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Chemometryczne podejScie do optymalizacji dyspersyjnej mikroekstrakciji
w ukladzie ciecz-ciecz (DLLME), jako metody przygotowania prébek do rozdzielania
i oznaczania krezoli w sciekach rafineryjnych.

Streszczenie: W pracy przedstawiono procedure optymalizacji dyspersyjnej mikroekstrakcji w ukfadzie ciecz-ciecz
(DLLME), z zastosowaniem frakcyjnych plandw czynnikowych tj. planu Placketta-Burman’a oraz centralnego planu
kompozycyjnego. Zdefiniowano parametry majgce istotny wpfyw na efektywno$é ekstrakcji krezoli i dla nich
przeprowadzono procedure optymalizacyjng, w wyniku ktérej wyznaczono wartoéci optymalne parametrow w tym pH 6
oraz objeto$¢ rozpuszczalnika dyspergujgcego wynoszgcg 0,4 mL.

Stowa kluczowe: dyspersyjna mikroekstrakcja w ukfadzie ciecz-ciecz, frakcyjne plany czynnikowe, chromatografia
gazowa, krezole, $cieki rafineryjne

Chemometric approach to the optimization of dispersive liquid-liquid
microextraction for the separation and determination ofcresols in refinery
wastewater.

Abstract: This paper present the procedure to optimize dispersive liquid-liquid micro-extraction (DLLME), using
fractional factorial plans i.e. Plackett-Burman design and central composite design. The parameters affecting the
efficiency of extraction were determined and for them the optimum conditions were established, by which determined the
optimum values of parameters including pH 6 and volume of disperser solvent equal 0,4 mL.

Key words: dispersive liquid-liquid micro-extraction, fractional factorial plans, gas chromatography, cresols, refinery
wastewater

1. Wstep
(Introduction)

Krezole klasyfikuje sie jako substancje toksyczne i zrgce, bedgce promotorami procesu
nowotworowego. Wptywajg réwniez negatywnie na uktad nerwowy, oddechowy, btony Sluzowe i nerki. Do
Srodowiska naturalnego przedostajg sie w wyniku dziatalnosci przemystu koksowniczego, odlewniczego,
chemicznego, a takze rafineryjnego [1-2]. W wyniku proceséw przetwérstwa ropy naftowej powstajg znaczne
iloéci toksycznych Sciekow, ktérych skiad rézni sie w zaleznosci od pochodzenia surowca oraz stosowanych
proceséw technologicznych. Przecietnie tego typu Scieki zawierajg od 20 do 200 mg/L fenoli [3]. Z uwagi na
ich wysokg toksycznos$¢, wprowadzono ograniczenia zawartosci fenoli w $ciekach przemystowych
zrzucanych do zbiornikéw wodnych. Ich dopuszczalne stezenie wynosi 1 mg/L [4], dlatego konieczna jest
ciggte monitorowanie ich zawartosci w $ciekach przed i po oczyszczaniu.

W celu oznaczania izomerdw krezolu wykorzystuje sie szereg technik analitycznych, w tym w gtéwnej
mierze technike chromatografii gazowej w potgczeniu z detektorami uniwersalnymi jak i selektywnymi [5-7].
Zwiazki te z uwagi na swoje specyficzne wtasciwosci, a takze wystepowanie czesto w niskich stezeniach w
prébkach charakteryzujgcych sie skomplikowang matrycg, wymagaja zastosowania odpowiednich metod
przygotowania prébek. W tym celu stosuje sie rézne typy ekstrakcji, w tym ekstrakcje w uktadzie ciecz-gaz
do ktérych zaliczane sg techniki dynamicznej analizy fazy nadpowierzchniowej i statycznej analizy fazy
nadpowierzchniowej, ekstrakcje w uktadzie ciecz-ciato state, w tym technike ekstrakcji do fazy statej [8],
mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej. Do technik ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz zaliczane sg klasyczna
ekstrakcja ciecz-ciecz, mikroekstrakcja ciecz-ciecz, mikroekstrakcja do pojedynczej kropli [9], a takze jedna z
nowszych technik — dyspersyjna mikroekstrakcja w ukfadzie ciecz-ciecz (DLLME). Jest to technika
opracowana w 2006 roku przez Razae’a [10]. DLLME polega na dodaniu do probki rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego, a takze dyspergujgcego, ktéry ma za zadanie rozbicie na drobne kropelki rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego. Takg mieszanine wytrzasa sie, a nastepnie odwirowuje i pobiera faze sedymentacyjna.
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W celu wyznaczenia optymalnych warunkéw ekstrakcji, coraz czesciej wykorzystuje sie plany
czynnikowe, ktore umozliwiajg jednoczesne okreslenie oddziatywan wielu niezaleznych zmiennych [11-13].
Pozwalajg one na wyodrebnienie czynnikow majgcych rzeczywisty wptyw na dany proces, a takze okreslenie
ich wzajemnych oddziatywan. Badanie wplywu wielu zmiennych niesie ze sobg konsekwencje wzrostu ilosci
doswiadczen. Przyktadowo badajgc siedem zmiennych nalezatoby przeprowadzi¢ az 128 analiz. Dlatego w
celu przebadania wiekszej ilosci czynnikbw majacych potencjalny wpltyw na efekt danego procesu,
wykorzystuje sie tzw. frakcyjne plany czynnikowe. Jednym z przyktadow jest tzw. plan Placketta-Burman’a
[14], ktory poprzez wyeliminowanie duzej czesci kombinacji pozwala zbada¢ wptyw wielu czynnikow przy
stosunkowo niewielkiej ilosci eksperymentow. Plan ten zaktada mozliwos¢ oceny wptywu k = N-1 zmiennych,
przy przeprowadzeniu N doswiadczen (N jest zawsze wielokrotnoscig 4). Ocene wpltywu danej zmiennej
okreSla sie poprzez poréwnanie Sredniej arytmetycznej odpowiedzi uzyskanych dla procesow
zrealizowanych pod wplywem niskiego poziomu czynnika do sredniej arytmetycznej odpowiedzi procesow
wykonanych z zastosowaniem czynnikdw w wysokim poziomie. Jest to plan, ktéry umozliwia wyeliminowanie
czynnikdw nie majgcych istotnego wptywu na warunki danego procesu, jednak nie dostarcza wiarygodne;j
informacji o oddziatywaniu pomiedzy zmiennymi. Aby uzyskaé tego typu informacje nalezy rozszerzy¢
badania o zastosowanie innych planow czynnikowych tzn. centralnego planu kompozycyjnego, czyli planow
ktéry zaktada wyznaczenie nie tylko najnizszych i najwyzszych wartosci danej zmiennej ale takze punktéw
centralnych, przy wiekszej ilosci kombinacji. Oceny dokonuje sie na podstawie utworzonej 3-wymiarowe;j
powierzchni odpowiedzi [15].

W pracy przedstawiono procedure doboru warunkéw techniki dyspersyjnej mikroekstrakcji w uktadzie
ciecz-ciecz do oznaczania o-krezolu i m-krezolu w Sciekach przemystowych, z zastosowaniem modelu
Placketta-Burman’a i centralnego planu kompozycyjnego.

2. Czesé eksperymentalna
(Experimental)

2.1. Materiaty
(Materials)

W badaniach zastosowano substancje wzorcowe: o-krezol, m-krezol, 4-chlorofenol, gazy techniczne:
wodor — czysto$é 5,5N z wytwornicy wodoru (Packard, USA), Odczynniki: aceton (czysto$¢ do HPLC,
POCH, Polska), dichlorometan (POCH, Polska), czterochlorek wegla (Merc, Germany), chloroform (POCH,
Polska), 1,1,2,2-tetrachloroetan (POCH, Poland), NaCl (POCH, Polska), kwas solny 35-38% (POCH,
Polska), wodorotlenek sodu (POCH, Polska).

2.2. Aparatura
(Apparatus)

Chromatograf gazowy HP 5890 Il ze spektrometrem mas HP 5972A (Hewlett-Packard, USA),
Kolumna Kkapilarna: Rxi-624Sil MS (G0m x 0,25mm x 1,40um) (Restek, USA), Oprogramowanie
Chemstation (Agilent, USA) wraz z bibliotekami widm NIST 05 i Wiley 8.0., Wirbwka EBA 8S, Hettich
(Niemcy), oprogramowanie wspomagajgce statystyczng kontrole proceséw Minitab ®15.

2.3. Metody postepowania
(Methods)

2.3.1. Optymalizacja parametrow dyspersyjnej mikroekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz

W celu doboru optymalnych warunkéw DLLME, badano wptyw parametrow tj. rodzaj rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego, objeto$¢ rozpuszczalnika dyspergujacego, dodatek soli, czas suszenia soli przed ekstrakcja,
pH, a takze predkosc¢ i czas wirowania na efektywnos$é ekstrakcji, ktérg oceniano na podstawie powierzchni
pikéw. Dobdér odpowiednich parametréw wyznaczono w oparciu o plan eliminacyjny Plackett’a-Burman’a
oraz centralnego planu kompozycyjnego z zastosowaniem programu Minitab.

2.3.2. Procedura dyspersyjnej mikroekstrakcji w ukfadzie ciecz-ciecz

Procedura mikroekstrakcji polegata na umieszczeniu 10 mL prébki w fiolce wraz z dodatkiem NaCl. Nastepie
do roztworu dodawano 0,5 mL rozpuszczalnika ekstrakcyjnego oraz zoptymalizowang objeto$é
rozpuszczalnika dyspergujgcego (acetonu). Fiolke zakrecano szczelnie korkiem, wytrzgsano, a nastepnie
odwirowywano. Otrzymang w ten spos6b faze sedymentacyjng pobierano za pomocg strzykawki
mikrolitrowej i dozowano w objetosci 2 uL do chromatografu gazowego.
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2.3.3. Warunki analizy chromatograficznej

W badaniach stosowano kolumne kapilarng Rxi-624Sil MS (Restek, USA), gaz nosny: wodor, objetosciowe
natezenie przeptywu 1 mL/min, Temperatura dozownika: 250°C, Temperatura zrédta jonéw (El, 70 eV)
200°C, Temperatura linii tgczacej chromatograf gazowy z detektorem MS 310°C; Program temperaturowy:
50°C (5 min) — narost 5°C/min -115°C (0 min) — narost 10°C/min - 250°C (5 min), tryb SIM, w ktérym
identyfikowano izomery krezolu na podstawie wartosci czasu retencji przy rejestracji sygnatu dla wartosci
m/z réwnej 107. Spos6b optymalizaciji warunkéw rozdzielania opisano we wczeséniejszej pracy [13].

3.  Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

3.1. Dobér rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
(Selection of the extraction solvent)

W pierwszym etapie zbadano wptyw rozpuszczalnika ekstrakcyjnego na wzbogacenie analitow, ktére
oceniane byto na podstawie poréwnania pdl powierzchni pikéw pochodzgcych od izomeréw krezolu. W tym
celu testowano 4 chlorowane rozpuszczalniki organiczne réznigce sie gestoscig tj. dichlorometan (DCM)
(1,33 g/cm®), czterochlorek wegla (1,59 g/cm?®), chloroform (1,49 g/cm®) i 1,1,2,2-tetrachloroetan (1,59 g/cm®)
w objetosci 0,5 mL, przy niezmienionych pozostatych warunkach. Na podstawie uzyskanych wynikéw,
najwickszg wydajno$é ekstrakcji stwierdzono podczas uzycia dichlorometanu, ktéry wykorzystano do
dalszych badan.

Na rys. 1 przedstawiono wptyw poszczegdinych rozpuszczalnikéw organicznych na wydajno$é
ekstrakcji, dla m-krezolu w celu zapewnienia przejrzystosci wykresu, gdyz wszystkie badane parametry miaty
bardzo zblizony wptyw na obydwa izomery.

1,2e+8

1,0e+8

Powierzchnia piku [uj.p]

0,0 7 r T T
dichlorometan 1,1,2, 2-tetrachloroetan chloroform czterochlorek wegla

Rys. 1. Wplyw typu rozpuszczalnika ekstrakcyjnego na wydajnos¢ ekstrakceji technikg DLLME.

Fig. 1. Effect of the type of extraction solvent on efficiency of extraction by DLLME.

3.2. Zastosowanie planu Placketta-Burman’a
(Application of Plackett-Burman design)

W celu identyfikacji pozostatych zmiennych, ktére majg statystycznie istotny wptyw na wydajnosé
ekstrakcji wykorzystano plan eliminacyjny Placketta-Burmana. Czyli plan o rozdzielczosci Ill, w ktérym
oddziatywania dwuczynnikowe sg uwiktane z efektami gtéwnymi. Dla kazdego z wybranych parametrow
okreslono zakres metody poprzez wyznaczenie najnizszych wartosci okreslanych jako poziom dolny (-1), a
takze najwyzszych wartosci oznaczanych jako poziom goérny (+1). Wszystkie parametry zestawiono w tabeli
1.
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Tabela 1. Zestawienie niskich i wysokich poziomdw zmiennych w matrycy 2 planu Placketta-Burmana.
Table 1. A list of low and high levels of factors in 2~ Plackett-Burman design matrix.

Svmbol Poziom (level)

Zmienne (Variables) (Z‘ode) Niski (-1) Wysoki (+1)

(low) (high)
pH A 6 10
Objetos¢ rozpuszczalnika dyspergujgcego
(mL] B 0,4 1,2
Masa dodatku soli [g NaCl] C 0 1
Predko$¢é wirowania [obr/min] D 3000 5000
Czas wirowania [min] E 3 7
Czas wytrzasania [min] F 1 3
Czas suszenia NaCl w 100°C [min] G 0 30

W badaniach przyjeto matryce dla 7 zmiennych zgodnie z zasadg tworzenia macierzy wedtug planu
dwuczynnikowego Placketta Burmana, w ktérym wykorzystano mozliwie najmniejszg liczbe uktadéw, réwng
8. Zastosowang macierz przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Matryca planu czynnikowego Placketta-Burmana dla zbadania siedmiu zmiennych (k = 7), ktérym
przypisano dwa poziomy wartosci w ramach o$miu doswiadczen (N = 8).

Table 2. The matrix of Plackett-Burman design for investigation of seven variables (k = 7) which are
assigned to two levels for the eight experiments (N = 8).

Lp. A B C D E F G
1. +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
2. +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
3. +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1
4. +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1
5. -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
6. -1 +1 -1 -1 +1 -1 -1
7. -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
8. -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1

Gtéwny wplyw poszczeg6inych czynnikéw okreslano na postawie catkowitych p6l powierzchni pikow.
Wykres Pareto, przedstawiony na rys. 2 A) prezentuje w sposob wizualny czynniki majgce wplyw na
efektywnos$¢ ekstrakcji. Przy czym pozioma kreska okre$la 95% poziom ufnosci. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze parametrami majgcymi statystycznie istotny wplyw na odzyski analitow sg przede wszystkim pH, a takze
objetosé rozpuszczalnika dyspergujgcego. W mniejszym stopniu wptyw moze mie¢ réwniez efekt wysalania,
czyli dodatek NaCl. Czynniki tj. pH oraz rozpuszczalnik dyspergujacy wykazujg ujemny efekt, co zostato
przedstawione na rys. 2 B), gdzie zaznaczone sg wytacznie punkty A i B, gdyz jedynie one majg wyrazny
wptyw na efekt kohncowy procesu. Pozostate parametry zgodnie z zastosowanym planem jedynie w
niewielkim stopniu moga wpltywa¢ na zmiany p6l powierzchni pikéw, dlatego na rys. 2 B) nie zostaty
oznaczone.

Na wykresach przedstawiono wptyw poszczeg6linych parametrédw dla m-krezolu, poniewaz wartosci
uzyskane dla o-krezolu sg niemal identyczne.
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Rys. 2. A). Wykres Pareto przedstawiajgcy wplyw gtéwnych parametréow i B). Wykres przedstawiajgcy dodatni lub
ujemny wpltyw poszczegélnych czynnikéw. Pionowa linia na wykresie okresla poziomie ufnosci 95%.

Fig. 2. A). Pareto chart of standardized main effect, B). Normal plot showing positive or negative impact of factors.
Vertical line in the chart defines 95% confidence level.

3.3. Zastosowanie centralnego planu kompozycyjnego
(Application of central composite design)

Na podstawie uzyskanych wartoéci z planu Placketta-Burman’a, czynniki, ktére uznane zostaty za
majace statystycznie istotny wptyw na efektywnos$é ekstrakcji, w dalszym etapie poddano optymalizacji
z zastosowaniem centralnego planu kompozycyjnego. W tym celu wyznaczono dla dwédch parametréw
zarbwno poziom niski (-1), wysoki (+1), a takze centralny (0) oraz tzw. punkty gwiezdne wynoszgce
odpowiednio a = -1,4 i a = 1,4. Sg to punkty lezgce na osiach tréjwymiarowej powierzchni odpowiedzi.
Warto$ci wyznaczonych punktéw zawarto w tabeli 3.
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Tabela 3. Zestawienie niskich, wysokich i centralnych poziomow zmiennych w matrycy 2° planu centralnych
kompozycii.

Table 3. A list of low, high and central levels of factors in the 2° central composite design.
Poziom Gwiezdne punkty
Zmienna Symbol (Level) (Star points) (a=1,4)
(Variables) y Niski Centralny Wysoki < +a
(1) (0) (+1)
pH 6 8 10 4 14
Objetosé ro_zpuszczalnlka B 0.4 0.8 12 168
dyspergujgcego [mL]

Tabela 4. Warunki eksperymentalne  wykorzystywane w celu
z zastosowaniem centralnego planu 2° kompozycyjnego.

Table 4. Experimental conditions used to perform the optimization using the 2° central composite design.

przeprowadzenia optymalizaciji

A B
-1 -1
-1 1
-1
1 1
-1,4 0
+1,4 0
0 -1,4
0 +1,4
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Zgodnie z zasadami tworzenia centralnego planu kompozycyjnego w celu optymalizacji dwo6ch
parametréw nalezato przygotowaé 13 nowych probek, jednak z uwagi na zatozony brak istotnosci
pozostatych parametréw, mozliwe byto wykorzystanie czterech wynikéw z planu Placketta-Burmana.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze zastosowanie pH 6, a takze najnizszej z zatozonych
objetosci rozpuszczalnika dyspergujacego, pozwala na najefektywniejsze przeprowadzenie dyspersyjnej
mikroekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz. Uzyskane wartosci sg zbiezne z wykresem wspétzaleznosci
parametrédw wyznaczonym na postawie wartoéci z planu Placketta-Burmana, ktéry przedstawiono na rys. 3.

T :

Te+5

Bet+d

pole powierzchni piku [u.j.p]

2e+5

1e+5

Rys. 3. Powierzchnie wspéizaleznosci dwéch parametréw w planie Placketta-Burman’a.
Fig. 3. The surfaces of correlation two parameters in the Plackett-Burman design.
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Whioski
(Conclusions)

W pracy przedstawiono mozliwo$¢ zastosowania frakcyjnych planéw czynnikowych w celu wykonania

optymalizacji dyspersyjnej mikroekstrakcji w ukfadzie ciecz-ciecz. Zastosowane plany czynnikowe w duzej
mierze przyczynity sie do skrocenia czasu wykonania optymalizacji, zmniejszenia ilosci odczynnikow, przy
jednoczesnym zwiekszeniu iloSci uzyskach informacji. Umozliwity wyznaczenie parametrow majgcych
rzeczywisty wptyw na efektywno$¢ ekstrakcji, a takze okreSlenie ich wspétzaleznosci, przy niewielkich
ilosciach wykonanych analiz. Zastosowanie zoptymalizowanej metody do badania prébek S$ciekow
rafineryjnych pod katem jej przydatnosci do badania zawartosci izomeréw krezoli bedzie przedmiotem
kolejnej pracy.
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