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Kinetické stanoveni dusitant se spektrofotometrickou detekei

Cilem této bakalaiské prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu pro kinetické stanoveni
dusitant ve vzorku vody. Stanoveni je zalozeno na schopnosti dusitanti katalyzovat oxidaci
toluidinové modii bromi¢nanem v kyselém prostfedi. Pribéh reakce je sledovan spektro-
fotometricky, kdy je méfen pokles absorbance v konstantnim ¢asovém tiseku od zahéjeni
reakce pfi 635 nm. Byla navrZena a optimalizovana FIA aparatura se dvéma nosnymi
proudy. Byla proméfena kalibracni zavislost v rozsahu koncentraci dusitand
0,05-1,00 mg ml™" a vypo¢itan instrumentalni limit detekce dusitand na 0,038 mg ml™', a
limit kvantifikace dusitand 0,125 mg ml'. Metoda byla pouZita pro stanoveni obsahu
dusitant v realném vzorku fi¢ni vody.

dusitany, injekéni pritokova analyza, kinetické katalytické metody

Kinetic determination of nitrites with spectrophotometric detection

The proposal and optimization of the kinetic determination of nitrites in water samples is
the aim of this bachelor thesis. The method is based on the ability of nitrites to catalyze the
oxidation of toluidine blue by bromate in acidic media. The course of the reaction is
monitored by spectrophotometrically, using a decrease of the absorbance band at 653 nm in
the constant period of time from the beginning of the reaction. The dual-chanel manifolds
FIA apparatus was proposed and optimized. The calibration dependency in the range of
0,05-1,00 mg ml™" was measured. The instrumental limit of detection of 0,038 mg ml™" and
limit of quantification of 0,125 mg ml™' were calculated. The method was applied on real
sample of river water.

nitrites, flow-injection analysis, kinetic catalytic methods
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SMYBOLU

Seznam pouzitych zkratek a symboll

[Y]:

absorbance

pocate¢ni koncentrace reagentu A
pocatecni koncentrace reagentu B
koncentrace reagentu B v Case ¢
pocatecni koncentrace katalyzatoru
koncentrace produktu Y v Case ¢
reagenty

katalyzator

koncentrace analytu

prechodny komplex katalyzatoru C s reagentem A
funkce katalyzované reakce

funkce nekatalyzované reakce

injek¢ni pratokova analyza (z angl. flow injection analysis)

vyska FIA piku

instrumentalni limit detekce

komplexni hodnota rychlostnich konstant

rychlostni konstanty

limit kvantifikace

methylenova modf

maximalni frekvence davkovani vzorku

cas

¢as potiebny k dosazeni maximalniho signalu

casovy rozdil maximalniho signalu a pfedni hrany toku
¢as od maximalniho signalu po konec detekce

¢as potiebny k dosazeni piedni hrany toku k detektoru
ultrafialova a viditelna oblast spektra

rychlost katalyzované reakce

produkty

komplexni hodnota koncentracnich ¢lent

vlnova délka

¢as vzorku straveny v detektoru

[mol dm ]
[mol dm ]
[mol dm™]
[mol dm ]
[mol dm™]

[mg ml ]

[mg ml ']

[mg ml ]

[hod™]
[s]
[s]
[s]
[s]
[s]

[mol dm™ s

[nm]

[s]
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1 UVOD, CIL PRACE

Dusitany jsou ve vét§im mnozstvi toxické latky, proto se sleduje jejich obsah v pitné vodé
a v potravinach, pfedevS§im v mase. Stanoveni obsahu dusitant je rovnéz dulezité pro
objasnéni chovani a osudu dusikatych sloucenin v Zivotnim prosttedi.

Cilem mé bakalatské prace je navrhnout a optimalizovat metodu pro kinetické stanoveni
dusitant se spektrofotometrickou detekci. Pti této metod€ se vyuzije schopnosti dusitanti
katalyzovat oxidaci toluidinové modii bromi¢nanovym aniontem v kyselém prostiedi.
Diky modrému zabarveni roztoku lze ve viditelné oblasti spektra zaznamenat zménu
(pokles) absorbance, na zaklad¢ které se stanovi mnozstvi dusitanti ve vzorku.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 Dusitany
2.1.1 Vlastnosti, pfiprava a vyskyt a vyuziti dusitant

Dusitany jsou slouceniny obsahujici iont NO, (cit. [1, 2]). Jsou odvozeny od kyseliny
dusité, ale vykazuji vySsi stabilitu nez samotna kyselina dusitd. Dusitany jsou silnymi
oxida¢nimi ¢inidly, proto se snadno rozkladaji pifi smiSeni s hoflavymi materialy,
reduk¢énimi Cinidly a s kovy v prasku. Dusitan sodny neni hoflavy, nicméné muze zvysit
hotlavost jinych latek. Pridavek i slabé kyseliny (napt. octové kyseliny) k dusitanim vede
k jejich rozkladu za vyvoje nitrosnich plyni. Dusitany alkalickych kovii mohou byt taveny,
aniz by dochazelo k jejich rozkladu.

Dusitany se pfipravuji zavedenim ekvimoldrniho mnozstvi oxidu dusnatého a oxidu
dusicitého do roztoku hydroxidu sodného

NO + NO; +2 NaOH — 2 NaNO, + H,O (2.1)
nebo redukci dusi¢nanil olovem za tepla

NaNO; + Pb = NaNO, + PbO (2.2)

Dusitany se spolu s dusi¢nany ptirozené vyskytuji v podzemnich a povrchovych vodach
a v pudé. Odpadni latky obsahujici organicky dusik jsou bakteriemi v pidé€ nebo ve vodé
rozlozeny na amoniak, poté oxidovany na dusitany a dusi¢nany (¢ast kolob¢hu dusiku
v pfirod¢). Dusitany také vznikaji jako meziprodukt pfi mikrobialni redukci dusi¢nani.
Dusitany jsou ve vodnim prostiedi snadno oxidovany na dusi¢nany, koncentrace dusi¢nani
ve vodach je proto vyssi [3]. Obsah dusitant v neznecisténych povrchovych a podzemnich
vodach je velice nizky, obecné nizsi nez 2 ppb. Vyssi koncentrace dusitanii se mohou
objevit blizko odpadnich vyvodi tovaren (potravinaisky nebo hutnicky pramysl) [4].

V lékafstvi se dusitany pouzivaji jako vazodilatory, jako protijed pii otravé kyanidem
nebo sulfanem a ke sniZzeni kiecového napéti hladkého svalstva. V potravinaiském
pramyslu se pouzivaji jako ptisada pro konzervaci barvy masa. Dusitan sodny je pfidavan
jako antikorozni slozka do chladicich kapalin. Nejvétsi vyuziti maji dusitany jako uméla
hnojiva [3].
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2.1.2 Toxicita, expozice a limitni hodnoty dusitana

Dusitany patii do skupiny hematotoxickych latek [3]. Plisobenim dusitanti se dvojmocné
zelezo hemoglobinu oxiduje na trojmocné. Vznikly methemoglobin neni schopen snadno
vazat kyslik reverzibilni vazbou a navic znesnadiiuje uvoliiovani kysliku z oxyhemo-
globinu. Disledkem toho se snizi mnozstvi kysliku pienaseného krvi do tkani a vznika
methemoglobinemie. Projevy methemoglobinemie jsou zkracené dychani, cyandza, bolest
hlavy, nechutenstvi a zavraté. Smrtny podil pfeménéného methemoglobinu je 60-80 %
z celkového mnozstvi hemoglobinu. Pfi methemoglobinemii je nutné odstranit Skodlivou
latku (v tomto ptipad¢ dusitany) z organismu, aby se methemoglobin mohl plisobenim
enzymi zredukovat zp€t na hemoglobin. Pii ohrozeni zivota Ize tuto redukci urychlit
intravendznim podanim toluidinové modfi [5]. Kojenci jsou vice citlivi na toxicitu dusitanti
a dusi¢nant nez dospéli, jelikoz maji vysSsi obsah stfevni flory (redukujici dusi¢nany na
dusitany) a niz$i enzymovou schopnost redukovat methemoglobin na hemoglobin. Navic
hemoglobin F vyskytujici se u déti (tzv. fetal hemoglobin), je dusitany dvakrat rychleji
preménovan na methemoglobin nez hemoglobin A (adult hemoglobin) dospélych. Koje-
neckd voda a voda pouzivana pii vyrobé détské vyzivy se proto vyznacuje nejniz$im
obsahem dusitand [3]. Akutni expozice vysokymi davkami dusitani muize zpusobit
poskozeni zraku, hypotenzi, zrychleni srde¢ni Cinnosti, dychaci potize, cyanozu (jako
disledek methemoglobinemie) a ve fatalnich ptipadech smrt. Chronickd expozice
v dostatecné vysokych davkach dusitanti a dusi¢nani mize zpusobit zvyseni diurézy a
krvaceni do sleziny. Samotné dusitany nejsou fazeny mezi karcinogeny, ale v zaludku se
z diivodu nizké hodnoty pH pfeménuji na kyselinu dusitou, kterd reaguje se sekundarnimi
aminy za vzniku N-nitrosamintl, které jsou prokazanymi karcinogeny a mutageny [4].
Kyselina askorbova (vitamin C) omezuje pfeménu dusitani na nitrosaminy, proto se
pridava do nékterych potravin spolu s dusitany. Chronicka davka pii ordlnim podani
u dusitant ¢ini 0,1 mg kg™ vahy na den [3].

Expozice dusitani mize byt ordlni, dermalni, o¢ni nebo inhala¢ni. Dusitany mohou byt
pfijimany v potravé, pfedev§im v konzervovaném mase a zeleniné (zejména brokolice,
Spenat, kvétak, kapusta a kofenova zelenina) a zneCisténé pitné vodé. Dusitany prijaté
potravou jsou absorbovany v tenkém stfeve a poté jsou rychle distribuovany do organismu.
Dusitany jsou metabolizovany v jatrech, vétSina je vyloucena moci. Toxické pusobeni
dusitanl na organismus je obdobné pii vSech expozicich, stejné tak pii jejich vzniku in
vivo pfeménou z dusi¢nant. Dusi¢nany pfijaté potravou jsou metabolizovany a vylouceny
bez nezadoucich ucinkl, pokud nejsou zredukovany na dusitany (napt. plisobenim stievni
fléry, vlivem vysokého pH) [3].

Maximélni povolena koncentrace dusitant v pitné vods je 0,1 mg1", mezni hranice
dusi¢nant je 50 mgl" (cit. [6]), navic musi byt dodrzena podminka, aby soudet jedné
padesatiny obsahu dusi¢nant v mgl™ a jedné tietiny obsahu dusitanti v mgl™' byl mensi
nebo roven 1, jak vyjadiuje nasledujici rovnice
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[NO;)(mg1"") , [NO;J(mg 1™ ")
50 3

<Imgl! (2.3)

Soucet pomérit odpovidd svym vyznamem nejvyssi mezni hodnoté. Obsah dusitant v pitné
vod& na vystupu z Gpravny musi byt niz§i nez 0,1 mgl™". P konzervovani masnych
vyrobkil nesmi celkovy obsah dusitanii a dusi¢nanti ptesahnout hodnotu 200 ppm [3].

2.1.3 Metody stanoveni dusitant

Nejcastéjsi metodou pro stanoveni dusitant je spektrofotometrické stanoveni zalozené na
diazotaci a nasledné kopulacni reakci [7]. Dusitany reaguji s primarnimi aromatickymi
aminy v kyselém prostiedi (nejbéznéji kyselina sulfanilova v prostiedi octové kyseliny) za
vzniku diazoniové soli. Diazoniova siil poté reaguje s aromatickou slouc¢eninou obsahujici
hydroxylovou nebo amino skupinu (napi. I-naftylamin). Vznikd azobarvivo, které je
vhodné pro dalsi fotometrické méfeni. Reakce je zcela specificka, mé nékolik modifikaci
jak u diazotacni, tak u kopula¢ni reakce. Existuje i fada jinych metod pro stanoveni
dusitant. Mezi metody vyuzivané predevSim v minulosti se fadi titrace (manganometrie,
jodometrie, alkalimetrie a fada dalSich), gravimetrie, polarografie ¢i gasometrie. Prehled
metod stanoveni dusitant v riznych typech vzorkii pouzivanych v soucasnosti je uveden
v tab. 2.1. Pro stanoveni dusitanti byla navrzena i cela fada kinetickych metod, podrobnosti
jsou diskutovany nize v kap. 2.2.2.

Tabulka 2.1
Piehled metod pro stanoveni dusitant v riznych typech vzorka
metoda vzorky limit detekce  lit.
redukce dusitand vanaditym kationtem  pfirodni vody, sedimenty,casti rostlin, v fadech ppb  [8]
na oxid dusny a jeho nasledna biologické tekutiny (krev, moc)
chemiluminiscencni detekce
potenciometrické stanoveni maso 180 ppb  [9]
dusitanovou ISE
iontové vyménna chromatografie kultiva¢ni medium (Zivna puda) 10 ppb [10]
iontové vymeénna chromatografie sliny, potraviny 20 ppb  [11]
spektrofotomerické stanoveni s uzitim  pfirodni voda Sppb [12]

prekoncentrace na tuhé fazi
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2.2 Kinetické metody chemické analyzy

Na rozdil od rovnovaznych stanoveni se pii kinetickych metodach chemické analyzy
sleduje zména signalu s Casem, plynouci ze zmény reakcéni rychlosti vhodné chemické
reakce. Vyhodou téchto analyz je moznost stanoveni vice podobnych analytii vedle sebe
bez separace — kinetick¢é metody nekatalytické, nebo stanoveni nizkych koncentraci, kdy
analyt je katalyzatorem vhodné reakce — katalytické metody kinetické analyzy [13].

2.2.1 Katalytické metody kinetické analyzy

Pti katalytickych metodach kinetické analyzy vystupuje analyt v roli katalyzatoru vhodné
chemické reakce. Vyuziva se toho, ze v katalytickych reakcich je reakéni rychlost kataly-
zované reakce pfimo umérnd koncentraci katalyzatoru. Protoze u katalyzy muze byt
mnozstvi stanovované latky (katalyzatoru) mnohem mensi, nez jaké by bylo mozno urcit
pomoci klasickych analytickych metod, Ize katalytické metody kinetické analyzy vyuzit
pro stanoveni stopovych mnozstvi latek. Katalytické kinetické metody maji vysokou
citlivost, nizky detek¢ni limit a dobrou selektivitu.

Katalyzator je chemicka latka urychlujici reakci tim, ze umozni reakci jinou cestu, ktera
ma znacné niz§i aktivacni energii, aniz by ovlivnila polohu jeji rovnovahy. Katalyzator
neni v disledku cyklického mechanismu reakce trvale zménén. Nejjednodussi typ mecha-
nismu katalyzy Ize zndzornit pomoci nasledujiciho schématu

C+A =———= CA+(Y)
k

T ) | 24)

X+C

CA+B

kde C oznacuje katalyzator, A reagent tvorici s katalyzatorem prechodny komplex CA, Y
je pripadny produkt tvofici se kromé komplexu CA, B je druhy reagent, ktery reaguje
s komplexem CA za vzniku produktu X. Konstanty k; a &, jsou rychlostni konstanty prvni,
resp. druhé reakce a konstanta k_; je rychlostni konstanta rozpadu komplexu CA zpét na
vychozi katalyzator a reagent A.

Pro ur¢eni mnozstvi katalyzatoru pomoci kinetickych metod je nutno méfit rychlost
katalyzované reakce. Pro vySe uvedené schéma reakce katalyzy odpovida nasledujici
rovnice vyjadiujici reak¢ni rychlost

(dxj kik,[Clo[Ao[BI,
kat.

= = 2.
dt k([C]y +[A]g) + k4 [Y], + k5 [B], 2.5)
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kde [C]o, resp. [A]o, jsou pocateéni koncentrace katalyzatoru resp. substratu, [B],, resp.
[Y]:, jsou koncentrace reagentu resp. latky Y v Case ¢. Tento rychlostni vyraz mize byt dale
pro praktické vyuziti zjednodusen na obecnou formu pro vyjadieni rychlosti katalyzované
reakce

dx

(d_j = Ko [C]y[B], (2.6)
t kat.

kde wvyraz K =zahrnuje vSechny rychlostni konstanty, o, je komplexni hodnota

koncentra¢nich ¢lent [C]p a [A]o. Pro vétSinu katalyzovanych reakci plati, ze latka A mize

reagovat s latkou B také bez pfitomnosti katalyzatoru

A +B 5 X+ (Y) 2.7)

Rychlost této reakce, probihajici soucasné s katalyzovanou reakei je dana vyrazem

dx
(Ejnekat. B k3 [A]O [B]t (28)

kde k3 znaci rychlostni konstantu nekatalyzované reakce (2.7). Celkova rychlost soucasné
probihajicich reakci (2.4) a (2.7) je potom

dx dx dx
(ELH{. - [Ejkat. * (EJnek% = Ka [Clo[B]; + k3[Aly[B], (2.9)

Pro praktické méfeni reakeni rychlosti, resp. koncentrace katalyzatoru, byly z rovnice
(2.9) odvozeny metody diferencidlni nebo integracni (které jsou méné Casto vyuzivané).
Pti diferencalnich metodach, nazyvanych téz metody pocatecni reakéni rychlosti, se deri-
vace nahrazuji méfenim diferenci. Zavedenim zjednodusujiciho piedpokladu, ze na
pocatku reakce je ubytek reaktantu B minimalni, takze [B]; = [B]o, Ize rovnici (2.9)
zjednodusit na tvar

dx

(ijk. = fIClo+ /" (2.10)

Tato rovnice miize byt reprezentovdna piimkou (obr. 2.1), jejiz smérnice odpovida
rychlostnim konstantdm a pocate¢nim koncentracim reaktantl a Usek je dan rychlosti
nekatalyzované reakce reaktanti.
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Cl, —>

Obr. 2.1 Zavislost rychlosti katalyzované chemické reakce na koncentraci katalyzatoru
(grafické znazornéni rovnice (2.10), /' je rychlost nekatalyzované reakce.

Ptednosti metod pocatecni reakéni rychlosti je zejména mald koncentrace vznikajicich
produktt (takZe nedochézi ke komplikacim typu zpétnych reakci nebo boc¢nich reakcei),
dale koncentrace reaktantii [A] a [B] jsou prakticky konstantni (Ize tedy uplatnit

4 vV

nejjednodussi kinetiku nultého tadu), z ¢ehoz plyne vyssi reprodukovatelnost méfeni a

jednodussi interpretace dat. V praktickém méfeni se derivace v rovnici (2.10) nahradi
diferenci

Ax _ ’
(Elelk. =fIClo+f (2.11)

Z rovnice (2.11) plynou dvé moznosti méfeni, a to

a) metoda konstantniho Casu, pfi niz se méfi zmeéna koncentrace jednoho z reaktantt ¢i
produktu za konstantni ¢asovy uUsek v zavislosti na koncentraci katalyzatoru, tedy
rovnice (2.11) piejde do tvaru

Ax=(fTCy + /')At (2.12)

meéteni se obvykle realizuje pomoci kalibrace, obr. 2.2.
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A[B] A[B]

C, C, C, [C]o

(a)
- o5 2 11122 ..................................... :
IV —
1AL, [
t C, C Ci [
(b)

Obr. 2.2 Kalibraéni grafy pro stanoveni katalyzatoru metodou pocatecnich reakénich rychlosti
(a) metoda konstantniho ¢asu (grafické vyjadieni rovnice (2.12),
(b) metoda konstantni koncentrace (grafické vyjadreni rovnice (2.13).

b) metoda konstantni koncentrace, pfi niz se méti doba, za niz se vytvoii konstantni zména

koncentrace jednoho z reaktantli ¢i produktu v zavislosti na koncentraci katalyzatoru,
tedy rovnice (2.11) ptejde do tvaru

1 _fIClh+f (2.13)

meéieni se obvykle realizuje pomoci kalibrace, obr. 2.2.
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2.2.2 Kinetické metody pro stanoveni dusitana

Stanoveni dusitani pomoci katalytické kinetické chemické analyzy je zalozeno na jejich
schopnosti katalyzovat oxidaci vhodného organického barviva v pfitomnosti vhodného
oxida¢niho ¢inidla v kyselém prostiedi. Zakladni princip navrzeny Fiddlerem a kol. [14]
muze byt popsan nasledujicimi rovnicemi

10 NO, +2 BrOs; + 12 H =5 N,O4 + Br; + 6 H,O (2.14)
(MB)red + N204 - (MB)ox +2 N027 +2 H+ (215)

kde MB je methylenovd modi. Kromé methylenové modii byla navrzena fada modifikaci
vyuzivajicich jina barviva jako karminovou kyselinu [15], gallocyanin [16], chlorpromazin
[17], methylovou ¢erven [18] a dalsi.

V této bakalarské praci byla jako vhodné organické barvivo (na zékladé strukturni
podobnosti s vySe vyuzivanymi barvivy) pro stanoveni dusitant katalytickou kinetickou
metodou vybrana toluidinova modf. Toluidinova modf, systematicky 3-amino-7-(dimethyl-
amino)-2-methyl-fenothiazin-5-ium chlorid (obr. 2.3), je homologem alizarinovych brilant-
nich zeleni [19]. Patifi mezi kyseld antrachinonova barviva. Pfipravuje se kondenzaci
1,5-dihydroxyantrachinonu s p-toluidinem a nasledujici sulfonaci. V analytické chemii se
vyuziva pii spektrofotometrickych stanovenich a pti ptipravé modifikovanych elektrod.
V barviistvi se pro svoji vynikajici stdlost na svétle i ve vlhkém prostfedi vyuziva
k barveni zivocisnych vladken (vlna, hedvabi) a né¢kterych syntetickych vldken (polyamid).

CHs
H,N st lll
2
N \CHs cr
_
HsC N

Obr. 2.3 Strukturni vzorec toluidinové modri
2.3 Injekéni prutokova analyza

Kinetické méteni miize byt realizovano fadou zptsobil [13]. Nejjednodussim je vsadkovy
zpusob, pfi némz se do vhodného reaktoru nadévkuje vzorek i Cinidla a nasledné se
vhodnou instrumentélni technikou (spektrometrickou ¢i elektrochemickou) sleduje zména
koncentrace reaktantu ¢i produktu. Hlavnim problémem vsadkového zplisobu kinetickych
méfeni je mala reprodukovatelnost smichani reagencii se vzorkem z ¢ehoz plyne snizeni
reprodukovatelnosti métent.
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Vyse uvedenou nevyhodu vsadkového méteni 1ze snadno potlacit prevedenim meéfeni
do modu injekéni pratokové analyzy (FIA, z angl. flow injection analysis) [20]. Nejvétsi
vyhodou FIA je schopnost automatizace Sirokého rozsahu ,,mokrych chemickych analyz*
s pouzitim jednoduché aparatury. Tento systém nahrazuje opakovanou manudlni ¢innost
(naptiklad davkovani Cinidel). Automatizace ma oproti ,,rucni praci® fadu vyhod: je méné
casove 1 fyzicky naro¢nd; dal§i vyhodou je rychlé a opakovatelné misSeni vzorku s reagen-
ciemi uvnitf priitokového systému, tudiz bez kontaminace z okolniho prostfedi. Injek¢ni
prutokova analyza navic poskytuje moznost méteni velkého mnozstvi vzorkli s nizkou
spottebou (v fadech pl) v kratkém ¢asovém intervalu. Vlastni provedeni FIA je zalozeno
na davkovani vzorku do plynule proudiciho toku nosného ¢inidla ¢i ¢inidel. Nejjednodussi
schéma aparatury FIA metody je zobrazeno na obr. 2.4. Je zde pouzit jeden kanal s jednim
¢inidlem. Systém vyuziva peristaltickou pumpu, ktera ¢erpa ¢inidlo ze zasobniku a pohani
nosny proud ¢inidla ptes vstfikovaci ventil, reak¢ni civku az k detektoru. Prvnim krokem
je nastfik pfesného objemu vzorku (pomoci vstfikovaciho ventilu) do proudiciho toku
¢inidla. Jakmile se zéna vzorku pohybuje po proudu, vzorek je rozptylen a misi se
s Cinidlem, na jejichz rozhrani se vytvafi produkt. Detektor zaznamenava zménu barvy
nebo zménu jiného parametru pii prichodu roztoku vzorku prutokovou celou. Disperzi
samotné zény vzorku je vytvofen koncentra¢ni gradient, vznikly profil vzorku je para-
bolicky, coz je zobrazeno piechodovym signalem po priichodu zény vzorku detektorem.
V dutsledku koncentraéniho gradientu vznikd axialni (rovnobéznd) a radidlni (kolma)
difuze, ktera ptispiva k disperzi vzorku.

vzorek

nosny @_\/\/L —
proud )

peristaltickd  davkovaci reakcni

. . detektor
pumpa ventil civka

Obr. 2.4 Schéma usporadani zafizeni pro injekéni pritokovou analyzu

Zaznam pristroje je vysledkem dvou procest probihajicich soubézné — disperzi vzorku a
nasledné chemické reakce. Reakéni Cas a rozsah smichani vzorku s ¢inidlem jsou snadno
kontrolovany pomoci nastavitelné pritokové rychlosti a délky reakéni civky. UdrZzenim
konstantni prutokové rychlosti je zajisténo, Ze casovy interval mezi nadavkovanim vzorku
a detekci analytu je reprodukovatelny. VSechny nadavkované roztoky vzorkl a standardii
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urcené k analyze jsou zpracovany stejnym zplusobem. To dovoluje pouziti kalibrace ke
stanoveni neznamych vzorkl, 1 kdyz béhem chemické reakce nemusela byt dosazena
rovnovaha.

Pti pouziti FIA metody se sleduje zavislost ptisluSného detekovaného signalu na case.
Grafické zndzornéni zavislosti se nazyva FIA kiivka (fiagram). Fiagram znazornény na
obr. 2.5 je charakterizovan pomoci nasledujicich veli¢in: ¢, ¢asovy interval od nadavkovani
vzorku do okamziku, kdy hrana profilu toku dorazi k detektoru, T ¢as pottebny k dosazeni
maximalni odezvy, ¢ Casovy interval od dosazeni piedni hrany toku k detektoru po
dosazeni maximalniho signalu (¢'= T — ¢,), 7" uplynuly ¢as od hodnoty maximalni odezvy
po konec detekce, At celkovy Cas, ktery stravi vzorek v detektoru a 4 vyska piku.

A
T
S, f
w
Y
< £s >« At
>t
<« y >« T —
cas

Obr. 2.5 Typicka FIA kiivka (fiagram) s charakteristickymi parametry (upraveno podle [13]).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Jako modelovy analyt byl pouzit dusitan sodny p.a. (Lachema). Zasobni roztok dusitant
o koncentraci 1 mg ml™' byl pfipraven piesnym odvazenim 0,1500 g dusitanu sodného a
jeho rozpusténim v 1000 ml deionizované vody. K zvySeni stalosti byla do zasobniho
roztoku pfidana jedna pecicka pevného hydroxidu sodného.

Ostatni pouzité chemikalie byly analyticke Cistoty (p.a.): bromi¢nan draselny (Lachema,
CR), dusi¢nan draselny (Lachema, CR), hydroxid sodny (Penta, CR), kyselina sirova 96%
(Lach-Ner, CR) a toluidinova modi G (G.T.GURR, UK).

Jako redlny vzorek vody byla pouzita voda odebrand dne 16. kvétna 2010 z ficky
Rusavy ve mésté HoleSov (soutadnice: 49°19'55" s. 8., 17°34'45" v. d.), do polyethylenové
lahve. Lahev byla vodou nékolikrat vyplachnuta, naplnéna po hrdlo a umisténa
v chladnicce pfi teploté 4°C. Méteni obsahu dusitant bylo provedeno dne 24. kvétna 2010.

3.2 Pouzité pristroje a metody méreni

Ke studiu kinetiky reakce byla pouzita spektrofotometrie. VSechna spektrofotometricka
mefeni byla provadéna pomoci spektrofotometru s diodovym polem HP 8453 (Hewlett
Packard) fizenym softwarem UV-Vis ChemStation.

Vsadkovy zptisob kinetického méfeni byl realizovan v 1cm kiemenné kyveté upevnéné
v termostatovaném drzdku kyvet s michanim typ 89055A (Agilent). V kyveté bylo
magnetické michadélko. Teplota kyvety byla udrzovana na 25 + 0,5 °C vodnim termo-
statem U15 (Priifgerdte-Werk, SRN).

Pritokova injekéni analyza byla realizovdna v jednoduché FIA aparatute, kterad
vyuzivala dva nosné proudy (obr. 3.1). Prvni nosny proud obsahoval roztok toluidinové
modii o koncentraci 2x10~* mol dm™, ktery byl zaroveii roztokem dusi¢nanu draselného
o koncentraci 0,5 mol dm™. Do tohoto nosného proudu byly davkovany vzorky pomoci
Sesticestného davkovaciho ventilu V—450 (Upchurch Scientific) s davkovacimi smyckami
o objemu 30 nebo 100 pl. Druhy nosny proud obsahoval roztok bromi¢nanu draselného
o koncentraci 1x10~ mol dm, ktery byl zaroveii roztokem kyseliny sirové o koncentraci
0,4 mol dm”. Oba proudy byly Gerpany pomoci peristaltické pumpy MasterFlex
(Cole-Palmer) cerpacimi hadickami Tygon R-3603 (Cole-Palmer). Pritokova rychlost
obou nosnych proudd byla 0,6 ml min'. Délka aparatury od smichani obou nosnych
proudil k detektoru byla 50 cm, do této délky byla ale zarazovana reak¢ni civka sestrojena
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navinutim hadicky Tygon R-3606 o délce 40 cm nebo 80 cm na trubici priméru 5 mm.
Detekce byla provadéna pomoci spektrofotometru s diodovym polem HP 8453 (Hewlett
Packard) s pouzitim kiemenné priatokové kyvety o objemu 130 pl a délce optické drahy
1 cm pfi vinové délce 635 nm.

vzorek

-+ odpad
H,SO,+KBrO,

peristalticka davkovaci reakéni

i detektor
pumpa ventil civka

Obr. 3.1 Schéma FIA aparatury pouzité pro stanoveni dusitant kinetickou katalytickou metodou
33 Zpracovani dat

Nameéifend data byla zpracovana béznymi statistickymi postupy na hladiné 95% [20].
Veskera presentovana data jsou mediany nejméné tii méfeni. Ke zpracovani dat byly
pouzity software Origin 7.5 (Microcal Software, USA) a Microsoft Excel 2000.

Jako signal ve FIA méfenich byla zvolena vyska FIA pika.

Linearni zavislost dvou proménnych byla zpracovdna metodou linedrni regrese se
statistickym vyhodnocenim v programu Microcal Origin 7.5. Instrumentalni limit detekce
(ILD), ktery predstavuje koncentraci, kdy lze jesté tvrdit, Ze je analyt pfitomen, ovSem
nelze urCit jeho koncentraci, byl vypocitan z kalibracni kiivky jako koncentrace
odpovidajici trojnasobku maximalniho Sumu zakladni linie fiagramu zméteného po dobu
péti minut bez davkovani vzorku. Limit kvantifikace (LOQ), ktery piedstavuje koncentraci,
kdy lIze jiz tvrdit, Ze je analyt pfitomen v dané koncentraci, byl vypocitan jako 3,3 ndsobek
instrumentalniho limitu detekce. Maximalni frekvence davkovani vzorku Siax [hodﬁl] byla
vypocitana ze vztahu

60

Smax = — 3.1
. G.)

kde At je celkovy cas, ktery stravi vzorek v detektoru (pro vzorek s nejvyssi koncentraci).
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Vsadkové méreni

Podminky vsadkového méteni byly odvozeny na zakladé podminek publikovanych v pied-
chozich pracich [14-18]. Koncentrace jednotlivych reaktanti v reaktoru (kyveté) byly
nastaveny takto:

« toluidinova modf 5x10~* mol dm™

« kyselina sirové 0,1 mol dm™

« dusi¢nan draselny (pro udrzeni konstantni iontové sily) 0,5 mol dm™

« bromi¢nan draselny 1x10~ mol dm™.

Vlastni méfeni bylo provadéno tak, ze do mérné kyvety byly odpipetovany 2 ml smésného
roztoku obsahujiciho toluidinovou modi o koncentraci 5x10~* mol dm™, kyselinu sirovou
o koncentraci 0,1 mol dm™ a zkoumany vzorek dusitant o koncentraci 0,0—1,0 mg ml .
Reakce byla zahdjena piidavkem 20 pl roztoku bromicnanu draselného o koncentraci
0,1 mol dm ™ (vysledna koncentrace v kyvet& se tedy rovnala 1x10~ mol dm™). Nésledng
byl méten pokles absorbance toluidinové modii pti vinové délce 635 nm. Na obr. 4.1 je
uveden piiklad zmén absorpcniho spektra toluidinové modii pii koncentraci dusitanu
0,25 mgml .
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Obr. 4.1 Absorpéni spektra pribéhu oxidace toluidinové modfi bromi¢nanem v kyselém
prostiedi katalyzované dusitanem. Cas od pocatku reakce: (1) 0's, (2) 30's, (3) 60 s, (4) 150 s,
(5) 300 s, (6) 600 s a (7) 900 s. (Méfeno v 1 cm kyveté, slozeni roztoku: toluidinova modf
5%x10™* mol dm>, kyselina sirova 0,1 mol dm™, dusi¢nan draselny 0,5 mol dm™, bromi&nan
draselny 1x10° mol dm°, dusitany 0,25 mg ml™").

Pii méteni kalibracnich zavislosti poklesu maxima toluidinové modfi pfi 635 nm na
koncentraci dusitanti v koncentraénim rozsahu 0,0-1,0 mg ml™' viak byla zji§téna znaéna
nereprodukovatelnost dat. Dal$im méfenim bylo zjiSténo, ze divodem je existence
nekatalyzované reakce, tedy oxidace toluidinové modfi bromi¢nanem v kyselém prostiedi
bez ptitomnosti dusitant (obr. 4.2). Rozdil mezi rychlosti katalyzované a nekatalyzované
oxidace toluidinové modii je znazornén na obr. 4.3. K eliminaci moznych ¢asovych vlivii
od smichani jednotlivych reagencii k zahdjeni méteni byla celd metoda ze vsadkového
zpisobu pfevedena do modu pritokové injekeni analyzy.
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Obr. 4.2 Absorpéni spektra pribéhu oxidace toluidinové modfi bromi¢nanem v kyselém
prostiedi bez piitomnosti dusitani. Cas od poé¢atku reakce: (1) 0's, (2) 30's, (3) 60 s, (4) 150 s,
(5) 300 s, (6) 600 s a (7) 900 s. (Méfeno v 1 cm kyveté, slozeni roztoku: toluidinova modf
5%10* mol dm™, kyselina sirova 0,1 mol dm, dusi¢nan draselny 0,5 mol dm™, bromi¢nan
draselny 1x10° mol dm ).

22
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Obr. 4.3 Casova zavislost absorpéniho maxima toluidinové modii pii 635 nm od po&atku reakce
pro (1) nekatalyzovanou oxidaci bromi¢nanem v kyselém prostiedi, (2) katalyzovanou oxidaci
bromi¢nanem v kyselém prostiedi v pritomnosti dusitanii o koncentraci 0,25 mg ml™'. (M&feno
v 1 cm kyvetd, slozeni roztoku: toluidinovd modi 5x10™* mol dm>, kyselina sirova
0,1 mol dm, dusi¢nan draselny 0,5 mol dm*, bromi¢nan draselny 1x 10~ mol dm™).

23
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4.2 Injekéni prutokova analyza
4.2.1 Optimalizace stanoveni

Meéieni ve FIA modu bylo realizovano v aparature se dvéma nosnymi proudy popsané
v kap. 3.2. Byl sledovan vliv délky reak¢ni civky a davkovaného objemu vzorku dusitant
na velikost analytického signdlu (vySku FIA piku). Objem davkovaci smycky byl 30 pl
nebo 100 pl. Délka reakéni civky byla 40 nebo 80 cm. Méfeni bylo realizovano ve vSech
¢tyfech moznych variantach. Vysledky méfeni jsou uvedeny na obr. 4.4.

Z dosazenych vysledkl plyne, ze nejvyssiho analytického signdlu (a tedy nejvyssi
citlivosti) je dosazeno pii pouziti davkovaci civky 30 pl a reakéni civky 40 cm.

0.150
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0.100

0.075
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0.025
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log (¢(NO,)), mg ml™’

Obr. 4.4 Kalibracni zavislosti vysky FIA piku na logaritmu koncentrace dusitani pro
(A) davkovany objem 30 ul a reakéni civku délky 40 cm, (A) davkovany objem 30 pl a
reakéni civku délky 80 cm, (@) davkovany objem 100 pl a reakéni civku délky 40 cm,
(O) davkovany objem 100 pl a reakéni civku délky 80 cm. (Méfeno v 1 cm kyveté pii vinové
délce 635 nm, prvni nosny proud: roztok toluidinové modii o koncentraci 2x10* mol dm,
ktery je zaroven roztokem dusi¢nanu draselného o koncentraci 0,5 mol dm~, druhy nosny
proud: roztok bromi¢nanu draselného o koncentraci 1310 mol dm~, ktery je zarovei roztokem
kyseliny sirové o koncentraci 0,4 mol dm™, pritokova rychlost obou nosnych proudi
0,6 ml min ")
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4.2.2 Kalibraé¢ni zavislost

Kalibra¢ni zavislost (obr. 4.5) byla zméfena v rozsahu koncentraci dusitant
0,05-1,00 mg ml™' za podminek optimalizovanych v kap. 4.2.1. Metodou linearni regrese
byla zjisténa nasledujici rovnice kalibra¢ni zévislosti

h=0,098 log ¢ [mg ml"'] + 0,147 4.1

Vypocitany regresni koeficient této zavislosti je 0,9978.

Z hodnoty Sumu fiagramu bez davkovani vzorku byl vypocitan instrumentalni limit
detekce 0,038 mg ml ™', z n&hoz plyne limit kvantifikace 0,125 mg ml ™.

Z fiagramu nejvyssi koncentrace kalibracniho rozsahu (obr. 4.6) byla vypocitana
maximalni frekvence davkovéani vzorku Syax = 31 hod .
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Obr. 4.5 Kalibracni zavislosti vysky FIA piku na logaritmu koncentrace dusitani pro
koncentra¢ni rozmezi 0,05-1,00 mg ml . (Méfeno v 1 cm kyveté pii vinové délce 635 nm,
prvni nosny proud: roztok toluidinové modii o koncentraci 2x107* mol dm™, ktery je zarovei
roztokem dusiénanu draselného o koncentraci 0,5 mol dm™, druhy nosny proud: roztok
bromi¢nanu draselného o koncentraci 1x10~° mol dm, ktery je zarovei roztokem kyseliny
sirové o koncentraci 0,4 mol dm™, prutokova rychlost obou nosnych prouda 0,6 ml min !,
davkovany objem vzorku 30 pl, reakéni civka 40 cm.)
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Obr. 4.6 Fiagram vzorku dusitand o koncentraci 1 mg ml™' (M&feno v 1 cm kyvetd pii vinové
délce 635 nm, prvni nosny proud: roztok toluidinové modii o koncentraci 2x107* mol dm™,
ktery je zaroveii roztokem dusi¢nanu draselného o koncentraci 0,5 mol dm, druhy nosny
proud: roztok bromiénanu draselného o koncentraci 1x10~° mol dm >, ktery je zaroven roztokem
kyseliny sirové o koncentraci 0,4 mol dm>, pritokova rychlost obou nosnych proudi
0,6 ml min"', davkovany objem vzorku 30 pl, reakéni civka 40 cm.)

4.2.3 Analyza redlného vzorku

Vyvinutd FIA metoda byla aplikovana na realny vzorek vody, ktery byl odebran z feky
Rusavy dne 16. kvétna 2010. Vzorek byl pied analyzou pouze zfiltrovan. Odectenim
z kalibra¢ni zavislosti byla ve zkoumaném vzorku stanoven obsah dusitanii jako
0,042 mg ml"'. Tato hodnota viak leZi pod limitem kvantifikace, tudiz byla pouze
prokézéana ptitomnost dusitant ve vzorku v koncentraci mensi nez limit kvantifikace.
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Cilem moji bakalarské prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu pro kinetické
stanoveni dusitanti ve vzorku vody. Stanoveni bylo zaloZeno na schopnosti dusitana
katalyzovat oxidaci toluidinové modii bromi¢nanem v kyselém prosttedi. Pro spektrofoto-
metrickou detekci bylo vyuzito faktu, ze béhem oxidace dochazi k odbarveni roztoku a ve
viditelné oblasti 1ze zaznamenat pokles absorbance, na zdklad¢ kterého se stanovi mnozstvi
dusitanti ve vzorku.

Pti vsadkovém zpisobu meéteni bylo zjiSténo, Zze oxidace toluidinové modii
bromi¢nanem v kyselém prostfedi probiha velmi zvolna i1 bez katalytického uc¢inku
dusitantl, z ¢ehoz plynuly velké chyby méfeni (obtizné dodrzeni stejnych ¢asti davkovani
jednotlivych reagencii a vzorku). K odstranéni vlivu této nekatalyzované reakce bylo
kinetické méfeni prevedeno do modu injekéni pritokové analyzy. Byla navrzena FIA
aparatura se dvéma nosnymi proudy a optimalizovan vliv délky reakcéni civky a objemu
davkovaného vzorku tak, aby dané stanoveni bylo co nejcitlivéjsi. Za optimalnich
podminek byla proméiena kalibracni zavislost v rozsahu koncentraci dusitant
0,05-1,00 mg ml™". Byl vypoéitin instrumentalni limit detekce dusitanti navrzenou
metodou na 0,038 mgml™, a limit kvantifikace dusitant 0,125 mg ml™'. Metoda byla
pouzita pro stanoveni obsahu dusitant v redlném vzorku fi¢ni vody.



LITERATURA 28

Literatura

[10]

[11]

[12]

[13]
[14]

Chambers C., Holliday A. K.: Modern Inorganic Chemistry. Chichester, Butterworth
1975, p. 245-246.

Holleman A. F., Wiberg E.: Inorganic Chemistry. 101st edition. San Diego,
Academic Press 1995.

Encyclopedia of Toxicology. Volume IIl. 2nd edition. Academic Press 2005,
p. 232-235.

Mazloum A. M., Shishehbore M. R., Nasirzadeh N., Hajishabani A. M., Tabatabace
M.: Highly selective catalytic spectrophotometric method for the determination of
nitrite. Canadian Journal of Analytical Sciences and Spectroscopy 51 (2006),
117-124.

Lillmann H., Mohr K., Wehling M.: Farmakologie a toxikologie. 2. ceské vydani.
Praha, Grada 2004.

Vyhlaska 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou
vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody.

Treatise on Analytical Chemistry. Part Il. Analytical Chemistry of the Elements.
Volume 5. 1. M. Kolthoff, J. P. Elving (eds.). New York, Interscience 1961.

Braman R. S., Hendrix S. A.: Nanogram nitrite and nitrate determination in
environmental and biological materials by vanadium (III) reduction with
chemiluminescence detection. Analytical Chemistry 61 (1989), 2715-2718.
Pérez-Olmos R., Yoldi I., Ruiz M. P., Merino J. M.: Potentiometric determination of
nitrite in meat products using a nitrite-selective electrode. Analytical Sciences 14
(1998),1001-1003.

Threeprom J., Watanesk S., Watanesk R., Kijjanapanich P., Wiriyacharee P.,
Deming R. L.: Simultaneous determination of nitrite and nitrate ions in culture media
by ion interaction chromatography. Analytical Sciences 18 (2002), 947-950.

Yu B.-S., Chen P., Nie L.-H., Yao S.-Z.: Simultaneous determination of nitrate and
nitrite in saliva and foodstuffs by non-suppressed chromatography with bulk acoustic
wave detector. Analytical Sciences 17 (2001), 495-498.

Abbas M. N., Mostafa G. A.: Determination of traces of nitrite and nitrate in water
by solid phase spectrophotometry. Analytica Chimica Acta 410 (2000), 185-192.
Harvey D.: Modern Analytical Chemistry. New Y ork, McGraw-Hill 2000.

Fiddler W., Doerr R. C., Gates R. A., Fox J. B.: Comparison of chemi-luminescent
and AOAC methods for determining nitrite in commercial cured meat-products.
Journal of the Association of Official Analytical Chemists 67 (1984), 525-528.



LITERATURA 29

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

Manzoori J. L., Sorouraddin M. H., Haji-Shabani A. M.: Spectrophotometric
determination of nitrite based on its catalytic effect on theoxidation of carminic acid
by bromate. Talanta 46 (1998), 1379-1386.

Ensafi A. A., Dehaghei G.B.: Ultra-trace analysis of nitrite in food samples by flow
injection with spectrophotometric detection. Fresenius Journal of Analytical
Chemistry 363 (1999), 131-133.

Tomiyasu T., Konagayoshi Y., Anazawa K., Sakamoto H.: A kinetic method for the
determination of nitrite by its catalytic effect on theoxidation of chlorpromazine with
nitric acid. Analytical Science 17 (2001), 1437—-1440.

Ghasemi J., Jabbari A., Amini A., Oskoei A. G., Abdolahi B.: Kinetic spectro-
photometric determination of nitrite based on its catalytic effect on the oxidation of
methyl red by bromate. Analytical Letters 37 (2004), 2205-2214.

Arient J.: Prehled barviv. Praha, SNTL 1968.

Rizicka J., Hansen E. H.: Flow Injection Analysis. 2nd edition. New York, Wiley
1988.

Konieczka P., Namiesnik J.: Quality Assurance and Quality Control in the Analytical
Chemical Laboratory. A Practical Approach. Boca Raton, CRC Press 2009.



