Oznaczanie węglowodorów z grupy BTEX w wodzie 
techniką 
analizy fazy nadpowierzchniowej – headspace

Wstęp.
Węglowodory monoaromatyczne: benzen, toluen, etylobenzen, styren i izomery ksylenu, nazywane w skrócie BTEX, odgrywają istotną rolę w ocenie skażeń środowiska. Węglowodory te są najbardziej toksyczne oraz wykazują, ze względu na relatywnie wysoką rozpuszczalność w wodzie, największą mobilność w wodzie gruntowej i glebie spośród setek związków ropopochodnych. BTEX obecne są w wielu produktach ropopochodnych: w benzynach, oleju napędowym, paliwie lotniczym, smarach, rozpuszczalnikach, olejach niskowrzących, zużytych olejach silnikowych oraz olejach zanieczyszczonych. Węglowodory te są dość łatwo wykrywalne i oznaczalne metodą chromatografii gazowej. Wszystkie powyższe względy spowodowały uznanie benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenów za wskaźniki skażenia środowiska produktami ropopochodnymi.
Przedostawanie się BTEX do wód powierzchniowych.

Przedostawanie się węglowodorów monoaromatycznych do środowiska wodnego, glebowego i powietrznego w głównej mierze związane jest z działalnością ludzką:

· uwalnianie do rzek i do atmosfery podczas wydobycia i przetwórstwa surowców organicznych

· spalanie paliw ciekłych (głównie motoryzacja) i paliw stałych (głównie energetyka)

· awarie rurociągów, cystern, tankowców
· użytkowanie ciekłych produktów ropopochodnych (rozpuszczalniki)
· emisja do wód gruntowych i powietrza z wysypisk śmieci

· pożary i spalanie tworzyw sztucznych w nieodpowiednich warunkach 
Mało znaczący udział mają czynniki naturalne jak: wybuchy wulkanów, wydobywania się gazów organicznych i ropy naftowej z ziemi, pożarów lasów, burz pyłowych, przedostawania się pyłu kosmicznego.
Ważną rolę w transporcie BTEX odgrywa cykl wodny. Ogólny schemat obiegu wody w przyrodzie przedstawiono na Rys. 1. 
· parowanie wody z powierzchni lądów i wód (ewaporacja),

· powstawanie w atmosferze mgieł i chmur przemieszczających się pod wpływem wiatru,

· kondensacja pary wodnej i opady deszczu, śniegu lub gradu
· wsiąkanie w głąb ziemi (infiltracja) poprzez strefę napowietrzoną (aeracji) do strefy nasyconej (saturacji)

· spływ powierzchniowy nadmiaru wody do obniżeń i rzek, stawów, jezior

· odpływ podziemny ze strefy saturacji do rzek i jezior,

· ponowne parowanie
Związki z grupy BTEX jako substancje lotne, odparowują do atmosfery z powierzchni gruntu, wód, szos, stacji benzynowych czy rur wydechowych, kominów przemysłowych lub otwartych zbiorników. Jeżeli węglowodory te nie ulegną żadnym reakcjom chemicznym w atmosferze to kondensują wraz z wodą, a następnie powrócą na powierzchnię Ziemi wraz z wodą deszczową. Z wodą deszczową przedostaje się do rzek i jezior poprzez spływy powierzchniowe i podziemne. Szybkość spływu zależy od zatrzymania wody na powierzchni ziemi i warstwie podziemnej. Retencja powierzchniowa zależy od rzeźby terenu, rodzaju gruntu, sposobu uprawy, szaty roślinnej, pory roku. Woda, która wsiąknie w grunt przenika grawitacyjnie w głąb (infiltracja), dopóki nie napotka warstwy nieprzepuszczalnej (nasyconej). Warstwa gruntu przepuszczająca wodę nosi miano warstwy nienasyconej i charakteryzuje się obecnością tzw. utworów przepuszczalnych (warstw wodonośnych). W miarę napływu wody infiltrującej grunt, następuje spływ warstwami wodonośnymi zgodnie z rzeźbą powierzchni nasyconej. W gruncie może zachodzić rozkład węglowodorów z udziałem bakterii tlenowych i beztlenowych. Woda ze spływu podziemnego może powrócić na powierzchnię w postaci źródła czy wycieku, lub połączyć się bezpośrednio z rzekami (lub jeziorami). BTEX które dostały się do zbiorników wodnych stopniowo przechodzą do atmosfery w wyniku dyfuzji i podziału na granicy faz woda – powietrze, mogą zostać zadsorbowane na fazach organicznych, ulec rozkładowi. W rzekach BTEX w sprzyjających warunkach, omówionych w dalszym tekście, mogą być przenoszone na znaczne odległości.
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Rysunek 2. Obieg wody w przyrodzie.
Właściwości fizyczne BTEX

Węglowodory z grupy BTEX wykazują własności fizyczne pośrednie pomiędzy węglowodorami alifatycznymi, cyklicznymi i arenami długołańcuchowymi, a chlorowcowęglowodorami. Wybrane właściwości fizyczne prezentuje tabela 1. Na uwagę zwraca względnie duża rozpuszczalność BTEX w wodzie (tabela 2), dla porównania dla heksanu i cykloheksanu wynosi ona < 0,1 mg/dm3, a dla dalszych węglowodorów w szeregach homologicznych jest jeszcze mniejsza. Zdolność do rozpuszczania substancji w określonym rozpuszczalniku można opisać różnicą pomiędzy energią swobodną Gibbsa tej substancji w stanie rozpuszczonym i nierozpuszczonym (GROZP:

(GROZP =  (HROZP  - T(SROZP
(1)

gdzie: (HROZP – ciepło rozpuszczania, (SROZP – zmiana entropii podczas przejścia w stan rozpuszczony. Ciepła rozpuszczania i zmiany entropii w układzie czysty węglowodór - roztwór wodny przedstawia tabela 1. 

Tabela 1. (HROZP i (SROZP rozpuszczania BTEX w wodzie przy nieskończonym rozcieńczeniu, w temperaturze 25(C.

	związek
	(HROZP 

[J∙mol-1]
	(SROZP 

[J∙K-1∙mol-1]

	benzen

toluen

etylobenzen

p-ksylen

m-ksylen
	   -2428,8

   -2680,1

   -1633,2

   -1926,3

   -1716,9
	56,5

65,7

79,6

79,6

80,0


Mechanizm rozpuszczania cząsteczek niepolarnych w wodzie nie jest całkowicie poznany. Istnieją hipotezy, że dodatek substancji niepolarnej powoduje zaburzenie w obszarze o mniejszym uporządkowaniu cząsteczek wody. Najbardziej energetycznie korzystnym sposobem zapobieżenia tej zmianie jest taka reorganizacja struktury wody, która prowadzi do utworzenia z cząsteczek wody wnęk w których „uwięzione” zostają np. węglowodory aromatyczne. Taka struktura posiada cechy klasteru typu gospodarz - gość, czyli zarówno woda jak i cząsteczka uwięziona tworzy własną strukturę 
(w kryształach sieć krystaliczną). Węglowodory monoaromatyczne wskazują nietypową zdolność penetrowania struktury wody. Przypuszcza się, że pomiędzy układem (-elektronowym, a cząsteczkami wody tworzy się „słabe wiązanie wodorowe” z wyraźnym przesunięciem protonu w pobliże pierścienia aromatycznego. W wyniku przejęcia ładunku przez węglowodór, możliwe jest tworzenie struktur, gdzie pierścień pełni rolę cząsteczki centralnej otoczonej przez cząsteczki wody np. C6H6+(H2O)n (gdzie „+” oznacza lokalny ładunek). Występowanie grup metylowych przy pierścieniu osłabia oddziaływanie pierścienia z cząsteczkami wody. BTEX mają niższy od związków alifatycznych współczynnik podziału oktanol - woda, związki alifatyczne mają log KOW > 10. Oddziaływania specyficzne (najsilniejsze z sił Van der Wallsa) sprawiają, że temperatury wrzenia BTEX są nieco wyższe od alifatycznych (heksan 68,7 ºC, cykloheksan 80,7 ºC). Mimo to węglowodory monoaromatyczne wykazują podobną prężność pary i lotność do związków łańcuchowych o podobnej masie cząsteczkowej.

Tabela 2. Wybrane właściwości fizyczne benzenu i jego pochodnych.

	własność fizyczna
	BENZEN
	TOULEN
	ORTO –KSYLEN
	META -KSYLEN
	PARA -KSYLEN
	ETYLOBENZEN

	struktura
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	masa cząsteczkowa 

[g∙mol-1]
	78
	92
	106
	106
	106
	106

	rozpuszczalność

w wodzie 

[mg∙dm-3]
	1700

1760


	515

533 
	175

178
	-
	198
	152

169

	temperatura wrzenia 

[(C] 
	80,1
	110,6
	144,5
	139,1
	138,3
	136,0

	temperatura topnienia 

[(C]
	  5,53
	-95,00
	-25,18
	-47,55
	 13,26
	-95,00

	gęstość w temp. 20 (C 

[g∙cm-3]
	0,8787
	0,8669
	0,8802
	0,8642
	0,8610
	0,8670

	gęstość par względem powietrza 
	2,70
	3,18
	3,66
	3,66
	3,66
	-

	prężność pary w temp. 20 (C 

[mm Hg] 
	95,2
	28,4
	6,6
	-
	-
	9,5

	moment dipolowy w 20 o C 

[D]
	0,00
	0,36
	0,45
	0,37
	0,00
	0,35

	współczynnik podziału 

oktanol - woda w temp. 20 (C 

[log Kow] 
	2,13
	2,69
	2,77
	3,20
	3,15
	3,15

	stała z prawa Henry’ego 

w temp. 25 (C 

[kPa(m3∙mol-1] 
	0,55
	0,67
	0,50
	0,70
	0,71
	0,80


Czynniki regulujące obecność BTEX w wodzie

Temperatura wody


Wraz ze wzrostem temperatury obniża się rozpuszczalność BTEX w wodzie. W zakresie temperatur od 0-50 (C dla benzenu i toluenu, 5-45 (C dla etylobenzenu oraz 15 - 45 (C dla ksylenów, zależność współczynnika podziału między fazą wodną a gazową, KBTEX od temperatury można opisać równaniem:

KBTEX = a + b ∙ T + c ∙ T2
(2)

Nasłonecznienie

Zanikowi węglowodorów występujących w powierzchniowej warstwie wody sprzyjają również procesy fotochemiczne. Wykazano, że napromieniowanie światłem słonecznym prowadzi do fotochemicznego rozkładu związków aromatycznych zarówno bez jak i z łańcuchami bocznymi.

Ciśnienie powietrza


Doświadczane przez nas na co dzień zmiany ciśnienia atmosferycznego mają małe znaczenie dla rozpuszczalności węglowodorów aromatycznych w wodzie. Zwiększoną rozpuszczalność obserwuje się tylko przy dużych wartościach ciśnienia.

Temperatura powietrza


Ze wzrostem temperatury powietrza zwiększa się współczynnik dyfuzji BTEX w powietrzu. 
W niższych temperaturach powietrza obserwuje się powolniejsze przechodzenie związków BTEX. 

Wiatr

Przy bezwietrznej pogodzie odparowanie jest mało intensywne i wzrasta gdy rośnie prędkość wiatru.

Prędkość przepływu wody


Szybkość przechodzenia do powietrza węglowodorów aromatycznych jest większa dla rzek i strumieni o większej prędkości przepływu wody. Większy przepływ wody ułatwia kontakt wody i powietrza, a tym samym przyspiesza przejście BTEX do fazy gazowej. Dlatego też w równaniu Henry’ego, zastosowanym do opisu zależności prężności pary pBTEX od ułamka molowego BTEX w wodzie - xBTEX,
pBTEX = H ( xBTEX
(3)

wartości stałej Henry’ego H są wyższe dla strumieni i rzek niż dla wód stojących. Znacznie szybciej obniża się stężenie w głębi strumienia, niż w warstwach bliższych powierzchni.

Adsorpcja na ciałach stałych


Związki organiczne mogą być zatrzymywane zanieczyszczeń na granicy faz stałej i ciekłej, a więc na powierzchni dna i brzegów, roślinności wodnej, konstrukcji hydrotechnicznych i na innych ciałach stałych znajdujących się w wodzie. W procesach adsorpcji dużą rolę odgrywają związki humusowe. Na powierzchniach tych mogą powstawać błonki biologiczne, w których zachodzi rozkład zanieczyszczeń.
Detergenty i związki wielkocząsteczkowe


Detergenty i związki wielkocząsteczkowe ze względu na silne własności adsorpcyjne względem węglowodorów aromatycznych zwiększają znacząco rozpuszczalność BTEX 
w wodzie.

Sole rozpuszczone.


Nasycenie wody zawierającej BTEX chlorkiem sodu lub inną solą objawia się zmianą stałej podziału na korzyść fazy gazowej nad powierzchnią wody. Efekt ten jest najbardziej odczuwalny w rejonach ujść rzek do mórz gdzie następuje znaczne wysolenie wody rzecznej. Jest to efekt wyłącznie stężeniowy i widoczny jest dla stężenia soli przekraczającego około 0,3 M. Oddziaływania jonów soli z wodą (elektrostatyczne) są znacznie silniejsze niż pierścienia aromatycznego z wodą (oddziaływania specyficzne) i zostaje zniszczona struktura klastrowa. 

Czynniki biologiczne


Wiele gatunków bakterii posiada zdolność rozkładania węglowodorów aromatycznych (utleniania). Szybkość i skala procesu zależy od obecności pożywki (odpowiedniej formy azotu czy fosforu), temperatury (najefektywniejszy rozkład 20 - 30 (C), natlenienia wody, odpowiedniego pH (7 - 8) oraz obecności toksyn zatruwających mikroorganizmy. Niezmiernie rzadko spotyka się rozkład beztlenowy.
Regulacje prawne

Ze względu na toksyczność benzenu, oraz szkodliwość toluenu, etylobenzenu i ksylenów, większość krajów wprowadza surowe przepisy ograniczające ich obecność zarówno w wodzie pitnej, jak i w ściekach przemysłowych.
Tabela 3. Dopuszczalne stężenia węglowodorów z grupy BTEX w różnych typach wód

	instytucja
	rodzaj wody
	związek
	NDS [(g/dm3]
	dokument

	European Union
	woda pitna
	Benzen
	        1
	Dyrektywa 98/83/EC 03.11.98, Off.J.Eur. Commun 330, 05.12.1998

	US Environmetal Protection Agency
	woda pitna
	Benzen

toluen

etylobenzen

ksyleny
	        5

  1000
    700
10000
	40 CFR Part 141, National Primary Drinking Water

Regulations, 17.04.2002

	Minister Środowiska
	ścieki wprowadzane do wód i do ziemi
	suma BTEX
	    100
	Dz.U.Nr 27, poz.169
28.01.2009

	Minister Budownictwa
	ścieki wprowadzane do urządzeń kanalizacyjnych
	suma BTEX
	  1000
	Dz.U.Nr 136, poz.964
14.07.2006

	Minister Zdrowia
	pitna, gospodarcza, kąpieliskowa,
	benzen

toluen

etylobenzen

ksyleny
	        1

      20

      20

      20
	Dz.U.Nr 82, poz.937

04.10.2000

uchylone

	Minister Zdrowia
	pitna
	benzen


	        1


	Dz.U.Nr 61, poz. 417
29.03.2007


Normy oznaczania BTEX w wodzie.

W tabeli zebrano obecnie stosowane normy oznaczania lotnych węglowodorów w wodzie obejmujące oznaczanie BTEX.

Tabela 4. Obowiązujące przepisy na oznaczanie BTEX w wodzie.

	Norma
	tytuł
	technika

	PN-ISO 11423-1:2002
	Jakość wody - Oznaczanie benzenu i niektórych pochodnych - Część 1: Metoda analizy fazy nadpowierzchniowej z zastosowaniem chromatografii gazowej
	SHS

	ISO 11423-1
	Water quality-determination of benzene and some derivatives Part - 2: Method using extraction and gas chromatography
	P&T

	PN-EN ISO 15680:2008
	Jakość wody - Oznaczanie wybranych jednopierścieniowych węglowodorów aromatycznych, naftalenu i niektórych związków chlorowanych metodą chromatografii gazowej z zastosowaniem techniki wypłukiwania i wyłapywania oraz desorpcji termicznej
	P&T

	ASTM D5790-95(2001)
	Standard test method for measurement of purgeable compounds in water by capillary gas chromatography / mass spectrometry
	P&T

	ASTM D3871-84(2003)
	Standard test method for purgeable organic compounds in water using headspace sampling
	P&T

	EPA 502.2
	Volatile organic compounds in water by purge and trap capillary column gas chromatography with photoionization and electrolytic conductivity detectors in series
	P&T

	EPA 502.4
	Measurement of purgeable organic compounds in water by capillary column gas chromatography/mass spectrometry
	P&T


SHS - analiza fazy nadpowierzchniowej (static headspace)
P&T - wypłukiwania i wyłapywania (purge and trap)
Metody ekstrakcji z wody

Wykrywanie i oznaczanie śladowych ilości związków organicznych w matrycach środowiskowych wiąże się zazwyczaj z tzw. wzbogaceniem próbki. Wzbogacenie polega na zwiększeniu ilości oznaczanych substancji (analitów) w próbce dozowanej na aparaturę analityczną. Wzbogacanie podczas wykrywania lotnych związków w wodzie, realizowane bywa podczas ekstrakcji (usunięcia z matrycy) do fazy gazowej, ciekłej lub stałej. Przykładami ekstrakcji do fazy gazowej jest technika SHS i P&T. Stosuje się też modyfikacje SHS zwaną SPME (solid phase microextraction), gdzie anality po przejściu do fazy gazowej zostają zagęszczane na stałym sorbencie. W technice P&T gaz wzbogacony w anality przechodzi przez stały sorbent na którym również zostaje zagęszczony. Alternatywnymi metodami do „headspace” są rożne warianty ekstrakcji ciecz – ciecz oraz ekstrakcja do fazy stałej – SPE (solid phase extraction). W przypadku substancji lotnych np. BTEX najwyższą precyzję osiąga się techniką SHS, w przeciwieństwie P&T. Dla SHS następuje silne oddzielenie związków lotnych (temp. wrzenia do 200 (C) od matrycy, objawiające się dużą precyzją oznaczeń. P&T pozwala na znaczne zwiększenie czułości i oznaczanie także związków półlotnych, przy mniejszej precyzji i większych kosztach. Najniższa granica wykrywalności metody występuje dla techniki SHS - SPME, jest ona jednak znacznie droższa od P&T.

Techniki analizy fazy nadpowierzchniowej (headspace)

Techniki headspace służą do ekstrakcji lotnych analitów z ciał stałych i cieczy (faz skondensowanych). Ogólnie techniki headspace dzieli się na statyczne – gdzie gaz i ciecz pozostają nieruchome i na dynamiczne gdzie jedna lub obie fazy ulegają przemieszczaniu. Najbardziej znaną dynamiczną odmianą headspace jest P&T, gdzie gaz przepływa przez i ponad cieczą, a anality migrują do fazy gazowej. W warunkach dynamicznych nie dochodzi do równowagi, co zwiększa szybkość i ilość związków przechodzących do fazy gazowej. Gaz wzbogacony w anality przepływa przez sorbent (węgiel aktywny, Tenax), na którym anality ulegają sorpcji. Kolejnym krokiem jest desorpcja (termiczna lub do rozpuszczalnika) i dozowanie na wlot aparatury pomiarowej – najczęściej chromatografu gazowego.

Statyczna odmiana „headspace” polega na analizie fazy gazowej znajdującej się w równowadze termodynamicznej z analizowaną próbką w stałej temperaturze. Jeśli objętość fazy ciekłej i gazowej oznaczymy odpowiednio jako 
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Tendencję przechodzenia poszczególnych związków chemicznych do fazy gazowej opisuje współczynnik podziału 
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 zdefiniowany jako:
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 jest związany ze stopniem rozpuszczalności analitu w matrycy. Na przykład, dla benzenu mającego ograniczoną rozpuszczalność w wodzie współczynnik podziału w temperaturze 25 ºC wynosi około 7. Natomiast etanol, który jest bardzo dobrze rozpuszczalny w wodzie ma współczynnik 
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 wynoszący 7000. Im wyższa wartość 
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, tym analit trudniej opuszcza matrycę ciekłą (lub stałą). Przykładowe wartości 
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 wyznaczone w temperaturze 40 ºC dla wybranych lotnych związków organicznych zestawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Współczynniki podziału substancji organicznych K w układzie woda – powietrze (40 ºC)
	związek
	K

	benzen

toluen

o-ksylen

cykloheksan

heksan

etanol

dichlorometan

octan n-butylu

octan etylu

keton metylowo etylowyl

n-butanol

izopropanol

dioksane
	2,90

2,82

2,44

  0,077

0,14

1355

5,65

     31,4

     62,4

   139,5

   647

   825

 1618


Rysunek 2 ilustruje podział analitu pomiędzy fazę ciekłą a gazową. Współczynnik podziału 
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 jest funkcją temperatury 
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 i wielkości charakteryzujących układ analiz-matryca: jak gęstość cieczy 
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, masa cząsteczkowa cieczy 
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, współczynnik aktywności Raoulta analitu
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 i prężność pary nasyconej analitu 
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Współczynnik podziału maleje wraz ze wzrostem temperatury:
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Dysponując współczynnikiem podziału związku pomiędzy fazę ciekłą i gazową (5) oraz wprowadzając pojęcie stosunku objętości fazy gazowej do fazy ciekłej 
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 równanie (4) można przekształcić w następującą postać:
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(8)

Powyższa formuła jest podstawą wszelkich obliczeń ilościowych przy pomiarach techniką „headspace”. Najlepsze warunki (najwyższe stężenie w fazie gazowej) uzyskuje się przy małej objętości fazy gazowej i jak najmniejszym współczynniku podziału 
[image: image30.wmf]K

.
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Rysunek 2. Podział analitu pomiędzy fazę skondensowaną a gazową

Aby ilościowo oznaczyć analit w wodzie (i ogólnie w cieczy) należy wpierw skalibrować układ tak aby wiedzieć jakiej masie analitu w fazie gazowej odpowiada dany sygnał z detektora. Dopiero po kalibracji detektora można przystąpić do analizy ilościowej. Analiza taka wymaga wyznaczenia współczynnika podziału bądź wyrugowania go z równania (6). Dlatego też oznaczenie ilościowe wykonuje się następującymi sposobami:

Temperaturowym

Temperaturę termostatowania podnosi się do wartości przy której 
[image: image32.wmf]K

 ma pomijalnie niską wartość i wtedy w oparciu o równanie (8) otrzymujemy:
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Metodę stosuje się dla K < r.

Kalibracji – modelowego układu odniesienia

Sporządza się jeden lub więcej roztworów zawierających tą samą objętość cieczy i określone ilości analitu 
[image: image34.wmf]0
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. W takich warunkach 
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 są identyczne we wszystkich układach pod warunkiem, że matryca środowiskowa nie różni się znacznie od modelowej, a wtedy znając stężenie analitu w fazie gazowej nad próbką 
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i nad modelowym roztworem 
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można wyznaczyć stężenie w próbce wody:
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Dodatku wzorca

Ponieważ dodatek małej ilości analitu zmienia bardzo nieznacznie objętość i aktywność analitu, można więc przyjąć że 
[image: image39.wmf]K

 w takim przypadku nie zmieni się. Wpierw pobiera się określoną objętość gazu, oznacza stężenie analitu 
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 i oblicza pobraną masę analitu m1. Następnie dodaje się znaną masę analitu mS do próbki i po ustaleniu równowagi znowu wyznacza stężenie 
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Najczęściej wykonuje się dwa niezależne oznaczenie bez i z dodatkiem wzorca dzięki czemu można m1 przyrównać do zera.

Kolejnych ekstrakcji

Po ustaleniu równowagi termodynamicznej zostaje pobrana określona ilość gazu i oznaczone cG1. Fazę gazową znad próbki wody usuwa się (krótko przedmuchując czystym gazem obojętnym) i po doprowadzeniu do stanu równowagi znowu pobiera próbkę i wyznacza stężenie cG2. Gdy czynność powtórzymy n razy, stężenie analitu w gazie wynosi cGn, a początkowe stężenie w wodzie:
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dla K/r ≤ 1 wystarczają 2 ekstrakcje.

Ekstrakcji ciągłej

Wpierw, po ustaleniu równowagi, oznacza się stężenie cG1, a następnie przez określony czas t, w tej samej temperaturze, przepuszcza się przez wodę czysty gaz obojętny o ustalonym natężeniu przepływu F. Nowy w tych warunkach stosunek fazy gazowej do ciekłej zapisujemy wzorem:
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a stężenie analitu w wodzie po wyznaczeniu cG2 jako:
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metodę stosuje się dla substancji półlotnych dla których K > 100.

Zmiennej objętości

W tym przypadku pomiar prowadzi się równolegle w dwóch układach mających taką samą objętość próbki wody i różną objętość powietrza lub odwrotnie. Najczęściej dobiera się fiolki o różnych pojemnościach. Oba układy różnią się zatem parametrami stosunku faz: 
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. Po dojściu układów do równowagi, wyznacza się stężenia analitu w gazie nad próbkami 1 i 2 odpowiednio 
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Chromatograficzny rozdział BTEX
Schematycznie rozdział jednocześnie wprowadzonych na kolumnę związków A i B przedstawia rys. 3. Gazowa próbka będąca mieszaniną A i B zostaje wprowadzona do szklanej wkładki portu nastrzykowego chromatografu (injection port liner). W początkowej fazie wędrówki przez kolumnę kapilarną (capillary column) występuje w formie niezmienionej (position 1). Oddziaływania z fazą stacjonarną kolumny (stationary bonded phase) wpływają na zróżnicowanie prędkości poruszania się składników próbki. Różnice prędkości zwiększające się w miarę przemieszczania przez kolumnę (position 2-3). Rozdzielone związki w określonym czasie od nastrzyku docierają do połączenia chromatografu z detektorem mas (MS interface). Do rozdziału BTEX stosuje się najczęściej kolumny kapilarne o wypełnieniu niepolarnym – zazwyczaj jest to faza ciekła związana z kolumną. Przykładem takiej fazy jest polidimetylosiloksan. Retencja oznaczanego węglowodoru związana jest powtarzającymi się po sobie procesami podziału tj. rozpuszczania w fazie stacjonarnej i ponownego przechodzenia do fazy gazowej. Ten rodzaj rozdzielania nazywany jest chromatografia podziałową. W rzadziej stosowanej chromatografii adsorpcyjnej, oznaczany związek podczas wędrówki przez kolumnę wielokrotnie ulega procesom adsorpcji i desorpcji na ciele stałym np. na Al2O3.


[image: image52]
Rysunek 3. Rozdział chromatograficzny.
Opis pracy automatycznego dozownika „headspace”.

Podczas ćwiczeń do oznaczeń węglowodorów w wodzie wykorzystany będzie automatyczny dozownik „headspace”. Pobór fazy gazowej znad próbki jest w nim realizowany z wykorzystaniem nadciśnienia gazu w fiolce. Dozownik wykorzystuje dwie linie gazowe: gaz pomocniczy i gaz nośny. Gaz pomocniczy służy do przeniesienia próbki gazu z fiolki do pętli dozującej, zaś gaz nośny wypłukuje próbkę z pętli do portu nastrzykowego chromatografu. Zawór trójdrożny służy do zmiany kierunku przepływu gazów, pętla dozująca do odmierzania dokładnej objętości gazu. Deklarowana przez producenta objętość pętli – 1 cm3, liczona jest od portu 1 do 4 zaworu trójdrożnego. Wszystkie elementy dozownika „headspace” są termostatowane w celu uniknięcia ewentualnej kondensacji analitów.
Na pracę dozownika poboru fazy gazowej znad próbki  składają się z cztery etapy (rys. 4A-4D):

1. W warunkach postojowych gaz nośny przepływa przez zawór trójdrożny, a następnie wpływa do portu nastrzykowego chromatografu. Gaz pomocniczy płynie przez zawór, pętlę dozującą i wypływa do atmosfery poprzez igłę znajdującą się nad fiolką. Szczelnie zamknięta fiolka z próbką wody jest w tym czasie termostatowana w specjalnym piecu. Po ustaleniu równowagi stężeń pomiędzy fazą wodną, a gazową igła doprowadzająca gaz pomocniczy przebija uszczelkę. Przez określony czas próbka znajduje się pod ciśnieniem gazu posiłkowego. Nadciśnienie tego gazu ustala się zazwyczaj w przedziale 1,5 - 2,0 atm., wzrasta zatem ciśnienie fazy gazowej nad cieczą we fiolce (rys. 4A).

[image: image53]
Rysunek  4A. Praca autosamplera headspace w warunkach postojowych

2. Przepływ gazu posiłkowego zostaje zamknięty. Pod nadciśnienia panującego we fiolce, gaz znad powierzchni wody przepływa kolejno przez porty 5 i 4 zaworu trójdrożnego, pętlę, porty 1 i 6 oraz, wydostając się przez otwarty zawór odprowadzający do otoczenia. Zanim dojdzie do wyrównania ciśnień pomiędzy wnętrzem fiolki, a otoczeniem, zawór odprowadzający zostaje zamknięty. Czas otwarcia zaworu jest dobierany doświadczalnie tak, aby jak największa ilość analitów została uwięziona w pętli. Zazwyczaj pomiędzy portem 1 i fiolką istnieje pewna różnica ciśnień. Dlatego po zamknięciu zaworu odprowadzającego, przeznacza się pewien krótki czas przed płukaniem pętli, na wyrównanie ciśnień w rożnych częściach układu (rys. 4B).
3. Zawór trójdrożny zmienia pozycję umożliwiając przepływ gazu nośnego przez pętlę. Oznaczane substancje zostają przeniesione, poprzez termostatowaną linię transferową, do dozownika chromatografu (rys. 3C). 

[image: image54]
Rysunek 4B. Praca autosamplera headspace podczas napełniania pętli związkami oznaczanymi

[image: image55]
Rysunek 4C. Praca autosamplera headspace podczas dozowania analitów na kolumnę
4. Po zakończeniu dozowania układ wraca do warunków postojowych. W tym czasie gaz posiłkowy płucze pętlę i igłę. 

Przebieg ćwiczenia: 

Ćwiczenie obejmuje przygotowanie próbek wody zanieczyszczonej i roztworów wzorców do kalibracji zewnętrznej. Roztwory wzorcowe przygotowuje się w pokoju 007. Wagi znajdują się w pokoju 014.
Materiały, przyrządy i odczynniki:

· fiolki o pojemności 20 cm3
· uszczelki (tzw. korki) i kapsle do fiolek

· kapslownica (zaciskacz)

· pipeta automatyczna o objętości 0,200 – 1,00 cm3
· strzykawki Zimmermana o objętości 40 (L
· pipeta do odmierzania próbki wody (10 cm3)
· pipeta do odmierzania wody destylowanej (10 cm3)
· pipeta do odmierzania wzorca (5 cm3)
· pipeta do odmierzania wzorca (1 ( 0,01 cm3)

· biureta z lejkiem do dozowania metanolu
· kolba o pojemności 1 dm3 ( 0,5 cm3
· mieszadło magnetyczne

· wzorce chromatograficzne: benzenu, toluenu, etylobenzenu, p-ksylenu, o-ksylenu, butylobenzenu i kumenu
· woda dwukrotnie destylowana
· metanol o czystości HPLC
· rękawiczki bawełniane
· waga analityczna, piezoelektryczna, dokładność: 0,001 g
· waga analityczna, dokładność: 0,0001 g 

Przygotowanie próbek wody – wybrane dwie osoby:

· przygotować pięć fiolek 20 cm3 i opisać je: p1, p2, p3, p4 i p5

· zakorkować fiolki

· nałożyć kapsle, ale nie kapslować i zważyć z dokładnością 1 mg
· ściągnąć kapsel i korek z fiolki p1
· wprowadzić pipetą oznaczoną „próbka” 5 cm3 wody skażonej
· zakapslować i zważyć

· identycznie postępować w przypadku fiolek p2-p5
Przygotowanie wzorca podstawowego I – kolejne dwie osoby:
· napełnić biuretę metanolem

· założyć korek i kapsel (nie kapslować !) na fiolkę 20 cm3
· zważyć na wadze analitycznej z dokładnością 0,1 mg
· odkorkować i biuretą wprowadzić 10 cm3 metanolu
· zakorkować i zakapslować fiolkę z metanolem

· zważyć na wadze analitycznej
Przygotowanie wzorca podstawowego II – kolejno wszystkie osoby z grupy:

· pierwsza osoba z grupy płucze trzykrotnie benzenem strzykawkę Zimmermana oznaczoną „podstawowy” 

· przez korek do fiolki za pomocą strzykawki wprowadza 40 (l benzenu

· waży fiolkę z dokładnością 0,1 mg
· druga osoba wprowadza 40 (l toluenu i waży
· trzecia osoba wprowadza 40 (l etylobenzenu i waży
· czwarta osoba wprowadza 40 (l p-ksylenu i waży
· piąta osoba wprowadza 40 (l o-ksylenu i waży
· szósta osoba wprowadza 40 (l butylobenzenu i waży
· siódma osoba wprowadza 40 (l kumenu i waży
Przygotowanie wzorca pośredniego – kolejne dwie osoby
· założyć korek i kapsel (nie kapslować !) na fiolkę 20 cm3
· zważyć na wadze analitycznej 0,1 mg
· odkorkować i biuretą wprowadzić 10 cm3 metanolu

· zakorkować i zakapslować fiolkę z metanolem

· zważyć na wadze analitycznej

· przepłukać trzykrotnie wzorcem podstawowym strzykawkę Zimmermana oznaczoną „pośredni”

· przez korek do fiolki za pomocą wprowadzić strzykawką 40 (l roztworu podstawowego
· zważyć fiolkę

Przygotowanie wzorca roboczego o najwyższym stężeniu – kolejne dwie osoby
· napełnić kolbę o pojemności 1 dm3 wodą destylowaną do kreski
· wprowadzić do kolby magnetyczny element mieszający i postawić na mieszadle magnetycznym

· włączyć mieszadło i ustawić obroty tak, aby w szyjce kolby pojawił się lej wodny

· odkapslować fiolkę z wzorcem pośrednim
· pipetą oznaczoną „pośredni” pobrać 1 cm3 roztworu wzorca i wprowadzić pod powierzchnię wody destylowanej w kolbie
· kolbę zatkać korkiem
· mieszany roztwór pozostawić do dalszych czynności
Przygotowanie wzorców roboczych – kolejne dwie osoby
· przygotować pięć fiolek i opisać je: 5, 4, 3, 2, 1
· zakorkować fiolki

· zakorkować fiolki, nałożyć kapsle, (nie kapslować !), i zważyć z dokładnością 1 mg
· ściągnąć kapsel i korek z fiolki 5

· wprowadzić pipetą oznaczoną „roboczy” 5 cm3 wzorca roboczego o najwyższym stężeniu (WRN)
· zakapslować i zważyć

· do fiolki 4 wprowadzić pipetą oznaczoną „woda” 2 cm3 wody destylowanej (WD)
· założyć korek i kapsel, zważyć

· ściągnąć kapsel i korek z fiolki 4

· wprowadzić pipetą 3 cm3 WRN
· zakorkować, zakapslować i zważyć

· w podobny sposób do fiolki 3 wprowadzić 3 cm3 WD i 2 cm3 WRN
· do fiolki 2 wprowadzić 4 cm3 WD i 1 cm3 WRN
· do fiolki 1 wprowadzić 4,5 cm3 WD i 0,5 cm3 WRN
Tabela proporcji wody destylowanej i wzorca roboczego o najwyższym stężeniu

	Wzorzec roboczy
	WD

[cm3]
	WRN

[cm3]

	1
	4,5
	0,5

	2
	4,0
	1,0

	3
	3,0
	2,0

	4
	2,0
	3,0

	5
	0,0
	5,0


Opracowanie wyników

Uwaga! Każdy uczestnik oznaczenia musi dysponować danymi powierzchni piku dla przydzielonego mu związku oraz wszystkimi danymi z ważenia. Wystarczy, że cała grupa rzetelnie wypełni poniższą tabelki i dostarczy prowadzącemu, a każda osoba z grupy się do niej odniesie w swoim indywidualnym sprawozdaniu.
	wzorzec podstawowy

	ważenie
	masa

[g]
	objętość

[cm3]
	Stężenie związku
[g/g]

	fiolka
	
	*
	

	+ metanol
	
	*
	

	+benzen
	
	*
	

	+toluen
	
	*
	

	+etylobenzen
	
	*
	

	+p-ksylen
	
	*
	

	+o-ksylen
	
	*
	

	+izopropylobenzen
	
	*
	

	+butylobenzen
	
	*
	

	wzorzec pośredni

	fiolka
	
	
	

	+ metanol
	
	
	

	+wzorzec podstawowy
	
	
	

	wzorzec roboczy o najwyższym stężeniu (WRN)

	woda destylowana (WD)
	*
	1000
	

	+ wzorzec pośredni
	*
	      1
	

	* wypełnić korzystając z gęstości


	wzorce robocze

	fiolka
	masa fiolki
[g]
	+ WD
[g]
	+ WRN
[g]
	masa wzorca
[g]

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	próbki

	
	masa fiolki
[g]
	+ próbka
[g]
	masa próbki
[g]
	objętość próbki
[cm3]

	p1
	
	
	
	*

	p2
	
	
	
	*

	p3
	
	
	
	*

	p4
	
	
	
	*

	p5
	
	
	
	*

	* wypełnić korzystając z gęstości


Sprawozdanie indywidualne
Sprawozdanie powinno zawierać minimum fabuły, lecz czytelnik nie powinien się domyślać lub zgadywać co autor mógł wykonywać i obliczać. 

1. Wypełnić tabelkę:

	temat ćwiczenia:

	data wykonania ćwiczenia:
	Wykonawca:

	grupa:
	

	data oddania sprawozdania:


	związek oznaczany:


2. Podać bardzo krótko – nie więcej niż 10 zdań:

· cel ćwiczenia

· metoda oznaczenia
· podstawy fizyczne oznaczenia

· przedmiot analizy
3. Opisać krótko przebieg oznaczenia nie myląc go z przepisem oznaczenia (patrz Uwagi dodatkowe...).
4. Podać stężenia i niepewności stężenia (uwagi dodatkowe...) wskazanego związku w poszczególnych wzorcach, można skorzystać z tabelki:

	wzorzec
	Formuła
(podpowiedź) 
	stężenie
[g/g]
	niepewność
[g/g]

	podstawowy
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	1 przepisać z tabeli grupowej 2 przenoszenie niepewności w oparciu o formułę
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5. Sporządzić tabelkę zawierającą stężenia wzorców roboczych i powierzchnie pików:
	wzorzec
	stężenie 
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c


[g/g]
	powierzchnia piku 
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	niepewność 
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	średnia
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6. Obliczyć parametry regresji liniowej:

	parametr
	Wartość
	Uwagi/podpowiedzi – to są tylko wyjaśnienia odnośnie pozyskiwania danych  (nie do sprawozdania)

	A
	
	Nachylenie prostej kalibracji

	B
	
	Przeciecie prostej z osią 
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	R
	
	Współczynnik korelacji

	
[image: image70.wmf]P

ΔP


	
	
[image: image71.wmf](

)

å

=

×

-

-

-

=

5

1

i

2

i

Pi

P

c

A

B

P

2

5

1

ΔP


Excell podaje tą wartość jako „błąd standardowy” (rys. poniżej)
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- średnia powierzchnia piku z punktu 5

	Górny zakres 95 % przedziału ufności dla B
	
	Górne 95,0 (rys. poniżej)

	granica wykrywalności (GW)
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	granica oznaczalności (GO)
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	Niepewność wyznaczenia stężenia z kalibracji
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- średnia ze stężeń wzorców roboczych
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7. Sporządzić wykres kalibracyjny wskazanego związku. Wykres powinien być czytelny i jednoznaczny, osie opisane, naniesione niepewności stężenia
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 i powierzchni 
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8. Obliczyć stężenia wybranego związku w poszczególnych próbkach i umieścić wraz z powierzchniami pików w tabelce.

	próbka
	Powierzchnia piku
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	Stężenie
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	średnia
	
	

	niepewność
	odchylenie standardowe średniej
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	odchylenie standardowe średniej
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9. Dyskusja niepewności
· Niepewność wyznaczenia stężenia jest sumą niepewności sporządzenia wzorca 
[image: image89.wmf]WZ
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i niepewności wyznaczenia powierzchni piku. Niepewność 
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 jest ukryta zarówno w 
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Δc

. Dlatego należy porównać niepewność stężenia z punktu 8 i 6 i wybrać większą wartość niepewności.
· Porównać średnie i niepewności objętości próbek i wzorców roboczych. Jak duże są rozbieżności, czy mogą wpływać istotnie na wynik ?
· Czy metoda jest odpowiednia do wyznaczania stężeń danego węglowodoru w wodzie? Co można zrobić aby poprawić dokładność metody ?

10. Podać wynik, niepewność w [g/g] i [(g/dm3], dokonać oceny wielkości zmierzonych stężeń i rozmiaru skażenia, przydatności metody itp.
Uwagi dodatkowe do liczenia i prezentacji wyników.

1. Przebieg oznaczenia to czynności faktycznie wykonane przez studenta np. sporządzono roztwór X dodając 0,0453 g związku Y do 1,0569 g Z. Można skrótem: Roztwór podstawowy wykonano wprowadzając wagowo po około 40 (l poszczególnych węglowodorów do ok. 10 cm3 metanolu, jak podano w tabelce poniżej lub w tabelce X.

2. Przepis  oznaczenia to wytyczne w instrukcji np. dodać 1 cm3 X i zważyć.

3. Niepewności pomiarowe można obliczać do trzech cyfr znaczących i zaokrąglać w górę do jednej np.
niepewność obliczona: ( 0.00235
niepewność zaokrąglona: ( 0.003

4. Ilość cyfr wyniku pomiaru dostosowujemy do obliczonej niepewności np.
0,239 ( 0,003, a nie 0,239256 ( 0,00247
5. Prezentacja w tabeli wyników jednego rodzaju (np. stężenia), wymaga umieszczania liczb 
w kolumnie tak, aby przecinek znajdował się pod przecinkiem – patrz tabela 5.

6. Jeśli przy wielkości fizycznej nie umieszcza się niepewności pomiarowej, oznacza to iż niepewność wynosi 1 na ostatnim miejscu np. dla liczby 0,077 niepewność wynosi 0,001

7. Jeśli różniczka zupełna wydaje się zbyt trudna do policzenia, można obliczenia przeprowadzić w sposób uproszczony dodając do siebie niepewności względne, ale trzymając się dwóch zasad:

· niepewności sum i różnic obliczamy dodając te niepewności do siebie np.:
2 m ± 0,5 m + 5 m ± 0,8 m = 7 m ± 1,3 m

· niepewności iloczynów i ilorazów obliczamy dodając względne niepewności poszczególnych wielkości mierzonych np.:
niepewność iloczynu 10 kg ± 1 kg ( 5 m/s2 ± 0,2 m/s2  liczymy tak:


[image: image93.wmf]14

,

0

5

2

,

0

10

1

2

2

=

+

s

m

s

m

kg

kg


następnie wartość 0,14 mnożymy przez wynik iloczynu masy i przyspieszenia czyli:
0,14 ( 50 N = 7 N  i otrzymujemy wynik ostateczny 50 N ± 7 N.
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