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WSPO'LQZESNE, TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE STOSOWANE DO ANALIZY BOJOWYCH
SRODKOW CHEMICZNYCH ZATOPIONYCH NA DNIE MORZA BALTYCKIEGO

STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono najnowsze osiggniecia aparaturowe w chromatografii, ktora jest najczesciej stosowanq metodq
w analizie bojowych srodkéw chemicznych zatopionych na dnie Morza Baltyckiego. Podano przyklady zastosowan technik
chromatograficznych w rzeczywistych badaniach srodowiskowych, gdzie szczegotowej analizie poddano frakcje wytowionej
bryly iperytu siarkowego. Ponadto, za pomocq tych technik chromatograficznych dokonano rowniez oceny mozliwosci
zniszczenia toksycznych zwigzkow arsenoorganicznych, w tym zatopionego adamsytu, w procesie stapiania z siarkq.

Stowa kluczowe: zatopiona amunicja chemiczna, bojowe srodki trujgce, techniki chromatograficzne, monitoring srodowiska
morskiego.

CONTEMPORARY CHROMATOGRAPHIC TECHNIQUES ADOPTED FOR ANALYSIS OF THE CHEMICAL
WARFARE AGENTS DUMPED ON THE SEABED OF THE BALTIC SEA

SUMMARY

In this paper the latest achievements in the chromatography were described. These techniques are most often applied in
analysis of the chemical warfare agents dumped in the Baltic Sea. Examples of applications of the chromatographic
techniques in the real investigations of environmental samples were given, where a detailed analysis of the caught lump
fractions of sulphuric mustard gas were described. Moreover, the evaluation process of arsenoorganic toxic compounds
destruction due to melting with sulphur, eg. adamsite, was also made by these chromatographic techniques.

Keywords: dumped chemical ammunition, chemical agents, chromatographic techniques, monitoring of the marine
environment.

WPROWADZENIE

Region Morza Baltyckiego charakteryzuje sie wyjatkowym ekosystemem, w ktérym wystepuja rdznorodne gatunki
zarowno stodko- jak i stonowodne. Stad jest on szczegodlnie wrazliwy na zmiany sktadu fizycznego i chemicznego waod.
Jednym z istotnych zagrozen Morza Baltyckiego jest obecno$¢ na jego dnie zatopionej amunicji chemicznej, ktora
z uplywem lat coraz czesciej staje sie nieszczelna i prowadzi do wzrostu zanieczyszczen Srodowiska morskiego [1]. Analizy
zwigzkow zanieczyszczajacych Srodowisko naturalne z uwagi na ich wysoka toksyczno$é, mozliwo$¢ kumulacji
w organizmach zywych i ztozone matryce probek wymagaja stosowania wyrafinowanych i czutych technik analitycznych.

TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE

Wsrdd roznorodnych technik analitycznych coraz wigksze znaczenie maja techniki chromatograficzne. Obecnie sa one
najczesciej wykorzystywane do analizy bojowych $rodkow toksycznych (BST) stanowigcych wypetnienie broni chemicznej.
Istota ich dziatania polega na rozdzieleniu jednorodnych mieszanin badanych probek na pojedyncze sktadniki, ktore
nastepnie moga by¢ wykrywane, identyfikowane i oznaczane ilo§ciowo.

W chromatografii rozdzielanie sktadnikow badanych mieszanin nastgpuje w wyniku ich réznego oddziatywania
z ruchomg faza (ciekla lub gazowa) i nieruchomg faza stacjonarng (stala lub ciekla). W zalezno$ci od rodzaju uzytej fazy
ruchomej wyr6znia si¢ tutaj chromatografie gazowa (ang. gas chromatography, GC), chromatografie nadkrytyczng (ang.
supercritical fluid chromatography, SFC), chromatografi¢ cieczowa (ang. liquid chromatography, LC) lub elektroforeze (ang.
capillary electrophoresis, CE). W wigkszos$ci rodzajow chromatografii rozdziaty wykonuje si¢ w kolumnach, przy czym
chromatografia cieczowa moze by¢ realizowana takze na ptaszczyznie, np. w wysokoci$nieniowej chromatografii planarnej
(ang. overpressured layer chromatography, OPLC), podobnie jak i elektroforezie.

Duza popularno$¢ technik chromatograficznych zwigzana jest m.in. z mozliwo$cig ich taczenia migdzy soba i/lub
z roznorodnymi detektorami, np. ze spektrometrem masowym (ang. mass spectrometry, MS), spektroskopia w podczerwieni
(ang. infrared spectroscopy, IR) lub magnetycznym rezonansie jadrowym (ang. nuclear magnetic resonance, NMR). Dzigki
stosowaniu technik taczonych uzyskuje si¢ dodatkowe informacje pozwalajace bardziej precyzyjnie okresli¢ strukturg
analizowanych zwigzkow i zmniejszy¢ poziom szumoéw W ztozonych matrycach probek srodowiskowych. Przyktady taczenia
technik chromatograficznych w uktady wielowymiarowe i hybrydowe podano w tabeli 1 [2-6].
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Tabela 1. Techniki chromatograficzne laczone stosowane do analizy BST

Gazowa Nadkrytyczna | Kombinowana Cieczowa Elektroforeza
GC-MS SFC-MS LC-GC-MS LC-MS CE-MS
GC-IR LC-GC-IR LC-IR CE-MS-MS
GC-IR-MS LC-NMR
GC-AED LC-MS-MS
GC-MS-MS GC-GC- LC-LC-MS
MS OPLC-MS

Zrodlo: opracowanie wlasne

Ponizej zostang omoéwione niektore z nich, ktore sa wykorzystywane do analizy probek BST wylowionych z Morza
Battyckiego.

CHROMATOGRAFIA GAZOWA Z DETEKTOREM EMISJI ATOMOWEJ (GC-AED)

Analiz¢ chromatograficzng wykonuje si¢ za pomoca chromatografu gazowego, ktdrego schemat przedstawiono na rys. 1
[7]. Rozdzielone w kolumnie sktadniki probki sa wprowadzane do plazmy helowej, gdzie zachodzi atomizacja zwigzkow.
Powstajace atomy pierwiastkow wzbudzone w wysokiej temperaturze plazmy (od 3000 do ponad 10000°C) przechodza do
stanu podstawowego emitujac $wiatlo o charakterystycznej dla kazdego pierwiastka dtugosci fali (rys. 2).

.
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Rys. 1. Schemat blokowy chromatografu gazowego GC-AED
Zrodlo: opracowanie wlasne

Oznaczenia: 1 - butla ze sprezonym helem, 2 - dozownik, 3 - kolumna chromatograficzna, 4 - termostat, 5,5' - gazy reakcyjne,
6 - plazma helowa, 7 - generator mikrofal, 8 - siatka dyfrakcyjna, 9 - matryca fotodiodowa, 10 - detektor (spektrometr), 11 -
rejestrator

/CHchzcl ;;3[ ;3[ ) C 496 nm
S — . H 486 nm
2 15 s S 181 nm
CH, CH,Cl 2l cl C1479 nm
Iperyt siarkowy
1. Rozdziat 2. Atomizacja 3. Wzbudzenie 4. Emisja

Rys. 2. Podstawowe procesy zachodzace w chromatografie gazowym GC-AED
Zroédlo: opracowanie wlasne

W uktadzie detektora emitowane $wiatto jest ogniskowane a nastepnie rozszczepiane na ruchomej siatce dyfrakcyjnej.
Powstate fale o réznych dlugosciach charakterystycznych dla poszczegélnych pierwiastkow sa rejestrowane na matrycy
fotodiodowej, co pokazano na rys. 3. Matryca umozliwia rejestracj¢ fal w zakresie od 171 do 690 nm.
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Rys. 3. Schemat dzialania detektora emisji atomowej (AED)
Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie materialow firmy Hewlet Packard

CHROMATOGRAFIA GAZOWA Z DETEKTOREM SPEKTROMETRII MASOWEJ (GC-MS)

Analize chromatograficzng wykonuje si¢ w podobny sposob jak w GC-AED. Istota dziatania spektrometrii masowej
polega na okre§laniu masy (a $ci$lej stosunku masy do tadunku m/z) czastek natadowanych elektrycznie (jondw).
Najwazniejsze elementy spektrometru mas pokazano na rys. 4.

jon -
w}ot . . K_omor.a jony Analizator mas
prébki jonizacyjna [m/z]

Rys. 4. Ogblny schemat dziatania detektora spektrometrii masowej (MS)
Zrodto: opracowanie wlasne

W detektorze MS zachodzg nastepujace procesy [8]:

- wytwarzanie jondw analizowanej probki (zrodto jonow),

- rozdzielanie jon6w (analizator),

- wykrywanie jondw i przypisanie im masy do tadunku (m/z) oraz intensywnosci (detektor),

- rejestrowanie i przetwarzanie danych (komputer).

W spektrometrach mas wykorzystuje si¢ fakt jednoczesnego oddziatywania pola elektrycznego i magnetycznego na
poruszajacy si¢ tadunek elektryczny (jon). Dzigki temu mozna z mieszaniny jonéw wybraé te o konkretnym stosunku m/z
i skierowaé je do detektora oraz okresli¢ ich ilo$¢ w mieszaninie. Analizujac widmo masowe zwigzku chemicznego mozna
otrzymac¢ informacje o strukturze jego czasteczki.

WYSOKOSPRAWNA CIECZOWA CHROMATOGRAFIA KOLUMNOWA (HPLC)

Analize chromatograficzng wykonuje si¢ za pomoca odpowiedniego chromatografu cieczowego, ktorego schemat
przedstawiono na rys. 5.

1 4 2 3 4 |4 6 [ 7
5

Rys. 5. Schemat blokowy chromatografu cieczowego
Oznaczenia: 1 - zbiornik cieczy, 2 - pompa, 3 - dozownik, 4 - kolumna chromatograficzna, 5 - termostat, 6 - detektor
i rejestrator, 7 - kolektor frakcji

Zrédlo: opracowanie whasne

Istota analizy chromatograficznej polega na przeptywie rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalnikéw przez
kolumne chromatograficzna, wypeliona odpowiednig nieruchomg faza stacjonarng [9]. Stanowig one fazg ruchoma, przy
czym jezeli sklad fazy ruchomej jest staly to chromatografia nosi nazwe izokratycznej. W przypadku zmiennego sktadu fazy
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ruchomej mamy do czynienia z chromatografia gradientowa. Ta ostatnia jest stosowana do analizy zlozonych probek
srodowiskowych, gdzie wystepuje wiele trudno rozdzielajacych si¢ sktadnikéw. Rodzaj i sktad fazy ruchomej dobiera si¢
w zaleznosci od analizowanej probki i wypehienia kolumny chromatograficznej.

CISNIENIOWA CHROMATOGRAFIA PLANARNA (OPLC)

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania chromatografia planarna z wymuszonym przeptywem
(OPLC) (ang. overpressured layer chromatography) [10]. Jest to spowodowane przede wszystkim nowymi osiggnieciami
w konstruowaniu lepszych komodr chromatograficznych, przyspieszajacych znacznie proces rozdzielania i polepszajacych
jego sprawno$¢. Na rys. 6 pokazano widok komory do OPLC. Z tego tez wzgledu nowoczesna chromatografia planarna moze
skutecznie rywalizowaé z innymi technikami chromatograficznymi. Jej zalety sprawiaja, ze jest ona coraz czesciej
wykorzystywana w praktyce laboratoryjne;j.

Rys. 6. Widok zestawu do ci$nieniowej chromatografii planarnej OPLC (komory i pompy dozujacej) produkowanej
przez firm¢ COBRABID w Warszawie
Zrodlo: zdjecie z folderu firmy COBRABiID

Analiz¢ chromatograficzng wykonuje si¢ w podobny sposob jak w HPLC. Wyjatkiem jest rozdzielanie badanych probek
na plytkach chromatograficznych, zamiast w kolumnie chromatograficznej. Przyrzad przedstawiony na rys. 6 umozliwia
rozwijanie chromatogramoéw na ptytkach o maksymalnych wymiarach 10 x 20 cm. Na takiej ptytce mozna analizowaé
jednoczesnie od 10 do 20 probek stosujge rozne sposoby rozwijania chromatograméw, co pokazano na rys. 7.

Rys. 7. Plytki chromatograficzne przygotowane do rozwijania chromatograméw w OPLC
Oznaczenia: (A) liniowe jednokierunkowe rozwijanie chromatogramu, (B) liniowe dwukierunkowe rozwijanie
chromatogramu, (C) liniowe rozwijanie chromatogramu w ukladzie 2-D, (D) radialne rozwijanie chromatogramu
Zrédlo: opracowanie wlasne
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PRZYKELADY ZASTOSOWAN TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH W ANALIZIE BST
GC-AED

Rozdziaty chromatograficzne wykonywano za pomoca chromatografu gazowego firmy Hewlett Packard HP 6890
(Avondale, PA, USA) sprzezonego z detektorem emisji atomowej HP 2350A [11]. Do sterowania praca przyrzadu oraz do
rejestracji chromatogramow pierwiastkowych i obrobki wynikow stosowano program ChemStation HP 35920A. Do
rozdzielania sktadnikoéw analizowanych probek uzywano kolumny kapilarnej HP-5, 30 m x 0,32 mm, pokrytej faza 5%
difenylo- i 95% dimetylopolisiloksanu o grubosci filmu 0,25 pm. Objeto$¢ probki wynosita 1 ul z podzialem strumienia
w stosunku 20:1 lub 60:1. Jako gaz nos$ny stosowano hel. Natgzenie przeptywu gazu nosnego byto state i wynosito 2 ml/min.
Jako gazy reakcyjne stosowano tlen, wodor i mieszaning metanu z azotem (1:9, V/V). Temperatura dozownika wynosita
320°C; temperatura linii transferowej miedzy kolumna a detektorem: 280°C. Temperatura kolumny byta programowana: od
40°C (3 min) z szybkoscia wzrostu 10°C/min do 280°C (30 min). Przyktadowy chromatogram pierwiastkowy pokazano na
rys. 8. W podanych warunkach analizy wykryto kilkadziesigt r6znych zwiazkéw chemicznych, w tym kilka BST: gtéwnie
iperyt siarkowy i Clark | oraz produkty ich przemian.
AED3A, Carban 193 of S90513AED 01600
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Rys. 8. Chromatogram pierwiastkowy badanej probki bryly iperytowej na kanale wegla (193 nm) i siarki (181 nm)
Zroédlo: opracowanie wlasne

GC-MS

Widma masowe analizowanych zwiazkow mierzono za pomoca spektrometru masowego
w ukladzie jonizacji elektronowej (EI) [12]. Energia elektronéw wynosita 70 eV; natezenie pradu emisji - 400 mA,
a temperatura zrodla jonow — 215°C. Jony badanych zwiazkéw wykrywano w zakresie od 40 do 400 amu przy szybkosci
skaningowania 0.7 s/scan. Czas opdznienia wiaczenia zrodta jondw wynosit 200 s. Przyktadowy chromatogram masowy
pokazano na rys. 9. W podanych warunkach analizowano gtéwnie iperyt siarkowy i jego pochodne.
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Rys. 9. Chromatogram masowy probki iperytu siarkowego rozdzielanej w ukladzie GC-MS
Zro6dlo: opracowanie wlasn
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HPLC

Rozdziaty chromatograficzne wykonywano za w kolumnie 7 um Hypercarb S (150 mm x 2,1 mm) [13]. Stosowano
elucje gradientows 0-3 min 0,1% kwas trifluorooctowy w wodzie; 3-18 min do 0,1% kwasu trifluorooctowego w acetonitrylu.
Przyktadowy chromatogram pierwiastkowy pokazano na rys. 10. W podanych warunkach analizowano kwasy
alkilofosfonowe bedace prekursorami toksycznych zwigzkdéw fosforoorganicznych z grupy fosfonianow, np. sarinu.

CMPA

CEPA

Sygnat detektora

10 15 20
Czas [min

Rys. 10. Chromatogram cieczowy kwaséw alkilofosfonowych
Oznaczenia: MPA, EPA, MEMPA, MEEPA, CPMPA i CEPA - pochodne kwaséw alkilosulfonowych
Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [13]

0 4

OPLC

Chromatogramy rozwijano w ci$nieniowej komorze chromatograficznej (OPLC) typu KB-5121 (COBRABID,
Warszawa) [14]. Do badan stosowano ptytki na folii aluminiowej firmy Merck z fazg normalng oznaczone numerami 5553
i 5548 oraz ptytki szklane z faza zwigzang grupami oktadecylowymi oznaczone nr 13724. Probki analizowano wobec wzorca
iperytu siarkowego stosujac rézne uktady rozwijajace. Do wizualizowania chromatogramow stosowano odczynnik
zawierajacy 0,8 g chlorku rteci(Il) i 0,2 g tetraetylo-N,N-diaminobenzofenonu (keton Michlera) w 10 ml etanolu.
Przyktadowe chromatogramy pokazano na rys. 11. W podanych warunkach analizowano gloéwnie iperyt siarkowy i jego
produkty rozktadu.
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Rys. 11. Chromatogram dwukierunkowy prébki iperytu siarkowego rozdzielanej w komorze OPLC. Faza
stacjonarna: HPTLC Zel krzemionkowy; faza ruchoma: S, - toluen + dichlorometan + n-propanol + n-heksan
(25:25:1:50, VIV); S, - eter diizopropylowy + chloroform + n-heksan (1:1:3, V/V); droga rozwijania - 8 cm.
Oznaczenia: HD — iperyt siarkowy
Zrédlo: opracowanie wlasne
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PROCES NISZCZENIA ADAMSYTU ZE STOPIONA SIARKA

Proces stapiania adamsytu z siarka krystaliczng prowadzono w hermetycznym naczyniu zaopatrzonym w mieszadto
mechaniczne i termometr [15]. Stosunek masowy adamsytu do siarki wynosit od 1:4 do 1:5. Poczatkowo reakcje stapiania
prowadzono w temperaturze 160°C przez 2 godziny, a nastepnie w temperaturze okoto 200°C przez 1 godzing. Oznaczenia
powstatych analitow wykonywano posrednio przez ekstrakcje probek w uktadzie ciato stale — ciecz. Efektywnos$¢ procesu
niszczenia adamsytu badano za pomoca chromatografii gazowej ze spektrometrig emisji atomowej, co pokazano na rys. 12.
W podanych warunkach analizowano obecnos$¢ §ladow adamsytu i pochodnych zwigzkéw arsenu.

Current Chromatogram(s)
Counts  AED3 C, Arsenic 189

32

powierzchnia piku [r. u.]

———— %
czas [min]

Rys. 12. Chromatogram pierwiastkowy ekstraktu produktu stapiania adamsytu z siarka
otrzymany za pomoca GC-AED na kanale arsenu (189 nm)
Zro6dlo: opracowanie wlasne

Powstaly produkt stapiania adamsytu z siarka nie rozpuszcza si¢ w wodzie i w wigkszosci roztworéw, zardwno
nieorganicznych (kwasy, zasady) jak i organicznych. W badanych ekstraktach nie stwierdzono obecnosci wolnego adamsytu
i pochodnych arsenu. Przyktadowy chromatogram pierwiastkowy badanego ekstraktu otrzymano na kanale arsenu (As-189
nm) i najwyzszej czutosei systemu GC-AED, tj. 50 pg/s.

PODSUMOWANIE

Analiza bojowych $rodkow trujacych w srodowisku morskim jest jednym z wazniejszych przedsiewzigé, ktora wchodzi
w zakres systemu monitoringu Morza Baltyckiego. Istotnym elementem tego systemu jest dobor odpowiednich technik
i metod analitycznych. Przedstawione techniki chromatograficzne maja pewne zalety, kazda w stosunku do drugie;j.
Jednoczesne ich stosowanie wzajemnie si¢ uzupelnia i pozwala osiggna¢ wickszg wiarygodno$¢é uzyskanych wynikow
pomiarow. Zmniejsza to tym samym mozliwo$¢ powstania bledu podczas identyfikacji i analizy ilosciowej BST na poziomie
sladéw. Dlatego wspoélczesne techniki chromatograficzne moga by¢ z powodzeniem stosowane do analiz ztozonych probek
srodowiskowych Morza Battyckiego.
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