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‘,‘TECHNIKI EKSTRAKCJI PROBEK STALYCH
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Analiza s'Iadowd: . \\ _

to dziat analizy chemicznej stanowigcy z
dotyczgcych sposobu pobierania i przygotowania probek,
stosowania metod oznaczania oraz techniki pracy laboratoryjnej,
w ktorej czystos¢ pomieszczenia, odczynnikow i sprzetu
odgrywajg zasadniczg role, prowadzacy do oznaczenia
sktadnikéw wystepujgcych w prébkach w stezeniu ponizej

100 ppm;
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Analiza s'Iadowah:

ma szczegolne znaczenie w ochronie sro ia,

w analizie materiatow biologicznych, przemysle materiatow
wysokiej czystosci, energetyce jagdrowej, elektronice, metalurgii,
geologii, archeologii, ...
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Analiza specjacyj’n_a:

proces identyfikacji i oznaczania roznych fizycznych
i chemicznych form wystepowania danego pierwiastka
w probce rzeczywistej;
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Analiza specjacyjna:

1. specjacja indywidualna
ma na celu rozrdznienie i oznaczenie wszystkich
indywidudw chemicznych zawierajgcych w swoim
sktadzie dany pierwiastek;
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Analiza specjacyj’na:

2. specjacja grupowa
oznaczanie sumy okreslonej formy wybranego
pierwiastka, np. Cr(lll) oraz Cr(VI);
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Analiza specjacyjna:

3. specjacja fizyczna
oznaczanie roznych form fizycznych tego samego
indywiduum chemicznego, np. formy: rozpuszczone,
zaadsorbowane, skompleksowane.
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Analiza specjacyjna:\\
N

specjacja szczegofowa lub wtasciwa
- prowadzi do oznaczenia konkretnych indywiduéw chemicz

specjacja dystrybucyjna
- dotyczy gtdwnie probek biologicznych, np. oznaczanie zawartosci metali
w poszczegolnych czesciach roslin;

specjacja funkcjonalna
- oznaczenie pierwiastkow o okreslonej aktywnosci chemicznej lub biologicznej;

specjacja operacyjna
- przeprowadzana, gdy chodzi o wydzielenie okreslonej grupy zwigzkow danego
pierwiastka;

specjacja cytologiczna
- frakcjonowanie probki na poziomie subkomorkowym i oznaczanie technikami
mikroanalitycznymi o duzej rozdzielczosci.
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Analiza specjacyjna:

formy specjacyjne wystepujgce w probkach statych moga
ulegac¢/ulegajg przemianie na inne
podczas rozdzielania sktadnikow
prowadzonego w celu przygotowania probek
do pomiaru.



Frakcjonowanie:

to okreslenie zawartosci pewnych grup zwigzkow danego
pierwiastka charakteryzujgcych sie podobng funkcjg lub
witasciwosciami (np. rozpuszczalnoscig w okreslonych
rozpuszczalnikach) bez okreslenia chemicznej natury
sktadnikow poszczegolnych grup;

frakcjonowanie chemiczne - zazwyczaj polega na kolejnych
ekstrakcjach roztworami o wzrastajgcej sile fugowania;



Frakcjonowanie: \

jest stosowane w badaniach srodowiskowych w celu

prognozowania zachowania metali obecnych w prébkach
statych;

poprzez symulacje warunkow srodowiskowych, zarowno
naturalnych, jak i zmienionych antropogenicznie,

mozliwe jest prognozowanie zagrozen wynikajgcych z obecnosci
metali ciezkich w réznych elementach srodowiska.



Ekstrakcja w badaniach srodowiska:

frakcjonowanie analitow z probek statych przeprowadzane
jest z zastosowaniem nastepujgcych technik:
1. ekstrakcja jednoetapowa;
2. ekstrakcja wieloetapowa:
a) ekstrakcja sekwencyjna,

b) ekstrakcja réwnolegta.




Ekstrakcja jednoetapowa:

jest stosowana do oznaczania frakcji biodostepnej oraz oceny
zdolnosci migracyjnych metali zwigzanych z fazg statg;

przeprowadzana jest najczesciej w badaniach gleb i innych
materiatow geologicznych, osadoéw morskich, osadow
komunalnych, odpadéw statych i probek roslinnych.



Ekstrakcja jednoetapowa:

jest realizowana przy uzyciu nastepujacych ekstrahentow:

1. niezbuforowanych roztworow soli:
MgCl,, CaCl,, NaNO,, NH,NO,, BaCl,,

2. roztwordw buforowych np. NH,OAc/AcOH,

3. roztworow zwigzkéw kompleksujgcych: EDTA, DTPA, EDTA-
AcOH/NH,OAc.




Ekstrakcja sekwencyjna:

jest stosowana w celu uzyskania informacji pozwalajacej

na poznanie form wystepowania metali, ich pochodzenia,

sposobu zwigzania ze sktadnikami matrycy, mozliwosci
uruchamiania i transportu;




Ekstrakcja sekwencyjna:

podstawowg metodg ekstrakcji sekwencyjnych,

do ktorej odwotuje sie wiekszos¢ autoréw zajmujacych sie
frakcjonowaniem metali w probkach statych, jest metoda
opracowana w 1979 roku przez A. Tessiera, P. Campbella

i M. Bisona do frakcjonowania metali matrycowych i sladowych
(Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn) obecnych w osadach dennych.

Tessier A., Campbell P, Bisson M., 1979: Sequential extraction procedure for the speciation
of particulate trace metals. Anal. Chem., 51(7): 844-851



Ekstrakcja sekwencyjna:

procedura zaproponowana przez Tessiera i jego zespot
umozliwia oznaczanie pieciu frakcji:
1. jonowymiennej

2. weglanowej,

3. tlenkowej,

4. organicznej i siarczkowej,
5. pozostatej;




Ekstrakcja sekwencyjna:

przy tym sposobie postepowania roznicowanych jest piec grup:
1. metale zaadsorbowane,

2. metale zwigzane z weglowodorami,

3. metale zwigzane z tlenkami Fe i Mn,

4. metale zwigzane ze skt. organicznymi i siarczkowymi,
5. metale zwigzane ze szkieletem mineralnym.




Ekstrakcja sekwencyjna - procedura:

1. 1M MgCl,, pH 7,0 lub 1 M NaOAc, pH 8,2

1:8 (m:v), 1h, temp. pokojowa, mieszanie ciggfte;

2. 1 M NaOAc/AcOH, pH 5
1:8 (m:v), 5h, temp. pokojowa, mieszanie ciggfe;
3. 0,04 M NHZOH-HCI/ZS% AcOH lub 0,3 M Na25204/0,175 M
cytrynian trisodu/0,025 M kwas cytrynowy
1:20 (m:v), 6h, 96 °C, mieszanie okresowe;
4. a) 0,02 M HNO;+30% H,0, pH 2 (HNO;) (3 ml+5ml)
b) 30% H,0, pH 2 (HNO,) (3 ml)
c)3,2M NH4ACOH/20% HNO, (5 ml),
1:8 (m:v), 2h, 3h, 0,5h, 85 °C, 85 °C, temp. pokojowa, mieszanie
okresowe;

5. HF + HCIO, (10 ml+ 2 ml)

1:12 (m:v), odparowanie do biatych dymow.




Ekstrakcja sekwencyjna:

pomiedzy poszczegdlnymi etapami probki odwirowywano
z predkoscig 10000 obrotéw na minute (30 min), roztwér znad
osadu oddzielano przy pomocy pipety i pozostawiano
do analizy;

osad przemywano wodg dejonizowang, ktorg po odwirowaniu
(30 min, 10000 obr/min.) odrzucano;

w poszczegolnych fakcjach oznaczano zawartosc: Cd, Co, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb i Zn z zastosowaniem atomowej spektrometrii
absorpcyjnej.



Ekstrakcja sekwencyjna:

na wydajnosc i powtarzalnosc¢ techniki ekstrakcji wieloetapowej
majg wplyw:

1. witasciwosci chemiczne, selektywnos¢ i wydajnosc
wybranych ekstrahentow,

2. kolejnosc poszczegodlnych krokow,

3. warunki pracy, takie jak: pH ekstrahentow, ich stezenia, czas
tugowania, stosunek mas ciata statego do roztworu,
temperatura ekstrakcji, rodzaj atmosfery nad roztworem,
sposob rozdziatu faz, itp.,

4. specyficzne , efekty matrycowe” zwigzane z zawartosciag faz
i pierwiastkow oraz readsorpcja.



Ekstrakcja sekwencyjna:

optymalizacja wydajnosci procesu ekstrakcji sekwencyjnej,
poza doborem odpowiedniego dla danej frakcji metali
ekstrahenta, polega na ocenie wptywu nastepujgcych
parametrow:

. pH roztworow,

. ich stezenie,

. temperatura ekstrakcji,

. czas fugowania,

. rodzaj atmosfery nad roztworem (powietrze, azot),

o 0 b W N

sposob rozdziatu faz: predkos¢ wirowania, czas wirowania,
a nawet rodzaj uzytych sgczkéw).




Ekstrakcja sekwencyjna:

w celu ujednolicenia warunkéw badan i uzyskiwania
porownywalnych wynikow na zlecenie The Standards,
Measurement and Testing Programme (dawniej BCR) Komisji
Europejskiej przeprowadzono miedzylaboratoryjne badania,

majgce na celu porownanie roznych procedur ekstrakcji
sekwencyjnej;




Ekstrakcja sekwencyjna:

na podstawie tych badan w roku 1997 stwierdzono,

ze najbardziej odpowiednim i wystarczajgcym sposobem
postepowania dla certyfikowanych prébek gleby jest
zastosowanie EDTA |lub kwasu octowego do zidentyfikowania

frakcji metali bioprzyswajalnych;




Ekstrakcja sekwencyjna:

w przypadku pozostatych rodzajow probek najlepsze wyniki
uzyskano po zastosowaniu trzyetapowej procedury:
1. CH,COOH;

2. NH,OH-HCl;
3. H,0,/CH,COONH,,

do zidentyfikowania i pomiaru zawartosci:
1. metali przyswajalnych i zwigzanych z weglanami;
2. metali wbudowanych w tlenki zelaza i manganu;
3. frakcji organicznej i siarczkowe;j.




Ekstrakcja sekwencyjna:

Stosowane sg rowniez procedury, w ktorych pierwszy etap
obejmuje tugowanie wodg dejonizowang w celu okreslenia ilosci
metali rozpuszczalnych w wodzie

- postepowanie to jest stosowane w przypadku prébek
srodowiskowych pobranych na terenach, na ktérych znaczacy
udziat ma parowanie.




Ekstrakcja sekwencyjna:

metoda SM&T nie precyzuje warunkow tugowania frakgji
pozostatej;

jej udziat mozna wyznaczy¢ na drodze obliczeniowej z roznicy
miedzy catkowitg zawartoscig metali a suma frakcji oznaczonych
lub po ekstrakcji mieszaning stezonych kwaséw np. HNO,

i HCIO,.

Metoda ta jest szeroko stosowana nie tylko do frakcjonowania
metali w osadach i glebach, ale rowniez w osadach sciekowych
pytach i popiotach.



Ekstrakcja sekwencyjna:

przeprowadzono rowniez badania, w ktorych zamiast
konwencjonalnego wytrzgsania probek i ogrzewania w tazni
wodnej, zastosowano ultradzwieki i energie mikrofalowg,
co umozliwito znaczne skrocenie czasu eksperymentow.




Ekstrakcja sekwencyjna - porownanie:

Warunki procesu fugowania

Frakcja / R ekstrakcja ekstrakcja
Etap zastosowany ekstrahent K Sl Cjal wspomagana wspomagana
ghuyeyland e mikrofalowo ultradzwiekowo
wymienna / 3 min
1 1I\g r:rzr;c;/vgll'_ll\f%CIz 1h,25 C 50% amplitudy 30s,90 W
weglanowa / 1 min
2 1M roztwor CH,COONa 5h,25 C o I-" q 30s,90 W
8 cm?, pH = 5 50% amplitudy
redukowalna / 7 min
3 0,04 M r-r NH,OH*HCI/ 6h,96 C 50% ampl.i'tudy 30s,90 W
25 % (w/w) r-r CH,COOH, 20 cm3
utlenialna / 7 min
) .4
0,02 M HNO, /30 % H,0, + 2h,85 C 50% amplitudy
4 30 % H,0, + 3h,8 C 3 min 30s,270 W
3,2Mr-r CH,COONa 30 min., 25 C I 10s,270 W

3 cm3/5 cm3+3 cm3+5 cm3

50% amplitudy




Ekstrakcja sekwencyjna - przyktady:

rozpuszczalniki stosowane w ekstrakcji sekwencyjnej probek

gleby i odpowiadajgce im frakcje:

Zrodto: J.Namiesnik, Przygotowanie probek srodowiskowych do analizy, WNT, Warszawa 2000

Tlenki manganu (zaokludowane)
Tlenki zelaza (zaokludowane)
Siarczany (1Y)

Pozostatos¢

Frakcja Ekstrahent
Wymienna KNO,
Zwigzki zaadsorbowane NaOH
Materia organiczna EDTA
Pozostatosc¢ HNO,
Rozpuszczalna w wodzie H,O
Wymienna KNO,
Materia organiczna Na,P,0,
Weglany, zwigzki zelaza (zaokludowane) EDTA

NH,OH-HCI/HNO,

Cytrynian sodu/NaHCO, /Na,S,0,
HNO,

HNO,/H,0,




Ekstrakcja sekwencyjna - przyktady:

Frakcja Ekstrahent
Materia organiczna i zwigzki humusowe HCO;7/S,0,*
Zwigzki humusowe NaOH

Weglany, wodorotlenki zelaza HCI

Siarczany(TV) NaOH (na goraco)
Wymienna Mg(NO;),
Materia organiczna NaOCl

Tlenki manganu NH,OH-HCI/HNO,
Tlenki zelaza (amorficzne) (NH,COO0),

Tlenki zelaza (krystaliczne)

kwas askorbinowy/bufor szczawianowy

Pozostatos¢ HCI/HF/HNO,
Wymienna NH,Ac
Weglany NaAc/HAc

Tlenki manganu

Tlenki zelaza (amorficzne)
Siarczany (IV) i materia organiczna
Pozostatos¢

NH,OH-HCI/HNO,
bufor szczawianowy
H,O,/HNO;/NH,Ac
HNO,




Ekstrakcja enzymatyczna:

przeprowadzenie sekwencji etapow tugowania

z wykorzystaniem enzymow, ktore prowadzi do wydzielenia
frakcji metali wbudowanych w odpowiednie zwigzki
organiczne hydrolizowane przez zastosowane enzymy.



Ekstrakcja enzymatyczna:

badania in vivo przeprowadzane na organizmach zywych

sg ograniczone wieloma czynnikami (szybki metabolizm
analizowanej probki, ktorg stanowi krew, mate stezenia
badanych substancji) i wymagajg zgody komisji etycznych
tworzone sg modele do badan in vitro, odtwarzajgce warunki
panujgce w przewodzie pokarmowym.




Ekstrakcja enzymatyczna:

stosowana jest w celu oszacowania biodostepnosci
mikroelementow, jak i pozostatych sktadnikdow pokarmowych
znajdujgcych sie gtownie w ciektych i statych produktach
pokarmowych.




Ekstrakcja enzymatyczna:

procedury ekstrakcji enzymatycznej majg rowniez
zastosowanie w analizie probek gleby

- sg przeprowadzane w celu oszacowania ilosci pierwiastkow
uwolnionych w uktfadzie trawiennym po przedostaniu sie gleby
do organizmu ludzkiego.




Ekstrakcja enzymatyczna:

biodostepnosc¢ (ang. oral bioavailability) wyraza stopien,
w jakim dany sktadnik odzywczy moze zostac:

1. uwolniony,
2. wchtoniety z przewodu pokarmowego,
3. wykorzystany przez organizm.




Ekstrakcja enzymatyczna:

w warunkach laboratoryjnych (in vitro) odtwarzane sg procesy
hydrolizy enzymatycznej zachodzgcej w poszczegdlnych
odcinkach ludzkiego uktadu pokarmowego;

najczesciej odtwarzane s3 dwa etapy trawienia obejmujace
zotadek i jelito cienkie lub trzy etapy, na ktore skfadajg sie
procesy zachodzgce w: jamie ustnej - zotgdku - jelicie cienkim
lub zotadku - jelicie cienkim - jelicie grubym.




Ekstrakcja enzymatyczna:

w czasie ekstrakcji enzymatycznej symulowane sg procesy
zachodzace w:

1. jamie ustnej, w ktorej wydzielana jest slina
slina zawiera a-amylaze slinowga oraz lipaze slinowa

czas zalegania pokarmu w jamie ustnej wynosi do kilku
minut,




Ekstrakcja enzymatyczna:

w czasie ekstrakcji enzymatycznej symulowane sg procesy
zachodzace w:

2.zotadku, w ktorym trawinie zachodzi dzieki obecnosci soku
zotgdkowego
sok zotgdkowy, zawiera pepsyne oraz kwas solny

czas przebywania pokarmu w zotgdku wynosi od 2 do 4 h,
rzadko do 16 h,




Ekstrakcja enzymatyczna:

3. dwunastnicy i jelicie cienkim, w ktorych przebiega na skutek
dziatania enzymow trzustkowych i soli zétciowych
sposrod enzymow trzustkowych najczesciej stosowane
53:
amylaza, lipaza, trypsyna, chymotrypsyna, pankreatyna,
bedgca mieszaning wczesniej wymienionych

czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim wynosi
od 1 do 6 h, najczesciej 2 h,

w jelicie cienkim zachodzi rowniez proces wchtaniania
substancji odzywczych,




Ekstrakcja enzymatyczna:

4. jelicie grubym, ktérego najwazniejszg funkcjg, z punktu
widzenia ekstrakcji enzymatycznej, sg: wchtanianie wody
i elektrolitow.




Ekstrakcja enzymatyczna - enzymy
i ich funkcje:

1. trawienie w jamie ustnej:
amylaza slinowa - rozpoczyna proces trawienia ztozonych
weglowodandw (skrobi i glikogenu),
lipaza slinowa - dziata na triacylo-glicerole,
lizozym - niszczy bakterie obecne w pokarmie;




Ekstrakcja enzymatyczna - enzymy
i ich funkcje:

2. trawienie zotagdkowe:

pepsyna - rozktada duze czasteczki biatek na mniejsze
czasteczki peptydow,
renina - powoduje ona zmiany w strukturze kazein,

lipaza zotgdkowa - bierze udziat we wstepnym trawieniu
ttuszczow,

pH soku zotgdkowego miesci sie w zakresie 1 - 2;




Ekstrakcja enzymatyczna enzymy
i ich funkcje:

3. trawienie jelitowe:
proteazy trzustkowe - rozktadajg polipeptydy do aminokwasow:
trypsyna - rozszczepia Wwigzania peptydowe z udziatem
aminokwasow: lizyny lub argininy,
chymotrypsyna - produktem jej dziatania jest mieszanina
oligopeptydow, czyli krotkich tancuchow aminokwasowych,
karboksypeptydaza - odszczepia po jednym aminokwasie
od konca tancucha peptydowego,
amylazy trzustkowe: diastaza, maltaza i laktaza - rozktadaja
ostatecznie weglowodany na cukry proste
lipazy trzustkowe - rozktadajg ttuszcze do kwasow ttuszczowych
i gliceroli
sok trzustkowy jest bezbarwnym ptynem o alkalicznym odczynie
(pH 8,0 - 8,3)
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Ekstrakcja enzymatyczna:

v kwasowo$¢ ekstrahentéw regulowana jest poprzez dodatek
wtasciwych kwaséw lub zasad (najczesciej HCI i NaHCO,);

v procesy  ekstrakcji  enzymatycznej przeprowadzane
sg W temperaturze zblizonej do cieptoty ludzkiego ciata, czyli
w temperaturze 37 °C; temperatura utrzymywana jest
najczesciej za pomoca fazni wodnej;

v’ mieszanie odbywa sie najczesciej z zastosowaniem
mieszadta magnetycznego lub wytrzasarek.



Ekstrakcja enzymatyczna:

sztuczne modele przewodu pokarmowego mogg by¢ bardzo
proste (symulacja procesow trawiennych odbywa sie

w prostych naczyniach laboratoryjnych), lub ztozone tj.:

takie, dla ktorych kontrole prowadzonych procesow
przeprowadza sie z poziomu komputera, prowadzi sie symulacje
ruchéw perystaltycznych jelit, odtwarza sie procesy wchtfaniania
sktadnikow pokarmowych.




Ekstrakcja enzymatyczna
— modele przewodu pokarmowego:

Sivieri K., Bianchi F., Rossi E.A., Fermentation by gut microbiota cultured in a simulator of the human intestinal microbial ecosystem is
improved probiotic Enterococcus faecium CRL 183. Functional foods in health and disease, 2011, 10, 389-402.



Ekstrakcja enzymatyczna
— modele przewodu pokarmowego:

(1) przedziat zotagdkowy;

(2) symulacja ruchdéw Scian zotadka;

(3) enzymy: lipaza i pepsyna;

(4) elektroda kontrolujgca pH

w przedziale zotgdka;

(5) przejscie do dwunastnicy — symulacja
zwieracza;

(6) dwunastnica wraz z symulacjg ruchéw
perystaltycznych;

(7) elektroda kontrolujgca pH w przedziale
dwunastnicy;

(8) enzym pankreatyna i z6t¢;

(9) jelito czcze wraz z symulacjg ruchéw
perystaltycznych.;

(10) elektroda kontrolujgca pH w przedziale
jelita czczego;

(11) jelito krete wraz z symulacjg ruchow
perystaltycznych;

(12) elektroda kontrolujgca pH w przedziale
jelita kretego;

(13) symulacja ujscia kretnico-katniczego;

DominyN.J., Davoust E., MinekusM., Adaptive function of soil (14) ﬁltry;

consuption: an in vitro study modeling the human stomach and small : ”
intestine. J Experim Biol, 2004, 207, 319-324 (15) membrany typu ”hO”OW fibers




Ekstrakcja enzymatyczna:

na wydajnosc¢ procesow ekstrakcji enzymatycznej bezposredni
wplyw maja:

1. temperatura,
2. odczyn roztworow
(wptywajgcy m.in. na aktywnos¢ enzymow),
3. stezenie enzymu,
4. czas trwania ekstrakcji/hydrolizy.




Ekstrakcja enzymatyczna:

przeprowadzana z uzyciem modeli przewodu pokarmowego
in vitro, jest tanszg, szybszg i bardziej powtarzalng alternatywa
badan przeprowadzanych z udziatem ludzi i zwierzat;

wyniki oszacowania biodostepnosci sktadnikéw dzywczych,
w tym pierwiastkow sladowych, s3g istotne z punktu widzenia
dietetykdéw, farmaceutéw i toksykologow;

w przypadku zastosowania procedury sekwencyjnej pozwala na
frakcjonowanie analitow, natomiast selektywnos¢ enzymow
pozwala na fugowanie niektorych form specjacyjnych
oznaczanych indywidudw.



Ekstrakcja enzymatyczna:

Najczesciej bada sie biodostepnosc:

1. sktadnikow pokarmowych, takich jak:
- sole mineralne,
- witaminy,
- biatka,

2. przeciwutleniaczy,

3. pestycydow,

4. toksyn.

Modele in vitro uktadu trawiennego cztowieka wykorzystywane
sg rowniez do oceny stopnia przezycia bakterii w Srodowisku
sztucznego uktadu pokarmowego cztowieka, a takze do badania

fizycznych i chemicznych zmian zywnosci.




Badane materiaty:

1. warzywa:
pomidory, papryka, marchew, zielone warzywa lisciaste
(w tym szpinak), groch, soja, ciecierzyca, czerwona fasola, fasolka mung,
sorgo cukrowe, rozne odmiany ryzu;

2. owoce, orzechy:
jabtka, mango, pomarancze, papaja, orzechy laskowe, brazylijskie,
nerkowca, wtoskie;

3. ryby, skorupiaki i wodorosty

4. produkty specjalnego przeznaczenia zywieniowego

dania w stoiczkach przeznaczone dla niemowlat, produkty
bezglutenowe, produkty dla diabetykow;

5. herbaty mrozone i zielone, mieszanki mleka sojowego, soki
owocowe i warzywne, oliwa z oliwek.




. Oznaczane substancje - przyktady:

1. zwigzki fenolowe, w tym antyoksydanty polifenolowe-
katechiny, izoflawony, flawan-3-ole,

2. karotenoidy, w tym: a-karoten, B-karoten, likopen, B-
kryptoksantyna, luteina, zeaksantyna, wiolaksantyna,
neoksantyna,

3. saponiny,

4. witaminy, np.: witamina A, C, D,,

5. mikroelementy i makroelementy, najczesciej: Fe, Zn, Cu, Mn,
Se, As, Cd, Hg, Pb, F, Ca, Mg;

6. pestycydy chloroorganiczne.



Najczesciej stosowane metody
oznaczen:

1. wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC),

2. atomowa spektrometria absorpcyjna (AAS),

3. spektrometria mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie
sprzezonej (ICP-MS),

4. optyczna spektrometria emisyjna ze wzbudzeniem
w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP-OES)

5. techniki sprzezone: HPLC-UV/VIS i HPLC-ICP-MS.




Ekstrakcja enzymatyczna - przyktady:

; . j Enzym
Rodzaj analitu Prébka/matryca il raenia pH
Cu, Fe, Mg, Zn omutek, miesien k(?lenia, pro'naza E/
watroba kolenia, lipaza 7,4
Ag, As, Cd, Pb . 1 A )
wtosy ludzkie -trawienie jelitowe
trypsyna 0,1M
Specjacja As odzywki dla dzieci /pankreatyna wodoroweglan
-trawienie jelitowe amonu
Spelcjacialse odzywki wzbogacone : pepsyna 5
selenem -trawienie zotgdkowe
pronaza E/
Se drozdze, ostrygi, omutek subtilizyna 7,4
-trawienie jelitowe
—t , trypsyna
As, specjacja As ryby, kolen LRI e 7,4
pepsyna 1
Al, Cr, Mn, Pb, Zn, As, matze -trawienie zotgdkowe 9 (As, Cd, Cu,
Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn pankreatyna/amylaza/ Fe, Ni)
lipaza/pancreatyna 6 (Al, Cr, Mn,
-trawienie jelitowe Pb, Zn)




Ekstrakcja enzymatyczna - przyktady:

: . . Enzym
Rodzaj analitu Prébka/matryca L tzhi-thatietiia pH
pepsyna 1,75
K, Mn, Zn, Fe, Na pszenica -trawienie zotgdkowe
pankreatyna 7,0
-trawienie jelitowe
pepsyna 3,5
Pb, Cu wina -trawienie zotgdkowe
pankreatyna+amylaza 7,4
-trawienie jelitowe
pepsyna 2,1
Se, specjacja Se | pieczarka dwuzarodnikowa -trawienie zotgdkowe
wzbogacona selenem trypsyna 7,4
-trawienie jelitowe
pronaza E 7,4
-trawienie jelitowe
pepsyna 2,5
As gleba -trawienie zotgdkowe
pankreatyna 7,0

-trawienie jelitowe




QUEChERS:

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe;

opracowana w 2003 roku przez zespot pod kierunkiem
prof. Anastassiadesa ;

jako alternatywna metoda ekstrakcji pestycydow z owocow
| warzyw.

Anastassiades, M.; Lehotay, S. J.; Stajnbaher, D.; Schenck, F. J.

Fast and Easy Multiresidue Method Employing Acetonitrile Extraction/Partitioning and
“Dispersive Solid-Phase Extraction” for the Determination of Pesticide Residues in Produce.
J. AOAC Int. 2003, 86(2), 412-431.



QUEChERS:
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Procedura QUEChERS:

etap 1: ekstrakcja

1. homogenizacja prébki, umieszczenie 10 g probki w probowce,
2. dodanie 10 cm? acetonityrlu, homogenizacja (1 min.),

3. dodanie wzorca wewnetrznego (fosforan trifenylu),
4

. przeniesienie probki do probowki zawierajace;j
4g MgS0O, i 1g NaCl — wysolenie, usuniecie wody,

5. wytrzasanie (1 min.),

6. odwirowanie,




Procedura QUEChERS:

etap 2: oczyszczanie

1. przeniesienie porcji ekstraktu (1 cm3) do prébdwki zawierajace;j
MgSO, i odczynnik pozwalajgcy na usuniecie kwasdw organicznych,
cukréw i kwasow ttuszczowych - aminy,

2. wytrzgsanie (30 s),
3. odwirowywanie,
4. oznaczenie (GC-MS lub LC-MS).




Procedura QUEChERS:

Step 1: Extraction

ool gl R i R e R el
S0 sta to an
place 109 in and mix lﬂm

a 50 mL reagent tube

Step 2: Clean-Up

http://www.perkinelmer.com/catalog



Zastosowania QUEChERS:

izolacja zwigzkéw organicznych (obecnie okoto 200 réznych
zwigzkow) niebezpiecznych dla ludzi i Srodowiska
z probek srodowiskowych, takich jak:

v’ gleba,
v’ osady,
v wodly,
v’ owoce,
v’ warzywa.
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