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ZASTOSOWANIE WSTRZYKOWEJ
ANALIZY PRZEPLYWOWEJ Z DYFUZJA GAZOWA
DO MONITOROWANIA STEZENIA JONOW AMONU
W PROBKACH SRODOWISKOWYCH

Streszczenie. W pracy przedstawiono wyniki badan mozliwosci wykorzystania wstrzykowego
analizatora przeplywowego (FIA — Flow Injection Analyser) z detekcja spektrofotometryczna do
monitorowania zawarto$ci jonow amonu w probkach wod i $ciekdéw. Oznaczanie jonéw amonu
(azotu amonowego) w probkach rzeczywistych, charakteryzujacych si¢ duza zmiennoscia matry-
cy (czesto o zlozonym badz nietypowym skladzie), okazato si¢ mozliwe dzieki odpowiedniemu
przygotowaniu probek do badan oraz wykorzystaniu wbudowanego w uktad pomiarowy dyfuzora
gazowego. Na podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze omawiang metode¢ charakteryzuje m.in.
mata warto$¢ granicy oznaczalnosci oraz bardzo dobra precyzja i poprawnosc.

Stowa kluczowe: jony amonu, wstrzykowa analiza przeplywowa, dyfuzja gazowa, detekcja spek-
trofotometryczna, woda, $cieki

Wstep

Przekroczenie dopuszczalnych stgzen amoniaku w $rodowisku moze generowac
powazne szkody w ekosystemach naturalnych, dlatego jego zawarto§¢ w wodach i $cie-
kach podlega ciaglemu monitorowaniu i jest regulowana odpowiednimi przepisami
prawnymi. Wody zawierajace nawet §ladowe ilosci amoniaku nie nadajg si¢ do celow
spozywczych, z kolei duza zawarto$¢ amoniaku w wodach uzytkowych jest niepozada-
na, poniewaz zwigksza korozj¢ rur wodociggowych, a w procesie uzdatniania reaguje
z chlorem, tworzac chloraminy, co jednocze$nie zmniejsza wydajno$é procesu uzdat-
niania wody (GOMOLKA 1 SZAYNOK 1997, HERMANOWICZ i IN. 1999). Celem pracy byta
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praktyczna ocena mozliwosci zastosowania wstrzykowego analizatora przeptywowego
(FIA — Flow Injection Analyzer) z dyfuzja gazowa do monitorowania zawarto$ci jonow
amonu w wodach i §ciekach o zréznicowanej matrycy i mineralizacji.

Material i metody

Do badan wykorzystano uktad do wstrzykowej analizy przeptywowej FIAmodula
niemieckiej firmy MLE, wyposazony w modul do oznaczania jonéw amonu z wbudo-
wang komora dyfuzyjna (dyfuzja gazowa in-line), automatyczny podajnik probek FIA-
sampler oraz detektor spektrofotometryczny.

Oznaczanie jondw amonu (w postaci gazowego amoniaku) polega na wprowadzeniu
probki zaworem wstrzykowym do strumienia roztworu nos$nego, ptynacego w uktadzie
w sposob ciagly, gdzie probka jest mieszana ze strumieniem silnie alkalicznego reagen-
ta (pH > 12). Powstaly amoniak dyfunduje przez poétprzepuszczalng, hydrofobowa
membrang dyfuzora gazowego, zmieniajac odczyn, a tym samym barwe i absorbancje
roztworu wskaznika kwasowo-zasadowego, ktdra to zmiana w sposob ciagly jest reje-
strowana w fotometrze przeptywowym przy dlugosci fali 590 nm (PN-EN ISO
11732:2007).

Przedmiotem badan byly roztwory wzorcowe i certyfikowane materiaty odniesienia
(woda z rzeki Miramichi oraz woda pitna z terenu miasta Lethbridge) oraz rzeczywiste
probki srodowiskowe o zréznicowanym sktadzie fizykochemicznym, takie jak: woda
powierzchniowa, woda podziemna, woda mineralna oraz $cieki surowe i oczyszczone
(miejskie, przemystowe oraz pochodzace z procesu podziemnego zgazowania wegla).

Wszystkie stosowane w badaniach odczynniki charakteryzowaty si¢ czystoscig
cz.d.a. lub lepszg. Roztwory przygotowywano z uzyciem wody dejonizowanej o prze-
wodnosci elektrycznej wlasciwej < 0,1 pS/cm, przed uzyciem odgazowanej przepusz-
czeniem przez 15 min malego strumienia gazu obojetnego (helu) przez objetosé 4 dm”.

Do sporzadzenia roztworéw do kalibracji wykorzystano roztwor wzorcowy o certy-
fikowanej zawartoéci jonéw amonu 1000 mg/dm’ NH," (AccuStandard, USA). Do
badania odzysku oraz do kontroli jako$ci oznaczenia wykorzystano roztwdr wzorcowy
jonéw amonu o stezeniu 1000 mg/dm?® sporzadzony w laboratorium przez rozpuszczenie
w wodzie chlorku amonu (POCh, Polska), uprzednio wysuszonego do stalej masy
w temperaturze 105°C + 2°C. Stwierdzono, ze roztwor wzorcowy o stgzeniu jonow
amonu 1000 mg/dm’, zakwaszony stezonym kwasem siarkowym do pH ok. 2 i prze-
chowywany w pojemniku z ciemnego szkla w temperaturze 2-10°C, zachowuje trwa-
oé¢ przez co najmnie;j rok.

Probki wod i sciekow bezposrednio po pobraniu zakwaszano wobec papierka wskaz-
nikowego (POCh, Polska) do pH ok. 2 przez dodanie kroplami st¢zonego kwasu siarko-
wego, filtrowano (pod zmniejszonym ci$nieniem) przez saczek membranowy o $rednicy
poréw 0,45 pm (Millipore, USA), a nastgpnie przechowywano bez dostepu s$wiatta
w temperaturze 2-6°C az do czasu przeprowadzenia analizy. Ustalono, ze maksymalny
czas przechowywania tak utrwalonych probek nie powinien przekracza¢ 14 dni. W wyjat-
kowych sytuacjach przesgczong i niezakwaszong probke mozna zamrozi¢ do temperatury
—20°C i przechowywac¢ do 28 dni (STANDARD METHODS 1998, PN-EN ISO 5667-3:2005).
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Wyniki

Badania prowadzono w dwoch zakresach roboczych, z zastosowaniem petli reakcyj-
nej o pojemnosci 400 pl, ktora dobrano w sposdb pozwalajacy unikngé przezbrajania
aparatu. Ze wzgledu na stosunkowo szerokie zakresy robocze nie osiagnicto liniowosci
funkcji kalibracyjnych, gdyz zgodnie z rownaniem rownowagi reakcji (1) przy duzych
stezeniach amoniaku kwasowa forma wskaznika HIn przechodzi prawie catkowicie w
postaé In” 1 dalsze zwigkszanie st¢zenia analitu nie wywotuje proporcjonalnego zwigk-
szenia sygnatu (KALBERG i PACEY 1994).

Hin+NH, =NH; + In~ (1)

Do przeprowadzenia kalibracji w zakresie roboczym I, obejmujacym stgzenia jondw
amonu od 0,02 mg/dm’ NH," do 1 mg/dm® NH,", stosowano roztwory wzorcowe, przy-
gotowywane w dniu wykonania pomiaréw. Wielomianowa funkcj¢ kalibracyjna wykre-
slono dla szeSciu poziomow stezen (0,02 mg/dm’, 0,05 mg/dm’, 0,1 mg/dm’,
0,2 mg/dm’, 0,5 mg/dm’ i 1 mg/dm’), dla kazdego punktu pomiarowego rejestrujac po
trzy niezalezne powtdrzenia absorbancji. Wielomianowg funkcj¢ kalibracyjna dla zakre-
su roboczego II (stgzenia od 0,2 mg/dm’® NH," do 5 mg/dm® NH,") wyznaczono w spo-
sob analogiczny, na podstawie §wiezo przygotowanych roztworéw wzorcowych dla
pieciu pozioméw stezen (0,2 mg/dm’, 0,5 mg/dm’, 1 mg/dm’, 2 mg/dm® i 5 mg/dm”).
Funkcje kalibracyjng wykres$lano przed kazda serig pomiarowa, gdyz w zaleznosci od
wartoséci absorbancji roztworu wskaznika kwasowo-zasadowego otrzymywano rdzne
wartosci absorbancji dla roztworéow do kalibracji o danym stgzeniu. W tabelach 1 i 2
zestawiono wartosci absorbancji (Srednia z trzech rownolegtych pomiaréw) dla wybra-
nych funkcji kalibracyjnych oraz odpowiadajace im wartosci absorbancji roztworu
wskaznikowego, odpowiednio dla zakresu roboczego I oraz II. Jednorodno$¢ wariancji
w ustalonych zakresach roboczych metody potwierdzono testem F-Snedecora.

Granic¢ wykrywalnosci i oznaczalno$ci metody wyznaczono na podstawie analizy
12 niezaleznie przygotowanych, poddanych pelnemu procesowi analitycznemu probek
wody dejonizowanej wraz z odczynnikami stosowanymi przy przygotowaniu roztwo-
row wzorcowych i probek rzeczywistych oraz z dodatkiem analitu na poziomie stgzen
zblizonym do spodziewanej wartosci granicy wykrywalnos$ci (odpowiednio: 0,01
mg/dm’ NH," oraz 0,02 mg/dm® NH,"). Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci obli-
czono odpowiednio jako trzykrotng i dziesigciokrotng warto$¢ odchylenia standardowe-
go $redniej (tab. 3).

Precyzj¢ w warunkach powtarzalnosci okreslono na podstawie wyznaczonej warto-
$ci wspolczynnika zmiennosci CV (tab. 3) obliczonego na podstawie 12 niezaleznych
oznaczen st¢zenia joné6w amonu w probkach wzorcowych oraz na podstawie wynikow 3
niezaleznych oznaczen analitu w 5 réznych matrycach (woda powierzchniowa i kopal-
niana, surowy $ciek miejski, oczyszczony $ciek przemystowy, surowa woda pogazowa).

Aby okresli¢ precyzje posrednia (odtwarzalno§¢ wewnatrzlaboratoryjng), wykorzy-
stano wyniki pomiaréw roztworéw wzorcowych uzyskane przez trzech réznych anality-
kow w tym samym dniu. Warto§¢ wspotczynnika zmiennosci odtwarzalno$ci obliczono
rowniez na podstawie danych z kart kontrolnych (wyniki oznaczen jonéw amonu
w probkach kontrolnych uzyskane przez sze$¢ miesigey) (tab. 3).
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Tabela 1. Srednie wartosci absorbancji roztworéw wzorcowych dla wybranych funkeji kalibra-
cyjnych w zakresie stezen 0,02 mg/dm’-1 mg/dm® NH," w zaleznoéci od wartosci absorbancji
roztworu wskaznika kwasowo-zasadowego

Table 1. Mean absorbance values of calibration standards for some calibration functions in range
of 0.02 mg/dm*-1 mg/dm® NH," depending on acid-base indicator solution absorbance

) Stezenie roztworu do kalibracji (mg/dm® NH,")
Absorbancja
Lp.| roztworu 0,02 0,05 0,1 0,2 0,5 1
wskaznika
Absorbancja poszczegdlnych roztworéw wzorcowych
1 0,549 0,0049 0,0157 0,0314 0,0669 0,1788 0,3710
2 0,535 0,0041 0,0156 0,0314 0,0663 0,1792 0,3852
3 0,538 0,0046 0,0135 0,0289 0,0617 0,1645 0,3573
4 0,539 0,0066 0,0178 0,0361 0,0764 0,2039 0,4335
5 0,536 0,0051 0,0149 0,0308 0,0645 0,1734 0,3749
6 0,536 0,0052 0,0153 0,0322 0,0655 0,1817 0,3888
7 0,524 0,0037 0,0135 0,0290 0,0612 0,1663 0,3554
8 0,530 0,0044 0,0155 0,0322 0,0667 0,1795 0,3855

Tabela 2. Srednie wartosci absorbancji roztworéw wzorcowych dla wybranych funkcji kalibra-
cyjnych w zakresie stezen 0,2 mg/dm’-5 mg/dm® NH," w zaleznosci od wartosci absorbancii
roztworu wskaznika kwasowo-zasadowego

Table 2. Mean absorbance values of calibration standards for some calibration functions in range
of 0.2 mg/dm*-5 mg/dm® NH," depending on acid-base indicator solution absorbance

. Stezenie roztworu do kalibracji (mg/dm® NH,")
Absorbancja
Lp.| roztworu 0,2 0,5 1,0 2,0 5,0
wskaznika -
Absorbancja poszczeg6élnych roztworéw wzorcowych
1 0,540 0,0091 0,0238 0,0494 0,1030 0,2837
2 0,531 0,0083 0,0217 0,0453 0,0954 0,2692
3 0,538 0,0083 0,0217 0,0453 0,0954 0,2692
4 0,542 0,0095 0,0252 0,0528 0,1097 0,3035

Selektywno$¢ metody badano z wykorzystaniem rzeczywistych probek srodowi-
skowych (woda mineralna, powierzchniowa i kopalniana oraz surowy $ciek miejski
i przemystowy, oczyszczony §ciek przemystowy i surowa woda pogazowa), niezawiera-
jacych lub zawierajacych okreslong ilo§¢ analitu (tab. 3). Dodatek wzorca do kazdej
probki byt badany na kilku réznych poziomach stezen (wzrastajace stezenie analitu) tak,
aby dodatkowo uzyskaé informacje o ewentualnej liniowos$ci funkcji absorbancji od
stezenia zawartych w probce jonéw amonu.
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Tabela 3. Wybrane parametry walidacji oznaczania jonéw amonu metoda FIA
Table 3. Some validation parameters for the determination of ammonium ions by FIA method

Parametr Wartos¢
Zakres roboczy (mg/dm® NH,") 0,02-1,0 0,2-5,0
Granica wykrywalnosci (mg/dm® NH,") 0,003 -
Granica oznaczalnosci (mg/dm’® NH,") 0,01 -
Powtarzalnosc¢ (%) 0,22-2,0 (wzorce) 0,28-2,0 (wzorce)

0,82-2,5 (probki) 1,6-3,2 (probki)

Precyzja posrednia (%) <5 <4
Selektywnos¢ (odzysk) (%) 80-120 (w wigkszosci 90-110)

Poprawno$¢ oznaczenia joné6w amonu metoda FIA wyznaczono na podstawie wyni-
kéw krajowych i miedzynarodowych porownan migedzylaboratoryjnych oraz z wykorzy-
staniem certyfikowanych materiatow odniesienia, roznigcych si¢ pod wzgledem zawar-
tosci amoniaku oraz matrycy (tab. 4).

Tabela 4a. Wyniki poréwnan migdzylaboratoryjnych dla oznaczania jonéw amonu metoda FIA
Table 4a. The results of interlaboratory comparisons for the determination of ammonium ions by
FIA method

Warto$¢ Warto$¢ Wzgledne
i L . oczekiwana uzyskana odchylenie | Poprawnos$¢ %
Poréwnania migdzylaboratoryjne (mg/dm’ (mg/dm’ standardowe (%) Z-score
N-NH,) N-NH,) (%)
Politechnika Krakowska, 2009 1,90 1,98 0,82 4,1 0,80
3,30 3,40 0,87 2,4 0,63
Aquacheck, 2009 0,130 0,132 2,5 1,5 0,08
Politechnika Krakowska, 2010 4,20 431 0,77 2,5 0,57

* Wskaznik obliczony przez organizatora porownan migdzylaboratoryjnych.

Tabela 4b. Wyniki analizy certyfikowanych materiatdéw odniesienia dla oznaczania jonéw amonu
metoda FIA

Table 4b. The results of analysis of certified reference materials for the determination of ammoni-
um ions by FIA method

Certyfikowany materiat Wartos¢ oczekiwana Wartos$¢ uzyskana

odniesienia (mg/dm® N-NH;) (mg/dm® N-NH3;)

Miramichi-02 0,0234 £ 0,0106* 0,0290 £ 0,0136*
Lethbridg-03 0,385 + 0,064* 0,422 + 0,096*

* Niepewnos$¢ rozszerzona wykonania oznaczenia (dla k = 2, poziom ufnosci 95%).
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Dyskusja wynikow i podsumowanie

Badania umozliwily dobranie optymalnych warunkéw pomiarowo-analitycznych
(czas analizy, krotno$¢ powtdrzen, sposob wykreslania funkcji kalibracyjnej, sposob
przygotowania probek do analizy) oznaczania jonéw amonu w wodach i $ciekach meto-
da wstrzykowej analizy przeplywowej FIA z dyfuzja gazowsa i detekcja spektrofotome-
tryczna.

W trakcie badan wyodrgbniono dwa zakresy robocze obejmujace stezenia od 0,02
mg/dm’® NH," do 1 mg/dm’® NH," oraz od 0,2 mg/dm® NH," do 5 mg/dm® NH,". Badania
wskazaly na konieczno$¢ wykonywania kalibracji przed kazda seria pomiarowa ze
wzgledu na wystepujaca Scista zaleznos¢ absorbancji roztworéw wzorcowych od absor-
bancji roztworu wskaznika kwasowo-zasadowego, bioracego bezposredni udziat
w reakcji.

Na podstawie metody dodatku wzorca stwierdzono dla kazdej analizowanej rzeczy-
wistej probki $srodowiskowej liniowa zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia zawartych
w probee jondw amonu (wspotczynnik korelacji 7 lepszy niz 0,999), co potwierdza
wysoka selektywno$¢ stosowanej metody.

Wyznaczone w procesie walidacji wartosci istotnych cech charakterystycznych za-
stosowanej metody analitycznej (granica wykrywalnosci i oznaczalno$ci, precyzja
w warunkach powtarzalnosci, precyzja posrednia, poprawnos$é i selektywnos¢) spetniaja
wymagania stawiane metodom analitycznym i potwierdzajg przydatno$¢ metody do
rutynowe;j analizy laboratoryjne;.

Przyjeta w procesie walidacji granica oznaczalnosci metody (0,02 mg/dm’ NH,")
jest duzo mniejsza od najmniejszego dopuszczalnego stezenia joné6w amonu, okreslone-
g0 W ROZPORZADZENIU MINISTRA SRODOWISKA (2008) na poziomie ponizej 0,051
mg/dm’ NH,".

Krotki czas wykonania oznaczenia (2,5 min), mata ilo$¢ materialu badawczego (rzg-
du 20 ml), niewielkie zuzycie odczynnikéw (réwnoznaczne z ograniczeniem ilo$ci
generowanych odpadoéw), bardzo dobra odtwarzalnos$¢ dzigki catkowitej automatyzacji
procedury analitycznej, a takze mozliwo$¢ okreslenia zawartosci jondw amonu na po-
ziomie bardzo malych stezen, nawet w probkach o skomplikowanej matrycy — to nie-
watpliwe zalety omawianej metody, ktdre pozwalaja na jej zastosowanie rowniez
w badaniach monitoringowych.
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AN APPLICATION OF FLOW INJECTION ANALYSIS WITH GAS DIFFUSION
FOR THE MONITORING OF AMMONIUM IONS CONCENTRATION
IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

Summary. In this paper, flow injection analyser with photometric detection has been examined
for the possibility of monitoring of ammonium ions in water and wastewater samples. Ammoni-
um ions determination (even trace amounts) in environmental samples with great matrix differen-
tiation (mainly with complex or atypical composition) seemed to be workable after appropriate
sample pre-treatment and due to in-line separation and preconcentration by gas diffusion. Estab-
lished method shows low limit of detection, good precision and good correctness. The described
full automatic method takes effect in short-time analysis, small sample volume and waste re-
striction. Proposed flow injection system comply with requirements and, therefore it may be
applied in monitoring studies, as well as in the routine analysis of real samples of water and
wastewater from different sources.

Key words: ammonium ions, flow injection analysis, gas diffusion, photometric detection, water,
sewage
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