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1. Uvod

Nésledujici dokument uvadi metodiku pro stanoveni hmotnostni koncentrace anionaktivnich
tenzidii (aniontovych povrchové aktivnich latek, A-PAL) ve vzorcich povrchové, pitné a
odpadni vody na analyzatoru kapalin FLUORAT-02-3M.

Rozsah méfenych koncentraci anionaktivnich tenzidi je 0,025-2 mg/l, bez fedéni vzorkl a
extraktl. V pfipad¢, ze koncentrace anionaktivnich tenzidii ve vzorku je vys§i nez horni
hranice vysSe uvedeného intervalu, je nutné vzorky nafedit, maximalné v§ak 100 x. Stanoveni
rusi pritomnost ropnych latek a zbarveni ziskanych extrakti.

2. Podstata stanoveni

Sulfatované a sulfonované anionaktivni tenzidy tvofi ve vodnych roztocich s kationickym
barvivem-Akridinovou Zzluti nebo oranzi-barevny komplex (iontovy par). Tento barevny
komplex anionaktivnich tenzidl je extrahovatelny do chloroformu. Intenzita fluorescence
ziskaného extraktu je pfimo umérna koncentraci anionaktivni povrchové latky ve vzorku.

3. Charakteristika nejistoty méreni

Metodika zajistuje provedeni méfeni s nejistotou vyznamné nepiesahujici hodnoty uvedené
v tabulce 1.

Tabulka 1: Charakteristiky chyb metody méreni pri diivéryhodné pravdépodobnosti P=0,95

Rozsah méreni v | Charakteristika
mg/1 nejistoty méfeni
3 v%
od 0,025 do 0,1 50
0d 0,1do 1,0 30
0d 1,0do 2,0 20

Nejistota mefeni nefedénych vzorki a vzorkl nafedénych se nelisi o vice nez 3 %.

4. Pomiicky, sklo a chemikalie

- Analyzétor kapalin FLUORAT-02-3M

- Laboratorni analytické vahy 2. tfidy piesnosti

- Sklenénd pipetana 5 a 10 ml

- Délené pipetyna 1, 2,5 ml

- Odmérné¢ banky na 50, 100, 500 a 1000 ml

- Odmérné valce na 100 a 500 ml

- Dodecylsulfat sodny Ci,H»sNaO4S (Fluka, Cat. No. 71729)
- Destilovana voda

- Hexan

- Akridinova zlut’ C;sH;sN3 . HCI (Aldrich, Cat. No. 19950-8)
- Hydroxid sodny p. a.

- Kyselina chlorovodikova p. a.

- Chloroform

- Univerzalni indikatorovy papirek

- Délici ndlevka na 50 ml



- Odmérné banky

- Filtra¢ni papir (Cervena paska)

- Sklenéna kadinka na 100 ml

- Sklenéné baiiky s plochym dnem na 100, 500 a 1000 ml

- Sklenéné vzorkovnice se Sroubovacim vickem o objemu 500-1000 ml

5. Podminky méreni

Pti stanoveni hmotnostni koncentrace tenzidi musi byt splnény ndasledujici laboratorni
podminky:

Okolni teplota 20+ 5°C
Atmosféricky tlak 84,0 — 106,7 kPa
Vlhkost vzduchu max. 80 % pii 25 °C
Napéti v siti 22010V

Frekvence stejnosmérného proudu 50 £ 1 Hz

6. Odbér a priprava vzorku

Odbér vzorkl pitné vody se provadi do vzorkovnic ze skla, které jsou nejprve proplachnuty
odebiranou vodou. Objem odebraného vzorku vody je minimalné 50 ml. Odebrany vzorek
vody je nutno zpracovat do 24 hod po odbéru. Vzorek je nutno uchovévat v chladnicce pfi
teploté 4-6 °C.

7. Ptiprava pied provedenim méreni

7.1 Ptiprava analyzatoru k méteni
Analyzator se nechd min 15 min zahtivat. Do excitacniho kandlu se zasune interferencni filtr
¢. 15 a do zaznamového (emisniho) kanalu interferencni filtr €. 14.

7.2 Ptiprava pomocnych roztokt
Pro ptipravu vSech roztokt se pouziva destilovana voda.

7.2.1 Roztok 5 %-niho hydroxidu sodného
V 95 ml destilované vody se rozpusti 5 g hydroxidu sodného. Roztok se uchovava v PE-lahvi
po dobu 2 mésicu.

7.2.2 Roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0.1 mol/l

Do sklenéné banky s plochym dnem se ptedlozi 50-60 ml destilované vody a opatrn¢ a za
michani se ptiléva 0,94 ml koncentrované HCI. Potom se barika doplni destilovanou vodou na
100 ml.

7.2.3 Roztok barviva o hmotnostni koncentraci 100 mg/1

Do odmérné baiiky na 100 ml se navazi 10 mg Akridinové zluti, ptida se 50-60 ml teplé (40-
50 °C) destilované vody a obsah baiiky se neché stat za obcasného promichani v temnu do
uplného rozpusténi barviva. Po rozpusténi se baiikka doplni destilovanou vodou po rysku.
Roztok je nutno chranit pfed svétlem a skladovat ve sklenéné nadobé€ po dobu 1 mésice.

7.2.4 Roztok anionaktivniho tenzidu o hmotnostni koncentraci 100 mg/I
Do odmérné banky na 500 ml se navazi 50 mg dodecylsulfatu sodného, rozpusti se
v destilované vodé¢ a banky se doplni po rysku. Trvanlivost roztoku je 1 mésic.




7.2.5 Roztok anionaktivniho tenzidu o hmotnostni koncentraci 10 mg/1
Do odmérné banky na 50 ml se odpipetuje 5 ml roztoku anionaktivniho tenzidu o koncentraci
100 mg/1 a doplni se po rysku destilovanou vodou. Trvanlivost roztoku je 1 tyden.

7.2.6 Roztok anionaktivniho tenzidu o hmotnostni koncentraci 1 mg/l

Do odmérné baitkky na 100 ml se odpipetuje 10 ml roztoku anionaktivniho tenzidu o
koncentraci 10 mg/l a doplni se po rysku destilovanou vodou. Tento roztok se ptipravuje vzdy
cerstvy.

7.3 Piiprava roztoki pro kalibraci analyzétoru

7.3.1 Piiprava extraktu slepého vzorku a jeho proméfeni

Do délici nalevky se ptredlozi 9 ml destilované vody, odpipetuje se 1 ml roztoku barviva, 1 ml
0,1 M roztoku kyseliny chlorovodikové a 5 ml chloroformu. Obsah délicky se intenzivné
protfepava 1 min. Po oddéleni fazi se 0,5-1 ml spodni (organické) faze odpusti (tim se
vyplachne kohout a stonek) a nasledujici 2,5-3 ml se odpusti do kyvety a prométi.

V menu se vybere polozka ,, KALIBRACE®, nastavi se C1=1, kursor se nastavi na pozici
parametru J1 a do drzaku kyvet se umisti kyveta s kalibraénim roztokem o koncentraci 1 mg/I
a stiskne se Ent. Po prométeni fluorescence se odpovidajici hodnota slepého pokusu zobrazi
na displeji u parametru J1.

7.3.2 Ptiprava extraktu kalibra¢niho roztoku a jeho proméieni

Do délici nalevky na 50 ml se ptedlozi 5 ml roztoku dodecylsulfatu sodného o koncentraci 1
mg/l, ptidaji se 4 ml destilované vody, 1 ml 0,1 M roztoku HCI, 1 ml roztoku barviva, 5 ml
chloroformu a obsah banky se intenzivné protfepava 1 min. Po rozdéleni fazi se prvni 1,5-2
ml odpusti (vyplach kohoutu) a 2,5-3 ml se naliji do kyvety a proméfi.

V menu se vybere polozka ,,KALIBRACE®, nastavi se Cl1=I, kursor se nastavi na pozici
parametru J1 a do drzaku kyvet se umisti kyveta s kalibra¢nim roztokem o koncentraci 1 mg/1
a stiskne se Ent. Po proméfeni fluorescence se odpovidajici hodnota zobrazi na displeji u
parametru J1.

7.4 Ovéfeni spravnosti kalibra¢nich charakteristik

Kalibrace analyzatoru se provadi pted analyzou kazdé sady vzorki, poté se prométi signdly
fluorescence kalibracnich roztokt (tabulka 2) v rezimu ,,Méteni®.

Pti ptipravé kalibracnich roztokl se postupuje podle instrukci v tabulce 2 a pfi extrakei je
nutno se fidit podle ndvodu popsaného v kapitole 7.3.2, k extrakci se vzdy pouzije 5 ml
roztoku. Kalibrace analyzatoru je spravna, pokud se =ziskané hodnoty koncentraci
odpovidajicich roztokl anionaktivnich tenzidii nelisi o vice nez 10 % v koncentracnim
rozsahu 2,0-0,5 mg/l a 0 35 % v niz§im koncentra¢nim rozsahu.

Kontrola ptfesnosti kalibra¢nich charakteristik se provadi po kazdé kalibraci pfistroje a pfi
pouziti jiné lahve chloroformu nebo natedéni novych vzorku.




Tabulka 2: Smési pro kontrolu piesnosti kalibrac¢nich charakteristik

Cislo Koncentrace v Vztazend
Popis Objem vml nejis tota
roztoku mg/1 (P=0,95)v %
1 100 mg/1 A-PAL,dest. voda 5do 50 10 1,6
2 roztok ¢. 1,dest. voda 20 do 100 2 1,8
3 roztok ¢. 1, dest. voda 10do 100 1 1,8
4 roztok €. 1, dest. voda 5do 100 0,5 2,1
5 roztok ¢. 3, dest. voda 20 do 100 0,2 2,1
6 roztok ¢. 3, dest. voda 10 do 100 0,1 2,1
7 roztok €. 3, dest. voda 5do 100 0,05 2,1
8 roztok ¢. 6, dest. voda 25do 100 0,025 24

Pfi méfeni koncentraci nad 1 mg/l je nutno provést kontrolu uplnosti extrakce podle postupu
uvedeného v ptiloze B.

Pfi méfeni koncentraci nizsich nez 0,2 mg/l je nutno dbat na cistotu de¢lici nalevky a prvni
1,5-2 ml organické faze po oddéleni vrstev vzdy vylit, tim se vyplachne kohout i stonek
délicky. Oddéleni fazi 1ze podpofit krouzivym pohybem bariky.

V ptipadé, ze slepy pokus vykazuje vysokou hodnotu fluorescence, je nutno ho podrobit
precisténi postupem uvedenym v piiloze C.

8. Provedeni méreni

8.1 Odstranéni ropnych latek ze vzorku vody extrakci hexanem

Extrakce se provadi pouze u silné znecisténych vzorkl s koncentraci ropnych latek okolo 5
mg/l a také u vzorkl, jejichz extrakt je zbarven jest¢ pred piidavkem barviva. Do délici
nalevky na 50 ml se piedlozi 5 ml vzorku vody, pfida se 4-5 ml destilované vody a 10 ml
hexanu. Obsah baiiky se intenzivné protfepava 30 s a pak se vycka rozdeleni fazi. Horni
hexanova vrstva se odebere.

Pozn: V ptipadé, ze vzorek vody obsahuje sediment, je potieba extrakci prodlouzit az na 3
min a v ptipad¢ potieby extrakt jesté prefiltrovat.

8.2 Méteni koncentrace anionaktivnich tenzid

Do d¢lici nalevky na 50 ml se ptedlozi 5 ml vzorku vody, ptidaji se 4 ml destilované vody a
indikatorovym papirkem se zkontroluje pH. V piipadé, ze se ze vzorku vody pred analyzou
odstraniuji ropné latky vySe popsanym zplsobem, je nutné provést upravu pH vzorku vody.
Je-li pH vzorku vody 3-8, pouziva se k jeho tipravé kyseliny chlorovodikové nebo hydroxidu
sodného. Do délici nalevky se vzorkem se piida 1 ml 0,1 M HCI, 1 ml Akridinové zluti a 5 ml
chloroformu a provede se extrakce v trvani 1 min. Po oddé€leni fazi se odlije prvni 1,5-2 ml
extraktu. Dalsi 2,5-3 ml se odpusti do kyvety a promé&fi se v reZimu méfeni.

Objem vzorku vody lze zvysit az na 20 ml, coz se provadi piedev§im pii stanovovani
koncentraci men$ich nez 0,1 mg/l. V takovém piipadé se ke vzorku vody (pH=3-8) v d¢lici




nalevce na 50 ml pfidaji 2 ml 0,1 M HCI a 1 ml barviva, pak se provede extrakce obvyklym
zpusobem.

V pfipadé, ze zmétend koncentrace je vyssi nez 2 mg/l, je nutno vzorky vody natedit tak, aby
se méfend koncentrace pohybovala v intervalu 0,1-2 mg/l. Redéni je potieba provadét piesné-
pomoci pipet a odmérnych ban¢k. V ptipadé, ze vzorek vody obsahuje viditelnou srazeninu
nebo sediment je potieba extrakci prodlouzit az na 3 min.

Pozn: V zadném piipadé se nesmi do kyvety dostat sorganickou fazi 1 fdze vodna.
Organickou fazi je tedy nutno odebirat peclivé, pak neni tfeba extrakt filtrovat nebo nechat
prochézet pies kolonku se susidlem.

9. Uprava a vyjadiovani vysledkii méreni
Vypocet koncentrace anionaktivnich tenzidl v roztoku se provadi podle rovnice:

X = Cmér“'Ql'Qz (1)

kde (U .. je naméfena koncentrace anionaktivniho tenzidu ve vzorku v mg/I

Q1 je koeficient fedéni (neni-li vzorek nafedén, je roven 1)

Q2 je stupen zakoncentrovani vzorku pti extrakci (je-li objem vzorku 5 ml, pak je Q,=1,

je-li objem vzorku 20 ml, pak je Q,=0,25)

10. Uprava vysledkii méfeni

Za vysledek analyzy X je povazovan stiedni aritmeticky pramér paralelnich stanoveni X, a
le
X=(X1+X2)/ 2

Rozdil mezi obéma hodnotami nepfesahuje normativ kontroly shody d. Hodnoty normativu
shody jsou uvedeny v tabulce 2. Hodnoty d se voli na zdklad¢ aritmetického priméru  X.

Vysledky analyz jsou prezentovany ve formé X (mg/l) s chybou & (%), tabulka 1, P=0,95
nebo ve form¢ X + A v mg/l, P=0,95, kde

N Q)
100
A smerodatna odchylka v mg/1
) relativni smérodatnéd odchylka v %

Vysledek analyzy i chyba méteni se udava s platnosti na dvé desetinnd mista.

11. Kontrola stability méreni

11.1 Kontrola reprodukovatelnosti méfeni

Reprodukovatelnost je chépana jako presnost mezi laboratofemi, kdy je posuzovana
analyticka metoda aplikovana v n€kolika riznych laboratofich a vysledky jsou statisticky
porovnavany. Sledovani reprodukovatelnosti méfeni je zavislé na poctu méteni provedenych




ve sledovaném obdobi. Pro kontrolu reprodukovatelnosti meétfeni je potieba provést
opakovany odbér pitné nebo odpadni vody do dvou vzorkovnic a kazdy objem vzorku
zpracovavat zvlast. Kazdy vzorek se rozd€li na dvé shodné €ésti a peclive se provede jeho
analyza dvéma analytiky, avSak stejnou metodou (oba si pfipravi své roztoky a sady
analytického nadobi), ¢imz se ziskaji dva vysledky stanoveni. Vysledky méfeni jsou pak
reprodukovatelné, jestlize je splnéna nasledujici podminka:

X,-X,|<001-X-D 3)

X;  vysledek analyzy prvniho analytika v mg/1

X,  vysledek analyzy druhého analytika v mg/I

X  stfedni aritmeticky primér z obou hodnot v mg/1

D  rozdil mezi vysledky jednoho a t¢hoz vzorku v % (tabulka 2)
Hodnota D se voli na zakladg stiedniho aritmetického priméru  X.

Pti prekroceni smérodatné odchylky reprodukovatelnosti je nutno analyzu zopakovat. Pti
opakovaném piekroceni této hodnoty je nutno zjistit zdroj chyb a eliminovat ho.

Tabulka 3: Hodnoty normativu shody p¥i odpovidajici chybé pro P=0,95

Rozs ah méi‘eni Reprodukovatelnost a
hmotnos tni Hodnota dv % hodnota D v%
koncentrace vmg/l P=0,95, n=2) (P=0,95, m=2)
0d 0,025 do 0,1 50 65
0d 0,1do 1,0 25 40
od 1,0do 2,0 15 25

11.2 Kontrola opakovatelnosti méteni

Opakovatelnost je chapana jako piesnost vysledkli analyz provedenych za identickych
podminek v téze laboratofi, stejnym analytikem, na stejném pfistroji, v co mozna nejkratSim
casovém intervalu a s pouzitim stejnych chemikalii a roztokid. Sledovéani opakovatelnosti
meéteni zavisi na poctu méfeni provedenych ve sledovaném obdobi a fidi se pozadavky
metrologa. Kontrola opakovatelnosti méfeni se provadi na vzorcich pfirodnich, pitnych vod a
odpadnich vod z Cisticek. Vzorky vody pro kontrolu pfesnosti méfeni je nutno odebirat ve
dvojnasobném objemu. Odebrany objem vody se pak rozdéli na dvé poloviny. Prvni polovina
se zanalyzuje ptesn¢ podle metodiky stanoveni — ziska se hodnota X. Do druhé ¢asti vzorku
se prida standardni pfidavek stanovované latky a takto upraveny vzorek se nadale zanalyzuje
ptesné podle metodiky — ziska se hodnota X'. Pfi¢emz obé& analyzy jsou provadény jednim a
tymz analytikem.

Velikost standardniho pfidavku by se méla pohybovat v rozmezi od 50 do 150 % koncentrace
tenzidu v odpovidajicim vzorku. JestliZze je koncentrace A-PAL v odpovidajicim vzorku niZsi
nez mez stanoveni (0,025 mg/l), pak musi byt velikost standardniho pfidavku 2-3 x vétsi nez
mez stanovitelnosti.

Koncentrace standardniho ptidavku (Csrt, mg/l) se vypocte podle rovnice:

_ Co'Vo

Co= v 4



Cst  koncentrace roztoku v mg/l, pouzitého na standardni pridavek

Vo objem roztoku v ml, pouzitého na standardni pfidavek

\Y objem vzorku v ml

Objem standardniho ptidavku nesmi ptesahovat objem vzorku vody o vice nez 5 %.
Postacujici presnosti méteni je dosazeno, je-li splnéna nasledujici podminka:

X, _X_CSTSK (5)

X vysledek analyzy vzorku vody v mg/l

X' vysledek analyzy vzorku vody se standardnim pfidavkem v mg/1
Cstr  koncentrace standardniho piidavku v mg/1
K smérodatnd odchylka opakovatelnosti v mg/1

Smérodatna odchylka opakovatelnosti pii mezilaboratornim testovani (P=0,95) je definovan
rovnici:

K =JA+ A 6)

Ax a Ax je smérodatna odchylka stanoveni v piivodnim vzorku vody a ve vzorku vody se
standardnim ptidavkem (mg/l)

A=001-6, X A=001-5, X' (7)

Ox a Ox' je relativni smérodatnd odchylka stanoveni v plivodnim vzorku vody a ve vzorku
vody se standardnim ptidavkem (%) — tabulka 1.

Smérodatna odchylka opakovatelnosti pfi vnitrolaboratornim testovani (P=0,90) je definovan
rovnici:

K =084 AL+ A ®)

Pti pfekroceni smérodatné odchylky opakovatelnosti méteni je nutno analyzu zopakovat.
Dochazi-li k opakovanému piekracovani dané hodnoty, je nutno zjistit pficiny a odstranit
eventuelni zdroj chyb.



12. P¥ilohy

12.1 Piiloha A
Cisténi analytického skla

Zvlastni pozornost je potfeba vénovat nadobi. Je nutno se vyhnout kontaminacim vzorku
vody ze $patné¢ vymytych vzorkovnic a laboratorniho nadobi. Je nutno se fidit nasledujicimi

pokyny:

1. Analytick¢é sklo se nejdiive vyplachne vodou zvodovodniho ftadu, nésledné
koncentrovanou kyselinou sirovou nebo dusi¢nou. V zaddném piipad¢ nepouzivejte
zéasady, sodu, chromsirovou smeés a syntetické Cistici prostredky.

2. Nasleduje vyplachnuti destilovanou a redestilovanou vodou (min. 3 x) a ethanolem.

3. Pro kazdy roztok je vhodné mit vlastni pipetu. Pipetuje se z kadinky, nikoli z celého

objemu roztoku.

4. Pro stanoveni tenzidl je vhodné mit vyc¢lenénou sadu analytického skla.
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12.2 Ptiloha B
Kontrola uplnosti extrakce

Nejprve se provede obvyklym zplisobem extrakce 5 ml roztoku anionaktivnich tenzidld o
koncentraci 1 mg/l. Po odd¢leni fazi a proméfeni organické faze se provede nésledna extrakce
tohoto roztoku. V piipad¢, ze i pak naméfena hodnota pievysuje 1,1 mg/l, provadi se extrakce
opakovang, dokud neni dosahovéno stabilnich vysledkd.
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12.3 Piiloha C
Precisténi chloroformu

V nékterych piipadech je nutno chloroform pied pouzitim piecistit. Do dé€lici nalevky se
predloZi chloroform a na kazdych 1000 ml chloroformu se ptidd 50-60 ml destilované vody,
provede se extrakce a po oddéleni fazi se organicka faze odpusti do vzorkovnice z tmavého
skla a necha se 12 hod stat nad vrstvou bezvodého chloridu draselného. VysuSeny chloroform
se predestiluje, pfiCemz se shromazduje frakce vrouci pii 60-62 °C. Predestilovany
chloroform je staly 2 tydny. Je nutné ho zakonzervovat. ptedestilovanym ethanolem
v mnozstvi 5 ml na kazdych 1000 ml chloroformu.
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