2tody rozdzielcze — podstay

teoretyczne, podzialt metod.

Metody chromatograficzne:

BecC HPTLC, HPLC, GC, S5




Metody rozdzielcze

« We wspotczesnej analityce chemiczne] sg podstawg
wiekszosci procesow izolacji | identyfikacji zwigzkow

chemicznych.

Umozliwiajg selektywne rozdzielenie pierwiastkow czy
substancji chemicznych ze skomplikowanych mieszanin,

przy jednoczesnym okresleniu ich rodzaju i ilosci.



Metody rozdzielcze

le (ang. separation): Rozdziclanie skiadnikow

, W ktorym mieszanina ",

Jodzielona przynajmniej na

2 frakcje o zréznicowanym

Kiwane poprzez wykorzystanie metod

eakcji chemicznych;




Metody rozdzielcze

tyczyC bardzo zroznicowanych mieszanin;

byC prowadzone w roznym celu (an
ratywny);

nej skali (laboratoryjnej, przemystowej).




Metody rozdzielcze

Przesiewanie — rozdziat sproszkowanych faz statych w oparciu
0 roznice w wielkos¢ czgstek; prowadzone na sucho.

Saczenie (filtracja) — oddzielenie ciat statych od cieczy.

Odparowywanie — zastosowanie przede wszystkim do rozdzielania
mieszanin jednorodnych np. wody z solg.

Destylacja — metoda rozdzielania ciekltych mieszanin.

Krystalizacja - rozdzielanie mieszanin jednorodnych; proces
powstawania fazy krystalicznej z fazy statej, ciektej lub gazowe,.

Sedymentacja — pozwala na rozdzielenie ciat statych od cieczy.

Dekantacja — polega na zlewaniu cieczy znad osadu, ktory pod
wptywem sit grawitacji opadt na dno.



Metody rozdzielcze
Kiedy stosujemy metody rozdzielania?

* koniecznosc oddzielenia oznaczanych sktadnikow od

sktadnikow matrycowych,
e koniecznosc zageszczenia oznaczanych sktadnikow,

» koniecznoscC przeprowadzenia oznaczanego sktadnika do

postaci odpowiedniej dla danej metody analitycznej.



Metody rozdzielcze

klasyfikacji:

aj mieszaniny,
czne | chemiczne zjawiska wykorzyst

yzdzieleniu.




Metody rozdzielcze

owe grupy mechanizmow wykorzys

racji analitycznej:

s0rpcja




Metody rozdzielcze

« Sorpcja | podziat oparte na oddziatywaniach
fizykochemicznych pomiedzy analitem a medium

separacyjnym.

* Filtracja - charakter wytacznie fizyczny, zastosowanie
gtownie w procesach zatezania |1 wydzielania analitow

Z matryc.



Techniki separacyjne

Poczatki technik separacyjnych:

 odkrycie zjawiska chromatografii przez Michaita

Cwieta

* Irving Langmuir (Nagroda Nobla w 1932) oraz Archer
Martin 1 Richard Synge (Nagroda Nobla w 1952) -
badania nad fizykochemig powierzchni oraz zjawiskami

miedzyfazowego podziatu.



Techniki separacyjne w chemii analitycznej
Obejmujg trzy zasadnicze grupy:

« Techniki ekstrakcyjne:
Ekstrakcja gazem
Ekstrakcja cieczg
Ekstrakcja do fazy state;
« Techniki chromatograficzne:
Chromatografia gazowa (chromatografia kolumnowa)
Chromatografia cieczg w stanie nadkrytycznym (chromatografia kolumnowa)
Chromatografia cieczowa (chromatografia kolumnowa, planarna)
« Techniki elektromigracyjne:
Elektroforeza zelowa na ptaszczyznie

Elektroforeza kapilarna



Techniki separacyjne

Ekstrakcja

Stanowi jedng 2z najczesciej wykorzystywanych technik izolacji
okreslonych grup zwigzkow ze srodowiska ich wystepowania.

Poprzez dobor odpowiedniego rozpuszczalnika, Iizolowane s3g
pozgdane sktadniki mieszaniny. Oddzielana jest w ten sposob matryca
analityczna. Proces ekstrakcji nazywany jest rowniez fugowaniem —
wymywaniem.

Na efektywnosc ekstrakcji wptywajg najwazniejsze parametry tego
procesu:

1. odpowiednio dobrany rozpuszczalnik,
2. warunki fizyczne procesu,
3. dobdr odpowiedniego rodzaju techniki procesu.



Techniki separacyjne

1. Rozpuszczalniki ekstrakcyjne mogg miec¢ charakter: gazu,

cieczy, ptynu w stanie nadkrytycznym.

Prawidtowo dobrany rozpuszczalnik:

dobrze rozpuszcza izolowany sktadnik (wydajna izolacja bez

Strat),

rownoczesnie nie  rozpuszcza = skiadnikow  matrycy

analitycznej,
powinien byc¢ tatwy do oddzielenia od izolowanego skfadnika,

nie powinien przeszkadzacC w przeprowadzeniu analizy.



Techniki separacyjne

2. Warunki fizyczne prowadzone] ekstrakcji zwigzane s3g
Z temperaturg | cisnieniem rozpuszczalnika oraz czasem trwania

procesu.

- Powinny by¢ tak dobrane, aby zoptymalizowa¢ wydajnosc

| selektywnosc ekstrakcji.
- Powinny byc¢ bezpieczne dla sktadnika izolowanego.

- S3g one wyznaczane doswiadczalnie 1 ustalane indywidualnie

dla rozdzielanej mieszaniny.



Techniki separacyjne

3. Techniki izolacji.

Ekstrakcja probek cieklych

« Ekstrakcja ciecz-gaz, np. statyczna/dynamiczna analiza
fazy nadpowierzchniowe], wymywanie | wychwytywanie;

» Ekstrakcja ciecz-ciecz, np. klasyczna ciecz-ciecz,

ekstrakcja ciggta, mikroekstrakcja,

» Ekstrakcja ciecz-ciato stale, np. ekstrakcja/mikroekstrakcja
do fazy state], mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy

stacjonarnej, ekstrakcja do fazy statej w strzykawce.



Techniki separacyjne

Ekstrakcja probek statych

« Ekstrakcja ciato state-gaz, np. ekstrakcja do fazy statej
W uktadzie statycznym, ekstrakcja do fazy statej w uktadzie

dynamicznym,

« Ekstrakcja cialo stale-ciecz, np. rozpuszczalnikiem przez
wytrzgsanie W aparacie Soxhleta, ekstrakcja
rozpuszczalnikiem pod zwiekszonym cisnieniem, ekstrakcja
rozpuszczalnikiem wspomagana promieniowaniem

mikrofalowym.



Techniki separacyjne
Ekstrakcja probek gazowych

 Ekstrakcja gaz-ciecz, np. ekstrakcja do fazy -ciektej,

ekstrakcja przez btony potprzepuszczalne;

« Ekstrakcja gaz-cialo state, np. ekstrakcja do fazy
stacjonarnej, mikroekstrakcja do fazy statej, ekstrakcja przez

membrany porowate.



Solid Phase

1Etap
Kondycjonowanie kolumny 2 Etap
odp owiednim Naniesienie prébki
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adsorbent

4 Etap
Usuwanie niep ozadanych
skladnikéw przez przemywanie
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rozpuszezalnik
wymywajgey 4

J’ /_ zanieczyszczenia

3 Etap
Usuwanie matrycy i czesci zanieczyszczen
w trakcie przepuszczania probkiprzez
kolumne

plébka-.4- y

+ Zanieczyszczenia

adsorbent + analit
+ czest zanieczyszczeh

¢ /_ matryca

SEtap
Wymywanie analitu przez
przemywanierozpuszczalnikiem
wymywajacymB

rozpuszczalnik
wymywaizcy B

'




Elektroforeza

e Polega na rozdziale mieszaniny makroczgsteczek
pod wpfywem przytozonego pola elektrycznego.

« Elektroforeze najczesciej prowadzi sie na zelach
poliakrylamidowych.

« Jest stosowana do rozdziatu biopolimerow (np. biatek,
kwasow nukleinowych) i innych zwigzkéw biologicznie
czynnych (m.in. aminokwasow), a takze zwigzkow

jonowych.



Elektroforeza

Rozdziaty elektroforetyczne moga byC prowadzone:

- bezposrednio W objetosci elektrolitu,
np. w elektroforezie kapilarnej,

- W nosniku elektroforetycznym wypetnionym
odpowiednim elektrolitem.

Nosnik elektroforetyczny (bibuta, azotan celulozy,
agaroza, poliakrylamid 1 inne) - stabilizuje elektrolit oraz

przyczynia sie do lepszej separacji makroczasteczek.



Elektroforeza

gledu na sposob umieszczenia

oforetycznego mozna wyroznic:
ektroforeze kapilarna (ang. capillary electrophore

lektroforeze pionowag (ang. vertical electrophoresis

ktroforeze pozioma (ang. horiz

phoresis).



Elektroforeza

Elektroforeza kapilarna (HPCE; ang. ...
high performance capillary
electrophoresis)

« kapilara wypetniona jest
swobodnym elektrolitem
(elektroforeza swobodna) lub . do obu koncow
porowatym nosnikiem (elektroforeza kapilary przyktada sie
na nosniku); wysokie napiecie, we

wnetrzu kapilary
pojawia sie pole
elektryczne.

« ®50-100 um; | 20-30 cm;

« konce kapilary zanurzone s3
W zasobnikach z odpowiednimi
elektrolitami;



Elektroforeza

Przeznaczenie elektroforezy kapilarnej - rozdziaty analityczne
| mikropreparatywne.

llos¢ nanoszonego materiatu do analizy - rzedu pojedynczych
nanogramow.

Objetosc¢ aplikowane] probki - zwykle w przedziale 2-4 nL
(2-4x10° L).

Czas rozdziatu jednej probki - okoto 10-20 minut.

Detekcja rozdzielonych grup makroczgsteczek realizowana
jest u ujscia kapilary przy pomocy detektora o konstrukcii
zblizone] do przeptywowego detektora stosowanego W
chromatografii cieczowej.



Elektroforeza

2Za pilonowa
lektroforetyczny:
nia szklane rurki

roforeza rurkowa)

jduje sie pomiedzy dwoma

rozdzielonymi
dkami dystansowymi (ang.

elektroforeza ptytowa).

Bufor

& Rurka ¢lektrodowy

elektroforeza rurkowa

elektro




Elektroforeza

Elektroforeza pozioma - e —
A ?i s lg

e Zanurzeniowa - nosnik m/"?w@
umieszczon iest o e
4 ’ s T e

W ptaszczyznie poziomej.
A. elektroforeza zanurzeniowa

« Poisucha - bufory elektrodowe B. elektroforeza pétsucha

zamkniete sg w zestalonej

agarozie lub w warstwach bibuty

filtracyjnej, pozwala na znaczne

ograniczenie zuzycia chemikaliow

niezbednych do przygotowania

buforow.



Elektroforeza

Czasteczki wedrujg w zelu w zaleznosci od ich fadunku,
rozmiaru, ksztattu oraz oporow ruchu srodowiska
(gestosci zelu).

Kolejnosc, w jakiej rozdzielane czgstki docierajg do katody:

mate obdarzone duzym tadunkiem kationy

. wieksze kationy o mniejszym tadunku

. hierozdzielone czgsteczki obojetne,

. duze aniony o matym tadunku

. mate aniony posiadajgce duzy tadunek elektryczny.

UhwN e

Przeplyw elektroosmotyczny




Elektroforeza

Rozdzielenie elektroforetyczne z wykorzystaniem zeli sktada

sie z kilku etapow:

* przygotowanie zelu o odpowiednim usieciowaniu,

e zanurzenie zelu w elektrolicie,

» Wwprowadzenie analizowanych probek do waskich
studzienek na czole zelu,

* podigczenie elektrod — przeprowadzenie rozdzielenia,

* wytgczenie zasilania,

« wizualizacja rozdzielen.



Chromatografia

Michait Siemionowicz Cwiet
1872 — 1919
Profesor botaniki Uniwersytetu (1907-1908)
| Politechniki Warszawskiej (1908-1915)



chromatograficzny t




Chromatografia
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Rozwoj chromatografii

Lata 30-te — wtasciwy rozwo¢j chromatografii, rozdzielanie mieszanin

substancji naturalnych;

Nagrody Nobla

1937 r. — P. Karrer, karotenoidy
1938 r. — R. Kuhn, karotenoidy | witaminy

1939 r. — L. Ruzicka, polietyleny i terpeny; A. F. J. Butenandt, hormony
ptciowe

1941 r. — prace A. J. Martina I R. L. Synge'a, poczatek rozwoju
chromatografii podziatowej w uktadzie ciecz-ciecz (chromatografia
bibutowa)

1948 r. — A. Tiselius, elektroforeza i chromatografia adsorpcyjna



Rozwoj chromatografii

Do 1973 r. — dwunastokrotnie przyznano Nagrode Nobla za prace o
duzym znaczeniu w chromatografii

1952 r. — A. T. James i A. J. Martin opublikowali podstawy chromatografii

gazowej

1956 r. — E. Stahl — podat warunki wykonywania chromatografii

cienkowarstwowe]

Lata 60-te — rozwoj] wysokosprawnej chromatografii cieczowej



Chromatografia

Podstawowa technika analityczna lub preparatywna stuzgca
do rozdzielania 1 identyfikacji zwigzkow chemicznych w

mieszaninie. Sktadniki mieszaniny:
* Sg rozdzielane na podstawie roznicy szybkosci, z jakg s3g
przenoszone w gazowej lub ciektej fazie ruchomej przez

faze stacjonarna;

* migrujg przez faze stacjonarng z szybkosciami okreslonymi

przez ich powinowactwo do kazdej fazy.



Chromatografia

omatograficzny sktada sie z:

5zaniny rozdzielanych substancji

Kiem, ktory musi by¢ spetniony, aby nastgpit proc
enia substancii, jest ruch jednej fazy wzglec

drugiej fazy.




Chromatografia

Rozdzielenie chromatograficzne polega na:

- umieszczeniu probki na ciektej lub statej] fazie

stacjonarnej,

- przepuszczeniu ciektej lub gazowej fazy ruchomej przez
nig lub nad nig — nastepuje proces elucji probki z fazy

stacjonarnej.



chniki chromatograficz

re 1 kolumnowe, w zaleznosci od t
ces rozdzielania zachodzi na ptaskie] powie

y kolumnie;

leczowe, gazowe | z faza ruchoma w st

adkrytycznym, w zaleznosci od stanu skupienia



romatografia planarna

(PC, ang. Paper Chromatography)
warstwowa (TLC, ang. Thin Layer Chromatogr

Kosprawna cienkowarstwowa

C, ang. High Performance Thin Layer Chromatog



hromatografia kolumnowe

owa grawitacyjna (LC, ang.

atography)

iImnowa wysokosprawna (HPLC, ang.

ormance Liquid Chromatography)

wa (GC, ang. Gas Chromatography)




Chromatografia

sci od celu przeprowadzanej analizy

eksperymentalne dzielimy na:
Iityczne - identyfikacja analitow, ,mata” iloSC prob

paratywne - wyodrebnianie poszczegodlnych

dnikdw z mieszaniny;



