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SAZETAK

Na kraju same reakcije vrlo rijetko se dobije ¢isti kemijski spoj, ve¢ smjesa tvari u kojoj su uz
trazeni produkt prisutni i nusprodukti, ostaci neizreagiranih reaktanata i katalizatori. Mnoge
tvari izolirane iz prirode, kao i produkti sinteza nisu ¢isti. Stoga je jedna od bitnih uloga
kemicara separiranje ¢istih spojeva od neéistoc¢a iz homogenih ili heterogenih smjesa. Za tu
svrhu, uz konvencionalne tehnike filtriraciju, sublimaciju, prekristalizaciju, brojne vrste
destilacija i ekstrakciju upotrebljava se i velik broj kromatografskih metoda. U ovome radu
objasnjene su instrumentalne separacijske metode ekstrakcije i kromatografije koje se zasnivaju
na novijim istraZivanjima svojstava tvari i koriste naprednu tehnologiju poput ultrazvuka i
mikrovalova. Navedene su njihove prednosti nad konvencionalnim, aparatura potrebna za

izvodenje, te primjena u razli¢itim podrucjima.

KLJUCNE RIJECI: separacijske metode, ultrazvuéna ekstrakcija, mikrovalna ekstrakcija,

plinska kromatografija, teku¢inska ekstrakcija, kromatografija superkriticnim fluidom



ABSTRACT

After the chemical reaction, remains a mixture containing not just the chemical combination
(the product), but also byproducts, unreacted reactants, catalysts and other impurities that need
to be removed. Many substances isolated from the nature as well as the products of synthesis
are not pure. Therefore, one of the important tasks of a chemist is to separate a pure compounds
from heterogeneous or homogeneous mixtures. Along with classical procedures, such as
recrystallization, filtration, various types of distillation and extraction, a whole series of
chromatographic methods is used. In this paper, extraction and chromatography as instrumental
separation methods are explained. Those methods are based on properties of the substances and
the use of advanced technologies like ultrasound and microwaves. The advantages of those
methods over conventional ones, as well as performance equipment and application in different

areas are stated.

KEY WORDS: separation methods, ultrasonic extraction, microwave extraction, gas

chromatography, liquid extraction, supercritical fluid chromatography
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1.UVOD

U velikoj ve¢ini kemijskih analiza prvo je potrebno je odvojiti, a zatim identificirati i izmjeriti
jednu ili vise komponenti iz smjese. Separacijske metode primjenjuju se za koncentriranje
tragova i izoliranje analita iz smjese te za njihovo daljnje istrazivanje. Ako se istrazuje od kojih
je kemijskih elemenata nacinjena odredena tvar radi se o kvalitativnoj analizi, a ako se odreduje
koli¢ina sastavnih dijelova tvari govori se o kvantitativnoj analizi uzorka. Cilj separacijskih
metoda je uklanjanje analita ili interferenta iz matriksa, a da bi doslo do separacije potrebna je
barem jedna znacajna razlika izmedu fizikalnih ili kemijskih osobina analita i interferenta. U
samim poc¢ecima kemije analiti su se iz uzorka odvajali filtracijom, talozenjem ili destilacijom,
te metode nazivamo klasi¢nim. Uporaba navedenih tehnika smanjila se razvojem tehnologije i
instrumentalnih metoda, koje daju to¢nije i preciznije rezultate. Medu instrumentalne metode
ubrajaju se mikrovalna ekstrakcija, ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija superkriti¢énim fluidom,
plinska kromatografija, tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti, kromatografija
superkritiénim fluidom, ionska izmjena, elektrodepozicija, itd. Cilj ovoga rada je objasniti
separacijske metode s naglaskom na instrumentalne, te navesti njihove prednosti i primjenu u

analitickoj kemiji.



2.LITERATURNI DIO

2.1 Podjela separacijskih metoda

Metode se najjednostavnije mogu podijeliti prema principu razdvajanja; prema velicini Cestica,
masi, stvaranju kompleksa, promjeni fizikalnih i kemijskih svojstava, te razdjeljivanju izmedu

faza.

Tablica 1. Podjela separacijskih metoda prema principu razdvajanja

PRINCIP RAZDVAJANJA METODA

Veli¢ina Cestica Dijaliza, filtracija

Masa i gustoca Centrifugiranje

Stvaranje kompleksa Maskiranje

Promjene fizikalnih svojstava Sublimacija, destilacija, rekristalizacija
Promjene kemijskih svojstava lonska izmjena, elektrodepozcija, precipitacija
Razdjeljivanje izmedu faza Ekstrakcija, kromatografija




2.2 Kromatografija

Kromatografija je separacijski postupak koji se zasniva na razdiobi komponenti nekog uzorka
izmedu dvije faze. Jedna od faza je pokretna (mobilna), a druga nepokretna (stacionarna). Svim
kromatografskim metodama zajednicko je postojanje dvije navedene faze, a podijeljene su s
obzirom na njihovo fizikalno stanje [1]. Prvu takvu tehniku osmislio je ruski znanstvenik Mihail
Semjonovi¢ Cvet pocetkom 20. st. proucavajuci biljne pigmente. Kroz kolonu od kalcijeva
karbonata i aluminijeva oksida propustio je ekstrakt lis¢a. Na koloni je uocio odjeljivanje biljnih
pigmenata klorofila i ksantofila koji su se vidjeli kao obojene trake, po ¢emu je ta metoda i
dobila ime kromatografija (gré. khréma = boja , graphein = pisati). Danas su u uporabi
mnogobrojne kromatografske metode. To je jedna od najrasirenijih analitickih metoda, a
primjenjuje se u medicini, biokemiji, organskoj kemiji, prehrambenoj industriji, kao i u svakom

istrazivackom laboratoriju.

2.2.1 Podjela kromatografskih metoda

Postoje razli¢ite podjele kromatografskih metoda. Prema obliku kromatografske podloge

razlikujemo :

e Plosnu kromatografiju - Stacionarna faza stavljena je na ravnu podlogu, a mobilna faza
uz pomo¢ gravitacije ili kapilarnih sila nosi komponente uzorka uzduz stacionarne.
e Kromatografiju u koloni - Mobilna faza s komponentama uzorka prolazi uskom cijevi

ispunjenom stacionarnom fazom pod uc¢inkom tlaka ili gravitacije.
Prema agregatnom stanju stacionarne i mobilne faze:

e plinsko-tekuéinsku,
e plinsko-¢vrstu,
e tekucinsko-Cvrstu,

e tekucinsko-tekucinsku.



Prema agregatnom stanju mobilne faze:

e plinsku kromatografiju,
e tekucinsku kromatogafiju,

e fluidnu kromatografiju pri superkriticnim uvjetima.

2.2.2 Karakteristi¢ne kromatografske veliCine

Za razumijevanje kromatografskih metoda potrebno je poznavati osnovne pojmove:

e eluens - otapalo koje prenosi komponente uzorka uzduz stacionarne faze,

e eluiranje - proces ispiranja analiziranih sastojka sa stacionarne faze,

e kromatogram - ispis neke funkcije analizirane tvari u ovisnosti o vremenu eluiranja ili
0 volumenu koristenog eluensa. Sastoji se od niza pikova eluacije odredenog slijeda,

veli¢ine i medusobnog razmaka.

Analit se tijekom separacije raspodjeli izmedu faza, te se jednadZzba raspodjele moze prikazati

na sljedeci nacin:
Amobilna < Astacionarna (1)

Konstanta ravnoteze Kc naziva se i koeficijent raspodijele, te se definira prema jednadzbi (2)

kao omjer aktiviteta tvari A u stacionarnoj fazi ( (a,)s ) i aktiviteta tvari A u mobilnoj fazi (

(an)m):

KC _ (aaq)s

— 2
(aq)m



Kada su koncentracije tvari niske ili su prisutne neionske vrste umjesto aktiviteta mogu se

koristiti molarne koncentracije prema jednadzbi (3):

ns
CS VS
Ke=—"=7m ®)
m
Vm

e Cs- molarna koncentracija tvari ,,A* u stacionarnoj fazi
e Cmp- molarna koncentracija tvari ,,A“ u mobilnoj fazi

® Ns- mnozina tvari ,,A* u stacionarnoj fazi

e Nm- mnozina tvari ,,A*“ u mobilnoj fazi

e Vs-volumen tvari ,,A“ u stacionarnoj fazi

¢ Vpy- volumen tvari ,,A*“ u mobilnoj fazi

Koeficijent raspodjele vazan je za kromatografske separacije, ali nije lako mjerljiv. Umjesto
toga mjeri se vrijeme potrebno da analit nakon injektiranja uzorka stigne do detektora. To se
naziva vrijeme zadrzavanja (retencijsko vrijeme), tg. Uz vrijeme zadrZzavanja mjeri se i vrijeme
potrebno da mobilna faza prode kroz kolonu. To vrijeme naziva se mrtvo vrijeme, t,, i vazan je
parametar pri analiti¢koj identifikaciji pikova na kromatogramu. Na slici 1 prikazan je primjer
kromatograma na kojemu su vidljiva dva pika. Prvi pik koji daje detektor je u vremenu t,,, a

drugi pik se javlja u vremenu kada analit prode kroz kolonu.
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Slika 1. Prikaz kromatograma; ovisnost signala koji daje detektor o vremenu [2].

Koriste¢i izmjerene vrijednosti: mrtvo vrijeme (t,,) i vrijeme zadrzavanja (tg) moze se odrediti

faktor kapaciteta (k, ) prema jednadzbi:

tp—t
ka — -R™"M @
tMm

Faktor kapaciteta vazna je eksperimentalna vrijednost jer ne ovisi o geometriji kolone i
volumnom protoku. Za odredenu otopinu, mobilnu i stacionarnu fazu u bilo kojem
geometrijskom obliku kolone imat ¢e istu vrijednost. Faktor se koristi za usporedbu brzine
kretanja analita u kolonama. Ukoliko k, iz jednadzbe (4) ima vrijednost znatno manju od 1, to
je znak da se eluiranje odvija prebrzo i da je vrijeme zadrzavanja tesko mjerljivo. Kada k, ima
vrijednost od 20 do 30 eluiranje se odvija predugo. Optimiziranjem uvjeta k, postize vrijednosti

od 1 do 5 sto je znak idealnog vremena eluiranja [2].



2.2.3. Plinska kromatografija

U plinskoj kromatografiji komponente hlapljivog uzorka rasporeduju se izmedu plinovite

pokretne faze te ¢vrste ili tekuce stacionarne faze. Inertna plinovita faza, tzv. plin nositelj, eluira

komponente uzorka uzduz kolone. Kod plinske kromatografije mobilna faza ne stupa u

interakciju s molekulama uzorka [2].

Postoje dvije vrste plinske kromatografije s obzirom na stanje fizikalno stacionarne faze :

Plinsko-tekué¢inska kromatografija (GLC, engl. gas-liquid chromatography) —
zasniva se na razdjeljivanju komponenti uzorka izmedu mobilne plinske faze i
stacionarne tekuce faze. Mobilnu fazu ¢ini sam plin nosa¢, dok je stacionarna faza
fiksirana adsorpcijom ili kemijskim vezama na povrsini inertne Cvrste faze ili na
stijenkama kolone. Komponente uzorka prevedene u plinovito stanje eluiraju se plinom
kroz kolonu, te ne dolazi do kemijske interakcije plina s analitom.

Plinsko-¢vrsta kromatografija (GSC, engl. gas-solid chromatography) — separacija se
zasniva na adsorpcijsko-desorpcijskom procesu izmedu plinovite mobilne i ¢vrste
stacionarne faze. Zadrzavanje analita u koloni odvija zbog fizicke adsoprcije analita na
¢vrstoj fazi [3]. Nepokretne faze najcesce ¢ine anorganski adsorbensi poput silikagela,
dijatomejske zemlje, Zeljezovog i aluminijevog hidroksida, ali i porozni materijali kao

teflon ili aktivni ugljen.

Plinska kromatografija izvodi se na uredaju koji se naziva plinski kromatograf. Uredaj se sastoji

od sustava za dovod plina nositelja, sustava za injektiranje uzorka, kolone i termostatirane

kolonske peci, te detektora. Na slici 2. prikazana je shema takvog uredaja.
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Slika 2. Shematski prikaz plinskog kromatografa [4].

Sustav za dovod plina nositelja sastoji se od spremnika, redukcijskog ventila za tlak i protok
plina. Vrlo je vazno da plin nositelj bude inertan i vrlo visoke Cistoce, stoga se skladisti u
posebnim spremnicima pod visokim tlakom. Helij je najéesce koriSteni plin, a uz njega jos$ se
koriste dusik, argon, vodik i ugljikov dioksid. Pomoc¢u regulatora kontrolira se tlak i protok
plina prije ulaska u kolonu, jer plin ne smije prebrzo niti presporo nositi uzorak. Prebrzim
protokom smanjuje se vrijeme potrebno za postizanje ravnoteznog stanja izmedu faza, a time i
vjerojatnost separiranja komponenti uzorka. Ako plin presporo nosi uzorak kroz kolonu dolazi
do difuzije molekula plina i uzorka u svim smjerovima, §to uzrokuje duze zadrzavanje

komponenti u koloni [5].

Da bi se ostvarila visoka uc¢inkovitost separacije potrebna je to¢no odredena kolic¢ina uzorka.
Sporo unosenje ili prevelika koli¢ina uzroka uzrokovati ¢e Sirenje pikova i lose razludivanje.
Smjesa koju se zeli razdvojiti injektira se pomocu injekcijske Strcaljke kroz septum u tok plina
pri povisenoj temperaturi kako bi uzorak Sto prije ispario. Temperatura injektora je uobic¢ajeno

oko 50 °C iznad toc¢ke vrelista najmanje isparljive komponente uzorka [2].

Kolona je najvazniji dio kromatografa, a oblikovana je tako da stane u termostatirani dio
uredaja. Duljina kolone predstavlja vazan ¢imbenik za dobro odvajanje komponenti. Uporabom
duljih kolona omogucava se separacija komponenti koje inace izlaze zajedno jer se povecava
razmak medu odijeljenim komponentama smjese. Razlikujemo dvije vrste kolona: punjene i

kapilarne kolone. Najc¢esce koristene su punjene kolone, ali kapilarne omoguéavaju puno brzu



separaciju. Razlikuju se po duzini i materijalu od kojega su napravljene. Punjene kolone
dugacke su do 2 m i napravljene su od cCelika ili stakla, a kapilarne od 30 do 100 m i obi¢no
nacinjene od taljenog kvarca [2]. Temperatura kolone moze se programirati kako bi se postiglo
kvalitetnije razdvajanje. Temperatura treba biti dovoljno visoka da komponente uzorka mogu
isparavati nakon otapanja u tekucoj fazi, ali ne previsoka kako ne bi uzrokovala isparavanje
svih komponenti istovremeno. To bi onemogucéilo pravilnu raspodjelu tvari izmedu faza kao §to

je prikazano u jednadzbi (1) i uspjesnu separaciju [5].

Nakon §to uzorak prode kroz kolonu ulazi u detektor koji daje elektri¢ni signal pri prolasku
odvojene komponente. Kao detektor moze se koristiti uredaj koji moze registrirati prisutnost
komponente u plinu nositelju na temelju nekog kemijskog ili fizikalnog svojstva komponente.
Izbor detektora prije svega ovisi 0 vrsti uzorka koji se analizira.

Najcesce koristeni detektori su:

e Maseno-spektroskopski detektor (engl. mass spectrometer, MS) - Koristi se za
kvalitativnu analizu uzorka. Mjeri omjer mase i naboja iona, a dobiveni kromatografski
pik usporeduje sa spektrima u bazi podataka.

e Detektor toplinske vodljivosti (engl. thermal conductivity detector, TCD) - uredaj
sadrzi elektricki grijani element ¢ija temperatura pri konstantnoj elektri¢noj snazi ovisi
o toplinskoj vodljivosti plina. Toplinska vodljivost mobilne faze tj. plina je 6 do 10 puta
veca od vodljivosti organskih molekula. Upravo zbog toga prisutnost organskih
molekula uzrokuje zna¢ajno smanjenje toplinske vodljivosti [3].

e Plameno ionizacijski detektor (engl. flame ionisation detector, FID)- analit nakon
prolaska kroz kolonu mijeSa se s vodikom 1 zrakom, te se spaljuje na plamenu koji je
sastavi dio detektora. I1znad plamena nalazi se kolektorska elektroda uz pomoc¢ koje se
mjeri nastali elektri¢ni potencijal. Vec¢ina organskih molekula pirolizom na plamenu
daje ione i elektrone, a spojevi se zatim detektiraju mjerenjem struje proizvedene

nakupljanjem iona i elektrona.

Takvi uredaji detektiraju i identificiraju analit u uzorku. Idealni detektor treba zadovoljavati
odredene uvijete; treba biti dovoljno osjetljiv da moze reagirati i na vrlo male koncentracije
analita, stabilan, obnovljiv, davati brz i linearan odaziv, te raditi u Sirokom temperaturnom

rasponu od sobne temperature do preko 400 °C [2].



Sustav za obradu podataka prikazuje dobivene rezultate u obliku kromatograma, koji se sastoji

od niza podataka potrebnih za kvantitativnu i kvalitativnu analizu.

Injektor

b e

Pecnica

Detektor

Slika 3. Prikaz plinskog kromatografa [6].

2.2.4. Primjena plinske kromatografije

Plinska kromatografija ima dvije bitne uloge. Prva je moguénost primjene za neposredno
odjeljivanje komponenti plinovitih tvari, teku¢ina i hlapljivih krutina, a druga je analiza uzorka.
Tijekom analize upotrebljavaju se retencijska vremena i visina vrhova pikova, a ti podatci
pruzaju kvantitativne informacije [2]. Upotrebljava se u farmaceutskoj, petrokemijskoj i

prehrambenoj industriji...
U farmaceutskoj praksi najéesée se primjenjuje za izdvajanje hlapljivin nusprodukta iz
ljekovitih tvari i preparata, te je metoda koja se odabire za definiranje sastava eteri¢nih ulja i

masnih kiselina u uljima. Eteri¢na ulja se sastoje od smjese lako hlapljivih spojeva koji im

pruzaju prepoznatljiv miris i okus, te se upravo zbog tih svojstava dodaju u ljekovite preparate.
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Biljna ulja i masti upotrebljavaju se pri izradi farmaceutskih proizvoda za dermalnu primjenu

zbog svojih ljekovitih svojstava.

Na podrucju petrokemijske industrije pomocu plinske kromatografije moze se odrediti oktanski
broj goriva. Istrazivacki oktanski broj (IOB) jedna je od klju¢nih karakteristika benzina, te jedan
od temeljnih indikatora njihove kvalitete. U radu autorice S. Telen i sur. odredivan je oktanski
broj FCC (engl. fluid catalytic cracker) benzina plinskom kromatografijom [7]. Prouc¢avani
benzin iz procesa fluid katalitickog krekinga (FCC) pripada grupi benzina s visokom
koncentracijom nezasi¢enih ugljikovodika. Uzorci benzina preuzeti su iz INA Rafinerija nafte
Rijeka. Uz plinski kromatograf s kapilarnom kolonom koja postize temperaturu do 250 °C ,
ispunjenom silikagelom i vodikom kao plinom nosiocem, razdvojene su komponente te
detektirane pomoc¢u plameno-ionizacijskog detektora. Komponente separirane iz benzina
rasporedene su u 46 grupa kojima je obuhvaceno 70 - 80 mas. % uzorka. Na slici 4. vidljiv je
prikaz kromatograma jednog od analiziranih uzoraka. Grupama je odreden pripadajuci tip
ugljikovodika prema ugljikovodiku koji je u grupi najzastupljeniji. Linearnom regresijskom
analizom dobivena je jednadzba za izraCunavanje oktanskog broja na temelju kemijskog
sastava. Teorijska vrijednost 1OB iznosi 92,0 oktana, a dobivena srednja vrijednost nakon
analize iznosila je IOB = 92,10 oktana i standardna devijacija 0,172. Rezultati plinske
kromatografije su zadovoljavajuci, te je ovakva metoda analize uzorka potvrdena kao pogodna

za laboratorijska pracenja u proizvodnji .
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|
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Slika 4. Prikaz kromatograma analiziranog benzina FCC sa oznacenim grupama

Uﬁmiﬁ

ugljikovodika [7].
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2.2.5. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Teku¢inska kromatogafija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je metoda u kojoj mobilna faza prenosi komponente uzorka pod
tlakom kroz kolonu ispunjenu ¢esticama stacionarne faze. Mehanizam separiranja komponenti
ovisi 0 njihovoj polarnosti [8]. Sastav mobilne faze tijekom izvodenja kromatografije moze biti
konstantan pa govorimo o izokratnoj eluaciji. Takvo razdvajanje uz stalnu pH vrijednost koristi
se za separaciju i kvantifikaciju poznatog analita. Sastav mobilne faze moze se mijenjati tijekom
samog postupka, kako bi se $to brze postiglo potpuno odjeljivanje velikog broja komponenti,

tada govorimo o gradijentnoj eluaciji.

U tekuc¢inskoj kromatografiji mobilna faza je tekuce otapalo koje sadrzi uzorak kao smjesu
otopljenih tvari. Vrste HPLC su Cesto razvrstane po mehanizmu razdvajanja ili prema vrsti

stacionarne faze.

Razlikujemo nekoliko vrsta:

Razdjelna kromatografija dijeli se prema polarnosti mobilne i stacionarne faze na
kromatografiju normalnih i obrnutih faza. Kod kromatografije normalnih faza mobilnu fazu
¢ini relativno nepolarno otapalo poput heksana, izopropanola i dipropil etera, a stacionarna faza
je polarna npr. silikagel. Prvo se eluira najmanje polarna komponenta, a zatim slijede spojevi
vece polarnosti. Povecavajuci polaritet mobilne faze smanjuje se vrijeme eluiranja ostalih
komponenti [8]. U kromatografiji obrnutih faza, stacionarna faza je nepolarna, Cesto
ugljikovodik (kemijski modificirana povrsina silikagela), a polarno otapalo poput vode,
metanola, acetonitrila ili tetrahidrofurana ¢ini mobilnu fazu. Najpolarnija komponenta eluira se
prva, zatim spojevi manje polarnosti. Kod ovakve kromatografije poveéanje polariteta mobilne

faze povecava retencijsko vrijeme i vrijeme eluacije.

Adsorpcijska kromatografija se temelji na adsorpciji tvari na povrsini ¢vrste stacionarne faze.
Sto je tvar jaée adsorbirana to sporije putuje kroz kolonu i na taj nadin se razdvaja od ostatka
smjese. Metoda se koristi za odvajanje nepolarnih vrsta, te izomera slozenih struktura kao §to

su alifatski ugljikovodici [2].

lonsko-izmjenjivacka kromatografija je fizikalno-kemijska tehnika separacije koja

omogucuje kvalitativno i kvantitativno odredivanje aniona i kationa u smjesi.
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Kromatografija isklju¢enjem Koristi se za razdvajanje komponenti na osnovi veli¢ine Cestica.
Kolone za ovu vrstu kromatgrafije punjene su malim ¢esticama (10 um) silicijevog dioksida ili
nekog polimera koji sadrzi mrezu jednolikih pora kroz koje otopljene molekule mogu prolaziti.
U porama su manje molekule u¢inkovito zarobljene i oteZzano im je kretanje, dok ve¢e molekule
prolaze kroz kolonu s lako¢om. Prosje¢no vrijeme zadrzavanja u porama ovisi o efektivnoj
veli¢ini pora i molekule analita. Molekule veée od prosje¢ne veli¢ine pora ne zadrzavaju se, te
se takve vrste eluiraju prve. Molekule koje imaju promjer manji od pora prolaze kroz labirint
pora i tako su zarobljene duze vrijeme; ovakve molekule se posljednje eluiraju. Ova se metoda

naziva jos$ i kromatografija gel filtracijom.

Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti sadrzi spremnik mobilne faze, pumpu koja stvara
tlakove do 400 bara (suvremeniji sustavi postizu i znatno vece tlakove), sustav za injektiranje
uzorka, kolonu, te detektor kao $to je prikazano na slici 5. Mobilna faza je tekuca, a njezin
sastav, polarnost i pH moze se mijenjati u cilju optimiranja separacije. Osnovna svojstva takve
faze su da je kemijski inertna, Cista i kompatibilna s detektorom. Pumpa potice protok mobilne
faze kroz kolonu pod visokim tlakom oko 50 psi (1 psi = 6,89 kPa ) [9]. Zadatak injektora je
unos tekuceg uzorka, u intervalu od 0,1 do 100 mL, pod visokim tlakom u tok struje pokretne
faze [10]. Kolona ima funkciju odvajanja komponenti smjese na temelju kemijskih i fizikalnih
svojstava. Gradena je od metalnog kuciSta u obliku savijenih cijevi koje su ispunjene
stacionarnom fazom [2]. Faza koja ispunjava kolonu gradena je od punila vrlo finih zrna
silikagela. Komponente uzorka su u interakciji s ¢esticama silikagela ¢im udu u kolonu.
Minimalne razlike medu slicnim molekulama uzrokuju kretanje kroz kolonu razli¢itim
brzinama, te ih tako razdvajaju prema vremenu zadrzavanja u koloni. Kolona sadrzi i filter koji

sprjecava Cestice stacionarne faze da izadu zajedno s analitom [11].

Najcesce koriSteni detektori za HPLC su:

e Ultraljubicasti (UV, engl. ultraviolet) apsorpcijski detektor - najéeS¢e koriSteni
detektor. Detektor mjeri apsorpciju elektromagnetskoga zracenja od ultraljubiastoga
do vidljivoga podru¢ja. Mobilna faza krece se kroz kolonu u kojoj se nalazi snop UV
zraCenja koje stvara spektrofotometar. Prolaskom otapala, koje apsorbira UV zracenje
kroz kolonu, detektor daje signal koji je proporcionalan koncentraciji otapala. Uredaj je
pogodan za detekciju spojeva koji apsorbiraju UV zracenje kao $to su alkeni, aromatski

spojevi i drugi spojevi koji sadrze dvostruke i/ili trostruke veze [2].
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Detektor fluorescentnih zraka - izrazito selektivni uredaj koji mjeri sposobnost analita
da fluorescira u odredenom emisijskom spektru. Elektroni u molekulama odredenih
spojeva pobuduju se apsorpcijom svjetlosti, te vracanjem iz pobudenog u osnovno
stanje emitiraju zracenje odredenih valnih duljina.

Foto - diodni detektor - sadrzava vise fotodioda koje omogucéavaju istovremeno
pracenje apsorbancije otapala pri razli¢itim valnim duljinama. Apsorbancija je
logaritam omjera intenziteta upadnog zracenja i propustenog zracenja kroz uzorak.
Detektor indeksa loma - uredaj detektira promjene u indeksu loma mobilne faze
tijekom prolaska analita.

Maseni spektrometar - kao detektor HPLC omogucuje kombinaciju fizickog odvajanja
sa mogucénostima masene analize .

Detektor elektri¢ne vodljivosti - koristi se kod ionsko - izmjenjivacke kromatografije
za otkrivanje ionskih spojeva. Uredaj mjeri jakost struje koju provodi mobilna faza
izmedu elektroda. Struja koja se stvara izmedu elektroda ovisi 0 koncentraciji i vrsti

iona koji su prisutni u mobilnoj fazi [12].

Kolona

Kromatogram

— —

! Ubrizgavac

-
=

Podatci

Mobilna e

faza
Uzorak

Pumpa Detektor

Otpad

Slika 5. Shematski prikaz teku¢inskog kromatografa, HPLC [12].
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2.2.6. Primjena teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti je najéesée koristena analitiCka separacijska
tehnika. Razlog tomu je njezina osjetljivost i laka prilagodljivost za analizu termicki osjetljivih
spojeva, te omogucuje separaciju Sirokog spektra uzorka. Svakodnevno se upotrebljava u
farmaceutskoj, analitickoj i industrijskoj praksi za separaciju i identifikaciju mnogih organskih
I anorganskih spojeva, makromolekula i malih molekula, te spojeva osjetljivih na visoku
temperaturu. Pogodna je metoda za analizu zagadenja zraka, te ispitivanje industrijskih
otpadnih tekucina na prisustvo karcinogenih i mutagenih tvari poput polikloriranih bifenila ili

policikli¢kih aromatskih ugljikovodika.

Antocijanini su biljni pigmenti koji pripadaju skupini glikozida, a nalaze se vocu plave, crvene
i ljubicaste boje poput borovnica i jagoda. Istrazivanjima je utvrdeno da imaju povoljan ucinak
na ljudski organizam. Lije¢nici preporucuju njihovo uzimanje za aktivaciju imuniteta,

smanjenje kolesterola i krvnog tlaka, te u terapiji lijeCenja kardiovaskularnih bolesti.

Uz pomo¢ HPLC metode provedene su mnoge analize, primjerice istrazivanje antioksidacijske
aktivnosti polifenola borovnice i jagode. Prema radu Jakobek i sur. ekstrahirani su polifenoli iz
navedenog voca. Jedna frakcija sadrzavala je flavonole i fenolne kiseline, a druga antocijanine.
DPPH (2,2-difenil-I-piklorhidrazil) testom izmjerena je antioksidacijska aktivnost polifenola, a
koli¢ina polifenola odredena je HPLC metodom [13]. Flavonoli i fenolne kiseline ekstrahirane

su iz voca etil-acetatom, te su nakon obrade kvantificirani HPLC metodom.

Flavonoli i fenolne kiseline razdvojene su koriste¢i dva otapala 0,1 % fosfornu kiselinu i 100
% metanol . Za razdvajanje antocijanina koristena je 0,5 % fosforna kiselina i 100 % metanol.
Temperatura kolone postavljena je na 20 °C, a ubrizgani su standardi i uzorci ekstrakta
volumena 20 pL. Identifikacija flavonoida i fenolnih kiselina temeljena je na usporedbi
dobivenih rezultata retencijskih vremena i apsorpcijskih spektara s vrijednostima pripadajucih
standarda. Snimljeni HPLC kromatogram prikazan je na slici 4 kao funkcija ovisnosti

apsorbancije o vremenu.

Istrazivanjem je utvrdena visoka koncentracija derivata kafeinske kiseline, kvercetina i
antocijanina u borovnici, dok je koncentracija samih polifenola u jagodi manja nego u borovnici
kao §to je prikazano u tablici 2. Za ve¢i dio antioksidacijskog djelovanja u oba voca zasluzni su

antocijanini, iako je koli¢inom polifenola daleko bogatija borovnica. Dobiveni podaci ovog
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istrazivanja omogucuju detaljniji pregled samog mehanizma antioksidacijskog djelovanja

polifenola testiranog voca.
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Slika 4. Prikaz HPLC kromatograma snimljenog na 280 nm, te identifikacija pikova: 1-

galna kiselina, 2-p-hidroksibenzojeva kiselina, 3-kafeinska kiselina, 4-pkumarinska

kiselina, 5-feruli¢na kiselina, 6-elaginska kiselina, 7-kvercetin, 8-kemferol [13].

Tablica 2. Prikaz rezultata dobivenih u istrazivanju. Koli¢ine polifenolnih spojeva u

borovnici i jagodi izrazene u mg/kg svjezeg voca [13] .

Borovnica Yo Jagoda %

Flavonoli i fenolne kiseline

Galna kiselina ir

p-hidroksibenzojeva kiselina Ir

Elaginska kisclina 21.440.2 10.4

Kafemnska kiselina S2.T7EDS 0.6

p-kumarinska kisclina 16.03£0.3 0.2 2.99+0.1 1.4

Feruliéna kiselina 34.28+0.5 0.4

Kwvercetin 422.87<1.1 4.5 13.24+0.2 6.5

Kemferol 10.84+0.2 0.1 1.19+0.1 0.6

Antocijanini

Ukupni antocijanini 797 8+5.2 942 166.4+1.3 81.1
I]"-H"ﬂgﬂ'ln']'
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2.2.7. Fluidna kromatografija pri superkriticnim uvjetima

Fluid zagrijavan do temperature iznad kriticne i komprimiran iznad kriti¢nog tlaka naziva se
superkriti¢ni fluid. Kriticna temperatura je maksimalna temperatura pri kojoj se plin moze
ukapljiti, iznad te temperature tvar je u plinovitom stanju neovisno o vanjskom tlaku, kao sto
se moze Vvidjeti na slici 6. Superkriti¢ni fluidi imaju gustocu, viskoznost i druga fizikalna
svojstva izmedu svojstava plinova i teku¢ina [14]. Vazno svojstvo takvih fluida, koje je
povezano s njihovom gusto¢om, je sposobnost otapanja velikih nehlapljivin molekula.
Primjerice superkriti¢ni CO, lako otapa alkane koji sadrze od pet do dvadeset i dva ugljikova
atoma, di-n-alkil-ftalate, gdje alkilne skupine sadrze Cetiri do Sesnaest ugljikovih atoma, i
razli¢ite policiklicke aromatske ugljikovodike [2]. Drugo vazno svojstvo je da se analiti
otopljeni u takvim fluidima mogu lako regenerirati izjednaavanjem tlaka otopine S
atmosferskim tlakom pri relativno niskim temperaturama. U teoriji, bilo koje otapalo se moze
primjeniti kao superkriti¢ni fluid. Medutim, postizanje superkriticnih uvjeta, stabilnost,
odrzivost, toksi¢nost, cijena i mo¢ otapanja odredenih komponenti imaju veliku ulogu u
odredivanju isplativost istog. Spojevi za koje je provedeno najviSe istrazivanja pri
superkriti¢cnom stanju su: etan, propan, butan, pentan, heksan, etilen, dimetil eter, dusikov
oksid, ali najéeSc¢e su koristeni voda i ugljikov dioksid. CO, spada pod najéeSce koriStena
superkriticna otapala jer vrlo lako dostize kriti¢nu tocku, kemijski je inertan, Siguran za
rukovanje, lako se uklanja i ostavlja iza sebe vrlo malo ostataka otapala [15]. Zbog netoksi¢nosti
i niske cijene fluidna kromatografija pri superkriticnim uvjetima smatra se ,,zelenom*

alternativom HPLC.

Fluid

Kapljevina S
(superkriti¢ni)

R L L LR TR & —— — — — — —

Kriti¢na tocka
(31.0°C, 73.8 bar)

Tlak [bar)

Plin

Trojna tocka
(-56.6°C, 5.2 bar)

= BN 5 B U S L L LI 1
-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura [°C]

Slika 6. Fazni dijagram CO, [16].
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Fluidna kromatografija pri superkriti¢cnim uvjetima (engl. supercritical fluid chromatography ,
SFC)

hibrid izmedu plinske i teku¢inske kromatografije. Kombinacijom njihovih najvaznijih znacajki
omogucuje se razdvajanje i identifikacija spojeva koje nije moguée pravilno odijeliti sa
plinskom ili teku¢inskom kromatografijom [17]. Mobilnu fazu ¢ini superkriti¢ni fluid, ¢iji izbor
ovisi o specifi¢nosti primjene i drugim ¢imbenicima. Instrument za fluidnu kromatografiju pri
superkritiénim uvjetima jako je slican tekuéinskom kromatogafu s pojedinim razlikama.
Kromatograf za SFC sadrzava termostatiranu kolonsku pe¢ i regulator tlaka. Neophodni
dijelovi za kontroliranu regulaciju temperature i tlaka mobilne faze. Moguce je koriStenje obje
vrste kolona, punjene i kapilarne. lako su u novije vrijeme ¢esée koristene punjene jer mogu
koristiti iste detektore kao i HPLC, npr. detektor fluorescentnih zraka, maseni spektrometar, a

ponajvise UV detektor [18].

Na zadrZavanje analita u koloni najviSe utjecaja ima gustoca mobilne faze, Sto je funkcija
temperature, tlaka, ali i samog sastava faze. Gustoca fluida se nelinerano povecava s porastom
temperature, $to uzrokuje jatanje mobilne faze i skracivanje vremena eluiranja Stacionarna faza
koja ispunjava kolonu moze biti razli¢itog sastava. Ovisno o svojstvima analita koristi se polarni

(silikagel) ili nepolarni (silikagel s vezanih 18 ugljikovih jedinica) materijal [2].

2.2.8. Primjena fluidne kromatografije pri superkriticnim
uvjetima

Fluidna kromatografija pri superkritiénim uvjetima primjenjuje se na Sirokom podruéju analize
materijala. Ukljucujuéi prirodne proizvode, lijekove, hranu, pesticide i herbicide, povrSinski
aktivne tvari, polimere i polimerne aditive, fosilna i pogonska goriva, te eksplozive. Jedna od
najvaznijih primjena SFC-a je odvajanje kiralnih spojeva [18]. Enantiomeri odredenih spojeva
mogu pokazivati razli¢ita svojstva kao $to su toksi¢nost ili farmakoloska ucinkovitost. Upravo
iz toga razloga je razdvajanje enantiomera iznimno vazno u farmaceutskoj industriji.

Metorfan je poznati derivat morfinana ¢iji enantiomeri pokazuju razliCite farmakoloske i
toksikoloske uc¢inke [19]. Dekstrometorfan, L-izomer metorfana, koristi se za simptomatsko
lijeCenje bolesti diSnih puteva, kada je potrebno eliminirati suhi kasalj, te se moZe kupiti bez

recepta u ljekarni. Suprotno tome, levometorfan, D-izomer metorfana, je vrsta psihoaktivne
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droge. Uvrstena je na Popis droga, psihotropnih tvari i biljaka iz kojih se mozZe dobiti droga te
tvari koje se mogu uporabiti za izradu droga [20].

Dakle, diferencijacija i odredivanje ovih enantiomera iznimno je vazno. Li Li u svome radu
opisao je izravan nacin odredivanja enantiomera metorfana uz pomo¢ dvije metode HPLC i
SFC [21]. Nakon optimizacije uvjeta razdvajanje dekstrometorfana i levometorfana pomocu
HPLC provedeno je za manje od 9 minuta. Razdvajanje je postignuto na sobnoj temperaturi
izokratskim ispiranjem pokretne faze koja se sastojala od CH3zOH / NH4sOH / CH3COOH (100
/0,02 /0,1v / v/ v). Optimalno razdvajanje pomoc¢u SFC postignuto je za manje od 3 minute S
pokretnom fazom koja se sastojala od C0O,, 9 % CH3OH kao suotapalo i 0,3 % cikloheksilamina
kao modifikatora. Granica detekcije bila je 10 ng/mL kod obje metode. Enantiomeri su
detektirani pomocu masenog spektrometra, a pikovi su potvrdeni propuStanjem pojedinog
enantiomera 1 usporedivanjem. Obje metode su brzo 1 izravno separirale enantiomere
metorfana. Metode su pokazale slicnu selektivnost i izvrsnu osjetljivost. Zbog njihovog
jednostavnog pripravka, ponovljivosti, brzine i selektivnosti opisane metode mogu biti odli¢an

izbor za rutinsko odredivanje enantiomera metorfana u zaplijenjenim lijekovima.

2.3 Ekstrakcija

Ekstrakcija je analiticka separacijska metoda koja se temelji na prijenosu otopljene tvari iz
jedne u drugu fazu. lzolacija zeljenog spoja iz ¢vrstog ili tekuceg uzorka vrsi se upotrebom
selektivno odabranog otapala. Ukoliko se otopina neke tvari stavi u kontakt s drugim otapalom,
otopljena tvar ¢e zbog razlike u topljivosti prijeci iz jednog otapala u drugo. Selektivno
odabrano otapalo se ne mijesa ili se tek djelomi¢no mije$a s ¢vrstom tvari ili otopinom.
Intenzivnim kontaktom Zeljeni spoj se prenosi iz ¢vrste ili tekuce smjese (rafinata) u otapalo
(ekstrakt). Ekstrakt je selektivno otapalo koje ima ve¢u mo¢ topljivosti za tvar koju se zeli
izolirati od primarnog otapala [22]. Rafinat je primarno otapalo koje sadrzi komponentu koju
je potrebno ukloniti. Uc¢inkovitost ekstrakcije je veca ako se postupak izvodi u vise puta s

manjom koli¢inom otapala.

Nakon zavrsenog postupka, faze je potrebno odijeliti uz pomo¢ gravitacije ili centrifugalne sile.
Za dobivanje analita u ¢istom obliku i regeneraciju otapala potreban je daljnji postupak
razdvajanja otparavanje ili kristalizacija. Glavni razlog izvodenja ekstrakcije je izolacija i

koncentriranje odredenog analita ili separacija istog od komponenti koje bi ometale daljnju
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analizu [23]. Prije samog odabira metode potrebno je znati vrijednosti: topljivosti, polariteta,
molekularnu masu, strukturu ukljucujuéi i raspored funkcionalnih skupina, pKa, te druga

fizicka svojstva vrsta koje nas zanimaju i potencijalnih interferiraju¢ih spojeva [24].

Prema agregatnom stanju tvari ekstrakcija se dijeli na :

» ckstrakcija ¢vrsto - tekuce - analit se iz ¢vrste faze prenosi u tekucu fazu. Poznato je jos$

pod nazivom izluzivanje

* ekstrakcija tekuce — tekuce - analit se zbog bolje topljivosti prenosi iz jedne u drugu

tekucu fazu.

Konvencionalne metode ekstrakcije obuhvacaju ekstrakciju po Soxhletu, maceraciju i
perkolaciju. Suvremenije metode su mikrovalna ekstrakcija, ultrazvu¢na ekstrakcija,
ekstrakcija pulsiraju¢im elektri¢nim poljem, ekstrakcija superkritiénim fluidima, ekstrakcija pri

povisenom tlaku, itd.

Da bi se odredeno otapalo moglo uporabiti za ekstrakciju mora zadovoljiti odredene kriterije:

e Selektivnost - potreban je visoki stupaj selektivnosti kako se niti jedna druga tvar osim
analita ne bi izdvojila iz smjese,

o Kapacitet - veliki kapacitet otapala smanjuje potro$nju potrebnog otapala,

e Mijesanje - kako bi se osigurala jednostavna regeneracija i separacija otapala, mijesanje
selektivnog i primarnog otapala treba biti zanemarivo,

e Razlika u gustodi - velika razlika u gusto¢i otapala pogoduje razdvajanju faza,

e Mala viskoznost,

e Niska cijena,

e Netoksi¢nost,

e Kemijska i toplinska stabilnost,

¢ Nehlapljivost,

e Nisko vreliSte otapala - kako bi se po zavrSetku postupka lakSe uklonilo koriSteno

otapalo.

20



U dvofaznoj smjesi najcesce je jedna faza organska, a druga vodena. Organska otapala koja su
manje gusto¢e od vode pa formiraju poseban sloj iznad vode su dietil-eter, toluen i heksan.

Organska otapala koja su gusca od vode su kloroform, diklorometan i ugljik tetraklorid, a oni

formiraju sloj koji se nalazi ispod vodenog.

2.3.1. Karakteristicne ekstrakcijske veli¢ine

Ekstrakcija se zasniva na zakonu razdiobe tvari izmedu dvije faze koje se medusobno ne

mijesaju. Pri ravnotezi razdiobu tvari ,,A“ mozemo prikazati jednadzbom:

A(u fazi1) € A(u fazi2) (5)

1891. godine njemacki znanstvenik Walther Nernst ustanovio je pravilo na kojem se temelji
postupak ekstrakcije. Danas poznat kao Nernstov zakon razdjeljenja pojasnjava nacéin na koji
se tvar ,,A“ rasporeduje izmedu dva otapala, te da je omjer koncentracija te tvari pri nekoj
temperaturi konstantan uz uvjet da se u oba otapala tvar nalazi u istom molekularnom obliku.
Konstanta razdiobe K moze se izraziti preko jednadzbe (6) kao omjer aktiviteta tvari A u fazi 1
(Ay) i aktiviteta tvari A u fazi 2 (A,). Pri slaboj ionskoj jakosti umjesto aktiviteta mogu se

uvrstiti mnozinske koncentracije tvari:

__a(Aq) ~ [A1] ©
a(Az) [A;]

e a(A,)- aktivitet tvari ,,A“ u fazi 1
e a(A,)- aktivitet tvari ,,A“ u fazi 2
¢ [A1]- mnozinska koncentracija tvari ,,A* u fazi 1
e [A2]- mnozinska koncentracija tvari ,,A*“ u fazi 2
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Konstanta razdiobe ovisi o temperaturi i pH vrijednosti, a moze se odrediti za par otapala koja

se medusobno ne mijesaju.

Broj¢ana vrijednost konstante daje informaciju o topljivosti tvari A u svakoj fazi (otapalu).
Koriste¢i koeficijent raspodjele moze se izraCunati koncentracija analita koja zaostaje nakon

odredenog broja ekstrakcija :

A= () < o

VOTg X K+Vaq

e [A];-koncentracija analita koja zaostaje nakon ,,i* broja ekstrakcija
e V4~ Volumen vodene otopine u kojoj se nalazi analit

e Vg~ Volumen obroka organske faze

e K- Kkoeficijent raspodjele

e [A]o- pocetna koncentracija analita

Prema jednadzbi (7) moze se zaklju€iti da je u¢inkovitije izvesti nekoliko ekstrakcija s manjim

volumenom otapala nego jednu s ve¢im volumenom.

2.3.2. Ekstrakcija tekuce-tekuce

Ekstrakcija tekuce-tekuée pripada medu konvencionalne analiticke metode. Ova metoda se
izvodi u lijevcima za odjeljivanje kao $to je prikazano na slici 7, a ve¢inom Se povezuje uz
nedostatke kao $to je nastanak emulzije, niska ucinkovitost, te veliki ljudski napor. No, ta
metoda je doradena uvodenjem posebnih kolona, koje se pune anorganskim materijalima

Sirokih pora, na koji se nanose vodeni ekstrakti i rasporeduju u obliku tankog filma [25].

Proces ekstrakcije provodi se u nekoliko koraka. Prvi korak je dovodenje u doticaj uzorka s
pogodnim otapalom, prilikom ¢ega dolazi do procesa difuzije, tj. prijenosa tvari spontanim
toplinskim gibanjem zbog razlike u koncentracijama sve dok ne nastupi ravnotezno stanje, kao
$to je prikazano jednadzbom (5). Zeljeni analit prelazi u otapalo u kojemu ima veéu topljivost.
Brzina difuzije obi¢no definira brzinu kojom se odvija cjelokupni proces. Kod tekué¢ih uzoraka
taj faktor najéeS¢e ne predstavlja problem. Pravilan izbor otapala je kljucan za izvedbu
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ekstrakcije kako bi se izbjeglo stvaranje emulzije s teku¢im uzorcima. Zatim slijedi separacija
otapala s analitom od matice uzorka. Zbog razlike u gusto¢i i drugim fizikalnim svojstvima
dviju faza one se medusobno ne mijesaju i tvore slojeve s vidljivom granicom. Odjeljivanje
dviju faza provodi se uglavnhom dekantiranjem ili centrifugiranjem.. Rafinat nakon prve
ekstrakcije ulazi kao pojna smjesa za iducu ekstrakciju. Dobiveni ekstrakti sakupljaju se u
zajedni¢ku posudu, a $to se vise puta rafinat ekstrahira postizu se bolji rezultati separacije, te je
primarno otapalo ¢iS¢e. Posljednji korak je uklanjanje otapala i analiza Zeljene komponente.

Uklanjanje otapala se ve¢inom izvodi destilacijom, uparivanjem ili kristalizacijom.

l LIJEVAK ZA ODJELJIVANIE I
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Slika 7. Prikaz aparature za klasi¢nu ekstrakciju tekuce-tekuce [26].

2.3.3. Ekstrakcija ¢vrsto - tekuce

Ekstrakcija ¢vrsto - tekuce je separacijski proces uslijed kojega difuzijom jedna ili vise
komponenti prelaze iz ¢vrstog uzorka u tekucu fazu na osnovi razlike u topljivosti. Analit koji
se zeli ekstrahirati moze se nalaziti u ¢vrstom ili teku¢em stanju unutar uzorka. Moze biti
smjesten unutar uzorka kao tekucina, kao $to je primjerice ulje u sjemenkama, ili kao disperzna
faza u ¢vrstoj tvari kao $to je kofein u zrnu kave. Ekstrakcija ¢vrsto — tekuce se moze izvoditi

na sljedece nacine: muckanjem, sonikacijom i Soxhlet ekstrakcijom [27].

Najpoznatiji postupak je metoda muckanjem. Da bi se postupak uc¢inkovito izveo uzorci moraju

biti dobro usitnjeni, kako bi se povecala dodirna povrsina kruto-tekuce. Metoda muckanjem
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podrazumijeva dodatak otapala uzorku i muc¢kanjem Se postiZe otapanje analita u tekucini koja
ga okruzuje. Organsko otapalo se dodaje za ekstrakciju organskih molekula, a razrijedena baza
ili kiselina za ekstrakciju anorganskih komponenti. Muckanje se izvodi u vise serija kako bi
pruzila bolje rezultate. Nakon $to je analit uklonjen, neotopljeni dio uklanja se centrifugiranjem
ili filtracijom. Brzina difuzije odreduje brzinu samog procesa pa kod ¢vrstih uzoraka
interakcijska energija izmedu komponenata uzorka, odnosno izmedu matice i analita, mora biti
nadjacana da bi se analit ekstrahirao u otapalo [24]. Analit mora imati veci afinitet prema

otapalu nego prema matici iz koje se zeli izolirati.

Najcéesce koristena metoda ekstrakcije je Soxhlet ekstrakcija. Uzorak u ¢vrstom stanju postavi
se u Soxhletov cilindar nacinjen od filtar papira. Cilindar se zatim prebaci u Soxhletovu
aparaturu, koja se sastoji od tikvice, povratnog hladila, te posude za ekstrakciju kao $to je
prikazano na slici 8. Ekstrakcijsko otapalo se zagrijavanjem pretvara u paru, te se u hladilu
kondenzira i ispire topljive komponente uzorka stavljenog u cilindar. Ekstrakcija se vrsi dok se
uzorak ne iscrpi, a trajanje postupka ovisi o tvari koja se ekstrahira i propisano je metodom ili

brojem prelijevanja. Na kraju postupka otapalo se redestilira.

Ova metoda pruza mogucnost koristenja male koli¢ine uzorka (nekoliko mg) i zahtjeva
jednostavnu aparaturu, ali posjeduje i mnoge nedostatke. Najistaknutiji nedostaci su dugo
vrijeme ekstrakcije (18 do 24 sata) i potrosnja velike koli¢ine otapala. Klasi¢na Soxhlet metoda
uzeta je kao osnova za razvitak instrumentalnih ekstrakcijskih metoda kojima se uklanjaju
njezine nesavrsenosti. Napretkom tehnologije smanjilo se vrijeme izvodenja i automatizirana
je Soxhlet ekstrakcija, te danas razlikujemo Soxhlet ekstrakciju pri povisenom tlaku, Soxhlet

ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom i mikrovalovima.
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Slika 8. Shema aparature za Soxhlet ekstrakciju [28].

2.3.4. Ekstrakcija fluidom pri superkritiénim uvjetima

Medu novije metode ekstrakcije pripada ekstrakcija fluidom pri superkritiénim uvjetima.
Svojstva takvih fluida objasnjena su u prijaSnjim poglavljima. Pri temperaturama i tlakovima
viS§ima od kriti¢nih, fluidi pokazuju puno bolja ekstrakcijska svojstva jer kroz ¢vrstu fazu
prolaze poput plinova, a analit otapaju kao tekuc¢a otapala. Vec¢inom se kao superkriti¢an fluid
upotrebljava ugljikov dioksid zbog niske toksi¢nosti, nezapaljivosti, kompatibilnosti s obradom
prehrambenih proizvoda, te kemijske stabilnosti [29]. Ekstrakcija superkriticnim fluidom
upotrebljava se prilikom analize hrane, zagadenja okolisa, te lijekova. Pri obradi tvari iz okolisa
primjenjuje se za ekstrakciju naftnih ugljikovodika, policiklickih aromatskih ugljikovodika i
organskih Kloriranih pesticida iz tla. Superkriti¢ni CO, ima veliku mo¢ otapanja za masti, pa se
koristi i u prehrambenoj industriji. Istrazivanjima je ustanovljeno da se ekstrakcija
superkriti¢nim fluidom moze koristiti za izolaciju ljekovitih tvari iz biljnih i Zivotinjskih tkiva,

esencijalnih ulja, te aktivnih sastojaka koji se koriste u kozmetici.
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2.3.5. Primjena ckstrakcije fluidom pri superkriti¢nim uvjetima

Razvojem covjekove svijesti o zastiti prirode razvila se teznja za primjenom ekoloski
prihvatljivih i netoksi¢nih kemikalija pri obavljanju istrazivackih analiza i industrijskih procesa.
Otkri¢em superkriti¢nih fluida i njihovih svojstava postupno se zamjenjuju toksi¢na otapala.
Ovom metodom postignuta je visoka selektivnost ekstrakcije i u¢inkovitosti otapanja tvari, te
jednostavno regeneriranje otapala. To je energetski uc¢inkovit proces koji nema Stetnih
nusprodukata i kao takav zauzima vazno mjesto u prehrambenoj industriji. U posljednje
vrijeme, ekstrakcija fluidom pri superkritiénim uvjetima koristi se ve¢inom za dekofeinizaciju

kave i ¢aja, proizvodnju ulja, te ekstrakciju pojedinih naftnih derivata.

Heidi L. Cossey i sur. u svome radu opisali su primjenu superkriti¢ne ekstrakcije u naftnoj
industriji [30]. Koriste¢i kemijski modificiran ugljikov dioksid kao otapalo ekstrahirali su
bitumen. Bitumen je smjesa ugljikovodika koja nastaje u prirodi raspadom organskih tvari ili
se dobiva kao ostatak rafinacije nafte. Bitumen se najcesce upotrebljava za izgradnju cesta i
plo¢nika, te u gradevinarstvu za zaStitu zidova i temelja od nastanka vlage. Ova ekstrakcija
provedena je kako bi se istrazio utjecaj dodatka modifikatora u mobilnu fazu na prinos i
ucinkovitost ekstrakcije ugljikovodika iz bitumena. Ekstrakcija je provedena pod fiksnim
uvjetima tlaka i temperature od 24 MPa i 60 °C. Gustoc¢a superkriti¢cnog CO, u tim uvjetima je
0,78 g/mL. lzvedene su Cetiri ekstrakcije: jedna samo sa superkritiénim CO, i tri sa dodatkom
toluena kao modifikatora mobilne faze (5, 10 i 15 mol % od superkriti¢cnog-CO3). lzvagano je
10 g uzorka na analiti¢koj vagi i stavljeno u posudu za ekstrakciju. Kolonske peci postavljene
su na 60 °C, te su zagrijavale posudu za ekstrakciju i dovodne vodove. Nakon §to je posuda
dosegnula 45 °C, €O, je pusten iz spremnika pod tlakom od 24 MPa. Za kemijski modificirani
superkritiéni CO, otvoren je ventil pumpe i dodan je unaprijed odredeni volumen toluena. Kad
je posuda pod tlakom postigla 60 °C, mijeSalica je ukljucena i postavljena na 250 okr/min i
sadrzaj posude mijesao se 60 min. Nakon ¢ega je uslijedila ekstrakcija prilikom koje je
skupljeno 3 bocice po 40 mL (ili 120 mL ovisno o koncentraciji koristenog modifikatora)
ekstrakta. Brzina toka €O, iz pumpi odrzavala se konstantno na 20 = 3 mL/min. Prva ekstrakcija
sa ¢istim CO, trajala je 45 min. Prve dvije bocice skupljene su u prvih 15 min, dok je treca
sakupljena tijekom preostalih 30 min. Nakon zavrSene ekstrakcije ispusni vod ispran je
toluenom kako bi se prikupili zaostali ugljikovodici u sustavu. Druga ekstrakcija sa toluenom
kao modifikatorom trajala je 75 min. Prve dvije bocice ekstrakta prikupljene su u intervalima

od 15 min, dok je treca ostala povezana sa sustavom do kraja procesa. VVod je ponovno ispran

26



toluenom. Na kraju ekstrakcija sve su boc€ice suSene 48 h kako bi otapalo i modifikator isparili,

te su izmjerene konac¢ne mase.

Nakon obrade dobivenih rezultata dosli su do zakljucka da dodatak toluena kao modifikatora
mobilne faze povecava ucinkovitost ekstrakcije. Ekstrakcijom sa ¢istim superkriticnim CO,
ekstrahirano je 39 % mase pocetnog bitumena, dok je s dodatkom toluena ekstrahirano 76 %
mase pocetnog bitumena. Ekstrakcija sa superkriticnim CO,omogucava ekstrakciju laksih
ugljikovodika, a ukoliko je potrebno vrsiti ekstrakciju ugljikovodika ve¢ih molekulskih masa

potrebno je dodati toluen kao modifikator.

2.3.6. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija temelji se na fenomenu akusticne kavitacije.
Prolaskom ultrazvuénog vala otapalom stvaraju se izmjenicni ciklusi ekspanzije i kompresije
kao S$to je prikazano na slici 9. Ekspanzijski ciklusi uzrokuju negativne tlakove u otapalu, a
kada je taj tlak dovoljno nizak da savlada intramolekularne sile formirat ¢e se mali mjehuri¢i
[31]. Tijekom idu¢ih ciklusa ekspanzije 1 kompresije nastali mjehuriéi ¢e se Siriti 1 skupljati, a

to stvaranje mjehurica plina naziva se kavitacijom.
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Slika 9. Prikaz ciklusa kompresije i ekspanzije; formiranje, rast i implozija kavitacijskog
mjehurica [31].
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Mjehuri¢i nastali djelovanjem ultrazvuka nestabilni su i vibriraju, a veli¢ina im ovisi o
intenzitetu zraCenja. Sposobnost ultrazvuka da uzrokuje kavitaciju ovisi o samim
karakteristikama ultrazvuka (frekvenciji i intenzitetu), uvjetima u kojima se postupak provodi
(temperatura 1 tlak), te svojstvima koriStenog otapala i uzorka. Ultrazvucni valovi poti¢u
mjehuri¢e da osciliraju unutar stabilne kavitacije, te tako uzrokuju jaka mikrostrujanja u
otapalu. Kriticna tocka ostvaruje se tijekom slijeda kompresije u kojem ultrazvuéna energija
nije dovoljno jaka da zadrzi plinovitu fazu unutar mjehuric¢a. Kao posljedica toga javlja se brza
kondenzacija i oslobada se velika koli¢ina energije. Mikrostrujanja oStecuju stijenku bioloskih
stanica Cime se oslobada sadrzaj stanice. Za izvodenje ove metode potreban je tekuci medij,
generator energije i uredaj koji omogucava pretvorbu elektriéne, magnetske ili kineticke
energije u akusti¢nu [32]. Komercijalna primjena ultrazvuka odvija se na dva nacina: izravno
na uzorku preko ultrazvuéne sonde i1 neizravno preko stijenke posude uzorka pomocu
ultrazvuéne kupke. Ultrazvuéna kupka generira zraCenje visoke frekvencije u posudi
ispunjenoj teku¢im medijem, najces¢e vodom. Snaga zracenja koju daje kupka je od 1 do 5
W/cm?. Relativno je jeftina i lako dostupna. Klasi¢na ultrazvu¢na kupka izvodi ekstrakciju na
samo jednoj frekvenciji, naj¢es¢e 40 kHz, a moZe imati i temperaturni regulator. Postoje kupke
koje su opremljene s jedinicama razliitih frekvencija koje rade istovremeno §to dodatno
ubrzava 1 pospjeSuje izolaciju. Na slici 10 prikazana je shema ultrazvucne kupke 1 sonde.
Ultrazvu¢na sonda uronjena je direktno u otopinu i pruza snagu ultrazvuka do 100 puta vecu
od one koju daje kupka i to u manjem vremenskom intervalu. Frekvencija zracenja sonde moZe
se kontrolirati 1 postaviti na bilo koju razinu, §to ultrazvu¢nu sondu ¢ini mo¢nim sredstvom za
ekstrakciju analita iz ¢vrstih uzoraka. Ultrazvucna sonda pruza brzu 1 kvalitetniju ekstrakciju,
dok ultrazvuéna kupka omogucuje obradu veéeg broja uzoraka istovremeno. Oba nacina
primjene su ekoloski prihvatljiva jer se trosi znatno manja koli¢ina otapala i skracuje se vrijeme

izvedbe [33].
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Slika 10. Shematski prikaz uredaja za ultrazvuénu ekstrakciju: a) Ultrazvuéna kupelj;

b) Ultrazvué¢na sonda [34].

2.3.7. Primjena ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

Ultrazvuéna ekstrakcija je preferirana tehnika za izoliranje bioaktivnih spojeva iz bilja. PostiZze
potpunu ekstrakciju, a time i velike prinose u vrlo kratkom vremenu. Prednosti ove
instrumentalne metode su skraceno vrijeme ekstrakcije i moguénost ekstrakcije termolabilnih
spojeva regulacijom tlaka i temperature. Vazno je definirati faktore koji utjeCu na prinos
ekstrakcije kako bi se postigli sto povoljniji rezultati. Prije samog postupka, osim otapala i
temperature potrebno je odrediti i frekvenciju, vrijeme soniciranja, duzinu sonde, snagu
ultrazvuka, te veli¢inu ¢estica. P. Valachovic i suradnici u svome radu opisali su ekstrakciju
koja se provodi pri industrijskoj proizvodnji ljekovitih tinktura kadulje i valerijane koje
pokazuju jako antibakterijsko djelovanje [35]. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je
izvodena pri 20 kHz (600 W) s etanolom/vodom. Kvaliteta konacnog proizvoda tinkture kadulje
ocjenjivana je na temelju plinske kromatografije, a tinkture valerijane na temelju tekuéinske
kromatogafije visoke djelotvornosti. Optimiziranjem uvjeta i izvedbom niza eksperimenata
dosli su do zakljucka da najvise prinosa donosi konstanta primjena ultrazvuka tijekom dva dana
po 8h. Medutim, takav nacin industrijske proizvodnje nije smatran prihvatljivim zbog

ekonomskih razloga.
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Primjena ultrazvuéne tehnologije u preradi hrane i pica je pozeljna jer omogucava povecanje
prinosa ekstrakcije polifenola, antocijanina, aromati¢nih spojeva, polisaharida i ulja biljnog i
zivotinjskog podrijetla. Jedno od glavnih napitaka u svijetu je kava, a popularnost joj raste iz
dana u dan. Zbog prisutnosti bioaktivnih spojeva u zrnima kave poput kofeina, klorogenske
kiseline i kafestola najceS¢e joj se pripisuju svojstva protiv pretilosti, dijabetesa,
genotoksic¢nosti, te antioksidacijska svojstva. Najvaznija komponenta zrna kave su lipidi tj. ulje
zelene kave gradeno od triacilglicerola (75 %) i slobodnih masnih kiselina. Ulje kave koristi se
za lijeCenje suhe i ispucale koze, ekcema i drugih koznih bolesti, te kao zastita od Stetnih
suncevih zraka. U radu Qiyu Chena i suradnika opisan je postupak ekstrakcije ulja zelene kave
iz zrna kave Arabica uz pomo¢ ultrazvu¢no-mikrovalne tehnike s etanolom kao otapalom [36].
Uzorci kave svijeze su ubrani, osuseni na 40 °C tijekom 24 h i usitnjeni. IzvrSene su dvije
metode ekstrakcije: Soxhlet ekstrakcija s n-heksanom pri ¢emu su koriSteni razlic¢iti omjeri
tekuc¢ina-krutina i vremena ekstrakcije za postizanje optimalnih uvjeta i ekstrakcija pomocu
ultrazvuéno-mikrovalnog ekstraktora pri atmosferskom tlaku. Za postizanje optimalnih uvjeta
kod ove metode koristeni su takoder razni omjeri tekucina-krutina (5, 10, 15, 20 i 25 mL/qg).
Primijenjena je snaga mikrovalne pe¢nice na 100, 200, 300, 400 1 500 W tijekom 5, 10, 15, 20
i 25 min. na 30, 40, 50, 60, odnosno 70 °C. Produkti obje metode ekstrakcije su uparivani na
rotacionom uparivacu kako bi se uklonilo otapalo. Preostalo ulje se zatim susilo i tretiralo
dusikom do konstante mase. Usporedbom rezultata dobivenih konvencionalnom Soxhlet
metodom s rezultatima instrumentalne metode zakljucili su da obje daju jednake prinose, ali
vrijeme izvodenja znatno se razlikuje. Za ekstrakciju Soxhlet metodom potrebno je 5 h, dok je
za postizanje jednakih prinosa pomocu ultrazvu¢no-mikrovalnog ekstraktora potrebno samo 10
min. Ovakvi rezultati pripisuju se naprednoj tehnologiji ultrazvu¢nih oscilacija i homogenog
mikrovalnog zagrijavanja. Uz to, u ovome radu prikazana je moguca zamjena tradicionalno
koriStenog organskog otapala n-heksana sa etanolom ¢ime se moze smanjiti Stetan ucinak n-
heksana na okoli§. Ekstrakcija pomocu ultrazvu¢no-mikrovalnog ekstraktora uz etanol kao
otapalo pokazala se kao potencijalna nova ,,zelena® i ekonomicnija metoda za izolaciju ulja

kave.
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2.3.8. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalna ekstrakcija je suvremena separacijska metoda u kojoj se energijom mikrovalova
zagrijavaju otapalo i uzorak, ¢ime se stimulira prelazak analita u otapalo. Mikrovalovi pripadaju
elektromagnetskom zracenju u frekvencijskom intervalu od 1 GHz do 300 GHz. Valnih duljina
od 0,1 mm do 30 cm pa ih se ubraja u skupinu valova kojima se prenose radijski i televizijski
signali. U suvremenoj znanosti mikrovalovi se koriste u komunikaciji, radarskoj tehnici,
astronomiji, ali i u svakom kucanstvu u obliku mikrovalne pe¢nice. U laboratorijske svrhe
koriste se za sintezu organskih spojeva i ekstrakciju bioloskih uzoraka. Mikrovalovi simultano
zagrijavaju cijeli volumen uzorka i narusavaju vodikove veze poti¢uci rotaciju dipola. Kretanje
otopljenih iona povecava penetraciju otapala u matriks te na taj nacin potic¢e otapanje [37].
Postoje dva tipa komercijalnih sustava mikrovalne ekstrakcije, a to su ekstrakcija u zatvorenim
posudama i ekstrakcija mikrovalnim peénicama. Mikrovalna ekstrakcija u zatvorenim
posudama Kkoristi se za ekstrakcije pri vrlo visokim ili niskim temperaturama, jer omogucuje
regulaciju tlaka i1 temperature, dok se ekstrakcija u mikrovalnim peénicama odvija pri
atmosferskom tlaku. Izbor otapala pri navedenoj metodi ima vazu ulogu. Izbor ovisi 0
svojstvima otapala koja su odredena dielektriénom konstantom, tj. da imaju sposobnost upijanja
mikrovalova i otapanja Zeljenog analita. Otapala koja su dovoljno polarna da se mogu zagrijati
mikrovalnom energijom su voda, etanol i metanol. [37] . Drugi vaZan ¢imbenik za izvodenje
ekstrakcije je temperatura. U veéini slucajeva poviSenje temperature doprinosi boljem
ekstrakcijskom uc¢inku. Medutim, visoke temperature mogu izazvati razgradnju termolabilnih
spojeva, stoga snaga mikrovalnog zracenja mora biti prikladno izabrana kako bi se izbjegle

previsoke temperature. Naslici 11 prikazan je uredaj kakav se koristi za mikrovalnu ekstrakciju.
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Slika 11. Prikaz uredaja za mikrovalnu ekstrakciju [38].

Prednosti ove metode u odnosu na konvencionalne su:

* Krace vrijeme ekstrakcije,

* Manji rizik od termicke razgradnje spojeva prisutnih u uzorku,
* Manja potro$nja otapala,

* EkoloSki znacaj - povecana prevencija od oneciS¢enja,

* Neogranicen izbor otapala (moguce koristenje i polarnih i nepolarnih).

2.3.9. Primjena mikrovalne ekstrakcije

Mikrovalna ekstrakcija sve se ¢esce koristi u analitickoj laboratorijskoj praksi kao jedna od
ucinkovitih metoda koja ne ostavlja Stetne posljedice na okoliS. Relativno je nova metoda
ekstrakcije koja se moze koristiti kao alternativa konvencionalnim. Omogucava primjenu na
viSe uzoraka istovremeno ¢ime se vrijeme analize bitno smanjuje. MoZe se primijeniti za
ekstrakciju pesticida, fenola, odredenih polimera, jestivih ulja, masti i drugih bioloski aktivnih

spojeva. Koristi se pri ekstrakciji bioloSki aktivnih komponenata iz otpadnih tvari u
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prehrambenoj industriji. Aysel Elik i suradnici istrazivali su primjenu mikrovalova u ekstrakciji
karotenoida iz otpada koji preostane nakon proizvodnje soka od mrkve [39]. U proizvodni soka
iskoristi se 30 - 40 % sirovine, §to znaci da je preostao otpad bogat bioaktivnim tvarima kao $to
su karotenoidi, posebno B-karotenom. Ekstrahirani karotenoidi prepoznatljivi su kao alternativa
sinteti¢kim karotenoidima. Karotenoidi su skupina biljnih pigmenata, to su organske molekule
s viSestruko konjugiranim dvostrukim vezama. Najéesc¢e su gradeni samo od ugljikovodika, pa
su kao nepolarne molekule topljivi u mastima. Upravo zbog tih fizikalnih svojstava kao otapalo
koristili su laneno ulje. Nakon optimizacije mikrovalne snage, vremena ekstrakcije i omjera
ulja i otpada pronadeni su uvjeti koji daju najbolje prinose. Optimalni uvjeti za ekstrakciju
karotenoida uz pomo¢ mikrovalne ekstrakcije bili su 165 W mikrovalne snage, 9,39 min
vremena ekstrakcije i 8,06:1 g / g omjera ulja i otpada Sto je dalo prinos karotenoida od 77,48
%. Dobivenim ekstraktima odredivana je koli¢ina B-karotena, ukupni sadrzaj fenola i
antioksidativno djelovanje. Rezultati su pokazali da je laneno ulje obogaceno karotenoidima
dobre kvalitete i da ima visok sadrzaj fenola, te da se bi se moglo koristiti kao izvor karotenoida
u razli¢itim proizvodima. U tome pogledu predlozeno je prouCavanje procjene troskova

proizvodnje ulja obogacenog karotenoidima mikrovalnom tehnologijom na industrijskoj razini.
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3. ZAKLJUCAK

Razvitkom tehnologije i provedenim mnogim istrazivanjima iz klasi¢nih tehnika razvile su
se instrumentalne separacijske metode na kojima se temelji suvremena laboratorijska
analiza. Instrumentalne metode nude moguénost automatizacije i istovremenu obradu vise
uzoraka S§to doprinosi smanjenju vremena izvedbe analize. Omogucavaju koriStenje
netoksi¢nih otapala, manju potroS$nju energije, kvalitetniji 1 u¢inkovitiji prijenos topline, a
to sve pridonosi razvoju koncepta ,,zelene* kemije. To su metode koje se primjenjuju za
odredivanje kemijskog sastava tvari, a za dobivanje informacija o analitu upotrebljavaju se
instrumenti. Razvijene su i razlicite vrste detektora koji su vrlo jednostavni za upotrebu i
imaju visok stupanj osjetljivosti. Signale koje daje detektor nakon prolaska trazenog analita
sustav automatski obraduje i1 usporeduje s bazom podataka, te daje trazene informacije. 1z
najjednostavnije kromatografske metode koju je pocetkom 20. st. Predstavio
Mihail S. Cvet razvile su se sofisticiranije metode koje omogucavaju brzu i kvalitetniju
separaciju poput plinske kromatografije, tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti,
tefluidne kromatografije pri superkritiénim uvjetima. Uz kromatografiju, napredkom
tehnologije usavrSene su i ekstrakcijske metode. Istrazivanjem utjecaja ultrazvuka i
mikrovalova na tvari uocen je potencijal njihove primjene u kemijskoj analizi. Ove
separacijske metode pronasle su Siroku primjenu u medicini, farmaciji, forenzici, naftnoj i
prehrambenoj industriji, ali jo$ uvijek se u istrazivanjima ispituju optimalni uvjeti za
separaciju pojedinih spojeva. Traze se optimalna temperatura, tlak, vrijeme trajanja i
otapalo koje ¢e omoguciti veée prinose, ekonomicniju i ekoloski prihvatljiviju izvedbu

koja ¢e biti primjenjiva za industrijsku proizvodnju, ali i manja laboratorijska istrazivanja.
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