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ZASTOSOWANIE USAEME/GC-MS DO OZNACZANIA
MIKROZANIECZYSZCZEN ORGANICZNYCH
W PROBKACH SRODOWISKOWYCH

Wprowadzenie

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg mikroekstrakcji poprzez emulgacje
wspomagang ultradzwickami oraz z problemem oznaczania zwigzkow endokrynnych
w zlozonych matrycach jakimi sg probki srodowiskowe.

Mikroekstrakcja ciecz—ciecz (ang. Liquid-Liquid Microextraction, LLME) jest
odmiang ekstrakcji ciecz—ciecz (ang. Liquid-Liquid Extraction, LLE), bedacej jedng
z najstarszych i najbardziej popularnych technik wykorzystywanych w przygotowaniu do
analizy probek srodowiskowych.

Teoretyczne podstawy ekstrakcji ciecz—ciecz opisuje prawo podziatu:

C
— = Kc (1)
Ca

gdzie: K. — wspotczynnik podzialu, Co, — stezenie skladnika w fazie organicznej,

Caq — stezenie sktadnika w fazie wodne;.

Technika LLME w odroznieniu od LLE wykorzystuje niewielkie ilo$ci
rozpuszczalnikow (od kilku do kilkudziesi¢ciu mikrolitrow). Zarowno LLME jak i LLE,
opiera si¢ na rownowagowym podziale sktadnikéw miedzy faz¢ wodng i niemieszajaca si¢
z nig faz¢ organiczng. Warunkiem réwnowagi dla takiego przypadku jest rownosc
potencjatow chemicznych sktadnika w obu fazach. Osiggnigcie rownowagi pomigdzy fazami
moze by¢ uzyskane na drodze r¢cznego wytrzasania, jak i mechanicznego mieszania.

Coraz czesciej do izolacji zwigzkoéw organicznych z probek wodnych stosuje si¢ nowa
technike 1izolacji opracowang w 2008 r., czyli mikroekstrakcje poprzez emulgacje
wspomagang ultradzwickami (ang. Ultrasound Assisted Emulsification Microextraction,
USAEME). W metodzie tej niewielka ilo$¢ rozpuszczalnika organicznego wprowadzana jest
do probki wody. Taki uktad przez kilka minut poddawany jest dzialaniu ultradzwigkdéw, na
skutek czego rozpuszczalnik organiczny ulega rozproszeniu na mate mikrokropelki i przenika
do fazy wodnej. Zastosowanie ultradzwickow utatwia zjawisko emulgacji i przyspiesza
proces transferu zwigzkow pomiedzy dwoma niemieszajacymi si¢ fazami. To prowadzi do
wysokiej wydajnosci ekstrakcji w jak najkrétszym czasie. Mechanizm emulgowania
stosowany w technice USAEME oparty jest na zjawisku kawitacji. Na skutek powstawania

intensywnej fali uderzeniowej, ciecz nabiera duzej predkosci 1 wytwarzane sg pecherzyki.
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Taki mikrostrumien pecherzykdéw moze powodowac zaktocenie kropli rozpuszczalnika, a tym
samym poprawi¢ proces emulgacji poprzez generowanie mniejszych kropelek fazy
rozproszonej. W zwiazku z tym powierzchnia kontaktu fazy wodnej i fazy organicznej
znacznie wzrasta. ROwnowaga procesu ustala si¢ juz po niewielkim czasie trwania ekstrakcji
w stanie emulsji. Kolejny etap procesu USAEME to odwirowanie, ktory powoduje
rozdzielenie faz. Oddzielong warstwe organiczng zbiera si¢ za pomocg mikrostrzykawki.
Stosowanie mikroilo$ci rozpuszczalnika oraz izolacja za pomoca ultradzwickéw zapewnia

wysoka wydajnos$¢ zageszczania. Schemat procesu USAEME przedstawiono na rysunku 1:

emulgacja
wspomagana =4 @ i
ultradzwiekami wirowanie 4
———
prébka dodatek emulgatora faza organiczna

Rys. 1. Schemat zageszczania technika mikroekstrakcji poprzez emulgacje wspomagang
ultradzwigkami [1]

Modyfikacja zwyklej techniki USAEME jest mikroekstrakcja poprzez emulgacje
wspomagana ultradzwigkami przeprowadzona w strzykawce (ang. in-syringe USAEME).
Schemat procesu USAEME w strzykawce przedstawiono na rysunku 2. W technice tej stosuje
si¢ rozpuszczalniki o gestoSci mniejszej niz gesto§¢ wody (np. toluen). Jako urzadzenie
ekstrakcyjne uzywana jest szklana strzykawka, za$§ strzykawka chromatograficzna stuzy do
wstrzykiwania rozpuszczalnika i odzyskiwania ekstrahenta. Na poczatku analit pobierany jest
z naczynia do szklanej strzykawki (rys. 2. A). Dalej nast¢puje usuni¢cie tloka, uszczelnienie
strzykawki i odwrocenie jej ,do gory nogami”. Do tak przygotowanego naczynia
ekstrakcyjnego wprowadzany jest rozpuszczalnik za pomoca strzykawki chromatograficznej
(rys. 2. B). Po wstrzyknigciu emulgatora, urzadzenie ekstrakcyjne zostaje uszczelnione
1 umieszczone w tazni ultradzwigkowej (rys. 2. C). Po zakofczeniu procesu emulgacji, probka
zostaje odwirowana w wyniku czego nastepuje rozdzielenie faz (rys. 2. D). Urzadzenie
ekstrakcyjne zostaje przywrocone do pozycji wyjSciowej, nastgpuje usuniecie uszczelnienia
oraz wstawienie tloka. Dalej tlok strzykawki przesuwa si¢ do gory, wttaczajac ekstrahent do

skalowanej kapilary, gdzie nast¢puje odczytanie jego objetosci (rys. 2. E, F, G).

[1] J. Namiesnik, Nowe rozwigzania metodyczne w zakresie przygotowania probek do analizy chromatograficznej,
prezentacja Power Point, Warszawa 2009, www.pg.gda.pl/chem/pl.
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Rys. 2. Schemat procesu USAEME w strzykawce [2]
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Inng modyfikacja techniki USAEME jest mikroekstrakcja rozpuszczalnikiem ,,z kropli
do kropli” wspomagana ultradzwickami (ang. Ultrasonic Assisted Drop-to-Drop Solvent
Microextraction, USADDSME) (rys. 3). Jako naczynie ekstrakcyjne stuzy kapilara, w ktorej
znajduje sie roztwor probki a rozpuszczalnik wstrzykiwany jest w réwnych ilosciach na
réznych wysokosciach probki za pomocg strzykawki. Nastepnie taki uktad poddawany jest
dziataniu ultradzwiekéw i odwirowywany. Zebrana faza organiczna poddawana jest analizie.

Do przeprowadzenia tego typu ekstrakcji wymagana jest mata ilo$¢ probki (5 pL) [3].

strzykawka zebranie fazy
organicznej

rozpuszczalnik
organiczny L. L
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Rys. 3. Schemat procedury USADDSME [3]

[2] Y-S. Su, J-F. Jen, Determination of organophosphorous pesticides in water using in-syringe altrasound-assisted
emulsification and gas chromatography with electron-capture detection, Journal of Chromatography A, 2010, 1217,
5043-5049.

[3] M. Zhang, J. Huang, X. Zheng, L. Wu, Ultrasonic-assisted drop-to-drop solvent microextraction in a acapillary tube

for analyzing trace benzene, toluene, xylene in one drop of a water sample, Chromatographia, 2010, 72, 1163-1168.
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Na wydajnos$¢ ekstrakceji technikg USAEME ma wplyw kilka parametréw:

1.

Rodzaj stosowanego rozpuszczalnika ma kluczowe znaczenie dla wydajno$ci procesu

ekstrakcji. Przy wyborze rozpuszczalnika bierze si¢ pod uwage rozpuszczalno$¢ w nim
analitu oraz tatwo$¢ usunigcia go z ekstraktu. W technice USAEME wiasciwosci
fizykochemiczne rozpuszczalnika wplywaja na zjawisko emulgacji, a w konsekwencji na
efektywnos$¢ ekstrakcji. Stosowany rozpuszczalnik organiczny powinien posiadaé
zdolno$¢ do tworzenia emulsji oraz charakteryzowa¢ si¢ niska rozpuszczalnoscia
w wodzie.

Do izolacji z uzyciem techniki USAEME stosowane byly nastepujace rozpuszczalniki:

chloroform (CHCI3), czterochlorek wegla (CCly), 1,1,1-trichloroetan (C,H3Cl3) oraz toluen,

dekan, izooktan, heptan i 1-oktanol. Wtasciwosci fizykochemiczne stosowanych

rozpuszczalnikoéw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wriasciwosei  fizykochemiczne wybranych rozpuszczalnikow —stosowanych

w technice USAEME

Rozpuszczalnik Gestos¢ w 20°C Rozpuszczalno$é w wodzie
(g/mL) w 20°C (mg/mL)
Chloroform 1,48 8,0
Czterochlorek wegla 1,59 0,8
1,1,1-Trichloroetan 1,34 0,5
Toluen 0,87 0,46
Dekan 0,73 0,00002
Izooktan 0,69 0,0014
Heptan 0,68 0,0027
1-Oktanol 0,83 0,42

Ilo$¢ rozpuszczalnika stosowanego do ekstrakcji ma wplyw na zatezanie analitu, im

mniejsza objetos¢ fazy organicznej, tym wigksze zatezenie analitu, co skutkuje
obnizeniem granicy oznaczalno$ci. Ponadto, stosowanie jak najmniejszych ilosci
toksycznych rozpuszczalnikdéw jest zgodne z zasadami ,,zielonej chemii”.

Czas ekstrakcji jest to minimalny czas jaki jest potrzebny do réwnowagowego podziatu

analitu pomigdzy faze organiczng a fazg¢ wodng. Czas uzyskania rownowagi to czas po
ktorym ilo$¢ ekstrahowanych analitow pozostaje stala 1 réwna ilosci ekstrahowanej
w nieskonczenie dtugim czasie. W USAEME czas ekstrakcji zdefiniowany jest jako czas
pomiedzy wstrzyknigciem rozpuszczalnika do probki a zakonczeniem procesu emulgacii.
Wirowanie shluzy do rozbicia emulsji 1 przyspieszenia procesu rozdziatu faz. Czas
ekstrakcji podobnie jak czas i predko$¢ wirowania dobierany jest indywidualnie

w zaleznosci od rodzaju oznaczanego analitu, jak i uzytego rozpuszczalnika. Zazwyczaj
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czas ekstrakcji nie przekracza 15 minut a czas wirowania 5 minut przy predkosci 4000
obrotow/minutg.

Wartos¢ pH probki ma wptyw na skutecznos$¢ ekstrakcji w technikach takich jak LLE,

SPE i SPME. Wynika to z faktu, ze w roztworze o odpowiedniej kwasowosci, analit
wystepuje w neutralnej (molekularnej) formie, ktéra ma wigksze powinowactwo do fazy
hydrofobowe;j.

Przy wydzielaniu zwigzkow organicznych z roztworé6w wodnych korzystny wplyw ma

efekt wysolenia. Rozpuszczalno$¢ wielu substancji organicznych w wodzie ulega

znacznemu zmniejszeniu w obecnosci rozpuszczonych soli nieorganicznych. Ponadto
dodanie soli do warstwy wodnej powoduje mniejszg rozpuszczalno$¢ rozpuszczalnikow
organicznych w fazie wodnej, a tym samym mniejsze sa straty fazy organicznej.
W technice USAEME efekt wysolenia ma ujemny wplywu na wydajnos$¢ ekstrakc;ji.
Okazuje sig, ze sredni wzrost sity jonowej, powoduje wzrost lepkosci 1 gestosci roztworu.
Tym samym promieniowanie ultradzwieckowe moze by¢ absorbowane a proces kawitacji

cofniety, w konsekwencji nie prowadzac do powstawania emulsji.

Zakres materialu naukowego

1.

Mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz (LLME). Etapy procedury USAEME.
Modyfikacje techniki USAEME. Parametry wptywajace na efektywno$¢ wydzielania
zwigzkéw technika USAEME. Rodzaje rozpuszczalnikow stosowanych w technice
USAEME.

Pojecie derywatyzacji analitow. W jakim celu stosuje si¢ derywatyzacje analitow.
Rodzaje derywatyzacji.

Klasyfikacja zwiazkéw endokrynnie czynnych (EDCs). Zrédta i losy EDCs w
srodowisku. Wptyw EDCs na organizmy zywe.
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Aparatura i odczynniki

1. Chromatograf gazowy Agilent Technologies z detektorem MS i kolumng kapilarng
HP-5MS (95% metylopolisiloksan z 5% grup fenylowych) 30m x 0,25 mm, 25 um film
fazy stacjonarnej,

Sprezone gazy: hel i powietrze,

Laznia ultradzwickowa,

Wiréwka laboratoryjna,

Probowki stozkowe wraz z korkami, 10 szt.,

Mikrostrzykawka o poj. 50 uL, 1 szt.,

Pipety automatyczne, do 10 uL i 200 pL,

Fiolki chromatograficzne o poj. 2 mL + wktadki chromatograficzne o poj. 150 uL, 10
szt.,

9. Kolby miarowe o poj. 50 mL, 5 szt.,

10. Pipeta Pasteura, 1 szt.,

11. Na;HPO, cz.d.a. + topatka i naczynko wagowe,

12. Chloroform,

13. Bezwodnik octowy,

14. Metanol do ptukania strzykawki + zlewki na metanol,

15. Woda dejonizowana.

© N U wN

Sposob wykonania
1. Sporzadzenie Krzywej wzorcowej

W kolbach miarowych o poj. 50 mL sporzadzi¢ roztwory wzorcowe mieszaniny
analitow z grupy zwiazkow endokrynnie czynnych (EDCs) o stezeniach 1, 4, 7 1 10 ug/L,
poprzez rozcienczenie roztworu roboczego (RR) mieszaniny analitow z grupy EDCs
0 stezeniu 50 mg/L. W tym celu do kolb miarowych odwazy¢ po 1 g Na;HPO,, rozpusci¢ w
niewielkiej ilosci wody milliQ, nastgpnie odmierzy¢é okreslong objetos¢ RR mieszaniny
analitow i uzupeti¢ woda milliQ do kreski. Nastepnie do szklanych probowek stozkowych
odmierzy¢ po 5 mL tak sporzadzonej mieszaniny (w 2-krotnym powtorzeniu) i za pomoca
mikrostrzykawki chromatograficznej doda¢ 70 pL chloroformu oraz 50 upL bezwodnika
octowego. Tak przygotowany uktad podda¢ dziataniu ultradzwickow (moc 230 W,
czestotliwos¢ 42 kHz) przez 5 minut. Po zakonczeniu procesu emulgacji probke odwirowac
z uzyciem wirdwki laboratoryjnej z predkoscig 4000 obrotéw/minute przez 7 minut.
Nastepnie za pomocg strzykawki chromatograficznej o pojemnosci 50 pl zebraé faze
organiczng i1 przenie$¢ do fiolek chromatograficznych zawierajacych wktadki o pojemnosci
150 pL. Zebrang faze organiczng podda¢ analizie GC-MS.

Analize chromatograficzng prowadzi¢ przy uzyciu aparatu GC-MS w nastepujacych
warunkach:

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

6
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. temperatura poczatkowa pieca 150°C,

« narost 5°C/min do temperatury 185°C,

« narost 20°C/min do temperatury 270°C,

. temperatura dozownika: 250°C,

. temperatura detektora: 250°C,

« praca detektora w trybie SIM,

. zakres skanowania m/z 40-600,

. odcinanie rozpuszczalnika: 3 min,

« przeptyw gazu nosnego 1mL/min, bez podziatu strumienia (splitless),

« czas analizy: 17,25 min

2.

Prébka badana
Do kolby miarowej o objetosci 50 mL wprowadzi¢ 1 g Na,HPO, i uzupetnié¢ do kreski

badang probka. Do 2 probdéwek pobra¢ po 5 mL badanego roztworu, a nast¢pnie za pomoca

mikrostrzykawki chromatograficznej doda¢ 70 pL chloroformu oraz 50 pL bezwodnika

octowego. Tak przygotowany uklad podda¢ dziataniu ultradzwigkow (moc 230 W,

czestotliwos$¢ 42 kHz) przez 5 minut. Po zakonczeniu procesu emulgacji probke odwirowac

z uzyciem wirowki laboratoryjnej z predkosciag 4000 obrotow/minute przez 7 minut.

Nastepnie za pomocg strzykawki chromatograficznej o pojemnosci 50 pl zebraé¢ fazg

organiczng i przenie$¢ do fiolek chromatograficznych zawierajacych wktadki o pojemnosci

150 pL. Zebrang faze organiczng podda¢ analizie GC-MS w takich samych warunkach jak

roztwory wzorcowe.

Opracowanie wynikow

1.

W oparciu o uzyskane pola powierzchni roztworéw wzorcowych wyznaczy¢ krzywa
kalibracyjna kazdego z badanych analitow.

W oparciu 0 uzyskane pola powierzchni analitow w badanej probce i krzywej
wzorcowej obliczy¢ st¢zenia badanych zwigzkow.

Zamies$ci¢ chromatogram oznaczanych zwigzkow.

Skomentowa¢ otrzymane wyniki oraz trudnosci zwigzane z 0znaczaniem
mikrozanieczyszczen organicznych w probkach srodowiskowych.

Przedstawi¢ wady i zalety techniki USAEME.



