Zadanie 3.
Zastosowanie chromatografii gazowej z detektorem wychwytu elektronéw w
analizie chlorowcopochodnych zwigzkéw organicznych w prébkach biologicznych

1. Wiadomosci ogolne

Chlorowcopochodnymi zwigzkéw organicznych (zwiazkami halogenoorganicznymi) okresla
si¢ zwiazki organiczne zawierajace w czasteczce atomy chloru, bromu lub jodu. S3 one szeroko
stosowane w przemysle i rolnictwie i bywaja czesto przyczyna skazen wod, gleby i atmosfery. Przez
srodowiska, ale 1 na skutek dziatania bezposredniego mogg by¢ powodem zatru¢. Sposrdd substancji
halogenoorganicznych najliczniejsza grupe stanowig zwiazki chloroorganiczne, a wiele z nich
zaliczanych jest do niebezpiecznych substancji organicznych. Zwiazki chloroorganiczne obecne w
srodowisku mozna podzieli¢, w zalezno$ci od ich wlasciwosci, na:

— lotne zwigzki chloroorganiczne,

- pestycydy,

- chlorofenole,

- polichlorowane bifenyle (PCB),

- polichlorowane dibenzo-p-dioksyny (PCDD) i dibenzofurany (PCDF).

Lotne zwiazki chloroorganiczne stanowig grupe substancji o krotkich tancuchach weglowych.
Typowymi przedstawicielami sa dichlorometan, trichlorometan (chloroform), tetrachlorometan,
trichloroetylen, tetrachloroetylen oraz freony. S3a one wykorzystywane w przemysle jako
rozpuszczalniki, zmigkczacze, ptyny czyszczace, pOlprodukty, $rodki chilodzace. W procesie
oczyszczania wody, w wyniku reakcji substancji organicznych z chlorem, powstajg uboczne produkty
dezynfekcji. W skiad tej grupy wchodzg zar6wno lotne, jak i nielotne zwigzki halogenoorganiczne.

Pestycydy to liczna 1 zréznicowana grupa zwigzkoéw chemicznych, ich zastosowanie celnie
okresla nazwa postata z potaczenia dwoch tacinskich stow pestis — szkodnik i cedeo — niszczy¢.
Pestycydy stanowia grupg zanieczyszczen Srodowiska bardzo czesto wystepujacych w wodach
powierzchniowych i gruntowych. Najwigksze ich stezenia stwierdza si¢ w okresie splywu wod
roztopowych oraz wykonywania zabiegéw agrochemicznych. Wazng drogg transportu pestycydow sg
opady atmosferyczne, za posrednictwem ktorych zanieczyszczeniu ulegajg zbiorniki wodne znajdujace
sie w duzej odlegtosci od terendow rolniczych. Wybor sposobu przygotowania probek zalezy od postaci
probki, rodzaju matrycy i analitéw oraz dostepnych metod instrumentalnych. Sposdb pobierania
probek wody w duzym stopniu zalezy od sktadu chemicznego zanieczyszczen wody 1 celu analizy.
Pestycydy stanowiace najwigksze zagrozenie to aldryna, dieldryna i epoksyd heptachloru Ste¢zenia
pestycydow w wodach 0,001 pg/l nie sg zagrozeniem. NSD dla sumy wszystkich pestycydéw
(obejmuje wszystkie oznaczone w analizie pestycydy) wynosi 0,50 pg/l. Okresla to dyrektywa, ktora
powinna by¢ wdrozona do stosowania w listopadzie 2003 roku. Problem zagrozenia pestycydami
fauny 1 flory wod powierzchniowych jest na tyle skomplikowany, ze dotychczas opracowano na ten
temat bardzo mato norm 1 przepisow prawnych. Polskie przepisy dotycza jakosci wod
powierzchniowych i obejmuja tylko trzy grupy pestycydow:

* insektycydy z grupy weglowodoréw chlorowcoorganicznych - 0,05 pg/l,

« insektycydy fosforoorganiczne i karbaminianowe - dopuszczalne stgzenie 1,0 pg/l.

Herbicydy s g to pestycydy stosowane do zwalczania chwastow. Ze wzgledu na sposéb dziatania
herbicydy dzieli si¢ na kontaktowe 1 systemiczne. Herbicydy kontaktowe niszcza rosliny w wyniku
bezposredniego kontaktu. Herbicydy systemiczne majg tagodniejsze dziatanie, sa wchianiane przez
liscie lub korzenie. Ze wzglgdu na budowe chemiczng herbicydy dzieli si¢ na:

* karboksylowe pochodne aromatyczne

* pochodne kwaséw alifatycznych

* podstawione fenole

* heterocykliczne pochodne azotowe



« alifatyczne pochodne azotowe.

2. Ogolne zasady dzialania chromatografu gazowego

Chromatografia gazowa jest wysokosprawng metoda rozdziatu mieszanin lotnych zwigzkoéw
umozliwiajgca ich jakosciowe i ilociowe oznaczanie. Ideowy schemat chromatografu gazowego,
wyposazonego w kolumne kapilarng i1 detektor wychwytu elektronow (ECD) przedstawiono na
rysunku ponizej.

Analizowana probka rozcienczona w odpowiednim rozpuszczalniku (lekki alkan C6-C8) jest
wprowadzana za pomocag mikrostrzykawki do dozownika chromatografu, w ktory nastepuje jej
odparowanie i wprowadzenie w strumien azotu ptyngcego bez przerwy przez uktad analityczny
chromatografu. Wraz ze strumieniem azotu probka w stanie gazowym wplywa do kolumny
chromatograficznej. Poniewaz, nawet precyzyjna mikrostrzykawka nie pozwala aplikowaé
odpowiednio matej ilosci analizowanego roztworu, wymaganej przy pracy z kolumnami kapilarnymi,
dozownik wyposazany jest w mechanizm dzielenia strumienia (split) pozwalajacy pobra¢ do kolumny
tylko, np. 1/100 cz¢$¢ objetosci odparowanej probki — 99/100 czgsci wypuszczane jest na zewnatrz.
Kapilarna kolumna chromatograficzna jest to cienka kapilarna rurka, o dhlugosci zwykle
kilkudziesigciu metréow z odpowiednio przygotowana powierzchnia wewngtrzna, pokryta
termostabilng fazg organiczng o precyzyjnie dobranych wiasciwosciach fizykochemicznych, w tym
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Z1 - zawor regulacyjny gazu nos$nego (carrier pressure), poziom cisnienia, ustawiony tym zaworem
limituje przeptyw przez detektor dodatkowego strumienia azotu omywajacego anode

Z?2 - zawor regulujacy cisnienie azotu na wlocie kolumny (column head pressure), a tym samym
wielko$¢ przeptywu przez kolumneg

Z3 - zawor regulujacy wyplyw gazu przez dzielnik (split)

Z4, 75 - zawory odcinajace przeptyw ,,dodatkowych strumieni azotu (aux gas, anode purge) przez
detektor, zamkniecie ich umozliwia pomiar przeptywu gazu przez kolumng

DO - dozownik

DE — detektor

polarnosci. Wtasnie oddziatywanie pomiedzy przeplywajacymi wraz z gazem no$nym parami
rozdzielanych substancji, a aktywng fazg kolumny lezy u podstaw ich separacji. Zwigzki o duzym
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powinowactwie do fazy aktywnej kolumny oraz wysokowrzace z natury przemieszczaja si¢ wzdhuz
kolumny wolniej. Skutecznosci rozdziatu chromatograficznego sprzyjajag odpowiednio dobrane:

— dhugos¢ 1 $rednica kolumny

—rodzaj 1 grubos$¢ fazy aktywnej kolumny

— program temperaturowy

— szybko$¢ przeptywu i rodzaj gazu nosnego w kolumnie

Oczywiscie kazdy z tych parametrow ma istotne ograniczenia, hie mozna np. prowadzi¢ analiz w
warunkach termicznej destrukcji analizowanych substancji lub niszczacych sama kolumne.

Substancje opuszczajgce kolumneg trafiajg do detektora. Detektor ECD specyficznie reaguje na
obecnos¢ zwigzkéw zawierajacych pierwiastki elektrono-akceptorowe. Weglowodory alifatyczne
praktycznie ,,nie sg widziane” przez taki detektor. Stad szerokie zastosowanie detektorow ECD do
oznaczania zwigzkow chlorowcoorganicznych (PCB, pestycydy).

2.1. Detektor wychwytu elektronow ECD.

Jest detektorem selektywnym. Sygnaty w detektorze ECD pojawiaja si¢ w wyniku gwalttownego
spadku natezenia pradu ptynacego w komorze jonizacyjnej po dostaniu si¢ do niej substancji o duzym
powinowactwie elektronowym. Ponizej przedstawiono schemat takiego detektora.
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W komorze detektora znajduje sie zrédto promieniowania B (folia z %Ni), katoda oraz elektroda
zbiorcza — anoda. Gaz nosny, ktorym jest bardzo czysty azot lub mieszanina argonu z metanem jest
jonizowany przez czastki 3, emitowane ze zrodla, zgodnie z rownaniem:

B+ N2=Ny"+.4e

Jony dodatnie i1 elektrony ,,zbierane sga przez elektrody. W ten sposob tworzy si¢ prad tla.
Wprowadzone do komory zwigzki o duzym powinowactwie elektronowym, wychwytuja wolne
elektrony wedtug rownania:

X+.1e=X

Jony X', rekombinujg z dodatnimi jonami gazu no$nego N2*, powodujac spadek pradu tla. Detektor
charakteryzuje si¢ duzg czutoscig w stosunku do zwigzkéw halogenoorganicznych (zwierajace fluor,
chlor, brom lub jod). Poziom detekcji jest rzedu 10** g Cl na cm® gazu no$nego.



3. Oznaczenia 1,2-dibromoetanu w proébce powietrza metoda GC-ECD

Warunki pracy chromatografu:

« temperatura dozownika: 240°C

« temperatura detektora: 300°C

* przeptyw gazu nos$nego (azotu) przez kolumne: 1 ml/min (100 kPa)

* przepltyw dodatkowego gazu no$nego (azotu) przez detektor: 40 ml/min
« program temperaturowy pieca: 60°C(1min), 20°C/min — 120°(3 min),
* kolumna: HP-5, dtugo$¢ — 30m, $rednica 0,25mm, film 0,25 um

* objetos¢ nastrzyku: 1ul (split 1:20)

Czas analizy wynosi okoto 10 min.

Wykonanie oznaczenia:

Zadanie polega na okresleniu ilosci 1,2-dibromoetanu (DBE) obecnego w probce powietrza. Do tego
celu wykorzystany zostanie chromatograf gazowy z detektorem wychwytu elektronow (ECD) firmy
Shimadzu. Powietrze skazone chlorowcopochodng uzyskane bgdzie przez wprowadzenie okreslonej
ilosci odczynnika do szklanej butelki o pojemnosci 350 ml z gumowym korkiem. Stezenie DBE w
probce powietrza zostanie wyliczone na podstawie krzywej wzorcowej otrzymanej przez analize¢
odpowiednich rozcienczen 1,2-dibromoetanu w heksanie. Rozcienczenia DBE przygotowujemy za
pomoca pipety automatycznej W szklanych fiolkach o pojemnosci 2 ml z zakretka. Roztwor wyjsciowy
zawiera 10 ug 1,2-dibromoetanu w 1 ml heksanu. Kolejne rozcienczenia to 0.1 ng/ul, 0.05 ng/ul, 0.01
ng/ul. Przygotowujemy je poprzez odpowiednie rozcienczanie heksanem roztworéw wyjsciowych.

Pomiary rozpoczynamy od analizy chromatograficznej rozpuszczalnika czyli heksanu®. Analizy
roztworow wzorcowych do krzywej wykonujemy w kolejnosci od najnizszego do najwyzszego
stezenia, aplikujac za kazdym razem do aparatu GC-ECD po 1 pl roztworu (nie przeptukujac w
migdzyczasie strzykawki).

Po wykonaniu wszystkich analiz strzykawke¢ nalezy 10 krotnie przeptuka¢ heksanem. Oznaczenie
zawartosci 1,2-dibromoetanu w probce powietrza zostanie przeprowadzone przez aplikacje¢ do aparatu
100 ul powierza pobranego przez gumowy korek z butelki za pomocg gazoszczelnej mikrostrzykawki.
Pliki kolejnych analiz oznaczamy w sposob nastepujacy: 1Hex — dla heksanu; 1DB100, 1DBO050,
1DBO010 — dla kolejnych rozcienczen 1,2-BDE; 1DBPOW — dla probki powietrza (pisanie rozszerzenia
pliku nie jest konieczne). Pliki zapisujemy w katalogu: C:\CHROMA\ANALIZY\B_SAD\Zesp_M-N,
gdzie: M oznacza nr grupy w kolejnosci odbywania ¢wiczen, a N nr zespolu w danej grupie.

llos¢ 1,2-dibromoetanu w probce powietrza obliczmy na podstawie powierzchni piku i krzywej
wzorcowej wykreslonej na podstawie powierzchni pikow roztworéw wzorcowych.

“Analizy GC-ECD i odczytanie powierzchni pikéw prowadzimy w oparciu o osobna instrukcje.



Zadanie 3. Zastosowanie chromatografii gazowej z detektorem wychwytu elektronéow w analizie
chlorowcopochodnych zwigzkéw organicznych w probkach biologicznych

Imiona i nazwiska autorow: Zespot nr:

Wyniki:

Stezenie DBE 0.1 ng/ul 0.05 ng/ul 0.01 ng/ul
Powierzchnia
piku [uV/s]
Powierzchnia piku Stezenie DBE ng/100pl 1g/350ml
probki powietrza: |  ......... w powietrzu: | ---e--

Krzywa wzorcowa i wynik pomiaru zawarto$ci DBE w powietrzu

Powierzchnia piku

Stezenie 1,2-dibromoetanu



