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PROCEDURA PRZYGOTOWANIA PROBKI
DO OZNACZANIA WIELOPIERSCIENIOWYCH
WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH

W PRODUKTACH TECHNICZNYCH

W pracy opisano nowg metode przygotowania probki w celu oznaczania $la-
dowych zawartosci wielopierécieniowych weglowodoréow aromatycznych (WWA)
w wysokowrzgcych produktach naftowych. Warto$ci granicy oznaczalno$ci dla bada-
nych WWA w materiafach tego typu mie$city sie w przedziale od kilkudziesieciu ng/kg
do ponizej dwudziestu ug/kg. Badania wykazaty, Ze w celu oddzielenia wiekszosci
zanieczyszczeli od analitéw, bez ich znaczgcych strat, konieczne jest, w pierwszym
etapie przygotowania probki, zastosowanie chromatografii wykluczania (ang. Size
exclusion chromatography - SEC) w skali semipreparatywnej albo preparatywne.
W kolejnym etapie zastosowano chromatografie adsorpcyjng w ukfadzie faz normal-
nych, korzystnie, takze w skali semipreparatywnej lub preparatywnej. Zastosowanie
procedury rozdzielania ortogonalnego opisanego w pracy pozwala na wyizolowanie
z badanego materiafu jedynie grupy niepodstawionych weglowodoréw aromatycz-
nych w $cisle okre$lonym zakresie masy molekularnej. Im nizsza jest wymagana
granica oznaczalno$ci (LOQ) WWA, tym wiekszg skale preparatywnej chromatografii
cieczowej nalezy zastosowa¢ w obu etapach wzbogacania probki. Korzystne jest
réwniez zastosowanie metody dodatku wzorca, zapewniajgce analize iloSciowg, sko-
rygowang o stopiefi odzysku WWA podczas etapu przygotowania probki. Oznacze-
nie koficowe moze byé¢ wykonane technikg HPLC-FLD albo GC-MS, przy czym
w przypadku przygotowania probki z zastosowaniem kolumn do preparatywnej
chromatografii cieczowej, mozna do identyfikacji $ladowych zawarto$ci WWA, a tak-
Ze do wykonania oznaczenia, zastosowac detektor UV-VIS/DAD, otrzymujgc widma
UV-VIS oznaczanych analitow i dodatkowg mozliwo$¢ ich identyfikacji na tej podsta-
wie.

WSTEP

Przygotowanie prébki w celu oznaczenia $ladowych zawartosci anali-
téw w ztozonych matrycach na ogét zawiera dwa etapy: ekstrakcje analitow
lub ekstrakcje z matrycy, a nastepnie oczyszczanie [1]. Pierwszy etap ma na
celu selektywng izolacje analitow z jednoczesnym uproszczeniem matrycy.
Najczesciej wykorzystywane w tym celu procedury to ekstrakcja ciecz-ciecz,
adsorpcja-desorpcja, hydroliza (np. zmydlanie) i precypitacja. Ekstrakcje
mozna przeprowadza¢ poprzez kompleksowanie analitéw, w celu uzyskania
roznicy w rozpuszczalnosci pomiedzy frakcjg izolowang a matryca. Etap



wzbogacania/oczyszczania jest czesto wykonywany z wykorzystaniem eks-
trakcji do fazy statej (SPE, ang. Solid Phase Extraction).

W pracy opisano nowg procedure, pozwalajgcg na oznaczanie WWA
w ztozonych matrycach tj. frakcje wysokowrzacych produktéw naftowych
(pozostato$¢ prozniowa, asphalt). Wielopierscieniowe weglowodory aroma-
tyczne mogg powstawal podczas procesow produkcji/destylacji wysokow-
rzacych produktow naftowych w wyniku krakingu termicznego. Oznaczanie
WWA w produktach naftowych, jak réwniez innych produktach, jest wazne
w zwigzku z ich karcinogenng i teratogenng naturg oraz wszechobecnoscig
w Srodowisku, zwigzang z emisjg pyldw, spalania paliw i innych rodzajow
zanieczyszczen. Problem oznaczania WWA na niskim poziomie stezen jest
coraz bardziej znaczacy z uwagi na ostatnie ograniczenia prawne dotyczace
maksymalnej dopuszczalnej zawartosci WWA w réznych produktach. Przy-
ktadowo, w 2006 roku NIOSH przyjat limit zawarto$ci wynoszacy 10 ug/kg
dla WWA i 1 ug/kg dla benzo [a] pirenu w produktach technicznych.

Gtéwny problem stanowi oznaczanie zawartosci WWA na niskich lub
Sladowych poziomach stezen w skomplikowanych matrycach zawierajgcych
WWA podstawione grupami alifatycznymi i alicyklicznymi.

Standardowa metoda oznaczania zawartosci frakcji policyklicznych
zwigzkéw aromatycznych, w tym WWA, zostata opisana przez Institute of
Petroleum w normie IP346, ktéra jest szeroko stosowana na catym Swiecie
[2]. Procedura opiera si¢ ha oznaczaniu grawimetrycznym frakcji rozpusz-
czalnej w sulfotlenku dimetylowym (DMSO) w temperaturze pokojowej. Tym
niemniej procedura nie jest dostatecznie selektywna do efektywnego przygo-
towania probki produktéw naftowych w celu oznaczania $Sladowych zawarto-
Sci WWA, poniewaz przygotowany ekstrakt zawiera zbyt wiele weglowodo-
row aromatycznych.

Literatura fachowa opisuje wykorzystanie w celu przygotowania probki
chromatografii wykluczania (SEC). To podejScie pozwala na izolacje frakcji
0 okreslonym zakresie masy molekularnej. SEC znalazta wiele zastosowan
w przygotowaniu probki do oznaczania wielu niskomolekularnych zanie-
czyszczen, tj. pestycydy, pozostatosci lekow i WWA w zywnoSci, produktach
naftowych, probkach srodowiskowych i wielu innych matrycach [3-5]. Nerin
i Domeno stosowali chromatografie Zelowg podczas etapu przygotowania
prébki do oznaczania zawartosci WWA w przemystowych olejach odpado-
wych [6]. Wyizolowana frakcja nadal zawierata jednak lipidy o niskich ma-
sach czasteczkowych.

Technika ekstrakcji do fazy statej (SPE, ang. Solid Phase Extraction)
jest szeroko wykorzystywana w przygotowaniu prébki do oznaczania WWA,
szczegolnie w wodzie pitnej [7-9]. Technika SPE znalazta réwniez zastoso-
wanie przy oznaczaniu WWA w smole koksowniczej, co opisano w polskiej
normie PN-C-82056 [10]. Wykorzystuje si¢ szklang kolumn¢ wypetniong ak-
tywowanym tlenkiem glinu oraz zelem krzemionkowym, a do elucji frakciji
zawierajgcej WWA stosuje sie benzen. Alternatywnie stosuje sie procedury,
w ktoérych faze stacjonarng stanowi Florisil lub Sphadex LH-20 i odpowiednio
benzen lub metanol jako eluent. Nerin and Domefio uzywali pakowanych ko-
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lumn szklanych wypetnionych tlenkiem glinu oraz mieszaniny heksanu
i dichlorometanu (95:5 v/v) jako eluentu, w celu oczyszczenia frakcji uzyska-
nej z chromatografii wykluczania [6]. Tym niemniej metody wykorzystujgce
adsorpcje w sposob klasyczny”, ze szklanymi kolumnami o niskiej sprawno-
Sci sg zmudne, czasochtonne oraz charakteryzujg sie niskga dokfadno$cig
i precyzja. Réwniez wysokie zuzycie toksycznych rozpuszczalnikow oraz
wymagane kazdorazowe wypetnianie kolumn porcjg aktywowanego sorben-
tu stanowi o minusach tych metod.

W literaturze technicznej istniejg takze procedury przygotowania
probki oparte na zastosowaniu techniki SPE do wyodrebnienia grupy WWA
z ropy naftowej. Proponuje si¢ zastosowanie Florisilu, jako fazy stacjonarnej
i heksanu jako eluentu [11]. Technika SPE z zastosowaniem mikrokolumie-
nek ma wiele zalet, do najistotniejszych nalezg: znaczne zredukowanie iloSci
uzywanych rozpuszczalnikéw, prostota wykonania, a takze tatwos¢ automa-
tyzacji (potaczenie on-line z HPLC lub GC). Jednakze w przypadku probek o
skomplikowanej matrycy pojawia si¢ problem niskiego stopnia odzysku ana-
litow oraz matej powtarzalno$ci rezultatéw, wywotane nieselektywna oraz
niecatkowitg desorpcja. Niska sprawnos¢ kolumienek SPE powoduje nakta-
danie sie frakcji sktadnikdw przeszkadzajgcych w analizie na frakcje anali-
téw, szczegdlnie w przypadku bardzo ztozonej matrycy.

Wady kolumienek SPE oraz klasycznych kolumn szklanych nasuwajg
wniosek, ze technikg potencjalnie zdolng do zapewnienia zadowalajgcego
stopnia rozdzielania grupowego skomplikowanych mieszanin moze by¢
technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz normal-
nych (NP-HPLC). Fazy stacjonarne w ukfadach faz normalnych stosowanych
w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (NP-HPLC) do rozdzielania
grupowego produktéw naftowych to przede wszystkim: Zel krzemionkowy,
tlenek glinu [12-14], mieszanina Zelu krzemionkowego [13] i tlenku glinu [14],
Florisil [15] i fazy zwigzane, takie jak: Zel krzemionkowy modyfikowany gru-
pami cyjanopropylowymi (CN) [16], aminopropylowymi (NH;) [17] i okadecy-
lowymi (C18) [18].

Saravanabhavan i wsp. zaproponowali metodyke przygotowania
prébki do jednoczesnego oznaczenia niepodstawionych i podstawionych
tancuchami alkilowymi WWA w ,ciezkich” olejach napedowych (o temperatu-
rze wrzenia 287-481°C). Pierwszym etapem analizy byta precypitacja parafi-
ny, a nastepnie podzielenie pozostatej frakcji na 5 grup z wykorzystaniem
techniki adsorpcyjnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz normalnych.
Poszczegdine grupy weglowodoréw aromatycznych oznaczano nastepnie
z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréoco-
nych (19). Na poczatku lat 80. Wise i wsp. (20-21) zaproponowali wykorzy-
stanie HPLC w ukfadzie faz normalnych na etapie przygotowania probki do
oznaczania $ladowych zawarto$ci WWA w omutkach.

Zastosowanie techniki NP-HPLC podczas drugiego etapu przygotowa-
nia prébki powinno zapewnic¢ dobrg powtarzalnos¢ wynikow, mozliwo$¢ zasto-
sowania przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie chromatograficznej oraz
mozliwoS¢ monitowania procesu chromatograficznego z pomoca detektora.
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Nasze badania wstepne wykazaty brak w normach i w literaturze na-
ukowej efektywnych procedur przygotowania prébki do analizy Sladowych
zawartoSci WWA w wysokowrzgcych produktach naftowych. Zastosowanie
w tym celu dotychczas opisanych procedur przygotowania probki do ozna-
czania WWA okazato sie catkowicie nieskuteczne.

W odréznieniu od efektywnych metod przygotowania prébki, metody-
ka koncowego oznaczania WWA jest stosunkowo dobrze opanowana pod
warunkiem, ze probka nie zawiera praktycznie pochodnych alifatycznych
i alicyklicznych WWA. Mozna wtedy zastosowac¢ albo metody znormalizowa-
ne [7, 9], albo ich modyfikacje, opisane w literaturze naukowej. Obecnie naj-
czesciej stosowanymi technikami sg: chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometrig mas (GC-MS) lub z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
(GC-FID), albo wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcjg fluore-
scencyjng (RP-HPLC/FLD). Mozliwos¢ jednoczesnej identyfikacji WWA,
kosztem jednak wyzszej granicy oznaczalnosci (LOQ), daje zastosowanie
detektora UV z matrycg fotodiodowa (RP-HPLC/UV-DAD). Rozdzielanie
WWA technikg HPLC wykonuje sie w warunkach uktadu faz odwréconych.
Fazg stacjonarng jest z reguty oktadekan, zwigzany z zelem krzemionkowym
(8rednica ziaren wypetnienia 3 pm albo 5 pm), natomiast fazg ruchoma mie-
szaniny acetonitrylu (AcCN) albo metanolu (MeOH) z wodg w réznych pro-
porcjach. Elucje wykonuje sie zwykle w sposdb gradientowy. Najnowszym
rozwigzaniem jest detekcja za pomocg spektrometru mas (LC-MS). W litera-
turze brakuje jednak danych dotyczgacych zaleznosSci granicy oznaczalnoSci
analitow z grupy WWA od warunkéw przygotowania prébki oraz warunkow
oznaczania i detekcji. Ten problem bedzie przedmiotem kolejnej pracy, be-
dacej obecnie w przygotowaniu.

W konsekwencji opracowano nowg, dwuetapowg procedure przygo-
towania probki, z wykorzystaniem najpierw - kolumnowej chromatografii wy-
kluczania (GPC/SEC) i kolejno - rozdzielania grupowego z zastosowaniem
elucyjnej, kolumnowej chromatografii cieczowej w uktadzie faz normalnych
(NP-HPLC), ktéra jest przedmiotem niniejszej pracy.

CZESC EKSPERYMENTALNA
Materiaty

Rozpuszczalniki i eluenty wykorzystane w pracy miaty czysto$¢ odpo-
wiednig do pracy z HPLC. Roztwory wzorcowe sporzgdzono w oparciu
0 substancje wzorcowe o czystosci powyzej 98%. Probki asfaltow i produk-
téw z destylacji ropy naftowej wyprodukowane w Grupie LOTOS S.A..

Kolumny chromatograficzne i kolumienki SPE: Kolumny preparatywne
250x25 mm LiChrogel PSMIX, 10 um, (MERCK, Niemcy), 200x16.8 mm
Lichrosorb Si60, 10 um, (MERCK, Niemcy); Kolumny analityczne 250x4.6 mm
Spherisorb PAH, 5 um, kolumienka typu SPE z wypetnieniem Florisil — 1000 mg
(Macherey — Nagel, Niemcy).
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Aparatura i wyposazenie:

e Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Niemcy)
wyposazony w czterokanatowy system elucji gradientowej z zaworami
proporcjonujacymi (tzw. gradient niskoci$nieniowy), pompe L-6200, za-
wor dozujacy Rheodyne Rh-7725i z petla dozujacg 100 ul, kolumne
chromatograficzna, termostat, detektor UV - DAD 7450A, detektor fluore-
scencyjny F 1050, oprogramowanie HSM oraz, dodatkowo, w sze$cio-
drogowy dwupotozeniowy zawor V 7226 (Knauer, Niemcy), do zmiany
kierunku przeptywu fazy ruchomej w kolumnie (backflash);

e Gradientowy chromatograf cieczowy (Merck-Hitachi) wyposazony w czte-
rokanatowy system elucji gradientowej z zaworami proporcjonujacymi
(tzw. gradient niskoci$nieniowy), pompe L-6200, zawoér dozujacy Rhe-
odyne Rh-7161 z petlg dozujgca 1 ml, kolumne chromatograficzna, ter-
mostat, detektor UV - DAD L-3000, detektor refraktometryczny 1037A,
oprogramowanie HSM oraz, dodatkowo, w sze$ciodrogowy dwupotoze-
niowy zawor V 7226 (Knauer, Niemcy), do zmiany kierunku przeptywu fa-
zy ruchomej w kolumnie (backflash);

e Zestaw do odparowywania nadmiaru rozpuszczalnika w strumieniu azotu,
w sktad ktérego wchodzg: butla z gazem obojetnym (N2), pokrywa firmy
J.T. Baker wykonana z poliamidu wyposazona w igly oraz podtaczenie
gazu;

METODYKA

Izolacja frakcji (grupy) o niskim zakresie masy czasteczkowej

Zastosowano preparatywng kolumne typu PS MIX (250x25 mm, d, =
= 10 ym), dichlorometan, jako eluent oraz szeregowo potaczone detektory:
refraktometryczny i UV - DAD. Granice elucji grupy WWA wyznaczono
w oparciu o wartoSci czasu retencji koronenu i benzenu. Roztwér asfaltu
w dichlorometanie zmieszano w stosunku objetoSciowym 1:1 z roztworem
wzorcow koronenu i benzenu o stezeniu 0,025 g/ml w dichlorometanie. Roz-
dzielaniu w warunkach wykluczania poddano roztwor asfaltu z i bez dodatku
wzorcéw benzenu i koronenu. Wszystkie mieszaniny rozdzielano w tempera-
turze 20°C. ObjetoSciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito
4,5 ml/min, objetosé dozowana 550 pl. W zakresie elucji koronenu oraz ben-
zenu zbierano niskomolekularng frakcje zawierajgcq anality z grupy WWA
mogace potencjalnie wystepowac¢ w badanym materiale.

Izolacja frakcji (grupy) w zakresie polarnosci WWA technika wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz normalnych
(NP-HPLC)

Frakcje uzyskang w warunkach wykluczania odparowano do sucha
w strumieniu azotu. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 550 pl n-heksanu
i poddano analizie z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej, adsorpcyjnej
chromatografii cieczowej w warunkach uktadu faz normalnych. Zastosowano
preparatywng kolumn¢ wypetniong zelem krzemionkowym oraz szeregowo
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potaczone detektory UV-DAD (dtugo$c¢ fali A = 254 nm) i refraktometryczny.
Granice elucji analitow z grupy WWA wyznaczono w oparciu o czas elucji
koronenu i benzenu. W zakresie elucji poczatku piku koronenu oraz konca
piku benzenu (w czasie 6,5+8,4 od momentu dozowania) zbierano odpo-
wiednig frakcje. Temperatura: 20°C, eluent: n-heksan. Objeto$ciowe nateze-
nie przeptywu fazy ruchomej - 4,5 mi/min, objeto$¢ dozowana 500 pl. Po
czasie 10 min przetaczono zawor przeptywu zwrotnego (backflush), zapew-
niajac w ten sposob elucje z kolumny wszystkich wielopierScieniowych we-
glowodoréw aromatycznych przed przetaczeniem zaworu przeptywu zwrot-
nego i umozliwiono elucje wszystkich wysokopolarnych sktadnikéw probki
silnie sorbowanych na powierzchni fazy stacjonarnej w warunkach przepty-
wu zwrotnego, w postaci pojedynczego piku.

Izolacja frakcji (grupy) w zakresie polarno$ci WWA technika ekstrakcji
do fazy statej (SPE)

Frakcje uzyskang w warunkach chromatografii wykluczania odparo-
wano do sucha w strumieniu azotu. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono
w 550 pl n-heksanu i poddano adsorpcji z zastosowaniem techniki SPE.
Etap ten realizowano zgodnie z procedurg opisang w aplikacji Macherey-
Nagel (11). W badaniach zastosowano kolumienki SPE wypetnione Florisi-
lem (180 pl frakcji adsorbowano na 1 g Florisilu). Kolumienki uprzednio kon-
dycjonowano 20 ml metanolu, suszono, a nastgpnie kondycjonowano 20 ml
n-heksanu i ponownie suszono. Anality ze ztoza sorbentu eluowano za po-
mocg 25 ml n-heksanu. Uzyskang w ten sposob frakcje - po wymianie roz-
puszczalnika, z jednoczesnym zatezeniem - poddawano analizie chromato-
graficznej (punkt II. 2. 4).

Rozdzielanie, identyfikacja i oznaczanie zawarto$ci WWA technika wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwréconych
(RP-HPLC)

Frakcje wzbogacong w anality z grupy WWA uzyskang zgodnie
z metodyka przygotowania prébki opisang w punktach II. 2. 1, 11. 2. 2, 11. 2. 3
odparowano do sucha w strumieniu azotu. Suchg pozostatos$¢ rozpuszczono
w 70 pl acetonitrylu. W badaniach zastosowano dwa szeregowo potgczone
detektory: UV-DAD (w zakresie dtugosci fali 220+450 nm) oraz fluorescen-
cyjny. Dlugos¢ fali wzbudzenia Ao wynosita 275 nm, natomiast dtugos¢ fali
emisji Ay — 375 nm (dla naftalenu, acenaftenu, fluorenu i fenantrenu), a na-
stepnie 410 nm (dla pozostatych analitdw z grupy WWA). Temperatura:
20°C; objetosciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min; objgto$¢
dozowana: 50 pl. Warunki rozdzielania zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Warunki rozdzielania zastosowane do koncowego oznaczania
WWA

Kolumna chromatograficzna Eluent / Program elugiji

. . 0-40min ACN:H,0=80:20 v/v
Spherisorb PAH, 5um, 250x4.6mm i.d. 40.1-70min ACN
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Identyfikacji WWA dokonano na podstawie:

e Poréwnania czasu retencji odpowiednich pikow na chromatogramach
z warto$cig czasu retencji substancji wzorcowych

e Poréwnania widm w zakresie 220 nm do 450 nm, w tym dtugosci fali
maksimum widm poszczegdlnych pikow z widmami wzorcéw WWA.
Kalibracje zawartosci WWA wykonano metoda krzywej kalibracyjnej
(external standard method) w oparciu o sygnat detektora UV-DAD oraz
fluorescencyjnego. W przypadku kalibracji na podstawie sygnatu detekto-
ra UV-DAD program dtugosci fali byt nastepujacy: 270 nm dla naftalenu,
315 nm - acenaftylen, 265 nm - acenaften i fluoren, 254 nm — fenantren,
antracen i fluoranten, 270 nm - piren, 285 nm - benzo(a)antracen i chry-
zen, 287 nm - benzo(b)fluorantenu, 293 nm - benzo(k)fluorantenu, ben-
zo(a)pirenu, 290 nm - dibenzo(a,h)antracen, indeno(1,2,3-cd)piren,
benzo(g,h,i)perylen, benzo(e)piren, benzo(j)fluoranten. Wykonano
5-punktowe krzywe kalibracyjne o stezeniach poszczegdlnych zwigzkéw
z grupy WWA w zakresie: 50+1000 ng/ml — dla detektora UV-DAD oraz
0,5+32,0 ng/ml - dla detektora fluorescencyjnego. Podczas analizy pré-
bek rzeczywistych po zakonczeniu elucji analitéw z grupy WWA kolumne
przetaczano do trybu elucji wsteczne;.

Wyznaczenie stopnia odzysku analitéw z grupy WWA zawartych
w badanych materiatach

Do roztworu asfaltu drogowego 50/70 o stezeniu 0,05 g/ml w dichlo-
rometanie dodano 10 pl roztworu mieszaniny wzorcéw WWA o stezeniu
200 pg/ml w dichlorometanie. Nastepnie prébki przygotowano zgodnie
z procedurg przygotowania prébki opisang w punktach 1. 2. 1, 1. 2. 2, II. 2. 3.
Stopien odzysku wyznaczono z zaleznosci:

R= Ci (kal.)/ Ci (rzecz.) x 100%

gdzie:
Ci «al) - Stezenie i-tego analitu wyznaczone w oparciu o krzywg kalibracyjng,
Ci (zecz) - Stezenie rzeczywiste i-tego analitu, ktory zostat wprowadzony do
analizowanego roztworu.
Jako granice oznaczalnosci (LOQ) przyjeto stezenie odpowiadajgce
5-krotnosci poziomu szumow detektora pomniejszone o warto$¢ stopnia od-
zysku.

Kazdy eksperyment, ktdrego rezultat zostat zamieszczony w pracy,
byt wykonywany co najmniej dwukrotnie. Przedstawione wyniki sg warto-
Sciami Srednimi.

47



WYNIKI | DYSKUSJA

Chromatografia wykluczania w skali preparatywnej (P-GPC/P-SEC) jako
pierwszy etap przygotowania probki do analizy §ladowych zawartosci
WWA w materialach naftowych

W pierwszym etapie przygotowania probki wykorzystano technike
chromatografii wykluczania w celu selektywnego wydzielenia frakcji, poten-
cjalnie zawierajacej WWA i réznigcej sie masg molekularng od zdecydowa-
nej wigkszosci pozostatych sktadnikéw niskolotnych produktéw naftowych.
Etap ten umozliwit oczyszczenie probki ze sktadnikéw produktéw naftowych
0 wyzszych masach czgsteczkowych niz WWA, eluowanych wcze$niej niz
WWA. Zakres elucji grupy WWA wyznaczono postugujac sie mieszaning ko-
ronenu oraz benzenu. Koronen posiada mase molekularng nieco wyzszg
(C4H12, M = 300Da) od masy molekularnej zwigzkéw nalezgcych do grupy
WWA (dibenzo(a,h)antracen CxHq4 posiada najwyzszg mase molekularng
w obrebie grupy WWA i wynosi ona 278 Da). Natomiast benzen (M CgHg =
= 78 Da), wyznacza dolng granice elucji, jego masa molekularna jest nizsza
od naftalenu (M CyoHzs, M = 128 g/mol). W celu obnizenia granicy oznaczal-
no$ci WWA powiekszono skale procesu przygotowania probki poprzez za-
stosowanie preparatywnej kolumny do chromatografii wykluczania (d. =
=25 mm, L, = 250 mm, d, = 10 ym). Zastosowanie chromatografii w skali
preparatywnej umozliwito wyizolowanie w jednym etapie rozdzielania znacznie
wigkszych ilosci frakcji bogatej w anality z grupy WWA, niz by to byto mozliwe
z zastosowaniem kolumny analitycznej. Na rysunku 1 przedstawiono przykta-
dy chromatograméw obrazujgcych efekt rozdzielania w warunkach chromato-
grafii wykluczania roztworu asfaltu drogowego 50/70 — Grupa LOTOS S.A.
z (rys. 1A) i bez (rys. 2A) dodatku wzorcéw koronenu i benzenu).

|
[ |
(M |
| {
T T————— J ———
s 10 s e 5 10 15 20

Czas retencji [min] Czas retencyi [min]

Rysunek 1. Przyktad chromatograméw otrzymanych podczas przygotowania prébki asfaltu dro-
gowego 50/70, z dodatkiem (czes¢ A) i bez dodatku (czes¢ B) roztworu wzorca benzenu i koro-
nenu w warunkach rozdzielania z zastosowaniem preparatywnej kolumny wykluczania. Kolum-
na: preparatywna PS-MIX o wymiarach 250x25 mm, 10 pm, Eluent: dichlorometan,
Objetosciowe natezenie przeptywu: 4,5 ml/min., Objetos¢ dozowana: 550 pl, Detektor: RID,
Oznaczenia: 1 - komponenty asfaltu, 2 - benzen+koronen; strzatkami zaznaczono zakres zbie-
rania frakcji zawierajgcej WWA
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Na podstawie rys. 1 mozna stwierdzi¢, ze w tym etapie przygotowania
prébki wyizolowana frakcja bogata w anality z grupy WWA zostata pozba-
wiona zasadniczej czesci wysokomolekularnych sktadnikéw asfaltu. Kompo-
nenty wyizolowane w tym etapie przygotowania prébki to WWA, inne we-
glowodory oraz substancje organiczne zawierajace réznego rodzaju
podstawniki o masach molekularnych zblizonych do WWA.

Podczas pierwszego etapu przygotowania probki do analizy $ladowych
zawartosci WWA wykorzystano jako faze stacjonarng kopolimer styren - diwiny-
lobenzen o $cisle okreslonym zakresie wielkosci poréw — od 50 do 50000 A.

Ze wzgledu na znaczny koszt preparatywnej kolumny chromatogra-
ficznej z wypetnieniem styren - diwinylobenzen podjeto probe zastgpienia tej
fazy stacjonarnej tradycyjnymi fazami stacjonarnymi dla uktadu faz normal-
nych, badz odwréconych. Aby wyeliminowa¢ oddziatywania sorpcyjne i za-
pewni¢ mechanizm wykluczania, dla kazdej ze stosowanych kolumn wyko-
rzystano fazy ruchome o bardzo wysokich sitach elucyjnych. Zbadano
mozliwos¢ zastosowania do przygotowania prébki faz stacjonarnych: CN,
DIOL, NH; z polarnymi fazami ruchomymi, takimi jak: dichlorometan: meta-
nol 1:1, tetrahydrofuran:metanol 7:3 oraz faze stacjonarng typu C18 z niepo-
larng fazg ruchoma, takg jak n-heksan. Badania wykonano w skali kolumn
analitycznych. Na podstawie tych badan mozna stwierdzi¢, ze mimo zasto-
sowania eluentu o wysokiej sile elucyjnej nie udato sie wyeliminowa¢ oddzia-
tywan sorpcyjnych miedzy fazg stacjonarng stosowang w warunkach NP
a polarnymi, niskoczgsteczkowymi komponentami badanych materiatéw
oraz analogicznie miedzy fazg stacjonarng stosowang w warunkach RP
a niepolarnymi komponentami badanych materiatow. W obu wariantach (fa-
zy stacjonarne typu NP oraz RP) podobng jak benzen i koronen objeto$cig
elucji charakteryzowata sie duza cze$¢ wyzej molekularnych sktadnikéw ba-
danych materiatéw. Swiadczy to o mieszanym mechanizmie rozdzielania,
mimo stosowania eluentéw o wysokich sitach elucji. Konieczne jest wiec za-
stosowanie kopolimeru styren — di winylobenzen, jako fazy stacjonarnej do
przygotowania prébki w warunkach wykluczania.

Adsorpcja w uktadzie faz normalnych jako kolejny etap przygotowania
probki do analizy $ladowych zawarto$ci WWA w materiatach naftowych

Zastosowanie chromatografii wykluczania jako etapu przygotowania
probki do analizy Sladowych zawartosci WWA w materiatach technicznych
okazato si¢ niewystarczajace. We frakcji uzyskanej w warunkach chromato-
grafii wykluczania znajdowata si¢ ogromna ilo$¢ substanciji o masie zblizonej
do masy WWA, i o podobnej albo wyzszej polarnosci. To uniemozliwia wyko-
nanie oznaczenia koncowego z zastosowaniem RP-HPLC. Do dalszego
oczyszczania probki wykorzystano adsorpcje. Potencjalnie mozliwe jest réow-
niez zastosowanie techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE), albo w warunkach
uktadu faz odwrdconych, albo w warunkach uktadu faz normalnych (rozdziela-
nia grupowe pod wzgledem polarnoéci grup funkcyjnych). W przypadku bar-
dzo skomplikowanego skiadu pozostatej jeszcze we frakcji uzyskanej w wa-
runkach wykluczania matrycy analitycznej lepszym rozwigzaniem wydaje sie
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zastosowanie techniki kolumnowej chromatografii cieczowej niz SPE. Jest to
rozwigzanie bardziej kosztowne i trudniejsze do automatyzaciji, jednak zapew-
nia wyzsza selektywnos¢ rozdzielania i znacznie lepsza powtarzalnosé rezul-
tatéw. Dodatkowo, dzigki stosowaniu detektora (refraktometr, fluorescencyjny,
UV) istnieje mozliwo$¢ precyzyjnego wyznaczenia zakresu elucji interesujace;
frakcji. Zastosowanie, natomiast kolumny semipreparatywnej albo prepara-
tywnej zapewnia mozliwo$¢ obnizenia granicy oznaczalnoSci.

Na rysunku 2 przedstawiono przyktad typowego chromatogramu
oczyszczania frakcji asfaltu 50/70 bogatej w WWA uzyskanej w warunkach
wykluczania i rozdzielania w kolejnym etapie przygotowania prébki, z wyko-
rzystaniem adsorpcji w warunkach uktadu faz normalnych.

Czas retencji [min. ]

Y]

6.5 8.4 10 Czas retencii [min. ]

Rysunek 2. Przyklad chromatograméw otrzymanych podczas |l etapu przygotowania probki
z zastosowaniem techniki NP-HPLC w skali preparatywnej dla roztworu wzorcéw benzenu i koronenu
(cze$é A) oraz dla frakcji asfaltu 50/70, uzyskanej w warunkach chromatografii wykluczania (cze$¢ B).
Kolumna: preparatywna o wymiarach 200 x 16,8 mm, 10 pm, wypetniona zelem krzemionkowym
Si60, Eluent: n-heksan, Objetosciowe natezenie przeptywu: 4,5 mi/min, Objetos¢ dozowana: 500 pl,
Detektor: UV 254 nm, Oznaczenia: 1 - benzen, 2 - koronen, 3, 4 - komponenty produktéw naftowych,
odpowiednio nizej i wyzej polarne, BF - punkt przetaczenia zaworu przeptywu zwrotnego eluentu
w kolumnie, strzatkami zaznaczono zakres zbierania frakcji

Jak widac z rys. 2B, we frakcjach uzyskanych w warunkach chromato-
grafii wykluczania znajduje sie znaczna iloS¢ polarnych substancji o niskich
masach molekularnych, ktére bylyby eluowane z wiekszym albo znacznie
wiekszym czasem retencji, z powodu wyzszych energii oddziatywan z po-
wierzchnig fazy stacjonarnej, a dzieki zastosowaniu przeptywu zwrotnego sg
eluowane w postaci pojedynczego piku o czasie dwukrotnie wyzszym od
punktu backflushu. Substancje te mogg takze zosta¢ wyeluowane z kolumny
chromatograficznej w warunkach elucji skokowej z zastosowaniem fazy ru-
chomej o wyzszej od n-heksanu sile elucyjnej. W przypadku zastosowania
elucji skokowej nalezy liczy¢ si¢ ze znaczng czasochtonnos$cig etapu rekondy-
cjonowania aktywnosci sorpcyjnej kolumny chromatograficznej w warunkach
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uktadu NP, tj. doprowadzenia powierzchni sorpcyjnej do stanu réwnowagi
z rozpuszczalnikiem o niskiej sile elucyjnej. W konsekwencji zastosowanie
przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie chromatograficznej okazato si¢ po-
stepowaniem znacznie korzystniejszym, tym bardziej ze znaczng czes¢ eluen-
tu mozna zawroci¢. Mozliwe jest tez zwiekszenie natezenia przeptywu eluentu
w okresie trwania przeptywu zwrotnego, co umozliwia skrécenie czasu elugji
zwrotnej. Nalezy dodaé, ze stosowanie przeptywu zwrotnego jest skuteczne
tylko w przypadku zastosowania bardzo dobrze wypetnionych stabilnych ko-
lumn chromatograficznych HPLC.

W tabeli 2 zestawiono warto$ci stopni odzysku analitéw z grupy WWA
uzyskane przy zastosowaniu opisanej w tej pracy dwuetapowej procedury
przygotowania probki, z zastosowaniem chromatografii wykluczania -
w pierwszym etapie oraz kolejno adsorpcji w warunkach uktadu faz normal-
nych - w drugim etapie, realizowanego technikg NP-HPLC lub SPE.

Na podstawie danych zawartych w tabeli 2 widaé, ze z zastosowa-
niem chromatografii wykluczania - w pierwszym etapie oraz adsorpcji w wa-
runkach uktadu faz normalnych - w drugim etapie, z wykorzystaniem wyso-
kosprawnych kolumn chromatograficznych uzyskuje sie zadowalajgce,
przekraczajgce 80% warto$ci stopnia odzysku (za wyjatkiem sktadnikow lot-
nych, tzn. naftalenu, acenaftenu, acenaftylenu i fluorenu).

Tabela 2. Zestawienie wartosci stopni odzysku (R) analitéw z grupy WWA

Techniki stosowane podczas przygotowania probki
. | etap / Il etap | etap / Il etap
Analit GPC/NP-HPLC GPC/NP-SPE
R [%] RSD R [%] RSD
n=3 [%] n=3 [%]
naftalen ? ? ? ?
acenaften ? ? ? ?
acenaftylen ? ? ? ?
fluoren 58 2,0 11 5,0
fenantren 85 3,6 12 7,3
antracen 96 3,3 15 4,0
fluoranten 87 2,8 22 4.2
piren 94 3,1 46,6 9,6
benzo(a)antracen 100 5,0 42 71
chryzen 100 3,9 38 4.3
benzo(j)fluoranten 92 2,5 52 7,0
benzo(e)piren 98 2,7 37 9,4
benzo(b)fluoranten 100 3,4 56 4.1
benzo(k)fluoranten 94 2,8 57 71
benzo(a)piren 100 4.1 66 4,7
dibenzo(a,h)antracen 100 3,9 46 10,2
indeno(1,2,3-cd)piren 91 3,0 48 9,7
benzo(g,h,i)perylen 100 3,5 39 5,1

? — W zwigzku ze znaczng lotnoscig tych WWA (sublimacja), warto$ci stopni odzysku tych ana-
litow, najczesciej nieobecnych w badanych materialach, sq niskie — na poziomie od 7-25 %, za-
leznie od warunkéw zastosowanych podczas odparowywania poprzedniego eluentu; Wykona-
nie rzetelnego oznaczenia tych analitow wymaga zastosowania metody dodatku wzorca.
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Prébka (50 mg) + dichlorometan (1 ml)

v

Filtracja (0,45 pm,

PTFE)

Chromatografia
wykluczania w skali preparatywnej

v

Frakcjonowanie

/

Wysokomolekularne
komponenty badanych
materiatow
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Niskomolekularne komponenty
badanych materiatow

Odparowanie do sucha i rozpuszczenie
w 550 pl n-heksanu

Adsorpcja w warunkach ukfadu
faz normalnych

NP-HPLC (wyzszy stopien odzysku
i lepsza powtarzalnos¢)

SPE (wyzszy stopien odzysku
i gorsza powtarzalnos¢)

T~
T

Frakcjonowanie

Niskopolarne

Wysokopolarne skfadniki

sktadniki o masach zblizonych do WWA o niskich masach molekul.

Odparowanie do sucha — N, i rozpuszcz.
w AcCN-RP-HPLC / CS, GC-MS

Rysunek 3. Schemat procedury przygotowania prébki do oznaczania WWA
w materiatach technicznych zaproponowany w niniejszej pracy



Zastosowanie NP-HPLC w drugim etapie przygotowania probki prowadzi
do znacznie wyzszych wartosci stopni odzysku. Nizsze warto$ci stopni odzysku
analitéw z grupy WWA uzyskane podczas realizacji adsorpcji technikg SPE spo-
wodowane sg najprawdopodobniej nizsza sprawnoscig kolumienek SPE w sto-
sunku do kolumn chromatograficznych i naktadaniem sie frakcji analitow na frak-
cje skladnikéw bardziej polamych. Ograniczeniem zaprezentowanej metodyki jest
brak mozliwo$ci oznaczania lotnych weglowodoréw - naftalenu, acenaftenu i ace-
naftylenu. Wynika to z konieczno$ci wykonywania wymiany rozpuszczalnika po
kazdym etapie przygotowania probki. Na rys. 3 zamieszczono blokowy schemat
2-etapowej procedury przygotowania probki do oznaczania $ladowych zawartoSci
WWA w materiatach technicznych, opisanej w niniejszej pracy.

Wyniki konncowego oznaczenia zawartos$ci WWA technika RP-HPLC
Oznaczenia koncowego WWA dokonano, postugujac sie zmodyfikowang
procedurg opisang w normie PN-EN ISO 17993 [7]. Celem modyfikacji byto roz-
szerzenie zakresu zastosowarn procedury opisanej w normie o dodatkowe
2 weglowodory — benzo(j)fluoranten oraz benzo(e)piren, ktérych dopuszczalny
poziom stezen w materiatach technicznych jest rowniez limitowany przepisami
prawnymi. Dodatkowym argumentem dla stosowania warunkdéw elucji skokowe;j
byto dazenie do maksymalizacji powtarzalnosci wartosci czasu retencji, ktory
w przypadku stosowania detektora fluorescencyjnego jest parametrem identyfi-
kacyjnym. Powtarzalnos¢ czasu retencji jest wyzsza w warunkach elucji skoko-
wej niz gradientowej, co wynika z ciggle jeszcze niedoskonatej synchronizaciji
cyklicznej pracy zawordw proporcjonujacych pomp, w aparatach HPLC z tzw.
niskocisnieniowym systemem gradientowym. Optymalizacji poddano typ fazy
stacjonarnej, sktad fazy ruchomej oraz program elucji. Najkorzystniejsze okaza-
fo sie zastosowanie wypemienia Spherisorb PAH oraz elucji skokowej z mie-
szaning acetonitrylu i wody, jako fazy ruchomej. Granice oznaczalno$ci, uzy-
skane w warunkach badan tej pracy z zastosowaniem detektora
fluorescencyjnego albo detektora UV-DAD, przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Zestawienie granic oznaczalno$ci analitéw z grupy WWA w asfalcie

Analit RP-HPLC-UV-DAD [ppb] RP-HPLC-FLD [ppb]
Fluoren 18,82 2,12
Fenantren 417 0,09
Antracen 2,08 0,22
Fluoranten 21,84 0,20
Piren 13,83 0,05
Benzo(a)antracen 8,00 0,23
Chryzen 6,00 0,04
Benzo(j)fluoranten 38,04 7,05
Benzo(e)piren 53,06 1,03
Benzo(b)fluoranten 34,31 7,31
Benzo(k)fluoranten 32,98 0,27
Benzo(a)piren 33,00 0,23
Dibenzo(a,h)antracen 24,75 1,32
Indeno(1,2,3-cd)piren 37,36 0,89
Benzo(g,h,i)perylen 51,96 10,02
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Rysunek 4. Chromatogramy detektora UV-DAD z programowaniem dtugosci fali (czes¢ A) i de-
tektora fluorescencyjnego, (czesé B) otrzymane podczas rozdzielania 18 wzorcow WWA (A)
i (B) oraz podczas oznaczania frakcji zawierajgacej WWA otrzymanej dla asfaltu drogowego
50/70, zgodnie z procedurg przygotowania probki opisang w pracy (czesé C); Warunki rozdzie-
lania w tabeli 1. Warunki detekcji — patrz ,Metodyka”; Piki chromatograficzne: 1 - naftalen,
2 - acenaftylen, 3 - acenaften, 4 - fluoren, 5 - fenantren, 6 - antracen, 7 - fluoranten, 8 - piren,
9 - benzo(a)antracen, 10 - chryzen, 11 - benzo(b)fluoranten, 12 - benzo(k)fluoranten, 13 - ben-
zo(a)piren, 14 - dibenzo(a,h)antracen, 15 - indeno(1,2,3-cd)piren, 16 - benzo(g,h,i)perylen,
17 - benzo(j)fluoranten, 18 - benzo(e)piren, 19 - wysokopolarne sktadniki asfaltu 50/70 eluowa-
ne w przeptywie zwrotnym, BF - punkt przetgczenia zaworu przeptywu zwrotnego eluentu w ko-

lumnie.
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WNIOSKI KONCOWE

Praca prezentuje metodyke przygotowania prébki niskolotnych pro-
duktéw naftowych, szczegdlnie pochodzacych z destylacji prézniowej, do
oznaczania Sladowych zawarto$ci WWA.

Stosowanie techniki chromatografii wykluczania z zastosowaniem ko-
lumny HPLC w skali preparatywnej jako | etapu przygotowania probki do
analizy $ladowych zawarto$sci WWA w produktach naftowych jest konieczne,
ale niewystarczajace.

Zastosowanie, dodatkowo, etapu adsorpcji w warunkach uktadu faz
normalnych w drugim etapie przygotowania prébki zapewnia mozliwos¢
oznaczenia bardzo niskich zawartosci WWA z dobrym i powtarzalnym stop-
niem odzysku.

Badania wykazaty, 7e podczas pierwszego etapu przygotowania
probki nie ma mozliwosci zastgpienia wypetnienia w postaci kopolimeru sty-
ren — diwinylobenzen, tradycyjnymi fazami stacjonarnymi, stosowanymi
w warunkach NP lub RP.

Korzysci wynikajace z zastosowania techniki NP-HPLC podczas dru-
giego etapu przygotowania probeki to:

- wysoka sprawnos¢ i dobra powtarzalno$¢ sprawnos$ci i selektyw-
nosci kolumn chromatograficznych (znacznie lepsza niz kolumie-
nek SPE);

- mozliwo$¢ monitorowania przy uzyciu detektora (refraktometr, de-
tektor UV albo fluorescencyjny) zakresu zbierania frakcj;

- mozliwos¢ zastosowania przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie
chromatograficznej do elucji sktadnikéw wysoko polarnych, co za-
pewnia skrocenie czasu trwania analizy i zachowanie statej aktyw-
no$ci sorpcyjnej kolumny;

- wyzszy stopiefi odzysku analitdw z grupy WWA i nizsze wartosci
RSD.

W celu obnizenia granicy oznaczalno$ci podczas obu etapéw przygo-
towania probki celowe jest powigkszenie skali przygotowania probki poprzez
zastosowanie techniki preparatywnej chromatografii cieczowej (PLC).

Koncowe oznaczenie WWA dokonano technikg RP-HPLC z detekcja
UV-DAD oraz fluorescencyjna.
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