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ANOTACE

Tato prace obsahuje informace o celkovém fosforu a celkovém dusiku — konkrétn€ zakladni rozdéleni
slouCenin fosforu a dusiku v zivotnim prostiedi a jak se tyto slouCeniny chovaji v zivotnim prostiedi.
Dale jsou uvedeny hlavni emisni zdroje fosforu a dusiku do vod, a mozné dusledky kontaminace vod
témito polutanty. Rovnéz jsou zde uvedeny rizné zpusoby dekontaminace odpadnich vod od téchto
polutantt a laboratorni moznosti stanoveni celkového fosforu a celkového dusiku ve vodach, zejména

pak se zaméfenim na iontovou chromatografii, které je rovnéz vénovana Cast této prace.

Cilem prakticke casti bylo zavedeni nové metody pro rutinni stanoveni celkového fosforu a celkového
dusiku ve vodach iontovou chromatografii s rozkladem vzorku pomoci UV zareni a oxidacnich
&inidel podle norem CSN EN ISO 15681-1 (75 7464) — Jakost vod — Stanoveni orthofosforenant
a celkového fosforu priitokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 1: Metoda pritokové injek&ni analyzy
(FIA) a CSN ISO 29441 (75 7526) — Jakost vod — Stanoveni celkového dusiku po rozkladu
UV zafenim: Metoda pratokové analyzy (CFA a FIA) se spektrometrickou detekci.

KLICOVA SLOVA

Celkovy fosfor; celkovy dusik; Cisténi odpadnich vod; stanoveni slouCenin fosforu; stanoveni

slouCenin dusiku; iontova chromatografie

TITLE

Introduction of a new method as a part of water quality testing for determination of total

phosphorus and total nitrogen using ion chromatography.

ANNOTATION

This thesis contains informations about total phosphorus and total nitrogen — specifically bacis
informations about distribution of phosphorus and nitrogen compounds in environment and how these
compound behave in the environment. Next are mentioned main emission sources of phosphorus
and nitrogen to water, and possible consequences of contamination of these pollutants.

Also are mentioned various methods of wastewater decontamination of these pollutants



and laboratory possibility of quantification of compounds of phosphorus and nitrogen, especially

focusing on ion chromatography, which i also devoted a part of this thesis.

The goal of practical part was an itroduction of new method for routine quantification of total
phosphorus and total nitrogen by ion chromatography with sample disintegration using UV radiation
and oxidizing agent according to norm CSN EN ISO 15681-1 (75 7464) — Water
qaulity — Quantification of orhophosphates and total phosphorus using flow analysis (FIA
and CFA) — Part 1: Flow Injection Analysis method. And CSN ISO 29441 (75 7526) — Water
quality — Quantification of total nitrogen after disintegration using UV radiation: flow analysis

method (CFA and FIA) with spectrophotometric detection.

KEYWORDS

Total phosphorus; total nitrogen, water treatment, quantification of phosporus compounds;

quantification of nitrogen compounds; ion chromatography
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Uvod

Celkovy fosfor a celkovy dusik jsou jedny z parametrt, které indikuji kvalitu odpadnich vod.
Jejich nadbytek muze byt zpisoben mimo jiné nadmérnym pouzivanim hnojiv, pracich praska,
nebo fekalnim zneCisténim. Velky problém muze tento druh kontaminace vyvolat napfiklad tehdy,
kontaminuji-li odpadni vody studny, a studni¢ni voda je nasledné¢ konzumovana. Dal§im velkym
problémem je zvySeni hodnot celkového fosforu a celkového dusiku v povrchovych vodach,

kde muzZe nastat tzv. eutrofizace.

Pro Cisticky odpadnich vod je tedy dulezité znat hodnotu téchto parametri u cisténych vod

pted jejich op€tovnym vypusténim do vod povrchovych.

V laboratoftich je n€kolik moznosti, jak stanovit celkovy fosfor a celkovy dusik. Zcela nejCastéjsimi
metodami jsou metody spektrofotometrické, ale je mozno i vyuzit iontové chromatografie,

¢i elektrochemickych stanoveni.

Cilem praktické Casti bylo zcela od zakladt zavést novou metodu pro stanovovani celkového dusiku
a celkového fosforu v odpadnich vodach do rutinniho provozu podle normy CSN EN ISO 15681-1
(75 7464) — Jakost vod — Stanoveni orthofosforecnant a celkového fosforu pratokovou analyzou (FIA
a CFA) — Cast 1: Metoda pratokové injekéni analyzy (FIA) a podle normy CSN ISO 29441 (75 7526)
— Jakost vod — Stanoveni celkového dusiku po rozkladu UV zafenim — Metoda prutokové analyzy

(CFA a FIA) se spektrometrickou detekci.
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1 Teoreticka Cast

Celkovy dusik a celkovy fosfor jsou jedny ze skupinovych analytickych ukazateld, jejichz hlavni
vyznam spociva ve sledovani kvality odpadnich vod a zarovei jsou to dvé hlavni pldni Ziviny.
Jejich pfitomnost je tedy dllezita pro dostate¢nou funkci a rlist mikroorganismdi a rostlin, a zaroven

jsou to CasteCni ukazatelé znecisténi.

1.1 Celkovy fosfor:

Celkovy fosfor je skupinovy analyticky ukazatel. Je to hlavni limitujici prvek bunééného ristu,

proto je nezbytnou soucasti ur€itych hnojiv (viz dale) [1].

Ze stejného dlvodu ovsem milze jeho nadbytek zplsobovat premnozeni sinic a fas.

Proto se jeho stanoveni provadi zejména v odpadnich vodach a pfirodnich vodéach (rybniky, vodni

nadrze...).

1.1.1 Fosfatovy cyklus:

Fosfor se v pfirodé volné pohybuje pouze v litosféfe, hydrosféfe a pedosféfe. Do atmosféry

se nedostava (az na specialni vyjimky).

Pohyb fosforu v pFirodé Ize popsat fosfatovym cyklem, ktery lIze rozdélit na dvé Casti - maly a velky

cyklus. Cely cyklus lze popsat ¢tyfmi body [2]:
* Maly cyklus:
1) Eroze minerall a uvolnéni molekul fosfatl do pldy (do vody),
2) Absorpce fosfatl rostlinami (fasami),
*  Velky cyklus:
3) Sedimentace v ocednech, vznik hornin,
4) Vyzvednuti hornin do hor.

Zakladnim zdrojem fosforu, jak jiZ bylo zminéno vySe, jsou horniny a mineréaly. Ty jsou vlivem eroze

postupné rozloZeny na mensi a mensi ¢astice aZ molekuly. V pddé jsou molekuly fosfatd absorbovany

rostlinami. Rostliny poskytuji potravu pro nejrliznéjsi vyssi organizmy, kterymi jsou, za pomoci
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mikroorganizmu, kompostovany, a tak se fosfaty dostavaji zpét do pudy. Tento maly cyklus maze
pokraovat donekoneCna. V moment¢, kdy se fosfor dostane do néjaké vodni nadrze, mofte
nebo oceanu, muze byt maly cyklus stejnym zptisobem opakovan. Fosfaty jsou absorbovany fasami,

které tvofi plankton, potravu pro ryby, které ho zase vylouci [3].

V ptipad€, ze nedojde ke znovuvyuziti fosfatd, ukladaji se na dnech oceand do sedimenty,
kde se nakonec preméfiuji na horniny, a vramci geologickych promén jsou vyzvednuty zpét

do hor [4].

1.1.2 Zdroje fosforu:

V ptirodé se fosfor vyskytuje pouze ve formé sloucenin rizného puvodu. Podle tohoto pivodu

se rozdéluje na fosfor organicky a anorganicky.

Fosfor je klicovy prvek pro rast a déleni bunék. Je souCasti mnoha biomolekul,
jako napt. ATP (adenosintrifosfat) nebo je  soufasti RNA  (ribonukleova  kyselina)
a DNA (deoxyribonukleova kyselina).

Anorganicky fosfor se rozd€luje do dvou skupin, na polyfosforeCnany a orthofosfore¢nany.

Rozdéleni fosforu vyskytujiciho se v pudach je na obrazku 1. Proto, aby rostlina mohla absorbovat
pudni fosfor, musi byt dana sloucenina fosforu rozpustna ve vode. VétSinou jsou ale pfirozené
se vyskytujici slouceniny fosforu v pudach ve vodé nerozpustné, coz je diavod k pouzivani

fosfore¢nanovych hnojiv [4].
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Celkovy fosfor

Rozpustény fosfor Nerozpustény fosfor

T Organicky véazany fosfor

Anorganicky véazany fosfor
Organicky vazany fosfor ~ Anorganicky vazany fosfor

PolyfosforeCnany

Orthofosforecnany

Obréazek 1 - Rozdéleni celkovéhofosforu vyskytujiciho se vpldach -

Mezi hlavni emisni zdroje fosforu fadime [5]:
* Sedimenty, mineraly,
« Zivotidny odpad,
* Hnojiva a pesticidy,

* Praci préasky.

NejvétSim pfirodnim zdrojem fosforu jsou sedimenty. Z nich ma konkrétné nejvétSi zastoupeni
mineral apatit, ktery se vyskytuje v rlznych forméch. Napf. jako chlorapatit [Ca5P0O4)3CI]
nebo fluorapatit [CaF(PO4)3], od cehoz se pak odliSuje i barevnost samotného mineralu.
Mezi dalSi minerélni zdroje fosforu patfi, kromé jinych, napf. monazit (CePO4) nebo vivianit

[Fe3(PO4)2-8 H20]. Erozi hornin dochazi k jejich postupnému rozpousténi ve vodé [6].

DalSim zdrojem fosforu jsou zbytky po degradaci bunék a ZivoCiSny odpad obecné.

Jak jiZz bylo feCeno, jedna se zpravidla o ATP, IMP (inositolmonofosfat), fosfolipidy, fosfatové

! Zdroj: Pivokonsky M.: Hydrochemie-anorganické latky ve vodach: P, N, Si. Praha: UZP P¥F UK, 2017.
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zbytky po odbouravani nukleonovych kyselin, druhych poslt, apod. Specificka produkce fosforu

Cloveékem je 2-3 g/den. Zvysené hodnoty fosforu tedy mazou byt i znamkou fekalniho znecisténi [6].

Mezi dalsi zdroje fosforu patii hnojiva a pesticidy. Fosforecna hnojiva patii k nejstar§im pouzivanym

zpusobum hnojeni. Obecné se rozd€luji na 4 kategorie [7]:
e Hnojiva s fosforem rozpustnym ve vod¢ - superfosfaty,
e Hnojiva s fosforem rozpustnym v citranu amonném - dikalciumfosfat,
e Hnojiva s fosforem rozpustnym ve 2% kyseling citronové - Thomasova moucka,
e Hnojiva s fosforem rozpustnym v silnych kyslinach - kostni moucky, hyperfosfaty.

Pravdépodobné nejpouzivanéj§im hnojivem ztéchto uvedenych je superfosfat [Ca(H2POs)2].

Je to zcela univerzalni hnojivo pouzivané pred a po vysevu a na piithnojovani [8].

Pesticidy odvozené od kyseliny fosforecné se nazyvaji organofosfaty. Mezi né€ patii rovnéz
kontroverzné prijimany herbicid glyfosat, coz je uc¢inna slozka Roundupu. Mezi insekticidni
organofosfaty patfi napt. malathion, parathion, diazinon a tetrachlorvinphos. Obecnou vlastnosti
organofosfatu je, ze maji strukturni podobnost s enzymem acetylcholin esteraza, tedy maji i potencial

ho blokovat [9].

Glyfosat inhibuje enzym S-enoylpyruvilSikimat-3-fosfat syntaza, ktery je pro rostliny nezbytny
k syntéze aromatickych aminokyselin. U zivoCichu neni podobna metabolicka draha,
proto je povazovan za malo toxicky, bez karcinogennich u¢inka pro zivoCichy. Vyrazné€ vétsi

problém ale je u ryb a obojzivelnika, ktefi jsou vaci glyfosatu citlivéjsi [10,11].

V nékterych statech (Rakousko, Francie, USA) plati naprosty zdkaz pouzivani piipravku Roundup.
V Ceské republice je zakazana jeho plosnd aplikace. Smi se pouZit pouze v piipadech,

kdy neni dostupné jiné feSeni [12].

Obecn¢ samoziejmé plati snaha pouzivat takové latky, které jsou nejméné skodlivé k zivotnimu
prostfedi. Soucasn€ svétoveé nejpouzivangjsi insekticid je Imidacloprid, ktery patii do skupiny

neonikotinoida [13].

Neonikotinoidy maji ovSem velmi nezddouci ucinky na vcelstvo, proto se predpoklada,
Ze misto téchto neonikotionoidi se prejde opét na organofosfaty, jelikoz zatim neni adekvatni

nahrada [14].
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Praci prasky a detergenty jsou dal$im zdrojem fosforu. Konktrétné se tyto fosfaty nebo fosfonaty
do pracich prasku ptidavaji jednak kvuli jejich pufracni schopnosti, kdy je pfi prani vyzadovano spise
alkalické pH. Dale jsou schopny vyvazovat kovové ionty. V pifipade vapniku, hoi¢iku a zeleza
se pakjednda o zmeklovani vody. Fosfaty jsou schopny vyvazovat 1 tézké kovy.
Udrzuji je tak v roztoku, ¢imz ochranuji vldkna textilii. Dale zabranuji zpétnému usazovani

necistot [15].

Od zafi 2001 se vyrobci detergent a MZP Ceské republiky (Ministerstvo Zivotniho prostiedi)
dobrovoln¢ dohodli, Ze od tohoto data uz budou prodavat pouze prostiedky s obsahem fosforu

do 0,1% hmotnosti vyrobku. Fosfaty byly nahrazeny zejména zeolitem [16].

1.1.3 Dusledky kontaminace fosfaty:

Hlavnim dusledkem pfi nadbytku fosforu je eutrofizace vod (obrazek 2). Pro rust a tvorbu organizma
je optimalni pomér N:P, jakozto hlavnich zivin, 16:1. Ve vétsin¢ stojatych vod je ale tento pomér

vetsi nez 16, coz déla z fosforu hlavni limitujici prvek [5].

ZvySenym piijmem fosforu tedy dochazi k mnozeni a rastu planktonu a mikroorganizmu. Plankton
je zékladem potravniho fetézce pro ryby a celkové vodni ekosystém, takze v brzké fazi eutrofizace

dochazi ke zvyseni poctu ryb.

S pribyvajicim mnozstvim fosforu se ovSem zrychluje proces bunécného starnuti. Tim dochazi
k nerovnovaze mezi tvofenim novych organizmu a kompostovani téch odumfelych. Na vodni hladiné
se pak zacCind tvorit vrstva sinic a vodnich fas, tzv. vodni kvét, diky némuz se ve vode snizuje hladina
rozpusténého kysliku a do vody pronikne méné svétla. Toto ma za nasledek snizeni poctu ryb

a dal8ich vodnich organizmu [17].
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Obrazek 2 - Eutrofizace vod - Otavské rameno Orliku 2004 2

Fosfaty se rovnéZz mohou dostat do podzemnich vod, kde mohou kontaminovat vodu ve studnach.

V pfipadé konzumace této vody mohou rovnéz zpdsobovat zdravotni problémy, tj. hyperfosfatemii.

Normalni hladina fosfatl v plazmé se pohybuje v rozmezi 0,6 - 1,7 mmol/l. Pfi hyperfosfatemii
se tato hladina zvysi nad horni hranici. Fosfaty jsou v lidském téle Uzce spojeny s metabolizmem
vapniku a kosti. V extrémnim pfipadé mlze hyperfosfatemii vést k hypokalcemii v plazmé,
atedy tetanii. Zménou vapniku v plazmé dochéazi k poruseni rovnovahy pH, a muzZe dojit

jak k acidoze, tak i k alkaloze [18].

1.2 Celkovy dusik:

Celkovy dusik je skupinovy analyticky ukazatel, pomoci néjZ se hodnoti kvalita povrchovych

a odpadnich vod.

Celkovy dusik, stejné jako celkovy fosfor, patfi mezi hlavni Ziviny. Proto je sou¢asti mnoha hnojiv.
Chceme-li detailnéjsi rozbor sloucenin, které utvareji celkovy dusik, muiZeme dale stanovit
anorganicky dusik, organicky dusik, dusitanovy dusik, dusi¢nanovy dusik, a amoniakalni dusik.

Zé&kladni rozdéleni celkového pldniho dusiku je na obrazku 3. Obecné ma dusik, stejné jako fosfor,

2 Zdroj: Havel Petr, Aktualné.cz: Sinice zaplavuji Ceské vody, Ufady mIci. 2006, dostupné z
https://zpraw.aktualne.cz/ekonomika/ceska-ekonomika/sinice-zaplavuii-ceske-vodv-uradv-mici/r~i:article:152819/
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velmi omezenou existenci jednoduchych iontovych prvkl. Dusik se obecné miZe vyskytovat

ve vodném prostiedi v téchto formach: NO3',N204, NO2", NO, N20, N2, NH20H, N2H4, NH3[19].

Celkovy dusik v pldé

— T

Dusik minerélni Dusik organicky

(1-2%) (98-99 %)

(amonny, /\

dusicnanovy, ¥ Hydrolyzovatelny
dusitanovy) Nehydrolyzovatelny

dusik (aminokyseliny

dusik  (humusovite a ostatni  dusikaté

latky) latky)

Obrazek 3 - Rozdéleni celkového dusiku vplidé 3

1.2.1 Kolobéh dusiku:

Dusik, stejné jako uhlik a kyslik, je souCasti tzv. biogeochemického cyklu, tj. neustalé vymeény

mezi atmosférou, pedosférou, biosférou a hydrosférou.

Prvotnim zdrojem dusiku je zemskéa atmosféra, obsahujici 78 % prevazné elementarniho dusiku N2.
Do pldy se dusik dostava fixaci prokaryotickymi mikroorganizmy (proces tzv. diazotrofie)
nebo srdZzkami. V téchto bakteriich, popf. sinicich je elementarni dusik pfeménén na amoniak,

ktery se v reakci s vodou méni na amonny kationt (amonifikace).

Amonné kationty, stejné jako pak dusitany a dusi¢nany, uz mohou byt vstfebany rostlinami. Pfeménu
amonnych kationtd na dusitany a dusi¢nany zprostfedkovavaji nitrifikacni bakterie (Nitrosomonas,
Nitrobacter) postupnou nitritaci (rovnice 1) a nitrataci (rovnice 2). Tyto bakterie se vyskytuji

jak v plidé, tak i ve vodé, a mohou byt symbionty bobovitych rostlin [20].

3Zdroj: Ivani¢ J, Havelka B, Knop K.: VyZiva a hnojenie rastlin. Priroda Bratislava - SZN Praha, 1984. 487 s
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Nitritace: NH™ + 0,502 NO2 +H20 + 2H+ 1) 4

Nitratace: NO2 + 0,502" NO3 (2) 8

V kterémkoliv kroku z tohoto cyklu mlze dojit ke strhnuti dusikaté molekuly, at uz vodou, &i erozi,

do podzemnich vod, kde mdze dojit ke kontaminaci.

Anorganicky dusik vstfebany rostlinou je dale vyuZit k syntéze purinovych a pyrimidinovych bazi,
jez jsou vyuZzity k syntéze DNA, RNA a aminokyselin. Z anorganického dusiku je tak vytvofen dusik

organicky [21].

Rostliny jsou potravou pro Zivocichy, ktefi vyuzivaji dusik ke stejnym Gcellm, tj. ke stavhé
nukleonovych kyselin a bilkovin. Podle dusikatych odpadnich produktl mGzZzeme rozdélit Zivocichy

do tfi kategorii [22].

* Amonotelni ZivoCichové - odpadnim produktem nukleonovych kyselin a aminokyselin

je amoniak. (Zejména vodni ZivoCichové),

o Urikotelni - wvylu€uji kyselinu moc€ovou (Zivocichové somezenym kontaktem

s vodou - plazi, ptaci),
* Ureotelni - vylu€uji dusik ve formé& mocoviny (savci).

Tyto odpadni produkty se tak dostanou zpét do pldy, ¢i vody, kde je rozkladaci, tj. bakterie a houby,
pfeméni zpét na anorganicky amoniak. Takto se mulZe cyklus nékolikanasobné opakovat,
az do té doby, dokud se amoniak nedostane k denitrifikatnim bakteriim, které ho pfeménuji zpét,

na plynny dusik [20].

4Zdroj: ASIO spol. s.r.o.: Aplikace nitritace - Anammox. Brno, dostupné Z: https://www.asio.cz/cz/anammox-aplikace-
nitrifikace-anammox
5Zdroj: ASIO spol. s.r.o.: Aplikace nitritace - Anammox. Brno, dostupné Z: https://www.asio.cz/cz/anammox-aplikace-
nitrifikace-anammox
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1.2.2 Emisni zdroje celkového dusiku do vod:
Mezi hlavni emisni zdroje dusiku patfi:

e Hnojiva,

o Fekalni znecisténi, kompostovani.

Hovotime-li o kontaminaci zivotniho prostedi dusikem, pak jsou na prvnim misté dusikatd hnojiva.
Jak jiz bylo zminéno vySe, dusik patfi k hlavnim biogennim prvkim. Vlivem nepfiznivého pocasi
se ovSem dusik muze z pud snadno eliminovat. Napi. po dlouhych destich je dusik strhavan
z povrchovych vrstev pud, kde mize byt vstieban rostlinami, do hlubSich vrstev pudy,

nebo muze byt odplaven pry¢ [23].

Aby se predchazelo ztratam dusiku, pouzivaji se dusikata hnojiva, ktera v dusikovém cyklu ptisobi

pozitivn€ pro vznik dusi¢nant z amoniaku, a naopak pusobi negativné v opa¢ném sméru.

Dusikata hnojiva lze rozd€lit na t1 kategorie podle jejich zékladniho slozeni — amonnd, mo€ovinova

a dusi¢nanova [24].

Nejkoncentrovangjsim dusikatym hnojivem je kapalny bezvody amoniak (obsahuje 82,2 % dusiku).
Pti jeho vyrobé musi byt plynny amoniak zkapalnén, a jako kapalina je pod tlakem vpraven do pudy.
Za atmosférického tlaku v pude se stava plynnym. Jelikoz se jedna o silné hygroskopickou molekulu,
prakticky okamzité reaguje s okolni vodou za vzniku amonného kationtu, ktery dale podléha

nitrifikaci nebo je vstieban rostlinami [25].

Dalsim amonnym hnojivem je napfiklad siran amonny, ¢i sulfid amonny. Tato hnojiva obsahuji ptimo
amonny kationt. Jejich efektivita je ovsem v poméru ke kapalnému bezvodému amoniaku pomérne

nizka (siran amonny obsahuje 20,3 % dusiku) [25].

Nejkoncentrovangjsi tuhé dusikaté hnojivo je moCovina [CO(NHz):], ktera v jedné své molekule
obsahuje 46 % dusiku. Mocovina je snadno rozpustna ve vod¢ za vzniku amoniaku. Pfi kontaktu
mocovinovych granuli hnojiva s pidni vodou dochazi tedy jednak k pronikani hnojiva hloubg&ji
pod povrch, a jednak ke wvzniku amoniaku. Vznika-li amoniak pii povrchu pidy, dojde
pravdépodobné k CasteCné ztraté¢ dusiku unikem amoniaku do vzduchu. Je-li vzniknuvsi amoniak
hloubégji pod povrchem, reaguje s pudni vodou za vzniku amonného kationtu, ktery je dale vyuzivan

bakteriemi a rostlinami [26].
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Dusi¢nanova hnojiva predstavuji pro rostliny nejsnaze dostupnou formu dusiku. Mezi nejznamejsi
dusi¢nanova hnojiva patii hlavné tzv. ledky. Ledek chilsky (dusi¢nan sodny NaNQO3), ledek vapenaty
(dusi¢nan vapenaty Ca(NOs3)2), ledek amonny (dusi¢nan amonny NH4NO3) apod.

Dal§im velmi zndmym hnojivem je dusikaté vapno. Je to z vétsi Casti kyanamid vapenaty (CaCNy),
ktery se ve vodném prostiedi méni na amoniak (rovnice 3). Zaroven brani prekyseleni pudy vlivem
vznikajiciho uhli¢itanu vapenatého. Dale pusobi jako dezinfekce pudy a odpuzuje slimaky, dratovce

a jiné skudce [27].

CaCN, + 3H,0 - CaCO; + 2NHs (3)

Dal§im zdrojem emisi je obecné fekalni znecisténi, tedy odpadni vody. At se jiz jedna o amonotelnt,
urikotelni nebo ureotelni zivo€ichy, stru¢né popsané vyse, je odpadnim produktem vzdy latka
obsahujici dusik. Stejné tak odpadni produkt hemoglobinu, bilirubin, popt. urobilin, je dusikata latka

vylu€ovana moci nebo stolici [22].

Mnozstvi vylou¢eného dusiku, tzv. celkovy katabolicky dusik 1ze jednoduse vypocitat z koncentrace

mocoviny v moci a mnozstvi vyloucené moci [5].

Nkatabolick}’r =U-V-0028-1,2+7 4) 7

V rovnici 4 je U koncentrace moc¢oviny v mo¢i (mmol/l), V'je objem vyloucené moci za 24 h.
Faktor 0,028 je na prepocet mmol/l urey na gram urey a faktor 1,2 je korigujici faktor za predpokladu,
7ze mocovina tvori 80 % celkového dusiku. Zjsou ztraty dusiku extrarenalné (kuze, stolice)

za 24 hodin v gramech (obvykle 4g/24h) [28].

Referencni fyziologicka hodnota pro endogenni katabolicky dusik je 0,03 — 0,137 g/kg/d. Tedy Clovek
o prumémé vaze 60 kg, vylouc¢i denn€ 1,8 — 8,22 g dusiku [29].

6 Zdroj: Singhal Atul: The Pearson Guide to Objective Chemistry for the AIEEE, second edition. Dorling Kindesley,
2011, ISBN: 978-81-3173381-3.

7 Zdroj: Z. Zadak: VyZiva v intenzivni pé&i: 2, roz$ifené a aktualizované vydani. Praha 2008, Grada Publishing. ISBN:
978-80-247-2844-5.
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1.2.3 Dusledky kontaminace dusikatymi latkami:

Jak jiz bylo zminéno vySe, dusik a fosfor jsou hlavni limitujici ziviny mikroorganizmi, sinic a fas.
Pii zvySené koncentraci dusiku v povrchovych vodach, za ptitomnosti vyssi koncentrace fosforu,
dochazi k pfemnozeni mikroorganizmu a fas, tedy k eutrofizaci. Na povrchu vody pak vznika vodni
kvét, ktery brani vzdusnému kysliku v rozpusténi ve vode€, ¢imz muaze dojit k masivnimu Ghynu

ryb [30].

Je-li v pitné vodé obsazeno vys§i mnozstvi dusi¢nanil, je to zpravidla spojovano s rizikem
methemoglobinemie. Methemoglobinemie je patologicky pfipad, kdy je centralni atom dvojmocného
Zeleza oxidovan na trojmocné zelezo. Diky tomu Zelezo v methemoglobinu nemuiZe vazat a prenaset
kyslik. Na methemoglobinemii jsou citlivé zejména novorozenci a kojenci, u nichz zpusobuje

tzv. modrani kojencu [31].

Oxidaci Zeleza ale zpusobuji dusitany. S dusi¢nany je methemoglobinemie spojena pouze proto,
protoze se obecné ve vodach vyskytuji v daleko vétSich koncentracich oproti dusitanim. V lidském

téle jsou pak pfijaté dusi¢nany redukovany na dusitany strevnimi bakteriemi [31].

1.3 Dekontaminace vod od fosforu a dusiku:

Cistirny odpadnich vod COV mohou do jisté miry predistit vody od fosfatt a dusiku.

1.3.1 Popis ¢iSténi odpadnich vod:

Procesy probihajici v Cistickach vod 1ze rozdélit do dvou skupin: mechanické predcCisténi (primarni
proces), biologické ¢isténi (sekundarni proces) a nékdy fyzikalné-chemické ¢isténi (tercialni proces).

Schematicky je usporadani COV znazornéno na obrazku 4.

Mechanickym pred¢iSténim se nejprve voda zpiivadéCe zbavi Stérku a hrubSich Castic
prostfednictvim tzv. lapaku Stérku. V pifivodném kandlu vytvofena jimka se snizenym dnem.
V této jimce dochézi k sedimentaci hrubych nerozpustnych latek, jako jsou napt. Stérk, dlazebni
kostky apod. Nasleduji Cesle, které zbavuji vodu od hrubych plovoucich latek, napt. cigaretové filtry,
zbytky ovoce, hadry apod. Déle se nachazi lapaky pisku, ktery funguje na stejném principu jako lapak
Stérku, ale rychlost prutoku je pomalejsi. Vzhledem k rychlosti prutoku se v lapaku pisku Caste¢né
rozd€luji 1 tuky, které vzlinaji na hladinu. Poslednim krokem v mechanickém ¢isténi tvori

tzv. usazovaci nadrze. Na jejich dno se usazuje tzv. surovy kal, ktery dale putuje do anaerobnich
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nadrzi k vyhnivani atvorbé bioplynu. Na povrchu usazovacich nadrzi plavou lehké nerozpustné latky,
které jsou shrnovéany do lapéku. Voda uprostfed vysky lapéku je mechanicky prfeCisténa a odchazi

do aktivacnich nadrzi, kde uz dochazi k sekundéarnimu cisténi [32].

Biologické Cisténi je zprostiedkovano pomoci mikroorganizm, které oxidaci kyslikem rozkladaji
organické latky na vodu a oxid uhli€ity. V aktivaini nadrZi je mechanicky pfecisténd voda smichéna
stzv. aktivovanym kalem, ktery obsahuje mikroorganizmy schopné této oxidace. Po smichani
s aktivovanym kalem je voda odvezena do dosazovaci nadrze, kde se opét od aktivovaného kalu

preCisti. Cast kalu putuje zpatky do aktivaénich nadrzi, zbytek je odveden do vyhnivacich nadrzi.

Takto precisténa voda, po kontrole nejriiznéjsich parametrd, mdze byt znovu vypusténa [32].

Schémabiologické ¢asti COV Jihlava - pFed intenzifikaci

odleh&eni Cesle  lapékpisku usazovaci nadrz aktivaéninadrz dosazovacinadrz

pntok __ cCerpaci stanice odleh¢eni odtok

Obrazek 4 - Schéma COVJihlava 8

1.3.2 Defosfatace:
Fosfor mlze byt z odpadnich vod odstranén biologickymi nebo fyzikalné-chemickymi metodami.

V pfipadé fyzikalné-chemickych metod je vyuzZito srazeni fosfatd s kovy, zejm. s vapnikem, hlinikem

a zelezem, za vzniku nerozpustnych fosfore¢nan(.8

8 Zdroj: Pazdera O: Rozsifeni a intenzifikace Ccistiren odpadnich vod z hlediska EIA. Brno, dostupné z:
https://www.mzp.cz/web/edice.nsf/D66DBC7CBF544E3AC1256FC8004A3515/$file/castl.html
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Z hlediska zatazeni tohoto srazeni v systému ¢isténi, ho muzeme rozdélit na prediazené, simultanni

a zarazeneé srazeni.

U predfazeného srazeni se srazeci cinidla do vody pridavaji prfed usazovaci nadrzi,
v niz pak srazeniny sedimentuji spolu s primarnim kalem. V simultannim srazeni se €inidlo pfidava
do smesi aktivovaného kalu, a srazeniny se usazuji v dosazovaci nadrzi spolu s kalem. U zarazen¢ho
srazeni se Cinidlo davkuje az za dosazovaci nadrz. Tento zpUsob srazeni je jediny, ktery nema vliv

na sedimentujici biomasu, ale je zapotiebi do systému zaradit specialni michajici nadrze [32].

Biologicka metoda defosfatace je zalozena na takové schopnosti né€kterych mikroorganizma
(ngjCastéji rod Acinetobacter, Competibacter), které jim umoziuji akumulovat fosfor ve formée
polyfosfath. Takové bakterie se oznacuji jako PAO (fosfor akumulujici organizmy). Polyfosfaty
slouzi jako energetickd rezerva burniky. Jelikoz hlavni energeticka molekula, ATP,
nemuze byt v buice uchovavana do zasoby, jsou nadbytecné fosfaty preménény, prostiednictvim

fosfatové kinazy, na polyfosfaty [33].

Odpadni voda se smichad s aktivovanym kalem v anaerobni nadrzi. Tim se zahdji fermentace,
kdy se z odpadnich organickych latek tvoii mastné kyseliny. V nasledujicim, jiz aerobnim reaktoru,
jsou vzniklé mastné kyseliny preneseny do PAQO bakterii aktivnim transportem. Energie pro aktivni
transport je ziskana hydrolyzou bunécnych polyfosfati. Z mastnych kyselin je v buiice syntetizovana

kyselina poly—3-hydroxymaselna, ktera slouzi jako zdroj uhlikl pro syntézu polyfosfatu.

Odpadni voda se tak zbavi nadbytecného fosforu, ktery je uloZzen v biomase kalu [33].

1.3.3 Odstranéni dusiku:

Odstranovani dusiku z odpadnich vod je provadéno na zakladé dvou biochemickych reakci,
nitrifikace a denitrifikace. Dochazi tedy k oxidaci amonnych kationti na dusitany a dusi¢nany,
tedy k nitrifikaci. Vzniklé dusitany jsou dale redukovany na oxid dusny, nebo plynny dusik,
pak sejedna se o denitrifikaci. Vztahy mezi jednotlivymi formami dusiku a nazvy reakci

jejich prechodu jsou znazornény na obrazku 5.

Amoniakalni forma dusiku ve vodé je zavisla na pH. Je-li pH v rozmezi 6-9, je témér veskery
amoniakalni dusik ve form& amonného kationtu. Proto vétSinou neni tfeba zavedeni specialni reakce

na prfevedeni amoniaku na amonny kation [34].
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Amonné kationy
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Amoniak

Plynny dusik
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Dusitany ~. Dusitany
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Dusi¢nany

Obréazek 5 - Rlizné premény amonného kationtu. (1- amonifikace; 2- amonné $tépeni; 3- asimilace; 4- nitritace; 5- nitratace; 6-
denitratace; 7- denitritace; 8- deamonifikace; 9 - anammoxproces) 9

Nitrifikace probiha v aerobnim prostfedi podle rovnic 5 a 6:
2NH+ + 302~ NO- + H20 + 2H+ (5) 10

2N02 + 02 » NO- (6) 1L

9Zdroj: Plaza E, Trela J, Gut L, Lowén M, Szatkowska B: Deamonification Process for Treatment of Ammonium Rich
Wastewater. Department of Land and Water Resources Engineering, Royal Institute of Technology, Stockholm. Dostupné
z: https://www.kth.se/polopoly fs/1.650641.1550154720!/3JPS10s77.pdf

10 Zdroj: Asio: Aplikace nitritace - Anammox - kontejnerova technologie pro ¢isténi prdmyslovych odpadnich vod.
Asio.cz, Brno, 2015, dostupné z: https://www.asio.cz/cz/lanammox-aplikace-nitrifikace-anammox

1 Zdroj: Asio: Aplikace nitritace - Anammox - kontejnerova technologie pro ¢isténi prdmyslovych odpadnich vod.
Asio.cz, Brno, 2015, dostupné z: https://www.asio.cz/cz/lanammox-aplikace-nitrifikace-anammox
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Denitrifikace probiha podle rovnice 7:

NO- + CH30H A N 2+ OH~ + H20 + C02 M Z

Prvni reakci zpravidla zprostfedkovavaji rody Nitrosomonas a Nitrospira. Druhé reakce se Ucastni
Nitrobacter [32].

Mira denitrifikace je zCasti ovlivnéna mnozstvim dostupného organického uhliku.

Proto se v nékterych pfipadech do anaerobni nadrze pfidava methanol [34].

Ponékud inovativnim zplisobem mohou obé reakce probéhnout vjednom kroku, to je nazyvano
deamonifikace. Jeji vyhody spoCivaji zejména vtom, Ze se béhem odbourdvani amoniaku
a vznikajicich dusikatych sloucenin spotfebuje méné nez polovina kysliku, oproti klasické nitrifikaci
a denitrifikaci. Dal$i vyhodou je, Ze neni potfeba zdroj uhliku. Z téchto ddvodl se deamonifikace

pouziva zejména u vod, které jsou bohaté na amoniak [34].

Deamonifikace (rovnice 8) obsahuje rovnéz dva kroky. Prvnim krokem je oxidace amonnych
kationtl na dusitany, stejné jako v klasickém pfFistupu odstranovani dusiku, s pouZitim stejnych
mikroorganismG. Druhym krokem ovsem je anaerobni deamonifikace, kde jsou pouzity specialni
bakterie (rod Planctomycetales). Vzniklé dusitany reaguji s amonnymi ionty v anaerobnim prostfedi
za vzniku plynného dusiku. Tento proces byvd oznaCovan jako anammox process, z anglického

ammonium oxidation.

NH+ + NO- AN 2 + 2H20 8) B

1.4 Moznosti stanoveni rdiznych skupin slouéenin fosforu:
Pro stanoveni fosforu existuji tyto normy (platné k 2. 1. 2020) [35]:

« CSNEN ISO 6878 (75 7465) - Jakost vod - Stanoveni fosforu - Spektrofotometricka metoda

s molybdenanem amonnym,

12 Zdroj: Pollert: Biologicka ¢ast COV, recirkulace kalu, Fizeni procestl. Praha - CVUT - prednéaska, 2012. Dostupné z:
http://kzei.fsv.cvut.cz/pdf/COV pr 6.pdf

13Zdroj: Plaza E, Trela J, Gut L, Lowén M, Szatkowska B: Deamonification Process for Treatment of Ammonium Rich
Wastewater. Department of Land and Water Resources Engineering, Royal Institute of Technology, Stockholm. Dostupné
z: https://www.kth.se/polopoly s/1.650641.1550154720!/JPS10s77.pdf
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e CSN EN ISO 15681-1 (75 7464) — Stanoveni orthofosfore¢nant a celkového fosforu
pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 1: Metoda priitokové injekéni analyzy (FIA),

e CSN EN ISO 15681-2 (75 7464) — Stanoveni orthofosfore¢nant a celkového fosforu
pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 2: Metoda kontinualni pritokové analyzy (CFA),

o CSNENISO 15923-1 (75 7389) — Stanoveni vybranych ukazatelQ diskrétnimi analytickymi
systémy — Cast 1: Amonné ionty, dusi¢nany, dusitany, chloridy, orthofosfore¢nany, sirany

a kfemicitany s fotometrickou detekci,

e CSN EN ISO 10304-1 (75 7391) — Jakost vod - Stanoveni rozpusténych aniontd metodou
kapalinové chromatografie iontd — Cast 1: Stanoveni bromidd, chloridd, fluoridd, dusi¢nand,

dusitany, fosfore¢nanu a sirand,

e CSN EN ISO 11885 (75 7387) — Jakost vod — Stanoveni vybranych prvkd optickou emisni

spektrometrii s indukén€ vazanym plazmatem (ICP-OES),

o TNV 757466 — Jakost vod — Stanoveni fosforu po rozkladu kyselinou dusi¢nou a chloristou

(pro stanoveni ve znecisténych vodach),

o CSN EN ISO 10695 (75 7576) — Jakost vod — Stanoveni vybranych slou¢enin s organicky

vazanym dusikem a fosforem — metoda plynové chromatografie.

1.4.1 Spektralni stanoveni:

Pti spektralnim stanoveni vSech skupin sloucenin fosforu se musi nejdiive tyto slouCeniny prevést

na rozpusténé anorganické orthofosforeCnany, jejichz absorbance se méfi.

Celkové polyfosforeCnany jsou prevedeny na orthofosforeCnany hydrolyzou kyselinou sirovou

pii 100 °C [36].

Pti stanoveni celkovych fosforecnanti se vyuziva oxida¢niho rozkladu organickych sloucenin fosforu.
Pii tomto rozkladu zaroven dochazi k hydrolyze polyfosforecnant. Z organicky i anorganicky

slouCenin fosforu vznikaji timto zptisobem opét orthofosfore¢nany.

Celkové orthofosforeCnany stanovujeme v nefiltrovaném vzorku bez oxidacniho rozkladu
i bez hydrolyzy. Pfi stanoveni pouze anorganickych orthofosforeCnani se vzorek musi pfedem

zfiltrovat, dale nedochazi ani k hydrolyze, ani k oxida¢nimu rozkladu [36].
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Pro stanoveni celkovych fosfore¢nant je dalezité zvolit optimalni podminky oxida¢niho rozkladu.
Oxidaci organickych sloucenin fosforu docilime [36]:

e Kyselinou chloristou v kombinaci s kyselinou dusi¢nou nebo sirovou,

e Peroxodisiranem amonnym nebo draselnym v prostfedi kyseliny sirove,

e Kyselinou dusi¢nou v kombinaci s kyselinou sirovou,

e Peroxidem vodiku v prostiedi kyseliny sirové,

o UV zafeni,

e Fotochemicka oxidace.

Po prevedeni ruznych forem fosforu na orthofosforeCnany jsou tyto nejCastéji stanoveny

jejich prevedenim na fosfomolybdenovou modt (rovnice 9).

Orthofosfore¢nany reaguji s molybdenanem amonnym v prostiedi kyseliny sirové za vzniku zlutého
komplexu kyseliny molybdatofosforecné. Tento komplex je redukovan na fosfomolybdenovou modr,

ktera je stanovovana pii 690 nm.
Jako reduk¢ni Cinidla se pouziva bud’ kyselina askorbova nebo chlorid cinaty [36].

PO;~ + (NHy),M00, - HyP(MO1,0,40) — fosfomolybdenova modt )

1.4.2 lontova chromatografie:
Celkovy fosfor 1ze rovnéz stanovit iontovou chromatografii (viz dale) podle nasledujicich norem [37]:

e CSN EN ISO 15681-1 (75 7464) — Jakost vod — Stanoveni orthofosforenant a celkového
fosforu pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 1: Metoda pritokové injekéni analyzy (FIA),

e CSN EN ISO 15681-2 (75 7464) — Jakost vod — Stanoveni orthofosforenant a celkového
fosforu pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 2: Metoda kontinualni pritokové analyzy (CFA).

Toto stanoveni je naplni praktické Casti této prace.

14 Zdroj: Horakova M, Lischke P, Griinwald A. Chemické a fizikdini metody analyzy vod. Druhé nezménéné vydani.
Praha : SNTL - Nakladatelstvi technické literatury, 1989. 04-606-89.
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1.5 Moznosti stanoveni riznych skupin slou¢enin dusiku:
Pro stanoveni dusikatych latek existuji tyto normy (citovano 7. 2. 2020) [35]:

o CSN ISO 5664 (75 7449) - Jakost vod - Stanoveni amonnych iontd - Odméma metoda

po destilaci,

o CSN ISO 6778 (75 7450) - Jakost vod - Stanoveni amonnych iontd - Potenciometricka

metoda,

e CSN ISO 7150-1 (75 7451) - Jakost vod - Stanoveni amonnych iontd - Cast 1: Manuélni

spektrometrickd metoda,

e CSN ISO 7150-2 (75 7451) - Jakost vod - Stanoveni amonnych iontd - Cast 2:

Automatizovana spektrometricka metoda,

e CSN EN 26777 (75 7452) - Jakost vod - Stanoveni dusitanti - Molekularni absorpéni

spektrofotometrickd metoda,

o CSN ISO 7890-3 (75 7453) - Jakost vod - Stanoveni dusi¢nand - Cést 3: Spektrometricka

metoda s kyselinou sulfosalicylovou,

e CSN EN ISO 11732 (75 7454) - Jakost vod - Stanoveni amoniakalniho dusiku - Metoda
prutokové analyzy (CFA a FIA) se spektrofotometrickou detekci,

e CSN 75 7455 — Jakost vod - Stanoveni dusi¢nand - Fotometrickd metoda s 2,6-

dimethylfenolem — Metoda ve zkumavkach,

e CSNENISO 13395 (75 7456) - Jakost vod - Stanoveni dusitanového dusiku a dusiénanového

dusiku a sumy obou prutokovou analyzou (CFA a FIA) se spektrofotometrickou detekci,

e CSNENISO 12260 (75 7524) - Jakost vod - Stanoveni dusiku - Stanoveni vazaného dusiku
(TNb) po oxidaci na oxidy dusiku,

e CSNEN 25663 (75 7525) - Jakost vod - Stanoveni dusiku podle Kjeldahla - Odmérna metoda

po mineralizaci se selenem,

o CSN ISO 29441 (75 7526) - Jakost vod - Stanoveni celkového dusiku po rozkladu
UV zafenim — Metoda pratokové analyzy (CFA a FIA) se spektrofotometrickou detekei,

e CSN EN ISO 11905 (75 7527) - Jakost vod - Stanoveni dusiku - Céast 1: Metoda oxida&ni

mineralizace peroxodisiranem,
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o CSN EN ISO 15923-1 (757389) - Jakost vod - Stanoveni vybranych ukazateld diskrétnimi
analytickymi systémy - Cast 1: Amonné ionty, dusiénany, dusitany, chloridy,

orthofosforeCnany, sirany a kfemicitany s fotometrickou detekei,

e CSN EN ISO 10304-1 (75 7391) - Jakost vod - Stanoveni rozpuiténych aniontd - Metoda
kapalinové chromatografie iontd - Cast 1: Stanoveni bromidd, chloridd, fluoridd, dusi¢nand,

dusitany, fosfore¢nanu, sirand,

o CSNENISO 13395 (75 7456) - Jakost vod - Stanoveni dusitanového dusiku a dusi¢nanového

dusiku a sumy obou prutokovou analyzou (CFA a FIA) se spektrofotometrickou detekeci,

e CSN EN ISO 10695 (75 7576) Jakost vod - Stanoveni vybranych slougenin s organicky

vazanym dusikem a fosforem — Metoda plynové chromatografie.

1.5.1 Spektralni stanoveni:

Spektralni stanoveni vychdzeji bud’ z redukce dusikatych latek na amonné ionty, nebo z oxidace
dusikatych latek na dusitany, popt. na dusi¢nany. Oxida¢ni rozklad vzorku je ovSem pouzivan daleko

Cast€ji, kvali mensi Casové a technické narocnosti [36].

1.5.1.1 Stanoveni amonnych iontd:
e Redukce dusikatych latek fluoroglucinolem a zinkem:

Piikladem reduk&niho rozkladu je prevedeni veSkerého dusiku na amoniakalni dusik metodou
s fluoroglucinolem a zinkem. Dusi¢nany a dusitany jsou redukovany fluoroglucinolem v prostredi
kyseliny sirové na nitrofluoroglucinol. Ten je redukovan zinkem za vzniku aminoderivata,

které se spolu s organicky vazanym dusikem prevadeji mineralizaci na amonné ionty [36].
e Reakce amonnych iontl s Nesslerovym Cinidlem:

Nesslerovo ¢inidlo (Hgls®) reaguje v prostiedi vinanu draselného s amonnymi ionty za vzniku
koloidni srazeniny aminojodidu rtutnatého (rovnice 10), ktery je méfen spektrofotometricky

pii 425 nm [36].
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2(Hgl)?* + NHz +30H™ — (Hg,N)I.H,0 + 71- + 2H,0  (10) 13

e Reakce amoniaku s fenolem a chlornanem:

Reakci amoniaku s fenolem a chlornanem za katalyzy manganatymi ionty vznikd indofenol,
ktery je v alkalickém prosttedi disociovan za vzniku modrého indofenolového barviva (rovnice 11,

12), jehoz absorbance se méfi pii 630 nm [36].
NH; + 0Cl” - NH,Cl+ OH™ (11) 16

NH,Cl + fenol - indofenol (intenzivné modra) (12) V7

1.5.12  Stanoveni dusitani:
e Reakce dusitanu s kyselinou sulfanilovou a N-(-1-naftyl)-ethylendiamindihydrochloridem

Dusitany ve vzorku diazotuji kyselinu sulfanilovou v prostifedi hydrogensiranu draselného.
Vznikla diazoniova sul kopuluje s N-(-1-naftyl)-ethylendiamindihydrochloridem za vzniku
Cerveného azobarviva. Intenzita zabarveni je imérna koncentraci dusitant ve vzorku. Méfeni

absorbance se provadi pii 540 nm [36].
e Reakce dusitant s kyselinou sulfanilovou a a-naftylaminem:

Dusitany ve vzorku diazotuji kyselinu sulfanilovou v prostiedi kyseliny chlorovodikové.
V prostfedi octanového pufru kopuluje vznikla diazoniova sil s a-naftylaminem za vzniku
cervenofialového azobarviva, které se méfi pii 520 nm. Intenzita zbarveni je umérné koncentraci

dusitant ve vzorku [36].

1513 Stanoveni dusi¢nanu:

e Reakce dusi¢nant se salicylanem sodnym.

15 Zdroj: Horakova M, Lischke P, Griinwald A. Chemické a fizikilni metody analyzy vod. Druhé nezménéné vydani.
Praha : SNTL - Nakladatelstvi technické literatury, 1989. 04-606-89.
16 Zdroj: Horakova M, Lischke P, Griinwald A. Chemické a fyzikdlni metody analyzy vod. Druhé nezménéné vyddni.
Praha : SNTL - Nakladatelstvi technické literatury, 1989. 04-606-89.
17 Zdroj: Horakova M, Lischke P, Griinwald A. Chemické a fizikdini metody analyzy vod. Druhé nezménéné vydani.
Praha : SNTL - Nakladatelstvi technické literatury, 1989. 04-606-89.
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Dusic¢nany nitruji kyselinu salicylovou v prostfedi kyseliny sirové. Vznikly zluty nitroderivat

je umeérny koncentraci dusi¢nant ve vzorku. Absorbance se méfi pii 410 nm.

Piimé méfeni absorbance dusi¢nanti v UV oblasti pfi vinové délce 220 nm,

Nepiimé stanoveni dusi¢nant po redukci na amoniakalni dusik Devardovou slitinou.

Pti reakci Devardovy slitiny s hydroxidem sodnym vznikd vodik, ktery okamzité redukuje dusi¢nany

na amoniakalni dusik [36].

1.5.2 Elektrochemicka stanoveni:

Pro amoniakalni a dusi¢nanovou formu dusiku je mozné pouzit specifické iontovée selektivni

elektrody.

Iontove selektivni elektroda pro amoniak je elektroda druhého druhu, tj. plynova. Amoniak
existuje ve vod¢ v disociované a nedisociované formé v zéavislosti na pH. Rozpustény
amoniak v plynné formée prochéazi hydrofobni membréanou elektrody, ¢imz dochazi k poklesu

pH ve vnitinim elektrolytu elektrody, ktery odpovida mnozstvi amoniaku [38].

Dusi¢nanova iontove selektivni elektroda je elektroda se kapalnou membranou z PVC,

v niz je jako iontoméni¢ zabudovana krystalova violet [36].

Poméme zastaralou metodou je stanoveni dusi¢nanti polarograficky, kdy dojde k jejich
redukci na rtutové kapkové elektrodé v roztoku chloridu draselného a kyseliny
chlorovodikové za katalyzy uranylovych iontd z octanu uranylu. Pfi méfeni jsou poskytnuty
dvé polarografické viny redukce uranu, z nichz ta druhd vlna nese informaci o mnozstvi

dusi¢nant ve vzorku [36].

1521 Ostatni metody:

Neutralizacni odmérné stanoveni amoniakalniho dusiku probiha na principu jiméni plynného
amoniaku, ziskaného destilaci vzorku, do kyseliny borité (rovnice 13) nebo kyseliny sirové
(rovnice 14). Je-li vzorek jiman do kyseliny borité, titruje se obsah amonnych iontd

ve vzniklém dihydrogenboritanu amonném kyselinou sirovou na Tashiro:
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NH; + H3BO; » NH,H,BO; (13) 18

NH,H,BO; + H,SO, —» (NH,),S0, + 2H3BO0; (14) 19

Je-li amoniak jiman do kyseliny sirové, stanovuje se pfi titraci nezreagovana kyselina sirova

hydroxidem sodnym na methylcerven [36].

e Automatické analyzatory na stanoveni celkového organického dusiku (TON - celkovy
organicky dusik) byvaji Casto spojeny s analyzatory na stanoveni celkového organického
uhliku (TOC - celkovy organicky uhlik), které nejprve musi odstranit anorganické slozky
vzorku obsahujici tyto elementy. Nasledn€ je vzorek unasen nosnym plynem do spalovaci
komory, kde jsou vSechny organické formy té€chto dvou prvka pfeménény na CO2 a NO

Tyto jsou stanoveny infracervenou analyzou spalovani [39].

1522  Iontova chromatografie:

Dusitany a dusi¢nany, mimo jiné, je mozno stanovit iontovou chromatografii. Pfi zvoleni metody
iontové chromatografie je zakladnim pozadavkem, zvolit takovou kolonu, kterd toto stanoveni

umoziuje.

Celkovy fosfor 1ze po rozlozeni na dusi¢nany rovnéz stanovit iontovou chromatografii (toto je napli

praktické Casti této prace).

1.6 HPLC s iontoménic¢ovou kolonou:

1.6.1 Zakladni princip HPLC:

HPLC (vysokoucinna kapalinovéa chromatografie) je druh separa¢ni metody, ktera umoziuje déleni

jednotlivych slozek vzorku a detekci téchto slozek v detektoru za vzniku chromatogramu.

18 Zdroj: Horakova M, Lischke P, Griinwald A. Chemické a fizikdlni metody analyzy vod. Druhé nezmeénéné vydani.
Praha : SNTL - Nakladatelstvi technické literatury, 1989. 04-606-89.
12 Zdroj: Horakova M, Lischke P, Griinwald A. Chemické a fyzikalni metody analyzy vod. Druhé nezménéné vydani.
Praha : SNTL - Nakladatelstvi technické literatury, 1989. 04-606-89.
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Vzorek je zavadén, nebo je nasavan do injektoru, a pres Sesticestny ventil je za vysokého tlaku
zavadén do toku mobilni faze, ktera vzorek unasi skrz kolonu. V koloné€ se jednotlivé slozky vzorku
déli na zaklad¢ dynamického ustavovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. Po rozdéleni
jsou slozky vzorku eluovany mobilni fazi do detektoru. Vyslednym signalem je chromatogram,

kde se hodnoti zpravidla plocha piku a reten¢ni Cas, jako ukazatele kvantity a kvality.

1.6.2 Iontova chromatografie:

Principem iontové chromatografie je soutéZeni analyzovanych iontll a iontd stacionarni faze o misto
na ionexu (viz dale). Jejimi nejdalezit€j$imi souCastmi jsou nejCast€ji iontové vyménna kolona,

supresor a vodivostni detektor. Jedna se o jednu z moznych variaci kapalinové chromatografie.

Ionty jsou unéaseny do kolony mobilni fazi, z niz jsou pozd¢ji eluovany. Separace probihé na zakladé
rizné migrace uvniti iontoméniCové kolony, nebo na desce impregnované iontoménicem.
Tyto vzajemné reakce jsou umoznény kvuli vzajemné kompetici iontd mobilni faze s ionty vzorku,
kde obé skupiny iontd reversibilné reaguji s funkénimi skupinami navazané na stacionarni fazi. lonty
pfi prostupu kolonou se tak nékolikrat navazi a opét oddeli od stacionarni faze. Jelikoz je afinita

daného iontu k iontoménici specificka, dochazi tak k separaci iontu [40].

1.6.2.1 Iontoméni¢oveé kolony:

Jako nosi¢ stacionarni faze se pouzivaji gely, kam patfi celuloza nebo dextran. Déle se pouzivaji
anorganické iontomeéniCe, coz jsou hydratované oxidy zirkonu, titanu. Typickym nosi¢em
jsou také zeolity. Dalsi skupinou nosic¢li jsou polymerni organické latky, jako jsou pryskyfice,

styreny nebo akrylaty [41,42,43].

Tyto materidly jsou sami o sob& pomeérne€ porovité, ovSem samotna porovitost se jeSté zvysuje
s pouzitim sitovaciho Cinidla, nejcastéji divinylbenzen — viditelné na obrazku 6. Jedna se o tzv.
crosslinking, kdy se utvoii tfidimenziondlni struktura. V zavislosti na pomeéru divinylbenzenu

a styrenu pak vznika sit’ t€snéjsi, nebo prostupnéjsi [41].
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Obréazek 6 - Schéma vzniku polystyren-divinylbenzenu ze styrenu a divinylbenzenu 20

Na jakémkoliv aromatickém jadfe (v pFipadé polysteren-divinylbenzenu) se pak v podobé
n-komplexu mulze objevit funkéni skupina uréujici charakter iontoménice. Tato funkéni skupina
je ve vodném prostfedi schopna disociace. Z funkEni skupiny se tak stavd iont a protiont.

A pravé protiont mdze byt doasné zaménén zajiny iont stejného naboje [43].

Podle navazané funkéni skupiny rozlisujeme iontoménice na katexy a anexy. Anex je ménic aniontd,
tzn. Ze protiont funk&ni skupiny je schopen se zaménit za jiny aniont pfitomny v roztoku. Katex
disponuje stejnou schopnosti, oviem pro kationty. Pfiklady funkénich skupin pro katexy a anexy

jsou uvedeny v tabulce 1. [43].

Podle schopnosti disociace rozdélujeme anexy na silné bazické, které jsou schopny disociace
pfi jakémkoliv pH, a slabé bazické - disociuji pouze v kyselejSim prostfedi. Katexy naopak délime

na silné kyselé - schopny disociace pfi jakémkoliv pH a slabé kyselé - disociuji pouze v bazi¢téjSim

prostfedi [43].

Tabulka 1 -pFiklady katexovy a anexovych substituentl 21

Katex Anex
Silné kysely/bazicky R- SO3H R —N+(CH3) 30H-
Slabé kysely/bazicky R —COOH R -N +CH3)2

2 Zdroj: Autor neznamy, dostupné zhttps://www.pngkey.com/detail/u2gq8t400a9a9a9u2 poly-polystyrene-crosslinked-
with-divinylbenzene/. Citovano 3. 2. 2020

2l Zdroj: Jelinek L: lonexové technologie v Gpravé vody - Zéaklady energetiky. VSCHT Praha. Dostupné z:
https://web.vscht.cz/~ielinekl/ZEN/Prednaska-09.pdf
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1.6.2.2 lontova vyména:

Hlavnimi parametry Kkinetiky iontové vymeény jsou koeficient iontové vyménné selektivity
a distribu¢ni koeficient, popf. retencni faktor. Oba dva zaviseji na ustalovani iontové vymeénné
rovnovahy. Koeficienty jsou méfeny ustalenim zndmého roztoku a zndmého mnozZstvi stacionarni
faze a naslednym uréenim mnozstvi vyménénych iontl v kazdé fazi. Kapacitni faktor

mdze byt vypocitan pfimo z retenénich objeml vzorku [44].
lontové vymény se tedy GcCastni dva ionty v kompetici o vazbu se stacionarni fazi (rovnice 15):

bAm + uBs” bAs + &m

(15) 2
Symbol m oznacuje iont v mobilni fazi, symbol s je iont navazany na stacionérni fazi.
Rovnovéazné konstanta pro tuto rovnici je uveden v rovnici 16:
4  MsMm
B MmMs (16) 22
V zévorkach jsou uvedeny molarni koncentrace iontd. Rovnovazna konstanta je zaroven

koeficient selektivity. Cim vy33i ma dany iont A koeficient selektivity v{i¢i stacionarni fazi, tim vys3si

ma afinitu oproti iontu B [44].

Distribu¢ni koeficient D indikuje miru afinity iontu k iontoménici. Cim je koeficient vyssi, tim vys3si
mé& dany iont afinitu k vybranému iontoménicCi. Definovan je jako pomér koncentrace iontu

obsazeného ve stacionarni a tohoto iontu v mobilni fazi (rovnice 17):

0=S: (17) 2%
2 Zdroj: HPLC.CZ: Specialni techniky HPLC - lontova chromatografie, Praha, 2008. Dostupné z:
http://www.hplc.cz/Teorie/ion chromatography.html
2 Zdroj: HPLC.CZ: Specialni techniky HPLC - lontova chromatografi, Praha, 2008. Dostupné z:

http://www.hplc.cz/Teorie/ion chromatography.html
24 Zdroj: Jirdkova L, Svéda M: Chromatografie. VSCHT Praha. Dostupné z: http://old.vscht.cz/anl/oppa-sem-
bio/PDFs/AOPPAst.pdf
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Cast&ji se v chromatografii oviem misto distribuéniho koeficientu pouZiva retenéni faktor Kk,

coZ je pomér latkového mnozstvi iontu v obou fazich (rovnice 18):

n(As %
KA B v (18)

Retenéni faktor se ovsem v praxi urCuje podle retenénich ¢asti mérené latky (rovnice 19):

k=—0 (19)

Kde tje retencni ¢as eluovaného iontu, toje mrtvy Cas [44].
lontova vyména ma 5 fazi [43]:
1) Difuze iontu A z mobilni faze na povrch ionexu,
2) Difuze iontu A z povrchu ionexu k funkéni skuping,
3) Vlastni iontova vyména,
4) Difuze iontu B od fuknéni skupiny k povrchu ionexu,
5) Difuze iontu B z povrchu ionexu do mobilni faze.

lonty mobilni faze pfirozené difunduji mezi staciondrni fazi. Pronikne-li nabity iont ionexem
k funk&ni skupiné ionexu, musi pfirozeny protiont fuknéni skupiny tuto opustit, aby byla zachovana
neutralita. Stejnym zpdsobem funguje navraceni plivodniho protiontu do funkéni skupiny a vyplaveni

iontu, jez plvodné obsahovala mobilni faze [45].

Aby tato zpétna vymeéna mohla prob&hnout, musi mit ionex nizsi afinitu k iontdm mobilni faze, oproti

vlastnim protiontim, u koeficientu selektivity pro dany par iontu a ionexu je tedy vyzadovéana

av v

Bude-li koeficient selektivity vySsi pro iont v mobilni fazi, dojde k odstranéni tohoto iontu z mobilni
faze. Toho se vyuZiva pfi precistovani vody od vapenatych a hofe¢natych iontd, tedy ke zmékcovani

vody (viz dale) [45].

5 Zdroj: Dousa M: Zakladni charakteristiky chromatografického procesu. Dostupné  z:
http://www.hplc.cz/Teorie/uvod.html
% Zdroj: Nikolova |I: Chromatografické metody. Cesky hydrometeorologicky Gstav. Dostupné z:

http://physics.uiep.cz/~mkormund/P219/chromatograficke metody 2014.pdf
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Diky rozdilnému koeficientu selektivity jednotlivych iontl, tedy diky jejich rizné afinit€ k ionexu

muze dojit k jejich separaci.

1623 Detektory:

Volba detektoru zavisi na typu analytu a mobilni fazi. Mezi pouzivané detektory v iontové
chromatografii patii vodivostni, UV-Vis detektor, nebo amperometricky detektor. Tyto detektory

musi byt schopny spolehlive a efektivné rozlisit ionty analytu a mobilni faze [46].

Konduktometricky detektor patfi mezi nejrozsifenéjsi. Pouziva se k analyze Siroké skaly iontl.
Je to univerzalni, to znamena, ze meti vSechny proslé ionty bez vyhrady, ale neni schopen detekovat
molekulové latky, jako napf. voda nebo ethanol. Prachod takovychto latek se pak projevi
jako zaporny pik na zakladni linii. Pouziti konduktometrického detektoru zarovet vyzaduje zapojeni

supresoru do systému (viz vyse) [46].

Zakladem vodivostniho detektoru je detekéni cela, kde jsou dvé elektrody méfici zménu elektrické
vodivosti v zavislosti na typu a mnozstvi pro§lych ionti. Aby se zabranilo polarizaci elektrod,

je na n¢ vkladano sttidavé napéti [47].

UV-Vis detektor je selektivni a jeho selektivita se da ménit volbou vlnové délky.
Pro spektrofotometrické detektory plati Lambert-Beerav-Bougheriv zakon, kde je koncentrace

analytu pfimo umérna absorbanci.

Optimalni vinova délka k detekci daného iontli lze ur€it proméfenim daného iontd v celé skale
vinovych délek, kde je detektor schopny pracovat. Optimalni vinova délka pro detekci se pak nachazi
v maximu absorp¢niho pasu. Napftiklad pro chloridy, bromidy, azidy a dusitany je absorp¢ni

maximum mezi 190 a 210 nm [46].

Pti pouziti UV-Vis detektoru mizeme rozliSit pfimé stanoveni iontd, kdy mobilni faze absorbuje
minimalné pii dané vilnové délce a analyzovany iont absorbuje maximaln€, nebo neptima detekce,
kde je situace obracene. Vyuziti UV-Vis detektoru déle nabizi aplikaci post kolonové deprivatizace,

kdy se ke stanovovanému iontu pfida vybarvovaci ¢inidlo pro zvyseni absorbance [46].

Do elektrochemickych detektori patii polarograficky, amperometricky, coulometricky.
Tyto detektory patii mezi nejselektivnéj§i a nejcitlivéjsi. Jejich podstatou je totiz oxidace
nebo redukce na elektrod€. Z tohoto divodu neni mnoho latek, které 1ze stanovit elektrochemickymi

detektory. Jsou to zejména 1éCiva [48].
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Pii amperometrické detekci se meti proud vznikly pfi oxidaci nebo redukei latek na elektrodach,
nang] je vkladano napéti. Pri  coulometrické detekci je méfen elektricky naboj,

ktery je tieba na oxidaci nebo redukci latky.

Dalsim moznym detektorem vyuzitelnym pro iontovou chromatografii je hmotnostni detektor.
Vyuziva se bud ICP — MS (hmotnostni spektrometrie s ionizaci v induk¢éne€ vazaném plazmatu)
nebo API — MS (hmotnostni spektrometrie s ionizaci za atmosférického tlaku). Jelikoz ICP — MS
je schopna zionizovat vice mobilni faze, je tedy vétsi objem injektovaného vzorku a tim padem 1 vyssi
citlivost oproti API —MS. Na druhou stranu ov§em API —MS ma4 §ir§i rozsah identifikace neznamych

latek [49].

1.6.24 Supresor:

Dulezitou soucasti iontové chromatografie, zpravidla pak separace aniontt s konduktometrickou
detekci je supresor. Jeho funkci je snizovani signalu mobilni faze a zvySovani poméru signal/Sum.

Timto se tedy zvySuje pracovni rozsah metody smérem k nizsi hodnoté LOD (limit detekce) [50].

Principem jeho funkce je vymeéna sodnych, popf. draselnych iontl z mobilni faze a ze vzorku
za vodikové kationty, které vznikaji hydrolyzou vody (rovnice 20). Tim dochazi ke vzniku
hydroxylovych nebo uhliCitanovych ionti o daleko nizsi vodivosti oproti ptivodni hydroxidové

nebo uhlicitanové mobilni fazi [51].

Na,CO3 + H* > CO?™ + Na* + H* (20) 77

Supresor je slozen ze tii oddild. Prostfedni Casti protéka mobilni faze spolu se vzorkem.
Tato ¢ast je od zbyvajicich dvou oddélena iontové vyménnou membranou. Na druhé strané
membrany je neustaly tok vody, ktery je hydrolyzovana pfilehlymi elektrodami. Na membranach

oddélyjici tyto sektory tak muze byt uskuteCnéna iontova vyména [52].

27 Zdroj: Theromo Fisher Scientific: Eluent Suppressors for Ion Chromatography. Dionex Corporation, Sunnyvale, 2016.
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1.7 Validace metody:

Pro zvefejiiovani platnych vysledkd méfeni je tfeba mit danou metodu zvalidovanou. Po validaci
metody je mozZné pfejit k akreditaci metody prostfednictvim auditu u spoleénosti CIA (Cesky institut

pro akreditaci).

Validace metody poskytuje dikazy o tom, Ze je dand metoda vhodna pro zamyslené pouZziti

a ze pozadavky na specifickou aplikaci byly splnény [53].

Validace metoda zahrnuje nésledujici parametry:

1.7.1 Linearita kalibrace:

Linearni prdbéh Kkalibrace nejcastéji vyhodnocujeme pomoci korelaéniho koeficentu (R)
a QC koeficientu (koeficient kontroly kvality). Za lineéarni je kalibrace povaZovéna v pfipadg,

kdyz hodnota korelacniho koeficientu je vétsi nez 99 a hodnota QC koeficientu je mensi nez 5% [54].

Korelacni koeficient popisuje miru tésnosti mezi naméfenymi hodnotami a proloZenou kalibracni

pfimkou. Hodnota tohoto koeficientu nesmi pro platnou validaci klesnout pod 0,98 [55].

Vypocet korelaéniho koeficientu mizeme provézt podle rovnice 21. V této rovnici jsou hodnoty xt,
yt namérené hodnoty koncentrace a pfislusné odezvy pfi kalibraci [55].

= YA (21) B
VE(*)2CE(Y;)2)

DalSi parametr, vyplyvajici z rovnice kalibracni pfimky, je citlivost. Hodnota citlivosti je rovna
smérnici kalibraéni pfimky. Cim je citlivost v&t3i, tim je vétsi je zména odezvy pro rdizné koncentrace

analytu.

1.7.2 Meze stanovitelnosti a meze detekce:

av v

sy v

28 Zdroj: DouSa M: Validani program pro statistické zpracovani analytickych dat. HPLC.cz; Dostupné z:
http://www.hplc.cz/Validace/program validace.htm# 3.3.1 Linearita
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Obé meze, LOD i LOQ, je mozné stanovit pomoci hodnot kalibraéni pfimky za pomoci Studentova
rozdéleni, vétSinou pouZzitim specidlniho softwaru. Orientacné lze tyto meze urcit ze znalosti

koncentrace slepého stanoveni csta smérodatné odchylky slepého stanoveni ssi (viz rovnice 22, 23).
LOD = csl + 3 essi (22) B

LOQ = csl + 10 essi 23) 0

av v

hodnotdm, ale prakticky nevime, jak se dany analyt chovd mimo kalibraci.

1.7.3 Robustnost:

Robustnost je definovana jako mira schopnosti metody zlstat nete¢ny vi¢i malym zménam
v parametrech metody. Cim je metoda vice robustni, tim méné je ovlivnitelna rliznymi parametry

metody [56].

1.7.4 Opakovatelnost, reprodukovatelnost:

Opakovatelnost vyjadfuje tésnost shody mezi vysledky nezévislych méfeni stejného analytu
provedenych stejnou metodou, stejnym experimentadtorem na stejném pristroji, stejném miste,

za stejnych podminek a v kratkém casovém intervalu.

Cim je opakovatelnost vyssi, tim vy33i je i variabilita ziskanych vysledk(. Pod ziskanou hodnotou

~ s

opakovatelnosti, lezi absolutni rozdil dvou ziskanych vysledk(. Je-li hodnota opakovatelnosti

napf. 0,1, pak absolutni rozdil dvou vysledkd je mensi nez 0,1 [56].

U reprodukovatelnosti je vysvétleni prakticky stejné, stim rozdilem, ze méfeni jsou provadéna

riznymi analytiky, s del$im ¢asovym odstupem.

2 Zdroj: Autor neznamy: Pokrocilé praktikum z analytické chemie. Univerzita Karlova, PFirodovédecka fakulta, Praha,
2017. Dostupné z: https://web.natur.cuni.cz/~suchan/N%C3%Alvody NANALD 2017.pdf
3 Zdroj: Autor neznamy: Pokrocilé praktikum z analytické chemie. Univerzita Karlova, PFirodovédecka fakulta, Praha,
2017. Dostupné z: https://web.natur.cuni.cz/~suchan/N%C3%Alvody NANALD 2017.pdf

47


https://web.natur.cuni.cz/~suchan/N%C3%A1vody_NANALD_2017.pdf
https://web.natur.cuni.cz/~suchan/N%C3%A1vody_NANALD_2017.pdf

1.7.5 Spravnost:

Spravnost vyjadfuje tésnost shody mezi namérenym vysledkem a spravnou hodnotou. Spravnost
nelze vycislit, proto se Ciselné odkazuje jako vychyleni (bias). Bias je rozdil stfedni hodnoty

namérenych dat a referen¢ni hodnoty [57].

1.7.6 Nejistota méreni:

Nejistota méfeni je nezbytnou soucasti kazdého vysledku a kazdé validace. Bez nejistoty méfeni

nema vysledek smysl.

Nejistoty jsou dvojiho typu - nejistota typu A (ua) a typu B (ub). Nejistoty typu A jsou zplsobeny
ndhodnymi chybami bé&hem méfeni (nebo obecné béhem néjakého probihajiciho procesu)
a systematickymi chybami tohoto procesu. Jejich vyhodnocovani je statistické (vybérova smérodatna
odchylka aritmetického priiméru). Nejistoty typu B jsou rovnéz chyby nahodné, a chyby externiho
prostiedi (napf. odchylka koncentrace referenénich materiald, kalibrace samotného méfidla...).
Nejistoty typu B nelze statisticky odhadnout, ale byvaji deklarovany vyrobcem (napf. koncentrace
referencniho materidlu ¢ = 1+ 0,5 mg/l). Tyto nejistoty byvaji €asto oznaCovany jako standardni

nejistoty typu A atypu B [58].

Sloucenim téchto dvou nejistot ziskdme tzv. kombinovanou nejistotu (uc), kterd je vypoctena dle

rovnice 24:

uc = Vua + UB (24) &

Rozsifena kombinovana nejistota (Uc) se ziska pouze rozsifenim kombinované nejistoty
koeficientem roz$ifeni k podle rovnice 25. Pro ziskani nejistoty, v niz dosazeny vysledek lezi s 95%
pravdépodobnosti je k = 2. Pro ziskani nejistoty, v niz dosazeny vysledek lezi s pravdépodobnosti

99 % je k = 3. Vypoctena roz§ifena nejistota ma stejné rozméry jako méfena velicina.

Uc = uc <k 25 ®

3l Zdroj: Barto$ V, etc.: Doporucéeni k vypoCtu nejistot kvantitativnich vysledk( méreni v klinickych laboratofich. 2014;
Dostupné z: https://lwww.sekk.cz/infoservis/2014 nejistoty doporuceni.pdf
R Zdroj: Bartos V, etc.: Doporuceni k vypoCtu nejistot kvantitativnich vysledk( méveni v klinickych laboratofich. 2014;
Dostupné z: https://lwww.sekk.cz/infoservis/2014 nejistoty doporuceni.pdf
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2 Prakticka cast

2.1 Cil prakticke Casti:

Cilem této praktické Casti bylo zcela od zéklad( zavést novou metodu pro stanovovani celkového
dusiku a celkového fosforu v odpadnich vodach do rutinniho provozu podle normy CSN EN ISO
15681-1 (75 7464) - Jakost vod - Stanoveni orthofosfore¢nanl a celkového fosforu pritokovou
analyzou (FIA a CFA) - Cast 1: Metoda pritokové injekéni analyzy (FIA) a podle normy CSN ISO
29441 (75 7526) - Jakost vod - Stanoveni celkového dusiku po rozkladu UV zafenim - Metoda
pritokové analyzy (CFA aFIA) se spektrometrickou detekci.

Prace probihala ve Zdravotnim Ustavu se Sidlem v Usti nad Labem na pobo&ce v Hradci Kralové

(Jana Cerného 361) na oddéleni anorganickych analyz.

Tato laboratof doposud provadéla stanovovani celkového dusiku a celkového fosforu
na spektrofotometrickém analyzatoru Smartchem. OvSem z dlvodu ¢asové naro¢nosti této metody
byla snaha o zavedeni nové metody vyuzivajici kontinualni prdtokovou analyzu. V rutinnim provozu

by tato nové zavedend metoda vyrazné zvysila ¢asovou efektivitu.

V této laboratofi byly jiz dfive rutinné provadény analyzy pro stanoveni koncentrace aniontl
ve vodach. (Konkrétné se jednd o fluoridy, chloridy, dusitany, sirany, dusi¢nany, fosfore¢nany
a sifiCitany). Tyto analyzy byly provadény na iontovém chromatografu ICS 1000, ktery byl pouZzit

pravé k zavedeni této nové metody na celkovy dusik a celkovy fosfor.

Tato metoda, kterou chceme zavést, doposud neni mnohokrat testovana. Drtiva vétSina stanoveni
celkového fosforu acelkového dusiku ve vodéach vyuZzivd spektrofotometrickou detekci,

ktera je pomérné zdlouhava.

2.2 Obecny postup pFi zavadéni nové metody:
PFi zavadéni kazdé nové metody do rutinniho provozu je vzdy aplikovan nésledujici postup:

1) Zvoleni pocateéni sestavy aparatury, pocatecni koncentrace pouzivanych roztokd a Cinidel

a pocatecni mnozstvi téchto Cinidel a roztokl pro provedeni analyzy.

2) Zmeéfeni standardniho vzorku, ide&lné o vice koncentracich.
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3) Neni-li vysledek méfeni standardniho vzorku v pozadovaném rozmezi, je tieba hledat chybu
bud v pripravé tohoto standardniho wvzorku, nebo wve funkci samotného pfistroje
nebo v piislusné sestavené aparatuie, nebo koncentraci pouzitych roztokt a €inidel a jejich

davkovany pomeér se vzorkem.

4) Je-li vysledek meéteni standardniho vzorku v pozadovaném rozmezi od spravné hodnoty,

nasleduje kalibrace metody.

5) Zméteni vzorku se stejnou matrici, tj. redlného vzorku, pro jakou je metoda urcena.

U tohoto vzorku je tfeba znat koncentraci analytu.

6) Neni-li vysledek mefeni realného vzorku v pozadovaném rozmezi od spravné hodnoty, musi
se dale prikroCit ke kroku 3, tj provézt takovou zmeénu, ktera bude mit pozitivni vliv
na vysledek méteni. Kroky 3 - 6 se opakuji tak dlouho, dokud neni dosazeno pozadovanych

hodnot.

7) Je-li vysledek meéfeni realného vzorku v pozadovaném rozmezi od spravné hodnoty,
je provedena kompletni validace metody, napsan standardni operacni postup (SOP), zavedeny
regulacni diagramy pro fizeni kontroly kvality metody, a nakonec miZze byt metoda

akreditovana.

2.3 Princip stanoveni celkového dusiku a celkového fosforu ve vodach:

Principem stanoveni celkového fosforu a celkového dusiku je jejich rozlozeni na dusiCnany
a fosforeCnany. Rozklad muze probihat bud pomoci UV-C zafeni, nebo s pifidavkem oxidacnich

¢inidel (viz dale).

Vzniklé dusi¢nany a fosforeCnany jsou poté stanoveny prostiednictvim iontové chromatografie

s vodivostni detekci.

Vypocet koncentrace celkového dusiku a celkového fosforu z naméfenych hodnot dusi¢nand
a fosforeCnana je proveden na zaklad€ podilu molekulovych hmotnosti a z fedéni vzniklé pridavkem

¢inidel (viz dale).
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2.4 lontovy chromatograf:

Pro veSkeré analyzy byl pouZit iontovy chromatograf ICS 1000 od firmy Dionex (Sunnyvale,

Kalifornie, USA), ktery je na obrazku 7.

Obrazek 7 - MéFici sestava - iontovy chromatografa autosampler

Mobilni faze uvnitf chromatografu protékd soustavou, jejiz technické uspofadani je znézornéno

na obrazku 8.
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Obrazek 8 - Technické uspofadani toku mobilnifaze

Mobilni faze proudi ze zasobniku pfes primovaci ventil, méfi¢ tlaku a sméfuje do Sesticestného

Vv v

ventilu, do pfedkolony, kolony, supresoru a detektoru. Mezi méficem tlaku a Sesticestnym ventilem
je tzv. ,,pulse damper* (zafizeni, které eliminuje tlakové pulsy mobilni faze, které vznikaji pfi jejim
Cerpani).

Chromatografické vybaveni:

» Predkolona - uhli¢itanova AG-9-HC (4x50 mm) Fisher Scientific, spol. s.r.o. - Pragolab s.r.o.,

Praha, Ceska republika,

» Kolona - uhli¢itanova AS-9-HC (4x2500 mm) Fisher Scientific, spol. s.r.0., - Pragolab s.r.o.,

Praha, Ceska republika,

e Supresor - ADRS 600 - 4 mm - Fisher Scientific, spol. s.r.0., - Pragolab s.r.o., Praha, Ceska

republika,
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e Smycka o objemu 25 pl.

2.5 Pouzité chemikalie:

2.5.1 Chemikalie pro pripravu aniontu:

2.5.1.1 Fluoridy, CRM, ¢ = 1000 mg/l; ANALYTIKA®, spol. sr.0., Praha, Ceska republika; Sarze:
0001

2.5.1.2 Fluoridy, CRM, ¢ = 1000 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC85388314

2.5.1.3 Chloridy, CRM, ¢ =1000 mg/l; ANALYTIKA®), spol. s r.0., Praha, Ceska republika; Sarze:
9005

2.5.1.4 Chloridy, CRM, ¢ = 1000 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC98978697

2.5.1.5 Dusitany, CRM, ¢ =100 mg/l; ANALYTIKA®, spol. sr.0., Praha, Ceska republika; Sarze:
8003

2.5.1.6 Dusitany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC99012399

2.5.1.7 Dusi¢nany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; ANALYTIKA®, spol. s r.o., Praha, Ceska republika;
sarze: 0002 a 9007

2.5.1.8 Dusi¢nany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC98874811

2.5.1.9 Sirany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; ANALYTIKA®), spol. sr.0., Praha, Ceska republika; Sarze:
0004

2.5.1.10 Sirany, CRM, ¢ = 1000 mg/1; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC99010213

2.5.1.11 Fosfore¢nany, CRM, ¢ = 100 mg/l; ANALYTIKA®, spol. s r.0., Praha, Ceska republika;
Sarze: 8002

2.5.1.12 Fosfore¢nany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC86992598
2.5.1.13 Celkovy dusik, CRM, ¢ = 100 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; $arze: HC 87401845

2.5.1.14 Celkovy fosfor, CRM, ¢ =100 mg/l; Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: HC 86835946
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2.5.2 Chemikalie pro pripravu oxidac¢nich ¢inidel a pufru:
2.5.2.1 Chlorid titanicity, p.a., Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: S7T85AM7682003
2.5.2.2 Peroxodisiran draselny, p.a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice; Sarze: 302930206
2.5.2.3 Hydroxid sodny, p.a., Lach-Ner s.r.0., Neratovice; Sarze: PP/2019/07692
2.5.2.4 Kyselina borita, p.a., Merck, Praha, Ceska republika; Sarze: AM0941965851

2.5.2.5 Kyselina sirova, 96%, Penta s.r.o., Praha, Ceska republika; Sarze: 2108100816

2.5.3 Chemikalie pro pripravu mobilni fize:

2.5.3.1 Uhli¢itan sodny, CRM, ¢ = 0,5 mol/l;, ANALYTIKA®, spol. s r.o., Praha, Ceska
republika; Sarze: 0003

2.5.3.2 Hydrogen uhli¢itan sodny, CRM, ¢ = 0,5 mol/l;, ANALYTIKA®, spol. s r.o., Praha,
Ceska republika; $arze: 0005

2.6 Pouzité roztoky a jejich priprava:
2.6.1 Priprava aniontu:

2.6.1.1 Priprava roztoku fluoridii; ¢ = 100 mg/1

Do 100 ml odmérmé banky odpipetujeme 10 ml fluoridii o koncentraci 1000 mg/l (2.5.1.1). Doplnime

deionizovanou vodou po rysku.
2.6.1.2 Priprava roztoku fosforecnant; ¢ = 100 mg/I

Do 100 ml odmeérné barnky odpipetujeme 10 ml fluoridi o koncentraci 1000 mg/l (2.5.1.11).

Doplnime deionizovanou vodou po rysku.
2.6.1.3 Priprava roztoku fluoridd; ¢ = 100 mg/1

Do 100 ml odmérmé banky odpipetujeme 10 ml fluoridii o koncentraci 1000 mg/l (2.5.1.2). Doplnime

deionizovanou vodou po rysku.

2.6.1.4 Priprava roztoku dusitant; ¢ = 100 mg/I
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Do 100 ml odmérné bariky odpipetujeme 10 ml dusitanti o koncentraci 1000 mg/1 (2.5.1.6). Doplnime

deionizovanou vodou po rysku.
2.6.1.5 Priprava roztoku fosforecnant; ¢ = 100 mg/I

Do 100 ml odmérné banky odpipetujeme 10 ml fosforoecnanti o koncentraci 1000 mg/l (2.5.1.12).

Doplnime deionizovanou vodou po rysku.

2.6.2 Priprava mobilni faze:

Do nadoby urcené pro mobilni fazi se odméfi 38,4 ml 0,5 M uhli¢itanu sodného (2.5.3.1) a 25,6 ml
0,5 M hydrogenuhli¢itanu sodného (2.5.3.2). Nadoba se doplni odplynénou deionizovanou vodou

po rysku a obsah se promicha

2.6.3 Priprava oxidac¢nich ¢inidel a pufri:
2.4.3.1 Ptiprava kyseliny sirové 0,2 M

Asi k 500 ml destilované vody v 1 1 odmérné barice odpipetujeme 11,1 ml koncentrované kyseliny

sirové (2.5.2.5) a doplnime deionizovanou vodou po rysku.
2.4.3.2 Ptiprava kyseliny sirové 0,4 M

Asi k 500 ml destilované vody v 1 1 odmérné barice odpipetujeme 22,3 ml koncentrované kyseliny

sirové (2.5.2.5) a doplnime deionizovanou vodou po rysku.
2.4.3 .3 Piiprava hydroxidu sodného 0,37 M

Navazime 14,8 g NaOH (2.5.2.3) a doplnime deionizovanou vodou po rysku baiku o objemu 1 1.
2.4.3.4 Piiprava oxida¢niho ¢inidla A:

Ve 30 ml 0,37 M NaOH (2.5.2.8) rozpustime 1 g peroxodisiranu draselného (2.5.2.2). Po rozpusteni

doplnime deionizovanou vodou po rysku
2.4.3.5 Priprava oxida¢niho Cinidla B:

Ve 100 ml odmé&mé barice rozpustime 4,5 g peroxodisiranu draselného (2.5.2.2). Pro rozpusténi
ptidame 1,2 g hydroxidu sodného (2.6.2.1) a 0,25 ml chloridu titanicitého (2.5.2.1). Doplnime

po rysku deionizovanou vodou.
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2.4.3.6 Piiprava oxida¢niho ¢inidla C:

Ve 30 ml 0,2 M H2SO4 (2.6.2.6) se necha rozpustit 0,15 g peroxodisiranu draselného (2.5.2.2).

Po rozpusténi prelijeme do vhodné nadoby k uchovavani.
2.4.3.7 Piiprava oxida¢niho ¢inidla D:

Do 100 ml banky odlijeme asi 50 ml 0,4 M H2SO4 (2.5.2.7) a rozpustime 0,5 g peroxodisiranu
draselného (2.5.2.2). Po rozpusteéni doplnime 0,4 M H2S04(2.5.2.7) po rysku.

2.4.3.8 Piiprava roztoku chloridu titani¢itého:

Do 200 ml odmérné bariky se ptida 0,5 ml chloridu titanicitého (2.5.2.1) a doplni se deionizovanou

vodou po rysku.
2.4.3.9 Piiprava boratového pufru:

Ve 100 ml odmérné barce rozpustime 2,4 g kyseliny borité (2.5.2.4) a doplnime deionizovanou vodou

po rysku.

2.7 Priprava kalibrace 1:

Pro tuto kalibraci byly pfipraveny a promefeny kalibracni roztoky o koncentracich,
které jsou uvedeny v tabulce 3. Pro fluoridy je pracovni rozsah kalibrace 0,1 - 1,0 mg/I; pro chloridy
5,0 -50,0 mg/l; pro dusitany 0,05 - 0,5 mg/l; pro dusi¢nany 5,0 - 50,0 mg/l; pro sirany
25,0 - 250,0 mg/1; pro fosforecnany 0,2 - 2,0 mg/1.

Ackoliv je cilem prace zavést novou metody pouze pro celkovy dusik a celkovy fosfor, je vhodné
udélat kalibraci pro vSechny uvedené anionty. Divodem je, Ze béhem zavadéni metody mohou byt
odhaleny interference (napf. pii stanoveni celkového dusiku ve vodach s prebytkem chloridu),
nebo nevhodny vliv pfipravenych Cinidel na kolonu (pfetizeni kolony sirany pfi pouziti velkého
mnozstvi peroxodisiranu jako oxida¢niho <¢&inidla pro celkovy dusik a celkovy fosfor),

nebo nedostate¢né rozlozeni vzorku na dusi¢nany - napf. nalezneme pik dusitanu.
Kalibrace byla piipravena dle nasledujiciho postupu:

1) Ptipravime zasobni roztok do 500 ml plastové odmémé bariky pipetovanim objema roztoku

podle tabulky 2. Batiku doplnime deionizovanou vodou po rysku.
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Tabulka 2 - P¥iprava zasobniho roztoku pro kalibraci

Aniont Zdroj aniontu Koncentrace Pipetovano Koncentrace
pipetovaného (ml) zasobniho
roztoku (mg/1) roztoku (mg/l

Fluoridy 2.6.1.1 100 5,0 1,0

Chloridy 2513 1000 25,0 50,0

Dusitany 2515 100 2,5 0,5

Dusi¢nany 2.5.1.7 1000 25,0 50,0
Fosfore€nany 2.6.1.2 100 10,0 2,0
Sirany 2.5.1.9 1000 125,0 250,0

2) Pripravime 4 kalibra€ni roztoky. Do fady 4 plastovych odmérnych banék o objemu 100 mi
se napipetuji objemy z&sobniho roztoku (pfipraveného v bodu 1) uvedené v tabulce 3

a doplnime deionizovanou vodou po rysku.

Tabulka 3 - Pipetované objemy zasobniho roztoku pro pFipravu kalibraénich roztokl a koncentracejejich aniontd

_ Pipetovano (ml) zasobniho .
Oznaceni vzorku L Koncentrace aniontu (mg/l)
kalibrac¢niho roztoku

Fluoridy - 0,8
Chloridy - 40,0
Dusitany - 0,4
Kalibra¢ni vzorek €. 2 80
Dusic¢nany - 40,0
Sirany - 200,0
FosforeCnany - 1,6
Fluoridy - 0,4
Chloridy - 20,0
Dusitany - 0,2
Kalibra¢ni vzorek €. 3 40

Dusic¢nany - 20,0
Sirany - 100,0

FosforeCnany - 0,8
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Kalibra¢ni vzorek ¢. 4

30

Fluoridy - 0,8

Chloridy — 15,0

Dusitany — 0,15

Dusi¢nany — 15,0

Sirany — 75,0

Fosfore¢nany — 0,6

Kalibraéni vzorek ¢. 5

10

Fluoridy - 0,1

Chloridy — 5,0

Dusitany — 0,05

Dusi¢nany — 5,0

Sirany — 25,0

Fosfore¢nany — 0,2

3) Piipravené kalibracni roztoky a

a nastavime je jako kalibracni roztoky.

4) Po promeéfeni vyhodnotime plochy pikii uvedenych aniontli. Vyhodnoceni této kalibrace

je uvedeno v kapitole 3.1

2.8 Kontrola kvality pomoci standardnich roztoki:

Pro ovéteni kontroly kvality stanoveni se pouzivaji tzv. QC (quality control) roztoky, neboli kontrolni

vzorky, o nizké a vysoké koncentraci oznaCované jako std VK a std NK. Jejich pfiprava probiha

dle nasledujiciho postupu:

zasobni

prom&fime na  pfistroji

1) Pro pfipravu roztoku std VK pipetujeme mnozstvi chemikalii uvedené v tabulce 4.
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Tabulka 4 - Pfiprava QC-VK roztoku

Aniont Zdroj aniontu
Fluoridy 2.6.1.3
Chloridy 2514
Dusitany 2.6.1.4
DusiCnany 2518
FosforeCnany 2.6.15
Sirany 2.5.1.10

Koncentrace
pipetovaného
roztoku (mg/1)

100
1000
100
1000
100
1000

Pipetovano

(ml)

7,5
25,0
2,5
25,0
10,0
125,0

Koncentrace
aniontu v std-
VK roztoku
(mg/l)

15
50,0
0,5
50,0
2,0
250,0

2) Roztok QC-NK pfripravime tak, Ze roztok QC-VK zfedime 10x vodou. Pipetujeme 5 ml QC-

VK do 50 ml baiiky a doplnime deionizovanou vodou po rysku. Koncentrace aniontl

v roztoku QC-NK je uvedena v tabulce 5.

Tabulka 5 - PFipravena koncentrace aniontl v roztoku QC-NK

Aniont

Fluoridy
Chloridy
Dusitany
Dusi¢nany
FosforeCnany

Sirany

Koncentrace aniontu v roztoku QC-NK

(mg/l)
0,15
50
0,05
5,0

0,2

25,0

Tolerovatelna odchylka méfeni je 10 % od referenéni hodnoty. Spravny vysledek standardu

je zakladni predpoklad k tomu, Ze nasledujici méfeni budou spravna.

Chromatograficky zadznam pro vzorek nizké i vysoké koncentrace kontrolniho vzorku je uveden

v kapitole 3.2 spolu sjejich vyhodnocenim.
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2.9 Sestaveni potrebné aparatury:
Pro zavedeni této metody do provozu byly vyuZity tfi technické normy:

« CSN ISO 15691-1 (75 7464) Jakost vod - Stanoveni orthofosfore¢nan( a celkového fosforu
pratokovou analyzou (FIA a CFA) - Cast 1: Metoda pritokové injekéni analyzy FIA,

« CSN ISO 15691-1 (75 7464) Jakost vod - Stanoveni orthofosfore¢nan( a celkového fosforu
pratokovou analyzou (FIA a CFA) - Cast 2: Metoda kontinualni pritokové analyzy CFA,

« CSN ISO 29441 (75 7526) Jakost vod - Stanoveni celkového dusiku po rozkladu UV zéafenim
- Metoda pritokové analyzy (CFA aFIA) se spektrometrickou detekci.

Pro naSe Gcely byla zvolena FIA.

Aby byla metoda co nejméné néro¢na na obsluhu pfistroje a manualni pFipravu vzorku pfed analyzou,

byl zvolen rozklad vzorku prostfednictvim UV-C zéafeni, ato i v pfipadé celkového fosforu.

PFi klasicke analyze vede kapildra z autosampleru pfimo do Sesticestného ventilu. Na této cesté musi

nastat rozklad vzorku. Byl tedy zafazen prito¢ny systém s UV-C vybojkou (viz obrazek 9).

Kapilara vedouci do

Sesticestného ventilu

UV-C vybojky
Kapiladra vedouci z Kadinka pro

autosampleru rozklad vzorku

Obrazek 9 - Plvodni aparaturapro rozklad vzorku

60



Vzorek proudi kapilarou z autosampleru do kiemenné kadinky, kde je vzorek po dobu 40 minut
ozatovan a hydrolyzovan. Poté je jiz hydrolyzovany vzorek pfiveden druhou kapilarou pfimo

do Sesticestného ventilu a do smy¢ky.

V momenté, kdy je vzorek z kfemenné kadinky nasan do Sesticestného ventilu a pokracuje dal
do kolony, je nésledujici vzorek preveden rovnéz do této kifemenné kadinky. Rozklad vzorku

tak probiha stejn€ dlouho, jak dlouhd je doba analyzy. V tomto pfipadé je to 40 minut.

Aby nedochazelo ke kontaminaci nasledujicich vzorkli vzorkem prvnim, je mezi kazdy méfeny
vzorek zatfazena destilovanéd voda bez jakychkoliv ¢inidel. Tento promyvaci vzorek je analyzovan

stejnym zpusobem, jako jakékoliv jiné vzorky, absolvuje tedy stejnou cestu.

Jelikoz je UV-C zafeni pomérne tvrdé, je cely tento systém umistén ve dievéném uzaviratelném boxu,

a pod digestofti, aby byl odCerpavan ozon vznikly ionizaci vzduchu.

2.10 Ovéreni hydrolyzy na pripraveném standardu pouze s pouzitim UV-C:

Pro ovéfeni spravnosti hydrolyzy vzorkl byly pfipraveny standardni vzorky z certifikovaného

referen¢niho materidlu pro celkovy fosfor a pro celkovy dusik.

Pro celkovy fosfor byl pfipraven standardni vzorek o koncentraci 1 mg/l a pro celkovy dusik
standardni vzorek o koncentraci 2 mg/l. Tyto koncentrace byly zvoleny proto, ze tyto stejné
koncentrace analyti jsou nastaveny jako standardni vzorky pro stanoveni celkového dusiku

a celkového fosforu, které jsou stanovovany spektralné na Smartchemu.

Megfeni, ktera byla provedena na Smartchemu (napf. stanoveni hodnot celkového fosforu a celkového
regulaéni diagramy a je periodicky revalidovana. Rovnéz 1 v mezilaboratornich porovnavacich

testech je naprosto spolehliva.

Jelikoz jsou vzorky celkového dusiku a celkového fosforu méfeny na kalibraci pro fosfore¢nany
a dusi¢nany, musi byt koncentrace celkového fosforu a celkového dusiku pfevedeny na piislusné

anionty. Pfepocet je proveden pouze na zakladé poméru molekulovych hmotnosti — rovnice 26 a 27.

[PO3~] 92,97
[Peetx] 30,97 3,00 (26)
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Je-li ptipraven standardni roztok celkového fosforu o koncentraci 1 mg/l, odpovida tato koncentrace

trojnasobku fosfore¢nant. Vypoctenou hodnotu z kalibrace tedy oCekavame 3 mg/l.

Stejny postup provedeme 1 v piipadé celkového dusiku. Ocekavand hodnota zkalibrace

pii koncentraci 2 mg celkového dusiku na litr je 8,86 mg dusi¢nand na litr.

[NOF] _ 62,01
[Neewel 1401 443 27)

Vysledek méfeni téchto standardnich vzorki je uveden v kapitole 3.3, spolu s jejich chromatogramy.

2.11 Ovéreni hydrolyzy na pripraveném standardu s pouzitim UV-C s pridavkem
Cinidla:
Cinidla, pouZita pro rozklad vzorku, byla volena podle nasledujicich norem:

o CSN CSN ISO 15691-1 (75 7464) Jakost vod — Stanoveni orthofosforetnant a celkového
fosforu pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 1: Metoda pritokové injekéni analyzy FIA,

o CSNISO 29441 (75 7526) Jakost vod — Stanoveni celkového dusiku po rozkladu UV zafenim
— Metoda pratokové analyy (CFA a FIA) se spektrometrickou detekci.

Optiméalni pomér téchto Cinidel byl zji§fovan experimentalné. Testovana byla nasledujici Cinidla

(s riznymi poméry objemu se vzorkem):
e 5mlvzorku + 100 ul 0,37 M NaOH (2.6.3.3),
e 5mlvzorku + 100 pl ¢inidla A (2.6.3.4),
o 8 ml vzorku + 300 pl ¢inidla A (2.6.3.4).

Vytéznosti pro tato testovana €inidla a jejich pomeéry s objemem vzorku jsou uvedeny v kapitole 3.4.

2.12 Méfeni celkového dusiku a celkového fosforu v realném vzorku vody:

Jako reédlny vzorek na vyzkouSeni hydrolyzy byla pouzita odpadni voda ze Synthesia, a.s., Semtin,

pred predisténim v COV. Objektivng je to nejhorsi vzorek, ktery se v této laboratofi miize vyskytnout.
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Tento druh vzorku je v laboratofi proméfovan kazdy mésic validovanymi metodami na Smartchemu,

a historicky ma hodnoty parametr(i, které jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 - Historické hodnoty parametr(i vzorku odpadni vody ze Synthesia, a.s., Semtin

Nazev parametru Jednotka Podet Prdmér Minimum Maximum

méreni
Amoniakalni dusik mg/I 23 37,64 0,71 53,6
Dusik anorganicky mg/I 23 171,7 117 243
Dusik celkovy mg/l 23 199 134 302
Dusi¢nanovy dusik mg/l 23 133,7 89,1 189
Dusitanovy dusik mg/l 12 0,445 0,01 4,98
Fosfor celkovy mg/I 23 3,26 1,38 12,4

Stejny vzorek byl méfen na automatickém analyzatoru Smartchem, kdy rozklad byl proveden rutinné

podle SOP validovanou metodou.

Pro stanoveni celkového dusiku na analyzatoru Smartchem se k 8 ml vzorku pfida 1,8 ml 0,5% NaOH

a 0,2 g peroxodisiranu draselného. Ampule se vzorkem je temperovana v termostatu 1 h pfi 120 °C.

Pro stanoveni celkového fosforu na analyzatoru Smartchem se k 5 ml vzorku pfidad 0,2 ml 55 M
H2SO04 a pfida se 0,1 g peroxodisiranu draselného. Ampule se vzorkem je temperovana v termostatu
30 minut pfi teploté 120 °C.

Pomoci vy$e zminénych postupl, které jsou validovany, bylo dosazeno néasledujicich
hodnot - pro celkovy dusik 151 mg/l a pro celkovy fosfor 4,83 mg/l. Tyto hodnoty byly brany

jako referencni.

JelikoZ nejistota méfeni metod na Smartchemu je 10 %, vysledky pro celkovy dusik a celkovy fosfor
by se mély pohybovat v uvedeném rozmezi: 135,9 - 166,1 mg/l pro celkovy dusik a 4,38 - 5,31 mg/I

pro celkovy fosfor.
Testovana byla nasledujici ¢inidla (s rliznymi poméry objemu se vzorkem):
e 8mlvzorku + 300 /I ¢inidla A (2.6.3.4),

 1mlvzorku + 7,5 ml oxida¢niho Cinidla B (2.6.3.5) + 2,5 ml boratového pufru (2.6.3.9),
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e 5 ml vzorku + 1 ml oxida¢ni Cinidla B (2.6.3.5) + 0,5 ml boratového pufru (2.6.3.9).

2.13 Uprava priitokového systému pro rozklad vzorku:

Pavodni systém pro rozklad vzorku je na obrazku 9 v kapitole 2.9.

Jelikoz standardni rozklad pro celkovy dusik, podle validovaného postupu pro metodu méfeni
na Smartchemu, probiha 1 h pii 120 °C, byly UV-C vybojky obaleny alobalem, jak je vidét

na obrazku 10, aby se zvysila teplota v kiemenné kadince.

Se zvySenim teploty ovSem muze dochazet k odpafovani vzorku v kiemenné kadince b&hem
rozkladu. Proto byla do tohoto systému zatfazena chladici hadicka s Erlenmayerovou batikou. Hrdlo
Erlenmayerovy bailky je nasazeno na kiemennou kadinku, a témeéf cela je po obvodu omotana
hadickou, v niz proudi studend voda. Taz hadicka je ptipnuta ke kapilare vedouci z kiemenné kadinky

do Sesticestného ventilu, rovnéz kvuli chlazeni.

Béhem analyzy, po zavedeni chladici hadi¢ky, byly na dn€ Erlenmayerovy chlazené bartiky dokonce

vidét kondenzované kapky analyzovaného vzorku.

64



Erlenmayerova

Kapilara vedouci do barika pro
Sesticestného ventilu Chladici hadicka chlazeni
Kapilara vedouci z Kadinka pro UV-C vybojky

autosampleru rozklad vzorku

Obrazek 10 - Systém pro rozklad vzorku po Upravé

Vyhodnoceni vytéznosti téchto Uprav je uvedeno v kapitole 3.6.

Po této zméné v rozkladu vzorku byla opét vyzkouSena analyza na tomtéz redlném vzorku odpadni

vody.
2.14 Priprava kalibrace 2:

Nova kalibrace se pfipravuje opét z aniontd, ovsem jiZ jen z dusi¢nand a fosfore¢nan(l. Dlvod je ten,
Ze pokud se pfi méreni kontrolniho standardu objevi néjaka chyba, musi byt tato chyba zplsobena

pouze chybnym rozkladem vzorku.

Pfipravi se jeden zakladni roztok pro kalibraci (vzorek 1), a z ného se Ffedénim pfipravi dalSi Ctyfi
kalibracni roztoky. Zakladni kalibracni roztok se pfipravuje do 500 ml odmérné barky pipetovanim

chemikalii uvedenych v tabulce 7. Barika se doplni odplynénou vodou po rysku a promicha se.
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Tabulka 7 - PFiprava zakladniho roztoku ke kalibraci

Aniont Zdroj aniontu Pipetovano Koncentrace
Dusi¢nany 2517 25,0 50,0
FosforeCnhany 2.6.1.2 10,0 2,0

Dalsi kalibraéni roztoky se pfipravi pipetovanim zéakladniho kalibraéniho roztoku podle tabulky 8.
Pipetuje se vzdy do 100 ml odmérné banky. Po napipetovani se doplni odplynénou vodou po rysku

a obsah se promicha.

Tabulka 8 - Priprava kalibracnich roztokl ze zakladniho kalibraéniho roztoku

Oznaceni kalibracniho Pipetovano zakladniho
Koncentrace aniontd (ml)

roztoku kalibra¢niho roztoku (ml)

Dusic¢nany - 40,0
Vzorek 2 80

Fosfore€nany - 1,6

Dusi¢nany - 20,0
Vzorek 3 40

Fosforecnany - 0,8

Dusi¢nany - 15,0
Vzorek 4 30

FosforeCnany - 0,6

Dusicnany - 5,0
Vzorek 5 10

Fosfore€nany - 0,2

Vyhodnoceni kalibrace 2 je uvedeno v kapitole 3.7.

2.15 Meéreni vzorku realne vody po zméné rozkladné aparatury:

Pro celkovy dusik byla testovana tato Cinidla:

e 5ml vzorku + 0,5 ml oxida¢niho Cinidla B (2.6.3.5) + 0,25 ml boratového pufru (2.6.3.9).
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Pro celkovy fosfor byla testovana tato ¢inidla:
e 5mlvzorku + 100 ul 0,2 M H2S04(2.6.3.1),
e 5 ml vzorku + 0,5 ml oxidaéni €inidlo C (2.6.3.6),

e 5 ml vzorku + 0,3 ml oxida¢niho ¢inidla D (2.6.3.7).

Nameétené vysledky a chromatogramy jsou v kapitole 3.8.

2.16 Méreni dalSich redlnych vzorku:

Pro dalsi ovéfeni spravnosti analyzy byly meéteny vzorky odpadnich vod paralelné touto novou

metodou a na Smartchemu.
Nize jsou uvedeny oxida¢ni ¢inidla, kterd byla pouzita.

Pro celkovy dusik: 5 ml vzorku + 0,5 ml oxida¢niho ¢inidla C (2.6.3.6) + 0,25 ml boratového pufru
(2.6.3.9).

Oxidacni Cinidlo C: ve 30 ml 0,2 M H2SO4 rozpustime 0,15 g peroxodisiranu draselného. Boratovy
pufr: ve 100 ml odmérné barce rozpustime 2,4 g kyseliny borité a doplnime destilovanou vodou

po rysku.
Pro celkovy fosfor: 5 ml vzorku + 0,3 ml oxida¢niho ¢inidla D (2.6.3.7).

Oxida¢ni Cinidlo D: do 100 ml bariky odlijeme asi 50 ml 0,4 M H2SO4 a rozpustime 0,5 g

peroxodisiranu draselného. Po rozpusténi doplnime 0,4 M H2SO4 po rysku.

2.17 Priprava podkladovych dat pro validaci metody:

e Piiprava dat pro hodnoceni linearity kalibrace:
Tato data jiz byla ziskana promeétenim kalibrace 2.
e Piiprava dat pro hodnoceni LOD:

Pro vyhodnoceni LOD budou pouzita slepa stanoveni koncentrace dusi¢nant a fosfore¢nant. Slepé

stanoveni je provedeno pokazdé, kdyz se zaCina nova série méfent, tzn. kazdy den minimalné jednou.
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PFiprava dat pro hodnoceni robustnosti metody:

Data pro hodnoceni robustnosti metody byla naméfena jiz dfive v této praci - viz vyhodnoceni

robustnosti v kapitole 3.9.3.
» Priprava dat pro hodnoceni opakovatelnosti metody:

Pro opakovatelnost metody byl zvolen postup testovani po Urovnich. Tedy na miniméalné tfech

rznych koncentracnich Grovnich se provedou minimalné tfi méreni.

Koncentrace méfenych standard( byly voleny tak, aby rovnomérné pokryly kalibraéni rozsah.
Zvolené koncentrace pro celkovy dusik a celkovy fosfor, které budeme pfFipravovat a jejich

ekvivalenty pro dusi¢nany a fosforecnany jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 - Zvolené koncentrace pro testovani opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.

Koncentrace Koncentrace celkového
dusi¢nan(/fosfore¢nand dusiku/celkového fosforu
(ma/) (mg/l)
19,261 5,0
Dusi¢nany/celkovy dusik 30,817 8,0
38,522 10,0
0,566 0,20
Fosforecnany/celkovy fosfor 1,132 0,40
1,981 0,70

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti je nezbytné, aby vSechna méfeni byla provedena jednim

operatorem, najednom pfistroji a za co nejkratSi ¢asovy usek.
» Priprava dat pro hodnoceni reprodukovatelnosti metody:

Koncentrace roztok( celkového fosforu a celkového dusiku volime stejné jako pfi pFipravé dat

k vyhodnoceni opakovatelnosti.

Tato méfeni budou ovSem provedena jinym operatorem a v jiny Cas, a to i s kompletni pfipravou

v$ech standardd a Cinidel. Tato data byla méfena konzultantem této prace.

e Priprava dat pro hodnoceni nejistot méfeni:
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Potiebna data pro hodnoceni nejistot mefeni jsou po tfech koncentra¢nich Grovnich. V tomto piipadé

muzeme Cerpat z dat dosaZenych pti méfeni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.

69



3 Vysledky a diskuze

3.1 Vyhodnoceni kalibrace 1:

V kalibraci 1 hodnotime naméfené plochy pikl oproti pfipravené koncentraci kalibraéniho roztoku.

V tabulce 10 jsou uvedeny pfipravené koncentrace kalibraénich roztokd a naméfené plochy pik{

pro dusi¢nany a fosforeCnany.

Tabulka 10 - Namérené plochy pikd v kalibraci 1pro dusi¢nany afosforecnany.

DusiCnany FosforeCnany
PFipravené Plocha piku PFipravena Plocha piku
koncentrace (mg/1) (pS*min) koncentrace (mg/1) (pS*min)
5,0 0,364 0,2 0,007
15,0 1,114 0,6 0,021
20,0 1,507 0,8 0,029
40,0 3,135 1,6 0,057
50,0 4,011 2,0 0,072

Kalibraéni graf (graf 1) obsahuje zavislost plochy pik( z tabulky 10 na koncentraci pfipravenych

kalibragnich standardd pro dusi¢nany.
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Kalibracni zavislost pro dusi¢nany - kalibrace 1

45
plocha piku 4 y =0,0812x - 0,0844
(us*min) R2=0,9994

y

3
25
2
15
1
05
0
0 10 20 30 40 50 60

koncentrace (mg/l)

Grafl - Kalibraéni zavislostpro dusi¢nany - kalibrace 1

Rovnice regrese je y = 0,0812x - 0,0844
Korelacni koeficient 0,9994. Tato hodnota zaroven prokazuje linearitu regrese.

Zpétné vypoctené hodnoty koncentraci kalibraénich roztokd z rovnice regrese jsou uvedeny

v tabulce 11.

Kalibraéni graf pro fosforeGnany je uveden v grafu 2. Obsahuje rovnéz zavislost plochy pikd

z tabulky 10 na koncentraci pfipravenych kalibracnich standardd pro fosforec¢nany.

71



Kalibracni zavislost pro fosfore¢nany - kalibrace 1

0,08
plocha piku ) ) y =0,036x - 0,0003
("S*min) 0,06 R2=0,9998
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0
0 0,5 1 15 2 25

koncentrace (mg/l)

Graf2 - Kalibra¢ni zavislostprofosforecnany - kalibrace 1

Rovnice regrese je y = 0,036x - 0,0003
Korelacni koeficient 0,9998. Tato hodnota zaroven prokazuje linearitu regrese.

Zpétné vypoctené hodnoty koncentraci kalibraénich roztokd z rovnice regrese jsou uvedeny

v tabulce 11.

Tabulka 11 - PFipravené a namérené koncentrace kalibracénich roztokli pro dusi¢nany afosfore¢nany.
Dusicnany Fosforecnany
PFipravené Vypoctena PFipravena Vypoctena

koncentrace (mg/l)  koncentrace (mg/l)  koncentrace (mg/l)  koncentrace (mg/l)

5,0 5,522 0,2 0,203
15,0 14,759 0,6 0,592
20,0 19,600 08 0,814
40,0 39,658 16 1,592
50,0 50,436 2,0 2,008

NejvétSi smérodatna odchylka vypoctena z dat z tabulky 11 je 0,261, a to pro dusi¢nany o teoretické

koncentraci 5,0 mg/l a pfislusné vypoctené hodnoté. Na z&kladé velikosti nejvétSi nalezené
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smérodatné odchylky muzeme fici, ze je kalibrace pomérné hodné piesna. Toto svéd¢i jednak

o kvalitni ptiprave kalibra¢nich roztokt a jednak o spravné funkci samotného pfistroje.

3.2 Vyhodnoceni standardnich vzorki dusi¢nanti a fosforetnanii mérenych

v kalibraci 1, jako kontrola kvality

Chromatogram kontrolniho vzorku nizké koncentrace je na obrazku 11. Pripravena koncentrace
tohoto vzorku byla pro dusi¢nany 5,0 mg/l a pro fosforeCnany 0,2 mg/l. Z chromatogramu je patrné,
ze namefena hodnota pro dusi¢nany byla po zaokrouhleni na 1 desetinné misto 5,0 mg/l

a pro fosforeCnany 0,2 mg/l.
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Standardni vzorek - nizka koncentrace

Sample Name:
Vial Number:
Sample Type:

Control Program:
Quantif. Method:
Recording Time:

Run Time (min):

00 A-08 2019 #131 [modified byicsl
! - Chloridy - 7,677

0.80
0,60-
0,40
0,20-
0,20-
-0,50
RetTime
min
4,30
7,68
9,75
15,34
20,21
29,74
Total

Obrazek 11 - Reportz méreni - Standardni vzorek nizké koncentrace kalibrace 1

je 2,0 mg/l.

std NK
10190
unknown

Injection Volume:
Channel:
Wavelength:

Anionty _ICS1000_electrolytic_recycle_TTL Bandwidth:

IC_cal_7_11 2012

27.8.2019 6:13
37,00

std NK
| - Dusiénany - 15,340

V |3 -Dusitany-9 "3

10,0
Peak Name

Fluoridy
Chloridy
Dusitany
Dusi¢nany
Fosfaty
Sirany

15,0

Height

_ifs_
0,237
4,337
0,018
1,205
0,014
4,075

9,885

74

Dilution Factor:
Sample Weight:
Sample Amount:

6.22020

25,0
ECD 1
n.a.
n.a.
1,0000
1,0000
1,0000

ECD 1

6 -Sirany-29,740

5 - Fosfaty - 20,207

20,0

Area
pS*min
0,039
0,921
0,005
0,483
0,008
3,301
4,757

25,0 30,0

Rel.Area Amount

% mg/l

0,82 0,152
19,37 4,940
0,11 0,053
10,15 5,003
0,17 0,197
69,39 23.723
100,00 34.066

min

37,0

Type

BMB
BM*
MB*
BMB
BMB*
BMB

Chromatogram kontrolniho vzorku pro vysokou koncentraci je uveden na obrdzku 12. Pfipravena
koncentrace dusi¢nanil v tomto roztoku je 50,0 mg/l a fosforecnanli 2,0 mg/l. Naméfena koncentrace

pro dusiCnany je po zaokrouhleni na 1 desetinné misto 50,4 mg/l a pro fosforeCnany (fosfaty)



Obréazek 12 - Reportz méfeni - Standarni vzorek vysoké koncentrace - kalibrace 1

Na zékladé proméfeni kontrolnich roztok mdzeme fici, Ze ziskana kalibrace je velmi presna, jelikoz

pFipravené koncentrace a naméfené koncentrace se velmi Uzce shoduiji.
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3.3 Vyhodnoceni standardnich vzorki celkového fosforu a celkového dusiku

jako kontrola kvality rozkladu pomoci UV-C zareni:

Chromatogram z méfeni celkového fosforu pouze pomoci UV-C zéfeni je uveden na obrazku 13.
Ocekavana hodnota pfi idealni rozkladu je 3,0 mg fosfore¢nanti na litr. Namétena hodnota viditelna

z chromatogramu je po zaokrouhleni na 1 desetinné misto 3,1 mg fosforeCnant na litr.

Jelikoz se muzeme dopustit chyby 10 %, je nase dosazena hodnota naprosto dostatecna a zatim neni

tteba pouzit dalSich uprav.
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Standardni vzorek na celkovy fosfor - 1 mg/I

Sample Name:
Via! Number:
Sample Type:

Control Program:

Quantif. Method:
Recording Time:
Run Time (min):

Pcelk/Img/!/
5603

unknown

P+ N

IC cal 7 11 2012
1.10.2019 10:00
40,00

P+N 05 2018 #38 [modified byicsl

0,SO-

a.40-

0,20

0,20-

No. RetTime

min
1 18,40
2 21,75

Total:

10.0 15,0
Peak Name

Dusi¢nany
Fosfaty

Injection Volume:
Channel:
Wavelength:
Bandwidth:
Dilution Factor:
Sample Weight:
Sample Amount:
Pcelk/Img/l/
2 -Fosfaty-21,750
1 - Dusi¢nany -18,403
20.0 25,0 30,0
Height Area Rel.Area Amount
%3] MS*min % mg/I
0,049 0,020 16,16 0,304
0,170 0,105 83,84 3,076
0,219 0,125 100,00 3,380

35,0

6.2.2020

25,0
ECD_1
n.a.
n.a.
1,3300
1,0000
1,0000

ECD 1

40.0

Type

BMB
BMB*

Obrazek 13 - Reportz méreni - Rozklad standardniho vzorku na celkovyfosforpro 40ti minutach ozafovani UV-C zafenim

Chromatogram z méreni celkového dusiku je uveden na obrazku 14. O¢ekavame hodnotu dusi¢nan(

8,86 mg/l. Z chromatogramu je patrné, Ze pro retenéni ¢as dusi¢nand (18,40 minut) neni ani naznak

piku, proto je zapotfebi upravit systém rozkladu vzorku.
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6.2.2020
Standardni vzorek na celkovy dusik - 2 mg/I

Sample Name: Nceik/2mg/l/ Injection Volume 25.0
Vial Number: 5606 Channel: ECD_1
Sample Type: unknown Wavelength: n.a.
Control Program P+ N Bandwidth: n.a.
Quantif. Method: IC_cal_7_11 2012 Dilution Factor. 1,4100
Recording Time: 1.10.2019 12:00 Sample V/eight: 1.0000
Run Time (min): 40,00 Sample Amount: 1,0000
oo P*N 05 2018 #41 [modified byicsl Ncelk/2mg/l/ ECD 1

0,80-

0,60-

0.40-

0,20-

0,00

0,20-

0,50 min

10,0 15,0 20,0 25.0 30,0 35,0 40.0
No. Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min MS pS*min % mg/l

Total: 0,000 0,000 0,00 0,000

Obrazek 14 - Reportz méfeni - Rozklad standardniho vzorku na celkovy dusikpo 40ti minutach ozafovani UV-C zarenim

Upravit systém rozkladu vzorku mizeme dvéma zplsoby - bud zvysit dobu ozafovani vzorku UV-C

zafenim, nebo pfidat rozkladna Cinidla.
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Jelikoz je nasim cilem zefektivnit a zrychlit stanoveni celkového dusiku a celkového fosforu, tak delsi
ozafovani UV-C nebylo zvoleno. Dalsim faktorem je i plynulost samotnych analyz. Vzorek
je ozatovan piesné tak dlouho, jak dlouho setrvava piedesly vzorek uvnitf chromatografu
(v predkolong, kolong, detektoru). Proto tedy volime pfidani doprovodnych €inidel k analyzovanému

vzorku.

3.4 Hodnoceni vytéznosti pro pouzita Cinidla s jejich riznym pomérem k objemu

vzorku pro celkovy dusik:

Z vysledku vytéznosti prvnich dvou testovanych ¢inidel (pro prvni testovany pomér vzorku a ¢inidla
3,8 % a pro druhy 88,9 %) mUzeme vycist, ze zcela dominantni funkci v rozkladu vzorku celkového

dusiku na dusi¢nany ma peroxodisiran draselny obsazeny v oxida¢nim €inidle A.
Posledni dosazena vytéznost pro celkovy dusik (99,4 %) je naprosto dostacujici.

Jelikoz bylo dosazeno dostateCné spravnosti stanoveni na pripraveném standardu, je dalsim krokem
analyza na realném vzorku vody. Realny vzorek vody je daleko slozit€jsi matrice nez pouhy
piipraveny standard, zejména jedna-li se o vodu odpadni. Mizou se proto vyskytnout nejriznéjsi

problémy.

3.5 Vyhodnoceni méreni vzorku redlné vody:

Validovanou metodou byla zjisténa referentni koncentrace pro celkovy dusik 151 mg/l.

S 10% odchylkou méfeni tedy 135,9 - 166,1 mg/l.

Prométenim téhoz vzorku s Cinidly uvedenymi v kapitole 2.11, byla ziskana nejvyssi koncentrace
pro posledni pouzité cinidlo 124,8 mg/l. Tato koncentrace ovSem neni dostatecnd,
a proto se musi pristoupit opét ke kroku 1) v procesu zavadeéni nové metody — tedy k uprave systému,

kterym vzorek protéka.

Z dtvodu nutnosti upravit tento pratokovy systém pro rozklad vzorku nemusel byt vzorek proméfen

na celkovy fosfor.
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3.6 Vyhodnoceni upraveni systému pro rozklad vzorku:

Systém pro rozklad vzorku byl obalen alobalem pro zvy3eni teploty. Tento krok vedl ke zvy3eni
teploty z plivodnich 49,7 °C na 63,5 °C.

Toto zvySeni teploty mélo pozitivni vliv na zjisténé koncentrace celkového dusiku (viz tabulka 12).

Tabulka 12 - Nalezené koncentrace testovaného standardu celkového dusiku pfed apo zvySeni teploty v kfemenné kadince.

Nalezend koncentrace celkového dusiku Nalezend koncentrace celkového dusiku

(mg/l) p¥i 49,7 °C (referencni hodnota (mg/l) p¥i 63,5 °C (referencni hodnota

Nceik= 4 mg/l) (poCet opakovéani = 3) Nceik= 4 mg/l) (poCet opakovéani = 3)
3,55 3,82
3,48 3,77
3,49 3,83

Toto zvyseni teploty tedy zlepsi dosazené vysledky prdmérné o 7,88 % oproti pdvodnim hodnotam.

Déle byla zavedena chladici hadi¢ka. Vliv chlazeni na spravnost vysledku ukazuje tabulka 13.

Tabulka 13 - Vliv chlazeni na spravnost vysledku celkového dusiku.

Nalezend koncentrace celkového dusiku Nalezend koncentrace celkového dusiku

(mg/l) pti teploté 63,5 °C bez chlazeni (mg/l) pF¥i teploté 63,5 °C se zafazenym

(referencni hodnota = 4 mg/l) chlazenim (referen&ni hodnota = 4 mg/l)
3,82 3,98
3,77 4,02
3,83 3,91

Toto zvyseni teploty tedy zlep$i dosazené vysledky o 4,10 % oproti pdivodnim hodnotam.

Po tomto vylepSeni mlzeme opét pFikrocit k testovani realné vody.

80



3.7 Vyhodnoceni kalibrace 2:

Provede-li se jakykoliv zésah do systému analyzy, at’ jiZz v upravé vzorku, nebo v zéasahu
do samotného chromatografu - musi se pripravit nova kalibrace. V pFipadé pouziti staré kalibrace
by naméfené hodnoty pravdépodobné nebyly spravné. Tyto rozdily mlzZou byt zplsobeny
napf. lehkym vypafovanim vzorku vlivem zvyseni teploty, nebo zbytkovymi objemy deionizované

vody po promyvani za kazdym analyzovanym vzorkem.

V kalibraci 2 hodnotime rovnéz namérené plochy pikd proti pfipravené koncentraci kalibra¢niho

roztoku.

V tabulce 14. jsou uvedeny pfipravené koncentrace kalibracnich roztokd a naméfené plochy pik{

pro dusi¢nany a pro fosforeCnany.

Tabulka 14 - Namérené plochy pikd v kalibraci 1pro dusiénany afosforec¢nany.

Dusicnany Fosforecnany
Pfipravena Plocha piku Pfipravena Plocha piku
koncentrace (mg/l) (pS*min) koncentrace (mg/l) (pS*min)
5,0 0,366 0,2 0,006
15,0 1,115 0,6 0,020
20,0 1,506 0,8 0,028
40,0 3,134 1,6 0,056
50,0 4,010 2,0 0,072

Kalibraéni graf pro dusi¢nany (graf 3) obsahuje zavislost plochy pikd na koncentraci pfipravenych

kalibraénich standardi z tabulky 14.
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Kalibracni zavislost pro dusi¢nany - kalibrace 2

45
plocha piku 4
(*S*min) 35

y=0,0811x-0,0828
R2=0,9994

3
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0
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koncentrace (mg/l)

Graf3 - Kalibra¢ni zavislostpro dusi¢nany - kalibrace 2.

Rovnice regrese je y = 0,0811x - 0,0828
Korelacni koeficientje 0,9994. Tato hodnota zaroven prokazuje linearitu regrese.

Zpétné vypoctené hodnoty koncentraci kalibraénich roztokd z rovnice regrese jsou uvedeny v tabulce
15.

V grafu 4 je kalibracni zavislost pro fosforeCnany, kde je rovnéz vynesena zavislost plochy piku

z tabulky 14 na teoretické koncentraci kalibracnich standardd.
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Kalibracni zavislost pro fosfore¢nany - kalibrace 2
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Graf4 - Kalibraéni grafprofosforecnany - kalibrace 2

Rovnice regrese je y = 0,0365x - 0,0015
Korelaéni koeficientje 0,9995. Tato hodnota zarover prokazuje linearitu regrese.

Zpétné vypoctené hodnoty koncentraci kalibraénich roztokd z rovnice regrese jsou uvedeny

v tabulce 15.

Nejvétsi smérodatnad odchylka vypoctena z dat z tabulky 15je 0,267, a to pro dusi¢nany o teoretické
koncentraci 5,0 mg/l a pfislusné vypoctené hodnoté. Na zakladé hodnoty této smérodatné odchylky

mUZeme Fici, Ze kalibrace je pomérné presna.

Tabulka 15 - PFipravené a namérené kocentrace kalibracnich roztoklipro celkovy dusik a celkovyfosfor.
DusiCnany FosforeCnany
PFipravena Naméfena PFipravenéa Naméfena

koncentrace (mg/l)  koncentrace (mg/l)  koncentrace (mg/l)  koncentrace (mg/l)

5,0 5,534 0,2 0,205
15,0 14,796 0,6 0,589
20,0 19,591 0,8 0,808
40,0 39,665 1,6 1,575
50,0 50,466 2,0 2,014



3.8 Vyhodnoceni méfeni vzorki realné vody po zméné aparatury:

Po zméné aparatury a proméfeni nové kalibrace jsme opét prikrocili k testovani realného vzorku
odpadni vody. Posledni pouzité Cinidlo a jeho pomér pro celkovy dusik (5 ml vzorku + 0,5 ml
oxida¢niho Cinidla B (2.6.3.5) + 0,25 ml boratového pufru (2.6.3.9)) daval pramérnou koncentraci
celkového dusiku 158,2 mg/l. Rozmezi piijatelnych koncentraci (zjist€no analyzou na Smartchemu)

je 135,9 - 166,1 mg/l celkového dusiku. Dosazena hodnota pro celkovy dusik je tedy piijatelna.

Pro celkovy fosfor bylo rozmezi pfijatelnych hodnot 4,38 - 5,31 mg/l celkového fosforu - ziskano
analyzou na Smartchemu. Pfi analyze s vyuzitim poslednich uvedenych &inidel pro celkovy fosfor
(5 ml vzorku + 0,3 ml oxida¢niho ¢inidla D (2.6.3.7)) byla ziskana primérna hodnota 4,735 mg/1.

Tato dosazena hodnota je rovnéz piijatelna.

Kvili pfidavanym ¢inidlim k analyzovanym vzorkum nékdy dochazelo ke krystalizaci a ucpani
uvnitt  kapilar v systému rozkladu vzorku, nebo i pifimo ve smycce. Z tohoto diavodu

musi byt za kazdym vzorkem zafazena promyvaci deionizovana voda.

Metoda byla dale testovana na dalSich realnych vzorcich, paralelné s analyzou na Smartchemu.

Vysledky dosazené obéma metodami byly od sebe vzdaleny pozadovanych 10 %.
Optimalizované pomé&ry oxidacnich Cinidel je tedy spravna.

Metoda byla otestovana jak na pfipravenych standardech, tak i na nejhorsim mozném readlném vzorku,
ktery muze byt v této laboratofi méfen. Byly nalezeny uspokojivé hodnoty, proto mizeme piejit

k validaci metody a tvorb¢ standardniho operacniho postupu.

Brian M. De Borba, etc, zavedl velmi podobnou metodu, jako je v této diplomové praci, na stanoveni
celkového dusiku a celkového fosforu ve vodach s vyuzitim alkalického rozkladu peroxodisiranem
draselnym siontové chromatografickou detekci. Vyuzil manuédlniho rozkladu wvzorku,
a poté ho injektoval do systému iontové chromatografie. Vyuzité oxidacni Cinidlo byl 0,15 M
peroxodisiran draselny v 0,15 M NaOH. Pomér tohoto oxidacniho ¢inidla a davkovaného vzorku
byl 1:2, tedy na 2 ml oxida¢niho ¢inidla 4 ml testované vody. Samotny rozklad byl uskute¢nén

v termoreaktoru, ktery byl temperovan na 120 °C po dobu 60 minut [59].

Tento zptsob byl ve Zdravotnim Ustavu se Sidlem v Usti nad Labem doposud pouZivén,
ovSem s vyjimkou detekce iontové chromatografie, ale sdetekci spektrofotometrickou,

ktera je v tomto pripadé daleko rychlejsi. Pravé proto bylo cilem praktické ¢asti této prace se tomuto
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manuélnimu rozkladu vyhnout, a zabudovat ho do systému iontového chromatografu. Po pfidani
¢inidel k testovanému vzorku a po vlozeni do autosampleru nevyzaduje jiz stanoveni celkového

dusiku a celkového fosforu témét zadnou praci.

3.9 Vyhodnoceni valida¢nich dat

3.9.1 Vyhodnoceni linearity kalibrace:

Hodnoceni linearity kalibrace bylo provedeno zjiz vyhodnocené kalibrace 2. Jelikoz pfistroj
kalibrujeme na koncentrace dusi¢nant a fosfore¢nant, nelze v tomto piipadé uvést kalibrace

pro celkovy dusik a celkovy fosfor.

Hodnoceni linearity, rovnice piimky a korelacni koeficient tedy vychazi z kalibrace dusi¢nant

a fosfore¢nanu.

Vsechny dalsi hodnoty a parametry (pracovni rozsah, opakovatelnost...) jsou pro celkovy dusik
prepoCteny z hodnot nameétenych dusiCnanti podle rovnice 28. Pro celkovy fosfor jsou hodnoty

prepocteny z fosforecnanti podle rovnice 29.

Cq- 1,15

Neene = 443 (mg/l) (28)
-1,06
Peowc = 25— (mg/l) (29)

V téchto rovnicich jsou c¢1 a c2 namétené koncentrace dusiCnantl, resp. fosforecnanti v mg/l. Faktory
1,15 a 1,06 jsou zahrnuty kviali fedéni vzorku pfidanymi Cinidly a pufry. Faktory 4,43
a 3 jsou k prepoc¢teni molekulové hmotnosti z dusi¢nanid na celkovy dusik, resp. z fosforeCnant

na celkovy fosfor.

Pro dusi¢nany byl nalezen korela¢ni koeficient 0,9994. Jelikoz se korelacni koeficient velmi blizi
k hodnoté 1, a jednotlivé kalibracni body jsou na pfimce rozlozeny rovnomémé, muzeme fici,

ze kalibrace je v tomto rozsahu linearni.
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Pro fosforeCnany byl nalezen korelacni koeficent 0,9995. Jelikoz se korelaéni koeficient rovnéz blizi
k hodnoté 1, a jednotlivé kalibraéni body jsou na pfimce rozloZeny rovnomérné, mlzeme fici,

Ze kalibrace je v tomto rozsahu také linearni.

3.9.2 Vyhodnoceni meze detekce a meze stanovitelnosti pro celkovy dusik a celkovy fosfor:

Meze stanovitelnosti je ziskana prepo¢tem nejnizsiho bodu kalibrace dusi¢nant, resp. fosfore¢nan

na celkovy dusik, resp. celkovy fosfor.

Meze detekce je zisk&na podle rovnice 30, kdy Gije koncentrace slepého stanoveni a Sije smérodatna
odchylka tohoto stanoveni. Takto ziskana hodnota LOD pro dusi¢nany, resp. fosforeCnany je opét

prepoctena na LOD pro celkovy dusik a celkovy fosfor podle rovnic 28 a 29.

LOD = csl + 3 essi (30)

Nameérfené hodnoty slepych stanoveni a jejich smérodatné odchylky pro dusi¢nany a fosforeCnany

jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16 - Data pro vypocet LOD pro dusi¢nany afosforecnany.

Slepé stanoveni pro Slepé stanoveni pro
dusicnany (mg/l) fosforeCnany

Slepé stanoveni 1 0,142 0,009

Slepé stanoveni 2 0,128 0,007

Slepé stanoveni 3 0,134 0,011
Priimér slepych stanoveni 0,135 0,009

Smérodatna odchylka slepych
] 0,006 0,002
stanoveni

Vypoctena hodnota LOD 0,153 0,015

Nami zjisténé hodnoty LOD pro celkovy dusik je 0,040 mg/l a LOQ je 1,44 mg/l. Na Smartchemu,
kde byl celkovy dusik analyzovan doposud, je hodnota LOQ 0,5 mg/l celkového dusiku.
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Nami zji§téné hodnoty LOD pro celkovy fosfor je 0,005 mg/l a LOQ je 0,0053 mg/l. Na Smartchemu,
kde byl celkovy fosfor analyzovan doposud, je hodnota LOQ 0,05 mg/l celkového fosforu.

Néami ziskany limit stanovitelnosti pro celkovy fosfor je pomérné uspokojivy, vzhledem k témer

shodnému limitu stanovitelnosti pro Smartchem.

Limit detekce pro celkovy dusik se od meze stanovitelnosti na Smartchemu pomérné lisi,
proto by stalo za zvazeni pokusit se udélat kalibraci pro dusi¢nany v niz§im rozsahu (smérem
k niz§im hodnotdm pfipravenych koncentraci). Pokud by byla kalibrace 1 v tomto rozsahu lineéarni,

pravdépodobné bychom dospéli k niz§im hodnotam LOD a LOQ.

Limity detekce a stanovitelnosti, jez zjistil Brian M. De Borba, etc. (LOD celkovy dusik = 1,0 ug/l;
celkovy fosfor =13 pg/l; LOQ celkovy dusik = 3.4 ug/l, celkovy fosfor = 42 pug/l)

maji nékolikanasobné nizsi hodnoty oproti nami zjisténymi limitim [59].

3.9.3 Vyhodnoceni robustnosti metody:

Hodnoceni robustnosti bylo v podstaté provedeno jiz v prab&éhu piedesiého hodnoceni dosazenych

vysledku v této praci.

Zjistili jsme, ze naprosto radikalni vliv mé& druh pouzitého oxida¢niho ¢inidla a jeho pomér

s testovanym vzorkem.

Také jiz vime, ze se vytéznost analyzy zvySuje s teplotou, které je dosazeno b&éhem rozkladu

v kfemenné kadince.
Jiné parametry ovliviiyjici vyté€znost metody doposud nebyly odhaleny.

Brian M. De Borba pouzil jako zkouSené standardy pro celkovy dusik glycin, mo€ovinu a kyselinu
nikotinovou. Glycin pouzil v kazdém analyzovaném vzorku jako kontrolu rozkladu, pti¢emz dany
vzorek byl uméle obohacen zminovanymi dalsimi standardy. Toto mélo za ucel testovani robustnosti
metody, tedy kontroly toho, jak vyvijena metoda reaguje na dusikaté latky rizného ptivodu. Stejny
postup volil 1 v pfipadé celkového fosforu, kde v kazdém testovaném vzorku byl pfitomen

glycerolfosfat. Dalsi standardy na celkovy fosfor byly ATP a glukdza-1-fosfat [59].

Vtéto diplomové praci je ovSem od obou parametri testovan pouze jeden standard.

Jak bylo i zde zjisténo, a co je bezpochyby faktem, realny vzorek se nechova zdaleka stejné
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jako pripraveny standard, proto by bylo dobré, testovat metodu na vice standardech riazného puvodu,

nebo jimi uméle obohatit vzorek realny.

3.9.4 Vyhodnoceni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti metody:

Pro hodnoceni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti metody byl vyuzit program EffiValidation 4.0
(Bmo, Ceska republika). Protokoly z EffiValidationu jsou pro celkovy dusik v piiloze 5 a 6

a pro celkovy fosfor v ptiloze 9 a 10.

Cim mensi je hodnota vypoltené opakovatelnosti a reprodukovatelnosti, tim je metoda piesngjsi.

Znamena to, o kolik se od sebe budou lisit dvé po sobé€ jdouci mefeni.
Nase vypoctend opakovatelnost pro celkovy dusik je 0,0058 a reprodukovatelnost je 0,0053.
Pro celkovy fosfor je opakovatelnost 0,0016 a reprodukovatelnost 0,0013.

Tyto vysledky jsou velmi uspokojivé.

3.9.5 Vyhodnoceni nejistoty méreni:
Pro hodnoceni nejistoty méfeni byl rovnéz pouzit program EffiValidation.

Nalezena standardni nejistota pro celkovy dusik je 0,0083 a roz§ifena standardni nejistota pro celkovy

dusik je 0,0166.
Pro celkovy fosfor je standardni nejistota 0,0014 a rozsitfena standardni nejistota 0,0028.

Standardni nejistota udava nejistotu samotného meéficiho systému a méfeni. Nezahrnuje chybu,
ktera maze byt obsazena napt. v CRM (nejistoty typu B). Rozsifena standardni nejistota sice nejistoty
typu B rovnéz neobsahuje, ale vzhledem k rozsifeni (rozSireni koeficientem 2) lezi vysledek

v rozmezi této nejistoty s 95% pravdépodobnosti.

Vyhodnoceni nejisto méteni je pro celkovy dusik v ptiloze 3 a pro celkovy fosfor v piiloze 7.
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4 Zaveéer

Cilem praktické Casti této prace bylo zavést metodu pro stanoveni celkového fosforu a celkového
dusiku ve vodné matrici s rozkladem vzorku, ktery probihd béhem analyzy, stim, Ze se do vzorku

pfida oxidacni Cinidlo, a po vlozZeni do autosampleru je jiz dale metoda pIné automatizovana.

Rozklad vzorku je zprostfedkovan jednak prostfednictvim oxidacnich Cinidel a zaroven pomoci

UV-C zéfeni, které zvySuje teplotu v rozkladné kadince.

Pro stanoveni celkového fosforu i celkového dusiku bylo nalezeno optimdlni oxidacni c€inidlo

a optiméalni pomér davkovaného cinidla a vzorku.

Dale byla provedena validace metody a napsan standardni operaCni postup. Validace prokazala
linearni prdbéh kalibraéni pfimky, dobrou opakovatelnost i reprodukovatelnosti pro oba parametry.

Byly nalezeny limity detekce, stanovitelnosti a nejistoty méfeni.

Kalibrani rozsah pro celkovy dusik je 1,44-13,10 mg/l. Limit detekce pro celkovy dusik
je 0,040 mg/l a limit stanovitelnosti je 1,44 mg/l. RozSifena standardni nejistota pro celkovy dusik

je 0,0166.

Kalibraéni rozsah pro celkovy fosfor je 0,053-0,523 mg/l. Limit detekce pro celkovy fosfor
je 0,005 mg/l a limit stanovitelnosti je 0,053 mg/l. Roz§ifené standardni nejistota pro celkovy fosfor
je 0,0028.

Pro tuto metodu mUze byt zaveden regulacni diagram pro fizeni kvality a miiZe se zazadat o akreditaci

metody, aby mohla byt plnohodnotné vyuzita.
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Pfiloha 2: Navod k obsluze iontového chromatografu ICS 1000.
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Pfiloha 6: Reprodukovatelnost pro celkovy dusik.

Pfiloha 7: Valida¢ni protokol pro stanoveni celkoveho fosforu iontovou chromatografii.
Pfiloha 8: Linearita kalibrace pro fosforecnany.

Pfiloha 9: Opakovatelnost pro celkovy fosfor.
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Priloha ¢. 1: Standardni operaéni postup pro stanoveni celkového fosforu a celkového dusiku

iontovou chromatografii.

Pro kazdou pouzivanou metodu v analytické laboratofi musi byt dostupny Standardni operacni

postup, SOP. Nedilnou soucasti kazdé SOP je valida¢ni protokol a v ptiloze celd validace.
SOP - Stanoveni celkového dusiku a celkového fosforu ve vodach iontovou chromatografii.

1. Nazev metody: Stanoveni celkového dusiku a celkového fosforu iontovou

chromatografii.

2. Predmét a pusobnost metody:
Metoda je urcena pro vody a vyluhy.
Pti vypracovani SOP byly pouzity jako podkladovy material:

CSN ISO 15691-1 (75 7464) Jakost vod — Stanoveni orthofosfore¢nand a celkového fosforu
pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 1: Metoda priitokové injekéni analyzy FIA

CSN ISO 29441 (75 7526) Jakost vod — Stanoveni celkového dusiku po rozkladu UV zafenim —
Metoda prutokové analyy (CFA a FIA) se spektrometrickou detekci

3. Terminologie a definice:

Iontova chromatografie je separacni metoda, kde stacionarni fazi je ionex. V tomto zpusobu

chromatografie zachycuje sorbent ur€ity typ iont vymeénou za jiny iont.

4. Princip metody

Stanoveni celkového fosforu a celkového dusiku iontovou chromatografii je zalozeno
na jejich oxidaci na fosforeCnany a dusi¢nany. Tyto jsou poté stanoveny klasickou analyzou aniontt

na iontovém chromatografu.

Oxidace probihd ve vsadkovém usporadani po nasati vzorku. Pro dostateCnou oxidaci je pouzito

1 UV-C zafeni. Celkovy fosfor musi byt v kyselém prostiedi a celkovy dusik v alkalickém.
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5. Rusivé vlivy
5.1. Rusivé vlivy pri stanoveni fosforu:

Ma-li voda vysoky podil oxidovatelnych latek, pak redukcni Cinidlo prfidavané k prevedeni
na fosforeCnany nemusi stait. Voda s vysokym podilem oxidovatelnych latek ma vy§si chemickou

spotiebu kysliku (CHSK). Ma-li voda vyssi CHSK (nad 700 mg/1), je nutné je zfedit.

Vysoka koncentrace fluoridu (nad 50 mg/l) a dusitant (nad 5 mg/l) ma vyznamny rusivy efekt.

5.2. RuSivé vlivy pri stanoveni dusiku:

Ma-li voda vysoky podil oxidovatelnych latek, pak redukcni Cinidlo piidavané k prevedeni
na fosforeCnany nemusi stacit. Voda s vysokym podilem oxidovatelnych latek ma vy$si chemickou

spotiebu kysliku (CHSK). Ma-li voda vyssi CHSK (nad 700 mg/1), je nutné je ztedit.

Vzorek nesmi obsahovat vice nez 1000 mg/l chlorida.

6. Bezpecnost

Pti provadéni zkousek podle této metody je potiebné zachovat ptislusné pozadavky bezpecnostnich

a legislativnich predpist v plném znéni.

7. Pristroje a vybaveni
Obvyklé laboratorni vybaveni
Iontovy chromatograf
UV-C zativky

Ultrazvukovy homogenizator

8. Chemikalie a dal$i materialy
K rozboru se pouzivaji vyhradné chemikalie zaruen€ analyticky Cisté
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8.1.: Priprava mobilni faze:

Do nadoby ur¢ené pro mobilni fazi se odméeii presne 38,4 ml roztoku uhli¢itanu sodného a 25,6 ml
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného. Nadoba se doplni odplynénou vodou po rysku a obsah

se promicha.

8.1.1: Roztok uhli¢itanu sodného ¢ = 0,5 mol/l:

Pro ptipravu 0,5 mol/l uhli¢itanu sodného se do 500 ml odmémé baiky navéazi 26,5 g bezvodého
uhli¢itanu sodného, ktery se rozpusti v mensim objemu odplynéné vody. Po rozpusténi uhli¢itanu

se barika doplni odplynénou vodou po rysku a obsah se promicha.

8.1.2: Roztok hydrogenuhli¢itanu sodného ¢ = 0,5 mol/l:

Do plastové 500 ml odmérné baiiky se navazi a rozpusti 21 g hydrogenuhli¢itanu sodného. Barka

se doplni odplynénou vodou pro rysku.

8.2: Chemikalie pro pFipravu aniontu:

8.2.1: dusiénany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; ANALYTIKA?%

8.2.2: dusi¢nany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; MERCK

8.2.3: fosforecnany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; ANALYTIKA

8.2.4: fosforecnany, CRM, ¢ = 1000 mg/l; MERCK

8.2.5: fosforecnany, roztok ¢ = 100 mg/l; ANALYTIKA

¥ Dodavatel je uvadén pouze proto, aby bylo zietelné, Z¢ je tfeba mit stejné anionty od dvou riiznych dodavateli.
Kalibrace se d¢la z chemikalii od jednoho dodavatele, kontrolni standardy z chemikalii od druhého dodavatele.
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Z Certifikovaného referen¢niho materialu ANALYTIKA o koncentraci fosfore¢nant ¢ = 1000 mg/1

se odpipetuje 10,0 ml do 100 ml odmérné bariky. Baitika se doplni vodou po znacku a promicha se.
Lze pouzit i pfimo dodavany referencni roztok o piislu§né koncentraci.

Tento roztok je ulozen v lednici a jeho trvanlivost je 1 rok.

8.2.6: Priprava roztoku fosfore¢nani, roztok ¢ = 100 mg/l MERCK

Z Certifikovaného referencniho materiallu MERCK o koncentraci fosfore¢nani ¢ = 1000 mg/l

se odpipetuje 10,0 ml do 100 ml odmérné bariky. Barika se doplni vodou po znacku a promicha se.
Lze pouzit i pfimo dodavany referencni roztok o piislu§né koncentraci.

Tento roztok je ulozen v lednici a jeho trvanlivost je 1 rok.

8.3. Oxidac¢ni ¢inidla:

8.3.1: Peroxodisiran draselny; p.a

8.3.2: Hydroxid sodny; p.a.

8.3.3: Chlorid titanicity; p.a.

8.3.4: Kyselina borita; p.a.

8.3.5: Kyselina sirova; 96%

8.3.6: Oxidacni Cinidlo pro celkovy dusik:

Ve 100 ml odmémé baiice rozpustime 4,5 g peroxodisiranu draselného (8.3.1). Pro rozpusténi
ptidame 1,2 g hydroxidu sodného (8.3.2) a 0,25 ml roztoku chloridu titanic¢itého (8.3.3). Doplnime

po rysku deionizovanou vodou.
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8.3.7: boréatovy pufr

Ve 100 ml odmérné bafice rozpustime 2,4 g kyseliny borité (8.3.4) a doplnime deionizovanou vodou

po rysku

8.3.8: oxidacni ¢inidlo pro celkovy fosfor:

Do 100 ml banky odlijeme asi 50 ml 0,4 M H2SO4 (8.3.5) a rozpustime 0,5 g peroxodisiranu
draselného (8.3.1). Po rozpusténi doplnime 0,4 M H2SO4po rysku.

8.4: pfiprava vzorku pro ovéfeni spravnosti analyzy

Pro ovéfeni spravnosti se zpracuje soub&zné se vzorkem standardni vzorek s pfedepsanym obsahem

v v

aniontl s nizsi koncentraci (NK) a vzorek s vyssi koncentraci (VK).

Do 500 ml baiiky se pipetuji roztoky roztoky dusi¢nant a fosfore¢nand dle tabulky 1. Barika se doplni

odplynénou vodou po rysku a obsah se promicha.
Standard VK je uloZen v lednici ajeho trvanlivost je 6 mésicd.

Pro pfipravu NK je vzorek VK nafedén 10x. Standard NK je ulozen v lednici a jeho trvanlivost

je 1 mésic.

Tabulka 1 - SOP - Priprava standardniho vzorku o vysoké koncentraci

Aniont Zdroj aniontu Pipetovano (ml) Koncentrace (mg/1)
Dusi¢nany 8.2.2 25,0 50,0
FosforeCnhany 8.2.6 10,0 2,0

9. Odbér a uchovavani vzorku

Je nezbytné nutné zajistit, aby odebirané vzorky byly reprezentativni (zejména jsou-li

v ném obsaZeny nerozpusténé latky), a aby nebyly pfi odbéru znecistény organickymi latkami.
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Vzorky se odebiraji do plastovych nebo sklenénych lahvi. Mély by byt analyzovany, nebo alespoii

rozlozeny do 24 hodin od odbéru. Do vySetfeni se uchovavaji pfi 2 - 5°C.

10. Pfiprava kalibrace

Pfipravi se 1 zékladni roztok pro kalibraci (vzorek 1), a z ného se fedénim pfipravi dalsi 4 kalibraéni
roztoky. Zakladni kalibraéni roztok se pfipravuje do 500 ml odmérné banky pipetovanim chemikalii

uvedenych v tabulce 2. Barka se doplni odplynénou vodou po rysku a promicha se.

Tabulka 2 - SOP -pfiprava zakladniho roztoku ke kalibraci

Aniont Zdroj aniontu Pipetovano Koncentrace
Dusicnany 8.2.1 25,0 50,0
FosforeCnhany 8.25 10,0 2,0

Dalsi kalibracni roztoky se pFipravi pipetovanim zakladniho kalibracniho roztoku podle tabulky 3.
Pipetuje se vzdy do 100 ml odmérné banky. Po napipetovani se doplni odplynénou vodou po rysku

a obsah se promicha.

Tabulka 3 - SOP -pfiprava kalibracnich roztok( ze zakladniho kalibraéniho roztoku

Oznaceni kalibra¢niho Pipetovano zéakladniho
Koncentrace aniontl (ml)

roztoku kalibra¢niho roztoku (ml)

Dusi¢nany - 40,0
Vzorek 2 80

FosforeCnany - 1,6

Dusi¢nany - 20,0
Vzorek 3 40

FosforeCnany - 0,8

Dusic¢nany - 15,0
Vzorek 4 30

Fosfore€nany - 0,6

Dusicnany - 5,0
Vzorek 5 10

FosforeCnany - 0,2
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11. Pracovni postup

Pokud je vzorek zakaleny, prefiltruje se pres teflonovy filtr o velikosti port 0,45 mm. Jedna-li

se o viditeln€ znecisténou vodu, vzorek se pied dalsi upravou minimaln€ 10x naredi.

V kédince smichame uvedené objemy vzorku a ¢inidel uvedenych nize. Takto upraveny vzorek poté

prelijeme do vialek ur€enych k analyze na iontovém chromatografu.

Pro stanoveni celkového dusiku: 5 ml vzorku + 0,5 oxidacniho €inidla (8.3.6.) + 0,25 ml boratového

pufru (8.3.7.).
Pro celkovy fosfor: 5 ml vzorku + 0,3 ml oxida¢niho ¢Cinidla (8.3.8.).

Postup k obsluze iontového chromatografu je uveden v priloze.

12. Vypocet a uvadéni vysledka

Vysledky odectené ziontového chromatogramu, jako dusi¢nany a fosforeCnany v mg/l

2

jsou piepocteny na celkovy dusik a celkovy fosfor dle rovnic 1 a 2.

Cq- 1,15

Neewe = 443 (mg/l) (1)
- 1,06
Peore = =5— (mg/l) (2)

c1 = naméfena koncentrace dusi¢nant (mg/1)
c= naméfena koncentrace fosforecnant (mg/1)

hodnota 1,15 = fedéni, ziskané pfidavanim Cinidel ke vzorku urenému k analyze na celkovy dusik
hodnota 4,43 = pfepocitavaci faktor na zaklad& poméru molekulovych hmotnosti [NO3]/[N].
hodnota 1,06 = fedéni, ziskané pridavanim cinidel ke vzorku urenému k analyze na celkovy fosfor

hodnota 3 = piepocitavaci faktor na zakladé poméru molekulovych hmotnosti [PO4>]/[P].
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13. Charakteristiky metody

Charakteristiky metody jsou uvedeny ve valida¢nim protokolu a v protokolu o nejistoté stanoveni.

14. Rizeni kvality

Pro ovéfeni spravnosti analyzy se zpracuje soubéziné se vzorkem standardni vzorek o nizké

koncentraci oznacen NK, a standardni vzorek o vysoké koncentraci oznaen VK.

15. Zpusob archivace dat

Primarni zaznamy souvisejici se zkouskou jsou vedeny v souladu s dokumentem ,,Rizeni zaznamu™.
Dokumenty jsou uloZeny v laboratoii nejméné 1 rok. Poté jsou presunuty do archivu na dobu nejméné

5 let.

16. Technologické lhuty

Technologické lhaty jsou dany dobou piipravy vzorka k analyze, jeho pfipadnou upravou
k odstranéni rusivych vlivi, zméfenim koncentrace celkového dusiku a celkového fosforu

a provedenim prvki kontroly kvality

17. Odkazy na priloZzenou literaturu

CSN EN ISO 15681-1 (75 7464) — Jakost vod — Stanoveni orthofosfore¢nand a celkového fosforu
pritokovou analyzou (FIA a CFA) — Cast 1: Metoda priitokové injekéni analyzy (FIA)

CSN ISO 29441 (75 7526) — Jakost vod — Stanoveni celkového dusiku po rozkladu UV zafenim —
Metoda prutokové analyzy (CFA a FIA) se spektrometrickou detekci.
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Priloha €. 2: Navod k obsluze iontového chromatografu ICS 1000.

1)

2)

3)

4)

Spusti se kolonovy termostat zasunutim sitové vidlice do zasuvky. Spusti se IC spinacem
umisténym na zadni stran¢ zafizeni. Spusti se autosampler AS 40 spinacem umist€énym

na zadni stran¢ zafizeni.
Spusti se pocitac a obsluzny program ,,Chromeleon®.

Zkontroluje se, zda je otevien hlavni ventil na tlakové lahvi s heliem, a za je na ukazateli tlaku

1 dostate¢ny tlak.

Zkontroluje se, zda je v nadobé na mobilni fazi (4 litrova plastova ldhev) dostatecny objem
mobilni faze. Objem mobilni faze je psan i na monitoru hlavniho panelu v programu

Chromeleon.

Je-li potfeba pfipravit novou mobilni f4zi, musi se pfed zahajenim analyzy na cca 3 minuty
vymenit hadi¢ky vedouci do/z nadoby s mobilni fazi, aby se tato probublala heliem a zbavila
se tak zbyvajicitho vzduchu. Déle se musi odstranit bubliny z hadicek, a to pfes software,
otevienim ventilu ,eluent flow valve®. Tento se nechd otevieny tak dlouho, dokud
z n¢j viditelné nebudou vychazet zadné bubliny. Takovy stav odpovida asi 20 ml odpusténé

mobilni faze.

Zkontroluje se, zda je v nadob& vedouci k supresoru dostatecny objem odplynéné vody.

Na peristaltickém cerpadle, které Cerpe vodu k supresoru se pfitlaci kladinka do drzéku.

Spusti se chromatograf: otevie se primovaci ventil a pres tlacitko ,start up™ se spusti
primovani. Neodchazi-li z primovaciho ventilu odpadni hadickou zadné bubliny, klikne
se na ,,OK*“ na informac¢ni ramecku, ktery se objevil pii zacatku primovani. Primovaci ventil

se uzavre.

Déle se klikne na tlacitko monitorovani baseline a ve vysko¢eném okné se nastavi koncentrace

uhli¢itanu 13 mmol/l.
Baseline se stabilizuje 70 minut.

Prvnim vlozenym vzorkem je vzdy destilovana voda, poté standardy NK a VK a pak az vzorky

vod k analyze.

Pro vypnuti chromatografu se bud klikne na ,shutdown™ nebo se pouzije automaticky

vypinaci program.
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Priloha 3 — Valida¢ni protokol pro stanoveni celkového dusiku iontovou chromatografii

a stanoveni nejistot méreni.

Valida¢ni protokol
SOP Stanoveni  celkového  dusiku  iontovou
chromatografii
Charakter valida¢niho procesu Plna validace metody
1. Analyticka metoda
Nizev metody Stanoveni celkového dusiku iontovou
chromatografii
Analyt CRM - N celk
Predpis, zdroj CSN ISO 29441 (75 7526)
Pristroj iontovy chromatograf ICS 1000
Datum méreni 2019-2020
Analytik Lenka Hrodkova, Be.

2. Kalibrace analytické metody
Kalibrac¢ni vztah Linearni rovnice
Zpusob vyhodnoceni kalibra¢niho vztahu Microsoft Excel
Pracovni rozsah 1,44-13,10 mg/l Neekk (5,0-50,0 mg/l NO3")
Linearita (ano/ne) — zpusob zjisténi Ano - hodnota korela¢niho koefientu
Citlivost smérnice kalibra¢niho vztahu 0,0811

3. Meze detekce a stanovitelnosti

Mez detekce (mg/l) 0,040 mg/l Neeix

Zpusob zjisténi Vypoctem ze slepych stanoveni pro dusi¢nany.

Ptepocet na celkovy dusik.

Mez stanovitelnosti 1,44 mg/l Neeix
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Zpusob zjisténi Spodni bod kalibra¢ni kiivky pro dusi¢nany.

Ptepocet na celkovy dusik.

4. Robustnost

Parametry, které mohou mit statisticky Stav oxida¢niho ¢inidla
vyznam Teplota rozkladu vzorku
S. Opakovatelnost - po tirovnich
Uroveti 1 — 5,0 | 5,01 mg/l 0,005
Smeérodatna
mg/l Neeik
. ; odchylka
Primér zjiSténé Urovenl 2 — 8,0 | 8,00 mg/l 0,005
opakovatelnosti
koncentrace mg/l Neeik
, po jednotlivych
Uroven 3—10,0 | 10,00 mg/I 0,005
urovnich
mg/l Neeik
Opakovatelnost
0,0058
metody
6. Reprodukovatelnost - po urovnich
Uroveti 1 — 5,0 | 5,00 mg/l 0,004
Smérodatna
mg/l Neeik
. ; odchylka
Primér zjiSténé Uroverti 2 — 8,0 | 8,00 mg/l 0,005
reprodukovatelnsti
koncentrace mg/l Neelk
, po jednotlivych
Uroven 3 —|9,99 mg/l 0,000
urovnich
l0,0 mg/l Ncelk
Reprodukovatelnost
0,0053
metody
7. Spravnost
Spravnost prokazana Ano

107




Hodnota vychyleni (bias) 0,102

8. Zaveérecné vyjadreni k validacniniu protokolu

Zaver Metoda je vhodna pro zamysSlené pouZiti
Schvalil Alexi Vladimir, Ing.
Datum 5. 5. 2020

Kalibracni graf
PFilohy Opakovatelnost, reprodukovatelnosti

Nejistota méfeni

Vstupni data pro vyhodnoceni nejistoty méreni celkového dusiku jsou uvedena v tabulce 1

Tabulka 1 - vstupni data pro vyhodnoceni nejistoty méreni celkového dusiku

Popis Mé&Feni 1 (mg/l) Méfeni 2 (mg/l)
5 mg/l Neelk 5,01 5,00
8 mg/l Neelk 7,99 8,00
10 mg/l Neelk 10,00 9,99

Vyhodnoceni nejistot je uvedeno v tabulce 2:

Tabulka 2 - vyhodnoceni nejistoty mérenipro celkovy dusik

Charakteristika Hodnota
Standardni nejistota 0,0083
Koeficient rozsireni 2

RozSifena standardni nejistota 0,0166

Vypoctena standardni nejistota (nejistota typu A) je 0,0083. RozSifend standardni nejistota je 0,0166.
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PFiloha 4 - Linearita kalibrace pro dusi¢nany.

Vstupni data pro vyhodnoceni kalibrace dusi¢nand jsou uvedena v tabulce 1:

Tabulka 1- Vstupnidatapro vyhodnoceni kalibrace dusi¢nan(.

Prepocet
Vypoctena Vypoctena
Pfipravena
Zméfené plocha hodnota hodnota
Popis koncentrace )
piku (pS*min) koncentrace koncentrace
NO3'(mg/1)
NO3"(mg/l) NO3'(mg/l) na
Ncelk (mg/l)
Uroveri 1 5,0 0,366 5,534 1,437
Urovei 2 15,0 1,115 14,796 3,834
Uroven 3 20,0 1,506 19,591 5,086
Uroveii 4 40,0 3,134 39,665 10,297
Uroven 5 50,0 4,010 50,466 13,101

Rovnice pfimky: y = 0,0811x - 0,0828
Usek = - 0,0828

Smeérnice = 0,0811

Korelacni koeficient = 0,9994

Na zakladé korelacniho koeficientu a znalosti rozlozeni bodl na pfimce mlzeme prohlasit,

Ze je kalibracni zavislost linearni.
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PFiloha 5- Opakovatelnost pro celkovy dusik.

Vstupni data pro vypocet opakovatelnosti pro celkovy jsou uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1 - vstupni data pro vypocet opakovatelnostipro celkovy dusik

Popis Méfeni 1 (mg/l)  MEéFeni 2 (mg/l) Méfeni 3 (mg/l) Mé&feni 4 (mg/l)
5 mg/l Neeik 5,01 5,01 5,00 5,00
8 mg/l Neelk 7,99 8,00 7,99 8,00
10 mg/l Neelk 9,99 10,00 10,00 9,99

Vyhodnoceni opakovatelnosti pro celkovy dusik je uvedeno v tabulce 2:

Tabulka 2 - vyhodnoceni opakovatelnostipro celkovy dusik

Rel.
Popis Primeér Opakovatelnost opakovatelnost PoCet méfeni
(%)
5 mg/l Ncelk = 5,01 0,0058 0,12 4
8 mg/l Ncelk = 8,00 0,0058 0,07 4
10 mg/l Neelk = 10,00 0,0058 0,06 4

Opakovatelnost analytické metody pro stanoveni celkového dusiku je 0,0058. Hodnota relativni

opakovatelnosti vyhovuje zadanému kritériu pFijatelnosti 10 %.
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PFiloha 6: Reprodukovatelnost pro celkovy dusik.
Vstupni data pro vyhodnoceni reprodukovatelnosti pro stanoveni celkového dusiku jsou uvedena

v tabulce 1

Tabulka 1 - Vstupni datapro vyhodnoceni reprodukovatelnostipro celkovy dusik

Méfeni 2 (mg/l)  MEéFeni 3 (mg/l) Méfeni 4 (mg/l)

Popis Méfeni 1 (mg/l)
5,0 mg/l Neelk 5,01 5,00 5,00 5,00
8,0 mg/l Neelk 7,99 8,00 8,00 7,99
10,0 mg/l Neelk 9,98 9,99 9,99 9,99

Vyhodnoceni reprodukovatelnosti pro celkovy dusik je uvedeno v Tabulce 2:

Tabulka 2 - Vyhodnoceni reprodukovatelnosti pro celkovy dusik

Rel.
, Reprodukovatel
Popis Prumér reprodukovatel PocCet méreni
nost
nost (%)
5,0 mg/l Ncelk 5,00 5,003 0,10 4
8,0 mg/I Neelk 8,00 7,995 0,072 4
10,0 mg/l Ncelk 9,99 9,988 0,050 4

Reprodukovatelnost stanoveni celkového dusiku je 0,0186 jednotek, tj. 0,0761 %. Hodnota relativni
reprodukovatelnosti vyhovuje zadanému kritériu pfijatelnosti 10 %.
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Priloha 7: Valida¢ni protokol pro stanoveni celkového fosforu iontovou chromatografii

a stanoveni nejistot méreni.

Valida¢ni protokol
SOP Stanoveni  celkového  fosforu  iontovou
chromatografii
Charakter valida¢niho procesu Plna validace metody

1. Analyticka metoda

Stanoveni celkového fosforu iontovou
Nazev metody

chromatografii
Analyt CRM - P celk
Piedpis, zdroj CSN EN ISO 15681-1 (75 7464)
Pristroj iontovy chromatograf ICS 1000
Datum méreni 2019-2020
Analytik Lenka Hrodkova, Be.

2. Kalibrace analytické metody
Kalibrac¢ni vztah Linearni rovnice
Zpusob vyhodnoceni kalibra¢niho vztahu Microsoft Excel
Pracovni rozsah 0,053-0,523 mg/l Peeik (0,2-2,0 mg/l PO4>)
Linearita (ano/ne) — zpusob zjisténi Ano - hodnota korela¢niho koefientu
Citlivost smérnice kalibra¢niho vztahu 0,0365
3. Meze detekce a stanovitelnosti
Mez detekce (mg/l) 0,005 mg/l Peeix
Zpusob zjisténi Vypoctem ze slepych  stanoveni  pro

fosfore¢nany. Piepocet na celkovy fosfor.

Mez stanovitelnosti 0,053 mg/l Peeix
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Zpusob zjisténi Spodni bod kalibra¢ni kiivky pro fosforeCnany.

Ptepocet na celkovy fosfor.

4. Robustnost

Parametry, které mohou mit statisticky Stav oxida¢niho ¢inidla
vyznam Teplota rozkladu vzorku
S. Opakovatelnost - po tirovnich
Urovent 1 — 0,2 | 0,198 mg/l 0,001
Smeérodatna
mg/l Pce]k
; odchylka
Prumeér zjisténé Uroven 2 — 0.4 | 0,399 mg/I 0,002
opakovatelnosti
koncentrace mg/l Peeix
, po jednotlivych
Uroven 3 — 0,7 | 0,700 mg/1 0,001
urovnich
mg/ 1 Peelx
Opakovatelnost
0,0016
metody
6. Reprodukovatelnost - po urovnich
Urovent 1 — 0,2 | 0,198 mg/l 0,001
Smeérodatna
mg/l Pce]k
; odchylka
Prumeér zjisténé Uroven 2 — 0.4 | 0,399 mg/I 0,001
reprodukovatelnsti
koncentrace mg/l Peeix
, po jednotlivych
Urovent 3 — 0,7 | 0,699 mg/l 0,001
urovnich
mg/ 1 Peelx
Reprodukovatelnost
0,0013
metody

7. Spravnost

Spravnost prokazana Ano
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Hodnota vychyleni (bias) 0,013

8. Zaveérecné vyjadreni k validatnimu protokolu
Zaver Metoda je vhodna pro zamysSlené pouZiti
Schvalil Alexi Vladimir, Ing.
Datum 5. 5. 2020

Kalibracni graf
PFilohy Opakovatelnost, reprodukovatelnosti

Nejistota méfeni

Vstupni data pro vyhodnoceni nejistot stanoveni celkového fosforu je uvedeno v tabulce 1

Tabulka 1 - Vstupni datapro vyhodnoceni nejistot stanoveni celkovéhofosforu

Popis Mé&Feni 1 (mg/l) Méfeni 2 (mg/l)
0,2 mg/I Peelk 0,196 0,198
0,4 mg/l Peelk 0,396 0,398
0,7 mg/l Pcelk 0,701 0,699

Vyhodnoceni nejistot stanoveni celkového fosforu je uvedeno v tabulce 2:

Tabulka 2 - Vyhodnoceni nejistot stanoveni celkovéhofosforu

Charakteristika Hodnota
Standardni nejistota 0,0014
Koeficient rozsireni 2

RozSifena standardni nejistota 0,0028

RozSifena st. nejistotaje 0,0014. RozSifena standardni nejistota je 0,0028.
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PFiloha 8: Linearita kalibrace pro fosforecnany.

Vstupni data pro kalibraci fosfore¢nand jsou uvedena v tabulce 1

Tabulka 1 - Vstupni datapro kalibracifosfore¢nand.

Popis PFipravena Zmeéfenéd plocha Vypoctena Pfepocet
koncentrace piku (pS*min) hodnota Vypoctena
PO43 (mg/1) koncentrace hodnota
PO43 (mg/l) koncentrace
PO43'(mg/l) na
Pcelk (mg/l)
Uroven 1 0,2 0,006 0,205 0,053
Urovei 2 0,6 0,020 0,589 0,153
Uroveii 3 0,8 0,028 0,808 0,210
Urover 4 1,6 0,057 1,575 0,409
Uroven 5 2,0 0,072 2,014 0,523

Rovnice pfimky: y = 0,0365x - 0,0015
Usek = - 0,0015

Smérnice = 0,0365

Korelagni koeficient = 0,9995

Linearita byla prokdzana na zékladé hodnot korelaéniho koeficientu a znalosti rozlozeni bodl na

pfimce.
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PFiloha 9: Opakovatelnost pro celkovy fosfor.

Vstupni data pro vyhodnoceni opakovatelnosti stanoveni celkového fosforu jsou uvedenav tabulce 1

Tabulka 1 -Vstupni datapro vyhodnoceni opakovatelnosti stanoveni celkovéhofosforu:

Popis Méfeni 1 (mg/l)  MEéFeni 2 (mg/l) Méfeni 3 (mg/l) Mé&feni 4 (mg/l)
0,2 mg/l Peeik 0,196 0,198 0,200 0,198
0,4 mg/l Peeik 0,396 0,39 0,401 0,399
0,7 mg/l Peelk 0,701 0,699 0,701 0,700

Vyhodnoceni opakovatelnosti stanoveni celkového fosforu je uvedeno v tabulce 2:

Tabulka 2 - Vyhodnoceni opakovatelnosti stanoveni celkovéhofosforu

Rel.
Popis Primér (mg/l) Opakovatelnost Opakovatelnost PoCet méfeni
(%)
0,2 mg/l Peelk 0,198 0,0016 0,82 4
0,4 mg/l Peelk 0,399 0,0021 0,52 4
0,7 mg/l Peelk 0,700 0,0010 0,14 4

Opakovatelnost analytické metody je 0,005 Hodnota relativni opakovatelnosti vyhovuje zadanému

kritériu pfijatelnosti 10 %.
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PFiloha 10: Reprodukovatelnost pro celkovy fosfor.

Vstupni data pro vyhodnoceni reprodukovatelnosti stanoveni celkového fosforu jsou uvedena

v tabulce 1

Tabulka 1 - Vstupni datapro vyhodnoceni reprodukovatelnosti stanoveni celkovéhofosforu

Popis Méfeni 1 (mg/l) Méfeni 2 (mg/l) Meéfeni 3 (mg/l) MEéfeni 4 (mg/l)
0,2 mg/l Peeik 0,196 0,199 0,198 0,198
0,4 mg/l Pcelk 0,396 0,398 0,399 0,399
0,7 mg/l Pcelk 0,701 0,698 0,699 0,699

Vyhodnoceni reprodukovatelnosti stanoveni celkového fosforu je uvedeno v tabulce 2:

Tabulka 2 - Vyhodnoceni reprodukovatelnosti stanoveni celkovéhofosforu

Primeér méreni Rel.
Reprodukovatel
Popis na 1 drovni Reprodukovatel PoCet méfeni
nost
(mgll) nost (%)
0,2 mg/l Peelk 0,198 0,0013 0,6363 4
0,4 mg/l Peelk 0,399 0,0014 0,3553 4
0,7 mg/l Peelk 0,699 0,0013 0,180 4

Reprodukovatelnost analytické metody je 0,0039. Hodnota relativni reprodukovatelnosti vyhovuje

zadanému kritériu pfijatelnosti 10 %.
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