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Cwiczenie 2

Zastosowanie ekstrakcji do fazy stalej (Solid Phase Extraction, SPE) do
wydzielenia frakcji wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych
(WWA) z wody i oznaczanie ich technikg chromatografii gazowej (GC/FID)

1. Wprowadzenie

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, powstajace z materialu organicznego
przez pirolize lub niepelne spalanie, emitowane sg do srodowiska naturalnego z r6znych zrdodet.
Wystepuja one w Srodowisku naturalnym w niewielkim stezeniu, jednak ze wzgledu na
toksyczne a nawet rakotworcze dziatanie niektorych, wymagane jest oznaczanie ich, zwlaszcza
w wodzie pitnej.

Wystepowanie WWA w §ladowych iloSciach (stezenia na poziomie ppb lub ppm)
wymaga stosowania sSelektywnych metod izolacji i1 zatgzania oraz technik oznaczania
charakteryzujacych si¢ duza czutoscig. Takie wymagania spetnia metoda zat¢zania za pomoca
ekstrakcji do fazy statej oraz analiza metodami chromatografii cieczowej lub kapilarnej
chromatografii gazowe;j.

Rozw¢j techniki przygotowania probek poprzez ekstrakcje do fazy stalej nastapit po
pojawieniu si¢ tatwo dostepnych 1 trwalych sorbentéw o réznorodnych wlasciwosciach
chemicznych. Szczegolne znaczenie ma zastosowanie krzemionki jako no$nika réznych grup
funkcyjnych. Zmodyfikowanie powierzchni zelu krzemionkowego poprzez zastgpienie wolnych
grup SiOH grupa cyjanowa (CN), aminowa (NH2) czy diolowg (COHCOH) powoduje
zmniejszenie sity oddzialywan silnie polarnych zwigzkéw z krzemionka i1 umozliwia ich

ekstrakcje. Ten typ sorbentéw nosi nazwe faz normalnych (NP). Zastgpienie grup silanolowch
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grupami oktylowymi (C-8), oktadecylowymi (C-18) czy alkilofenylowymi (R-CesHs) sprawia, ze
krzemionka staje si¢ sorbentem niepolarnym i nosi nazwe¢ faz odwroconych (RP). W tym
przypadku powstaja silne, ale odwracalne oddziatywania niepolarnych lub stabo polarnych
substancji ze zmodyfikowang powierzchnig krzemionki, co umozliwia ich ekstrakcje z
polarnego rozpuszczalnika.

Metoda ekstrakcji do fazy statej znalazta szerokie zastosowanie, zwlaszcza do izolowania
substancji organicznych z roztworéw wodnych. Do ekstrakcji WWA z wody stosowane sg z
powodzeniem niepolarne fazy oktadecylowe (C-18), same lub w polgczeniu z polarnymi, np.
aminopropylowa.

Zatgzanie analitu z wody metoda ekstrakcji do fazy stalej z zastosowaniem odwrdconych
faz C-18 obejmuje kilka etapow.

Pierwszy etap to przemycie kolumienki wraz z wypetnieniem rozpuszczalnikami
majagcymi warto$¢ eluotropowa wigkszg niz stosowane eluenty. Usuwa si¢ w ten sposob
substancje (alkeny Ci6-C2s, alkiloftalany, alkany, silanole, siloksany), ktore moga si¢
wyekstrahowaé¢ z gotowych kolumienek, a ktorych ilo$¢ zalezy od producenta. Zwigzki
silanolowe sg wynikiem hydrolizy wigzania migdzy grupami silanolowymi a podstawnikami
modyfikujacymi krzemionke, dlatego nalezy bezwzglednie unika¢ stosowania eluentéw
mogacych ja powodowaé. Objetos¢ rozpuszczalnikéw shuzacych do przemywania kolumienek
nalezy ustali¢ do§wiadczalnie, najczgsciej zaleca si¢ wstepne przemywanie rozpuszczalnikami
stosowanymi do elucji w objetosci 5-10 razy wigkszej od masy wypetienia.

Nastepnym etapem jest kondycjonowanie (solwatacja) wypelienia kolumienki (ztoza
sorbentu) polegajace na przygotowaniu powierzchni sorbentu do efektywnej izolacji i1
wzbogacania analitow z wody. Zel krzemionkowy modyfikowany faza oktadecylowa ma
wlasnosci lipofilne (fazy RP nie s3 zwilzane wodg), dlatego zloze najpierw przemywa si¢
metanolem lub 2-propanolem a nastepnie mieszaning wody i 2-propanolu. Do kondycjonowania
stosuje si¢ zwykle 5 — 10 objetosci pustych uzywanej kolumienki (1 objetos¢ pusta = 1,0 — 1,2
ul/mg sorbentu). W trakcie kondycjonowania fancuchy weglowodorowe ulegaja wyprostowaniu
oddalajac si¢ od powierzchni sorbentu, tworzac tzw. “szczotke” o znacznie powigkszonej
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.

Kolejnym etapem jest naniesienie na kolumienke probki wody. Jesli probka zawiera zawiesiny,
przed naniesieniem nalezy ja odwirowaé lub przesaczy¢ — aby unikng¢ zatkania filtru

wlotowego kolumienki. Badang wodg nanosi si¢ z dodatkiem 1-5% metanolu lub 5 — 15%
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2-propanolu. Dodatek alkoholu do wody badanej powoduje, ze powierzchnia sorbentu jest
aktywna (tancuchy weglowodorowe wyprostowane) podczas wszystkich etapow zageszczania
(dynamiczna solwatacja), co umozliwia przepuszczenie przez kolumne wigkszej objetosci
probki bez przebicia (przekroczenia pojemnosci sorpcyjnej) ztoza oraz zmniejsza adsorpcje
analitow na $ciankach kolumienki. Roztwory wodne zawierajace analit przepuszcza si¢ przez
kolumienke z szybkoscia 1 — 25 cm®/min przy stosowaniu odpowiedniego podcisnienia
(pompka wodna) lub nadci$nienia (spr¢zony gaz obojetny).

Kolejny etap obejmuje usuni¢cie z przestrzeni miedzy czastkami sorbentu oraz z wngtrza
jego poroOw substancji niezwigzanych przez przemycie czystym rozpuszczalnikiem, w ktorym
znajdowat si¢ analit. Mozna zastosowac¢ inne rozpuszczalniki, o sile eluotropowej wigkszej, jesli
nie spowoduja wymycia analitu. W ten sposéb 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 i masy sorbentu i wynosi od 1 — 20 minut. W
przypadku rozpuszczalnikow wysokowrzacych (w tym wody) suszenie przy uzyciu
podci$nienia moze by¢ niewystarczajace i powinno go poprzedzi¢ wirowanie. Odwirowanie
rozpuszczalnika nalezy stosowa¢, gdy mamy do czynienia z analitami lotnymi lub tatwo
ulegajacymi utlenieniu. Przy nielotnych analitach mozna zastosowa¢ rowniez liofilizacjg.

Elucja analitbw wymaga rozpoznania pochodzenia probki, potencjalnych substancji
przeszkadzajacych (interferentow) i wiasciwosci fizyko-chemicznych oznaczanych substancji.
Dobor rozpuszczalnika do elucji zalezy od miejsca rozpuszczalnika w szeregu eluotropowym w
stosunku do analitu, rodzaju fazy stalej oraz potrzeb zwigzanych z kolejnymi etapami procedury
oznaczania (np. lotno$¢, mozliwos¢ zastosowania detektora spektrofotometrycznego UV/Vis). W
przypadku ekstrakcji WWA z wody z zastosowaniem niepolarnych faz oktadecylowych (C-18)
najczescie) stosuje si¢ elucje takimi rozpuszezalnikami, jak: dichlorometan, pentan, heksan, aceton,
octan etylu, acetonitryl lub ich mieszaninami (zawsze pierwsza porcj¢ rozpuszczalnika wprowadza
si¢ bez uzycia podci$nienia, pozwalajac jej “wsigkna¢” w ztoze). Mozna tez wymywac substancje
kolejno réznymi rozpuszczalnikami, réznigcymi si¢ silg elucyjng - ekstrakcja sekwencyjna.
Efektywnos$¢ zageszczania metoda SPE wyraza si¢ wspolczynnikiem wzbogacenia analitu k,
opisanego wzorem

k = Vw/VE
gdzie: Vw - objeto$¢ wody przepuszczona przez sorbent,
VE - objetos¢ eluentu uzyta do wymycia analitow.
Wzrost warto$ci  wspotczynnika mozna osiaggngé przez zwigkszenie objetosci wody

przepuszczanej przez sorbent lub przez zmniejszenie obj¢tosci eluentu. Zmniejszenie objetosci
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eluentu wigze si¢ z uzyciem mniejszej ilosci sorbentu. Uzycie eluentu o wigkszej sile
wymywania tez prowadzi do zmniejszenia jego objetosci, ale moze si¢ wigza¢ z wymyciem
interferentow.

W warunkach optymalnych warto$¢ odzysku wyrazonego w % dla 16 WWA po
zageszczeniu 1 desorpcji z fazy RP wynosi ok. 90% przy wspodtczynniku wzbogacenia 1000 dla
probek o objetosei 0,5 do 1,0 dm® wody.

Na rysunku przedstawiono zestaw do ekstrakcji do fazy statej z zastosowaniem prozni z

pompki wodnej.

2. Wykonanie ¢wiczenia

2.1. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyizolowanie frakcji wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA) z probki wody metoda ekstrakcji do fazy statej (SPE) a nastepnie
oznaczenie ich zawartosci w wodzie metodga wzorca wewnetrznego 1 technika chromatografii

gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC/FID).
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2.2. Przygotowanie probki do ekstrakceji
250 cm?® badanej wody umiesci¢ w kolbie stozkowej o pojemnosci 500 cm?, dodaé 2,5 cm?®
roztworu wzorca wewnetrznego 9-metyloantracenu o stezeniu 128 pg/cm?® i zawarto$é kolby

wymieszac.
2.3. Kondycjonowanie kolumienki SPE C-18

Kolumienke C-18 podtaczyé do odbieralnika (rys.1), przemyé 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.

Nalezy pamie¢taé, ze warstwa sorbentu przed naniesieniem probki musi by¢é pokryta

rozpuszczalnikiem!

2.4. Wprowadzenie probki na kolumienke i ekstrakcja

Na przygotowana kolumienke wprowadzi¢ bez uzycia prézni 2-3 cm?® probki, podtaczyé
kolumienke¢ do zbiornika i powoli, unikajgc zapowietrzania wla¢ do zbiornika reszt¢ probki wody.
Probke przepuszczaé przez kolumienke z predkoscia 5-10 ¢cm®/min, uzywajac podci$nienia z

pompki wodnej.

2.5. Przemycie kolumienki i suszenie

Przepusci¢ powoli przez kolumienke 3 cm® mieszaniny metanolu i wody dejonizowanej

(1:1,v:v) a nastgpnie suszy¢ pod proéznig 15-20 min.

2.6. Wymywanie frakcji WWA

Odtaczy¢ kolumienke od zestawu, umiesci¢ jej wylot w naczynku, do ktorego bedzie
zbierany eluat i cato$¢ umiesci¢ w zlewce dla zabezpieczenia przed przewrdceniem. Wprowadzié
na kolumn¢ 2 razy po 500 pl dichlorometanu, przy czym pierwszej porcji pozwoli¢ powoli
“wsigkna¢” w ztoze. Eluat w naczynku przenies¢ pod zestaw do odparowywania w strumieniu azotu
i zatezy¢ do ok. 100 pl (lub wedtug wskazowek prowadzgcego). Po zebraniu eluatu kolumienke
ponownie umiesci¢ w zestawie (bez zbiornika na probke) i przemy¢ 4 razy po 500 pl

dichlorometanu a nastepnie 2 razy po 3 cm® metanolu, stosujac niewielkie podci$nienie i wysuszyé.

2.7. Analiza wlasciwa WWA
Wydzielong i zat¢zong frakcje WWA analizowa¢ technika chromatografii gazowe;.
Warunki rozdziatu:

e chromatograf gazowy z detektorem FID
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e kolumna kapilarna RTX-5; 30 m; 0,25 mm $rednica wewngtrzna; 0,25 um grubo$¢ filmu

fazy ciektej;
e poczatkowa temp. kolumny 50°C, narost 6°C/min do 300°C; 10 min izotermicznie w 300°C
e temperatura dozownika 320°C;
e temperatura detektora 320°C, czuto$¢ (range) 1x107;

e gaz noSny Ar, staty przeptyw 1 ml/min, spliter 1:50

2.8. Obliczenie zawartosci WWA w wodzie i sporzadzenie sprawozdania

Nalezy obliczy¢ zawartos$ci poszczegolnych WWA oraz ich sum¢ w badanej probie wody

(W pg/dm®) i poréwnaé je ze standardami jakosci wody. Wyniki umiesci¢ w sprawozdaniu, w
ktérym powinno si¢ znajdowac:

e zwigzly opis zastosowanych do izolacji WWA technik chromatograficznych i metody

ilosciowej,

e opis probki,

e schemat blokowy, ideowy wykonania oznaczenia,

e wyniki, porownanie ze standardami wody, wnioski,

e na osobnej stronie przyktady obliczen zawartosci analitow.
2.9. Zakres wymaganych wiadomoSci

e etapy procesu analitycznego,

e pobieranie probek do analizy,

e przygotowanie probek do analizy,

e chromatografia gazowa, podstawowe pojecia i definicje,

e ckstrakcja do fazy stalej,

¢ metoda wzorca wewnetrznego,

e WWA.
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Odczynniki i sprzet laboratoryjny

zestaw do  SPE:  kolumienka
CHROMABOND®C-18, 6 cm?3/500
mg, kolba ssawkowa o poj. 500 cm?,
zbiornik na wode badang o poj. ok 300
cm?®, facznik kolumienki z kolbg
ssawkowa, pompka wodna, Statyw;
metanol destylowany,

dichlorometan destylowany,

metanol do mycia,

woda dejonizowana,

kolba stozkowa o poj. 500 cm® z

korkiem,

kolbka miarowa o poj. 10 cm?,

cylindry miarowe o poj. 10 cm® - 3
szt., 250 cm® - 1 szt.,

pipeta 0 poj. 5 cm® - 3 szt., 0 poj. 1
cm?® - 1 szt., 0 poj. 0,1 cm® - 1 szt.,
lejek szklany,

kolbki stozkowe o poj. 25 cm?® - 3 szt.,
naczynko zakrecane o poj. 2 cm?,
mikrostrzykawka o poj. 10 pul

chlorek metylenu do mycia strzykawki
V =25ml

Tabela 1. Lista WWA, ktore moga wystepowa¢ w badanej probce wody

Nazwa Wzbr Masa czasteczkowa
naftalen 128.17
] 10
8
fenantren , @@@ 178.23
6 5 4
antracen 2_ 178.23
fluoranten O.g 202.25
perylen O‘O 252.31
9-metyloantracen CHa
(wzorzec OOO 192.26
wewnetrzny)




