CAMERA SEPARATORIA

Volume 8, Number 1/ June 2016, pp. 05-22

Paulina NOWAK, Marian KAMINSKI*

Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Katedra Inzynierii Chemiczneji Procesowej
*Autor do korespondenciji, e-mail: markamin@pg.gda.pl

Alternatywne metodyki wydzielania, identyfikacji oraz oznaczania siarki
elementarnej w glebie z wykorzystaniem ekstrakcji do nisko polarnej cieczy,
chromatografii cieczoweji spektrofotometrii

Streszczenie: W niniejszej pracy - na podstawie przeglgdu literatury oraz badarn -opracowano nowe metodyki
wydzielania, rozdzielania od skfadnikow towarzyszgcych, identyfikagi oraz oznaczania siarki elementamej w glebach,
szczegoblnie zanieczyszczonych nisko lotnymi produktami pochodzgcymi z ropy naftowej. Zastosowano ekstrakcje siarki,
nisko oraz $rednio polamych sktadnikow gleby do niepolarnego n-heksanu. Rozdzielano sktadniki ek straktow technikgq
kolumnowej elucyjnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej w normalnych uktadach faz (NP-HPLC) z detekcjg
spektrofotometryczng w zakresie nadfioletu i $wiatfa widzialnego z tablicg fotoelementow(UV-VIS-DAD). W badaniach
uwzgledniono takze kolumnowg wysokosprawng elucyjng chromatografie cieczowg w odwréconych uktadach faz (RP-
HPLC), posiadajgcg zwiekszajacy sie ostatnio zaséb literatury dla badania siarki rodzimej w $rodowisku naturalnym.
Badano takze przydatno$¢ cienkowarstwowej chromatografii cieczowej w normalnych oraz odwréconych uktadach faz
(NP-TLC / RP-TLC). Jednakze ostatnie techniki sg mozliwe do zastosowania w identyfikacji oraz oznaczaniu siarki
rodzimej tylko w warunkach jej wysokich zawarto$ci w analitach. Na podstawie badan wykazano, Ze najbardziej
korzystnymi warunkami ek strakcji i tugowania siarki rodzimej w glebach mogacych jednoczes$nie zawierac nisko i Srednio
polame zanieczyszczenia pochodzenia naftowego oraz po-weglowego, jest ekstrakcja / tugowanie rozpuszczalnikiem
alifatycznym, np. n-heksanem. Natomiast optymalnymi warunkami do rozdzielania, identyfikacji oraz oznaczania siark i
elementarnej, a takze — w razie takiej potrzeby — oznaczania obecno$ci i zawartosci - nisko i Srednio polarnych
zanieczyszczen gleby, ekstrahowanych razem z siarkg rodzimg jest wykorzystanie techniki NP-HPLC/ UV-VIS-DAD.
Wazne znaczenie w niniejszych badaniach ma mozliwo$¢ identyfikacji analitu, nie tylko na podstawie parametrow
retencji, ale takze na podstawie charakterystyki widma w zakresie ultrafioletu i Swiatta widzialnego, tzn., z
zastosowaniem detektora spektrofotometrycznego z tab licg fotoelementéw, UV-VIS-DAD.

Stowa kluczowe: monitoring Srodowiska, chemia analityczna, gleby, wysokosprawna kolumnowa chromatografia
cieczowa, siarkarodzima, wydzielanie, identyfikacja, oznaczanie, detekcja UV-VIS-DAD

Alternative methods of isolation, identification and determination of elemental sulfur
in the soil with used extraction to low polar liquid, liquid chromatography and
spectrophotometry

Abstract: In the present study - based on literature review and research - developed new methods of isolation,
separation from components associated, identification and determination of elemental sulfur in the soil, especially
contaminated with low-volatile products derived from crude ail. Used sulfur extraction, low and medium polar constituents
of soils to non-polar n-hexane. Separated components of the extracts by using elution column high performance liquid
chromatography technique in normal phase systems (NP-HPLC) with spectrophotometric detection in the ultraviolet and
the visible light range with array of photoelements (UV-VIS-DAD).The studies also included an elution column high
performance liquid chromatography in reversed-phase systems (RP-HPLC) having increasing lately resource literature
for the study of native sulfur in the environment. Has also been studied the suitability of the thin layer chromaptography in
nomal and reverse phase systems (NP-TLC / RP-TLC). However, recent techniques are possible for use in the
identification and detemination of native sulfur only in terms of its high content in analytes. Studies have shown that the
most preferred extraction and leaching conditions, of native sulfur in the soil which may contain also low and medium
polar impurities, and the petroleum-carbon, is the extraction / leaching of aliphatic solvent, eg. N-hexane. While the
optimum conditions for the separation, identification and determmination of the elemental sulfur, and - if necessary - the
determination of the presence and the content of - low and medium polar soil contaminants, extracted with native sulfur
is the use of the NP-HPLC / UV-VIS-DAD technique. Great importance in this study has the ability to identify the analyte
based not only on retention parameters, but also on the basis of a characteristic spectrum in the ultraviolet and visible
light, ie., using a spectrophotometric detector with an array of photoelements, UV-VIS-DAD.

Keywords: analytical chemistry, high performance column liquid chromatography, native sulfur, soil, environmental
monitoring, secretion, identification, determination, detection UV-VIS-DAD
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1. Wstep
(Introduction)

Siarka jest jednym z pierwiastkow, ktory w postaci rodzimej, a takze organicznych i nieorganicznych
zwigzkéw chemicznych znajduje sie z wielu przyczyn w réznego rodzajach gleb. Jest jednym z niezbednych
pierwiastkow dla organizmu zywego (gtéwnie w postaci chemicznych zwiazkow), ale takze dla $wiata roslin
(réwniez w formie elementarnej) [1]. W glebie w rezultacie przemian chemicznych, zwlaszcza,
mikrobiologicznych, moze byé przeksztatcana do formy siarki rodzimej, tzn. pierwiastka. Istniejg tez inne
przyczyny, ktére powoduja, iz siarka moze dostawaé sie do gleby w formie siarki rodzimej i znajdowac sie
tam w réznych, czasem bardzo wysokich zawartosciach (rejony wydobycia, magazynowania i przetadunku
siarki, a takze gleby, gdzie jako naw6z sztuczny zawierat siarke lub tiosiarczany w celu jej wykorzystania
jako tzw. mikroelement gleby).

W niektérych miejscach obecnos¢ i zawartos¢ siarki rodzimej w glebie moze by¢ szczegolnie wysoka.
Dotyczy to rejonéw odkrywkowych kopalni siarki [3], zbiornikdw z ptynng siarka, a takze wszystkich tych
zaktadéw, gdzie ma miejsce skfadowanie oraz dystrybucja siarki w postaci statej, albo ptynnej, w tym,
nowoczesnych rafinerii ropy naftowej lub zaktadéw produkcji kwasu siarkowego [4].

Niniejsza publikacja, bazujaca na pracy badawczej, dotyczy metodyk badania obecnosci oraz
zawartosci siarki w formie rodzimej w glebach. Studia i badania tego rodzaju sg celowe, takze ze wzgledu na
istnienie do$¢ ubogiej, ostatnio wzbogacanej, literatury odnoszacej sie do problematyki monitorowania
srodowiska pod wzgledem obecnos$ci siarki w glebie [5, 14].

Obszary, gdzie moze do gleby dosta¢ sie siarka w formie pierwiastkowej (rodzimej)
najprawdopodobniej wcale nie sa niewielkie, uwzgledniajac zdolnos¢ siarki do sublimacji i resublimacii.
Poprzez swoje wtasciwosci, jak mozliwos¢ mikrobiologicznego oraz chemicznego przeksztatcania w réznego
rodzaju pochodne organiczne i nieorganiczne, obecnos¢ siarki w podwyzszonej zawartosci moze wplywac
negatywnie na srodowisko, poprzez skazenie gleb i wéd podziemnych, w tym szczegdlnie siarkowodorem,
lub organicznymi zwiazkami chemicznymi siarki [6, 7]. Siarka w postaci utlenionej jako s, to gtéwnie
ditlenek siarki (SO;) oraz nieorganiczne jony 8032'. Szczegdlnie ditlenek siarki oraz pochodne, w tym
tritlenek siarki (SO3) oraz kwas siarkowy (VI) (H,SO,), stanowig istotny problem w zakresie skazenia
Srodowiska.

Badania opisane w niniejszej publikacji moga mie¢ rowniez znaczenie dla gleboznawstwa oraz
rolnictwa, poniewaz z punktu widzenia fizjologii roslin niewielka zawarto$¢ siarki rodzimej w glebie jest
pozadana [8].

1.1. Przeglad literatury - metodyki identyfikacji i oznaczania siarki elementarnej w
srodowisku naturalnym
(Literature review - methods of identification and determination of elemental sulfur in the
environment)

Poznane metodyki identyfikacji oraz oznaczania siarki rodzimej w $rodowisku naturalnym mozna
podzieli¢ na trzy grupy. Pierwsza grupa to metodyki, w ktérych siarke oznacza sie w sposéb posredni
poprzez przeksztatcenie jej do innych chemicznych form (metodyki stosowane w okresie 1954-1997). Druga
grupa, to metodyki bezposrednie oznaczania siarki elementarnej bez jej transformacji (metodyki stosowane
od 1997 do dzisiaj) oraz trzecia — grupa, to metodyki potencjalne, czyli te, ktére moga postuzy¢ do
identyfikacji i oznaczania siarki, zwlaszcza na niskich poziomach stezehn z dodatkowymi sposobami
potwierdzenia identyfikacji (np. GC-MS, HPLC UV-VIS-DAD lub HPLC-MS itp.) [9].

W przypadku nieobecnosci zwigzkéw siarki i obecnosci wytacznie siarki rodzimej, najprostszym
sposobem oznaczania jest jej utlenienie do postaci SO42' i miareczkowanie mianowanym, rozciehczonym
roztworem BacCl, z wytrgceniem catkowicie nierozpuszczalnego w wodzie BaSO,.

Za jedng z pierwszych metodyk identyfikacji oraz oznaczania siarki elementarnej w obecnosci
zwigzkow siarki, uwaza sie kolorymetrie [10]. Technika kolorymetrii, to technika analityczna, ktéra okresla
stezenia roztworu barwnego za pomocg wizualnego poréwnania intensywnosci barwy roztworu badanego z
intensywnoscig barwy wzorcéw. Wyekstrahowang elementarng siarke, poprzez dodanie jondow C¥+j anku
(CN) przeksztalca sie w jon tiocyjanowy (SCN’). Nastepnie miareczkuje kationem zelaza (Fe™'), do
uzyskania w sposéb ilosciowy [Fe(SCN)6]3'i oznacza sie na podstawie stopnia intensywno$ci czerwone;j
barwy powstatego kompleksowego jonu (Metodyka Filermans’a i Brock’s 1978) [10].

Modyfikacja przez Trolsen’a i Jorgensen’a (w 1982) metody Filermans’a i Brock’s polega na dodaniu
octanu cynku do roztworu, aby wyeliminowaé zaktécenia spowodowane obecnoscig siarczkéw w badanej
probce. Po modyfikacji oraz udoskonaleniu metodykidolna granica oznaczalnosci (LOQ) oraz precyzja
miescita sie w granicach 0,8-8 ppm (0,025-0,25 mM) zawartosci siarki w badanym roztworze ekstrakcyjnym.
Jednakze pozostato jeszcze wiele czynnikéw wg’rywajapych na jako$¢ analizy, do ktérych naleza: stezenie
jonéw Fe*" i CN oraz stabilnoé jonu [Fe(SCN)g] 9]
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Inng technikg analityczng wykorzystywana do oznaczenia oraz identyfikacji siarki rodzimej byta
polarografia. Metoda polegata na przytozeniu liniowo wzrastajagcego potencjatu elektrycznego do kroplowej
elektrody rteciowej bedacej elektrodg pracujaca z cyklicznie odnawiang w trakcie pomiaru powierzchnig i
rejestracji natezenia pradu ptyngcego przez nig. Wartos¢ stezenia obecnej w roztworze substancji
(ulegajacej utlenianiu lub redukcji) byta proporcjonalna do wartosci natezenia pradu. Siarke elementarng
przeksztatcono do tiosiarczanu (82032') poprzez dodawanie siarczanu sodu (VI) (Na,SO4). Pdzniejsze
badania wykazaly, iz czutos¢ metody moze wzrosna¢ do 5 uM (w roztworze) poprzez zastosowanie
polarografii z zréznicowanym impulsem [12].

Inne metodyki oznaczania siarki rodzimej w roztworach bazowaty na interakciji siarki z pokrytymi na
powierzchni aktywng miedzig, specjalnie preparowanymi plytkami do uzyskania siarczku miedzi (CuS).
Nastepnie uwalniany byt siarkowodér (H,S) w formie gazowej za pomocg roztworu kwasu solnego (HCI).
Potem modyfikowano metode—przeksztatcano otrzymywany siarkowodér (H,S) do siarczanu baru (BaSO,)
(w obecnosci H,O, oraz w warunkach wrzenia) - BaSO,4 byt oznaczany metodg grawimetryczna, natomiast
uwolniony siarkowodér oznaczany byt metodg jodometryczng [13, 14].

Kolejng modyfikacja metody oznaczania siarki elementarnej za pomoca siarczku miedzi byto
wktadanie blaszki z CuS oraz srebrnej folii do jednej amputki, ktérg przeptukiwano czystym tlenem (w temp.
450°C). W tych warunkach dochodzito do przeksztatcania siarczku miedzi w siarczan srebra (Ag,SO.,)
(pOzniej rozpuszczany w wodzie), ktéry oznaczany byt za pomocg chromatografii jonowej [9].

Powyzsze metodyki oznaczania siarki rodzimej sg skomplikowane oraz czasochtonne. We wszystkich
tych przypadkach, aby mozna byto oznaczy¢ siarke nalezy jg najpierw przeksztatci¢ w inng forme (zalezng
od metodyki), co powoduje obnizenie doktadnosci oraz precyzji pomiaru.

Od 1997 za podstawowg metodyke identyfikacji oraz oznaczania zawartosci siarki w prébkach
srodowiskowych uwaza sie chromatografie gazowg sprzezong ze spektrometria mas (GC-MS) [15].
Stosowana tez byta wysokosprawna kolumnowa chromatografia cieczowa w normalnych oraz odwréconych
uktadach faz (NP-HPLC oraz RP-HPLC) i metodyki jodo-azydkowe.

Oznaczanie obecnosci i zawartoSci siarki elementarnej w glebach, a takze w innych materiatach
realizuje sie z wykorzystaniem instrumentalnych metodyk analityki chemicznej, ktére nalezy poprzedzié¢
ekstrakcja, a niekiedy — dodatkowo-wzbogaceniem probki we wzorzec. Do tego celu najczesciej stosowane
sg rozne techniki rozdzielania oraz wzbogacania. NajczeSciej ekstrakcja siarki polega na ftugowaniu
acetonem, chloroformem, dichlorometanem lub metanolem [14]. Wazne znaczenie posiada rowniez dobdr
ekstrahentu, ktory powinien w dostatecznym stopniu rozpuszczac siarke, a przy okazji korzystnie-innego
rodzaju zanieczyszczenia gleby, ale nie powinien wcale lub w minimalnym stopniu rozpuszczaé naturalnych
sktadnikéw gleb, szczegodlnie przeszkadzajacych w analityce Sg.

Siarka elementarna jest w réznym stopniu rozpuszczalna w wielu niepolarnych lub $rednio polarmych
rozpuszczalnikach, rozpuszczalnos¢ siarki elementarnej w réznego rodzaju rozpuszczalnikach
przedstawiona zostata w tabeli nr 1.

Tabela 1. Rozpuszczalno$¢ siarki w rozpuszczalnikach.
Table 1. Sulfur solubility in solvents.

Lp. Rozpuszczalnik (Solvent) Rozpuszczalnosé (Solubility) (BEi,ti)tI)ilci)c%?;ip?hy)
1. Aceton 604, 623, 610 (ug/ml)

2. Dichlorometan 6185, 6089, 6720 (ug/ml) [14]
3. Chloroform 6670 (ug/ml)

4. Metanol 260, 247, 265 (ug/ml)

5. Etanol 0,066 % masy

6. Eter dimetylowy 0,181 % masy

7. Formamid dimetylowy (DMF) 0,191% masy

8. n-Heksan 0,40% masy

9. Czterochlorek wegla 0,832 % masy

10. Nitrobenzen 0,856 % masy

11. Chloroform 1,164 % masy [22]
12. Anilina 1,259 % mas

13. Ksylen 2,051 % masy

14. Toluen 2,070 % masy

15. Benzen 2,093 % masy

16. Chlorobenzen 2,370 % masy

17. Disiarczek wegla 34,8 % masy
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Natomiast nie rozpuszcza sie ona catkowicie w wodzie oraz jest prawie nierozpuszczalna w
rozpuszczalnikach polarnych, takich jak alkohole, kwasy organiczne itp. Rozpuszczalnik/ekstrahent siarki
elementarnej nie powinien jednak absorbowac Swiatta w zakresie UV-VIS oraz ekstrahowa¢ naturalnych
sktadnikéw gleb. Korzystng wiasciwoscig ekstrahentu powinna by¢ tez zdolno$¢ ekstrakcji zanieczyszczen
gleby, ale nie naturalnych sktadnikdéw gleby, szczegodlnie sktadnikéw przeszkadzajgcych w identyfikacji i
oznaczaniu zawartosci siarki oraz zanieczyszczeh gleby pochodzenia endogennego. Sposréd nisko
polarmych rozpuszczalnikow najbardziej korzystny wydaje sie n-heptan, lub n-heksan, ew. cykloheksan.
Natomiast, nie nadaje sie toluen-znany dobrze rozpuszczalnik siarki- z powodu szerokiego zakresu absorbcji
Swiatta UV. Z tego samego powodu, ale takze ze wzgledu na bardzo wysokg lotno$¢ nie znajduje
zastosowania dichlorometan (CH,Cl, ; DCM).
Zalecane we wspoéiczesnej literaturze metody ekstrakcji, rozdzielania, identyfikacji oraz oznaczania
siarki elementarnej w prébkach srodowiskowych przedstawiono w tabeli nr 2. Zamieszczone w tabeli nr 2
dane wskazuja, ze rodzaj uzytego ekstrahenta zalezy od rodzaju prébki. W przypadku prébek gleby
stosowany jest dichlorometan iaceton.
Do oznaczania obecnosci i zawartosci siarki w glebie wykorzystuje sie gléwnie chromatografie gazowg

(GC) oraz wysokosprawng chromatografie kolumnowa w odwréconych uktadach faz (RP-HPLC) [14, 21].

Do potencjalnych technik analitycznych, na podstawie dokonanego przegladu literatury, ktére mozna
zastosowac do identyfikacji oraz oznaczania rodzimej siarki w glebie naleza;

e Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (TLC),

e Wysokosprawna kolumnowa chromatografia cieczowa (HPLC),

e  Spektometria UV-VIS,

e Chromatografia gazowa GC-TCD (Thermal Conductivity detector),

e Chromatografia gazowa GC-ECD (Electron capture detector),

Chromatografia gazowa GC-FPD (Flame Photometric Detector).

W przypadku TLC parametrem odpowiadajacym za identyfikacje siarki elementarnej w glebie jest
wspotczynnik retencji, a za oznaczanie zawartosci - intensywno$¢ plamki mierzona w warunkach
optymalnych (fotografowanie ptytki w specjalnej komorze, aby $wiatto rozktadato sie réwnomiernie oraz
specjalnego oprogramowania za pomocg ktérego mozna odczyta¢ intensywnos¢ plamki). W przypadku
HPLC siarke elementarng oznacza sie jakosciowo i ilosciowo. Dodatkowym parametrem odpowiadajacym za
identyfikacje w technice HPLC moze by¢ widmo siarki w zakresie UV z zastosowaniem detekcji UV-VIS-
DAD.

P2 T TRMION

Wavelength (nm)

022
02
092
02z
oo0%
0EZE
O&E
09 £
o2e
Q0%

'OV FRUTTTRVIY VPR PP PSR VP VP PPN POV VPR OO PP PPN VP00 YR VPN OV VL PO

Rys.1. Widmo siarki elementarnej w zakresie nadfioletu (UV)
Fig.1. The spectrum of elemental sulphur in the UV-light range

Do identyfikacji oraz oznaczania siarki w prébkach gleby moze byé zastosowana stacjonarna
spektrofotometria UV-VIS, poniewaz siarka charakteryzuje sie specyficznym widmem w zakresie UV -Rys. 1.
(widmo wykonane w badaniach wiasnych), jednakze tylko wowczas gdy ekstrakt z catg pewnoscig nie
zawiera innych sktadnikéw absorbujacych UV w zakresie 220 do 350 nm. Technika spektroskopii w zakresie
sredniej podczerwieni (MIR - FTIR — Middle Infrared Fourier Transformation Spectroscopy) jest natomiast
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zupetnie nieprzydatna do identyfikacji, ani do oznaczania siarki elementarnej, poniewaz czgsteczka siarki Sg
jest calkowicie symetryczna i zupetnie nie absorbuje Swiatta UV. Taki przebieg widma MIR - FTIR
potwierdza tez, ze mamy do czynienia wiasnie tylko z siarkg (Sg).

Tabela 2. Metody ekstrakcji, rozdzielania, identyfikacji oraz oznaczania siarki elementarnejw probkach srodowiskowych.
Table 2. Methods of extraction, separation, identification and determination of elemental sulfur in environmental samples.

dichlorometanu oraz acetonu jako
rozpuszczalnika

Bodzaj Prébki . Metody ekst(ak,cji siark_i Metodykirozdzielania, identyfikacji oraz
srodowiskowej ele’m entarnej z srodowiskowych oznaczaniasiarki elementarnej (Methods of Bibliografia
(Type of probek separation, identificationand determination of | (Bibliography)
environmental (Methodsfor extracting elemental elgmental éulfur) grapny
samales) sulfur fromenvironmental Samales)
Ekstrakcja siarki z probek
Srodowiskowych z wykorzystaniemn-
heksanu oraz cykloheksanu jako
Osady denne rozpuszczalnikéw, a nastepnie z . s
(Bottom w ykorzystaniem5% NaNO. azotynu lezigtejr?t é?ggf%{i%ﬁ%}oﬂg%ggﬁ ;II(aur ki [A7]
sediments) soduw DMF (dimetyloforamidu) w ! Y
celu usunigciawigzan S-S, a
nastepnie metanolem (1:6) i poddane
oznaczeniu
Chromatografia gazow a ze spektometrig mas
Ekstrakcja siarki z probek (GC-MS) — kolumna Hp-5 capillary column(30 m x
$rodowiskowych z wykorzystaniem 0,25 mm I.D., 0,25 pm- grubos$¢ pow toki,
Wegiel (Coal) cykloheksanu oraz tetrachloroetanu Crosslinked 5X PH ME Siloxane; gaz nosny: 0,6 [15]
jako rozpuszczalnika— ekstrakcjaw mi/min He; objeto$¢ dozow ania 5 ym (podziat
aparacie Soxhleta iniekcji 1:10); spektrometr ustawiony na napiecie
jonizaciji 70 eV.
Osady denne Wysokosprawna chromatografia cieczowa
(Bottom Brak informacji w artykule zrédiowym kolumnow a . . [16]
sediments) w odwréconymuktadzie faz (RP-HPLC)- Warunki
:brak informacjiw artykule zrédtowym
Chromatografia gazowa ze spektometrig mas
Osady jeziorne Ekstrakgja siarki z probek . (GC—MS) — kolumna Si!ic acap.illary.( 1.D. 25mm)
(Lake Srodowiskowych z w_ykorzystanlem okryta nlepolarnla pow |erzchn|qZW|azana SPB-1 [9]
sediments) czterochlorku wegla jako (0,25 um grubosci); gaz no$ny: Ultra czysty hel;
rozpuszczalnika ci$nienie 90kPa; potencijatjonizacji 70 eV; temp. w
kolektorze 220-280°C
o . Wysokosprawna chromatografia cieczowa
Osacymorsie | ESUSC S LS e | Fohmowa 6
(Sea sediments) acetonu iako ryoz uszyczalzn)?ka w odwréconymuktadzie faz (RP-HPLC)- brak
! P informaciji w artykule zrodtowym
Osady
pow ierzchniowe . . . Liniow a w oltamperometria (LSV)- Warunki :brak
(surface Brak informacji w artykule Zrédiowym informacji w artykule zrodtowym [16]
sediments)
Wegiel, pyt, gleba - Ekstrakcja siarki z
probek srodowiskowych z
Wegiel, pyt, \lf‘é)zllgﬂrszzy csg?r:?kg—c)étlsot?zllgjiw FJako Chromatografia gazow a.(GC)- kolumna szklana 2
gleba, woda aparacie Soxhleta m x 4mm i.d. pakow ana: 5% OV-210/4% SE-30, [20]
(Coal, dust, soil, V\?oda _ ekstrakcja z w ykorzystaniem chr%rmsorb WHP, 80-100 mesh; temp. kolumny
water) sita 40-60 mesh XAD-2, a nastepnie 180°C, przeptyw: 75 ml/min, tr=2,3 min
rozpuszczenie siarkiw eterze
dietylow ymoraz cykloheksanie
. . Metoda kolorymetryczna z uzyciemchlorku
. Ekstrakcja siarki z probek . ) :
e eine gy | Srodowkanc zwyarsaner | 22828, Shork e craz ovrk <o e
acetonu jako rozpuszczalnika spektrofotometru -465 nm,
Wysokosprawna chromatografia cieczowa
Ekstrakcja siarki z probek kolumnow a RP-HPLC:m Kolumna C18,
Gleba (Soil) Srodowiskow ych z wykorzystaniem 100mmx4,6 mm, ID, 3,5 um, przeptyw: 2,3 ml/min; [14]

fazaruchoma: 90:10 MeOH:Woda (v:v); Dlugos$¢
fali monitorow anej: 220 nm; Temp. kolumny: 45°C,
Objetos¢ dozow ania: 10 pl

1.2. Zakres badan
(Scope of research)

Celem prac badawczych byto opracowanie optymalnych warunkéw przygotowania prébek,
rozdzielania sktadnikow ekstraktu, identyfikacji oraz oznaczania elementarnej siarki w glebie technikami
chromatografii cieczowej uwzgledniajac wysokosprawng kolumnowg elucyjng chromatografie cieczowg w
normalnych oraz odwréconych uktadach faz (NP-HPLC oraz RP-HPLC) oraz zbadanie dokfadno$ci i precyzji
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oznaczania. Zakres badah obejmowat réwniez przygotowanie wstepnej procedury identyfikacji oraz
oznaczania siarki w glebie technikg chromatografii cieczowe;j.
Postepowanie w zakresie poboru i przygotowania prébek do badan sktadnikéw i innych parametrow
gleb powinno uwzgledni¢ zasady opisane w normach miedzynarodowych [21]:
- PN-ISO 11464:1999 Jakos¢ gleby - Wstepne przygotowanie prébek do badan fizyczno-chemicznych,
Pobdr préb gleb nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z wymaganiami norm:
- PN-ISO 10381-1:2008 Jakos¢ gleby -- Pobieranie prébek — Czes¢ 1: Zasady opracowywania programow
pobierania probek,
- PN-ISO 10381-2:2007 Jakos$¢ gleby - Pobieranie probek — Czes¢ 2: Zasady dotyczace technik pobierania,
- PN-ISO 10381-3:2007 Jakos$¢ gleby -- Pobieranie probek — Czes¢ 3: Zasady dotyczace bezpieczenstwa
- PN-ISO 10381-4:2007 Jako$¢ gleby - Pobieranie probek — Czes¢ 4: Zasady dotyczace postepowania
podczas badan terenéw naturalnych, zblizonych do naturalnych oraz uprawnych.
- PN-R-04031:1997 Analiza chemiczno-rolnicza gleby. Pobieranie prébek.

2. Czesc¢eksperymentalna
(Experimental part)

2.1. Materialy
(Materials)

2.1.1. Rozpuszczalnik i eluenty - TLC
(Solvents and eulents - TLC)

W badaniach zastosowano nastepujace rozpuszczalniki stanowigce ekstrahenty, eluenty lub sktadniki

eluentéw- badanie technikg TLC:

e n-heksan (n-C6) do HPLC Merck (Niemcy),

e dichlorometan (DCM) pure min. 99% Chempur (Polska)
eter tert-butylowo-metylowy (MTBE) do HPLC Merck (Niemcy),
tetrahydrofuran (THF) do HPLC Merck (Niemcy),
acetonitryl (ACCN) LiChrosolv (Niemcy),
aceton cz.d.a. POCh (Polska).
izopropanol (1zOH) cz.d.a. POCh (Polska)

2.1.2. Rozpuszczalnikii eluenty - HPLC
(Solvents and eulents)

W badaniach zastosowano nastepujgce rozpuszczalniki stanowigce ekstrahenty, eluenty lub sktadniki

eluentéw- badanie technikg TLC:

e n-heksan (n-C6) do HPLC Merck (Niemcy),

e dichlorometan (DCM) pure min. 99% Chempur (Polska)
eter tert-butylowo-metylowy (MTBE) do HPLC Merck (Niemcy),
acetonitryl (ACCN) LiChrosolv (Niemcy),
aceton cz.d.a. POCh (Polska).
izopropanol (1zOH) cz.d.a. POCh (Polska)

2.1.3. Substancje wzorcowe ibadane probki- TLC
(Reference substances and examined samples - TLC)

Materiaty (wzorce oraz prébki) uzyte do badan technikg TLC:

e wzorce siarki elementarnej — roztwdr nasycony Sgw nC®,

e 1 g gleby pobrany z okolic Politechniki Gdanskiej ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokosci 5 cm),

e 1 g gleby pobrany z okolic Politechniki Gdanskiej ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokosci 30 cm),

e 1 g gleby pobrany z okolic Rafinerii Gdahskiej — Lotos Lab. ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka
pobrana na gtebokosci 5 cm),

e 1 g gleby pobrany z okolic Rafinerii Gdahskiej — Lotos Lab. ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka
pobrana na gtebokosci 30 cm),
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e 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokosci 5 cm),

e 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokosci 30 cm).

2.1.4. Substancje wzorcowe ibadane probki- HPLC
(Reference substances and examined samples- HPLC)

Materiaty (wzorce oraz probki) uzyte do badan technikg HPLC:
e wzorce siarki elementarnej — roztwor nasycony Sgw rozpuszczalniku,
e 1 g gleby pobrany z okolic Politechniki Gdanskiej ekstrahowany w 3 ml rozpuszczalnika (prébka
pobrana na gtebokosci 5 cm),
e 1 g gleby pobrany z okolic Politechniki Gdanskiej ekstrahowany w 3 ml rozpuszczalnika (prébka
pobrana na gtebokosci 30 cm),
e 1 g gleby pobrany z okolic Rafinerii Gdanskiej — Lotos Lab. ekstrahowany w 3 ml rozpuszczalnika
(prébka pobrana na gtebokosci 5 cm),
e 1 g gleby pobrany z okolic Rafinerii Gdanskiej — Lotos Lab. ekstranowany w 3 ml rozpuszczalnika
(prébka pobrana na gtebokosci 30 cm),
e 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml rozpuszczalnika (prébka
pobrana na gtebokosci 5 cm),
e 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml rozpuszczalnika (prébka
pobrana na gtebokosci 30 cm).
W zalezno$ci od fazy ruchomej rozpuszczalnikami byty:
¢ n-heksan (n-C6) do HPLC Merck (Niemcy),
dichlorometan (DCM) pure min. 99% Chempur (Polska)
eter tert-butylowo-metylowy (MTBE) do HPLC Merck (Niemcy),
acetonitryl (ACCN) LiChrosolv (Niemcy),
aceton cz.d.a. POCh (Polska).
acetonitryl (ACCN) +1% izopropanol (IzOH)
aceton + 0,25% izopropanol (IzOH)
MTBE+0,25% IzOH
MTBE+5% IzOH

2.2. Aparatura i wyposazenie- TLC
(Instruments and equipments -TLC)

Aparatura, wyposazenie dla dwodch rodzajow badan technika cienkowarstwowej chromatografii
cieczowej w normalnych oraz odwrdconych ukfadach faz (NP-TLC / RP-TLC) przedstawiono w tabeli nr 3.

Tabela 3. Aparatura, wyposazenie uzyte w badaniu technikg TLC (NP-TLC oraz RP-TLC)
Table 3. Apparatus and equipment used in the technique TLC (NP-TLC and RP-TLC)

Aparatura oraz wyposazenie (Apparatus and equipment)
e LampaUVTB Telbidtyp TB 02, dlugoséfali254i 365 nm
e  Strzykawka: Mikrostrzykawka chromatograficzna o maksymalnej pojemnosci 100 pL
e Szklana komora chromatograficzna
e Bibuta do chromatografii cienkowarstwowej
. Wiréwka
Technika (Technique) Rodzaj ptytki TLC
NP-TLC Ptytka TLC Silicagel 60 Fazss (HX55003535, fima Merck, kraj pochodzenia
Niemcy)z fluoresceing, o wymiarach 5 x 10 cm
Ptytka TLC Silicagel 60 RP-18 F254S (HX44673134, firmy Merck, kraj pochodzenia
RP-TLC - ;
Niemcy) o wymiarach5 x 7 cm

2.3. Aparatura i wyposazenie- HPLC
(Instruments and equipments -HPLC)

Aparatura oraz wyposazenie uzyte do analizy technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej
kolumnowej w normalnym oraz odwréconym ukfadzie faz HPLC (NP-HPLC oraz RP-HPLC) przedstawione
zostaty w tabeli nr 4.
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Tabela. 4. Aparatura oraz wyposazenie zastosowane w analizach technikg HPLC (NP-HPLC oraz RP-
HPLC).

Table. 4. Instruments and equipment used in HPLC technique analyzes (NP-HPLC and RP-HPLC).
Aparatura
Iwyposazenie
(Apparatus and

Charakterystyka (opis)(Characteristics (description))

equipment)
Aparat Chromatograf cieczowy LaChrom (Merck-Hitachi, Niemcy-Japonia), wyposazony w
chromatograficzny czterokanatowy system elugji gradientowej z zaworami proporcjonujgcymi, wyposazony w
(Chromatographic pompe Hitachi L-7110, zawér dozujagcy Rhodyne Rh-7125i z petlg dozujgcqg 1200 uL oraz
apparatus) termostat Cobrabid 7350i-Polska
Detektory detektor spektrofotometryczny z matrycg fotodiodowg typu UV-DAD L-7450A oraz
(Detectors) detektor refraktometryczny RID L-7490 —potaczone szeregowo
Oprogramowanie : ) :
(Sofware) oprogramowanie HSM-7000, wersja 3.1.1.

Strzykawka (Syringe) | mikrostrzykawkg chromatograficzng o maksymalnej pojemnosci 100 yL

Wirdéwka (Centrifuge) | Wirdwka do odwirowania osadu w fiolkach z roztworami

2.4.  Warunki chromatograficzne - TLC
(Chromatographicconditions — TLC)

Warunki chromatograficzne uzyte w badaniu technikg NP-TLC:
e Fazy ruchome:
= n-heksan (n-C6) do HPLC Merck (Niemcy),
= eter tert-butylowo-metylowy (MTBE) do HPLC Merck (Niemcy),
= n-heksan (nC6) + 5% MTBE
= MTBE+ 0,25% izopropanolu (IzOH)
e Objetos¢ dozowanej probki: 5 pl /50 pl
e Piytka: Plytka TLC Silicagel 60 F,s4 (HX55003535, firma Merck, kraj pochodzenia Niemcy) z
fluoresceing, o wymiarach 5 x 10 cm
o Stezenie probki: 1 g gleby / 3 ml rozpuszczalnika

Warunki chromatograficzne uzyte w badaniu technikg RP-TLC:

e Fazy ruchome:
= n-heksan (n-C6) do HPLC Merck (Niemcy),
= tetrahydrofuran (THF) do HPLC Merck (Niemcy),
= acetonitryl (ACCN) LiChrosolv (Niemcy),
= MTBE+ 0,25% izopropanolu (IzOH)
= MTBE + 5% izopropanolu (IzOH)
= n-heksan (nC6) + 0,25% izopropanolu (IzOH)
= n-heksan (nC6) + 1% izopropanolu (IzOH)
= dichlorometan (DCM) + 0,25% izopropanolu (IzOH)
= tetrahydrofuran (THF) + 0,25% izopropanolu (IzOH)
= tetrahydrofuran (THF) + 1% izopropanolu (IzOH)
= aceton +0,25% izopropanolu (IzOH)
= acetonitryl (ACCN)+1% I1zOH

o Objeto$¢ dozowanej probki: 5 pl /50 pl

e Piytka:Ptytka TLC Silicagel 60 RP-18 Fy54S (HX44673134, firmy Merck, kraj pochodzenia Niemcy) o

wymiarach 5 x 7 cm
e Stezenie probki: 1 g gleby / 3 ml rozpuszczalnika

2.5.  Warunki chromatograficzne - HPLC
(Chromatographic conditions — HPLC)

Warunki chromatograficzne wykorzystane do badaniu technikg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej kolumnowej w normalnym oraz odwréconym uktadzie faz HPLC (NP-HPLC oraz RP-HPLC)
przedstawione zostaty w tabeli nr 5.
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Tabela. 5. Warunki chromatograficzne zastosowane w badaniu technikqg HPLC (NP-HPLC oraz RP-HPLC).
Table. 5. Chromatographic conditions used in HPLC technique (NP-HPLC and RP-HPLC).
Warunki state dla wszystkich analiz technikga HPLC (NP-HPLC oraz RP-HPLC)
(Constant conditions for all analyzes HPLC (NP-HPLC and RP-HPLC))
Objetos¢ dozowanej probki (Volume ofdosing sample) 25 uL

Przeptyw (Flow) 2 ml/min
KolumnyHPLC (HPLC kolumn)
Kolumna Macherey-Nagel HPLC 250x4 mm, pakowana z
Nucleosil SiO2, 100A,3 ym (Niemcy)
Kolumna Symmetry C18, 100A, 5 um, 4,6 mm X250 mm,
(Waters, USA)
Technika (Technique) Faza ruchoma
n-heksan (nC6)
NP-HPLC NTBE
n-heksan (nC6)
dichlorometan (DCM)
acetonitryl (ACN)
acetonitryl (ACN) +1% izopropanol (1zOH)
RP-HPLC aceton
aceton + 0,25% izopropanol (1zOH)
MTBE
MTBE+0,25%Iz0OH
MTBE+5%IzOH

NP-HPLC

RP-HPLC

2.7. Przygotowanie badanych probek dla obu technik (TLC i HPLC)
(Preparation of tested samples for both techniques (TLC and HPLC))

Kazdg probke gleby pobierano z dwdch gtebokosci 5 i 30 cm, masa prébki miescita sie
w granicach 200-300 g. Nastepnie metodg ¢wiartowania wydzielono po 1,00 g gleby (+/- 0,01 g) do szklanej
fiolki i dodawano 3,00ml (+/- 0,01 ml) rozpuszczalnika/ekstrahenta. Potem potrzasano energicznie kazdag
fiolkg, aby siarka i inne skfadniki gleby wyekstrahowaty. Po 10 min energicznego wytrzgsania odwirowano
osad na wirowce (1400 obrotéw/min).

2.8.  Przygotowanie wzorcéw dla obu technik (TLC i HPLC)
(Preparation of standards for both techniques (TLC and HPLC))

W celu przygotowania roztworéw wzorcowych siarki odwazono 0,20 mg siarki (+/-0,01 mg) (w postaci
siarki elementarnej Sg) do fiolki i dodano 1 ml rozpuszczalnika. Nastepnie energicznie potrzgsano fiolkg
przez okoto 2 min (aby osad-siarka sie rozpuscit).

2.9. Metodypostepowania- TLC
(Methods - TLC)

Na ptytke TLC nanoszono 5 ul / 50 yl najpierw wzorca siarki elementarnej (pierwsza plamka), a
nastepnie roztworéw przygotowanych z pobranych prébek gleby ekstrahowanych w n-heksanie. Plamki
znajdowaty sie w odlegtosci 1 cm od siebie. Odparowano n-heksan pod wyciggiem, a nastepnie rozwinieto
poszczegodlne ptytki w zaleznosci od badania, w réznych rozpuszczalnikach. Wszystkie ptytki poddane byty
wizualizacji pod lampg UV w Swietle 254 oraz 365 nm.

2.10. Metodypostepowania - HPLC
(Methods - HPLC)

Ustabilizowano uktad chromatograficzny. Nastepnie ustawiono predkos¢ przeptywu eluentu na 2,0
ml/min. Nastepnie wprowadzono do petli zaworu dozujacego (za pomocag strzykawki chromatograficznej)
kolejno prébki o objetosci 25 pl.
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3. Wyniki
(Results)

3.1. Wyniki — identyfikacja siarki w probkach gleby technika TLC
(Results - identification of sulfur in the soil samples by TLC technique)

Przeprowadzono identyfikacje siarki elementarnej w prébkach za pomocg wspétczynnika Rf oraz k.
Wszystkie wartosci przedstawione zostaly w tabeli nr 6 (gdzie a odlegtos¢ plamki od startu [cm], b-dlugos¢
catkowita rozawijania [cm]).

Tabela 6. Zestawienie wartosci wspétczynnikow: Rf (wspdtczynnika opdznienia), k (wspdtczynnika retencji)
dla uktadéw TLC pod swiattem 254 nm dla wzorca siarki (roztwér nasycony siarki elementarnej)

Table 6. Summary of factors: Rf (coefficient of delay), k (retention factor) for TLC systems under the light of
254 nm for standard of sulfur (saturated solution of elemental sulfur)

. : Rozpuszczalnik

Technika (Technique) (%olvent) a b Re k Rm
DCM 3,95 0,79 0,27 | -0,56
MTBE 3,51 5 0,70 0,43 | -0,84

NP-TLC nC6 3,00 0,60 0,67 | -041
nC6+5% MTBE 3,45 0,69 0,45 | -0,80
MTBE+0,25% 1zOH 2,81 0,56 0,79 | -0,24

DCM 4,29 55 0,78 0,28 | -1,27

nC6 5,20 0,65 0,54 | -0,61

DCM + 0,25% IzOH 7,48 0,94 0,064 | -1,19

nC6 + 0,25% IzOH 521 0,65 0,54 | -0,28

nC6 + 1% IzOH 5,44 0,68 0,47 | -0,33

THF 6,48 0,81 0,24 | -0,62

THF+ 0,25% IzOH 6,48 0,81 0,24 | -0,62

THF+ 1% IzOH 6,08 0,76 0,32 | -0,49

RP-TLC ACCN 1,28 8 0,16 5,25 1,66
ACCN + 1% IzOH 2,32 0,29 2,45 0,39

Aceton 3,12 0,39 1,56 0,19

Aceton+0,25%IzOH 3,84 0,48 1,08 0,03

nC6 + 5% MTBE 4,00 0,50 1 0

MTBE 5,04 0,63 0,59 | -0,53

MTBE+0,25% 1zOH 5,44 0,68 0,47 | -0,75

MTBE+5% 1zOH 6,80 0,85 0,18 | -1,73

Do faz ruchomych, ktére po dodaniu dodatku (w postaci niewielkiej ilosci izopropanolu lub MTBE,
od 0,25-5 %) wspodtczynnik Ry wzrést naleza;
e nC6 z dodatkiem 1zOH (RP-TLC),
ACN z dodatkiem [zOH (RP-TLC),
Aceton z dodatkiem 1zOH (RP-TLC),
MTBE z dodatkiem 1zOH (RP-TLC),
nC6 z dodatkiem MTBE (NP-TLC),
DCM z dodatkiem 1zOH (RP-TLC),

Natomiast do faz ruchomych, w ktérych wspétczynnik Ry maleje po dodaniu dodatku naleza:
e nC6 z dodatkiem MTBE (RP-TLC),
e THF z dodatkiem 1zOH (RP-TLC),
e MTBE z dodatkiem 1zOH (NP-TLC).

Porownanie wszystkich wartosci Rf dla wszystkich przygotowanych faz ruchomych przedstawiono na
rysunku nr 2i 3.
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Rys. 2. Warto$ci wspotczynnika Rf dla rozpuszczalnikéw — RP-TLC
Fig. 2. The values of Rf factor for solvents — RP-TLC
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Rys. 3. Warto$ci wspotczynnika Rf dla rozpuszczalnikéw — NP-TLC
Fig. 3. The values of Rf factor for solvents — NP-TLC

Dla analizy technikg TLC wyznaczono réwniez przyrost wzgledny (dla uzywania fazy ruchomej bez
oraz z dodatkiem). Wykorzystano do tego wzor ponizej (1). Natomiast wyniki obliczen przedstawione zostaty
w tabeli 71 8.
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Przyrost wzgledny:

gdzie:

PW= Ak / kbd

Pw — przyrost wzgledny

Ak - réznica

kpg — wartos¢ k dla czystego eluentu (bez dodatku)

miedzy wartoscia k dla

czystego
z dodatkiem (w zaleznos$ci od przyrostu mniejsza liczba odejmowana od wiekszej)

Tabela 7. Przyrost wzgledny dla badania technikg RP-TLC
Table 7. Relative increase for examination by RP-TLC technique

eluentu i

wartoscig k

16

@

dla eluentu

Wzgledny przyrost

Faza ruchoma (Mobile phase) R¢ k (The relative growth)
nC6 0,65 | 0,54 -
nC6 + 0,25 % IzOH 0,65 | 0,54 0
nC6+ 1 % IzOH 0,68 | 0,47 -0,13
nC6+5%MTBE 0,63 ] 0,59 0,09
DCM 0,78 | 0,28 -
DCM + 0,25 % I1zOH 0,65 | 0,54 0,93
THF 0,84 | 0,19 -
THF + 0,25 % 1zOH 0,811 0,23 0,21
THF + 1 % 1zOH 0,76 | 0,32 0,68
ACN 0,16 | 5,25 -
ACN +1 % lzoOH 0,29 | 2,45 -0,53
Aceton 0,39 | 1,56 -
Aceton + 0,25 % 1zOH 0,48 | 1,08 0,31
MTBE 0,63 | 0,59 -
MTBE + 0,25 % 1zOH 0,68 | 0,47 0,20
MTBE + 5 % IzOH 0,85 | 0,20 0,66

Tabela 8. Przyrost wzgledny dla badania technikg NP-TLC

Table 8. Relative increase for examination by NP-TLC technique
Faza ruchoma (Mobile phase) | Ry k ‘(’_gﬁglfglgi\%grgﬁh)
nC6 0,60 | 0,67 -
nCé6 +5 % MTBE 0,69 | 0,45 0,33
MTBE 0,70 | 0,43 -
MTBE+0,25%Iz0OH 0,56 | 0,79 -0,84

3.2. Wyniki — identyfikacja siarki w probkach gleby technika HPLC
(Results - identification of sulfur in the soil samples by HPLC technique)

Na rys. 4 zamieszczono typowe chromatogramy detektora UV-VIS-DAD, otrzymane dla mieszaniny
wzorcowej siarki elementarnej eluowanej n-heksanem w warunkach NP-HPLC na zelu krzemionkowym, rys.
5a-f zamieszczono przyktady chromatograméw, otrzymanych w warunkach NP-HPLC, z n-heksanem, jako
eluentem. Na rys. 6a-c odpowiednio chromatogramy dla kolumny C18. Wida¢, ze wzorzec siarki daje tylko
jeden pik, natomiast w przypadku ekstraktow gleb, pojawia sie wieksza ilos¢ pikow, ktéra odpowiada za
zanieczyszczenia gleby w postaci weglowodoréw aromatycznych. Obie techniki wykazaty, iz elementarna
siarka znajduje sie w znacznych ilosciach w glebie pobranej z terenéw Zaktadéw Chemicznych oraz terenu
Lotos Lab, ktére rowniez wykazujg obecnos¢ innych zanieczyszczen-weglowodorow.
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Tabela 9. Czasy retencji oraz wspétczynniki retencji wyznaczone dla wzorca siarki (roztwor nasycony siarki

elementarnej)

Table 9. The retention times and the retention factors determined for standard of sulfur (saturated solution of

elemental sulfur)

Wavelength (nm)
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k k k
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T - ruchoma - 10=0,97 . . .
(Technique) (Mobile phase) [min] min) 1,18 min) 1,26 min) 1,46 min)
(x0,62) (x0,75) (x0,80)
NP-HPLC nC6 1,55 0,60 0,31 0,23 0,06
nC6 1,49 0,16 0 -0,10 0,02
DCM 1,22 -0,05 -0,22 -0,27 -0,16
RP-HPLC ACCN 5,96 3,62 2,82 2,59 3,08
i ACCN+1%]IzOH 6,26 3,85 3,01 2,77 3,29
Aceton 2,63 1,04 0,69 0,58 0,80
Aceton+0,25%I1z0H 2,60 1,02 0,67 0,57 0,78
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n,nzn-l C

Normalized

M T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Rys. 4. Chromatogram wzorca siarki (25 pl 0,20 mg siarki elementarnej ekstrahowana w nC6, przeptyw 2 ml/min,
kolumna Kolumna Macherey-Nagel HPLC o wymiarach 250 x4 mm, pakowana z Nucleosil SiOz, 100A, 3 ym (Niemcy),
faza ruchoma: nC6, detekcja UV-VIS-DAD, A-Widmo, B- chromatogram UV-VIS/DAD, piki: 1- Sg; C — natozone piki
chromatograficzne, dla 240,320, 374 nm.
Fig. 4. Chromatogram of standard of sulfur (25 uL 0,20 mg of elemental sulfur dissolved in nC6, flow of 2 ml / min,
Column Macherey-Nagel HPLC with dimensions 250 x 4 mm, packed with Nucleosil SiO2, 1004, 3 microns (Gemany)
mobile phase: nC6, detection UV-VIS-DAD A-spectrum, B- chromatogram UV-VIS / DAD, peaks: 1- Sg, C- imposed
chromatographic peaks for 240,320, 374 nm.
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Rys. 5. Chromatogramy dla warunkdw NP-HPLC; przeptyw: 2 ml/min, kolumna Kolumna Macherey-Nagel HPLC o
wymiarach 250 x 4 mm, pakowana z Nucleosil SiOz, 100A, 3 um (Niemcy), faza ruchoma: nC6, detekga UV-VIS-DAD,
A-Widmo, B-UV-VIS/DAD, objetos¢dozowania 25 pl:
a. 1 g dleby pobrany z okolic Politechniki Gdanskiej ekstrahowany w 3 ml nC6 (probka pobrana na
gtebokosci5cm),
b. 1 g gleby pobrany z okolic Politechniki Gdanskiej ekstrahowany w 3 ml nC6 (probka pobrana na
gtebokosci 30 cm),
c. 1gglebypobranyz okolic Rafinerii Gdanskiej — Lotos Lab. ekstrahowanyw 3 ml nC6 (probka pobrana
na gtebokosci 5 cm), (Piki: 1-weglowodory, 2-Sg),
d. 1gglebypobranyz okolic Rafinerii Gdanskiej — Lotos Lab. ekstrahowanyw 3 ml nC6 (prébka pobrana
na gtebokos$ci 30 cm), (Piki: 1-weglowodory, 2-Sg),
e. 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokosci 5 cm), (Piki: 1-weglowodory, 2-Sg),
f. 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokosci 30 cm). (Piki: 1-weglowodory, 2-Sg).

Fig. 5. The chromatograms conditions for NP-HPLC; flow rate: 2 ml / min column column Macherey-Nagel HPLC with
dimensions 250 x 4 mm, packed with Nucleosil SiO2, 100A, 3 microns (Germany), mobile phase: NC6, detection UV -
VIS-DAD, A-spectrum, B-UV -VIS / DAD, dosage volume of 25 ml:
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a) 1 g soil taken from the vicinity of the Technical University of Gdansk extracted in 3 ml of nC6 (sample taken ata
depth of 5 cm),

b) 1 g soil taken from the vicinity of the Technical University of Gdansk extracted in 3 ml of nC6 (sample taken ata
depth of 30 cm),

c) 1 g soil taken from the vicinity of Gdansk Refinery - Lotos Lab. extracted in 3 ml of nC6 (a sample taken at a
depth of 5 cm) (Peaks: 1-hydrocarbons, 2-Sg),

d) 1 g soil downloaded from the vicinity of Gdansk Refinery - Lotos Lab. extracted in 3 ml of nC6 (sample taken 30
cm) (Peaks: 1-hydrocarbons, 2-Sg),

e) 1 g ofsoil taken from the area of the Department of Chemical extracted in 3 ml of nC6 (sample taken at a depth
of 5 cm) (Peaks: 1-hydrocarbons, 2-Sg),

f) 1 g ofsoil taken from the area of the Department of Chemical extracted in 3 ml of nC6 (sample taken at a depth
of 30 cm). (Peaks: 1-hydrocarbons, 2-Sg).
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Rys. 6. Chromatogramy dla warunkéw RP-HPLC; przeptyw: 2 ml/mi, kolumna: Kolumna Symmetry C18, 100A, 5 um, o
wymiarach 4,6 mm x 250 mm, (Waters, USA), faza ruchoma: nC6, detekcja UV-VIS-DAD, A-Widmo, B-UV-VIS/DAD,
objeto$§¢ dozowania 25 pl :
a. 0,20 mgsiarkielementarnejekstrahowanaw nC6,
b. 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml nC6 (probka pobrana na
gtebokos$ci 5 cm) (Piki:1-mikropytygleby, 2- Sg 3-weglowodory). BF- przeptyw zwrotny,
c. 1 g gleby pobrany z okolic Zaktadu Chemicznego ekstrahowany w 3 ml nC6 (prébka pobrana na
gtebokos$ci 30 cm) (Piki:1-mikropytygleby, 2- Sg 3-weglowodory). BF- przeptyw zwrotny.
Fig. 6. chromatograms for the conditions of RP-HPLC; flow rate: 2 ml/ ml; column: Symmetry C18, 1004, 5 um, 4,6 mm
x 250 mm, (Waters, USA), mobile phase: NC6, detection UV-VIS-DAD, A-spectrum, B-UV -VIS / DAD, dosage volume of
25 ul:
a. 0.20 mg of elemental sulfurin nC6 extracted,
b. 1g ofsoil taken from the area of the Department of Chemical extracted in 3 ml of nC6 (sample taken at a depth
of 5 cm) (Peaks 1-microdustof soil, 2-Sg, 3-hydrocarbons). BF- backflow,
c. 1 g ofsoil taken from the area of the Department of Chemical extracted in 3 ml nC6 (sample taken at a depth of
30 cm) (Peaks 1-microdustof soil, 2-Ss, 3-hydrocarbons). BF- backflow.
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4. Dyskusja
(Discussion)

Dobér warunkéw ekstrakcji - tugowania siarki elementarnej i innych nisko polarnych skfadnikéw gleby
oraz warunkow elucji - optymalnym ekstrahentem do badah z zastosowaniem HPLC, tak z polarnym
sorbentem typu ,SiO,” zel krzemionkowy, czy z sorbentem niepolarnym typu C18 lub podobnym, powinien
spetniaé kilka warunkéw:

= powinien byé wzglednie dobrym rozpuszczalnikiem siarki i tych innych sktadnikéw gleby, ktére majg
by¢ identyfikowane i oznaczane;

= by mozliwa byta identyfikacja siarki na podstawie przebiegu jej widma UV-VIS — Rys.1;

= powinien nie absorbowa¢ swiatta UV w zakresie najkorzystniej od 200-400 nm;

= powinien posiada¢ takg samg lub nizszg site elucyjna niz eluent, a w przypadku stosowania elucji
gradientowej niz poczatkowy eluent program elucji, a najkorzystniej by¢ eluentem i lub posiadac
sktad poczatkowego etapu programu elucji;

= w warunkach normalnych uktadow faz (NP-HPLC) oraz polarnego sorbentu jako wypetnienia
kolumny, eluent zapewniajacy retencje bardzo nisko polarnej siarki powinien by¢ nisko polarny, a
sorbent o mozliwie wysokiej polarnosci, takijak, zel krzemionkowy, NH,, czy tlenku glinu, albo inny;

= w warunkach chromatografii, adsorbcyjnej z kolumng do odwréconych uktadéw faz typu C18, czy
phenyl lub bi-phenyl, eluent z pewnoscig nie moze zawieraé wady, ani prostych alkoholi, w ktérych
siarka jest catkowicie nierozpuszczalna. Jednoczes$nie elucja wysoce hydrofobowej siarki wymaga
takze wzglednie nisko polarnego eluentu.

W praktyce, tak w warunkach NP, jak i z fazg stacjonarng C18, eluent w warunkach izokratycznych,
poczatkowy etap programu elucji powinien by¢ odpowiednio: ciecza nisko, lub wzglednie nisko polarna. Dla
elucji siarki , potencjalnymi eluentami lub sktadnikami eluentu, ktére powinny w duzych zawartosciach
stanowi¢ eluent, lub by¢ jednymi jego sktadnikami, sg alkany, cykloalkany, chloro-alkany, estry alifatyczne i
ewentualnie estry typu octan etylu, lub propylu.

W niniejszych badaniach — doswiadczalnie ustalono, ze rozpuszczalnos¢ siarki w nC6 w temp.
pokojowej wynosi okoto 0,20 mg/ml. W warunkach NP zastosowano zel krzemionkowy jako faze
stacjonarng oraz n-heksan albo eter metylowo-tertbutylowy (MTBE) jako eluent, dozujac za kazdym razem
roztwory wzorcow i ekstrakty gleby jako roztwory w n-heksanie (pkt. 2.4.1.).

Natomiast, z zastosowaniem sorbentu niepolarnego typu C18 w badaniach uwzgledniono jako
eluenty: n-heksan, MTBE, dichlorometan (DCM), acetonitryl (ACCN), ACCN+1% izoproponalu (IzOH),
aceton oraz aceton+0,25%1zOH (tabela nr 8), dozujac za kazdym razem roztwory wzorcowe i ekstrakty
gleby w danym eluencie jako rozpuszczalniku, stosowano wytacznie elucje izokratyczna.

W celu elucji z kolumny sktadnikow gleby o podwyzszonym powinowactwie do fazy stacjonarnej
zamiast elucji gradientowej lub blokowej zmiany sity elucji zastosowano przeptyw zwrotny eluentu w
kolumnie, tak w kolumnie typu zel krzemionkowy jak i w typu C18.

1. Aby podnies¢ granice detekcji oraz precyzje oznaczania obecnosci oraz zawartosci siarki metodg
TLC nalezatoby zwiekszy¢ dozowang probke z 5 do 50 uL za pomoca automatycznego dozowania,
w celu uzyskania jednej wielkosci plamek (dozowanie manualne przy takiej ilosci dozowanej moze to
wykluczyé i obnizy¢ precyzje badania).

2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa kolumnowa w normalnym uktadzie faz odnajduje réwniez
zastosowanie w oznaczaniu obecnos$ci oraz zawartosci siarki elementarnej w préobkach gleby.
Optymalnymi warunkami chromatograficznymi dla analizy technikg NP-HPLC sg n-heksan jako faza
ruchoma, przeptyw 2 mL/min, 25 uL dozowanej prébki oraz kolumna z Nucleosil SiO, 100 3 ym
(Niemcy), przy detekcji RID oraz UV-VIS/DAD.

3. Aby podnies¢ granice detekcji NP-HPLC UV-VIS/DAD nalezy zastosowa¢ metode dodatku wzorca

wewnetrznego.

4. Kazde z zastosowanych w badaniach warunkéw chromatograficznych (NP, RP) sa przydatne do
"analityki", gdy gleba nie zawiera "kontaminantow" nisko polarnych - z ropy naftowej lub wegla. Gdy
zwiera - piki niektorych sktadnikéw / grup skfadnikéw naktadajg sie na pik siarki, a gdy - dodatkowo -
zawarto$¢ siarki jest niska, albo tylko $ladowa, to studia i badania wykazaty, ze zastosowanie do
tych badan detektora typu DAD jest bardzo wazne, poniewaz dodatkowo zapewnia "identyfikacje"
siarki na podstawie charakterystycznego dla niej widma w zakresie UV — rys. 1.

5. Detekcja RID, jest przydatna w analizach tylko w przypadku znacznych stezen siarki w glebie, do
tego nie umozliwia uzyskania dodatkowej informacji - widma, i identyfikacja jest mozliwa tylko na
podstawie wartosci "k".

6. Otwartym problemem badawczym pozostaje przygotowanie probek do analizy.
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5. Whnioski
(Conclusions)

Technika TLC moze znalez¢ zastosowanie do identyfikacji oraz oznaczania zawartosci siarki
elementarnej w glebie jako ,pét-iloSciowa” metoda przesiewowa, obnizajgc czas i koszt badan.
Wynika to z wzglednie wysokich pozioméw LOD / LOQ oraz niewielkiej precyzji.

Na podstawie badan wykazano, ze najbardziej korzystne warunki identyfikacji i oznaczania siarki
rodzimej w glebach mogacych jednoczesnie zawiera¢ nisko i Srednio polarne zanieczyszczenia
pochodzenia naftowego oraz po-weglowego, jest ekstrakcja / tugowanie rozpuszczalnikiem
alifatycznym, np. n-heksanem oraz wykorzystanie NP-HPLC/UV-VIS-DAD /RID do rozdzielania od
innych skfadnikow matrycy analitycznej, identyfikacji oraz oznaczania siarki elementarnej. W razie
takiej potrzeby opracowana metodyka umozliwia identyfikacje okreslonych skfadnikéw oraz
oznaczenie orientacyjnej zawartosci nisko i srednio polarnych zanieczyszczen gleby.

Siarka jest "mikroelementem" dla niektorych roslin uprawnych, a szczegdlnie — fungicydem i coraz
czesciej bywa w tym ostatniej funkcji stosowana. Niniejsza praca ma wiec znaczenie dla rolnictwa.
Opracowanie i walidacja tego typu procedury analitycznej wymaga jeszcze dalszych badan.

The TLC technique can be used for identification and determination of elemental sulfur in the soil as
"semi-quantitative” method of screening, reducing the time and cost of testing. This is due to the
relatively high levels of LOD / LOQ small and precise.

Studies have shown that the most favorable conditions for the identification and determination of
native sulfur in soils, which may also include low- and medium-polar impurities from petroleum-
carbon is the extraction / leaching of the aliphatic solvent, such as N-hexane, and the use of NP-
HPLC / VIS-UV-DAD / RID separation from other matrix analysis components, for identification and
determination of elemental sulfur. If necessary, this developed methodology enables the
identification of specific components and the determination of the orientation content low and
medium polar soil contamination.

Sulfur is "micronutrient” for some crops, particularly - a fungicide and is increasingly used in this last
function. This work is significant for agriculture. Development and validation of this type of analytical
procedure still requires further research.
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