                                                                                  Zakład Chemii Analitycznej


EKSTRAKCJA   ANALITU    Z   PRÓBEK   ŚRODOWISKOWYCH METODĄ   SPE.

OZNACZENIE  ŚLADOWYCH  ILOŚCI  FENOLU  W  WODZIE.

W p r o w a d z e n i e

Pobranie próbki i jej przygotowanie jest bardzo ważnym, często najważniejszym i najtrudniejszym etapem analizy, i może decydować o poprawności jej wyniku. Właściwe przygotowanie próbki w wielu przypadkach umożliwia uproszczenie procedury analitycznej i otrzymanie lepszych wyników analizy niż wtedy, gdy próbka nie jest przygotowana, lub jest przygotowana źle. Sposób przygotowanie próbki zależy przede wszystkim od tego, czy jest ona gazowa, ciekła czy stała. Przygotowanie próbki powinno być skorelowane ze sposobem jej pobrania. 
Próbki ciekłe można przygotować do analizy wykorzystując  ekstrakcję ciecz-ciecz (Liquid-Liquid Extraction, LLE), ekstrakcję ciecz-gaz (Headspace, HS), ekstrakcję ciecz-ciało  stałe (Solid Phase Extraction, SPE)  lub mikroekstrakcję (Solid Phase Microextraction, SPME). 

Klasyczna ekstrakcja w układzie ciecz-ciecz jest procesem czasochłonnym, kosztownym, wymaga dużej ilości rozpuszczalników i nie daje się łatwo zautomatyzować. W ostatnich latach rozwinęły się dwie konkurencyjne techniki: ekstrakcja na fazie stałej i mikroekstrakcja na fazie stałej. Obie techniki oferują selektywną, szybką i tanią ekstrakcję związków organicznych z różnorodnych matryc, a SPME w sposób szczególny jest przydatna  w przygotowaniu próbek do analizy metodą chromatografii gazowej.

E k s t r a k c j a  c i e c z  – c i a ł o  s t a ł e 

( S o l i d   P h a s e  E x t r a c t i o n ,  S P E )

Metoda ekstrakcji nielotnych substancji z cieczy, szczególnie z wody, w układzie ciecz - ciało stałe (ang. Solid Phase Extraction, SPE) jest wygodną metodą ekstrakcji i zatężania próbek.  W porównaniu z alternatywną ekstrakcją ciecz-ciecz SPE zużywa znacznie mniej rozpuszczalników, jest mniej czasochłonna i możliwa do przeprowadzenia przy użyciu prostej aparatury.

Ekstrakcja na fazie stałej jest przeprowadzana na specjalnych polipropylenowych kolumnach, których budowę przedstawia rys.1.
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Rys.1.  Polipropylenowa kolumna do ekstrakcji na fazie stałej

Kolumny w zależności od potrzeb mogą mieć objętość 1, 3 oraz 6 ml i zawierać 100, 200, 500, 1000 lub 2000 mg odpowiedniej fazy stałej. Próbki o większej objętości są wprowadzane na kolumnę z wykorzystaniem tzw. rezerwuarów.

Stosowane w SPE fazy stałe można podzielić ze względu na typ oddziaływań:

a/ fazy normalne – wykorzystujące oddziaływania polarne, w których polarna faza stacjonarna zatrzymuje polarne związki, a słabo oddziałuje na związki niepolarne,

b/ fazy odwrócone – wykorzystujące oddziaływania hydrofobowe, w których  niepolarna faza stacjonarna zatrzymuje niepolarne związki ,

c/ wymianę jonową – wykorzystujące oddziaływania między jonami; powierzchnia adsorbenta jest modyfikowana grupami funkcyjnymi, które mogą ulegać jonizacji; na kolumnie zatrzymywany jest analit zawierający jony o przeciwnym znaku niż jony fazy stacjonarnej.

Najczęściej używane są następujące fazy stałe: C18 (oktadecyl na żelu krzemionkowym), żel krzemionkowy, Florisil (SiO2 + MgO), polimery (m.in. styrenowo-diwinylobenzenowe, poliamidowe, akrylowe), odpowiednio przygotowany węgiel aktywny, sadze oraz zeolity.

Wymywanie substancji zaadsorbowanych na złożu adsorbenta przeprowadza się najczęściej odpowiednio dobranymi rozpuszczalnikami organicznymi, znacznie rzadziej stosuje się ekstrakcję nadkrytyczną.   

Ekstrakcja na fazie stałej może być stosowana w trzech trybach pracy:

a/ oczyszczania próbek – interesujący nas związek jest zatrzymywany na fazie stałej,               a zanieczyszczenia przepływają przez kolumnę (jest to najczęściej stosowany tryb pracy kolumn SPE),

b/ zatężania próbek – duża objętość (ponad 10ml) jest przepuszczana przez kolumnę, na której zatrzymywany jest analizowany związek, następnie kolumna jest wymywana małą objętością (od 0,2 do 1 ml) eluentu,

c/ usuwania matrycy – rola sorbentu jest przeciwna, zanieczyszczenia zatrzymywane są na kolumnie, a analizowany związek przechodzi przez kolumnę w postaci niezwiązanej.
Metoda SPE polegająca na zatrzymywaniu na fazie stałej interesującej nas substancji składa się z następujących etapów: wybór odpowiedniej kolumny do SPE, kondycjonowanie kolumny, naniesienie próbki, przemywanie, eluowanie analizowanej substancji.

Wybór kolumny do SPE

Dobór kolumny zależy od rodzaju analizowanej substancji, objętości próbki, stopnia zanieczyszczenia próbki i jej wielkości. Pojemność kolumny zależy od objętości próbki. Dla próbek o objętości mniejszej od 1ml używamy kolumny o pojemności 1ml. Kolumny 3ml i 6ml używamy do próbek o objętości od 1 do 250 ml.

Kondycjonowanie kolumny

Kondycjonowanie uaktywnia fazę stałą przed procesem ekstrakcji. Użyty do tego celu rozpuszczalnik zależy od typu kolumny i jej przeznaczenia. Aby zapobiec wysychaniu fazy między etapem kondycjonowania i ekstrakcji należy w kolumnie pozostawić około 1mm rozpuszczalnika powyżej górnego filtra.

Naniesienie próbki

Całkowita objętość próbki może być zawarta w przedziale od mikrolitrów do litrów. Próbka powinna być przepuszczana przez fazę stałą z małą szybkością nie przekraczającą 5ml/min. Jeśli czas ekstrakcji nie jest ograniczony innymi względami   (np. hydrolizą próbki) najlepsza ekstrakcja zachodzi wtedy, gdy przez kolumnę utrzymany jest przepływ kroplowy.

Przemywanie

Proces przemywania stosujemy, jeśli chcemy usunąć z próbki pozostałości zanieczyszczeń. Objętość rozpuszczalnika nie może przekroczyć pojemności kolumny. Użyty rozpuszczalnik powinien łatwiej rozpuszczać zanieczyszczenia niż analizowaną substancję. Bardzo często na etapie przemywania stosuje się rozpuszczalniki                           o odpowiednio dobranej wartości pH lub mieszaniny rozpuszczalników.

Eluowanie analizowanej substancji

Do eluowania zaadsorbowanej substancji używany jest odpowiedni rozpuszczalnik o objętości od 200 μl do 10 ml w zależności od pojemności kolumny. Rozpuszczalnik ten powinien być użyty co najmniej w dwóch porcjach. Najlepszy efekt wymywania uzyskiwany jest wtedy, gdy każda porcja rozpuszczalnika pozostaje w kontakcie z fazą stacjonarną od 20 sekund do 1 minuty. Uzyskany roztwór poddaje się odpowiedniej analizie, np. metodami chromatograficznymi.

Poszczególne etapy procesu SPE przedstawia poniższy rysunek. 

a/                                                                b/
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Ekstrakcja ciecz-ciało stałe jest bardziej skuteczną metodą przygotowania próbek niż tradycyjna ekstrakcja  ciecz-ciecz dzięki następującym zaletom:

· skrócenie czasu analizy,

· ominięcie dodatkowych etapów  (wirowania, filtracji lub destylacji),

· jest wygodna w wykonaniu, nie wymaga kłopotliwych rozdzielaczy,

· jest bardziej przyjazna środowisku naturalnemu dzięki mniejszemu zużyciu rozpuszczalników,

· umożliwia równoczesną obróbkę większej liczby próbek,

· daje odtwarzalne wyniki,

· w SPE nie tworzy się emulsja powstająca przy ekstrakcji ciecz-ciecz,

· daje wyższe odzyski,

· SPE jest szeroko stosowana w przygotowaniu próbek do analizy metodami HPLC, TLC, GC, spektrofotometrii UV/VIS i IR oraz technikami immunologicznymi,

· SPE upraszcza procedury stosowane we współczesnym laboratorium,

· daje możliwość dobrania odpowiedniej fazy wiążącej, pozwala na wysoką selektywność oraz wysoką odtwarzalność wyników,

· stosując podciśnieniowy system obróbki próbek można przygotować równocześnie od 1 do 24 próbek,

· jest prosta do automatyzacji.

Ekstrakcja SPE może być stosowana nie tylko do oczyszczania i zatężania próbek wody, ale też do ich pobierania. Substancje po zaadsorbowani w kolumience, w miejscu pobrania próbki, są transportowane do laboratorium łatwiej niż badana woda, w której te substancje się znajdowały. Próbka w kolumience może być przechowywana przez długi czas, nawet kilka miesięcy, bez znaczącego wpływu na wyniki analizy. Zachodzi to również, gdy ilość zaadsorbowanej substancji jest zbliżona do granicy wykrywalności.

O z n a c z a n i e  ś l a d o w y c h   i l o ś c i  f e n o l u   w   w o d z i e

Badania składu i właściwości wód powierzchniowych, podziemnych czy  wody do picia obejmują oznaczanie fenoli. Pod nazwą fenole rozumie się umownie mieszaninę hydroksylopochodnych benzenu, które można oznaczać podobnymi metodami jak fenol [2]. Zawartość innych związków fenolowych, poza fenolem, reagujących podobnie do niego podaje się jako fenol. Wartość ta bywa nazywana indeksem fenolowym wody.  

Fenole dostają się do wód  powierzchniowych ze ścieków. W ściekach miejskich zawartość fenoli jest na ogół niewielka, natomiast duże ilości występują w różnych ściekach przemysłowych, szczególnie z koksowni, gazowni, fabryk mas plastycznych, włókien syntetycznych, zakładów farmaceutycznych, itp.

Znaczenie związków fenolowych nie jest jednakowe, największe trudności przy uzdatnianiu wody stwarza fenol i krezol. Obecność w wodzie niewielkich ilości fenolu, np. rzędu 0.005 mg/dm3, może spowodować podczas chlorowania wody powstanie chlorofenoli, głównie o-chlorofenolu, p-chlorofenolu, 2,4-dichlorofenolu i              2,6-dichlorofenolu, które powodują odrażający zapach i smak wody. Czyni to wodę niezdatną do zasilania wodociągów. Usuwanie zapachu i smaku chlorofenoli stanowi wielki problem w procesie uzdatniania wody. Z tych głównie względów woda ujmowana do picia i celów gospodarczych nie powinna zawierać fenoli w ilościach ponad 0.005  mg/dm3.

Fenole ulegają wprawdzie biologicznemu rozkładowi w wodzie, jednak proces ten zależy od szeregu czynników, miedzy innymi od pory roku i w okresie zimowym jest prawie całkowicie zahamowany. Fenole mogą również powodować straty ekonomiczne (kumulować się w mięsie ryb, nadając im nieprzyjemny smak). 

Do oznaczania fenoli w wodzie i  ściekach stosuje się podobne metody. Większość z nich wymaga wstępnej destylacji fenoli. W wodzie fenole najczęściej oznacza się  metodą spektrofotometryczną z 4-aminoantypiryną. 

Opracowana metoda oznaczania śladowych ilości fenolu w wodzie opiera się na ekstrakcji analitu metodą SPE [3,4], a następnie spektrofotometrycznym oznaczeniu wyekstrahowanych związków fenolowych w oparciu o barwny produkt reakcji analitu z nitroprusydkiem sodu oraz chlorowodorkiem hydroksyloaminy w środowisku buforowym o pH 10.6 –11.8 [5].  

UWAGA – fenol jest związkiem toksycznym, pipetować go można tylko przy użyciu gruszki.
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Oznaczanie śladowych ilości fenolu w wodach powierzchniowych

1.Przygotowanie próbki wody.

W 100ml wody pobranej z rzeki lub jeziora rozpuścić 20g NaCl. Następnie dodać 1M HCl aż do osiągnięcia pH ≈2.

2.Przygotowanie próbek wody z odpowiednim dodatkiem wzorca.

2.1. Sporządzenie roboczego roztworu fenolu o c=20 mg/l.

Pobrać pipetą 2ml roztworu fenolu o c=1000 mg/l, wlać do kolby na 100ml i dopełnić wodą do kreski.

2.2 . Sporządzenie i przygotowanie próbek z odpowiednim dodatkiem wzorca.

Do trzech 100ml próbek wody z jeziora lub rzeki dodać kolejno 5 ml, 7.5 ml,      10 ml roboczego roztworu fenolu o c=20 mg/l. Rozpuścić 20 g NaCl w każdej z próbek. Następnie do każdej z próbek dodać 1M HCl aż do osiągnięcia pH ≈2.

3.Ekstrakcja na fazie stałej.

Do ekstrakcji próbki i próbek z dodatkiem wzorca zastosować kolumny C18 o objętości 3ml. Zawartość adsorbentu - oktadecylu osadzonego na żelu krzemionkowym – wynosi 500 mg.

Kondycjonowanie kolumn: Kolumny przemyć dwukrotnie 3ml metanolu, a następnie dwukrotnie 3 ml 0,01M HCl. Na tym etapie nie należy dopuścić do wyschnięcia kolumn.

Naniesienie próbek: Na kolejne kolumny nanieść próbki stosując odpowiednie rezerwuary. Próbki przepuścić przez kolumny z szybkością nie większą niż 5ml na minutę.

Przemywanie kolumn: Kolumny przemyć dwukrotnie 500 μl 0,01 M HCl a następnie  osuszyć pod próżnią.

Wymywanie analitu: Wymyć analit do mikroprobówek trzykrotnie 500 μl metanolu.

4.Oznaczenie spektrofotometryczne fenolu.

Ilościowo przenieść ekstrakty do kolb na 50 ml. Kolejno dodać do kolb 1ml nitroprusydku sodu o c=0,01 mol/l, 1 ml chlorowodorku hydroksyaminy o c=0,04 mol/l i 3 ml buforu fosforowego o pH=11,8 i dopełnić wodą destylowaną do kresek. Wymieszać, odczekać 15 min. i zmierzyć absorbancje roztworów w 1 cm kuwetach przy λ=700 nm. Obliczyć stężenie fenolu analizowanej próbki.

Rys. 2. Proces SPE: a/ kondycjonowanie kolumny odpowiednim rozpuszczalnikiem, b/ naniesienie próbki na kolumnę, c/ usuwanie matrycy i części zanieczyszczeń w trakcie przepuszczania próbki przez kolumnę, d/ usuwanie niepożądanych składników przez przemywanie rozpuszczalnikiem wymywającym A, e/ wymywanie analitu przez przemywanie rozpuszczalnikiem wymywającym B
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