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Abstract

A procedure for the analysis of rubber samples by pyrolysis-gas chromatography (Py-GC/MS) was optimized and validated.
The performance of the analytical procedure was checked by analysing samples of rubber collected from car tire treads. The
estimated optimal temperature and time of pyrolysis were found to be 550°C and 15 s respectively. The method requires very
small amounts of sample and allows for several repetitions of analysis in a single day. Analytical results were obtained with very
good repeatability of retention times (RSD < 1%) and acceptable to satisfactory repeatability of relative peak area (RSD < 30%,
typical 10%). As a result, it can be concluded that a rapid and simple method was developed, offering valuable information on

the chemical composition of rubber samples constituting criminalistic traces.
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1. Introduction

Forensic experts very often analyse traces of poly-
mer substances such as fragments of paint and tapes
or other polymers originating from various sources.
Traces of rubber can be included in the last group.
Rubber is commonly encountered in the human envi-
ronment in the form of rubber objects such as car tires,
(shoe) soles and various tool handles and grips. Trac-
es of rubber, very often in the form of smears (abra-
sions), can be a valuable source of information about
crime circumstances and can also be useful in linking
suspected tools (and, indirectly, their users) with the
scene of a crime [1, 3, 5, 6]. In such cases, compara-
tive physicochemical analyses are carried out aimed at
establishing the degree of similarity in chemical com-
position between the recovered trace and the object
(control sample) from which it could have originated.
In the case of a lack of control (comparative) material,
it is possible to carry out identification analyses with

the aim of determining the kind of object from which
the given trace could have originated.

Chemical analysis of rubber traces is a difficult task
because of the specific physicochemical features of
rubber (limited transmission of electromagnetic radia-
tion in the IR-Vis-UV range, limited solubility in or-
ganic solvents, large amounts of additives such as car-
bon black or silica). Therefore, application of standard
analytical methods used in forensic practice in analy-
sis of polymer traces (e.g. FTIR spectroscopy) is very
difficult or even impossible in the case of rubber traces
[5]. Concerning other methods, in the literature there
is information on the application of thermogravimet-
ric analysis (differential scanning calorimetry) to the
analysis of latex gloves [2].

The pyrolysis gas chromatography (Py-GC/MS)
method is based on transforming a solid polymer sam-
ple into gas by heating the sample in an atmosphere
of inert gas (helium) in a pyrolyser (Py), which is ac-
companied by thermal decomposition. The obtained
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mixture of compounds (pyrolysate) is separated on
a chromatographic column in a chromatograph (GC).
The separated compounds are analysed in a mass
spectrometer (MS). The chemical compounds ob-
tained during pyrolysis do not always correspond to
the chemical composition of the rubber product being
pyrolysed, but they are characteristic for the particu-
lar type of material. The composition of the obtained
mixture (qualitative and quantitative) depends strictly
on such factors as the applied method of pyrolysis and
the cross-linking of the analysed polymer [7]. Identi-
fication of the obtained compounds is carried out on
the basis of information on retention times and mass
spectra. The process of pyrolysis can also be sup-
ported by the chemical derivatisation process, which
allows identification of non-volatile compounds, such
as polyols, carboxylic acids, unsaturated fatty acids
and other additives which react with the derivative
(methylation) [1].

Until now, there have only been a limited number of
scientific papers on the application of the Py-GC/MS
method to rubber analysis for forensic purposes [5, 6].
Therefore, for this paper, research was undertaken at
the Institute of Forensic Research, Krakow, Poland on
developing an overall analytical procedure for differ-
entiation of two types of tires, i.e. winter and summer
types, taking into account the specific physicochemi-
cal features of the rubber mixtures used in them. Ana-
Iytical conditions (temperature, time of pyrolysis and
sample size) were optimized and the repeatability of
the obtained results was evaluated. The possibility of
differentiation of the chemical composition of the two
types of tires on the basis of the developed analytical
method with and without application of the derivatisa-
tion process is also discussed.

2. Materials and methods

6 samples of rubber collected from used (car) tire
treads (IFR collection) were analysed in the research.
They originated from two kinds of tires, i.e. summer
type (samples described as SBR 1, SBR 2 and SBR
3) and winter type (samples described as NR 1, NR 2
and NR 3).

10% (v/v) aquatic solution of tetramethylammo-
nium hydroxide (TMAH) was used for derivatisation.
It was made by 2.5 times dilution of 25% solution of
TMAH (Merck, Germany).

A PyroProbe 2000 pyrolyser (CDS Analytical,
USA) was used in the performed research. It has
a platinum coil, which enables heating of a sample
to any temperature within the range 240-1300°C at

a rate of up to 20000°C-s~. It is also possible to cre-
ate own temperature programs (e.g. gradual heating in
several stages and/or heating of sample with a slow
but constant increase of temperature). Products of py-
rolysis were separated on a DB-35MS column (J&W
Scientific, USA) — 30 m length, 0.25 mm diameter and
0.25 um stationary phase film thickness. It is a medium
polar column, whose stationary phase is a mixture of
35% diphenyl polysiloxane and 65% dimethyl polysi-
loxane. Helium at 73 kPa was used as a carrier gas.
The column was installed in an AutoSystem XL gas
chromatograph (PerkinElmer, USA). In the research,
a temperature program used previously for analysis of
car paints was applied [8]: an initial temperature of
40°C was held for 2.5 min; ramped 10.5°C min™ up
to 320°C, and then 320°C was maintained for 5 min.
Chromatograms were recorded by a TurboMass Gold
(Perkin Elmer, USA) quadrupole mass spectrometer
in the range 35-500 m/z. Electron ionisation (EI) at
a temperature of 180°C was applied.

At least three measurements were taken for each
sample in each of the analytical conditions.

3. Results and discussion
3.1. Conditions of sample preparation

Special attention was paid to the sample weight at
the stage of sample preparation. Experiments showed
that a cube-shaped sample (cut from a larger rubber
fragment) with sides ca. 0.3 mm has weight ca. 60 ug
(estimated on the basis of calculations). This sample
size was sufficient to obtain repeatable results. It did
not cause distortion of peaks on chromatograms (be-
cause of column overloading) and it was possible to
obtain numerous small samples from both the control
rubber object and the evidence sample in the form of
a smear (abrasion) left on a surface (road). During re-
search, special care was taken to ensure that all sam-
ples prepared in this way were of similar dimensions
(and hence also weight).

A sample was placed in a quartz tube filled with
quartz wool to half of its capacity. Quartz wool pre-
vents a sample from moving during placing of the py-
rolyser probe at the pyrolyser interface. It also (in the
case of pyrolysis with application of derivatization)
adsorbs the derivatization agent, and then releases it
during the derivatisation process. An additional advan-
tage of the application of quartz wool (in comparison
to previously used quartz rods) is its low thermal ca-
pacity, which does not significantly influence the proc-
ess of sample heating. If necessary, 3 pl 10% aqueous
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solution of TMAH was added to the sample by means
of a microsyringe. A sample prepared in such a man-
ner was placed in the pyrolyser and then pyrolysis of
the studied sample was carried out at a predetermined
temperature.

It was ascertained that in the case of application
of derivatisation using an aqueous solution of tetram-
ethylammonium hydroxide (TMAH), the highest
efficiency of this process (measured on the basis of
relative peak areas of methyl esters of fatty acids) was
obtained for samples pyrolysed directly after addition
of the derivatisation agent (Figure 1).

Lengthening the time of evaporation of TMAH
causes a drop in derivatisation efficiency. The observed
dependency may be explained by the fact that TMAH
does not react directly with the polymer sample but
with products of its pyrolysis. During measurements,
special attention should also be paid to the necessity
of application of solvent delay in signal registration in
the range 1.00-1.70 min with the aim of avoiding an
extended peak originating from excess of trimethyl-
amine, which is obtained during pyrolysis of TMAH.

3.2. Conditions of pyrolysis
Firstly, the influence of pyrolysis temperature on

the qualitative and quantitative content of the obtained
products of rubber pyrolysis was analysed. To this
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TIC relative intensity [%a]

end, rubber samples were pyrolysed at various tem-
peratures in the range 400-750°C (every 50°C) and
with a pyrolysis time of 10 s. For each temperature,
a sample was measured three times. However, the ap-
plied method of sample preparation did not ensure suf-
ficient precision of collection of samples (i.e. of con-
stant, known weight). Therefore, a decision was made
that normalization of chromatograms should be per-
formed and information on normalised peaks should
be applied in the interpretation of the obtained results.
Normalisation should be in relation to one selected
peak (corresponding to a given compound). This peak
should be present in all analysed samples and its inten-
sity (peak area) should be sufficiently large and easy to
determine (i.e. the peak should be not overlapped by
other peaks). In the case of analysis of rubber samples
originating from car tires, no single compound (peak)
could be selected which had all these features. There-
fore, it was decided to preliminarily divide the ana-
lysed samples on the basis of the dominant polymer
component.

In the case of samples of styrene-butadiene rubber
(SBR), normalisation was carried out in relation to
styrene peak area. In the case of natural rubber sam-
ples, normalisation was performed in relation to peak
area of limonene, which is a dimer of the basic struc-
tural unit of natural rubber, i.e. isoprene. The peak area
of limonene was also used for normalisation in cases
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Fig. 1. Chromatograms of derivatised rubber samples: A — sample dried for 15 min in ambient temperature and 5 min. in pyro-
lyser interface, B — sample dried for 15 min in ambient temperature, C — sample not dried.
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where the analysed sample was a mixture of natural
rubber (NR) and styrene-butadiene rubber (SBR) and
the peak area of limonene was equal to or larger than
the value of half of the peak area of styrene.

Chromatograms of samples of SBR 3 rubber are
presented in Figure 2; they were obtained after pyroly-
sis at temperatures of 400, 550, 600 and 750°C. Since
the analysed sample was of the SBR type, the peaks
on chromatograms were normalised in relation to the
height of the styrene peak (5).

Chromatograms of samples pyrolysed at a temper-
ature of 400°C contained a very intensive aniline peak
(9) and also peaks originating from the main products
of pyrolysis of styrene-butadiene rubber, e.g.: 4-vi-
nylcyclohexene (4), styrene, a-methylstyrene (7) and
indene (10). A limonene peak was also observed (8)
and weak peaks originating from isocyanatobenzene
(6) and 1,3-diphenylpropane (12). On chromatograms
of samples pyrolysed at a temperature of 550°C, a sig-
nificant increase in number of peaks was observed.
Apart from peaks visible on chromatograms obtained
at a temperature of 400°C, the following peaks were

30—

also present: 1,3-butadiene (1), benzene (2), toluene
(3) and biphenyl (12). In comparison to a temperature
of 400°C, the relative peak areas of aniline, limonene
and 1,3-diphenylpropane decreased (without deterio-
ration of their shape and signal to noise ratio), which
was caused by an increase in styrene peak area (used
for normalisation). At a temperature of 600°C, an in-
crease in intensity of small peaks was observed within
the range of retention times 10-15 min. These small
peaks originated from derivates of phenol and were
obtained as a result of degradation of the styrene-
butadiene chain. These peaks are not very useful from
the point of view of comparative analysis as they are
present in most rubber mixtures. They also cause
problems in interpretation of results (because of peak
overlapping, a higher baseline level and difficulties
in precise determination of peak area). On chromato-
grams obtained for samples pyrolysed at a temperature
of 750°C, an intensive peak of naphthalene (11) and
a significant increase in the intensity of biphenyl and
allylbenzene peaks were observed. The peak originat-
ing from allylbenzene overlapped with an aniline peak
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Fig. 2. Chromatograms of SBR samples obtained at different pyrolysis temperatures (peak descriptions in text).
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(9), which made it impossible to precisely determine
its peak area. Moreover, a significant decrease in rela-
tive peak intensity was observed in the range of reten-
tion time from 10 t013 min.

Therefore, a pyrolysis temperature of 550°C was
selected as being most useful. At this temperature, the
raw intensity of obtained peaks (signal/noise ratio) is
relatively large, and the number of peaks that are use-
ful for comparative analysis (whose intensity depends
to a large extent on the composition of the analysed
rubber) was sufficient.

The influence of pyrolysis time on obtained results
was also analysed at the selected temperature, i.e.
550°C, and at the following times of pyrolysis: 5, 10,
15 and 20 s. In the analysed range of times, no sig-
nificant influence of time of pyrolysis on number and
quality of obtained peaks of chemical compounds or
their peak areas was observed. Therefore, a time of
15 sec was selected as the most suitable.

3.3. Repeatability of measurements

Analyses of samples originating from both rub-
ber categories (i.e. SBR 1 and NR 1) were carried out
with the aim of evaluating the repeatability of reten-
tion times and relative intensities of obtained peaks.
Analysis of each sample was carried out five times.
The intensities of particular peaks were normalised in
relation to the intensity of the styrene peak (in the case
of the SBR 1 sample) and the limonene peak (in the
case of the NR 1 sample). The results of analysis of
main components (of relative intensity above 3%) are
presented in Table 1.

Retention times showed very good repeatability
(in most cases RSD < 0.7%), which confirms the high
stability of the process of chromatographic separation
(stable values of pressure and temperature). However,
important differences in intensities (areas) of peaks
originating from particular components of analysed
rubber samples (in the case of some compounds, RSD
was greater than 30%) were observed. The most prob-
able causes of the observed problem may be not only
difficulties in obtaining a constant weight of the ana-
lysed samples, but also difficulties in keeping the lo-
cation of the samples in the pyrolyser the same. For it
was observed that it is possible for a sample to move in
the pyrolyser in relation to its original location. A con-
sequence of this is a change in temperature which the
sample is subjected to. Other sources of error could
be the heterogeneity of the analysed rubber samples,
which is a result of the manufacturing process and the
unsatisfactory repeatability of pyrolysis temperature
(conditioned by the structure of the pyrolyser).

TABLE I. REPEATABILITY OF BOTH RETENTION
TIME AND RELATIVE INTENSITY
OBTAINED FOR SUMMER (SBR 1) AND
WINTER (NR 1) RUBBER BLENDS

Retention Relative
time intensity
Sample Compound name

Mean RSD Mean RSD
[min]  [%] [%]
SBR 1 Buta-1,3-diene 135 08 0.816 5.0
Benzene 2.48 1.1 0.100 6.9
Toluene 405 0.7 0.29% 3.8
4-vinylcyclohexene 4.85 05 0.119 5.5
Xylene 587 04 0.129 3.9

Styrene* 6.79 0.3 - -

Isopropylbenzene 703 02 0062 89
a-methylstyrene 843 0.1 0.306 6.1

Aniline 934 01 0114 40
Benzothiazole 1389 0.1 0.046 279
Biphenyl 1564 0.1 0.036 8.7
NR 1 Isoprene 146 05 1.361 5.4
Toluene 401 03 0076 79
4-vinylcyclohexene 4.80 0.1 0.182 6.6
Xylene 596 01 0.044 16.6
Styrene 6.73 01 0128 256
Limonene isomer 6.98 0.1 0.084 26.9
Limonene* 849 01 - -
Aniline 928 01 0.048 313
Indene 994 01 0.090 11.9
Benzothiazole 1382 0.1 0.031 6.6

* Standards used for normalization.

3.4. Results of comparative analysis

A preliminary visual analysis of differences in
chemical composition of the analysed samples was
carried out. Two samples of summer tires (SBR 1,
SBR 2) and two winter tires (NR 1, NR 2) were sub-
jected to analysis (in the same, optimal conditions).
Results obtained for samples SBR 1, SBR 2 and NR
1 without application of the derivatisation process are
presented in Figure 3.

It can be concluded on the basis of the obtained
results that characteristic peaks for tires made of sty-
rene-butadiene rubber originate from buta-1,3-diene
(1) and styrene (6), and for tires based on natural rub-
ber, peaks of isoprene (2) and limonene (7). Other
peaks originating from benzene (2), toluene (3) and
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4-vinylcyclohexene (5) are visible with different in-
tensity on chromatograms of both types of tires.
Differentiation of tires belonging to various groups
(produced on the basis of various polymers) is rela-
tively easy because of the presence of intensive peaks
originating from the main components of mixtures,
which always appear on chromatograms of these sam-
ples. However, differentiation of tire samples in the
same category (produced on the basis of the same
main polymer type SBR and/or NR) is a much more
difficult task, as differences in chemical composi-
tion result only from the presence of small amounts
of additives used during the manufacturing process as
well as possible differences in microstructure of the
analysed rubber mixtures. From the point of view of
comparative analysis, in the case of differentiation of
tire samples originating from the same category, the
most important peaks (in most cases of weak intensity)
are those of: a-methylstyrene (8) and aniline (9). Their
intensity strongly depends on the kind of analysed
sample. These peaks are present on all chromatograms
obtained for the SBR 2 tire, but are practically invis-
ible on chromatograms of samples collected from the
SBR 1 tire. Samples of tires NR 1 and NR 2 did not
reveal significant differences which could help in their
differentiation (small differences between chromato-
grams obtained for NR 1 and NR 2 samples were simi-
lar to differences between chromatograms observed for
2 samples originating from the NR 1 tire). Therefore,

a derivatisation process was applied with application
of aqueous solution of tetramethylammonium hydrox-
ide (TMAH) with the aim of improving differentiation
between rubber samples. Chromatograms obtained for
samples SBR 1, NR 1 and NR 2 after application of
derivatisation are presented in Figure 4.

Chromatograms obtained with application of the
derivatisation process for both summer and winter
tires were similar to those obtained without applica-
tion of this process in the range of retention times from
1 to 19 min. However, significant peaks originating
from methyl palmitate (2) and methyl stearate (3)
were observed on chromatograms obtained for sample
SBR 1. A weak peak of methylthio benzothiazole (1)
is also visible. On chromatograms of sample NR 1,
only a weak peak of methyl palmitate is visible (2);
a peak originating from methyl stearate is not visible.
Additionally, peaks originating from methyl palmitate
(2), methyl stearate (3) and a peak with very weak in-
tensity originating from methylthio benzothiazole (1)
are visible on chromatograms of samples originating
from a winter tire (NR 2).

Results obtained after derivatisation indicated the
possibility of differentiation between the two kinds of
tires (summer and winter types), as well as different
samples of tires within the summer or winter tires cat-
egory, which are difficult to differentiate without ap-
plication of the derivatisation process.
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Fig. 3. Chromatograms obtained for summer (SBR 1, SBR 2) and winter (NR 1) tyres without derivatisation (peak descriptions

in text).
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4. Conclusions

A procedure of analysis of rubber by gas chroma-
tography with application of a pyrolyser with a plati-
num coil coupled with a GC/MS set was developed.
Parameters of the analytical process were selected
and validated in such a way that they were suitable
for forensic identification and comparison. Applica-
tion of a mass spectrometer as a detector has some
advantages. The most important is that the significant
increase in the amount of information delivered during
analysis makes the process of interpretation of the ob-
tained results easier (e.g. possibility of directly view-
ing the mass spectrum of a given peak), even when the
retention time for a particular compound is changed
(e.g. caused by change of column length). The pos-
sibility of observing the mass spectrum is also very
useful in the case of peaks of important compounds
having similar retention times (e.g. o-methyl styrene
and limonene), thus allowing their correct identifica-
tion. Application of mass spectrometry also allows us
to obtain a chromatogram for a particular m/z ratio,
which significantly improves detection of peaks of
compounds having characteristic mass spectra (e.g.
aniline, m/z = 66, benzothiazole, m/z = 135, bipheny],
m/z = 154).

On the basis of analysis of obtained chromato-
grams, a very good repeatability of retention times

of analysed compounds was achieved, which allows
identification of pyrolysis products not only on the
basis of mass spectra but also on the basis of their
retention times. The Py-GC/MS method can thus be
used for qualitative analysis encompassing both iden-
tification (group-identification of a rubber sample on
the basis of determination of its main compounds) and
comparative analysis. A relatively low repeatability
was determined (in some cases RSD > 30%) for rela-
tive intensities of some chromatographic peaks, which
reduces the application of this method in quantitative
analysis. During the interpretation of the obtained re-
sults, special care should be paid to the intensity of in-
teresting peaks obtained within each of the compared
samples (within-object variability), and then intensi-
ties between different rubber samples should be com-
pared (between-object variability).

Application of the derivatisation process enables
recording of peaks originating from long-chain fatty
acids (in the form of their methyl esters), and also the
methylthiobenzothiazole peak, i.e. additives present
in the rubber mixture. The intensity of these peaks
depends on the type of analysed sample and delivers
additional information on their content. It was also
established that the solution of TMAH applied in the
derivatisation process should be added directly before
the pyrolytic process (so-called “wet” pyrolysis). The
main advantage of the derivatisation process is that it
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Fig 4. Chromatograms obtained for summer (SBR 1) and winter (NR 1, NR 2) tyres after derivatisation (peak descriptions in

text).
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is easy to carry out and also the time of sample prepa-
ration for analysis is short and it is not necessary to use
additional equipment.

The total time of analysis was ca. 45 min (includ-
ing the time necessary for the GC/MS set to return to
its initial state). Therefore, it was possible to carry out
a relatively fast analysis of several samples of rubber
during one working day, including at least three repeti-
tions of analysis for each studied sample.

The applied research confirmed that the developed
procedure fulfils basic criteria of procedures applied
in the forensic field such as: a small amount of sample
(60 pg), the possibility of obtaining reliable qualitative
results and a relatively short time of analysis. There-
fore, this procedure can be used both in the identifi-
cation process (group identification) and in the com-
parative analysis of rubber samples. The Py-GC/MS
method yields information about many components
of the analysed material, which provides an opportu-
nity to differentiate between samples of very similar
chemical composition. Such an opportunity is not pro-
vided by any other routinely used methods of analysis
of polymer samples in the forensic field.
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ANALIZA PROBEK GUMY METODA PY-GC/MS NA POTRZEBY

KRYMINALISTYKI

1. Wstep

W praktyce kryminalistycznej biegty ma bardzo czg-
sto do czynienia ze $ladami substancji polimerowych,
takich jak okruchy lakierowe, tasmy samoprzylepne czy
drobiny tworzyw sztucznych roéznego pochodzenia. Do
tej grupy mozna zaliczy¢ réwniez $lady gumy bedacej
tworzywem bardzo rozpowszechnionym w otoczeniu
czlowicka w postaci m.in. przedmiotdéw gumowych,
opon samochodowych, podeszew butéw, uchwytéw czy
rekojesci roznych narzedzi. Slady gumy, czesto w po-
staci otar¢, moga stanowi¢ zrodlo cennych informacji
o przebiegu zdarzenia, a takze moga by¢ pomocne w po-
wigzaniu przedmiotow (i posrednio ich uzytkownikdéw)
z miejscem zdarzenia [1, 3, 5, 6]. W takich przypadkach
prowadzone s3 fizykochemiczne badania porownawcze
majace na celu ustalenie stopnia podobienstwa sktadu
chemicznego $ladu i przedmiotu bedacego jego prawdo-
podobnym zrédlem. W przypadku braku materiatu po-
roéwnawczego mozliwe jest prowadzenie badan identy-
fikacyjnych w celu okreslenia rodzaju przedmiotu, ktory
mogl dany $lad pozostawic.

Analiza chemiczna §ladéw gumy jest zadaniem trud-
nym ze wzgledu na jej specyficzne wlasciwosci fizy-
kochemiczne (staba przepuszczalno$¢ promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie IR-Vis-UV, staba roz-
puszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych, duza
zawarto$¢ napeiaczy, takich jak sadza czy krzemion-
ka). Dlatego tez zastosowanie metod analitycznych ruty-
nowo uzywanych w praktyce kryminalistycznej do badan
substancji polimerowych (np. spektrometria FTIR) jest
bardzo utrudnione lub wrgez niemozliwe [5]. W odnie-
sieniu do innych metod, w literaturze przedmiotu istnieja
wzmianki o zastosowaniu termograwimetrii (skaningo-
wej kalorymetrii réznicowej) w analizie por6wnawczej
rekawiczek lateksowych [2].

Istota metody chromatografii gazowej z piroliza
(Py-GC/MS) jest przeprowadzenie statej probki mate-
riatu polimerowego w stan gazowy poprzez szybkie jej
ogrzanie w atmosferze gazu obojetnego (helu) w piroli-
zerze (Py), ktéremu towarzyszy rozklad termiczny pota-
czony z wytworzeniem mieszaniny zwigzkow chemicz-
nych (pirolizatu) poddawanej nast¢pnie rozdzieleniu na
kolumnie chromatograficznej (GC). Rozdzielone zwigz-
ki sa analizowane w spektrometrze mas (MS). Powsta-
jace zwigzki chemiczne, cho¢ nie zawsze odpowiadaja
rzeczywistemu sktadowi chemicznemu analizowanych
probek, sa charakterystyczne dla danego typu materia-
tu, a ich ilo$¢ i rodzaj zalezg Scisle od takich czynnikow,
jak zastosowana metoda polimeryzacji czy usieciowa-

nie badanego polimeru [7]. Identyfikacji otrzymanych
zwigzkow dokonuje si¢ na podstawie czasdw retencji
odpowiadajacych im pikow, a takze odpowiadajacych
im widm masowych. Metoda umozliwia takze zastoso-
wanie derywatyzacji chemicznej pozwalajacej na iden-
tyfikacje trudno lotnych zwiazkow chemicznych, takich
jak alkohole wielowodorotlenowe, kwasy karboksylowe,
nienasycone kwasy tluszczowe oraz inne dodatki ulega-
jace reakcji z odczynnikiem derywatyzujacym (reakcja
metylacji) [1].

Do chwili obecnej pojawily si¢ zaledwie pojedyn-
cze prace naukowe dotyczace zastosowania metody
Py-GC/MS do analizy gumy na potrzeby ekspertyzy
kryminalistycznej [5, 6]. Dlatego tez w niniejszej pra-
cy postanowiono podjaé probe opracowania cato$cio-
wej procedury analitycznej w warunkach instrumental-
nych laboratorium Instytutu Ekspertyz Sadowych (IES)
w Krakowie z uwzglednieniem specyficznych cech fizy-
kochemicznych mieszanek gumowych dwdéch rodzajow
opon: letniej i zimowej. W toku badan ustalono optymal-
ne warunki analizy (temperature i czas pirolizy, rozmiar
probki) oraz oszacowano powtarzalnos$¢ otrzymywanych
wynikoéw. Sprawdzono réwniez mozliwo$¢ réznicowa-
nia sktadu chemicznego obu rodzajéw opon za pomoca
opracowanej metody analitycznej bez stosowania techni-
ki derywatyzacji i z zastosowaniem tej techniki.

2. Materialy i metody

Materiat do badan stanowily probki gumy pobrane
z bieznikéw 6 uzywanych opon samochodowych (ko-
lekcja IES) nalezacych do dwoch rodzajow: opon let-
nich (probki SBR 1, SBR 2 i SBR 3) i zimowych (probki
NR 1, NR 2 i NR 3).

Do derywatyzacji probek gumy zastosowano 10%
(v/v) wodny roztwor wodorotlenku tetrametyloamonio-
wego (TMAH) sporzadzony przez 2,5-krotne rozcien-
czenie 25% roztworu TMAH (Merck, Niemcy).

Do pirolizy badanych probek zastosowano przystaw-
ke do pirolizy typu PyroProbe 2000 (CDS Analytical,
Stany Zjednoczone) z platynowym wtoknem oporo-
wym, pozwalajaca na ogrzewanie probki do dowolnej
temperatury w zakresie 240-1300°C z szybkoscia sie-
gajacg 20000°C-s™t. Przystawka ta umozliwia rowniez
tworzenie programéw temperaturowych (stopniowe
ogrzewanie w kilku etapach i (lub) powolne narastanie
temperatury). Produkty pirolizy rozdzielano na kolumnie
DB-35MS (J&W Scientific, Stany Zjednoczone) o dtu-
gosci 30 m, $rednicy 0,25 mm i grubosci fazy stacjo-
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narnej 0,25 pm. Jest to kolumna $redniopolarna, ktorej
faze¢ stacjonarng stanowi mieszanina 35% difenylopoli-
siloksanu i 65% dimetylopolisiloksanu. Jako gazu nos-
nego uzyto helu pod ci$nieniem 73 kPa. Kolumn¢ zain-
stalowano w chromatografie gazowym AutoSystem XL
(PerkinElmer, Stany Zjednoczone). W badaniach zasto-
sowano wczesniej opracowany program temperaturowy
stosowany poprzednio do analiz chromatograficznych
lakieréw samochodowych [8]: temperatura poczatkowa
40°C utrzymywana przez 2,5 min, narastanie temperatu-
ry w tempie 10,5°C-min~! az do 320°C, a nastepnie utrzy-
manie temperatury 320°C przez 5 min. Chromatogramy
rejestrowano za pomocg kwadrupolowego spektrometru
mas TurboMass Gold (Perkin Elmer, Stany Zjednoczo-
ne) w zakresie mas 35-500 m/z. Zastosowano jonizacj¢
elektronowa (EI) w temperaturze 180°C.

Dla kazdych warunkéw analizy pomiar wykonywano
co najmniej trzykrotnie.

3. Wyniki i dyskusja
3.1. Warunki przygotowania probki

Na etapie przygotowania probek do analizy zwraca-
no szczegdlng uwage na ich mase. Doswiadczenia wyka-
zaly, ze probka (wycigta z wigkszego fragmentu gumy)
w ksztalcie sze$cianu o boku ok. 0,3 mm ma mas¢ wy-
noszaca ok. 60 g (oszacowang na podstawie obliczen).
Wystarcza ona do uzyskania powtarzalnych wynikdw,
nie powoduje znieksztatcenia pikow chromatograficz-
nych (wynikajacego z przetadowania kolumny) i jest
mozliwa do wielokrotnego pobrania zaréwno z obiek-
tu gumowego, jak i $ladu pozostawionego przez obiekt
w postaci otarcia na powierzchni (np. nawierzchnia
jezdni). W trakcie badan starano si¢ zachowa¢ mozliwie
zblizone rozmiary (a co za tym idzie masy) wszystkich
przygotowywanych w ten sposob prébek.

Probke umieszczano w probowce kwarcowej wy-
petnionej do potowy wata kwarcowa. Wata kwarcowa
zapobiega przemieszczaniu prébki w trakcie umieszcza-
nia sondy pirolizera w interfejsie, a takze (w przypadku
analizy z derywatyzacja) wchtania odczynnik derywaty-
zujacy, uwalniajac go nastgpnie w czasie pirolizy. Do-
datkowa zaleta waty kwarcowej (w stosunku do stoso-
wanych wczesniej precikow kwarcowych) jest jej mata
pojemnos¢ cieplna niewptywajaca w istotny sposdb na
proces ogrzewania probki. W miar¢ potrzeb, za pomoca
mikrostrzykawki, nanoszono na probke 3 ul 10% wodne-
go roztworu TMAH. Tak przygotowana probke umiesz-
czano w pirolizerze, a nastgpnie przeprowadzano pirolize
badanej prébki w zadanej temperaturze.

Stwierdzono, ze w przypadku stosowania derywa-
tyzacji za pomoca wodnego roztworu wodorotlenku te-
trametyloamoniowego (TMAH) najwicksza wydajnosc

tego procesu (mierzong na podstawie wzglednych pol
powierzchni pikéw pochodzacych od estrow metylo-
wych kwasow tluszczowych) osiaga si¢ dla probek pod-
dawanych pirolizie bezposrednio po dodaniu odczynnika
derywatyzujacgo (rycina 1).

Wydluzanie czasu odparowania TMAH powoduje
spadek wydajno$ci derywatyzacji. Zaobserwowang za-
leznos$¢ moze thumaczy¢ fakt, ze TMAH nie reaguje bez-
posrednio z probka materialu polimerowego, lecz dopie-
ro z produktami jej rozktadu termicznego. Podczas po-
miar6w nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na koniecznosc
zastosowania przerwy w rejestracji sygnalu w zakresie
1,00-1,70 min (ang. solvent delay) w celu pominigcia
rozciagnigtego piku pochodzacego od nadmiaru trime-
tyloaminy powstajacej w wyniku termicznego rozktadu
TMAH.

3.2. Warunki pirolizy

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw temperatury
pirolizy na jako$ciowy i ilo§ciowy sktad otrzymywanych
produktow rozktadu probek gumy (pirolizatu). W tym
celu analizowano probki gumy przy réznych temperatu-
rach pirolizy w przedziale 400-750°C (co 50°C) i przy
czasie pirolizy rownym 10 s. Dla kazdej temperatury
pomiar powtarzano trzykrotnie. Poniewaz zastosowany
sposob przygotowania probek nie zapewniat wystarcza-
jaco precyzyjnego pobierania probek o stalej, a zarazem
znanej masie, zdecydowano si¢ na normalizacj¢ chroma-
togramow i operowanie wzglednymi polami powierzchni
pikéw znormalizowanymi wzglgdem pola powierzchni
piku dla wybranego zwiazku. Pik ten powinien by¢ obec-
ny we wszystkich analizowanych prébkach, a jego inten-
sywno$¢ (pole powierzchni) dostatecznie duza i tatwa
do wyznaczenia (brak sasiadujacych pikéw mogacych
utrudni¢ pomiar pola powierzchni). W przypadku analizy
prébek gumy pochodzacej z opon samochodowych nie
ma mozliwosci wytypowania jednego zwigzku chemicz-
nego laczacego wszstkie powyzsze cechy, zdecydowano
si¢ zatem na wstepny podziat analizowanych probek ze
wzgledu na dominujacy sktadnik polimerowy.

W przypadku prébek kauczuku butadienowo-styreno-
wego (SBR) do normalizacji uzywano pola powierzchni
piku styrenu. W przypadku prébek gumy na bazie kau-
czuku naturalnego normalizacji dokonywano wzglgdem
pola powierzchni piku limonenu (bgdacego dimerem
podstawowej jednostki strukturalnej kauczuku natural-
nego — izoprenu). Pola powierzchni piku limonenu uzy-
wano do normalizacji rowniez wtedy, gdy badana probka
byta mieszaning kauczuku naturalnego (NR) i butadieno-
wo-styrenowego, a pole powierzchni piku limonenu byto
réwne lub wigksze od potowy pola powierzchni piku sty-
renu.

Na rycinie 2 przedstawiono chromatogramy probek
gumy SBR 3 po pirolizie w temperaturach 400, 550, 600
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i 750°C. Poniewaz analizowano mieszanke typu SBR,
przedstawione chromatogramy zostaly znormalizowane
wzgledem wysokosci piku styrenu (5).

Chromatogramy probek poddanych pirolizie w tem-
peraturze 400°C zawieraty bardzo intensywny pik pocho-
dzacy od aniliny (9) oraz piki od glownych produktow
rozktadu styrenowo-butadienowej mieszanki gumowe;j,
takie jak: 4-winylocykloheksen (4), styren, a-metylosty-
ren (7) iinden (10). Zaobserwowano rowniez pik limone-
nu (8) oraz stabe piki pochodzace od izocyjanobenzenu
(6) 1 1,3-difenylopropanu (12). Na chromatogramach pro-
bek pirolizowanych w temperaturze 550°C zaobserwo-
wano znaczny wzrost liczby powstajacych pikow. Obok
pikow widicznych w temperaturze 400°C pojawily si¢
piki pochodzace m.in. od buta-1,3-dienu (1), benzenu (2),
toluenu (3) oraz bifenylu (12). W poréwnaniu do tempe-
ratury 400°C zmniejszyly si¢ wzgledne pola powierzchni
pikéw aniliny, limonenu oraz 1,3-difenylopropanu (bez
pogorszenia ksztaltu i stosunku sygnal/szum) na skutek
wzrostu pola powierzchni piku styrenu (uzywanego do
normalizacji). W temperaturze 600°C zaobserwowano
wzrost intensywnosci niewielkich pikow w przedziale
czasOéw retencji 10-15 min, ktére odpowiadaja gltéwnie
pochodnym fenylowym begdacym produktami degrada-
cji tancucha butadienowo-styrenowego. Piki te sa mato
uzyteczne z punktu widzenia analizy pordéwnawczej (sa
obecne w wiekszo$ci mieszanek gumowych), a takze po-
woduja trudno$ci w interpretacji wynikow (nakladanie
pikow, podniesienie poziomu linii bazowej, trudnosci
w doktadnym wyznaczeniu pola powierzchni). Na chro-
matogramach prébek pirolizowanych w temperaturze
750°C zauwazono wyrazny, intensywny pik pochodzacy
od naftalenu (11), a takze znaczny wzrost intensywnosci
pikow bifenylu oraz allilobenzenu. Pik pochodzacy od
allilobenzenu naktadat si¢ na pik od aniliny (9), uniemoz-
liwiajagc doktadne wyznaczenie jego pola powierzchni.
Ponadto zaobserwowano wyrazny spadek wzglednej in-
tensywnosci pikdw w przedziale od 10 do13 min.

Jako najwlasciwsza temperature pirolizy wybrano
550°C. W tej temperaturze bowiem bezwzglgdna inten-
sywno$¢ otrzymywanych pikdéw (stosunek sygnal/szum)
jest stosunkowo duza, a liczba pikow przydatnych w ana-
lizie porownawczej (ktorych intensywnos¢ zalezy w du-
zym stopniu od badanej mieszanki) wystarczajaca.

Wplyw czasu pirolizy na otrzymywane wyniki spraw-
dzono, prowadzac analiz¢ serii probek w temperaturze
550°C i czasach pirolizy réwnych 5, 10, 15 oraz 20s.
W badanym zakresie nic zaobserwowano wyraznego
wplywu czasu pirolizy na liczbe i rodzaj otrzymywanych
zwigzkow chemicznych, a takze pole powierzchni otrzy-
mywanych pikow, dlatego tez w dalszych badaniach
przyjeto czas 15 s jako najwlasciwszy.

3.3. Powtarzalno$¢ pomiarow

W celu oszacowania powtarzalno$ci czaséw reten-
cji 1 wzglednych intensywnos$ci otrzymywanych pikow
wykonano analize prébek obu rodzajéw opon: SBR 1
i NR 1. Analize kazdej probki powtorzono pigciokrotnie.
Intensywnosci poszczegolnych pikow zostaly znormali-
zowane do intensywnos$ci pikow styrenu (w przypadku
probki SBR 1) i limonenu (w przypadku probki NR 1).
Wyniki pomiaréw dla gtéwnych sktadnikoéw (o wzgled-
nej intensywnosci przekraczajacej 3%) przedstawiono
w tabeli I.

Czasy retencji wykazywaty bardzo dobrg powtarzal-
no$¢ (w wigkszosci przypadkow RSD < 0,7%), co $wiad-
czy o duzej stabilnosci procesu rozdzielenia chromato-
graficznego (stabilne warto$ci ci$nien i temperatur). Na-
tomiast stwierdzono wystgpowanie duzych roéznic w in-
tensywnosci (polach powierzchni) pikéw pochodzacych
od poszczegdlnych sktadnikow badanych mieszanek
(w przypadku niektérych zwigzkéw wartos¢ RSD prze-
kraczat poziom 30%). Prawdopodobnymi przyczynami
obserwowanego problemu moze by¢ nie tylko trudno$é
zachowania jednakowej masy analizowanych probek,
ale rowniez trudno$¢ zachowania jednakowego potoze-
nia probki wewnatrz pirolizera. Zauwazono bowiem, ze
istnieje mozliwo$¢ przemieszczenia probki w pirolizerze
wzgledem jej pierwotnego potozenia, czego konsekwen-
cja staje si¢ zmiana temperatury, jakiej probka jest pod-
dawana. Innymi zrédtami bledow mogly by¢: niejedno-
rodno$¢ badanego materialu wynikajgca z technologii
produkcji oraz niezadawalajgca powtarzalnos¢ tempera-
tury pirolizy (uwarunkowana konstrukcyjnie).

3.4. Wyniki analizy poréwnawczej

Podjeto probe wstepnej wizualnej oceny rdznic
w sktadzie chemicznym badanych probek. Analizie pod-
dano (w jednakowych, optymalnych warunkach) prébki
dwoch opon letnich (SBR 1, SBR 2) i dwoch opon zimo-
wych (NR 1, NR 2). Na rycinie 3 przedstawiono wyniki
otrzymane dla probek SBR 1, SBR 2 oraz NR 1 bez za-
stosowania procesu derywatyzacji.

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwier-
dzi¢, ze pikami specyficznymi dla opon wyprodukowa-
nych na bazie kauczuku butadienowo-styrenowego sa
piki pochodzace od buta-1,3-dienu (1) i styrenu (6), a dla
opon na bazie kauczuku naturalnego — piki izoprenu (2)
i limonenu (7). Inne piki pochodzace od benzenu (2), to-
luenu (3), 4-winylocykloheksenu (5) sg widoczne z rdz-
ng intensywnosciag na chromatogramach obu rodzajow
opon.

Rozrdznienie opon nalezacych do réznych grup (wy-
produkowanych na bazie roznych polimeréw) nie nastre-
cza wickszych probleméw z uwagi na obecno$¢ inten-
sywnych pikoéw pochodzacych od gtéwnych sktadnikow
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mieszanin, a pojawiajacych si¢ zawsze na chromatogra-
mach probek. Natomiast rozrdznienie opon nalezacych
do tej samej grupy (wyprodukowanych na bazie tego
samego glownego polimeru — SBR i (lub) NR) jest za-
daniem duzo bardziej ktopotliwym, gdyz roznice w skta-
dzie chemicznym wynikaja jedynie z obecnosci matych
ilosci substancji dodawanych w trakcie produkcji (dodat-
kéw uszlachetniajacych wyrob) oraz z mozliwych réznic
w mikrostrukturach badanych mieszanek gumowych.
Z punktu widzenia analizy poréwnawczej w przypadku
opon nalezacych do tej samej grupy najistotniejsze sa
(z reguty mato intensywne) piki pochodzace od takich
zwigzkow, jak a-metylostyren (8) i anilina (9), ktorych
intensywnos¢ jest silnie uzalezniona od rodzaju analizo-
wanej probki. Piki te wyraznie ujawnity si¢ na wszyst-
kich chromatogramach probek pochodzacych z opony
SBR 2, natomiast na chromatogramach probek opony
SBR 1 byly praktycznie niewidoczne. Probki opon NR
1 oraz NR 2 nie wykazywaty istotnych ro6znic pozwa-
lajacych na ich rozréznienie (drobne réznice pomigdzy
chromatogramami probek NR 1 oraz NR 2 byty zblizo-
ne do réznic pomi¢dzy chromatogramami dwoch probek
NR 1), dlatego tez, w celu poprawy mozliwos$ci rozroz-
niania probek gumy, zastosowano derywatyzacje z wy-
korzystaniem wodnego roztworu wodorotlenku tetrame-
tyloamoniowego (TMAH). Chromatogramy otrzymane
dla probek SBR 1, NR 1 i NR 2 po zastosowaniu dery-
watyzacji przedstawiono na rycinie 4.

Po derywatyzacji chromatogramy otrzymane dla
opon letnich i zimowych w zakresie czasow retencji od
1 do 19 min byty zasadniczo takie same, jak bez zasto-
sowania tego procesu. Na chromatogramach probki SBR
1 ujawnity si¢ jednak wyrazne piki pochodzace od pal-
mitynianu metylu (2) i stearynianu metylu (3). Widocz-
ny jest rowniez bardzo staby pik metylotiobenzotiazolu
(1). Na chromatogramach prébki NR 1 wida¢ jedynie
staby pik palmitynianu metylu (2), nie wida¢ jednak
piku pochodzacego od stearynianu metylu, natomiast na
chromatogramach prébki pochodzacej z opony zimowe;j
(NR 2) widoczne sg wyrazne piki pochodzace zaréwno
od palmitynianu metylu (2), jak i stearynianu metylu (3),
a takze mato intensywny pik odpowiadajacy obecnosci
metylotiobenzotiazolu (1).

Wyniki otrzymane po derywatyzacji wskazuja zatem
na mozliwos$¢ rozréznienia od siebie zarowno probek
opon obu rodzajow (letnich i zimowych), jak réwniez
réznych probek opon danego rodzaju (letnich lub zimo-
wych), trudnych do rozréznienia bez zastosowania dery-
watyzacji.

4. Whnioski

Opracowano procedur¢ analizy gumy metoda chro-
matografii gazowej z zastosowaniem pirolizera z pla-

tynowym widknem grzejnym sprzgzonego z zestawem
GC/MS. Dokonano doboru i weryfikacji parametrow
pirolizy najbardziej odpowiednich do kryminalistycznej
analizy identyfikacyjnej i poréwnawczej probek gumy.
Zastosowanie spektrometru mas w charakterze detektora
niesie za soba szereg korzysci. Najwazniejsza z nich jest
znaczny wzrost liczby informacji otrzymywanych w toku
analizy, a utatwiajacych interpretacj¢ otrzymanych wyni-
kéw (mozliwosé bezposredniego podgladu widma maso-
wego piku) nawet w przypadku zmian w czasach retencji
(spowodowanych np. zmiang dlugosci kolumny). Mozli-
wos¢ obserwacji widma masowego jest rowniez bardzo
uzyteczna w przypadku istotnych pikéw o zblizonych
czasach retencji (np. o-metylostyren i limonen), pozwa-
lajac na ich trafne przyporzadkowanie. Zastosowanie
spektrometrii mas umozliwia rowniez wygenerowanie
chromatogramu dla wybranej warto$ci m/z, co znacznie
utatwia wyszukiwanie pikow zwigzkéw o charaktery-
stycznych widmach masowych (np. anilina, m/z = 66,
benzotiazol, m/z = 135, bifenyl, m/z = 154).

Na podstawie analizy uzyskanych chromatograméw
stwierdzono bardzo dobrg powtarzalno$¢ czasow retencji
poszczegdlnych sktadnikow, co pozwala na identyfikacje
produktéw pirolizy nie tylko na podstawie ich widm ma-
sowych, lecz takze ich czasow retencji. Metoda Py-GC/MS
moze by¢ zatem stosowana do analizy jakos$ciowej obej-
mujacej zarowno badania identyfikacyjne (identyfikacje
grupowa gumy polegajaca na okresleniu gtéwnych sktad-
nikow mieszanki gumowej), jak 1 porownawcze. Stwier-
dzono tez do$¢ staba powtarzalno$¢ (w niektorych przy-
padkach RSD > 30%) wzglgdnych intensywnosci pikow
chromatograficznych, co ogranicza zastosowanie meto-
dy w analizie ilosciowej. Podczas interpretacji otrzyma-
nych wynikéw nalezy zawsze zwracaé szczegdlng uwa-
ge¢ na zmienno$¢ intensywnosci interesujacych pikow
w obrebie kazdej z poréwnywanych probek (zmiennosé
wewnatrzobiektowa), a nast¢pnie dokona¢ poréwnania
intensywnosci pomi¢dzy badanymi probkami.

Dodatkowe wykorzystanie techniki derywatyzacji
pozwala na rejestracj¢ pikdw pochodzacych od wyzszych
kwasow tluszczowych (w postaci ich estrow metylo-
wych), a takze piku metylotiobenzotiazolu, tj. dodatkow
uszlachetniajacych obecnych w mieszance gumowej.
Intensywnos$¢ tych pikéw zalezy od rodzaju analizowa-
nej probki i stanowi dodatkowg informacje o jej skla-
dzie. Ustalono, ze stosowany do derywatyzacji roztwor
TMAH nalezy dodawa¢ bezposrednio przed piroliza (pi-
roliza ,,na mokro”). Glowna zaleta metody derywatyzacji
jest tatwos¢ i szybkos¢ przygotowania probek do badan
bez koniecznosci uzycia dodatkowego wyposazenia la-
boratoryjnego.

Catkowity czas analizy wynosi okolo 45 min (wraz
z powrotem uktadu GC/MS do stanu poczatkowe-
go). W zwiazku z tym mozliwe jest wzglgdnie szybkie
przeprowadzenie pirolizy kilku badanych prébek gumy
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w ciggu jednego dnia pracy z przynajmniej trzykrotnym
powtdrzeniem analizy kazdej badanej probki.

Wykonane badania udowodnity, ze opracowana pro-
cedura spelnia podstawowe kryteria dotyczace analiz
kryminalistycznych, takie jak: niewielka masa probki
(60 pg), mozliwos¢ otrzymania wiarygodnych wynikow
jakos$ciowych oraz stosunkowo krotki czas analizy, moze
wigc by¢ zastosowana zaré6wno do analizy identyfikacyj-
nej (identyfikacja grupowa), jak i poréwnawczej prébek
gumy. Metoda Py-GC/MS, dajac informacje o wielu
sktadnikach analizowanego materialu, stwarza mozli-
wos¢ rozréznienia probek o bardzo podobnej budowie
chemicznej. Mozliwosci takich nie daje zadna inna meto-
da stosowana dotychczas rutynowo w kryminalistycznej
analizie §ladow materiatléw polimerowych.

Problems of Forensic Sciences 2012, vol. 91, 195-207



