METODE ODVAJANJA

Odvajanje radnog materijala predstavlja jednu od osnovnih i najée$c¢e primenjivanih
tehnika u hemijskim laboratorijama.

FiziCke i hemijske osobine supstanci na kojima se zasnivaju analitiCka odredivanja obi¢no
nisu specifi¢ne, tako da pojedina analitiCka odredivanja ometaju ili onemoguéuju druge
prisutne supstance.

Svi prirodni i veStacki proizvodi koji podlezu hemijskim ispitivanjima prakti¢no predstavljaju
manije ili viSe sloZzene smese.

Poteskoce prilikom odredivanja pojedinih komponenti smeSe se mogu ponekad prevazici
jednostavnim postupcima maskiranja i demaskiranja, ali u vecini slu€ajeva to nije moguce,
pa se pre odredivanja supstance moraju odvajati.

Dve supstance mozemo medusobno odvoijiti ako se razlikuju po svojim osobinama, kao
Sto su veliina molekula, gustina, napon para, rastvorljivost, naelektrisanja i sl.

Metode odvajanja koje se zasnivaju na ovim osobinama veoma su raznovrsne i njihova
potpuno zadovoljavaju¢a podela ne postoji.

Osnovi vecine metoda leze u dva procesa:

Gradenje dvofaznog sistema, tako da jedna faza sadrzi supstancu koja se odreduje, a
druga supstancu koja ometa odredivanje.

Mehanicko odvajanje dve faze

Gradenje dvofaznog sistema i mehani¢ko odvajanje faza mogu se ostvariti na vise nacina.
Dvofazni sistem se nekada moze ostvariti dodavanjem odgovaraju¢eg taloZznog reagensa
rastvoru uzorka i prevodenjem u ¢vrstu fazu komponente koja se odreduje ili komponente
koja smeta, a Cvrsta i te€na faza se mogu odvojiti filtrovanjem.

Dvofazni sistemi se nekada mogu graditi zagrevanjem uzorka i prevodenjem u gasnu fazu
komponente koja se odreduje ili komponente koja smeta, a odvajanje te€ne i gasne faze
se moze izvesti na destilacionoj koloni ili jednostavnim isparavanjem.

Dvofazni sistem se nekad moZe dobiti dovodenjem analiziranog rastvora u kontakt sa
drugim te¢nim rastvaraem koji se ne mesa sa prvim rastvaracem i u koji prelazi,
odredivana komponenta ili komponenta koja smeta, a dve teCne faze se mogu odvojiti u
levku za odvajanje.

Odvajane supstanci kod ovih metoda se zasniva na nejednakoj raspodeli supstance
izmedu dve faze.

Procesi raspodele su ravnotezni procesi, odvajanje nikada nije potpuno.

Uvek ¢e u obe faze zaostajati izvesna koli€ina zZeljene i nezeljene supstance, a njihova
koli€ina ¢e biti odredena njihovim ravnoteznim koncentracijama u svakoj fazi.

Da bi se efikasnost odvajanja povecala, Cesto je proces odvajanja potrebno ponoviti vise
puta.

Kod nekih metoda odvajanja koriste se razlike u kinetiCkim osobinama Cestica supstanci
kao Sto su: brzina u elektricnom, gravitacionom ili termi¢kom polju.

Postoji vise nacina klasifikacije metoda odvajanja:

-odvajanja po tipovima faza,

-odvajanja po tipu procesa i

-odvajanja po tipu sile koja koja prouzrokuje odvajanje.



Klasifikacija metoda odvajanja po tipovima faza

Faza koja sadrzi Druga faza
uzorak ili je sa- -
ma uzorak Gas(para) Teénost Cvrsta
Gas Termicka difu- Gasno-teéna Gasno-¢évrsta
zija hromatografija hromatografija
Tecnost Destilacija Teina hromatogra- Telno-ivrsta
i hromatografija
fija 2 i J
Ekstrakeija TaloZenje
Dijaliza Elektrolitidko
izdvajanje
Ultrafiltra- Obrazovanje o-
cija kludovanih jed.
Elektroforeza
Metoda prste-
naste pecil
Cvrsta Sublimacija

Moguca je klasifikacija metoda po nacinu kako faze dolaze u kontakt: kontinualni i
stupnjeviti (diskontinualni) kontakt.

Od svih tehnika ekstrakcija pruza najvecu fleksibilnost u ovom pogledu dok su ostale
tehnike ograni¢ene na jednu ili drugu metodu, hromatografija se po definiciji moze
primeniti samo kontinualno.

Postoji podela po pravcu protoka faza: proticanje kroz jednu fazu (u istom smeru) i
proticanje u suprotnom smeru.

Kod proticanja kroz jednu fazu, faza u kojoj se nalazi uzorak smatra se stacionarnom.
Ona se dovodi u dodir sa drugom fazom sukcesivnim dodavanjem novih porcija za koje se
moze reci da prolaze “kroz” stacionarnu fazu.

Primer za ovu vrstu procesa je ekstrakcija, kod koje se jedna faza dovodi u vezu sa
nekoliko zapremina faze kojom se vrSi ekstrakcija, a koje se posle skupljaju u jedan jedini
ekstrakt.

Kao drugi primer se moze navesti obi¢na destilacija.

Kod procesa protivstrujnog (suprotnog) proticanja dve faze se kre¢u u suprotnim pravcima
u odnosu jedna na drugu.

U najveéem broju slu¢ajeva jedna od faza je stacionarna dok se druga krece, pa je to
prakti€no pseudostacionarno proticanje.

Ovaj proces se razlikuje od prethodnog po tome $to se sukcesivno dodaju porcije obe
faze.

Tako se u stupnjevitom procesu svaka frakcija faze 1 dovodi u dodir sa svezom frakcijom
faze 2, i svaka frakcija faze 2 dovodi u dodir sa svezom frakcijom faze 1.

Tehnike koje se izvode na ovaj nacin su: ekstrakcija, hromatografija, elektroforeza,
diferencijalna dijaliza i frakciona destilacija.

Ovaj proces je od primarnog znacaja u analitiCkoj hemiji.



Klasifikacija metoda odvajanja po tipu procesa

Mehanicke Fizicke Hemijske
Dijaliza Gasno-tedna hrom. TaloZenje
Hromatografija Gasno-&vrsta hrom, Elektrolitiéko izdvajanje
iskljucéivanjem PN Mg . = )
Ekxstrakéija Maskiranje

Obrazovanje inklu-
A ot - Elektr
dovanog Jjedinjenja troforeza

: : R Frakci ila=
Filtriranje i ultra- clona destila

filtriranje cija
Centrifugiranje Sublimacija
Kristalizacija

Teznja za
uspostavljanje ravnoteZze mozZe se smatrati silom usled koje dolazi do odvajanja.
Drugi tip sile je kinetiCke prirode, jer od brzine putovanja rastvaraca zavisi i odvajanje.

Klasifikacija nekih metoda odvajanja po tipu sile koja

prouzrokuje odvajanje

RavnoteZa Kinetika

Hromatografija Dijaliza

Destilacija Elektroforeza
Ekstrakcija Termic¢ka difuzija
Sublimacija Centrifugiranja i ultra-
TaloZenje centrifugiranja

Ultrafiltriranje

Faktor iskoriScenja i faktor odvajanja

Postupkom odvajanja odredivana supstanca treba da se dobije u $to vecem iskoriS¢éenju i
u Sto veéem stepenu Cistoce.

Faktor odvajanja za neku supstancu definisan je kao udeo od ukupne koli€ine supstance
dobijen odvajanjem

R(4)= n(4)
ny (A4)
R(A) - faktor iskori¢enja
n(4)- koli¢ina supstance 4 dobijene odvajanjem

n,(A4)- ukupna (pocetna) koli¢ina supstance 4 u analiziranom rastvoru

Kod visoko efikasnog odvajanja faktor iskoriséenja za odredivanu supstancu treba da je
Sto bliZi jedinici (100%), dok za supstancu od koje se odvajanje izvodi faktor treba da ima

8to niZu vrednost.

Faktor odvajanja Zeljene komponente A4, od od neZeljne komponente B je (Sandell)
veliina koja pokazuje koliko se puta izmenio odnos koli€ina nezeljene i Zeljene
komponente posle odvajanja prema odnosu njihovih koli¢ina u uzorku pre odvajanja.

n(B)
%(A) R(B)

S%_nO(B) " R(4
A(A) .

Faktor odvajanja (faktor koncentrovanja) treba da ima $to nizu vrednost.

Najpozeljnije su one metode kod kojih je ravnoteza raspodele supstance izmedu dve faze
selektivna i dovoljno kvantitativha tako da se odvajanje moze izvesti u jednom jedinom
stepenu.




Ovo se deSava u slu¢aju kada su faktori odvajanja R(4) i R(B) veoma povoljni odnosno
kad R(4)—>1,a R(B)—0.

Ukoliko jedan od dva faktora nije povoljan, odvajanje ¢e biti mogu¢e samo ako se jedan od
postupaka odvajanja ponovi vise puta.

Ukoliko odvajamo supstancu 4 od supstance B prevodenjem u neki organski rastvaraé
(ekstrakcijom), ako je R(4) <1 ali R(B)— 0 (8to znali da se 4 ne ekstrahuje

kventitativno), dok se B (prakti¢no uopste ne ekstrahuje) uspesno odvajanje se moze
posti¢i ponovljenom ekstrakcijom supstance 4 sa novim koli¢inama organskog
rastvaraca.

Kada ni R(A4) ni R(B) nisu povoljni, R(4)<1 a R(B)>0, postupak odvajanja postaje

veoma kompleksan.

Odvajanje se moze posti¢i mnogobrojnim ili kontinualnim ponavljanjem procesa odvajanja
putem protivstrujnog pomeranja jedne ili obe faze (postupcima frakcionisanja u
hromatografskoj ili destilacionoj koloni)

Odvajanje taloZzenjem

Odvajanja taloZenjem se zasnivaju na razlikama u rastvorljivosti taloga, a uvid u
mogucnosti odvajanja i uslove neophodne za odvajanje mozemo dobiti na osnovu veli¢ina
proizvoda rastvorljivosti.

Odvajanja talozenjem u praksi su znatno loSija i nepotpunija nego $to to na osnovu
teorijskih razmatranja moze izgledati.

Radi povecéavanja efikasnosti talozenje je potrebno ponoviti i po nekoliko puta.
NesavrSenost odvajanja kao i duzina analitickih operacija (filtracija, pranje taloga) razlog
su da se razdvajanja taloZenjem izbegavaju kad god je to moguce i zamenjuju nekim
drugim metodama (npr. ekstrakcijom).

Cesto se izvode taloZenja sa nosacem (kolektorom).

Destilacija i isparavanje

Kod razdvajanja destilacijom koriste se razlike u isparljivosti komponenti, odnosno razlike
u njihovim pritiscima para.

Sto su razlike u isparljivosti komponenti veée lak$e ée se izvesti razdvajanje.

Destilacija je jedna od najznacajnijih i najSire primenjivanih procesa u hemijskoj industriji.
U analitiCkoj praksi destilacija se koristi uglavhom za razdvajanje jednostavnijih smesa, u
preparativne svrhe, za preciS¢avanje i dobijanje Cistih supstanci uklju€ujuci i hemijski Ciste
vode.

Kod analize viSekomponentnih sistema destilacija je danas gotovo potpuno potisnuta
hromatografijom.

Za analitiCka odvajanja destilacija nije dovoljno selektivna, ¢esto se grade azeotropne
smese, neke supstance se pri destilaciji termicki ragraduju, destilacija dugo traje i zahteva
velike koliine uzorka itd.

Isparavanje (volatilizacija) i sublimacija su procesi u principu sli¢ni jednostavnoj destilaciji.
Sublimacija predstavlja proces direktnog isparavanja ¢vrste supstance bez pojave njene
teCne faze i moze se posmatrati kao destilacija ¢vrste supstance.

Jedan potpuni proces sublimacije obuhvata sukcesivnu promenu faza évrsto — gasovito
— Cvrsto i primenjuje se uglavnom za preciS¢avanje supstanci.

Destilacija

Razmotricemo destilaciju binarne smes$e te¢nosti 4 i B, koje se medusobno potpuno
mesaju.

Kako se razdvajanja destilacijom zasnivaju na razlikama u isparljivosti supstanci,
isparljivost i relativna isparljivost su pojmovi koji se u teoriji destilcije Cesto koriste.
Isparljivost je definisana kao odnos parcijalnog pritiska supstance u parnoj fazi i njenog
molarnog udela u te¢noj fazi, pa ¢e za komponentu 4 i B biti:

P4

(x, )1

isparljivost , =



_Ps_

(XB);

gde su: p, i p, parcijalni pritisci komponenti 4 i B u parnoj fazi (gasnoj).
(x,), 1 (x;), molski udeli komponente 4 i B u te¢noj fazi.

Relativna isparljivost dveju komponenti jednaka je odnosu njihovih individualnih

isparljivosti.
P4
_ isparljivost, (XA ),

isparljivost , 17
(x5),

Izrazimo li parcijalne pritiske komponenti kao proizvod njihovog molskog udela i pritiska
para u Cistom te€nom stanju (Raultov zakon za idealne rastvore)
pa=(x,), P
Pp= ('xB ); ‘D
gde su p, i p, pritisci para Cistih komponenti 4 i B u te€nom stanju i to uvrstimo u izraz
za realtivnu isparljivost, dobijamo:
_P

Py
odakle vidimo da je relativna isparljivost dve komponente jednaka odnosu pritisaka para
Cistih komponenti u parnom stanju.

(Relativna isparljivost ima znacenje faktora (koeficijenta) selektivnosti i sluzi kao jedno od
merila efikasnosti razdvajanja, a moze se odrediti pomocu tacki klju€anja (7,i 7,)

T

TB_ A

+T7,

B

isparljivost, =

relativnaisparljivost = o

o

loga =8,9

A
Relativna isparljivost se definiSe tako da bude vecéa od jedinice (« >1) pa se brojilac u
izvedenoj reakciji uvek odnosi na isparljiviju komponentu, $to znaci da je u nasem slu€aju
komponenta A viSe isparljiva od komponente B.

Kako se odnos parcijalnih pritisaka komponenti p% moze zameniti odnosom njihovih
B

molskih udela u gasnom stanju (XA% ) , dobija se drugi izraz za relativnu isparljivost.
BJg

(xA)g
(x0) odnosno (x0), :a-(x")’

) (xs)g (XB)g (xB)/
(xb’ )1

(Primenom Daltonovog zakona p, =(x, )g p bice £+ = xA)g P (x )g gdeje p=p,+p;
pB (xB )g p (xB )g

ukupan pritisak iznad te¢nosti.)
Posto je komponenta A4 isparljivija od komponente B, odnos (a > 1), iz jednacine se vidi

da ¢e odnos molskih udela isparljivije i manje isparljivije komponente u parnoj fazi uvek biti
veci od odnosa u te¢noj fazi, Sto znaci da ¢e parna faza uvek biti obogacenija isparljivijom
komponentom.

Ovo predstavlja osnovni princip odvajanja destilacijom.

Stepen obogacivanja parne faze isparljivijom komponentom utoliko je veci $to je « vece.



Zavisnost A4 u gasnoj fazi u zavisnosti od njenog udela u te¢noj fazi za razne vrednosti «
koji se moze smatrati i kao faktor obogacenja jer od njegove veliine zavisi koliko ¢e jedno
razdvajanje biti lako ili teSko izvesti.

Zagrevamo li prema tome smeSu te€nosti 4 i B na temperaturu klju¢anja, dobijena parna
faza u ravnoteZi sa te¢noS¢u bi¢e obogacena isparljivijom komponentom (a te¢na faza
manje isparljivom komponentom) utoliko viSe Sto je veée « .

Nijedna faza nece biti potpuno Cista jer se jednom destilacijom dobija obogacenje faza, sto
znaci samo parcijalno razdvajanje komponenti , a ne Cisti proizvodi.

PoboljSanje razdvajanja bi se moglo postici ako bi se parna faza obogacena isparljivijom
komponentom ponovo kondenzovala, a dobijeni destilat ponovo destilovao, a taj proces se
ponavljao vise puta.

IJ‘i J*

KOIOllil $ favanima

TEMPERATURA

1o 0 00 Ity

00 0% 10 (X gy

Zavisnost (xadi 1 (xa)e od T za @=3



H :% (HETP-high equivalent to a theoretical plate)

Metode frakcione destilacije nalaze Siroku primenu kod razdvajanja organskih jedinjenja.
Pri razdvajanju neorganskih jedinjenja frakciona destilacija se prakticno ne primenjuje,
nego se uglavnom koriste jednostavni postupci destilacije i isparavanja.

Jednostavno se moze odvojiti voda, silicijum se moze odvojiti u obliku SiF,, arsen u obliku

AsCL, ili AsH,, antimon kao SbCl,, kalaj kao SnBr, ili Snl,, germanijum kao GeCl,, hrom
kao CrO,Cl,, ziva u elementarnom obliku, bor u obliku metil-borata, osmijum i rutenijum u
obliku OsO,, odnosno RuO,, renijum kao Re, O,, itd.

EKSTRAKCIJA

Kada se rastvor neke supstance u jednom rastvara¢u dovede u kontakt sa drugim
rastvaracem koji se ne mesa se prvim, rastvorena supstanca ¢e se zbog razliCite
rastvorljivosti u ova dva rastvaraca raspodeliti izmadu nijih.

Na ovom principu se zasnhivaju metode odvajanja supstanci ekstrakcijom.

U neorganskoj analizi se naj¢eSce koriste ekstrakcije iz vodenih rastvora pomocu
organskih rastvaraca koji se ne mesaju sa vodom.

Pretpostavimo da jedan vodeni rastvor sadrzi supstance 4 i B i da se muéka sa nekim
organskim rastvaraem u kome se supstanca A rastvara bolje nego u vodi, dok je
supstanca B u njemu prakti¢no nerastvorna, dovodenjem ovih teé¢nih faza u medusobni
kontakt najveci deo supstance A ¢e preci u organsku fazu (ekstrahovati se), dok ¢e
supstanca B ostati u vodi.

Razdvajanjem dveju teCnih faza (levak za odvajanje) razdvajaju se i supstance 4 i B.
Ako je pri tome zapremina organskog rastvara¢a manja od zapremine vodenog sloja,
supstanca ¢e se ekstrahovati i koncentrovati.

Ekstrakcija je vrlo efikasna, brza popularna tehnika razdvajanja (i koncentrovanja)
supstanci.

Primenjuje se kako za razdvajanje supstanci prisutnih u vrlo niskim koncentracijama tako i
za razdvajanje supstanci prisutnih u makrokoli¢inama.

Razdvajanja su Cista, problemi koekstrakcije nisu jako izrazeni, a dobijeni ekstrakt se vrlo
Cesto moze direkno upotrebiti za odredivanje izdvojene komponente.

Koeficijent raspodele i odnos raspodele

Raspodela supstance izmedu dva rastvaraca koji se ne meSaju odredena je zakonom
raspodele.

Posmatramo li supstancu 4 koja se raspodeljuje izmedu vodene (aq) i organske (org)

faze, dovodenjem ovih dveju faza u kontakt, uspostavlja se ravnoteza raspodele

A
Ay € Ay S@ kONStantom K, =[ b K, koeficijent raspodele, a [4],,, i [4],,

[4],,
ravnotezne koncentracije supstance 4 u organskoj, odnosno vodenoj fazi.
Sto je koeficijent raspodele veéi ekstrakcija je povoljnija.
Opisivanje ekstrakcionih ravnoteza preko koeficijenta raspodele pogodno je u slu€ajevima
kada se rastvorena supstanca rastvara u jednom obliku u obe faze.
Cesto se, zbog sporednih ravnoteZa rastvorena supstanca nalazi u vise oblika u jednoj ili u
obe faze (molekula, polimera, jona, asocijata itd.), pa bi se u takvom sluc€aju za
karakterizaciju ekstrakcionog procesa trebalo koristiti viSe koeficijenata raspodele, od kojih
bi svaki opisivao raspodelu samo jednog oblika.
Za analitiCke potrebe je obi¢no vaznije znati, koliko je od ukupne rastvorene supstance
ekstrahovano, nezavisno od toga u kojim se sve oblicima supstanca nalazi u pojedinim
fazama.
Zbog toga je za opisivanje ravnoteze ekstrakcije pogodnije koristiti odnos raspodele D,
koji ozna¢ava odnos ukupnih koncentracija supstance (u svim njenim oblicima) u dve faze.




c(4),,,

D= ) D odnos raspodele ili distribucioni koeficijent, a C(A)nrg i C(A)aq ukupne

C

aq

koncentracije supstance 4 u svim njenim oblicima u organskoj i u vodenoj fazi.
Ekstrakcija jedne supstance. Stepen ekstrakcije jednostruke i viSestruke ekstrakcije
Prilikom posmatranja postupka ekstrakcije, pogodno je najpre posmatrati ekstrakciju jedne
supstance, a nakon toga razmatranje prosSiriti na razdvajanje smese supstanci.
Ekstrahujemo li tako supstancu 4 iz vodenog rastvora nekim organskim rastvaratem, u
stanju ravnotezZe imacemo

c(4),,,
c(4),,
Ako je zapremina organske faze 7, ,
vodenoj fazi bice
n (A)org = C(A)org 'Vorg
n(4), =c(4), 7.

aq

a vodene V, kolic¢ine supstance u organskoj i

a ukupna koli¢ina

n(A) = n(A)org + n(A)aq

Oznacimo li sa p udeo koli¢ine supstance koja se ekstrahuje i prelazi u organsku fazu, a
udeo koji se ne ekstrahuje i ostaje u vodenoj fazi sa ¢, posle prve ekstrakcije imacemo

D-v,,
n (A)org _ V

D

— — aq

Pn(A), en(4), "DV, DT,

’ ! Vg t1 Vorg
n(4), 1
n(A)nrg+n(A)aq D'V:”'g

V,+1
Efikasnost ekstrakcije jednaka je udelu ekstrahovane supstance, i obi¢no se izrazava u

procentima i naziva se stepen ekstrakcije E (ili iskoris¢enjem ekstrakcije R ), tako da je
kod jednostruke ekstrakcije

D-VU%
-
E=p-100= “w_00=—2L2 100

DV,, D+V,,

Iz jednacine se jasno vidi da je stepen ekstrakcije u jednakoj meri zavisan od odnosa
raspodele i od odnosa zapremne organske i vodene faze.

Stosu Di Vo ;i stepen ekstrakcije je veci.
aq

Uzmemo li kao primer da je D =1000 g Vore /, =1, jednom jedinom ekstrakcijom
ag
ekstrahovace se

E:p.100=M-100=99,90%
1000-1+1

dok ¢e neekstrahovano ostati 0,10% .

Za isti stepen ekstrakcije D =100 trebalo bi da je odnos Vire v = 10 itd.

aq
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Ako je, prema tome odnos raspodele kod neke ekstrakcije vrlo veliki (D >1000), jedna

jedina ekstrakcija ¢e uz jednake zapremine dve faze obi¢no biti dovoljna, da se prakti¢no
ekstrahuje sva supstanca 99,9%.

Ovako visoka vrednost D sre¢e se veoma retko.

Zavisnost stepana ekstrakcije od log D (uz Vorg

Nedovoljne vrednosti D se u principu mogu nadoknaditi poveéanjem odnosa V"% ,aliiz
aq

prakti¢nih razloga to se teSko ostvaruje.
Visok stepen ekstrakcije se moze posti¢i primenom visestruke ekstrakcije sa manjim
zapreminama organskog rastvaraca.
To znaci da se posle prvog uravnotezenja dva te¢na sloja odvoje i vodeni sloj ponovo
ekstrahuje malom zapreminom organskog rastvaraca.
Pri svakom uravnotezenju jedan jedan konstantan udeo p supstance se ekstrahuje iz
vodene u organsku fazu, tako da se na kraju ekstrahuje vise supstance sa manje
rastvaraca.
Efikasnost ekstrakcije za svaki pojedinaan stepen izrazena je u udelu supstance u svakoj
fazi.
Tako ¢e posle prve ekstrakcije udeo neekstrahovane supstance koji zaostaje u vodenoj
fazi biti
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dok ¢e udeo ukupno neekstrahovane supstance biti
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Shema raspodjeljivanja supstance izmedu dvije faze kod visestruke ckstrake

Udeo supstance ekstrahovane prvom ekstrakcijom bi¢e p, drugom ekstrakcijom p-q,

trecom ekstrakcijom p-g°, n-tom ekstrakcijom p-¢"" dok ¢e ukupni udeo ekstrahovane

supstance biti jednak zbiru udela supstance u svim gornjim fazama ili razlici izmedu
jedinice (kao udela ukupno prisutne supstance na poc¢etku ekstrakcije) i udela supstance
zaostale u donjoj fazi posle poslednje ekstrakcije.

ukup.udeo.eks.sup.=(p +pq+pqg..+pg" ) = Zn:pw]"_l =(1-gq, ) = (l—q”)
1

Posto se u izvedenim jednadinama broj ekstrakcija » pojavljuje kao eksponent, njegov
uticaj na stepen ekstrakcije je mnogo veci od uticaja zapremine organskog rastvaraca, pa
Ce viSestruka ekstrakcija uz istu zapreminu organskog rastvaraca biti mnogo efikasnija od
jedne jedine ekstrakcije.

Uzmimo primer da je kod neke ekstrakcije D =10 i da Zelimo da uz jednu jedinu

ekstrakciju neekstrahovano ostane samo 0,1% (¢ =0,001), a da se ekstrahuje 99,9%

(p=0,999), polazeci od
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nalazimo da je potreban odnos zapremina dveju faza Vorg = 100 i isti u€inak ako se
aq

q,=q=0,001=

ekstrakcija ponovi tri puta, polazeéi od
3

1

10-7,,
Vaq+1

nalazimo da je svaki put potrebno imati odnos Virg V ~1.
aq

U prvom slu€aju ukupna potrebna zapremina organskog rastvaraca je 100V, , dok u

q,=¢"=0,001=

drugom iznosi samo 3V, Sto je 33 puta manje.



Iz datih relacija se mozZe izraCunati i broj ekstrakcija potrebnih da se postigne odredeni
stepan ekstrakcije.
Polazecdi od jednacine ¢, = ¢" odnosno logq, =nlogg dobija se

.= logd,
log g
Tako npr. ako je kod neke ekstrakcije ¢ =0,20 (20%), a Zelimo da ukupno
neekstrahovano ostane samo 0,1% supstance (¢ =0,001) dobijamo
- log 0,001
log0,2
Sto znaci da ekstrakciju treba ponoviti 5 puta.
Ocigledno je da se povecanjem broja ekstrakcija udeo ukupne ekstrahovane supstance

povecava, ali zbog eksponencijalnog odnosa izmedu ove dve veli€ine ne dobija se mnogo
ako se proces ekstrakcije ponavlja vise od 4-5 puta.
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Udio ukupno neekstrahovane supstance ¢, u zavis-

nost od broja ekstrakcija n. Kod svake ckstrakcije
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Vorg = aqn, tako da je 2V Vaa

Na slici je prikazan udeo ukupno neekstrahovane supstance, za nekoliko vrednosti D, uz
iste ukupne zapremine organske i vodene faze.

U praksi se zato data zapremina organskog rastvaracCa razdeli i koristi za nekoliko
ekstrakcija i ako se nakon 4-5 ponovljenih ekstrakcija ne postgne dovoljna efikasnost,
treba traziti uslove u kojima je odnos raspodele D povoljniji (veci).

Primer: Za jedan ekstrakcioni sistem D =5 . IzraCunati udeo supstance koji ostaje
neekstrahovan: a) posle jedne ekstrakcije sa jednakim zapreminama org i aq i b)posle 5
ponovljenih ekstrakcija uz iste ukupne zapremime org i aq.

a)Vv =V q=q= ! =0,1667(16,67%)

e 5-1+1

5
o) 1, = {_} 008126120
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HROMATOGRAFSKE METODE

1903. godine Cvet je opisao svoj klasiCan ogled u kome je izveo odvajanje pigmenata liS¢a
i ovaj proces nazvao hromatografijom.

Cvet je pretpostavio da boja zelenog liS¢a nije prosta materija, pa kako se do tad poznatim
fizickim i hemijskim metodama nije mogla razloziti na prostije komponente, on je to
pokuSao da postigne na osnovu razlike u adsorpciji razli€itih komponeti, na stubu kalcijum-
karbonata.

Hromatografija se zasniva na razli¢itim migracijama rastvorenih supstanci kroz sistem koji
se sastoji od dve faze, od kojih je jedna mobilna.




Druga faza je neki aktivni sorbent koji ostaje nepokretan i predstavlja stacionarnu fazu.
Uzorak se postavlja na jedan kraj stacionarne faze i kontinualno ispira svezom mobilnom
te€noscu koja prolazi kroz stacionarni sloj.

U zavisnosti od interakcije razli€itih komponenti uzorka sa sorbentom dolazi do njihovog
razliitog zadrZzavanja na stacionarnoj fazi i do raspodele uzoraka izmedu dve faze.

U toku procesa dolazi do adsorpcije, odnosno desorpcije, a odvajanje je zavrSeno kada se
razliite komponente pojavljuju na detektoru posle razli¢itih vremena zadrzavanja.
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Odvajanje smese 4 i B eluacionom hromatografijom na stubu sa izlaznim zapisom sa
detektrora
Brzina kojom se komponente kre¢u kroz kolonu zavisi¢e od njihovih koeficijenata
raspodele.
Ako postoji i najmanja razlika u ovim koeficijentima, komponente ¢e kroz kolonu putovati
razliCitim brzinama i postepno ¢e se razdvoijiti u zone ili trake.
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Op¢a podjela Specifi¢na metoda Stacionarna faza Vrsta ravnoteze

Tekucinska kromatografija Tekuce—tekuce, ili raspodjela  Tekuéina adsorbirana na

Razdioba izmedu tekuéina
(LC) (mobilna faza: tekuéina)

Cvrstoj tvari koje se ne mijesaju
Tekuéa-vezana faza Organski spojevi vezani na Razdioba izmedu tekude 1
Cvrstu povriinu vezane povrsine
Tekucina—¢vrstina, ili Cvrsta tvar Adsorpcija
adsorpcija
Ionska izmjena Ionski izmjenjiva¢ Ionska izmjena
Odjeljivanje na temelju Tekuéina u prostorima Raspodjela/prosijavanje
veli¢ine Eestica polimera
Plinska kromatografija (GC) Plinsko-tekuéinska Tekucina adsorbirana na Raspodjela izmedu plina i
(mobilna faza:plin) &vrstoj tvari tekucine
Plinska vezana faza Organski spojevi vezani na Raspodjela izmedu tekuée i
povriinu Cvrste tvari vezane povriine
Plinsko—¢&vrstinska Cvrsta tvar Adsorpcija
Kroma[ograﬁja sa Organski spojevi vezani na Raspodjela izmedu
superkriti¢nom tekuéinom ¢vrstu povriinu superkriti¢ne tekuéine i
(SFC) (Mobilna faza: tekuéina

vezane povrSine
pri superkriti¢nim uvjetima)

JONSKA HROMATOGRAFIJA

Kod jonskog hromatografskog odvajanja vrSi se izmena jona sa naelektrisanim
funkcionalnim grupama na stacionarnoj fazi.

Odgovarajuci suprotni joni vezani za funkcinalne grupe mogu se zameniti drugim jonima
istog naelektrisanja u mobilnoj fazi.

Proces izmene za svaki jon okarakterisan je ravnoteznom jonskom izmenom koja odreduje
raspodelu izmedu faza.

Mobilna faza rastvara i transportuje analit dok ga stacionarna faza zadrzava.



Adsorbuje analit adsorpciona hromatografija

Rastvara analit distribuciona hromatografija

Jonoizmenjivacka hromatografija



Styrene-divinylbenzene
Divinylbenzene smola

Mobilne faze anjoni (I)
« Ftalna kiselina

« Salicilna kiselina
 p-Hidroksibenzojeva kis.
« Benzojeva kiselina

o Borati

 Borat/Glukonat

« Kalijum hidroksid

anjoni (II)

« Karbonat/bikarbonat
« Kalijum hidroksid

« Borat



katjoni (1)

o Azotna kiselina
« Vinska kiselina

o Vinska/dipikolinska kiselina

« Vinska/limunsk

a kiselina

 Natrijum dihidrogen fosfat
« Oksalna kiselina/etilen diamin/aceton
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IZOLACIJA | KARAKTERIZACIJA PROTEINA

Biohemicar se veoma Cesto sreCe sa zadatkom da iz smese izdvoji pojedinacne proteine.
Kao cilj se postavlja preparatvno dobijanje nekog odredenog proteina (enzima) ili
analiticko odvajanje i kvantitativno odredivanje pojedinih komponenti kao $to se to radi pri
analizi ljudskog seruma.



Izolovanje proteina je Cesto tesko jer su oni veoma osetljivii mogu se lako denaturisati, a
pored toga se u telesnim te€nostima i ekstraktima tkiva nalaze vrlo komplikovane smese
proteina.

FiziCko-hemijske karakteristike proteina odredene su oglavnom sa dva faktora: veli¢inom i
naelektrisanjem pa su razvijene metode izolovanja koje se baziraju na razlikama u ovim
parametrima.

Pored toga se mogu iskoristiti i osobine vezivanja specifi€énih molekula (afinitativna
hromatografija i imunohemijska talozenja).

Metode koje odvajaju proteine prema veli€ini molekula mogu sluziti, kako za preparativho
dobijanje, tako i za izolaciju proteina.

Cesto su potrebne samo manje izmene u primenjenoj metodologiji da bi se postigao
zeljeni cil;.

Uz manje modifikacije ova metoda moze se koristiti i za odredivanje relativne mase
proteina.

U toku preparativnog izolovanja proteina mora se u svakoj fazi odrediti isto¢a pa se
preparativna i analiticka metoda moraju dopunjavati.

Odvajanje prema rastvorljivosti

Vecina se proteina moze istaloZiti iz vodenih rastvora pomocu neutralnih soli.

Talozenje zavisi od veli€ine i naelektrisanja molekula, a kod izoelektricne tacke
rastvorljivost proteina je najmanja.

Metode talozenja sa natrijum i amonijum-sulfatom su najstariji postupci za izolovanje
proteina.

Rastvoru koji sadrzi protein se dodaje sve veca koli€ina soli, a istaloZeni proteini se svaki
put odvajaju centrifugiranjem.

Promenom pH vrednosti rastvora metoda se mozZe poboljsati, ali uprkos tome dobijaju se
prili¢no neciste proteinske frakcije i zbog toga se ova metoda danas koristi kao prvi korak
u prec€iScavanju proteina.

TaloZenje proteina iz vodenih rastvora moze se izvesti i pomoc¢u organskih rastvaraca kao
8to su alkohol i aceton, koji se meSaju sa vodom.

Talozenje se izvodi na niskim temperaturama jer se proteini inaCe lako denaturizuju.
Odvajanje prema naektrisanju

Rastvoreni proteini su polivalentni joni i njihova naelektrisanja potiCu od karboksilnih grupa
u bo¢nim lancima glutaminske i asparaginske kiseline.

Karboksilna grupa terminalne aminokiseline lanca takode donosi jedno negativno
naelektrisanje.

Pozitivha naelektrisanja daju bocni lanci baznih aminokiselina kao $to su arginin lizin i
histidin.

Amino-terminalna grupa takode daje pozitivho naelektrisanje ako nije acetilovana ili nije
piroglutaminska kiselina.

Naelektrisanje ovih kiselih i baznih grupa zavisi od pH vrednosti rastvora.

Niske pH vrednosti suzbijaju disocijaciju kiselih grupa, a pri visokim pH vrednostima
bazne grupe su nenaelektrisane (histidinska grupa prva gubi naelektrisanje).

Kod odredene pH vrednosti broj pozitivnih i broj negativnih naelektrisanja je jednak i to se
naziva izoelektriéna tacka proteina.

Elektrofokusiranje

Elektrofokusiranjem se razdvajaju proteini prema svojoj izoelektri¢noj tacki.

Vestacki amfoliti stvaraju pH gradijent u elektricnom polju a proteinski molekul se krec¢e u
ovakvom pH gradijentu do mesta koje odgovara njegovoj izoelektri¢noj tacki.

On se viSe ne pokrece sa tog mesta jer je molekul nenaelektrisan (ima isti broj pozitivnih i
negativnih naelektrisanja) i na njega ne deluje elektricno polje.

Upotrebom dobrih pH gradijenata postiZze se dobro odvajanje proteina uz istovremeno
odredivanje njihovih izoelektricnih tacaka.

Elektroforeza



Kod odredene pH vrednosti koja se dobije pomosu puferskog rastvora razliCiti proteini

imaju razli¢it broj naelektrisanja.

Ukoliko se uspostavi elektri€no polje, brzina putovanja naelektrisanog molekula proteina
zavisice od jacine elektricnog polja.

Ako u molekulu preovladava negativno naelektrisanje onda on putuje prema anodi.
Brzina kretanja proteina u odredenom elektricnom polju zavisi od zbira naelektrisanja kao i
veli€ine i oblika molekula Sto uslovljava jacinu trenja.

Elektroforeza je veoma korisna metoda za odvajanje proteina, a pored toga sluzi i za
odredivanje Cisto¢e nekog proteinskog preparata.

PreteZno se upotrebljava za analiticke svrhe, ali se moze iskoristiti i za preparativno
dobijanje razli€itih proteina.

Danas se elektroforeza uglavnom izvodi na nosacima.

Osim folija celuloznog acetata, kao vrlo dobri nosaci su se pokazali poliakrilamidni gelovi.
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krivulja intenziteta
Shema elektroforeze. Levo je deo a-heliksa na kojim su oznaCena mesta sa
naelektrisanjima. Desno su na neki nosac naneta tri proteina sa razli¢itim brojem

naelektrisanja koji su odredeno vreme (15h) putovali do vrha sterlice. Elektroferogram je

izazvan bojenjem , a kvantitativno odredivanje se moze izvesti denzinometrijski ili
fotometrijski.

Kod poliakrilamidnih gelova moze se proizvoljno varirati stepen umrezenosti, a samim tim i
veli€ina pora.

U jako umrezenom gelu pored razdvajanja molekula prema naelektrisanju dolazi i do
efekta molekulskih sita.

Elektroforeza na poliakrilamidnim gelovima moze se izvesti na taj nacid da se odvajanje
proteina odvaja samo po molekulskoj masi (SDS-gel elektroforeza).
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Primer elektroforetskog odvajanja proteina iz seruma a) elektroforeza na papiru, b) disk-
elektroforeza, c) dvodimenzionalna imunoelektroforeza.

Disk elektroforeza
Kod ovog postupka dva razli€ito jako umrezena poliakrilamidna gela sa nadsloje tako da

nastane diskontinuitet.

Gornji gel sa Sirim porama sluzi kao tzv. gel sakuplja¢ za koncentrovanje proteina.

Zbog toga se osobito ostre trake, a time i vrlo dobro odvajanje proteina.

Elektroforeza se mozZe kombinovati sa imunoprecipitacijom, pa se takav postupak naziva

imunoelektroforeza.

Hromatografija sa jonskim izmenjiva¢ima
Princip ovog postupka sluzi pre svega za izolovanje, a kao jonski izmenjivaci kod

hromatografisanja proteina retko se upotrebljavaju sinteticke smole, jer one Cesto

denaturisu proteine.
Kao adsorbensi najces¢e sluze preparati celuloze kojima su veStackim putem uvedene

naelektrisane grupe.
Tako se u celulozu mogu uvest pozitivho naelektrisane dietilaminoetil-grupe

(C,H,),N*H -CH,-CH, -, ili negativno naelektrisane karboksimetil-grupe —CH, -COO".

Hromatografija pomocu ovih adsorbenasa izvodi se isklju€ivo na stubu (koloni), a u
eluentu se koncentracija proteina odreduje merenjem UV-apsorpcije.



Hromatografska homogenost koja se zapaza kao ostar pik u dijagramu eluacije moze da
sluZi kao kriterijum za Cisto¢u proteina.

Odredivanje prema veli¢ini molekula

Proteini se veoma Cesto jako razlikuku prema veli€ini i obliku molekula.

Ove osobine se mogu iskoristiti za njihovo odvajanje, a najvaznije metode koje se koriste
ovim osobinama su ultracentrifugiranje i gel-filtracija (hromatografija ekskluzijom).

U ultracentrifugi, zbog rotacije nastaje sila koja je nekoliko stotina hiljada puta veéa od
zemljine sile gravitacije.

Molekuli proteina sedimentiraju u polju centrifugalnih sila razliitim brzinama pa se tako
mogu i odvoijiti.

Ova metoda se koristi i za odredivanje M, .

Za preparativno odvajanje Cesto se koristi i metoda centrifugiranja u gradijentu gustine i
obi¢no se koristi saharoza Cija se gustina povecava od vrha prema dnu kiveta.

U toku centrifugiranja protein ili drugi molekuli putuju do one dubine u kiveti u kojoj lebde,
to jest do one gustine saharoze koja odgovara njihovoj gustini.

Nakon centrifugiranja mogu se odvoijiti pojedini slojevi a ova metoda se Cesto koristi i za
frakcionisanje nukleinskih kiselina.

SDS-gel elektroforeza

Za analitiCko odvajanje proteina prema relativnoj molekulskoj masi primenjuje se gel
elektroforeza u prisustvu natrijum-dodecilsulfata (SDS) $to dovodi do denaturacije
proteina.

Kod vecih molekula javlja se veéi otpor prema strujanju u poliakrilamidnom gelu, pa je
duZzina njihovog puta manja nego kod manjih molekula.

Obojenjem gel specificnim bojama za proteine oni postaju vidljivi , a kako intenzitet
obojenja zavisi od koncentracije, proteine mozemo i kvantitativno odrediti.

Gel filtracija (hromatografija ekskluzijom)

Kod ove vrste hromatografije stacionarna faza je polisaharidni gel koji deluje kao
molekulsko sito.

Unutar Cestica gela nalaze se vodom ispunjene Supljine u koje mogu uc¢i samo male
molekule i molekule srednje veli€ine.

Kada se gel ispere rastvaracem molekuli koji su prodrli u Supljine mogu se eluirati.
Pogodnim izborom gela i postupkom eluacije mogu se izolovati i precistiti a ova metoda se
moze koristiti i za odredivanje M, .

Gel-filtracija na dekstrinskom gelu
Afinitetna hromatografija



Kod ovoga postupka se primenjue potpuno drugaciji princip odvajanja proteina od do sada
opisanih.

Metoda se zasniva na sposobnosti proteina da vrlo specificno vezu odredene male
molekule.

Takve sposobnosti pre svega imaju enzimski proteini, ali i imunoglobulini, hormonski
receptori i ostali proteini koji pokazuje osobine specifi€énog vezivanja.

Molekul supstrata nekog enzima veze se kovalentno za neki nosac i za nosac se najceSce
veze preko kraceg alifatiCnog lanca.

Nosac sa tako u¢vr§éenom molekulom supstrata se puni u staklenu kolonu.

Iz rastvora proteina koji se propusta kroz kolonu vezace se samo odgovarajuéi enzim a
nevezani proteini se isperu.

Na kraju se, dodatkom nekog supstrata ili molekule sli¢ne supstratu, odvoji vezani enzim
koji se odvoji u eluent.

Po ovom postupku mogu se posti¢i veoma specificna odvajanja jer se koristi prirodni
specifi€ni afinitet proteina za odredeni molekul.

KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Kapilarna elektroforeza je danas jedna od naj¢esce primenjivanih tehnika za razdvajanje
supstanci.
Efikasnost, brzina i jednostavnost u podeSavanju selektivnosti, osnovne su prednosti koje
je vrlo Cesto ¢ine odabranom tehnikom odvajanja i odredivanja ¢ak u konkurenciji sa
visokoefikasnom te€nom hromatografijom (HPLC).
Od samog pocetka primene elektroforeze do danas, njene moguénosti su ograni¢ene
pojavom zagrevanja medijuma usled prolaska elektricne struje.
Jacina primenjenog elektri€nog polja odreduje efikasnost razdvajanja, ali i promenu
temperature medijuma, pa se obi¢no u klasi¢noj elektroforezi na mogu koristiti elektriCna

Ly V
polja jaca od 100—.

cm

Idejom da se elektroforeza izvodi u kapilarnim kolonama i konstrukcijom prvog
komercijalnog aparata za “miro”-elektroforezu 80-ih godina proSlog veka, kapilarna
elektroforeza postaje jedna od vodecih metoda na polju analitickih razdvajanja i
odredivanja.
Razdvajanja kapilarnom elektroforezom izvode se u kapilarama (najéeSce fused silica) Ciji
je unutrasnji pre¢nik 25-75um (mogu biti opsega 5—-100um ).

Elektricno polje Cija se jaina krec¢e i do 700L, primenjuje se uz odgovarajudi pufer i
cm
nacin detekcije.
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Shema aparature za kapilarnu elektroforezu

Osnovni faktori koji odreduju efikasnost razdvajanja su:

-zagrevanje usled usmerenog kretanja naelektrisanih ¢estica u elektricnom polju (Dzulov
zakon).



-disperzija (Sirenje zona razdvajanja) i

-elektroosmoze

Svi ovi faktori direkno zavise od osobina uzorka (M, , pK,, strukture, obrazovanja
kompleksa), osobina pufera ( pH , viskoznost, aditivi, dielektricna konstanta) i
instrumenata kojima se odredivanje izvodi (duzina kapilare, jaina primenjenog elektricnog
polja).

Za razliku od HPLC profil kretanja rastvora kroz kapilaru je ravan pa su zbog toka i pikovi
uzi (ne dolazi do Sirenja zona zbog razli€itih brzina kretanja jona iste vrste u zavisnosti od
rastojanja od zida kapilare).
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Tehnike kapilarne elektroforeze

Razlikujemo nekoliko metoda(tehnika):

-kapilarna zonska elektroforeza

-kapilarna gel elektroforeza

-micelarna elektrokineticka hromatografija (MEKC)

-kapilarno izoelektri¢no fokusiranje

-kapilarna izotakoforeza (CITP)

Pod kapilarnom zonskom elektroforezom pdrazumeva se u stvari klasi¢na kapilarna
elektroforeza u kojoj je razdvajanje odredeno brzinama kretanja jona u elektricnom polju u

m .
skladu sa odnosom —, u smeru od anode ka katodi.
z

Ukupna brzina kretanja predstavlja vektorski zbir brzina elektroosmotskog (najviSe zavisi
od osobina pufera) i elektroforetskog kretanja (najvide zavisi od osobina samog uzorka).
Kapilarna gel elektroforeza prdstavlja tehniku u kojoj je kapilara napunjena gelom, pa se

. m . Ly .
razmatra zavisnost ne samo od — odnosa nego i od veli€ine jona.
z

Kao gel se uglavnom koristi polietilen oksid (PEO), poliakril amid (PAA), dekstrin ili
agaroza.
Povecanjem koncentracije gela povecava se i rezolucija ali se produzava i vreme analize.
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GCE ima dve bitne prednosti u odnosu na CZE: prisustvom gela u kapilari neutralisan je
elektroosmotski protok, pa su odredivanja znatno reproduktivnija i kapilarnom gel
elektroforezom se mogu razdvajati i polimerni molekuli kao $to su DNA i proteini kod kojih

. m . . . iy
se promenom broja monomera odnos — ne menja znatno, ali se menja veli¢ina.
z

Micelarna elektrokinetiCka hromatografija je tehnika u kojoj se supstance razdvajaju na
osnovu razlicitih raspodela izmedu dve faze, pa odatle i naziv hromatografija u imenu.

U ovom slu€aju se u kapilaru ubacuje neka povrsinski aktivna supstanca u dovoljnoj
koncentraciji da bi do$lo do udruzivanja molekula i obrazovanja micela.

Kako je unutrasnjost micela hidrofobna, ovom tehnikom se osim jona mogu razdvajati i
nenaelektrisane Cestice.

joni se ne rasporeduju izmedu rastvora i unutradnjosi Cestice pa njihovo razdvajanje i dalje
zavisi samo od brzine kretanja, koja je doduse izmanjana elektrostatiCkim interakcijama sa
nenaelektrisanom povrsinom micela.

Nenaelaktrisane Cestice se razdvajaju isklju€ivo u skladu sa raspodelom izmedu rastvora i
unutrasnjosti micela, a ono zavisi od hidrofobnosti molekula.

Kao povrsinski aktivna supstanca se uglavnom koristi: natrijum dodecil sulfat (SDS),
anjonski surfaktant), cetiltrimetilamonijum hlorid (katjonski surfaktant) , CHAPS



(cviterjonski surfaktant) ili Triton X-100 kao neutralni surfaktant.
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Kapilarno izoelektricno fokusiranje je tehnika za razdvajanje i koncentrovanje proteina

prema vrednosti njihove izoelektri¢ne tacke (pI).

U kapillari se formira gradijent pH tako da vrednosti pH rastu iduéi od anode prema

katodi.
Kako su proteini “Zwitter” joni €ije naelektrisanje zavisi od pH vrednosti, tako ¢e se po
ukljucivanju visokog napona svaki od njih kretati prema tacki u kojoj postaje
elektroneutralan, i tu se zaustavlja.

p/

CxeMaTckn
NpUKa3 NPHHIANA
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KOM KamHJIapHOT
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HIk pH pH rpagujeHT BuLLK pH dhokycupama
Da bi se formirao pH gradijent u kapilaru se, zajedno sa smesom proteina, unosi i smesa

amfolita (takode Zwitter joni) napravljeni tako da pokrivaju Siroku oblast pH vrednosti.

Mobilizacija se izvodi poveéanjem pritiska na suprotnom kraju kapilare od one na kojoj se
nalazi detektor ili dodavnjem soli u anodni ili katodni prostor.

Zapremine koje se koriste kod CIEF su znatno vece nego u prethodno opisanim
tehnikama, jer je u ovom slu€aju kompletna kapilara ispunjena uzorkom.

U kapilarnoj izoelektroforezi uzorak je “sendvi¢” izmedu dva pufera Cija se mobilnost u
elektricnom polju znatno razlikuje.
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Puferi se biraju tako da su jonske pokretljivosti supstanci u uzorku po vrednostima izmedu
pokretljivosti koris¢enih pufrea.

U kapilaru se prvo unosi pufer najvece pokretljivosti “vodeci pufer” pa smesa supstanci za
razdvajanje i na kraju pufer najmanje pokretljivosti .

UkljuCivanjem elektri€énog polja dolazi do preraspodele komponenti prema pokretljivostima,
ali se one i dalje kreCu noSene puferima pa je brzina kretanja svih zona kroz kapilaru
jednaka (specificnost CITP).

I u ovoj tehnici kao i kod CIEF dolazi do fokusiranja, pa se moZe Koristiti za
prekoncentrovanje uzorka.

Mana ove tehnike je $to se anjoni i katjoni ne mogu istovremeno analizirati.
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U proucavaniju ¢elijskog sastava kapilarna elektroforeza ima znacajno mesto.
Zahvaljujuci izuzetno niskim granicama detekcije, fokusiranosti laserskog snopa LiF
sistemi se koriste za analizu pojedinacnih ¢éelija.

Kapilarna elektroforeza se danas rutinski koristi u mnogim oblastima: hemiji i biohemiji,
medicini, molekularnoj biologiji, zastiti zivotne sredine ali su istraZivanja novih mogucnosti
primene joS uvek brojna.

Primena gasne hromatografije za ispitivanje starosti mastila
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