Cwiczenie nr B3
BADANIE MECHANIZMU RETENCJI W YBRANYCH
PESTYCYDOW W NORMALNYM UKLADZIE FAZ

[. Celéwiczenia

Celem ¢éwiczenia jest zbadanie wptywu rodzaju i potéenia grup funkcyjnych na

adsorpcje pestycydow nazelu krzemionkowym

ll. Zagadnienia wprowadzgge
1. Podstawowe wiadordoi o wiasciwosciach pestycydow
2. Podstawy adsorpcyjnej chromatografii cieczowej

3. Wiazanie wodorowe — charakterystyka oddzialgwadzaje wizania
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[1l. Czes¢ teoretyczna

lll. 1. Charakterystyka pestycydéw

Pestycydy to grupa zaikow syntetycznych, nie wygiujacych w przyrodzie —

ksenobiotykdéw, ktore ss wprowadzane do biocenozy w ngstwie zamierzonej decyzji

cztowieka. Nazwa pestycydy pochodzi a@yka tacihskiego pestis - szkodnik, plaga oraz

cedeo - niszczy i zostala przyta w terminologii mgdzynarodowej. Zgodnie z definicj

zaproponowam przez Tiela, pestycydyojedynczymi substancjami lub ich mieszaninami,

przeznaczonymi do ogolnie pojmowanej ochrony faunylory oraz produktéw ich

przetworzenia przed czynnikami niszcymi takimi jak szkodniki, plaie i grzyby. Ze

wzgledu na bardzo dua roznorodndgé zwiazkow naleacych do grupy pestycydow ich zakres

stosowania jest bardzo szeroki. Nafzej ;1 one wykorzystywane do:

zwalczania lub wabienia organizméwedacych czynnikami chorobotworczymi dla
cztowieka lub zwierat oraz niszczcych raliny lub ich czsci,

zwalczania patogenow wywoklgych choroby rélin,

niszczenia chwastow,

niszczenia listowia lub zwalczaniaslio niepazadanych, a nie dglacych chwastami,
regulowania lub stymulowania wzrostu slin lub czsci roslin (z wylaczeniem
nawozow),

zwalczania czynnikdbw powodagych psucie si(gnicie) produktow réinnych.

Pestycydy mgna sklasyfikowa w oparciu o szereg kryteriow. Nagéziej bierze sj

pod uwag ich budow chemiczi, wtasciwosci toksykologiczne lub ich przeznaczenie. Pod

wzgledem chemicznym pestycydy mra podziek na nieorganiczne i organiczne.

Do pestycyddw nieorganicznych nade
insektycydy arsenowe np. ziélparyska, arsenian otowiu,
insektycydy fluorkowe np. fluorek sodu, kryolit,
herbicydy np. chloran sodu, boraks, amidosulfomisronu,

fungicydy np. ciecz bordowska, siarka, zasadowwgretd miedzi Il.

Wsrdd pestycydow organicznych o wyr@ni¢ nasgpujace grupy zwazkow:
chloroorganiczne— stosowane do niszczenia owadow; aalio trucizn kontaktowych, nie

wykazup szkodliwego dziatania w stosunku dosle. Ze wzgkdu na due



powinowactwo do tluszczow, niewielkbiodegradagj i bardzo dlugi czas péttrwania
zalicza st je do zwizkdw bardzo trwatych,

* fosforoorganiczne— s jedm z podstawowych grup insektycydow stosowanych sginee
w uprawie rglin przemystowych, w sadownictwie i warzywnictwidVszystkie
pestycydy naleace do tej grupyspodatne na degradadpydrolityczry prowadaca do
rozpuszczalnych w wodzie produktow, ktore uwak za nietoksyczne. Ich toksyczgo
jest zatem krétkotrwata,

* pochodne triazynowe— Wykazup duza toksyczné¢é w stosunku do ihin jedno- i dwu-
lisciennych, g trwate w glebie i stosowane do niszczenia chwastbuprawach zhd
kukurydzy i ziemniakow,

* pochodne kwasu karbamidowege- Wykazuj mak toksyczneé¢, szybko ulegaj rozktadowi
w glebie, twora mato toksyczne produkty rozkiadu. Z tego powodupiesap
insektycydy persystentne — ozl trwatasci,

* pochodne kwaséw fenoksykarboksylowych- herbicydy stosowane do niszczenia chwastow

dwulisciennych.

Biorac pod uwag zastosowanie pestycydow pma je podzieli na sz&¢ grup:

Grupa Dalszy podziat w grupach

- insektycydy (owadobojcze)

- akarycydy (roztoczobojcze)

- nematocydy (nicieniobdjcze)

I Zoocydy - rodentycydy (gryzoniobojcze)
- moluskocydy (mieczakobdjcze)
- larwicydy (larwobdjcze)

- owicydy (niszczenie jaj owadow
Il | Herbicydy (chwastobojcze)

-

[Il | Fungicydy (grzybobojcze)

IV | Regulatory wzrostu - defolianty (odlistniajce)
- desykanty (wysuszagge raliny)
- defloranty (usuwage kwiaty)

V | Atraktanty (wabice)

VI | Repelenty (odstraszgie)

Pestycydy mgna rownie sklasyfikowa biorac pod uwag ich toksyczné¢ ostm,

ktéra okrglana jest przez wargé dawki LDsp. Jest tosrednia dawka, powodaga smieré



potowy zwierat doswiadczalnych, wyrzona w mg/kg masy ciala po pobraniu dyog

pokarmowy lub przez skarlub w mg/4h przy pobraniu dragpddechow.

| (T+) I (T) (X n) v
Klasa toksyczndci - dawka bardzo | toksyczne| szkodliwe mato
toksyczne szkodliwe

LDso drogy pokarmowe (mg/kg) <25 25-200| 200-200d >2000
LDso przez skég (mg/kg) <50 50-400| 400-2000 >2000
LDso drogy oddechow - aerozole _noc 0.25-1 1.5 >5
(mg/l/4h)

LDso drogw oddechow — gazy i pary <0.50 0.5-2 220 >20
(mg/l/4h)

Sparod zwhzkdéw stosowanych jako pestycydy wiele ma dziatdkaecerogenne,
mutagenne i teratogenne (uszkadeajembrion lub ptdd). Dostajsic one do organizmu
cztowieka i zwierat przez przewdd pokarmowy, drogi oddechowe i skdrrudno ulegaj
przemianom metabolicznym i wobec tegop®woli wydalane z organizmu wraz z moczem,
kalem i mlekiem. Ich obecdé w organizmie mge powodowé powstawanie guzéw
nowotworowych, duszrai, podranienie uktadu nerwowego, uszkodzenia szpiku kostneg
chorob skory itp.

W zwiazku z tym bardzo waym problemem jest badanie mechanizmu
zatrzymywania pestycydow w glebie oraz wptywu iadbwy czsteczkowej na wielkad

adsorpcji na powierzchni krzemionki.

l1l.2. Chromatografia planarna — parametry retencji

Jedn, z technik analitycznych pozwadap analizowé& adsorpgy czasteczek w
uktadach ciato statle — roztwér jest chromatografeczowa. Szczegolnie przydatna jest w
tych badaniach technika chromatografii cienkowaostej pozwalajca szybko i bez zbytnich
naktadow finansowych analizowailkanacie substancji w tym samym czasie.

We wspomnianej technice faza stacjonarna umiejsc@est na ptytce szklanej, folii
aluminiowej lub plastikowej zafaza ruchoma dostarczana jest z dozownika odpmiged
skonstruowanej komory. W trakcie procesu chromaifoggrnego badana substancja dziedi si
pomiedzy dwie fazy — ruchomi nieruchom. W adsorpcyjnej chromatografii cieczowejdaz

nieruchom jest adsorbent, fazruchomy ciecz jedno- lub wielosktadnikowa, a retencja



substancji jest wynikiem pmego powinowactwa adsorpcyjnegoasteczek do miejsc
aktywnych adsorbentu. Rdice w powinowactwie adsorpcyjnym (selektywna ads@) &
wynikiem r&nej budowy i charakteru chemicznego substancji. sBulgje wykazuice
wigksze powinowactwo adsorpcyjne do danego adsorbngilniej zatrzymywane przez
adsorbent (silniej adsorkujsic), substancje stabiej adsorhtg s¢ szybciej poruszajsie
wzdtwz ztoza adsorbentu. Miarpodziatlu substancji portdzy dwie fazy jest wspétczynnik

retencjik definiowany jako:

_ilo$¢ substancji w fazie nieruchomej
ilos¢ substancji w fazie ruchomej

Liczbowa warté¢ k jest w danej temperaturze charakterystyczna dldizamane]
substancji w wybranym ukfadzie chromatograficznyniZalezy ona od rodzaju
chromatografowanej substancji (charakter chemicawglkos¢ czasteczki oraz rodzaj, i@ i
rozmieszczenie grup funkcyjnych). W chromatografienkowarstwowej parametrem

retencyjnym, wyznaczanym wprost z chromatogranest wielkd¢ Rr wyrazana jako:

linia mety
b
a
—¥——¥Y-——+linia startu
a _ odlegta¢ dosrodka plamki

odlegta¢ do czota fazy ruchomej

Wspotczynnik retencjk zwiazany jest z wielkécia R: nasgpujaco:

kzl‘RF;F lub  logk=log 1:;F =Ry (1)

W zalenosci od uktadu chromatograficznego waddRr substancji mee osagac
wartas¢ 0 < Rg < 1. Substancja bardzo silnie adsodoaj st w danym ukiadzie osga
wartas¢ Re = 0 (zostaje na linii startu ). Gdy jej adsorpgat minimalna wdruje z czotem

fazy ruchomej i wéwczas j&r = 1.



Wielkos¢ Re ( Ry ) jest charakterystyczna dla analizowanej subgtabznacza to,
ze wykonupc pomiary na danym adsorbencie, w danej tempematararyciem scisle
okreslonej fazy ruchomej otrzymamy powtarzalne wynikiwes w diugim odsfpie

czasowym.

lll. Badanie mechanizmu retencji substancji w normdnym uktadzie faz

Badajpc retengg substancji w zalaosci od rodzaju i skltadu fazy ruchomej peony
wysnut wnioski na temat jej adsorpcji na wybranym adsocde Wielkagé adsorpcji
substancji bdzie zaleata od ilégci grup funkcyjnych w cgsteczce, ich rodzaju i wzajemnego
potozenia.

Do badania mechanizmu retencji w uktadach chrografwznych przydatne jest

rownanie Syndera — Soczeéwskiego. Réwnanie to ma poéta
Ru =Ry —nlogx, ) (2

gdzie: Ry — to Ry w mieszanej fazie ruchomeRui — to Ry w czystym polarnym
rozpuszczalniku,x; — to utamek molowy polarnego skiadnika fazy ruckgpmm -
wspotczynnik kierunkowy prostej.

Wspbitczynnikn jest parametrem unatiwiajacym ocer wielkosci adsorpcji badanej
substancji. Opisuje ofrednhg liczbe czasteczek polarnego rozpuszczalnika wyrugowanych z
powierzchni adsorbentu przez jedozasteczk chromatografowanej substancji. Pozwala
réwniez ocent w jaki sposob adsorbujecssubstancja — czy mamy do czynienia z jedno- czy
dwupunktows adsorpg. W przypadku, gdy substancja adsorbuge rma adsorbencie jedn
grupa funkcyjra parametm przyjmuje warté¢ zblizona do 1. Gdy substancja adsorbuje si
dwupunktowo parametn ma warté¢ zblizona do 2. W zwazku z tym maemy rozranié
adsorpat izomerdow testowej substancji. Izomery orto- mapwsze najmniejsze wasto
parametrun za& izomery para- najwksze. Analizujc wartgci n mazemy rownie ocent
czy w casteczce wyspuje wewrtrzne wihzanie wodorowe poraidlzy dwoma grupami
funkcyjnymi w pota@eniu orto. Powstanie wewtiznego wizania wodorowego porudzy
dwoma gsiednimi grupami funkcyjnymi w @steczce substancji ostabia jej adsogpsthd
wartas¢ parametrun bedzie mniejsza iw przypadku gdy takie wzanie nie powstanie.

Analizujac wartagci parametrun dla substanciji, ktére posiadapzne grupy funkcyjne

w tym samym miejscu nremy porowna warta¢ energii adsorpciji tych grup.



V. Czes¢ doswiadczalna

A. Aparatura i odczynniki

1. Aparatura:
- komory do chromatografii cienkowarstwowej 2 szt.
- pipety szklane 2mL z doktadéma do 0.01mL 2 szt.
- erlenmayerki ze szlifem i korkiem 25 mL 4szt.
- lampa UV - 254 nm
- eksykator
- mikrostrzykawka
- linijka
- nozyk do zdrapywaniaelu
- otowek

- zlewka 25 mL

- migkki papier
2. Odczynniki:
- n-heptan M =100.2g/mol; p=0.6838 g/mL
- 1.4-dioksan M = 88.11g/mol; p=1.03g/mL
- ptytki do chromatografii planarnej pokryte Si@ czynnikiem fluorescencyjnyms,f;
(TLC SIiOF)

erlenmayerka z acetonem do ptukania strzykawki

roztwory substancji w acetonie: 1. 4-nitro-2-aminotoluen, 2 5-nitro-2-aminotoluen

3. 4-amino-3-nitrotoluen, 4. 8-nitrochinolina, 5 8-aminochinolina

B. Wyznaczanie retencji testowych substancji w miganej fazie ruchomej

— Przygotowanie faz ruchomych

W czterech erlenmayerkach przygotéviazy ruchome o nagtujacym sktadzie:

1. 1.4-dioksan + n-heptan (iLO+ 3.0mL)
2 1.4-dioksan + n-heptan (iL2+ 2.8mL)
3. 1.4-dioksan + n-heptan 5mL + 2.5mL)
4 1.4-dioksan + n-heptan 9l + 2.1mL)



— Przygotowanie ptytek do analizy

Substancje nahly nanost wzdiuwz krétszego boku ptytki. Celem unikwmia tzw.
efektow brzegowych wzdi diuzszych bokdéw plytek zeskrobanazykiem =1lmm fazy
stacjonarnej.

Skrajne substancje nalenanost na ptytke w odlegtéci =0.7cm od brzegdw piytki, a
kolejne w réwnych odlegkeiach jedna od drugiej (ok. 0.9cm). Miejsca dozoaan
poszczegolnych substancji bardzo delikatnie zaztac#déwkiem. Substancje nanési
mikrostrzykawlg w taki sposob, aby ich plamki na adsorbencie miedginicz max. 1.5mm

(ok. 1uL). W przypadku nakroplenia wkszej plamki_nie wymienia ptytki. Substancje

nanost od razu na wszystkie cztery ptytki (ptytki nie vamne w danej chwili umigic w
eksykatorze).

Po naniesieniu kadej substancji 5cio-krotnie przeptukaé strzykawke acetonem
aby nie zanieczyszcaawzorcow. Przeptukujaca ciecz z igly wylew& do oddzielnego
pojemnika z bibuta. Przed wiazeniem igly strzykawki do kolejnego wzorca nalgy
wytrze¢ ja papierem.

— Rozwijanie chromatogramu

Wszystkie czynnéi zwiazane z komar naleey wykonywa® ostraznie, aby nie sttuc

szklanych elementow.

» zdja¢ szklary szyble przykrywapca 1

* umieici¢ ptytke chromatograficzana wysgpach3

» przesuné¢ maksymalnie ptytk szklar 2 do dolnego brzegu komory

» wla¢ faze ruchomy pod szklan ptytke 2 nie wyjmupc jej z komory. Wlew fazy ruchomej
znajduje st z lewej strony ptytki2. Gdy faza ruchoma podptynie pod pkytR nalery ja
przesun¢ w kierunku wystpu 3 (do oporu). W takim pofeeniu faza ruchoma powinna
by¢ zassana przez warstvadsorbentu. Zeli faza ruchoma nie zostanie zassanazyale
poruszy ptytka chromatograficzai szklary 2 ( docisnaé je do siebie ponownie, nie naje
wyjmowat z komoryzadnej z nich)

» gdy faza ruchoma zostanie zassana przykgmor szkieml i czek& do momentu a
faza ruchoma dojdzie do linii mety — do gérnegcegre ptytki

» gdy faza ruchoma dojdzie do linii mety nalezdja¢ szyle 1 i odsurnaé ptytke 2 od wystpu
3 (zasysanie fazy ruchomej zostanie przerwane)advytytke chromatograficzan z

komory i umidgcic ja pod dygestorium w celu odparowania fazy ruchome;j



* w ten sposéb rozwig cztery chromatogramyzywajac réznych faz ruchomych. Przed
zmiarg fazy ruchomej doktadnie ususzglozownik w komorze z resztek poprzedniej fazy
ruchomej

Po zakaczeniu pomiarow wyi¢ z komory piytk 2 i bibula zebré pozostad faze

ruchomy. Bibuke umiesci¢c pod dygestorium. Resztki fazy ruchomej pozostale w

erlenmayerkach wytado butelki pod dygestorium z napis@iEWKI .
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Schematyczny przekréj poziomy komory chromatografiznej

—  Wyznaczanie wart@ci Rr testowych substancji

Aby wyznaczy wartagsci R analizowanych pestycydow musimy uwido&znch
plamki na chromatogramach. W tym celu, wysuszorg ghagestorium ptytki, wktadamy w
pole swiecenia lampy UV 254 nm. Cala plytkavieci poniewa wzbudzamy fluorescengj
wskaznika. Plamki pestycyddéw obserwujemy jako wygaszologzary. Nagpnie:

- zaznaczy otdbwkiemsrodki wygaszonych plamek

zmierzy odlegta¢ od linii startu (miejsce nakroplenia plamki) fodka plamki

- zmierzy¢ odlegia¢ jaka przebyta faza ruchoma od linii startu (od miejse&roplenia
substancji do kiaca ptytki)

- obliczy¢ wartdsci Rg i Ry wzorcow

- zwyte ptytki zostawd pod dygestorium



C. Opracowanie wynikow i wnioski

- narysowa wzory strukturalne analizowanych substancji,

- obliczone wartéci Re i Ry zamigcic¢ w tabeli,

- obliczy¢ utamek molowyX;) 1.4-dioksanu w fazie ruchomej,

- wykresli¢ zaleznoéci Ry = f(xg),

- wykresli¢ zaleznosci Ry = f (log xp)

-z powyszych zalenosci wyznaczy wartasci parametrun dla wszystkich substancji
I zamigci¢ je w tabeli,

- na podstawie warfgi parametrun oraz budowy casteczkowej chromatografowanych
substancji okrdi¢ ich zdolnd¢ adsorbowania sina zelu krzemionkowym. Wskaza
ktéra z grup funkcyjnych wykazuje napkisza adsorpa w analizowanym ukladzie.

Spostrzeenia uzasadaibudows czasteczkow analizowanych zvazkow.

Substancja X1 Rr Rwm n
1 n=
2 n=

10



