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SAZETAK

Oporaba je termin koji se Cesto veze uz model kruznog gospodarstva pa tako tvrtka
Premifab d.o.o. oporabljuje otpadna organska otapala razlicitih industrija s ciljem produljenja
vrijednosti proizvoda. Oporaba se vrsi Sarznom destilacijom nakon ¢ega u destilatoru zaostaje
mulj raznovrsnog kemijskog sastava koji ostaje neiskoriSten i zbrinjava se o vlastitom trosku.

S ciljem davanja vrijednosti proizvodnom mulju, potrebno je odrediti njegov kemijski sastav.

Cilj ovog rada bio je razviti 1 validirati kromatografsku metodu za odredivanje ostatnih
organskih otapala u proizvodnom mulju koji nastaje Sarznom destilacijom otpadnih organskih
otapala. Metoda je razvijana na plinskom kromatografu s FID detektorom i headspace uzorko-
vanjem. Nakon razvoja metode provedena je validacija kako bi se potvrdila prikladnost metode
za njezinu namjenu. Rezultati validacije pokazali su da je metoda prikladna za odredivanje me-
tanola, etanola, acetona, izopropanola, metil-etil-ketona, etil-acetata, cikloheksana, izooktana i
toluena u proizvodnom mulju. Za odredivanje ostalih organskih otapala - metoksi-2-propanola,
butanola, metil-izobutil-ketona, etoksi-2-propanola, butil-acetata, etilbenzena i izomera ksilena
- potrebna je daljnja optimizacija metode. Nakon validacije, analiziran je realni uzorak proiz-
vodnog mulja koji je dobiven destilacijom smjese otpadnih otapala metil-etil-ketona i etil-ace-
tata porijeklom iz industrije proizvodnje fleksibilne ambalaze. Primjenom metode unutarnjeg
standarda i relativnog faktora odgovora, kvantifikacija ispitivanog uzorka proizvodnog mulja

uspjesno je provedena.

Kljuéne rijeci: ostatna organska otapala, proizvodni mulj, plinska kromatografija, he-

adspace, razvoj metode, validacija.



SUMMARY

Recovery is a term that is often associated with the circular economy model. It is
implemented in the company Premifab Ltd. that recovers waste organic solvents from various
industries with the aim of prolonging product value. Recovery is carried out by batch
distillation, after which distillation sludge of various chemical composition remains unused
what leads to its disposal at company’s own expense. To give value to distillation sludge, it is

necessary to determine its chemical composition.

The aim of this work was to develop and validate a chromatographic method for the
determination of residual organic solvents in distillation sludge obtained by batch distillation
of waste organic solvents. The method was developed on a gas chromatograph with an FID
detector and headspace sampling. After the method was developed, validation was performed
to confirm the suitability of the method for its purpose. The validation results showed that the
method is suitable for the determination of methanol, ethanol, acetone, isopropanol, methyl-
ethyl-ketone, ethyl-acetate, cyclohexane, isooctane, and toluene in distillation sludge. For the
determination of other organic solvents, methoxy-2-propanol, butanol, methyl-isobutyl-ketone,
ethoxy-2-propanol, butyl-acetate, ethylbenzene and xylene isomers, further optimization of the
method is required. After validation, a real sample of distillation sludge obtained by distilling
a mixture of waste solvents methyl-ethyl-ketone and ethyl-acetate originating from the flexible
packaging industry was analyzed. By applying the method of internal standard and relative
response factor, quantification of the examined sample of production sludge was successfully

performed.

Keywords: residual organic solvents, production sludge, gas chromatography,

headspace, development, validation.
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1. UVOD

Primarna djelatnost tvrtke Premifab d.o.0. je regeneracija otpadnih otapala koja dolaze
iz automobilske industrije, industrije boje i lakova te industrije proizvodnje fleksibilne amba-
laze. Premifab se vodi modelom kruznog gospodarstva pri ¢emu regenerat plasira na trziste u
obliku razli¢itih proizvoda te na taj nacin produljuje njegov zivotni vijek, a istovremeno sma-
njuje koli¢inu otpada. Procesom Sarzne destilacije oporabljuje se vec¢inski dio otapala ovisno o
Sarzi iz koje nastaje novi proizvod. ZavrSetkom destilacije, u Sarznom destilatoru zaostaje ne-
destilirani dio u obliku proizvodnog mulja. Takav proizvodni mulj sadrzi one tvari koje su pri-
mjenjivane u industriji iz koje je otpadno otapalo preuzeto. Prema gore nabrojanim industrijama
radi se o tvarima poput anorganskih i organskih bojila, ljepila, veziva, tiskarske tinte, ostalih
adheziva, polimera itd. Obzirom na visoki udio polimera, radi se o polimernoj frakciji dobrih
mehanickih i reoloskih svojstava, $to omogucéuje primjenu kao antikorozivni premaz te upot-

rebu u cestogradnji i gradevinskoj industriji.

S obzirom da je proizvodni mulj dobiven destilacijom pripadajué¢eg otpadnog otapala,
svakako se moZe ocekivati 1 odredeni udio otapala koji nije predestilirao. Cilj ovog rada bio je
razviti metodu koja ¢e kvalificirati i kvantificirati ostatna organska otapala u proizvodnom
mulju nakon destilacije. U tu svrhu, razvijena je metoda za analizu proizvodnog mulja
headspace tehnikom uzorkovanja na plinskom kromatografu spregnutim s FID detektorom.
Headspace tehnika uzorkovanja omogu¢uje minimalnu pripremu uzorka te analizu uzorka s
kompleksnom matricom poput proizvodnog mulja. Plinska kromatografija s FID detektorom
omogucuje identifikaciju 1 kvantifikaciju svih ostatnih organskih otapala koji se mogu ocekivati
u proizvodnom mulju; metanol, etanol, aceton, izopropanol, metil-etil-keton, etil-acetat,
cikloheksan, izooktan, metoksi-2-propanol, butanol, metil-izobutil-keton, etoksi-2-propanol,
toluen, butil-acetat, etilbenzen i izomeri ksilena. Nakon razvijanja metode, uslijedila je
validacija kako bi se potvrdila valjanost metode za odredenu namjenu i1 osigurala pouzdanost

rezultata ispitivanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) je analiti¢ka instrumentalna
tehnika razdvajanja spojeva na temelju njihove interakcije s ¢vrstom nepokretnom fazom dok
su noseni plinskom pokretnom fazom. Spojevi se razdjeljuju izmedu pokretne 1 nepokretne faze,
arazdjeljivanje izmedu dviju faza uvjetovano je temperaturom, fizikalno-kemijskim svojstvima

spojeva te afinitetom prema nepokretnoj odnosno pokretnoj fazi [1].

Afinitet nekog spoja prema nepokretnoj fazi uzrokovan je intermolekularnim
interakcijama, primjerice polarnosti, stoga ¢e se polarne komponente duze zadrzavati na
nepokretnoj fazi ako je ona polarna i obrnuto. Spojevi s visokim afinitetom prema nepokretnoj

fazi eluiraju kasnije i imaju duze vrijeme zadrzavanja.

Jo$ jedan faktor koji utjeée na razdvajanje spojeva je njihovo vreliste. Sto je vreliste
spoja nize, to je tlak para veci zbog ¢ega spoj, tijekom interakcije s nepokretnom fazom, veéinu
vremena provodi u plinovitom stanju. Spojevi nizeg vreliste eluiraju prije i imaju krace vrijeme

zadrZavanja.

Protok plinske pokretne faze utjede na vrijeme zadrzavanja spojeva. Sto je protok
pokretne faze veci, to je vrijeme zadrzavanja spojeva krac¢e S obzirom da oni putuju kroz
kromatografsku kolonu noSeni pokretnom fazom. Medutim, kada je taj protok previsok, spojevi
nemaju dovoljno vremena za uspostavljanje interakcija s nepokretnom fazom i ne dolazi do

razdvajanja sastojaka ispitivanog uzorka.

Faktor koji zasigurno utjeCe na razdvajanje spojeva i njihovo zadrzavanje je temperatura
na koju se sustav nepokretna faza — uzorak — pokretna faza zagrijava. Pri vrlo visokim
temperaturama, spojevi nemaju mogucnost interakcije s nepokretnom fazom jer se nalaze u
plinovitom stanju §to za posljedicu ima krace vrijeme zadrZzavanja. Vazno je da spojevi stupaju

u interakciju s nepokretnom fazom Sto se omoguc¢ava temperaturnim programom.



2.1.1. Nepokretna faza

Kromatografska kolona, unutar koje se nalazi nepokretna faza na kojoj dolazi do
razdvajanja spojeva, srce je svakog kromatografskog sustava. Opcenito, u plinskoj
kromatografiji koriste se dvije vrste kolona; kapilarne kolone i kolone s punilima. Nepokretna
faza kapilarne kolone moze biti sloj tekucine, adsorbirani materijal ili kemijski vezan sloj koji
se nalazi na nosacu, najcesce kvarcno staklo, na unutarnjim stijenkama cijevi. Kapilarne kolone
imaju unutarnji promjer u rasponu od 0,1 do 0,53 mm i duljinu od 10 do 100 m. Kapilarne
kolone manjeg promjera i ve¢e duljine prikladne su za analize u kojima je potrebno bolje
razluCivanje sastojaka ispitivane smjese. U kolonama s punilima, nepokretna faza je materijal
u obliku granula smjesten unutar cijevi od nehrdajuceg celika ili stakla, a pokretna faza putuje
s uzorkom kroz intersticijalni prostor. Trenutno, ucestalija je primjena kapilarnih kolona jer je

njihova ucinkovitost odvajanja bolja u odnosu na kolone s punilima [1-3].
2.1.2. Pokretna faza

Pokretna faza u plinskoj kromatografiji naziva se plin nositelj. Plin nositelj mora biti
inertan prema komponentama u uzorku i nositi uzorak kroz kolonu. Plinovi u ulozi plina
nositelja su helij, vodik, dusik i argon od kojih se najée$¢e primjenjuju helij i dusik. Helij i
dusik sigurni su za primjenu, ali helij ima prednost u pogledu relativno Sirokog optimalnog
raspona linearne brzine. U slucaju dusika, koji ima prednost nize cijene, optimalni raspon
linearne brzine je uzak i vrijeme analize je dugo. Kod plina nositelja bitna je njegova Cistoca
jer zajedno s uzorkom putuje do detektora zbog Cega je vazno koristiti plin Cistoce 99,995% ili

vise [1].
2.1.3. Osnovni dijelovi plinskog kromatografa

Osnovni dijelovi plinskog kromatografa prikazani su na slici 1. Plinski kromatograf
sastoji se od injektorkog dijela u kojem se uzorak uvodi u injektor (engl. inlet) plinskog
kromatografa gdje na visokoj temperaturi prelazi u plinovito stanje. U injektorskom dijelu se
takoder uvodi plin nositelj koji nosi plinoviti uzorak u kolonu gdje se odvija razdvajanje
spojeva. U koloni, komponente plinovitog uzorka kondenziraju i ponovno isparavaju te zbog
interakcija s nepokretnom fazom izlaze iz kolone pri razli¢itim vremenima zadrZavanja. Kolona
je smjestena u pec¢i GC-a ¢ime je omogucena temperaturom programirana GC analiza. 1zlaz iz
kolone spojen je s detektorom koji mjeri signale $to ga daju komponente uzorka. Detektor

pojacava taj signal 1 Salje ga racunalu u obliku kromatografskih pikova. Analizom vremena

3



zadrZavanja i odziva detektora analiti u uzorku se identificiraju, a povrSinom ili visinom pikova,

oni se kvantificiraju.
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Slika 1. Osnovni dijelovi plinskog kromatografa; 1 — boca s plinom nositeljem, 2 —

autosampler, 3 —injektor, 4 — kolona, 5 — detektor i 6 — racunalo [4]

2.2. Detektori

Kako komponente uzorka eluiraju iz kolone, dolaze na detektor koji mjeri signal §to ga
daju komponente. Selektivni detektori mjere signal specifi¢nih analita obzirom na strukturu,
funkcionalnu skupinu ili atome, za razliku od univerzalnih detektora koji mjere signal svih
sastojaka ispitivanog uzorka koji izlaze iz kolone. U ovom radu spomenut ¢e se neki od

najcesc¢ih detektora u plinskoj kromatografiji.
2.2.1. Spektrometar masa

Uzorak se ionizira i fragmentira pod vakuumom, u elektricnom polju se ioni
usmjeravaju i ubrzavaju, a magnetsko polje otklanja njihove putanje ovisno o omjeru njihove
mase i naboja (m/z). Veli¢ina otklona obrnuto je proporcionalna masi fragmenta. Na Kkraju
spektrometra masa nalazi se detektor, sakupljac iona koji ih karakterizira. Signali se obraduje i
dobiva se spektar masa, ovisnost zastupljenosti pojedinog fragmenta (iona) 0 omjeru m/z sto
omogucuje kvalitativnu i kvantitativnu analizu. Spektrometar masa je detektor koji se cesto

primjenjuje za analizu sloZenih smjesa u plinskoj kromatografiji [2, 5].



2.2.2. Detektor termalne provodljivosti

Detektor termalne provodljivosti (engl. thermal conductivity detector, TCD) sadrzi dvije
detektorske ¢elije u kojima se nalazi po jedna zagrijana nit. Jedna ¢elija je referentna i u njoj se
nalazi plin nositelj, a uzorak prolazi kroz drugu detektorsku ¢eliju. Ovakav detektor mjeri
promjenu u termalnoj provodljivosti i usporeduje ju s referentom. Termalna provodljivost
mnogih spojeva manja je od plinova nositelja kao $to su vodik i helij stoga kada komponente
uzorka napustaju kolonu i ulaze u detektor, termalna provodljivost se smanji i mjeri se signal.
TCD moze detektirati razne spojeve, organske i1 anorganske, s obzirom na to da imaju razlicitu

termalnu provodljivost od plina nositelja [1, 6].
2.2.3. Plameno-ionizacijski detektor

Jedan od cesto primjenjivanih detektora u plinskoj kromatografiji je plameno-
ionizacijski detektor (engl. flame ionization detector, FID) (slika 2). Plameno-ionizacijski
detektor ionizira uzorak u struji vodika i zraka. 1zlaskom iz kolone, eluenti ulaze u detektor
zajedno s plinom nositeljem, mijeSaju se s posebno dovodenim vodikom i zrakom te
sagorijevaju. Elektri¢ki nabijene Cestice stvaraju struju izmedu elektroda koja je proporcionalna

koli¢ini iona [7, 8].

Kako bi se poboljsala osjetljivost, u FID detektor dovodi se kompenzacijski plin (engl.
make up), plin koji osigurava dodatan protok kroz detektor, jer je protok plina kroz kolonu
nedovoljan. S obzirom da kompenzacijski plin mora biti inertan kako ne bi poremetio protok
goriva (vodik i zrak) i da se dodaje u velikim koli¢inama, dusik je naj¢es¢i izbor. FID detektor
prikladan je za analite koji u svojoj strukturi sadrze ugljik i vodik (ugljikovodici) dok

heteroatomi, karbonilne i karboksilne skupine u strukturi smanjuju odziv detektora [8].
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Slika 2. Slikovni prikaz FID detektora [8]

2.3. Headspace tehnika uzorkovanja

Mnogi laboratoriji suoCavaju se s analizom uzoraka s matriksom neprikladnim za
analizu plinskom kromatografijom. Rije¢ je o matriksu koji moze sadrzavati nehlapive
komponente i/ili komponente s velikom molekularnom masom koje mogu zaostati u GC koloni
¢ime smanjuju ucinkovitost separacije, uzrokuju dobivanje losih 1 nepreciznih rezultata, mogu
uzrokovati oneciS¢enja razliCitih dijelova kromatografa itd. Kako bi izbjegli te probleme,
analitiCari pribjegavaju vremenski zahtjevnim pripremama uzoraka prije analize kako bi

izdvojili i koncentrirali analite koje Zele analizirati iz kompleksnog matriksa [9, 10].

Headspace je tehnika razdvajanja hlapivih organskih spojeva iz nehlapivih
komponenata uzorka uz minimalnu pripremu uzorka. Uzorak se stavlja u vijalu i zatvara se
c¢epom. Hlapivi spojevi napustaju uzorak i prelaze u prostor iznad uzorka koji se naziva
headspace (slika 3). Alikvot pare iz headspace-a uvodi se u plinski kromatograf gdje se analiti

razdvajaju. Analiza takvih uzoraka plinskom kromatografijom je laksa, ¢isc¢a i brza [9].
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Slika 3. Kretanje molekula hlapive komponente unutar zatvorene vijale; G — plinska faza,

ujedno i headspace, S — faza uzorka [10]

2.3.1. Temelj headspace tehnike

Migracija komponenti u headspace ne ovisi samo o njihovoj hlapivosti ve¢ i o afinitetu
prema originalnom uzorku. Ako je uzorak dovoljno dugo zatvoren u vijali, uspostavit ¢e se
ravnoteza u kojoj je omjer koncentracije komponente u headspace-u i u originalnom uzorku
konstantan. Kako bi se iskazala ovakva raspodjela analita izmedu dviju faza, koristi se
koeficijent razdiobe K. Koeficijent razdiobe proporcionalan je omjeru koncentracije analita u

uzorku (Cs) i headspace-u (Cc) kao $to je prikazano jednadzbom (1) [9].

K =
Ce

1)

Analiti s velikim koeficijentom razdiobe favorizirat ¢e uzorak, dok oni s malim
koeficijentom ¢e favorizirati headspace. S obzirom na to da se headspace tehnikom analiziraju
analiti u headspace prostoru, nastoji se smanjiti vrijednost koeficijenta razdiobe za analite u
odnosu na ostale komponente uzorka. Zagrijavanjem uzorka koeficijent razdiobe se smanjuje

jer veca koli¢ina analita napusta uzorak ¢ime je koncentracija u headspace-u veca [9, 10].



Jos$ jedan faktor koji utjee na koncentraciju analita u headspace-u je omjer volumena
headspace-a (V) i uzorka (Vs) koji se naziva omjer faza i prikazan jednadzbom (2). Male
vrijednosti f postizu se poveéanjem uzorka u vijali ¢ime se volumen headspace-a smanjuje §to

za posljedicu ima povecanje koncentracije analita u headspace-u [9].

p=1 @

Masa analita u originalnom uzorku, u uzorku nakon uspostavljanja ravnoteze i

headspace-u dana je sljede¢im izrazima (3), (4) i (5):

my = Co - Vs (3)

m, — ukupna masa analita u originalnom uzorku
C, — ukupna koncentracija analita u originalnom uzorku

Vs — volumen uzorka

mg = Cs - Vg (4)

mg — masa analita u uzorku nakon uspostavljanja ravnoteze

Cs — koncentracija analita u uzorku nakon uspostavljanja ravnoteze

mg = Cg - Vg (5)

mg — masa analita u headspace-u
C; — koncentracija analita u headspace-u

Vi — volumen headspace-a



Kako je masa analita u originalnom uzorku jednaka sumi masa analita u dvije faze,
jednostavnim rjesavanjem bilance (jednadzbe (6), (7) i (8)) dobiva se jednadzba (9) koja sadrzi

utjecaj koeficijenta razdiobe i omjera faza na koncentraciju analita u headspace-u.

CO.VS:CS'VS+CG.VG (6)
CO'VS:K.CG'VS-I_CG'VG (7)
Vs Vg
Co=Cg-|K- =2+
0 G[ VS+VS] ®)
€ = ©
CSTK+p

Jednadzba (9) temeljna je jednadzba headspace analize. Govori sljedece:

a) povecanjem Vg, B se smanjuje sto za posljedicu ima povecanje koncentracije analita
u headspace-u,

b)  smanjenjem K, primjerice povecanjem temperature na kojoj se uzorak zagrijava,
koncentracija analita u headspace-u se povecava,

c) akose K i fizmedu uzoraka i kalibracijskih smjesa drze konstantnima, koncentracija

analita u headspace-u direktno je proporcionalna koncentraciji u originalnom uzorku

[9].
2.3.2. Headspace tehnike uzorkovanja

Postoje razli¢ite tehnike uzorkovanja koje se temelje na headspace tehnici. Temelj
svake tehnike uzorkovanja je uzimanje alikvota headspace-a iz vijale s uzorkom kompleksnog
matriksa. U ovom radu opisani su staticko i1 dinamicko headspace uzorkovanje te

mikroekstrakcija ¢vrstom fazom.
2.3.2.1. Stati¢ko headspace uzorkovanje

Nakon Sto se uzorak stavi u €istu vijalu 1 vijala se zatvori, hlapivi spojevi iz uzorka ¢e

prelaziti u headspace prostor dok se ne postigne stanje ravnoteze. Brzina kojom se hlapivi



spojevi odvajaju iz matrice uzorka u headspace, kao i ravnotezna koncentracija hlapivih
spojeva u headspace ovisi o vremenu i temperaturi inkubacije te mijeSanju uzorka u inkubatoru.
Pri viSoj temperaturi inkubacije uzorka, hlapivi analiti lakSe napusStaju matriks uzorka §to ide u
korist headspace-a. Dva najduza procesa prilikom prelaska analita u headspace su molekularna
difuzija unutar tekuce faze uzorka i prijenos mase kroz granicu faza [9]. Kako je matematicki
kompleksno prikazati ovakvo kineticko ponaSanje sustava, vrijeme inkubacije potrebno za
postizanje ravnoteze odreduje se eksperimentalno. MijeSanje uzorka u inkubatoru tijekom
zagrijavanja smanjuje vrijeme inkubacije jer povecava efektivnu povrSinu granice faza Sto
promice prijenos mase kroz granicu [9, 10]. Nakon uspostavljanja ravnoteze, uzima se alikvot
headspace-a i uvodi u plinski kromatograf kako bi se analizirao. Stati¢ni headspace ima
primjenu u analizi alkohola u krvi, ostatnih otapala u farmaceutskim proizvodima, analizi

kozmetike, monomera u polimerima i plastici itd [10].
2.3.2.2. Dinamicko headspace uzorkovanje

U dinamickom headspace uzorkovanju uzorak se priprema kao i kod statickog
headspace uzorkovanja. Razlika je $to u statiCkom headspace uzorkovanju samo dio analita
migrira u headspace i mali dio plina se uvodi u kolonu. Kod dinami¢kog headspace
uzorkovanja, namjera je (gotovo) sav headspace volumen uvesti u kolonu [9]. Dinami¢ko
uzorkovanje primjenjuje dvije igle, jednu za dovod plina nositelja i jednu za izlaz hlapivih
komponenti (slika 4). Plin koji se dovodi uzorku u vijali tjera hlapive spojeve iz uzorka prema
adsorbensu gdje se adsorbiraju i koncentriraju. Nakon adsorpcije, provodi se zagrijavanje pri
¢emu dolazi do desorpcije hlapivih spojeva koji zajedno s plinom nositeljem putuju prema
koloni gdje se separiraju. Dinamicko headspace uzorkovanje primjenjuje se kod niskih
koncentracija hlapivih organskih spojeva zbog ¢ega pronalazi Siroku primjenu u analizi okolisa,
hrane, ostatnih otapala u pakiranjima hrane, analizi hlapivih organskih otapala u farmaceutskim
proizvodima, itd [1, 9, 11].
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Slika 4. Dinamic¢ko headspace uzorkovanje [9]

2.3.2.3. Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom

Jo$ jedna tehnika koja koncentrira i uvodi gotovo sav headspace volumen je
mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (engl. solid phase microextraction, SPME). Igla prolazi kroz
septu vijale u kojoj se nalazi uzorak (slika 5). Kroz iglu se uvodi adsorbensom obloZeno vlakno
od kvarcnog stakla na kojem dolazi do adsorpcije spojeva iz headspace-a. Sustav se odredeno
vrijeme zagrijava nakon ¢ega se igla zajedno s vlaknom uvodi u injektor plinskog kromatografa
gdje se odvija desorpcija analita pri visokoj temperaturi te plin nositelj nosi analite u kolonu

[9]. SPME ima primjenu u analizi tla, vode, zraka i uzoraka sedimenata te hrane [12].
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Slika 5. SPME [9]

2.4. Validacija

Kako bi se potvrdila valjanost metode za odredenu namjenu i osigurala pouzdanost
rezultata ispitivanja provodi se validacija metode. Validacija se provodi za nenormirane
metode, metode razvijene u vlastitom laboratoriju, prilikom modifikacije postoje¢e metode i
ukoliko se normirana metode Zeli primijeniti izvan normiranog podrucja. Validacijom metode
odreduju se izvedbene karakteristike metode, kvantitativne veli¢ine koje naznaCuju doseg
kvalitete mjernog sustava i ukazuju na primjenjivost metode. Izvedbene karakteristike metode

se onda usporeduju s postavljenim zahtjevima [13].
Izvedbene karakteristike su:

a) Selektivnost / specifi¢nost

b) Linearnost

c¢) Osjetljivost

d) Granica detekcije i granica kvantifikacije
e) Toc¢nost

f) Istinitost

g) Preciznost

h) Radno podrucje

i) Robusnost
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2.4.1. Selektivnost / Specifi¢nost

Selektivnost 1 specifi¢nost izvedbene su karakteristike metode koje ukazuju da je
izmjerena vrijednost veli¢ine neovisna o drugim veli¢inama u mjernom sustavu. Specifi¢nost
je mogucnost nedvosmislenog kvalificiranja i kvantificiranja analita u prisutnosti drugih
komponenti uzorka. Selektivnost je svojstvo mjernog sustava da odreduje analit, ali se pri tome
moraju ukloniti interferencije s moguénoscéu utjecaja na rezultat. Selektivnost se moze povecati

uklanjanjem interferencija ili izolacijom analita [13].
2.4.2. Linearnost

Linearnost je izvedbena karakteristika metode kojom se opisuje linearna ovisnost odziva
instrumenta o koncentraciji analita u uzorku. Nakon §to se mjereni signal pripiSe odredenoj
vrijednosti veli¢ine analita, potrebno je odrediti odnos izmedu signala i vrijednosti te veli¢ine
(koncentraciji). Taj odnos odreduje se postupkom kalibracije. Kalibracija se provodi analizom
standardnih otopina razli¢itih koncentracija analita nakon ¢ega se graficki i matematicki prikaze

ovisnost odziva instrumenta o koncentraciji analita (regresijska analiza).
Postoji nekoliko nacina potvrde linearnosti:

a)  Vizualna

b)  Koeficijent korelacije

c)  Koeficijent determinacije
d)  Analiza odstupanja

e)  Graf konstantnog odziva

Ukoliko je odnos izmedu signala i koncentracije analita nelinearan, tada se pribjegava
ogranicenju analize na uze koncentracijsko podrucje ili podijeli kalibracijskog pravca kako bi
se dobila linearnost u uzim koncentracijskim podruc¢jima. Takoder, moguce je ovisnost signala
0 koncentraciji opisati polinomnom funkcijom ili transformirati varijable da bi se dobio linearan
odnos [14].

2.4.3. Osjetljivost

Osjetljivost je izvedbena karakteristike metode ili instrumenta da uz definiranu razinu
pouzdanosti razlikuje uzorke bliskih koncentracija analita. U instrumentalnoj kemijskoj analizi,

osjetljivost je nagib kalibracijskog pravca i nije jednaka granici detekcije [14].
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2.4.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije (GD) je najmanja koli¢ina analita u uzorku ¢iji je signal drugaciji od
signala pozadinskog Suma instrumenta, dok je granica kvantifikacije (GK) najmanja koli¢ina

analita u uzorku koja se moze odrediti uz definiranu razinu pouzdanosti [14].
GD i GK mogu se odrediti sljede¢im metodama:

1.  Natemelju omjera signala i Suma (engl. signal to noise, S/N)
2. Racunanje na temelju analize slijepog uzorka

3. Racunanje na temelju parametara kalibracijskog pravca

1. Na temelju omjera signala i Suma (S/N) — jednadzbe (10) i (11)

GD;SIN=3:1 (10)

GK; S:N = 10:1 (11)

2. Racunanje na temelju analize slijepog uzorka — jednadzbe (12) 1 (13)

Kako bi se odredile granica detekcije i kvantifikacije potrebno je provesti mjerenja 10

nezavisnih slijepih uzoraka iz kojih se racuna srednja vrijednost (X) i standardno odstupanje (s)
[14].

GD=%+3"-s (12)

GK=%+10-s (13)

3. Racunanje na temelju parametara kalibracijskog pravca — jednadZzbe (14) 1 (15)

Standardno odstupanje (S) moze se izraCunati iz niza mjerenja slijepog uzorka, kao
standardno odstupanje kalibracijskog pravca ili kao standardno odstupanje odsjecka

kalibracijskog pravca. Parametar b je nagib kalibracijskog pravca [14].
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3,3 s
GD = (14)

10 - s
GK = (15)

2.4.5. Toénost

Tocnost je mjera bliskosti jednog rezultata analize (X;) i prave vrijednosti veli¢ine (T).
Tocnost rezultata sastoji se od dvije komponente i odreduju se procjenom sustavne (istinitost)
i slucajne (preciznost) pogreske [14]. Kvantitativna mjera to¢nosti je mjerna nesigurnost

rezultata ispitivanja.

2.4.6. Istinitost

Sustavna pogreska je dio ukupne pogreske koji se moze mjeriti i izracunati. Njezini
izvori mogu biti analiticar, metoda i instrument. Pogreska metode se moze otkriti i ukloniti
analizom referencijskog ili sintetickog uzorka, usporednom nezavisnom analizom standardnom
metodom, odredivanjem slijepe vrijednosti. PogreSka analitiCara moze biti uzrokovana
mehani¢kim gubitkom materijala, upotrebom necistih reagensa, nepazljivim ocitavanjem s
instrumenta. Kako bi se uklonila pogreSka analitiCara vazan je paZzljiv rad. Pogreska instrumenta
moze biti posljedica neredovitog umjeravanja instrumenta zbog cega je potrebno redovito

kalibrirati instrument [15].

Istinitost izrazava bliskost srednje vrijednosti beskona¢nog broja ponovljenih mjerenja
(%) i prave vrijednosti (T) i posljedica je sustavne pogreske. U praksi, istinitost se procjenjuje i
izrazava kao odmak (engl. bias) od referentne vrijednosti. Moze se odrediti analizom
referentnog uzorka (certificirani referentni materijal i referentni materijal), usporedbom s
drugom metodom koja se trenutno koristi u laboratoriju ili analizom sintetickog uzorka poznate
koncentracije analita (metoda standardnog dodatka) kada se raCuna iskoriStenje [14].
Kvantitativne mjere istinitosti prikazane su jednadzbama (16), (17) i (18):

- apsolutna mjera istinitosti:

X — Xref (16)
- relativna mjera istinitosti (%):
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X—Xx
Z 7" 100 (17)
xref
- iskoriStenje:
X
R(%) = +100 (18)
xref

2.4.7. Preciznost

Preciznost izrazava bliskost slaganja izmedu izmjerenih vrijednosti veliina tj.
podudaranje viSe mjerenja veliine iz istog homogenog uzorka pri definiranim
eksperimentalnim uvjetima. Ono ukljucuje ponavljanje cijelog analitickog postupka ujedno i
pripremu uzorka. Preciznost se moze iskazati kao ponovljivost, medupreciznost i obnovljivost.
Ponovljivost je mjera rasipanja rezultata kao kratkorocno standardno odstupanje pri ¢emu je
metoda ponovljiva ako se osigurava bliskost rezultata ponovljenih mjerenja. Kod ponovljivosti,
svi uzorci prolaze kroz isti analiticki postupak. Medupreciznost je mjera rasipanja rezultata kao
dugorocno standardno odstupanje pri cemu se mogu mijenjati analiticar, reagensi, dan analize.
Obnovljivost je medulaboratorijska usporedba gdje se usporeduju preciznosti vise laboratorija.
Kod odredivanja obnovljivosti dolazi do promjene mjernih okolnosti. Preciznost se iskazuje
parametrima koje opisuju rasipanje mjerenih veli¢ina; standardno odstupanje (S), relativno
standardno odstupanje (engl. relative standard deviation, RSD) i varijancija (s?). Ovisnost
preciznosti iskazana kao RSD o koncentraciji analita prikazana je na slici 6. Ta ovisnost opisana
je Horwitzovom jednadZbom (jednadzba (19)) koja govori kako standardno odstupanje raste sa
smanjenjem koncentracije analita. Horwitzova jednadZba je empirijska jednadZba koja ne

uzima u obzir prirodu analita, matriksa i primijenjene metode [14, 16].
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Ocekivani RSD (%) = + 2 (1-0510g ) (19)

9% relative standard deviation

L I 1 |
100% 0.1% 1ppm 1ppb 1ppt

Concentration (c)

Slika 6. Graficki prikaz Horwitzove jednadzbe [14]

2.4.8. Radno podrudje

Radno podrucje je raspon unutar kojega metoda ima zadovoljavaju¢u tocnost i
linearnost. Raspon je omeden donjom granicom, granicom kvantifikacije, 1 gornjom granicom,

koncentracija kod koje nema znacajne promjene u osjetljivosti [14].

2.4.9. Robusnost

Robusnost je otpornost na male promjene parametara metode npr. brzina mijeSanja,

temperatura zagrijavanja, koncentracija reagensa i sl.
2.5. Metode kvantifikacije analita

U kromatografiji, povrsina ispod pika proporcionalna je koli¢ini analita. Kako bi se
odredila koli¢ina analita, povrSina ispod pika se integrira i odreduje se matematicki odnos
izmedu integrirane povrSine pika i koncentracije analita. Matematicki odnos odreduje se
postupkom kalibracije. Kalibracija ili umjeravanje je postupak usporedbe mjernog sustava sa
standardiziranim sustavom u svrhu uklanjanja ili minimiziranja pogreske u mjernom procesu.

Postupak kalibracije vanjskim standardom ukljucuje mjerenje signala Sto ih daju standardni

17



uzorci poznate koncentracije, graficko i/ili matematicko opisivanje ovisnosti odziva
instrumenta o koncentraciji standardnih uzoraka te odredivanje koncentracije analita u
nepoznatom uzorku [14]. Osim metode kalibracije vanjskim standardom, koja se najéesce
primjenjuje, postoje i druge metode kalibracije: metoda standardnog dodatka i metoda
unutarnjeg standarda. Uz navedene metode, kvantifikacija analita u kromatografiji ¢esto se
provodi metodom (korigirane) normalizacije povrSine. Sve gore spomenute metode detaljnije su

opisane u nastavku.
2.5.1. Metoda vanjskog standarda

Metoda vanjskog standarda Cesta je metoda kalibracije koja se primjenjuje kada je
utjecaj matrice zanemariv. Prvo se provedu mijerenja standardnih otopina s poznatom
koncentracijom analita u koncentracijskom podrucju u kojem se moze ocekivati analit, oCitava
se odziv instrumenta i odreduje se odnos odziva i koncentracije. Nakon §to se ustanovi odnos,
koji moze biti linearan kao Sto je to prikazano slikom 7, zasebno se mjeri nepoznati uzorak.
Putem jednadzbe kalibracijskog pravca odredi se koncentracija analita u nepoznatom uzorku.
Ukoliko postoji utjecaj matrice uzorka na odredivanje analita, metoda vanjskog standarda nije

prikladna za kvantifikaciju. [14, 17].

y=ax+b
y - odziv instrumenta
X - koncentracija analita
a - nagib pravca
b - odsjecak pravca

tgb = Ay / Ax=a

Slika 7. Kalibracijski pravac koji ne prolazi kroz ishodiste [17]
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2.5.2. Metoda standardnog dodatka

Kako bi se uzeo u obzir utjecaj matrice uzorka na odredivanje analita, provodi se metoda
standardnog dodatka. Ta metoda se provodi na na¢in da se nizu uzoraka dodaje mali prirast
koli¢ine analita i mjeri se odziv instrumenta. Utjecaj matrice uzorka na dodani analit je isti kao
i na postoje¢i analit u uzorku jer se kalibracija i mjerenja provode unutar iste matrice. Pripravi
se graficki prikaz ovisnosti odziva o dodanoj koli¢ini analita te ekstrapolacija do X-0Si

predstavlja koncentraciju analita u pocetnom uzorku (slika 8) [14, 17].

Apsolutna vrijednost na osi
x je koncentracija analita u
nepoznatom uzorku

Slika 8. Graficki prikaz odnosa odziva i dodane koli¢ine analita za metodu standard-

nog dodatka [17]

2.5.3. Metoda unutarnjeg standarda

Istovremeno mjerenje kalibracijskih otopina i nepoznatog uzorka pri ¢emu je standard
dodan uzorku naziva se umjeravanje in situ. Primjer takve metode umjeravanja je metoda
unutarnjeg standarda. Primjenom metode unutarnjeg standarda, umjeravanje i mjerenje
nepoznatog uzorka provodi se unutar Sto sli¢nije matrice kako bi se minimizirala sustavna
pogreska uzorkovana matricom [14, 17]. U uzorak i standardne otopine dodaje se ista koli¢ina
unutarnjeg standarda, stabilan spoj koji eluira u blizini analita, ali nije prisutan u nepoznatom
uzorku. Signali analita i standarda moraju se razlikovati i nedvosmisleno kvalificirati i

kvantificirati. U omjer se postave povrsine ispod pika analita (Aa) i unutarnjeg standarda (Aus)
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i koncentracija analita (ca) i unutarnjeg standarda (cus) i odredi se omjer odziva (R). Nakon
toga u nepoznati uzorak dodaje se ista koli¢ina unutarnjeg standarda i analizira se na
instrumentu [18, 19]. Poznavaju¢i omjer odziva, lako se izra¢una koncentracija analita u

nepoznatom uzorku prema jednadzbi (20):

A A
A_p. B (20)
Ca Cus

2.5.4.. Metoda normalizacije povrSine

Metoda normalizacije povrsine ili metoda ukupne povrSine je kvantitativna metoda koja
odreduje postotak analita iz omjera povrSine ispod pika analita i ukupne povrSine svih
detektiranih pikova prisutnih u uzorku. Rac¢una se prema jednadzbi (21), gdje je xa udio analita

izrazen U postotku, A povrsina ispod pika analita i N broj identificiranih komponenata.

A
Iiv_lAi

+100 (21)

Za primjenu metode normalizacije povrSine, koja uzima u obzir povrSine svih

detektiranih komponenti, moraju biti zadovoljeni sljedeci uvjeti:

e sve komponente moraju eluirati kako bi dobivena koncentracija bila Sto to¢nija koncen-
traciji u realnom uzorku
e svi analiti moraju se detektirati

e osjetljivost mora biti ista za sve komponente uzorka.

Ako osjetljivost nije jednaka za sve analite, u gornju jednadzbu (21) potrebno je uvrstiti faktor

odgovora (engl. response factor, RF) da se dobije jednadzba (22):

Ap/RF4

xa (%) = i
IivzlAi/RFi

100 (22)

RF je izraz koji se obi¢no koristi u metodi normalizacije korigirane povrSine jer uzima
u obzir omjer povrsine pika i koncentracije analita [20]. Faktor odgovora je korekcijski faktor

koji omogucuje izracun prave vrijednosti koncentracije analita. IzraGunate RF-vrijednosti zatim
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se koriste za izrac¢un relativnog faktora odgovora (engl. relative response factor, RRF) izmedu

dva analita (jednadzba (23)):

RF,
RRF = or- (23)

RRF-vrijednost moze se koristiti za izracun koncentracije jednog analita kada je koncentracija
drugog analita poznata. Kada se kao drugi analit poznate koncentracije Kkoristi unutarnji
standard, koncentraciju analita raunamo prema izrazu (20), pri ¢emu je RRF jednak omjeru
odziva (R).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Kemikalije

Kemikalije koristene tijekom izvodenja diplomskog rada prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Kemikalije koriStene u radu

Molekulska

Naziv formula Cistoca (%) Proizvoda¢
Aceton C3HesO 99,9 Gram-mol, Hrvatska
Acetonitril C2HsN 99,9 Lach-Ner, Hrvatska
Butanol C4H100 99,9 Radin-Grafika, Hrvatska
Cikloheksan CeH12 99,5 Kemika, Hrvatska
Diklormetan CH:Cl2 99,9 Gram-mol, Hrvatska
Etanol C2HesO 99,8 Honeywell, SAD
Etil-acetat C4HsO2 99,5 VWR International, SAD
Etilbenzen CgHao 99,0 Tokyo Chemical Industry, Japan
Etoksi-2-propanol CsH1202 95,0 Tokyo Chemical Industry, Japan
Izooktan CgHas 99,0 PanReac AppliChem, Njemacka
Izopropanol C3HsO 99,9 Gram-mol, Hrvatska
Kloroform CHCl3 99,0 Kemika, Hrvatska
Ksilen smjesa izomera CgHao 98,5 Gram-mol, Hrvatska
Metanol CH4O 99,5 Gram-mol, Hrvatska
Metil-etil-keton C4HsO 99,9 Radin-Grafika, Hrvatska
Metil-izobutil-keton CeH120 99,0 Kemika, Hrvatska
Metoksi-2-propanol C4H1002 98,0 VWR International, SAD
n-Butil-acetat CeH1202 98,0 Gram-mol, Hrvatska
Toluen C7Hs 99,9 Gram-mol, Hrvatska
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3.1.2. Realni uzorak

Tijekom validacije za odredivanje ostatnih organskih otapala, uz standarde koristen je

uzorak proizvodnog mulja interne oznake 20211119.
3.2. Instrumenti

Plinski kromatograf GC NEXIS GC-2030 spregnut FID detektorom koristen je za
odredivanje Sesnaest ostatnih organskih otapala u proizvodnom mulju (slika 9).
Multifunkcionalni autosampler AOC 6000 Plus omogucuje headspace uzorkovanje. AOC 6000
Plus i GC-FID kontrolirani su softver-om LabSolutions. Kromatografska separacija provedena
je na kapilarnoj koloni SH-1-624Sil MS 60 m, 0,25 mmID, 1,40 pum df.

Slika 9. GC NEXIS GC-2030 s FID detektorom i headspace autosampler-om AOC 6000 Plus

3.3. Metoda rada
3.3.1. Razvoj metode

Radi odredivanja optimalnih uvjete za razdvajanje 16 organskih otapala tj. 17 analita
(iako su svi izomeri ksilena, m- i p-ksilen ¢ine jedan analit, a 0-ksilen ¢ini drugi analit jer imaju
23



razli¢ito vrijeme zadrzavanja) kreirane su metode u kojima su mijenjani sljede¢i parametri:
temperaturni program kolone, protok dusika kroz kolonu, volumen injektiranja uzorka, split

omjer, volumen uzorka, vrijeme i temperatura inkubacije uzorka.
3.3.2. Validacija

Validacija je provedena nakon razvoja metode. Prvi korak u validaciji metode je
postavljanje kriterija prihvatljivosti za izabrane izvedbene karakteristike. Kriteriji validacije za
HS-GC-FID metodu odredivanja ostatnih organskih otapala u proizvodnom mulju prikazani su

s ukupnim rezultatima u tablici 15.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Razvoj metode za kromatografsko odredivanje ostatnih otapala u proizvodnom

mulju

Prvi korak u razvoju metode je pronalazak optimalnih vrijednosti parametara koji ¢e

omoguciti dobro razdvajanje svih analita 1 njihovu nedvosmislenu identifikaciju. Prvotni

parametri odabrani za poCetak razvoja metode odabrani su prema literaturi [21] i nalaze se u

tablici 2.

Tablica 2. Pocetni eksperimentalni uvjeti razvoja HS-GC-FID metode za odredivanje ostatnih

organskih otapala

Injektor Kolona
Dubina penetracije u o o
vijalu (mm) 15 Temperatura (°C) | 140 Temperatura (°C) 40
Dubina penetracije u e . . . .
injektor (mm) 40 | Nacin injektiranja | Split | Vrijeme ravnoteze (min) 0,5
Temperatura . Lo Temperaturni program 10 HC (@D )
. o 80 Plin nositelj N2 g 10 °C/min -240 °C
inkubacije (°C) pecnice 240 °C (10 min)
Vrijeme inkubacije LU A
- 45 Tlak (kPa) 125,4 | temperaturnog programa 50
(min) :
(min)
Temperatura igle Ukupan protok . . .. o
°C) 100 (mL/min) 25,00 | Brzina hladenja pe¢nice | Brzo (200 °C/min)
Brzina mijeSanja u .
inkubatoru 250 Pr?;fbﬁq‘;ﬁ;“ 2,00 FID
(okretaj/min)
_C1sc§nje prije 0 Linearna brzina 42,2 Tatipeminn ©0) 240
uzimanja uzorka (s) (cm/s)
S Protok . L
P{:F:é(')?gﬁwﬂiﬁ)u 25 prodis¢avanja 3,00 Vrijeme (ﬁiuns)tavljanja 50
: (mL/min)
Cisc¢enje nakon . . L
injektiranja (s) 30 Split omjer 10 Kompenzacijski plin N2
Vrijeme analize 30 Protok kompenzacijskog 300
(min) plina (mL/min) '
Protok Hz (mL/min) 35,0
Protok zraka (mL/min) 350,0
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Svih 16 organskih otapala po 100 pL stavljeno je u vijalicu od 20 mL. Analiza je
zapocela inkubiranjem vijale MIX 1_624 na temperaturi 80 °C i vremenu 45 min. Nakon
inkubacije, uzorak volumena 1 pL injektiran je u injektor plinskog kromatografa brzinom od
25 mL/min. Tu je uzorak split-an na omjer 10:1. Nakon split-anja, uzorak je doveden na kolonu
gdje se odvijala separacija analita. Kapilarna kolona spojena je na FID detektor na kojem se

plinoviti eluenti mijesaju sa zrakom i vodikom te detektiraju.

Na slici 10 prikazan je kromatogram smjese analita snimljen s gore navedenim
vrijednostima parametara s pripadaju¢om tablicom vremena zadrzavanja analita (tr) u
pojedina¢nim otopinama i U smjesi (tablica 3). Razlucivanje (Rs) je kvantitativna mjera
razdvajanja dva kromatografska pika (analita). Za razdvajanje dvaju pikova A i B razlu¢ivanje
se racuna prema formuli (24) gdje su (tr)s i (tr)a vremena zadrzavanja pikova A i B te wa | wg
Sirine pikova na baznoj liniji izmedu tangenti povuéene pri 50% visine pika. Vrijednosti Rs su
dobivene software-om LabSolutions i ukazuju da promjena odredenog parametra metode za

posljedicu moze imati bolje razdvajanje pikova analita.

_ 2-[(tg)p — (tr)al
RS B Wa + Wwg (24)

Datafile Name:MIX 1_624_002.gcd
Sample Name:MIX 1_624
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Slika 10. Kromatogram smjese analita snimljen s pocetnim vrijednostima parametrima

metode
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Tablica 3. tr analita u pojedina¢nim otopinama i U smjesi te Rs-vrijednosti pri pocetnim

vrijednostima parametara

Analit tr (Min) — pojedinacne otopine | tr (Min) — smjesa Rs
Metanol 4,718 4,724 --
Etanol 6,275 6,305 5,201
Aceton 7,399 7,350 3,047
Izopropanol 7,864 7,804 1,357
Metil-etil-keton 14,235 14,184 19,075
Etil-acetat 14,514 14,511 0,954
Cikloheksan 17,288 17,272 7,786
Izooktan 20,535 20,513 8,968
Metoksi-2-propanol 23,141 23,104 9,835
Butanol 23,527 23,463 2,254
Metil-izobutil-keton 26,862 26,826 27,263
Etoksi-2-propanol 27,125

Toluen 27,185 21,162 3.05
Butil-acetat 29,093 29,077 19,071
Etilbenzen 30,502 30,491 17,919
m-/p-Ksilen 30,749 30,739 2,905
0-Ksilen 31,468 31,465 8,596

Rsza metil-etil-keton i etil-acetat iznosi 0,954 i potrebno je bolje razdvojiti pikove kako
bi se nedvosmisleno identificirali i §to to¢nije kvantificirali. Prema kromatogramu na slici 10,
vidljiv je samo jedan pik koji odgovara etoksi-2-propanolu i toluenu. Analizom pojedinac¢nih
analita, utvrdeno je kako su vremena zadrzavanja navedenih analita vrlo bliska, etoksi-2-
propanol; 27,125 min i toluen; 27,185 min zbog Cega je potrebna daljnja optimizacija koja ¢e

omoguciti razdvajanje etoksi-2-propanola i toluena.
4.1.1. Izbor temperaturnog programa

S obzirom da je pokretacka sila razdvajanja analita u koloni temperaturni program
pecnice unutar koje se nalazi kolona, kreirane su metode sa osam razli¢itih temperaturnih
programa. Svih 16 organskih otapala po 100 uL stavljeno je u svaku od osam vijala od 20 mL.
Temperaturni program koji je pokazao najbolje rezultate prikazan je u tablici 4 s pripadaju¢im
kromatogramom na slici 11. U tablici 5 nalaze se vrijednosti tr i Rs pri odabranom

temperaturnom programu.
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Tablica 4. Optimalni temperaturni program

T/t(C/min) | T(°C) | t(min)

- 35 17,5
10 100 3,5
40 240 1

Datafile Name:MIX 12 R4_624_009.gcd
Sample Name:MIX 12 R4_624
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Slika 11. Kromatogram smjese analita snimljen pri optimalnom temperaturnom programu
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Tablica 5. tr i Rs analita pri optimalnom temperaturnom programu kolone

Analit tr (Min) Rs

Metanol 5,035 --
Etanol 6,858 6,868
Aceton 8,122 4,533
Izopropanol 8,694 2,007
Metil-etil-keton 16,478 23,688
Etil-acetat 16,973 1,411
Cikloheksan 19,411 8,556
Izooktan 21,165 8,998
Metoksi-2-propanol 22,711 10,766
Butanol 22,942 2,068
Metil-izobutil-keton 25,835 26,629
Etoksi-2-propanol 26,142 2,703
Toluen 26,257 1,017
Nepoznato 26,814 4,686
Nepoznato 27,337 4,219
Butil-acetat 28,462 11,508
Etilbenzen 29,555 17,003
m-/p-Ksilen 29,722 2,681
0-Ksilen 30,182 7,712

Izabranim temperaturnim programom postignute su vece vrijednosti Rs za gotovo svaki
analit. Takoder, razdvojeni su pikova etoksi-2-propanola i toluena te je uoc¢en porast Rs metil-
etil-ketona i etil-acetata sa 0,954 na 1,411.

4.1.2. 1zbor protoka dusika

Brzina protoka plina nositelja u koloni utje¢e na vrijeme zadrzavanja svakog analita
¢ime i na njihovo razdvajanje. Visoka brzina protoka dusika moZe uzrokovati loSe razdvajanje
jer analiti nemaju dovoljno vremena za interakciju s kolonom stoga prolaze kroz nju bez
zadrZavanja. Iz tog razloga, pri prethodno definiranom temperaturnom programu, mijenjan je
protok dusika kroz kolonu na 3,00; 1,50; 1,37 i 1,00 mL/min te je odreden njegov utjecaj na
razdvajanje analita. Svih 16 organskih otapala po 100 pL stavljeno je u svaku od cetiri vijale
od 20 mL. Najbolji rezultati dobiveni su pri protoku dusika kroz kolonu od 1,50 mL/min i 1,00
mL/min. Kromatogrami snimljen pri brzini protoka od 1,00 mL/min i 1,50 mL/min nalaze se
na slikama 12 i 13 s pripadaju¢im tr i Rs analita u tablicama 6 i 7.
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Slika 12. Kromatogram smjese analita snimljen pri protoku dusika 1,00 mL/min

Tablica 6. tr i Rs analita pri protoku dusika 1,00 mL/min

min

Analit tr (Min) Rs

Metanol 7,647 --
Etanol 10,664 10,376
Aceton 12,556 6,224
Izopropanol 13,564 3,217
Metil-etil-keton 21,863 36,897
Etil-acetat 22,059 1,457
Cikloheksan 23,531 11,404
Izooktan 24,708 9,513
Nepoznato 25,243 4,615
Metoksi-2-propanol 26,094 6,454
Butanol 26,177 0,629
Nepoznato 26,443 2,262
Nepoznato 27,992 13,507
Metil-izobutil-keton 29,05 12,538
Etoksi-2-propanol 29,211 2,576
Toluen 29,356 2,431
Nepoznato 29,544 3,012
Nepoznato 29,671 0,896
Nepoznato 29,81 1,008
Butil-acetat 30,433 11,214
Etilbenzen 31,353 17,99
m-/p-Ksilen 31,493 2,511
0-Ksilen 31,935 7,913
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Slika 13. Kromatogram smjese analita pri protoku dusika 1,50 mL/min

Tablica 7. tr i Rs analita pri protoku dusika 1,50 mL/min

30,0 min

Analit tr (Min) Rs

Metanol 6,002 --
Etanol 8,183 7,841
Aceton 9,712 5,291
Izopropanol 10,394 2,287
Metil-etil-keton 19,182 33,834
Etil-acetat 19,51 1,564
Cikoheksan 21,232 9,445
Izooktan 22,633 9,376
Metoksi-2-propanol 23,97 11,262
Butanol 24,127 1,604
Nepoznato 24,258 1,016
Metil-izobutil-keton 27,33 21,847
Etoksi-2-propanol 27,646 2,961
Toluen 27,806 1,696
Nepoznato 28,169 4,097
Nepoznato 28,508 4,302
Butil-acetat 29,276 11,877
Etilbenzen 30,257 17,882
m-/p-Ksilen 30,404 2,584
0-Ksilen 30,832 7,677
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Vizualnom procjenom kromatograma na slici 12 i 13 uoceno je da su pikovi etoksi-2-
propanola i toluena razdvojeni. Rs za metil-etil-keton i etil-acetat pri 1,50 mL/min dusika
porastao je s 1,411 na 1,564 i za etoksi-2-propanol i toluen s 1,017 na 1,696. Smanjenje protoka
dusika na 1,00 mL/min dovelo je do dodatnog razdvajanja pikova etoksi-2-propanola i toluena
(Rs = 2,431), ali su se pikovi metoksi-2-propanola i butanola preklopili. Pri protoku od 1,00
mL/min rezolucija pikova metoksi-2-propanola i butanola se smanjila sa 2,068 na 0,629 (tablica

6) stoga je odlu¢eno da se razvoj metode nastavi pri 1,50 mL/min.
4.1.3. Izbor volumena injektiranja

Tijekom razvoja metode volumen injektiranja iznosio je 1 pL. Obzirom da se
primjenjuje igla od 2,5 mL koja moze uzeti najmanji volumen uzorka od 250 pL, daljnje analize
provedene su s razli¢itim volumenima injektiranja. Kako bi se odredio optimalan volumen
injektiranja kod kojeg pikovi svih analita moraju biti prisutni radi identifikacije i kvantifikacije,
provedene su analize s tri razli¢ita volumena injektiranja: 250, 750 i 1000 pL (slika 14). Svih
16 analita po 100 pL stavljeno je u svaku od tri vijale od 20 mL. Split omjer poveéan je s 10 na
20 kako se kolona ne bi opteretila velikom kolicinom analita. Povecanjem volumena
injektiranja, fronting pikova je sve izrazeniji stoga su daljnje analize provedene pri 250 puL

injektiranog uzorka (slika 15).
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Slika 14. Preklopljeni kromatogrami smjese analita; volumen injektiranja 250 pL, volumen

injektiranja 750 pL , volumen injektiranja 1000 pL
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Slika 15. Kromatogram smjese analita snimljen pri volumenu injektiranja 250 puL

U tablici 8 nalaze se vremena zadrZavanja analita dobivena pri volumenu injektiranja
od 250 pL i 1 pL. Ne postoji znacajna razlika u vremenima zadrzavanja pri razliitim

volumenima injektiranja stoga se nastavlja s daljnjom optimizacijom.

Tablica 8. tr analita pri volumenu injektiranja od 250 uL i 1 pL te apsolutna razlika u njihovim

vrijednostima

Analit tr (MiN)2s0uL tr (MiN)gu |A| (min)
Metanol 5,956 6,002 0,046
Etanol 8,375 8,183 0,192
Aceton 9,686 9,712 0,026
Izopropanol 10,666 10,394 0,272
Metil-etil-keton 19,336 19,182 0,154
Etil-acetat 19,636 19,51 0,126
Cikloheksan 21,29 21,232 0,058
Izooktan 22,696 22,633 0,063
Metoksi-2-propanol 24,103 23,97 0,133
Butanol 24,296 24,127 0,169
Metil-izobutil-keton 27,44 27,33 0,11
Etoksi-2-propanol 27,758 27,646 0,112
Toluen 27,882 27,806 0,076
Butil-acetat 29,305 29,276 0,029
Etilbenzen 30,285 30,257 0,028
m-, p-Ksilen 30,427 30,404 0,023
0-Ksilen 30,837 30,832 0,005
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4.1.4. 1zbor split omjera

S povecanjem split omjera smanjuje se koli¢ina uzorka koja ulazi u kolonu na
razdvajanje. Kako bi se umanjio utjecaj fronting-a na pikove analita, provedene su analize
uzorka pri sljede¢im split omjerima: 40, 60, 80 i 100. Svih 16 organskih otapala po 100 puL
stavljeno je u svaku od cetiri vijale od 20 mL. Na slici 16 nalaze se preklopljeni kromatogrami
snimljeni pri split omjerima 20, 40, 60, 80 i 100. Najmanji utjecaj fronting-a na pikove dobiven
je pri split omjeru 100 (slika 17).
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Slika 16. Preklopljeni kromatogrami smjese analita; split omjer 20, split omjer 40, split omjer
60, , split omjer 100
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Slika 17. Kromatogram snimljen pri split omjeru 100
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4.1.5. 1zbor volumena uzorka

Kako bi se dodatno smanjio utjecaj fronting-a pikova, promijenjen je volumen uzorka
sa 100 uL na 50 pL svakog analita. Svih 16 organskih otapala po 50 uL stavljeno je u svaku od
pet vijala od 20 mL. U slucaju nedovoljne koli¢ine uzorka, provedena je analiza pri pet razli¢itih
split omjera: 10, 40, 60, 80 i 100. Vizualnom procjenom, najmanji utjecaj fronting-a na pikove
pokazala je analiza pri split omjeru jednakom 100 ¢iji Se kromatogram nalazi na slici 18. Daljnje

analize provedene su na ukupnom volumenu uzorka od 800 pL i split omjeru od 100.
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Sample Name:MIX 55 SPL100_624
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Slika 18. Kromatogram smjese analita snimljen pri ukupnom volumenu uzorka 50 pL i split

omjeru 100

4.1.6. Odredivanje uvjeta ravnoteze headspace uzorkovanja

Kako bi ustanovili vrijeme i temperaturu inkubacije potrebno za postizanje ravnoteze
unutar vijale s uzorkom, provedene su analize s jednakom koli¢inom uzorka pri razli¢itim
vremenima i temperaturama inkubacije. Svih 16 organskih otapala po 50 uL stavljeno je u svaku
od dvanaest vijala od 20 mL. Mjerenja su provedena pri tri razlicite temperature inkubacije: 70,
80 1 90 °C pri ¢emu je svaka temperatura inkubacije provedena pri Cetiri razlicita perioda u
trajanju od: 15, 30, 45 i 60 min. Mjerenja su pokazala kako ne postoji znacajna razlika u
odzivima pri razli¢itim vremenima inkubacije stoga je, radi osiguranja stanja ravnoteze,

odabrano vrijeme trajanja od 30 min. Kromatogrami dobiveni pri 30 minuta inkubacije te pri
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70, 80 i 90 °C nalaze se na slici 19. Ne postoji znacajna razlika u povrSinama ispod pikova na

tri razlicite temperature stoga je odabrana srednja temperatura od 80 °C kao temperatura
inkubacije.

u
Datal:MIX 71 AT30_624_065.gcd FID1
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Slika 19. Preklopljeni kromatogrami smjese analita nakon 30 minuta inkubacije pri 70 °C, 80
°Ci90°C
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4.2. Validacija metode za odredivanje ostatnih otapala u proizvodnom mulju

Nakon S$to su odredeni optimalni uvjeti razdvajanja svih 17 ispitivanih analita,

provedena je validacija razvijene HS-GC-FID metode. Prilikom provedbe validacije, analiti

visokog vrelista nisu pokazali dobru ponovljivost. S pretpostavkom da analiti kondenziraju u

injektoru, temperatura injektora povisena je sa 140 °C na 200 °C. Prema preporuci proizvodaca,

temperatura igle smanjena je s maksimalnih 140 °C na 130 °C. S ciljem postizanja ravnoteze

za analite Sirokog raspona vreliSta, temperatura inkubacije povecana je s 80 °C na 90 °C i

vrijeme inkubacije produzeno je s 30 na 45 minuta. U tablici 9 prikazani su optimalni uvjeti za

razdvajanje svih 17 analita pri kojima je provedena validacija.

Tablica 9. Optimalne vrijednosti parametara za odredivanje ostatnih otapala u proizvodnom
mulju HS-GC-FID metodom

Injektor

Kolona

Dubina penetracije u o o
vijalu (mm) 15 Temperatura (°C) 200 Temperatura (°C) 35
Dubina penetracije u e . Vrijeme ravnoteze
injektor (mm) 40 Nacin injektiranja Split (min) 0,5
" 35 °C (17,5 min)
inTkint:Ef;aeu(j:é) 90 Plin nositelj N2 ;egﬁragﬂle 10 °C/min -100 °C (3,5 min)
J programp 40 °C/min — 240 °C (1 min)
Vrijeme inkubacije Vi e
) (min) ) 45 Tlak (kPa) 168,0 temperaturnog 32
programa (min)
Temperatura igle Ukupan protok Brzina hladenja o
©C) 130 (mL/min) 154,5 s Brzo (200°C/min)
Brzina mijesanja u o
inkubatoru 250 Pr?rt]obs:il;l)ka 1,50 FID
(okretaj/min)
Ciséenje prije Linearna brzina o
uzimanja uzorka (s) L (cml/s) 2018 e (0] e
Protok injektiranja u o5 R[thK . 300 Vrijeme 3
injektor (mL/min) pr?r;f?s:;ﬁl)ua ' zaustavljanja (min)
Cis¢enje nakon 30 Split omjer 100 Kompenzacijski N>
injektiranja (s) plin
Vrijeme analize LIS
(min) 41 kompenzacijskog 30,0
plina (mL/min)
Hz Flow [mL/min] 35,0
Protok zraka 350,0

37



4.2.1. Selektivnost metode

Razvijena metoda jest selektivna metoda jer moze razluciti svih 17 analita Sto je
potvrdeno kromatogramima koji su dobiveni analizom pojedina¢nih otopina analita (slika 20) i
njihove smjese (slika 21). tr analita u realnom uzorku poklapaju se s tr pojedina¢nih analita u

standardnim otopinama (slika 22).
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Slika 20. Preklopljeni kromatogrami 17 ispitivanih analita; metanol, etanol, aceton,
, etil-acetat, , izooktan, metoksi-2-propanol, butanol,

, etoksi-2-propanol, toluen, butil-acetat, etilbenzen,
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Slika 21. Kromatogram smjese ispitivanih analita
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Slika 22. Kromatogram proizvodnog mulja 20211119

4.2.2. Linearnost

Kalibracija je provedena metodom vanjskog standarda u svrhu odredivanja granice
detekcije i kvantifikacije. Standardne otopine analita pripremljene su u volumnim udjelima
prema tablicama P1 do P17 u Prilogu pri ¢emu se za odredivanje to¢nog volumnog udjela
analita uzimala u obzir Cisto¢a kemikalija. Kao otapalo koristen je diklormetan. U tablici 10
predstavljene su jednadzbe kalibracijskih pravaca i koeficijenti determinacije (R?) za svaki

analit. A predstavlja srednju vrijednost povrsina ispod pika, a ¢ volumni udio analita.
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Tablica 10. Jednadzbe kalibracijskih pravaca i R? analita

Analit Jednadzba kalibracijskog pravca R?
Metanol A = 306598,0265¢ - 22998,8707 0,9974
Etanol A = 237857,4054¢ - 10079,7239 0,9994
Aceton A =376548,2198¢ - 12111,2377 0,9821
Izopropanol A =167491,6475¢ + 22911,6269 0,9941
Metil-etil-keton A =172259,8612¢ + 210817,5703 1,0000
Etil-acetat A =152322,0561¢ + 183094,6753 0,9997
Cikloheksan A =818141,2788¢p + 57974,6805 0,9943
Izooktan A =495103,4754¢ + 163244,3134 0,9981
Metoksi-2-propanol A = 34680,7949¢ - 8146,2614 0,9731
Butanol A =56933,5268¢ - 15796,7943 0,9670
Metil-izobutil-keton A =69427,0752¢ - 8278,2903 0,9895
Etoksi-2-propanol A =26525,8284¢ — 6753,9824 0,9579
Toluen A =219253,7118¢p - 9518,3649 0,9982
Butil-acetat A =44698,6765¢ - 11116,5543 0,9711
Etilbenzen A =92277,8187¢ + 25562,6508 0,9721
m-/p-Ksilen A =89592,1128¢ - 12934,0728 0,9786
o0-Ksilen A =79384,8658¢ - 956,3059 0,9698

4.2.3. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije i kvantifikacije odredena je na temelju parametara kalibracijskog

pravca. Vrijednosti GD i GK nalaze se u tablici 11. Eksperimentalni podatci za izratun GD i

GK nalaze su tablicama u Prilogu u tablicama P18 do P34.
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Tablica 11. GD i GK

Analit GD (vol. %) GK (vol. %)
Metanol 0,009 0,03
Etanol 0,008 0,02
Aceton 0,01 0,03
Izopropanol 0,01 0,03
Metil-etil-keton 0,21 0,65
Etil-acetat 0,16 0,50
Cikloheksan 0,005 0,02
Izooktan 0,12 0,36
Metoksi-2-propanol 0,11 0,32
Butanol 0,11 0,34
Metil-izobutil-keton 0,11 0,34
Etoksi-2-propanol 0,19 0,58
Toluen 0,06 0,17
Butil-acetat 0,14 0,42
Etilbenzen 0,15 0,45
m-/p-Ksilen 0,09 0,27
0-Ksilen 0,01 0,03

4.2.4. Preciznost

4.2.4.1. Ponovljivost

Za odredivanje ponovljivosti, pripremljena je smjesa svih 16 organskih otapala.
Ponovljivost je odredena analizom te iste standardne otopine analita u 10 vijala. Rezultati
ponovljivosti, iskazani kao RSD (%) volumnih udjela dobiveni metodom normalizacije
povrsine, prikazani su u tablici 12. Za odredivanje to¢nog volumnog udjela analita u
pripremljenoj standardnoj otopini, u obzir je uzeta cistoca kemikalije. Detaljni podaci

odredivanja ponovljivosti nalaze se u Prilogu u tablicama P35 do P51.
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Tablica 12. Ponovljivost

Analit o (%) RSD (%)
Metanol 6,21 7,94
Etanol 6,23 1,64
Aceton 6,23 1,67
Izopropanol 6,23 3,74
Metil-etil-keton 6,23 0,88
Etil-acetat 6,21 1,99
Cikloheksan 6,21 8,48
Izooktan 6,18 5,12
Metoksi-2-propanol 6,12 39,29
Butanol 6,23 37,52
Metil-izobutil-keton 6,18 25,36
Etoksi-2-propanol 5,93 44,85
Toluen 6,23 7,62
Butil-acetat 6,12 36,01
Etilbenzen 6,18 29,67
m-/p-Ksilen 4,40 31,57
0-Ksilen 0,28 35,05

Analiti visokog vrelista, ¢ije je vrijeme zadrzavanja veliko, imaju veliku vrijednost
RSD-a. Rije¢ je o metoksi-2-propanolu, butanolu, metil-izobutil-ketonu, etoksi-2-propanolu,
butil-acetatu, etilbenzenu, m-/p-ksilenu i o-ksilenu (izuzev toluena). Ostalih devet analita —
metanol, etanol, aceton, izopropanol, metil-etil-keton, etil-acetat, cikloheksan, izooktan i toluen
— imaju zadovoljavajuce vrijednosti RSD-a (RSD < 15%).

4.2.4.2. Medupreciznost

Medupreciznost je ispitana kao i ponovljivost, ponovljenim (10 puta) analizama smjese
svih 16 organskih otapala, medutim pripremljene od strane drugog analitiCara. Rezultati
medupreciznosti iskazani su kao RSD (%) volumnih udjela dobiveni metodom normalizacije
povrsine. Za odredivanje to¢nog volumnog udjela analita u pripremljenoj standardnoj otopini,
u obzir je uzeta Cisto¢a kemikalije. Rezultati dobiveni od strane drugog analiticara te rezultati
F-testa i t-testa prikazani su u tablici 13. Detaljni podaci koriSteni za odredivanje
medupreciznosti nalaze se u Prilogu u tablicama P52 do P68, a F-testa i t-testa u tablicama P69
do P85.
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Tablica 13. Medupreciznost (drugi analiticar), F-test i t-test

Analit o (%) RSD (%) Fkrit. | Feksp. tkrit. teksp.
Metanol 6,21 9,80 3,18 | 1,04 2,26 | 0,16
Etanol 6,23 4,00 3,18 | 1,07 2,26 | 0,28
Aceton 6,23 11,33 318 | 1,71 2,26 | 0,68
Izopropanol 6,23 5,39 3,18 | 1,24 2,26 | 0,20
Metil-etil-keton 6,23 3,91 3,18 | 1,34 2,26 | 0,15
Etil-acetat 6,21 5,59 3,18 | 1,43 2,26 | 0,11
Cikloheksan 6,21 12,18 3,18 | 2,14 2,26 | 1,46
Izooktan 6,18 9,34 E 318 | 200 || 226 | 041
Metoksi-2-propanol 6,12 60,53 WL | 318 | 255 || 226 | 0,43
Butanol 6,23 61,82 3,18 | 2,99 2,26 | 0,52
Metil-izobutil-keton 6,18 37,09 3,18 | 2,02 2,26 | 0,35
Etoksi-2-propanol 5,93 68,90 3,18 | 2,38 2,26 | 0,32
Toluen 6,23 9,62 3,18 | 1,35 2,26 | 0,28
Butil-acetat 6,12 52,90 3,18 | 2,23 2,26 | 0,38
Etilbenzen 6,18 43,87 3,18 | 2,05 2,26 | 0,30
m-/p-Ksilen 4,40 47,08 3,18 | 2,20 2,26 | 0,37
0-Ksilen 0,28 53,12 3,18 | 2,31 2,26 | 0,36

RSD-vrijednosti dobivene od strane drugog analiti¢ara odgovaraju RSD-vrijednostima
dobivene ispitivanjem ponovljivosti §to je potvrdeno F-testom. F-test usporedbe standardnih
odstupanja dvaju nizova pokazao je kako ne postoji znacajna razlika izmedu standardnih
odstupanja dva niza mjerenja, odnosno u preciznosti dva analitiCara. t-test usporedbe
eksperimentalnih aritmetickih sredina dvaju nizova pokazao je kako ne postoji znacajna razlika

izmedu aritmetickih sredina dva uzorka i smatra se da su dio iste cjeline.
4.2.5. Istinitost

Istinitost je odredena kao iskoristenje; omjer srednje vrijednosti triju volumnih udjela
analita i referentnog volumnog udjela. Referentni volumni udio je volumni udio analita koji je
pripremljen dok je srednja vrijednost volumnog udjela dobivena metodom normalizacije

povrSine. Rezultati istinitosti (iskoriStenja) nalaze se u tablici 14.

43



Tablica 14. Istinitost

Analit Referentni volumni udio (%) o (%) Istinitost (%)
Metanol 10,0 9,10 91,2
Etanol 7,5 8,40 112,2
Aceton 10,0 14,97 149,8
Izopropanol 5,0 5,29 105,9
Metil-etil-keton 5,0 5,42 108,5
Etil-acetat 7,5 6,35 85,1
Cikloheksan 7,5 27,51 368,6
Izooktan 5,0 11,11 224,4
Metoksi-2-propanol 9,8 2,54 25,9
Butanol 10,0 4,23 42,4
Metil-izobutil-keton 9,9 4,91 49,6
Etoksi-2-propanol 9,5 1,64 17,3
Toluen 10,0 9,77 97,8
Butil-acetat 7,4 2,24 30,5
Etilbenzen 7,4 5,81 78,2
m-/p-Ksilen 5,28 3,02 57,2
0-Ksilen 0,34 0,17 50,6

Analiti metanol, etanol, izopropanol, metil-etil-keton, etil-acetat i toluen zadovoljavaju
kriterij istinitosti (iskoriStenje unutar = 20%) na volumnim udjelima pri kojima je istinitost

provedena.
4.2.6. SazZetak rezultata validacije

U tablici 15 nalaze se vrijednosti izvedbenih karakteristika odredeni tijekom validacije

HS-GC-FID metode te zadovoljavaju li postavljene kriterije prihvatljivosti.
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Tablica 15. Sazetak rezultata validacije HS-GC-FID metode

ST Granit_:_a Grgr)ica" Preciznost | Medupreciznost | . Istir?ivtost. Zadovoljava
/_ detekcije kvantifikacije (RSD, %) (RSD, %) (iskoristenje, Kiterij
Kriterij prihvatljivosti | _Selektivnost | (¢, %) (9. %) %)
informacija | informacija | informacija RSD <15 RSD <15 80120 DA ili NE
Metanol 0,009 0,03 7,94 9,80 91,2 DA/DA/DA
Etanol 0,008 0,02 1,64 4,00 112,2 DA/DA/DA
Aceton 0,01 0,03 7,67 11,33 149,8 DA/DA/NE
1zopropanol 0,01 0,03 3,74 5,39 105,9 DA/DA/DA
Metil-etil-keton 0,21 0,65 0,88 3,91 108,5 DA/DA/DA
Etil-acetat 0,16 0,50 1,99 5,59 85,1 DA/DA/DA
Cikloheksan 0,005 0,02 8,48 12,18 368,6 DA/DA/NE
Izooktan by 0,12 0,36 512 9,34 2244 DA/DA/NE
% Metoksi-2-propanol % 0,11 0,32 39,29 60,53 259 NE/NE/NE
< Butanol c_% 0,11 0,34 37,52 61,82 42,4 NE/NE/NE
Metil-izobutil-keton 0,11 0,34 25,36 37,09 49,6 NE/NE/NE
Etoksi-2-propanol 0,19 0,58 44,85 68,90 17,3 NE/NE/NE
Toluen 0,06 0,17 7,62 9,62 97,8 DA/DA/DA
Butil-acetat 0,14 0,42 36,01 52,90 30,5 NE/NE/NE
Etilbenzen 0,15 0,45 29,67 43,87 78,2 NE/NE/NE
m-/p-Ksilen 0,09 0,27 31,57 47,08 454 NE/NE/NE
0-Ksilen 0,01 0,03 35,05 53,12 23,0 NE/NE/NE

4.3. Analiza realnog uzorka

Uzorak proizvodnog mulja interne oznake 20211119 nastao je destilacijom otpadnog

otapala industrije proizvodnje fleksibilne ambalaze koja primjenjuje metil-etil-keton i etil-

acetat kao nosace tinte, odnosno u tim hlapivim organskim otapalima suspendirane su Cestice

tinte za digitalno tiskanje na fleksibilnim ambalaZama.

4.3.1. Metoda normalizacije povrSine

Uzorak 20211119 od 800 uL je uzet i stavljen u vijalicu od 20 mL bez ikakve prethodne

pripreme. Analizom uzorka 20211119 dobiven je kromatogram na slici 23, a u tablici 16 nalaze

se vrijednosti volumnih udjela analita dobivenih metodom normalizacijom povrSine.
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Slika 23. Kromatogram realnog uzorka interne oznake 20211119

Tablica 16. Rezultati analize uzorka 20211119

Analit tr (Min) A o (%)
Metanol 5,773 17721 0,09
Etanol 8,035 24322 0,12
Aceton 9,492 12292 0,06
Izopropanol 10,209 18636 0,09

Metil-etil-keton 19,1 8222405 39,52

Etil-acetat 19,459 11308851 54,35
Izooktan 22,56 7264 0,03
Metoksi-2-propanol 23,894 125642 0,6
Butanol 24,053 32184 0,15
Metil-izobutil-keton 27,268 853 0,00
Etoksi-2-propanol 27,604 1710 0,01
Toluen 27,746 8582 0,04
Butil-acetat 29,247 30492 0,15
Etilbenzen 30,231 9487 0,05
m-/p-Ksilen 30,397 254346 1,22
0-Ksilen 30,811 10659 0,05
Nepoznato 31,941 5331 0,03

Najvece volumne udjele u uzorku 2021119 imaju analiti metil-etil-keton; 39,52% i etil-

acetat; 54,35%. S obzirom da metoda normalizacije povrSine ne uracunava faktor odgovora,
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potrebno je provesti metodu unutarnjeg standarda i odrediti relativne faktore odgovora kako bi

se odredila sto to¢niji volumni udio metil-etil-ketona i etil-acetata u uzorku.
4.3.2. Metoda unutarnjeg standarda

Unutarnji standard bi trebao biti kemijski sli¢an analitu 1 ne bi trebao biti prisutan u
uzorcima. U idealnom slucaju, za svaki analit u metodi postoji unutarnji standard no s obzirom
na to da je rije¢ o metodi sa 16 organskih otapala, odnosno 17 analita, takav izbor unutarnjeg
standarda nije prakti¢an. U tom sluc¢aju odabire se nekoliko unutarnjih standarda koji ¢e

odgovarati analitima ranog, srednjeg i kasnijeg eluiranja u kromatogramu.

Pregledom strukture, tocke vreliSta i vremena zadrzavanja analita kao unutarnji standard
izabran je kloroform. Kloroform je halogenirano otapalo vrelista 66,2 °C s vremenom

zadrZavanja 20,551 min prema ¢emu izlazi iz kolone sli¢no kao i etil-acetat i metil-etil-keton.

S obzirom da je volumni udio metil-etil-ketona odreden metodom normalizacije
povrSine 39,52%, a etil-acetata 54,35% pripremljene su kalibracijske otopine s volumnim
udjelima 30%, 40% i 50% metil-etil-ketona i etil-acetata 60%, 50% i 40% s 10% kloroforoma
u svakoj otopini. U tablici 17 predstavljene su pripremljene kalibracijske otopine razli¢itih
volumnih udjela metil-etil-ketona i etil-acetata zajedno s poznatim i konstantnim volumnim

udjelom unutarnjeg standarda.

Tablica 17. Pripremljene standardne otopine za provedbu metode unutarnjeg standarda

Analit 0l %
Metil-etil-keton 50 40 30
Etil-acetat 40 50 60
Unutarnji standard 10 10 10
X 100 100 100

47



Rezultati analize kalibracijskih otopina i uzorka 20211119 prikazani su u tablici 18 s

pripadaju¢im kromatogramima na slikama 24 do 27.

Tablica 18. Rezultati analize kalibracijskih otopina i uzorka 20211119 metodom unutarnjeg

standarda

Metil-etil-keton 12928530 9897980 7687655
Etil-acetat 8669311 10923992 12972362
Unutarnji standard 638165 600970 606391

Metil-etil-keton 6950025
Etil-acetat 9708953
Unutarnji standard 538623
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Datafile Name:AFD 20211119 KAL1_269.gcd
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Slika 24. Kromatogram kalibracijske otopine 1

Datafile Name:AFD 20211119 KAL2_270.gcd
Sample Name:AFD 20211119 KAL2
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Slika 25. Kromatogram kalibracijske otopine 2
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Datafile Name:AFD 20211119 KAL3_271.gcd
Sample Name:AFD 20211119 KAL3
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Slika 26. Kromatogram kalibracijske otopine 3
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Slika 27. Kromatogram uzorka 20211119 s unutarnjim standardom

Kako bi se pripravio Kkalibracijski pravac, postavljeni su omjeri povrsina analita i

unutarnjeg standarda kao i volumni udjeli analita i unutarnjeg standarda (tablica 19).
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Tablica 19. Rezultati dobiveni obradom podataka iz tablica 17 i 18

Metil-etil-keton Etil-acetat
Ail Aus @i | pus Ail Aus @i | pus
20,259 5,00 13,585 4,00
16,470 4,00 18,177 5,00
12,678 3,00 21,393 6,00
Awmek / Aus Aetac / Aus
12,903 18,026

Graficke ovisnosti omjera povrSine pojedinacnog analita 1 unutarnjeg standarda o om-

jeru volumnih udjela analita i unutarnjeg standarda nalaze se na slikama 28 i 29.

Metil-etil-keton

25,00
y =3,791x + 1,306
20,00 R2= 1,000
215,00
<
~~
< 10,00
5,00
0,00
000 100 200 300 400 500 6,00

o ! oys

Slika 28. Kalibracijska krivulja za metil-etil-keton
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Etil-acetat
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20,00 Rz=0,990

$15,00
<
< 10,00
5,00
0,00
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ol pus

Slika 29. Kalibracijska krivulja za etil-acetat

Konaéni volumni udjeli metil-etil-ketona i etil-acetata u uzorku 20211119 odredeni su

iz pripadajudih kalibracijskih jednadzbi i nalaze se u tablici 20.

Tablica 20. Odredivanje volumnih udjela metil-etil-ketona i etil-acetata u uzorku 20211119 iz

odgovarajuce jednadZzbe kalibracijske krivulje

Metil-etil-keton Etil-acetat
Nagib 3,791 Nagib 3,904
Odsjecak 1,306 Odsjecak -1,802
y, Ail Aus 12,903 y, Ai/ Aus 18,026
X, ¢ | @us 3,059 X, @i | us 5,079
ovek | %o 30,59 oetac | % 50,79
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4.3.3. Metoda normalizacije korigirane povrsine

S obzirom da je provedena metoda unutarnjeg standarda, moguée je odrediti relativni
faktor odgovora za metil-etil-keton i etil-acetat. Relativni faktor odgovora odreden je na dva
nacina; kao nagib kalibracijske krivulje dobiven kalibracijskim otopinama metodom unutarnjeg
standarda gdje krivulja prolazi kroz nulu i kao srednja vrijednost triju relativnih faktora
odgovora prema jednadzbi (23) za svaku koncentracijsku razinu analita u pripremljenim
kalibracijskim otopinama. Dobivene vrijednosti relativnog faktora odgovora kao i izracunati

volumni udjeli analita u uzorku 20211119 nalaze se u tablici 21.

Tablica 21. Odredivanje relativnog faktora odgovora za metil-etil-keton i etil-acetat

Metil-etil-keton Etil-acetat
Metil-etil-keton o Etil-acetat
Kalibracijski %
© 9 = 4,104x .. w2 _ ~
pravac koji =% =000 R < ‘ ¥ 3555 —
prolazi kroz w10 10 :
SR 00_00 2,00 4,00 6,00 0
e/ egs 0,00 2.00 r4/.0r(2S 6.00 8.00
RRF (nagib
kalibracijskog 4,10 3,55
pravca)
o (%) 31,47 50,73
Kalibracijska otopina # Kalibracijska otopina #
Ap
— (/%) 1 2 3 1 2 3
A
258570,60 247449,50 256255,17 216732,78 | 218479,84 | 216206,03
Kalibracijska otopina #
Aus (1/96)
cus 1 2 3
63816,50 60097,00 60639,10
Kalibracijska otopina # Kalibracijska otopina #
RRF 1 2 3 1 2 3
4,05 4,12 4,23 3,40 3,64 3,57
RRF 4,13 3,53
o (%) 31,23 51,03
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Bliske vrijednosti RRF-a za metil-etil-keton i RRF-a za etil-acetat ukazuju kako su oba
nacina izracuna RRF-vrijednosti ispravna. Kako su vrijednosti RRF-a bliske, volumni udjeli
metil-etil-ketona; 31,47% i 31,23% te etil-acetata 50,73% i 51,03% odgovaraju volumni udjeli

dobivenih iz kalibracijske krivulje metodom unutarnjeg standarda.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu proveden je razvoj metode za odredivanje ostatnih organskih otapala u
proizvodnom mulju headspace uzorkovanjem s plinskom kromatografijom spregnutom FID
detektorom. Nakon razvoja, uslijedila je validacija metode kojom se dokazuje njezina
prikladnost za odredivanje sljedecih analita u proizvodnom mulju: metanol, etanol, aceton,
izopropanol, metil-etil-keton, etil-acetat, cikloheksan, izooktan, metoksi-2-propanol, butanol,
metil-izobutil-keton, etoksi-2-propanol, toluen, butil-acetat, etiloenzen i izomeri ksilena (o0-, m-

I p-ksilen). Nakon obrade rezultata zakljucci su sljedeci:

— Metoda je selektivna za odredivanje ostatnih organskih otapala u proizvodnom
mulju.

— Metoda je ponovljiva u ispitivanom podrucju za devet analita: metanol, etanol,
aceton, izopropanol, metil-etil-keton, etil-acetat, cikloheksan, izooktan i toluen.
Ostali analiti, analiti visokog vrelista, pokazuju visoke RSD-vrijednosti (RSD >
15%) zbog Cega je potrebno daljnje razvijanje metode kako bi se omogucila
precizna mjerenja.

— Statisticki testovi F-test i t-test pokazali su kako ne postoji statisticka znacajna
razlika u preciznosti dva analiti¢ara, odnosno u srednjim vrijednostima dva niza
mjerenja.

— Metoda je istinita u ispitivanom podrucju za Sest analita: metanol, etanol,
izopropanol, metil-etil-keton, etil-acetat i toluen. 