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ABSTRAKT: WielopierScieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) to czesto spotykane zanieczyszczenia
organiczne $rodowiska. Biorgc pod uwage ich niekorzystny wplyw na zdrowie czlowieka konieczne jest ich
wykrycie i eliminacja z wéd powierzchniowych. Jako wskazniki obecnosci tej grupy zastosowano antracen i
benzo(a)piren, ze wzgledu na dobrze poznane wilasciwosci. W celu usuniecia ich z wody wykorzystano dwa
rodzaje materialow filtracyjnych i poréwnano ich efektywno$¢. Oznaczenie wykonano metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, HPLC (ang. High Performance Liquid Chromatography).

ABSTRACT: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are common environmental pollutants. Regarding their
negative effects on human health, they must be detected and eliminated from surface water. Due
to well-known properties, the anthracene and benzo(a)pyrene were used as indicators of the presence
of this group. Two types of filters were used to remove them from the water and their efficiencies were compared.
The assay was performed by high performance liquid chromatography (HPLC).

Slowa kluczowe: antracen, benzo(a)piren, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, woda, filtry,
wysokosprawna chromatografia cieczowa

1. Wstep

1.1. Charakterystyka wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA)

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA, z j. ang. PAHs - polycyclic aromatic
hydrocarbons) to obszerna grupa zwigzkéw organicznych, posiadajagcych od kilku
do kilkunastu pierscieni aromatycznych w czgsteczce. Sa one zanieczyszczeniami wystepujacymi w
$rodowisku w roéznorodnych formach strukturalnych, a wraz z postepem technologicznym i
cywilizacyjnym odnotowuje sie wzrost ich zawartosci w glebach, wodach czy powietrzu [1-2].

1.1.1. Wilasciwosci WWA

WWA charakteryzujg sie struktura, w ktérej wyrézni¢ mozna przynajmniej dwa sprzezone
piersScienie aromatyczne, utworzone jedynie przez atomy wegla i wodoru, a ich czasteczki maja
budowe plaska. Obecnie odkryto ponad 100 homocyklicznych WWA, a takze wiele
ich pochodnych alkilowych, nitrowych czy aminowych oraz zwiazki heterocykliczne.
W tabeli 1. zamieszczono homocykliczne zwiazki WWA, ktére sa najbardziej rozpowszechnione
w $rodowisku, oraz ich masy czasteczkowe.

W czystej postaci wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne sa krystalicznymi ciatami
stalymi. Charakteryzuja sie one wysokimi temperaturami topnienia i niskg preznoscia pary. WWA
dobrze rozpuszczajg sie¢ w rozpuszczalnikach organicznych, natomiast w wodzie bardzo stabo. Ich
rozpuszczalno$¢ w wodzie moze wzrosnac, gdy towarzysza im inne zwigzki organiczne. Ze wzgledu
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na swoje wilasciwosci fizykochemiczne, WWA sa latwo adsorbowane na powierzchni cial stalych,
szczegdlnie dotyczy to zwigzkow zawierajacych cztery lub wiecej pierscieni [1-3].

Tabela 1. WWA najcze$ciej oznaczane w Srodowisku.

L Masa
Nazwa WWA sumawzcozl;l Wzdr strukturalny czasteczkowa
ryczny [g/mol]
Acenaften C12H1o O“ 154,208
Acenaftylen C12Hs O‘O 152,192
Fluoren C13Hio Q'Q 166,219
Antracen C1aHio 178,229
Fenantren C14H1o O“ 178,229
Fluoranten Ci6H1o OQ% 202,251
Piren CisHio O‘O‘ 202,251
Chryzen CisH1z O‘? O 228,228
Benzo(a)antracen CisHi2 OO‘O 228,228
Benzo(a)piren C20H12 O“‘? 252,309
Benzo(b)fluoranten C20H O
20H12 O“O 252,309
. g
Benzo(e)piren C20H12 OO& 252,309
Benzo(k)fluoranten C20H12 0008 252,309
'O
Benzo(j)fluoranten C20H12 8 Q 252,309
. )
Dibenzo(a,h)antracen C22Hia OO‘ 278,347
J
Benzo(g,h,i)perylen C22H12 O%:O 276,331
Indeno(1,2,3-cd)piren C22Hi12 OﬁgPO 276,331
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1.1.2. Zrédlta WWA w srodowisku

Zrédla WWA mozna podzieli¢ na naturalne i antropogenne. Za naturalne uwazane
sg biosynteza oraz reakcje geochemiczne. WWA sg produktem przemian, w wyniku ktorych powstaje
torf czy wegiel brunatny a takze proceséw zachodzacych w roSlinach ze wzgledu
na znajdujace sie w nich weglowodory cykliczne. Jednak obecnie znacznie wiecej zwigzkéw WWA
emitowanych jest do sSrodowiska jako efekt uboczny dzialalno$ci czlowieka. Najwieksze iloSci WWA
powstaja w procesach zachodzacych w przemysle petrochemicznym i koksowniczym [2].

1.1.3. Szkodliwy wptyw WWA na zdrowie cztowieka

WWA mogg dosta¢ sie do organizmu czlowieka przez spozywanie pokarmu, wdychanie
zanieczyszczonego powietrza czy tez przez kontakt ze skéra. Ze wzgledu na duza liczebno$é tych
zwigzkow 1 ich zréznicowane wilasciwosci kancerogenne, jako wskazniki stosuje sie antracen i
benzo(a)piren, ktérych wlasnosci zostaly najdokladniej zbadane. Wlasciwosci kancerogenne WWA
zostaly potwierdzone przez badania Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (z j. ang. IARC -
International Agency for Research of Cancer) [4].

1.1.4. Usuwanie WWA z prébek wody

W przypadku zanieczyszczonych probek wody, czesto stosowanym sposobem usuwania zwigzkow
WWA jest zastosowanie sorpcji na weglu aktywnym. Jest to korzystne rozwigzanie, poniewaz wegiel
usuwa réwnoczes$nie zanieczyszczenia pierwotne, czyli wystepujace w wodach naturalnych, jak i
wtorne — powstate w trakcie procesu oczyszczania wod. Proces sorpcji na weglu aktywnym musi by¢
poprzedzony chemicznym utlenianiem probek wody, co umozliwia usuwanie zanieczyszczen
wtdérnych. Jednak ze wzgledu na konieczno$¢ stosowania duzych dawek utleniaczy oraz dlugi czas
kontaktu z oczyszczang woda, sposob ten nie zawsze moze by¢ wykorzystywany w zakladach
uzdatniania wody. W przypadku zwigzkéw trudno sorbowalnych przed sorpcja stosuje sie utlenianie
ozonem. Celem tego zabiegu jest przeksztalcenie zwigzkéw refrakcyjnych do form
biodegradowalnych, ktére mozna usunac¢ za pomoca zloza weglowego. Dodatkowo oprécz ozonu
wykorzystuje sie takze promieniowanie UV, co pozwala na powstawanie matej ilosci produktéw
ubocznych. Ponadto efektywnos$¢ procesu mozna zwiekszy¢ poprzez wydluzenie czasu sorpcji oraz
zastosowaniu wiekszej dawki sorbentu. Zanieczyszczenia organiczne moga by¢ takze usuwane ze
Srodowiska wodnego przy wykorzystaniu proceséw membranowych. Do eliminacji WWA moze by¢
ponadto stosowana infiltracja (metoda bezreagentowa) [5].

1.2. Metoda uzyta do oznaczenia WWA w badanych probkach

Analize WWA w wodzie przeprowadza sie za pomoca chromatografii cieczowej (HPLC)
w ukladzie faz odwroconych. Schemat budowy chromatografu cieczowego przedstawiony zostal na
rys.l.

Urzadzenie to dziala na nastepujgcej zasadzie: pompa tloczy eluent lub eluenty zgromadzone w
zbiornikach do kolumny chromatograficznej wypelnionej fazg stacjonarna. Przy uzyciu dozownika
do fazy ruchomej wprowadza sie¢ badang prdbke, ktdrej skltadniki po rozdziale na kolumnie ulegaja
detekcji. Sygnat elektroniczny detektora jest wzmacniany i kierowany do komputera, gdzie
rejestrowany jest w formie chromatogramu. Manometrem mierzy sie ciSnienie odpowiadajace
ustalonemu przeplywowi. Mozliwe jest rowniez zbieranie w kolektorach frakcji rozdzielonych
skladnikéw w celu ich dalszej eksploatacji [6].
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Rys.1 Schemat budowy chromatografu cieczowego (1,2- =zbiorniki faz ruchomych; 3- pompa;
4- manometr; 5- dozownik; 6- przedkolumna; 7- kolumna chromatograficzna; 8- termostat;
9- przeptywomierz; 10- detektor; 11- kolektor frakcji; 12- komputer [7].

Wérdd zwiagzkow oznaczanych w mieszaninach organicznych metoda HPLC sa rowniez
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne o duzej masie molowej oraz ich metabolity. Zazwyczaj
jednak efektywno$¢ rozdzialu na kolumnie jest gorsza, a czas procesu dluzszy niz
w przypadku chromatografii gazowej. Mimo tych wad, wysokosprawna chromatografia cieczowa
wyrodznia sie bardzo czulymi i selektywnymi detektorami, dzieki czemu wykrywa bardzo niskie
stezenia $cisle okreslonych zwiazkéw chemicznych [8].

2. Cze$¢ badawcza

2.1. Cel

Celem pracy bylo poréwnanie efektywnosci sorpcyjnej kwarcowego piasku szklarskiego
i wegla aktywnego typu Aqua Sorb BP-2 PAC-S oraz poréwnanie jej z efektywnoscig sorpcyjng zloza
uzywanego do filtracji w Zakladzie Uzdatniania Wody Raba. Analize wykonano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

2.2. Opis miejsca poboru probek

Zaklad Uzdatniania Wody Raba, widoczny na rys.2., powstal w 1974 roku. Jest to najwiekszy i
zarazem najmlodszy taki zaklad w Wodociggach Krakowskich. Usytuowany jest
w gminie Dobczyce, w wojewddztwie malopolskim. W 1987 roku w sasiedztwie tego zakladu zostal
utworzony zbiornik retencyjny. Powstal on w wyniku spietrzenia wéd Raby oraz wybudowania
zapory (di. 617 m, wys. 30 m). Obecnie Zaklad Uzdatniania Wody Raba zaopatruje w wode wiekszo$¢
dzielnic miasta Krakéw. Zdolno$¢ produkcyjna zakladu wynosi 186 000 m3?/dobe. Woda w tym
zakladzie oczyszczana jest przy wykorzystaniu ozonu, promieni UV oraz podchlorynu sodu
wytwarzanego przez elektrolizery z soli kuchenne;j.
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Rys.2 Zaklad Uzdatniania Wody Raba [9].

2.3. Odczynniki i aparatura

Odczynniki:
* benzo(a)piren (wzorzec 10 ng/ul dr Ehrenstorfer),
» antracen (wzorzec 10 ng/ul dr Ehrenstorfer),
» woda o czysto$ci do HPLC (firmy BAKER),
» acetonitryl (firmy BAKER),
= 2-propanol (firmy POCH),
= hyamina 1622 (firmy BDH),
» wegiel Aqua Sorb BP-2 PAC-S (Zaklad Uzdatniania Wody Raba),
» zloze (Zaklad Uzdatniania Wody Raba),
» piasek o uziarnieniu 0,02mm (laboratorium Katedry Technologii Materialdéw Budowlanych,
WIMiC, AGH)
= cykloheksan (firmy POCH),
= dichlorometan (firmy POCH).

Aparatura:
» wysokosprawny chromatograf cieczcowy HPLC firmy Dionex 2z kolumng RP C18
150 X 4,6 mm, uziarnienie 5um,
» laznia ultradzwiekowa Emag, o mocy ultradzwiekéw 80 W,
» wiréwka Centifuge MPW 260,
= kolumienki ekstrakcyjne BAKERBOND spe PAH Aqua, 6ml.

» Drobny sprzet laboratoryjny:
» zlewki szklane o pojemno$ci 25ml,
» kolby szklane o pojemnosci 50 ml,
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» pipety automatyczne:

* 0 pojemnosci 5-50ul firmy HIRSCHMANN LABORGERATE,

» o pojemnosci 5ml firmy eppendorf Research plus,

» waga analityczna firmy RADWAG, o dokladnosci 0,0001g,

» strzykawki medyczne z tworzywa sztucznego o pojemnosci 5ml firmy Becton Dickinson.

2.4. Przygotowanie probek

Ze zloza i wegla pozyskanych z Zakladu Uzdatniania Wody Raba przygotowano trzy rodzaje
ukladow sorpcyjnych:

* mieszanina wegla aktywnego i piasku,

» wegiel aktywny,

» zloze z zakladu.

Poczatkowo odwazono 30,000 g piasku (oczyszczonego za pomocga HCl 1:1) i 0,500 g wegla.
Nastepnie mieszanine zhomogenizowano poprzez ucieranie w mozdzierzu, z ktorej odwazono 0,850
giprzeniesiono na saczek umieszczony w strzykawce. Do kolejnej strzykawki odwazono 0,014g wegla
aktywnego, co odpowiada jego zawartosci w 0,850 g przygotowanej mieszaniny. W ostatniej
strzykawce umieszczono zloze z zakladu, ktorego objeto$¢ byla poréwnywalna z objetoscig
zajmowana przez mieszanine.

Do kazdej probki umieszczonej w strzykawce dodano po 20ul roztwordéw wzorcowych
benzo(a)pirenu i antracenu oraz poddano je sonifikacji (15min). Nastepnie przez przygotowane filtry
przepuszczono probki wody surowej i ozonowanej o objetosci 10 ml. Kolejnym krokiem byto
wykonanie desorpcji poprzez przepuszczenie po 2,5ml acetonitrylu przez wczesniej uzyte filtry
(mieszanina wegla aktywnego i piasku, zloze). W przypadku gdy w roztworze przefiltrowanym
znalazly sie fragmenty filtra, probki odwirowano w wiréwce przez 10min.

Kolejnym etapem przygotowania probek do analizy chromatograficznej bylo wykonanie ekstrakcji
do fazy stalej (SPE). Do kazdej zlewki dodano po 12ul hyaminy, w celu wyptukania zwigzkéw WWA
z uzywanych kolumienek do SPE. Nastepnie przeprowadzono etap kondycjonowania
kolumienek, poprzez dodanie do nich kolejno po 4ml cykloheksanu i dichlorometanu. Po kazdym
przepuszczeniu rozpuszczalnika przez zloze suszono je przez 15s za pomocg suchego powietrza. W
dalszej kolejnosci do wszystkich kolumienek dodano po 5ml 2-propanolu oraz wcze$niej
przygotowanego roztworu woda/2-propanol (w stosunku 92:8). Roztwor ten przygotowano poprzez
pobranie 4ml 2-propanolu do kolbki o pojemnos$ci 50ml i uzupeinienie woda destylowang do kreski.
Po etapie kondycjonowania przez kolumienki przepuszczono roztwory badanych prébek.

2.5. Pomiar

Oznaczenie analitow w prébkach przeprowadzono za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej kolumnowej. Pomiar dla kazdej probki przeprowadzono trzykrotnie, w odwréconym
ukladzie faz. Jako faze ruchomg wykorzystano acetonitryl. Przyjete warunki rozdziatu to H,O : ACN
(55:45). Zostaly one dobrane na drodze optymalizacji metody oznaczania zwiazkéw WWA. NatezZenie
przepltywu wynosito 1ml/min, a dlugosci fali dla detektora UV/VIS ustalono na A=252nm (antracen)
oraz A=265nm (benzo(a)piren). W celu wyznaczenia krzywej kalibracyjnej przeprowadzono pomiary
roztwordw wzorcowych badanych zwiazkdw o stezeniach 5ng/ml, 10 ng/mL i 20 ng/mL. Dla kazdej
probki pomiar wykonano trzykrotnie a otrzymane wyniki usredniono.
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2.5. Wyniki i obliczenia

W tabeli 2 zebrano wyniki oznaczenia roztwordw wzorcowych benzo(a)pirenu i antracenu przy
wykorzystaniu metody HPLC. Na ich podstawie sporzadzono wykresy krzywych kalibracyjnych dla
antracenu (Rys.3.) i benzo(a)pirenu (Rys.4.).

Tabela 2. Wyniki oznaczenia roztworéw wzorcowych benzo(a)pirenu i antracenu metodg HPLC.

Pole powierzchni pod pikiem

Wzorce Czas retencji [min] [mAU]

5 ng/ml

0,1200
Antracen 8,730 0,1000
0,1110

0,0260

Benzo(a)piren 9,942 0,0260
0,0280

10 ng/ml

0,2300

Antracen 8,790 0,2270

0,2260

0,0519

Benzo(a)piren 10,060 0,0512
0,0517

20 ng/ml

0,4600

Antracen 8,790 0,4600

0,4700
0,1062
Benzo(a)piren 10,060 0,1074

0,1070
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Rys.3 Krzywa kalibracyjna antracenu (réwnanie regresji: y=0,0235x-0,0075).
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Rys.4 Krzywa kalibracyjna benzo(a)pirenu (réwnanie regresji: y=0,0054x-0,001).

Pomiar probek rzeczywistych przeprowadzono w sposéb analogiczny do pomiaru prébek
wzorcowych.
W tabelach 3 i 4 umieszczono wyniki oznaczenia metodg HPLC antracenu i benzo(a)pirenu w
badanych probkach, gdzie:
1 - wegiel aktywny, woda surowa, benzo(a)piren, antracen,
2 —mieszanina piasku i wegla, woda surowa, benzo(a)piren, antracen,
3 - mieszanina piasku i wegla, woda ozonowana, benzo(a)piren, antracen,
4 - 7z}oze, woda surowa, benzo(a)piren, antracen,
5 —woda surowa, benzo(a)piren, antracen, hyamina,
DES 2 — mieszanina piasku i wegla, acetonitryl,
DES 4 - zloze, acetonitryl.
Na podstawie uzyskanych wynikow oraz krzywych kalibracyjnych wykonano obliczenia,
pozwalajgce na wyznaczenie ilo$ci analizowanych substancji w poszczegélnych prébkach (Tab.3,4.).
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Tabela 3. Wyniki oznaczenia antracenu metoda HPLC.

Pole

. . .. Srednie Odchylenie
Prébka pow1e1:zs:hn1 Stezenie stezenie standardowe
pod pikiem [ng/ml] [ng/mi] [ng/ml]
[mAU]

0,0590 2,83

1 0,0540 2,62 2,72 0,11
0,0560 2,70
0,4400 19,04

2 0,4300 18,62 18,5 0,7
0,4100 17,77
0,4100 17,77

3 0,4000 17,34 17,3 0,4
0,3900 16,91
0,1600 7,13

4 0,1700 7,55 7,41 0,25
0,1700 7,55
0,4400 19,04

5 odzysk 0,4300 18,62 18,9 0,2
0,4400 19,04
0,1400 6,28

DES 2 0,1400 6,28 6,14 0,25
0,1300 5,85
0,1300 5,85

DES 4 0,1300 5,85 5,99 0,25
0,1400 6,29
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Tabela 4. Wyniki oznaczenia benzo(a)pirenu metoda HPLC.

Pole . .. Srednie Odchylenie
. powierzchni Stezenie L.
Probka o stezenie standardowe
pod pikiem [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
[mAU] & &
1 Nie oznaczono
0,1017 19,02
2 0,1021 19,09 19,05 0,04
0,1018 19,04
0,1000 18,70
3 0,0900 16,85 18,1 11
0,1000 18,70
0,0050 1,11
4 0,0050 1,11 1,17 0,11
0,0060 1,30
0,1000 18,70
5 odzysk 0,1100 20,56 19,3 1,1
0,1000 18,70
0,1041 19,46
DES 2 19,3 0,2
0,1025 19,17
0,0140 2,78
DES 4 0,0130 2,59 2,53 0,28
0,0110 2,22

Dla probki 5 wyliczono wspdiczynnik odzysku ze wzoru (1):

Ry ==-100%

gdzie:

Ry - wspolczynnik odzysku [%],

C, - 0znaczona zawarto$¢ analitu [ng],
C - znana zawarto$¢ analitu [ng].

Uzyskane warto$ci wspotczynnika odzysku wynoszg odpowiednio:

= antracen: Ry, = 94,5 %
= Dbenzo(a)piren: Ry, = 96,6 %
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2.6. Dyskusja i wnioski

W proébce, ktdora przefiltrowano przez wegiel aktywny (1) nie udalo sie oznaczy¢ benzo(a)pirenu,
poniewaz jego ilo$¢ w tym roztworze byla ponizej granicy oznaczalnosci, ktora wynosi 2,27ppb.
Natomiast zawarto$¢ antracenu po filtracji w tej prébce jest mniejsza od zawarto$ci w pozostatych
probkach. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze wegiel aktywny najlepiej z badanych filtré6w adsorbuje
antracen z roztworéw wodnych. Wynik ten moze by¢ jednak zaburzony przez to, ze filtr ten ze
wzgledu na drobne uziarnienie w duzej ilosci przedostal sie przez saczek podczas filtrowania.
Konieczne bylo odwirowanie prébki, co spowodowalo dluzszy czas kontaktu wegla z prébka (a tym
samym adsorpcji), niz w przypadku innych filtrow.

W przypadku prébek 2 i 3 badania byly prowadzone na przygotowanej samodzielnie mieszaninie
piasku i wegla aktywnego. Przez filtry przepuszczone zostaly woda surowa (2) i ozonowana (3).
Zaréwno w przypadku antracenu jak i benzo(a)pirenu, zwigzki zostaly slabo zaadsorbowane.
Swiadczy to o slabej efektywnos$ci przygotowanego filtra, co moze wynikaé ze zbyt duzej ilosci piasku
uzytego do sporzadzenia mieszaniny.

Wilasciwosci adsorpcyjne zloza uzywanego w Zakladzie Uzdatniania Wody Raba byly badane w
probce numer 4. Zawartosci oznaczanych zwiazkdw w tym roztworze sa mniejsze niz w roztworach
przepuszczonych przez przygotowana mieszanine. Zloze to jest wiec bardziej efektywnym
adsorbentem zanieczyszczen organicznych znajdujacych sie w roztworach wodnych. Moze by¢ to
spowodowane inng proporcja piasku i wegla w zlozu w poréwnaniu do przygotowanej mieszaniny,
roznica w uziarnieniu lub sposobie przygotowania obu filtrow.

Prébka numer 5 zostala przygotowana jako probka odniesienia, dlatego nie zostata przefiltrowana.
Pozwolilo to na wyliczenie odzysku na etapie zageszczania (SPE) dla antracenu i benzo(a)pirenu. Z
wartosci odzysku wynika, ze proces ten mial dobrg efektywno$¢, a tym samym blad pomiaru dla
pozostatych prébek by} niski.

Dla probek 2 i 4 zostala wykonana desorpcja w celu sprawdzenia ilo$ci badanych zwigzkow, ktdre
ulegly retencji na materiale filtracyjnym. kLaczna zawarto$¢ antracenu, jak i benzo(a)pirenu w
probkach 2 i DES 2 (filtrowanych na mieszaninie zawierajacej wegiel aktywny) byla wieksza od
wprowadzonej do roztworu. Moze to §wiadczyc¢ o tym, ze wegiel aktywny zawierat oznaczane zwigzki.
W trakcie desorpcji zostaly one z niego wymyte przez rozpuszczalnik organiczny, co wplynelo na
wynik oznaczenia. W przypadku prébek 4 i DES 4 laczna zawarto$¢ poszczegolnych analitow
nieznacznie rézni sie od iloSci wprowadzonej do roztworu. Moze wynika¢ z tego, Ze sposéb
przygotowania zloza ma wplyw na wiarygodno$¢ oznaczen (ze zloza nie sa wymywane dodatkowe
zanieczyszczenia).

Z przeprowadzonych badan wynika, iz najlepsza efektywnoscia oczyszczania wody z antracenu
charakteryzuje sie filtr przygotowany z wegla aktywnego. W przypadku benzo(a)pirenu najlepsze
wyniki uzyskano dla filtra wykonanego ze zloza stosowanego w Zakladzie Uzdatniania Wody Raba.
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