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SANTRUMPOS

BSA — N,O-bis(trimetilsilil)acetamidas;

DCh — dujy chromatografija;

DCh-LJD — dujy chromatografija su liepsnos jonizaciniu detektoriumi;
DCh-MS — dujy chromatografija su masiy spektrometrija;
DCh-MS/MS — dujy chromatografija su tandemine masiy spektrometrija;
DSSME — dispersiné¢ skysciy-skys¢iy mikroekstrakcija;
DVB/CAR/PDMS — divinilbenzenas/karboksenas/polidimetilsiloksanas;
ESCh — efektyvioji skys¢iy chromatografija;

IR spektroskopija — infraraudonoji spektroskopija;

KECh — kapiliariné elektrochromatografija;

KFE — kietafaz¢ ekstrakcija;

KFME - kietafazé mikroekstrakcija;

KZE — kapiliariné zony elektroforeze;

MEEKCh — mikroemulsiné elektrokinetiné chromatografija;

MEKCh — micelin¢ elektrokinetiné chromatografija;

METL — mikroekstrakcija tirpiklio lasu;

MS/MS — tandeminé masiy spektrometrija;

MSTFA — N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoracetamidas;

PA — poliakrilatas;

PDMS — polidimetilsiloksanas;

PEEK - poli(eterio-eterio-ketono);

SES — sorbciné ekstrakcija strypeliu;

SFME — skystafazé mikroekstrakcija;

SFMEK - skystafazé mikroekstrakcija kapiliare.



IVADAS

Parabenai yra p-hidroksibenzoinés riigSties esteriai. Jie pasizymi
antibakterinémis ir prieSgrybelinémis savybémis. Dél savo savybiy ir mazos
kainos parabenai placiai naudojami kosmetikos, maisto, farmacijos pramon¢je
kaip konservantai, apsaugantys produktus nuo ankstyvo gedimo
ir prailginantys jy galiojimo laikg. Norint pasiekti stipriausig antimikrobinj
poveiki, naudojamas skirtingy parabeny misinys, todél kosmetikos priemoniy
sudéties etiketése dazniausiai aptiksime kelis skirtingus p-hidroksibenzoinés
rugsSties esterius: metil-, etil-, propil- ir butilparabenus. Minéty parabeny
galima rasti tiek kremuose ir kitose asmeninés higienos priemonése, tiek
maisto produktuose, netgi baseino ar nutekamuosiuose vandenyse.

Ilga laikg buvo manyta, kad parabenai nesukelia Salutinio poveikio ir yra
netoksiski, taiau pastaraisiais metais susidoméjimas parabenais iSaugo d¢l jy
galimai sukeliamo neigiamo poveikio zmogaus sveikatai. Padidéjus jtarimames,
jog prasiskverb¢ per odg parabenai gali sukelti alergines reakcijas,
veikti endokrining sistemg, skatinti véziniy lgsteliy atsiradimg, buvo pradéta
kontroliuoti jy kiekj aplinkoje, maisto bei kosmetikos produktuose.
Europos Sgjunga leidzia parabenus naudoti kosmetikos produktuose, kai
kiekvieno jy koncentracija yra iki 0,4 %, o bendra koncentracija yra iki 0,8 %.

Parabeny koncentracijos daznai yra per mazos, o méginiai per daug
sudétingi, kad juos bity galima analizuoti nesukoncentravus ir neizoliavus
nuo trukdanc¢ios matricos. Méginio paruoSimas daznai tampa ilgiausia ir
sudétingiausia analizes stadija, kuri uZima didZiausig bendros analizés trukmes
dalj ir daro didZiausig jtaka analizés paklaidoms. D¢l Sios prieZasties viena i$
pagrindiniy pastaryjy mety analizinés chemijos vystymosi krypciy — naujy,
efektyviy méginio paruosSimo metody paieska, tyrimas ir taikymas siekiant
pagreitinti, palengvinti ir atpiginti analizg.

Ruosiant méginius analizei ypa¢ populiariis jvairts ekstrakcijos metodai.
Klasikiniai skystiems meéginiams ekstrahuoti naudojami ekstrakcijos metodai

yra kietafaz¢ ekstrakcija ir skysCiy-skys€iy ekstrakcija. Tai paprasti,



nereikalaujantys sudétingos aparatiiros, taciau daug laiko uzimantys metodai,
kuriuos taikant yra sunaudojami dideli brangiy ir toksiSky organiniy tirpikliy
turiai. Siekiant i§vengti Siy trilkumy, pasiiilyta klasikinius ekstrakcijos metodus
miniatilirizuoti. Ypac paplites miniatiiirizuotas kietafazés ekstrakcijos variantas
— kietafaz¢ mikroekstrakcija. Miniatiiirizuoty skysciy-skyséiy ekstrakcijos
varianty yra daugiau. Tai mikroekstrakcija tirpiklio lasu, skystafaz¢
mikroekstrakcija kapiliare bei dispersiné skysciy-skysc¢iy mikroekstrakcija.
Visi Sie metodai naudoja vos kelis — keliolika mikrolitry ekstrahento, yra pigts
ir greiti.

Vienas 1§ placiausiai naudojamy organiniy junginiy analizés metody yra
dujy chromatografija — analizés metodas, pasizymintis atrankumu, paprastumu,

analizés atlikimo sparta.

Sioje daktaro disertacijoje apibendrinty moksliniy tyrimy tikslas —
sukurti  parabeny  skysCiy-skysCiy  mikroekstrakcijos  metodus @ —
mikroekstrakcijg  tirpiklio laSu, skystafaze¢ mikroekstrakcijg kapiliare
ir dispersing skysciy-skys€iy mikroekstrakcijg — bei pritaikyti juos parabeny

nustatymui vandenyje bei kosmetikos produktuose.

Disertacinio darbo uZdaviniai:

1. Sukurti nederivatizuoty ir derivatizuoty parabeny mikroekstrakcijos
tirpiklio laSu metodus.

2. Sukurti nederivatizuoty ir derivatizuoty parabeny skystafazés
mikroekstrakcijos kapiliare metodus.

3. Sukurti nederivatizuoty ir derivatizuoty parabeny dispersinés
skys¢iy-skysciy mikroekstrakcijos metodus.

4. Palyginti paruoStus parabeny mikroekstrakcijos metodus ir jvertinti
derivatizacijos jtakg mikroekstrakcijos metody efektyvumui.

5. ParuoStus parabeny mikroekstrakcijos metodus pritaikyti realiy

meéginiy analizei.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Sitlomi parabeny mikroekstrakcijos metodai yra efektyvis, paprasti,
greiti ir pigis.

2. Parabeny derivatizacija prie§ mikroekstrakcijos procediiras padidina
parabeny nustatymo jautrj.

3. Situlomi parabeny mikroekstrakcijos metodai tinkami realiy objekty
analizei.

4. Mikroekstrakcijos metodo pasirinkimg nulemia méginio matrica.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Parabenai

1.1.1. Parabeny savybés, taikymas ir poveikis Zmoniy sveikatai

Parabenai — tai organiniai junginiai, p-hidroksibenzoinés riigsties

esteriai (1.1 pav.).

OH
1.1 pav. Bendra parabeny formul¢ (R — alkilo grup¢).

Parabenai sintetinami rugstingje terpéje esterifikuojant
p-hidroksibenzoing riigst; atitinkamu alkoholiu [1].

Parabenai yra bespalviai, bekvapiai, beskoniai kristalai ar milteliai.
Jie pasizymi higroskopiSkumu ir turi gana aukStus oktanolis/vanduo
pasiskirstymo koeficientus. Parabenai yra stabildis, nelinke hidrolizuotis
junginiai [2].

1924 m. T. Sabalitschka pirmg karta pasitlé naudoti parabenus kaip
konservantus ir parod¢ jy antimikrobinj poveikj [2]. Parabenai atitinka
idealiam konservantui keliamus reikalavimus: neturi kvapo, skonio, praktiskai
neutraliis, nekei¢ia produkty, ; kuriy sudét] jeina, spalvos, nesuteikia jiems
kietumo, pasizymi placiu antimikrobinio veikimo spektru, pakankamai saugis
naudoti (bent jau taip ilgg laika buvo manoma), yra stabiliis palyginti placioje
pH srityje (4,5-7,5), pakankamai tirplis vandenyje [3]. D¢l stabilumo aukstose
temperatiirose parabenai nepraranda antimikrobiniy savybiy produktus
turinCius parabeny sterilizuojant [2]. Antimikrobinés parabeny savybés geréja

ilgéjant alkilo grandinei molekuléje, taciau tokiu atveju jy tirpumas vandenyje



maze¢ja. Taigi maisto produktuose daZniau vartojami Zemesnieji esteriai (metil-
ir propil-) [4]. Norint pasiekti stipriausig antimikrobinj poveikj, naudojamas
skirtingy parabeny miSinys, todel kosmetikos priemoniy sudéties etiketése
dazniausiai aptinkami keli skirtingi esteriai: metil-, etil-, propil- ir
butilparabenai (1.1 lentelé) [5]. 1987 m. JAV propilparabeno sunaudojimas
apytikriai buvo 6947 kg, metilparabeno — 424 kg, o bendrai parabeny
pagaminta 7727 kg per metus [2]. Metilparabenas ir propilparabenas
dazniausiai naudojami kartu deél sinergetinio efekto. Taip yra todel, kad
propilparabenas turi didesnj antimikrobinj poveikj, bet metilparabenas yra
tirpesnis. Kadangi §ie du parabenai maziau lipofiliniai, jie néra tokie toksiski,
kaip ilgesnés grandinés parabenai, pvz. benzilparabenas [6, 7]. Dél $iy savybiy
ir mazos kainos parabenai pla¢iai naudojami kosmetikos, maisto, farmacijos
pramonéje kaip konservantai, apsaugantys produkta nuo ankstyvo gedimo ir

prailginantys jy galiojimo laika.

1.1 lentelé

Populiariausi parabenai

Pavadinimas IUPAC Formulé E numeris
pavadinimas
Metilparabenas Metil-4- i E218
OCH,
hidroksibenzoatas ,.,/@)L
. . [}
Etilparabenas Etil-4- L~ E214
hidroksibenzoatas HO
Propil Propil-4- E21
ropilparabenas ropi Py 6
hidroksibenzoatas | |,
Butilparabenas Butil-4- f
o/\/\
hidroksibenzoatas Hod
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Kartu ar pavieniui parabenai naudojami daugiau nei 13200 kosmetikos
priemoniy [8]. 1995 m. iStyrus 215 kosmetiniy priemoniy 77 % nuplaunamy
priemoniy (Sampiinai, kiino prausikliai, makiazo valikliai, muilai ir t.t.) ir 99 %
nenuplaunamy priemoniy (kremai veidui ir rankoms, kiino losjonai, kremai
nuo saulés, dekoratyviné kosmetika ir t.t.) sudétyje buvo rastas vienas ar
daugiau parabeny. IS visy parabeny turin¢iy priemoniy 98 % savo sudétyje
turéjo metilparabeno, 32 % — etilparabeno, 38 % — propilparabeno, 16 % —
butilparabeno ir 16 % — benzilparabeno. Parabeny turin¢iy priemoniy sudétyje
bendras parabeny kiekis buvo 0,01-0,87 % [5].

Europos Sajungos kosmetikos priemoniy direktyva (European Union
Cosmetics Directive 76/768/EEC) nustat¢ naudojamy konservanty ribas
kosmetikoje. DidZiausia leistina kiekvieno parabeno koncentracija yra iki
0,4 %, o bendra koncentracija (iSreiksta kaip p-hidroksibenzoiné riigstis) neturi
virSyti 0,8 % [9]. Parabeny turintys kosmetiniai produktai, kontaktuojantys su
oda, plaukais, galvos oda, lipomis, gleivine, pazastimis bei nagais tiek
retkarciais, tiek kasdieng, gali blitti naudojami nuolat net kelis
deSimtmecius [8]. Galimas pavojus sveikatai didéja kosmetika naudojant
dideliais kiekiais [10]. Nenuplaunami produktai, tokie kaip dekoratyvine
kosmetika ir kiino losjonai, pavojingesni sveikatai, nes ilgai iSliecka odos
pavirSiuje ir gali per odg prasiskverbti i kraujg [11].

Pirmiausiai parabenai kaip konservantai buvo panaudoti vaisty
pramonéje. Jy yra daugybés tableciy, sirupy, injekciniy vaisty ir Zvakuciy
sudétyje. Propilparabenas yra vienas efektyviausiy konservanty, naudojamy
prieSgrybeliniy preparaty gamyboje. Metilparabenas ir propilparabenas kaip
konservantai naudojami jvairiuose nereceptiniuose vaistuose. Juose parabeny
koncentracija skiriasi priklausomai nuo produkto, bet retai virSija 1 %.
Vis délto JAV Maisto ir vaisty valdyba (Food and Drug Administration)
nustaté, kad jie dirgina akis ir kaip konservantai yra netinkami naudoti joms
skirtuose vaistuose [2].

Parabenai nedideliais kiekiais naudojami ir maisto produktuose bei

gérimuose, kad apsaugoty juos nuo ankstyvo gedimo, pelésiy bei bakterijy.
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Dazniausiai parabenai naudojami tokiuose maisto produktuose kaip tortai,
pyragaiciai, glajus, jdaras, nealkoholiniai gérimai, dZzemas, Zel¢, marinatai ir
sirupai [2]. Didziausia leistina parabeny koncentracija maisto produktuose
yra 0,1 %. Buvo nustatyta, kad i zmogaus organizmg per dieng patenka
apie 76 mg parabeny arba 1,3 mg vienam kiino svorio kilogramui, 1§ jy su
maistu apytiksliai 1 mg, su kosmetiniais ir asmeninés higienos produktais
50 mg, ir su vaistais 25 mg [10]. Daugybé organizacijy (Food and Drug
Administration, the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives,
the Flavor and Extract Manufacturer’s Association ir kt.) ir jvairios pasaulio
Salys (Kanada, Japonija, Norvegija, Svedija ir kt.) nedraudzia déti parabeny
1 maisto produktus [1]. Europos Sajunga leidzia (Direktyva 95/2/EC) metil-,
etil-, propilparabenus naudoti tokiuose maisto produktuose kaip mésos
drebuciai (maksimalus leidziamas kiekis 1g/kg), konditerijos gaminiai
(iSskyrus Sokoladg) (0,3g/kg) ir skystuose maisto papilduose (2 g/kg).
Metilparabeny ir etilparabeny bei jy natrio drusky priimtinas dienos
suvartojimas yra 0—10 mg vienam kiino svorio kilogramui [12].

Parabenai néra vien tik sintetiniai junginiai, gaunami chemijos
laboratorijose, jy randama ir augalinés kilmeés produktuose, pvz.: mélynése,
tekSése, pasifloros vaisiy sultyse, baltajame vyne. TekSése nustatytas
metilparabeno kiekis yra apie 0,15 ppm. M. Goodwin su bendraautoriais
nustaté, kad metilparabeno yra $uns i§skiriamuose skys¢iuose rujos metu. Sio
tyrimo autoriai teigia, kad metilparabenas yra Suny lytinis feromonas [1].

D¢l  plataus  vartojimo  parabeny randama  nutekamuosiuose
vandenyse [13]. Nors parabenai 1§ jy Salinami, mazi jy kiekiai (ng/L eilés)
vis délto patenka } gamtinius vandenis [14]. Deja informacijos apie galima
parabeny jtaka vandens organizmams beveik néra [7].

Parabenai | Zmogaus organizmg patenka jvairiais keliais. Vienas i§ jy —
per oda, pvz.: saulétg dieng tepantis apsauginiu kremu, kuriame yra parabeny.
Taip pat parabenai gali atkeliauti ] organizmg su maistu, gaiviaisiais gérimais.
Kadangi daugelis Zmoniy su Siais junginiais susiduria nuolat, labai svarbu

jvertinti jy poveikj Zzmogaus organizmui.
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Ilga laikg buvo manyta, kad parabenai, kurie absorbuojasi per oda i§ kiino
prieziliros priemoniy jau po pirmo kontakto [15], metabolizmo reakcijy metu
yra i$ jo paSalinami [16] arba blogiausiu atveju gali sukelti alergines reakcijas
ar sudirginti oda [17]. Pirma kartg Siy medziagy nekenksmingumu suabejota,
kai 1940 m. buvo uZfiksuotas etilparabeno sukeltas kontaktinio dermatito
atvejis. Vis délto parabeny sukelto alerginio kontaktinio dermatito atvejy
uzfiksuota nedaug. H.A. Krob ir bendraautoriai parod¢, kad parabenai yra
silpni alergenai, sukeliantys alergines reakcijas tik 0,5 % iStirty pacienty.
Kontaktinio dermatito atvejai dazniausiai pasitaiko, kai parabenus turintys
produktai tepami tiesiai ant pazeistos odos. Parabenai gali sukelti ir staigia
alerging reakcija (pvz. kontakting dilgeling) [18]. A. Katsarou ir bendraautoriai
iStyré parabeny poveikj 664 pacientams. Daliai jy (4,5 %) alerginé reakcija
] parabenus pasireiSké¢ po 30 minuciy [19]. Siekiant iStirti parabeny turiniy
produkty efekta akims, buvo atlikti keli tyrimai su triusiais. Dauguma parabeny
nesukele akies dirginimo reakcijy, kiti akis dirgino neZymiai [2].

1973 m. A. Fischer paskelbe, kad kai kuriais atvejais vietinio naudojimo
terapiniuose preparatuose esantys parabenai gali sukelti alergines reakcijas,
taiau esantys kosmetikos priemonése — ne. Sis akivaizdus priestaravimas buvo
pavadintas ,,parabeny paradoksu“. Buvo teigiama, kad parabenais papildyta
kosmetika gerai toleruojama, jei naudojama ant normalios, nepazeistos
odos [17].

1998 m. E. J. Routledge ir bendraautoriai nustaté, kad parabenai turi tam
tikrg estrogeninj aktyvuma [20], t.y. mégdzioja nattiraly hormong estrogeng ir
sukelia nepageidaujamg poveikj endokrininei sistemai [21, 22]. Estrogenai —
17-B-estradioliai — pagrindiniai lytiniai hormonai, kurie skatina antriniy
moteriSkyjy lytiniy pozymiy vystymasi, medziagy apykaita ir ruoSia moters
organizmg apvaisinimui, vaisiaus i$neSiojimui, gimdymui ir maitinimui.
Jie turi pastebimg jtaka odos biiklei, nes epidermyje esanciy estrogeny funkcija
— pagreitinti zaizdy gijimg bei iSsaugoti kolagena, reikalingg palaikyti odos
elastingumui. Manoma, kad padidéje estrogeno kiekiai padidina kriities vézio

susirgimo rizikg [23]. Tai nustacius buvo atlikta daug toksikologiniy tyrimy su
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laboratoriniais gyviinais (in vivo metodai) bei lasteliy kultiiromis (in vitro
metodai). Gauti rezultatai parodé, kad parabenai mégdZioja estrogeny veikla,
silpnai sgveikaudami su estrogeng atpazjstanciais receptoriais, taip pat didina
estrogeno koncentracijag organizme, blokuodami fermenty sulfotransferaziy,
skaldanCiy estrogeng, bei jo pirmtakg — estrong (i kurio organizme
sintetinamas estrogenas) veikla. Sie fermentai — sulfotransferazés — yra
pasiskirste odoje, jy funkcija — mazinti aktyvaus estrogeno kiekius. Tuo tarpu
parabenai inhibuoja §io fermento veiklg ir S§io veikimo stiprumas labai
priklauso nuo parabeno struktiiros. Tyrimais jrodyta, kad ilgéjant Soninés alkilo
grupés atSakai parabeno esteringje grupgje, stipréja junginio estrogeninés
savybés. D¢l Sios priezasties, 1§ kosmetikoje naudojamy parabeny,
butilparabenas pasiZymi stipriausiomis estrogeninémis savybémis ir
efektyviausiai blokuoja odos sulfotransferaziy veikima [9].

Taip pat atlikta keletas tyrimy, kurie kartu su estrogeniniu aktyvumu
jvertina ir parabeny antispermatogeninj poveikij. S. Oishi parodé, kad paveikus
ziurkiy ir peliy patinus butilparabenu ar propilparabenu (bet ne metilparabenu
ar etilparabenu), tai neigiamai paveikia testosterono sekrecija ir patiny
reprodukcinés sistemos funkcijg [24].

Susidoméjimas toksiniu parabeny poveikiu ypac iSaugo, kai jy pédsaky
buvo rasta kriities auglio méginyje [16]. Siame tyrime parabeny pédsaky buvo
rasta 18 1§ 20 kriities auglio audinio méginiy. IS audinio méginio ekstrahavus
parabenus, buvo nustatytos ir suskaiCiuotos jy molekulés, o gauti rezultatai
palyginti su kontroliniu meéginiu, paimtu i§ nenavikinio krities audinio.
Nustatytas bendras parabeny kiekis buvo vidutiniskai 20,6 ng viename grame
kriities auglio audinio. Daugiausiai rasta metilparabeno (12,8+2,2 ng/g
audinio), t.y. 62 % bendro parabeny kiekio, benzilparabenas nerastas. Kriities
auglio audinio méginyje buvo aptiktos didesnés parabeny koncentracijos, nei
kontroliniuose meéginiuose, bet ir pastarieji turéjo Zymias parabeny
koncentracijas. Nors statistiSkai analizé ir nebuvo labai jtikinama, taiau
informacija buvo pakankama, kad buty suabejota parabeny naudojimu

kosmetikos priemonése. Ziniasklaida pasinaudojo §ia tema ir per televizijos
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reportazus, spausdintus bei internetinius straipsnius i§gasdino pirkéjus.
Sie P. D. Darbre tyrimai susilauké kity autoriy [24] kritikos, nes tyrimas
paremtas mazu méginiy kiekiu, kontroliniai méginiai buvo uZztersti parabenais,
kuriy $altinis nezinomas. Parabenai, rasti kriities auglio audinio méginyje, i ji
galéjo patekti dél iSorinio uZterSimo, o ne i$ kriities auglio. Taip pat abejotinas
faktas, kad kruties auglio audinio méginyje nebuvo rastas benzilparabenas,
kuris turi salyginai stipry estrogeninj aktyvuma, o metilparabeno buvo
gausiausiai, nepaisant to, kad jo estrogeninis aktyvumas silpniausias. Dauguma
mokslininky sutare, kad néra jrodyto rySio tarp parabeny ir kriities auglio, o tuo
labiau tarp parabeny turin€iy kosmetikos priemoniy naudojimo ir krities
auglio. Taciau pritarta, kad butina testi tyrimus dél parabeny ir kriities auglio
audinio sgsajy pries pateikiant galutines i§vadas.

Moksliniy bandymy metu paaiskejo, kad vis did¢jantis serganciy
melanoma jauny Zmoniy skaiius susijgs su auganciu kiino prieziliros
priemoniy ir kremy, apsauganc¢iy nuo saulés neigiamo poveikio, kuriuose yra
parabeny, naudojimu [2, 25]. Taip pat nustatyta, kad ant odos esantis
metilparabenas, sgveikaudamas su UV spinduliais, greitina odos sen¢jima
bei sukelia DNR mutacijas [26, 27].

Nustatyta, kad didelés propilparabeno ir butilparabeno koncentracijos yra
genotoksiskos [28].

P. Canosa paskelbtame straipsnyje yra teigiama, kad metil- ir
propilparabenai yra toksiski, tafiau ypatingai pavojingi yra jy chlorinti
produktai. Chlorinimo reakcija gali jvykti plaukimo baseino ar vandentiekio
vandenyje esan¢ioms chloro turin¢ioms medZiagoms ($iy medziagy pridedama
1 vanden] norint uztikrinti vandens bakteriologing kokybe¢) sureagavus su
parabenais Zzmogaus odoje [14, 29].

Galima daryti iSvada, kad parabeny poveikis labai priklauso nuo to, kokiu
budu jis patenka ] Zmogaus organizmg. Jei parabenai | organizmg patenka per
burng su maistu ar vandeniu, jie lengvai absorbuojami virSkinamojo trakto,
hidrolizuojami iki p-hidroksibenzoinés rugsties ir iSskiriami kartu su Slapimu

be pastebimo polinkio kauptis Zmogaus organizme [5, 9]. Kraujyje ir Slapime
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aptiktas tik hidrolizés produktas — p-hidroksibenzoiné riigstis, kuri nepasizymi
estrogeniSkumu. Kai parabenai yra absorbuojami per oda, jie ilgiau iSlieka
laisvi, nepaveikti juos skaidanciy fermenty esteraziy, nes odoje Siy fermenty
yra daug maziau, nei kepenyse. Poodiniuose riebaluose esancios esterazés
aktyviau skaido parabenus su trumpa grandine, tuo tarpu esterazés esancios
keratinocituose aktyviau skaido parabenus su ilgesnémis grandinémis [30].
Tyrimai parodé, jog zmogaus odoje metilparabenas persiesterifikuoja |
butilparabeng, kurio estrogeninis efektyvumas yra didesnis nei Kkity
parabeny [31]. H. Nakazawa ir bendraautoriai nustaté, kad Zmogaus kraujyje ir
piene néra parabeny, bet jy pagrindinis metabolizmo produktas -
p-hidroksibenzoiné riigStis buvo rasta visy pacienty kraujo ir pieno méginiuose.
S. Oishi pademonstravo, kad dalis parabeny gali biiti absorbuota ir likti
zmogaus kiino audiniuose nehidrolizuoti [24]. Taigi kasdienis kremy, losjony
ar kity higienos priemoniy naudojimas papildo odoje susikaupusias parabeny
atsargas. Yra nustatyta, kad lengviausiai per odg absorbuojasi metilparabenas,
nepaisant to, kad jo lipofiliSkumas maZziausias 1§ visy parabeny,
o butilparabenas ] odg prasiskverbia sunkiau. Taigi ekologiniy prekiy atstovai,
teigiantys, kad parabenai linke jsiskverbti i giliausius odos sluoksnius bei juose
kauptis, yra teists [10].

Viena vertus galime dziaugtis, kad estrogeno kiekiai odoje auga dél
parabeny poveikio, o d¢l to geréja odos elastingumas, drékinimas bei geriau
gyja zaizdos. Kita vertus, parabeny estrogeninis aktyvumas ir faktas, kad
kriities véZiniame audinyje randama susikaupusiy laisvy parabeny, vercia
sunerimti. Taciau, kad kriities véziniuose audiniuose buvo rasta nemodifikuoty
parabeny dar nereiskia, kad jie ir yra Sio susirgimo priezastis. Tai tik jrodo, kad
parabenai lengvai difunduoja pro odos apsauginj sluoksnj, jsiskverbia j
gilesnius odos sluoksnius ir yra linke kauptis juose. Mokslininkai neskuba
daryti i§vady, kad parabenai gali turéti kancerogeniniy savybiy, teigdami, jog
reikia i§samesniy tyrimy, jvertinant ir tai, kad zmogus susiduria ne vien tik su
parabenais, bet ir kitais aplinkoje egzistuojanciais terSalais bei junginiais,

pasizyminciais estrogeninémis savybémis. Taip pat svarbu atkreipti démes; |
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tai, kad informacijos apie parabenus yra daugiau nei apie daugelj kity
konservanty. Alternatyvos parabenams yra ribotos, labai daznai maziau
efektyvios, nelabai toleruojamos pavir§iniam naudojimui, be to joms neatlikti

iSsamiis tyrimai.

1.1.2. Parabenu nustatymo metody apzZvalga

Daznai reikia nustatyti mazus parabeny kiekius sudétingose matricose,
tod¢l nustatymo metodai turi biiti jautriis. Be to, reikia naudoti ekstrakcijos
metodus, kurie leisty ne tik sukoncentruoti analites, bet ir izoliuoty jas nuo
trukdancios matricos [11]. Sukurta daug analizés metody parabenams nustatyti.
Jy pasirinkimas priklauso nuo to, kokios kilmés méginius analizuosime.
Dazniausiai parabenai nustatin¢gjami maisto produktuose, kosmetikos
priemonése, farmacijos pramonés gaminiuose, taip pat nutekamuosiuose,
baseino bei upiy vandenyse. Kadangi yra tiriamas parabeny poveikis zmogaus
organizmui, reikia jautriy ir atrankiy analizés metody, kuriuos galima biity
panaudoti nustatant parabenus zmogaus kraujo serume, odoje, Slapime.

Parabeny paruoSimo analizei metodai

Prie§ analize parabeny turintys méginiai dazniausiai ekstrahuojami.
Naudojami jvairiis ekstrakcijos metodai.

Kietafazé ekstrakcija (KFE) — sukoncentravimo ir atskyrimo nuo matricos

biudas, pagristas anali¢iy adsorbcija kieto sorbento pavirSiuje. Analites gali buti
ekstrahuojamos 1§ skysty ir dujiniy matricy. KFE taikoma teisminéje
ekspertizéje, aplinkos, maisto ir farmacijos pramonés gaminiams analizuoti.
Naudojant KFE galima i§vengti ar bent sumazinti skysc¢iy-skysc¢iy ekstrakcijos
trukumy: didelio organiniy tirpikliy sunaudojimo, nepilno faziy atskyrimo,
diiztanCios aparatiros naudojimo. KFE metodu pasiekiami didesni
sukoncentravimo laipsniai. Tai efektyvus, paprastas, greitas, lengvai
automatizuojamas metodas. F. Han ir bendraautoriai Cg-silikagelio sorbentg
naudojo kaip meéginio valymo ir sukoncentravimo metodg tam, kad, pries

nustatant parabenus, pasalinty aliejing matricg 1§ aliejaus pagrindu pagaminty
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losjony ir kremy [32]. X. Ye ir bendraautoriai C,g-silikagelio sorbentg naudojo
parabenams iSekstrahuoti 1§ zmogaus Slapimo. Jie pasteb¢jo, kad KFE iSgava
ger¢ja ilgejant parabeny alkilo grandinés ilgiui (nuo 80 % metilparabenui iki
96 % butilparabenui). Taip yra tod¢l, kad trumpos alkilo grandinés parabenai
sorbento yra silpniau sulaikomi [33]. I. Marquez-Sillero ir bendraautoriai
parabeny ekstrakcijai i§ kosmetikos produkty panaudojo daugiasienius anglies
nanovamzdelius [34].

Kietafazés mikroekstrakcijos metoda (KFME) 1989 m. pasiilé

J. Pawliszyn ir bendraautoriai [35]. Tai efektyvus, paprastas, greitas, gana
pigus, lengvai automatizuojamas metodas. Apjungus su dujy chromatografiniu
nustatymu, KFME visai nenaudoja dujy chromatografing kolonéle galinciy
perkrauti tirpikliy, nes analités chromatografo garintuve desorbuojamos
termiSkai. Be to, kadangi chromatogramoje néra tirpiklio smailés, palengvéja
anali¢iy smailiy chromatografinis atskyrimas [11, 36].

J. K. Lokhnauth ir H. Snow pirmieji pasitilé KFME naudoti parabeny
ekstrakcijai 1§ farmacijos pramonés gaminiy. Jie iStyré penkias komercines
KFME dangas, 1§ kuriy tinkiamiausia parabeny ekstrakcijai pasirodé
divinilbenzenas/karboksenas/polidimetilsiloksanas (DVB/CAR/PDMS) [11].
Kiek kitokius rezultatus gavo P. Canosa ir bendraautoriai. Jy tyrimy rezultatai
parod¢, kad parabeny ekstrakcijai tinkamiausia KFME sistema su poliakrilato
(PA) danga [13]. Siekiant sumazinti KFME kaing ir nenaudoti gana brangiai
kainuojanciy komerciniy KFME sistemy, buvo pasiiilyta sistema, sudaryta i§
neridijan¢io  plieno  strypelio,  elektrocheminiu  biidu  padengto
polianilino-polipirolo danga [3]. Atlikus bandymus su standartiniais parabeny
tirpalais ir optimizavus chromatografines salygas, strypelis buvo pritaikytas
parabeny nustatymui kosmetikoje. Paskelbta daug publikacijy apie KFME
panaudojimg parabeny nustatymui farmacijos pramonés gaminiuose,
kosmetikos priemonése [37], vandens méginiuose [35, 38].

Parabenai gali biiti ekstrahuojami skysc¢iy-skysciy ekstrakcijos metodu.
PavyzdZiui, nustatant parabeny koncentracijg ant odos po 1-8 valandy nuo

kremo uztepimo, méginiai buvo paimami atliekant ekstrakcija heksanu.
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Tam heksanas buvo jpilamas i indel;, indelio anga prispaudziama prie kremu
pateptos vietos ant rankos ir ekstrahuojama 1 minutg. Palyginamasis méginys
imamas taip pat, tik nuo kremu nepaveiktos vietos [39]. Parabeny nustatymui
kosmetikos priemonése buvo panaudota ekstrakcija acetonu [5] ir
etanoliu [17]. Vis délto Sis metodas reikalauja daug darbo sgnaudy,
sunaudojama daug brangiy ir toksiSky organiniy tirpikliy.

Sorbcinés ekstrakcijos strypeliu (SES) metoda 1999 m. pasiilé

E. Baltussen ir  bendraautoriai [40]. Analites ekstrahuojamos
polidimetilsiloksanu (PDMS) padengtu magnetinés maisSykles strypeliu,
panardintu ] skysta meéginj, maiSant tam tikrg laikg. Po ekstrakcijos analités
desorbuojamos termiSkai arba iSekstrahuojamos tirpikliais ir toliau
analizuojamos chromatografiniais metodais. Sis metodas lengvai atlickamas,
jautrus, atrankus, bet ekstrakcija reikalauja daug laiko. Metodas buvo
pritaikytas parabeny nustatymui kosmetikos priemonése [41], gérimuose [42]
ir vandens méginiuose [43, 44].

Skystafazé  mikroekstrakcija ~ (SFME)  buvo  pasidlyta  kaip

miniatilirizuotas  skys€iy-skysciy ekstrakcijos variantas. SFME metodai
detaliau aprasSyti 1.2 skyriuje. Yra vos keletas darby apie parabeny skystafaze
mikroekstrakcijg [45]. Parabenams ekstrahuoti buvo pasiiilyta mikroekstrakcija
tirpiklio  laSu, skystafazé mikroekstrakcija kapiliare ir  dispersiné
skysciy-skysciy mikroekstrakcija.

M. Saraji ir bendraautoriy darbe aprasyta parabeny, esanciy kosmetikos

priemonése ir vandeniniuose tirpaluose mikroekstrakcija tirpiklio lasu

(METL). Ekstrahuojanciais tirpikliais buvo iSbandyti toluenas, heksilacetatas,
n-dekanas ir 1,2,4-trimetilbenzenas. Geriausiomis ekstrakcinémis savybémis
pasizymejo heksilacetatas. Buvo pasirinkta 2 min ekstrakcijos trukmeé.
Po ekstrakcijos, ekstraktas mikrosvirkstu jleistas j dujy chromatografa analizei
[36]. Y. C. Fiamegos ir bendraautoriai METL pritaiké endokrining sistema
veikian¢iy medZziagy (tarp jy ir parabeny) nustatymui vandens méginiuose [46].

Literatiiros apie parabeny skystafaze mikroekstrakeijg kapiliare (SFMEK)

neaptikau.
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Parabenai i§ vandeniniy tirpaly gali biiti eksatrahuojami dispersinés
skys€iy-skys€iy mikroekstrakcijos (DSSME) metodu. DSSME buvo pritaikyta

parabeny nustatymui gérimuose (geriamasis vanduo, gazuotas gérimas, Zalios
arbatos gérimas ir arbatzolés) [47]. Ekstahentu buvo pasirinktas chlorbenzenas,
disperguojanciu tirpikliu — acetonas. M. A. Farajzadeh ir bendraautoriy darbe
naudojamas ne tradicinis DSSME variantas, kai tirpiklis yra sunkesnis uz
vandenj, o modifikuotas — naudojant lengvesnj uz vandenj tirpiklj. Organinis
tirpiklis oktanolis po centrifugavimo suformuoja lasg vir§ vandeninés fazeés.
LaSas paimamas specialiu kapiliaru, o i§ jo — mikroSvirkStu ir analizuojamas
dujy chromatografijos pagalba [48].

Parabeny nustatymo metodai

Vienas 1§ senesniy parabeny nustatymo bidy yra infraraudonoji

spektroskopija. I. Fischmeister ir bendraautoriai IR spektroskopija naudojo

uztepty ant odos kosmetiniy kremy veikliosioms ir riSamosioms medziagoms
nustatyti. Parabenus ir kitas veikligsias medziagas buvo galima nustatyti po
1 valandos nuo uZtepimo ant odos, bet po 8 valandy jy nebeaptikdavo. Autoriai
padare iSvada, kad veikligsias medziagas S§iuo metodu galima nustatyti tik jei jy
koncentracijos yra pakankamai didelés [49].

Siuo metu parabenams nustatyti dazniau naudojami kiti metodai — dujy
chromatografija,  efektyvioji ~ skys€iy  chromatografija,  kapiliariné
elektroforezé [36].

Dujy chromatografija (DCh) yra vienas i§ placiausiai naudojamy

chromatografiniy metody dél didelés skiriamosios gebos, greito atskyrimo,
mazy kainy, jautriy ir antrankiy detektoriy [11, 36]. Dujy chromatografijoje
ypac populiariis liepsnos jonizacinis, Silumos laidumo, masiy spektrometrinis ir
elektrony gaudymo detektoriai.

Dujy chromatografinis metodas su liepsnos jonizaciniu detektoriumi buvo
panaudotas parabenams nustatyti burnos skalavimo skystyje (asmeninés
higienos produktas), Diclofenac gelyje bei lidokaino hidrochlorido tirpale
(farmacijos preparatai), padazuose ir pomidory pastoje (maisto gaminiuose).

Prie§ chromatografing analiz¢ parabenai buvo iSekstrahuoti DSSME
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metodu [48]. Parabeny nustatymas maisto produktuose, panaudojant
DCh metoda su liepsnos jonizaciniu detektoriumi (DCh-LJD), apraSomas ir
kitose publikacijose. Prie§ DCh analize parabenai buvo iSekstrahuoti
KFE metodu [50].

Labai daznai parabeny nustatymui taikomas dujy chromatografijos
metodas su masiy spektrometriniu detektoriumi. DCh-MS metodas buvo
pritaikytas parabeny nustatymui gérimuose. Prie§ analiz¢ parabenai buvo
ekstrahuoti DSSME metodu [47].

Parabenai — poliniai junginiai. Nustatinéjant parabenus dujy
chromatografijos metodu, tarp poliniy grupiy ir nejudrios fazés pasireiSkia
stipri tarpmolekuliné sgveika, todé¢l Siy junginiy smailés chromatogramoje
biuna asimetriSkos. D¢l to nukencia perskyrimo efektyvumas, o taip pat ir
nustatymo jautris. Prie§ atliekant dujy chromatografing analize parabenai gali
buti paveriami maziau poliniais junginiais juos derivatizuojant.

Derivatizacija — tai cheminis junginiy modifikavimas, kurio metu gaunami

junginiai, tinkami dujy chromatografinei analizei. Vienas 1§ labiausiai
naudojamy parabeny derivatizacijos biidy yra silanizavimas. Derivatizuojan¢iu
reagentu naudojamas N,O-bis(trimetilsilil)acetamidas (BSA) [36] arba
N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoracetamidas (MSTFA) [8, 13]. Kitas populiarus
parabeny derivatizacijos biidas yra acetilinimas [38]. Acetilinimas atlickamas |
parabeny tirpalg pridéjus acto riigSties anhidrido arba pentafluoropropioninés
rigsSties anhidrido tirpalo. Parabeny hidroksigrupé (para padétyje) veikia kaip
nukleofilinis molekulés centras, kuris reaguoja su elektrofiliniu acto riigsties
anhidrido anglies atomu.

Derivatizuoty parabeny nustatymas aprasytas eiléje publikacijy. DCh-MS
metodas pritaikytas vandens ir kosmetikos méginiy analizei. Prie§ analize
parabenai buvo ekstrahuojami METL metodu. Autoriy pasiiilytas metodas
buvo palygintas su kitais publikuotais parabeny nustatymo metodais ir parodé
labai Zemas nustatymo ribas, pakankamai gera tiksluma, trumpg derivatizacijos
laikg, bei mazas tirpikliy, méginio ir reagenty sgnaudas [36]. Parabeny

nustatymui zmogaus kriities auglio audinyje buvo panaudotas DCh-MS
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metodas. Prie§ analiz¢ buvo atlieckama parabeny ekstrakcija acetono:n-heksano
miSiniu, ekstraktas valomas praleidziant ji pro silikagel;, parabenai
derivatizuojami. Autoriai parabeny nustatymui §] metoda sitlo ir kosmetikos
priemoniy bei maisto analizei [8]. P. Canosa ir bendraautoriai parabeny
nustatymui pavir§inio ir nutekamojo vandens meéginiuose panaudojo dujy
chromatografija su MS/MS detektavimu. Prie§ analiz¢ parabenai buvo
ekstrahuoti KFME metodu ir derivatizuoti. Pasiiilytas metodas leido nustatyti
parabenus, kai jy koncentracijos siekeé vos kelis ng/L [13]. Derivatizacija kartu
su KFME buvo panaudota parabeny, triklozano ir susijusiy chlorfenoliy
nustatymui vandenyje [38]

Efektyvioji  skysCiy chromatografija (ESCh) — tai vienas 1§

universaliausiy ir placiausiai naudojamy analizés metody. Priklausomai nuo
stacionarios ir judrios fazés polisSkumo bei atskyrimo mechanizmo yra jvairiy
Sio metodo varianty. Metodas taikomas jvairiausiems junginiams jvairiose
matricose nustatyti. DaZnai naudojami efektyviosios skys¢iy chromatografijos
detektoriai yra UV, fluorimetrinis, elektrocheminis, chemoliuminiscentinis ir
masiy spektrometrinis [16].

E. Sottofattori ir bendraautoriy darbo tikslas buvo panaudojant atvirksciy
faziy ESCh ir UV detekcijg nustatyti sudétingame miSinyje esancius skirtingos
prigimties komponentus. Be parabeny miSinyje buvo labai poliniy ir labai
nepoliniy junginiy. Metodas buvo praktiskai pritaikytas kosmetiniy kremy
analizei [51]. M. Borremans ir bendraautoriai naudojo atvirks¢iy faziy
Cig kolongle, judri faz¢ buvo vanduo-acetonitrilas-metanolis-tetrhidrofuranas
(60:25:10:5). Buvo tiriamas Sampiinas ir kiino pienelis. Jy sudétyje buvo
nurodyti keturi parabenai [17]. L. Labat ir bendraautoriai taip pat naudojo
atvirk§¢iy faziy C,;g kolon¢le su UV detektoriumi parabenams kosmetikos
priemonése nustatyti. Norint pasiekti pilng anali¢iy atskyrimg, buvo
naudojamas gradientinis eliuavimas. Judria faze pasirinktas metanolio ir
vandens-acto riigsties (1 %) miSinys. Analizés trukmé 21 minuté [52].

Patikimg ir jautry atvirk§ciy faziy ESCh metoda naudojant C,g kolon¢le ir

fluorimetrin} detektoriy pasiilé G. Burini. Prie§ analiz¢ parabenai buvo
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derivatizuojami  4-brommetil-6,7-dimetoksikumarinu  ir  iSekstrahuoti
acetonitrilu. Metodas praktiSkai pritaikytas parabeny nustatymui majonezo
meginyje [53].

Q. Zhang ir bendrautoriai pristaté atranky ir jautry chemoliuminiscentinj
detektavimg, naudojant cerio (IV)-rodamino 6G sistemg sieros riigsties terpéje.
Metodas buvo sékmingai pritaikytas parabeny nustatymui kosmetikos
priemongése ir maisto produktuose [10].

X. Ye ir bendraautoriai naudojo KFE ir ESCh-MS/MS analizing sistema
tam, kad nustatyty parabenus motinos piene. Autoriai atsizvelgé ir | tai, kad
dalis patekusiy i pieng parabeny gal¢jo prie§ tai organizme metabolizuotis
veikiami fermenty, todél ieskojo ne tik laisvy parabeny, bet ir konjuguoty jy
formy. Tyrimui buvo pasirinkti keturiy zZindan¢iy motery pieno méginiai. Kai
kuriuvose i§ $iy méginiy buvo aptikta metilparabeno bei propilparabeno,
pvz.: viename 1§ pieno meéginiy buvo rasta 3 ng/mL metilparabeno bei
0,33 ng/mL propilparabeno. Tai, kad net kiidikiai gauna parabeny su maistu
parodo, kad toksikologinio parabeny poveikio tyrimai yra tikrai reikalingi [54].

Kapiliariné zony elektroforezé (KZE) — placiausiai naudojamas

kapiliarin¢s elektroforezés metodas. Atskyrimas vyksta ploname kapiliare,
pripildytame buferio. IStirpusiy anijoniniy ir katijoniniy daleliy atskyrimas
vyksta dél elektroosmosinio srauto. Metodas taikomas amino riigs§ciy, baltymy,
peptidy ir kity joniniy medziagy analizei [55]. Paskutiniu metu auga KZE
naudojimas analizuojant jvairius farmacinés pramonés ir maisto produktus.
Parabenai KZE metodu buvo nustatyti sojos padazo meéginyje [56] ir
kosmetikos priemonése [57]. L. Labat ir kolegos lygino §; metoda su ESCh.
Keturi parabenai buvo nustatyti kosmetikos priemonése, buferiu naudojant
natrio tetraboratg (pH 9,2). Kadangi parabeny pK, vertés panasSios, migracijos
greiiai labiausiai priklausé nuo jy molekulinés masés. Maziausig molekuline
mas¢ turintis metilparabenas buvo sulaikomas stipriausiai, o vienodg
molekuling mase turin¢iy butilparabeno ir isobutilparabeno migracijos trukmé
buvo vienoda. Nors §io metodo analizinés charakteristikos geros, o metodas

yra greitas ir tikslus, juo negalima atskirti izomery [52].
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Kitas placiai naudojamas elektroforezés metodas — miceliné

elektrokinetiné chromatografija (MEKCh) yra elektroforezés ir skysciy

chromatografijos hibridas. Jo pagrindinis pranasumas tas, kad galima atskirti
ne tik turinCias kriivi, bet ir neutralias daleles. Atskyrimas atlickamas
1 elektrolito tirpalg pridedant pavirSiaus aktyviy medZziagy, kuriy koncentracija
didesné, nei micelés kritiné koncentracija. Taip suformuojama
pseudostacionari micelin¢ fazé. HidrofobisSkesnés analités stipriau sgveikauja
su micelémis ir migruoja léCiau, t.y. iSeina veliau. Metodas naudojamas
tkrautoms ir nejkrautoms analitéms ir daugybei hidrofiliniy bei hidrofobiniy
medziagy analizuoti, taikomas amino rigs¢iy, vitaminy, aromatiniy
angliavandeniliy, farmacijos pramonés junginiy analizei [55]. F. Han ir
bendraautoriai sékmingai nustaté trijy ruSiy parabenus vandens ir aliejaus
pagrindu pagamintose kosmetikos priemonése. Buferiu naudojo natrio
tetraborata (pH 9,3) su natrio dodecil-sulfatu. Prie§ analiz¢ méginiai buvo
ekstrahuoti KFE metodu [32]. Kituose darbuose autoriai taip pat s¢kmingai
nustaté parabenus kosmetikos [58] bei farmacijos pramonés priemonése [59,

60] naudojant MEK Ch metoda.

Mikroemulsinéje elektrokinetin¢je chromatografijoje (MEEKCh) analités
atskyriamos panasiu biidu kaip ir MEKCh. Su vandeniu nesimaiSantis skystis
(heptanas, oktanas ar etilacetatas), vandeniniame buferyje suformuoja stabilius
keliy nanometry skersmens laSelius. Siekiant sumazinti pavirSiaus jtampg tarp
organiniy laSiuky ir vandens, bei taip sudaryti stabilia mikroemulsija,
naudojamos  pavirSiaus aktyvios medziagos. PavirSiaus aktyviomis
medziagomis padengti laSeliai yra pseudostacionari fazé. Analités gali lengvai
prasiskverbti ] laSeliy vidy. Metodas tinka jvairiy anali¢iy nustatymui, taip pat
sékmingai pritaikytas parabeny analizei [61]. P. E. Mahuzeir ir bendraautoriai
MEEKCh metodu nustatin¢jo parabenus esant mazam pH (pH 2,1). Maziausiai
tirpus parabenas 1§ kapiliaro buvo iSplautas pirmas. Buferiu buvo pasirinktas
natrio tetraboratas. Metodas pritaikytas parabenams digokseno sirupe
nustatyti [62]. Kituose darbuose naudojant MEEKCh parabenai nustatyti

kosmetikos [61] ir farmacijos pramonés priemoneése [63].
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Kapiliariné elektrochromatografija (KECh) yra dar vienas elektroforezes

ir chromatografijos metody hibridas. D¢l Siy metody privalumy — didelio
kapiliarinés elektroforezés atskyrimo efektyvumo ir ESCh atrankumo — KECh
turi unikalias charakteristikas, tinkamas medZziagoms sudétingose matricose
nustatyti. KECh atlieckama kapiliare, pripildytame stacionaria faze. Analités
juda dél elektroosmotinio srauto bei atskiriamos dél chromatografinio
pasiskirstymo ir elektroforezinés migracijos. Todél metodas gali biiti taikomas
tiek jkrautoms tiek neutralioms analitéms. Apie parabeny nustatyma maiste,
kosmetikos ir farmacijos priemoniy matricose KECh metodu yra keletas
publikacijy [64-67].

Parabenai gali buti nustatomi ir kitais metodais (plonasluoksne
chromatografija [68], chemoliuminiscensija [69], UV spektroskopija [70]), bet
Sie metodai néra labai paplitg.

Apzvelgus literatirg galima teigti, kad chromatografiniai nustatymo
metodai yra populiariausi atliekant kiekybine ir kokybine parabeny analize. Jie
lengvai apjungiami su jvairiais parabeny paruoSimo analizei metodais
(pvz.: kietafaze ekstrakcija, ekstrakcija skysCiais), pasiZymi atrankumu ir

jautrumu, rezultatai gerai atsikartoja.

1.2. Skystafazés mikroekstakcijos metody apZvalga

Siuolaikinéje analizéje didzioji dalis darbo ir finansiniy sanaudy tenka
meéginio paruoSimo procediiroms, todél viena i§ pagrindiniy pastaryjy mety
analizinés chemijos vystymosi kryp¢iy — naujy, efektyviy méginio paruoSimo
analizei metody paieska, tyrimas ir taikymas siekiant pagreitinti, palengvinti ir
atpiginti analiz¢. Populiariausias iSskyrimo ir koncentravimo metodas yra
ekstrakcija. Anali¢iy iSskyrimas 1§ matricos yra pagristas nevienodu jy
pasiskirstymu tarp dviejy faziy. Taciau jprastiniai ekstrakcijos metodai
reikalauja daug laiko bei darbo sgnaudy, sunaudojama daug brangiy, toksisky
organiniy tirpikliy. Siuos trikumus paSalinti ar bent jau sumaZinti galima

miniatilirizuojant metoda.
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Skystafaz¢ mikroekstrakcija buvo iSplétota kaip miniatitirizuota
skysc€iy-skysciy ekstrakcijos versija, kai analités 1§ vandeninés fazés pereina |
nesimaiSant] su vandeniu organinj tirpiklj [71]. ISskiriami trys miniatitirizuotos
ekstrakcijos  skysCiais  variantai:  mikroekstrakcija  tirpiklio  laSu,
mikroekstrakcija naudojant nesimaiSancias skystas pléveles (skystafaze
mikroekstrakcija kapiliare) bei dispersin¢ skysciy-skys¢iy mikroekstrakcija.

Siuos metodus trumpai aptarsiu.

1.2.1. Mikroekstrakcija tirpiklio lasu

Miniatiiirizuota skysciy-skysciy ekstrakcija, panaudojant tik lasa tirpiklio,
pirmg karta buvo atlikta 1996 metais. Mikroekstrakcijos tirpiklio lasu (METL)
pradininkai yra H. Liu ir P. Dasgupta [72]. Jie patalpino organinio tirpiklio
(chloroformo) 1asg (~1,3 pL) didesniame vandeninio méginio lase (1.3 pav.).
Meginio faz¢ ekstrakcijos metu buvo nuolatos atnaujinama. Pasiilyta
mikroekstrakcijos sistema yra paprasta, ja galima automatizuoti, sunaudojamas
minimalus organinio tirpiklio kiekis, ekstrakta galima analizuoti jvairiomis

analizinémis sistemomis.

Chloroformas

Vandeniné fazé plp——o_ -

Organinis laSas

A
Vandeninis ladas

1.3 pav. Laso lase mikroekstrakcinés sistemos schematiné diagrama [72].
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Tais paciais metais M. A. Jeannot ir F. F. Cantwell [73] pasiiilé kitokia
mikroekstrakcijos tirpiklio 1aSu sistemg. Ekstrahentu buvo tefloninio strypelio
gale esan¢iame jdubime patalpintas organinio tirpiklio laSas (8 puL). Strypelis
su laSu panardintas ] maiSomg vandeninj méginj (1.4 pav.). Ivykus ekstrakcijai,
strypelis iStrauktas i§ tirpalo, organin¢ fazé paimta mikroSvirkstu ir suleista }
dujy chromatografo garintuva.

Mikroekstrakcijos metodas naudojant tefloninj strypel; buvo nepatogus,
tad véliau tie patys autoriai pasiiilé mikroekstrakcijg atlikti tiesiog iSstimus
organinio tirpiklio lasg i§ mikroSvirks$to adatos, mikroS§virksta jtvirtinus vir$
analizuojamo tirpalo. Atlikus ekstrakcija, mikrolasas jtraukiamas atgal i

mikro$virks$tg ir jvedamas j dujy chromatografo garintuva [74].

Dangtelis ——» g §

< Tefloninis strypelis

Organiné fazé —Q

l—— Buteliukas

v

Vandenine faze

| Magnetinés
maisyklés strypelis

1.4 pav. Mikroekstrakcijos tirpiklio 1aSu sistema [73].

Y. He ir H. K. Lee [75] i8skyré du tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio
lasu budus: statinj ir dinaminj. Statine mikroekstrakcija tirpiklio laSu autoriai
pavadino ekstrakcija, atlickamg i laSg, pakibusi mikro$virkSto gale. Kitame
metode, pavadintame dinamine skystafaze mikroekstrakcija, mikro§virkstas
buvo naudojamas kaip dalomasis piltuvas ir ekstrakcijos metu vandeninis

tirpalas buvo jtraukiamas j mikroSvirksta, kuriame jau buvo 1 pL tolueno.
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Vandeninis tirpalas buvo iSstumiamas i§ mikrosvirksto ir procesas kartojamas
keleta karty. Proceso pabaigoje tolueno likutis buvo jvedamas ] dujy
chromatografo garintuva. Autoriy teigimu, ekstrakcija dinaminés SFME budu
vyko ploname tirpiklio sluoksnyje mikroSvirksto cilindro ir adatos viduje.
Palyginus salyCio pavirSiaus plotus buvo nustatyta, kad anali¢iy kiekis,
tiesiogiai perneStas 1§ vandeninés fazés j organing faze, buvo labai mazas,
lyginant su netiesioginiu perneSimu per organine plévele. Statinés skystafazés
mikroekstrakcijos atveju analités buvo sukoncentruojamos 12 karty, atliekant
ekstrakcijg 1§ nemaiSomo vandeninio tirpalo 15 min. Dinaminés skystafazes
mikroekstrakcijos atveju analités buvo sukoncentruojamos dar labiau
(~27 kartus), ekstrahuojant daug trumpiau (3 min), tac¢iau dinaminés SFME
metode rezultaty atsikartojamumas yra blogesnis (9,7 % statinei ir 12,8 %
dinaminei).

M. Ma ir F. F. Cantwell [76] pasiillé trifaze (skysCiy-skysc¢iy-skysciy
mikroekstrakcija) ekstrakcing sistemg. Organinés fazés skysta membrana buvo
formuojama ant tefloninio Ziedo, kuris po to pamerktas j vandeninj méginj.
Organinés fazés membranoje mikrosvirkStu suformuotas 0,5-1 uL vandeninis
lasas (akceptorin¢ faz¢). Anali¢iy ekstrakcija ir sukoncentravimas vyko
kei¢iant meéginio ir vandeninio laSo pH.

W. Liu ir H. K. Lee [77] pasiiilé nepertraukiamo srauto mikroekstrakcija.
Poli(eterio-eterio-ketono) (PEEK) vamzdeliu sujungtu su ekstrakcijos kamera
siurbliu buvo pumpuojamas vandeninis méginys. Kai kamera uzsipildydavo
meéginio tirpalu, ] PEEK vamzdel; Svirkstu buvo jleidZziamas organinio tirpiklio
laSas, kuris kartu su tirpikliu buvo neSamas link ekstrakcijos kameros.
Tirpikliui pasiekus PEEK vamzdelio galg, jame susiformuodavo organinio
tirpiklio lasas ir likdavo ten pakibes, o meéginio tirpalas nepertraukiamai
tekédavo pro lasg. Tokiu biuidu vyko dinaminé ekstrakcija. Po ekstrakcijos
mikrolasas biidavo paimamas mikroSvirk§tu ir jleidziamas ] dujy

chromatografo garintuva.
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Tiesioginé mikroekstrakcija tirpiklio laSu reikalauja nesimai$ancio su
vandeniu ekstrahuojancio tirpiklio ir tinka tik labiau organiniame tirpiklyje, nei
vandenyje tirpioms analitéms. Esant aukStesnei temperatiirai ar didesniam
maiSymo greiCiui ekstrahento lasas yra nestabilus, ypac jei meéginyje yra kiety

daleliy [71].

Mikroekstrakcijos tirpiklio 1asu i§ virSerdvés biidas aprasytas 2001 metais
[78-80]. Naudojant §] metodg organinio tirpiklio lasas laikomas vir$
méginio (1.5 pav.). Ekstrahento lasas iSlieka stabilus net naudojant didelius
meéginio maiSymo grei¢ius. Be to, paSalinama jvairiy nelakiy medziagy jtaka.

Metodas tinkamas tik lakioms ir vidutini$kai lakioms analitéms nustatyti [81].

Mikrosvirkstas
e |
| |
Mikro3virkito adata —— |
' I -t
I | T - ’
Organinis lasas | [O J' A Virferdve
1 1
o o = -
- Vandeninis méginys
Magnetinés
. maisyklés strypelis

1.5 pav. Mikroekstrakcijos tirpiklio laSu i§ virSerdvés schema [81].

Mikroekstrakcija tirpiklio laSu 1§ virSerdveés yra trijy faziy (meéginio,
virSerdveés ir ekstrahento laSo) sistema. Masiy pernasa virSerdvéje vyksta
greitai dél dideliy difuzijos koeficienty dujinéje fazéje (mazdaug 10* didesni
nei skystoje fazéje). Bendras masiy pernasos greitis priklauso nuo méginio
maiSymo grei¢io ir anali€iy difuzijos koeficienty ekstrahuojanciame

tirpiklyje [82].
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G. Shen ir H. K. Lee [83] pasitl¢ dinaminj mikroekstrakcijos tirpiklio
lasu 1§ virSerdvés budg. Ekstrakcija atlickama panaSiai kaip dinaminiame
tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metode. Organinio tirpiklio lasas
jtraukiamas j mikrogvirksta. Svirkstas jtaisomas taip, kad adatos galas atsiduria
vir§ meéginio. Dujiné fazé greitai jtraukiama ] mikroSvirkstg ir po keliy
sekundziy iSstumiama atgal. Ciklas pakartojamas kelis kartus. Ant vidiniy
mikroSvirks§to sieneliy susiformuoja plonas organinio tirpiklio sluoksnis.
Analités pasiskirsto tarp §io sluoksnio ir dujinés fazés. D¢l didelio méginio ir
organinio tirpiklio sgly¢io pavirSiaus ploto ekstrakcija yra efektyvi ir greita,

taciau atsikartojamumas blogesnis.

Mikroekstrakeijos tirpiklio lasu 1§ virSerdvés metode beveik néra jokiy
apribojimy naudojamam ekstrajuojan¢iam tirpikliui (netinka tik labai lakis).
Norint Siuo metodu ekstrahuoti mazai lakius junginius, prie$ ekstrakcijg juos

reikia derivatizuoti paverciant lakiais junginiais.

Mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodo efektyvumgq jtakojantys
parametrai [84-86]:

Analités prigimtis. Nuo analités prigimties (lakumas, poliSkumas,
rugstinés-bazinés savybes) priklauso mikroekstrakcijos budo pasirinkimas.
Mikroekstrakcija 1§ virSerdvés labiau tinka poliniams ir nepoliniams, mazos
molekulinés masés, lakiems ir vidutiniSkai lakiems junginiams. Tiesioginé
mikroekstrakcija tinka nepoliniams ar vidutiniS$kai poliniams, didesnés
molekulinés mases, vidutiniSkai lakiems junginiams. Labai polinius junginius
pries ekstrakcijg reikia derivatizuoti tam, kad sumaZéty jy tirpumas

vandeniniame méginyje.

Ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis. Parenkant ekstrahuojant] tirpiklj,
reikia atkreipti démes] ] keleta apribojimy. Ekstrahuojant i§ vandeniniy
méginiy, tirpiklis turi netirpti vandenyje. Ekstrahuojant i$ virSerdvés, tirpiklio
virimo temperatiira turéty biiti pakankamai auksSta, kad ekstrakcijos metu
tirpiklis neiSgaruoty. Tirpiklis turi biiti tinkamas chromatografinei sistemai.

Tirpiklio klampa turi buti pakankamai didelé, kad jo lasas tvirtai laikytysi ant
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SvirkSto adatos galiuko, taciau ne per didele, nes gali sulététi analiciy difuzijos
greitis ] lasa, dél ko pusiausvyrai pasiekti reikés zymiai daugiau laiko.
Itin svarbus yra tirpiklio grynumas, ypac¢ kai analizuojami labai mazi anali¢iy
kiekiai.

Dazniausiai tirpiklis parenkamas pagal principg ,,panaSus tinka
panaSiam‘. Tinkamiausias tirpiklis pasirenkamas atsizvelgiant | ekstrakcijos

efektyvuma, i§gava, atrankuma, laso stabiluma, tirpuma, tirpiklio toksiSkuma.

Ekstrakcijos metu tarp tirpiklio ir analités svarbiausi sgveikos tipai yra
Van der Valso jégos, dipolio-dipolio sgveika ir vandenilinis rySys. 1-oktanolis
yra populiariausias METL tirpiklis, kadangi gali sgveikauti visais paminétais
sgveiky tipais. Be to jis turi pakankamai aukSta virimo temperatiira,

yra vidutini$kai klampus ir mazai tirpus vandenyje.

LaSo taris. Esant dideliam organinés fazés lasui, iSekstrahuojamas
didesnis analités kiekis. Kita vertus, su dideliais lasais sunkiau dirbti,
jie lengviau nukrenta nuo mikroSvirkSto adatos galo. Be to, ileidus i dujy
chromatografg didel; kiek; tirpiklio, gaunama plati tirpiklio smailé,
perkraunama chromatografiné kolonélé. D¢l Siy priezas€iy dazniausiai

naudojamas 1-2 pL tirio lasas.

Meéginio maiSymas. MaiSymas pagreitina ekstrakcijg. Meéginys
dazniausiai  maiSomas  magnetine  maiSykle.  Atliekant  tiesioging
mikroekstrakcijg lasu 1§ tirpalo, daZzniausiai naudojamas maiSymo greitis yra
300-600 aps/min, o mikroekstrakcijoje i§ virSerdvés 500-1000 aps/min.

Maisant greiciau, lasas gali atsikabinti nuo mikroSvirksto adatos galo.

Tirpalo joniné jéga. |1 vandeninj tirpalg pridéjus druskos, padidéja tirpalo
joniné jéga. Tai daZniausiai padidina ekstrakcijos efektyvumag (ypac
vidutiniskai poliniy, lakiy ir maZzos molekulinés masés analiciy), nes
pasireiskia iSsidymo efektas. Aplink disocijavusios druskos jonus susidaro
hidratiné sfera. Si susidariusi sfera sumazina vandeninés fazés, kurioje tirpsta

analités, koncentracijg, todé¢l analités lengviau pereina ] ekstrahents.
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Didel¢ jonin¢ jéga taip pat gali sumazinti ekstrahuojancio tirpiklio tirpumag
vandenyje. Vis délto kai kuriais atvejais druskos prid¢jimas sumazina
ekstrakcijos efektyvuma, pvz. ekstrahuojant chlorbenzenus [87]. Tai galima
paaiskinti tuo, kad druskos prid¢jimas ne tik sukelia iSsidymo efekty, bet ir
pakeicia ekstrahuojancio tirpiklio pavirSiaus plévelés savybes ir dél to
sumaze¢ja difuzijos 1§ vandeninio tirpalo i organinj lasg greitis. Abu Sie efektai
konkuruoja tarpusavyje, bet pastarasis chlorobenzeny atveju nugali, todél

ekstrakcijos i1Sgava pridéjus druskos sumazeéja.

Tirpalo pH. Jei analité pasizymi rigstinémis ar bazinémis savybémis,
ekstrakcijos efektyvumas priklauso nuo pH. Parinkus tokj pH, kuriame analité
yra neutralioje formoje, ekstrakcijos efektyvumas padidéja. Taigi, geram

rezultaty atsikartojamumui uztikrinti turi biiti naudojamas atitinkamas buferis.

Ekstrakcijos trukmé. Ekstrakcijos tirpiklio laSu metu neiSekstrahuojama
visa vandeniniame tirpale esanti analité. Maksimalus ekstrakcijos efektyvumas
pasiekiamas tada, kai pasiekiama pusiausvyra. Taciau kartais tai trunka per
ilgai, tod¢l padidéja laSo tirio sumazéjimo arba jo praradimo tikimybeé.
Tais atvejais nebutina pasiekti pusiausvyros, bet kai pusiausvyra nepasiekiama,

labai svarbu palaikyti grieztai vienodas ekstrakcijos salygas.

Temperatiira. Temperatiros kontrole yra ypac svarbi ekstrahuojant i$
virSerdvés, kai reikia pagreitinti anali¢iy peréjima | dujing faze.
Didé¢jant temperaturai, didéja analités difuzijos koeficientai, taigi sumazéja
ekstrakcijos trukme. Taip pat padidéja anali¢iy koncentracija virSerdvéje, o tuo
paciu ir ekstrakcijos efektyvumas. Taciau aukStesnéje temperatiiroje sumazeja
anali¢iy pasiskirstymo koeficientai tarp ekstrahento ir virSerdves, del ko
ekstrakcijos efektyvumas gali pablogéti. Taigi biitina parinkti optimalig

ekstrakcijos temperatirg.

Mikroekstrakcija tirpiklio lasu yra paprastas, greitas, pigus, mazai
tirpikliy reikalaujantis méginio paruoSimo biidas. Metodas ypac gerai
suderinamas su dujy chromatografija, nes visas gautas ekstraktas suleidZziamas

1 dujy chromatografs. Ekstrakcija atlickama mikroSvirk§tu, naudojamu
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kiekvienoje dujy chromatografijos laboratorijoje. Tinkamai pasirinkus
ekstrahentg, pasiekiamas didelis ekstrakcijos atrankumas, o analités smarkiai
sukoncentruojamos. Taciau §; metoda sunku automatizuoti, darbas su
mikrolasu reikalauja didelio kruopstumo [88]. Metodo pritaikymas yra labai
platus. DaZniausiai tatkomas nemetalams, organometalams ir metaloidams [71,

89] bei lakiems organiniams junginiams [90-92] nustatyti.

1.2.2. Skystafazé mikroekstrakcija kapiliare

1999 m. S. Pedersen-Bjergaard ir K. E. Rasmussen [93] pasiiill¢ nauja
skystafazés mikroekstrakcijos metoda, kuriame naudojamos nesimaiSancios
skystos plévelés. Kai skystas fazes skiria kapiliaro sienelés, ekstrakcija
vadinama skystafaze mikroekstrakcija kapiliare (SFMEK). Ekstrakcija
atlickama hidrofobiniame kapiliare su porétomis sienelémis. Prie$ ekstrakcija
kapiliaras yra kelioms sekundéms panardinamas j su vandeniu nesimaiSantj
organinj tirpiklj;, kuris greitai uzpildo kapiliaro poras. Kapiliaro vidus
pripildomas keliais mikrolitrais akceptorinio tirpalo ir kapiliaras jmerkiamas
1 mégin]. Analités ekstrahuojamos 1§ vandeninio meéginio tirpalo per porose
esancia skysta organinio tirpiklio plévele ir sukoncentruojamos akceptoriniame
(vandeniniame arba organiniame) tirpale. Atlikus ekstrakcijg, akceptorinis
tirpalas yra pasalinamas i§ kapiliaro slégio arba mikro§virkSto pagalba ir toliau
analizuojamas dujy chromatografijos, efektyvosios skysciy chromatografijos,
kapiliarinés elektroforezés, masiy spektrometrijos ar kitu analizés metodu [94-
96]. Skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metodas iliustruojamas 1.6 pav.

Populiariausi yra polipropileno kapiliarai, kurie yra chemiskai atsparis,
nebrangiai kainuoja. Kapiliaro ilgis paprastai yra nuo 1,5 iki 10 cm, vidinis
skersmuo — 600 um, sieneliy storis apie 200 um. Sienelés uztikrina gerg
mechanin] akceptorinés fazés stabilumg. | kapiliarg telpa keli mikrolitrai
akceptorinio tirpalo. Poros, kuriy vidutinis skersmuo 0,2 pm, praleidzia tik

nedideles molekules, o didelés molekulés lieka donoriniame tirpale ir meéginys
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tokiu biidu yra iS§valomas. Kapiliarai naudojami tik vieng karta, tod¢l nereikia

Jy regeneruoti [95-97].

——— Mikro$virkstas

/ Vandeninis méginys

Kapiliaras

- [ — Organinis tirpiklis

- Magnetinio maisiklio strypelis

- - Magnetiné maiSyklé

1.6 pav. Skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metodo schema [98].

Skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metode naudojamos kelios
kapiliary konfigtiracijos, kurios gali biti taikomos tiek dvifazéms, tiek
trifazéms sistemoms (1.7 pav.). Konfigiiracijoje (a) naudojamos dvi
medicininio Svirk$to adatos, sujungtos su kapiliaro galais. Vienas 1§ Svirksty
naudojamas jvesti akceptorinj tirpalg, o kitas — akceptorinio tirpalo surinkimui.
Konfigiiracijoje (b) tiktai vienas kapiliaro galas yra atviras ir naudojamas
akceptorinés fazés jvedimui/surinkimui, o kitas yra uZlydytas. Siuo atveju
kapiliaras jtvirtinamas ant mikro§virksto adatos. Mikro§virktas yra reikalingas
kapiliaro jtvirtinimui, akceptorinés fazés jvedimui/surinkimui ir jau paruosto

méginio jvedimui j chromatografy [93, 95].
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|leidZiamas [$siurbiamas
a akeeptorius \ akeeptorius b
‘ /

- Mikrosvirkstas
-

Kaplliaras su akeeptoriaus
firpalu

Vandeninis donorinis Kapiliaras su akceptoriaus
tiralas - tirpalu
< Vandeninis donorinis
tirpalas

1.7 pav. Skystafazés  mikroekstrakcijos  kapiliare  sistemy
konfigiiracijos [88].

SFMEK metode méginio tiiris gali buti nuo 50 pL iki 1 L, tuo tarpu
akceptorinés fazés tiiris dazniausiai btina 2-30 pL. D¢l didelio méginio ir
akceptorinés fazés tiiriy santykio pasiekiamas geras analiciy sukoncentravimo
laipsnis [96].

I8skiriami du skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare biidai — dviejy faziy
ir trijy faziy (1.8 pav.).

a b

Trifazé sistema Drrifazé sisterna

Kapiliaro sienelé Kapiliaro sienelé
) 2
Vandeninis tirpalas J/ Organinis tirpiklis =
(akceptoriug) (akceptoriug)
Kapiliaro poras impregnuojantis - Kapiliaro poras impregnuojantis '
organinis tirpiklis Vandeninis meéginys organinis tirpiklis Vandeninis meginys
(donoras (donoras

1.8 pav. Trijy faziy skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare (a) ir dviejy
faziy mikroekstrakcijos kapiliare (b) biidy schemos [99].

Dvieju faziy SFMEK variante analité¢ yra ekstrahuojama i§ vandeninio
meéginio (donorinés fazés) per vandenyje netirpy tirpikli, imobilizuota
tusc¢iavidurio kapiliaro sieneliy porose, i tokj patj organinj tirpiklj (akceptoring

faze), esantj kapiliaro viduje [96].
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Tam, kad ekstrakcijos iSgava biity kuo didesné, biitinas didelis analités
pasiskirstymo tarp organinio tirpiklio ir vandens koeficientas. Skystafazes
mikroekstrakcijos kapiliare dviejy faziy sistemoje vykstant] procesa galima
pavaizduoti tokia lygtimi:

A megings <> Aakeeptorius (L.1)

kur, 4 yra nustatoma analité.

Analités A pasiskirstymo koeficientas tarp dviejy faziy iSreiSkiamas:

C

_ éus. akceptorius ( 1 ' 2)

pus. méginys

K akceptorius/méginys

kur,

Chpus.akeeptorius — analités A pusiausvyriné koncentracija akceptoriniame
tirpale (organin¢je faz¢je);

Cpusmegings — analités 4 pusiausvyriné koncentracija méginyje
(vandeniniame tirpale).

Remiantys (2X) lygtimi ir dviejy faziy SFMEK sistemos masiy balansu,

analités A ekstrakcijos iSgava (R) esant pusiausvyrai apskai¢iuojama taip:

akceptorius/ méginys = org

R= x100% (1.3)

akceptorius/ méginys” org + meginys

kur,

Vorg — bendras organinés fazés turis sistemoje (organinio tirpiklio, esancio
kapiliaro sieneliy porose ir kapiliaro viduje, tiiriy suma);

V megings — Méginio tiris.

IS (1.3) lygties matyti, kad dvejy faziy SFMEK sistemos ekstrakcijos
iSgava priklauso nuo pasiskirstymo koeficiento, organinio tirpiklio ir méginio
turiy. Didelé iSgava gaunama, kai anali¢iy pasiskirstymo koeficientai yra
dideli. Tai galima pasiekti parinkus tinkamg organin; tirpiklj, reikiamg méginio
pH (analit¢tms su rigStinémis/bazinémis savybémis) ir kai kuriais atvejais
pridedant } méginj druskos (joninei jégai padidinti).

Trijy faziy SFMEK variante analit¢ yra ekstrahuojama i§ vandeninio

meéginio (donorinés fazés) per organinj tirpiklj (organing fazg), imobilizuotg
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kapiliaro sieneliy porose, i kita vandeninj tirpalg (akceptoring faze¢), esantj
kapiliaro viduje. Siuo atveju organiné fazé reikalinga, kad nesusimai$yty dvi
vandenings (donoring ir akceptoring) fazés [96]. Trijy faziy sistemoje vykstantj

procesa galima pavaizduoti tokia lygtimi:

(1.4)

Améginys< — \Aorg — 'Aakceptorius
kur, ky, k,, k3 ir k4 yra pirmo laipsnio reakcijos ekstrakcijos grei¢io
konstantos.
Pasiskirstymo koeficientai tarp organinés fazés ir méginio bei tarp

akceptorinés fazes ir organinés fazés iSreiSkiami tokiomis lygtimis:

. pus. org
K org/méginys — ( 1. 5)
pus. méginys
C ,
_ pus. akceptorius
K akceptorius/org ( 1. 6)

pus.org
Remiantis (1.5) ir (1.6) lygtimis ir trijy faziy SFMEK sistemos bendru
masiy balansu, ekstrakcijos iSgava galima iSreiksti taip:

7

R= org/méginys™  akceptorius/org * akceptorius x 1 00% (1 7)
+K +V,

meéginys

org/méginysK akceptorius / org Vakceptorius org/ méginys” org
kur,

V akeeptorius — vandeninio akceptorinio tirpalo turis;

Vorg — Organinio tirpiklio, imobilizuoto kapiliaro porose, tiiris.

IS (1.7) lygties matyti, kad trijy faziy SFMEK sistemos ekstrakcijos
iSgava priklauso nuo dviejy nepriklausomy pasiskirstymo koeficienty bei
meéginio, organinés fazés ir akceptorinés fazés tiriy. Dideli pasiskirstymo
koeficientai gaunami tinkamai parinkus organinj tirpiklj ir vandeniniy tirpaly
pH vertes.

Skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metodo efektyvumgq jtakojantys
parametrai [97]:

Organinis tirpiklis. Tiek dvifazése, tiek trifazése sistemose naudojami
tirpikliai turi biiti lengvai imobilizuojami j polipropileno kapiliaro sieneles.

Atsizvelgiama ir | tirpiklio tirpumg vandenyje ir lakumg. Pageidautina, kad tiek
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tirpiklio tirpumas vandenyje, tiek tirpiklio lakumas bty kuo mazesni.
Dvifazése sistemose organinis tirpiklis turi labai gerai tirpinti analites, tikti
dujy chromatografijai (jei ekstraktas analizuojamas dujy chromatografijos
metodu). Trifazése sistemose sieneles impregnuojantis tirpiklis turi biti toks,

kad jO I<org/méginys ir I<akceptorius/org bl—ltU[ dideli.

Dazniausiai naudojami  organiniai  tirpikliai yra  1-oktanolis,
diheksilo eteris, heksanas, oktanas, nonanas, dichlormetanas, butilo acetatas,
2-oktanonas ir diamilo eteris [95].

MaiSymas. MaiSymas greitina ekstrakcijg. Atliekant mikroekstrakcija
kapiliare, galimi dideli maiSymo greifiai, nes organinis tirpiklis yra
imobilizuotas. MaiSymui galima naudoti magnetinius maiSiklius, vibracija.
Kai naudojamas magnetinis maiSiklis, svarbu, kad nesusidaryty oro burbulai,
kurie kimba prie kapiliaro sieneliy. D¢l prikibusiy oro burbuly lengviau

nugaruoja sienelése impregnuotas organinis tirpiklis.

Tirpalo joniné jéga. Priklausomai nuo analités prigimties druskos
prid¢jimas ] meéginj gali tiek padidinti, tiek sumazinti ekstrakcijos efektyvuma,
arba visai neturéti jtakos.

Donorinio ir akceptorinio tirpalo tariai. Nustatymo jautris didé¢ja,
mazinant akceptoriaus/donoro tiiriy santykj. Taciau akceptorinio tirpalo tiiris

turi biti tinkamas tolimesnei analizei naudojamam metodui.

Tirpalo pH. Donoro ir akceptoriaus pH ypac svarbus trifazése sistemose.
Pavyzdziui, analizuojant rigStines analites, donoro tirpalas turéty biti
rugstinis, tada analités biity dejonizuotos ir lengvai pereity j organing faze.
Akceptoriaus tirpalas turéty biiti bazinis, tada analités 1§ kapiliaro sienelése
esanCios organinés fazes lengvai pereity | akceptoriy. Bazinéms analitéms —
atvirksciai.

Ekstrakcijos trukmé. Nors ilg¢jant ekstrakcijos trukmei paprastai did¢ja
ir ekstrakcijos efektyvumas, tai nevisada pasiteisina. Vis délto, jei analizés

trukmé trumpesné, nei reikia nusistoveéti analités pusiausvyrai tarp faziy,
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kiekvienam méginiui ji turi buti grieztai vienoda, tik taip pasiekiamas geras

analizés tikslumas.

Skystafazé mikroekstrakcija kapiliare — paprastas, greitas, jautrus, pigus
ir uztikrinantis geras iSgavas ekstrakcijos metodas. Sunaudojami itin mazi
organiniy tirpikliy kiekiai. Tai labai efektyvus biidas méginiy iSvalymui. Juo
galima atrankiai ekstrahuoti analites i§ sudétingy matricy, tinkamai parinkus
kapiliaro sieneles impregnuojant] tirpiklj. Dviejy faziy SFMEK tiesiogiai
suderinama su dujy chromatografijos metodu, o trijy faziy SFMEK suderinama
su efektyviosios skys¢iy chromatografijos ir kapiliarinés elektroforezes
metodais [96]. Siuo metodu galima ekstrahuoti maZiau polines analizes,
atskiriant jas nuo poliniy junginiy [94]. Metodas sékmingai pritaikytas

analizuojant biomedicininius, aplinkos ir maisto méginius [97, 100-103].

1.2.3. Dispersiné skys¢iy-skysciy mikroekstrakcija

2006 m. Y. Assadi ir bendraautoriai pirmg kartg pasiilé dispersinés
skyséiy-skyséiy mikroekstrakcijos (DSSME) metoda [104]. Sis ekstrakcijos
metodas remiasi trikomponente tirpikliy sistema. Naudojamas didesnio uz
vanden] tankio ekstrahentas ir tiek su vandeniu, tiek su ekstrahentu
besimaisantis disperguojantis tirpiklis. Jy miSinys Svirkstu greitai jSvirkSciamas
1 vandeninj tirpalg su analitémis. Tokiu buidu ekstrahuojantis tirpiklis smulkiy
laSeliy pavidalu pasiskirsto visame vandeninio tirpalo tlryje, taigi
ekstrahuojancio tirpiklio ir analizuojamo tirpalo sglycio plotas yra labai didelis,
todel ekstrakcija vyksta labai greitai. Po ekstrakcijos miSinys centrifuguojamas
ir organinis tirpiklis su analitémis nuséda ekstrakcinio indo dugne (1.9 pav.).
Ekstraktas paimamas mikrosvirkstu ir jleidziamas ] dujy chromatografo

garintuva.
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1.9 pav. DSSME atlikimo etapy nuotraukos [104]: (a) pries$ jleidziant |
vandenin] méginj disperguojancio tirpiklio ir ekstrahuojancio tirpiklio miSinj,
(b) 1leidimo pradzia, (c) ileidimo pabaiga, (d) 1000 karty padidintas emulsijos
vaizdas, (e) po centrifugavimo, (f) nusédusi faz¢.

Ekstrakcijos efektyvumas apibiidinamas sukoncentravimo laipsniu bei
iSgava. Sukoncentravimo laipsnis (EF) apraSomas tokia lygtimi [104]:
Cae
EF = ?0 (1.8)
kur,
Cseq — analités koncentracija nusédusioje fazéje;
C — pradiné analités koncentracija.

Isgava (%) aprasSoma tokia lygtimi:

n

ER = 20 %100 = CeXVaw 100 = Lot g0 (1.9)
n 0 CO x Vméginys méginys

kur,

noy — visas analités kiekis;
ngq — 1Sekstrahuotas analités kiekis;

Ved It Vineginys yra atitinkamai nusédusios fazés ir méginio tiriai.
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Dispersinés skysciy-skys¢iy mikroekstrakcijos metodo efektyvumg
jtakojantys parametrai [105]:
Ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis. Ekstrahuojantis tirpiklis turi tenkinti

Siuos reikalavimus:

. tirpiklio tankis turi biiti didesnis uz vandens tankj;

o turi gerai ekstrahuoti analites;

o turi mazai tirpti vandenyje;

o turi gerai tirpti disperguojanciame tirpiklyje ir suformuoti stabilig

dviejy faziy sistema, kai miSinys jSvirkS§¢iamas ] vandeninj tirpala;

Dauguma halogeninty angliavandeniliy, tokiy kaip chlorbenzenas,
chloroformas, anglies tetrachloridas ar tetrachloretilenas, atitinka tokius
reikalavimus ir paprastai naudojami kaip ekstrahentai.

Disperguojancio tirpiklio prigimtis. Disperguojantis tirpiklis turi gerai
maisytis su ekstrahuojanciu tirpikliu ir vandenine faze. Kadangi tik nedaugelis
medZziagy maiSosi tiek su organine faze, tiek su vandeniu, disperguojancio
tirpiklio pasirinkimas néra platus. Dazniausiai naudojami disperguojantys
tirpikliai yra metanolis, etanolis, acetonitrilas, acetonas ir tetrahidrofuranas.

Ekstrahuojancio ir disperguojancio tirpikliy tiriai. Nuo ekstrahuojancio
ir disperguojancio tirpikliy tiiriy priklauso susidariusios emulsijos stabilumas ir
laseliy dydis. Kuo smulkesni laseliai, tuo didesnis faziy sgly¢io pavirSiaus
plotas, tuo greitesni masiy mainai ir tuo mazesné¢ mikroekstrakcijos trukme.
Didé¢jant ekstrahento tiriui, didéja ir sedimentacinés fazés (po centrifugavimo
nusedusio ekstrakto) taris, dél to mazéja anali¢iy koncentracija joje. Nors
1Sgava lieka beveik tokia pati, taCiau sukoncentravimo laipsnis mazéja, tad
maze¢ja ir nustatymo jautrumas. Taigi optimalus ekstrahuojancio tirpiklio tiiris
turi biti toks, kad ir sukoncentravimo laipsnis biity didelis, ir sedimentacinés
fazés tiirio po centrifugavimo uztekty tolimesniam nustatymui.

Ekstrakcijos trukmé — tai trukmé nuo disperguojancio tirpiklio ir
ekstrahuojancio tirpiklio misinio jleidimo i vandeninj analizuojamajj tirpalg iki
centrifugavimo. Ekstrakcijos trukmé neturi reikSmingos jtakos ekstrakcijos

efektyvumui. Taip yra tod¢l, kad pavirSiaus plotas tarp organinés ir vandeninés
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fazés yra labai didelis, tad ekstrakcija vyksta labai greitai. Trumpa ekstrakcijos
trukmeé yra pagrindinis DSSME privalumas.

Tirpalo joniné jéga. Priklausomai nuo analités prigimties druskos
pridé¢jimas | méginj gali tiek padidinti, tiek sumazinti ekstrakcijos efektyvuma,
arba visai neturéti jtakos.

Kaip buvo minéta, tradiciniame DSSME variante naudojami sunkesni uz
vanden] ekstrahentai. Be apraSyto tradicinio DSSME varianto buvo pasiiilyta
keletas biidy, leidzian¢iy dispersingje skysc¢iy-skysCiy mikroekstrakcijoje
panaudoti lengvesnius uz vanden; tirpiklius. Taikant vieng 1§ biidy, ekstrakcija
atlikama ne centrifuginiame mégintuvélyje, bet siaurakaklé¢je matavimo
kolboje [106]. Siuo atveju susidariusi emulsija suardoma ne centrifuguojant,
bet po ekstrakcijos jSvirk§c¢iant porcijg tirpiklio, suardan¢io emulsijg. VirSuting
sluoksnj sudarantis ekstraktas paimamas kapiliaru. Antrasis DSSME variantas
naudojant lengvesnius uz vandenj tirpiklius remiasi tirpikliy uzSaldymu [107,
108]. Siuo atveju naudojami tirpikliai, kuriy lydymosi temperatiira 1030 °C.
Po ekstrakcijos tirpalas centrifuguojamas ir porai minuciy dedamas i ledo
vonele. Virsutin] sluoksnj sudarantis ekstraktas uzsgla. ISimtas i§ ekstrakcinio
indo uzSalgs ekstrakto lasas kambario temperatiiroje iSsilydo ir yra
analizuojamas.

Dispersiné skysciy-skysciy mikroekstrakcija — tai paprastas, greitas,
mazai kainuojantis, geras iSgavas duodantis mikroekstrakcijos metodas [105].

Nors §is buidas yra pakankamai naujas, jis jau sékmingai derinamas su
tokiais analizés metodais kaip dujy chromatografija, efektyvioji skysciy
chromatografija ar atominés absorbcijos spektrometrija. DSSME sékmingai
taikoma organiniy junginiy ir sunkiyjy metaly nustatymui [104, 109-111].

Vis délto metodas nelabai tinkamas sudétingy matricy analizei.
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2. EKSPERIMENTO METODIKA

2.1. Reagentai ir tirpalai

Pradiniams  standartiniams tirpalams ruoSti naudoti reagentai:
metil-4-hidroksibenzoatas (metilparabenas) (99,0 %), etil-4-hidroksibenzoatas
(etilparabenas) (99,0 %), propil-4-hidroksibenzoatas (propilparabenas)
(99,0 %), butil-4-hidroksibenzoatas (butilparabenas) (99,0 %) ir acetonas
(CH3COCH3) (99,9 %) pirkti i§ Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, JAV).

Ekstrakcijai naudoti reagentai: anglies tetrachloridas (CCly) (299,5 %),
amilacetatas (C;H40,) (98,0 %), brombenzenas (C¢H;sBr) (99,0 %),
chlorbenzenas (C¢HsCl) (299,0 %), chloroformas (CHCl;) (99,0 %),
1,2-dichlorbenzenas (C¢H4Cl,) (299,0 %), dibutilftalatas (C;sH»,0,4),
dioktilftalatas (C,4H3304) (99,0 %), etilbenzoatas (CoH;¢O,) (>99,0 %),
o-ksilenas (C¢H4(CH3),) (99,0 %), n-oktanas (CH3(CH,)sCHj3) (98,0 %),
1-oktanolis (CH;(CH,);0OH) (99,0 %) ir toluenas (C¢HsCH3) (99,0 %) pirkti 18
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, JAV).

Parabeny derivatizacijai naudotas acto rtgsties anhidridas (=99,0 %)
pirktas 1§ Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, JAV), dikalio-vandenilio fosfatas
(K,HPO4x3H,0) (=99 %) pirktas 1§ Carl Roth GmbH+ Co. (Vokietija).

Vidiniais standartais naudoti reagentai: n-heksadekanas (CsH34)
(99,0 %), n-nonadekanas (Ci9Hy4p) (99,0 %) ir n-tetradekanas (C,4H3p) (99,0
%) pirkti 1§ Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, JAV).

Tirpaly ir méginiy joninei jégai padidinti buvo pridedamas reikiamas
natrio chlorido (NaCl) (grynas analizei) kiekis (Reachim, Ukraina).

Pradiniai standartiniai 10 mg/mL parabeny tirpalai gaminami tirpinant
atskirai kiekvieng p-hidroksibenzoinés rigsties ester] acetone. Jungtinis
pradinis standartinis parabeny tirpalas ruoSiamas paimant kiekvieno pradinio
standartinio parabeno tirpalo ir skiedziant acetonu. ParuoSti pradiniai

standartiniai tirpalai laikomi Saldytuve +4 °C temperatiiroje.
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Darbinis standartinis parabeny tirpalas buvo ruoSiamas prie§ pat darba,
skiedZiant jungtinj pradinj standartinj parabeny tirpalg distiliuotu vandeniu iki

reikiamos koncentracijos.

Parabeny derivatizacijai atlikti j vandeninj parabeny tirpalg buvo dedama
0,02 g/mL K,HPO4x3H,O ir 10 uL acto rugsties anhidrido. Tirpalo pH
reguliavimui buvo naudojami 0,1 mol/L KOH tirpalas ir 0,1 mol/L HCI
tirpalas.

2.2. Aparatura

Dujy chromatografiné analizé buvo atliekama dujy chromatografu Varian
3400 (Palo Alto, CA, JAV) su liepsnos jonizaciniu detektoriumi.
Chromatografas sujungtas su integratoriumi SP4290 (Spectra-Physics San
Jose, CA, JAV).

Chromatografiniam medziagy perskyrimui naudota kvarciné kapiliariné
kolon¢lé Equity™-5 (30 m ilgio, 0,53 mm vidinio skersmens, nejudri faz¢
fenilmetilsiloksanas, turintis 5 % fenilo grupiy, nejudrios fazés sluoksnio
storis 1,5 um) pirkta i§ Supelco (Bellefonte, PA, JAV).

Méginio jleidimas buvo atlieckamas naudojant 10 pL talpos mikrosvirksta
pirkta i§ Hamilton (Reno, NV, JAV).

Medziagy svérimui  buvo naudojamos analizinés  svarstyklés
Scaltec SAS 51 (Vokietija).

Tirpalai buvo maiSomi magnetine maiSykle MLW RH3 pirkta i
Priifgerate-Werk (Vokietija).

pH verté, tiriant jos jtakg parabeny derivatizacijai, buvo matuojama
pH matuokliu ,,EV-74 (Rusija).

Atliekant mikroekstrakcijg tirpiklio lasu buvo naudojamas 10 pL
mikroSvirk$tas (Hamilton) ir 12 mL tiirio ekstrakcijos indeliai su teflonine
tarpine, analizuojamyjy tirpaly temperatira buvo palaikoma termostatu MLW

UH (Vokietija).
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Skystafazé¢ mikroekstrakcija kapiliare buvo atlieckama 12 mL tario
stikliniuose indeliuose, uzsandarintuose teflonine tarpine. Mikroekstrakcijai
kapiliare atlikti buvo naudojami polipropileno kapiliarai Accurel® PP Q3/2
(Membrana GmbH, Vupertalis, Vokietija). Kapiliaro vidinis skersmuo 600 um,
sieneliy storis 200 um, pory skersmuo 0,2 pm.

Dispersinés  skysCiy-skys¢iy  mikroekstrakcijos  procediirai  buvo
naudojama ,LaboChema® (Lietuva) centrifuga, 12 mL tdrio kiginiai

mégintuveliai.

2.3. Duju chromatografinés salygos

Atliekant dujy chromatografing analize¢ buvo naudojami tokie dujy
srautai: neSanciy dujy (azoto) greitis 10 mL/min, oro greitis 300 mL/min,
vandenilio greitis 30 mL/min, pagalbiniy dujy (azoto) greitis 20 mL/min.

Naudojami temperatiiriniai reZimai:

Parabeny mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodas

Nederivatizuoty parabeny tiesioginé mikroekstrakcija tirpiklio lasu

Chromatografo garintuvo ir detektoriaus temperatira buvo 280 °C.
Koloné¢lés temperatiira buvo programuojama taip: 1§ pradZiy buvo nustatyta
100 °C temperatiira (laikkoma 2 min), toliau temperatiira keliama 2 °C/min
greiciu iki 120 °C, tada 5 °C/min greiciu iki 230 °C temperatiiros.

Derivatizuoty parabeny tiesioginé mikroekstrakcija tirpiklio lasu

Chromatografo garintuvo ir detektoriaus temperatira buvo 290 °C.
Kolon¢lés temperatiira buvo programuojama taip: i§ pradziy buvo nustatyta
120 °C temperatiira (laikkoma 2 min), toliau temperatiira keliama 2 °C/min
greiciu iki 176 °C, tada 50 °C/min greiciu iki 290 °C temperatiiros (laikoma
2 min).

Derivatizuoty parabeny mikroekstrakcija tirpiklio laSu is virSedrvés

Chromatografo garintuvo ir detektoriaus temperatiira buvo 290 °C.
Kolonélés temperatiira buvo programuojama taip: 1§ pradziy buvo nustatyta

120 °C temperatiira (laikoma 2 min), toliau temperattra keliama 2 °C/min
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greiiu, iki 176 °C, tada 50 °C/min grei¢iu iki 290 °C temperatiiros (laikoma
15 min).

Parabeny skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metodas

Nederivatizuoty parabeny skystafazé mikroekstrakcija kapiliare

Chromatografo garintuvo temperatira buvo 280 °C, detektoriaus
temperatiira — 260 °C. Kolonélés temperatiira buvo programuojama taip: i
pradziy buvo nustatyta 90 °C temperatiira (latkoma 5 min), toliau temperatiira
keliama 2 °C/min grei¢iu iki 120 °C, tada 6 °C/min grei¢iu iki 200 °C
temperatiiros (laitkoma 5 min).

Derivatizuoty parabeny skystafazé mikroekstrakcija kapiliare

Chromatografo garintuvo ir detektoriaus temperatira buvo 280 °C.
Kolonélés temperatiira buvo programuojama taip: 1§ pradziy buvo nustatyta
120 °C temperatiira (laikoma 2 min), toliau temperatira keliama 2 °C/min
greiciu iki 176 °C, tada 50 °C/min grei¢iu iki 280 °C temperatiiros (laikoma
1 min).

Parabeny dispersinés skysciy-skysc¢iy mikroekstrakcijos metodas

Nederivatizuoty parabeny dispersiné skysciy-skysciy mikroekstrakcija

Chromatografo garintuvo temperatira buvo 280 °C, detektoriaus
temperatira — 260 °C. Kolon¢lés temperatiira buvo programuojama taip: i$
pradziy buvo nustatyta 100 °C temperatiira (latkoma 2 min), toliau temperatiira
keliama 2 °C/min grei¢iu iki 120 °C, tada 5 °C/min grei¢iu iki 230 °C
temperatiiros (laikoma 1 min).

Derivatizuoty parabeny dispersiné skysciy-skysciy mikroekstrakcija

Chromatografo garintuvo ir detektoriaus temperatiira buvo 280 °C.
Koloné¢lés temperatiira buvo programuojama taip: 1§ pradziy buvo nustatyta
120 °C temperatiira (laikkoma 2 min), toliau temperatiira keliama 2 °C/min
greiCiu iki 176 °C, tada 50 °C/min grei¢iu iki 280 °C temperatiiros (laikoma

1 min).
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2.4 Mikroekstrakcijos procediiros

2.4.1. Mikroekstrakcijos tirpiklio laSu procediira

Mikroekstrakcija tirpiklio lasu buvo atlieckama dviem budais: tiesiogiai
1§ tirlamojo tirpalo ir 1§ virSerdves.

I 12 mL ekstrakcijos indg jpilama 10 mL vandeninio parabeny tirpalo.
] 10 puL mikroSvirkstg jtraukiama apie 1 pL ekstrahuojancio tirpiklio.
Mikrosvirk§to adata praduriama ekstrakcinio indo dangtelyje esanti tarping.
[Sstimus tirpikl] ant adatos galo yra suformuojamas jo laSas. LaSas lieka
pakibegs ant mikroSvirkSto adatos galiuko, atliekama ekstrakcija. Ekstrahuojant
tiesiogiai 18 tirpalo, mikroSvirkSto adatos galiukas panardinamas (apie 1 cm)
1 vandeninj parabeny tirpalg, ekstrahuojant 1§ virSerdvés, mikroSvirksto adatos
galiukas laikomas vir§ tirpalo (apie 0,5 cm). Tirpalas maiSomas magnetine
maiSykle 200 aps/min grei¢iu (ekstrahuojant i§ tirpalo) arba 800 aps/min
greiiu (ekstrahuojant i§ virSerdvés). Esant reikalui, méginio temperatiira

palaikoma termostatu.
Po ekstrakcijos tirpiklio laSas jtraukiamas atgal | mikroSvirksta,

suleidziamas ] dujy chromatografo garintuvg ir analizuojamas.

2.4.2. Skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare procediira

Parabeny skystafazei mikroekstrakcijai kapiliare atlikti imami 8§ mL
(derivatizuoty parabeny atveju 10 mL) vandeninio parabeny tirpalo ir
suleidziama ] 12 mL ekstrakcin] indeli, jdedamas magnetinio maiSiklio
strypelis.

Darbe naudojami 1,8 cm ilgio polipropileno kapiliarai, kuriy vienas galas
uzlydomas lituokliu. | tokj uzlydyta kapiliarg telpa apie 5 puL ekstrahuojancio
tirpiklio. Prie§ naudojimg kapiliarai 10 min pamerkiami ] acetong.
Po to iSimami ir i§dziovinami kambario temperatiiroje. Kiekvienas kapiliaras

buvo naudojamas vieng karta.
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Neuzlituotas kapiliaro galas sujungiamas su medicininio Svirksto 0,7 cm
skersmens adata, kuri yra perdurta per tefloning dangtelio tarpine.
Tada kapiliaras merkiamas ] paruosta ekstrahuojantj tirpiklj ir paliekamas
kelioms minutéms, kad uzsipildyty.

Kai per sieneles ekstrahentas pilnai uzpildo kapiliarg, kapiliaras atsargiai
iSimamas, nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir merkiamas ] analizuojamajj
tirpala. Indelis su tirpalu uzsukamas, dedamas ant magnetinés maisyklés ir
ekstrahuojama.

Pasibaigus ekstrakcijai, 10 pL mikroSvirkstu 1§ kapiliaro paimamas 1 pL

ekstrakto ir suleidZziamas j dujy chromatografo garintuvg analizei.

2.4.3. Dispersinés skys¢iy-skysc¢iu mikroekstrakcijos procediira

Dispersing¢je skysCiy-skysciy mikroekstrakcijoje naudojamas
dvikomponentis tirpikliy miSinys: didesnio uz vandenj tankio ekstrahentas,
ir tiek su vandeniu, tiek su ekstrahentu besimaiSantis disperguojantis tirpiklis.

I 12 mL kiiginj mégintuvelj jpilama 8 mL vandeninio parabeny tirpalo.
Tada 1 mL SvirkStu | tirpalg greitai suleidZziama ekstrahuojancio
ir disperguojancio tirpikliy misinio. Kai ekstrahuojancio ir disperguojancio
tirpikliy miSinys greitai jSvirkS¢iamas | méginj, jis susidrumscia, susidaro
emulsija 1§ mazy ekstrahento laSeliy, disperguoty vandens méginyje.
Susidares drumstas tirpalas 2 minutes centrifuguojamas 5000 aps/min greiciu.

Ekstrahentas su analittmis nuséda ekstrakcinio indo dugne.
10 pL mikroSvirk§tu paimama 1 pL ekstrakto ir suleidziama  dujy

chromatografo garintuvg analizei.
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2.5 Derivatizacija prieS mikroekstrakcijos procediiras

Parabeny derivatizacija prieS mikroekstrakcijg tirpiklio laSu ir prie§
skystafaze mikroekstrakcijq kapiliare

Parabeny derivatizacijai atlikti ; 10 mL vandeninio parabeny tirpalo
(10 ug/mL) buvo dedama 0,02 g/mL. K,HPO4%x3H,O ir 10 puL acto riigsties
anhidrido. Gauto tirpalo pH buvo 9.

Parabeny derivatizacija prie§ dispersing skysciy-skysciy
mikroekstrakcijg

Parabeny derivatizacijai atlikti ] 8 mL vandeninio parabeny tirpalo
(10 pg/mL) buvo dedama 0,02 g/mL K,HPO,x3H,0O ir 8 puL acto riigSties
anhidrido. Gauto tirpalo pH buvo 9.

2.6. Analizés rezultaty jvertinimas

Analizés rezultaty jvertinimui panaudota matematinés statistikos
skai¢iavimai [112].
Aritmetinis vidurkis x yra n matavimy rezultaty vidutiné¢ verté ir

apskai¢iuojama pagal formule:

F=1 (2.1)

kur:

x — matavimy rezultaty vidutiné verté;

X; — 1-0j0 matavimo vert¢;

n — matavimy skaic¢ius.

Matavimy serijos standartinis nuokrypis s charakterizuoja atskiry
matavimo verciy iSsibarstymg nuo jy aritmetinio vidurkio ir iSreiSkiamas

lygtimi:
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N =T 2.2)

kur:

s — standartinis nuokrypis;

x — matavimy rezultaty vidutiné verte;
X; — 1-0j0 matavimo verte;
n — matavimy skaicius.

Santykinis standartinis nuokrypis s, iSreiSkiamas lygtimi:

(2.3)

kur:
s, — santykinis standartinis nuokrypis;

s — standartinis nuokrypis;

x — matavimy rezultaty vidutiné verté.

2.7. Rezultaty apskaic¢iavimas priedy metodu

Atliekant dujy chromatografing analize priedy metodu, pirmiausiai
gaunama meéginio be priedo chromatograma, po to } méginj jdedamas zZinomas
analités priedo kiekis ir vél gaunama chromatograma. Analités kiekis méginyje
apskaic¢iuojamas pagal lygti [113]:

A

Qx = Qstﬁ (24)

x+st X

kur:

Qx — nezinomas analités kiekis méginyje;
Qs — 1 méginj jvesto analités priedo kiekis;
A, — analités be priedo smailés plotas;

A5 — analités su priedu smailés plotas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Parabenu mikroekstrakcija tirpiklio laSu

Mikroekstrakcija tirpiklio laSu yra ypaC paprastas ir pigus
miniatifirizuotos ekstrakcijos skysCiais variantas, todél §; mikroekstrakcijos
metodag pirmiausiai ir pabande pritaikyti nederivatizuotiems ir derivatizuotiems
parabenams 1§ vandeniniy tirpaly ekstrahuoti. Mikroekstrakcijg tirpiklio lasu

galima atlikti tiek tiesiogiai i$ tirpalo, tiek i§ virSerdves virs tirpalo.

3.1.1. Nederivatizuoty parabenuy mikroekstrakcija tirpiklio lasu

Kadangi nederivatizuoty parabeny lakumas nedidelis, neméginome jy

ekstrahuoti 1§ virSerdvés, bet pasirinkome tiesioging mikroekstrakcijg 18 tirpalo.

Tiesioginé mikroekstrakcija tirpiklio laSu atlieckama iSstimus organinio
tirpiklio lasg 1§ mikroSvirksto adatos tiesiogiai i tirpalg. Laso dydis jprastai
svyruoja nuo 1 iki 3 pL. LaSas turi laikytis pakibes ant mikroSvirksto adatos
galiuko. Po ekstrakcijos laSas jtraukiamas atgal j Svirkstg ir jleidziamas ] dujy
chromatografo garintuvg. DidzZiausig jtakg tiesioginés mikroekstrakcijos
tirpiklio lasu efektyvumui turi ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis, laSo tiris,

ekstrakcijos trukme bei drusky koncentracija tirpale.

3.1.1.1 Ekstrakcijos salygu optimizavimas

Ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis

Vienas 1§ svarbiausiy etapy optimizuojant ekstrakcijos tirpiklio lasu
salygas yra ekstrahuojancio tirpiklio parinkimas. Tinkamai jj parinkus,
pasiekiamas didelis ekstrakcijos atrankumas bei analités smarkiai
sukoncentruojamos. Ekstrakcijai naudojamas tirpiklis turi biiti netirpus
méginyje, o tiriamos medziagos (misy atveju parabenai) turi geriau tirpti

organin¢je fazéje, negu meginio fazéje. Ekstrakta analizuojant dujy
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chromatografijos metodu, tirpiklis turi nekenkti chromatografinei koloné¢lei,

tirpiklio smailé turi biti gerai atskiriama nuo anali¢iy smailiy.

Parabeny

tetrachloridas, amilo

ekstrakcijai

acetatas,

buvo iSbandyti

penki

1-oktanolis, n-oktanas ir

tirpikliai:

Fizikinés pasirinkty organiniy tirpikliy savybés yra pateiktos 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé

Ekstrahuojanciyjy tirpikliy fizikinés savybés

Tirpiklis Virimo temperatira, | Tirpumas vandenyje,
°C g/L
Anglies tetrachloridas 76,5 0,8
Amilo acetatas 145,5 10
1-Oktanolis 196 0,0003
n-Oktanas 126 0,007
Toluenas 110,5 04
o-Ksilenas 144 0,18
Dibutilftalatas 340 0,013
Dioktilftalatas 384 0,000041

anglies

toluenas.

Siekiant pasirinkti tinkamg ekstrahuojant] tirpiklj, 10 mL vandeninio
meéginio, turincio po 10 pg/mL parabeny, ekstrahavome 1 pL ekstrahuojancio
tirpiklio, 10 min, tirpalg maiséme 200 aps/min greiciu.

Tyrimai parode, kad n-oktanas ir 1-oktanolis netinkami ekstrakcijai, nes
juy lasai nesilaiko pakibe SvirkSto adatos gale. Jie atitruksta ir pakyla

] ekstrahuojamo tirpalo pavirSiy. I§ likusiy trijy ekstrahenty geriausiu

ekstrakcijos (3.1

efektyvumu amilo  acetatas

pasizymejo pav.).

Ji ir pasirinkome tolimesniam darbui kaip parabeny ekstrahenta.
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Smailés plotas, sutartiniai vienetai

cCl CH O C H.CH

3.1 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé¢ nuo
ekstrahuojanciojo tirpiklio prigimties. METL salygos: méginio tiiris 10 mL
parabeny koncentracija 10 pg/mL, ekstrahento ttiris 1 pL, ekstrakcijos trukmé
10 min, tirpalo maiSymo greitis 200 aps/min. Chromatografinés salygos
pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.

LasSo tiaris

ISbandZius jvairius amilo acetato laso tiirius (1-5 pL), buvo pasirinktas
1 uL turio lasas, nes bitent tokio turio lasas dar issilaiko ant adatos galo ir yra
optimalus, ] chromatografg leisti tinkamas tiiris.

Ekstrakcijos trukmé

Siekiant optimizuoti ekstrakcijos trukme, buvo tirta 5-30 min parabeny
ekstrakcijos 1§ vandeniniy tirpaly trukme. IS 3.2 pav. pateikty rezultaty matyti,
kad didinant ekstrakcijos trukme iki 20 minuciy visy tirty parabeny smailiy
plotai did¢ja. Didinant ekstrakcijos trukme nuo 20 iki 30 min etilparabeno ir
propilparabeno smailiy plotai toliau Siek tiek didéja, o metilparabeno smailés
plotas nebekinta. Nezilirint to, kad 20 min nepakanka etilparabeno ir
propilparabeno pusiausvyrai tarp vandeninés ir organinés faziy nusistoveti,
tolimesniam darbui vis délto pasirinkome 20 min ekstrakcijos trukme. Tai Siek
tieck sumazino ekstrakcijos efektyvuma, tacCiau labai palengvino ekstrakcijos

atlikimg, kadangi 20 min laSas visada likdavo pakibes ant adatos galiuko.
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3.2 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmés: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 —
propilparabenas. METL salygos: méginio tiiris 10 mL, parabeny koncentracija
10 pg/mL, ekstrahento (amilo acetato) turis 1 pL, tirpalo maiSymo greitis
200 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento
metodika®.

Drusky koncentracija tirpale

Siekiant tinkamai parinkti mikroekstrakcijos salygas, viena i$ svarbiausiy
charakteristiky yra drusky koncentracija tirpale. Bitent §is parametras daro
didziausig jtakg vandeniniy tirpaly joninei jégai ir gali nulemti organiniy
junginiy tirpumg vandenyje, o tuo paciu ir pasiskirstymo koeficientus bei
ekstrakcijos 1Sgava. Drusky jtakg galima paaiskinti hidratinés sferos
susidarymu aplink disociavusios druskos jonus. Susidariusi sfera sumazina
vandeninés fazes, kurioje tirpsta analités, koncentracija, dél to analités lengviau
pereina j ekstrahenta. Sis efektas ypag ry$kus polinéms analitéms. Joninei jégai
padidinti dazniausiai yra pridedama NaCl, Na,SO, arba MgSO,.

Drusky efekto jtakai patikrinti pasirinkome dazniausiai mikroekstrakcijos
metoduose naudojamg NaCl. | 10 mL 10 pg/mL koncentracijos parabeny
tirpalg buvo dedama 0,1-0,4 g/mL NaCl. IS gauty rezultaty (3.3 pav.) matyti,
kad didinant druskos kiekj tirpale iki 0,2 g/mL anali¢iy smailiy plotai didéjo.
Didinant NaCl koncentracijg nuo 0,2 g/mL iki 0,4 g/mL, analic¢iy smailiy plotai

pradeda mazéti. Tai greiiausiai galima paaiSkinti tuo, kad disocijavusi

54



NaCl druska pakeic¢ia Nernsto difuzinio sluoksnio, supancio tirpiklio lasa,
fizikines savybes ir dé¢l to apsunkinama anali¢iy difuzija j tirpiklj.
Tolimesniam darbui ] parabeny vandeninj tirpala buvo dedama

0,2 g/mL NaCl.
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3.3 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
NaCl kiekio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas. METL
salygos: méginio tiris 10 mL, parabeny koncentracija 10 pg/mL, ekstrahento
(amilo acetato) turis 1 pL, ekstrakcijos trukmé 20 min, tirpalo maiSymo greitis
200 aps/min. Chromatografinés sglygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento
metodika®.

Optimalios  parabeny mikroekstrakcijos tirpiklio lasu salygos
pateiktos 3.2 lentel¢je.

3.2 lentelé

Parabeny tiesioginés METL optimalios salygos

Parametras Verté
Ekstrahuojantis tirpiklis Amilo acetatas
Ekstrahuojancio tirpiklio tiiris, uL 1
Tirpalo maiSymo greitis, aps/min 200
Ekstrakcijos trukmé, min 20
NaCl kiekis, g/mL 0,2
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3.1.1.2. Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus parabeny tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio lasu
salygas, nustatéme paruo$to metodo pagrindines analizines charakteristikas:

aptikimo ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty pasikartojamuma.

Aptikimo riba yra labai svarbi analizin¢ charakteristika, nes ji jvertina
metodo jautrumg. Aptikimo riba laikyta tokia analités koncentracija, kuriai
esant analités smailés aukStis chromatogramoje yra tris kartus didesnis
uZ nulinés linijos storj. Aptikimo ribos pateiktos 3.3 lentel¢je.

Siekiant panaikinti paklaidg, atsirandancig dél paimto nevienodo
ekstrakto tiirio, ] ekstrahentg patartina déti vidinio standarto. Vidiniu standartu
naudojama medziaga turi biti inertiSka analizuojamiems komponentams bei
nejudriai fazei, jos sulaikymo trukmé turi biiti artima nustatomy komponenty
sulaikymo trukmeéms, jos smailé chromatogramoje turi pilnai atsiskirti nuo kity
analizuojamy meéginio komponenty smailiy, jos neturi biiti analizuojamame
meéginyje. Be to pageidautina, kad vidinio standarto smail¢ chromatogramoje
biity tarp nustatomy junginiy smailiy. Remiantis Siais reikalavimais, vidiniu
standartu pasirinkome n-nonadekang. | ekstrahuojant; tirpikl; (amilo acetata)
déjome 5 pg/mL vidinio standarto. Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
dvejoms anali¢iy koncentracijoms (1 ir 10 pg/mL). Mikroekstrakcija tirpiklio
laSu buvo atlickama 5 kartus. Anali¢iy nustatymo rezultaty santykiniy

standartiniy nuokrypiy s, vertés artimos ir nevirsija 12,6 % (3.3 lentel¢).

Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
10 skirtingy koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedziant
distiliuvotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Santykiniy smailiy ploty
(parabeno smailés ploto ir vidinio standarto smailés ploto santykis)
priklausomybé nuo parabeny koncentracijos buvo tiesiné iki 10 pg/mL.

Kalibraciniy kreiviy koreliacijos koeficienty vertés buvo 0,995-0,997 (n=5).
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3.3 lentelé

Parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas, atlikus tiesioging

METL

Analité Aptikimo Srs Yo (n=15)

riba, png/L c=1pg/mL | ¢=10 pg/mL

Metilparabenas 102 12,4 11,9
Etilparabenas 80 11,8 11,2
Propilparabenas 60 12,6 12,1

3.1.2. Derivatizuoty parabeny mikroekstrakcija tirpiklio lasu

Siekiant padidinti parabeny ekstrakcijos efektyvumg ir nustatymo jautrj,

parabenus derivatizavome.
3.1.2.1. Derivatizacijos salygu optimizavimas

Derivatizacijos reagentas

Remiantis literatiros apzvalga, acetilinimas acto riigSties anhidridu yra
ypatingai paprastas ir greitas parabeny derivatizacijos biudas, tad
derivatizacijos reagentu pasirinkome acto rigSties anhidridg. Parabeny
molekuléje para padétyje esanti hidroksigrupé veikia kaip nukleofilinis
molekulés centras, kuris reaguoja su elektrofiliniu acto riigSties anhidrido
anglies atomu. Sios reakcijos metu atsiskiria acetato grupé. Metilparabeno

derivatizacijos acto riigsties anhidridu reakcija pavaizduota 3.4 pav.

O
0 8]

CH3
OH- o
HgC/ H3C% O‘( =
+ O > O
H3(34< ;
N\ _cHsco0 HaC

OH 0
3.4 pav. Metilparabeno derivatizacija acto riigsties anhidridu.
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Acetilinimas acto riigSties anhidridu paprastai atlickamas esant vandenilio
karbonatui ar piridinui [43]. Vis d¢lto remiantis literatira [114], naudojant
vandenilio fosfata pasiekiamas didesnis ekstrakcijos efektyvumas negu
naudojant vandenilio karbonatg. Siame darbe dikalio-vandenilio fosfatas buvo
naudojamas kaip bazinis katalizatorius.

Pirmiausiai buvo nustatytos optimalios parabeny acetilinimo sglygos:
1 10 mL 10 mg/mL parabeny tirpalo déta 0,5 g K,HPO4%3H,O ir 100 uL acto
rigsties anhidrido. Palyginus Siomis sglygomis derivatizuoty ir nederivatizuoty
parabeny tirpalo chromatogramas (3.5 pav.) matyti, kad derivatizuoty parabeny
smailés Zymiai simetriSkesnés, jos yra aukStesnés ir siauresnés. D¢l Siek tiek
didesnés derivatizacijos produkty molekulinés masés derivatizuoty parabeny
smailiy sulaikymo trukmeés Siek tiek didesnés. Nederivatizuoty parabeny

smailés asimetriSkos ir placios dél hidroksilo grupiy saveikos

chromatografine sistema.
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3.5 pav. Nederivatizuoty (a) ir derivatizuoty acto rugsties anhidridu (b)
parabeny tirpaly chromatogramos: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 —

propilparabenas, 4 — butilparabenas. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.
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PH jtaka parabeny derivatizacijai

pH jtaka parabeny derivatizacijai buvo tirlama gaminant skirtingos pH
vertés derivatizuoty parabeny tirpalus. Tirpalo pH vertés tyrimo metu buvo
kei¢iamos nuo 5,4 iki 9,25.

I standartinj 10 mg/L parabeny tirpalg buvo dedamas 0,02 g/mL
K,HPO4xH,O0. Tirpalo pH buvo 9. Didesniy pH verciy tirpalai buvo gaminami
Sarminant tirpalg 0,1 mol/L KOH tirpalu, Zemesniy pH ver¢iy — rtugstinant
0,1 mol/L HCl tirpalu.

Po derivatizacijos analités buvo ekstrahuojamos heksanu. | 25 mL
analizuojamo tirpalo buvo pilama 0,5 mL heksano ir purtoma 5 min.

IS 3.6 pav. pateikty duomeny matyti, kad didinant terpés pH iki 7,5-8
auga derivatizuoty parabeny smailiy plotai. Taip yra dél to, kad OH™ jonai
deprotonizuoja hidroksigrupe ir padidéja jos nukleofiliSkumas. Tai reiskia, kad
kuo baziSkesné terpé, tuo geriau vyksta derivatizacija. Kai pH > 8 parabeny

derivatizacijos produkty smailiy plotai nebekinta arba kinta neZymiai.

14
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3.6 pav. Derivatizuoty parabeny chromatografiniy smailiy ploty
priklausomybé nuo pH: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 -
propilparabenas, 4 — butilparabenas. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.

Kai pH < 7,5 chromatogramose stebimos derivatizuoty ir nederivatizuoty

parabeny smailés (3.7 pav.).
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3.7 pav. Parabeny tirpalo (pH = 6,1) ekstrakto chromatograma: 1 —
metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas.
Zvaigzdutémis  (*¥) pazymétos nederivatizuoty parabeny  smailés,
be zZvaigzduciy — derivatizuoty. Chromatografinés sglygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

pH jtaka chromatografinéms smailéms galima paaiskinti tuo, kad dalis
parabeny molekuliy derivatizavosi, o dalis molekuliy liko chemiSkai
nemodifikuotos. Taigi esant silpnai riigStinei terpei derivatizacija nevyksta,
t.y. tirpale po derivatizacijos egzistuoja dvi parabeny formos. Optimalia tirpalo
pH verte buvo pasirinktas koncentracijy intervalas 8,5-9,5, nes Siame pH
intervale derivatizuoty parabeny smailiy plotai nekinta arba kinta labai
nezymiai.

Kadangi j vandeninj parabeny tirpalg pridéjus 0,02 g/mL K,HPO,*x3H,0
tirpalo pH buvo 9, tirpalo nereikéjo nei papildomai Sarminti, nei rugstinti. Toks
tirpalas buvo naudojamas tolimesniems tyrimams.

Derivatizuotiems parabenams ekstrahuoti pasirinkome ir tyréme abu (tiek
tiesiogiai i§ tirpalo, tiek i§ virSerdvés vir$ tirpalo) mikroekstrakcijos tirpiklio

lasu buadus.
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3.1.2.2. Derivatizuoty parabeny tiesioginé mikroekstrakcija tirpiklio lasu

3.1.2.2.1. Ekstrakcijos salyguy optimizavimas

Ekstrahuojancdio tirpiklio prigimtis
Derivatizuoty parabeny ekstrakcijai buvo iSbandyti Sesi tirpikliai: anglies
tetrachloridas, amilo acetatas, 1-oktanolis, n-oktanas, toluenas ir o-ksilenas.

Fizikinés pasirinkty organiniy tirpikliy savybés yra pateiktos 3.1 lenteléje.

Tyrimams éméme 10 mL vandenio parabeny tirpalo (10 pg/mL), | ji
d¢jome 0,2 g K,HPO,%x3H,0, 10 uL acto riigsties anhidrido. Ekstrahavome
1 uL ekstrahuojancio tirpiklio 20 min, tirpalg mai§éme 200 aps/min greiciu.

Tyrimai parodé, kad 1-oktanolis netinkamas ekstrakcijai, nes nesilaiko
pakibes SvirkSto adatos gale, bet atitruksta ir pakyla j ekstrahuojamo tirpalo
pavirsiy. IS likusiy ekstrahenty geriausiu ekstrakcijos efektyvumu pasizyméjo
amilo acetatas (3.8 pav.). Tolimesniems tyrimams pasirinktas 1 pL tiirio amilo

acetato lasas.

1 Metilparabenas

9 Etilparabenas

8 ] | B3 Propilparabenas
i Butilparabenas
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3.8 pav. Derivatizuoty parabeny chromatografiniy smailiy ploty
priklausomybé nuo ekstrahuojanciojo tirpiklio prigimties. METL salygos:
meéginio turis 10 mL parabeny koncentracija 10 pug/mL, K,HPO,x3H,0
koncentracija 0,02 g/mL, acto rtgsties anhidrido turis 10 pL, ekstrahento
tiris 1 pL, ekstrakcijos trukmé 20 min, tirpalo maiSymo greitis 200 aps/min.
Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.
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Ekstrakcijos trukmé

Siekiant optimizuoti ekstrakcijos trukme, buvo tirta 5-30 min parabeny
ekstrakcijos 1§ vandeniniy tirpaly trukmeé. IS 3.9 pav. pateikty rezultaty matyti,
kad didinant ekstrakcijos trukme iki 20 min visy tirty parabeny smailiy plotai
didéja, o toliau didinant ekstrakcijos trukme mazéja. MaZz¢jimg greiCiausiai
galima paaiskinti tuo, kad, ilgai ekstrahuojant, ekstrahento lasas dalinai tirpsta,
sumaz¢ja jo turis, o kartu sumazéja ir iSekstrahuotas anali¢iy kiekis.
Remdamiesi gautais rezultatais, tolimesniam darbui pasirinkome 20 min

ekstrakcijos trukme.

8] —4
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3.9 pav. Derivatizuoty parabeny chromatografiniy smailiy ploty
priklausomybé nuo ekstrakcijos trukmés: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas,
3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas. METL salygos: méginio ttris 10 mL,
parabeny koncentracija 10 pg/mL, K,HPO,4%x3H,0O koncentracija 0,02 g/mL,
acto rugsties anhidrido tiiris 10 pL, ekstrahento (amilo acetato) tiiris 1 pL,
tirpalo maiSymo greitis 200 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika*®.

Drusky koncentracija tirpale

Drusky efekto jtakai patikrinti naudojome 0,1-0,3 g/mL NaCl. I§ gauty
rezultaty (3.10 pav.) matyti, kad, prieSingai negu buvo tikétasi, didinant
druskos kiekj tirpale, anali¢iy smailiy plotai maz¢jo. Greiiausiai tai galima
paaiskinti tuo, kad druskos prid¢jimas ne tik sukelia iSsidymo efekty, bet ir
pakeicia ekstrahuojancio tirpiklio pavirSiaus plévelés savybes ir dél to

sumazgja difuzijos 1§ vandeninio tirpalo ] organinj lasg greitis.
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De¢l tokiy rezultaty, atliekant tolimesnius tyrimus ] parabeny vandeninj

tirpalg NaCl ned¢jome.

Smailés plotas, sutartiniai vienetai

NaCl, g mL"

3.10 pav. Derivatizuoty parabeny chromatografiniy smailiy ploty
priklausomybé nuo NaCl kiekio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 —
propilparabenas, 4 — butilparabenas. METL salygos: méginio tiris 10 mL,
parabeny koncentracija 10 pg/mL, K,HPO,4%x3H,O koncentracija 0,02 g/mL,
acto riigSties anhidrido tiiris 10 pL, ekstrahento (amilo acetato) turis 1 pL,
ekstrakcijos trukmé 20 min, tirpalo maiSymo greitis 200 aps/min.
Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika“.

Optimalios derivatizuoty parabeny tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio

lasu salygos pateiktos 3.4 lentelé¢je.

3.4 lentelé

Derivatizuoty parabeny tiesioginés METL optimalios saglygos

Parametras Verté
Ekstrahuojantis tirpiklis Amilo acetatas
Ekstrahuojancio tirpiklio tiiris, pL 1
Tirpalo maiSymo greitis, aps/min 200
Ekstrakcijos trukmé, min 20
NaCl kiekis, g/mL Néra
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3.1.2.2.2 Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus derivatizuoty parabeny tiesioginés mikroekstrakcijos
tirpiklio laSu salygas, nustatéme paruoSto metodo pagrindines analizines
charakteristikas: aptikimo ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty

pasikartojamuma.

Aptikimo ribos pateiktos 3.5 lentel¢je.

Norédami gauti kuo geriau pasikartojancius rezultatus, naudojome vidinj
standartg. Vidiniu standartu pasirinkome n-heksadekang, jo koncentracija
amilo acetate buvo 0,5 pg/mL. Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
dvejoms anali¢iy koncentracijoms (1 ir 10 pg/mL). Mikroekstrakcija tirpiklio
laSu buvo atlickama 5 kartus. Anali¢iy nustatymo rezultaty santykiniy
standartiniy nuokrypiy s, vertés artimos ir nevirSija 10,7 % (3.5 lentele).

Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
7 skirtingy  koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedziant
distiliuotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Smailiy ploty priklausomybé
nuo parabeny koncentracijos buvo tiesiné iki 10 pg/mL. Kalibraciniy kreiviy

koreliacijos koeficienty vertés buvo 0,997-0,998 (n=5).

3.5 lentelé

Derivatizuoty parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas, atlikus

tiesioging METL
Analité Aptikimo Srs Y0 (N =15)
riba, pg/LL | ¢ =1 pg/mL | ¢ =10 pg/mL
Metilparabenas 30 10,0 6.9
Etilparabenas 14 8,8 5,2
Propilparabenas 18 8,3 5,6
Butilparabenas 27 10,7 5,1
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3.1.2.3 Derivatizuoty parabeny mikroekstrakcija tirpiklio lasu i

virSerdveés

Mikroekstrakcija tirpiklio lasu i§ virSerdvés atliekama i$stimus organinio
tirpiklio 1a8g 1§ mikroSvirksto adatos vir§ analizuojamo tirpalo. MikroSvirkstas
tvirtinamas laikikliu vir§ buteliuko su analizuojamu tirpalu taip, kad
mikroSvirk§to adatos galas pradurty tarping ir buty 0,5 cm aukStyje vir§
analizuojamo tirpalo. Ant mikroSvirksto adatos galo kabanciame ekstrahento
lase atlickama ekstrakcija. Po ekstrakcijos laSas jtraukiamas atgal | Svirksta ir
ileidziamas | dujy chromatografo garintuva. Didziausig jtaka mikroekstrakcijos
1§ virSerdvés efektyvumui turi ekstrahuojantis tirpiklis, ekstrakcijos

temperatiira, ekstrakcijos trukme bei drusky koncentracija tirpale.

3.1.2.3.1. Ekstrakcijos salyguy optimizavimas

Ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis

Ekstrahuojant tirpiklio lasu i§ virSerdvés, tirpiklis, kaip ir tiesioginés
ekstrakcijos 1§ tirpalo atveju, turi kuo geriau tirpinti analites. Taciau kiti
tirpikliui keliami reikalavimai Siek tiek skiriasi. Ekstrakcijos i§ virSerdvés
atveju tirpiklis gali buti labiau tirpus vandenyje. Antra vertus, tirpiklio lakumas
turi blti mazesnis, antraip tirpiklis virSerdvéje iSgaruos. Taigi tiriant
derivatizuoty parabeny ekstrakcijg i§ virSerdvés, teko i§ naujo parinkti
ekstrahuojantj tirpiklj.

Pirmiausiai iSbandéme tiesioginéje mikroekstrakcijoje tirpiklio lasu
naudotus ekstrahentus — anglies tetrachlorida, amilo acetata, n-oktang, toluena
ir o-ksileng. Tam parabenus pirmiausiai derivatizavome, po to j mikros§virksta
pritraukéme 1 pL ekstrahento ir laikéme ji virSerdvéje vir§ derivatizuoty
parabeny tirpalo 10 min. Deja, ekstrahuojant 1§ virSerdvés kambario
temperattiroje, ekstraktuose neaptikome parabeny smailiy. Greiciausiai analiciy
lakumas kambario temperatiiroje per mazas ir tik nezymi jy dalis pereina

] virSerdve.
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Tuomet tuos pacius ekstrahentus iSbandéme ekstrahuodami 50 °C
temperatiiroje. Deja, po 7-10 min ekstrahenty laSai buvo iSgarave. Akivaizdu,
kad reik¢jo parinkti aukStesng virimo temperatiirg turint] ekstrahentg. Taigi
iSbandéme dibutilftalatg (T,;; = 340 °C) ir dioktilftalatg (T,; = 384 °C).
Fizikinés Siy organiniy tirpikliy savybés yra pateiktos 3.1 lenteléje.

Dibutilftalatas netiko, kadangi jo smail¢ chromatogramoje uzklojo
propilparabeno ir butilparabeno smailes. Dioktilftalato sulaikymo trukmeé buvo
didesné, negu analiciy sulaikymo trukmés. Tolimesniems tyrimams pasirinktas
1 uL tdrio dioktilftalato laSas.

Ekstrakcijos temperatiira

Atlikdami ekstrahuojancio tirpiklio parinkimo tyrimus, pastebéjome,
kad ekstrahuojant 1§  virSerdvés kambario temperatiiroje, ekstrakty
chromatogramose nebuvo parabeny smailiy. Akivaizdu, kad anali¢iy lakumas
kambario temperatiroje per mazas. Todé¢l toliau tyréme ekstrakcijos 18
virSerdvés  efektyvumo priklausomybe nuo ekstrakcijos temperatiros.
Derivatizuota 10 pg/mL parabeny tirpala 10 min ekstrahavome 20-90 °C

temperatiiroje.
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3.11 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrakcijos temperatiiros: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 —
propilparabenas, 4 — butilparabenas. METL salygos: méginio tiiris 10 mL,
parabeny koncentracija 10 pg/mL, K;HPO,%x3H,0O koncentracija 0,02 g/mL,
acto riigSties anhidrido turis 10 pL, ekstrahento (dioktilftalato) tiiris 1 pL,
tirpalo maiSymo greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.
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IS 3.11 pav. pateikty rezultaty matyti, kad didinant ekstrakcijos
temperatirg iki 70 °C, did¢ja ir iSekstrahuojamy anali¢iy kiekis. Toliau keliant
temperatiirg iki 90 °C, ekstrakcijos efektyvumas mazéja. GreiCiausiai tai
galima paaiskinti tuo, kad kylant temperatiirai ne tik did¢ja analiciy kiekis
virSerdvéje, bet ir vis labiau garuoja ekstrahentas. Vir§ 70 °C ekstrahento lasas
pastebimai sumazéja, taigi sumazéja ir absoliutus iSekstrahuotas analiCiy
kiekis, o tuo paciu ir jy smailés chromatogramoje. Tolimesniam darbui
pasirinkome 70 °C ekstrakcijos temperatiirg.

Ekstrakcijos trukmé

Siekiant optimizuoti ekstrakcijos trukme¢, 10 pg/mL  vandeninj

derivatizuotg parabeny tirpalg ekstrahavome 70 °C temperatiiroje 5-30 min.
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3.12 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmés: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 -
propilparabenas, 4 — butilparabenas. METL salygos: méginio turis 10 mL,
parabeny koncentracija 10 pg/mL, K,HPO4,x3H,O koncentracija 0,02 g/mL,
acto riigSties anhidrido turis 10 pL, ekstrahento (dioktilftalato) tiiris 1 L,
tirpalo maiSymo greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.

IS 3.12 pav. pateikty rezultaty matyti, kad ekstrahuojant iki 20 min,

smailiy plotai didéja, o veliau — maz¢ja. Greiciausiai taip yra, todel, kad



ekstrahentas po truput] garuoja, sumazg¢ja ekstrahento tiris, ir dél to
1Sekstrahuojama maziau anali¢iy.

Siekiant padidinti ekstrakcijos iSgava, pabandéme prie§ ekstrakcija
vandeninj derivatizuoty parabeny tirpalg palaikyti 70 °C temperatiiroje be
ekstrahento, tik maiSant. Tai palengvinty analiCiy per¢jimg j dujing faze, antra
vertus, ekstrahentas neturéty galimybés nugaruoti. Parabeny tirpala
inkubavome 70 °C temperatiiroje iki 40 min, o po to toje pacioje temperatiiroje
ekstrahavome 20 min. Inkubacijos trukmés jtaka ekstrakcijos efektyvumui

parodyta 3.13 pav.
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3.13 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
inkubacijos trukmés: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 -
propilparabenas, 4 — butilparabenas. METL salygos: méginio turis 10 mL,
parabeny koncentracija 10 pg/mL, K;HPO,%x3H,0O koncentracija 0,02 g/mL,
acto riigSties anhidrido turis 10 pL, ekstrahento (dioktilftalato) tiiris 1 pL,
ekstrakcijos temperatira 70 °C, tirpalo maiSymo greitis 800 aps/min.
Chromatografinés sglygos pateiktos skyriuje ,.,eksperimento metodika®.

Akivaizdu, kad ekstrakcijos efektyvumas didé¢ja, ilgéjant inkubacijos
trukmei iki 20 min, po to beveik nekinta. Tai galima paaiskinti tuo, kad per
20 minu¢iy nusistovi anali¢iy pusiausvyra tarp tirpalo ir virSerdvés.

Tolimesniems tyrimams pasirinkome 20 minuciy inkubacijos trukme.
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Drusky koncentracija tirpale
Drusky efekto jtakai patikrintt mikroekstrakcijai tirpiklio lasu 1S
virSerdves, kaip ir tiesioginés mikroekstracijos atveju, naudojome NaCl.

I analizuojama tirpalg buvo pridedama iki 0,3 g/mL NaCl.
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3.14 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé
nuo NaCl kiekio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas. METL salygos: méginio tiris 10 mL, parabeny
koncentracija 10 pg/mL, K,HPO,x3H,0O koncentracija 0,02 g/mL, acto
rugSties anhidrido turis 10 pL, ekstrahento (dioktilftalato) turis 1 pL,
ekstrakcijos trukmé 20 min, inkubacijos trukmé 20 min, ekstrakcijos
temperatiira 70 °C, tirpalo maiSymo greitis 800 aps/min. Chromatografinés
salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.

IS 3.14 pav. pateikty rezultaty matyti, kad didinant NaCl koncentracija,
iSekstrahuoty anali¢iy kiekis did¢ja. Kai NaCl kiekis buvo padidintas
iki 0,2 g/mL, anali¢iy smailiy plotai nustojo didéti. Taigi pasirinktas optimalus
NacCl kiekis buvo 0,2 g/mL.

Optimalios derivatizuoty parabeny mikroekstrakcijos tirpiklio lasu i8

virSerdvés salygos pateiktos 3.6 lenteléje.
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3.6 lentelé

Derivatizuoty parabeny METL iS§ virSerdvés optimalios salygos

Parametras Verté
Ekstrahuojantis tirpiklis Dioktilftalatas
Ekstrahuojancio tirpiklio tiris, pL 1
Ekstrakcijos temperatiira, °C 70
Tirpalo maiSymo greitis, aps/min 800
Ekstrakcijos trukmé, min 20
Inkubacijos trukme, min 20
NacCl kiekis, g/mL 0,2
3.1.2.3.2. Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus derivatizuoty parabeny mikroekstrakcijos tirpiklio laSu 1§
virSerdvés salygas, nustatéme paruoSto metodo pagrindines analizines
charakteristikas: aptikimo ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty

pasikartojamuma.

Aptikimo ribos pateiktos 3.7 lentel¢je.

Norédami gauti kuo geriau pasikartojancius rezultatus, naudojome vidinj
standarta (n—heksadekang). Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
dvejoms anali¢iy koncentracijoms (1 ir 10 pg/mL). Mikroekstrakcija tirpiklio
lasu buvo atlieckama 5 kartus. Gautos santykiniy standartiniy nuokrypiy s,
vertés siekia net iki 32,2 % (metilparabeno) (3.7 lentel¢), o tai rodo,
kad rezultaty pasikartojamumas néra geras.

Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
7 skirtingy  koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedZiant
distiliuotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Smailiy ploty priklausomybé
nuo parabeny koncentracijos buvo tiesin¢ iki 10 pg/mL. Kalibraciniy kreiviy

koreliacijos koeficienty vertés buvo 0,996-0,997 (n=5).
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3.7 lentelé

Derivatizuoty parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas, atlikus

METL i§ virSerdves
Analité Aptikimo Srs Yo (N =15)
riba, ng/LL | ¢=1 pg/mL ¢ =10 png/mL
Metilparabenas 260 32,2 23,8
Etilparabenas 380 24,8 15,3
Propilparabenas 450 23,8 18,6
Butilparabenas 580 25,1 18,6

3.1.3. Parabeny mikroekstrakcijos tirpiklio laSu praktinis pritaikymas

Palyginus tiesioging derivatizuoty ir nederivatizuoty parabeny
mikroekstrakcijg tirpiklio laSu matyti (3.3 ir 3.5 lentelés), kad mazesnés
aptikimo ribos gaunamos prie§ ekstrakcija parabenus derivatizavus. Todél
realiy méginiy analizei naudojome derivatizuoty parabeny mikroekstrakcijg
tirpiklio lasu.

ParuoStas derivatizuoty parabeny tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio
lasu metodas buvo pritaikytas veido toniko ,,Matt Touch (gamintojas Lumene,
Suomija) analizei. Gamintojai nurod¢, kad j Sio toniko sudét] jeina visi misy
tirti parabenai (metilparabenas, etilparabenas, propilparabenas, butilparabenas)
ir dar izobutilparabenas.

Neskiesto toniko iSanalizuoti nepavyko, nes iSstumtas i§ mikrosvirksto
ekstrakto lasas nesilaikydavo pakibes ant mikroSvirksto adatos galiuko.
Greiciausiai tai nulemdavo tonike esantis didelis etanolio kiekis. Tod¢l tonikg
skiedéme 100 karty. I 10 mL praskiesto toniko déjome 0,2 g K,HPO4%3H,0,
10 puL acto riigsties anhidrido ir 20 min ekstrahavome amilo acetatu (1 uL),
turin¢iu 0,5 pg/mL n-heksadekano. Ekstrakta leidome i dujy chromatografy

analizei.
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Paveiksle 3.15 (a) pateikta 100 karty praskiesto toniko ekstrakto
chromatograma. Joje gerai atsiskiria parabeny smailés. Norint jsitikinti, kad tai
tikrai parabeny smailés, pakartojome ekstrakcijg i 100 karty praskiestg tonikg
idéjus 5 pL 1 mg/mL standartinio parabeny tirpalo. Chromatogramoje,
pateiktoje 3.15 (b) pav. matyti, kad naujy smailiy neatsirado, tik padidéjo

tiriamy parabeny smailés.
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3.15 pav. Toniko (a) ir toniko su parabeny priedu (10 pg/mL) (b)
chromatogramos: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas, St — vidinis standartas (n-heksadekanas). Ekstrakcijos
salygos: méginio taris 10 mL, parabeny koncentracija 1 mg/mL,
K,HPO4*3H,0 koncentracija 0,02 g/mL, acto riigsties anhidrido tiiris 10 pL,
ekstrahentas amilo acetatas, ekstrakcijos trukmé 20 min, tirpalo maiSymo
greitis 200 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

Smailé, iSeinanti chromatogramoje tarp propilparabeno ir butilparabeno
smailiy, greiCiausiai yra izobutilparabeno, kadangi Sakotieji izomerai,
dazniausiai,  chromatogramoje  iSeina  anks€iau negu  normalieji.
Deja, neturédami izobutilparabeno standarto, negal¢jome jos identifikuoti.

Parabeny koncentracijos nustatytos priedy metodu. Apskaiciuota,
kad tonike buvo 180 mg/LL metilparabeno, 70 mg/LL etilparabeno,
38 mg/L propilparabeno ir 60 mg/L butilparabeno.

Kaip matyti 1§ auk$€iau pateikty rezultaty, tiesioginé mikroekstrakcija

tirpiklio laSu puikiai tinka parabenams veido tonike nustatyti. Taciau kai
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meéginys néra skystas, tiesiogin¢ ekstrakcija tirpiklio laSu negalima. Todé¢l
nustatinéjant parabenus kremuose teko panaudoti maZiau jautry, bet atrankesnj
mikroekstrakcijos tirpiklio lasu 1§ virSerdvés metoda.

Paruostas derivatizuoty parabeny mikroekstrakcijos tirpiklio lasu
18§ virSerdvés metodas buvo pritaikytas ranky kremo su Saltalankiy aliejumi
,2Margarita® (gamintojas Biok, Lietuva) analizei. Gamintojai nurode, kad i Sio
kremo sudét] jeina visi misy tirti parabenai (metilparabenas, etilparabenas,
propilparabenas, butilparabenas) ir dar izobutilparabenas.

I ekstrakcin] indg buvo atsverta 1 g kremo, pripilta 10 mL distiliuoto
vandens, suberta 2 g NaCl ir 0,2 g K;HPO4%x3H,0O bei sulaSinta 10 pL acto
rugsties anhidrido. Ekstrakcijai éméme 1 pL  ekstrahuojancio tirpiklio
dioktilftalato su vidiniu standartu n—heksadekanu (0,5 pg/mL). Inkubavome
70 °C temperatiiroje 20 min, ekstrahavome 70 °C temperattiroje 20 min, tirpalg

maiséme 800 aps/min grei¢iu. Ekstrakto chromatograma pateikta 3.16 pav.
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3.16 pav. Kremo ,Margarita“ ekstrakto chromatograma: 1 -
metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas, St —
vidinis standartas (n-heksadekanas, 0,5 pg/mL). Ekstrakcijos salygos: méginio
kiekis 1 g, K;HPO,4%x3H,0 koncentracija 0,02 g/mL, acto riigSties anhidrido
turis 10 pL, ekstrahentas dioktilftalatas, ekstrakcijos trukmé 20 min,
inkubacijos trukmé 20 min, ekstrakcijos temperatira 70 °C, tirpalo maiSymo
greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.
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Parabeny koncentracija nustatyta priedy metodu. Tam ] ekstrakcinj indg
su kita porcija kremo jpilta 5 pL. 1 mg/mL standartinio parabeny tirpalo ir
ekstrahuota, kaip aprasyta aukSc¢iau. Apskaiciuota, kad kreme buvo 284 ng/g
metilparabeno, 320 pg/g etilparabeno, 213 pg/g propilparabeno
ir 185 ng/g butilparabeno.

3.2. Parabenuy skystafazé mikroekstrakcija kapiliare

Parabeny ekstrakcijai nusprendéme pritaikyti ekologiska, mazai
ekstrahento naudojant] skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metoda.
Be to, Sis metodas atrankus, nes ekstrahentg nuo meéginio skiria polipropileno
kapiliaro sienelé, per sienelés poras j ekstrakta patenka tik palyginti mazos
molekulés, o stambiamolekuliniai matricos komponentai ar kietos dalelés
nepatenka i kapiliaro vidy.

Misy tyrimuose buvo naudojamas dviejy faziy skystafazes
mikroekstrakcijos kapiliare budas.

Tyréme ekstrahuojancio tirpiklio prigimties, tirpalo maiSymo greicio,
ekstrakcijos trukmés bei drusky efekto jtakg parabeny skystafazés

mikroekstrakcijos kapiliare efektyvumui.

3.2.1. Nederivatizuoty parabenuy skystafazé¢ mikroekstrakcija kapiliare

3.2.1.1. Ekstrakcijos salygu optimizavimas

Ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis

Pirmas Zzingsnis optimizuojant parabeny skystafaze mikroekstracijg
kapiliare yra ekstrahuojanc¢io tirpiklio parinkimas. Tinkamai parinkus
ekstrahuojant; tirpiklj, pasiekiamas didelis ekstrakcijos atrankumas bei analités
smarkiai sukoncentruojamos. Ekstrahuojantis tirpiklis turi atitikti Siuos
reikalavimus: gerai ekstrahuoti analites, netirpti vandenyje, pilnai uzpildyti

kapiliaro poras ir kapiliaro vidy, tirpiklio smailé chromatogramoje turi gerai
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atsiskirti nuo anali¢iy smailiy ir biti suderinamas su dujy chromatografijos
kolonéle.

Taip pat labai svarbios tirpiklio optinés savybés. Kai tirpiklio luzio
rodiklis artimas polipropileno lizio rodikliui (1,49), tirpiklis gerai matomas
kapiliare, taigi galima stebéti, ar kapiliaras gerai uzpildytas. Kai tirpiklio lGzio
rodiklis smarkiai skiriasi nuo polipropileno lizio rodiklio, kapiliaras atrodo
neskaidrus ir todél sunku jvertinti, ar kapiliaras tirpikliu uzsipildé tolygiai,
arnéra oro tarpy. Misy tikslas buvo parinkti tirpiklj, ne tik pasiZymintj
geromis ekstrakcinémis savybémis, bet ir gerai matoma kapiliare.

Parabeny ekstrakcijai iSbandéme penkis skirtingus tirpiklius: anglies
n-oktang, amilo tolueng ir  chlorbenzena.

tetrachlorida, acetata,

Fizikinés pasirinkty organiniy tirpikliy savybés yra pateiktos 3.8 lenteléje.

3.8 lentelé
Ekstrahuojanciyjy tirpikliy fizikinés savybés
Virimo Luzio Tirpumas
Tirpiklis
temperatira, °C | rodiklis | vandenyje, g/L
Anglies tetrachloridas 76,5 1,460 0,8
n-Oktanas 126 1,398 0,007
Amilo acetatas 145,5 1,402 10
Toluenas 110,5 1,496 0,4
Chlorbenzenas 132 1,525 0,5
0-Ksilenas 144 1,505 0,18
1-Oktanolis 196 1,428 0,0003
Brombenzenas 156 1,559 0,4

Tyrimai parode, kad anglies tetrachloridas netiko mikroekstrakcijai
kapiliare. Po 15 min ekstrakcijos liko maziau nei 1 pL tirpiklio. GreiCiausiai jis

yra per daug lakus (jo virimo temperatira 76,5 °C) ir tod¢l gana greitai
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iSgaruoja pro atvirg kapiliaro galg. Ekstrakcijos efektyvumas ekstrahuojant

kitais tirpikliais parodytas 3.17 pav.

XXV Metilparabenas
v Etilparabenas
g8 Propilparabenas 7

1; Y
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3.17 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrahuojanciojo tirpiklio prigimties. SFMEK sglygos: méginio tiiris 8§ mL,
parabeny koncentracija 5 pg/mL, ekstracijos trukmé 15 min, tirpalo maiSymo
greitis 1500 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

Naudojant n-oktang ir amilo acetatg, ekstrakcijos efektyvumas buvo
maziausias. Be to, naudojant Siuos tirpiklius, buvo sunku uzpildyti kapiliara,
nes jy ldzio rodikliai skiriasi nuo polipropileno luZio rodiklio (1,49)
ir kapiliaras atrodo neskaidrus. PrieSingai, tirpikliais naudojant tolueng ar
chlorbenzena, kapiliaras tirpikliu pildési lengvai, uzpildymo procesa buvo
paprasta stebéti. Kadangi naudojant chlorbenzeng buvo pasiektas geriausias
ekstrakcijos efektyvumas, jis buvo pasirinktas tolimesniam darbui kaip
parabeny ekstrahentas.

Tirpalo maisymo greitis

Kaip jau buvo minéta literatliros apzvalgoje, kuo greiiau maiSosi
tirpalas, tuo greiCiau nusistovi pusiausvyra tarp tiriamo vandeninio tirpalo ir
kapiliare esancio ekstrahuojancio tirpiklio. Kadangi tirpiklis yra apsaugotas

kapiliaro sieneliy, tai galime naudoti greitesnj maiSyma nebijodami,
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kad prarasime tirpiklj. Parabeny nustatymui buvo naudotas didziausias misy
turima magnetine maiSykle pasiekiamas maiSymosi greitis — 1500 aps/min.

Ekstrakcijos trukmé

Maksimalus ekstrakcijos efektyvumas pasiekiamas, kai nusistovi
pusiausvyra tarp ekstrahuojancio tirpiklio ir meéginio. Siekiant optimizuoti
ekstrakcijos trukme, ekstrakcija buvo atlickama nuo 10 iki 70 min. Taciau kaip
matyti 1§ 3.18 pav., net po 70 min ekstrakcijos, pusiausvyros nepavyko
pasiekti. Kadangi galima dirbi nepusiausvyrinémis salygomis, bet iSlaikant
pastovig ekstrakcijos trukme, tolimesniam darbui pasirinkome 40 min

ekstrakcijos trukme, kurios pakako dideliam ekstrakcijos efektyvumui pasiekti.

10+
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3.18 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmés: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 -
propilparabenas. SFMEK salygos: meéginio tiiris 8 mL, parabeny koncentracija
5 png/mL, ekstrahentas chlorbenzenas, tirpalo maiSymo greitis 1500 aps/min.
Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika“.

Drusky koncentracija tirpale

Drusky pridéjimas i vandeninj tirpalg gali jtakoti organiniy junginiy
tirpumg vandenyje, o tuo paciu ir ekstrakcijos efektyvumg. Drusky efekto
jitakai patikrinti j tirpalg dé¢jome 0,1-0,4 g/mL NaCl. Pridéjus 0,4 g/mL NaCl
gaunamas sotus tirpalas, dalis druskos lieka neiStirpusi. Taciau tai netrukde

ekstrakcijai, nes ekstrahenta nuo tirpalo skyré polipropileno kapiliaro sienelés,
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NaCl kristaliukai j ekstrahentg nepateko ir nekilo pavojus, kad kliudys dujy
chromatografinei analizei.

IS gauty rezultaty, pateikty 3.19 pav., matyti, kad, didéjant tirpale
NaCl kiekiui, anali¢iy smailiy plotai taip pat did¢ja, o didziausias signalas
pasiekiamas, kai tirpalas prisotintas NaCl. Todél tolimesniam darbui | tirpalg

buvo dedama 0,4 g/mL NaCl.
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3.19 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
NaCl kiekio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas.
SFMEK salygos: méginio tiris 8 mL, parabeny koncentracija 5 ug/mL,
ekstrahentas chlorbenzenas, ekstrakcijos trukmé 40 min, tirpalo maiSymo
greitis 1500 aps/min. Chromatografinés sglygos pateiktos skyriuje
»eksperimento metodika“.

Optimalios parabeny skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare salygos

pateiktos 3.9 lenteléje.

3.9 lentelé
Parabeny SFMEK optimalios saglygos
Parametras Verté
Ekstrahuojantis tirpiklis Chlorbenzenas
Tirpalo maiSymo greitis, aps/min 1500
Ekstrakcijos trukmé, min 40
NaCl kiekis, g/mL 0,4
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Optimialiomis  sglygomis gauta standartinio parabeny miSinio

chromatograma pateikta 3.20 pav.

q 1

v
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3.20 pav. Standartinio parabeny tirpalo ekstrakto chromatograma:
1 — vidinis standartas  (n-tetradekanas, 50 pg/mL), 2 — metilparabenas,
3 — etilparabenas, 4 — propilparabenas. SFMEK salygos: méginio tiiris 8 mL,
parabeny koncentracija 5 ug/mL, ekstrahentas chlorbenzenas, ekstrakcijos
trukmeé 40 min, NaCl koncentracija 0,4 g/mL, tirpalo maiSymo greitis
1500 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento
metodika®.

3.2.1.2. Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus parabeny skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare salygas,
nustatéme paruosto metodo pagrindines analizines charakteristikas: aptikimo

ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty pasikartojamuma.

Aptikimo ribos pateiktos 3.10 lentel¢je. IS pateikty rezultaty matyti, kad
didziausia aptikimo riba yra geriausiai vandenyje tirpaus metilparabeno,
0 maziausia — propilparabeno.

Norédami gauti kuo geriau pasikartojancius rezultatus, naudojome vidinj
standartg. Vidiniu standartu pasirinkome n-tetradekang, jo koncentracija

chlorbenzene buvo 50 pg/mL. Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
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dvejoms anali¢iy koncentracijoms (1 ir 10 pg/mL). Skystafazé
mikroekstrakcija kapiliare buvo atlieckama 5 kartus. Analiiy nustatymo
rezultaty santykiniy standartiniy nuokrypiy s, vertés artimos ir nevirsija 11,7 %
(3.10 lentel¢).

Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
7 skirtingy koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedziant
distiliuotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Smailiy ploty priklausomybé
nuo parabeny koncentracijos buvo tiesiné iki 30 mg/L. Kalibraciniy kreiviy

koreliacijos koeficienty vertés buvo 0,996-0,998 (n=7).

3.10 lentelé

Parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas, atlikus SFMEK

Analité Aptikimo Srs Yo (n=5)

riba, pg/LL | ¢=1pg/mL | ¢=10 pg/mL

Metilparabenas 200 11,7 8,1
Etilparabenas 30 9,0 6.5
Propilparabenas 10 7,6 9,4

3.2.1.3. Metodo praktinis pritaikymas

Paruostas parabeny skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metodas
buvo pritaikytas vandens 1§ laboratorijos ¢iaupo ir Slapimo analizei.

Vandentiekio vanduo buvo analizuojamas tuoj pat po paémimo, be jokio
papildomo paruoSimo. Analizés rezultatai parodé, kad vandenyje néra
parabeny arba jy koncentracijos maZesnés uz aptikimo ribas (3.21 pav).

Vandentiekio vandens matricos efektui jvertinti ] 8 mL vandens buvo
pridéta po 0,1, 1 ir 2 pg/mL parabeny. Po ekstrakcijos parabeny koncentracijos
buvo rastos naudojant distiliuotame vandenyje pagaminty parabeny tirpaly
kalibracines  kreives. Palyginimui buvo ekstrahuojami tokiy paciy

koncentracijy parabeny tirpalai distiliuotame vandenyje. Ekstrakcijos iSgavos
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buvo apskaiciuojamos kaip santykis parabeny koncentracijy ¢iaupo vandenyje
su parabeny koncentracijomis distiliuotame vandenyje. IS 3.11 lentel¢je
pateikty duomeny matyti, kad vandentiekio vandens matrica neturi jtakos
ekstrakcijos iSgavai. Rezultaty pasikartojamumas artimas gautam ekstrahuojant

distiliuvotame vandenyje gamintus parabeny tirpalus (3.10 lentel¢).

_J

0 10 20 30 min

3.21 pav. Vandentiekio vandens ekstrakto chromatograma: 1 — vidinis
standartas (n-tetradekanas, 50 pg/mL). SFMEK salygos: méginio tiiris 8 mL,
ekstrahentas chlorbenzenas, ekstrakcijos trukmé 40 min, NaCl koncentracija
0,4 g/mL, tirpalo maiSymo greitis 1500 aps/min. Chromatografinés salygos
pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika“.

3.11 lentelé

Parabeny ekstrakcijos i§ vandentiekio vandens iSgavos

Analité Priedo kiekis, pg/mL ISgava, % | sy, % (n=15)

Metilparabenas 1 95,9 9,1
2 98.3 10,0

0,1 96,2 13,1

Etilparabenas 1 100,8 8,4
2 104,1 6,8

0,1 96,3 11,1

Propilparabenas 1 96,6 8,1
2 102,7 6,9
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Parabenai linke sorbuotis ] Zmogaus odg 1§ jvairiy kosmetiniy priemoniy
ir yra nustatyti Zmogaus Slapime [9]. Taciau Slapimas yra daug sudétingesné
matrica nei vanduo ir paprastai §lapimo méginio paruoSimas analizei reikalauja
daugiau procediiry. Mes tik¢jomés, kad miisy sililomas skystafazés
mikroekstrakcijos kapiliare metodas leis analizuoti Slapimag be papildomo
méginio paruos$imo.

Preliminartis tyrimai parodé¢, kad ekstraktas yra bespalvis ir skaidrus,
o parabeny smailiy chromatogramoje néra (3.22 (a) pav.).

Matricos efekto jvertinimui buvo analizuojamas Slapimas su 0,1, 1 ir
2 pg/mL parabeny priedu. Po ekstrakcijos parabeny koncentracijos buvo
apskaiciuotos 1§ kalibracinés kreivés, gautos naudojant parabeny tirpalus
distiliuotame vandenyje. IS 3.12 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad
1§ Slapimo parabenai iSekstrahuojami Zymiai blogiau, negu 1§ vandens.

Santykinés i§gavos siekia vos 55,9—67,7 %.

Jl JWLL

24 26 28 30 32 24 26 28 30 32
min min

3.22 pav. Slapimo ekstrakto (a) ir §lapimo su 1 pg/mL parabeny priedu
ekstrakto (b) chromatogramos: 1 — vidinis standartas (n-tetradekanas,
50 pg/mL) 2 — metilparabenas, 3 — etilparabenas, 4 — propilparabenas. SFMEK
salygos: méginio tiiris 8 mL, ekstrahentas chlorbenzenas, ekstrakcijos trukmé
40 min, NaCl koncentracija 0,4 g/mL, tirpalo maiSymo greitis 1500 aps/min.
Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.
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Siekiant panaikinti trukdant] Slapimo matricos efekta, parabenus
nustatin¢jome standartiniy priedy metodu. | §lapimg dar karta buvo pridedama
0,1, 1 ir 2 pg/mL parabeny. Standartiniy priedy metodu gautos ekstrakcijos
iSgavos sieké 96,6-104,1 % (3.12 lentel¢), taigi buvo artimos parabeny

ekstrakcijos i§ vandentiekio vandens iSgavoms.

3.12 lentelé
Parabeny ekstrakcijos i$ Slapimo iSgavos
Analité Priedo | Kalibracinés kreivés | Standartiniy priedy
kiekis, metodas metodas
ug/mL | ISgava, % S, % ISgava, % S, %
(n=5) (n=5)
Metilparabenas 1 55,9 9,1 101,8 13,0
2 58,3 10,0 97,0 12,2
0,1 57,5 11,2 96,9 12,5
Etilparabenas 1 60,8 8,4 96,6 10,2
2 64,1 6,8 100,5 8,8
0,1 58,6 9,8 102,9 9,5
Propilparabenas 1 65,6 8,1 104,1 8,2
2 67,7 6,9 99,2 9,6

3.2.2. Derivatizuoty parabenu skystafazé mikroekstrakcija kapiliare

3.2.2.1. Ekstrakcijos salygu optimizavimas

Siekiant padidinti parabeny ekstrakcijos efektyvuma ir nustatymo jautrj
parabenus derivatizavome. Derivatizacijos salygy optimizavimas ir pH jtaka

parabeny derivatizacijai pateikti 3.1.2.1. skyriuje.

Ekstrahuojandio tirpiklio prigimtis
Derivatizuoty parabeny ekstrakcijai iSbandéme keturis tirpiklius, kurie

atitinka SFMEK metodo reikalavimus ekstrahuojantiems tirpikiams.
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Tai o-ksilenas, chlorbenzenas, 1-oktanolis ir brombenzenas. Fizikinés

pasirinkty organiniy tirpikliy savybés yra pateiktos 3.8 lentel¢je.

Atliekant pradinius tyrimus ekstrahavome 20 min. Kaip matyti i$
3.23 pav. pateikty rezultaty, geriausiai parabenus ekstrahavo 1-oktanolis.
Taciau Sis tirpiklis buvo beveik nematomas kapiliare, o tai gana didelis
trikumas, ribojantis jo panaudojimg ekstrahuojanciu tirpikliu. 1-Oktanolio
luzio rodiklis yra 1,428, taigi smarkiai skiriasi nuo polipropileno liizio

rodiklio (1,49). Todél tolimesniam darbui nusprendéme 1-oktanolio nesirinkti.

| |22 Metilparabenas
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3.23 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrahuojanciojo tirpiklio prigimties. SFMEK salygos: méginio tiiris 10 mL,
parabeny koncentracija 10 mg/L, K,HPO4x3H,O koncentracija 0,02 g/mL,
acto riigSties anhidrido ttiris 10 pL, ekstracijos trukme 20 min, tirpalo maiSymo
greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

o-Ksilenas, chlorbenzenas ir brombenzenas kapiliare buvo gerai matomi.
Parabenus jie ekstrahavo panaSiai. Tolimesniam darbui ekstrahentu
nusprendéme pasirinkti chlorbenzeng. Jo virimo temperatiira mazesné negu
brombenzeno bei o-ksileno, todél smailé¢ iSeina greiiau ir todé¢él geriau
atsiskiria nuo parabeny smailiy. Antra vertus, chlorbenzeno lakumas ir
tirpumas vandenyje pakankamai mazi, kad chlorbenzenas likty kapiliare

ekstrakcijai reikalingg laika.
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Tirpalo maisymo greitis

Parabeny nustatymui buvo pasirinktas 800 aps/min maiSymo greitis.

Ekstrakcijos trukmé

Siekiant optimizuoti ekstrakcijos trukme, ekstrakcija buvo atlieckama nuo
5 iki 40 min. Kaip matyti 1§ 3.24 pav., po 30 min ekstrakcijos anali¢iy smailiy
plotai keiciasi nedaug. Todél tolimesniam darbui pasirinkome 30 min
ekstrakcijos trukme, kurios pakako pasiekti maksimaly ekstrakcijos

efektyvuma be analizés laiko pailginimo.
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3.24 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrakcijos trukmés: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 -—
propilparabenas, 4 — butilparabenas. SFMEK salygos: méginio turis 10 mL,
parabeny koncentracija 10 mg/L, K,HPO4*x3H,O koncentracija 0,02 g/mL,
acto rugsties anhidrido tdris 10 pL, ekstrahentas chlorbenzenas, tirpalo
maiSymo greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

Drusky koncentracija tirpale
Drusky efekto jtakai patikrinti naudojome 0-0,4 g/mL NaCl. Kaip matyti
1§ 3.25 pav. pateikty rezultaty, didziausi smailiy plotai gaunami nepridéjus

NaCl. Dedant druska ekstrakcijos efektyvumas sumazéja grei€iausiai todel, kad
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sumazeja analiCiy difuzija dél pakitusiy saly€io pavirSiaus tarp organinés fazes

ir vandeninés fazés savybiy. Tolimesniame darbe j méginius NaCl nedéjome.
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3.25 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybe
nuo NaCl kiekio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas. SFMEK salygos: meéginio tiris 10 mL, parabeny
koncentracija 10 mg/L, K,HPO4%3H,0O koncentracija 0,02 g/mL, acto rugsties
anhidrido ttris 10 pL, ekstrahentas chlorbenzenas, ekstrakcijos trukmé 30 min,
tirpalo maiSymo greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.

Optimalios derivatizuoty parabeny skystafazés mikroekstrakcijos

kapiliare salygos pateiktos 3.13 lentel¢je.

3.13 lentelé
Derivatizuoty parabeny SFMEK optimalios saglygos

Parametras Verte
Ekstrahuojantis tirpiklis Chlorbenzenas
Tirpalo maiSymo greitis, aps/min 800
Ekstrakcijos trukmé, min 30
NacCl kiekis, g/mL Néra
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3.2.2.2. Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus derivatizuoty parabeny skystafazés mikroekstrakcijos
kapiliare salygas, nustatétme paruoSto metodo pagrindines analizines
charakteristikas: aptikimo ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty
pasikartojamuma.

Metodo aptikimo ribos (3.14 lentel¢) visoms analitéms yra artimos 5,1—
18 ng/L. Taciau jos yra Zemesnés nei gautos naudojant nederivatizuoty
parabeny SFMEK metoda.

Vidiniu standartu pasirinkome #n-heksadekang, jo koncentracija
chlorbenzene buvo 10 pg/mL. Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
dvejoms anali¢iy koncentracijoms (0,1 ir 1 pg/mL). Skystafaze
mikroekstrakcija kapiliare buvo atlickama 5 kartus. Anali¢iy nustatymo
rezultaty santykiniy standartiniy nuokrypiy s,, vertés pateiktos 3.14 lentel¢je.
Kaip matyti i§ lentel¢je pateikty duomeny, rezultatai geriau pasikartoja ir
nevirSija 5,6 %, kai anali€iy koncentracijos didesnés. Kai anali¢iy

koncentracijos 0,1 pg/mL, santykinis standartinis nuokrypis siekia iki 9,2 %.

3.14 lentelé

Derivatizuoty parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas,
atlikus SFMEK

Analité Aptikimo Srs Y0 (N =15)
riba, pg/L | ¢=0,1 pg/mL | ¢=1 pg/mL
Metilparabenas 18 8,9 5,2
Etilparabenas 9,1 4.5 53
Propilparabenas 6.4 7,7 5,6
Butilparabenas 5,1 9,2 5,5
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Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
7 skirtingy  koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedZiant
distiliuotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Smailiy ploty priklausomybé
nuo parabeny koncentracijos buvo tiesiné nuo 30, 15, 11 ir 9 pg/L iki 10 mg/L
atitinkamai metilparabenui, etilparabenui, propilparabenui ir butilparabenui.

Kalibraciniy kreiviy koreliacijos koeficienty vertés buvo 0,997-0,999 (n=5).

3.2.2.3. Metodo praktinis pritaikymas

ParuoStas derivatizuoty parabeny skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare
metodas buvo pritaikytas veido toniko ,,Matt Touch® (gamintojas Lumene,
Suomija) analizei. Gamintojai nurod¢, kad i Sio toniko sudét] jeina visi misy
tirti parabenai (metilparabenas, etilparabenas, propilparabenas, butilparabenas)
ir dar izobutilparabenas.

Pirmiausiai, analizavome tonika be jokio papildomo paruoSimo.
Tamj 10 mL toniko déjome 0,2 g K,HPO4x3H,O bei 10 puL acto riigsties
anhidrido ir 30 min ekstrahavome skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare
metodu, ekstrahentu naudojant chlorbenzena, turint; 10 pg/mL n-heksadekano.
Vieng uL ekstrakto leidome j dujy chromatografy analizei.

Chromatografiné analizé parodé, kad toniko ekstrakte parabeny
koncentracijos tokios didelés, jog nepateko ] tiesing kalibracinés kreivés srit;.
Be to, chromatogramoje buvo daug mazesniy kity medziagy smailiy,
iSeinanéiy greta parabeny smailiy. Taigi tonikg teko skiesti. Paveiksle 3.26 (a)
pateikta 100 karty praskiesto toniko ekstrakto chromatograma. Joje gerai
atsiskiria parabeny smailés. Norint jsitikinti, kad tai tikrai parabeny smailés,
pakartojome ekstrakcija 1 100 karty praskiesta tonikg idéjus standartinio
parabeny tirpalo. Chromatogramoje, pateiktoje 3.26 (b) pav. matyti, kad naujy

smailiy neatsirado, tik padid¢jo tiriamy parabeny smailés.
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3.26 pav. Toniko (a) ir toniko su parabeny priedu (0,5 mg/L) (b)
chromatogramos: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas, St — vidinis standartas (n-heksadekanas). SFMEK salygos:
méginio turis 10 mL, K,HPO4*x3H,0 koncentracija 0,02 g/mL, acto rigsties
anhidrido ttris 10 pL, ekstrahentas chlorbenzenas, ekstrakcijos trukmé 30 min,
tirpalo maiSymo greitis 800 aps/min. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.

Kalibracinés kreivés metodu buvo apskaiciuotos parabeny koncentracijos.
Pasirod¢ kad tonike buvo: 168 mg/L metilparabeno, 59 mg/L etilparabeno,
33 mg/L propilparabeno ir 53 mg/L butilparabeno.

3.3. Parabenuy dispersiné skys¢iu-skys¢iu mikroekstrakcija

Literatiros apzvalga parodé, kad dispersiné skysciy-skysCiy
mikroekstrakcija yra paprastas, greitas, pigus ir mazai organiniy tirpikliy
reikalaujantis ekstrakcijos metodas. Tolimesniy miisy tyrimy tikslas buvo istirti
parabeny DSSME galimybes. Tyréme ekstrahuojancio tirpiklio prigimties ir
kiekio, disperguojancio tirpiklio kiekio, ekstrakcijos trukmes bei drusky efekto
jtakg parabeny dispersinés skysciy-skys€iy mikroekstrakcijos efektyvumui.
DSSME atliekama i§ vandeniniy tirpaly.
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3.3.1. Nederivatizuoty parabeny dispersiné skys¢iy-skysciy
mikroekstrakcija

3.3.1.1. Ekstrakcijos salyguy optimizavimas

Ekstrahuojandio tirpiklio prigimtis

Kaip jau buvo minéta literatiiros apzvalgoje, dispersingje skysc¢iy-skysciy
mikroekstrakcijoje naudojamo ekstrahuojancio tirpiklio tankis turi biti
didesnis negu vandens, tirpiklis turi gerai ekstrahuoti analites ir blogai tirpti
vandenyje bei nekenkti chromatografinei kolonélei. Siuos reikalavimus atitinka
dauguma halogeninty tirpikliy, todél parabeny ekstrakcijai buvo iSbandyti
chloroformas, anglies tetrachloridas, chlorbenzenas, brombenzenas ir
1,2-dichlorbenzenas. Fizikinés pasirinkty organiniy tirpikliy savybés yra

pateiktos 3.15 lenteléje.

3.15 lentelé
Ekstrahuojanciyjy tirpikliy fizikinés savybés
Tirpiklis Virimo Tankis, Tirpumas
temperatira, °C g/mL vandenyje, g/L

Chloroformas 61 1,48 8
Anglies tetrachloridas 76,5 1,594 0,8
Chlorbenzenas 132 1,106 0,5
Brombenzenas 156 1,491 0,4
1,2-Dichlorbenzenas 179 1,306 0,15
Etilbenzotas 212 1,045 0,72

Siekiant pasirinkti tinkamg ekstrahuojant] tirpiklj, 1 8 mL vandeninio
méginio, turin¢io po 10 mg/L parabeny, buvo greitai suleistas miSinys,
susidedantis 1§ 0,5 mL acetono (disperguojantis tirpiklis) ir 40 pL
ekstrahuojanciojo tirpiklio. Susidariusi emulsija centrifuguojama ir po to 1 uL

kiiginio mégintuvélio dugne nusédusios organinés fazés buvo paimamas
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mikro§virk§tu  ir  suleidZiamas ] dujy chromatografo  garintuva.
Po centrifugavimo paaiSkéjo, kad chloroformas yra netinkamas parabeny
ekstrakcijai, nes S§is tirpiklis yra gana tirpus vandenyje (8 g/L) ir dé¢l to

po centrifugavimo nesusiformavo organinés fazeés sluoksnis.

Kaip matyti 1§ 3.27 pav., ekstrakcijos efektyvumas naudojant CCl, buvo
Zymiai mazesnis, negu naudojant halogenintus aromatinius tirpiklius (C¢HsCl,
C¢HsBr ir CqH4Cl,). Tai gerai atitinka principg ,,panasus tirpina panaSy®,
kadangi parabenai taip pat turi aromatinj Zieda. Brombenzeno ir
1,2-dichlorbenzeno sulaikymo trukmés yra labai artimos metilparabeno
sulaikymo trukmei, dél to Siy tirpikliy smailés chromatogramoje uzdengia

metilparabeno smaile.
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3.27 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrahuojanciojo tirpiklio prigimties. DSSME salygos: méginio tiiris 8§ mL,
parabeny koncentracija 10 mg/L, acetono tiiris 0,5 mL, ekstrahento tiiris 40 pL.
Centrifuguota 2 min 5000 aps/min grei¢iu. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika*.

D¢l geriausio chromatografinio perskyrimo ir gero ekstrakcijos
efektyvumo tolimesniam darbui ekstrahuojanciu tirpikliu buvo pasirinktas

chlorbenzenas.
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Ekstrahuojancio tirpiklio kiekis

Pasirinke tinkamiausig ekstrahuojant] tirpiklj, optimizavome jo kiekj.
Tam j 8§ mL vandeninio méginio, turin¢io po 10 mg/L parabeny, buvo greitai
suleistas fiksuoto tiirio disperguojancio tirpiklio (0,5 mL acetono) ir jvairiy

chlorbenzeno tiiriy (10—40 pL) miSinys. Susidariusi emulsija centrifuguojama.

Analizei imamas ne visas ekstraktas, o tik 1 pL, todél kuo didesnis
bendras ekstrakto turis, tuo mazesng dalj iSekstrahuoty anali¢iy paimame
analizei. IS gauty rezultaty (3.28 pav.) matyti, kad didinant ekstrahuojancio
tirpiklio turj, did¢jo ir smailiy plotai. DidZiausi smailiy plotai buvo gauti,

kai chlorbenzeno turis buvo 20 pL.

Smailés plotas, sutartiniai vienetai
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3.28 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
chlorbenzeno tiirio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas. DSSME salygos: méginio tiris 8 mL, parabeny
koncentracija 10 mg/L, acetono tiris 0,5 mL. Centrifuguota 2 min
5000 aps/min  grei¢iu. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

Paveiksle nepateikti duomenys, gauti naudojant 10 pL chlorbenzeno tirj.
Taip yra dél to, kad sedimentacinés fazés tiiris buvo labai mazas ir analizei
nepavyko paimti net 1 pL ekstrakto. Naudojant 15 uL chlorbenzeno, smailiy
plotai buvo maZesni greiCiausiai todél, kad dalis ekstrahento nusédo ant

mégintuvélio sieneliy. Dél Sios priezasties mégintuvélio dugne susikaupusios
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organings fazés tiiris buvo mazas ir ] mikroS$virkSta drauge su organine faze
patekdavo Siek tiek vandeninés fazeés. Taigi realus organinés fazés tiiris buvo
mazesnis nei 1 plL. Antra vertus, kai chlorbenzeno turis buvo didesnis
nei 20 pL, mazéjo anali¢iy koncentracija organingje fazéje ir mazéjo analiciy
smailiy plotai. Norint gauti zemas aptikimo ribas, tolimesniam darbui buvo

pasirinktas 20 uLL chlorbenzeno tiris.

Disperguojantis tirpiklis

Svarbiausias kriterijus pasirenkant disperguojantj tirpikli — jis turi gerai
maiSytis su ekstrahuojanciu tirpikliu ir vandenine faze. Kadangi tik nedaugelis
medZiagy maiSosi tiek su organine faze, tiek su vandeniu, disperguojancio
tirpiklio pasirinkimas néra platus. Daugumoje publikacijy DSSME tema
disperguojanciais tirpikliais sitilomi acetonas, acetonitrilas ir metanolis [47].
Pagal publikacijose pateiktus rezultatus naudojant Siuos disperguojancius
tirpiklius ekstrakcijos iSgavos ir rezultaty pasikartojamumai mazai skiriasi.
Remiantis S§iais duomenimis ir atsizvelgiant } maZza tirpiklio kaing bei
toksiskuma, disperguojanciu tirpikliu buvo pasirinktas acetonas.

Labai svarbu nustatyti optimaly acetono turj, reikalingg dispersinei
sistemai gauti. Kuo smulkesni laseliai, tuo didesnis faziy saly¢io pavirSiaus
plotas, tuo greitesni masiy mainai ir tuo mazesné¢ mikroekstrakcijos trukme.
Tyréme ekstrakcijos efektyvumo priklausomybe nuo disperguojancio tirpiklio
turio. Naudojome 0,2-1,5 mL acetono, iSlaikant pastovy ekstrahuojancio
tirpiklio (chlorbenzeno) turj (20 pL).

Kaip matyti i§ 3.29 pav., pradzioje did¢jant acetono tiriui, smailiy plotai
didéja. Tai, greiCiausiai, galima paaiSkinti tuo, kad esant mazam acetono
kiekiui emulsija nestabili ir ekstrakcija vykta nepilnai. Antra vertus, kai
acetono kiekis didesnis nei 1,0 mL, anali¢iy smailiy plotai sumazéjo. Tai biity
galima paaisSkinti tuo, kad dél vandeningje fazéje iStirpusio didelio acetono
kiekio sumazéjo analiCiy pasiskirstymo tarp organinés ir vandeninés faziy

koeficientai. Todé¢l optimalus acetono tiiris yra 0,4-1,0 mL. Tolimesniam
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darbui naudojome misinj, sudarytg 1§ 480 uL acetono ir 20 pL chlorbenzeno.
Tokj acetono kiekj pasirinkome tam, kad ; méginj biity leidZziamas 500 pL
miSinio tiris. Medicininis $virkStas sugraduotas kas 100 pL, todél 500 pL
galima paimti tiksliau, negu pvz. 520 pL (toks miSinio tiiris biity jei optimaliu

acetono tiiriu pasirinktume 500 pL).
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3.29 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
disperguojancio tirpiklio (acetono) tiirio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas,
3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas. DSSME salygos: méginio ttiris 8 mL,
parabeny koncentracija 10 mg/L, ekstrahento (chlorbenzeno) tiris 20 uL.
Centrifuguota 2 min 5000 aps/min grei¢iu. Chromatografinés saglygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika®.

Ekstrakcijos trukmé

Dispersinés skysc¢iy-skys€iy mikroekstrakcijos trukmée — tai trukmé nuo
disperguojancio ir ekstrahuojancio tirpikliy miSinio jleidimo } analizuojama;j
tirpalg iki centrifugavimo. Buvo iStirta DSSME ekstrakcijos trukmeé iki 20 min.
Smailiy ploty pakitimy esant skirtingoms ekstrakcijos trukméms nebuvo
pastebéta. Todel galime teigti, kad smailiy plotai nuo ekstrakcijos trukmés
nepriklauso. Taip greiCiausiai yra tode¢l, kad organinés ir vandeninés faziy

salyCio pavirSiaus plotas yra didelis, tod¢l 20-30 sekundziy (tiek uztrunkama
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nuo miSinio jleidimo iki centrifugavimo pradzios) pakanka ekstrakcijos

procesui jvykti.

Drusky koncentracija tirpale
Dar vienas svarbus DSSME efektyvumg jtakojantis parametras yra
drusky koncentracija tirpale. Drusky efekto jtakai patikrinti mes pasirinkome

dazniausiai mikroekstrakcijos metoduose naudojamag NaCl.
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3.30 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybe
nuo NaCl kiekio. 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas. DSSME salygos: meéginio tiiris 8 mL, parabeny
koncentracija 10 mg/L, ekstrahento (chlorbenzeno) tiiris 20 pL, acetono tiiris
0,48 mL. Centrifuguota 2 min 5000 aps/min grei¢iu. Chromatografinés salygos
pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika“.

I$ pradziy didinant NaCl koncentracijg, kaip ir buvo tikétasi, analiciy
smailiy plotai didéjo (3.30 pav.). Taciau kai NaCl koncentracija tirpale virsijo
0,075 g/mL, vandeninés fazés tankis tapo didesnis uz organinio tirpiklio tankj
ir dél to po centrifugavimo organin¢ fazé nebenusésdavo centrifuginio
mégintuvélio dugne, bet sudarydavo plonyte plévele virS vandeninio tirpalo.
De¢l Sios priezasties organinés fazés nebebuvo galima paimti mikroSvirkStu
tolimesnei analizei. Siekiant to iSvengti, tolimesniame darbe ; méginius NaCl

nedéjome.



Optimalios parabeny dispersinés skysciy-skys€iy mikroekstrakcijos

salygos pateiktos 3.16 lenteléje.

3.16 lentelé
Parabeny DSSME optimalios salygos
Parametras Verté
Ekstrahuojantis tirpiklis Chlorbenzenas
Ekstrahuojancio tirpiklio taris, pL 20
Disperguojantis tirpiklis Acetonas
Disperguojancio tirpiklio taris, pL 480
Ekstrakcijos trukmé, s 20-30
NacCl kiekis, g/mL Neéra

Optimialiomis  sglygomis gauta standartinio parabeny miSinio

chromatograma pateikta 3.31 pav.
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3.31 pav. Parabeny  standartinio  miSinio  chromatograma:
1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas,
St — vidinis standartas (n-nonadekanas). DSSME salygos: méginio tiiris 8 mL,
parabeny koncentracija 10 mg/L, ekstrahento (chlorbenzeno) tiris 20 uL,
acetono tiris 0,48 mL. Centrifuguota 2 min 5000 aps/min greiciu.
Chromatografinés sglygos pateiktos skyriuje ,.,eksperimento metodika®.
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3.3.1.2. Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus parabeny dispersinés skysciy-skys€iy mikroekstrakcijos
salygas, nustatéme paruo$to metodo pagrindines analizines charakteristikas:
aptikimo ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty pasikartojamuma.

Aptikimo ribos pateiktos 3.17 lenteléje.

Vidiniu standartu pasirinkome n-nonadekang, jo koncentracija
chlorbenzene buvo 5 pg/mL. Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
dvejoms anali¢iy koncentracijoms (1 ir 10 pg/mL). Dispersiné skysciy-skysciy
mikroekstrakcija buvo atliekama 5 kartus. Anali¢iy nustatymo rezultaty
santykiniy standartiniy nuokrypiy s, vertés artimos ir nevir§ija 11,2 %
(3.17 lentele).

Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
7 skirtingy  koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedziant
distiliuotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Smailiy ploty priklausomybé
nuo parabeny koncentracijos buvo tiesiné nuo 350, 35, 25 ir 14 pg/L iki
10 pg/mL  atitinkamai  metilparabenui, etilparabenui, propilparabenui
ir butilparabenui.  Kalibraciniy kreiviy koreliacijos koeficienty vertés

buvo 0,997-0,999.

3.17 lentelé

Parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas, atlikus DSSME

Analité Aptikimo Srs Yo (N =195)
riba, pg/LL | ¢=1pg/mL | ¢=10 pg/mL
Metilparabenas 210 11,2 10,6
Etilparabenas 23 10,3 9,8
Propilparabenas 15 9,7 6,8
Butilparabenas 8 7,8 6,5
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3.3.1.3. Metodo praktinis pritaikymas

Paruostas dispersinés skysciy-skys€iy mikroekstrakcijos metodas ypac
tinkamas nustatant mazas parabeny koncentracijas nesudétingose matricose.
Analizavome laboratorijos ¢iaupo vandens ir baseino vandens (,Impuls®,
L. Asanaviciatés g. 15, Vilnius) méginius. Ciaupo vanduo buvo analizuojamas
1§ karto paémus meéginj, baseino vanduo — per 4 val nuo méginio paémimo.
Prie§ ekstrakcija méginiai nebuvo kaip nors ruoSiami. Méginius analizavome
po 3 kartus priedy metodu.

Analizés rezultatai parode¢, kad Ciaupo vandenyje parabeny néra arba jy
koncentracijos maZesnés uz aptikimo ribas. Baseino vandenyje aptikome

butilparabeno (28 pg/L; s, = 9,8 %, n=3). Baseino vandens (be parabeny priedo

ir su priedu) chromatogramos pateiktos 3.32 pav.
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3.32 pav. Baseino vandens (a) ir baseino vandens su parabeny priedu
(1 mg/L) (b) chromatogramos: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 —
propilparabenas, 4 — butilparabenas, St — vidinis standartas (z-nonadekanas).
DSSME salygos: méginio tiiris 8 mL, ekstrahento (chlorbenzeno) tiris 20 pL,
acetono tiris 0,48 mL. Centrifuguota 2 min 5000 aps/min greiciu.
Chromatografinés sglygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.
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Greiciausiai butilparabenas ] baseino vandenj pateko i$ baseino lankytojy

naudojamos kiino priezitiros kosmetikos.

Ciaupo ir baseino vandens matricos efektui jvertinti j vandenj buvo
pridéta po 1 ir 10 pg/mL parabeny. Parabeny koncentracijos buvo rastos
naudojant distiliuotame vandenyje pagaminty parabeny tirpaly kalibracines
kreives. Palyginimui buvo ekstrahuojami tokiy paciy koncentracijy parabeny
tirpalai distiliuvotame vandenyje. Ekstrakcijos iSgavos buvo apskai¢iuojamos
kaip santykis parabeny koncentracijy ¢iaupo ar baseino vandenyje su parabeny
koncentracijomis distiliuvotame vandenyje. Analizés rezultatai parode,
kad ekstrakcijos iSgavos artimos 100 %, taigi Ciaupo ar baseino vandens

matrica neturi jtakos parabeny ekstrakcijai.

3.3.2. Derivatizuotuy parabeny dispersiné skys¢iy-skysc¢iy mikroekstrakcija

3.3.2.1. Ekstrakcijos salygu optimizavimas

Siekiant padidinti parabeny ekstrakcijos efektyvumg ir nustatymo jautri
parabenus derivatizavome. Derivatizacijos salygy optimizavimas ir pH jtaka

parabeny derivatizacijai pateikti 3.1.2.1. poskyryje.

Ekstrahuojancio tirpiklio prigimtis

Derivatizuoty parabeny ekstrakcijai buvo iSbandyti keturi tirpikliai, kurie
netirpsta vandenyje ir yra sunkesni uz vandenj. Tai anglies tetrachloridas,
chlorbenzenas, brombenzenas, etilbenzoatas. Fizikinés pasirinkty organiniy

tirpikliy savybés yra pateiktos 3.15 lentelé¢je.

Siekiant pasirinkti tinkamg ekstrahuojantj tirpiklj, 1 8 mL vandeninio
meéginio, turin¢io po 10 ug/mL parabeny ir 0,02 g/mL K,HPO4x3H,0, buvo
pridéti 8 pL acto rugsties anhidrido, tada greitai suleistas miSinys, susidedantis
1§ 0,5 mL acetono (disperguojantis tirpiklis) ir 40 pL ekstrahuojanciojo

tirpiklio. Susidariusi emulsija centrifuguojama ir po to 1 pL kiginio
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meégintuvelio dugne nusédusios organinés fazés buvo paimamas mikrosvirkStu

ir suleidZiamas j dujy chromatografo garintuva.

Kaip matyti 1§ 3.33 pav., ekstrakcijos efektyvumas naudojant CCl, buvo
Zymiai maZzesnis, negu naudojant aromatinj ziedg turin¢ius tirpiklius (C¢HsCl,
C¢HsBr ir C9H(0O,). Tai gerai atitinka principa ,,panaSus tirpina panaSy*,
kadangi parabenai taip pat turi aromatinj ziedg. Chlorbenzeno ir brombenzeno

sulaikymo trukmes yra artimos ir didesnés uz etilbenzoato sulaikymo trukmes.
Siekiant geresnio anali¢iy chromatografinio atskyrimo, ekstrahuojanciu
tirpikliu  pasirinkome Zemesne virimo temperatirg turint] tirpikl] —

chlorbenzeng.

Metilparabenas
Etilparabenas
A Propilparabenas
Butilparabenas
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3.33 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
ekstrahuojanciojo tirpiklio prigimties. DSSME salygos: méginio tiiris 8§ mL,
parabeny koncentracija 10 pg/mL, K,HPO4%x3H,0O koncentracija 0,02 g/mL,
acto riigSties anhidrido tiiris 8 pL, ekstrahento tiris 40 pL, acetono tiris 0,5
mL. Centrifuguota 2 min 5000 aps/min grei¢iu. Chromatografinés salygos
pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.

Ekstrahuojancio tirpiklio kiekis

Pasirinkg¢ tinkamiausig ekstrahuojantj tirpikli, optimizavome jo kiek].
Tam ; 8 mL vandeninio méginio, turin¢io po 10 pug/mL parabeny ir 0,02 g/mL

K,HPO4x3H,0, buvo pridéti 8 pl acto riigSties anhidrido, tada greitai
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suleistas fiksuoto tiirio disperguojancio tirpiklio (0,5 mL acetono) ir jvairiy
chlorbenzeno tiiriy (10-50 pL) miSinys. Susidariusi emulsija centrifuguojama.

IS gauty rezultaty (3.34 pav.) matyti, kad didinant ekstrahento kiekj
mikroekstrakcijos miSinyje anali¢iy smailiy plotai i§ pradziy didéja ir pasiekia
maksimumg esant 20 uL chlorbenzeno. Kai chlorbenzeno tiiris buvo didesnis
nei 20 pL, maz¢jo analic¢iy koncentracija organingje faz¢je ir mazéjo analiciy
smailiy plotai.

Remiantis gautais rezultatais, tolimesniam darbui buvo pasirinktas 20 pL

chlorbenzeno turis.

Smailés plotas, sutartiniai vienetai
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3.34 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo
chlorbenzeno tiirio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas. DSSME salygos: meéginio turis 8 mL, parabeny
koncentracija 10 pg/mL, K,HPO,x3H,O koncentracija 0,02 g/mL, acto
rugsties anhidrido taris 8 pL, acetono turis 0,5 mL. Centrifuguota 2 min
5000 aps/min  grei¢iu. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

Disperguojantis tirpiklis

Kaip ir nederivatizuoty parabeny atveju, disperguojanciu tirpikliu
pasirinkome acetong.
Ekstrakcijos efektyvumo priklausomybei nuo disperguojancio tirpiklio

turio  tyrimams naudojome  ekstrakcijos  miSin;, kuriame buvo
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20 uL ekstrahuojancio tirpiklio (chlorbenzeno) ir skirtingi acetono tiiriai (100—
1000 pL).

Mazy acetono turiy nepakanka ekstrahentui vandeninéje fazéje
disperguoti, emulsija nesusidaro. Tuo tarpu esant pakankamai dideliems
acetono tiiriams sumazeja ekstrakcijos efektyvumas. Kaip matyti i§ 3.35 pav.,
kai acetone turis 200400 pL, gaunamas geriausias ekstrakcijos efektyvumas.
D¢l tolimesnio darbo patogumo buvo pasirinkta jSvirksti 300 pupL
acetono-chlorbenzeno miSinio, kuriame chlorbenzeno tiris 20 pL, taigi

acetono tiris 280 pL.
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3.35 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé nuo

disperguojancio tirpiklio (acetono) turio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas,

3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas. DSSME salygos: méginio ttiris 8 mL,

parabeny koncentracija 10 pg/mL, K,HPO4%x3H,O koncentracija 0,02 g/mL,

acto riigSties anhidrido turis 8 pL, ekstrahento (chlorbenzeno) turis 20 pL.

Centrifuguota 2 min 5000 aps/min greic¢iu. Chromatografinés salygos pateiktos
skyriuje ,,eksperimento metodika*.

Ekstrakcijos trukmé

Kaip jau buvo minéta poskyryje 3.3.1.1., 20-30 sekundziy
(tiek uZtrunkama nuo misinio jleidimo iki centrifugavimo pradzios) pakanka

ekstrakcijos procesui jvykti.
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Drusky koncentracija tirpale
Drusky efekto jtakai patikrinti pasirinkome daZniausiai mikroekstrakcijos

metoduose naudojamg NaCl.

Kaip ir nederivatizuoty parabeny atveju, i§ pradziy didinant
NaCl koncentracija, analic¢iy smailiy plotai didéjo (3.36 pav.). Taciau kai NaCl
koncentracija tirpale vir§ijo 0,1 g/mL, vandeninés fazés tankis tapo didesnis uz
organinio tirpiklio tankj; ir dél to po centrifugavimo organin¢ fazé
nebenusésdavo centrifuginio meégintuvelio dugne, bet sudarydavo plonyte
plévele vir§ vandeninio tirpalo. D¢l Sios prieZasties organinés fazés nebebuvo
galima paimti mikro§virk§tu tolimesnei analizei. Siekiant to iSvengti,

tolimesniame darbe ] méginius NaCl nedé¢jome.
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3.36 pav. Parabeny chromatografiniy smailiy ploty priklausomybé
nuo NaCl kiekio: 1 — metilparabenas, 2 — etilparabenas, 3 — propilparabenas,
4 — butilparabenas. DSSME salygos: méginio tiiris 8 mL, parabeny
koncentracija 10 pg/mL, K,HPO4,x3H,O koncentracija 0,02 g/mL, acto
rugsties anhidrido tiiris 8 uL, ekstrahento (chlorbenzeno) tiiris 20 pL, acetono
tiris 280 pL. Centrifuguota 2 min 5000 aps/min grei¢iu. Chromatografinés
salygos pateiktos skyriuje ,,eksperimento metodika®.

Optimalios  derivatizuoty  parabeny dispersinés  skysciy-skysciy

mikroekstrakcijos salygos pateiktos 3.18 lentel¢je.
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3.18 lentelé
Derivatizuoty parabeny DSSME optimalios salygos

Parametras Verté
Ekstrahuojantis tirpiklis Chlorbenzenas
Ekstrahuojancio tirpiklio tiris, pL 20
Disperguojantis tirpiklis Acetonas
Disperguojancio tirpiklio turis, pL 280
Ekstrakcijos trukme, s 20-30
NaCl kiekis, g/mL Neéra

3.3.2.2. Metodo analizinés charakteristikos

Optimizavus  derivatizuoty parabeny dispersinés skysc¢iy-skysciy
mikroekstrakcijos salygas, nustatéme paruosto metodo pagrindines analizines
charakteristikas: aptikimo ribas, tiesinius koncentracijy intervalus, rezultaty
pasikartojamuma.

Metodo aptikimo ribos yra pateiktos 3.19 lentel¢je ir jos yra Zemesnés nei
gautos naudojant nederivatizuoty parabeny DSSME metoda.

Vidiniu standartu pasirinkome #n-heksadekana, jo koncentracija
chlorbenzene buvo 10 pg/mL. Rezultaty pasikartojamumas buvo jvertintas
dvejoms anali¢iy koncentracijoms (0,1 ir 1 pg/mL). Dispersiné skysc¢iy-skysciy
mikroekstrakcija buvo atliekama 5 kartus. Anali¢iy nustatymo rezultaty
santykiniy standartiniy nuokrypiy s, vertés artimos ir nevirSija 11,0 %
(3.19 lentele).

Tiesiniam koncentracijy intervalui nustatyti buvo ruoSiama serija
7 skirtingy  koncentracijy standartiniy parabeny tirpaly, praskiedZiant
distiliuotu vandeniu pradinj standartinj tirpalg. Smailiy ploty priklausomybé
nuo parabeny koncentracijos buvo tiesin¢ iki 10 pg/mL. Kalibraciniy kreiviy

koreliacijos koeficienty vertés buvo 0,997-0,999 (n=5).
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3.19 lentelé

Derivatizuoty parabeny aptikimo ribos ir rezultaty pasikartojamumas, atlikus

DSSME
Analité Aptikimo Srs Y0 (n=15)
riba, ug/LL | ¢=0,1 pg/mL | ¢ =1 pg/mL
Metilparabenas 22 11,0 5,9
Etilparabenas 4,2 9,3 6,4
Propilparabenas 3,3 8,3 6,8
Butilparabenas 2,5 9,3 7,4

3.3.2.3. Metodo praktinis pritaikymas

ParuoStas  derivatizuoty  parabeny  dispersinés  skysc¢iy-skysciy
mikroekstrakcijos metodas pritaikytas vandens i§ laboratorijos ciaupo
ir Neries upés vandens analizei. Ciaupo vanduo buvo analizuojamas i§ karto
paémus méginj, upés vanduo — per 4 val nuo méginio paémimo.
Pries ekstrakcijg meéginiai buvo filtruojami per 0,45 pm membraninj filtrg.

Analizés rezultatai parodé, kad nei vandentiekio, nei Neries upés
vandenyje tirty parabeny néra arba jy koncentracijos mazesnés uz aptikimo

ribas.

Ciaupo ir Neries upés vandens matricos efektui jvertinti j vandenj buvo
prideta 0,1 pg/mL parabeny. Upés vandens (be parabeny priedo ir su priedu)
chromatogramos pateiktos 3.37 pav. Chromatogramoje atsirado smailés,

nesutampancios su vandenyje be priedo buvusiomis smailémis.
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3.37 pav. Neries upés vandens ekstrakto (a) ir Neries upés vandens
ekstrakto su parabeny priedu (b) chromatogramos: 1 — metilparabenas, 2 —
etilparabenas, 3 — propilparabenas, 4 — butilparabenas, St — vidinis standartas
(n-heksadekanas). DSSME salygos: méginio tiris 8 mL, K,HPO4x3H,0
koncentracija 0,02 g/mL, acto rugsties anhidrido ttiris 8 pL, ekstrahento
(chlorbenzeno) tiiris 20 pL, acetono tiris 280 pL. Centrifuguota 2 min
5000 aps/min  grei¢iu. Chromatografinés salygos pateiktos skyriuje
,eksperimento metodika“.

Parabeny koncentracijos buvo rastos naudojant distiliuotame vandenyje
pagaminty parabeny tirpaly kalibracines kreives. Palyginimui buvo
ekstrahuojami tokiy paciy koncentracijy parabeny tirpalai distiliuotame
vandenyje. Ekstrakcijos i§gavos buvo apskaiciuojamos kaip santykis parabeny
koncentracijy realiuose vandens meéginiuose su parabeny koncentracijomis
distilivotame vandenyje, pridéjus tokiag pacig analiciy koncentracija.
Analizés rezultatai parodé nedidelj matricos efekta despersinei skys¢iy-skysciy

mikroekstrakcijai ir, kad ekstrakcijos iSgavos artimos 100 %.

3.4. Parabeny mikroekstrakcijos metody palyginimas
Siame skyriuje palyginsime sukurtus nederivatizuoty ir derivatizuoty

parabeny mikroekstrakcijos metodus (METL, SFMEK, DSSME) bei aptarsime

kiekvieno metodo privalumus ir trikumus.
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Ekstrahuojantis tirpiklis ir jo kiekis

Vienas i§ skystafazés mikroekstrakcijos metody privalumy yra tas, kad
juose naudojami labai mazi organiniy tirpikliy kiekiai. Tai svarbu ne tik
ekonominiu, bet ir ekologiniu pozitriu. Misy tirtuose mikroekstrakcijos

metoduose pasirinkti ekstrahentai ir jy kiekiai pateikti lenteléje 3.20.

3.20 lentelé

Parabeny ekstrakcijai naudojami ekstrahentai ir jy kiekiai

Mikroekstrakcijos metodas Ekstrahentas | Ekstrahento taris,
mL
Tiesioginé METL (nederivatizuoti) | Amilo acetatas 1
Tiesiogine METL (derivatizuoti) | Amilo acetatas 1
METL is$ virSerdvés (derivatizuoti) | Dioktilftalatas 1
SFMEK (nederivatizuoti) Chlorbenzenas 5
SFMEK (derivatizuoti) Chlorbenzenas 5
DSSME (nederivatizuoti) Chlorbenzenas 20
DSSME (derivatizuoti) Chlorbenzenas 20

Daugiausiai ekstrahento (20 pL) naudojama DSSME metode, taciau Sis
DSSME metodo trikumas yra neesminis, nes ir 20 pL ekstrahento kiekis yra
labai mazas.

Chromatografinés analizés trukme jtakoja ekstrahento prigimtis.
Paprastai ekstrakcijai naudojami lakiis ekstrahentai. IS miisy naudoty
ekstrahenty tokie buvo amilo acetatas ir chlorbenzenas. Jy smailés
chromatogramoje i8¢jo pries analiCiy smailes. Deja, lakiis ekstrahentai netiko
METL 1§ virSerdves metodui, nes mazas lakaus ekstrahento turis labai greitai
iSgaruodavo. Teko naudoti aukStos virimo temperatiros dioktilftalats.
Tai prailgino dujy chromatografing analizg, nes dioktilftalato sulaikymo
trukme didelé. Pvz., iSekstrahavus derivatizuotus parabenus tiesiogines METL
metodu (ekstrahentas amilo acetatas), dujy chromatografiné¢ analizé truko

34 min, o 1Sekstrahavus juos METL 1S virSerdvés metodu — net 47 min.
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Ekstrakcijos trukmé

Bendrai analizés trukmei

labai

svarbi  ekstrakcijos  trukme.

Tirty mikroekstrakcijos metody trukmes pateiktos 3.21 lentel¢je.

3.21 lentelé

Parabeny ekstrakcijos trukmé

Mikroekstrakcijos metodas

Ekstrakcijos trukmé, min

SFMEK (nederivatizuoti)
SFMEK (derivatizuoti)
DSSME (nederivatizuoti)
DSSME (derivatizuoti)

Tiesiogine METL (nederivatizuoti)
Tiesioginé METL (derivatizuoti)

METL 18§ virSerdvés (derivatizuoti)

20
20
20 (inkubacija) + 20
40
30

2 (centrifugavimo trukme)

2 (centrifugavimo trukme)

Greiciausiai atlieckama dispersiné

skysCiy-skys€iy mikroekstrakcija,

kadangi dél didziulio vandeninés ir organinés faziy salyCio pavirSiaus ploto

analités i§ vandeninés ] organing faze pereina beveik akimirksniu, nurodytas

lentel¢je dvi minutes trunka tirpalo centrifugavimas.

Kiti mikroekstrakciojos metodai Zymiai ilgesni, pvz., atlickant SFMEK

anali¢iy pusiausvyra tarp vandeninés ir organinés faziy nebuvo pasiekta net

po 70 min ekstrakcijos. Teko dirbti nepusiausvyrinémis saglygomis, bet net ir

tada ekstrakcija truko 40 min.

Parabeny mikroekstrakcija tirpiklio lasu i§ virSerdvés uztruko dvigubai

ilgiau, nei tiesioginé¢ mikroekstarcija tirpiklio laSu, kadangi, norint analites

pervesti  dujine fazg, méginj pries ekstrakcijg reikéjo kaitinti.
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Aptikimo ribos

Parabeny aptikimo ribos pateiktos 3.22 lentel¢je.

3.22 lentelé
Parabeny aptikimo ribos, pg/L
Mikroekstrakcijos metodas MP* EP* PP* BP*
Tiesioginé METL (nederivatizuoti) 120 80 60 -
Tiesioginé METL (derivatizuoti) 30 14 18 27
METL 18 virSerdves (derivatizuoti) 260 380 450 580
SFMEK (nederivatizuoti) 200 30 10 -
SFMEK (derivatizuoti) 18 9,1 6,4 5,1
DSSME (nederivatizuoti) 210 23 15 8
DSSME (derivatizuoti) 22 4,2 3,3 2,5

* MP — metilparabenas, EP — etilparabenas,

BP — butilparabenas

PP — propilparabenas,

IS pateikty rezultaty matome, kad, ekstrahuojant tuo paciu metodu,

derivatizuoty parabeny aptikimo ribos zZymiai mazesnés. Taip yra grei¢iausiai

tod¢l, kad derivatizuoti parabenai yra maZziau poliniai, dél to Ilabiau

hidrofobiniai ir pilniau iSekstrahuojami i§ vandeniniy tirpaly. Maziausios

aptikimo ribos gaunamos ekstrahuojant derivatizuotus parabenus SFMEK

ir DSSME metodais. Ekstrahuojant tirpiklio lasu i§ virSerdvés, parabenai

1§ pradziy turi pereiti ; dujinge faze. Kadangi net ir derivatizuoty parabeny

lakumas néra didelis, gaunamos zymiai didesnés aptikimo ribos negu

ekstrahuojant tiesiogiai i§ vandeniniy tirpaly. Antra vertus, ekstrahuojant

1§ virSerdvés, | ekstrakta nepatenka nelakis, dujy chromatografing sistema

galintys uzterSti junginiai. Tai didelis METL i§ virSerdvés privalumas.

Akivaizdu, kad $; metoda galima taikyti, kai tiriamy parabeny koncentracijos

pakankamai didelés.
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Rezultaty pasikartojamumas

Lenteleje 3.23 pateikti

parabeny nuststymo rezultaty

standartiniai nuokrypiai kai parabeny koncentracijai 1 pg/mL.

Parabeny rezultaty pasikartojamumas (¢ = 1 pg/mL), s;, %

santykiniai

3.23 lentelé

Mikroekstrakcijos metodas MP* EP* PP* BP*
Tiesiogine METL (nederivatizuoti) 12,4 11,8 12,6 -
Tiesioginé METL (derivatizuoti) 10,0 8,8 8,3 10,7
METL i8 virSerdvés (derivatizuoti) 32,2 24.8 23,8 25,1
SFMEK (nederivatizuoti) 11,7 9,0 7,6 -
SFMEK (derivatizuoti) 5,2 5,3 5,6 5,5
DSSME (nederivatizuoti) 11,2 10,3 9,7 7.8
DSSME (derivatizuoti) 5,9 6,4 6,8 7,4

* MP — metilparabenas,
BP — butilparabenas

EP — etilparabenas,

PP — propilparabenas,

Kaip matyti i§ 3.23 lenteléje pateikty duomeny, prasCiausias rezultaty

pasikartojamumas  gautas

ekstrahuojant

tirpiklio

lasu 1S

virSerdves.

Taip yra tod¢l, kad parabenai pirmiausiai turi iSgaruoti i§ tirpalo, o tik tada
1§ virSerdvés patenka ] ekstrahentg. Kadangi net ir derivatizuoti parabenai néra
labai lakiis, jy pervedimui ] virSerdve reikalinga padidinta temperatiira.
Tiksliai palaikyti pastovig padidintg temperatiirg sunku net ir naudojant

termostatg. Net ir mazi temperatiros svyravimai turi didelés jtakos

iSekstrahuotam parabeny kiekiui taigi ir rezultaty pasikartojamumui.
Kitais  ekstrakcijos metodais

iSekstrahuoty  parabeny rezultaty

pasikartojamumas panasus.
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Apibendrinant galima pasakyti, kad visi tirti parabeny mikroekstrakcijos
metodai yra pigilis, paprasti, nereikalaujantys sudétingos aparatiiros.
Ekstrakcijai naudojami labai mazi tirpiklio kiekiai. Antra vertus, kiekvienas 1§
metody turi savy privalumy ir trilkumy:

Tiesioginei mikroekstrakcijai tirpiklio laSu atlikti nereikia nei specialiy
polipropileno kapiliary, nei centrifugos, pakanka chromatografinio $virksto
ir magnetinés maisSyklés. Antra vertus, §is metodas reikalauja didelio atidumo,
biitina  labai  kruop$€iai  parinkti  mikroSvirk§to  adatos  padét]
ekstrahuojamame méginyje. Netinkamai ja parinkus ar per stipriai maiSant
meéginj, tirpiklio lasas atitriiksta nuo adatos galiuko ir ekstrakcijg reikia kartoti
1$ naujos meéginio porcijos.

Ekstrahuojant tirpiklio 1aSu 1§ virSerdvés reikalinga sudétingesné jranga,
nes reikalingas termostatas pastoviai aukStesnei temperatirai palaikyti,
be to parabeny mikroekstrakcija 1§ virSerdvés trunka dvigubai ilgiau,
nei tiesioginé mikroekstrakcija, kadangi, norint analites pervesti | dujine faze,
méginys papildomai kaitinamas prie§ ekstrakcijg. Taciau mikroekstrakcija
1§ virSerdvés turi ir privalumy. Nors ekstrahento pasirinkimg riboja jo lakumas,
bet, antra vertus, nebiitina, kad ekstrahentas biity visai netirpus vandenyje,
kadangi ; vandeninj tirpalg jis netalpinamas. Ekstrahuojant i§ virSerdveés,
lengviau manipuliuoti ekstrahento lasu, jis geriau laikosi pakibes
ant adatos galo, ji lengviau jtraukti atgal ; mikroSvirksta po ekstrakcijos.
Kadangi vandeninis tirpalas tiesiogiai nekontaktuoja su laSu, tirpalag maiSyti
galima Zzymiai greiCiau, dél to pagreit¢ja analiCiy pusiausvyros tarp
vandeninio tirpalo ir ekstrahento nusistovéjimas. Galima atrankiai iSekstrahuoti
lakius junginius.

Pagrindinis skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare privalumas -
ekstrakcijos atrankumas. Pro kapiliaro sieneles | kapiliaro vidy nepatenka
stambios molekulés ar kietos dalelés, dél to prie§ ekstrakcijg méginio nereikia
filtruoti.

Dispersins¢ skysciy-skys¢iy mikroekstrakcijos skiriamasis bruozas —

greitis. Be to metodas techniskai labai paprastai atliekamas,
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nereikalauja specialaus jgudimo ir ypatingo kruops$tumo. Metodas netinkamas
sudétingoms matricoms, taciau puikiai tinka maziems parabeny kiekiams
nustatyti vandenyje.

Kaip buvo parodyta ankstesniuose skyriuose, visi Siame darbe tirti

mikroekstrakcijos metodai gali buti seékmingai taikomi realiy méginiy analizei.
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ISVADOS

1. I8tirtos tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio laSu metodo galimybés

ekstrahuoti nederivatizuotus parabenus i§ vandeniniy tirpaly. Optimizuotos

ekstrakcijos  sglygos:  ekstrahuojantis  tirpiklis — amilo acetatas,
vidinis standartas — n-nonadekanas, ekstrakcijos trukmé¢ 20 min,
NacCl kiekis 0,2 g/mL.

2. Parinktas parabeny derivatizacijos reagentas acto riigSties anhidridas,
optimizuotos parabeny derivatizacijos salygos. Nustatyta, kad derivatizuoty
acto rugSties anhidridu parabeny dujy chromatografinio nustatymo

efektyvumas didesnis, negu nederivatizuoty parabeny.

3. [I8tirtos tiesioginés mikroekstrakcijos tirpiklio 1aSu metodo
ir mikroekstrakcijos tirpiklio 1aSu 1§ virSerdvés metodo galimybés ekstrahuoti
derivatizuotus parabenus. Optimizuotos ekstrakcijos salygos: ekstrahuojantis
tirpiklis — amilo acetatas (tiesioginé mikroekstrakcija) arba dioktilftalatas
(mikroekstrakcija 1§ virSerdvés), vidinis standartas — n-heksadekanas,
ekstrakcijos trukmé 20 min, inkubacijos trukme (ekstrahuojant i§ virSerdves)
20 min, tiesioginé mikroekstrakcija atlickama kambario temperatiiroje,
mikroekstrakcija 1§  virSerdvés 70 °C temperatiiroje. Ekstrahuojant
1§ virSerdveés, NaCl nedéta, ekstrahuojant 1§ tirpalo, ] tirpala dedama

0,2 g/mL NaCl.

4. Istirtos skystafazés mikroekstrakcijos kapiliare metodo galimybés
ekstrahuoti nederivatizuotus ir derivatizuotus parabenus i§ vandeniniy tirpaly.
Optimizuotos ekstrakcijos salygos: abiem atvejais ekstrahuojantis tirpiklis —
chlorbenzenas, vidinis standartas — n-tetradekanas (nederivatizuotiems
parabenams) arba  n-heksadekanas  (derivatizuotiems  parabenams),
ekstrakcijos trukmé 40 min (nederivatizuoty parabeny) arba 30 min
(derivatizuoty parabeny). Ekstrahuojant nederivatizuotus parabenus, ] tirpala

dedama 0,4 g/mL NaCl, ekstrahuojant derivatizuotus parabenus NaCl nedéta.
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5. [Istirtos dispersinés skysc¢iy-skys¢iy mikroekstrakeijos metodo
galimybés ekstrahuoti nederivatizuotus ir  derivatizuotus parabenus
1§ vandeniniy tirpaly. Optimizuotos ekstrakcijos salygos: abiem atvejais
ekstrahuojantis tirpiklis — chlorbenzenas, vidinis standartas — n-nonadekanas
(nederivatizuotiems parabenams) arba n-heksadekanas (derivatizuotiems
parabenams), disperguojantis tirpiklis — acetonas, ekstrakcijos trukmé

kelios sekundés.

6. Nustatytos paruosty skystafazés mikroekstrakcijos metody analizinés
charakteristikos: aptikimo ribos, tiesiniai kalibraciniy kreiviy intervalai,
rezultaty pasikartojamumas. Sukurti parabeny mikroekstrakcijos metodai
pritaikyti nustatyti parabenus vendentiekio, upés, baseino vandenyje, Slapime,

ranky kreme, veido tonike.

7. Palyginus paruoStus parabeny skystafazés mikroekstrakcijos
metodus nustatyta, kad visiems metodams uztenka labai mazy ekstrahento
tariy (1-20 pL).  Greiiausiai  atlieckamas  dispersinés  skysCiy-skysciy
mikroekstrakcijos metodas, o ilgiausiai uztrunka mikroekstrakcija tirpiklio lasu
1§ virSerdvés. Ekstrahuojant tuo paciu metodu, derivatizuoty parabeny aptikimo
ribos mazesnés, negu nederivatizuoty. DidZiausios aptikimo ribos ir
prasCiausias rezultaty pasikartojamumas ekstrahuojant tirpiklio lasu
i§ virSerdvés.  Kity metody rezultaty  pasikartojamumas  artimas.
Svariy vandeniniy méginiy analizei tinka visi paruo$ti metodai, uZterstiems ar
sudétingos matricos méginiams geriau tinka mikroekstrakcija tirpiklio laSu

1§ virSerdves arba skystafazé mikroekstrakcija kapiliare.
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