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PREDMLUVA

Navody pro Laboratof environmentalni chemie jsou zakladnim studijnim materidlem
a pomuickou pro zvladnuti stejnojmenného predmétu na Vysoké 3kole chemicko-
technologické v Praze.

Autofi se snazili jasnym zplsobem vymezit cil a Ucel jednotlivych praci, pfedstavit principy
s nadslednym popisem provadénych procedur a texty kjednotlivym tématim podat
v kontextu SirSiho vyznamu, a pokud to je moiné, svazbou na provedeni vsouladu se
standardizovanymi postupy. V mnoha pfipadech vSsak musely byt pldvodni standardizované
metodiky pro ucel laboratofe a Casovou dotaci pfedmétu modifikovany. Vzhledem k tomu,
Ze se k praci pouzivaji automatizované analyzatory, je ve vétsiné pripadu analyticka koncovka
uvedena principialné, seznameni s pfistroji a jejich detailni ovladani je predmétem samotné
laboratorni prace. Vyspéld instrumentdlni technika v mnohém usnadniuje a urychluje praci
v laboratofi, ale zaroven nesniZuje ndroky z hlediska sprdvného zpracovani vzorku
k analyzam.

Tematicky se snazili autofi vyvazenym zplsobem pokryt velmi Sirokou oblast, pficemz se
posluchaci seznami se zpracovanim matric pevnych, kapalnych i plynnych a osvoji si
procedury analyzy Sirokého spektra latek a stanoveni mnoha ukazatell, které predstavuji
z hlediska environmentalni analyzy, chemie a hodnoceni vlastnosti matric stéZejni
parametry.
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Uloha 1:

VYLUHOVATELNOST PODLE NORMOVANEHO POSTUPU
A STANOVENi VYBRANYCH PARAMETRU

Cilem prace je osvojit si predupravu vzorku materidlu, standardizovanou vyluhovaci
proceduru a analytické metody pro stanoveni vybranych parametr( uréenych z mnoziny
ukazatell limitovanych platnou legislativou pro uréovani tridy vyluhovatelnosti odpadd.
Pfedmétem vyluhovych zkouSek budou materidly typu primyslovych odpadd, zejména se
bude jednat o primyslové odprasky, solidifikat odpadu, prliimyslovy kal, kontaminovanou
zeminu, popilek, strusku.

Uéel a princip

Vyluhovani lze charakterizovat jako proces, kdy dochazi k prechodu slozek z exponované
matrice do kapalné faze. Schopnost sloZzek uvolfiovat se do kapalné faze je ddna jejich
rozpustnosti v louzZici kapaliné avlivem fyzikalné-chemickych podminek. Vyluhovacich
procedur pro charakterizaci environmentdlnich matric a odpad( se pouZiva celd fada, mnohé
z nich jsou zakotvené v tuzemskych a zahraniénich standardizovanych postupech. Ugelem
vyluhovacich zkousek je jednak ovéreni vlastnosti louzeného materidlu z hlediska uvolfiovani
slozek a porovnani kvality vyluhu s danymi kritérii, dale potom jsou vyluhovaci zkousky
nastrojem pro ovérovani chovani material(i za specifickych podminek, napfiklad v souvislosti
s vyuzivanim odpad(, predikci jejich chovani v urcitém prostiedi. Jednotlivé postupy
a metodiky se liSi zejména v pouzité zrnitosti exponovaného materidlu, relativnim mnozstvi
kapalné louZici faze, jeji hodnoty pH a obsahu soli, dale zpisobu kontaktu fazi, vsadkovém ci
prato¢ném usporadani a dalSich parametrech.

V souvislosti s potfebami charakterizace vyluhovatelnosti odpadld a ndslednou moZnosti
ukladani odpadd (odpadl po Upravé) na skladky odpadC jsou v soucasnosti v CR
stanoveny legislativni poZadavky uvedené ve vyhlasce ¢. 294/2005 Sb., o podminkach
ukladani odpadl na skladky a jejich vyuZivani na povrchu terénu a zméné vyhlasky
¢. 383/2001 Sh., o podrobnostech nakladani s odpady, kterd mimo jiné udava limity pro
jednotlivé tridy vyluhovatelnosti. Limitni koncentrace ukazatelll jsou uvadény pro parametry:
hodnota pH, rozpusténé latky, fenolovy index, rozpustény organicky uhlik (DOC), chloridy,
sirany, fluoridy a nasledujici tézké kovy As, Ba, Cd, Cr cek, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Se, Zn, Mo.
Konkrétni limitni hodnoty pro jednotlivé parametry a trfidy vyluhovatelnosti lze nalézt
konkrétné v pfiloze ¢. 2 uvedené vyhlasky, kterd rovnéz uvadi standardizovanou metodiku
pro pfipravu vodného vyluhu.

Postup vyluhovaci zkousky je presné stanoven normou CSN EN 12457 — 4 Charakterizace
odpadli — Vyluhovani - Ovérovaci zkouska vyluhovatelnosti zrnitych odpadd a kald.
V nasledujicim odstavci jsou struc¢né priblizeny a shrnuty podminky vyluhovaci zkousky podle
uvedené normy.
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Postup provedeni

Zkouska vyluhovatelnosti je provddéna na materidlech s velikosti ¢astic mensi nez 10 mm,
proto u nékterych z testovanych odpadd bude nutné nejprve upravit velikost ¢astic pomoci
palice na dezintegracni desce a prosit pres sito s velikosti otvor(i 10 mm (Obr. 1-1). Dale je
nutné u material( stanovit susinu pro urceni spravné hmotnosti vsadky vzhledem k dale
uvedenému pozadavku.

Pfedupraveny vzorek se prevede v mnoiZstvi cca 100 g do vzorkovnice o objemu 1000 ml,
zvazi se a zaznamena presnd hmotnost, poté se vzorek zalije destilovanou vodou tak, aby
pomér kapalné faze a pevné faze (vztazeno na susinu) Cinil 10 I/kg + 2 %, pfesna hmotnost
pridané destilované vody se opét zaznamena.

Tésné uzaviené vzorkovnice se umisti na tfepacku typu hlava - pata, pevné a precizné se
pfipevni gumovymi fixacnimi popruhy do pfihradek rotacniho elementu (Obr. 1-2) a nechaji
tfepat 24 hodin pfi rychlosti otaceni 6,5 ot./min. Po 24 hodinach se vzorkovnice sejmou,
obsah se ponecha par minut sedimentovat pro snazsi separaci a nasledné se vyluh zfiltrujte
pres membranovy filtr s velikosti port 0,45 um za pouziti podtlakového zafizeni s filtracnim
nastavcem Millipore (Obr. 1-3). Pro Ucel analyz je tfeba ziskat alespori 100 ml filtratu.

Podle charakteru stanovovanych parametru je tfeba ziskat filtrat bez Upravy a konzervovany.
Filtrat se tedy rozdéli do dvou vzorkovnic na dva pfiblizné stejné podily, prvni se ponecha bez
Upravy a druhy se okyseli nékolika kapkami koncentrované HNOj3 do silné kyselé oblasti.
Bezprostfedné po separaci se zméri hodnota pH a ddle se stanovi obsah vybranych
parametrd — chlorid(, sirant a obsah rozpusténého organického uhliku.

Obr. 1-1: Pfeduprava materiaglu — Obr. 1-2: Uchyceni na tfepacku Obr. 1-3: Filtracni
drceni na poZadovanou velikost hlava-pata ndstavec Millipore

castic

Princip provadénych analyz

Susina

Susina vzorku nalezi mezi zakladni charakteristiky materialu, je stanovena susenim vzorku na
Petriho misce v susarné pfi 105 °C po dobu 4 hodin, resp. do konstantni hmotnosti. Vlhkost,
resp. susina se vypocte podle zjisténého Ubytku hmotnosti vzorku a vyjadfi procentudlné.
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MnoiZstvi vzorku podrobeného suSeni se voli fadové v jednotkdch grami podle jeho
charakteru a homogenity.

Hodnota pH

Méreni je zaloZené na elektrochemickém principu. Pouzivd se kombinace dvou
elektrochemickych ¢lankd, kdy potencidl jednoho ¢lanku je referencni a druhy potencial je
zavisly na koncentraci vodikovych iontd v roztoku obklopujicim elektrodu. Pfi ponofeni
elektrody do roztoku se na jejich svorkdch ustali napéti a pfistroj podle kalibrac¢nich
Udaju zobrazi aktualni hodnotu pH. Pfed mérenim je tfeba ovéfit spravnost odezvy pomoci
pufrd nebo rekalibrovat.

Dalsi analytické metody stanoveni jsou predstaveny principidlné, pouzité vybaveni
predstavuje plné automatické analyzatory a konkrétni prace s pfistroji pro kapilarni zénovou
elektroforézu (Agilent CE 7100 — Obr. 1-4) a stanoveni uhliku (Elementar Vario TOC Select —
Obr. 1-5) aprace sautosamplerem budou vysvétleny nazorné v laboratofi. Konkrétni
konstrukce pfistroja, funkénich prvkd a celkd bude vysvétlena pred provedenim analyz,
rovnéz i seznameni s fidicim software a zplsobem integrace kfivek odezvy detektorl. Prace
s analyzatory probiha pouze pod dozorem vyucujiciho.

Kapilarni zonova elektroforéza

Metoda kapilarni zonové elektroforézy je pouzivana mimo jiné pro zjistovani obsahu aniontd
v kapalnych vzorcich.

Kapilarni zénova elektroforéza je elektromigracni analytickd metoda, ktera spociva v migraci
elektricky nabitych c¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli. Kapildra je naplnéna
elektrolytem, ktery neovliviiuje sloZeni vzorku a umisténa v tzv. kazeté vtemperovaném
prostoru pristroje. Konce kapilary jsou ponotfeny do zdsobnik( s elektrolytem spolecné
s elektrodami, mezi které se vklada stejnosmérné napéti az 30 kV. Vzorek se po nadavkovani
do kapilary (davkovani tlakem) separuje v disledku rtznych elektroforetickych pohyblivosti
Castic. Na pohyblivost iontu ma vliv zejména jeho velikost, ndboj a teplota. Kapilarou
prochazi paprsek ze zdroje UV zareni a sméruje do detektoru (sledovani absorpce UV zareni)
a vystupem je zdznam odezvy detektoru v zavislosti na cCase. Zdznam je obdobny jako
u chromatogramu, kdy retencni ¢as pikl urcuje kvalitu slozky a plocha piku kvantitu slozky.
Kapilara je vyrobena ztaveného kifemene a potazend ochrannou vrstvou polymeru pro
zvySeni mechanické odolnosti. V oblasti prlichodu paprsku kapilarou je ochranna vrstva
odstranéna stejné jako na koncich kapildry, které prochazeji skrz silikonové vicko mérnych
vialek.
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Obr. 1-4: Pristroj Agilent CE 7100  Obr. 1-5: Pristroj Elementar Vario TOC Select

Na zdkladé proméreni odezvy pro kalibrac¢ni roztoky a konstrukce kalibracni kfivky se vypocte
koncentrace chloridd a siran ve vodném vyluhu. Standardy jsou tvorfeny komercné
dostupnou smési aniontl, kde jsou obsazeny anionty o koncentraci 1000 mg/l. Kalibracni
rozsah pro sledované analyty je 1 — 50 mg/| u obou sledovanych aniontd.

Stanoveni rozpusténého organického uhliku

Principem metody je postupné stanoveni celkového anorganického (TIC) a celkového uhliku
(TC) ve zfiltrovaném vzorku. Obsah celkového rozpusténého organického uhliku je ndsledné
stanoven diferenéné pomoci znamych hodnot TC a TIC.

Nejprve je vzorek v pfistroji okyselen pfidavkem zrfedéné kyseliny fosforecné a dojde
k rozkladu pfitomnych latek obsahujicich anorganicky uhlik. Vznikly oxid uhlicity je nasledné
vystripovan proudem syntetického vzduchu a po precisténi a vysuSeni (odstranéni slozek
absorbujicich v IC oblasti spektra) je proud plynu veden do IC detektoru. Odezva je tmérna
mnozstvi TIC.

Nasledné dojde k injektazi dalSiho podilu vzorku a k ohfevu vzorku v kifemenném reaktoru az
k teploté 850 °C, kdy jsou organické latky spaleny a pfitomné hydrogenuhli¢itany a uhli¢itany
rozloZzeny a vznikly oxid uhliéity je analyzovan v proudu syntetického vzduchu po precisténi
a vysusSeni obdobné jako v pfedchozim kroku. Odezva detektoru je tmérna mnozstvi TC.

Na zdkladé proméreni odezvy pro kalibraéni roztoky a konstrukce kalibracni kfivky se vypocte
koncentrace TIC/TC/TOC ve vodném vyluhu.

Standardy jsou tvoreny uhli¢itanem sodnym a hydrogenftalatem draselnym. Z téchto latek je
potfeba pfipravit fadu kalibracnich roztokl. K dispozici je pfipraveny zdsobni roztok
o koncentraci 250 mg/I TIC a 250 mg/l TOC (tzn. 500 mg/I TC). Kalibrac¢ni rozsah podle
zvolené metody pro méreni je 2-50 mg/I TICa 5 - 100 mg/I TC.
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Pro vyhodnoceni obsahu hledanych parametr(i se vyuZiji standardni funkce MS Excel
a nastroje pro linedrni regresi. Vysledky se zapisi s ohledem na pfipadné tfedéni vzorku
k analyze.

Literatura

Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb., o podminkach uklddani odpadl na skladky a jejich vyuZivani na
povrchu terénu a zméné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady.
Sbirka zakont Ceské republiky.

CSN EN 12457-4. Charakterizace odpad( - Vyluhovéni - Ovéfovaci zkouska vyluhovatelnosti
zrnitych odpadC a kalG - Cast 4: Jednostupriova vsadkovd zkouska pfi poméru kapalné
a pevné faze 10 I/kg pro materiadly se zrnitosti mensi nez 10 mm (bez zmenseni velikosti
¢astic, nebo s nim), 2003.
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Uloha 2:

MINERALIZACE TUHE MATRICE A STANOVENIi VYBRANYCH TEZKYCH
KovU

Cilem prace je seznamit se s mineralizacni procedurou a se stanovenim vybranych slozek
zastoupenych ve zpracovavané matrici - tézkych kovi metodou atomové absorpcni
spektrometrie.

Zpracovavané materidly budou ze skupiny obsahujici kontaminované zeminy z prlimyslového
aredlu, smetky, odprasky, sedimenty zvodni nadrie, primyslovy kal, popilek, odpad
zpracovany fyzikalné-chemickym postupem, Cistirensky kal, odpad z elektrokoagulace.

Uéel a princip

Obsah prvk( v materiadlu, napfiklad tézkych kov(, pfi hodnoceni slozeni odpadd, kald ci
zemin se opird o metodu kyselinového rozkladu a naslednou analyzu mineraliza¢niho
roztoku. Jde tzv. rozklad na mokré cesté. Jednotlivé konkrétni procedury rozkladu z hlediska
mnozstvi a poméru cinidel, zpGsobu ohtevu (klasicky, mikrovinny), dobé zdrZeni, pouZzitych
nadob, tlakovych pomérl (uzavieny tlakovy systém v mikrovinném poli, otevieny systém
pod zpétnym chladi¢em) apod., se lisi. Volba zavisi na dostupném laboratornim vybaveni
a rovnéz na charakteru vzorku. Vzorky obsahuijici silikaty je potfeba vystavit mineralizaénimu
¢inidlu obsahujicimu kyselinu fluorovodikovou, ve vétsiné pripad( se vsak k rozkladu pouziva
lu¢avka kralovska. Pro snadno rozloZitelné vzorky, napfiklad kaly z elektrokoagulace staci
pouziti kyseliny dusi¢né. Jednotlivé postupy jsou predmétem riznych normovanych postupd.

Principidlné jde vsak vidy o mineralizacni postup provadény za specifickych podminek
ohtevu a plsobeni silnych anorganickych kyselin. Potom ndsleduje stanoveni vybranych kov(
metodou atomové absorpéni ¢&i emisni spektrometrie, pfipadné atomové emisni
spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem nebo hmotnostni spektrometrie s indukcéné
vazanym plazmatem.

Jako jeden z nendrocnych postupl z hlediska instrumentalniho vybaveni lze uvést napriklad
metodu vychazejici z metodiky EPA 3050B, kdy je navazka vloZzena do kadinky a pfrelita
roztokem kyseliny dusi¢né a zahfivdna na topné desce pod hodinovym sklickem po uréenou
dobu, nasleduje druhy pridavek kyseliny dusi¢né v koncentrované podobé a dalsi ohrev. Po
vychladnuti se prida urceny objem destilované vody a peroxidu vodiku pro probéhnuti
peroxidové reakce. Je zfejmé, Ze tento postup nevyzaduje zadné specifické ptistroje a lze ho
realizovat témér v kazdé laboratofi.

Naopak velkymi naroky z hlediska pfistrojového vybaveni je charakterizovan mikrovinny
rozklad podle norem CSN EN 13657 nebo CSN EN 13656, pro ktery je tfeba mikrovinné
zatizeni s programovatelnym regulovatelnym vykonem s dobfe odvétravanou kavitou
a garantovanym homogennim ohrevem vzork(. Nadobky pro rozklad museji byt vyrobeny
zinertniho materidlu transparentniho pro mikrovinné zareni (nejcastéji teflon, peek),
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opatfeny pretlakovym ventilem nebo jinym feSenim, které zamezi prasknuti nadobky
v pfipadé nahlého zvyseni tlaku. Aparat véetné elektroniky musi byt konstruovan tak, aby
dobfe odolaval korozivnim param.

Postup provedeni

Preduprava testovaného vzorku muzZe zahrnovat podle jeho charakteru homogenizaci,
suSeni, dezintegraci. Je tfeba si pfipravit dostate¢né mnoiZstvi vzorku i pro paralelni
stanoveni susiny pro adekvatni kalkulaci vysledkd vyjadtujicich obsahu prvkd.

Varianta A — rozklad v kdadinkdch na topné desce s kyselinou dusicnou (Obr. 2-1)

Do vysoké kadinky adekvatniho objemu se navazi vzorek v mnoiZstvi presné asi 1 g, vztazeno
na susinu. Ke vzorku se pfida 10 ml zfedéné kyseliny dusi¢né (1:1). Vzhledem k tomu, Ze jsou
pfitomné Castice mineralizovaného materialu, neni tfeba priddvat varné kaminky. Kyselinu je
tfeba pridavat pomalu a opatrné, v pripadé materidlu s obsahem uhli¢itantd ¢i jinych latek,
které podléhaji bourlivému rozkladu v pfitomnosti kyselin, mGze dojit k pfekypéni smési
z kadinky. Po odeznéni pocatecni reakce (pokud probihd) se smés priklopi hodinovym sklem
a nechd na topné desce probihat rozklad pfi 95 °C po dobu 10-15 minut. Po zchladnuti se
pfida 5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a refluxuje se 30 minut. Krok se opakuje, pokud
dochazi ke vzniku hnédych dymu. Po zchladnuti se pfidaji 2 ml destilované vody a 3 ml
peroxidu vodiku (30%). Kadinka se uvede zpét na teplou topnou desku a necha se
probéhnout peroxidova reakce. Peroxid se priddavd v davkdch po 1 ml, dokud dochazi
k vyvinu plyn(. Nesmi se vsak pridat vice nez 10 ml peroxidu. Po vychladnuti je mineraliza¢ni
roztok pfipraveny k dalSimu zpracovani.

Obr. 2-1: Mineralizace na topné desce

Po adekvatnim ochladnuti vzorku po sejmuti z plotny se provede kvantitativni filtrace (tzn.
prevedeni obsahu kadinky, dlkladné oplachnuti stfickou, oplachnuti priklapéciho

; L2808,




hodinového skla, promyti zbytkd na filtru destilovanou vodou) do odmérné bariky (200, 250
nebo 500 ml) pres papirovy filtr.

Po doplnéni objemu po rysku (pfipadné potfebném naredéni) se obsah vybranych kovl
stanovi metodou AAS. Pro vyhodnoceni obsahu kovl je tieba prepocet na susinu.

Varianta B — mikrovinny rozklad v zafizeni Milestone s lu¢avkou krdlovskou (Obr. 2-2)

Do specialni teflonové vlozky se navazi presné 0,2-0,5 g vzorku, vztazeno na susinu. Je-li to
tfeba, je moiné vzorek zvlh¢it minimalnim mnozZstvim destilované vody. Potom se pfida
oddélené 6 ml kyseliny chlorovodikové (35%) a 2 ml kyseliny dusi¢né (65%). Pokud probiha
bourliva reakce, necha se doznit pred dalsi manipulaci s teflonovou vlozkou. Nasledné se
vlozka umisti do vestavby z peeku do otoc¢ného karuselu. Provede se tésné uzavreni
svlozenim bezpecnostniho elementu umozZnujiciho eliminaci pretlaku pfi pfekroceni
mezniho tlaku v reakéni smési a dotazeni momentovym klicem podle pokyn( vyucujiciho.
Zahdji se ohrfev podle nasledujiciho programu vykonu: 2 min/250W; 2 min/0W,;
5 min/250 W; 5 min/400 W; 5 min/500 W. Uvedeny vykon je prizplsobeny obsazeni 6 pozic
v karuselu, v ptipadé, Ze neni tolik vzork(l ke zpracovani, do neobsazenych pozic je tfeba
umistit blank nebo duplikaty. Po ukonéeni tepelného procesu se nechaji vestavby
vychladnout na teplotu laboratofe. Po provedeni kontroly, Zze nedoslo ke ztraté vzorku
(bezpecnostni element), se vestavby opatrné oteviou, nadobky se nachaji odvétrat
v digestofi a probéhne kvatitativni filtrace (prevedeni veSkerého obsahu, dlkladné
vyplachnuti nadobky a promyti pfipadnych zbytk( po rozkladu na filtru) do pfipravené
odmeérné bariky (200, 250 ml) pres papirovy filtr.

Po doplnéni objemu po rysku (pfipadné potiebném naredéni) se obsah vybranych kov(
stanovi metodou AAS. Pro vyhodnoceni obsahu kovl je tfeba prepocet na susinu.

Obr. 2-2: Mikrovinné zarizeni Milestone a detail otocného karuselu

Vzhledem k pouziti silnych minerdlnich kyselin a manipulaci s nimi v koncentrovaném stavu
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a provddéni rozkladu v mikrovinném zafizeni za zvyseného tlaku je nezbytné nutné dodrZovat
po celou dobu dusledné pouZiti ochrannych pomdicek!

Princip provadénych analyz

Susina

SuSina vzorku nalezi mezi zakladni charakteristiky materialu, je stanovena susenim vzorku na
Petriho misce v susarné pfi 105 °C po dobu 4 hodin, resp. do konstantni hmotnosti. Vlhkost,
resp. susina se vypocte podle zjisténého ubytku hmotnosti vzorku a vyjadfi se procentualné.
Mnozstvi vzorku podrobeného suseni se voli fadové v jednotkdch grami podle jeho
charakteru a homogenity.

Dalsi analytickd metoda stanoveni je predstavena principidlné, pouZitd instrumentace
a konkrétni prace s pfistrojem pro atomovou absorpéni spektrometrii (GBC SensAA — Obr. 2-
3) bude vysvétlena nazorné v laboratofi. Konkrétni konstrukce pfistroje, funkénich prvkd
a celkG bude vysvétlena pred provedenim analyz, rovnéz i seznameni s ridicim software
a nastavenim meéficiho rezimu (optimalizace drahy paprsku, poméru vzduch/palivo atd.).
Prace s analyzatorem probiha pouze pod dozorem vyucujiciho.

Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie je analytickd metoda zaloZzend na absorpci zareni volnymi
atomy prvkU v zakladnim energetickém stavu. Pohlcenim fotonu se volné atomy dostavaji na
nékterou z vyssich energetickych hladin. Rozdily energii mezi jednotlivymi elektronovymi
stavy jsou pro kazdy prvek specifické a Ubytek primarniho zafeni je pak mirou koncentrace
volnych atomU prvku, ktery toto zareni absorboval. Méreni AAS se béiné provadi pfi
teplotach 2000 — 3000 K, kdy je vétsina volnych atom( prvka v zdkladnim energetickém
stavu.

Pouzity pristroj vyuziva plamenovou techniku. Jako palivo se vyuZiva acetylen a zaroven je
potfeba do horaku pfivadét oxidujici plyn - stlaéeny vzduch. Vzorek je nasdvan
pneumatickym zmlZzovacem okolo tristici kulicky do zmlzovaci komurky, odkud je veden
smérem ke Stérbinovému horaku. Plamen vytvari absorpéni prostiedi, kde dochazi
k atomizaci prvkd. Plamenem prochazi paprsek ze zdroje zareni — vybojky s dutou katodou,
ktera je zhotovena z méreného prvku ¢i jeho slitiny a emituje ¢arové spektrum. Za plamenem
ve sméru prochazejiciho paprsku je umistény mrizkovy monochromator, kterym se voli
pozadovana vinova délka. Nasleduje detektor obsahujici fotonasobi¢ pracujici na principu
fotoelektrického jevu.

©Nole



Obr. 2-3: Pristroj GBC SensAA

Pouzity pristroj provadi automaticky kalkulaci koncentrace analytu u zmérenych vzorkl na
zakladé proméreni odezvy pro kalibra¢ni roztoky.

Kalibra¢ni roztoky se pftipravi fedénim z komeréné dostupnych standardd. K dispozici je
pripraveny zasobni roztok o koncentraci 100 mg/|l stanovovanych kovl. Kalibraéni rozsah je
odlisny pro rGzné kovy a bude upfesnén na zakladé konkrétniho hledaného tézkého kovu ve
vztahu ke zpracovavanému typu vzorku.

Zmérené hodnoty se prepocitaji podle pfipadného tredéni filtrdtu k analyze a dale podle
bilance navazky pro mineralizaci, zjisténé susiny a objemu zvolené odmérné banky pro
filtraci mineraliza¢niho roztoku.

Literatura

CSN EN 13657 Charakterizace odpadd - Rozklad k ndslednému stanoveni prvkd rozpustnych
v luc¢avce kralovské, 2003.

CSN EN 13656 Charakterizace odpadd - Mikrovinny rozklad smési kyselin fluorovodikové
(HF), dusi¢né (HNO3s) a chlorovodikové (HCI) k naslednému stanoveni prvkd, 2003.

EPA Method 3050B: Acid Digestion of Sediments, Sludges, and Soils, 1996.
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Uloha 3:

STANOVENI PESTICIDNICH LATEK V ENVIRONMENTALNI MATRICI

Cilem prdce je osvojit si proces rozpoustédlové extrakce, prdci s extraktem, jeho Upravu pred
analyzou a stanoveni organochlorovanych pesticidd (OCP) s pouzitim plynové
chromatografie s detektorem elektronového zachytu (GC-ECD).

Zpracovavané matrice predstavuji zejména stavebni sut, pfipadné zeminu z okoli
pramyslového arealu s nékdejsi vyrobou organickych chlorovanych latek, smetky, stavebni
odpad z byvalého skladu chemikdlii, material po procesu termické desorpce. Nékteré
z materidld  jsou kontaminované pouze pesticidy (zejména hexachlorcyklohexan
a hexachlorbenzen), nékteré vykazuji komplexni kontaminaci a obsahuji zaroven
polychlorované bifenyly (PCB), které z hlediska zpracovani matrice a analytické koncovky
podléhaji obdobnému procesu. Budou tedy rovnéz pfedmétem zdjmu a stanoveny podle
toho, jestli budou zastoupeny v aktualné dostupnych predmétnych materialech.

Ucéel a princip

Stanovované analyty patfi mezi persistentni organické polutanty. O jejich vlastnostech
a toxickych ucincich Ize nalézt v literatufe velké mnoZstvi informaci. Vzhledem k tomu, o jaky
charakter latek se jedna, jsou sledovanymi a limitovanymi ukazateli v mnoha oblastech.
Extrakce predstavuje separacni metodu, kterou lze pouzit k oddéleni analyzované latky od
plvodni smési pomoci extrakéniho cCinidla. Smyslem je oddéleni analytu od ostatnich slozek,
které mohou ovliviiovat analyzu, nebo ji zcela technicky znemozZnovat. Z pohledu fyzikalni
chemie je extrakce proces, pfi kterém prechdzi slozka pres fazové rozhrani mezi
nemisitelnymi kapalinami. Extrakce vSak zahrnuje v SirS$im pohledu analytické chemie
prechod slozky z jedné faze do druhé, i kdyz jde v principu napfiklad o adsorpci (napft.
extrakce tuhou fazi).

V praxi analyzy environmetdlnich pevnych matric a odpadld sobsahem uvedenych
organickych latek se vyuZiva extrakce latek mezi tuhou fazi, na kterou jsou zajmové Ilatky
sorbovany, a extrakénim cinidlem. V pripadé extrakce PCB existuje normovany postup
(CSN EN 15308), ktery lze aplikovat i na OCP. Vrdmci této normy je vymezen zptsob
a postup extrakce, typ extrakénich cinidel, pomér kontaktovanych fazi, Cisténi extraktu
a analyticka koncovka GC-ECD. Konkrétni pracovni postup uvedeny v dalSim odstavci z této
normy vychazi se zahrnutim urcitych modifikaci pro dany cil a konkrétni vybaveni, specifika
a ¢asovou narocnost uUlohy. Jednotlivé extrakéni techniky jsou rovnéz popsany v rGznych
metodikach, napriklad sonikaéni extrakce v EPA 3550 nebo Soxhletova extrakce v EPA 3540.

Samotny krok extrakce je tedy mozné provést nékolika postupy.

Sonikacni extrakce se provadi s vyuzitim ultrazvukové lazné (frekvence 25 kHz). Vlivem
ultrazvuku se vyvijeji, rostou a zanikaji plynné a parni bubliny, dochazi k akustické kavitaci.
V bublindch dochazi ke zménam teplotnich a tlakovych pomérd a v jejich tésné blizkosti
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k turbulentnimu proudéni. Probihajici déje maji za nasledek velmi dobry kontakt c¢astic
extrahovaného materialu a extrakéniho cinidla. Metoda se vyznacuje velmi jednoduchym
provedenim a naroky na sklenéné nadobi, nebot Ize pracovat se sklenénymi vzorkovnicemi,
a tedy nejsou pozadavky na specidlni sklenéné kusy, zaroven je rychla.

Dale lze wvyuzit extrakci v mikrovinném poli, kdy je navdika vzorku spolu s extrakénim
¢inidlem umisténa do specialni teflonové nadobky a ta potom s vestavbou z velmi odolného
plastu (peek) do otocného karuselu mikrovinného zafizeni s regulovatelnym vykonem.
Extrakce se provadi za zvySené teploty atlaku podle definovaného programu. Samotné
provedeni extrakce je jednoduché a rychlé, avsak mikrovinna instrumentace je nakladnd na
pofizeni.

Soxhletova extrakce se provadi v Soxhletové extraktoru (SE), do néhoZ se vklada patrona
s extrahovanym materidlem, pres ktery protékd zkondenzované oddestilované extrakcni
¢inidlo ze zpétného chladi¢e napojeného na SE. SE je nasazen na destilacni barice umisténé
na topném hnizdé. Pary extrakéniho Cinidla jsou vedeny obtokem mimo patronu se vzorkem
do zpétného chladice. SE dale obsahuje sifon, ktery vyprazdni jimku extraktoru s patronou se
vzorkem cyklicky zpét do destilacni banky. Vyhodou této techniky je pouzZiti neustdle
cerstvého extrakéniho Cinidla, avSak zna¢nou nevyhodou je ¢asova narocnost procesu.

Podle povahy hledaného analytu, charakteru vzorku a faktu, jestli byl predsuseny i nikoliv,
se voli vhodné rozpoustédlo (smés rozpoustédel, napf. aceton/hexan) pro extrakci
a nasledné se provadi promyvani hexanového extraktu vodou pro odstranéni acetonu.

Dale je moZzné provadét zakoncentrovani extraktu. Pokud se oéekdva v extraktu vyskyt latek,
které mohou mit rusivé vlivy na stanovované analyty nebo mlzZou pfitomné latky ovlivnit
postup plynové chromatografie (napriklad kontaminace detekéniho systému), je treba
provést Cisténi extraktu.

Postup provedeni

Pfeduprava testovaného vzorku muze zahrnovat podle jeho charakteru homogenizaci,
dezintegraci. Susina vzorku bude znamda. Probéhne postup podle vybéru z variant A/B/C
a nasledujici kroky postupu mohou byt aktualné upraveny podle konkrétni dostupné
zpracovdvané matrice (zarucena nepfitomnost rusivych sloZzek a eliminace kroku cisténi
extraktu, vlhkost vzorku a pouziti smési extrakénich Cinidel s naslednym promytim extraktu
vodou a odstranéni polarniho rozpoustédla apod.).

Nasledujici prace s rozpoustédly se provadéji v digestofi.

Varianta A — sonikace (Obr. 3-1)

Do pfedem zvaiené sklenéné vzorkovnice o objemu 50 ml se navazi presné asi 2 g vzorku
a pfidd se 10 ml hexanu (pfipadné smési hexan/aceton v aktudlné zadaném poméru).
Extrahuje se v ultrazvukové lazni po dobu 20 min. Po extrakci se vzorkovnice necha
vychladnout, osusi a nasledné zvazi. Po usazeni sedimentu se extrakt opatrné slije ze
vzorkovnice do zkumavky a fixem se na zkumavku oznaci hrana menisku hladiny.
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Varianta B — mikrovinnd extrakce v zafizeni Milestone Microsynth (Obr. 3-2)

Do specidlni teflonové nddoby se navazi presné asi 5g vzorku, prelije 30 ml smési
aceton:hexan 1:1 (V/V), vpravi se do vestavby a ta nasledné do vysokotlakého
segmentového rotoru SK-10, ktery se vloZi do kavity mikrovinné pece Milestone. Teplotni
program pro extrakci se nastavi dle pokynl vyucujiciho. Po skonceni teplotniho programu se
nadoba nechd zchladnout a 10 ml extraktu se opatrné prevede do zkumavky pro dalsi praci.

Varianta C — mikroextrakce na vodni lazni (Obr. 3-3)

Do extrakéni patronky mikroextraktoru se vloZzi smotek kiemenné vaty a odvazi 1,00 g
vzorku. Do zkumavky mikroextraktoru se vlozi varny kaminek a nasledné se sestavi aparatura
pro mikroextrakci na vodni lazni. Zkumavka extraktoru se velmi opatrné ponofi do predem
vyhraté (cca 80 °C) vodni lazné. Extrahuje se 2 hod pod zpétnym chladicem s 10 ml hexanu,
ktery bude do zkumavky extraktoru nadavkovan shora Cistou pipetou (nesmi dojit ke
kontaktu pipety s ostatnim sklem mikroextrakéni aparatury, aby nedoslo k sekundarni
kontaminaci vzork(i mezi sebou. Ziskany extrakt se nachazi pfimo ve zkumavce, ktera se po
ukonéeni procesu vyjme z vodni [dzné a sejme z mikroextraktoru.

—

Obr. 3-2: Pristroj pro MW extrakci Obr. 3-3: Mikroextrakce na vodni lazni
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Nasleduji dalsi kroky prace s extraktem ve zkumavce ziskanym podle varianty A/B/C smérem
k jeho zakoncentrovani, CiSténi a fedéni k analyze.

Do zkumavky se vzorkem se vloZi kapilara (nejlépe az ke dnu), kterd se pred pouzitim
oplachne acetonem. Pusti se jemny proud dusiku a zkumavka se zahfeje horkou vodou. Je
tfeba dbat na to, aby hrdlo zkumavky smérovalo vidy od operatora. Proud dusiku se upravi
tak, aby extraktem probublavaly jednotlivé velké bubliny. Extrakt se zakoncentruje pfiblizné
na objem 1 ml.

Pro odstranéni interferujicich latek se provede cisténi extraktu na kolonce s Florisilem. Do
spodni zuzené ¢asti eluéni kolonky se vpravi malé mnozstvi sklenéné vaty a kolonka se naplni
aktivovanym Florisilem aZ po okraj horni ziZené ¢asti. ZuZena ¢ast s nasypanym Florisilem se
lehce poklepe pro odstranéni nevyplnénych mist.

Zakoncentrovany extrakt se prevede do elu¢ni kolonky. Po zasdknuti extraktu do vrstvy
Florisilu se zkumavka promyje idedlné 5 x 1 ml hexanu. Tésné pred zasaknutim posledniho
mililitru hexanu se za¢ne omyvat hexanem vrchni ¢ast eluéni kolonky. BEhem této operace
by nemélo dojit k odpareni rozpoustédla z Florisilu do sucha. Do zkumavky se najima stejné
mnozstvi eluatu, jako bylo plvodni mnoZstvi extraktu (viz zna¢eni menisku hladiny u varianty
A).

Do vialky se mikrostfikackou Hamilton pfevede nejprve 1000 ul hexanu a nasledné se pod
hladinu hexanu davkuje 100 pl precisténého extraktu. Davkovani pod hladinu je dulezité
proto, aby nedoslo k ¢astecnému odparu extraktu. Mikrostfikacky jsou nachylné k tvorbé
bublin v Sachté pistu, které znemoZziuji presné davkovani. Bubliny je nutné pfed ddvkovanim
extraktu do hexanu odstranit opakovanymi zdvihy pistu stfikacky, dokud nedojde k jejich
vypuzeni. Podle potieby se aplikuji obdobnym zplsobem dalsi kroky redéni.

Princip provadénych analyz

Metoda GC-ECD je predstavena principidlné, pouZita instrumentace a konkrétni prace
s pristrojem (HP 5890 — Obr.3-4) bude vysvétlena nazorné v laboratofi. Konkrétni
konstrukce pfistroje, funkénich prvkd a celkd bude vysvétlena pred provedenim analyz,
rovnéz i seznameni s fidicim software a specifiky automatického davkovace. Stejné tak bude
provedena instruktaZ ke zplUsobu zpracovani zaznamu, pfifazeni pikd a integraci plochy pikud
a vyhodnoceni. Prace s analyzatorem probiha pouze pod dozorem vyucujiciho.

Plynova chromatografie s detektorem elektronového zachytu

Plynova chromatografie nalezi k separacnim technikdm, pti které se oddéluji slozky obsazené
ve vzorku. Vzorek je davkovan do nastrikové komUrky do proudu nosného plynu, kde dochazi
k okamzitému odpareni a mobilni fazi je undsen v tomto pripadé kapilarni kolonou, ktera na
své vnitfni sténé nese staciondrni fazi. V koloné se slozky vzorku rozdéluji podle své
schopnosti poutat se ke stacionarni fazi. Z kolony je mobilni faze srozdélenymi analyty
vedena na detektor.

©Nole
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Obr. 3-4: Pristroj HP 5890

Vybrané parametry GC jsou shnuty ndasledujicim zpisobem: mobilni faze — dusik; stacionarni
faze - 5 % difenyl, 95 % dimethylsiloxan; délka kolony — 60 m; vnitini primér kolony —
0,25 mm; tloustka filmu - 0,25 um; tlak — 140 kPa; teplotni program - 50 °C, 1 min =
25 °C/min = 195 °C, 0 min = 1 °C/min = 205 °C, 5 min - 3 °C/min - 280 °C, 5 min.

Pro halogenované latky je velmi vhodny detektor elektronového zachytu. Obsahuje B zafic,
ktery emituje elektrony a vyvolava ionizacni proud. Pri pridchodu latek obsahujicich
elektronegativni atomy detektorem dojde k zachytu elektronl a poklesu ioniza¢niho proudu,
ktery se zaznamenava.

Kalibra¢ni standardy jsou tvoreny komeréné dostupnymi smésmi OCP a indikdtorovych
kongener(i PCB.

Kalibracni rozsah je odlisny pro rlizné analyty podle poc¢tu atomU chloru v molekule a bude
upresnén na zakladé konkrétniho hledaného OCP nebo PCB ve vztahu ke zpracovavanému
typu vzorku. V pfipadé PCB se vramci ulohy vyhodnocuje obsah tfi indikatorovych
kongener( s oznacenim 28, 52 a 101.

Zmérené hodnoty se prepocitaji podle provedeného fedéni extraktu k analyze. Dale se
provede kalkulace nalezeného mnozstvi latek na hmotnostni jednotku susiny extrahovaného
vzorku s ohledem na mnoZstvi pouzitého extrakéniho cinidla.

Literatura

CSN EN 15308 Charakterizace odpadl - Stanoveni vybranych polychlorovanych bifenyli
(PCB) v pevnych odpadech plynovou chromatografii s detektorem elektronového zachytu
nebo s detekci hmotnostni spektrometrii, 2017.

EPA Method 3550C Ultrasonic Extraction, 2007.
EPA Method 3540C Soxhlet Extraction, 1996.
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Uloha 4:

ADSORBOVATELNE ORGANICKY VAZANE HALOGENY
V ENVIRONMENTALNI MATRICI

Cilem prace je osvojit si metodu stanoveni skupinového parametru “Adsorbovatelné
organické halogeny” (AOX) v pevnych a kapalnych environmentalnich matricich. Parametr
AOX slouzi jako ukazatel pfipustné hodnoty znecisténi vypousténych odpadnich vod
z nékterych pramyslovych odvétvi a je jednim z ukazatelli pro hodnoceni kall uréenych
k aplikaci na zemédélskou pUldu.

Matrice pro zpracovani a stanoveni AOX budou odpadni vody z chemického primyslu
a/nebo kaly z COV.

Ucéel a princip

Termin AOX oznacuje ekvivalentni hmotnost chloru, bromu a jodu obsazenou v organickych
slouc¢eninach. Jednd se o skupinovy parametr, ktery v analyze Zivotniho prostredi hraje stale
vyznamnéjsi roli, zejména s ohledem na narlst individualnich halogenovanych organickych
sloucenin, které by mély byt viZivotnim prostfedi sledovany. Vychdzi se pritom
z predpokladu, Ze vSsechny halogenované organické slouceniny jsou antropogenniho plvodu,
a prestoze byl tento predpoklad v minulosti vyvracen, zlstal AOX jako hodnotici parametr
zachovan diky relativné snadnému zplsobu provedeni a dobré opakovatelnosti. Na tuto
skute¢nost by vSak vramci hodnoceni mél byt vidy bran zietel a AOX by nemély byt
automaticky synonymem pro antropogenni znecisténi, ale vidy by mélo byt o zkoumané
matrici uvazovano v SirSich souvislostech.

Skupinovy parametr AOX se stanovuje bud ve vodach, kdy je legislativné ukotven v zdkoné
¢. 254/2001 Sb. o vodach a o zméné nékterych zdkonu (tzv. vodni zakon), kde jsou v ptiloze
€. 2 k tomuto zakonu definovany sazby za vypousténi odpadnich vody do vod povrchovych,
kde je tento parametr zpoplatnén 300 K¢/kg a jeho limit zpoplatnéni uréeny ve vysi 15 kg/rok
a koncentraéni limit zpoplatnéni 0,2 mg/l a dale v nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb.
o ukazatelich a hodnotdch pripustného znedisténi povrchovych vod a odpadnich vod,
nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci
a o citlivych oblastech, kde jsou uvedeny limity AOX pro rGzné druhy primyslové ¢innosti
vyjadrené bud’ jako koncentrace ve vodach, nebo koncentrace vztazend na jednotkovou
hmotnost produkce. Co se tykd pevnych matric, je parametr AOX uveden ve vyhlasce

(@

.437/2016 Sb. o podminkach pouZiti upravenych kald na zemédélské ptdé, kde je v priloze
. 3 mezi ostatnimi hodnoticimi ukazateli omezen na hodnotu 500 mg/kg susiny.

O<

Podstatou stanoveni AOX v kapalnych vzorcich je oddéleni organickych halogenovanych
latek od environmentalni matrice sorpci na aktivni uhli, filtrace suspenze, odstranéni
anorganickych halogen( proplachem filtra¢niho kolace aktivniho uhli okyselenym roztokem
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dusi¢nanu a nasledna analytickd koncovka. Ta spociva v kvantitativnim spaleni aktivniho uhli
v proudu kysliku pfi teploté nejméné 950 °C, absorpce vzniklych halogenovodiki v roztoku
elektrolytu a naslednd argentometrickd titrace (nejcastéji mikrocoulometrie). Vysledek je
vyjadren jako ekvivalentni hmotnost chlorid(l. Standardizované provedeni upravuje CSN EN
ISO 9562 z roku 2005 (uvedeny postup pro vsadkovy tifepaci postup).

Podstatou stanoveni AOX v tuhych vzorcich je vysuSeni vzorku pfi 105 °C, dezintegrace
a homogenizace, nasledny pridavek aktivniho uhli a kyselého roztoku dusi¢nanu ke
zkousenému vzorku a vytfepani smési na horizontalni tfepacce. Ddle je postup stejny jako
v pfedchozim ptipadé. Normovany postup upravuje CSN EN I1SO 16166 z roku 2013.

Postup provedeni

Nejprve se pripravi viechny potiebné roztoky ke stanoveni AOX a poté se pfipravi vzorky pro
stanoveni AOX v kapalnych a/nebo tuhych vzorcich. Potfebnymi roztoky jsou roztok
dusi¢nanu (roztok A), ktery se pripravi do odmérné banky o objemu 200 ml rozpusténim
3,4 g dusi¢nanu sodného, pridavkem 5 ml kyseliny dusi¢né (65%) a doplnénim destilovanou
vodou po rysku, ddle promyvaci roztok (roztok B), ktery se pfipravi pipetovanim 10 ml
roztoku A do 200ml odmérné bariky a doplnénim po rysku destilovanou vodou, a jako
posledni standardni roztok 4-chlorfenolu o koncentraci AOX = 1 mg/| (roztok C), ktery se
pfipravi pipetovanim 2,5 ml zakladniho standardniho roztoku 4-chlorfenolu (tento roztok
bude k dispozici) do 50ml odmérné barky a doplnénim destilovanou vodou po rysku.
Nasledné budou pfipraveny tfi roztoky standard( o koncentraci 10 pg/l, 50 pg/l a 100 ug/l
pipetovanim 1ml, 5ml a 10 ml roztoku C do 100 ml odmérnych banék a doplnénim
destilovanou vodou po rysku.

Celkem budou stanovovany AOX ve dvou vzorcich odpadnich vod ve tfech paraleladch, ve
tfech standardnich roztocich a jednom slepém stanoveni (celkem 10 vzork(). Nasledujici
postup je spolecny jak pro roztoky standardd, tak pro vzorky readlnych odpadnich vod i slepé
stanoveni (destil. voda). Do 100ml Erlenmeyerovych banék se nadavkuje pfesné 100 ml
vzorku a nasledné se prida 5 ml roztoku A. Ke vzorkiim se nasledné prida 50 mg aktivniho
uhli Whatman (Obr. 4-1). Takto pfipravené vzorky jsou umistény na horizontalni tfepacku
a tfepany po dobu 1 hodiny.

Dale budou pfipraveny vzorky pro stanoveni AOX ve vzorku kalu. Pfedsuseny kal, ktery
poskytne vyudujici, bude rozetfen ve tfeci misce a zhomogenizovan. Z vysuseného,
rozetreného a zhomogenizovaného vzorku bude nasledné pfripraven vzorek ve trech
paralelach tak, Ze se navazi 5 mg az 100 mg podle ocekdavaného mnozstvi AOX (dle pokyna
vyucujiciho) do 100ml Erlenmeyerovych banék (presné navazené mnozstvi vzorku je treba
zaznamenat) a k navazenému mnozstvi se pridd 20 az 30 mg aktivniho uhli Whatman a 10 ml
roztoku A. Soubézné se opét pripravi vzorek slepého stanoveni (10 ml roztoku A s aktivnim
uhlim). Je tfeba dlsledné dbat na stejné davkované mnozstvi aktivniho uhli pro vSechny
zkousené vzorky. Pripravené vzorky se nasledné trepaji po dobu 1 hodiny na horizontalni
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Po hodiné tfepani se vSechny vzorky (vod i kalu) zfiltruji na podtlakovém filtracnim ndstavci
s pouzitim filtrG Whatman urcenych ke stanoveni AOX (Obr. 4-2). Kazdy zfiltrovany vzorek se
promyje nékolika davkami promyvaciho roztoku B v celkovém objemu 25 ml a Afiltr
s filtraénim koldcem se nasledné prevede do kfemenné spalovaci lodicky a ta se uzavie
v transportni nadobé k zabranéni sekundarni kontaminace vzorku. Jakdkoliv manipulace
s filtrem ¢i zfiltrovanym vzorkem probihd vyhradné pinzetou. Takto pfipravené vzorky se
nasledné podrobi stanoveni ekvivalentniho mnozstvi chlorid(.

Obr. 4-1: Vzorky pripravené ke tfepdni Obr. 4-2: Podtlakovy
filtraéni ndstavec

Princip provadénych analyz

Urceni AOX ve vzorcich vyjadiené jako ekvivalentni mnozstvi chloridd probihda na
analytickém pfistroji LABTECH LTX Unique s manudlnim davkovanim vzork( (Obr. 4-3). Dle
pokynl vyucujiciho se postupné do pfistroje manualné davkuji vzorky v kfemennych
spalovacich lodi¢kach. Spalovaci proces i naslednd mikrocoulometrickd argentometricka
Na zacdtku samotného procesu méreni vzorkl je vSak nutné ovéfit spravnost funkénosti
titracni cely pomoci standardniho roztoku NaCl o koncentraci 1 g/, ktery bude k dispozici. Do
prostoru titrani cely je davkovdano 10 ul tohoto standardniho roztoku pomoci
mikrostfikacky. Pristroj titruje naddvkované mnoiZstvi a vrati vypoltené mnoizstvi
chloridového ekvivalentu, které by mélo byt 10 yug + 0,3 ug. V pfipadé normalni funkce
mikrocoulometru je presnost a spravnost méreni ur¢ovadna presnosti a spravnosti pipetovani
a spravnosti zakladniho roztoku chloridi. Po ovéreni funkénosti cely mliZze byt pfistoupeno
ke spdleni vzorkd v kfemennych lodickach. Nejprve jsou spalovany vzorky standardi
a vysledky jsou porovndny se jmenovitymi hodnotami AOX. Po standardech nasledu;ji viastni
vzorky odpadnich vod a kald.
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Obr. 4-3: Pristroj LABTECH LTX unique

Princip argentometrické microcoulometrie

Halogenovodiky vzniklé spalovanim vzork(i jsou absorbovany v roztoku elektrolytu
tvoreného 3,5% NaClOs v60% kyseliné octové, ve kterém nasledné probihd
mikrocoulometricka srazeci titrace dle dale uvedeného principu.

Agt +Cl” - lAgCl (1)
Ksa=[Ag"1{CU]-a, +-acr (1a)
Ag > Ag* + e (2)
2H" + 2¢- — TH, (3)

Generacni proud je postupné a programové snizovan podle poklesu potencidlu indikaéniho
¢lanku viz nasledujici rovnice 4.

AE = E; — E, (4)
kde E: je potencidl referentni a E; potencidl indikacni stfibrné elektrody zavisly na
koncentraci/aktivité stfibrného kationtu, podle rovnice 5.

E; = E; + RT/F-Ina,, -[Ag*] (5)
Snizovani generacniho proudu a tim rychlosti generace Ag* je fizeno tak, aby byla titrace
ukoncena co nejpresnéji v bodu ekvivalence, resp. v pfednastaveném (pocatecnim) rozdilu
potenciall indikacni a referentni elektrody: Epias =-102 mV, v blizkosti bodu ekvivalence
s malym prebytkem Ag*.

MnoiZstvi iontd Ag* generovanych coulometrem je proporcionalni naboji (Q) proslému
generacnim ¢lankem dle nasledujici rovnice (podle tzv. 1. Faradayova zakona),

m=4-Q (6)
kde A vystupuje jako konstanta Umérnosti, kterd je pro kazdou latku charakteristicka
a nazyva se elektrochemicky ekvivalent latky. Vypocet elektrochemického ekvivalentu je
potom pfredmétem 2. Faradayova zdkona, viz nasledujici rovnice 7,

A=My,/(n-F) (7)
kde Mm je molarni hmotnost dané latky (v tomto pfipadé Ag), n je pocet vyménovanych
elektrond (v tomto pripadé n = 1) a F je Faradayova konstanta (F = 96484 C/mol). Komplexné
zapsany FaradayUv zakon je uveden na nasledujici rovnici 8.

_ My (8)
m_n'F Q
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Koncentrace Ag*, resp. ClI" v bodé ekvivalence je dana soudinem rozpustnosti podle rovnice
1a, pricemz zavisi na prostredi, ve kterém reakce probiha. V pfipadé pouzitého elektrolytu je
odhadnut Ks ~10?*, odkud Ize potom odvodit [Ag*] ~ 10”7 mol/I a zéroven [ClI] ~ 107 mol/I.
Z toho vyplyva, Ze je koncentrace Ag* ekvivalentni koncentraci Cl". Mikrocoulometricky jsou
stanovovana nizkd mnozstvi Cl, proto je vhodnéjsi pouzit rozmér v mC, kdy plati, prichodem
1 mC dojde k vylouceni m =1,1179 ug Ag*, resp. (podle rovnice 1a) ekvivalentnimu mnozZstvi
Cl, tj. 0,3675 ug CI-.

ProtoZe pfristroj méni v prdbéhu titrace titracni proud, vypocet naboje (Q) proslého
roztokem (1 C=A-<s) lze zapsat pomoci integrované formy pro proménny proud /: (A)
a Casovy interval 0 —t (s) dle nasledujici rovnice 9.

ft (9)
i, -dt
0

Takto je pocitano mnozstvi stanovenych ClI, v nichZ je konvencné vyjadfovana hodnota AOX.
Potom pokud je oxidace generacni Ag anody (podle rovnice 1a) kvantitativni a pokud
nedochdzi ke ztratdm Ag* sorpci na sraZzeninu ani k rozkladu srazeniny AgCl, mnoZstvi

evvs

20 uA-s ~0,00735 ug CI. Odtud potom plyne rozlisitelnost métidla 0,01 ug CI".

Rusivé vlivy stanoveni

Mezi rusivé vlivy pfi stanoveni AOX v kapalnych vzorcich patfi aktivni chlor a nékteré
slou¢eniny bromu a jodu nevratné vazané na aktivni uhli. Slou¢eniny bromu a jodu mohou
byt oxidovany na wvyssi oxida¢ni formy a tudiz nebudou kvantitativné stanoveny
(systematicka chyba metody), zivé bunky ve vzorku mohou uméle navysovat hodnotu AOX
(obsah chloridd v burikdch), vysoky obsah chlorid(, které nejsou kvantitativné odstranény
proplachem dusi¢nanem z filtra¢niho koldce a v dlisledku budou zvySovat hodnotu AOX. Pfi
vysokych hodnotach rozpusténého organického uhliku mize téz dochazet ke kompetitivni
sorpci na aktivni uhli.

Mezi rusivé vlivy stanoveni AOX v tuhych vzorcich patfi malo rozpustné anorganické soli
obsahujici halogen, které mohou byt nedostateéné odstranény pfi proplachu filtraéniho
kolace. V takovém pripadé je nutné upravit mnoiZstvi promyvaciho roztoku dusi¢nanu.
Halogenované latky, které vytékaji b&€hem suseni nejsou stanoveny. Stejné tak i zde plati,
Ze slouceniny bromu a jodu mohou byt oxidovany na vyssi oxidacni formy a tudiz nebudou
kvantitativné stanoveny (systematicka chyba metody).
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Nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. o ukazatelich a hodnotdch pfipustného znedcisténi
povrchovych vod a odpadnich vod, naleZitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do
vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech.

Vyhlaska ¢. 437/2016 Sb. o podminkach poufZiti upravenych kalll na zemédélské pudé
a zméné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady a zméné vyhlasky
¢. 341/2008 Sb., o podrobnostech nakladani s biologicky rozloZitelnymi odpady a o zméné
vyhlasky €. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpad( na skladky a jejich vyuZivani na
povrchu terénu a zméné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady
(vyhlaska o podrobnostech nakladani s biologicky rozloZitelnymi odpady).

CSN EN ISO 9562 (757531) Jakost vod- Stanoveni adsorbovatelnych organicky vazanych
halogenl (AOX), 2005.

CSN EN 16166 (838150) Kaly, upraveny bioodpad a pddy — Stanoveni adsorbovatelnych
organicky vazanych halogen( (AOX), 2013.

http://www.labtech.eu/analyzatory-aox-eox-labtech.
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Uloha 5:

ACIDOBAZICKE CHOVANI MATRIC, TITRACNi KRIVKA MATERIALU
A RIZIKO MOBILIZACE KOVU

Cilem prdce je seznamit se s procedurou, ktera vypovidd o acidobazickém chovani matrice
a s realizaci testovaciho postupu vedouciho ke konstrukci titracni kfivky. Hodnota pH ma
stéZzejni vliv na mobilitu rGznych kontaminant(, zejména tézkych kov(. Znalosti v této oblasti
jsou podstatné a Zadouci napfiklad u deponovanych materidlli, sanacnich zdsahd,
u materidld vystavenych obecné agresivnimu prostifedi ¢i za obdobnych podminek
namahanych.

Materidly podrobené testiim budou ze skupiny zemin se zvySenym obsahem tézkych kovu,
biopopilku, kal(i, odprask(.

Uéel a princip

Vyznam znalosti chovani materialG (zeminy, kalu, popilku,...) z hlediska zmény hodnoty pH
systému a stim souvisejici moZzné mobilizace sloZzek v nich obsazenych tkvi zejména
v moznosti predikce rizika, které mlze vdlsledku acidifikace systému nastat,
a prostfednictvim bilance lze také odhadovat dobu, kdy k takovému stavu mUze dojit a jak
velkou emisi znecistujicich latek Ize ocekavat v pripadé deponovanych materialQ, havarijnich
situaci apod. Dalsi oblasti, kde jsou informace tohoto typu uzite¢né, je odhad potrebného
mnozstvi Cinidla, které je nutné pro sanacni opatteni, jehoZ soucasti je uprava hodnoty pH
prostredi, ve kterém probiha napfiklad promyvéani zemin ¢i zasah pomoci Fentonova cinidla.
RovnézZ jsou informace nezbytné napfiklad pro moznost pripadného vylouceni uvazovanych
napravnych opatfeni a posouzeni jejich sekundarnich dopad(i nebo pfi posouzeni moznosti
mobilizace tézkych kov( naptiklad z upotfebenych sorbentl a zasypl nebo pfi zakladani
vytézenych dulnich dél.

Titraéni krivka pfindsi informaci o tom, jakych zmén hodnoty pH systému (v tomto
konkrétnim pripadé materidlid suspendovanych s destilovanou vodou) bylo dosazeno na
zakladé definovanych pridavk( roztoku kyseliny a zdsady. Vychozi hodnotou pH matrice je
jeji vlastni hodnota pH bez pridavku jakychkoliv Cinidel. Nasledné se vysSetfuje pokles
hodnoty pH v zavislosti na mnozstvi pridanych H+ iontd a narlst hodnoty pH v zavislosti na
mnozstvi pridanych OH™ iontd do testovaciho systému. Mira pfidavku cinidel se obvykle
vyjadfuje v molech H*/OH" vztazenych na kilogram susiny materidlu. Méfeni se provadi
pomoci pH elektrody, ktera snima hodnotu pH v suspenzi po urcitych konstantnich
pridavcich roztoku Cinidla do této suspenze.

Dalsim informacnim vystupem muizZe byt znalost mnoiZstvi komponent (nejcastéji tézkych
kovll), které se mobilizuji vlivem zmény pH systému, pokud je predmétem testovani
material, ktery néjaké z tézkych kovl obsahuje. Vystupem je potom zdvislost nalezeného
obsahu kovu uvolnéného do kapalné faze vlivem zmény jeho formy vyskytu na dosazené
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hodnoté pH systému a ostatnich podminkach procesu. Obvyklé vyjadieni je v podobé
hmotnostni jednotky dané komponenty nalezené v kapalné fazi na hmotnostni jednotku
susiny exponovaného materidlu za danych podminek, nebo lze pouzit relativni vyjadfeni, kdy
jako celkovy obsah tézkého kovu slouZi jeho obsah zjiStény mineralizaci vzorku (viz uloha
tykajici se mineralizace). Pro Analytickou koncovku pro stanoveni téZzkych kov( po separaci
suspendovanych ¢astic matrice v ziskané kapalné fazi s vyhodou poskytuje atomova
absorpéni spektrometrie.

Postup provedeni

Pro praci se odebere ze zasobni nddoby vzorek materidlu o hmotnosti cca 100 g. V pripadé
pramyslového kalu (kasovité ¢i pastovité hmoty nebo hmoty v rypném stavu) je treba
provést diikladnou homogenizaci. V pfipadé sypkych material(i se mlzZe jednat o jemnozrnny
materidl (napt. biopopilek) nebo zrnity material (zemina). Zrnity material je potfeba nejprve
dezintegrovat a zpracovat ve tfeci misce. Tim se dosahne nasledné pfipravy velmi jemné
suspenze a diky tomu bude docileno dfivéjSiho ustaleni odecitané hodnoty pH. Pro
vyjadrovani vysledk( a bilanci se provede stanoveni susiny material(.

Pfiprava testovaci suspenze spocivd v tom, Ze je navazka prelita destilovanou vodou
v kddince o vhodném objemu. Objem a typ kadinky je potfeba volit vzhledem k celkovému
objemu suspenze a s ohledem na to, aby bylo mozné do suspenze vkladat pH elektrodu aniz
by muselo byt vyjmuto magnetické michadlo. Konkrétni doporucena navazka vzorku a objem
destilované vody budou upfesnény ve vztahu k aktudlné testovanym materidlim, bude se
pohybovat ramcové v rozmezi 5-10 g materialu a 20-30 ml destilované vody.

Nasledné se vsadka umisti na magnetickou michacku a nechd se 30 minut michat (Obr. 5-1).

Obr. 5-1: Proméreni titracni krivky
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Poté se zméfi vychozi hodnota pH. Potom se postupné priddvaji konstantni pridavky roztoku
kyseliny resp. zasady a po kazdém pridavku se necha smés alespon 20 minut michat. Doba,
po kterou je provadéno michani by méla byt co nejdelsi, avSak s ohledem na ¢asovy rdmec
laboratorni ulohy. Doporucend koncentrace cinidel (HNOs, NaOH) je vrozmezi 0,02 —
0,5 mol/l a krok pridavku 200 pl (bude upfesnéno v zavislosti na aktualné testovanych
materialech vzhledem k jejich o¢ekdvané podstaté a sloZeni).

Pokud hodnota pH suspenze klesa po pridavcich kyseliny velmi pomalu, je mozné pfidavek
kyseliny v jednom kroku znasobit. V kazdém kroku se zaznamenava hodnota pH a pocet
pridavk( kyseliny (resp. objem). Zavislost hodnoty pH na mnoZstvi pfidanych iontd H*/OH na
hmotnostni jednotku susiny materidlu je vhodné vysetfit v oblasti hodnot pH 3 aZ 12, pokud
neni uréeno jinak.

Vzhledem k tomu, Ze ptidavky kyseliny a zdsady se realizuji postupné, je uvedeny postup
Casové relativné narocny. O zméné pH v systému lze ziskat prehled i zpGsobem, kdy jsou pro
jednotlivé pridavky Cinidel vy¢lenéné samostatné pfipravené vsadky. Vyhodou je, Ze v ramci
laboratorni ulohy lze vyuZzit delsi ¢asovou prodlevu k ustaleni hodnoty pH a zaroven lze za
stejny Casovy Usek provérit vétsi mnozstvi vzorkd/materiald.

Do tésné uzaviratelnych polypropylenovych zkumavek typu Falcon o objemu 50 ml nebo
jinych tésné uzaviratelnych vzorkovnic se navazi presné asi 5-10 g materidlu a prelije se 20 ml
destilované vody. Vsadek se zaroven pfipravi tolik, kolik se ocekavd pridavk( roztoku
kyseliny/zasady pro konstrukci titracni kfivky a jedna vsadka je realizovana bez pridavku
¢inidel (vychozi hodnota pH suspenze). Suspenze se nechaji tfepat na tfepacce typu hlava-
pata a potom se zméfi hodnota pH.

Vysledkem je obdobné konstrukce grafu zdvislosti pH suspenze na mnozstvi pridanych
H*iontd v molech na kilogram suSiny materidlu. Pfi tomto postupu je nutné pracovat
s nadobou s jejim celkovym objemem a objemem plnéni tak, aby byl zajistény dostateény
volny prostor v pracovni nddobé, kvlli moznému natlakovani vznikajicimi produkty.

Za ucelem odhadu vlivu hodnoty pH na mobilizaci vybranych tézkych kovl (budou upresnény
pro jednotlivé materidly podle jejich zastoupeni) Ize provést test pfi nékolika hodnotach pH
v systému vrozsahu hodnoty pH, kterd se ustali vlivem samotné pfitomnosti jemné
rozetfeného materidlu v suspenzi, az hodnoty pH cca 3,5. SniZzovani hodnoty pH v systému
bude dosahovéno opét pridavky roztoku kyseliny. Je tfeba dodrzet bilancovatelné podminky
(zachovani konstantniho poméru materialu a kapalné faze ve vSech ptipadech, tzn. v pfipadé
raznych pridavkl roztoku kyseliny doplnit davkovany objem na urcitou konstantni hodnotu).
Samotny postup prace je obdobny jako v pfedchozi ¢asti popisujici pfipravu individudlnich
testovacich vsadek, stim rozdilem, Ze tfepani po pfidavku roztoku kyseliny probihd
minimalné 4 hodiny (s ohledem na harmonogram prace je nutné dobu zkratit ¢i organizovat
praci s predstihem resp. pripravu vsadek provést predchozi den).

Vzhledem k rlznému slozZeni testovanych materidld a jejich acidobazickému chovani je
obtiZzné nastavit na zacatku testu podminky tak, aby byla hodnota pH v suspenzi po sejmuti
z trepacky na predem stanovenych hodnotach. Proto nejsou vyZzadovany urcité presné cilové
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hodnoty pH, je vSak nutné tyto hodnoty zjistit a zapsat pred provedenim filtrace kapalné faze
a mérenim obsahu kov(. S vyhodou lze vyuzit zjisténi pofizend v prvni ¢asti ulohy pfi tvorbé
titraCni krivky.

Pro analyzu vylouZenych tézkych kov( je tfeba separovat suspendované castice z kapalné
faze. Filtrace se provede pomoci injekénich stiikacek a stfikackovych filtra s velikosti péru
0,45 um. Ziskané filtraty je tfeba ddle okyselit (zejména ty, kde nebyl realizovan pridavek
roztoku kyseliny pro Upravu pH, resp. byly realizovany pfidavky velmi malé) par kapkami
koncentrované kyseliny dusi¢né. Koncentrace pritomnych kovl se zméri pomoci AAS.
Obvykle se vysledek vyjadfuje v hmotnostni jednotce kovu na hmotnostni jednotku susiny
materialu. Vystupem je pak vyjadieni mnoZstvi nalezeného uvolnéného kovu v zavislosti na
konkrétni klesajici dosazené hodnoté pH systému (suspenze pred filtraci).

Princip provadénych analyz

Susina

Susina vzorku nalezi mezi zakladni charakteristiky materialu, je stanovena susenim vzorku na
Petriho misce v susarné pfi 105 °C po dobu 4 hodin, resp. do konstantni hmotnosti. Vlhkost,
resp. susina se vypocte podle zjisténého ubytku hmotnosti vzorku a vyjadfi procentudlné.
MnozZstvi vzorku podrobeného suseni se voli fadové v jednotkdch grami podle jeho
charakteru a homogenity.

Hodnota pH

Méfeni je zalozené na elektrochemickém principu. Pouzivd se kombinace dvou
elektrochemickych ¢lankd, kdy potencidl jednoho ¢lanku je referencni a druhy potencial je
zavisly na koncentraci vodikovych iontl v roztoku obklopujicim elektrodu. Pfi ponoreni
elektrody do roztoku se na jejich svorkdach ustali napéti a pfistroj podle kalibracnich
udajli zobrazi aktudlni hodnotu pH. Pfed méfenim je tfeba ovéfit sprdvnost odezvy pomoci
pufri nebo rekalibrovat.

Dalsi analytickd metoda stanoveni je predstavena principidlné, pouZita instrumentace
a konkrétni préace s pfistrojem pro atomovou absorpéni spektrometrii (GBC SensAA — Obr. 5-
2) bude vysvétlena nazorné v laboratofi. Konkrétni konstrukce pftistroje, funkcnich prvki
a celkl bude vysvétlena pred provedenim analyz, rovnéz i seznameni s ridicim software
a nastavenim meéficiho rezimu (optimalizace drahy paprsku, poméru vzduch/palivo atd.).
Prace s analyzatorem probiha pouze pod dozorem vyucujiciho.

Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie je analytickd metoda zaloZena na absorpci zareni volnymi
atomy prvku v zakladnim energetickém stavu. Pohlcenim fotonu se volné atomy dostavaji na
nékterou z vyssich energetickych hladin. Rozdily energii mezi jednotlivymi elektronovymi
stavy jsou pro kazdy prvek specifické a ubytek primdarniho zareni je pak mirou koncentrace
volnych atom0 prvku, ktery toto zareni absorboval. Méreni AAS se béiné provadi pfi
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teplotach 2000 — 3000 K, kdy je vétSina volnych atom( prvkd v zakladnim energetickém
stavu.

Pouzity pristroj vyuziva plamenovou techniku. Jako palivo se vyuziva acetylen a zaroven je
potfeba do hordku privadét oxidujici plyn - stlateny vzduch. Vzorek je nasdvan
pneumatickym zmlZovadem okolo tfiStici kulicky do zmlZovaci komurky, odkud je veden
smérem ke Stérbinovému horaku. Plamen vytvafi absorpéni prostfedi, kde dochazi
k atomizaci prvkd. Plamenem prochazi paprsek ze zdroje zareni — vybojky s dutou katodou,
ktera je zhotovena z méreného prvku ¢i jeho slitiny a emituje ¢arové spektrum. Za plamenem
ve sméru prochazejiciho paprsku je umistény mtizkovy monochromator, kterym se voli
poZadovana vinova délka. Nasleduje detektor obsahujici fotondsobi¢ pracujici na principu
fotoelektrického jevu.

Pouzity pristroj provadi automaticky kalkulaci koncentrace analytu u zmérenych vzorkl na
zakladé proméreni odezvy pro kalibraéni roztoky.

Obr. 5-2: Pristroj GBC SensAA

Kalibracni roztoky se ptipravi fedénim z komeréné dostupnych standardd. K dispozici je
pripraveny zasobni roztok o koncentraci 100 mg/I stanovovanych kovu. Kalibraéni rozsah je
odlisny pro razné kovy a bude upfesnén na zakladé konkrétniho hledaného tézkého kovu ve
vztahu ke zpracovavanému typu vzorku.

Vysledky se zapiSi sohledem na pripadné fedéni vzork( k analyze. Hodnoty se dale
prepoctou vzhledem k navazkam vzorkd, jejich susiné a celkového objemu kapalné faze
pridané ke vzorku pro vytvoreni suspenze a Upravu hodnoty pH.
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Uloha 6:

AKTIVOVANY KAL A JEHO VYUZITi PRI TESTU BIODEGRADABILITY

Cil: e Pfipravit aktivovany kal k pouZziti
e Stanoveni susiny biomasy v kalu
e Nasazeni testu biologické rozlozitelnosti

1. Aktivovany kal

Aktivovany kal je suspenze biomasy bakterii a dalSich druhl mikroorganismu, jejiz
charakteristickou strukturou jsou tzv. vlocky. Tato smésnd kultura mikroorganismi se
pfirozené vyskytuje ve splaskovych odpadnich vodach a spontanné se rozmnoZuje pfi
provzdudriovani v aktivaénich nadrzich na COV. Mikroorganismy aktivovaného kalu vyuzivaji
jako substrat pro svij metabolismus organické latky i anorganické nutrienty (slouceniny
dusiku a fosforu) pfitomné v odpadnich vodach.

Aktivovany kal obsahuje kromé bakterii také vlaknité mikroorganismy, nalevniky, ménavky,
bic¢ikovce, virniky aj. Zastoupeni mikroorganism( v aktivovaném kalu zavisi na mnoha
faktorech, predevsim na stafi kalu (tj. primérnd doba pobytu vliocky - od jejiho vzniku az po
okamzik odstranéni ze systému v podobé prebytecného kalu) a na zatiZeni kalu (tj. mnoZstvi
substratu, které pripada na hmotnostni jednotku biomasy aktivovaného kalu za ¢asovou
jednotku). Vloc¢ky aktivovaného kalu jsou tvoreny vlakny a na né prisedlymi organismy; ¢ast
osidleni aktivovaného kalu se volné vzndasi mezi vlo¢ckami. Pti provzdusiovani suspenze kalu
se vlocky udrzuji ve vznosu a zaroven je mikroorganismim zajistén nezbytny prisun kysliku.
Pokud se provzdusnovani suspenze kalu prerusi, vlocky sedimentuji a nad nimi zGstava
(viceméné ¢ira) tzv. kalova voda.

Aktivovany kal odebrany na COV nebo z laboratorniho modelu aktivace se vyuZiva jako
inokulum (zdroj Zivych mikroorganismu) pri nékterych testech biodegradability organickych
latek. Pro spravné provedeni téchto testll je nezbytné, aby byl roztok testované latky
naockovan vhodnym mnozZstvim mikroorganisml v dobrém fyziologickém stavu. Proto je
potfeba se vzorkem aktivovaného kalu ndlezZité zachazet od okamziku odbéru az po
inokulaci, zejména zajistit kontinudlni provzdusnovani a pfimérenou teplotu prostredi. Déle
byva nezbytné kalové vloc¢ky oddélit od potencialniho substratu pfitomného v kalové vodé
a kvantifikovat jejich mnozstvi, aby bylo mozno inokulum davkovat.

Ackoliv se aktivovany kal pouZiva k inokulaci pfi testech, jejichz metodika je standardizovdna
vnormach nebo i vjinych dokumentech, nutno zduUraznit, Ze aktivovany kal nelze
standardizovat. Jeho biocendza se liSi v zavislosti na technologickych parametrech Cistirny
i na sloZeni odpadnich vod v dlouhodobém ¢asovém horizontu, reaguje na zmény a méni se
v ¢ase, proto kazdy jednotlivy vzorek kalu odebrany na rdznych COV nebo na stejné COV
v jinou dobu je zcela unikatni. K této skutecnosti je samoziejmé nutné prihlizet pfi hodnoceni
biodegradability latek na zakladé vysledkd provedenych testl a zejména pfi porovnavani
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2. Uprava kalu pred pouzitim

Aktivovany kal se na Cistirné, kterd zpracovava prevazné splaskové odpadni vody, odebira
zpravidla na odtoku prebyte¢ného kalu z aktivacni nadrze nebo z tzv. regeneracni nadrze,
a to do plastové lahve nebo kanystru. Po pfeneseni do laboratofe se suspenze kalu prelije
pfes sito do vdlce nebo jiné vhodné (Uzké a vysoké) nadoby a opakované se provede
dekantace: kal se nechd nékolik minut sedimentovat, poté se odlije kalovda voda
i s plovoucimi necistotami, nahradi se odstatou pitnou vodou, suspenze se promicha a cely
postup se zopakuje. Pokud kal obtizné sedimentuje, Ize sedimentaci nahradit odstfedénim.
Promyvanim a dekantaci se kal zbavi substratu a zbytkovych organickych latek pfitomnych
v kalové vodeé.

Po dekantaci se musi zajistit kontinudlni provzdusiovani. Intenzitu provzdusrfiovani je tfeba
upravit tak, aby byla dostatecna pro respiraci, ale nezplUsobovala vystfikovani suspenze
znddoby nebo nadmérné pénéni. Je vhodné nadobu zakryt napf. alobalem. Faze
provzdusnovani kalu pred jeho pouzitim muze trvat nékolik hodin az tyden, v zavislosti na
pozadavcich danych metodikou testu, pro ktery ma byt kal pouzit jako inokulum. V pribéhu
provzdusnovani bez prisunu substratu se mikroorganismy postupné dostdvaji do stavu
endogenni respirace, coZ znamena, Ze vyuzivaji pouze zdsobni latky v rdmci endogenniho
bunécného metabolismu, nikoliv substrat. V pfipadé nékterych testl je naopak poZadovano,
aby byl kal pravidelné ziven uméle pripravenou odpadni vodou, ktera zajisti standardizovany
pfisun substratu a tim udrZuje vysokou metabolickou aktivitu mikroorganism.

PFi manipulaci a uchovavani aktivovaného kalu je nutné mit na zreteli, Ze se jednd o material
obsahujici zivé organismy, které je Zadouci udrzet plné ,funkcni”, tedy schopné rozkladat
substrat stejné jako pfed odbérem. Biocendza aktivovaného kalu proto nesmi byt vystavena
pUsobeni zadnych toxickych latek. Z toho divodu se na promyti kalu pouZiva voda odstata,
aby pokud moZino neobsahovala aktivni chlor. Pitnd (kohoutkova) voda je vyhovujici
navzdory nutnosti vyckat odtékani chloru, protoZe na rozdil od demineralizované vody
nezplisobuje destrukci bunék a zaroven je zdrojem biogennich prvk(. Alternativné lze pouzit
tzv. minerdlni médium, které se pfipravuje rozpusténim urcitych soli biogennich prvkd
v demineralizované vodé. Dekantovany nebo odstfedény kal se resuspenduje v takovém
objemu vody nebo mineralniho média, aby se koncentrace nerozpusténych latek pohybovala
vrozmezi 2 g-1't a7z 10 g-I%.

Bezpecnost prdace

Zachazeni s aktivovanym kalem vyZzaduje diisledné dodrzovani hygieny pfi praci, protoZe kal
muUZe obsahovat rUzné patogenni organismy, napf. bakterie rodu Salmonella, Shigella,
fekalni streptokoky, viry Hepatitis, rotaviry, parazitické cervy aj. Ackoliv mnozZstvi patogend
obsazenych v odpadni vodé se pfi aktivacnim procesu snizuje, presto existuje riziko infekce
pfi pfimém kontaktu skalem. Proto je nezbytné nutné pouzZivat ochranné rukavice,
dezinfekcni prostiedky na Cisténi pracovni plochy i pomucek a laboratorni nadobi vyclenéné
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3. Gravimetrické stanoveni susiny biomasy

PFi testech biodegradability se suspenze aktivovaného kalu ddvkuje do testovacich nadob
tak, aby bylo dosazeno urcité predepsané koncentrace biomasy. Kvantifikace obsahu
biomasy se provadi gravimetricky - jedna se o stanoveni susiny, tj. nerozpusténych latek po
vysuSeni pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti. Lze vyuZit metodiku specifikovanou
v CSN EN 872 Jakost vod - Stanoveni nerozpu$ténych latek - Metoda filtrace filtrem ze
sklenénych vlaken.

Stanoveni nerozpusténych latek je uzancnim stanovenim, protoZe volbou filtraéniho
materidlu je vymezena velikost ¢astic, které budou zachyceny na filtru a budou tedy
povazovany za nerozpusténé latky. Pro stanoveni susiny kalu se obvykle pouZivaji filtry ze
sklenénych vlaken, které se vSak liSi svoji porozitou (napf. typ Whatman GF/C ma
deklarovanou stfedni velikost pért 1,2 um).

Filtry se predem promyji demineralizovanou vodou, vysusi se do konstantni hmotnosti
a zvazi na analytickych vahach. Suspenzi kalu je nezbytné dobfe homogenizovat, coz lze
zajistit intenzivnim michanim na magnetické michacce. Vhodny objem suspenze se odebere
specialné uzplsobenou sklenénou pipetou (se sefiznutou Spi¢kou), vypusti na navlhceny filtr
pfipraveny na filtraénim zafizeni a zfiltruje za sniZzeného tlaku. Filtr se zachycenymi
nerozpusténymi latkami se umisti do susarny a susi se pfi teploté 105 °C do konstantni
hmotnosti, poté se necha vychladnout v exsikatoru, zvazi se a z rozdilu hmotnosti a objemu
suspenze se vypocitd koncentrace nerozpusténych latek (oni) v suspenzi kalu.

Vypocet

(my, —my) - 103 pnt koncentrace nerozpusténych latek [g-17]
PnL = v
vz

m; hmotnost filtru s nerozpusténymi latkami [g]
m hmotnost prazdného filtru [g]

Viz objem vzorku k filtraci [ml]

4. Test biologické rozlozitelnosti

Biologickd rozlozZitelnost neboli biodegradabilita latek znamena jejich schopnost podléhat
biologickému rozkladu tj. souboru biochemickych reakci, které vedou k pfeméné organickych
latek na anorganické nebo alespon jednodussi organické slouceniny. Mikroorganismy
vyuzivaji organické latky jako substrat pti tvorbé svych zdsobnich latek a nové biomasy.
Biodegradabilita latek zavisi na jejich chemické strukture a na podminkach prostredi (teplota,
pH, koncentrace rozpusténého kysliku, zastoupeni mikroorganismi, pomér koncentrace
substratu a susiny biomasy aj.).
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Testy biodegradability simuluji chovani testované latky ve vodnim prostfedi nebo pfi procesu
¢isténi odpadnich vod a umoznuji posoudit jeji biologickou rozloZitelnost za danych
podminek. K inokulaci se pouzivd smésna kultura mikroorganismu, jejimz zdrojem mze byt
aktivovany kal, vycisténd odpadni voda, povrchova voda, pldni vyluh aj. Testovana latka je
pro mikroorganismy jedinym zdrojem uhliku a energie. Inkubace probihd za presné
definovanych podminek dle pfislusné metodiky. Rozklad latky se sleduje zpravidla po dobu
28 dni a vyjadfuje se pomoci stupné rozkladu D: v procentech, a to na zdkladé ubytku
organického uhliku v kapalné fazi nebo spotieby O; ¢i produkce CO, pfi respiraci
mikroorganismu v zavislosti na Case. Paralelné s testovanou latkou se provadi tzv. slepé
stanoveni, které slouZi ke korekci vysledk(l, a nedilnou soucasti byvd i kontrola aktivity
inokula, kontrola abiotického rozkladu testované latky, pripadné i kontrola inhibi¢nich ucinki
testované latky na kal.

Jednim z testl biodegradability, které pracuji s aktivovanym kalem a biodegradaci hodnoti
na zakladé Gbytku DOC, je Zahnliv-Wellensiiv test, specifikovany v CSN EN 29888. Roztok
testované latky v minerdlnim médiu se inokuluje aktivovanym kalem na vyslednou
koncentraci su$iny biomasy 200 mg:I! aZ 1000 mg-I* a za stalého michani a provzdu$iovani
se inkubuje ve tmé ¢i v rozptyleném svétle pfi teploté 20 °C az 25 °C po dobu obvykle 28 dni.
Experimentalni usporadani je patrné z Obr. 6-1. Pocatecni koncentrace testované latky se
voli takova, aby koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC) byla v rozmezi 50 mg-I*
aZz 400 mg-I"t. Vzorky pro stanoveni DOC se odebiraji na zac¢atku testu a déle ve vhodnych
intervalech s ohledem na priabéh rozkladu. Zvlastni vyznam mad odbér na zacatku testu v ¢ase
t1, coz ma byt (3,0 £0,5) h po inokulaci: pfislusny pokles koncentrace DOC se povaZuje za
ubytek latky zpUsobeny adsorpci na kal, nikoliv biologickym rozkladem. Nicméné vyznam
tohoto ,tfihodinového odbéru” je diskutabilni, protoZe i adsorbovany podil latky muze
podlehnout biodegradaci, a proto je nékdy ¢as t1 nahrazovan ¢asem 0 (okamzik inokulace).
Vynesenim vypoctenych hodnot D v zavislosti na ¢ase se ziska kfivka biologického rozkladu.
Testovana latka se klasifikuje jako snadno biologicky rozlozitelna, jestlize stupen rozkladu po
28 dnech prekrocil 70 %, tzn. D2g > 70 %.

Obr. 6-1: Sada testovacich nadob pfi Zahnové-Wellensové testu
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Aktivita inokula se ovéfuje pomoci tzv. referencni latky, coZ je latka snadno rozlozZitelna,
kterou mikroorganismy bez prodleni ¢i akumulace metabolizuji (napf. benzoan sodny,
ethylenglykol nebo anilin). Kontrola inhibi¢nich u€inkl se provadi pomoci ekvimolarni smési
testované latky a referencni latky; jestliZze testovana latka inhibuje mikroorganismy, potlaci
se i rozklad snadno rozloZitelného substratu. Pfi kontrole abiotické eliminace se vyuZiva
inaktivace inokula pridavkem vysoce toxické latky (HgCl,) a vysledky umoznuji odlisit ubytek
testované latky z vodné faze nebiologickymi procesy jako je odtékani, srazeni nebo adsorpce
na kal ¢i na stény nadoby. Obvykle se kaidy typ smési inkubuje paralelné dvakrat a do
vypoctu stupné rozkladu se zahrnuji primérné hodnoty.

Vychozi podminky pro test biodegradability

Pro nasazeni testu bude k dispozici roztok zvolené latky o zndmé koncentraci DOC. Davkovan
bude do minerdlniho média (sloZeni dle CSN EN 29888) tak, aby vyslednd koncentrace
v testovaci smési Cinila 50 mg:I! v jednotkdch DOC. Inokulovat se bude upravenym
aktivovanym kalem vtakovém mnozstvi, aby pocatecni koncentrace susiny biomasy
v testovaci smési ¢inila 200 mg:I't. Zaroveri s biodegradaci testované latky bude sledovan
abioticky rozklad a inhibice. Po¢ate¢ni odbér bude proveden v ¢ase 0 (nikoliv3 h £ 0,5 h).

Postup nasazeni testu

1. Kal promyt, dekantovat a resuspendovat v mineralnim médiu.
2. Stanovit susSinu biomasy v kalu.

3. Do sady trilitrovych kadinek pfipravit po 2 | jednotlivych testovacich smési dle
rozpisu v Tab. 6-1.

4. Do kazdé kadinky vlozit magnetické michadlo a provzdusnovaci trubic¢ku. VSechny
kadinky umistit na magnetické michacky, upravit intenzitu michani
a provzdusnovani.

5. Inokulovat vypoctenym objemem suspenze kalu. Zaznamenat ¢as zahdjeni testu
a fixou oznacit vysku hladiny v kadinkach.

Odbér vzorku
1. Pomodci stricky splachnout kal ulpély nad hladinou, doplnit odpatfenou vodu
demineralizovanou vodou (na rysku) a dobfe promichat.
2. Odebrat pfimérené mnozstvi testované smési do malé kadinky a fixou oznacit
vySku hladiny po odbéru.
3. Odebrany vzorek zfiltrovat pfes filtr ze sklenénych vlaken a ve filtratu stanovit
DOC (na automatickém analyzatoru uhliku).
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Tab. 6-1: Specifikace testovacich smési v Zahnové-Wellensové testu

¢. kadinky 1 2 3 4 5
slepé kontrola testovana kontrola kontrola
typ P , aktivity , o abiotického
stanoveni ) latka inhibice
inokula rozkladu
. benzoan vzorek +
latka X , vzorek . vzorek
sodny benzoan sodny
pocateéni
+
DOC [mg-] 0 50 50 50 + 50 50
<atein
pocatech! 200 200 200 200 0
pne [mg-17]
Vypocet
D, = (1— Ptvz — Pest )- 100 Dy sttjper“\ biodegradace testované latky
Pt1vz — Pri,si v Case t [%]
Ptvz koncentrace DOC v Case t

v nddobé s testovanou latkou [mg-1"]

Dtsl koncentrace DOC v ¢ase t
v nddobé se slepym stanovenim [mg-I]

Ptivz koncentrace DOC v Case t1
v hddobé s testovanou latkou [mg-1"]

Ptisl koncentrace DOC v Case t;
v hddobé se slepym stanovenim [mg-I"]

Vyhodnoceni testu

Ze stanovenych hodnot DOC pro jednotlivé ¢asy odbérd se vypocita stupen rozkladu v ¢ase t
v procentech, s korekci na slepé stanoveni a na ubytek testované latky v ¢ase t1 (v nasem
pripadé t; = 0). Sestroji se kfivka biologického rozkladu tzn. zavislost stupné rozkladu na case.
Pro srovnani by graf mél obsahovat i kfivku pro referencni latku a pro kontrolu inhibice
a abiotického rozkladu. Vysledny stupen rozkladu (28. den) se porovna s pozadovanym
limitem 70 %. Pokud je aktivita inokula dostatecnd, referencni latka by méla dosahnout
stupné rozkladu alespor 80 % nejdéle do 5 dni od zahdjeni testu.
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Uloha é. 7:

SUMARNI STANOVENi ORGANICKYCH LATEK
A MERENIi RESPIRACNi RYCHLOSTI KALU

Cil: e Stanoveni CHSK¢r v povrchovych a odpadnich vodach semimikrometodou
e Stanovemi DOC v pitnych a povrchovych vodach
e Meéfeni koncentrace rozpusténého kysliku optickou sondou
e Stanoveni respiracni rychlosti kalu

1. Sumarni stanoveni organickych latek

Organické latky jako celek se daji stanovit bud jako organicky uhlik, anebo jako CHSK
(chemicka spotfeba kysliku). Pfi stanoveni organicky vazaného uhliku se vysledky vyjadfuji
v miligramech Corg v jednom litru vzorku a Ize predpokladat, Ze zahrnuji prakticky vsechny
organické latky pfitomné ve vzorku. Pfi stanoveni CHSK se vysledky vyjadfuji v tzv.
kyslikovych ekvivalentech, tedy v mg kysliku, ktery je potfeba na oxidaci organickych latek
pfitomnych v jednom litru vzorku, oxidovatelnych za podminek stanoveni. Jako oxidacni
Cinidlo vSak neslouZi kyslik, ale K,Cr,O; (dichromanova metoda, vhodna pro povrchové
a odpadni vody) nebo KMnQO4 (manganistanovd metoda, vhodna pro pitné, pfip. i povrchové
vody). Rlzné organické latky se za danych podminek stanoveni oxiduji v rGzném rozsahu.
Neexistuje zZadnd korelace mezi DOC, CHSK¢r a CHSKwn.

2. Stanoveni CHSK¢, semimikrometodou

Princip stanoveni CHSKc¢r spocivd v oxidaci organickych latek obsaZenych ve vzorku
pusobenim K;Cr,07 pfi teploté 150 °C po dobu 2 h v silné kyselém prostfedi (H2SO4) za
katalytického plisobeni Ag>S0a. V reakéni smési je nutné eliminovat rusivy vliv chloridi, a to
pridavkem HgSO0a, s nimZ vytvori stabilni chlorortutnatany. Hodnota CHSKc¢: vzorku je
umérnd nezreagovanému mnozstvi dichromanu, které lze stanovit titraci siranem
diamonno-zeleznatym na indikator ferroin, nebo téz koncentraci vyredukovanych
chromitych iontt, které Ize stanovit spektrofotometricky. Princip stanoveni CHSK vyjadfuje
nasledujici rovnice, v niz figurujici uvolnéné elektrony pochazeji z molekul organickych latek,
které se za danych reakénich podminek oxiduiji:

Cr,072+6e + 14 H* > 2Cr¥* + 7H,0

PFi standardnim provedeni CHSKcr se vétSina organickych latek zoxiduje z vice nez 90 %;
pouze nékteré typy sloucenin (napt. derivaty pyridinu nebo nizsi alifatické aminy) se oxiduji
pfilis pomalu a nedplné.

Existuje nékolik rlznych metodik stanoveni CHSKc, které se lisSi experimentalnim
usporadanim, sloZzenim roztok( cinidel, volbou analytické koncovky, rozsahem poufiti.
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Z hlediska jednoduchosti provedeni a Uspory chemikalii je vyhodna tzv. semimikrometoda,
specifickd tim, Ze oxidace vzorku probiha v uzaviratelnych zkumavkach o priiméru 15 mm az
20 mm, vysSky 100 mm az 200 mm, se zavitem a se Sroubovym uzdvérem odolnym tepelné
i chemicky (nejlépe s teflonovym tésnénim), anebo ve fotometrickych zkumavkach, které
slouzi zaroven jako reakéni nadoba i kyveta pro méreni absorbance. Oba druhy zkumavek
jsou znazornény na Obr. 7-1. Pfistroj pro méreni absorbance ve fotometrickych zkumavkach
je znazornén na Obr. 7-2. Uzaviené zkumavky s reakéni smési se nejprve na 2 h vkladaji do
tzv. mineraliza¢niho boxu, coZ je masivni duralovy valec s otvory o priméru odpovidajicim
typu pouzivanych zkumavek, vyhtivany na teplotu 150 °C (viz Obr. 7-3). Po fazi oxidace
a nasledném ochlazeni reakéni smési se méfi absorbance pfi vinové délce 600 nm, ktera je
umérna obsahu organickych latek ve vzorku, a vysledky se vyhodnoti metodou kalibra¢ni
pfimky. Semimikrometoda je vhodna pro stanoveni CHSKcr vSech typd vod, jejichz CHSKcr
pfesahuje 30 mg-I" (pro niZéi koncentrace se preferuji jiné metodiky CHSKc).

Obr. 7-2: Zkumavkovy spektrofotometr Obr. 7-3: Mineralizacni box

Pristrojové vybaveni

e mineralizacni box s moZnosti ohfevu a regulace teploty

e zkumavkovy spektrofotometr
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Cinidla
e oxidacni roztok (K2Cr,07, H,SO4, HgSOa4)
Pozor, oxidacni roztok je Ziravy a vysoce toxicky!
e katalyzatorovy roztok (Ag2S0s, H2SOa4)
Pozor, katalyzdtorovy roztok je Ziravy!

Postup

1. Do zkumavky se pipetou odméfi 2,5 ml vzorku.

2. Pistoventilovym davkovacem se ptidd 1,5 ml oxida¢niho roztoku a 3,5 ml
katalyzatorového roztoku.

3. Zkumavka se pevné uzavre a preklapénim se dikladné promicha.

4. Ptipravené zkumavky se vloZi do mineralizacniho boxu, pfedem vyhratého na
teplotu 150 °C.

5. Reakéni doba v mineralizaénim boxu 2 h pfi 150 °C.

6. Zkumavky se opatrné vyndaji z boxu do kovového stojanku a nechaji se
vychladnout.

7. Dalsi postup zavisi na tom, v jakém typu zkumavek probihala oxidace vzorku.

Pokud byly pouZity fotometrické zkumavky:

preklopenim se promichaji, vnéjsi sténa se otfe specialni utérkou a absorbance se
méri po vloZeni do zkumavkového spektrofotometru, na némz byl nastaven

vvvvvv

Pokud byly pouZity obycejné zkumavky:

do kazdé se prida 5,0 ml demineralizované vody, zkumavka se uzavre,
preklopenim promicha a absorbance se méfi v kyveté s optickou drahou 5 cm pfi
vinové délce 600 nm.

Pozor, veskery odpad se slévd do sbérné nadoby!

Vypocet
A—-q
CHSK¢ = % CHSKcr  chemicka spotieba kysliku [mg:1]
A absorbance
q usek v kalibraéni zavislosti
k konstanta v kalibracni zavislosti
3. Stanoveni DOC

Rozpustény organicky uhlik (DOC, dissolved organic carbon) se stanovuje pomoci
automatickych analyzator(, které pracuji na principu katalyzované termické oxidace nebo
oxidace na mokré cesté a prevadéji veskery uhlik na CO;. Obsahuje-li vzorek nerozpusténé
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latky, musi se pred stanovenim DOC zfiltrovat napft. pres filtr ze sklenénych vldken. V pfipadé
analyzy nefiltrovaného vzorku se stanovi TOC (total organic carbon tj. celkovy organicky
uhlik). Koncentrace DOC (resp. TOC) se vyjadFuje v jednotkdch mg:I™.

Termicka oxidace probiha pfi teploté asi 700 °C az 1000 °C za pfitomnosti katalyzator( napfr.
na bazi platiny. Vznikly CO; je bud' pfimo, nebo po konverzi na methan stanovovan nejéastéji
plameno-ionizatnim nebo infratervenym detektorem. PFi analyze se oxiduji kromé
organického uhliku i anorganické formy, a proto je tfeba paralelné stanovit TIC (total
inorganic carbon, tj. celkovy anorganicky uhlik), a to oxidaci pfi teploté 180 °C bez
katalyzator(. Parametr TOC se pak vyhodnoti diferenc¢né (TOC = TC — TIC). Jinou moZnosti je
eliminovat anorganicky uhlik ze vzorku okyselenim na pH 2 a naslednym probubldvanim
dusikem a potom v takto upraveném vzorku stanovit hodnotu NPOC (non-purgeable organic
carbon, tj. neodtékatelny organicky uhlik). AvSak hodnoty TOC a NPOC jsou totozné pouze
za predpokladu, Ze vzorek neobsahuje tékavé slozky.

Pristrojové vybaveni

Analyzatord uhliku v kapalnych vzorcich existuje celd fada od rdznych vyrobcl. Nékteré jsou
vybaveny podavacem vzorkl (tzv. karuselem), jiné vyZaduji manudlni obsluhu, nékteré jsou
vybaveny monitorem s moznosti ovladani na téle pristroje a nékteré lze propojit s pocitacem
a na ném pak nastavit vSechny parametry analyzy i zpracovavat naméfend data. Jeden
z velmi spolehlivych a uzivatelsky komfortnich analyzatorl uhliku je Shimadzu TOC-Vcen
(viz Obr. 7-4), ktery umoznuje stanoveni TOC (DOC), IC, NPOC a také celkového dusiku.

\

- \»

Obr. 7-4: Analyzator uhliku Shimadzu TOC-VcpH

Postup

Vzorek se v pfipadé obsahu nerozpusténych latek zfiltruje a nalije se do specialni sklenéné
nadobky (vialky), uzavie se vickem a vloZi do podavace vzork( (karuselu). Na analyzatoru se
nastavi poZzadované parametry a zahaji se analyza.

N0l

36



4. Méreni koncentrace rozpusténého kysliku optickou sondou

Princip méreni optickou sondou spociva v méfeni intenzity zafeni na luminiscenc¢ni vrstvé,
kterd je nanesena na méfici hlavici sondy. Dioda (LED) zabudovana v sondé vysila kratky
svételny impuls o vysoké energii (modré svétlo), coz zplsobi excitaci luminoforu a tim
i vyzafovani cerveného svétla z luminiscenéni vrstvy na meéfici hlavici. Molekuly kysliku
pohlcuji energii tohoto zareni, a proto koncentrace rozpusténého kysliku ve vzorku je
nepfimo Uumérna intenzité luminiscencniho zareni. Emitované zareni je fotodetektorem
prevadéno na elektricky signal.

Vysledky se vyjadfuji bud jako hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku (02) v mg-I?,
nebo jako stupen nasyceni kyslikem v procentech, pficemz nasyceni 100 % odpovida
rovnovazné koncentraci rozpusténého kysliku za dané teploty a tlaku. Vidy se zaroven méri
teplota, protoZe jednak ovliviiuje signal sondy a jednak i rozpustnost kysliku ve vodé.

Meéfici hlavice sondy se uchovava v pouzdre se silikagelem. Luminiscencni vrstvy se nesmime
dotykat ani ji mechanicky Ccistit, aby se neposkodila. Koncentrace kysliku se v laboratofi
obvykle méfi v kyslikovce (tj. specidlni typ vzorkovnice), v terénu ponorenim sondy pfimo do
vodniho télesa. Pfi méreni je potfeba zabranit kontaktu vzorku se vzduchem, tvorbé bublin
a zajistit proudéni vzorku kolem meéfici hlavice, napf. pomoci magnetického michadla.
Koncentraci kysliku Ize méfit nejen ve vodé, ale také v suspenzi kalu, coz se vyuziva pfi
kontrole a fizeni aktivaéniho procesu na COV.

Pristrojové vybaveni

e prenosny oxymetr Hach LDO HQ 10 (viz Obr. 7-5)
e magnetickd michacka

Obr. 7-5: Oxymetr Hach LDO HQ 10

Postup

1. Seznamit se s obsluhou oxymetru (dle navodu vyrobce) a pfipravit jej k méreni.

2. Kyslikovku naplnit vzorkem, opattit magnetickym michadlem, méficim nastavcem
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3. Upravit intenzitu michani.

4. Ponofit sondu a po ustdleni zapsat namérenou koncentraci rozpusténého kysliku,
stupen nasyceni a teplotu.

5. Vyjmout sondu z kyslikovky, oplachnout ji demineralizovanou vodou, jemné osusit
télo sondy (nikoliv luminiscencni vrstvu!) a uloZit do pouzdra.

Vyjadfovani vysledki
p(02) hmotnostni koncentrace kysliku [mg:I7]

w(0O2) nasyceni kyslikem [%]

5. Stanoveni respiracni rychlosti kalu

Respiracni rychlosti kalu se rozumi rychlost spotieby kysliku (O2) mikroorganismy
aktivovaného kalu v objemové jednotce kalu za ¢asovou jednotku a vyjadiuje se v mg:I'*-h1,
Pokud se vztahuje na hmotnostni jednotku suSiny kalu, jedna se o specifickou rychlost
spotfeby kysliku neboli specifickou respiraéni rychlost a vyjadfuje se v mg-gt-h’l. Dojde-li za
pritomnosti néjaké latky k poklesu respiracni rychlosti kalu, svédci to o inhibicnim ucinku
této latky na mikroorganismy aktivovaného kalu.

Pfed mérenim respiracni rychlosti kalu se testovand smés, ktera obsahuje snadno
rozlozitelny substrat (a pripadné navic i testovanou latku), nechd dostatec¢né dlouho
provzduSfiovat, aby se nasytila kyslikem a mikroorganismy mohly zacit metabolizovat
substrat. Ve vhodny okamzik se cast testované smési odebere do kyslikovky, kde jiz
nedochazi k provzdusnovani a koncentrace rozpusténého kysliku je tudiz ovlivnéna pouze
respiraci pritomnych mikroorganismli. Méfi se koncentrace rozpusténého kysliku
v kyslikovce v zavislosti na ¢ase a z poklesu koncentrace rozpusténého kysliku za ¢asovou
jednotku se vypocita respiracni rychlost kalu. Pro vypocet se pouzivd metoda linearni
regrese a pracuje se pouze s linedrni C¢asti namérené zavislosti, idedlné vrozmezi
koncentrace rozpusténého kysliku mezi 7 mg-I* a 2 mg-I2.

Cinidla
e syntetickd odpadni voda

e roztok 3,5-dichlorfenolu (o = 1,00 g-I%)
e roztoky HCl a NaOH na Upravu pH

Postup

Vzorek Cerstvé odebraného kalu, jehozZ respiracni rychlost v pfitomnosti urcitého substratu
mame stanovit, je nejprve potrfeba nalezité pfripravit ke zkouSce. Pfiprava zahrnuje
nasledujici operace v uvedeném poradi:

e dekantace
e odstredéni
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e resuspendace v odstaté kohoutkové vodé

e odstfedéni

e resuspendace v odstaté kohoutkové vodé

e stanoveni susiny biomasy

e nafedéni odstatou kohoutkovou vodou na koncentraci susiny cca 3 g-I"
e provzdusnovani az do okamziku pouziti

Paralelné s upravou kalu jiz lze pfipravovat jednotlivé testovaci smési. Kazda z nich obsahuje
vypocteny objem uméle pfipravené (syntetické) odpadni vody, demineralizované vody,
suspenze kalu pro inokulaci a ptip. zasobniho roztoku urcité latky. Kazda série testu zahrnuje
kromé nadoby se zvolenou testovanou latkou také kontrolni vzorek, ktery slouzi ke kontrole
aktivity inokula, dale referenéni latku (3,5-dichlorfenol), ktera silné inhibuje respiraci kalu,
a dle potfreby muizZe byt zarazena i kontrola inhibice s korekci na nitrifikaci, kde je kromé
testované latky pfitomen inhibitor nitrifikace (allylthiomocovina). SloZzeni syntetické odpadni
vody a ostatnich potiebnych roztok(, jakoZ i pracovni postup a pokyny k vyhodnoceni Ize
nalézt v normé CSN EN ISO 8192.

Pfed zahajenim testu je nezbytné zkontrolovat a pfipadné upravit hodnotu pH vsech
testovacich smési na pH v rozmezi 7 az 8 a viechny testovaci nadoby (vétsi kadinky nebo
konické banky) vybavit provzdusiovacimi trubickami a michadly a umistit je na magnetické
michacky. Inokulace jednotlivych testovacich smési se musi provadét postupné
s pfiméfenym c¢asovym odstupem (napf. 15 min), aby pozdéji bylo redlné mérit koncentraci
kysliku jednotlivych vzork( v potfebném case (pochopitelné nelze jednou sondou méfit
v nékolika nadobdch soucasné). Ddavka suspenze kalu se voli takova, aby vysledna
koncentrace susiny biomasy v testovaci smési byla 1500 mg-I'X. Cas inokulace jednotlivych
testovacich smési se eviduje jako zacatek testu. Michanim se vlocky kalu udrzuji ve vznosu
a intenzita provzdusniovani se upravi tak, aby nasyceni kyslikem presahovalo 60 % (nutno
prabéziné kontrolovat).

Respiracni rychlost se méfi po odbéru vzorku z testovaci nadoby do kyslikovky, a to ve
zvolenych ¢asovych intervalech, obvykle po 30 min od zahdjeni testu a potom napf. po
180 min. Kyslikovka vybavena michadlem se vzidy pIni az po hrdlo a do néj se vkladd méfici
nastavec, ktery umoznuje relativné tésné zanoreni sondy a zajisti prostor pro preteceni
vzorku z kyslikovky. Jakmile je kyslikovka se vzorkem pfipravena, okamzité se do ni ponofi
sonda oxymetru a zaznamendva se koncentrace kysliku v zavislosti na case, dokud
koncentrace kysliku neklesne pod 2 mg-, coZ obvykle trvd 5 aZ 10 minut. RovnéZ se
zaznamena teplota vzorku. Po ukonceni méreni se vzorek z kyslikovky vrati zpét do testovaci
nadoby a kyslikovka se pfipravi pro méreni dalSiho vzorku.

Na zdkladé vlivu testované latky na respiraéni rychlost aktivovaného kalu Ize posoudit
inhibi¢ni uUc¢inky dané latky na mikroorganismy kalu. Zkouska je pouzZitelnda pro testovani
chemickych sloucenin nebo jejich smési, ale i odpadnich vod. Aby vysledky mohly byt
povaZovany za platné, musi byt respiraéni rychlost v kontrolnim vzorku alespori 20 mg-g*-h™2.
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Vypocet
_ P1-P2

= 60 e s o
S pyL At Rs specificka respiraéni rychlost [mg-gt-h™!]

p1 hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku
na zakatku vybrané ¢asti linedrniho Gseku [mg-1™]

P2 hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku
na konci vybrané ¢asti linedrniho Useku [mg-1"]

PNL koncentrace nerozpusténych latek (susiny
biomasy) [g:I]

At ¢asovy interval mezi mérenim p1 a pz2 [min]

Vyhodnoceni

Respiracni rychlost kalu zavisi na podminkach, v jakych je kal uchovavan (ptisun substratu,
nutrient(, kysliku), a zejména je ovlivnéna latkami, s nimiz mikroorganismy byly nebo jsou
v kontaktu. Pfitomnost latek toxickych resp. vykazujicich inhibi¢ni Gcinky sniZuje respiracni
rychlost kalu a vdlsledku toho i snadno rozlozZitelny substrat mize byt metabolizovan
podstatné pomaleji nebo dokonce vibec. Na zdkladé proméreni respiracnich rychlosti
ucelené série vzorkl lze vypocitat stupen inhibice testované latky a v pfipadé proméreni
koncentracni rady testované latky vrozsahu nékolika fadd lze dokonce vypocitat rozsah
koncentraci testované latky, pfi nichZ dochazi k inhibici 0 % az 100 %, nebo téZ hodnotu ECso
tj. ucinnou koncentraci latky, pfi které dochazi k 50 % inhibici v porovnani s kontrolnim
vzorkem.
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Uloha 8:

STANOVENi NUTRIENTU, ROZPUSTENEHO KYSLIKU A BSK;
V POVRCHOVYCH VODACH

Cil: e Spektrofotometrické stanoveni anorganickych forem dusiku a fosforu
e Stanovenirozpusténého O; jodometrickou titraci
e Nasazeni BSK;
e Klasifikace vzorku povrchové vody dle CSN 75 7221

1. Spektrofotometrické stanoveni anorganickych forem dusiku a fosforu

Dusik a fosfor nalezi do skupiny nutrientll, jejichz zdrojem jsou predevsim (vycisténé)
odpadni vody a splachy hnojiv ze zemédélské pady. Vznikaji téZ pfi rozkladu organickych
latek prirodniho plvodu. Dlsledkem nadmérného obohacovani povrchovych vod
o slouceniny dusiku a fosforu je premnozeni nékterych druhG mikroorganisma (fas, sinic),
které postupné odumiraji, a rozkladajici se biomasa zpuUsobuje pokles koncentrace kysliku.
Cely proces se nazyva eutrofizace. V dlsledku eutrofizace dochazi k naruseni kyslikového
rezimu a oslabeni samocistici schopnosti pfirodnich vod.

Mezi anorganické formy dusiku patfi dusitany, dusicnany a amoniakalni dusik, ktery se
mulzZe vyskytovat ve formé amoniaku nebo amonnych iontl (zastoupeni téchto forem
vyskytu zdvisi na hodnoté pH). Z anorganickych sloucenin fosforu jsou vyznamné zejména
tzv. orthofosforecnany, cozZ je kyselina fosforecna a vsechny jeji soli; minoritni vyznam maji
polyfosforecnany. Stanoveni koncentrace forem dusiku a orthofosfore¢nan( je nezbytné pfi
monitorovani znecisténi povrchovych vod a hodnoceni rizika eutrofizace.

Dusi¢nanovy, dusitanovy a amoniakalni dusik a rovnéZ orthofosfore¢nany lze stanovit
spektrofotometrickymi metodami. Spolecnym principem vSech spektrofotometrickych
stanoveni je prevedeni analytu pomoci vhodného ¢inidla na barevnou slouceninu; intenzita
zbarveni (absorbance) je umérnd koncentraci analytu ve vzorku. Vypocet koncentrace
vychazi z Lambert-Beerova zdkona a obvykle se pracuje metodou kalibraéni ptfimky. Pro
orientacni stanoveni je vhodné vyuzit modifikace standardnich metod ve fotometrickych
zkumavkach, protoZze provedeni je Uspornéjsi z hlediska ¢asu i spotfeby chemikalii. Ve
fotometrickych zkumavkach probiha vybarvovaci reakce a poté se vkladaji do specialniho
spektrofotometru, kde probéhne meéreni absorbance (viz Obr. 8-1). Obsahuje-li vzorek
nerozpusténé latky, je nutné jejich odstranéni filtraci pfed analyzou.

Vypocet
hmotnostni koncentrace analytu [mg-I]

absorbance

usek v kalibracni zavislosti

=~ Q9 » O

konstanta v kalibracni zavislosti
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Spektrofotometrické stanoveni dusitant
s NED-dihydrochloridem, modifikace CSN EN 26777

Princip

Dusitany pfitomné ve vzorku reaguji v prostiedi kyseliny fosfore¢né pti hodnoté pH 1,9
s amidem kyseliny sulfanilové za vzniku diazoniové soli, kterd s NED-dihydrochloridem tvofi
rlZové azobarvivo. Absorbance vybarveného vzorku se méfi pfi vinové délce 540 nm.

Cinidla

Vybarvovaci Cinidlo SANED obsahuje kyselinu fosfore¢nou, 4-aminobenzen-sulfonamid a
N-(1-naftyl)-1,2-ethylendiamin dihydrochlorid. Pozor, ¢inidlo SANED je toxické!

Postup

Pipetou odméfit 5,0 ml vzorku do fotometrické zkumavky.

Ptidat 125 ul vybarvovaciho ¢inidla SANED, promichat.

1.
2
3. Pfidat 1,1 ml demineralizované vody, promichat.
4. Reakéni doba 20 min.

5

Méfit absorbanci pfi vinové délce 540 nm.

Spektrofotometrické stanoveni dusi¢énant
s 2,6-dimethylfenolem dle CSN 75 7455

Princip

Dusi¢nany pfitomné ve vzorku reaguji s 2,6-dimethylfenolem v prostifedi smési
koncentrované kyseliny sirové a koncentrované kyseliny fosfore¢né za vzniku cihlové
cerveného 4-nitro-2,6-dimethylfenolu. Absorbance vybarveného vzorku se méfi pfi
vinové délce 324 nm.

Cinidla
e 2,6-dimethylfenol (roztok v konc. kyseliné octové)

e smés kyselin: konc. H2SO4 a konc. H3PO4 v objemovém poméru 1:1
Pozor, smés kyselin je silng Ziravina!

e kyselina amidosirova (roztok)
Postup

Pipetou odméfit 0,5 ml vzorku do fotometrické zkumavky.

Pfidat 50 pul roztoku amidosirové kyseliny, promichat.

Pridat 3,5 ml smési kyselin a velmi opatrné promichat.

Ptidat 0,5 ml 2,6-dimethylfenolu, zkumavku uzavfit a dikladné protiepat.

Reak¢ni doba 10 minut.

AN A

Meérit absorbanci pfi vinové délce 340 nm.
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Spektrofotometrické stanoveni amoniakalniho dusiku
indofenolovou metodou, modifikace €SN ISO 7150-1

Princip
Amoniakalni dusik v alkalickém prostfedi reaguje s chlornanem a salicylanem za
katalytického Ucinku nitroprussidu sodného. Vznikd modré barvivo indofenolového typu,
které vsak spolecné se Zluté zbarvenym nitroprussidem vysledné dava zelené zbarveni.
Absorbance vybarveného vzorku se méfi pfi vinové délce 655 nm.
Cinidla

e SCNP: salicylan sodny, citronan trisodny a nitroprussid sodny

e DCIK: dichlorisokyanuratan sodny, NaOH (Pozor, roztok DCIK je silné alkalicky! )

e (istici roztok: NaOH, demineralizovana voda, ethanol (Pozor, Ziravina!)

Postup

Pipetou odmérit 5,0 ml vzorku do fotometrické zkumavky.
Ptidat 0,5 ml Cinidla SCNP, promichat.

Ptidat 0,5 ml Cinidla DCIK, zkumavku uzavfit a promichat.
Reakcni doba 1 h.

Méfit absorbanci pfi vinové délce 655 nm.

AN A

Zkumavky se po poutziti vyplachuji Cisticim roztokem a pak teprve
demineralizovanou vodou.

Spektrofotometrické stanoveni orthofosforeénant
s molybdenanem amonnym, modifikace CSN EN ISO 6878

Princip

Orthofosfore€nany tvofi v kyselém prostredi, za katalytického Uc¢inku antimonitych iontd,
v pfitomnosti nadbytku molybdenanovych iontd Zluty heterokomplex polykyseliny
molybdatofosfore¢né. Tento komplex se redukuje kyselinou askorbovou na molybdenovou
modt. Absorbance vybarveného vzorku se méfi pfi vinové délce 690 nm.

Cinidla
Smésné Cinidlo se pripravuje bezprostfedné pred pouzitim smisenim predepsanych objem(

roztoku H;SOs4, molybdenanu amonného, vinanu antimonylodraselného a askorbové
kyseliny. Pozor, vinan antimonylodraselny je toxickad latka!

Postup
1. Pipetou odméfit 5,0 ml vzorku do fotometrické zkumavky.
2. Pridat 1,0 ml smésného ¢inidla, zkumavku uzavfit a promichat.
3. Reak¢ni doba presné 15 min.
4. MEéfrit absorbanci pfi vinové délce 690 nm.
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Obr. 8-1: Fotometrické zkumavky a zkumavkovy spektrofotometr WTW MPM3000

2. Jodometrické stanoveni rozpusténého kysliku

Koncentrace kysliku v povrchovych vodach je velmi duleZitym ukazatelem kyslikového
rezimu a je dana rovnovahou mezi procesy, pfi kterych je voda kyslikem obohacovéna,
a procesy, pfi kterych je kyslik rozpustény ve vodé spotfebovavan. Zdrojem kysliku je jednak
fotosyntéza a jednak prestup kysliku ze vzduchu do vody. K dbytku kysliku dochazi
v disledku dychani vodnich Zivocichi a rozkladu organickych latek pri procesech
samocisténi. Koncentrace kysliku ve vodé je také limitovana jeho rozpustnosti, ktera zavisi na
teploté. Aktudlni koncentraci rozpusténého kysliku lze stanovit membrdnovou sondou, nebo
pomoci optického senzoru, anebo jodometrickou titraci (viz dale).

Princip

Kyslik rozpustény ve vodé se reakci s hydroxidem manganatym v alkalickém prostredi
prevadi na ekvivalentni mnozstvi smési hydroxidd manganitého a manganicitého. Jedna se
o tzv. fixaci kysliku. Nasleduje okyseleni vzorku, pfi kterém se Mn" a Mn" pfitomnymi
jodidovymi ionty redukuji zpét na Mn?* a soudasné se ekvivalentni mnoZstvi jodidu oxiduje
na jod. Uvolnény jod se pak stanovi titraci odmérnym roztokem thiosiranu na skrob jako
indikator. Rozpustény kyslik se tedy stanovuje nepfimo, po pfevedeni na jod.

MnZ*+ 2 OH" - Mn(OH); (s)

1/2 02 + 2 Mn(OH)z (s) + H2O0 > 2 Mn(OH)s (s)
Mn(OH)s (s) + 3 H* > Mn3' +3 H,0

2Mn¥* 421 5> 2Mn* +1,

l2+25203% > 21 +S406*

Odbér vzorku

Vzorek vody se odebird prfimo do tzv. kyslikovek, coZ jsou uzkohrdlé reagencni lahve se
specialné zabrousenou zatkou s presné znamym a vyznacenym objemem v rozmezi 130 ml az
350 ml. Kyslikovky se plni takovym zpUsobem, aby vzorek vody byl pfivddén ke dnu a aby
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zcela vytésnil vzduch obsaZeny v lahvicce. Po naplnéni kyslikovky se vzorek jeSté necha
pretékat, aby se objem nékolikrat (alespon 5x) vymeénil. Kyslikovka naplnéna vzorkem az po
okraj se pevné uzavre zatkou tak, aby pod ni nezlistala vzduchova bublina.

Cinidla
[
[
[ ]
[ ]
[ ]
Postup
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
Vypocet

srazeci roztok | (MnSQg)

srazeci roztok Il (alkalicky roztok jodidu a azidu)
H2SO4 zfed'. v objemovém poméru 1l:1
odmeérny roztok Na;S;03 (¢ = 0,01 mol-I')

Skrobovy indikator

Do vzorku v kyslikovce se pod hladinu pfida 0,5 ml srazeciho roztoku |
a 1 ml srazeciho roztoku Il.

Kyslikovka se uzavre a dlikladné se promicha obracenim (vznikne srazenina).
SraZenina v kyslikovce se necha sedimentovat, dokud fazové rozhrani neklesne
do dolni tfetiny objemu lahvicky.

Do kyslikovky s fixovanym kyslikem se pod hladinu ptida 0,75 ml zfed" H2SOa.
Kyslikovka se ihned uzavre. Kyslikovka se dlikladné promicha obracenim, az se
rozpusti veskera srazenina.

Uzavrena kyslikovka se necha stat 5 min ve tmé.

Potom se obsah kyslikovky kvantitativné prevede do jodaéni banky a hned se
titruje se odmérnym roztokem thiosiranu do svétle Zzlutého zbarveni.

Ptida se Skrobovy indikator (titrovany roztok se zbarvi modre) a dotitruje se pravé
do odbarveni.

fe(S;057) - V(S,037) - M(0y) - 10°

p(0;) = Ve — Ver

0(02) hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku [mg-1-]
f titracni faktor (f = %)

¢(S203%) titr odmérného roztoku [mol-I%]

V(S,05%) spotieba odmérného roztoku [ml]

M(0,) molarni hmotnost kysliku [g:-mol™?]

Vk objem kyslikovky [ml]

Vsr celkovy objem srazecich roztokd [ml]
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3. Stanoveni BSK7

Biochemicka spotieba kysliku (BSK) vypovida o koncentraci biologicky rozlozitelnych latek
ve vodé. Stanovuje se zrozdilu koncentrace rozpusténého kysliku na zacatku a na konci
inkubace vzorku vuzavienych lahvi¢kdch (kyslikovkdch) za wuzancénich podminek,
s pfihlédnutim k fedéni vzorku. Vysledky se vyjadfuji v mg kysliku, ktery se spotfebuje na
biochemickou oxidaci organickych latek pritomnych v jednom litru vzorku. Inkubace probiha
ve tmé pri teploté 20 °C zpravidla 5 dni (BSKs), ale pfipousti se i 7 dni (BSK;), coZ je
vyhodnéjsi z hlediska kontinudlniho zpracovavani vzork( v pribéhu tydne. Pro lepsi
srovnatelnost vysledkl BSKs a BSK; se doporucuje v pfipadé sedmidenni inkubace zvolit
rezim ,,2+5“, kdy se prvni dva dny vzorky inkubuji pfi teploté v rozmezi 0 °C aZ 4 °C a teprve
nasledujicich 5 dni pti teploté 20 °C.

Pti stanoveni BSK standardni zied'ovaci metodou se vhodné mnozstvi vzorku davkuje do tzv.
ockované zredovaci vody, ktera je pfi dané teploté nasycena kyslikem, obsahuje nezbytné
biogenni prvky (Ca, Mg, Fe), fosfore¢nanovy tlumivy roztok, inhibitor nitrifikace
(allylthiomo€ovinu) a inokulum (napf. povrchovou vodu nebo odtok z COV). Inhibitor
nitrifikace zabrdni pfipadné spotrebé kysliku na oxidaci amoniakalniho dusiku nebo dusitan(,
ktera by zkreslovala vysledky. Inkubace vzorku ma probihat za aerobnich podminek, a proto
je pozadovano, aby koncentrace rozpusténého kysliku v lahvickach ¢inila alespori 8 mg:I' na
zacatku a 2 mg:I! na konci inkubace. A aby vysledky byly prikazné, poZaduje se spotfeba
kysliku b&hem inkubace vzorku alespori 2 mg:I"t. Vhodné fedéni se odhaduje na zakladé
stanovené hodnoty CHSKcr vzorku, vychazi se z pfedchozich zkuSenosti s danym typem
vzorku a voli se paralelné nékolik rdznych fedéni. Soucasné se vzorkem se vidy nasazuje tzv.
slepé stanoveni a kontrolni stanoveni s referenéni latkou (napf. benzoan sodny).
Pfipravenymi testovacimi roztoky se plni kyslikovky, obvykle po ¢tyfech kusech: ve dvou se
stanovi rozpustény kyslik 0. den a dvé se uloZi do termostatu, aby se mohly zpracovat 5. den,
anebo 7. den inkubace.

Postup

=

Pfipravit o¢kovanou zfedovaci vodu.

N

Pfipravit testovaci roztoky (slepé stanoveni, vzorek, referencni latka) a naplnit
jimi kyslikovky.

3. Kyslikovky uréené k inkubaci uloZit do termostatu a v ostatnich stanovit
koncentraci rozpusténého kysliku.

4. Po 7 dnech stanovit koncentraci rozpusténého kysliku ve zbyvajicich kyslikovkach
a vypocitat hodnoty BSK.

Vypocet

BSK; = {[p(02)ors — p(02)71s] * Vos — [p(02) 051 — p(02) 7511 * Vs — Vi) } - 1/ Vi,
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BSK7 biochemicka spotieba kysliku za 7 dni [mg-17]

p(02)ors hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku v testovaci smési 0. den [mg-1]
p(02)71s  hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku v testovaci smési 7. den [mg:1]
Vs objem testovaci smési [ml]

p(02)oss  hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku ve slepém stanoveni 0. den [mg-I]
p(02)7s  hmotnostni koncentrace rozpusténého kysliku ve slepém stanoveni 7. den [mg:I]

Vvz objem vzorku davkovany do testovaci smési [ml]

4. Klasifikace kvality povrchové vody

Na zdkladé stanovené koncentrace nutrientl, rozpusténého kysliku a BSKs (resp. BSK7) Ize
povrchové vody dle €SN 75 7221 klasifikovat do tzv. tfid kvality, které vyplyvaji z rozsahu
ovlivnéni kvality vody lidskou ¢innosti:

I. neznecisténd voda - ukazatele jakosti vody nepfesahuji hodnoty odpovidajici
béZznému pfirozenému pozadi v tocich

Il. mirné znecisténd voda - bohaty, vyvazeny a udrzitelny ekosystém

lll. znecisténd voda - nemusi byt zajistény podminky pro existenci bohatého,
vyvazeného a udrZitelného ekosystému

IV. silné znecisténd voda - nevyvazeny ekosystém

V. velmi silné znecisténd voda - silné nevyvaieny ekosystém

Ukazatell znecisténi pro klasifikaci povrchovych vod je celkem 65 a jsou rozdéleny do péti
skupin (obecné, fyzikalni achemické ukazatele; organické Ilatky; kovy a metaloidy,
mikrobiologické a biologické ukazatele; radiologické ukazatele). Zakladni rozsah ukazatell
zahrnuje BSKs, CHSKcr, N-NO3~, N-NH4*, Pceik @ saprobni index. Uéelové Ize klasifikaci provadét
na zakladé vybraného okruhu ukazatell. Vysledna tfida se urci podle nejnepfiznivéjsiho
zatfidéni zjisténého u jednotlivych vybranych ukazatell. S danou limitni koncentraci pro
kazdy ukazatel se ma porovndvat stanovenda hodnota s pravdépodobnosti (ne)pfekroceni
90 %, ziskand dlouhodobéjsim monitoringem. Limity pro nékteré ukazatele jsou uvedeny
v Tab. 8-1.

©Nole

47



Tab. 8-1: Mezni hodnoty vybranych ukazatelii pro klasifikaci povrchovych vod

trida kvality
ukazatel | jednotka l. Il. Il V. V.
£(Namon) mg-I"? <0,2 <0,4 <0,8 <1,6 >1,6
p(N-NOy) | mgI? <0,05 <0,15 <0,25 <0,4 >0,4
P(N-NO3) mg-I* <25 <5,0 <8,0 <12 >12
P(Ncelk) mg-I* <3 <6 <10 <14 >14
P(Pcelk) mg-I" < 0,05 <0,15 <0,4 <1,0 >1,0
p(02) mg-I"? >7,5 >6,5 >5,0 >3,0 <3,0
BSKs mg-I"? <2 <4 <8 <15 >15
CHSKcr mg-I"t <15 <25 <45 <60 > 60
DOC mg-I"? <7 <10 <16 <20 >20
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Uloha ¢&. 9:
HODNOCENIi AGRESIVITY VODY MRAMOROVOU ZKOUSKOU

Cil: e Stanoveni KNK povrchovych vod
e Chelatometrické stanoveni vapniku
e Provedeni a vyhodnoceni mramorové zkousky

1. Stanoveni KNK

Kyselinova neutralizacni kapacita (KNK) je dllezity ukazatel pfi posuzovani tlumivé kapacity
vody, tedy schopnosti vody vyrovnavat se s pridavkem latek kyselého charakteru, aniz by
doslo k vyraznému snizovani pH vody. Ve vétsSiné vod prevlada uhli¢itanovy tlumivy systém,
tj. formy vyskytu oxidu uhli¢itého: hydrogenubhlicitany, volny CO; a pfipadné uhli¢itany.

Hodnota KNK se stanovuje neutralizacni titraci a je definovana jako latkové mnozZstvi silné
jednosytné kyseliny, které se spotfebuje na titraci jednoho litru vody do urcité hodnoty pH,
zvané titracni exponent (znaci se jako dolni index). V souvislosti s uhli¢itanovym systémem
béznych typl vod je dulezitd hodnota KNKas, kterda koresponduje s koncentraci HCO3™ ve
vodeé. Jako titra¢ni ¢inidlo se pouziva HCl a bod ekvivalence se urcuje potenciometricky nebo
pomoci acidobazickych indikator(i. Zvlastni pozornost je potieba vénovat vzork(im
acidifikovanych vod, pfti jejichz titraci jsou spotfeby odmérného roztoku velice nizké.
V téchto pfipadech se pouziva specialni instrumentace pro mikrotitraci, pfip. automatické
titratory a pro vyhodnoceni bodu ekvivalence jsou kdispozici rdzné matematické
transformace zavislosti pH na pfidavku titraéniho ¢inidla, z nichz nejzndméjsi je Granova
metoda. Pro bézné vzorky vod vsak postacuje klasicka neutralizaéni titrace.

Cinidla

e odmérny roztok HCl (c = 0,1 mol-I?)

e methyloranz nebo smésny indikator (methyléerven a bromkresolova zeler)
Postup

1. Odméfit 100 ml vzorku do titraéni bariky.
2. Pridat 2 az 3 kapky indikdtoru, promichat.

3. Titrovat odmérnym roztokem HCl do zmény barvy:
na methyloranz do tzv. cibulové, resp. na smésny indikator do vymizeni modré.

Vypocet
R o
KNKy5 = 7 KNKss  kyselinova neutralizaéni kapacita [mmol-I1]
vz
CHcl titr odmérného roztoku [mol-I]
Vil spotifeba odmérného roztoku [ml]
V2 objem vzorku k titraci [ml]

©Nole

49



2. Chelatometrické stanoveni vapniku

Vapnik je béZznou slozkou vSech typl vod a obvykle byva doprovazen horéikem. Jednd se
o biogenni prvek, ktery se Ucastni vdpenato-uhlicité rovnovahy ve voddach, a proto ovliviiuje
chovéani vody ve smyslu tvorby inkrustaci, nebo naopak agresivity vody vic¢i materialu
potrubi, stavebnim materidlim apod.

Klasickou metodou stanoveni vapniku ve vodé je chelatometricka titrace, kterd je zaloZena
na tvorbé komplexnich sloucenin (chelatli) mezi iontem stanovovaného kovu a chelatonem 3
(tj. disodna sul ethylendiamintetraoctové kyseliny, Na;EDTA). Bod ekvivalence se urcuje
pomoci tzv. metalochromnich indikatorl. Pro stanoveni vapniku lze pouzZit indikator HSN
(tj. kalkonkarboxylova kyselina), fluorexon, anebo smésny indikator (murexid, fluorexon
a thymolftalexon). Titrace probihd po alkalizaci vzorku na pH 12 az 13, aby byla zajisténa
stabilita vznikajictho komplexu, odpovidajici barevny prechod indikatoru a aby se hofrcik
pfitomny ve vzorku vysrazel a nerusil stanoveni vapniku.

Cinidla
e roztok NaOH (c = 2 mol-I')
e odmérny roztok chelatonu (c = 0,01 mol-I%)
e indikator HSN

Postup

1. Odméfrit 50 ml vzorku do titracni banky.

2. Pridat 2,0 ml roztoku NaOH a promichat.
3. Pridat Spetku indikatoru, promichat.
4

Titrovat odmérnym roztokem chelatonu do zmény barvy z fialové do modré.

Vypocet
3 . . "
o = Cchel " Vener " 10 Cca ldtkova koncentrace vapniku [mmol-1]
Ca —
Voz Cchel titr odmérného roztoku [mol-11]
Vehel spotifeba odmérného roztoku [ml]
Viz objem vzorku k titraci [ml]

2. Mramorova zkouska

Mramorova zkouSka umozZnuje posouzeni tzv. agresivity vody, coZz je tendence vody
rozpoustét CaCOs. Ponecha-li se vzorek vody v uzaviené nadobé v kontaktu s praskovym
mramorem aZ do ustaveni vapenato-uhli¢itanové rovnovahy, pfiristek ¢i ubytek iontd Ca®*
a HCOs3™ je umérny obsahu tzv. agresivniho CO; v pivodnim vzorku vody. Princip mramorové
(téz Heyerovy) zkousky lze vyjadfit nasledujici rovnici:

CaC05(s) + CO, + H,0 & Ca®t + 2 HCO;
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Agresivnim CO; se rozumi ta ¢ast CO;, o kterou je koncentrace rozpusténého CO; ve vodé
vy$3i neZ rovnovaina koncentrace CO, za danych podminek. Ze zmény koncentrace Ca?,
HCOs™ a pH pfi mramorové zkousce Ize kvalitativné odhadnout, zda voda vykazuje agresivitu,
nebo naopak inkrustacni ucinky tzn. tendenci vyluc¢ovat CaCOs. Posuzovani agresivity vody
je dulezité napft. z hlediska dopravovani vody distribuéni siti (potrubim) a obvykle se provadi
na zdkladé vycisleni Langelierova nebo Ryznarova indexu, anebo dle presyceni vody CaCOs.

Cinidla
e (Cisty bily mramor - rozdrceny a rozetfeny na prasek, promyty, vyvareny
v demineralizované vodé a vysuseny pfi teploté 105 °C

e déle viz stanoveni KNKs 5 a Ca®*

1. Ve vzorku vody se zméfi teplota, pH a titraéné se stanovi KNKa s a ¢(Ca?*).

2. Do reagencnilahve o objemu 250 ml se vlozi 1 g az 2 g prdaskového mramoru, vlozi se
magnetické michadlo a naplini se zkousenou vodou aZ po hrdlo a uzavre se tak, aby
v lahvi nebyly vzduchové bubliny.

3. Lahev se alespon na 6 hodin umisti i s magnetickou michackou do termostatu
s nastavenou teplotou odpovidajici teploté vzorku. Praskovy mramor se michanim
udrZuje ve vznosu.

4. Poté se lahev otevie, zméfi se rovnovazna hodnota pH (pH:) a obsah lahve se zfiltruje
do suché nadoby (prvni podil filtratu cca 50 ml se vylije).

5. Ve filtratu se stanovi rovnovazna koncentrace KNKs,5 a vapniku.

6. Vypocita se presyceni vody uhli¢itanem vapenatym (P), Langelier(iv index nasyceni
(Is) a Ryznarav index stability vody (Ris). Vysledky se vyhodnoti.
Vypocet a vyhodnoceni

Ze stanovenych hodnot pH a koncentrace vapniku na za¢atku a na konci mramorové zkousky
se vypocitaji nasledujici ukazatele:

Langelierdv index nasyceni Is = pH — pH,
Ryznartv index stability vody RIg = 2 pH, — pH
presyceni uhli¢itanem vapenatym P =ccq — (Cca)r

Hodnoty s indexem ,,r“ se tykaji rovnovazného stavu pfi kontaktu vody s CaCOs, hodnoty bez
indexu se tykaji plvodniho vzorku vody. Hodnota pH se méfi pomoci pH-metru a latkova
koncentrace Ca%* se stanovuje chelatometricky. Zména koncentrace iontl Ca?* by méla byt
umérnd zmeéné KNKa,s:

Cca — (Cca)r = 0,5+ [KNK4,5 - (KNK4,5)T]
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Koncentraci agresivniho CO; Ize vypocitat ze vztahu:

p(COZ)agres =0,5- [(KNK4,5)r_KNK4,5] "M(CO,)

P(CO2)agres hmotnostni koncentrace agresivniho CO2 [mg-I"']

KNKa,s kyselinova neutralizaéni kapacita [mmol-I}]

(KNKag.5)r kyselinova neutralizaéni kapacita, rovnovazna hodnota [mmol-I]
M(CO2) molarni hmotnost CO; [g-mol?]

Cca latkova koncentrace vapniku [mmol-I]

(cca)r latkova koncentrace vapniku, rovnovazina hodnota [mmol-I"]

Tendenci vody tvofit inkrustace, anebo naopak pusobit agresivné (korozivné), Ize odhadnout
na zakladé vypoctené hodnoty Ryznarova indexu stability vody, viz Tab. 9-1.

Tab. 9-1: Interpretace hodnot Ryznarova indexu (pfevzato z TNV 75 7121)

Rls charakterizace vody
<4,0 velmi silna tvorba inkrustaci
4,0az5,0 silna tvorba inkrustaci
5,0az6,0 vyznamna tvorba inkrustaci
6,0az7,0 mirna tvorba inkrustaci nebo mirna koroze
7,0az7,5 vyznamna koroze
7,5az9,0 silnad koroze
>9,0 velmi silna koroze
Literatura
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Uloha 10:

STANOVENI SUSINY RUZNYMI POSTUPY, STANOVENI ZTRATY
ZIHANIM

Cilem prace je naucit se urcit susinu a ztratu Zihanim u vzorkd kontaminovanych ropnymi
uhlovodiky.

Analyzovanymi vzorky budou ctyfi smési kontaminované uhlovodiky a obsahujici rizné
mnozstvi vody. Jako vzorky k analyze mohou slouZit: zemina kontaminovand motorovym
olejem, pisek kontaminovany motorovou naftou, kalnd voda kontaminovand motorovou
naftou, smés zeminy, pisku, vody a mazutu nebo dalsi podobné smési.

Ucel a princip
V pfipadé analyz odpadl se obvykle neuvaZuje voda jako cast vzorku a vysledky jsou

vztaZzeny na tzv. susinu, coZ je bezvody podil vzorku. Obsah susiny ve vzorku lze stanovit
pfimo nebo neptimo. Princip pfimého stanoveni susiny spociva v odstranéni vodného podilu
suSenim. Tento zplisob se pouZivd pro vzorky pevné a vzorky, které se stavaji pevnymi
béhem suseni. Prosté suseni je nejjednodussi a nejméné nakladnou metodou, ale selhdva
v pfipadé, kdy vzorek obsahuje nékteré tékavéjsi latky, které se odpafi ze vzorku spolecné
s vodou a zkresli tak vysledek méreni. BEhem suseni se mohou odpafit napfiklad lehci podily
motorové nafty Ci lehkého topného oleje.

Nepfimé stanoveni obsahu susiny spociva v stanoveni obsahu vody. Tento zplsob se
preferuje pro vzorky kapalné nebo vzorky pevné obsahujici zvySené mnozstvi tékavych latek,
které ovliviuji vysledky pfimého stanoveni. Pro pfipad nepfimého stanoveni je preferovana
titracni metoda podle Karla-Fischera. Pokud existuje podezfeni na pfitomnost rusivych latek
(napt. uhlicitany, Zeleznaté soli, fenoly a dalsi), je moiné pouzit metodu azeotropické
destilace.

Vybér vhodné metody zavisi na vlastnostech vzorku a obsahu tékavych latek. Jednotlivé
metody na stanoveni sudiny jsou obsazeny v normé CSN EN 14346.

Ztrata zihanim se Casto pouziva k odhadu obsahu netékavych organickych latek v odpadech,
kalech nebo sedimentech. Do ztraty Zihanim jsou zahrnuty jakykoliv obsah elementarniho
uhliku a tékani organickych materidlt nebo chemické reakce s anorganickymi sloué¢eninami.

Postup provedeni
Pro kazdy ze vzork( vyberte vhodnou metodu pro stanoveni susiny a vybér konzultujte

s vedoucim prace.
Ve vsech vzorcich stanovte susinu, je Zadouci, aby byly pouZity rizné metody stanoveni.
Stanovte ztratu Zihanim vzorkd, u kterych budete stanovovat susinu susenim pfi 105 °C.

oNole
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Stanoveni susiny susenim pf#i 105 °C
Priprava odparovaci nddobky: Odpafovaci nddobku (misku nebo kelimek) umistéte do
susarny vyhraté na teplotu 105+ 3 °C po dobu nejméné 30 minut. Poté ji umistéte do
exsikatoru. Po ochlazeni v exsikatoru na teplotu okoli ji zvazte s presnosti na 1 mg (ma).
NavdZeni: V zavislosti na ocekdvaném podilu susiny se navazi vhodné mnozstvi vzorku tak,
aby podil susiny ziskané vazenim byl nejméné 0,5 g. Obsah misky zvazte s presnosti na 1 mg
(ms).
Vlastni méreni: Odparovaci nadobku se vzorkem umistéte do susarny. Suseni obvykle trva
dlouhou dobu, nékdy pres noc, ale pro ucely této prace postaci suseni po dobu 2 hodin. Poté
nadobku se vzorkem umistéte v exsikdtoru. Po ochlazeni nadobku se suSinou zvaite
s presnosti na 1 mg (mc).
Opakujte suSeni, tentokrat po dobu 1 hodiny. Podil suSiny (mc — ma) je povaZovan za
konstantni, jestlize hmotnost ziskand po dalsi hodiné suseni se nelisi vice jak 0,5% od
pfedchozi hodnoty nebo je nejvétsi rozdil 2 mg. Proces suSeni opakujte, dokud neni
dosaZeno uvedeného stavu.
Vypocet: Podil susiny, vyjadieny jako hmotnostni zlomek v % nebo g-kg?, vypocltéte podle
nasledujici rovnice:

Wpy = (m¢ —my) f

(mp —my)

kde:
Wowm ... podil sudiny vzorku vyjadfeny v % nebo g-kg™
ma ... hmotnost prazdné misky nebo kelimku vyjadiena v g
ms ... hmotnost misky nebo kelimku se vzorkem vyjadfenav g
mc ... hmotnost misky nebo kelimku s vysusenym vzorkem vyjadrfend v g
f ... prevodni koeficient, f = 100 pro vyjadreni jako hmotnostni zlomek v % nebo f = 1000 pro
vyjad¥eni vysledk( v g-kg™

Stanoveni obsahu vody coulometrickou titraci dle Karla Fischera

Pro stanoveni vody se pouzije coulometr WTK firmy Diram s.r.o. Metoda Karl-Fischera je
zalozena na principu jodometrického stanoveni vody v roztoku baze (RN-pyridin, imidazol,
atd.), metanolu s oxidem sific¢itym a dalSimi rozpoustédly pripadné aditivy podle rovnice:

H20 + 12 + SOz + CH30H + 3RN = (RNH)SO4CH3 + 2(RNH)I

Voda reaguje sjodem a dalSimi slozkami roztoku stechiometricky, takze stanoveni lze
prenést na velmi presnou coulometrickou metodu s elektrochemickou generaci titracniho
Cinidla. Jeden mol I, se spotfebuje na 1 mol H,0 a dojde k pfeneseni naboje odpovidajicimu
1 molu elektrond. Vlastni stanoveni probiha na platinové anodé, kde je oxidovan jodid na
jod, ktery umozniuje reakci vody s dal$imi slozkami roztoku. Z proslého naboje/proudu
béhem méreni pak lze pomoci Faradayova zakona vypocist spotfebovany jod a nasledné

,



i obsah vody ve vzorku. Stanoveni vody na vySe uvedeném pfistroji je absolutni (neni nutna
kalibrace) a uvadi se v hmotnostnich jednotkdch. Metoda je velmi presnd pro koncentrace
vody do 0,1 % hm.

NavdZeni a nastfik: K davkovani vzorku pouZijte plastovou 2 ml injekéni stfikacku s jehlou.
Sttikacku 3x proplachnéte vzorkem a nasajte do ni pfiblizné 0,5 ml vzorku. Potfebnou
navazku vzorku odhadnéte podle Tab. 10-1. Stfikacku se vzorkem zvazte na analytickych
vahdch. V pripadé vyskytu vice kapalnych fazi ve vzorku vzorek fadné protrepte, aby se obé
faze co nejlépe promichaly.

Tab. 10-1: Ocekdvany obsah vody

Pfedpokladany obsah vody Navazka vzorku
(mg-kg?) (8)
100 1-2
100 - 5000 01-1
vice neZ 5000 0,01-0,1

Vzorek nastfiknéte do méfici cely. PFi davkovani vzorku do cely dejte pozor, aby nedoslo
k rozstfiknuti vzorku po sténach vdlsledku prudkého nastfiku. Méreni se spousti
automaticky pfi detekci vody.

Zvaite prazdnou stfikacku a zapiste navazku vzorku.

Konec titrace: Konec titrace pfistroj ohlasi zvukovym znamenim a na displeji se zobrazi
obsah vody v ug. Stisknéte tlacitko , Enter”, zadejte navazku v g a znovu stisknéte tlacitko
LEnter”. Na displeji se zobrazi obsah vody v mg-kg (ppm).

Stisknéte tlacitko ,,Reset” a pockejte, zda se ustali hodnota kompenzacniho proudu mensi
nez 7 mA. Pokud je hodnota vyssi, pristroj automaticky zahaji titraci a je nutné po skonceni
stisknout opét tlacitko ,,Reset”.

Méreni opakujte 3x pro kazdy vzorek.

Stanoveni obsahu vody azeotropickou destilaéni metodou

Podstatou tohoto stanoveni je destilace vzorku pod zpétnym chladicem ve smési
s rozpoustédlem nemisitelnym s vodou. Rozpoustédlo vytvaii s vodou azeotrop, ktery ma
nizsi bod varu nez voda. Zkondenzované rozpoustédlo a voda jsou pribéiné oddélovany
v jimadle na zakladé rozdilnych hustot a omezené misitelnosti. Voda (spodni faze) se usazuje
v kalibrované casti jimadla a rozpoustédlo (horni faze) se prepadem vraci zpét do banky.
Usazend voda se z kalibrované ¢asti mize odpoustét kohoutem. Takto je postupné ze vzorku
oddestilovana veskera obsazena voda.

MnoZstvi vzorku: Mnozstvi zkuSebniho vzorku zvolte na zakladé ocekavaného obsahu vody
(pfedchozi pokus) ve vzorku podle Tab. 10-2. Pfi objemovém stanoveni vody vzorek odmérte
pomoci odmérného vdlce opatrnym nalitim ze vzorkovnice a pak nasledné do destilaéni
banky. Odmérny valec pak pétkrat vyplachnéte odpovidajicim mnoZstvim toluenu. V pfipadé
hmotnostniho stanoveni vody vzorek navazte na vahach ptimo do destilacni barnky. Vzorek

.



v destilacni barice dopliite toluenem na celkovy objem 400 ml. Do destilacni bariky vloite
varny kaminek!

Tab. 10-2: Navdzka vzorku podle o¢ekdvaného obsahu

Priblizné mnozstvi
Ocekavany obsah vody vzorku -
% (m/m) nebo % (V/V) (g nebo ml)
50,1-100,0 5
25,1-50,0 10
10,1-25,0 20 |
5,1-10,0 50
1,1-5,0 100
0,5-1,0 200
Méné nez 0,5 200

Aparatura: Aparatura (Obr. 10-1) je sloZzena z destilacni banky o
objemu 1000 ml, ze sklenéného jimadla o objemu 5 ml s hodnotou
dilku 0,05 ml, Liebigova chladice a elektricky vytapéného hnizda.

Destilace: Po sestaveni pristroje a kontrole netésnosti zacnéte
banku zahftivat elektrickym topnym hnizdem. Body varu smési se

mohou vyrazné ménit podle typu vzorku, pokud obsahuje latky
Obr. 10-1: Aparatura

pro azeotropickou

s nizSim bodem varu neZ ma azeotropicka smés. Zpocatku varnou
banku zahfivejte pomalu (cca 0,5-1 hodinu), aby se zabranilo
utajenému varu a mozné ztraté vody ze systému (kondenzat by destilaci
nemél vystoupit vySe nez do % délky chladi¢e). Po pocatecnim
zahtivani nastavte rychlost varu tak, aby kondenzat vystoupal
méné nez do % délky chladi¢e, vjimadle pak jimejte destilat
rychlosti 2 - 5 kapek za sekundu. Destilat jimejte, dokud objem
vody vjimadle zGstdva konstantni alespon 5 minut. Jestlize dochazi ktrvalému
shromazdovani kapek vody v chladi¢i, vyplachnéte ho toluenem nebo kapky strhnéte
nerezovym dratem. Pak ndsledné pokracujte v destilaci alesponn 5 minut za pomalého
zahtivani. KdyZz je oddestilovani vody ukoncéeno, nechte jimadlo ochladit na laboratorni
teplotu. Kapky vody ulpivajici na sténdch jimadla a chladi¢e strhnéte nerezovym dratem
a umistéte je do vodni vrstvy vjimadle. Hodnota dilku jimadla je 0,05 ml, ale objem
zaokrouhlete na nejblizsich 0,025 ml.

Vypocet: Obsah vody vypoctéte podle jednoho z nasledujicich vzorc(:

V2
Vi

a) obsah vody (% obj.) =-—=%100

b) obsah vody (% hm.) = % * 100
1
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Kde Vi objem zkusebniho vzorku v ml, V> objem vody vjimadle vml, m: je hmotnost
zkuSebniho vzorku v g a m; je hmotnost vody v jimadle v g.

Stanoveni ztraty zihanim

Stanoveni ztraty Zihanim a stanoveni suSiny se provadéji na rlznych zkusSebnich podilech
stejného vzorku. Pro nékteré odpady je vSak pohodlné provést stanoveni podilu susiny
a ztraty Zzihanim ve dvou po sobé jedoucich krocich ve stejném kelimku. Ve vSech pfipadech
by se mélo zabrdanit absorpci vzdusné vlhkosti vzorkem, dokud neni zvazen.

Provedte stanoveni ztraty Zzihanim na vSech vzorcich, u kterych jste stanovili susinu susenim
pfi 105 °C. Ridte se postupem pro vzorky neobsahujici tékavé latky, ktery nasleduje.

Ztrata Zihdnim pro vzorky neobsahujici tékavé latky:

Priprava kelimku: Kelimek vloZte do pece a zahfivejte ho 20 minut na 550 % 25 °C. Poté ho
vyndejte z pece, ochladte ho na kovové desce, vlozte do exsikatoru a nechte vychladnout na
teplotu okoli. Prazdny kelimek zvazte na analytickych vahach s presnosti na 1 mg (ma).
NavdZeni: Jestlize provadite stanoveni ztraty zihanim a stanoveni susiny v po sobé jdoucich
krocich, zvazte kelimek s vysusenym vzorkem s presnosti na 1 mg (mp).

Zihdni: Kelimek vloZte do pece a zahfivejte ho nejméné 1 h pfi teploté 550 + 25 °C. Horky
kelimek vyndejte z pece, ochladte ho na kovové desce, vloZte do exsikatoru a nechte ho
vychladnout na teplotu okoli. Vyzihany kelimek zvazte na analytickych vahach s pfesnosti na
1 mg (mc). Opakujte Zihani po dobu 30 minut s nasledujicim chlazenim a vazenim.

Zihdni muZete povaZovat za Uplné, kdy? dosdhnete konstantni hmotnosti. Jestlize
nedosahnete konstantni hmotnosti ani po tretim Zihani pfi teploté 550 + 25 °C,
zaznamenejte stanovenou hodnotu jako posledni méreni. Tuto skuteénost zaznamenejte
spolu s vysledkem.

Vypocet: Ztratu zihanim v hmotnostnich procentech susiny vypocitejte podle nasledujici

rovnice.
mg—m 100
w = (B—C 100 — (100 —wDM)> Nk
Mmp — My Wpm
mp—m
w = (D—C. 100)
mp —Mmy
kde

w ... ztrata zihanim vzorku v procentech podilu susiny nebo bezvodého vzorku
Wpw ... obsah susiny ve vzorku v procentech

ma ... hmotnost prazdného kelimku v gramech

ms ... hmotnost kelimku s nevysusenym vzorkem v gramech

mc ... hmotnost kelimku se zbytkem po Zihani v gramech

mp ... hmotnost kelimku s vysusenym vzorkem v gramech

Pozadavky na protokol
Do protokolu uvedte oznaceni a popis vzorkll, odhadnéte, o jaké vzorky se jedna. Uvedte

zdUvodnéni volby jednotlivych metod stanoveni suSiny pro jednotlivé vzorky. Vysledky

.



stanoveni uvedte v tabulce naformatované podle vzoru v Tab. 10-3. V protokolu uvedte
veskeré vypocty.

Tab. 10-3: Vzorovd tabulka vysledki

Oznaceni | Oznaceni | Oznaceni | Oznaceni
vzorku 1 |vzorku 2 |vzorku 3 |vzorku 4

Zvolena metoda stanoveni
susiny

Obsah vody (% hm.)

Ztrata zihanim (% hm.)

Literatura

CSN EN 14346 Charakterizace odpadd - Vypocet sudiny stanovenim podilu sudiny nebo
obsahu vody, 2007.
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Uloha 11:

STANOVENi OBSAHU UHLOVODIKU GRAVIMETRICKOU METODOU

Cilem prace je naucit se stanovit obsah uhlovodikd kontaminujicich zamorené pUdy.
Analyzované vzorky prechazeji z ulohy 10. V této praci budete analyzovat vSechny vzorky
z Ulohy 10.

Uéel a princip
Zdrojem uhlovodiki v Zivotnim prostredi jsou skupiny latek omezené rozpustnych ve vodé,

vyskytujicich se jak ve splaskovych, tak v primyslovych odpadnich vodach. Z chemického
hlediska se jedna predevsim o tuky, oleje a ropné produkty. Do prostfedi se mohou dostat
naptiklad pfi ekologickych havariich, pfi likvidaci znecisténych pld z prlimyslovych podnik,
sklad(l a garaZzi a také jako soucast starych sklddkovych zatézi.

Jako ukazatel kontaminace ropnymi latkami byl dfive zaveden termin NEL - nepoldrni
extrahovatelné latky. Ty byly dfive stanovovany kombinaci extrakce halogenovanymi
rozpoustédly (napt. 1,1,2-trifluor-1,2,2-trichloretan nebo tetrachloretan) a infracervené
spektrometrie. Vzhledem k toxicité pouZitych rozpoustédel byl tento postup nahrazen jinymi
metodami.

Celkovy obsah vySevroucich uhlovodik(i v odpadech (bod varu nad 250 °C) lze stanovit
pomoci  jednoduché  gravimetrické metody popisované vnormé CSN  EN
14345 Charakterizace odpadl - Stanoveni obsahu uhlovodikli gravimetrickou metodou.
Metoda je pouZitelnd pro stanoveni obsahu uhlovodik(l vysSich nez 0,5 % hm. v susiné.
Metoda neposkytuje kvalitativni informace o druhu a zdroji uhlovodiku.

Velkou vyhodou gravimetrického stanoveni oproti instrumentalnim metodam je jeji
nendrocnost na vybaveni laboratore. Cena potifebného vybaveni je fadové nizsi nez u metod
vyzaduijicich napt. plynovy chromatograf.

Postup provedeni
V této praci stanovite obsah uhlovodikl pomoci gravimetrické metody ve vzorcich odpadda.

evvs

v Uloze 12.

Priprava ndpiné extrakcni kolony: Florisil pred pouzitim aktivujte ohfevem na teplotu 140 °C
po dobu 16 hodin.

Bezvody siran sodny suste ohfevem na teplotu 550 °C nejméné po dobu 2 hodin.

Priprava roztoku standardu uhlovodiki: Pokud je tento roztok k dispozici, nemusite
pfipravovat Cerstvy. Do odmérné banky 100 ml navazte 2 g tézkého oleje bez aditiv (napft.
HC-22). Odmérnou barku doplnte petroletherem a fadné promichejte.

Organizace méreni: Kromé méreni vzork( provedete soubézné také test vytéznosti roztoku
standardu uhlovodikd. Kvali optimalizaci ¢asu postupujte pfi extrakci v poradi podle

-



jednotlivych bodl vidy pro kazidy vzorek tak, aby extrakce vytfepdvanim probihala pro
vsechny mérené latky najednou.

Extrakce

NavdZeni: Do sklenéné Erlenmeyerovy banky navazte pfiblizné 20 g homogenizovaného
vzorku s pfesnosti na 0,1 g a navazku si poznamenejte.

Extrakce: Do bariky ke vzorku pridejte 40 ml acetonu a obsah kratce intenzivné protiepejte.
Pfidejte 20 ml petroletheru a nasledné vzorek 15 minut extrahujte vytfepavanim na
tfepacce.

Po ukonceni extrakce pockejte, az se usadi pevné ¢astice, a maximum kapalné faze prelijte
do délici nalevky. Extrakci a nasledné preliti oddélené kapalné faze do délicky zopakujte se
stejnymi objemy rozpoustédel. Dale do délicky pridejte 100 ml destilované vody a intenzivné
protfepejte, ¢imZ z organické faze vymyjete aceton. Spodni vodnou vrstvu odpustte
a odstranéni acetonu opakujte jesté jednou se 100 ml destilované vody. Vodnou vrstvu opét
odpustte a organickou vrstvu prevedte do Erlenmeyerovy bariky. Pokud se faze Spatné
oddélily a v organické vrstvé se vytvofila emulze, pridejte do banky siran sodny, ktery ji
vysusi. Schéma provedeni extrakce je uvedeno na Obr. 11-1.

Pfiprava Cistici kolony: Na dno kolony umistéte smotek sklenéné vaty a udusejte ji dratem
tak, aby se zamackla do Spicky kolony, ale aby nedoslo k rozbiti Spicky. Na predvazkach
navazte 2 g Florisilu a nasypte jej do kolony. Uchopte kolonu do ruky tak, aby volné visela
a intenzivné ji roztreste lehkymi Udery hadici. Kolona ma vibrovat, diky ¢emuz se ndpln
kolony usadi bez zbyte€nych mezer. Ddle na predvazkach odvaite 2g siranu sodného
a stejnym zplsobem ho vpravte do kolony.

Cisténi: Extrakt kvantitativné prevedte z Erlenmeyerovy bariky na kolonu. Bariku dvakrat
vyplachnéte 5 ml petroletheru a roztok pfidejte také na kolonu. Kolonu pfedem nesmacejte.
Jimejte veskery eluat do pfedem zvaziené srdcové banky. Proplachnéte kolonu dvakrat 5 ml
petroletheru a tento eluat pridejte do stejné srdcové bariky. Schéma Cisténi extraktu je na
Obr. 11-2.

Cisténi provadéjte soubézné vidy pro dva mérené vzorky tak, aby soub&zné probihalo ¢isténi
na dvou kolondch. Nasledné kolony vycistéte a pokracujte s dalSimi dvéma vzorky.
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Obr. 11-1: Schéma provedeni extrakce Obr. 11-2: Schéma
cisténi

Vycisténi Ccistici kolony: Kolonu vyjméte z drzaku. Ve vylevce nad kadinkou na odpadni
sorbent pomoci Cistici hadicky vyplachnéte vodou skrz tlusty konec kolony sorbent z kolony
ven. Pokud v koloné zlstane smotek vaty, pripojte kolonu tenkym koncem k vodé a tlakem
vody ji vytlacte z kolony ven. Kolonu nasledné vymyjte vodou s detergentem a Cistou vodou.
Vymytou kolonu vyplachnéte methanolem, toluenem a acetonem v uvedeném pofradi.
Kolonu pfipojte tenkym koncem k vyvévé a zbytky acetonu odstrante proudem vzduchu.
Takto vycisténa a vysusenad kolona je pfipravena k dalSimu poutziti.

Gravimetrické stanoveni obsahu uhlovodikii: Na rotacni vakuové odparce odstrante
z extraktu rozpoustédlo a extrakt nakonec vysuste v susarné pfi teploté 80 °C po dobu
15 minut. Po vychladnuti banku zvazte a zrozdilu hmotnosti vypocltéte hmotnost
extrakéniho zbytku ma.

Hmotnostni obsah uhlovodik(i (% hm.) nakonec vypoctéte dle vzorce:

m,
w=—x100
my

kde  w je obsah uhlovodikd ve vzorku (% hm.)
mj je navazka vzorku (g)
m; je hmotnost extrakéniho zbytku (g)

Test vytéZnosti roztoku standardu uhlovodikii: Pfred zahajenim cisténi extraktl ze vzorkd
provedte test vytéZnosti roztoku standardu uhlovodikli. Do Erlenmeyerovy bariky
napipetujte 10 ml roztoku standardu uhlovodiki a pfidejte 40 ml petroletheru. Dale
provedte postup Cisténi na nové naplnéné koloné a stanoveni obsahu uhlovodikd popsané
v predchozich odstavcich. Hmotnost zbytku m; musi byt nejméné 160 mg (= vytéZnost

”



evvs

nové aktivovat Florisil. Test vytéZnosti mliZe provést pred zahajenim prace vedouci préace.

Pozadavky na protokol
V protokolu respektujte pravidla pro psani protokolu. Do protokolu uvedte vysledek testu

vytéZnosti roztoku standardu uhlovodikl a vysledky extrakce uhlovodiki z analyzovanych
vzork(. Na zakladé ziskanych vysledk(i rozhodnéte, které dva vzorky postoupi do ulohy 12.

Literatura
CSN EN 14345 Charakterizace odpad( - Stanoveni obsahu uhlovodikd gravimetrickou
metodou, 2005.
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Uloha 12:

STANOVENi OBSAHU UHLOVODIKU C10 AZ Cs0 PLYNOVOU
CHROMATOGRAFIIi

Cilem prace je naucit se stanovit uhlovodiky jako kontaminant pudd pomoci plynové
chromatografie. Budou k tomu vyuZity metody extrakce a plynové chromatografie.
V této praci budou analyzovany dva vzorky z ulohy 11.

Uéel a princip
Zdrojem uhlovodik( Cio - Cao v Zivotnim prostredi jsou skupiny l[dtek omezené rozpustnych ve

vodé, vyskytujicich se jak ve splaskovych, tak v primyslovych odpadnich vodach.
Z chemického hlediska se jednd predevsim o tuky, oleje a ropné produkty. Do prostiedi se
mohou dostat napriklad pfi ekologickych havariich, pfi likvidaci znecisténych pud
z primyslovych podnik(, sklad( a gardzi a také jako soucdst starych skladkovych zatézi.
Obsah uhlovodikd Cio - Cao je v Ceské republice legislativné sledovan napt. v odpadech pro
skladkovani podle vyhlasky ¢. 294 (pfiloha ¢. 4 k vyhlasce ¢. 294/2005 Sb. a pfiloha ¢. 10
k vyhlasce €. 294/2005 Sb.), kde jsou uvedeny i nejvyse pfipustné koncentrace uhlovodikd
Cio - Ca0 pro odpady, které nesméji byt ukladany na sklddky skupiny S - inertni odpad
(500 mg kg susiny) a v su$iné odpad( vyuzivanych na povrchu terénu (300 mg kg™ susiny).
Také pfriloha ¢. 9 zakona ¢. 185/2001 Sb., o odpadech, urcuje limitni hodnoty koncentraci
uhlovodikll Cio - Cs0 ve vytéZenych zeminach a vytézenych hlusinach, véetné sedimentd
z vodnich nadrZi a koryt vodnich tok( na 300 mg kgsusiny.

Jako ukazatel kontaminace ropnymi latkami byl dfive zaveden parametr NEL (nepolarni
extrahovatelné latky). Ten byl definovan jako hmotnostni koncentrace organickych latek,
které je moino vyextrahovat ze vzorku vody trichlortrifluorethanem a po odstranéni
poldrnich latek spektrometricky stanovit v infratervené oblasti spektra. Z divodu toxicity
a Skodlivosti rozpoustédel pouzivanych pro stanoveni NEL vici ozonové vrstvé byly snahy
nahradit tento parametr sumou uhlovodikd Cig - Cao.

Podle normy ,,CSN EN 14039 Charakterizace odpadt — Stanoveni obsahu uhlovodiké Cio - Cao
plynovou chromatografii” Ize tento ukazatel definovat jako sumu slouéenin extrahovatelnych
smési propanonu a heptanu, které se neadsorbuji na florisilu a které Ize stanovit plynovou
chromatografii s plamenové-ioniza¢nim detektorem (GC-FID) na nepolarni kapilarni koloné,
pficemz jejich retencni casy lezi mezi retenénimi ¢asy n-dekanu (CioH22) a n-tetrakontanu
(CaoHs2). Latky spliujici tuto definici jsou vétSinou nepolarni alifatické, alicyklické,
polycyklické nebo alkylované aromatické uhlovodiky s dlouhymi nebo rozvétvenymi fetézci.
Obdobny parametr stanovi také norma ,,CSN EN ISO 16703 Kvalita ptidy - Stanoveni obsahu
uhlovodikl Cig - Ca0 plynovou chromatografii”.
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Postup provedeni

evvys

obsah pomoci plynové chromatografie.

Priprava ndplné extrakcni kolony: Florisil pfed pouZitim aktivujte ohfevem na teplotu 140 °C
po dobu 16 hodin.

Bezvody siran sodny suste ohfevem na teplotu 550 °C nejméné po dobu 2 hodin.

Priprava roztoku pro urcéeni okna retencnich ¢asi (RTW): Pokud je tento roztok k dispozici,
nemusite pfipravovat Cerstvy. Do odmérné banky 1 | navazte 30 mg tetrakontanu a Uplné ho
rozpustte v malém mnoiZstvi n-heptanu. Dale pridejte 30 pl dekanu, roztok dobre
promichejte a bariku doplrite n-heptanem.

Priprava roztoku standardu uhlovodiki: Pokud je tento roztok kdispozici, nemusite
pfipravovat cerstvy. Do odmérné barikky 100 ml navazte po 0,4 g dvou rdznych druht
minerdlnich olejli. Prvnim olejem muiZe byt motorovd nafta bez aditiv, druhym muize byt
mazaci olej bez aditiv (napf. HC-22). Odmérnou banku doplite n-heptanem a radné
promichejte. Pro ucely kalibrace FID detektoru muiZete tento standard fedit do péti riznych
koncentraci

Do odmeérné banky 10 ml napipetujte 5 ml roztoku uhlovodikd a doplite ho roztokem RTW.
Tento roztok pouzijte jako standard pfi GC analyze.

Organizace méreni: Kromé méreni vzorkld provedete soubéiné také slepy pokus, béhem
kterého budete postupovat identicky jako u vzorku, jen na zacatku nenavazite zadny vzorek.
Kvali optimalizaci ¢asu postupujte pfi extrakci v poradi podle jednotlivych bod( vidy pro
kazdy vzorek tak, aby ultrazvukova extrakce probihala pro vSechny mérené latky najednou.
PFi analyze plynovou chromatografii Unik stacionarni faze zjistéte na za¢atku méreni a poté
pfi kazdé zméné vzorku, nasledné provedte analyzy jednotlivych vzorka.

Extrakce

NavdZeni: Do sklenéné Erlenmeyerovy bariky navazte pfiblizné 20 g homogenizovaného
vzorku s pfesnosti na 0,1 g a navazku si poznamenejte.

Extrakce: Do bariky ke vzorku pridejte 40 ml acetonu a obsah kratce intenzivné protiepejte.
Pridejte 20 ml roztoku standardu RTW a nésledné vzorek 1 h extrahujte v ultrazvukové lazni.
Po ukonéeni extrakce pockejte, az se usadi pevné Castice, a maximum kapalné faze prelijte
do délici ndlevky. Dale do déli¢ky pridejte 100 ml destilované vody a intenzivné protfepejte,
tim se zorganické faze vymyva aceton. Spodni vodnou vrstvu odstrafite a odstranéni
acetonu opakujte jesté jednou se 100 ml destilované vody. Vodnou vrstvu opét wylijte
a organickou vrstvu prelijte do zkumavky. Pokud se faze Spatné oddélily a v organické vrstvé
se vytvofila emulze, pridejte do zkumavky siran sodny, ktery ji vysusi. Schéma provedeni
extrakce na Obr. 12-1.

Priprava Cistici kolony: Na dno kolony umistéte smotek sklenéné vaty a udusejte ji dusadlem
tak, aby se zamackla do Spicky kolony, ale aby nedoslo k rozbiti Spicky. Na predvazkach
navazte 2 g Florisilu a nasypte jej do kolony. Uchopte kolonu do ruky tak, aby volné visela
aintenzivné ji roztreste lehkymi udery hadici. Kolona ma vibrovat, diky ¢emuz se napln
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kolony usadi bez zbytecnych mezer. Ddle na predvazkach odvaite 2 g siranu sodného

a stejnym zplsobem ho vpravte do kolony.

Cisténi: Ze zkumavky odeberte 10 ml extraktu a nalijte ho do kolony. Kolonu pfedem

nesmacejte. Jimejte veSkery eluat do srdcové bariky. Eluat pouZijete pro analyzu na

plynovém chromatografu. Schéma cisténi extraktu je na Obr. 12-2.

Vycisténi Ccistici kolony: Kolonu vyjméte z drzdku. Ve vylevce nad kadinkou na odpadni

sorbent pomoci Cistici hadi¢ky vyplachnéte vodou skrz tlusty konec kolony sorbent z kolony

ven. Pokud v koloné zlstane smotek vaty, pripojte kolonu tenkym koncem k vodé a tlakem

vody ji vytlacte z kolony ven. Kolonu nasledné vymyijte vodou s detergentem a Cistou vodou.

Vymytou kolonu vyplachnéte methanolem, toluenem a acetonem v uvedeném pofradi.

Kolonu pfipojte tenkym koncem k vyvévé a zbytky acetonu odstrarite proudem vzduchu.

Takto vycisténa a vysusenad kolona je pfipravena k dalSimu poufziti.

vzorek
+
aceton
+
RTW

> Sliti
kapalné
faze

ultrazvuk 1 h

Obr. 12-1: Schéma provedeni extrakce
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Analyza plynovou chromatografii

Spusténi chromatografu: Oteviete tlakové ndadoby
s pracovnimi  plyny. Spustte chromatograf prepnutim
vypinate Power do polohy ON. Vypina¢ se nachazi na zadni
strané chromatografu v jeho pravé casti. Zapnéte pocitac
pfipojeny ke chromatografu. Po nabéhnuti chromatografu
bude jeho dalsi ovladani provadéno pomoci pocitace.

Vzorky po vycisténi napipetujte do vialky, zavrete vicko
avialky vlozte do zasobniku autosampleru plynového
chromatografu (Obr. 12-3).

Ovladdni chromatografu: Chromatograf je ovladéan
z prostiedi programu Chromeleon 7, ktery spustite pomoci
ikony na plose pocitace. Nastaveni parametrd analyzy se
provadi pomoci zalozky Instruments v levé spodni ¢asti okna,
mezi jednotlivymi ¢astmi chromatografu se nasledné
preklikdva pomoci odpovidajicich karet.

Pred spusténim jednotlivych analyz je tfeba doplnit Udaje do
sekvence analyzy, kterou lze vidét na Obr. 12-4 a do které je
mozné se prepnout pomoci zalozky Data v levé spodni Casti
okna.

Obr. 12-3: Plynovy
chromatograf

Novy radek v sekvenci se otevre kliknutim na napis ,Click here to add a new injection” na

spodku stavajiciho seznamu. V novém fadku je tfeba vyplnit hodnoty ve sloupeécich Name

(unikatni jméno méreného vzorku), Position (Cislo pozice, ve které se nachazi vialka, Ize ho

precist na desti¢ce v autosampleru), Volume (nastfikované mnozstvi vzorku v pl), Instrument

Method (metoda provedeni analyzy, zadd vedouci prace) a Processing Method (metoda

automatického zpracovani chromatografu, zadd vedouci prace.). Po zaloZeni nového rfadku

spustte analyzu podle pokyn( vedouciho prace a pokracujte v zadavani dalSich fadka. Po

skonceni analyzy je kdispozici chromatogram pro zpracovani po dvojkliku na miniaturu

chromatogramu v levém sloupci sekvence.
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Obr. 12-4: Nastaveni sekvence v software Chromeleon 7

Zjisténi uniku staciondrni fdze: Unik zakotvené faze z chromatografické kolony sledujte

béhem chromatografie, kdy nastfiknete pouze vhodné mnozstvi n-heptanu. Mira uniku

zakotvené faze slouzi ke spravnému urceni zakladni linie pfi integraci plochy.

Analyza standardu uhlovodikii: Do plynového chromatografu nastfikujte vZdy 2 ul roztoka.

Podminky analyzy jsou shrnuty v Tab. 12-1. Pfed analyzou vzorku a slepého pokusu provedte

analyzu roztoku standardu uhlovodika.

Tab. 12-1: Podminky plynové chromatografie

Parametr

Hodnota parametru

Technika nastriku

on-column

Objem nastfiku

2 ul

Nosny plyn

helium, 150 kPa

Predkolona

kapilarni kolona z taveného kfemene, 2 m x 0,53 mm

Kolona

kapilarni kolona z taveného kiemene, 12 m x 0,25 mm, zakotvena faze

PDMS

Teplotni program

80 °C 1 min, 20 °C/min do teploty 360 °C, 360 °C 15 min

Detektor

FID, teplota 360 °C

Méreni: Analyzu slepého pokusu a vzork( provedte za stejnych podminek jako analyzu

roztoku standardu uhlovodik(l. Vidy pfed zménou vzorku provedte analyzu n-heptanu.
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Zpracovdni chromatogramu: Pro zpracovani chromatogramu dvakrat poklikejte na
miniaturu chromatogramu v levém sloupci v okné sekvence. Otevie se okno Data Processing.
V ném prepnéte na zalozku Processing vlevém hornim rohu okna, ¢imZ se dostanete
k manudlnimu zpracovani chromatogramu, které je na Obr. 12-5. Pro dobrou orientaci
zapnéte zobrazeni Peak Results, kde najdete plochu pikli chromatogramu. Pfed vybranim
piku smazte veskeré piky, které jsou v chromatogramu zobrazené pomoci tladitka Delete All
Peaks. Zadany pik vytvofite tak, 7e kliknete na tlagitko Insert Peak, ndsledné
v chromatogramu kliknete na misto, kde ma byt jeden konec piku a s drzenim levého tlacitka
mysi tdhnete aZ na druhy konec piku, kde tlacitko pustite. Vybrany pik dostane na zdkladné
cervenou hranici, ke které je integrovan.

Na karté Peak Results ve sloupci F pak prectete plochy vSech takto vyznacenych pikd.

= w )= " Chromatogram Tools — 1 -Oh Ct Studio — lilﬂlﬂ
= @ R} F1 K] L} ! — —
Data Processing Home  Processing  Lavout @
TH TP TL
e - & }"J\ - 4 Edit Baseline 7\ Peak Type Delete Peak . #
Astoratic | zoc Undo || Detection | Cobra §mmteike meert " b Edit Delimiter /| Shape Shoulder i Delete All Peaks £ Component | Manual Peak
Zoom || Parameters | Wizard QFJE Insert Peak 5 [ Split Peak % Remove Manual Integration Table Identification
Pointer / Zoom Detection Parameters Manual Peak Detection (Integration) - =
Data F'rocessing « 800~ 7 sekvence1 #80 [manually integrated] simin111 BackDetector
" pa 11-16.871
Fiter W |15
=l | 400
200 l
ol A wl “ l l
-200
-400
" 14 _s00 min
m S— 00 50 10,0 150 200 250 G 36.0 350 00 M7
3 A B C
Ilg] Instrument Method Peak Peak Name Ret.Time | Amount Rel.Area Area
min n.a. % pA*min pA
_L\V Data Processing 1 16.671 . 100.00 || | BWMB*
5 i axi 100.00 392.4005 497.76
| Report Designer Mini QDD | 392.4005 | 497.76
] Bectronic 100.00 [IEEFRINE| 49776
mi UV Spectral Library
1 — Z4alozka Data Processing 4 — Tlacitko Delete All Peaks
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Obr. 12-5: Zpracovdni chromatogramu

Integrace: Okno pro integraci urcuji piky dekanu a tetrakontanu. Dekan eluuje prvni, za nim
nasleduji sledované uhlovodiky a jako posledni eluuje tetrakontan. Pfed samotnou integraci
odectéte od chromatogramu nejblizsi predchazejici chromatogram heptanu, ¢imz provedete
korekci na unik zakotvené faze. Integrace zacind hned za pikem dekanu a zakladna se nastavi
na urovni signalu pred eluci dekanu. Integrace konci tésné pred pikem tetrakontanu na
stejné Urovni signalu jako na zacatku. Priklad integrace standardu uhlovodik( je na Obr. 12-6.
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Obr. 12-6: Priklad integrace chromatogramu

Po integraci ziskate celkovou plochu vsech pikl jako jedno Cislo, které nasledné poufZijte ve
vypoctu jako As.
Export chromatografickych dat: Export dat pro tvorbu chromatogram( provedte podle
pokynu vedouciho prace.
Vypocet: Parametry kalibracni pfimky doda vedouci prace. Obsah uhlovodiki ve vzorku
vypoctéte podle nasledujicich rovnic:
. .. W 100
obsah uhlovodiki (mg/kg susiny) = p - . m
_As—b
a
kde p je koncentrace uhlovodikl v extraktu (mg/I)

A; je integrovand plocha pik( extraktu vzorku

a je smérnice kalibra¢ni funkce (I/mg)

b je Usek mezi prlisecikem kalibracni pfimky s osou y a prasecikem os x a'y

Vh je objem heptanu pouzity k extrakci (ml)

m je hmotnost vzorku (g)

Wy je obsah vody v plvodnim vzorku stanoveny v laboratorni tloze 10 (% hm.)
Vysledek zaokrouhlete na dvé platné Cislice.

Pozadavky na protokol
V protokolu respektujte pravidla pro psani protokolu. Do protokolu uvedte konstanty

kalibra¢ni funkce a a b. Dale uvedte dalsi udaje do tabulky podle vzoru v Tab. 12-2, pocet
radka upravte podle skute¢nosti.
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Tab. 12-2: Vzorovd tabulka vysledkii

Vzorek Obsah vody Navazka (g) | Integrovana | Obsah uhlovodik
v pavodnim vzorku plocha pik (mg/kg susiny)
(% hm.)

Dale z vyexportovanych chromatografickych dat vytvorte chromatogramy a naformatujte je
podle vzoru na Obr. 12-7. Od kazdého zméfeného vzorku uvedte jeden chromatogram.

Signal

1] 2 4 & B 10 12 14 16 18 20
Retenctni Cas (min)

Obr. 12-7: Vzorovy chromatogram
Literatura

CSN EN 14039 Charakterizace odpadl — Stanoveni obsahu uhlovodiké Cio - Cso plynovou
chromatografii, 2005.

Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb. o podminkach ukladani odpad( na skladky a jejich vyuzivani na
povrchu terénu a zméné vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady.

Zakon ¢. 185/2001 Sb. o odpadech a o zméné nékterych dalsich zakond.
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Uloha 13:

FOTOMETRICKE STANOVENiIi FORMALDEHYDU V OVzDUSI

Cilem prace je stanoveni formaldehydu v ovzdusi fotometrickou metodou.

Princip metody

Ze vzorku ovzdusi se formaldehyd izoluje pfi prlichodu plynu destilovanou vodou. V dalsim
kroku formaldehyd zachyceny v sorpénim roztoku reaguje v prostfedi kyseliny sirové
s kyselinou chromotropovou za vzniku purpurové zbarveného roztoku. Intenzita zbarveni je
umérna koncentraci formaldehydu vsorpénim roztoku. Hmotnostni koncentrace
formaldehydu v sorpénim roztoku se stanovi fotometricky pti vinové délce 580 nm. Vysledek
stanoveni se prepocte na hmotnostni koncentraci formaldehydu ve vzorku ovzdusi.

Chemikalie a roztoky

1) Reagens kyseliny chromotropové
0,1 g disodné soli kyseliny 4,5-dihydroxy-2,7-naftalendisulfonové se rozpusti v10 ml
destilované vody. Roztok je ve tmé a chladu stdly 1 tyden.

2) Zakladni roztok formaldehydu
2,7 ml koncentrovaného formaldehydu (37 % vodny roztok) se doplni destilovanou vodou
v odmérné barice na 1 litr. Roztok je staly 3 mésice.
1 ml roztoku odpovida 1 mg formaldehydu, pfi poZzadavku exaktniho stanoveni je tfeba
provést standardizaci tohoto roztoku (jodometricky).

3) Standardni roztok formaldehydu
1 ml zdkladniho roztoku formaldehydu (2) se doplni v odmérné bance destilovanou
vodou do 100 ml. Roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.
1 ml roztoku odpovida 10 pg formaldehydu.

Pracovni postup

Vzorkovaci trat je tvorena standardni sestavou tvorfenou dvojici absorbérd naplnénych po
20 ml destilované vody - viz Obr. 13-1. Sestava absorbér( se pfipoji k ptivodu zkouseného
plynu. Pratok zkouseného plynu nesmi byt vétsi nez 0,5 |/min. Provedou se celkem 3 odbéry
vzorku: 51, 251 a 50 I. Na zac¢atku a na konci kazdého odbéru se zaznamenad stav plynoméru,
teplota a pretlak plynu v plynoméru. Objem odebraného vzorku plynu se prepocte na
normalni podminky.

Po skonéeném vzorkovani se obsah kazdého absorbéru pfevede do odmérné bariky na 25 ml
a doplini se destilovanou vodou. KaZzdy roztok se analyzuje zvlast. Do 2 odmérnych
(graduovanych) zkumavek na 25 ml se odpipetuje po 4,0 ml vySe uvedenych doplnénych
sorpénich roztokl. Do kazdé zkumavky pridejte 0,1 ml reagens kyseliny chromotropové
a pipetou opatrné a pomalu pridejte 6 ml koncentrované kyseliny sirové. Pracujte pozorné
a ohleduplné ke svému okoli a hlavné ke svému zraku — roztok se extrémné zahfiva a mize
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ze zkumavky vystriknout. Roztoky ve zkumavkach nechte zchladnout na laboratorni teplotu
(tfepanim pod tekouci vodou) a pfipadné odparfenou vodu doplite na celkovy objem
roztoku 10 ml. Poté zmérte absorbanci zbarvenych roztokl pfi vinové délce 580 nm. Pomoci
kalibracni pfimky urcete hmotnostni koncentraci formaldehydu v odmérnych zkumavkach.
Hmotnostni koncentrace formaldehydu ve vychozich sorpénich roztocich, tj. vodmérnych
bankach se sorpcnimi roztoky prevedenymi z absorbért a doplnénymi na objem 25 ml se
vypocitd podle vztahu:

p25(HCHO) = 2,5 p10(HCHO), (1)

kde

p25(HCHO) je hmotnostni koncentrace formaldehydu ve vychozim sorpénim roztoku
v odmérné barice na 25 ml (ug/ml),

p10(HCHO) je zméfena hmotnostni koncentrace formaldehydu v roztoku v odmérné
zkumavce (pg/ml),

regulace priitoku

filtr uzaviraci prvek gerpadio

7 N\

MY A\

Obr. 13-1: Schéma vzorkovaci trati pro stanoveni formaldehydu v ovzdusi

T
Y

/T N\

bubnovy
plynomeér

1

uzaviraci prve

]

I

]

I
obtok ——=

fritovy absorbér

Kalibracni krivka a vypocet

Do 7 odmérnych zkumavek na 25 ml se odméfi 0,0 ml, 0,1 ml, 0,3 ml, 0,5 ml, 0,7 ml, 1,0 ml
a 2,0 ml standardniho roztoku formaldehydu (3). Roztoky se doplIni destilovanou vodou na
4,0 ml, pfida se 0,1 ml reagens kyseliny chromotropové a 6 ml koncentrované kyseliny sirové
(dodrzujte postup a bezpecnostni pokyny uvedené vyse). Promérte absorbanci vychladlych
roztokd a sestrojte kalibraéni pfimku. Hmotnostni koncentrace formaldehydu v pfipravenych
kalibra¢ni roztocich je 0,0 ug/ml, 0,01 pg/ml, 0,03 pg/ml, 0,05 pug/ml, 0,07 pug/ml, 0,1 ug/mi
a 0,2 ug/ml.

Hmotnostni koncentrace formaldehydu v kazdém ze vzorkd suchého plynu za normalnich
podminek se vypocte podle vzorce:

oy (HCHO) = pl(HCHO)'\/l\;_ 0,(HCHO)\V, ’ )
N
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kde

Oon(HCHO) je hmotnostni  koncentrace formaldehydu v suchém vzorku ovzdusi za
normélnich podminek (ug/m?3),

p1(HCHO) je hmotnostni koncentrace formaldehydu vroztoku vodmérné barice
s roztokem pripravenym z obsahu 1. absorbéru (ug/ml),

2(HCHO) je hmotnostni koncentrace formaldehydu v roztoku vodmérné barnce
s roztokem pripravenym z obsahu 2. absorbéru (ug/ml),

%1 je objem roztoku v 1. odmérné barice (25 ml),
V> je objem roztoku ve 2. odmérné bance (25 ml),
Wn je normalni objem odebraného vzorku suchého plynu (m?3).

Objem Wy se vypocte ze stavové rovnice idealniho plynu ve tvaru:

V. =V'. 273115K(pamb + P — p\,/v)
N (27315 K +1)-101325Pa ’

(3)

kde
V' je objem odebraného vzorku plynu zméreny bubnovym plynomérem,
Pamb je primérny barometricky tlak v dobé odbéru vzorku plynu,
pe je pramérny pretlak plynu v bubnovém plynoméru v dobé odbéru vzorku (poznamka:
1 mm vodniho sloupce odpovida pfiblizné 9,8 Pa),
py Je tenze vodni pdry pfi teploté t (viz Tab. 13-1),

T je pramérna Celsiova teplota plynu v bubnovém plynoméru v dobé odbéru vzorku.

Tab. 13-1: Tenze vodni pdry v zavislosti na teploté

t Pw
°C Pa
15 1704
16 1817
17 1936
18 2 062
19 2196
20 2337
21 2 485
22 2 642
23 2 808
24 2982
25 3166

Metodou lze stanovit 0,2 pug HCHO v 1 ml sorpéniho roztoku s nejistotou 0,02 pg. Ostatni
aldehydy maji zanedbatelny rusSivy vliv (pozitivni odchylka 0,01 % ve srovnani
s formaldehydem). Maly rusivy vliv vykazuji rovnéz alkoholy, fenoly a nenasycené uhlovodiky
(pozitivni odchylka maximalné 10 % ve srovnani s formaldehydem).
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Uloha 14:

STANOVENIi oXIDU DUSIKU A OZONU V OVzDUSI

Cilem prace je stanoveni oxid( dusiku vyjadfenych sumadrné jako oxid dusicity a ozonu ve
venkovnim ovzdusi a v ovzdusi laboratofe pomoci kontinualné pracujicich analyzatord.

Méreni obsahu oxidu dusiku

Latkové zlomky oxidu dusi¢itého a oxidu dusnatého se méfi automatizovanym analyzatorem
APNA-360 (Horiba, Japonsko) pracujicim na chemiluminiscenénim principu.
Chemiluminiscence je emise elektromagnetického zareni v prlibéhu chemické reakce. P¥i
reakci mezi NO a ozonem probihajici v plynné fazi vznika pfi ndvratu excitovanych molekul
NO. do zdakladniho energetického stavu elektromagnetické zafeni, jehoZ intenzita je pfimo
umérna latkovému zlomku NO. Chemiluminiscenénim metoda je zaloZena na reakcich:

NO + O3 = NO," + 0, (1)
NO>" = NO; + hu (2)

Excitované molekuly oxidu dusi¢itého NO>" emituji elektromagnetické zafeni v blizké
infracervené oblasti (600 nm az 3 000 nm) s maximem okolo 1 200 nm. Pfi stanoveni oxidu
dusicitého se oxid dusicity pfitomny ve vzorku plynu nejdfive redukuje na oxid dusnaty
v konvertoru katalytickou (MnO3) reakci za zvySené teploty (400 °C):

2NO> > 2 NO + 0, (3)

Vznikly NO je stanoven postupem popsanym rovnicemi (1) a (2).

Mez stanovitelnosti oxidd dusiku pfi méFeni analyzatorem APNA-360 je 0,5.10° (latkovy
zlomek oxid( dusiku). Pristroj je vybaven interferenénim filtrem zarudujicim zanedbatelny
rusivy vliv vodni pary a amoniaku (podle vyrobce jediné vyznamné rusivé latky). Z dlivodu
velké tlakové zavislosti intenzity chemiluminiscenéniho zareni je pfistroj vybaven soustavou
kritickych dyz, senzor( a reguldtor( tlaku. Nastaveni méficiho rozpéti se provadi pred
mérenim pomoci referencéni plynné smési (standardu). ZjednodusSené schéma pfistroje
APNA-360 je uvedeno na Obr. 14-1.

Vzorek vzduchu prochazi v chemiluminiscenénim analyzatoru nejprve filtrem (s cilem
zabranit kontaminaci plynového systému a optickych ¢asti analyzatoru pevnymi ¢asticemi).
Pfi stanoveni oxidu dusnatého je vzorek veden pfimo do reakéni cely analyzatoru, v niz se
misi s pfebytkem ozonu. Intenzita emitovaného elektromagnetického zareni
(chemiluminiscence) je pfimo umérna poctu molekul oxidu dusnatého v detekénim poli cely,
a tedy i latkovému zlomku oxidu dusnatého. Emitované elektromagnetické zareni se filtruje
selektivnim optickym filtrem a ve fotondsobici nebo fotodiodé se prevadi na elektricky
signal.
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2 =

1 - silikagelovy susic, 2 - generator ozonu, 3 - konvertor, 4 - elektromagneticky ventil, 5 - permeacni susic, 6 -
reakéni cela s detektorem, 7 — deozonizator

Obr. 14-1: Zjednodusené schéma analyzatoru APNA-360

Pti stanoveni oxidu dusicitého je vzorek vzduchu veden nejdfive do konvertoru, kde se oxid
dusicity redukuje na oxid dusnaty, a dale se stanovi stejnym postupem jako oxid dusnaty.
Elektricky signdl poskytovany fotondsobi¢em nebo fotodiodou je pfimo Uumérny souctu
latkovych zlomk( oxidu dusnatého a oxidu dusicitého. Obsah oxidu dusi¢itého se vypocita
zrozdilu takto ziskaného sumarniho latkového zlomku a latkového zlomku pouze oxidu
dusnatého (neprochazi-li vzorek plynu konvertorem).

Obsah oxidu dusic¢itého a oxidu dusnatého se méfi pfimo jako sumarni latkovy zlomek obou
oxidl, protoZe intenzita emitovaného elektromagnetického zareni pfi chemiluminiscencni
reakci je pfimo mérna latkovému zlomku oxidu dusnatého. Konecné vysledky se vyjadfuji ve
formé hmotnostni koncentrace NO; za standardnich podminek (101,325 kPa, 293,15 K), a to
v pug/ma.

S ohledem na skutecnost, Ze ve vzorkovaném vzduchu je vidy pfitomen O3, mlze vlivem
reakce NO s Oz ve vzorkovacim potrubi dochazet ke zménam obsahu NO a NO;. Aby se
predeslo vyznamnym zménam obsahu NO a NO;, musi byt doba setrvani vzorku ve
vzorkovacim potrubi od vstupu do vzorkovaciho systému az po vstup do analyzatoru < 5s.
S ohledem na potfebnou délku vzorkovaci traté nelze tento pozadavek vzdy splnit. V tomto
pfipadé je nutné provést korekci zméreného latkového zlomku NO; zahrnujici vliv doby
setrvani v potrubi a obsahu ozonu ve vzduchu vstupujicim do vzorkovaciho potrubi.
Vzorkovaci potrubi mize byt v zavislosti na volbé umisténi odlu¢ovace castic ve vzorkovacim
systému kontaminovano prachovymi Usadami. Ty mohou zpUsobovat ztraty NO, ve
vzorkovacim systému. Proto pred zacatkem méreni musi byt rozvodné potrubi vzorkovaciho
systému a odluéovac ¢astic radné proplachnuty. Jak vzorkovaci potrubi, tak odluéovac &astic
musi byt proplachnuty venkovnim ovzdu$im po dobu nejméné 30 minut za jmenovitého
prutoku vzorkovaného ovzdusi. Hodnoty zmérené vtéto dobé nesmi byt zahrnuty do
vysledkl méreni.

cNole

75



Méreni obsahu ozonu

Latkovy zlomek ozonu se méfi automatizovanym analyzatorem APOA-360 (Horiba,
Japonsko) pracujicim na principu spektrometrického stanoveni, a to mérenim absorpce
elektromagnetického zafeni v UV oblasti spektra. Mez stanovitelnosti ozonu pfi méreni
analyzatorem APOA-360 je 0,5.107° (latkovy zlomek ozonu v ovzdusi). Soudasti pFistroje je
interferencni filtr omezujici rusivy vliv vodni pdary a toluenu (podle vyrobce to jsou jediné
vyznamné rusivé slozky). Z divodu tlakové zavislosti odezvy fotondsobice je systém vybaven
tlakovymi senzory, reguldtory tlaku a kritickymi dyzami. Kalibrace se provadi periodicky AIC
systémem s vlastni generaci ozonu, nastaveni nebo ovéreni méficiho rozpéti pfimo pred
méfenim je zdUvodu principialni nedostupnosti standardnich referencnich materidlQ
neproveditelné. Zjednoduseny nakres ptistroje APOA-360 je na Obr. 14-2.

1 -

DK—GE)—

Y

Y
I
N2

1 - elektromagneticky ventil, 2 - deozonizator, 3 - detektor, 4 - generator ozonu

Obr. 14-2: Zjednodusené schéma analyzdtoru APOA-360

Vzorek vzduchu prochdzi kontinudlné optickou absorpéni kyvetou, kde je ozafovan
monochromatickym zarfenim o vinové délce 253,7 nm vychazejicim ze stabilizované
nizkotlaké rtutové (Hg) vybojky. Intenzita UV zareni proslého touto absorpcni kyvetou se
méfi citlivou fotodiodou nebo fotonasobiéem a prevadi na meéfitelny elektricky signal.
Absorbance UV zafeni vzorkem vzduchu v absorpéni kyveté je mirou obsahu ozonu ve
venkovnim ovzdusi.

Analyzator APOA-360 vyuziva pouze jediné méfici kyvety. Absorbance ultrafialového zareni
ozonem se méfi tak, Ze se do méfici kyvety stfidavé privadi vzorek vzduchu obsahujici ozon
avzduch zbaveny ozonu. Tento vzduch neobsahujici ozon se ziskavd prichodem
vzorkovaného vzduchu katalytickym konvertorem ozonu, v némz je ozon likvidovan.
Nejmodernéjsi komeréné dostupné analyzatory ozonu méfi teplotu a tlak vzorku vzduchu
v méfici kyveté. Za pouZiti téchto udaji pak zabudovany mikroprocesor automaticky
vypocitdva mérenou hmotnostni koncentraci ozonu za zvolenych standardnich podminek.
U analyzator(, které nejsou vybaveny touto automatickou kompenzaci tlaku a teploty se
hmotnostni koncentrace za zvolenych standardnich podminek vypocitava dodatecné.
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Obsah ozonu se méfi jako latkovy zlomek ozonu, konecné vysledky se vyjadfuji ve formé
hmotnostni koncentrace Os za standardnich podminek (101,325 kPa, 293,15K), a to
v pug/ma.

Pracovni postup

Ke zjisténi prostorové distribuce oxidl dusiku a ozonu v okoli daného liniového zdroje emisi
(ulice Studentskd mezi budovami A a B VSCHT) je pouZito kombinované vzorkovaci trati
uvedené na Obr. 14-3.

Pro méreni se zvoli tfi rizné polohy Usti vzorkovaci sondy vné budovy A tak, aby bylo mozno
postihnout efekt dopravni zatéze ovzdusi uliéniho kanonu vzhledem k venkovnimu ovzdusi
ovlivAujicimu vnitfni ovzdusi v laboratofi.

D
C
B
ulice
1 A

Obr. 14-3: Polohy vzorkovaci sondy (A, B, Ca D)

Oba analyzatory pracuji zcela automaticky. Data jsou ukladana v tfiminutovych intervalech
do vnitfnich paméti pfistrojii. Méreni se provede po dobu 4 hodin.

Detailni postup méreni a zplUsob zpracovani vysledkd budou upresnény v pribéhu
laboratorniho cviceni.

Literatura
CSN EN 14211 Kvalita ovzdusi — Normovana metoda stanoveni oxidu dusi¢itého a oxidu
dusnatého na principu chemiluminiscence, UNMZ Praha 2014.

CSN EN 14625 Kvalita ovzdudi — Normovana metoda stanoveni ozonu ultrafialovou
spektrometrii, UNMZ Praha 2013.
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