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Uvod

V oblasti monitorovani kvality podzemnich, povrcho-
vych a pitnych vod hraji dilezitou roli pfenosné analyzato-
ry, které umoznuji rychlé a jednoduché stanoveni vybra-
nych ukazatell jakosti vod. Hlavni vyhodou téchto analy-
zatorll je okamzitd informace o obsahu pfislusné latky ve
vode¢. Pti analyze v terénu nemusi byt vzorek zakonzervo-
vén a jsou omezena rizika spojend s transportem a uchova-
vanim vzorku. Diskutabilni mize byt pfesnost téchto ana-
lyzatort a tedy vyuzitelnost ziskanych vysledkl v praxi.
Proto byl v ramci této prace otestovan prenosny analyzator
Fotometr PF-12 urceny pro rychlou analyzu vod v terénu.

Jednim ze zakladnich ukazatelll jakosti vod je obsah
dusi¢nand. Ve vodach mohou NO; vznikat pfirozenymi
biochemickymi procesy nebo do nich pronikaji v disledku
antropogenni ¢innosti, a to zejména ze zemédélstvi. Ve
vztahu k zivotnimu prostfedi mohou NO; zpisobovat
eutrofizaci vod', ktera piisobi negativné jak na organismy
zijici ve vodach, tak na ¢lovéka. Dale se sleduje obsah
NO; v pitné vodé, kde je wupraven vyhlaskou
&.252/2004 Sb. (cit.?), protoze mohou pii zvyieném vy-
skytu zpiisobovat methemoglobinemii nebo tvorbu nitrosa-
mind, které jsou organizaci IARC (International Agency
for Research on Cancer) klasifikovany jako pravdépodob-
né karcinogeny ze skupiny 2A (cit.’) a mohou zpusobit
vznik rakovinového bujeni v jatrech, zaludku i moCovém
méchyti. Proto je dilezité mit rychly a jednoduchy nastroj
pro monitorovani a kontrolu obsahu NO;™ ve vodach.
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kou metodou s kyselinou sulfosalicylovou, které upravuje
norma CSN ISO 7890-3 (cit.*). Metoda je zaloZena na
reakcei kyseliny sulfosalicylové s HNO; v prostfedi H,SOy.
Vznika zluta sloucenina, jejiz absorbance se méfti pti vino-
vé délce 415 nm. Dalsi moznosti je spektrofotometrické
stanoveni po reakei s 2,6-dimethylfenolem’ nebo destilaéni
metoda s 4-fluorfenolem®. Pro stanoveni NOs~ lze pouzit
rovnéz voltametrii. Redukce ale probiha za velmi negativ-
niho potencialu a neni mozné ji sledovat ani na rtutovych
elektrodach, které vykazuji Siroké potencidlové okno
v katodické oblasti. Stanoveni proto probihd na zakladé
katalyzované elektrodové reakce v pritomnosti Ce®* iontt
obvykle na rtufovych nebo amalgamovych elektrodach’.
Stanoveni NO; metodou pritokové injekéni analyzy
(FIA) upravuje norma DIN EN ISO 13395:1996 (cit.%).
NO; ptitomné ve vzorku jsou v kadmiovém reduktoru
v prostiedi imidazolového pufru o pH 7,5 redukovany na
NO, . Dale probiha diazotace NO, se sulfanilamidem za
vzniku diazoniové soli, ktera reaguje s N-(1-naftyl)-
ethylendiaminem za vzniku azoslou€eniny, jejiz koncen-
trace, kterd je timérnd koncentraci NO, , resp. NO; , je
stanovena spektrofotometricky pfi vlnové délce 546 nm
(cit.*®). V literatufe byla rovnéz popsana spektrofotome-
tricky sledovand simultdnni neutralizacni mikrotitrace
(SSSNM) a jeji vyuziti pii stanoveni NO;~ ve vodach'.
Tato metoda umoziuje postupné stanoveni amoniakalniho
dusiku i NO;~ ve vodé. NH," ionty jsou vydestilovany
z alkalického roztoku ve formé NHj, ktery je zachycen
v roztoku NH4C1 v absorp¢ni koloné. pH prostiedi je upra-
veno na hodnotu kolem 5. Absorpéni néplii je pak alkali-
zovana NH;. Barevna zména indikatoru methylcervené se
sleduje fotometricky a je kompenzovana ptidavkem HCI.
NO; se pred vlastnim stanovenim redukuji Dewardovou
slitinou (DS) v alkalickém prostfedi opét na NHj.
V jednom experimentu je mozné stanovit nejdfive NH,"
a poté NO; ™ (cit.'™'").

Cilem této prace je ovéfeni moZnosti stanoveni NO5 -
ve vodach prenosnym fotometrickym analyzatorem a sou-
¢asné porovnani samotné metody i dosaZenych vysledkl
s jinymi metodami. Jde nejen o porovnani vysledkd dosa-
zenych pomoci Fotometru PF-12, FIA a SSSNM, ale také
o celkové zhodnoceni pouzitych metod z hlediska presnos-
ti a spravnosti stanoveni, ndro¢nosti obsluhy, nakladli na
provoz apod.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje a chemikalie
Pro stanoveni NO; ve vodach byl pouZit pfenosny

spektrofotometricky analyzator Fotometr PF-12 (obr. 1,
MACHEREY-NAGEL, Némecko), destilacni aparatura
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Obr. 1. Prenosny fotometr PF-12 se sadou VISOCOLOR
ECO pro stanoveni NO;~

pro SSSNM napojena na mikroampérmetr a zahfivana
topnym télesem (obr. 2, cit.'®) a pritokovy analyzator FIA
Compact (MLE, Némecko) vybaveny softwarem FIA Con-
trol 1.0. Pro pfipravu standardnich roztoki NO; byly pou-
zivany analytické vahy (Denver Instrument, USA) a pro
davkovani roztokti mikropipety Biohit (Biohit PLC, Fin-
sko). Méfeni, s vyjimkou terénnich analyz, probihala za
laboratorni teploty (23£2 °C). Pro méfeni reak¢éniho Casu
slouzily stopky.
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Obr. 2. Schéma spektrofotometricky sledované simultianni
neutraliza¢ni mikrotitrace; 1 — absorpéni kolona, 2 — fotoelek-
tricky snimac¢, 3 — zdroj viditelného svétla, 4 — vypustni otvor, 5 —
pfivod amoniaku, 6 — mikrobyreta, 7 — monitorovani barevnych
zmén
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Chemikalie pro pfipravu standardnich roztoku byly
Cistoty p.a. Roztok NO;~ (50 mg I'") byl piipraven z pev-
ného NaNOj; (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., CR) rozpus-
ténim piesné navazky v destilované vodé. Byl uchovavan
v lednici pti 4 °C bez pristupu svétla, a to po dobu 2 dnti.
Roztok o koncentraci 15 mg "' a kalibra¢ni standardy pro
FIA byly ptipravovany denné Cerstvé fedénim tohoto za-
sobniho roztoku. Pro redukci NO; na NO, byl pouzit
imidazol (Sigma-Aldrich, CR), k diazotaci NO, ™ sulfanila-
mid (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., CR) a ke kopulaci
N-(1-naftyl)-ethylendiamin (Fluka, CR). Pro redukci NO;~
na NH," byla pfi SSSNM pouzita Dewardova slitina
(MERCK, Némecko) a k alkalizaci vzorkt a standardd 4M
NaOH (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., CR). Absorpénim
roztokem byl 0,1M NH,CI (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.o.,
CR) s piidavkem indikatoru 0,001M methylervensd
(Lachema, Brno, CR). 0,1071M HCI byla pfipravena nafe-
dénim 35% HCI (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., CR). Pro
Fotometr PF-12 byla pouzita sada VISOCOLOR ECO
(MACHEREY-NAGEL, Némecko) s pfislusnymi reagen-
ciemi.

Pracovni postupy

Sklenéné kyvety Fotometru PF-12 byly opakované
vyplachnuty vzorkem. Poté bylo nadavkovano 5 ml vzorku
a do referen¢ni kyvety 5 ml destilované vody. Ke vzorku,
resp. k destilované vodé bylo pfidano 5 kapek cinidla
ozna¢eného vyrobcem jako Nitrat-1, kyveta byla uzaviena
a promichana. Poté byla ptidana 1zicka ¢inidla Nitrat-2.
Lzicka byla soucasti sady. Kyveta byla uzaviena, 1 min
siln¢ tfepana a ponechana 5 min v klidu, aby prob¢hla
pfislusnd chemické reakce. Mezi tim byla na analyzatoru
nastavena metoda pro stanoveni dusi¢nantt (pouzitelné
koncentracni rozmezi 4-60 mg I NO;), do kyvetového
prostoru byla vlozena kyveta se slepym vzorkem a byla
nastavena nula. Po uplynuti reakéni doby byl do analyzato-
ru umistén vzorek, bylo provedeno méfeni stiskem tlacitka
M a odecten vysledek.

U FIA byly vzdy na Gvod prace pfipraveny kalibra¢ni
roztoky (0,2; 0,5; 2; 5 a 10 mg I NO;"). Priklad ziskané
kalibra¢ni zavislosti je uveden na obr.3. Vzhledem
k nastavenému  koncentratnimu rozsahu analyzitoru
a tomu odpovidajicimu rozsahu kalibracni zavislosti byly
vzorky pro analyzu fedény. Bylo pfipraveno vzdy 50 ml
roztoku, a to zfedénim 5 ml modelovych roztokd (50 mg 1™
a 15 mg 1) a balené pitné vody, resp. 10 ml vody odebra-
né zrybniku Podhart a zpfehrady Les Kralovstvi,
v lokalit¢ Dvora Kralové nad Labem (obr. 4). Pitnd voda
z vefejné vodovodni sité byla analyzovana bez fedéni.
Soucasn¢ byly pfipraveny slepé vzorky. Vzorky byly pte-
vedeny do sklenénych nddobek k analyze. Na pocitatovém
softwaru FIA Control byly nastaveny 3 opakovani analyzy
a zaznamenavaly se odpovidajici hodnoty absorbance.

Pti SSSNM bylo do tfihrdlé reakéni bailky odméfeno
50 ml vzorku, byla uzavfena destilacni aparatura (obr. 2)
a priveden stripovaci proud vzduchu. Mikroampérmetr byl
nastaven na nulu a po ustaleni bylo do barky ptfidano
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Obr. 3. Kalibra¢ni zavislost namérena metodou FIA

10 ml 4M NaOH a 0,5 g DS. Poté byla spusténa chladici
voda a zapnut vafi¢. Vznikajici NH; byl jiman
v absorpcnim roztoku, coz se projevilo zloutnutim ptvod-
né rizové napln€. Zmeéna byla sledovana spektrofotome-
tricky a projevila se vychylkou na mikroampérmetru. Ta
byla priibézng kompenzovana ptidavky HCI (0,1071 mol I'™).
Stanoveni bylo ukonceno v okamziku, kdy se jiz barva
absorp¢ni népln¢ neménila. Obsah NO; byl vypocten ze
spotieby HCIL. Pti analyze pfirodni vody bylo ovéfeno, ze
se v ni nevyskytuje detegovatelné mnozstvi amonnych
iontl, které by muselo byt pied redukci vzorku DS oddes-
tilovéano.

Byly odebirany dva vzorky pfirodnich vod z piehrady
Les Kralovstvi a z rybniku Podhart’. Voda byla odebirana
do PET lahvi, které byly 3x vyplachnuty vzorkem a poté
naplnény po okraj a uzavieny. Na misté¢ odbéru byl ihned
stanoven obsah NO; Fotometrem PF-12. Vzorky byly
uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C bez pfistupu svétla.
Analyza pomoci FIA a SSSNM probé¢hla nasledujici den
po odbeéru.

Vysledky a diskuse

Cilem této prace bylo ovéfeni moznosti stanoveni
NO; pienosnym analyzatorem Fotometr PF-12 a porovna-
ni této metody i dosazenych vysledkt s dal§imi postupy
stanoveni NO3 ve vodach. Vedle Fotometru PF-12 byla
pouzita FIA a SSSNM. Stanoveni NO; bylo nejdtive tes-
tovino na modelovych roztocich o koncentraci
50a 15mgl". Tyto koncentrace byly vybrany vzhledem
k hygienickym limitim pro NO;~ v pitné vod&®. Dal§imi
vzorky byly balena voda a pitna voda z vefejné vodovodni
sité. Balena nesycena voda znacky ARO od vyrobce FON-
TEA as. méla vyrobcem deklarovanou koncentraci
112mgl" NO;. Uvodovodni pitné vody odebrané
z vefejné vodovodni sit¢ na Univerzité Pardubice nebyl

449

Laboratorni pfistroje a postupy

Bukovina

-Nemojow
Balni. ? ot

Daolni
Brusnice

g o7
esna
\ Novh Lesy,
~
N7 N {294
—
BBy ..~ y_ " Dvur Kralové
~ ) nad Labem
Wiadparlz
R
X

Obr. 4. Lokality odbért vzorki; 1 — pfehrada Les Kralovstvi, 2
—rybnik Podhart’

obsah NO; zndmy. Na z&vér byly analyzovény vzorky
pfirodni vody, a to z prehrady Les Kralovstvi a rybnika
Podhart’. Stanoveni NO; bylo vzdy zopakovano 3x a zis-
kané vysledky jsou shrnuty v tab. 1.

Z vysledkt vyplyva, ze vSechny tfi metody jsou vhod-
né ke stanoveni NO; v modelovych vzorcich vod a balené
pitné vodeé. Nejpresnéjsi, nejspravnéjsi (na hladiné vy-
znamnosti a=0,05) a nejlépe opakovatelné vysledky pii
analyze vzorkl se zndmym obsahem NO; byly ziskany
s vyuzitim FIA. RovnéZ hodnoty stanovené Fotometrem
PF-12 se shodovaly s deklarovanym obsahem NO; (na
hladin€ vyznamnosti a=0,05) a relativni odchylky od dané
koncentrace dusi¢nanti se aZ na vyjimky pohybovaly ko-
lem 1%. Vysledky ziskané svyuzitim SSSNM
v modelovych vzorcich vod a balené pitné vod¢ (na hladi-
né vyznamnosti a=0,05) byly rovné€Zz spravné, relativni
chyby stanoveni se pohybovaly do 5 %, ale rozptyl jednot-
livych vysledkii byl vétsi. Pii analyze vzorkl pitné vody
opét poskytly vSechny metody spravné vysledky, i kdyz
v ptipadé Fotometru PF-12 byl obsah dusi¢nant
v kohoutkové vod¢ pod mezi stanovitelnosti (LOQ) pfi-
stroje. I tento vysledek byl v souladu se zavéry z dalSich
porovnavacich metod. Pfi analyze pfirodnich vod bylo dosa-
zeno shodnych vysledkti (na hladingé vyznamnosti a=0,05)
pri stanoveni dusi¢nanii v terénu Fotometrem PF-12
a v laboratofi s vyuzitim FIA, a to zejména v piipadé ryb-
niku Podhart. SSSNM poskytla pro tento typ vzorki vy-
sledky, jejichZ intervaly se v pfipad€ piehrady Les Kréalov-
stvi prekryvaly a v ptipad¢ rybnika Podhart’ neptekryvaly
s intervaly spolehlivosti dalSich dvou pouzitych pfistroji
(na hladiné vyznamnosti a=0,05). Rozdil mize byt zda-
vodnén zejména principialni odliSnosti jednotlivych me-
tod, kdy i pfipadné interferujici latky pfitomné ve vodach
mohou mit rlizny vliv na sledovanou reakci, resp. odezvu
analyzatoru. Dulezitym zavérem je zjisténi, ze Fotometr
PF-12 je velmi dobfe pouzitelny pro stanoveni NO; ve
vodach a poskytuje vysledky srovnatelné s ostatnimi testo-
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Vysledky stanoveni NO; v modelovych a realnych vzorcich vod (hladina vyznamnosti a=0,05)

Vzorek Fotometr PF-12 FIA SSSNM
stanoveno vytéznost stanoveno vytéznost stanoveno vytéznost

[mg 1] [70] [mg1'] (%] [mg 1] (%]

Modelovy roztok 49,77+0,30 98,6-100,4 49,970+0,077 99,8-100,2 50,6£1,5 96,2-104,8

50 mg ' NO;~

Modelovy roztok 15,23+0,25 98,7-103,3 15,000+0,066 99,3-100,7 15,13+0,37 97,3-104,7

15 mg "' NO;~

Balena pitna voda 11,33+0,23 98,2-104,5 11,200+0,066 99,1-100,9 11,07+0,20 96,4-101,8

11,2 mg "' NO;~

Vodovodni pitna <4 - 3,770+0,038 --- 3,65+0,10 -

voda

Piehrada Les 6,700+0,066 - 6,620+0,066 --- 6,92+0,24 -

Kralovstvi

Rybnik 18,200+0,066 - 18,300+0,066 --- 16,77+0,20 -

Podhart’

vanymi metodami, a to i pfi analyze provedené v terénu.

Stanoveni NO; Fotometrem PF-12 bylo navic nejmé-
né narocné ze vsech pouzitych metod. Méteni bylo jedno-
duché a rychlé. Analyza vzorku trvala maximalné 7 min
od odbéru vody az po vysledny obsah NO; . Vyhodou je
zejména automatickd kalibrace provedend vyrobcem
a pfipravené fady testll s prislusnymi Cinidly. Vystupem
méfeni je pfimo stanoveny obsah NOs ve vod¢. Metoda
nevyzaduje vypocty s vyjimkou fedéni vzorku. Spotieba
chemikalii je velmi mal4. Nespornou vyhodou je velikost
analyzatoru a usporadani v kufiiku vcetné potiebného
ptisluSenstvi, takZe je pfenosny a je moZné analyzovat
vzorky v terénu hned po odbéru. Nevyhodou analyzatoru
mize byt omezeny vyuzitelny koncentra¢ni rozsah s LOQ
4mg 1. Pro aplikace v souvislosti s monitorovanim ja-
kosti pfirodnich vod je vSak tato citlivost dostatecna.

FIA je rovnéz pomérné jednoduchou automatickou
laboratorni metodou pro stanoveni NO; . Z hlediska caso-
vé narocnosti ji lze povazovat za velmi rychlou, protoze
umoziiuje analyzovat velké mnozstvi vzorkt v kratkém
case. Doba potiebna k analyze jednoho vzorku je kolem
2 min. Nevyhodou je nutnost kalibrace, ktera prodluzuje
analyzu o Cas potfebny k ptipravé kalibraénich roztokd
a jejich analyzu. To souvisi i s vétsi spotiebou Cinidel. FIA
klade také vétsi naroky na obsluhu a vyzaduje urcité zacvi-
¢eni. Velkou vyhodou je Siroky vyuzitelny koncentracni
rozsah (0,2-20 mg 1" NO;~ v nefedéném roztoku) a vyso-
ka presnost a opakovatelnost stanoveni. SSSNM vyzado-
vala nejvétsi zruénost, zkusenosti analytika a kladla nej-
vétsi naroky na provedeni. S tim mohou souviset vysledky,
které vykazovaly vétsi rozptyl a horsi opakovatelnost nez
pii pouziti FIA i Fotometru PF-12. Celkové byla metoda
kolem 1 hodiny nebo i vyrazné¢ déle, pokud bylo tieba
odstranit pfitomné NH," ionty. RovnéZ spotieba chemika-
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lii byla vétsi. Naopak vyhodou je moznost stanoveni
vjednom experimentu nejdiive NH," a nasledné NOs .
Citlivost metody je srovnatelnd s pfenosnym analyzato-
rem, kdy LOQ se pohybuje kolem 1 mg I"' NO5 ™.

Z hlediska pofizovacich nékladii je Fotometr PF-12
dostupny za nékolik desitek tisic korun. K analyzatoru jsou
dodéavany tady testi pro stanoveni riznych parametra sou-
visejicich s jakosti vod. Naptiklad pouZzitd sada pro stano-
veni dusi¢nanii umozni provedeni pfiblizn¢ 110 analyz
ajeji cena se pohybuje do 1000 K¢. FIA patii do vyssi
cenové relace s pofizovacimi naklady v fadu nékolika set
tisic korun. Nédklady na analyzu jednoho vzorku jsou
v desitkdch korun. Aparatura pro SSSNM je slozena
z riznych ¢asti, které jsou bézné dostupné v laboratofich.
Celkové naklady na pofizeni systému jsou srovnatelné
s Fotometrem PF-12.

Zavér

Tato prace byla zaméfena na testovani moznosti sta-
noveni NO3~ ve vodach pfenosnym analyzitorem Fotometr
PF-12 a porovnani této metody i dosazenych vysledki
s dalsimi postupy stanoveni dusi¢nantl, a to pritokovou
injekéni analyzou a spektrofotometricky sledovanou si-
multanni neutralizaéni mikrotitraci. Lze Kkonstatovat, ze
prenosny analyzator Fotometr PF-12 je pro stanoveni
NO; velmi dobfe pouzitelny a poskytuje vysledky srovna-
metodami. Analyza je rychld, levna a velmi jednoduchd na
provedeni.

Podékovani za financni podporu patii Univerzité
Pardubice (projekt No. SGSFChT 2015006).
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