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4.1.3. Stacjonarna y-radioliza z detekcja chromatograficzng

Wyznaczenie wydajnosci chemoradiacyjnych dekarboksylacji i fragmentacji,
wykonalem oznaczajac ilos¢ dwutlenku wegla i odpowiedniego aldehydu (octowego
badz propionowego) powstatych podczas y-radiolizy wodnych roztworéw badanych
aminokwasow. Roztwory badanych zwiazkow, doprowadzone do zadanego pH i
nasycone N,O, byly napromieniane w zZrodtach gamma, po czym sktad powstalych
podczas napromieniania gazow byt analizowany metodami chromatograficznymi.

(a) - Do oznaczen CO, w roztworach aminokwaséw o pH 1 - 4 oraz aldehydow
powstatych w roztworach o pH 5,8 stosowalem chromatografie gazowa (GC).
Stosowanym zrédlem promieniowania gamma bylo znajdujace si¢ w Instytucie
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie zrédio kobaltowe ISSLEDOVATEL,
produkcji radzieckiej. Aktywno$¢ zrodla wynosita 16,6 kCi (6,14%10'* Bq) a moc
dawki pochlonigtej 118 Gy/min.

(b) - Do oznaczenia CO, powstatego w roztworach o pH 4 - 13, przeprowadzonego
przed analiza w anion wodorowgglanowy HCO,, stosowalem wysokosprawna
chromatografi¢ jonowykluczajaca (HPICE). Stosowanym zrédlem promieniowania
gamma bylo znajdujace si¢ w Hahn-Meitner-Institut (HMI) w Berlinie zrédto
kobaltowe o aktywnosci 3,7 kCi (1,37%10'* Bq) i mocy dawki pochlonigtej 10
Gy/min.

4.1.3.1. Chromatografia gazowa

Oznaczanie CO, powstatego podczas napromieniania 102 mol dm= wodnych
roztworéw aminokwasow o pH w zakresie 1 - 4 wykonalem metoda adsorpcyjnej
chromatografii gazowej. Do analizy pobieralem probk¢ mieszaniny gazowej
znajdujacej si¢ w przestrzeni zamknigtej nad uprzednio napromienianym roztworem
(tzw. metoda headspace).

Chromatografia jest metoda, ktoéra opiera si¢ na wielokrotnym, to jest
powtarzajacym si¢ podziale rozdzielanych skladnikow pomigdzy dwie nie
mieszajace si¢ fazy. Przy tym jedna z nich, zwana faza stacjonarna, ma duza
powierzchni¢ i jest nieruchoma. Druga (faza ruchoma) przeplywa przez fazg
stacjonarng w jednym kierunku. Adsorpcyjna chromatografia gazowa jest metoda, w
ktoérej faza stacjonarng jest aktywna substancja stata (adsorbent) a faza ruchoma gaz
(tzw. gaz nos$ny) (Rodel i Wolm 1992, Witkiewicz 1992). Schemat ideowy aparatury
do chromatografii gazowej (GC) przedstawia rysunek 4.1.3 1.
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Rys. 4.1.3 1 Schemat chromatografu gazowego, 1 - doprowadzenie gazu nosnego, 2
- regulator przeptywu gazu, 3 - manometr, 4 - wlot probki (dozownik), 5 - termostat,
6 - kolumna, 7 - detektor, 8§ - wzmacniacz, 9 - rejestrator (komputer), linie

kreskowane oznaczajq zakresy objete termostatowaniem.

Do oznaczen CO, postuzyly mi chromatografy gazowe Perkin Elmer 8700 i1
Shimadzu GC-14b, ktorych sprzezenie z mikrokomputerem pozwalalo na
programowanie warunkow pracy i analiz¢ matematyczna wynikow (migdzy innymi
obliczanie pola powierzchni pikow chromatogramu).

W stosowanej przeze mnie technice elucyjnej gaz nos$ny (hel) plynat
nieprzerwanie przez aparatur¢. Probka badanej mieszaniny gazowej byla
wprowadzana strzykawka chromatograficzna do ukladu przez dozownik
membranowy, przenoszona przez gaz nosny do kolumny i tam rozdzielana na
sktadniki. Przez caty czas analizy temperatura kolumny i1 predkos¢ przepltywu gazu
nosnego byty stale. Pojawienie si¢ poszczegdlnych skladnikéw w detektorze
wytwarzalo sygnaly elektryczne rejestrowane przez komputer sterujacy praca
chromatografu. Wyniki na biezaco byly prezentowane na ekranie komputera, a po
zakonczeniu pomiaru drukowane przez drukarke. Podstawowe parametry pracy
chromatografoéw zawiera tabela 1.

Do rozdzielenia CO, od N,O, N, i wody stosowalem kolumn¢ pakowana z
wypetieniem polimerowym Porapak-Q. Jest to wypetienie uniwersalne 1 bywa ono
czesto stosowane do analizy gazow (Witkiewicz 1992). Stosowanym detektorem byt
detektor cieplno-przewodnosciowy (TCD). Duza  roznica  przewodnictwa
cieplnego gazu nosnego (przewodnictwo wzgledne helu wynosi 5,97) 1 oznaczanej
substancji (przewodnictwo wzgledne dwutlenku wegla, wynosi 0,605) pozwala na

oznaczanie stosunkowo niskich stezen dwutlenku wegla (Witkiewicz 1992). Typowy
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zapis chromatogramu uzyskanego w wyzej przedstawionej konfiguracji przedstawia
rysunek 4.1.3 2.

W celu ilosciowej analizy wynikéw wykonalem kalibracje metoda wzorca
zewngetrznego. Dozowalem $cisle okreslone objetosci dwutlenku wegla a zmierzone
warto$ci pola piku CO, wykreslatem w funkcji objgtosci zadozowanego CO,.
Wspotczynnik korekcyjny £k, jest wspotczynnikiem kierunkowym nachylenia prostej,

okreslonej réwnaniem (VI).
A; = ky#V, (VD)

gdzie: A, - pole powierzchni piku CO, [mm?], V; - objgto$¢ zadozowanego CO,
[ul], & - wspotczynnik korekcyjny.

Tak obliczony wspotczynnik korekcyjny k, wykorzystywalem przy obliczaniu
stezenia dwutlenku wegla w badanej probce. W tym celu postugiwalem si¢ wzorem
(VID).

Co = A/(kp*V) (VID)

gdzie: C, - stgzenie CO, w badanej probce gazowej, utamek objgtosciowy, V) -

objetos¢ badanej probki gazowej [ul].

Tabela 1
Parametry pracy chromatografow gazowych PE 8700 i GC-14B.

Parametr Wielkos¢
Gaz no$ny hel
Temperatura termostatu 90 °C
Temperatura dozownika 220 °C
Temperatura detektora 220 °C
Predkosc¢ przeptywu gazu 40 ml/min
nosnego
Ci$nienie gazu no$nego 6,0 PSIG
Czas pomiaru 6 min
Czas retencji CO, ~2 min
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Analizowane probki gazowe byly pobierane strzykawka chromatograficzng z

(o

e

<
Rys.4.1.3 2
Chromatogram GC

wykonany dla probki S-
karboksyetylo-L-cysteiny o
stezeniu 102 mol dm> i pH
1,7 napromienionej dawkq
0,47 kGYy.

zamknigtej przestrzeni znajdujacej si¢ w gornej czgsci
naczynek, w ktorych odbywato si¢ napromienianie
(rysunek 4.1.3 3). Przed pobraniem prébki do analizy
naczynka byly termostatowane w temperaturze 30°C
przez czas nie krotszy od 20 minut. Dla tzw. probki
$lepej mieszanina gazowa nad roztworem zawierala tylko
N,O, N, i par¢ wodna.

Stgzenie CO, w probce gazowej (C;) jest
powiazane ze stgzeniem CO, powstalego podczas
napromieniania w calej objgtosci roztworu (C)),
wynikajaca z prawa Raoulta zaleznoscia (VIII)
(Vitenberg 1991).

Co=C, * (K +r) (VIII)

gdzie: r - stosunek objetosci fazy gazowej do ciekle;,
K - wspblczynnik rozpuszczalno$ci, ktory wyraza
objgtos¢ gazu (CO,) rozpuszczong w jednostce objgtosci
rozpuszczalnika w danej temperaturze pod ci$nieniem
czastkowym réwnym 760 mmHg.

Wspotczynnik rozpuszczalnosci K dla roztworow
wodnych w zakresie pH 1 - 4, w temperaturze 30°C,
wyznaczytem doswiadczalnie. W tym celu do przestrzeni

gazowe] S$lepej probki dodawatem okre§lona ilo$é¢

dwutlenku wegla, probke wytrzasalem i pozostawialem w termostacie

m na okoto pét godziny dla ustalenia rownowagi. Oznaczatem C, 1 znajac

imininininieia

=F parametry C/ i r wyznaczatem K z rownania (VIII).

[ Otrzymana zalezno$¢ wspotczynnika rozpuszczalnosci CO, w
roztworach wodnych, w zaleznos$ci od pH przedstawia rysunek 4.1.3 4.
Z praktyki laboratoryjnej wynika, ze wspoOlczynnik ten wraz z
rozpuszczaniem badanych aminokwasow w ilosci 102 mol dm? zmienia

si¢ tylko w granicach bledu doswiadczalnego. Stezenie CO, powstatego

Rys..1.3_3  podczas napromieniania C! bylo wielko$cia wyjsciowa do obliczenia

wydajnosci chemoradiacyjnej dekarboksylacji (patrz punkt 4.1.3.3).
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Rys. 4.1.3 4 Wspolczynnik rozpuszczalnosci dwutlenku wegla w roztworach

wodnych w funkcji pH.

Oznaczenia aldehydéw octowego 1 propionowego powstatych podczas

napromieniania 3102, 3,5%1021 5%10-2mol dm- wodnych roztworéw aminokwasow
o pH 5,8 wykonatem metoda podzialowej chromatografii gazowej, w ktorej faza
stacjonarna jest aktywna substancja ciekla naniesiona na staly nosnik a faza ruchoma
gaz (Rodel 1 Wolm 1992, Witkiewicz 1992, Bieriezkin 1992).
Do oznaczen postuzyl mi chromatograf gazowy HP 5890 Series II. Potaczenie
chromatografu z integra-torem HP 3396 Series II pozwalalo na analize
matematyczng wynikow. Podobnie jak dla oznaczen CO,, probka badanej
mieszaniny cieklej (napromienianego roztworu) byla wprowadzana strzykawka
chromatograficzna do uktadu przez dozownik membranowy, przenoszona przez gaz
no$ny do kolumny i tam rozdzielana na sktadniki. Przez caly czas analizy predkosc
przeplywu gazu nos$nego byla stata. Temperatura kolumny zmieniata si¢ w trakcie
pomiaru od wartosci poczatkowej 50 °C z szybkoscia 5 °C/min  Podstawowe
parametry pracy chromatografu zawiera tabela 2.

Do rozdzielenia probki stosowatem kolumne kapilarnag CP-SIL 5CB firmy
Chrompack o dtugosci 50 m i $rednicy 0,25 mm z naniesiona 0,4 um S$redniopolarna,
silikonowa warstwa ciekta. Stosowanym detektorem byl detektor ptomieniowo-
jonizacyjny (FID), ktorego zasada dziatania polega na zmianie przewodnictwa
elektrycznego ptomienia wodoru w polu elektrycznym po wprowadzeniu substancji
organicznej (Rodel i Wolm 1992, Witkiewicz 1992).
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Tabela 2
Parametry pracy chromatografu gazowego HP 5890.

Parametr Wielkos¢
Gaz no$ny hel
Temperatura termostatu 50 - 100 °C
Szybko$¢ zmiany 5 °C/min
temperatury
Temperatura dozownika 180 °C
Temperatura detektora 220 °C
Predkos$¢ przeptywu gazu 2 ml/min
nosnego
Ci$nienie gazu no$nego 40 PSIG
Cis$nienie wodoru 25 PSIG
Cisnienie powietrza 35 PSIG
Czas pomiaru 8 min
Czas retencji aldehydu ~3,1 min
octowego
Czas retencji aldehydu ~3,4 min
propionowego
Czas retencji standardu ~3,8 min
wewngtrznego (n-propanolu)

Typowy zapis chromatogramu uzyskanego w wyze] przedstawionej konfiguracji
przedstawia rysunek 4.1.3 5.

W celu ilosciowej analizy wynikéw wykonalem kalibracj¢ metoda wzorca
wewngtrznego, dodajac przed pomiarem chromatograficznym do kazdej z badanych
probek okreslone ilosci n-propanolu. Stgzenie oznaczanego aldehydu wyznaczalem

ze wzoru (IX)
A*C

C=—"1— (X

e ™
gdzie: C/ - stgzenie oznaczanej substancji, A, - powierzchnia piku badanej
substancji, C, - stgzenie substancji wzorcowej, 4, - powierzchnia piku

substancji wzorcowej, k. - wspotczynnik korekcyjny (wyznaczony ze wzoru (IX) dla

uprzednio przygotowanych probek wzorcowych o znanym sktadzie).



aldehyd octowy
n-propanol

o

Rys.4.1.3 5
Chromatogram GC
wykonany dla probki S-
metylo-L-cysteiny 0
stezeniu 5102 mol dm-
i pH 5,8 napromienionej
dawkq 7,9 kGy.
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Stezenie aldehydu powstatego podczas
napromieniania (C/) bylo wielko$cia wyjSciowa do
obliczenia wydajnosci chemoradiacyjnej fragmentacji

rodnikow a-aminoalkilowych (patrz punkt 4.1.3.3.).

4.1.3.2.  Wysokosprawna chromatografia jono-
wykluczajaca (HPICE)

Oznaczanie CO, powstalego podczas napromieniania
2%10- 3 mol dm- wodnych roztworéw aminokwaséw o pH w
zakresie 4 - 13 wykonalem metoda wysokosprawnej
chromatografii jono-wykluczajacej (HPICE). Do analizy
pobieratem  probke roztworu napromienionego i
doprowadzonego do pH > 12, w celu pelnej konwersji
dwutlenku weggla w anion wodorowegglanowy w reakcji
[36]

G0, + OH === HCOy [36]

Wysokosprawna chromatografia jonowykluczajaca
jest wariantem chromatografii jonowej, w ktorym

wykorzystuje si¢ zjawisko roéwnowagi membranowej

Donnana (Kamienski 1980, Haddad i Jacson 1990). Porowata zywica jonowymienna

petni tutaj rolg potprzepuszczalnej membrany oddzielajacej dwie fazy wodne, fazg

ruchoma od fazy stacjonarnej zawartej w porach zywicy. Membrana ta jest

przepuszczalna tylko dla substancji niezjonizowanych lub stabozjonizowanych, ktore

ulegaja podzialowi pomigdzy dwie fazy wodne a ich migracja przez kolumng jest

opo6zniona. Natomiast substancje zjonizowane, nieprzenikajace do wngtrza porow,

nie sa zatrzymywane w kolumnie 1 opuszczaja ja w pierwszej kolejnosci (Fritz 1982,
Brandt i Kettrup 1985, Weiss 1985, Small 1987, Haddad i Jacson 1990). Schemat

ideowy aparatury do chromatografii jonowej przedstawia rysunek 4.1.3 6. Do

oznaczen poshuzyl mi chromatograf jonowy Dionex 2010i. Potaczenie chromatografu

z integratorem Shimadzu C-R1B pozwalalo na analizg¢ matematyczna wynikow.
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Rys. 4.1.3 6

Schemat chromatografu jonowego;
1- rezerwuar eluentu, 2 - pompa, 3 -
dozownik, 4 - strzykawka, 5 -
kolumna separacyjna, 6 - ukiad
tlumienia prqdu nosmnego  tzw.
suppressor, 7 - kuweta

konduktometryczna, 8 - integrator.
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Podobnie jak w przypadku chromatografii
gazowej eluent plynat nieprzerwanie przez
aparatur¢. Badana probka byta wprowadzana
strzykawka do petli dozowniczej o pojemnosci
10 pl, przenoszona przez eluent do kolumny 1
tam rozdzielana. Podstawowe parametry pracy
chromatografu zawiera tabela 3.

Do rozdzielania probki stosowalem
kolumng jonowymienna Dionex lonPac ICE-
AS1. Stosowanym detektorem byt detektor
konduktometryczny. Odpowiedz tego
detektora jest proporcjonalna do
przewodnictwa elektrycznego eluentu
przeptywajacego ~ pomigdzy  elektrodami
naczynka konduktometrycznego. Zmiany
natgzenia pradu elektrycznego
przeplywajacego przez naczynko, wywolane

wynikajacymi z pojawienia si¢ w objgtosci
naczynka jonow zmianami przewodnictwa, sa
rejestrowane w  postaci chromatogramu.
Stosowany chromatograf byl wyposazony w
uktad elektronicznego tlumienia pradu no$nego
wynikajacego z przewodnictwa jondéw eluentu

(tzw. suppressor).

Tabela 3

Parametry pracy chromatografu jonowego Dionex 2010i.

Parametr Wielkos¢
Eluent H,O (pH 6,7)
Predko$¢ przeptywu eluentu 1,5 ml/min

Cisnienie eluentu

1670 -1780 PSIG

Czas pomiaru

12 min

Czas retencji HCO,

- ~7 min
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Rys. 4.1.3 7 Chromatogram
HPICE dla probki Tiaproliny 2
x10° mol dm3, pH 6,7
napromienionej dawkq 0,12
kGy.

przy obliczaniu stgzenia
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Typowy zapis chromatogramu uzyskanego wyzej
przedstawiona metoda ilustruje rysunek 4.1.3 7.

W celu ilosciowej analizy wynikow
wykonywatem  kalibracj¢ = metoda  wzorca
zewnetrznego. W tym celu do roztwordéw badanych
aminokwasow o pH 12,2 dozowalem S$cisle
okreslone objgtosci dwutlenku wegla, a zmierzone
wartos$ci pola piku HCO,~ wykreslatem w funkcji
objgtosci zadozowanego CO,

Wspdtczynnik korekcyjny k. jest wspot-
czynnikiem kierunkowym nachylenia proste;j,
okreslonej réwnaniem (X).

A( — kE*I/z
' V

w

(X)

gdzie: A; - pole powierzchni piku HCO,- [mm?], V;
- objgtos¢ zadozowanego CO, [ul], Vy, - catkowita
objeto$¢ roztworu wzorcowego [ml], k. -
wspotczynnik  korekcyjny.  Tak  obliczony
wspolezynnik  korekcyjny k., wykorzystywatem

dwutlenku wegla (jonu wodorowegglanowego)

wygenerowanego w badanej probce. W tym celu postugiwatem si¢ wzorem (XI).

Co=A/k, (XI)

gdzie: C- poczatkowe stgzenie CO, w roztworze po napromienianiu, objgtos¢ CO,

rozpuszczona w jednostce objgtosci roztworu.

Analizowane probki ciekte byly pobierane strzykawka z zamknigtych septa

gumowa naczynek, w ktorych

odbywato si¢ napromienianie. Stgzenie dwutlenku

wegla powstalego podczas napromieniania C° bylo wielkoscia wyjSciowa do

obliczenia wydajno$ci chemoradiacyjnej dekarboksylacji (patrz punkt 4.1.3.3).



