Kurs: Techniki przygotowania probek w analizie zywnosci
metodami chromatografii gazowej i spektrometrii mas

Analiza fazy nadpowierzchniowe;
(headspace)
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Podziat technik ekstrakcyjnych
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Bezrozpuszczalnikowe metody ekstrakcji

[ METODY BEZROZPUSZCZALNIKOWE J
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Historia analizy fazy nadpowierzchniowe]

« 1939 — wskazania mozliwosci oznaczenia etanolu w parach nad roztworem (Harger i in..)
« 1958 — oznaczanie wodoru rozpuszczonego w wodzie technikg statycznego headspace i GC

» 1959 — oznaczenie produktow oksydacji lipidow w czipsach ziemniaczanych technikg statycznego
headspace (Etre)

* 1960 — po raz pierwszy uzyto terminu headspace (Stahl i in.)
« 1967 — pierwszy automatyczny podajnik probek do analiz headspace (Perkin Elmer, F-40)
« 1972-73 — opracowanie techniki dynamicznego headspace (Teranishi iin., Zlatkis i in.)

« 1989-90 — teoretyczne podstawy i opracowanie urzgdzenia do SPME (Pawliszyn i in.)
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Headspace statyczny — podstawy

Zmiany wspotczynnika podziatu mogg by¢ manipulowane poprzez zmiany parametrow analizy.
Prawa na ktérych opiera sie headspace to:

Prawo Daltona: catkowite ciSnienie mieszaniny gazow jest rowne sumie cisnien czgstkowych
gazow obecnych w mieszaninie — zawartosc¢ analitu w fazie nadpowierzchniowej jest
proporcjonalne do jego cisnienia czgstkowego

Prawo Raulta: ciSnienie par (czgstkowe) rozpuszczonej substancji nad roztworem jest
proporcjonalne do utamka molowego substancji w roztworze

(p; = P% * Xg))- Statg jest cisnienie par czystego analitu (gdy X, = 1), Odstepstwa od stanu
idealnego kompensuje wspotczynnik aktywnosci zwigzku i yi (p; = p% * v; * Xg)-

Prawo Henryego: W roztworach idealnie rozcienczonych istnieje zaleznosc¢ liniowa pomiedzy
cisnieniem czgstkowym a stezeniem molowym analitu:

pi=H*x, - postawa chromatografii i analizy fazy nadpowierzchniowe;

N

UNIWERSYTET . . )
Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
PRZYRODNICZY : v i
W POZNANIU dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska




eadspace statyczny — podstawy

, ika: STATIC
Wspdlne podstawy Termodynamlka HEADSPACE-GAS
teoretyczne: Podziat pomiedzy matryce

(we wszystkich technikach a faze ekstrahujaca

ekstrahent pozostaje w K. = a./as = C./C,

kontakcie z matrycg a analit
przenoszony jest pomiedzy

fazami)
C. Faza
organiczna
Fa Z a [l # WILEY-VCH
Cs wodna
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eadspace statyczny — podstawy

Wspotczynnik (stata) podziatu K

- - K=o

Ce
o “°| Vg Wspoiczynnik podziatu obrazuje rozktad masy analitu w
00, systemie dwufazowym
000 o 0o | «  Zalezy on od rozpuszczalnosci analitu w fazie statej
°Cpo00o| [°% g0 (ciektej).
C. b o 8Ooo o X OCQL VL
0 Pom8q Foo % - Zwigzki o dobrej rozpuszczalnosci w fazie statej (ciekiej)
C° o 9 © °°9 bedg miaty w fazie skondensowanej znacznie wigksze

stezenie niz w fazie gazowej (C >>C). Stad bedg miaty
bardzo duze wartosci K

CovV . =CV, +C;V;  Dla zwigzkow o matej rozpuszczalnosci w fazie
skondensowanej C, bedzie bliskie Cg

«  Wartosc¢ K wtedy bedzie niska
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Headspace statyczny — podstawy

Wspotczynnik (stata) podziatu K
K = C,/Cg

Stosunek faz 3

B= VeV,

Stezenie analitu w fazie gazowe;j :

Czutos¢ metody — zalezy of K i B — parametry te
mozemy zmieniac!!!

Cs = Co/(K+ B)

(K+ B) — state w danych warunkach C; = const * C,
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Objetosc¢ probki a czutosc

« Utamek fazowy &, =V /V,
. (V — objetosc probki, V,, — objetosc viali)
« O, =1/(1+B)

« Jesli fiolka napetniona jest w
50% to @, =0.5, 20% - 0.2 80%
-0.8

N

W POZNANIU

metody HS

K ., |a=
1/(K+B
)
0.20 [ 0.2 |0.238
0.8 |[2.222 | Wzrost czutosci ok. 10x w porownaniu do 0.2
1.0 (0.2 [0.2
0.8 (0.8 Wzrost czutosci ok. 4x w poréwnaniu do 0.2
20 (0.2 |0.041
0.8 | 0.049 | Wzrost czutosci o okoto 18% w stosunku do 0.2
250 (0.2 |0.0039
0.8 | 0.004 | Wzrost czutosci 0 1.5%
—— potsia T e Eoropeiska

UNIWERSYTET i
PRZYRODNICZY Fundusze I?uropejskle
dla Rozwoju Spotecznego




Wysalanie

Wysalanie poprawia czutosc¢ ale,

«  gtownie dla zwigzkow polarnych,

* muszg bycC stosowane wysokie stezenia soli,

«  dodatek soli wptywa roznie na rézne zwigzki i

 moze wptywac na liniowos¢ w oznaczeniach ilosciowych

Podobny efekt mozna uzyskac¢ dodajgc wody do roztworu w rozpuszczalniku organicznym,
mieszajgcym sie z wodg (zmniejsza sie wtedy rozpuszczalnos¢ zwigzku w takiej fazie)

SPME for Alcohols and Esters in Beer J. Agric. Food Chem., Vol. 46, No. 4, 1998
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Rozpuszczalnosc¢ analitu w matrycy

_#JNJ \L ,J l s
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CHROMATOGRAPHY
Figure 2.5. Analysis of three samples of an aqueous solution of cyclohexane (0.002 vol
%) and 14-dioxane (0.1 vol %) in a 223 mL vial: (A) 1.0 mL solution (f = 21.3); (B)
5.0mL solution (§ = 3.46); (C) 5.0 mL solution (f = 3.46) to which 2 g NaCl was added.

HS conditions: equilibration at 60°C, with shaker. Peaks: 1 = cyclohexane, 2 = 1,4-di-
oxane.
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Czutos¢ metody headspace

« Zmniejszenie wspotczynnika podziatu analitu w matrycy

« Zmniejszenie K najtatwiej osiggng¢ podwyzszajgc temperature probki (uwaga: temp. wrzenia
rozpuszczalnika, cisnienie, rozktad analitu)

« Zmiana pH matrycy

QObnizenie pH przeprowadza lotne kwasy w forme czgsteczkowq, podwyzszone pH poprawia
ekstraktywnosc¢ amin.

« Mieszanie

. Mieszanie zmniejsza czas potrzebny do osiggniecia rownowagi
Objetos¢ nastrzyku

« Objetos¢ naczynia headspace

. Reprezentatywnosc¢ probki

«  Wielokrotna ekstrakcja
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Calibration for hexanal in different matrices

Peak area

3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

water

y =15,082x - 25,219
R?=0,9991

350 -
300 | Oil
250
200
150
100

50

y=1,517x - 0,6432
R? = 0,9997

Peak area

T T T T T T 1 O
80 100 120 140 160 180 200 0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentration (mg/l) Concentration (mg/l)




Ustalanie stanu rownowagi

- Equilibration time

Y

Peak area (height)
Peak area, arbitrary units
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Figure 4-2. Equilibration time of aqueous solutions of toluene (2 ppm), with varying
volume. Thermostatting temperature: 60 °C. Headspace vial volume: 22.3 mL. Samp]e
volume: A = 20ml, B=50mL, C = 10.0mL.
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Dozowanie przez petle

Objetosc¢ nastrzykiwanej
probki — 1ml/3ml — wymiana
petli

«  Cisnienie prezuryzacji

«  Czas prezuryzaciji

«  (Czas wypetniania petli

«  Czas nastrzyku

«  Split

Przeptyw (carrier)

Figure 3-13. Principles of the pressure/loop system for headspace introduction into
the gas chromatograph [13]: (A) equilibration (standby), (B) pressurization, (C,)
sampling (loop filling), (C,) injection. CG = carrier gas, FR = flow/pressure regulator,
R = restrictor, V¥ = solenoid on/off valves, BR = backpressure regulator, 'R = variable
restrictor, V6 = six-port valve, SL = sample loop, SN = sampling needle, SV = sample
vial, COL = column.
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Headspace statyczny z sorbentem
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Headspace statyczny z sorbentem

70000000

60000000

50000000

40000000

30000000

20000000

10000000

0

Food Anal. Methods (2017) 10:2729-2734
DOT 10.1007/s12161-017-0838-x

2-nonenal

1 2 3 5 7 9 10

B ?2-nonenal

@ CrossMark

Static Headspace Extraction with Compounds Trapping
for the Analysis of Volatile Lipid Oxidation Products

Henryk Jelen! + Anna Gracka® - Barbara Myskéw '

N

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
W POZNANIU

Fundusze Europejskie
dla Rozwoju Spotecznego

Rzeczpospolita

- Polska

160000000

140000000

120000000

100000000

80000000

60000000

40000000

20000000

-20000000

Dofinansowane przez
Unie Europejska

(E)-2-nonenal

y = 3E+06x - 814601
RZ = 0,9993 /’

/

/

/ ¢ trap

W loop
Liniowa (trap)

/ Liniowa (loop)

/ y=143050x+ 19768

R?=0,9985

60




Analiza fazy nadpowierzchniowej z sorbentem

_ [Analyte]fiber
= [Analy te]headspace

_ [Analyte]headspace
56 [Analyte]sample

FIGURE 9.2 Schematic of the system for static headspace
extraction inside a sealed vial with a sorbent, an SPME fiber
in this example, collecting analyte vapors from the head-
space. Note the presence of two equilibria.
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eadspace statyczny

ZALETY:

k atwosc¢ automatyzaciji, standaryzacji,
dobra powtarzalnosc¢ I

Brak nielotnych zanieczyszczen @ @ -[

Nadaje sie do analizy zwigzkow o duzej i
sredniej lotnosci -—

WADY: - @
I

Wymaga osiggniecia stanu rownowagi
Dziatanie wysokiej temperatury na

termostatowane proby
Adsorpcja zwigzkow na membranie
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eadspace dynamiczny (P&T)

ZALETY:

Nie jest wymagane osiggniecie stanu
rownowagi

Wysoka czutosc (ppt)
WADY:
Specyfika adsorbenta

Artefakty powstajgce w czasie desorpcji
termicznej

Koniecznos¢ stosowania krioogniskowania

Maskowanie zwigzkow niskowrzgcych przy
elucji rozpuszczalnikiem
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Headspace dynamiczny (P&T)

Efektywnosc ekstrakcji Procent pozostajgcy w fazie wodnej

gazem zalezy od:

«  Rozpuszczalnosci Azot [ml/min] Objetosc [ml] CH,CI CHCl, CoHs 2-butanon
zwigzku w wodzie 13 0 100 100 100 100

*  Temperatury 13 6.5 67 94 71 100

. Sny jonowej 13 85 30 29 6 86

Objetosci gazu

T 5.95m| q 13 143 6 0 0 74

ypowo: 5-2oml wody, = — — o
gaz 40ml/min, czas < Rozpuszczalnos¢ w wodzie [%] 2 1 0.08 35
ekstrakcji 11 min. Temperatura wrzenia [°C] 40.1 61.3 80.1 79.6
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Porownanie metod analizy nadpowierzchniowej

1
) AT e
( | +] < l
vl -

: ¥ . || © |

=) @L\L U
Parameter Static Dynamic SPME

headspace headspace

Sensitivity ppm ppb-ppt ppb-ppt
Precision [%RSD] 1-50 1-30 1-15
Speed [min.] 30-60 30-120 1-30
Simplicity No No Yes
Equilibrium required Yes No No
Expense High High Low
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		Parameter

		Static headspace

		Dynamic headspace

		SPME



		Sensitivity

		ppm

		ppb-ppt

		ppb-ppt



		Precision [%RSD]

		1-50

		1-30

		1-15



		Speed [min.]

		30-60

		30-120

		1-30



		Simplicity

		No

		No

		Yes



		Equilibrium required

		Yes

		No

		No



		Expense

		High

		High

		Low






DZIEKUJE ZA UWAGE!

Materiat powstat w ramach projektu ,,Najlepsi z natury! Podnoszenie
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