Analiza srodowiskowa, zywnosci i lekow, 03CHE1-255302004359L

Cwiczenie 2: Oznaczanie ortofosforanéw rozpuszczonych metodga kolorymetryczng
(wg: PN-EN SO 6878:2006, PN-EN ISO 6878:2006 + Ap1:2010, PN-EN ISO 6878:2006 + Ap2:2010 [1])

Cel éwiczenia

Celem ¢éwiczenia jest oznaczenie zawartosci rozpuszczonych ortofosforandéw w prébkach
wody metodg spektrofotometryczng z wykorzystaniem reakcji tworzenia btekitu
fosforomolibdenowego. W ramach ¢wiczenia zostanie wykonana kalibracja metody,
oznaczenie ortofosforanéw w prébkach srodowiskowych oraz podstawowa kontrola jakosci
uzyskanych wynikéw. Ponadto zostanie poréwnana skutecznos¢ wybranych zwigzkow glinu,
zelaza i wapnia w usuwaniu fosforanéw z roztworu.

WPROWADZENIE
[na podstawie: 2 - 5]

Fosfor wystepujacy w postaci réznych zwigzkéw nalezy do naturalnych sktadnikow wéd
powierzchniowych. Rodzaj i ilos¢ wystepujgcych w wodzie potaczen fosforu zaleig
od ich pochodzenia oraz ztozonych przemian, ktérym one ulegajg w wodzie.

Wystepujagcy w wodach naturalnych fosfor moze pochodzi¢ z rozktadu substancji
organicznych pochodzenia roslinnego i zwierzecego, z gleb nawozonych nawozami
fosforowymi oraz ze $ciekéw. Zrédtem zwigzkéw fosforu przenikajacych do waéd ze $ciekdw
sg Scieki przemystowe (wody zuzyte w procesach technologicznych i wody chtodnicze np. z zaktadéw
produkujgcych nawozy sztuczne, zapatki i syntetyczne srodki piorgce, kopalniane wody dotfowe), $cieki
bytowo-gospodarcze (wody zuzyte w gospodarstwach domowych) oraz Scieki z rolnictwa
(pochodzgce z intensywnej hodowli bydta i trzody chlewnej). Znaczne ilosci fosforu przenikajg
do wadd powierzchniowych poprzez wody opadowe, ktore sptukujg (tzw. sptyw powierzchniowy)
oraz wyptukujg zanieczyszczenia z terenu, po ktérym opady sptywajg. Fosfor wystepuje
w wodzie i sciekach w formie rozpuszczonej, w postaci koloidéw i zawiesin. Zwigzki fosforu
zawarte w wodzie i sciekach dzieli sie na trzy gtéwne grupy: ortofosforany, polifosforany
(stanowigce gtéwny sktadnik syntetycznych srodkéw piorgcych) i fosfor zwigzany organicznie
(wchodzgcy w sktad komérek organizmdw, wiruséw, witamin, dostajgcych sie do srodowiska w czasie
rozktadu organizméw Zywych i wydalin tych organizméw). Fosfor ogdlny jest sumg trzech
wymienionych form fosforu. W wyniku hydrolizy polifosforanéw oraz dysocjacji kwasu
fosforowego(V) fosfor moze wystepowaé w postaci réznych jonéw i w kompleksach
w zaleznosci od pH. W wodach naturalnych o odczynie obojetnym dominujg jony HPO4*
i H2PO4 oraz H,P,07% i HP,07*. Chemiczne formy, w ktérych fosforany i polifosforany
wystepujg w wodach i $ciekach, zalezg od sktadu roztwordw, przede wszystkim od odczynu
oraz obecnosci kationédw, w szczegdlnosci: Ca, Mg, Al, Zn. W wodach powierzchniowych
czystych zawarto$é fosforu miesci sie w granicach 0,01 - 0,1 g PO43/m3. Stezenie zwigzkéw
fosforu w $ciekach surowych ksztattuje sie w granicach od kilkunastu do kilkudziesieciu mg/I.
Przenikanie do wéd powierzchniowych substancji bogatych w pierwiastki biogenne prowadzi
do masowego rozwoju bakterii, glonéw i innych roslin, tworzac tzw. zakwity wody.
Ten naturalnie przebiegajacy w przyrodzie proces, przyspieszony nadmiernym wzbogacaniem
wod w substancje pokarmowe, nosi nazwe eutrofizacji. Postepujgca eutrofizacja zbiornikéw



wodnych powodowana jest nadmierng iloscig zwigzkéw azotu pochodzacych ze sciekéw
i sptywdéw z powierzchni gleby pozostatosci nawozéw azotowych oraz zwigzkéw fosforu
pochodzacych ze sciekdow, nawozéw fosforowych i srodkéw ochrony roslin. Ortofosforany
wystepujgce w typowych stezeniach srodowiskowych nie stanowig zwykle bezposredniego
zagrozenia toksycznego, jednak ich nadmierna obecnos¢ w wodach sprzyja eutrofizacji.
Przyktadowo, 1 g fosforu moze spowodowac przyrost okoto 1700 g substancji roslinnej (masy
glondéw).

Poziom stezenia fosforu w wodach i sciekach moze by¢ obnizany przy zastosowaniu
chemicznych i biologicznych metod oczyszczania. Zwigzki fosforu wystepujgce w uktadach
koloidalnych mogg by¢ usuwane w procesie koagulacji objetosciowej. Inng metodg usuwania
fosforu jest wytrgcanie trudnorozpuszczalnych osadéw fosforandw przy uzyciu m.in. jonéw
wapnia, glinu i zelaza. Nieorganiczne formy fosforu zawarte w sciekach przeksztatcane
sg3 w trudno rozpuszczalne osady fosforanéw metali, a jednocze$nie w wyniku hydrolizy
powstajg wodorotlenki metali (Fe(OH)s, Al(OH)s), ktére wigza strgcone fosforany metaliiinne
substancje zawieszone w $ciekach, w tym réwniez fosfor zwigzany organicznie.

Najczesciej stosowane do tego celu s3:

— wapno w postaci CaO lub Ca(OH); oraz zwigzki magnezu, np. Mg(OH),,

— siarczan glinu,

— chlorek zelaza(lll),

— siarczan zelaza(ll).

Zasada oznaczenia [1, 6]

Oznaczanie jonow fosforanowych metodg btekitu fosforomolibdenowego polega
na tworzeniu przez ortofosforany z molibdenianem amonowym w srodowisku kwasnym
w obecnosci jonéw antymonu zwigzku kompleksowego, z ktérego po redukcji kwasem
askorbinowym powstaje btekit fosforomolibdenowy. Intensywnosé powstatego zabarwienia
jest proporcjonalna do zawartosci ortofosforandw i jest oznaczana spektrofotometrycznie.
Absorbancje btekitu fosforomolibdenowego mozna mierzyé przy dtugosci fali 880 nm; pomiar
przy 700 nm jest réwniez mozliwy, jednak charakteryzuje sie mniejszg czutoscig. W niniejszym
¢wiczeniu pomiary wykonywane sg przy dtugosci fali 700 nm.

Jony ortofosforanowe tworzg z molibdenianem amonu w kwasnym s$rodowisku kwas
molibdenofosforanowy H3[P(Mo03010)4] 0 Z6ttym zabarwieniu. W wyniku redukcji tego kwasu
powstaje btekit fosforomolibdenowy o przyblizonym wzorze (NH4)3P(Mo0307)s. Do redukcji
stosuje sie hydrazyne, kwas askorbinowy, chlorek cyny(ll), siarczany(IV) i inne reduktory.

W oznaczaniu przeszkadzajg: krzemionka w postaci jonowej w stezeniu powyzej 25 mg/l,
arseniany(V), duze ilosci chlorkéw, azotany(lll), jony Fe(lll) powyzej 1 mg/|, jony Fe(ll) powyzej
100 mg/I, zwiazki organiczne, metnos¢, barwa. Wptyw krzemionki mozna wyeliminowaé np.
przez rozcienczenie probki. Wptyw zelaza mozna usung¢ przez odpowiednie rozciefczenie
probki lub dodanie roztworu wersenianu sodu. Metnos$¢ probki usuwa sie przez odwirowanie
lub przesaczenie roztworu. Wptyw zwigzkdw organicznych i barwy, w zaleznosci od rodzaju
oznaczanych fosforandw, eliminuje sie na drodze mineralizacji prébki lub przez odpowiednie
rozcienczenie.



Sposdb wyrazania wyniku

Wyniki oznaczenia mogg by¢ wyrazane jako stezenie ortofosforandéw (mg PO437/1) lub jako
stezenie fosforu zawartego w ortofosforanach (mg P/l). W sprawozdaniu nalezy kazdorazowo
jednoznacznie podac, do ktdrej postaci odnosi sie przedstawiony wynik.

0Ogodlny schemat wykonania éwiczenia
W ramach ¢wiczenia nalezy:

1. przygotowac roztwory do wykonania krzywej kalibracyjnej;

2. przeprowadzi¢ kalibracje metody oraz wykonac przewidziane oznaczenia kontrolne;
3. przygotowad probki srodowiskowe do analizy;

4. oznaczy¢ zawarto$é rozpuszczonych ortofosforanow w prébkach metodg
spektrofotometryczng;

obliczy¢ stezenie ortofosforanéw oraz odpowiadajgcg mu zawartos$é fosforu;
przeprowadzi¢ doswiadczenie dotyczace usuwania fosforanéw z roztworu
z zastosowaniem wybranych zwigzkéw glinu, Zelaza i wapnia oraz poréwnac ich
skutecznosé.

o u

Zakres stosowania procedury [1]

Metode stosuje sie do oznaczania ortofosforanéw rozpuszczonych w réznych rodzajach wéd,
w tym w wodach morskich i odptywach, oraz w Sciekach.

W prébkach bez rozciericzenia mozna oznacza¢ stezenie fosforu w zakresie od 0,005 mg/I
do 0,8 mg/|, w przeliczeniu na fosfor. W zaleznosci od stosowanej objetosci probki i dtugosci
drogi optycznej mozna dostosowac zakres oznaczenia.

Odczynniki, materiaty i przygotowanie roztworéw:

1. woda do rozcieiczen
nalezy stosowa¢ wode demineralizowang, po drugim stopniu oczyszczenia;

2. kwas askorbinowy, 10 % roztwdr wodny
rozpusci¢ 10 g kwasu askorbinowego (CeéHsOs) w wodzie destylowanej w kolbie
o pojemnosci 100 cm?3, uzupetni¢ wodg do kreski, wymieszag;
UWAGA: roztwor przechowywany w lodéwce, w butelce z ciemnego szkta jest trwaty przez
dwa tygodnie i moze by¢ stosowany dopdki jest bezbarwny;

3. kwas siarkowy, roztwér wodny 1:1 (v:v)
do zlewki pojemnosci 500 ml wla¢ 150 ml wody, nastepnie bardzo ostroznie 150 ml
stezonego kwasu siarkowego (1,84 g/ml); doktadnie wymiesza¢ i pozostawi¢ roztwor
do ostygniecia; nastepnie przela¢ do butelki szklanej i pozostawi¢ do dalszej analizy;

E

odczynnik mieszany
- 13 % roztwdr wodny molibdenianu amonowego
rozpusci¢ 13 g molibdenianu (NH4)sMo07024-4H,0 w 100 ml wody destylowanej;
- 0,35 % roztwor wodny winianu antymonu i potasu
rozpuscic 0,35 g winianu K(SbO)C4H106:1/2H,0 w 100 ml wody destylowanej;



do 300 ml ochtodzonego roztworu kwasu siarkowego (przygotowanego wedtug
procedury opisanej w punkcie 3) dodac¢ kolejno: 100 ml roztworu molibdenianu
amonowego i 100 ml roztworu winianu antymonylo-potasowego;

UWAGA: odczynnik przechowywany w lodéwce w ciemnej butelce jest trwaty 2 miesigce;

5. roztwdr wzorcowy podstawowy WPpo, - 1000 mg PO,37/l, przygotowany z KH,PO,,
stosowac wzorzec handlowy z certyfikatem laboratorium posiadajgcego akredytacje na
ISO/IEC 17025 lub nie gorszy.

6. roztwor wzorcowy roboczy WRpo. - KH2PO4: 1,00 ml = 0,01 mg (POa)
do kolby o pojemnosci 100,0 ml wprowadzi¢ 1,00 ml roztworu WPpo., dopetni¢ wodg
do kreski i wymieszac;

UWAGA: roztwor jest nietrwaty; nalezy go przygotowywac kazdorazowo w dniu sporzadzania

wzorcow do kalibracji;

7. roztwdr wzorcowy kontrolny WKpo, - fosforan jednopotasowy (KH2PO4)
przygotowac¢ minimum dwa roztwory dokonujgc odpowiedniego rozciericzenia roztworu
wzorca podstawowego WPpo., tak by uzyskaé stezenia: 0,03; 0,100; 1,0; 4,0; 50 mg/I;
w celu przygotowania roztworéw wzorcowych kontrolnych nalezy:
- odpipetowad 30 ul r-ru WPpo. do kolby 1000 ml; tak uzyskany r-r zawiera 0,030 mg/I| (POa4)
— odpipetowac 100 pl r-ru WPpo. do kolby 1000 ml; tak uzyskany r-r zawiera 0,100 mg/| (POa4)
- odpipetowac 0,500 ml r-ru WPpo. do kolby 500 ml; tak uzyskany r-r zawiera 1,0 mg/I (POa)
- odpipetowac 2,00 ml r-ru WPpo. do kolby 500 ml; tak uzyskany r-r zawiera 4,0 mg/| (POa4)
- odpipetowac 5,00 ml r-ru WPpo. do kolby 100 ml; ten r-r zawiera 50,0 mg/I (POa);
nastepnie, po doktadnym wymieszaniu roztworu, pobraé 5,00 ml tego r-ru do kolby
o pojemnosci 50 ml i uzupetnié do kreski - w przypadku tego roztworu, dalej
postepowac jak z prébka rozcieiczong;
do biezgcej kontroli jakosci nalezy wybraé co najmniej dwa roztwory kontrolne, ktérych
stezenia w roztworach pomiarowych mieszczg sie w zakresie krzywej kalibracyjnej;
w razie potrzeby roztwory kontrolne nalezy odpowiednio rozcieniczy¢, uwzgledniajgc

zastosowane rozcieficzenie przy opracowywaniu wynikow;
UWAGA: roztwory kontrolne przechowywane w lodéwce sg wazne 1 miesigc (nalezy
zanotowac date przygotowania roztworow);

8. sgaczek membranowy o wielkosci poréw 0,45um
stosowane mogg by¢ sgczki firmy Whatman nr kat 10406870 lub inne, w tym twardy lub
$redni sgczek bibutowy, dla ktérych potwierdzono, ze nie zawierajg fosforandéw;

9. kwas siarkowy, roztwor o stezeniu: c¢(H2504) = 2,00 mol/I
do zlewki pojemnosci 1 Iwla¢ 300 ml wody, ciggle mieszajgc i ochtadzajac, wlac
ostroznie 110 ml r-ru kwasu siarkowego (przygotowanego wedtug procedury opisanej
w punkcie 3.; przenie$é ilosciowo zawartosé zlewki do kolby o pojemnosci 500,0 ml,
a nastepnie uzupetni¢ wodg do kreski i doktadnie wymieszac;

10. wodorotlenek sodu, roztwér o stezeniu: c(NaOH) = 2,00 mol/I
rozpusci¢ w wodzie 80 g pastylek NaOH, ochtodzi¢ i rozcienczyé woda do 1,00 [;

11. roztwor kompensujgcy metnosé i barwe



zmieszac dwie czesci objetosciowe kwasu siarkowego 4,5 mol/l i jedng czesc¢
objetosciowg 10% roztworu kwasu askorbinowego; odczynnik przechowywany w
chtodziarce,w butelce z brgzowego szkta, jest trwaty przez kilka tygodni (zmetnienie
roztworu $Swiadczy o braku przydatnosci);

Przed rozpoczeciem éwiczenia nalezy wykonaé obliczenia potrzebne do przygotowania
roztworéw opisanych w punktach 12 i 13.

12. roztwor wzorcowy ortofosforandéw o stezeniu 1000 mg PO,/I, przygotowany KH,PO,,
UWAGA: Obliczy¢ mase diwodorofosforanu potasu (KH,PO,), ktérg nalezy odwazyc
w celu przygotowania 100 ml roztworu wzorcowego o stezeniu 1000 mg PO,37/I.
W obliczeniach nalezy uwzgledni¢ udziat masowy jondw PO43~ w KH,POy;

13. roztwdr wodorofosforanu(V) amonu o stezeniu ok. 0,85 mmol PO4> /I,
UWAGA: prosze obliczy¢ jakg mase wodorofosforanu(V) amonu nalezy odwazyc,
by przygotowaé 100 ml roztworu wzorca o stezeniu 0,85 mmol/l ze wzgledu na jon PO4*;

Przyrzady pomiarowe i urzagdzenia pomocnicze

- spektrofotometr UV-Vis o zakresie pomiarowym obejmujgcym dtugosc fali 700 nm

- kuwety o dtugosci drogi optycznej 1 cmi 5 cm

- zestaw do filtracji

- szkto laboratoryjne: kolby miarowe o pojemnosci: 1000, 500, 100 i 50ml, zlewki, pipety
szklane miarowe lub pipety automatyczne

- waga analityczna

- wytrzgsarka laboratoryjna z taznig wodng

- wiréwka laboratoryjna

WYKONANIE OZNACZENIA:
Przygotowanie szkta laboratoryjnego (patrz zatgcznik 1, na korcu instrukcji)

Naczynia do pobierania préobek powinny by¢ umyte w zmywarce laboratoryjnej albo myjce
ultradzwiekowej i kilkukrotnie przepukane wodg redestylowang. Naczynia szklane stosowane
do przeprowadzania reakcji barwnej myte przy uzyciu wody destylowanej nalezy
przeptukiwaé okresowo roztworem wodorotlenku sodu (2,00 mol/l), a nastepnie doktadnie
przeptukac woda.

UWAGA: Do mycia szkta wykorzystywanego podczas oznaczania fosforandw nie nalezy
stosowac detergentdw zawierajgcych fosforany.

Kalibracja - sporzadzenie krzywej kalibracyjnej

Roztwory kalibracyjne sporzadzi¢ przez odpowiednie rozciericzenie roztworu wzorcowego
roboczego WRro. fosforanu jednopotasowego, tak aby uzyskac prostoliniowy zakres krzywej
kalibracji.

Sporzqdzenie krzywej kalibracyjnej (wzorcowej)

W kolbie o pojemnosci 100,0 ml przygotowac roztwér wzorcowy roboczy (WRpo.)
diwodorofosforanu potasu (KH2POa4), o stezeniu 0,010 mg PO4/ml korzystajac z roztworu



wzorcowego podstawowego (WPpo.) 0 stezeniu podanym na etykiecie. Roztwor jest
nietrwaty. Nalezy go przygotowac bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia.

Do sporzadzenia krzywej wzorcowej przygotowac 8 kolb miarowych o pojemnosci 50,00 ml.

Do kazdej kolby wla¢ ok 10 ml wody, a nastepnie wprowadzi¢ do nich odpowiednio: 0,00;
0,100; 0,250; 0,500; 1,0; 2,5; 5,01 10,0 ml roztworu wzorcowego roboczego WRpo, fosforanu
jednopotasowego. Do kazdego wzorca doda¢ 2,00 ml odczynnika mieszanego - zawartosc
kolby wymieszac - a nastepnie 1,00 ml kwasu askorbinowego - i ponownie wymieszac. Kolby
miarowe uzupetni¢ wodga do objetosci 50 ml i wymieszac. Tak sporzadzone roztwory zawierajg
odpowiednio: 0,000; 0,020; 0,050; 0,100; 0,200; 0,500; 1,0; 2,0 mgPO4/l. Po uptywie 10 min
od momentu przygotowania roztwordéw, ale przed uptywem 20 min zmierzy¢ absorbancje
barwnego roztworu przy dtugosci fali 700 nm, stosujgc pierwszy roztwdr jako probke
odniesienia.

Krzywe wzorcowe powinny miec¢ charakter prostoliniowy i, jezeli spektrofotometr byt
zerowany na slepa prébe wzorca, przechodzi¢ przez poczatek uktadu wspétrzednych.

Biezqca kontrola jakosci badania

W celu sprawdzenia poprawnosci przebiegu oznaczenia oraz wiarygodnosci uzyskiwanych
wynikow nalezy wykona¢ prébe slepa, oznaczenie prébek kontrolnych oraz oznaczenie
powtdrzone.

W dniu, w ktérym wykonuje sie badanie prébek, nalezy przeprowadzic:

- badanie prébki slepej - nalezy zarejestrowac absorbancje prébki slepej wzgledem pustego
toru pomiarowego spektrofotometru; wykonanie: do kolby o pojemnosci 50,00 ml
wprowadzi¢ ok. 10 ml wody destylowanej, dodaé¢ 2,00 ml odczynnika mieszanego oraz 1,00
ml kwasu askorbinowego, uzupetni¢ kolbe do kreski woda; dalej z tak przygotowanym
roztworem postepowaé jak z prébkg badang

- badanie kontrolnych prébek wzorcowych

Nalezy wykonac¢ oznaczenie co najmniej dwdch roztwordw kontrolnych (WKro.) o stezeniach
mieszczgcych sie w zakresie krzywej kalibracyjnej. Roztwory kontrolne poddac reakcji barwnej
i zmierzy¢ ich absorbancje, postepujgc tak samo jak w przypadku prébek badanych.
Na podstawie krzywej kalibracyjnej wyznaczy¢ stezenia ortofosforanéw w roztworach
kontrolnych (mg PO437/1) i poréwnac je z wartosciami nominalnymi.

-> oznaczenie poréwnawcze z zastosowaniem testu kuwetowego

Dla wybranej prébki sSrodowiskowej nalezy dodatkowo wykonaé oznaczenie ortofosforandw
z zastosowaniem komercyjnego testu kuwetowego, zgodnie z instrukcjg producenta. Przed
wykonaniem oznaczenia nalezy sprawdzi¢ zakres pomiarowy testu oraz sposéb wyrazania
wyniku. W razie potrzeby probke nalezy odpowiednio rozcienczyé, a zastosowane
rozcienczenie uwzglednié¢ w obliczeniach.

Wynik uzyskany z zastosowaniem testu kuwetowego nalezy porownac¢ z wynikiem
otrzymanym metodg btekitu fosforomolibdenowego stosowang w ¢wiczeniu. Jezeli wyniki sg



wyrazone w réznych postaciach, np. jako mg PO43>"/dm3 i mg P/dm3, przed ich poréwnaniem
nalezy dokona¢ odpowiedniego przeliczenia.

-> badanie prébki powtdrzonej - dla jednej z oznaczanych prébek lub prébki kontrolnej
wykona¢ oznaczenie w dwdch powtdrzeniach

Przygotowanie probki srodowiskowej do oznaczenia

Prébka na oznaczanie ortofosforandw rozpuszczonych powinna by¢ przesgczona w ciggu
4 godzin od pobrania. W przypadku, gdy prébka byta schtodzona nalezy jg ogrzac
do temperatury pokojowej przed sgczeniem. Prébke saczy sie przez sgczek membranowy
o wielkosci poréw wynoszgcej 0,45 um lub sgczek bibutowy.

Sposdéb utrwalania i przechowywania préobek powinien byé zgodny z aktualnym,
zaakceptowanym ,Wykazem metod pobierania, utrwalania, przechowywania i transportu
probek wod i sciekdw” (patrz zatacznik 1., na koncu instrukgcji).

UWAGA: jezeli pH przesaczu prébki badanej nie miesci sie w zakresie 3—-10, nalezy je
skorygowac przy uzyciu roztworu NaOH (2,00 mol/I) lub H2504 (2,00 mol/I).

UWAGA: jezeli probka jest metna i/lub barwna, do prébki analitycznej o wybranej objetosci
nalezy dodac¢ 3,00 ml odczynnika kompensujacego, a nastepnie uzupetni¢ wodg do objetosci
50,00 ml i zmierzy¢ absorbancje. Otrzymang warto$é absorbancji nalezy odja¢ od absorbancji
probki oznaczonej zgodnie z wtasciwg procedura.

Oznaczenie ortofosforanow w préobkach srodowiskowych

Przed ostatecznym oznaczeniem fosforandw nalezy dobra¢ optymalng objetosé probki
analitycznej: do kolby miarowej o pojemnosci 50,00 ml wprowadzi¢ np. 2,00 ml
przesgczonego roztworu probki, doda¢ 2,00 ml tzw. odczynnika mieszanego (wymieszac),
dodac¢ 1,00 ml kwasu askorbinowego (wymieszac), a nastepnie uzupetni¢ wodg destylowang
do kreski i sprawdzi¢, czy absorbancja roztworu miesci sie w prostoliniowym zakresie krzywej
wzorcowej.

Nastepnie, dla ustalonej objetosci prébki, wykonac trzy niezalezne oznaczenia wedtug tego
samego schematu: do kazdej kolby miarowej wprowadzi¢ odpowiednig objetos¢ prébki,
dodac 2,00 ml odczynnika mieszanego i wymieszac¢, nastepnie dodac¢ 1,00 ml roztworu kwasu
askorbinowego, ponownie wymieszac i uzupetni¢ woda destylowang do kreski.

Pomiar absorbancji i obliczenie wyniku

Pomiar absorbancji roztworu barwnego nalezy wykonaé po 10 minut od ostatniego mieszania,
ale przed uptywem 20 minut przy dtugosci fali 700 nm, stosujgc roztwér préby zerowej jako
odnosnik. Jezeli absorbancja proébki znajduje sie poza zakresem krzywej kalibracyjnej,
oznaczenie nalezy powtdrzyé, stosujgc odpowiednio mniejszg objetos¢ prabki. Przy obliczaniu
stezenia nalezy uwzgledni¢ zastosowane rozcieniczenie.

Konncowy wynik nalezy podac jako:
= stezenie ortofosforanéw w mg PO,37/I,
= stezenie ortofosforandw w mmol/|,
= odpowiadajgce im stezenie fosforu w mg P/I.



Ocena skutecznosci usuwania fosforanow z zastosowaniem zwiqzkow glinu, zelaza
i wapnia
Przygotowac roztwér wodorofosforanu(V) amonu o stezeniu ok. 0,85 mmol/l. Do czterech

probowek z korkiem, oznaczonych jako 0, Al, Fe i Ca, odmierzy¢ po 10,0 ml przygotowanego
roztworu.

Probdéwke 0 pozostawic bez dodatku badanego zwigzku. Do pozostatych probéwek doda¢
odpowiednio po ok. 0,500 g:

— AlCl3:6H,0 — do probdwki Al,

— FeCl3-6H,0 — do probdwki Fe,

— CaCO3 — do probdéwki Ca.

Probowki szczelnie zamknac i wytrzasac przez 20 min w jednakowych warunkach. Nastepnie
wirowac przez 10 min przy predkosci obrotowej 5000 obr./min. Po zakoriczeniu wirowania
nie miesza¢ ponownie osadu z cieczg nadosadowa.

Z kazdej probowki pobrac ostroznie po 0,50 ml klarownej cieczy nadosadowej, nie naruszajgc
osadu, i przenies¢ do kolb miarowych o pojemnosci 50,00 ml. Do kazdej kolby dodac¢ 2,00 mi
odczynnika mieszanego i wymiesza¢, nastepnie doda¢ 1,00 ml 10% roztworu kwasu
askorbinowego, ponownie wymiesza¢ i uzupetni¢c wodg destylowang do kreski.
Zastosowane rozcieficzenie umozliwia wykonanie pomiaru w zakresie krzywej kalibracyjnej.

Po uptywie 10 min, lecz przed uptywem 20 min od zakonczenia reakcji barwnej, zmierzyc
absorbancje przy dtugosci fali 700 nm wzgledem préby zerowe;j.

Obliczy¢ efektywnos$¢ usuwania fosforandw osobno dla AlCl;-6H,0, FeCls:6H,0 i CaCOs.
Poréwnaé uzyskane wartosci i wskazaé, ktéry z badanych zwigzkéw wykazat najwiekszg
efektywno$é usuwania fosforanédw w warunkach przeprowadzonego doswiadczenia.
Efektywnos¢ usuwania fosforandw obliczy¢ ze wzoru:

CO_C

n= -100%

Co
gdzie: cy— stezenie fosforandéw w roztworze bez dodatku badanego zwigzku (probka ,,07),
c— stezenie fosforandw po zastosowaniu badanego zwigzku.

SPRAWOZDANIE powinno zawierac:

1. bardzo krotkie wprowadzenie zawierajgce cel éwiczenia;

2. dane eksperymentalne - krotki opis eksperymentéw, stezenia stosowanych reagentow
i zebrane w opisanych tabelach wyniki wszystkich pomiaréw i oznaczen;

3. zachodzgace reakcje chemiczne, wykonane (przyktadowe) obliczenia, wykres krzywej
wzorcowej;

4. tabele z obliczonymi stezeniami ortofosforandw i odpowiadajgcymi im stezeniami
fosforu oraz wyniki efektywnosci usuwania fosforandw z zastosowaniem zwigzkow
glinu, zelaza i wapnia; wyniki oznaczen wykonanych w powtdrzeniach nalezy
przedstawic jako wartosci Srednie wraz z odchyleniem standardowym;

5. wynik oznaczenia ortofosforandw w wybranej probce srodowiskowej z zastosowaniem
testu kuwetowego oraz poréwnanie go z wynikiem uzyskanym metodg btekitu
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fosforomolibdenowego; przed poréwnaniem wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych
jednostkach i w odniesieniu do tej samej postaci analitu; ewentualne réznice miedzy
wynikami nalezy krétko skomentowac;

6. podsumowanie i wnioski; we wnioskach wskaza¢ dziatania i procedury zastosowane
podczas wykonywania ¢wiczenia w celu kontroli jakosci oznaczenia oraz weryfikacji
poprawnosci uzyskanych wynikow. (sprawozdania niezawierajgce tych zagadnien beda
oceniane o jedng ocene nizej).
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Zakres zagadnien obowigzujacych do ¢wiczenia

1. Formy wystepowania fosforu w wodach i $ciekach oraz gtéwne Zrédta zwigzkow
fosforu w $rodowisku.

Znaczenie fosforu jako pierwiastka biogennego i jego udziat w procesie eutrofizacji.
Zasada spektrofotometrycznego oznaczania ortofosforanéw metoda btekitu
fosforomolibdenowego.

Substancje przeszkadzajgce w oznaczeniu oraz sposoby ograniczania ich wptywu.
Zasady przygotowania prébki do oznaczania rozpuszczonych ortofosforandow.
Krzywa kalibracyjna i zasada wyznaczania stezenia analitu na jej podstawie.
Podstawowe elementy kontroli jakosci oznaczenia: préba $lepa, préobka kontrolna i

w N

No vk

oznaczenie powtdrzone.

Sposoby wyrazania zawartosci ortofosforandw i fosforu w prébce.

9. Chemiczne metody usuwania fosforandéw z wody z zastosowaniem zwigzkéw glinu,
zelaza i wapnia.
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Zatgcznik 1. Wykaz metod pobierania, utrwalania, przechowywania i transportu prébek waéd
i Sciekow
POBIERANIE, UTRWALANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK WODY [3,7]

Do pobierania prébek wody nalezy uzywac butelek szklanych lub z tworzywa sztucznego
ze szczelnymi zamknieciami. Materiat, z ktérego wykonane jest naczynie, nie powinien
wptywaé na sktad chemiczny wody. Naczynie nie powinno zanieczyszczac prébki (np. szkto
sodowe moze zwiekszaé zawarto$¢ sodu, a szkto borokrzemowe zawartosé krzemu). Jego
wewnetrzna powierzchnia nie powinna adsorbowac¢ oznaczanych substancji. Zalecane
sg naczynia nieprzezroczyste, np. z ciemnego szkfa. Szklane naczynia do pobierania prébek
muszg by¢ doktadnie umyte wodg z detergentami niezaweirajgcymi fosforandwi nastepnie
starannie (kilkakrotnie) wyptukane wodg redestylowang lub dejonizowanga. Nalezy pamietaé,
ze detergenty zawierajgce fosforany nie mogg byé stosowane w przypadku oznaczen
fosforanéw. Naczynia polietylenowe nalezy my¢ przez napetnienie ich 1M kwasem azotowym
lub solnym na 1-2 dni i nastepnie staranne wyptukanie wodg dejonizowang. Pobrane prébki
wody powinny by¢ natychmiast badane, poniewaz w czasie przechowywania sktad chemiczny
ulega zmianie. Catkowite napetnienie naczynia pobrang wodg ogranicza wstrzgsanie, jakiemu
probka podlega w czasie transportu (dotyczy przede wszystkim roztwordéw glebowych, wéd
podziemnych i powierzchniowych). Jezeli woda nie moze by¢ poddana analizie w ciggu doby,
to nalezy przechowywad jag w chtodni w temp. 4-8°C lub tez w lodzie. Nalezy unikac
wymrazania probki, poniewaz moze ono spowodowaé zmiany fizyczne prébki (tworzenie
osadéw oraz strate sktadnikéw gazowych). Przed przeprowadzeniem analizy prébke nalezy
przesgczy¢ (poza przypadkami, kiedy zalecono odmienng procedure postepowania). Nalezy
uzywac sgczkow membranowych o srednicy poréw 0,45um przemytych przed uzyciem wodg
redestylowang lub dejonizowang. Nalezy unikaé¢ sgczkow wykonanych z bibuty, gdyz ich
stosowanie moze przyczynic sie do zanieczyszczenia prébek azotem.

Nalezy pamietaé, ze srodki utrwalajgce nie powinny przeszkadzaé wykonywaniu oznaczen.
Dodatek srodkéw konserwujgcych moze powodowac rozcieniczenie probek, o czym nalezy
pamietac przy wykonywaniu analiz i przy obliczaniu wynikéw. Dlatego zaleca sie stosowanie
srodkdw utrwalajagcych o duzym stezeniu. Mata objeto$¢ dodawanego srodka
konserwujacego pozwala w wielu przypadkach pomingé¢ wptyw rozcieficzenia. Prébki
przekazywane do laboratorium wykonujgcego oznaczenia powinny zawierac¢ etykiete,
na ktérej powinno by¢ odnotowane:

1. miejsce pobrania probki i jej opis
2. date pobrania prébki

10



3. rodzaj wstepnej obrébki (préobka przesgczona, utrwalona lub nie, w jaki sposéb —
nalezy podac stezenie i objetos¢ uzytego srodka utrwalajgcego)

4. wyniki wstepnych oznaczen wykonanych w miejscu poboru prébki (pH, przewodnosé
elektryczng itp.).

W tabeli zamieszczonej na nastepnej stronie zestawiono szczegdty dotyczace rodzaju naczyn
do poboru, objetosci prébek, sposobu utrwalenia i czasu przechowywania prébek wad
Sciekoéw, w ktorych ma byé oznaczny fosfor.
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WODA i SCIEKI

szczegoty dotyczace rodzaju naczyn do poboru, objetosci préobek, sposobu utrwalenia i czasu przechowywania [3]

Rodzaj naczynia

do bobierania Objetos¢ Utrwalanie i warunki Miejsce Dopuszczalny czas
Badany parametr . P . probki temperaturowe wykonania przechowywania Uwagi
i przechowywania . . L .
L [ml] transportu/przechowywania analizy prébki/analizy
prébek
PN-EN ISO 6878:2006
fosforan schtodzenie do temp. +Ap1:2010+Ap2:2010
y S (zalecane) lub P zent . p . laboratorium 24 h ) p p ,
(ortofosforany) 2 do 5 °C; w ciemnosci probke przesaczyé i oznaczyé
jak najszybciej
Fosfor ogdlny
200 PN-EN ISO 6878:2006
metoda SlubSBlub P H,S04 lub HNO5 do pH 12 laboratorium 1 miesiac
+Ap1:2010+Ap2
spektrofotometryczna
Fosfor ogdlny - -
zamrozenie do temp. ponizej - ) o
metoda P 18°C laboratorium 6 miesiecy PN-EN ISO 5667-3:2018-08
spektrofotometryczna

'S - szkto, SB - szkto borokrzemianowe, P - tworzywo sztuczne (np. polietylen, PTFE (teflon), PVC polichlorek winylu), P
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