M OYARFVIATCOA

UNIWERSYTET GDANSKI
WYDZIAL CHEMII

Pracownia stgdencka
Zaklad Analizy Srodowiska

Instrukcja do ¢wiczen laboratoryjnych

Cwiczenie nr 1

OKRESLANIE WARTOSCI WSPOLCZYNNIKA
PODZIALU OKTANOL-WODA METODAMI
KLASYCZNYMI: NIEPEWNOSCI I ICH ZRODLA

Chemia zanieczyszczen srodowiska

Gdansk, 2014



1. Chemia zanieczyszczen srodowiska — wyznaczanie wartosci log P metodami klasycznymi 2

1. CZESC TEORETYCZNA

Wspoétczynnik podziatu n-oktanol — woda (P lub Kow) jest jednym z najczescie]

stosowanych parametrow fizykochemicznych, stuzacych do oceny potencjalnych losow
srodowiskowych substancji zanieczyszczajacych. Definiowany jest jako rownowagowy stosunek
stezen substancji w uktadzie dwufazowym, ktory w przypadku jednej substancji jest staty dla

danego uktadu rozpuszczalnikéw, w okreslonej temperaturze oraz przy statym ci$nieniu:

C
P — okt
C 1)

gdzie: Co — st¢zenie molowe w oktanolu, C,, — st¢zenie molowe w wodzie.

Przyjeto, ze uklad mn-oktanol — woda najlepiej odwzorowuje uklady dwufazowe w
srodowisku naturalnym (w tym uktady biologiczne). Rozpuszczalniki te po zmieszaniu tworzg dwie
oddzielne fazy, przy czym ze wzgledu na wzajemng czgSciowa rozpuszczalno$¢ jest to uktad
zawierajgcy oktanol nasycony wodg (ok. 2,3 mol/L) oraz wode nasycong oktanolem (ok. 4,5 x10~
mol/L). Wspoélczynnik taki mierzy si¢ w 25°C, przy st¢zeniu substancji badanej nie wyzszym niz
0,01 mol/L. W takim uktadzie, jezeli wigksza ilo$¢ czasteczek badanego zwigzku chemicznego
znajdzie si¢ w fazie oktanolowej, to mamy do czynienia ze zwigzkiem lipofilowym
(hydrofobowym). Jezeli za$§ wigkszo$¢ pozostanie w fazie wodnej, bedzie to zwigzek lipofobowy
(hydrofilowy). W fazie oktanolowej, dominujacymi stang si¢ oddzialywania dyspersyjne pomigdzy
hydrofobowymi fragmentami czasteczki rozpuszczonego zwigzku a tancuchem alkilowym n-
oktanolu, podczas gdy nieco mniejsze znaczenie odgrywac tu beda oddzialywania dipol-dipol czy
wigzania wodorowe z grupa hydroksylowa alkoholu. Wynika stad jednak, iz n-oktanol posiada
zardwno wlasciwosci lipo- jak i hydrofilowe, a cech¢ taka nazywa si¢ amfifilowoscig. W fazie
wodnej z kolei, wystgpowac¢ beda niemal wytacznie wigzania wodorowe oraz oddziatywania dipol-
dipol pomigdzy polarnymi fragmentami czasteczki zwigzku rozpuszczonego a woda. Pomimo to w
przypadku okres$lania wspotczynnika podziatlu metodami klasycznymi zdarza si¢, ze zamiast n-
oktanolu stosuje si¢ inny rozpuszczalnik organiczny, bardziej odpowiedni w stosowanej metodzie
oznaczen koncowych (np. chromatografii gazowej).

Warto$¢ wspotczynnika podzialu zalezy zaré6wno od budowy chemicznej czasteczki
rozpuszczonego zwiagzku (liczba 1 rodzaj roznych grup funkcyjnych, udziat miejsc nienasyconych,
fragmentow alkilowych, warto§¢ momentu dipolowego i in.) jak i, w duzej mierze, od jej wielkosci.
W trakcie mieszania obu rozpuszczalnikow (proces spontaniczny) catkowita entropia takiego

uktadu gwattownie wzrasta, jednak jej uprzywilejowany wzrost bedzie ograniczany spadkiem
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entropii w fazie wodnej, zwigzanym ze stopniowym uporzagdkowywaniem czasteczek wody w
otoczce hydratacyjnej solwatowanego zwiagzku. Poniewaz wigksze rozmiary czasteczki wymagaé
beda coraz wigkszej wneki w rozpuszcezalniku (wigkszej otoczki hydratacyjnej) powodowac to
bedzie nieuprzywilejowany spadek entropii calego uktadu. W takiej sytuacji korzystniejsze
termodynamicznie staje si¢ obnizenie rozpuszczalnosci czasteczek o duzych rozmiarach w fazie
wodnej, co wpltywa na zwigkszenie wspolczynnika podziatu. Stad tez nawet stosunkowo duze
czasteczki, ale zawierajace w swojej strukturze uktady nienasycone, rozgalgzione i in., utatwiajace
zmniejszenie rozmiaru molekularnego, charakteryzuja si¢ duzo nizszymi wspotczynnikami
podziatlu od swoich analogdw pozbawionych tych cech. Warto$¢ wspotczynnika podziatu zalezy
takze od obecnosci w czasteczce ugrupowan kwasnych badz zasadowych. Majac do czynienia z
kwasami badz zasadami organicznymi, kolejnym bardzo waznym czynnikiem wptywajacym na
podzial staje si¢ rowniez warto$¢ pH ukladu, ktora determinuje stopien zjonizowania substancji
rozpuszczonej. W przypadku kwasow i zasad podziatowi pomiedzy fazy ulegaja nie tylko zwigzki
neutralne, ale rowniez formy zjonizowane oraz formy zasocjowane tych zwigzkow.

Wspotczynnik podziatu oktanol — woda zmierzony dla typowych zanieczyszczen
srodowiska miesci si¢ w bardzo szerokim zakresie od 0,01 dla zwiazkow o wysokiej polarnosci do
10" dla substancji wysoce hydrofobowych. Z tego wzgledu, wspotczynnik podziatu przedstawia sie
zwykle w formie logarytmiczne;j:

log P=log C, —log C, ()

Znaczenie wspotczynnika podzialu n-oktanol — woda w w przewidywaniu loséw srodowiskowych
zanieczyszczen obejmuje migdzy innymi:

- szacowanie trwalosci substancji w §rodowisku oraz jej tendencji do gromadzenia si¢ w
tkankach thuszczowych organizmoéw (bioakumulacja) oraz przenoszenia wzdhiz tancuchéw
pokarmowych (biomagnifikacja)

- okreslanie potencjalnego zagrozenia dla organizméw wodnych i ladowych

« ocen¢ mozliwosci poboru zwigzku przez rosliny ladowe poprzez liscie i system korzeniowy,
a takze mozliwo$¢ transportu w organizmie roslinnym

- szacowanie mozliwosci gromadzenia si¢ w okreslonych komponentach srodowiska

- okreslanie potencjatu do adsorpcji zwigzku w osadach dennych i glebach o wysokiej
zawarto$ci wegla organicznego (materii organicznej)

+ dobor warunkow ekstrakcji zwigzku z matryc naturalnych, oczyszczania ekstraktow oraz
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wybor optymalnych technik analizy koncowej
Metody wyznaczania warto$ci wspotczynnika podzialu mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze

grupy, roznigce si¢ zastosowanymi technikami badawczymi:

- metody klasyczne, polegajace na wytrzasaniu lub mieszaniu niewielkiej ilosci zwigzku w

uktadzie dwufazowym n-oktanol — woda

- metody chromatograficzne, polegajace na wyznaczaniu wartosci wspotczynnika podziatu
na podstawie parametrow retencyjnych badanej substancji w  wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC); w tym przypadku,
zaktada sie, ze niepolarna faza stacjonarna (zwykle zel krzemionkowy modyfikowany
grupami Cis) odpowiada fazie oktanolowej, podczas gdy polarna faza ruchoma (zwykle

mieszanina wody z metanolem) jest odpowiednikiem fazy wodne;j

- metody obliczeniowe, zaktadajace staty wktad poszczeg6lnych fragmentoéw czasteczki oraz

elementoéw strukturalnych w warto$¢ wspotczynnika podziatu

Wszystkie wyzej wymienione metody nie zapewniaja petnej wiarygodnosci ani wysokiej
powtarzalnosci uzyskanych wynikow. Metody klasyczne s3a najbardziej narazone na bledy
popetlniane podczas przeprowadzania eksperymentu. Jednocze$nie, ich zastosowanie jest
ograniczone do badania substancji, ktore nie wykazuja skrajnie lipofilowego lub hydrofilowego
charakteru. Wiaze si¢ to gtownie z ograniczeniami wigkszosci technik analitycznych, stosowanych
do okres$lania stezenia zwigzku w fazie wodnej lub oktanolowej. Dla zwigzkoéw o bardzo wysokich
lub bardzo niskich wartosciach wspotczynnika podziatu stezenie w jednej z faz moze znajdowac si¢
ponizej granicy oznaczalnos$ci wigkszosci dostepnych metod. Metody chromatograficzne najlepiej
sprawdzaja si¢ w przypadku analizy szeregu substancji o stosunkowo zblizonych wlasciwosciach.
Ograniczenia techniczne techniki HPLC w odwroconym uktadzie faz sprawiaja, ze nie jest mozliwe
zastosowanie czystej wody jako fazy ruchomej. Stad, warto$¢ wspotczynnika podzialu wyznaczana
jest w sposob posredni, poprzez ekstrapolacj¢ wynikow uzyskanych dla faz ruchomych o rdznej
zawartosci wody. Metody obliczeniowe z kolei opieraja si¢ na réznych modelach teoretycznych,
ktore nie zawsze beda charakteryzowac si¢ wysoka uniwersalnosciag. Szczegdlnie utrudnione bedzie
ich stosowanie w przypadku substancji o charakterze kwasow lub zasad, gdzie pod uwage musi by¢
brana stata dysocjacji zwigzku. Takze zjawisko asocjacji czasteczek substancji w badanym uktadzie
dwufazowym jest trudne do uwzglednienia w modelach teoretycznych. Pordwnanie wartosci
wspotczynnika podzialu n-oktanol — woda publikowanych dla pestycydu DDT w latach 1970-2000

jest przedstawione na Rysunku 1, za$ rozrzut wartosci log P uzyskanych dla tej substancji roznymi
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metodami — na Rysunku 2.

Celem ¢wiczenia jest pordwnanie wartosci log P, uzyskiwanych przy zastosowaniu dwoch
klasycznych metod wyznaczania tego parametru (wytrzasania oraz mieszania). Warto$ci beda
porownywane przy uzyciu prostych testow statystycznych, stuzacych do okreslania istotnosci
roznic pomiedzy warto$ciami $rednimi. Jednoczesnie, poréwnana zostanie precyzja oznaczen
obydwiema metodami, ktoérej miarg bedzie wzgledne odchylenie standardowe (RSD) uzyskanych
warto$ci $rednich. Jako substancja modelowa zastosowana zostanie nikotyna, ze wzgledu na
umiarkowang warto$§¢ wspotczynnika podziatu przy odczynie warstwy wodnej zblizonym do
obojetnego. Jako technika oznaczen koncowych uzyta be¢dzie chromatografia gazowa. Z tego
wzgledu, fazg organiczng stanowi¢ bedzie nie m-oktanol, a dichlorometan, ktory jest bardziej
odpowiednim rozpuszczalnikiem w przypadku analiz wykonywanych na wzglednie niepolarnych

fazach stacjonarnych, stosowanych w tej technice.
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Rysunek 1. Wartos$ci wspotczynnika podziatu n-oktanol — woda, wyznaczanych dla DDT w latach
1970-2000 [5].
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Rysunek 2. Rozrzut wartosci wspdlczynnika podziatu n-oktanol — woda dla DDT, wyznaczanych za

pomoca metod klasycznych, chromatograficznych oraz obliczeniowych [5].

2. WYKONANIE CWICZENIA

UWAGA! Nikotyna jest substancja silnie toksyczna i dobrze wchlania sie przez skére.

Podczas wykonywania ¢éwiczenia nalezy zachowal ostroznos¢ oraz bezwzglednie

stosowa¢é rekawiczki!

2.1. Wyznaczanie log P nikotyny poprzez wytrzgsanie

Odmierzy¢ cztery prébki po 15 mL roztworu wodnego nikotyny. Przenie$¢ probki do
rozdzielaczy o pojemnosci 50 mL. Doda¢ do wszystkich probek po 15 mL dichlorometanu,
zamkng¢ rozdzielacze korkiem i energicznie wytrzasa¢ przez 10 minut. Po rozdzieleniu si¢
warstw, warstwe¢ organiczng przesaczy¢ przez warstwe bezwodnego siarczanu (VI) sodu do
kolb okragtodennych o pojemnosci 50 mL. Do ekstraktow dodaé¢ wzorzec wewnetrzny
(4,4'-dipirydyl, ilo§¢ wedlug wskazan prowadzacego). Odparowywacé dichlorometan na
wyparce rotacyjnej do objetosci okoto 1 mL. Nastgpnie ekstrakt przenies¢ ilosciowo do

butelek 2 mL. Uzyskane ekstrakty pozostawi¢ do analiz.
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2.2. Wyznaczanie log P nikotyny poprzez mieszanie

Odmierzy¢ cztery prébki po 15 mL roztworu wodnego nikotyny. Przenies¢ probki do kolb
stozkowych o pojemnosci 50 mL. Doda¢ do wszystkich probek po 15 mL dichlorometanu,
umies$ci¢ na mieszadle magnetycznym 1 mieszaé przez 10 minut. Nastepnie, probki
delikatnie przenies¢ ilosciowo do rozdzielaczy o pojemnosci 50 mL. Po rozdzieleniu si¢
warstw, warstw¢ organiczng przesaczy¢ przez warstwe bezwodnego siarczanu (VI) sodu do
kolb okragtodennych o pojemnosci 50 mL. Do ekstraktow dodaé wzorzec wewnetrzny
(4,4'-dipirydyl, ilo§¢ wedlug wskazan prowadzacego). Odparowywacé dichlorometan na

wyparce rotacyjnej do objetosci okoto 1 mL. Nastgpnie ekstrakt przenies¢ ilosciowo do

butelek 2 mL. Uzyskane ekstrakty pozostawi¢ do analiz

2.3. Analiza chromatograficzna uzyskanych probek

Analiz¢ GC kazdej probki nalezy wykona¢ w nastepujacych warunkach:

+ kolumna DB-5 lub odpowiednik, dtugo$¢ 30 m, srednica wewngtrzna 0,25 mm, grubos$¢

filmu fazy stacjonarnej 0,25 um
+ gaz no$ny argon, przeptyw 1 ml/min

- temperatura dozownika i1 detektora FID 300°C

- temperatura kolumny poczatkowa: 100°C, narost temperatury 10°C/min, temperatura

koncowa 280°C

- nastrzyk na kolumng o objetosci 1 pl

Mase nikotyny w kazdej z probek nalezy okresli¢ na podstawie stosunku pol powierzchni

nikotyny i wzorca wewng¢trznego zgodnie ze wzorem:

AyXm g

my=f y
IS

gdzie: my — masa nikotyny, A;s — powierzchnia sygnatu wzorca wewnetrznego, mis — masa wzorca
wewngetrznego, Ay — powierzchnia sygnatu nikotyny. Wspotczynnik odpowiedzi f nalezy uznac¢ za

rowny 1. Mase nikotyny w warstwie wodnej obliczamy z rdznicy pomigdzy poczatkowa masg

nikotyny, wzigtej do eksperymentu, oraz wyznaczonej masy w fazie organiczne;j.
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3.

OPRACOWANIE WYNIKOW

Na podstawie uzyskanych wynikéw dla kazdej probki osobno obliczy¢ wartos¢
wspoélczynnika podziatu 1 podac ja w formie logarytmiczne;.

Dla kazdej z metod wyznaczania wspotczynnika, nalezy usredni¢ uzyskane wartosci i
okresli¢ precyzje metody, obliczajac wzgledne odchylenie standardowe.

Uzyskane warto$ci $rednie dla dwoch metod porownaé statystycznie, stosujac w tym celu

test t-Studenta. Obliczenia przedstawi¢ w sprawozdaniu.

Porowna¢ uzyskane warto$ci ze wspoOlczynnikiem podzialu obliczonym w programie

EpiSuite (dostepny na komputerach w pracowni). Przedyskutowa¢ ewentualne rozbieznosci.
Przedstawi¢ krotka dyskusje uzyskanych wynikow, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem roznic

pomiedzy wynikami uzyskanymi réznymi metodami oraz precyzji obu metod.

SZKL1.O I ODCZYNNIKI

wodny roztwor nikotyny
dichlorometan 250 mL
dichlorometan do mycia strzykawek
bezwodny siarczan (VI) sodu
roztwor 4,4'-dipirydylu w dichlorometanie
rozdzielacz 50 mL — 4 szt.

pipeta miarowa 25 mL — 2 szt.

lejek maty — 4 szt.

kolba okragtodenna 50 mL — 4 szt.
butelka zakrecana 2 mL — 8 szt.
mieszadlo magnetyczne — 4 szt.
kolba stozkowa 50 ml — 4 szt.
saczki

strzykawka 10 ul — 1 szt.
strzykawka 100 pl — 1 szt.

ZAKRES WYMAGANYCH WIADOMOSCI

Podstawowe informacje na temat wspotczynnika podziatu n-oktanol — woda oraz metod
jego wyznaczania
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Podstawy chromatografii gazowej (dostgpne pod linkiem:

http://chemia.ug.edu.pl/sites/default/files/ nodes/strona-chemia/17399/files/slady_gc.pdf

Testy statystyczne stosowane do porownania wartosci Srednich
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