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ABSTRACT

In the context of green chemistry, modern sample preparation methods in
liquid chromatography play a key role in minimizing environmental impact,
reducing solvent consumption and reducing analysis time and costs. Analytical
procedures related to sample preparation are an important step, both in terms of
time consumption and the possibility of errors or contamination.

One of the important trends in green methods is the use of direct
chromatographic techniques, which eliminate the need to use solvents and other
materials. Despite their benefits, there is a challenge in analyzing complex samples.
In order to minimize these challenges, the focus was on miniaturization and
automation of sample preparation processes. Techniques such as solid-phase
extraction are gaining popularity, enabling efficient separation of analytes. Progress
in the field of solid-phase microextraction and other modern techniques, such as
extraction using a mobile sorption element or hollow fiber liquid phase
microextraction, enable precise analysis while minimizing the consumption of
solvents.

The field of sample preparation is also being revolutionized by alternative
solvents such as ionic liquids, supercritical fluids and deep eutectic solvents.
Another important aspect is techniques that accelerate the extraction process, such
as extraction assisted by microwave radiation and ultrasounds.

Green sample preparation methods in liquid chromatography are moving
towards a sustainable and efficient approach, using innovative techniques,
minimizing solvent consumption and increasing automation. These advances are
crucial to achieving green chemistry goals, reducing the ecological footprint and
speeding up analytical processes.

Keywords: green sample preparations, microextraction, green chemistry
Stowa kluczowe: zielone metody przygotowania probek, mikroekstrakcja, zielona
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— zielona chemia analityczna (ang. green analytical chemistry)
— wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-
performance liquid chromatography)

— ekstrakcja do fazy statej (ang. solid-phase extraction)

— mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. solid-phase
microextraction)

— mikroekstrakcja do upakowanego sorbentu (ang.
microextraction by packed sorbent)

— ekstrakcja za pomoca ruchomego elementu sorpcyjnego
(ang. stir bar sorptive extraction)

— diwinylobenzen (ang. divinylbenzene)

— polidimetylosiloksan (ang. polydimethylsiloxane)

— mikroekstrakcja do fazy cieklej (ang. liguid-phase
microextraction)

— mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (ang. single-drop
microextraction)

— mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy cieklej (ang.
hollow fiber liquid phase microextraction)

— dyspersyjna mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz (ang.
dispersive liquid-liquid microextraction)

— unieruchomione membrany ciekle (ang. support liquid
membranes)

— ekstrakcja membranowa z uzyciem unieruchomionych
membran ciektych (ang. supported liquid membrane
extraction)

— ekstrakcja ciecz-ciecz z uzyciem membrany mikroporowatej
(ang. microporous membrane liquid-liquid extraction)

— politetrafluoroetylen (ang. polytetrafluoroethylene)

— ekstrakcja elektromembranowa (ang. electromembrane
extraction)

— ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
(ang. microwave-assisted extraction)

— ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (ang. ultrasound-
assisted extraction)

— naturalne ciecze glgboko eutektyczne (ang. natural deep
eutectic solvent)

— ekstrakcja plynem w stanie nadkrytycznym (ang.
supercritical fluid extraction)

— ekstrakcja woda w stanie podkrytycznym (ang. subcritical
water extraction)

— ciecze jonowe (ang. ionic liquids)

— ciecze gleboko eutektyczne (ang. deep eutectic solvents)
— rozpuszczalniki supramolekularne (ang. supramolecular
solvents)
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WPROWADZENIE

Dynamiczny postgp w nauce i technologii trwajacy od potowy XX w. przyniost nie
tylko rozwdj gospodarczy, lecz takze widoczne pogorszenie stanu S$rodowiska,
zaznaczone zmianami klimatycznymi. Sektor chemiczny jako jeden z glownych
producentéw odpadoéw znaczaco przyczynia si¢ do zanieczyszczania Srodowiska. W
obliczu tych wyzwan pojawia si¢ coraz wigksza swiadomo$¢ ludzi w zakresie dbania o
srodowisko. Stad tez w naukach chemicznych rozpowszechnily si¢ pojecia takie jak
zielona, zrownowazona lub czysta chemia, ktérych celem jest m. in. zachgcanie
spotecznosci naukowej do opracowania bardziej zrownowazonych i przyjaznych dla
srodowiska procesow chemicznych [1-3]. Koncepcje zielonej chemii, przedstawiong
po raz pierwszy przez Paula Anastasa i Johna Warnera w 1998 roku, opierajaca si¢ na
wykorzystywaniu takich technik i metod, ktdre ograniczaja wytwarzanie szkodliwych
odpadow, mozna zastosowa¢ rowniez w innych poddziedzinach chemii. Jedng z nich
jest zielona chemia analityczna (ang. green analytical chemistry, GAC) poszukujaca
rozwigzan na minimalizowanie szkodliwego wptywu procedur analitycznych, zaréwno
na etapie przygotowania probki jak i samej analizy, na $rodowisko, ludzkie zdrowie
oraz zwigkszenie bezpieczenstwa chemicznego [4]. Obecnie do oznaczania wielu
zwigzkow w przemysle farmaceutycznym, spozywczym czy tez w analizie probek
srodowiskowych wykorzystuje si¢ wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa (ang. high-
performance liquid chromatography, HPLC). Popularnos$¢ tej techniki z punktu
widzenia zielonej chemii stawia liczne wyzwania przed badaczami i analitykami z
powodu zuzywania duzych ilosci rozpuszczalnikow organicznych i zwraca uwage na
konieczno$¢ rozwoju rowniez zielonych metod przygotowania probek, ktére sa z nig
kompatybilne.

Sposrod etapow procedury analitycznej najwigcej czasu poswigca si¢ na
przygotowanie probki, ponadto jest to rowniez etap, podczas ktoérego popetnia sig¢
najwigcej bledow oraz zuzywa duze ilosci odczynnikéw, przez co czgsto jest on
najbardziej obcigzajacy dla $rodowiska [5—7]. Nowe techniki stosowane do
przygotowania probki odgrywaja niezwykle istotna rolg, szczegolnie gdy konieczna jest
analiza chromatograficzna probek o zlozonych sktadach matrycy [6,8]. W duchu
zielonej chemii, przeniesienie si¢ od tradycyjnych, czasochtonnych metod ku
bezposrednim technikom chromatograficznym oraz technikom mikroekstrakcji staje sig
koniecznosécig. Te techniki nie tylko eliminujg zuzycie rozpuszczalnikéw i innych
materiatow, takich jak sorbenty, ale rowniez oparte sa na automatyzacji, co pozwala na
uproszczenie catych procedur, minimalizuje ryzyko bledéw, oszczgdza czas i zuzycie
energii. Z tych powodoéw rozpowszechnianie zielonych metod przygotowania probek,
szczegolnie w kontekscie chromatografii cieczowej, staje si¢ priorytetem [9,10].

Do oceny wplywu metod analitycznych, w tym przygotowania probek i technik
ekstrakcji, na srodowisko, koniecznym bylto stworzenie specjalnych metryk. Narzedzia
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takie jak AGREE wraz z AGREEprep, GAPI, SPMS i Eco-scale s3 bardziej
bezposrednio ukierunkowane na ocen¢ ekologiczno$ci 1 umozliwiaja analizg
zrownowazonos$ci konkretnych etapéw procedury, podczas gdy inne, takie jak NEMI
czy ChlorTox, zapewniajg szerszg oceng srodowiskowa [ 10—13].

Analityczna Eco-Scale w sposob potilosciowy ocenia metody analityczne
przypisujac punkty karne réznym aspektom metody, w tym rodzajowi i ilosci
odczynnikow, zuzyciu energii, zagrozeniom zawodowym i wytwarzaniu odpadow.
Punkty odejmowane sg od 100, a wiec im wyzszy wynik tym bardziej zcOwnowazona
jest analizowana procedura [10].

GAPI (ang. green analytical procedure index) to holistyczne narzedzie, ktore
ocenia ekologiczno$¢ catych procedur analitycznych. Do oceny wykorzystuje piktogram
ztozony z pigciu pentagramow oraz skale oparta na kolorach zielonym, zoltym i
czerwonym [14].

Kalkulator analityczny GREEnness (AGREE) opiera si¢ na kryteriach oceny
stworzonych na podstawie 12 zasad GAC, ktorym przypisano odpowiednie wagi.
Posiada on rowniez skale 0 — 1 odzwierciedlong w kolorach czerwonym, zottym i
zielonym. System ten do oceny stopnia zazielenienia wykorzystuje oprogramowanie,
ktére generuje piktogram z oceng kazdego parametru z osobna oraz oceng koncowa
badanej metody analitycznej. AGREE jest narzedziem uniwersalnym i elastycznym.
AGREEprep to z kolei specjalistyczna adaptacja narzedzia AGREE, skupiona na ocenie
zielono$ci etapu przygotowania probek, z naciskiem na zgodnoéé z GAC [11,15].

Innym  narzgdziem  bezposrednio  dostosowanym do oceny technik
przygotowywania probek jest SPMS (ang. sample preparation metric of sustainability),
ktére analizuje kazdy aspekt procesu przygotowania probek przyznajac ocene w skali
od 0 do 10. Zarowno AGREEprep jak i SPMS przedstawiaja wynik w formie graficznej,
rozpatrujac kazdy z parametrow osobno i podajac sumaryczng oceng liczbowo i
kolorystycznie [11,12].

Wykorzystanie narzedzi do oceny calych procedur analitycznych jak i ich
poszczegolnych etapdw pozwala na zrozumienie, jakie czynniki maja najwigkszy
wplyw na poprawe ich ekologicznosci. Sa one réwniez potrzebne do pordéwnania
wpltywu réznych metod na $rodowisko, co umozliwi podejmowanie lepszych decyzji
majacych na celu zmniejszenie ogélnego sladu ekologicznego praktyk laboratoryjnych.
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1. ZIELONE TECHNIKI MIKROEKSTRAKCJI

1.1. EKSTRAKCJA DO FAZY STALEJ

Przygotowanie probki stanowi kluczowy etap analizy chemicznej, a techniki
ekstrakcji, takie jak ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid-phase extraction, SPE),
odgrywaja istotng role w tej procedurze. Technika SPE sktada si¢ z czterech
kluczowych etapow. Najpierw odbywa si¢ kondycjonowanie zloza sorbentu z
wykorzystaniem odpowiedniego rozpuszczalnika. Nastepnie roztwor probki
przepuszczany jest przez kolumienkg ekstrakcyjng wypeliong sorbentem, gdzie
anality adsorbujg si¢ na ztozu. Trzeci etap polega na przemywaniu ztoza w celu
wyeliminowania niepotrzebnych sktadnikéw matrycy. Ostatnim etapem jest elucja
wybranych analitow odpowiednim rozpuszczalnikiem [16,17]. SPE znalazto
szerokie zastosowanie w analizie wielu zwigzkéw z réznorodnych matryc,
poniewaz umozliwia selektywne zatrzymywanie $ladowych ilo$ci analitéw oraz ich
wzbogacenie. SPE oferuje szereg waznych korzys$ci, zmniejsza zuzycie i narazenie
na rozpuszczalniki i daje mozliwo$¢ tatwej automatyzacji. Skuteczna regeneracja
sorbentu po ekstrakcji moze znacznie zwigkszy¢ liczbe mozliwych ekstrakeji.
Regularne i1 prawidlowe oczyszczenie kolumienek jest wigc kluczowe dla ich
dtuzszej trwalosci i znaczgco ogranicza ilosci generowanych odpadow [7,16].

Rozwoj techniki SPE zaowocowal miniaturyzacja i automatyzacja procesu
ekstrakcji, prowadzac do powstania nowych metod, takich jak mikroekstrakcja do
fazy stacjonarnej (ang. solid-phase microextraction, SPME), mikroekstrakcja do
upakowanego sorbentu w strzykawce (ang. microextraction by packed sorbent,
MEPS) oraz ekstrakcja za pomocg ruchomego elementu sorpcyjnego (ang. stir bar
sorptive extraction, SBSE) [6,9].

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej to stosunkowo nowa technika, w ktorej
pobieranie probki, ekstrakcja i wzbogacanie analitow zachodzi jednoetapowo
[1,18]. W SPME sorpcja analitow z roztworu probki zachodzi na wioknie
kwarcowym lub szklanym pokrytym faza stacjonarna. Wiokno to umieszczone jest
na igle znajdujacej si¢ w obudowie strzykawki (Rys. 1A). Sorpcja analitéw moze
odbywac si¢ bezposrednio z probki, wtedy wtokno umieszczone jest w roztworze
probki (ang. direct immersion, DI-SPME) lub z gazowej przestrzeni nad probka,
gdy wlokno znajduje si¢ w fazie nadpowierzchniowej probki ciektej lub stalej (ang.
headspace, HS-SPME). Nastepnie przeprowadza si¢ desorpcje poprzez
przeniesienie widkna do przyrzadu analitycznego, najczesciej chromatografu
gazowego. Jednak SPME doskonale sprawdza si¢ rowniez w polaczeniu z
wysokosprawna chromatografia cieczowa do analizy zwiazkow nielotnych oraz
niestabilnych termicznie. W takiej konfiguracji do desorpcji konieczne jest
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wykorzystanie niewielkiej ilosci rozpuszczalnika [7,9,19,20]. Do najczesciej
stosowanych ~w  SPME  faz  stacjonarnych  nalezg:  polisiloksany
(polidimetylosiloksan, mieszanina polidimetylosiloksanu i diwinylobenzenu),
poliakrylany i kopolimery (np. carbowax/DVB) [18,20]. SPME jest przyktadem
metody znaczaco ograniczajacej zuzycie rozpuszczalnikow, wyrdznia si¢ prostota,
wysoka czuloécia (dzieki ktorej technika ta jest powszechnie stosowana w analizie
sladowe;j), stosunkowo niskim kosztem aparatury, krotkim czasem ekstrakcji oraz
mozliwoscig tatwego polaczenia z systemami chromatograficznymi [7,19].
Kolejng, bardziej zielong alternatywa dla konwencjonalnego SPE,
charakteryzujacg si¢ jednoczesnie innowacyjnym podejsciem, jest mikroekstrakcja
do upakowanego sorbentu w strzykawce [9]. W MEPS ztoze sorbentu jest

zintegrowane ze strzykawkg, co odroznia te technike od SPME [7]. Proces
rozpoczyna si¢ od umieszczenia kilku miligraméw sorbentu miedzy dwa filtry
polietylenowe w mikrostrzykawce. Po kondycjonowaniu kolumienki, ciekla probke
przepuszcza si¢ przez sorbent, wielokrotnie naciggajac i wypuszczajac ciecz, az
wymagana ilo$¢ analitu zostanie zatrzymana na fazie stacjonarnej (Rys. 1B). W
przeciwienstwie do SPE roztwor przeptywa dwukierunkowo (w gore i w dob) co
zapewnia lepsza interakcje miedzy sktadnikami probki a sorbentem i pozwala na
ekstrakcje analitow z duza wydajnos$cig. Wyekstrahowane zwigzki sg nastepnie
eluowane rozpuszczalnikiem organicznym bezposrednio do  dozownika
chromatografu [9,10,21]. W MEPS wykorzystuje si¢ popularne sorbenty na bazie
krzemionki, polimery (np. polidiwinylobenzen) a takze nowoczesne sorbenty takie
jak polimery z nadrukiem molekularnym [20]. MEPS charakteryzuje si¢ czasem
ekstrakcji jeszcze krotszym niz w przypadku techniki SPME, wysokimi
warto§ciami wspotczynnika odzysku oraz niewielkg wymagang objetoScig probki i
zuzyciem rozpuszczalnika (do kilkudziesieciu pl). MEPS staje si¢ coraz bardziej
popularny w analizie $ladowej ze wzgledu na swoja wydajno$é, czulo$¢ i
optacalno$¢. Niewatpliwa zaleta jest rowniez mozliwos¢ pelnej automatyzacji

[6,21].
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Rysunek 1. Schemat przyrzadu do mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (A) oraz mikroekstrakcji do
upakowanego sorbentu w strzykawce (B).

Figure 1. Schematic of the device for solid-phase microextraction (A) and microextraction by packed sorbent
in a syringe (B).

Ekstrakcja za pomoca ruchomego elementu sorpcyjnego to technika
wykorzystujgca pret magnetyczny (mieszadetko) znajdujacy si¢ w szklanej ostonie,
ktory wprawiany jest w ruch poprzez mieszadto magnetyczne [22,23]. Zewnetrzng
warstwe mieszadetka stanowi sorbent — zwykle polidimetylosiloksan (PDMS).
Podczas ekstrakcji pret moze by¢ zanurzony w roztworze lub znajdowacd sig¢ w
gazowej fazie nadpowierzchniowej (poprzez umieszczenie go w obudowie
przymocowanej do goérnej czesci naczynka) (Rys. 2) [20,24]. Obracajac sie w
objetosci probki, powoduje, ze anality ulegajg sorpcji, nastgpnie mieszadetko
zostaje usunigte z roztworu i anality zostajg poddane desorpcji termicznej lub z
wykorzystaniem rozpuszczalnika organicznego [7]. Rozmiar mieszadetka zalezy od
objetosci probki, a jego dtugo$¢ miesci sie¢ w przedziale od 10 do 40 mm [24].
SBSE jest technikg tatwa w zastosowaniu, zapewnia duza selektywnos¢ i czulosc
oraz zuzywa niewielkie ilosci rozpuszczalnikow, co wpisuje si¢ w trendy zielonej
chemii. Ponadto charakteryzuje si¢ duzg wydajnoscig, poniewaz pojemnosé
sorpcyjna mieszadetka jest nawet 250-krotnie wicksza od tej, ktora zapewnia
wilokno ekstrakcyjne w technice SPME. SBSE jest réwniez do$¢ popularny w
analizie §ladowej, szczegodlnie w przypadku probek srodowiskowych, spozywczych
i biologicznych [22—24]. Gtéwng wada tej techniki jest to, ze liczba dostepnych na
rynku rodzajow powlok jest ograniczona do, przede wszystkim, PDMS,
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poliakrylanu i kopolimeru glikolu etylenowego z PDMS, ktore pozwalaja na
oznaczanie zwigzkow niepolarnych. W przypadku ekstrakcji polarnych analitow
konieczne jest opracowanie nowych materiatow [20,23].

whkiad szklany magnetyczny rdzeR
pokryty sorbentem

mieszadto magnetyczne

pokryte sorbentem mieszadto magnetyczne

O O -

Rysunek 2. Zestaw do ekstrakcji za pomoca ruchomego elementu sorpcyjnego znajdujacego si¢ bezposrednio
w probcee (A) oraz w gazowej fazie nadpowierzchniowej (B).

Figure 2. Set for stir bar sorptive extraction using a mobile sorption element located directly in the sample (A)
and in the headspace gas phase (B).

1.2. EKSTRAKCJA DO FAZY CIEKLEJ

Wprowadzajac zasady zielonej chemii w technikach ekstrakcji w uktadzie
ciecz — ciecz mozna zauwazy¢ dazenie do zmniejszania objgtosci rozpuszczalnikow
poprzez rozw0j technik mikroekstrakcji do fazy cieklej (ang. liquid-phase
microextraction, LPME), do ktoérych naleza mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
(ang. single-drop microextraction, SDME), mikroekstrakcja poprzez membrang do
fazy cieklej (ang. hollow fiber liquid phase microextraction, HF-LPME) oraz
dyspersyjna mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz (ang. dispersive liquid-liquid
microextraction, DLLME). Wszystkie rodzaje LPME wykorzystuja rozpuszczalniki
organiczne w objetosci mikrolitrow, co pozwala ograniczy¢ ilo$¢ generowanych
sciekow. Ponadto, w przypadku wymienionych technik rozpuszczalnikowych
istnieje mozliwo§¢ ponownego wykorzystania cieczy ekstrahujacej poprzez jej
odzysk 1 oczyszczanie metoda filtracji, destylacji lub ekstrakcji ciecz-ciecz. Te
metody oczyszczania rowniez moga by¢ zgodne z zasadami zielonej chemii, pod
warunkiem, ze sg stosowane w sposob efektywny energetycznie (destylacja przy
nizszych temperaturach lub wykorzystanie systeméw odzysku ciepta) 1 z
minimalizacja szkodliwych odpadéw (poprzez wybor rozpuszczalnikow o
mniejszym wplywie na §rodowisko) [1,6,24—26].

Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli to stosunkowo prosta technika, ktora
polega na ekstrakcji sktadnikéw probki do kropli rozpuszczalnika zawieszonej na
koncu igly strzykawki. Anality dyfundujg do kropli o objetosci kilku mikrolitrow,
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po czym jest ona wciagnieta do strzykawki, a nastepnie wstrzyknigta do dozownika
chromatografu (Rys. 3A) [20,27]. Kropla rozpuszczalnika moze by¢ bezposrednio
zanurzona w probce (ang. direct immersion single drop microextraction, DI-
SDME), wtedy ekstrakcja nastepuje przez podziat analitu miedzy dwie ciekle fazy,
lub tez w przypadku lotnych analitow, z probki cieklej znajdujacej sie w fazie
gazowej, kropla rozpuszczalnika moze by¢ umiejscowiona nad powierzchnig probki
(ang. headspace single drop microextraction, HS-SDME) [7,9,26]. Jak w kazdej
innej technice ekstrakcyjnej proces zalezy od wspotczynnika podziatu migdzy
dwiema fazami ciektymi lub faza ciekla (rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym) i faza
gazowg zawierajacg analit [27]. Warunkiem przeprowadzenia ekstrakcji jest
wieksza rozpuszczalno$¢ analitu w rozpuszczalniku ekstrahujagcym niz w probcee.
Gtowna wada SDME jest niestabilno$¢ kropli, jesli ulegnie ona odparowaniu do
fazy nadpowierzchniowej, rozpuszczeniu w probce wodnej lub oderwaniu od
koncéwki igly strzykawki, caty proces ekstrakcji nalezy powtérzy¢, ponadto jest to
technika trudna do zautomatyzowania [7,24,27].

Problem niestabilnej kropli w SDME rozwigzano wprowadzajac technik¢ HF-
LPME, w ktérej rozpuszczalnik ekstrahujacy znajduje sie wewnatrz porowatego
wlokna umiejscowionego na koncu igly strzykawki (Rys. 3B). Technika ta
wystepuje w dwoch uktadach: dwufazowym HF(2)-LPME oraz tréjfazowym
HF(3)-LPME [7,28,29]. W HF(2)-LPME anality sg ekstrahowane z probki wodnej
bezposrednio do hydrofobowej, organicznej fazy akceptorowej wypetniajacej pory
polimerowego wtokna oraz przestrzenie w jego wnetrzu. Z kolei trojfazowe HF-
LPME wykorzystuje do ekstrakcji unieruchomione membrany ciekle (ang.
supported liquid membranes, SLM). Anality znajdujace si¢ w wodnej probce sg
ekstrahowane przez rozpuszczalnik organiczny unieruchomiony w membranie, aby
nastepnie przeniknaé do akceptorowej fazy wodnej znajdujacej si¢ we wnetrzu
wilokna [9,25,30,31]. Duze zastosowanie w technice HF-LPME znalazty porowate
membrany polipropylenowe w postaci wiokna kapilarnego. Technika ta umozliwia
duza selektywnos¢ procesu poprzez dobdor odpowiedniej cieczy ekstrahujacej oraz
rodzaju wiokna. W poréwnaniu z tradycyjng ekstrakcja ciecz-ciecz zapewnia
zadowalajaca czuto§¢ oznaczen, znacznie mniejsze zuzycie rozpuszczalnikow

ekstrahujgcych, ponadto jest prosta i niedroga [28,30,32].
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Rysunek 3. Schemat przyrzadu do mikroekstrakcji do pojedynczej kropli (A) oraz mikroekstrakeji poprzez
membrang do fazy cieklej (B).

Figure 3. Schematic of the device for single-drop microextraction (A) and hollow fiber liquid phase
microextraction (B).

Dyspersyjna  mikroekstrakcja w  ukladzie ciecz-ciecz to technika
wykorzystujagca  trojsktadnikowy  uklad:  rozpuszczalnik  dyspergujacy,
rozpuszczalnik ekstrahujacy oraz probke wodng [26]. Dynamiczne zadozowanie
kilku mililitréw mieszaniny rozpuszczalnikow do probki cieklej zawierajgcej
anality umozliwia formowanie si¢ wielu kropel ekstrahenta w roztworze probki co
zwigksza powierzchni¢ kontaktu pomiedzy rozpuszczalnikiem ekstrahujacym (faza
akceptorowsg), a probka, tym samym powodujac, ze stan rbwnowagi w roztworze
ustala si¢ bardzo szybko [6,27,28]. Skutkuje to znacznym skrdceniem czasu
trwania ekstrakcji w poréwnaniu do SDME i HF-LPME. Rozdzielenie fazy
ekstrakcyjnej od fazy wodnej odbywa si¢ poprzez odwirowanie metnego roztworu.
Ekstrakt pobiera si¢ mikrostrzykawka i poddaje analizie chromatograficzne;.
Technika DLLME stosowana jest w analizie $ladowej, wyrdznia si¢ prostota,
szybko$cia oraz duzymi wartoSciami wspdtczynnika wzbogacania. Kazda z
przedstawionych technik ekstrakcji ciecz-ciecz réwniez znajduje zastosowanie w
ekstrakcji §ladowych ilo$ci analitow ze ztozonych matryc [9,10,28].
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1.3. EKSTRAKCJA MEMBRANOWA

Wsréd technik zgodnych z zasadami zrownowazonego rozwoju szczegélne
miejsce zajmuje ekstrakcja membranowa, w ktorej do procesu rozdzielania
substancji chemicznych wykorzystuje si¢ membrany pelnigce role przegrody
zdolnej do selektywnego transportu czasteczek pomiedzy fazg zasilajaca
(donorowa) a odbierajaca (akceptorowa). Do ekstrakcji stosuje si¢ najczesciej
membran¢ nieporowatg (potprzepuszczalng) w fazie cieklej lub statej (gtdéwnie jako
polimer impregnowany za pomocg cieczy), ktérg umieszcza si¢ miedzy dwiema
fazami, najczesciej ciektymi [7,20,33]. Wséréd membranowych technik ekstrakcji
analitow z punktu widzenia zielonej chemii warto zwroci¢ uwage na ekstrakcje
membranowg z wykorzystaniem unieruchomionych membran ciekltych (ang.
supported liquid membrane extraction, SLME), ekstrakcje ciecz-ciecz z
wykorzystaniem membrany mikroporowatej (ang. microporous membrane liquid-
liquid  extraction, MMLLE) oraz ekstrakcje elektromembranowg (ang.
electromembrane extraction, EME). Sa to techniki, ktorych zasada dzialania jest
zblizona do HF-LPME [1,31,33].

W przypadku ekstrakcji z wykorzystaniem unieruchomionych membran
cieklych zasada dziatania jest taka sama jak dla trojfazowego uktadu w HF-LPME.
Site napedowsg procesu stanowi roznica stezen analitu miedzy dwiema wodnymi
fazami: donorowg i akceptorowa, oddzielonymi membrana, ktorej pory wypetnione
sg rozpuszczalnikiem organicznym [1,34]. Dla utrzymania réznicy st¢zen miedzy
tymi fazami, substancje rozpuszczone muszg istnie¢c w dwoch formach, np.
niejonowej w fazie donorowej i jonowej w fazie akceptorowej, gdzie powinny by¢
nieodwracalnie wychwytywane. Mozna to osiggna¢ regulujac pH w obu fazach
wodnych [7,20]. Technika MMLLE zachodzi na tej samej zasadzie co dwufazowe
HF-LPME i opiera si¢ na podziale analitow pomig¢dzy faze wodng i organiczna.
Faza akceptorowa jest niemieszajacy si¢ z wodg rozpuszczalnik organiczny, ktory
wypehia pory membrany. Technika ta moze by¢ realizowana z wykorzystaniem np.
hydrofobowych membran z politetrafluoroetylenu (PTFE) lub polipropylenu,
stosowanych zardbwno w technice SLME jak i MMLLE [7,34]. Przedstawione
techniki ekstrakcji membranowej uzupehlniaja si¢, gdyz MMLLE pozwala na
ekstrakcj¢ i wzbogacenie zwiazkow, ktdrych nie mozna wyekstrahowaé za pomoca
SLME [20,31].

Procedura ekstrakcji elektromembranowe;j jest podobna do trojfazowego HF-
LPME. Jednak technika ta wykorzystuje prad staty jako sit¢ napedowa do migracji
natadowanych czastek z fazy donorowej do fazy akceptorowej poprzez
unieruchomiong membrane ciekla. Do migracji analitéw wykorzystuje si¢ dwie
elektrody platynowe, jedna z nich jest umieszczana w probcee, a druga wewnatrz
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wlokna w fazie akceptorowej. W celu zajscia elektromigracji konieczne jest, aby
elektroda umieszczona w fazie akceptorowej byla przeciwnie naladowana w
stosunku do ekstrahowanych zwigzkéw [7,29,32]. Do =zalet ekstrakcji
elektromembranowej nalezy zwigkszenie szybkos$ci ekstrakcji analitbw z roztworu
probki w poréwnaniu do HF-LPME, co wynika z wykorzystania pola
elektrycznego, niewielkie zuzycie rozpuszczalnikow, niska cena oraz wysoka
zdolno$¢ wzbogacania analitow [35].

Przedstawione techniki ekstrakcji membranowej, charakteryzujace sig¢
ograniczonym zuzyciem rozpuszczalnikow, miniaturyzacja oraz jednoetapowym
przebiegiem, doskonale wpisuja si¢ w koncepcj¢ zielonej chemii. Odznaczajg si¢
réwniez wysoka czutoscia i1 selektywnoscia co czyni je przydatnymi technikami
podczas ekstrakcji zwiazkow z probek biologicznych i Srodowiskowych.
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Tabela 1. Przyktady technik ekstrakcyjnych wykorzystujacych rozwigzania wpisujace sig w zalozenia zielonej chemii.
Table 1. Examples of extraction techniques employing solutions that comply with the principles of green chermstry.
Technika Anality Rodzaj probki Warunki ekstrakji Technika Ocena — pet.
ekstrakey analityczna Zielonosct
Ekstrakt herbaciany przygotowano poprzez dodanie do probki 100 ml H20 (90 °C); do UHPLC-
SPE kofeina herbaty ekstrakeji 1 ml probki polimerowy adsorbent (Strata™-X) kondycjonowano 2,5 ml H50 i uv 0,78'10,77* [36]
2,5 ml etanolu, przemyto 2 ml H;O 1 eluowano 3 * 1 ml etanolem
suplementy m.oo ul ma_uwm w H.0 Q: 4.5) ekstrahowano z iw.r.o_.QmEEmE 5 mg adsorbentu, UHPLC- _
dSPE nukleotydy diety wirowanie, przemywanie 200 pl H;O (pH 4.5), elucja 200 pl CH;COONH, (pH 9), DAD 0,88 [37]
wirowanie
Kapilarg pokryta faza zamocowano w petli iniekey)nej autosamplera; osocze zmieszano
SPME w 6 lekow ludzkic z acetonitrylem w stosunku 1:2 (v/v), probke worteksowano 1 zwirowano (20 min, 3000
rurce przeciwdepresyj- osocze obr./min). do 0,5 ml supernatantu dodano 0,5 ml buforu boranowego (0,05 mol/l, pH 9) i HPLC-UV - [38]
nych worteksowano; 100 pl probki poddano 15 cyklom pobierania 1 dozowania przez kapilarg
z predkoéeig 315 pl/min
S . Igte strzykawki wyposazong w sorbety HDVB i SDVB kondycjonowano 300 pl UHPLC-
mpps  endrografolidijego surowica metanolu i 300 ul H,0, ekstrakcja 100 pl probki, przemywanie 100 ul H,0 i 200 pl DAD-QqQ- 0.8 [39]
pochodne ludzka mieszaniny H;O:metanol (90:10, v/v), elucja 700 pl metanolu MS/MS
17 woda zkranu,  Mieszadlo umieszczono w 10 ml roztworu probki z 20% NaCl na 80 min, w temp. 25 °C
woda ze 1 przy predkosel mieszania 750 obr./min, pret mieszajacy wyjeto z roztworu, 0suszono 1 .
SBSE hydroksyprogeste- studni 1 cu-.u.:m“,NMNc:c w 250 pl MeOH:ACN uc“m_uvie. 1 von_n—“_._ov..wohw_wm&m przez 30 min w temp. HPLC-UV 0.67"i86° (40]
ron probki moczu 50°C
SDME ‘ :._n—Q_u:‘Nu..:m,‘ mocz Zwigzki n‘_nm_amrci‘muo z 10 ml probka E.unN:‘....miu.ﬂE.@nm._ 101 15% Zmﬁ_w _uI‘m 18) ‘ HPLC-UV ) [41]
dichlorfos 1 fention wykorzystujae 4 pl cieczy gleboko eutektyczne) ChCL:Ph (1:2) podezas 6 min mieszania
Ekstrakt glebowy przygotowano poprzez dodanie do probki buforu fosforanowego (0,05
HE- mol/l, pH 6) 1 mieszano (1000 obr./min), a nastgpnie ekstrahowano pestycydy z probki LC-ESI-
LPME 13 pestycydow gleba gleby przez 15 minut; roztwor odwirowano, a supernatant zostal ukyty do ekstrakey; MS 0,67 [42]
dwufazowy system HF-LPME wykorzystywal wiokno z polipropylenu z 20 pl roztworu
akceptorowego (oktanolu), ktére umieszezono w 5 ul probki na 30 min
LPME 90 substancyi ludzkie Ekstrakcjg przeprowadzono z 125 pl osocza, rozcienczonego 150 pl 500 mM UHPLC- 072! [43]
zasadowych (leki i asocze wodorowgglanem sodu, przez 7 pl oleju sezamowego jako ciekla membrang MS/MS ’
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metabolity

endogenne)
metyloparaben,

etyloparaben,
DLLME ) propyloparaben,
1zopropyloparaben,
benzofenon 1
benzofenon-3

DLLME teikoplanina

DLLME kwas foliowy

produkty do
higieny
osobiste)

ludzkie

0s0CZe

maka pszenna

(odpipetowany na membrang polipropylenowa) 1 do 300 pl 10 mM kwasu cytrynowego
pelnigcego rolg akceptora; ekstrakcje prowadzono przez 120 min przy 900 obr./min

30 pl chlorku oktyloguanidyniowego (jako srodka powierzchniowo czynnego na bazie
IL) dodano do 10 ml probki (pH 5), wytrzasano, dodano 45 pl
bis[(triflucrometylo)sul fonyloJimidku litu (odczynnik anionowymienny ), worteksowano,
odwirowano (5 min, 3500 obr./min), mikrokroplg zebrano strzykawka 1 rozeienczono do
60 pl acetonitrylem

1.2 ml osocza zmieszano z 2,4 ml acetonitrylu, probke worteksowano, zwirowano (10
min, 11000 obr./min), do supernatantu dodano 2 ml CH;Cl, ponownie worteksowano i
wirowano (5 min, 11000 obr./min); 250 pl supernatantu rozcienczono woda do 7 ml (pH
11) i dodano 80 ul roztworu odwroconej miceli w postaci chlorku
cetylopirydyniowego/n-heksanolu (15 mmol/1), wymieszano, odwirowano (2 min, 4000
obr./min), pobrano supernatant
Probkeg, 25 ml buforu amonowego (0,01 mol/l) i askorbinian sodu (1,0 % w/v), pH 11)
wytrzgsano przez 30 min; odwirowano (5 min, 5000 obr.); 1 ml przefiltrowanego
supernatantu, 9 ml buforu amonowego, mieszanine 150 ul DES (chlorek
trioktyloamoniowy;alkohol izoamylowy 1:4) 1 250 pl metanolu wstrzgsano, odwirowano

(5 min, 4000 obr.), pobrano faz¢ z DES

HPLC-
DAD

HPLC-UV

HPLC-UV

8,114

8.42¢

[44]

[45]

[46]

! ocena wykonana za pomoca oprogramowania AGREEprep; 2 ocena wykonana za pomoca oprogramowania AGREE ; * ocena wykonana za pomoca narzedzia Analytical Eco-Scale; * ocena

wykonana za pomoca narzgdzia SPMS
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2. INNE TECHNIKI EKSTRAKCYJNE

W  kontekscie zielonej chemii techniki ekstrakcji  wykorzystujace
promieniowanie mikrofalowe, ultradzwigki, ptyny w stanie nadkrytycznym czy
wode w stanie podkrytycznym naleza do innowacyjnych rozwigzan i stanowia
znaczacy krok w kierunku bardziej efektywnego i zrbwnowazonego przygotowania
probek w analizie chromatograficzne;.

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (ang. microwave-
assisted extraction, MAE) opiera si¢ na ogrzewaniu uktadu w wyniku pochtaniania
energii mikrofalowej przez czasteczki substancji dipolowych (najczgséciej wody), co
usprawnia proces ekstrakcji. Mikrofale to promieniowanie elektromagnetyczne,
ktoremu odpowiada czgstotliwos¢ od 0,3 do 300 GHz, a czestotliwosé
przeznaczona do stosowania w sprze¢tach laboratoryjnych wynosi 2,45 GHz
[24,47]. Przy tej czestotliwosci zachodzi rotacja czasteczek dipolowych, podczas
ktorej energia promieniowania mikrofalowego zamieniana jest na energi¢
kinetyczna, ktora przekazuja sobie zderzajace si¢ czasteczki. Skutkuje to
rOwnomiernym rozprzestrzenianiem si¢ ciepla w ogrzewanym materiale.
Wywotywany efekt cieplny wynika rowniez z przewodnictwa jonowego i jest tym
wiekszy im bardziej polarna jest czasteczka [26,48]. W tej technice probke
umieszcza si¢ w specjalnym naczyniu reakcyjnym wykonanym z teflonu, wewnatrz
ktorego pod wplywem mikrofal temperatura moze osiggng¢ nawet 190°C [2,49].
MAE znacznie zmniejsza zuzycie rozpuszczalnika w pordwnaniu z tradycyjnymi
metodami ekstrakcji i jest bardziej energooszczedna ze wzgledu na bezposrednie i
szybkie ogrzewanie. Technika ta generuje mniej odpadow, poniewaz czgsto
charakteryzuje si¢ wigksza wydajnoscig. Te cechy MAE powoduja, ze narzedzia
takie jak AGREEprep czy GAPI wskazuja, ze jest to przyjazna dla §rodowiska
metoda przygotowania probek, jednak posiada ona rdwniez pewne ograniczenia.
MAE sprawdza si¢ w przypadku polarnych analitbw oraz konieczne jest
korzystanie z rozpuszczalnikow o wyzszych warto$ciach stalych dielektrycznych.
Ponadto, wysoka temperatura moze prowadzi¢ do degradacji niektérych zwiazkow.
Mimo tych wyzwan, pozostaje efektywng technika przygotowania probek do analiz
[5,24,26]. Cerda-Bernad i in. przeprowadzili badanie, ktorego celem byla ocena
efektywnos$ci izolacji zwigzkow bioaktywnych z kwiatow szafranu z pomoca
techniki MAE oraz zbadanie ich potencjalu przeciwutleniajacego. MAE
przeprowadzono przy cisnieniu 500 PSI z maksymalng moca wyjsciowa 300 W,
optymalny czas promieniowania wynosit 5 min, a temperatura 25°C. Ekstrakcji
poddawano 2 g probki rozpuszczonej w 20 ml etanolu, nastgpnie ekstrakty suszono
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Zaproponowana przez autoréw metoda
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ekstrakcji charakteryzuje si¢ niskim zuzyciem energii i wykorzystuje etanol, bedacy
biodegradowalnym rozpuszczalnikiem organicznym [50].

Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (ang. ultrasound-assisted extraction,
UAE) wykorzystuje fale ultradzwigkowe o czgstotliwosciach powyzej 20 kHz do
przyspieszenia procesu ekstrakcji  [26]. Probke umieszcza sie w  fazni
ultradzwigkowej lub korzysta z sondy generujacej ultradzwicki. Fale
ultradzwickowe powoduja periodyczne zmiany ci$nienia, podczas ktorych zachodzi
zjawisko kawitacji, czyli tworzenia i zanikania pg¢cherzykow parowo-gazowych
oraz tarcie na granicach faz, co zwigksza penetracj¢ rozpuszczalnika. Jednoczesnie
podczas dziatania ultradzwickéw zachodzi absorpcja energii ultradzwigckowej w
wyniku czego uwalnianie jest ciepto dodatkowo przyspieszajace proces ekstrakc;ji.
UAE poprawia wydajno$¢ ekstrakcji, zuzywa mniej rozpuszczalnikéw w
porownaniu do konwencjonalnych technik ekstrakcyjnych, generuje niewiele
odpadow oraz skraca czas zmniejszajac ogélne zuzycie zasobow. Fale
ultradzwickowe zapewniaja szybkie i zlokalizowane ogrzewanie, co prowadzi do
lepszego wykorzystania energii. UAE zazwyczaj dziala w nizszych temperaturach i
ci$nieniach niz MAE, co rowniez ogranicza niebezpieczenstwa [24,49,51]. W celu
opracowania przyjaznej dla Srodowiska metody ekstrakcji antocyjanow w osadzie
winnym, Bosiljkov i in. zbadali naturalne glgbokie rozpuszczalniki eutektyczne
(ang. natural deep eutectic solvent, NADES) jako zielong alternatywe dla
konwencjonalnych rozpuszczalnikow, w polaczeniu z ekstrakcja wspomagang
ultradzwickami. Jako najbardziej obiecujacy wybrano NADES na bazie chlorku
choliny z kwasem jablkowym. Bioragc pod uwage maksymalng ilo$¢
ekstrahowanych zwigzkow, optymalnymi warunkami byty: czas ekstrakcji 30,6
min; moc ultradzwickow 341,5 W; i zawartos¢ wody w NADES 35,4% (w/w).
Wszystkie ekstrakcje przeprowadzono przy czestotliwosci 37 kHz i temperaturze 35
°C. Nastepnie ekstrakty odwirowano (15 min, 5000 obr./min), a uzyskane
supernatanty poddano filtracji i dalszej analizie. Takie podejScie wykorzystujace
NADES jako zielony rozpuszczalnik i ultradzwigki jako alternatywne zrodlo energii
stanowi dobry wybdr do projektowania przyjaznych dla $rodowiska metod
ekstrakcji zwiazkow fenolowych z réznych zrodet [52].

Ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym (ang. supercritical fluid extraction,
SFE) oraz ekstrakcja woda w stanie podkrytycznym (ang. subcritical water
extraction, SWE) to nie tylko zaawansowane techniki ekstrakcyjne, ale takze
znaczacy krok w kierunku zielonej chemii. Obydwie metody rewolucjonizuja
sposob, w jaki ekstrahowane i analizowane sg substancje, redukujac jednoczesnie
wplyw na $rodowisko [20]. SWE wykorzystuje wode jako rozpuszczalnik pod
wysokim ci$nieniem i podwyzszong temperatura, ponizej jej punktu krytycznego,
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dzieki czemu pozostaje w stanie cieklym przez caly proces ekstrakcji [53].
Natomiast ptyny nadkrytyczne to ciecze charakteryzujgce si¢ temperaturg i
cisnieniem przekraczajacym ich punkt krytyczny. W takich warunkach substancje
posiadaja wlasciwosci zardwno cieczy jak i gazow, jednoczes$nie nie bedac ani
jednym ani drugim. Plyny w stanie nadkrytycznym znajdujg zastosowanie w
ekstrakcji analitow, poniewaz umozliwiaja efektywna penetracje probki dzigki
niskiej lepkosci 1 dyfuzyjnosci typowej dla gazow, a takze gestosci 1 wlasciwosciom
rozpuszczania analitow charakterystycznym dla cieczy [49,54].

SFE to technika, w ktérej uzywany jest najczesciej ditlenek wegla w
warunkach, gdzie jego temperatura i ci$nienie przekraczaja wartosci krytyczne
(31°C, 73 atm). Jego zastosowanie pozwala na ekstrakcje zwigzkow niepolarnych i
sredniopolarnych, w celu ekstrakcji zwigzkéw polarnych z wykorzystaniem CO2 w
stanie nadkrytycznym miesza si¢ go z polarnymi rozpuszczalnikami organicznymi,
np. etanolem. Swojg popularno$¢ CO> zawdzigcza tagodnym warunkom stanu
nadkrytycznego, ktore sprawiaja, ze sa one tatwe do osiggniecia. Ponadto, ditlenek
wegla jest niepalny, nietoksyczny, tani i nie posiada wtasciwosci korozyjnych. W
warunkach nadkrytycznych, CO» charakteryzuje si¢ gestoscig cieczy oraz lepkoscia
1 napigciem powierzchniowym gazu, co umozliwia bardziej efektywna ekstrakcje
analitow [2,54]. Proces ekstrakcji odbywa si¢ w specjalnym naczyniu
ekstrakcyjnym, przez ktore przy pomocy pomp generujacych odpowiednie ci$nienie
krytyczne, tloczy si¢ strumien mieszaniny ekstrakcyjnej. Medium ekstrahujgce
dociera do probki umieszczonej w komorze ogrzewanej do temperatury krytycznej
co pozwala na penetracje probki i zbieranie analitu do kolektora ekstraktu (Rys. 4)
[49]. SFE mozna przeprowadza¢ w trybie statycznym, gdzie probka i CO, sg
utrzymywane razem przez pewien czas w okreSlonych warunkach, lub w trybie
dynamicznym, gdzie ptyn nadkrytyczny przeptywa przez probke w sposob ciagly
[55]. Jest to stosunkowo szybka metoda ekstrakcji eliminujgca konieczno$é
stosowania rozpuszczalnikdw organicznych, ponadto pozwala na ekstrakcj¢
zwigzkOw termicznie nietrwatych i1 moze przebiegaé w sposob selektywny
[24,49,56]. Badania Atwi-Ghaddar i in. przedstawiaja metode¢ ekstrakcji kofeiny i 7
katechin z liSci herbaty ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym. W naczyniu
ekstrakcyjnym ze stali nierdzewnej umieszczono 1 g materiatu roslinnego i 1 g
proszku ziemi okrzemkowej. Do gornej i dolnej czgéci naczynia dodano bawelng.
Na poczatku kazdego eksperymentu zastosowano statyczny czas ekstrakcji
wynoszacy 2 min, a nastgpnie ciagly ekstrakcje dynamiczng z przeplywem 3
ml/min. Ci$nienie utrzymywano na stalym poziomie 15 MPa, zebrano 3 frakcje po
15 min, sumaryczny czas ekstrakcji wyniost wiec 45 min. Optymalne warunki
okreslono na temperatur¢ 62°C, procentowy udziat modyfikatora (etanolu) 29,3% i
procentowy udzial wody w modyfikatorze 19,3% [57].
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Rysunek 4. Schemat aparatury do ekstrakcji ptynem nadkrytycznym.
Figure 4. Schematic of the supercritical fluid extraction apparatus.

Ekstrakcja woda w stanie podkrytycznym stosuje wode o temperaturze i
ci$nieniu bliskim, lecz nieprzekraczajacym ich wartosci krytycznych (374°C i 218
atm), co w praktyce oznacza temperature¢ w zakresie najczesciej od 100 do 374°C i
cisnienie wyzsze od cisnienia pary wodnej w danej temperaturze [53,58,59].
Technika ta opiera si¢ na unikalnych wiasciwosciach wody, ktorej stata
dielektryczna, lepko$¢ i napigcie powierzchniowe drastycznie malejg pod wptywem
wzrostu temperatury. Powoduje to znaczny spadek polarno$ci wody co umozliwia
ekstrakcje zwigzkéw S$redniopolarnych, a nawet i niepolarnych (w wysokich
temperaturach) [3,58]. SWE jest zielong technika poprzez otrzymywanie
stosunkowo krétkich czasow ekstrakcji 1 eliminacj¢ koniecznoSci stosowania
rozpuszczalnikéw organicznych [3,60]. Praca Ko i in. przedstawia metode
ekstrakcji szeSciu flawanoli z lisci zielonej herbaty woda w stanie podkrytycznym.
W tym celu 1 g probki i 2 g proszku ziemi okrzemkowej umieszczono w 22 ml
kuwecie ze stali nierdzewnej z filtrem celulozowym na dnie. Probka zostala
umieszczona w piecu, wypekliona rozpuszczalnikiem (oczyszczona woda) przez
okoto 30 s, a nastgpnie ogrzewana (150 °C) pod wysokim ci$nieniem (10 MPa)
przez 5 min. Wodne ekstrakty SWE (okoto 30 ml) suszono przy uzyciu liofilizatora
przez 24 godziny, a nast¢pnie poddano analizie [61].

SFE zazwyczaj wykorzystuje CO,, ktory jest nieszkodliwy, tani i latwo
dostepny, natomiast SWE stosuje wode, bedaca powszechnie przyjaznym dla
srodowiska rozpuszczalnikiem. Technika SFE znajduje wigksze zastosowanie w
ekstrakcji lotnych zwigzkéw poddawanych nastgpnie rozdzielaniu technika
chromatografii gazowej, podczas gdy HPLC jest bardziej odpowiednie dla
polarnych zwiazkéw ekstrahowanych SWE. Obie techniki znacznie zmniejszajg
potrzebe stosowania rozpuszczalnikow organicznych i generujg minimalne odpady.
Zaréwno SFE jak i SWE wymagajg energii do utrzymania wysokiego ci$nienia i
temperatury, ale zoptymalizowanie metod pozwala zminimalizowa¢ zuzycie energii
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przy osigganiu wysokiej wydajnosci ekstrakcji. Dzieki tym zaletom technika SFE
oraz SWE sa pozytywnie oceniane przez m. in. narzedzie AGREEprep, GAPI oraz
Eco-scale, ich wykorzystanie wpisuje si¢ wiec w nurt zielonej rewolucji w chemii
analitycznej.
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Tabela 2. Pordéwnanie technik ekstrakcynych [62-66].
Table 2. Comparison of extraction techniques.
Technika _“.Mﬂﬂ.._m””: Typ probki Preferowany rodzaj analitow ﬁ,ﬁﬁ—”w%_ﬂwm: Koszt s:”h..mmﬂ%mmhnw Potencjal ponownego wykorzystania
SPE 11000 ciekla, stala polamne, niepolarne, jonowe 10— 60 umiarkowany wysoki umiarkowany (20 — 50 ekstrakeji)
SPME 0.5-20 ciekla, stata, gazowa polame, niepolarne 5-120 umiarkowany wysoki 50 — 100 ekstrakeji
MEPS 0.01-0,1 cickla polame, niepolarne, jonowe 1-4 niski wysoki 100 ekstrakejt
SBSE 1-100 cickla niepolarne 10 - 240 umiarkowany umiarkowany 20 — 50 ekstrakeji
SDME 1-10 ciekla, gazowa polame, niepolarne 10-30 niski niski niski
HF-LPME 1-10 cickla polame, niepolarne 10-120 niski wysoki umiarkowany
DLLME 5-20 cickla polarne =1 niski niski umiarkowany
SLME 1-10 ciekla, stala polame, niepolarne 5-30 niski niski niski
MMLLE 1-50 ciekla, stala polame, niepolarne 15-60 umiarkowany umiarkowany 10 — 30 ekstrakcp
EME 1-10 cickla polarne, jonowe 5-60 umiarkowany umiarkowany 10 — 30 ekstrakeji
MAE 01-10g ciekla, stala polame, niepolarne 5-30 umiarkowany niski niski
UAE 0.1-10g ciekla, stala polame, niepolarne 5-30 niski niski miski
SFE 1-100g ciekla, stala 30-120 wysoki wysoki wysoki (odzysk 1 oczyszezanie CO;)
SWE 1-10g ciekla, stala 30-120 wysoki wysoki wysoki (odzysk 1 oczyszezanie H,O)
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3. INNOWACYJNE ROZPUSZCZALNIKI I SORBENTY

Jednym z najbardziej aktywnych i ciekawych obszarow badan w zakresie
zielonej chemii sg ekologiczne rozpuszczalniki majgce stanowic¢ alternatywe dla
tradycyjnych rozpuszczalnikow organicznych. Jest to niezwykle wazny aspekt
szczegolnie w przypadku ekstrakcji rozpuszczalnikowych, w ktorych powszechnie
stosowane sg rozpuszczalniki takie jak chloroform, dichlorometan, toluen, heksan,
acetonitryl czy metanol. Obecnie pojawia si¢ coraz wigcej badan, w ktorych te
toksyczne ekstrahenty zastepowane sg mniej szkodliwymi alternatywami, takimi jak
mleczan etylu, dekanol, limonen, etanol czy aceton [36,62,67,68].

Wsréd nietypowych rozpuszczalnikdw nie tylko poszerzajacych zakres
mozliwosci przy doborze ekstrahentu, ale takze speliajacych kryteria
zrbwnowazonego rozwoju 1 zielonej chemii wyrdzniaja si¢ plyny w stanie
nadkrytycznym i woda w stanie podkrytycznym, ciecze jonowe, rozpuszczalniki
gleboko eutektyczne oraz rozpuszczalniki supramolekularne [33,69-71].

Ciecze jonowe (ang. ionic liquids, IL) to organiczne sole w stanie ciekltym,
charakteryzujace si¢ temperaturg topnienia ponizej 100°C. Zwiazki te sktadajg si¢ z
wigkszego, organicznego kationu 1 mniejszego, nieorganicznego anionu. Ich
zdolnos$¢ do rozpuszczania zaréwno zwigzkoéw organicznych, jak i nicorganicznych,
sprawia, ze sg one fascynujacym punktem w dziedzinie ekstrakcji. Wyrdznia je
stabilno$¢ termiczna, pomijalna prezno$¢ par oraz wysoka gestos¢. Jednak to, co
czyni ciecze jonowe prawdziwie unikalnymi, to ich wszechstronno$é, ktora pozwala
na dostosowywanie wilasciwosci fizykochemicznych (w pewnym zakresie) przez
odpowiedni dobor kationu i anionu oraz podstawnikdéw organicznych przy kationie
[70,72,73]. Ciecze jonowe znalazly swoje zastosowanie w technikach
mikroekstrakcji, takich jak SDME, HF-LPME, DLLME czy SPME. Ich
elastyczno$¢ czyni je doskonatym narzedziem dla naukowcédw poszukujacych
bardziej zrownowazonych i efektywnych metod ekstrakcji. Jednak ich ekologiczny
charakter jest w ostatnich latach kwestionowany, poniewaz synteza cieczy
jonowych czesto nie spelnia zatozen zrownowazonego rozwoju, jest droga, a
otrzymane sole moga wykazywaé toksyczno$¢ wobec organizmoéw Srodowiska
wodnego [69,70].

Obiecujacy alternatywe dla cieczy jonowych stanowig ciecze gleboko
eutektyczne (ang. deep eutectic solvents, DES). Rozpuszczalniki te maja
wlasciwosci fizyczne zblizone do cieczy jonowych, m. in. wykazuja podobna
wszechstronno$¢ przy projektowaniu oraz niskg preznos¢ par. To co je wyrdznia to
fatwos¢ przygotowania, niska cena, nietoksyczno$¢ oraz czesto biodegradowalnosé
[9,70]. Ciecze gleboko eutektyczne otrzymuje sie¢ w wyniku kompleksowania
czwartorzedowej soli amoniowej z solg metalu lub donorem wigzan wodorowych.
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Wystepowanie wigzan wodorowych powoduje znaczny spadek temperatury
topnienia mieszaniny w stosunku do temperatur topnienia poszczegoélnych
sktadnikéw. Popularnym przyktadem rozpuszczalnika glgboko eutektycznego jest
mieszanina chlorku choliny z mocznikiem. DES, podobnie jak ciecze jonowe,
znajduja zastosowanie jako czynniki ekstrakcyjne, chociaz badania nad nimi s3
znacznie mniej rozwinigte w porownaniu do cieczy jonowych [74].

Rozpuszczalniki supramolekularne (ang. supramolecular solvents, SUPRAS)
to nanostrukturalne ciecze wytwarzane z amfifilowych §rodkow powierzchniowo
czynnych, ktéore w wyniku sekwencyjnego procesu samoorganizacji i koacerwacji
tworzg nanostrukturalne micele lub pegcherzyki [25,75]. SUPRASs majg unikalny
zestaw wiasciwosci fizykochemicznych, ktére czynia je atrakcyjnym zamiennikiem
rozpuszczalnikow organicznych, m. in. posiadajg obszary o rdznej polarnosci, co
zapewnia doskonate wlasciwosci solwatacyjne dla wielu zwigzkéw organicznych
oraz nieorganicznych. Ponadto nie mieszaja si¢ z woda, sg nielotne, niepalne, tanie i
daja mozliwo$¢ projektowania rozpuszczalnikow przyjaznych dla $Srodowiska
[75,76]. Przyktadem takich cieczy sa mieszaniny alkanoli, ktére w roztworach
wodnych w obecnosci tetrahydrofuranu tworza agregaty [70,77]. Takie ukiady
mogg peti¢ funkcje czynnika ekstrakcyjnego i sa wykorzystywane w technice
DLLME [25].

W ostatnich latach, w poszukiwaniu skuteczniejszych i bardziej selektywnych
sorbentOw, coraz czeSciej sigga si¢ po nanomateriaty. Nanoczastki, ze wzgledu na
swoj niewielki rozmiar (1 — 100 nm) i zwigkszony stosunek powierzchni do
objetosci wyrozniaja si¢ unikalnymi wlasciwosciami fizykochemicznymi. Ich duza
powierzchnia wiasciwa, aktywnos$¢ katalityczna oraz odporno$¢ termiczna
sprawiaja, ze sg one obiecujgcymi sorbentami dla réznych technik ekstrakcyjnych
[20,78,79]. Nanomaterialy obejmujgce nanoczastki polimerowe (np. dendrymery),
weglowe (takie jak nanorurki weglowe czy pochodne grafenu), magnetyczne
(oparte na tlenkach zelaza), nanoporowata krzemionke oraz nanoczastki metali
(gtownie zlota i srebra), charakteryzuja si¢ nie tylko duza powierzchnia, lecz takze
zdolno$cia do modyfikacji, umozliwiajaca dostosowanie ich wlasciwosci
adsorpcyjnych. To z kolei pozwala na selektywna ekstrakcje konkretnych
zwiazkow ze zlozonych matryc. Nanomaterialty mogg shuzy¢ m. in. do pokrycia
wlokien urzadzen do mikroekstrakcji do fazy stalej, przygotowania roztwordow
koloidalnych, w ktorych anality mogg wigza¢ si¢ na powierzchni nanoczastek, czy
tez do modyfikowania membran w technice EME [7,31,78,80]. Zastosowanie
nanoczgstek przynosi korzysci zarowno ekonomiczne jak i ekologiczne, poprzez
zuzycie niewielkich ilo$ci sorbentu oraz zréwnowazone wykorzystanie materiatow
[80].
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UWAGI KONCOWE

Odpowiednie przygotowanie probki, w tym proces ekstrakcji, zajmuje kluczowe
miejsce w analizie chemicznej z zastosowaniem HPLC i stanowi istotny obszar rozwoju
zielonej chemii analitycznej. Czg$¢ sposrod opisanych technik ekstrakcyjnych (SPE,
SPME, SBSE, SDME, HF-LPME, DLLME, SLME i MMLLE) jest rowniez
powszechnie wykorzystywana na etapie przygotowania probek przed analiza nie tylko
chromatografia cieczowsa, ale takze chromatografia gazowa (czesto w polaczeniu ze
spektrometria mas), poniewaz dedykowane sa do ekstrakcji lotnych lub pétotnych
zwigzkoéw organicznych.

Wprowadzenie metod mikroekstrakeji do fazy statej i cieklej przyczynito si¢ do
istotnego ograniczenia zuzycia rozpuszczalnikow. Proste, szybkie, i stosunkowo
niedrogie techniki, takie jak SPME, SBSE, MEPS czy HF-LPME, zyskaly popularnos¢,
podazajac za zasadami zielonej chemii. Wykorzystanie ultradzwigkow i alternatywnych
rozpuszczalnikow, takich jak ptyny w stanie nadkrytycznym jest nie tylko przyjazne dla
srodowiska, ale takze poprawia wydajno$¢ procesu ekstrakcji. Niniejsza praca
podsumowuje najpopularniejsze rozwigzania w obszarze zielonego przygotowania
probek i moze pomoc przy wyborze najlepszych rozwigzan. Przedstawione techniki sa
proeckologiczne, zapewniajg odpowiednig czuto$¢ i doktadno$¢ oraz umozliwiajg
polaczenie z zielonymi metodami analizy wykorzystujacymi chromatografi¢ cieczowa.

Rosnace zainteresowanie zasadami GAC przewiduje rozwoj bardziej przyjaznych
dla srodowiska technik mikroekstrakcji wykorzystujacych nowe materialy, takie jak
nanosorbenty i biodegradowalne rozpuszczalniki. Proces ten bedzie takze podlegat
wigksze] miniaturyzacji i automatyzacji, rOwniez poprzez wykorzystanie sztucznej
inteligencji, w tym np. smartfonow w celu lepszej integracji catej procedury

analityczne;.
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