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WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW

AKRONIM PELNA NAZWA
/SKROT Termin w jezyku angielskim Termin w jezyku polskim

1,3-DNB 1,3-Dinitrobenzene 1,3-Dinitrobenzen

2,4-DNA 2,4-Dinitroaniline 2,4-Dinitroanilina

2,4-DNT 2,4-Dinitrotoluene 2,4-Dinitrotoluen

2,6-DNT 2,6-Dinitrotoluene 2,6-Dinitrotoluen

4-NT 4-Nitrotoluene 4-Nitrotoluen

AE Agitation extraction \Iil;i';rzzlgzjnaigozpuszczalnikiem przez

AED Atomic emission detector Detektor emisji atomowej

AFID Alkali flame ionization detector Slokr?llifrfirz){;vi?tektor Jonizacji

APCI Atmospheric pressure chemical Jonizacja chemiczna pod ci$nieniem
ionization atmosferycznym

APPI Atmo_sph_eric_ pressure Fotojonizacja pod ci$nieniem
photoionization atmosferycznym

ASE Accelerated solvent extraction fé;gig;iszz(;ﬁkgksuakcja za pomoca

Cl Chemical lonization Jonizacja chemiczna

CID Collision induced dissociation Dysocjacja indukowana zderzeniami

DAD Diode array detector Matryca fotodiodowa

DC Direct current Napiecie state

oveicarPows | DIErre catocn | Dluiyclenze ok

ECD Electron capture detector Detektor wychwytu elektronow

El Electron lonisation Jonizacja strumieniem elektronow

Ex Kinetic energy Energia kinetyczna

Ep Potential energy Energia potencjalna

ESI Electrospray ionisation Jonizacja przez elektrorozpylanie

FID Flame lonization Detector Detektor ptomieniowo-jonizacyjny

FPD Flame Photometric Detector Detektor ptomieniowo-fotometryczny




PELNA NAZWA

AKRONIM
/SKROT Termin w jezyku angielskim Termin w jezyku polskim
. . Spektrometria cyklotronowego
Fourier transform ion cyclotron . .
FT-ICR rezonansu jonowego z fourierowska
resonance : >
transformacja wynikow
GC Gas chromatography Chromatografia gazowa
1,3,5,7-Tetranitro-1,3,5,7- 1,3,5,7-Tetranitro-1,3,5,7-
HMX
tetrazoctane tetraazacyklooktan, oktogen
The International Council for Migdzynarodowa Rada Harmonizacji
ICH Harmonisation of Technical Wymagan Technicznych dla
Requirements for Pharmaceuticals | Rejestracji Produktow Leczniczych
for Human Use Stosowanych u Ludzi
ICP Inductively couplet plazma Wzbudzenie w plazmie sprzgzonej
indukcyjnie
IMW Primary explosive Inicjujace materiaty wybuchowe
IT lon Trap Putapka jonowa
KMW Secondary explosives Kruszace materiaty wybuchowe
LC Liquid chromatography Chromatografia cieczowa
LIT Linear ion trap Liniowa putapka jonowa
LLE Liquid-liquid extraction Ekstrakcja typu ciecz-ciecz
LOD Limit of detection Granica wykrywalnosci
LOQ Limit of quantitation Granica oznaczalno$ci
MAE Microwave assisted extraction Ekstrakcja cialo stale - ciecz
wspomagana mikrofalami
Matrix assisted laser Laserowa desorpcja i jonizacja
MALDI PO
desortpion/ionization wspomagana matryca
MEDINA N,N'-Dinitromethanediamine N.N -Dlnltro_metanqdlamlna,
Metylenodinitroamina
MEPS Microextraction by packed sorbent | Mikroekstrakcja do fazy upakowanej
MMW Propellant Miotajgce materiaty wybuchowe
MRM Multiple reaction monitoring Tryb monitorowania reakcji
nastepczych
MS Mas spectroscopy Spektrometria mas
MS/MS Tandem mass spectrometry Tandemowa spektrometria mas
MW Explosive materials Materiaty wybuchowe
NDAB 4-Nitro-2,4-diazabutanal 4-Nitro-2,4-diazabutanal
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AKRONIM
/SKROT

PELNA NAZWA

Termin w jezyku angielskim

Termin w jezyku polskim

Neutral Loss

Neutral Loss

Tryb monitorowania utraty czasteczek
obojetnych

NPD Nitrogen—phosphorus detector Detektor azotowo-fosforowy

PA Polyacrylate Poliakrylan

PDMS Polydimethylsiloxane Polidimetylosiloksan

PETN Pentaerythritol tetranitrate Tetraazotan pentaerytrytu

PFPD Pulsed flame photometric detector Pulsacyjny detektor ptomieniowo
fotometryczny

POCIS Polar organic chemical integrative | Zintegrowany probnik dla polarnych

sampler zwigzkow organicznych

Pre-1S Precursor lon Scan Tryb monitorowania jonow
prekursorowych
Tryb monitorowania jonow

Pro-1S Product lon Scan fragmentacyjnych pochodzacych od
wybranego jonu prekursora

Q Quadrupole Analizator kwadrupolowy

QC Quality control Kontrola jakosci

QIT Quadrupole ion trap Kwadrupolowa putapka jonowa

RDX 1,3,5-Trinitro-1,3,5-triazinane 1,3,5-Trinitro-1,3,5-triazynan,
heksogen

RF Radio frequency Napigcie o czgstotliwosci radiowej

SBSE Stir bar sorptive extraction Ekstrakeja za pomocg ruchomego
elementu sorpcyjnego
Tryb pelnego skanowania wszystkich

SCAN Full Scan docierajacych jonow wytworzonych w
zrodle jondw

SDME Single drop microextraction Mikroekstrakcja kropla
rozpuszczalnika

SE Soxhlet extraction Ekstrakcja w aparacie Soxhleta

SPE Solid phase extraction Ekstrakcja do fazy statej

SIM Selected ion monitoring Tryp monitorowania wybranych
jonow

SPME Solid phase microextraction Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

TCD Thermal conductivity detector Detektor cieplno-przewodno$ciowy

TMETN Trimethylolethane trinitrate Triazotan trimetyloloetanu
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PELNA NAZWA

AKRONIM
/SKROT Termin w jezyku angielskim Termin w jezyku polskim
TNT 2,4,6-trinitrotoluene 2,4,6-Trinitrotoluen, trotyl
TOF Time of Flight Analizator czasu przelotu
UAE Ultrasound assisted extraction Ekstrakeja ciato Stai,e - clecz
wspomagana ultradzwigkami
United States Environmental Agencje Ochrony Srodowiska Stanow
USEPA . :
Protection Agency Zjednoczonych
uv Ultraviolet Promieniowanie ultrafioletowe
UV-Vis Ultraviolet—visible spectroscopy Spektroskopia z zakresu nadfioletu

i $wiatla widzialnego
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WSTEP

Na podstawie decyzji z dnia 2 sierpnia 1945 r. na konferencji w Poczdamie po drugiej
wojnie $wiatowej w Morzu Baltyckim zatopiono duze ilosci réznego rodzaju amunicji przejetej
od armii hitlerowskiej. Wedtug raportu ,,HELCOM Maritime Assessment 2018 ocenia sig¢, ze
okoto 300 000 ton amunicji konwencjonalnej zatopiono na samych niemieckich wodach
morskich [1]. Istniejg przestanki, ze niektore z nich mogly zosta¢ wyrzucone za burte statku
w drodze do oficjalnych stref zatopienia - Glebi Gotlandzkiej i Bornholmskiej [1]. W zwigzku
z tym mozliwe jest napotkanie zatopionej amunicji w niemal catym basenie Morza Battyckiego,

co moze mie¢ bezposredni wplyw na ekosystem morski.

Z oficjalnych raportéw, artykutow naukowych 1 prac monograficznych [1-6]
uzyskujemy informacj¢ dotyczaca rodzaju zatapianej amunicji (pociski artyleryjskie, granaty,
bomby lotnicze, a takze inne materiaty militarne) oraz jakimi kompozycjami wybuchowymi
byty elaborowane. Najbardziej popularne materialy wybuchowe stosowane podczas drugiej
wojny swiatowej to 2,4,6-trinitrotoluen (TNT, trotyl) i 1,3,5-trinitro-1,3,5-triazynan (RDX,
heksogen). Sposréd nich, szczegdlnie TNT jest podatny na szereg reakcji degradacji
i transformacji, ktore tworzg miedzy innymi rézne pochodne aminowe. Zaréwno TNT, jak
I RDX wykazujg toksyczno$¢ wobec receptorow biologicznych. Podobna sytuacja wystepuje
w przypadku pochodnych TNT, ktore powstaja w procesie jego degradacji i wykazujg
stabilno$¢ struktury. Podczas badan laboratoryjnych stwierdzono, Ze sg toksyczne dla bakterii,
glonow, roslin, dzdzownic, bezkregowcow wodnych 1 wyzszych gatunkow zwierzat, a takze
dla ludzi [7]. Z tego wzgledu, do dnia dzisiejszego pozostalosci amunicji stanowig powazny
problem w aspekcie bezpieczenstwa i ochrony srodowiska. Proby rozwigzania tego problemu
podje¢to dopiero po uptywie okoto 70 lat od jej zatopienia. Jednakze, z powodu korozji pociskow
I zaktocen antropogenicznych, wskutek rozszczelnienia powtoki amunicji, srodowisko morskie
ulegto juz czesciowemu skazeniu. W zwigzku z tym, bardzo waznym zagadnieniem staje si¢
mozliwos¢ wykrywania i oznaczania materiatdw wybuchowych oraz produktow ich degradacji
na niskich poziomach stgzen. Pozwoli to rzetelnie okresli¢ czy skazenie wystepuje, ewentualnie

pozna¢ stopien tego skazenia.

Coraz wigksza §wiadomos¢ spoteczna zwigzana z ekologia i ochrong srodowiska, jest
powodem do opracowywania nowych metod oznaczania nawet sladowych ilosci materiatow
wybuchowych. Materiaty wybuchowe i produkty ich degradacji, ktore obecne sg w srodowisku
naturalnym mogg sprawia¢ pewne trudnosci analityczne, jak: dobor odpowiedniej techniki
ekstrakcyjnej lub uzycie wilasciwego rozpuszczalnika. Problemy te wynikaja glownie ze
ztozonej matrycy, w ktorej znajduja si¢ anality, tj. woda morska lub osad denny. Toksyczne
substancje wybuchowe oraz ich produkty degradacji, pomimo niskiej rozpuszczalnosci
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W wodzie, po pewnym czasie przedostaja si¢ przez skorodowang powloke do srodowiska
morskiego. Nastepnie, za posrednictwem fauny i flory morskiej, moga przenikna¢ do ostatniego
ogniwa tancucha pokarmowego — do organizmu cztowieka. Dodatkowym zagrozeniem jest to,
ze pomimo zalegania materialtdow wybuchowych w srodowisku morskim, nadal posiadajg one
niemal niezmienione parametry detonacyjne i mogg zosta¢ ponownie Wykorzystane, np. przez

osoby przypadkowe lub niepowotane.

Dlatego tez, podejmowane sg proby opracowania nowych metod analitycznych oraz
modyfikowania juz istniejagcych w celu uzyskania takich, ktore beda charakteryzowaly si¢
nizszymi granicami wykrywalno$ci i oznaczalno$ci oraz wigksza precyzja, doktadnos$cia
| powtarzalnoscig. Glownym problemem zwigzanym z monitoringiem $rodowiska morskiego
jest tez to, ze opracowane metody analizy chemicznej powinny polega¢ na oznaczaniu
minimalnej liczby probek srodowiskowych, by¢ bezpieczne dla analityka, a jednoczesnie

powinny umozliwia¢ szybki, precyzyjny i wykonany z duza doktadnos$cig pomiar.

Monitoring ekosystemu morskiego mozna podzieli¢ na dwie czgsci: a) analize ptynow
ustrojowych, tkanek fauny i flory morskiej; b) analiz¢ zanieczyszczen w elementach
srodowiska morskiego - wody morskiej 1 osadow dennych. Podczas analizy materiatow
wybuchowych i produktow ich przemian w matrycy wodnej najczgsciej stosowang metoda
przygotowania probek jest ekstrakcja ciecz-ciecz oraz ekstrakcja do fazy statej. Rzadziej
stosowana jest pasywna technika pobierania probek z wykorzystaniem zintegrowanego
probnika dla polarnych zwigzkow organicznych. Najczesciej stosowang metodg analizy skazen
chemicznych fauny i flory morskiej oraz osadow dennych jest ekstrakcja wspomagana
ultradzwiekami. Zazwyczaj do analizy $ladowej materiatbw wybuchowych w probkach
srodowiskowych, stosuje si¢ chromatografi¢ cieczowa lub gazowa w potaczeniu z rdéznymi
detektorami. Sg to: a) spektrometr mas (z pojedynczym kwadrupolem, z tandemowym
spektrometrem mas lub wysokorozdzielczym spektrometrem mas z typu orbitrap); b) detektor
ptomieniowo-jonizacyjny, c¢) detektor wychwytu elektronow [8-11].

Jednak w dotychczas opublikowanych pracach nie przedstawiono opracowania,
walidacji 1 poréwnania metod analitycznych odpowiednich do analizy materiatow
wybuchowych i produktow ich degradacji w probkach osadéw dennych. Metody przedstawione
w opublikowanych pracach najczesciej nie zawierajg opisu pelnego procesu ich walidacji, badz
obejmuja malg liczbe zwigzkow. Jest to temat w dalszym ciggu wymagajacy dalszych badan,
ktore pozwola na opracowanie uniwersalnej i kompleksowej metody analizy, wraz
z przedstawieniem jej pelnej walidacji umozliwiajacej 0znaczenie nawet $ladowych ilosci

materiatdw wybuchowych i produktow ich degradacji w probkach osadow dennych.
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I.  CZESC LITERATUROWA
1. Ogélna charakterystyka materialow wybuchowych

Definicja materiatdw wybuchowych (MW) wedtug Cudzito i wspolpr. jest nastepujgca:
»Zwi3zki wybuchowe to wzglednie mato stabilne indywidua chemiczne, ktore pod wptywem
zewngtrznych bodzcow sa zdolne do szybkich, samopodtrzymujacych si¢ przemian
chemicznych, zachodzacych z wydzieleniem znacznej ilo$ci energii i uwolnieniem trwatych
termodynamicznie produktow gazowych” [12]. Uwaza si¢, ze materialy wybuchowe zostaty
wynalezione przez Chinczykéw w siodmym wieku naszej ery, a pierwszym znanym materiatem
byl czarny proch (znany rowniez, jako proch strzelniczy), ktory jest mieszaning wegla

drzewnego, siarki i azotanu potasu.

Klasyfikacja materiatbw wybuchowych zajmowato si¢ wielu naukowcoOw w wyniku
czego powstalo wiele podziatdéw. Jednym z nich jest podziat ze wzgledu na zastosowanie,
obejmujacy cztery glowne klasy materiatow wybuchowych: a) materiaty inicjujace (IMW);
b) materiaty kruszace (KMW); c) materialy miotajace (paliwa, MMW); d) mieszaniny
pirotechniczne. Materialy kruszace i miotajace, ktore zostaly wilasciwie zainicjowane,
wydzielaja duze ilosci gazowych produktow. Roéznica migdzy nimi to szybkos¢, z jaka
przebiega reakcja. Podczas detonacji materiatow wybuchowych szybka reakcja prowadzi do
powstania fali uderzeniowej o bardzo wysokim cisnieniu w otaczajacym medium. W przypadku
MMW wolniejsza reakcja wytwarza nizsze ci$nienie w dluzszym okresie czasu. To nizsze,
utrzymujace si¢ ci$nienie jest wykorzystywane do napedzania obiektow. W przypadku
mieszanin pirotechnicznych wydzielana jest znacznie mniejsza ilos¢ produktow gazowych.
Material ten charakteryzuje si¢ duzg iloscig energii przejawiajacej si¢ w postaci ptomienia,

pewnej ilosci dymu, $wiatta i gazu [4].
1.1. Materialy inicjujace

Inicjujace materialy wybuchowe sa bardzo wrazliwymi zwigzkami, ktore tatwo ulegaja
detonacji pod wptywem dziatania prostych bodzcow, takich jak: uderzenie, tarcie, bodzce
elektrostatyczne, czy cieplne. Substancje te charakteryzuja si¢ zdolno$cig do detonacji
wystepujac nawet w bardzo matych ilosciach. IMW wykorzystywane sa do zapoczatkowania
reakcji egzotermicznej w mniej wrazliwych materiatach wybuchowych, takich jak materiaty
kruszace lub miotajgce. Zwykle uzywa si¢ miligramowych ilo$ci, ktore sg pierwszym ogniwem
w tancuchu reakcji wybuchowych. Inicjujgce materialy wybuchowe sg szeroko stosowane

w wielu konstrukcjach sptonek i zapalnikow. Pomimo duzej roznorodnosci konstrukcyjnych
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uktadow aplikacyjnych zawierajacych IMW, od dziesiecioleci praktyczne zastosowanie maja

W nich przewaznie dwie substancje: azydek otowiu i trinitrorezorcynian otowiu.

Azydek otowiu (Pb(N3)2) jest obecnie najczesciej stosowanym inicjujgcym materiatem
wybuchowym. Jest toksycznym zwigzkiem krystalicznym wrazliwym na cieplo, wstrzasy,
a przede wszystkim na uderzenie i tarcie. Charakteryzuje si¢ bardzo krotkim przejsciem od
zaptonu do detonacji, Co oznacza, ze nawet niewielkie jego ilosci przechodza w pelng detonacje.
Predkos¢ detonacji wynosi okoto 4500-5300 m/s [13]. Azydek otowiu w stanie wilgotnym nie
traci wlasciwosci wybuchowych. Chroniony przed wilgocig jest catkowicie stabilny podczas
przechowywania. Azydek otowiu jest trujacy, stabo rozpuszczalny w goracej wodzie
i alkoholu, ale bardzo dobrze rozpuszczalny w rozcienczonym kwasie azotowym (lub
octowym), z dodatkiem niewielkiej ilosci azotanu sodu. Reaguje z metaliczng miedzia,
cynkiem, kadmem lub stopami zawierajagcymi wymienione metale, tworzac azydki, ktore sa
niestabilne. Na przyktad azydek miedzi jest jeszcze bardziej wybuchowy i zbyt wrazliwy, aby
mozna go byto stosowac komercyjnie. Azydek otowiu zwykle przenoszony i przechowywany
jest pod woda w izolowanych gumowych pojemnikach. Aby wykorzysta¢ go do celow
komercyjnych lub wojskowych produkowane sa specjalne sptonki z glinu, ktére sa
niereaktywne z Pb(N3)2. Azydek otowiu wytwarza si¢ w reakcji azydku sodu i azotanu otowiu
w roztworze wodnym. Mozna takze stosowa¢ octan otowiu. Do roztworu dodaje si¢ dekstryne

lub alkohol poliwinylowy w celu stabilizacji wytragconego produktu [4, 14].

Trinitrorezorcynian otowiu (CeHN3OgPb), inaczej nazywany styfninian otowiu, jest
ciatem stalym, drobnokrystalicznym, o zloto-z6ttym zabarwieniu ciemniejagcym pod wptywem
promieni stonecznych. Jest on znacznie mniej wrazliwy na uderzenie niz azydek olowiu, ale
znacznie bardziej czuly na plomien. Trdjnitrorezorcynian olowiu tatwo elektryzuje sig, co
w zwigzku z jego wielkg wrazliwoscia na wyladowania elektryczne czyni szczegdlnie
niebezpiecznymi operacje przesypywania i sortowania tej substancji. Duza wrazliwo$¢ na
bodzce cieplne przy mate; wrazliwosci na uderzenie 1 tarcie jest powodem, ze
trojnitrorezorcynian olowiu dobrze nadaje si¢ do napelniania artyleryjskich sptonek
detonujacych podlegajacych dzialaniu duzych sit w momencie wystrzalu. Jednak niewielka
zdolno$¢ inicjujaca, na skutek duzej zawartosci metalu (44,25%) [4], nie pozwala na stosowanie
tej substancji, jako samodzielnego materialu inicjujgcego. W sptonkach detonujacych
inicjowanych przez naklucie jest stosowany w mieszaninie z tetrazenem. Stosowany jest

réwniez, jako dodatek do azydku otowiu w sptonkach detonujacych do zwigkszenia zdolno$ci
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zapalenia, od ptomienia lub iskry. Wytwarza si¢ go przez reakcje stracania zachodzacg migdzy

azotanem otowiu i trinitrorezorcynianem magnezu [13].
1.2. Materialy kruszgce

W kruszacych materiatach wybuchowych predkosé rozchodzenia sie fali detonacyjnej,
powodujacej rozpad struktury chemicznej materialu powinna by¢ wigksza niz 1000 m/s.
Materiaty kruszace roznig si¢ od IMW tym, Ze nie mogg by¢ tatwo detonowane w wyniku
dostarczenia ciepta lub poddania wstrzgsom lub tarciu. Na ogét wybuch kruszacego materiatu
wysokoenergetycznego jest silniejszy niz wybuch materiatu inicjujacego. Jednakze materiaty
inicjujace sa niezbgdne do zapoczatkowania detonacji KMW. Niektore materiaty Kruszace sa
tak stabilne, ze strzat pociskiem karabinowym lub ich podpalenie nie wywotluje detonacji.
Najbardziej popularnymi KMW sa TNT, RDX i 1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan
(oktogen, HMX). Wartosci ich predkosci detonacji mieszczg si¢ w zakresie 5500-9000 m/s [4].

1.2.1. Trotyl

Trinitrotoluen jest jasnozottym, bezwonnym, krystalicznym ciatlem statym. TNT nie
wystepuje naturalnie w $rodowisku. Jest to najbardziej popularny materiat wybuchowy
stosowany w amunicji wojskowej, a takze w wielu gateziach gospodarki, jak na przyktad
w budownictwie podczas procesu wyburzania budynkow. Aby TNT mogt by¢ uzyty jako
materiat wybuchowy, musi by¢ uzyty detonator, poniewaz material ten wybucha
w temperaturach powyzej 240°C. TNT topi si¢ jednak w temperaturze okoto 81°C, co pozwala
bezpiecznie stopi¢ material i napetni¢ nim pociski artyleryjskie. Ponadto, w przeciwienstwie
do niektorych innych rodzajow materiatow wybuchowych, TNT zasadniczo nie eksploduje pod
wplywem tarcia, CZy wstrzasOw 1 nie reaguje z metalami, ani nie pochtania wilgoci. W zwigzku
z tym, material moze by¢ bezpiecznie przechowywany przez znaczny czas, chociaz tatwo
reaguje z chemicznymi $rodkami redukujacymi. TNT czgsto Stosowany jest w mieszaninach

Z innymi materiatami wybuchowymi, takimi jak np. azotan amonu, tworzac amatol.

W tabeli 1 zostaty przedstawione wybrane parametry fizykochemiczne trotylu.
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Tabela 1. Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne TNT [4, 13, 15].

Wzbr empiryczny C7HsN3Os
Masa molowa [g/mol] 227,1
Predkos¢ detonacji [m/s] 6 900 CAS: 118-96-7
Temperatura zaptonu [°C] 300,0 CH 3
Temperatura topnienia [°C] 80,2 O,N NO,
Temperatura rozktadu [°C] 240,0
Gestos¢ krysztatu [g/cm®] 1,65

NO,
Entalpia tworzenia [kJ/kg] - 295,3
Pre¢znos¢ par w temp. 100°C [mm Hg] | 0,1050

Najbardziej popularng metoda syntezy TNT jest kilkuetapowe nitrowanie toluenu. W kazdym
z etapow nalezy zastosowa¢ odpowiedniag mieszaning Kwasu azotowego(V) i kwasu
siarkowego(V1) 0 okreslonym stezeniu i wzajemnym stosunku wagowym [12]. Reakcje syntezy

przebiegaja zgodnie z ponizszym schematem (rys. 1).

/JQ M
( Y _fwo, ‘:'2 HNO, 0z __HNO;  OaN TJ T
=
o H,30, H,50, H S0,
ND?

Rys. 1. Schemat tréjetapowej syntezy TNT.

1.2.2. Heksogen

W swojej czystej postaci heksogen (RDX) jest stabilnym, biatym, krystalicznym
proszkiem. W temperaturze pokojowej pali si¢ zamiast eksplodowaé. RDX jest uwazany za
najwazniejszy wojskowy material wybuchowy we wspoétczesnym uzyciu ze wzgledu na jego
wysoka zdolnos$¢ do niszczenia, stabilno$¢ w przechowywaniu i niskg wrazliwos¢ na uderzenia
i tarcie, co czyni go bardzo pozadanym materiatem wybuchowym. W tabeli 2 zostaty

przedstawione wybrane parametry fizykochemiczne heksogenu.
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Tabela 2. Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne RDX [4, 13, 15].

Wzor empiryczny C3HeNeOs
Masa molowa [g/mol] 222,1 CAS: 121-82-4
Predkos¢ detonacji [m/s] 8 750

NO,
Temperatura zaptonu [°C] 260 |

N
Temperatura topnienia [°C] 205 r W
Gestosé krysztahu [g/cm?] 1,82 N N

O-N NN NO

Entalpia tworzenia [kJ/kg] +301,4 2 2
Prezno$¢ par w temp. 110°C [mm Hg] | 0,0004

RDX zostal po raz pierwszy zsyntezowany w 1899 r. przez niemieckiego naukowca
Henninga do celéw leczniczych. Jego warto$¢, jako materiatu wybuchowego nie zostala
rozpoznana az do 1920 r., w ktorym to roku Herz otrzymat RDX przez bezpos$rednie nitrowanie
heksametylenotetraminy, ale wydajno$¢ procesu byta niska, a koszt wysoki. Z tego powodu
synteza ta byla nieatrakcyjna dla produkcji na duza skalg. Wkrotce potem Hale opracowat

warunki procesu, w ktorym wytwarzat RDX z 68% wydajnoscia [12, 16].

W kolejnych latach nadal pracowano nad efektywnoscia procesu syntezy RDX. Dwa

najbardziej popularne podejécia w czasie drugiej wojny swiatowej przedstawiaja procesy:

a) Proces Banchmanna [17] (proces KA), w ktorym do syntezy RDX (typ B) uzywa sie
heksaminy w postaci soli azotanowej, azotanu amonu i bezwodnika octowego.
C¢Hi,Ny % 2HNO3 + 2NH,NO3 * 2HN O3 + 6(CH3C0),0

—— 2(CH,NNO,)s + 12CH3COOH

1)

Wydajno$¢ tego procesu jest duza, jednakze w jego trakcie powstaje ubocznie okoto 8-12%

1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan (oktogen, HMX) w postaci zanieczyszczenia.

b) W procesie Brockmana [18] w zasadzie produkuje si¢ czysty RDX (typ A). RDX jest
w tym wypadku syntezowany przez utlenianie 1,3,5-trinitrozo-1,3,5-triazacykloheksanu.
W wyniku utleniania otrzymuje si¢ 1-nitrozo-3,5-dinitro-1,3,5-triaksacykloheksan, jako
produkt posredni, ktory nastepnie jest przeksztatcany w RDX po dodaniu 30% roztworu

nadtlenku wodoru i 99% roztworu kwasu azotowego w temperaturze (-40)°C.
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1.2.3. Oktogen

Oktogen (HMX) ma strukture pierscienia heterocyklicznego o osmiu cztonach. Jest to
bezbarwne cialo stale, ktore rozpuszcza si¢ nieznacznie w wodzie. Ze wzgledu na wysokag
gestos¢ 1 duzag szybkos¢ detonacji, HMX daje wigcej energii na jednostke objetosci niz RDX,
co czyni go jednym z najpotezniejszych wyprodukowanych chemicznych materiatow

wybuchowych. Niektore z wlasciwosci fizykochemicznych przedstawiono w tabeli 3.

HMX jest stosowany jako wojskowy material wybuchowy zaréwno indywidualnie
(w postaci réznego rodzaju tadunkéw), jak i w formie skladnika kompozycji

wybuchowych [12].

Tabela 3. Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne HMX [4, 13, 15].

Wzoér empiryczny C4HsNsOs
Masa molowa [g/mol] 296,2 CAS: 2691-41-0
0.+.0
Predko$¢ detonacji [m/s] 9 100 > N -
Temperatura zaptonu [°C] 384 // \ o
/
Temperatura topnienia [°C] Ok. 281 NJr
g \ SN
Gestoéé krysztatu [g/em?] 1,93 O O
Entalpia tworzenia [ki/kg] +253,3 ,/NJ: ]
Oo° O
Preznos¢ par [mm Hg] 2,41x 108

Oktogen jest syntezowany z tych samych substancji chemicznych co RDX, to znaczy:
heksaminy, azotanu amonu, kwasu azotowego, bezwodnika i kwasu octowego. O rodzaju
I wydajnosci produktu koncowego decydujg iloSciowe stosunki substratow reakcji, kolejnos¢

ich dodawania, a takze temperaturowe warunki prowadzenia syntezy [12].
1.2.4. Mieszaniny wybuchowe

Mieszaniny wybuchowe to jedno- lub wielofazowe uktady fizyczne, zawierajace
minimum dwa skltadniki. Mogg one wystegpowaé w postaci cieklej, gazowej, statej lub
heterogenicznej (np. ciekte materialty wybuchowe zawierajgce czastki metali). Mieszaniny te
tworzone sa w nastepujacym celu: zwigkszenia asortymentu materiatdow wybuchowych, zmiany
parametréw detonacyjnych, obniZzenia temperatury topnienia, poprawienia trwato$ci

fizykochemicznej, a takze obnizenia kosztow produkcji.
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Tabela 4. Przykladowe kompozycje wybuchowe uzywanych podczas drugiej wojny swiatowej [4-6].

Nazwa Sklad Zastosowanie
Wykorzystywany w bombach,
Amatol Azotan amonu i TNT tadunkach gtebinowych i minach
morskich
429% RDX, 40% TNT Opracowan’y QO uzytku w torpedach,
Torpex . . byt szczegodlnie stosowany podczas
1 18% proszku glinu .
podwodnych eksplozji
Baratol Azotan baru i TNT Brytyjskie granaty reczne
0 : : :
Kompozycja A 88,3% RDX Uzywany przez wojsko w minach

Kompozycja B

Kompozycja H6

DBX

Minol

Oktol

Pentolit

i 11,7% plastyfikatora

RDX, TNT i wosk

45% RDX, 30% TNT,
20% proszku glinu i 5%
wosku

21% RDX, 21% azotan

amonu, 40% TNT, 18%
proszku glinu

40% TNT, 40% azotan
amonu i 20% proszku
glinu (Minol-2)

75% HMX i 25% TNT

50% PETN i50% TNT

ladowych i rakietach 2,751 5 cali

Gtowne wypetnienie wybuchowe
pociskoéw artyleryjskich, rakiet, min
ladowych, granatow recznych i
réznych innych rodzajow amunicji

Stosowany zamiast TORPEXu
w zastosowaniach morskich

Alternatywa dla TORPEXu, w ktorej
wykorzystywano mniej RDX

Opracowany przez British Royal Navy
stosowany w torpedach, tadunkach
glebinowych i minach morskich. Nie
nadaje si¢ do pociskéw ze wzgledu na
ryzyko wybuchu, jesli poddany jest
bardzo duzym przyspieszeniom

Stosowany w tadunkach

kumulacyjnych i glowicach uzywanych
w pociskach kierowanych

Gtowice i tadunki detonujace

Mozna wyrézni¢ dwie grupy mieszanin: a) mieszaniny do celéw wojskowych — maja

dobre parametry detonacyjne i termochemiczne, trwatos¢, zdolno$¢ do detonacji od inicjatorow

o malej masie oraz mozliwos¢ elaboracji amunicji w bezpiecznym zakresie temperatur;

21



b) mieszaniny do celéw przemystowych — charakteryzuja si¢ duzym bezpieczenstwem i niska

cena.

W tabeli 4 zamieszczono wybrane mieszaniny wybuchowe stosowane podczas drugiej

wojny $wiatowe]j wraz z ich sktadem i zastosowaniem [12].
1.3. Materialy miotajace

Miotajgce materialy wybuchowe to materialy palne zawierajace w swojej strukturze
wystarczajgcg ilo$¢ tlenu potrzebnego do ich spalania. Zaprojektowane i skonstruowane sg
w taki sposob, aby reagowaly ze starannie kontrolowang szybkos$cia, powodujgc propagowanie
duzego cisnienia przez dluzszy czas w porownaniu do KMW. Ich podstawowa cechg jest duza
ilo$¢ gazowych produktow reakcji, stuzgca do napgdzania miedzy innymi pociskow broni
palnej. MMW palg sig, ale nie wybuchajg gwattownie, a ich spalanie zwykle przebiega bardzo
szybko i towarzyszy mu ptomien lub iskry. Ponadto, podczas tego procesu wystepuje syczacy
lub trzaskajacy dzwigk, ale nie ostry, glosny huk, jak w przypadku detonacji kruszacych
materialdw wybuchowych. Materialy miotajace moga by¢ formutowane jako ciata stale lub
jako ciecze. Stale materialy pedne sa czgs$ciej uzywane w dzialach, armatach 1 mniejszych
rakietach, podczas gdy paliwa ciekte sg uzywane w wysokowydajnych systemach rakietowych
I innych wybranych zastosowaniach. Zwiazki te moga by¢ inicjowane przez ptomien lub iskre,
a przemiana ze stanu stalego w stan gazowy przebiega wzglgdnie powoli, tj. w ciagu kilku
milisekund. Przykladami MMW sa: proch czarny, prochy bezdymne oraz materiaty
wybuchowe na bazie azotanu amonu, ktore nie zawierajg nitrogliceryny ani zadnych zwigzkow

aromatycznych [19].
1.4. Mieszaniny pirotechniczne

Kompozycja pirotechniczna to substancja lub mieszanina substancji zaprojektowana
w celu wywotania efektu za pomocg ciepta, $wiatta, dzwieku, gazu lub dymu, a takze ich
kombinacji w wyniku nie detonacyjnych, samopodtrzymujacych si¢, egzotermicznych reakcji
chemicznych. Substancje pirotechniczne nie potrzebujg tlenu ze zrédet zewnetrznych w celu
podtrzymania reakcji. Podobnie, jak w przypadku kruszacych materiatdw wybuchowych lub
materiatbw miotajacych, efekty pirotechniczne opieraja si¢ rowniez na reakcjach silnie
egzotermicznych, przy czym KMW wykazuja najwicksze, a MMW wzglednie najmniejsze
szybkosci reakcji. Szybkosc¢ reakcji zachodzacych w materiatach pirotechnicznych znajduje sie
pomiedzy tymi dwoma skrajnymi szybkosciami. W przeciwienstwie do KMW, ktore uwalniaja

duze iloéci gazu podczas reakcji, materiaty pirotechniczne tworza dodatkowo produkty stale,
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oprocz gazowych. Ogolnie kazdy materiat pirotechniczny sktada si¢ z utleniacza, a takze srodka
redukujacego. Ponadto, w zaleznosci od zamierzonego zastosowania, moga roéwniez zawieraé
lepiszcze, tadunek miotajacy i barwnik, a takze dodatki wytwarzajace dym i hatas. Wiele reakcji
pirotechnicznych biegnie w stanie staltym, czego wynikiem jest dobrze okre§lony rozmiar
czastek 1 najwyzsza mozliwa jednorodno$¢. Energia uwolniona podczas reakcji zwykle

powoduje powstanie ptomienia i pewnej ilosci dymu, $wiatta i gazu [16].
2. Degradacja materialow wybuchowych w §rodowisku Morza Baltyckiego

W obu Wojnach Swiatowych wykorzystano ogromna ilo$é réznego rodzaju uzbrojenia.
Sktadowiska powojennej amunicji w dalszym ciggu stanowig powazny problem w zakresie
bezpieczenstwa, ochrony $rodowiska i aspektow ekonomicznych [20, 21]. Po zakonczeniu
drugiej wojny swiatowej postanowiono zatopi¢ czg$¢ przestarzatej amunicji w morzach
i oceanach [22]. Sa tez doniesienia, ze do$¢ czestg praktyka w czasie wojny bylto zrzucanie do
morza niewykorzystanych w czasie bombardowania tadunkow. Wynika to z niebezpieczenstwa
jakie stwarza samolot ladujacy z tadunkiem bombowym. Co gorsza, torpedy zrzucane
z samolotow 1 wystrzeliwane z wody byly wysoce zawodne, bo rzadko wybuchaty, nawet jesli
trafity w cel. Z kolei bomby glebinowe zrzucane zardwno przez okrety jak i samoloty
w kierunku okretow podwodnych byly na tyle nieprecyzyjne, ze rzadko osiagaty trafienie [23].
Niezwykle trudnym zadaniem jest znalezienie oficjalnych informacji, dotyczacych miejsca
i rodzaju zatopionych materiatow wybuchowych. Wiadomo jednak, jakiego rodzaju materiaty
byty uzywane podczas drugiej wojny swiatowej (tabela 4). Najczesciej byty to TNT oraz RDX
[4]. Od tych wydarzen mineto ponad 70 lat, ale nadal wystepuje stale zagrozenie z powodu
uwalniania si¢ substancji niebezpiecznych, badz produktéw ich degradacji. Na rysunku 2 i 3
przedstawiono schematy przemian TNT i RDX w Morzu Battyckim opracowane na podstawie

dostgpnych danych literaturowych [24-26].
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Rys. 2. Schemat przemian TNT w $§rodowisku morskim: a) TNT, b) 2,4-dinitrotoluen (2,4-DNT),
¢) 2,6-dinitrotoluen (2,6-DNT), d) 4-nitrotoluen (4-NT), e) kwas trinitrobenzoesowy (TNBA),
f) trinitrobenzen (TNB), g) 2,4-dinitroanilina (2,4-DNA), h) 1,3-dinitrobenzen (1,3-DNB) [24].

Gltowne reakcje, ktorym ulega TNT w $rodowisku naturalnym to reakcje utlenienia,
badz redukcji jego grup funkcyjnych. Podczas utleniania grupy metylowej TNT w procesie
koncowym powstaje kwas trinitrobenzoesowy, ktéory nastepnie moze ulec reakcji
dekarboksylacji, tworzac trinitrobenzen. TNT moze réwniez ulega¢ procesom denitracji,

prowadzac do powstania takich produktow rozktadu jak 2,4-dinitrotoluen, 2,6-dinitrotoluen
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oraz 4-nitrotoluen. Z rekombinacji wczesniej wspomnianych procesow, a mianowicie
denitracji, utleniania i dekarboksylacji powstaje 1,3-dinitrobenzen. Innym waznym produktem
degradacji TNT jest 2,4-dinitroanilina, ktora powstaje w wyniku redukcji soli amonowej kwasu
2,4-dinitrobenzoesowego [24]. TNT i produkty jego degradacji zaznaczone kolorem
czerwonym na rysunku 2 charakteryzujg si¢ niska rozpuszczalnosécig w wodzie. Ponadto nalezy
zwroci¢ szczegblng uwage na to, iz produkty przemiany w dalszym ciggu posiadaja

wilasciwo$ci wybuchowe, a takze sg toksyczne i mutagenne [27].
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Rys. 3. Schemat przemian RDX w warunkach morskich [25, 26].
RDX zbudowany jest z cykloalifatycznego piericienia zawierajgcego trzy symetrycznie
ulozone atomy azotu, do ktorych przylaczone sa trzy nitrowe grupy funkcyjne. W RDX,
podobnie jak TNT, grupy nitrowe sg gtdwnym celem pierwszych etapow degradacji poprzez

sekwencyjng redukcje lub denitracj¢. W trakcie biodegradacji nastgpuje denitracja grup
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nitrowych. Powstajace w wyniku tego procesu zwigzki ulegaja rozerwaniu pierscienia
I W zaleznosci od warunkéw, w ktorych sie znajdujg, powstaja jako nietrwale produkty
przejsciowe: N,N’-dinitrometanodiamina (MEDINA), badz 4-nitro-2,4-diazabutanal (NDAB).
Te przejsciowe produkty degradacji RDX sg nictrwate i w konsekwencji dos¢ szybko
rozktadaja si¢ do produktow gazowych [25, 28]. Z tego wzgledu, podczas analizy probek
osadéow dennych, nalezy si¢ nastawi¢ jedynie na monitorowanie pierwotnego materiatu

wybuchowego, ktory jak powszechnie wiadomo jest toksyczny.
3. Przygotowanie prébek srodowiskowych do analizy chromatograficznej

Probki srodowiskowe dostarczane do laboratorium wystepuja w réznej formie, migdzy
innymi w postaci ptynnej, statej lub gazowej. Z tego wzgledu przed analiza nalezy
przeprowadzi¢ proces przygotowania probki, ktory pozwoli na przeniesienie analitéw do
odpowiedniego medium. Proces ten pozwala réwniez oczys$ci¢ probke z czesci zanieczyszczen

wystepujacych w matrycy probki.
3.1. Problemy spotykane w czasie przygotowania probek

Etap przygotowania probek odgrywa kluczowa role w catym procesie analitycznym,
a w szczegdlno$ci w przypadku probek srodowiskowych czy biologicznych o bardzo
skomplikowanych matrycach. Etap ten ma przede wszystkim na celu selektywng izolacje
analitu. Dodatkowymi atutami wynikajacymi z przygotowania probek moze by¢ oczyszczanie
i wzbogacanie analitu. Jesli analizowane zwigzki nie mogg by¢ oznaczone jakas$ metodg, nalezy
je przeprowadzi¢ w pochodne. Proces ten, nazywamy derywatyzacja. Polega on na
przeprowadzeniu analitbw w wyniku reakcji chemicznej, w odpowiednie pochodne
o wiasciwosciach umozliwiajacych ich oznaczenie. Wedtug ankiety przeprowadzonej przez
czasopismo ,,LCGC North America” do najczgséciej spotykanych problemow na etapie
przygotowania probek do analizy mozna zaliczy¢: dtugi czas procesu, duzy koszt, maty odzysk,
brak powtarzalnosci, niewystarczajaca wiedza o probce oraz ztozono$¢ matrycy - duza liczba

rodzajow zanieczyszczen i ich duze stgzenie [29].

Jak mozna si¢ byto spodziewaé, dlugi czas trwania procesu i duzy naktad pracy
zwiazany z przygotowaniem probek nadal stanowig powazny problem, pomimo dostepnosci
wielu nowych technik. Nalezy bardzo wyraznie podkresli¢, ze nie ma jednej uniwersalnej
i idealnej techniki izolacji, i wzbogacania analitow z pobranych probek. To, jaka technike

zastosujemy do przygotowania danej probki uzaleznione jest od wielu czynnikéw, takich jak:
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stan skupienia analitu w warunkach eksperymentu, rodzaj matrycy, polarno$¢ zwiazku, a takze

rodzaj metody analityczne;j.
3.2. Izolacja zwigzkéw z prébek cieklych

Probki ciekte podzieli¢ mozna na takie, w ktorych matryca jest woda i1 na takie,
w ktorych matryca jest rozpuszczalnik organiczny. Probki z matrycg organiczng najczesciej nie
wymagaja zmiany matrycy, a jedynie ewentualnego zatgzenia, badZz oczyszczenia ekstraktu.
W przypadku probek wodnych niejednokrotnie wystepuje konieczno$¢ zmiany matrycy na

organiczng, ze wzgledu na wykorzystywang technike chromatograficzna.
3.2.1. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem typu ciecz-ciecz

Najbardziej powszechnym podejsciem do izolacji zwiazkow z probek wodnych jest
ekstrakcja rozpuszczalnikiem typu ciecz-ciecz (Liquid-liquid extraction — LLE). Pierwsza
udana komercyjnie operacja ekstrakcji ciecz-ciecz zostala opracowana dla przemystu
naftowego w 1909 roku, kiedy proces Edeleanu zastosowano do usuwania weglowodorow
aromatycznych z nafty, wykorzystujac ciekly dwutlenek siarki, jako rozpuszczalnik. Od tego
czasu wiele innych proceséw zostalo opracowanych przez przemyst naftowy, chemiczny,
metalurgiczny, nuklearny, farmaceutyczny i przetworstwa spozywczego [30]. Ekstrakcja LLE
polega na rozprowadzeniu lub podzieleniu probki migdzy dwie niemieszajace si¢ ciecze,
w ktorych zwigzek analizowany i zanieczyszczenia maja roézne rozpuszczalnosci. Zwykle jedna
faza jest wodna, a druga faza jest rozpuszczalnikiem organicznym. Podstawa procesu ekstrakcji
jest to, ze bardziej polarne zwiazki hydrofilowe preferuja faze wodna (polarng), a bardziej
niepolarne zwigzki hydrofobowe preferuja rozpuszczalnik organiczny 0 charakterze

niepolarnym.

Duzg selektywno$¢ i wydajno$¢ (odzysk) ekstrakcji LLE mozna osiggnaé poprzez dobor
wlasciwego rozpuszczalnika, stosujac nastgpujace kryteria: mata rozpuszczalno$¢ w fazie
wodnej (zazwyczaj <10%), duza lotno$¢ (zaleta przy zatezaniu probki i w przypadku analizy
za pomocg chromatografii gazowej (GC)), duza czystos¢ rozpuszczalnika w celu uniknigcia
zatezenia zanieczyszczen obecnych w rozpuszczalniku. Powinna by¢ tez zapewniona zgodno$¢
rozpuszczalnika z rodzajem wybranej techniki chromatograficznej, na przyktad, nie uzywa sig
chlorowanych rozpuszczalnikow, takich jak dichlorometan, podczas stosowania metody
analizy za pomocg GC sprzgzonego z detektorem wychwytu elektronow (Electron capture
detector — ECD) lub rozpuszczalnikéw silnie absorbujacych promieniowanie ultrafioletowe

(UV), jesli stosuje si¢ chromatografie cieczowa (LC) w sprzezeniu z detektorem UV. W celu
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zwigkszenia odzysku polarnych analitow mozna dobra¢ bardziej polarne rozpuszczalniki lub
0 zwigkszonej obecnosci wigzan wodorowych, co wptywa korzystnie na zwigkszenie wartosci

wspotczynnika podziatu Kg.

Ekstrakcje mozna przeprowadza¢ manualnie, badz za pomocg mechanicznej
"wytrzasarki”. Woytrzasanie umozliwia doktadne przemieszanie pomiedzy dwoma
niemieszajacymi si¢ rozpuszczalnikami, maksymalizujac w ten sposob powierzchni¢ kontaktu

obu faz, a tym samym wspomagajac przenoszenie masy i wydajng izolacje analitow.
3.2.2. Ekstrakcja do fazy stalej

Jedng z pierwszych i stosunkowo prostych metod przygotowania probek wodnych
majacych na celu izolacjg¢, zatezenie i oczyszczenie analitu jest ekstrakcja do fazy statej (Solid
phase extraction — SPE). Rézne zrodta przedstawiajg niejednoznaczne informacje odno$nie
wynalazcy tej techniki, a jej wynalezienie datuje si¢ na okoto 1970 r [31]. Ekstrakcja ta polega
na przepuszczeniu analizowanego roztworu przez kolumne ekstrakcyjna, w ktorej znajduje si¢
ztoze sorbentu (rys. 4). Faza stata jest zwykle pakowana w mate kolumienki Iub wktady. Proces
ten moze by¢ wykonany dla duzych objetosci cieczy, dzigki czemu mozliwe jest zatezenie
analitow na powierzchni sorpcyjnej ztoza. Kolejnym etapem tego procesu jest przemycie
kolumny rozpuszczalnikiem odpowiednio dobranym do analizowanych zwigzkow, aby pozby¢
si¢ zanieczyszczen lub przynajmniej ich czesci, nie wyptukujac przy tym analitow. Nastgpnie
eluuje si¢ zatrzymane anality przy pomocy niewielkiej ilosci odpowiednio dobranego
rozpuszczalnika. Alternatywna kolejnoscia etapow procedury SPE moze by¢ elucja w pierwszej
kolejnosci badanego analitu, a nastepnie kondycjonowanie (przemywanie) kolumny, na ktorej
ztozu zaadsorbowane zostaly zanieczyszczenia i rozne interferenty pochodzace z matrycy.
Bardzo wazne jest dobranie odpowiedniego wypelnienia kolumny oraz rozpuszczalnika do

elucji.
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Rys. 4. Etapy prowadzenia ekstrakcji do fazy stalej [32].

Ostatnio nastgpilo wiele zmian w technologii SPE, w tym nowe formaty (np. dyski,
koncowki do pipety wypelnionej sorbentem [33-34] i ptytki 96-studzienkowe [35-36]), nowe
sorbenty (np. krzemionka lub no$niki na bazie polimeréw [34, 36] i nosniki z powtokg mieszang
[37]) oraz rozwdj w strong uktadéw on-line i automatyzacji [38]. Wszystkie te unowoczesnienia
majg na celu polepszenie selektywnosci techniki, skrocenie czasu procesu oraz zmniejszenie

naktadu pracy uzytkownika.
3.2.3. Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (Solid phase microextraction — SPME) jest
nowoczesng technikg izolacji 1 zat¢zania analitéw. Opracowana zostala w 1990 r. na
Uniwersytecie w Waterloo (Kanada) przez zespot prof. Pawliszyna [39]. Jest ona prosta
w obstudze, szybka technika, w ktoérej uzycie rozpuszczalnikow nie jest konieczne. Obecnie
SPME jest najczesciej stosowang metoda do izolacji lotnych lub $redniolotnych substancji

z probek zaréwno o prostych, jak i ze skomplikowanych matryc.
Proces SPME przebiega w dwoch etapach (rys. 5):
+ Sorpcja — podziat analitow miedzy probke, a warstwe sorpcyjna wiokna SPME.

» Desorpcja— uwolnienie analitu z powierzchni widkna do aparatury analityczne;.
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Rys. 5. Schemat przebiegu analizy chromatograficznej z wykorzystaniem SPME [40].

Kluczowym parametrem wptywajacym na wydajnos¢ ekstrakcji i czutos¢ metody jest
wspotczynnik podziatu, ktory zalezy od temperatury, polarno$ci matrycy, sity jonowej
roztworu, a takze rodzaju warstwy sorpcyjnej wiokna. Na czuto$¢ oznaczenia moga wptywaé
rowniez: objetos¢ fazy stacjonarnej, fazy nadpowierzchniowej a takze objgtos¢ samej probki.
Waznym parametrem jest takze czas ekstrakcji, ktory zalezy od temperatury i intensywnosci
mieszania. Ogodlnie mozna stwierdzi¢, ze wszystkie parametry wplywajace na wartosc¢
wspotczynnika podzialu determinujg czuto$¢, selektywnos¢ oraz wydajnos¢ metody. Wybor
sorbentu jest jednym z kluczowych elementow przeprowadzenia poprawnej ekstrakcji,
poniewaz analizowane zwigzki muszg mie¢ silne powinowactwo do fazy stacjonarnej. Zakres
i wybor dostepnych w handlu rodzajéw warstw sorpcyjnych prawie w ogoéle nie rosnie.
Najbardziej popularnymi fazami stacjonarnymi do ekstrakcji SPME sa: polidimetylosiloksan
(PDMS), poliakrylan (PA), czy kompozyt diwinylobenzen/karboksen/polidimetylosiloksan
(DVB/CAR/PDMS). Ta grupa widkien pozwala na przesiewowa analiz¢ dowolnego rodzaju
probek.

W celu przeprowadzenia analizy metoda SPME, probke umieszcza si¢ w fiolce,
a nastgpnie szczelnie zamyka kapslem posiadajagcym membrang. Przez membrang wprowadza
si¢ wiokno, umieszczone w urzadzeniu do SPME, ktore eksponuje sie¢ w fazie
nadpowierzchniowej lub wprowadza bezposrednio do probki. Po wprowadzeniu witokna
z powtoka sorpcyjng do fazy nadpowierzchniowej (lub bezposrednio do probki) anality sa
ekstrahowane z matrycy do fazy stacjonarnej witokna. Gdy proces ekstrakcji zostanie
zakonczony, powloka wiokna zawierajaca anality chowana jest do wnetrza igly 1 cate
urzadzenie przenosi si¢ do dozownika chromatografu. W dozowniku chromatografu gazowego

(czgsciej) lub cieczowego odbywa si¢ desorpcja analitow.
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3.2.4. Mikroekstrakcja do fazy upakowanej

Mikroekstrakcja do fazy upakowanej (Microextraction by packed sorbent - MEPS) to
nowa technika miniaturyzacji ekstrakcji SPE. Urzadzenie MEPS mozna bezposrednio stosowac
zamiast konwencjonalnej strzykawki wprowadzajacej probke do chromatografu gazowego lub
wysokosprawnego chromatografu cieczowego. W MEPS sorbent znajduje si¢ w komorze lub

naboju miedzy igla a strzykawka (rys. 6).

|
B Strzykawka
|
Nabdj z upakowanym sorbentem
lgta —»

Rys. 6. Urzadzenie do mikroekstrakeji do fazy upakowanej.

Technika MEPS moze by¢ wykorzystana w analizie probek wodnych o szerokim
spektrum analitow. W celu pobrania probki roztwor zaciaga si¢ do strzykawki przepuszczajac
go przez nabdj z upakowanym sorbentem, a nastepnie zawarto$¢ wypuszcza si¢, ponownie
przepuszczajac kolejng porcje cieczy przez warstwe sorbujaca. Czynno$¢ ta mozna powtarzaé
wielokrotnie, aby zwiekszy¢ ilosci poszczegdlnych analitow sorbowanych w fazie stacjonarne;.
Po procesie izolacji i zat¢zania analizowanych substancji nastgpuje proces ich desorpcji
Z probki. Prowadzi si¢ go za pomocg matej ilosci odpowiednio dobranego rozpuszczalnika,
Ktory pozwoli na jednorazowe wymycie zwigzkéw z fazy sorbujacej. Czynnos$¢ t¢ mozna
wykona¢ bezposrednio do dozownika chromatografu gazowego lub za pomoca zaworu
dozujgcego w chromatografie cieczowym. Proces ten mozna catkowicie zautomatyzowac za
pomocg dozownika automatycznego. Metode MEPS wykorzystano do 0znaczania materiatow
wybuchowych w wodzie i probkach biologicznych [41], a takze podczas wykrywania

narkotykow w osoczu [42].
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3.2.5. Ekstrakcja ruchomym elementem sorpcyjnym

Ekstrakcja za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego (Stir bar sorptive extraction —
SBSE) zostala wynaleziona w 1999 roku przez profesora Sandra [43] jako technika
przygotowania probek, ktora nie wymaga wykorzystania rozpuszczalnikow organicznych.
W metodzie tej anality sorbowane sg W fazie stacjonarnej osadzonej na ruchomym elemencie,
podobnym do mieszadetka magnetycznego. Po procesie pobierania i jednoczesnego zatgzania
anality poddawane sg desorpcji w matej objetosci rozpuszczalnika organicznego, a nastepnie
konwencjonalnie wstrzykniety do chromatografu gazowego Ilub wysokosprawnego
chromatografu cieczowego. Drugim sposobem jest desorpcja termiczna zasorbowanych
analitow z wykorzystaniem jednostki desorpcyjnej sprzezonej z chromatografem

gazowym [44].
3.2.6. Mikroekstrakcja kropla rozpuszczalnika

Mikroekstrakcja kropla rozpuszczalnika (Single drop microextraction — SDME)
poczatek swoj ma w potowie lat 90° ubiegtego wieku, jako wynik prac prowadzonych przez
Liu i Dasgupta [45]. W metodzie tej izolacja analitu nastepuje przez ekstrakcje sktadnikow
probki do kropli cieczy zawieszonej na koncu igly strzykawki zanurzonej bezposrednio
w probee lub w fazie nadpowierzchniowej tej probki. Warunkiem przeprowadzenia ekstrakcji
jest wigksza rozpuszczalnos¢ analitu w rozpuszczalniku ekstrahujagcym niz w probee. Gtowna
zaleta tego podejscia jest mata ilos¢ uzywanego rozpuszczalnika organicznego w celu
uzyskania szybkiej ekstrakcji 1 wstgpnego zatezania zwiazkdéw organicznych z probek
wodnych. Glownym problemem tej techniki jest wybor odpowiedniego rozpuszczalnika, ktory
utworzy i zachowa odrgbng krople do ekstrakcji. Poza tym precyzyjnos¢ i powtarzalnosé

postepowania osoby wykonujacej ekstrakcje jest zrodtem kolejnych btedow tej metody [46].

3.2.7. Pasywna technika pobierania probek z wykorzystaniem zintegrowanego

probnika dla polarnych zwiazkéw organicznych

W 2004 r. po raz pierwszy przedstawiono urzadzenie do pasywnego pobierania probek
z wykorzystaniem zintegrowanego probnika dla polarnych zwigzkéw organicznych (Polar
organic chemical integrative sampler — POCIS). Jego tworca jest Alvarez wraz ze
wspotpracownikami [47]. POCIS sklada si¢ z sorbentu umieszczonego migdzy dwiema
mikroporowatymi polieterosulfonowymi membranami ograniczajacymi dyfuzje (rys. 7).
Wybo6r sorbentu wptywa na selektywnos$¢ probnika wzgledem wybranych zwigzkow

organicznych. Podczas procesu ekstrakcji urzadzenie do POCIS musi by¢ zanurzone w wodzie

32



na kilka dni lub tygodni. Nastepnie jest wytawiane i transportowane do laboratorium w celu
wyjecia fazy sorbujacej, a nastepnie desorpcji zasorbowanych substancji. Anality ekstrahuje si¢
ze stalego sorbentu za pomocg rozpuszczalnika/Ow z wykorzystaniem ekstrakcji SPE,
ekstrakcji cialo state - ciecz wspomaganej ultradzwickami (Ultrasound assisted extraction —
UAE) lub przyspieszonej ekstrakcji za pomoca rozpuszczalnika (Accelerated solvent extraction
— ASE). Eluat jest nastgpnie analizowany na ogét za pomoca LC sprzezonego ze spektrometrig

mas (Mass spectroscopy - MS) lub GC-MS.

— Mikroporowata membrana
polieterosulfonowa

—— Faza sorpcyjna
Mikroporowata membrana
polieterosulfonowa

Rys. 7. Schematyczne przedstawienie urzadzenia do ekstrakcji metoda POCIS [65].

Pierscien ze stali
nierdzewnei

3.3. Izolacja zwigzkow z prébek stalych

Probki state sa czesto niejednorodne pod wzgledem struktury fizycznej 1 sktadu
chemicznego. Z tego wzgledu nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na reprezentatywnos$¢
pobranej probki. Podczas przygotowania materiatéw statych do analizy czgsto nalezy je
rozdrobni¢, co sprzyja homogenizacji, ulatwia rozpuszczenie 1 ekstrakcje. Ekstrakcja
najczesciej stosowana jest do wyizolowania z probek statych substancji organicznych. Niektore

z tych metod izolacji opisano ponize;.

3.3.1. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika organicznego w aparacie
Soxhleta

Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika organicznego w aparacie Soxhleta (Soxhlet
extraction — SE), w skrocie ekstrakcja Soxhleta, wykorzystywana jest do izolacji analitow
Z probek o matrycach statych (gleba, osad denny, state probki biologiczne). Nazwa techniki
wywodzi si¢ od jej wynalazcy, Franza Rittera von Soxhleta, niemieckiego chemika, ktory

pracowal nad zagadnieniami chemii mleka. Opracowat procedur¢ oddzielenia tluszczow od
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statych sktadnikow mleka, ktora opisat w 1879 r. [48]. Jednak SE nie ogranicza si¢ tylko do
ekstrakcji lipidow. Zazwyczaj jest stosowana tylko wtedy, gdy pozadany zwiagzek chemiczny
ma ograniczong rozpuszczalno$¢ W okreSlonym medium, a zanieczyszczenie jest w nim
nierozpuszczalne. Aparat do SE sktada si¢ z kolby z rozpuszczalnikiem, korpusu ekstraktora,
elektrycznego zrodta ciepla i chlodnicy zwrotnej. Przejscie cieplego rozpuszczalnika przez
gilz¢ zawierajaca probke, powoduje ekstrakcje wszelkich zawartych w niej zwigzkoéw
organicznych. Wozrost stupa cieczy rozpuszczalnika w nasadce ekstraktora nastepuje do
wysokos$ci syfonu, a po przekroczeniu tej wysokosci, nastepuje opréznienie rozpuszczalnika
z powrotem do kolby kulistej. Poniewaz badane anality znajdujace si¢ w rozpuszczalniku sg
znacznie mniej lotne od rozpuszczalnika ekstrahujgcego, to podczas parowania do nasadki
ekstrakcyjnej trafia kolejna porcja czystego rozpuszczalnika. Ten cykl moze by¢ powtarzany
wiele razy w celu uzyskania mozliwie najwigkszego odzysku. SE jest zwykle uwazana za
technike odniesienia w ekstrakcji ciato state-ciecz, a rezultaty uzyskane tg technikg porownuje
si¢ z rezultatami wszystkich innych zastosowanych technik ekstrakcyjnych. Dzieje si¢ tak
dlatego, ze stosujac ekstrakcj¢ w aparacie Soxhleta zazwyczaj uzyskuje si¢ najwicksze odzyski
analitow z probki, przy czym jest to technika, w ktérej zuzywa si¢ stosunkowo duzo

rozpuszczalnikow, a do tego jest ona czasochtonna.
3.3.2.  Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie

Ekstrakcja zwigzkow organicznych, w tym pestycydow i wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych z roznych matryc (gleby, osady $ciekowe, warzywa, rosliny),
byta od dawna przeprowadzana przy uzyciu ekstrakcji Soxhleta. Istniejg jednak alternatywne
rozwigzania ekstrakcji Soxhleta, do ktorych zaliczy¢é mozna, migdzy innymi, mechaniczne
wstrzgsanie, czesto okreslane, jako ekstrakcja z zastosowaniem wstrzgsania (Agitation
extraction — AE). Jest to jedna z najprostszych technik ekstrakcyjnych, ktora do zwigkszenia
powierzchni kontaktu migdzy rozpuszczalnikiem a probka, wykorzystuje dynamiczne
mieszanie. Na rynku wystepuje wiele typow urzadzen stosowanych do mieszania m.in.
mieszadta, wytrzgsarki. Typ mieszania oraz jego parametry (rodzaj ruchu oraz jego szybko$¢)
zaleza miedzy innymi od wielko$ci i ksztaltu naczynia, a takze od rodzaju i wtasciwosci
mieszanej probki. Im wigksza liczba wykonanych ekstrakcji mniejszymi porcjami
rozpuszczalnika, tym uzyskiwany odzysk jest wigkszy. Jednakze, najczgséciej przeprowadza si¢

2-3 krotng ekstrakcje, za kazdym razem uzywajac Swiezej porcji rozpuszczalnika [49-51].
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3.3.3. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana mikrofalami i

ultradzwi¢kami

Klasyczng ekstrakcje cialo stale — ciecz skutecznie mozna modyfikowaé poprzez
zastosowanie czynnikOw zewnetrznych, takich jak promieniowanie mikrofalowe, czy
ultradzwigki. Stosowanie fizycznych metod wspomagania ekstrakcji znacznie zwigksza
selektywno$¢ 1 wydajnosé¢ ekstrakeji, redukuje jej czas, a takze zmniejsza ilo$ci uzywanego

rozpuszczalnika [52-53].

Pierwsze informacje dotyczace wykorzystania ekstrakcji wspomaganej mikrofalami
(Microwave assisted extraction — MAE) pojawiaja si¢ w pracy Abu-Samraeta i wspotpr. w roku
1975 [54]. Uzyli oni tradycyjnych kuchenek mikrofalowych do przygotowania probek
biologicznych do analizy $ladowych ilosci metali. Natomiast pierwszy patent na ekstrakcje
zwigzkow organicznych z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego zostat opracowany
przez Pare w 1995 r [55]. Ekstrakcja wspomagana mikrofalami polega na ogrzewaniu badanej
probki w wyniku absorpcji energii mikrofalowej przez czgsteczki zwigkszajagce w ten sposob
penetracj¢ rozpuszczalnika do matrycy probki. W przeciwienstwie do konwencjonalnego
ogrzewania, w ktorym naczynie potrzebuje duzo czasu na podgrzanie, a nast¢pnie przekazanie
energii do rozpuszczalnika, czas ogrzewania w MAE jest bardzo szybki, poniewaz ciepto jest
przekazywane bezposrednio do calej objetosci rozpuszczalnika. Jednakze technika ta posiada
tez kilka wad, ktore przyczynity si¢ do jej powolnej akceptacji wsérod grona naukowcow. Sg
nimi takie jak: ekstrakty musza by¢ filtrowane po ekstrakcji, co wydtuza proces przygotowania
probek; potrzebne sa rozpuszczalniki posiadajace zdolno$¢ absorbowania i propagacji mikrofal;
konieczne jest oczyszczenie ekstraktow, poniewaz MAE jest bardzo wydajny. Oprocz tego
w wyniku ekstrakcji ulega wyodrebnieniu réwniez wiele sktadnikéw matrycy, co powoduje, ze

selektywnos¢ takiej ekstrakcji jest mata.

W przypadku ekstrakcji ciato state - ciecz wspomaganej ultradzwigkami, jedno
z pierwszych doniesien na temat jej wykorzystania mozna znalez¢ w pracy Nakamury i Itoha
[56]. W opisanych badaniach wykorzystano ultradzwieki do ekstrakcji inhibitora wzrostu
mikoplazmatycznego z komorek mikoplazmy. Podczas oddzialywania ultradzwigkami na
probke, okresowa kompresja tworzy w roztworze tysigce mikroskopijnych pecherzykow.
Zapadaja si¢ one w ciggu kilku mikrosekund po osiggnigciu krytycznego rozmiaru, powodujac
wystgpienie kawitacji. Powstaja silne fale wibracji, ktére uwalniaja ogromng energi¢ w polu
kawitacyjnym, co zakldca oddziatywania miedzyczasteczkowe, np. oddziatywania migdzy

czasteczkami wody, a takze oddziela grudki czastek i utatwia mieszanie.
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3.3.4. Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika

Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika (ASE) jest stosunkowo nowa
technikg ckstrakcyjng, ktora wspomagana jest zard6wno Wysokg temperaturg jak
i podwyzszonym cis$nieniem. Podwyzszone ciSnienie umozliwia stosowanie, jako
rozpuszczalnikow ekstrahujacych cieczy w temperaturach wyzszych niz ich temperatura
wrzenia pod normalnym ci$nieniem. Metoda ta zostata po raz pierwszy opisana w 1995 r [57].
Stosowanie wysokich cisnien w polaczeniu z wysoka temperaturg zwicksza szybko$¢ procesu
ekstrakcji (zazwyczaj kilka minut) oraz wymaga niewielkich ilo$ci rozpuszczalnikow. Wynika
to ze zwigkszonej rozpuszczalnosci analitow, lepszej desorpcji z matrycy probki i zwigkszonej
dyfuzji [58-59]. W ASE cisnienie nie odgrywa az tak duzej roli jak temperatura, jednak pozwala
na lepsza penetracj¢ rozpuszczalnika w matrycy i ekstrakcje analitow zatrzymanych w porach.
Wymuszanie penetracji jest szczegolnie korzystne przy wilgotnych probkach 1 matrycach, ktore
silnie adsorbujg anality. Technika ASE daje mozliwo$¢ zastosowania rdznych
rozpuszczalnikéw, nawet tych, ktore nie sg skuteczne w konwencjonalnych metodach. Odbywa
si¢ to przez regulacje temperatury i ci$nienia podczas procesu, a wzrost obu parametrow
zwigksza wydajnos¢ ekstrakcji. Powazng wadg ASE jest to, ze proces moze jednak prowadzi¢
do rozpuszczania sktadnikow matrycy, ktore w warunkach konwencjonalnej ekstrakcji
pozostatyby nierozpuszczalne. Dlatego selektywnos$¢ jest czgsto trudna do osiggnigcia w tej

metodzie, a zwlaszcza, gdy analizowane sg probki srodowiskowe [60].
3.4. Przygotowania prébek zawierajacych materialy wybuchowe

Najbardziej popularng procedurg przygotowania probek gleby/osadéw dennych,
zawierajgcych materialy wysokoenergetyczne jest metoda opisana w normie EPA 8330B
zalecana przez Agencje Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczonych (USEPA) [61]. Opiera
si¢ ona na ekstrakcji ciato stale - ciecz wspomaganej ultradZwigkami z uzyciem acetonitrylu,
jako rozpuszczalnika. Do gtownych wad tej metody nalezy zaliczy¢: stosunkowo diugi czas
przygotowania probki oraz wptyw wielu innych czynnos$ci na koncowy wynik analizy - sposob
ekstrakcji, suszenie, homogenizacja, filtracja, itp. Postepujagc w sposdb opisany w normie
narazamy si¢ na utrate cze$ci analitow, a takze mozliwo$¢ wprowadzenia dodatkowych
zanieczyszczen. W przypadku probek wodnych zgodnie z norma EPA 8330B zaleca si¢
stosowanie ekstrakcji typu ciecz-ciecz z wykorzystaniem soli wysalajacej i/lub ekstrakcji SPE.
Ze wzgledu na wady techniki LLE, takie jak: czasochtonno$¢, wykorzystywanie duzej ilosci

rozpuszczalnikOw organicznych oraz stosunkowo mate wartosci odzysku analitow w celu
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przygotowania probek wody zawierajacych materialy wybuchowe zaleca si¢ wykorzystanie
techniki SPE.

Podczas doboru odpowiedniej techniki ekstrakcyjnej bierze si¢ pod uwage przede
wszystkim rodzaj badanej matrycy oraz wiasciwosci fizyczne i chemiczne analizowanych
zwigzkow. Mozemy wyrdzni¢ pig¢ podstawowych typdéw probek: woda, gleba, osady denne,
gazy oraz probki organiczne. Probujac wyizolowaé materialty wybuchowe, takie jak: TNT,
RDX lub HMX z probek wodnych, najcz¢sciej uzywang metoda jest ekstrakcja SPE [62-64].
Jednakze, oprocz tej metody, w literaturze mozna znalezé wykorzystanie nast¢pujgcych
technik: ekstrakcja SPME [65-67], ekstrakcja SDME [66], ekstrakcja UAE [68-69], a takze
tradycyjna ekstrakcja LLE z uwzglgdnieniem jej modyfikacji [62, 68-69]. Specyficznag technika
ekstrakcji, ktora w ostatnim czasie zyskala na znaczeniu, jest pasywna technika pobierania
probek materiatow energetycznych z wykorzystaniem zintegrowanego probnika dla polarnych
zwiazkow organicznych [70]. Technika ta w sposob ciagly pozwala na kumulowanie analitow
przez wiele tygodni albo miesigcy i zapewnia mozliwos$¢ rejestrowania zdarzen epizodycznych
lub wahan stezen uwalnianych zanieczyszczen, nawet przy niskich stg¢zeniach, poniewaz

prowadzi do zatg¢zenia probki podczas jej pobierania.

Probki gleby zawierajace materialy wybuchowe 1 produkty ich rozktadu najczgsciej
pochodza z terenow, gdzie odbywaty si¢ manewry wojskowe, badz z okolic zaktadow
produkujacych materialy wybuchowe. Podczas przygotowania tego typu probek do analizy za
pomoca chromatografii pomijany jest zwykle proces osuszania, co zaoszczedza czas.
Weczesniej wspomniana metoda EPA z wykorzystaniem UAE czgsto pojawia si¢ w literaturze
dotyczacej analizy probek gleby [71, 72]. W celu skrocenia czasu ekstrakcji, zmniejszenia iloSci
rozpuszczalnika, jak rowniez liczby etapow niezbednych do przygotowania probki w dalszym
ciggu prowadzone sg prace majgce na celu opracowanie nowych metod lub modyfikacje
istniejgcych technik. Jako alternatywng metod¢ ekstrakcji MW z gleby Mayfield i wspotpr.
zastosowali SPME [73], jednak zwiazki takie jak RDX i HMX nie zostaly wykryte przy
zadnych warunkach ekstrakcji. Najprawdopodobniej wynika to z bardzo niskiej preznosci par
tych substancji. Dodatkowo stwierdzili oni, ze zwigzki te pozostaja wyzwaniem dla
chromatografii gazowej potaczonej z technika SPME. W celu izolacji MW z probek gleby
wykorzystano rowniez technike ASE [74], jak rowniez ekstrakcje MAE, ktora daje mozliwos¢
ekstrakcji TNT 1 produktow jego przemian w glebie, bez ich rozktadu [75]. Trzeba jednak
pamigtac, ze pomimo prawie stuletniego uzytkowania, ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika

organicznego w aparacie Soxhleta jest nadal powaznie traktowana technika i moze by¢
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stosowana do izolacji materiatow wybuchowych z probek gleby [76]. Nawet jesli jest uwazana
za czasochtonng i zuzywajaca duze iloSci rozpuszczalnikéw. Zaleta SE jest to, ze zapewnia

stosunkowo duze wartosci odzyskow.

Badania kontrolujgce zanieczyszczenie osadow dennych zwigzkami wybuchowymi sg
stosunkowo mato popularne. Odnotowuje si¢ znacznie mniejsza liczbe pozycji literaturowych
poswigconych tej matrycy. Moze to by¢ spowodowane duzym stopniem skomplikowania
procesu przygotowania probki do analizy (jest to zarowno matryca wodna, jak 1 stata), jak
rowniez z matg dostgpnoscig materiatu odniesienia do badan laboratoryjnych. Najczesciej
stosowang metoda przygotowania probek osadow dennych jest ekstrakcja UAE, ktora jest
zalecana przez USEPA [68, 77-81].

Jednakze, w literaturze mozna znalezé takze wykorzystanie innych metod
przygotowania probek osadow dennych do analizy chromatograficznej. Jedna z nich jest
ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzgsanie przedstawiona przez Pennington
I wspotpracownikow [82]. Do analizy TNT, RDX i HMX zastosowali oni wieloetapowa
metod¢ wykorzystujaca jedynie ekstrakcje przez wytrzasanie. Kazda ekstrakcje prowadzono
w przedziale od 1 do nawet 24 godzin. Autorzy nie przedstawili procesu optymalizacji metody
ekstrakcji, a jedynie jej zoptymalizowane parametry. Podobng sytuacje przedstawili Wilson
i Cupples [83]. W swoich badaniach nad RDX zastosowali oni AE z wykorzystaniem

konkretnych juz parametrow prowadzenia procesu.

Inng technika zastosowang do przygotowania probek zawierajacych HMX i RDX byta
ekstrakcja ASE. Badania te przedstawili Onuska i wspolpr. [84], ktorzy zaprezentowali
optymalizacje¢ metody ASE 1 pordéwnali ja do tradycyjnej ekstrakcji SE, ktora byla
przeprowadzona zgodnie z procedura normy 3540 USEPA [85].

Nie ma jednak w literaturze opisu optymalizacji procesu przygotowania probek réznymi
technikami pod katem izolacji materiatdow wybuchowych, ich poréwnania oraz petnej walidacji
metody. Ponadto, w wiekszosci prac, przedstawiono badania dotyczace analizy tylko kilku
substancji, pomijajac badania nad wigkszg liczbg analitow z tej grupy zwigzkoéw i opracowania

kompleksowej metody analizy.

Podobnie jak w przypadku probek osadéw dennych, analiza matryc biologicznych jest
zagadnieniem o duzym stopniu ztozono$ci. Wazne jest, aby pamigtaé, iz wiele organicznych
zwigzkoéw nalezacych do grupy materialdéw wysokoenergetycznych i produktow ich degradacji

jest na tyle silnie zwigzana w tkankach biologicznych, ze ekstrakcja rozpuszczalnikiem
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1 identyfikacja sa utrudnione. Réwniez tutaj najbardziej popularng metoda ekstrakcji jest

metoda zaproponowana przez USEPA, czyli UAE [78-80, 86].
4. Analiza chromatograficzna

W pracy przedstawiono oraz scharakteryzowano metody detekcji sprzezone
z chromatografig powszechnie wykorzystywane w analizie materialtdow wybuchowych. Sg to
miedzy innymi: detektor mas (MS), detektor UV-Vis, czy detektor wychwytu elektronow
(ECD)

4.1. Chromatografia cieczowa

Chromatografia cieczowa jest fizykochemiczng metoda rozdzielania sktadnikow
jednorodnych mieszanin na poszczeg6lne jej czesci. W kolumnowej chromatografii cieczowej,
gdy ciekta faza ruchoma przechodzi przez kolumne, anality znajdujace si¢ w fazie ruchome;j
oddzialuja w réznym stopniu ze statg fazg stacjonarng. Czasteczki analitu rozdzielane sg na
podstawie ich oddziatywania fizykochemicznego z faza stacjonarng i faza ruchoma.
Oddzialywania te moga by¢ oparte na roznicy w wielkoSci czasteczek (chromatografia
wykluczania) [87], réznicy wielko$ci tadunku elektrycznego (chromatografia jonowymienna)
[87], r6znicy w hydrofilowosci (chromatografia oddziatywan hydrofilowych) [88], roznicy
w sile wigzan (chromatografia powinowactwa) [89] lub ich kombinacji (chromatografia
wielomodalna lub mieszana) [90]. Sktad fazy ruchomej jest zwykle zmieniany w trakcie
trwania analizy tak, aby zmieni¢ sit¢ elucji uktadu chromatograficznego. Dzigki czemu

wszystkie sktadniki probki eluuja z kolumny w okreslonej kolejnosci.
4.2. Chromatografia gazowa

Chromatografia gazowa jest technikg chromatografii kolumnowej polegajaca na
separacji zwigzkow mieszaniny, w ktorej fazg ruchoma jest gaz, a fazg stacjonarna jest warstwa
cieczy lub polimeru o grubosci od 0,1 do 1,0 um na oboj¢tnym statym podtozu, wewnatrz
kwarcowej kapilary zwanej kolumng kapilarng. Oprocz kolumn kapilarnych wykorzystuje sie
rowniez kolumny pakowane, ktore wypelniane s3 sorbentem lub ciecza polimeryczng
pokrywajaca czastki no$nika w catej swej objetosci. GC stosuje si¢ do oddzielenia termicznie
trwalych lotnych sktadnikow mieszaniny. Proces chromatografii gazowej polega na
odparowaniu probki w dozowniku i jej przejsciu na czoto kolumny. W statej temperaturze
(rzadziej) lub kontrolowanym gradiencie temperatury (najczesciej) probka jest transportowana
przez kolumne W wyniku przeptywu obojetnej, gazowej fazy ruchomej. Najczesciej stosowany

jest hel lub inny gaz oboje¢tny, taki jak np. azot, argon lub nawet wodor. Substancje lotne
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rozdzielane sa na skutek kilku wtasciwosci, w tym: temperatury ich wrzenia, rozmiaru
czasteczek 1 ich polarnosci, dlugosci 1 $rednicy wewngtrznej kolumny, programu
temperaturowego zastosowanego podczas analizy, ale rowniez w zaleznosci od nate¢zenia

przeptywu gazu no$nego [91].
4.3. Detektory uzywane w chromatografii

Jak juz wcze$niej wspomniano chromatografia jest technika separacji i do celow
detekcji analitow najczesciej faczona jest z odpowiednim detektorem. Ponizej zostang opisane
najczesciej stosowane sprzezenia. Dostepnos$¢ szerokiego spektrum detektorow umozliwia
wykrywanie wszystkich sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny, albo wybranej grupy zwigzkow
chemicznych z bardzo wysoka selektywnoscig. Detektory mogg by¢ klasyfikowane, jako
ogolne detektory niespecyficzne, w ktorych wszystkie substancje mieszaniny sg wykrywane
niezaleznie od ich tozsamosci albo, jako specyficzne detektory, ktore wykrywaja ograniczong
grupe substancji wchodzacych w sktad mieszaniny — na przyktad zwigzki zawierajace
fluorowce 1lub azot. Detektory moga by¢ nieniszczace, dzigki czemu wykrywanie
poszczegolnych sktadnikow mieszaniny nie zmienia ich natury, jak np. w przypadku absorpcji
$wiatta w detektorze, wigc moga by¢ gromadzone i wykorzystane do dalszych badan. Z drugiej
strony, nawet specyficzne detektory, podczas wykrywania rozdzielonych w kolumnie
substancji mogg je niszczy¢. Detektory zbudowane sg nie tylko z komponentu, ktory wykrywa
poszczegblne substancje opuszczajace kolumng po ich rozdzieleniu, ale w sktad ich budowy

wchodza takze takie elementy, ktore wykonuja wzmocnienie elektroniczne i odczyt koncowy.
4.3.1. Spektrometria mas

Spektrometria mas jest technikg analityczng, ktora stuzy zaréwno do identyfikacji
jakosciowej i 0znaczenia ilosciowego okreslonych zwigzkéw w mieszaninie jaki i do badania
lub potwierdzania struktury zwiazkow organicznych. Umozliwia wykrycie substancji nawet na
poziomie femtograméw. Wykorzystywana jest w wielu dziedzinach, do ktérych mozna
zaliczy¢: nauke o zywnosci i zywieniu [92], kryminalistyke [93], przemyst farmaceutyczny
[94], perfumeryjny [95], petrochemiczny [96], kontrole antydopingowa [97], a takze podczas
analizy klinicznej [98] i wielu innych. Podstawowymi zaletami MS, w poréwnaniu do innych
detektorow, sa: szybko$¢ analizy, wysoka czulo$¢, mozliwo$¢ uzyskania informacji
o strukturze zwigzkoéw, analiza sktadu elementarnego, analiza skladu izotopowego,

jednoznaczna identyfikacja badanej substancji [99].
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Kazdy spektrometr mas zbudowany jest z trzech podstawowych elementow (rys. 8):

e Zrédia jonow, w ktorym obojetne czastki zamieniane sa na jony,
e Analizatora, odpowiedzialnego za rozdzielanie jonow o réznych stosunkach masy do
fadunku,

e Detektora, zliczajacego liczby jondw o poszczegdlnych wartosciach m/z.

Spektrometr mas

Chromatograf Zrédto jonizacji Analiator Detektor Komputer

Rys. 8. Schemat budowy spektrometru mas

Pierwszym etapem analizy za pomoca MS jest przeprowadzenie analitow w jony, ktore
nastepnie transportowane sa do analizatora mas. Jony rozdzielane sa tam zgodnie z ich
stosunkiem masy do tadunku i wykrywane proporcjonalnie do ich intensywnosci w detektorze.
Wynik przedstawiany jest w postaci wykresu stupkowego, gdzie dla kazdej wartosci m/z
przypisana jest intensywnos¢ sygnatu, najczesciej jest to intensywnos¢ wzgledna w odniesieniu
do jonu o najwigkszej warto$ci sygnatu. W widmie czystego zwigzku jon molekularny, jesli
jest obecny i nie wystepuje w formie jonu wielokrotnie natadowanego, pojawia si¢ najczesciej

przy najwyzszej warto$ci m/z i pozwala wyznaczy¢ mase czasteczkowa zwigzku.

Podsumowujac omowione zagadnienie nalezy stwierdzi¢, ze spektrometr przeprowadza
anality w jony, oddziela je zgodnie z ich specyficznym stosunkiem masy do tadunku (m /z),
a nastgpnie rejestruje ich intensywnos$¢. W przypadku spektrometrii mas nalezy pamigtaé
0 tym, ze kazdy zwiazek begdzie w rozny sposob ulegat jonizacji, w konsekwencji czego sygnat

uzyskany dla dwoch réznych zwiazkéw o tych samych st¢zeniach nie musi by¢ jednakowy.
43.1.1. Zrédta jonéw w GC — metody jonizacji

W spektrometrii mas sprzezonej z chromatografiag gazowa stosuje si¢ dwa gtowne
rodzaje jonizacji. Pierwsza z nich to jonizacja strumieniem elektronow (Electron lonisation
-El). Odbywa si¢ ona w prozni i zwykle powoduje fragmentacje badanych czasteczek.
El charakteryzuje si¢ stosunkowo malg wydajnoscig — ponizej 0,1% czasteczek ulega jonizacji
[100]. Na widmie obserwuje si¢ jony fragmentacyjne, charakterystyczne dla okreslonej

struktury czasteczki. W niektorych przypadkach wystepuje rowniez jon czasteczkowy M™.
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Gléwnym ograniczeniem tej techniki jest konieczno$¢ odparowania probki. Nie nadaje si¢ ona

do analizy zwiazkow nietrwatych termicznie i o duzych masach czasteczkowych.

Typowe zrodto El generuje strumien elektronéw o energii 70 eV, ktore w prozni
oddziatywuja z czgsteczkami analitu. Elektrony sg wytwarzane w rezystancyjnie ogrzanym
zarniku (najczesciej wolframowym). Bliskie przejScie wysokoenergetycznych elektronow do
neutralnej czasteczki analitu powoduje duze fluktuacje w lokalnym polu elektrycznym, co
indukuje jonizacje poprzez usuni¢cie pojedynczego elektronu z najwyzszego zajetego orbitalu

molekularnego atomu w czasteczce, tworzac kation rodnikowy zgodnie z ogdlnym schematem:
M+ e~ - MY 4+ 2e” 3)

Kationy utworzone w zrodle jonéw moga by¢ nastepnie wyrzucane elektrostatycznie ze zrodia
jonizacji przy uzyciu napigcia odpychania przytozonego do tylnego elementu zrodta (repeler).
Jony analitu s3 nastgpnie kolimowane, skupione i przyspieszane przez szereg soczewek

elektrostatycznych, po czym trafiajg do analizatora mas (rys. 9) [101].

Wprowadzenie prébki
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katody
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elektronéw

Zarnik katody.
Emisja elektronéw

Ptytka wyciagajaca
Plytka ogniskujaca
l Ptytka przyspieszajaca

Do analizatora
Rys. 9. Schemat zrédia jonizacji EI [125].
Sciezki fragmentacji i przegrupowania sa dobrze opisane i mozliwe do przewidzenia zgodnie
z podstawowymi zasadami, poniewaz zrywanie wigzan nie jest procesem przypadkowym.
W wyniku fragmentacji pg¢kaja wigzania o najnizszej energii. Jednoczesnie stabilno$é
powstatych rodnikéw, kationdéw i kationorodnikoéw ma znaczacy wptyw na to, ktore fragmenty

czasteczki bedg widoczne na widmie i jaka bedzie ich intensywnos¢. ,,Regula parzystego
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elektronu” przedstawiona na rysunku 10 [99], moze zosta¢ wykorzystana do przewidywania

jakie fragmenty mogg powsta¢ w wyniku jonizacji EL
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Rys. 10. Schemat przedstawiajacy mozliwe fragmentacje podczas jonizacji EI.

Stosunek masy do tadunku i intensywnos$¢ jondw powstalych wskutek fragmentacji analitow
dzialaja jak ,,odcisk palca”, ktory mozna wykorzysta¢ do identyfikacji poréwnujac go
z tysigcami wpisow bibliotecznych uzyskanych w podobnych warunkach operacyjnych.
Jonizacja za pomoca elektronow jest najbardziej popularng metoda jonizacji stosowang
w sprzezeniu z chromatografem gazowym. El jest znana, jako technika ,,twardej jonizacji”, ze
wzgledu na stopien indukowanej fragmentacji. Mozliwe jest zmniejszenie energii jonizacji
elektronow, aby zmniejszy¢ stopien fragmentacji, wtenczas jednak czuto$¢ techniki znacznie

si¢ zmniejsza.

Jonizacja chemiczna (Chemical lonization - Cl) polega na jonizacji gazu reakcyjnego,
w wyniku czego powstajg jony, ktore nastgpnie jako indywidua posrednie jonizuja czgsteczki
zwigzkéw bedacych przedmiotem analizy [102]. Typowe gazy powszechnie stosowane
podczas jonizacji chemicznej to: amoniak, metan i izobutan [103-104]. Liczba czasteczek gazu
reakcyjnego jest znacznie wigksza niz czgsteczek analitow. W tabeli 5 przedstawiono

poszczegdlne etapy jonizacji - od jonizacji gazu reakcyjnego, az po jonizacje analitu.
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Tabela 5. Najcze$ciej uzywane gazy reakcyjne w jonizacji CI, powstajace jony pierwotne i wtorne
oraz typy reakcji z analitem.

Powstawanie jonow pierwotnych Powstawanie jonow wtornych Reakcja z analitem
CH, CHy+e™ — CH}" + 2e” CH{* + CH, —» CH} + CH; CHY + M - [M + H]* + CH,
CHf + CH, -» C,H} + H, CoHY + M > [M — H|*+C,H,

C,HY + M > [M + C,Hg]*

NH, NH; + e~ - NHE* + 2e~ NH}* + NH; - NH} + NH, NHf + M - [M + H]* + NH;

CyHy, C4H10 +e” - C4HI(; + 2e” C4Hf—0. + C4H10 i C4H; + C4H10 + Hz C4,H;— +M - [M + H]+ + C4H8

C4H;— + M- [M + C4H9]+

W wyniku jonizacji Cl pierwotna masa czasteczkowa zwigzku pozostaje najczescie]
nienaruszona [102]. W otrzymanym widmie obserwuje si¢ jon (lub jony) o masie zwigzanej
w okreslony sposob z masa czasteczkowa badanego analitu (najczesciej M+1 jako rezultat
addycji jonu H* do czasteczki analitu). Ze wzgledu na to, iz powstale jony maja mniejsza
energig, CI jest uwazana za jonizacj¢ ,,mickka”. W przeciwienstwie do EI, jonizacja CI moze

wytwarza¢ jony, ktore sg dodatnie lub ujemnie.
43.1.2. Zrédla jonéw w LC — metody jonizacji

W spektrometrii mas sprzezonej z chromatografia cieczowa w odréznieniu od GC-MS
jonizacje analitbw prowadzi si¢ pod ci$nieniem atmosferycznym. Zwigzki s3 najpierw
jonizowane, a nastepnie mechanicznie i elektrostatycznie oddzielane od oboj¢tnych czasteczek
i wprowadzane do analizatora mas. Wyr6zni¢ mozna pi¢¢ najpopularniejszych zrodet jonizacji:
jonizacje przez elektrorozpylanie (Electrospray ionisation - ESI), jonizacj¢ chemiczng pod
ci$nieniem atmosferycznym (Atmospheric pressure chemical ionization — APCI), fotojonizacja
pod ci$nieniem atmosferycznym (Atmospheric pressure photoionization — APPI), laserowa
desorpcja i jonizacja wspomagana matryca (Matrix assisted laser desortpion/ionization —
MALDI) oraz wzbudzenie w plazmie sprzezonej indukcyjnie (Inductively couplet plazma —
ICP).

Jonizacja ESI zostala wynaleziona i opatentowana przez profesora Fenna
z uniwersytetu Yale. W roku 2002 profesor za swoje wybitne osiggnigcie otrzymat nagrode
Nobla w dziedzinie chemii. Jonizacja ta polega na wygenerowaniu jonow analitu w roztworze,
zanim dotrg one do spektrometru mas (rys.11). Punktem wyjscia procesu jonizacji jest

dyspersja eluentu na bazie elektrorozpylania. Wylot kapilary otoczony jest strumieniem gazu,
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najczesciej Nz, ktory ma za zadanie stabilizowa¢ strumien jonéw oraz wspomagaé proces
osuszania kropelek rozpuszczalnika. Dzigki zastosowaniu rdznicy potencjatow (zwykle
w zakresie od 2,5 do 5 kV) ciecz wychodzgca z kapilary wydtuza si¢ do ksztaltu eliptycznego.
Ksztatt ten formuje si¢ na zasadzie rownowagi migdzy dwiema dominujgcymi sitami dla
kazdego punktu jego powierzchni. Sita pochodzaca od napigcia powierzchniowego probuje
wciggna¢ ciecz z powrotem do kapilary, aby zminimalizowa¢ niekorzystne energetycznie pole
powierzchni. Z kolei oddzialywanie kulombowskie przycigga ciecz do przeciwelektrody. Przy
pewnym napi¢ciu powierzchnia cieczy nagle zmienia swdj ksztalt i staje si¢ spiczastym
stozkiem Taylora. Z samego konca stozka emitowany jest strumien kropelek aerozolu 0 tej
samej polaryzacji, co tadunek na igle. Gdy zachodzi odparowywanie rozpuszczalnika, powstate
krople kurcza si¢, az osiagna punkt, w ktérym napigcie powierzchniowe nie moze dluzej
wytrzymac¢ tadunku (granica Rayleigha). W momencie przekroczenia granicy dochodzi do
,»eksplozji kulombowskiej” i kropla zostaje rozerwana na drobniejsze kropelki. Powoduje to
wytwarzanie coraz mniejszych kropelek, ktore moga powtarza¢ proces, az do momentu
ostatecznego osuszenia z uwolnieniem tzw. ,,suchych jonow”. Te natadowane czasteczki
analitu moga by¢ naladowane pojedynczo lub wielokrotnie. Jest to bardzo migkka metoda

jonizacji, poniewaz bardzo mato energii zatrzymywane jest przez analit po jonizacji [105].
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analitu Odparowanie  Eksplozje Zjonizowany
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J & l +©+ l
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Taylor'a i
=1 £rodio energii —

Rys. 11. Schematyczne przedstawienie procesu jonizacji przez elektrorozpraszanie [95].

Goraca kapilara na koncu uktadu ESI oprocz podstawowego zadania, jakim jest osuszanie
analitu, stanowi potaczenie migdzy strefa ci$nienia atmosferycznego zewnetrznej czesci zrodta
jonow, a wysokg proznig wewnatrz analizatora. Dzigki roznicy potencjatow oraz duzej roznicy
cisnien po obu stronach kapilary, strumien jonow jest przyspieszany i kierowany dalej do

spektrometru.
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Jonizacja APCI jest alternatywna technika ,,migkkiej” jonizacji, ktéra zostala
zaprojektowana w celu skompensowania ograniczenia czuto$ci zrédta EI. Dzigki zastosowaniu
tej techniki mozna uzyska¢ minimalng fragmentacj¢ jonu molekularnego, co skutkuje wyzsza
intensywnos$cig sygnatu [106-107]. Schemat dziatania zrodta przedstawiono na rysunku 12.
W APCI eluent naptywajacy z LC jest rozpylany przez ogrzewany odparowalnik pod
cisnieniem atmosferycznym. Pod wplywem ciepla ciecz odparowuje ulegajac przemianie w
gaz. Czasteczki rozpuszczalnika przeniesione do fazy gazowej sg tam jonizowane przez
elektrony uwalniane z igly koronowej. Powstale w ten sposob jony rozpuszczalnika nastepnie
przenosza tadunek do czasteczek analitu poprzez reakcje chemiczne (jonizacja chemiczna).
Jony analitu przechodzg przez kapilarny otwor do analizatora masy [108]. APCI ma
zastosowanie do zwigzkéw o duzym zréznicowaniu ich polarnosci i z tego wzgledu moze by¢
stosowany zarowno do czasteczek polarnych, jak i niepolarnych. Ten rodzaj jonizacji rzadko
powoduje powstanie czastek z wielokrotnymi tadunkami, wiec jest zwykle stosowany do
czasteczek o masie ponizej 1500 u. Z tego powodu i ze wzgledu na wysokie temperatury, APCI
jest mniej odpowiedni niz ESI do analizy duzych czasteczek (np. biatek), ktére moga by¢
niestabilne termicznie. APCI stosuje si¢ w chromatografii z normalnym uktadem faz czgsciej

niz w przypadku ESI, poniewaz anality sg zwykle niepolarne [109].
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nosny
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Rys. 12. Schemat zrodia APCI [108].

Jonizacja APCI posiada wiele zalet. Pierwszg z nich jest duza roznorodnos¢ zwiazkow, ktore
mozna skutecznie zjonizowaé. To duze zréznicowanie zwigzkéw chemicznych dotyczy ich
masy czasteczkowej i polarnosci. Inng zaleta APCI jest migkkos$¢ jonizacji, pozwalajaca na
zjonizowanie wigkszosci zwigzkow jako jonow molekularnych, adduktow protonowych 1/lub

adduktow amonowych. Migkka jonizacja, w potaczeniu z analizatorem mas o wysokiej
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rozdzielczo$ci, pozwala na wyznaczenie wzoru strukturalnego kazdego zwigzku rozdzielonego

na kolumnie chromatograficznej [110-111].

Jonizacja APPl w potaczeniu z chromatografig cieczowa jest stosunkowo nowg
technikg. Podobnie jak w APCI, odparowalnik przeksztalca eluent LC w faze gazowa,
a nastegpnie jest ona jonizowana eliminujac potencjalne problemy wynikajace z jonizacji w fazie
rozpuszczalnikowej. Lampa wytadowcza wytwarza fotony w waskim zakresie energii jonizacji.
Zazwyczaj jest to kryptonowa lampa wyladowcza wysytajaca promieniowanie 10 eV. Zakres
energii jest starannie dobierany tak, aby jonizowa¢ jak najwiecej czgsteczek analitu, przy
jednoczesnej minimalizacji jonizacji czasteczek rozpuszczalnika [112]. Na rysunku 13

przedstawiony zostat schemat zrédta APPIL.
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Rys. 13. Schemat zrodia APPI [108].

APPI to technika, ktéra ma zdolnos$¢ jonizowania zwigzkoOw o szerokim zakresie polaryzacji,
a jednocze$nie jest wyjatkowo tolerancyjna na skladniki matrycy dodatkéw do HPLC.
Wykazuje szczegolne zastosowanie do analizy wysoce niepolarnych zwigzkoéw. Ponadto
umozliwia wykorzystanie matych predkosci przeptywu (<100 plL/min) w chromatografie
cieczowym, podczas gdy czutos¢ APCI ulega czasami znacznemu zmniejszeniu przy tak

matych natezeniach przeptywu [113].

Jonizacja za pomoca ICP jest kolejnym rodzajem jonizacji wystepujacym
w spektrometrach mas sprzezonych z LC. Metoda ta pozwala na czulg ilo§ciowo i jakosciowo

analiz¢ jonow metali 0 bardzo duzym liniowym zakresie dynamicznym, si¢gajacym nawet
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9 rzedow wielkosci [114]. Jonizacja ta pozwala na analizg¢ niemal wszystkich pierwiastkow
uktadu okresowego i moze by¢ stosowana zaré6wno do roztworow, jak i ciat statych oraz gazow.
W  przypadku potgczenia z LC probke odparowuje si¢ za pomocg rozpylacza,
a nast¢gpnie wprowadzana do plazmy argonowej skladajagcej si¢ z elektronow i dodatnio
naladowanych jondéw argonu. W plazmie czasteczki analizowanych zwigzkoéw rozpadaja si¢ na
pojedyncze atomy, ktore z kolei traca elektrony i staja si¢ dodatnio naladowanymi jonami

(aniony nie sg wykrywane przez ICP-MS).

Najwazniejszymi dziedzinami nauki w ktorych stosuje si¢ ICP-MS sg: biochemia, geologia,
medycyna, farmacja, kontrola jakos$ci produktow zywnosciowych [115-116], analiza
zanieczyszczen srodowiska [117] i kryminalistyka [118-119], a w szczegodlnosci toksykologia
[120-121].

MALDI jest ostatnim z omawianych zrodet jonizacji. Jest to technika wykorzystujaca
stala matryce, ktora pochlania energi¢ promieniowania i wspomaga jonizacj¢ duzych
czasteczek, takich jak sfunkcjonalizowane nanoczastki (DNA, biatka, peptydy, cukry)
[122-123] i polimery [124], przy minimalnej ich fragmentacji. Jonizacja MALDI sktada si¢
z trzech podstawowych etapoéw (rys.15):

a) Tworzenie ,,stalego roztworu”

Istotne jest to, aby czasteczki matrycy byly w nadmiarze w stosunku do liczby badanych
makromolekut, prowadzac do catkowitego odizolowania poszczegoélnych czasteczek analitu.
Utworzenie jednorodnego ,,roztworu statego” jest podstawa do uzyskania stabilnej desorpcji

analitu.
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Rys. 14. Jonizacja analitu za pomoca MALDI [125].
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b) Wzbudzenie matrycy

Wigzka lasera (najczesciej lasera impulsowego) jest skupiana na powierzchni roztworu
stalego. Czasteczki matrycy absorbujag promieniowanie lasera, co wywotuje szybkie
wzbudzenie drgan, powodujac miejscowy rozpad roztworu statego. Klastry wyrzucane
z powierzchni sktadajg si¢ z czasteczek analitu otoczonych czasteczkami matrycy i jonami soli.

Czasteczki matrycy odparowuja z dala od skupisk, pozostawiajac wolny analit w fazie gazowe;.
c) Jonizacja analitu

Foto-wzbudzone czasteczki matrycy ulegaja stabilizacji (relaksacji) poprzez
przekazanie protonow do makromolekul analitu. Podczas tego procesu nastepuje roOwniez
przytaczenie kationow metali alkalicznych do makromolekut analitu. W ten sposob powstaja
charakterystyczne jony analityczne [M + X], gdzie (X = H, Na, K i inne). Reakcje jonizacji
zachodza w zdesorbowanej chmurze zbudowanej z pewnej liczby czasteczek matrycy
i makromolekuly analitu tuz nad powierzchnia matrycy. Powstale w ten sposob jony

makroczgsteczek nastgpnie sg przyspieszane | kierowane do analizatora mas.

Aby osiggna¢ skuteczng jonizacj¢ probki, wybrana matryca musi mie¢ znaczny
wspotczynnik absorpcji przy dtugosci fali odpowiadajacej dugosci fali wysytanej przez laser
zastosowany w zrodle jonizacji. Matryca poczatkowo dziala, jako separator analitu, poniewaz
zmniejsza sity migdzyczasteczkowe przez zjawisko zwane izolacja matrycy [126]. W zwigzku

z tym zapobiega tworzeniu si¢ skupisk czasteczek analitu.
4.3.1.3. Analizatory mas — metody rozdzialu jonow

Analizator masy nazywany jest rOwniez separatorem jonéw. Ten element spektrometru
jest jego sercem. Po przej$ciu jonow z zrodla do analizatora nastepuje ich rozdziat w oparciu
0 warto$ci stosunku masy do tadunku. Analizator masy powinien si¢ charakteryzowac
mozliwie jak najwigksza rozdzielczos$cig oraz duzym wspotczynnikiem transmisji jonow.
Istnieje kilka typow analizatorow mas, do ktoérych mozemy zaliczy¢: analizator magnetyczny
I magneto-elektrostatyczny, analizator kwadrupolowy (Quadrupole - Q), analizator czasu
przelotu (Time of Flight - TOF), putapka jonowa (lon Trap - IT) oraz analizatory hybrydowe,
czyli mieszane, sktadajace si¢ z polaczonych kombinacji poszczegdlnych pojedynczych

analizatorow.

W analizatorze mas z sektorem magnetycznym czasteczki obdarzone tadunkiem po
opuszczeniu zrodla jondw zostajg przyspieszone przez pole elektryczne o potencjale od 2000

do 8000 V. Pod wptywem sity Lorentza w polu magnetycznym generowanym przez

49



elektromagnes dochodzi do zakrzywienia toru ruchu jondéw. Jony o jednakowym pedzie
1 tadunku, przy okreslonej wartosci indukcji magnetycznej, beda poruszac si¢ po krzywiznie
o tym samym promieniu. Ped jonu o okreslonym tadunku powigzany jest z jego masa, dzieki
czemu ostatecznie mozliwe jest wyznaczenie wartosci m/z dla analizowanej czasteczki. Lzejsze
jony maja wigksze zagigcie niz cigzsze. Wielko$¢ zagigcia zalezy rowniez od liczby tadunkow
danego jonu. Te jony, ktorych tor lotu nie bedzie odpowiadal krzywiznie wnetrza analizatora,
zderzg si¢ z dowolng strong Sciany rury przelotowej lub nie przejdg przez szczeling do
detektora. Korzystajac tylko z sektora magnetycznego, mozna uzyskac rozdzielczo$¢ rzedu
tylko kilkuset jednostek. Wynika to gtéwnie z ograniczen zwigzanych z réznicami predkosci
jonoéw. Aby to poprawié, mozna dodatkowo umiescic sektor elektryczny przed lub za sektorem
magnetycznym w instrumentach z podwojnym ogniskowaniem. W odrdéznieniu od
poprzedniego rozwigzania, sektor elektrostatyczny rozdziela jony w zaleznosci od ich energii
kinetycznej, niezaleznie od warto$¢ m/z. Oba te sektory taczy si¢ w celu kompensacji rozrzutu
energii kinetycznej jondw o tych samych m/z, podwyzszajac w ten sposob rozdzielczos$¢
pomiarow. Dwuogniskowe analizatory mas byty standardem w spektroskopii mas od wielu

dziesiecioleci [127].

Analizator kwadrupolowy zbudowany jest z czterech réwnoleglych metalowych
pretow, a kazda przeciwna para jest ze sobg potaczona. Do jednej pary pretow przytozone jest
napiecie o czestotliwosci radiowej (Radio frequency — RF), a do drugiej napigcie state (Direct
current — DC). W danej kombinacji DC i RF tylko jony o okreslonym stosunku m/z
charakteryzujg si¢ stabilng trajektorig lotu i mogg dotrze¢ do detektora, podczas gdy inne jony
o0 niestabilnych trajektoriach lotu nie docierajg do celu, poniewaz amplituda ich oscylacji staje
si¢ nieskofnczona. Para dodatnio naladowanych pretéw w analizatorze kwadrupolowym dziala,
jako filtr wyzszych mas, gdyz umozliwia im przejscie przez analizator, ,,wpychajac” je migdzy
prety. Natomiast jony o masach mniejszych od zadanego jonu nie sg przepuszczane, gdyz pod
wpltywem sumarycznego dziatania stalego 1 zmiennego potencjatu roztadowuja si¢ na pretach.
W przypadku pary pretow naladowanych ujemnie, dziataja one, jako filtr nizszych mas,
poniewaz jony te reaguja na zmienne pole elektryczne. Pole utrzymuje jony migdzy pretami,
natomiast jony ci¢zsze ulegaja roztadowaniu na pretach w wyniku dziatania na nie ujemnego
potencjatu. Zmieniajac w czasie DC 1 RF, zwykle w ustalonym stosunku, jony o réznych

wartos$ciach m/z moga by¢ przesytane do detektora jeden po drugim [128].

Spektrometry mas posiadajace analizator zbudowany z pojedynczego kwadrupola moga

monitorowac tylko jony powstajace w zrodle jonow. Opierajac si¢ na tym ograniczeniu,
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pojedyncze kwadrupolowe spektrometry mas nie zapewniaja odpowiednio obszernego zbioru
informacji strukturalnych, a takze ich uzyskiwana selektywnos¢ jest ograniczona w porownaniu

z tandemowymi kwadrupolowymi spektrometrami mas.

Gdy stosuje si¢ dwa kwadrupole potaczone celg kolizyjng, uzyskuje si¢ tandemowy
spektrometr mas, ktory jest w stanie zarowno filtrowac, jak i fragmentowac strumien jonow.
W wigkszosci przypadkow element pierwszy (Q1) i trzeci (Q2) to kwadrupole, ktore dziataja
jako filtr mas, podczas gdy element tgczacy fragmentuje jony przepuszczane przez pierwszy
kwadrupol, powodujac ich zderzenie z czgsteczkami gazu obojetnego (Ar, He, N2) o okreslone;j
energii. Tandemowy spektrometr mas moze zbiera¢ dane w réznych trybach, do ktorych nalezy

zaliczy¢:

a) Tryby wspolne z pojedynczym spektrometrem mas:

e Tryb pelnego skanowania (SCAN) - zapewnia jakosciowy obraz sktadu probki. To tryb
pracy pojedynczego analizatora kwadrupolowego (rys. 15), ktory polega na skanowaniu
mas jonoéw z zakresu od najmniejszej do najwyzszej oczekiwanej dla powstajacych
fragmentéw. Zakres powinien by¢ tak dobrany aby wyeliminowaé jak najwigcej
zaklocen z matrycy probki i gazow atmosferycznych, nie tracac przy tym sygnalu
pochodzacego od analitow. Zbyt niskie ustawienia mas moga powodowac zakldcenia
spowodowane obecno$cig azotu (m/z = 28) lub dwutlenku wegla (m/z = 44).
W przypadku wybrania bardzo duzego zakresu mas czuto$¢ analizy spada, poniewaz
mozliwe jest wykonanie mniejszej ilosci skanow na sekunde.

e Monitorowanie wybranych jonéw (Selected ion monitoring - SIM) - jest technika
szeroko stosowang do analizy $ladow. W tej technice rdéwniez stosowany jest
pojedynczy analizator kwadrupolowy, jednakze zamiast skanowania we wczesniej
okreslonym zakresie mas 1 rejestrowania pelnych widm masowych, ustawia si¢
monitorowanie intensywnosci okre§lonych wartosci m/z (rys. 15). Tryb SIM stuzy do
wprowadzenia selektywnosci do analizy 1 poprawy czulosci. Czuto$¢ jest zwigkszona
W poréwnaniu z analizg pelnego skanowania, poniewaz w trybie SCAN duza czgs¢
czasu skanowania spedzana jest na rejestrowaniu obszarow widma, w ktorych nie
wystepuja jony bedace przedmiotem zainteresowania. W trybie SIM skanowane jest
jeden, badz kilka wybranych jonéw. Zatem analizator mas przesyla te jony przez
dluzszy procent czasu, w ktorym sg wytwarzane, a zatem rejestruje si¢ wiecej jonow

0 zadanych wartosciach m/z.
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b) Tryby wylacznie przy zastosowaniu tandemowego spektrometru mas:

e Monitorowanie reakcji nastepczych (Multiple reaction monitoring — MRM) - to tryb
charakteryzujacy si¢ duza selektywnos$cia, w ktorym przez Q1 przepuszczany jest tylko
jon o zadanym stosunku m/z — jon prekursora (rys. 15). Nastepnie trafia on do komory
kolizyjnej, gdzie w wyniku zderzen z czgsteczkami gazu kolizyjnego ulega fragmentacji
na drodze dysocjacji indukowanej zderzeniami (Collision induced dissociation - CID)
na mniejsze jony i czasteczki obojetne. Powstate jony trafiaja do Q2, gdzie dozwolone
jest przejscie tylko jonu o okreslonym stosunku m/z (rodzaj jonu jest wybierany przez
operatora sprzetu). W trybie MRM oba analizatory mas pracuja z maksymalng
wydajno$cig. Nie wszystkie jony badanego analitu docierajag do detektora, poniewaz
W procesie fragmentacji powstaje zazwyczaj wiecej niz jeden fragment jonowy. Ilos¢
docierajacych jonow do detektora jest mniejsza niz w przypadku obserwacji jonu
prekursora (mniejsza bezwzgledna intensywnos¢) jednakze, dzigki znacznie wigkszej
selektywno$ci, mozliwe jest uzyskanie znacznie wigkszej czutosci niz za pomoca
pojedynczego kwadrupola.

e Monitorowanie jonow fragmentacyjnych pochodzacych od wybranego jonu prekursora
(Product lon Scan - Pro-1S) - w pierwszym module tandemowego spektrometru mas
(Q1) filtrowany jest jon molekularny oznaczanego zwigzku. Wyselekcjonowany jon
poddawany jest nastepnie fragmentacji w CID na skutek zderzen z czasteczkami gazu
kolizyjnego. W Q3 uzyskiwane jest widmo fragmentacyjne w wyniku skanowania
jonow produktow powstatych w komorze kolizyjnej.

¢ Monitorowanie jonow prekursorowych (Precursor lon Scan - Pre-IS) — w tym trybie
pracy analizatora Q3 przepuszcza jedynie jony fragmentacyjne o znanych wartosciach
m/z, podczas gdy Q1 pracuje w trybie skanowania w zadeklarowanym zakresie mas
przepuszczajac wszystkie jony prekursoréw, ktore w kolejnym etapie ulegaja
fragmentacji w CID. Detektor rejestruje sygnat, tylko wtedy gdy jon przepuszczony
przez modul Q1 po sfragmentowaniu daje jon selektywnie przepuszczany przez modut
Qs.

e Monitorowanie utraty czasteczek obojetnych (Neutral Loss) - W tym trybie skanowania
oba kwadrupole Q1 i Q3 pracuja w trybie skanowania, przepuszczajac jony przez Q3
tylko wtedy, gdy réznica w ich wartosciach m/z odpowiada masie neutralnej czasteczki

utraconej w wyniku fragmentacji w CID. Jony produktow, ktore powstaly na skutek
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utraty innej masy, niz masa wybranej neutralnej czasteczki np. wody, nie sa

przepuszczane przez Q3 analizatora.

Tryb petnego przemiatania (SCAN)
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Tryb monitorowania reakcji nastepczych (MRM)
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Rys. 15. Wybrane tryby pracy potréjnego kwadrupolowego analizatora masy [129].

Pary jonow (prekursor — produkt) nazywane sg przejsciami mas. Gdy pola elektryczne
i energia zderzenia sg utrzymywane na stalym poziomie, to tylko jony o okreslonym przejsciu
mas sg w stanie dotrze¢ do detektora, W wyniku czego otrzymujemy specyficzng analize za
pomoca tandemowego spektrometru mas. Rozbijajac jon na jego fragmenty, analizowany
zwigzek chemiczny mozna zidentyfikowac nie tylko na podstawie jego masy, ale takze dzigki
powstalym jonom produktow [129-130]. Gtowna zaletg stosowania potrojnego kwadrupola,
jako zaawansowanego analizatora mas jest to, ze pozwala on przezwyciezy¢ problem
ztozonos$ci probki 1 usunaé szum tla, zwigkszajac zarowno czuto$¢, selektywnos¢ jak i1 zakres

dynamiczny [131].

Analizator czasu przelotu okresla stosunek masy do tadunku na podstawie pomiaru
czasu lotu jonu. Jony sa przyspieszane przez pole elektryczne 0 znanym potencjale. To
przyspieszenie powoduje, ze jon ma taka samg energi¢ kinetyczng jak kazdy inny jon o tym
samym tadunku. Lzejsze jony tego samego tadunku, ktore poruszajg si¢ szybciej, docierajg do
detektora wczesniej, a nastepnie kolejne jony ze wzrastajgca wartoscig masy. Na podstawie
wyliczonego stosunku m/z i znanych parametréw eksperymentalnych mozna zidentyfikowaé

jon [132].
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Energia potencjalna natadowanej czastki w polu elektrycznym wynika z fadunku czastki

1 sity pola elektrycznego:
E,=qxU 4)

gdzie: Ep - energia potencjalna czastki, q - tadunek czastki, a U - rdznica potencjatu

elektrycznego (znana rowniez, jako napigcie).

Gdy natadowana czastka jest przyspieszana przez napig¢cie U przed wejsciem do analizatora
czasu przelotu, to jej Ep jest przeksztalcana w energi¢ kinetyczng (Ek). Ex dowolnej,

poruszajacej si¢ czastki z predkoscia v o masie m wyraza si¢ wzorem:

mv? 5)
Be="3"

Uwzgledniajac rownania (4) i (5) wzor na energi¢ kinetyczng mozna wyrazié:

muv?

2 )

q*xU=

Predkos¢ natadowanej czastki po poczatkowym jej przyspieszeniu przed analizatorem czasu
przelotu, nie zmieni si¢ w komorze, poniewaz porusza si¢ ona ze stalg predkoscia, bez udzialu
pola elektrycznego. Predkos¢ czastki mozna okresli¢ znajac dhugos¢ $ciezki (d) dryftu jonu

w analizatorze i czas lotu (t), ktéry zmierzony zostanie za pomoca precyzyjnych miernikow

czasu, wigc:
d
=— 7
v = )
Podstawiajac v do rownania (6) i przeksztalcajac je mozna wyznaczy¢ czas przelotu:
m (d\*
0-3() 8>
=72\t

m [ d? m (ed?
=" ) 22 9)
qg\2u) =z \2u

Na podstawie rownania (9) mozna wigc obliczy¢ stosunek m/z, zakladajac stalg wartos$¢
wyrazenia w nawiasie. To samo rdéwnanie, po przeksztalceniu, mozna wykorzysta¢ do

precyzyjnego wyznaczenia masy okreslonego jonu, w tym jonu molekularnego [100]:

_ U (5)2 10)

m
q d
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Jesli komora lotu jest wystarczajaco dluga, wszystkie jony, gdy dotrg do detektora
zostang ulozone zgodnie z masa — od najmniejszej do najwickszej. Analizatory TOF
produkowane sg gtownie w dwoch typach - przyrzady liniowe i1 przyrzady wykorzystujace
reflektor [132].

Reflektor

Zrédio

O—o0
onizacs l \ S }*

i
U
Detektor
d = Ur
3¢ - - DEEEor
Przyspieszenie Komora dryftu liniowy

Rys. 16. Podstawy pracy analizatora czasu przelotu z zastosowaniem reflektora [126].

Konstrukcja z zastosowaniem reflektora, przedstawiona na rysunku 16, wykorzystuje fakt, ze
im dluzszy czas dryftu, tym wigksza odlegto$¢ miedzy jonami o matej roznicy mas. Wigksze
odlegtosci pozwalaja na poprawe rozdzielczos$ci, przy ktorej jony o podobnym m/z moga by¢

zrdznicowane.

Pulapka jonowa to analizator mas, w ktorym wykorzystuje si¢ oscylujace pole
elektryczne do zatrzymywania jonoéw. Istnieje kilka typowych putapek jonowych takich jak:
kwadrupolowa putapka jonowa (Quadrupole ion trap - QIT), liniowa putapka jonowa (Linear
ion trap - LIT), spektrometria cyklotronowego rezonansu jonowego z fourierowska
transformacja wynikoéw (Fourier transform ion cyclotron resonance — FT-ICR) oraz Orbitrap,

czyli analizator mas typu orbitrap z detekcja fourierowska.

Kwadrupolowa pulapka jonowa nazywana jest rOwniez putapka jonowag o trzech
wymiarach. Spektrometr mas z analizatorem QIT wykorzystuje trzy elektrody do
wychwytywania jonow w matej objetosci. Sktada si¢ z cylindrycznej elektrody pier§cieniowe;j
i dwoch elektrod koncowych (zaslepek). Ten analizator wykorzystuje podobne zasady jak
wspomniany wczesniej analizator kwadrupolowy. Widmo mas uzyskuje si¢ przez zwigkszenie

potencjatu pomiedzy elektrodami. Zmiana ta prowadzi do powstania niestabilnych trajektorii
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jonow, ktore gwattownie odchylajg si¢ w kierunku wychodzacej elektrody, wskutek czego

nastepuje ich wykrywanie w rosnacej kolejnosci stosunku m/z [133].

LIT jest putapka jonow kwadrupolowych 2D. Posiada rowniez cztery rownolegle prety
jak analizator Q, ale dziata jak QIT z selektywnym wyrzutem masy. Cztery rownolegle prety
mozna podzieli¢ na trzy czeéci osiowe — $srodkows, trzy razy dluzsza niz dwie koncowe.
Uwigzienie w plaszczyznie Xy osigga si¢ przez zastosowanie potencjalu RF na elektrodach
X iy. W przypadku ptaszczyzny yz uzyskuje sie¢ przez zastosowanie trzech rdéznych wartosci
DC do trzech sekcji pretow. Elektroda X w srodkowym segmencie ma szczeling, umozliwiajaca
wyrzucanie jondw po przylozeniu napigcia do elektrody x. Gdy potencjaty RF na elektrodach
X 1y rosng, jony o wzrastajacej masie stajg si¢ kolejno niestabilne w kierunku promieniowym,

a tym samym wyrzucane sg przez szczeliny na elektrodzie [134-135].

Podsumowujac powyzsze - zarowno QIT, jak 1 LIT uzywaja kwadrupolowego pola do
manipulowania ruchem jonéw. W QIT jony o stabilnych trajektoriach dotra do detektora,
z kolei w LIT, jony sg najpierw przechowywane lub uwiezione w przestrzeni, a ich ruchy

(stabilne lub nie) sg nastepnie zmieniane w czasie.

Zasada dzialania analizatora FT-ICR i Orpitrap opiera si¢ na pomiarach zmian czestotliwo$ci
okragzen jondéw po okregu, a nie na ugieciu trajektorii lotu jonow  (sektory
elektryczne/magnetyczne), ich stabilnosci (Q i1 IT), jak i pomiarze czasu przelotu (TOF).
W analizatorze FT-ICR jony wpadajace do analizatora zostaja ,,ztapane w putapke” na torze
kotowym w polu magnetycznym. Jony wzbudzane przez pole elektryczne o czestotliwosci
radiowej (RF) generujg zalezny od czasu prad. Jest on przeksztalcany przez transformate
Fouriera w czestotliwosci orbitalne jonow, ktore odpowiadajg ich stosunkom masy do tadunku.
Majg takze szeroki zakres mas i doskonatg rozdzielczo$¢ (obecnie do 350 000 przy stosunku
masy do tadunku 524 Th). Jednakze, s3 to jedne z najdrozszych analizatoréw mas [136-137].
Jezeli chodzi o analizator Orbitrap, W przeciwienstwie do konwencjonalnych putapek
jonowych, ktére do wytapywania jonow wykorzystujg pole elektryczne o czgstotliwosci
radiowej, poruszajgce si¢ jony w Orbitrapie przechowywane sa na orbicie wokot elektrody

0 ksztalcie wrzeciona przez pole elektrostatyczne (rys.17).
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Elektroda prawa

Elektroda lewa

Rys. 17. Schemat analizatora typu Orpitrap [138].

Elektroda ogranicza jony, ktore kraza wokot centralnej czesci 1 oscylujg tam i z powrotem
wzdhuz dtugiej osi elektrody. Podobnie jak w przypadku ICR, transformacja Fouriera jest
wykorzystywana do uzyskania czgstotliwo$ci oscylacji dla jonow roznigcych si¢ stosunkiem
m/z. Analiza z wykorzystaniem Orbitapa pozwala na uzyskanie wysokiej rozdzielczosci,
doktadnosci oraz duzego zakresu mas [139-140]. Zaréwno analizator ICR, jak i Orpitrap, sa
specjalnym przypadkiem analizatorow mas. Pozwalajg one na rozdziat jonow i bezposredni

pomiar ich mas, bez zastosowania ostatniego elementu spektrometru, ktérym jest detektor.

Analizatory mas omowione we wczesniejszej czgsci niniejszego rozdzialu maja rozne
wlasciwos$ci, ktore czynig je bardziej lub mniej odpowiednimi do niektdrych zastosowan.
Hybrydowe przyrzady MS sktadaja si¢ z dwoch szeregowo polaczonych analizatorow,
rozdzielonych za pomoca komory jonizujacej. W wigkszosci hybrydowych instrumentow MS
procesy selekcji jonu prekursora, fragmentacji i analizy jonow produktow odbywaja si¢ kolejno
W przestrzeni. Rozne kombinacje analizatorow masy maja roéwniez rézne cechy, ktore czynia
je bardziej lub mniej odpowiednimi do odpowiednich zastosowan. Mozliwe jest lgczenie
wigkszosci typow analizatoréw w niemal kazdej sekwencji. MS/MS stata si¢ preferowang
technika analizy dla wielu zwigzkéw chemicznych. Czynnikami, z powodu ktorych do tego
doszlo jest to, iz MS/MS pozwala na selekcj¢ i jednoczesng izolacj¢ okreslonych zwigzkow
bedacych przedmiotem zainteresowania, a nastepnie na ich p6zniejszg identyfikacje. Po drugie,
wieksza selektywnos¢, ktorag mozna uzyskac¢ po zastosowaniu tego typu analizatora, umozliwia
wykorzystanie tej technologii do oznaczenia zwigzkéw docelowych, nawet w obecnosci

ztozonych matryc.
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4.3.1.4. Detektory w spektroskopii mas — systemy zliczania jonow

System zbierania jonéw jest miarg wzglednej intensywnosci fragmentéw jonow kazdej
masy. Detektor powinien charakteryzowac si¢ wysokim wzmocnieniem, szybka odpowiedzig
czasowa, niskim poziomem szuméw, wysoka wydajnosciag, niskim kosztem, waskim rozktadem
odpowiedzi, duzym zakresem dynamicznym i dtugoterminowg stabilno$cig. Dostepnych jest
kilka typow detektorow do spektrometrow mas. Najczesciej detektory te to powielacz
elektronow lub ptytki mikrokanalikowe, ktore emitujg kaskade elektrondw, gdy jon uderza
w plytke detektora. Ta kaskada skutkuje wzmocnieniem sygnatu, co powoduje wzrost czuto$ci
metody analitycznej. Caly ten proces jest przeprowadzany pod wysoka proznig (10° do
1078 tora) w celu usuniecia czasteczek gazu oraz jondéw zanieczyszczen, ktore moga zderzaé sic
z jonami probki i zmienia¢ ich $ciezki przelotu lub wytwarza¢ niespecyficzne produkty reakcji

[141].
4.3.2. Detektor spektrofotometryczny absorpcji promieniowania UV-Vis

Wiele analitow absorbuje promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu nadfioletu
i $wiatta widzialnego (UV-VIS), zazwyczaj w zakresie 200-800 nm. Detektor UV-VIS jest
szeroko stosowany, poniewaz moze wykrywaé zwigzki, ktore zawierajg sprzezone lub
wyizolowane wigzania podwdjne, tj. zwigzki z wolnymi lub sprz¢zonymi parami elektronow.
Detektor UV-VIS przede wszystkim dedykowany jest do LC [142]. Nie zostat on powszechnie
przyjety w GC ze wzgledu na brak absorpcji dla analitow w fazie gazowej w tym zakresie
promieniowania. Ponadto, technika ta jest niedestrukcyjna i umozliwia szeregowe potaczenie
z innymi detektorami. Detektor UV-VIS mierzy zdolno$¢ substancji rozpuszczonych do
pochtaniania §wiatla w okreslonym zakresie dtugos$ci fali. Uzyskana absorbancja opisana jest

przez Prawo Lamberta-Beera.
L
A =log (7> = ecd 11)

gdzie: A — warto$¢ absorbancji, I, - natgzenie S$wiatla padajacego, I - intensywno$¢
transmitowanego S$wiatla, € - molowy wspotczynnik absorpcji substancji rozpuszczonej,

d — grubos¢ warstwy absorbujacej, ¢ — stgzenie roztworu [143].

W praktyce, nalezy liczy¢ si¢ z odstgpstwami od takiej zalezno$ci. Spotykamy si¢ zar6wno
zujemnymi, jak i z dodatnimi odchyleniami od przebiegu prostoliniowego. Jedna
z przyczyn takich odstepstw jest to, ze prawo Lamberta-Beera odnosi si¢ do roztwordw

rozcienczonych (<102 M), bowiem przy wickszych stezeniach warto$¢ wspolczynnika
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absorpcji zalezy zwykle od st¢zenia oznaczanej substancji, poniewaz w bardziej st¢zonych
roztworach prawo L-B jest spetniane dla scisle okreslonych warunkéw. Gdy warunki te nie sa
spetnione, obserwujemy nieliniowe zalezno$ci pomigdzy absorbancjg a st¢zeniem. Przyczyny

tego zjawiska mogg mie¢ charakter zarowno chemiczny, jak i fizyczny.

Detektory UV-VIS mozna stosowac z elucjg gradientowa, pod warunkiem, ze rozpuszczalniki
nie pochtaniaja znaczaco promieniowania w zakresie dlugosci fal absorbowanych przez
substancje analizowane. W chromatografii z odwroéconym uktadem faz zwykle stosowanymi
rozpuszczalnikami sg woda, metanol, acetonitryl i tetrahydrofuran, poniewaz wszystkie sg
transparentne dla promieniowania UV w catym zakresie dlugosci fali, stosowanym przez
detektory UV-VIS [144-145].

W trybie normalnego uktadu faz konieczne jest zachowanie wigkszej starannosci przy doborze
rozpuszczalnika, poniewaz wiele z nich, ktore moga by¢ odpowiednie jako fazy ruchome dla
procesu chromatograficznego, prawdopodobnie bardzo silnie pochtaniajg promieniowanie
z zakresu fal UV. Nalezy wigc poszukiwaé takiego rozpuszczalnika, ktory jest przezroczysty
dla promieniowania UV, a jednocze$nie pozwala prowadzi¢ sprawny rozdzial
chromatograficzny. N-heksan, dichlorek metylenu i alkohole alifatyczne sa najczesSciej
uzywanymi rozpuszczalnikami, ktore sg transparentne dla promieniowania UV i moga by¢

stosowane z polarng fazg stacjonarna, taka jak np. zel krzemionkowy [146-148].

Istnieje kilka rodzajow detektorow UV. Jednym z nich jest detektor o ustalonej dtugosci
fali, gdzie przez system monitorowana jest absorbancja tylko przy jednej dtugosci fali przez
caly czas trwania analizy. Dtugos¢ fali wynosi zwykle 254 nm. Detektor ten jest najprostszym
1 najtanszym typem detektora, ale jest ograniczony pod wzgledem elastyczno$ci 1 rodzajow
zwigzkow, do ktorych monitorowania mozna go uzy¢. Kolejny detektor ma mozliwos¢
regulowania dhugosci fali, aczkolwiek w trakcie jednego pomiaru monitoruje w dalszym ciagu
tylko jedng wybrang dtugos¢ promieniowania. Dzigki temu operator dobiera odpowiednio
dhugos¢ fali w taki sposob, aby uzyska¢ maksimum absorbancji dla okreslonego analitu lub
zwigkszy¢ jego selektywno$é. Trzecim rozwigzaniem jest detektor, ktory ma mozliwosé
zmiany dlugosci monitorowanej fali w trakcie trwania analizy chromatograficznej.
W detektorze o zmiennej dlugos$ci fali §wiatlo z szerokiego spektrum jest kierowane przez
szczeling do siatki dyfrakcyjnej, ktora w wyniku zjawisk dyfrakcji 1 interferencji rozdziela
$wiatto niemonochromatyczne na sktadowe dtugosci fal. Siatka jest nastepnie obracana w taki
sposob, aby skierowac pojedyncza dlugos¢ fali Swiatta przez szczeling i komore przeptywowa

do fotodiody, gdzie sygnat optyczny przetwarzany jest na elektryczny.
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Nastepnym typem detektora UV-Vis jest matryca fotodiodowa, w literaturze czesto nazywana
w skrocie DAD. Czujnik ten pozwala na monitorowanie absorbancji substancji
w szerokim zakresie dtugosci fal. W rezultacie cale spektrum zwigzkow rozpuszczonych moze

by¢ zanalizowana w bardzo krétkim czasie [142].

W czujniku tym $wiatlo z lampy deuterowej skupiane jest poprzez uktad optyczny
w komorze przeplywowej, w ktorej nastepuje czesciowa absorpcja przez zwiagzki wychodzace
wraz z fazg ruchomg po rozdzieleniu chromatograficznym. Nastepnie promieniowanie, ktore
przenika przez kuwete przepltywowa, jest rozszczepiane na siatce dyfrakcyjnej.
Promieniowanie, po rozdzieleniu na pojedyncze pasma, pada na matryce fotodiodows, gdzie
poszczegodlne fotodiody - w przypadku ich os$wietlenia - wytwarzaja prad elektryczny.

Nastegpnie jest on zamieniany w przetworniku na sygnat cyfrowy [149-150].
4.3.3. Detektor wychwytu elektronéw

Detektor wychwytu elektronéw dedykowany jest do chromatografii gazowej i dziata na
zasadzie spadku natezenia pradu w komorze jonizacyjnej wskutek wprowadzenia do niej
zwigzkéw o duzym powinowactwie elektronowym. W ECD radioaktywny izotop (folia z %3Ni)
jest wykorzystywany jako zrodio elektronow beta, ktore bombarduja czasteczki gazu nosnego
(azot lub argon), tworzac plazme dodatnich jonow, rodnikow i elektrondw termicznych poprzez

seri¢ sprezystych 1 niesprezystych zderzen wedlug rownania:

B+N, - Ny +e 12)

Powstatle jony 1 elektrony przyciagane sa przez elektrody pod wptywem przytozonego
pola elektrycznego. W wyniku tego powstaje prad tla, ktory utrzymywany jest na statym
poziomie w wyniku ciggtego przeptywu gazu nosnego. Gdy zwigzki z duzym powinowactwem
elektronowym wymywane sa z kolumny chromatograficznej, nastgpuje wychwyt wolnych

elektronow zgodnie z rownaniem:

X+e - X~ 13)

Jony te maja wigksza mase niz oryginalny elektron, mniejsza predkos¢ dryfu i znacznie
wigkszg szybko$¢ rekombinacji z jonami dodatnimi N, . Zmniejszenie pradu detektora
z powodu utraty elektronéw termicznych w wyniku przylaczenia do czgsteczek analitow
stanowi podstawe pomiaru ilosciowego. Detektor ten jest selektywny i silnie reaguje na
halogenozwigzki. Znalazt on szerokie zastosowanie w analizie zanieczyszczen srodowiska do

oznaczania chlorowcopestycydow [151].
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4.4. Analiza chromatograficzna materialow  wybuchowych przedstawiona

w literaturze

Jedna z metod wykrywana i/lub oznaczania sladowych ilosci substancji wybuchowych
sa metody chromatograficzne. W zaleznosci od stabilno$ci termicznej badanych zwigzkow
stosujemy chromatografie cieczowa badz gazowa. Na przyktad dla zwigzkéw takich jak RDX,
HMX, a takze tetraazotan pentaerytrytu (PETN) — preferowang technikg jest LC [152],
poniewaz w dozowniku chromatografu gazowego dochodzi do ich czgsciowej, badz catkowitej
dekompozycji [153]. Z kolei TNT i niepolarne produkty jego rozktadu nalezy analizowaé za
pomoca GC. Analizy szerokiej grupy zwigzkow podjat si¢ Waddel i wspotpracownicy [154].
Przedstawili oni metod¢ analizy zwigzkéw nitroaromatycznych i nitroamin (miedzy innymi
RDX, HMX, TNT i inne) ze Sciereczki PTFE z wykorzystaniem desorpcji termicznej
W potaczeniu z GC-ECD. W celu desorpcji analitow ze $ciereczki desorber ogrzewany byt od
temperatury 45°C do 280°C z narostem 40°C/min, utrzymywano t¢ temperature przez 3 minuty,
a nastepnie chtodzono do 80°C. Dozownik ogrzewany byt od temperatury 40°C do 260°C
z narostem 12°C/s i nastepnie utrzymywano te temperature przez 4 minuty. Lini¢ przesylowa
utrzymywano w temperaturze 280°C, aby zminimalizowa¢ strate¢ analitow przez kondensacje.
Analiz¢ chromatograficzng prowadzono w nastgpujagcym programie temperaturowym:
poczatkowa temperature 40°C utrzymywano przez 3 minuty, nast¢pnie kolumng ogrzewano do
temperatury 120°C z narostem 15°C/min, w kolejnym kroku stosowano narost 30°C/min do
temperatury koncowej 280°C, ktéra utrzymywana byta przez 3 minuty. Detektor ECD pracowat
w temperaturze 275°C, przy przeptywie gazu nosnego na poziomie 60 ml/min. Uzyskano pelny
rozdziat analitow i wszystkie zwigzki udato si¢ oznaczy¢ w danym stgzeniu, za wyjatkiem
HMX. GC-ECD wykorzystano rowniez w analizie TNT i produktow jego rozktadu [8].
Dozownik i detektor pracowaty w temperaturze odpowiednio 225 i 300°C. Dozowano probki
roztworu o objetosci 2 pL przy podziale strumienia gazu 1:6. Jako gaz nosny zastosowano azot
przy staltym natezeniu przeptywu 2 mL/min. Analiz¢ chromatograficzng prowadzono
W nastepujacym programie temperaturowym: poczatkowg temperature 100°C utrzymywano
przez 2 minuty, nastgpnie kolumne ogrzewano do temperatury 200°C z narostem 100°C/min
iod razu zastosowano narost do temperatury 280°C z wartoscig 20°C/min. Koncowa

temperatura utrzymywana byla przez 5,5 minuty.

Do analizy TNT i produktow jego przemian wykorzystano rowniez GC-MS. W celu
osiaggnigcia nizszych granic oznaczalno$ci i wykrywalno$ci Brust i wspotpracownicy [9]

wykorzystali tryb SIM podczas analizy ilo$ciowej, osiagajac wyniki w zakresie od 6 do
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43 ng/mL. Probki wprowadzano do ukladu stosujac automatyczny system dozowania
0 objetosci 1 uL przy podziale strumienia gazu nosnego 1:10. Dozownik ogrzewany byt do
temperatury 250°C. Jako gaz no$ny zastosowano hel. Analiz¢ wykonano przy staltym ci$nieniu
z zastosowaniem jonizacji elektronami i czasem skanowania 10 ms. Analize chromatograficzng
prowadzono w nastgpujacym programie temperaturowym: poczatkowa temperature 35°C
utrzymywano przez 1 minutg, nastgpnie kolumng¢ ogrzewano do temperatury 250°C
z szybko$cig 80°C/min i koncowag temperature utrzymywano przez 1 min. W pracy
przedstawiono czasy retencji oraz wybrane jony ilosciowe i jakosciowe dla kazdego

Z analizowanych zwiazkow.

Ostatnio ukazato si¢ wiele prac dotyczacych wykorzystania LC-MS do analizy
materiatow wybuchowych i polarnych produktow ich degradacji. Migdzy innymi Vigneau
i Machuron-Mandard [11] wykorzystali LC-MS z jonizacja ESI do oznaczania HMX i RDX
w probkach wody gruntowej z terendw objetych manewrami wojskowymi. Oznaczenie
ilosciowe i jako$ciowe przeprowadzono w trybie SIM. Identyfikacji dokonano na podstawie
czasu retencji oraz obecnos$ci w widmie jonow charakterystycznych o okres§lonym stosunku
m/z. Z kolei Sener i wspotpr. opisujg analize TNT, 2,6-DNT, kwasu pikrynowego, RDX, HMX,
PETN i triazotanu trimetyloloetanu (TMETN) z gleby pobranej z miejsca wybuchu [10]. W tym
przypadku do analizy zastosowano LC sprzezone z tandemowym spektrometrem mas
(MS/MS). W tabeli 6 przedstawiono program gradientu wykorzystany do rozdzialu

analizowanej mieszaniny.

Tabela 6. Program gradientu fazy ruchomej metody chromatograficznej.

Czas [min] | A% [2mM r-r NHsNOs(g)] | B% [MeOH] | Przeptyw [mL/min]
0:00 65 35 0,40
01:30 5 95 0,40
03:00 ) 95 0,40
06:20 55 45 0,40
10:00 55 45 0,40
10:01 65 35 0,40
12:30 65 35 0,40

Do jonizacji analitow zastosowano jonizacj¢ APCI w trybie jonéw ujemnych. Analizy zostaly
wykonane w trybie monitorowania reakcji nastgpczych. Parametry pracy trybu MRM

przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Parametry pracy trybu MRM.

Analit MRM Napiecie Energia celi | Czas prébko-
oL Q2 kapilary [V] k0|E§\);j]n8j wania [ms]
2,6-DNT | 181,2 | 151,3 56,0 6,0 0,1
TNT 226,1 | 88,2 76,5 111 0,2
RDX 2834 | 61,7 38,0 8,0 0,35
HMX | 357,9| 61,8 60,0 6,6 0,1

Opracowana metoda pozwolita na analiz¢ wybranych zwigzkéw z granicg

oznaczalnosci z zakresu 13.2-241.5 ng/g (w zaleznosci od rodzaju zwiagzku).

Inni autorzy, np. DeTata wraz z wspotpr. [155] do swoich badan wykorzystali
sprzezenie chromatografu cieczowego z detektorem pracujagcym w zakresie nadfioletu (UV).
Podczas oznaczania 17 materiatow wybuchowych, ekstrahowanych z trzech r6znych rodzajow
gleb, zastosowano nast¢pujaca metode analizy. Ekstrakty z probek gleby analizowano przy
uzyciu uktadu Agilent 1200 z detektorem UV. Zastosowano kolumng¢ analityczng Dionex
Acclaim E1 (5 mm, 4,6 6 250 mm) z szybkoscia przeptywu fazy ruchomej 1 mL/min. Jako faze
ruchomg zastosowano uktad metanol:woda (43:57) przy uzyciu izokratycznego przeptywu.
Temperatura kolumny wynosita 32°C. Detekcj¢ przeprowadzono przy 254 nm dla wszystkich

analitéw, oprdcz pentrytu i nitrogliceryny, ktére oznaczono przy dtugosci 210 nm.
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Il. Zalozenia, zakres i cel rozprawy doktorskiej

Identyfikacja i oznaczenie materialtdow wybuchowych zalegajacych na dnie Battyku jest
potrzebna z powodu ogromnego zagrozenia jakie one stwarzaja. Jednym z gtownych powodow
jest toksyczno$¢ wiekszosci substancji wybuchowych i produktow ich rozktadu. Morze
Baltyckie jest stosunkowo plytkie i posiada ograniczone mozliwos$ci wymiany wod z Morzem
Potnocnym. Powoduje to, iz wszystkie obce substancje wprowadzone do tego ekosystemu
pozostaja w nim przez wiele lat, co moze spowodowaé ogromne zagrozenie ekologiczne.
Ponadto, z ostatnio przeprowadzonych badan wynika, ze wydobyte z dna morskiego fragmenty
materialdw wybuchowych sa w bardzo dobrym stanie i w dalszym ciggu maja wlasciwosci
wybuchowe. W zwigzku z tym istnieje dodatkowe zagrozenie, ze moga one by¢ wykorzystane

do celdéw przestepczych lub terrorystycznych.

Jednakze w dostgpnych opracowaniach oraz publikacjach naukowych nie ma
kompleksowych metod analizy tych zwigzkow. Mowa tutaj o najczesciej stosowanych
materiatach wybuchowych stosowanych podczas drugiej wojny swiatowej (RDX i TNT), ktore
po okresie wojennym zostaty zatopione migdzy innymi w Morzu Baltyckim. Nalezy podkreslic,
iz nie tylko te zwigzki stwarzajg zagrozenie dla ekosystemu morskiego ale takze produkty ich
degradacii, jak na przyktad: 2,4-DNT; 2,6-DNT; 4-NT; TNBA; TNB; 2,4-DNA; 1,3-DNB.
Wymienione zwiazki powstajg pod wptywem flory bakteryjnej srodowiska morskiego oraz

panujacych tam warunkow beztlenowych.

Wyselekcjonowane przeze mnie zwigzki charakteryzuja si¢ staba rozpuszczalnoscig
w wodzie. Z tego wzgledu osiadaja one na dnie morskim i przykrywane moga by¢ kolejnymi
warstwami osadu dennego. Dlatego tez t¢ wilasnie matryce nalezy analizowaé celem ich

oznaczenia.

Gltéwnym celem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byta
optymalizacja metody przygotowania probki osadu dennego Morza Battyckiego, opracowanie
metod analizy materiatow wybuchowych 1 produktow ich degradacji, ich walidacja
| porOwnanie oraz zastosowanie w analizie probek $rodowiskowych. Ze wzgledu na to, ze
synteze RDX mozna przeprowadzi¢ dwoma metodami, przy czym pierwsza z tych metod
pozwala uzyskaé czysty zwigzek, a w drugiej jako zanieczyszczenie produktu gléwnego
powstaje HMX, postanowiono do grupy badanych analitow doda¢ HMX, ktory nie byt
stosowany podczas drugiej wojny swiatowej. Jezeli w probkach srodowiskowych potwierdzi
si¢ obecnos¢ RDX, mozliwe bedzie okreslenie metody jego syntezy na podstawie obecnosci
(lub braku) HMX.
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Realizacja celu niniejszej pracy wymagata zastosowania odpowiednio przygotowanej

metodyki badan, obejmujacej siedem gtéwnych etapow.

1.

Opracowania metody skazania 0sadu dennego, pobranego z miejsca nienarazonego na

kontaminacj¢ materiatami wybuchowymi, wybranymi do analizy zwigzkami z grupy

materiatow wybuchowych i produktami ich rozktadu.

Opracowania metody analizy jakoSciowej i ilo$ciowej wyselekcjonowanych analitow

za pomocg chromatografii gazowej z tandemowa spektrometrig mas:

a) opracowania przejs¢ jonowych w trybie monitorowania reakcji nastgpczych,

b) optymalizacji temperatury dozownika,

c) okreSlenia programu  temperaturowego odpowiedniego do  rozdzialu
chromatograficznego analizowanych zwigzkow.

Opracowania metody analizy jako$ciowej i ilo§ciowej wybranych analitow za pomoca

chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig mas, w tym m. in.:

a) przejs¢ jonowych w trybie monitorowania reakcji nastepczych,

b) programu elucji gradientowej,

C) parametrow zrodta jonow.

Opracowania i poréwnania kilku metod przygotowania probki, uwzgledniajac migdzy

innymi, takie parametry jak:

a) optymalizacja sposobu przygotowania probki do analizy,

b) dobdr odpowiedniego rozpuszczalnika do ekstrakcji,

C) okreslenie czasu i krotno$ci ekstrakcji,

d) optymalizacja temperatury ekstrakcji,

e) dobor metody osuszania ekstraktu i innych parametrow.

Wyznaczenia parametrow walidacyjnych opracowanych metod analitycznych:

a) granica oznaczalnosci,

b) granica wykrywalnosci,

C) precyzja wyrazona wartoscig wspotczynnika zmiennosci CV,

d) doktadnosc,

e) zakres liniowosci,

f)  wspotczynnik determinacji r?,

g) czulo$¢ metody analitycznej.

Zastosowania opracowanych metod analizy materiatdow wybuchowych i produktow ich

przemian do analizy probek srodowiskowych.

Zebrania i opracowania wynikow badan doswiadczalnych oraz literaturowych w postaci

rozprawy doktorskiej.
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I11.  Cze¢s¢ doswiadczalna

5. Materialy i procedury wykorzystywane w procesie badawczym

5.1. Aparatura

Analize ilosciowa jak 1 jakoSciowg wykonano za pomocg chromatografu gazowego

7890A sprzezonego z tandemowym detektorem mas typu triple quad 7000 oraz chromatografu

cieczowego 1260 Infinity rowniez z tandemowym detektorem mas typu triple quad 6460 firmy

Agilent, ktore sterowane byly za pomocg programu komputerowego Mass Hunter.

Analizy wykonano stosujac nastgpujace parametry pracy chromatografu gazowego,

ktére w trakcie prowadzenia badan nie ulegaty zmianie:

e Temperatura linii przesytowe;j: 250°C

e Temperatura Q1:
e Temperatura Q2:
e Gaznosny:

e Sposob dozowania:

150°C
150°C
Hel

Bez podziatu strumienia (splitless)

Podczas analizy za pomocg GC-MS/MS stosowano kolumne kapilarng ZB-5 firmy

Zebron, natomiast w przypadku analizy za pomocg LC-MS/MS kolumne pakowang Poroshell

120 EC-C18 firmy Agilent. W tabeli 8 przedstawiono charakterystyke obu wymienionych

wczesniej kolumn.

Tabela 8. Charakterystyka kolumn chromatograficznych

ZB-5 firmy Zebron

Poroshell 120 EC-C18

Dhugos¢ kolumny 30m 100 mm
Srednica wewnetrzna 0,25 mm 3 mm
Grubo$¢ filmu fazy stacjonarne;j 0,25 uym -—-
Wielkos¢ ziaren --- 2,7um
Polarnos¢ niepolarna niepolarna

Faza stacjonarna

5% Difenylo- 95%

Zel krzemionkowy z
chemicznie zwigzang

kolumny

dimetylopolisiloksan faza oktadecylowa
[C18]
Zakres temperaturowy pracy -60°C do 330°C Do 60°C
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Podczas prowadzenia badan wykorzystywano nastepujaca aparatur¢ dodatkowa:

a)

Poétautomatyczny przyrzad do przyspieszonej ekstrakcji probek statych i potstatych
za pomocyg rozpuszczalnikow (ASE 350) w warunkach podwyzszonej temperatury

i cisnienia firmy Thermo Scientific,

b) Samodzielnie zmodyfikowany aparat do ekstrakcji wspomaganej mikrofalami

IGNIS AKL 576/1G/WH,

Rys. 18. Wlasnorecznie zmodyfikowany aparat do ekstrakcji wspomaganej mikrofalami IGNIS

c)
d)

9)
h)

)
K)

AKL 576/IG/WH

Wytrzasarke Heidolph model Multi Relax,

Mieszadlo magnetyczne z mozliwoscia grzania MR Hei-Standard, kolby kulistej
oraz nasadki do aparatu Soxhleta,

Elektroniczng wage laboratoryjna firmy Radwag model PS 1000.R2 o doktadnosci
odczytu 0,0001 g,

Elektroniczng wagg laboratoryjna firmy Radwag model XA 60/220/X o doktadnosci
odczytu 0,00001 g,

Wirowke MPW-251,

Suszarke laboratoryjng SLW 32 STD INOX/G,

Pipety automatyczne firmy ROTH dla zakresu objg¢tosci od 0,1-10 pL, 10-100 uL
oraz 100-1000 pL,

Planetarny mtynek mikro typu ,,pulverisette 7 premium line”,

Demineralizator HYDROLAB HLP5UV.
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5.2. Odczynniki i materialy

Nastegpujace zwiazki chemiczne, o czystosci 97-99,8%, byly substancjami wzorcowymi
wykorzystanymi w badaniach: TNT; 2,4-DNT; 2,6-DNT; 4-NT; TNBA; 1,3,5-TNB; 2,4-DNA;
1,3-DNB; RDX i HMX. Wymienione zwigzki zsyntezowano w Zakladzie Materialow
Wybuchowych WAT, a ich czysto$¢ okreslono za pomocg GC-MS. Zwigzki te przechowywano
w przystosowanym do tego celu magazynie.

Pozostate odczynniki i materiaty:

e metanol 99,8%, chloroform 98,5%, heksan 99%, dichlorometan 99,8%, aceton 99,5%
firmy POCH (Gliwice, Polska),

e acetonitryl do LC-MS firmy S.WITKO (L6dz, Polska),

e kwas mrowkowy 98-100% firmy Chem-Lab (Zedelgem, Belgia),

e octan etylu 99,5%, siarczan magnezu 94,5% firmy Chempur (Piekary Slaskie, Polska),

e metylofosfonian dimetylu 97% (DMMP), dodekan 99% (C12), trimetylofosforan 99%,
2,6-dimetylofenol 99,5%, 5-chloro-2-metyloanilina 98%, fosforan tri-n-butylu 99%,
dibenzotiofen 98%, malation, stearynian metylu 96%, n-alakny od C8 do C24, kwas
metylofosfonowy 99-101%, N-metylodietanoloamina 99%, metylofosfonian etylu 98%,
tiodiglikol 99%, metylofosfonian pinakolilu 97%, bibuly filtracyjnej Whatman nr 5 firmy
Sigma-Aldrich (Milwaukee, USA),

e woda destylowana otrzymana z systemu oczyszczania wody HYDROLAB HLP5UV
w naszym laboratorium,

e azot analizowany czysty minimum 99,999% obj. do procesu zat¢zania zakupiony w firmie
MULTAX S.C. (Stare Babice, Polska),

e probki osadow dennych z Morza Baltyckiego podejrzane o skazenie materiatami
wybuchowymi pobrane w ramach projektu # R013 DAIMON [156], zostaly zamrozone
bezposrednio po wydobyciu i w takiej postaci dostarczone do laboratorium. Probki
pochodzity migdzy innymi z takich miejsc jak: Glebia Gdanska, Gigbia Bornholmska,
Zatoka Kilonska, Zatoka Lubecka, czy Lawica Orta (rys.19).
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Rys. 19. Mapa lokalizacji punktéw poboru prébek w ramach projektu # R013 DAIMON.
5.3. Zasady bezpieczenstwa pracy z materialami wybuchowymi

Materialy wybuchowe przechowywane byty w odpowiednim do tego magazynie
z ograniczonym dostepem dla oséb trzecich. W trakcie pracy z tymi materialami odwazano
minimalne ich ilosci potrzebne do analizy, a nadmiar odstawiano do magazynu. Badania
wykonywane byty w odpowiednim ubiorze ochronnym (r¢kawice, okulary ochronne, fartuch,

itp.) pod dygestorium, badz w odpowiednio wentylowanym pomieszczeniu.
5.4. Metodyka badan
Badania prowadzono wedlug nast¢pujacego schematu:

e Opracowanie warunkow analizy chromatograficznej za pomoca GC-MS/MS
i LC-MS/MS,

e Opracowania metody skazania osadu dennego, pobranego z miejsca nienarazonego na
kontaminacj¢ materialami wybuchowymi, okreslonymi stezeniami wzorcow
analizowanych zwigzkow.

e Optymalizacja procesu przygotowania probek do analizy,

e Walidacja opracowanych metod analizy materiatéw wybuchowych,

e Analiza chromatograficzna przygotowanych probek rzeczywistych.
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5.4.1. Opracowanie warunkow analizy chromatograficznej

W  celu opracowania warunkéw analizy chromatograficznej niezbgdne bylo

przygotowanie roztworow wzorcowych.
5.4.1.1. Roztwory wzorcowe

Roztwory wzorcowe do etapu skazania

Roztwor skazajacy otrzymano przez rozpuszczenie badanych zwigzkoéw jako wzorcow

w acetonie o stezeniu 6 mg/mL dla kazdego potencjalnego analitu.

Prébki wzorcowe do opracowania metody analizy chromatograficznej

Do opracowania programu temperaturowego, wyznaczenia optymalnej temperatury
dozownika, przy ktorej otrzymywana jest najwyzsza odpowiedz detektora oraz przejsé
jonowych do analizy w trybie MRM za pomoca GC-MS/MS przygotowano roztwory
wzorcowe: RDX; HMX; TNT; 1,3-DNB; 1,3,5-TNB; 2,4-DNT; 2,6-DNT; 4-NT; 2,4-DNA
I TNBA w chloroformie o st¢zeniu 100 pg/mL.

Do opracowania programu gradientu fazy ruchomej, wyznaczenia najbardziej
wydajnych parametréow zrodta jonéw (APCI 1 ESI) oraz wyznaczenia przejs¢ jonowych do
analizy w trybie MRM za pomocg LC-MS/MS przygotowano roztwory wzorcowe: RDX;
HMX; TNT; 1,3-DNB; 1,3,5-TNB; 2,4-DNT; 2,6-DNT; 4-NT; 2,4-DNA i TNBA
w acetonitrylu o stezeniu 100 pg/mL.

Prébki wzorcowe do procesu weryfikacji przydatnosci opracowanej metody analizy

chromatograficznej do oznaczania sladowych ilosci wytypowanych analitow

Podczas weryfikacji przydatnosci opracowanej metody analizy chromatograficznej za
pomocg GC-MS/MS, jak i analizy za pomocg LC-MS/MS przygotowano roztwory wzorcowe

0 najwyzszym stezeniu kalibracyjnym, a mianowicie 1000 ng/mL.

Roztwor wzorca wewnetrznego

Do zatgzonego ekstraktu po etapie przygotowania probki, w celu poprawienia precyzji
oznaczen, dodano w roli wzorcow wewngtrznych 20 pL: dodekanu (C12) w chloroformie do
analiz wykonywanych za pomocg chromatografii gazowej i metylofosfonianu dimetylu
(DMMP) w acetonitrylu w przypadku analiz za pomocg chromatografii cieczowej. Oba wzorce

byly 0 stezeniu 76 pg/mL.
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5.4.1.2. Analiza za pomoca GC-MS/MS

W pierwszym etapie badan zbadano wplyw temperatury dozownika na wielkos$é
sygnatu analitycznego. W tym celu wykonano analizy wszystkich wzorcéw zmieniajgc

temperature dozownika w zakresie od 210 do 310°C ze skokiem co 20°C.

Kolejnym krokiem byto opracowanie parametréw pracy detektora w trybie MRM:

v' Z widma otrzymanego w trybie pelnego skanowania dla kazdego z wyselekcjonowanych
analitow wybrano jon prekursora o mozliwie najwigkszej masie i intensywnosci.

v' W nastepnym kroku przeprowadzono analize w trybie monitorowania jonow
fragmentacyjnych pochodzacych od wybranego jonu prekursora pojedynczo dla kazdego
z analitéw przy zmienianych skokowo energiach celi kolizyjnej, od 0 do 25 eV co 1 eV
i dodatkowo 30 eV. Zakres skanowanych mas dla odpowiednich zwigzkdéw rozciggat si¢
od 30 az do [masa jonu prekursora + 2] Th, a czas skanowania wynosit 240 ms. Do trybu
MRM kazdego z oznaczanych zwigzkéw wybrano po 3 najbardziej intensywne przejs$cia
(jedno przejscie ilosciowe i dwa jakosciowe) i odpowiadajgce im energie.

v Dla wyznaczonych przej$¢ jonowych: jon prekursora — jon produktu dobrano odpowiedni

czas skanowania.

Po opracowaniu trybu MRM kazdy zwiazek poddano analizie w najwyzszym stgzeniu
kalibracyjnym (1000 ng/mL) w celu sprawdzenia czy opracowane metody nadajg si¢ do analizy
sladowych ilosci badanych zwiazkéw. W przypadku nie spelnienia tego kryterium dany
zwiazek nie byl brany pod uwage w dalszych pracach badawczych.

W celu dobrania odpowiedniego programu temperaturowego przeprowadzono analize
mieszaniny wszystkich analitow w trybie pelnego skanowania pracy detektora (zakres
skanowania mas od 40 do 500 Th, czas skanowania 180 ms). Program dobierany byt
doswiadczalnie tak, aby uzyska¢ mozliwie najlepszy rozdziat przy jak najkrotszym czasie
analizy. Ponadto oszacowano czas opdznienia, po jakim nalezy wlaczy¢ detektor, aby nie

uszkodzi¢ go uzytym do przygotowania probki rozpuszczalnikiem.
5.4.1.3. Analiza za pomocg LC-MS/MS
W celu dobrania odpowiednich parametrow pracy detektora w trybie MRM:

v' Kazdy analit z osobna zostat poddany analizie w trybie pelnego skanowania zaréwno
w trybie jonéw dodatnich jak i ujemnych w celu okreslenia sposobu jonizacji

poszczeg6lnych analitow.
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Dla kazdego z analitow wyznaczano takie napigcie fragmentora w zakresie od 40 do 120
V ze skokiem co 5 V, ktoremu odpowiada najwigksza intensywno$¢ widma mas.
Z otrzymanego widma wybierano jon prekursora, ktory charakteryzowat si¢ mozliwie
najwiekszg masa i intensywnos$cig. W LC-MS/MS jon prekursora jest najczesciej jonem
molekularnym lub pseudomolekularnym.

W nastegpnym kroku  przeprowadzano analiz¢ w trybie monitorowania jonow
fragmentacyjnych pochodzacych od wybranego jonu prekursora pojedynczo dla kazdego
z analitow przy zmienianych skokowo energiach celi kolizyjnej, od 0 do 40 eV co 1 eV.
W przypadku gdy w zadanym zakresie nie zaobserwowano maksimum intensywnos$ci
jonu produktu - badania kontynuowano wybierajac wyzsze energie celi kolizyjnej. Zakres
skanowanych mas dla odpowiednich zwigzkow byt od 30 i rozciggat si¢ az do [masy jonu
prekursora + 2] Th, a czas skanowania wynosit 220 ms. Do trybu MRM kazdego
Z oznaczanych zwigzkéw wybrano po 3 najbardziej intensywne przejs$cia (jedno przejscie

ilosciowe i dwa jakosciowe) i odpowiadajgce im energie.

Kazda z czynno$ci przeprowadzono osobno dla kazdego ze zrodet jonizacji ze wzgledu na

mozliwos$¢ powstawania innych jonow prekursoréw i produktow.

Po opracowaniu powyzszych parametréw, przystgpiono do opracowania programu

gradientu fazy ruchomej. Proces rozdzialu mieszaniny zwiazkow chemicznych na

poszczegdlne indywidua prowadzono przy zachowaniu stalego nat¢zenia przeplywu fazy

ruchomej (1 mL/min). Zmianie ulegat jedynie sktad tej fazy, a mianowicie stosunek

acetonitryl - woda. Obie fazy domieszkowane byty 0,1% kwasem mrowkowym.

Podczas optymalizacji parametrow pracy zrodia jonéw wyznaczono:

a) Dla jonizacji ESI:

Temperatura gazu w rozpylaczu w zakresie 230 do 350°C ze zmiang skokowa co 30°C,
Natezenie przeptywu gazu w rozpylaczu w zakresie od 4 do 12 L/min ze zmiang skokowa
co 2 L/min,

Temperatura gazu ostonowego w zakresie 200 do 400°C ze zmiang skokowa co 50°C,
Natezenie przeptywu gazu ostonowego W zakresie od 4 do 12 L/min ze zmiang skokowa
co 2 L/min,

Cisnienie w rozpylaczu w zakresie od 10 do 60 psi ze zmiang skokowa co 10 psi,

Napiecie na uktadzie elektrooptycznym w zakresie od 0 do 2000 V ze zmiang skokowa
co 500V,
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¢ Napigcie na kapilarze w zakresie od 500 do 5500 V ze zmiang skokowa co 500 V,
b) Dla jonizacji APCI:
e Temperatura gazu w rozpylaczu w zakresie od 200 do 350°C ze zmiang skokowa co 50°C,
e Temperatura odparowalnika w zakresie od 200 do 450°C ze zmiang skokowa co 50°C,
e Przeptyw gazu w rozpylaczu w zakresie od 4 do 12 L/min ze zmiang skokowg co 2 L/min,
e Cisnienie w rozpylaczu w zakresie od 10 do 60 psi ze zmiang skokowg co 10 psi,
e Natezenie wytadowania koronowego W zakresie od 1 do 10 pA ze zmiang skokowsg
co 1 pA,
e Napigcie na kapilarze w zakresie od 500 do 5500 V ze zmiang skokowg co 500 V.

Dobor parametrow prowadzono poprzez wielokrotng analiz¢ badanych zwigzkow
w zmienianych skokowo parametrach pracy zrodta jonéw. Stosowano przy tym regule, ze
podczas optymalizacji jednego z parametrow zachowywano niezmienno$¢ pozostatych

parametréw pracy zrodla jondow.

Po opracowaniu metody analizy chromatograficznej kazdy zwiazek poddano analizie
W najwyzszym stezeniu kalibracyjnym (1000 ppb) w celu sprawdzenia czy opracowane metody
nadajg si¢ do analizy §ladowych ilo$ci badanych zwiazkéw. W przypadku nie spetnienia tego

kryterium dany zwigzek nie byt brany pod uwage w dalszych pracach badawczych.
5.4.2. Opracowanie metody skazania osadu dennego

W celu skazenia probki osadu dennego pobranego z miejsca nienarazonego na
kontaminacj¢ materiatami wybuchowymi niewielka iloscig badanych analitow i utrzymania
wysokiej powtarzalnosci procesu analitycznego konieczne byto wysuszenie matrycy do stalej
masy w temperaturze 70°C. Suszenie osadu uznano za zakonczone w momencie gdy w trzech
kolejnych pomiarach nie zarejestrowano ubytku masy, a czas miedzy pomiarami nie byt krotszy
niz 8 godzin. Po procesie suszenia pozostawato zwykle okoto 50% masy poczatkowe;.
W wyniku wysuszenia osad stawal si¢ bardzo zbrylony 1 twardy, a powstajaca bryta byta trudna

do kruszenia. Odpowiednie rozdrobnienie uzyskiwano przez mielenie w mtynie kulowym.

Objetos¢ 50 uL roztworu wzorcowego przeniesiono do 5 g suchego, rozdrobnionego
osadu i pozostawiono do swobodnego odparowania rozpuszczalnika w temperaturze
pokojowej. W koncowym etapie, w celu odtworzenia naturalnego sktadu matrycy - do skazonej
i pozbawionej acetonu probki osadu dennego, dodano 5 mL wody destylowanej i wstawiono

do mieszania na Vortex’ie na 30 min.
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W nastepnym etapie zbadano stabilnos¢ probki w zalezno$ci od czasu jaki musi uptynaé
od momentu skazenia do momentu rozpoczecia analizy. W tym celu cztery jednakowe probki
przygotowane zgodnie z procedurg opisany we wczesniejszym akapicie poddano podwojnej
ekstrakcji 10 mL porcjami rozpuszczalnika, kazda po uptywie okreslonego czasu od skazenia
(bezposrednio po skazeniu, po uptywie 1, 2 13 dob). Do ekstrakcji stosowano chloroform, gdy
otrzymane ekstrakty poddawano analizie za pomocg GC-MS/MS lub acetonitryl w przypadku
analizy za pomocg LC-MS/MS. Kazdorazowo warstwe organiczng oddzielano od mokrego
osadu. W przypadku analizy za pomocg chromatografii gazowej ekstrakt suszono stosujgc
bezwodny siarczan magnezu. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono pigciokrotnie,
a otrzymane wyniki usredniono. Poza wptywem czasu zbadano réwniez, czy obecnos¢ matrycy
(suchy osad) ma wpltyw na warto$¢ odzysku. W tym celu cata procedurg przeprowadzono
rowniez dla probek bez obecnosci suchego osadu dennego, tzn. do pustego falkonu dodano
odpowiednig objeto$¢ roztworu skazajacego, odczekano do momentu odparowania

rozpuszczalnika i dodano 5 mL wody destylowane;.
5.4.3. Wybdr najlepszej metody przygotowania probek do analizy

Przygotowanie probek do analizy chromatograficznej opiera si¢ na izolacji analitow za
pomoca rozpuszczalnikow organicznych. Etap ten wymagal przeniesienia analitow z masy
potptynnej do rozpuszczalnika organicznego oraz usunigcia wody z otrzymanego ekstraktu
w przypadku GC. W celu wyboru najlepszego rozpuszczalnika do ekstrakcji zbadano
nastepujace rozpuszczalniki: chloroform, chlorek metylenu, octan etylu i heksan w przypadku
analizy za pomocg GC oraz aceton, acetonitryl i metanol w przypadku analizy za pomocg LC.
Do osuszenia ekstraktu wytypowano dwie metody: osuszanie za pomocg bezwodnego
siarczanu magnezu oraz zmiana matrycy przez odparowanie do sucha w strumieniu gazu
obojetnego — azotu. Podczas osuszania azotem 5 cm?® ekstraktu odparowywano do sucha, po

3 odpowiedniego rozpuszczalnika. Na podstawie

czym pozostalo$¢ rozpuszczano w 5 cm
uzyskanych wynikow wybrano najlepszy rozpuszczalnik i metodg osuszania, ktore stosowano

w dalszych badaniach.
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5.4.3.1. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika organicznego w aparacie

Soxhleta

Do ekstrakcji zastosowano konwencjonalny aparat Soxhleta sktadajacy si¢ z chtodnicy
zwrotnej, nasadki Soxhleta i kulistej kolby. Stosujgc ten typ ekstrakcji mozna osiggna¢ bardzo
wysoki odzysk analitow (prawie 100%), ale czas wymagany do przygotowania probki jest
bardzo dtugi i moze wynosi¢ nawet kilkadziesigt godzin. Analizowane materiatly wybuchowe
i ich produkty degradacji ekstrahowano odpowiednio dobranym rozpuszczalnikiem przy
zastosowaniu nast¢pujgcych czasow procesu: 2, 4, 7, 16, 24, 30 i 48 godzin w temperaturze

wrzenia rozpuszczalnika.
5.4.3.2. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie

Ekstrakcje rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie przeprowadzono w jalowej
polipropylenowej probowce typu Falcon. Optymalizacja procesu obejmowata parametry takie
jak: czas, krotnos$¢ ekstrakcji i ilo$¢ dodatku ziemi okrzemkowej. Kazda ekstrakcja, zarowno
gdy prowadzono ekstrakcje pojedynczg jak i wielokrotng trwaty one po: 2,5; 5 i 10 minut
W obecnosci ziemi okrzemkowej i bez niej. Niezaleznie od krotnosci ekstrakeji, catkowita ilos¢
uzytego rozpuszczalnika wynosita 20 mL. Po kazdej ekstrakcji probke wirowano przez 5 minut

z predkoscig 2000 obr/min, a podprobki pochodzace z ekstrakeji wielokrotnych taczono.
5.4.3.3. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana mikrofalami

W celu wyznaczenia najlepszych parametrow ekstrakcji wspomaganej mikrofalami
przeprowadzano badania z zakresu krotno$ci i czasu ekstrakcji. W tym celu przeprowadzano
pojedyncza i podwojng ekstrakcje. Kazda ekstrakcja, zarbwno pojedyncza jak i dwukrotna
trwaly odpowiednio: 1; 2,5; 5; 10; 20 i 30 minut. Uzywane w badaniach urzadzenie nie miato
mozliwosci regulacji mocy i pozwalato jedynie pracowaé przy zastosowaniu maksymalnej
mocy 750 W z odpowiednio dobranymi przerwami czasowymi. Z tego wzgledu nie
przeprowadzono optymalizacji tego parametru i stosowano przez caly etap ekstrakcji

maksymalng jego warto$¢.
5.4.3.4. Przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika

W celu dobrania najlepszych parametrow ekstrakcji ASE zostaly zbadane takie
parametry jak: temperatura pieca, czas statycznego ogrzewania, ilosci rozpuszczalnika
przepuszczanego przez komore ekstrakcyjng po etapie statycznego ogrzewania i liczba cykli.
Ekstrakcje przeprowadzono w réznych temperaturach (80, 100, 120, 140, 160, 180 1 200°C)
I czasach (1,2, 5, 10, 151 20 minut). Przed zatadowaniem kazdej probki komorke ekstrakcyjna
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ogrzewano przez okreSlony czas do osiggnigcia docelowej temperatury. 5-minutowe
ogrzewanie zastosowano, gdy temperatur¢ ekstrakcji ustawiono w zakresie 80-100°C,
6-minutowe gdy T=120°C, 7-minutowe gdy T=140°C, 8-minutowe gdy T=160°C i 9-minutowe
dla zakresu T=180-200°C. Sprawdzono Wptyw iloSci rozpuszczalnika przepuszczanego przez
komor¢ ekstrakcyjng po etapie statycznego ogrzewania (0, 10, 20, 60 i 80% obj. komory
ekstrakcyjnej) i liczbe cykli (1, 2 lub 1 + 2). Cisnienie ekstrakcji byto state i wynosito 1500 psi.

Wszystkie ekstrakcje przeprowadzono w celkach ekstrakcyjnych o pojemnosci 22 mL.
5.4.3.5. Przygotowanie ekstraktu do analizy

Warstwe organiczng oddzielano od osadu przez saczenie przy uzyciu bibuly filtracyjnej
Whatman nr 5 i suszono bezwodnym siarczanem magnezu (w przypadku analizy GC). W celu
obnizenia granicy wykrywalno$ci i oznaczalnos$ci ekstrakt zat¢zano 7,5-krotnie z objgtosci
15 mL do 2 mL. Nastepnie 1,5 mL roztworu organicznego przenoszono do fiolki o pojemnosci
2 mL i dodawano 20 pL roztworu standardu wewnetrznego (dodekanu w chloroformie - GC

lub DMMP w acetonitrylu — LC).
5.4.4. Sporzadzenie wykresow kalibracyjnych

Do wyznaczenia wykreséw kalibracyjnych zastosowano wzorcowe roztwory analitow
w acetonie. Roztwory otrzymano w wyniku serii rozcienczen wyj$ciowego roztworu o st¢zeniu
1 mg/mL. Wszystkie operacje przeprowadzono zgodnie z zasadami chemii analitycznej [157].
Stezenia roztworéw wzorcowych znajdowaty sie¢ w zakresie od 5 do 1000 ng/mL. W wyniku
przeprowadzenia serii analiz iloSciowych probek o wzorcowych stezeniach poszczegdlnych
analitow, na podstawie otrzymanych wartosci powierzchni pikow sporzadzono wykresy ich

zaleznos$ci od stezenia poszczegdlnych substancji.
5.4.5. Walidacja opracowanych metod analizy materialéw wybuchowych

Wedtug normy ISO 17025 walidacja to zbiér wymagan, ktore laboratorium musi spetni¢
w celu udowodnienia swych kompetencji [158]. Sprawdzanie metody analitycznej jest waznym
czynnikiem, aby zapewni¢, ze metodologia analityczna jest poprawna. Walidacja metody
pozwala sprawdzi¢ poprawne jej dziatanie i jest czasami okre$lana, jako proces dostarczania

udokumentowanych dowodow, Zze metoda dziata zgodnie z przeznaczeniem.
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Podstawowymi parametrami, ktore podlegaja walidacji wedlug Migdzynarodowej Rady
Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow Leczniczych Stosowanych

u Ludzi (International Conference on Harmonisation - ICH) sag [159]:

e Dokladnosc,

e Precyzja,

e Powtarzalnos¢,

e Specyficznos¢,

e Granica wykrywalnosci,
e Granica oznaczalnosci,
e Liniowos¢ i jej zakres,

e (Czulosc.

5.45.1. Dokladnos¢

Doktadno$¢ procedury analitycznej wyraza si¢, jako zgodno$¢ migdzy wartosciag
rzeczywista, a warto$cig bedaca wynikiem analizy. Parametr zostat wyznaczony na podstawie

9 oznaczen dla trzech réznych poziomow stezen. Do obliczen wykorzystano rownanie:
X
D= ﬁ x 100% 14)

gdzie: X - oznaczone st¢zenie analitu, u - rzeczywiste stezenie analitu, D - doktadnos¢.

Aby uznaé¢, ze metoda jest doktadna wyznaczona warto$¢ musi miesci¢ si¢ W zakresie od
80-120%.

5.4.5.2. Precyzja

Precyzja aparatu pomiarowego wyraza stopien rozproszenia mi¢dzy serig oznaczen
uzyskanych z wielokrotnego oznaczania analitu tej samej probki w okreslonych warunkach.
Parametr zostal wyznaczony na podstawie 3 oznaczen dla trzech roznych poziomoéw stezen.
Mozna ja wyrazi¢ za pomoca wspotczynnika zmiennosci (CV), odchylenia standardowego

(SD), badz wzglednego odchylenia standardowego (RSD) opisanych nastgpujacymi wzorami
SD
CV = = X 100% 15)

gdzie: SD - odchylenie standardowe, x - warto$¢ srednia, CV - precyzja wyrazona, jako

wspotczynnik zmiennosci.
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N-1

SD = 16)

gdzie: SD - odchylenie standardowe, x - warto$¢ $rednia, X — kolejny wynik proby, liczba

powtorzen prob.

SD

RSD =
X

17)

gdzie: SD - odchylenie standardowe, X - warto$¢ srednia.

Do celow wyznaczenia precyzji wykorzystano warto§¢ CV. Aby uzna¢, Zze metoda jest
precyzyjna — wspotczynnik zmiennosci oznaczania sktadnikow na poziomie $ladowym nie

powinno by¢ wigksze niz 15%.
5.4.5.3. Powtarzalnos¢ metody badawczej

Powtarzalno$¢ metody wyraza precyzje¢ oznaczen na tym samym materiale badawczym
wykonanych w krotkim odstgpie czasu, przez tego samego analityka, w tym samym
laboratorium, tg samg metodg. Mozna ja wyrazi¢ za pomocg tych samych wzordow co precyzje

aparatury badawczej, tzn. wzoru 19, 20 i 21.

Parametr zostal wyznaczony na podstawie 6 niezaleznych pomiaréw analitow na najwyzszym
stezeniu z zakresu krzywej kalibracyjnej — 1000 ng/mL — za pomoca trzech metod. Jednakze
do kryterium akceptowalnosci wykorzystano wspdtczynnik zmiennosci, ktoéry nie powinien by¢

wiekszy niz 15%.

Ponadto wyznaczono granice powtarzalno$ci. Jest to wartos¢, ktorej z prawdopodobienstwem
85% nie przekracza wartosCi bezwzglednej réznicy migdzy dwoma skrajnymi wynikami
badania otrzymanymi w spetnionych warunkach powtarzalnosci [160]. Granice powtarzalno$ci

oznacza si¢ zwykle przez ,,I"”:

r=2+vV2xSD 18)

5.4.5.4. Selektywnos¢ i specyficznos¢

Terminy ,,selektywno$¢” i ,,specyficznos$¢” sg czesto uzywane zamiennie. Dodatkowo
roézne organizacje inaczej definiuja jedno i drugie pojecie. Wedlug ISO/IEC selektywno$¢ to

zdolno$¢ do oznaczenia i rozréznienia sktadnikow (lub grupy sktadnikow) bez interferencji ze
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strony pozostatych substancji obecnych w mieszaninie. Do najpopularniejszych substancji
przeszkadzajacych w oznaczeniu mozemy zaliczy¢ migdzy innymi zanieczyszczenia, produkty
degradacji, czy matryce. Specyficzno$¢ oznacza, ze metoda jest selektywna dla oznaczanego
analitu. Termin specyficzno$¢ odnosi si¢ do metod, ktére mozna stosowacé tylko do pojedynczej
substancji, a selektywnos¢ odnosi si¢ do metod, ktore pozwalajg analizowa¢ kilka substancji
| zapewniaja rozroznienie sygnalow pochodzacych od poszczegélnych sktadnikow. Metody
bardziej specyficzne sg mniej precyzyjne, natomiast mniej specyficzne sg bardziej precyzyjne

[161].
5.4.5.5. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci

Granica wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) przedstawiaja najmniejsza
zawarto$¢ lub stgzenie analitu, ktore mozna odpowiednio oznaczy¢ ilosciowo i jakosciowo
z okre$lonym poziomem prawdopodobienstwa. W celu wyznaczenia LOD i LOQ
wykorzystano wyznaczone wykresy kalibracyjne oraz zastosowano nastgpujagce rdwnania
(19) i (20).

3,3%XSD
LOD = —— 19)
a
10 x SD
LOQ = — 20)

gdzie: a - wspolczynnik nachylenia wykresu kalibracyjnego, SD - odchylenie

standardowe $lepej proby.
5.4.5.6. Liniowos¢ i jej zakres

Zakres liniowosci to zakres stezen, w ktorych sygnal analityczny jest wprost
proporcjonalny do stezenia analitu w probce. Liniowo$¢ mozna okreslic za pomoca
wspolczynnika determinacji R? dla danego zakresu stezen. Parametr ten zostal wyznaczony
w zakresie od 1 do 1000 ng/mL. Aby warunek liniowosci byt speliony wartos¢ R? powinna

by¢ rowna, badz wigksza od 0,995.
5.45.7. Czulosé

Czulo$¢ metody analitycznej jest mierzona stosunkiem zmiany warto$ci sygnatu
analitycznego do odpowiadajacej jej zmiany stezenia lub masy oznaczanego skladnika.
W przypadku zaleznos$ci liniowej sygnaly analitycznego od stezenia oznaczanej substancji
miarg czuto$ci jest wspotczynnik kierunkowy prostej ,,a”:

Y=ac+b 21)
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5.4.6. Przygotowanie prébek rzeczywistych do analizy chromatograficznej

Probki osadow dennych po wyjeciu z zamrazarki pozostawiono w temperaturze
pokojowej do rozmrozenia. Rozmrozone probki wirowano dwukrotnie z predkoscig 2000
obr/min przez 10 minut za kazdym razem oddzielajagc wode porowa od osadu. Probke osadu
homogenizowano za pomoca szpatutki laboratoryjnej i porcj¢ 10 g umieszczano w sterylnym
falkonie. Probke do analizy ekstrahowano wykorzystujac technike wybrang na postawie
przeprowadzonych badan. Warstwe organiczng oddzielano od osadu przez sgczenie przy uzyciu
bibuly filtracyjnej Whatman nr 5 i suszono bezwodnym siarczanem magnezu (w przypadku
analizy GC). W celu obnizenia granicy wykrywalnosci i oznaczalno$ci ekstrakt zatgzano
7,5-krotnie z obj¢tosci 15 mL do 2 mL. Nastepnie 1,5 mL roztworu organicznego przenoszono
do fiolki o pojemnosci 2 mL i dodawano 20 pL roztworu standardu wewnetrznego (dodekanu
w chloroformie - GC lub DMMP w acetonitrylu — LC). Tak przygotowang probke umieszczono
w automatycznym podajniku probek i poddano analizie za pomocg chromatografu sprzgzonego
z tandemowym spektrometrem mas. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie

(przygotowujac trzy jednakowe probki) w celu dokonania poprawnej oceny statystyczne;.
5.4.7. Wyznaczenie suchej masy probki

Aby wyznaczy¢ zawarto$¢ suchej masy odmierzano do zlewki porcje
10 g zhomogenizowanego osadu dennego. Probke umieszczano w suszarce w temp. 70°C
i dokonywano pomiaru kontrolnego masy co 24 godziny. Po uzyskaniu jednakowej warto$ci

dla dwoch kolejnych pomiaréw, obliczono zawarto$¢ wody w probee.
5.4.8. Kontrola jakoSci

Ponadto przed analizg probek rzeczywistych i kilkukrotnie w trakcie catej sekwencji
przeprowadzono kontrole jakosci (Quality Control, QC) w celu sprawdzenia poprawnosci
dziatania catego uktadu analitycznego [162]. Probki QC sg niezbgdne do oceny czutosci
urzadzenia, rozdzialu chromatograficznego, stanu kolumny i kalibracji masy w celu
wiarygodnej identyfikacji zwigzkow. W przypadku analizy za pomocg chromatografii gazowe;j,
kontrole jakosci przeprowadzono przy uzyciu dichlorometanowego roztworu zawierajacego
nastepujace substancje: fosforan trimetylu, 2,6-dimetylofenol, 5-chloro-2-metyloanilina,
fosforan tri-n-butylu, dibenzotiofen, malation, stearynian metylu i n-alakny od C8 do C24.
Wszystkie standardy miaty to samo stezenie, 10 pg/mL. Natomiast w przypadku analizy za
pomoca chromatografii cieczowej, test QC przeprowadzono przy uzyciu wodnego roztworu

zawierajgcego nastepujace substancje: kwas metylofosfonowy, N-metylodietanoloamina,
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metylofosfonian etylu, tiodiglikol, metylofosfonian pinakolilu o stezeniu 10 ug/mL. Test QC
przeprowadzano w odpowiedniej kolejnosci: najpierw rozpuszczalnik, potem testujgca probka

standardowa QC, nastepnie probka slepa, a w koncu probki srodowiskowe.
5.5. Standaryzacja i bledy pomiarowe

Wszystkie czynno$ci zwigzane z przygotowaniem probek i ich analiza zostaly
powtorzone 0d trzech do pigciu razy. Uzyskane wyniki poddano standaryzacji z zastosowaniem
testu statystycznego Q-Dixona [163]. Wykonanie testu sprowadza si¢ do obliczenia dwoch
parametrow Q1 1 kazdego Qn z niemalejgcego ciggu, oraz ich pordwnania z wartoscig krytyczna
(Qxr) odczytang z tablicy statystycznej testu Q-Dixona. Aby poprawnie wykonaé obliczenia
W pierwszej kolejnosci nalezy uszeregowa¢ wyniki pomiaréw w cigg niemalejacy (kazdy
kolejny wyraz ciggu ma by¢ wigkszy lub rowny wyrazowi poprzedniemu). Test jest
przeprowadzany dla warto$ci skrajnej o warto$ci niepewnej. Wedtug zatozen rezultat pomiaru
uznaje si¢ za miarodajny, jezeli warto$¢ ilorazu Q1/Qn wyrazonej réwnaniem (22) i (23) jest

mniejsza od wartosci Qxr (tab. 9).

Xy —Xq
= 22
Xy — Xy
Q, = ”Tnl 23)

gdzie: x; — najmniejsza warto$¢ pomiaru, x, — wartos¢ pomiaru nastgpna po x; wedtug
wielkos$ci rosngcych, x,, —najwigksza warto$¢ pomiaru, x,,_; — warto$¢ pomiaru poprzedzajaca
x, wedlug warto$ci rosngcych, a R — warto$¢ rozstepu, czyli réznica miedzy x,, 1 x;. Jest to
réznica pomiedzy wynikiem najwyzszym (ostatni wyraz ciggu) a wynikiem najnizszym
(pierwszy wyraz ciagu).

Tabela 9. Wartosci krytyczne parametru Q dla testu Dixona.

N 90% 95% 99%
3 0,941 0,97 0,994
4 0,765 0,829 0,926
5 0,642 0,710 0,821
6 0,560 0,625 0,740
7 0,507 0,568 0,680
8 0,468 0,526 0,634
9 0,437 0,493 0,598
10 0,412 0,466 0,568
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Dla kazdego przeprowadzonego eksperymentu wyznaczany byl btad pomiarowy

zgodnie z rOwnaniem (24).
SD
&= " x 100% 24)

gdzie: &—btad pomiarowy, u —$rednia wynikow pomiarowych, SD —odchylenie standardowe.
6. Otrzymane wyniki i ich dyskusja
6.1. Warunki analizy za pomocg GC-MS/MS

Pierwszym krokiem w ustaleniu programu analizy chromatograficznej byto dobranie
temperatury dozownika przy ktérej uzyskiwany jest najwyzszy sygnat odpowiedzi detektora.
W wyniku przeprowadzonych badan nie zarejestrowano sygnatu analitycznego pochodzacego
od HMX i TNBA, a sygnat pochodzacy od RDX byl na granicy szuméw i zanikt wraz ze
wzrostem temperatury od 200 do 310°C. Na podstawie rysunku 20 dla pozostatych zwigzkow
stwierdzono, ze wzrost intensywnosci sygnatu analitycznego rosnie wraz ze wzrostem

temperatury dozownika do osiaggniecia temperatury 270°C.

2,0

L8 m 2,4-dinitroanilina

L8 1 m 1,3 5-trinitrobenzen
% 141 I I I = 1,3-dinitrobenzen
§ L2 7 ® 2,4,6-trinitrotoluen
g 1,0 1 I 2 4-dinitrotoluen
E 0,8 A m 2,6-dinitrotoluen
S i
© 0,6 A m 4-nitrotoluen

0,4 1 m heksogen

0,2 1

0,0 - =

200°C 230°C 250°C 270°C 290°C 310°C
Temperatura dozownika [°C]

Rys. 20. WyKres zaleznoS$ci intensywnosci sygnalu analitycznego od temperatury dozownika GC-MS/MS
dla badanych zwiazkéw.
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Do dalszych analiz jako temperatur¢ optymalng wybrano 270°C, poniewaz po jej
przekroczeniu nast¢puje spadek intensywnosci sygnatow analitycznych, a gdy temperatura
dozownika wynosita 310°C - niemal caltkowity ich zanik, co spowodowane jest rozktadem

termicznym tych zwigzkow.

Kolejnym etapem w ustaleniu metody analizy bylo opracowanie trybu pracy MRM
spektrometru. W tym celu wyznaczono widma mas dla wszystkich badanych analitow. Na
podstawie uzyskanych widm wybrano jon prekursora 0 mozliwie najwickszej warto$ci m/z oraz
wykazujacy stosunkowo najwigkszg intensywnos$¢. W przypadku TNT (widmo mas - rys. 21)

jako jon prekursora wybrano jon o m/z = 210.
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Rys. 21. Widmo mas TNT.

Po wybraniu jonu prekursora dla kazdego ze zwiazkoéw wykonano analizy w trybie
monitorowania jonéw fragmentacyjnych pochodzacych od tego jonu przy energiach
kolizyjnych z przedziatu 0-30 eV. Na podstawie uzyskanych widm mas jonu prekursora
w zalezno$ci od wartosci energii kolizyjnej wybrano trzy najbardziej intensywne jony

produktow. Dla TNT sg to jony o nastepujacych masach (m/z): 164, 193 i 210 (rys. 22).
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Rys. 22. Zestawienie widm masowych TNT w trybie Pro-IS przy zastosowaniu wybranych
zmienianych skokowo wartosci energii celi kolizyjnej.

Dla wytypowanych jondw produktéw sporzadzono wykres zalezno$ci intensywnosci
sygnatu analitycznego od wartos$ci energii kolizyjnej. Nastepnie na podstawie otrzymanych
zalezno$ci wybrano energie kolizyjne dla ktorych wybrane jony produktow miaty najwieksza
intensywno$¢. Na podstawie wynikow przedstawionych na rysunku 23 mozna stwierdzié, ze
dla TNT najwigksza intensywno$¢ wybranych jonéw produktow uzyskano dla nastgpujacych
energii kolizyjnych: 5 eV, 10 eV, 0 eV, odpowiednio dla jonéw o m/z: 164, 193 i 210.
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Rys. 23. Wykres zaleznosci intensywnosci sygnalu analitycznego od energii celi kolizyjnej dla wybranych
jonow produktéw uzyskanych dla jonu prekursora TNT - 210.

Po wyznaczeniu odpowiednich przejs¢ jonowych: jon prekursora — jon produktu dla
badanych zwiazkow wyznaczono czas skanowania, przy ktorym warto$¢ sygnatu analitycznego

jest najwigksza. Jest to czas potrzebny do wykonania skandéw (zliczen) dla kazdego jonu
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z zadanego zakresu m/z. Na podstawie wynikow przedstawionych na rysunku 24 (zaleznos¢
intensywnosci sygnatu analitycznego od czasu skanowania) wynika, ze W przypadku TNT

maksimum sygnatu uzyskujemy przy czasie skanowania rownym 70 ms.

18
17
16

15

Intensywno$¢ sygnathu [j.u.]

14

13
40 50 60 70 80 90 100 110

Czas skanowania [ms]

Rys. 24. Wykres zalezno$ci intensywnosci sygnalu analitycznego w trybie pracy MRM od czasu
skanowania dla TNT.

W tabeli 10 przedstawiono wyznaczone parametry trybu MRM dla wszystkich
badanych zwigzkéw. W przypadku TNBA i HMX analiza na poziomie stezen pg/mL jest
niemozliwa z wykorzystaniem GC-MS/MS. Zwiazki te rozkladaja sie pod wplywem
temperatury w dozowniku chromatografu. Ponadto sygnat analityczny otrzymany dla
1,3,5-TNB w obecnos$ci TNBA bedzie pochodzi¢ od sumy ilosci tego zwigzku i TNBA. Czas
skanowania odpowiadajacy najwigkszej intensywnosci sygnalow dla wszystkich analitow poza

heksogenem byt taki sam i wynosit 70 ms.

Tabela 10. Parametry pracy tandemowego detektora mas w trybie MRM dla badanych analitow.

Czas
E ia celi
Analit Przejscia jonowe r?er'gla'ce ' | skanowania Rodzaj przejécia
kolizyjnej [eV]
[ms]
210 - 210 0 ilosSciowe
TNT 210 - 193 10 70 L
jakosciowe
210 - 164 5
213 5> 213 0 ilosciowe
1,3,5-TNB 213 > 167 10 70 L
jakosciowe
213 - 120 21
168 > 75 24 ilosciowe
1,3-DNB 168 - 122 8 70 L
jakosciowe
168 > 92 13
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165 - 165 0 ilosciowe
2,4-DNT 165 -> 119 5 70 o
jakosciowe
165 - 118 9
165 > 165 0 ilosciowe
2,6-DNT 165 - 148 9 70 o
jakosciowe
165 - 90 15
137 - 107 4 ilosciowe
4-NT 137 - 91 17 70 o
jakosciowe
137> 79 12
183 - 183 0 ilosciowe
2,4-DNA 183 - 153 10 70 Kok
183 > 107 16 Jakosciowe
128 > 71 6 ilosSciowe
RDX 128 - 46 15 50 ok
120 > 46 10 jakosciowe
HMX == o= == ==
TNBA - — - -

Po opracowaniu trybu MRM, kazdy badany zwigzek poddano analizie celem
sprawdzenia czy opracowana metod analityczna nadaje si¢ do analizy ich $§ladowych ilosci
ponizej 1 pg/mL. Na tej podstawie odrzucono RDX z dalszych badan, gdyz analiza st¢zenia
odpowiadajacego najwyzszemu stezeniu wykorzystanemu do sporzadzenia wykresu
kalibracyjnego nie wykazata obecnos$ci piku tego zwigzku na chromatogramie. Najwyzsze
stezenie na krzywej bylo 100 krotnie mniejsze od stezenia roztwordw uzywanych do
opracowania przejs¢ jon prekursora— jon produktu. Dla zwigzkéw: TNT; 1,3,5-TNB; 1,3-DNB;
2,4-DNT; 2,6-DNT; 4-NT i 2,4-DNA opracowano nastgpujacy program temperaturowy:
kolumng ogrzewano od 70 do 250°C z szybkoscig 20°C/min, a koncowa temperature
utrzymywano przez 15 minut dla probek Srodowiskowych 1 przez 2 minuty dla probek
zawierajacych wzorce analitow w czystym rozpuszczalniku. Czas usuwania rozpuszczalnika

z detektora wyznaczono na 3 minuty.
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Rys. 25. Chromatogram otrzymany podczas analizy mieszaniny analitow za pomoca
GC-MS/MS zawierajacej: a) 4-NT, 1,3-DNB, 2,6-DNT, 2,4-DNT, 1,3,5-TNB, TNT i 2,4-DNA.

Poniewaz niektore anality mialy podobne czasy retencji (Co jest widoczne na rys. 25),
konieczne byto wykonanie dwoch kolejnych analiz: jedna prowadzona byta dla mieszaniny
sktadajacej si¢ z 2,6-DNT i 1,3,5-TNB, a druga — dla mieszaniny: 4-NT; 1,3-DNB; 2,4-DNT,;
TNT i 2,4-DNA.

6.2. Warunki analizy za pomoca LC-MS/MS

Pierwszym etapem opracowania metody analizy MW 1 produktow ich rozktadu za
pomocg LC-MS/MS jest dobor zrodta jonow i rodzaju polaryzacji. W przypadku jonizacji APCI
prawie wszystkie zwigzki ulegly jonizacji w trybie ujemnym. Wyjatkiem byt 4-NT, ktory nie
ulegal jonizacji w zadnych warunkach. Natomiast, podczas zastosowania jonizacji ESI
1,3-DNB i 4-NT ulegatly jonizacji przy polaryzacji dodatniej, a wszystkie pozostate badane
zwiazki — przy polaryzacji ujemnej.
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1.5+
120] a) 226.0
14
0.75+
0.5
0.25
O,
x10 5 |+APCI Scan (rt: 0.074 min) Frag=90.0V CF=0.000 DF=0.000 TNT_tryb_dodatni.d
1.54
1.254 b)
1,
0.75-
0.5 124.0

44.8 89 689749 847 949 1029 113.0 135.9 149.0 173.1 1829 197.0 210.0 | 2339

138.0

0.25 99.0 152.0
N 600 721 811 T s [ 1661 1790 1931 2048 227.2
‘

50 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

113.9

Rys. 26. Widma mas TNT otrzymane podczas jonizacji APCI w trybie polaryzacji: a) ujemnej i b)
dodatniej.
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Na rysunku 26 przedstawiono widma mas TNT otrzymane podczas analizy za pomoca
LC-APCI-MS/MS z zastosowaniem polaryzacji ujemnej i dodatniej. W trybie jonizacji ujemnej
obserwujemy charakterystyczny jon 226, ktory powstal wskutek odtgczenia si¢ protonu (H*)
od czasteczki trotylu. Z kolei na widmie uzyskanym w trybie jonéw dodatnich widzimy jon
227, ktory powstat w skutek odtgczenia si¢ elektronu (e7). Jednak wystepuje on w bardzo
matych ilosciach, co uniemozliwia jego zastosowanie w analizie TNT. Na rysunku 27
przedstawiono widma mas TNT uzyskane przy zastosowaniu jonizacji ESI. Jon
charakterystyczny powstaly podczas zastosowania polaryzacji ujemnej jest taki sam jak
w przypadku APCI - 226.
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Rys. 27. Widma mas TNT otrzymane podczas jonizacji ESI w trybie polaryzacji: a) ujemnej
i b) dodatniej.

Podczas powstawania jonow charakterystycznych oprocz przytaczania/odtaczania protonu lub
przylaczania elektronu do czasteczki analitu mialo miejsce réwniez przylaczenie anionu
mrowczanowego i chlorkowego. Anion mréwczanowy byt dodatkiem do fazy ruchomej, a jon
chlorkowy pochodzi prawdopodobnie ze szkla naczynia, w ktorym przygotowywane byty

roztwory analitow.

Kolejnym etapem badan bylo wyznaczenie takiego napigcia fragmentora, dla ktorego
sygnat analityczny bedzie najwickszy. Dla TNT sg to napiecia odpowiednio: 85V dla jonizacji
APCI i 90V dla jonizacji ESI (rys. 28). Parametry jonizacji dla pozostatych zwigzkoéw

przedstawiono w tabeli 11.
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Rys. 28. Wykres zaleznoS$ci intensywnosci sygnalu analitycznego TNT od napiecia fragmentora dla Zrédel
jonizacji APCI i ESI.

Kolejnym etapem byto wyznaczenie przej$¢ jonowych (jon prekursora — jon produktu)
i takiej energii kolizyjnej, przy ktorej wartos¢ sygnatu analitycznego jest najwieksza. Procedura
ta przebiegata analogicznie do procedury wyznaczania przej$¢ jonowych w GC-MS/MS
| zostala opisana w punkcie 5.4.1.3. Wyznaczone parametry trybu MRM dla wszystkich

analizowanych w pracy zwigzkow przedstawiono w tabeli 11.
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Tabela 11. Parametry pracy spektrometru mas w trybie MRM przy zastosowaniu jonizacji ESI i APCI.

A bttt o1 "R s st menral b "o
46 31 42 20

TNT 226 76 90 20 ujemna 226 50 85 100 ujemna
196 7 196 4
46 4 45 5
RDX 257 82 60 0 ujemna 267 46 45 5 ujemna
93 0 92 1
46 20 45 28
HMX 331 109 80 8 ujemna 341 46 70 28 ujemna
183 4 73 5
65 33
4-NT 138 91 70 15 dodatnia - -
92 7
63 12 46 120
TNBA 212 64 75 7 ujemna 214 138 80 8 ujemna
92 5 184 4
46 21 46 0
2,4-DNA 182 122 90 17 ujemna 182 122 100 16 ujemna
152 12 182 23
57 13 46 20
1,3-DNB 169 71 65 8 dodatnia 168 108 95 15 ujemna
137 3 138 5
93 12 89 10
2,6-DNT 181 113 60 0 ujemna 181 123 90 10 ujemna
137 3 151 5
46 32 46 60
2,4-DNT 181 116 80 10 ujemna 181 116 115 8 ujemna
135 18 135 20
46 16 46 36
1-;%:- 212 63 115 12 ujemna 213 63 100 )8 ujemna
64 7 183 8
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Po wyznaczeniu parametrow potrzebnych do prowadzenia analizy badanych zwiazkow
w trybie MRM, przystapiono do ustalenia wartosci parametréw pracy zrodla jonizacji, takich
jak: temperatura gazu w rozpylaczu, natezenie przeptywu gazu w rozpylaczu, temperatura gazu
ostonowego, natezenie przeptywuU gazu oslonowego, cisnienie w rozpylaczu, napigcie na
uktadzie elektrooptycznym, napigcie na kapilarze, temperatura odparowalnika oraz nat¢zenie
wytadowania koronowego. W tabeli 12 i 13 przedstawiono wyniki badan uzyskane dla TNT
przy uzyciu odpowiednio zrodta ESI i APCI. Czerwonym kolorem zaznaczono warto$ci, przy
ktorych warto$¢ sygnatu analitycznego byta najwigksza. Analogicznie wyznaczono parametry

pracy zrodla jonow dla wszystkich badanych zwigzkow.

Tabela 12. Zestawienie parametréow pracy zrodla jonow ESI dla TNT.

5 = = = T PERE = = o - & =
¥ 3 3E 3F z= 3 85 3 =2 2 :E 3 3 2
N 5 = W = = © S O w= = e 5 T 5 N = S =
C N S oo S to 20 S o S = S s 9 S —_— S
w8 = 33 = ¢ = &% = §8 = g3 = g3 =
¢ 2 £5 T £g % &85 T =2 % 2% % o7 2
s§ 3 t% 3 &5 3 2 3 %% 3 8 2 s %
- 9 a O N o [ o a0 o 2 o | X o a (5

a9 o 5 = (] ]

o 2 9 2
230 1149 4 1569 200 330 4 380 10 835 0 2310 500 158
260 1666 6 2064 225 425 6 653 15 1571 500 1437 1000 277
290 1702 8 2273 250 586 8 1141 20 2082 1000 974 1500 1540
320 1766 10 2274 275 681 10 1666 25 2196 1500 938 2000 2037
350 1775 12 2298 300 902 12 2310 30 2263 2000 793 2500 2381
325 1030 35 2271 3000 2388
350 1123 40 2415 3500 2307
375 1213 45 2309 4000 2251
400 1601 50 2194 4500 2106
55 2117 5000 1941
60 1789 5500 1856
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Tabela 13. Zestawienie parametréw pracy zrodla jonow APCI dla TNT.

o ' <

28 3 5 3 3E T 5T 3 L% 3 g3 3
3= 3 S & RS & 32 3 g5 3 2 3
S 2 s g € s W= 3 23 S g s»® S5 wug =
DI = Ew© = B3 F = o = ~N o % = o = =
e g a S o a 2w =3 o5 2 g Yo g

= [t 2 28 c s Y & © o =
Ea = e £ 835 3 ¥2& 3 23 F &2 3
@ 3 s ga 3 O x ) $e 35 =28 o
= 2 g o g SN o o a 35 & o

3 <8 : 2

200 78 200 78 4 2652 10 149 1 22 500 549
250 755 250 755 6 5322 20 698 2 469 1000 664
300 922 300 922 8 8339 30 961 3 1028 1500 1832
350 2483 350 2483 10 2913 40 763 4 1218 2000 1919
400 2264 12 1155 50 563 5 1399 2500 2002
450 1896 60 598 6 1748 3000 2189
7 1788 3500 1849
8 1382 4000 1311
9 1341 4500 1029
10 1330 5000 605

5500 328

W celu opracowania metody analizy mieszaniny wcze$niej wytypowanych zwigzkow
niezbedne byto dobranie wspdlnych parametrow zrodla jonow. Aby wszystkie anality mogty
by¢ analizowane podczas jednego przebiegu procesu chromatograficznego nalezalo dobraé
kompromisowe parametry tak, aby uzyska¢ zadawalajace wyniki dla wszystkich analitoéw bez
znaczacej utraty intensywnosci sygnatu zadnego z nich. Odpowiednio dobrane parametry obu

stosowanych zrodet tandemowego spektrometru mas przedstawiono w tabeli 14.

Wykorzystujac wyznaczone parametry pracy spektrometru mas zarowno dla jonizacji
ESI, jak i APCI przeprowadzono analize kazdego zwigzku o stezeniu 1000 ug/mL. Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze zarowno LC-ESI-MS/MS jak
i LC-APCI-MS/MS nadaje si¢ do analizy Sladowych ilosci: RDX; HMX; TNT; 2,4-DNA
I TNBA. Podczas analizy 1,3-DNB; 1,3,5-TNB; 2,4-DNT; 2,6-DNT i 4-NT nie zarejestrowano
sygnatu analitycznego na zagdanym poziomie stezen, co dyskwalifikuje te zwigzki w analizie

sladowej za pomocg LC-MS/MS niezaleznie od rodzaju zastosowanej jonizacji.
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Tabela 14. Zestawienie parametréow pracy zrodla jonow APCI i ESI dla mieszaniny badanych zwigzkéow.

ESI APCI

Parametr zrodta 2,4-DNA, TNT, 2,4-DNA, RDX,

Parametr Zrédta jonéw

jonéw TNBA, HMX, RDX TNT, TNBA HMX
Temp. gazu w .
R EEATRE] 260 Temp. gazu w rozpylaczu[°C] 350 250
Natezenie przeptywu
gazu w rozpylaczu 8 Temp. odparowalnika [°C] 350 250
[mL/min]
Temp. gazu . .
e amn FE 400 Natezenie przeptywu [mL/min] 8 8
Natezenie przeptywu
gazu ostonowego 12 Cisnienie w rozpylaczu [psi] 30 30
[mL/min]
Cisnienie w rozpylaczu Natezenie wytadowania
. 40 6 4
[psi] koronowego [pA]
Napiecie na ukfadzie 0 Napiecie na kapilarze [V] 3000 2500

elektrooptycznym [V]

Napiecie na kapilarze
(vl

2800

W przypadku analizy z wykorzystaniem jonizacji APCI niezbedne byto podzielenie procedury
na dwie oddzielne analizy chromatograficzne. W pierwszej monitorowano: 2,4-DNA, TNT
i TNBA, aw drugiej — RDX i HMX. Spowodowane to byto duzym wptywem temperatury gazu
w rozpylaczu i temperatury odparowalnika na sygnat analityczny pochodzacy od RDX i HMX.
Stosujac ESI jako zrodto jonéw, mozliwe byto dobranie wspolnych parametréw dla wszystkich

analizowanych substancji.

W cieczowym chromatografie z tandemowym detektorem mas oprogramowanie
MassHunter pozwala uzytkownikowi wybra¢ konwencjonalny tryb MRM lub dynamiczny
MRM. W konwencjonalnym trybie MRM na jedno okno czasowe przypadata analiza jednego
analitu, z kolei w dynamicznym MRM okna czasowe analitow mogg na siebie zachodzi¢, co
pozwala na skrécenie czasu analizy. Nieuchronno$¢ wielu pikdw koelucyjnych jest mniej
istotna w przypadku dynamicznego MRM o ile poszczeg6lne przejscia jonowe sg specyficzne,
czyli charakterystyczne dla okreslonego zwigzku. Ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania
trybu dynamicznego MRM w trakcie badan nie bylo koniecznoséci uzyskania catkowitego
rozdzielenia analitow co pozwolito skroci¢ czas analizy. Jednakze, rownie istotnym elementem

jest usunigcie wszystkich sktadnikow matrycy z uktadu chromatograficznego, co zapewnia jego
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poprawne dziata, nie doprowadza do przytkania kolumny lub kapilar oraz zapobiega
transferowi substancji z analiz poprzednich. Opracowany program gradientu obejmowat dwie
fazy: A — 0,1% roztwor kwasu mrowkowego w wodzie oraz B — 0,1% roztwor kwasu
mrowkowego w acetonitrylu, a program elucji gradientowej zaréwno w przypadku jonizacji za

pomoca ESI jak i APCI byt nastepujacy:

Tabela 15. Gradientowy program elucji.

. 0 0 Natezenie przeptywu Maksymalne
cepil Al%] it [mL/min] ci$nienie [bar]
0,00 90,0 10,0 0,5 600,00
1,00 90,0 10,0 0,5 600,00
5,00 0,0 100,0 0,5 600,00
7,00 0,0 100,0 0,5 600,00
7,50 90,0 10,0 0,5 600,00
9,00 90,0 10,0 0,5 600,00

6.3. Metoda skazania probek osadoéw dennych

Matryca ma znaczacy wpltyw na izolacje analitow, a w konsekwencji na uzyskane wyniki.
Jak przedstawiono na rysunku 29, gdy ekstrakcje TNT przeprowadza si¢ z probki bez dodatku
osuszonego osadu dennego (zachowujac pozostate etapy skazania probki), poziomy odzysku
uzyskane natychmiast po przygotowaniu probki, a takze poziomy odzysku po 1, 2 i 3 dobach
sg podobne. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna, wigc stwierdzi¢, ze czas migdzy
skazeniem, a ekstrakcja probki nie wplywa na warto$¢ odzysku analitu w przypadku probki bez
matrycy. Sytuacja zmienia si¢, gdy prowadzimy ekstrakcje probki z dodatkiem suchego osadu
dennego. Sygnat analityczny uzyskany w wyniku analizy probki bezposrednio po skazeniu jest
poréwnywalny z wynikiem uzyskanym dla probki bez obecnosci matrycy. Z drugiej strony
probki analizowane po uptywie 1 doby od skazenia osadu dennego wykazywaly o okoto 10%
mniejszy odzysk analitu w poréwnaniu do probek analizowanych bezposrednio po skazeniu.
P&Zniejsza analiza po skazeniu probek osadu (2 1 3 doby) nie wplywata na odzysk

analizowanego zwigzku w poréwnaniu do analizy po 1 dobie.
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Rys. 29. Odzyski TNT uzyskane w zaleznosci od czasu, jaki uplyna od skazenia osadu do jego analizy.

Prawdopodobnie w miar¢ uptywu czasu TNT, ale takze inne badane materialy
wybuchowe i produkty ich degradacji przenikaja w glab porow, wnikajac w strukturg osadu
dennego, co skutkuje trudniejszym ich wydobyciem podczas ekstrakcji. Tak wiec, w celu
symulacji warunkow w jakich znajdujg si¢ badane zwigzki w probkach wzorcowych do
warunkéw panujagcych w $rodowisku naturalnym Kkonieczne stato si¢ pozostawienie
przygotowanej probki wzorcowej, przez co najmniej jedna dobe przed przystapieniem do
badan. Tak opracowana metoda skazania probek pozwala na uzyskanie powtarzalnych

i stabilnych wynikoéw analiz.
6.4. Przygotowanie préobek do analizy chromatograficznej

Przed przystapieniem do opracowania metod ekstrakcyjnych dobrano odpowiedni
rozpuszczalnik do analizy za pomocg chromatografii cieczowej i chromatografii gazowej oraz

sposob suszenia probek do analizy za pomocg GC.

Rodzaj rozpuszczalnika odgrywa kluczowa role w wydajnosci ekstrakcji. Na podstawie
wynikow przedstawionych na rysunku 30 mozna stwierdzié, ze najlepszym rozpuszczalnikiem
pozwalajacym na uzyskanie najwiekszych wartos$ci odzyskow analizowanych zwigzkow jest
acetonitryl w przypadku analizy LC-MS/MS. Niewiele mniejsze warto$ci odzyskow otrzymano
podczas zastosowania acetonu jako rozpuszczalnika ekstrahujgcego badane anality. Z kolei
metanol okazat si¢ najgorszym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji, gdyz otrzymano przy jego

uzyciu stosunkowo niskie wartosci odzyskéw dla RDX, HMX i TNBA. W przypadku TNBA
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uzyskano odzysk na poziomie 10% co catlkowicie eliminuje metanol jak czynnik ekstrahujacy
materiaty wybuchowe i produkty ich rozktadu z osadow dennych. Do dalszych badan podczas
ekstrakcji analitbw z osadow dennych przed analiza za pomoca LC-MS/MS wybrano

acetonitryl.

M Acetonitryl m Aceton B MeOH

100%
80%
60%

40%

Odzysk [%0]

20%

0%

RDX HMX 2,4-DNA TNBA TNT

Rys. 30. Zalezno$¢ odzysku od rodzaju rozpuszczalnika stosowanego do ekstrakcji analitow
analizowanych za pomoca LC.

Z kolei do ekstrakcji analitow z osadow dennych przed analiza GC-MS/MS
przetestowano mozliwo$¢ uzycia chloroformu, chlorku metylenu, octanu etylu i heksanu. Na
podstawie otrzymanych wynikow przedstawionych na rysunku 31 mozna stwierdzi¢, ze
chloroform jest najlepszym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji materiatéw wybuchowych
i produktéw ich rozkladu z wykorzystaniem chromatografii gazowej. W zwiazku z tym

chloroform zostal wybrany do dalszych badan.
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Rys. 31. Zalezno$¢ odzysku od rodzaju rozpuszczalnika stosowanego do ekstrakcji analitow
analizowanych za pomoca GC.

Do ekstrakcji materialdow wybuchowych i1 produktéw ich degradacji z powodzeniem mozna
rowniez zastosowac chlorek metylenu lub octanu etylu, poniewaz wartosci odzyskow dla
badanych zwiazkow sa niewiele nizsze, niz w przypadku wartosci odzyskow uzyskanych dla
chloroformu. Najmniejsze warto$ci odzyskow dla badanych zwigzkoéw otrzymano dla heksanu.
Dodatkowo w przypadku stosowania tego rozpuszczalnika mozna straci¢ jeden z analitow,

ktérym jest 2,4-DNA.

Zastosowana technika usuwania wody z ekstraktow organicznych nie miala wptywu na
wielko$¢ sygnatu analitycznego podczas analizy materiatdow wybuchowych i produktow ich
degradacji. Obie techniki usuwania wody (suszenie za pomocg bezwodnego siarczanu magnezu
1 suszenie strumieniem gazu obojetnego) dawaly zblizone rezultaty. Roznica miedzy wielkoscia
uzyskiwanych sygnatow analitycznych miescita si¢ w granicy btedu, i byta mniejsza niz 1%.
Poniewaz stosowanie bezwodnego siarczanu magnezu jest szybsze i bardziej ekonomiczne do

dalszych badan wybrano t¢ metode usuwania wody z ekstraktow.

Po eksperymentalnym wyselekcjonowaniu rozpuszczalnika ekstrahujgcego oraz
metody osuszania ekstraktu w przypadku GC-MS/MS przystapiono do zoptymalizowania

parametrow ekstrakcyjnych.
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6.4.1. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika organicznego w aparacie Soxhleta

W aparacie Soxhleta, gdzie nie stosuje si¢ wytrzasania, ultradzwigkdw, ci$nienia czy
mikrofal, kluczowym czynnikiem wplywajgcym na efektywno$¢ ekstrakcji jest czas ekstrakcji.
Odpowiednia warto$¢ tego parametru wplywa bezpos$rednio na wydajnos¢ ekstrakcji ze
wzgledu na maksymalng interakcje miedzy czasteczkami rozpuszczalnika i czasteczkami
badanych zwigzkéw. Czas kontaktu i czas przebywania osadu w rozpuszczalniku podczas
ekstrakcji musi by¢ optymalny tzn. nie moze by¢ zbyt krotki ze wzgledu na niecatkowita

ekstrakcje, ale takze nie moze by¢ zbyt dlugi ze wzgledu na mozliwos¢ rozktadu analitow.

Przygotowanie probki osadu do analizy za pomocg LC-MS/MS

W przypadku ekstrakcji acetonitrylem z wykorzystaniem aparatu Soxhleta najwyzsze
warto$ci odzyskow materialow wybuchowych i produktow ich degradacji uzyskano dla
4 godzin ekstrakcji (rys. 32). Po przekroczeniu tego czasu obserwujemy wyrazny spadek

intensywnosci sygnatow analitycznych pochodzacych od badanych analitow.
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Rys. 32. Wplyw czasu ekstrakcji probek osadéw dennych za pomoca aparatu Soxhleta na wielkos¢
sygnalu analitycznego poszczegélnych analitéw. Ekstrakcje prowadzono acetonitrylem, a analize
uzyskanych ekstraktéw przeprowadzono za pomoca LC.

Spadek warto$ci odzysku analitow po przekroczeniu granicy 4 godzin procesu
ekstrakcji mozna wytlumaczy¢ rozkltadem analitéw, badz ich reakcja z acetonitrylem

w temperaturze prowadzenia procesu.

Przygotowanie probki osadu do analizy za pomocg GC-MS/MS

Na podstawie wynikéw przedstawionych na rysunku 33 mozna stwierdzi¢, ze sygnat

analityczny wzrasta do maksimum wraz z wydtuzeniem czasu ekstrakcji do 24 godzin
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w przypadku ekstrakcji z wykorzystaniem chloroformu. Nast¢pnie stabilizuje si¢ na krotki czas
po ktérym ulega powolnemu spadkowi. Na tej podstawie stwierdzono, ze ekstrakcje materiatow
wybuchowych i produktéw ich degradacji w aparacie Soxhleta z wykorzystaniem chloroformu
nalezy prowadzi¢ przez 24 godziny co gwarantuje maksymalny sygnat analityczny podczas

analizy za pomocg aparatu GC.
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Rys. 33. Wplyw czasu ekstrakcji prébek osadéw dennych za pomoca aparatu Soxhleta na sygnat
analityczny poszczegélnych zwiazkéw. Ekstrakcje prowadzono chloroformem, a analiz¢ uzyskanych
ekstraktéw przeprowadzono za pomoca GC.

6.4.2. Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrzasanie z osadem

Podczas ekstrakcji cialo stale-Ciecz w wyniku wytrzasania osadu dennego, zardéwno
z chloroformem, jak i acetonitrylem, wraz ze wzrost czasu ekstrakcji, a takze krotnosci
ekstrakcji obserwowano wzrost wartosci odzysku poszczegoélnych analitow. Przyktadowe
zaleznoS$ci sygnatu analitycznego dla TNT od czasu ekstrakcyjnego wytrzasania i od liczby
powtorzen ekstrakcji przedstawiono na rysunku 34 dla analizy za pomoca LC oraz na rysunku
35 dla analizy za pomoca GC. Podczas zwigkszania krotnosci ekstrakcji do 3 widoczny byt
wzrost wartosci sygnatu analitycznego pochodzacego od poszczegdlnych zwigzkéw, natomiast
po przekroczeniu tej liczby nie obserwowano ani spadku wartosci sygnatu analitycznego ani

jego wzrostu.
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Rys. 34. Wplyw czasu i liczby ekstrakcji cialo stale-ciecz acetonitrylem na odpowiedz detektora
w stosunku do TNT podczas analizy za pomocg LC.

Analogiczne zalezno$ci i rezultaty otrzymano dla pozostatych analitow. Trzykrotna
ekstrakcja 10 minutowa zapewnia maksymalne odzyski i taka wtasnie procedure przyjeto do

stosowania w dalszych badaniach.
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Rys. 35. Wplyw czasu i liczby ekstrakcji cialo state-ciecz chloroformem na odpowiedz detektora
w stosunku do TNT podczas analizy za pomoca GC.

Gltowng zaletg tej metody jest prostota i brak potrzeby uzycia dodatkowego, ztozonego

1 kosztownego sprzetu. Zwykle dwukrotna ekstrakcja tg metoda daje satysfakcjonujace odzyski.
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6.4.3. Ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika wspomagana mikrofalami

Przygotowanie probki osadu do analizy za pomocg LC-MS/MS

Podczas ekstrakcji MAE z zastosowaniem acetonitrylu nie zarejestrowano wptywu ani
krotnosci ekstrakcji, ani tez jej czasu trwania. Na podstawie wynikéw przedstawionych na
rysunku 36 mozna stwierdzi¢, ze niezaleznie od tego czy ekstrakcja trwata 1 minutg, czy 30
minut warto$¢ sygnatu analitycznego pochodzaca od TNT byta praktycznie taka sama i mie$cita
si¢ w granicy btedu. Z powodéw ekonomicznych, do dalszych badan przyje¢to jednokrotng
ekstrakcje trwajgcg 1 minute. W przypadku ekstrakcji analitow wspomaganej mikrofalami

wartosci odzyskéw podczas zastosowania metody analizy na LC miescity si¢ w zakresie od
76,5 — 86,9%.

= = = Srednia Srednia +15% Srednia -15%

Intensywno$¢ sygnatu [j.u.]
OFRLNW,RAUIO N

Rys. 36. Wplyw czasu i liczby ekstrakcji wspomaganej mikrofalami z zastosowaniem acetonitrylu jako
czynnika ekstrahujacego na odpowiedz detektora w stosunku do TNT podczas analizy za pomoca LC.

Przygotowanie probki osadu do analizy za pomocg GC-MS/MS

Zasadniczo inna jest sytuacja w przypadku zastosowania chloroformu do ekstrakcji
wspomagane] mikrofalami osadu dennego zawierajacego TNT, ktéra przedstawiono na
rysunku 37. Tutaj wyraznie zarysowuje si¢ zalezno$¢ intensywnosci sygnatu analitycznego od
czasu ekstrakcji. Wraz z wydtuzaniem czasu ekstrakcji do 20 minut zarowno w jednokrotne;j
jak 1 dwukrotnej ekstrakcji nastgpuje wzrost sygnatu analitycznego. Gdy czas ekstrakeji
wspomaganej mikrofalami przekroczy 20 minut, nast¢puje zatrzymanie si¢ dalszego wzrostu

wydajnosci ekstrakeji.
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Rys. 37. Wplyw czasu i liczby ekstrakeji wspomaganej mikrofalami z zastosowaniem chloroformu jako
czynnika ekstrahujacego na odpowiedz detektora w stosunku do TNT podczas analizy za pomocg GC.

Analogiczne rezultaty dla ekstrakcji wspomaganej mikrofalami otrzymano dla
nastepujacych zwigzkow: 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT. Podczas ekstrakcji 1,3-DNB i 2,4-DNA
najwigksza warto$¢ odzysku otrzymujemy po 10 minutach, a w przypadku 1,3,5-TNB dopiero
po 30 minutach. Bioragc pod uwage zrdéznicowane zachowanie poszczegdlnych zwigzkoéw
podczas ich ekstrakcji chloroformem wspomaganej mikrofalami, jako kompromisowe
1 jednoczesnie optymalne warunki do dalszych badan z zastosowaniem chromatografii gazowe;j
wybrano jednokrotng ekstrakcje 30 minutowa. Ta metoda ekstrakcji ma jednak powazna wade.
W wyniku procesu oddziatywania promieniowania mikrofalowego niektére zwigzki ulegaja
degradacji wskutek czego powstaje np. 2,6-DNT. W rezultacie tego zjawiska, odzysk
otrzymany dla tego zwiazku wynosi 224,5%, a dla pozostalych zwiazkéw miesci si¢ w zakesie
od 39,9 do 107,4%. Z tego wzgledu przygotowanie probek za pomocg MAE z zastosowaniem
chloroformu jako czynnika ekstrahujgcego nie nadaje si¢ do analizy mieszaniny takich

zwigzkow jak: TNT, 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, 1,3-DNB,1,3,5-TNB i 2,4-DNA.

Z innym stwierdzeniem mozemy si¢ spotka¢ w pracy Kjellstrom i wspotp. z 2008 roku
[75]. W podsumowaniu swoich badan stwierdzaja, ze ekstrakcja wspomagana mikrofalami
nadaje si¢ do analizy TNT i produktow jego degradacji. Jednakze nalezy zauwazy¢, iz badania
prowadzone przez tych autorow roznig si¢ w kilku aspektach od badan prowadzonych
W niniejszej rozprawie. W przedstawionej publikacji badania opierajg oni na probkach suchej
gleby, a sam proces ekstrakcji prowadzg z wykorzystaniem wodnego buforu fosforanu sodu.
Ponadto majg oni mozliwo$¢ pracy z bardziej zaawansowanym aparatem do ekstrakcji

wspomagane] mikrofalami, ktéry umozliwia mieszanie probki, kontrole temperatury, a takze
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mocy pracy zrodla mikrofal. Wszystkie te czynniki wplywaja na rozbieznos$ci

W podsumowanych badaniach i uniemozliwiaja bezposrednie pordwnanie wynikow.
6.4.4. Przyspieszona ekstrakcja za pomocg rozpuszczalnika

Przyspieszona ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika jest najbardziej ztozong metoda
przygotowania probek osadéw dennych do analizy chromatograficznej omawianych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej. W celu przygotowania probek z wykorzystaniem ASE nalezy
wyznaczy¢ cztery parametry: temperatur¢ pieca, czas statycznego ogrzewania, ilos$¢
rozpuszczalnika przepuszczanego przez komorg ekstrakcyjng po etapie statycznego ogrzewania
oraz liczbe cykli.

Przygotowanie probki osadu do analizy za pomocg LC-MS/MS

W pierwszym etapie zbadano wplyw temperatury na wydajno$¢ ekstrakcji osadow
dennych acetonitrylem z zakresu od 80 do 200°C. Z danych przedstawionych na rysunku 38
wynika, ze rosngca temperatura ekstrakcji wplywa na wzrost sygnatu analitycznego wszystkich
badanych zwigzkow i osigga swoje maksimum w poblizu temperatury 160°C. Po przekroczeniu
tej wartosci intensywnos¢ sygnatu analitycznego dramatycznie spada dla wszystkich badanych
zwigzkoéw. Na tej podstawie jako temperaturg ekstrakcji, stosowang podczas optymalizacji

pozostalych parametréw przyjeto temperature 160°C.
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Rys. 38. Wplyw temperatury przyspieszonej ekstrakcji acetonitrylem na odpowiedz detektora dla
wybranych MW i produktéw ich degradacji podczas analizy za pomoca LC.

Kolejnym optymalizowanym parametrem byt czas statyczny ekstrakcji. Z wynikow
przedstawionych na rysunku 39 wynika, ze efektywnos$¢ ekstrakcji nie zmienia si¢ w przedziale
od 1 do 10 minut, poniewaz sygnal analityczny wykazywatl stabilnos¢ w stosunku do

wszystkich zwigzkow. Nieznaczny spadek odpowiedzi detektora dla analizowanych zwigzkow

103



zaobserwowano, gdy czas statyczny ekstrakcji przekroczyl 10 minut, co moze by¢
spowodowane czesciowym rozkladem analitow w wyniku oddzialywania podwyzszonej
temperatury i ciSnienia. Biorgc pod uwage czas przygotowania probek i zuzycie aparatury do

wszystkich dalszych badan wybrano 2 minuty, jako czas statyczny ekstrakcji.
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Rys. 39. Wplyw czasu statycznego przyspieszonej ekstrakcji acetonitrylem na odpowiedz detektora dla
wybranych MW i produktéw ich degradacji podczas analizy za pomoca LC.

W kolejnym etapie zbadano wptyw objetosci acetonitrylu stosowanego do przeptukania
komory ekstrakcyjnej po uptywie czasu statycznego ogrzewania w celu sprawdzenia jego
wpltywu na wydajnos¢ ekstrakcji analizowanych zwigzkow. Przetestowano przypadek bez
przeptukiwania komory ekstrakcyjnej oraz z przeptukaniem taka iloscig rozpuszczalnika, ktora
zajmowata: 10, 20, 60 1 80% pojemnosci komory. Na podstawienie wynikdéw przedstawionych
na rysunku 40 mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem ilo$ci uzytego rozpuszczalnika wzrasta
warto$¢ sygnatu analitycznego dla wszystkich badanych zwigzkoéw. Jednakze, po osiagnigciu
objetosci rozpuszczalnika odpowiadajacej 20% objetosci komory ekstrakcyjnej sygnat
analityczny przyrasta bardzo wolno, badz w niektorych przypadkach ulega stabilizacji. Ze
wzgledu na potrzebe oszczgdnosci i minimalizowania zuzycia rozpuszczalnikow z jednej
strony oraz ze wzgledu na niewielki wptyw zwigkszenia objetosci rozpuszczalnika na wzrost
sygnatu analitycznego z drugiej strony, przyjeto 20% objetosci komory jako optymalng

objetos¢ rozpuszczalnika wymywajacego resztki wyekstrahowanych analitow.
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Rys. 40. Wplyw ilo$ci acetonitrylu uzytego do przemycia komory ekstrakcyjnej po czasie statycznego
ogrzewania na odpowiedz detektora dla wybranych MW i produktéw ich degradacji podczas analizy za
pomocg LC.

Liczbe cykli ekstrakcji ASE okreslono, jako ostatni parametr, wykonujac kolejno trzy
ekstrakcje acetonitrylem dla tej samej probki. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna
stwierdzi¢, ze jednorazowa ekstrakcja byt wystarczajaca, aby wyodrebni¢ niemal catkowite
ilosci poszczegolnych analitow. Wyznaczone do$wiadczalnie odzyski miescily si¢ mig¢dzy:
76,9% — 92,2% w pierwszej ekstrakcji, 0,4% — 1,8% w drugiej i byly mniejsze niz 0,1%
w trzeciej ekstrakcji. Po analizie otrzymanych wynikéw postanowiono w dalszych badaniach
stosowac ekstrakcje w jednym cyklu. Pozwoli to na znaczne zaoszczgdzenie czasu i energii,

bez uszczerbku dla poprawnosci dalszych wynikow.

Optymalne warunki ekstrakcji z zastosowaniem acetonitrylu przedstawiajg si¢

nastepujaco:
e Temperatura ekstrakcji: 160°C
e (Czas statycznego ogrzewania: 5 min

e [lo$¢ rozpuszczalnika przemywajacego
komore po statycznym ogrzewaniu: 20% objetosci komory ekstrakcyjnej

e Liczba cykli: 1

Przygotowanie probki osadu do analizy za pomocg GC-MS/MS

W analogiczny sposob dobrano parametry ekstrakcji ASE przy wykorzystaniu
chloroformu jako rozpuszczalnika. Podczas optymalizacji temperatury ekstrakcji

zaobserwowano podobng zaleznos¢, jak w przypadku ekstrakcji acetonitrylem. Z danych
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przedstawionych na rysunku 41 wynika, ze rosngca temperatura ekstrakcji wptywa na wzrost
sygnatu analitycznego wszystkich badanych zwigzkéw i osigga swoje maksimum w poblizu
temperatury 160°C. Po przekroczeniu tej temperatury, w odréznieniu od ekstrakcji
acetonitrylem, nastepuje bardzo wolny spadek intensywnosci sygnatu. Na tej podstawie

przyjeto temperature 160°C do ekstrakcji z zastosowaniem chloroformu jako substancji

ekstrahujace;.
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Rys. 41. Wplyw temperatury przyspieszonej ekstrakcji chloroformem na odpowiedz detektora dla
wybranych MW i produktéw ich degradacji podczas analizy za pomocg GC.

Kolejnym optymalizowanym parametrem byt czas statyczny ekstrakcji chloroformem.
Na podstawie wynikow przedstawionych na rysunku 42, mozna stwierdzi¢ ze wraz ze wzrostem
czasu statycznej ekstrakcji do 5 minut nastepuje dla wszystkich ekstrahowanych analitow
wzrost sygnatu analitycznego. Po osiagnigciu tego czasu sygnatl analityczny stabilizuje si¢
osiggajac plateau. Z tego tez powodu jako optymalng warto$¢ tego parametru dla wszystkich

dalszych badan przyjeto 5 minut.
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Rys. 42. Wplyw czasu statycznego przyspieszonej ekstrakcji chloroformem na odpowiedz detektora dla
wybranych MW i produktéw ich degradacji podczas analizy za pomocg GC.

W kolejnym etapie zbadano wplyw objetosci rozpuszczalnika stosowanego do
przeptukania komory ekstrakcyjnej po uptywie czasu statycznego ogrzewania w celu
sprawdzenia jego wptywu na wydajno$¢ ekstrakcji analizowanych zwigzkoéw z zastosowaniem
chloroformu. Przetestowano przypadek bez przeptukiwania komory ekstrakcyjnej oraz
z przeptukaniem takg iloscig rozpuszczalnika, ktéra zajmowata: 10, 20, 60 i 80% pojemnosci
komory. Na podstawienie wynikow przedstawionych na rysunku 43 mozna stwierdzié, ze wraz
ze wzrostem ilosci uzytego rozpuszczalnika do 20% objetosci komory ekstrakcyjnej wzrasta
warto$¢ sygnatu analitycznego dla wszystkich badanych zwigzkow. Po osiagnigciu tej
objetosci, sygnal analityczny ulega stabilizacji. Ze wzgledu na potrzebge oszczednoSci
I minimalizowania zuzycia rozpuszczalnikow przyjeto 20% objetosci komory jako optymalng

objetos¢ rozpuszczalnika wymywajacego resztki analitow.
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Rys. 43. Wplyw ilosci chloroformu uzytego do przeplukania komory ekstrakcyjnej po czasie statycznego
ogrzewania na odpowiedz detektora dla wybranych MW i produktéw ich degradacji podczas analizy za

pomoca GC.

Jako ostatni parametr okreslono liczbg cykli ekstrakcji ASE, wykonujac trzykrotna

ekstrakcje tej samej probki podzielonymi porcjami chloroformu. Na podstawie otrzymanych

wynikéw mozna stwierdzi¢, ze jednorazowy cykl ekstrakcji byt wystarczajacy, aby wyodrebnic¢

niemal calkowite ilosci poszczegdlnych analitow. Wyznaczone doswiadczalnie odzyski

miescity si¢ w przedziale: 65,1% — 93,1% w pierwszej ekstrakcji, 0,7% — 4,3% w drugiej i byty

mniejsze niz 0,1% w trzeciej ekstrakcji. Po analizie otrzymanych wynikow postanowiono

w dalszych badaniach stosowa¢ ekstrakcje w jednym cyklu. Pozwoli to na znaczne

zaoszczedzenie czasu 1 energii, bez uszczerbku dla poprawnosci dalszych wynikow.

Optymalne warunki ekstrakcji z zastosowaniem chloroformu przedstawiaja si¢

nastepujaco:
e Temperatura ekstrakcji: 160°C
e (Czas statycznego ogrzewania: 5 min

e [lo$¢ rozpuszczalnika przemywajacego

komore po statycznym ogrzewaniu: 20% objetosci komory ekstrakcyjnej

e Liczba cykli: 1
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6.5. Walidacja opracowanych metod analizy materialéw wybuchowych

Walidacji poddano wszystkie opracowane metody analizy materiatbw wybuchowych
i produktow ich degradacji. Metody te obejmujg analiz¢ za pomoca: GC-EI-MS/MS,
LC-APCI-MS/MS i LC-ESI-MS/MS oraz cztery metody przygotowania probki - ekstrakcje za
pomocg aparatu Soxhleta, ekstrakcje przez wytrzasanie osadu z rozpuszczalnikiem, ekstrakcje
za pomocg rozpuszczalnika wspomagang mikrofalami 1 przyspieszona ekstrakcje
rozpuszczalnikami.

6.5.1. Walidacja zoptymalizowanej metody analizy za pomoca chromatografii

gazowe]j sprzezonej z tandemow3 spektrometria mas

Pierwszym etapem procesu walidacyjnego byto wyznaczenie krzywych kalibracyjnych.
Badania przeprowadzono w zakresie stezenia od 1 do 1000 ng/mL dla 4-NT, 2,4-DNT,
2,6-DNT, 1,3-DNB, 1,3,5-TNB, TNT oraz 2,4-DNA trzykrotnie dozujac probki o kazdym
stezeniu dla kazdego sposrod badanych zwigzkéw (tab.16). Do sprawdzenia otrzymanych
wynikow zastosowano test Q-Dixona z 90% poziomem ufnosci i Qxrrownym 0,941, Wszystkie

otrzymane wyniki analizy spetniaty warunki akceptacji.

Tabela 16. Pola powierzchni pikéw uzyskane podczas wyznaczania wykresow kalibracyjnych dla TNT
i produktéw jego rozkladu za pomoca GC-EI-MS/MS w zaleznosci od ich stezenia.

Pole powierzchni piku odpowiadajace okreslonemu stezeniu

Stezenie 2,4- 2,6- 1,3- 1,3,5- 2,4-
[ng/mL] 4-NT DNT DNT DNB TNB TNT DNA

91884 18358 44370 42372 345 10041 1546
1000 90877 18762 43992 41983 354 10909 1522
91127 18652 44798 41622 351 10568 1501

75717 14719 34459 32764 277 8365 1290
800 77262 14674 33098 32574 265 8426 1160
76599 15002 34876 32176 263 8372 1099
53554 10936 24363 23238 207 6122 823
600 53452 10638 24697 24356 216 6472 814
54453 10735 25173 23334 205 6217 831
37302 8036 15757 15416 148 3757 587
400 36703 8023 16081 15762 139 3871 565
37266 8115 15906 14999 135 3812 589
200 19563 2926 6441 6583 76 1804 285
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6.5.1.1. Liniowos¢ i jej zakres w opracowanych metodach analizy za pomoca

GC-MS/MS

Zakres liniowo$ci wyznaczany byl w oparciu o opracowany wykres kalibracyjny.

W przypadku 2,4-DNT, 2,6-DNT i 1,3-DNB wyznaczono dwa przedzialy liniowos$ci

w badanym zakresie stezen. Na rysunku 44 przedstawiono przyktadowy wykres kalibracyjny

dla 2,6-DNT z dwoma zakresami liniowoSci.

45
40
35
30
25
20

y=46,297x-2528,8 .
RZ = 0[9991.".....
= 2

15 1 y=26,828x+8,6665 .
10 4 R?=0,9991 .-~

Intensywnos¢ sygnatu [j.u.]

5 | .

0 ~ T T T
0 200 400 600

Stezenie 2,6-DNT [ng/mL]

800 1000

Rys. 44. Wykres kalibracyjny wraz z réwnaniami prostych i wspélczynnikami determinacji dla 2,6-DNT

otrzymanych w wyniku analizy za pomoca GC-EI-MS/MS.

Zakres liniowos$ci metody w oparciu o detekcj¢ za pomocg spektrometru mas zalezy od

rodzaju zrodta jonow, $ciezki jaka pokonuja jony i wydajnosci transmisji [164]. Wraz ze

wzrostem stgzenia badanych zwiazkow wytwarzanych jest wigcej jonow, a ilo§ciowo straty

jondw sg takie same zaréwno dla niskich, jak 1 wysokich stezen. Zatem wplyw strat jonow dla

niskich stezen jest wigkszy (w wyniku czego uzyskujemy mniejsza czutos¢) niz dla wysokich

stezen.

Tabela 17. Zakresy liniowos$ci, rownania prostych i wspolczynniki determinacji (R?) dla wszystkich
wykreséw kalibracyjnych wyznaczonych dla opracowywanej metody analitycznej na GC-EI-MS/MS.

Zakres liniowosci

Analit Rownanie prostej
[ng/mL] ’
4-NT 0,18 - 1000 y =92,33x + 145,13
80 - 1000 y =19,18x - 502,05
2,4-DNT
1,68 - 80 y =12,26x - 49,98
100 - 1000 y =46,30x - 2528,79
2,6-DNT
0,98 - 100 y =26,83x + 8,67

Wspétczynnik
determinacji (R2)

0,9989
0,9965
0,9975
0,9991
0,9991
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100 - 1000 y =43,52x - 2020,89 0,9994

1,3-DNB
0,44 - 100 y= 28,31x- 131,84 0,9962

1,3,5-TNB 36,11 - 1000 y = 0,35x + 0,92 0,9983
TNT 1,94 - 1000 y = 10,61x - 155,98 0,9990
2,4-DNA 5,48 - 1000 y =1,49x - 6,67 0,9978

Kryterium liniowosci metody, wyrazone jako wspotczynnik determinacji R2, powinno by¢é
rowne badz wieksze od wartosci 0,995. Kryterium akceptowalnosci zostato spetnione dla

wszystkich analitow badanych za pomocg GC-EI-MS/MS (tab. 17).

6.5.1.2. Granica wykrywalnos$ci i oznaczalno$ci opracowanych metod analizy
za pomoca GC-MS/MS

Granice wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci obliczono na podstawie nachylenia prostej
wykresu kalibracyjnego oraz odchylenia standardowego probki slepej opisanych wzorem (19)

I (20). Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 18.

Tabela 18. Granica wykrywalno$ci i 0znaczalnos$ci oraz parametry niezbedne do ich wyznaczenia dla
zwigzkow badanych za pomoca GC-EI-MS/MS.

4-NT 2,4-DNT 2,6-DNT 1,3-DNB 1,3,5-TNB  TNT  2,4-DNA
SD dla élepej probki 1,6 2,1 2,6 1,2 1,2 2,1 0,8

Wspotczynnik
kierunkowy prostej

92,33 12,26 26,83 28,31 0,35 10,61 1,49
wykresu
kalibracyjnego "a"
LOD [ng/mL] 0,06 0,55 0,32 0,15 11,92 0,64 1,81
LOQ [ng/mL] 0,18 1,68 0,98 0,44 36,11 1,94 5,48

LOQ i LOD wyznaczone podczas analizy GC-EI-MS/MS dla 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT,
1,3-DNB, 1,3,5-TNB, TNT oraz 2,4-DNA miesci si¢ w zakresie odpowiednio od 0,18 do
36,11 ng/mL oraz od 0,06 do 11,92 ng/mL.

6.5.1.3. Dokladnosé¢ opracowanych metod analizy za pomoca GC-MS/MS

Doktadno$¢ wyznaczono dla trzech st¢zen z kazdego zakresu liniowos$ci wedlug wzoru
(14). Dla analitéw o jednym zakresie zbadano doktadno$¢ dla stezen: 40, 400, 1000 ng/mL.
Z kolei dla analitéw wykazujacych dwa zakresy liniowo$ci zbadano dokladnos¢ dla stezen:
200, 600, 1000 ng/mL i w nizszym zakresie dla: 10, 40 i 80 ng/mL. Otrzymane wyniki

przedstawiono w tabeli 19.
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Tabela 19. Zestawienie wyznaczonych dokladno$ci metody analizy GC-EI-MS/MS dla poszczegdélnych
analitéw i zakreséw ich liniowoS$ci.

4-NT

Stezenie
[ng/mL]

1000
400
40

Stezenie
[ng/mL]

1000
600
200

ow e
98,7 1 000
100,0 600
95,2 200
1,3-DNB

ow e
101,1 80
98,3 40
98,2 10

2,4-DNT
99,5 80 101,2
97,9 40 105,0
90,9 10 101,7
1,3,5-TNB
102,6 1000 101,1
95,8 400 101,1
101,8 40 99,5

2,6-DNT
o jang o
1000 101,3 80 100,7
600 98,2 40 95,5
200 97,2 10 104,0
TNT 2,4-DNA
e o o
1000 100,5 1000 102,7
400 93,5 400 98,6
40 110,0 40 91,8

Wyznaczona doktadno$¢ metody dla poszczegdlnych analitow miesci si¢ w zakresie od

80 do 120%, wiegc spetnione jest kryterium akceptowalnosci dla analizy $ladowe;.

6.5.1.4.  Precyzja opracowanych metod analizy za pomoca GC-MS/MS

Precyzje wyznaczono jako wspotczynnik zmiennosci (CV) na podstawie wzoru (15) dla
trzech stezen z kazdego zakresu liniowo$ci. Dla analitow o jednym zakresie zbadano
doktadnos¢ dla stezen: 40, 400, 1000 ng/mL. Z kolei dla analitow wykazujacych dwa zakresy
liniowosci zbadano doktadno$¢ dla stezen: 200, 600, 1000 ng/mL i1 w nizszym zakresie dla:

10, 40 i 80 ng/mL. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Zestawienie wynikow precyzji metody analizy GC-EI-MS/MS dla poszczegélnych analitéw
i zakresow ich liniowos$ci, przedstawionych jako wspélczynnik zmiennosci CV.

4-NT 2,4-DNT 2,6-DNT
o v I o SO v S o SO v
1000 0,6 1 000 1,1 80 1,0 1 000 0,9 80 0,3
400 0,9 600 1,4 40 1,7 600 1,6 40 0,9
40 2,6 200 2,1 10 3,4 200 1,1 10 2,6
1,3-DNB 1,3,5-TNB TNT 2,4-DNA
o v S v SO v S v SO v
1000 0,9 80 0,9 1000 1,3 1000 4,2 1000 1,5
600 2,6 40 0,9 400 4,7 400 1,5 400 2,3
200 1,2 10 2,6 40 10,4 40 1,8 40 4,2
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Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze metoda zastosowana do oznaczenia
TNT i produktéow jego degradacji za pomoca GC-EI-MS/MS jest precyzyjna, poniewaz
otrzymane warto$ci wspotczynnika zmiennosci wynosza od 0,3% dla 2,6-DNT do 10,4% dla
1,3,5-TNB, co spetnia kryterium akceptowalnosci. Wartos¢ tego parametru wedtug kryterium

dla analiz §ladowych nie powinna przekraczaé 15%.
6.5.1.5. Powtarzalno$¢ opracowanych metod analizy za pomoca GC-MS/MS

W celu wyznaczenia powtarzalno$ci opracowanej metody analizy za pomoca
GC-EI-MS/MS przeprowadzono po 6 niezaleznych pomiaréw analitbw na najwyzszym
stezeniu z zakresu krzywej kalibracyjnej — 1000 ng/mL. Parametr przedstawiono za pomoca
trzech wartosci: SD, RSD i CV, opisanych wzorami (15), (16), (17). Ponadto wyznaczono
granice powtarzalnosci wedtug wzoru (18). Nastgpujace zestawienie przedstawione zostato

w tabeli 21.

Tabela 21. Zestawienie wybranych parametréw okreslajacych powtarzalno$¢ metody analizy
GC-EI-MS/MS przy zastosowaniu poszczegolnych metod przygotowania probki.

SE

4-NT | 2.4-DNT | 2,6-DNT | 1,3-DNB | 1.3.5-TNB| TNT 2,4-DNA
% [j.u] 89454 | 14997 | 39946 | 40631 343 8718 1349
XminliU] 80203 | 14828 | 35229 | 39574 315 8183 1214
X g [I-U] 103145 | 15176 | 43932 | 41872 362 9376 1445
SD 8598,062 | 137,750 |3671,140 | 1021,927 | 17,119 | 513,845 | 83,270
RSD 0,0961 | 0,0092 | 0,0919 | 0,0252 | 0,0500 | 0,0589 | 0,0617
CV [%] 9,6 0,9 9,2 2,5 5,0 5,9 6,2
Rozstep [ju.] | 22942 348 8703 2298 47 1193 231
rj.ul 24319 390 10384 2890 48 1453 236

ASE

4-NT | 2.4-DNT | 2,6-DNT | 1,3-DNB | 1.3.5-TNB | TNT 2,4-DNA
% [j.u] 77499 | 12101 | 41317 | 35402 312 8138 1329
Xpinli-U.] 76029 | 11463 | 37796 | 33954 293 7837 1208
Xmas [iU] 78923 | 13023 | 43576 | 3729 331 8471 1428
SD 1187,090 | 606,230 |2292,473 | 1230,046 | 15,832 | 231,263 | 99,348
RSD 0,0153 | 0,0501 | 0,0555 | 0,0347 | 0,0507 | 0,0284 | 0,0748
CV [%] 1,5 5,0 5,5 3,5 5,1 2,8 7,5
Rozstep [j.u.] | 2894 1560 5780 3342 38 634 220
ri.ul 3358 1715 6484 3479 45 654 281
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AE
4-NT | 2.4-DNT | 2,6-DNT | 1,3-DNB | 13.5-TNB| TNT | 2,4-DNA
% [j.u.] 79498 | 12045 | 32129 | 34776 296 8099 1393
Xinii-U] 76534 | 11683 | 29187 | 33452 287 7708 1259
Xma [i-U.] 83198 | 12435 | 35540 | 36428 310 8489 1468
SD 2599,621 | 305,222 | 2278,868 | 1117,276 | 8,825 | 305799 | 75,503
RSD 0,0327 | 0,0253 | 0,0709 | 0,0321 | 0,0298 | 0,0378 | 0,0542
CV [%] 3,3 2,5 71 3,2 3,0 3,8 5,4
Rozstep [j.u.] | 6664 752 6353 2976 23 781 209
rii.ul 7353 863 6446 3160 25 865 214
MAE
4-NT | 2.4-DNT | 2,6-DNT | 1,3-DNB | 13.5-TNB| TNT | 2,4-DNA

% [j.u] 204935 | 20001 | 28222 | 27126 200 4199 1136
Xminli-U.] 204127 | 19586 | 27053 | 26823 194 4074 1128
Xay [I-U] 205666 | 20365 | 29813 | 27339 208 4258 1146
sD 550,282 | 314,277 [ 1009,052 | 194,093 | 5468 | 70,668 | 7,179
RSD 0,0027 | 0,0157 | 0,0358 | 0,0072 | 0,0273 | 0,0168 | 0,0063
CV [%] 03 1,6 3,6 0,7 2,7 1,7 0,6
Rozstep [ju.] | 1539 779 2760 516 14 184 18
riiul 1556 889 2854 549 15 200 20

Na podstawie otrzymanych wynikow nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie opracowane metody
analiz za pomocg GC-EI-MS/MS s3 powtarzalne, a ich rozstgp miesci si¢ w granicy

powtarzalnosci.

6.5.1.6. Selektywnos$¢ i specyficznos$¢ opracowanych metod analizy za pomoca
GC-MS/MS

Na podstawie otrzymanych wynikow przedstawionych na rys. 45 i 46 mozna stwierdzic,
ze opracowane metody analityczne, w ktorych stosowano ekstrakcje chloroformem do analizy
TNT, 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, 2,4-DNA, 1,3-DNB i 1,3,5-TNB za pomoca GC/MS/MS sa
specyficzne. Cel ten zostal osiagnigty dzigki zastosowaniu analizy w trybie MRM pracy
spektrometru. Ponadto nie zaobserwowano zadnych pikow pochodzacych z matrycy

srodowiskowej lub innych zanieczyszczen interferujacych z analitami.
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Rys. 45. Chromatogram uzyskany podczas analizy prébki otrzymanej w wyniku ekstrakcji osadu dennego
chloroformem. Osad skazony wzorcowymi nastepujacych zwigzkoéw chemicznych: 2,6-DNT i 1,3,5-TNB.
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Rys. 46. Chromatogram uzyskany podczas analizy prébki otrzymanej w wyniku ekstrakcji osadu dennego
chloroformem. Osad skazony wzorcowymi nastepujacych zwigzkéw chemicznych: 4-NT, 1,3-DNB, 2,4-

DNT, TNT i 2,4-DNA. GC-MS/MS pracowal w trybie reakcji nastepczych we weze$niej

zoptymalizowanych warunkach.

6.5.1.7.

Czulo$¢ opracowanych metod analizy za pomocg GC-MS/MS

Czulo$¢ metody analitycznej jest mierzona stosunkiem zmiany warto$ci sygnatu

analitycznego do odpowiadajacej jej zmiany st¢zenia lub masy oznaczanego skladnika.

Matematycznie parametr ten jest wyrazany wspotczynnikiem kierunkowym wykresu kalibracji

(wzor (21)). Im wigkszy jest kat nachylenia do osi odcigtych tym czutos¢ jest wigksza. W tabeli

18 przedstawiono warto$¢ tego parametru dla badanych analitow.
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Czuto$¢ oznaczania poszczeg6lnych analitow maleje od najwigkszej czutosci dla 4-NT
z warto$cig wspotczynnika 92,33, poprzez czulo$¢ dla TNT wynoszaca 10,61, az do

najmniejszej czutosci dla 1,3,5-TNB z wspotczynnikiem 0,35.

6.5.2. Walidacja zoptymalizowanej metody analizy za pomoca chromatografii

cieczowej sprzezonej z tandemowgq spektrometria mas

Pierwszym etapem procesu walidacyjnego byto wyznaczenie krzywych kalibracyjnych
dla wyselekcjonowanych zwigzkéw chemicznych z zastosowaniem APCI, jako zrodta jonizacji
w jednym wariancie oraz ESI w innym wariancie. Badania przeprowadzono w zakresie stezen
od 1 do 1000 ng/mL dla TNT, 2,4-DNA, TNBA, RDX i HMX z trzykrotnym dozowaniem
prébek o kazdym stezeniu. Na podstawie otrzymanych wynikow, ktére przedstawiono w tabeli
22 stwierdzono, ze podczas analizy mieszaniny zwigzkéw za pomoca LC-ESI-MS/MS
dochodzi do pewnych zaburzen. A mianowicie — na chromatogramie brak bylo pikéw
odpowiadajacych TNT, a piki odpowiadajagce TNBA byly nieregularne i nie miaty przedziatow,

w ktérych mozna bytoby wyznaczy¢ liniowa zalezno$¢ sygnatu analitycznego od stezenia.

Tabela 22. Pola powierzchni pikéw w funkcji stezenia uzyskane podczas wyznaczania wykresow
kalibracyjnych dla analitéw analizowanych za pomoca LC-APCI-MS/MS i LC-ESI-MS/MS.

APCI ESI

Stezenie 2,4- 2,4-
D B
Qi DNA HMX RDX TNBA TNT DNA

HMX RDX TNBA TNT
420840 150665 107149 21107 7221 260208 622444 261525 181647

1000 407301 144838 107818 20755 7466 268354 641457 266288 181828
422139 151677 102648 20839 7908 270557 671197 268796 187637
330282 116766 84429 15389 5875 226571 561837 215087 122767

800 333933 114403 87842 15957 5628 216924 531413 215415 122202
342759 113215 84818 14904 6169 225104 559239 219937 125935

268775 79617 61093 12468 4557 182100 404532 180727 131028

0
0
0
0
0
0
0
600 260536 82790 63523 12397 4346 177398 418354 177151 133109 0
255212 81727 62810 11831 4227 182450 420404 179624 131384 0
175459 49791 39427 8153 2964 135909 305028 126111 138572 0

400 167044 48635 38098 7993 2739 133528 303697 128711 136571 0
168831 51005 41630 8062 2848 130040 298385 123699 133109 0
84503 23838 20292 4119 1672 81657 167157 82021 88131 0

200 80303 24315 20712 3881 1644 79637 157940 77891 83464 0
0

83092 23980 21168 4211 1658 79182 170144 79432 88863
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LC-ESI-MS/MS bez pozostaltych zwigzkow mieszaniny. W tym przypadku obie substancje
dawaty sygnaly analityczne, ktore w sposob liniowy zalezaly od st¢zenia tych zwigzkow.
W dalszych etapach przeprowadzania walidacji parametry wyznaczane przy zastosowaniu
jonizacji ESI wyznaczane byty oddzielnie dla probek skazonych RDX, HMX i 2,4-DNA oraz
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Z tego wzgledu dla TNT 1 TNBA wyznaczono wykres kalibracyjny za pomoca
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Do sprawdzenia otrzymanych wynikoéw zastosowano test Q-Dixona z 90% poziomem
ufnos$ci i Qi rownym 0,941. Wszystkie otrzymane wyniki analizy spetniaty warunek

akceptaciji.

6.5.2.1. Liniowos¢ i jej zakres w opracowanych metodach analizy za pomoca

LC-MS/MS

Zakres liniowosci wyznaczany byl w oparciu o opracowane wykresy kalibracyjne. Przy
zastosowaniu APCI wystgpily dwa zakresy liniowosci dla RDX, jak i dla HMX. Z kolei, gdy
zastosowano jako zrodto jonizacji ESI wszystkie badane zwigzki poza TNT wykazywaty dwa
zakresy liniowoS$ci. Pamieta¢ jednak trzeba, ze przedziaty liniowo$ci wyznaczone za pomoca
LC-ESI-MS/MS dla TNT i TNBA dotycza probek skazonych tylko tymi analitami,
z pomini¢ciem 2,4-DNA, RDX i HMX, a w probkach $rodowiskowych nie mozna wykluczy¢

obecnosci tych ostatnich.

Tabela 23. Zakresy liniowos$ci, rownania prostych i wspolczynniki determinacji (R?) dla wszystkich
wykresow kalibracyjnych wyznaczonych podczas opracowywania metody analitycznej na LC-MS/MS

z wyszczeg6lnieniem Zrddel jonizacji.

APCI ESI
Zakres Zakres
Analit  liniowoSci Réwnanie proste;j R? liniowosci RAwnanie prostej R?
[ng/mL] [ng/mL]
80-1000 y=106,61x—-828,38 0,9992 100-1000 y=236,92x+30404,75 0,9976
RDX
0,12 -80 y=107,20x- 106,95 0,9991 0,09 - 100 y =476,55x + 389,72  0,9977
400-1000 y=165,58x—17147,23 0,9997 100-1000 y=617,70x+42768,59 0,9970
HMX
0,10-400 y=124,65x—480,45 0,9994 0,07-100 y=919,95x + 997,30 0,9994
100-1000 vy =236,84x+33610,89 0,9975
2,4-DNA 0,03-1000 vy=420,50x+541,30 0,9996
0,36-100 y =507,70x —412,22  0,9954
80 - 1000 y = 3,55x -39,81 0,9969
TNBA 1,20-1000 y = 20,37x -69,48 0,9981
2,33-80 y =3,50x — 5,54 0,9969
TNT  2,97-1000 y=7,28x+ 113,73 0,9989 13,57 -1000 y=0,60x-2,71 0,9995

Na podstawie uzyskanych wspotczynnikow determinacji R? przedstawionych w tabeli

23 nalezy stwierdzi¢, ze opracowane metody analizy osiagaja kryterium liniowos$ci, poniewaz

spelnione jest wymaganie, aby wspolczynnik ten byt nie mniejszy niz 0,995.
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6.5.2.2. Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci w opracowanych metodach

analizy za pomocg LC-MS/MS

Wyznaczone LOD i LOQ wedlug wzorow (19) i (20) dla analizy LC-MS/MS
z zastosowaniem obu zrédet jonizacji przedstawiono w tabeli 24. Analizujgc otrzymane wyniki
mozna stwierdzi¢, ze granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci dla RDX i HMX sg podobne przy

zastosowaniu obu zrodet jonizacji.

Tabela 24. Granica wykrywalno$ci i oznaczalno$ci oraz parametry niezbedne do ich wyznaczenia dla
wybranych zwiazkéw oznaczanych ilo§ciowo za pomoca LC-MS/MS z jonizacja APCI i ESL

RDX HMX 2,4-DNA TNBA TNT
SD dla Slepej probki 1,2 1,2 1,2 2,4 2,2

Wspodtczynnik kierunkowy
prostej wykresu 107,20 124,65 420,50 20,37 7,28

o
& kalibracyjnego "a"
LOD [ng/mL] 0,04 0,03 0,01 0,40 0,98
LOQ [ng/mL] 0,12 0,10 0,03 1,20 2,97
SD dla slepej probki 4,5 6,7 18,1 0,8 0,8
Wspdtczynnik kierunkowy
- prostej wykresu 476,55 919,95 507,70 3,50 0,60
2 kalibracyjnego "a"
LOD [ng/mL] 0,03 0,02 0,12 0,77 4,48
LOQ [ng/mL] 0,09 0,07 0,36 2,33 13,57

Wigksze natomiast réznice mozna zauwazy¢ w przypadku pozostatych analitow. Przy
zastosowaniu APCI jako zZrédta jonizacji otrzymano nawet 4,5-krotnie nizsze granice dla TNT,
niz w przypadku gdy stosowano ESI. Z tego wzgledu nalezy stwierdzi¢, ze APCI jako Zrédto
jonizacji w LC-MS/MS wykazuje wieksza przydatnos$¢ do analizy tego zestawu badanych

analitow.
6.5.2.3. Dokladnosé¢ opracowanych metod analizy za pomoca LC-MS/MS

Doktadno$¢, rowniez tak jak w przypadku walidacji metody analizy na GC,
przedstawiono jako procent odzysku dla trzech stezen z kazdego zakresu liniowosci
(wzor (14)). Oceniajac dane zawarte w tabeli 25, w ktorej przedstawiono doktadnos$¢ dla
poszczegolnych analitow 1 zakresOw ich liniowos$ci nalezy stwierdzi¢, iz wigksza doktadnoscia
charakteryzuje si¢ metoda analizy LC-MS/MS z zastosowaniem APCI. Gdy stosowano ten
rodzaj jonizacji doktadnos¢ miescita si¢ w przedziale od 94,0% do 102,9%, w zaleznosci od

rodzaju analizowanego zwigzku 1 od jego stezenia.
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Tabela 25. Dokladno$ci metody analizy LC-MS/MS przy uzyciu APCI i ESI jako zrédel jonizacji dla

poszczegélnych analitéw i zakreséw ich liniowoSci.

RDX HMX
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
[neg/mL] D %] [neg/mL] D %] [neg/mL] D %] [neg/mL] D [%]
1000 100,1 80 99,3 1000 100,4 200 98,4
600 99,0 40 97,0 600 99,2 80 98,5
E‘ 200 101,1 10 99,2 400 101,1 40 96,4
< 2,4-DNA TNBA TNT
Stezenie Stezenie Stezenie
[nZ/mL] D 1%] [neg/mL] D [%] [neg/mL] D [%]
1000 99,0 1000 102,9 1000 102,0
400 101,0 400 99,9 400 94,0
40 97,2 40 101,8 40 101,3
RDX HMX
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
pgml PP gy P gmy O gm0
1000 99,2 80 95,8 1000 97,5 80 97,9
600 104,6 40 102,8 600 100,3 40 103,4
200 104,2 10 102,7 200 99,0 10 100,7
2,4-DNA TNBA
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
7 [neg/mL] D [%] [neg/mL] D [%] [neg/mL] D %] [neg/mL] b %]
""' 1000 98,3 80 96,5 1000 103,2 80 102,8
600 103,5 40 97,8 600 99,2 40 95,5
200 98,3 10 112,7 200 100,3 10 107,3
TNT
Stezenie
[neg/mL] D %]
1000 101,1
400 96,2
40 106,8

Z Kkolei zakres ten w przypadku jonizacji ESI jest znacznie wigkszy i mieSci si¢ miedzy 95,5%,
a 112,7%. Jednakze nalezy podkresli¢, ze w obu rodzajach jonizacji parametr doktadnosci

miesci si¢ w wymaganym zakresie kryterium akceptacji, a mianowicie mi¢dzy 80%, a 120%.

6.5.2.4. Precyzja opracowanych metod analizy za pomoca LC-MS/MS

Precyzja wyznaczana byta dla trzech st¢zen z kazdego zakresu liniowosci wedtug
wzoru (15). Stezenia, dla ktorych przeprowadzono obliczenia byly analogiczne do stezen
wybranych podczas obliczania doktadnos$ci. Precyzje wynikow szeregu niezaleznych oznaczen

tych samych sktadnikow w tej samej probcee analitycznej dla trzech wybranych stezen i dwoch
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rodzajéow zrodel jonizacji przedstawiono w tabeli 26. Wyniki zapisano w postaci
wspotczynnika zmiennosci CV wyrazonego w %.
Tabela 26. Zestawienie wynikow precyzji metody analizy LC-MS/MS przy uzyciu APCI i ESI jako zrédel

jonizacji dla poszczegélnych analitow i zakresow ich liniowos$ci przedstawionych jako wspotczynnik
zmienno$ci CV.

RDX HMX
R I T SRR T
1000 2,7 80 2,0 1000 2,7 200 2,0
600 2,0 40 3,3 600 2,0 80 3,3
E 200 2,1 10 1,8 400 2,1 40 1,8
< 2,4-DNA TNBA TNT
G L L
1000 2,0 1000 0,9 1000 4,6
400 2,6 400 1,0 400 3,9
40 3,1 40 10,1 40 9,1
RDX HMX
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
pgm) VO pgmi Y9 gy Y gy VI
1000 1,4 80 1,2 1000 3,8 80 3,3
600 1,0 40 1,0 600 2,1 40 1,7
200 2,6 10 3,5 200 3,9 10 2,6
2,4-DNA TNBA
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
7 [neg/mL] cv %l [nqg/mL] cv Il [neg/mL] cv [l [neg/mL] cv %l
1000 2,0 80 2,3 1000 0,4 80 2,2
600 1,6 40 2,2 600 0,6 40 3,4
200 1,6 10 3,3 200 2,0 10 11,3
TNT
o
1000 4,7
400 3,4
40 4,3

Warto$ci uzyskane podczas analizy z jonizacja APCI i ESI sa bardzo zblizone. W obu
przypadkach najwigkszy rozrzut wynikéw precyzji wystepuje podczas analizy TNBA.
Jednakze wszystkie wyznaczone warto$ci precyzji mieszczg si¢ w kryterium akceptacji, ktore

wynosi 15%.
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6.5.2.5.

Powtarzalno$¢ opracowanych metod analizy za pomoca LC-MS/MS

Powtarzalnos$¢ procedury analitycznej zbadano poprzez przygotowanie szesciu probek

skazonych mieszaning analitow o st¢zeniu 1000 ng/mL i ich analiz¢ w ciggu trwania jednego

dnia. Parametr wyznaczono niezaleznie dla kazdej z opracowanych procedur przygotowania

probki oraz analiz chromatograficznych z wykorzystaniem obu rodzajow jonizacji:

LC-APCI-MS/MS oraz LC-ESI-MS/MS. Parametr przedstawiono za pomoca trzech wartosci:

SD, RSD i CV, opisanych wzorami (15), (16), (17). Ponadto wyznaczono granice

powtarzalnosci wedtug wzoru (18).

Tabela 27. Zestawienie wybranych parametréw okreslajacych powtarzalno$¢ metody analizy

LC-APCI-MS/MS przy zastosowaniu poszczegolnych metod przygotowania probki.

SE
2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
Z[j.u] 277920 124607 102494 18425 6815
Xinli-U.] 253913 117174 94438 16573 6243
Xmax [-U.] 325124 134623 108928 20748 7473
SD 25706,902 6295,585 6519,456 1591,031 536,539
RSD 0,0925 0,0505 0,0636 0,0864 0,0787
CV [%] 9,2 5,1 6,4 8,6 7,9
Rozstep [j.u.] 71211 17449 14490 4175 1230
r[j.u.] 72710 17807 18440 4500 1518
ASE
2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u] 376546 137103 97644 16079 6259
Xminli-U.] 342903 129003 91823 13328 5383
Xmax [i-U.] 410727 145858 106123 18484 7027
SD 24922,977 6129,471 5322,956 1862,685 600,905
RSD 0,0662 0,0447 0,0545 0,1158 0,0960
CV [%] 6,6 4,5 5,5 11,6 9,6
Rozstep [j.u.] 67824 16855 14300 5156 1644
r[j.u] 70493 17337 15056 5268 1700
AE
2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u] 331982 114454 79971 15373 5083
Xminli-U.] 300407 106753 74932 14039 4670
Xmax [i-U.] 359465 123857 84948 16337 5473
SD 24098,212 6343,541 4239,535 1087,070 295,759
RSD 0,0726 0,0554 0,0530 0,0707 0,0582
CV [%] 7,3 5,5 5,3 7,1 5,8
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Rozstep [j.u.] 59058 17104 10016 2298 803
r[j.u.] 68160 17942 11991 3075 837
MAE

2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u] 353235 129578 87597 17110 5756
Xminli-U.] 326055 123488 82223 15433 5343
Xmax [i-U.] 376273 134113 91853 18370 6185
SD 19373,254 4214,471 3642,870 1208,140 349,519
RSD 0,0548 0,0325 0,0416 0,0706 0,0607
CV [%] 5,5 3,3 4,2 7,1 6,1
Rozstep [j.u.] 50218 10625 9630 2937 842
r[j.u.] 54796 11920 10304 3417 989

Tabela 28. Zestawienie wybranych parametréw okreslajacych powtarzalno$¢ metody analizy

LC-ESI-MS/MS przy zastosowaniu poszczegolnych metod przygotowania prébki.

SE
2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u] 177634 539205 257068 3190 549
XminliU] 160853 501505 235739 2818 508
Xa [I-U] 196560 571987 272938 3565 598
SD 14415,422 26683,222 15929,953 292,671 35,169
RSD 0,0812 0,0495 0,0620 0,0918 0,0640
CV [%] 8,1 4,9 6,2 9,2 6,4
Rozstep [j.u.] 35707 70482 37199 747 90
rjul 40773 75472 45057 828 99
ASE
2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u] 240670 593289 244901 2786 504
Xin[i-U] 220837 567839 230938 2463 438
Xas [I-U] 258394 630790 257422 3360 547
SD 16081,273 24429,719 11413,435 351,614 43,979
RSD 0,0668 0,0412 0,0466 0,1262 0,0872
CV [%] 6,7 4,1 4,7 12,6 8,7
Rozstep [j.u.] 37557 62951 26484 897 109
ri.ul 45485 69098 32282 995 124
AE
2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u] 212865 495304 200663 2660 406
XpinliU] 200237 461262 184405 2453 377
X [iU] 225352 538250 217464 2880 442
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SD 8972,695 29407,374 13592,192 167,937 24,834
RSD 0,0422 0,0594 0,0677 0,0631 0,0612
CV [%] 4,2 5,9 6,8 6,3 6,1
Rozstep [j.u.] 25115 76988 33059 427 65
r[j.u] 25379 83177 38445 475 70
MAE

2,4-DNA HMX RDX TNBA TNT
% [j.u.] 225747 560718 219710 2965 464
XpinliU] 214464 517514 195708 2737 429
X [i:U.] 241893 602434 247045 3235 508
SD 11137,927 31469,982 20469,941 209,955 29,145
RSD 0,0493 0,0561 0,0932 0,0708 0,0629
CV [%] 4,9 5,6 9,3 7,1 6,3
Rozstep [j.u.] 27429 84920 51337 498 79
rj.ul 31503 89011 57898 594 82

Z analizy tabel 27 i 28 wynika, ze opracowane metody analizy bez wzgledu na wybrany rodzaj
przygotowania probki i rodzaj wykorzystanej jonizacji sg powtarzalne. Kryterium akceptacji,
ktore przyjeto dla tego parametru wynosi 15% wspoétczynnika CV. Jak wiadomo powtarzalno$é¢
jest tym wigksza im warto$¢ liczbowa obliczonego parametru jest mniejsza. Najwieksza
powtarzalnos$cig charakteryzowaty si¢ wyniki otrzymane podczas ekstrakcji MAE i analizy za
pomocg LC-APCI-MS/MS, za wyjatkiem TNT. W przypadku analizy za pomoca
LC-ESI-MS/MS, najwigksza doktadnos¢ miaty wyniki uzyskane podczas AE, za wyjatkiem
RDX i HMX — dla ktorych najwigksza doktadno$¢ uzyskano stosujac ASE. Ponadto obliczony

rozstep wynikow dla kazdej badanej metody miescit si¢ w granicy powtarzalnosci.

6.5.2.6. Selektywnos¢ i specyficznosé opracowanych metod analizy za pomoca

LC-MS/MS

Specyficzno$¢ podczas anlizy materialow wybuchowych 1 produktéw ich przemian
zostala uzyskana zardwno przy zastosowaniu jonizacji APCI, jak i ESI. Jak mozna zauwazy¢
na rysunku 47 i 48 brak jest naktadania si¢ pikoOw ze strony interferentow, ktorych mozna
oczekiwa¢ w matrycy probki. Piki pomimo podobnego czasu retencji sa doktadnie rozdzielone
poprzez zastosowanie komputerowego algorytmu, ktéry pozwala na wyodrebnienie sygnatu

charakterystycznego dla konkretnych przej$¢ jonowych.

125



x10 3 -APCI EIC MRM Frag=100.0V CF=0.000 DF=0.000 (182.0 -> 30.0-200.0) APCI_2.d
1

8 NH>

6 NO,
4

2 NO,

o

x10 3 -APCI EIC MRM Frag—81 OV CF=0.000 DF=0.000 (214.0 -> 30. 0-220.0) APCI_2.d

LN COOH
0.8
0.6 -
0.4

0.2

x10 2 |-APCI EIC MRM Frag=86.0V CF=0.000 DF=0.000 (226.0 -> 30.0-230.0) APCI_2.d
4.5 * 1

A

/ \ C H3

A O,N NO,

259 | NO,

v

54 56 58 6 62 64 66 68 7 72 74 76 78 8 82
Counts vs. Acquisition Time (min)

Rys. 47. Chromatogram uzyskany podczas analizy probki otrzymanej w wyniku ekstrakcji osadu dennego
acetonitrylem. Osad skazony wzorcami nastepujacych zwigzkéw chemicznych: 2,4-DNA, TNBA i TNT.
LC-APCI-MS/MS pracowal w trybie reakcji nastepczych we wczesniej zoptymalizowanych warunkach.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze kazdy etap fragmentacji w tandemowym
detektorze mas zapewnia dodatkowy wymiar specyficznosci, tworzac unikalny szlak jonowy,

ktory umozliwia wykrycie i oznaczenie zwigzkow 0 bardzo niskim stgzeniu W mieszaninie

innych zwigzkow w prébcee.
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Rys. 48. Chromatogram uzyskany podczas analizy probki otrzymanej w wyniku ekstrakcji osadu dennego
acetonitrylem. Osad skazony wzorcami nastepujacych zwigzkéw chemicznych: HMX i RDX.
LC-APCI-MS/MS pracowal w trybie reakcji nastepczych we wezesniej zoptymalizowanych warunkach.

6.5.2.7.

Czulo$¢ opracowanych metod analizy za pomocg LC-MS/MS

Czuto$¢ metody analitycznej dla poszczegdlnych analitow badanych za pomoca

LC-MS/MS z zastosowaniem zaréwno APCI jak i ESI jako Zrddet jonizacji przedstawiono

w tabeli 24. Przy zastosowaniu zrodta jonizacji APCI najwigksza czulo$cig analizy

charakteryzowato si¢ 0znaczenie 2,4- DNA z wartos$cig 420,50, a najmniejszg czutoscig TNT

- 7,28. W przypadku analizy z zastosowaniem jonizacji ESI z najwigkszg czuto$cig ok. 920

oznaczano HMX, a najnizsza warto$¢ czulo$ci tak jak w przypadku poprzedniego zrodia

wykazy

wal TNT - 0,6.

6.6. Podsumowanie uzyskanych wynikéw badan procesow ekstrakcji i analizy

materialéw wybuchowych oraz produktéw ich degradacji

Bioragc pod uwage opracowane procedury analizy materiatow wybuchowych

I produktow ich degradacji nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie wyznaczone dla nich parametry

walidacyjne spelniaja kryteria akceptowalno$ci poprawnej metody analitycznej. Jednakze

podczas analizy osadow dennych pochodzacych z Morza Battyckiego nalezy przypuszczaé, iz
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mozliwa jest obecno$¢ kazdego z badanych analitéw. Z tego powodu do analizy probek
srodowiskowych nie mozna zastosowa¢ analizy z wykorzystaniem LC-ESI-MS/MS ze wzgledu
na maskowanie jonow TNT i TNBA przez inne anality wystepujace w probce. Stosujgc te
metode mozna, w sposob niezamierzony, uzyskac¢ falszywie negatywny wynik dla tych
zwigzkow. Dlatego tez podczas analizy RDX, HMX, TNT i produktow ich degradacji nalezy
stosowac analiz¢ za pomocg GC-EI-MS/MS oraz rownolegle LC-APCI-MS/MS. Niektore ze
zwigzkéw takie jak TNT i 2,4-DNA mozna analizowaé¢ za pomocg obu metod analizy
chromatograficznej, czyli GC i LC. Pozostate zwigzki nalezy analizowaé za pomocg jednej
badz drugiej techniki. GC-EI-MS/MS umozliwia analiz¢ 4-NT, 2,4-DNT, 2,6-DNT, 1,3-DNB,
1,3,5-TNB, z kolei LC-APCI-MS/MS pozwala na analiz¢ RDX, HMX i TNBA.

Najlepsza metod¢ przygotowania probki osadu dennego wybrano na podstawie
porownania parametréw dla wszystkich opracowanych metod. Parametry te zestawiono
w tabeli 29 z wyszczegolnieniem takich aspektow jak: odzysk metody, czas ekstrakcji jednej
probki oraz czas ekstrakcji pigcdziesieciu probek, a takze ilo§¢ zuzywanego rozpuszczalnika,
calkowity koszty ekstrakcji, koszty uzywanej aparatury oraz wazne parametry walidacyjne

(a zwhaszcza LOD i LOQ) w przeliczeniu na jeden gram suchej masy.
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Tabela 29. Poréwnanie czterech technik ekstrakcyjnych z uwzglednieniem dwoch metod analizy za pomoca GC-EI-MS/MS i LC-APCI-MS/MS do oznaczania

0,0-2,2

materialow wybuchowych i produktéw ich rozktadu w osadach dennych.

0,0-0,7

Ok. 10 000

Ok. 1200

Ok. 10 000

Ok. 1200

Niski

Ok. 1440

Ok. 240

64,6 -91,8

80,7-98,1

67,4-79,7

66,7 - 96,8
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Biorgc pod uwage wartos¢ odzysku wyznaczong podczas procedur przygotowania
probek pod katem analizy za pomoca chromatografii gazowej najlepszym wynikiem
charakteryzowata si¢ ekstrakcja w aparacie Soxhleta. Jednakze, ta metoda pomimo wysokiej
wartosci odzysku zostata wyeliminowana z dalszych rozwazan ze wzgledu na stosunkowo diugi
czas ekstrakcji (ok. 17 dni) niezbedny do analizy wigkszej liczby probek. Czas ten obliczony
byt dla przypadku, gdyby do ekstrakcji jednocze$nie uzyto trzy aparaty Soxhleta. Taka ilo§¢
aparatury posiadato laboratorium, w jakim prowadzone byly badania. Jezeli chodzi o inne
rodzaje aparatury to laboratorium posiadalo jeden aparat do przyspieszonej ekstrakeji
rozpuszczalnikiem, dwie wytrzasarki przeznaczone do ekstrakcji cialo state — ciecz oraz jedno
urzadzenie do ekstrakcji wspomaganej mikrofalami. Z pozostatych trzech metod
najmniejszymi  warto§ciami odzysku charakteryzowata si¢ ekstrakcja wspomagana
mikrofalowo prawdopodobnie ze wzgledu na brak powinowactwa miedzy rozpuszczalnikiem
ekstrahujacym, a woda znajdujacg si¢ w porach osadu dennego. Ostateczny wybor techniki
przygotowania probki osadu dennego do analizy chromatograficznej zostal rozstrzygnigty
pomiedzy ekstrakcja prowadzona z wytrzasaniem osadu z rozpuszczalnikiem (AE),
a przyspieszong ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE). Odzysk w obu przypadkach byt na
podobnym poziomie, jednakze biorgc pod uwage czas przygotowania wickszej liczby probek,
ilo$¢ uzytego rozpuszczalnika oraz koszty ekstrakcji i zuzycia aparatury, korzystniej wypadta
ekstrakcja AE. Jako najlepsza metod¢ do ekstrakcji probek srodowiskowych przeznaczonych
do analizy za pomoca GC-EI-MS/MS wybrano ekstrakcj¢ AE.

Z kolei w przypadku opracowanych metod przygotowania probek przeznaczonych do
analizy za pomocg chromatografii cieczowej najlepszym odzyskiem charakteryzowaly si¢ dwie
metody: ASE i MAE. Jednakze porownujac czas potrzebny na przygotowanie wiekszej liczby
probek, ilo$¢ rozpuszczalnika i koszty ekstrakcji — korzystniej wypada ekstrakcja wspomagana
mikrofalami niz przy$pieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem. Z tego wzglgdu ekstrakcja MAE
wytypowana zostala, jako najlepsza metoda do przygotowania probek osadow dennych

przeznaczonych do analizy za pomocg LC-APCI-MS/MS.
6.7. Analiza prébek rzeczywistych pobranych z Morza Baltyckiego

W celu zbadania probek rzeczywistych pobranych z Morza Baltyckiego zastosowano
dwie najlepsze metody opracowane w niniejszej rozprawie doktorskiej: AE-GC-EI-MS/MS
i MAE-LC-APCI-MS/MS. Kazda z probek przygotowana byta do analizy za pomocy
chromatografu gazowego i cieczowego sprzgzonych z tandemowymi spektrometrami mas. Tok

postepowania opisany zostat krok po kroku w rozdziale ,,podsumowanie i wnioski”. W celu
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dokonania poprawnej oceny statystycznej analiz¢ kazdej z probek przeprowadzono trzykrotnie,
a wyniki usredniono. Badaniu poddano 40 probek pobranych z terendéw takich jak: Bornholm,
Zatoka Lubecka, Zatoka Kilonska, Zatoka Gdanska, Maty Belt, Rozewie, Rugia, czy tez probki

pobrane na trasie pomi¢dzy punktami zrzutow amunicji.

24 probki z 40 zbadanych zawieraly co najmniej jeden z badanych zwigzkow. Wyniki
stezen analitow w skazonych probkach opisanych za pomoca nanogramow na gram suchej
masy przedstawiono w tabeli 30. 2,4-DNT i TNBA nie zostaty wykryte w zadnej z badanych
probek. Najczesciej w osadzie dennym wystepuje 4-NT, jednakze jego stezenia sg niewielkie.
Najwigkszymi stezeniami charakteryzowat si¢ 2,4-DNA, ktorej stezenie siegato az 999,4 ng/g
podczas analizy za pomoca GC-EI-MS/MS. Stezenie tego analitu w tej samej probee uzyskane
za pomoca LC-APCI-MS/MS bylto mniejsze 1 wynosito 547,8 ng/g. Rozbieznosci w oznaczaniu
2,4-DNA 1 TNT dwoma technikami analitycznymi wystapi¢ mogty ze wzgledu na niecatkowitg

homogenizacje¢ probki srodowiskowe;.

Podczas analiz za pomocg chromatografii cieczowej oznaczono w niektorych probkach
obecno$s¢ HMX. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, iz RDX w czasach drugiej wojny
Swiatowej syntezowany byt poprzez zastosowanie procesu Banchmanna (proces KA), podczas
ktorego HMX powstaje jako produkt uboczny. Podczas przeprowadzonych badan nie we
wszystkich probka oba te anality wystepowaly obok siebie. Jak wspomniano wczes$niej
w przypadku 2,4-DNA i TNT moze by¢ to rowniez wynik niecatkowitej homogenizacji probki

srodowiskowe;.

Na podstawie analizy probek srodowiskowych stwierdzono, ze najwigkszym skazeniem
charakteryzuje si¢ Glebia Bornholmska. W tamtejszych osadach dennych wykryto najwigksze

stezenie badanymi materiatami wybuchowymi i produktami ich degradacji.
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Tabela 30. Wyniki analiz chromatograficznych osadow dennych pobranych z réznych obszarow Morza Baltyckiego, ktore wykazaly obecno$¢ materialow
wybuchowych, badz ktéregos z ich produktéw rozkladu. Warto$ci stezen przedstawiono w ng na 1 g suchej masy.

GC-MS/MS [ng/g]

LC—-MS/MS [ng/g]

Lp. Lokalizacja

2,6-DNT | 1,3,5-TNB | 4-NT 1,3-DNB [ 2,4-DNT | TNT 2,4-DNA RDX HMX 2,4-DNA TNBA TNT
1 0,0 0,0 7,5 101,0 0,0 215,2 280,1 0,0 315,2 186,8 0,0 0,0
2 53,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 13,6 0,0 0,0 0,0 0,0
4 89,1 385,1 9,7 55,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 82,4 999,4 0,0 0,0 547,8 0,0 13,7
6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 13,7
7 Bornholm 0,0 0,0 40,2 | 261,1 0,0 0,0 0,0 24,7 0,0 0,0 0,0 0,0
8 63,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
9 0,0 0,0 18,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 0,0 0,0 20,7 0,0 0,0 51,7 179,8 0,0 0,0 0,0 0,0 38,9
11 0,0 0,0 22,9 0,0 0,0 60,0 35,3 0,0 0,0 222,1 0,0 89,4
12 0,0 0,0 14,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
13 0,0 0,0 31,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
14 Zatoka Lubecka 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1 0,0 0,0 0,0 0,0
15 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,6 75,1 0,0 0,0 0,0
16 0,0 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 6,2 0,0 79,5 0,0 0,0
17 Y, 0,0 0,0 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 7,2 80,0 0,0 0,0 0,0

Zatoka Kilonska
18 0,0 0,0 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 8,5 0,0 0,0 0,0 0,0
19 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 41 0,0 0,0 0,0 0,0
20 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,5 60,8 0,0 0,0 0,0
21 Zatoka Gdanska| 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,7 116,3 0,0 63,9 157,9 0,0 2,4
22 0,0 0,0 9,4 5,3 0,0 0,0 0,0 11,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Maty Bett

23 0,0 0,0 8,0 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 tawica Orta 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 163,6 0,0 0,0 0,0
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Podsumowanie i wnioski

Wynikiem przeprowadzonych badan sg trzy w pelni opracowane i zwalidowane metody
analizy wybranych materiatbw wybuchowych i produktow ich degradacji z probek osadow

dennych (tab. 31).

Podczas analizy mieszaniny zwigzkdw za pomoca LC-MS/MS z jonizacja ESI jony od
TNT i TNBA maskowane sg przez jony innych badanych zwigzkoéw wystepujacych
W mieszaninie. Z tego powodu to zrddlo jonizacji nie nadaje si¢ do analizy probek

srodowiskowych.

Tabela 31. Mozliwo$ci wyboru metody analitycznej podczas analizy materialow wybuchowych
i produktow ich rozkladu w osadach dennych.

Nazwa Metody analizy opracowane w trakcie rozprawy doktorskiej

AL LC-APCI-MS/MS LC-ESI-MS/MS GC-EI-MS/MS
RDX ++ ++ —
HMX ++ ++ -
TNT ++ ++/— ++
TNBA ++ ++/— -
4-NT - - ++
1,3-DNB = = e
1,3,5-TNB ~ ~ ++
2,4-DNT = = e
2,6-DNT - - ++
2,4-DNA R e 0

»— —analiza §ladowa niemozliwa, ,,++” — bardzo dobra metoda analizy, ,,+” — dobra metoda analizy,
.+~ — bardzo dobra metoda analizy w przypadku gdy w probee nieobecne sa RDX i HMX

Analiza z wykorzystaniem chromatografu gazowego sprzezonego z tandemowym
spektrometrem mas pracujagcym w trybie monitorowania reakcji nastgpczych zostala
z powodzeniem zastosowana do analizy probek osadu dennego w celu zbadania zawartosci

takich analitow jak: TNT; 2,4-DNA; 4-NT; 2,4-DNT; 2,6-DNT; 1,3-DNB; 1,3,5-TNB.
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Opracowana procedura postepowania jest nastepujaca:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Probki osadéw dennych po pobraniu nalezy zamrozi¢ i W takiej postaci dostarczy¢ do
laboratorium analitycznego.

W celu dokonania analizy, probki po wyjeciu z zamrazarki pozostawi¢ W temperaturze
pokojowej do rozmrozenia.

Rozmrozone probki nalezy odwirowaé¢ dwukrotnie z predkoscig 2000 obr/min przez
10 minut, a wode porowa oddzieli¢ przez dekantacje znad osadu.

Probke osadu nalezy zhomogenizowa¢ i nast¢pnie przygotowaé odpowiedniag liczbe
porcji po 10 g kazda. Jedng z nich umiesci¢ nalezy w szklanej zlewce, a pozostale,
przeznaczone do analizy, w naczyniach ekstrakcyjnych.

Probke przygotowana do okreslenia suchej masy nalezy umie$ci¢ W suszarce w temp.
70°C i przeprowadza¢ pomiar kontrolny masy co 24 godziny. Po uzyskaniu jednakowej
wartosci dla dwoch kolejnych pomiarow, obliczy¢ zawarto$¢ wody w probee.

Do prébki w naczyniu ekstrakcyjnym nalezy doda¢ okoto 6,7 mL chloroformu i podda¢
wytrzasaniu za pomocg na wytrzasarki przez 10 minut.

Po wytrzgsaniu odwirowujemy probke z predkoscig 3000 obr/min przez 5 minut.
Warstwe organiczng oddzielamy od osadu przez sgczenie przy uzyciu bibuly filtracyjne;j
Whatman nr 5.

Osad, ktory pozostal w naczyniu ekstrakcyjnym nalezy podda¢ powtdrnie czynnosciom

opisanym w punktach 6-8.

10) Uzyskane ekstrakty nalezy polaczy¢ i osuszy¢ bezwodnym siarczanem magnezu przez

30 minut, a nastepnie odwirowac z predkoscig 3000 obr/min przez 5 minut.

11) Osuszony ekstrakt nalezy przesaczy¢ przy uzyciu bibuty filtracyjnej Whatman nr 5 do

kolby miarowej o pojemnosci 25 mL i uzupehié¢ chloroformem do kreski.

12) W nastgpnym etapie nalezy pobra¢ 15 mL ekstraktu i zatgzy¢ go 7,5-krotnie w tagodnym

strumieniu azotu do objetosci 2 mL.

13) 1,5 mL zat¢zonego ekstraktu organicznego nalezy przenies¢ do fiolki o pojemnosci 2 mL,

po czym doda¢ 20 pL wczesniej przygotowanego roztworu standardu wewnetrznego
(C12).

14) Napeiong fiolke nalezy umiesci¢ w automatycznym podajniku probek GC-EI-MS/MS

I poddac¢ analizie z zastosowaniem opracowanego wczesniej trybu MRM.
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Analiza z wykorzystaniem chromatografu cieczowego sprzezonego z tandemowym
spektrometrem mas pracujagcym w trybie monitorowania reakcji nastgpczych zostala
pomyslnie zastosowana do analizy probek osadu dennego w celu zbadania zawartos$ci takich
analitow jak: TNT; 2,4-DNA; TNBA; RDX i HMX. Opracowana procedura postepowania jest
nastgpujaca:

1) Probki osadéw dennych po pobraniu nalezy zamrozi¢ i w takiej postaci dostarczy¢ do
laboratorium analitycznego.

2) W celu dokonania analizy, probki po wyjeciu z zamrazarki pozostawi¢ W temperaturze
pokojowej do rozmrozenia.

3) Rozmrozone probki nalezy odwirowaé dwukrotnie z predkosciag 2000 obr/min przez
10 minut, a wod¢ porowa oddzieli¢ przez dekantacje znad osadu.

4) Probke osadu nalezy zhomogenizowac i nastepnie przygotowaé¢ odpowiednig liczbe
porcji po 10 g kazda. Jedna z nich umiesci¢ nalezy w szklanej zlewce, a pozostate,
przeznaczone do analizy, w naczyniach ekstrakcyjnych.

5) Probke przygotowang do okreslenia suchej masy nalezy umiesci¢ W suszarce w temp.
70°C i przeprowadza¢ pomiar kontrolny masy co 24 godziny. Po uzyskaniu jednakowej
wartosci dla dwoch kolejnych pomiarow, obliczy¢ zawarto$¢ wody w probee.

6) Do odwazonej probki w naczyniu ekstrakcyjnym nalezy dodaé¢ okoto 20 mL acetonitrylu
I umiescic¢ ja w aparacie do ekstrakcji wspomaganej mikrofalami na 1 minute.

7) Warstwe organiczng nalezy oddzieli¢ od osadu przez dekantacje i saczenie przy uzyciu
bibuly filtracyjnej Whatman nr 5.

8) Nastepnie uzyskany ekstrakt nalezy przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL
I uzupetni¢ acetonitrylem do kreski.

9) W nastepnym etapie nalezy pobrac¢ 15 mL ekstraktu i zatgzy¢ go 7,5-krotnie w tagodnym
strumieniu azotu do objetosci 2 mL.

10) 1,5 mL zat¢zonego ekstraktu organicznego nalezy przenies$¢ do fiolki o pojemnosci 2 mL,
po czym doda¢ 20 pL. wczes$niej przygotowanego roztworu standardu wewnetrznego
(DMMP).

11) Napelniong fiolkg¢ nalezy wumieSci¢ w automatycznym podajniku  probek
LC-APCI-MS/MS i podda¢ analizie z zastosowaniem opracowanego wczesniej trybu
MRM.
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Na podstawie wynikow uzyskanych i1 przedstawionych w cze$ci do$wiadczalnej oraz

W podsumowaniu mozna sformutowac nastepujace wnioski:

Opracowane metody analizy materiatbw wybuchowych 1 produktow ich degradacji
pozwalajg na identyfikacje¢ i 0znaczenie analizowanych zwigzkéw na bardzo niskich
poziomach stezen (rzedu pojedynczych ng/g suchego osadu) zaréwno w probkach
laboratoryjnych, jak i sSrodowiskowych.

Biorac pod uwage takie parametry jak: czas ekstrakcji, koszty aparatury, ilo$¢
wykorzystywanych rozpuszczalnikow, a takze granice oznaczalno$ci i wykrywalnosci
mozna stwierdzi¢, ze najlepsza metoda przygotowania probki osadéw dennych do
analizy za pomoca GC-EI-MS/MS jest ekstrakcja ciato stale — ciecz, a za pomoca
LC-APCI-MS/MS ekstrakcja polarnym rozpuszczalnikiem wspomagana mikrofalami.
Stwierdzono, ze nie ma mozliwos$ci analizy $ladowych ilosci TNBA, RDX
i HMX za pomocg GC-MS/MS z powodu ich rozkladu termicznego
w dozowniku chromatografu. Podczas analizy za pomocg LC-MS/MS zwiazki takie jak
4-NT; 2,4-DNT; 2,6-DNT; 1,3-DNB; 1,3,5-TNB nie tworzyly podczas procesu
jonizacji wystarczajaco intensywnego sygnalu analitycznego, aby oznacza¢ je na
poziomie sladowym.

W przypadku analizy prébek srodowiskowych za pomocg GC-MS/MS, sygnat
analityczny otrzymany dla 1,3,5-TNB pochodzit z sumy ilosci tego zwigzku i TNBA.

Zastosowanie jonizacji APCI pozwala na osiggnigcie zblizonych granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci w przypadku analizy RDX i HMX, jak w przypadku analizy
z wykorzystaniem jonizacji ESI. Jednakze, podczas analizy TNT i produktéw jego
degradacji z zastosowaniem LC-APCI-MS/MS granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci
sg 0d 1,9 - 12 razy mniejsze niz odpowiednie granice podczas analizy z wykorzystaniem
jonizacji ESI.

Sladowe ilosci TNT oraz 2,4-DNA moga by¢ analizowane zaréwno za pomoca
chromatografii cieczowej, jak i gazowej. Jednakze, chromatografia cieczowa dla
2,4-DNA pozwala na osiaggnigcie LOD i LOQ 181 razy mniejszych warto$ci w stosunku

do chromatografii gazowe;j.
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e W wyniku analizy probek srodowiskowych stwierdzono, ze spos$rod przebadanych
obszarow Battyku najwigkszym skazeniem charakteryzuje si¢ Glebia Bornholmska.
W tamtejszych osadach dennych wykryto najwigksze st¢zenia badanych materiatow
wybuchowych i produktow ich degradacji.

e Na podstawie analizy probek srodowiskowych, ze wzgledu na obecno$s¢ HMX,
przypuszcza¢ mozna, iz podczas drugiej wojny §wiatowej RDX syntezowano poprzez

zastosowanie procesu Banchmanna (proces KA).
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STRESZCZENIE

Gtownym celem pracy byto opracowanie, walidacja i porownanie metod analitycznych
wykorzystywanych do analizy materiatow wybuchowych 1 produktow ich przemian w osadach

dennych.

W pierwszym etapie badan opracowano i zoptymalizowano warunki analizy
chromatograficznej zwigzkow =z grupy materiatdbw wysokoenergetycznych. Ponadto
opracowano parametry analizy w trybie monitorowania reakcji nastepczych, ktory pozwala na
selektywne i specyficzne oznaczanie materiatdw wybuchowych i produktow ich degradacji

nawet w tak skomplikowanej matrycy jak osady denne.

W drugim etapie badan dobrano odpowiednie parametry prowadzenia ekstrakcji
wybranych analitow dla czterech r6znych metod przygotowania probek. Nastepnie poréwnano
opracowane metody ze soba na podstawie takich parametrow jak: odzysk analitow, czas
ekstrakcji 1 probki oraz czas ekstrakcji 50 probek, a takze ilo§¢ zuzywanego rozpuszczalnika,
koszty ekstrakcji 1 aparatury oraz granice wykrywalno$ci i oznaczalno$ci w przeliczeniu na
1 gram suchej masy. W wyniku realizacji tego etapu badan zaproponowano najlepsze metody
przygotowania probek osadow dennych zawierajacych wybrane materialy wybuchowe

I produkty ich degradacji.

W trzecim etapie przeprowadzono walidacj¢ opracowanych metod analizy materiatow
wybuchowych i produktow ich degradacji uwzgledniajac takie parametry jak: dokladnos¢,
precyzja, powtarzalno$¢, specyficzno$¢, granica wykrywalno$ci, granica oznaczalnosci,

liniowo$¢ 1 jej zakres oraz czuto$¢ stwierdzajgc poprawnos¢ opracowanych metod.

Ostatnim etapem badan byla weryfikacja przydatnosci opracowanych procedur
analitycznych ~ poprzez  zastosowanie ich do analizy wybranych zwiazkéw

wysokoenergetycznych z probek osadow dennych pochodzacych z Morza Baltyckiego.

W wyniku analizy probek srodowiskowych stwierdzono, ze sposréd przebadanych
obszarow Baltyku najwigkszym skazeniem zwigzkami wysokoenergetycznymi 1 ich
pochodnymi charakteryzuje si¢ Glgbia Bornholmska. W tamtejszych osadach dennych wykryto

najwigksze stezenia badanych materialdéw wybuchowych i produktéow ich degradacji.
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ABSTRACT

The main aims of this research were determination, validation and comparison of
analytical methods used for analysis of explosives and their degradation products in sediment

samples.

In the first stage, analysis conditions were developed for liquid and gas chromatography.
In addition, analysis parameters were developed for multiple reaction monitoring, which allows
for the selective and specific determination of explosives and their degradation products in

complex matrix such as bottom sediments.

In the second stage of research, parameters of extraction for all analytes and for four
different methods of sample preparation were determined. Then the developed methods were
compared with each other on the basis of parameters such as: recovery, extraction times for
1 and 50 samples, amount of used solvents, general costs of extraction and instruments, limit
of detection and quantification. As a result of this stage, the best methods for preparation of

sediment samples containing explosives and their degradation products were proposed.

In the third stage, the developed methods were validated taking into account parameters
such as: accuracy, precision, repeatability, specificity, limits of detection and quantification,

linearity, range and sensitivity.

The last stage of the research was verification of the developed methods by applying
them to the analysis of selected high-energy compounds from sediment samples fished out from
the Baltic Sea.

As a result of the analysis of environmental samples, it was found that the Bornholm
Basin is characterized by the biggest pollution with high-energy compounds and their
derivatives. The highest concentrations of explosives and their degradation products were

detected in the sediments from this area.
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