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I. WSTEP

|. WSTEP

Rozwdj wspoélczesnej analityki chemicznej zmierza w kierunku oznaczania coraz to nizszych zawarto$ci
substancji analizowanych w coraz to mniejszej objetosci probki. W analizie mikrosladowych ilosci
analizowanych zwiazkow istotny jest pierwszy etap procesu analitycznego czyli etap prawidlowego
przygotowania probki do analizy. Wiaze si¢ to z wyodrebnieniem analitow z matrycy i ich zatgzeniem do

poziomu umozliwiajacego ich oznaczenie.

Wisrdéd szeregu metod przygotowania probek do analizy chromatograficznej, szczegdlng uwage zwraca
mikroekstrakcja do fazy statej (ang. Solid Phase Microextraction, SPME), ktora jest coraz powszechniej
stosowana w codziennej praktyce laboratoryjnej ze wzgledu na szybko$¢, doktadnosé, odtwarzalnosc, a przy
doborze odpowiedniego widkna, takze - selektywnosé. SPME to relatywnie nowa technika izolacji zwiazkow z
matrycy statej, cieklej lub gazowej. Opracowana przez Pawliszyna u progu lat dziewigédziesiatych jest obecnie

btyskawicznie rozwijajaca si¢ technika.

Krzemionka, jako podstawowy materiat stosowany w chromatografii, ekstrakcji, filtracji, dzigki obecnos$ci
w swojej strukturze grup hydroksylowych, pozwala na roéznorodne modyfikacje swojej powierzchni. W
przypadku SPME czuloé¢ stosowanej metody zalezy od rodzaju widkna, a takze jego objetosci (grubosci). Na
rynku dostepnych jest szereg wiokien, z ktorych najczgéciej stosowane to: polidimetylosiloksan (PDMS),
poliakrylan  (PA), polidimetylosiloksan/diwinylobenzen (PDMS/DVB), polidimetylosiloksan/carboxen
(PDMS/Carboxen). Wiokna SPME znalazty szerokie zastosowanie w analityce chemicznej do wyodrebniania i
wzbogacania analitow z probek zywnosci, zanieczyszczen wystepujacych w srodowisku czy farmaceutykach.
Analitycy zwracajg jednak uwage na stabe strony tych widkien, a zwlaszcza: niskg stabilno$¢ termiczng, krotki
czas zycia oraz malg selektywno$¢, ktora jest zalezna od grubosci i rodzaju pokrycia wtdkna. W zwigzku z tym,
trwajg ciagte badania w poszukiwaniu coraz to lepszych, bardziej selektywnych i trwatych termicznie widkien
SPME. W ostatnich latach w literaturze naukowej pojawilo si¢ wiele propozycji rozwiazania tych problemow
poprzez przygotowanie nowych wildkien, zawierajacych na powierzchni migdzy innymi modyfikowane
chemicznie zwigzane fazy stacjonarne oparte na technice sol-zel, charakteryzujace si¢ odpowiednimi
wiasciwosciami adsorpcyjnymi. Charakteryzuja si¢ one wysoka stabilno$cig termiczng, dlugim czasem zycia,

selektywno$cia i wysokim odzyskiem badanych zwigzkow.

Prezentowana praca doktorska poswigcona jest preparatyce wiokien SPME pokrytych krzemionka
modyfikowang grupami ketoiminowymi, opracowaniu techniki nanoszenia sorbentu na uprzednio oczyszczone
wiokno szklane oraz optymalizacji warunkow analizy jakoSciowej 1 ilosciowej zwiazkoéw organicznych

wchodzacych w sklad lotnej frakcji pochodzacej z kolorowych nadrukéw na ptytach DVD.
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I1. CZESC LITERATUROWA

11.1. Metody przygotowania probek

11.1.1. Etapy procesu analitycznego

Proces analityczny sktada si¢ z kilku etapow, ktorych poprawny przebieg ma duzy wptyw na wynik
analizy. Etapy procesu analitycznego to kolejno: pobieranie probek, transport i przechowywanie probek,
przygotowanie probek do analizy, wykonanie pomiaru, zgromadzenie, opracowanie i interpretacja wynikow oraz
wysnucie odpowiednich wnioskéw. Na kazdym z tych etapow moze zosta¢ popelniony btad, ktory zawazy na
wyniku koncowym analizy. Najtrudniejszym etapem procedury analitycznej jest przygotowanie probki do

analizy. Postgpowanie analityka w tym wypadku zalezy od rodzaju analizowanych substancji i rodzaju matrycy

[1].

11.1.2. Pobieranie probek

Pobieranie reprezentatywnej probki to jedno z wazniejszych zadan analityka. Bledy popetnione na tym
etapie procedury analitycznej beda niemozliwe do skorygowania w dalszym etapie analizy. Probka
reprezentatywna dla danego obiektu to ,,porcja materiatu pobrana z badanego obiektu i wyselekcjonowana w taki
sposob, ze wykazuje istotne wilasciwosci charakterystyczne dla calego uktadu”. Proces pobierania,
zabezpieczania, transportu i przechowywania probki powinien byé przeprowadzony z duzg starannoscia, aby
zapobiec ewentualnemu zanieczyszczeniu materiatu, utracie lotnych sktadnikow probki czy tez niepozagdanym
reakcjom ze sktadnikami powietrza. Narazenie probki na dzialanie promieniowania nadfioletowego i wysokich

temperatur moze doprowadzi¢ do jej rozktadu i degradacji [1].

Do pobierania probek gazoéw uzywa si¢ workow teflonowych lub pipet gazowych, ktorych napetnianie
odbywa si¢ poprzez wyparcie cieczy gazem. Innym sposobem pobierania probek zanieczyszczen powietrza, jest

wykorzystanie zestawu aspiracyjnego, wyposazonego w odpowiedni kolektor, ktéry dziata na zasadzie:
e Kondensacji zanieczyszczen w putapkach wymrazajacych;

e adsorpcji zanieczyszczen na powierzchni adsorbentéw statych tj. weglu aktywnym lub polimerze

porowatym;
e absorpcji zanieczyszczen w roztworach pochtaniajacych.

Probki cieczy pobierane sg w $ci§le okreslony sposob, regulowany odpowiednimi normami, w zaleznoS$ci
od rodzaju badanego obiektu. Przechowywane sa w specjalnych opakowaniach, w warunkach obnizonej

temperatury oraz z dodatkiem substancji zapobiegajacych reakcjom biochemicznym.

W przypadku cial statych, ktore zaliczajg si¢ do materiatdw niehomogenicznych pojawiajg si¢ pewne
trudno$ci w poborze probki reprezentatywnej. Nalezy poddaé¢ je homogenizacji poprzez rozdrobnienie

mechaniczne w mozdzierzu lub mtynku. W zwiazku z tym, iz nalezycie sproszkowane probki ciata stalego sa
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latwiejsze do porcjowania oraz lepiej rozpuszczalne - wigksze rozdrobnienie bedzie za soba niosto

pomniejszenie bledu pomiarowego [1, 2].

Opracowanie doktadniejszych metod pobierania préobek pozwolitoby w znacznym stopniu na

wyeliminowanie btedu pomiarowego, wynikajacy z niewlasciwego przebiegu tego etapu analizy.

11.1.3. Transport i przechowywanie probek

Od momentu pobrania do wykonania pomiaru, wlasciwosci probek moga ulec zmianie na skutek
zachodzacych w nich procesow chemicznych, fizycznych czy tez biologicznych. Probka staje sie

niereprezentatywna, a oznaczane parametry moga roznic si¢ od rzeczywistych.

Do najczgstszych reakcji chemicznych jakim mogg ulegaé substancje znajdujace si¢ w probce mozna

zaliczy¢:

e reakcje utleniania, ktorym ulega¢ moga jony metali na nizszym stopniu utlenienia (np. jony zelaza),
zwiazki nieorganiczne (np. cyjanki, jodki) oraz zwiazki organiczne pod wptywem tlenu rozpuszczonego

w probcee badz dostarczanego z powietrza;

e reakcje redukcji, na ktore podatne sa jony chromu(VI), w obecnosci niektérych zwigzkow

organicznych;
e reakcji chlorowania ulegaja zwigzki organiczne obecne w probce tworzac zwiazki chlorowcopochodne;

e zmiana pH oraz twardosci probek wody spowodowana absorpcjg CO, z powietrza i wytrgcaniem si¢

weglanu wapnia;

e sStracanie 1 wspoOlstracenie, w wyniku ktorego niektore skladniki probki moga tworzy¢ zwiazki

nierozpuszczalne we wodzie [1, 2].

Podczas transportu i magazynowania probki moze nastgpi¢ zmiana jej skladu, spowodowana

zachodzacymi procesami fizykochemicznymi:

o dostep powietrza atmosferycznego do probki, w sktad ktorej wchodzg lotne zwigzki organiczne, moze

doprowadzi¢ do ulotnienia si¢ substancji i zmiany stezenia analitu;

e jony metali, metale w postaci koloidalnej lub niektoére zwiagzki organiczne mogg ulegaé¢ adsorpcji na

$ciankach naczynia lub czastkach zawiesiny wchodzacej w sktad probki.

Sktadniki probki moga takze ulega¢ reakcjom biodegradacji. Rozktad substancji nastgpuje z udziatem
bakterii lub enzyméw zaré6wno w warunkach beztlenowych jak i w obecnosci tlenu. Aktywno$¢ metaboliczna

mikroorganizméw moze wptywac na stopien utlenienia substancji obecnych w probee [1, 2].

Wobec powyzszych, bardzo istotnym elementem toku analitycznego jest dobranie optymalnej metody
konserwacji, transportu i magazynowania, ktéra umozliwia zmniejszenie ryzyka wystapienia niekorzystnych

procesow i zjawisk zachodzacych w obrebie sktadnikdéw probki [1, 2].
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11.1.4. Przygotowanie probek

Przygotowanie probek do analizy to bardzo czasochtonny i wymagajacy duzego naktadu pracy etap
procesu analitycznego. Tylko nieliczne probki moga zosta¢ poddane analizie bez wstgpnej obrobki. Znakomita
wigkszo$¢ z nich wymaga przeprowadzenia kilku operacji, zanim poddane zostang analizie wybrana technika
pomiarowa. Niskie stezenie analitu, bardzo zlozony sktad probki oraz bogata matryca wymagaja poczynienia

pewnych krokow w procesie przygotowania probki do analizy:

e wydzielanie, rozdzielanie i zat¢zanie analitu — W analizie probek naturalnych, ktoérych rozbudowana
matryca moze utrudnia¢ prawidlowe wykonanie pomiaru, konieczne jest oddzielenie analitu od
substancji towarzyszacych. Proces rozdzielania stosuje si¢ w celu otrzymania sktadnikéw probki w
czystej postaci, zatgzanie natomiast to przeniesienie analitu z fazy o duze objetosci do roztworu o

matlej objetosei [1];

e przeprowadzenie probek do roztworu — dokonuje si¢ tego przy pomocy rozpuszczania lub

roztwarzania probki [2];

e usuwanie lub maskowanie substancji interferujacych — Substancje przeszkadzajace, wchodzace w
sktad probki moga zaktdcaé przebieg analizy. W celu wyeliminowania oddziatywan interferencyjnych
nalezy oddzieli¢ substancj¢ przeszkadzajaca od analitu lub ja zamaskowaé wprowadzajac do probki

substancje dodatkowa znoszaca wptyw [2] ;

e derywatyzacja — anality wchodzace w sktad probek srodowiskowych czesto wystepuja na poziomie
sladowym. Bogata matryca probki, o poziomie réwnym lub wyzszym od poziomu analitu, moze
utrudni¢ badz uniemozliwi¢ wykonanie oznaczenia. W celu zwigkszenia czutoSci oznaczen, analit
przeksztalca si¢ w pochodng, nadajac mu tym samym korzystniejsze wilasciwosci fizyczne i

chemiczne [2].

11.1.5. Pomiar

Metody analityczne umozliwiaja uzyskanie informacji na temat sktadu ilo$ciowego i jakosciowego
badanej probki. Rejestrowany w trakcie pomiaru sygnat analityczny jest odpowiedzia na zachodzace w probee
procesy i reakcje chemiczne. Przy wyborze odpowiedniej techniki pomiarowej analityk powinien kierowaé si¢
wilasciwo$ciami badanej probki, rodzajem matrycy probki, precyzjg, doktadnos$cia, selektywnoscig oznaczen,
czuloscig 1 zakresem liniowos$ci metody, a takze mozliwo$cia rozkladu probki oraz kosztem i czasem trwania

analizy [1, 2].

11.1.6. Opracowanie wynikow

Wyniki uzyskane z pomiar6w nalezy poddaé obrobce. Mierzone wielko$ci obarczone sg bledami
przypadkowymi, systematycznymi i grubymi. Rozktad btedéw przypadkowych okresla prawdopodobienstwo
wystapienia wynikow zblizonych do wartosci rzeczywistej. Odchylenie standardowe jest miarg precyzyjnosci i

odtwarzalnosci uzyskanych wynikow pomiarowych [1].
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11.1.7. Wnioski

Wysnucie odpowiednich wnioskow na podstawie uzyskanych wynikéw pomiarowych jest ostatnim

etapem procedury analitycznej.

11.2. Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej

Szeroko stosowane techniki chromatograficzne pozwalaja na oznaczanie i rozdzielanie zwigzkéw
organicznych w probkach o ztozonych matrycach. Mikrosktadniki probki podczas oznaczania ilo§ciowego i

jako$ciowego moga:
e wykazywac¢ silne oddziatywania z badanym zwigzkiem,;
e doprowadzi¢ do mechanicznego uszkodzenia kolumny chromatograficznej;
e zawiera¢ wode, ktorej obecnos¢ wptywa na wartosci retencyjne kolumny i prace detektora [3].

Do oznaczania zanieczyszczen w probkach srodowiskowych stosuje si¢ kolumny wysokosprawne o matej
$rednicy. Wiaze si¢ to z konieczno$cia dozowania probek o matej objetosci, rzedu kilku mikrolitrow.
Optymalizacja procesu separacji wymaga by probke wyprowadza¢ na kolumng w postaci waskiego pasma
chromatograficznego. Ponadto st¢zenie analitow w objgtosci badanej probki powinno byé wyzsze od poziomu
wykrywalnosci detektora. Bogata i rozbudowana matryca probek srodowiskowych uniemozliwia bezposrednia
analiz¢ w ich naturalnym stanie skupienia. W wigkszo$ci powszechnie stosowanych metodach analitycznych
wykorzystuje si¢ probki ciekle i gazowe, z czym wiaze si¢ catkowite badz czgsciowe oddzielenie analitu od
matrycy. Zwiazki charakteryzujace si¢ odpowiednig preznoscia par izolowane sa do fazy gazowej w sposob
statyczny (ang. HeadSpace, HS) lub dynamiczny (ang. Purge, P). Analiza fazy nadpowierzchniowej w uktadzie
statycznym odbywa si¢ poprzez umieszczenie probki w termostatowanym, szczelnie zamknietym naczyniu
zawierajacym okreslong objeto$é powietrza lub gazu. Pomigdzy probka a nieruchomg fazg gazowa ustala si¢ stan

rownowagi termodynamicznej [1-3].

Ponizsze rownanie opisuje stan rownowagi termodynamicznej dla badanego analitu:
CVy =CV + CL 1,

Gdzie:

C.E - poczatkowe stezenie analitu w probee

Vi - objetos¢ probki

Ce stezenie analitu w fazie gazowej

Ve - objetos¢ fazy gazowej

Cr- stezenie analitu w fazie cieklej po ustaleniu stanu rownowagi termodynamiczne;
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Probki charakteryzujace si¢ ztozonym sktadem matrycy, niehomogeniczne, zawierajace duze czasteczki
polimeré6w analizowane s3 w ukladzie dynamicznym. Analiza fazy nadpowierzchniowej w ukladzie
nierownowagowym polega na doprowadzeniu do powierzchni prébki nowych porcji fazy gazowej. Proces
odbywa si¢ z wykorzystaniem odpowiednich naczyn umozliwiajacych maksymalne rozwinigcie kontaktu faz i

ulatwiajacych wymiang masy [3].

Analiza fazy nadpowierzchniowej nad cienkim filmem cieczy (ang. Thin Layer HeadSpace, TLHS )
charakteryzuje si¢ poprawa warunkow transportu oznaczanych zwiazkow do fazy gazowej, obnizeniem granicy
oznaczalnosci analitow poprzez wykorzystanie cienkiego filmu probki w bezposrednim kontakcie z ptynacym

gazem [3].

Technika wymywania za pomocg strumienia gazu, umozliwia izolacj¢ analitow z calej objetosci probki, a
rozwinigcie powierzchni na granicy faz oraz ciagle usuwanie analitow znad probki czyni proces
efektywniejszym. Zjawisko przenikania analitow przez polimerowe membrany wykorzystuje si¢ przy analizie
probek ciektych i gazowych. Polega ono na przemieszczaniu si¢ analitow zgodnie z gradientem stgzen, na skutek
procesu rozpuszczania lub dyfuzji. Probka oraz faza gazowa rozdzielone s3 membrang polimerowa
przepuszczalng tylko dla analitu, co pozwala wyizolowaé zwigzki z bogatej matrycy do probki o uproszczonym

sktadzie [2, 3].

Anality wyizolowane do fazy gazowej charakteryzujg si¢ dos¢ niskim stezeniem, wigc niemozliwe jest ich
bezposrednie zadozowanie na kolumne chromatograficzng. W celu zat¢zenia probki stosuje si¢ trzy techniki

wzbogacania analitow:
e Wymrazanie;
e sorpcj¢ w matlej objetosci rozpuszcezalnika;
e adsorpcje do fazy statej — sorbentu [2, 3].

Rozwoj technik izolacji analitdow z probek o bogatych matrycach zmierza do zwigkszenia automatyzacji,
skrocenia czasu przygotowania probki, obnizenia granicy oznaczalno$ci oraz wyeliminowania wykorzystania
rozpuszczalnikow. W tym celu, tak powszechnie dotychczas stosowania metoda izolacji do fazy cieklej
zastgpowana jest ekstrakcja do fazy stalej, ktora wykorzystuje zjawisko adsorpcji analitbw na powierzchni
sorbentu. Czasteczki zatrzymywane sa na powierzchni ciata statego dzigki silom van der Waals’a,
oddziatywaniem dipol-dipol, wigzaniom wodorowym lub wigzaniom chemicznym. Ekstrakcja do fazy statej
umozliwia izolacj¢ zwigzkéw organicznych o duzej lotnosci i polarnos$ci z matrycy cieklej badz gazowej. Proces

ekstrakcji odbywa si¢ na dwa sposoby:

e statyczny, ktory prowadzi si¢ poprzez umieszczenie sorbentu w okreslonej objetosci probki do czasu

ustalenia rownowagi termodynamicznej;
e dynamiczny, polegajacy na przepuszczaniu probki przez nieruchome ztoze sorbentu [3].

Elucje ze ztoza dokonuje si¢ za pomoca niewielkiej ilosci rozpuszczalnika Iub poprzez desorpcje w
wysokiej temperaturze. Zaletg ekstrakcji do fazy stacjonarnej jest duza selektywno$¢, mozliwo$¢ zastosowania
desorpcji termicznej, eliminujac tym samym konieczno$¢ zastosowania rozpuszczalnikow. Wysoki stopien

wzbogacenia i tatwo$¢ automatyzacji sg atutami tej techniki [1-3].

10
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11.2.1. Przygotowanie probek gazowych

11.2.1.1. Pobieranie probek bez zatgzania

Probki gazu mozna analizowa¢ w stanie pierwotnym jesli st¢zenie analitu jest wyzsze od granicy
oznaczalno$ci detektora. Analizowany gaz pobiera si¢ najczgéciej do workow teflonowych zaopatrzonych w
zawory. Probka dozowana jest na kolumne za pomoca strzykawki [3].

11.2.1.2. Absorpcja analitow w cieczy

W celu zatezenia analitu pochtania si¢ go w specjalnej cieczy lub adsorbuje na sorbencie. Przy bardzo
lotnych analitach koniecznym okazuje si¢ schtodzenie rozpuszczalnika lub sorbentu. Do zatrzymania analitow w
cieczy wykorzystuje sie ptuczki szklane z ptytka porowatg lub z betkotka, umozliwiajgce wymiang warstwy
cieczy w miejscu kontaktu z fazg gazowsa. Dobdér odpowiedniego rozpuszczalnika odbywa si¢ wedtug

okreslonych kryteriow:
e 0bojetnos¢ rozpuszczalnika wobec analitu;
e  zdolnos$¢ rozpuszczania analitu;
e optymalna lotno$¢ rozpuszczalnika, uniemozliwiajaca odparowanie w trakcie zat¢zania;

o lepkosc¢ i wysoka czysto$¢ rozpuszczalnika [3].

11.2.1.3. Adsorpcja analitow na sorbencie

Adsorpcja zanieczyszczen powietrza lub innych gazéw odbywa si¢ z wykorzystaniem rurek szklanych

wypetnionych adsorbentem:
e  weglem aktywnym;
e  sadza grafityzowana;
e  polimerem porowatym;
e  Zelem krzemionkowym;
e zelem krzemionkowym z chemicznie zwigzanym tancuchem alilowym;
e  zeolitem;
e  czgsteczkowymi sitami weglowymi.

Przy zatezaniu analitbw z powietrza stosuje si¢ adsorbenty hydrofobowe, poniewaz wykorzystanie
adsorbentow hydrofilowych niesie za sobag ryzyko zatrzymania wilgoci na ich powierzchni i zmniejszenia

pojemnosci sorpeyjnej ztoza, co uniemozliwi sorpcj¢ analitow oraz wykonanie oznaczenia [3].

Silne whasciwosci sorpeyjne maja adsorbenty weglowe, ktorych powierzchnia wiasciwa siega 2000 m?-g™.
Znacznie lepszymi adsorbentami sg sadze grafityzowane, ktdérych homogeniczna powierzchnia wynosi okoto
100 m*g™, a desorpcja przebiega zdecydowanie szybciej i latwiej niz z adsorbentow weglowych. Zwiazki

organiczne o duzych masach czasteczkowych adsorbowane sg na sadzach o matej powierzchni, natomiast sadze

11
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o wigkszej powierzchni wiasciwej znajduja zastosowanie w zatezaniu zwigzkow chemicznych zawierajacych w

czasteczce osiem atomow wegla [3].

Politlenki 2,6-difenylo-p-fenylenowe charakteryzuja si¢ duza odpornoscig termiczng, dlatego znalazty

zastosowanie w analizie mato lotnych niepolarnych substancji z probek srodowiskowych powietrza i wody [3].

Wybierajac sorbent nalezy kierowal sie jego wiasciwosciami, zdolnoscia do adsorpcji konkretnego
rodzaju analitow, odporno$cia termiczng i polarno$cia. Desorpcja analitu z powierzchni sorbentu odbywa si¢ w
podwyzszonej temperaturze lub przy uzyciu rozpuszczalnika. Stosowany eluent powinien by¢ niewidoczny na
chromatogramie i nie przeszkadza¢ w analizie lotnych sktadnikéw probki. Desorpcja rozpuszczalnikiem ma
swoje minusy. Niemozliwo$cia jest osiagnigcie w praktyce 100% odzysku analitow, dlatego coraz czgsciej
stosuje si¢ desorpcje termiczng, ktora pozwala na catkowita desorpcj¢ analizowanej substancji ze zloza i

bezposrednie wprowadzenie go na kolumne chromatograficzng [3].

11.2.2. Przygotowanie probek cieklych

Przygotowanie probek ciektych, ktéorych matryca jest rozpuszczalnikiem organicznym nie nalezy do
szczegblnie skomplikowanych. Probki rozcienczone poddaje si¢ procesowi zatezania poprzez oddestylowanie
rozpuszczalnika. Proces ten wykonuje si¢ w warunkach obnizonego cis$nienia i w atmosferze gazu oboje¢tnego,
aby zapobiec rozkladowi termicznemu analitu. Przygotowanie probek z matryca wodng do analizy

chromatograficznej wymaga zastgpienia wody rozpuszczalnikiem organicznym [1, 3].

11.2.2.1. Ekstrakcja ciecz-ciecz

Ekstrakcja ciecz-ciecz to najstarsza i najbardziej znana technika przygotowania probek z matryca wodna,
ktéra bazuje na podziale analitu pomigdzy wode a niemieszajacy si¢ rozpuszczalnik organiczny. Zaletami tego
typu ekstrakcji sa prostota, szybko$¢ wykonania i mozliwo$¢ zautomatyzowania, natomiast wadg jest
konieczno$¢ stosowania duzej ilosci rozpuszczalnikow organicznych oraz maty wspotczynnik zatgzania
poszczegolnych zwigzkow. Wykorzystanie wylacznie rozpuszczalnikdw wysokiej czystosci o malej
rozpuszczalnosci w wodzie podnosi efektywnos¢ catego procesu ekstrakcji. Coraz czgsciej stosowane sg aparaty
do ekstrakcji cigglej ze wzgledu na znacznie mniejsze zuzycie drogich odczynnikdéw i skrécenie czasu trwania

analizy, a co za tym idzie obnizenia kosztow [3].

11.2.2.2. Ekstrakcja ciecz — gaz

Ekstrakcja ciecz-gaz to metoda przygotowania probek do analizy, wykorzystujaca fakt, ze substancje lotne
znajdujace si¢ w fazie cieklej, obecne sg takze w fazie gazowej nad powierzchnig cieczy. Analizie poddaje sig

faze nadpowierzchniowg bedacg w réwnowadze statycznej badz dynamicznej z probka [3].
W analizie fazy nadpowierzchniowej wykorzystuje si¢ techniki statyczne i dynamiczne:
e odpedzanie i wylapywanie (ang. Purge and Trap);
e ciagly przeptyw analizowanej cieczy w postaci warstwy w strumieniu gazu (ang. Thin Layer

HeadSpace, TLHS).

12



II. Czgs$¢ Literaturowa

W metodzie statycznej, analizie poddawane sg substancje znajdujace si¢ w nieruchome;j fazie gazowej nad
powierzchnig cieczy. Stosunek stezen poszczegdlnych skladnikéw probki w fazie gazowej i w fazie
skondensowanej zalezy od lotnos$ci oraz stopnia podziatu analitow pomig¢dzy te dwie fazy. Wzrost temperatury
fazy skondensowanej powoduje wzrost stezenia analitu w fazie nadpowierzchniowej. Dynamiczna technika
analizy fazy nadpowierzchniowej opiera si¢ na przepuszczaniu obojetnego gazu badz powietrza przez probke
ciekta. Substancje o matej lotnosci wynoszone sa przez gaz z roztworu do fazy nadpowierzchniowej, a nastgpnie
oznaczane wybrang metodg analityczng. Oznaczanie $ladowych ilosci lotnych sktadnikéw probki wodnej
odbywa si¢ z zastosowaniem ciagglego przepltywu analizowanej cieczy w postaci cienkiej warstwy w
przeciwpradzie gazu. Stosowanie tej techniki umozliwia ciggle wyodrebnianie i zat¢zanie lotnych analitow.
Technika analizy fazy nadpowierzchniowej utatwia oddzielenie substancji oznaczanej od matrycy oraz

bezposrednie wprowadzenie analitu na kolumng¢ chromatograficzng [3].
Wada tej metody jest:
e niska czutos¢;
e mozliwo$¢ oznaczania tylko substancji o duzej lotnosci;

e zlozona procedura analizy ilo§ciowej [3].

11.2.2.3. Ekstrakcja ciecz - cialo stale

Ekstrakcja w uktadzie ciecz — ciato state (ang. Solid Phase Extraction, SPE) mato lotnych substancji z
matrycy wodnej charakteryzuje si¢ prostota, ekonomika i szybkoscia wykonania. Technika ta umozliwia
oddzielenie analitu od matrycy wodnej i jego zat¢zenie. Polega na przepuszczeniu analizowanej probki cieczy, o
okreslonej objetosci, przez ztoze sorbentu. Ztoze przemywa si¢ wybranym rozpuszczalnikiem w celu usunigcia
zanieczyszczen, a zaadsorbowane substancje wymywa niewielkg iloscig eluentu i analizuje konkretng metoda
analityczng. Desorpcja analitu odbywa si¢ takze pod wptywem wysokiej temperatury dozownika chromatografu
gazowego. Zdesorbowana w ten sposOb substancja, razem z gazem nosnym trafia na kolumne
chromatograficzng. Metoda desorpcji termicznej moze by¢ zastosowana tylko wobec substancji stabilnych
termicznie i do$¢ stabo zwigzanych ze zlozem sorbentu. Ograniczeniem jest wykorzystanie sorbentow

odpornych na wysokie temperatury, co utrudnia dobranie odpowiedniego wypetnienia kolumienki adsorpcyjne;j
[3].
Technika ta wykorzystuje trzy rodzaje sorbentow:
e Zele krzemionkowe np. oktadecyl zwigzany na powierzchni krzemionki lub Florisil;
e polimery np. styrenowo-diwinylobenzylowy, akrylowe, etylowinylobenzen-diwinylobenzen;
e wegle aktywne np. sadze;
e zeolity.

Ekstrakcja ciecz — cialo state znajduje zastosowanie w izolacji wielopier§cieniowych weglowodoréw
aromatycznych z matryc wodnych z wykorzystaniem adsorbentow typu Cig i ZMS — 5. Porapak Q, Tenax GC
czy XAD uzywane sa w celu wyodrgbnienia zwigzkéw fosforoorganicznych, chloroorganicznych z prébek

srodowiskowych. Adsorbent Florosil znalazt szerokie zastosowanie w oddzielaniu i zatezaniu pestycydoéw
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chloroorganicznych i chlorowanych bifenyli z matryc organicznych oraz wielopier§cieniowych weglowodorow

aromatycznych z probek ropy naftowej [1, 3].

11.2.2.4. Ekstrakcja kroplg rozpuszczalnika

Mikrostrzykawke o pojemnosci kilku mikrolitrow, zawierajacg krople rozpuszczalnika, wykorzystuje si¢
w technice ekstrakcji kropla rozpuszczalnika (ang. Single Drop Extraction, SDE). Rozpuszczalnik (ok. 2pl)
zasysany jest do strzykawki, a igla wprowadzana jest do szczelnie zamknigtej fiolki z probka srodowiskowa. Za
pomocg tloczka, formuje si¢ na koncu igly krople rozpuszczalnika i wystawia ja na dziatanie fazy
nadpowierzchniowej probki. Kolejno, kropla rozpuszczalnika zasysana jest do strzykawki, a ekstrakt dozowany

jest bezposrednio na kolumne chromatograficzng [3].
Efektywnosc¢ ekstrakeji kropla rozpuszczalnika zalezy od:
e rodzaju uzytego rozpuszczalnika,
o wielkosci kropli oraz czasu eksponowania jej na dziatanie fazy nadpowierzchniowej;
e temperatury probki.
Technika ta moze by¢ stosowana do oznaczania jakosciowego i ilosciowego, podobnie jak ekstrakcja do
fazy stacjonarnej [3].
11.2.2.5. Ekstrakcja ruchomym elementem sorpcyjnym (ang. Stir Bar Sorptive
Extraction, SBSE)

Ekstrakcja ruchomym elementem sorpcyjnym (ang. Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE) [4] polega na

adsorpcji analitow do warstwy sorbentu osadzonego na elemencie sorpcyjnym zanurzonym w probce.
Czas ekstrakcji — mieszania — zalezny jest od kilku czynnikow:
e  0bjetosc probki;
e predkos¢ mieszania;
e wymiary elementu sorpcyjnego.

Za optymalny czas ekstrakcji przyjmuje si¢ czas, poza ktorym dalsze prowadzenie procesu nie przynosi
zwigkszenia odzysku. Po zakonczeniu ekstrakcji zaadsorbowane substancje desorbowane sa w desorberze
termicznym i wprowadzane do chromatografu gazowego. W przypadku analizy probek naturalnych, zywnoSci
lub biologicznych element sorpcyjny przemywa si¢ wodg destylowang w celu usunigcia resztek cukrow, pektyn i
innych skladnikéw probki przeszkadzajacych w analizie chromatograficznej. Wydtuzenie czasu desorpcji niesie
za sobg ryzyko wystapienia probleméw z rozdzialem i rozmyciem pikéw chromatograficznych, dlatego
ekstrakcja SBSE poprzedzona jest derywatyzacja sktadnikéw probki. Technika SBSE znajduje zastosowanie w

oznaczaniu substancji lotnych z fazy nadpowierzchniowej probek kawy, herbaty czy napojow chtodzacych [3].
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11.2.3. Przygotowanie probek stalych

11.2.3.1. Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

Chtodnica zwrotna

Gilza

Probka

——Rozpuszczalnik

Czasza grzejna

Rysunek 1. Schemat budowy aparatu Soxhleta [2]

Aparat Soxhleta (rys. 1) sklada si¢ z trzech podstawowych elementow: kolby kulistej, ekstraktora i
chlodnicy zwrotnej. Gilze wykonang z porowatej bibuly, wypetniong analizowang probka, umieszcza si¢ w
ekstraktorze, napelnionym odpowiednim rozpuszczalnikiem. Podczas ogrzewania kolby, pary rozpuszczalnika
kierowane sa boczng rurka szklang do chtodnicy zwrotnej, gdzie ulegaja skropleniu i sptywaja do gilzy,
penetrujac probke. Wyodrebniony z probki analit wraz z rozpuszczalnikiem przenoszony jest do kolby. Cykl ten

powtarzany jest wielokrotnie, do uzyskania zamierzonego efektu [2, 3, 5].

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta umozliwia uzyskanie wysokich odzyskow, ale wigze si¢ to z dlugim
czasem prowadzenia procesu, zuzyciem duzych ilosci rozpuszczalnika, wody chlodzacej aparat oraz energii
elektrycznej. Zaleta tego procesu jest mozliwo$¢ zbierania analitu razem z rozpuszczalnikiem w kolbie, co
pozwala zaoszczedzi¢ czas 1 unikna¢ konieczno$ci oddzielenia go od pozostatej mieszaniny poekstrakcyjne;j,
obecnej w gilzie. Proces ten znalazl zastosowanie w oznaczaniu zawartosci tluszczu w produktach

zywnosciowych i paszach dla zwierzat oraz pestycydow w glebie 1 osadach [2, 3].

11.2.3.1.1 Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (ang.

Microwave Assisted Extraction, MAE)

Wyodrebnianie analitow z probki odbywa si¢ z wykorzystaniem zjawiska absorpcji energii mikrofalowej

przez zwiagzki chemiczne [6]. Dostarczana do uktadu energia mikrofalowa generuje ruch jondéw i dipoli w polu
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elektromagnetycznym, ktory poprzez tarcie miedzy czasteczkami tworzy cieplo. Na efektywno$¢ procesu
wplywaja nastepujace czynniki:

e rodzaj rozpuszczalnika;

e temperatura;

e  CiSnienie;

e czas ekstrakcji;

o efekt matrycowy;

e  zawarto$¢ wody [2, 5].

Wraz ze wzrostem temperatury ros$nie odzysk, ktorego maksimum zostaje osiggni¢te po 20 minutowej
ekstrakcji. Dalsze prowadzenie procesu moze doprowadzi¢ do rozpadu termicznego nietrwatych analitow.
Obecnos¢ wody wptywa korzystnie na przebieg ekstrakcji, poniewaz jako rozpuszczalnik polarny przyspiesza
ogrzewanie uktadu ekstrakcyjnego. Technika MAE jest bardzo efektywna, gdyz w poréwnaniu do ekstrakcji w
aparacie Soxhleta pozwala osiggnaé lepsze rezultaty w krotszym czasie, przy uzyciu mniejszej ilosci
rozpuszczalnika. Metoda MAE ogranicza si¢ do stosowania tylko rozpuszczalnikow polarnych, niepolarne
bowiem nie tworzg dipoli, wigc nie absorbujg promieniowania mikrofalowego [5]. Specyfika tej techniki
wymaga chlodzenia naczynia reakcyjnego i oddzielenia analitu od mieszaniny ekstrakcyjnej. MEA stosuje si¢
przy oznaczaniu $rednio i trudno lotnych substancji z probek gleby, nasion, pasz, osadow dennych i produktow

zywnoS$ciowych [2, 3].

11.2.3.2. Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami — sonifikacja

Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami [7] ma na celu zapewnienie bliskiego kontaktu czgsteczek probki
z czasteczkami rozpuszczalnika. Sonifikacje prowadzi si¢ w tazni wodne, gdzie umieszcza si¢ probke z
rozpuszczalnikiem. Efektywnos$¢ procesu zalezna jest od roznicy stezen analitu w probce i rozpuszczalniku,
gestosci rozpuszczalnika oraz wielkosci ziaren probki. Ekstrakcja wspomagana ultradzwickami zaliczana jest do
technik szybkich i tatwych do wykonania, jednak odzysk analitu jest mniejszy w poréwnaniu do innych metod
ekstrakcyjnych. Najwazniejsza zaleta sonifikacji jest mozliwos$¢ analizowania wielu probek jednoczesnie, wada

- konieczno$¢ oddzielenia ekstraktu od probki po zakonczeniu procesu [2, 3].

11.2.3.3. Ekstrakcja za pomocq plynu w stanie nadkrytycznym (ang. Supercritical
Fluid Extraction, SFE)

Substancja jest w stanie nadkrytycznym, wowczas gdy temperatura i ci§nienie sg wyzsze od temperatury i
ci$nienia punktu krytycznego substancji. Powyzej punktu krytycznego zanika granica faz ciecz — gaz, a powstala
faza wykazuje wlasciwosci posrednie pomigdzy whasciwosciami cieczy i gazu. W technice SFE ptyn w stanie
nadkrytycznym petni rolg rozpuszczalnika, ktory dzigki swoim wlasciwosciom utatwia ekstrakcje zwigzkow

organicznych z ciat statych [2, 3, 5].

Ptyn w stanie nadkrytycznym nie ulega kondensacji w wysokiej temperaturze, nie posiada menisku,

charakteryzuje si¢ duza dyfuzyjnoscia, mata lepkoscia i niewielkim napigciem powierzchniowym. Dzigki tym

16



II. Czgs$¢ Literaturowa

wiasciwos$ciom rozpuszczalnik wykazuje zdolno$¢ penetracji poréw i przenikania matrycy z szybko$cia gazow,

nie tracac mozliwosci rozpuszczania wlasciwej dla cieczy [2, 3, 5].
Ekstrakcje technikg SFE mozna prowadzi¢ na dwa sposoby:
e dynamiczny, gdzie ptyn w stanie nadkrytycznym przepuszczany jest przez probke;

e  statyczny, w ktorym ptyn umieszczonym jest w naczyniu z probka, a nastgpnie razem z analitem

kierowany do odbieralnika.
Odbieranie analitow po ekstrakcji odbywa si¢ na dwa sposoby:
e absorpcja analitow w roztworze pochtaniajacym;
e adsorpcja analitbw na powierzchni sorbentu [3].

Technike ekstrakcji za pomoca plynu w stanie nadkrytycznym [8] charakteryzuje wysoka selektywnosc,
duza wydajnos$¢ i skrocenie czasu trwania procesu, poprzez brak koniecznos$ci oddzielania ekstraktu od matrycy
[3]. Mozliwos¢ stosowania niskich temperatur, redukeji ilosci zuzywanych rozpuszczalnikoéw i probek oraz
skroceniu czasu ekstrakcji technika SFE znalazta zastosowanie w izolacji polichlorowanych bifenyli,
wielopier§cieniowych weglowodoréw aromatycznych, pestycydow oraz farmaceutykow [9] z probek gleby,

ZywnosSci 1 paszy.
11.2.3.4. Przyspieszona ekstrakcja za pomocq rozpuszczalnika (ang. Accelerated
Solvent Extraction, ASE)

Technika ASE opiera si¢ na wykorzystaniu popularnych rozpuszczalnikdéw w podwyzszonej temperaturze
rzedu 100-180°C oraz pod zwigkszonym cisnieniem do 140 atm [2]. Wzrost temperatury rozpuszczalnika
powoduje zmnigjszenie jego lepkosci i napigcia powierzchniowego oraz wzrost wspotczynnikow dyfuzji.
Prowadzenie procesu w tych warunkach ulatwia penetracj¢ matrycy przez rozpuszczalnik, desorpcje zwigzkow,

przyspiesza rozpuszczalnos¢ analitow oraz transfer masy [3].

Probka stala umieszczona jest w stalowym naczyniu wypetlionym rozpuszczalnikiem. Wzrost
temperatury powoduje wzrost ciSnienia w naczyniu reakcyjnym. Proces ekstrakcji, trwajacy od 5 do 10minut,

konczy si¢ otwarciem zaworu i przeniesieniem ekstraktu do odbieralnika [3].

Do zalet techniki ASE nalezy zaliczy¢:
e wysoki odzysk analitow;
e szybko$¢ i prostota procesu ekstrakcji;
e niewielkie zuzycie rozpuszczalnikow;
e odizolowanie matrycy od ekstraktu w trakcie procesu.

Wady procesu ASE to:
e  Konieczno$¢ zaggszcezania i oczyszcezania ekstraktu przed analiza;

e wysoki koszt budowy aparatury.
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Technike przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika mozna z powodzeniem wykorzysta¢ do
analizy zwiazkéw organicznych z probek produktow zywno$ciowych, gleby, osadow dennych oraz do
wyodrebniania  pestycydow,  herbicydow,  wielopierScieniowych  weglowodoréw  aromatycznych,

polichlorowanych bifenyli z kosmetykdéw oraz farmaceutykow [3, 5].

11.2.3.5. Ekstrakcja za pomocq rozpuszczalnika z probki zmieszanej z wypetniaczem

(ang. Matrix Solid-Phase Dispersion, MSPD)

Technika ta wykorzystywana jest do ekstrakcji analitow z matryc statych i poiptynnych. Probka
umieszczona jest w naczyniu razem z sorbentem, dokladnie mieszana, a nastgpnie mieszanina reakcyjna
przeniesiona zostaje do kolumienki ekstrakcyjnej. Kilka porcji rozpuszczalnika przepuszcza si¢ przez probke, a

zebrany eluat poddaje analizie chromatograficznej.

Technike MSPD stosuje si¢ do wyodrgbniania produktéw metabolizmu lekéw z krwi oraz tkanek

zwierzecych, witamin, pestycydow, herbicydow z probek warzyw i owocow [3, 10].
11.3. Bezrozpuszczalnikowe metody izolacji i wzbogacania analitow

11.3.1. Mikroekstrakcja do fazy stalej (ang. Solid Phase Microextraction,
SPME)

Mikroekstrakcja do fazy statej to metoda izolacji i wzbogacania analitow z probek statych, ciektych i
gazowych wprowadzona w 1990 roku przez Arthtura i Pawliszyna [11]. Zyskuje coraz wigkszg popularnos$¢
wsrod analitykow bowiem staje si¢ alternatywa dla konwencjonalnych metod przygotowania probek
srodowiskowych [12-14], zywnosci [15-19], klinicznych lub farmaceutykow [20]. Metoda ta coraz czgéciej
stosowana jest w oznaczaniu lotnych i $redniolotnych zwigzkéw organicznych w bogatych, réznorodnych
matrycach. Wykorzystanie techniki SPME w analityce chemicznej umozliwia prawie catkowite wyeliminowanie

rozpuszczalnika z procesu ekstrakcji.

W technice SPME uzywane sa wtokna krzemionkowe pokryte cienkim, polimerowym filmem fazy
stacjonarnej lub fazy polimerowej z naniesionym sorbentem statym. Preparatyka komercyjnych wtokien SPME
jest dos¢ skomplikowana i kosztowna, stad pomyst konstruowania wiokien o pozadanych, selektywnych
wlasciwosciach w warunkach laboratoryjnych [23, 24]. Ekstrakcja technika SPME odbywa si¢ z
wykorzystaniem cienkiego wiokna kwarcowego z immobilizowanym na jego powierzchni materiatem
sorpcyjnym. Przymocowane do ttoka mikrostrzykawki wiokno, eksponowane jest na dziatanie badanej probki
ciektej badz fazy nadpowierzchniowej. Podziat analitu pomigdzy matrycg a fazg stacjonarng nastgpuje do czasu
ustalenia si¢ stanu rownowagi termodynamicznej migdzy fazami. Anality desorbowane sa termicznie w komorze
dozownika chromatografu gazowego. Razem z gazem no$nym, przenoszone sg na kolumn¢ chromatograficzna,

gdzie poddawane sa separacji oraz identyfikacji za pomocg odpowiedniego detektora [3].
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11.3.1.1. Zalety techniki SPME

Technika przygotowania probek metoda SPME zyskata uznanie wérdd analitykow dzieki:

mozliwosci jednoczesnego pobierania, zatezania i oznaczania analitow, co w znacznym stopniu
skraca czas trwania analizy, pozwala wyeliminowac¢ straty probki oraz bledy popetione podczas

toku analitycznego;
wysokiej czutosci, co daje mozliwos$¢ oznaczenia substancji na poziomie ppt;

prostocie i szybkoSci wykonania analizy, nie wymagajacej zastosowania skomplikowanych

przyrzadow, aparatow, narzgdzi oraz precyzyjnych operacji,

minimalizacji kosztow, poprzez zmniejszenie zuzycia rozpuszczalnikow organicznych o duzej
czystosci. Widkna SPME moga by¢ uzyte wielokrotnie, w zalezno$ci od warunkéw adsorpcji i

desorpciji;

niewielkim rozmiarom witokna SPME — mikrostrzykawka jest wielko$ci piora, dzieki temu jest

mobilna i stosowana do pobierania probek srodowiskowych;

zastosowaniu techniki adsorpcji z fazy nadpowierzchniowej (ang. HeadSpace, HS), ktora

umozliwia adsorpcje analitow nawet z bardzo bogatej matrycy;

mozliwosci taczenia z innymi technikami analitycznymi. SPME najczeéciej stosowane jest w
polaczeniu z chromatografem gazowym. Desorpcja analitow ze zloza odbywa si¢ w komorze
dozownika chromatografu gazowego. Spektrometr masowy lub Spektrometr Emisji Atomowej
mogg takze pracowac¢ w sprzezeniu z SPME, wowczas desorpcja analitow z sorbentu wywotana
jest przechodzacym bezposrednio przez witdkno pradem elektrycznym lub energig laserowa.
Technika SPMR w potaczeniu z wysokosprawng chromatografia cieczowa (ang. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC) wykorzystana jest w analizie zwigzkow

niestabilnych termicznie;

szerokiej gamie wiokien z sorbentami umozliwiajacymi zatg¢zanie rdznych zwigzkow

chemicznych z réznorodnych matryc [25, 26].

11.3.1.2. Wady techniki SPME

W poréwnaniu do innych metod przygotowania prébek, SPME posiada niewiele wad:

w wyniku prowadzenia procesu desorpcji w wysokiej temperaturze faza stacjonarna oraz
niestabilne termicznie sktadniki probki mogg ulega¢ cze$ciowej lub calkowitej degradacji, co

prowadzi do pogorszenia si¢ doktadnosci i precyzji analizy;

adsorpcja zwiazkow trudno lotnych, pozostajacych na wildknie pomimo termicznej desorpcji

moze utrudnia¢ wykonanie kolejnych analiz;

zwigzki humusowe i czasteczki koloidalne, ktore ulegty wspotadsorpeji modyfikuja fazg

stacjonarng, zmieniajac jej wlasciwosci [25, 26].
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11.3.1.3. Typy ekstrakcji technikq SPME

W zalezno$ci od umieszczenia widkna wzgledem probki, mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej moze

odbywac si¢ na trzy sposoby:
e  bezposredni (ang. Direct Immersion, DI);
e adsorpcja z fazy nadpowierzchniowej (ang. HeadSpace, HS);
e adsorpcja z membrang ochronng [2, 5, 23, 25, 26,].

Faza nadpowierzchniowa

( & )

; Membrana
/]\ T stacjonarna /

?J& (A (8) U{ (©

J

X

Fazastacjonarna

Fazastacjonarna
Prébka

Rysunek 2. Typy ekstrakcji technika SPME. (A) Ekstrakcja bezpo$rednia, (B) ekstrakcja z fazy

nadpowierzchniowej, (C) ekstrakcja z membrang ochronng

W technice DI — SPME (rys. 2A) widkno zostaje zanurzone w probce, anality przenoszone sg

bezposrednio z matrycy do fazy stacjonarnej immobilizowanej na wioknie [2, 5, 22, 25, 26].

Podczas ekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej (rys. 2B) anality przenoszone sa z matrycy probki do fazy
gazowej, bedacej w bezposrednim kontakcie z probka. Wiokno eksponowane jest na dzialanie fazy
nadpowierzchniowej, co chroni pokrycie wlokna przed uszkodzeniem wywolanym przez nielotne
zanieczyszczenia obecne w matrycy probki. Ten sposob prowadzenia ekstrakcji umozliwia dokonanie zmian w
probee bez ryzyka zniszczenia widkna. Przemieszczanie si¢ analitow z probki do pokrycia widkna odbywa si¢
zdecydowanie szybciej niz w przypadku transportu analitow bezposrednio z probki do fazy stacjonarnej. Ze
wzgledu na to, ze wspotczynniki dyfuzji w fazie gazowej sa wigksze niz w fazie ciektej, rownowaga

termodynamiczna w takim uktadzie ustala si¢ w krotszym czasie [3].

Mikroekstrakcja z membrang ochronng (rys. 2C) znalazla zastosowanie przy zat¢zaniu analitdw $rednio

lotnych, wobec ktorych nie mozna wykorzysta¢ techniki adsorpcji z fazy nadpowierzchniowej [2, 5, 23, 25, 26].
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11.3.1.4. Budowa aparatu do mikroekstrakcji

W 1993 roku firma Supelco wykonata pierwsze komercyjne urzadzenie do przeprowadzenia ekstrakcji
technikg SPME.
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Rysunek 3. Schemat budowy aparatu SPME

Wiokno kwarcowe pokryte fazg stacjonarng umieszczone jest w cienkiej stalowej rurce, przymocowanej
do specjalnego uchwytu, z budowy przypominajacego mikrostrzykawke. Naci$nigcie tloka powoduje wysunigcie
wiokna ze stalowej igly [3].

Na mechanizm procesu SPME sktadajg si¢ dwa podstawowe etapy:
e adsorpcja analitdw na powierzchni sorbentu;

e desorpcja analitdw pod wplywem wysokiej temperatury w dozowniku chromatografu gazowego
[5, 26].

Poprzez nacis$nigcie tloka z igly mikrostrzykawki, umieszczonej we fiolce, wysunigte zostaje wtokno,
ktére eksponowane jest na dziatanie sktadnikow probki. Zwiazki obecne w probee ulegaja podziatowi pomigdzy
pokrycie wiokna a matrycg. Ilo$¢ zaadsorbowanego analitu zalezna jest od wartoséci statych podziatu analitu
pomigdzy matryce probki a faz¢ nadpowierzchniowa oraz pomigdzy sorbentem pokrywajacym witokno a faze

nadpowierzchniowa [3, 5, 26]. Po adsorpcji wtokno wycofane zostaje do stalowej igly mikrostrzykawki [3].

Termiczna desorpcja analitow z pokrycia widkna jest drugim etapem procesu mikroekstrakcji. Igta z

wioknem zostaje umieszczona w dozowniku chromatografu gazowego. Widkno z zaadsorbowanym analitem
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eksponowane jest na dzialanie wysokiej temperatury, w wyniku ktérej warto$¢ wspdlczynnika podziatu
zwigzkoéw osadzonych na sorbencie spada. Anality uwalniane sa do fazy gazowej, razem z gazem no$nym

transportowane na kolumne¢ chromatograficzna, ulegaja rozdzialowi i identyfikacji w oparciu o czas retencji [3].

11.3.2. Optymalizacja procesu mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej

Wydajno$¢ procesu mikroekstrakcji uzalezniona jest od wielu czynnikoéw, ktore wpltywaja na wartos¢
wspolczynnika podzialu analitow. Dobdr odpowiednich parametrow ekstrakcji determinuje uzyskanie

poprawnego wyniku analizy.

11.3.2.1. Pokrycie wldkna

Pokrycie wtokna powinno charakteryzowac¢ si¢ odpowiednimi wiasciwosciami fizycznymi i chemicznymi,
ktore pozwolg osiggnaé optymalng selektywnos$¢ i efektywnos$é procesu ekstrakcji. Dokonujac wyboru fazy
stacjonarnej nalezy kierowac si¢ zasada ,,podobne rozpuszcza podobne”. Przy analizie niepolarnych zwigzkow
chemicznych ekstrakcja zachodzi szybciej i skuteczniej do niepolarnego pokrycia widkna, niz do sorbentu o

wlasciwosciach polarnych [2, 25-27] .

Firmy chemiczne maja w ofercie cata game komercyjnych wiokien SPME (Tabela 1), réznigcych sig

wiasciwosciami adsorpcyjnymi.

Tabela 1. Wiasciwosci i zastosowanie widkien o réznej polarnosci fazy stacjonarnej [2,25]

Rodzaj fazy stacjonarnej Polarno$é¢ Zastosowanie

Polidimetylosiloksan (PDMS) Niepolarna Niepolarne zwigzki organiczne np.:
Lotne zwiazki organiczne

Wielopiericieniowe weglowodory aromatyczne

BTEX
Polidimetylosiloksan/ Umiarkowanie Weglowodory aromatyczne,
diwinylobenzen (PDMS/DVB) polarna aminy aromatyczne,

Lotne zwiazki organiczne

Poliakrylan (PA) Polarna Polarne zwiazki organiczne np.:
Triazyny,
Pestycydy fosforoorganiczne,
Fenole
Carboxen/polidimetylosiloksan Umiarkowanie Lotne zwigzki organiczne
(CAR/PDMS) polarna Weglowodory
Carbowax/diwinylobenzen Polarna Polarne zwiazki organiczne np.:
(CW/DVB) Alkohole,
Ketony,

Zwiazki nitroaromatyczne
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Wibékna SPME znalazly zastosowanie w roznych dziedzinach analityki chemicznej. Powstat wiec pomyst
konstruowania ich w warunkach laboratoryjnych, zyskujac tym samym narzedzie o pozadanych wilasciwosciach

adsorpcyjnych.

Wibékno SPME z naniesiong warstwg polianiliny zostalo wykorzystane do oznaczania ftalanow obecnych
w probkach wody powierzchniowej z potudnia Chin. Xiang Li i wspotpracownicy dokonali elektrochemicznej
modyfikacji witdkna stalowego, pokrywajac go cienkg warstwg polianilinowego filmu [28]. Strzykawka
wykonana w warunkach laboratoryjnych zostata zaadaptowana do celéw SPME. Bagheri i wspotpracownicy
opracowali metode elektropolimeryzacji cienkiego filmu polianiliny na platynowym precie, ktory wykorzystany

zostat jako wtékno SPME do zatezania i oznaczania fenoli w probkach wody [29].

Technika zol-zel to dos¢ szeroko stosowana metoda przygotowania wiokna SPME, ktora daje mozliwos¢
utworzenia chemicznie zwigzanej i porowatej fazy stacjonarnej naniesionej na powierzchni¢ wiokna
kwarcowego. Technologia ta zostata wykorzystana do przygotowania pokrycia widkna z polidimetylosiloksanu
(PDMS) [30-32], eteru koronowego [33-35], n-oktylotrietoksysilanu [36], fulerenow [37], oraz polietyloglikolu
[38, 39] do celow SPME. Elektrochemiczna polimeryzacja zostata uzyta takze do preparatyki widkna z
wykorzystaniem polimeréw takich jak polipyrol [40, 41] lub polianilina [42, 43]. Cienkie warstwy tych
materiatdw nanoszono na powierzchni¢ platynowego, stalowego lub srebrnego pretu. Literatura specjalistyczna
opisuje wykorzystanie anodyzowanego pretu aluminiowego [44] lub cynkowego [45] jako nowego widkna
SPME do zatezania i izolacji niektorych zwigzkéw organicznych z probek cieklych i gazowych. Pokrycie
wiokna pod postaciag chlorku miedzi [46] i siarczku miedzi [47] uzyskane dzigki modyfikacji miedzianego drutu

okazato si¢ bardzo skuteczne przy ekstrakcji lotnych amin i alkoholi alifatycznych z probek wodnych i

gazowych.

W celu oznaczenia zanieczyszczen powietrza, coraz czesciej stosuje si¢ widkna pokryte mieszanag,
porowata fazg stacjonarng taka jak carboxen/polidimetylosiloksan (Car/PDMS) lub
polidimetylosiloksan/diwinylobenzen (PDMS/DVB). Pokrycia te wykazuja wigksza skuteczno$¢ niz witokna
pokryte ciekla faza stacjonarng [48], zwlaszcza w przypadku analizy czgsteczek o matej masie molekularne;j.
Zastosowanie wilokien pokrytych faza stacjonarng do celow iloSciowego 1 jakosciowego oznaczania

zanieczyszczen w probkach owocow [49], zywnosci [50] oraz mleka [51] zostato opisane w literaturze fachowej.

11.3.2.2. Grubos¢é filmu fazy stacjonarnej

Grubos$¢ warstwy fazy stacjonarnej pokrywajacej widkno SPME wptywa na czulo$¢ metody i czas
ekstrakcji. Wykorzystanie fazy stacjonarnej o duzej grubosci filmu wigze si¢ ze znacznym wydluzeniem czasu
sorpcji, a tym samym czasu trwania catej analizy. Gruba warstwa fazy stacjonarnej umozliwia sorpcje wigkszej
ilosci analitu. Dzigki temu zaadsorbowane lotne zwigzki organiczne moga zostaé przetransportowane do
dozownika chromatografu gazowego bez strat. Cienka warstwa fazy stacjonarnej zapewnia szybka dyfuzje i

tatwe uwalnianie wysokowrzacych zwigzkoéw organicznych w wyniku termicznej desorpcji [25, 26].

11.3.2.3. Typ prowadzenia ekstrakcji

Typ prowadzonej ekstrakcji uzalezniony jest od rodzaju matrycy, powinowactwa do matrycy probki oraz

lotno$ci analitow. Probki o wysokiej czystosci mogg by¢ poddane ekstrakcji bezposredniej. Technike ekstrakeji z
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fazy nadpowierzchniowej stosuje si¢ takze do izolacji i zatezania lotnych zwigzkéw organicznych, ze wzgledu

na szybko$¢ osiggania rownowagi miedzyfazowej w takim uktadzie [26].

11.3.2.4. Mieszanie

Zastosowanie skutecznego mieszania probki skraca czas osiggnigcia stanu roéwnowagi miedzyfazowej,
utatwia transport analitow z probki do pokrycia wtokna SPME, zwigkszajac odzysk przeprowadzonej analizy. W
przypadku probek gazowych jedynie wartos¢ wspotczynnika dyfuzji determinuje szybkos$¢ ustalenia si¢ stanu
rownowagi, dlatego istnieje mozliwo$¢ wykonania szybkiej ekstrakcji bez koniecznosci stosowania mieszadta.

[26]
Mozna dokona¢ wyboru sposobu mieszania probki sposrod:
e mieszanie magnetyczne, stosowane najczgsciej z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego;

e Mmieszanie z wykorzystaniem techniki ,,wiru”, gdzie naczynko z probka obracane jest szybkim

ruchem okreznym;

e mMmieszanie przez staly przeptyw probki, ktore prowadzi do ciagtego odnawiania powierzchni
wldkna;

e Mmieszanie z uzyciem ultradzwigkow mozna uzna¢ za najskuteczniejsze, jednak powoduje

ogrzewanie probki, a tym samym degradacj¢ analitow [26].

11.3.2.5. Objetos¢ probki

Przy wyborze optymalnej objetosci probki nalezy kierowaé si¢ warto$cia wspotczynnika podziatu K.
Zwiazki chemiczne o duzym powinowactwie do pokrycia wtokna sg bardziej wrazliwe na wahania objetosci
probki, niz zwiazki o malej wartosci wspotczynnika podziatu. Konieczno$é osiagnigcia maksymalnego stezenia

analitu decyduje o minimalizacji objetosci fazy gazowej, co pozwoli uzyska¢ duzg czutos¢ metody [25].

11.3.2.6. Diugos¢ widkna

Bardzo waznym parametrem optymalizacji procesu mikroekstrakcji jest objetos¢ fazy stacjonarnej czyli
dlugos¢ wiokna pokrytego sorbentem. Istotne jest wigc osiagnigcie wysokiego wspolczynnika zageszczenia oraz
najwickszej ilosci ekstrahowanych analitow. Zgodnie z informacjami zaczerpnigtymi z literatury fachowej, za

optymalng dtugo$¢ wtdkna pokrytego sorbentem przyjmuje si¢ 15mm [24].

11.3.2.7. Wartos¢ pH

Dobér odpowiedniej wartosci pH probki poprawia czuto§¢ metody oznaczania analitéw w probkach
kwasow i zasad. Obnizenie wartosci pH probki powoduje cofnigcie dysocjacji kwasnych analitow, a tym samym
wzrost odzysku dla zwigzkéw poddanych ekstrakcji. Substancje pozostang w formie niezdysocjowanej wowczas
gdy pH dla analitow kwasowych przyjmie warto$¢ o dwie jednostki nizsza od wartosci pK, a dla analitow

zasadowych — o dwie jednostki wyzsza od pK analitu. [25, 26, 52].
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11.3.2.8. Wysalanie

Wprowadzenie soli do probki powoduje wzrost warto$ci stalej podzialu Ky oraz sity jonowej roztworu.
Zmniejsza to rozpuszczalno$¢ substancji organicznych w wodzie i zwigksza ilo$¢ analitéw sorbowanych na

wléknie [26, 52].

11.3.2.9. Temperatura ekstrakcji

Wraz ze wzrostem temperatury probki, ro$nie wspotczynnik dyfuzji, co powoduje przyspieszony ruch
analitow w kierunku pokrycia widkna. W tych warunkach maleje warto$¢ statej podziatu Ky, czego efektem jest
spadek ilosci wyekstrahowanego analitu oraz przyspieszenie osiagni¢cia stanu rownowagi miedzyfazowej. W
przypadku analizy zwiazkéw S$redniolotnych, wzrost temperatury wigze si¢ ze spadkiem czulosci metody.
Zastosowanie wyzszej temperatury ekstrakcji w technice SPME umozliwia szybszy transport lotnych

sktadnikéw probki do fazy nadpowierzchniowej, a tym samym skrocenie trwania analizy [23, 26, 52].

W celu wyznaczenia optymalnej temperatury ekstrakcji, przy ktorej ilos¢ wyekstrahowanego analitu jest
najwigksza, przeprowadza si¢ seri¢ pomiardw intensywnosci sygnalow dla wybranego analitu, o okreslonym
stezeniu, przy statych pozostatych parametrach analizy. Zmianie ulega tylko warto$¢ temperatury ekstrakcji.
Optymalna temperatura dla przebiegu procesu ekstrakcji zostaje wyznaczona na podstawie wykresu zaleznosci

intensywnosci sygnatu pochodzacego od analitu i temperatury ekstrakcji [52, 53].

11.3.2.10. Czas ekstrakcji

W celu uzyskania powtarzalnych wynikéw, konieczne jest prowadzenie procesu ekstrakcji do momentu
osiggniecia stanu rownowagi, pomiedzy probka a pokryciem witokna SPME. Czas uzyskania rownowagi
miedzyfazowe]j okreslony jest jako czas, po uplywie ktorego ilo$¢ ekstrahowanych analitdéw pozostaje stata w
granicach btedu doswiadczalnego i rowna ilosci ekstrahowanych analitow w nieskonczenie dtugim czasie [23,

25, 26].

Ustalenie optymalnego czasu ekspozycji ogranicza si¢ do przeprowadzenia serii pomiaréow ilosci
zaadsorbowanego na wtoknie analitu przy kilku réznych czasach ekstrakeji w statej temperaturze. Na podstawie
zalezno$ci intensywnosci sygnatlu badanej substancji od czasu ekspozycji mozna wyznaczyé optymalny czas

ekstrakcji [54].

Wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji w statej temperaturze, ilos¢ wyekstrahowanego analitu rosnie, by

osiggng¢ statg warto$¢ po ustaleniu sie rownowagi miedzyfazowej [53, 54].

11.3.2.11. Parametry desorpcji

Prawidlowy przebieg procesu desorpcji termicznej uzalezniony jest od temperatury komory dozownika

chromatografu gazowego, lotnosci analitow, grubosci pokrycia wiokna SPME oraz czasu trwania desorpcji [27].

Wzrost temperatury desorpcji powoduje obnizenie warto$ci statej podziatu faza stacjonarna/faza gazowa
oraz gwaltowny wzrost wartoSci wspolczynnika dyfuzji analitow, co zwigksza efektywnos¢ uwalniania
substancji oznaczanej. Za optymalna temperatur¢ desorpcji przyjmuje si¢ temperatur¢ roOwng temperaturze
wrzenia najmniej lotnego analitu. Dokonujac wyboru warunkéw desorpcji nalezy wzig¢ pod uwage takze

wytrzymato$¢ termiczng witokna SPME [25]. W celu uniknigcia poszerzenia pikéw na chromatogramie, po
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umieszczeniu igly SPME w dozowniku, nalezy niezwlocznie wysunaé z niej wtokno z zaadsorbowanymi

substancjami oznaczanymi. Wydtuzony czas desorpcji moze niekorzystnie wptyna¢ na ksztatt piku [29].

11.3.2.12. Dobor parametrow pracy chromatografu gazowego

Uzyskanie poprawnego wyniku analizy, zalezy od doboru odpowiednich parametrow pracy chromatografu
gazowego. W bezrozpuszczalnikowej technice SPME, zamknigcie splitu powoduje szybki transport wszystkich

analitow na kolumng i wzrost czutosci oznaczenia [26].

Wygenerowanie duzej predkosci przeptywu gazu nosnego, przyspiesza transport zdesorbowanych
zwigzkoéw na kolumne, co znajduje odzwierciedlenie w szeroko$ci pasm na chromatogramie. Dokonujgc wyboru
kolumny chromatograficznej nalezy kierowaé si¢ jej wlasciwos$ciami separacyjnymi, sprawno$cig oraz
odpornosécig termiczna i chemiczng [26]. Faza stacjonarna kolumny chromatograficznej powinna

charakteryzowac si¢ stabilnoscia termiczng oraz duza selektywnosciag wzgledem analizowanej mieszaniny [25].

11.3.3. Zastosowanie techniki SPME

Ze wzglgdu na swoje liczne zalety, technika SPME znalazla szerokie zastosowanie w analityce
chemicznej. Metode te z powodzeniem wykorzystuje sie do jakosciowej i ilo§ciowej analizy zwigzkow lotnych i
sredniolotnych w matrycach stalych, cieklych i gazowych, sprzegajac z roznymi technikami pomiarowymi tj.:

GC (ang. Gas Chromatography) HPLC [55], Spektroskopig Ramanowska [56], Elektroforezg Kapilarng [57].

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej doskonale sprawdza si¢ w analizie probek $rodowiskowych

powietrza, gleby, osadow i wody.

Technika SPME zostatla z sukcesem uzyta do oznaczania lotnych zwiazkoéw organicznych [58-60],
benzenu, etylobenzenu, toluenu, ksylenu [56], wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych [61],

pestycydow [10, 63- 65], fenoli [5, 62], polichlorowanych bifenyli [61], w zr6znicowanych matrycach.

Metoda SPME zyskata takze popularnos¢ w analizie zywnosci i $rodkow farmaceutycznych. Z SPME
korzysta si¢ przy

e oznaczaniu poziomu zanieczyszczen produktéw zywnoSciowych 1 farmaceutycznych

rozpuszczalnikami organicznymi, stosowanymi w procesie produkcji [15, 66];

e Dbadaniu sktadu substancji smakowych i zapachowych zawartych w zywnosci, farmaceutykach i
kosmetykach np.: alkohole, kwasy tluszczowe i estry w czerwonym winie [17], ketony, estry
aldehydy, alkohole, zwiazki siarki, kwasy ttuszczowe, zwiazki alifatyczne i aromatyczne zawarte
w aromacie sera Camembert [67], diterpeny w olejku olibanowym uzywanym do mumifikacji

ciat w Starozytnym Egipcie [53], substancje lotne, gldwnie kwasy organiczne w tytoniu [68];

e analizie =zawarto$ci przeciwutleniaczy i substancji konserwujacych np. butylowany

hydroksyanizol (BHA) oraz butylowany hydroksytoluen (BHT) w kosmetykach [69];

e iloSciowym oznaczaniu zawarto$ci kofeiny w herbacie i napojach.
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Technike SPME wykorzystuje si¢ do analiz klinicznych i sadowych:

analiza wydychanego powietrza lub krwi na obecno$¢ etanolu lub acetonu w organizmie

diabetykow;

wykrywanie obecno$ci narkotykéw: amfetaminy lub kokainy [52, 70, 71], s$rodkoéw
dopingujacych np. efedryny [72], lekéw np. antybiotykow [53, 70, 73], a takze nikotyny i
anestetykow [70] w krwi, moczu, plynach ustrojowych, $linie, wtosach, amin aromatycznych w

mleku kobiet palacych papierosy;

Identyfikacja substancji toksycznych w kryminalistyce [52, 71].
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I11. ZAKRES | CEL ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Celem jaki sobie postawilam w ramach pierwszego etapu badan, byla preparatyka wiokien SPME
pokrytych krzemionka modyfikowana grupami ketoiminowymi. Realizacja tak postawionego celu badan

wymagata:
e Opracowania skutecznej techniki oczyszczania i aktywacji powierzchni wlokna kwarcowego;
e opracowania procedury przygotowania i modyfikacji powierzchni krzemionki;
e scharakteryzowania wiasciwosci fizykochemicznych modyfikowanej krzemionki;

e zaprojektowania techniki statycznego nanoszenia cienkiego filmu siloxanu na widkno kwarcowe

celem uzyskania monowarstwowego pokrycia modyfikowanym uprzednio sorbentem;

e oOpracowania efektywnej techniki montazu i kondycjonowania wtékna SPME z immobilizowana

krzemionkg modyfikowang grupami ketoiminowymi,

e potwierdzenia przy uzyciu metody mikroskopowej uzyskania monowarstwy sorbentu na

powierzchni widkna.

W drugim etapie badan skupilam si¢ na praktycznym zastosowaniu sporzadzonego witokna SPME.

Gléwnym zamierzeniem oméwionych badan byto:

e potwierdzenie skutecznosci dziatania nowego witokna SPME poprzez wykorzystanie go do
identyfikacji zwiazkdw organicznych wchodzacych w sktad lotnej frakcji tuszu

swiattoutwardzalnego , z ktdrego wykonano kolorowy nadruk ptyty DVD;

e oOptymalizacja warunkoéw analizy jako$ciowej lotnej frakcji  tuszu Swiattoutwardzalnego,

wykorzystanego do wykonania nadruku na ptycie DVD;

e analiza iloSciowa wybranego sktadnika tuszu swiatloutwardzalnego.
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA

IV.1. Odczynniki i aparatura

1V.1.1.0dczynniki

Krzemionka poddana procesowi modyfikacji - Nucleosil 50-3 (Baker Analized, 3 ~ nm) zostata zakupiony
od JTBaker.

Roztwor heksametylodisilizanu pochodzit z firmy Riedel-Dehaen.

Pochodne 3-pentano-2, 4-dionu, ktore zostaly uzyte do modyfikacji zelu krzemionkowego, zostaty
przygotowane w Zaktadzie Chemii Metaloorganicznej, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu.

Jako lepiszcze dla fazy stacjonarnej, wykorzystano roztwor fazy OV1 firmy PYE UNICAM Ltd. YORK
Street Cambridge England.

Do przygotowania roztworow fazy metylowodorosiloksanowej postuzono si¢ nastgpujacymi

odczynnikami:
e aceton firmy Chempur, cz.d.a.;
e dichlorometan firmy Merck;
e heksan firmy Chempur.
Do sporzadzenia roztworu fazy OV1 uzyto chloroform firmy Chempur cz.d.a.

W celu oczyszczenia witokna szklanego i1 aktywacji jego powierzchni wykorzystano nastepujace

odczynniki:
e aceton firmy Chempur, cz.d.a.;
e  kwas solny, 35%-38%, firmy POCH Gliwice, cz.d.a.;
e wodorotlenek sodu firmy POCH Gliwice cz.d.a.
Do przygotowania roztworéw wzorcowych benzenu zastosowano:
e Dbenzen firmy POCH Gliwice cz.d.a.;
e alkohol metylowy firmy Chempur, cz.d.a.

Wiokno kwarcowe o parametrach 100mm x 100um, bedace podstawg w procesie przygotowania widkna

SPME otrzymano z firmy OPTEC z Biategostoku.
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Substancje wzorcowe stosowane w procesie identyfikacji lotnej frakecji tuszu $wiattoutwardzalnego

zestawiono w tabeli 2:

Tabela 2. Substancje wzorcowe stosowane w procesie identyfikacji lotnej frakcji tuszu

l.p. Nazwa zwigzku Firma Czystos¢
1. Benzofenon Aldrich 99%
2. g-kaprolakton Merck Cz.da.
3. 2,6-di-tert-butylometylofenol (BHT) Aldrich Czda.
4. 2-fenoksyetanol Aldrich 98%
5. Monoeter metylowy hydrochinonu Fluka Cz.da.
6. Akrylan fenylowy glikolu etylenowego Aldrich Cz.da.

1V.1.2. Aparatura
e waga analityczna STARTORIUS o doktadnosci 0,0001g;

e mikrostrzykawka SPME firmy SUPELCO wykorzystana do przygotowania wiokna SPME,
ktorego powierzchni¢ pokryto krzemionka modyfikowang grupami ketoiminowymi. Technika
przygotowania widkna jak i jego montazu do mikrostrzykawki zostata opracowana w Zaktadzie

Chemii Analitycznej, Wydzialu Chemii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu;

e mikrostrzykawka firmy SUPELCO z witdéknem SPME firmy SUPELCO z naniesiong faza
stacjonarng polidimetylosiloksanem (PDMS);

e termostat firmy MLW PRUFGERATE - WERK U7C;

e chromatograf Gazowy firmy VARIAN, CP-3800, wyposazony w detektor plomieniowo-
jonizacyjny (FID), z kolumng kapilarng typu CP 8742 WCOT Fused Silica CP-Sil5 CB 30m x
0,32 mm, grubo$¢ fazy wynosita 0,25 pm. Predkos¢ przeptywu gazu nos$nego (hel) wynosita
1ml/min, Split 1:20;

e chromatograf gazowy VARIAN, 4000-MS GC/MS, wyposazony w kolumne¢ kapilarng firmy
VARIAN typ VF-5 MS.
IV.2. Preparatyka wtokien SPME pokrytych krzemionkq modyfikowang

grupami ketoiminowymi

IV.2.1. Charakterystyka wilokna szklanego wykorzystanego do przygotowania
wiokna SPME

Ze wzgledu na swoje wilasciwo$ci chemiczne witokno szklane zostalo wykorzystane do przygotowania

wlokna SPME.
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W pierwszej kolejnosci zastosowano §wiattowodd szklany, uzywany na szeroka skale w przemysle jako

doskonate medium do transportu informacji na znacznych odlegtosciach.

Kabel swiattowodowy sklada si¢ z nastepujacych elementow: rdzen, plaszcz, powloka lakiernicza,
wzmocnienie, plaszcz ochronny, ostona zewnetrzna. Rdzen i plaszcz stanowig aparat optyczny wiokna
swiattowodowego. Wykonane sa ze szkla kwarcowego, réznigcego si¢ wartoScig wspotczynnika zatamania
swiatta. Powloka lakiernicza, ktorg stanowi warstwa materiatu termoplastycznego i zelu hydrofobowego,
zabezpiecza powierzchni¢ ptaszcza przed zarysowaniem. Wzmocnienie, zbudowane z materiatlu wykazujacego
wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna, chroni widkno przed uszkodzeniem spowodowanym nadmiernym
zginaniem. Plaszcz ochronny i oslona zewnetrzna, wykonane z tworzywa sztucznego, zabezpieczaja przed
negatywnym wpltywem warunkow srodowiskowych np.: wilgocia, wysoka i niska temperaturg, kwasnym

deszczem.

Swiatlowody szklane dzigki swoim whasciwosciom znalazly zastosowanie w analityce. Pelnig funkcje
optycznych sensorow chemicznych, taczac chemiczne metody detekcji z pomiarem optycznym, gdzie glowna
role odgrywa tzw. Element detekcyjny — oktoda — zawierajgca substancje chemiczne reagujace na okre$lone
warto$ci parametrow tj: temperatura, pH, obecnos¢ i stgzenie gazow. W skiad typowego uktadu optycznego
czujnika chemicznego wchodzi jeszcze zrodto §wiatta oraz detektor, czuty na zmiany wartosci dtugosci fali lub

natezenia Swiatta, wynikte z oddzialywania czynnikéw zewnetrznych.

Powierzchnia wiokna szklanego po uprzedniej aktywacji moze zosta¢ poddana procesowi modyfikacji i

pehi¢ funkcje sorbentu badZ nosnika fazy stacjonarnej w technikach separacyjnych. [74-84].

Majac na uwadze ograniczony dostep do $wiattowodow szklanych o odpowiednich parametrach, zlecono
firmie Optec z Bialegostoku wykonanie pretow szklanych o $rednicy 125um, wykorzystanych potem do

preparatyki widokna SPME.

IV.2.2. Oczyszczanie wlokna i aktywacja jego powierzchni

Zgodnie z informacjami zawartymi w literaturze naukowej, pierwszym etapem przygotowania widkna
szklanego jest pozbawienie go zewnetrznych powlok ochronnych, wykonanych najczgsciej z polimetakrylanu
metylu, poliuretanu czy poliamidu,  metodami mechanicznymi i chemicznymi - z wykorzystaniem

rozpuszczalnikow organicznych.

Zagraniczne prace naukowe [79-81] donosza o wykorzystaniu acetonu w procedurze oczyszczania wiokna
do celow analitycznych. Pozbycie si¢ warstwy poliamidowej odbywa si¢ poprzez zanurzenie widkna w
roztworze acetonu na 3h, nastgpnie usuni¢cie resztek rozpuszczalnika organicznego przy uzyciu wody
destylowanej. Wtokno szklane suszone jest w temperaturze pokojowej, a nastgpnie poddawane procesowi
aktywacji przy uzyciu 1M roztworu NaOH. Celem tego zabiegu jest zwigkszenie liczby grup hydroksylowych
zlokalizowanych na powierzchni widkna szklanego. Proces ten trwa ok. 30minut, a pozostatosci roztworu
wodorotlenku sodu usuwane sg przy pomocy wody destylowanej. Dezaktywacja nadmiaru NaOH zachodzi z

udziatem 0,1M roztworu HCI.

W innych publikacjach naukowych [78] autorzy wykorzystali roztwér kwasu siarkowego w celu usunigcia

powlok zabezpieczajacych. Wiokno zanurzono w kwasie siarkowym na 3h, nastgpnie umieszczono w wodzie
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destylowanej, usuwajac tym samym pozostato$ci zanieczyszczen, a potem suszono w temperaturze pokojowej.

Tak przygotowane widkno szklane mogto zosta¢ poddane procesowi aktywacji powierzchni z uzyciem roztworu

NaOH.

W celu optymalizacji procesu oczyszczania widkna szklanego sprawdzone zostaly trzy rézne procedury.

Pierwsza zastosowana procedura oczyszczania wiokna $wiattowodowego pokrytego warstwa
tworzywa sztucznego sklada si¢ z nastgpujacych etapow: wtdkno optyczne o dlugosci ok. 6¢cm, z
ktoérego usunicto zewnetrzne warstwy poliamidowych izolacji, pozostawiono na 3h zanurzone w
acetonie, a nastgpnie w celu usunigcia pozostatosci rozpuszczalnika i ewentualnych

zanieczyszczen trzykrotnie plukano je woda i suszono w temperaturze pokojowe;.

Przygotowane w ten sposob szklane widkno S$wiattowodowe poddane zostalo procesowi

aktywacji w celu przywrdcenia grup hydroksylowych na jego powierzchni.

Oczyszczone wiokno trawiono 1M NaOH przez 1h, nastgpnie nadmiar NaOH neutralizowano
zanurzajac wtokno w 0,5M roztworze HCI przez 0,5h. Proces suszenia przeprowadzono w
temperaturze pokojowej. Przygotowane w ten sposob widkno przechowywano w szczelnie
zamknigtym naczyniu nie dluzej niz 48h. W celu potwierdzenia skutecznosci przeprowadzonego
procesu wykonano analize elementarng na obecno$¢ ewentualnych pozostato$ci zwiazkow

organicznych. Uzyskane wyniki zawarte sa w Tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki Analizy Elementarnej probek wtékna

Prébka widkna oczyszczona metodg mechaniczng i chemiczng N [%] C [%] H [%]
z zastosowanie acetonu
1 - 0,058 1,02
2 - - 0,861
3 - - 1,143

Kolejna zastosowana procedura to proces oczyszczania wtdkna szklanego w aparacie Soxhleta z
wykorzystaniem rozpuszczalnika organicznego - cykloheksanonu. W tabeli 4 zamieszczono

wyniki Analizy Elementarnej oczyszczanych wtokien.

Tabela 4. Wyniki Analizy Elementarnej probek wickna oczyszczanego w aparacie Soxhleta

Probka wlokna N [%] C [%] H [%)]
1 0,953 9,300 1,315
2 1,011 9,532 0,670
3 0,985 9,620 1,236

Wyniki Analizy Elementarnej wskazuja na znaczng obecno$¢ zwiazkoéw organicznych na powierzchni

wilokna.
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e Jako ostatnig procedure wykonano proces oczyszczania wtdkna $wiattowodowego w ptomieniu
palnika. W tym celu wtokno szklane o dtugosci ok. 6cm umieszczono w ptomieniu palnika na
Imin, nastepnie usunigto resztki powlok ochronnych zanurzajgc wiokno w acetonie na 0,5h.
Pozostatosci rozpuszczalnika organicznego zostaty usunigte poprzez trzykrotne ptukanie woda.
Suszenie odbywalo si¢ w temperaturze pokojowej. W celu sprawdzenia skutecznosci
oczyszczania wiokna optycznego w plomieniu palnika, probke widkna poddano Analizie

Elementarnej, a wyniki zestawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Wyniki Analizy Elementarnej probek wiékna swiattowodowego oczyszczanego w ptomieniu palnika

Prébka wiokna N [%] C [%] H [%]
1 - 0,273 0,899
2 - 0,492 0,682
3 0,004 0,286 0,412

Na podstawie wynikow analizy elementarnej stwierdzono, ze  pierwsza z opisanych procedur
oczyszczania wtokna jest najbardziej optymalng ($wiadczy o tym niska zawarto§¢ procentowa C, N i H) i

zostata ona wykorzystana w dalszych badaniach.

W celu zobrazowania i potwierdzenia skutecznosci procedury oczyszczania wykonano zdjecie (rys. 4)
przy uzyciu mikroskopu elektronowego w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Wydziatu Biologii, Uniwersytetu

im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Hm

Rysunek 4. Zdjecie mikroskopowe widkna kwarcowego, po przeprowadzeniu procesu oczyszczania i aktywacji

powierzchni

33



IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

1V.2.3.Procedura przygotowania i modyfikacji powierzchni krzemionki

Preparatyke sorbentu — krzemionki modyfikowanej grupami ketoiminowymi oparto wylacznie na

krzemionce Nucleosil 50-3, ktérej charakterystyke przedstawia Tabela 6.

Tabela 6. Charakterystyka wypetnienia Nucleosil 50-3

Rozmiar poréw | Rozmiar poréw | Objetos¢ porow | Powierzchnia Waga [g-ml™] | Stabilno$¢ [bar]
[um] [A] [ml-g] whasciwa (BET)
[m*g7]
~3 50 0,8 420 0,45 600

Procedura modyfikacji powierzchni krzemionki grupami ketoiminowymi zostala opracowana przez dr
Iwone Rykowska z Zaktadu Chemii Analitycznej, Wydzialu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu [85]. Do wykorzystania krzemionki modyfikowanej grupami ketoiminowymi jako fazy stacjonarnej
wtokna SPME zainspirowaly mnie obiecujagce wyniki badan nad zastosowaniem tego sorbentu w innych
technikach analitycznych. Mowa tutaj przede wszystkim o zat¢zaniu metali przejsciowych w probkach wody
oraz zatezaniu zwigzkow organicznych w probkach zywnosci z wykorzystaniem techniki ekstrakcji do fazy
statej (SPE). Nie mozna takze zapomnie¢ o zastosowaniu krzemionki modyfikowanej jako wypelnienia w

kolumnach pakowanych z przeznaczeniem do chromatografii gazowe;j.

Proces modyfikacji powierzchni krzemionki grupami ketoiminowymi przeprowadzono w trzech etapach.
W pierwszej kolejnosci nawazke krzemionki Nucleosil 50-3 rowng 2,6g suszono w temperaturze 180°C przez
12h. Nastepnie, pozbawiong wody krzemionke umieszczono w specjalnie zaprojektowanej szklanej, okraglej
kolbie zabezpieczajacej reagenty przed dostgpem wilgoci i zanieczyszczen z zewnatrz, zabiegajacej formowaniu
si¢ wigkszych aglomeratow nieprzereagowanej krzemionki w trakcie procesu modyfikacji. Kolejnym krokiem
byto dodanie roztworu 3-aminopropylotrietoksysilanu w bezwodnym ksylenie. Mieszaning¢ reakcyjna ogrzewano
do wrzenia i utrzymywano pod chtodnicg zwrotng przez 12h. Po przemyciu ksylenem, krzemionke przeniesiono

do aparatu Soxhleta i ekstrahowano ksylenem przez kolejne 6h.

Reakcja ,,end-capping” zapoczatkowata drugi etap procesu modyfikacji powierzchni krzemionki.
Przeprowadzony z wykorzystaniem 3,7ml heksametylodisilizanu (HMDS) proces derywatyzacji pozostatych na
powierzchni wolnych grup hydroksylowych odbywat si¢ w warunkach bezwodnego ksylenu. Tylko czgsé¢
powierzchniowych grup hydroksylowych ulega reakcji z organosilanem, z tego powodu przeprowadzono reakcj¢

z HMDS aby sprowadzi¢ liczbg grup hydroksylowych do minimum.

W trzecim etapie, po ekstrakcji ksylenem w aparacie Soxhleta, do znajdujacych si¢ na powierzchni
krzemionki grup aminowych, wigzano pochodng 3-pentano-2,4-dionu. Reakcje¢ prowadzono podobnie jak
poprzednio w bezwodnym ksylenie. Ponizszy schemat (rys. 5) obrazuje opisany proces. Stezenie grup
silanolowych na powierzchni krzemionki szacuje si¢ na okoto 8 [umol-m?], ale tylko cze$é z nich moze ulec

reakcji ze wzgledow sterycznych.
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Rysunek 5. Schemat modyfikacji powierzchni krzemionki grupami ketoiminowymi.

1V.2.4.Charakterystyka krzemionki

Charakterystyka krzemionki modyfikowanej grupami ketoiminowymi, wykorzystanej do przygotowania
witokna SPME, obejmowata:

e pomiar powierzchni wilasciwej (badanie obejmowalo peing izoterme adsorpcji/desorpcji przy

uzyciu azotu jako adsorbentu w temperaturze -195°C);
e analiz¢ elementarng wykazujacg procentowy udziat wegla, wodoru i azotu;
e widmo NMR dla ciata statego (**Si CP MAS NMR);
e widmo IR z transformacja Fouriera (FTIR).

Korzystajac z danych uzyskanych z analizy elementarnej, obliczono st¢zenie powierzchniowe zwigzanego
silanu w oparciu o zalezno$¢ zaproponowana przez Berendsena i Galana oraz przez Hemetsbergera i

wspotpracownikéw [86, 87] .

%C x 108

B = @00 xn x 12 = %C x M X Sger [umolm?]

Gdzie:
Si — stezenie powierzchniowe zwigzanego silanu
%C — zawarto$¢ procentowa wegla zwigzanego z powierzchnig krzemionki

n — liczba atoméw wegla w organosilanie
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M — cigzar czasteczkowy zwigzanego silanu
Sger — powierzchnia wlasciwa wyjsciowej krzemionki
Opisujace krzemionke wielkosci zebrano w Tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka fizykochemiczna krzemionki modyfikowanej grupami ketoiminowymi

Stezenie
Analiza elementarna [%] | Powierzch | powierzchnio | _ | Objetosé
) Srednic
nia we wlasciwa
a por
Sorbent — wzor strukturalny wlasciwa | zwigzanego por
C H N S ) [nm] L
[m*-g7] silanu [ml-g~]
[mol-m?]
krzemionka 0,379 10,915 - 420 - 7,180 0,880
Ot
$i0:7_ o7\ (Grp—N 0
A 13,337 |2,522 | 1,776 | 286,232 6,309 | 6,608 | 0443
H
CH,CH=CH;

W celu zbadania powierzchni krzemionki postuzono si¢ technika NMR dla ciala statego (*°Si CP MAS
NMR). Otrzymane w wyniku analizy widmo (rys.6B) umozliwia rozréznienie atomow krzemu w strukturze
krzemianu (SiO,) oraz pozwala na kontrolowanie reaktywnos$ci silanoli. Obecnos¢ silanoli typu geminalnego
(blizniaczego) na powierzchni krzemionki potwierdza sygnat przy -90ppm. Wolne silanole (pojedyncze) daja
sygnat przy -100ppm, natomiast sygnat przy -110ppm pochodzi od siloksanéw. Na rys. 6B przedstawiono
widmo #Si CP MAS NMR otrzymanego w wyniku modyfikacji sorbentu natomiast rys. 6A przedstawia widmo
#Si CP MAS NMR wyjsciowej krzemionki.
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Rysunek 6. Widma 29Si CP MAS NMR wyjs$ciowej krzemionki (A) oraz sorbentu uzyskanego w wyniku
procesu modyfikacji (B)

Analiza otrzymanych widm potwierdza, przebieg reakcji syntezy jaka zaszta na powierzchni krzemionki.
Przy modyfikacji powierzchni krzemionki zablokowane zostaly silanole geminalne. Wyrazny sygnatl przy —90
ppm w widmie pochodzacym z krzemionki wyjsciowej (rys. 6A) staje si¢ zdecydowanie stabszy w przypadku
modyfikowanego sorbentu. Jednoczesnie w uzyskanym w wyniku procesu modyfikacji sorbencie (rys.6B),
zmianie ulegt sygnat przy —100 ppm, co $wiadczy o blokowaniu rowniez izolowanych silanoli. Widoczny
wyraznie sygnat od —60 ppm do —70 ppm wskazuje na modyfikacj¢ krzemionki silanem tréjfunkcyjnym i na

przeprowadzenie procesu ,,end capping” przy uzyciu heksametylodisilazanu.

W pozyskiwaniu informacji na temat zmodyfikowanych powierzchni silikazeli obok magnetycznego
rezonansu jadrowego skutecznym narzedziem badawczym jest spektroskopia w podczerwieni. Za pomoca
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy , FTIR)
poréwnano materiat przed oraz otrzymany po procesie modyfikacji powierzchni krzemionki. Interpretujac
widma wykonane technika FTIR przy zastosowaniu metody pastylki KBr mozna zauwazy¢ na widmie
niezmodyfikowanej krzemionki (rys. 7A) obecno$¢ grup hydroksylowych, o czym §wiadczy pasmo walencyjne

OH w zakresie 3500-3434cm™. Intensywno$¢ tego pasma maleje po etapie modyfikacji (rys.7 B), co oznacza, ze
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zostata zablokowana czgs¢ powierzchniowych silanoli. W widmie krzemionki zmodyfikowanej aminosilanem
pojawia si¢ wyrazne pasmo walencyjne N-H przy 3425 cm™, co potwierdza, przebieg pierwszego etapu syntezy i
na powierzchni krzemionki zwigzane zostaty grupy NH,. Ponadto na tym samym widmie mozna zauwazyé
pasmo walencyjne C-N przy 1093 cm™, deformacyjne N-H przy 1634 cm™ oraz walencyjne C-H ugrupowan
alifatycznych przy 2940 cm™ i deformacyjne C-H przy 1569 cm™. Na widmie krzemionki poddanej drugiemu

etapowi reakcji syntezy mozna zauwazyé¢ pasmo walencyjne C=0 przy 1653 cm™

i dodatkowo pasmo
walencyjne C=C, co $wiadczy o tym, ze na powierzchni pojawilo si¢ ugrupowanie ketoiminowe. Ponadto

widoczne sa pasma walencyjne C-H (grupy -CH,-) przy 2937 cm™ i deformacyjne C-H przy 1568 cm™.
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Rysunek 7. Widmo FTIR wyjsciowej krzemionki (A) i krzemionki modyfikowanej (B)
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Wykonanie petnego profilu izotermy krzemionki modyfikowanej pozwolito na uzyskanie dodatkowych
informacji na temat otrzymanego sorbentu. Jak wynika z wykresu, przedstawionego na rysunku 8, rozktad porow
jest jednorodny. Ksztatt poréw jest trudny do okreSlenia, jednakze ksztalt petli histerezy (rys.8B) dostarcza
pewnych informacji o specyficznej strukturze pordéw. Petla ta charakteryzuje si¢ praktycznie pionowymi oraz
rownoleglymi galeziami. Ten typ petli histerezy kojarzony jest zwykle z materiatami porowatymi sktadajacymi
si¢ z aglomeratow stosunkowo jednolitych kulek, regularnie ulozonych. Dzigki temu pory sg stosunkowo
jednorodne, a ich $redni promien lezy w dos¢ waskim zakresie. Objgtos¢ porow niemodyfikowanej krzemionki

wynosita 0,880 ml-g™, a po zwigzaniu ketoiminy 0,443 ml-g™.
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Rysunek 8 Petny profil izotermy sorpcji krzemionki modyfikowanej grupami ketoiminowymi

1V.2.5.Procedura przygotowania fazy stacjonarnej

IV.2.5.1. Przygotowanie fazy metylowodoropolisiloksanowej

Preparatyke fazy stacjonarnej oparto na procedurze opracowanej przez dr Rafata Wawrzyniaka w
Zaktadzie Chemii Analitycznej, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu [88].
Jako lepiszcze stuzace do zespolenia sorbentu z powierzchnia wldkna szklanego wykorzystano
metylowodoropolisiloksan, ktory wraz ze wzrostem temperatury przyjmuje posta¢ gestego zelu. Odpowiednig
nawazke substancji rozpuszczono w rozpuszczalniku organicznym w celu uzyskania roztworu o odpowiedniej
konsystencji 1 wlasciwos$ciach klejacych. Ustalenie odpowiednich warunkéw temperaturowych ogrzewania fazy

metylowodoropolisiloksanowe] wigzato si¢ z wielokrotnym powtarzaniem  procesu i kontrolowaniem
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konsystencji polimeru. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow ustalono optymalne warunki przebiegu

procesu:
e  Objetos¢ fazy metylowodoropolisiloksonej wynosi 3ml,
e grzanie w temperaturze 45°C przez 10minut;
e grzanie z gradientem temperatury 3°C/min do 180°C.
Przygotowana w ten sposob faza zostata wykorzystana do dalszych badan.
IvV.2.5.2. Przygotowanie roztworow fazy metylowodoropolisiloksanowej w
acetonie

Jako rozpuszczalnik organiczny do przygotowania roztworu fazy metylowodoropolisiloksanowej
wykorzystano aceton o odpowiednim stezeniu. Metodyke procesu przygotowania roztworéw przedstawiono w

Tabeli 8.

Tabela 8. Metodyka przygotowania fazy z wykorzystaniem acetonu

I.p. | Stezenie fazy | Nawazka fazy metylowodoropolisiloksanowej | Objetos¢ rozpuszczalnika organicznego
[%0] [a] —acetonu [ml]
1. 1 0,1 12,6
2. 3 0,3 12,6
3. 5 0,5 12,6
4. 7 0,7 12,6
5. 9 0,9 12,6
6. 13 2,6 25,2
7. 15 3,0 25,2
8. 20 4,0 25,2

Roztwory przygotowane w ten sposob, zostaly pozostawione na dobg w szczelnie zamknigtych fiolkach w

temperaturze pokojowej w celu catkowitego rozpuszczanie si¢ fazy i ujednolicenia cieczy.
Roztwory o wysokim stezeniu od 13%-20% wymagaly 8 dni na przyjecie jednolitej konsystencji.

Wszystkie przygotowane w ten sposob roztwory zostaly wykorzystane w dalszych badaniach.

40




IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

IV.2.5.3. Przygotowanie roztworow fazy metylowodoropolisiloksanowej w

dichlorometanie

Dichlorometan zostal wykorzystany jako rozpuszczalnik organiczny do przygotowania roztworéw fazy

metylowodoropolisiloksanowej. W Tabeli 9 przedstawiono metodyke przygotowania roztworow.

Tabela 9. Metodyka przygotowania fazy z wykorzystaniem dichlorometanu

L.p. | Stezenie roztworu [%] Nawazka fazy Objetos¢ rozpuszezalnika
metylowodoropolisiloksanowej [g] organicznego — dichlorometanu [ml]

1. 1 0,1 7,5

2. 3 0,3 7,5

3. 5 0,5 7,5

Przygotowane w ten sposob roztwory, zostaly pozostawione w zamknietych fiokach, w temperaturze
pokojowej do calkowitego rozpuszczenia si¢ fazy. Powyzsze roztwory nie byly wykorzystane w dalszych

badaniach, poniewaz nie uzyskano zadowalajacego stopnia homogenizacji probek.

IV.2.5.4. Wykorzystanie dwoch rozpuszczalnikow organicznych

Przeprowadzono takze eksperyment z wykorzystaniem mieszaniny rozpuszczalnikow organicznych w
odpowiednich proporcjach. Do przygotowania roztworu fazy metylowodoropolisiloksanowej uzyto mieszaniny
acetonu 1 heksanu. W tabeli 10 przedstawiono metodyke otrzymania roztworow  fazy

metylowodoropolisiloksanowe;j.

Tabela 10. Metodyka przygotowania fazy z wykorzystaniem acetonu i heksanu

L.p | Stezenie Nawazka fazy Objetosc Objetosé Proporcje
roztworu | metylowodoropolisiloksanowej rozpuszczalnika rozpuszczalnika mieszaniny
[%0] [0] organicznego — organicznego —
aceton [ml] heksan [ml]
1. 1 0,1 2,5 11,9 2:8
2. 1 0,1 3,8 10,5 3.7
3. 1 0,1 51 8,9 4:6

Nawazka fazy metylowodoropolisiloksanu niezaleznie od proporcji rozpuszczalnikdw organicznych byla
trudno rozpuszczalna, w zwiazku tym ta procedura przygotowania fazy nie byla wykorzystana w dalszych

eksperymentach.
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W celu przygotowania roztworu fazy wykorzystano takze mieszaning acetonu i dichlorometanu w

odpowiednich proporcjach, ktore przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Metodyka przygotowania fazy z wykorzystaniem acetonu i dichlorometanu

L.p. Stezenie Nawazka fazy Objetosé Objetosé Proporcje
roztworu | metylowodoropolisiloksa | rozpuszczalnika rozpuszczalnika mieszaniny
[%6] -nowej [g] organicznego — organicznego —
aceton [ml] dichlorometan [ml]
1. 1 0,1 2,5 6 2:8
2. 1 0,1 38 53 3.7
3. 1 0,1 51 4,5 4:6
4, 1 0,1 6,3 38 5:5
5. 1 0,1 7,6 3 6:4

Przygotowane w ten sposéb probki pozostawiono w temperaturze pokojowej, w szczelnie zamknietych
fiolkach. Wraz z uptywem czasu mieszaniny nie ulegly ujednoliceniu, w zwiazku z tym nie wykorzystano ich do

dalszych badan.

IV.2.55. Przygotowanie roztworu fazy polidimetylosiloksanowej (OV1)

Zbadano rowniez mozliwos¢ zastosowania, jako lepiszcze stuzace do zespolenia sorbentu z powierzchnig
wtokna szklanego roztworu fazy polidimetylosiloksanowej (OV1). W Tabeli 12 zestawiono metodyke
przygotowania roztworu fazy OV 1. Uzyskane zgodnie z tg procedurg roztwory polimeru, charakteryzowaty si¢
klarownoscia, przezroczystoscia, stabilno$cia, odpowiednia gesto$cia i znalazly ostatecznie zastosowanie w

procesie przygotowania wiokna SPME.

Tabela 12. Metodyka przygotowania roztworu fazy OV1

L.p. Stezenie procentowe Nawazka fazy OV1 [g] Objetos¢ rozpuszczalnika
roztworu [%)] organicznego — chloroformu
[mi]
1 1 0,0125 1,25
2 2 0,0250 1,25
3 3 0,0375 1,25
4 4 0,0500 1,25

Uzyskane wedtug powyzszej procedury roztwory, znalazly zastosowanie w procesie przygotowania

wiokna SPME.
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IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

IV.2.6. Procedura immobilizacji sorbentu na powierzchni  wilokna

kwarcowego

1V.2.6.1. Procedura nanoszenia sorbentu z  wykorzystaniem fazy

metylowodoropolisiloksanowej

Przed przystapieniem do procedury nanoszenia sorbentu, widkno kwarcowe poddano procesowi
oczyszczania 1 aktywacji powierzchni. Nastgpnie wtokno o odpowiedniej dlugosci zanurzono we fiolce z
roztworem fazy na glgbokos¢ 3cm, po czym umieszczono we fiolce zawierajacej sorbent. Metodyke

immobilizacji sorbentu na wtdknie kwarcowym obrazuje rysunek 9.

—  widkno szklane —  whékno seklane
/wlokno szllane
roztw or krrermionka
zamirzenie whilna w pozostawienie widkna na zanurzenie whilna w
tazie na wysokodt powistrzu przez ok S3 lrzemionce na wysokodé

3cm 3cm

Rysunek 9. Procedura immobilizacji sorbentu na powierzchni wiokna kwarcowego

Widkna SPME przygotowane wedlug powyzszej metody zostaly poddane procesowi kondycjonowania
gradientem temperaturowym 3°C/min do temperatury 220°C przez 15h w celu usunigcia wszelkich

zanieczyszczen oraz utrwalenia polaczenia pomigdzy fazami: stacjonarng oraz ciekla.

Zdjecia wykonane z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego dowodza, ze niezaleznie od stezenia

wykorzystanej fazy nie jest mozliwe uzyskanie rownomiernego pokrycia oraz monowarstwy sorbentu (rys.10)
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IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

Rysunek 10. Zdjecie mikroskopowe widkna kwarcowego pokrytego sorbentem z wykorzystaniem fazy

metylowodoropolisiloksanowej

1V.2.6.2. Procedura nanoszenia sorbentu z  wykorzystaniem fazy

polidimetylosiloksanowej (OV1)

Roztwoér fazy OV1 zostal wykorzystany do przygotowania wiokna SPME. Procedure immobilizacji
sorbentu na powierzchni wtokna kwarcowego prowadzono zgodnie z metodyka przedstawiong schematycznie na
rysunku 9. Odpowiednio przygotowane widokno kwarcowe zanurzono we fiolce zawierajacej roztwor fazy
polidimetylosiloksanowej o odpowiednim stgzeniu, a nast¢pnie zanurzono we fiolce z sorbentem na glebokosé
3ecm. Widkna SPME kondycjonowano w stalej temperaturze 200°C przez lh celem usunigcia wszelkich

zanieczyszczen powstalych w trakcie preparatyki oraz utrwalenia potaczenia pomigdzy fazami.

Na podstawie zdje¢ wykonanych przy pomocy mikroskopu elektronowego stwierdzono, ze
monowartwowe pokrycie wtokna kwarcowego mozna uzyska¢ jedynie z wykorzystaniem 3% roztworu fazy
polidimetylosiloksanowej (OV1). Zastosowanie roztwor6w o mniejszym st¢zeniu nie gwarantuje uzyskania
jednolitej warstwy sorbentu. Uzycie roztwordéw fazy o duzym stezeniu sprzyja tworzeniu si¢ znacznych
aglomeratow sorbentu. Na rysunkach 11 i 12 przedstawiono zdjecia mikroskopowe widkna kwarcowego
pokrytego sorbentem z wykorzystaniem: a) 3% roztworu fazy OV1 (rys. 11A-B) , b) 5% roztworu fazy OV1
(rys.12).
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IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

Rysunek 11(A-B). Zdj¢cia mikroskopowe wtokna kwarcowego pokrytego sorbentem z wykorzystaniem 3%
roztworu fazy OV1
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IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

Rysunek 12. Zdjecie mikroskopowe wiokna kwarcowego pokrytego sorbentem z wykorzystaniem 5% roztworu

fazy OV1

1V.2.6.3. Montaz i kondycjonowanie wiokna SPME

Umieszczenie wiokna SPME w holderze, umozliwi wykorzystanie go w procesie mikroekstrakcji i
analizie chromatograficznej. Poczatkowo zastosowano polimerowa strzykawke o pojemnosci 2ml firmy
Romed@Holland oraz stalows igte o $rednicy 0,8mm firmy BD Microlance (Beton Dickinson S.A.) Stalowa
rurka, w ktorej umieszczono wiokno SPMR zostala zamocowana do tloka strzykawki za pomoca kleju

epoksydowego. Wykonany w ten sposob holder przedstawia rysunek 13(A-C).
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IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

C.
Rysunek 13(A-C). Witdkno SPME umieszczone w polimerowej strzykawce

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, Ze zastosowanie w analizie chromatograficznej
przygotowanego w ten sposob holderu nie przynosi zamierzonego rezultatu. W momencie umieszczenia widokna
SPME w dozowniku chromatografu gazowego, ci$nienie wypycha tlok strzykawki, uniemozliwiajac desorpcje i
transport zaadsorbowanych na widknie analitdbw. Zamontowane w tej sposob wtokno SPME nie zachowuje

wymaganej szczelnosci.

Kolejno wykonano holder, wykorzystujac do tego celu szklang mikrostrzykawke o objetosci 1ul z serii
7000 firmy Hamilton (rys. 14)

Rysunek 14.Schemat budowy mikrostrzykawki Hamilton 7000

Mikrostrzykawka zostata roztozona na cze$ci, usunieto z niej drut umocowany w tloku, a w jego miejsce
wprowadzono widkno szklane z naniesionym sorbentem z wykorzystaniem kropli kleju epoksydowego.
Wykonang w ten sposob strzykawke uzyto do analizy SPME, jednak w momencie desorpcji analitow pod
wplywem wysokiej temperatury dozownika, zaobserwowano gwalttowny spadek ci$nienia na kolumnie

chromatograficznej, uniemozliwiajac tym samym prawidtowe przeprowadzenie analizy chromatograficzne;.

W kolejnym etapie badan wiokno szklane umieszczono w oryginalnym holderze SPME firmy Supelco
(rys. 15). W tym celu usunigto stalowg rurk¢ a w jej miejsce wprowadzono widkno kwarcowe z

immobilizowanym na jego powierzchni sorbentem, wykorzystujac do tego krople kleju epoksydowego.
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IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

Powodzenie calego procesu uzaleznione jest od centralnego umiejscowienia widkna SPME w holderze, w

przeciwnym wypadku wtokno kruszy si¢ i lamie, uniemozliwiajac analize.

Rysunek 15. Holder SPME firmy Supleco

IV.3. ldentyfikacja zwigzkow organicznych wchodzgcych w sktad lotnej

frakcji tuszu swiatloutwardzalnego, 7 ktorego wykonano kolorowy

nadruk plyty DVD

1V.3.1. Metodyka procesu zateZania zwigzkow organicznych 7 fazy gazowej do

Jfazy stalej

Proces identyfikacji lotnych skladnikéw tuszu $wiattoutwardzalnego rozpoczgto z wykorzystaniem
techniki mikroekstrakcji analitow z fazy gazowej do fazy stacjonarnej. Niewielki fragment ptyty DVD wraz z
kolorowym nadrukiem pokruszono i umieszczono w szklanej fiolce, szczelnie zamknigtej polimerows septa.
Fiolkg¢ z probka umieszczono w termostacie w celu utrzymania stalej temperatury prowadzonej ekstrakcji.
Warto$¢ temperatury ekstrakcji okreslono w oparciu o warunki temperaturowe panujgce wewnatrz pracujgcego
odtwarzacza DVD. Ustalono, ze warto$¢ temperatury ekstrakcji powinna by¢ zblizona do wartosci temperatury
wngtrza odtwarzacza DVD i przyjmowaé warto$¢ 60°C. Nastgpnie do wnetrza fiolki przez otwor w sepcie
wprowadzono igle mikrostrzykawki, gdzie poprzez nacis$nigcie ttoka wysunigto z igly wiokno SPME z
naniesiong fazg i eksponowano na dziatanie fazy nadpowierzchniowej. Czas ekspozycji widokna rowny 5 minut
okre$lono na podstawie danych literaturowych [89]. Po uplywie okre§lonego czasu ekspozycji, wiokno zostato
wprowadzone do igly, ktora usunigto z fiolki. Lotne zwiazki organiczne, wchodzace w sklad frakcji zostaty

zaadsorbowane na powierzchni wiokna SPME.
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IV.3.2.Analiza zaadsorbowanych zwigzkow organicznych za pomocq

chromatografu gazowego 7 detektorem plomieniowo jonizacyjnym

1IvV.3.2.1. Analiza z zastosowaniem wiokna SPME z krzemionkg modyfikowang

grupami ketoiminowymi

Kolejnym krokiem realizowanej procedury analitycznej byto przeprowadzenie analizy zaadsorbowanych
na wioknie zwiazkow z wykorzystaniem techniki mikroekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej oraz
chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowo-jonizacyjng z zastosowaniem nowego, wykonanego zgodnie z
opracowang w ramach prowadzonych badan wtokna SPME z immobilizowana na jego powierzchni krzemionka

modyfikowana grupami ketoiminowymi, pelniaca funkcje fazy stacjonarnej.

Przyjeto nastepujace parametry pracy chromatografu gazowego wyposazonego w detektor ptomieniowo-

jonizacyjny:
e temperatura dozownika: 180°C;

e temperatura pracy kolumny: 60°C utrzymywana przez 2minuty, nastepnie wzrost do temperatury
220°C ze stala predkoscia 10°C/minute, ostatecznie utrzymywanie temperatury 220°C przez

10minut;
e temperatura detektora : 250°C.

W statych i jednakowych warunkach wykonano seri¢ pomiaréw sktadu tuszu $wiattoutwardzalnego. W
rezultacie uzyskano chromatogramy przedstawiajace sygnaty pochodzace od zwigzkdéw organicznych
zaadsorbowanych na widknie (rys. 16). Kazdy chromatogram obrazowal sygnaty pochodzace od okoto 50
substancji chemicznych, co $§wiadczy o skomplikowanym i ztozonym sktadzie tuszu $wiatloutwardzalnego,
uzytego do wyprodukowania kolorowego nadruku ptyt DVD. Na rysunku 16 przedstawiono chromatogram
SPME-GC/FID (ang. Solid Phase Microextraction-Gas Chromatography/Flame lonisation Detector) lotnej

frakcji tuszu §wiatloutwardzalnego.
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Rysunek 16. Chromatogram SPME-GC/FID lotne;j frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego z wykorzystaniem wiokna

SPME z immobilizowana krzemionka modyfikowana grupami ketoiminowymi

1Iv.3.2.2. Analiza z zastosowaniem komercyjnego wtokna PDMS

W celu weryfikacji poprawnosci funkcjonowania wykonanego samodzielnie wiokna pokrytego
modyfikowang krzemionka 1 przetestowania jego wlasciwosci sorpcyjnych, wykonano analizg
chromatograficzna lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego, zaadsorbowanej na komercyjnym wtoknie SPME,
z faza polidimetylosiloksanowa (PDMS) (rys. 17). Warunki ekstrakcji oraz pomiaru byly identyczne jak w
przypadku, gdy stosowano widkno sporzadzone samodzielnie. Chromatogramy otrzymane w wyniku
przeprowadzonego eksperymentu poréwnano z chromatogramem wykonanym przy uzyciu wiokna pokrytego
zmodyfikowang krzemionkg. Zestawione ze sobg wykresy, widoczne na rysunku 18, roznig si¢ intensywnoscig
pikéw przy jednakowych parametrach retencyjnych poszczegodlnych sygnatow. Mozna wysnué¢ wniosek, iz
wlasciwosci sorpcyjne testowanego wiokna kwarcowego sg zblizone do wlasciwosci sorpeyjnych komercyjnego
wiokna PDMS. Na rysunku 18 przedstawiono chromatogram lotnej frakcji tuszu $wiatloutwardzalnego
wykonane przy uzyciu wiokna PDMS oraz wldkna kwarcowego z immobilizowana na jego powierzchni

krzemionka.
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Rysunek 17. Chromatogram lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego wykonany za przy uzyciu wtékna PDMS
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Rysunek 18. Poréwnanie chromatogramow lotnej frakcji tuszu §wiattoutwardzalnego wykonanych za przy

uzyciu wtékna PDMS (kolor czarny) oraz wtdkna SPME z immobilizowana krzemionka modyfikowang grupami

ketoiminonowymi (kolor czerwony)

IV.3.3.Analiza skladnikow tuszu swiatlo utwardzalnego z wykorzystaniem

chromatografu gazowego z detektorem masowym

Wstepnej identyfikacji zaadsorbowanych na widknie zwigzkéw organicznych dokonano z
wykorzystaniem chromatografu gazowego wyposazonego w spektrometr mas. W wyniku analizy otrzymano
chromatogram zwiazkéw wyizolowanych z probki ptyty DVD z kolorowym nadrukiem oraz widma masowe
poszczegolnych substancji. Bazujac na dostgpnym zbiorze widm masowych dokonano identyfikacji tychze
zwigzkoéw. Ten etap procedury analitycznej okazal si¢ bardzo istotny w dalszym toku ustalania ostatecznego
sktadu lotnej frakcji farby $wiattoutwardzalnej. W oparciu o uzyskane widma chromatograficzne i masowe
wybrano sze$¢ zwiazkow, od ktorych pochodzity stosunkowo intensywne piki i ktorych obecnos¢ w

wyizolowanej czgsci tuszu byta najbardziej prawdopodobna.
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Ich lista przedstawia si¢ nastepujaco:
e ¢-kaprolakton;
e monoeter metylowy hydrochinonu (MEHQ);
o 2-fenoksyetanol;
e 2.4 6-trimetylobenzaldehyd;
e akrylan fenylowy glikolu etylenowego;
e 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol (BHT);

e benzofenon.

Na rysunku 19 przedstawiono chromatogram, a na rysunkach 20- 26 przedstawiono widma masowe (MS)

wybranych zwiazkéw i ich porownanie z widmami wzorcowymi.
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Rysunek 19. Chromatogram GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego
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e ¢-kaprolakton

Spectrum 1A, 8.564 min
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Rysunek 20. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo gorne) i widmo wzorca —&-

kaprolaktonu pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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e  Monoeter metylowy hydrochinonu (MEHQ)

IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

Spectrum 1A, 9.613 min
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Rysunek 21. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo gorne) i widmo wzorca monoeteru

metylowego hydrochinonu (MEHQ) pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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2-fenoksyetanol

Spectrum 1A, 9.694 min
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Rysunek 22. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo goérne) i widmo wzorca 2-

fenoksyetanolu pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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e 24,6 — trimetylobenzaldehyd
Spectrum 1A, 10.930 min
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Rysunek 23. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo gérne) i widmo wzorca 2,4,6-

trimetylobenzaldehydu pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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e  Akrylan fenylowy glikolu etylowego

IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

Spectrum 1A, 13.063 min
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Rysunek 24. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo gérne) i widmo wzorca akrylanu

fenylowego glikolu etylenowego pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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e 2,6 —di- tert — butylo -4- metylofenol (BHT)
Spectrum 1A, 13.480 min
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Rysunek 25. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo gorne) i widmo wzorca 2,6-di-tert-

butylo-4-metylofenolu (BHT) pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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Spectrum 1A, 15.149 min
BP:105,0 Scan:3700,40:400,1lon: 30 us, RIC:1,295e+7,BC
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Rysunek 26. Widmo MS jednej z identyfikowanych substancji (widmo goérne) i widmo wzorca

benzofenonu pochodzace z bazy widm MS (widmo dolne)
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IV.3.4. Porownanie parametrow retencyjnych wzorcow 7 parametrami

wstepnie zidentyfikowanych zwigzkow organicznych

W celu ostatecznego potwierdzenia obecnos$ci wyzej wymienionych zwiazkéw chemicznych w lotnej
frakcji tuszu S$wiattoutwardzalnego wykorzystanego do produkcji kolorowego nadruku na plycie DVD
przeprowadzono analiz¢ chromatograficzng roztwow wzorcowych tych substancji w statych warunkach pomiaru.
Poroéwnanie parametréow retencji piku danego zwigzku chemicznego na chromatogramie lotnej frakcji z
parametrami retencji sygnatu danego zwiazku na chromatografie wzorca pozwolito na dokonanie koncowej

identyfikacji substancji chemicznej w badanej probce.

1IV.3.4.1. Sporzqdzenie wzorcow

Przygotowanie roztworé6w wzorcowych rozpoczgto od oszacowania optymalnego stezenia wzorca,
ktorego wartos¢ przekraczataby granice oznaczalno$ci aparatu oraz nie doprowadzitaby do przetadowania
kolumny chromatograficznej. W celu uniknigcia zanieczyszczenia probki poprzez wprowadzenie
rozpuszczalnikow organicznych, ktére moga wptyna¢ na wynik pomiaru badz zakltéci¢ przebieg procesu
analitycznego, substancje wzorcowe o statym stanie skupienia stopiono, natomiast zwigzki chemiczne w postaci

cieczy analizowano bez uprzedniej modyfikacji.
Metodyka przygotowania wzorcOw przedstawia si¢ nastgpujgco:

e ¢-kaprolakton —w szklanej fiolce umieszczono 0,5ml zwigzku. Fiolka zostata szczelnie zamknigta

nakretkg wyposazong w polimerows septe;

e monoeter metylowy hydrochinonu (MEHQ) — w szklanej fiolce umieszczono 0,5 g krysztatkow
zwigzku, fiolk¢ zamknigto szczelnie za pomocg nakretki wyposazonej w polimerowa septe.
Fiolke ze zwiazkiem chemicznym umieszczono w termostacie i poddano stopieniu w

temperaturze 60°C (temperatura topnienia: 55-57°C);

o 2-fenoksyetanol — w szklanej fiolce umieszczono 0,5 ml 2-fenoksyetanolu, a nastepnie fiolke

zamknigto szczelnie za pomoca nakretki wyposazonej w polimerowa septg;

e 24.6-trimetylobenzaldehyd — w szklanej fiolce umieszczono 0,3 ml zwigzku. Fiolkg zamknigto

szczelnie za pomoca nakretki wyposazonej w polimerowa septe;

e akrylan fenylowy glikolu etylenowego — w szklanej fiolce umieszczono 0,5 ml zwigzku, a

nastepnie fiolke szczelnie za pomoca nakretki wyposazonej w polimerows septe;

e  26-di-tert-butylo-4-metylofenol (BHT) — w szklanej fiolce umieszczono 0,5 g krysztatkow
zwiazku. Zamknigto szczelnie za pomoca nakretki z septa, nastgpnie umieszczono w termostacie,

gdzie zwigzek w temperaturze 70°C (temperatura topnienia: 69-70°C) ulegt stopieniu;

e benzofenon — w szklanej fiolce umieszczono 0,1 g krysztatkow zwigzku, fiolke zamknigto
szczelnie za pomoca nakretki z septa, nastgpnie umieszczono w termostacie, gdzie zwigzek w

temperaturze 60°C ulegt stopieniu.

61



IV. Cz¢$¢ Doswiadczalna

1vV.3.4.2. Analiza wzorcow

Przeprowadzono analize chromatograficzng przygotowanych roztworéw wzorcowych. Przy doborze
odpowiedniego czasu ekspozycji wiokna SPME i czasu desorpcji kierowano si¢ uzyskaniem symetrycznego,
ostrego piku o jak najwyzszej intensywnosci sygnatu pochodzacego od wzorca substancji. Parametry pracy
chromatografu gazowego byly stale i jednakowe dla wszystkich wykonanych pomiaréow i zgodne z tymi, ktore
zastosowano w analizie sktadu tuszu. Szczegblowy opis przebiegu poszczegoélnych eksperymentow

przedstawiono w dalszej czesci pracy.

Iv.3.4.21 e-kaprolakton

Szczelnie zamknieta, szklang fiolkg ze zwigzkiem umieszczono w termostacie i ogrzewano w
temperaturze 60°C. Mikroekstrakcje z fazy nadpowierzchniowej, poprzez umieszczenie widkna SPME we fiolce
z wzorcem, prowadzono przez 15minut. Termiczna desorpcja analitow zaadsorbowanych na powierzchni
wiokna SPME odbywata si¢ w komorze dozownika chromatografu gazowego przez 1 minute. Wyniki analizy

przedstawia ponizszy chromatogram (rys 27).
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca e-kaprolaktonu

Rysunek 27. Chromatogram SPME-GC/FID wzorca ¢ —kaprolaktonu

Rezultaty analizy wzorca zwigzku przedstawiaja si¢ nastepujaco:

e  czas retencji — 7,85 min;

e intensywnos$¢ piku — 1921,9 uV.
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Uzyskane wyniki analizy wzorca wykazuja zgodno$¢ z sygnatami na chromatografie otrzymanym w
wyniku analizy sktadu tuszu, a tym samym potwierdzaja obecnos¢ e-kaprolaktonu w lotnej frakcji kolorowego

tuszu $wiatloutwardzalnego (rys 28).
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca e-kaprolaktonu
—— Chromatogram SPME-GC/FIDlotnej frakcji tuszu swiattoutwardzalnego

Rysunek 28. Poréwnanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca e-kaprolaktonu z chromatogramem
SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego zaadsorbowanej na wioknie SPME z krzemionka

modyfikowana grupami ketoiminowymi

1IV.3.4.2.2 Monoeter metylowy hydrochinonu (MEHQ)

Szczelnie zamknigta fiolke z nawazka wzorca umieszczono w termostacie i ogrzewano w temperaturze
60°C. W statej temperaturze przeprowadzono mikroekstrakcj¢ z fazy nadpowierzchniowej, eksponujac wtokno
SPME na dziatanie analitu przez Sminut. Termiczna desorpcja zaadsorbowanej substancji odbywala si¢ w
komorze dozownika chromatografu gazowego przez 1 minute. Objeto$¢ wprowadzonej do kolumny probki nie

moze przewyzsza¢ pojemnosci sorpcyjnej kolumny chromatograficznej.

Przyjety uprzednio czas ekspozycji wiokna byt za dlugi, co doprowadzito do przetadowania kolumny,
nieprawidlowego rozdzielania sktadnikow probki oraz powstania szerokich i niesymetrycznych pikow. W
zwigzku z zaistniala sytuacja skrocono czas adsorpcji o ponad potowe - do 2minut, czas desorpcji pozostawiajac
niezmieniony. Wprowadzona modyfikacja pozwolita na uzyskanie zadowalajacych wynikéw analizy, ktore

zobrazowano na rysunku 29.
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Rysunek 29. Chromatogram SPME-GC/FID wzorca MEHQ
Rezultaty analizy monoeteru metylowego hydrochinonu (MEHQ):
e czas retencji — 9,37 min;
e intensywnos$¢ piku — 6150,2 uV.
Przeprowadzony pomiar pozwolil wyznaczy¢ czas retencji MEHQ, ktory jest rowny 9,37 min

Porownanie czaséw retencji wzorca z czasem retencji zwiazku pochodzacego z lotnej frakcji tuszu,

przedstawione na rysunku 30, potwierdzito obecno$¢ MEHQ w probcee kolorowego nadruku na ptycie DVD.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca Monoeteru metylowego hydrochinonu

—— Chromatogram SPME-GC/FID frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

Rysunek 30. Porownanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca MEHQ z chromatogramem SPME-

GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

1IV.3.4.2.3 2-fenoksyetanol

Szczelnie zamknieta fiolke z nawazka wzorca umieszczono w termostacie i ogrzewano w temperaturze
60°C. W statej temperaturze przeprowadzono mikroekstrakcje¢ z fazy nadpowierzchniowej, eksponujac wiokno
SPME na dziatanie analitu przez Sminut. Termiczna desorpcja zaadsorbowanej substancji odbywata si¢ w
komorze dozownika chromatografu gazowego przez 1 minutg. Podobnie jak w przypadku MEHQ, za dtugi czas
ekspozycji wldkna na dziatanie wzorca 2-fenoksyetanlu doprowadzil do przeladowania kolumny
chromatograficznej. Dokonano korekty czasu trwania adsorpcji, skracajac go o potowe — do 2 minut. Czas
desorpcji pozostawiono bez modyfikacji. Wyniki przeprowadzonego w ten sposéb pomiaru przedstawiono na

rysunku 31.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca 2-fenoksyetanolu

Rysunek 31. Chromatogram SPME- GC/FID wzorca 2-fenoksyetanolu
Rezultaty analizy wzorca 2-fenoksyetanolu:
e  czas retencji — 9,41 min;
e wysokos$¢ piku — 7529,9 puVv.
Przeprowadzajac analiz¢ wykazano, ze czas retencji 2-fenoksyetanolu wynosi 9,41 min.

Poréwnujac czas retencji uzyskany w analizie lotnej frakcji tuszu z powyzszym czasem retencji wzorca

udowodniono, iz 2-fenoksyetanol wchodzi w sktad badanej farby. Wyniki analizy przedstawia rysunek 32.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego
—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca 2-fenoksyetanolu

Rysunek 32. Poréwnanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca 2-fenoksyetanolu z chromatogramem SPME-

GC/FID lotnej frakcji tuszu §wiatloutwardzalnego

IvV.3.4.2.4 2,4,6-trimetylobenzaldehyd

Szczelnie zamknieta fiolke z nawazka wzorca termostatowano w temperaturze 60°C. Biorac pod uwage
mozliwo$¢ ponownego przetadowania kolumny zdecydowano, ze mikroekstrakcja z fazy nadpowierzchniowe;j
bedzie prowadzona przez 2 minuty. Kolejno przez 1 minut¢ anality zaadsorbowane na witoknie SPME byty
poddawane termicznej desorpcji w komorze dozownika chromatografu gazowego, w statej temperaturze. Wyniki

powyzszej analizy prezentuje rysunek 33.
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Rysunek 33. Chromatogram SPME-GC/FID wzorca 2,4,6 — trimetylobenzaldehydu

Rezultaty analizy wzorca 2,4,6-trimetylobenzaldehydu:
e czas retencji — 10,80 min;
e  wysokos$¢ piku—2178,3 uV.

Dokonano poréwnania chromatogramu tuszu §wiatloutwardzalnego z chromatogramem uzyskanym w
wyniku analizy wzorca 2,4,6-trimetylobenzaldehydu (rys. 34). Zgromadzone informacje pozwolity na

potwierdzenie obecnosci tego zwiazku w lotnej frakcji pochodzacej z kolorowego nadruku na ptycie DVD.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca 2,4,6-trimetylobenzaldehydu
—— Chromatogram SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

Rysunek 34. Poréwnanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca 2,4,6-trimetylobenzaldehydu z

chromatogramem SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

IV.3.4.2.5 Akrylan fenylowy glikolu etylowego

W szczelnie zamknigtej szklanej fiolce umieszczono odpowiednia objeto$¢ wzorca. Ze wzglgdu na
wlasciwosci  fizyko-chemiczne zwigzku, mikroekstrakcje z fazy nadpowierzchniowej prowadzono w
temperaturze 22 °C przez 10minut. Zaadsorbowany na powierzchni wtdkna analit poddano termicznej desorpcji
w statej temperaturze w komorze dozownika chromatografu gazowego w ciagu 1minuty. Uzyskanie szerokiego i
niesymetrycznego piku spowodowane byto niewlasciwym doborem czasu ekspozycji wiokna. W zwiazku z tym,
ze ilo$¢ wprowadzonej na kolumng substancji przewyzszata pojemnos¢ sorpcyjng kolumny, zdecydowano si¢ na
skrocenie czasu ekstrakcji do 2minut. Czas podczas ktérego przeprowadzono termiczng desorpcje nie ulegt
zmianie. Ponizszy chromatogram (rys. 35) obrazuje wynik analizy wzorca akrylanu fenylowego glikolu

etylowego.
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Rysunek 35. Chromatogram GC/FID wzorca akrylanu fenylowego glikolu etylowego

Rezultaty analizy wzorca przedstawiajg si¢ nastepujaco:
e czas retencji — 13,04 min;
e wysoko$¢ piku —17014,2 uV.
Poréwnanie chromatogramu frakcji kolorowego tuszu z chromatogramem wzorca akrylanu

fenylowego glikolu etylowego (rys. 36) potwierdzito obecno$¢ tego zwiazku w tuszu uzytym do

wykonania nadruku na ptycie DVD.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca Akrylanu fenylowego glikolu etylenowego
—— Chromatogram SPME-GC/FID frakcji tuszu swiatloutwardzalnego

Rysunek 36. Poréwnanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca akrylanu fenylowego glikolu etylenowego z

chromatogramem SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu swiattoutwardzalnego

IV.3.4.2.6 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol (BHT)

Nawazke wzorca BHT umieszczono w szklanej fiolce i zabezpieczono szczelng nakretka z polimerowa
septa. Fiolke¢ ze wzorcem termostatowano w temperaturze 70°C. Mikroekstrakcje z fazy nadpowierzniowej
prowadzono w stalej temperaturze przez 2minuty. W ciagu 1 minuty odbyla si¢ termiczna desorpcja

zaadsorbowanego na wioknie SPME analitu. Ponizszy chromatogram (rys. 37) przedstawia wynik analizy.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca 2,6-di-tert-butylometylofenolu

Rysunek 37. Chromatogram GC/FID wzorca 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenolu

Wyniki analizy wzorca BHT ksztaltuja si¢ nast¢pujaco:
e  czas retencji — 13,92 min;
e  wysokos$¢ piku— 85153,5 uV.

Biorac pod uwage rozktad pikéw na chromatogramie tuszu swiatloutwardzalnego oraz sygnat uzyskany w
wyniku analizy wzorca (rys. 38) mozna wysnu¢ wniosek ze BHT wchodzi w sktad tuszu, ktory wykorzystano do

produkcji nadruku na ptycie DVD.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

Rysunek 38.Poréwnanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca 2,6-di-tert-butylometylofenolu (BHT) z
chromatogramem SPME-GC/FID frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

1vV.3.4.2.7 Benzofenon

Szczelnie zamknigtg szklang fiolke z nawazka wzorca benzofenonu umieszczono w termostacie i
ogrzewano w temperaturze 60°C. Po zanurzeniu wiokna SPME w fazie nadpowierzchniowej przeprowadzono
ekstrakcje do ciata stalego jakim byta faza stacjonarna pokrywajaca wtokno. Proces mikroekstrakeji ukonczono
po 5 minutach. Nastgpnie, po umieszczeniu wiokna SPME w dozowniku chromatografu gazowego nastapita
jednominutowa desorpcja zaadsorbowanego analitu. Zapis pracy detektora w postaci chromatogramu

przedstawiono na rysunku 39.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID wzorca benzofenonu

Rysunek 39. Chromatogram SPME-GC/FID wzorca benzofenonu
e  czas retencji wynosi 15,18 min;
e wysoko$¢ piku wzorca 11776,3 pV.

Biorac pod uwagg zgromadzone informacje (rys. 40) wysnuto wniosek ze benzofenon wchodzi w sktad

tuszu $wiatloutwardzalnego.
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—— Chromatogram SPME-GC/FID lotnej frakcji tuszu $wiattoutwardzalnego

Rysunek 40. Porownanie chromatogramu SPME-GC/FID wzorca benzofenonu z chromatogramem SPME-

GC/FID lotnej frakcji tusz $wiattoutwardzalnego

IV.4. Charakterystyka i toksycznos¢ zidentyfikowanych zwigzkow

organicznych

IV.4.1. Toksycznosé e-kaprolaktonu

Zwigzek o strukturze przedstawionej na rysunku 41 nie wykazuje wysokiej toksycznos$ci, a jego produkt

polimeryzacji jest biodegradowalnym tworzywem syntetycznym, bardzo czesto wykorzystywanym jako powloki

w kapsulkach lekéw lub rozpuszczalne nici chirurgiczne.

o

Rysunek 41. Wzoér strukturalny e-kaprolaktonu
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IvV.4.1.1. Toksycznosé monoeteru metylowego hydrochinonu (MEHQ)

CH,

OH
Rysunek 42. Wzor strukturalny monoeteru metylowego hydrochinonu
Monoeter metylowy hydrochinonu (MEHQ) o wzorze strukturalnym przedstawionym na rysunku 42:
e W kontakcie ze skérg moze wywotaé reakcje alergiczng organizmu;

e W zaleznos$ci od ste¢zenia i czasu ekspozycji organizmu na dziatanie substancji chemicznej, skutki
mogg przybiera¢ posta¢ od tagodnego podraznienia skory po cigzkie uszkodzenie tkanek

migkkich;

e dhlugotrwata i wielokrotna ekspozycja na dziatanie MEHQ moze wywota¢ podraznienie i choroby

0CZu;
e wdychany moze powodowa¢ uszkodzenie bton §luzowych gornych i dolnych drég oddechowych;
e jest toksyczny w przypadku potkniecia.

MEHQ jest czesto stosowany jako dodatek podczas produkcji farb drukarskich.

IvV.4.1.2. Toksycznos¢é 2-fenoksyetanolu

O\/\
OH

Rysunek 43. Wzor strukturalny czasteczki 2-fenoksyetanolu
2-fenoksyetanol o wzorze strukturalnym przedstawionym na rysunku 43:

e U zwierzat laboratoryjnych wywotuje liczne zmiany w uktadzie pokarmowym, nerkach, pgcherzu,
uktadzie oddechowym, ptucach. Powoduje ostre boéle w klatce piersiowej, trudnosci z

oddychaniem, obrzek ptuc;

e przy dlugotrwatym i wielokrotnym wdychaniu oparéw substancji mozliwe jest podraznienie

uktadu oddechowego;

e dziata draznigco na btony §luzowe oczu, nosa, jamy ustnej;
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e substancja niebezpieczna w przypadku poltknigcia,

e wykazuje dziatanie znieczulajace.

IvV.4.1.3. Toksycznosé 2,4,6 — trimetylobenzaldehydu

H3C CH3s

CH,
Rysunek 44. Wzor strukturalny czasteczki 2,4,6-trimetylobenzaldehydu
Zwiazek o strukturze przedstawionej na rysunku 44:

e powoduje podraznienie skory, oczu i bton §luzowych uktadu oddechowego;

e jest niebezpieczny w razie spozycia oraz absorpcji przez skore;

e wykazuje stwierdzone dziatanie mutagenne w przypadku przewlektego narazenia na jego

dziatanie.
IV.4.14. Toksycznosé akrylanu fenylowego glikolu etylowego
@]

O\/\O J

CH,

Rysunek 45. Wzor strukturalny czasteczki akrylanu fenylowego glikolu etylowego
Akrylan fenylowy glikolu etylowego o wzorze strukturalnym przedstawionym na rysunku 45;

e U zwierzat laboratoryjnych wystawionych na jego dziatanie powoduje: sennos$¢, splatanie i

obnizenie aktywnosci;

e dlugotrwata ekspozycja na dziatanie tego zwigzku wywotuje kaszel, bole klatki piersiowej,

trudno$ci w oddychaniu i zawroty gtowy;

e  dziata draznigco na skore, blony §luzowe i gorne drogi oddechowe;
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e wykazuje szkodliwe dziatanie w przypadku absorpcji przez skorg, spozycia oraz wdychania

oparow;

e jest substancja o bardzo ostrym, draznigcym i nieprzyjemnym zapachu. Podobnie jak MEHQ
wchodzi w sktad farb drukarskich.

IV.4.15. Toksycznosé 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenolu (BHT)

Wzér strukturalny 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenolu (BHT) przedstawiono na rysunku 46.

CHj OH CH;

HsC CHs
CHs CHs

CHs

Rysunek 46.Wzor strukturalny czasteczki 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenolu (BHT)

Zwiazek chemiczny przedstawiony na rysunku 46:

e moze powodowa¢ podraznienie goérnych drog oddechowych i oczu, w przypadku diugotrwalej

ekspozycji na jego dziatanie;

e W przypadku bezposredniego kontaktu ze skorg powoduje reakcje uczuleniowe organizmu m.in.

pokrzywke, wysypke, $wiad i dusznosci;
e wykazuje szkodliwe dziatanie na nerki w przypadku spozycia substancji;

e U zwierzat laboratoryjnych, narazonych na dlugotrwala i wielokrotng ekspozycje na jego

dziatanie, stwierdzono zmiany nowotworowe na narzgdach wewngtrznych;

e zaliczony jest do antyoksydantow, stosowanych w przemysle spozywczym, zapobiegajacych

psuciu si¢ produktow zywnosciowych;

e zostal uznany przed wiele krajow europejskich jako niedozwolona substancja konserwujaca

produkty zywnosciowe dla niemowlat i dzieci.

IV.4.1.6. Toksycznos¢ benzofenonu
Benzofenon o wzorze strukturalnym przedstawionym na rysunku 47:

e zostal uznany jako substancja niebezpieczna, dzialajagca toksycznie na organizmy wodne,

powodujaca dhugotrwale i niekorzystne zmiany w srodowisku wodnym;
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e  jest powszechnie stosowany do wyrobu lekow, kosmetykoéw oraz srodkow owadobdjczych;
e jest sktadnikiem lakieru drukarskiego, utrwalanego promieniowaniem ultrafioletowym;
e pochodne tego zwiazku wykorzystywane sg przy produkcji filtrow przeciwstonecznych.

O

Rysunek 47. Wzor strukturalny czasteczki benzofenonu

IV.4.1.7. Optymalizacja warunkéw procesu analizy zwigzkow organicznych

wchodzgcych w sktad tuszu Swiattoutwardzalnego

Kolejny etap pracy doswiadczalnej polegal na ustaleniu optymalnych warunkéw analizy ilosciowej lotnej
frakcji tuszu $wiatloutwardzalnego wykonanej technika mikroekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej do fazy

stacjonarnej wtokna SPME z immobilizowang krzemionka modyfikowang z grupami ketoiminowymi.
Optymalizacja warunkéw analizy obejmowata nast¢pujace parametry:
e czas ekspozycji wiokna na dziatanie substancji;
e temperatura towarzyszaca procesowi adsorpcji analitow na wtokno SPME;
e  czas desorpcji analitdow zaadsorbowanych na widknie SPME;
e temperatura desorpcji analitow.

Poddano rowniez probie wytrzymato$¢ mechaniczng widkna oraz okreslono pojemnos¢ sorpcyjna fazy
stacjonarnej immobilizowanej na wioknie. Przykladowa optymalizacje procesu analitycznego wykonano dla
monomeru metylowego hydrochinonu (MEHQ). W celu wyznaczenia najkorzystniejszych warunkoéw analizy
sktadu tuszu §wiattoutwardzalnego wykonano seri¢ pomiar6w wzorca technika HS-SPME-GC (ang. HeadSpace-
Solid-Phase  Microextraction-Gas Chromatography), gdzie zmianie ulegata wylacznie warto$¢
optymalizowanego parametru, przy staly wartosSciach pozostatych modutdéw. Przy okre$laniu optymalnych
warunkow analizy kierowano si¢ zalezno$cig pomiedzy iloscig zaadsorbowanego analitu tj. intensywnos$cia

sygnatu na chromatogramie, a warto$cig optymalizowanego parametru.
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IV.4.1.8. Parametry pracy chromatografu gazowego

Wyznaczono nastepujace parametry pracy chromatografu gazowego wyposazonego w detektor

plomieniowo jonizacyjny:
e temperatura pracy dozownika: 180°C;

e temperatura pracy kolumny kapilarnej — poczatkowo 140°C przez 1 minute, kolejno wzrost do
temperatury 220°C z predkoscia 10°C/minutg, ostatecznie temperature 220°C utrzymywano przez

3 minuty;

e temperatura pracy detektora: 250°C.

1V.4.2.Przygotowanie roztworu wzorcowego

W celu przygotowania roztworu wzorcowego MEHQ, nawazke substancji rowng 1mg rozpuszczono w

15ml wody i umieszczono w szklanej fiolce, zaopatrzonej w szczelne zamknigcie.

1V.4.3. Proces optymalizacji czasu ekspozycji wiokna

W celu wyznaczenia najkorzystniejszych warunkéw prowadzenia mikroekstrakecji z fazy
nadpowierzchniowej wykonano seri¢ pomiarow wzorca MEHQ. Uzyskane w ten sposéb chromatogramy
pozwolily na odczytanie wysokosci piku zwigzku, a tym samym ilosci analitu zaadsorbowanego na widknie
SPME. Przeprowadzono szereg analiz wzorca substancji, ze zmienna wartoscig czasu ekspozycji widkna,
rosnacg kolejno do: 1, 2 4, 8, 16, 32 i 42 minut. Temperatura probki wzorca pozostala niezmieniona i wynosita
60°C. Czas termicznej desorpcji byt staty i rowny 1 minucie. Bioragc pod uwage uzyskane wyniki pomiardw,
sporzadzono wykres zalezno$ci wysokosci piku wzorca, od czasu prowadzenia mikroekstrakcji. Otrzymana
krzywa pozwolita na odczytanie wartosci optymalnej czasu ekstrakcji, dla ktdrej ilo§¢ zaadsorbowanego analitu
byla najwigksza, przy uwzglgdnieniu najkorzystniejszego ksztattu piku na chromatogramie. Na rysunku 48
przedstawiono wykres zalezno$ci intensywnosci piku od czasu adsorpcji analitu na wiloknie SPME z
immobilizowang krzemionka modyfikowana grupami ketoiminowymi. Na jego podstawie wyznaczono

optymalny czas adsorpcji, ktory wynosit 16minut.
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Rysunek 48. Wykres zalezno$ci intensywnosci piku od czasu adsorpcji analitu na wtoknie SPME

1V.4.4.Proces optymalizacji temperatury adsorpcji

Przedmiotem tego cksperymentu bylo wyznaczenie optymalnej temperatury adsorpcji analitu na
powierzchni witokna SPME. W tym celu wykonano szereg pomiardw przy rosnacej temperaturze adsorpcji, a
statych warto$ciach pozostatych parametrow procesu. Seri¢ analiz rozpoczela mikroekstrakcja w temperaturze
réwnej 30°C, poprzez 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, a konczac na 90°C przy wyznaczonym optymalnym czasie
adsorpcji 16minut i czasie desorpcji rownym 1 minucie. Wyznaczony eksperymentalnie optymalny czas
adsorpcji wynosit 16minut, natomiast czas desorpcji przyjeto za réwny 1 minucie. W oparciu o uzyskane
chromatogramy, sporzadzono wykres zaleznos$ci wysokos$ci piku wzorca MEHQ, od temperatury prowadzonej
ekstrakcji (rys. 49). Na jego podstawie ustalono optymalng temperature przebiegu procesu mikroekstrakcji z fazy
nadpowierzchniowej dla wzorca MEHQ, przy ktérej ilos¢ zaadsorbowanej na wioknie substancji byta
najwigksza. Wyznaczona eksperymentalnie optymalna temperatura adsorpcji analitu na powierzchni witokna

SPME wynosi 65°C.
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Rysunek 49. Wykres zaleznosci intensywnosci piku od temperatury adsorpcji

1V.4.5.Proces optymalizacji czasu desorpcji

Celem tego doswiadczenia bylo ustalenie optymalnego czasu desorpcji analitow zaadsorbowanych na
powierzchni wiokna SPME. Przeprowadzono pomiary intensywnosci sygnatu wzorca MEHQ, przy zmiennych
warto$ciach czasu termicznej desorpcji, rosnacych odpowiednio do: 7, 15, 30, 45, 60 i 120 sekund. Czas
ekstrakcji przyjeto za rowny 16 minut, a temperatur¢ adsorpcji jako 65°C, zgodnie z wynikami poprzednich
eksperymentow. Na podstawie otrzymanych w ten sposob chromatograméw wykreslono zaleznos¢
intensywnosci piku wzorca MEHQ, od czasu desorpcji analitu z pokrycia widkna. Korzystajac ze
zgromadzonych danych wyznaczono optymalny czas desorpcji, przy ktorym ilo$¢ analitu uwolnionego z wtdkna

byta najwieksza, jednoczesnie pik na chromatogramie byt ostry. Rysunek nr 50 przedstawia omawiany wykres.
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Rysunek 50. Wykres zalezno$ci intensywnosci piku od czasu desorpcji

IV.4.6. Wytrzymatos¢ wlokna SPME 7 immobilizowang krzemionkgq

modyfikowang grupami ketoiminowymi

Poddano préobie wytrzymato$¢ mechaniczng widkna SPME oraz zbadano niezmienno$¢ wiasciwosci
sorpcyjnych fazy stacjonarnej immobilizowanej na powierzchni wiokna. W tym celu przeprowadzono seri¢ stu
analiz wzorca MEHQ wykonanych technika mikroekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej, z termiczng desorpcja
zaadsorbowanych analitow w komorze dozownika chromatografu gazowego. Kazdy z pomiarow wykonany
zostat w stalych i jednakowych warunkach. Wartosci wdrozonych parametréw adsorpcji i desorpcji analitow
okreslono wczesniej w procesie optymalizacji. Dokonano poréwnania otrzymanych chromatogramow pod
wzgledem intensywnosci sygnatow wzorca, czaséw retencji, rozktadu i ksztattu pikow. Biorac pod uwage fakt,
ze nie zaobserwowano znaczacych roznic, wysnuto wniosek, ze wlokno SPME z immobilizowana krzemionka

modyfikowana grupami ketoiminowymi zachowuje wlasciwosci sorpcyjne do 100 cykli analiz.

IV.5. Oznaczanie ilosciowe zawartosci MEHQ w probce kolorowego

nadruku na plycie DVD

Analiz¢ ilosciowa zaadsorbowanego na wtoknie SPME MEHQ przeprowadzono w statych,
zoptymalizowanych wcze$niej warunkach. Czas adsorpcji z fazy nadpowierzchniowej wynosit 16 minut,
temperatura ekspozycji wtokna SPME osiagata wartos¢ 65°C, termiczna desorpcja zachodzita w temperaturze
250°C przez 1 minute. Liniowo$¢ metody ilo$ciowego oznaczania MEHQ wyznaczono na podstawie krzywej

kalibracji. Krzywa kalibracji przedstawiona na rysunku 51 zachowywata liniowy przebieg w zakresie wartosci
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stezen od 5 pg-ml™ do 160 pg-ml™. Wspotczynnik korelacji krzywej dla MEHQ osiagat warto$¢ 0,9969. Granica
wykrywalno$ci (ang. Limit of Detection, LOD) definiowana jako trzykrotnos¢ wysokosci szumow,
przyjmowata wartos¢ 88 -10”° pg-ml™. Granica oznaczalnosci (ang. Limit of Quantification, LOQ) precyzowana
jako dziesigciokrotno$¢ wysokosci szuméw byta rowna 0,31 pg-ml™. Stezenie MEHQ w fazie gazowej
znajdujacej si¢ bezposrednio nad probka ptyty DVD opatrzonej kolorowym nadrukiem wyznaczono postugujac
si¢ metodg wielokrotnego dodatku wzorca. Biorgc pod uwage zgromadzone dane, obliczono stezenie MEHQ w

probee ktore wynosito 19,13 pg-ml™+0,35 pg-ml™.
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Rysunek 51. Krzywa kalibracji dla MEHQ
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V. DYSKUSJA WYNIKOW

Pierwsza czg$¢ mojej rozprawy doktorskiej zwigzana byla z preparatyka wiokien SPME pokrytych
krzemionka modyfikowang grupami ketoiminowymi oraz opracowaniem techniki nanoszenia sorbentu na
uprzednio oczyszczone widkno szklane. Badania rozpoczeto od opracowania metody przygotowania szklanych
wiokien $wiattowodowych w celu zastosowania ich jako no$nika dla fazy stacjonarnej. Powodzenie catego
procesu modyfikacji uzaleznione byto od uzyskania wolnej od zanieczyszczen powierzchni wiokna. Korzystajac
z licznych danych literaturowych opracowano metodyke chemicznego oczyszczania powierzchni widkna
szklanego. Efektywna okazata si¢ dwuetapowa procedura chemicznego oczyszczania widkna swiattowodowego
z wykorzystaniem acetonu. Wtokno szklane o odpowiedniej dlugosci zanurzono w acetonie na 3h, nastgpnie w
celu usunigcia pozostatos$ci rozpuszczalnika organicznego i ewentualnych zanieczyszczen trzykrotnie ptukano
woda i suszono w temperaturze pokojowej. Przygotowane w ten sposob wiokno poddawano procesowi

aktywacji w celu przywrdcenia grup hydroksylowych na jego powierzchni.

Skuteczno$¢ zaproponowanej procedury potwierdzaja wyniki przeprowadzonej analizy elementarne;j.
Majac na uwadze ograniczony dostgp do $Swiattowodow szklanych, ze wzgledu na rosnaca popularnosé
$wiattowodow polimerowych, w dalszych badaniach wykorzystano prety szklane o $rednicy 125 pm wykonane

na zlecenie przez firme¢ Optec z Bialegostoku.

W pracy zaprezentowano rowniez proces modyfikacji powierzchni krzemionki grupami ketoiminowymi,
ktorg zastosowano jako faze¢ stacjonarng w technice SPME. Opracowano technike statycznego nanoszenia
cienkiego filmu siloksanu na widkno szklane celem immobilizacji modyfikowanego uprzednio sorbentu.
Przygotowano roztwory kilku faz, o réznym stezeniu, w kilku rozpuszczalnikach organicznych, w celu
okres$lenia optymalnego stezenia i rodzaju fazy, umozliwiajacego uzyskanie monowarstwy pokrywajacego
wtokno sorbentu. Najlepsze rezultaty uzyskano dla 3% roztworu fazy OV1 w chloroformie, ze wzgledu na
odpowiednig homogeniczno$¢, klarownos¢, gestos¢ i stabilno$¢ mieszaniny. Zdjecia wykonane Mikroskopem
Elektronowym Skaningowym w Wydzialowej Pracowni Mikroskopii Elektronowej i Konfokalnej, na Wydziale

Biologii UAM potwierdzaja otrzymanie monowarstwy sorbentu z wykorzystaniem 3% roztworu OV 1.

Nastepnie, optymalne 3% stezenie fazy OV1 w chloroformie wykorzystano do opracowania procedury
nanoszenia sorbentu na wtokno. Pokryte sorbentem witokno kondycjonowano w temperaturze 200°C przez 3h,

celem immobilizacji krzemionki.

W kolejnym etapie badan skupiono si¢ na wykonaniu holderu, uzywajac do tego celu strzykawki
mikrolitrowej z serii 7000 firmy Hamilton. Usuni¢to z niej drut umocowany w tloku, w jego miejsce
umieszczono wiokno szklane z naniesionym sorbentem. Przygotowana w ten sposob strzykawka zostata uzyta
podczas probnej analizy weglowodorow aromatycznych technika SPME. Jednakze w momencie desorpcji
analitow z pokrycia wlokna, zaobserwowano znaczny spadek cisnienia gazu w uktadzie chromatograficznym, co

uniemozliwito prowadzenie dalszych eksperymentow.

Pozytywne efekty uzyskano dopiero, gdy widkno szklane umieszczono w oryginalnym holderze SPME
firmy Supleco. W tym celu usuni¢to z niego stalowa rurke, a na jej miejsce umieszczono szklane wtokno pokryte

sorbentem. Zaadaptowany w ten sposob holder firmy Supelco zostat z powodzeniem wykorzystany podczas
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testowej analizy weglowodorow aromatycznych technikg SPME. Podczas desorpcji analitdéw z pokrycia wiokna

ci$nienie w uktadzie chromatograficznym bylo stabilne.

Ze wzgledu na wydzielanie si¢ charakterystycznego zapachu podczas normalnego uzytkowania ptyt DVD,
zdecydowano si¢ poddaé analizie jako$ciowej sklad S$wiatloutwardzalnych tuszy uzytych do produkcji
kolorowego nadruku na ptycie DVD. Druga cz¢s¢ moich zadan badawczych skoncentrowana byta , w zwigzku z
tym, na optymalizacji procedur eksperymentalnych pozwalajacych na analiz¢ jakosciowa lotnych zwiazkow
zawartych w tuszach drukarskich technika mikroekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej z wykorzystaniem

chromatografu gazowego.

W celu zatezenia lotnych frakcji tuszu §wiattoutwardzalnego wykorzystano technik¢ HS-SPME-GC (ang.
HeadSpace-Solid-Phase-Microextraction- Gas Chromatography) z zastosowaniem wiokna szklanego pokrytego
krzemionka modyfikowang grupami ketoiminowymi. Proces Solid-Phase Microextraction, czyli mikroekstrakcji
do fazy statej prowadzony byt w dwoch etapach. Pierwszy to adsorpcja analitow z fazy gazowej na powierzchnie
sorbentu — ciata stalego. Drugi etap skladal si¢ z desorpcji analitow pod wplywem wysokiej temperatury w
komorze dozownika chromatografu gazowego. Poprzez zastosowanie techniki adsorpcji z fazy

nadpowierzchnowej (HS-SPME) uniknig¢to bezposredniego kontaktu matrycy probki z sorbentem.

Wstepnej identyfikacji sktadnikéw lotnych frakeji tuszu §wiatloutwardzalnego (Tabela 13) dokonano z
wykorzystaniem chromatografu gazowego ze sprzezonym spektrometrem mas (ang. HeadSpace-Solid-Phase-
Microextraction-Gas Chromatograpfy — Mas Spectroscopy, HS-SPME-GC-MS). Dalsza analize jako$ciowa
przeprowadzono technika HS-SPME-GC na podstawie parametréw retencyjnych zwigzkow zidentyfikowanych

na podstawie widm masowych.

Tabela 13. Parametry retencyjne zidentyfikowanych zwigzkéw organicznych wehodzgcych w sktad lotnej frakcji

tuszu Swiattoutwardzalnego, z ktorego wykonano kolorowy nadruk ptyty DVD

L.p. | Nazwa zwigzku organicznego Czas retencji [min] Intensywno$¢ piku na
chromatogramie [uV]
1. g-kaprolakton 7,85 19219
2. Monoeter metylowy hydrochinonu (MEHQ) 9,37 6150,2
3. 2-fenoksyetanol 9,41 7529,9
4. 2,4,6-trimetylobenzaldehyd 10,80 2178,3
5. Akrylan fenylowy glikolu etylowego 13,04 17014,2
6. 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol (BHT) 13,92 85153,5
7. Benzofenon 15,18 11776,3

Nastepnie poddano badaniu wplyw parametréw adsorpcji i desorpcji na przebieg procesu oznaczania
zwigzkéw organicznych w lotnej frakcji tuszu drukarskiego. Zwrdcono szczegdlng uwage na dobodr
odpowiedniej temperatury i czasu adsorpcji analitu oraz dobor optymalnej temperatury i czasu desorpcji analitu
pod wptywem temperatury dozownika chromatografu gazowego. Badania wykazaty, Zze optymalna temperatura

adsorpcji MEHQ na powierzchni widkna pokrytego sorbentem modyfikowanym grupami ketoiminowymi
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wynosi 65°C. Wraz ze wzrostem temperatury ekspozycji probki, malata ilo$¢ analitu adsorbowanego na

powierzchni sorbentu.

Przeprowadzone eksperymenty dowiodty, ze optymalny czas adsorpcji MEHQ na powierzchni sorbentu
wynosi 16 minut. Wzrost temperatury czy wydtuzenie czasu ekspozycji nie mialo wptywu na polepszenie czy

przyspieszenie procesu adsorpcji analitow do fazy stacjonarne;j.

Czas desorpcji analitow z powierzchni wtdkna determinuje ksztatt piku na chromatogramie, powinien by¢
wobec tego mozliwie jak najkrotszy, aby nie mial wplywu na wynik rozdziatu chromatograficznego.
Przeprowadzono badania majace na celu wyznaczenie optymalnej temperatury i czasu desorpcji dla wybranego
zwigzku oznaczanego w lotnej frakcji pochodzacej z nadruku ptyty DVD. Stwierdzono, ze optymalny czas
desorpcji to 20 sekund, a optymalna temperatura desorpcji wynosi 180°C. Wzrost temperatury desorpcji nie
wptynal znaczaco na zwigkszenie ilosci analitu uwalnianego z powierzchni widkna pokrytego sorbentem.
Wydhuzenie czasu desorpcji o kolejne 10 sekund i 20 sekund zaowocowato jedynie poszerzeniem piku na

chromatogramie, a nie zwigkszeniem ilo$ci substancji oznaczanej.

Tabela 14. Optymalizowane warunki procesu analizy sktadnikow tuszu Swiatloutwardzalnego dla wybranego

zwigzku organicznego

Czas desorpcji 20 sek
Temperatura desorpcji 180 °C
Czas adsorpcji 16 min
Temperatura adsorpcji 65 °C

Warunki analizy chromatograficznej

Temperatura dozownika: 180 °C

Temperatura pracy kolumny: 60°C utrzymywana przez 2minuty,
nastepnie wzrost do temperatury 220°C ze stalg predkoscia
10°C/minutg, ostatecznie utrzymywanie temperatury 220°C przez

10minut.

Temperatura detektora: 250°C

Przeprowadzone dos$wiadczenia dowiodly, ze witokno SPME z immobilizowang krzemionka
modyfikowana grupami ketoiminowymi mozna zastosowa¢ 100-krotnie bez znaczacej utraty wiasciwosci
adsorpcyjnych sorbentu. W celu przywrocenia wlasciwosci adsorpeyjnych wiokna nalezy przeprowadzi¢ proces

kondycjonowania w odpowiednich warunkach temperaturowych.

Korzystajac z uzyskanych danych wyznaczono granice wykrywalnosci (ang. Limit Of Detection, LOD),
granice oznaczalnosci (ang. Limit Of Quantification, LOQ) oraz liniowo$¢ metody oznaczania ilo§ciowego
MEHQ w lotnej frakcji zwigzkow organicznych wchodzacych w sktad nadruku na ptycie DVD. Liniowos¢
metody okreslono na podstawie krzywej kalibracji dla wybranego zwigzku organicznego. Krzywa kalibracji

zachowuije zakres liniowosci w zakresie 5 pg-mL™ do 160 pg-mL™, a wspotczynnik korelacji wynosi 0,9996.
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Granica wykrywalnosci (LOD), definiowana jako trzykrotno$¢ wysokosci szuméw, dla MEHQ osiaga
wartos¢ 88 x 107 pg-mL™. Granica oznaczalnosci (LOQ) natomiast, okreslana jako 10-krotnosé wysokosci
szum6éw, dla badanego zwiazku jest rowna 31 x 10? pg-mL™. Stezenie badanego zwiazku w fazie gazowe;

wyznaczono metoda wielokrotnego dodatku wzorca, a jego wartos¢ wynosi 19,13 + 0,35 pg-mL™,

Tabela 15. Analiza ilosciowa zawartosci MEHQ w lotnej frakcji tuszu Swiattoutwardzalnego z wykorzystaniem

techniki HS-SPME-GC

Parametr Wartos¢

Granica wykrywalnosci (LOD) 88 x 107 pg'mL™
Granica oznaczalnosci (LOQ) 31x 107 pgmL'1
Wspotczynnik korelacji 0,9996

Stezenie zwigzku organicznego 19,13+ 0,35 pg'mL™

Wibékno kwarcowe pokryte krzemionka modyfikowang grupami ketoiminowymi zastosowalam jako
wiokno SPME w ilosciowej i jakoSciowej analizie lotnej frakcji zwigzkéw organicznych wchodzacych w sktad
kolorowego nadruku na ptycie DVD. Przeprowadzone przeze mnie eksperymenty dowiodty, ze wiokno SPME z
immobilizowang krzemionksa modyfikowana grupami ketoiminowymi mozna zastosowa¢ 100-krotnie bez
znaczace] utraty wilasciwo$ci adsorpcyjnych sorbentu. Wykonanie w  odpowiednich  warunkach

temperaturowych, procesu kondycjonowania umozliwia przywrocenie wiasciwosci adsorpcyjnych wtokna.
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Prezentowana praca poswigcona jest preparatyce wiokien SPME pokrytych krzemionka modyfikowana
grupami ketoiminowymi, opracowaniu techniki nanoszenia sorbentu na uprzednio oczyszczone wtokno szklane
oraz optymalizacji warunkow analizy jakoS$ciowej i iloSciowej zwiazkow organicznych wchodzacych w sktad

lotnej frakcji pochodzacej z kolorowych nadrukow na ptytach DVD.

W pierwszym etapie badan opracowano technike oczyszczania wiokna kwarcowego, ktorej skutecznosé

potwierdzono wykonujac analiz¢ elementarng na obecno$¢ ewentualnych pozostato$ci zwigzkéw organicznych.

W pracy zaprezentowano réwniez proces modyfikacji powierzchni krzemionki grupami ketoiminowymi,
ktéra zastosowano jako faze stacjonarng w technice SPME. Opracowano technike statycznego nanoszenia
cienkiego filmu siloksnu na witokno szklane celem immobilizacji modyfikowanego uprzednio sorbentu, z

wykorzystaniem 3% roztworu fazy OV1 w chloroformie.

Kolejna cze$¢ eksperymentéw poswiecono byta opracowaniu techniki montazu widkna kwarcowego z
immobilizowang krzemionka modyfikowang grupami ketoiminowymi. Zaadaptowany do tego celu holder firmy
Supelco zostat z powodzeniem wykorzystany podczas testowej analizy weglowodoréw aromatycznych technikg

SPME. Podczas desorpcji analitow z pokrycia widkna ci$nienie w uktadzie chromatograficznym byto stabilne.

W przedstawionej pracy ustalono takze optymalne warunki dla przeprowadzenia procedur
eksperymentalnych pozwalajacych na analize jakosSciowa lotnych zwigzkoéw zawartych w tuszach drukarskich
technikg mikroekstrakcji z fazy nadpowierzchniowej z wykorzystaniem chromatografu gazowego. Wstepnej
identyfikacji sktadnikow lotnych frakcji tuszu §wiattoutwardzalnego dokonano z wykorzystaniem chromatografu
gazowego ze sprz¢zonym spektrometrem mas (HS-SPME-GC-MS). Dalszg analizg jakoSciowa przeprowadzono
technikg HS-SPME-GC na podstawie parametrow retencyjnych zwiazkow zidentyfikowanych na podstawie

widm masowych.

Przeprowadzone doswiadczenia dowiodly, ze widokno SPME z immobilizowana krzemionka modyfikowana
grupami ketoiminowymi mozna zastosowa¢ 100-krotnie bez znaczacej utraty wiasciwosci adsorpcyjnych
sorbentu. W celu przywrocenia wiasciwosci adsorpcyjnych wiokna nalezy przeprowadzi¢ proces

kondycjonowania w odpowiednich warunkach temperaturowych.

Z duzej grupy zwigzkéw zidentyfikowanej jako$ciowo do ilo$ciowego Oznaczania wybrano monopter
metylowy hydrochinonu (MEHQ), ze wzgledu na jego wihasciwos$ci fizykochemiczne, tatwo$¢ przygotowania

probki oraz odpowiedni ksztatt sygnatu tego zwigzku na chromatogramie.

Korzystaja ze zgromadzonych danych wyznaczono granice wykrywalnosci (LOD), granice oznaczalnosci
(LOQ) oraz liniowos¢ metody oznaczania iloSciowego MEHQ w lotnej frakcji zwiazkéw organicznych
wchodzacych w sktad nadruku na ptycie DVD. St¢zenie badanego zwiazku w fazie gazowej wyznaczono metoda

wielokrotnego dodatku wzorca, a jego warto$¢ wyniosta 19,13 + 0,35 pg-mL™.

Wibékno kwarcowe z powodzeniem zastosowano jako no$nik fazy stacjonarnej w technice SPME.
W1bkno to mozna wykorzysta¢ do analizy jakosciowej lotnych frakcji tuszy swiattoutwardzalnych pochodzacych

z ptyt DVD. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow ustalono, ze w sklad frakcji z tuszy
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$wiattoutwardzalnych z pltyt DVD wchodza zwiazki mogace wywolywaé nieprzyjemne doznania tj:

charakterystyczny, drazniacy zapach wywotujacy bol glowy, rozdraznienie, niepokoj, podenerwowanie.
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VIil. SUMMARY

Solid Phase Microextraction (SPME) is a new, simple and efficient method to prepare samples for
chromatographic analysis. Such advantages as speed of execution, simplicity, high efficiency and low
consumption of organic solvents made the SPME is more likely to be used in chemical analysis. This method
also proved to be an effective tool for trace analysis of volatile and nonvolatile organic compounds, with the

possibility of combining it with other analytical techniques, ie. HPLC or GC.

Preparation of SPME fibers coated with silica modified ketoiminowymi groups and the development of

sorbent application technique on previously cleaned glass fiber was the purpose of my work in recent years.

My research tasks were focused on developing methods for the preparation of quartz fibers as carrier of
SPME for identification of the volatile fraction of printing-inks, and then to optimize the experimental
procedures permitting a qualitative analysis of volatile compounds found in printing inks using Solid Phase

Microextraction.

The subject of my research in the following years was the optimize conditions for a quantitative
analysis, selected volatile organic compounds, forming a part of the fraction derived from the color print DVD.

When selecting the analyte, guided by its physicochemical properties.

Silica fiber coated with silica modified groups ketoiminowymi SPME fiber was used as a guantitative

and qualitative analysis of the volatile fraction of organic compounds included in the color printing on the DVD.
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SBSE (ang. Stir Bar Sorptive Extraction) - Ekstrakcja ruchomym elementem sorpcyjnym

MAE (ang. Microwave Assisted Extraction) - Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
SFE (ang. Supercritical Fluid Extraction) — Ekstrakcja za pomoca ptynu w stanie nadkrytycznym

ASE (ang. Accelerated Solvent Extraction) — Przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika

MSPD (ang. Matrix Solid-Phase Dispersion) — Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika z probki zmieszanej

z wypelniaczem

SPME (ang. Solid Phase Microextraction) — Mikroekstracja do fazy statej

PDMS — Polidimetylosiloksan

PA — Poliakrylan

PDMS/DVB - Polidimetylosiloksan/Diwinylobenzen

PDMS/CARBOXEN - Polidimetylosiloksan/Carboxen

MEHQ — Monoeter metylowy hydrochinonu

BHT — 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol

HS (ang. HeadSpace) — statyczna adsorpcja z fazy nadpowierzchniowej

P (ang. Purge) — dynamiczna adsorpcja z fazy nadpowierzchniowej

TLHS (ang. Thin Layer HeadSpace) — Adsorpcja z fazy nadpowierzchniowej nad cenkim filmem cieczy
SPE (ang. Solid Phase Extraction) — Ekstrakcja do ciata statego

SDE (ang. Single Drop Extraction) — Ekstrakcja kropla rozpuszczalnika

SBSE (ang. Stir Bar Sorptive Extraction) — Ekstrakcja ruchomym elementem sorpcyjnym

HPLC (ang. High-Performance Liquid Chromatography) — Wysokosprawna chromatografia cieczowa
DI (ang. Direct Immersion) — Bezposrednia mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

CG (ang. Gas Chromatography) — Chromatografia Gazowa

BHA — Butylowany hydroksyanizol

HMDS — Hekstametylodisilazan

NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — Spektroskopia Magnetycznego Rezonansu Jadrowego
IR (ang. Infrared Spectroscopy) — Spektroskopia w podczerwieni

FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — Spectroskopia w podczerwieni z transformacjg
Fouriera
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FID (ang. Flame lonisation Detector)- Detektor plomieniowo-jonizacyjny
MS (ang. Mass Spectroscopy) - Spectroskopia masowa
LOD (ang. Limit Of Detection) — Granica wykrywalnosci

LOQ (ang. Limit Of Quantification) — Granica oznaczalnosci
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