficznej wykonuje sie, stosujac
kolejno mieszaniny rozpuszczalnikdw o zwiekszajgcej sie sile elucyjnej, uzyskanej dzieki zwiekszajgcej
sie procentowej zawartosci rozpuszczalnika bardziej polarnego (%B).

2.4. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
2.4.1. Wstep

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest szeroko stosowang nowoczesng technikg
separacyjng. Z punktu widzenia mechanizmu separacji, HPLC mozna najogdlniej podzieli¢ na
nastepujace rodzaje:

e chromatografie adsorpcyjna,

e chromatografie podziatowg,

e chromatografie jonowa,

e chromatografie wykluczania,

e chromatografie powinowactwa.

Wybierajac odpowiednig metode chromatograficzng nalezy rozwazy¢ wybrane informacje o badanej
probce i jej sktadnikach, takie jak: chemiczna budowa sktadnikéw prébki, masy czgsteczkowe,
stezenia i liczebnos¢ sktadnikéw, rozpuszczalnos¢, widma UV-Vis sktadnikdow a takze inne dostepne.
Po zebraniu informaciji, dla utatwienia wyboru odpowiedniej techniki chromatograficznej, stosuje sie
pewne zasady.

Gtéwnymi kryteriami wyboru metody chromatograficznej sg wielko$¢ czasteczek rozdzielanych
zwigzkow i ich rozpuszczalno$é w wodzie.

Jesli sktadniki prébki, majg masy czasteczkowe mniejsze niz 2000 daltondw, to w przypadku prébki
nierozpuszczalnej w wodzie i zawierajgcej zwigzki alifatyczne bgdz aromatyczne — stosuje sie:

e chromatografie adsorpcyjng do separacji zwigzkdw na grupy (analiza grupowa) lub do
separacji izomerodw,
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e chromatografie podziatowg w odwrdéconym uktadzie faz do separacji zwigzkéow z grup
homologicznych.

Jesli probka jest rozpuszczalna w wodzie i zawiera zwigzki obdarzone tadunkiem (jony lub formy
zdysocjowane) — stosuje sie chromatografie jonowa.

W przypadku sktadnikdw prébki, ktdrych masy czasteczkowe przekraczaja 2000 daltondw, stosuje
sie chromatografie wykluczania, ktdra jest najlepszym wyborem:

e dla prébek rozpuszczalnych w wodzie — uzywa sie roztwordw wodnych, jako fazy ruchomej,
e dla prébek nierozpuszczalnych w wodzie, jako faze ruchomg stosuje sie inne, odpowiednie
rozpuszczalniki.

Chromatografia powinowactwa jest stosowana do separacji probek pochodzenia biologicznego.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) charakteryzuje sie wysokg sprawnoscig, dobra
rozdzielczoscig, krétkim czasem analizy oraz stosowaniem wysokich cisnied. W tabeli 4
przedstawiono poréwnanie niektérych parametréw kolumn chromatograficznych, stosowanych w
chromatografii niskocisnieniowej i wysokosprawne;j.

Tabela 4. Poréwnanie przyktadowych parametréw kolumn do chromatografii cieczowe;j
niskocisnieniowej i wysokosprawnej

Chromatografia Wysokosprawna
Parametr niskocisnieniowa chromatografia cieczowa
Rozmiar czgstek wypetnienia kolumny [um] 100-600 5
Dtugosc¢ kolumny [cm] 10-100 25
Srednica wewnetrzna kolumny [mm] 20-50 4,6
Sprawnos¢ [liczba potek/m] <100 15000
Cisnienie na wlocie kolumny [MPa] 0,001-0,01 5-20

Zasadnicza réznicg pomiedzy chromatografia kolumnowa niskociSnieniowg a chromatografia
wysokosprawng jest rozmiar czastek wypetnienia kolumny. W HPLC stosuje sie drobne ziarna
wypetnienia, o wymiarach rzedu 5 um lub mniejsze. Tak mate ich rozmiary poprawiajg upakowanie
kolumny, co zdecydowanie zmniejsza dyfuzje wirowg i pozwala osiggna¢ wysokg sprawnos¢ kolumny.
Maty rozmiar ziaren wypetnienia wymaga jednoczesnie stosowania wysokiego cisnienia, aby wymusic¢
przeptyw fazy ruchomej przez kolumne.

2.4.2. Aparatura

Analize zwigzkdédw chemicznych technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykonuje sie przy
uzyciu chromatograféw cieczowych. Schemat chromatografu cieczowego przedstawiono na rysunku
31. Podstawowymi czesciami kazdego chromatografu cieczowego s3:

e zbiornik fazy ruchomej,
¢ pompa,

e dozownik,

e kolumna,

e detektor,
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e komputer lub rejestrator.

Zasada dziatania chromatografu cieczowego jest nastepujgca. Faza ruchoma jest pobierana przez
pompe (3) ze zbiornikdw (1 lub/i 2) i nastepnie tfoczona pod cisnieniem poprzez dozownik (4) do
kolumny chromatograficznej (5) i dalej do detektora (6). Probke (x) w postaci roztworu wprowadza
sie do strumienia fazy ruchomej w dozowniku. Sktadniki prébki wraz z fazg ruchomg przedostajg sie
do kolumny, gdzie sg rozdzielane, po czym trafiajg wraz z fazg ruchomg do detektora. Detektor
wykrywa sktadniki prébki w fazie ruchomej i wysyta sygnat do komputera (7), w ktéorym jest on
zapisywany w postaci pikdbw chromatograficznych, tworzgc chromatogram (8). Kolumna dodatkowo
moze byé umieszczana w termostacie.

@?*X

D[N N,

Rysunek 31. Schemat blokowy chromatografu cieczowego HPLC. 1, 2 — zbiorniki sktadnikéw fazy

ruchomej, 3 — pompa, 4 — dozownik, 5 — kolumna, 6 — detektor, 7 — komputer lub rejestrator (linia
zielona pokazuje droge fazy ruchomej, linia czerwona —droge rozdzielanej prébki; obie drogi tgczg sie
w dozowniku)

Chromatografy cieczowe sg wyposazone w dozowniki umozliwiajgce wprowadzenie ciektych prébek
pod cisnieniem atmosferycznym do kolumny, w ktdrej panuje zwiekszone ci$nienie nawet rzedu
kilkudziesieciu MPa. Probke dozuje sie przy uzyciu szklanej mikrostrzykawki (rysunek 32), ktérej igta
ma tepo zakonczony koniec.

Probka

|""I"""."“""| 7 @

Igta strzykawki

—
C——3

Tloczek

Rysunek 32. Mikrostrzykawka do odmierzania matych objetosci cieczy (Uwaga! Koniec igly
mikrostrzykawki stosowanej do dozowania probki w HPLC jest tepo zakoriczony)
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Najczesciej stosuje sie szesciodrozne zawory dozujgce (rysunek 33). Kierunek przeptywu fazy
ruchomej przez dozownik zalezy od potozenia dZzwigni zaworu:

e pozycja A (LOAD) — faza ruchoma omija petle dozujgcg, mozna jg przeptukac i napemic za pomoca
szklanej mikrostrzykawki; w petli panuje cisnienie atmosferyczne,

e pozycja B (INJECT) — faza ruchoma przeptywa przez petle dozujgcg i zabiera ze sobg
znajdujgcy sie w petli probke wprowadzajgc jg jednoczesnie do kolumny; jest to poczatek
analizy chromatograficznej.

Ciekawga animacje pokazujgcg proces dozowania probki na kolumne za pomocg zaworu dozujgcego
mozna obejrze¢ w Internecie: http://www.restek.com/info_sixport.asp

a) b)
faza ruchoma faza ruchoma
Z pompy Z pompy
v v
wylot wylot
petla petla

wprowadzenie probki

za pomoca strzykawki
POZYCJAA 7 POZYCJA B R\

faza ruchoma do faza ruchoma do
kolumny kolumny

Rysunek 33. Dozownik HPLC — zasada dziatania; (a) - wprowadzanie probki za pomocg
mikrostrzykawki do petli oraz (b) - dozowanie do kolumny

Kolumna chromatograficzna jest zasadniczym elementem chromatografu — w niej zachodzi proces
rozdzielenia sktadnikéw wprowadzonej prébki. Kolumny stosowane w HPLC s wykonane ze stali i
fabrycznie wypetnione faza stacjonarng (rysunek 34). Uzywane sg kolumny o réznych wymiarach,
najczesciej o dtugosci od 10 do 30 cm i o Srednicy od 4 do 5 mm. Czastki wypetnienia kolumny majg
zazwyczaj srednice okoto 3 do 6 um. Wspdtczesnie jednak coraz popularniejsze stajg sie
zminiaturyzowane formy kolumn chromatograficznych, zwtaszcza przy zastosowaniu tzw.
ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), gdzie dtugos¢ kolumn nie przekracza 2,5 cm, a czastki

wypetnienia maj srednice ponizej 2um.

172



Rysunek 34. Kolumny HPLC

W chromatografii cieczowej stosuje sie rézne typy detektoréw do wykrywania okreslonych grup
zwigzkdw chemicznych. Sg to przede wszystkim detektory spektrofotometryczne. Ich zasada dziatania
polega na rejestrowaniu rdéznicy wilasciwosci fazy ruchomej oraz poszczegdlnych sktadnikéw
chromatografowanej prébki. Faza ruchoma opuszczajgc kolumne chromatograficzng przeptywa przez
przeptywowa komérke pomiarowg w detektorze. Pojemnos¢ takiej komorki jest bardzo mata, rzedu
0,01 - 10 pl.

Najczesciej stosowanym detektorem jest detektor spektrofotometryczny UV. Mierzy on absorpcje
promieniowania w zakresie UV/Vis zgodnie ze znanym prawem Lamberta-Beera:

1=1,-107" (55)
gdzie:
| — natezenie promieniowania po przejsciu przez komdrke pomiarowga detektora,
lo— natezenie promieniowania przed komorkg pomiarowa detektora,
£—wspotczynnik absorpgji,
b — dtugosé celki pomiarowej,
¢ — stezenie badanej substancji w fazie ruchomej w komarce pomiarowej detektora.
Detektor rejestruje bezposrednio absorbancje A i podaje jg jako wartos¢ bezwymiarowa:
A= logi (56)
1
gdzie:

A —absorbancja,
| — natezenie promieniowania po przejsciu przez komaérke pomiarowg detektora,
I, — natezenie promieniowania przed komdrkg pomiarowg detektora.

Warunkiem stosowania detektora spektrofotometrycznego UV jest zdolnos¢ badanych substancji do
pochtfaniania promieniowania UV. Absorpcja promieniowania z zakresu UV/Vis przez czasteczke
zwigzku chemicznego zwigzana jest z przejSciami elektrondw wigzan pojedynczych (o), wigzan
wielokrotnych (m) oraz elektronéw wolnych par elektronowych (n) z orbitalu o nizszej energii na
wolny orbital o wyzszej energii. PrzejScia elektronéw wigzan pojedynczych (o - o*) wymagaja
najwyzszej energii, ktdra odpowiada zakresowi fal ponizej 200 nm. W detektorach UV nie
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wykorzystuje sie zakresu promieniowania ponizej 190 nm, gdyz wymagatoby to uktadu prézniowego.
W detektorach takich wykorzystuje sie natomiast absorpcje promieniowania przez ugrupowania
chromoforowe. Typowymi chromoforami sg sprzezone wigzania podwdjne wegiel-wegiel i wegiel-
heteroatom oraz ugrupowania aromatyczne, w ktdrych pochtanianie energii w zakresie UV/Vis
zwigzane jest z przejSciami elektronéw m oraz n na orbital .

Aby mozliwe byto przeprowadzenie pomiaru detektorem UV/Vis w chromatografii cieczowej, faza
ruchoma nie powinna absorbowac promieniowania przy zastosowanej dtugosci fali.

Najprostsze detektory umozliwiajg wykrywanie rozdzielanych zwigzkdw przy jednej dtugosci fali —
254 nm, natomiast inne umozliwiajg ptynng regulacje dtugosci fali w zakresie UV/Vis. Popularne sg
rowniez detektory z matrycy fotodiodowgq (ang. diode array detector, DAD). Detektor DAD umozliwia
rejestracje catego widma badanej substancji w trakcie jej przechodzenia przez detektor, dzieki czemu
mozna jg zidentyfikowad.

Detektor spektrofotometryczny UV jest niewrazliwy na zmiany przeptywu fazy ruchomej i zmiany
temperatury. Moze byc¢ takze stosowany w elucji gradientowe].

Detektor refraktometryczny jest detektorem uniwersalnym. Wykonuje nim sie pomiar rdznicy
miedzy wspoétczynnikiem zatamania $wiatta fazy ruchomej oraz rozdzielanych substancji. W
detektorze refraktometrycznym znajdujg sie dwie komaorki pomiarowe:

® przez jedng przeptywa ,czysta” faza ruchoma (eluent),
e przez drugg przeptywa faza ruchoma opuszczajgca kolumne zawierajgca substancje
rozdzielane (eluat z kolumny).

Im wieksza jest rdznica wspotczynnikdéw zatamania swiatta miedzy fazg ruchoma a substancjg, tym
lepsza jest czutos¢ detektora. Im wieksze stezenie substancji rozdzielanej, tym wieksza rdznica
wspotczynnikow zatamania Swiatta i tym wiekszy sygnat z detektora.

Detektor refraktometryczny moze by¢ stosowany jedynie w elucji izokratycznej, w elucji
gradientowe] ciggta zmiana sktadu fazy ruchomej powodowataby cigglta zmiane wspdiczynnika
zatamania swiatta. Zmiennos¢ wartosci wspoéfczynnika zatamania swiatta powodujg réwniez zmiany
przeptywu fazy ruchomej i zmiany temperatury, dlatego detektor refraktometryczny musi by¢
termostatowany. Detektory refraktometryczne stosuje sie miedzy innymi do analiz weglowodanodw.

Detektor konduktometryczny (przewodnosciowy) stosuje sie do detekcji zwigzkéw obdarzonych
fadunkiem. Detektor konduktometryczny mierzy zmiany przewodnictwa eluatu w poréwnaniu z
eluentem, czyli ,,czystg” fazg ruchomg. Pomiar polega na zmierzeniu przewodnosci cieczy znajdujgcej
sie pomiedzy dwoma elektrodami, do ktérych podfacza sie zmienne napiecie. Przewodnos¢ wiasciwa
jest liniowa funkcjg stezenia rozciericzonego elektrolitu i dlatego detektor konduktometryczny znalazt
zastosowanie w chromatografii jonowej. Zgodnie ze znanym prawem Kohlrauscha, przewodnos¢
elektryczna rozciericzonych roztworéw elektrolitdw jest sumg przewodnosci poszczegdlnych jondw w
roztworze pomnozonych przez ich warto$ciowosci i stezenia:

0
Aizjc;

K=
z 1000

(57)

gdzie:
Kk — przewodnos¢ wiasciwa [uS/cm],
20— graniczna przewodno$¢ molowa [S-cm?/mol],
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Z;— wartosciowos¢ jonu,
¢;— stezenie molowe jonu [mol/L].

2.4.3. Chromatografia adsorpcyjna

Chromatografia adsorpcyjna zachodzi w ukfadzie ciecz-ciato state (LSC, ang. liquid-solid
chromatography). Faza stacjonarng jest adsorbent - ciafo state.

W chromatografii adsorpcyjnej czasteczki substancji rozdzielanej konkurujg z czasteczkami fazy
ruchomej o miejsca adsorpcji na powierzchni fazy stacjonarnej. Im silniejsza adsorpcja czgsteczek fazy
ruchomej na powierzchni fazy stacjonarnej tym mniejsza adsorpcja czgsteczek substancji
rozdzielanych. Czyli im oddziatywanie czgsteczek fazy ruchomej z powierzchnig fazy stacjonarnej jest
silniejsze, tym fatwiej wypierajg one z tej powierzchni czgsteczki substancji zaadsorbowane;j.

Efektywnos¢ wymywania substancji z adsorbentu zalezy od mocy elucyjnej fazy ruchomej. Im

moc elucyjna fazy ruchomej jest wieksza tym czasy retencji substancji rozdzielanych s3 nizsze.

Uszeregowanie rozpuszczalnikow wg wzrastajgcej mocy elucyjnej nosi miano szeregu eluotropowego
(por.roz. 111.2.3.4.).

Fazg stacjonarng w chromatografii adsorpcyjnej jest najczesciej zel krzemionkowy (por.roz. 111.2.3.3.),
rzadziej tlenek glinu badz wegiel aktywny. Zel krzemionkowy ma charakter polarny i stosowany jest
jako faza stacjonarna w chromatografii w normalnym uktadzie faz. W takim przypadku kolejnosc
elucji substancji rozdzielanych na kolumnie zalezy od ich polarnosci. Substancje o niskiej polarnosci
eluuja sie pierwsze a nastepnie eluujg te o wiekszej polarnosci.

Fazy ruchome uzywane w chromatografii w normalnym ukfadzie faz zostaty opisane w rozdziale
2.3.4.

Chromatografia adsorpcyjna pozwala na rozdziat mieszaniny zwigzkéw na klasy zwigzkéw o tych

samych grupach funkcyjnych (analiza grupowa).

Na przyktad, z uzyciem tej techniki mozna wydzieli¢ klase wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych od weglowodoréw alifatycznych. Z drugiej strony nie mozna rozdzieli¢ grupy
weglowodoréw alifatycznych na pojedyncze zwigzki homologiczne.

Chromatografia adsorpcyjna jest stosowana réwniez do rozdzielania izomeréw strukturalnych, ktére
rdznig sie przestrzennym rozmieszczeniem grup funkcyjnych w czgsteczkach, w odniesieniu do miejsc
adsorpcji na powierzchni zelu krzemionkowego.

2.4.4. Chromatografia podziatowa

Chromatografia podziatowa zachodzi w uktadzie ciecz-ciecz (LLC, ang. liquid-liquid chromatography).
Faza stacjonarng jest ciecz zwigzana chemicznie z ciatem statym, ktdre jest jej nosnikiem. Obie ciecze,
faza ruchoma i faza stacjonarna, nie mogg wzajemnie rozpuszczac sie w sobie, aby mégt powstac
uktad dwufazowy. Ten warunek jest spetniony, gdy jedna faza jest polarna a druga niepolarna, lub
odwrotnie.
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Podstawowym nosnikiem fazy stacjonarnej jest mikroporowaty zel krzemionkowy o niewielkich
ziarnach (3, 5 lub 10 um). Sam zel krzemionkowy jest stosowany jako faza stacjonarna w
chromatografii adsorpcyjnej, natomiast w chromatografii podziatowej jest jedynie nosnikiem, z
ktérym faza stacjonarna jest chemicznie zwigzana.

Na powierzchni zelu krzemionkowego znajdujg sie grupy silanolowe (=Si-OH) zdolne do réznego typu
reakcji chemicznych. W reakcji zelu krzemionkowego z pochodnymi chlorosilanéw powstaje wigzanie
silanolowe (silikonowe) wg ponizej reakc;ji:

=Si-OH + CI-Si(CH3),R - =Si-0-Si(CHs),R +HCI

W wyniku tych reakcji, grupy hydroksylowe obecne na powierzchni zelu krzemionkowego sa
zastepowane nowymi grupami: alkilowymi, fenylowymi, cyjanopropylowymi lub propyloaminowymi.
Reakcje te stuzg do otrzymywania faz stacjonarnych niepolarnych oraz faz stacjonarnych polarnych.
Taki typ faz stacjonarnych nazywa sie ogdlnie fazami zwigzanymi.

Mechanizm separacji zwigzkdw na fazach stacjonarnych zwigzanych ma gtéwnie charakter
podziatowy, stad nazwa - chromatografia podzialowa. W chromatografii podziatowej
rozdzielanie sktadnikow prébki jest wynikiem ich rdéinej rozpuszczalnosci w fazach

chromatograficznych.

Jednakze nie wszystkie grupy hydroksylowe na powierzchni zelu krzemionkowego sg zastepowane
nowymi grupami i w konsekwencji powierzchnia zelu krzemionkowego jest pokryta zwigzanymi
grupami oraz wolnymi grupami silanolowymi. Te grupy silanolowe, chociaz czeSciowo ekranowane
grupami organicznymi, mogg jednak wptywa¢ na proces rozdzielania chromatograficznego. Stad
chromatografia na fazach zwigzanych przebiega w pewnym stopniu réwniez przy udziale proceséw
adsorpcyjnych.

W zaleznosci od tego, jakie grupy (niepolarne czy polarne) zastosuje sie do modyfikacji powierzchni
zelu krzemionkowego, otrzymuje sie:

e faze stacjonarng niepolarng, stosowang w chromatografii w odwrdconym ukfadzie faz (RP),
¢ faze stacjonarng polarng, stosowang w chromatografii w normalnym ukfadzie faz (NP).

Chromatografia w odwrdconym uktadzie faz

W chromatografii w odwréconym ukiadzie faz najczesciej stosowana jest zwigzana faza
oktadecylosilanowa (oznaczana skrotami: ODS, RP-18 lub C,g), w ktdrej grupy alkilowe na powierzchni
zelu krzemionkowego majg 18 atomdéw wegla w faricuchach (rysunek 35). Te taricuchy alkilowe majg
charakter hydrofobowy a wiec zwigzana faza stacjonarna bedzie réwniez niepolarna. tancuch
alkilowy moze by¢ takze zakonczony grupag fenylowg (-CgHs) lub dwoma grupami fenylowymi.
Separacja substancji za pomocg chromatografii w odwréconym uktadzie faz jest podobna do
ekstrakcji rdznych substancji z wody do rozpuszczalnika organicznego, takiego jak na przyktad oktanol
(por.roz. 1.2.4). Substancje hydrofobowe (niepolarne) przechodzg do niepolarnego rozpuszczalnika.
Faza stacjonarna oktadecylosilanowa jest mniej polarna niz faza ruchoma o sktadzie woda-metanol
lub woda-acetonitryl.
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Rysunek 35. Zwigzana faza oktadecylosilanowa

Substancje bardziej hydrofobowe sg silniej zatrzymywane w fazie stacjonarnej i eluujg z kolumny
pdzniej niz substancje bardziej polarne. Na przyktad weglowodory sg silniej zatrzymywane na
kolumnie niz alkohole. Wzrost zawartosci wody w fazie ruchomej powoduje wydfuzenie czasow
retencji zwigzkéw rozdzielanych i odwrotnie — wzrost zawartosci metanolu lub acetonitrylu
(sktadnika organicznego) w fazie ruchomej powoduje skrdocenie czasdw retencji zwigzkow
rozdzielanych w chromatografii w odwréconym uktadzie faz.

Chromatografia w odwréconym uktadzie faz jest stosowana do rozdzielania wiekszosci zwigzkéw
organicznych. Pozwala na rozdzielenie mieszaniny zwigzkéw na pojedyncze zwigzki homologiczne. Z
szeregu homologicznego weglowodoréw, pierwsze eluujg sie weglowodory o mniejszych masach
czasteczkowych a potem te o wiekszych masach czgsteczkowych. Rozpuszczalnos¢ weglowodoréw o
mniejszych masach czgsteczkowych w polarnej fazie ruchomej jest wieksza niz tych o wiekszych
masach czgsteczkowych, ktére sg silniej zatrzymywane w niepolarnej fazie stacjonarnej.

Chromatografia w normalnym uktadzie faz

Zwigzane fazy stacjonarne o charakterze hydrofilowym ($redniopolarne), ktére mozna stosowac¢ w
chromatografii w normalnym ukfadzie faz to:
e fazy z grupami cyjanopropylowymi: —(CH;)s-CN,

e fazy z grupami propyloaminowymi: —(CH,)3—NH,.

Fazy ruchome uzywane w chromatografii w normalnym ukfadzie faz zostaty opisane w rozdziale
11.2.3.4.

2.4.5. Chromatografia jonowa

Chromatografia jonowa jest odmiang wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosowang do
separacji i analizy anionéw i kationdw oraz innych zwigzkéw chemicznych w formie zdysocjowanej.
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Chromatografie jonowgq stosuje sie miedzy innymi do oznaczania anionéw i kationdw w wodach i
Sciekach. Zalety chromatografii jonowej:

¢ mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczania kilkunastu jonow,

¢ mozliwo$¢ oznaczania jednoczesnie kationdw i aniondw,

e mozliwo$¢ oznaczania jondw pierwiastka na rdinych stopniach utlenienia (analiza
specjacyjna),

e wykrywalno$é jondw na poziomie umol/I lub mniejszym,

¢ wysoka selektywnos$¢ oznaczania jondw w prébkach o ztozonym skfadzie,

e niewielka ilos¢ prébki potrzebna do analizy,

e prosty sposdb przygotowania probek do analizy,

e  krotki czas analizy.

Chromatografia jonowa rézni sie od innych rodzajéw wysokosprawnej chromatografii cieczowej
rodzajem stosowanych wypetnien kolumn, rodzajem eluentéw oraz ewentualnie stosowaniem
dodatkowego urzadzenia (kolumny ttumienia lub supresora) do obnizania przewodnosci elektrycznej
eluentu. Chromatografie jonowg dzieli sie na dwa rodzaje:

¢ chromatografie jonowg z ttumieniem przewodnosci fazy ruchome;j,
¢ chromatografie jonowg bez ttumienia przewodnosci fazy ruchomej.

Jezeli stosuje sie obnizanie przewodnosci elektrycznej eluentu to jest to chromatografia jonowa z
ttumieniem przewodnosci. W chromatografii jonowej bez ttumienia przewodnosci nie ma potrzeby
stosowania ani supresora, ani kolumny ttumienia. Eluent jest tak dobrany, aby jego przewodnos¢ bytfa
odpowiednio niska i umozliwiata detekcje konduktometryczng jonéw prébki. Chromatografia jonowa
bez ttumienia przewodnosci jest stosowana rzadko; dominuje stosowanie chromatografii jonowe;j z
ttumieniem przewodnosci i ten rodzaj chromatografii zostanie opisany ponizej.

Ze wzgledu na agresywne dziatanie faz ruchomych (eluentéw), zwykly chromatograf HPLC zbudowany z
metalowych czesci, nie nadaje sie do stosowania w chromatografii jonowej. Chromatograf jonowy
sktada sie z nastepujacych czesci:

e zbiornik fazy ruchomej,

® pompa,

e dozownik,

¢ przedkolumna,

e kolumna analityczna,

e supresor lub kolumna ttumienia,
e detektor,

e komputer lub rejestrator.

Zasada dziatania chromatografu jonowego jest nastepujgca. Faza ruchoma jest pobierana przez
pompe ze zbiornika i nastepnie ttoczona pod cisnieniem poprzez dozownik i przedkolumne do
kolumny chromatograficznej. Prébke wprowadza sie do strumienia fazy ruchomej w dozowniku. Jony
obecne w prébce sg rozdzielane na kolumnie. Eluat przechodzi do supresora (lub do kolumny
ttumienia), gdzie w wyniku reakcji chemicznych przewodno$¢ elektryczna eluentu ulega obnizeniu.
Dzieki temu przewodnos$¢ elektryczna jonéw probki jest wysoka w pordwnaniu do obnizonej
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przewodnosci elektrycznej jondw eluentu. Umozliwia to odrdznienie jondw prébki od jonéw eluentu i
ich detekcje w detektorze konduktometrycznym.

Detektor wysyfa sygnaty do komputera, w ktdrym s3 one zapisywane w postaci pikow
chromatograficznych, tworzagc chromatogram. W chromatografii jonowej wystepujg nastepujace
mechanizmy rozdzielania jonow:

® wymiana jonowa,
¢ wykluczanie jonéw,
® tworzenie par jonowych.
Chromatografia wymiany jonowej jest nazywana po prostu chromatografig jonowg (IC), podczas gdy

chromatografia par jonowych (IPC) i chromatografia wykluczania jonowego (IEC) sg uwazane za
techniki bardziej wyspecjalizowane.

Wysokosprawna chromatografia jonowa

W wysokosprawnej chromatografii jonowej zachodzi mechanizm wymiany jonowej (rysunek

36), ktéra polega na wymianie jonéw pomiedzy roztworem a jonitem.

Jonity, inaczej wymieniacze jonowe, s3 to state substancje nieorganiczne lub organiczne zawierajgce
jony zdolne do wymiany na inne jony o tym samym tadunku, znajdujgce sie w roztworze, w ktérym
wymieniacze jonowe sg nierozpuszczalne.

Jonity sg wielkoczgsteczkowymi ciatami statymi o strukturze przestrzennej usieciowanej. Maja
zdolno$¢ wymiany jonéw z roztworem, w ktérym sie znajduja. We wspdtczesnej chromatografii
jonowej stosuje sie jonity syntetyczne, czyli wielkoczgsteczkowe polimery organiczne z
wbudowanymi grupami funkcyjnymi, zdolnymi do wymiany jonédw w roztworze elektrolitu. Sa
nierozpuszczalne w wodzie i w wiekszosci rozpuszczalnikdw organicznych. Najczesciej sg to
kopolimery styrenu i diwinylolobenzenu (PS/DVB). Jonity sktadajg sie z kulistych czgsteczek

polimerdw o srednicy od 5 do 15 um. Jonity dzieli sie na nastepujace rodzaje:

e kationity - grupami funkcyjnymi sg kationy zdolne do wymiany; jezeli kationit jest polimerem
organicznym to stosuje sie réwniez nazwe zywica kationowymnienna,

® anionity - grupami funkcyjnymi sg aniony zdolne do wymiany; jezeli anionit jest polimerem
organicznym to stosuje sie réwniez nazwe Zywica anionowymnienna,

¢ wymieniacze amfoteryczne - w zaleznosci od pH roztworu majg zdolno$é¢ wymiany anionéw
albo kationéw,

e wymieniacze bipolarne - mogg jednoczesnie wymieniac aniony i kationy.

O wiasciwosciach kolumny wypetnionej zywicag jonowymienng decyduje rodzaj zywicy, stopien
jej usieciowania, rodzaj i ilos¢ grup jonowymiennych, stopien oddziatywan hydrofobowych

oraz wielkos¢ czastek wypetnienia.

Faza stacjonarna w wysokosprawnej chromatografii jonowej jest jonitem z grupami funkcyjnymi o statym
fadunku, w ktérych bezposrednim otoczeniu znajdujg sie odpowiednie przeciwjony, zapewniajgce
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elektryczng obojetnos¢ uktadu. Zwykle przeciwjon pochodzi z fazy ruchomej i dlatego tez jest nazywany

jonem eluentu. Przy wymianie anionéw grupami funkcyjnymi sg czwartorzedowe zasady amoniowe, zas
przy wymianie kationéw — grupy sulfonowe lub karboksylowe. Przeciwjon moze by¢ wymieniony przez jon

substancji analizowanej, ktoéry zostanie czasowo zatrzymany w kolumnie. Jony skfadnikdw analizowanej

probk i réznig sie pomiedzy sobg czasem przebywania w kolumnie wynikajgcym z ich rdinego

powinowactwa do fazy stacjonarnej. Na rysunku 36 pokazano schematycznie procesy wymiany jonoweij.

W chromatografii jonowej czas retencji analizowanych jonéw zalezy przede wszystkim od
liczby i rodzaju grup funkcyjnych zwigzanych na powierzchni jonitu, ale takze od sity jonowej i

rodzaju eluentu oraz pH eluentu.

Ogdlne zasady elucji w chromatografii jonowej:

ze wzrostem wartosciowosci jonu analitu zwieksza sie jego powinowactwo do grupy
funkcyjnej jonitu - jony tréjwartosciowe sg silniej wigzane niz jony dwuwartosciowe, dla elucji
jonéw trojwartosciowych trzeba uzyé eluentu o wiekszej sile jonowej niz dla
dwuwartosciowych,

jezeli analizowane jony majg te samg warto$ciowos¢, to im wiekszy jest promien jonowy i
stopien polaryzacji, tym silniej jon jest zatrzymywany na jonicie,

jony analitéw, charakteryzujgcych sie silnymi oddziatywaniami hydrofobowymi lub van der Waalsa z
fazg stacjonarng, bedg eluowaty pdzniej niz jony o sfabszych oddziatywaniach, na przyktad jony
potaczone z pierscieniem aromatycznym bedg sie silniej wigzac z zywicg polistyrenowa niz pozostate
jony, nieposiadajgce ukladu aromatycznego.

Faza ruchoma Faza ruchoma

A’ E" A E

M \/(/\/l\A/

Faza stacjonarna Faza stacjonarna

WYMIANA KATIONOWA WYMIANA ANIONOWA

Rysunek 36. Mechanizm wymiany jonowej (A — jony analitu, E — jony eluentu) [na podstawie

Praktyczna chromatografia jonowa. Viehweger K. H. (red.), Metrohm]

180



Podobnie jak we wszystkich rozdzieleniach metodg chromatografii cieczowej, rowniez w chromatografii
jonowej faza ruchoma wptywa na separacje analitéw. Dobiera sie rodzaj przeciwjonu, pH oraz site jonowa
eluentu. Dla mocnych kationitéw i anionitéw im wyzsza sifa jonowa eluentu, tym wyzsza jego sita elucyjna.
Natomiast pH eluentu powinno by¢ tak dopasowane, aby zapewniato dysocjacje jonéw analitu oraz jonéw
zwigzanych z powierzchnig jonitu.

Eluentami stosowanymi do rozdzielania aniondw w chromatografii jonowej z ttumieniem
przewodnosci sg najczesciej wodne roztwory weglanu sodu Na,CO3;, wodoroweglanu sodu NaHCO;
lub ich mieszaniny (elucja izokratyczna) lub wodne roztwory NaOH lub Na,B,0; (elucja gradientowa).
Do oznaczania kationdw eluentami sg gtéwnie kwasy mineralne, takie jak HCI lub HNOs.

Wysokosprawna chromatografia wykluczania jonowego

W chromatografii wykluczania jonowego wykorzystane jest zjawisko réwnowagi membranowej
Donnana. Réwnowaga membranowa Donnana jest to stan ustalajgcy sie miedzy dwoma roztworami
przedzielonymi membrang podtprzepuszczalng. W chromatografii wykluczania jonowego funkcje
potprzepuszczalnej membrany petni porowaty wymieniacz jonowy. Oddziela on wodng faze ruchomg
od wodnej fazy stacjonarnej zawartej w porach wymieniacza. Membrana jest przepuszczalna tylko
dla zwigzkéw niezjonizowanych lub stabo zjonizowanych. Ulegajg one podziatowi pomiedzy faze
stacjonarng i faze ruchomg a tym samym wolniej migrujg przez kolumne. Natomiast jony, ktére nie
whnikajg do wnetrza porow wypetnienia kolumny, nie sg zatrzymywane przez kolumne.

/ so, 1" Ho \ Faza ruchoma
\ H,O
SO; H ' \
/ SOs H + \ HyO
. ,0
Faza stacjonarna 1

_ +
SOz H [} H'CI™ Eluent
H,0 l
— +
SO; H !
/
Membrana

Rysunek 37. Mechanizm wykluczania Donnana w chromatografii wykluczania jonowego na
przyktadzie kwasu karboksylowego [na podstawie Praktyczna chromatografia jonowa. Viehweger K.
H. (red.), Metrohm]

Najwazniejszym zastosowaniem chromatografii wykluczania jonowego jest analiza stabych kwaséw,
takich jak kwasy karboksylowe, lub zasad. Na rysunku 37 pokazano mechanizm separacji metodg IEC na
przyktadzie kwasu karboksylowego R-COOH. Wypetnieniem kolumny jest sulfonowany wymieniacz
kationowy, ktérego grupy sulfonowe z protonami, jako jonami przeciwnymi sg elektrycznie obojetne.
Grupy funkcyjne sg uwodnione za$ uwodniona warstwa jest ograniczona przez hipotetyczng, ujemnie

181



natadowang membrane Donnana. Przez membrane przenika swobodnie woda natomiast organiczne
kwasy karboksylowe mogg przenikngé, jezeli bedg w postaci niezdysocjowanej. Kwasy karboksylowe,
majace niskie wartosci statych kwasowych (pKy), s3 w mocno kwasnych eluentach praktycznie catkowicie
niezdysocjowane. Fazg ruchoma jest w takim przypadku roztwér mocnego kwasu mineralnego.

Chromatografia par jonowych

W chromatografii par jonowych, zwanej rowniez chromatografia jonowo-asocjacyjng, do fazy
ruchomej dodawany jest tak zwany odczynnik pary jonowej. Sktada sie on ze zwigzkow
powierzchniowoczynnych (anionowych lub kationowych), takich jak sole tetraalkiloamonowe lub
kwasy n-alkilosulfonowe. Jony analitu X oddziatujg z jonami L odczynnika pary jonowej. Tworzy sie
kompleks typu XL. Kompleks XL moze zwigzaé sie w sposéb odwracalny z niepolarng powierzchnig
fazy stacjonarnej S, tworzac z kolei kompleks XLS. Jezeli rozdzielane jony prébki (w postaci
komplekséw XL) réinig sie powinowactwem do niepolarnej fazy stacjonarnej, to bedy eluowaty z
kolumny w réznym czasie i ulegng rozdzieleniu. W chromatografii par jonowych stosuje sie
hydrofobowe fazy stacjonarne, takie same jak w chromatografii podziatowej, np. RP-18 czy RP-8. Na
rysunku 38 pokazano schematycznie mechanizm wymiany jonowej w chromatografii par jonowych.
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Faza stacjonarna

Rysunek 38. Mechanizm wymiany jonowej w chromatografii par jonowych [na podstawie Praktyczna
chromatografia jonowa. Viehweger K. H. (red.), Metrohm]

2.4.6. Chromatografia wykluczania

W chromatografii wykluczania rozdzielanie sktadnikéw prébki zalezy od rdinic w wymiarach
czasteczek i/lub w ich ksztatcie. Probka wprowadzana jest do kolumny wypetnionej fazg stacjonarng
o okreslonych wymiarach czastek i o okreslonych wymiarach poréw. Czasteczki sktadnikéw prébki, o
wymiarach mniejszych niz wymiary poréw czgstek wypetnienia kolumny, penetrujg wewnatrz poréw i
zostajg zatrzymane na kolumnie natomiast czgsteczki o wiekszych wymiarach eluujg sie z kolumny
pierwsze.
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2.4.7. Chromatografia powinowactwa

Chromatografia powinowactwa (AC, ang. affinity chromatography) pozwala na rozdzielenie
mieszanin substancji dzieki wykorzystaniu specyficznych oddziatywan biologicznych. Takie
oddziatywania mozna zaobserwowac pomiedzy przeciwciatami i antygenami (zasada klucza i dziurki
do klucza), enzymami i substratami, enzymami i inhibitorami lub hormonami i receptorami.

S3 to bardzo specyficzne oddziatywania miedzy dwiema substancjami, decydujace o bardzo dobrej
selektywnosci rozdzielenia. Jedna z tych substancji jest reaktywnym ligandem, zwigzanym chemicznie
z powierzchnig nosnika i tworzy faze stacjonarng, drugg substancjg jest analit, wykazujacy
powinowactwo do ligandu.

W chromatografii powinowactwa wykorzystuje sie najczesciej przeciwciata lub enzymy
unieruchomione na nosniku. Jesli w préobce wystepuje odpowiedni antygen lub substrat, to jest on
selektywnie zatrzymywany na kolumnie.

Sktadniki probki = ~—0

Nosnik ———

Rysunek 39. Mechanizm rozdzielenia sktadnikéw prébki w chromatografii powinowactwa

Chromatografia powinowactwa jest czesto stosowana w analizie i preparatyce substancji aktywnych
biologicznie, na przyktad w farmakologii.
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3. Chromatografia gazowa
3.1. Wstep

W chromatografii gazowej (GC) fazg ruchomg jest gaz, zwany w tym przypadku gazem nosnym. Faza
stacjonarng w chromatografii gazowej moze by¢ ciecz osadzona na nosniku statym w postaci
jednorodnego filmu (warstwy) lub ciato state — adsorbent. W pierwszym przypadku uktad nazywamy
chromatografia podziatowag (ang. gas-liquid chromatography, GLC) natomiast w drugim,
chromatografig adsorpcyjng (ang. gas-solid chromatography, GSC).

Chromatografia gazowa jest stosowana do analiz zwigzkéw chemicznych, ktére w warunkach
analizy chromatograficznej, majg postac gazéw lub par. S3 to substancje gazowe, ciekte i state,

ktérych temperatura wrzenia lub sublimacji nie przekracza 350 - 400°C.

Typowy chromatogram otrzymywany poprzez analize roztworu probki badanej metoda
chromatografii gazowej zamieszczony jest na rysunku 15b. Najczesciej pierwszy pik, jaki pojawia sie
na chromatogramie prébki jest pikiem rozpuszczalnika, w ktérym zostata ona rozpuszczona. Zwykle
pik rozpuszczalnika jest tez najwiekszym sygnatem na chromatogramie.

3.2. Aparatura

Analize zwigzkdédw chemicznych technikg chromatografii gazowej wykonuje sie przy uzyciu
chromatograféw gazowych. Schemat chromatografu gazowego przedstawiono na rysunku 40. Gaz
nosny (faza ruchoma) doprowadzony z butli (1) ptynie przez regulator przeptywu (2) do dozownika
(3), a nastepnie przez kolumne (4) i detektor (5), skad jest usuwany na zewnatrz do atmosfery.
Kolumna jest umieszczona w termostacie (piecu chromatograficznym) (6). Temperatura dozownika,
detektora i kolumny jest odpowiednio regulowana. Do dozownika wprowadza sie prébke, ktéra po
przejsciu w stan pary w dozowniku, miesza sie ze strumieniem gazu nosnego i nastepnie jest
przenoszona do kolumny. W kolumnie nastepuje rozdzielenie chromatograficzne sktadnikéw proébki,
ktére opuszczajg kolumne wraz z gazem nosnym i trafiajg kolejno do detektora. Sktadniki prébki
generujg w detektorze sygnat elektryczny i w ten sposéb sg monitorowane. Sygnaty elektryczne po
wzmocnieniu we wzmacniaczu mogg byc rejestrowane w komputerze lub rejestratorze (7) w postaci
chromatogramu (8).

Gaz nosny

W chromatografii gazowej faze ruchoma stanowig gazy o matej gestosci, niskiej lepkosci, w ktdrych
wspotczynniki dyfuzji sg duze. Najczesciej jest to: wodér, azot, argon lub hel. Gazy te przechowywane
sg w postaci sprezonej w butlach stalowych (1 na rysunku 40).

Rodzaj gazu nosnego ma niewielki wptyw na wynik rozdziatu chromatograficznego. Zadaniem

gazu jest transport probki przez dozownik, kolumne i detektor.

Ruch gazu przez kolumne wymuszany jest jego cisnieniem w butli i ustalany do odpowiedniej predkosci
przeptywu za pomocg reduktora ci$nienia, umieszczonego na butli (2 na rysunku 40). Przy wyborze gazu
nosnego nalezy sie kierowa¢ przede wszystkim rodzajem wybranego detektora oraz ceng, dostepnoscia i
czystoscig gazu. Wymagana czystos$¢ gazéw wynosi >99,999%.
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Rysunek 40. Schemat blokowy chromatografu gazowego z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
FID; 1 — butla z gazem nosnym, 2 — zawér redukcyjny, 3 - dozownik, 4 —kolumna, 5 — detektor, 6 —
piec chromatograficzny, 7 — komputer lub rejestrator, 8 — chromatogram, 9 — butla z wodorem, 10 —
butla z powietrzem; linia niebieska pokazuje droge gazu no$nego, linia czerwona — droge
chromatografowanej probki, obie drogi taczg sie w dozowniku

Dozownik

Dozownik jest elementem umozliwiajgcym wprowadzenie probki w strumien gazu nosnego, ktory
przenosi jg do kolumny. Stosujgc chromatografie gazowg mozna analizowad substancje, ktére w
warunkach chromatografowania majg posta¢ gazéw lub par. Okoto 20% znanych zwigzkéw
chemicznych spetnia ten warunek i mozna je analizowac¢ technika chromatografii gazowej. Sg to
substancje gazowe oraz ciekte i state, ktérych temperatura wrzenia lub sublimacji nie jest wyzsza niz
350°C — 400°C. Klasyczne dozowanie prébki do typowej kolumny kapilarnej polega na wprowadzeniu
niewielkich objetosci (0,1 — 2 wl) cieczy (roztworu prébki) do dozownika za pomoca strzykawki.
Prawidtowy sposdb odmierzenia w strzykawce danej objetosci roztworu prébki przedstawia rysunku
41.

Prébka

||||||||||||||¥||||' @
bl t
/ Igta strzykawki

Powietrze

cC— —1

Ttoczek

Rysunek 41. Mikrostrzykawka do odmierzania matych objetosci cieczy (Uwaga! Koniec igly
mikrostrzykawki stosowanej do dozowania préobki w chromatografii gazowej jest ostro zakonczony)
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Po wprowadzeniu roztworu prébki do dozownika nastepuje gwattowne przejscie rozpuszczalnika i probki w
stan gazu, ktéry po zmieszaniu z gazem nosnym jest wprowadzany na kolumne.

Praktyczne zasady dozowania prébki za pomocg mikrostrzykawki:

¢ strzykawke nalezy trzymad za cze$é szklang a nie za ttoczek,

e strzykawka jest bardzo delikatna, upuszczenie jej na twarda powierzchnie powoduje jej
zniszczenie,

* nie napetnia sie catej strzykawki roztworem prébki, poniewaz w trakcie dozowania do
chromatografu gazowego czes$¢ roztworu moze wydostac sie na zewnatrz,

e przed nabraniem roztworu préobki do strzykawki dobrze jest zwilzy¢ ja za pomoca
rozpuszczalnika, w ktérym jest rozpuszczona (napetniajac strzykawke rozpuszczalnikiem
i usuwajac go), pozwoli to na doktadniejsze odmierzenie wtasciwej objetosci roztworu
prébki,

® nalezy nabiera¢ niewielkie ilosci (0,1 — 2 pl) roztworu prébki do strzykawki,

¢ nie nalezy zostawia¢ roztworu probki w igle strzykawki, nalezy przesungé ttoczek tak,
aby zobaczy¢ powietrze w strzykawce (rys. 44); w igle strzykawki o pojemnosci 10 pl
miesci sie okoto 0,5 ul cieczy, pozostawiona w igle ciecz, po wprowadzeniu do goracego
dozownika moie spowodowa¢ wyrzucenie zawartosci strzykawki w wyniku
gwattownego wzrostu ci$nienia,

e igle strzykawki przed dozowaniem prébki do chromatografu nalezy wytrze¢, najlepiej
papierowym recznikiem, zapobiegnie to zabrudzeniu membrany,

e tloczek jest dituiszy od szklanej czesci strzykawki i nie nalezy go naciska¢ zbyt mocno
przy dozowaniu prébki, poniewaz mozna go zgig¢ lub ztamag,

e strzykawke nalezy umy¢ rozpuszczalnikiem od razu po dozowaniu prébki i schowaé do
wtasciwego opakowania,

e mycie strzykawki polega na wielokrotnym napetnianiu czystym rozpuszczalnikiem i

usuwaniu go, stosowane tradycyjnie trzykrotne umycie jest niewystarczajace.

Dla wiekszosci kolumn kapilarnych, dopuszczalna objetos¢ prébki wynosi 0,01 do 0,001 pl cieczy,
dlatego w chromatografii kapilarnej stosuje sie czesto dozowniki z dzieleniem strumienia gazu
nosnego (rysunek 42). Takim dozownikiem dozuje sie do kolumny tylko niewielkg cze$¢ probk, np.
1/100 — 1/300, a pozostata czes$¢ jest usuwana na zewnatrz i tracona. Dzielenie prébki powinno
pozwoli¢ przede wszystkim zredukowa¢ rozmycie piku chromatograficznego, ktére jest zwigzane z
procesem gwattownego odparowywania substancji w dozowniku i w ten sposdb polepszyc
rozdzielczosé, dlatego tzw. stosunek dzielenia jest waznym parametrem, ktdry charakteryzuje ten
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sposéb dozowania. Okresla on stosunek objetosciowy szybkosci wyptywu gazu nosnego zaworem
odprowadzajgcym na zewnatrz do szybkosci przeptywu gazu no$nego przez kolumne.

gaz nosny usuwany
na zewnatrz
uszczelka

LMY

—_—
gaz nosny
w kolumnie
kolumna
kapilarna

NI

gaz
- . nosny
sclana pieca ———s
chromatograficznego
b) .
gaz nosny usuwany
na zewnatrz
l | —
I [ [T ANTTINN | - =
gaz nosny
w kolumnie
strzykawka
gaz
nosny

Rysunek 42. Schemat dozownika z dzieleniem strumienia gazu nosnego (a) oraz proces dozowania za
pomocg mikrostrzykawki (b) [na podstawie Quantitative Chromatographic Analysis. Beesley et al.,
2000]

Kolumna chromatograficzna

W kolumnie chromatograficznej zachodzi wtasciwy proces chromatografowania i dlatego jej rodzaj
ma wptyw decydujacy na wynik analizy chromatograficznej, czyli na jakos¢ rozdzielenia skfadnikéw
prébki. Rozrdznia sie nastepujace rodzaje kolumn (rysunek 43):

¢ pakowane (kolumny z wypetnieniem): analityczne, mikropakowane i preparatywne,

e kolumny o przekroju otwartym —kapilarne.
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Kolumny pakowane napetnione sg ztozem zawierajgcym faze stacjonarng w catej swojej objetosci.
Ten rodzaj kolumn jest najczesciej stosowany do preparatywnego otrzymywania niewielkich ilosci
czystych zwigzkdéw chemicznych.

Kolumny kapilarne pozwalajg na osiggniecie duzo wyzszych sprawnosci niz kolumny pakowane i
obecnie wiekszos¢ analiz chromatograficznych wykonuje sie przy zastosowaniu kolumn kapilarnych.
Kolumny kapilarne maja okofo 100 tys. potek teoretycznych. Fazy stacjonarne w kolumnach
kapilarnych moga by¢ zaréwno adsorbentami, jak i cieczami i mogg by¢ osadzone na $ciankach
kapilar w rézny sposéb.

a) b)

Rysunek 43. Kolumna pakowana (a) oraz kolumna kapilarna (b)

Wyrdznia sie nastepujgce rodzaje kolumn kapilarnych (rysunek 44):

e  WCOT (ang. wall-coated open tubular) — kapilary ze Sciankami wewnetrznymi pokrytymi
nielotng ciekly faza stacjonarng, najczesciej zwigzang chemicznie ze Sciankami kolumny; jest
to najbardziej popularny typ kolumn,

e PLOT (ang. porous layer open tubular) — kapilary ze $ciankami pokrytymi warstwa ziaren
adsorbenta,

e SCOT (ang. support-coated open tubular) — ziarna wypetnienia pokryte sg ciektg fazag
stacjonarng, obecnie rzadko stosowane.

WCOT

Ziarna adsorbenta

Scianka kolumny

Ciekla faza stacjonarna Ciekta faza stacjonarna

Rysunek 44. Schematyczne przekroje kolumn kapilarnych
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Kolumny kapilarne do GC s3 najczesciej wykonane ze stopionego kwarcu, czyli ditlenku krzemu.
Stopiony kwarc jest tatwy do formowania, elastyczny i duzo wytrzymalszy niz inne szkfa, co
powoduje, ze mozna wyprodukowac¢ kapilary o srednicy wewnetrznej od 0,1 do 1 mm i dtugosci od
10 do 60 m. Srednica wewnetrzna kolumn kapilarnych wynosi najczesciej: 0,1 mm, 0,25 mm, 0,32
mm lub 0,53 mm. Najczesciej uzywane sg kolumny o wymiarach 0,25 mm x 30 m. Kolumny kapilarne
przechowuje sie w postaci zwoju, w uchwytach chronigcych je przed uszkodzeniem (rys. 43b).

Adsorbenty stosowane w chromatografii gazowej to adsorbenty weglowe, zele krzemionkowe, sita
molekularne i polimery porowate.

Adsorbenty stosuje sie do analiz gazéw i weglowodoréw o niskich masach czgsteczkowych.

Ciekte fazy stacjonarne w chromatografii gazowej to najczesciej:

e fazy niepolarne — weglowodory, bedgce dobrymi rozpuszczalnikami substancji niepolarnych,
np. skwalan,

e fazy Sredniopolarne, tzw. silikony, sg to siloksany o réinej masie czgsteczkowej, z ktérych
najczesciej stosowane s9 polidimetylosiloksan, polimetylofenylosiloksan i
policyjanoalkilosiloksan,

e fazypolarne - glikole polietylenowe (np. Carbowax) oraz estry,

e fazy polarne oparte o kopolimery styrenu i diwinylobenzenu (np. Porapak Q).

Detektory

Substancje rozdzielane w kolumnie chromatograficznej s wykrywane przez detektor w miare, jak
eluujg z kolumny. Detektor reaguje sygnatem elektrycznym na obecnosé¢ chromatografowanego
zwigzku chemicznego w gazie noSnym opuszczajgcym kolumne. Detektory mozna podzieli¢ na:
e nieselektywne - detektory uniwersalne, reaguja na wszystkie skfadniki probki,
e selektywne - reaguja na pewnga grupe zwigzkéw, ktére majg podobne wtasciwosci chemiczne
lub fizyczne,
e specyficzne - reagujg na pojedynczy zwigzek chemiczny.
Najczesciej uzywanym detektorem jest detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Jest to
detektor uniwersalny, czyli taki, ktory jest czuty na prawie wszystkie zwigzki organiczne.

Detektor ptomieniowo-jonizacyjny FID nie wykrywa obecno$ci zwigzkéw nieorganicznych oraz

niektorych zwigzkéw wegla, jak: CO, CO,, CS,, HCOOH, COClI,.

Zasada dziafania detektora FID przedstawiona jest na rysunku 45. Do detektora doprowadzane s3 z
butli dwa gazy: wodér i powietrze (9 i 10 na rysunku 40). Natezenie przeptywu wodoru i powietrza
regulowane sg reduktorami (2 na rysunku 40). Gaz nosny wyptywajacy z kolumny jest mieszany z
wodorem i kierowany przez dysze do komory, przez ktérg przeptywa powietrze. Woddr spala sie
tworzac ptomien. Sktadniki prébki doprowadzone wraz z gazem no$nym do ptomienia ulegaja
spaleniu. Niewielka czes¢ atoméw wegla (okoto 0,0018 %) ulega jonizacji w trakcie spalenia, co
odpowiada wytworzeniu okoto dwéch jondw lub elektrondw na 10° czasteczek analitu dostarczonych
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do detektora. W komorze znajdujg sie dwie elektrody: jedng jest dysza palnika, drugg (zbierajaca)
stanowi pierscied umieszczony w odpowiedniej odlegtosci od dyszy. Powstajgcy prad jonowy jest
wzmacniany i rejestrowany przez potencjometr. Sygnat z detektora jest proporcjonalny do liczby
atomow wegla niezwigzanych z tlenem a wiec w przyblizeniu jest proporcjonalny do masy substancji
(atomy wegla zwigzane z tlenem lub siarkg nie tworzg w detektorze jondw, dlatego FID nie jest czuty
na wymienione wyzej tlenowe i siarkowe zwigzki wegla).

Chromatograf gazowy moze by¢ sprzezony ze spektrometrem mas (GC/MS), ktéry w takim
potgczonym uktadzie bedzie petnit funkcje detektora. Uktad GC/MS zostat opisany w rozdziale Ill.4.

T Gazy wylotowe

|- Elektoda zbiorcza

—— Plomien
Polaczenia elektryczne do elektrod

[T Dysza palnika

Wodor e

Kolumna kapilarna —> T Powietrze

T Gaz no$ny z kolumny

Rysunek 45. Schemat detektora FID [na podstawie Quantitative Chromatographic Analysis. Beesley
etal., 2000]

3.3. Wybdr parametréw analizy GC

Parametry analizy metodg chromatografii gazowej dobierane sg do konkretnego analitu i konkretnej
probki. Najwazniejsze parametry pracy uktadu chromatograficznego to:

e rodzajfazy stacjonarnej,

e wymiary kolumny,

e temperatura pieca chromatograficznego,
e rodzaj detektora i dozownika,

e temperatura detektora i dozownika,

e wielko$¢ dozowanej probki.

Wybér fazy stacjonarnej do analizy nie jest sprawa fatwg i ciggle jeszcze bywa dokonywany
eksperymentalnie. Najwazniejszg cechg faz stacjonarnych, decydujgca o oddziatywaniu z
czasteczkami zwigzkéw rozdzielanych jest ich polarnosé.
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Ogdlne zasady wyboru ciektych faz stacjonarnych (GLC) s3 nastepujace:

¢ do rozdziatu substancji niepolarnych stosuje sie faze stacjonarng niepolarng,

¢ do rozdziatu substancji polarnych stosuje sie faze stacjonarng polarna,

e zwigzki niepolarne s3 rozdzielane na niepolarnej fazie stacjonarnej zgodnie z
uszeregowaniem ich wedtug temperatur wrzenia (lotnosci),

e na fazie stacjonarnej polarnej zwigzki niepolarne s3 eluowane przed zwigzkami
polarnymi o tej samej temperaturze wrzenia,

e na fazie stacjonarnej niepolarnej zwigzki polarne s3 eluowane przed zwigzkami

niepolarnymi o tej samej temperaturze wrzenia.

Wptyw dtugosci kolumny na wyniki analizy jest nastepujacy: im dtuzsza kolumna, tym czasy retencji
sg wieksze i tym wyrazniejsze sg rdéznice miedzy czasami retencji dwdéch substancji. Jednak dtuzszy
czas analizy powoduje, ze piki s bardziej rozmyte.

Temperatura kolumny ma ogromny wplyw na wynik analizy. Proces chromatograficzny mozna
prowadzi¢ w statej temperaturze (tzw. analiza izotermiczna) lub metodg programowanej
temperatury (analiza z programowang temperaturg). Te drugg chromatografie stosuje sie wtedy,
gdy sktadniki mieszaniny rdznig sie znaczgco temperaturami wrzenia, np. weglowodory z ropy
naftowej lub szereg homologiczny alkoholi.

W analizie z programowang temperaturg roztwor probki jest wprowadzany do kolumny
chromatograficznej utrzymywanej w stosunkowo niskiej temperaturze — nizszej (o okoto 90°C) niz
temperatura wrzenia najbardziej lotnego skfadnika prébki. Nastepnie temperatura kolumny
chromatograficznej jest stopniowo podwyzszana. Narost temperatury jest odpowiednio
programowany, moze by¢ staty, na przyktad 4°C/min. Koricowa temperatura kolumny powinna by¢
bliska temperaturze wrzenia najmniej lotnego sktadnika prébki, ale nie moze przekraczac
dopuszczalnego limitu temperaturowego pracy kolumny, okreslanego przez jej producenta.

Dozowana prébka powinna by¢ bardzo mata, wéwczas strefa startowa jest bardzo waska. Wielkos¢
prébki wprowadzonej do kolumny nie moze by¢ wieksza od pojemnosci sorpcyjnej kolumny,
poniewaz przetadowanie kolumny prowadzi do ztego rozdzielenia sktadnikéw prébki i powstawania
niesymetrycznych, szerokich pikdw. Pojemnos¢ kolumny zwykle nie przekracza okoto 40 ng dla
pojedynczego sktadnika probki.
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4. Potaczenie chromatografii ze spektrometrig mas

Identyfikacja analitéw jedynie na podstawie parametréw retencji, typowa w technikach
chromatograficznych (GC i HPLC), jest na ogdt metodg niewystarczajacg, poniewaz wystepuje wiele
réznych substancji, ktore mogg mieé bardzo zblizony lub nawet identyczny czas retencji jak anality. W
celu dokonania poprawnej analizy jakoSciowej stosuje sie fgczenie technik, np. chromatografie w
pofaczeniu ze spektrometrig mas. Substancje rozdzielane w kolumnie chromatograficznej kierowane s3
wraz z fazg ruchomg do spektrometru mas, gdzie nastepuje ich jonizacja i ewentualnie fragmentacja,
natomiast identyfikacja poszczegdlnych zwigzkdw potwierdzana jest na podstawie analizy ich widm mas.
Spektrometria mas (MS) jest uzywana do identyfikacji zwigzkdw organicznych oraz do ich detekgji i
oznaczen ilosciowych. Ujmujgc najprosciej, spektrometr mas jest urzgdzeniem do wytwarzania
jonow, czyli jonizacji czasteczki a nastepnie mierzenia stosunku masy powstatych jonéw do ich
tadunku (m/z).

Rejestracja ilosci powstatych jonéw (wielkosci pradu jonowego) i wartosci stosunku m/z

poszczegdlnych jonow daje zapis analizy - widmo mas.

Uzyskiwane widma mas, a tym samym rodzaj informacji o zwigzku, zalezg przede wszystkim od
sposobu jonizacji.

Widmo mas jest charakterystyczne dla okreslonego zwigzku chemicznego i zawiera informacje

0 jego masie czasteczkowej i budowie strukturalnej.

Spektrometr mas skfada sie z kilku istotnych elementéw:

e ukfad wprowadzenia prébki (na przyktad wprowadzenie bezposrednie lub poprzez
chromatograf gazowy czy chromatograf cieczowy),

e komora jonizacyjna i ukfad przyspieszania jonéw,

® analizator jondw,

e detektor jondéw i rejestrator.

Najczesciej w spektrometrii mas stosuje sie jonizacje strumieniem elektrondw. Jest to tez jonizacja
zwykle stosowana w spektrometrii mas potgczonej z chromatografig gazowag (GC/MS). Jonizacja
strumieniem elektrondéw (ang. electron impact, El) polega na bombardowaniu wigzka elektronéw
analizowanych czgsteczek, znajdujgcych sie w stanie gazowym (pary) (rysunek 46) w komorze
jonizacyjnej. Jonizacja przebiega w prézni rzedu 10° do 10° Tr (1,33-10™ + 1,33-10° Pa). Wiazka
elektronéw jest emitowana z katody wykonanej z trudno topliwych metali, wolframu lub renu oraz
ogrzewanej pradowo do temperatury kilku tysiecy stopni. Energie elektronédw mozna zmieniaé
poprzez zmiane napiecia miedzy katodg a anoda, do ktérej kierowana jest wigzka elektronéw z
katody. Zwykle wszystkie pomiary wykonuje sie przy standardowej energii 70 eV. Strumien
elektronéw wchodzi w kolizje z czgsteczkami badanego zwigzku bedgcymi w stanie pary.

W wyniku bombardowania wigzka elektronéw czgsteczek substancji organicznej, bedgcej w stanie
gazowym, powstajg jony zwane molekularnymi M*, ktére mogg rozpada¢ sie, czyli fragmentowaé
(rysunek 47).
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Jon molekularny jest kationorodnikiem o masie czgsteczkowej niemal identycznej jak masa
czgsteczkowa zwigzku chemicznego, z ktdrego powstat. Pomijalna réznica masy wynika z

utraty jednego elektronu z molekuty zwigzku.

M M
M M M
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przyspieszania
jonow
ANALIZATOR

Rysunek 46. Schemat zrédfa jonédw w jonizacji El [na podstawie Mass spectrometry: a foundation
course. Downard K., 2004]

Powstanie jonu molekularnego: M+e —>= M'™ +2e
jon

molekularny

Jon molekularny moze fragmentowac
na dwa sposoby:

M —= A" + R’
jon rodnik
fragmentacyjny
parzystoelektronowy
M+. > A+- + mO
jon ‘ czasteczka
fragmentacyjny obojetna

nieparzystoelektronowy

Rysunek 47. Powstawanie i drogi fragmentacji jonu molekularnego w jonizacji EI, M — molekuta
badanego zwigzku, M** — jon molekularny

Drugi sposdb jonizacji, stosowany w technice GC/MS, to jonizacja chemiczna (ang. chemical
jonization, Cl). Czynnikiem jonizujgcym czasteczki analitu sg jony, powstate w wyniku jonizacji wigzka
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elektronéw specjalnie do tego celu wprowadzonego do komory jonizacyjnej, gazu reagujgcego.
Jonizacja chemiczna nastepuje w wyniku reakcji czasteczki analitu z jonem pierwotnym gazu
reagujacego (rysunek 48). Sg to reakcje przeniesienia protonu pomiedzy jonem pierwotnym a
czasteczka analitu. Gazem reagujacym jest metan, izobutan, amoniak lub woda. Warunki jonizacji sg
bardzo tagodne, totez fragmentacja zachodzi w niewielkim stopniu.

Powstanie jonow pierwotnych: CH, + e [CH4]+' + e
[CH,]"* — [CH,]" + H’

[CH,]"* + CH, —=[CH,]" + CH;

[CH,]" + CH,—[C,H,]" + H,

Jony pierwotne reaguja z czasteczkami badanego zwiazku:

[CH,]" + M — [M+H]" + CH,

[Csz]+ + M — [l\/[JrH]+ + CH,
pozorny
jon
molekularny

Rysunek 49. Powstawanie pozornego jonu molekularnego w jonizacji Cl - nawiasy prostokatne

+

oznaczajg, ze miejsce lokalizacji tadunku nie jest okreslone, M — molekuta badanego zwigzku, [M + H]
— pozorny jon molekularny

W widmach mas uzyskanych technika Cl obserwuje sie intensywne tzw. pozorne jony

molekularne [M + H]*, ktére stuzg do wyznaczenia masy czasteczkowej badanego zwiazku.

W widmach mas uzyskanych technikg Cl obserwuje sie intensywne tzw. pozorne jony molekularne
[M + HJ", ktére stuzg do wyznaczenia masy czasteczkowej badanego zwigzku. Masa pozornego jonu
molekularnego jest o jednostke wieksza niz masa czgsteczkowa zwigzku chemicznego, z ktérego
powstat. Pozorne jony molekularne nazywamy tez jonami pseudomolekularnymi. Wadga jonizacji Cl,
podobnie jak El, jest konieczno$é przeprowadzenia analitu w stan pary.

Powstate w komorze jonizacyjnej jony sg przyspieszane polem elektrostatycznym o potencjale 6000-
8000 V i nastepnie kierowane poprzez szczeline ogniskujgcg do analizatora. W analizatorze strumien
jondw zostaje rozdzielony wedtug stosunku ich masy do fadunku (m/z) a nastepnie w detektorze
nastepuje pomiar natezenia pradu jonowego, odpowiadajgcego rozdzielonym poszczegdlnym jonom.
Wynikiem analizy MS jest widmo mas. Widma mas sg rejestrowane kolejno dla kazdej substancji,
eluujacej sie z kolumny chromatograficzne;j.

Widmo mas El przedstawia wzgledne intensywnosci jondw fragmentacyjnych oraz jonu

molekularnego, uporzagdkowanych wedtug stosunku ich masy do tadunku (m/z).
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Fragmentacja jest procesem charakterystycznym dla kazdego zwigzku i dlatego widmo mas pozwala
na jego identyfikacje. Badang substancje mozna zidentyfikowaé korzystajac z regut fragmentacji lub
przez pordwnanie z widmami mas substancji wzorcowych, zebranych w atlasach (katalogach) widm.
Widmo mas El zawiera informacje, na jakie fragmenty rozpadt sie badany zwigzek. Jego interpretacja
przypomina prace archeologa, ktéry na podstawie zachowanych fragmentdw stara sie odtworzyc
pierwotny ksztatt rozbitego naczynia.

Jon molekularny odpowiada masie czgsteczkowej tych czgsteczek zwigzku, ktére s3 zbudowane
z najlzejszych izotopéw pierwiastkéw, wchodzacych w sktad zwigzku, np. z izotopéw 'H, **C, **N,

160' 325, 35¢1i 7°Br.

Znalezienie jonu molekularnego pozwala na okreslenie masy czasteczkowej analizowanego zwigzku.
Przy zastosowaniu innych technik jonizacji, takich jak Cl, APCI (jonizacja chemiczna pod ci$nieniem
atmosferycznym, ang. atmospheric pressure chemical ionization) czy ESI (jonizacja na drodze
elektrorozpraszania, ang. electrospray ionization), zamiast jonu molekularnego uzyskuje sie pozorne
jony molekularne (jony pseudomolekularne), z ktérych réwniez mozna obliczy¢é mase czgsteczkowg
analizowanego zwigzku. Wiekszos¢ pierwiastkow zawiera dodatkowe izotopy, np. podstawowemu
izotopowi wegla *’C (98,931% rozpowszechnienia) towarzyszy izotop *C (1,069%). Sktad izotopowy
pierwiastkow jest praktycznie staty w naturze. W badanej prébce, czasteczki zwigzkdw chemicznych
sg zbudowane z rdinych izotopdw danego pierwiastka. Powoduje to, ze obok czgsteczek
zbudowanych z najlzejszych izotopdw pierwiastkdw wchodzacych w sktad danego zwigzku
chemicznego beda znajdowad sie tez czgsteczki zawierajgce réwniez ciezsze izotopy, np. metan:
2Cc'H, (masa czasteczkowa 16 Da) oraz *C'H, (17 Da). W spektrometrze mas zostang zmierzone
doktadne masy jondw a wiec bedg rozréznione te dwa typy czgsteczek.

Sygnaty w widmie mas odpowiadajace jonom zawierajacym cieisze izotopy nazywa sie pikami
izotopowymi. Piki izotopowe majg mniejszg intensywnos¢ w widmie mas niz piki molekularne,

ze wzgledu na mniejsze rozpowszechnienie ciezszych izotopow.

Stosunek intensywnosci jonu molekularnego do piku izotopowego w widmie mas metanu wynosi jak
99 do 1.

Przyktadowe widmo mas El jest zamieszczone na rysunku 50. Nie zawsze jon molekularny jest
widoczny na widmie mas El. Jezeli dany zwigzek chemiczny ulega silnej fragmentacji, to jon
molekularny moze nie by¢ intensywny lub moze w ogéle nie wystepowad. W takiej sytuacji okreslenie
masy czasteczkowej badanego zwigzku nie jest mozliwe i nalezy zastosowac inng metode jonizacji np.
jonizacje chemiczng. Widmo mas Cl zawiera przede wszystkim pozorny jon molekularny natomiast
jony fragmentacyjne sg nieliczne i mato intensywne, gdyz jest to tzw. fagodna technika jonizaciji.

Chromatografia gazowa pofgczona ze spektrometrig mas (GC/MS) jest stosowana zaréwno do
identyfikacji sktadnikéow analizowanych prébek jak i do oznaczania ilo$ciowego poszczegdlnych
zwigzkdw. Obie techniki doskonale sie uzupetniajg. W technice GC/MS preferowane sg kolumny
kapilarne, poniewaz umozliwiajg bezposrednie wprowadzenie eluatu z kolumny do komory
jonizacyjnej spektrometru. Gazem nos$nym w technice GC/MS jest hel. Technika GC/MS z jonizacjg
strumieniem elektronédw badz z jonizacja chemiczng jest stosowana do analizy zwigzkéw
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organicznych, ktére mogg by¢ przeprowadzone w stan pary. Z tego wzgledu badane substancje
musza wykazywa¢ w temperaturze pokojowej lub po ogrzaniu preznoéé par, co najmniej 10”7 do 10°
Tr (1,33-10° + 1,33-10™ Pa). Jest to istotne ograniczenie tej metody, ktdra nie moze byé zastosowana
do analizy zwigzkéw wielkoczgsteczkowych badz polarnych, takich jak aminokwasy, peptydy, biatka,
weglowodany czy zwigzki jonowe.
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Rysunek 50. Widmo mas (El) 2-heptakozanolu; jon molekularny 2-heptakozanolu ma niewielkg
intensywnos$¢ i nie jest widoczny na zamieszczonym widmie mas natomiast widoczne sg jony
fragmentacyjne, w tym jon o wartoSci m/z 45, tzw. pik gtdwny, ktory jest jonem o najwiekszej

intensywnosci w widmie

Wysokosprawna chromatografia cieczcowa w pofgczeniu ze spektrometrig mas (LC/MS) lub
tandemowg spektrometrig mas (MS/MS) jest jedng z najpopularniejszych technik do oznaczania
wielu zwigzkéw organicznych w probkach o zfozonej matrycy. Wsrdd wielu zalet tej techniki
najwazniejsza to mozliwos¢ analizy zwigzkéw polarnych oraz wielkoczgsteczkowych. W technice
LC/MS anality rozdzielane w kolumnie chromatograficznej, ze wzgledu na rézne powinowactwo do
fazy stacjonarnej, sg eluowane za pomocg odpowiednio dobranych faz ruchomych do komory
jonizacyjnej spektrometru mas. W wielu przypadkach preferowane jest stosowanie rozdzielania w
odwréconym ukfadzie faz (RP), przy zastosowaniu kolumn z niepolarng faza stacjonarng oraz
polarnych faz ruchomych. Najczesciej stosowane sg mieszaniny metanol/woda oraz acetonitryl/woda
przy odpowiednio dobranym pH, z dodatkiem octanu amonu, mréwczanu amonu lub/i kwasu
mrowkowego czy octowego, ktérych dodatek powoduje zwiekszenie czutosci oznaczenia i poprawe
jonizacji prébki. W technice LC/MS mozliwe jest stosowanie zrddfa jondw typu ESI lub komory
jonizacyjnej typu APCI. Jonizacja ESI jest najczesciej stosowang technika jonizacji zwigzkdw polarnych
natomiast dla sredniopolarnych i mniej polarnych zwigzkéw bardziej odpowiednia jest technika APCI.

Jonizacja na drodze elektrorozpraszania, ESI polega na tym, ze w silne pole elektryczne wprowadza
sie strumien cieczy (eluatu z kolumny chromatograficznej) pod cisnieniem atmosferycznym (rysunek
51). Pole elektryczne jest wytwarzane poprzez przytozenie napiecia 3 — 6 kV pomiedzy kapilarg a
elektroda. Nastepuje odparowywanie kropelek rozpuszczalnika, co powoduje wzrost gradientu
potencjatu przy powierzchni kropli i prowadzi w efekcie do desorpcji jondw z kropli. Jonizacja ESI jest
fagodng technika jonizacji. Widma mas ESI zawierajg serie wielokrotnie protonowanych pozornych
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jonéw molekularnych [M + zH]**. Jony z wieloma tadunkami sg zaletg tej metody jonizacji. W
spektrometrze mas mierzona jest warto$¢ m/z, czyli warto$¢ stosunku masy do liczby tadunkdw.
Dzieki temu, zwigzki o duzej masie czgsteczkowej i na przyktad tworzgce jony z 2 lub 3 fadunkami sg
analizowane przy odpowiednio nizszych wartosciach m/z, odpowiadajgcych masie czgsteczkowej
podzielonej odpowiednio przez 2 lub 3. Metodg ESI mozna analizowa¢ zwigzki chemiczne o masie
czasteczkowej nawet rzedu 100 — 300 tys. u.
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Rysunek 51. Schemat zrédta jonéw typu ESI [na podstawie Spektrometria mas. de Hoffmann E. et al.,
1998]

Jonizacja APCI
Zrédto jondw APCI (rysunek 52) skfada sie z:

e kapilary, przez ktorg przeptywa faza ruchoma z HPLC zamieniajgca sie w aerozol,
e ogrzewane;j rurki,

e igly wytadowawczej, ktéra produkuje jony z powstatego aerozolu.

APCI jest metoda jonizacji, w ktérej zachodzi reakcja w fazie gazowej pod cisnieniem atmosferycznym
pomiedzy jonem pierwotnym a czgsteczkg analitu. Jest to metoda podobna do jonizacji chemicznej
stosowanej w technice GC/MS. Rdznica polega na tym, ze jony pierwotne powstajg ze sktadnikow
fazy ruchomej poprzez wytadowania koronowe. Zaostrzona elektroda (igta wytadowawcza) wytwarza
gradient potencjatu. Przy wytadowaniach koronowych powstate napiecie jest wystarczajace, aby
medium ulegto czesSciowej jonizacji natomiast za niskie, aby powstat fuk elektryczny. W atmosferze
azotu i w obecnosci wody, pod wptywem wytadowan koronowych zachodzg reakcje, ktore prowadza
do powstania jonéw pierwotnych. Nastepnie powstajg protonowane pozorne jony molekularne [M +
H]*, poprzez przeniesienie protonu z jonu pierwotnego do czasteczki analitu. Chociaz APCl jest
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fagodng technikg jonizacji, wystepujacg niewielky fragmentacje czgsteczek mozna wykorzysta¢ do
badania struktury zwigzku.
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Rysunek 52. Schemat zrédta jonéw typu APCI [na postawie Spektrometria mas. de Hoffmann E. et al.,
1998]

5. Chromatografia z faza ruchoma w stanie nadkrytycznym

5.1. Wstep

Chromatografia z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym (ang. supercritical fluid chromatography,
SFC) jest technikg rozdzielania mieszanin zwigzkdow chemicznych posiadajgcg wtasciwosci posrednie
miedzy chromatografia gazowa a cieczowg. W literaturze spotyka sie réwniez inne terminy na
okreslenie tej techniki, jak: chromatografia fluidalna czy chromatografia nadkrytyczna.

Fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym jest medium znajdujgce sie w warunkach powyzej warunkéw
punktu krytycznego, tzn. ma temperature wyzszg od temperatury krytycznej i jest pod ciSnieniem
wyzszym od ciSnienia krytycznego. Punkt krytyczny jest wielkoscig charakterystyczng dla danej
substancji. Ponizej warto$ci punktu krytycznego, w zaleznosci od zmian wartosci cisnienia i
temperatury, mogg istnie¢ trzy stany skupienia substancji — gazowa, ciekfa i stata. Powyzej wartosci
cisnienia i temperatury okreslanych przez punkt krytyczny, substancja znajduje sie w stanie
nadkrytycznym, w ktdrym zanika réznica miedzy gazem a cieczg. Powyzej tego punktu, niezaleznie od
zmian ci$nienia i temperatury, stan skupienia substancji nie zmienia sie. Powyzsze obrazuje diagram
przemian fazowych przedstawiony na rysunku 37 w rozdziale 11.5.2.11.

Substancja w stanie nadkrytycznym ma wtasciwosci posrednie miedzy gazem a cieczg. Ma ona gestos¢
zblizong do gestosci cieczy, lepkos¢ zblizong do lepkosci gazu a wspdtczynnik dyfuzji mniejszy niz dla
gazu, ale wyzszy niz dla cieczy. Poréwnanie wtasciwosci gazu, cieczy i ptynu w stanie nadkrytycznym
przedstawiono w tabeli 5.

Gestos¢ ptynu w stanie nadkrytycznym sprawia, ze ma on dobre wtasciwosci rozpuszczalnikowe,
substancje rozpuszczajg sie w nim jak w cieczy, podobnie jak w chromatografii cieczowej. Mafa
lepkos$¢ ptynu i niskie napiecie powierzchniowe powoduja, ze jego wspdtczynnik dyfuzji jest wyzszy niz
dla cieczy, co skutkuje szybszym przenoszeniem masy, podobnie jak w chromatografii gazowe;.
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Tabela 5. Poréwnanie niektdrych wtasciwosci gazu, cieczy i ptynu w stanie nadkrytycznym [na
podstawie Podstawy chromatografii, Witkiewicz Z., WNT, Warszawa, 2000]

Parametr Gaz Ciecz Ptyn w stanie
nadkrytycznym
Wspotczynnik dyfuzji
[cm?/s] 0,01-1,0 (0,5-2,0) - 10 (0,5-3,3) - 10"
Lepko$é [g/s cm] (2,0-9,9)-10* | (0,3-2,4) 107 (0,5-3,5)- 10"
Gestoéé [g/cm’] (0,6 -2,0)-10° 0,8-1,0 0,2-0,9

Wymienione cechy ptynu w stanie nadkrytycznym sg bardzo korzystne dla procesu
chromatograficznego. Umozliwiajg rozdzielanie substancji o matej trwatosci termicznej, o matej
lotnosci i duzych masach czasteczkowych. Chromatografia z fazg ruchomag w stanie nadkrytycznym
jest technikg uzupetniajgca, utatwiajgcy rozdzielanie takich mieszanin substancji, ktérych rozdzielenie
innymi technikami chromatograficznymi jest trudne, dtugotrwate lub wrecz niemozliwe.

5.2. Fazy ruchome

W chromatografii z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym duze znaczenie w procesie rozdzielania
majg lotnos¢ oraz rozpuszczalnos¢ substancji badanych w fazie ruchomej. Wiele substancji w stanie
nadkrytycznym posiada dobre witasciwosci rozpuszczania. Rozpuszczalno$¢ analitdbw w ptynie
nadkrytycznym zalezy przede wszystkim od temperatury i gestosci, a w mniejszym stopniu od
cisnienia. Odpowiednig rozpuszczalno$¢ oraz niskie parametry punktu krytycznego, umozliwiajgce
zastosowanie jako fazy ruchomej w stanie nadkrytycznym posiadajg m.in.: freony, pentan, amoniak,
podtlenek azotu i ditlenek wegla.

Najpowszechniej stosowany jest ditlenek wegla (CO,), przede wszystkim dlatego, ze ma niska
temperature krytyczng (31,3°C), niskie ci$nienie krytyczne (7,29 MPa), jest nietoksyczny i niepalny
oraz fatwy do otrzymania w wysokiej czystosci. Gestos¢ ditlenku wegla w punkcie krytycznym wynosi
0,448 g/cm?*. Ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym posiada wiasciwoséci protonowo-akceptorowe,
posiada zdolnos¢ tworzenia wigzan wodorowych i ma niskg polarnosé (pordwnywalng z polarnoscig
heksanu). W przypadku stosowania chromatografii z kolumnami kapilarnymi, polarnosé¢ ditlenku
wegla jest wystarczajgca nawet dla zwigzkdw polarnych. Przy zastosowaniu kolumn pakunkowych,
polarnosc¢ ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym umozliwia chromatografie zwigzkdw niepolarnych i
Sredniopolarnych. Dla zwigzkéw polarnych stosuje sie polarne modyfikatory fazy ruchomej, np.
alkohole, aminy, wode. Modyfikator polarny dodany w matych ilosciach (1+10%) do ditlenku wegla
zwieksza rozpuszczalnos¢ polarnych analitéw, tym samym site elucji fazy ruchomej, selektywnosé
procesu rozdzielania i sprawnos$¢ kolumny. Dodatek modyfikatora zmienia jednak parametry
krytyczne ditlenku wegla, np. podwyzsza temperature punktu krytycznego. Zbyt wysoka temperatura
moze by¢ powodem rozktfadu substancji analizowanych.

5.3. Proces rozdzielania chromatograficznego

W chromatografii z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym na retencje zwigzkéw rozdzielanych ma
wptyw znacznie wiecej czynnikdw niz w pozostatych rodzajach chromatografii. Czas retencji zalezy od:
e wiasciwosci analitow,
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e wiasciwosci wypetnienia kolumny (rodzaju fazy stacjonarnej),
e rozmiaréw kolumny;,

® rodzaju, gestosci i predkosci przeptywu fazy ruchomej,

e temperatury i ci$nienia w kolumnie,

e rodzaju iilosci zastosowanego modyfikatora.

Zmieniajac parametry procesu, zmienia sie wtasciwosci ptynu w stanie nadkrytycznym. Gestosé ptynu
jest podstawowym czynnikiem wptywajgcym na retencje, od gestosci ptynu zalezy jego zdolnos¢ do
rozpuszczania analitéw. Gesto$¢ ptynu w stanie nadkrytycznym ulega zmianie ze zmiang cisnienia oraz
temperatury. Ptyn o mniejszej gestosci ma witasciwosci rozpuszczalnikdw niepolarnych, natomiast o
duzej gestosci — wiasciwosci rozpuszczalnikdw bardziej polarnych, jak np. dichlorometanu. Zmiany
gestosci fazy ruchomej powodujg zmiany czasu retencji analitow. Wspoéfczynnik retencji zmniejsza sie
ze wzrostem gestosci w statej temperaturze oraz ze wzrostem temperatury przy statej gestosci.
Wptyw wzrostu temperatury na wspotczynnik retencji analitu moze by¢ odmienny dla niskich i
wysokich temperatur stanu nadkrytycznego. W nizszych temperaturach stanu nadkrytycznego
wspoétczynnik retencji wzrasta ze wzrostem temperatury, natomiast w wyzszych temperaturach —
maleje ze wzrostem temperatury dla tych samych analitéw. Fakt ten ttumaczy sie tym, ze w nizszych
temperaturach stanu nadkrytycznego na retencje ma wptyw gtdéwnie proces rozpuszczania, natomiast
w wyzszych temperaturach stanu nadkrytycznego, ktérym towarzyszy wysokie cisnienie, wieksze
znaczenie ma lotnos¢ analizowanych zwigzkdéw. Przeciwne dziatanie tych dwéch efektéw: lotnosci i
rozpuszczalnosci powoduje, ze w chromatografii z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym przy statym
cisnieniu, w zaleznosci wspodtczynnika retencji od temperatury istnieje wyrazne maksimum.

Warunki separacji technikg chromatografii z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym mogg by¢ state lub
zmienne. Opracowanie warunkdéw procesu rozdzielania polega na:

e ustaleniu temperatury kolumny, programowaniu jej wzrostu lub obnizania, jak w
chromatografii gazowej,

e programowaniu zmiany cisnienia i gestosci fazy ruchomej,

e ustaleniu sktadu fazy ruchomej, zaprogramowanie zmiennosci sktadu jak w elucji
gradientowej w chromatografii cieczowe].

Zmienia¢ mozna kolejno poszczegdlne parametry rozdzielania lub programowac jednoczesne zmiany
wszystkich lub wybranych parametréw.

5.4. Aparatura
Chromatograf

Aparaty do chromatografii z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym sktadajg sie z tych samych
podstawowych elementdw, co kazdy chromatograf, gazowy czy cieczowy. Nowym i istotnym
elementem jest restryktor, ktéry umozliwia utrzymanie w kolumnie odpowiednio wysokiego cisnienia.
Nowoczesne chromatografy, dostepne obecnie na rynku, dostosowane s3 do pracy w trzech
systemach: z gazowg fazg ruchomga, jako chromatograf gazowy, z fazg ruchoma w stanie
nadkrytycznym oraz z ciektg fazg ruchomg, jako chromatograf cieczowy. Schemat chromatografu do
pracy z fazg w stanie nadkrytycznym przedstawiono na rysunku 53.

Pompy
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Odpowiedni przeptyw fazy ruchomej wymuszajg pompy, takie jak stosowane w chromatografii
cieczowej. W przypadku stosowania ditlenku wegla, w pompach ttokowych stosuje sie chtodzenie
gtowic do temperatury -10°C, aby zapobiec odparowywaniu fazy ruchomej i utrzymaniu jej w stanie
ptynnym. W przypadku stosowania pomp strzykawkowych, ttoczenie fazy ruchomej odbywa sie za
pomocy sprezonego helu z butli gazowe;j.

Dozowniki

Do wprowadzania substancji na kolumne stosuje najczeSciej zawdr z petlg, podobnie jak w
chromatografii cieczowej. Do kolumn kapilarnych stosuje sie zawory o pojemnosci petli ok. 0,1-0,2 uL
z dzieleniem strumienia. Wfasciwe dozowanie probki, zwtaszcza w analizie iloSciowej jest trudne i
wymaga wtasciwego potgczenia zaworu z kolumng dla zachowania odpowiedniego cisnienia i
temperatury.

Zal)vér @'\ Manometr

1
KJ
P .
ompa 1 - Dozownik
Zbiornik fazy
ruchome;j
Kolumna
L—
4| chromatograficzna
Zbiornik
modyfikatora Termostat
o
Komputer,
|| rejestrator

Detektor -9 JU—LL
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Restryktor —
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Rysunek 53. Schemat budowy chromatografu do pracy z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym

Kolumny i fazy stacjonarne

Do pracy z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym stosuje sie kolumny pakowane, mikropakowane i
kapilarne. Rozmiary kolumn pakowanych s3 podobne do rozmiaréw kolumn stosowanych w
chromatografii cieczcowej. Kolumny kapilarne majg srednice 100 um lub mniejsze i dtugos¢ do kilku

201



metréw Dla zapewnienia dobrego rozdzielenia na kolumnie kapilarnej, dozowane prébki powinny by¢
jak najmniejszej wielkosci oraz konieczna jest stata predkos¢ przeptywu fazy ruchomej przy
programowanym cisnieniu. Kolumny mikropakowane sg to pakowane kolumny kapilarne o $rednicach
0,25-0,5mm.

Fazy stacjonarne stosowane w chromatografii z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym to, podobnie jak w
HPLC, zel krzemionkowy i chemicznie zwigzane fazy z zelem krzemionkowym, jak oktadecylosilan (RP-C18)
czy zel krzemionkowy zwigzany z grupami propyloaminowymi i inne. Od rodzaju fazy stacjonarnej zalezy
zakres temperaturowy pracy z fazg w stanie nadkrytycznym. Faza stacjonarna RP-C18 wytrzymuje
temperature do 150°C, natomiast aminopropylowa - tylko 75°C. Sprawnos$¢ kolumn pakowanych jest
poréownywalna ze sprawnoscig kolumn do HPLC z tym, ze te samg sprawnosc uzyskuje sie przy przeptywach
fazy ruchomej 5-10 razy wiekszych niz w HPLC, co oznacza zdecydowanie krétsze analizy w chromatografii z
fazg w stanie nadkrytycznym. W kolumnach mikropakowanych wypetnieniem mogg by¢ porowate kulki
szklane, stuzgce réwniez jako nosnik dla réznych polimeréw siloksanowych.

Detektory

Detektory stosowane w chromatografii gazowej i cieczowej mogg by¢ wykorzystane w chromatografii
z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym. W przypadku zastosowania detektoréw do chromatografii
gazowej, ptyn wychodzacy z kolumny chromatograficznej musi mieé¢ obnizone cisnienie
(dekompresja), obnizong temperature (schtodzony) i przeksztatcony w gaz. Przy stosowaniu
detektorow do chromatografii cieczowej, eluat z kolumny moze wptywaé do detektora w stanie
nadkrytycznym.

Wsrdod wielu detektorow uzywanych w chromatografii gazowej najwieksze zastosowanie w
chromatografii z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym ma detektor ptomieniowo jonizacyjny
(FID). Na rysunku 54 przedstawiono schemat takiego detektora. Jest on wyposazony
dodatkowo w przetwornik cisnieniowy i odpowiednie zawory, umozliwiajgce wprowadzanie
eluatu z kolumny w postaci gazu (por.roz. 111.3.2 rys. 48). Ograniczeniem detektora FID jest
niemoznos$¢ stosowania modyfikatoréw organicznych, gdyz tworzg one karbojony. W
chromatografii z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym z detektorem FID modyfikatorami
moga byc jedynie zwigzki nietworzgce karbojondw, jak kwas mréwkowy czy woda.

Detektory optyczne stosowane w chromatografii cieczowej s réwniez wykorzystywane w
chromatografii z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym. Najczesciej, tak samo jak w HPLC, stosowany
jest detektor UV. Jednak najlepszym detektorem w chromatografii z fazg ruchomg w stanie
nadkrytycznym jest spektrometr mas. Potgczenie spektrometru mas z tym rodzajem chromatografii
jest tatwiejsze niz potgczenie z HPLC.

Restryktory

Aby utrzyma¢ faze ruchomg w stanie nadkrytycznym nalezy zachowac¢ w czasie separacji warunki
cisSnienia i temperatury powyzej wartosci krytycznych. Utrzymanie wfasciwej temperatury jest
osiggane w piecu chromatograficznym, natomiast do uzyskania wtasciwego cisnienia stosuje sie
urzadzenia zwane restryktorami. Restryktor znajduje sie przed detektorem, jak w przypadku
detektorow stosowanych w chromatografii gazowej, np. FID lub za detektorem, jak w przypadku
detektorow stosowanych w chromatografii cieczowej, np. detektora UV. Najprostszym restryktorem, o
statych parametrach pracy jest przewezenie w postaci krétkiego odcinka kapilary na drodze przeptywu
fazy ruchomej, jest to restryktor liniowy o dtugosci zwykle 10-15 cm i Srednicy do kilkunastu
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mikrometréw. W cienkiej kapilarze ptyn ptynie szybciej niz przez przewdd o wiekszej srednicy przed
kapilarg, co pocigga za sobg spadek cisnienia w kapilarze (réwnanie Bernoulliego). Wazne, by spadek
cisnienia nastepowat na bardzo krétkim odcinku restryktora, co zapobiega kondensacji analitéw.
Restryktory liniowe wykonane sg ze szkta, kwarcu lub stali nierdzewnej. Zmiane warunkdéw pracy
restryktora liniowego mozna osiggngé przez programowanie jego temperatury. Restryktory
mechaniczne lub elektryczne sg lepsze od restryktoréw liniowych, umozliwiajg ptynng regulacje
ci$nienia, ale sg bardzo skomplikowanymi urzgdzeniami.

Gazy wylotowe

1

Pofaczenie elektryczne | Elektroda

elektrod

[ Ptomien palnika
J E— —Dysza palnika

Wodér — <« Powietrze

Do przetwornika
cisnieniowego
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—_— (X) —— Wylot

T Zawor

Z kolumny

Rysunek 54. Schemat detektora ptfomieniowo-jonizacyjnego (FID) stosowanego w chromatografie z
fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym [na podstawie Podstawy chromatografii, Witkiewicz Z., WNT,
Warszawa, 2000]

5.5. Zastosowanie chromatografii z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym

Chromatografie z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym mozna stosowaé w réznych uktadach
pofaczen: z chromatografia gazowg, cieczowq lub ekstrakcjg ptynem w stanie nadkrytycznym. Ten
rodzaj chromatografii ma zastosowanie do rozdzielenia substancji nielotnych lub nietrwatych
termicznie. Przykfadami zastosowania chromatografii z fazg ruchomg w stanie nadkrytycznym sa
oznaczanie lekdw i substancji biologicznie czynnych, pestycydéow i herbicydéw, mieszanin
weglowodoréw nasyconych, nienasyconych i aromatycznych w mieszaninach, nitropochodnych i
hydroksynitropochodnych weglowodoréw policyklicznych, wolnych kwaséw ttuszczowych, amin,
materiatdow wybuchowych, oligomeréw, oznaczanie zwigzkdw chiralnych i wielu innych zwigzkéw
chemicznych.
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IV. Techniki elektromigracyjne

1. Wstep

Przytozenie pola elektrycznego do wodnego roztworu elektrolitu zawsze powoduje ruch jonéw w
kierunku elektrod o przeciwnym znaku tadunku elektrycznego. Jesli w roztworze elektrolitu znajdujg
sie makroczasteczki obdarzone niezréwnowazonym tadunkiem elektrycznym (makrojony), bedg sie
one réwniez przemieszczaty w kierunku elektrod, ale z inng predkoscig. Rdznice w predkosci
poruszania sie jondw w polu elektrycznym sg podstawg rozdzielania za pomocg technik
elektromigracyjnych.

Migracji jonow i makrojonéw towarzyszg zjawiska fizyczne okreslane mianem elektrolizy oraz
elektroforezy.

Elektroliza - proces zachodzgcy przy powierzchni elektrod, polegajgcy na odkfadaniu sie substancji,
pochodzacych z elektrolitu, na elektrodach pod wptywem przeptywajgcego pradu (reakcje utleniania i
redukcji). Procesy te opisywane sg iloSciowo prawami elektrolizy Faraday’a.

Elektroforeza (grecki: elektron — elektrycznos¢ + phoresis — przenoszenie) jest zjawiskiem
elektrokinetycznym, zachodzgcym w objetosci elektrolitu, w ktérym makroczasteczki obdarzone
niezrownowazonym tadunkiem elektrycznym przemieszczajg sie pod wpltywem przytozonego pola
elektrycznego w kierunku elektrody o przeciwnym fadunku.

Jony w srodowisku wodnym posiadajg otoczke hydratacyjng, czyli ukfad dipoli wodnych, zwigzanych z
jonem dos¢ stabymi sitami oddziatywania elektrostatycznego. Zaréowno obecno$é otoczki
hydratacyjnej, jak i jej wielko$¢ w istotny sposdb wptywajg na mozliwosé ruchu jondw i makrojondw
w otaczajgcym je Srodowisku. Wiasciwosci otoczki hydratacyjnej zalezg od rozmiaru jonu i
zgromadzonego na nim niezréwnowazonego tadunku elektrycznego oraz od witasciwosci elektrolitu,
tj. jego sity jonowej oraz wartosci pH. O ile rozmiar jonu i zgromadzony na nim tadunek juz nie moga
by¢ zmieniane, to wtasciwosci elektrolitu mogg by¢ tatwo modyfikowane dla uzyskania lepszej
rozdzielczosci.

Sita jonowa () - jest funkcjg stezenia jondw elektrolitu (buforu) i réwna jest potowie sumy iloczynéw
stezerh molowych i kwadratéw fadunkéw wszystkich jondw znajdujgcych sie w roztworze:

(1)

gdzie:
n —liczba rodzajéw jondéw,
¢;— stezenie j-tego jonu [mol/dm?],
z;—ladunek i-tego jonu.

Dla elektrolitow o niewielkim stezeniu, gdy odlegtosci pomiedzy jonami, a Scislej pomiedzy otoczkami
jonéw sg duze, wzrost wartosci sity jonowej powoduje wzrost wartosci przewodnosci jonowej
elektrolitu, spowodowany wzrostem liczby nos$nikéw fadunku elektrycznego. Dalszy wzrost wartosci
sity jonowej powoduje zageszczenia jondw i ich otoczek hydratacyjnych. Pojawiajgce sie tarcie
pomiedzy otoczkami zaczyna odgrywac decydujaca role w ich ruchu w polu elektrycznym, w zwigzku
z tym przewodnictwo elektryczne elektrolitu znaczaco spada. Wptyw wartosci sity jonowej na
zachowanie jondéw w polu elektrycznym nalezy uwzgledniaé przy doborze skfadu elektrolitéw
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przeznaczonych do elektroforezy Biorgc pod uwage wptyw wartosci sity jonowej na zachowanie
jonéw w polu elektrycznym nalezy podkresli¢c wage doboru skfadu elektrolitéw przeznaczonych do
elektroforezy. Istotne jest zachowanie rozsgdnego stosunku liczby jonéw do liczby makrojonéw tak,
aby przenoszony przez elektrolit tadunek elektryczny rozktadat sie korzystnie na wszystkie obecne
tam jony. Zbyt wysokie stezenie jondw powoduje ograniczenie ich ruchliwosci, natomiast zbyt niskie,
wptywa na niedobdr nosnikéw fadunku elektrycznego. Wzrost opornosci elektrycznej roztworu
spowodowany niedoborem  nosnikbw tadunku elektrycznego, podczas elektroforezy
przeprowadzanej w warunkach statego natezenia pradu, wymusza wzrost napiecia niezbednego dla
przeptywu pradu. To z kolei powoduje zwiekszenie ilosci ciepta wydzielanego w obrebie elektrolitu,
ktéra moze miec istotny wptyw na rozdzielczosc.

Wartosc¢ pH, czyli miara stezenia jonéw wodorowych (hydroniowych) w elektrolicie, ma szczegdlnie
istotne znaczenie w odniesieniu do separacji biatek i peptydéw. Zwigzki te posiadajg wtasnosci
amfoteryczne, czyli s3 obdarzone wypadkowym fadunkiem elektrycznym dodatnim albo ujemnym, w
zaleznosci od warunkéw sSrodowiskowych. tadunek elektryczny biatek pochodzi z, zaleinej od
wartosci pH, jonizacji bocznych faricuchéw grup karboksylowych oraz grup aminowych:

-COOH ¢« COO + H* - $rodowisko zasadowe
-NH, + H" ¢> -NH;* - $rodowisko kwasowe

Wypadkowy fadunek elektryczny czgsteczki peptydu lub biatka zalezy od wartosci pH roztworu i jest
rowny zero przy wartosci pH, charakterystycznej dla danego biatka lub peptydu, zw. punktem
izoelektrycznym (pl). W srodowisku o wartosci pH < pl biatko obdarzone jest tadunkiem dodatnim,
wiec migruje w kierunku elektrody ujemnej. W celu uzyskania odpowiedniej separacji
amfoterycznych sktadnikdw mieszaniny, konieczne jest utrzymywanie statej wartosci pH elektrolitu.
W trakcie rozdzielania elektroforetycznego wartosé pH elektrolitu zmienia sie na skutek zachodzacej
elektrolizy wody, w ktérej wyniku na katodzie generowane s3 jony H*, natomiast na anodzie - OH".
Dlatego statg wartos¢ pH podczas rozdzielen elektroforetycznych osigga sie poprzez buforowanie
stosowanych elektrolitow.

Zachowanie sie makrojonu w polu elektrycznym zalezy od jego parametrow. Na makrojon dziata sita
F, ktéra jest proporcjonalna do natezenia wytworzonego pola elektrycznego oraz fadunku
zgromadzonego na molekule

F =Eq (2)

gdzie:
g —fadunek zgromadzony na makrojonie [C],
E - natezenia pola elektrycznego [V/cm].

Natezenie wytworzonego pola elektrycznego E jest proporcjonalne do przytozonego napiecia U oraz
odwrotnie proporcjonalne do odlegtosci pomiedzy elektrodami:

E=— (3)
gdzie:

U - przytozone napiecie elektryczne (réznica potencjatéw),
| - odlegtos¢ pomiedzy elektrodami (przytozonymi potencjatami).
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Pofagczenie obu powyiszych rdwnan daje wyrazenie na site F dziatajgcg na makrojon o tadunku g
umieszczony w uktadzie, do ktérego przytozone jest napiecie U:

F=Y (4)

1

Z powyzszego wzoru wynika, ze wzrost wartosci przytozonego napiecia U powoduje zwiekszenie
natezenia wytworzonego pola F, a wiec zwiekszenie sity dziatajgcej na makrojon, co powoduje
szybszg jego migracje. Natomiast zwiekszenie odlegtosci | pomiedzy elektrodami wptywa na
zmniejszenie natezenia wytworzonego pola elektrycznego, czyli spowalnia migracje makroczasteczki.
Makrojon osigga predkos¢ graniczng, ktdra jest wypadkowa oporu srodowiska i wytworzonego pola
elektrycznego. Dla makrojonu o ksztatcie kulistym (zgodnie z prawem Stokesa) mozna zapisac
nastepujacg zaleznos¢:

Eq = 6xnrv (5)
gdzie:
n - lepkos¢ srodowiska, w ktérym migruje jon,

r - promien makrojonu,
v- predkos¢ ruchu makrojonu.

Podstawg rozdziatow elektroforetycznych jest réinica w predkosciach migracji czastek

obdarzonych tadunkiem w polu elektrycznym o statym natezeniu.

Predkos¢ migracji v [cm-s™] w kierunku elektrod jest réina dla réznych czasteczek i zalezy od
natezenia pola elektrycznego E [V/cm] oraz ruchliwosci elektroforetycznej danej czasteczki ples :

v=p,E (6)

Predkos¢ przemieszczania sie natadowanych elektrycznie makroczasteczek zaleiy od ich
tadunku, rozmiaru, ksztattu oraz oporow ruchu srodowiska. Dana molekuta bedzie porusza¢ sie
ze statg predkoscia, jezeli w trakcie analizy nastepujgce parametry nie ulegng zmianie:

® rdinica potencjatow,

* natezenie pradu,

* pH srodowiska,

* temperatura roztworu,

e przewodnos$¢ roztworu,

¢ lepko$¢ roztworu.

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna s [m*V*'-s™] jest wielkoécia charakterystyczng dla makrojonu w
danym osrodku. Jest ona proporcjonalna do wartosci tadunku czasteczki g [C], natomiast odwrotnie
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proporcjonalna do lepkosci srodowiska n [kg:m™s™] i promienia czastki r [cm] (mniejsze czasteczki
obdarzone wiekszym fadunkiem wykazujg szybszg migracje):

__4
67nr

Czynniki wptywajgce na ruchliwosc elektroforetyczng makrojonu, to:

Hy (7)

® rodzajistezenie buforu,

e pH buforu,

* temperatura,

® natezenie pola elektrycznego,

e wiasciwosci i rodzaj rozdzielanego materiatu.

Przy rozwazaniu procesow zachodzgcych w technikach elektromigracyjnych nalezy pamietac o oporze
elektrycznym elektrolitu, opisywanym prawem Ohma. Prawo to przedstawia zalezno$¢ pomiedzy
przytozonym napieciem U, a ptyngcym w wyniku tego pragdem [/ [A] oraz oporem elektrycznym
(rezystancja) R [Q] elektrolitu:

U =IR (8)

Podczas przeptywu pradu elektrycznego, w wyniku wykonywania pracy przesuniecia tadunku
elektrycznego przez pole, na opornosciach obwodu tracona jest moc P [W]. Pracy tej towarzyszy
wydzielanie sie ciepta, zwanego cieptem Joule’a. llosé wydzielonego ciepta Q, [J] opisuje rownanie:

Q, =Ult (9)

W czasie trwania elektroforezy nastepuje wzrost temperatury elektrolitu na skutek wydzielania ciepta
Joule’a. Zwykle ze wzrostem temperatury obniza sie opornos¢ elektrolitu, co powoduje wzrost
predkosci migracji makrojonéw, dlatego utrzymywanie statej temperatury w czasie seapracji jest
konieczne dla osiggania zadowalajgcych i powtarzalnych rezultatéw elektroforetycznej separacji.
Zmienna temperatura podczas separacji elektroforetycznych wptywa na jakosé uzyskanych wynikéw:

e powoduje znaczne poszerzenie pasma migrujgcej substancji, co obniza rozdzielczo$¢ procesu
separacji,

e  powoduje nierdbwnomierne przemieszczanie sie frontu elektroforezy; makrojony w centralnej
czesci nosnika, gdzie moze byé wyzsza temperatura niz przy bocznych jego krawedziach,
migrujg znacznie szybciej z powodu nizszego oporu niz ich odpowiedniki znajdujace sie poza
centrum nosnika.

Zbyt wysoka temperatura moze powodowaé tzw. przegrzanie ukfadu, co moze by¢ ,szkodliwe”
zaroéwno dla rozdzielanych substancji jak i samego sprzetu:
® moze nastgpic strata analitéw, np. na skutek ich denaturacji i inaktywacji w podwyzszonej
temperaturze,
® moze nastgpi¢ uszkodzenie zestawu do elektroforezy, na skutek termicznych odksztatcen lub
nawet peknieé niektérych jego elementéw.
Dobrej jakosSci aparaty do elektroforezy majg mozliwo$¢ odprowadzania lub rozpraszania nadmiaru
ciepta z uktadu, w celu zapobiezenia ewentualnym zniszczeniom.
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2. Podziat technik elektroforetycznych

Ze wzgledu na sposdb prowadzenia separacji stosowane w praktyce metody elektroforetyczne sag
pochodnymi lub kombinacjami trzech podstawowych rodzajéw separacji (Rysunek 1):

e elektroforeza strefowa (ZE - zone electrophoresis),
e izotachoforeza (ITP - isotachphoresis),

e ogniskowanie izoelektryczne (IEF - isoelectric focusing).

pH = const
o
=0
a) + -
$ ]
= 2
pH, # pH,
==
b) + -
L = T

6 7 8 9

Pla Pls

Rysunek 1. Zasady rozdzielen: a) - elektroforeza strefowa, b) —izotachoforeza, c) - ogniskowanie izoelektryczne
Elektroforeza strefowa - rozdzielanie makrojonéw odbywa sie na podstawie réznic w ich ruchliwosci
przy statej wartosci pH (staty uktad buforéw) i przy statym natezeniu pola elektrycznego.

Izotachoforeza - rozdzielanie prowadzone jest w nieciggtym systemie buforéw. Zjonizowana prébka
wedruje pomiedzy ,szybkim” elektrolitem wiodgcym a ,wolnym” elektrolitem korczgcym.
Makrojony o najwyzszej ruchliwosci elektroforetycznej poruszajg sie tuz za jonami elektrolitu
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wiodgcego, a te o najmniejszej ruchliwosci elektroforetycznej wedrujg bezposrednio przed jonami
elektrolitu konczacego.

Ogniskowanie izoelektryczne - metoda stosowana do rozdzielania substancji amfoterycznych np.
biatek i peptyddw, ktorych tadunek elektryczny zalezy od wartosci pH. Rozdzielanie prowadzone jest
w gradiencie pH. Przy pH powyzej i ponizej wartosci punktu izoelektrycznego czastka jest obdarzona
fadunkiem, wiec przesuwa sie w kierunku anody lub katody do momentu dotarcia do punktu, w
ktorym warto$¢ pH odpowiada wifasciwemu jej punktowi izoelektrycznemu. W punkcie tym
sumaryczny tadunek czastki substancji amfoterycznej wynosi zero, wiec jest czastkg obojetng i
zatrzymuje sie (ogniskuje w jednym miejscu).

Ze wzgledu na ,$rodowisko”, w ktdrym poruszajg sie jony wyréznia sie:

* elektroforeze swobodng - bezposrednio w roztworze elektrolitu (np. elektroforeza kapilarna),
* elektroforeze w nosniku elektroforetycznym (bibuta, azotan celulozy, agaroza,
poliakryloamid i innych), wypetnionym odpowiednim elektrolitem.

Elektroforeza swobodna, nie liczac elektroforezy kapilarnej, jest rzadko uzywana, ze wzgledu na
dyfuzje termiczng oraz konwekcje rozdzielanych czgstek. Skutkiem tego jest rozmycie proébki jeszcze
przed rozpoczeciem witasciwego procesu separacji, w zwigzku z tym uzyskuje sie bardzo stabg jakos$c
rozdzielania analizowanych substancji. Problem ten zostat rozwigzany przez zastosowanie nosnika,
np. zelu lub bibuty, stabilizujgcego elektrolit, ale réwniez wptywajgcego na lepszg separacje
makroczgsteczek przez ich dodatkowe frakcjonowanie na zasadzie chromatografii wykluczania.
Sposréd wymienionych powyzej nosnikdw najpowszechniej wykorzystywany jest obecnie Zzel
poliakrylamidowy (ze wzgledu na jego witasciwosci), ktéry zostat szczegétowo omodwiony w
podrozdziale 2.2.1.

Ze wzgledu na geometrie nosnika elektroforetycznego (przestrzen, w ktdorej umieszczony jest nosnik
nazywa sie komorg elektroforetyczng) mozna wyrdéznié:

* elektroforeze kapilarng (ang. capillary electrophoresis),
* elektroforeze zelowa na ptaszczyinie: pionowg (ang. vertical electrophoresis) oraz pozioma
(ang. horizontal electrophoresis).

2.1. Elektroforeza kapilarna

Poczatki elektroforezy kapilarnej siegajg lat 30 ubiegtego wieku, kiedy to szwedzki uczony Tisselius
zbudowat zestaw skfadajacy sie z rurki w ksztatcie litery U, do ktérej koncéw przytgczyt zrédto
zasilania prgdem elektrycznym a w $rodku umiescit mieszanine biatek. W wyniku tego eksperymentu
zaobserwowal, ze biatka migrujg do koncéw elektrod z réznymi predkosciami. Uzyskiwane przez
niego rozdzielenia nie byly zbyt udane na skutek matej rozdzielczosci, wynikajacej z dyfuzji termicznej
oraz konwekcji rozdzielanych czasteczek. Z powodu tych ograniczen, przez nastepne lata rozwdj tej
techniki dotyczyt tylko elektroforezy, w ktdrej elektrolit umieszczany byt we wspomnianych juz
wczeséniej nosnikach. Dopiero w latach 70 ubiegtego wieku, po zastosowaniu kapilar o bardzo matej
$rednicy, rozpoczat sie szybki rozwdj elektroforezy kapilarnej. Schemat zestawu do elektroforezy
kapilarnej przedstawiony jest na rysunku 2. Aparat sktada sie z dwdch zbiornikéw z elektrolitem
podstawowym, w ktédrym zanurzone sg konce kapilary oraz dwie elektrody platynowe z podtgczonym
napieciem pradu elektrycznego.
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Kapilara

Detektor

Zasilacz

Katoda

Rysunek 2. Schemat zestawu do elektroforezy kapilarnej

Niewielka ilos¢ analizowanego materiatu, rzedu kilku nanograméw, zawarta w roztworze probki o

objetosci 10-100 nL, dozowana jest do anodowego korca kapilary. Do dozowania tak matych objetosci

prébki, najczesciej wykorzystywany jest jeden z trzech podstawowych sposobdw (rysunek 3):

*  hydrodynamiczno-grawitacyjny (najczesciej stosowany), polega na umieszczeniu anodowego konca

kapilary w naczyniu z roztworem probki, znajdujgcym sie wyzej wzgledem katodowego korica kapilary,
* hydrodynamiczno-ci$nieniowy, polega na umieszczeniu wlotu kapilary w szczelnym zbiorniku

z prébka i zastosowaniu wysokiego cisnienia, lub umieszczenie wylotu kapilary w szczelnym

zbiorniku, w ktéorym wytworzone jest podcisnienie,

* elektrokinetyczny, polega na umieszczeniu anody w naczyniu z probkg i przytozeniu do

koncéw kapilary napiecia rzedu 5 kV - rozdzielana mieszanina zostaje wprowadzona do

kapilary dzieki przeptywowi elektroosmotycznemu.

a)

kapilara

[lub préznial

/

cisnienie

b)

probka

S

kapilara

probka

—_—

<)

* -
|y

kapilara

prébka

—_—

Rysunek 3. Sposoby dozowania prébek do kapilary: a) hydrodynamiczno-ci$nieniowy;
b) hydrodynamiczno-grawitacyjny; c) elektrokinetyczny
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W elektroforezie kapilarnej powszechnie wykorzystuje sie kapilary ze szkta krzemowego o
wewnetrznej $rednicy 20-100 pum i dtugosci 20-100 cm (rysunek 4). W zaleznosci od rodzaju
elektroforezy, stosuje sie kapilary z wypetnieniem (zel) lub bez wypetnienia. Wewnetrzna
powierzchnia kapilar, w zaleznosci od potrzeb, moze by¢ pozostawiona bez obrébki lub pokryta
substancjami chemicznymi (polimetylosiloksanem, glikolem polietylenowym, polietylenem, amidem
poliakrylowym, metylocelulozg i in.). Wiasciwosci rozdzielcze kolumny zalezg od uzytej substancji, np.
uzycie polimetylosiloksanu zwieksza przeptyw elektroosmotyczny, natomiast uzycie glikolu
polietylenowego przeptyw ten zmniejsza.

Otoczka
poliimidowa
Stopiona
krzemionka /

Whnetrze
kapilary

Rysunek 4. Przekrdj poprzeczny kolumny kapilarnej

Do obu koncdw kapilary zanurzonych w pojemnikach z odpowiednimi elektrolitami (buforami)
przyktadane jest wysokie napiecie (do 30 kV i 10 mA), co powoduje powstanie we wnetrzu kapilary
pola elektrycznego o wartosci do 500 V/cm.

W zwigzku z matg wewnetrzng objetoscig kapilary, ktéra limituje ilos¢ wprowadzanych analitow,
elektroforeza kapilarna wymaga ekstremalnej czutos¢ detektora. Detekcja prowadzona jest u wylotu
kapilary przy pomocy detektordw o konstrukcji zblizonej do przeptywowych detektoréw stosowanych
w chromatografii cieczowej. Oczywiscie, w zwigzku z mafg iloscig wprowadzonych analitow,
wykrywalno$¢ ich jest znaczgco mniejsza w poréwnaniu do klasycznej chromatografii cieczowej.
Zestawienie sposobow detekcji wykorzystywanych w elektroforezie kapilarnej przedstawione jest w
tab. 1. Czas analizy jednej prébki wynosi okofo 10-20 minut. Proces separacji jest sterowany a dane
zbierane za pomocg komputera.

Tabela. 1. Zestawienie najczesciej stosowanych detektoréw w elektroforezie kapilarnej

Detektor Wymagania Identyfikacja granica oznaczalnosci
[mol]
UV/Vis Obecnos¢ chromoforéw Tak/nie 10°-10"
Z laserowym Obecnosc fluoroforow Nie 10™3-10°
wzbudzeniem (derywatyzacja)

fluorescencgji

MS - Tak 10%-10™"
Amperometryczny - Nie 107-10™°
Konduktometryczny tadunek Nie 107-10"
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Kapilarne techniki elektroforetyczne sg stosunkowo blisko spokrewnione z chromatografig cieczowa.
Posiadajg szereg zalet w poréwnaniu z HPLC, np. wysoka sprawnosc¢ i szybkos$¢ rozdzielania, trwate i
uniwersalne kapilary, mozliwo$¢ separacji bardzo matych ilosci substancji i w zwigzku z tym,
niewielkie zuzycie rozpuszczalnikéw. Wadga kapilarnych metod elektroforetycznych jest mata czutos¢,
wynikajgca ze wspomnianych wczesniej niewielkich stezen analizowanych substancji i matej objetosci
probki wprowadzanej do detektora, zamontowanego u wylotu kapilary. Szacuje sie, ze czutos¢
elektroforezy kapilarnej jest 10-100 razy mniejsza od HPLC.

W elektroforezie kapilarnej, podobnie jak w chromatografii gazowej lub cieczowej, sprawnos¢
elektroforezy mozna wyrazi¢ liczbg potek teoretycznych, ktéra moze by¢ wyliczona z wyrazenia:

vV
N — /’lef
2D

(10)

gdzie:
D - wspotczynnik dyfuzji.

Z rownania wynik, ze liczba poétek jest proporcjonalna do przytozonego napiecia, jednak nalezy
pamietaé, ze przytozenie wysokiego napiecia powoduje wydzielanie duzej ilosci ciepta co znacznie
obniza sprawnos$¢ uktadu. W HPLC liczba podtek teoretycznych wynosi najczesciej do 10 000,
natomiast w elektroforezie nawet do 250 000.

Sprawnos¢ mozna rowniez wyliczy¢ bezposrednio z zarejestrowanego elektroforegramu
wykorzystujgc zaleznosci znane z chromatografii:

2 2
N = 5,545( L j lub N = 16(2] (11)
W,

1/2 b

gdzie:
t,,- Czas migracji,
W ,,— szerokos¢ piku w potowie wysokosci,
W, — szerokos¢ piku w podstawie.

Rozdzielczo$¢ Ry dwdch sygnatéw moze by¢ obliczona ze wzoru:

A
R, =1/4°H9 /N (12)
ll'lef

gdzie:
A,uef - réznica w ruchliwosci elektroforetycznej dwéch rozdzielanych substancji,

M, - Srednia ruchliwosc elektroforetyczne dwoch rozdzielanych substancji.

ktéry po uwzglednieniu réwnania 10 moze by¢ przedstawiony w postaci:

'uef\/v

R =(0,177)— (13)
ﬂef \/B
Selektywnos¢ a w elektroforezie kapilarnej mozna wyznaczy¢ z zaleznosci:
t  —t
o="2—20 (14)
L~y
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gdzie:
tmi i tmz — czasy migracji sgsiednich pikow,
t, — czas migracji substancji, ktérej czgsteczki nie majg tadunkow.

Zjawisko elektroosmozy

W elektroforezie kapilarnej na szybkos¢é migracji analitow w kapilarze, oprécz wspomnianej wczesniej
ruchliwosci elektroforetycznej, decydujgcy wptyw ma zjawisko osmozy i zwigzana z nim ruchliwos¢
elektroosmotyczna u.,. Wysokie napiecie przytozone do koncéw kapilary wypetnionej roztworem
elektrolitu, powoduje tzw. przeptyw elektroosmotyczny, czyli przemieszczanie sie catej masy
elektrolitu w kierunku jednej z elektrod. Przeptyw elektroosmotyczny zalezy od tadunkéw
rozmieszczonych na powierzchni kapilary. Obecnosé tych fadunkéw a takze ich rodzaji ilo$¢ zwigzana
jest z jonizacjg $cianki kapilary lub adsorpcjg jonédw buforu. Wewnetrzna scianka kapilary wykonana
ze stopionej krzemionki i przy pH > 3 posiada tadunek ujemny, z powodu dysocjacji grup silanolowych
SiOH (przy nizszej wartosci pH jonizacja nie jest catkowita). Kationy elektrolitu podstawowego
przyciggane sg przez fadunki ujemne na $ciankach kapilary (SiO’), w wyniku czego na granicy faz
roztwor/kapilara powstaje wewnetrzna (zwigzana) oraz zewnetrzna (dyfuzyjna) warstwa kationdw,
tworzgca podwdjng warstwe elektryczng (rysunek 5). Kationy warstwy zewnetrznej przyciggane s3
przez ujemng katode, a poniewaz kationy te sg solwatowane przez czgsteczki rozpuszczalnika
»porywaja” one razem ze sobg ,,catg mase roztworu” znajdujgcego sie w kapilarze.

cianka kapilary

Wewnetrzna (zwigzana)
............... LN Nl Nl Seectl. - Warstwa kationow

<—__ Zewnetrzna (dyfuzyjna)

@ @ @ @ warstwa kationéw
@ @ @ <+—— ,Gtebia” roztworu

Rysunek 5. Schematyczne przedstawienie podwdjnej warstwy elektrycznej w kapilarze
elektroforetycznej

Pomiedzy warstwami wytwarza sie tzw. potencjat zeta ({), ktérego wartos¢ mozna wyliczy¢ z
zaleznosci:

_ 4z
- &

4

(15)

gdzie:
e —tadunek jednostki powierzchni,
J- grubos$é dyfuzyjnej warstwy podwdjne;j,
€ - stata dielektryczna.
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Natomiast szybkos$¢ przeptywu elektroosmotycznego z uwzglednieniem potencjatu { mozna wyrazié
wzorem:

_£E
4

Szybkos¢ przeptywu elektroosmotycznego jest zazwyczaj wieksza od szybkosci elektroforetycznych

(16)

eo

poszczegblnych jondw, co powoduje, ze zaréwno kationy, czastki obojetne jak i aniony poruszajg sie
w kierunku katody. Szybko$¢, z jakg dany jon porusza sie w kierunku katody v, [cm/s] (szybko$¢
obserwowana) jest wypadkowg ruchliwosci elektroforetycznej oraz elektroosmotycznej i jest
opisywana nastepujgcy zaleznoscia:

v()bs = (/uef +11’leu)E (17)

gdzie:
Ueo — ruchliwosé elektroosmotyczna,
Hes—ruchliwos¢ elektroforetyczna.

W ,klasycznej elektroforezie” ruchliwos¢ elektroforetyczna aniondw per przyjmuje wartosci ujemne
(aniony wedrujg w kierunku anody, a kationy w kierunku katody). W elektroforezie kapilarnej, w
wyniku istnienia przeptywu elektroosmotycznego oraz faktu, ze w wiekszosci przypadkdéw ruchliwosé
elektroosmotyczna przyjmuje wiekszg wartos¢ od ruchliwosci elektroforetycznej, w detektorze na
koncu kapilary pojawiajg sie kolejno wszystkie czgsteczki analitu, niezaleznie od zgromadzonego na
nich fadunku (rysunek 6). | tak kolejnos¢, w jakiej rozdzielane czasteczki docierajg do katodowego
konca kapilary przedstawia sie nastepujgco:

* mate obdarzone duzym tadunkiem kationy,

* wieksze kationy o mniejszym fadunku,

* nierozdzielone czgsteczki obojetne,

* duze aniony o matym fadunku,

* matfe aniony posiadajgce duzy tadunek elektryczny.

Anoda (+) - - - = n + + + + Katoda (-)

Kierunek przeptvwu elektroosmatvcznesa

Predkos¢ Predkos¢ Predkos¢
elektroosmotyczna elektroforetyczna obserwowana
kation + -
czasteczka + -
obojetna
anion + -

Rysunek 6. Kolejnos¢ czgsteczek docierajgcych do katody w elektroforezie kapilarnej
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Przeptyw elektroosmotyczny jest generowany przy Sciankach kapilary na catej jej dtugosci, dlatego tez
charakteryzuje sie on statg szybkoscig przeptywu w catym jego przekroju. Ptaski profil przeptywu
elektroosmotycznego jest bardziej korzystny od przeptywu laminarnego, spotykanego, np. w
technikach chromatograficznych (rysunek 7). W przeptywie laminarnym, ktéry jest wymuszany przez
zastosowanie cisnienia na jednym z koncdw kapilary, roztwér znajdujgcy sie w srodku porusza sie
szybciej niz roztwdr bedgcy blizej Scianek, co powoduje poszerzenie strefy zajmowane] przez prébke
w kapilarze i co za tym idzie réwniez poszerzenie sygnatéw z detektora.

Przeptyw elektroosmotyczny »
O 5
a) ; b) £
]
> = 5
{+} . (_) \: HPLC elektroforeza
I 3 ’ kapilarna
H
o
j= 8
Przeptyw laminarny E '
I
o Hn
wysokie N . niskie \
ciénienie ~  ciénienie [\

= —

l

Rysunek 7. Poréwnanie HPLC i CE; a) - poréwnanie przeptywu elektroosmotycznego (CE) i
laminarnego (HPLC), b) — poréwnanie uzyskiwanych rozdzielczosci

Analiza ilosciowa i jakosciowa

W elektroforezie kapilarnej analiza ilosciowa i jakoSciowa wykonywana jest w podobny sposdb jak w
chromatografii gazowej czy cieczowej. ldentyfikacji dokonuje sie poprzez poréwnanie czasow
migracji oznaczanych substancji z czasami migracji odpowiednich wzorcéw lub poprzez pofaczenia z
detektorami takimi jak spektrometr mas lub spektrofotometr UV-Vis. Analize ilosciowg wykonuje sie
wykorzystujgc metode krzywej kalibracyjnej, metode wzorca wewnetrznego lub metode wzorca
zewnetrznego opisanych w rozdziale Ill. Techniki chromatograficzne.

Zalety elektroforezy kapilarnej

Kapilarne techniki elektromigracyjne, ktére sg blisko spokrewnione z HPLC, posiadajg szereg
istotnych zalet, z ktérych na podkreslenie zastuguja:
e mozliwos¢ analizowania zwigzkdow zaréwno o duzej jak i o matej masie czasteczkowej,
obdarzonych tadunkiem lub obojetnych,
e duza czuto$¢ metody (przy wykorzystaniu odpowiednich detektoréw) umozliwiajgca
analizowanie bardzo matych ilosci substancji,
e stosunkowo duza niezawodnos$¢, wysoka sprawnosé i selektywnosé,
e fatwosc¢ przygotowania probek (czesto wystarczy odpowiednie rozciericzenie),
e krotki czas analizy i mozliwos$¢ automatyzacji rozdzielen,
* niewielka ilo$¢ odczynnikow potrzebna do analizy,
e trwate i dtugo przydatne do analizy kapilary.
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2.1.1. Strefowa elektroforeza kapilarna

Strefowa elektroforeza kapilarna (ang. capillary zone electrophoresis, CZE) - podstawowa i
najczesciej wykorzystywana odmiana elektroforezy kapilarnej, ktéra zostata oméwiona na poczatku
tego podrozdziatu (Elektroforeza kapilarna). Separacja polega na wykorzystaniu rdznicy w
szybkosciach migracji poszczegdlnych jondw. Technika ta ma zastosowanie do rozdzielenia substancji
posiadajgcych tadunek. Niemozliwe jest jej wykorzystanie do rozdzielania substancji elektrycznie
obojetnych.

2.1.2. Micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna

Micelarna elektrokinetyczna chromatografia kapilarna (ang. micellar electrokinetic capillary
chromatography, MEKC) - odmiana elektroforezy kapilarnej pozwalajgca na separacje czgsteczek
obojetnych, aczkolwiek moze by¢ rowniez wykorzystywana do czgstek obdarzonych tadunkiem.
Stosowane s jonowe zwigzki powierzchniowo czynne (surfaktanty), ktére w stezeniu
przekraczajgcym krytyczne stezenie micelarne tworzg micele. Gdy w roztworze brak jest surfaktanta,
lub jego stezenie nie jest wystarczajgce, aby powstaty micele, czastki obojetne poruszajg sie w
kierunku katody z szybkosciag réwng szybkosci przeptywu elektroosmotycznego. W przypadku
obecnosci miceli, rozdzielana substancja elektrycznie obojetna ulega podziatowi miedzy roztwér
elektrolitu, a niepolarne wnetrze miceli (separacja dokonuje sie na podstawie réznic statych podziatu
analitow elektrolit/hydrofobowa faza wnetrza miceli (rysunek 8). Substancje hydrofobowe
przemieszczajg sie wewnatrz miceli z predkoscig inng niz znajdujace sie w roztworze substancje
hydrofilowe. Polarnos¢ elektrolitu (faza wodna) moze by¢ zmieniana w zaleznosci od potrzeb przy
wykorzystaniu réznych modyfikatorow organicznych np. metanol lub acetonitryl. Rowniez
wiasciwosci fazy micelarnej mogg by¢ modyfikowane przez dobdr odpowiednich detergentéw, np.
dodecylosulfonian sodu (SDS), sole kwasow z6tciowych, sole amoniowe z faricuchem
weglowodorowym. Przy najczesciej stosowanym surfaktancie anionowym SDS, micele posiadaja
sumaryczny fadunek ujemny, co powoduje, ze czgsteczka niepolarna, znajdujgca sie we wnetrzu
takiej miceli porusza sie wolniej od przeptywu elektroosmotycznego. Wynika to z faktu, iz kierunek
migracji miceli i przeptywu elektroosmotycznego sg przeciwne. Jednak przeptyw elektroosmotyczny
jest wiekszy od ruchliwosci miceli i przenosi je wraz z ,,zawartymi” analitami w kierunku katody.

®
A s

czgsteczka obojetna

Rysunek 8. Schemat tworzenia miceli z czgsteczek surfaktanta

Rozdzielczo$¢ w MEKC moze by¢ przedstawiona za pomocg rownania:
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gdzie:
to — czas migracji markera przeptywu elektroosmotycznego, najczesciej metanolu,

tme — czas migracji miceli.

2.1.3. Kapilarna elektroforeza zelowa

Kapilarna elektroforeza zelowa (ang. capillary gel electrophoresis, CGE) - wypetnienie kapilary
stanowi zel, ktéry dziata jak sito molekularne. Najczesciej stosowany jest omawiany juz wczesniej zel
poliakryloamidowy, ktérego usieciowanie dobiera sie na podstawie wielkosci rozdzielanych molekut.
Sktadniki probki migrujg wzdtuz kapilary z szybkoscig zalezng od ich wielkosci (mniejsze migruja
szybciej). Separacja sktadnikéw mieszanin odbywa sie najczesciej w wyniku mechanizmu mieszanego,
tzn. rozdzielania w elektroforezie kapilarnej zwigzanego z obecnoscig tadunku na molekule oraz
efektu wykluczania, zwigzanego z obecnoscig porowatego zelu w kapilarze.

2.1.4. Ogniskowanie izoelektryczne

Ogniskowanie izoelektryczne (ang. capillary isoelectric focusing, CIEF) - modyfikacja elektroforezy
wykorzystywana jest do separacji czasteczek amfiprotycznych (posiadajgcych zaréwno fadunki
dodatnie jak i ujemne, jak aminokwasy, peptydy, biatka). Przy pewnej charakterystycznej wartosci pH
(punkt izoelektryczny pl, charakterystyczny dla kazdego biatka lub peptydu), tadunek dodatni
czgsteczki jest rowny tadunkowi ujemnemu, w zwigzku z tym elektrycznie obojetna molekuta nie
migruje w polu elektrycznym. W metodzie tej kapilara wypetniona jest roztworem buforowym o
roznej wartosci pH (gradient pH we wnetrzu kapilary pozostaje stalty w czasie analizy). Préobka
wprowadzana jest do korica kapilary o nizszej wartosci pH, sktadniki mieszaniny posiadajgce tadunek
dodatni wedrujg w kierunku katody i detektora. Dany sktadnik mieszaniny zatrzymuje sie, gdy dotrze
do tej czesci kapilary, gdzie wartos¢ pH odpowiada jego punktowi izoelektrycznemu. Jezeli czasteczki
w wyniku dyfuzji przejdg do sgsiedniej strefy, to w wyniku zmiany pH, uzyskajg tadunek i ponownie
migrujg do strefy izoelektrycznej. W wyniku ogniskowania anality skupiane sg w waskich strefach w
kapilarze, skad mogg by¢ tatwo usuwane za pomocg pneumatycznej pompy. Proces monitorowania
»uzyskanych stref” odbywa sie w detektorze umieszczonym na koncu kapilary.

Rozdzielczo$¢é CIEF moze by¢ przedstawiona za pomocg wyrazenia:

Apl =3 | D(dpH / dx) (19)
E(—du/dpH)

AplI - réznica pl pomiedzy dwoma sgsiednimi pasmamiamfolitdw,

gdzie:

D - wspotczynnik dyfuzji amfolitu,
E - natezenie pola elektrycznego,
dpH [ dx - gradient pH,

—du/dpH - spadek mobilnosci.
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Z powyzszego réwnania wynika, ze rozdzielczo$¢ tej techniki moze by¢ poprawiona poprzez zwiekszenie
natezenie pola elektrycznego, obnizenie wspdtczynnika dyfuzji, waski gradient pH oraz wysoki spadek
mobilnosci.

2.1.5. Izotachoforeza kapilarna

W izotachoforezie kapilarnej (ang. capillary isotachophoresis, CITP) wykorzystuje sie dwa rézne uktady
buforowe. Probke umieszcza sie pomiedzy elektrolitem wiodgcym, o wiekszej ruchliwosci od jonédw prébki a
terminujgcym, o mniejszej ruchliwosci od jonéw prébki. Podczas jednorazowe] analizy technikg
izotachoforezy mogg by¢ rozdzielane tylko jony o tym samym znaku. Elektrolit podstawowy dobiera sie w
taki sposdb, aby kation lub anion elektrolitu wiodgcego (ang. Leading Electrolyte, LE) i terminujgcego (ang.
Terminating Electrolyte, TE) miat odpowiednio najwyzszg i najnizszg ruchliwosé¢ (p) w stosunku do
oznaczanych analitéw, co oznacza, ze warunkiem rozdzielenia metodg izotachoforezy jest nastepujgca

zaleznosc¢

HLE > Uanalitu > WTE

Skfadniki prébki rozdzielajg sie zgodnie ze swojg ruchliwosciag w formie odrebnych stref. W wyniku
przeprowadzonego rozdzielenia otrzymuje sie izotachoferogram schodkowy. Wysokos¢ schodka,
mierzona od podstawy, czyli sygnatu (schodka) elektrolitu wiodgcego jest charakterystyczna dla danego
jonu i na podstawie jej porownania z wysokoscig wzorca mozna zidentyfikowa¢ badang substancje.
Szeroko$¢ danego schodka jest proporcjonalna do ilosci analitu i jest wykorzystywana do oznaczen
ilosciowych. Schemat aparatu to przeprowadzania izotachoforezy kapilarnej przedstawiono na rysunku
9.

o 4
(4]

5

| PDe—1

S

Rysunek 9. Analizator elektroforetyczny ItaChrom EA 101 (Merck): 1 — zbiornik elektrolitu terminujgcego,
2, 3—zbiorniki elektrolitu wiodgcego, 4 - zawdr dozujgcy z petlg, 5 — kolumna wstepnego rozdzielania
(przedkolumna) w obudowie, 6 — blok rozgateziajgcy z zaworem, 7 — kolumna analityczna w obudowie, 8 —
detektor spektrofotometryczny, 9 — blok rozdzielajgcy z zaworem, 10 —detektor konduktometryczny
przedkolumny, 11 — detektor konduktometryczny kolumny analitycznej, 12 — zbiornik na zlewki
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Izotachoforeza, jako jedna z najszybciej rozwijajgcych sie technik elektromigracyjnych, znajduje
zastosowanie w wielu dziedzinach, m.in. w oznaczeniach zanieczyszczen $rodowiska oraz analizie
zywnosci, ktore z punktu widzenia chemii analitycznej zajmujg sie analizg niejednorodnych prébek
zawierajgcych trudne do usuniecia matryce.

Przyktadowy izotachoferogram z separacji mieszaniny anionéw jest przedstawiony na rysunku 10.
Szerokos¢ schodka (L) oznacza dtugosé kroku odpowiadajgca jednemu analitowi i jest proporcjonalna
do jego zawartosci w prébce badanej. Do oznaczen jakosciowych wykorzystuje sie wysokos¢ sygnatu
danego analitu (h - wysoko$¢ mierzona od podstawy elektrolitu wiodgcego) oraz wysokos¢ catkowitg
mierzong od podstawy, czyli elektrolitu wiodgcego, do maksimum krzywej, czyli elektrolitu
terminujgcego (H - elektrolitu terminujgcego). W celu zidentyfikowania analitu nalezy wykonad
analize wzorcow oraz oznaczanych analitéw, a nastepnie poréwnaé wartosci stosunku h/H (wzgledna
wysokos¢ kroku), ktora jest charakterystyczna dla danego analitu.
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Rysunek 10. Izotachoferogram przedstawiajgcy rozdzielenie mieszaniny anionéw: 1 — NO; 2 — ClO3), 3
— PFs, 4 — [N(CN),], 5 — [F3CSOs] 6 — HPO, %, 7 — [(FsCSO,),N]". Uktad buforéw: LE 10 mM L—histydyna,
10 mM L-histydyny monochlorowodorek; TE 5 mM kwas glutaminowy, 5 mM L-histydyna; detekcja
konduktometryczna

2.1.6. Elektrochromatografia kapilarna

Elektrochromatografia kapilarna (ang. capillary electrochromatography, CEC) jest pofgczeniem
elektroforezy kapilarnej (CE) i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Technika ta oferuje
potgczenie wysokiej sprawnosci CE z szerokim zakresem parametréw, ktére mogg by¢é modyfikowane
w HPLC, zwtaszcza z mozliwoscig doboru réznych faz stacjonarnych oraz stosowania gradientu fazy
ruchome;.

Migracja analitéw przez kolumne odbywa sie dzieki przeptywowi elektroosmotycznemu, ktéry zalezy
od natezenia pola elektrycznego, rodzaju wypetnienia kolumny, sktadu fazy ruchomej oraz pH i sity
jonowej zastosowanego buforu. Wykorzystanie przeptywu elektroosmotycznego, w odrdznieniu od
przeptywu hydraulicznego w HPLC, umozliwia stosowanie kolumne z wypetnieniami rzedu 3 um, co
znacznie polepsza rozdzielczos$¢ tej techniki. Wykorzystywane fazy stacjonarne i fazy ruchome s3
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podobne do RP HPLC (modyfikacje C8 i C18 jako fazy stacjonarne oraz wodne bufory z organicznymi
modyfikatorami jako fazy ruchome).

W tabeli 2 przedstawiono zastosowanie oméwionych modyfikacji elektroforezy kapilarnej do analizy
réznych klas zwigzkdéw chemicznych.

Tabela. 2. Zastosowanie odmian elektroforezy kapilarnej do analizy réznych klas zwigzkéw
chemicznych

Elektroforeza Ogniskowanie Kapilarna Micelarna Elektrochromatografia Izotachoforeza
strefowa (CZE) izoelektryczne elektroforeza elektrokinetyczna kapilarna (CEC) kapilarna (CITP)
(CIEF) zelowa (CGE) chromatografia
kapilarna ( MEKC)
Jony Peptydy Kwasy Mate czasteczki Mate molekuty Jony
nukleinowe
Mate molekuty Biatka Peptydy Peptydy Mate molekuty
Peptydy Biatka Peptydy

Biatka Weglowodany Biatka

Weglowodany

2.2. Elektroforeza zelowa na ptaszczyinie

Elektroforeza zelowa na ptaszczyinie (elektroforeza ptytowa) — jest najpopularniejszg odmiang
elektroforezy ze wzgledu na stosunkowo niewielki koszt aparatury i szeroki wachlarz zastosowan.
Podstawa tej techniki jest obecnos¢ nosnika (zel poliakryloamidowy, zel agarozowy, bibuta, azotan
celulozy) elektrolitem”. jako zele
poliakryloamidowe lub agarozowe w postaci ptyt umieszczonych pomiedzy ptytkami szklanymi. W

»wypetnionego Najczesciej, nosnik wykorzystuje sie

zaleznosci od utozenia ptyt wyrdzniamy elektroforeze zelowa pionowa lub poziomg (rys. 11).

P

(=)

e

b) ) G

]

bufor
elektrodowy

bufor elektrodowy zel

Rysunek 11. Elektroforeza ptytowa; a) — pionowa, b) —pozioma
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W wyniku rozdzielania substancje wystepujg w postaci prgzkdw (pasm) na ptytach nosnika (rysunek
12).

Wy e

Rysunek 12. Przyktadowe rozdzielenie elektroforetyczne

Rozdzielenie elektroforetyczne z wykorzystaniem zeli skfada sie z kilku etapdw:

® przygotowanie zelu o odpowiednim usieciowaniu,

® zanurzenie zelu w elektrolicie.

e wprowadzenie analizowanych probek do waskich studzienek na czole zelu,
® podfgczenie elektrod — przeprowadzenie rozdzielenia,

* wytgczenie zasilania,

e wizualizacja rozdzielen.

2.2.1. Zele stosowane w elektroforezie

Zele agarozowe i poliakryloamidowe majg postaé przestrzennie usieciowanych struktur, zajmujacych
zaledwie okoto 0,5+1,0 % objetosci komory rozdzielczej uktadu do elektroforezy. Pozostata przestrzen
wypetniona jest przez elektrolit. Rozmiary poréw mogg by¢ modyfikowane na etapie przygotowania
zeli a ich wielko$¢ powinna by¢ poréwnywalna z rozmiarami rozdzielanych jonéw czy molekut
(wieksze czgstki doznajg wiekszych oporéw ruchu w polu elektrycznym, co znaczgco poprawia
separacje analizowanych substancji). Powszechnie wykorzystuje sie zele poliakryloamidowe oraz zele
agarozowe. Zele akryloamidowe umozliwiajg przygotowania nosnikéw o bardzo gestym usieciowaniu
i niewielkich porach, co umozliwia separacje makroczgsteczek biatkowych o masach rzedu 5 kD - 300
kD lub polinukleotydéow o wielkosci 5-2000 par zasad. Nosniki agarozowe wykazujg mniejsze
usieciowanie i wieksze pory niz zele poliakryloamidowe, dlatego mogg by¢ wykorzystywane do
rozdzielania wiekszych czgsteczek.

Zele agarozowe przygotowywane sg z agarozy, liniowego polisacharydu zbudowanego z 3,6-anhydro-
D-galaktozy i L-galaktozy, izolowanej z agaru (substancja wyodrebniana z krasnorostéw). Agaroza w
postaci handlowej jest biatym lub lekko z6ttawym proszkiem, fatwo rozpuszczajgcym sie we wrzacej
wodzie. W temperaturze ponizej 40°C zestala sie w postaci porowatego zelu. Po zestaleniu ulega
ponownemu topnieniu w temperaturze wrzgcej wody. Rozmiary porowatosci mozna regulowac
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wykorzystujgc roztwory agarozy o rézinych stezeniach. Wieksze stezenie agarozy powoduje
powstanie zeli bardziej usieciowanych i o drobniejszych porach, czyli nadajgcych sie do rozdzielania
molekut o odpowiednio mniejszych masach czasteczkowych. Zwykle przygotowuje sie zele o
stezeniach agarozy od 0,4 do 4,0 %. Zaletami zeli agarozowych jest tatwosé i szybkos¢ przygotowania
oraz mozliwos$¢ separacji duzych makroczasteczek. Do wad zalicza sie stabg wytrzymatosé
mechaniczng oraz trudnos¢ ich utrwalania po rozdziale (wyschniete zele rozsypuja sie pod wptywem
bardzo niewielkich sit).

Zele poliakrylamidowe s3 obecnie najczesciej wykorzystywanymi zelami ze wzgledu na bardzo dobre
wiasciwosci fizykochemiczne. Po raz pierwszy taki zel zostat zrobiony przez Raymonda i Weitrauba w
1959. Zele poliakrylamidowe przygotowywane s3 z roztworu monomeréw akryloamidu i substancji
sieciujgcych (ang. cross-linkers) (rys. 13). Najczesciej, jako substancji sieciujgcej uzywa sie N,N'-
metylenobisakryloamidu (bis-akryloamid).

Przy przygotowaniu zelu nalezy zawsze pamietaé, ze akryloamid w postaci monomerycznej jest
bardzo silng neurotoksyng i nawet po procesie polimeryzacji stanowi powazne zagrozenie dla

zdrowia ze wzgledu na pozostatosci swobodnych monomeréw w objetosci zelu.

Reakcja polimeryzacji inicjowana jest chemicznie (nadsiarczan amonu w obecnosci katalizatora
N,N,N,N-tetrametyletylenodiaminy - TEMED) lub fotochemicznie (naswietlanie promieniowaniem UV
w obecnosci ryboflawiny, rowniez w obecnosci katalizatora - TEMED).

0

0
| || 1 _
\/LNH + \/\NH/\NH

2

akryloamid N,N'-metylenobisakrylamid

chemiczna lub fotochemiczna
inicjacja reakcji polimeryzacji

CONH2 CONH2 \ [CONH2 CONH2

Rysunek 13. Schemat powstawania zeli poliakryloamidowych

Gestos¢ usieciowania oraz rozmiary poréw regulowane sg poprzez odpowiedni dobdér stezenia
akryloamidu i bisakryloamidu. Wtasciwosci te opisywane sg za pomocg catkowitego stezenia
akryloamidu — T (ang. total), oraz dopetniajgcego parametru, ktéorym jest wagowy stosunek ilosci
substancji sieciujgcej do sumy akryloamidu i substancji sieciujgcej:
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e T[%]=((akryloamid + bis-akryloamid) [g] / objetos$¢ [ml]) x 100
e C[%] = (bis-akryloamid [g] / (akryloamid + bis-akryloamid) [g]) x 100

Wyboér parametréw zelu uzalezniony jest od mas czasteczkowych analizowanych substancji. Do
analizy substancji wielkoczgsteczkowych przygotowuje sie zele o mniejszym usieciowaniu (mniejszej
gestosci) natomiast do analizy substancji o matych masach czgsteczkowych przygotowuje sie zele
bardziej usieciowane.

Najczesciej zel poliakryloamidowy wykorzystywany w rozdzieleniach elektroforetycznych sktada sie z
opisanego powyzej zelu rozdzielajgcego oraz umieszczonej na nim cienkiej warsty zelu
zageszczajgcego. Warstwa zelu zageszczajgcego jest mniej usieciowana, co umozliwia szybkie
whnikanie naniesionych préobek w ztoze, a co za tym idzie uzyskiwanie waskich pasm analizowanych
zwigzkow.

2.2.2. Przygotowanie prébek

Przygotowanie probek jest rownie wazne jak wtasciwa polimeryzacja zelu oraz sporzgdzenie
elektrolitéw. Separowana prébka nie moze zawiera¢ zbyt duzej ilosci soli, ktére w postaci
zjonizowanej powodujg zaktdcenie migracji makrojonéw (powstawanie smug i niejednorodnosci
prazkéw). Niezmiernie wazne jest réwniez naniesienie odpowiedniej ilosci rozdzielanych substancji.
Zbyt mata ilos¢ makrojonédw w prébce utrudnia detekcje, natomiast zbyt duza pogarsza warunki
separacji (rozlegte i nakfadajace sie prazki).

2.2.3. Rozdzielenie

Przygotowane ptytki z zelem umieszcza sie w odpowiednich aparatach do elektroforezy, w ktérych
elektrody zanurzone sg w zbiornikach wypetnionych buforami o odpowiednim pH. Po naniesieniu
rozdzielanych prébek elektrody podtgcza sie do Zrédta zasilania. Czesto nanosi sie niewielka ilos¢
barwnika, ktéry wedruje wraz z buforem wzdtuz zelu i pozwala okresli¢ moment zakoriczenia analizy.

Jedna z regut mowi, ze ilo§¢ makroczasteczek przypadajagcych na jeden prazek powinna

znajdowac sie w przedziale 1-10 pg.

Po zakonczeniu analizy zel wyjmuje sie ostroznie z aparatu i poddaje obrobce w celu wizualizacji
rozdzielonych substangji.

2.2.4. Wizualizacja

Wiekszos¢ biatek i kwaséw nukleinowych, ktdre sg najczesciej separowane za pomocy elektroforezy
zelowej, nie jest widoczna w Swietle widzialnym. W zwigzku z tym, prazki substancji uzyskane po
rozdziale na zelach czy membranach nalezy wybarwic¢ (wizualizowac), w celu uzyskania informacji o
dystansie ich migracji oraz ich ilosci. Do wizualizacji moze byé wykorzystywane barwienie za pomoca
tzw. barwnikéw naturalnych, fluorofordéw, a takze barwienie enzymatyczne, immunobarwienie oraz
znakowanie radioizotopowe.

Naturalne barwniki, takie jak btekit kumassi (ang. coomassie brilant blue) czy czerin amidowa,
pozwalajg wykry¢ 1 pg biatka w prazku, natomiast metoda barwienia srebrem - nawet 10 ng biatka w
prazku.
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Fluorofory, jak np. tradycyjnie stosowany bromek etydyny. Barwnik ten wykazuje wfasciwosci
fluorescencyjne, co pozwala na obserwacje sygnatow w swietle UV (przy A okoto 300 nm).

Barwienie enzymatyczne dotyczy wizualizaji biatek enzymatycznych. Jest to barwienie przez
przeprowadzenie specyficznej reakcji katalitycznej, w ktorej w wyniku enzym staje sie barwny.

Znakowanie radioizotopowe charakteryzuje sie bardzo wysoka czutoscig detekcji. Znakowanie
makroczasteczek radioizotopami odbywa sie zawsze przed procesem separacji elektroforetycznej,

czesto na etapie ich syntezy. Biatka i peptydy zwykle znakuje sie izotopami jodu 21 lub **%1, rzadziej
izotopami wegla **C, wodoru *H lub siarki **S. Oligonukleotydy najczesciej znakowane s3 izotopem

fosforu *2P lub siarki *S.

Immunobarwienie jest wysoce selektywnym barwieniem biatek i peptydéw na membranach, przy
zastosowaniu specyficznych przeciwciat, znakowanych fluorescencyjnie, enzymatycznie lub
radioizotopowo (odpowiednie wykrywanie to detekcja: immunofluorescencyjna,
immunoenzymatyczna lub radioimmunologiczna).

2.2.5. Dokumentacja rozdzielen

Bardzo istotna jest dokumentacja uzyskanych rezultatéw oraz przechowywanie otrzymanych ,zeli”.
Zele poliakrylamidowe, po ich wysuszeniu, mozna przechowywaé dowolnie dtugo bez widocznego
uszczerbku pomiedzy warstwa bibuty i celofanu lub pomiedzy dwoma warstwami celofanu. Zele
agarozowe nie mogg by¢ przechowywane, poniewaz ulegajg zniszczeniu juz na etapie ich suszenia. W
obu przypadkach najlepszym sposobem dokumentacji uzyskanych separacji jest wykonanie fotografii
lub zeskanowanie.

3. Wykorzystanie technik elektromigracyjnych

Elektroforeza jest wykorzystywana do analizowania wielu indywidudéw, poczynajgc od catych
komoérek i czgstek poprzez kwasy nukleinowe, biatka, peptydy, aminokwasy, organiczne kwasy i
zasady, az po narkotyki, pestycydy, nieorganiczne kationy i aniony. Zastosowanie elektroforezy
obejmuje m.in.:

e preparatywne i iloSciowe wydzielanie czystych frakcji z badanych mieszanin,

e okreslanie czystosci i jednorodnosci badanych substang;ji,

® oznaczanie punktu izoelektrycznego badanych substancji,

® oznaczanie masy czgsteczkowej badanych substanciji,

e zastosowanie do celéw diagnostycznych i badawczych.

Biatka, sposréd wielu klas zwigzkéw wymienionych powyzej, sg najczesciej rozdzielanymi
substancjami za pomoca elektroforezy zelowej. Separacje prowadzi sie przy zastosowaniu tzw.
elektroforezy natywnej albo elektroforezy w obecnosci SDS.

Elektroforeza natywna jest to rodzaj elektroforezy prowadzony zwykle w zelu poliakryloamidowym
w warunkach, w ktérych makroczasteczki pozostajg niezdenaturowane. Zaletg tej techniki jest
mozliwos¢ odzyskania czgsteczek biatkowych w stanie petnej aktywnosci biologicznej, wadg
natomiast stosunkowo staba rozdzielczo$é metody.
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Elektroforeza w obecnosci siarczanu dodecylu sodu jest najczesciej stosowang metodg

elektroforetyczng do separacji biatek. Zastosowanie substancji powierzchniowo czynnej SDS,
prowadzi do powstania komplekséow biatko-SDS o ustalonym stosunku tadunku elektrycznego do

masy (rysunek 14). SDS skutecznie maskuje oryginalny tadunek biatka, co umozliwia tatwe i doktadne

oznaczenie mas czgsteczkowych rozdzielonych biatek (1 g biatka wigze 1,4 g SDS).

biatko SDS

Rysunek 14. Tworzenie kompleksow biatko-SDS
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Na stronie internetowej www.chem.univ.gda.pl/analiza

w sposéb ciggty aktualizowane s3 instrukcje do éwiczen laboratoryjnych oraz zadan rachunkowych z
technik separacyjnych — Zapraszamy do korzystania z tych materiatéw
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