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Uvod

Dusi¢nanové a dusitanové formy dusiku jsou dilezité
pro svij vliv na zivotni prostiedi a zdravi lidi. Ve vodnich
ekosystémech mohou byt povazovany za zdroje dusiku
mikroorganismy. Takto produkovany dusik muZze byt to-
xicky a zpuisobovat eutrofizaci vod pii vysokych koncen-
tracich. Jak dusitany, tak dusi¢nany jsou dilezité indikato-
ry zneéisténi vod' . V lidském t&le mize dusitan reagovat
se sekundarnimi nebo terciarnimi aminy a tvofit nitrosoa-
miny. V krvi mize dusitan také reagovat s Fe(II) v hemo-
globinu za vzniku methemoglobinu, ktery nema schopnost
prenaset kyslik'~.

Ke stanoveni dusitanti a dusi¢nanti byla pouzita ionto-
va chromatografie*”, kapilari elektroforéza®, plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii’, elektroche-
mické metody *'° a spektrofotometrickd metody™'""”.
Nevyhodou vétsiny téchto metod je nizka reprodukovatel-
nost, Gasova naro¢nost a slozita instrumentace’. Proto je
vyvoj jednoduchych, rychlych a spolehlivych metod pro
stanoveni dusitanti a dusi¢nanti velmi dulezity.

Atomova absorpcni spektrometrie (AAS) je bézné
pouzivand pro stanoveni stopovych a ultrastopovych kon-
centraci kovii a polokovll. Pfimé stanoveni nekovl neni
mozné, protoze jejich rezonancni ¢ary se nachazeji ve va-
kuové UV oblasti pod 200 nm. Tato situace se zménila po
uvedeni na trh prvniho atomového absorpéniho spektrome-
tru s kontinualnim zdrojem zafeni a vysokym rozlisenim
(HR-CS AAS)". Pouzitim prvkové nespecifického zdroje
zateni je mozné méfit absorpci pii jakékoliv vinové délce,
véetné molekulovych past jednoduchych dvojatomovych
molekul.
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Stanoveni koncentraci dusitanti a dusi¢nani je dilezi-
tou slozkou rozboru pitné vody. V piipadé povrchovych
a odpadovych vod a pfi analytické kontrole biologickych
Cistiren odpadnich vod je stanoveni dusitanil a dusi¢nant
zahrnuté do dusikovych bilanci celkového dusiku'.

Cilem této prace bylo navrhnout vhodny postup sta-
noveni dusitanového a dusi¢nanového dusiku na zakladé
tvorby jednoduché molekuly NO pouzitim vysokorozliso-
vaci molekulové absorpéni spektrometrie s elektro-
termickou atomizaci.

Experimentalni ¢ast
Pomtcky a chemikélie

Pouzitd ¢inidla méla potfebnou analytickou Cistotu.
Vsechny roztoky byly pfipraveny pouzitim deionizované
vody, ktera byla piecisténa pomoci zafizeni NanoPure
(Wilhelm Werner GmbH, Leverkusen, Némecko). Voda
pro elektrochemické ucely byla navic pfevarena, aby byla
zbavena plynti v ni rozpusténych. Pouzivané sklo bylo
pfedem umyté deionizovanou vodou a vysusené
v neprasném prostiedi.

Zakladni zasobni roztoky obsahujici 1 gdm™ dusi¢-
nanu a dusitanu byly pfipraveny rozpuSténim dusi¢nanu
sodného a dusitanu sodného (oboji Merck KGaA, Da-
rmstadt, Némecko) v deionizované vodé. Tyto roztoky
byly pouzity k fedéni na roztoky pozadované koncentrace.
Pouzity modifikator 1% (m/V) Ca byl pfipraven rozpuste-
nim chloridu vapenatého (Merck).

V priibé¢hu méfeni byla na promyvani autosampleru
pouzita pouze deionizovand voda, nebot’ ¢isténi pomoci
kyseliny dusicné by mohlo zplisobovat interferenci pfi
vlastnim stanoveni.

Spravnost metody byla ovétena pouzitim certifikova-
ného referencniho materialu Anions — WP QC 1060-20ML
(Sigma-Aldrich, Wyoming, USA).

Ptistrojové vybaveni

Na vyvoj metody a méfeni molekularni absorpce mo-
lekuly NO byl pouzity vysokorozliSovaci atomovy ab-
sorpéni spektrometr ContrAA 700 (Analytik Jena, Jena,
Némecko) s kontinualnim zdrojem zafeni, kterym je xeno-
nova vybojka. Zafizeni je vybaveno pii¢né vyhiivanou
grafitovou kyvetou s integrovanou platformou a linearnim
CCD detektorem.

Jako porovnavaci metoda byla zvolena metoda prito-
kové chronopotenciometrie na pratokovém analyzatoru
EcaFlow 150 GLP (Istran s.r.o., Bratislava, Slovensko).
Pouzita byla prislusna aplikace, ktera je spolecné
s pouzitou makroporézni uhlikovou elektrodou dostupna
od vyrobce.
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Vsechna méfeni byla uskutecnéna v pricné vyhiivané
grafitové kyveté se zabudovanou platformou (typ 407-
A81.026, Analytik Jena, Jena, Némecko). Inertni ochranna
atmosféra byla zajiSt€éna pomoci argonu (Messer, Bratisla-
va, Slovensko) 99,998% ¢istoty s pritokem 2,0 dm® min™'.
Prtok argonu byl v pribéhu teplotniho programu zastave-
ny v kroku, pti kterém dochézelo k tvorbé molekuly NO.
Koncentrace dusi¢nanil a dusitanil byla zjisStovana pomoci
absorpéniho pasu molekuly NO pfi vilnové délce
215,360 nm (cit.'®). P¥ vyhodnocovani vysledki byla pou-
zita suma ploch pikd integrované absorbance na
3 pixelech. Pfi optimalizaci metody byl pouzit roztok ob-
sahujici 20 mg dm™ dusitand a dusi¢nand, davkovany
objem Cinil 20 pl. Do kyvety se dale davkovalo 5 pul 1%
(m/V) Ca.

Vysledky a diskuse
Optimalizace teplotniho programu

Na zabezpeceni maximalni citlivosti metody bylo
nutné optimalizovat zejména podminky nutné na genero-
vani molekuly NO, tj. vhodnou teplotu pyrolyzy a teplotu
tvorby molekuly. Nejprve byl sledovan vliv teploty pyro-
Iyzy na tvorbu molekuly NO v teplotnim intervalu 120 az
200 °C sledovanim jeji integrované absorbance. Pfi tomto
postupu byla jako optimalni zvolena teplota tvorby mole-
kuly NO 1500 °C. Ze zévislosti na obr. 1 je zfejmé, ze
optimalni teplota pyrolyzy je 160 °C. Podobné byl sledo-
van i vliv teploty na tvorbu molekuly NO, a to sice
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Obr. 1. Optimalizace teplotniho programu: Zavislost absor-
bance na teploté pyrolyzy. Chybové tGsecky reprezentuji sméro-
datnou odchylku (N=3)
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v rozsahu 900-1800 °C. Ze ziskané zavislosti na obr. 2
vyplyva, Ze optimalni teplota pro tvorbu molekuly, pfi
optimalizované teploté pyrolyzy, je 1300 °C. Optimalni
teplotni program vyhfivané grafitové kyvety na stanoveni
dusitanti a dusi¢nanti je uvedeny v tab. 1.

V pfipad€, Ze nejsou pozorovany zadné spektralni
interference, je mozné pouzit teplotni program publikova-
ny Huangem a spol.'®. V jejich praci je vedena teplota
pyrolyzy 150 °C a teplota tvorby molekuly v rozmezi 700—
900 °C. Tento teplotni program je Setrné€jsi k zivotnosti
grafitové kyvety.

Validace metody

V dalSich krocich byly ureny valida¢ni parametry
jako mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ), opa-

Tabulka I
Optimalizovany teplotni program pro stanoveni NO, +
NO;™ metodou HR CS MAS

Krok Teplota  Narist teploty  Cas setrvéani
[°C] [°Cs] [s]
Suseni 90 20
110 30
Pyrolyza 160 50 20
160 0
Tvorba 1300 1500
molekuly
Cisténi 2000 500 4
0,10
Aint‘ ]
0,08 r
0,06
0,04
0,02 ' '
800 1200 1600 2000
T.°C

Obr. 2. Optimalizace teplotniho programu: Zavislost absor-
bance na teploté tvorby molekuly; chybové tisecky reprezentuji
smérodatnou odchylku (N=3)
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Tabulka II
Ovéfeni spravnosti stanoveni NO, + NO; metodou HR CS MAS
Metoda N-NO,~ N-NO;~ N-(NO, +NO3)
[mg dm"] [mg dm”’] [mg dm]
Deklarovana koncentrace CRM 1,21 +£0,0304 8,88+0,114 10,1 £0,156
Pritokova chronopotenciometrie 1,22 £ 0,0440 8,79 £ 0,102 10,0 £ 0,146
HR CS MAS - - 10,0 £ 0,094

kovatelnost a linedrni rozsah. Meze detekce a stanovitel-
nosti byly vypoditany jako troj-, resp. desetinasobek smé-
rodatné odchylky slepého pokusu. Mez detekce pro danou
metodu mé hodnotu 0,16 mg dm™ a mez stanovitelnosti
0,53 mg dm”. Linedrni rozsah je v intervalu 0,3-200
mg dm, pfi¢emz byla dosahnuta hodnota korelagniho
koeficientu 0,9979. Z dvaceti po sobé jdoucich méfeni
byla urcena opakovatelnost metody, kterd byla zjiSténa
z hodnot aritmetického priméru a smérodatné odchylky
a ¢inila RSD=4,1 %.

Ovéreni spravnosti metody

Spravnost metody byla ovéfena pomoci analyzy certi-
fikovaného referencniho materidlu a  porovnanim
s referencni metodou, kterou v tomto pfipad¢ byla priito-
kova chronopotenciometrie. Vysledky ovéfeni spravnosti
metody jsou uvedeny v tab. IL.

Tato prace byla podporena Agenturou na podporu
vzkumu a vyvoje MSVVS SR (projekt ¢ APVV-15-0355)
a Védeckou grantovou agenturou VEGA MSVVS SR a SAV
(projekt ¢. 1/0489/16).
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ty of Chemical and Food Technology, Slovak Technical
University, Bratislava): Application of High-Resolution
Continuum Source Molecular Absorption Spectrometry
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A simple, fast and reliable analytical method was
developed for nitrite and nitrate determination by high-
resolution continuum source electrothermal molecular
absorption spectrometry by making use of the NO mole-
cule. The NO spectral line at 215.360 nm was used for
analytical measurements. A volume of 20 puL of standard
solution or water sample was injected into the graphite
furnace and 5 pL of the 1% (m/v) Ca solution was co-
injected as a chemical modifier. The pyrolysis and vapori-
zation temperatures were 160 °C and 1300 °C, respective-
ly. The certified reference material data obtained by flow-
through coulometry are in good agreement with those
measured by HR-CS GFMAS. The results obtained by
analyzing a certified reference material imply the suitabil-
ity of the determination of total nitrite and nitrate nitrogen
using the NO molecule.



