Cwiczenie nr 1

Ekstrakcja i 0znaczanie fenolu metoda SPE (solid phase extraction) z detekcja
UV-Vis

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z technikg przygotowania probki do analizy
metodg zat¢zania do ciata stalego SPE oraz ilosciowe oznaczenie fenolu metoda krzywej
kalibracyjnej przy uzyciu analizy UV-Vis.

Whprowadzenie:

1. SPE (ang. Solid phase extraction)

Przygotowanie probki przed koncowym oznaczaniem stanowi niezwykle istotny etap
procedury analitycznej. Ocenia si¢, ze przygotowanie probki zajmuje co najmniej potowe
czasu realizacji catej procedury analityczej, moze by¢ rowniez jednym z gtéwnych zrodet
btedow.

Wsrod wielu metod wzbogacania analitow duzym zainteresowaniem cieszy si¢ metoda
wykorzystujaca zjawisko adsorpcji na sorbentach statych ze wzgledu na szybkos¢ 1 mozliwos¢
automatyzacji analizy, doktadnos¢ i odtwarzalnosc¢, a przy doborze odpowiedniego sorbentu-
selektywnosc¢.

Metoda ekstrakcji nielotnych substancji z cieczy, szczeg6lnie z wody, w ukladzie ciecz -
ciato state (ang. Solid Phase Extraction, SPE) jest wygodna metodg ekstrakcji i wzbogacania
amalitow. W poréwnaniu z alternatywng ekstrakcja ciecz-ciecz SPE zuzywa znacznie mniej
rozpuszczalnikow, jest mniej czasochtonna i mozliwa do przeprowadzenia przy uzyciu prostej
aparatury.

W ekstrakcji do ciata statego, wykorzystuje si¢ proces adsorpcji zwigzku (lub grupy
zwigzkdéw), a nastgpnie desorpcji oznaczanych zwigzkéw do ekstrahentu, ktérym jest
odpowiednio dobrany rozpuszczalnik organiczny. Sorpcja z wody jest dynamicznym procesem,
ktory polega na przechodzeniu czasteczek substancji organicznych z jednej fazy do drugie;j.
Substancje organiczne rozpuszczone w wodzie sa rozdzielone pomigdzy wode a sorbent
zgodnie ze wspotczynnikiem podzialu. W procesie adsorpcji odgrywaja role dwa mechanizmy:
sorpcja na powierzchni ztoza i oddzialywanie oznaczanych zwigzkoéw (analitu) z woda
(matrycg). Mechanizm adsorpcji powierzchniowej jest zalezny od oddziatywan pomiedzy
analitem a aktywnymi centrami na powierzchni sorbentu. Im wyzsza jest energia wyzwalana w

procesie retencji, tym trudniejsze jest wymywanie (elucja) analitow. Dobranie wtasciwego sorbentu



polega na znalezieniu kompromisu pomigdzy retencja a elucja. W praktyce wybor sorbentu mozna
oprze¢ na zasadzie ,,podobne sorbuje podobne”. Jednakze w procesie SPE wystepuja nie tylko
oddziatywania pomigdzy analitem a sorbentem. Wzajemne oddzialywania zachodza rowniez
pomiedzy pozostatymi sktadnikami matrycy, woda i sorbentem. Rysunek 1 przedstawia system

wzajemnych oddzialywan zachodzacych w procesie SPE.
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Rysunek 1. Schemat oddzialywan w uktadzie ciato state — matryca probki wodnej
S —sorbent, A - analit, W - woda, SM - sktadnik matrycy

Wysoka wydajnos¢ sorpcji mozna osiggng¢é w przypadku wystepowania silnych
oddziatywan w uktadzie analit — sorbent, przy réwnocze$nie stabych oddziatywaniach w
uktadach analit — woda i sorbent — woda. Wydajnos$¢ sorpcji mozna zwigkszy¢ poprzez
zmniejszenie oddziatywan analit — woda, stosujac np. efekt wysalania, co w praktyce wiaze si¢
z dodaniem obojetnych elektrolitow (NaCl, KCIl). Wysokie stezenie sktadnikdw matrycy
(konkurujacych z analitem w procesie sorpcji) moze by¢ przyczyng przekroczenia pojemnosci
ztoza. W takim przypadku nalezy uzy¢ wigcej ztoza lub zastosowac ztoze selektywne, na ktorym
zostang zaadsorbowane tylko substancje oznaczane.

Charakterystycznym parametrem w SPE jest pojemno$¢ ztoza, zwigzana ze zdolno$cig
sorbowania skladnikow probki. Pojemnos$¢ ztoza to maksymalna, mozliwa w danych
warunkach ilo$¢ substancji, jaka moze ulec sorpcji na statym sorbencie. Pojemno$¢ ztoza zalezy
od ilo$ci aktywnych centréw na powierzchni, a wige od typu sorbentu oraz od wilasciwosci
sorbowanych substancji, tj. od charakteru chemicznego i1 wielkosci czasteczki. RoOwnanie 1

przedstawia wzdr, pozwalajacy wyznaczy¢ pojemnos$¢ sorbentu.
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- ( - pojemnos$¢ sorpcyjna ztoza [mg/g],
- Co - stezenie poczatkowe sktadnika probki [mg/1],
- Ce - stezenie rownowagowe [mg/1],
- V - objetos¢ probki [1],
- M - masa zloza [g].

Orientacyjnie przyjmuje si¢, ze pojemnos$¢ sorpcyjna ztoza wynosi od 1 do 5 % masy sorbentu,
w zaleznosci od mechanizmu procesu ekstrakcji. Na ogot stgzenia substancji wystgpujacych w
probkach srodowiskowych sg na poziomie od ng/l do pg/l. Zaktadajac staty przeptyw przez
kolumng SPE rozpuszczalnika o stalym st¢zeniu zawartych w nim oznaczanych substancji mozna,
podobnie jak w procesie chromatograficznym, wyznaczy¢ krzywe elucji. Pozwala to na okreslenie
objetosci przebicia kolumny. Powierzchnia adsorbentu wysyca si¢ czasteczkami zatezanej
substancji az na ztozu nie moze zatrzymac si¢ juz wigcej badanej substancji. Po przebiciu kolumny
dalsze przepuszczanie roztworu powoduje wzrost stezenia analitu w wycieku az do osiagnigcia
stezenia substancji w wyjsciowym roztworze.

Przyjmuje si¢, ze minimalna sprawnos$¢ ztoza kolumny do SPE wynosi okoto 11 potek
teoretycznych. Proces ekstrakcji zalezy od wartosci, zwigzanej z wlasciwos$ciami sorpcyjnymi
ztoza kolumienki oraz czynnikami geometrycznymi, tj. rozmiarami, ksztalttem i wielkoscia
ziaren sorbentu. Dla danego uktadu sorpcyjnego objeto$¢ przebicia mozna regulowac
zmieniajac rozmiary ztoza kolumienki. Jednak wzrost masy ztoza nie zawsze jest zjawiskiem
korzystnym.

Bardzo waznym parametrem w technice SPE jest wspotczynnik wzbogacenia (zatezenia). Mozna
go wyrazi¢ za pomocg réwnania (5):
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F - wspodtczynnik zatezenia,
Vp - objetos¢ probki przepuszczonej przez kolumng,
Vd - objetos¢ rozpuszczalnika uzytego do desorpcji,
R - odzysk, R = mw/mo (mw - ilo$¢ substancji wyekstrahowanej, mo — ilo§¢ substancji
przepuszczonej przez kolumng)

Odzysk mozna okresli¢ jako stosunek ilosci substancji wyekstrahowanej do ilosci
przepuszczonej przez kolumne. Nie zawsze dana kolumienka pozwala na pelne odzyskiwanie
R zaadsorbowanych substancji, ale tez w metodzie SPE nie jest to problem najwazniejszy.

Wazne, aby wyznaczy¢ R, im blizszy jest 1, tym oczywiscie korzystnie;j.



Istota wzbogacania w procesie SPE polega na przeprowadzeniu zwigzkéw z duzej
objetosci matrycy (wody) do =znacznie mniejszej objetosci eluatu (rozpuszczalnika
organicznego),

Praca z kolumienka SPE sktada si¢ z kilku etapow, sg to: wybdr odpowiedniej kolumny do
SPE, kondycjonowanie kolumny, naniesienie probki, przemywanie, eluowanie analizowanej
substancji.

Wybér kolumny do SPE

Dobér kolumny zalezy od rodzaju analizowanej substancji, objetosci probki, stopnia
zanieczyszczenia probki i jej wielkosci. Pojemnos$¢ kolumny zalezy od objetosci probki. Dla probek
o objetosci mniejszej od Iml uzywamy kolumny o pojemnosci 1ml. Kolumny 3ml i 6ml uzywamy
do probek o objetosci od 1 do 250 ml.

Kondycjonowanie zloza

Kondycjonowanie uaktywnia faze stala przed procesem ekstrakcji. Uzyty do tego celu
rozpuszczalnik zalezy od typu kolumny i jej przeznaczenia. Aby zapobiec wysychaniu fazy miedzy
etapem kondycjonowania i ekstrakcji nalezy w kolumnie pozostawi¢ okoto 1mm rozpuszczalnika
powyzej gornego filtra.

Dozowanie probki

Dozowanie probki powinno odbywac¢ si¢ z tak dobrang predkoscig przeptywu, aby
zapewni¢ odpowiedni czas kontaktu probki z sorbentem. Objetos¢ probki natomiast powinna
by¢ tak dobrana, aby nie nastgpito przebicie ztoza. Probka powinna by¢ przepuszczana przez
faze stala z malg szybkos$cia nie przekraczajaca Sml/min. Je$li czas ekstrakcji nie jest
ograniczony innymi wzgledami (np. hydroliza probki) najlepsza ekstrakcja zachodzi wtedy,
gdy przez kolumne utrzymany jest przeptyw kroplowy.

Usuwanie zanieczyszczen i wody

Proces przemywania stosujemy, jesli chcemy wusungé z probki pozostatosci
zanieczyszczen. Objetos¢ rozpuszczalnika nie moze przekroczy¢ pojemnosci kolumny. Uzyty
rozpuszczalnik powinien latwiej rozpuszcza¢ zanieczyszczenia niz analizowang substancje.
Bardzo czgsto na etapie przemywania stosuje si¢ rozpuszczalniki o odpowiednio dobranej
wartosci pH lub mieszaniny rozpuszczalnikow. Nastepnie zloze nalezy dobrze osuszy¢, aby
utatwic¢ proces desorpcji. Woda moze by¢ usuwana np. pod ci$nieniem strumieniem powietrza,

strumieniem azotu, poprzez odwirowanie lub przechowywanie kolumienki w eksykatorze

Wymywanie (elucja)

Proces desorpcji polega na wymywaniu zaadsorbowanych substancji ze ztoza odpowiednio



dobranym rozpuszczalnikiem, ewentualnym jego wzbogceniu a nast¢pnie dalszej analizie np.
UV-Vis czy chromatograficznej. Dobor odpowiedniego eluentu jest bardzo istotny. Sita
adsorpcji czasteczek eluentu powinna znacznie przewyzsza¢ oddzialywania wystgpujace
miedzy substancjg oznaczang i powierzchnig adsorbentu. Rozpuszczalnik powinien by¢ uzyty
co najmniej w dwoch porcjach. Najlepszy efekt wymywania uzyskiwany jest wtedy, gdy kazda
porcja rozpuszczalnika pozostaje w kontakcie z faza stacjonarng od 20 sekund do 1 minuty.

Na rysunku 2 przedstawiono zasade ekstrakceji do ciata statego.
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Rysunek 2 Zasada ekstrakcji w SPE

Sorbenty stosowane w SPE:

Stosowane w SPE fazy stale mozna podzieli¢ ze wzgledu na typ oddziatywan:
a/ fazy normalne — wykorzystujace oddziatywania polarne, w ktorych polarna faza stacjonarna
zatrzymuje polarne zwigzki, a stabo oddziatuje na zwigzki niepolarne,
b/ fazy odwrdcone — wykorzystujace oddziatywania hydrofobowe, w ktorych niepolarna faza
stacjonarna zatrzymuje niepolarne zwiazki ,
¢/ wymiang jonowg — wykorzystujace oddziatywania migdzy jonami; powierzchnia adsorbenta
jest modyfikowana grupami funkcyjnymi, ktore moga ulegaé jonizacji; na kolumnie
zatrzymywany jest analit zawierajacy jony o przeciwnym znaku niz jony fazy stacjonarne;.
Do wzbogacania zanieczyszczen z wody stosuje si¢ gtdwnie nastepujace typy sorbentow :
e sorbenty weglowe,
e sorbenty polimeryczne,
e jonity,
e sorbenty zawierajace metale,

e fazy chemicznie zwigzane.



Najczesécie] uzywane sg krzemionki modyfikowane grupami alkilowymi i arylowymi.
Istotnymi cechami chemicznie modyfikowanych zeli krzemionkowych jest ich duza pojemnos¢
sorpcyjna, duza szybkos$¢ ustalania si¢ réwnowagi sorpcyjnej, wytrzymatos¢ mechaniczna,
tatwos$¢ desorpcji wielu zwigzkéw matymi objetosciami rozpuszczalnikow. Chemicznie
zwigzane fazy organiczne zmieniaja polarno$¢ krzemionki. Dzigki temu fazy chemicznie
zwigzane mogg by¢ uzywane do zat¢zania zard6wno zwigzkdéw polarnych jak i niepolarnych.
Do najczgsciej uzywanych faz niepolarnych (hydrofobowych) naleza fazy oktylowa i
oktadecylowa.

Ekstrakcja ciecz-ciato stale jest bardziej skuteczng metoda przygotowania probek niz
tradycyjna ekstrakcja ciecz-ciecz dzigki nastgpujacym zaletom:

- skrocenie czasu analizy,

- omini¢cie dodatkowych etapow (wirowania, filtracji lub destylacji),

- jest wygodna w wykonaniu, nie wymaga ktopotliwych rozdzielaczy,

- jest bardziej przyjazna S$rodowisku naturalnemu dzigki mniejszemu zuzyciu

rozpuszczalnikow,

- umozliwia rownoczesng obrobke wiekszej liczby probek,

- daje odtwarzalne wyniki,

- w SPE nie tworzy si¢ emulsja powstajaca przy ekstrakcji ciecz-Ciecz,

- daje wyzsze odzyski,

- SPE jest szeroko stosowana w przygotowaniu probek do analizy metodami HPLC, TLC,

GC, spektrofotometrii UV/VIS i IR oraz technikami immunologicznymi,

- SPE upraszcza procedury stosowane we wspotczesnym laboratorium,

- daje mozliwo$¢ dobrania odpowiedniej fazy wigzacej, pozwala na wysoka

selektywno$¢ oraz wysoka odtwarzalnos¢ wynikow,

- stosujac podci$nieniowy system obrobki probek mozna przygotowac rdwnoczesnie od

1 do 24 probek,

- jest prosta do automatyzaciji.

Ekstrakcja SPE moze by¢ stosowana nie tylko do oczyszczania i zatgzania probek wody,
ale tez do ich pobierania. Substancje po zaadsorbowaniu w kolumience, w miejscu pobrania
probki, sa transportowane do laboratorium tatwiej niz badana woda, w ktorej te substancje si¢
znajdowaly. Probka w kolumience moze by¢ przechowywana przez dtugi czas, nawet kilka
miesiecy, bez znaczacego wplywu na wyniki analizy. Zachodzi to rowniez, gdy ilo$¢

zaadsorbowanej substancji jest zblizona do granicy wykrywalnosci.



2. Fenole w probkach wodnych

Badania sktadu 1 wlasciwosci wod powierzchniowych, podziemnych czy wody do picia
obejmuja oznaczanie fenoli. Pod nazwg fenole rozumie si¢ umownie mieszaning
hydroksylopochodnych benzenu, ktére mozna oznacza¢ podobnymi metodami jak fenol [2].
Zawarto$¢ innych zwigzkéw fenolowych, poza fenolem, reagujacych podobnie do niego podaje
si¢ jako fenol. Warto$¢ ta bywa nazywana indeksem fenolowym wodly.

Fenole dostaja si¢ do wod powierzchniowych ze $ciekow. W $ciekach miejskich zawartos$¢
fenoli jest na ogdét niewielka, natomiast duze ilosci wystgpuja w réznych S$ciekach
przemystowych, szczegdlnie z koksowni, gazowni, fabryk mas plastycznych, witdkien
syntetycznych, zaktadow farmaceutycznych,

Znaczenie zwigzkoéw fenolowych nie jest jednakowe, najwigksze trudnosci przy
uzdatnianiu wody stwarza fenol i krezol. Obecnos¢ w wodzie niewielkich ilosci fenolu, np.
rzedu 0.005 mg/dm?, moze spowodowaé podczas chlorowania wody powstanie chlorofenol,
gtownie o-chlorofenolu, p-chlorofenolu, 2,4-dichlorofenolu i 2,6-dichlorofenolu, ktore
powoduja odrazajacy zapach 1 smak wody. Czyni to wod¢ niezdatng do zasilania wodociggow.
Usuwanie zapachu i smaku chlorofenoli stanowi wielki problem w procesie uzdatniania wody.
Z tych gléwnie wzgledow woda ujmowana do picia 1 celéw gospodarczych nie powinna
zawiera¢ fenoli w iloéciach ponad 0.005 mg/dm?.

Fenole ulegaja biologicznemu rozktadowi w wodzie, jednak proces ten zalezy od szeregu
czynnikow, miedzy innymi od pory roku i w okresie zimowym jest prawie catkowicie
zahamowany. Fenole mogg rowniez powodowac straty ekonomiczne (kumulowac si¢ w miesie

ryb, nadajac im nieprzyjemny smak).

Odczynniki:

e  Wodny roztwor fenolu 20 [mg/l]- roztwoér podstawowy;
e Woda dejonizowana;

e Metanol — rozpuszczalnik;

e Nitroprusydek sodu o ste¢zeniu ¢=0,01 [mol/l];

e Chlorowodorek hydroksyaminy o stezeniu ¢=0,04 mol/I
e Bufor fosforanowy o pH=11,8

e Kolumienki do SPE C18 o objetosci ztoza 500 mg

Aparatura:

e Systemu do ekstrakcji SPE;
e Spektrofotometr UV-Vis;.



WyKkonanie é¢wiczenia:

Stosowana metoda oznaczania §ladowych ilosci fenolu w wodzie opiera si¢ na ekstrakcji
analitu metoda SPE [3,4], a nast¢pnie spektrofotometrycznym oznaczeniu wyekstrahowanych
zwigzkow fenolowych w oparciu o barwny produkt reakcji analitu z nitroprusydkiem sodu oraz

chlorowodorkiem hydroksyloaminy w $rodowisku buforowym o pH 10.6 —11.8 [5].

1. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW WZORCOWYCH FENOLU-KRZYWA
KALIBRACYNA

Do 6 kolbek miarowych o poj. 50 ml przenies¢ kolejno: 0,0ml, 0,5ml, 1,0ml, 2,5ml, 5,0ml,
7,5ml roztworu podstawowego fenolu o stgzeniu c=20 mg/L, 1ml nitroprusydku sodu o st¢zeniu
¢=0,01 mol/l, 1 ml chlorowodorku hydroksyaminy o stezeniu ¢=0,04 mol/l i 3 ml buforu
fosforowego o pH=11,8 i dopetni¢ woda destylowang do kresek. Wymiesza¢, odczeka¢ 15 min.
1 zmierzy¢ absorbancje roztworéw w 1 cm kuwetach przy A=700 nm.

Stezenia otrzymanych roztworow wynoszg odpowiednio: 0,0; 0,2; 0,4; 1,0; 2,0 i 3,0 mg/I,
2. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO EKSTRACIJI SPE

2.1. Otrzymane kolbki z roztworem do analizy ( o nieznanym st¢zeniu fenolu) uzupehnic¢ woda
dejonizowang do objetosci 50ml

2.2. Do trzech 50ml kolbek doda¢ kolejno:1ml, 2,5ml i 5 ml roboczego roztworu fenolu o c=20

mg/l i uzupetié kolbki woda dejonizowana.

3. EKSTRACJA DO FAZY STALE] - SPE
Wykonanie zat¢zenia probek technika SPE z wykorzystaniem systemu do ekstrakcji SPE i
kolumienek typu SPE-500, C18 o objetosci ztoza 500 mg, modyfikowana krzemionka faza
oktadecylowa (Rysunek 5)

3.Ekstrakcja do fazy state;j.

Do ekstrakcji probek otrzymanych do analizy i probek z dodatkiem wzorca zastosowac
kolumny C18 o obj¢tosci 3ml. Zawarto§¢ adsorbentu - oktadecylu osadzonego na Zelu

krzemionkowym — wynosi 500 mg.

1. Kondycjonowanie kolumienki o objetosci ztoza 500mg:
e Dwukrotnie po 3 ml MeOH (Metanol specjalnej czysto$ci)
e Dwukrotnie po 3 ml woda specjalnej czystosci (woda z Millipora)

Uwaga: Na tym etapie nie dopusci¢ do wysuszenia ztoza.



2. Przepusci¢ przez ztoze badane probki z predkoscia nie wigksza niz 5 ml/min.

3. Przeptuka¢ kolumienke ok. 3 ml czystej wody

4. Osuszy¢ kolumienke powietrzem (pod cisnieniem ok.10-15 min), wod¢ po przejsciu przez
kolumienke usung¢ z urzadzenia systemu SPE, wstawi¢ naczynka szklane, przeznaczone do
zbierania eluatu)

5. Wymy¢ analit z kolumienki 2x1 ml metanolu

6. Oznaczenie spektrofotometryczne fenolu.

Ilosciowo przenie$¢ ekstrakty do kolb na 50 ml. Kolejno doda¢ do kolb 1ml nitroprusydku sodu
0 ¢=0,01 mol/l, 1 ml chlorowodorku hydroksyaminy o ¢=0,04 mol/l i 3 ml buforu
fosforanowego o pH=11,8 i dopetni¢ woda destylowang do kresek. Wymieszaé, odczekac 15

min. i zmierzy¢ absorbancje roztworéw w 1 cm kuwetach przy A=700 nm.

Opracowanie wynikow:

1) Wykresli¢ krzywa kalibracyjng A = f (¢) dla roztworéw wzorcowych fenolu.

2) Z wyznaczonej krzywej kalibracyjnej odczytaé stgzenia fenolu w analizowanych probkach

(mg/l).
3) Znajac rzeczywiste stezenie fenolu w probce, obliczy¢ wydajnosé procesu ekstrakcji, R%=
Cx

cwa -100%, gdzie R% - odzysk [%], Cx- oznaczone stezenie analitu w badanej probce, Cwz-
Wz

rzeczywiste stezenie analitu w badanej probce.
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