Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli

Instrukcja do ¢wiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego.

Wprowadzenie

Termin ,.elektroforeza” zostal wprowadzony i sformutowany w 1909 r. przez Leonora
Michaelisa. Definiuje si¢ ja jako ruch czastek obdarzonych tadunkiem pod wptywem
przytozonego pola elektrycznego. Pierwsze zastosowanie elektroforezy jako techniki
rozdzielania mieszanin przypada w 1937 r., kiedy to szwedzki naukowiec Arne Wilhelm Kaurin
Tiselius zaobserwowal, ze sktadniki mieszaniny biatek migruja w polu elektrycznym w strong
elektrody o przeciwnym znaku, ktérych to ruchliwo$¢ uzalezniona jest od fadunku.

Wsréd wielu znanych instrumentalnych metod analitycznych naczelne miejsce zajmuja
techniki separacyjne takie jak chromatografia i techniki elektromigracyjne. Techniki
elektromigracyjne, ktore znalazty szerokie zastosowanie w oznaczaniu wielu substancji,
posiadaja duzy potencjat analityczny dzigki wickszej mozliwos$ci miniaturyzacji aparatury
w poréwnaniu do metod chromatograficznych. Rozdzielanie sktadnikow probki odbywa sig
dzigki przytozeniu zewnetrznego wysokiego napigcia, ktére moze generowac¢ dwa zjawiska
elektrokinetyczne - elektroforeze (ruch jonow w polu elektrycznym) oraz elektroosmoze
(objetosciowy przeptyw cieczy w kapilarze pod wptywem pola elektrycznego). Elektroosmoza,
inacze] przeptyw elektroosmotyczny (EOF), peilni bardzo wazna rol¢ w elektroforezie
kapilarnej (CE), poniewaz w pewnych warunkach mozliwe jest jednoczesne oznaczanie
kation6w oraz aniondw.

Duzym wyzwaniem jakie napotyka si¢ podczas optymalizacji warunkow elektroforetycznych
w CE jest obnizenie granicy wykrywalnosci (LOD) 1 granicy oznaczalnosci (LOQ). Wynika to
z dwoch podstawowych przyczyn, tj. ograniczonej drogi optycznej w kapilarze dla
najpopularniejszej detekcji spektrofotometrycznej (UV-Vis) oraz niewielkiej objetosci
roztworu probki dozowanej do kapilary. Jest to jedno =z glownych ograniczen
elektroforetycznych metod separacyjnych, w szczegolnosci w poréwnaniu do tradycyjnych
technik chromatografii cieczowej. Problem niskiej stezeniowej czulosci w elektroforezie
kapilarnej rozwiazuje si¢ przez stosowanie réznych metod. Pierwsza z nich jest wydtuzenie
drogi optycznej w wyniku zastosowania kapilary z bankg w obszarze detekcyjnym, celki
w Kksztalcie litery Z oraz celki o wysokiej czutoSci, w ktorej kapilara ma przekrdj prostokata.
Druga metodg jest wykorzystywanie bardzo czutych detektorow takich jak elektrochemiczny,

chemiluminescencyjny lub z laserowo wzbudzang fluorescencja (LIF). Kolejnym



rozwigzaniem jest stosowanie metod zatezania probki w uktadzie pomiarowym na wejsciu lub
wewnatrz kapilary, przed rozdzieleniem analitow i ich detekcja, realizowane na drodze
spietrzania i/lub zmiatania. Polegaja one na wprowadzaniu duzej obje¢tosci roztworu probki do
kapilary, a nastepnie skupieniu analitu w waskim pasmie, dzigki wykorzystaniu efektow
elektroforetycznych i chromatograficznych.

W ostatnich latach coraz popularniejsze staje si¢ stosowanie technik ekstrakcyjnych, opartych
na ekstrakcji ciecz-ciecz, pozwalajacych na znaczne zatgzenie probki, a co za tym idzie
uzyskanie bardzo niskich wartosci LOD oraz LOQ. Ekstrakcja ciecz-ciecz jest klasyczng
metoda przygotowania probki do analizy oraz jej zatezania. Z powodu konieczno$ci uzywania
duzych objetosci rozpuszczalnikow organicznych, ktdre zazwyczaj sg bardzo toksyczne, dazy
si¢ do redukcji ich zuzycia poprzez wykorzystanie mikroekstrakcji do fazy cieklej (LPME).
Jedna z powszechnie stosowanych odmian LPME jest mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
(SDME), ktora posiada szereg znaczacych zalet: istotnie zmniejsza zuzycie rozpuszczalnikow
organicznych, posiada zdolno$¢ oczyszczania probki oraz wyrdznia si¢ wysokim
wspolczynnikiem wzbogacenia. Sposob wykonania SDME jest prosty i niedrogi, poniewaz nie
wymaga specjalnej aparatury do wytwarzania kropli oraz moze by¢ z latwoscig sprzezona z CE
w trybie off- lub on-line. Technika SDME polega na wytworzeniu kropli fazy akceptorowej,
ktora zanurza si¢ w roztworze probki lub zawiesza nad jej powierzchnig. Po zakonczeniu
ekstrakcji, wzbogacona krople ekstrahenta poddaje si¢ analizie. Procedura mikroekstrakcji do
pojedynczej kropli w uktadzie trojfazowym sktada sie z nastepujacych krokow:

1. Pobranie do mikrostrzykawki roztworu fazy akceptorowej o takiej objetosci aby mozliwe
bylo wytworzenie kropli o objgtosci co najmniej 1 pL.

2. Zanurzenie konca igly mikrostrzykawki w fazie organicznej wczes$niej ,,nalozonej na
powierzchnie roztworu probki (dla zwiekszenia stabilno$ci kropli koniec igly mozna zanurzy¢
W 5% roztworze ODTS na kilka sekund 1 zostawi¢ do wyschnigcia — wytworzy si¢ warstwa
hydrofobowa).

3. Uformowanie na koncu igty kropli fazy akceptorowej w fazie organicznej.

4. Ekstrakcja analitu z fazy donorowej (roztwor probki) do fazy organicznej, a nastgpnie
reekstrakcja do roztworu fazy akceptorowej.

5. Po zakonczeniu ekstrakcji nastepuje wprowadzenie wzbogaconej kropli do mikrostrzykawki.
6. Dalsze postgpowanie z roztworem fazy akceptorowej przeprowadza si¢ zgodnie z dang
metoda analityczna.

Schemat obrazujgcy proces mikroekstrakcji do pojedynczej kropli w trybie off-line w uktadzie

trjfazowym przedstawiono ponize;j.
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Rys. 1. Schemat procedury mikroekstrakcji do pojedynczej kropli w trybie off-line w ukladzie trojfazowym.



Odczynniki i aparatura:
- aparat do elektroforezy HP3DCE z detektorem DAD;

- pH-metr METTLER TOLEDO, FiveEasy F20;

- pipety automatyczne;

- proboéwki z tworzywa sztucznego o pojemnosci 1 oraz 2 ml
- kolby miarowe o pojemnosci 5, 25, 50 ml;

- mikrostrzykawka o pojemnos$ci 50 pL;

- kwas fosforowy (V);

- wodorofosforan (V) disodu;

- tiolakton homocysteiny;

- chloroform;

- woda dejonizowana.

Wymagane Srodki ostroznosci:

o W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.
o Roztwordw nie nalezy wdychac i1 pipetowac ustami.

o Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008,
Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub 1999/45/WE):

- chloroform - dziata szkodliwie po potknigciu, dziata draznigco na skorg, dziata draznigco na
oczy, dziata toksycznie w nastgpstwie wdychania, moze wywolywa¢ uczucie sennosci lub
zawroty glowy, podejrzewa si¢, ze powoduje raka, podejrzewa si¢, ze dziala szkodliwie na
dziecko w tonie matki, powoduje uszkodzenie narzadow poprzez dlugotrwate lub wielokrotne
narazenie, szko-dliwe dzialanie na rozrodczo$¢, dzialanie toksyczne na narzady docelowe -
powtarzane narazenie, dziatanie toksyczne na narzady docelowe - narazenie jednorazowe,
produkt szkodliwy, dziata szkodliwie przez drogi oddechowe, dziata szkodliwie po potknigciu,
ograniczone dowody dziatania rakotworczego, dziata szkodliwie przez drogi oddechowe i po
potknigciu; stwarza powazne za-grozenie zdrowia w nastgpstwie dlugotrwalego narazenia,
mozliwe ryzyko szkodliwego dzialania na dziecko w tonie matki, pary moga wywolywac
uczucie sennosci 1 zawroty glowy, unika¢ wdychania par, stosowa¢ wymagane $rodki ochrony

indywidualnej, w przypadku dostania si¢ do oczu: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut,



wyjac¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg 1 mozna je tatwo usuna¢, nadal ptukaé, skontaktowac si¢
z o$rodkiem zatru¢ lub z lekarzem.

- kwas octowy - fatwopalna ciecz i pary, powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia
oczu, stosowa¢ rekawice ochronne/ odziez ochronng/ochronge oczu/ochrong twarzy,
w przypadku dostania si¢ do oczu: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut, wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢, nadal ptukaé, natychmiast skontaktowac sig

z o$rodkiem zatru¢ lub z lekarzem.
o Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008):

- metanol - wysoce fatwopalna ciecz i pary, dziata toksycznie po potknigciu, dziata toksycznie
po polknieciu, w kontakcie ze skorg lub w nastepstwie wdychania, dziala toksycznie
w nastepstwie wdychania, powoduje uszkodzenie na-rzadow, moze powodowac¢ uszkodzenie
narzadow, przechowywac¢ z dala od zrodet ciepta, goragcych powierzchni, zrédetl iskrzenia,
otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. nie pali¢, stosowaé rgkawice ochronne/odziez
ochronng, w przypadku kontaktu ze skora: umy¢ duza iloscig wody, w przypadku zlego
samopoczucia skontaktowac si¢ z osrodkiem zatrué/lekarzem, w przypadku do-stania si¢ do
drog oddechowych, wyprowadzi¢ lub wynie§¢ poszkodowanego na S$wieze powietrze
i zapewni¢ mu warunki do swobodnego oddychania. skontaktowaé si¢ z os$rodkiem
zatru¢/lekarzem, w przypadku pozaru: uzy¢ suchy proszek lub suchy piasek do gaszenia,

przechowywa¢ w dobrze wentylowanym miejscu, przechowywaé w chtodnym miejscu.

- kwas fosforowy (V) - moze powodowac korozje metali, powoduje powazne oparzenia skory
oraz uszkodzenia oczu, dziata draznigco na skore, dziata draznigco na oczy, stosowac rgkawice
ochronne/odziez ochronna/ochron¢ oczu/ochrong twarzy, w przypadku kontaktu ze skora (lub
z wlosami): natychmiast zdja¢ cata zanieczyszczona odziez, sptuka¢ skorg pod strumieniem
wody/prysznicem, w przypadku dostania si¢ do drog oddechowych: wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze 1 zapewni¢ mu warunki do swobodnego oddychania,
natychmiast skontaktowac si¢ z osrodkiem zatru¢ lub z lekarzem, w przypadku dostania si¢ do
oczu: ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut, wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli s3 i mozna
je fatwo usuna¢, nadal ptukac.

- wodorofosforan (V) disodu - nie jest substancjg lub mieszaning niebezpieczng zgodnie
z rozporzadzeniem (WE) 1272/2008.

o Pierwsza pomoc:

- w przypadku wdychania - jezeli osoba poszkodowana oddycha, przenies¢ na $wieze
powietrze, jezeli osoba poszkodowana nie oddycha, zastosowac sztuczne oddychanie,

zasiegna¢ porady medyczne;.



- w przypadku kontaktu ze skora - zmy¢ mydtem i duza iloscia wody, zasiegna¢ porady
medycznej.

- w przypadku kontaktu z oczami - przemywa¢ dokladnie duzg ilo$cig wody przynajmniej
przez 15 minut 1 skonsultowac¢ si¢ z lekarzem.

- w przypadku polkniecia - nieprzytomnej osobie nigdy nie podawac nic do-ustnie, wyptukac
usta wodg, zasiegna¢ porady medycznej.

- porady ogolne - zasiggnag¢ porady medycznej, przedstawi¢ lekarzowi dolaczong Karte
Charakterystyki Substancji Niebezpiecznej.

Doktadne instrukcje postgpowania sa zawarte w dolaczonych kartach charakterystyk

substancji.

Wykonanie ¢wiczenia:
Celem <¢wiczenia jest optymalizacja podstawowych parametréw mikroekstrakcji  do
pojedynczej kropli (SDME) realizowanej za pomoca mikrostrzykawki, tj. w trybie off-line, dla

procedury oznaczania tiolaktonu homocysteiny.

Przygotowanie aparatu CE do pracy:

1. Sporzadzi¢ roztwor buforu podstawowego do elektroforezy:

Przygotowanie buforu fosforanowego o stezeniu 0,1 M i pH = 4,75: odwazy¢ w naczynku
wagowym odpowiednig ilo§¢ wodorofosforanu (V) disodu i odpipetowa¢ odpowiednig objegtosé
stezonego kwasu fosforowego (V) tak by stezenia obydwu wynosity 0,1 M, nastgpnie przenies¢
do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml, uzupetniajagc woda dejonizowana do kreski. Nastgpnie
do zlewki wla¢ czg$¢ roztworu kwasu fosforowego (V) o stez. 0,1 M wlozy¢ baczek 1 zanurzy¢
elektrod¢ pH-metru. Wiaczy¢ pH-metr w celu rozpoczgcia pomiaru pH. Do roztworu kwasu
dodawa¢ porcjami wodorofosforanu do momentu az wskazania pH-metru beda wyswietlaty
warto$§¢ pH = 4,75. Nastepnie do dwoch z trzech fiolek dodaé¢ po 800 pL przygotowanego
buforu, za$ do trzeciej doda¢ 1000 pL tego samego buforu. Nadmiar buforu przela¢ do szklane;j
butelki. Fiolki z mniejszg objetoscig elektrolitu umiesci¢ w pozycjach 1 i 2 karuzeli
automatycznego podajnika probek, natomiast wialke trzecig umiesci¢ w pozycji 3. Do pozycji
4 w karuzeli wstawi¢ pusta wialke.

2. Wlaczy¢ komputer oraz aparat do CE.

3. Wiaczy¢ program INSTRUMENT 1 ONLINE.

4. Przeprowadzi¢ inicjalizacj¢ oprogramowania oraz aparatu: na pasku zadan kliknaé¢

INSTRUMENT i z listy wybra¢ System INIT.



5. Po skonczonej inicjalizacji przeprowadzi¢ procedurg przygotowania kapilary:

— Klikna¢ lewym przyciskiem myszy na ikonke fiolki w miejscu INLET i z listy wybraé
SET VIAL, a nastgpnie wpisa¢ nr 42 (fiolka z roztworem 0,1 M NaOH). To samo
wykonaé
w miejscu OUTLET z tym, ze nalezy wpisa¢ nr 44 (pusta fiolka na ,,zlewki”).

— Klikng¢ lewym przyciskiem myszy na niebieskg ikonkg¢ butli z gazem, z listy wybrac
FLUSH CAPILLARY i wpisa¢ czas 20 minut. (W tym czasie mozna przygotowa¢ bufor
do elektroforezy).

— Nastegpnie w miejscu INLET ustawi¢ wialke z numerem 43 (fiolka z woda
dejonizowang)

1 ptuka¢ kapilare przez 5 minut (komenda FLUSH CAPILLARY).

— Po przeplukaniu kapilary roztworem wodorotlenku i woda dejonizowang nalezy
przeprowadzi¢ kondycjonowanie kapilary buforem podstawowym. W tym celu
w miejscu INLET ustawi¢ wialke z numerem 3 (roztwor BGE), a w miejscu OUTLET
wialke z numerem 4 (pusta fiolka na ,,zlewki”).

— Teraz nalezy klikna¢ na niebieska ikong¢ butli i ustawi¢ czas ptukania na 30 minut.
(W tym czasie mozna przygotowywac potrzebne roztwory do optymalizacji para-

metrow mikroekstrakeji).

Optvmalizacja podstawowych parametrow mikroekstrakcji

1. Sporzadzi¢ roztwor buforu fosforanowego do przygotowania probki do analizy:

Przygotowanie buforu fosforanowego o stezeniu 0,2 M i pH = 8,2: odwazy¢ w naczynku
wagowym odpowiednig ilo§¢ wodorofosforanu (V) disodu i odpipetowa¢ odpowiednig objgtosé
stezonego kwasu fosforowego (V) tak by stezenia obydwu wynosity 0,2 M, nastgpnie przenies¢
do dwdch kolb miarowych o pojemnosci 25 ml, uzupetiajac woda dejonizowanag do kreski.
Nastepnie do zlewki wla¢ cze$¢ roztworu wodorofosforanu (V) disodu o stgz. 0,2 M wlozy¢
baczek 1 zanurzy¢ elektrod¢ pH-metru. Wlaczy¢ pH-metr w celu rozpoczegcia pomiaru pH. Do
roztworu wodorofosforanu dodawac porcjami kwas fosforowy do momentu az wskazania pH-

metru beda wyswietlaly warto$¢ pH = 8,2. Calos¢ wla¢ do szklanej butelki.

2. Sporzadzi¢ roztwory fazy akceptorowej o réznym stezeniu:

Przygotowanie roztworu kwasu fosforowego (V), jako fazy akceptorowej, o stezeniach 0,001
oraz 0,004 M: do 2 probowek typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml doda¢ odpowiednia objgtosé
0,1 M kwasu aby stezenia koncowe wynosity 0,001 oraz 0,004 M, nast¢pnie uzupetni¢ woda

dejonizowang do 2 ml.



3. Sporzadzi¢ roztwér tiolaktonu homocysteiny (HTL) do badan:

Przygotowanie roztworu HTL o stezeniu 10 nmol/ml: do probéwki typu Eppendorf
o pojemnosci 1 ml odwazy¢ odpowiednig ilos¢ standardu tiolaktonu, aby koncowe stezenie
HTL wynosito 0,1 M, uzupeli¢ 1 ml wody dejonizowanej i dobrze wymieszaé. Nastepnie
sporzadzi¢ roztwor tiolaktonu o stgzeniu 500 nmol/ml do przygotowania probki do badan
w probowce typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml.

Aby przygotowac roztwér 10 nmol/ml HTL do optymalizacji mikroekstrakcji nalezy pobrac
odpowiednig objetos¢ roztworu o stezeniu 500 nmol/ml 1 doda¢ ja do 5 mL kolby miarowej a
na koniec uzupehic¢ do kreski buforem fosforanowym o Cm=0,2 M i pH = 8,2, po czym wlozy¢
mieszadlo do kolbki. Nastepnie natozy¢ na powierzchni¢ wodnego roztworu tiolaktonu w
buforze, 50 — 60 ul (w zaleznoéci od zachowania si¢ warstwy organicznej na probce)

chloroformu.

4. Przeprowadzié¢ optymalizacje parametréw mikroekstrakcii do pojedynczeij kropli:

Przed rozpoczgciem wyznaczania optymalnych parametrow mikroekstrakcji nalezy
odpowiednio przygotowa¢ mikrostrzykawke do uzycia oraz zamontowaé ja w statywie z

mieszadtem, zgodnie z ponizszym schematem:

1) koncowke igly mikrostrzykawki zanurzy¢ w metanolu i wyptukaé ja 5 krotnie nabierajac i
wylewajac do zlewki na $cieki,

2) zanurzy¢ iglte mikrostrzykawki w 5% ODTS na kilka sekund, po czym odchyli¢ rami¢
trzymajace strzykawke przed niepozadanym dotknieciem koncéwki igly, co moze doprowadzic¢
do czg$ciowego usunigcia warstwy hydrofobowe;,

3) probke z roztworem tiolaktonu oraz nalozong warstwg organiczng umiesci¢ na mieszadle
magnetycznym, wlaczy¢ mieszanie zgodnie ze wskazaniem na pokretle 1 mieszaé przez co
najmniej 2 minuty; w tym czasie przeplukac 5 krotnie strzykawke roztworem fazy akceptorowej
1 pobra¢ taka objetos¢ tej fazy aby mozliwe bylo wytworzenie kropli o objetosci 1 uL,

4) po tym czasie zanurzy¢ koncowke igly mikrostrzykawki tak aby zanurzyta si¢ ona w
warstwie organicznej, ktorg stanowi chloroform,

5) ostroznie naciskajac ttoczek mikrostrzykawki wytworzy¢ 1 pL kropli, starajac si¢ przy tym
nie porusza¢ mikrostrzykawka,

6) po wytworzeniu kropli wlaczy¢ mieszanie zgodnie ze wskazaniem na pokretle i pozostawic¢

uktad na czas ekstrakcji — 5 min,



7) po zakonczeniu ekstrakcji ostroznie pobra¢ krople z powrotem do mikrostrzykawki,

a roztwor znajdujacy si¢ w strzykawce przenie$¢ do fiolki stozkowe;.

Analize kazdego otrzymanego ekstraktu w postaci kropli przeprowadzi¢ nastepujaco:
Fiolke stozkowg umiesci¢ w bloku grzejnym ustawionym na temperatur¢ 50 °C w celu
odparowania calosci do sucha. Nast¢pnie do pozostatosci doda¢ 10 uL wody dejonizowanej

1 wymieszac za pomocg pipety poprzez 5 krotne nabieranie i wypuszczanie roztworu.

1. Optymalizacja odpowiedniego stezenia fazy akceptorowe;j:

Aby przeprowadzi¢ optymalizacje stez. kwasu, stanowigcego fazg akceptorowa, nalezy
przeprowadzi¢ procedure¢ ekstrakcji zgodnie z opisem powyzej przy czym za pierwszym razem
uzy¢ kwasu fosforowego (V) o stgz. 0,001 mol/L jako fazy akceptorowej, a za drugim razem
roztwor tego samego kwasu o stgz. 0,004 mol/L.

Dla kazdego st¢zenia wykona¢ jedng analize, a nastgpnie przeprowadzi¢ integracje sygnalow
na elektroforegramach w programie INSTRUMENT 1 OFFLINE, wykona¢ wykresy zaleznos$ci
wysokosci sygnatu od stezenia fazy akceptorowej oraz pola powierzchni od st¢zenia fazy
akceptorowej. Na podstawie wyznaczonych zalezno$ci wybra¢ odpowiednie stezenie roztworu

kwasu do dalszej procedury optymalizacji.

2. Optymalizacja odpowiedniego czasu ekstrakcji:
W celu przeprowadzenia optymalizacji czasu ekstrakcji nalezy przeprowadzi¢ proces ekstrakcji
do kropli wedlug procedury ekstrakcji opisanej wyzej, wykorzystujac przy tym roztwor
wybranego stezenia kwasu na podstawie pierwszej zalezno$ci. Badany czas ekstrakcji, czyli
czas po wytworzeniu kropli, to 5 oraz 10 minut.
Dla danego czasu ekstrakcji wykonac jedng analize. Przeprowadzi¢ integracje sygnatow na
elektroforegramach w programie INSTRUMENT 1 OFFLINE, wykona¢ wykresy zaleznosci

wysokos$ci sygnatu od czasu ekstrakcji oraz pola powierzchni od czasu ekstrakcji.

Po zakonczeniu procedury optymalizacji, przeprowadzi¢ proces mycia kapilary. W tym celu w
miejscu INLET podstawi¢ wialke z numerem 43, zas w miejscu OUTLET wialke z numerem
44, nastepnie ustawi¢ czas ptukania kapilary na 15 minut. Aparat do CE wylacza prowadzacy

¢wiczenia.



Opracowanie wynikow:
1. Na podstawie uzyskanych danych wykresli¢ odpowiednie zalezno$ci i wyznaczy¢ wybrane

parametry oraz warunki pomiarowe, tj. st¢zenie fazy akceptorowej, czas ekstrakcji.

2. Sformulowa¢ wnioski koncowe.
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