Kurs: Techniki przygotowania probek w analizie zywnosci
metodami chromatografii gazowej I spektrometrii mas

Ekstrakcja do fazy statej w analizie zywnosci

Martyna Wieczorek
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Proces analityczny - etapy
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Przygotowanie proby - znaczenie

Dostarczyc¢ reprezentacyjng, powtarzalng probke, gotowq do nastrzyku
na kolumne chromatograficzng

* wolng od zanieczyszczen oraz sktadnikow matrycy, ktore nie sg
analizowane

* probka nie powinna wptywac negatywnie na instrument analityczny

* jest kompatybilna ze stosowang technikg analityczng
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Sources of Error Generated During Chromatographic Analysis

Contamination (4%) ‘ ‘ Sample introduction (6%)
Chromatography (7%)
Columns (11%)
—— Integration (6%)
Operator (19%) —— — Instrument (8%)
—— Calibration (9%)
Sample processing (30%)

Data taken from Agilent Technologies survey

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
W POZNANIU

e

Fundusze Europejskie
dla Rozwoju Spotecznego

- Polska Unie Europejska

Figure 1.2
Time Spent on Typical Chromatographic Analysis

—— Data management (27%)

— Collection (6%)

— Analysis (6%)

Sample processing (61%)

Data taken from Agilent Technologies survey

Rzeczpospolita Dofinansowane przez




Pobieranie prébki Uzyskaj reprezentatywng probke przy uzyciu statystycznie uzasadnionych metod.

Uzywaj odpowiednich, oboj¢tnych, szczelnie zamknietych pojemnikow; szczegdlng ostroznosé
zachowaj przy materiatach lotnych, niestabilnych lub reaktywnych; stabilizuj probki w razie
potrzeby; probki biologiczne moga wymagaé¢ chtodzenia lub zamrazania.

Przechowywanie i
konserwacja probki

Transport probki z miejsca pobrania do laboratorium moze by¢ istotnym etapem. Warunki
transportu powinny zachowac¢ integralnos$¢ probki; probki nie powinny by¢ szorstko traktowane,
upuszczane ani narazone na dziatanie czynnikéw atmosferycznych; czas transportu moze by¢
kluczowy — nadmierne op6znienia moga prowadzi¢ do degradacji probki.

Transport probki

Probka musi by¢ przygotowana w formie umozliwiajgcej bardziej efektywne wstgpne

Wstepne przetwarzanie : : : RO 2 e
przygotowanie (np. suszenie, przesiewanie, mielenie itp.); drobniej rozproszone probki tatwiej

probki uzyskac¢ jako reprezentatywne oraz rozpuscic¢ lub ekstrahowac.

Wazenie lub rozcienczanie Zachowaj niezbedne srodki ostroznosci przy materiatach reaktywnych, niestabilnych lub
objetosciowe biologicznych; do rozcienczania uzywaj skalibrowanego szkta miarowego.
Alternatywne metody Wymiana rozpuszczalnika, odsalanie, odparowywanie, liofilizacja itp.

przetwarzania probki

Usuwanie czastek stalych Filtracja, wirowanie, ekstrakcja na fazie stale;j.

Ekstrakcja probki Metody dla probek ciektych i statych

Glownie w celu zwigkszenia wykrywalnosci analitu; czasami stosowana w celu poprawy
Derywatyzacja rozdzielczosci; dodatkowy etap w cyklu analitycznym zwigksza czas, ztozonos¢ i ryzyko utraty

probki.
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Ekstrakcja do fazy stalej (SPE)

* Ekstrakcja na fazie stalej to technika przygotowania probek,
ktora polega na oddzieleniu i skoncentrowaniu okreslonych —

. : : : : T 1 T 1 B
substancji (anality) z mieszaniny (np. z wody, krwi, moczu, | *“c e
‘ > 9 0 ! 2 0

zywnoscil) przy uzyciu stalego materialu 9

sorpcyjnego umieszczonego w kolumnie. | i
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Jak przebiega proces SPE?

1. Kondycjonowanie kolumny
Kolumna z sorbentem jest przygotowywana przez przeptukanie odpowiednim rozpuszczalnikiem,
aby aktywowac powierzchni¢ sorbentu.

2. Zaladunek probki
Probka (np. ciecz zawierajgca anality) jest przepuszczana przez kolumne. Substancje docelowe
zatrzymujg si¢ na sorbencie, a reszta przechodzi dale;.

3. Plukanie (washing)
Kolumna jest plukana, aby usung¢ zanieczyszczenia 1 substancje niepozgdane, ktore nie sg
zZwigzane z sorbentem.

4. Elucja (elution)
Substancje docelowe sa wyptukiwane z kolumny za pomocg odpowiedniego rozpuszczalnika —
otrzymujemy oczyszczong 1 skoncentrowang probke gotowa do analizy.
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MOC ROZPUSZCZALNIKOW
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POLARNOSC SORBENTOW

Oktadecy! (C1g)
Oktyl (Cs)
BUW' (C4)
Cykloheksyl
Fenyl (Ph)

Cyjanowy (CN)

Zel krzem. (SiOH)
Aminowy (NH>)

Florisil (MgSiOs)
Tlenek glinowy (Al>O5)

Ii II rzedowe aminy
(NH>/NH)
(N™)

-COOH
Ph-SO,H
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Dlaczego ekstrakcja do fazy statej (SPE) jest
wazna?

Zwicksza doktadnos¢ | czutos¢ analizy

Poprawia efektywnos$¢ | powtarzalnos¢

Mniejsze zuzycie rozpuszczalnikow | odpaddéw

Wszechstronnos¢ zastosowan

Elastyczno$¢ wobec réznych typdéw probek
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Wiasciwosci analitow, ktore nalezy rozwazyc¢
przed rozpoczeciem ekstrakcji SPE

* Struktura

. pK

* Stezenie

* Objetosc proby

* Rozpuszczalnos¢
* Stabi1lnos¢
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W kolumienkach sorbent
jest umieszczony pomiedzy
dwoma filtrami w
poliprolenowej kolumience.

CHROMABOND®

:
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Formy SPE

UNIWERSYTET B X "
PRZYRODNICZY Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unig Europejska




Mechanizmy ekstrakcji SPE

| | |

adsorpcja wymiana jonowa tryb mieszany
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Mechanizmy ekstrakcji SPE

| | |

adsorpcja wymiana jonowa tryb mieszany
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Adsorpcja

(Adsorption Vs.

N

(Absorption)
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Rzeczpospolita
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Adhezja czastek na
powierzchni sorbentu

Anality pojawiajg si¢ na
powierzchni substancji

Powierzchnia materiatu
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Transfer czastek do innego
materiatu

Transfer do wnetrza
materiatu

Przekrdj catosci materiatu




SPE — absorpcja odwrocony ukiad faz

Sorbent: Rodzaj prébki:

Plyny ustrojowe, ekstrakty wodne, probki srodowiskowe,

* C2 Interakcja piwo lub wino.
* C8 ¢ hydrofobowa

- C18

* Phenyl

N

UNIWERSYTET o X "
PRZYRODNICZY Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska




SPE — absorpcja odwrocony ukiad faz

Sorbent: Rodzaj prébki:

Plyny ustrojowe, ekstrakty wodne, probki srodowiskowe,

e C2 Interakcja piwo lub wino.
* C8 hydrofobowa

e C18 Wiasciwosci analitu: wlasciwosci niepolarne, gléwnie
zwigzki organiczne, alkilowe, aromatyczne.

* Phenyl
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SPE — absorpcja odwrocony ukiad faz

Sorbent:

- C18
* Phenyl
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Interakcja

¢ C2
« C8 ¢ hydrofobowa
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Rodzaj probki:
Plyny ustrojowe, ekstrakty wodne, probki srodowiskowe,
piwo lub wino.

Wiasciwosci analitu: wlasciwosci niepolarne, gléwnie
zwigzki organiczne, alkilowe, aromatyczne.

Schemat elucji: zerwanie interakcji hydrofobowych za
pomocg silnie hydrofobowego rozpuszczalnika

Rzeczpospolita Dofinansowane przez
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Przyktad: Naftalen

Charakterystyka naftalenu:

*  Weglowodor aromatyczny (brak grup funkcyjnych)
 Silnie niepolarny

* Masa molowa: 128,17 g/mol

» Brak zdolnosci do jonizacji w warunkach wodnych

Wplyw wlasciwosci na ekstrakcje:

* W SPE fazy odwroconej (np. C18): bardzo silna retencja dzi¢ki oddziatywaniom hydrofobowym
« W SPE fazy normalnej: praktycznie brak retencji (przechodzi przez kolumng)

» Nie wymaga regulacji pH

* Monitorowanie zanieczyszczen srodowiskowych (PAH)
» Ekstrakcja z probek wody, gleby, osadow
» Czesto analizowany metodg GC po SPE

N
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Adsorpcja w fazie normalnej

Rodzaj probki:
wodne ekstrakty, wysoce niepolarne
rozpuszczalniki, oleje.

Sorbent:

* Tlenek glinu

* Krzemionka

» Faza diolowa

« Faza cyjanopropylowa
» Faza aminopropylowa
* Florisil

wigzania wodorowe,
dipolowe
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Adsorpcja w fazie normalnej

Rodzaj probki:
wodne ekstrakty, wysoce niepolarne
rozpuszczalniki, oleje.

Sorbent:

* Tlenek glinu

i wiazania wodorowe
 Krzemionka & ’

_ dipolowe : :

* Faza dlc_)lowa Wiasciwosci analitu: anality o chakaterze
» Faza cyjanopropylowa polarnym. Posiadajace w swojej budowie
* Faza aminopropylowa grupy hydroksylowe, aminowe,

* Florisil
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Adsorpcja w fazie normalnej

Rodzaj probki:
wodne ekstrakty, wysoce niepolarne
rozpuszczalniki, oleje.

Sorbent:

* Tlenek glinu

i wiazania wodorowe
 Krzemionka & ’

_ dipolowe : :

* Faza dlc_)lowa Wiasciwosci analitu: anality o chakaterze
» Faza cyjanopropylowa polarnym. Posiadajace w swojej budowie
* Faza aminopropylowa grupy hydroksylowe, aminowe,

* Florisil

Schemat elucji: zerwanie interakcji polarnych
za pomocg rozpuszczalnikow polarnych.

N

UNIWERSYTET o X "
PRZYRODNICZY Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska




Wiasciwosé analitu

Znaczenie w ekstrakcji / SPE

Polarno$¢

Hydrofobowosc¢ (logP)
Grupy hydroksylowe (—OH)

Grupy karbonylowe (C=0)
Aminy (-NH-)

Ladunek czasteczki (pKa, pH)
Wielkos¢/masa czasteczki

Rezonans, aromatycznos¢
Wiazania podwdjne

Heteroatomy (O, N, S, P)

Zwiazki polarne dobrze oddziatlujg z sorbentami polarnymi (np. krzemionka), stabo z
niepolarnymi (C18).

Im wyzszy logP, tym wigksza retencja na sorbentach niepolarnych.
Zwigkszajg polarno$¢; umozliwiajg wigzania wodorowe z sorbentem.

Umozliwiaja oddziatywania dipolowe i wodorowe z sorbentami polarnymi.

Umozliwiajg oddziatywania kwas—zasada; wazne przy fazach aminowych 1 jonowymiennych.
Wplywa na jonizacje; decyduje o interakcji z fazami jonowymiennymi.

Wigksze czasteczki maja silniejszg retencje z powodu wigkszej powierzchni.

Zwiazki aromatyczne mogga oddziatywac przez interakcje m—.

Wptywaja na reaktywnos¢ 1 rodzaj interakcji.

Zwickszaja polarnos¢ i liczbe mozliwych interakcji z sorbentem.
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Przyktad: kwas ferulowy

Charakterystyka kwasu ferulowego:

» Zwiazek fenolowy (obecnos$¢ grupy —OH i —COOH) O
e Polarnos¢: wysoka
« Masa molowa: 194,18 g/mol N OH

 pKa=4,)5 (grupa—COOH)
HO
OCHg3
W SPE fazy normalnej (np. krzemionka): silne wigzania wodorowe z sorbentem
* W SPE fazy odwroconej (np. C18): umiarkowana retencja; zalezna od pH

*  Wymaga zakwaszenia probki (pH < pKa), aby utrzyma¢ forme¢ niezjonizowang i
poprawic sorpcje

Zastosowanie:

* Ekstrakcja z probek roslinnych, produktéw spozywczych, kosmetykow
* (Czesto analizowany metoda HPLC po SPE

N
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Cecha Faza normalna (NP) Faza odwrécona

Faza stata Polarna (np. krzemionka) Niepolarna (np. C18)

Faza ruchoma niepolarna Polarna (wodna)

Retencja zwiazkoéw polarnych Zwiazkow niepolarnych

Typ interakcji Adsorpcja polarna Oddziatywania hydrofobowe

N
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Mechanizmy ekstrakcji SPE

| | |

adsorpcja wymiana jonowa tryb mieszany
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SPE: wymiana jonowa

W SPE typu jonowymiennego wykorzystuje si¢ specjalne sorbenty
zawierajace naladowane grupy funkcyjne, ktore przyciagajg jony o
przeciwnym ladunku z roztworu. Nastepuje wymiana

jonow pomiedzy roztworem a grupami funkcyjnymi na sorbencie.

Positively Charged
Analyte [Cation]

Attracted to
Negative Surface

Negatively Charged
Analyte [Anion]

Attracted to
Positive Surface
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Typy sorbentow wykorzystywane do ekstrakcji z uzyciem
techniki SPE

Typ sorbentu  Faza stala Klasyfikacja zwigzku
CN Cyjanopropylosilika zel kationy
NH2 Zel krzemionkowy Stabe aniony, kwasy organiczne
modyfikowany grupami
cyjanopropylowymi
SCX Kwas sulfonowy Mocne kationy, zasady organiczne
SAX Czwartorzgdowa amina Mocne aniony, kwasy organiczne
WCX Staby wymieniacz Stabe kationy
kationowy

N
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SPE (Solid Phase Extraction) — LLE (Liquid-Liquid Extraction) —

Cecha Ekstrakcja na fazie statej Ekstrakcja ciecz-ciecz
Anality sg adsorbowane na fazie stalej, a Anality rozdzielane sg migdzy dwie
Zasada dzialania nastepnie eluuje si¢ je niemieszajace si¢ ciecze (zwykle faza
rozpuszczalnikiem wodna i organiczna)
Zuzycie rozpuszczalnika Niskie Wysokie
Czas ekstrakcji Krotki Zazwyczaj duzszy
Powtarzalno$¢ wynikow Wysoka Mniejsza —zalezna od doktadnosci
mieszania i rozdzielania faz
i Latwa (mozliwos¢ zastosowania
Automatyzacja robotow, kolumn SPE) Trudna
. Duza — mozliwo$¢ wyboru Mniejsza — zalezna gtdownie od
Selektwynos¢ . L . .
odpowiedniego sorbentu rozpuszczalnosci analitu
Zanieczyszczenia matrycy Czesto skutecznie usuwane Mogg pozosta¢ w fazie analitu
. Latwa do miniaturyzacji i automatyzacji Trudniejsza do skalowania w warunkach
Skalowalnos¢ .
(np. 96-dotkowe ptytki SPE) wysokoprzepustowych
Koszt Wyzszy (koszt sorbentow, sprzetu) Nizszy (proste szkto 1 rozpuszczalniki)
Przykladowe zastosowania 1?robk1 b1ologlczne, farmaceutyczne, Analiza pozosta1os.01’pestycydow,
srodowiskowe ekstrakcja metabolitow
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SPE SPME

Ztoze upakowane Ztoze otwarte
Technika wyczerpujaca Technika niewyczerpujgca
Tradycyjna metoda kalibracji Alternatywne metody kalibracji
Ograniczenie w wykorzystywanej
objetosci Brak ograniczenia objgtosci
Mozliwos¢ automatyzacji Latwa do zautomatyzowania
Znaczacy wpltyw matrycy Minimalny wptyw matrycy
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