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Wykorzystanie ciaglej analizy przeplywowej z segmentowaniem strumienia (SFA)
oraz detekcja spektrofotometryczng w oznaczaniu indeksu fenolowego
w probkach srodowiskowych
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A bstract Phenols belong to the most important contaminants that are
present in natural environment due to many industrial processes (e.g. petro-
chemical, paper, plastics, dyes and pesticides by-products). Phenol com-
pounds can have an important physiological influence on living organisms,
in high concentrations even becoming the cause of acute poisoning or death
(according to Paracelsus’ statement that Dosis facit venenum). Because of
high toxicity, some of them have been included into the national priority lists
of pollutants and required to be determined.

In this paper, segmented flow analyzer with photometric detector has been
tested for the possibility to determine phenol index determination in water
and wastewater environmental samples with complex composition in a precise and safe way. Some validation parameters of estab-
lished method (fixed under evaluated analytical parameters including e.g. optimized measurement conditions and appropriate sample
pre-treatment) were presented. Linearity, limit of detection, precision and accuracy of presented procedure was determined. Finally,
the proposed method was applied to the analysis of real samples of water and sewage that were examined due to its contamination with
phenols and matrix differentiation.

The described full automatic method may be used to determine total content of phenols, called as phenol index. It shows low detection
limit, high accuracy and good correctness. Proposed continuous flow system comply with requirements and, therefore, it may be
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applied in monitoring studies as well as in the routine analysis of real samples of water and wastewater from different sources.

Keywords: phenol index, continuous flow analysis, segmented flow, photometric detection, water and sewage

Fenolami nazywa si¢ pochodne weglowodoréow aroma-
tycznych, w ktérych grupa hydroksylowa jest zwigzana
z atomem weggla pierScienia aromatycznego, przy czym
obecno$¢ w pierscieniu dodatkowych grup moze znacznie
podnosi¢ badz obniza¢ toksycznos¢ fenoli.

W mys$l XVI-wiecznego stwierdzenia Paracelsusa, ze
to dawka, nie substancja, czyni trucizng (tac. Dosis facit
venenum), zwiazki fenolowe obecne w organizmach
ro$linnych i zwierzgcych moga albo spetniac istotna rolg
fizjologiczna, albo przyczynia¢ si¢ do ich $mierci (zjawi-
sko hormezy) (Burns, 1998; Dobrzynski, 2006). Tym bar-
dziej istotna wydaje si¢ wigc mozliwos$¢ bezpiecznej
1 precyzyjnej oceny zawartosci fenoli w $rodowisku. Do
grup, ktore powoduja wzrost toksycznego dziatania fenoli,
naleza przede wszystkim: grupa hydroksylowa (wprowa-
dzenie drugiej grupy w potozenie orto lub para wywotuje
dziatanie methemoglobinotwoércze), nitrowa (druga grupa
podstawiona w pozycji para moze generowac ecfekty
muta- i kancerogenne oraz cyto- i embriotoksyczne), mety-
lowa, aminowa oraz chlorowa (powstajace chlorofenole
juz w stezeniu 2 pg/l powoduja znaczne pogorszenie sma-
kowych 1 zapachowych wlasciwosci wody) (Bogdanik,
1988; Annachhatre & Gheewala, 1996; Standard Methods,
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1998). Toksyczno$¢ fenoli zmniejsza si¢ wraz z wprowa-
dzeniem grupy karboksylowej (utatwiajacej metabolizm
i przyspieszajacej wydalanie toksyny), a takze grup: sulfo-
nowej, tiolowej, metoksylowej oraz acetylowej (Wojcie-
szynska & Wilczek, 2006).

W niniejszej pracy przedstawiono mozliwosci wyko-
rzystania ciaglego analizatora przeptywowego z segmento-
waniem strumienia (SFA — Segmented Flow Analyzer)
oraz detekcja spektrofotometryczna do oznaczania indeksu
fenolowego (orto- i meta- podstawionych fenoli) metoda
destylacji in-line (modut destylacyjny wbudowany w tor
transportu probki) w probkach wod i Sciekéw réznego
pochodzenia, charakteryzujacych si¢ zmienno$cia sktadu
matrycy. Rutynowa analiza indeksu fenolowego w prob-
kach rzeczywistych, czgsto o ztozonym badZ nietypowym
sktadzie (ze szczegdlnym uwzglednieniem $ciekow
pochodzacych z przemystu koksowniczego), okazata si¢
mozliwa dzigki odpowiedniemu przygotowaniu probek do
badan oraz zoptymalizowaniu warunkéw analityczno-po-
miarowych w uktadzie przeplywowym.

Materialy i metoda badan

Do badan wykorzystano ciagly analizator przeptywo-
wy SA5000, model SAN™" firmy Skalar Analytical B.V.
(Holandia), wyposazony w automatyczny podajnik probek
(841050 Random Access), przystawke do automatycznego
mieszania probek, modut chemiczny z kaseta analityczna
do oznaczania indeksu fenolowego metoda destylacji
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in-line oraz detektor spektrofotometryczny. Analizator
posiada wbudowany dozownik powietrza, ktory zapewnia
regularne wstrzykiwanie pgcherzykow powietrza w stru-
mien przeptywajacej cieczy. Tzw. segmentowanie stru-
mienia ogranicza dyspersj¢ analitu wzdluz przewodow
transportujacych, a tym samym zmniejsza oddzialywanie
pomigdzy sasiednimi probkami, co pozwala zwigkszy¢
czgstos¢ pomiarow (Trojanowicz, 1999). Sterowanie anali-
zatorem 1 podajnikiem zapewnia oprogramowanie Flow-
Access.

Oznaczanie indeksu fenolowego (W postaci orto- i me-
ta- podstawionych fenoli) polega na wprowadzeniu probki
W sposob ciagly do strumienia no$nego, gdzie jest miesza-
na z kwasem fosforowym (V) i destylowana in-line w pH
1,4. Destylat zawierajacy fenole lotne z para wodna jest
nastepnie w Srodowisku alkalicznym mieszany z przepty-
wajacymi w sposob ciagly roztworami 4-aminoantypiryny
i heksacyjanozelazianu (III) potasu. Zwiazki fenolowe
w destylacie ulegaja utlenieniu heksacyjanozelazianem
(IIT) potasu, a powstajace chinony reaguja z 4-aminoantypi-
ryna, tworzac barwne kompleksy, ktorych zawarto$¢ jest
oznaczana spektrofotometrycznie fala dtugosci 505 nm
(PN-ISO 6439: 1994; PN-EN ISO 14402: 2004; Skalar
Methods, 2006).

Do sporzadzenia roztworéw do kalibracji wykorzy-
stano podstawowy roztwor wzorcowy fenoli o st¢zeniu
1000 mg/1, sporzadzony w laboratorium przez rozpuszcze-
nie nawazki krystalicznego fenolu (POCh, Polska) w roz-
tworze pluczacym. Do badania odzysku oraz do kontroli
jakosci oznaczenia wykorzystano dostepny w handlu
roztwor wzorcowy o certyfikowanej zawartosci fenoli
1 g/l (AccuStandard, USA). Opierajac si¢ na badaniach

Tab. 1. Warunki analityczno-pomiarowe oznaczania indeksu fenolowego

metoda SFA z detekcja spektrofotometryczng

Table 1. Analytical and measurement conditions for determination of phenol index

by SFA method with photometric detection

podstawowego roztworu wzorcowego fenoli przygoto-
wanego w laboratorium stwierdzono, ze wzorzec prze-
chowywany w butelce z ciemnego szkta w temp. 2—6°C
zachowuje trwalos¢ przez co najmniej 1 rok. Do przygo-
towania roztworow do kalibracji, rozcienczania probek
oraz sporzadzania roztworow reagentow stosowano wode
dejonizowana o przewodnosci elektrycznej wlasci-
wej <1 uS/cm, odgazowana bezposrednio przed uzyciem
przez przepuszczenie gazu obojgtnego (helu). Stosowane
odczynniki charakteryzowaly si¢ czystoscig cz.d.a. Iub
lepsza.

Probki wod i1 $ciekéw bezposrednio po pobraniu
zakwaszano do pH ok. 2 przez dodanie stgzonego kwasu
siarkowego, pdzniej saczono pod zmniejszonym cisnie-
niem przez saczek Sredni (Munktell & Filtrak, Niemcy),
a nastepnie przechowywano w butelkach z ciemnego szkta
w temperaturze 2—6°C az do czasu przeprowadzenia anali-
zy (Standard Methods, 1998; Zhou i in., 2005). Maksymal-
ny czas przechowywania tak utrwalonych probek wynosit
28 dni.

Wyniki badan

Na podstawie badan ustalono optymalne warunki ana-
lityczno-pomiarowe (tab. 1), ktére zastosowano w trakcie
walidacji metody.

W tabeli 2 zestawiono warto$ci podstawowych para-
metréw analitycznych metody, uzyskane w trakcie procesu
walidacji dla przedstawionych w tabeli 1 warunkow anali-
tyczno-pomiarowych.

Do przeprowadzenia kalibracji zastosowano $wiezo
przygotowane roztwory wzorcowe fenoli o znanych
zawartosciach  oznaczanego skladnika.
Liniowa funkcj¢ kalibracyjna wykreslono
dla szes$ciu poziomdw stezen (1, 5, 10, 30,
601100 pg/l), dla kazdego punktu pomiaro-
wego rejestrujac po trzy niezalezne powto-

rzenia.
Granicg wykrywalnosci i oznaczalnosci
wyznaczono na podstawie analizy 10 nieza-

leznie przygotowanych porcji probki rze-
czywistej niezawierajacej analitu (woda

wodociagowa) oraz roztworO6w wzorco-
wych zawierajacych mierzalng ilo$¢ ozna-

czanego sktadnika (0,0005 pg/l indeksu
fenolowego). Trzykrotna warto§¢ odchyle-

nia standardowego $redniej przyjgto jako
granic¢ wykrywalnos$ci. Granicg oznaczal-

nos$ci obliczono jako dziesigciokrotna war-
to$¢ odchylenia standardowego S$redniej

Dtugos$¢ drogi optycznej (kuweta 50 mm
przeptywowa)
Optical path length (flow cell)
Dtugosc¢ fali 505 nm
Wavelength
Czas probkowania 90 s
Sample time
Czas ptukania 180 s
Wash time
Czas pompowania powietrza Is
Air time
Roztwor ptuczacy woda + H;PO, (1 mol/l) + CuSO,
Rinsing liquid water + H;PO, (1 M) + CuSO,
Sposob utrwalenia probki* naczynie z ciemnego szkta lub PTFE, dodatek
Sample preservation* stez. H,SO, do pH ok. 2, filtracja
podci$nieniowa przez saczek $redni
amber glass or PTFE bottle, addition of
concentrated H,SO, till pH circa 2, low
pressure filtering over mean filter

(tab. 2).

Precyzja oznaczenia w warunkach
odtwarzalnosci i powtarzalno$ci wewnatrz-
laboratoryjnej (tab. 2) zostala wyrazona za

*na podstawie badan stwierdzono, ze tak utrwalona probka, przechowywana w temp. 2—6°C,

jest trwata przez co najmniej 28 dni

*basing on researches it is claimed that the preserved sample, stored in 2—6°C, is stable for

at least 28 days after collection

pomoca wzglednego odchylenia standardo-
wego. Precyzj¢ w warunkach odtwarzalno-
$ci wyznaczono na podstawie analizy
roztworéw wzorcowych fenoli (roztwor do
sterowania jako$cia oznaczenia oraz roz-
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twor do kontroli poprawnosci
funkcji kalibracyjnej), jako czyn-
niki zmienno$ci przyjmujac czas
(badania prowadzono przez 7
miesigcy) oraz kolejne partie roz-
tworéw wzorcowych i odczynni-
kéw reakcyjnych. Precyzja w
warunkach powtarzalnosci
zostala wyznaczona na podstawie
wynikow analizy kilkudziesigciu
probek rzeczywistych o zréznico-
wanym sktadzie matrycy (woda
ze studni, odwiert piezometrycz-
ny, woda powierzchniowa, a
takze probki Sciekéw socjal-
no-bytowych surowych i oczysz-
czonych oraz Sciekow
przemystowych). Kazda probke
przygotowywano tak, by wyniki
pochodzity z 3 niezaleznych
powtorzen (saczenie kolejnych
porcji, rézne rozcienczenia prob-
ki).

Wspodtczynnik  zmiennosci
metody Vyy (tab. 2) odnosi si¢ do
procedury kalibracji (PN-ISO
8466-1: 2003).

Poprawno$¢ oznaczenia in-
deksu fenolowego metoda SFA
wyznaczono na podstawie wyni-
kow uzyskanych w migdzy-
narodowych poréwnaniach mig-
dzylaboratoryjnych (4Aquacheck,
2008-2009). Warto$¢ indeksu
fenolowego okreslono w probee
sztucznie przygotowanej wody,
obliczajac wynik $redni dla 8
niezaleznie przygotowanych
porcji probki. Uzyskano bardzo

Tab. 2. Wybrane parametry walidacji oznaczania indeksu fenolowego metoda SFA z

detekcja spektrofotometryczng

Table 2. Some validation parameters for determination of phenol index by SFA method with

photometric detection

Parametr
Parameter

Wartosé
Value

Granica wykrywalnosci
Limit of detection

[ne/1]

0,14 (roztwor wzorcowy)
(standard)
0,28 (matryca: woda wodociggowa)
(matrix: tap water)

Granica oznaczalno$ci
Limit of quantification
[ng/1]

0,46 (roztwor wzorcowy)
(standard)
0,93 (matryca: woda wodociagowa)
(matrix: tap water)

Zakres roboczy*
Working range*
[ne/1]

1-100

Roéwnanie funkcji kalibracyjnej**
Equation of calibration curve**

y=336,59 x ¢ —33,97

Coefficient of variation Vy,

(V0]

Wspbtezynnik korelacji r 0,9999
Correlation coefficient r
Wspblezynnik zmiennos$ci Vy, 1,41

Precyzja w warunkach odtwarzalnosci
Precision in reproducibility conditions
[%]

1,34-4,72 (roztwory wzorcowe)
(standards)

Precyzja w warunkach powtarzalnosci
Precision in repeatability conditions
[%0]

0,44-4,20 (probki rzeczywiste)
(real samples)
1,30-8,57 (roztwory wzorcowe)
(standards)

Poprawnos¢
Correctness
[%]

1,22-4,70

*dolna granica zakresu roboczego odpowiada granicy oznaczalnosci (w probkach obcigzonych nie-

skomplikowana matryca)

*lower limit of concentration range, corresponding to detection limit (in samples with non-complicated

matrix)

**c — stgzenie oznaczanego sktadnika (pg/l), y — wysoko$¢ piku [D.U.] (D.U. — zliczenia)
**c — concentration of analysed component (ug/l), v — peak height [D.U.] (D.U. — display unit)

Tab. 3. Wyniki poréwnan migdzylaboratoryjnych (Aquacheck, 2008-2009) oraz analizy certyfikowanego roztworu wzorcowe-
g0 (AccuStandard, USA) — oznaczanie indeksu fenolowego metoda SFA
Table 3. The results of interlaboratory comparisons (Aquacheck, 2008-2009) and analysis of certified reference standards
(AccuStandard, USA) — determinations of phenol index by SFA method

Wzgledne
Zrédlo wyznaczenia Warto$¢ oczekiwana | Warto$¢ uzyskana s?aticslg:gz:ie Poprawnos¢
poprawnosci Expected value Received value . Corectness Z-score*

) P Relative standard o

Source of determining corectness [ug) [ugM deviation [%]
[%o]

Poréwnania 28,6 28,2 1,51 1,40 0,14
migdzylaboratoryjne
Interlaboratory comparison
Certyfikowany roztwor 15 14,3 2,64 4,70 -
WZOICOWY 45 45,5 1,30 1,12 -
Certified reference standard

*wskaznik obliczony ze wzoru (x — X)/s, gdzie: x — wynik uczestnika, X — warto$¢ przypisana, s — akceptowalny prog btedu (4dquacheck,

2008-2009)

*index calculated from formula (x — X)/s, where: x — participant result, X — assigned value, s — standard deviation for proficiency assessment

(Aquacheck, 2008-2009)
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Ryec. 1. Przyktadowy zapis analizy indeksu fenolowego metoda SFA w roztworach wzorcowych i w probkach srodowiskowych; 1 — wzo-
rzec o stezeniu 60 pg/l, 2— wzorzec o stgzeniu 30 pg/l, 3 — wzorzec o stezeniu 10 pg/l, 4 — wzorzec o stgzeniu 100 pg/l, 5 — probki nieznane
Fig. 1. Exemplary record of phenol index analysis in standards solutions and environmental samples by SFA method; 1 — standard solu-
tion 60 pg/l, 2 — standard solution 30 pg/l, 3 — standard solution 10 pg/l, 4 — standard solution 100 pg/l, 5 — unknown samples

Tab. 4. Wyniki oznaczania indeksu fenolowego metoda SFA w rzeczywistych prébkach wody i §ciekow
Table 4. The results of determining phenol index in real samples of water and wastewater by SFA method

Przewodnos,c f:lektryczna Indeks fenolowy XS,
Matryca whasciwa Phenol index s Sk
Matrix Electrical conductivity [ug/] [ng/ [%] [ng/1] [%]
[uS/em]

Piezometr z terenu koksowni 7050 280 1,24 0,44 3,08 1,10
Piezometer from coking plant area
Piezometr z terenu koksowni 7870 13,4 0,23 1,72 0,57 4,28
Piezometer from coking plant area
Woda z gaszenia koksu n.o.* 50 330 208 0,41 517 1,03
Water from coke quenching n.d.*
Woda z kanatu n.o. 65,1 0,79 1,22 1,97 3,03
Drain water n.d.
Scieki bytowe 997 149 1,00 0,67 2,48 1,67
Municipal sewage
Scieki technologiczne (papiernia) 1910 457 19,2 4,20 47,7 10,4
Technological waste (paper factory)
Scieki przemystowe 1370 271 8,50 3,14 21,1 7,80
Industrial waste
Scieki surowe 775 25,4 0,90 3,54 2,24 8,80
Crude sewage
Scieki wstepnie oczyszczone 875 25,8 1,00 3,88 2,49 9,63
Pre-purified waste
Scieki oczyszczone n.o. 66,9 0,80 1,20 1,99 2,97
Purified waste n.d.
Mieszanina $ciekéw 953 84,9 1,25 1,47 3,11 3,66
Mixed waste

*1n.0. — nie 0znaczono

*n.d. — not determined

s — odchylenie standardowe pojedynczego wyniku w serii pomiarow

s — standard deviation

sz — wzgledne odchylenie standardowe, + ¢ x 5, — potowa przedziatu ufnosci (a = 0,05)
sz — relative standard deviation, * t x s, — half of confidence interval (a. = 0,05)
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dobra zgodno$¢ wynikéw oznaczenia z warto$cig oczeki-
wana (tab. 3).

W celu skontrolowania uzyskiwanych wynikow i za-
pewnienia ich odpowiedniej jako$ci przeprowadzono ana-
lizg certyfikowanego roztworu wzorcowego fenoli.
Zbadano roztwory o réznych stgzeniach oznaczanego
sktadnika, a wartosci $rednie indeksu fenolowego obliczo-
no dla 6 niezaleznie przygotowanych probek. Przyktadowe
wyniki analiz zamieszczono w tabeli 3.

Na podstawie przeprowadzonych poréwnahn migdzy-
laboratoryjnych oszacowano réwniez niepewnos¢ rozsze-
rzona wykonania oznaczenia, ktorg obliczono jako iloczyn
ztozonej niepewnosci standardowej i wspotczynnika roz-
szerzenia k = 2 (niepewno$¢ rozszerzona wyniosta 3,5%).
W obliczeniach uwzglgdniono taczng niepewnos¢ syste-
matyczng oraz taczna niepewnos¢ przypadkowa (Sierzpu-
towski, 2008; Aquacheck, 2008-2009).

Na rysunku 1 zaprezentowano przyktadowy zapis ana-
lizy oznaczania indeksu fenolowego w roztworach wzor-
cowych i w probkach rzeczywistych, w warunkach
podanych w tabeli 1.

W celu zilustrowania stosowalno$ci proponowanej
metody oznaczania indeksu fenolowego w rutynowej ana-
lizie probek rzeczywistych, przedstawiono wyniki badan
probek wody i Sciekéw réznego pochodzenia (tab. 4).
Badane wody charakteryzowata znaczna zmienno$¢ sktadu
matrycy. Probki sciekow, w ktorych wartos¢ indeksu feno-
lowego przekraczata zakres roboczy metody, przed wyko-
naniem oznaczenia rozcienczono do odpowiedniego
poziomu st¢zen. Warto$¢ indeksu fenolowego obliczono
jako warto$¢ srednig z 3 wynikow niezaleznie przygotowa-
nych porcji probki.

Whioski

Zaproponowana metoda oznaczania indeksu fenolowe-
go stanowi interesujaca alternatyweg dla wykorzystywa-
nych zwykle w analizie wod i S$ciekow technik
manualnych. Prezentowana metoda, w poréwnaniu z kla-
syczna, nie powoduje obcigzenia srodowiska naturalnego,
propagujac zasady tzw. zielonej chemii (Christian, 2003),
poniewaz ze wzgledu na krotki czas analizy jednej probki
(ok. 4,5 minuty) oraz niewielka objgtos¢ materiatu
badawczego (rzedu kilkunastu mililitréw) zuzycie kosz-
townych i niejednokrotnie toksycznych odczynnikéw jest
znacznie ograniczone. Co wigcej, zautomatyzowany
pomiar minimalizuje ryzyko popetnienia btgdu przez anali-
tyka oraz eliminuje potrzebg¢ wykonywania uciazliwych
manualnych operacji przetwarzania probki, takich jak
destylacja, ktora ze wzgledu na roéze wlasciwosci probek
moze by¢ szkodliwa dla zdrowia (np. probki pochodzace
z przemyshu koksowniczego zawieraja znaczne ilosci feno-
li i cyjankow) (Strugata-Wilczek i in., 2009).

1100

W pelni zautomatyzowana analiza w warunkach
przeptywowych pozwala na okreslenie wartosci indeksu
fenolowego na poziomie stgzefn zgodnym z wymaganiami
prawnymi (1 pg/l) (Rozporzadzenie..., 2002), nawet pomi-
mo obciazenia probki wyjsciowej matryca. Wyznaczone
w trakcie procesu walidacji wartosci precyzji (<10%) i po-
prawnosci (<5%), jak rowniez bardzo dobry wynik porow-
nan migdzylaboratoryjnych (btad wzgledny <2%),
potwierdzaja przydatnos¢ metody do oznaczania indeksu
fenolowego w zroznicowanych pod wzglgdem sktadu
matrycy probkach wody i $ciekow.
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