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ANALIZA LOTNYCH ZWIAZKOW ORGANICZNYCH WYDZIELANYCH
DO ATMOSFERY PRZEZ ROSLINY METODA GC-MS

UWAGAI!
Na zajecia studenci przynosza materiat badawczy — swieze igliwie drzew iglastych: sosny,

$wierku lub jodty, ok. 5 g

Wprowadzenie

Swiat roslinny emituje do atmosfery ponad miliard ton niemetanowych lotnych zwiazkoéw
organicznych i jest gldwnym zrédtem niemetanowych LZO, ktorych catkowita roczna emisja
naturalna i antropogeniczna ksztattuje si¢ na poziomie 1,3 mld ton. Badania sktadu LZO
emitowanych przez rosliny do atmosfery rozpoczety si¢ w latach 60-tych XX wieku. Wykazaty
one, ze sktad wydzielanych zwigzkow jest charakterystyczny dla okreslonego gatunku, a takze
zalezy od réznych czynnikdw o charakterze wewnetrznym, takich jak wiek rosliny,
uszkodzenia, infekcje oraz czynnikow o charakterze zewngtrznym, czyli ogdlnie pojetych
warunkow zycia rosliny. Rosliny emituja do atmosfery przede wszystkim duza grupe zwigzkow
organicznych, zawierajacych w czasteczce od 1 do 15 atomoéw wegla i1 charakteryzujacych sie
bardzo rézng strukturg. Zwigzki chemiczne emitowane do atmosfery przez niektore rosliny
le$ne podano w tabeli 1. Ponad 75% zwigzkéw wprowadzanych do atmosfery przez rosliny
stanowig zwigzki terpenowe produkowane przede wszystkim przez drzewa iglaste. W grupie
zwigzkow terpenowych rozrézniamy weglowodory o wzorach sumarycznych CioHie i CisH24
oraz ich tlenowe pochodne. Réwniez rosliny z grup drzew liSciastych, roslin uprawnych oraz
innych wydzielaja pewna, niewielkg ilo$¢ substancji terpenowych. Inne zwiazki z grupy LZO
emitowane przez te rosliny to m.in. izopren, weglowodory alifatyczne 1 aromatyczne, alkohole,
aldehydy i ketony alifatyczne, furany oraz chlorowcopochodne weglowodorow alifatycznych.

Wydzielane przez rosliny lotne zwigzki organiczne uczestnicza W reakcjach
fotochemicznych oraz maja wplyw na ksztaltowanie utleniajacych wtasciwosci atmosfery.
Jezeli stezenia zanieczyszczen antropogenicznych w atmosferze sa znaczne, wowczas np.
monoterpeny reaguja z nimi a ostatecznymi produktami reakcji sa ozon, nadtlenek wodoru,
nadtlenki organiczne. Uwaza sig, ze za degradacje ekosystemow lesnych w Europie Srodkowe;
1 Wschodniej odpowiedzialne sg fotochemiczne reakcje zachodzace pomiedzy tlenkami azotu 1

siarki a terpenami 1 izoprenem emitowanymi przez rosliny.
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Tabela 1. Sklad LZO wydzielanych przez niektére gatunki drzew lesnych

Zwiazek Gatunek rosliny Zwiazek Gatunek rosliny
Metan 1 Cyklofenchen 8-10,15
Etan 1 Bornylen 8-17
Propan 1 Tricyklen 7-10
n-Butan 1 a -Tujen 9,10,13,17
2-Metylobutan 1-8,12,18 a -Pinen 9-13,18,19
n-Pentan 1-9 B-Pinen 3-11,15,18,19
Etylen 1 d-Fenchen 8,10,12
Propylen 1,89 g-Fenchen 9-12
Butylen 1-12,15,16,18 a -Fenchen 7-17
Penten 1,2,5-9,13-15 B-Fenchen 7,10,12
Nonen 1,6,11,16 Kamfen 3-17,19
I1zopren 1-17 Sabinen 12
2,3-Dimetylobutadien 8,13,14 Mircen 7-19
p-Cymen 7-17 3-Karen 7-18
Etanol 3-5,10,12-19 a -Felandren 3,8-11
Propanol 3,4 B-Felandren 8-11,14,18,19
3-Heksen-1-ol 1,2,5,7,8 o -Terpinen 8-10,17
Acetaldehyd 1,3,18 B-Terpinen 3,8-10,13-15
Propanal 2,22 y-Terpinen 9,13-15,17
Izobutanal 16 Limonen 3,7-19
Krotonal 17,18 Terpinolen 9-17
a-Metyloakroleina 1-4,7,9,18 Longifolen 9
Benzaldehyd 16,18 Kariofilen 9
Aceton 1-19 a -Muurolen 9
2-Butanon 8,13-15,18 e-Muurolen 9
2-Buten-2-on 6,18 B-Humulen 9
2-Pentanon 6,8,15,19 B-Bizabolen 9
3-Pentanon 5,7-10,15-19 Izofenchon 9,16
Octan etylu 9 Fenchon 9,16
Octan 3-heksen-1-olu 1,4-8 Fenchol 9
Maslan metylu 14 y-Terpineol 9
Kapronian metylu 14 Izoborneol 9
2-Metylofuran 1-5,12,13,18 Borneol 7-11
3-Metylofuran 1-5,12,13,18 Kamfora 8
Furan 6,18 Octan bornylu 7-11
Winylofuran 1,2,4,8 Octan terpinylu 9
Chloroform 16 Mentan 14
Oktanon 19 Santen 8,11
2-Metylobutan-3-on 18 2-Metylo-1-buten-3-on 18

1 — wierzba iwa, 2 - osika, 3 - topola balsamiczna, 4 - dgb szypulkowy, 5 — brzoza brodawkowata, 6 — jarzebina,
7 — modrzew syberyjski, 8 — §wierk europejski, 9 - sosna zwyczajna, 10 — sosna syberyjska, 11 — jodta syberyjska,
12 — jatowiec pospolity, 13 — jalowiec perski, 14 — jalowiec wirgilijski, 15 — cyprys wiecznie zielony,
16 — zywotnik zachodni, 17 — zywotnik wschodni, 18 — klon biaty, 19 — jesion.
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Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ ze sktadem 1 wielkoscig biogenicznej emisji lotnych

zwigzkow organicznych oraz z metodyka oznaczania i identyfikacji roslinnych LZO.

Zakres materialu naukowego

1. LZO - reakcje w atmosferze, wptyw na organizmy zywe.

2. Schemat 1 =zasada dzialania chromatografu gazowego. Analiza jako$ciowa
w chromatografii gazowej. Wykorzystanie danych retencyjnych i zalezno$ci migdzy nimi.
Zastosowanie indeksoéw retencji. Istota rozdzielania chromatograficznego.

3. Zasada mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME). Budowa urzadzenia do SPME.
Parametry wplywajace na efektywno$¢ wydzielania zwigzkow w SPME. Rodzaje faz
stacjonarnych stosowanych w analizie zwiazkoéw organicznych. Potaczenie SPME
z technikami rozdzielczymi.

Literatura

1. Buszewski B., Ligor T., Ulanowska A. (2013) Oznaczanie lotnych zwigzkdéw organicznych
za pomocg chromatograficznych technik sprz¢zonych. [W:] Baranowska . (red.). Analiza
sladowa, zastosowania. Wyd. Malamut, Warszawa.

2. Witkiewicz Z., Katuzna-Czaplinska J. (2012) Podstawy chromatografii i technik
elektromigracyjnych. Wyd. WNT, Warszawa.

3. Stepnowski P., Synak E., Szafranek B., Kaczynski Z. (2010) Techniki separacyjne. Wyd.

UG, Gdansk (dostepne online).

Sprzet i material badawczy

1.

L N o g B~ WD

Chromatograf gazowy Agilent Technologies z detektorem MS i kolumng kapilarng
HP-5MS (95% metylopolisiloksanu z 5% grup fenylowych) 30mx0,25mmx25um;
Urzadzenie i wiokna do SPME: pokryte 100 um warstwg polidimetylosiloksanu (PDMS);
Mieszadto magnetyczne z plytka grzejna;

Fiolka chromatograficzna o poj. 15 mL;

Nozyczki;

Waga techniczna;

Material badawczy — $wieze igliwie drzew iglastych: sosny, $wierku lub jodty, ok. 5 g;

Roztwor mieszaniny n-alkanéw C7—C16 W N-heksanie oraz heksan do plukania strzykawki.

Sposéb wykonania
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Izolacja zwigzkow z materiatu roslinnego

Niewielkg ilos¢ materiatu (igliwie) rozdrobni¢ na kawaltki o dlugosci od 0,5 do 1 cm,
odwazy¢ 1,5 g materialu i umiesci¢ w fiolce o pojemnosci 15 mL zamykanej septa. Fiolke
zanurzy¢ w tazni o temperaturze 40°C, przez septe wprowadzi¢ igle urzadzenia do SPME
z widknem PDMS 100. Wi6kno ekstrakcyjne wprowadzi¢ do fazy nadpowierzchniowej
nad probka na 30 minut. Bezposrednio po zakonczeniu procesu pobierania probki wtokno
wprowadzi¢ do portu nastrzykowego chromatografu gazowego 1 przeprowadzié

termodesorpcje 1 analiz¢ zaabsorbowanych analitow.

Warunki analizy chromatograficznej
Po zakonczeniu procesu mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej przeprowadza si¢ analize
chromatograficzng przy uzyciu chromatografu HP 6890 z detektorem mas MS 5973 firmy
Agilent Technologies w nastepujacych warunkach:

« kolumna HP-5Ms (metylofenylosiloksanowa): 30 m x 0,25 mm x 25 pum,

. temperatura dozownika: 250°C;

. temperatura detektora: 250°C;

« przeptyw gazu no$nego 1mL/min, bez podziatu strumienia;

. prad jonizacji 70 eV;

« temperatura zrodta jonow 280°C;

« temperatura kwadrupola 150 °C;

« skanowanie w zakresie od 27 do 600 amu;

« Czas termodesorpcji: 15 min.,

« program temperaturowy od 40°C (3 min.) do 250 °C z szybko$cig nagrzewania

5°C/min.

Analiza mieszaniny wzorcow n-alkanow
1 pl roztworu n-alkanow poddac analizie w takich samych warunkach jak zwigzki
zatrzymane na witoknach. Czasy retencji alkanow uzyskane podczas analizy postuza do

wyznaczenia indeksow retencji LZO wyizolowanych z probek roslin.

ldentyfikacja zwigzkow
Przeprowadzi¢ komputerowe porownanie widm mas wyznaczonych podczas analiz
z widmami w bazie danych. Dla kazdego z pikow wybra¢ pie¢ zwigzkow o widmie

najbardziej podobnym do zarejestrowanego. Dla kazdego z wybranych zwigzkéw podaé
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warto$¢ indeksu retencji na podstawie bazy danych identyfikacyjnych Zakladu Chemii
Srodowiska.

Indeksy retencji wykrytych zwigzkdéw obliczy¢ ze wzoru na arytmetyczny indeks retencji
van Den Doola i Kratza:

(tx - tn)

RI =100Xxn+ 100 X ————
(tn+1 - tn)

gdzie:

tn, th+1, tx — niezredukowane czasy retencji wzorcowych n-alkanow o liczbach atoméw n i
n+1, oraz badanego zwigzku x. Wielko$ci te powinny spetnia¢ nastepujaca zaleznos$¢:
th < tx < th+1.

Na podstawie indeksu retencji dokona¢ ostatecznej identyfikacji zwigzkow.

Opracowanie wynikow

W sprawozdaniu poda¢ krotki opis wykonanych czynnos$ci oraz wyniki przeprowadzone;j

identyfikacji w postaci stabelaryzowanej, obejmujace nazwe zwiazku, numer CAS zwiazku,

indeks retencji eksperymentalny i literaturowy, trzy glowne piki z widma mas, pole

powierzchni pod pikiem, wzgledng (procentowg) zawarto$¢ zwigzku w stosunku do calej emisji

LZO przez ro$ling oraz wskaz grupe zwiazkow do ktorej nalezy zidentyfikowana substancja.

Czas 3 gtowne | Nazwa zwiazku Numer Wzor Indeks Indeks Pole Zawarto$¢ Grupa
retencji piki m/z CAS suma- retencji retencji powierzchni [%] zwigzkow
tr ryczny IRexp. IRjit. pod pikiem

[S2d ISR Il Il A
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CHROMATOGRAFICZNE OZNACZANIE NIKOTYNY
W DYMIE PAPIEROSOWYM

Wprowadzenie

Palenie tytoniu nalezy do najwazniejszych czynnikéw sprzyjajacych powstawaniu choréb
uktadu krazenia, uktadu oddechowego i nowotworéw. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO,
World Health Organization) podata, ze w 2005 roku odnotowano 5,4 min zgonow
z powodu chorob odtytoniowych oraz przewiduje, ze w 2030 roku liczba ta wzrosnie do 8,3
min. Istnieje zatem ciggla potrzeba monitorowania aktywnych jak i biernych palaczy, czyli os6b
narazonych na srodowiskowy dym tytoniowy (ETS, environmental tobacco smoke).

Dym tytoniowy powstaje w wyniku niecatkowitego spalania tytoniu i zachodzacych
w tym czasie reakcji pirolizy, pirosyntezy i destylacji. Wyroznia si¢ gtowny strumien dymu
(MS, mainstream smoke) oraz strumien boczny (SS, sidestream smoke) powstajacy
w przerwach migdzy zacigganiem. Osoby niepalace sg narazone na ETS, ktory jest sumag
glownego (20-4%) i bocznego strumienia dymu (80—96%).

Sktad jakosciowy dymu tytoniowego jest bardzo ztozony. Stanowi go ok. 4000 zwigzkow
chemicznych i kilkaset substancji, ktorych dotad nie zidentyfikowano. Jest on mieszaning
sktadajaca si¢ z fazy gazowej i czastkowej. Faza gazowa gldwnego strumienia dymu sktada si¢
m.in. z: azotu i jego tlenkow, tlenu 1 dwutlenku wegla, amoniaku, cyjanowodoru,
weglowodorow, ketonow, amin, zasad organicznych, lotnych N-nitrozoamin, nikotyny, kotyni-
ny 1 wolnych rodnikéw. Gléwny skladnik fazy czastkowej stanowig alkaloidy pirydynowe,
gdzie najwigkszy swoj udzial ma nikotyna, ktorej zawartos¢ wynosi 85-90% ogolnej masy
alkaloidow, co stanowi od 0,004 do 0,02 mg/mL. Pozostate sktadniki to: wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne, fenole, alkohole, kwasy organiczne, fitosterole, sktadniki
nieorganiczne (potas, wapn, nikiel, otéw, selen, kadm, cynk), pierwiastki promieniotworcze,
N-nitrozoaminy swoiste dla tytoniu i wolne rodniki.

Nikotyna zostata po raz pierwszy wyizolowana w 1828 roku, jej chemiczna budowa zostala
okryta w 1843 roku, za$ otrzymana po raz pierwszy w 1904 roku. Nikotyna to organiczny
zwigzek chemiczny w grupy alkaloidéw pirydynowych. Zbudowana jest z dwodch
pierscieni heterocyklicznych: pirydyny i pirolidyny (rys. 1). Nazwa nikotyny pochodzi od

francuskiego lekarza Jeana Nicota, ktory w XVI wieku zalecat tyton jako lek.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Zwi%C4%85zki_heterocykliczne
https://pl.wikipedia.org/wiki/Pirydyna
https://pl.wikipedia.org/wiki/Pirolidyna
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Rys. 1. Wz6r strukturalny nikotyny

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest wykonanie analizy ilosciowej nikotyny w dymie tytoniowym oraz

zapoznanie si¢ z aspirometryczng technikg przygotowania probki i oznaczeniem technika

chromatograficzng.

Zakres materialu naukowego

1. Nikotyna: budowa chemiczna, dziatanie na organizm.

2. Dym tytoniowy: pojecie, sktad chemiczny.

3. Metoda aspiracyjna pobierania probek gazowych.

4. Budowa i zasada dziatania spektrometru mas (MS). Rodzaje jonizacji w MS. Potaczenie
chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (GC-MS). Analiza ilosciowa w GC-MS.

Literatura

1. Stepnowski P., Synak E., Szafranek B., Kaczynski Z. (2010) Techniki separacyjne. Wyd.
UG, Gdansk (dostepne online).

2. Witkiewicz Z., Katuzna-Czaplinska J. (2012) Podstawy chromatografii i technik

elektromigracyjnych. Wyd. WNT, Warszawa.

Sprzet i material badawczy

1.

N o g &

Chromatograf gazowy Agilent Technologies z detektorem MS i kolumng kapilarng
HP-5MS (95% metylopolisiloksanu z 5% grup fenylowych) 30mx0,25mmx25um;
Wyparka rotacyjna;

Zestaw do aspirometrycznego pobierania probek: aspirator badz pompka wodna, ptuczka
z nasadka, gumowe weze do taczenia, lufka;

Kolba okraglodenna o poj. 100 mL;

Kolby miarowe o poj. 10 mL — 6 szt.;

Pipeta jednomiarowa o poj. 50 mL,;

Pipeta wielomiarowa o poj. 5 mL;



10.
11.
12.
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Filtry strzykawkowe PTFE;

Fiolki chromatograficzne o poj. 2 mL — 6 szt.;
Nikotyna, cz.d.a.;

Heksan o czystosci chromatograficznej;

Materiat badawczy — papieros.

Sposéb wykonania

1.

Izolacja nikotyny z papierosa

Odmierzy¢ pipeta jednomiarowg 50 mL heksanu i przenie$¢ do pluczki. Nastgpnie
zmontowa¢ zestaw do aspirometrycznego pobierania analitéw znajdujacych sie w dymie
tytoniowym przy uzyciu pompki wodnej. Etap izolacji analitow prowadzi¢ do momentu
wypalenia calego papierosa. Roztwor z phluczki przenies¢ do kolby okraglodennej i
odparowac do sucha na wyparce rotacyjnej (cisnienie 270 mbar, temp. 50 °C). Nastepnie
otrzymang suchg pozostato$¢ rozpusci¢ w 10 mL heksanu i przefiltrowaé przez filtr

strzykawkowy PTFE do fiolki chromatograficznej i podda¢ analizie GC-MS.

Oznaczanie nikotyny w papierosie

a) Sporzqdzenie krzywej wzorcowej nikotyny

Ze sporzadzonego roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/mL przygotowaé roztwory
wzorcowe nikotyny o nastepujacych stezeniach: 0,08; 0,1; 0,2 i 0,3 mg/mL w kolbach
miarowych o pojemnosci 10 mL. W fiolkach chromatograficznych umiesci¢ ok. 1 mL

roztworéw wzorcowych i podda¢ analizie GC-MS.

b) Analiza chromatograficzna

Analiz¢ chromatograficzng przy uzyciu chromatografu HP 6890 z detektorem mas MS
5973 przeprowadzi¢ w nastepujacych warunkach:

«  kolumna HP-5MS (metylofenylosiloksanowa): 30 mx0,25 mmx25 pm,

. temperatura dozownika: 250°C;

. temperatura detektora: 250°C;

«  przeptyw gazu nosnego 1mL/min, bez podziatu strumienia, split 10:1;

o prad jonizacji 70 eV;

« temperatura zrodta jonéw 280°C;

. temperatura kwadrupola 150 °C;
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« skanowanie w zakresie od 27 do 600 amu;

« odcigcie rozpuszczalnika: 3 minut;

. program temperaturowy: temperatura poczatkowa pieca 70°C, narost 10°C/min do
150°C, narost 30°C/min do temperatury 310°C (3 min).

Opracowanie wynikow

1.
2.

Wykresli¢ krzywa wzorcowa nikotyny.

W oparciu o uzyskane pola powierzchni i rownanie krzywej wzorcowej nikotyny obliczy¢
stezenie nikotyny w dymie tytoniowym.

Obliczy¢ zawarto$¢ (mg) nikotyny w spalonym papierosie.

Zamiesci¢ chromatogram przeprowadzonej analizy.



