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DusiËnany jsou d˘leûitou souË·stÌ dusÌkovÈho cyklu ve
spodnÌch a povrchov˝ch vod·ch1 a spoleËnÏ se sÌrany tvo-
¯Ì i dominantnÌ anorganickou sloûku tzv. kysel˝ch sr·ûek2.
Vzhledem k potenci·lnÌmu ökodlivÈmu dopadu dusiËnan˘ na
lidskÈ zdravÌ se stanovujÌ zejmÈna v pitnÈ vodÏ a potravin·ch.
U lidÌ je toxicita dusiËnan˘ d˘sledkem redukce na dusitany in
vivo; dusitany reakcÌ s hemoglobinem tvo¯Ì methemoglobin,
jehoû obsah v krvi je limitujÌcÌ pro schopnost krve transporto-
vat kyslÌk3. KromÏ toho mohou b˝t v lidskÈm tÏle dusitany
konvertov·ny na karcinogennÌ nitrosaminy3,4.

V souËasnÈ dobÏ se pro stanovenÌ dusiËnan˘ ve vodÏ
pouûÌvajÌ spektrofotometrickÈ5,6, elektrochemickÈ7,8, separaË-
nÌ9ñ11nebo pr˘tokovÈ metody12ñ19. Pro rutinnÌ anal˝zy velk˝ch
sÈriÌ vzork˘ se pouûÌv· nejËastÏji tzv. pr˘tokov· injekËnÌ
anal˝za (FIA), metoda, kter· je instrumentaËnÏ jednoduch·,
znaËnÏ flexibilnÌ, vyznaËuje se vysokou rychlostÌ, spolehli-
vostÌ a reprodukovatelnostÌ anal˝z20. Metody FIA pouûÌvanÈ
pro stanovenÌ dusiËnan˘ jsou zaloûeny p¯ev·ûnÏ na konverzi

dusiËnanu na dusitan, kter˝ se stanovuje spektrofotometricky
jako produkt diazotaËnÏ-kopulaËnÌ reakce13ñ17. DusiËnan lze
redukovat na dusitan hydrazinem v p¯Ìtomnosti mÏÔnat˝ch
iont˘19, vÏtöinou se vöak k redukci vyuûÌv· pomÏdÏnÈ kad-
mium13ñ18. V reduktoru s takto upraven˝m kadmiem lze do-
s·hnout tÈmÏ¯ 100 % konverze dusiËnanu na dusitan, avöak
k dlouhodobÈmu zajiötÏnÌ vysokÈ ˙Ëinnosti reduktoru je nutnÈ
kadmium pravidelnÏ prom˝vat a kondicionovat. Problematic-
k· je i likvidace toxickÈho odpadu. V˝öe zmÌnÏnÈ nev˝hody
byly ¯eöeny fotolytickou konverzÌ dusiËnanu na dusitan10,21ñ23.
OmezenÌm dosud popsan˝ch fotokonvertor˘ je nÌzk˝ stupeÚ
konverze dusiËnanu na dusitan ve vodÏ. Ke zv˝öenÌ ˙Ëinnosti
konverze je nutnÈ pouûÌvat speci·lnÌ pufry a aktiv·tory.

V tomto p¯ÌspÏvku je pops·no pr˘tokovÈ stanovenÌ dusiË-
nanu ve vodÏ, kterÈ vyuûÌv· fotolytickou konverzi dusiËnanu
na dusitan bez p¯Ìtomnosti aktiv·tor˘, p¯iËemû vznikl˝ dusitan
je stanoven chemiluminiscenËnÏ24.

Experiment·lnÌ Ë·st

A p a r a t u r a a p o s t u p

SchÈma systÈmu FIA je na obr·zku 1. ReakËnÌ roztoky
a nosn· kapalina (deionizovan· voda) jsou transportov·ny
peristaltick˝mi pumpami. Vzorek je nas·v·n p¯es iontomÏniË
(katex) do öesticestnÈho d·vkovacÌho ventilu a je d·vkov·-
no 100 µl do proudu deionizovanÈ vody. Nosn· kapalina
s d·vkovan˝m vzorkem je po smÌch·nÌ s modifik·torem (al-
kalick˝ roztok si¯iËitanu) rozdÏlena do dvou proud˘. PrvnÌ
proud proch·zÌ fotokonvertorem, kde je dusiËnan redukov·n
on-line na dusitan a druh˝ je veden kr·tkou kapil·rou (by-pass)
do T-kusu, v nÏmû se oba proudy spojujÌ. V˝sledn˝ roztok je
smÌch·v·n s kysel˝m roztokem peroxidu vodÌku, kter˝ oxi-
duje dusitan na kyselinu peroxodusitou. Uvnit¯ chemilumi-
niscenËnÌho  (CL) detektoru  kyselina peroxodusit·  reaguje
s alkalick˝m roztokem luminolu a emitovanÈ chemiluminis-
cenËnÌ z·¯enÌ je detegov·no foton·sobiËem24. P¯i pr˘chodu
vzorku detektorem jsou registrov·ny dva pÌky, prvnÌ odpovÌd·
dusitanu p˘vodnÏ p¯ÌtomnÈmu ve vzorku a druh˝ sumÏ p˘vod-
nÌho dusitanu a dusitanu vzniklÈho redukcÌ dusiËnanu. Kon-
centrace dusiËnanu ve vzorku je vypoËÌt·na z rozdÌlu obou
sign·l˘.

K o n v e r t o r d u s i Ë n a n u

Fotolytick˝ konvertor dusiËnanu obsahuje nÌzkotlakou
rtuùovou lampu (3 W, 8 mm vnÏjöÌ pr˘mÏr ◊ 60 mm dÈlka, typ
NRV 2-I, Teslamp Praha), kter· oza¯uje 4 kapil·ry z k¯emen-
nÈho skla umÌstÏnÈ symetricky kolem podÈlnÈ osy lampy. Do
sÈrie propojenÈ kapil·ry (taven˝ k¯emen po odstranÏnÌ ochran-
nÈ polyimidovÈ vrstvy, vnit¯nÌ pr˘mÏr 750 µm, dÈlka jednÈ
kapil·ry 55 mm) jsou fixov·ny ve vzd·lenosti 2 mm od k¯e-
mennÈ baÚky lampy. ⁄Ëinnost konverze byla zv˝öena pouûi-
tÌm reflexnÌch hlinÌkov˝ch fÛliÌ umÌstÏn˝ch za k¯emenn˝mi
kapil·rami ve smÏru od zdroje UV z·¯enÌ.

Obr. 1. SchÈma FIA systÈmu pro stanovenÌ dusiËnan˘ ve vodÏ; CA
ñ nosn· kapalina (deionizovan· voda), MCA ñ modifik·tor nosnÈ
kapaliny (alkalick˝ roztok si¯iËitanu), CL ñ chemiluminiscenËnÌ roz-
tok (alkalick˝ roztok luminolu), RE ñ roztok Ëinidla (kysel˝ roztok
H2O2), S ñ vzorek, IV ñ injekËnÌ ventil, RC ñ reakËnÌ smyËka, CLD ñ
chemiluminiscenËnÌ detektor, FK ñ fotolytick˝ konvertor; PC ñ poËÌ-
taË, PP ñ peristaltick· pumpa; pr˘toky jednotliv˝ch kapalin jsou
uvedeny v µl.minñ1
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R e f e r e n Ë n Ì m e t o d a

Jako referenËnÌ metoda p¯i anal˝ze dusiËnan˘ v re·ln˝ch
vzorcÌch vod byla pouûita nÌzkotlak· kapalinov· chromato-
grafie. DusiËnany byly separov·ny od dusitan˘ na kolonÏ
s anexem (Dowex 2-X-8, 400 mesh, 1,6 mm ◊ 13 mm),
separovanÈ ionty byly stanoveny spektrofotometricky v UV
oblasti p¯i 210 nm. Jako eluent byl pouûit 0,08 M-
(pH 7,1), pr˘tokov· rychlost eluentu byla 0,10 ml.minñ1.

R e a g e n c i e

Roztoky byly p¯ipravov·ny z destilovanÈ-deionizovanÈ
vody. Vöechny chemik·lie s v˝jimkou luminolu (Ëist˝; Serva
Heidelberg, NÏmecko) byly analyticky ËistÈ (Lachema, Brno).

Kolona s katexem (vrstva 1,6 mm ◊ 1 mm) byla naplnÏna
DowexemR 50W-X2 (200ñ400 mesh) v H+ formÏ (Bio-Rad,
Richmond, USA).

V˝sledky a diskuse

R e d u k c e d u s i Ë n a n u

Fotoredukce dusiËnanu indukovan· absorpcÌ UV z·¯enÌ
umoûÚuje elegantnÌ zp˘sob konverze dusiËnanu na dusitan25.
P¯estoûe je fotol˝za dusiËnanu pomÏrnÏ komplikovan˝ proces
zahrnujÌcÌ mnoho reakcÌ, v˝slednou reakci lze popsat jedno-
duchou stechiometrickou rovnicÌ26,27.

+ hν (λmax ≅ 302 nm) → + ½ O2

P¯i hled·nÌ optim·lnÌch podmÌnek pro UV redukci dusiË-
nanu byla zpoË·tku pouûÌv·na teflonov· kapil·ra (vnit¯nÌ pr˘-
mÏr 0,75 mm, vnÏjöÌ pr˘mÏr 1,10 mm, dÈlka 18ñ50 cm)
obtoËen· ve tvaru spir·ly kolem rtuùovÈ lampy. P¯i pouûitÌ
deionizovanÈ vody jako nosnÈ kapaliny nebyla pozorov·na
û·dn· konverze dusiËnanu. V p¯Ìtomnosti fosf·tovÈho pufru
(0,1 M, pH 6,8) bylo konvertov·no 28 % dusiËnanu na dusitan
(PTFE hadiËka o dÈlce 30 cm). Po p¯Ìdavku aktiv·toru (0,001
M-EDTA) do fosf·tovÈho pufru ˙Ëinnost konverze dusiËnanu
(pomÏr sign·l˘ ekvimol·rnÌch koncentracÌ dusiËnanu po pr˘-
chodu p¯es UV konvertor a dusitanu bez pr˘chodu p¯es UV)
vzrostla na 52 %. AËkoliv ˙Ëinnost konverze dusiËnanñdusi-
tan je relativnÏ vysok·, p¯Ìtomnost aktiv·toru a pufru nenÌ
kompatibilnÌ s pouûit˝m chemiluminiscenËnÌm zp˘sobem de-
tekce dusitanu a omezuje detekËnÌ limit metody na 1.10ñ6 M

(3 S/N).
V dalöÌ f·zi byl pro fotoredukci dusiËnanu vyvinut a stu-

dov·n systÈm obsahujÌcÌ k¯emennÈ kapil·ry (popsan˝ v expe-
riment·lnÌ Ë·sti). ⁄Ëinnost konverze dusiËnanu na dusitan
z·visÌ p¯edevöÌm na intenzitÏ UV z·¯enÌ a dobÏ oza¯ov·nÌ
vzorku. Doba oza¯ov·nÌ je funkcÌ pr˘tokovÈ rychlosti vzorku
p¯es reduktor a pouûitÈ k¯emennÈ kapil·ry (dÈlka, vnit¯nÌ
pr˘mÏr kapil·ry, poËet  kapil·r). Na obr. 2  je  zn·zornÏna
konverze dusiËnanu na dusitan v z·vislosti na poËtu k¯emen-
n˝ch kapil·r o vnit¯nÌm pr˘mÏru 750 µm pro pr˘tokovou
rychlost vzorku p¯es fotoreduktor 60 a 100 µl.minñ1. Pro dalöÌ
experimenty byly pro redukci dusiËnanu zvoleny 4 kapil·ry
a pr˘tokov· rychlost vzorku p¯es reduktor 100 µl.minñ1. Bylo

zjiötÏno, ûe konverze dusiËnanu z·visÌ v˝znamnÏ takÈ na pH
roztoku. P¯i pH 7 (deionizovan· voda) je konvertov·no pouze
10 % dusiËnanu na dusitan, s rostoucÌm pH roztoku ˙Ëinnost
konverze roste a p¯i pH 12,5 je konvertov·no na dusitan 35 %
dusiËnanu. P¯edpokl·d· se, ûe tato pomÏrnÏ nÌzk· ˙Ëinnost
konverze dusiËnanu na dusitan je zp˘sobena zpÏtnou rekom-
binacÌ fotol˝zou vzniklÈho dusitanu a rozpuötÏnÈho kyslÌku
pod UV lampou22. P¯Ìdavkem si¯iËitanu do nosnÈ kapaliny,
kter˝ reaguje s rozpuötÏn˝m kyslÌkem, se zv˝öil v˝tÏûek kon-
verze ve prospÏch dusitanu. Optim·lnÌ koncentrace si¯iËita-
nu je 0,002 mol.lñ1, ˙Ëinnost konverze dusiËnanu na dusitan
vzrostla na 63 %.

I n t e r f e r e n c e

P¯i stanovenÌ  dusitanu  na z·kladÏ chemiluminiscenËnÌ
reakce peroxodusitanu s luminolem interferujÌ r˘znÈ kationty
a anionty24. Interference kationt˘ je eliminov·na pros·v·nÌm
vzorku p¯es kolonu s katexem umÌstÏnou na vstupu vzorku
do d·vkovacÌho ventilu. BÏûnÈ anionty, jako jsou chloridy,
hydrogenuhliËitany, fosforeËnany, sÌrany, hydrogensi¯iËitany
a bromidy v koncentraci 10ñ7ñ10ñ4 M stanovenÌ dusiËnanu na-
vrûen˝m postupem neovlivÚujÌ. PozitivnÌ interferenci (20 %)
vykazoval pouze chlornanov˝ anion; to je d˘sledkem p¯ÌmÈ
reakce chlornanu s luminolem.

A n a l y t i c k · c h a r a k t e r i z a c e m e t o d y

DetekËnÌ limit stanovenÌ dusiËnanu je 2. 10ñ7 M (0,013
mg.lñ1 ) pro pomÏr sign·l/öum = 3. Citlivost metody tedy
zcela vyhovuje pro stanovenÌ dusiËnanu v pitnÈ vodÏ, ale
i v dalöÌch vzorcÌch povrchov˝ch vod (dle Ës. normy je max.
obsah dusiËnanu v pitnÈ vodÏ 50 mg NaNO3, tj. » 5.10ñ4 M).
KalibraËnÌ graf dusiËnanu byl mÏ¯en v rozmezÌ 2.10ñ7ñ1.10ñ5

M, graf je line·rnÌ v celÈm studovanÈm rozsahu.
StupeÚ konverze dusiËnanu (63 %) je konstantnÌ v celÈm

studovanÈm rozsahu. RelativnÌ standardnÌ odchylka (n = 10),
poËÌtan· z v˝öky pÌk˘, je 2,3 % pro 1.10ñ6 M roztok dusiËnanu
a 1,6 % pro 5.10ñ6 M- . Doba anal˝zy je 5 min.
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Obr. 2. Z·vislost konverze dusiËnanu x (%) na dusitan na poËtu n
k¯emenn˝ch kapil·r a pr˘toku nosnÈ kapaliny; 1.10ñ6

M- ;
kapil·ra: vnit¯nÌ pr˘mÏr 750 µm, dÈlka 55 mm; pr˘tok nosnÈ kapaliny:
l 60 µl.minñ1,¡ 100 µl.minñ1
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Tabulka I
Anal˝za dusiËnan˘ v r˘zn˝ch vod·ch

Vzorek vody Koncentrace dusiËnan˘ [mg.lñ1]a

A B

Pitn· voda I 24,6 21,1
Pitn· voda II 39,3 34,8
Studna I 105,8 107,2
Studna II 63,1 61,5
Miner·lnÌ voda Mattoni 0,71 0,22
ÑDobr· vodaì 0,07 0,09
StolnÌ voda JASO 9,8 10,3
Deöùov· voda 0,65 0,69
SpodnÌ voda 95,2 91,5
ÿÌËnÌ voda (Svratka) 23,2 21,8

a A ñ navrûen· metoda, B ñ referenËnÌ metoda (LC)

A n a l ˝ z a r e · l n ˝ c h v z o r k ˘

Navrûen· metoda byla pouûita p¯i stanovenÌ dusiËnan˘
v r˘zn˝ch vzorcÌch vod. Vzorky byly paralelnÏ analyzov·ny
i referenËnÌ chromatografickou metodou. V˝sledky uvedenÈ
v tabulce I ilustrujÌ dobrou shodu v˝sledk˘ mezi navrûenou
a referenËnÌ metodou.

Z·vÏr

Je pops·na jednoduch· a rychl· metoda FIA umoûÚujÌcÌ
automatizovanÈ a citlivÈ stanovenÌ dusiËnanu v pitnÈ, pod-
zemnÌ i povrchovÈ vodÏ. Metoda je zaloûena na kombinaci
fotolytickÈ on-line konverze dusiËnanu v k¯emennÈ kapil·¯e
a n·slednÈho chemiluminiscenËnÌho stanovenÌ vzniklÈho du-
sitanu. Fotolytick· konverze nabÌzÌ ekologick˝ zp˘sob stano-
venÌ dusiËnanu ve srovn·nÌ s metodou zaloûenou na redukci
dusiËnanu na kolonÏ s pomÏdÏn˝m kadmiem.

DetekËnÌ limit dusiËnanu je 2.10ñ7 M, kalibraËnÌ k¯ivka je
line·rnÌ do 1.10ñ5 M. ⁄Ëinnost konverze dusiËnanu na dusitan
je 63 %. Metodu lze pouûÌt pro souËasnÈ stanovenÌ dusiËnanu
a dusitanu ve vodÏ.

Tato pr·ce byla podporov·na Grantovou agenturou Aka-
demie vÏd »R v r·mci projektu IAA4031105, grantem 203/
98/0943 GrantovÈ agentury »R a grantem Ë. EVK2-CT-1999-
-0052 SUB-AERO of 5th Framework Program Commission of
the European Communities.
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P. Mikuöka and Z. VeËe¯a (Institute of Analytical Che-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno):
Chemiluminescent Flow Determination of Nitrates in Water

A fast and simple flow-injection method for sensitive
automated determination of nitrates in various water samples
is described. The method is based on the on-line photolytic
conversion of nitrate in a quartz capillary to nitrite, which is
determined by a chemiluminescent reaction. The photolytic
conversion provides ecological detection of nitrate as compa-
red with nitrate reduction at copperized cadmium.

The detection limit is 2◊10ñ7 M nitrate, the calibration
curve is linear to 1◊10ñ5 mol.lñ1. The efficiency of conversion
of nitrate to nitrite is 63 %. The method is usable for the
simultaneous determination of nitrate and nitrite in water.
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