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Ocena przydatnosci pétautomatycznej
metody oznaczania azotu Kjeldahla
w ciektych prébkach srodowiskowych

Ciagly rozwoéj metod analitycznych, zmierzajacy do uzyskania najbardziej miaro-
dajnych wynikéw pomiaréw, jest obowigzkiem kazdego laboratorium badawczego, reali-
Zujacego prace zwigzane z ochrong i ocena stanu $rodowiska naturalnego. Celem przed-
stawionych badan jest praktyczna ocena przydatnoSci specjalistycznego zestawu do
oznaczania azotu metoda Kjeldahla w cieklych probkach $rodowiskowych o zréznicowanym
i nietypowym skladzie fizykochemicznym. Proponowana wieloetapowa procedura oznacza-
nia azotu metoda Kjeldahla obejmuje proces mineralizacji probki, destylacj¢ otrzymanego
mineralizatu oraz oznaczanie analitu w produkcie koicowym. W badaniach zastosowano
zestaw szwajcarskiej firmy Biichi, skladajacy si¢ z pieca do mineralizacji Speed Digester
K-436, destylarki Klej Flex K-360 oraz neutralizatora oparéw (skrubera) B-414. Korncowe
oznaczenie analitu prowadzono technika wstrzykowej analizy przeplywowej z dyfuzja
gazowa oraz detekcja spektrofotometryczng. Przeprowadzone dla roztworéw wzorcowych
oraz dla probek Srodowiskowych pochodzacych z réznych gal¢zi przemyshu badania mialy
na celu optymalizacj¢ warunkow pomiarowych i okre§lenie warto$ci podstawowych cech
jakoSciowych i iloSciowych metody. Poprawno$¢ wynikéw otrzymanych za pomoca opra-
cowanej procedury okreslono na podstawie badania odzysku azotu m.in. w $ciekach socjal-
no-bytowych, komunalnych oraz w odciekach pochodzacych z procesu podziemnego
zgazowania wegla. Uzyskane wyniki badan potwierdzily przydatno$¢é zaproponowanej pro-
cedury pomiarowej do oznaczania azotu Kjeldahla zar6wno w rutynowej praktyce laborato-
ryjnej, jak i w badaniach monitoringowych nietypowych proceséw technologicznych.
Automatyzacja procesu analitycznego zwi¢ksza efektywno$¢ oznaczei przy jednoczesnym
zachowaniu dobrej powtarzalno$ci, dokladno$ci i wiarygodnoS$ci wynikow.

Stowa kluczowe: azot Kjeldahla, $cieki, podziemne zgazowanie wegla, wstrzykowa analiza
przeplywowa

Wstep

Azot, jako jeden z kluczowych sktadnikéw mineralnych, jest niezbedny w $ro-
dowisku organizméw zywych. W wodach wystepuje gléwnie w formie rozpusz-
czonej nieorganicznej (azot amonowy, azotyny i azotany) i organicznej (amino-
kwasy, peptydy) oraz czastek nieorganicznych i organicznych (glony, bakterie) [1].

Azot Kjeldahla, oznaczany jako TKN (7otal Kjeldahl Nitrogen - catkowity azot
Kjeldahla), stanowi sum¢ azotu amonowego oraz azotu organicznego. Obecnos¢
jonoéw amonu w wodach powierzchniowych spowodowana jest gldwnie bioche-
micznym rozktadem organicznych zwiazkéw azotowych roslinnych lub zwierze-
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cych, natomiast zrédlem azotu organicznego sa obumarle szczatki roslin i zwierzat
zyjacych w wodzie [2]. W wodach podziemnych amoniak powstaje poprzez reduk-
cje azotynow i azotanoéw przez siarkowodor czy inne zwiazki redukujace [2].

Nadmiar azotu w zbiornikach wodnych prowadzi do duzego zuzycia tlenu, co
moze skutkowaé $nieciem ryb czy zanikiem samooczyszczania wod stojacych [3].
W przemysle rafineryjnym obecnos¢ zwiazkow azotu powoduje obnizenie lub cat-
kowite zablokowanie aktywnosci katalizatoréw, moze réwniez by¢ glowna przy-
czyna powstawania nierozpuszczalnych osadéw w paliwie [4]. W wodach uzytko-
wych jony amonu przyspieszaja korozje rur wodociggowych, przeszkadzaja takze
w procesie chlorowania wody [2].

Zawartos¢ azotu Kjeldahla w wodach srodowiskowych jest okreslona w aktach
prawnych z zakresu gospodarki wodno-$ciekowej, co zobowigzuje laboratoria ba-
dawcze, zajmujace si¢ oceng stanu srodowiska naturalnego, do uzyskiwania jak
najbardziej miarodajnych wynikéw pomiaréw w tym zakresie. Oznaczanie azotu
metodg Kjeldahla w wodach i $ciekach jest metoda specyficzng, zakladajaca wie-
loetapowg procedure oznaczania danego wskaznika, stosowang do monitorowania
i oceny stanu Srodowiska naturalnego. Zlozonos¢ metodyki badawczej nieodiacz-
nie jest zwigzana ze zwickszonym ryzykiem obcigzenia wyniku bledem powstatym
na etapie wykonywania oznaczenia.

Celem przedstawionych badan byla zarowno optymalizacja warunkdéw pomia-
rowych i okreslenie wartosci podstawowych cech jakosciowych i iloSciowych me-
tody, jak roéwniez praktyczna ocena przydatnosci specjalistycznego zestawu do
oznaczania azotu metodg Kjeldahla w cieklych prébkach srodowiskowych o zréz-
nicowanym i nietypowym skladzie fizykochemicznym. Proponowana procedura
oznaczania azotu metoda Kjeldahla obejmuje proces mineralizacji probki, destyla-
cje otrzymanego mineralizatu oraz oznaczanie analitu w produkcie koncowym
z zastosowaniem wstrzykowej analizy przeptywowej (FIA) z detekcja spektrofo-
tometryczng.

1. Materiaty i metoda badan

W badaniach wykorzystano zestaw do oznaczania azotu metoda Kjeldahla, zto-
zony z pieca do mineralizacji Speed Digester K-436, destylarki Kjel Flex K-360
oraz neutralizatora oparéw (skrubera) B-414 (Biichi, Szwajcaria). Zaproponowana
metoda wykorzystuje schemat operacyjny zgodny z norma PN-EN 25663:2001
»Jakos¢ wody. Oznaczanie azotu Kjeldahla. Metoda po mineralizacji z selenem”
[5]- Stezenie analitu w otrzymanym destylacie oznaczano z zastosowaniem wstrzy-
kowego analizatora przeptywowego FIAmodula (Medizin und Labortechnik Engi-
neering GmbH, Niemcy) z detekcjg spektrofotometryczna i dyfuzja gazowa.

W wieloetapowej procedurze oznaczania azotu metoda Kjeldahla badang prob-
ke poddawano procesowi mineralizacji, w ktorym nastgpowala przemiana zwiaz-
kéw azotu do siarczanu amonu za pomoca stezonego kwasu siarkowego w obecno-
$ci mieszaniny katalitycznej (mieszanina siarczanu potasu i siarczanu miedzi).
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Mineralizat nastepnie poddawano procesowi destylacji, podczas ktorego w Srodo-
wisku silnie zasadowym z siarczanu amonu uwalniany byt amoniak w koncowym
etapie oznaczany spektrofotometrycznie przy diugosci fali 590 nm za pomoca
wstrzykowego analizatora przeptywowego [5].

Uzyskane wyniki, wyrazone w jednostce stezenia jonéw amonu (mg/I NH,"),
przeliczano na zawartos¢ azotu Kjeldahla (TKN) z zastosowaniem ponizszego
wzoru:

TKN = (c,, —¢,)-f-0,7765

gdzie:

Cpr - stezenie jonow amonu w badanej prébce, mg/I,

Co - stezenie jondw amonu w probee $lepej, mg/l,

f - wspotczynnik przeliczeniowy wynikajacy ze stosunku objetosci otrzyma-

nego destylatu do objetosci mineralizowanej probki (tab. 1),
0,7765 - przelicznik mg jonu NH, na mg atomu azotu.

Tabela 1. Wspélczynniki przeliczeniowe dla poszczegolnych objeto$ci mineralizowanej probki
Table 1. The conversion factors for each volumes of mineralized sample

Objetos¢ probki do mineralizacji, ml f
100 1,5
50 3,0
25 6,0

Stosowane w badaniach roztwory zostaly sporzadzone wylacznie z odczynni-
kéw klasy cz.d.a. lub lepszej oraz wody dejonizowanej o przewodnosci elektrycz-
nej wiasciwej ponizej 1 puS/cm. Roztwory wzorcowe sporzadzono z roztworu
o certyfikowanej zawartosci azotu Kjeldahla 1000 +15,3 mg/l (Sigma Aldrich,
USA).

Przedmiot badan stanowity ciekte probki srodowiskowe pochodzace z rdéznych
galezi przemyshu, w tym z procesu podziemnego zgazowania wegla szeroko opisa-
nego w Swiatowej literaturze [7-10], charakteryzujace si¢ duza zmiennoscig matry-
cy. Probki bezposrednio po pobraniu utrwalano stezonym kwasem siarkowym do
pH ponizej 2 i przechowywano w temperaturze 2+6°C az do czasu przeprowadze-
nia analizy [5], jednak nie dtuzej niz 14 dni.

2. Wyniki badan

Zakres roboczy wykonania oznaczenia okreslono na podstawie pomiarow prze-
prowadzonych dla 4 niezaleznych oznaczen analitu w roztworach wzorcowych na
sze$ciu poziomach stezen (0,5 mg/l, 1 mg/l, 2,5 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/1)
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azotu Kjeldahla (TKN). W przypadku metody z mineralizacja oraz koncowa detek-
cja spektrofotometryczng przyjeto zakres roboczy stezen od 0,5 do 100 mg/l TKN,
poniewaz w tym zakresie spetnione byly wymagania podstawowych parametrow
ilosciowych metody (precyzja, doktadnos¢). Przy wyzszych stezeniach probke od-
powiednio rozcienczano woda dejonizowana.

Granicg oznaczalnosci metody, okreslong jako dziesieciokrotng warto$¢ odchy-
lenia standardowego sredniej, wyrazong w jednostkach pomiaru, wyznaczono na
podstawie analizy probek slepych, ktore mineralizowano w objetosci 100 ml. Jako
granic¢ oznaczalnos$ci przyjeto wartosé 0,5 mg/1.

Precyzje metody w warunkach powtarzalnosci okreslono na podstawie wartosci
obliczonego wspolczynnika zmiennosci | (%). W tym celu przeprowadzono pomia-
ry stezenia azotu Kjeldahla dla roztworéw wzorcowych na szesciu poziomach ste-
zen oraz dla probek rzeczywistych o zréznicowanej matrycy (woda powierzchnio-
wa, odciek ze skladowiska, scieki z procesu podziemnego zgazowania wegla,
$cieki socjalno-bytowe oraz komunalne). Dla kazdej probki rzeczywistej oraz roz-
tworu wzorcowego przeprowadzono po cztery niezalezne oznaczenia analitu. War-
tos¢ wspotczynnika zmiennosci metody przy koncowej detekcji spektrofotome-
trycznej wynosi maksymalnie 10,8% dla roztworéw wzorcowych i 9,1% dla
probek rzeczywistych (tab. 2).

Tabela 2. Wybrane parametry walidacji proponowanej metody
Table 2. Some validation parameters for the proposed method

Parametr Wartos¢
Zakres robocz,
me/l TKN Y 0,5+100
Granica oznaczalnosci 0.5
mg/l TKN ’
1,0+10,8 (roztwory wzorcowe)
9.1 (woda powierzchniowa)
Precyzja w warunkach powtarzalnosci 0,92+5.6 (odciek ze sktadowiska,
% Scieki komunalne i socjalno-bytowe)
1,1+8,8 (cieki z podziemnego
zgazowania wegla)
85+109 (odciek ze sktadowiska,
Odzysk $cieki komunalnei socjalno-bytowe)
% 84+115 ($cieki z podziemnego
zgazowania wegla)

Poprawnos¢ metody wyznaczono, analizujac po trzy niezaleznie przygotowane
porcje probek rzeczywistych o zréznicowanej matrycy wzbogacone analitem. Jako
miar¢ poprawnosci przyjeto procentowa warto$¢ odzysku wzorca, ktéra w anali-
zowanych prébkach miescita si¢ w przedziale od 84 do 115% (tab. 2).

Optymalne warunki pomiarowe zestawu stosowane do oznaczania azotu metoda
Kjeldahla przedstawia tabela 3.
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Tabela 3. Warunki pomiarowe zestawu do oznaczania azotu Kjeldahla

Table 3. Measurement condition for Kjeldahl nitrogen set

Stezenie azotu Kjeldahla Objc;tp P r.Obk.l. Catkowity czas mineralizacji
do mineralizacji .
mg/l TKN ml min
<20 100 ok. 100
20+50 50 ok. 70
50+100 25 ok. 70

Dla wybranych probek s$rodowiskowych o skomplikowanej matrycy (Scieki
z podziemnego zgazowania wegla, Scieki komunalne i socjalno-bytowe) zastoso-
wano metode wielokrotnego dodatku wzorca, dodajac do kilku porcji probki rze-
czywistej znang, zwigkszajaca si¢ ilos¢ analitu.

Wykorzystane w badaniach probki sciekow po zgazowaniu wegla stanowia
szczegdlnie nietypowa matryce (tab. 4). W skladzie fizykochemicznym zawieraja
przede wszystkim zwiazki aromatyczne, takie jak: benzen, toluen, etylobenzen,
ksyleny, fenole oraz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, a takze inne
liczne zanieczyszczenia [6].

Tabela 4. Sklad fizykochemiczny przykladowej probki Sciekow po procesie podziemnego
zgazowania wegla

Table 4. Physicochemical composition of wastewater sample from underground coal gasifica-
tion (example)

Parametr Jednostka Wartos¢
odczyn pH - 8.1
przewodnos¢ elektryczna wlasciwa puS/cm 8540
azotyny mg/l <8
chlorki mg/l 2,45
siarczany mg/l 200
jony amonu mg/l 1600
ChZT-Cr mg/l 10 700
azot ogdlny mg/1 1700
fenole lotne mg/l 2000
cyjanki catkowite mg/1 5,7
siarczki mg/l 0,19
RWO mg/l 3200

W prébkach sciekow po zgazowaniu wegla odzysk wzorca miescil si¢ w grani-
cach od 84 do 115%, natomiast dla pozostalych sciekow wynosit od 85 do 109%.
Dodatkowo, dla kazdej analizowanej probki zbadano liniowos¢ zaleznosci ozna-
czonego stezenia azotu Kjeldahla od stgezenia dodanego wzorca oraz obliczono
warto$¢ wspodtczynnika regresji R (rys. 1). W wiekszosci przypadkdéw wartosé
wspolczynnika regresji wynosita > 0,999, co pozwala wnioskowaé¢ z duza doza
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pewnosci, ze nie wystepuja interferencje o charakterze multiplikatywnym (niead-
dytywnym), mogace zaklocaé poprawnos¢ wyniku.

a)

Stezenie azotu Kjeldahla w prébce [mg/L TKN]

0 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Stezenie dodanego analitu [mg/L TKN]

m Sciek komunalny A $ciek socjalno-bytowy

o
~

Stezenie azotu Kjeldahla w prébce [mg/L TKN]

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 8 91 96
Stezenie dodanego analitu [mg/L TKN]

4 woda po zgazowaniu wegla B woda po zgazowaniu wegla

Rys. 1. Wykres zalezno$ci st¢zenia azotu Kjeldahla w probce rzeczywistej od stezZenia
dodanego analitu: a) prébki Sciekow komunalnych i socjalno-bytowych, b) prébki
SciekOw po podziemnym zgazowaniu wegla

Fig. 1. The graphical relationships between the concentration of Kjeldahl nitrogen in natural
sample of additive concentration of the analyte: a) domestic sewage and municipal
waste, b) wastewater after underground coal gasification

Poprawnosé¢ metody okreslono réwniez na podstawie wynikéw miedzynarodo-
wych poréownan miedzylaboratoryjnych oraz badan bieglosci (tab. 5). W pordéwna-
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niach migdzylabolatoryjnych organizowanych przez RTC (liczba uczestnikow - 50)
uzyskano wynik poprawny (wskaznik Z-score wynosit —0,90) obarczony bledem na
poziomie 10% wzgledem wartosci prawdziwej. Z kolei w badaniach bieglosci
organizowanych przez LGC Standards (liczba uczestnikow - 68) réwniez uzyskano
wynik poprawny (wskaznik Z-score wynosit —0,91), a blad wzgledny wyniost 9%.

Tabela 5. Wyniki poréwnan miedzylaboratoryjnych/badan bieglosci dla oznaczenia azotu
metoda Kjeldahla

Table 5. Results of interlaboratory comparisons/proficiency testing for the determination of
Kjeldahl nitrogen

. . , o Warto$¢ srednia

Organizator poréwnan Wartos¢
. . . uzyskana w Blad wzgledny
mig¢dzylaboratoryjnych prawdziwa . Z-score
L = laboratorium %
/ badan bieglosci mg/l
mg/1

RTC, 2013 5,34 4.8 0,90 10

LGC Standards, 2013 24,2 22,0 —0,91 9,1

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania pozwolily na dobranie optymalnych warunkéw po-
miarowo-analitycznych oznaczania azotu Kjeldahla w wodach i sciekach za pomo-
cg polautomatycznego zestawu oraz z zastosowaniem koncowej detekeji spektrofo-
tometrycznej. Dobrano sposoéb przygotowania i postepowania z probkami.
Zoptymalizowano warunki pomiarowo-analityczne, takie jak odpowiedni czas mi-
neralizacji, warunki destylacji, jak rowniez roboczy zakres wykonania oznaczenia,
obejmujacy stezenie azotu Kjeldahla od 0,5 do 100 mg/l TKN. Ustalono maksy-
malng objetos¢ probki do mineralizacji wynoszaca 100 ml. Potwierdzono spehie-
nie wymagan stawianych metodzie analitycznej, wyznaczajac wartosci niezbed-
nych cech charakterystycznych proponowanej metody, takie jak granica
oznaczalnosci, precyzja, poprawnosc.

Zastosowanie metody wielokrotnego dodatku wzorca w przypadku probek $cie-
kéw o skomplikowanej matrycy wykazato liniowg zalezno$¢ oznaczonego ste¢zenia
azotu Kjeldahla od st¢zenia dodanego wzorca (wspdlczynnik korelacji R lepszy niz
0,999), co praktycznie dowodzi, iz nie wystepuja interferencje o charakterze multi-
plikatywnym.

Automatyzacja procesu analitycznego zwigksza efektywnos$¢ oznaczen przy
jednoczesnym zachowaniu dobrej powtarzalnosci, dokladnosci i wiarygodnosci
wynikow, takze badania przeprowadzone dla probek o skomplikowanej matrycy
(np odciekéw pochodzacych z procesu podziemnego zgazowania wegla oraz Scie-
kéw socjalno-bytowych i komunalnych) potwierdzily przydatnos$é zaproponowane;j
wieloetapowej procedury pomiarowej do oznaczania azotu Kjeldahla nie tylko
w rutynowej praktyce laboratoryjnej, lecz rdwniez w przypadku monitorowania
nietypowych procesow technologicznych. Wdrozenie do praktyki laboratoryjne;j tej
nowoczesnej metodyki z zastosowaniem potautomatycznego zestawu pozwoli
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spelnia¢ wymagania prawne zarowno w odniesieniu do metod referencyjnych, jak
i podstawowych cech ilosciowych metody analityczne.
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Evaluation of Semiautomatic Method for the Determination
of Kjeldahl Nitrogen in Liquid Environmental Samples

Continuous development of analytical methods, tend to obtain the most reliable meas-
urement results, it is the responsibility of each laboratory performing research work related
to the protection and assessment of the environment. The aim of this study is practical
evaluation the usefulness of specialized set for determination of Kjeldahl nitrogen in liquid
environmental samples of different and unusual physical and chemical composition.
Kjeldahl nitrogen content in environmental waters is defined in legal acts in the field of
water - waste disposal, which undertakes research laboratories involved in the assessment of
the environment to obtain the most reliable measurement results in this scope. Determina-
tion of Kjeldahl nitrogen in water and wastewater is a specific method, assuming a multistep
procedure for determining the indicator, used to monitoring and assess the state of the
environment. The complexity of the research methodology is inseparably associated with an
increased risk of load result to an error arising at the stage of the assay. In the study used
a set for determination of Kjeldahl nitrogen, consisting of a mineralizer Speed Digester
K-436, distiller Kjel Flex K-360 and vapor absorber Scrubber B-414 (Biichi, Switzerland).
The concentration of the analyte in the obtained distillate was determined by using a flow
injection analysis with spectrophotometric detection and gas diffusion. Object of the
research consisted of standard solutions and environmental samples from different indus-
tries, including samples from the process of underground coal gasification, with highly vari-
able matrix. The study aimed to optimize the measurement conditions and to determined the
basic qualitative and quantitative characteristics of applied method, such as operating
range, limit of quantification, precision under repeatability conditions and the correctness of
the method. The correctness of the results obtained with the aid procedure determined based
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on nitrogen recovery test in domestic sewage, municipal wastes and wastewater from the
process of underground coal gasification. Obtained results met requirements of the method
and confirmed the usefulness of the proposed multistep measurement procedure for the
determination of Kjeldahl nitrogen not only in routine laboratory practice, but also for
monitoring processes. The proposed automation of the analytical process provides good
repeatability, accuracy and reliability of results.

Keywords: Kjeldahl nitrogen, wastewater, coal gasification, flow injection analysis



