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SANTRUMPOS

DCh — dujy chromatografija

Dz — ditizonas

EDTA - etilendiaminotetraacto riigstis

En — etilendiaminas

EOS — elektroosmosinis srautas

ESCh — efektyvioji skys¢iy chromatografija
ETAAS — elektroterminé atominé absorbcing spektroskopija
ICP — induktyviai suzadinta plazma

MS — masiy spektrometrija

KE — kapiliarin¢ elektroforezé

PEEK - poli(eterio-eterio-ketonas)

PEI — polietileniminas

SFME — skystafazé¢ mikroekstrakcija

SSE — skysciy-skysciy ekstrakcija



IVADAS

Tobul¢jant analizés metodams ir aparatiirai, méginio paruoSimas tampa
ilgiausia ir sudétingiausia Siuolaikinés analizés stadija, uZimancia iki dviejy
trecdaliy bendros analizés trukmes ir salygojancia apie puse analizés paklaidos.
Todél viena 1§ pagrindiniy pastarojo deSimtmecio analizinés chemijos
vystymosi krypCiy — naujy, efektyviy méginio paruoSimo analizei metody
paieska, tyrimas, jy adaptavimas naujiems analiz€és metodams ir taikymas
siekiant padidinti analizés atrankumg ir jautri, pagreitinti, palengvinti ir
atpiginti analiz¢. Neabejotinai populiariausiu iSskyrimo ir koncentravimo
metodu yra ekstrakcija. Taciau jprastiniai ekstrakcijos metodai (ekstrakcija
skysciais, Soksleto ekstrakcija, kietafaz¢ ekstrakcija) reikalauja daug laiko bei
darbo sgnaudy, juose sunaudojama daug brangiy, toksisky organiniy tirpikliy
ir/arba sorbenty. Todé¢l pastaraisiais metais didelis démesys skiriamas
ekstrakcijos metody miniatiiirizacijai. Vienas i§ paprasciausiy ir populiariausiy
miniatifirizuoty ekstrakcijos metody — mikroekstrakcija tirpiklio lagu. Siame
metode organinio tirpiklio lasas yra ,,pakabinamas® ant mikroSvirksto adatos
galo maiSomame meéginio tirpale arba méginio virSerdveéje. Po ekstrakcijos,
tirpiklio lasas v¢l jtraukiamas ] mikroSvirkSto adata, suleidziamas j dujy arba
skys€iy chromatografg ir analizuojamas.

Skirtingai nei klasikingje skysciy-skysciy ekstrakcijoje, mikroekstrakcijoje
tirpiklio laSu dél labai maZo ekstrahento tiirio analit¢ niekuomet
neisekstrahuojama pilnai. Tai yra taip vadinamas pusiausvyriosios ekstrakcijos
metodas, kai ekstrakcijos metu analité pasiskirsto tarp 2-jy (tiesioginé
mikroekstrakcija) arba 3-jy (miksroekstrakcija 1§ virSerdvés) faziy.
Priklausomai nuo analités prigimties, ekstrahento savybiy, ekstrakcijos salygy
ir pan., paprastai iSekstrahuojama tik palyginti nedidelé méginyje esancios
analités dalis - nuo keliy iki keliolikos procenty nuo bendro jos kiekio. Tai
reiSkia, kad Siame metode yra rezervas padidinti iSekstrahuotos analités kiekj ir

taip pagerinti analizés jautrj. Be abejo, norint efektyviai iSnaudoti Sias



galimybes, bitina ne tik identifikuoti pagrindinius ekstrakcijos efektyvuma
Siame metode jtakojancius veiksnius, bet ir jvertinti ty veiksniy jtaka.

Nors mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodas labai paprastas, greitas ir
pigus, iki Siol jis beveik iSimtinai buvo taikomas tik organiniy junginiy
ekstrakcijai ir jy nustatymui dujy arba skys¢iy chromatografijos metodais.
Keletas darby, kuriuose mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodas buvo taikytas
metaly kompleksy ekstrakcijai apjungiant jj su elektroterminio iSgarinimo
spektrine analize greiiau tik iSimtis 1§ taisyklés. Metodo taikymg platesniam
anali¢iy bei analizés metody spektrui riboja tai, kad ekstrakcijai naudojami
nepoliniai organiniai tirpikliai, kuriuose blogai tirpsta arba visiSkai netirpsta
poliskesnés analités. Be to, organiniai ekstraktai visiSkai nesuderinami su kai
kuriais analizés metodais. Pavyzdziui, norint §§ metodg apjungti su labai
populiariais  kapiliarinés  elektroforezés,  micelinés  elektrokinetinés
chromatografijos ar jony chromatografijos metodais, biitina papildoma
iSekstrahuoty analiCiy reekstrakcija 1§ organinés | vandenine faze. Be abejonés,
ekstrahuojant tiesiogiai 1§ tirpalo privalu naudoti nesimaiSancius su vandeniu
tirpiklius. Tuo tarpu ekstrahuojant i§ virSerdvés ekceptoriné fazé visiSkai
nekontaktuoja su meéginiu, todél Siame mikroekstrakcijos variante tirpikliy
pasirinkimui jau nebéra jokiy apribojimy. Tai atveria puikias perspektyvas
pritaikyti mikroekstrakcijos lasu i§ virSerdvés metoda lakiy labai poliniy
organiniy ir neorganiniy junginiy iSskyrimui ir koncentravimui ekstrahuojant
juos vandeniu ar kitais tinkamais tolimesnei analizei protoniniais tirpikliais.

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimuy tikslas —
nuodugniai iStirti mikroekstrakcijos 1§ virSerdvés vandens laSu metoda,
apjungti j; su kapiliarine elektroforeze bei pritaikyti lakiy neorganiniy junginiy

analizei.

Disertacinio darbo uZdaviniai:
1. TeoriS8kai pagristi ir eksperimentiS8kai jvertinti lakiy junginiy

mikroekstrakcijos 1asu 1§ virSerdvés ypatumus.



. Optimizuoti cianido ir amonio jony mikroekstrakcijos vandens laSu i$
virSerdvés ir jy nustatymo kapiliarinés elektroforezés metodu salygas.

. I8tirti ir optimizuoti silpnai suri§to cianido formos nustatyma apjungiant
ligandy mainus, mikroekstrakcija vandens lasu ir kapiliaring elektroforezg.

. Pritaikyti naujas analizines sistemas realiy méginiy analizei.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

. Mikroekstrakcija i§ virSerdvés vandens laSu reikSmingai praplecia
mikroekstrakcijos metody taikymo sritis.

. Efektyviausias budas mikroekstrakcijos i§ virSerdves efektyvumui pagerinti
— analités lakumo didinimas chemiSkai modifikuojant ja pries§ ekstrakcijg
ir/arba jos lakumo mazinimas modifikuojant jg akceptorinéje fazéje.

. Silpnai suriS§to cianido iSlaisvinimas panaudojus ligandy mainus
efektyvesnis ir atrankesnis uz $iuo metu taikomus cianidiniy kompleksy
suardymo metodus.

. Nauji cianido ir amonio jony mikroekstrakcijos vandens lasu/kapiliarinés

elektroforezés nustatymo metodai yra greiti, paprasti ir atrankds.



I. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mikroekstrakcija tirpiklio lasu

Siuolaikingje analizéje méginio paruosimas tampa ilgiausia ir
sudétingiausia analizés stadija, uzimancia iki dviejy trecdaliy bendros analizés
trukmeés ir salygojania apie pus¢ analizés paklaidos. Todé¢l pastaraisiais
deSimtmeciais ypatingas démesys skiriamas naujy, efektyviy méginio
paruoSimo analizei metody paieSkai, tyrimui ir jy taikymui. Neabejotinai
populiariausia méginio paruoSimo metody grupé yra ekstrakciniai metodai,
kuriuose anali¢iy iSskyrimas 1§ matricos yra pagristas nevienodu jy
pasiskirstymu tarp dviejy faziy. Seniausias, universaliausias bei iki §iy dieny
vis dar placiausiai naudojamas ekstrakcijos metodas - skysciy-skysciy
ekstrakcija (SSE). Taciau nepaisant plataus panaudojimo, klasikiné SSE yra
pakankamai sudétinga, ilgai trunka ir sunkiai automatizuojama [1]. Be to,
ekstrakcijos metu sunaudojami dideli brangiy ir kenksmingy organiniy tirpikliy
kiekiai [2]. Vienas 1§ efektyviausiy biidy paSalinti arba bent jau sumazinti
paminétus trikumus - metodo miniatidirizacija. 1990 m. buvo sukurtas pirmasis
miniatifirizuotas ekstrakcijos metodas: kanadieCiy mokslininkai [3] pasiiile
miniatilirizuotg  kietafazés ekstrakcijos metodo varianta — kietafaze
mikroekstrakcijg, kuri buvo komercializuota 1995 m. Sis novatoriskas, tirpikliy
visiSkai nenaudojantis metodas jgijo milziniS§kg populiarumg ir inicijavo
tyrimus, skirtus ir kity ekstrakcijos metody miniatidirizacijai. Pirmoji
miniatifirizuota skysCiy-skysciy ekstrakcijos sistema buvo pasitlyta 1996 m.
[4]. Kadangi ekstrahentu buvo naudojamas organinio tirpiklio lasas, metodas
buvo pavadintas mikroekstrakcija tirpiklio lasu. Per pastaruosius 14 mety
atsirado visa eilé metodo modifikacijy, todél visos miniatitirizuotos skysciy-
skys€iy  ekstrakcijos sistemos bendrai dar vadinamos skystafaze
mikroekstrakcija (SFME). Siuo metu iskiriamos dvi pagrindinés SEME riiys:
mikroekstrakcija tirpiklio lasu ir mikroekstrakcija kapiliare. Siame darbe

apzvelgsime tik mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metody grupe.



Mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodo varianty klasifikacija pateikta 1.1
pav. Pagal ekstrakcijos procese dalyvaujanéiy faziy skaiciy iSskiriamos dviejy
ir trijy faziy sistemos. Dvifazéms sistemoms priskiriamos tiesioginio
panardinimo, nepertraukiamo srauto, lasas-lase ir tiesiogiai pakabinamo laso
metodai, o trifazéms - mikroekstrakcija lasu 1§ virSerdves, skysc¢iy-skysciy-
skys¢iy mikroekstrakcija bei jos kombinacija su tiesiogiai pakabinamo laSo
metodu [5], kuri pasitlyta visai neseniai ir atskirai nejtraukta j pateikta schema.
Placiausiai naudojami metodai - mikroekstrakcija tirpiklio lasu i§ virSerdvés
(~41% visy publikacijy) ir tiesioginio panardinimo (~38%) metodas. Kiti
variantai taikomi zymiai re€iau, grei¢iausiai d¢l jiems reikalingos papildomos
jrangos (pvz., siurblys biitinas nepertraukiamo srauto metodui), dél sudétingo
manipuliavimo labai mazais turiais arba todé¢l, kad jie nesuteikia jokiy esminiy

pranaSumy, lyginant su dviem pagrindiniais metodais.

Mikroekstrakcija
tirpiklio lasu

Dviejy Trijy
faziy faziy
. ) § . Tiesiogiai Skys¢iy —
Tlestoign'no Nepﬂ‘t.raulﬂamo Lasas —lase pakabingalm . I8 virferdvés skystiy -
panardinimo srauto laso skyscig

1.1 pav. Mikroekstrakcijos tirpiklio lasu metody klasifikacija.

1.1.1. Mikroekstrakcijos tirpiklio laSu buidai

1996 m. Liu ir Dasgupta [4] pirmieji pasiiilé mikroekstrakcing sistemag
lagas-lage. Siame metode nesimaiandio su vandeniu organinio tirpiklio
(chloroformo) lasas (~1,3 pL) patalpinamas didesniame vandeninio méginio
lase (1.2 pav.). Ekstrakcijos metu méginio fazé¢ nuolatos atnaujinama. Po
anali¢iy ekstrakcijos/sukoncentravimo organinis laSas buvo analizuojamas dujy

chromatografijos (DCh) metodu. Pagrindiniai Sios sistemos privalumai —
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sunaudojamas minimalus organinio tirpiklio kiekis bei galimybé automatizuoti
mikroekstrakcijos procediirg.

Tais paciais metais amerikie¢iy mokslininkai Jeannot ir Cantwell [6]
pasiiilé kita mikroekstrakcijos tirpiklio lasu biida, kuriame organinio tirpiklio
lasas (8 pL) patalpinamas ant jgaubto pavirSiaus tefloninio strypelio galo ir
pamerkiamas ] maiSomg vandeninj méginio tirpalg (1.3 pav.). Po ekstrakcijos
strypelis iStraukiamas 1§ tirpalo, organin¢ fazé¢ paimama mikroSvirkstu ir
fleidziama ] dujy chromatografg. Autoriai nustaté, kad ekstrakcijos

efektyvumas labai priklauso nuo méginio maiSymo greicio.

Vandeniné Chloroformas
faze

vamzdelis

Vandens
lagas >

1.2 pav. LaSo lase mikroekstrakcinés sistemos schema [4].

>
Dangtelis —» g §
------------- & Teﬂom?
Organing L strypelis
faze 44— Buteliukas
Vandeniné P
poei MaiSymo
. strypelis

1.3 pav. Mikroekstrakcijos tirpiklio lasu sistema [6].
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Kadangi tefloninio strypelio naudojimas buvo nepatogus, véliau tie patys
autoriai pasiilé mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metoda, kuriame vietoj
tefloninio strypelio naudojamas paprastas mikroSvirkstas [7]. MikroSvirkStu
paimamas 1 pL organinio tirpiklio, mikro$virksto adata pamerkiama j maiSoma
meginio tirpalg ir tirpiklis i§stumiamas suformuojant ant adatos galiuko jo lasa
(1.4 pav.). Po ekstrakcijos, laSas jtraukiamas atgal j mikroSvirksto adatg ir
tiesiogiai jleidziamas ] dujy chromatografy tolimesnei analizei. Metodas buvo
pritaikytas karbofoso, 4-metilacetofenono, 4-nitrotolueno ir progesterono

analizei.

¢ laSas

DCh ; F Svirkéto
mikroSvirkstas . e
‘ +  adata
+_§..0rganinis

Vandeninis
tirpalas

+— Maisiklis

1.4 pav. Jeannot ir Cantwell 1997 m. pasiiilyta mikroekstrakcijos tirpiklio
lasu sistemos schema [7].

Tiesioginio panardinimo (daznai dar vadinama tiesiogine mikroekstrakcija)
mikroekstrakcijoje tirpiklio 1aSu naudojama labai paprasta ir nebrangi jranga:
ekstrakcijos buteliukas su dangteliu, maiSymo strypelis, magnetiné maiSykle,
mikroSvirkStas ir minimalus ekstrahuojancio tirpiklio turis. Vienas i§ Sio
metodo trikumy yra tai, kad naudojant didesnius méginio maiSymo greicius
ekstrahento lasas nebesilaiko ant mikroSvirksto adatos. Siekiant iSvengti Sios
problemos, Ahmadi su kolegomis [8] mikroekstrakcijai panaudojo 1 pL talpos
mikroSvirkstg (vietoje jprastinio 10 puL) su papildomai modifikuotu adatos
galiuku. Dirbant maZesnio tiirio mikroSvirk§tu pageré¢jo laSo tirio

atsikartojamumas, o adatos galiuko modifikavimas padidinant jo skerspjivio
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plotg labai pagerino laSo sukibimg su adata. Su tokia sistema sé¢kmingai galima
ekstrahuoti net 18 tirpaly, maiSomy iki 1700 aps/min greiciu.

Tiesioginio panardinimo mikroekstrakcijoje ekstrahento lasas tiesiogiai
kontaktuoja su zymiai didesniu vandeninio méginio turiu, todel tirpiklis turi
visiSkai nesimaiSyti su vandeniu. Tai reiSkia, jog Siame metode biitina naudoti
visiSkai nepolinius arba tik menkai polinius tirpiklius. D¢l Sios priezasties
metodas geriausiai tinka tik nepoliniy-vidutiniS§kai poliniy anali¢iy ekstrakcijai
1§ ganétinai nesudétingos matricos meéginiy.

He ir Lee [9] tyré 1,2,3-trichlorbenzeno ekstrakcija panaudodami du
skirtingus mikroekstrakcijos laSu budus. Pirmasis budas buvo pavadintas
statine SFME. Jame 1 pL tirpiklio laSas ant mikroS$virksto adatos galiuko buvo
merkiamas ] nemaiSomg vandeninj tirpalg. Kitame metode, vadinamame
dinamine SFME, | mikro§virksta su 1 pL tolueno buvo jtraukiama vandeninio
méginio porcija. Po to vandeniné fazé i§stumiama i§ $virksto. Si procedira
kartojama keletg karty. Procediiros pabaigoje, mikroS$virkste likes 1 pL tolueno
buvo ijleidziamas i dujy chromatografg tolimesnei analizei. Dinaminéje SFME
ekstrakcija vyksta plonoje organinéje pléveléje, kuri susiformuoja ant vidinés
mikroSvirk§to korpuso ir adatos sienelés. Lyginant su statiniu modeliu,
dinaminei SFME budingas Zymiai didesnis faziy salyCio pavirSius, todél
ekstrakcija vyksta greiCiau ir efektyviau. Pavyzdziui, statinés SFME metu
analité buvo sukoncentruojama mazdaug 12 karty, o dinaminés — 27 kartus per
dvigubai trumpesnj laiko tarpg. Taciau dinaminés SFME metode rezultaty
atsikartojamumas yra blogesnis (9,7% statinei ir 12,8 % dinaminei).

Ma ir Cantwell [10] apjungé¢ mikroekstrakcija organiniu tirpikliu su
griztama ekstrakcija | vandeninj mikrolasg (skysCiy-skysciy-skysciy
mikroekstrakcija). Tai trifazé ekstrakciné sistema (1.5 pav.), tinkanti organiniy
baziniy arba rigstiniy junginiy (pvz. fenoliai, riebiosios riigstys, aminai ir pan.)
ekstrakcijai. Siame metode i§ organinio tirpiklio (30 pL n-oktano) vidingje
tefloninio Ziedo pus¢je suformuojama skysta membrana. Organinis tirpiklis turi
nesimaiSyti su vandeniu ir biti lengvesnis uz ji. Tuomet tefloninis Ziedas

pamerkiamas ] vandeninio méginio tirpalg ir mikroSvirkstu organinio tirpiklio
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membranoje suformuojamas 0,5-1 pL vandens laSelis. Anali¢iy ekstrakcija ir
sukoncentravimas vyksta manipuliuojant méginio ir vandens laSo pH. Pvz.,
ekstrahuojant  bazines analites (metamfetaminas, mefenterminas, 2-
feniletilaminas ir metoksifenaminas) méginys yra paSarminamas, o vandens
lasas (akceptoriné faze¢) - pariigStinamas. Tokiu atveju méginyje analités yra
neutralios ir gerai ekstrahuojasi | organing membrang, o i§ jos pereina i
partigStinta vandens lasg, kuriame dél protonizacijos puikiai tirpsta.
RigsStinémis savybémis pasiZymintiems junginiams naudojama prieSinga
meginio ir akceptorinés fazés pH vercCiy kombinacija. Tokia trifazé sistema yra
ganétinai stabili, todél galima naudoti didelius meéginio maiSymo greicius.
Pasitlytas metodas pasizymi pakankamai dideliais sukoncentravimo laipsniais
(nuo 160 iki 500 karty), o ekstrakcijos trukmés nevirSija 10 min. Taciau
pasiiilyta sistema reikalauja ypa¢ didelio operatoriaus kruopStumo, todél

analizés rezultaty atsikartojamumas néra labai geras ir siekia 15-20%.

.........

kam§tis

e \‘30 R

oktano.”

e

/

Teflono
\\

Ziedas

1 pL vandeninis ladas
(pH 2.1)

I 1.6 mL vandeninio
tirpalo (pH 13)

1.5 pav. Mikroekstrakcijos lasu sistemos schema, 1999 m. pasiiilyta
Ma ir Cantwell [10].

Kitame darbe [5] pasiiilyta truput] modifikuota skysciy-skysc€iy-skysciy
mikroekstrakcijos sistema, kurioje nenaudojamas mikrosvirkstas. Sioje
sistemoje vandens lasas tiesiog uzlaSinamas ant vir§ vandeninio meéginio

suformuoto organinio tirpiklio sluoksnio pavirSiaus. Tai leido ekstrakcijai
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naudoti didesnius vandeninio ekstrahento tiirius bei didesnius méginio
maidymo grei¢ius. Si konfigliracija pagreitino masiy pernasa ir sumazino
pusiausvyros nusistovejimo trukme.

Liu ir Lee [11] pasitlé naujg mikroekstrakcijos tirpiklio lasu metoda, kuris
buvo pavadintas nepertraukiamo srauto mikroekstrakcija. Ekstrakcija
atlickama ~ 0,5 mL talpos stiklinéje kameroje (1.6 pav.). Siame metode su
ekstrakcijos kamera sujungtu poli(eterio-eterio-ketono) (PEEK) vamzdeliu
ekstrakcijos kamerg siurbliu pumpuojamas méginio tirpalas. Kai tik stikliné
kamera yra uZpildoma vandeniniu meéginio tirpalu, inZektoriaus pagalba |
PEEK vamzdelj jleidziamas laSas organinio tirpiklio ir tirpiklis kartu su
meéginio tirpalu neSamas stiklinés kameros link. Tirpikliui pasiekus PEEK
vamzdelio galg, jame susiformuoja jo lasas ir ten laikosi pakibegs. Pro 1asg 18
apacios nepertraukiamai teka méginio tirpalas ir tokiu biidu vyksta dinaminé
ekstrakcija. Po ekstrakcijos, mikrolasas yra jtraukiamas j 10 pL mikro§virksta
ir jleidziamas ] dujy chromatografg tolimesnei analizei. Vietoj PEEK naudojant
nertidijan¢io plieno vamzdelj, 1aSas blogai sukibdavo su vamzdelio galu ir

buvo nuneSamas méginio srauto.

o)

Ekstrakeijos
blokas

® PEEK vamzdelis —p

Méginio Siurblys InZektorius
rezervuaras

1.6 pav. Nepertraukiamo srauto mikroekstrakcijos sistema [11]. (1)
jungiamasis PEEK vamzdelis; (2) modifikuotos pipetés galiukas; (3) ,0°-
ziedas; (4) iéjimas | ekstrakcijos kamera; (5) ekstrakcijos kamera; (6)
mikro$virkstas; (7) tirpiklio lasas.

Nepertraukiamo srauto mikroekstrakcijos metodas skiriasi nuo kity

mikroekstrakcijos varianty tuo, kad tirpiklio laSas kontaktuoja su nuolatos
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atsinaujinanc¢iu pratekancio méginio tirpalu. D¢l papildomos konvekcijos
padidéja ekstrakcijos efektyvumas, o ekstrakciné pusiausvyra pasiekiama
greiiau. Todél metodas pasizymi greita ekstrakcija (10 min) ir palyginti
dideliais sukoncentravimo laipsniais (nuo 260 iki 1600 karty). Nepertraukiamo
srauto mikroekstrakcija tinka tik nepoliniy ir menkai poliniy junginiy, kaip
pvz., pesticidai [12, 13], policikliniai aromatiniai angliavandeniliai [14] arba
aromatiniai junginiai [15-18], ekstrakcijai.

Pirmieji darbai skirti mikroekstrakcijai tirpiklio lasu 1§ virSerdvés buvo
publikuoti 2001 m. [19, 20]. Siame metode (1.7 pav.) organinio tirpiklio lasas
laitkomas vandeninio meéginio tirpalo virSerdvé¢je, todé¢l Sis mikroekstrakcijos
metodas tinkamas tik lakiy ir pusiau lakiy junginiy ekstrakcijai. Kadangi
akceptorin¢ faz¢ tiesiogiai nekontaktuoja su méginiu, iki minimumo
sumaZzinama méginio matricos jtaka: galima ekstrahuoti i§ sudétingy biologiniy
matricy ir i§ nefiltruoty méginiy. Mikroekstrakcija 1§ virSerdvés - trijy faziy
ekstrakciné sistema, todél daznai pusiausvyros nusistovejimo trukmé didesné
nei tiesiogin¢je mikroekstrakcijoje tirpiklio laSu. Ekstrakcija gali buti
pagreitinama pakélus méginio temperatiirg, taCiau didinant temperatiira,
sumaz¢ja pasiskirstymo koeficientas tarp virSerdveés ir akceptorings fazeés ir tai
sumazina ekstrakcijos efektyvuma. Sios problemos galima i$vengti, jei
akceptorin¢é fazé biity Saldoma, o Sildomas vien tik méginys. Taciau Sis budas
labai apsunkina eksperimentg, todél neprigijo. Nors mikroekstrakcijos tirpiklio
lasu 1§ virSerdvés metode néra beveik jokiy apribojimy naudojamiems
tirpikliams (netinka tik labai lakis), iki Siol dazniausiai buvo naudojami
nepoliniai tirpikliai, tokie kaip 1-oktanolis, heksadekanas, dodekanas ar
dekanas.

Shen ir Lee [21] pasiiile dinamin] mikroekstrakcijos tirpiklio lasu 1§
virSerdvés buda. Ekstrakcija atlickama mikrosvirksto cilindre kaip ir jprastinés
dinaminés SFME atveju. Jtraukus 2 pL organinio tirpiklio j mikro§virksta, jo
adata patalpinama indelio su méginiu virSerdvéje. Tuomet 5 pL dujinés
virSerdveés fazés jtraukiama ] mikroSvirksta ir tuojau pat iSstumiama, grazinant

stimoklj j prading padétj. Po 5 s ciklas kartojamas, ir taip nuo keliy iki
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keliolikos karty. Kaip ir dinamin¢je SFME, ant vidiniy Svirk$to sieneliy
susiformuoja plonas organinio tirpiklio sluoksnis ir, jtraukiant dujing faze,
lakios analités (nagrin¢jamu atveju chlorbenzenai) pasiskirsto tarp organinio
tirpiklio sluoksnio ir dujinés fazés. Tokia sistema padidina faziy salycio
pavirSiaus plota, o tai pagreitina ekstrakcijg. Deja, lyginant su tradicine
mikroekstrakcija i§ virSerdvés, Sio metodo atsikartojamumas beveik dvigubai

blogesnis.

GC mikrosvirkstas

Svirksto adata

Organinis lasas

Virserdve

Vandeninis tirpalas

L MaiSiklis

1.7 pav. Mikroekstrakcijos lasu i§ virSerdvés schema.

Rankiniu biidu atliekant mikroekstrakcijos procediiras galima gauti
pakankamai tikslius ir neblogai atsikartojancius rezultatus. Taciau kai yra
analizuojamas didesnis meginiy skaiius arba ekstrakcija atlieckama
dinaminiame reZime, patogesnis kompiuteriu valdomas automatinis
mikroekstrakcijos  procesas. KanadieCiy mokslininkai  [22]  pasiilé
automatizuotg dinaminés mikroekstrakcijos tirpiklio lasu i$ virSerdveés varianta,
kuriame visi ekstrakcijos procesai valdomi skys¢iy chromatografo automatinés
méginio jleidimo sistemos pagalba. Tokia sistema automatiskai atlieka visas
mikroekstrakcijos operacijas: méginio maiSymg, temperatiiros kontrole,
Svirk$to stimoklio judéjimus, SvirkSto praplovimg tarp cikly, ekstrahento
dozavimg ir meéginio jleidimg su gana geru tikslumu ir atsikartojamumu.

Véliau buvo pasiiilytos panaSiu principu veikiancios automatizuotos sistemos
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tiesioginio panardinimo mikroekstrakcijai tirpiklio laSu [23, 24] ir
mikroekstrakcijai tirpiklio laSu i§ virSerdves [25, 26]. Taciau nei viena 1S
pasiilyty automatizuoty sistemy iki Siol dar nekomercializuota.

Baigiant reikéty pazyméti, kad nepaisant mikroekstrakcijos tirpiklio lasu
varianty jvairovés, neabejotinai patikimiausiais ir populiariausiais iSlieka
tiesioginio panardinimo mikroekstrakcijos ir mikroekstrakcijos 1§ virSerdvés

metodai.

1.1.2. Jvairiy veiksniy jtaka mikroekstrakcijos efektyvumui

Mikroekstrakcijos tirpiklio lasu efektyvuma jtakoja visa eil¢ veiksniy.
Zemiau trumpai apzvelgsime svarbiausius i$ jy.

Analités prigimtis. Analités prigimtis lemia mikroekstrakcijos biido
pasirinkimg. Pagrindinés analités savybeés pasirenkant ekstrakcijos metodg -
lakumas, poliSkumas ir riig§tinés-bazinés savybés [27]. Mikroekstrakcija i8§
virSerdveés geriau tinka maZzos molekulinés masés, lakiems ir pusiau lakiems
junginiams, o tiesioginio panardinimo mikroekstrakcija - didesnés molekulinés
masés nepoliniams ir vidutinio poliSkumo junginiams. Labai polinius junginius
pries ekstrakcijg biitina derivatizuoti siekiant sumaZinti jy tirpuma
vandeniniame meéginyje.

Tirpiklio prigimtis. Norint, kad ekstrakcija buty efektyvi, labai svarbu
tinkamai pasirinkti ekstrahuojant] tirpiklj]. Yra keletas svarbiy apribojimy
tirpikliui. Tirpiklis turi turéti pakankamai auks$ta virimo temperatiira, kad
ekstrakcijos metu neiSgaruoty. Tirpiklio klampa turi buti pakankamai didelé¢,
kad jo laSas tvirtai laikytysi ant Svirksto adatos galiuko. Taciau ekstrahuojant j
labai klampius tirpiklius sulétéja anali¢iy difuzijos greitis 1 laSg, todeél
pusiausvyrai pasiekti reikia Zymiai daugiau laiko.

Ekstrakcijos metu tirpiklis ir analités sgveikauja  biudingomis
tarpmolekulinés traukos jégomis. Svarbiausi tirpiklio-analités sgveikos tipai -
van der Valso, dipolio-dipolio sgveika ir vandenilinis rySys. Pavyzdziui, 1-

oktanolis gali sgveikauti visais trim paminétais sgveiky tipais, todél jis yra
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vienas 1§ dazniausiai mikroekstrakcijoje naudojamy tirpikliy.Atliekant
tiesioginio panardinimo mikroekstrakcija, tirpiklis turi visiSkai nesimaiSyti su
vandeniu. Nors mikroekstrakcijai i§ virSerdves tokio apribojimo néra, taciau ir
Siame metode dazniausiai naudojami nepoliniai tirpikliai.

Tirpiklis turi biiti suderinamas su tolimesnei ekstrakto analizei naudojamu
analizés metodu. DaZniausiai mikroekstrakcija tirpiklio laSu yra apjungiama su
DCh metodu. Tokiais atvejais svarbu, kad anali¢iy ir tirpiklio lakumy
skirtumas buty pakankamas. PrieSingu atveju tirpiklio smailé chromatogramoje
gali uZgozti anali¢ly smailes. Todél lakesnés analités paprastai yra
ekstrahuojamos maziau lakiais tirpikliais (pvz., tetradekanu, 1-oktanoliu), o
maziau lakios — lakesniais tirpikliais (pvz., o-ksilenu, toluenu).

Zymiai daugiau apribojimy tirpikliui iSkyla naudojant analizei
efektyviosios skyséiy chromatografijos (ESCh) metoda. Siame metode méginio
tirpiklis turi biiti suderinamas su anali¢iy atskyrimui naudojama judria faze.
Populiariausios judrios fazés — vandens-acetonitrilo arba vandens-metanolio
miSiniai, todel prie§ ESCh analize ekstrahentas turi biiti nugarintas, o analités
pertirpintos judrioje fazé¢je arba viename 1§ judrios fazés tirpikliy [28].

Tirpiklio grynumas yra ypac svarbus, kai analizuojami labai mazi anali¢iy
kiekiai. Todél tokiais atvejais, netgi komerciniai auk$to grynumo laipsnio
tirpikliai papildomai gryninami vakuuminio distiliavimo budu.

LaSo taris. Dazniausiai po ekstrakcijos analizuojamas visas ekstraktas.
Tokiu atveju naudinga ekstrahuoti kuo didesnio tiirio lasu, kadangi didesniu
ekstrahento  tiriu  iSekstrahuojamas didesnis analités kiekis. Deja,
nagrin¢jamame metode galimybés padidinti ekstrahento tiirj labai ribotos.
PavyzdZiui, ekstrahuojant tiesioginio panardinimo budu laso tiir; galime didinti
tik iki mazdaug 3 pL. Didesnis lasas nebesilaiko ant adatos galiuko
maiSomame meginio tirpale. Mikroekstrakcijoje i§ virSerdvés laSas su méginiu
nekontaktuoja, todél galime ekstrahuoti truputj didesniais tiiriais (iki 4-6 uL).
Pastaruoju metu publikuoti keli darbai [29, 30], kuriuose ant mikroSvirksto
adatos galiuko uZmaunamas specialus piltuvelio formos antgalis, leidziantis

padidinti ekstrahento tiirj iki 10-15 pL.
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Méginio tirpalo mai§ymas. Siame metode mégino mai§ymas yra biitinas.
PrieSingu atveju ekstrakcinei pusiausvyrai pasiekti reikéty keliy ar net
keliolikos valandy. Taigi, tirpalo maiSymas pagreitina masiy pernasg, o tuo
paciu zenkliai sumazina ekstrakcijos trukmeg. Méginys dazniausiai maiSomas
magnetine maiSykle. Tiesioginio panardinimo mikroekstrakcijoje jprastai
naudojami 300-600 aps/min, o mikroekstrakcijoje i§ virSerdvés 500-1000
aps/min maiSymo greiciai.

Méginio joniné jéga. ]| méginio tirpalg pridéjus druskos, padid¢ja jo jonine
jéga ir tai gali jvairiai paveikti ekstrakcijg. Daugeliu atveju didinant drusky
koncentracijg meginyje, ekstrakcijos efektyvumas padidéja, ypac ekstrahuojant
lakias, vidutiniS§kai polines ir mazos molekulinés masés analites (iSsidymo
efektas). Aplink disocijavusios druskos jonus susidaro hidratiné sfera. Si
susidariusi sfera sumazina vandeninés fazés, kurioje tirpsta analités,
koncentracija, dél to analités lengviau pereina j ekstrahentg. Taciau buvo
nustatyta, kad kai kuriais atvejais (pvz., ekstrahuojant chlorbenzenus izooktanu
[31]) druskos prid¢jimas sumaZzina ekstrakcijos efektyvuma. Tai aiSkinama tuo,
kad druskos pridé¢jimas ne tik sukelia iSsidymo efekta, bet ir pakeicia
ekstrahuojancio tirpiklio pavirSiaus plévelés savybes ir dél to sumazé¢ja
difuzijos 1§ vandeninio tirpalo ] organin] lasg greitis. Abu Sie efektai
konkuruoja tarpusavyje, bet pastarasis nugali, tod¢l ekstrakcijos iSgava pridéjus
druskos sumazeéja [32, 33].

Temperatiira. Ekstrakcijos temperatiira turi dvejopg poveiki. Didéjant
temperatiirai, analités difuzijos koeficientai vandenyje didéja, todel
ekstrakcijos trukmeé sumazg¢ja. Kita vertus, aukStesné¢je temperatiiroje sumazéja
analités pasiskirstymo tarp ekstrahento ir méginio koeficientai, t.y.,
ekstrakcijos  efektyvumas  blogéja. Todél tiesioginio  panardinimo
mikroekstrakcijos atveju meéginys paprastai néra Sildomas. Méginio Sildymas
yra svarbesnis atliekant mikroekstrakcijg 1§ virSerdvés, kai reikia pagreitinti
anali¢iy peréjima j dujing faze. Siuo atveju aukstesnése temperatiirose labai
padidéja anali¢iy koncentracija virSerdveéje, o tuo paciu ir ekstrakcijos

efektyvumas. Taciau keliant temperatirg, sumazéja analiiy pasiskirstymo
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koeficientai tarp ekstrahento ir virSerdvés, todel ekstrakcijos efektyvumas kai
kuriais atvejais gali netgi pablogéti.

Méginio pH. Méginio pH yra svarbus riigS§tinémis ar bazinémis savybémis
pasizymintiems junginiams. Ekstrakcija daug efektyvesné, jeigu Sie junginiai
yra nedisocijave. Pvz., sumazinus meéginio pH, tirpale esantys rigstiniai
junginiai pereis ] neutralig, tirpesn¢ organingje fazéje forma, todél juy
ekstrakcija bus efektyvesné. Kad rigstiné analité pilnai pereity ] neutralig
forma, tirpalo pH turéty biiti bent 2 vienetais mazesnis uz analités pK, vertg.
Bazinéms analitéms galioja prieSingi teiginiai. Taigi, siekiant uztikrinti gerg
rezultaty atsikartojamuma, riigStinés/bazinés analités jprastai ekstrahuojamos i$
meéginiy su atitinkamo buferio priedu.

Ekstrakcijos trukmé. Maksimalus ekstrakcijos efektyvumas pasiekiamas
ekstrahuojant iki bus pasiekta ekstrakciné pusiausvyra, taciau ilgai trunkancios
ekstrakcijos metu padidéja laso tiirio sumaZzéjimo arba netgi jo praradimo
tikimybé. Tod¢l neretai ekstrakcija uzbaigiama dar nepasiekus pusiausvyros
[34]. Tokiais atvejais, norint gauti gerai atsikartojancius rezultatus bitina viso

analizés proceso metu tiksliai kontroliuoti ekstrakcijos trukme.

1.1.3. Analizés metodai

Mikroekstrakecija  tirpiklio lasu  téra tik  anali€iy  iSskyrimo ir
sukoncentravimo metodas. Gauty ekstrakty analizé¢ atlieckama tradiciniais
analizés metodais. Taciau dél labai mazy ekstrakto tdiriy, analizés metody,
apjungiamy su mikroekstrakcija, skai¢ius yra nedidelis.

Chromatografiniai metodai. Neabejotinai  idealiausias  metodas
apjungimui su mikroekstrakcija yra dujy chromatografija. Tai akivaizdziai
patvirtina ir toks faktas, kad daugiau nei 60-yje % paskelbty §ia tema straipsniy
mikroekstrakcija tirpiklio lau apjungiama bitent su DCh metodu [27]. Siam
metodui nereikalingos jokios papildomos manipuliacijos su ekstraktu: jis
mikroSvirks$tu tiesiogiai jleidziamas | dujy chromatografa. Vienintelis

apribojimas - DCh metodas netinka nelakiy junginiy nustatymui, tod¢l tokioms
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analit¢tms nustatyti naudojami kiti analizés metodai arba jos papildomai
derivatizuojamos lakumui padidinti [35].

Zymiai re¢iau mikroekstrakcija tirpiklio ladu apjungiama su efektyviosios
skys€iy chromatografijos metodu. Kaip jau buvo minéta, ESCh metode
meéginio tirpiklis turi biiti suderinamas su anali¢iy atskyrimui naudojama judria
faze. Populiariausios judrios fazés — vandens-acetonitrilo arba vandens-
metanolio miSiniai, todél prie§ ESCh analiz¢ biitina pertirpinti analites
tolimesnei analizei tinkamame tirpiklyje arba naudoti trijy faziy skysciy-
skysCiy-skysciy mikroekstrakcija. Be to, ESCh metode jprastai analizuojami 5-
20 pL méginio tiriai. Tuo tarpu mikroekstrakciniuose metoduose dazniausiai
ekstrahuojama 1-3 pL ekstrahento. Nors maZesniy méginio tiiriy analizé ESCh
metodu nesukelia jokiy sunkumy, taCiau analizuojant mazesnius tirius
atitinkamai sumazéja nustatymo jautris.

Trijy faziy skysCiy-skysCiy-skysciy mikroekstrakcijos metodas ir buvo
panaudotas Ma ir Cantwell darbe [10] aromatiniy aminy mikroekstrakcijai ir
nustatymui ESCh metodu. Neutralis aminai 1§ paSarminto méginio
ekstrahuojami | organine faze, o i§ jos pereina | pariigStinta vandens faze,
kurioje deél protonizacijos puikiai tirpsta. AnalogiSka trijy faziy
mikroekstrakciné sistema kombinacijoje su ESCh analize buvo panaudota
Zhao ir Lee [36] darbe fenoliy ekstrakcijai. Sesi alkil- ir chlorfenoliai buvo
sukoncentruoti daugiau nei 100 karty, o jy aptikimo ribos sieké 0,5-2,5 ng/L.

Keliuose darbuose su ESCh metodu buvo apjungiama ir dviejy faziy
mikroekstrakcija tirpiklio laSu. Liang ir kt. [37] pesticidg foksima 1§ vandens
meéginiy ekstrahavo 2,5 pL heksano lasu, o gautg ekstrakta analizavo ESCh
metodu. Foksimo aptikimo riba sieké 10 ng/mL. Tais paciais metais autoriai
apjungé nepertraukiamo srauto mikroekstrakcija su ESCh analize foksimo
nustatymui ezero vandenyje [38]. Pastaruoju atveju pavyko dvigubai sumazinti
aptikimo ribg (iki 5 ng/mL). Taciau $iy dviejy darby rezultatai kelia abejones,
kadangi autoriai analités ekstraktus heksane tiesiogiai analizavo atvirk$¢iy
faziy ESCh metodu. Tokiais atvejais patikima kiekybiné analiz€é nejmanoma

del zenklaus smailiy i$plitimo ir asimetriSkumo.
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He ir Lee [13] darbe nepertraukiamo srauto mikroekstrakcija buvo apjungta
su ESCh analize ir pritaikyta pesticidams nustatyti. Ekstrahentu buvo
naudojamas anglies tetrachloridas, taciau, prieSingai nei auk$¢iau paminétuose
darbuose, Siuo atveju po ekstrakcijos tirpiklis buvo nugarinamas, o likutis
tirpinamas ESCh judrioje fazéje ir analizuojamas. Skirtingi pesticidai buvo
sukoncentruojami nuo 5 iki 100 karty, o jy aptikimo ribos sieké 0,2-4,0 ng/mL.

Gioti su kolegomis [39] mikroekstrakeijg tirpiklio laSu pritaike
pseudohipericino, hipericino ir hiperforino ekstrakcijai i§ Slapimo meginiy.
Ekstrahentu buvo naudojamas 1 pL tiirio n-oktanolio-chloroformo misinys (7:3
v/v). Kadangi tiesiogiai leidziant ekstrakta 1 ESCh sistemg anali¢iy smailés
smarkiai iSsipléte, jis buvo skiedZiamas metanoliu iki 30 pL ir tik tuomet
analizuojamas ESCh metodu. Deja, skiedimas labai sumazino anali¢iy
sukoncentravimo laipsnius bei pablogino nustatymo jautrj.

Siekiant supaprastinti mikroekstrakciniy metody apjungimg su ESCh
metodais, pastaraisiais metais buvo ieSkoma alternatyviy ekstrahenty, deranciy
su polinémis judriomis fazémis. Pavyzdziui, darbe [40] anestetiky nustatymui
biologiniuose skysciuose tirpikliu buvo panaudotas o-dibutilftalatas, kuris
pasiZzymi geru suderinamumu su atvirk§¢iy faziy ESCh metodu. Analiciy
aptikimo ribos sieké¢ 0,05 pg/mL, t.y. buvo tos pacios eilés kaip ir DCh
metode.

Naujas perspektyvas mikroekstrakcijos praktiniam taikymui skysciy
chromatografijoje  atvéré¢ joniniy skys¢iy panaudojimas. Kambario
temperatiros joniniais skys¢iais vadinamos druskos, kurios kambario
temperatiiroje (~25°C) yra skystos busenos [41]. Unikalias Siy junginiy
savybes salygoja tai, jog jie sudaryti tik i§ jony. Joninj skystj sudaro organinis
katijonas (imidazolio, piridinio, pirolidinio) ir organinis arba neorganinis
anijonas. Priklausomai nuo anijono prigimties, joninis skystis gali puikiai tirpti
vandenyje (anijonas - CI', I, B(CN),") arba visiskai jame netirpti (anijonas —
heksaflorfosfatas PF¢, bis(trifluormetilsulfonil)imidas [(CF;SO,),N]). Be
abejo, mikroekstrakcijoje tirpiklio lasu buvo naudojami hidrofobiniai (netirpis

H,0) joniniai skysciai. Buvo nustatyta [42-45], kad ekstrakcinémis savybémis
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jie nenusileidZia tradiciniams organiniams tirpikliams, taciau yra nelakis bei
puikiai suderinami su atvirksciy faziy ESCh metode naudojamomis judriomis
fazémis. Joniniai skysc¢iai buvo pritaikyti benzofenono-3 i§skyrimui i§ $lapimo
[42], aromatiniy aminy [44] ir organinio gyvsidabrio [45] iSskyrimui i$
vandens meéginiy tiesioginio panardinimo mikroekstrakcijos metodu bei fenoliy
ekstrakcijai [43] i§ vandens mikroekstrakcijos i§ virSerdvés metodu. Visais
atvejais ekstraktai buvo tiesiogiai analizuojami atvirks$¢iy faziy ESCh metodu,
o nustatymo  charakteristikos  (sukoncentravimo  laipsnis, jautris,
atsikartojamumas) buvo ne blogesnés nei ekstrahuojant tradiciniais organiniais
tirpikliais.

Induktyviai suZadintos plazmos masiy spektrometrija (ICP-MS). D¢l
puikiai suprantamy priezasCiy didzioji dauguma darby, taikanciy
mikroekstrakcijg tirpiklio lasu, yra skirta organiniy junginiy nustatymui.
Taciau publikuoti ir keli darbai, kuriuose mikroekstrakcija tirpiklio lasu
panaudota metaly jony i§skyrimui ir koncentravimui. Vienas 1§ tokiy varianty -
mikroekstrakcijos tirpiklio lasu apjungimas su elektroterminio i§garinimo ICP-
MS metodu. Kadangi metaly jonai visiskai nelaks, jie gali biiti ekstrahuojami
tik tiesioginio panardinimo mikroekstrakcijos biidu. Be to, pries ekstrakcija
arba ekstrakcijos metu juos biitina pervesti | gerai organin¢je fazeéje tirpius
neutralius  kompleksus.  Pavyzdziui, darbe [46] aliuminio jony
mikroekstrakcijai buvo panaudotas chloroformo lasas su 8-hidroksichinolino
priedu. Ekstrahuojant tik 8 min, sukoncentravimo laipsnis sieké¢ 210 karty, o
aptikimo riba - 3,3 pg/mL. Metodas buvo sékmingai pritaikytas Al nustatymui
natiiraliame vandenyje bei kavos ir arbatos vandeniniuose ekstraktuose.

Veéliau tie patys autoriai [47] publikavo darba, skirta Co(II), Hg(II) ir Pb(II)
jony mikroekstrakcijai 1§ gamtinio vandens ir kraujo serumo meéginiy bei jy
nustatymui elektroterminio iSgarinimo ICP-MS metodu. Kompleksuojanciu
ligandu buvo naudojamas 1-(2-piridilazo)-2-naftolas, o ekstrahentu — joninis
skystis 1-butil-3-metilimidazolio heksaflorfosfatas. Sukoncentravimo laipsniai
sieke 50 (Hg), 60 (Pb) ir 350 (Co) karty, o aptikimo ribos — 1,5 (Co), 6,7 (Pb)
ir 10 (Hg) pg/mL.
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Elektroterminé atominé absorbciné spektroskopija (ETAAS). 2003
metais Chamsaz su kolegomis [48] publikavo pirmg darba, kuriame
mikroekstrakcija tirpiklio laSu buvo apjungta su ETAAS metodu ir pritaikyta
arsenui vandentiekio vandenyje bei skalbimo milteliuvose nustatyti. Prie§
ekstrakcijg visos As formos buvo pervedamos ] laky AsH; veikiant méginj
NaBH,+HCI] miSiniu. Ekstrahuojama i§ virSerdvés 4 pL piridino ir benzilo
alkoholio misinio (1:3 v/v) lasu 35 °C temperatiroje. Arsenas buvo
sukoncentruojamas 150 karty, o aptikimo riba sieke 45 pg/mL. Véliau labai
panasi mikroekstrakcijos 1§ virSerdves-ETAAS sistema buvo pasiiilyta Sb(III)
formai ir bendram Sb nustatyti [49], o tiesioginio panardinimo
mikroekstrakcijos-ETAAS metodas — Cr(VI) vandenyse nustatyti [50].

Kapiliariné elektroforezé (KE). Kapiliarin¢je -elektroforezéje ir jai
gimininguose metoduose analizei naudojami labai mazi méginio tiriai (10-100
nL) ir tai yra palanku Sio metodo apjungimui su mikroekstrakcija. Taciau KE
metode atskyrimai atliekami vandeniniuose buferiniuose tirpaluose, todél
tiesioginé organiniy ekstrakty analizé nejmanoma ir butina papildoma
iSekstrahuoty anali¢iy reekstrakcija i§ organinés j vandening faze. Tai riboja
KE metodo apjungimg su mikroekstrakcija. Tod¢l visiSkai nenuostabu, kad iki
Siol KE metodas buvo apjungiamas tik su sudétingomis trijy faziy (vanduo-
organika-vanduo) mikroekstrakcijos tirpiklio lasu sistemomis. Vienoje i$ tokiy
sistemy [51] i kvarco kapiliarg nuosekliai jtraukiami pasarmintas vandens laSas
ir n-oktanolio lasas. Tuomet kapiliaro galas jmerkiamas j partig§tinta vandeninj
meginj ir abi fazés labai atsargiai 1Sstumiamos. Tokiu btidu ant kapiliaro galo
susiformuojamas lasas, kurio pavir§ius sudarytas i§ n-oktanolio plévelés, o 1aso
viduje — paSarminta vandeniné¢ fazé. Po ekstrakcijos vandeniné akceptoriné
faz¢ buvo analizuojama KE metodu. Modeline analite buvo pasirinktas
fluoresceinas, kuris riig§cioje terpéje yra neutralus, o Sarmin¢je — anijonas,
tod¢l puikiai pereina i$ riigStaus méginio ] organing faze, o po to - i§ organinés
fazés 1 Sarming vandening. Véliau, tie patys autoriai panaudojo labai panasSias
trijy faziy mikroekstrakcijos ir KE metodo sistemas aromatiniy ragsciy [52] bei

amino rigsciy [53] i18skyrimui ir koncentravimui. Nors paminétuose darbuose
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buvo pasiekti labai dideli analiciy sukoncentravimo laipsniai (iki 1200 karty),
darbas su trijy faziy mikroekstrakcijos sistemomis reikalauja ypatingo
operatoriaus kruopstumo, todél sunkiai pritaikomas praktikoje. Tai liudija ir tas
faktas, jog nei viename i$ auksciau paminéty darby pasiiilytos sistemos nebuvo
iSbandytos realiy méginiy ekstrakcijai ir analizei.

Kitame darbe [54] analités buvo ekstrahuojamos tiesioginio panardinimo
mikroekstrakcijos biidu 4 pL chloroformo lasu. Po ekstrakcijos organin¢ fazé
perkeliama j KE meéginio indelj, vir§ jos atsargiai jleidziama 40 uL vandeninio
buferio porcija ir tuo paciu buferiu uzpildyto kvarco kapiliaro galas atsargiai
pamerkiamas ] vandening faz¢. Suteikus jtampg tarp kapiliaro galy, analités 1§
organinés fazés migruoja ] kapiliarg, kuriame yra atskiriamos ir nustatomos.
Metodas buvo pritaikytas kokaino ir tebaino nustatymui §lapimo méginiuose.
Pagrindiné Sio metodo problema — labai sudétinga jmerkti kapiliaro galiukg
taip, kad jis visiSkai nekontaktuoty su organine faze.

Remdamiesi literatiros duomenis galime konstatuoti, kad nors
mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodas labai paprastas, greitas ir pigus, iki
Siol jis beveik iSimtinai buvo taikomas tik organiniy junginiy ekstrakcijai ir jy
nustatymui dujy arba skys€iy chromatografijos metodais. Metodo taikyma
platesniam anali¢iy bei analizés metody spektrui riboja tai, kad ekstrakcijai
naudojami nepoliniai organiniai tirpikliai, kuriuose blogai tirpsta arba visiskai
netirpsta poliSkesnés analités. Keletas darby, kuriuose mikroekstrakcijos
tirpiklio laSu metodas buvo taikytas metaly kompleksy ekstrakcijai apjungiant
Jji su elektroterminio iSgarinimo spektrine analize greiCiau tik iSimtis 1§
taisyklés, o pirmieji bandymai apjungti mikroekstrakcijg su KE metodu nebuvo
perspektyviis.

1.2. Cianido savybés ir panaudojimas

Cianidais paprastai vadinami cheminiai junginiai, turintys ciano grupe
—C=N, kurioje anglies atomas su azotu susijunges triguba jungtimi.
Paprasciausias i§ jy, vandenilio cianidas, yra bespalvés, alpimg sukeliancios,

kartaus migdoly kvapo dujos. Beveik 40 procenty gyventojy nesugeba uzuosti
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vandenilio cianido. Jis yra tirpus vandenyje ir daugelyje organiniy tirpikliy.
Vandenilio cianidas yra degus ir gali sprogti, ypac jei 1 uzdarame inde esantj
HCN pridedamas stipriy riagsciy perteklius. Daugelis cianido junginiy
tirpaluose néra stabiliis ir kontaktuodami su oru arba veikiant Sviesai suyra.
Nesant stabilizatoriy (H,SO4, H3PO,) vandenilio cianidas polimerizuojasi.
HCN labai silpna rigstis: jos pK, verte yra 9,2 [55], todél rugsCioje ir
neutralioje pH verciy srityse cianido drusky vandeniniuose tirpaluose susidaro
vandenilio cianidas. Sarminiuose tirpaluose (pH >11) vandenilio cianido dujos
1§ cianido drusky tirpaly praktiskai nebeiSsiskiria.

Gerai vandenyje tirpis tik natrio, kalio ir kalcio cianidai. Tuo tarpu kity
metaly cianido druskos tirpsta ribotai arba beveik netirpsta. Su daugeliu metaly
cianidas sudaro patvarius kompleksinius junginius, todél tokiy metaly cianidai
puikiai tirpsta vandenyje esant cianido pertekliui. Vieni i§ patvariausiy
kompleksy yra gelezies (II arba III) cianidiniai kompleksai. Sie kompleksai
gali buti suardomi tik virinant su rigStimis arba veikiant ultravioletiniu
spinduliavimu.

Cianidg gamina tam tikros bakterijos, grybai ir dumbliai. Taip pat jie
randami kai kuriuose maisto produktuose bei augaluose. Paprastai augaluose
cianidai yra suriSti sacharozés molekulémis ] cianino glikozidus [56].
Hidrolizés ir virSkinimo metu Sie glikozidai sudaro vandenilio cianida, kuris ir
apsaugo augalus nuo zolédziy. Cianido arba cianiniy glikozidy yra ir daugelio
vaisiy kauliukuose (pvz., vysniy, abrikosy), taip pat obuoliy sé¢klose, migdoly
aliejuje bei kai kuriuose prieskoniuose gaminamuose 1§ migdoly.

Labai daug vandenilio cianido j aplinkg patenka degimo procesy metu,
pvz., su automobiliy varikliy iSmetamomis dujomis, su tabako dimais bei
gaisry metu, ypa¢ degant plastikams, pagamintiems 1§ akrilo nitrilo [57].

ToksiSkumas. Daugelis zmoniy cianido turin¢ius junginius laiko baisiu
nuodu, taciau tai néra visiSkai teisinga. Pavyzdziui, keli tukstanciai organiniy
junginiy, vadinamy nitrilais, turi -CN grupe, taciau ypatingu toksiSkumu

nepasizymi. Nitrilo grupé yra neatsiejamas daugelio vaisty komponentas.
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Nedidelio tokiy junginiy toksiSkumo priezastis yra ta, kad nitrilai
neatpalaiduoja CN" jono.

Pavojingiausiais laikomi cianido junginiai, galintys lengvai iSskirti CN
anijong ir/arba dujini HCN. Tokiais junginiais yra KCN, NaCN,
acetoncianhidrinas bei dar keletas kity. Jiems kontaktuojant su vandeniu,
lengvai atpalaiduojamas HCN arba cianido anijonas. Patekgs i organizma, CN
jonas suriSamas citochromo c¢ oksidazés fermento gelezies atomu |
mitochondrijos Igstelg. Tai dezaktyvuoja fermentg ir nutraukia elektrono
perneSimo granding, todel lastelé nebegali gauti deguonies. Taigi, apsinuodijus
cianidu pirmiausiai paZeidziami tokie audiniai, kuriems ypa¢ svarbus yra
aerobinis kvépavimas (pvz., centriné nervy sistema, Sirdis). Ikvépus dideles
vandenilio cianido koncentracijas, atsiranda dusulys, sustoja Sirdis ir po keliy
minuciy zmogus mirSta [58]. Esant mazesnéms dozéms netenkama sgmonés.
Pries tai jauc¢iamas bendras silpnumas, galvos svaigimas ir skausmas, atsiranda
panikos jausmas, pasunkéja kvépavimas. Kai gaunamos dozés dar mazesnés,
jauCiamas silpnumas, mieguistumas, nerimas, susijaudinimas. Taip pat gali
pasireiksti galvos svaigimas, pykinimas, vémimas ir prakaitavimas.

Cianido prieSnuodziai. Cianidui patekus j organizma, reikéty kuo greiciau
tkvépti nedidele doz¢ amilo nitrilo bei jSvirksti § veng natrio nitrito. Taip dalis
dvivalentés hemoglobino gelezies paverCiama trivalente, o hemoglobinas
pereina ] methemoglobing. Tuomet cianidas prisijungia prie methemoglobino,
kuris jam yra grei¢iau pasiekiamas nei lgstelés citochromo c oksidaze.
Susijunges su cianidu, methemoglobinas virsta cianmethemoglobinu.

Kitas cianido prieSnuodis yra natrio tiosulfatas, kuris suriSta |
cianmethemoglobing cianidg paverCia tiocianatu. Susidaro hemoglobinas, o
tiocianatas paSalinamas su Slapimu.

Dar vienas cianido prieSnuodis - hidroksikobalaminas (vitamino By,
sudedamoji dalis), kuriam susijungus su cianidu susidaro nekenksmingas
vitamino B, komponentas — ciankobalaminas. Ciankobalaminas pasSalinamas
su Slapimu. Hidroksikobalaminas yra veiksmingas tiek kraujagysliy, tiek ir

lasteliy viduje. Tuo jis skiriasi nuo methemoglobino, kuris kaip priesnuodis
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veikia tik kraujagyslése. Hidroksikobalamino efektyvumas dar padidéja, jei jis
vartojamas kartu su natrio tiosulfatu. Toks gydymas labai efektyvus ir
nezalingas, ta¢iau, palyginus su kitais, yra gana brangus.

Kitas sitilomas prieSnuodis — 4-dimetilaminofenolis, kuris veikia grei¢iau
nei nitrilai ir pasizymi mazesniu toksiSkumu.

Buvo nustatyta, kad cianidg taip pat labai efektyviai suriSa kobalto druskos.
Vienas 1§ naudojamy cianido prieSnuodziy kobalto pagrindu yra Co-EDTA
kompleksas, organizme su cianidu sudarantis patvary cianidinj kompleksa.
Nors preparatas veikia greiciau nei susiformuoja methemoglobinas, taciau
rySkiu pranaSumu prie§ methemoglobing nepasizymi. Be to, kobalto junginiai
yra gana toksiSki. Su gyviinais atlikti tyrimai parode, kad gliukozés vartojimas
kartu su Co-EDTA kompleksu sumazina kobalto toksiSkuma, todél kartu su juo
rekomenduojama vartoti gliukoze [59].

Panaudojimas. Cianido junginiy panaudojimas yra pakankamai platus.
Ypac¢ daznai jie naudojami chemijoje, pvz., organinéje sintezéje anglies atomy
grandinés ilginimui. Tiek cianido druskos, tiek ir vandenilio cianidas yra
naudojami jvairiy chemikaly bei plastiky gamyboje. 1§ gelezies (II) cianidiniy
kompleksy gaunamas tamsiai melynos spalvos pigmentas, vadinamas Berlyno
melynuoju ir naudojamas melyno Sviesorascio (angl. blueprints) popieriaus
gamyboje bei melyno atspalvio bronzinéms skulptiiroms suteikimui.

Galvanotechnikoje daugelio metaly (pvz. Ag, Cu, Zn ir kt.) dangos iki Siol
nusodinamos i$ cianidiniy elektrolity.

Cianido drusky tirpalai placiai naudojami kalnakasyboje aukso bei sidabro
iSgavimui. Taip vadinamame cianidiniame procese smulkiai sumalta riida yra
sumaiSoma su cianido tirpalu (koncentracija ~2 kg NaCN/1 t riidos). Brangieji
metalai iStirpsta sudarydami tirpius cianidinius kompleksus [Au(CN),] ir
[Ag(CN),]. Tirpalas nufiltruojamas, o aukso bei sidabro metalai iSgaunami
redukcijos cinko dulkémis arba absorbcijos ant aktyvuotos anglies pagalba.
Cianido junginiai taip pat naudojami kaip insekticidai (priemoné vabzdziams
naikinti) laivy dezinfekavimui. Anksciau cianido druskos buvo naudojamos

kaip ziurkiy nuodai.
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Kadangi HCN yra stiprus nuodas, pirmojo pasaulinio karo metu jis buvo
naudojamas kaip cheminis ginklas, o kai kuriose JAV valstijose jis iki Siol

naudojamas vykdant mirties bausme.

1.3. Cianido nustatymo metody apZvalga

Biomedicininiai objektai. Daugiausia cianido junginiy j aplinkg patenka 18
pramonés Saky, susijusiy su elektronika, metalurgija ir naftos perdirbimu. |
zmogaus organizmg cianidas gali pakliiti 1§ uzterStos aplinkos, kartu su maistu
bei jkvépus tabako ar gaisro diimy. Patekes | organizma, cianidas su krauju
greitai pasiskirsto visame kine. Kadangi vandenilio cianidas yra lakus,
méginiy paémimas, jy saugojimas ir cianido nustatymas turi buti atliekami
ypac atsargiai [60].

Biomedicininiuose  objektuose  cianidas  dazniausiai  nustatomas
fotometrijos, dujy chromatografijos arba elektrocheminiais metodais. Kadangi
fotometriniam cianido nustatymui trukdo tiocianatas, oksidatoriai, reduktoriai,
prie§ analize bitina cianidg atskirti. Be to, analizuojant krauja, butinas
hemoglobino paSalinimas. Paprastai tam naudojama riigstiné distiliacija arba
mikrodifuzija ] paSarmintg tirpalg [61]. ISskirtas cianidas nustatomas
fotometriSkai po reakcijos su chloraminu T esant aromatiniam aminui
(piridino-pirazolono misiniui, chinonui, p-fenilendiaminui ar kt.). Chloraminas
T oksiduoja cianida, o susidargs chlorcianas oksiduoja atitinkamg aromatinj
aming, kuris kondensuojasi ] spalvotg darinj (absorbcijos maksimumas prie
600-650 nm) [62]. Fotometriniais metodais pasiekiama 50-100 pg/L cianido
aptikimo riba [63]. Pagrindiniai Sio tipo fotometriniy analizés metody trikumai
— ilgai trunkanti analiz¢é, blogas atrankumas bei nedidelis jautris.

Be auks$ciau paminéto populiariausio fotometrinio metodo, biologiniuose
audiniuose ir skys¢iuose cianidui fotometriSkai nustatyti panaudota jo reakcija
su methemoglobinu [64]. Nors §is metodas Zymiai greitesnis ir paprastesnis,
taCiau nepasizymi geru jautriu (aptikimo riba 0,4 mg/L), o cianido i§gavos 1§

kraujo méginiy nevirSija 80%.
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Cianidui Slapime nustatyti pasitilytas labai jautrus fluorimetrinis metodas
[65]. Mikrodifuzijos budu atskirto cianido tirpalas pariig§tinamas, veikiamas
naftalen-2,3-dialdehido/taurino miSiniu ir matuojama jo fluorescencija
(suzadinimas - 418 nm, matavimas- 460 nm). Cianido aptikimo riba lygi 30
ng/L, taiau i8gavos siekia tik 70-80%, o atsikartojamumas - <12%. Be to,
nustatymui trukdo net ir labai mazi sulfido kiekiai.

Pastaruoju metu fotometriniai cianido nustatymo metodai taikomi vis
reCiau, kadangi juos iSstumia atrankesn¢ ir jautresn¢ chromatografiné analize.

HCN yra lakus, todél jo nustatymui puikiai tinka dujy chromatografija.
Biitina pazymeéti, kad DCh - bene vienintelis metodas, kuriam nereikalingas
papildomas cianido i$skyrimas i§ meéginio matricos. Iprastai hermetiSkame
indelyje  pariigStinto meéginio porcija  termostatuojama  pasirinktoje
temperatiiroje ir, nusistovéjus pusiausvyrai, dujinés fazés porcija leidziama j
chromatografa analizei. Detektavimui naudojamas azotui jautrus detektorius
[66] arba elektrony gaudymo detektorius [67]. Lyginant su fotometriniais
metodais, DCh pasizymi 2-5 kartus didesniu jautriu, taciau ir tokio jautrio
daznai nepakanka biomedicininiy objekty analizei, todél cianidas papildomai
koncentruojamas riigstinés distiliacijos biidu.

Nustatymo jautrio padidinimui japony mokslininkai [68] pasiiilé kriogeninj
kapiliarinés kolonélés pradinés dalies Saldyma. I koloné¢le ileistas dujinis
meéginys greitai atSaldomas, todél HCN susikaupia kolon¢lés pradzioje. Po to
pakeliama temperatiira ir atlickama analizé. Tokia sistema leidZia analizuoti
zymiai didesnius meéginio turius ir taip padidinti nustatymo jautrj. Nustatant
cianidg kraujyje pavyko pasiekti 2 pg/L aptikimo ribg [68]. Taciau Siam
metodui butina papildomai modifikuoti DCh jranga.

Kitame darbe [69] cianido nustatymui kraujyje DCh metodu buvo
panaudota derivatizacijos reakcija. Kraujo méginiai buvo veikiami chloraminu
T, o reakcijos produktas nustatomas DCh metodu detektuojant elektrony
gaudymo detektoriumi. Cianido aptikimo riba - 5 pg/L, tacCiau rezultaty

atsikartojamumas sieké net 15%.
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Cianido nustatymui DCh metodu su MS detektoriumi bitina derivatizacija.
Pavyzdziui, darbe [70] iSekstrahuotas cianidas buvo derivatizuojamas net
dviem stadijomis. Pirmiausiai ekstraktas buvo veikiamas benzaldehidu, o po to
iSvalomas kietafazés ekstrakcijos biidu ir veikiamas heptafluorbutirilo chloridu.
Galutinis derivatizacijos produktas (heptafluorsviesto riigSties cianobenzilo
esteris) nustatomas DCh-MS metodu. Metodas buvo pritaikytas cianidui
kraujyje ir Slapime nustatyti. TaCiau lyginant su tradiciniais DCh metodais,
pasiiilyta sistema néra nei jautresné (aptikimo riba — 10 ng/mL), nei greitesné
ar paprastesne.

Cianido nustatymas biologiniuose objektuose efektyviosios skysciy
chromatografijos metodu néra populiarus, kadangi analit¢ nepasizymi
atrankiam ir jautriam detektavimui reikiamomis savybémis (neabsorbuoja
Sviesos, nefluorescuoja). O detektuojant universalesniais detektoriais
(konduktometriniu, elektrocheminiu), bitinas labai kruopStus méginiy
valymas.

Keliuose darbuose cianido nustatymui fiziologiniuose skysciuose buvo
panaudotas skysCiy chromatografijos su fluorescensiniu detektavimu metodas
[71, 72]. Siam detektoriui bitina cianido derivatizacija. Japony mokslininky
darbe [71] cianidas 1§ kraujo méginiy buvo ekstrahuojamas vandens-metanolio
miSiniu, ckstraktas veikiamas 2,3-naftalendialdehido/taurino  miSiniu.
Reakcijos metu susidares fluorescuojantis 1-cyanobenzizoindolas buvo
analizuojamas atvirk$¢iy faziy ESCh metodu. Cianido aptikimo riba buvo 2,5
ng/mL, o i§gavos sieké ~83%. Kitame darbe [72], tuo paciu budu iSekstrahuota
ir derivatizuotg cianidg analizuojant jony chromatografijos su fluorescenciniu
detektoriumi metodu, jo aptikimo riba sieké net 0,1 ng/mL. Nors paminéti
metodai jautrumu ir pranoksta DCh analize, taciau jiems reikalingos sudétingos
ekstrakcijos ir derivatizacijos procediiros riboja platesn;j jy taikyma.

Kadangi cianidas yra elektroaktyvus, jo nustatymui biomedicininiuose
objektuose daznai naudojami elektrocheminiai analizés metodai [73-76].
Pasitlytas poliarografinis ant sidabro sukamojo elektrodo [73], amperometrinis

nustatymas ant sidabro [74, 75] arba aukso [76] elektrody. Elektrocheminiai
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metodai yra pakankamai jautriis (aptikimo ribos siekia 0,05-1,0 pmol/L), taciau
nepasizymi geru rezultaty atsikartojamumu (10-15%) 1ir atrankumu.
Nustatymui trukdo net ir labai mazi sulfidy, sulfity, tiosulfaty, aldehidy kiekiai.
Tod¢l dazniausiai, iSekstrahavus cianidg, biitinas dar ir papildomas gauty
ekstrakty valymas skysCiy-skyscCiy ar kietafazés ekstrakcijos metodais.

Zmogaus organizme cianidas palaipsniui metabolizuojasi j tiocianata, todél
kartais cianido kiekis organizme vertinamas netiesiogiai, t.y. iSmatavus
tiocianato koncentracija. Tiocianatas fiziologiniuose skysCiuose gali biti
nustatytas fotometriSkai po reakcijos su gelezies nitratu arba barbittro riig§timi
ir piridinu [77, 78]. Analités iSskyrimui i§ meéginiy panaudota kietafazé
ekstrakcija anijonitu. Tiocianato nustatymui seilése pasiiilytas jony pory
chromatografijos su UV detektoriumi metodas [79].

Aplinkos objektai. Kaip jau buvo minéta, vandenilio cianidas ir cianido
druskos yra toksiski, todél cianido kiekius aplinkoje bitina nuolatos
kontroliuoti. Atmosferoje jprastai egzistuoja dvi cianido formos: dujinis
vandenilio cianidas ir aerozolinis cianidas. Dujinis vandenilio cianidas
surenkamas praleidZiant fiksuotg oro tiirj per specialia membrang ir sugeriant
HCN natrio hidroksido tirpalu. Aerozolinis cianidas surenkamas ant specialiy
filtry ir iSskiriamas 1§ jy ekstrakcijos pagalba. IS aerozoliy cianidas buvo
i§skiriamas distiliacijos buidu ir toliau kiekybiskai nustatomas pasirinkto
metodo pagalba. Tokiems meéginiams daZzniausiai naudojama aukSciau
aprasSytas fotometrinis nustatymas veikiant chloraminu T [80, 81]. Viena i$
svarbiausiy problemy cianido kontrol¢je yra surinkty tirpaly nestabilumas [82].
Kaip jau buvo minéta, norint iSvengti vandenilio cianido praradimo,
akceptorinio tirpalo pH turi buti >11. Taciau leidZiant per Sarminj tirpalg oro
meéginj, jame esantis anglies dioksidas sumazina akceptorinés fazés pH. D¢l to
daznai nustatomi maZesni nei yra i§ tikryjy cianido kiekiai. Méginio paémimo,
saugojimo ir analizés metu dalis cianido taip pat gali buti prarandama dél
tirpale esan¢iy oksidatoriy, todél rekomenduojama meéginius analizuoti tuojau

pat po jy paémimo.
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Gamtiniuose ir ypa¢ nutekamuosiuose vandenyse cianidas gali egzistuoti ir
kompleksiniy cianidy formoje. Paprastai vandenyse yra iSskiriamos trys
neorganinio cianido formos (1.8 pav.): laisvas cianidas, silpnai suristas (angl.
weak-acid dissociable) cianidas, kur] sudaro laisvo ir ] salyginai menkai
patvarius kompleksus (Zn(CN),>, Cd(CN),>, Cu(CN);*, Ag(CN),", Ni(CN),*
ir Hg(CN),*) suristo cianido suma ir bendras cianidas, kuris sudarytas i§ abiejy
paminéty formy bei patvariy gelezies kompleksy.

Biitina pazyméti, kad laisvo ir silpnai suri§to cianido formos egzistuoja
labilioje pusiausvyroje, todé¢l vien tik laisvo cianido formos nustatymas sunkiai
jmanomas. Tuo tarpu suriStas ] gelezies kompleksus cianidas yra laikomas
netoksiSku. Tokiu biidu vandenyse jprastai yra nustatoma tik silpnai suristo

cianido forma arba bendras cianido kiekis.

( Labai patvarts Fe kompleksai
r
Vidutiniskai ir menkai patvaris
Bendras Silpnai Ag, Cd, Cu, Zn,Ni,Hg kompleksai
cianidas suristas £
cianidas .
Laisvas HCN
\_ \_ Cianidas CN-

1.8 pav. Vandenyse egzistuojancios cianido formos.

Méginio paruoSimas, iSlaisvinant cianidg 1§ metaly cianidiniy kompleksy,
yra bene didziausia problema cianido analizéje. Cianido iSskyrimui 1§ vandens
meéginiy dazniausiai naudojama rugStin¢ distiliacija. Meéginiai veikiami
mineralinémis riigStimis ir kaitinami, o i8siskyres HCN sugeriamas ] Sarminj
tirpalg ir nustatomas fotometriniais, chromatografijos ar elektrocheminiais
metodais [83-85]. Pagrindiniai trikumai - Sios procediros yra ilgos (1,5-2
valandos méginiui) ir neatrankios. Cianido nustatymui trukdo sulfidai, sulfitai,
nitratai, tiocianatai, nitritai, oksidatoriai, aldehidai ir kai kurie kiti junginiai. Be

to, rugstinés distiliacijos blidu negalime nustatyti silpnai suri$to cianido,
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kadangi distiliuojant suardomi ir gelezies kompleksai. Nors distiliuojant
Svelnesnése salygose (pH~4,5) gelezies kompleksai nesuardomi, taciau Siuo
atveju nepilnai suardomi ir Ag(I), Hg(Il) ir Ni(II) kompleksai [86].

Metaly cianidiniai kompleksai gali biiti suardyti, paveikus partigstinta
megin] UV spinduliuote [87-90], taciau kaip ir rtigstinés distiliacijos atveju, $is
biidas tinkamas tik bendro cianido analizei.

TreCias ir turbiit pats lanksCiausias metodas kompleksams suardyti yra
ligandy mainy reagenty naudojimas. Frant su kolegomis [91] tyrinéjo silpnai
suriSto cianido ardymg su etilendiaminotetraacto riigStimi riigS¢ioje terpeje
50'C temperatiiroje. Deja, naudojant § liganda nepilnai suardomi Ag(I) ir
Hg(Il) cianidiniai kompleksai. Vélesniuose darbuose Siam tikslui buvo
iSbandytas 1,10-fenantrolinas [92] ir ligandy mainy reagenty miSinys
uzkoduotu pavadinimu PAE/UNR WAD A ir B [86]. Neseniai publikuotame
darbe [93] buvo parodyta, kad silpnai suriSto cianido nustatymas suardant
kompleksus ligandy mainy principu duoda tikslesnius ir teisingesnius
rezultatus nei naudojant rugsting distiliacija.

Dirvozemio ir nuosédiniy uolieny meéginiai cianidui nustatyti dazniausiai
ruofiami riigitinés distiliacijos biidu [94]. Siuo atveju paaliniy junginiy
trukdanti jtaka pasireiSkia dar stipriau nei vandens méginiams, tod¢l cianido
iSgavos retai virsija 70%.

Galutinis cianido nustatymas paruoStuose aplinkos méginiuose atliekamas
jau minetais fotometriniais, chromatografiniais, elektrocheminiais metodais.
Papildomai reikéty paminéti kelias srautinés analizés sistemas biologiniy
jutikliy pagrindu. Japony mokslininkai [95] cianido nustatymui upés vandenyje
srautinés analizés metodu panaudojo mieles. Méginio porcija pumpuojama per
reaktoriy su mielémis, o iStekan¢iame i§ reaktoriaus sraute elektrochemiskai
registruojama deguonies koncentracija. Méginiui su cianidu patekus |
reaktoriy, slopinamas mieliy kvépavimas. Tai sumazina deguonies
sunaudojimg ir atitinkamai padidina registruojamos srovés stiprj. Taciau
metodo jautris per maZzas (aptikimo riba 30 pmol/L) cianidui aplinkos

vandenyse nustatyti. Kitame metode cianido aptikimui ir jo kiekio nustatymui
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vandens méginiuose srautinés analizés metodu Nikolelis su bendraautoriais
[96] detektavimui panaudojo dvigubg lipidy sluoksn; su jterptu
methemoglobinu. Methemoglobinas suriSa cianidg, todél jam patekus |
membrang, pasikeicia jos elektrocheminis potencialas. Aptikimo riba sieké 49
nmol/L. Deja, lyginant su tradiciniais fotometriniais ar chromatografiniais
metodais, pastarieji metodai yra dar maziau atrankds ir neiSsprendzia auksc¢iau

minéty méginio paruoSimo problemy.

1.4. Amonio nustatymas biologiniuose objektuose

Kadangi amonio kiekiai aplinkoje yra pakankamai dideli, jo nustatymas
tokiuose objektuose nesudétingas. Tod¢l Zemiau trumpai apzvelgsime tik
amonio nustatymg sudétingesnés matricos biologiniuose objektuose.

Fiziologiniuose skysciuose (pH ~7,2) pagrindiné amoniako dalis (~99%)
egzistuoja amonio katijony formoje (amonio jono pK, verte 9,2). Tai yra
svarbu tolimesnei analizei. Pagal NH; arba NH, koncentracija kraujyije,
plazmoje arba serume galima diagnozuoti kai kurias ligas, pvz., kepeny koma
ir Rey sindromg, bei numatyti jy atsiradimg ateityje. Pagal amoniako/amonio
kiekj Slapime nustatoma, kaip inkstai sugeba gaminti amoniakg [97]. Kadangi
amonis ir amoniakas tirpaluose egzistuoja pusiausvyroje, literatliroje néra
grieztai reglamentuotas analités pavadinimas. Tod¢l ir Siame darbe ta pati
analité bus vadinama ir amoniaku, ir amoniu ar amonio jonu.

Amoniako kiekj kraujyje, Slapime, seilése ir kituose fiziologiniuose
skysCiuose jtakoja jvairiis veiksniai, todél norint gauti teisingg rezultata, biitina
atsizvelgti | juos. Jy ijtakos galima iSvengti tinkamai laikant ir ruoSiant
méginius. Amoniako kiekis Svieziai paimtame kraujyje greitai did¢ja dél amidy
(pvz. glutamino) deaminizacijos. Todél biitina laikyti méginj atSaldyta (lede) ir
atlikti analiz¢ kaip jmanoma grei¢iau. Jei méginys negali buti greitai
1Sanalizuotas, jis turi biiti uzSaldytas (-20 °C). Amoniako kiekis, esantis
atSaldytame iki 4 °C kraujo meéginyje, iSlieka pastovus apie 60 minuciy, tuo

tarpu uzSaldytame (-20 °C) - iki keliy dieny [98]. Kitos galimos padidinty
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amoniako kiekiy nustatymo priezastys - uZzterSimas reagentais, amoniako
patekimas 1§ atmosferos ] méginj, arba netgi nuo laboranty, kurie neseniai ruke.
Bakterijy buvimas ir aktyvumas meéginyje taip pat gali buti amoniako
koncentracijos pasikeitimo priezastimi.

Nustatant amoniakg ar amonio jonus biologiniuose méginiuose, amoniakas
iSskiriamas 1§ méginio Sarminés distiliacijos, aeracijos, mikrodifuzijos,
kietafazés ekstrakcijos metodais arba i§ méginio tiesiog paSalinami baltymai, ir
po to atlickama analizé [98].

Pats populiariausias amoniako iSskyrimo metodas — paSarminto méginio
vakuuminé distiliacija [99]. Dujinis amoniakas surenkamas specialioje
gaudykléje su praskiestos riigsties tirpalu, kurioje jis protonizuojasi pereidamas
i nelakius amonio jonus. Sis metodas yra ilgas (1-1,5 val.), todél nelabai tinka
serijinéms analizéms. Be to, distiliuojant biologinius méginius, dél aukstesnéje
temperatiroje pagreité¢jancios deaminizacijos, daznai nustatomi labai padidinti
amoniako kiekiai.

PanaSus principas naudojamas ir aeracijos bei mikrodifuzijos metoduose
[100]. Amoniakas taip pat atpalaiduojamas paSarminus meéginj, aeruojamas
azotu ir absorbuojamas ] parligStintg tirpalg. Tik Siuo atveju meginys néra
distiliuojamas, tod¢l sumazéja nustatymo paklaidy tikimybé.

Kietafazés ekstrakcijos metode [101] i partgstinta méginio tirpalg
pridedama porcija katijony mainy sorbento. Po amonio katijony adsorbcijos
sorbentas atskiriamas centrifuguojant ir amonio jonai iSplaunami i§ dervos
drusky tirpalais arba amoniako pavidalu paveikus sorbentg Sarmy tirpalais.
Brity mokslininkai [102] palygino mikrodifuzijos ir kietafazés ekstrakcijos
metodus amonio nustatymui plazmoje. Naudojant mikrodifuzija, amoniako
iSgavos sieke net 144%. Tuo tarpu ruoSiant méginius kietafazes ekstrakcijos
budu, iSgavos buvo 93-96% intervale. Taciau nezilirint tikslesniy rezultaty,
kietafazé ekstrakcija taip pat reikalauja daug laiko sgnaudy (~1 val.), todél
nelabai tinkama serijiniams tyrimams.

Taip vadinamame deproteinizacijos metode baltymai atskiriami nusodinus

juos trichloracto arba perchloro riigstimis ir nucentrifugavus [103, 104]. Tai
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yra greita ir paprasta procedira, ta¢iau daugeliui analizés metody nepakanka
vien tik baltymy paSalinimo. Tokiais atvejais po baltymy nusodinimo dar
atlickamas ir amonio iSskyrimas.

Po amoniako ar amonio jony atpalaidavimo arba surinkimo yra taikomi
skirtingi metodai amoniako koncentracijai nustatyti. Pagrindiniai i§ jy yra
titrimetrija, fotometrija/fluorimetrija, elektrocheminiai metodai ir kapiliariné
elektroforeze.

Riigs¢iy-baziy titrimetrijos metode dujinis amoniakas sugeriamas ] tiksliai
zinomos koncentracijos riigSties tirpalg, o po distiliacijos rugsties likutis
nutitruojamas standartiniu Sarmo tirpalu. Pagrindinis $io metodo pranaSumas
yra tai, kad jis yra nebrangus ir nereikalauja papildomos jrangos. Taciau
metodas labai nejautrus, todé¢l analizei reikalingi dideli méginio tiiriai. Be to,
biologiniuose meéginiuose esancios lakesnés bazés distiliuojasi kartu su
amoniaku ir padidina rezultatus. Apskritai, §is metodas pastaruoju metu néra
placiai naudojamas.

Fotometriniuose/fluorimetriniuose  metoduose naudojamos amoniako
reakcijos su atitinkamais reagentais, susidarant spalvotiems arba
fluorescuojantiems junginiams. Viena 1§ pirmyjy fotometriniy amoniako
reakcijy, taip vadinama indofenolio reakcija, apraSyta Berthelot dar 1859
metais [105]. Sarminéje terpéje amoniakui reaguojant su fenoliu ir
hipochloritu, susidaro mélynos spalvos (625 nm) indofenolis. Fotometriniam
amoniako nustatymui naudojama ir Neslerio reakcija: amoniakas Sarminéje
terp¢je reaguoja su gyvsidabrio jodidiniu kompleksu susidarant oranzinés
spalvos dariniui [106]. Nenaudojant papildomy koncentravimo procediiry
amoniako aptikimo ribos fotometriniais metodais jprastai siekia 5-10 pmol/L.

Jautriau amoniakas gali biiti nustatytas fluorimetrijos metodu
derivatizuojant jj fluorescuojanciais reagentais, tokiais kaip fluorescaminas
arba o-ftalaldehidas [107-109]. Pagrindinis fotometriniy/fluorimetriniy metody
trikumas — derivatizacijos reakcijose dalyvauja ir kai kurie kiti azotg turintys
junginiai (pvz., amino riigStys, aminai, amidai ir kt.), tod¢l siekiant iSvengti

dideliy paklaidy, bitinas ypatingai kruopStus méginio iSvalymas.
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Atsiradus dujoms atrankiems elektrodams buvo pasitlyti keli metodai [110-
112], kuriuose tokie elektrodai panaudojami amoniakui kraujyje, Slapime bei
seilése nustatyti. Elektrodas jmerkiamas ] méginj arba, Zymiai dazniau,
laikomas arti jo pavirSiaus. Méginyje iStirpusios dujos difunduoja per dujoms
laidzia membrang ] maZza buferinio tirpalo turj. Buferio pH pokytis
registruojamas vidiniu pH elektrodu arba amoniui atrankaus elektrodo pagalba
matuojama amonio jony koncentracija buferiniame tirpale. Tai pigus ir
paprastas bekontaktinis nustatymo metodas. Analizés rezultaty nejtakoja
meginio spalva, klampa, drumstumas bei kity nelakiy medziagy buvimas
méginyje. Taip pat iSvengiama baltymy ir lgsteliy fragmenty kaupimosi ant
membranos pavirSiaus, kuris paprastai vyksta kai elektrodai yra pamerkiami |
meéginio tirpalg. Pagrindiniai metodo trikumai — menkas tikslumas bei
nedidelis nustatymo jautris (aptikimo ribos >10 pumol/L).

Daznai neorganiniy jony nustatymui yra taikoma kapiliariné elektroforezeé.
KE metodas pasizymi didele skiriamgja geba ir puikiu atrankumu, paprastumu,
labai greita analize bei labai mazais méginio tiriais, kas labai svarbu
biomedicininiy objekty analizé¢je [113]. Taciau tiesioginé biomedicininiy
meginiy analizé KE metodu yra problematiSka, kadangi méginiuose esantys
baltymai adsorbuojasi ant kapiliaro sieneliy, pakeisdami kriiviy tankj (kartais
net ir zenklg) sieneliy pavirSiuje, o tuo paciu ir elektroosmosinio srauto (EOS)
greit]. Siekiant 1§vengti baltymy adsorbcijos buvo pasiiilyta eilé cheminiy [114,
115] ir fizikiniy [116, 117] vidiniy kapiliaro sieneliy apdorojimo metody.
Cheminiame modifikavime specialiy cheminiy reakcijy pagalba prie kapiliaro
sieneliy ~ silanoliniy  grupiy prijungiami neutralis ligandai. Zymiai
populiaresniame fizikiniame sieneliy modifikavimo metode, jos yra
padengiamos ilgagrandZiais modifikatoriais fizikinés adsorbcijos bidu. Sis
btidas yra zymiai paprastesnis ir lankstesnis.

Neseniai darbuose [118, 119] buvo parodyta, kad pridéjus ;1 foninj
elektrolita cviterjoninés pavirSiaus aktyvios medziagos, eliminuojama tiek
anijoniniy, tiek ir katijoniniy baltymy adsorbcija kapiliaro sienelése placioje

pH srityje (5,5-9). Sis metodas buvo panaudotas amonio ir kity katijony (tokiy
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kaip K, Na, Ca ir Mg) nustatymui Zmogaus seiliy méginiuose [120, 121].
Atskyrimas atlieckamas elektrolite su cviterjoninio detergento - N-
dodecilfosfocholino — priedu. Kietos dalelés i§ seiliy méginiy paSalinamos
filtruojant ir meéginys be iSankstinio apdorojimo tiesiogiai jleidziamas |
kapiliaring kolonéle. Amonio aptikimo riba sieké 60 umol/L. Pagrindinis KE
metodo trukumas — nedidelis detektavimo jautris, tod¢l be papildomo
koncentravimo amonio nustatymas biomedicininiuose objektuose daugeliu

atvejy nejmanomas.
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II. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Aparatira

Eksperimentas buvo atlickamas kapiliarinés elektroforezés prietaisu P/ACE
2100 (Beckman Instruments., JAV) su UV detektoriumi (200 nm, 214 nm, 230
nm ir 254 nm $viesos filtrai). KE prietaiso principiné schema pavaizduota 2.1
pav. Tyrimams buvo naudojami standartiniai 25 cm (18 cm iki detektoriaus) ir
57 cm (50 cm iki detektoriaus) ilgio ir 75 pum vidinio skersmens kvarco
kapiliarai (Polymicro Technology, JAV). Me¢giniai buvo jleidziami
hidrodinaminiu (slégis 3,43 x 10° Pa) badu. Analizei kontroliuoti ir
duomenims apdoroti buvo naudojama System Gold (Beckman) programiné

jranga. Visy tyrimy metu buvo palaikoma 25 °C kapiliaro temperatiira.

MEGINYS
DETEKTORIUS

L~ 7 3}}

KAPILIARAS

R ELEKTROLITAS—f== "]
- +

2.1 pav. Tyrimams naudoto KE prietaiso principiné schema.

Mikroekstrakcijai tirpiklio laSu 1§ virSerdvés buvo naudojamas 50 pL
mikroSvirkstas (Hamilton) su fiksuota adata nuozulniu galu ir 10 arba 12 mL
turio ekstrakcijos indeliai su silikoniniu dangteliu. Tirpalai buvo maiSomi
magnetiniu maisikliu (MLW, Vokietija). Ekstrakcijos metu pastovi tirpaly
temperatira buvo palaikoma termostato (MLW, Vokietija) pagalba.

Tirpaly pH buvo kontroliuojamas pH - metru “pH - 673. M” (Rusija).

2.2. Reagentai ir tirpalai

Darbe naudotos tokios pagrindinés medziagos:
Polidialildimetilamonio chloridas (vidutiné¢ molekuliné masé¢ ~100000-200000
g/mol), 20% mas. vandeninis tirpalas (Aldrich, JAV).
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Poli(natrio-4-stirensulfonatas) (vidutiné molekuliné masé¢ ~70000 g/mol),
(Aldrich, JAV).

Tetradeciltrimetilamonio bromidas (TTAB), 98,0 % grynumo (Merck,
Vokietija).

18-kraun-6, 99,5 % grynumo (Merck, Vokietija).

Imidazolas, 99,5 % grynumo (Aldrich, JAV).

Polietileniminas (vidutiné molekuliné mas¢ ~25 000 g/mol), 99,0 % grynumo
(Aldrich, JAV).

Ditizonas, 99,0 % grynumo (Aldrich, JAV).

Etilendiaminas, 99,0 % grynumo (Merck, Vokietija).
Tris-(hidroksimetil)-aminometanas  (Tris), 99,9 % grynumo (ROTH,
Vokietija).

Piromelitiné rugstis, 99% grynumo (Merck, Vokietija).

NHs;, 32 % tirpalas (Merck, Vokietija).

NH,CI, 99,9% grynumo (Aldrich, JAV).

KCN, 97,0% grynumo (Aldrich, JAV).

K)Ni(CN)y , 99,9% grynumo (Aldrich, JAV).

KAg(CN),, 99,0% grynumo (Aldrich, JAV).

Cd(NOy),, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).

Hg(CN),, 99,0% grynumo (Aldrich, JAV).

CuCN, 99,0% grynumo (Aldrich, JAV).

Zn(CN),, 99,0% grynumo (Aldrich, JAV).

K4Fe(CN)g, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).

K;3Fe(CN)g, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).

NiCly, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).

NacCl, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).

NaOH, ¢da grynumo (Reachim, Rusija).

CH;COOH, 99,8% grynumo (Aldrich, JAV).

H;POy, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).

K,HPOy,, ch¢ grynumo (Reachim, Rusija).
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Visi elektrolitai ir standartiniai tirpalai buvo ruoSiami bidistiliuotame
vandenyje. Pradinis KCN tirpalas (0,01 mol/L) buvo ruoSiamas 0,01 mol/L
NaOH vandeniniame tirpale ir standartizuojamas titruojant su AgNOs;
Paruostas standartinis tirpalas buvo laikomas tamsiame stikliniame inde +4 °C
temperatiiroje. Darbiniai KCN tirpalai buvo gaminami kiekvieng diena,
skiedziant pirminj standartinj KCN tirpalg bidistiliuotu vandeniu iki reikiamos
koncentracijos ir pridedant 0,001 mol/L NaOH.

Pradiniai 0,01 mol/L NiCl, ir 0,01 mol/L Na,COj tirpalai buvo ruosiami i$
sveériniy. Pradinis 0,01 mol/L piromelitinés riigsties tirpalas buvo ruoSiamas i$
sveérinio tirpinant jj bidistiliuotame vandenyje ir po to neutralizuojant gautg
tirpalg amoniaku iki pH 11. Pradinis 5 mol/L NHj tirpalas buvo ruoSiamas 18§
32% vandeninio NHj tirpalo. Mazesniy koncentracijy tirpalai buvo ruoSiami
skiedZiant pradinius tirpalus bidistiliuotu vandeniu.

Elektrolito tirpalai buvo ruoSiami i§ 0,1 mol/L HCI, H,SO,4, H;PO, ir
imidazolo tirpaly. Elektrolity pH buvo reguliuojamas Tris-(hidroksimetil)-
aminometanu arba acto rugstimi.

Pradiniai 0.01 mol/L koncentracijos KAg(CN),, K;Ni(CN)4, K4Fe(CN)g.
K;3Fe(CN)g ir Hg(CN), tirpalai buvo ruoSiami 1§ sveériniy tirpinant 0.01 mol/L
NaOH. Pradiniai 0.01 mol/L koncentracijos Cd(CN),*, Cu(CN);>, Hg(CN),*
ir Zn(CN),> buvo ruogiami i§ Cd(NOs),, Hg(CN),, CuCN ir Zn(CN), svériniy
tirpinant vandenyje ir pridedant stechiometrini KCN kiekj. MaZesniy
koncentracijy metaly kompleksy tirpalai buvo ruoSiami kiekvieng dieng
skiedZiant pradinius tirpalus 0.001 mol/L NaOH tirpalu.

Pradinis standartinis amonio jony tirpalas (0.01 mol/L) buvo ruoSiamas i$

NH,CI druskos svérinio ir tirpinamas vandenyje.
2.3. Procediiros

Mikroekstrakcija tirpiklio lasu i§ virSerdves buvo atlieckama 10 mL arba 12
mL talpos ekstrakcijos indeliuose su hermetisku silikoniniu dangteliu. Laisvo
cianido nustatymui ] indelj jpilama 4,5 mL méginio tirpalo ir pridedama 0,5

mL 1 mol/L fosfatinio buferio (pH 6,5). | mikro§virksta pritraukiama 5 pL
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akceptorinés fazeés, kurio sudétis - 0,1 mmol/L NiCl,, 50 mmol/L NHj;, 1
mmol/L natrio karbonato ir 0,01 mmol/L amonio piromelitato. MikroSvirksto
adata pradurus ekstrakcinio indelio silikoninj kamstel;, akceptorine fazé
atsargiai iSstumiama i$ Svirksto suformuojant virSerdvéje ant adatos galo 5 pL
lasa. Po ekstrakcijos kabantis lasas jtraukiamas atgal ; mikroSvirksta,
iSstimiamas ] kapiliarinés elektroforezés mikroindelj ir analizuojamas.

Silpnai suriSto cianido ekstrakcijai j 2,5 mL méginio pridedama 2 mL of 1
mol/L etilendiamino chlorido buferio (pH 6.5) ir 0,5 mL of 0,01% (m/m)
ditizono tirpalo. Akceptorinés fazés sudétis: 0,5 mmol/L NiCl,, 500 mmol/L
NHj3;, 1 mmol/L Na,COs (pH 12) ir 0,025 mmol/L amonio piromelitato.

Amoniako ekstrakcijai ;] 4 mL meéginio pridedamas 1 mL of 0,5 mol/L
fosfatinio buferio (pH 12). Akceptorinés fazés sudétis: 1 mmol/L H;PO, ir 0,5
mmol/L KH,PO,.

Visi KE elektrolity tirpalai buvo filtruojami per 0,45 um membraninj filtrg
ir deaeruojami ultragarsu. Kiekvieng dieng prie§ pradedant darbg kapiliaras 5
min buvo plaunamas 1 mol/L NaOH tirpalu, po to 5 min bidistiliuotu vandeniu
ir tada 10 min kondicionuojamas atitinkamu elektrolitu. Po kiekvienos analizés
kapiliaras 1 min automatiSkai buvo praplaunamas elektrolitu. Kiekybing
analizé buvo atlieckama standartiniy priedy (cianidas) arba kalibracinés kreives
metodais (amonis).

Seiliy ir Slapimo méginiai buvo paimti 1§ laboratorijos darbuotojy ir
analizuojami pra¢jus ne daugiau kaip 1 val. po paémimo. Nutekamojo vandens
meéginiai buvo gauti 1§ Chemijos instituto, pasarminti iki pH 12 ir laikomi
tamsoje iki analizés (~24 val.).

Kraujo méginys buvo gautas ir tiriamas pra¢jus ~1 val. po paémimo. Pienas
buvo pirktas “Maximos” prekybos centre, o Baltijos juros vanduo paimtas
Klaipédos pakrantéje. Sie méginiai buvo laikomi 4 °C temperatiiroje iki

analizés (~24 val.).

44



III. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Laisvo cianido mikroekstrakcija lasu, derivatizacija ir
nustatymas kapiliarinés elektroforezés metodu

3.1.1. Mikroekstrakcijos ir derivatizacijos principas

3.1 pav. pavaizduota disertaciniame darbe pasiiilytos ir pritaikytos cianido
mikroekstrakcijos ir derivatizacijos lase sistemos principiné schema. Tirpale
esant pH < 7, cianidas egzistuoja lakaus HCN formoje (HCN riigsties pK, =
9,21), kuris lengvai pereina ] virSerdve, o i§ jos turéty puikiai ekstrahuotis ]

paSarmintg vandens lasg (akceptoriné fazé).

Lasas: NiCl, + NH, pertekl.

Lasas
Derivatizacijos reakcija:

Ni(NH,); + 4CN" = Ni(CN)?> +4NH,

Méginys
pH<7

3.1 pav. Cianido mikroekstrakcijos 1§ virSerdvés ir derivatizacijos
laSe sistemos principiné schema.

Yra zinoma, kad cianidui reaguojant su Ni’*" jonais amoniakiniame
buferiniame tirpale susidaro labai patvarus anijoninis Ni(CN);* kompleksas,
kurio absorbcijos maksimumas yra prie 267 nm, o molinis absorbcijos
koeficientas 11300 [122]. Kadangi net ir labai nedideli cianido jony kiekiai
esant Ni*" pertekliui yra pilnai suriSami j Ni(CN),> kompleksa (t.y. tarpiniai
kompleksai nesusidaro), Si reakcija placiai taikoma laisvo cianido
derivatizacijai nustatant jj spektrofotometriskai [122], poliarografiSkai [123]
arba kapiliarine elektroforeze [124]. Taigi, esant akceptorinéje fazéje Ni**
druskos, joje iStirpes cianidas greitai ir pilnai biity suriSamas ] labai patvary
Ni(CN),*> kompleksinj jona, kuris po to gali biiti nustatomas KE metodu.

Biitina pazyméti, kad papildoma cianido derivatizacija lase turéty ne tik
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pagerinti jo detektuojamuma, bet kartu ir padidinti jo sukoncentravimo laipsnj,
kadangi lakios analités pervedimas j visiS8kai nelaky junginj slopina jos

reekstrakcijg atgal i virSerdve.

3.1.2. Kapiliarinés elektroforezés saglygy optimizavimas

Tyrimams naudotame Beckman P/ACE 20100 kapiliarinés elektroforezés
prietaise fiksuoto bangos ilgio UV detektorius turi 4 Sviesos filtrus (200 nm,
214 nm, 230 nm ir 254 nm). Ni(CN),” komplekso detektavimui buvo
pasirinktas 254 nm bangos ilgis, kuriame kompleksas pasizymi maksimalia
absorbcija. Be to, prie 254 nm daugelis tradiciniy anijony neabsorbuoja, todél
yra nedetektuojami ir netrukdo cianido nustatymui.

Mikroekstraciniy méginio paruoSimo metody atsikartojamumas daZnai
bina nepakankamas kiekybiniams tyrimams. Siekiant pagerinti rezultaty
atsikartojamuma bei tikslumg tokiais atvejais paprastai yra panaudojamas
vidinis standartas. Tiriamai sistemai vidiniu standartu naudojamas junginys turi
tenkinti visg eile reikalavimy: tai turi biiti anijonas, suderinamas su akceptorine
faze, jis turi buiti chemiskai stabilus ir nelakus, jis turi absorbuoti Sviesg prie
254 nm, o jo elektroforezinis judris neturi smarkiai skirtis nuo analités judrio.
Remdamiesi literatiros duomenimis apie jvairiy junginiy UV absorbcijg ir
elektroforezinius judrius, vidiniu standartu iSbandéme du tinkamiausius
anijonus — chromatg ir piromelitata. Pirmiausiai iSbandéme S$iy anijony
suderinamuma su akceptorine faze — Ni*"-amoniakiniu tirpalu. Buvo nustatyta,
kad pridéjus ] akceptoring faze Na,CrO,, po kurio laiko (~10-20 min) tirpalas
pastebimai susidrumséia, grei¢iausiai dél mazai tirpios Ni(NHs),*" chromato
arba Ni*" chromato druskos susidarymo. Tuo tarpu pridéjus j akceptorine faze
piromelitato druskos, jokiy vizualiai pastebimy pokyCiy nebuvo, tad
tolimesniems tyrimams jis ir buvo naudojamas vidiniu standartu.

Kadangi Ni(CN),” anijono nustatymo KE metodu salygos jau buvo
tyrinétos ispany mokslininky darbe [124], Siame darbe pagrindinis démesys

buvo skiriamas Ni(CN),> ir piromelitato anijony atskyrimo salygy
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optimizavimui, siekiant maksimalaus efektyvumo ir minimalios atskyrimo
trukmés. Ni(CN),> ir piromelitato anijonai yra pakankamai judriis, kad galéty
judéti link anodo net ir neapgrezus elektroosmosinio srauto (EOS), todél
pradiniuose tyrimuose ir buvo naudojama §i KE metodo konfigiiracija (tiriami
anijonai link detektoriaus jud¢jo pries EOS krypt)). Kapiliaringje ektroforezéje
atskyrimo efektyvumui bei analizés trukmei didele jtaka turi naudojamo
elektrolito savybeés. Parenkant elektrolito sudétj, buvo atsizvelgiama ] tai, kad
simetriSkos anali¢iy smailés ir maksimalus efektyvumas pasiekiami tuomet, kai
elektrolito anijono judris yra artimas tiriamy anali¢iy judriams. Be to, kad biity
geras rezultaty atsikartojamumas, elektrolitas turi pasizyméti buferinémis
savybeémis. Palyginome tris elektrolitus, paruostus i§ 20 mmol/l HCI, H,SO,, ir
H;PO, tirpaly, neutralizuoty geromis buferinémis savybémis pasizyminciu tris-
(hidroksimetil)-aminometanu  (Tris) iki pH 8,3. Geriausi rezultatai
(efektyvumas, atskyrimas, maziausios migravimo trukmés) buvo pasiekti
dirbant su Tris-sulfato elektrolitu (3.2 pav.). Taciau netgi ir Siame elektrolite
atskyrimo trukmé (~8 min) netenkino miisy.

Pakankamai didelis analités ir vidinio standarto migravimo trukmiy
skirtumas (~2 min) leidZia efektyviai pagreitinti atskyrimg trumpinant kapiliarg
ir/arba katijoniniy modifikatoriy pagalba sulétinant katodinio EOS greit;.
Pirmiausiai iSbandéme kapiliaro sieneliy modifikavimg. Kapiliaringje
elektroforezé¢je EOS greitis ir kryptis priklauso nuo efektyvaus kapiliaro
sieneliy kriivio tankio ir kriivio Zenklo. Kvarco kapiliaro vidiniame pavirSiuje
esancios silanolinés grupés (=Si-OH) priklausomai nuo elektrolito pH stipriau
ar silpniau disocijuoja susidarant neigiamam kriiviui, kuris elektriniame lauke
sukelia elektrolito tirpalo tekéjimag pastoviu greiiu katodo link. Pridéjus i
elektrolita katijoninio modifikatoriaus, jis adsorbuojasi kapiliaro sieneliy
pavirSiuje, neutralizuodamas neigiamg sieneliy kriivi, o tuo paciu sulétindamas
ir EOS greiti Siam tikslui i$bandéme tris  modifikatorius:
polidialildimetilamonio  chlorida, tetradeciltrimetilamonio  bromidg ir

heksametonio bromida, kuriy struktiiros pavaizduotos 3.3 pav.
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3.2 pav. Ni(CN),> (1) ir piromelitato (2) anijony atskyrimo skirtinguose
elektrolituose palyginimas. Elektrolito koncentracija 20 mmol/L, pH 8,3;
itampa: -10 kV; kapiliaras: ilgis - 50 cm iki detektoriaus, vidinis skersmuo -
75 um; UV detektavimas prie 254 nm.
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3.3 pav. EOS modifikatoriy struktiiros. A - polidialildimetilamonio chloridas;
B - tetradeciltrimetilamonio bromidas; C - heksametonio bromidas.

3.4 pav. palygintas Ni(CN),> ir piromelitato anijony atskyrimas papildomai
pridéjus 1 elektrolita atitinkamo modifikatoriaus. Kaip matyti i§ pateikty
elektroforegramy, polidialildimetilamonis ir tetradeciltrimetilamonis beveik 2
kartus pagreitino tiriamy jony atskyrimg, taciau labai iSsiplété¢ ir analiciy
smailés (mazdaug 3-5 kartus). Dazniausiai tokio pobtdzio (asimetriS§kos
smailés su ,,uodega*) smailiy forma gaunama dé¢l atskyrimo metu vykstancios
elektrostatinés analiciy sgveikos su kapiliaro sienelémis. Galimas kapiliaro
sieneliy padengimo konkreciais modifikatoriais principas iliustruojamas 3.5

pav. Nors kapiliaro pavirSiaus padengimas visais trim atvejais yra pagristas
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elektrostatine sgveika tarp modifikatoriaus amonio grupiy ir neigiamg kriivj
turin€iy pavirSiaus silanoliniy grupiy, taciau modifikatoriy adsorbcijos
mechanizmai skiriasi [125]. Nemodifikuotame kapiliare (3.5 a pav.) dél
neigiamo kapiliaro sieneliy kriivio generuojamas greitas katodinis EOS. Esant
elektrolite heksametoniui (3.5 b pav.) greiciausiai dé¢l sferiniy trukdziy tik dalis
neigiamy silanoliniy grupiy neutralizuojama, todél sumazinamas neigiamy
kriiviy tankis ir katodinio EOS greitis tik sulétéja. Tetradeciltrimetilamonio
atveju de¢l hidrofobinés sgveikos tarp alkilo grandiniy susidaro antrasis
modifikatoriaus jony sluoksnis ir kapiliaro sienelés jgyja teigiamg kriivi. Tuo
tarpu adsorbavesis polidialildimetilamonio polimeras kapiliaro pavirSiuje
sudaro ,.kilpas* ir ,,uodegas®, kuriose lieka laisvy teigiamy kriiviy. Butent dél
perteklinio teigiamo kriivio kapiliaro sieneliy pavirSiuje
tetradeciltrimetilamonis ir polidialildimetilamonis apgrezia EOS. Deja,
neigiamy anali¢iy sgveika su teigiamai jkrautomis kapiliaro sienelémis labai
pablogina jy smailiy efektyvuma, todél Sie du modifikatoriai miisy tikslams

netinkami.

«
»
(2]
o
~

Trukmeé, min

3.4 pav. EOS modifikatoriaus prigimties jtaka Ni(CN),*" (1) ir piromelitato
(2) anijony atskyrimui. Elektrolitas: 20 mmol/L Tris-sulfatas+atitinkamas
modifikatorius (pH 8,3); a — polidialildimetilamonio chloridas (0,5% mas.);
b - tetradeciltrimetilamonio bromidas (0,5 mmol/L); ¢ - heksametonio
bromidas (0,5 mmol/L). Kitos salygos kaip ir 3.2 pav.
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3.5 pav. Modifikatoriy adsorbcija ant vidinio kapiliaro sieneliy
pavirSiaus: a - nemodifikuotas kapiliaras, b - heksametonio bromidas,
c - tetradeciltrimetilamonio bromidas, d - polidialildimetilamonio
chloridas.

EOS greit; jtakoja ir modifikatoriaus koncentracija elektrolite [126]. 3.6
pav. pavaizduota EOS migravimo trukmés priklausomybé nuo heksametonio
bromido koncentracijos elektrolite. Didinant modifikatoriaus koncentracija,
EOS migravimo trukmé didéja, t.y. prieSinga anali¢iy migravimui kryptimi
tekancio EOS greitis maz¢ja. Taciau koncentracijai virSijus 0,75-1 mmol/L,
katodinio EOS greitis nebesikeicia.

I8 3.7 pav. pateiktos elektroforegramos matyti, kad sumazinus kapiliaro ilgj
iki minimalaus (18 cm iki detektoriaus) bei maksimaliai sulétinus katodinio
EOS greitj modifikatoriaus pagalba, Ni(CN),> ir piromelitato anijony
atskyrimo trukme pavyko sumazinti iki mazdaug 3 min. Reikéty pazymeti, kad
ileidziant méginj ] kitg (taip vadinamas short-end injection) kapiliaro gala
(efektyvus kapiliaro ilgis tuomet yra 7 cm) pasiekiamas ypac greitas (greiciau
neti per 60 s) $iy anijony atskyrimas. Deja, d¢l darbe naudotos aparatiiros riboty
techniniy galimybiy (tikslus meéginio taris hidrodinamiSkai gali buti
leidZziamas tik } vieng kapiliaro galg) Sio biido negal¢jome taikyti kiekybinei

analizei.
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3.6 pav. EOS migravimo trukmés priklausomybé nuo heksametonio
bromido koncentracijos elektrolite. Elektrolitas: 20 mmol/L Tris-

sulfatas (pH 8,3); jtampa: +10 kV; EOS zymeklis: tioslapalas.

0.020

Absorbcija
0.010
1

N

1 2 3
Trukmé, min

0.000
1

3.7 pav. Standartinio tirpalo (abiejy anijony koncentracija 0,1 mmol/L)
elektroforegrama gauta esant optimalioms KE salygoms. Elektrolitas: 20
mmol/L Tris-sulfatas, 1 mmol/L heksametonio bromidas (pH 8,3); jtampa:
-10 kV; kapiliaras: 18 cm (iki detektoriaus) x 75 pum v.d.; UV
detektavimas prie 254 nm; hidrodinaminis méginio jleidimas 10 s (3,43 %
10° Pa). Smailés: (1) Ni(CN),*, (2) piromelitatas.

3.1.3. Cianido mikroekstrakcijos ypatumu tyrimas

Teoriniai pagrindai. Kaip jau buvo minéta, prieSingai nei tradicingje
skysCiy-skysciy ekstrakcijoje, mikroekstrakcijoje tirpiklio laSu analite

nieckuomet neiSekstrahuojama pilnai. Tai yra taip vadinamas pusiausvyriosios
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ekstrakcijos metodas, kai ekstrakcijos metu analit¢ pasiskirsto tarp 2-jy
(tiesioginé mikroekstrakcija 1§ tirpalo) arba 3-jy (miksroekstrakcija 18
virSerdveés) faziy. Mikroekstrakcijos 1§ virSerdvés metu nusistovejus
ekstrakcinei pusiausvyrai analit¢ pasiskirsto tarp trijy faziy — meéginio,

virSerdvés ir akceptorinés fazés, t.y. laSo:

Co Vi =Vt eV, + eV, (1)

Kur ¢, — pradin¢ analités koncentracija méginyje. c¢,, c¢,, it ¢, analités
koncentracijos atitinkamai méginyje, virSerdvéje ir akceptoringje fazéje
nusistovejus ekstrakcinei pusiausvyrai. V,,, V,, ir V, atitinkamy faziy tiiriai.
Paprastumo délei laikykime, kad analité nei vienoje i§ faziy nedalyvauja
jokiose Salutinése (pvz. protonizacija, disocijacija, kompleksy sudarymas ir
pan.) pusiausvyrose. Tuomet analités pasiskirstymo tarp atitinkamy faziy

koeficientai gali biti iSreiksti per bendras analités koncentracijas atitinkamose

fazese:
Kym = cv/cm 2)
Kap = ca/cy 3)
Kum = co/Cm = KymKapy 4)

IS 1-4 lygciy iSsireiSkiame analités koncentracija akceptorinéje fazéje
nusistovejus ekstrakcinei pusiausvyrai:

C.= K., K.c'V., (5)
Ko Koo VoK VAV,

Tuomet iSekstrahuotas analités kiekis bus lygus:

_ K., K.,c' V., V. (6)
Kv/m'Ka/v'Va+Kv/m' Vv+Vm

Analités sukoncentravimo laipsnj (£) galime iSreikSti analités koncentracijos

a

akceptoringje fazéje ir pradings jos koncentracijos méginyje santykiu:

E:Q: Kv/m'Ka/v'Vm (7)
c Kow KoVt Ko, V.V,

IS pateikty 5-7 iSraiSky seka, kad analités mikroekstrakcijos tirpiklio lasu

efektyvumg turéty jtakoti:
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1. Akceptorings fazés turis (V,);

2. Méginio tiris (V,,);

3. Virserdvés tiiris (V).

4. Analites pasisikirstymo tarp virSerdves ir meéginio koeficientas (K,,,);

5. Analités pasisikirstymo tarp akceptorinés fazés ir virSerdves koeficientas
(Kan)-

Ekstrakcijos tyrimams naudojome 50 pl mikroSvirksta ir 5 pL tdrio
vandening akceptoring fazg. Preliminari akceptorinés fazes sudétis - 100
mmol/L NHj;, 0,1 mmol/L NiCl, ir 0,2 mmol/L amonio piromelitato. Siekiant
pagreitinti pusiausvyros tarp méginio tirpalo ir virSerdvés nusistovéjimo
trukme, o tuo paciu ir ekstrakcijos trukme, méginio tirpalai turi biitt maiSomi.
Tirpalo maiSymas pagreitina masés transportg meéginio tirpale bei paskatina
konvekcijos procesg j virSerdve. D¢l Sios priezasties visi tyrimai buvo
atlickami méginio tirpalus intensyviai maiSant 800 aps/min greiciu.

Akceptorinés fazés taris. Mikroekstrakcijoje tirpiklio lasu akceptorinés
fazés tiiris gali buti keic¢iamas tik palyginti siaurame intervale (~1-10 pL), todél
Sio veiksnio jtaka néra labai reikSminga. Be to, i§ aukS¢iau pateikty lygciy
matyti, jog did¢jant akceptorinés fazés tiriui, iSekstrahuotos analités
koncentracija joje nesikeicia (zitr. 5 lygt]), taciau iSekstrahuotas bendras
analités kiekis — didés proporcingai akceptorinés fazés turiui (zitr. 6 lygt), t.y.
padidinus akceptorinés fazés tur] n karty, tiek pat karty padidés ir
iSekstrahuotas analités kiekis. Tokiu budu, galima konstatuoti, kad ekstrakcinés
sistemos konstrukcijos modifikavimas siekiant padidinti akceptorinés fazés tiirj
ir taip padidinti iSekstrahuotos analités kiekj tikslingas tik tuomet, jei po
ekstrakcijos analizuojama visa akceptorin¢ fazé (pvz. dujy arba skysciy
chromatografijos metodais). Nagriné¢jamu atveju (t.y. kapiliarinés
elektroforezés metode) po ekstrakcijos analizuojama tik dalis akceptorinés
fazés, todél jos tirio didinimas neturi prasmeés, kadangi iSekstrahuotos analités
koncentracija akceptorinéje faz¢je nesikeis.

Méginio ir vir§erdveés tiiriai. Siuos du parametrus tikslinga nagrinéti kartu,

kadangi jie yra tarpusavyje susij¢: esant pastoviam ekstrakcijos indo tiiriui

53



meéginio tirio didinimas susij¢s su atitinkamu virSerdvés tlrio maz¢jimu, ir
atvirk§Ciai. 3.8 pav. pateiktos eksperimentiSkai iSmatuotos iSekstrahuoto
cianido koncentracijos (santykinio smailés ploto) akceptorinéje fazéje
priklausomybés nuo méginio ir virSerdvés tiiriy santykio dviem skirtingoms
cianido koncentracijoms (0,005 ir 0,01 mmol/L). Matome, jog didinant
meéginio ir virSerdvés turiy santykj, cianido ekstrakcijos efektyvumas did¢ja,
taCiau Sis did¢jimas yra pakankamai rySkus tik didinant méginio turj nuo 1 iki
4 mL (atitinkamai virSerdves tiris mazeja nuo 11 iki 8§ mL). Tolimesnis
meginio tirio didinimas ir virSerdvés tiirio mazinimas ekstrakcijos efektyvumo

beveik nebejtakoja.
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3.8 pav. EksperimentiSkai iSmatuotos iSekstrahuoto cianido santykinio
smailés ploto akceptoringje fazéje priklausomybés nuo méginio ir
virSerdveés turiy santykio. LaSo turis — 5 pL. Bendras méginio ir
virSerdves tiris — 12 mL. Méginio pH - 6,5. Ekstrakcijos trukmé — 15
min.

Gauti rezultatai gerai koreliuoja su teorija. IS 5 ir 6 lygciy matyti, kad
didinant méginio tirj, tiek analités koncentracija akceptoringje fazéje, tiek ir
iSekstrahuotas bendras analités kiekis turéty didéti. Tuo tarpu virSerdves tiirio
jtaka prieSinga — iSekstrahuotos analités koncentracija ir kiekis bus didesni
ekstrahuojant 1§ maZesnio virSerdveés turio. Taigi, keiCiant Siuos abu
parametrus, t.y. didinant meéginio/virSerdves tiriy santykj, ekstrahuojamos

analiteés  koncentracija  akceptorin¢je faz¢je turéty didéti. Taciau
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mikroekstrakciniuose metoduose akceptorinés fazeés tiiris V, paprastai biina
zymiai (1000-50000 karty) mazesnis uz ekstrakcijai imamo meginio tirpalo tiir]
Vs t.y. visuomet galioja salyga V,>>V,. Be to, didinant méginio tiir] ir kartu
mazinant virSerdvés tiir] bus pasiekiama salyga, kai V,>>V,. Tokiu atveju, jei
atitinkami pasiskirstymo koeficientai (K,,, ir K,,) néra labai dideli (dazniausiai
taip ir biina), 1 du pirmuosius démenys 5 bei 6 lygiy vardiklyje galime
nebeatsizvelgti ir Sios lygtys supaprastéja:

Ko KocaV

V.,

Ca = sz/m.Ka/v.CO (8)

arba

na ~ Kv/m'Ka/;Co'Vm'Va sz/m°Ka/v’CO'Va (9)

Pasiekus paminétas sglygas tolimesnis tiiriy santykio didinimas ekstrakcijos

efektyvumo jau nebejtakos. Tai iliustruoja 3.9 pav. pateiktos teoriSkai
apskaiciuotos (5 lygtis) virtualios analités koncentracijos akceptoringje fazéje
priklausomybés nuo meéginio ir virSerdvés tiiriy santykio laisvai pasirinktiems
skirtingiems analités pasiskirstymo tarp virSerdvés ir méginio bei tarp

akceptorinés fazes ir virSerdvés koeficientams (K, ir K ).
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3.9 pav. TeoriSkai apskaiCiuotos virtualios analités koncentracijos
akceptoringje fazé¢je priklausomybés nuo méginio ir virSerdves tiriy
santykio pasirinktiems skirtingiems pasiskirstymo tarp virSerdvés ir
méginio bei tarp akceptorinés fazés ir virSerdvés koeficientams (K., ir
K.»). Pradiné analités koncentracija méginyje — 0,01 mmol/L. LasSo tiiris —
5 uL. Bendras méginio ir virSerdvés tiiris — 12 mL.
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IS pateikty rezultaty matyti, jog eksperimentiS$kai gautos priklausomybés
neblogai sutampa su teorinémis. Idealaus sutapimo sunku tikétis, kadangi
nezinomi tikslis HCN pasiskirstymo tarp faziy koeficientai, kuriuos galétume
panaudoti teoriniams skaiCiavimams. Skirtinguose literatiros Saltiniuose
pateikiamos K, vertés HCN skiriasi labai smarkiai, nuo 0,005 iki 0,09 [127].
Tuo tarpu K, vertes apskritai sunku prognozuoti, kadangi iSekstrahuota analité
akceptoringje fazéje papildomai deprotonizuojama bei suriSama ] nelaky
kompleksg. IS pateikty rezultaty akivaizdu, kad manipuliavimas meéginio bei
virSerdvés tiiriais néra labai efektyvus biidas ekstrakcijos efektyvumo
didinimui, kadangi leidzia padidinti analités sukoncentravimo laipsnj tik
palyginti neZymiai.

Analités pasisikirstymas tarp virSerdvés ir méginio. Did¢jant analités
pasiskirstymo tarp virSerdvés ir méginio koeficientui K,,,, padidéja analités
koncentracija virSerdvéje, o tuo paciu padidéja ir jos Kkoncentracija
akceptoringje faze¢je. Tai iliustruoja 3.10 pav. pateiktos teoriskai apskai¢iuotos
(5 lygtis) priklausomybes, 1§ kuriy matyti, jog padidéjus K, vertei nuo 0,01
iki 10, iSekstrahuotos analités koncentracija akceptoringje fazéje turétu padidéti

apie 500 karty.
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3.10 pav. Teoriskai apskaiCiuotos (logaritminé skal¢) virtualios analités
koncentracijos akceptoringje fazéje priklausomybés nuo analités
pasiskirstymo tarp virSerdvés ir méginio koeficiento K, dviem
skirtingiems pasiskirstymo tarp akceptorinés fazés ir virSerdvés
koeficientams (K,4). Pradiné analités koncentracija meéginyje — 0,01
mmol/L. Laso turis — 5 pL. Méginio tiiris — 5 mL.



Konkrec¢iai analitei padidinti K,,, verte galima keliais biidais: a) prie§
ekstrakcijg papildomai modifikavus méginj/analitg; pvz. cheminiy reakcijy
pagalba pervedus analite | lakesnj junginj; b) padidinus méginio temperatiirg
ekstrakcijos metu; ¢) padidinus méginio joning jéga.

Kadangi cianidas yra silpnos riigsties anijonas (pK, = 9,21), o lakumu
pasizymi tik protonizuota jo forma, méginio tirpalo pH yra labai svarbus
veiksnys cianido mikroekstrakcijai 1§ virSerdvés. Méginio pH jtaka ekstrakcijai
(ekstrahuojant 15 min kambario temperatiiroje) buvo tiriama pH intervale nuo
2,5 1iki 10,5. Cianido standartai buvo skiedziami 0,1 mol/L fosfatiniame
buferyje ir ekstrahuojami. Prie kiekvienos pH vertés buvo atlieckami trys
nepriklausomi matavimai. Rezultatai, gauti dviem skirtingoms cianido
koncentracijoms (0,02 mmol/L ir 0,01 mmol/L) yra pateikti 3.11 pav. Kaip ir
tikétasi, kai méginio pH didesnis uz 7,0 — 7,5, ekstrakcijos efektyvumas ryskiai
sumaz¢ja deél analités deprotonizacijos. Didziausi cianido kiekiai

iSekstrahuojami meéginio pH intervale nuo 4,5-7,5.
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3.11 pav. Méginio pH jtaka ekstrakcijos efektyvumui. Ekstrakcijos
salygos: ekstrakcijos trukmé 15 min; ekstrakcijos temperatira 25 °C.
Akceptoriné fazé: 100 mmol/L NHj, 0,1 mmol/L NiCl,, 0,2 mmol/L
amonio piromelitato. KE salygos tokios pacios kaip 3.7 pav.

IS 3.11 pav. taip pat matyti, kad kai méginio pH sumazéja nuo 4,5 iki 2,5,
pastebimas nezymus ekstrakcijos efektyvumo sumaZzéjimas (~15-20 %). Tai

galéty biti paaiSkinta papildoma fosforo riigSties koekstrakcija 1§ meéginio
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tirpalo arba sustipré¢jancia amoniako ekstrakcija i§ akceptorinés fazés | méginj,
del ko sumazéja akceptoringés fazés pH, o tuo paciu ir ekstrakcijos
efektyvumas. Placiau apie tai bus kalbama kitame skyrelyje. Buitina pazyméti,
kad nagrin¢gjamu atveju kei¢iant meéginio pH, HCN pasiskirstymo tarp
virSerdvés ir méginio koeficientas nesikei¢ia. Cia eksperimentikai
iliustruojamas atvejas, kai cheminés reakcijos pagalba pakei¢iama analités
struktiira, o tuo paciu ir jos fizinés savybés (i§ nelakaus CN” j laky HCN) bei
pasiskirstymo tarp faziy koeficientas.

Taigi, apibendrinant galima teigti, kad efektyvi laisvo cianido
mikroekstrakcija 1§ virSerdvés gali biti atliekama placiame pH intervale ir
papildomas méginio rigstinimas néra biitinas. Tai yra ypa¢ svarbu cianido
analiz¢je, kadangi papildomos manipuliacijos su meéginiu daznai sukelia
analités kiekio pokyc¢ius méginyje. Galutiniuose tyrimuose mikroekstrakcija
buvo atlickama 1§ neutraliy méginiy (pH 6,5) prie§ ekstrakcijg pridedant |
meginius 0,5 mL 1 mol/L fosfatinio buferio.

Toliau darbe buvo tiriama temperatiiros jtaka ekstrakcijos efektyvumui.
Temperatiiros jtaka buvo tirta 25 — 75 °C intervale akceptorine fazg virSerdvéje
iSlaitkant 10 min. 3.12 pav. pavaizduotos eksperimentiS8kai iSmatuotos
iSekstrahuoto cianido koncentracijos (santykinio smailés ploto) akceptorinéje
fazéje priklausomybés nuo temperatiiros dviejy skirtingy cianido koncentracijy
standartams. Kaip matome, did¢jant temperatiirai iki 55 °C, ekstrakcijos
efektyvumas palaipsniui auga. Kaip jau minéta, tai gali buti paaiSkinta tuo, kad
keliant temperatira, did¢ja analités pasiskirstymo tarp méginio ir virSerdves
koeficientas K., o tuo paciu did¢ja jos koncentracija virSerdvéje. Biitina
pazymeéti, kad temperatiira jtakoja ir analités pasiskirstymo tarp akceptorinés
fazés ir virSerdves koeficientg K,,: jo verté keliant temperatiirg mazéja ir tai
blogina ekstrakcijos efektyvumg. Todél bendru atveju temperatiros jtaka
mikroekstrakcijos efektyvumui gali biiti ir visiSkai nereikSminga arba netgi
neigiama (pabloginti ekstrakcijg). Taciau nagrin¢jamu atveju analité
akceptoring¢je fazéje yra pervedama ] visiSkai nelaky junginj, todél

temperatiros jtaka pasiskirstymo koeficientui K, turéty biti nereikSminga.
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3.12 pav. Temperatiiros jtaka ekstrakcijos efektyvumui.

Esant temperatiirai auksStesnei nei 55 °C, ekstrakcijos efektyvumas jau
nebedidéja. GreiCiausiai tai susij¢ su greitesniu amoniako koncentracijos
sumaz¢jimu akceptoringje fazéje, sumazinan¢iu akceptorinés fazés pH, o tuo
paciu ir ekstrakcijos efektyvumg. Galiausiai, kai ekstrakcijos temperatiira
pasiekia 70 °C, akceptorinés fazés laSas nebesilaiko ant mikroSvirkSto adatos
galiuko. Nors maksimaliis smailiy plotai buvo gauti ekstrahuojant 55 °C
temperatiiroje, paprastumo delei bei siekiant uztikrinti stabily ir labiau
atsikartojant] procesg, tolimesniems tyrimams buvo pasirinkta kambario
temperatura.

Labai panasi tendencija nustatyta ir eksperimentiSkai iSmatavus méginio
jonings jégos (NaCl koncentracijos méginyje) itaka ekstrakcijos efektyvumui.
Drusky (dazniausiai NaCl) pridéjimas ] méginio tirpalg padidina K., verte ir,
tokiu budu, padidina ekstrakcijos efektyvumg. Joniné jéga buvo keiCiama i
tirlamajj tirpalg pridedant skirtingus NaCl kiekius (i 5 ml meéginio tirpalo buvo
pridedama nuo 0 iki 2 g NaCl). Gauti rezultatai rodo (3.13 pav.), kad didinant
NaCl koncentracija, anali¢iy ekstrakcijos efektyvumas didéja. Prisotinus
megin] NaCl, ekstrakcijos efektyumas padidéja ~1,4-1,5 karto lyginant su

ekstrakcija 1§ meéginio be NaCl.
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3.13 pav. NaCl koncentracijos méginyje jtaka cianido ekstrakcijos efektyvumui.

Apibendrinus tyrimy rezultatus galima konstatuoti, kad mikroekstrakcijos
efektyvumo didinimas jtakojant analités pasiskirstymo tarp virSerdvés ir
meéginio koeficientg K,,, yra pakankamai efektyvus chemiskai modifikuojant
analite. Tuo tarpu temperatiiros ir/ar méginio jonings jégos jtaka ekstrakcijos
efektyvumui yra maziau veiksminga ir leidzia padidinti sukoncentravimo
laipsnj tik ~2-4 kartus.

Analités pasisikirstymas tarp akceptorinés fazés ir virSerdveés. K,
vertés jtaka ekstrakcijos efektyvumui iliustruoja 3.14 pav. pavaizduotos
teorinés priklausomybés trims skirtingiems virtualios analités pasiskirstymo
tarp virSerdves ir meéginio koeficientams K,,,. Bendru atveju analités
pasisikirstymg tarp akceptorinés fazés ir virSerdves galima efektyviai jtakoti
palyginti placiame intervale keifiant akceptorinés fazés prigimti, t.y
ekstrakcijai pasirenkant tirpiklj, kuriame analités tirpumas, o tuo paciu ir K,
yra maksimalus. Kadangi ekstrahuojant 1§ virSerdvés ekceptoriné fazé visiskai
nekontaktuoja su meéginiu, tirpikliy pasirinkimas yra labai platus. Deja, Siame
darbe ekstrakty analizé buvo atlieckama kapiliarinés elektroforezés metodu,
kuris skirtas vandeniniy tirpaly analizei, tod¢l negal¢jome eksperimentiSkai
patikrinti tirpiklio prigimties jtakos ekstrakcijos efektyvumui. Taliau tai

nesunku jvertinti dirbant chromatografiniais metodais.
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3.14 pav. Teoriskai apskaiciuotos (logaritminé skal¢) virtualios analités
koncentracijos akceptorin¢je fazéje priklausomybés nuo analités
pasiskirstymo tarp akceptorinés fazés ir virSerdvés K, dviem skirtingiems
pasiskirstymo tarp virSerdvés ir méginio koeficientams (K,,). Pradiné
analités koncentracija méginyje — 0,01 mmol/L. LaSo taris — 5 pL.
Méginio tiiris — 5 mL.

Kitas labai efektyvus biidas ekstrakcijos efektyvumui padidinti
manipuliuojant akceptorine faze — derivatizacijos reakcijy akceptorinéje fazéje
panaudojimas. Jei tokios reakcijos metu iSekstrahuota medZiaga bus
pervedama | maziau laky ar visiSkai nelaky junginj, tokiu atveju analités
ekstrakcijos efektyvumas turéty Zenkliai padidéti. Tarkime, kad akceptorinéje
fazéje analité A pervedama j nelaky junginj AR:

A+R < AR (10)
Tokiu atveju, analités pasiskirstymo tarp akceptorinés fazés ir virSerdves

koeficientas iSreiSkiamas:

A
Ka/v :[ ]a (11)
CV
Kur [A4], — pusiausvyrioji ekstrahuojamos medziagos A koncentracija

akceptoringje  faz¢je nusistovéjus ekstrakcinei  pusiausvyrai; ¢, —
ekstrahuojamos medziagos A  koncentracija virSerdvéje nusistovéjus
ekstrakcinei pusiausvyrai. Kadangi virSerdvéje medziaga A nedalyvauja

jokiose Salutinése reakcijose, naudojama bendroji jos koncentracija.
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(10) lygtyje pateikta pusiausvyra bendru atveju kiekybiskai apraSoma
junginio AR susidarymo konstanta K:
_ [4R]
©41[R]

(12)

Pvz. analités deprotonizacijos atveju, tai bty jos disocijacijos konstanta,
komplekso susidarymo atveju — patvarumo konstanta ir t.t. Tokiu atveju
pusiausvyrioji ekstrahuojamos analités formos koncentracija akceptoringje
fazéje bus lygi:

[4R]

LAL= R )

Matome, kad akceptoringje fazéje vykstanti reakcija sumaZzina analités A
koncentracija. Kadangi K,; yra pastovus, todé¢l tokiu atveju iSekstrahuotos
analités kiekis turéty padidéti. Be to, akivaizdu, kad bendru atveju ekstrakcijos
efektyvumo padid¢jimas priklauso nuo susidarymo konstantos Kj,, dydzio bei
nuo pridéto reagento koncentracijos [R].

Miusy atveju akceptoringje fazéje iSekstrahuota HCN jtakoja net dvi
pusiausvyros: HCN deprotonizacija Sarmin¢je akceptorinéje faz¢je ir cianido
jony kompleksavimas Ni*" jonais. Pirmiausiai panagrinékime pirmajj procesa.
HCN ekstrahuojant j pasarmintg vandenj, vyksta reakcija:

HCN + OH — CN + H,0 (14)

Tuomet pusiausvyrioji ~ ekstrahuojamos formos HCN  koncentracija
akceptoringje faz¢je bus lygi:

CN ]-K

HCN), = o IR 1s)

K, [OH ]
Kur K, — vandens joniné sandauga; K, — HCN rigstingumo konstanta. Taigi,
Siuo konkreciu atveju vienintelis keiCiamas veiksnys, jtakojantis ekstrakcijos
efektyvumg — akceptorinés fazés pH.

Amoniakas akceptorin¢je fazé¢je atliecka dvi svarbias funkcijas. Kaip jau

buvo minéta, norint iSvengti nikelio hidroksido nuosédy susidarymo

akceptorin¢je fazéje, joje turi buiti pakankama NH; koncentracija. Be to, nuo
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NHj; koncentracijos akceptoringje fazéje priklauso ir jos pH, o tuo paciu ir
iSekstrahuotos analités forma. NH; koncentracijos jtaka ekstrakcijai tyréme
keisdami amoniako koncentracijg akceptoringje faz¢je nuo 10 iki 500 mmol/L.
Rezultatai, gauti ekstrahuojant 1§ dviejy skirtingo pH méginiy (2,5 ir 6,5) yra
palyginti 3.15 pav.
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3.15 pav. NH;3 koncentracijos akceptoringje fazéje jtaka cianido (0,02
mmol/L) ekstrakcijos efektyvumui. Akceptoriné fazé: NH;, 0,1 mmol/L
NiCl,, 0,2 mmol/L amonio piromelitato.

Kaip ir buvo galima tikétis, abiem atvejais ekstrakcijos efektyvumas didéja,
did¢jant NH; koncentracijai laSe mazdaug iki 250 mmol/L. Kai ¢(NH3)>250
mmol/L, ekstrakcijos efektyvumas i§ abiejy meéginiy beveik nesiskiria ir yra
maksimalus. Taciau amoniako koncentracijy intervale nuo 10 iki 100 mmol/L,
1§ rugstesnio meginio (kurio pH yra 2,5) HCN iSekstrahuojama maziau. Tai
patvirtina auk$¢iau padarytg prielaida, kad ekstrahuojant 1§ rigStesniy meéginiy
del papildomos fosforo rugsties koekstrakcijos i§ méginio tirpalo ir/arba
sustipréjanc¢ios amoniako ekstrakcijos 1§ akceptorinés fazés | méginj, sumazéja
akceptorines fazés pH, o tuo paciu ir ekstrakcijos efektyvumas. HCN pilnai
(>99%) disocijuoja tik esant pH>11,21, o amoniako tirpalas pasizymi buferiniu
veikimu pH intervale 8,24-10,24 (amonio jono pK, = 9,24). Kadangi buferinio
tirpalo talpa buferinio veikimo pH intervalo krasStuose yra nedidelé, o pats
amoniakas yra lakus, tai neuztikrina pastovios akceptorinés fazés pH vertes.
Ekstrahuojant ilgesnj laikg arba tiriant méginius, i§ kuriy gali ekstrahuotis ir

kiti rtgStinémis savybémis pasizymintys junginiai, ekstrakcijos efektyvumas
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gali smarkiai sumazéti. Si problema buvo i$spresta papildomai j akceptoring
faze pridéjus 1 mmol/L natrio karbonatinio buferio (pH 11), kurio maksimali
buferiné talpa yra esant pH 10,33. Jo efekta iliustruoja 3.16 pav. pateikti
rezultatai. Siuo atveju, netgi i§ parlig§tinto méginio tirpalo, maksimaliai HCN
ekstrakcijai uztenka 25 mmol/L amoniako koncentracijos akceptorin¢je fazéje.
Tokia modifikacija tolimesniuose tyrimuose leido naudoti ilgesnes ekstrakcijos
trukmes ir mazesnes (50 mmol/L) amoniako koncentracijas akceptoringje
fazéje.

0,7
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3.16 pav. NH; koncentracijos akceptorinéje fazéje jtaka cianido (0,02
mmol/L) ekstrakcijos efektyvumui. Akceptoriné fazé: NHs, 1 mmol/L natrio
karbonatinio buferio (pH 11), 0,1 mmol/L NiCl,, 0,2 mmol/L amonio
piromelitato. Ekstrakcijos trukmé 15 min; ekstrakcijos temperatiira 25 °C.

Kaip jau buvo minéta, tiriamoje sistemoje iSekstrahuota HCN akceptoringje
faz¢je jtakoja ne tik jo deprotonizacija, bet ir deprotonizacijos metu
susidariusiy cianido jony kompleksavimas Ni*" jonais:

4CN + Ni*" — Ni(CN),> (16)

Sio komplekso bendra patvarumo konstanta isreiskiama:

__[Ni(CN)y ]
- [Ni2+]-[CN_]4 (17)

g

Kombinuodami 15 ir 17 lygtis, gausime:

[Ni(CN)} ' K,
K, B [Ni*]-[OH ]

[HCN], = (18)
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Matome, kad antroji cianido kompleksavimo pusiausvyra turéty papildomai
sumazinti HCN koncentracijg akceptoringje fazéje ir dar padidinti ekstrakcijos
efektyvuma. Sis efektas iliustruojamas 3.17 pav. pateiktais rezultatais, kur
palyginti iSekstrahuoto cianido santykiniai kiekiai gauti ekstrahuojant cianido
standarta Sarmine akceptorine faze be Ni** ir su Ni*". Pirmuoju atveju
(ekstrahuojant be Ni) analite akceptoringje fazéje veikia tik viena pusiausvyra
— jos deprotonizacija. Tuo tarpu kai Sarminéje akceptorin¢je fazéje dar yra ir
Ni*", ekstrakcijos efektyvuma jtakoja abi pusiausvyros — ir deprotonizacijg ir
cianidinio komplekso susidarymas. Todé¢l Siuo atveju iSekstrahuojami mazdaug

17-20 karty didesni cianido kiekiai.

[CBe Ni ESu Ni
0.6

05
0.4
03
0.2
=
1 1 1

0.005 0.01 0.02
Cianido konc. méginyje, mmol/L

Santykinis smailés plotas

3.17 pav. ISekstrahuoto cianido santykiniai kiekiai gauti ekstrahuojant
cianida $armine akceptorine faze be Ni*" ir su Ni*" (0,1 mmol/L NiCL).
Akceptorine fazé: 50 mmol/L NH3, 1 mmol/L natrio karbonatinio buferio
(pH 11), 0,2 mmol/L amonio piromelitato. Ekstrakcijos trukmé 15 min;
ekstrakcijos temperatiira 25 °C.

Ekstrakcijos trukmé. Ekstrakcijos trukmés jtaka buvo tiriama 5 - 30 min
intervale, 25 °C temperatiroje. Santykiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmeés (3.18 pav.) rodo, kad iSekstrahuoto cianido kiekis sparciai
did¢ja, didéjant ekstrakcijos trukmei nuo 5 iki 15 min, o po to (iki 30 min.)

kinta neZymiai.
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3.18 pav. Ekstrakcijos trukmés jtaka cianido ekstrakcijos efektyvumui.
Akceptoring faz¢: 50 mmol/L NHs, 1 mmol/L natrio karbonato (pH 11) 0,1
mmol/L NiCl,, 0,2 mmol/L amonio piromelitato. Ekstrakcijos temperatiira 25
°C.

3.1.4. Laisvo cianido nustatymas

Mikroekstrakcijos efektyvumg iliustruoja 3.19 pav., kuriame palyginti
analiziniai signalai, iSmatuoti vienodos koncentracijos cianido standartiniam
tirpalui po mikroekstrakcijos ir tiesiogiai jleidziant t3 patj standarta (po
derivatizacijos Ni’*" jonais) be mikroekstrakcijos. Cianido sukoncentravimo
laipsnis buvo jvertintas palyginus abiem atvejais gauty smailiy santykinius
plotus (santykinis smailés plotas — Ni(CN),*” smailés ploto ir vidinio standarto
smailés ploto santykis). Nustatyta, kad panaudojus mikroekstrakceija,
pasiekiamas mazdaug 58-kartinis cianido sukoncentravimo laipsnis.

Tiriamoje sistemoje akceptorinés fazés joniné jéga yra Zymiai (mazdaug 20
karty) mazesné nei elektrolito, kuriame analité atskiriama ir nustatoma. Tokiu
atveju, neprarandant atskyrimo efektyvumo KE metodu galima analizuoti
zymiai didesnius nei jprastinémis sglygomis méginio tiirius, ir taip papildomai
pagerinti detektavimo jautrj. Tuo tikslu buvo istirta méginio jleidimo trukmeés
jtaka santykiniams smailiy plotams ir smailiy efektyvumui. Nustatyta, kad

padidinus méginio ileidimo trukme nuo 10 iki 80 s, smailiy efektyvumas

66



nesumazegja, o detektavimo jautris atitinkamai padid¢ja. Nors jleidZiant
didesnius meéginio tirius padid¢ja (~30%) analités ir vidinio standarto
migravimo trukmes, tai yra nereik§minga lyginant su papildomu mazdaug 8-
kartiniu jautrio padid¢jimu. Padidinus jleidZiamo méginio turj, vidinio
standarto (amonio piromelitato) koncentracija akceptorin¢je fazéje buvo

sumazinta iki 0,01 mmol/L.

Nustatymas po mikroekstrakcijos

‘ Tiesioginis nustatymas

M..‘JL.__._W—Jme

3.19 pav. Cianido standarto (0,02 mmol/L) smailés po mikroekstrakcijos
ir jleidziant ta patj standarta (po derivatizacijos Ni** jonais) tiesiogiai be
mikroekstrakcijos.

Pagrindinés analizinés charakteristikos (sukoncentravimo laipsnis,
tiesiSkumo intervalas, aptikimo riba ir atsikartojamumas) iSmatuotos
optimaliomis sglygomis yra suraSytos 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé

Pagrindinés analizinés charakteristikos (n = 3)

Charakteristika Verté
TiesiSkumo intervalas, pmol/L 0,25-20
Koreliacijos koeficientas (R 0,997

Aptikimo riba (S/N=3), umol/L 0,08
Sukoncentravimo laipsnis 58
Smailiy ploty SSN, % 6,8 (kai c(CN") =1 pmol/L)
4,3 (kai ¢(CN") = 10 umol/L)

Cianido aptikimo riba (signalas/fonas = 3) lygi 0,08 umol/L. Toks
detektavimo jautris leidzia efektyviai kontroliuoti laisvo cianido kiekj

jvairiausiuose aplinkos ir fiziologiniuose objektuose. Smailiy ploty santykinis

67



standartinis nuokrypis (SSN), buvo nustatytas atlikus po SeSias nuoseklias
dviejy cianido standarty (1 ir 10 pmol/L koncentracijy) ekstrakcijas. Lyginant
su kitais literatliroje apraSytais mikroekstrakcijos metodais [128], smailiy ploty
atsikartojamumas yra pakankamai geras.

Optimizuotas cianido mikroekstrakcijos ir nustatymo metodas buvo
panaudotas laisvo cianido nustatymui rukanciy ir nertikanciy zmoniy Slapime
bei seilése. Galutiné laisvo cianido mikroekstrakcijos procediira aprasSyta
metodin¢je darbo dalyje. Paimti méginiai buvo laikomi 4 °C temperatiiroje ir
analizuojami ne vélau kaip 24 val po paémimo. Cianido kiekis méginiuose
buvo nustatomas standartiniy priedy metodu. Kiekvienam meginiui ekstrakcija
kartota po tris kartus. Rukancio Zmogaus Slapimo ekstrakto elektroforegrama
pavaizduota 3.20 pav., o gauti rezultatai apibendrinti 3.2 lentel¢je. Kaip ir
tikétasi, didesni cianido kiekiai buvo nustatyti rikanciyjy Zmoniy Slapime ir
seilése. Nors nertikan¢iyjy Slapime cianidas taip pat buvo aptiktas, jo
koncentracija kiekybiniam nustatymui buvo per maza.

Norint jvertinti analizés metodo teisingumg paprastai yra analizuojami
etaloniniai méginiai su tiksliai Zinomomis analités koncentracijomis. Deja, Siuo
atveju tokius etaloninius tirpalus pasidaryti biity buve labai sunku, todél
metodo teisingumas buvo jvertintas atlikus §lapimo bei seiliy méginiy iSgavos
tyrimg (pridedant j méginj 1,0 ir 2,5 pmol/L cianido standarto). ISgavos abiems
cianido koncentracijoms buvo intervale tarp 91,7-105,6%, kas yra visiSkai
priimtina praktinei analizei ir liudija apie metodo teisinguma.

Taigi, apibendrinant atlikty tyrimy rezultatus galima konstatuoti, kad
pasiiilytas metodas pasizymi palyginti dideliu cianido sukoncentravimo
laipsniu. Be to, ekstrakcijos 1§ virSerdvés deka visiSkai paSalinama meéginio
matricos jtaka. Kaip matyti 1§ 3.20 pav. pavaizduotos Slapimo méginio
elektroforegramos, nepaisant palyginti universalaus detektavimo bangos ilgio,
elektroforegramoje nebuvo registruojama jokiy pasaliniy smailiy. Kadangi tiek
makromolekulés, tiek ir mazesni organiniai ir neorganiniai meéginio
komponentai yra arba nelakiis naudojamose ekstrakcijos sglygose arba blogai

tirpsta vandeninéje akceptoringje fazéje, ekstrakcijos metu jie liecka méginyje
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arba virSerdveje. Dar vienas svarbus metodo privalumas - nereikalingos jokios
manipuliacijos su meéginiu (rigstinimas, distiliacija), todé¢l iSvengiama cianido

praradimo dél pasaliniy reakcijy.

0.005 AU
I
=

|

1 2 3 4
Trukmeé, min

3.20 pav. Rikan¢io Zmogaus Slapimo ekstrakto -elektroforegrama.
Ekstrakcijos salygos: ekstrakcijos trukmé - 15 min; ekstrakcijos
temperatiira - 25 °C. Akceptoriné fazé: 50 mmol/l NHs, 1 mmol/L natrio
karbonato 0,1 mmol/L NiCl,, 0,01 mmol/L. amonio piromelitato (pH 11).
Hidrodinaminis méginio jleidimas - 80 s (3,43 x 10° Pa). Smailés: (1)
Ni(CN)4%, (2) piromelitatas. KE salygos kaip ir 3.7 pav.

3.2 lentelé

Cianido koncentracijos fiziologiniuose méginiuose (n = 3)

Zmogus (Vyras) Méginys ¢(CN’), umol/L SSN, %
‘ Slapimas -° -
Neriikantis
seilés 0,38 7.9
Slapimas 0,42 8,4
Rikantis
seilés 0,76 7,5

* Zemiau nustatymo ribos

3.2. Silpnai suriSto cianido nustatymas

Skirtingai nei biologiniuose objektuose, gamtiniuose ir nutekamuosiuose
vandenyse cianidas daznai egzistuoja ir kompleksiniy junginiy su metaly
katijonais formoje. Iprastai tokiuose objektuose iSskiriamos trys cianido
formos: laisvas cianidas, silpnai suriStas cianidas, kurj sudaro laisvas bei ]
salyginai menkai patvarius kompleksus suriStas cianidas, ir bendras cianidas —

visy neorganinio cianido formy suminé koncentracija. Kadangi laisvo cianido
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nustatymas sunkiai jmanomas (laisva ir silpnai suriSto cianido formos
egzistuoja labilioje pusiausvyroje) o gelezies cianidiniai kompleksai nelaikomi
toksiSkais, dazniausiai nustatoma tik silpnai suristo cianido forma.

Mikroekstrakcijos-kapiliarinés elektroforezés metoda pabandéme pritaikyti
silpnai  suriSto cianido nustatymui. Cianidiniy kompleksy suardymui
panaudojome ligandy-mainus: j méginio tirpalg pridedama konkuruojancio
ligando L, kuris i$stumia cianida i§ kompleksy pats kompleksuodamas metaly
katijonus:

Me(CN)"" + L <> MeL + xCN°

Tolimesné mikroekstrakcijos ir analizés eiga analogiSka auk$¢iau apraSytai.
bei kituose aplinkos objektuose cianido koncentracijos gali buti didesnés,
papildomai modifikavome akceptorinés fazés sudétj. Visy pirma, padidinome
Ni(IT), NH; ir piromelitato koncentracijas akceptoringje fazéje atitinkamai iki
0,5 mmol/L, 500 mmol/L ir 0,025 mmol/L, o karbonatinio buferio pH buvo
padidinta iki 12. Tokie pakeitimai padidino akceptorinés fazés talpa
ekstrahuojamam HCN.

3.2.1. Mikroekstrakcija be ligandy mainy

Siekdami tiksliai jvertinti ligandy mainy proceso jtaka cianido ekstrakcijai
1§ metaly kompleksy, pirmiausiai iStyréme cianido ekstrakcijos efektyvuma is
jo cianidiniy kompleksy tirpaly nenaudojant konkuruojanéio ligando. Siam
tikslui buvo ruosiami atskiry metaly cianidiniy kompleksy standartiniai tirpalai
fosfatiniame buferyje (pH 6,5) ir standartinése salygose buvo atlickama
mikroekstrakcija ir KE analizeé. Atskiry metaly kompleksy koncentracijos buvo
tokios, kad perskaiCiavus ] laisvg cianida, jo koncentracija visuose tirpaluose
buty 0,01 mmol/L. Cianido ekstrakcijos 1§ metaly kompleksy iSgavos buvo
skai¢iuojamos lyginant su i§ 0,01 mmol/L koncentracijos laisvo cianido

standartinio tirpalo iSekstrahuotu kiekiu.
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Kaip jau buvo mineéta literatiiros apzvalgoje, silpnai suriStam cianidui
priskiriamas laisvas cianidas ir jo kompleksai su Ni*", Cu®, Cd*", Zn*", Hg*" ir
Ag'. Nustatant silpnai surita cianida, biitina, jog nustatymo metu labai
patvariis gelezies cianidiniai kompleksai nebiity suardomi. Dél Sios priezasties
buvo tiriama ir cianido ekstrakcija i§ Fe(CN)s ir Fe(CN)¢" cianidiniy
kompleksy. 3.3 lenteléje pateiktos cianido ekstrakcijos i§ metaly kompleksy
standartiniy tirpaly iSgavos ir jy santykiniy standartiniy nuokrypiy vertés.
Metaly cianidiniy kompleksy patvarumo konstantos taip pat yra pateiktos Sioje
lenteléje. Kaip ir buvo galima tikétis, be papildomo poveikio cianidas
kiekybiSkai iSekstrahuojamas tik i§ palyginti nepatvariy ir labiliy Zn(Il) ir
Cd(II) kompleksy. I§ Hg(CN),> ir Cu(CN);> kompleksy buvo isekstrahuota tik
atitinkamai apie 42% ir 28,5% komplekse esancio cianido, o 1§ likusiy
kompleksy cianidas apskritai nesiekstrahuoja. Kaip galima matyti, cianido
iSgavos gerai koreliuoja su metaly cianidiniy kompleksy patvarumo
konstantomis.

3.3 lentelé

Cianidiniy kompleksy patvarumo konstantos ir cianido mikroekstrakcijos i§ metaly
kompleksy iSgavos

Kompleksas logp, ISgava, %
(0,01 mmol/L CN")
Cd(CN)4~ 5,5: 10,6; 15,3; 18,9 103 (2,4)°
Zn(CN),* 5,3;11,0;16,7; 21,6 99 (2,8)
Cu(CN);* 21,7; 26,8 29 (3,6)
Ag(CN), 20,9 4,1 (3,9)
Hg(CN)4* 18,3; 34,7; 38,5; 41,5 42 (4,2)
Hg(CN), 18,3; 34,7 0
Ni(CN),* 30,3 2,3 (5,5)
Fe(CN)s" 36,9 0
Fe(CN)s> 43,9 0
,, T uscias* meginys 0

* Zemesniy kompleksy patvarumo konstantos yra labai maZos, todél jy nustatyti
negalima.
® Skliaustuose pateikti santykiniai standartiniai nuokrypiai (%; n = 3).
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3.2.2. Ligandy palyginimas

Neabejotinai  paprasCiausias ir lanks¢iausias cianidiniy kompleksy
suardymo metodas, nereikalaujantis rigstinimo, UV Svitinimo ar kity drastiSky
eksperimentiniy salygy, yra ligandy mainai. Taikant §; metodg galima parinkti
tokias salygas, kuriose bty atlaisvinamas tik silpnai suriStas cianidas, o
palyginti nekenksmingi labai patvariis gelezies cianidiniai kompleksai likty
nepakite. Tyrimams pasirinkome tris ligandus: etilendiaming (En), ditizong
(Dz) ir polietileniming (PEI). Kadangi ligandy mainai efektyviau vyksta
Sarmingje terpéje, pirminiams tyrimams buvo paruoSti 1% (mases)
koncentracijos En ir PEI tirpalai 0,01 mol/L NaOH fone. D¢l blogesnio Dz
tirpumo vandenyje naudojome 0,05% koncentracijos jo tirpalg 0,01 mol/L
NaOH fone. Prie§ mikroekstrakcija 1 2,5 mL atitinkamo komplekso tirpalo
buvo pridedama 0,5 mL ligando tirpalo ir miSinys uzdarame indelyje
intensyviai maiSomas 5 min. Po to ;] miSinj jpilama 2 mL 1 mol/L fosfatinio
buferio (pH 6,5), iSsiskyres cianidas ekstrahuojamas ir analizuojamas. Cianido
iSgavos 1§ tirlamy kompleksy veikiant trimis konkuruojanciais ligandais
palygintos 3.4 lenteléje. Kaip ir buvo tikétgsi, papildomas poveikis
konkuruojanciu ligandu reikSmingai pagerino metaly cianidiniy kompleksy
suardymg. Taciau nei vienas i§ tirty ligandy pilnai nesuardé visy kompleksy.
Nepilnai cianidas iSlaisvinamas 1§ Hg(II) ir Ag(I) cianidiniy kompleksy
naudojant En ir PEI ligandus, o ditizonas buvo maziau efektyvus iSstiimiant
cianida i§ Ni(CN),* ir Cu(CN);> kompleksy. Tuo tarpu Fe(CN)g ir Fe(CN)g"
kompleksai nei su vienu ligandu apskritai nebuvo ardomi. Tai patvirtina
literatiiros duomenis, jog i§ labai patvariy geleZies cianidiniy kompleksy
cianidas gali buti iSstimiamas tik panaudojus palyginti drastiSkas salygas
(virinimas su rugstimis arba Svitinimas UV spinduliuote kombinuojant su
konkuruojanc¢iu ligandu) [84, 90]. Blogesnis rezultaty su PEI ligandu
atsikartojamumas greiciausiai sietinas meéginio tirpalo klampos padidéjimu
pridéjus 1 ji polimero. IS gauty rezultaty matyti, kad siekiant pilnai iSstimti

cianidg 18 visy (iSskyrus gelezies) kompleksy reikéty arba, pasirinkus vieng i
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tirlamy ligandy, papildomai optimizuoti ligandy mainy proceso salygas
(ligando koncentracija, reakcijos trukme, pH, temperatiirg ir pan.), siekiant
pilno suardymo, arba naudoti dviejy ligandy miSinj. Tolesniems tyrimams mes
pasirinkome, miisy manymu, paprastesnj ir perspektyvesni antrgji budg —

etilendiamino ir ditizono miSinj.

3.4 lentelé
Konkuruojancio ligando prigimties jtaka cianido i§gavoms 1§ metaly cianidiniy
kompleksy
Kompleksas ISgava, %

(0,01 mmol/L CN") Etilendiaminas Ditizonas Polietileniminas
Cd(CN),~ 103 (2,9)° 101 (3,3) 98 (5,5)
Zn(CN),> 103 (3,2) 98 (3,8) 99 (6,1)
Cu(CN);* 95 (2,6) 86 (3,0) 97 (5,9)
Ag(CN)y 22 (4,9) 104 (2,6) 10 (10,2)
Hg(CN) > 48 (4,3) 99 (3,5) 79 (6,6)
Hg(CN), 7,9 (5,5) 103 (4,1) 34 (8,0)
Ni(CN)4* 93 (2,7) 22 (4,7) 98 (5,4)
Fe(CN)s" 0 0 0
Fe(CN)g 0 0 0

,» Tuscias* meéginys 0 0 0

* Skliaustuose pateikti santykiniai standartiniai nuokrypiai (%; n = 3).

Atlike papildomus tyrimus nustatéme, jog pridéjus ] tiriamy kompleksy
standartinius tirpalus 0,5 ml 1% En ir 0,05% Dz misinio 0,01 mol/l NaOH
tirpalo fone (salygos analogisSkos auksciau atlikty tyrimy saglygoms) visi silpnai
suriStam cianidui priskiriami cianidiniai kompleksai yra pilnai suardomi
(cianido iSgavos siekia >96%), o gelezies kompleksai visiSkai nereaguoja.

Yra Zinoma, kad maz¢jant tirpalo pH dél protonizacijos daugelio
kompleksuojanciy reagenty veikimo efektyvumas susilpnéja. Antrg vertus
meéginio paruoSimas veikiant jj Sarminiu konkuruojanciy ligandy tirpalu pries
ekstrakcija papildomai komplikuoja analizés procediira. Visy pirma tai
prailgina analizés trukme¢. Be to, iSkyla pavojus, jog dirbant su realiais

meéginiais po ligandy mainy reakcijos Sarmingje terpé€je fosfatiniu buferiu ne
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visuomet pavyks sumazinti méginio pH iki 6,5. Tod¢l siekdami maksimaliai
supaprastinti ir sutrumpinti analizés procesa, mes pabandéme apjungti ligandy
mainy ir ekstrakcijos procediiras. Kadangi En pasizymi puikiomis buferinémis
savybémis neutralioje terpéje (pK*; = 7,01), vietoje iki Siol naudotos cianido
ekstrakcijos 18 natrio fosfatinio buferio mes iSbandéme ekstrakeijg 1§ 0,4 mol/L
etilendiamino chlorido buferio (pH 6,5) su 0,005% ditizono priedu. Siuo atveju
buferyje esantis chloridas papildomai veikia ir kaip konkuruojantis ligandas
Hg(Il) ir Ag(I) kompleksams. ISgavos testai atlikti su metaly cianidiniy
kompleksy standartais parodé (rezultatai nepateikti) kad Sis ligandy mainy ir
ekstrakcijos procesy apjungimas nesumazino cianido iSgavy 1§ tiriamy
kompleksy. Si procediira ir buvo naudojama tolimesniuose tyrimuose.
Pagrindiné problema dirbant su standartinémis silpnai suriSto cianido
nustatymo metodikomis yra ta, kad cianido iSgavos i§ kompleksy priklauso nuo
ty kompleksy koncentracijos. PavyzdZziui, nustatyta, kad naudojant
konkuruojanciu ligandu trietilentetraaming ir esant palyginti nedideléms
komplekso koncentracijoms méginyje, cianido iSgava i§ Ag(CN), siekia
100%, tuo tarpu did¢jant komplekso koncentracijai, cianido iSgava sumazéja
iki 35% [86]. Dar mazesnés cianido iSgavos buvo gaunamos i§ didesniy
koncentracijy Hg(CN), komplekso. Norédami patikrinti, ar miisy tiriamoje
sistemoje cianido iSgava nepriklauso nuo cianidiniy kompleksy koncentracijos,
buvo istirta cianido mikroekstrakcija 1§ trijy skirtingy cianidiniy kompleksy
koncentracijos méginiy. Gauti rezultatai suraSyti 3.5 lentel¢je. IS pateikty
rezultaty matyti, kad cianidiniy kompleksy suardymo efektyvumas visiskai

nepriklauso nuo ty kompleksy koncentracijos.

3.2.3. Metodo atrankumo tyrimai

Viena i§ aktualiausiy problemy nustatant cianidg standartiniais riigStinés
distiliacijos metodais — analizés atrankumas. PaSaliniy junginiy jtaka
pasireiskia dvejopai. Visy pirma rugscioje terp¢je kartu su cianidu distiliuojasi

visa eil¢ lakiy junginiy (SO,, H,S, azoto oksidai, riigstys, aldehidai ir pan.),
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trukdanciy tolimesniam cianido nustatymui. Be to, riigs€ioje terpéje labai
sustipr¢ja  oksidacijos-redukcijos procesai, kuriy metu dalis cianido
oksiduojasi.

3.5 lentelé
Cianido iSgavos (%) ekstrahuojant trijy skirtingy koncentracijy metaly kompleksy

tirpalus
Kompleksas Koncentracija (umol/L CN)
1 5 10
Cd(CN),”~ 104 (6,0)" 100 (2,5) 99 (3,3)
Zn(CN),* 102 (5,2) 98 (3,9) 101 (2,6)
Cu(CN);> 97 (5,5) 97 (3,2) 99 (2,4)
Ag(CN)y 104 (5,8) 99 (4,0) 98 (1,9)
Hg(CN),* 103 (6,2) 96 (3,3) 99 (3,6)
Hg(CN), 98 (4,9) 103 (4,1) 101 (2,8)
Ni(CN),* 98 (5,3) 102 (4,4) 97 (2,5)

* Skliaustuose pateikti santykiniai standartiniai nuokrypiai (%; n = 3).

Mikroekstrakcijos 1§ virSerdvés metode ekstrahuojama 1§ neutraliy
meginiy, o akceptoriné fazé visiSkai nekontaktuoja su meéginio tirpalu. Tai
zenkliai padidina metodo atrankumg cianidui. Nepaisant to, papildomai
iStyréme medziagy, kurios paprastai trukdo standartiniuose cianido nustatymo
metoduose, jtakg. Atrankumo testai buvo atlikti su tirpalais turiniais 10
umol/L cianido su 1000 karty (10 mmol/L) didesnémis SCN’, Br, I', NOs,
NO,, 8032', 82032' ir S* jony koncentracijomis. Kaip ir buvo tikétasi, visi tirti
anijonai, iSskyrus sulfida, visiskai netrukdé cianido ekstrakcijai ir tolimesniam
nustatymui. Nuodugniau iStyrus sulfido jtaka dviejy cianido koncentracijy
tirpalams (0,005 ir 0,01 mmol/L) buvo nustatyta (3.21 pav.), kad sulfidai
nejtakoja (cianido iSgavos svyruoja nuo 95,0 iki 105%) tik kai sulfido
koncentracija méginyje nevir§ija 0,1 mmol/L. Toliau didinant sulfido
koncentracija cianido iSgava pradeda smarkiai mazéti nuo 27-30% (esant 0,2
mmol/L S$*) iki mazdaug 4-6% (esant 0,5 mmol/L S*). Esant pH 6,5 sulfidas
dalinai protonizuojasi (pK"=6,99) pereidamas j laky H,S, kuris taip pat

ekstrahuojasi Sarmine akceptorine faze. Didesni kiekiai iSekstrahuoto
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vandenilio sulfido, greiGiausiai sumazina Ni*" katijony koncentracija
akceptoringje faze¢je (susidaro NiS) ir/arba jos pH ir tai sumazina akceptorinés
fazés talpg cianidui.

Biitina pazymeti, kad sulfido jtaka néra rimta problema, kadangi realiuose
pramoniniuose nutekamuosiuose bei gamtiniuose vandenyse sulfidy kiekiai yra
zymiai mazesni. Be to, didesnés sulfido koncentracijos nesunkiai pasalinamos
pries ekstrakcijag nusodinus sulfidg Svino karbonatu [83, 86]. Tai iliustruoja
3.22 pav. palygintos elektroforegramos, iSmatuotos cianido standarto su 0,2
mmol/L sulfido priedu ekstraktui, be (a) ir su (b) sulfido nusodinimu prie§

ekstrakcija Svino karbonato milteliais.

[J0.005 mmol/L 0.010 mmol/L

120
100 |~
8o |~

60

ISgava, %

40

20

0 T T T T T T
0.025 0.05 0.1 0.2 0.3 0.5

Sulfido koncentracija, mmol/L

3.21 pav. Na,S koncentracijos méginyje jtaka cianido (0,005 ir 0,010
mmol/L) iSgavoms.

|
Al

3.22 pav. Cianido standartinio tirpalo (7,5 pmol/L) su 0,2 mmol/L Na,S
priedu ekstrakty elektroforegramos: a — be sulfido nusodinimo; b — pries$
ekstrakcijg nusodinus sulfidg PbCOj ir nufiltravus méginj. Smailés: 1 -
Ni(CN)*, 2 - piromelitatas.

76



3.2.4. Vandens méginiy analizé

Optimizuotas metodas buvo testuojamas analizuojant tris realius méginius —
du skirtingus galvaninio cecho nutekamojo vandens méginius ir Neries upes
vanden]. Kadangi gamybiniy nuoteky meéginiuose buvo didesni silpnai suriSto
cianido kiekiai, prie§ ekstrakcijg jie buvo skiedziami. Silpnai suriSto cianido
koncentracijos méginyje buvo iSmatuotos naudojant absoliutaus kalibravimo
metodg. Realiy méginiy analizés rezultatai pateikti 3.6 lenteléje, o 3.23 pav.
pavaizduota nuoteky méginio ekstrakto elektroforegrama. ISgavos testas buvo
atlickamas pridedant ;] méginius Zinomus kiekus silpnai suriSto cianido (visy
metaly cianidiniy kompleksy miSinio). Tyrimy rezultatai rodo, kad ligandy
mainy-mikroekstrakcijos-kapiliarinés elektroforezés sistema puikiai tinka
silpnai suriSto cianido nustatymui realiuose objektuose. Pagrindinis metodo
privalumas - nereikalingos jokios manipuliacijos su meéginiu (rigstinimas ir
distiliacija), todél iSvengiama cianido praradimo dé¢l pasSaliniy reakcijy. Be to,
sitlomas mikroekstrakcijos metodas puikiai suderinamas ne tik su KE, bet ir su

ESCh bei jony chromatografijos metodais.

3.6 lentelé
Silpnai suriSto cianido nustatymo realiuose objektuose rezultatai
Meéginys CN nustatyta, CN' pridéta, ISgava, %
umol/L umol/L
Galvaninio cecho 161 (3,8)" 25,0 96 (3,5)
nuotékos 1 100 99 (2,9)
(skiedimas 1:25)
Galvaninio cecho 38,6 (4,4) 10,0 97 (4,2)
nuotékos 2 25,0 96 (3,6)
(skiedimas 1:10)
Neries vanduo Nerasta 2,0 105 (6,2)
10,0 103 (4,4)

* Skliaustuose pateikti santykiniai standartiniai nuokrypiai (%; n = 3).
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3.23 pav. Nutekamojo vandens méginio ekstrakto elektroforegrama.
Smailés: 1 - Ni(CN),”, 2 - piromelitatas.

3.3. Amonio jony mikroekstrakcija ir nustatymas KE metodu

Tyrimai su cianidu parode¢, kad mikroekstrakcija i§ virSerdvés vandenine
akceptorine faze turéty puikiai tikti lakiy neorganiniy junginiy iSskyrimui i
sudétingy meéginiy ir jy nustatymui KE metodu. Vienas 1§ tokiy junginiy yra
amonio jonas, kurio nustatymas biologiniuose objektuose yra pakankamai ilgas
ir sudétingas. Kadangi Sarmin¢je terp€je amonio jonas deprotonizuojasi

pereidamas  laky amoniaka, $ia jo savybe ir buvo pasinaudota.

3.3.1. Atskyrimo salygu optimizavimas

Amonio jonas visiS8kai neabsorbuoja spinduliuotés UV srityje, todél
jautresnis  tiesioginis jo detektavimas nejmanomas be papildomos
derivatizacijos reakcijos. Kadangi tinkamo reagento, neutralioje ar silpnai
rigscioje terpe¢je greitai ir kiekybiskai reaguojancio su amoniu ir sudarancio
absorbuojant] UV srityje joninj junginj literattiroje neradome, darbe naudojome
netiesioginj UV detektavimg. UV chromoforu netiesioginiam detektavimui
pasirinkome imidazola, kuris bene placiausiai naudojamas greity neorganiniy
katijony atskyrimui KE metodu [129].

Vidiniu standartu pasirinkome K' katijong, kuris yra nelakus, chemiskai

stabilus ir lengvai nustatomas KE metodu. Deja, jo elektroforezinis judris
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neutraliuose ir partigstintuose tirpaluose yra identiSkas amonio katijono judriui,
todel jprastinése sglygose Sie katijonai neatskiriami. PaprasCiausiais biidas
diferencijuoti $iy jony judrius — pridéti 1 elektrolita 18-kraun-6 eterio, kuris
sudarydamas kompleksa su K" jonais, sumazina jy judrj amonio jony atzvilgiu.
Tai iliustruoja 3.24 pav. pateikta amonio ir kalio jony migravimo trukmiy
priklausomybé nuo 18-kraun-6 eterio koncentracijos elektrolite. Didéjant eterio
koncentracijai, K" migruoja 1é¢iau, kadangi vis didesné jo dalis yra suriama j
kompleksg. Kadangi amonis visiSkai nesgveikauja su eteriu, jo migravimo
trukme beveik nekinta. Kai ¢(18-kraun-6)>3 mmol/L, abu katijonai yra visiSkai

atskiriami, taciau jy smailés ganétinai placios ir nesimetriskos.

+amonis +~kalis

Migravimo trukmé, min

0 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5
18-kraun-6, mmol/L

3.24 pav. 18-kraun-6 koncentracijos elektrolite jtaka NH4" ir K katijony
migravimo trukméms. Elektrolitas: 5 mmol/L imidazolas (pH 4,3 su
CH3;COOH) + 18-kraun-6; jtampa: 25 kV; kapiliaras: 50 cm (iki
detektoriaus) x 75 um v.d.; netiesioginis UV detektavimas prie 214 nm.

Si problema buvo isspresta papildomai padengus kapiliaro sieneles dvigubu
prieSingo kriivio polimery sluoksniu [130]. Toki padengimg iliustruoja 3.25
pav. pavaizduota schema. Pirmiausiai kapiliaras padengiamas katijoniniu
polidialildimetilamonio chlorido polimeru, kuris d¢l elektrostatinés saveikos su
silanolinémis grupémis sukimba su kapiliaro pavirSiumi labai tvirtai. Antroje
stadijoje, taip modifikuotas ir perteklinj teigiama kriivi jau turintis kapiliaro
pavirSius dengiamas anijoniniu  poli(natrio-4-stirensulfonato) polimeru.

Elektrostatiné sgveika tarp prieSinga kriiv turinciy polimery yra pakankamai
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stipri, todél toks padengimas yra labai stabilus, o antrasis anijoninio polimero
sluoksnis duoda didel] neigiamy kriviy tankj kapiliaro sieneliy pavirSiuje.
Padengimas buvo atlickamas kapiliarg 5 min. plaunant elektrolitu su 0,1 %
(mas.) katijoninio polimero, po to 1 min. vandeniu ir v¢él 5 min. elektrolitu su
0,1 % (mas.) anijoninio polimero. Tokiame kapiliare gaunamas labai pastovus
placioje pH srityje ir greitas katodinis EOS. 3.26 pav. palygintas tiriamy
katijony atskyrimas nepadengtame ir dvigubu polimery sluoksniu padengtame
kapiliaruose. Modifikuotame kapiliare atskyrimas beveik dvigubai greitesnis,

efektyvesnis ir jautresnis.

~ 7
~y~  n—R—y N N
SiO" SiO” Sio” Sio” SiOo”

N
+
| I

3.25 pav. Kapiliaro padengimo dvigubu polimery sluoksniu schema.

NH;

NHZ

T T T T T T T

0 2 4

Trukmé, min

3.26 pav. Amonio ir kalio katijony atskyrimas nepadengtame kapiliare
(a) ir dvigubu polimery sluoksniu padengtame kapiliare (b). Elektrolitas:
5 mmol/L imidazolas (pH 4,3 su CH;COOH) + 3 mmol/L 18-kraun-6;
itampa: 25 kV; kapiliaras: 50 cm (iki detektoriaus) x 75 pm v.d.;
netiesioginis UV detektavimas prie 214 nm.
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3.3.2. Mikroekstrakcijos salyguy tyrimas

Amonio mikroekstrakcijos tyrimai buvo atlickami 1§ 5 mL tiirio tirpaly
naudojant 5 pL vandening akceptoring faze¢ su 0,5 mmol/L. KH,PO, vidiniu
standarto priedu. Visi tyrimai buvo atlickami meéginio tirpalus intensyviai
maiSant 800 aps/min greiciu.

Amonio katijonas yra silpna rigstis (pK, = 9,25), tod¢l meéginio ir
akceptorinés faziy pH yra bene svarbiausi veiksniai, jtakojantys ekstrakcijos
efektyvumg. Meéginio pH jtaka buvo tiriama pH verciy srityje 8,0-13,0
ekstrahuojant dviejy koncentracijy (0,05 ir 0,10 mmol/L) amonio chlorido
standarty tirpalus 0,1 mol/L KH,PO, buferyje, neutralizuotame KOH iki
reikiamos pH vertés. Tyrimo rezultatai pavaizduoti 3.27 pav. Didéjant méginio
pH nuo 8,0 iki mazdaug 10,5, dél vykstanc¢ios amonio jony deprotonizacijos,
didéja lakaus NH; koncentracija meéginyje, o tuo paciu ir ekstrakcijos
efektyvumas. Kai amonio jonai pilnai deprotonizuojami (pH>11), tolimesnis

pH didinimas ekstrakcijos efektyvumo nebejtakoja.

3

0.1 mmol/L --0.05 mmol/L

Santykinis smailés plotas

3.27 pav. Meéginio pH jtaka amonio ekstrakcijos efektyvumui.
Ekstrakcijos salygos: ekstrakcijos trukmé 10 min; ekstrakcijos
temperatira 25 °C. Akceptoriné faze: 1 mmol/L HsPOy ir 0,5 mmol/L
KH,PO,.

Akceptorinés fazés pH buvo kei¢iamas intervale nuo 3 iki 8 neutralizuojant

1,0 mmol/L H3PO, ir 0,5 mmol/L KH,PO, mis§inj NaOH tirpalu. Nustatéme,
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kad esant akceptorinés fazés pH intervale 3-7 pasiekiamas maksimalus
ekstrakcijos efektyvumas. Kai pH virsija 7, ekstrakcijos efektyvumas pradeda
mazéti dél amonio jono deprotonizacijos akceptorinéje fazeje. Tolimesni
tyrimai buvo atlickami su méginiais, kuriy pH 12 (0,1 mol/L K,HPO,
neutralizuotas KOH), ir rugstine akceptorine faze, kurios sudétis - 1 mmol/L
H;PO, ir 0,5 mmol/L KH,POy,.

3.28 pav. pavaizduota temperatiiros jtaka amonio ekstrakcijos efektyvumui.
Kaip ir buvo galima tikétis, temperatiiros jtaka amonio ekstrakcijai labai panasi
1 temperatiiros jtaka cianidui: didéjant temperatirai iki mazdaug 50-55 °C,
ekstrakcijos efektyvumas palaipsniui auga. Esant temperatirai aukStesnei nei

50-55 °C, ekstrakcijos efektyvumas jau nebedidéja.

0.1 mmol/L -+0.05 mmol/L

Santykinis smailés plotas

| /\
30 40 50 60

0

20 70

Temperatiira,’C

3.28 pav. Temperatiiros jtaka amonio ekstrakcijos efektyvumui.

Ekstrakcijos trukmés jtaka buvo tiriama 5 - 30 min intervale, 25 °C
temperatiroje. Santykiniy smailiy ploty priklausomybé nuo ekstrakcijos
trukmeés (3.29 pav.) rodo, kad iSekstrahuoto amoniako kiekis sparciai did¢ja,
didéjant ekstrakcijos trukmei nuo 5 iki 15 min, o po to (iki 30 min.) beveik

nebekinta. Taigi, 15 min trukmé pakankama ekstrakcijos pusiausvyrai pasiekti.
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3.29 pav. Ekstrakcijos trukmés jtaka amonio ekstrakcijos efektyvumui.

3.3.3. Metodo taikymas

Pagrindinés analizinés charakteristikos (sukoncentravimo laipsnis,
tiesiSkumo intervalas, aptikimo riba ir atsikartojamumas) iSmatuotos
optimaliomis sglygomis yra suraSytos 3.7 lenteléje. Biitina pazyméti, kad,
nepaisant panasaus abiejy anali¢iy lakumo, amonio sukoncentravimo laipsnis
yra beveik 4 kartus mazesnis uz cianido, o jo aptikimo riba beveik 20 karty
didesné. Didesnis sukoncentravimo laipsnis cianidui pasiekiamas déka
papildomos jo derivatizacijos akceptorin¢je fazéje. Be to, cianidui nustatyti
taikytas tiesioginis UV detektavimas yra jautresnis. Nepaisant paminéty
trukumy, pasiektas detektavimo jautris leidzia efektyviai kontroliuoti amonio

jony kieki jvairiausiuose aplinkos ir fiziologiniuose objektuose.

3.7 lentelé
Pagrindinés analizinés amonio nustatymo charakteristikos (n = 3)
Charakteristika Verté
TiesiSkumo intervalas, pmol/L 5-100
Koreliacijos koeficientas (R) 0,996
Aptikimo riba (S/N=3), umol/L 1,5
Sukoncentravimo laipsnis 14
Smailiy ploty SSN, % 7,5 (kai ¢(NH4") = 10 pmol/L)
5,3 (kai ¢(NH,4") = 50 umol/L)
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Optimizuotas metodas buvo testuojamas analizuojant tris realius meginius —
krauja, jiros vanden;] ir pieng. Realiy méginiy analizés rezultatai pateikti 3.8
lenteléje, o 3.30 pav. pavaizduota kraujo méginio ekstrakto elektroforegrama.
ISgavos testas buvo atlieckamas pridedant ; méginius zinomus kiekus amonio
chlorido. Tyrimy rezultatai rodo, kad mikroekstrakcijos-kapiliarinés
elektroforezés sistema puikiai tinka amonio jony nustatymui realiuose
objektuose. Pagrindinis metodo privalumas - nereikalingos jokios
manipuliacijos su méginiu (baltymy paSalinimas, Sarmin¢ distiliacija,
derivatizacija), todél iSvengiama papildomo amoniako susidarymo dél
pasaliniy reakcijy méginio paruo§imo metu.

3.8 lentelé

Amonio nustatymo rezultatai (n = 3)

Méginys Nustatyta, Prideta, Nustatyta suma, | ISgava (%)
umol/L umol/L umol/L

Kraujas 34,1 (7,9)* 10,0 44,8 (6,7) 107
25,0 59,7 (4,8) 102
Juros vanduo 18,3 (5,9) 10,0 28,1 (5,7) 98
25,0 43,0 (5,2) 99
Pienas 262 (6,1) 50,0 310 (4,5) 96
(skiedimas 1:5) 125 384 (4,9) 98

* Skliaustuose pateikti santykiniai standartiniai nuokrypiai (%; n = 3).

o 1 2 3
Trukmé, min
3.30 pav. Kraujo méginio ekstrakto -elektroforegrama. Ekstrakcijos
salygos: ekstrakcijos trukmé 15 min; ekstrakcijos temperatira 25 °C.

Akceptoriné fazé: 1 mmol/L H3;PO4 ir 0,5 mmol/L KH,PO,4. Kitos KE
salygos kaip ir 3.26 pav.
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l.

ISVADOS

Skai¢iavimais  parodyta ir eksperimentiSkai  patvirtinta, kad
efektyviausias biuidas mikroekstrakcijos 1§ virSerdvés efektyvumui
pagerinti — analités lakumo didinimas chemiskai modifikuojant jg pries
ekstrakcijg ir/arba jos lakumo mazinimas modifikuojant jg akceptorinéje
fazéje. Tai leidzia padidinti sukoncentravimo laipsnj nuo keliolikos iki
keliy Simty karty. Sukoncentravimo laipsnis priklauso nuo vykstancios
reakcijos/reakcijy pusiausvyros konstantos dydzio ir nuo reagento

koncentracijos.

. Maksimalus cianido mikroekstrakcijos efektyvumas pasiekiamas pH

srityje 4,5- 7,5, kur cianidas kiekybiskai pervedamas j laky HCN.
Riigstesnéje terpéje ekstrakcijos efektyvumas sumazéja dél rugsties
koekstrakcijos 1§ meéginio ir NH; nugaravimo i§ akceptorines fazes,
sumazinan¢iy akceptorinés fazés pH. Ekstrakcijos efektyvumo
sumazejimo rigscioje terpéje iSvengiama padidinus akceptorinés fazés

bufering talpa.

. Be papildomo poveikio cianidas ekstrahuojasi pilnai tik i§ palyginti

nepatvariy ir labiliy Zn(Il) ir Cd(IT) kompleksy. Tuo tarpu i§ Hg(CN),*
ir Cu(CN);> kompleksy iSekstrahuota tik atitinkamai 42% ir 29%
cianido, o i§ likusiy kompleksy (Ag(CN),, Ni(CN),>, Hg(CN),,
Fe(CN)s> ir Fe(CN)s") cianidas nesiekstrahuoja. Cianidy i$gavos gerai
koreliuoja su metaly cianidiniy kompleksy patvarumo konstantomis.

Nors papildomas poveikis konkuruojanc¢iu ligandu (etilendiaminu,
ditizonu arba polietileniminu) pagerina metaly cianidiniy kompleksy
(i8skyrus Fe kompleksus) suardyma, taciau nei vienas i$ trijy ligandy
pilnai nesuardo visy kompleksy. Kiekybiskas silpnai suriSto cianido
suardymas (cianido iSgavos siekia >96%) pasiektas tik panaudojus

etilendiamino ir ditizono miSinj.
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. Cianido ekstrakcijai trukdo tik didesni nei 0,1 mmol/L sulfido kiekiai
meginyje, taciau sulfido jtaka lengvai paSalinama prie§ ekstrakcijg
nusodinus jj Svino karbonatu.

. Maksimalus amonio mikroekstrakcijos efektyvumas pasiekiamas
ekstrahuojant jj 1§ paSarminty meéginiy (pH>11) akceptorine faze, kurios
pH 3-7.

. Lyginant standartiniais metodais, siilomas metodas yra greitesnis ir
paprastesnis, visiSkai eliminuojama méginio matricos jtaka,
nereikalingos joks drastiSkas (deproteinizacija, veikimas
rigStimis/Sarmais, distiliacija ir pan.) poveikis méginiui, todél
1Svengiama analiciy praradimo/padid¢jimo dél pasaliniy reakcijy.

. Mikroekstrakcija 1§ virSerdvés vandens laSu praplecia mikroekstrakcijos
metody taikymo sritis: atveriama galimybé labai poliniy organiniy ir
neorganiniy junginiy mikroekstrakcijai bei galimybé mikroekstrakcija
tiesiogiai apjungti su kapiliarine elektroforeze bei jai giminingais

analizés metodais.
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