NOWOCZESNE METODY PRZYGOTOWANIA PROBEK DO ANALIZY
Chemia II stopien, 1 rok

IZOLACJA I OZNACZANIE LOTNYCH ZWIAZKOW ORGANICZNYCH
W FAZIE GAZOWEJ METODA SPME/GC-MS

Wprowadzenie

Celem niniejszego ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg mikroekstrakeji do fazy
stacjonarnej (SPME) z fazy nadpowierzchniowej oraz zbadanie wplywu wybranych
czynnikéw na wydajno$¢ wydzielania substancji lotnych (BTEX — benzen, toluen,

etylobenzen, ksyleny) z wody technikag SPME.

Metody wydzielania substancji lotnych z probek wodnych dzielimy na:

e statyczne (polegajace na analizie warstwy nadpowierzchniowej — ustala si¢ stan

rownowagi miedzy faza nadpowierzchniowa i wodng w okre§lonych warunkach),

e dynamiczne (wykorzystuje si¢ przeplyw gazu do catkowitego wyczerpania

zawartoS$ci substancji oznaczanej w fazie cieklej, a nie do stanu réwnowagi),

e SPME (mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej).

Technika mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME — Solid Phase
Microextraction) opracowana zostala przez Pawliszyna i jego wspotpracownikow w 1987
roku, natomiast sprz¢t do SPME zostat wprowadzony na rynek przez firm¢ Supelco w 1992
roku. Urzadzenie do SPME jest rodzajem zmodyfikowanej mikrostrzykawki. Mikroekstrakcja
do fazy stacjonarnej moze by¢ zastosowana zaro6wno do probek ciektych, jak i gazowych.
W obu przypadkach zachodzi podziat analitow migdzy matryce probki a fazg stacjonarna.

Glownym elementem urzadzenia do SPME jest wldkno z naniesiong na nie faza
stacjonarng. Faze stacjonarng o grubosci od 7 um do 100 um stanowia najczescie;j:

e ciekle polimery, np. polidimetylosiloksan (PDMS) lub inne, stosowane
w kolumnach kapilarnych,

e polimery stale, np. poliakrylan (PA),

e kopolimery, np. styrenu z diwinylobenzenem (DVB), (w postaci mikrogranulek
umieszczone w fazie stacjonarnej).

Proces wydzielania analitow metoda mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej sklada si¢
z dwoch zasadniczych etapow:

e izolacji i wzbogacenia z probki wodnej lub fazy gazowej do fazy stacjonarnej

naniesionej na witokno,

e uwolnieniu analitow poprzez desorpcj¢ bezposrednio do analizatora, ktorym

najczesciej jest chromatograf gazowy (GC).



Urzadzenie do SPME przedstawiono schematycznie na rys. 1. Glownym elementem
przyrzadu do SPME jest witokno kwarcowe pokryte fazg stacjonarng na dlugosci 10 mm,
a w przypadku wtokien typu StableFlex na dlugosci 20 mm. Wtokno kwarcowe jest osadzone
w rurce ze stali nierdzewnej. Rurka ta umieszczona jest w specjalnym uchwycie, ktory
przypomina strzykawke. Nacisnigcie ttoka powoduje wysunigcie widkna z igty. W obudowie
uchwytu znajduje si¢ wycigcie pozwalajgce na zablokowanie tloka w pozycji wysunigtej. Po
odblokowaniu tloka powraca do potozenie wyj$ciowego, dzicki czemu widkno chowa si¢
ponownie w igle. W zaleznos$ci od rodzaju widkna koncowka mocujaca rurke stalowg ma

rozny kolor, ktory mozna tatwo sprawdzi¢ przez otwor znajdujacy si¢ w obudowie przyrzadu.

Rys. 1. Schemat urzadzenia do mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (1 - tlok, 2 — obudowa, 3 — $ruba
prowadzaca, 4 — wyciecie w obudowie, 6 — prowadnica igly, ogranicznik glebokoSci, 7 — sprezyna,

8 — uszczelka, 9 - igla, 10 — rurka stalowa, 11 — wlokno kwarcowe pokryte fazg stacjonarng)

W celu wykonania analizy za pomoca SPME igla, w ktérej schowane jest wtokno,
przebija si¢ membran¢ zamykajaca pojemnik z probka. Nastepnie, przez nacis$nigcie ttoka,
wiokno wysuwa si¢ z igly 1 nastgpnie jego kontakt z probka ciekla lub fazg gazowa
znajdujacy si¢ nad probka. Organiczne anality sorbujg si¢ w fazie stacjonarnej znajdujacej si¢
na wioknie kwarcowym. Po okreslonym czasie, zaleznym od rodzaju analitow, witdkno
ponownie chowa si¢ w igle i caty przyrzad przenoszony jest do chromatografu gazowego.
Jesli wymagane jest przeniesienie ,strzykawki” do innego laboratorium, to otwor w igle
nalezy zamkna¢ (np. za pomocg fragmentu membrany chromatograficznej).

Nastepnym etapem analizy jest termodesorpcja analitow z wtokna. Odbywa si¢ ona

W nastepujacy sposob: igta przyrzadu wprowadzana jest przez membrang chromatograficzng



do gorgcego dozownika, nast¢pnie widkno jest z niej wysuwane i poddawane dziataniu
wysokiej temperatury. Powoduje to uwolnienie analitéw zatrzymanych na fazie stacjonarnej
I przeniesienie ich za pomoca gazu no$nego na kolumng¢ chromatograficzng, gdzie nastgpuje
ich rozdzielenie, a nastgpnie oznaczenie iloSciowe w detektorze. Na rys. 2 przedstawiono
etapy desorpcji analitbw w dozowniku chromatograficznym. Czas termodesorpcji
uzalezniony jest od rodzaju analitéw, a temperatura termodesorpcji zalezy od rodzaju
pokrycia witdkna. Po zakonczeniu termodesorpcji i po schowaniu widkna do igly urzadzenie

zostaje wyciagniete z dozownika i ponownie wykorzystane w procesie ekstrakcji.

a) b)

Rys. 2. Etapy desorpcji analitow z widkna SPME w dozowniku chromatograficznym: a) przebicie igla
membrany dozownika, b) desorpcja termiczna analitéw, c¢) ogniskowanie analitow na wlocie do

kolumny chromatograficznej

Ekstrakcje analitow metoda SPME mozna prowadzi¢ na dwa sposoby:

1. DI (Direct Immersion) - SPME - umieszczenie widkna bezposrednio z probce gazowej
lub wzglednie czystej probee cieklej. Takiego toku postgpowania nie mozna stosowac
w odniesieniu do probek statych lub silnie zanieczyszczonych probek ciektych.

2. HS (Headspace) - SPME - umieszczenie wtokna w fazie nadpowierzchniowej. Lotne
zwiazki zazwyczaj z tatwoscig przechodza do fazy nadpowierzchniowej, chyba ze sa
silnie zwigzane z matryca, jak np. niektore probki stale. Zwigzki o mniejszej lotnosci
réwniez przechodza do fazy nadpowierzchniowej, ale proces ten moze by¢ dtugotrwatly,
co powoduje wydtuzenie czasu osiggniecia stanu réwnowagi. Oba te problemy mozna
ztagodzi¢ przez podgrzewanie probki. Wyzsza temperatura utatwia desorpcje analitdéw
zwigzanych z matryca i przyspiesza transport analitow o matej lotnosci. Dodatkowo
rosnie tez st¢zenie analitow w fazie nadpowierzchniowej. Jednak ze wzrostem
temperatury maleje wartos¢ wspotczynnika podziatu miedzy fazg stacjonarng widkna
a faze nadpowierzchniowg. Trzeba wigc ustali¢ temperatur¢ optymalna, w ktérej ilos¢

wyekstrahowanego analitu jest najwigksza.



Parametry wplywajace na wydzielanie w technice SPME:

1. Pokrycie wltokna — witokno w celu osiggniecia dobrej selektywnosci 1 wydajnosci

ekstrakcji

analitbw powinno charakteryzowaé¢ si¢ odpowiednimi wiasciwosciami

chemicznymi i fizycznymi. W pierwszym etapie wybor fazy stacjonarnej korzysta

z zasady ,,podobne rozpuszcza si¢ w podobnym”, czyli niepolarne anality sg skuteczniej

ekstrahowane do niepolarnego pokrycia witokna (PA), a polarne anality sg ekstrahowane

do polarnego pokrycia wtokna (PDMS). Mieszane fazy sg stosowane gltownie do

ekstrakcji bardzo lotnych zwigzkow. Wydajnos¢ ekstrakeji do takich wiokien jest

wieksza w porownaniu z PDMS, ale czas uzytkowania generalnie krotszy. W tabeli 1

przedstawiono widkna dostepne w sprzedazy, ich wlasnosci i zastosowanie.

Tabela 1. Handlowo dostepne pokrycia wlokien SPME: wlasnoSci i zastosowania

Pokrycie wlokna Kolor wiékna Grubosé Zalecane | Zastosowanie
filmu [um] uzycie
WEOKNA NIEPOLARNE
Polidimetylosiloksan czerwone 100 GC, Niepolarne zwigzki organiczne:
(PDMS) HPLC lotne zwiazki organiczne
zoMte 30 GC, (ang. VOCs), wiclopierscieniowe
HPLC weglowodory aromatyczne
zielone 7 GC, (ang. PAHSs; pl. WWA),
HPLC benzen/toluen/etylobenzen/ksylen
(BTEX), chloroorganiczne
pestycydy
WEOKNA POLARNE
Poliakrylan biate 85 GC, Polarne zwigzki organiczne: tiazyny,
(PA) HPLC fosfoorganiczne pestycydy, fenole
WEOKNA MIESZANE

Polidimetylosiloksan- niebieskie 65 GC Weglowodory aromatyczne,
Diwinylobenzen brazowe 60 HPLC aromatyczne aminy, VOCs
(PDMS-DVB)
Carboxen™ - czarne 75 GC VOCs, weglowodory
Polidimetylosiloksan
(CAR-PDMS)
Carbowax®-Diwinylobenzen | pomaranczowe | 65 GC Polarne zwigzki organiczne:
(CW-DVB) alkohole, ketony, nitroaromatyczne

zwigzki
Carbowax-Templated Resin purpurowe 50 HPLC Anionowe surfaktanty, aromatyczne
(CW-TR) aminy
StableFlex™ niebieskie 65 GC Weglowodory aromatyczne,
Polidimetylosiloksan- aromatyczne aminy, VOCs
Diwinylobenzen
(PDMS-DVB)
StableFlex™ Szare 50/30 GC Szeroki zakres polarnych analitow
Diwinylobenzen-Carboxen-
Polidimetylosiloksan
(DVB-CAR-PDMS)




2. Grubos¢ warstwy fazy stacjonarnej jest niezmiernie wazna. Zastosowanie grubej
warstwy fazy stacjonarnej powoduje, ze uklad znacznie dtuzej osigga stan rownowagi.
Nalezy wybra¢ wtokno z najmniejsza grubo$cig fazy stacjonarnej, ktora juz zapewnia
wymagang czuto$¢. W tabeli 2 przedstawiono wlasciwosci 1 zakres zastosowania widkien

o roznej grubosci warstwy fazy stacjonarne;.

Tabela 2. Wlasciwosci i zakres zastosowania wlokien z grubym i cienkim filmem fazy stacjonarnej

Gruby film Cienki film
Ilo$¢ sorbowanego analitu wicksza mniejsza
Wiasciwosci e skuteczna ekstrakcja zapewniona szybka dyfuzja i fatwe
zwiazkow o wysokiej uwalnianie zwigzkow o wyzszej
temperaturze wrzenia z temperaturze wrzenia podczas
matrycy probki. desorpcji termicznej

e szybkos$¢ desorpcji jest
woweczas przedtuzona i moze
by¢ niecalkowita.

Zastosowanie w szczegolnosci do lotnych do izolacji i wzbogacania
zwigzkow, gdyz zapewniaja substancji o wysokiej temperaturze
przeniesienie ich do GC bez wrzenia

znacznych strat

W tabeli 3 umieszczone sa, zalecane przez producenta, warunki kondycjonowania

poszczegolnych widkien w przypadku analizy metodg kapilarnej chromatografii gazoweyj.

Tabela 3. Temperatura i warunki kondycjonowania wlékien do SPME przy uzyciu GC

Faza stacjonarna Grubosé Maksymalna Zalecany zakres Temperatura Czas
filmu [um] | temperatura [°C] | temperatur [°C] | kondycjonowania kondycjonowania

[°’C] [h]

PDMS 100 280 200-270 250 0,5

30 280 200-270 250 0,5
7 340 220-320 320 1

PDMS-DVB 65 270 200-270 260 0,5
PA 85 320 220-310 300 2

CAR-PDMS 75 320 240-300 280 1-2

CW-DVB 65 265 200-260 250 0,5
DVB-CAR-PDMS 50/30 270 230-270 270 1

3. Mieszanie:
e najlepsze rezultaty daje mieszanie ultradzwickowe,
e przy zastosowaniu mieszadta magnetycznego czas osiggni¢cia stanu rownowagi jest
znacznie dhuzszy,
e ulatwia dyfuzj¢ sktadnikow z fazy cieklej do fazy nadpowierzchniowej,
e polepsza dyfuzje przez powstajaca wokol witokna cienkg 1 nieruchomg warstewke
wody, stanowigcg bariere dyfuzyjng dla analitéw 1 powodujaca wydtuzenie czasy

osiggnigcia stanu rownowagi.




4. Czas ekstrakcji — najlepiej jesli ekstrakcje prowadzi si¢ do momentu osiggnigcia stanu

rownowagi pomiedzy probka a fazg stacjonarng wtokna.

5. Temperatura — moze w dwojaki sposdb wptywac na proces ekstrakcji (tabela 4):

Tabela 4. Korzystne i negatywne aspekty podwyzszonej temperatury ekstrakeji

Korzystne Negatywne
o powoduje wzrost szybkosci ekstrakcji przez o zmniejsza warto$¢ wspotczynnika podziatu
wzmozong dyfuzje¢ analitow w kierunku widkna analitow (Ky), poniewaz etap absorpcji
jest procesem silnie egzotermicznym
o pomaga przenies$¢ anality do fazy o dla termicznie niestabilnych zwigzkow t;.
nadpowierzchniowej (HS-SPME) np. HMX podwyzszona temperatura nie
jest zalecana
o wspdtczynnik dyfuzji w wodzie jest wigkszy i o zmniejsza warto$¢ wspotczynnika podziatu
czas ekstrakcji krotszy, ale wspotczynnik miedzy faza stacjonarng a faza
podzialu wiokno/probka jest wowczas mniejszy nadpowierzchniowg
o przyspiesza transport analitbw o malej lotno$ci

6. Wysalanie:

przez dodanie soli wzrasta sita jonowa roztworu, co powoduje spadek
rozpuszczalnosci wielu zwigzkow (przede wszystkim polarnych), a tym samym
przesunigcie rownowagi w kierunku fazy stacjonarne;,

w przypadku zwigzkow niepolarnych wysalanie ma maty wplyw na warto$é
wspotczynnika podziatu,

efekt wysolenia zalezy od rodzaju zastosowanej soli,

wada wysalania jest mozliwo$¢ wprowadzania do badanej probki dodatkowych
zanieczyszczen, jak rowniez stopniowa degradacja fazy stacjonarnej osadzanej na
wiloknie — mikropeknigcia powstajace pod wptywem soli, gdy widkno zanurzone jest

w badanym roztworze.

Zmiana pH — w wyniku doboru odpowiedniego pH mozna cofng¢ dysocjacje wielu

zwiazkow polarnych (np. fenoli), co powoduje, ze staja si¢ one mniej polarne 1 bardziej

podatne na ekstrakcj¢ przy uzyciu stabo polarnej fazy stacjonarne;.

Objetosé probki.

Zakres materialu naukowego

1.

Zasada mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (SPME). Budowa urzadzenia do SPME.

Etapy procedury SPME. Parametry wptywajace na efektywno$¢ wydzielania zwiazkow

w SPME. Potaczenie SPME z technikami rozdzielczymi.

Schemat i zasada dziatania chromatografu gazowego ze spektrometrem mas.
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Aparatura i odczynniki

1.

N o g &~ w0 N

o

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

Sprezone gazy: hel,

Urzadzenie 1 widokno do SPME z warstwg 100 um polidimetylosiloksanu (PDMS),

Pipeta automatyczna o poj. 10 pL, 10 mL,

Fiolki chromatograficzne o poj. 15 mL, kolby miarowe o poj. 250 mL (3 szt.),

Zlewki o0 poj. 100 mL (1 szt.), 250 mL (1 szt.).

Mieszanina wzorcowa BTEX (mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i p-ksylenu
0 stosunku objetosciowym odpowiednio 7:3:2:2),

NaCl, KCl, KBr, czystosci cz.d.a.,

Woda dejonizowana.

Sposob wykonania

Do kolby o pojemnos$ci 250 mL, zawierajacej 369 NaCl, doda¢ 10 pL mieszanki

BTEX i uzupehi¢ woda do kreski. Z tak przygotowanego roztworu pobra¢ 8 mL i umiesci¢

wraz z mieszadetkiem magnetycznym w naczyniu o pojemnosci 15 mL. Wydzielanie

substancji nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej w czasie 4 minut, bez mieszania.

Po zakonczeniu kazdego procesu SPME przeprowadza si¢ analiz¢ chromatograficzna

przy uzyciu aparatu GC-MS Agilent Technologies 6890N w nastepujacych warunkach:

kolumna HP-5MS (95% metylopolisiloksanu z 5% grup fenylowych), 30 mx0,25 mmx25
pm,

temperatura dozownika: 250°C,

temperatura detektora: 250°C,

przeplyw gazu nosnego 1mL/min, podziat strumienia gazu nosnego 1:20,

czas termodesorpcji: 5 min,

program temperaturowy: 50°C (2 min), narost 7°C/min do 80°C



Przeprowadzi¢ nastepujace etapy optymalizacji warunkdéw oznaczenia:
A — Wydzielanie substancji z roztworu badanego dla réznych warunkéow mieszania (bez
mieszania oraz 200, 700 obrotow/min), przy niezmienionych pozostatych warunkach.
B — Dla wybranej intensywno$ci mieszania przeprowadzi¢ ekstrakcje, zmieniajac jako

parametr czas kontaktu wiokna z faza nadpowierzchniowg (1 min, 4 min, 10 min).

C — Przeprowadzi¢ wysalanie badanego roztworu poprzez dodatek NaCl, KCI, KBr w ilosci

36 g na 250 mL roztworu badanego (kazda z soli nalezy dodawa¢ pojedynczo do nowe;j

porcji roztworu roboczego).

D — Ekstrahowaé substancje przy zmienionej objeto$ci roztworu badanego (1, 5, 8 mL),

zachowujac pozostate warunki.

Opracowanie wynikow

Dla kazdej z przeprowadzonych ekstrakcji poda¢ warunki (czas pobierania probki,
intensywno$¢ mieszania, objetos¢ probki, dodatek soli) oraz otrzymane dla tych warunkow
czasy retencji tr i pola powierzchni pikow analizowanych substanciji.

Okresli¢ wplyw intensywnosci mieszania, czasu pobierania probki, dodatku soli,
objetosci fazy cieklej na efektywno$¢ ekstrakeji.

Przedstawi¢ wykresy przedstawiajace zalezno$¢ pol powierzchni oznaczanych
zwigzkow od poszczegdlnych wartosci optymalizowanych parametrow.

Przeprowadzi¢ dyskusje otrzymanych wynikow.



