Chromatografia jonowymienna

A WARNING

Materiaty publikowane w formie ,jest jak
jest”, mogg wymagac rozszerzenia lub
komentarzy.




Metody rozdziatu i izolacji sktadnikow
mieszanin

* Oznaczanie sktadu mieszanin np. materiatu
biologicznego, wymaga usuniecia z nich
substancji przeszkadzajgcych w analizie.
Czesto zachodzi takze potrzeba wyodrebnienia
jakiegos zwigzku w czystej postaci. W tym celu
stosowane s3 rozne metody rozdziatu i izolacji.
Nalezg do nich m. in. dializa, elektroforeza,
destylacja i chromatografia.



Czym jest chromatografia?

 Chromatografia jest metodg rozdziatu mieszanin
jednorodnych na poszczegolne sktadniki lub ich
grupy, wykorzystujgcg roznice w zachowaniu sie
sktadnikow w uktadzie dwoch faz (ruchomej i
nieruchomej). Chromatografia jest powszechnie
stosowana dzieki swej prostocie, tatwosci
skonstruowania aparatury i wysokiej zdolnosci
rozdzielczej. Proces ten pozwala na analize
ilosciowg i jakosciowg sktadnikoéw ustrojowych i
na poznanie ich metabolizmu. Dzieki
chromatografii doszto do rozwoju biochemii,
przemystu i medycyny.




Charakterystyka procesu wymiany
jonow
* Proces chromatografii polega na wymianie
wszystkich zdolnych do wymiany jonow
(zarowno dodatnich, jak i uyjemnych) sorbentu

(jonitu), na inne jony o tym samym tadunku
Zzawarte w roztworze.



* Jonity to ciata state, ktore sg nierozpuszczalne
W wodzie oraz najczesciej stosowanych
rozpuszczalnikach organicznych posiadajgcych
wtasciwos¢ wymiany jonow zwigzanych z
substancjg wymieniacza na jony w roztworze.
Sg to gtownie substancje wielkoczgsteczkowe
majgce charakter kawasow lub zasad, badz ich
soli. Wyodrebnia sie w nich matryce w postaci
ggbczastej sieci przestrzennej oraz grupy
funkcyjne kwasowe lub zasadowe, zawsze
zajete przez jony o tadunku przeciwnym. O
charakterze reakcji wymiany decyduje rodzaj
grup funkcyjnych.



Kationity sg to wymieniacze jonowe o
charakterze kwasow lub ich soli, ktore wymieniaja
z roztworem kationy. Mogg byc one postrzegane
jako wielowartosciowe aniony z dodatnio
natadowanymi przeciwjonami, albo jako
wielkoczgsteczkowe kwasy badz sole tych
kwasow. Grupy funkcyjne znanych kationow
mozna ustawi¢ w szereg zalezny od ich
kwasowosci:

-SO3H>-CH,SOsH>-PO3H>-AsO3H>-COOH>-OH>-
SH

W srodowisku polarnym kationity dysocjuja
wedtug schematu:

kationit - SOsH € [kationit - SO3]” + H*



Anionity to wymieniacze jonow o charakterze
zasad badz ich soli, ktore wymieniajg aniony z
roztworem. Przedstawiajg sobg
wielowartosciowe kationy z ujemnie
natadowanymi przeciwjonami lub
wielkoczgsteczkowe zasady, albo sole tych zasad.

Najczesciej spotykane grupy czynne anionitow
mozna uszeregowac hastepujgco:

=N-OH>=NH,0OH>-NH5;0H

Anionity o stabych grupach funkcyjnych np. -
NH3OH nadajg sie do wymiany silnych kwasoéw,
natomiast anionity z grupami aminowymi trzecio
(EN-OH) i czwartorzedowymi wigza nawet bardzo
stabe kwasy.



Schemat dysocjacji anionitu w
srodowisku polarnym




* Jony H" w kationitach i jony OH™ w anionitach s3
jonami ruchliwymi, ktore mogg by¢ wymienione na
inne jony, podczas gdy reszty zasadowe (makrojony)
pozostajg bez zmian.

 Wymiana jonéw pomiedzy jonami z fazy statej jonitu, a
jonami z roztworu elektrolitu jest rownowaznikowa.
llosSC jondw usuwanych z jonitu jest rownowazna ilosci
jonow wprowadzonych do wymieniacza jonowego.

* Pojemnos¢ wymienna, inaczej zdolnos¢ wymienna
jonitu jest to ilos¢ jonow, ktora moze by¢ wymieniona
przez jednostke masy lub objetosci jonitu. Oznacza sie
ja w walach na 1kg wymieniacza, bagdz w miliwatach na
1g wymieniacza.




* |m wiecej grup jonowymiennych jest
wprowadzonych do przestrzennego szkieletu
polimeru jonitu, tym wieksza jest pojemnosc

(zdolnos¢) wymienienia jonitu obliczona na

jednostke masy wymieniacza. Zmienia sie ona

razem z pH roztworu, ktorym sie on znajduje
np. wymieniacz anionowy jest tym silniejszy

im bardziej zasadowe jest jego ugrupowanie

polarne i im wolniej opada jego zdolhos¢

wymienna w srodowisku zasadowym.




Rownowaga w uktadzie
jonowymiennym

 Wymiana jonow moze przebiega¢ w dwoch
uktadach: statycznym i dynamicznym.

* W uktadzie statycznym nastepuje ustalenie
rownowagi pomiedzy jonami w fazie statej i
roztworze zgodnie z prawem dziatania mas. W
uktadzie dynamicznym natomiast jon opuszcza
srodowisko reakcji, co moze czesto
doprowadzi¢ do zupetnego usuniecia jonow,
ktorymi wymieniacz byt uprzednio obsadzony.



id wymiany jonu. Przepuszezanie roztworu NaCl przez zloze kationitu o grupa
ypu — 8O, H* pozwala wyodrebnié w zlozu jonitu 3 poziome warstwy:
adzona jonami Na*, nazywa sig¢ strefa powymienna 4, warstwa srodko

o OT)




Krzywe przebicia oraz pojemnosc¢
przebicia kolumny

* Po przejsciu pewnej okreslonej ilosci roztworu przez
filtr i wykryciu w przesgczu jonéw Na* osiggamy tzw.
punkt przebicia. Niekiedy wymagane jest prowadzenie
przesgczania poza punkt przebicia. Liczba jonow Na* w
wycieku zazwyczaj szybko wzrasta, a stezenie jonow H*
w odpowiednim stosunku maleje. Po pewnym czasie
ztoze jonitu zostaje wysycone jonami Na* i roztwor
NaCl przechodzi przez filtr bez zmiany. Proces taki moze
by¢ przedstawiony za pomocg tzw. krzywych przebicia
(izoplan wymiany) wyrazajgcych stosunek stezenia
wycieku C do stezenie wycieku Co jako funkcje czasu,
badz objetosci wycieku.



Przyktad krzywej przebicia

Krzywe przebicia pozwalajg tatwo poréwnac pojemnosé catkowitg ztoza z jego pojemnoscia przebicia.

Pole zakreskowane przedstawia catkowitg pojemnosc kolumny. W przypadku symetrycznych krzywych przebicia
réwna sie ona odcietej odpowiadajgcej punktowi C/Co=0,5.

Zazwyczaj krzywe otrzymane doswiadczalnie odchylajg sie od symetrycznego ksztattu, jednak w wiekszosci
przypadkédw mozna uzywac odcinka B jako przyblizonej miary pojemnosci catkowitej. Odcinek A natomiast
odpowiada pojemnosci przebicia filtru w danych warunkach pracy.



lzotermy wymiany

e Ksztatt krzywych wymiany przebicia zalezy w duzym stopniu
od izoterm wymiany uzyskanych w uktadzie statystycznym.
lzotermy wymiany mogg byc liniowe, wypukte lub wkleste,
w zaleznosci od powinowactwa jonow do jonitu. lzoterma
wypukta odnosi sie do przypadku, gdy jon wychwytywany
ma mniejsze powinowactwo do jonitu niz jon pierwotnie
obecny w kolumnie jonitowej. Przybiera ona postac
izotermy wklestej, jezeli jon wychwytywany jest
zatrzymywany przez jonit stabiej niz jon obecny w
wymieniaczu. lzoterme liniowg otrzymuje sie przy
wymianie jonoOw o tym samym powinowactwie, bgdz gdy
jakis drugi jon jest obecny w duzym nadmiarze w roztworze
zewnetrznym.



Cykl jonitacyjny

e sorpcja — przepuszczenie przez kolumne
roztworu, ktory moze zawierac jeden lub kilka
jonow wymiennych.

* elucja (regeneracja jonitu) — usuniecie jonow
zatrzymywanych na jonicie za pomocgy elektrolitu
zawierajgcego jon o wiekszym powinowactwie do
ztoza jonitu, od jonow wprowadzonych w
procesie sorpcji.

* Po przemyciu kolumny wodg jonit moze zostac
wykorzystany do kolejnego cyklu.



Czynniki wptywajgce na proces
wymiany

Wymiana jonow zachodzi pomiedzy fazg stat3
jonitu, a faza ciekta (elektrolitem), zatem cechy
obu odgrywajg duza role w przebiegu tego
procesu.

Czynniki wptywajgce na przekaz jondéw:
 Budowa wymieniacza

* llosCirodzaj grup funkcyjnych jonitu
* energia wymienna jonow

* temperatura



Budowa wymieniacza

* Bierzemy tu pod uwage strukture przestrzenna
jonitu, wielkosc jego czgsteczek i rodzaj wigzan
poprzecznych w jego strukturze. Od nich
zalezy czy proces bedzie przebiegac na
powierzchni lub wewnagtrz czasteczek, stopien
przenikliwosci, wielkos¢ powierzchni i szybkosc
wymiany na niej, a takze poziom zawartosci
wody w zywicy.



Liczba i rodzaj grup funkcyjnych

Grupy funkcyjne powinny wystepowac w takiej ilosci, aby
substancja jonowymienna nie miata charakteru hydrofilnego, przy
jednoczesnym zachowaniu wysokiej zdolnosci wymiennej. Zbyt
duza liczba grup czynnych powoduje pecznienie jonitu, a nawet jego
peptyzacje. Zbyt mata natomiast prowadzi do matej zdolnosci
wymiennej jonitu.

Jonity z silnie polarnymi grupami funkcyjnymi sg w roztworach
zdysocjowane prawie w 100% i wykazujg zdolnos¢ do wymiany
jonow w szerokim zakresie pH.

Kationity zawierajgce grupy stabiej zdysocjowane mogg uczestniczyc
W wymianie jonow jedynie przy wyzszych wartosciach pH, podczas
gdy anionity zachowujg sie jako stabe zasady i uczestniczg w
wymianie jonow w petni tylko przy niskich wartosciach pH.



Energia wymienna jonow

* Wyraza sie ona w sile ich przyciggania przez przeciwnie
natadowane grupy funkcyjne jonitu oraz w trudnosci ich
usuwania z wymieniacza w procesie regeneracji. Zalezy ona
rowniez od wielkosci tadunku elektrycznego jondw, ich
promienia i stopnia uwodnienia. Energia jonow jest wprost
proporcjonalna do tadunku elektrycznego jonu, a
odwrotnie proporcjonalna do hydrodynamicznego
promienia tego jonu (promienia jonu wraz z otoczka
wodng) oraz jego objetosci hydrodynamicznej. Na przyktad
energia wymienna jonu H* jest ok. 17-krotnie wieksza od
energii wymiennej jonu Ca2*, ktory dzieki swej matej
objetosci atomowej fatwiej dyfunduje przez kapilary jonitu
niz jony o wiekszej objetosci atomowe;j.



Temperatura

e Jej wptyw w procesach wymiany jonow jest trudny do
stwierdzenia ze wzgledu na ztozony charakter
wystepujacych tu zjawisk. Sorpcja jako proces
egzotermiczny powinna malec ze wzrostem
temperatury, jednak nastepuje zwiekszenie aktywnosci
czastek oraz jonow, co daje skutek odwrotny. Procesy
wymiany jonow i zdolnosci wymiennej jonitow
wzmagajg sie w wyniku wzrostu temperatury.
Najczesciej stosowana jest jednak temperatura
pokojowa, gdyz nie wszystkie jonity i substancje
poddawane chromatografii nadajg sie do pracy w
wyzszej temperaturze.



Klasyfikacja jonitow

Jonity nieorganiczne:

* Naturalne — czesSciowo juz wychodzg z uzycia; w nalezg
do nich glinokrzemiany wapniowe i sodowe oraz ich
zwigzki z kwasem krzemowym oraz wodg
konstytucyjng i krystalizacyjng np. natrolit. Do tej grupy
nalezg rowniez glaukonity i bentonity.

e Pofstyntetyczne — np. sulfonowane glinokrzemiany, nie
odgrywajg wiekszej roli w biochemii

e Syntetyczne — odznaczajg sie duzg zdolnoscia
pecznienia w wodzie, powodujgc znaczny wzrost

udziatu grup jonowymiennych w procesie wymiany;
nalezg do niej np. permutyt lub silikazel.



Jonity organiczne:

Naturalne — przede wszystkim nalezy do nich wegiel
brunatny i torf, dzieki obecnosci substancji humusowych,
ktorych grupy karboksylowe i wodorotlenowe biorg udziat
W wymianie jonow.

Potsyntetyczne — sg to substancje naturalnego pochodzenia,
w ktorych wprowadzono dodatkowe grupy funkcyjne i
usunieto substancje przeszkadzajgce w wymianie jonowe;j.
Zaliczamy do nich gtdwnie pochodne celulozy.

Syntetyczne — sg najbardziej wartosciowymi wymieniaczami
jonowymi ze wzgledu na nierozpuszczalnos¢ w wodzie i
wiekszosci rozpuszczalnikow organicznych, wysokg trwatosc
chemiczng i mechaniczng, zwiekszong powierzchnig sorpcji
(obecnosc porow, kapilar), wysoka i selektywng zdolnosc
wymienng. Do tej grupy zaliczamy gtéwnie pochodne
polistyrenu.



Opis chromatografii jonowymiennej
aminokwasow

Zywice przechowuje sie w 0,2M roztworze NaOH w temp.
4°C, a nastepnie przemywa sie jg 4M roztworem HCl w celu
usuniecia zanieczyszczen, nastepnie wodg, 2M NaOH, oraz
buforem cytrynianowym o pH = 3,1. Tak przygotowang
zawiesine zywicy w buforze wprowadza sie do rurek o
srednicy 9mm. W zaleznosci od wielkosci stosowane sg
kolumny do rozdziatu aminokwasow kwasowych,
obojetnych i zasadowych. Ztoze jonitu znajduje sie w rurce
szklanej zaopatrzonej w zewnetrzny ptaszcz, przez ktory
przeptywa woda z ultratermostatu zapewniajgcego jej stata
cyrkulacje wokot ztoza. Na tak przygotowang zywice
wprowadza sie 1-2mg zhydrolizowanego biatka 0,2M
roztworze buforowym.



e (Czasteczki aminokwasow stajg sie kationami
zobojetnionymi przez aniony buforu, a nastepnie penetruja
w gtab gabczastego rusztowania zywicy, podstawiajg
ruchome kationy sodowe i zostajg z rézng sitg
zaadsorbowane na powierzchni wymieniacza. Przemywanie
kolumny roztworami buforowymi o rosngcych w sposob
ciggty wartosciach pH i o podwyzszonej temperaturze
powoduje odrywanie sie poszczegdlnych aminokwasow w
postaci jonow obojnaczych i pojawianie sie ich w
oddzielnych frakcjach u wylotu kolumny. Sptywajg one w
okreslonej kolejnosci, doskonale oddzielone jeden od
drugiego. Ich stezenie oznacza sie fotometrycznie w reakgji
z odczynnikiem ninhydrynowym. Powstajg w ten sposob
krzywe wzorcowe, na ktorych oznaczone zostaje stezenie i
rodzaj aminokwaséw w probce.

* Tego typu analiza biochemiczna pozwala na okreslenie
I-rzedowej struktury biatek.
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