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1. CZESC TEORETYCZNA

Zasadnicza cze$¢ zanieczyszczen chemicznych obecnych w $rodowisku to zwigzki

organiczne. Zarowno w przypadku oceny zdolnosci danej substancji do gromadzenia si¢ w
tkankach organizméw zywych, jak 1 podczas okreslania zawarto$ci zwigzku w okreslonym
komponencie $rodowiska, nalezy bra¢ pod uwage fizykochemiczne cechy badanej substancji.
Rutynowo stosowane procedury analityczne obejmuja rézne metody ekstrakcji analizowanych
zwiazkow zarowno metodami klasycznymi (ekstrakcja ciecz — ciecz, ciecz — cialo state), jak i przy
uzyciu metod instrumentalnych, oferujacych pracg¢ w wysokiej temperaturze 1 w warunkach
podwyzszonego ci$nienia (np. ASE — accelerated solvent extraction). Dodatkowo, czgstym etapem
procedury jest wzbogacanie probki, obejmujace np. zastosowanie ekstrakcji do fazy statej (SPE). Ze
wzgledu na fakt, iz znaczna cz¢$¢ zwigzkéw organicznych to substancje o charakterze lipofilowym,
rutynowo etap ekstrakcji ogranicza si¢ do zastosowania wybranego niepolarnego rozpuszczalnika
organicznego przy zalozeniu, ze wydajno$¢ ekstrakcji jest wysoka ze wzgledu na znaczne
powinowactwo analizowanych zwigzkéw do fazy organicznej. Nieco inaczej sytuacja przedstawia
si¢, gdy mamy do czynienia ze zwigzkami, ktorych wlasciwosci kwasowo — zasadowe determinujg
forme¢, w jakiej sag one obecne w $srodowisku. Substancje wykazujace charakter kwasowy beda
obecne w S$rodowisku w formie wolnego zwigzku i1/lub w formie zjonizowanej, jako aniony
odpowiednich soli. W przypadku zwigzkow o charakterze zasadowym mozliwe jest wystepowanie
analitu w postaci wolnej oraz w postaci kationu odpowiedniej soli. Przewaga jednej formy nad
drugg bedzie zalezna od pH $rodowiska. Wolne zwigzki sg w przewazajacej wigkszosci bardziej
lipofilowe, podczas gdy formy zjonizowane — hydrofilowe. Forma bardziej dostgpna dla
organizmow, tatwiej wchtanialng i1 che¢tniej gromadzaca si¢ w tkankach bedzie w takim przypadku
substancja niezjonizowana. Zmiana pH moze wtedy wywolywaé znaczne ro6znice w
przyswajalnosci jednej substancji chemicznej, a co za tym idzie, silnie wplywaé¢ na ewentualne
efekty toksyczne, zwigzane z narazeniem na obecno$¢ zwigzku w $Srodowisku. Jednoczesnie, w
przypadku analizy substancji o takich wlasciwosciach, dobranie odpowiednich warunkéw
ekstrakcji, zapewniajacych wyizolowanie zwigzku w obu formach, jest w takiej sytuacji warunkiem
uzyskania wiarygodnych wynikéw analiz ilosciowych. Podstawy teoretyczne, dotyczace
wspolczynnika podziatu n-oktanol/woda 1 metod jego wyznaczania, zostaty opisane w instrukcji do
¢wiczenia 1 ("Wyznaczanie wspotczynnika podziatu n-oktanol/woda dla kwasu octowego").

W niniejszym ¢wiczeniu jako substancja modelowa zostanie zastosowana nikotyna. Wybor

ten jest podyktowany faktem, iz znaczna liczba zanieczyszczen Srodowiska wykazuje podobne
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wlasciwosci kwasowo-zasadowe, a co za tym idzie, zachowuje si¢ w zblizony sposob podczas
zmian warunkow $rodowiska. Dotyczy to m. in. zwigzkoOw aminowych, a takze znacznej liczby
farmaceutykow 1 pestycydow, posiadajacych w swej budowie np. heterocykliczny atom azotu.
Dodatkowo, interesujacg wilasciwoscia nikotyny jest jej rozpuszczalno$¢ (w formie wolnej)
zarbwno w wodzie, jak i w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych.

Nikotyna jest alkaloidem pochodzenia roslinnego, wystepujacym w znacznej ilosci gtownie
w roslinach z rodzaju Nicotiana (np. tyton szlachetny N. tabacum, tyton bakun N. rustica).
Struktury nikotyny oraz zwigzkow, czgsto stosowanych jako wzorce w jej analizie, zostaty
przedstawione na Rysunku 1. Poza zastosowaniem jako uzywka, nikotyna bywa wykorzystywana
jako substancja aktywna badz dodatek do komercyjnie dostgpnych insektycydoéw (zwykle w postaci
wolnej zasady lub wodnego roztworu siarczanu nikotyny). Mechanizm owadobojczego dzialania
nikotyny polega na nasladowaniu acetylocholiny — glownego neurotransmitera w systemie
nerwowym owadoéw. Nikotyna wigze si¢ z tym samym receptorem, co acetylocholina, przy czym w
odréznieniu od neurotransmitera czyni to trwale, gdyz jest odporna na dzialanie esterazy
acetylocholinowej, przerywajacej dziatanie przekaznika. W efekcie nastgpuje bardzo silna
stymulacja uktadu nerwowego, ktora prowadzi do drgawek, a nastepnie paralizu i $§mierci owada.
Ze wzgledu na identyczny mechanizm toksycznos$ci nikotyny u cztowieka i innych ssakow, uzycie
tego zwiazku jako pestycydu ma ograniczony zasi¢g i wymaga znacznej ostroznosci.

Zatrucie nikotyng jest mozliwe w wyniku jej wchtonigcia przez uktad oddechowy (nikotyna
w formie wolnej zasady jest stosunkowo lotnym zwigzkiem, totez zatrucia tego typu zdarzaly si¢
gltownie podczas uzywania pestycydow zawierajagcych wolng nikotyne), przez skoére lub oczy
(gtéwnie przy stosowaniu pestycydow, takze przy zbiorze tytoniu, lub w wyniku wypadku w
laboratorium). Wchianianie przez ukltad pokarmowy jest malo intensywne ze wzgledu na niskie pH

panujace w zotadku (przez co dominuje nikotyna w formie hydrofilowej soli).
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Rysunek 1. Wzory strukturalne (od lewej): nikotyny, 2,3'-dipirydylu, 2,4'-dipirydylu oraz 4,4'-
dipirydylu.
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Ze wzgledu na wlasciwosci kwasowo-zasadowe, nikotyna moze wystepowacé zar6wno w
formie wolnej zasady, jak i soli. Nikotyna w formie wolnej jest oleista ciecza, rozpuszczalng
wprawdzie zard6wno w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych, jak i w wodzie, ale o
zauwazalnie lipofilowym charakterze (log P = 1,2; mozna j3 zatem zaklasyfikowac jako substancje
srednio lipofilowg). Sole nikotyny sa zwykle substancjami stalymi, dobrze rozpuszczalnymi w
wodzie i nierozpuszczalnymi w wiekszosci zwigzkow organicznych. Forma, w jakiej wystgpuje
nikotyna, jest $cisle uzalezniona od pH $rodowiska. W roztworach silnie zasadowych obecna jest
wolna nikotyna, w kwasnych za$ — jej odpowiednia sdl (patrz Rysunek 2). Zaleznie od warunkow,
protonowanie nikotyny moze zachodzi¢ zaro6wno na atomie azotu w pierscieniu pirydylowym, jak
pirolidylowym, przez co mozliwe jest powstawanie soli zarowno 'pojedynczych’, jak i
'podwdjnych'. Zarowno wolna nikotyna, jak i jej sole sg obecne przy pH zblizonym do obojetnego,
przy czym przewaza forma soli. Sytuacja odwrotna ma miejsce przy pH okolo 9. Obecnosé
nikotyny w srodowisku moze wynikac¢ z jej zastosowania jako pestycydu lub dodatku do pestycydu
(zwykle w formie soli), a takze z zanieczyszczenia w wyniku przerobu tytoniu lub niewtasciwe;j
utylizacji roslin i produktow tytoniowych. Ze wzgledu na niewielkg trwatos$¢, nie jest powaznym
zagrozeniem w Srodowisku, za$ analizy ograniczajg si¢ do badania srodowiska pracy (w przypadku,
gdy w miejscu pracy dozwolone jest palenie tytoniu), probek zywnosci oraz probek medycznych w
przypadku zatrucia tym zwigzkiem. W niniejszym ¢wiczeniu nikotyna jest wykorzystywana jako
zwigzek modelowy, stuzacy do oszacowania, w jakim zakresie pH substancje o zblizonej budowie
beda najbardziej przyswajalne dla organizméw zywych. Jednoczesnie, uzyskane wyniki moga by¢
przydatne do opracowania metodyki ekstrakcji 1 analizy zwigzkow o zblizonym charakterze.
Podobna procedurg, po jej dostosowaniu, mozna zastosowal przy oznaczaniu niektorych
pestycydow i farmaceutykow. Takze zastosowanie zwigzkéw heterocyklicznych (np. pochodnych
pirydyny) w laboratoriach oraz syntezach na skale przemystowg prowadzi do ich obecnosci w

srodowisku 1 rodzi konieczno$¢ ich oznaczania w probkach o r6znym charakterze.
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy tworzenie si¢ soli nikotyny w $rodowisku kwasnym.
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Mozliwe sg dwie strategie ekstrakcji nikotyny w celu analizy. Pierwszy sposob, gdy analizie
mozna poddaé roztwor wodny, polega zwykle na zastosowaniu rozcienczonego roztworu kwasu,
np. siarkowego (VI). Metoda ta jest przydatna, gdy analiza ma zosta¢ wykonana np. technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), a w wyniku jej zastosowania otrzymujemy
ekstrakt zawierajacy sole nikotyny. Jesli bardziej odpowiedni jest roztwor w rozpuszczalniku
organicznym (np. jak w niniejszym ¢wiczeniu — przy zastosowaniu chromatografii gazowej GLC),
stosuje si¢ ekstrakcje w dwoch niemieszajacych sie fazach, z ktorych jedna jest roztworem wodnym
0o odczynie silnie zasadowym (np. wodorotlenku sodu, roztwor amoniaku), druga za$ -
rozpuszczalnikiem organicznym (chloroform, chlorek metylenu, eter dietylowy, itd.). Dobrze
rozpuszczalne w wodzie sole alkaloidow przechodza do warstwy wodnej, gdzie — ze wzglgdu na pH
srodowiska, ulegaja przeksztalceniu do wolnych zasad. Te z kolei, ze wzgledu na znaczng
lipofilowos$¢, ulegaja ekstrakcji do warstwy organicznej, ktora po osuszeniu moze zosta¢ poddana
analizie. Zwiazki o wlasciwosciach zblizonych do nikotyny, jesli znajda si¢ w glebie lub w wodach
powierzchniowych, beda ulegaty przeksztalceniu do odpowiednich soli, jesli tylko odczyn danego
komponentu $rodowiska bedzie kwasny (co czesto jest spotykane). W takim przypadku, ekstrakcja
przy zastosowaniu tylko rozpuszczalnika organicznego wyizoluje jedynie te cz¢s¢ substancji, ktora
wystepuje w formie wolnej. Uklad chlorek metylenu — woda gorzej niz oktanol — woda
odwzorowuje naturalne bariery biologiczne, jednak ze wzgledu na stosowang metod¢ analityczng
chlorek metylenu jest bardziej odpowiednim rozpuszczalnikiem.

Stosowang w niniejszym ¢wiczeniu technikg analizy nikotyny jest chromatografia gazowa,
nie bedg zatem omawiane przyklady zastosowania innych technik analitycznych (szczegdlnie
przydatna jest takze metoda HPLC). Warunki rutynowych analiz nie odbiegaja znacznie od
stosowanych powszechnie w przypadku zwigzkéw organicznych. Stosuje si¢ zwykle kolumny
niepolarne (typu DB-1, DB-5) oraz $rednio polarne (np DB-1701), przy czym, ze wzgledu na
stosunkowo polarny charakter analitu, na kolumnach o wigkszej polarno$ci mozna uzyskaé nieco
lepsze rezultaty. Zaleznie od st¢zenia zwigzku w matrycy, stosowany jest detektor uniwersalny
(zazwyczaj ptomieniowo-jonizacyjny FID) lub selektywny detektor azotowo-fosforowy (NPD),
wykazujacy wigksza czuto$¢ na zwiazki azotu 1 fosforu niz detektor FID. Nikotyna jest zwigzkiem
do$¢ lotnym, w zwigzku z czym stosuje si¢ zwykle temperatury analiz w granicach od 80 do 250°C.
Analize ilosciowa zwykle przeprowadza si¢ metoda wzorca wewngtrznego (patrz nastgpny
rozdzial), co rodzi konieczno$¢ dobrania zwigzku o zblizonych wiasciwosciach. Dodatkowo, jesli
stosujemy detektor ptomieniowo-jonizacyjny, wskazane jest, aby wspotczynnik odpowiedzi

nikotyny wzgledem wzorca byt mozliwie zblizony do jednosci. Struktury proponowanych wzorcow
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zostaly przedstawione na Rysunku 1, natomiast na Rysunku 3 przedstawiono chromatogram
uzyskany podczas analizy roztworu zawierajacego rowne ilo$ci nikotyny oraz 4,4'-dipirydylu.
Zwiazek ten ma zblizone do nikotyny whasciwosci, a wspotczynnik odpowiedzi nikotyny wobec tej
substancji wynosi w przyblizeniu 1 (£ 5%, co odpowiada w zasadzie btgdowi analizy). Z tego

wzgledu, 4,4'-dipirydyl zostanie zastosowany jako wzorzec w niniejszym ¢wiczeniu.
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Rysunek 3. Chromatogram gazowy mieszaniny zawierajacej rowne ilosci nikotyny i 4,4'-dipirydylu.

Detektor FID nie reaguje jednakowo na takie same masy roznych substancji. Aby otrzymane
wyniki analiz ilosciowych odpowiadaly rzeczywistosci, wprowadza si¢ wspoétezynniki odpowiedzi
(korekcyjne) /. Wspotczynnik korekcyjny jest liczba, przez ktéra nalezy pomnozy¢ powierzchnie
piku, aby uzyska¢ warto§¢ wprost proporcjonalng do masy zwigzku. Wartos$ci te ustala si¢ wobec

gltownego sktadnika probki lub stosowanego wzorca (dla tego zwigzku przyjmujemy f = 1). W

takim przypadku:
m Y
S S
—=f5 )
my, "~ Yy
Stad:
r= mgY y
m, Y (2)
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gdzie: ms 1 my oznaczaja mas¢ substancji badanej i1 wzorca, f — wspotczynnik odpowiedzi
substancji, Ys1 Yy — powierzchnie lub wysokosci pikéw substancji 1 wzorca.

Roéznice we wskazaniach detektora FID dla réznych substancji mozna zaobserwowac,
analizujac roztwor zawierajacy rowne masy tych substancji.

Metoda wzorca wewnetrznego jest najbardziej rozpowszechniong i1 dajaca najbardziej
wiarygodne wyniki metoda analizy iloSciowej w chromatografii gazowej. Polega na dodaniu do
probki okreslonej ilosci wzorca wewnetrznego, ktory nie jest jednym z analizowanych zwiazkow.
Warunkiem zastosowania danej substancji jako wzorca jest uzyskanie rozdzialu tej substancji i
analitow podczas analizy chromatograficznej. Jesli znamy wspoiczynniki odpowiedzi badanych
zwigzkow wobec wzorca, w celu obliczenia ilo$ci analitow w probece stosujemy wzor (1). Stad,

masa substancji oznaczanej jest rowna:

Y.m
—ps"w 3
mS—f

YW

Jesli wspotczynniki odpowiedzi nie sg znane, zwykle zaktada si¢, ze warto$¢ wspotczynnika wynosi

1 1 wzér upraszcza si¢ do postaci:

mg=—> @

2. WYKONANIE CWICZENIA

PROSZE ZACHOWAC OSTROZNOSC PODCZAS PRACY Z ROZTWORAMI
NIKOTYNY (REKAWICZKI!). ZWIAZEK W POSTACI WOLNEJ JEST SILNIE
TRUJACY I WCHLANIA SIE PRZEZ SKORE!

1. W probowkach miarowych 25 ¢cm’ umiesci¢ po 10 mL roztworéw nikotyny o podanym pH,
doda¢ po 10 mL chlorku metylenu, zatka¢ korkiem i wytrzasa¢ przez 2-3 minuty, po czym

odstawi¢ do rozdzielenia faz.

2. Warstwe organiczng (dolng) przenies¢ za pomoca pipety Pasteura do kolby stozkowej na 50
mL, dodawaé¢ bezwodny siarczan sodu, az przestanie si¢ zbryla¢, po czym przesaczy¢ do
kolby okragltodennej na 50 mL, doda¢ 100 pL roztworu wzorca za pomocg strzykawki 100

puL, odparowa¢ na odparowywaczu obrotowym do objetosci okoto 1 mL i przenies¢ do
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zakrecanej butelki o pojemnosci 2 mL.
Probki analizowa¢ wedtug wskazan prowadzacego zgodnie z nastepujagcymi warunkami:

chromatograf gazowy GC-2010 (Shimadzu) z detektorem FID

kolumna Zebron ZB-5 (Phenomenex) o dtugosci 30 m, $rednicy wewnetrznej 0,25 mm oraz
grubosci warstwy filmu fazy stacjonarnej 0,25 um

gaz no$ny argon ze stalym przeptywem 1,5 mL min™

temperatura dozownika 250°C, dzielnik przeptywu (spliter) 1:25
temperatura detektora FID 250°C

temperatura kolumny: 100°C-200°C z narostem temperatury 8°C min™'

OPRACOWANIE WYNIKOW

. Na podstawie powierzchni sygnalow chromatograficznych nikotyny oraz wzorca obliczy¢

zawarto$¢ nikotyny w analizowanych probkach, korzystajac z wzoru (4).

Znajac rzeczywista zawarto$¢ nikotyny w probkach wody, obliczy¢ catkowita zawartos¢
wolnej nikotyny dla kazdej probki 1 wykresli¢ zalezno$¢ zawarto$ci wolnej nikotyny (w %
catkowitej ilosci) od pH roztworu.

Na podstawie wynikow oceni¢, w jakim zakresie pH ekstrakcja pozwala wyizolowa¢ wigcej
niz 90% obecnej w wodzie nikotyny.

Kroétko przedyskutowa¢ dostepnos¢ nikotyny dla organizméw wodnych w zalezno$ci od pH

srodowiska.

. SZK1L.O I ODCZYNNIKI

chlorek metylenu destylowany, chlorek metylenu do mycia strzykawki, roztwoér 4,4'-
dipirydylu w chlorku metylenu (wzorzec wewnetrzny, stezenie 1 mg mL™"), bezwodny
siarczan sodu

wodne roztwory nikotyny (10 mg dm™) o pH 6; 7; 8; 9; 10; 11

probéwka miarowa 25 mL z korkiem — 6 szt.

kolba stozkowa 50 mL — 6 szt.

kolba okragtodenna 50 mL — 6 szt.

lejek maty — 6 szt.

cylinder miarowy 10 mL — 7 szt.

butelki zakrecane 2 mL — 6 sztuk

strzykawka 100 pL — 1 szt.
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strzykawka 10 pL — 1 szt.

saczki

folia aluminiowa

lyzka plastikowa — 1 szt.

pipety Pasteura

podktadki pod kolby okraglodenne — 6 szt.
reczniki papierowe

rekawiczki

ZAKRES WYMAGANYCH WIADOMOSCI

Podstawowe pojecia z chromatografii gazowej (zawarte w niniejszej instrukcji oraz w
instrukcji do przedmiotu ANALIZA SLADOWYCH ZANIECZYSZCZEN W
SRODOWISKU, TEORIA: "Chromatografia gazowa", dostepna pod linkiem:

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

lipofilowo$¢ 1 wspotczynnik podziatu

kwasy 1 zasady, dysocjacja, stala dysocjacji kwasow 1 zasad, pH
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