Metody ekstrakcji do fazy stalej w analityce Srodowiska i ZywnoSci

I. Cze¢s¢ teoretyczna

1. Ekstrakcja

Ekstrakcj¢ mozna zdefiniowa¢ jako metod¢ wydzielania lub rozdzielania sktadnikow
ztozonych substancji (mieszanin), opartg na podziale sktadnikow mieszaniny pomigdzy dwie
nie mieszajgce si¢ ze sobg fazy. Metode stosuje si¢ w celach: wydzielenia zwigzkow
chemicznych z ich pierwotnej matrycy, usuni¢cia substancji zaktocajgcych analize koncowa,
zatezenia analitow do poziomu wyzszego od granicy oznaczalno$ci, co umozliwia
zastosowanie odpowiedniej techniki instrumentalnej 1 przeprowadzenie iloSciowego
oznaczenia.

Wyrdznia si¢ wiele rodzajow ekstrakeji, m. in.:

e ckstrakcja w ukladzie gaz-ciecz (np. zbieranie lotnych zwigzkoéw organicznych do
cieczy pochlaniajacej w absorberze)

e ckstrakcja w ukladzie gaz-cialo state (np. ekstrakcja zapachow z powietrza przy
uzyciu putapki z weglem aktywnym)

e ckstrakcja w uktadzie ciecz-gaz (np. ekstrakcja do fazy nadpowierzchniowej)

e ckstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz (np. ekstrakcja fenoli z wody do chloroformu)

e ckstrakcja w uktadzie ciecz-ciato stale (np. ekstrakcja do statego sorbentu)

e ckstrakcja w uktadzie cialo state-gaz (np. oznaczanie §ladowych ilosci lotnych
sktadnikow organicznych w probkach o ztozonej matrycy)

e ckstrakcja w uktadzie cialo state-ciecz (np. ekstrakcja kofeiny z kawy do goracej
wody)

2. Ekstrakcja do fazy stalej (SPE)

Przygotowanie probki jest kluczowym etapem kazdej analizy chemicznej, zwlaszcza
w analityce $ladowej, gdzie zawarto$¢ oznaczanych substancji jest bardzo mata, a probka
zawiera liczne sktadniki matrycowe zakldcajace analizg. Wspotczesne metody przygotowania
probek srodowiskowych 1 zywnosciowych daza do uzyskania jak najprostszych, szybkich
1 efektywnych procedur, ktore pozwalajg na oczyszczenie, zatezenie 1 stabilizacj¢ oznaczanych
analitow. Ekstrakcja do fazy statej (SPE — Solid Phase Extraction) jest jedng z najczgsciej
stosowanych technik przygotowania probki przed analizg instrumentalng, szczegdlnie gdy
konieczne jest usunigcie zakldcajacych sktadnikow matrycy oraz zatgzenie oznaczanych
zwigzkoéw. Metoda polega na przeniesieniu analitu z probki ciektej lub gazowej do fazy statej
(proces adsorpcji), ktorg stanowi ztoze sorbentu, a nastepnie na elucji (selektywnym wymyciu)
analitu z zastosowaniem wlasciwego rozpuszczalnika (eluentu). Stosuje si¢ ja m.in. w analizie
wody, Sciekow, ekstraktow roslinnych czy zywnosci.

Etapy SPE:

e Kondycjonowanie sorbentu -  przeplukanie  kolumny  odpowiednimi
rozpuszczalnikami. Kondycjonowanie ztoza stuzy jego aktywowaniu przed podaniem
probki. Pod wptywem rozpuszczalnika poskrecane tancuchy sorbentu rozprostowujg
si¢, zwigkszajac powierzchni¢ sorpcyjna.



o Podanie probki — przepuszczenie roztworu analizowanej probki przez kolumienke
ekstrakcyjng, w ktorej znajduje si¢ ztoze adsorbentu. W wyniku tego anality zostaja
zaadsorbowane na czasteczkach zloza.

e Przemywanie — pozbycie si¢ zanieczyszczen

e Elucja — wymywanie zaadsorbowanych analitow przy pomocy niewielkiej ilosci
odpowiednio dobranego rozpuszczalnika. Do wymywania analitéw ze ztoza najczgsciej
wykorzystuje si¢ rozpuszczalniki organiczne.

Bardzo wazne jest dobranie odpowiedniego wypelnienia kolumienki oraz rozpuszczalnika do
elucji. Dostepnych jest wiele adsorbentéw stosowanych do tego rodzaju ekstrakcji. Popularne
sg adsorbenty na bazie krzemionki np. C18 (oktadecyl na zelu krzemionkowym), Florisil oraz
zel krzemionkowy. Stosuje si¢ takze r6znego rodzaju polimery i odpowiednio przygotowane
wegle aktywne, sadze i1 zeolity. Przy odpowiednim doborze rozpuszczalnika i rodzaju ztoza
mozliwe jest wyodrebnienie wielu substancji, m.in. pestycydow, weglowodoréw
policyklicznych 1 weglowodorow wielopierscieniowych.

Ekstrakcja do fazy statej jest dos¢ tanig metoda i tatwa do wykonania przy uzyciu prostej
aparatury, dzigki czemu mozliwa jest automatyzacja procesu. Niewatpliwg zaleta tej techniki
jest oczyszczenie probki z zanieczyszczen przy jednoczesnym jej zat¢zeniu. Uzyskany produkt
moze by¢ bezposrednio poddany analizie przy uzyciu technik chromatograficznych.

3. Metoda QuEChERS

Metoda QuEChERS (ang. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) zostata
opracowana w 2003 roku przez Anastassiadesa i Lehotaya jako odpowiedz na potrzebe
szybkiej, niedrogiej i efektywnej metody przygotowania probek zywnosci do oznaczania
pozostatosci pestycydow. Metoda QUEChERS polega na ekstrakcji i podziale w uktadzie ciecz—
ciecz sktadnikow probki z uzyciem rozpuszczalnika organicznego, a nastepnie oczyszczeniu
ekstraktu z wykorzystaniem metody dyspersyjnej ekstrakcji do fazy stalej (d-SPE), czyli
kontaktu z sorbentem w zawiesinie. Ta technika pozwala uzyska¢ prawidlowe wyniki przy
minimalnej liczbie etapéw pracy laboratoryjnej i niewielkim zuzyciu odczynnikow oraz szkta
laboratoryjnego. Z czasem technika ta zyskata ogromna popularno$¢ w analityce §ladowej, nie
tylko w analizie zywno$ci, ale rowniez srodowiskowej, klinicznej i toksykologiczne;.

Etapy metody QuEChERS:
1. Homogenizacja probki - zmielenie w celu zapewnienia jednorodno$ci materiatu.

2. Ekstrakcja i wysalanie — dodatek rozpuszczalnika (np. acetonitrylu) i soli (np. MgSOa4)
1 wytrzasanie; sole wspomagaja rozdziat faz i wypieraja wodg¢ z fazy organiczne;j

3. Odwirowanie — rozdzial ekstraktu od ztoza,

4. Oczyszczanie d-SPE — dodatek sorbentow (np. PSA, C18), ktére usuwaja zaktocajace
sktadniki matrycy (lipidy, kwasy organiczne, barwniki, cukry)

5. Wirowanie — uzyskanie produktu w supernatancie
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I1. Wykonanie ¢wiczenia

1. Metoda SPE

Przygotowac kolumne¢ C-18 Sep-Pak (500 mg), pod kolumng umiesci¢ krystalizator.
Pod wyciagiem przygotowa¢ 70 ml mieszanki acetonitrylu/dichlorometanu (1:1 v/v).
Przygotowac 3 probki - mieszaniny soku z woda:

o Sok porzeczkowy : woda 1:9, 70 ml + 5 ml metanolu

o Sok jabtkowy : woda 1:5, 70 ml + 5 ml metanolu

o Sok jabtkowy : sok porzeczkowy : woda 1:1:12, 70 ml + 5 ml metanolu.
Przygotowac 10 ml n-heksanu/acetonu (1:1 v/v).
Kondycjonowa¢ kolumne za pomoca 20 mL mieszanki acetonitrylu/dichlorometanu
(1:1 v/v), z uzyciem pompy prozniowej. Wazne jest, aby nie dopusci¢ do wyschniecia
ztoza pomiedzy kondycjonowaniem a aplikacja probki. W tym celu nalezy pozostawic¢
ok. 1 mm rozpuszczalnika nad warstwa wypelnienia. Jesli dojdzie do wysuszenia ztoza
przed podaniem probki proces kondycjonowania nalezy powtorzy¢. Wyla¢ zawartosé
krystalizatora do zlewek chlorowcopochodnych.
Kondycjonowa¢ za pomocg 5 ml metanolu, nastgpnie 3 ml wody podwdjnie
destylowanej. Oprozni¢ krystalizator.
Przepuszczaé probke przez kolumng z przeptywem okoto 5-10 ml/min pod proznig
Wysuszy¢ wypetnienie kolumny przez 10 minut pod préznig.
Eluowa¢ anality z fazy statej, kolejno do osobnych fiolek, za pomoca: a) 3ml acetonu,
b) 3ml n-heksanu/acetonu (1:1 v/v) i na koniec ¢) 3ml n-heksanu.

2. Metoda QuEChERS

Zmacerowac probke zywnosci w odpowiednim pojemniku na gladka pastg.
Odwazy¢ 15 g zmacerowanej probki do pustej probowki wirowkowej o pojemnosci 50
ml.

Przygotowac 30 mL 1% roztworu kwasu octowego w acetonitrylu.

Doda¢ do probki zywnosci 15mL 1% roztworu kwasu octowego w acetonitrylu.
Doda¢ do probki calg zawarto§¢ probowki 15mL (Q0010-15V) 1 spiek ceramiczny.
Wstrzasac reka przez 1 minute.

Wirowac przez 5 minut z predkoscig 4000 obrotow na minutg.

Przenies¢ 8 mL supernatantu do probowki wirowkowej 50 ml 1 doda¢ catos¢ 15 mL
dSPE (Q0030-15V).

Zamiesza¢ przez 1 minute.

Wirowac przez 5 minut z predkoscig 4000 obrotow na minutg.

Supernatant jest gotowy do analizy.

Zagadnienia na kartkowke:
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