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Sposéb ilosciowego oznaczania fenolu w wodzie

Przedmiotem wynalazku jest sposéb dyfuzyjnego przeprowadzania ilo§ciowego oznaczania fenolu w wodzie
z zastosowaniem Zelu agarowego, jako §rodowiska reakcji oznaczania.

Do oznaczania ilosciowego fenoli w wodzie stosuje si¢ dotychczas metod¢ bromometryczng, jodometrycz-
ng i wagowa, réznego rodzaju metody kolorymetryczne, chromatograficzne i spektrofotometryczne.

Metody bromometryczna, jodometryczna i wagowa wymagaja zawsze destylacji badanych préb wody,
a w metodach kolorymetrycznych mozna tylko wyjatkowo opuscié destylacjg. Destylacja jest czasochionna
i ucigzliwa zwlaszcza, gdy laboratorium musi zbadaé kilkanascie prébek dziennie.

Metody kolorymetryczne pociagaja za soba Zmudne przygotowywanie wzorcdw, a ponadto nie zawsze dajg
moznos¢ bardzo doktadnego odczytu wynikow, poniewaZz w pewnym stopniu badana woda rézni si¢ od nich.

Metody chromatograficzne stuza raczej do rozdzielania fenoli z mieszaniny i do ich identyfikacji, gdy za$
wykorzystuje si¢ je do celéw ilo§ciowych, sa one skomplikowane i pracochtonne, dajac btad wyniku okoto kilku
procent.

Metody spektrofotometryczne wymagaja drogiej aparatury, préby wody muszg by¢ w wigkszosci destylo-
wane, wymagaja tez fachowej obstugi.

Powszechnie zostato stwierdzone, iz wyniki analizy tej samej probki wody, uzyskane réZnymi metodami, sq
przewaznie mato zgodne lub tez niezgodne. Dlatego teZ istnieje zasada podawania przy kazdej ekspertyzie
metody jakg zastosowano.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu iloSciowego oznaczania fenolu w wodzie, taniego 1prostego
oraz szybkiego i doktadnego, w ktérym mozna by pominaé destylacje i ktéry nie bedzie wymagal stosowania
drogiej aparatury ani wysokokwalifikowanej obstugi.

Cechg charakterystyczna sposobu wedtug wynalazku jest to, Ze ofrodkiem reakgcji jest ok. 1,5% zel aga-
rowy, zwigzujacy mieszani¢ 1 :1 dwéch odczynikéw, 1% roztworu wodnego FeCly i 1% roztworu wodnego
K3 Fe/CN/¢, a badany roztwor fenolu wprowadza si¢ wilosci 0,25 ml do stalowych cylindréw tak, jak si¢ to
stosuje w biologicznej metodzie oznaczania mocy antybiotykéw; fenol z roztworu wodnego dyfunduje do Zelu
agarowego, dajac reakcje barwna w postaci okraglycl, eranatowych stref, ktérych §rednice moZna mierzyé
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i wyniki odczytac z uprzednio sporzadzonej krzywej wzorcowej lub z nomogramu.

Przyktad I. W zaleznodci‘od ilosci prébek wody zawnera]acych fenole, dostosowuje si¢ objeto$é po-
trzebnego roztworu agaru sproszkowanego.

Gdy bada si¢ jedna prébke wody przygotowuije si¢ w erlenmajerce o pojemnosci okoto 50 ml, 1,5 ml agaru
w roztworze, zawierajacego 0,45 g agaru sproszkowanego w 15 ml wody destylowanej. Po wsypaniu agaru do
wody rozpuszcza si¢ go wstawiajac erlenmajerke do wrzacej tazni wodnej, przetrzymujac tam roztwor nadal aby:
nie zastygt.’

- Oddzielnie przygotowuje si¢ w probéwce 10 ml jednoprocentowego roztworu wodnego FeCl, , oraz w dru-
giej probéwce 10 ml jednoprocentowego roztworu wodnego K3;Fe/CN/¢. Probéwki oznacza si¢ napisami: od-
czynnik 1 i odczynnik 2. Nastepnie do trzeciej probéwki odmierza si¢ pipeta po 7,5 ml odczynnika 1 i odczyn-
nika 2 ( = 15 ml), szybko miesza si¢ dokladnie i cato$¢ wlewa do erlenmajerki z roztworem agaru okoto 3%.
W ten sposob uzyskuje sie¢ péZniej Zel agarowy okoto 1,5%. ;

Po wymieszaniu precikiem szklanym tej mieszaniny i poruszajac erlenmajerka, odpipetowuje si¢ po 10 ml
roztworu agaru z odczynnikami i wylewa na 2 ptytki Petriego. Do pipetowania uzywa si¢ pipety 10 ml z od-
cietym koricem, co znacznie przyspiesza wyptyw roztworu agaru i zapobiega jego krzepnigciu. Nast¢pnie ocze-
kuje sig¢ aZ roztwor agaru. z odczynnikami catkowicie zastygnie. '

Przed wylewaniem mieszaniny agaru z odczynnikami, ptytki Petriego umieszcza si¢ na wypoziomowanym
blacie stotu celem uzyskania warstwy agaru o réwnomiernej wysokosci.

Przed osadzeniem cylinderkéw na powierzchni agaru przygotowuje si¢ podktadke z papieru z rysunkiem.
Rysunek, zawiera koo odpowiadajace powierzchni dna ptytki Petriego, ktéra dzieli si¢ na réwne trzy czesci pod
katem 120°. W srodku trzech promieni kota rysuje si¢ trzy kétka odpowiadajace $rednicy cylinderkéw. Uzy-
wajac takiej podkladki osadza si¢ trzy cylinderki na powierzchni zelu agarowego.

Do cylinderkéw wkrapla si¢ po 0,25 ml badanej wody z fenolem, za pomoca pipetki 1-milimetrowej, lub
strzykawki tuberkulinowej. Na dwdch plytkach przeprowadza si¢ w ten sposéb szes¢ réwnolegtych oznaczen,
z ktérych wyciaga sie srednia z 6 wynikow.

Sam Zel agarowy z odczynnikami jest przejrzysty, barwy zielonej. Fenol obecny w cylinderkach reaguje
(droga dyfuzji do zelu agarowego) z odczynnikami w ten sposGb, Zze naokoto cylinderkéw powstaja regularne,
okragte strefy, koloru granatowego.

Odczytywanie wynikéw odbywa si¢ nastepujaco: przy kazdym cylinderku mierzy si¢ §rednicg¢ powstatej
strefy wraz z cylinderkiem, podajac wyniki w milimetrach, a uzywajac do tego celu cyrkla i papieru milimetro-
wego. Stosuje si¢ tez oswietlenie dna ptytki tak, jak przy biologicznej metodzie oznaczania antybiotykéw.
Podobnie tez jak w tej metodzie wyznacza si¢ krzywa wzorcowa lub opracowuje nomogram. Na podstawie
wielkosci Srednicy granatowych stref okresla si¢ stezenie fenolu w wodzie. Kazde laboratorium powinno sobie
opracowaé krzywa wzorcowa lub nomogram, dostosowane do swoich warunkéw oraz uzywanych ptytek jakie
zastosuja. Ptytki bowiem s3 réznej srednicy. -

W opisanym przypadku stosowano plytki o §rednicy 10 cm oraz znane roztwory fenolu w wodzie. Czas
odczytywania wynikéw waha si¢ w granicach 1 godziny do 12 godzin. W zaleznosci od stg¢zenia fenolu w cylin-
drach. Barwa stref jest mniej intensywna przy niZzszych stezeniach fenolu niZz przy wyzszych. Przy wyzszych
stezeniach fenolu reakcja wystepuje szybciej i szybciej osigga ostra granice stref.

Przyktad II. Gdy zachodzi potrzeba zbadania wigkszej ilosci prébek wody, mozna si¢ ograniczy¢ do
jednej plytki Petriego na jedng prébke wody, uzyskujac w podany wyzej spos6b trzy réwnolegle oznaczenia,
z ktérych wyciaga si¢ srednig z trzech wynikéw.

Badajac 20 prébek wody przygotowuije si¢ w duzej erlenmajerce 110 ml roztworu agaru sproszkowanego
(3,3 g agaru) 110 ml wody destylowanej w fazni wodnej jak opisano poprzednio w przykiadzie pierwszym.
Odczynniki przygotowuje si¢ w odpowiednio wigkszej ilosci tak aby uzyskaé 110 ml. Mieszaning odczynnikéw
w stosunku 1 : 1 wlewa si¢ szybko do roztworu agaru. Nastepnie po wymieszaniu, odmierza si¢ za pomocg pipety
z odcigtym koricem po 10 ml i wlewa na dwadziescia plytek.

Uwaga: lepiej jest przygotowaé roztwdr agaru z odczynnikami w nadmiarze, aby mieé¢ do dyspozycji
ptytki rezerwowe. Dalsze postgpowanie jest takie samo jak w przyktadzie pierwszym.

Przyktad Il Celem uzyskania wigkszych stref i wigkszej réZnicy w ich wielkoéci mozna zasto-
sowaé¢ dwie warstwy agaru, jak to stosuje si¢ w metodzie biologicznej oznaczenieantybiotykéw z tg réznics, Ze
zamiast 21 ml podktadu agarowego oraz 4 ml gérnej warstwy, stosuje si¢ 10 ml podktadu i 5 ml roztworu agaru
z odczynnikami jako gérng warstwe.

Dolng warstwg Zelu agarowego (podktad) przygotowuije si¢ stosujac roztwér agaru okoto 2% (2 g agaru na
100 ml H, O dest.) Po jej zupelnym skrzepnigciu wlev.a si¢ gérng warstwe zawierajaca, jak poprzednio opisano,
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mieszaning roztworu okolo 1,5% agaru wraz z odczynnikami. Dalsze postgpowanie przebiega jak w przy-
ktadzie I.

Sposéb wedtug wynalazku zostal opracowany w oparciu o eksperymentalne stw1erdzeme dyfuzji fenolu
(roztworéw wodnych) do Zelu agarowego, w ktérych reakcja przebiega réwnomiernie, w réznych kierunkach,
tworzac z odczynnikami okragte, regularne i barwne strefy o ostro odgraniczonych od podtoza brzegach. - .

Moze znaleZ¢ praktyczne zastosowanie do badania postepu rozktadu fenoli w poszczegdlnych etapach
.oczyszczalni biologicznej, okreslania sity aktywnosci nowo wyosobnionych szczepéw drobnoustrojéw rozktada-
jqcycﬁ fenole, laboratoryjnych badari na modelach doswiadczalnych, ktére wymagaja masowych oznaczer zawar-
tosci fenolu (w komorach napowietrzania z osadem czynnym lub w ztozach biologicznych), ilosciowego oznacza-
nia fenoli w wodach i éciekach fenolowych o niskiej ich zawartosci, ilosciowego oznaczania fenoli w $ciekach
o wysokich stgZeniach po zastosowaniu rozciericzen, ktdre sprzyjaja czutosci reakcji a réwnoczeénie pozwalaja

niwelowa¢ ewentualny wptyw innych niz fenole sktadnikéw chemicznych. L

Stosowanie sposobu wedtug wynalazku jest proste i tanie, nie wymaga destylacjl, ktéra ]est komeczna przy
wigkszosci stosowania dotychczasowych sposobéw, na jednej plytce Petriego mozna przeprowadzié trzy réwno-
legte oznaczenia, z ktérych otrzymuje si¢ $rednig z trzech wynikéw. W ciagu jednego dnia mozna wykonaé
analizy kilkunastu do kilkudziesi¢ciu prébek wody. Sposéb jest czuly, ktéra to czuto$é polega na tym, ze
niebieska strefa pojawia si¢ wyraznie przy zawartosci fenolu w prébee = 40 mg f . /1 co w przeliczeniu na obje-
to$é cylinderka wynosi 0,01 mg/0,25 ml.

Mata objgtos¢ prébki badanej wody fenolowej wynoszaca 0,25 ml w cylinderku, kwalifikuje sposéb dyfu-
zyjny do grupy mikrometod.

Zastrzezienie patentowe
Sposéb ilosciowego oznaczania fenolu w wodzie na zasadzie dyfuzji, znamienny tym, Ze stosuje si¢ jako
ofrodek reakcji Zel agarowy, przygotowany przez zmieszanie w stosunku 1 : 1 okoto 3% wodnego roztworu agaru
z mieszaning 1% roztworu FeCl; i 1% roziworu K;Fe/CN/s /1 :1/, a nast¢pnie wprowadza si¢ po 0,25 ml bada-

nego fenolu do ustawionych na powierzchni Zelu agarowego trzech cylinderkéw stalowych, przy czym reakcja
fenolu z odczynnikami wystepuje w postaci okraglych, granatowych stref, ktérych intensywno$é barwy i red-

nica zalezne s3 od st¢zenia fenolu.
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