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Uvod

Dusi¢nany jsou dulezitou soucdsti dusikového cyklu ve
spodnich a povrchovych vodédch! a spoleéné se sirany tvo-
if i dominantni anorganickou slozku tzv. kyselych srazek’.
Vzhledem k potencidlnimu $kodlivému dopadu dusi¢nand na
lidské zdravi se stanovuji zejména v pitné vod¢ a potravindch.
U lidi je toxicita dusi¢nant disledkem redukce na dusitany in
vivo; dusitany reakci s hemoglobinem tvoii methemoglobin,
jehoz obsah v krvi je limitujici pro schopnost krve transporto-
vat kyslik®. Krom& toho mohou byt v lidském t&le dusitany
konvertovdny na karcinogenni nitrosaminy3'4.

V soucasné dobé se pro stanoveni dusi¢nanti ve vodé
pouzivaji spektrofotometrickés’é, elektrochemické”?, separac-
ni”'nebo pritokové metody'z’lg. Pro rutinni analyzy velkych
sérii vzorkll se pouzivd nejCastéji tzv. pratokovd injekcni
analyza (FIA), metoda, kterd je instrumenta¢né jednoduchd,
znacné flexibilni, vyznacuje se vysokou rychlosti, spolehli-
vosti a reprodukovatelnosti analyz?’. Metody FIA pouZivané
pro stanoveni dusi¢nant jsou zaloZeny pfevdzné na konverzi
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Obr. 1. Schéma FIA systému pro stanoveni dusi¢nanii ve vodé; CA
— nosnd kapalina (deionizovand voda), MCA — modifikdtor nosné
kapaliny (alkalicky roztok sific¢itanu), CL — chemiluminiscen¢ni roz-
tok (alkalicky roztok luminolu), RE — roztok c¢inidla (kysely roztok
H,0,), S — vzorek, IV —injekeni ventil, RC - reakéni smycka, CLD —
chemiluminiscencni detektor, FK — fotolyticky konvertor; PC — poci-
ta¢, PP — peristaltickd pumpa; pritoky jednotlivych kapalin jsou
uvedeny v ul.min""
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dusi¢nanu na dusitan, ktery se stanovuje spektrofotometricky
jako produkt diazotacné-kopula¢ni reakce'* ™", Dusi¢nan 1ze
redukovat na dusitan hydrazinem v prfitomnosti médnatych
iontd'”, vétsinou se viak k redukci vyuzivd pom&déné kad-
mium'*"%, V reduktoru s takto upravenym kadmiem Ize do-
sahnout téméi 100 % konverze dusi¢nanu na dusitan, avSak
k dlouhodobému zajisténi vysoké ui¢innosti reduktoru je nutné
kadmium pravidelné promyvat a kondicionovat. Problematic-
kd je i likvidace toxického odpadu. Vyse zminéné nevyhody
byly feSeny fotolytickou konverzi dusi¢nanu na dusitan 0.21-23
Omezenim dosud popsanych fotokonvertord je nizky stupen
konverze dusi¢nanu na dusitan ve vodé. Ke zvySeni ucinnosti
konverze je nutné pouzivat specidlni pufry a aktivdtory.

V tomto piispévku je popsdno pratokové stanoveni dusic-
nanu ve vode, které vyuziva fotolytickou konverzi dusi¢nanu
na dusitan bez piftomnosti aktivdtord, pri¢emz vznikly dusitan
je stanoven chemiluminiscenén&®*.
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Experimentalni ¢ast

Aparatura a postup

Schéma systému FIA je na obrdzku 1. Reakéni roztoky
a nosnd kapalina (deionizovand voda) jsou transportovdny
peristaltickymi pumpami. Vzorek je nasdvan pfes iontoménic
(katex) do Sesticestného ddvkovaciho ventilu a je ddvkova-
no 100 wl do proudu deionizované vody. Nosnd kapalina
s davkovanym vzorkem je po smichdni s modifikdtorem (al-
kalicky roztok sifi¢itanu) rozdélena do dvou proudd. Prvni
proud prochazi fotokonvertorem, kde je dusi¢nan redukovan
on-line nadusitan a druhy je veden kratkou kapildrou (by-pass)
do T-kusu, v némz se oba proudy spojuji. Vysledny roztok je
smichdvian s kyselym roztokem peroxidu vodiku, ktery oxi-
duje dusitan na kyselinu peroxodusitou. Uvniti chemilumi-
niscenéniho (CL) detektoru kyselina peroxodusitd reaguje
s alkalickym roztokem luminolu a emitované chemiluminis-
cenéni zdfeni je detegovano fotonasobicem®®. Pii priichodu
vzorku detektorem jsou registrovany dva piky, prvni odpovida
dusitanu piivodné pfitomnému ve vzorku a druhy sumé pivod-
niho dusitanu a dusitanu vzniklého redukci dusi¢nanu. Kon-
centrace dusi¢nanu ve vzorku je vypocitdna z rozdilu obou
signdld.

Konvertor dusi¢nanu

Fotolyticky konvertor dusi¢nanu obsahuje nizkotlakou
rtufovou lampu (3 W, 8 mm vnéjsi primér x 60 mm délka, typ
NRYV 2-1, Teslamp Praha), kterd ozatuje 4 kapildry z kiemen-
ného skla umisténé symetricky kolem podélné osy lampy. Do
série propojené kapildry (taveny kiemen po odstranéni ochran-
né polyimidové vrstvy, vnitini primér 750 pum, délka jedné
kapilary 55 mm) jsou fixovany ve vzddlenosti 2 mm od kie-
menné baiiky lampy. U&innost konverze byla zvy$ena pouZi-
tim reflexnich hlinikovych f6lif umisténych za kfemennymi
kapildrami ve sméru od zdroje UV zdfeni.
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Referenéni metoda

Jako referencni metoda pii analyze dusi¢nanti v redlnych
vzorcich vod byla pouzita nizkotlakd kapalinovd chromato-
grafie. Dusi¢nany byly separovdny od dusitanti na koloné
s anexem (Dowex 2-X-8, 400 mesh, 1,6 mm x 13 mm),
separované ionty byly stanoveny spektrofotometricky v UV
oblasti pfi 210 nm. Jako eluent byl pouzit 0,08 M-B,O;"
(pH 7,1), priitokovd rychlost eluentu byla 0,10 ml.min .

Reagencie

Roztoky byly pfipravovdny z destilované-deionizované
vody. VSechny chemikdlie s vyjimkou luminolu (Cisty; Serva
Heidelberg, Némecko) byly analyticky ¢isté (Lachema, Brno).

Kolona s katexem (vrstva 1,6 mm x 1 mm) byla naplnéna
Dowexem™ 50W-X, (200400 mesh) v H* form¢ (Bio-Rad,
Richmond, USA).

Vysledky a diskuse

Redukce dusic¢nanu

Fotoredukce dusi¢nanu indukovand absorpci UV zdfeni
umoZiiuje elegantni zptisob konverze dusi¢nanu na dusitan®.
Prestoze je fotolyza dusicnanu pomérné komplikovany proces
zahrnujici mnoho reakci, vyslednou reakci Ize popsat jedno-
duchou stechiometrickou rovnici*®?’

NO; +hv (k. =302 nm) — NO; +%0,

max

P1i hleddn{ optimdlnich podminek pro UV redukci dusi¢-
nanu byla zpocatku pouZivdna teflonovd kapildra (vnitini pri-
mér 0,75 mm, vn&jsi primér 1,10 mm, délka 18-50 cm)
obtocend ve tvaru spirdly kolem rtufové lampy. Pii pouziti
deionizované vody jako nosné kapaliny nebyla pozorovdna
74dnd konverze dusi¢nanu. V pfitomnosti fosfatového pufru
(0,1 M, pH 6,8) bylo konvertovano 28 % dusi¢nanu na dusitan
(PTFE hadicka o délce 30 cm). Po piidavku aktivatoru (0,001
M-EDTA) do fosfatového pufru dc¢innost konverze dusi¢nanu
(pomér signalt ekvimoldrnich koncentraci dusi¢nanu po pri-
chodu pres UV konvertor a dusitanu bez priichodu pies UV)
vzrostla na 52 %. Ackoliv uc¢innost konverze dusi¢nan—dusi-
tan je relativné vysokd, pfitomnost aktivdtoru a pufru nen{
kompatibilni s pouzitym chemiluminiscenc¢nim zptisobem de-
tekce dusitanu a omezuje detek¢ni limit metody na 1.10°Mm
(3 S/N).

V dalsi fazi byl pro fotoredukci dusi¢nanu vyvinut a stu-
dovdn systém obsahujici kiemenné kapildry (popsany v expe-
rimentdlni ¢asti). Uéinnost konverze dusi¢nanu na dusitan
zdvisi prfedev§im na intenzit¢ UV zdfeni a dobé ozarovdni
vzorku. Doba ozarovani je funkci pritokové rychlosti vzorku
pres reduktor a pouzité kiemenné kapilary (délka, vnitini
pramér kapildry, pocet kapildr). Na obr. 2 je zndzornéna
konverze dusi¢nanu na dusitan v zdvislosti na poctu kifemen-
nych kapilar o vnitfnim prdméru 750 um pro pritokovou
rychlost vzorku pies fotoreduktor 60 a 100 ul.min™". Pro dalsi
experimenty byly pro redukci dusi¢nanu zvoleny 4 kapilary
a priitokova rychlost vzorku pies reduktor 100 ul.min™". Bylo
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zjisténo, Ze konverze dusi¢nanu zdvisi vyznamné také na pH
roztoku. Pfi pH 7 (deionizovand voda) je konvertovdno pouze
10 % dusi¢nanu na dusitan, s rostoucim pH roztoku dc¢innost
konverze roste a pii pH 12,5 je konvertovano na dusitan 35 %
dusi¢nanu. Predpokldda se, Ze tato pomérné nizkd ucinnost
konverze dusi¢nanu na dusitan je zptisobena zpétnou rekom-
binaci fotolyzou vzniklého dusitanu a rozpusténého kysliku
pod UV lampou®. Piidavkem sifi¢itanu do nosné kapaliny,
ktery reaguje s rozpusténym kyslikem, se zvysil vytézek kon-
verze ve prospéch dusitanu. Optimdlni koncentrace sificita-
nu je 0,002 mol.I”!, d¢innost konverze dusi¢nanu na dusitan
vzrostla na 63 %.

Interference

Pii stanoveni dusitanu na zdkladé chemiluminiscencni
reakce peroxodusitanu s luminolem interferuji rizné kationty
a anionty”*. Interference kationti je eliminovana prosavanim
vzorku pies kolonu s katexem umisténou na vstupu vzorku
do ddvkovaciho ventilu. Bézné anionty, jako jsou chloridy,
hydrogenuhli¢itany, fosforecnany, sirany, hydrogensificitany
a bromidy v koncentraci 107-107* M stanoveni dusi¢nanu na-
vrzenym postupem neovliviiuji. Pozitivni interferenci (20 %)
vykazoval pouze chlornanovy anion; to je disledkem pifmé
reakce chlornanu s luminolem.

Analytickd charakterizace metody

Detekéni limit stanoveni dusi¢nanu je 2. 107 ™M 0,013
mg.I™! NOj ) pro pomér signdl/Sum = 3. Citlivost metody tedy
zcela vyhovuje pro stanoveni dusi¢nanu v pitné vodé, ale
i v dalSich vzorcich povrchovych vod (dle ¢s. normy je max.
obsah dusi¢nanu v pitné vodé 50 mg NaNO;, tj. = 5.107 m).
Kalibra¢ni graf dusi¢nanu byl mé&fen v rozmezi 2.107-1.107
M, graf je linedrni v celém studovaném rozsahu.

Stupeni konverze dusi¢nanu (63 %) je konstantni v celém
studovaném rozsahu. Relativn{ standardni odchylka (n = 10),
pocitand z vysky Eﬂ(ﬁ’ je 2,3 % pro 1.107° M roztok dusi¢nanu
a 1,6 % pro 5.10° M-NO; . Doba analyzy je 5 min.
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Obr. 2. Zavislost konverze dusi¢nanu x (%) na dusitan na poctu n
kiemennych kapilar a pritoku nosné kapaliny; 1.107° M- NO; ;
kapildra: vnitini primér 750 pm, délka 55 mm; pritok nosné kapaliny:
@ 60 ul.min™', O 100 ul.min™'
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Tabulka I
Analyza dusi¢nant v riznych vodédch

Vzorek vody Koncentrace dusi¢nand [mg.l’l]“
A B
Pitnd voda I 24,6 21,1
Pitnd voda II 39,3 34,8
Studna I 105,8 107,2
Studna II 63,1 61,5
Mineralni voda Mattoni 0,71 0,22
,,Dobra voda* 0,07 0,09
Stolni voda JASO 9,8 10,3
Destovd voda 0,65 0,69
Spodni voda 95,2 91,5
Ri¢ni voda (Svratka) 232 21,8

* A — navrzend metoda, B — referen¢ni metoda (LC)

Analyza redlnych vzorka

Navrzend metoda byla pouzita pfi stanoveni dusi¢nand
v riznych vzorcich vod. Vzorky byly paralelné analyzovdny
i referen¢ni chromatografickou metodou. Vysledky uvedené
v tabulce I ilustruji dobrou shodu vysledkii mezi navrZenou
a referen¢ni metodou.

Zavér

Je popsdna jednoducha a rychld metoda FIA umoznujici
automatizované a citlivé stanoveni dusi¢nanu v pitné, pod-
zemni i povrchové vodé. Metoda je zaloZena na kombinaci
fotolytické on-line konverze dusi¢nanu v kiemenné kapilare
a ndsledného chemiluminiscen¢niho stanoveni vzniklého du-
sitanu. Fotolytickd konverze nabizi ekologicky zptisob stano-
veni dusi¢nanu ve srovndni s metodou zaloZenou na redukci
dusi¢nanu na kolon¢€ s pomédénym kadmiem.

Detekéni limit dusi¢nanu je 2.107 M, kalibragni kiivka je
linearni do 1.107> M. U¢innost konverze dusi¢nanu na dusitan
je 63 %. Metodu Ize pouZit pro soucasné stanoveni dusi¢nanu
a dusitanu ve vodé.

Tato prdce byla podporovdna Grantovou agenturou Aka-
demie véd CR v rdmci projektu IAA4031105, grantem 203/
98/0943 Grantové agentury CR a grantem & EVK2-CT-1999-
-0052 SUB-AERO of 5™ Framework Program Commission of
the European Communities.
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P. Mikuska and Z. Vecera (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 2x107" M nitrate, the calibration
curve is linear to 1x10~> mol.I"". The efficiency of conversion
of nitrate to nitrite is 63 %. The method is usable for the
simultaneous determination of nitrate and nitrite in water.



