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Przedmiotem badan bylo przystosowanie spektrofotometrycznej metody ozna-
czania antymonu, (opartej na reakcji barwnej z rodaming B) w roznego rodzaju
wodach mineralnych przeznaczonych do picia. Przeprowadzono walidacje proce-
dury analitycznej okreslajqc jej: precyzje, doktadnosé, czutosé, oznaczalnosé oraz
liniowos¢.

WSTEP

Podstawa systemu kontroli jakoSci wody do picia sg ustalane normy jakoSciowe oraz
odpowiednio dobrane techniki analityczne pozwalajace wykrywac i oznacza¢ normowa-
ne substancje na wymaganym poziomie. Normatywy krajowe, dyrektywy krajow czton-
kowskich UE i kryteria zdrowotne Swiatowej Organizacji Zdrowia wiréd wskaznikéw
okreslajacych jako$¢ wody przeznaczonej do konsumpcji dla ludzi wymieniaja réwniez
antymon.

Kabata-Pendias 1 inni [1, 7, 10], uwzgledniajac zagrozenia zwigzane z antropoge-
nicznymi zanieczyszczeniami, zaliczaja antymon do mikrosktadnikéw o bardzo wysokim
stopniu potencjalnego zagrozenia dla Srodowiska biologicznego z uwagi na jego bio-
kumulacje z wdéd. Z badan toksykologicznych wynika, ze pierwiastek ten wplywa
w réznym stopniu niekorzystnie na organizm ludzki zwlaszcza na przewdd pokarmowy,
a takze uklady: krazenia, moczowy, krwiotworczy [6, 8, 9, 21].

Dopuszczalna przez WHO jako bezpieczna dla zdrowia, zawarto$¢ antymonu w
wodzie do picia wynosi 0,005 mg/dm’ [5]. Taka warto§¢ NDS (najwyzszego dopuszczal-
nego stezenia) dla tego pierwiastka obowiazuje réwniez w Polsce. W mysl Rozpo-
rzadzen Ministra Zdrowia z 2000 r., zawarto$¢ antymonu jest limitowana zaréwno
w wodzie do picia i na potrzeby gospodarcze [17] jak tez w naturalnych wodach
mineralnych lub zZrédlanych oraz w wodach stotowych w opakowaniach jednostkowych
[18].
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W zaleznoSci od przewidywanych stezefi do oznaczania antymonu stosowane sa
rozne techniki analityczne: miareczkowa, kolorymetryczna, chromatografia gazowa lub
cieczowa, ASA. Sa one poprzedzone wstgpnym oddzielaniem antymonu lub usuwaniem
czynnikéw przeszkadzajacych (metody: straceniowa, ekstrakcyjna, wymiana jonowa,
destylacja) [11]. Kontrola tego pierwiastka w badaniu wdd, zwlaszcza o bardzo zrézni-
cowanej i niekiedy znacznej mineralizacji wymaga stosowania odpowiednio czutlej i se-
lektywnej metody oznaczania. W zalaczniku nr 5 do ww. rozporzadzenia [17] oraz
normach europejskich zaleca si¢ oznaczanie antymonu w wodach metoda spektrometrii
UV/VIS.
Przedmiotem opisanych ponizej badan byto:
— zmodyfikowanie spektrofotometrycznej metody oznaczania antymonu (opubliko-
wanej w Polskiej Normie [12]), umozliwiajace oznaczanie tego pierwiastka
w réznych wodach mineralnych przeznaczonych do konsumpcji;

— przeprowadzenie walidacji, tj. wykazanie wiarygodnoSci stosowanej procedury
analitycznej przez ocen¢ jej liniowoSci, czulodci, doktadnosci, precyzji i granicy
oznaczalnoSci.

MATERIAL T METODY

Zasada metody

W kolorymetrycznych metodach oznaczania antymonu wykorzystuje sie gléwnie zdolnos¢ do
tworzenia komplekséw asocjacyjnych (par jonowych) miedzy [SbCls]” a barwnikami zasadowymi.

Metoda UV/VIS przedstawiona w Polskich Normach, oparta jest na reakcji z zasadowym
barwnikiem ksantonowym - rodamina B. Elektroujemny kompleks chlorkowy antymonu (V)
tworzy z ww. barwnikiem trudno rozpuszczalny w wodzie kompleks asocjacyjny [Rod.][SbCl¢],
ktory ekstrahuje sie eterem izopropylowym.

Do utlenienia Sb(III) do Sb(V) stosuje si¢ w omawianej metodzie siarczan cerowy, ktéry
utlenia Sb(III) iloSciowo i szybko w §rodowisku 6 NHCI juz na zimno. Poniewaz nadmiar ceru
(IV) méglby utlenia¢ rodamine B, redukuje si¢ go za pomoca hydroksylaminy, ktéra w tych
warunkach nie redukuje antymonu (V).

Uwarunkowania doboru metody oznaczania Sb w wodach naturalnych
Z danych piSmiennictwa [11] wynika, Ze:
a) oznaczenie antymonu ta metoda utrudniaja metale: Au(III), TI(III), Ga(III) i Fe(IIl),
ktérych kompleksy chlorkowe daja podobne reakcje z rodamina B;
b) Gal i zelazo moga by¢ oddzielone od antymonu ekstrakcyjnie w postaci komplekséw
chlorkowych: chlorkowy kompleks zelaza (IIT) nie ekstrahuje si¢ eterem izopropylowym
ze Srodowiska 1,5 — 2 NHCI, z ktérego dobrze ekstrahuje si¢ chlorkowy kompleks anty-
monu (V).
¢) kompleks asocjacyjny rodamina B/antymon jest ekstrahowany przez eter izopropylowy
z roztworéw 1-10 N kwasu solnego a najwyzszy procent ekstrakcji tego kompleksu
(ok. 99%) uzyskuje sie przy stezeniu 5-7 N HCI. Przy ekstrakcji Sb(V) z 2 N HCI procent
ekstrakcji spada do 94%, lecz taki uktad jest wykorzystywany w praktyce — nie ekstrahuje
si¢ Fe(III).
Sposréd wymienionych pierwiastkéw w naturalnych wodach wystepuje zelazo, (jego zawarto$¢
moze by¢ bardzo zréznicowana, od utamka do kilkudziesieciu miligraméw w 1 dm”).

W naturalnych wodach mineralnych, naturalnych wodach Zrédlanych oraz wodach stotowych
w opakowaniach jednostkowych najwyzsza zawartosé Fe**°* wynosi najczesciej < 0,5 mg/dm3.
W wodzie do picia nie powinna przekraczac 0,2 mg/dm3. Wody naturalne czerpane z ujecia
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moga zawieraé zelazo w wigkszym stezeniu i sg przed butelkowaniem lub przesylka do sieci
wodociggowej odzelaziane [3]. W badaniu wdd surowych, przed oznaczaniem antymonu nalezy
zastosowac¢ procedure podang w PN [12].

Modyfikacja metodyki oznaczania antymonu w wodzie opisanej w PN

Dokonane w metodyce zmiany, majace na celu zwigkszenie oznaczalno$ci z wartosci 0,01 mg/dm3
do 0,005 rng/dm3 polegaly na:

1) zastosowaniu w poczatkowej fazie oznaczania zamiast 30 cm
HCLg=1,19 w ilosci 15 cm?;

2) po zastosowaniu chlorowodorku hydroksylaminy — a przed ekstrakcja eterem izopropylo-
wym nie dodawano do reagentéw 60 cm” wody dejonizowanej. W rezultacie zmniejszenia
(0 63%) objetosci reagentéw w fazie wodnej, wzrasta wydajnos¢ procesu dwustopniowej
ekstrakcji kompleksu [Rod][SbCls] [2].

3 HCI(1+1) samego

Odczynniki i aparatura

W badaniu zastosowano odczynniki cz.d.a. firmy Fluka. Do przygotowania podstawowych
roztworéw i rozcienczen stosowano wode dejonizowang uzyskana za pomoca aparatu typu
KB-5522 DW firmy Cobraid-Aqua (Srednie przewodnictwo wlasciwe tej wody wynosito 1,875 =
0,578 MScm'l). Pomiary ekstynkcji dokonywano za pomoca spektrofotometru typu Spekol-220
przy A=552 nm, szerokoSci pasma 3 nm, w kuwetach o gruboSci warstwy absorbujacej 2,0 cm.

Wykonanie oznaczen

Oznaczenie antymonu w badanej wodzie oraz sporzadzenie krzywej wzorcowej wykonano wg
opisanej [12] procedury analitycznej z uwzglednieniem modyfikacji przedstawionych powyzej
w pkt. 11 2.

W odpowiednio utrwalonych prébach badanych wod mineralnych, przed oznaczeniem oma-
wianego pierwiastka, w celu sprawdzenia obecnoSci zwiazkéw organicznych przeszkadzajacych
w analizie Sb, oznaczano chemiczne zapotrzebowanie tlenu (utlenialno$¢) metoda miareczkowa
z nadmanganianem potasowym (metoda badan ChZT zalecana w Rozp. [16]) a okre$lona
w PN-85/C-04578/02 [13].

Walidacje metody oznaczen §ladéw antymonu w wodzie przeprowadzono na wzbogaconych
probkach wody dejonizowanej, w zakresie stezef analitu od 1,0 do 15,0 pg/dm3 oraz w probkach
kontrolnych (woda dejonizowana) traktowanych jako probki odniesienia.

Sprawdzenia i weryfikacji hipotez statystycznych dokonano za pomoca testu F-Snedecora,
Q-Dixona oraz t-Studenta.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Parametry funkcji regresji okreslajace cechy charakterystyczne metody badawczej
w analizie instrumentalnej

W celu okreSlenia przydatnoSci badanej procedury analitycznej do oznaczania za-
warto$ci antymonu w wodach mineralnych poddano ja procesowi walidacji [4, 20].
Zgodnie z wymaganymi kryteriami dotyczacymi optymalnego zakresu walidacji metod
badawczych stosowanych w chemii analitycznej [14-16], okre§lono: precyzje, liniowos¢,
doktadno$¢, oznaczalno$é, czutod¢ a takze niepewno$¢ pomiaru.

Okreslenie zakresu roboczego, czutosci, liniowosci

W ilos$ciowej analizie instrumentalnej funkcja regresji charakteryzujaca zakres robo-
czy, w ktérym mozna osiagnaé akceptowalna poprawnos¢ i precyzje, odpowiada tzw.
krzywej wzorcowania. Zgodnie z zaleceniami normy ISO 8466:1990 krzywa te wyzna-
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czono na podstawie wynikéw analiz 9 wzorcéw o zawartoSciach antymonu od 1,0 do
15,0 wg/dm’, przy 10-krotnym powtdrzeniu oznaczeh kazdego z wzorcéw. Zakres taki
zastosowano w celu sprawdzenia warunkdéw liniowoSci badanej metody, spetnionych
w zalecanym przedziale stezefi 20% do 300% spodziewanej zawartoSci tj. rownej NDS
analitu w probce.

Sprawdzono jednorodno$¢ wariancji dla najnizszego i najwyzszego zakresu stezenia
roboczego 1,5 +15,0 ugSb/dm’, stosujac test F-Snedecora o identycznosci dwoch wa-
riancji na poziomie istotnoSci a=0,05.

Z uwagi na liczbowo rézne wariancje (co wynika z proporcji sygnalu do stgzenia
wzorca) postuzono si¢ warto$ciami wzglednymi — wspoélczynnikami zmiennosci wyno-
szgcymi dla tych stezen odpowiednio 12,45% oraz 10,04%.Uzyskana warto$¢ porowna-
no z wartoscia krytyczna Fu (n.1)m2) 0dczytang z tablic (rozktad F-Snedecora). Stwier-
dzono, ze

Fobl (=1,5377) <F kryt. (0,05;9;9) (=2,97)
co potwierdza hipoteze zerowa o braku istotnych réznic. Nie ma zatem podstaw do
odrzucenia hipotezy o mozliwosci przedstawienia danych doSwiadczalnych linia prosta.

Wyznaczono réwnanie krzywej wzorcowej y = a + bx gdzie: y — absorbancja, x —
stezenie oznaczanego analitu oraz ,a” i ,,b” — parametry rownania [19].

Obliczono: parametry ,,a” i ,b” krzywej kalibracyjnej metoda najmniejszych kwad-
ratéw oraz wartoS¢ wspolczynnika korelacji liniowej r. Sprawdzono istotno§¢ statych
»,a’ oraz ,b”, poréwnujac obliczone wartoSci ¢ z tabelarycznymi warto$ciami dystry-
buanty rozktadu ¢ — Studenta (tiy:. o) dla stopni swobody f = n-2 i poziomu istotnosci
o = 0,05 . Jest to poziom przyjety w praktyce laboratoryjnej dla testowania hipotez
dla probki o duzej liczebnosci. Warto§¢ parametréw réwnania kalibracji, ich odchylen
standardowych S, i Sy, rozkladu #-Studenta t-Va i t, oraz warto$¢ wspoétczynnika kore-
lacji liniowej zestawiono ponizej.

a Sa b Sb r ta tb taf t—to f

ta < ta,f
-0,0158 | 0,0109 | 0,0724 | 0,0107 | 0,9995 1,4495 6,7395 2,36 th > tof

Warto$¢ wspolczynnika korelacji ,,r” (charakteryzujacego iloSciowo wzajemng
zalezno$¢ miegdzy obu zmiennymi) oraz wartosci statystyki rozktadu ¢-Studenta, gdzie
[toni| > t ey SWiadcza, Ze zalezno$¢ liniowa migdzy badanymi zmiennymi jest prawid-
towa. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia antymonu we wzbogaconych probkach wody
dejonizowanej przedstawia ryc. 1.

Z przeprowadzonego testowania istotnoSci wspotczynnikdw nachylenia ,,b” i prze-
sunigcia ,,a” funkcji opisujacej prostoliniowa krzywa wzorcowania wynika, ze wartos¢
wspoélczynnika jej nachylenia, (bedaca miara czulo$ci metody), jest statystycznie zna-
mienna; natomiast warto$¢ ,,a” (przy |t. < tas|) jest nieistotna. Przedzialy ufnosci dla
»,a’ 1 ,b”, charakteryzujace niepewno$¢ ich szacowania wynosza: Ab=0,0253 oraz
Na=0,0257.



Nr 2 Oznaczanie antymonu w wodach mineralnych — walidacja metody 157

0,25

0,2 A

01 /
0,1 //
0,05—

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
stezenie Sb [ug/dm3]

absorbancja

Ryc. 1. Zalezno$¢ absorbancji od zawartosci antymonu we wzbogaconych probkach wody dejo-
nizowanej.
Absorbancy versus the content of antimony in the enriched samples of deionised water.

Ofkreslenie precyzji

Do okreslenia precyzji badanej metody spektrofotometrycznego oznaczania antymo-
nu w wodzie, wykorzystano 15 modelowych prébek wody dejonizowanej wzbogaconej
jonami tego pierwiastka w stezeniu wynoszacym 5,0 pg/dm’.

Przed statystyczna interpretacja wynikéw, w celu wykrycia i eliminacji wynikow
watpliwych, zbadano rozbiezno$¢ wynikéw za pomoca testu Q-Dixona.

Stwierdzono, ze zadna z otrzymanych wartoSci pomiarowych nie odbiega od pozosta-
tych wynikéw. Otrzymana nieréwnos$¢

Qobi=04000 < Qxryt. (0,05:15) (=0,565)
Swiadczy o niewystepowaniu btedéw grubych.

Obliczone parametry opisujace precyzje metody: §rednig arytmetyczna wynikéw
oznaczen (Xg);  odchylenie standardowe pojedynczego wyniku (S);  odchylenie
standardowe $redniej arytmetycznej (S«); wariancje (S°); przedzial ufnosci wartosci
§redniej (M);  wspOlczynnik zmiennodci (W,) — zestawiono ponizej.

Xer S Sxir s? m W, [%]
4,85 0,2299 0,0594 0,0529 4,85+0,13 4,74

Przyjmujac poziom prawdopodobiefistwa 95% kazdy pojedynczy wynik oznaczenia
powinien znajdowacé si¢ w przedziale x = x¢ = 2S tzn. x € (4,79 — 5,31).
Okreslenie doktadnosci

Doktadno$¢ badanej metody analitycznej wyznaczono badajac odzysk antymonu
z modelowych prébek wody dejonizowanej na pieciu poziomach wzbogacenia. Ilos¢
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oznaczanego pierwiastka wynosita 60%, 80%, 100%, 120% i 140% zawartoSci dekla-
rowanej. W roztworach tych wykonano po 6 oznaczen zawartosci antymonu na kazdym
poziomie wzbogacenia. Dane charakteryzujace doktadno$¢ jego oznaczania zestawiono
w tabeli L.

Tabela I. Dane charakteryzujace dokladno$¢ badanej metody spektrofotometrycznego
oznaczania antymonu we wzbogaconych probkach wody dejonizowanej
Data characterising the accuracy of the procedure proposed of spectrophoto-
metric determination of antimony in the enriched samples of water

Poziom Zawartos¢ antymonu [pg/dm’] Odzysk [%] | Wsp. zmiennoSci
wzbogacenia »teoretyczna” ,0znaczona” Xsr = S W [%]

1 3,00 (60%) 2,88 + 0,33 95,33 + 7,33 7,69

2 4,00 (80%) 3,77 £ 0,25 93,57 * 6,03 6,44

3 5,00 (100%) 4,80 + 0,13 93,88 + 3,54 3,77

4 6,00 (120%) 5,71 = 0,31 94,17 + 5,30 5,63

5 7,00 (140%) 6,54 = 0,28 92,46 + 5,17 5,59

Zalezno$¢ stezenia analitu ,,0znaczonego” od jego ,teoretycznej” zawartoSci we
wzbogaconych probkach wody przedstawiono na ryc. 2. Obliczone réwnanie regresji
charakteryzujace doktadno$¢ metody przyjmuje posta¢ y = 0,110 + 0,926 x, gdzie: r
= 0,9994; S, =0,0155; Sy, = 0,0243.

7

P

\

\

Oznaczone stezenie Sb [pg/cm3]

\

N

1 2 3 4 5 s 7
"teoretyczne" stezenie Sb [ug/dm3]

Ryc. 2. Zalezno$¢ stezenia antymonu oznaczonego od jego teoretycznej iloSci we wzbogaconych

probkach wody.

The concentration of antimony determined by the procedure proposed versus its
theoretical amount in the enriched samples of water.

Na podstawie weryfikacji hipotezy o istotnosci wspétczynnikéw ,,a” i ,,b” powyzszego
rOwnania stwierdzono, ze wartosci tych wspotczynnikéw sa statystycznie znamienne.
Przedzialy ufnoSci parametréw réwnania regresji odzysku antymonu wynosza a = 0,078
+ 0,142; b=0,876 + 0,976.
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Tabela II.
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Na podstawie wykonanych pomiaréw i obliczen mozna stwierdzié, ze zastosowana
procedura analityczna obarczona jest btedem systematycznym, ktory w praktyce labo-
ratoryjnej najczesciej zwiazany jest z niepelnym odzyskiem badanego sktadnika z danej
matrycy.

Celem okreslenia wplywu ,,rzeczywistej” matrycy na wielko$¢ odzysku, zastosowano
metode tzw. dodatkéw, w probkach czterech wdd przedstawionych w tabeli II. Wg
klasyfikacji balneochemicznej [22] byly to wody wodoroweglanowo-sodowo-wapniowo-
magnezowe, ktére roznily sie mineralizacja ogdlna (od 235,65 do 2117,73 mg/dm’),
stosunkiem stezen podstawowych sktadnikéw, wartoscia odczynu (pH w granicach 5,95
- 7,80). W badanych wodach mineralnych, zwiazki organiczne wyrazone jako utlenial-
nos¢ wystepowaty w ilosciach od 0,6 do 1,4 mg 0,/dm’ tj. w takich, dla ktérych nie byto
potrzeby (zgodnie z tokiem analitycznym opisanym w PN) przeprowadzenia procesu
mineralizacji probek. Zawarto$¢ zelaza w wodzie Zrddlanej byta mniejsza od 0,01
mg/dm’, a w wodzie nisko-, §rednio- i wysokozmineralizowanej wynosita odpowiednio
0,35; 0,10 i 0,06 mg Fe’*"**/dm’.

Okreslono wspétezynniki odzysku dla zakresu roboczego 3-7 pgSb/dm’ obliczajac
Srednia warto$¢ odzysku, wariancje, wspol. zmiennoSci i odchylenie standardowe oraz
okreslono statystyczna istotno$¢ rdéznic miedzy skrajnymi Srednimi, za pomoca testu
Studenta (0=0,05).

Z uwagi na réznice statystycznie znamienne, zawegzono zakres roboczy i wyznaczono
wspolczynnik odzysku dla wybranego stezenia bliskiego oznaczanej w probce wartosci
maksymalnej (wartoSci najwyzszego dopuszczalnego stezenia). Obliczony wspdtczynnik
odzysku dla badanych wod mineralnych wahal si¢ w granicach od 111,24% do
118,62%, §rednio 115,96% i te warto$¢ nalezy uwzgledni¢ w koncowym obliczaniu
wyniku oznaczania.

WNIOSKI

1. Na podstawie walidacji opisanej procedury analitycznej oznaczania antymonu
stwierdzono, ze metoda spektrofotometryczna jest obciazona btedem systematycznym.

2. Eliminacja bledu systematycznego poprzez wprowadzenie oznaczonego doswiad-
czalnie tzw. wspotczynnika korygujacego pozwala na zastosowanie proponowanej pro-
cedury analitycznej do oznaczania st¢zenia antymonu w réznego typu wodach mine-
ralnych na poziomie normy dla tego pierwiastka tj. < 0,005 mg/dm’.

M. Drobnik, T. Latour

MODIFICATION AND VALIDATION OF THE SPECTROPHOTOMETRIC METHOD
OF TRACE AMOUNTS OF ANTIMONY DETERMINATION IN MINERAL WATERS
OF DIFFERENT TYPES

Summary

In order to improve limit of determination, a modification of the analytical procedure for
spectrophotometric determination of antimony in water recommended by Polish Standards has
been proposed. The modified procedure was validated on the basis of the analytical studies of
samples of deionised water enriched in different amounts of the analyte, and its precision, limit
of determination, sensitivity, accuracy and linearity range were established. A correction descri-
bing the effect of the matrix, determined on the basis of analyses of four types of mineral water
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differing in the degree of total mineralisation and chemical composition, and allowing the use
of the procedure proposed for determination of antimony at the level of < 0.005 mg/dm3 , has
been derived.
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