EKSTRAKCJA DO FAZY STALEJ (SPE)

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego.

Celem procesu analitycznego jest uzyskanie informacji o interesujgcym nas
przedmiocie analizy. Ze wzgledu na rodzaj substancji oraz informacje jakie chcemy o niej
uzyskaé, konieczne staje si¢ stosowanie roznych technik analitycznych. W wigkszosci
przypadkow trzeba pobra¢ czgs¢ przedmiotu analizy i przetransportowaé do laboratorium.
Zazwyczaj pobrana probka wymaga jeszcze odpowiedniego przygotowania, przed
wprowadzeniem do przyrzadu pomiarowego. Do najwazniejszych etapéw procesu
analitycznego zalicza si¢: pobieranie probki, jej zabezpieczanie, przygotowywanie probki do

analizy 1 analize¢ koncowa.
Pobieranie probki

Probke pobiera si¢ z obiektu, ktory chcemy poddac analizie. Obiekt poddawany analizie
moze by¢ w stanie gazowym, stalym lub cieklym. Moze to by¢ material biologiczny lub
substancja nieorganiczna. Dla konkretnego obiektu stosuje si¢ wigc odpowiedni sprz¢t oraz
sposOb pobierania probki. Jednakze przy kazdym pobieraniu probki nalezy pamigtaé, aby byta
ona reprezentatywna. Probke pobiera si¢ z obiektu analizy w taki sposob, aby odzwierciedlata
sktad chemiczny catego obiektu. W niektorych przypadkach, szczegdlnie gdy obiekt jest duzy
1 ma zréznicowany sktad chemiczny, konieczne staje si¢ kilkakrotne pobranie probki z roznych

rejondw badanego obiektu.
Zabezpieczanie probki

Ten etap procesu analitycznego jest prawie zawsze konieczny, ze wzgledu na czas
niezb¢dny na przetransportowanie probki do laboratorium i przygotowanie si¢ do analizy. W
tym czasie probka musi zosta¢ zabezpieczona w taki sposob, aby nie stracila swoich fizycznych
i chemicznych wlasciwosci. Bez tego etapu nigdy nie mielibySmy pewnosci czy probka nadal
reprezentuje badany obiekt. Dla ré6znych probek stosuje si¢ odmienne metody zabezpieczania,
co zwigzane jest z ich wlasciwosciami. Stosuje si¢ wigc odpowiednie opakowania, utrzymuje
wlasciwg temperature 1 dodaje substancje zabezpieczajace. Nalezy rowniez przestrzegac Scisle

okreslonego czasu przechowywania probki. Nawet odpowiednio



zabezpieczona probka musi zosta¢ poddana analizie w okreSlonym czasie. Czas
przechowywania jest rozny i oczywiscie zalezy od wlasciwosci konkretnej probki. Moze to by¢
kilkanascie godzin lub kilka miesigcy, jednakze po tym czasie probka traci swe whasciwosci i

przestaje reprezentowac obiekt analizy.

Przygotowywanie probki do analizy

W wigkszosci przypadkow probka przed wprowadzeniem do przyrzadu pomiarowego
musi zosta¢ odpowiednio przygotowana, poniewaz niewtasciwe stezenie analitu uniemozliwia
jego wykrycie i oznaczenie. Takze sktad chemiczny czy stan fizyczny probki moze
uniemozliwia¢ analize. Odpowiednie przygotowanie probki zazwyczaj pozwala uprosci¢
procedure analityczng 1 otrzymac lepsze wyniki analizy. Jest to czgsto najwazniejszy a zarazem
najtrudniejszy etap procesu analitycznego.

Duza wadg tego etapu jest jego czasochtonnos¢. Poswiecony czas rozni si¢ w zaleznosci od
zlozono$ci etapu 1 od samej probki. Przyjmuje sie, ze az dwie trzecie czasu w
chromatograficznym procesie analitycznym pochtania przygotowanie probki do analizy.

Na tym etapie analizy popelnia si¢ takze najwicksza ilo$¢ btedow. Przyjmuje sie, ze
przygotowywanie probki wnosi okoto 30 % catkowitego btedu z jakim wykonywana jest
analiza. Niewlasciwe wykonanie czynno$ci zwigzanych z tym etapem sprawia, ze otrzymane
wyniki analizy sa bezwarto§ciowe. Bledow nie da si¢ catkowicie wyeliminowac, ale trzeba
dazy¢ do ich zmniejszenia. W tym celu trzeba zawsze dobiera¢ odpowiednig technike do danej
analizy, co przyczynia si¢ do zwigkszenia precyzji. Warto rowniez zmniejszy¢ ilos¢ procesoOw
wchodzacych w sktad przygotowywania probki. Im jest ich wiecej tym wigcej moze powstad
btedow. Nalezy unika¢ powtarzania tej samej czynnosci. Dla przyktadu jednoetapowe
rozcienczanie jest obarczone mniejszg iloscig btedow niz kilkuetapowe, co zwigzane jest z
btedami odczytu poziomu roztworu w pipecie lub kolbie.

Przygotowywanie probki sktada si¢ zazwyczaj z kilku etapow. Ich 1lo$¢ 1 rodzaj uzaleznione sg
od rodzaju probki, sktadu matrycy, a takze od wymaganego do analizy stg¢zenia probki.
Przyktadowymi procesami mogacymi si¢ w nim pojawi¢ s3: homogenizacja, ekstrakcja,

zatezanie, oczyszczanie czy derywatyzacja.



Ekstrakcja

Ekstrakcje¢ mozna zdefiniowa¢ jako rozdzielanie sktadnikow roztworu. Dzigki niej
mozliwe jest wydzielenie skladnika, ktory nas interesuje. Jest kilka rodzajow ekstrakcji.
Jednym z nich jest ekstrakcja ciecz-ciecz. Czgsto stosuje si¢ ja podczas przygotowywania
probek wodnych. W tym rodzaju ekstrakcji nastepuje podziatl analitu bedacego ciecza lub
ciatem stalym pomiedzy wodg i rozpuszczalnik organiczny. Trzeba dobra¢ taki rozpuszczalnik,
ktory selektywnie zaabsorbuje analit z roztworu wodnego a nie zaabsorbuje pozostatych
sktadnikéw. Stosuje si¢ tylko bardzo czyste rozpuszczalniki organiczne, ktore sa slabo
rozpuszczalne w wodzie 1 maja duza lotno$¢. Dzieki matlej rozpuszczalno$ci w wodzie
zwigksza si¢ efektywnos¢ ekstrakcji. Z kolei jego czysto$¢ jest istotna z tego wzgledu, ze przy
nastepujacym po ekstrakcji zatezaniu zwigksza si¢ stezenie zanieczyszczen, a wigc im wigce]
zanieczyszczen bedzie mial rozpuszczalnik tym wigksze bedzie ich stezenie po procesie
zat¢zania. Ekstrahuje si¢ zazwyczaj nielotne mikrosktadniki. Gdy chcemy wydzieli¢ kilka
substancji, wowczas mozemy to zrobi¢ grupowo lub selektywnie przy pomocy kilkuetapowe;j
ekstrakcji. Dawniej do ekstrakcji stosowano rozdzielacze. Wspodtczesna aparatura pozwala
jednoczesnie zatezac ekstrakt.

Zaleta jest mozliwo$¢ zmniejszenia liczby czynno$ci podczas przygotowywania probki, co
zmniejsza liczbe powstajacych btedow. Ekstrakcja ciecz-ciecz jest dos¢ prosta w realizacji, nie
zabiera duzo czasu i moze by¢ zautomatyzowana. Wadg jest konieczno$¢ stosowania drogich i
bardzo czystych rozpuszczalnikéw. Po takiej ekstrakcji trzeba zatgza¢ roztwor, czyli nalezy
odparowa¢ rozpuszczalnik. Niestety w trakcie odparowywania moze doj$¢ do utraty czesci

analitu co jest zjawiskiem niepozadanym.

Ekstrakcja ciecz-ciato state to Kolejny jej rodzaj. Inna nazwa to ekstrakcja do fazy statej (ang.
Solid Phase Extraction — SPE).

Ponizej przedstawiono typowy aparat stosowany podczas ekstrakcji do fazy stalej.



Stosowana jest czesto w przygotowywaniu probek poddawanych w nastepnej kolejnosci
analizie chromatograficznej. Umozliwia oddzielenie analitu od matrycy a nastgpnie jego
zatgzenie. Ten rodzaj ekstrakcji polega na przepuszczeniu roztworu analizowanej probki przez
kolumienkeg ekstrakcyjng, w ktérej znajduje si¢ ztoze adsorbentu. W wyniku tego anality zostaja
zaadsorbowane na czasteczkach zloza. Kolejna czynnoscig jest przemycie kolumienki, aby
pozby¢ si¢ zanieczyszczen lub przynajmniej ich czg$ci. Nastepnie wymywa si¢ zaadsorbowane
anality przy pomocy niewielkiej ilosci odpowiednio dobranego rozpuszczalnika. Bardzo wazne
jest dobranie odpowiedniego wypelnienia kolumienki oraz rozpuszczalnika do elucji. Jest

bardzo duzo adsorbentéw stosowanych do tego rodzaju ekstrakcji. Popularne sg adsorbenty na
bazie krzemionki np. C18 (oktadecyl na zelu krzemionkowym), Florisil oraz zel krzemionkowy.

Stosuje si¢ takze roznego rodzaju polimery i odpowiednio przygotowane wegle aktywne, sadze

i zeolity.



Typowy schemat postepowania podczas ekstrakcji do fazy stalej

Kondycjono- Nanoszenie Odmywanie Elucja
wanie probki matrycy
o |
LI _
Skladniki qaﬁ Analit
o
matrycy N A'Y
He
A
LIV
A
ololo .
(] Analit \
A
A Skladniki
matrycy

. Skladniki
matrycy

Do wymywania analitow ze zloza wykorzystuje si¢ rozpuszczalniki organiczne, rzadziej
substancje w stanie nadkrytycznym. Zamiast wymywac¢ anality mozna je zdesorbowac
termicznie. Tak zdesorbowane anality moga zosta¢ wprowadzone wraz z gazem no$nym
bezposrednio do chromatografu gazowego. Wada desorpcji termicznej jest ograniczenie jej
stosowania do substancji trwatych termicznie i niezbyt silnie zwigzanych ze ztozem adsorbentu.
Ponadto zmniejsza si¢ wybdr wypetnienia kolumny, poniewaz adsorbent tez musi by¢ odporny
na dziatanie wysokiej temperatury.

Ekstrakcja do fazy stalej jest do$¢ tania i tatwa do wykonania przy uzyciu prostej aparatury.
Przy odpowiednim doborze rozpuszczalnika i rodzaju ztoza umozliwia wyodrgbnienie bardzo
wielu substancji m.in. pestycydow, weglowodorow policyklicznych i weglowodorow
wielopier§cieniowych. Niewatpliwa zaleta tej techniki jest oczyszczenie probki z

zanieczyszczen przy jednoczesnym jej zatezeniu. Umozliwia to zmniejszenie czynnosci



wykonywanych podczas przygotowywania probki. Dodatkowo, uzywajac wiekszej iloSci
kolumienek z r6znymi adsorbentami, mozna wstepnie rozdzieli¢ anality na grupy zwigzkow.
Ten rodzaj ekstrakcji umozliwia wyodrebnianie substancji z matrycy wodnej podobnie jak
ekstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz, ale pozwala na uzyskanie lepszych wynikow przy
wydzielaniu i zat¢zaniu analizowanych substancji. Ekstrakcje ciecz-cialo state mozna rowniez
stosowa¢ do pobierania probek. Substancje zaadsorbowane na kolumience tatwo si¢
transportuje i mogag by¢ przechowywane w ten sposob dlugo bez wptywu na wynik analizy.

Wada SPE jest to, ze ekstrakcja przy uzyciu kolumienek wymaga niekiedy sporo czasu, co
zwigzane jest z ograniczona pr¢dkoscia przeptywu cieczy przez ztoze. W celu minimalizacji
ograniczen ten rodzaj ekstrakcji zostat takZze zautomatyzowany, co znacznie polepszylo

precyzje i szybkos¢ wykonywania poszczegolnych operacji.

Celem ¢wiczenia jest okreslenie wplywu rodzaju eluentu oraz jego sktadu na wydajnosé¢
ekstrakcji sktadnikow barwnikoéw spozywcezych z zastosowaniem SPE w odwroconym uktadzie

faz.

Odczynniki i aparatura

Barwniki spozywcze (zielony)
Izopropanol
Metanol

Woda dejonizowana

Spektrofotometr UV-Vis

System do ekstrakcji do fazy stalej

Kolumienki ekstrakcyjne Strata C18-U, 200 mg/3ml (phenomenex)
Pipety

Zlewka

Kuweta kwarcowa

Probowki polipropylenowe
Falkony

Kolby miarowe



Wymagane Srodki ostroznosci

W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.

Roztwordw nie nalezy wdychaé i pipetowaé ustami.
Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/ EWG

lub 1999/45/WE):
Metanol - F Produkt wysoce tatwopalny R11, T Produkt toksyczny R23/24/25,
R39/23/24/25
Izopropanol - F Produkt wysoce tatwopalny R11, Xi Produkt drazniacy R36
R67

Pierwsza pomoc:

- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duza iloscig wody.

- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko
otwartej powiece.

- jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenie$¢ na Swieze powietrze. Jezeli
osoba poszkodowana nie oddycha, zastosowa¢ sztuczne oddychanie. Zasiegnaé
porady medycznej.

- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- W razie spozycia: przeptukac usta woda.

Doktadne instrukcje postepowania sa zawarte w dotaczonych kartach charakterystyk
substancji.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowanie eluentu i probek do ekstrakeiji

W kolbach miarowych przygotowa¢ po 5 ml roztworéw izopropanolu w wodzie o
stezeniach 5, 10, 15, 20, 30140 % (v/v). W analogiczny sposdb przygotowaé roztwory metanolu
w wodzie o st¢zeniu 20, 30, 40, 55, 70 i 85 % (v/v). Nastepnie w dwoch 15 ml falkonach
sporzadzi¢ rozcienczony rozcienczony 1000-krotnie barwnik zielony. Barwniki nalezy

rozcienczy¢ woda dejonizowana.

2. Przygotowanie kolumienek do ekstrakciji

a) W miejscach wyznaczonych na pokrywie kolektora prézniowego umiesci¢ 12
kolumienek ekstrakcyjnych Strata C-18.

b) W celu skondycjonowania ztoza przez 12 kolumienek ekstrakcyjnych przepuscié po 1
ml metanolu, nie dopuszczajac do przesuszenia fazy stacjonarnej. Zakrgci¢ kraniki

zgodnie ze wskazdéwkami prowadzacego.



c) Po zakr¢ceniu kranikow na kolumienki nanie$¢ kolejno po 1 ml rozcienczonego
barwnika zielonego. Odkr¢cajac kraniki przepusci¢ przez ztoza kolumienek probki
barwnika. Przygotowane wczesniej roztwory eluentu (mieszaniny izopropanol : woda)
nanie§¢ w ilosci 1 ml na kolumienki od 1 do 6, przy zakrgeconych kranikach, za$ do
kolejnych szesciu kolumienek nanie$¢ po 1 ml mieszaniny metanol : woda.

d) Pod kolumienki podstawi¢ nowe (czyste) probowek polipropylenowych i po odkreceniu
kranikdéw przepusci¢ roztwory przez ztoze.

e) Zmierzy¢ absorbancje uzyskanych roztworow przy dtugosci fali 630 nm. Zmierzy¢ takze
absorbancje roztworu barwnika bez oczyszczania na SPE. Przyjmujac absorbancje
roztworu barwnika jako 100% obliczy¢é wydajnos¢ ekstrakcji dla poszczegdlnych

kolumienek i eluentow.

Opracowanie wynikow
Na podstawie obliczonych wydajnosci ekstrakcji wykonaé wykresy zalezno$ci
absorbancji od st¢zenia izopropanolu 1 metanolu w eluencie. Wyciagna¢ wnioski z

przeprowadzonego eksperymentu.



