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PROCEDURA PRZYGOTOWANIA PRÓBKI  
DO OZNACZANIA WIELOPIER CIENIOWYCH  
W GLOWODORÓW AROMATYCZNYCH   
W PRODUKTACH TECHNICZNYCH   
 

W pracy opisano now  metod  przygotowania próbki w celu oznaczania la-
dowych zawarto ci wielopier cieniowych w glowodorów aromatycznych (WWA)  
w wysokowrz cych produktach naftowych. Warto ci granicy oznaczalno ci dla bada-
nych WWA w materia ach tego typu mie ci y si  w przedziale od kilkudziesi ciu ng/kg 
do poni ej dwudziestu ug/kg. Badania wykaza y, e w celu oddzielenia wi kszo ci 
zanieczyszcze  od analitów, bez ich znacz cych strat, konieczne jest, w pierwszym 
etapie przygotowania próbki, zastosowanie chromatografii wykluczania (ang. Size 
exclusion chromatography - SEC) w skali semipreparatywnej albo preparatywnej.  
W kolejnym etapie zastosowano chromatografi  adsorpcyjn  w uk adzie faz normal-
nych, korzystnie, tak e w skali semipreparatywnej lub preparatywnej. Zastosowanie 
procedury rozdzielania ortogonalnego opisanego w pracy pozwala na wyizolowanie  
z badanego materia u jedynie grupy niepodstawionych w glowodorów aromatycz-
nych w ci le okre lonym zakresie masy molekularnej. Im ni sza jest wymagana 
granica oznaczalno ci (LOQ) WWA, tym wi ksz  skal  preparatywnej chromatografii 
cieczowej nale y zastosowa  w obu etapach wzbogacania próbki. Korzystne jest 
równie  zastosowanie metody dodatku wzorca, zapewniaj ce analiz  ilo ciow , sko-
rygowan  o stopie  odzysku WWA podczas etapu przygotowania próbki. Oznacze-
nie ko cowe mo e by  wykonane technik  HPLC-FLD albo GC-MS, przy czym  
w przypadku przygotowania próbki z zastosowaniem kolumn do preparatywnej 
chromatografii cieczowej, mo na do identyfikacji ladowych zawarto ci WWA, a tak-
e do wykonania oznaczenia, zastosowa  detektor UV-VIS/DAD, otrzymuj c widma 

UV-VIS oznaczanych analitów i dodatkow  mo liwo  ich identyfikacji na tej podsta-
wie.   

 
WST P 

 
Przygotowanie próbki w celu oznaczenia ladowych zawarto ci anali-

tów w z o onych matrycach na ogó  zawiera dwa etapy: ekstrakcj  analitów 
lub ekstrakcj  z matrycy, a nast pnie oczyszczanie [1]. Pierwszy etap ma na 
celu selektywn  izolacj  analitów z jednoczesnym uproszczeniem matrycy. 
Najcz ciej wykorzystywane w tym celu procedury to ekstrakcja ciecz-ciecz, 
adsorpcja-desorpcja, hydroliza (np. zmydlanie) i precypitacja. Ekstrakcj  
mo na przeprowadza  poprzez kompleksowanie analitów, w celu uzyskania 
ró nicy w rozpuszczalno ci pomi dzy frakcj  izolowan  a matryc . Etap 
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wzbogacania/oczyszczania jest cz sto wykonywany z wykorzystaniem eks-
trakcji do fazy sta ej (SPE, ang. Solid Phase Extraction). 

W pracy opisano now  procedur , pozwalaj c  na oznaczanie WWA 
w z o onych matrycach tj. frakcje wysokowrz cych produktów naftowych 
(pozosta o  pró niowa, asphalt). Wielopier cieniowe w glowodory aroma-
tyczne mog  powstawa  podczas procesów produkcji/destylacji wysokow-
rz cych produktów naftowych w wyniku krakingu termicznego. Oznaczanie 
WWA w produktach naftowych, jak równie  innych produktach, jest wa ne  
w zwi zku z ich karcinogenn  i teratogenn  natur  oraz wszechobecno ci  
w rodowisku, zwi zan  z emisj  py ów, spalania paliw i innych rodzajów 
zanieczyszcze . Problem oznaczania WWA na niskim poziomie st e  jest 
coraz bardziej znacz cy z uwagi na ostatnie ograniczenia prawne dotycz ce 
maksymalnej dopuszczalnej zawarto ci WWA w ró nych produktach. Przy-
k adowo, w 2006 roku NIOSH przyj  limit zawarto ci wynosz cy 10 ug/kg 
dla WWA i 1 ug/kg dla benzo [a] pirenu w produktach technicznych.  

G ówny problem stanowi oznaczanie zawarto ci WWA na niskich lub 
ladowych poziomach st e  w skomplikowanych matrycach zawieraj cych 

WWA podstawione grupami alifatycznymi i alicyklicznymi.  
Standardowa metoda oznaczania zawarto ci frakcji policyklicznych 

zwi zków aromatycznych, w tym WWA, zosta a opisana przez Institute of 
Petroleum w normie IP346, która jest szeroko stosowana na ca ym wiecie 
[2]. Procedura opiera si  na oznaczaniu grawimetrycznym frakcji rozpusz-
czalnej w sulfotlenku dimetylowym (DMSO) w temperaturze pokojowej. Tym 
niemniej procedura nie jest dostatecznie selektywna do efektywnego przygo-
towania próbki produktów naftowych w celu oznaczania ladowych zawarto-
ci WWA, poniewa  przygotowany ekstrakt zawiera zbyt wiele w glowodo-

rów aromatycznych. 
Literatura fachowa opisuje wykorzystanie w celu przygotowania próbki 

chromatografii wykluczania (SEC). To podej cie pozwala na izolacj  frakcji  
o okre lonym zakresie masy molekularnej. SEC znalaz a wiele zastosowa  
w przygotowaniu próbki do oznaczania wielu niskomolekularnych zanie-
czyszcze , tj. pestycydy, pozosta o ci leków i WWA w ywno ci, produktach 
naftowych, próbkach rodowiskowych i wielu innych matrycach [3-5]. Nerin  
i Domeño stosowali chromatografi  elow  podczas etapu przygotowania 
próbki do oznaczania zawarto ci WWA w przemys owych olejach odpado-
wych [6]. Wyizolowana frakcja nadal zawiera a jednak lipidy o niskich ma-
sach cz steczkowych. 

Technika ekstrakcji do fazy sta ej (SPE, ang. Solid Phase Extraction) 
jest szeroko wykorzystywana w przygotowaniu próbki do oznaczania WWA, 
szczególnie w wodzie pitnej [7-9]. Technika SPE znalaz a równie  zastoso-
wanie przy oznaczaniu WWA w smole koksowniczej, co opisano w polskiej 
normie PN-C-82056 [10]. Wykorzystuje si  szklan  kolumn  wype nion  ak-
tywowanym tlenkiem glinu oraz elem krzemionkowym, a do elucji frakcji 
zawieraj cej WWA stosuje si  benzen.  Alternatywnie stosuje si  procedury, 
w których faz  stacjonarn  stanowi Florisil lub Sphadex LH-20 i odpowiednio 
benzen lub metanol jako eluent. Nerín and Domeño u ywali pakowanych ko-
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lumn szklanych wype nionych 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 wykorzystuj ce 
adsorpcj  w sposób �klasyczny�, ze szklanymi kolumnami o niskiej sprawno-
ci s  mudne, czasoch onne oraz charakteryzuj  si  nisk  dok adno ci   

i precyzj . Równie  wysokie zu ycie toksycznych rozpuszczalników oraz 
wymagane ka dorazowe wype nianie kolumn porcj  aktywowanego sorben-
tu stanowi o minusach tych metod. 

W literaturze technicznej istniej  tak e procedury przygotowania 
próbki oparte na zastosowaniu techniki SPE do wyodr bnienia 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 nale : znaczne zredukowanie ilo ci 
u ywanych rozpuszczalników, prostota wykonania, a tak e atwo  automa-
tyzacji (po czenie on-line z HPLC lub GC). Jednak e w przypadku próbek o 
skomplikowanej matrycy pojawia si  problem niskiego stopnia odzysku ana-
litów oraz ma ej powtarzalno ci rezultatów, wywo ane nieselektywn  oraz 
nieca kowit  desorpcj . Niska sprawno  kolumienek SPE powoduje nak a-
danie si  frakcji sk adników przeszkadzaj cych w analizie na frakcj  anali-
tów, szczególnie w przypadku bardzo z o onej matrycy.  

Wady kolumienek SPE oraz klasycznych kolumn szklanych nasuwaj  
wniosek, e technik  potencjalnie zdoln  do zapewnienia zadowalaj cego 
stopnia rozdzielania grupowego skomplikowanych mieszanin mo e by  
technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uk adzie faz normal-
nych (NP-HPLC). Fazy stacjonarne w uk adach faz normalnych stosowanych 
w wysokosprawnej chromatografii cieczowej (NP-HPLC) do rozdzielania 
grupowego produktów naftowych to przede wszystkim: el krzemionkowy, 
tlenek glinu [12-14], mieszanina elu krzemionkowego [13] i tlenku glinu [14], 
Florisil [15] i fazy zwi zane, takie jak: el krzemionkowy modyfikowany gru-
pami cyjanopropylowymi (CN) [16], aminopropylowymi (NH2) [17] i okadecy-
lowymi (C18) [18].  

Saravanabhavan i wsp. zaproponowali metodyk  przygotowania 
próbki do jednoczesnego oznaczenia niepodstawionych i podstawionych 
a cuchami alkilowymi WWA w �ci kich� olejach nap dowych (o temperatu-
rze wrzenia 287-481oC). Pierwszym etapem analizy by a precypitacja parafi-
ny, a nast pnie podzielenie pozosta ej frakcji na 5 grup z wykorzystaniem 
techniki adsorpcyjnej chromatografii cieczowej w uk adzie faz normalnych. 
Poszczególne grupy w glowodorów aromatycznych oznaczano nast pnie  
z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej w uk adzie faz odwróco-
nych (19). Na pocz tku lat 80. Wise i wsp. (20-21) zaproponowali wykorzy-
stanie HPLC w uk adzie faz normalnych na etapie przygotowania próbki do 
oznaczania ladowych zawarto ci WWA w omu kach.  

Zastosowanie techniki NP-HPLC podczas drugiego etapu przygotowa-
nia próbki powinno zapewni  dobr  powtarzalno  wyników, mo liwo  zasto-
sowania przep ywu zwrotnego eluentu w kolumnie chromatograficznej oraz 
mo liwo  monitowania procesu chromatograficznego z pomoc  detektora.  
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Nasze badania wst pne wykaza y brak w normach i w literaturze na-
ukowej efektywnych procedur przygotowania próbki do analizy ladowych 
zawarto ci WWA w wysokowrz cych produktach naftowych. Zastosowanie 
w tym celu dotychczas opisanych procedur przygotowania próbki do ozna-
czania WWA okaza o si  ca kowicie nieskuteczne.  

W odró nieniu od efektywnych metod przygotowania próbki, metody-
ka ko cowego oznaczania WWA jest stosunkowo dobrze opanowana pod 
warunkiem, e próbka nie zawiera praktycznie pochodnych alifatycznych  
i alicyklicznych WWA. Mo na wtedy zastosowa  albo metody znormalizowa-
ne [7, 9], albo ich modyfikacje, opisane w literaturze naukowej. Obecnie naj-
cz ciej stosowanymi technikami s : chromatografia gazowa sprz ona ze 
spektrometri  mas (GC-MS) lub z detektorem p omieniowo-jonizacyjnym 
(GC-FID), albo wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcj  fluore-
scencyjn  (RP-HPLC/FLD). Mo liwo  jednoczesnej identyfikacji WWA, 
kosztem jednak wy szej granicy oznaczalno ci (LOQ), daje zastosowanie 
detektora UV z matryc  fotodiodow  (RP-HPLC/UV-DAD). Rozdzielanie 
WWA technik  HPLC wykonuje si  w warunkach uk adu faz odwróconych. 
Faz  stacjonarn  jest z regu y oktadekan, zwi zany z elem krzemionkowym 
( rednica ziaren wype nienia 3 µm albo 5 µm), natomiast faz  ruchom  mie-
szaniny acetonitrylu (AcCN) albo metanolu (MeOH) z wod  w ró nych pro-
porcjach. Elucj  wykonuje si  zwykle w sposób gradientowy. Najnowszym 
rozwi zaniem jest detekcja za pomoc  spektrometru mas (LC-MS). W litera-
turze brakuje jednak danych dotycz cych zale no ci granicy oznaczalno ci 
analitów z grupy WWA od warunków przygotowania próbki oraz warunków 
oznaczania i detekcji. Ten problem b dzie przedmiotem kolejnej pracy, b -
d cej obecnie w przygotowaniu. 

W konsekwencji opracowano now , dwuetapow  procedur  przygo-
towania próbki, z wykorzystaniem najpierw - kolumnowej chromatografii wy-
kluczania (GPC/SEC) i kolejno - rozdzielania grupowego z zastosowaniem 
elucyjnej, kolumnowej chromatografii cieczowej w uk adzie faz normalnych 
(NP-HPLC), która jest przedmiotem niniejszej pracy. 

 
CZ  EKSPERYMENTALNA 
 
Materia y  

 
Rozpuszczalniki i eluenty wykorzystane w pracy mia y czysto  odpo-

wiedni  do pracy z HPLC. Roztwory wzorcowe sporz dzono w oparciu  
o substancje wzorcowe o czysto ci powy ej 98%. Próbki asfaltów i produk-
tów z destylacji ropy naftowej wyprodukowane w Grupie LOTOS S.A.. 

Kolumny chromatograficzne i kolumienki SPE: Kolumny preparatywne 
250x25 mm LiChrogel PSMIX, 10 m, (MERCK, Niemcy), 200x16.8 mm  
Lichrosorb Si60, 10 m, (MERCK, Niemcy); Kolumny analityczne 250x4.6 mm 
Spherisorb PAH, 5 m, kolumienka typu SPE z wype nieniem Florisil � 1000 mg 
(Macherey � Nagel, Niemcy).  
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Aparatura i wyposa enie: 
 Gradientowy chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Niemcy) 

wyposa ony w czterokana owy system elucji gradientowej z zaworami 
proporcjonuj cymi (tzw. gradient niskoci nieniowy), pomp  L-6200, za-
wór dozuj cy Rheodyne Rh-7725i z p tl  dozuj c  100 l, kolumn  
chromatograficzn , termostat, detektor UV - DAD 7450A, detektor fluore-
scencyjny F 1050, oprogramowanie HSM oraz, dodatkowo, w sze cio-
drogowy dwupo o eniowy zawór V 7226 (Knauer, Niemcy), do zmiany 
kierunku przep ywu fazy ruchomej w kolumnie (backflash); 

 Gradientowy chromatograf cieczowy (Merck-Hitachi) wyposa ony w czte-
rokana owy system elucji gradientowej z zaworami proporcjonuj cymi 
(tzw. gradient niskoci nieniowy), pomp  L-6200, zawór dozuj cy Rhe-
odyne Rh-7161 z p tl  dozuj c  1 ml, kolumn  chromatograficzn , ter-
mostat, detektor UV - DAD L-3000, detektor refraktometryczny 1037A, 
oprogramowanie HSM oraz, dodatkowo, w sze ciodrogowy dwupo o e-
niowy zawór V 7226 (Knauer, Niemcy), do zmiany kierunku przep ywu fa-
zy ruchomej w kolumnie (backflash); 

 Zestaw do odparowywania nadmiaru rozpuszczalnika w strumieniu azotu, 
w sk ad którego wchodz : butla z gazem oboj tnym (N2), pokrywa firmy 
J.T. Baker wykonana z poliamidu wyposa ona w ig y oraz pod czenie 
gazu; 

 
METODYKA  
 
Izolacja frakcji (grupy) o niskim zakresie masy cz steczkowej  

Zastosowano preparatywn  kolumn  typu PS MIX (250x25 mm, dp = 
= 10 m), dichlorometan, jako eluent oraz szeregowo po czone detektory: 
refraktometryczny i UV - DAD. Granice elucji grupy WWA wyznaczono  
w oparciu o warto ci czasu retencji koronenu i benzenu. Roztwór asfaltu  
w dichlorometanie zmieszano w stosunku obj to ciowym 1:1 z roztworem 
wzorców koronenu i benzenu o st eniu 0,025 g/ml w dichlorometanie. Roz-
dzielaniu w warunkach wykluczania poddano roztwór asfaltu z i bez dodatku 
wzorców benzenu i koronenu. Wszystkie mieszaniny rozdzielano w tempera-
turze 20oC. Obj to ciowe nat enie przep ywu fazy ruchomej wynosi o  
4,5 ml/min, obj to  dozowana 550 l. W zakresie elucji koronenu oraz ben-
zenu zbierano niskomolekularn  frakcj  zawieraj c  anality z grupy WWA 
mog ce potencjalnie wyst powa  w badanym materiale. 
 
Izolacja frakcji (grupy) w zakresie polarno ci WWA technik  wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej w uk adzie faz normalnych  
(NP-HPLC) 

Frakcj  uzyskan  w warunkach wykluczania odparowano do sucha  
w strumieniu azotu. Such  pozosta o  rozpuszczono w 550 µl n-heksanu  
i poddano analizie z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej, adsorpcyjnej 
chromatografii cieczowej w warunkach uk adu faz normalnych. Zastosowano 
preparatywn  kolumn  wype nion  elem krzemionkowym oraz szeregowo 
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po czone detektory UV-DAD (d ugo  fali  = 254 nm) i refraktometryczny. 
Granice elucji analitów z grupy WWA wyznaczono w oparciu o czas elucji 
koronenu i benzenu. W zakresie elucji pocz tku piku koronenu oraz ko ca 
piku benzenu (w czasie 6,5÷8,4 od momentu dozowania) zbierano odpo-
wiedni  frakcj . Temperatura: 20oC, eluent: n-heksan. Obj to ciowe nat e-
nie przep ywu fazy ruchomej - 4,5 ml/min, obj to  dozowana 500 l. Po 
czasie 10 min prze czono zawór przep ywu zwrotnego (backflush), zapew-
niaj c w ten sposób elucj  z kolumny wszystkich wielopier cieniowych w -
glowodorów aromatycznych przed prze czeniem zaworu przep ywu zwrot-
nego i umo liwiono elucj  wszystkich wysokopolarnych sk adników próbki 
silnie sorbowanych na powierzchni fazy stacjonarnej w warunkach przep y-
wu zwrotnego, w postaci pojedynczego piku. 
 
Izolacja frakcji (grupy) w zakresie polarno ci WWA technik  ekstrakcji 
do fazy sta ej (SPE) 
 Frakcj  uzyskan  w warunkach chromatografii wykluczania odparo-
wano do sucha w strumieniu azotu. Such  pozosta o  rozpuszczono  
w 550 µl n-heksanu i poddano adsorpcji z zastosowaniem techniki SPE. 
Etap ten realizowano zgodnie z procedur  opisan  w aplikacji Macherey-
Nagel (11). W badaniach zastosowano kolumienki SPE wype nione Florisi-
lem (180 µl frakcji adsorbowano na 1 g Florisilu). Kolumienki uprzednio kon-
dycjonowano 20 ml metanolu, suszono, a nast pnie kondycjonowano 20 ml 
n-heksanu i ponownie suszono. Anality ze z o a sorbentu eluowano za po-
moc  25 ml n-heksanu. Uzyskan  w ten sposób frakcj  - po wymianie roz-
puszczalnika, z jednoczesnym zat eniem - poddawano analizie chromato-
graficznej (punkt II. 2. 4). 
 
Rozdzielanie, identyfikacja i oznaczanie zawarto ci WWA technik  wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej w uk adzie faz odwróconych 
(RP-HPLC) 
 Frakcj  wzbogacon  w anality z grupy WWA uzyskan  zgodnie  
z metodyk  przygotowania próbki opisan  w punktach II. 2. 1, II. 2. 2, II. 2. 3 
odparowano do sucha w strumieniu azotu. Such  pozosta o  rozpuszczono 
w 70 l acetonitrylu. W badaniach zastosowano dwa szeregowo po czone 
detektory: UV-DAD (w zakresie d ugo ci fali 220450 nm) oraz fluorescen-
cyjny. D ugo  fali wzbudzenia ex wynosi a 275 nm, natomiast d ugo  fali 
emisji em � 375 nm (dla naftalenu, acenaftenu, fluorenu i fenantrenu), a na-
st pnie 410 nm (dla pozosta ych analitów z grupy WWA). Temperatura: 
20C; obj to ciowe nat enie przep ywu fazy ruchomej: 1 ml/min; obj to  
dozowana: 50 l. Warunki rozdzielania zamieszczono w tabeli 1.  
 
Tabela 1. Warunki rozdzielania zastosowane do ko cowego oznaczania 
WWA 

Kolumna chromatograficzna Eluent / Program elucji 

Spherisorb PAH, 5 m, 250x4.6mm i.d. 0-40min ACN:H2O=80:20 v/v 
40,1-70min ACN 
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Identyfikacji WWA dokonano na podstawie: 
 Porównania czasu retencji odpowiednich pików na chromatogramach  

z warto ci  czasu retencji substancji wzorcowych  
 Porównania widm w zakresie 220 nm do 450 nm, w tym d ugo ci fali 

maksimum widm poszczególnych pików z widmami wzorców WWA.  
Kalibracj  zawarto ci WWA wykonano metod  krzywej kalibracyjnej 
(external standard method) w oparciu o sygna  detektora UV-DAD oraz 
fluorescencyjnego. W przypadku kalibracji na podstawie sygna u detekto-
ra UV-DAD program d ugo ci fali by  nast puj cy: 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 st eniach poszczególnych zwi zków 
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 pró-
bek rzeczywistych po zako czeniu elucji analitów z grupy WWA kolumn  
prze czano do trybu elucji wstecznej.  

 
Wyznaczenie stopnia odzysku analitów z grupy WWA zawartych  
w badanych materia ach 

Do roztworu asfaltu drogowego 50/70 o st eniu 0,05 g/ml w dichlo-
rometanie dodano 10 µl roztworu mieszaniny wzorców WWA o st eniu  
200 g/ml w dichlorometanie. Nast pnie próbki przygotowano zgodnie  
z procedur  przygotowania próbki opisan  w punktach II. 2. 1, II. 2. 2, II. 2. 3. 
Stopie  odzysku wyznaczono z zale no ci: 
 

R = Ci (kal.) / Ci (rzecz.) x 100% 
 
gdzie: 
Ci (kal.) - st enie i-tego analitu wyznaczone w oparciu o krzyw  kalibracyjn , 
Ci (rzecz.) - st enie rzeczywiste i-tego analitu, który zosta  wprowadzony do 
analizowanego roztworu. 
Jako granic  oznaczalno ci (LOQ) przyj to st enie odpowiadaj ce  
5-krotno ci poziomu szumów detektora pomniejszone o warto  stopnia od-
zysku.  

Ka dy eksperyment, którego rezultat zosta  zamieszczony w pracy, 
by  wykonywany co najmniej dwukrotnie. Przedstawione wyniki s  warto-
ciami rednimi. 
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WYNIKI I DYSKUSJA 
 
Chromatografia wykluczania w skali preparatywnej (P-GPC/P-SEC) jako 
pierwszy etap przygotowania próbki do analizy ladowych zawarto ci 
WWA w materia ach naftowych  

W pierwszym etapie przygotowania próbki wykorzystano technik  
chromatografii wykluczania w celu selektywnego wydzielenia frakcji, poten-
cjalnie zawieraj cej WWA i ró ni cej si  mas  molekularn  od zdecydowa-
nej wi kszo ci pozosta ych sk adników niskolotnych produktów naftowych. 
Etap ten umo liwi  oczyszczenie próbki ze sk adników produktów naftowych 
o wy szych masach cz steczkowych ni  WWA, eluowanych wcze niej ni  
WWA. Zakres elucji grupy WWA wyznaczono pos uguj c si  mieszanin  ko-
ronenu oraz benzenu. Koronen posiada mas  molekularn  nieco wy sz  
(C24H12, M = 300Da) od masy molekularnej zwi zków nale cych do grupy 
WWA (dibenzo(a,h)antracen C22H14 posiada najwy sz  mas  molekularn   
w obr bie grupy WWA i wynosi ona 278 Da). Natomiast benzen (M C6H6 = 
=  78 Da), wyznacza doln  granic  elucji, jego masa molekularna jest ni sza 
od naftalenu (M C10H28, M = 128 g/mol). W celu obni enia granicy oznaczal-
no ci WWA powi kszono skal  procesu przygotowania próbki poprzez za-
stosowanie preparatywnej kolumny do chromatografii wykluczania (dc =  
= 25 mm, Lc = 250 mm, dp = 10 µm). Zastosowanie chromatografii w skali 
preparatywnej umo liwi o wyizolowanie w jednym etapie rozdzielania znacznie 
wi kszych ilo ci frakcji bogatej w anality z grupy WWA, ni  by to by o mo liwe 
z zastosowaniem kolumny analitycznej. Na rysunku 1 przedstawiono przyk a-
dy chromatogramów obrazuj cych efekt rozdzielania w warunkach chromato-
grafii wykluczania roztworu asfaltu drogowego 50/70 � Grupa LOTOS S.A.  
z (rys. 1A) i bez (rys. 2A) dodatku wzorców koronenu i benzenu). 

 

 
 
Rysunek 1. Przyk ad chromatogramów otrzymanych podczas przygotowania próbki asfaltu dro-
gowego 50/70, z dodatkiem (cz  A) i bez dodatku (cz  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 m, Eluent: dichlorometan, 
Obj to ciowe nat enie przep ywu: 4,5 ml/min., Obj to  dozowana: 550 µl, Detektor: RID, 
Oznaczenia: 1 - komponenty asfaltu, 2 - benzen+koronen; strza kami zaznaczono zakres zbie-
rania frakcji zawieraj cej WWA 
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Na podstawie rys. 1 mo na stwierdzi , e w tym etapie przygotowania 
próbki wyizolowana frakcja bogata w anality z grupy WWA zosta a pozba-
wiona zasadniczej cz ci wysokomolekularnych sk adników asfaltu. Kompo-
nenty wyizolowane w tym etapie przygotowania próbki to WWA, inne w -
glowodory oraz substancje organiczne zawieraj ce ró nego rodzaju 
podstawniki o masach molekularnych zbli onych do WWA. 

Podczas pierwszego etapu przygotowania próbki do analizy ladowych 
zawarto ci WWA wykorzystano jako faz  stacjonarn  kopolimer styren - diwiny-
lobenzen o ci le okre lonym zakresie wielko ci porów � od 50 do 50000 Å.  

Ze wzgl du na znaczny koszt preparatywnej kolumny chromatogra-
ficznej z wype nieniem styren - diwinylobenzen podj to prób  zast pienia tej 
fazy stacjonarnej tradycyjnymi fazami stacjonarnymi dla uk adu faz normal-
nych, b d  odwróconych. Aby wyeliminowa  oddzia ywania sorpcyjne i za-
pewni  mechanizm wykluczania, dla ka dej ze stosowanych kolumn wyko-
rzystano fazy ruchome o bardzo wysokich si ach elucyjnych. Zbadano 
mo liwo  zastosowania do przygotowania próbki faz stacjonarnych: CN, 
DIOL, NH2 z polarnymi fazami ruchomymi, takimi jak: dichlorometan: meta-
nol 1:1, tetrahydrofuran:metanol 7:3 oraz faz  stacjonarn  typu C18 z niepo-
larn  faz  ruchom , tak  jak n-heksan. Badania wykonano w skali kolumn 
analitycznych. Na podstawie tych bada  mo na stwierdzi , e mimo zasto-
sowania eluentu o wysokiej sile elucyjnej nie uda o si  wyeliminowa  oddzia-
ywa  sorpcyjnych mi dzy faz  stacjonarn  stosowan  w warunkach NP  
a polarnymi, niskocz steczkowymi komponentami badanych materia ów 
oraz analogicznie mi dzy faz  stacjonarn  stosowan  w warunkach RP  
a niepolarnymi komponentami badanych materia ów. W obu wariantach (fa-
zy stacjonarne typu NP oraz RP) podobn  jak benzen i koronen obj to ci  
elucji charakteryzowa a si  du a cz  wy ej molekularnych sk adników ba-
danych materia ów. wiadczy to o mieszanym mechanizmie rozdzielania, 
mimo stosowania eluentów o wysokich si ach elucji. Konieczne jest wi c za-
stosowanie kopolimeru styren � di winylobenzen, jako fazy stacjonarnej do 
przygotowania próbki w warunkach wykluczania.  
 
Adsorpcja w uk adzie faz normalnych jako kolejny etap przygotowania 
próbki do analizy ladowych zawarto ci WWA w materia ach naftowych 

Zastosowanie chromatografii wykluczania jako etapu przygotowania 
próbki do analizy ladowych zawarto ci WWA w materia ach technicznych 
okaza o si  niewystarczaj ce. We frakcji uzyskanej w warunkach chromato-
grafii wykluczania znajdowa a si  ogromna ilo  substancji o masie zbli onej 
do masy WWA, i o podobnej albo wy szej polarno ci. To uniemo liwia wyko-
nanie oznaczenia ko cowego z zastosowaniem RP-HPLC. Do dalszego 
oczyszczania próbki wykorzystano adsorpcj . Potencjalnie mo liwe jest rów-
nie  zastosowanie techniki ekstrakcji do fazy sta ej (SPE), albo w warunkach 
uk adu faz odwróconych, albo w warunkach uk adu faz normalnych (rozdziela-
nia grupowe pod wzgl dem polarno ci grup funkcyjnych). W przypadku bar-
dzo skomplikowanego sk adu pozosta ej jeszcze we frakcji uzyskanej w wa-
runkach wykluczania matrycy analitycznej lepszym rozwi zaniem wydaje si  
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zastosowanie techniki kolumnowej chromatografii cieczowej ni  SPE. Jest to 
rozwi zanie bardziej kosztowne i trudniejsze do automatyzacji, jednak zapew-
nia wy sz  selektywno  rozdzielania i znacznie lepsz  powtarzalno  rezul-
tatów. Dodatkowo, dzi ki stosowaniu detektora (refraktometr, fluorescencyjny, 
UV) istnieje mo liwo  precyzyjnego wyznaczenia zakresu elucji interesuj cej 
frakcji. Zastosowanie, natomiast kolumny semipreparatywnej albo prepara-
tywnej zapewnia mo liwo  obni enia granicy oznaczalno ci.  

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

 

 

 
 

Rysunek 2. Przyk ad chromatogramów otrzymanych podczas II etapu przygotowania próbki  
z zastosowaniem techniki NP-HPLC w skali preparatywnej dla roztworu wzorców benzenu i koronenu 
(cz  A) oraz dla frakcji asfaltu 50/70, uzyskanej w warunkach chromatografii wykluczania (cz  B). 
Kolumna: preparatywna o wymiarach 200 x 16,8 mm, 10 µm, wype niona elem krzemionkowym 
Si60, Eluent: n-heksan, Obj to ciowe nat enie przep ywu: 4,5 ml/min, Obj to  dozowana: 500 µl, 
Detektor: UV 254 nm, Oznaczenia: 1 - benzen, 2 - koronen, 3, 4 - komponenty produktów naftowych, 
odpowiednio ni ej i wy ej polarne, BF - punkt prze czenia zaworu przep ywu zwrotnego eluentu  
w kolumnie, strza kami zaznaczono zakres zbierania frakcji 
 

Jak wida  z rys. 2B, we frakcjach uzyskanych w warunkach chromato-
grafii wykluczania znajduje si  znaczna ilo  polarnych substancji o niskich 
masach molekularnych, które by yby eluowane z wi kszym albo znacznie 
wi kszym czasem retencji, z powodu wy szych energii oddzia ywa  z po-
wierzchni  fazy stacjonarnej, a dzi ki zastosowaniu przep ywu zwrotnego s  
eluowane w postaci pojedynczego piku o czasie dwukrotnie wy szym od 
punktu backflushu. Substancje te mog  tak e zosta  wyeluowane z kolumny 
chromatograficznej w warunkach elucji skokowej z zastosowaniem fazy ru-
chomej o wy szej od n-heksanu sile elucyjnej. W przypadku zastosowania 
elucji skokowej nale y liczy  si  ze znaczn  czasoch onno ci  etapu rekondy-
cjonowania aktywno ci sorpcyjnej kolumny chromatograficznej w warunkach 
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uk adu NP, tj. doprowadzenia powierzchni sorpcyjnej do stanu równowagi  
z rozpuszczalnikiem o niskiej sile elucyjnej. W konsekwencji zastosowanie 
przep ywu zwrotnego eluentu w kolumnie chromatograficznej okaza o si  po-
st powaniem znacznie korzystniejszym, tym bardziej e znaczn  cz  eluen-
tu mo na zawróci . Mo liwe jest te  zwi kszenie nat enia przep ywu eluentu 
w okresie trwania przep ywu zwrotnego, co umo liwia skrócenie czasu elucji 
zwrotnej. Nale y doda , e stosowanie przep ywu zwrotnego jest skuteczne 
tylko w przypadku zastosowania bardzo dobrze wype nionych stabilnych ko-
lumn chromatograficznych HPLC. 

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

Na podstawie danych zawartych w tabeli 2 wida , e z zastosowa-
niem chromatografii wykluczania - w pierwszym etapie oraz adsorpcji w wa-
runkach uk adu faz normalnych - w drugim etapie, z wykorzystaniem wyso-
kosprawnych kolumn chromatograficznych uzyskuje si  zadowalaj ce, 
przekraczaj ce 80% warto ci stopnia odzysku (za wyj tkiem sk adników lot-
nych, tzn. naftalenu, acenaftenu, acenaftylenu i fluorenu).  
 
Tabela 2. Zestawienie warto ci stopni odzysku (R) analitów z grupy WWA 

Techniki stosowane podczas przygotowania próbki 
I etap / II etap 

GPC/NP-HPLC 
I etap / II etap  
GPC/NP-SPE Analit 

R [%] 
n=3 

RSD 
[%] 

R [%] 
n=3 

RSD 
[%] 

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 7,1 

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 7,1 

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 zwi zku ze znaczn  lotno ci  tych WWA (sublimacja), warto ci stopni odzysku tych ana-
litów, najcz ciej nieobecnych w badanych materialach, s  niskie � na poziomie od 7-25 %, za-
le nie od warunków zastosowanych podczas odparowywania poprzedniego eluentu; Wykona-
nie rzetelnego oznaczenia tych analitów wymaga zastosowania metody dodatku wzorca. 
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Rysunek 3. Schemat procedury przygotowania próbki do oznaczania WWA  
w materia ach technicznych zaproponowany w niniejszej pracy 

 

Filtracja (0,45 m, PTFE)

Chromatografia
wykluczania w skali preparatywnej 

Frakcjonowanie

Wysokomolekularne 
komponenty badanych  

materia ów 

Niskomolekularne komponenty 
badanych materia ów 

Odparowanie do sucha i rozpuszczenie 
w 550 l -heksanu 

Adsorpcja w warunkach uk adu 
faz normalnych 

NP-HPLC (wy szy stopie  odzysku
i lepsza powtarzalno ) 

SPE (wy szy stopie  odzysku 
i gorsza powtarzalno ) 

Frakcjonowanie

Niskopolarne
sk adniki o masach zbli onych do WWA 

Wysokopolarne sk adniki  
o niskich masach molekul. 

Odparowanie do sucha � N2 i rozpuszcz. 
w AcCN-RP-HPLC / CS2 GC-MS 

 

Próbka (50 mg) + dichlorometan (1 ml)
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Zastosowanie NP-HPLC w drugim etapie przygotowania próbki prowadzi 
do znacznie wy szych warto ci stopni odzysku. Ni sze warto ci stopni odzysku 
analitów z grupy WWA uzyskane podczas realizacji adsorpcji technik  SPE spo-
wodowane s  najprawdopodobniej ni sz  sprawno ci  kolumienek SPE w sto-
sunku do kolumn chromatograficznych i nakadaniem si  frakcji analitów na frak-
cje sk adników bardziej polarnych. Ograniczeniem zaprezentowanej metodyki jest 
brak mo liwo ci oznaczania lotnych w glowodorów - naftalenu, acenaftenu i ace-
naftylenu. Wynika to z konieczno ci wykonywania wymiany rozpuszczalnika po 
ka dym etapie przygotowania próbki. Na rys. 3 zamieszczono blokowy schemat 
2-etapowej procedury przygotowania próbki do oznaczania ladowych zawarto ci 
WWA w materiaach technicznych, opisanej w niniejszej pracy. 
 
Wyniki ko cowego oznaczenia zawarto ci WWA technik  RP-HPLC  

Oznaczenia ko cowego WWA dokonano, pos uguj c si  zmodyfikowan  
procedur  opisan  w normie PN-EN ISO 17993 [7]. Celem modyfikacji by o roz-
szerzenie zakresu zastosowa  procedury opisanej w normie o dodatkowe  
2 w glowodory � benzo(j)fluoranten oraz benzo(e)piren, których dopuszczalny 
poziom st e  w materia ach technicznych jest równie  limitowany przepisami 
prawnymi. Dodatkowym argumentem dla stosowania warunków elucji skokowej 
by o d enie do maksymalizacji powtarzalno ci warto ci czasu retencji, który  
w przypadku stosowania detektora fluorescencyjnego jest parametrem identyfi-
kacyjnym. Powtarzalno  czasu retencji jest wy sza w warunkach elucji skoko-
wej ni  gradientowej, co wynika z ci gle jeszcze niedoskona ej synchronizacji 
cyklicznej pracy zaworów proporcjonuj cych pomp, w aparatach HPLC z tzw. 
niskoci nieniowym systemem gradientowym. Optymalizacji poddano typ fazy 
stacjonarnej, sk ad fazy ruchomej oraz program elucji. Najkorzystniejsze okaza-
o si  zastosowanie wype nienia Spherisorb PAH oraz elucji skokowej z mie-
szanin  acetonitrylu i wody, jako fazy ruchomej. Granice oznaczalno ci, uzy-
skane w warunkach bada  tej pracy z zastosowaniem detektora 
fluorescencyjnego albo detektora UV-DAD, przedstawiono w tabeli 3. 
 
Tabela 3. Zestawienie granic oznaczalno ci analitów z grupy WWA w asfalcie 
 

Analit RP-HPLC-UV-DAD [ppb] RP-HPLC-FLD [ppb] 
Fluoren 18,82 2,12 

Fenantren 4,17 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 d ugo ci fali (cz  A) i de-
tektora fluorescencyjnego, (cz  B) otrzymane podczas rozdzielania 18 wzorców WWA (A)  
i (B) oraz podczas oznaczania frakcji zawieraj cej WWA otrzymanej dla asfaltu drogowego 
50/70, zgodnie z procedur  przygotowania próbki opisan  w pracy (cz  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 sk adniki asfaltu 50/70 eluowa-
ne w przep ywie zwrotnym, BF - punkt prze czenia zaworu przep ywu zwrotnego eluentu w ko-
lumnie. 
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WNIOSKI KO COWE 
 
 Praca prezentuje metodyk  przygotowania próbki niskolotnych pro-
duktów naftowych, szczególnie pochodz cych z destylacji pró niowej, do 
oznaczania ladowych zawarto ci WWA. 

Stosowanie techniki chromatografii wykluczania z zastosowaniem ko-
lumny HPLC w skali preparatywnej jako I etapu przygotowania próbki do 
analizy ladowych zawarto ci WWA w produktach naftowych jest konieczne, 
ale niewystarczaj ce.  

Zastosowanie, dodatkowo, etapu adsorpcji w warunkach uk adu faz 
normalnych w drugim etapie przygotowania próbki zapewnia mo liwo  
oznaczenia bardzo niskich zawarto ci WWA z dobrym i powtarzalnym stop-
niem odzysku.  

Badania wykaza y, e podczas pierwszego etapu przygotowania 
próbki nie ma mo liwo ci zast pienia wype nienia w postaci kopolimeru sty-
ren � diwinylobenzen, tradycyjnymi fazami stacjonarnymi, stosowanymi  
w warunkach NP lub RP. 

Korzy ci wynikaj ce z zastosowania techniki NP-HPLC podczas dru-
giego etapu przygotowania próbki to:  

- wysoka sprawno  i dobra powtarzalno  sprawno ci i selektyw-
no ci kolumn chromatograficznych (znacznie lepsza ni  kolumie-
nek SPE); 

- mo liwo  monitorowania przy u yciu detektora (refraktometr, de-
tektor UV albo fluorescencyjny) zakresu zbierania frakcji; 

- mo liwo  zastosowania przep ywu zwrotnego eluentu w kolumnie 
chromatograficznej do elucji sk adników wysoko polarnych, co za-
pewnia skrócenie czasu trwania analizy i zachowanie sta ej aktyw-
no ci sorpcyjnej kolumny; 

- wy szy stopie  odzysku analitów z grupy WWA i ni sze warto ci 
RSD. 

W celu obni enia granicy oznaczalno ci podczas obu etapów przygo-
towania próbki celowe jest powi kszenie skali przygotowania próbki poprzez 
zastosowanie techniki preparatywnej chromatografii cieczowej (PLC). 

Ko cowe oznaczenie WWA dokonano technik  RP-HPLC z detekcj  
UV-DAD oraz fluorescencyjn . 
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