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1. Wprowadzenie

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) zaliczane sg do grupy
zanieczyszczen organicznych, a ich obecno$¢ zaobserwowa¢ mozna niemal w kazdym elemencie
srodowiska. Stanowig one obszerny zbior substancji chemicznych obejmujacy ponad 200
zwigzkow zbudowanych z co najmniej 2 pier§cieni aromatycznych nie zawierajacych zadnych
podstawnikéw. W naturalnych warunkach wystepuja zawsze w postaci mieszaniny o sktadzie

zaleznym od specyfiki i wlasciwosci badanego materiatu.

WWA powstaja w wyniku pirolizy lub procesu niepelnego spalania materii organicznej,
w tym wiekszosci weglowodoréw z wyjatkiem pochodnych metanu. Dlatego tez najwieksze ilosci
tych zwiazkéw uwalniane sg jako produkt uboczny podczas pozyskiwania energii przy uzyciu
paliw kopalnych, mechanicznej eksploatacji tworzyw sztucznych lub na skutek migracji wraz
z ciektymi formami odpadéw czy pytem. Do najistotniejszych obiektow charakteryzujacych sie
wysokim stopniem zagrozenia emisji WWA zaliczy¢ mozna: koksownie, rafinerie, huty oraz
cieptownie 1 elektrocieptownie zasilane paliwami kopalnymi. Nalezy rowniez wspomniec,
iz ogromne ilos$ci tych substancji generowane sa w obrgbie sektora transportu, gtdéwnie w postaci

spalin, wyciekow oraz na skutek $cierania opon.

Duze zainteresowanie problematyka zwigzang z wystgpowaniem 1 migracja WWA
w obrebie srodowiska naturalnego spowodowane jest przede wszystkim potwierdzonymi w wielu
badaniach mutagennymi, kancerogennymi oraz teratogennymi wlasciwosciami niektorych
przedstawicieli tych substancji. Zwiazki takie jak benzo(a)piren posiadajg zdolnos¢ do penetracji
bton komoérkowych zywych organizméw gdzie pod wplywem licznych enzymoéw ulegaja
metabolizmowi, tworzac zwiazki epoksydowe zdolne do wytwarzania kowalencyjnych wigzan
z fragmentami DNA. Zjawisko to jest przyczyna powstawania spontanicznych mutacji
genetycznych prowadzgcych niejednokrotnie do kancerogenezy. W Tabeli 1 przedstawiony zostat
wykaz zwigzkow charakteryzujacych si¢ najwyzsza aktywnoscig kancerogenng wraz
ze wzglednymi wspodtczynnikami kancerogennosci (k). Wspotczynnik k obliczony zostat
w odniesieniu do benzo(a)piranu (Rys. 1), poniewaz zwigzek ten uwazany jest powszechnie za

jeden z najwazniejszych 1 najczgsciej spotykanych kancerogendw.
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Tabela 1 Warto$ci wzglednych wspotezynnikdéw kancerogennoscei (k)

e
1 Dibenzo(a,h)antracen 5

2 Benzo(a)piren 1

3 Benzo(a)antracen 0,1

4 Benzo(b)fluoranten 0,1

5 Benzo(k)fluoranten 0,1

6 Indeno(1,2,3-c,d)piren 0,1

7 Antracen 0,01

8 Chryzen 0,01

Rys. 1 Struktura benzo(a)pirenu

Z uwagi na najwyzszy poziom depozycji powigzany z wysokim stopniem zar6wno
bezposredniego jak i posredniego zagrozenia dla Srodowiska i zdrowia cztowieka, wystgpowanie
WWA w $rodowisku gruntowym uwazane jest za jeden z najwazniejszych probleméw
dotyczacych tej grupy zanieczyszczen. Duza koncentracia WWA w glebie zwigzana jest
z fizykochemicznymi wlasciwo$ciami tych substancji. Brak podstawnikow oraz pierscieniowa
budowa sprawiaja, iz zanieczyszczenia te charakteryzuja si¢ staba rozpuszczalno$cia w wodzie
oraz wykazuja silne powinowactwo do sorpcji na powierzchni czastek stalych. Niestety zjawisko
to jest przyczyng wielu problemow, ktore ze wzgledu na czas dziatania podzieli¢ mozna na
natychmiastowe (dziatanie ostre) oraz przewlekte. Do natychmiastowych zalicza si¢ bezposrednie

toksyczne oddzialywanie w stosunku do endogennych organizméw znajdujacych si¢
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w najblizszym otoczeniu, a takze niekorzystne zmiany parametréw fizykochemicznych gleby
prowadzace do zaburzen biodostepnosci substancji odzywczych i utrudnien w dostepnosci tlenu.
Problemami dhlugoterminowymi (przewlektymi) sa z kolei wszelkie aspekty dotyczace
generowania zmian genetycznych w skazonych ekosystemach oraz powstawanie silnie skazonych
ognisk emisyjnych, ktore sg przyczyng wielofazowej migracji, odbywajacej si¢ w ukladach

gleba - wody gruntowe/powierzchniowe — atmosfera.

Oznaczanie WWA w probkach s$rodowiskowych stanowi nie lada wyzwanie dla
wspotczesnej analityki. Ze wzgledu na skomplikowany sktad tego typu probek petna procedura
badawcza obejmuje kilka etapow, do ktorych naleza:

* pobieranie 1 wstepne przygotowanie probki;

* ekstrakcja analitow z matrycy;

* oczyszczanie probki z substancji przeszkadzajacych;

* analiza chromatograficzna.

Chromatograficzna metoda identyfikacji WWA w probkach gleb wymaga
przeprowadzenia analitow z matrycy statej do matrycy ciektej (etap izolacji), oczyszczenia probki
z substancji przeszkadzajacych oraz zwigkszenia st¢zenia analitow do poziomu wyzszego niz
granica oznaczalnos$ci stosowanych urzadzen (etap wzbogacania). Najczesciej stosowane metody
przygotowania probek gleb do analizy WWA technika HPLC to metoda QuEChERS (quick, easy,
cheap, effective, rugged, and safe), ekstrakcja rozpuszczalnikiem w aparacie Soxhleta oraz

ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana wytrzgsaniem.
2. Cel ¢wiczenia

Celem (¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z budowa 1 dziataniem wysokosprawnego
chromatografu cieczowego HPLC oraz dokonanie analizy iloSciowej antracenu metoda dodatku

wzorca.
3. Wykonanie ¢wiczenia

3.1. Dobieranie warunkow analizy HPLC
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W  ¢wiczeniu zostanie uzyty wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC)
wyposazony w detektor spektrofotometryczny UV-Vis i dozownik typu zawor z petla. Analizg
antracenu za pomocg HPLC prowadzi si¢ w uktadzie faz odwroconych (RP), tzn. w ukladzie,
w ktorym faza stacjonarna jest mniej polarna niz faza ruchoma. Do analizy zostanie wykorzystana
kolumna analityczna o wymiarach 150 x 4,6 mm z zZelem krzemionkowym modyfikowanym
grupami oktadecylowymi (C1sg) jako wypelnieniem ($rednica ziaren 5 um). Faza ruchomg bedzie

mieszanina acetonitryl/woda w stosunku 90:10 (analiza w warunkach izokratycznych).

Zadaniem studenta jest wybra¢ optymalng predkos¢ przeptywu fazy ruchomej oraz

optymalng dtugos$¢ fali do detekcji antracenu.

W tym celu nalezy wykona¢ analizy HPLC roztworu wzorcowego antracenu o stgzeniu
20 pg/ml z zastosowaniem nastgpujacych dlugosci fali do detekcji analitu: 235 nm, 254 nm oraz
273 nm. Po kazdej analizie koniecznie nalezy przemy¢ trzykrotnie strzykawke a takze petle
dozownika metanolem. Na podstawie intensywno$ci piku antracenu na otrzymanych

chromatogramach wybra¢ najodpowiedniejsza dtugos¢ fali.

Kolejno wykona¢ analizy HPLC roztworu wzorcowego antracenu o st¢zeniu 20 pg/ml
stosujac nastepujacy przeplyw fazy ruchomej: 0,6 ml/min; 0,8 ml/min oraz 1 ml/min. Po kazdej
analizie koniecznie nalezy przemy¢ trzykrotnie strzykawke a takze petle dozownika metanolem.
Rozwazajac wptyw czasu retencji analitu na catkowity czas analizy oraz uzyskany ksztalt piku

analitu wybra¢ odpowiednig predkos¢ przeplywu fazy ruchome;.
3.2. Wykonanie ekstrakcji probki gleby i oznaczanie antracenu metodg dodatku wzorca

Nawazy¢ 1,5 g probki gleby, przenies¢ do kolby gruszkowej o pojemnosci 50 ml, doda¢
20 ml metanolu 1 wykona¢ ekstrakcje poprzez wytrzasanie (6 minut). Zamiast r¢cznego
wytrzasania mozna uzy¢ wytrzasarki Vortex. Nastepnie ekstrakt przesaczy¢ do kolbki i odparowac
do sucha przy uzyciu rotatora prozniowego. Nastepnie sucha pozostatos¢ rozpusci¢ w 2 ml MeOH.
Zatgzony ekstrakt rozdzieli¢ na dwie rowne czesci przenoszac za pomocg pipety do 2 naczynek

zakrecanych o pojemnosci 1,5 ml (dwie identyczne probki A 1 B).

Dokona¢ analizy chromatograficznej probki A otrzymanej w wyniku ekstrakcji gleby
(3 powtdrzenia tej samej probki). Po kazdej analizie koniecznie nalezy przemy¢ trzykrotnie

strzykawke a takze petle dozownika metanolem.
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Do probki B nalezy doda¢ 15 ul roztworu wzorcowego antracenu o st¢zeniu 2 mg/25 ml,
wymiesza¢ 1 dokona¢ analizy chromatograficznej (3 powtdrzenia tej samej probki). Po kazde;j

analizie koniecznie nalezy przemy¢ trzykrotnie strzykawke a takze petle dozownika metanolem.
4. Wykonanie sprawozdania

Uzasadni¢ wybor optymalnej predkosci przeplywu fazy ruchomej oraz optymalnej
dhugosci fali do detekcji antracenu przez detektor UV-Vis. Nastepnie nalezy wyznaczy¢ $Srednie
(wraz z odchyleniem standardowym) powierzchnie piku na chromatogramach pochodzacych
z analiz probki ekstraktu gleby bez dodatku wzorca 1 z dodatkiem wzorca. Nast¢pnie obliczy¢
zawarto$¢ antracenu w glebie i scharakteryzowa¢ poziom skazenia bazujac na dostepnej

literaturze. Sprawozdanie powinno sktada¢ 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,

e metody przygotowania probek gleby do analizy instrumentalne;j,

e wysokosprawna chromatografia cieczowa, zasada dzialania, budowa aparatu, podstawowe
pojecia 1 definicje,

e zasada dziatania detektora spektrofotometrycznego UV-Vis,

e metoda dodatku wzorca.
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