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1. Wprowadzenie

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) zaliczane sa do trwatych
zanieczyszczen organicznych, ktére charakteryzujg si¢ tendencja do bioakumulacji i dlugim
okresem pottrwania w Srodowisku. WWA sktadaja si¢ z dwoch lub wiecej pierscieni
aromatycznych 1 charakteryzuja si¢ réznym wzajemnym potozeniem tych pierScieni.
W niektorych molekutach WWA wystepuje tzw. ,.bay region” (Rys. 1). Jest to obszar
o zwigkszonej gestosci elektronowej umozliwiajacy tworzenie si¢ np. adduktéow z DNA.
Tworzenie adduktow sprawia, iz zwigzki te moga oddziatywac na replikacje komorek organizmu

poddanego dziataniu WWA. W konsekwencji powoduje to dlugofalowe dzialanie kancerogenne.
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Rys. 1 Struktury przyktadowych wielopierscieniowych weglowodordw aromatycznych najczesciej oznaczanych w srodowisku
wodnym. Strzatkg zostat wskazany tzw. ,,bay region”.

Sposrod WWA emitowanych do réznych komponentéw srodowiska okoto 89,9% ulega
akumulacji w glebie, 9,3% gromadzi si¢ w osadach dennych, 0,5% wystepuje w powietrzu, a 0,3%
w wodach powierzchniowych. Skazenie wod powierzchniowych przez WWA moze pochodzi¢ ze
sciekow przemyslowych (koksowniczych, hutniczych, gazowniczych 1 rafineryjnych),
z wymywania z gleby i nawierzchni drog ($cieranie gumy opon i asfaltu) przez deszcz, a takze
z atmosfery (proces niepelnego spalania) przez sedymentacje i opad wraz z deszczem i $niegiem.
Niepokojace zjawisko stanowi fakt, iz rozpuszczalnos¢ WWA w wodzie znacznie zwickszaja
detergenty. WWA w wodach powierzchniowych sa niebezpieczne nie tylko dla cztowieka.

Stanowia zagrozenie dla catego ekosystemu, oddzialuja posrednio na rézne jego pigtra, mi¢dzy
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innymi na drodze transformacji metabolicznej. Akumulacija WWA w glonach i1 nizszych
zwierzetach morskich ma wplyw na wyzsze poziomy troficzne, przyktadowo bardzo wysokie
stgzenia pirenu i benzo[k]fluorantenu obserwuje si¢ w migsie i skorze ryb (od 42 do 405 mg/kg).
Mimo iz, WWA wystepuja w wodach w niewielkim stezeniu, ze wzglgdu na toksyczne a nawet
rakotworcze dzialanie niektorych z tych zwiazkow, wymagane jest ich oznaczanie, zwlaszcza

w wodzie pitnej.

Wystepowanie WWA w sladowych ilo$ciach (st¢zenia na poziomie ng/l lub pg/l) w wodzie
wymaga stosowania selektywnych i niezawodnych metod izolacji i wzbogacania oraz technik
wykrywania i oznaczania charakteryzujacych si¢ duzg czuloscig. Przygotowanie probek do
analizy jest procesem ztozonym. Wszelkie btedy pojawiajace si¢ na tym etapie rzutujg na wynik
koncowego oznaczenia. Dodatkowym utrudnieniem jest fakt, ze pobieranie i przygotowanie

probki zajmuje blisko 2/3 czasu trwania calej procedury (Rys. 2).
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Rys. 2 Czasochtonno$¢ poszezegdlnych etapow procedury analitycznej

Jedng z klasycznych metod izolowania i wzbogacania zanieczyszczen sladowych z wody
jest ekstrakcja do fazy statej (SPE, ang. Solid-Phase Extraction). SPE polega na przeniesieniu
analitow znajdujacych si¢ w probce ciektej do fazy statej (sorbentu) upakowanej w kolumience
(Rys. 3). Rozdzielenie zwigzkéw zachodzi w oparciu o wspotczynnik podziatu analitéw miedzy
wodg 1 staly sorbent. Uwolnienie analitow z sorbentu zachodzi przy pomocy rozpuszczalnika

(oznaczenie koncowe HPLC) lub na drodze termicznej (oznaczenie koncowe GC).
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Rys. 3 Przyktadowe komercyjnie dostgpne kolumienki ze stalym sorbentem wykorzystywane w ekstrakcji do fazy statej
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Rys. 4 Etapy ekstrakcji do fazy statej
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SPE sktada si¢ z kilku etapow (Rys. 4):

| (a) - etap przemywania kolumienki wraz z wypelieniem rozpuszczalnikami majacymi site
eluotropowa wigksza niz stosowane eluenty w etapie IV. Usuwa si¢ w ten sposdb substancje
poprodukcyjne (alkeny Ci6-Cos, alkiloftalany, alkany, silanole, siloksany), ktére moga si¢

wyekstrahowaé z komercyjnie dostepnych kolumienek.

| (b) — etap kondycjonowania (solwatacji) wypetnienia kolumienki. Wykonuje si¢ glownie
w przypadku zastosowania kolumienek wypetlionych zlozem na bazie krzemionki. Przyktadowo,
zel krzemionkowy modyfikowany fazg oktadecylowa (Cig) ma wihasnosci lipofilne, dlatego ztoze
najpierw przemywa si¢ metanolem lub 2-propanolem a nastgpnie mieszaning wody i metanolu lub
2-propanolu. W trakcie kondycjonowania tancuchy weglowodorowe ulegaja wyprostowaniu
oddalajac si¢ od powierzchni sorbentu, tworzac tzw. “szczotke” o znacznie powickszonej
powierzchni aktywnej. Wazne jest uzycie do kondycjonowania rozpuszczalnika o wlasciwosciach
najbardziej zblizonych do wiasciwosci matrycy badanej probki (wody dejonizowanej dla probek
wodnych) oraz utrzymywanie sorbentu w pelni pokrytego rozpuszczalnikiem do momentu

naniesienia probki.

Il - etap naniesienia probki wody na kolumienke. Jesli probka zawiera zawiesiny, przed
naniesieniem nalezy j3 odwirowacé lub przesaczy¢ — aby unikna¢ zatkania filtru wlotowego

kolumienki.

I11 - kolejny etap obejmuje usunigcie z przestrzeni migdzy czastkami sorbentu oraz z wnetrza jego
porow  substancji niezwigzanych (substancji  przeszkadzajacych) przez przemycie
rozpuszczalnikiem, w ktorym znajdowat si¢ analit. Mozna zastosowac¢ inne rozpuszczalniki, o sile
eluotropowej wiekszej, jesli nie spowodujg wymyecia analitu. W ten sposob usuwa si¢ ewentualne
interferenty pochodzace z matrycy, co zwigksza czysto§¢ frakcji analizowanej. Resztki
rozpuszczalnika przemywajacego usuwa si¢ przez suszenie strumieniem powietrza (zasysanym

przez pompke wodng). Czas suszenia zalezy od lotno$ci rozpuszczalnika 1 masy sorbentu.

IV — wymywanie (elucja) analitow zatrzymanych na zlozeniu kolumienki. Elucja wymaga
rozpoznania pochodzenia probki, potencjalnych substancji przeszkadzajacych (interferentow)

1 wlasciwosci fizyko-chemicznych oznaczanych substancji. Dobor rozpuszczalnika do elucji
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zalezy od miejsca rozpuszczalnika w szeregu eluotropowym w stosunku do analitu, rodzaju fazy
stalej oraz potrzeb zwigzanych z kolejnymi etapami procedury oznaczania (np. lotno$¢, mozliwos¢
zastosowania detektora spektrofotometrycznego UV/Vis). W przypadku ekstrakcji WWA z wody
z zastosowaniem niepolarnych faz oktadecylowych (Cig) najczgséciej stosuje si¢ elucje takimi
rozpuszczalnikami, jak: dichlorometan, pentan, heksan, aceton, octan etylu, acetonitryl lub ich
mieszaninami. Mozna tez zastosowac elucje sekwencyjng, tzn. wymywanie analitéw kolejno

réznymi rozpuszczalnikami, réznigcymi si¢ sitg elucyjng.

2. Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie frakcji wielopier$cieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA) z probki wody metoda ekstrakcji do fazy stalej (SPE) a nastepnie
oznaczenie ich zawarto$ci w wodzie metoda wzorca wewngtrznego i technika chromatografii

gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC/FID).
3. Wykonanie ¢wiczenia
3.1. Przygotowanie probki do ekstrakcji

250 cm?® badanej wody umiesci¢ w kolbie stozkowej o pojemnosci 500 cm?®, doda¢ 2,5 cm®
roztworu wzorca wewnetrznego 2-metyloantracenu o stezeniu 128 pg/cm?® i zawarto$é kolby

wymieszac.
3.2. Przemywanie i kondycjonowanie kolumienki SPE Cis

Kolumienke Cis (zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi) podtaczy¢
do odbieralnika (Rys. 5), przemy¢ 3 cm® heksanu, kolejno 3 cm® metanolu nastepnie 2 razy po
3 cm® mieszaniny woda:metanol (9:1, v:v). Kolumienke nalezy kondycjonowaé¢ powoli, nie

dopuszczajac do wysuszenia ztoza.
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3.3. Wprowadzenie probki na kolumienke i ekstrakcja

Na przygotowang kolumienke wprowadzi¢ 3 cm?® probki, podlaczyé zbiornik i powoli,

unikajac zapowietrzania wla¢ do zbiornika reszte probki wody.
3.4. Przemycie kolumienki i suszenie

Przepusci¢ powoli przez kolumienke 3 cm® mieszaniny MeOH:H2O (1:1, v:v) a nastepnie

suszy¢ pod préznig 10 min.

3.5. Wymywanie frakcji WWA
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Odtaczy¢ kolumienke od zestawu, umiesci¢ jej wylot w naczynku, do ktorego bedzie zbierany

eluat (fiolka o objetosci 1,5 cm®). Wprowadzi¢ na kolumienke 2 razy po 500 ul dichlorometanu.
3.6. Regeneracja zloza

Po zebraniu eluatu kolumienk¢ ponownie umiesci¢ w zestawie (Rys. 5) i przemy¢ 4 razy
po 500 ul dichlorometanu a nastepnie 2 razy po 3 cm® metanolu, stosujac niewielkie podci$nienie

1 wysuszy¢.

3.7. Analiza wlasciwa WWA technikq chromatografii gazowej

3.7.1. Analiza chromatograficzna roztworow wzorcowych WWA o stezeniu 100 pg/ml:
a) naftalenu,

b) fenantrenu,

c) fluorantenu.

3.7.2. Analiza chromatograficzna roztworu wzorca wewnetrznego (2-metyloantracenu) o st¢zeniu

128 pg/ml
3.7.3. Analiza chromatograficzna wydzielonej frakcji WWA
Warunki pracy chromatografu gazowego:

e chromatograf gazowy z detektorem FID

e kolumna kapilarna RTX-5; 30 m; 0,25 mm $rednica wewnetrzna; 0,25 um grubos¢ filmu
fazy ciektej;

e poczatkowa temp. kolumny 70°C, narost 10°C/min do 300°C;

e temperatura dozownika 320°C;

e temperatura detektora 320°C, czuto$¢ (range) 1x107;

e gaz nos$ny Ar, staty przeptyw 1 ml/min, spliter 1:50
4. Wykonanie sprawozdania

Nalezy obliczy¢ wspotczynniki odpowiedzi dla naftalenu, fenantrenu oraz fluorantenu.
Nastepnie na podstawie wyznaczonych warto$ci wspotczynnikow odpowiedzi oraz wynikow

otrzymanych z analizy GC ekstraktu probki wody obliczy¢ zawarto$ci poszczegdlnych WWA
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w badanej probce wody (w pg/dm®) i poréwnaé je ze standardami jakosci wody pitnej.

Sprawozdanie powinno sktadac¢ si¢ z nastepujacych czesci:

e cel ¢wiczenia,

e schemat doswiadczenia,
e otrzymane wyniki,

e obliczenia,

e wnioski.
5. Zakres wymaganych wiadomosci

e Ogolne informacje 0 WWA,
o ckstrakcja do fazy stalej,
e chromatografia gazowa, zasada dziatania, budowa aparatu, podstawowe pojecia i definicje,

e zasada dziatania detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID),

metoda wzorca wewnetrznego.
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