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ABSTRAKT

V laboratorni praxi byla ovérena funkénost komer¢niho kyvetového testu firmy Merck a
skutecnogt, zdatato metoda, kde misto klasického stanoveni adsorbovatelnych organicky
vézanych halogent metodou mikrocoulometrické titrace, jsou AOX stanoveny
spektrofotometricky ve viditelné oblasti spektra, je vhodna k zavedeni do b&ézné laboratore.
Metoda zaloZzena na spektrofotometrickém stanoveni byla porovnavana s metodou
mikrocoulometrické titrace. Z porovnani obou metod vySla vitézné jiZz zavedena a ovérena
metoda mikrocoulometrickeé titrace, kterd je narozdil od spektrofotometrického stanoveni
velmi presnd. Jedinou jeji nevyhodou je vysoka potizovaci cena piistroje a nepiesnost pri
meéteni vysokych koncentraci. Naopak kyvetovy test firmy Merck je ekonomicky
vyhodngjsi, nicméné se hodi pouze k orientaénimu zji&'ovani AOX ve vodach a je vhodny
pii stanovovani vysokych koncentraci ve vodnych matricich. Pro potieby laboratoie byl
vypracovan standardni operatni postup. Diplomovou praci byl zvalidovan postup
spektrofotometrického stanoveni AOX testu firmy Merck.

Functionality of the commercial cell set of Merck company in laboratory practice and
whether this method where adsorbable organically bound halogens are determined using
spectro-photometric method in the visible spectrum zone is used instead of usually used
micro-coulometric titration is suitable for introducion into a standard laboratory was
verified. The method based on the spectro-photometric determination was compared with
the method of micro-coulometric titration. The duel of both the methods has been won out
through by the already introduced and proved method of micro-coulometric titration which
is very accurate unlike the spectro-photometric determination. High purchase price of the
instrument and inaccuracy when measuring in the field of high concentrations is the only
disadvantage of this method. On the contrary, the cell test of Merck company is more
advantageous when considering economical point of view. However, it is suitable only for
approximate determination of AOX in water and when determining high concentrations in
agueous matrixes. A standard operation procedure has also been prepared. The dissertation
has validated the procedure of spectro-photometric determination of AOX using the set of
Merck company.
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UvoD

Pro existenci Zivota je voda nepostradatelnd a nelze ji ni¢im nahradit. Proto poutala
pozornog filozoft a badatelt v oboru prirodnich véd jiZz od nejstarSich dob.

Rozvoj hydrochemie a technologie vody probihal soubéZzné srozvojem ¢isté a
aplikované chemie a byl koncem 18. av 19. stoleti podpoien jednak rozvojem pramyslu,
jednak stoupajicimi poZadavky na kvalitu pitné vody v souvislosti s ristem poctu
obyvatelstva ve méstech. V té dob¢ se jiz zacal sledovat vliv sloZeni vody na vyrobni
procesy akvalitu vyrobkd.

Vyznamné zneci&eni v dneSni dobé tvori halogenované (nej¢astéji chlorované)
organickeé |&ky. Proti ostatnim I&tkam se vyznaéuji vétSinou vysSi toxicitou a obtiznou
biologickou rozlozitelnosti, proto je stale vice vénovana pozornost analytickym metodam
umoziujicim stanoveni téchto latek.

NejrozsirengjSim skupinovym stanovenim organickych halogenovanych l&tek ve
vodéch je stanoveni adsorbovatelnych organicky vazanych halogend.

V Ceské republice ve velké mite pouZivanou metodou na stanoveni AOX je sumarni
stanoveni organickych halogenovanych slou¢enin mikrocoulometrickou titraci. Jedna se o
sumérni stanoveni, kde se dohodnutymi postupy zjistuje mnoZzstvi organicky vézaného
chloru, bromu a ¢astecné i jodu. Fluorované slouceniny se touto metodou nestanovi. Za
normélnich okolnosti v béZnych vzorcich chlorované organické latky previadaji.

Metoda mikrocoulometrické titrace je v této diplomoveé praci srovnavana se stanovenim
adsorbovatelnych organicky vazanych halogent ve vodé spektrofotometricky ve viditelné
Césti spektra pomoci bézné dostupnych komerénich kyvetovych testa firmy Merck
s adsorpci na aktivnim uhli.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Vodaachemie

1.1.1 Historicky vyvoj ve svété

Zvétayjici se znecistovani povrchovych vod odpadnimi vodami splaSkovymi a
pramyslovymi si vynutilo vypracovani specialnich metod pro analyzu vod.

Ve druhé poloviné devatenactého stoleti byla jiz vydana fada knih o analyze vody.
V této dobe jsou jiZ k dispozici metody pro téméi Uplnou analyzu vody a tento proces je
dovrsen poc¢atkem stoleti dvacétého.

Chemie vod povrchovych a podzemnich byla velmi péstovana v Rusku a nazvéna
hydrochemii. Za jejiho zakladatele |1ze povaZzovat Lomonosova.

Na rozhrani 19. a 20. doleti se ve stiedni Evropé pouZivaly hlavné publikace
némeckych autoru. Metody pro analyzu vody zavedené v rtiznych zemich byly rozdilneg,
takze vysledky rozbori se nemohly dobire srovnavat. Problémy vyvstaly pii posuzovéani
zneCisovani hrani¢nich toki na mezinarodnich jednanich a vedly ke snaze vypracovat
metody jednotné [1].

Prvnim pokusem o sjednoceni metod pro rozbor vody bylo vydani americkych
standardnich metod v roce 1905. Pro tento Ucel byla jiz v roce 1880 ustavena zvl&stni
komise. Ctrnécté vydani téchto metod vy3lo v roce 1975 pod ndzvem , Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater” [1].

V obdobi pred 1. svétovou véalkou se zatind poprvé mluvit o znedidténi vod
organickymi chlorovanymi létkami, protoZe tricdta léta 20. stoleti jsou pocétkem moderni
éry syntetickych organickych pesticidi. Roku 1939 objevil dr. Paul Miller silné isekticidni
vlastnosti 4,4-dichlordifenyltrichlorethanu neboli DDT. Pouzivani rtiznych chemickych

pesticidi a zvlé&té DDT se zejména v letech po druhé svétove valce velmi rychle rozsitilo

[3].
1.1.2 Higtoricky vyvoj v ¢eskych zemich
Prvni objektivni zpravy o sloZeni nékterych podzemnich a povrchovych vod pochazeji

asi zroku 1837. Ve druhé poloviné 19. stoleti byla jiZz k dispozici fada systematickych

studii v souvislosti se stavbou nové vodarny v Praze.
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V 19. stoleti ma vodohospodéiské problematika jiz sviaj z&konny podklad. V Rakousku
— Uhersku byl roku 1869 vydan zakon o hospodareni svodami a v roce 1870 prislusny
¢esky vodni zakon. Obdobny zakon na Slovensku byl vydan v roce 1885. OvSem aZ teprve
v roce 1955 byl schvalen moderni ,Zakon o vodnim hospodérstvi“, ktery byl zakladni
prévni Upravou pro fizeni vodniho hospodarstvi v celém stété [1].

V dnedni dob¢ je v platnosti z&kon ¢. 254/2001 Sh., o vodéch a zméné nekterych
z&konu (vodni zakon) [12], novelizovan zakonem 20/2004 Sb., ddle vyhlaska ¢. 428/2001
Sh., o vodovodech a kanalizacich pro verejnou potiebu a 0 zméné nekterych zékoni
(z&kon o vodovodech a kanalizacich) [13] a ddle pak vyhl&ky ¢.61/2003 (piipustné
znei&téni povrchovych a odpadnich vod) [14] a ¢.71/2003 (kvalita povrchovych vod pro
Zivot) [15].

Vyhl&d3ka Ministerstva Zivotniho prostredi ¢.376/2000 Sb., poZadavky na pitnou vodu
[16] byla novelizovana 22.4.2004 vyhlaskou ¢.252/2004 [23], ktera byla dale novelizovana
vyhl&Skou 187/2005 Sb. ze 4.5.2005 [24].

1.1.3 Organické halogenderivéty

| kdyZ se obecné hovoii o organickych halogenderivatech, jde pievazné o chlorderivéty.
V prirodé se prakticky netvori Z&dné halogenované organické léatky, i kdyZz nekdy za
ur¢itych podminek mize v pudé probihat halogenace huminovych latek. Pochézeji
piedevSim z komunalni, primyslové a zemédélské sféry (Cistirny, strojirensky pramysl,
chemicky pramysl, konzervaéni prostiedky, pesticidy).

Nasycené chloralkany, chloralkeny, chlorcykloalkany a chlorcykloalkeny se v technické
praxi, pramyslu a doméacnostech pouzivaji jako odmastovaci a cistici prostiedky, extrakeni
¢inidla a rozpoustédla (napt. mono- az tetrachlormethan, mono- az hexachlorethan,
trichlorethen a tetrachlorethen). Hexachlorcyklohexan patti mezi pesticidy, rovnéz tak
chlorpolycykloalkeny. Zvl&stni skupinu alifatickych halogenderivatt tvoii  tzv.
trihalogenmethany (THM), vznikajici pti hygienickém zabezpe¢ovani vody chloraci. THM
byly poprvé zji&eény v sedmdesatych letech. Jde predevSim o trichlormethan (chloroform),
bromdichlormethan, dibromchlormethan a tribrommethan (bromoform). K tvorbé
bromderivatt staci stopové koncentrace bromidu ve vodach, protoZze brom uvolnény pfi
chloraci vody reaguje podstatné snéze s organickymi prekurzory nez chlor. Vznik THM a
jegjich pomérné zastoupeni zavisi na teploté, hodnoté pH, koncentraci huminovych létek,
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poc¢aecni a konecné koncentraci chloru a reakeéni dobé. Reakce probiha pomérné pomalu,
takZe zjisteéné koncentrace se mohou lidit v zavislosti na dob¢ odbéru po chloraci vody.

Z vodohospodérskéno hlediska se nekdy odlisuji velmi tékavé halogenované
uhlovodiky, kam se zafazuji chlorované, fluorované a bromované (popt. i jodované)
obvykle nearomatické uhlovodiky obsahujici jeden aZ Sest uhlikovych atoma (v analytice
vody jde nejcastéji o halogenderivaty methanu, ethanu a propanu).

Siroké spektrum pouziti maji chlorované aromatické uhlovodiky. Mono-, di- a
trichlorbenzeny jsou rozsahle vyuzivany v pramyslu (napt. vychozi surovina pro vyrobu
pesticidi).

Dalsi vodohospodarsky vyznamnou skupinou jsou chlorfenoly. V pramyslovych
odpadnich vodéch z organickych vyrob se ¢asto vyskytuji mono-, di- a trichlorfenoly.
Pentachlorfenol (PCP) m& vyrazné baktericidni vlastnosti. Vzhledem k jeho vysoké
toxicité¢ byl jiz napt. v Némecku vydan zakaz vyroby a pouzivani PCP. Chlorfenoly
vznikaji druhotné pii chloraci vod obsahujici razné fenoly.

Od Sedesétych let se vénuje zvladtni pozornost polychlorovanym bifenylam (PCB).
V 70. a 80. letech pattily PCB k nejvice sledovanym prioritnim Skodlivindm v prostiedi.
Koncem 80. let byla jejich vyroba ve svété ukonéena. PCB jsou nyni nahrazovany jinymi
netoxickymi a men¢ toxickymi l&tkami.

Zvl&&tni samostatnou skupinu nebezpecnych organickych chlorderivéata  tvori
polychlorované dibenzodioxiny (PCDD) a dibenzofurany (PCDF) s riznym poctem chloru
v molekule.

Vzhledem k Sirokému pouZivani jsou razné organické chlorderivaty v malych

koncentracich piitomny ve vétding uzitkovych a piirodnich vodach [1].

1.1.4 Shrnuti

Znecistovani prostredi halogenovanymi (pievézné chlorovanymi) organickymi latkami
zistava v popiredi zdma vodohospodaiia. Jde o laky vétSinou znacné toxické, z nichz
nékteré maji potencidlné karcinogenni a mutagenni Ucinky (asi polovinu tzv. prioritnich
polutanta tvoii rizné organické halogenderivéty). Jde piedevsim o alifatické a aromatické
polychlorované derivaty (PCB, trihalogenmethany, polychlorované dibenzodioxiny a
dibenzofurany, chlorované pesticidy &.). Vzhledem ke své kumulacni schopnosti a
chemické a biologické stabilité se mohou hromadit v prostiedi. Proto je jim pti hodnoceni
jakosti vod vZdy vénovana zvlasdtni pozornost [1].
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1.2  Adsorbovatelné organicky vézané halogeny

1.2.1 Povaha adsorbovatelnych organicky vazanych halogeni

Vyznamné zneCidteéni Zivotniho prostiedi tvoii halogenované (nejcastéji chlorované)
organické latky. V mensi mite (1%) vznikaji vzacné prirozenymi procesy. Podstatnou ¢ést
tvoii antropogenni znecidténi. Proti ostatnim latkam se vyznaguji vétSinou vyssi toxicitou a
obtiznou biologickou rozlozZitelnosti. JelikoZz se vesmés jedna o latky lipofilni povahy,
mohou se proto snadno akumulovat v sedimentech a v tukovych tkanich organisma. Velmi
¢asto se chlorované organické I&tky pouzivaji v priamyslu (teplonosna a chladici media,
rozpou&edia a odmastovaci pripravky, desinfekeni prostiedky). Technologickou nekézni
nebo jedte pred par lety nevédomosti pri pouzivani raznych postiika (napi. DDT) se
dogstavaly do prostiedi, do vod, sedimenti a odpadt, komplikuji likvidaci odpadi a
kontaminuji potravni fetézce. Spolu stéZzkymi kovy predstavuji v dnesni  dobé
halogenované organické slouceniny nejvice sledovanou skupinu polutanti [6].

Pozornog je stéle vice vénovana analytickym metodam umoZziujicim stanoveni téchto
laek. V Ceské republice ve velké mife pouZivanou metodou je sumérni stanoveni
organickych halogenovanych slou¢enin mikrocoulometrickou titraci. Jednd se o sumarni
stanoveni, kde se dohodnutymi postupy zjistuje mnoZstvi organicky vézaného chloru,
bromu a c¢é&steéné i jodu. Fluorované slouceniny se touto metodou nestanovi. Za
normalnich okolnosti v béZznych vzorcich chlorované organicke I&ky previadaji. Je tieba
zduraznit, Ze se jednd o uzan¢ni metodu, kde je spravny vysledek stanoveni zavisly na
dodrZzovani piedepsanych postupi. Haogenované organické slouceniny piitomné
v analyzovaném vzorku se mohou vyskytovat krom¢ jiz zminénych adsorbovatelnych
organicky vazanych halogent, zkrécené zvanych AOX, také v jinych navzgem se
prekryvajicich analyticky stanovitelnych formach jako jsou extrahovatelné organickée
halogeny (EOX) a tékavé organické halogeny (POX). Nicmén¢ hlavni podil na celkovém
zatiZzeni recipientu tvoii zpravidla netékavé organické halogenové slouceniny. Do nich
spadaji mj. i slouceniny vzniklé nachlorovanim ligninu a huminovych kyselin. Pro kazdou
formu je v souc¢asné dob¢ k dispozici prisluSnd metoda sumarniho stanoveni organickych
halogenovanych sloucenin [6].



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 12

1.2.2 Higtoricky piehled stanovovani AOX

U zrodu coulometrického stanoveni AOX stal W. Kuhn z univerzity v Karlsruhe. Tento
némecky védec pri své dizertatni préaci pocdkem 70. let 20. soleti vyvinul novou
analytickou metodu. Soucasn¢ také zkonstruoval prvni analyzédtor AOX a sjeho pomoci
provedl analyzy raznych vzorka. Nova analyticka metoda se osvédcila a vysledky rozbora
byly mimorédné zajimavé. Neni proto divu, Ze se velmi rychle rozSitila a pouziva se dnes

pro rozbory vSech druht vod [6].

1.2.3 Definice AOX

Ukazatel AOX charakterizuje celkové mnozstvi halogeni obsaZzenych v organickych
slou¢eninéch, které jsou stanovené jako chloridy. Pismeno X ve zkratce symbolizuje
obecné halogen, mimo fluor, ktery neni touto metodou zachycen. Pfi numerickém
vyjédieni vysledkt rozbort se postupuje tak, jako kdyby zméieny halogen predstavoval
v kazdém piipadé chlor s atomovou hmotnosti 35,45 (g/mol). Vysledek se také uvédi jako
koncentrace takto zjisténého chloru.

V americkych publikacich se pro tento sumérni ukazatel zneci&éni obcas pouziva
zkratky ,TOX" — ,total halogen organic compouds’ (celkové halogenové organické
slouceniny) [5], [6].

1.2.4 Stanoveni AOX v riznych typech vzorku

Ve vodéch zjistujeme negjnizsi koncentrace AOX v piipadé cistych prament, které
nejsou hygienicky zabezpecovény chloraci. V téchto pripadech se pohybuji zjisténé
hodnoty pod mezi detekce pouzivanych metod.

V pripadé ostatnich druhti vod jsou samoziejmé hodnoty AOX podstatné vysSi. Pro
povrchoveé vody je k dispozici dostatek aktudlnich tdaju tykajicich se Labe a jeho pritoka.
Tyto Udaje zjisténé pii meérenich provadénych v rdmei , Projektu Labe* pocatkem 90. let
jsou k dispozici ve Vyzkumném Ustavu vodohospodarském TGM v Praze. V ¢istych tocich
se pohybovaly koncentrace AOX okolo 0,03 mg/l, zatimco v nejvice zneci&énych tocich
hodnoty ob¢as presahovaly i 1 mg/l. Koncentrace AOX Labe v mistech, kde
opoudtélo Ceskou republiku, se pohybovalo okolo 0,1 mg/l, zatimco cilovy limit pro
povrchove vody se piedpokladal 0,05 mg/l [5], [6].
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V mestskych odpadnich vodéch zavisi zjistované koncentrace na podilu a druhu
pramyslovych odpadnich vod pripojenych na kanaliza¢ni sit’. Vzhledem k tomu, Ze se
jedna o latky biologicky obtizné rozlozitelné, neprekvapuje, Ze je maly rozdil mezi
koncentracemi zméfenymi na piitoku a v odtoku z biologické ¢istirny odpadnich vod.
Pom¢rné casto je koncentrace AOX v odtoku dokonce o néco vySSi. V roce 1998 byla
meétena koncentrace AOX na 27 vzorcich méstskych odpadnich vod, pramérna hodnota na
pritoku cinila 192 mg/l a navytoku 70 mg/l [20]. .

Koncentrace AOX v pramyslovych odpadnich vodach zavisi na tom, zda a jak se
v technologickém procesu pouZivd chlor a jeho slouceniny. V n¢kterych proudech
technologickych vod v pramyslu se vyskytuji AOX v mnoZstvi vice nez 150 mg/l. Velmi
¢asto se Zjistuji vysoké hodnoty v odpadnich vodach z povrchoveé Upravy vyrobka, pokud
se pouziva k odmastovéni chlorovanych organickych rozpoustédel. Pri technologické
nekézni se pak znecidténé odmastovaci prostiedky dostavaji do vycerpanych emulzi a pri
jgjich likvidaci prechazeji z vétsi ¢asti do oleju uvoliovanych rozkladem emulzi. Nicmeéng
zbytkové koncentrace AOX ve vyci&téné vodé jsou stde vysoké, vétSinou se pohybuji
okolo 5 mg/I [6].

V odpadnich vodéach z nemocnic, kde jsou pouZivana rentgenova kontrastni média na
bézi jodovanych organickych latek, se organicky jod vyskytuje ve vétSich koncentracich.
Stanoveni AOX je pak zatizeno chybou, ktera vede k nadhodnoceni daného zneci&eéni.
Proto je v nekterych pripadech dileZité rozliSit mezi slouceninami  chlorovanymi,
bromovanymi a jodovanymi [21].

V kalech je koncentrace AOX jesté vySSi nez v odpadnich vodéach. ProtoZe obsah AOX
je vyuzivan jako indikétor organického znecisténi pid a odpadi, byla vyhldskou stanovena
maximalni ptipustné hranice obsahu téchto latek v kalech na 500 mg/kg v susing [22].

1.2.5 Vzorkovani, stabilita vzorku

Vzorkovéani je povazovano za nedilnou soucést analytického postupu a proto je tieba
zminit i podminky pro odbér, transport a skladovani vzorka. Pro odbér vzorku, jejich
dopravu a skladovani je tieba pouzivat vyhradné sklenéné nadobi, protoze vzorkovnice
z jiného materidlu nejsou vhodné a mohla by hrozit ztréata vzorku, coZ by velmi zkreslilo
vysledek meéteni [26]. V zorkovnice se pii odbéru vypléchne vzorkem a pak se naplni az po
hrdlo, aby v I&hvi nebyl piitomen vzduch. V opatném piipadé by potencidlné piitomné
tekavé halogenované latky mohly prejit z vody do plynné faze nad vzorkem a vyprchat
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ven, tim by se stanoveni stalo taktéz nespravné. Vzorky obsahujici volny chlor se okamzité
po odbéru stabilizuji pridavkem roztoku sificitani. Tim se zabréni moZnosti dodatecné
chlorace organickych slou¢enin v odebraném vzorku.

Vzorky je nejvyhodnéjSi analyzovat co nejdiive po odbéru. Pri transportu je tieba
zabranit velkym zméndm teploty, zejména ohrdti vzorku, coZz by mohlo zpasobit Unik
tékavych halogenovanych latek nebo biologicky rozklad a zménu sloZeni organickych
latek veetne chlorovanych. V laboratori se vzorky skladuji pri teploté okolo 4 °C, ato
maximélné do druhého dne. Osvédcilo se rovnéz okamzité zpracovani vzorku ihned po
dodani. Pred zpracovanin se prida ke vzorku NaNOs nebo HNO; pro Upravu pH, aby byl
potlacen rast mikroorganismi, ale sou¢asné pusobi i jako konzervaéni ¢inidlo. Samoziejmé
je mozny i pridavek potiebné davky adsorbentu. Pokud se piedpokléda delSi skladovani
vzorku, je treba vzorek konzervovat ato tak, Ze se pH vzorku pii odbéru upravi pridavkem
kyseliny dusi¢né na hodnotu 1,5 — 2, ato maximalné natti dny. Pred analyzou se teplota

vzorku upravi na laboratorni teplotu [17], [6].

1.2.6 Legislativa- mezinarodni normy v oblasti z&kladniho chemického rozboru vod [11]
V sowvislosti se zavadéni norem fady | SO a evropskych norem (EN) byly od roku 1992

postupné piebirany tyto mezindrodni normy i pro stanoveni vramci z&kladniho

chemického rozboru vody [11], [12], [13], [14], [15], [16],

1.2.7 Sazby alimity

Z norem jsou vybrény ty ukazatele, které se v métené vodé mohou vyskytovat.

Tabulka ¢. | : Sazby pro vypocet poplatku a limity pro vypousteni odpadnich vod [12]

hmotnostni koncentra¢ni sazba
ukazatel | platiod | limit zpoplatnéni limit zpoplatnéni (Kélkg)
(kg/rok) (mg/l) 9
AOX 1.1.2002 15 0,2 300
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Tabulka ¢. |l : PoZadavky na jakost surove vody a imisni standardy (pripustné hodnoty

neci&teni povrchovych vod, které jsou pouZivany jako zdroj pitné vody) [12], [ 14]

ukazatel pro pitnou vodu pro povrchovou vodu pro odpadni vodu
(mg/1) (mg/l) (mg/l)
povinna hodnota povinna hodnota povinna hodnota
AOX 0,005 0,005 0,01
pesticidy 0,0005 0,0005 0,0005

Tabulka ¢. 11 : Podminky méreni ukazatelu jakosti surove vody [ 13]

mez stanovitelnosti presnost (+/-) spravnost (+/-)
Hkazatel (ug/) %) (%)
AOX 2 20 20
pesticidy 0,1 50 50

Tabulka ¢. 1V : Imisni standardy ukazatel:i pripustnénho zneciteni povrchovych vod [ 14]

limit
ukazatel (ug/)
AOX 30
DDT 0,025
1,2 —dichlorethan 1
1,2 —dichlorethen 10
2,4 —dichlorfenol 10
dichlormethan 0,01
PCP 0,01
Tabulka ¢. V : Mezni limity pro pitnou a balenou vodu [ 16]
limit
ukazatel (ug/)
tetrachlormethan 2
dichlormethan 20
1,2 —dichlorethan 3-10
chlorethen 0,5
1,2 —dichlorethen 50
trichlorethen 10
tetrachlorethen 10
chlorbenzen 10 - 300
pesticidni latky (PL) 0,1
pesticidni l1atky celkem (PCL) 0,5
chlor volny 0,3
trihalomethany (THM) 0,1-0,15
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Tabulka ¢. VI : Prahovd mnoZstvi vypoustenych vybranych nebezpecnych a V&S
nebezpecnych latek [ 14], [15]

ro¢ni mnozstvi denni mnozstvi
Hkazate (kg) (9
AOX 10 3
DDT 0,15 0,5
PCB 0,15 0,5

V tabulkéch jsou chlorované organické latky, které se vyskytuji ve vySe zmingnych
vyhlaskéach.

1.3 Coulometrie

1.3.1 Definice coulometrie

Coulometrie je elektroanalytickd metoda shrnujici fyzikdlné chemické metody, které
vyuzivaji Faradayovych zakoni o elektrolyze. Nézev byl odvozen od zakladni jednotky
coulombu, pouZivané k vyjadieni elektrického ndboje.

V analytické chemii se coulometrie pouzivd k uréovani mnozstvi latky nebo jeji
koncentrace ze zméireného proslého nédboje, ktery je potiebny ke stechiometrické reakci
v elektrochemickém c¢lanku. Je to absolutni metoda, protoZze je mozné se navazat na
z&kladni jednotky Sl. Je tieba jesté¢ zminit, Ze coulometricka metoda patii mezi metody
amperometrické [2], [4].

Coulomb C je elektricky naboj, kdy vodi¢em protece ampér za sekundu.

1.3.2 Historicky prehled coulometrického stanoveni
Za autory coulometrie se povazuji Szebelledy a Somogyi, ktefi ji uvedli do praxe roku

1938 a nazvali ji coulometrickd analyza. K jejimu velkému rozSireni doSlo o deset let
pozdgji [2], [4].
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1.3.3 Rozdéleni coulometrie

Podle pracovniho zpisobu rozdélujeme coulometrii na coulometrickou analyzu za
konstantniho potencialu (potenciometrick& coulometrie) a na coulometrii za konstantniho
proudu (coulometricka titrace).

V pripadé potenciometrické coulometrie se stanovovana latka redukuje nebo oxiduje na
pracovni elektrode, jejiz potencid je udrZzovan na stdlé hodnoté, takze intenzita proudu
klesd sc¢asem v souladu subyvanim obsahu latky v roztoku. Reskce je ukoncena, kdyz
proud klesne témet na nulu.

Pri stanoveni latky coulometrickou titraci se elektrolyza provéadi za konstantniho
proudu. V zésadé jsou mozné dva pracovni postupy. V prvnim pripadé ldtka reaguje
elektrochemicky piimo na jedné z elektrod a mluvi se o primérni coulometrické titraci.
V druhém piipadé reaguje stanovovana latka s ¢inidlem vzniklym na jedné z elektrod. Tato
sekundarni metoda je vyhodnéjsi, nebot’ umoZnuje stanoveni |&tek, jeZ nelze elektrolyzovat
piimo, aje vhodnéjsi k dosazeni podminek pro 100%ni proudovy vytézek [2], [4].

Pfi metodé stanoveni AOX jsou organické halogenované latky izolovany adsorpci na
aktivni uhli. Lze pouzit bud’ tiepaci (vsadkovou) metodu nebo v mensi mite pouzivanou

sloupcovou metodu.
1.3.4 Faradayovy z&kony

Z Faradayovych z&konu vyplyva, Ze koxidaci nebo redukci molu chemického
ekvivalentu latky pii elektrolyze je zapotiebi takového mnozZstvi ndboji, které se rovna
jednomu Faradu. Hmotnostni mnozZstvi odpovidgjici jednomu ekvivalentu elektrolyzované
latky se rovna jeji atomové nebo molekulové hmotnosti, délené poctem elektronu
zUcastnénych pii elektrodové reakci.

Vztah mezi hmotnostnim mnoZstvim latky m. vyloucené nebo jinak chemicky
pieménéné béhem elektrolyzy je piimo Umeérné molu chemického ekvivalentu dané latky
Q ajedanrovnici :

m:QM
F.n
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kde je M - atomovéa nebo molekulova hmotnost Iatky, n - pocet elektroni a F - Faradayova
konstanta, tj. 96493 coulombti (1 F = 96493 C) [2].

Mnozstvi el. naboji Q (v coulombech) je funkci proudové intenzity acasu [2], [4] :

t

Q=g.* o

0

1.3.5 Laboratorni technika

Vzhledem k vyznamu hodnoceni obsahu chlorovanych organickych latek z hlediska
kvality vody se stala analyza AOX v zemich EU jednim ze z&kladnich kriterii. Je to
pochopitelné, nebot’ se jednd o metodu v zésadé jednoduchou, pomérné rychlou a piitom
dogtatecné presnou. Analyza AOX umoziuje rozhodnout, pro které vzorky je tieba
podrobnéjSi analyza néro¢néjSimi alternativnimi metodami, a tim padem samoziejmé
vydani veétSich financnich progtiedkt. Na poptavku po pristrojich pro analyzu AOX
reagovali rychle i vyrobci laboratorni techniky. V krétké dobé se na trhu objevilo nékolik
typa analyzétoria AOX pro bézné uzivani v laboratorni praxi.

Existuje cela fada vyrobct, mezi néz patii i firma EUROGLAS DELFT z Nizozemi,
jgjiz pristroj vyuZzivaji i Vodni zdroje HoleSov a. s.

Konstrukce analyzatora AOX riznych vyrobci se sice ponékud lisi, nicméné z&kladni

principy jsou prakticky shodné [6].

1.3.6 Stanoveni AOX mikrocoulometrickou titraci ve Vodnich zdrojich HoleSov a. s.

1.3.6.1 Nézev metody

Stanoveni adsorbovatelnych organicky vézanych halogent ve vodé pomoci srézeci

coulometricke titrace s potenciometrickym zpasobem indikace [7].

1.3.6.2 Oblast pouiti
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Postup je vhodny pro stanoveni organicky vézanych halogena absorbujicich se na
aktivnim uhli. Pouziva se pro ucely kontroly jakosti vody — pitné, povrchové, odpadni a
vodného vyluhu. V téchto matricich je mozno stanovit hmotnostni koncentrace organicky
vézaného chloru, bromu a jodu (vyjadieno jako chlorid) adsorbovatelnych na aktivni uhli.

V¢étSina chlorovanych a bromovanych organickych latek se stanovi postupem AOX
kvantitativné, vyjimku tvoii napt. hydrofilni 1&ky, jako je kyselina monochloroctova nebo
nékteré fluorované slouceniny, jako je trichlorotrifluorethan [7].

1.3.6.3 Princip metody

Principem metody je stanoveni uvolnénych halogenovodiki za pouziti srazeci
coulometricke titrace s potenciometrickym zpisobem indikace.

Spalovanim vzorku v proudu kysliku pri teploté 950°C se halogeny pievedou na
piislusné halogenovodiky. Spaliny jsou vedeny pies absorbér, kde je pohlcena voda
vznikla spalovanim, aby nedochézelo ke zied'ovéni elektrolytu v titracni nadobce.
V titracni nadobce je nastavena koncentrace stifbrnych ionti na koncentraci 1.10* mol/I.
Jakmile jsou privadény halogenovodiky do titraéni nédobky, nastaveny potencid dany
koncentraci stéibrnych iontd v roztoku se zmeéni, protoZze dochézi k tvorbé halogenidi
stiibrnych. Stéibrnou generagni elektrodou mikrocoulometru jsou potom generovany ionty
Ag" aZ do dosazeni pavodniho potencidlu indikacni elektrody. Proud spotiebovany na
vygenerovéni stiibrnych iontd je umérny mnoZzstvi halogenovodika, privedenych do
titraéni nadobky. Fluoridy nejsou timto postupem stanovovény. Vysledek se udéava jako
obsah chloru [19].

Organicky vézané halogeny se adsorbuji na aktivni uhli. Anorganicky véazané halogeny
se odstrani promytim kyselym roztokem dusi¢nanu sodného. Frita s filtracnim koldcem se
umisti do lodi¢ky z kiemenného skla. Po spu&eéni pristroje lodicka sfritou zajede do
spalovaci kiemenné trubice, kde se filtratni kol&s spdli. Spaliny jsou vedeny do titracni
cely, kde prob¢hne coulometrické titrace [7].

Ag* +ClI" ® AgCl

1.3.6.4 Pristrojove vybaveni

Laboratot pouziva pristroj ECS 1600 Euroglas.
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1.4  Spektrofotometrické stanoveni

1.4.1 Definice spektrofotometrie

Spektralni metody patii mezi optické metody a jsou zaloZeny na principu sledovani
interakce elektromagnetického z&feni satomy a molekulami analyzované latky.
Energetické stavy atomi a molekul jsou kvantovany, coZ znamena, Ze energie mohou
nabyvat jen ur¢itych hodnot. V podstaté Idka méa schopnost absorbovat takovou energii,
ktera je rovna kvantovému prechodu mezi dvéma energetickymi hladinami.

Spektralni metody rozlisujeme povétsinou podle toho, v které oblasti spektra maji své
pole pusobnosti [2], [4].

1.4.2 Spektrofotometrie ve viditelné oblasti spektra

Tato metoda je nejhojngji pouzivanou spektréni metodou.

Spektrofotometrie UV/VIS navazuje vyvojové na klasickou kolorimetrii a je tudiz
nejstarsi fyzikdlné chemickou metodou, a to nejen ve skupiné optickych metod. Po vice
nez staletém vyvoji si spektrofotometrie, ale i kolorimetrie, drzi stéle své pevné postaveni
v systému analytickych instrumentalnich metod predevsim diky své jednoduchosti jak
v piipravé vzorka, tak i v konetném meteni absorpce. Také automatizace méreni nejen
spekter, ale i sérii vzorka pii praktické analyze byla v souladu se sou¢asnymi poZadavky
uspokojivé vyieSena. Metodu Ize realizovat i v tzv. polnich podminkéach terénu, provozi
apod.

UV/VIS tvori maly Usek v oblasti elektromagnetického vinéni v rozmezi 10 az 1000
nm. Z toho viditeln& ¢ast spektralezi mezi 400 a 760 nm.

Ultrafialové, viditelné, jakoz i vSechna dalSi z&feni jsou v podstaté zérivé toky, jejichz
energie se zvysuje se zkracujici se délkou prislusného zareni. UV a VIS zéreni je tedy
napt. energeticky U¢inngjSi nez zéreni infracervené, a proto se jeho absorpci excituje
elektronovy systém, resp. valenéni elektrony atomu nebo molekuly. Obor ultrafialového a
viditelného zareni byvatéz nazyvan oblasti elektronovych spekter.

Absorpce UV/VIS je vysledkem interakce zéfeni — molekula (atom). Sleduje se na
absorpénim spektru, tj. na zaznamu zavislosti mnozstvi absorbovaného zéreni na jeho
vinové délce, popt. vinoétu. UV nebo VIS o rizné vinové délce poskytuje dostatecnou
energii ktomu, aby se vazebné elektrony excitovaly a vybudily tak z molekulového
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orbitalu s niZSi energii do orbitalu s energii vySSi a poskytly spektrum o jednom nebo vice
absorpcnich pasech [2], [4].

1.4.3 Z&on Lambertiv — Beerav

Spojeny z&kon Lambertiv — Beeriv vyjadiuje vztah mezi absorbovanym zéfivym
tokem, tloustkou absorbujiciho prostiedi a koncentraci absorbujici Iatky. Vzgemny vztah
mezi tloustkou absorbujici vrstvy |, koncentraci absorbujici sloZky ¢ a vlastni velikosti
absorpce, vyjadienou jako absorbance (diive nazyvand extinkce) A, definuje spojeny

Lambertiav — Beertiv zékon :

A=¢.c.l|
kde ¢ je moléarni absorban¢ni koeficient, ktery v rozsahu platnosti zékona je pro danou
latku konstantou nezavislou na koncentraci ¢ za podminky, Ze se neméni vinova délka A
svételného toku ateplota.
Absorpce zérivé energie se hodnoti je&té dalSimi velicinami. Je to piedevSim
transmitance T, udavana vétSinou v procentech, ktera je dana pomérem zérivého toku

vychazejiciho z absorbujiciho progtiedi k zérivému toku piavodnimu :

T=Q/Qo

Vztah mezi absorpci A atransmitanci T je nasledujici :

A=-logT

Platnost Lambertova — Beerova zékona je nutnym piedpokladem pro
spektrofotometrickd metreni. Platnost zékona se nejbézngji oveéruje vynesenim funkéni
z&vislosti absorbance na koncentraci pii  konstantni tloustce absorbujici vrstvy.
V koncentratnim rozmezi platnosti zakona ma tento vztah ptimkovy prabéh a nazyva se
kalibracni kiivka. Neni-li v extraktu pritomna Za&dna dalSi latka absorbujici zéreni urcité
vinové délky, prochazi kalibracni kiivka pocatkem. Dochézi-li vSak k absorpci slepého

stanoveni, kalibrag¢ni kiivka protind osu absorbance a je definovana vztahem :

A=Ay +e.cC.|
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kde A, je absorbance slepého stanoveni. Kalibra¢ni kiivka se transponuje do poc¢atku podle
vztahu :
A-A,=1(c)

nebo meéirenim proti slepému stanoveni (blanku). [2], [4].

1.4.4 Zavedeni spektrofotometrické metody pro stanoveni AOX ve Vodnich
zdrojich Hole%ov a. s.

1.4.4.1 Nazev postupu

Stanoveni adsorbovatelnych organicky vazanych halogenti ve vodé spektrofotometricky
pomoci béZzné dostupnych komerénich kyvetovych testt firmy Merck sadsorpci na
aktivnim uhli [8].

1.4.4.2 Oblast pouziti

Tento test se pouZiva pro uréovani AOX u upravenych odpadnich vod pramyslovych i
komunalnich, u upravenych vod z elektrolytického pokovovéni, stejné tak u vod
upravovanych vzniklych pti béleni chlorem.

Vyrobce testu doporucuje meéfit pii vinové délce 468 nm. V pripadé pristroje
SPECTROFOTOMETR SQ 118 dodavaném firmou MERCK je vinova délka stanovena na
446 nm. Je zigime, Ze tato metoda pracuje ve viditelné oblasti spektra a je navrzena
pro koncentracnim rozpéti 0,05 — 2,50 mg/l. Teplotni rozsah ¢ini rozpsti od +15 do +25 °C

[8].
1.4.4.3 Princip metody

Princip fotometrického méfeni je zaloZen na zeslabeni svételného toku po prachodu
monochromatického paprsku zbarvenym roztokem. Z velikosti absorpce pak Ize uréit

koncentraci. Priab¢h méteni je velmi jednoduchy a vysledek ziskame ihned.

1.4.4.4 Prigtrojove vybaveni
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V laboratofi je k dispozici kyvetovy spektrofotometr MERCK SQ 118 a prutokovy
spektrofotometr UNICAM 5625.

1.45 Vyhody ¢i nevyhody spektrofotometrického stanoveni AOX

Spektrofotometr je levnéjSi pristroj, zabere méné mista a umoziuje jednodusSi

stanoveni. Nicmén¢ nevyhodou této metody je, Ze zatim neni prozkoumané

15 Validace

Validaci se rozumi potvrzeni, Ze pouzity analyticky postup dosahuje ocekévaného
vysledku pii analytickém stanoveni.

Validace metod je v praxi chemickych analyz dileZzitym pozadavkem. Nézory na
validaci metody se rtzni, od sriktniho poZadavku na Uplnou validaci kazdé metody
(analytického postupu) pii sebemensi zméné, aZz po volny pristup, kde je mozné
normalizované metody povaZovat za validované.

Soucasna analyticka praxe vychazi z toho, Ze je nutné ptiméren¢ potvrdit (verifikovat)
kaZzdou metodu nezévisle na zdroji, tj. i hormovanou tzv. validovanou metodu vzhledem
k ¢astym chybam, které se v normach vyskytuji [10].

Laborator je povinna si ovéfit pracovni postup a zdokumentovat, Ze v podminkach jeji
laboratore metoda funguje, nebo je vhodnd k zamyslenému pouZiti.
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2. CiILE DIPLOMOVE PRACE

Na zé&kladé zadani diplomové préce byly stanoveny nésledujici cile :

a) Experimentdlné oveérit vyuzitelnost komeréniho setu na stanoveni AOX firmy Merck

zaloZzeného na fotometrickém principu pro potieby laboratore (dade jen fotometricky
postup).

b) Validovat analyticky postup v co nejSirSim rozsahu validatnich charakteristik, véetné
srovnéni sjinymi postupy na stanoveni AOX, zaloZenymi na jiném principu. K validaci
postupu vyuzit Gcast v mezi laboratornim porovnani zkouSek.

c) Validacni charakteristiky vyhodnotit jednak pouZitim béZzného tabulkého procesoru
(Excel) scilem objasnit vypocetni vztahy jednak za pouZziti programu Effivalidation

uréeného k rutinnimu pouzivéani v laboratoti.

d) V prabéhu diplomové préce vést regulacni diagram na stanoveni AOX alespon na dvou

raznych koncentracich aregulacni diagram na slepé stanoveni.

€) Vypracovat standardni operacni postup (SOP) podle vzoru pouzivaného v laboratori
VZH na stanoveni AOX ve vodnych matricich (pitn, povrchové, odpadni voda, vyluh).

f) Stanovit nejistotu analytického postupu. Odhad nejistoty provéest jednak Uplnym
rozkladem celého meéticiho postupu s vyjadienim nejistoty kazdého kroku, jednak pomoci
Udaji regulacniho diagramu. Porovnat dosazené vysledky.

g) Prometit duplicitné sadu realnych vzorku s poZzadavky na stanoveni AOX v obdobi tnor
— kvéten a porovnat vysledky spouzivanou metodou v laboratofi VZH zaloZenou na
coulometricke titraci.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cinidlaamateridy

Metoda AOX - kyvetovy test firmy Merck (katalogové cislo 1.00675.0001,
1.00677.0001, 1,00680.0001)
Katalogova ¢isla jsou z katalogu firmy Merck.

Dle pracovniho manudlu firmy Merck se pouzivaji tyto latky:

- Speciélni voda (balen& pitna voda pod obchodnim oznatenim Dobré voda)

- NaSO; — sifi¢itan sodny, cistota 98%, dodavatel firma LACHEMA)

- Parachlorfenol — 4-chlorfenol (déle jen 4-CP) — referen¢ni material, podle normy DIN
38409-H 14, AOX = 194 — 206 mg/l, dodavatel firma MERCK

- NaOH — hydroxid sodny, ¢istota 98%, dodavatel firma LACHNER

- HNO; —kyselinadusi¢ng, ¢istota 65%, dodavatel firma LACHEMA

- H,SO, — kyselina sirova, ¢istota 96%, dodavatel firma LACHEMA

- Slepy vzorek (Merck) — vodny roztok anorganickych sloucenin v kyseling sirové
- Cinidlo AOX-1 — C — aktivni uhli

- Cinidlo AOX-2 — C,HsO + C,HsOH — dimethylether + ethanol

- Cinidlo AOX-3 —vodny roztok anorganickych slou¢enin

- Cinidlo AOX-4 — HNO3— kyselina dusi¢na

- Cinidlo AOX-5 — H,O —voda

- Cinidlo AOX-6 — K,S,0g— peroxodisiran draselny

- Cinidlo AOX-1K — HNO3 + Fe(NOs)3— kyselina dusi¢né + dusi¢nan Zelezity

- Reagencni kyveta— Hg(SCN)3; + CH30H — thiokyanat rtut’naty + methanol

- AOX standard — 2,4-dichlorfenol (vodny roztok)

Stanovenim vybranych chlorfenoli v kapalnych a pevnych matricich metodou plynové
chromatografie za pouZziti detektoru elektronového zachytu (ECD) bylo zjigténo, ze AOX
standard nezndmého obsahu dodany firmou Merck je sloZzen z 2,4-dichlorfenolu (déle jen
2,4-DCP).
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Vlastnosti chemikdlii dodanych firmou Merck, zjisténé na z&kladé vlastniho méeni a

opsané z bezpe¢nostnich listi dodanych firmou Merck.

- Slepy vzorek (Merck) — kapalny, Zluto-oranzovy, bez z&pachu, pH = 1,5

- AOX-1 - pevny, cerny, bez zpachu, nerozpustny ve vodé

- AOX-2 — kapalny, bezbarvy, zapacha po alkoholu, rozpustny ve vodg, pH =7

- AOX-3 — kapalny, bezbarvy, bez zapachu, pH = 3

- AOX-4 — kapany, bezbarvy, bez zapachu, pH =0

- AOX-5 — kapalny, bezbarvy, bez zépachu, pH = neutralni, rozpustny v ethanolu
- AOX-6 —jemn¢ krystalicky prasek, bily, bez zdpachu, nerozpustny ve vodé

- AOX-1K —kapalny, Zluty, slab¢ pronikavy zgpach, pH = 1

- Reagencni kyveta — kapalny, bezbarvy, charakteristicky zapacha

- AOX standard — kapalny, bezbarvy, zapaché po fenolu, pH =5

Pomoci pH papirkia bylo zjistovano pH jednotlivych latek. DalSi vlastnosti byly
zjisteny subjektivné a zkonfrontovany s bezpecnostnimi listy.

3.2 Prigroje avybaveni

- Pristroj UV/VIS SPEKTROFOTOMETR UNICAM 5625 (prittokovy)
- Pristroj SPEK TROFOTOMETR SQ 118 (kyvetovy)

- Termoreaktor SPECTROQUANT TR 320

- Bézné laboratorni vybaveni

- Speciélni nadobi dodané pro kyvetovy test

3.3 Stanoveni AOX spektrofotometricky pomoci kyvetového testu firmy Merck

3.3.1 Postup

Priprava adsorpeni kolony

Kolona se naplni jednou modrou mikrolZi¢kou ¢inidla AOX-1 (aktivni uhli), promyje 3
x 1 ml ¢inidla AOX-2 a 3 x 1 ml ¢inidla AOX-3, proplachovaci roztoky se v obou
ptipadech vyliji, horni konec kolony se uzavie zatkou a pak se naplni az po okrg cinidlem
AOX-3. Pripadné bublinky se odstrani jemnym poklepanim na kolonu.
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Zakoncentrovani vzorku

100 ml kalibragniho roztoku (ptipadné odpadni vody) se prenese do sklenéné délicky,
prida se tolik kapek cinidla AOX-4, aby hodnota pH kalibra¢niho roztoku (odpadni vody)
byla niZsi nez 2. Nasledn¢ se vytéhne zétka z kolony a obsah sklenéné délicky se necha
protéct kolonou do kédinky. AZ cely zasobnik protece kolonou, kolona se odpoji. Obsah
kadinky se vylije. Kolona se umisti do prézdné kyvety a opét se promyje 3 x 1 ml ¢inidla
AOX-3. Proplachovaci roztok se vylije.

Rozklad

10-ti ml plastova stiikacka se naplni 10-ti ml ¢inidla AOX-5 bez bublinek a stiikacka se
pripoji k vytokovému otvoru kolony spomoci spojky. Horni konec kolony se vloZi do
prézdné rozkladné kyvety a napln kolony se okamzité proplachne do kyvety spomoci
plastové stiikacky. Nasledné se pouZije stegjnd stiikacka k vytlageni vzduchu z kolony, aby
se do kyvety dostala veSkeré zbytkova kapalina. Do kyvety se pridaji 2 zelené mikrolzicky
¢inidla AOX-6, kyveta se uzavie, promicha a vioZi na 30 minut do termoreaktoru
piedehratého na 120°C. Potom se nechd kyveta ochladit na pokojovou teplotu, prida se 5
kapek cinidla AOX-4, kyveta se uzavie a promichéd. Aktivni uhli v kyveté se necha usadit.

Méreni

0,20 ml ¢inidla AOX-1K se pipetuje do reagencni kyvety a promichd 7 ml
piipraveného vzorku se prida do reagencni kyvety, promicha a necha 15 minut reagovat.
Potom se meti absorbance na spektrofotometru.

Predpokladany chemismus :

Vzhledem k tomu, Ze piesné sloZzeni ampulek neni zndmé, chemismus je pouze naSim
predpokladem. Vzorek sneznamou koncentraci AOX se naadsorbuje na aktivni uhli.
Nezndma latka se oxiduje peroxodisiranem draselnym. Probiha mineralizace organické
l&ky a halogenidoveé ionty prechazeji ziejmé do mineralizdtu. Mineralizat po smichani
sthiokyanatem rtutnatym a dusi¢nanem Zelezitym v kyselém prostiedi vytvoii Zluté
zbarveni, jehoZ intenzitu métime spektrofotometricky.

3.3.2 Pripravakalibra¢nich roztoku

Vytvoreni kalibra¢ni k¥ivky za pouziti 4-CP
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Kalibracni roztoky se ptipravuji z referencniho materialu 4-CP dodavaném firmou Merck
nasledovngé :

- gtandardni roztok (AOX = 2,5 mg/l) — byl ptipraven autorem diplomové prace

Do odmeérné barky na 1000 ml naplnéné z poloviny specidlni vodou se pipetou pievede
12,5 ml referencniho materidlu 4-CP pod hladinu a doplni se po rysku speciélni vodou.

- kalibracni roztoky

Pripravi se 9 kalibracnich roztoka. Kalibra¢ni roztoky se pripravuji v den pouZiti.
Do odmeérnych ban¢k na 100 ml se postupné odpipetuje 2 ml, 4 ml, 8 ml, 20 ml, 30 ml, 40
ml, 60 ml, 80 ml a 100 ml pracovniho roztoku a objemy se doplni po rysku specidni

vodou.
Hmotnostni koncentrace AOX téchto roztoka jsou 0,05 mg/l, 0,1 mg/l, 0,2 mg/l, 0,5 my/l,
7,5 mg/l, 1,0 mg/l, 1,5 mg/l, 2,0 mg/l a 2,5 mg/l. Tyto roztoky pro ovéreni postupu se

pripravuji vzdy cerstvé.

Kalibracni roztoky se zpracovavaji stejnym zpusobem jako vzorek. Namisto zkouSeného
objemu vzorku se pouZije odpovidajici objem prislusného kalibracniho roztoku.

Vytvoreni kalibra¢ni k¥ivky za pouziti 2,4-DCP

Kalibracni roztoky se pripravuji z 2,4-DCP dodaného firmou Merck nasledovng :

- gandardni roztok — je dodan firmou Merck

- kalibracni roztoky

Pripravi se 8 kalibratnich roztoki. Kalibraéni roztoky se pripravuji v den pouziti. Do

odmeérnych banék na 100 ml se postupné pipetuje 0,25ml, 0,5 ml, 1 ml. 25 ml, 5ml, 7,5
ml, 10 ml, 12,5 ml standardniho roztoku a objemy se doplni po rysku specidlni vodou.
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Hmotnostni koncentrace AOX téchto roztoki jsou 0,05 mg/l, 0,1 mg/l, 0,2 mg/l, 0,5 my/l,
1,0 mg/l, 1,5 mg/l, 2,0 mg/l a 2,5 mg/l. Tyto roztoky pro ovéieni postupu se pripravuji
vZdy cerstvé.

Kalibracni roztoky se zpracovavaji stejnym zptsobem jako vzorek. Namisto zkouSeného

objemu vzorku se pouZije odpovidajici objem prislusného kalibracniho roztoku.

3.3.3 Spektrofotometrické mereni

Firma Merck doporucuje pracovat pri vinové délce 468 nm. U kyvetového
spektrofotometru Merck tato vinova délka nelze nastavit, protoZze vinové délky se zde
nastavuji skokové a ne kontinudlné. Nicméné pro tento spektrofotometr doporucuje firma
Merck pracovat pii vinové délce 446 nm..

Absorbance kalibracnich roztoka se méii spektrofotometrem pii nasledujicich vinovych
délkéch :

- 468 nm - pristroj UV/VIS SPEKTROFOTOMETR UNICAM 5625 (priitokovy)
- 446 nm - piistroj SPEKTROFOTOMETR SQ 118 (kyvetovy)

Na spektrofotometru Merck se nastavi metoda ¢. 232 a proméii se hodnota absorbance.
Hodnota sepého stanoveni se odecita pii nastaveni fotometru. Slepy vzorek dodala firma
Merck.

Na spektrofotometru UNICAM se nastavi poZadovana vinova délka a proméii se
hodnota absorbance.

Absorbance slepého stanoveni a vzorkt se na spektrofotometru UNICAM meétila
AYES

3.3.4 Vyjadrovani vysledki

Pouzivala se kalibra¢ni kiivka 4-PC. Koncentrace AOX v nezndmém vzorku se odegita

z kalibra¢ni kiivky zavislosti absorbance na koncentraci.

c(mg/l)=(A—=by) /b
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bo, b ... parametry piimky
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4. DISKUSE VYSLEDKU

4.1 Kalibrace standardniho operagniho postupu na 4-CP

U mikrocoulometrické titrace byl jako standard zvolen 4-CP.

V této kapitole byla provedena kalibrace 4-CP nejen v rozpéti doporu¢ovaném
vyrobcem, které je 0,05 — 2,5 mg/l, ale i pod prvnim bodem kalibracni kiivky a nad
posednim bodem kalibracni kiivky, protoze souc¢asti validacniho postupu je ovéreni
rozsahu kalibracni zavislosti ¢i rozsahu metody na érii kalibracnich roztoka.

NejnizSim bodem kalibra¢ni kiivky byla hodnota 0,00625 mg/l a nejvysSi hodnota byla
stanovena na 3 mg/I.

Kalibrace téchto boda byla provadéna prabézné po celou dobu experimentu. Veskeré
hodnoty jsou zaneseny v tabulce |l all.

Na zaklad¢ vysledku byly sestaveny kalibracni grafy, ato v koncentracnim rozpéti 0,05
—2,5mg/l a0,00625 — 0,05 mg/l a nasledné vypocitana linedrni regrese.

Vzhledem k tomu, Ze tato metoda je zaloZena na odectu z kalibra¢ni krivky, obé
linearni regrese byly vyuZity pii pociténi koncentrace u redinych vzorka.

Soucésti validacniho postupu je ovéreni rozsahu kalibragni zavislosti (rozsahu metody)
na sérii kalibraénich roztokt. Jeho soucasti je i overeni funkénosti metody pod prvnim
bodem kalibra¢ni kiivky a nad poslednim bodem kalibra¢ni kiivky.

Tabulka | : VSechny naméirené absorbance na obou spektrofotometrech v koncentracnim

rozpeti doporuceném vyrobcem (zavis ost absorbance na koncentraci)

koncentrace absorbance absorbance

(mg/l) (Merck) (UNICAM)
0,05 0,031 0,033 0,034 0,031 0,031 0,128
0,05 0,044 0,047 0,047 0,045 0,048 0,149
0,05 0,042 0,039 0,042 0,040 0,040 0,135
0,05 0,060 0,064 0,063 0,064 0,062 0,150
0,05 0,048 0,046 0,046 0,047 0,044 0,147
0,05 0,058 0,062 0,062 0,062 0,061 0,150
0,05 0,049 0,049 0,051 0,053 0,049 0,157
0,05 0,066 0,066 0,064 0,063 0,064 0,151
0,05 0,036 0,038 0,038 0,036 0,038 0,133
0,05 0,029 0,032 0,032 0,033 0,030 0,110
0,05 0,049 0,054 0,048 0,049 0,046 0,158
0,05 0,028 0,030 0,027 0,027 0,028 0,117
0,05 0,036 0,036 0,038 0,035 0,038 0,119
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koncentrace absorbance absorbance

(mg/l) (Merck) (UNICAM)
0,05 0,041 0,042 0,043 0,044 0,041 0,140
0,05 0,050 0,048 0,050 0,049 0,050 0,150
0,05 0,041 0,042 0,043 0,040 0,041 0,142
0,05 0,039 0,041 0,039 0,038 0,039 0,137
0,05 0,042 0,045 0,043 0,044 0,042 0,131
0,05 0,040 0,039 0,044 0,042 0,041 0,138
0,05 0,041 0,043 0,040 0,041 0,041 0,140
0,05 0,035 0,034 0,034 0,036 0,035 0,132
0,05 0,036 0,038 0,038 0,037 0,038 0,132
0,05 0,061 0,059 0,060 0,061 0,060 0,148
0,075 0,070 0,071 0,072 0,070 0,071 0,160
0,1 0,088 0,083 0,083 0,085 0,084 0,163
0,1 0,091 0,095 0,096 0,091 0,092 0,166
0,1 0,071 0,072 0,075 0,072 0,071 0,128
0,1 0,061 0,058 0,059 0,062 0,061 0,121
0,1 0,078 0,076 0,080 0,079 0,080 0,122
0,125 0,089 0,090 0,088 0,088 0,090 0,167
0,15 0,092 0,094 0,092 0,093 0,092 0,171
0,2 0,078 0,081 0,078 0,078 0,082 0,161
0,2 0,098 0,100 0,099 0,102 0,101 0,168
0,2 0,088 0,090 0,086 0,086 0,084 0,149
0,2 0,09 0,092 0,089 0,092 0,093 0,162
0,2 0,099 0,098 0,100 0,102 0,100 0,190
0,3 0,081 0,084 0,085 0,084 0,086 0,173
0,3 0,080 0,082 0,084 0,083 0,084 0,168
0,3 0,084 0,079 0,076 0,078 0,080 0,175
0,3 0,094 0,098 0,095 0,090 0,092 0,268
0,5 0,173 0,157 0,154 0,167 0,166 0,224
0,75 0,268 0,266 0,263 0,266 0,266 0,289
1 0,309 0,308 0,312 0,308 0,312 0,328
15 0,474 0,470 0,479 0,475 0,478 0,448
2 0,564 0,566 0,567 0,566 0,564 0,542
25 0,697 0,694 0,700 0,696 0,698 0,669
25 0,702 0,705 0,705 0,705 0,703 0,685
25 0,733 0,729 0,729 0,732 0,730 0,699
25 0,687 0,683 0,689 0,684 0,689 0,658
25 0,671 0,665 0,675 0,666 0,665 0,646

Na spektrofotometru Merck byl kazdy vzorek meéien pétkrét, protoze v kapitole 4.6 byl

sledovan vliv n¢kolikanasobného opakovani vliozeni kyvety do spektrofotometru Merck.

Bylo tak ¢inéno proto, Ze kyveta je valcovitého tvaru ajejim pootocenim se hodnota

absorbance skutecné nepatrné meni.
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Tabulka 11 : Vdechny namerené absorbance na obou spektrofotometrech pod a nad hranici

doporucovanou vyrobcem (zavid ost absorbance na koncentraci)

koncentrace absorbance absorbance

(mg/l) (Merck) (UNICAM)
0,00625 -0,058 -0,056 -0,049 -0,052 -0,054 0,078
0,01 -0,03 -0,031 -0,030 -0,031 -0,033 0,090
0,0125 -0,018 -0,017 -0,021 -0,022 -0,016 0,098
0,015 -0,001 -0,002 0,001 0,001 -0,001 0,099
0,02 0,009 0,011 0,012 0,011 0,014 0,112
0,025 0,004 0,004 0,006 0,004 0,006 0,121
0,03 0,030 0,033 0,030 0,030 0,030 0,139
0,04 0,039 0,041 0,039 0,040 0,041 0,144
2,75 0,721 0,716 0,721 0,720 0,716 0,698
3 0,648 0,643 0,646 0,643 0,645 0,577
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Kalibracni kiivky vzniklé ze vSech nameérenych dat

0,9

08 - y = 0,2615x + 0,0212
0.7 1 R*=0,9773
0,6 1
0,5 +
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Obr. 1 Kalibrace viech namerenych hodnot na Mercku

071 y = 0,205x + 0,1256
061 R?=0,9703
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o
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0 0,5 1 15 2 2,5 3
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Obr. 2 Kalibrace viech namerenych hodnot na UNICAMu
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Kalibracni kiivky v koncetra¢nim rozpéti doporucovaném vyrobcem (0,05 — 2,5 mg/l)

absorbance

0,8

0,7 A
0,6
0,5 A
0,4
0,3 A
0,2
0,1 A

y =0,2676x + 0,0339

R%?=0,9933

0

0 0,5

1 15 2 2,5

koncentrace (mg/l)

Obr. 3 Kalibrace na Mercku

absorbance

y =0,216x + 0,1269
R%=0,9879

0 0,5

1 15 2 2,5

koncentrace (mg/l)

Obr. 4 Kalibrace na UNICAMu
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Kalibracni kiivky pod hranici doporu¢ovanou vyrobcem (0,00625 — 0,05 mg/I)

0,06 | y = 1,6865x - 0,04 $
R? = 0,8204

0,04 0,05 0,06

absorbance
o

koncentrace (mg/l)

Obr. 5 Kalibrace na Mercku

0,18
0,16 -
0,14
0,12
0,1 -
0,08 - °
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 T T T T T

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

y =1,1107x + 0,0841
R?=0,643

absorbance
o

koncentrace (mg/l)

Obr. 6 Kalibrace na UNICAMu

Z obrézku 5 a 6 je patrné, Ze kalibrace v koncentraénim rozpéti pod hranici 0,05 mg/l je
velmi problematicka, a ziemé proto vyrobce nedoporucuje tento test pouZivat u vzorka
s koncentraci AOX nizsi nez 0,05 mg/I.

Diky skutecnosti, Ze vétSina redlnych vzorka méla koncentraci nizsi nez je pracovni
oblast doporucovana vyrobcem a tudiz byly pro tuto metodu piilis ,¢isté’, bylo nutné
pocitat i s lineérnimi regresemi z obr. 5 a 6.

ProtoZe méteni kalibra¢nich bodi pod a nad oblasti doporucenou vyrobcem vychéazelo

Spatné, nebylo mozné kiivku extrapolovat.
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4.2 Mégteni slepych stanoveni

Soucasti testu byl slepy vzorek dodany firmou Merck, a proto bylo vhodné zmgfit i
slepé stanoveni. Toto depé stanoveni bylo porovnavano se slepym stanovenim slozenym
z Dobré vody. Rozdil absorbanci je uveden v tabulce 1.

Tabulka 111 : Porovnani hodnot absorbanci u slepého vzorku dodaném firmou Merck a
s epym stanovenim sloZenym z Dobré vody na spektrofotometru UNICAM

datum absorbance absorbance

(Merck) (Dobra voda)
16.4.2004 0,084 0,089
20.4.2004 0,100 0,089
27.4.2004 0,106 0,098
1.6.2004 0,089 0,096
6.9.2004 0,090 0,092
5.10.2004 0,096 0,089
prameér 0,094 0,092
SM.VYB 0,0081 0,0040
RSD 8,6% 4,3%

Z tabulky I11 je patrné, Ze v jednotlivych dnech se hodnoty absorbanci mezi slepym
stanovenim Mercku a slepym stanovenim sloZzenym z Dobré vody mirng lisily. Nicméng
pramérné hodnoty jsou stejné, takze se domnivam, Ze slepé stanoveni dodané firmou
Merck je sloZzené z nekteré destilované vody.

Rozptyly u obou slepych stanoveni jsou jiné. Z tohoto hlediska vychazi 1épe meteni
slepého stanoveni sloZzeného z Dobré vody.

4.3 Kalibrace standardniho operac¢niho postupu na 2,4-DCP

Firma Merck dodala standard pod obchodnim nazvem AOX standard, u kterého nebylo

zndmo, o jakou chemikalii se jedna. Tato diplomova préce si dala jako jeden z dil¢ich cila

zjitit sloZeni tohoto standardu.

Stanovenim vybranych chlorfenola v kapalnych a pevnych matricich metodou plynové

chromatografie za pouZziti detektoru elektronového zachytu (ECD) jak jiz bylo feceno, bylo

Zji&teéno, Ze sejedna o 2,4-dichlorfenol.

Stanoveni na plynovém chromatografu provadél pracovnik laboratore ing. Radka

Skorpikova.
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Tabulka IV: Tabulka viech namerenych absorbanci na obou spektrofotometrech (zavidost

absorbance na koncentraci)
koncentrace absorbance absorbance
(mg/l) (Merck) (UNICAM)

0,05 0,020 0,019 0,017 0,018 0,019 0,132
0,05 0,027 0,028 0,026 0,027 0,026 0,134
0,05 0,020 0,017 0,018 0,019 0,017 0,133
0,05 0,025 0,026 0,027 0,025 0,025 0,134
0,05 0,030 0,028 0,028 0,029 0,030 0,136
0,05 0,017 0,019 0,017 0,018 0,019 0,134
0,05 0,030 0,031 0,030 0,032 0,031 0,131
0,05 0,025 0,024 0,027 0,027 0,026 0,130
0,05 0,026 0,028 0,029 0,027 0,028 0,130
0,05 0,020 0,019 0,021 0,022 0,021 0,128
0,1 0,031 0,029 0,032 0,030 0,031 0,158
1 0,269 0,267 0,268 0,264 0,268 0,315
15 0,394 0,391 0,392 0,390 0,391 0,405
2 0,492 0,492 0,490 0,491 0,490 0,509

2 0,523 0,519 0,520 0,524 0,521 0,484

2 0,509 0,511 0,512 0,513 0,509 0,530

2 0,553 0,549 0,548 0,550 0,550 0,580

2 0,499 0,500 0,498 0,501 0,501 0,521

2 0,542 0,539 0,540 0,542 0,542 0,572
25 0,651 0,654 0,658 0,652 0,654 0,608
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Kalibracni kiivky v koncetra¢nim rozpéti doporucovaném vyrobcem (0,05 — 2,5 mg/l)

0.6 1 y = 0,2549x + 0,0108
R?=0,9973

absorbance

0 0,5 1 15 2 2,5 3
koncentrace (mg/l)

Obr. 7 Kalibrace na Mercku

0,7

0,6 1 y =0,2014x + 0,1228

05 1 R%=0,9889

0,4

0,3 A

absorbance

0,2 1

0,1 -

0 0,5 1 15 2 2,5 3
koncentrace (mg/l)

Obr. 8 Kalibrace na UNICAMu

Kalibracni kiivky 2,4-DCP se mirn¢ liSily od kalibra¢nich ktivek 4-CP. Hodnota
absorbanci 2,4-DCP byla trochu niZsi nez absorbance u 4-CP.
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4.4 Posouzeni vlivu zménéného pracovniho postupu na vyslednou koncentraci

Ze zacdku neméla laborator k dispozici termoreaktor s nastavitelnou teplotou 120°C,
kterou vyrobce testu doporucuje. V tomto obdobi se nouzové pouzival termostat, ktery
pracoval pri teplotach 100°C a 148°C. Krome jiného byla zvolenai jiné reakéni doba

Méteni probihalo na pritokovém spektrofotometru UNICAM.

Bylo zkouméno, zda zména teploty a ¢asu pri zahtivani reagencni kyvety ma vliv na
vysledné absorbanci. Vypocet byl proveden z kalibracni kiivky na obr. 4.

Tabulka V : Namerené hodnoty absorbance p/i zmeneném pracovnim postupu

koncentrace absorbance vypocitana absorbance vypocitana
(mg/l) (100°C, 45 min) | KONCeNtrace | gec 3gminy| Koncentrace

’ (mg/l) ! (mg/l)

0,05 0,125 - 0,148 0,097

01 0,148 0,097 0,185 0,268

03 0,159 0,148 0,162 0,162

Z tabulky VI lze vycist, Ze teplota termoreaktoru i ¢as setrvani kyvety v termoreaktoru
doporucuvané vyrobcem jsou velmi dulezité parametry, které je nutné dodrZovat, protoze

pii zméne téchto parametr neni pracovni postup pouZitelny ani v jednom piipadé.

4.5 Méteni redinych vzorkl

Funk¢nost metody byla zkouméana na realnych vzorcich. Realné vzorky byly méteny
v jeden den metodou spektrofotometrickou i coulometrickou a vysledky posléze vyneseny
do tabulky VII.

Vzhledem k tomu, Ze obsah AOX ve vzorcich byl nizsi nez je vyrobcem kyvetového
tetu na stanoveni AOX doporucovana spodni hranice, srovnani vy3lo v neprospéch
spektrofotometrické metody.

V&echny vysledky i scharakteristikou mérenych vzorka byly zaneseny do tabulek VI,
VIl a VIII apodpoieny statistickymi vypocty.
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Tabulka VI : Charakteristika merenych redlnych vzorki

vzor ek |de\t/1t|g;)koa:grt\;;i|slo odebrén zdroj material
1 7471 10.5.2004 Morava vytok odpadni voda
2 7472 10.5.2004 Dievnice vytok odpadni voda
3 7480 11.5.2004 Brezova prisak prasakova voda
4 7493 7.5.2004 Energoagua,a.s. voda
5 7494 7.5.2004 Centroprojekt,a.s. voda
6 7496 11.5.2004 Deemulgacni stanice odpadni voda
7 7499 11.5.2004 Energoagua,a.s. voda
8 7500 11.5.2004 Energoagua,a.s. voda
9 7501 11.5.2004 Energoagua,a.s. voda
10 7502 11.5.2004 Energoagua,a.s. odpadni voda
11 7503 11.5.2004 Energoagua,a.s. odpadni voda
12 7504 11.5.2004 Energoagua,a.s. odpadni voda
13 7515 10.5.2004 VaK Zlin,as. voda
14 7522 12.5.2004 VaK Hodonin a.s. surovavoda
15 7697 13.5.2004 Vystup OV z COV odpadni voda
16 7704 14.5.2004 VaK Zlin,as. voda
17 7705 14.5.2004 VaK Zlin,as. voda
18 7706 14.5.2004 VaK Zlin,as. voda
19 7707 14.5.2004 VaK Zlin,as. voda
20 7708 14.5.2004 VaK Zlin,as. voda
21 7722 12.5.2004| COV Katetinice odtok odpadni voda
22 7723 12.5.2004| COV Katefinice pritok odpadni voda
23 7724 12.5.2004 COV Ratiboi odtok odpadni voda
24 7725 12.5.2004 COV Ratibor pritok odpadni voda
25 7726 11.5.2004 | COV Hutisko-Solanec odtok | odpadni voda
26 7727 11.5.2004 | COV Hutisko-Solanec pritok | odpadni voda
27 7728 11.5.2004 | COV Hutisko-Veznik odtok | odpadni voda
28 7729 11.5.2004 | COV Hutisko-Veznik piitok | odpadni voda
29 7732 12.5.2004 COV Vsetin odtok odpadni voda
30 7733 12.5.2004 | COV Val.Meziii¢i odtok | odpadni voda
31 7734 12.5.2004 COV Zubii odtok odpadni voda
32 8265 19.5.2004 VaK Hodonin,a.s. pitna voda
33 8332 20.5.2004 Vystup OV z COV odpadni voda
34 13871 30.9.2004 M¢éstska kanalizace odpadni voda
35 13877 30.9.2004 Odtok z COV odpadni voda
36 13878 30.9.2004 Pritok do COV odpadni voda
37 8575 25.5.2005 Energoagua,a.s. odpadni voda
38 8413 21.5.2004 Nova jimka odpadni voda
39 8743 28.5.2004 Predavaci Sachta odpadni voda
40 8740 28.5.2004 kanal odpadni voda
41 8608 27.5.2004 Vystup OV z COV odpadni voda
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Tabulka VII : Absorbance realnych vzorki: meérenych na spektrofotometrech UNICAM a

Merck
vzorek absorbance absorbance
(Merck (UNICAM)

1 -0,020 | -0,022 | -0,023 | -0,022 -0,022 0,096
2 -0,009 | -0,008 | -0,009 | -0,007 -0,008 0,104
3 -0,028 | -0,028 | -0,026 | -0,028 -0,025 0,091
4 -0,051 | -0,048 | -0,048 | -0,050 -0,051 0,080
5 -0,018 | -0,019 | -0,017 | -0,018 -0,018 0,096
6 -0,025 | -0,024 | -0,024 | -0,026 -0,025 0,089
7 -0,056 | -0,058 | -0,056 | -0,055 -0,058 0,074
8 0,004 | 0,005 0,005 | 0,006 0,004 0,120
9 0,119 | 0,120 0,121 0,118 0,121 0,178
10 -0,030 | -0,031 | -0,032 | -0,031 -0,030 0,092
11 0,215 | 0,203 0,199 0,200 0,203 0,282
12 0,095 | 0,094 0,096 | 0,094 0,095 0,166
13 0,056 | 0,058 0,056 | 0,056 0,054 0,160
14 -0,037 | -0,035 | -0,037 | -0,034 -0,037 0,100
15 0,001 | 0,002 | -0,002 | 0,004 0,003 0,115
16 0,000 | -0,005 | -0,003 | -0,003 -0,004 0,105
17 0,029 | 0,026 0,024 | 0,026 0,028 0,148
18 0,042 | 0,043 0,046 | 0,044 0,042 0,139
19 0,027 | 0,030 0,031 0,031 0,030 0,138
20 0,018 | 0,020 0,021 0,017 0,021 0,125
21 0,058 | 0,056 0,055 | 0,056 0,052 0,155
22 -0,014 | -0,017 | -0,014 | -0,016 -0,014 0,103
23 0,028 | 0,029 0,320 | 0,029 0,028 0,135
24 0,048 | 0,042 0,042 0,046 0,049 0,152
25 0,084 | 0,089 0,086 | 0,088 0,089 0,162
26 0,025 | 0,022 0,024 | 0,025 0,025 0,138
27 0,060 | 0,062 0,064 | 0,062 0,063 0,157
28 0,040 | 0,047 0,043 | 0,042 0,044 0,131
29 0,098 | 0,100 0,096 | 0,098 0,096 0,171
30 0,089 | 0,088 0,086 | 0,084 0,088 0,165
31 0,023 | 0,024 0,020 | 0,019 0,020 0,101
32 0,018 | 0,014 0,016 | 0,016 0,018 0,098
33 0,115 | 0,110 0,114 | 0,112 0,114 0,186
34 0,043 | 0,042 0,044 | 0,042 0,042 0,137
35 0,061 | 0,059 0,060 | 0,061 0,061 0,137
36 0,045 | 0,046 0,045 | 0,045 0,046 0,134
37 0,102 | 0,102 0,104 | 0,102 0,102 0,168
38 0,230 | 0,232 0,230 | 0,231 0,232 0,267
39 0,070 | 0,068 0,071 0,069 0,070 0,160
40 0,085 | 0,083 0,086 | 0,085 0,086 0,164
41 0,098 | 0,100 0,097 0,098 0,098 0,170

fedéni 1:2

zabarveni

fedéni 1:2

fedéni 1:2

fedéni 1:2

fedéni 1:2
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Tabulka VI11 : Srovnani mikrocoulometricke titrace a spektrofotometrického stanoveni

koncentrace | koncentrace | koncentrace| procent. rozdil procent.
vzorek | coulometr | UNICAM Merck mezi coul. a rozdil mezi
(mg/l) (mg/l) (mg/l) UNICAMem coul. a Merckem
1 0,015 0,011 0,012 -26,6% -20,0%
2 0,022 0,018 0,018 -18,2% -18,1%
3 0,013 0,006 0,007 -53,8% -46,1%
4 0,0098 - - - -
5 0,017 0,011 0,013 -35,2% -23,5%
6 0,014 0,004 0,009 -71,4% 0,0%
7 0,012 - - - -
8 0,030 - - - -
9 0,304 0,237 0,318 -22,0% 4,6%
10 0,012 0,011 0,006 -8,3% -50,0%
11 0,069 0,178 0,677 157,9% 881,1%
12 0,110 0,181 0,228 64,54 107,2%
13 0,048 0,068 0,082 41,6% 70,8%
14 0,029 0,029 0,002 0,0% -93,1%
15 0,035 0,028 0,024 -20,0% -31,4%
16 0,056 - - - -
17 0,037 0,057 0,041 54,0% 10,8%
18 0,086 0,056 0,061 -34,8% -29,0%
19 0,038 0,048 0,039 26,3% 2,6%
20 0,033 0,036 0,034 9,0% 3,0%
21 0,045 0,063 0,058 40,0% 28,8%
22 0,014 0,017 0,015 21,4% 7,1%
23 0,043 0,045 0,040 4,6% -6,9%
24 0,064 0,116 0,053 81,2% -17,1%
25 0,110 0,162 0,187 47,2% 70,0%
26 0,038 0,048 0,038 26,3% 0,0%
27 0,060 0,139 0,097 131,6% 61,6%
28 0,052 0,019 0,023 -63,4% -55,7%
29 0,120 0,204 0,239 70,0% 99,1%
30 0,140 0,176 0,205 25,7% 46,4%
31 0,026 0,015 0,037 -42,3% 42,3%
32 0,027 0,013 0,034 -51,8% 25,9%
33 0,250 0,547 0,606 118,8% 142,4%
34 0,021 0,047 0,049 123,8% 133,3%
35 0,022 0,047 0,059 113,6% 168,1%
36 0,043 0,044 0,050 2,3% 16,2%
37 0,150 0,190 0,254 26,6% 69,3%
38 0,630 0,648 0,732 2,8% 16,1%
39 0,066 0,153 0,134 131,8% 113,0%
40 0,098 0,171 0,190 74,4% 93,8%
41 0,150 0,199 0,239 32,6% 59,3%
procentualni pramér jednotlivych metod 45,7% 65,0%
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Metoda mikrocoulometrické titrace byla brana jako referencni a podle toho
probihalo srovnani.

Kyvetovy spektrofotometr Merck pii méfeni nizkych koncentraci vykazoval zaporné
hodnoty. Zaporné hodnoty jsou dusledkem faktu, Ze spektrofotometricka metoda neni
vhodné k méteni koncentraci nizSich jak 0,05 mg/I.

U vzorki, u kterych metoda mikrocoulometrické titrace ukézala koncentraci nizsi nez
0,05 mg/l, byla pouzita rovnice ptimek odettenych z obr. 5 v piipadé spektrofotometru
Merck a obr. 6 u UNICAMu. V pripadé vzorkua, u nichz coulometr ukazal koncentraci
v rozpéti doporuc¢ovaném vyrobcem byly pouZity rovnice primek odectenych z obr. 3 u
Mercku aobr. 4 u UNICAMu.

Kdyby byly pouzity rovnice piimek zobr. 1 a 2, kde byly zkalibrovany vsechny
namérené hodnoty, vétSina vypocitanych koncentraci u reanych vzorka by vySla
v zapornych ¢islech. Proto bylo nutné kalibraci rozdélit na dvé piimky pro kazdy
spektrofotometr, viz obr. 3, 4,5 a 6.

| kdyZ vyrobce setu udava, Ze zabarvené vzorky jsou metodou spektrofotometrického
stanoveni neméfitelné, byl pro zajimavost vzorek ¢. 11, ktery vykazoval zabarveni,
stanovovan. Natomto vzorku bylo potvrzena pravdivost této informace.

Dle procentuaniho vyhodnoceni vychazi |épe stanoveni spektrofotometrem UNICAM.

Srovnani metody mikrocoulometricke titrace s metodou spektrofotometrického
stanoveni probihalo na obou spektrofotometrech. Srovnani obou metod je graficky
znézornéno na obr. 9 aobr. 10.

Srovnani vysledka probehlo na zakladé koncentrace zmérené na coulometru a
vypocitané koncentrace u spektrofotometru Merck a UNICAM, viz tabulka VII1.
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Zd4 se, Ze dosazené vysledky meteni realnych vzorkid jsou na coulometru a na
spektrofotometru UNICAM podle obr. 10 vzgemné srovnatelné. ProtoZe smérnice dané
ptimky se blizi jedné.

Z obr. 9 je zitejmé, Ze korelace u spektrofotometru Merck je horsi.

4.6 Regulagni diagramy

Ukolem regulagniho diagramu je ovéfit, ze zvoleny pracovni postup je stabilni
v prubéhu méieni diplomoveé prace. V tomto pripadé byla pouZita koncentrace kalibra¢niho
vzorku 0,05 mg/l a0 mg/I (slepy vzorek).
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Absorbance stanovené koncentrace byla v pripadé koncentrace 0,05 mg/l opét merena
na obou spektrofotometrech, takZze naméiend data poskytla dva regulacni diagramy, a to
obr. 11 a obr. 12. V pripadé slepého vzorku bylo méteno pouze na spektrofotometru
UNICAM, takzZe je k dispozici pouze jeden diagram znazornény na obr. 13.

4.6.1 Regulacni diagram kontrolniho vzorku

Tabulka I X : Hodnoty pro regulacni diagram na hladine 0,05 mg/l u Mercku

potgdove datum absorbance
¢ido
1 15.4.2004 0,028 0,026 0,028 0,027 0,030
2 16.4.2004 0,041 0,042 0,043 0,044 0,041
3 20.4.2004 0,029 0,032 0,033 0,030 0,033
4 21.4.2004 0,036 0,036 0,038 0,035 0,038
5 28.4.2004 0,049 0,054 0,048 0,049 0,046
6 6.5.2004 0,036 0,038 0,038 0,036 0,038
7 10.5.2004 0,066 0,066 0,064 0,063 0,064
8 11.5.2004 0,058 0,062 0,062 0,062 0,061
9 17.5.2004 0,048 0,046 0,046 0,047 0,044
10 18.5.2004 0,061 0,064 0,063 0,062 0,064
11 19.5.2004 0,042 0,039 0,042 0,040 0,040
12 20.5.2004 0,044 0,047 0,047 0,045 0,048
13 21.5.2004 0,031 0,033 0,034 0,031 0,031
14 1.6.2004 0,036 0,037 0,036 0,037 0,036
15 2.6.2004 0,061 0,060 0,060 0,061 0,060
16 8.6.2004 0,038 0,039 0,037 0,037 0,037
17 18.8.2004 0,048 0,050 0,049 0,050 0,050
18 19.8.2004 0,041 0,042 0,043 0,040 0,041
19 23.8.2004 0,042 0,045 0,042 0,044 0,043
20 24.8.2004 0,040 0,039 0,042 0,042 0,041
21 2.9.2004 0,039 0,041 0,039 0,037 0,039
22 6.9.2004 0,041 0,043 0,041 0,041 0,042
23 5.10.2004 0,035 0,034 0,036 0,035 0,035
pramér 0,044
SM.VYB 0,0100
RSD 23,3%
varovna mez 0,087
regulaéni mez 0,131

Kontrolni vzorek pii koncentraci 0,05 mg/l byl méten na pristroji Merck a UNICAM.
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Obr. 11 Regulacni diagram kontrolniho vzorku na spektrofotometru Merck

Metoda je stabilni, hodnoty se pohybuji uvnitt varovnych mezi.

Tabulka X : Hodnoty pro regulacni diagram na hladine 0,05 mg/l u UNICAMu

poradové ¢islo datum absorbance abs. UNICAM —abs. d. stanov.
- 15.4.2004 0,120 -
- 16.4.2004 0,140 -
1 20.4.2004 0,110 0,011
2 21.4.2004 0,119 0,013
3 28.4.2004 0,158 0,058
4 6.5.2004 0,133 0,035
- 10.5.2004 0,151 -
- 11.5.2004 0,150 -
- 17.5.2004 0,147 -
- 18.5.2004 0,150 -
- 19.5.2004 0,135 -
- 20.5.2004 0,149 -
- 21.5.2004 0,128 -
5 1.6.2004 0,132 0,036
6 2.6.2004 0,148 0,044
7 8.6.2004 0,134 0,036
8 18.8.2004 0,150 0,050
9 19.8.2004 0,142 0,044
10 23.8.2004 0,139 0,046
11 24.8.2004 0,138 0,047
12 2.9.2004 0,137 0,046
13 6.9.2004 0,14 0,048
14 5.10.2004 0,0132 0,043
pramér 0,138348
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pofadové¢islo| datum | absorbance | abs. UNICAM —abs. d. stanov.
SM.VYB 0,011711
RSD 8,5%
varovna mez 0,276696
regulaéni mez 0,415044
0,07
0,06
0,05 /]\\ y o
N /M
0,04
/ o Y
0,03 /
0,02 y/
0,01 -
O T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Obr. 12 Regulacni diagram kontrolniho vzorku na spektrofotometru UNICAM

Metoda je stabilni, hodnoty se pohybuji uvniti varovnych mezi. Nicmén¢ regulacni
diagram spektrofotometru UNICAM vykazuje zvl&sté v pocéacich meéteni velky rozptyl,
ktery je zpusoben vysokymi absorbancemi slepych stanoveni. Tato Situace naznatuje, ze

zpocéaku nastaly pii métreni slepych stanoveni mensi problémy.

PEi porovnani regulaénich diagrama kontrolniho vzorku na obou spektrofotometrech,
hodnoceni vychazi hodnoceni zaloZené na rozptylech ve prospéch spektrofotometru
Merck, protozZe relativni smérodatnd odchylka vykazuje u spektrofotometru Merck hodnotu
23,3 %. U spektrofotometru UNICAM je relativni smérodatna odchylka vysSi, coz

znamend, Ze opakovatelnost neni tak dobréa

4.6.2 Regulacni diagram na slepé stanoveni
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Tabulka Xl : Hodnoty pro regulacni diagram na hladine 0 mg/l (sepé stanoveni — Dobra

voda)
poradové ¢islo datum absorbance vypoutarz;lélcl);\ centrace
1 20.4.2004 0,099 0,243
2 21.4.2004 0,106 0,269
3 27.4.2004 0,100 0,247
4 28.4.2004 0,101 0,250
5 29.4.2004 0,104 0,262
6 6.5.2004 0,098 0,240
7 1.6.2004 0,096 0,232
8 2.6.2004 0,104 0,262
9 8.6.2004 0,098 0,240
10 18.8.2004 0,100 0,247
11 19.8.2004 0,094 0,224
12 23.8.2004 0,098 0,240
13 24.8.2004 0,091 0,213
14 2.9.2004 0,091 0,213
15 6.9.2004 0,092 0,217
16 5.10.2004 0,089 0,206
pramér 0,098 0,238
SM.VYB 0,0050 0,0190
RSD 5,2% 8,0%
varovna mez 0,195 -
regulaéni mez 0,293 -
mez detekce - 0,294746
mez stanovitelnosti - 0,427592
0,11

"l /INCA A
0,095 \\’/ \/\v/\
0,09 \’_’/‘\

0,085

0,08 T 11T 71v /17101717
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Obr. 13 Regulacni diagram na depé stanoveni
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Regulacni diagram na obr. 13 ukazuje, Ze hodnota mirn¢ ale stabilné klesd. Hodnoty
v regula¢nim diagramu nepiekracuji varovné a regulacni meze, proto pokles neni
povaZzovan za vyznamny, piesto by bylo dobré situaci dlouhodobé sledovat.

4.7 Vliv nékolikanasobného opakovani vioZeni kyvety do spektrofotometru MERCK

Vzhledem k tomu, Ze kyvety jsou valcovitého tvaru, zaleZi na skutecnosti, jak se do
spektrofotometru vlozi. Bylo nutné zajistit, aby se v optické dréze paprsku neobjevila
Z&dna bublina.

V této kapitole jde o zjistovani reprodukovatelnosti spektrofotometrického metreni po
opétovném vloZeni stejného vzorku.

P kazdém meteni vzorku na spektrofotometru Merck SQ 118 bylo provedeno pét
méteni za sebou stim, Ze bylo kyvetou ve spektrofotometru nahodné pootoceno a byl

sledovéan vliv pootoéeni kyvety na hodnoté absorbance.

Tabulka XII : Vliv pootoceni kyvety ve spektrofotometru MERCK na hodnoté absorbance

koncentr. absorbance pramér [ SM.VYB. %
(mg/l)
0,05 0,031 | 0,033 | 0,034 | 0,031 | 0,031 | 0,032 0,0014 4.4
0,05 0,044 | 0,047 | 0,047 | 0,045 | 0,048 | 0,046 0,0016 3,5
0,05 0,042 | 0,039 | 0,042 | 0,040 | 0,040 | 0,041 0,0016 40
0,05 0,061 | 0,064 | 0,063 | 0,064 | 0,062 | 0,063 0,0013 2,0
0,05 0,048 | 0,046 | 0,046 | 0,047 | 0,044 | 0,046 0,0015 3,2
0,05 0,058 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,061 | 0,061 0,0017 2,8
0,05 0,049 | 0,049 | 0,051 | 0,053 | 0,049 | 0,050 0,0018 3,5
0,05 0,066 | 0,066 | 0,064 | 0,063 | 0,064 | 0,065 0,0013 2,0
0,05 0,036 | 0,038 | 0,038 | 0,036 | 0,038 | 0,037 0,0011 2,9
0,05 0,049 | 0,054 | 0,048 | 0,049 | 0,046 | 0,049 0,0030 59
0,05 0,028 | 0,030 | 0,027 | 0,027 | 0,028 | 0,028 0,0012 4,3
0,05 0,036 | 0,036 | 0,038 | 0,035 | 0,038 | 0,034 0,0013 3,9
0,05 0,029 | 0,032 | 0,032 | 0,033 | 0,030 | 0,031 0,0016 5,2
0,05 0,041 | 0,042 | 0,043 | 0,044 | 0,041 | 0,042 0,0013 3,0
0,05 0,050 | 0,048 | 0,050 | 0,049 | 0,050 | 0,049 0,0009 1,8
0,05 0,041 | 0,042 | 0,043 | 0,040 | 0,041 | 0,041 0,0011 2,7
0,05 0,039 | 0,041 | 0,039 | 0,038 | 0,039 | 0,039 0,0011 2,7
0,05 0,042 | 0,045 | 0,043 | 0,044 | 0,042 | 0,043 0,0013 3,0
0,05 0,040 | 0,039 | 0,044 | 0,042 | 0,041 | 0,041 0,0019 4,6
0,05 0,041 | 0,043 | 0,040 | 0,041 | 0,041 | 0,041 0,0011 2,6
0,05 0,035 | 0,034 | 0,034 | 0,036 | 0,035 | 0,035 0,0008 24
0,05 0,036 | 0,038 | 0,038 | 0,037 | 0,038 | 0,037 0,0009 2,3
0,05 0,061 | 0,059 | 0,060 | 0,061 | 0,060 | 0,060 0,0008 1,3
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koncentr.

(mgl) absorbance pramér [ SM.VYB. %
0,075 | 0,070 | 0,071 | 0,072 | 0,070 | 0,071 | 0,071 0,0008 1,1
0,1 0,088 | 0,083 | 0,083 | 0,085 | 0,084 | 0,085 0,0021 24
0,1 0,091 | 0,095 | 0,096 | 0,091 | 0,092 | 0,093 0,0023 25
0,1 0,071 | 0,072 | 0,075 | 0,072 | 0,071 | 0,072 0,0016 2,2
0,1 0,061 | 0,058 | 0,059 | 0,062 | 0,061 | 0,060 0,0016 2,7
0,1 0,078 | 0,076 | 0,080 | 0,079 | 0,080 | 0,079 0,0017 2,1
0,125 | 0,089 | 0,090 | 0,088 | 0,088 | 0,090 | 0,089 0,0010 1,1
0,15 0,092 | 0,094 | 0,092 | 0,093 | 0,092 | 0,093 0,0009 0,9
0,2 0,088 | 0,090 | 0,086 | 0,086 | 0,084 | 0,087 0,0023 2,6
0,2 0,090 | 0,092 | 0,089 | 0,092 | 0,093 | 0,091 0,0016 1,8
0,2 0,099 | 0,098 | 0,200 | 0,202 | 0,100 | 0,100 0,0015 1,4
0,2 0,098 | 0,100 | 0,099 | 0,202 | 0,101 | 0,100 0,0016 1,5
0,3 0,081 | 0,084 | 0,085 | 0,084 | 0,086 | 0,084 0,0019 2,2
0,3 0,080 | 0,082 | 0,084 | 0,083 | 0,084 | 0,083 0,0017 2,0
0,3 0,084 | 0,079 | 0,076 | 0,078 | 0,080 | 0,079 0,0030 3,7
0,3 0,094 | 0,098 | 0,095 | 0,090 | 0,092 | 0,094 0,0030 3,2
0,5 0,173 | 0,157 | 0,154 | 0,167 | 0,166 | 0,163 0,0078 4,7
0,75 0,268 | 0,266 | 0,263 | 0,266 | 0,266 | 0,266 0,0018 0,6
1 0,309 | 0,308 | 0,312 | 0,308 | 0,312 | 0,310 0,0020 0,6
15 0,474 | 0,470 | 0,479 | 0,475 | 0,478 | 0,475 0,0036 0,7
2 0,564 | 0,566 | 0,567 | 0,566 | 0,564 | 0,565 0,0013 0,2
25 0,687 | 0,683 | 0,689 | 0,684 | 0,689 | 0,686 0,0028 04
25 0,671 | 0,665 | 0,675 | 0,666 | 0,665 | 0,668 0,0045 0,6
25 0,733 | 0,729 | 0,729 | 0,732 | 0,730 | 0,731 0,0018 0,2
25 0,697 | 0,694 | 0,700 | 0,696 | 0,698 | 0,697 0,0022 0,3
25 0,702 | 0,705 | 0,705 | 0,705 | 0,703 | 0,704 0,0014 0,2
procentudlni pramér 2,4%

Z tabulky XI1 Ize vysledovat, Ze ¢im je koncentrace vzorku vysSi, tim je procentudni
rozdil mezi jednotlivymi absorbancemi u jednoho vzorku menSi. To znamend, Ze pri
vySSich koncentraci se do meéfeni zanaSi menSi chyba. Pramérnd hodnota se vyjadiuje
k ngjistoté, ztabulky by se dala kvantifikovat jedna ze sloZzek nejistoty. Procentudni

pramer je prijatelné ¢islo.

Bylo zji&éno, Ze pootoceni kyvety mé urcity vliv na vyslednou hodnotu absorbance.

Tato zji&teéni byla zanesena do tabulky X11 a nésledné podpoiena statistickymi vypocty.

4.8 Sledovani absorbance v zavislosti na dase

Firma Merck v navodu garantuje, Ze hodnota absorbance po 30-ti minutéch od konce
reakeni doby neklesne o vice jak 5 %. Proto byl sledovan vliv ¢asu na vysledné absorbanci.




UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 52

V jeden den byl vedle sebe zjistovan vliv ¢asu na absorbanci dvou vzorka pii stejné
koncentraci a vysledky byly zaneseny v tabulce XIII. Graficky na obr. 14 je zndzornén

pouze vzorek ¢. 1.

Tabulka X111 : Tabulka zavidosti poklesu absorbance na ¢ase u dvou vzorkii (¢ = 2,5 mg/l)

tas vzorek ¢. 1 vzorek €. 2
(min) absorbance % absorbance % absorbance % absorbance %
(UNICAM) (Merck) (UNICAM) (Merck)
0 0,646 100 0,681 100 0,658 100 0,672 100

10 0,645 99,8 0,671 98,5 0,654 99,3 0,666 99,1
20 0,639 98,9 0,663 97,3 0,649 98,6 0,664 98,8
30 0,629 97,6 0,655 96,1 0,632 96,0 0,655 97,4
40 0,628 97,2 0,651 95,5 0,631 95,9 0,650 96,7
50 0,625 96,7 0,640 96,9 0,628 95,4 0,642 95,5
60 0,610 94,4 0,622 91,3 0,620 94,2 0,632 94,0
90 0,601 93,0 0,608 89,2 0,615 93,4 0,619 92,1
120 0,560 86,6 0,577 84,7 0,590 89,6 0,592 88,1

Ve vysledku se procentualné oba vzorky mérené pii stejné koncentraci 1iSily jen velmi
mélo. Do 30-ti minut zbyva v piipadé vzorku ¢. 1 2,6% a 1,1 % a u vzorku ¢. 2 1,0% a
2,7%.

102
100 l
I
98
u - UNICAM
96 ® o
Merck .
X 94 [ ] .
92 [ ]
90 - .
88 - [ ]
86 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
¢as (min)

Obr. 14 Zavidost poklesu absorbance s casem pri ¢ = 2,5 mg/l

Stejn¢ tak bylatento den mérena zavislost poklesu absorbance s ¢asem i pii koncentraci
0,05 mg/l. V tomto piipadé byl méten pouze jeden vzorek. Vysledky byly zaneseny do
tabulky X1V agraficky znazornény naobr. 15.
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Tabulka X1V : Tabulka zavidosti poklesu absorbance na ¢ase (c = 0,05 mg/l)

gas (min) absorbance o absorbance o
¢ (UNICAM) 0 (Merck) 0
0 0,157 100 0,049 100
10 0,157 100 0,048 97,6
20 0,151 96,1 0,048 97,6
30 0,150 95,5 0,046 93,8
40 0,147 93,6 0,045 91,8
50 0,143 91,0 0,043 87,7
60 0,138 87,9 0,043 87,7
90 0,133 84,7 0,041 83,6
120 0,128 81,5 0,040 81,6
120
UNICA
00r 8y , M
t 5 . o
801 Merck .
X 60
40 -
20 4
0 T T T T T T
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Obr. 15 Zavidost poklesu absorbance s casem pri ¢ = 0,5 mg/l

Z tabulek X111 a X1V i obr. 14 a 15 je ziejmé, Ze absorbance sc¢asem mirné klesa
Experiment potvrdil, Ze po uplynuti 30-ti min hodnota neklesne o vice nez 5 % aZ na jednu
vyjimku.

Tento fakt byl experimentdiné ovéien. Z méreni vyplyva, Ze hodnota, kterou udévéa
vyrobce, je splnéna v pripadé koncentrace 2,5 mg/l stoprocentn¢, ale u koncentrace 0,5
mg/l jen na 50%, protoZe u spektrofotometru Merck klesla hodnota absorbance o vice jak
5%, presniji 0 6,2%.

Pokles absorbance zptasobi zmeény i v hodnoté koncentrace, coz je dalSi prispévek

K nejistoté.
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4.9 Opakovatelnost pracovniho postupu

V pribéhu celého experimentu byla meérena opakovatelnost stanoveni AOX.

Opakovatelnost byla provadéna na kalibratnich vzorcich aty byly zaznamenany v tabulce
XV, XVI, XVII aXVIII.

V této kapitole byla sledovana koncentrace m¢rend na spektrofotometru Merck i

UNICAM..

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze byla sledovéna opakovatelnost pracovniho postupu,

k pottebnému vypoétu koncentraci byly kalibracni kiivky prohozeny. V tabulce XVII bylo

pocitano s kalibracni kiivkou z obr. 7 pro Merck a obr. 8 pro UNICAM a v tabulce XVIII
s kalibra¢ni kiivkou z obr. 3. pro Merck aobr. 4 pro UNICAM.

Tabulka XV : Hodnoty namerenych absorbanci u 4-CP

datum |konc.| spektr. absorbance pramér| SM.VYB.| RSD
105.2004| 005 Merck |0,044|0,042|0,050|0,048(0,049| 0,047 0,0034 | 0,0737
’ UNICAM [0,149|0,135|0,1501 0,147 |0,158| 0,148 0,0083 | 0,0561
1752004| 25 Merck |0,733|0,729(0,729|0,732|0,730| 0,731 0,0018 | 0,0025
" |UNICAM | 0,697|0,694|0,700|0,696|0,698| 0,700 0,0022 | 0,0032
185.2004| 01 Merck |0,088|0,091|0,071|0,061|0,078| 0,078 0,0123 | 0,1583
’ UNICAM [0,163|0,166|0,128|0,121|0,122| 0,140 0,023 0,1611
195.2004| 02 Merck |0,078|0,098|0,088|0,090(0,099| 0,091 0,0085 |0,0941
"~ |UNICAM |0,161|0,168|0,149|0,162|0,190| 0,166 0,0151 | 0,0908

Tabulka XVI : Hodnoty nameérenych absorbanci u 2,4-DCP
datum |konc.| spektr. absorbance pramér | SM. VYB.| RSD
24.8.2004| 005 Merck |0,020|0,027{0,020|0,025|0,030| 0,024 0,0044 |0,1800
’ UNICAM |0,132|0,134/0,133|0,134| 0,136| 0,134 0,0015 |(0,0111
202004 | 005 Merck [0,017|0,030|0,025|0,026| 0,020 | 0,024 0,0051 |0,2173
’ UNICAM |0,134/0,131|0,130|0,130| 0,128 | 0,131 0,0022 |0,0168
692004 | 2 Merck [0,499|0,492|0,523|0,509| 0,553 | 0,515 0,0241 |0,0468
UNICAM |0,509|0,484/0,530(0,580| 0,521 | 0,525 0,0354 |0,0674
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Tabulka XVI1 : Vypocty vztahujici se k tabulce XV (pro 4-CP)

datum koncentr. absorbance vypo¢. konc. (mg/l) | vychyleni metody (%)
(mg/l) | Merck | UNICAM |Merck | UNICAM | Merck | UNICAM
0,044 0,149 0,130 0,130 160,0 160,0
0,042 0,135 0,122 0,060 144,0 20,0
10.5.2004| 0,05 0,050 0,150 0,153 0,135 206,0 170,0
0,048 0,147 0,146 0,120 192,0 140,0
0,049 0,158 0,149 0,174 198,0 248,0
0,733 0,697 2,833 2,851 13,3 14,0
0,729 0,694 2,817 2,836 12,6 13,4
17.5.2004 25 0,729 0,700 2,817 2,865 12,6 14,6
0,732 0,696 2,829 2,846 13,1 13,8
0,730 0,698 2,821 2,856 12,8 14,2
0,088 0,163 0,302 0,199 202,0 99,0
0,091 0,166 0,314 0,214 214,0 114,0
18.5.2004 01 0,071 0,128 0,236 0,026 136,0 74,0
0,061 0,121 0,196 - 96,0 -
0,078 0,122 0,263 - 22,0 -
0,078 0,161 0,263 0,190 315 50
0,098 0,168 0,342 0,224 71,0 12,0
19.5.2004 0,2 0,088 0,149 0,302 0,130 51,0 35,0
0,090 0,162 0,310 0,195 55,0 2,5
0,099 0,190 0,346 0,333 73,0 66,5

Tabulka XVI1I : Vypocty vztahujici se k tabulce XVI (pro 2,4-DCP)

datum koncentr. absorbance vypoé. konc. (mg/l) | vychyleni metody (%)
(mg/l) | Merck [ UNICAM [Merck | UNICAM | Merck | UNICAM
0,020 0,132 - 0,024 - 52,0
0,027 0,134 - 0,033 - 34,0
24.8.2004| 0,05 0,020 0,133 - 0,028 - 44,0
0,025 0,134 - 0,033 - 34,0
0,030 0,136 - 0,042 - 16,0
0,017 0,134 - 0,033 - 34,0
0,030 0,131 - 0,019 - 62,0
2.9.2004 0,05 0,025 0,130 - 0,014 - 72,0
0,026 0,130 - 0,014 - 72,0
0,020 0,128 - 0,005 - 990,0
0,499 0,509 1,738 1,769 13,1 11,5
0,492 0,484 1,712 1,653 14,4 17,3
6.9.2004 2 0,523 0,530 1,828 1,866 8,6 6,7
0,509 0,580 1,775 2,097 11,2 4,8
0,553 0,521 1,940 1,824 3,0 8,8
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U nizkych koncentraci vzorku se opakovatelnost pracovniho postupu nepotvrdila, ale u
vysokych koncentraci vzorku tato skuténost zjisténa byla

Vychyleni metody je u 4-CP i 2,4-DCP v tipadé nizkych koncentreaci vzorku obrovska,
takZe ztohoto hlediska se jevi metoda jako nevhodna k mereni. Nicméné pii méreni

vysokych koncentraci vzorku jsou vysledky uspokojive.

410 Satistické vypocty

Vypocéty byly provedeny pro parachlorfenol a uvedeny v priloze 1 podle ¢eské normy
[25].
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Tato préce se zabyva modifikaci klasického stanoveni AOX, kde misto
mikrocoulometrické titrace jsou adsorbovatelné organicky vézané halogeny stanoveny
spektrofotometricky ve viditelné oblasti spektra. Diplomova préce téZ ovéiuje funkénost
komeréniho kyvetového testu firmy Merck, ktery neni v praxi prilis obvykly

V diplomové préci byla ovérovana kalibracni zévislost AOX standardu dodaného
firmou Merck a parachlorfenolu, ktery je pouzZivan jako referencni materiad u

mikrocoulometrickeé titrace.

U parachlorfenolu byla kalibrace provedena nejen v pracovni oblasti doporucované
vyrobcem, ktera ¢ita rozpéti 0,05 mg/l — 2,5 mg/l, ale i pod prvnim bodem a nad poslednim
bodem kalibracni kiivky. Kalibrace pod hranici doporucovanou vyrobcem byla velmi
problematicka, korelacni koeficienty vysly nizké a rozptyly vysledka byly velké nato, aby
se tento test dal v praxi pouzit jako analytickd metoda. Zigimé proto vyrobce testu
nedoporucuje pracovat mimo pracovni oblast.

U AOX standardu byla kalibra¢ni zavislost provérovana pouze v rozpéti doporuceném
vyrobcem.

Stanovenim vybranych chlorfenoli v kapalnych a pevnych matricich metodou plynové
chromatografie bylo zji&téno, Ze dodany AOX standard neznamého sloZeni obsahuje 2,4-
dichlorfenol.

Soucésti dodaného testu byl slepy vzorek. Pri porovnani absorbanci slepého vzorku
dodaného vyrobcem a slepého vzorku sloZzeného z Dobré vody byly zji&ény téméi shodné
hodnoty a z toho Ize usoudit, Ze dodany slepy vzorek je ziejmé sloZen z destilované vody.

Bylo nutné dodrZovat dana doporuceni, protoZe vysledky métené mimo doporucované

podminky jsou nereprodukovatelné a nedaji se pouzit.
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Jednim z Ukolt bylo porovnani této metody se zavedenou a ovéienou
mickrocoulometrickou titraci. Metodou spektrofotometrického stanoveni bylo proméreno
41 redlnych vzorka raznych typa vod a vysledky byly srovnany sbézné pouzivanou
metodou mikrocoulometrické titrace. Uké&zalo se, Ze relace mezi coulometrickym a
spektrofotometrickym stanovenim jsou dobré, protoZe se bliZi jedni¢ce. Z toho plyne, Ze
metody jsou vzgjemné srovnatelné.

Z regulacnich diagrama, které byly vedeny na slepé stanoveni a pii koncentraci 0,05
mg/l Ize vysledovat, Ze stanoveni AOX pomoci kyvetového testu firmy Merck je stabilni,
hodnoty se pohybuji uvnitt regulacnich a varovnych mezi. Spektrofotometr Merck
vykazoval v piipadé vedeni regula¢nich diagrami dlouhodobe lepsi vysledky.

V praxi bylo ovétreno tvrzeni vyrobce o stabilité absorbance, které zni, Ze do 30-ti minut
po konci reakéni doby hodnota absorbance neklesne o vice jak 5%. AZ na jednu vyjimku
byl tento fakt potvrzen.

Opakovatelnost pracovniho postupu ukézala funkénost testu pouze u vzorka
obsahujicich vysoké koncentrace AOX.

Metoda spektrofotometrického stanoveni se v praxi priliS neosvédéila, protoze
stanoveni kazdého vzorku je pomérné drahé a nepiesné. DalSi nevyhodou tohoto testu je
skute¢nost, Ze je uzptasoben k méieni vysokych koncentraci AOX ve vzorcich, ato od 0,05
mg/l do 2,5 mg/l. VétSina vzorkia ma v3ak koncentrace daleko niZsi a pro tuto metodu jsou
piilis ,¢isté". Problémem se jevil i fakt, Ze voda nesméla byt filtrovana a tudiz vzorky,
které byly zakalené, nemohly byt zmeteny.

Porovnani obou metod vyznélo jednoznacné ve prospéch mikrocoulometricke titrace. |
kdyZ i u této metody vyvstava problém v piipadé vzorka obsahujicich vysoké koncentrace
adsorbovatelnych organicky vézanych halogent, protoZe tato metoda méii v rozsahu 0,01
mg/l az 0,3 mg/l. U vzorka o vysoké koncentraci prichazi na fadu tedéni, kterym se do
méteni zavadi chyba..

Pro potieby laboratofe byl vypracovan standardni operacni postup a sestrojena
aparatura.
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Touto diplomovou praci byl zvalidovan postup stanoveni AOX ve vodnych matricich
spektrofotometricky ve viditelné oblasti spektra pomoci béZzné dostupnych komerénich
kyvetovych testt firmy Merck sadsorpci na aktivnim uhli. Cela diplomova préace byla

zavrSena zpracovanim validacniho protokolu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

EN — evropské normy

AOX - adsorbovatelné organicky vazané halogeny

EOX - extrahovatelné organické halogeny

POX - tekaveé organické halogeny

UV - ultrafialové zéreni

VIS - viditelné z&feni

MZP CR - Ministerstvo Zivotniho prostiedi Ceské republiky

RSD - relativni smérodatna odchylka

SM.VY B — smeérodatna odchylka vybéru

A — absorbance

¢ - koncentrace



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka 64

TERMINY A DEFINICE

Parametr = ukazatel

Pesticidy — organické insekticidy, herbicidy, fungicidy, nematocidy, akaricidy, atd.

Referencni materidl — materidl nebo latka, jejiz jedna nebo vice hodnot vlastrnosti je
dogtatecné homogenni a dobie stanovend, aby mohl(a) byt pouzit(a) ke kalibraci pristroje,
posouzeni merici metody nebo k prifazeni hodnot materidlim. Tento termin popisuje
materidly, které jsou ¢asto nazyvany standardy k méfeni, t.j. chemické latky pouzité pro
kalibra¢ni aidentifikagni tcely [11].

CRM - certifikovany referencni materidl — referencni material doprovézeny certifikatem,
jehoz jedna nebo vice hodnot vlastnosti je certifikovana postupem, ktery ustanovuje
navaznost na spréavnou realizaci jednotky v niZ jsou hodnoty vlastnosti vyjadieny, a jehoz
kazda certifikovana hodnota je doprovézena nejistotou na uvedené konfiden¢ni drovni
[11].

Standard — ma dvoji kontext
- gandard k meéteni — ve smyslu referencni materiél
- normalizované metody — vztahuje se k norméam [11].
Slepé stanoveni = blank
Méteni — soubor ¢innosti, jejichzZ cilem je stanovit hodnotu veliciny [11].
Mérena velicina— konkrétni veli¢ing, ktera je predmétem meéreni [11].

Metoda meieni — logicky sled po sob¢ nasledujicich genericky posloupné popsanych

¢innosti, které jsou pouzivany pri merenich [11].

Postup meteni — soubor specificky popsanych ¢innosti, které jsou pouzivany pii méreni
danou metodou. Postup méieni se obvykle popisuje v dokumentu, ktery je nékdy nazyvan
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Postup méreni nebo Metodika méreni a je uveden dostatecné podrobné, aby umoznil

pracovnikovi provést méieni bez dalSich informaci [11].

Vysledek méieni — hodnota ziskana mérenim prisouzena merené velicing [11].

Validace — potvrzeni zkouménim a poskytnuti objektivniho dikazu, Ze jsou spinény
jednotlivé poZadavky pro specifické zamyslené pouziti [11].

Validace metody —

1. Proces potvrzeni vykonostnich charakteristik a omezeni identifikace vliva, které
mohou tyto charakteristiky zménit a do jaké miry.

2. Proces ovéieni, Ze metoda je vhodna pro dany Ucel, tj. pro feSeni urcitého
analytického problému [11].
Validace instrumentace — popis procesu ktery potvrzuje, Ze je pristroj v danén okamziku
schopen funkce v souladu s planovanou specifikaci [11].

Vertifikace — ovéreni jiz ovéieného postupu (je funkeni), validace v uréitych podminkéach.
Je to nékym navrZzend metoda a v laboratofi se odskousi, jestli to fungije, jak ma (existuje

norma).

Pracovni (me¢tici)rozsah — soubor hodnot métenych velicin, pro néjz lezi chyba meticiho
zafizeni uvnitt stanovenych mezi. Rozmezi koncentraci, ve kterych se da stanovit analyt
s prijatelnou spréavnosti a presnosti. Pracovni rozsah nemusi byt nutné linearni. Je méiena
odezva signdlu na koncentraci standardu v co nejSirSim rozmezi [11].

Linearita — definuje schopnost metody poskytnout vysledky zkoudky piimo damérné ke
koncentraci analytu. Linedrni rozsah je odvozovan od rozsahu koncentraci analytu, ve
kterém poskytuje metoda vysledky zkousky umerné koncentraci analytu [11].

Citlivost — podil zmeény vystupniho signdlu meéficiho pristroje a odpovidajici zmény
vstupniho signélu. [11].

Citlivost meticiho pristroje — schopnost meticiho pristroje reagovat na malé zmeény
hodnoty podnétu. [11].
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Prah citlivosti — nemensi zména podnétu, ktery zptisobi pozorovatelnou zménu odezvy
meéticiho pristroje [11].

Mez detekce — negjniZsi obsah, ktery miZe byt méten srozumnou statistickou jistotou.
Nejniz8i koncentrace analytu, kterd maze byt za podminek zkousky detekovéna, ale ne

nutn¢ kvantifikovana. [11].

Mez stanovitelnosti - nejnizsi koncentrace analytu stanovena sprijatelnou presnosti
(opakovatelnosti) a spravnosti [11].

Spravnost - mira tésnosti mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou analytu. Analyzuje se
vhodny referencni materidl, tam kde neni dostupny, se pak stanovuje metodou pridavku
standardu [11].

Spréavnost meticiho pristroje — schopnost meéticiho pristroje poskytovat odezvu tésné u
skutecné hodnoty. V tomto kontextu je spravnost kvalitativnim pojmem. [11].

Pfesnost — tésnost shody mezi nezédvislymi vysledky zkouSek ziskanymi za piedem
specifikovanych podminek. Mira reprodukovatelnosti méteni v ramci daného souboru, coz
je rozptyleni souboru okolo jeho centralni hodnoty [11].

Jakost — celkovy souhrn vlastnosti a znaka produktu nebo sluzby, které ovliviuji jejich
schopnost uspokojovat stanovené a predpokladané potieby. [11].

Opakovatelnost — presnost za podminek opakovatelnosti [11].

Reprodukovatelnost — presnost za podminek reprodukovatelnosti (jiny analytik, jiné
zatizeni, stejnd laborator, rozsdhly casovy interval), t.j. typ presnosti za zménénych
podminek [11].

Specificnost — schopnost metody meéfit pouze to, co je v umyslu metit. Udava rozsah
koncentrace, ve kterém je analyt stanoveny ve smési ostatnich latek. Pri sledovani
specifi¢nosti je tieba sledovat vytéZnost v raznych komplexnich (redlnych) matricich [11].
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Smerodatna odchylka — mira rozptyleni hodnoty kolem stiedni hodnoty v rozdéleni hodnot
[11].

Konfirmace identity - potvrzeni, Ze signdl lze prifadit danému analytu a nepochézi od

rusivych vliva [11].

Robustnost - vyjadiuje necitlivost metody k riznym ruSivym vlivam. Patii k zékladnim
validacnim parametram. Postup je matematicko — statisticky. Experimentéiné se uréuje

umysinym zanaSenim malych zmén do standardniho operacniho postupu [11].

Odchylka — rozdil mezi stiedni hodnotou vysledki zkouSek a prijatou referen¢ni hodnotoul.
Odchylka je celkova systematické& chyba v protikladu k ndhodné chybé. Charakterizuje
systematickou chybu daného analytického postupu odchylkou stiedni hodnoty
analytického vysledku od skute¢né hodnoty [11].

Stredni hodnota — odsouhlasen& referencni hodnota slouzici pro porovnani. Vznikne
z nekonecného poctu meéieni téze veliciny uskutecnénych za podminek opakovatelnosti
[11].

Skutecna hodnota— odpovida definici dané specifikované veliciny.
Rozdil mezi stiedni hodnotou (p) a skutecnou hodnotou (1) : A = p—t [11].

Kalibracni krivka — grafické znédzornéni méreného signalu jako funkce mnozstvi analytu.
[11].

Nejistota (nejistota méteni) - parametr pridruzeny k vysledku méteni, ktery charakterizuje
rozptyleni hodnot, které mohou byt davodné prisuzovany k méiené velic¢ing. Timto
parametrem muZze byt napi. smérodatnd odchylka (nebo jeji ndsobek) nebo Sitka intervalu
spolehlivosti. Nejistota meteni obecné sestdvd z mnoha slozek. V mnoha pripadech
chemické analyzy bude meérenou velicinou koncentrace (jakykoliv udany vyraz o
koncentraci hmotnostni, latkového mnoZstvi, objemové nebo procentudni). Chemicka
analyza je viak pouzivanai pro méteni jinych veli¢in, napt. barvy, pH apod. Vy3Se uvedena
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definice nejistoty je zamétena na takovy rozsah hodnot, o kterém se analytik davodné
domnivg, Ze ho lze pritadit mérené velicing [10].

- zdroje nejistoty - v praxi muze pochézet nejistota vysledku z mnoha moznych zdroju,
mezi néZ |ze napr. uvést nejasnou definici, vzorkovani, matricové vlivy ainterference, vliv
podminek a prostiedi, nejistoty hmotnostnich a objemovych metidel, referencni hodnoty,
aproximace a predpoklady, které jsou soucasti mefici metody a meéficiho postupu, a
nédhodnou variabilitu [10].

- sloZky nejistoty - pti odhadu celkové nejistoty je vzdy nezbytné uvazit kazdy zdroj
nejistoty a vyhodnotit oddélené prispévek ztoho zdroje, kazdy zdil¢ich piispévka je
nazyvéan slozkou nejistoty (je-li vyjadiena ve form¢ smérodatné odchylky, hovotime o
standardni nejistoté), pro vysledek méreni se celkova nejistota nazyva kombinovanou
standardni nejistotou, kteraje rovna odhadu smérodatné odchylky [10].

Chyba - rozdil mezi vysledkem méteni a skutecnou hodnotou metrené veliciny, chyba ma
diskrétni hodnotu, v podstaté 1ze znamou hodnotu chyby pouZit ke korelaci vysledku [11].

Nahodna chyba — rozdil mezi vysledkem méieni a sttedni hodnotou.
Rozdil mezi pozorovanou hodnotou (x;) a mezni sttedni hodnotou () : 6 = x; —p [11].

Systematicka chyba — stiedni hodnota, ktera by vznikla z nekone¢ného pocétu mereni téze
veli¢iny uskute¢nénych za podminek opakovatelnosti, minus skutecna hodnota veliciny.



PRILOHA 1

Ukézka statistickych vypoéti pro parachlorfenol

V potaz bylo brdno pouze pét hodnot jak prvniho (0,05 mg/l) tak posedniho (2,5 mg/l)
bodu kalibracni kiivky, protoZe opakovatelnost se me¢ti v krétkém casovém Useku, nejlépe
v jeden den. V tomto pripadé Slo o hodnoty mérené v rozpéti jednoho tydne.

Spektrofotometr Merck

Testovani homogenity rozptyli

Tabulka XIX : Zaznamovy list kalibracnich Gdajs

i Ci1 Ai1 Aio Aiz Aig Ais
1 0,05 0,044 0,042 0,05 0,048 0,049
2 0,1 0,071
3 0,2 0,088
4 0,3 0,094
5 0,5 0,173
6 0,75 0,266
7 1 0,309
8 15 0,475
9 2 0,566
10 25 0,687 0671 | 0697 | 0,702 0,733
Tabulka XX : Zaznamovy list Udaju pro jednoduchou lineérni regres
i G Ci2 G Ci2 G.Aj
1 0,05 0,0025 0,14 0,0196 0,007
2 0,1 0,01 0,281 0,078961 0,0281
3 0,2 0,04 0,405 0,164025 0,081
4 0,3 0,09 0,535 0,286225 0,1605
5 0,5 0,25 0,662 0,438244 0,331
6 0,75 0,5625 0,789 0,622521 0,59175
7 1 1 0,916 0,839056 0,916
8 15 2,25 1,058 1,119364 1,587
9 2 4 1,173 1,375929 2,346
10=N 25 6,25 1,303 1,697809 3,2575
X 14,455 6,641734 9,30585




Tabulka XXI : Zaznamowy list Udaju k analyze rozptylu

i G Ai1 Aiz Ais Ais Ais | SM.VYB. | SM.VYB?
1 | 005 | 0044 | 0,042 | 0,05 | 0,048 | 0,049 | 0003435 | 1,18.10
10| 25 | 0687 | 0671 | 0,697 | 0,702 | 0,733 | 0,022869 | 0,000523

Tabulka XXI1 : Viypocet smerodatné odchylky zakladniho souboru

i G Ai1 Ais Ais Ais Ais RSD RSD?
1 | 005 | 0,044 | 0042 | 0,05 | 0,048 | 0,049 | 0,003072 | 9,44.10°
10| 25 | 0687 | 0671 | 0,697 | 0,702 | 0,733 | 0,020455 | 0,0004184

Testova hodnota pro F-test (pomér rozptyli): PG = 44,3

Fo’o5(4;9) = 6,6558
Fo’01(4;9) = 6,6558

Tabulka XXIII : Kritickd hodnota rozdéleni F na hladiné 95%

hladina tabulkova hodnota vypoéitana hodnota
99% 6,422056 6,6558
95% 3,63309 6,6558

Metoda je v obou piipadech sice linedrni, protoZe vypocitané F je v pripadé hladiny
99% nizSi nez F-kritické z tabulek a na hladiné 95% je to tésné, protoZe vypocitané F je
vySSi 0 2 desetiny.

Vypocet parametra piimky

Tabulka XXIV

i G Ai G-C A-A~ (c-c )2 |(c-c)*(A-A)
1 0,05 0,044 -1,01111 | -0,27628 | 1,022346 0,279348
2 0,05 0,042 -1,01111 | -0,27828 | 1,022346 0,28137
3 0,05 0,05 -1,01111 | -0,27028 | 1,022346 0,273281
4 0,05 0,048 -1,01111 | -0,27228 | 1,022346 0,275303
5 0,05 0,049 -1,01111 | -0,27128 | 1,022346 0,274292
6 0,1 0,071 -0,96111 | -0,24928 | 0,923735 0,239584
7 0,2 0,088 -0,86111 | -0,23228 | 0,741512 0,200017
8 0,3 0,094 -0,76111 | -0,22628 0,57929 0,172223
9 0,5 0,173 -0,56111 | -0,14728 | 0,314846 0,082639
10 0,75 0,266 -0,31111 | -0,05428 0,09679 0,016886
11 1 0,309 -0,06111 | -0,01128 | 0,003735 0,000689
12 15 0,475 | 0,438889 | 0,154722 | 0,192623 0,067906
13 2 0,566 | 0,938889 | 0,245722 | 0,881512 0,230706
14 25 0,733 1,438889 | 0,412722 | 2,070401 0,593861




i G Ai G-C A-A~ (c-c )2 |(c-c)*(A-A)
15 25 0,702 | 1,438889 | 0,381722 | 2,070401 0,549256
16 25 0,697 | 1,438889 | 0,376722 | 2,070401 0,542061
17 25 0,671 | 1,438889 | 0,350722 | 2,070401 0,50465
18 25 0,687 | 1,438889 | 0,366722 | 2,070401 0,527673
pramér | 1,061111 | 0,320278

Tabulka XXV : Hodnota smérnice b jako mira citlivosti

I(ci-c )*(A-A ) S(ci-c ) b a
5,111744 19,19778 0,266268 0,037738

Z tabulky se odvodi vypocet : y* =a+b* ¢ =0,32078

Hodnota smérodatné odchylky metody s,, = 0,011392

Hodnota variacniho koeficientu metody Vv,, = 1,073568%

Tabulka XXVI : Hodnota reziduéni smeérodatné odchylky s,

Ai-A (Ai-A")* L(A-A"?/(N-2) s,
-0,27628 0,076329 0,092006 0,003033
-0,27828 0,077439
-0,27028 0,07305
-0,27228 0,074135
-0,27128 0,073592
-0,24928 0,062139
-0,23228 0,053953
-0,22628 0,051202
-0,14728 0,021691
-0,05428 0,002946
-0,01128 0,000127
0,154722 0,023939
0,245722 0,060379
0,412722 0,17034
0,381722 0,145712
0,376722 0,14192
0,366722 0,134485
0,350722 0,123006
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578




Linedrni rovnice

Tabulka XXVI|
i Ci A
1 0,05 0,044
2 0,05 0,042
3 0,05 0,05
4 0,05 0,048
5 0,05 0,049
6 0,1 0,071
7 0,2 0,088
8 03 0,004
9 05 0,173
10 0,75 0,266
11 1 0,300
12 15 0,475
13 2 0,566
14 25 0,733
15 25 0,702
16 25 0,697
17 25 0,671
18 25 0,687
prameér 1,061111 0,320278
0,8
07 y = 0,2663x + 0,0377 s

R%?=0,9961

0,6
0,5
0,4
0,3 A
0,2 1

0,1 -

Obr. 17 Linearni regrese vypocitana na zaklade hodnot z predchazejici tabulky



Tabulka XXVI11 : Hodnota reziduélni smerodatné odchylky s,

A-AN (A-AN)? 2(A-AM)’/(N-2) Sy
-2,69896 7,284406 7,009778 0,026476
-2,70096 7,295206
-2,69296 7,252055
-2,69496 7,26283
-2,69396 7,257441
-2,67196 7,139391
-2,65496 7,048833
-2,64896 7,01701
-2,56996 6,604714
-2,47696 6,13535
-2,43396 5,92418
-2,26796 5,14366
-2,17696 4,739172
-2,00996 4,039955
-2,04096 4,165534
-2,04596 4,185968
-2,07196 4,293034
-2,05596 4,226988
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851

Kvadraticka rovnice

Tabulka XXIX
i Ci Aj
1 0,05 0,044
2 0,05 0,042
3 0,05 0,05
4 0,05 0,048
5 0,05 0,049
6 0,1 0,071
7 0,2 0,088
8 0,3 0,094
9 0,5 0,173
10 0,75 0,266
11 1 0,309




i Ci Ai
12 1,5 0,475
13 2 0,566
14 2,5 0,733
15 2,5 0,702
16 2,5 0,697
17 2,5 0,671
18 2,5 0,687
pramér 1,061111 0,320278
08
*

071 y=-0,0159%x" + 0,3071x + 0,0293
0.6 R?=0,9971

05 -
04 -
03 -
02 -

0,1 -

0 0,5 1 15 2 2,5 3

Obr. 18 Rovnice polynomu vypocitand na zaklade hodnot z predchazejici tabulky

Tabulka XXX : Hodnota rezidualni smérodatné odchylky s,

A-AN (A-AN? (A-A™N?(N-2) Is,
-2,63566 6,946688 6,668156 0,025823
-2,63766 6,957234
-2,62966 6,915096
-2,63166 6,925619
-2,63066 6,920356
-2,60866 6,805091
-2,59166 6,716686
-2,58566 6,685622
-2,50666 6,283329
-2,41366 5,82574
-2,37066 5,620015
-2,20466 4,860512
-2,11366 4,467546
-1,94666 3,789473
-1,97766 3,911127
-1,98266 3,930929




A-AN (A-AN?
-2,00866 4,034703
-1,99266 3,970682
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562

Spektrofotometr UNICAM

Testovani homogenity rozptyli

Tabulka XXXI : Zaznamovy list kalibracnich ddajsi

i Ci1 Al Aiz Ais Ais Ais
1 0,05 0,149 0,135 0,15 0,147 0,158
2 0,1 0,128
3 0,2 0,149
4 0,3 0,268
5 0,5 0,224
6 0,75 0,289
7 1 0,328
8 15 0,448
9 2 0,542
10 2,5 0,658 0,646 | 0,669 0,685 0,699
Tabulka XXXI1 : Zdznamovy list pro jednoduchou linearni regres
i Ci c’ A AP Ci.A
1 0,05 0,0025 0,14 0,0196 0,007
2 0,1 0,01 0,281 0,078961 0,0281
3 0,2 0,04 0,405 0,164025 0,081
4 0,3 0,09 0,535 0,286225 0,1605
5 0,5 0,25 0,662 0,438244 0,331
6 0,75 0,5625 0,789 0,622521 0,59175
7 1 1 0,916 0,839056 0,916
8 15 2,25 1,058 1,119364 1,587
9 2 4 1,173 1,375929 2,346
10=N 2,5 6,25 1,303 1,697809 3,2575
b2 14,455 6,641734 9,30585




Tabulka XXXII1: Zaznamowy list Udaj:i k analyze rozptylu

i Ci A1 Az Ais Ais Ais SM.VYB. SM.VYB.?
1 0,05 | 0,149 | 0,135 | 0,15 [ 0,147 | 0,158 0,008289 6,87.10”
10 2,5 0,658 | 0,646 | 0,669 | 0,685 | 0,699 0,021078 0,0004443
Tabulka XXIV : Vypocet smerodatné odchylky zakl adniho souboru
i Ci A1 Az Ais Ais Ais RSD RSD?
1 0,05 | 0,149 | 0,135 | 0,15 [ 0,147 | 0,158 [0,007414 5,496E.10™
10 2,5 0,658 | 0,646 | 0,669 | 0,685 | 0,699 |0,018853 0,00035544
Testova hodnota pro F-test (pomér rozptyli): PG = 6,5
Fo’o5(4;9) = 2,5495
Fo’01(4;9) = 2,5495
Tabulka XXI1I : Kritickd hodnota rozdéleni F na hladine 95%
hladina tabulkova hodnota vypoéitana hodnota
99% 6,422056 2,5495
95% 3,63309 2,5495

Metoda je linedrni, protoZze vypocitané F je v obou ptipadech nizsi nez F-kritické

Z tabulek.

Vypocet parametra piimky

Tabulka XXXVI

i G A G-C_ A-A~ (c-c)? | (c-c)*(A-AD)
1 0,05 0,149 -1,01111 | -0,17128 1,022346 0,173181
2 0,05 0,135 -1,01111 | -0,18528 1,022346 0,187336
3 0,05 0,15 -1,01111 | -0,17028 1,022346 0,17217

4 0,05 0,147 -1,01111 | -0,17328 1,022346 0,175203
5 0,05 0,158 -1,01111 | -0,16228 1,022346 0,164081
6 0,1 0,128 -0,96111 | -0,19228 | 0,923735 0,1848

7 0,2 0,149 -0,86111 | -0,17128 0,741512 0,147489
8 0,3 0,268 -0,76111 | -0,05228 0,57929 0,039789
9 0,5 0,224 -0,56111 | -0,09628 | 0,314846 0,054023
10 0,75 0,289 -0,31111 | -0,03128 0,09679 0,009731
11 1 0,328 -0,06111 | 0,007722 | 0,003735 -0,00047
12 1,5 0,448 0,438889 | 0,127722 | 0,192623 0,056056
13 2 0,542 0,938889 | 0,221722 | 0,881512 0,208173




i G Ai G-C A-A~ (c-c)? | (c-c)*(A-AD)
14 25 0,658 | 1,438889 | 0,337722 | 2,070401 0,485945
15 25 0,646 | 1,438889 [ 0,325722 | 2,070401 0,468678
16 25 0,669 | 1,438889 [ 0,348722 | 2,070401 0,501773
17 25 0,685 | 1,438889 [ 0,364722 | 2,070401 0,524795
18 25 0,699 | 1,438889 | 0,378722 | 2,070401 0,544939
pramér | 1,061111 | 0,359556

Tabulka XXXVII : Hodnota smernice b jako mira citlivosti

I(ci-c )*(A-A ) I(ci-c )? b a
4,097689 19,19778 0,213446 0,133066

Z tabulky se odvodi vypocet : y* =a+b* ¢ = 0,359556

Hodnota smérodatné odchylky metody s,, = 0,01279

Hodnota variacniho koeficientu metody V,, = 1,205375

Tabulka XXXVII1 : Hodnota rezidualni smerodatné odchylky s,

Ai-A? (Ai-AN)? Z(A-AY/(N-2) S
-0,17128 0,029336 0,074532 0,00273
-0,18528 0,034328
-0,17028 0,028995
-0,17328 0,030025
-0,16228 0,026334
-0,19228 0,036971
-0,17128 0,029336
-0,05228 0,002733
-0,09628 0,009269
-0,03128 0,000978
0,007722 0,000596
0,127722 0,016313
0,221722 0,049161
0,337722 0,114056
0,325722 0,106095
0,348722 0,121607
0,364722 0,133022
0,378722 0,143431
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578




A-AN (A-AN)’
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578
-0,32028 0,102578

Linedrni rovnice

Tabulka I XL

i Ci Ai
1 0,05 0,149
2 0,05 0,135
3 0,05 0,15
4 0,05 0,147
5 0,05 0,158
6 0,1 0,128
7 0,2 0,149
8 0,3 0,268
9 0,5 0,224
10 0,75 0,289
11 1 0,328
12 15 0,448
13 2 0,542
14 25 0,658
15 2,5 0,646
16 2,5 0,669
17 2,5 0,685
18 2,5 0,699

prameér 1,061111 0,359556

0,8

0,7 1 y =0,2134x + 0,1331

R? = 0,9891

0,6
0,5 A
0,4
0,3 A
0,2 1

0,1 -

Obr. 19 Linearni regrese vypocitana na zakladé hodnot z prredchézejici tabulky



Tabulka XL : Hodnota rezidualni smérodatné odchylky s,

A-AN (A-AN? 2(A-AN?/(N-2) Sy
-2,59396 6,728649 6,860547 0,026193
-2,60796 6,801476
-2,59296 6,723462
-2,59596 6,739029
-2,58496 6,682038
-2,61496 6,838036
-2,59396 6,728649
-2,47496 6,125446
-2,51896 6,345179
-2,45396 6,021939
-2,41496 5,832051
-2,29496 5,266859
-2,20096 4,844242
-2,08496 4,347074
-2,09696 4,397258
-2,07396 4,301326
-2,05796 4,235215
-2,04396 4,177788
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851
-2,74296 7,523851

Kvadratickarovnice

Tabulka XLI
i Ci A
1 0,05 0,149
2 0,05 0,135
3 0,05 0,15
4 0,05 0,147
5 0,05 0,158
6 0,1 0,128
7 0,2 0,149
8 0,3 0,268
9 0,5 0,224
10 0,75 0,289
11 1 0,328




i Ci Ai
12 15 0,448
13 2 0,542
14 2,5 0,658
15 2,5 0,646
16 2,5 0,669
17 2,5 0,685
18 2,5 0,699
prameér 1,061111 0,359556
0,8
07 y =0,0086X + 0,1913x + 0,1376

R® =0,9895

0,6 1
0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 1

0,1 1

Obr. 20 Rovnice polynomu vypocitand na zaklade hodnot z predchazejici tabulky

Tabulka XLII : Hodnota rezidualni smerodatné odchylky s,

Ai-A? (A-AN)? Z(A-AY*/(N-2) S
-2,53066 6,404225 6,522368 0,025539
-2,54466 6,475279
-2,52966 6,399165
-2,53266 6,414351
-2,52166 6,358754
-2,55166 6,510953
-2,53066 6,404225
-2,41166 5,816089
-2,45566 6,030251
-2,39066 5,715241
-2,35166 5,530291
-2,23166 4,980293
-2,13766 4,569577
-2,02166 4,087097
-2,03366 4,135761
-2,01066 4,042742
-1,99466 3,978657




Ai-AN (Ai-AN*
-1,98066 3,923002
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562
-2,67966 7,180562




PRILOHA 2

Standardni operacni postup (SOP)

1. Nazev metody

Stanoveni adsorbovatelnych organicky vazanych halogeni ve vodé pomoci kyvetové

spektrofotometrické metody s adsorpci na aktivnim uhli.

2. Oblast pouZiti

Postup je vhodny pro stanoveni organicky vézanych halogena absorbujicich se na
aktivnim uhli. Pouziva se pro ucely kontroly jakosti vody — pitné, povrchové a odpadni.
V téchto matricich je mozno stanovit hmotnostni koncentrace organicky vazaného chloru,
bromu a jodu (vyjédieno jako chlorid) adsorbovatelnych na aktivni uhli.

Rusivé vlivy :

Vysoké hodnoty AOX muiZze pusobit pritomny aktivni chlor. Reakci tohoto oxidacniho
¢inidla sorganickymi latkami ve vzorku a saktivnim uhlim lze zabrénit sifi¢itanem

sodnym, ktery se pridavaihned po odbéru.

Vzorky, které obsahuji zivé bunky (naptiklad mikroorganismy nebo tasy), mohou
poskytovat zvySené vysledky vzhledem k tomu, Ze obsahuji chloridy. V téchto prikladech
se vzorek analyzuje aZ 8 h po okyseleni.

1,1,2-trifluortrichlorethan (freon)

3. Bezpefnostni opatieni

Pri obsluze pristroji SPEKTROFOTOMETR UNICAM 5625 a
SPEKTROFOTOMETR SQ 118 je nutno postupovat a dodrzovat bezpe¢nostni opatieni
podle piirucek.

PFi préaci s koncentrovanymi kyselinami je nutno pouZit ochranné rukavice a bryle.



Pracovnik je povinnen dodrZovat obecné zésady bezpecnosti prace a ochrany zdravi pri
préci v chemické laboratoti. Pracovnik je proskolen o Z&konu ¢. 157 Sb., o chemickych
latkéch a pripravcich a souvisgjicich predpisi v platném znéni. Je povinen dodrZovat
pokyny autorizované osoby pii naklddani s chemickymi l&tkami a pripravky. Pracovnik
mék dispozici bezpe¢nostni a materialovy list k chemikaliim, které k metodé pouziva. Zna
obsah bezpecnostnich vét (R+S véty), kterymi jsou chemikélie oznaceny a tyto pokyny je
povinen dodrzovat.

Likvidace odpadu v laboratori se fidi smérnici odpadového hospodéistvi akciové
spolecnosti Vodni zdroje HoleSov.

4. Definice

AOX — adsorbovatelné organicky vézané halogeny (ekvivalentni hmotnost chloru,
bromu a jodu obsaZzend v organickych slou¢eninach, vyjadiené jako chloridy).

Spektrofotometrie — opticka metoda zaloZzend na principu sledovani interakce
elektromagnetického zéreni s atomy a molekulami analyzované latky.

Lambertiv — Beeriv zékon — vyjadiuje vztah mezi absorbovanym zéfivym tokem,
tloustkou absorbujiciho prostiedi a koncentraci absorbujiciho prostiedi.

5. Princip
Princip metody je zaloZen na zeslabeni svételného toku po prachodu
monochromatického paprsku zbarvenym roztokem. Z velikosti absorpce pak Ize uréit

koncentraci.

AOX jsou adsorbovany aktivnim uhlim a poté po vymyti jakychkoliv adherujicich

anorganickych halogenu rozloZeny. Vysledné halogeny se nasledné stanovuji fotometricky.



6. Cinidla a materialy
V&echna pripravena ¢inidla jsou oznatena ndzvem roztoku, datem piipravy a jménem
pracovnika, ktery roztok ptipravoval. Pokud neni uvedeno jinak, chemikalie se pouzivaji
do spotiebovani.

Ke kalibraci se pouzivéa referen¢ni material parachlorfenol od firmy Merck (6.5.).

6.1. Specidlni voda — voda progt4 stanovovanych analyta, napt. balena pitna voda pod

obchodnim oznac¢enim Dobré voda (nesycena CO,, modry uzaver).

6.2. Slepy vzorek — MERCK, kyveta s bilym Sroubovacim vickem (je nezbytny pouze
pti pouZivani spektrofotometru SQ 118).

6.3. Slepy vzorek — vlastni, speciélni voda.

6.4. Siticitan sodny, roztok, c(NaSOs) = 1 mol/l.

V odmeérné barce na 1000 ml (7.11.) se ve speciani vode¢ (6.1.) rozpusti 126 g sificitanu
sodného (Na,SOs3). Objem se doplni po rysku specidlni vodou (6.1.).

6.5. Parachlorfenol, referencni material, podle normy DIN 38409-H 14, AOX = 194 —
206 mg/l, dodavatel firma MERCK. Skladuje se v lednici pii 4°C..

6.6. Parachlorfenol, pracovni roztok, AOX = 2,5 mg/I

Do odmerné barnky na 1000 ml (7.11.) naplnéné z poloviny specidni vodou (6.1.) se
pipetou (7.5.) prevede 12,5 ml referencniho materidlu (6.4.) pod hladinu a doplni se po
rysku specidlni vodou (6.1.). Pracovni roztok se miize skladovat v lednici pti 4°C jeden

masic.

6.7. Hydroxid sodny, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I



V odmérné bance na 1000 ml (7.12.) se ve specidni vodé rozpusti 40 g hydroxidu
sodného (NaOH) p. a. adoplni se po rysku speciani vodou (6.1.). Skladuje se v lednici pfi
4°C.

6.8. Kyselinadusi¢na (HNOg3), roztok, c(HNO3) = 1 mol/I

Do odmerné banky na 1000 ml (7.11.) naplnéné z poloviny specidlni vodou se pipetou
(7.5.) ptida 10 ml kyseliny dusi¢né (6.10.) a doplni se po rysku specidni vodou (6.1.).
Skladuje se v lednici pri 4°C.

6.9. Hydroxid sodny, NaOH.

6.10. Kyselinadusi¢nd, HNOs, koncentrovana

6.11. Kyselina sirova, H,SO4, koncentrovana

6.12. Cinidlo AOX-1.

6.13. Cinidlo AOX-2.

6.14. Cinidlo AOX-3.

6.15. Cinidlo AOX-4.

6.16. Cinidlo AOX-5.

6.17. Cinidlo AOX-6.

6.18. Cinidlo AOX-1K .

6.19. AOX standard



7. Piistroj e a vybaveni

7.1. Pristroj SPEKTROFOTOMETR UNICAM 5625 (priitokovy)

7.2. Pristroj SPEKTROFOTOMETR SQ 118 (kyvetovy)

7.3. Odmerny valec 100 ml na odmeérovani vzorku

7.4. Automatick pipeta (pistovd) 1-5 ml

7.5. Pipeta10 ml

7.6. Pipeta20 ml

7.7. Pipeta25ml

7.8. Mikrosttikacka, (Hamilton) 500 um

7.9. Pipeta, (Transferpette) 200 um

7.10. Univerzani indiké&orové papirky pro méeni pH 0 — 12

7.11. Odm¢rné barnky 25 ml, 100 ml, 1000 ml

7.12. Sklenéna vzorkovnice se zabrusem, 250 ml

7.13. Sklenéné ndlevka

7.14. Modra mikrolzicka, 50-60 mg

7.15. Sklenéna ké&dinka, 100 ml

7.16. Plastova stiikacka, 10 ml



7.17. Zelend mikrolzicka

7.18. Pipeta 10 ml, délena

7.19. Sklenéna délicka, 250 ml

7.20. Plastova $picka, 10 ml

7.21. Plastova spojka

7.22. Termoreaktor Spectroquant TR 320

7.23. Pipeta 40 ml

7.24. Stojanek

7.25. Drzak

7.26. Plastoveé kolony

7.27. Kyveta

7.28. Rozkladna kyveta - zkumavka vélcovitého tvaru z boroslikdtového skla
s plastovym uzavérem s teflonovym tésnénim (16 x 100 mm)

7.29. Reagencni kyveta - zkumavka vélcovitého tvaru z borosilikétovéno skla

s plastovym uzavérem s teflonovym tésnénim (16 x 100 mm)

7.30. Z&kanakolonu

7.31. Kovova jehla



8. Vzorky a vzorkovani

Konzervace vzorku po odbéru a pred analyzou se provadi podle souvisgjiciho
dokumentu (SD 581 piijem a konzervace vodnych vzorki), piiprava vodného vyluhu podle
souvisgjiciho dokumentu (SD 583 priprava vodného vyluhu).

K odbéru se pouZzivaji sklenéné vzorkovnice 250 ml se zabrusem (7.13). VVzorky vod se
fixuji 2,5 ml sifi¢itanu sodného (6.4.) a 1 ml kyseliny dusi¢né (6.10.). Vzorek se analyzuje
co nejdiive po odbéru. Jestlize to neni mozné a je nutno vzorek uchovévat, skladuje se
v lednici pri 4°C (dle souvisgjiciho dokumentu SD 21). Pred analyzou se vzorek dvé
hodiny temperuje pii laboratorni teploté.

9. Kalibrace

Do osmi odmeérnych bariek na 100 ml (7.4.) se postupn¢ odpipetuje 2 ml (7.4.), 4 ml
(7.4), 8 ml (7.18.), 20 ml (7.6.), 30 ml (7.6. a7.5.), 40 ml (7.23.), 60 ml (7.6. a 7.23.), 80
ml (7.23.) 2100 ml pracovniho roztoku (6.6.) a objemy se doplni po rysku speciani vodou
(6.1).

Hmotnostni koncentrace AOX téchto roztoka jsou 0,05 mg/l, 0,1 mg/l, 0,2 mg/l, 0,5
mg/l, 7,5 mg/l, 1,0 mg/l, 1,5 mg/l, 2,0 mg/l a2,5 mg/l. Tyto roztoky pro ovéreni postupu se

pripravuji vzdy cerstvé.

Ovéreni se provadi 2 x roéné a pii kazdé zavaznéjSi zmeéné na pristroji nebo zmeéné

chemikdlii. Vysledky se zapisuji do provozniho deniku.

10. Zabezpeteni a Fizeni jakosti

Zabezpeceni jakosti v laboratori je realizovdno zésadami obsaZzenymi v souvisejicim
dokumentu (SD 591 tizeni jakosti).

Pracovnik je povinen pii analyze postupovat tak, aby zabranil vzgemné kontaminaci
vzorkia. Zpravidla analyzuje stejné o¢ekévané ¢istoty v jedné davce a postupuje od vzorka
relativné ¢istych ke vzorkam znecisteénym. V odtvodnénych pripadech se pouziva zvI&stni
sada chemického n&dobi na kontaminované vzorky.



11. Piiprava

Musi se dbét na ochranu oci.

Kyvety pri fotometrickém méieni musi byt ¢isté. V piipadé potieby se otrou ¢istym,
suchym hadiikem.

Lahve s¢inidly se musi ihned po pouZiti uzaviit.

Naméiené vysledky Ize oficidlné uznat pod podminkou, Ze jsou dodrZovany zasady
zjisteéni analytické jakosti (ATV M 704).

Zakaleni roztoku zpisobuje vykazani faleSnych hodnot.

Barva méreného roztoku zastava stabilni pouze po krétkou dobu. Po 15 minutach se
namgtrené hodnoty mirné snizuji a po 30 minutéch se sniZuji o vice nez 5 %.

Odpadni voda se necha usadit. Nefiltruje se! Pro zakoncentrovani je potieba 100 ml
odpadni vody bez suspenze (11.2.).

Vzorky, které obsahuji vice nez 2,5 mg/l AOX nebo vice nez 2500 mg/l Cl nebo
hodnotu CHSK vy5Si nez 100 mg/l musi byt zredény destilovanou vodou.

Hodnota pH musi byt v rozsahu 6-7. V pfipadé nutnosti je tieba upravit pH kyselinou
dusi¢nou (6.8.) nebo hydroxidem sodnym (6.7.)

11.1. Priprava adsorpéni kolony

Kolona (7.26.) se vlozi do prazdné kyvety (7.27.).

Cinidlo AOX-1 (1 modra mikrolZicka (7.15.)) se naplni do kolony (7.26.) spomoci
sklen¢né nélevky (7.13.).

Cinidlo AOX-2 (6.13.) (3 x 1 ml) apoté ¢inidlo AOX-3 (6.14.) (3 x 1 ml) se prenesou
do kolony (7.26.) s pomoci pipety (7.4.) anechaji se protéct kolonou. Proplachovaci roztok
se v obou ptipadech vylije.

Vytokovy otvor kolony se uzavie uzavérem (7.30.).

Cinidlo AOX-3 (6.14.) (1 ml) se znovu pienese do kolony s pomoci pipety (7.4.).

Uzavie se horni konec kolony zétkou (7.30.) akolona (7.26.) se mirné protiepe tak, aby
se odstranili pripadné zachycené vzduchové bublinky. Sunda se horni vicko kolony a
kolona se aZ po okraj naplni ¢inidlem AOX-3 (6.14.).



11.2. Zakoncentrovani vzorku

Pripravi se aparatura. Aparatura se sklada ze sklenéné délicky (7.19.), fungujici jako
zésobnik a 10-ti ml plastové $picky (7.20.). Sklenéna delicka (7.19.) se priprvni ve
vertikalni poloze ke stojanku (7.24.) spomoci drzéku (7.25.), stejné tak i plastovéa Spicka
(7.20.) se pripevni ve vertikalni poloze ke stojanku (7.24.) spomoci drzaku (7.25.).
K plastové Fpicce (7.20.) se pripevni pripravena kolona a pod kolonu se umisti 100 ml
k&dinka (7.15.).

100 ml odpadni vody se pienese do sklenéné delicky (7.19.), prida se 6 kapek cinidla
AOX-4 (6.15.) kvali sniZeni pH. Hodnota pH musi byt nizsi nez 2,0 a pokud neni, tak
priddme dle potieby vice kapek cinidla AOX-4 (6.15.).

Zatka (7.30.) se vytdhne z vytokového otvoru kolony (7.26.) a obsah sklengné délicky
(7.19.) se neché protéct skrz kolonu (7.26.) do sklenéné kadinky (7.16.) (trvani 1-2 hod).
Pokud je vzorek prilis husty, vhodné nafedime. Obsah sklenéné kadinky (7.16.) se vylije.
Kolona (7.26.) se odpoji od plastove picky (7.20.).

Pod kolonu se umisti prazdna kyveta (7.27.).

Do kolony se prenese pomoci pipety (7.4.) ¢inidlo AOX-3 (6.14.) (3x 1 ml) anechase
zcela protéct kolonou (7.27.). Proplachovaci roztok se vylije.

11.3. Rozklad

Plastova sttikacka (7.16.) se naplni 10-ml ¢inidla AOX-5 (6.16.) bez bublinek a
stiikacka (7.16.) se pripoji k vytokovému otvoru kolony (7.27.) s pomoci plastové spojky
(7.21.).

Horni konec kolony (7.27.) se vlozZi do prazdné rozkladné kyvety (7.28.) a okamzité se
propléchne néplin kolony (aktivni uhli) do kyvety (7.28.) spomoci plastove sttikacky
(7.16.). Nadedn¢ je pouZzita stejna stiikacka (7.16.) k vytlageni vzduchu z kolony, aby se
do kyvety (7.28.) dostala veSkera zbytkova kapalina.

Prida se ¢inidlo AOX-6 (6.17.) (2 zelené mikrolZi¢ky (7.17.)), kyveta (7.28.) se uzavie
&roubovacim vickem a promiché se.

Kyveta (7.28.) je zahtivana po dobu 30-ti minut pri teplot¢ 120°C v predehrétém
termoreaktoru (7.22.).

Potom se necha kyveta (7.28.) sta ve stojanku, dokud se neochladi na pokojovou
teplotu (trvani 40-50 min). Kyveta se nechladi studenou vodou!



Prida se 5 kapek cinidla AOX-4 (6.15.), kyveta (7.28.) se uzavie a promichd. Hodnota
pH musi byt cca 1.
Aktivni uhli se necha usadit (trvani 20-30 min). VVzorek je ptipraveny, kdyz je Ciry.

12. Pracovni postup

200 pl ¢inidla AOX-1K (6.18.) se pipetuje pipetou (7.9.) do regeneracni kyvety (7.29.)
apromicha se.

7 ml pripraveného vzorku zrozkladné kyvety (7.28.) se pomoci 10-ti ml plastové
stiikacky (7.16.) skovovou jehlou (7.31.) prenese do reagencni kyvety (7.29.), kyveta
(7.29.) se uzavie a promicha. Necha se sté& 15 minut (reakéni ¢as) a nésledné se provede
meéteni na spektrofotometru (7.1. a7.2.).

12. Vypocet

Vypocéty se provadi automaticky pomoci software. Vysledek lze ovérit rucnim
vypocétem.

¢ — koncentrace

A — absorbance

| —tloustka absorpeni vrstvy (1 cm)

¢ — absorban¢ni koeficient (z tabulek)



PRILOHA 3

Valida¢ni protokol metody pro spektrofotometr Merck

Datum

Analytik

Matrice

Referencni materidl
Néazev standardniho

operatniho postupu (SOP)

Oblast pouiti

Analyzovany ukazatel

Pracovni rozsah
Linearita
Homoskedasticita

Parametry regresivni zavislosti
signél=hy+b;.konc+h,.konc?

Citlivost metody (v pocétku)
Citlivost metody (na konci)
Opakovatelnost na hlading
Opakovatelnost na hlading
Mez stanovitelnosti ze slepych
stanoveni podle MS=x+10s

Mez detekce ze slepych
stanoveni podle MD=x+3s

15.4.2004 — 5.10.2004
TuSerova Barbora
Dobravoda
Parachlorfenol

Stanoveni adsorbovatelnych organicky vazanych halogeni ve

vodé pomoci kyvetove spektrofotometrické metody s adsorpci

na aktivnim uhli
Pitné, povrchoveé a odpadni vody
AOX

pozn.1  hodnota jednotka
0,05-2,5 mg/I
potvrzena
potvrzena
bo 0,0293
by 0,3071
by -0,0159
=b, 0,3071 signél/konc
signél/konc
0,05mg/l 5 %
25mg/l 5 %
0,42 mg/|
0,29 mg/I

pozn. 2

obr. 16

rovnost rozptyli na
zacatku a na konci
koncentraci

obr. 17

obr. 17
obr. 17
obr. 17

tab.11

x-konc. pramer gl.
s-SM.VYB konc.sl.
tab.11

x-konc. pramer gl.



Mez stanovitel nosti

z opakovatelnosti
Nejistota metody na
koncentracni hlading
regulacniho diagramu
Nejistota vlastniho
referen¢niho materialu

0,96 mg/|
slepé 8 %
stanoveni

AOX= mg/|

194-206

s-SM.VYB konc.gl.
12% RSD

RSD

Z etikety



PRILOHA 4

s i = |
Foto 1: Aparatura a termoreaktor TR Spectroguant s nastavitelnou teplotou

Foto 2 : Pristroj pro mikrocoulomertrickou titraci



Foto 3 : Kyvetovy spektrofotometr SQ 118

Foto 3 : Kyvetovy spektrofotometr SQ 118

Foto 4 : Pritokovy spektrofotometr UNICAM 5625



