Validacija spektrofotometrijske metode odredivanja
nitrata u vodi

Bandi¢, lvana

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:218935

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-09

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKITMCMXI:

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:218935
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:1590
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:1590
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:1590

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Ivana Bandi¢

ZAVRSNI RAD

Zagreb, rujan 2021.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
POVJERENSTVO ZA ZAVRSNE ISPITE

Kandidatkinja _Ivana Bandi¢

Predala je izraden zavr$nirad dana: 20. rujna 2021.
Povjerenstvo u sastavu:

Prof. dr. sc. Sandra Babi¢, Fakultet kemijskog inZenjerstva 1
tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu

Prof. dr. sc. Irena Skori¢, Fakultet kemijskog inZenjerstva i
tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu

Dr. sc. Martina Bio3i¢, znanstveni suradnik, Fakultet kemijskog
inZenjerstva 1 tehnologije, Sveuciliste u Zagrebu

Izv. prof. dr. sc. Nevenka Vrbos, Fakultet kemijskog inZenjerstva 1
tehnologije, SveuciliSte u Zagrebu, zamjena

povoljno je ocijenilo zavrini rad 1 odobrilo obranu zavr§nog rada pred
povjerenstvom u istom sastavu.

Zavrsni ispit odrzat ¢e se dana: ___ 23. rujna 2021.




SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Ivana Bandi¢

VALIDACIJA SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE ODREDIVANJA NITRATA U VODI

ZAVRSNI RAD

Mentor: Sandra Babi¢, prof. dr. sc.

Clanovi ispitnog povjerenstva:

prof. dr. sc. Sandra Babi¢
prof. dr. sc. Irena Skori¢

dr. sc. Martina BioSi¢

Zagreb, rujan 2021.



Iskrene zahvale mentorici prof. dr. sc. Sandri Babi¢ na povjerenju, strpljenju, ulozenom vremenu
| prenesenom znanju. Zahvaljujem se tehnicarkama Slavici Kos i Tanji Ivanci¢ na ustupljenim

kemikalijama i priboru te mag. ing. oecoing. Alanu Badrovu na suradnji i pomoci tijekom izrade

ovoga rada.

Zahvaljujem obitelji i prijateljima na strpljenju i moralnoj podrsci u lijepim i onim manje lijepim

trenutcima.



SAZETAK

Nitrati su prisutni u vodi, stoga je potrebno pratiti njihovu razinu u vodi za ljudsku potrosnju
buduci da velika koncentracija moze imati negativan utjecaj na ljudsko zdravlje. Validaciju je
potrebno provesti kako bi se utvrdilo je 1i metoda prikladna namijeni, a moze biti potpuna ili
djelomi¢na, ovisno o zahtjevima korisnika i namjeni metode. U ovom radu provedena je validacija
spektrofotometrijske metode za odredivanja nitrata u vodi, a ispitane karakteristike su: linearnost,
preciznost (ponovljivost i medupreciznost), istinitost, granica detekcije i granica kvantifikacije,
radno podrucje i robusnost metode. Rezultati ispitivanja potvrduju linearnost metode u odredenom
radnom podruéju ( 0,20 — 7,0 mg/L NO3z), preciznost, istinitost te robusnost. Odredene su granica
detekcije i granica kvantifikacije (0,20 mg/L NOs’). Analizom realnih uzoraka ustanovljeno je da

radno podrucje odgovara podruc¢ju koncentracija nitrata u realnim uzorcima vodovodne vode.

Kljucéne rije€i: nitrati, spektrofotometrija, validacija



ABSTRACT

Nitrates are present in water, so it is necessary to monitor their level in water for human
consumption as high concentrations can adversely affect human health. Validation should be
performed to determine whether the method is appropriate for the purpose, and may be complete
or partial, depending on user requirements and the method purpose. In this research, validation
was performed, and the examined characteristics were: linearity, precision (repeatability and
intermediate precision), trueness, limit of detection, limit of quantification, working range and
robustness of the method. The test results confirmed the linearity of the method in a certain
working range (0.20 — 7.0 mg/L NOgz), precision, trueness and robustness. The limit of detection
and the limit of quantification were determined (0.20 mg/L NOgz’). The analysis of real samples
established that the working range corresponds to the range of nitrate concentrations in samples of

tap water.

Key words: nitrates, spectrophotometry, validation
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1. UvOD
Validacija je proces dokazivanja izvedbenih karakteristika metode, njezinih ograni¢enja i
definiranje ¢imbenika koji mogu utjecati na izvedbene karakteristike. Svrha postupka validacije je
utvrditi sluzi li metoda svrsi. Validirane metode osiguravaju vecu pouzdanost 1 vjerodostojnost
rezultata analize, $to je jedan od osnovnih ciljeva rada laboratorija, a naruditelju analize i

potrosacima osigurava povjerenje u dobivene rezultate [1].

Osiguranje kvalitete u analitickom laboratoriju podrazumijeva sve mjere koje laboratorij koristi u
svakodnevnom radu kako bi se osigurali pouzdani i vjerodostojni rezultati analize. Osiguranje
kvalitete laboratorija postize se implementacijom sustava kvalitete, kontrolom kvalitete
(unutarnjom i vanjskom) te upravljanje kvalitetom. Upravljanje kvalitetom odnosi se na sve mjere
1 aktivnosti koje laboratorij primjenjuje kako bi se dobili pouzdani i to¢ni podaci, a pogreske u
radu sprijecile ili svele na minimum. U pogledu upravljanja kvalitetom, validacija ¢ini jedan vazan

segment za analiticke laboratorije u smislu validacije metoda i validacije analitickih instrumenata

[2].

Voda, pored ostalih namirnica, takoder podlijeze ispitivanjima kvalitete, a u zakonskoj regulativi
definirani su opseg ispitivanja, ucestalost i maksimalno dozvoljene koncentracije pojedinih
parametara sukladnosti [4-7]. Obzirom na to da nije propisana sluzbena metoda za odredivanje
koncentracije nitrata u vodi, koriste se razliCite tehnike odredivanja kao S$to su: ionska
kromatografija, tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti, kapilarna elektroforeza, kao i
spektrofotometrijske metode. Tonskom kromatografijom se mogu otkriti i drugi ioni, medutim

spektrofotometrijske metode su jednostavnije i jeftinije za izvedbu [8].

Cilj rada bio je odrediti izvedbene karakteristike spektrofotometrijske metode za odredivanje
nitrata u vodi, kako bi se vidjelo sluZi li metoda svrsi te kako bi se odredila koli€ina nitrata u

ispitivanim uzorcima — vodovodnoj vodi.



2. TEORIJSKI UVOD
2.1. VALIDACIJA | IZVEDBENE KARAKTERISTIKE METODA

Validacija je postupak koji sluzi kao potvrda da su ispunjeni zahtjevi za odredenu primjenu
pruzanjem objektivnih dokaza [9]. Opseg validacije je razlicit za kvalitativne i kvantitativne
metode. Validacija moze biti potpuna, u slucaju kada se odreduju sve izvedbene karakteristike
metode, ili djelomi¢na, ukoliko se odreduju samo pojedine izvedbene karakteristike. Metodu treba
validirati kada je potrebno dokazati da su njezine izvedbene karakteristike prikladne za upotrebu
u odredene svrhe. Prilikom odabira opsega validacije, treba uzeti u obzir troskove poput servisa
instrumenta, cijene rada, cijene materijala te zakljuciti je 1i bolje provesti klasi¢ne i

neautomatizirane metode ili instrumentalne i automatske [1].

Izvedbene karakteristike su kvantitativne veli¢ine koje naznacuju doseg kvalitete kemijskog
mjernog procesa, pomazu pri izboru optimalne metode i sluze pri odlucivanju o njezinoj
primjenjivosti pri specifi¢cnim mjerenjima [1]. Izvedbene karakteristike koje se odnose na analit i
matricu su: osjetljivost, selektivnost i specifi¢nost metode, donja granica detekcije i kvantifikacije
analita, radno podrucje, ponovljivost metode, istinitost, robustnost ili mogu biti povezane s
dobivenim rezultatom — to¢nost iskazana kao preciznost i istinitost [1, 10]. Da bi se odabrao plan
validacije, odnosno optimalna metoda, potrebno je uzeti u obzir znanje, iskustvo i intuicija
analitiCara, te dostupnost opreme, educiranost i osposobljenost. Moguce je Koristiti vec

standardiziranu metodu, unijeti male promjene prilikom rada ili razviti potpuno novu metodu [10].

Validaciju je preporucljivo provoditi kada se rezultati normirane metode mijenjaju s vremenom, a
ukoliko se rezultati normirane metode ne mijenjaju s vremenom, ne zahtjeva se validacija [1].
Validacija metode provodi se —analizom certificiranog referentnog materijala, standardnih otopina
i ispitnih uzoraka - usporedbom s validiranom metodom, unutarlaboratorijskim ispitivanjima ili

medulaboratorijskim ispitivanjem [1, 10].

Prilikom provedbe validacije, treba nastojati upotrijebiti dovoljan broj standardnih otopina za
kalibracijsku (umjernu) krivulju te da dobiveni odnos bude linearan i reprodubicilan, paziti na
stabilnost standardnih otopina. Matrica uzorka treba biti $to sli¢nija matrici standarda i validaciju
treba provesti educirano osoblje radom na umjerenim uredajima, te koriStenjem umjerenog

laboratorijskog posuda [1].



Validacija analiticke metode provodi se ispitivanjem izvedbenih karakteristika:

- specifi¢nost / selektivnost
- linearnost
- granica detekcije i granica kvantifikacije
- to¢nost
e istinitost
e preciznost
- radno podrucje

- robusnost (otpornost)

2.1.1. Selektivnost i specificnost metode
Selektivnost i specificnost su pojmovi koji se ¢esto poistovjeéuju, medutim postoji razlika u ta dva

pojma.

Selektivnost je svojstvo metode da identificira ili kvantificira Zeljeni analit, ali se pritom moraju
ukloniti smetnje koje mogu utjecati na rezultat. U kvalitativnoj analizi selektivan je onaj reagens

koji reagira samo s malim brojem sli¢nih tvari.

Specificnost je mogucnost nedvosmislenog odredivanja analita u prisutnosti drugih sastojaka
uzoraka kao §to su npr. necistoce ili sastojci matrice. Specifican je onaj reagens koji u danim
uvjetima daje reakciju samo s jednim sastojkom. Ukoliko sastojak matrice utjece na rezultate,

moguce je koristiti metodu standardnog dodatka da se smanji utjecaj matrice [1].

2.1.2. Linearnost
Linearnost je sposobnost metode da unutar radnog podrucja osigura linearnu ovisnost [11] odziva
0 koncentraciji analita u ispitnom uzorku [1]. Da bi se mogla procijeniti linearnost, potrebno je
snimiti odziv minimalno 5 razli¢itih koncentracija. Linearnost se procjenjuje vizualno, iz grafa
ovisnosti odziva o koncentraciji analita. Ako postoji linearan odnos, rezultate treba procijeniti
izraCunavanjem regresijske linije metodom najmanjih kvadrata i zatim se radi statisticka obrada

[11]. Matematic¢ko procjenjivanje linearnosti se vr$i preko jednadzbe pravca:

r=f(c)+e (1)



gdje je r odziv instrumenta, ¢ koncentracija analita, a e slu¢ajna, odnosno stokasti¢ka sastavnica

signala [11].

Osim jednadzbe pravca, pri matematickom procjenjivanju linearnosti, izracunava se koeficijent
korelacije, R, ili koeficijent determinacije, R2. Da bi linearnost metode bila potvrdena, uobicajeni
uvjet je: R2>0,99, dok je za vrlo niske koncentracije analita prihvatljiva vrijednost R? > 0,98 [12,
13].

2.1.3. Osjetljivost
Osjetljivost je svojstvo metode ili instrumenta da razlikuje uzorke razlicitih koncentracija analita
uz definiranu razinu pouzdanosti. U kvantitativnoj instrumentalnoj kemijskoj analizi osjetljivost
je nagib umjerne krivulje. Ukoliko je ovisnost linearna, osjetljivost a je omjer izlaznog signala y i

koncentracije analita x:
_Y
a ()

Medutim, osjetljivost sama po sebi nije dovoljna karakteristika kemijskog mjernog sustava buduci

da se moze mijenjati, npr. dodatkom pojacala izlaznog signala instrumenta.

Preporuka je navoditi je samo za odredenu koncentraciju jer je osjetljivost konstantna samo u

odredenom radnom podrucju [1].

2.1.4. Tocnost
Tocnost predstavlja odstupanje rezultata jednog mjerenja od prave vrijednosti. Kako je prava
vrijednost Cesto nepoznata, to¢nost se moze definirati i kao odstupanje rezultata mjerenja od
referente vrijednosti. To¢nost obuhvaca i sustavnu 1 slucajnu pogresku, te se iskazuje kao istinitost

I preciznost.

2.1.4.1. Istinitost
Istinitost je pojam koji oznacava bliskost slaganja izmedu vrijednosti koja se prihvac¢a kao
referentna ili konvencionalna vrijednost i srednje vrijednosti beskona¢nog broja ponovljenih
mjerenja. Kako je nemoguce provesti beskona¢no mjerenja, istinitost se iSkazuje se kao odmak od

referentne vrijednosti, a ukazuje na sustavnu pogresku [11, 10].



Podaci se iskazuju racunski (kao iskoriStenje ili graficki). IskoriStenje metode ovisi 0 uzorku,
postupku uzorkovanja te koncentraciji analita (Tablica 1.) [14]. Nastoji se posti¢i 100 %-tno

iskoristenje, medutim zadovoljavajuca je i iskoristenje koje je unutar prihvatljivih granica [1].

Tablica 1. Granice prihvatljivosti za iskoristenje metode ovisno o koncentraciji analita [14].

Udio analita Srednje iskoristenje (%)

100 % 98 — 102
10 % 98 — 102
1% 97 - 103
0,10 % 95-105
100 ppm 90 - 107
10 ppm 80 -110
1 ppm 80— 110
100 ppb 80 — 110
10 ppb 60 — 115
1 ppb 40 - 120

2.1.4.2. Preciznost
Preciznost je stupanj podudaranja vise nezavisnih ispitnih rezultata izvedenih iz istoga homogenog
uzorka u propisanim uvjetima. Preciznost se iskazuje kao standardno odstupanje (SD) i relativno
standardno odstupanje (RSD). Preciznost daje podatak o rasprSenosti rezultata, koja moze nastati
kao posljedica slucajne pogreske. Preciznost unutar jednog laboratorija je veca od preciznosti
izmedu nekoliko laboratorija. Preciznost je relativan pojam jer ovisi o koli¢ini analita u ispitnom
uzorku te o veli€ini uzorka, pa tako za razlicite koncentracije analita u uzorku postoje razliciti
kriteriji preciznosti. Prihvatljivo relativno standardno odstupanje za udio analita 1 ppm (1 mg/L)
je 16 % [1, 14], dok se primjerice za udio analita 1 ppb (1 pg/L) granica prihvatljivog relativnog

standardnog odstupanja povecava na 45 % [1].

Ponovljivost se izrazava kao preciznost u istim radnim uvjetima tijekom kratkog vremenskog

perioda. Ponovljivost se moZe nazvati josS i precizno$¢u unutar ispitivanja [ 11]. O¢ekivana je manja



standardno odstupanje u odnosu na rezultate medupreciznosti [10]. Procjenjuje se tako da se

napravi minimalno 9 mjerenja 3 razli¢ite koncentracije unutar radnog podrucja [11].

Medupreciznost sadrzava varijacije unutar jednog laboratorija, primjerice razliciti dani, razliciti
analiti¢ari ili razli¢ita oprema. Procjenjuje se kao i ponovljivost — napravi se minimalno 9 mjerenja

3 razlicite koncentracije unutar radnog podrucja [11].

U kvalitativnoj analizi, preciznost se ne moze iskazati standardnim odstupanjem i relativnim

standardnim odstupanjem, ve¢ kao istinite ili lazno pozitivne (ili negativne) mjere.

2.1.5. Granica detekcije i granica kvantifikacije
Granica detekcije, odnosno granica dokazivanja, je prema IUPAC-u, ona koli¢ina ispod koje se ne
moze s prihvatljivom pouzdano$¢u detektirati Zeljeni analit. MoZe se oznacavati kao DL (eng.
detection limit) [11], LOD (eng. limit of detection) [10, 14], Lo [1]. MozZe se odredivati vizualno
tako da se odredi analizom uzoraka poznatih koncentracija i utvrdivanjem minimalne razine na
kojoj se analit moze pouzdano otkriti. Drugi nacin odredivanja granice detekcije je na temelju
omjera signala i Suma. Omjer signala i Suma 3:1 ili 2:1 se smatra prihvatljivim za procjenu granice
detekcije. Omjer signal / Sum mozZe se primijeniti samo na analiticke postupke s baznom linijom

(npr. kromatografske analize). Tre¢i nacin odredivanja granice detekcije je pomoc¢u formule:

3,3SD

a

GD = 3)

gdje je SD — standardno odstupanje
a — nagib umjerne krivulje [11]

Granica kvantifikacije je najmanja koli¢ina analita koja se moze kvantitativno dokazati, odnosno
pouzdano odrediti. Granica kvantifikacije je bitna u analizi ultratragova jer je ispitno podruéje vrlo
blizu granici detekcije i granici kvantifikacije. Granica kvantifikacije je uvijek po svom iznosu
veca od granice detekcije. Relativno standardno odstupanje (RSD) granice kvantifikacije ne bi

smjelo biti vece od 10 %. [14] Moze se odrediti na tri nacina:

- vizualno, analizom uzoraka poznatih koncentracija analita i utvrdivanjem minimalne
razine na kojoj analit moze biti kvantificiran s prihvatljivom to¢noS¢u, Sto obuhvaca

prihvatljivu istinitost i preciznost;



- omjer signal / Sum treba iznositi barem 10:1

- prema jednadzbi:

10 SD
a

- GK = 4)

gdje je SD — standardno odstupanje
a — nagib umjerne krivulje. [11]

Granica detekcije i granica kvantifikacije su bitne izvedbene karakteristike kod odredivanja analita

koji u niskim koncentracijama mogu Stetno djelovati na zdravlje ljudi i okolis. [13]

2.1.6. Radno podrucje
Radno podrucje je interval unutar kojega analiticki postupak ima zadovoljavajuéu toc¢nost,
preciznost i linearnost. U podrucju linearnosti pogreska mjernog instrumenta je unutar odredenih
granica. Taj je interval omeden donjom i gornjom granicom, ukljucivsi i grani¢ne koncentracije
analita, i trebao bi pokrivati 80 — 120 % koncentracije ispitnog uzorka [1, 10, 11]. Donja granica
je ograni¢ena na vrijednost granice kvantifikacije (GK), a gornja granica je definirana kao

vrijednost koncentracije analita pri kojem su primije¢ene znacajne anomalije [10].

2.1.7. Robustnost metode
Robustnost je otpornost metode, odnosno svojstvo metode da ne reagira na male promjene mjernih
parametara i da omogucuje njezinu izvedbu [1]. Promjene koje mogu utjecati na otpornost metode
su npr. uvjeti eksperimentalni uvjeti provodenja ekstrakcije, poput trajanja ekstrakcije ili volumena
otapala za ekstrakciju. U tekucinskoj kromatografiji promjene mogu biti: promjena pH-vrijednosti
pokretne faze, protok, temperatura kromatografske kolone, promjena sastava pokretne faze,
razlic¢ite kromatografske kolone (razli¢iti dobavlja¢i ili razliCite dimenzije) [11].
Robustnost je bitna izvedbena karakteristika validacije jer ukoliko dode do promjena
eksperimentalnih uvjeta koji mogu utjecati na rezultat analize, bit ¢e poznato na koji dio metode

se treba koncentrirati da se smanje promjene ukoliko su nepozeljne [10].

2.2. SPEKTROFOTOMETRIJA
Spektrometrija, ili spektrofotometrija, je grana analiticke kemije koja se prvotno temeljila na
mjerenjima interakcije elektromagnetskoga zracenja s esticama (atomima i molekulama), a danas

je proSirena 1 na izbijanje manjih Cestica iz pocetnih. Tom tehnikom moguce je mjerenje valne



duljine elektromagnetskoga zraCenja ili veliine proporcionalne energiji zraCenja (valni broj,
frekvencija) te kineticke energije izbaCenih ili preostalih nabijenih Cestica. Pomoc¢u ove metode

moguce je dobiti informacije o kvantitativnom i kvalitativnom sastavu analiziranih uzoraka. [16]

Elektromagnetsko zracenje, odnosno njegovo ponasanje, moze se opisati pomocu svojstava vala i
Cestica. Opticka svojstva elektromagnetskog zracenja, npr. difrakcija, moze se najbolje objasniti
ako se elektromagnetsko zraenje promatra kao val. Apsorpcija i emisija se mogu najbolje

objasniti ako se ponasanje elektromagnetskog zracenja promatra kao ¢estica, odnosno foton.

Elektromagnetsko zracenje se sastoji od osciliraju¢eg elektricnog 1 magnetskog polja koja se Sire
prostorom linearno i s konstantnom brzinom. Elektri¢no i magnetsko polje su okomiti medusobno
te na smjer Sirenja vala. Interakcija elektromagnetskog zracenja s tvari moze se objasniti koristeci

elektri¢no ili magnetsko polje (slika 1.)

_I.-.' A |

R 7

7 T ’ Vrijeme ili udaljenost

,n"l
!

y

Jakost elektricnog polja

Slika 1. Komponenta elektri¢nog polja elektromagnetskog zracenja [15]

Valna duljina elektromagnetskog vala, A, definira se kao udaljenost izmedu susjednih maksimuma
ili susjednih minimuma, te ovisi o brzini elektromagnetskog vala. Za ultraljubicasto i vidljivo
elektromagnetsko zraCenje valna duljina se obi¢no izrazava u nanometrima (nm,

10° m).

Ako se ponaSanje elektromagnetskog zraenja promatra kao foton, prilikom apsorpcije
elektromagnetskog zracenja, uzorak prolazi kroz promjenu energije. Takve interakcije je najlakse

shvatiti ako se pretpostavi da se elektromagnetsko zracenje sastoji od snopa energetskih Cestica —



fotona. Kada uzorak apsorbira foton, foton se ,,uniStava“ i njegovu energiju apsorbira uzorak.
Energija fotona, izrazena u dzulima J, povezana je s njegovom frekvencijom, valnom duljinom i

valnim brojem sljede¢im jednadzbama:

E =hv (5)
E = hcv (7

gdje je: h Planckova konstanta, h = 6,626-1024J s,

U tom slucaju radi se o apsorpcijskoj spektroskopiji. Apsorpcija se dogada samo kada se energija
fotona podudara s razlikom u energiji, AE, izmedu dvije razine energije. Graficki prikaz ovisnosti

apsorpcije o funkciji energije fotona naziva se apsorpcijskim spektrom (slika 2.). [15]
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Valna duljina, nm

Slika 2. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o valnoj duljini [15]

2.2.1. Osnovni dijelovi spektrofotometra
Spektrofotometri se sastoje od nekoliko uobicajenih komponenti: izvora energije, sredstva za
izoliranje uskog raspona valnih duljina (monokromator ili filter), detektora za mjerenje signala i

procesora signala za prikaz signala u obliku prikladnom za analitiCara.

Izvor energije moZe biti: elektromagnetsko zracenje, toplinsko zracenje ili kemijski izvori. Izvor
elektromagnetskog zraenja mora pruzati izlaz koji je istovremeno intenzivan i stabilan u Zeljenom

podrucju elektromagnetskog spektra. Klasificiraju se u dvije skupine: kontinuirani i linijski izvori.
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Izvor kontinuiranog zraenja emitira zra¢enje u Sirokom rasponu valnih duljina, dok izvor linijskog

zraCenja emitira zra¢enje u nekoliko odabranih uskih raspona valnih duljina.

Idealna valna duljina za snimanje apsorpcije ima veliku propusnost zrac¢enja i usku efektivnu Sirinu
pojasa. Pozeljan je veliki protok jer tada vise fotona prolazi kroz selektor valnih duljina i dobiva
se jaci signal s manje pozadinske buke. Uska efektivna Sirina pojasa pruza vecu razlucivost,
odnosno vece razdvajanje dviju znacajki spektra — apsorpcijskih i emisijskih linija. Pri
kvalitativnoj analizi razlucivost je vaznija znaCajka od propusnosti zrac¢enja, dakle pozeljne su
manje efektivne Sirine pojasa. U kvantitativnoj analizi pozeljnija je veéa propusnost zrac¢enja. lzbor
valne duljine se moze odrediti pomocu filtera, monokromatora ili interferometra. Filter odabire
valnu duljinu koja koristi ili apsorpciju ili konstruktivne, odnosno destruktivne interferencije za
kontrolu raspona odabranih valnih duljina. Monokromator koristi difrakcijsku reSetku ili prizmu 1
to omogucuje kontinuirano mijenjanje nominalnih valnih duljina. Interferometar omogucuje

mjerenje svih valnih duljina istovremeno i tako uklanja potrebu za selektorom valnih duljina.

Suvremeni detektori koriste osjetljivi pretvornik za pretvaranje signala od fotona u lako mjerljivi
elektri¢ni signal. Pretvornik je uredaj koji pretvara kemijsko ili fizikalno svojstvo, poput pH ili
intenziteta fotona, u lako mjerljivi elektri¢ni signal poput napona ili struje. Postoje pretvornici

fotona i toplinski pretvornici.

Procesor signala je uredaj koji prikazuje signal u obliku koji analiticar moze lako protumaciti.
Procesori signala mogu biti analogna ili digitalna brojila, snimac, racunala opremljena plo¢ama za
digitalno prikupljanje. Procesor signala se jo§ moZe koristiti za kalibriranje odgovora detektora,
pojacavanje signala s detektora, uklanjanje Suma filtriranjem ili da matematicki transformiraju

signal [15].

2.2.2. Lambert-Beer-ov zakon
Prigusenje elektromagnetskog zracenja pri prolasku kroz uzorak je opisano pomocu dva razlicita,

ali povezana pojma: transmitancija i apsorpcija.

Transmitancija, odnosno propusnost, se definira kao omjer snage elektromagnetskog zra¢enja koja

izlazi iz uzorka, Pt, prema snazi elektromagnetskog zracenja iz izvora zracenja, Po:

T="2 (8)

Py
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Mnozenjem transmitancije sa 100, dobije se postotak transmitancije (% T), koji varira izmedu
100 % (bez apsorpcije) 1 0 % (potpuna apsorpcija). Sve metode detekcije, bilo da je rije€ o
ljudskom oku ili modernom fotoelektricnom pretvorniku, mjere propusnost elektromagnetskog

zracenja.

Alternativna metoda za izrazavanje slabljenja elektromagnetskog zracenja je apsorbancija, A, koja

se definira kao:
A= —logT = —logl;—= log— 9)
0 T

Apsorbancija je ce$¢a jedinica za izraZavanje slabljenja zraCenja jer je linearna funkcija

koncentracija analita.

Kada monokromatsko elektromagnetsko zracenje prolazi kroz beskonacno tanki sloj uzorka,

debljine, dx, dolazi do smanjenja snage, dP (slika 3.).

Slika 3. Cimbenici koristeni u izvodenju Lambert-Beer-ovog zakona [15]

Djelomi¢no smanjenje snage proporcionalno je debljini uzorka i koncentraciji analita, C:

29 — acdx (10)

P

gdje je P snaga koja pada na tanki sloj uzorka, a o konstanta proporcionalnosti.

Integriranjem lijeve strane jednadzbe (10) iz P = Po u P = Pt i desne strane jednadzbe iz x =0 u X

= b, gdje je b ukupna debljina uzorka:

P=Prdp _ x=b
—Jpop, 7= aC fx=0 dx (11)
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dobije se:

In (j—") = abC (12)

T

Pretvaranjem In u log i zamjenom jednadzbe (12) dobije se:
A = abc (13)

gdje je a apsorptivnost analita izrazena u cmkonc™, a kada je koncentracija izrazena kao molarna,

apsortivnost se zamjenjuje molarnom apsorptivno$éu, ¢ koja se izrazava u cm™* M
A = ¢ebc (14)
Apsorptivnost i molarna apsortivnost ovise o valnoj duljini elektromagnetskog zracenja.

Jednadzbe (14) i (15) predstavljaju Lambert-Beer-ov zakon, koji pretpostavlja linearnu vezu
izmedu koncentracije analita i apsorbancije. Umjerne krivulje temeljene na Lambert-Beer-ovom
zakonu rutinski se koriste u kvantitativnim analizama. Lambert-Beer-ov zakon se moze primijeniti
1 na uzorke koji sadrze nekoliko komponenata koje apsorbiraju elektromagnetsko zracenje pod

uvjetom da nema interakcija izmedu komponenti.

Prema Lambert-Beer-ovom zakonu, umjerna Kkrivulja ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
analita u nizu standardnih otopina treba biti ravna crta s ishodistem u 0 i nagibom ab ili €b.
Medutim, postoje slucajevi kada umjerne krivulje nisu linearne. Odstupanja od linearnosti

podijeljena su u tri kategorije: temeljna, kemijska i instrumentalna odstupanja.

Temeljna odstupanja se odnose na otopine veéih koncentracija analita jer u tom slu¢aju dolazi do
interakcija izmedu Cestica analita i moze se promijeniti vrijednost ¢. Pri nizim koncentracijama to
ne vrijedi i stoga Lambert-Beer-ov zakon vrijedi za otopine niskih koncentracija analita. Druga
stvar koja se uzima u obzir je indeks loma uzorka budu¢i da apsortivnost i molarna apsortivnost
ovise 0 indeksu loma. Za otopine vecih koncentracija indeks loma Se moze mijenjati, a samim time
I vrijednosti a i &, dok je indeks loma kod otopina nizih koncentracija konstantan te umjerna

krivulja ostaje linearna.

Kemijska odstupanja mogu nastati kada je dio uzorka, koji apsorbira elektromagnetsko zracenje,

ukljuéen u ravnoteznu reakciju. Treba birati reakciju tako da su molarne apsortivnosti svih vrsta
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jednake i tada ¢e vrijediti Lambert-Beer-ov zakon. U suprotnom mogu nastati pozitivna ili

negativna odstupanja od Lambert-Beer-ovog zakona.

Instrumentalna odstupanja se odnose na dva glavna ograni¢enja zakona. Prvo ogranicenje je da
Lambert-Beer-ov zakon vrijedi isklju¢ivo za zracenje koje se sastoji od samo jedne valne duljine.
Pozeljno je mjeriti apsorbanciju na sirokom vrhu apsorpcijskog maksimuma. Uz to, odstupanja od
Lambert-Beer-ovog zakona su manja ako je efektivna Sirina pojasa od izvora manja od jedne

desetine prirodne Sirine pojasa apsorbirajuéih vrsta (slika 4.).
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Walna duljina koju je

predao selektor valne duljine

Valna duljina Koncentracija

Slika 4. U¢inak valne duljine na linearnost umjerne krivulje Lambert-Beer-ovog zakona [15]

Zalutalo zracenje je drugi doprinos instrumentalnim odstupanjima od Lambert-Beerovog zakona.
Nastaje zbog nesavrSenosti unutar selektora valnih duljina koji dopusta da strano svjetlo ,,procuri‘
u instrument. Na analite niskih koncentracija, zalutalo zraenje nema utjecaj, medutim na analite

vecéih koncentracija utjeCe i rezultat je negativno odstupanje od Lambert-Beer-ovog zakona [15].

2.3. NITRATI
Nitrati i nitriti su ioni koji se prirodno javljaju i koji su dio ciklusa dus$ika. Nitratni ion (NO3’) je
stabilan oblik kombiniranog dusika za oksidirane sustave. lako je kemijski nereaktivan, mikrobnim
djelovanjem moze se reducirati. Nitritni ion (NO2) sadrzi duSik u relativno nestabilnom

oksidacijskom stanju. Kemijski i bioloski procesi mogu dodatno reducirati nitrit u razne spojeve

ili ga oksidirati u nitrat.
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Nitrati se koriste uglavnom u anorganskim gnojivima. Takoder se koristi kao oksidiraju¢e sredstvo
1 u proizvodnji eksploziva, a proc¢isceni kalijev nitrat se koristi za izradu stakla. Natrijev nitrit se
koristi kao konzervans za hranu, posebno u suhomesnatim proizvodima. Nitrati se prirodno
javljaju u biljkama, kojima su klju¢ni hranjivi sastojci. Nitrat i nitrit takoder se stvaraju endogeno
kod sisavaca, ukljucujuéi ljude. Nitrat se izluCuje u slini, a zatim se oralnom mikroflorom pretvara
u nitrit. Nitrati mogu do¢i do povrSinskih 1 podzemnih voda kao posljedica poljoprivrednih
aktivnosti (npr. visak primjene anorganskih dusi¢nih gnojiva i stajskog gnoja), procis¢avanja
otpadnih voda i oksidacije dusi¢nog otpada iz ljudskih i zivotinjskih izlu€evina. Nitriti takoder
mogu nastati i kemijski u distribucijskim pocin¢anim cijevima od strane bakterija Nitrosomonas

tijekom stagnacije pitke vode koja sadrzi nitrate, a siromasna je kisikom.

U tlu, gnojiva koja sadrze anorganski dusik i otpad koji sadrzi organski dusik, dusik se prvo
razgradi dajuc¢i amonijak, koji se zatim oksidira u nitrit i nitrat. Biljke uzimaju nitrat tijekom svog

rasta i koriste ga u sintezi organskih dusi¢nih spojeva.

U aerobnim uvjetima, nitrat moze u relativno velikim koli¢inama prodirati u vodonosnik kada
nema biljaka koje bi preuzele nitrat. Razgradnja ili denitrifikacija javlja se samo u maloj mjeri u
tlu 1 u stijenama koje tvore vodonosni sloj. U anaerobnim uvjetima, nitrat se moZe denitrificirati
ili razgraditi gotovo u potpunosti u dusik. Prisutnost visokih ili niskih vodostaja, koli¢ina kiSnice,
prisutnost drugog organskog materijala i druga fizikalno-kemijska svojstva su vazni faktori u
odredivanju sudbine nitrata u tlu. U povrSinskim vodama mogu se dogoditi 1 nitrifikacija 1

denitrifikacija, ovisno o temperaturi i pH.

Dusikovi spojevi nastaju u zraku munjom ili su ispusteni iz industrijskih procesa, motornih vozila
1intenzivne poljoprivrede. Nitrati su prisutni u zraku prvenstveno kao duSi¢na kiselina i anorganski
aerosoli, kao i nitratni radikali i organski plinovi ili aerosoli. Oni se uklanjaju mokrim i suhim

talozenjem [18].
2.3.1. Nitrati u vodi

U industrijskim podru¢jima uo¢ene su koncentracije nitrata u kiSnici do 5 mg/L. U ruralnim

podrucjima, koncentracije nitrata su niZe.
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Koncentracija nitrata u povrsinskoj vodi obi¢no je niska ( 0 — 18 mg/L), ali moze doseci visoke
razine kao rezultat otjecanja s poljoprivrednih povrsina ili odlagaliSta otpada te oneciS¢enja
uzrokovanog ljudskim ili zivotinjskim otpadom. Koncentracija nitrata ¢esto varira s godiSnjim
dobom 1 moze se povecati kada se rijeka napaja vodonosnicima bogatim nitratima. Koncentracije
nitrata postupno rastu u brojnim europskim zemljama u posljednjih nekoliko desetljeca i ponekim

slu¢ajevima vrijednosti su udvostru¢ene tijekom posljednjih 20 godina.

Prirodna koncentracija nitrata u podzemnoj vodi u aerobnim uvjetima je nekoliko miligrama po
litri 1 jako ovisi o tipu tla i o geoloSkoj situaciji. U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD),
prirodne razine ne prelaze 4 — 9 mg/L za nitrat i 0,3 mg/L za nitrit. Kao rezultat poljoprivrednih
aktivnosti, koncentracija nitrata moze lako dose¢i nekoliko stotina miligrama po litri. Primjerice,
u podzemnim vodama u poljoprivrednom podrucju Indije pronadene su koncentracije nitrata do
1500 mg/L. U SAD-u su nitrati prisutni u vecini zaliha povr$inskih i podzemnih voda na razinama

ispod 4 mg/L, s razinama ve¢im od 20 mg/L u oko 3 % povrSinskih i 6 % podzemnih voda.

Sve vecéa upotreba umjetnih gnojiva, zbrinjavanje otpada i promjene u namjeni zemljista su glavni
odgovorni ¢imbenici za povecanje razine nitrata u podzemnim vodama tijekom posljednjih 20
godina. U Danskoj i Nizozemskoj se, primjerice, koncentracije nitrata povecavaju za 0,2 — 1,3
mg/L u nekim podru¢jima. Zbog kasnjenja odziva podzemne vode na promjene u tlu, pojedini
vodonosnici jo§ uvijek nisu pokazali porast nitrata koji se ocekuje od povecane upotrebe dusi¢nih
gnojiva. Jednom kada nitrati dospiju u ove vodonosne slojeve, vodonosnici ¢e i dalje biti

onecisceni desetljecima, Cak 1 ako postoji znatno smanjenje koncentracije nitrata na povrSini.

U veéini zemalja razina nitrata u vodi za pi¢e dobivenoj iz povrSinskih voda ne prelazi 10 mg/L.
Medutim, u nekim su podru¢jima koncentracije viSe. U 15 europskih zemalja, postotak
stanovniStva koji je izloZen razinama nitrata iznad 50 mg/L je izmedu 0,5 1 10 %, $to odgovara
brojci od otprilike 10 milijuna ljudi. Pojedinac¢ni bunari u poljoprivrednim podrucjima pridonose
povecanoj koncentraciji nitrata budu¢i da razina nitrata u bunarskoj vodi Cesto prelazi granicu od

50 mg/L [17].

Maksimalno dopustena koncentracija nitrata u vodi za ljudsku potro$nju, prema Smjernicama
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), te europskim i nacionalnim propisima iznosi
50 mg NOz /L [4-T7].
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2.3.2. Utjecaj nitrata na ljudsko zdravlje
Nitrati sami po sebi nisu toksi¢ni, medutim prilikom redukcije u nitrite mogu postati.
Kombinacijom visokog unosa nitrata i ¢cimbenika koji povecavaju endogenu nitrozaciju, nitrati

mogu nepovoljno utjecati na zdravlje ljudi [17].

U kiselim uvjetima u Zelucu, nitrit se moze protonirati u dusikastu kiselinu (HNO32), potom nastaje
dusikov(IIT) oksid (N203), dusikov(ll) oksid (NO) i dusikov dioksid (NO2). Od otkri¢a endogenog
stvaranja dusikovog oksida, postalo je jasno da je upravo taj spoj ukljucen u Siroki raspon
fizioloskih uc¢inaka posredovanih tim spojem. Neki od primjera su regulacija krvnog tlaka i protoka
krvi posredovanjem vazodilatacije, odrzavanje tonusa krvnih Zila i modulacija funkcije

mitohondrija.

Metaboliti dobiveni iz nitrata, poput dusikaste kiseline (HNO2), su mo¢na nitrozirajuca sredstva
za koje je poznato da poticu stvaranje N-nitrozo spojeva, za koje se pretpostavlja da su uzro¢nici

mnogih Stetnih zdravstvenih ishoda povezanih s nitratima.

Povecana razina nitrita moze dovesti do methemoglobinemije (hematoloSkog poremecaja) kada
nitriti oksidiraju Fe?* ion (hemoglobin) u Fe** ion (methemoglobin) koji nema sposobnost
prenosenja kisika kroz krv. Smanjen prijenos kisika se klinicki moze odrediti kada methemoglobin
dosegne razinu od 10 % i vise. Cimbenici rizika za dojenadku methemoglobinemiju su voda koja
sadrzi visoku razinu nitrata te hrana i lijekovi s visokom razinom nitrata [17, 18]. Potvrdena je i

poveznica izmedu izlaganja trudnica pitkoj vodi s visokom razinom nitrata i spontanih pobacaja

[18].

Pojedine epidemioloske studije povezuju povecanu koli¢inu unosa nitrata s rakom jajnika i
mjehura, ali ne povezuju s rakom dojke, gusterace, bubrega, pluca, melanoma. Istrazivanja su
pokazala povezanost vece koli¢ine nitrata s rakom debelog crijeva, bolesti §titnjace i srediSnjeg
ziv€anog sustava kao urodene mane. Medutim, i to ovisi o geografskom polozaju ispitivanja te o

unosu vitamina C, za kojeg je poznato da djeluje kao inhibitor stvaranja N-nitrozo spojeva [17, 18].

Ocekuje se da bi se koncentracija nitrata u buduc¢nosti mogla povecavati zbog rasta broja
stanovnika, povecanja upotrebe duSi¢nih gnojiva 1 povecanja poljoprivrednih aktivnosti.
Ublazavanje koli¢ine nitrata u vodama moguce je pomocu lokalnih, nacionalnih i globalnih

direktiva [18].
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2.3.3. Metode odredivanja nitrata
Razvoj svih vrsta metoda koje dopustaju odredivanje razliitih oneciS¢ujucih tvari razlicitih
elemenata potaknut je potrebom za nuznosti zastite okolisa. Nitrati se mogu odredivati u brojnim
matricama, koristeci pritom razlicite reagense. Neke od najpoznatijih tehnika odredivanja nitrata
su tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), plinska kromatografija (eng. Gas Chromatography, GC), ionska
kromatografija (eng, ion chromatography, IC), kapilarna elektroforeza, kemiluminiscencija,
kolorimetrija, i neke klasi¢ne poput gravimetrijskih, titracijskih, spektrofotometrijskih (UV/VIS,
IR, fluorometrijske), elektroanalitickih (ukljucujuci potenciometrijska mjerenja uz uporabu ion-
selektivnih elektroda, voltamperometrijskih, amperometrijskih, kulometrijskih). Mnoge od tih
metoda pokazale su se nedovoljno osjetljivima, selektivnima ili to¢nima, stoga se u posljednje
vrijeme velika paznja posvecuje ionskoj kromatografiji, koja se ¢ini kao najperspektivnija metoda,
a koju preporucuje i Americka agencija za zaStitu okoliSa (eng. United States Environmental

Protection Agency, U.S. EPA) za odredivanje nitrata [8, 19].

Vecina klasiénih metoda puno su dugotrajnije i mukotrpnije od ionske kromatografije, a ponekad
zahtijevaju upotrebu skupih i otrovnih reagensa. Medutim, pozitivne strane klasi¢nih metoda su:
relativno niska cijena analize, jednostavnija i jeftinija aparatura te moguénost uporabe u vise
laboratorija. Glavne prednosti ionske kromatografije su: znatno krace vrijeme analize, moguénost
analize uzoraka malog volumena, visoka osjetljivost i selektivnost te mogucénost istodobnog
odvajanja 1 odredivanja nekoliko iona ili iona istog elementa razli¢itog oksidacijskog stanja ¢ime

se mogu dobiti opseznije informacije 0 ispitivanom uzorku [8].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije
Kemikalije koristene tijekom izvodenja eksperimentalnog rada, njihove molekulske formule,

Cistoca te proizvodaci prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Popis koristenih kemikalija

NAZIV MOLEKULSKA . , .
CISTOCA PROIZVODAC
KEMIKALIJE FORMULA
Kalijev nitrat KNOs3 p.a. T.T.T., Hrvatska
Kalcijev karbonat CaCOs p.a. E. Merck, Njemacka
Mallinckrodt
Kloroform CHCl3 p.a. _
Chemical, SAD
Kloridna kiselina,
HCI p.a. BDH PROLABO, UK

37 %-tna

3.1.2. Uzorci vode

Uzorci vode koji su koristeni za izradu ovog rada su:

e ultracista voda (MilliQ)

e vodovodna voda — izljevno mjesto slavina na Zavodu za analiticku kemiju, FKIT

3.2. INSTRUMENTI

3.2.1. Analiti¢ka vaga
Analiticka vaga je instrument koji sluzi da bi se precizno odredila masa tvari. Bez uporabe

analiticke vage, nije moguce napraviti niti jednu kvantitativou kemijsku analizu jer je potrebno
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uvijek odvagati uzorak za analizu i potrebne koli¢ine reagensa za pripravu otopina. Bitne
karakteristike vage su ispravnost 1 preciznost jer o tome ovisi tocnost rezultata. Tijekom izrade

ovog rada koristena je analiti¢ka vaga AB104 Mettler Toledo (Greifensee, Svicarska) (slika 5.)
Specifikacije vage:

- napon: 8 - 14V

- masa: 0,1 mg—-101 g

- frekvencija: 50 — 60 Hz

Slika 5. Analiticka vaga AB104 Mettler Toledo

3.2.2. pH-metar
pH-metar je uredaj za potenciometrijsko odredivanje pH vrijednosti. Sastoji se od mjerne elektrode
koja se uroni u ispitni tekuci uzorak te generira napon (59 mV / pH) koji je ovisan o pH-vrijednosti.
Budu¢i da je pH-vrijednost ovisna o koncentraciji, odnosno aktivitetu vodikovih iona, napon je
ovisan o koncentraciji vodikovih iona. Ako je pH-vrijednost manja od 7, radi se o kiseloj otopini,

ako je pH =7, onda je otopina neutralna, a ako je pH-vrijednost vec¢a od 7, otopina je luZnata.
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pH-metar je potrebno prije svake upotrebe umjeriti puferskim otopinama poznatih pH-vrijednosti
(pH vrijednosti 41 7).

Za odredivanje pH-vrijednosti uzoraka vodovodne vode koristen je pH-metar S20 SevenEasy
Mettler Toledo (Greifensee, Svicarska) (slika 6.).

Specifikacije pH-metra:

- raspon vrijednosti: 0 — 14
- rezolucija: 0,01
- temperaturni raspon: 5 °C — 105 °C

Slika 6. pH-metar S20 SevenEasy Mettler Toledo

3.2.3. ,Millipore* sustav
Za pripremu MilliQ ultra¢iste vode koristen je Millipore Simplicity UV sustav (Millipore,
Francuska) (slika 7.).
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Slika 7. Millipore Simplicity UV Sustav

3.2.4. Spektrofotometar

Spektrofotometar je uredaj za analizu spektra elektromagnetskog zracenja. Svjetlost iz lampe
prolazi kroz monokromator, koji ,,izuzima* odredenu valnu duljinu svjetlosti iz kontinuiranog
spektra. Zatim svjetlost prolazi kroz ispitivani uzorak i mjeri se intenzitet zratenja pomocu
fotodiode ili drugog svjetlosnog senzora, te se izraCunava njezina emisija. Biljezi se intenzitet
zraCenja koje je uzorak apsorbirao, propustio ili reflektirao te nastaje apsorpcijski spektar.

Postoje jednozraéni i dvozracni spektrofotometri.

U ovom radu koristen je dvozraéni UV/VIS spektrofotometar LAMBDA 35, Perkin Elmer
(Waltham, Massachusetts, SAD) (slika 8.) koji moZe snimati spektre apsorpcijom ili
propusno$c¢u u intervalu valnih duljina od 190 do 1100 nm. Podruéje u kojem je snimljen

apsorpcijski spektar otopina nitrata je od 190 do 300 nm.
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Slika 8. UV/VIS spektrofotometar Perkin EImer LAMBDA 35

3.3.METODA RADA

3.3.1. Priprema standardnih otopina
Standardne otopine nitrata pripremljene su prema standardnoj metodi 4500-NOz" B. [20] 1zvagano
je 0,1827 g KNO:z i sol je otopljena u MilliQ vodi u odmjernoj tikvici od 250 mL. Na taj nacin je
pripremljena osnovna otopina nitrata masene koncentracije y(NOz") = 100 mg/L. Otopini je dodano

2 mL CHCIs/L. Tako pripremljena otopina je stabilna 6 mjeseci.

Radna otopina nitrata koncentracije y(NO3") = 10 mg/L pripremljena je tako da je u drugu odmjernu
tikvicu od 250 mL otpipetirano 25 mL volumena osnovne otopine nitrata, ponovno je dodano 2
mL CHCIz/L i odmjerna tikvica je nadopunjena MilliQ vodom do oznake. Ova otopina je stabilna

6 mjeseci.

Pripremljene su otopine sljede¢ih masenih koncentracija: y(NOs") = 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0; 7,0 mg/L tako da su sljede¢i volumeni radne otopine nitrata automatskom pipetom
preneseni u odmjerne tikvice od 25 mL: 0,5; 1,25; 2,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5 mL. U
tikvice je dodan 1 ml HCI i nadopunjene su do oznake.
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3.3.2. Priprema otopine kalcijevog karbonata
Otopina kalcijevog karbonata (CaCOs) pripremljena je tako da je izvagano 0,2526 g CaCOs i
otopljeno je u MilliQ vodi u odmjernoj tikvici od 250 mL da bi se dobila otopina CaCO3z masene

koncentracije y(CaCOz) = 1000 mg/L. Ova otopina koriStena je za ispitivanje robusnosti metode.

3.3.3. Priprema uzoraka vodovodne vode

Uzorkovanje vodovodne vode provedeno je na Zavodu za analiticku kemiju, na Fakultetu
kemijskog inZenjerstva i tehnologije u Zagrebu tako da je mlaz vode pusten da te¢e dvije minute,
a zatim je izravno napunjena u tikvice od 50 mL, zatim je uzorku dodano 1 mL 1 M HCI. pH-
vrijednost vodovodne vode potrebno je sniziti ispod 2 kako bi se onemogucile moguce
interferencije hidroksida i karbonata. Kloridi nemaju utjecaj na odredivanje nitrata ovom
metodom. Ako uzorak vode sadrZi talog, potrebno ga je filtrirati [20]. Uzorci nisu sadrZavali talog,
pa filtriranje nije bilo potrebno, a pH-vrijednost nakon dodatka HCI-a snizena je na vrijednost pH
~ 1,9. Potom je uzorak prebacen u odmjernu tikvicu od 25 mL. Sva tri uzorkovanja su provedena
na isti nacin. Prvo uzorkovanje provedeno je 22.03.2021., drugo uzorkovanje 08.04.2021., a trece
uzorkovanje 12.04.2021.¢.

3.3.4. Snimanje na spektrofotometru
Snimanje na UV/VIS LAMBDA 35 Perkin Elmer spektrofotometru se provodilo u odnosu na
slijepu probu (ultracista voda). Otopine su prenesene u staklene kivete (dimenzije 1x1 cm) te je na
raCunalnom programu LAMBDA 35 snimljen apsorpcijski spektar standardnih otopina i
izmjerena je apsorbancija standardnih otopina i uzoraka vodovodne vode pri valnoj duljini 220 nm
[20].

3.3.5. lzvedbene karakteristike
U svrhu validacije metode ispitane su sljedece izvedbene karakteristike: selektivnost, linearnost,
osjetljivost, granica kvantifikacije 1 granica detekcije, preciznost (ponovljivost i medupreciznost),

istinitost, radno podrucje te robusnost metode.

S obzirom da je u ovom radu koristena standardna metoda kojoj je selektivnost ispitana i potvrdena
tijekom postupka standardizacije, selektivnost nije bilo potrebno provjeriti. Ipak je provjerena
snimanjem i usporedbom apsorpcijskih spektara standardnih otopina nitrata i uzorka vodovodne

vode.
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Linearnost metode provjerena je izraunavanjem koeficijenta determinacije (R?) metodom
linearne regresije na temelju eksperimentalnih podataka. Pri tome izmjerena je apsorbancija
otopina razli¢itih koncentracija nitrata. Svaka otopina izmjerena je 3 puta. Na temelju nagiba
umjernog pravca odredena je osjetljivost metode, a na temelju nagiba i odsjecka pravca na ordinati,

izraCunate su granica kvantifikacije (GK) i granica detekcije (GD) prema formulama (3) i (4).

Preciznost metode ispitana je kao ponovljivosti i medupreciznosti. Kako bi se ispitala ponovljivost
mjerenja, pripremljene su standardne otopine pri tri koncentracije unutar radnog podruéja (najniza,
srednja i najvisa koncentracija) te je napravljeno 10 mjerenja svake otopine. Medupreciznost je
ispitana tako da su ponovno pripremljene standardne otopine nitrata (vaganje kalijevog nitrata na
analiti¢koj vagi, otapanje — pripremanje osnovne otopine nitrata, zatim pripremanje radne otopine)
pri tri koncentracije unutar radnog podrucja (najniza, srednja i najvisa koncentracija) idu¢i dan i
ponovno je izmjerena apsorbancija otopina. Svaka otopina izmjerena je 10 puta. Nakon mjerenja
izraCunate su: srednja vrijednost, standardno odstupanje (SD) i relativno standardno odstupanje
(RSD).

Istinitost je ispitana tako da je izmjerena apsorbancije triju standardnih otopina razliitih
koncentracija unutar radnog podrucja te su srednje vrijednosti apsorbancija usporedene S

teoretskom vrijednosti apsorbancije (dobivene iz jednadZbe umjernog pravca).

Ponovljivost i istinitost ispitane su pri koncentraciji granice kvantifikacije (GK) na isti nacin kao

I za tri koncentracije iz radnog podrué¢ja. Apsorbancija je mjerena 10 puta.

Radno podrucje je odredeno tako da pokriva barem 80 — 120 % koncentracije ispitivanog uzorka,

te da bude omeden granicama koje imaju zadovoljavajucu tocnost, preciznost i linearnost.

Robustnost je ispitana tako da je srednjoj koncentraciji unutar radnog podru¢ja dodan odreden
volumen kalcijevog karbonata. Kalcijev karbonat je dodan za ispitivanje robusnosti zato §to prema
metodi ispitivanja, moguce su interferencije karbonata [20]. Apsorbancija je mjerena 10 puta, a
nakon mjerenja bilo je potrebno izracunati srednju vrijednost, standardno odstupanje (SD),

relativno standardno odstupanje (RSD) i iskoristenje.

24



4. REZULTATI | RASPRAVA

Prvi korak pri validaciji metode je definirati Kriterije prihvatljivosti pojedinih izvedbenih
karakteristika. Oni se mogu definirati prema vrijednostima definiranim u samoj metodi ili na
temelju dobre laboratorijske prakse. S obzirom da u standardnoj metodi primijenjenoj u ovom radu
nisu navedene vrijednosti koje bi se mogle postaviti kao kriteriji prihvatljivosti, oni su definirani

na temelju dobre laboratorijske prakse (Tablica 3.).

Tablica 3. Kriteriji prihvatljivosti

Izvedbena Kriterij
karakteristika prihvatljivosti
Specifi¢nost/selektivnost
Linearnost R?>0,99
Preciznost
Ponovljivost RSD < 10 %
Medupreciznost RSD <15 %
Istinitost 90 % <1>110%

Granica kvantifikacije
(GK) (mg L)

Granica detekcije
(GD) (mg L)

Radno podruéje

4.1.SELEKTIVNOST

Prvo su snimljeni apsorpcijski spektar otopina nitrata razliCitih koncentracija, odnosno
ovisnost apsorbancije, A, o valnoj duljini, A (nm) (slika 9.). lako je maksimum apsorbancije
standardnih otopina na priblizno 200 nm, apsorbancija je mjerena pri 220 nm — prema
standardnoj metodi 4500 NOs™ B. Preliminarnim ispitivanjima utvrdeno je da se mjerenjem
apsorbancije pri 220 nm postiZe bolja linearna povezanost apsorbancije s koncentracijom (R?

blizi 1). Rezultati preliminarnih mjerenja prikazani su u tablici P1. i na slici P1. u prilogu.
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Slika 9. Apsorpcijski spektar standardnih otopina nitrata koncentracije 0,20 — 7,0 mg/L i uzorka

vodovodne vode

Prema ve¢ spomenutoj metodi, ukoliko uzorak vode sadrze otopljene organske tvari, mjerenje
apsorbancija potrebno je provesti i pri 275 nm, te dobivenu vrijednost pomnoziti s 2, a zatim
oduzeti od apsorbancije uzorka kako bi se odredila apsorbancija nitrata. Dodatno mjerenje pri 275
nm provodi se 1z razloga §to organska tvar apsorbira 1 pri 220 nm kao 1 nitrati. Medutim, nitrati ne
apsorbiraju zracenje valne duljine 275 nm. Iz apsorpcijskog spektra (slika 9.), vidljivo je da je

aposrobancija pri 275 nm jednaka nuli, te u ovom radu nije provedena navedena korekcija.

Usporedbom spektra vodovodne vode sa spektrima otopina nitrata razlicitih koncentracija moze

se potvrditi selektivnost metode.

4.2. LINEARNOST | OSJETLJIVOST
Pri 220 nm snimljena je apsorbancija za standardne otopine koncentracije y(NOs) = 0,20 — 7,0

mg/L te su rezultati prikazani na slici 10.
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Slika 10. Umijerni pravac

Koeficijent determinacije, R? iznosi 0,9998, te buduéi da je 0,9998 > 0,99, potvrdena je linearna

ovisnost apsorbancije, A, 0 masenoj koncentraciji nitrata, y(NOs’) (mg/L).

Jednadzba ovisnosti apsorbancije o masenoj koncentraciji je: A =0,2491-y(NOsz", mg/L) + 0,0036.
Buduéi da jednadzba umjernog pravca sadrzi odsjecak na ordinati, smatra se da je u mjerenje
ukljucena sustavna pogreska, koja moZze biti uzrokovana pogreskom instrumenta, metode ili
analiticara. No, vrijednost odsjecka je vrlo mala, te i sustavnu pogresku mozZemo smatrati

zanemarivom.
Osjetljivost metode, a, iznosi 0,2491 L/mg NOs™ u rasponu koncentracija 0,2 — 7,0 mg NOz™ /L.
Prema Lambert-Beer-ovom zakonu i jednadzbi (13), apsorpcijski koeficijent nitrata, a, iznosi:

A 0,126 21
T b 1em-05-10-2 g /L gem

Molarni apsorpcijski koeficijent, ¢, prema Lambert-Beer-ovom zakonu i jednadzbi (14) iznosi:

_A_ A4 0,126 = 15624 dm3cm™" mol~' = 15624 1 /M
“The p. L [ 05100 g/L meem T mot T = cm
M 62 g/mol
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4.3. PRECIZNOST

4.3.1. Ponovljivost
Prilikom ispitivanja ponovljivosti rezultata mjerenja izmjerene su apsorbancije otopina nitrata

koncentracije 0,20; 3,4 i 7,0 mg/L. Rezultati su prikazani u tablicama 3. - 5.

Tablica 3. Rezultati ponovljivosti za y(NO3") = 0,20 mg/L

Broj mjerenja Apsorbancija, A

1 0,052

2 0,054

& 0,053

4 0,050

5 0,050

6 0,055

7 0,054

8 0,056

9 0,056

10 0,052
Srednja vrijednost 0,053
Standardno odstupanje, SD 0,0022

Relativno standardno odstupanje,
RSD (%)

4,1
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Tablica 4. Rezultati ponovljivosti za y(NOs") = 3,4 mg/L

Broj mjerenja

Apsorbancija, A

RSD (%)

1 0,865

2 0,874

3 0,875

4 0,865

5 0,868

6 0,857

7 0,868

8 0,867

9 0,872

10 0,865

Srednja vrijednost 0,868

Standardno odstupanje, SD 0,00525
Relativno standardno odstupanje,

0,606
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Tablica 5. Rezultati ponovljivosti za y(NO3z") = 7,0 mg/L

Broj mjerenja Apsorbancija, A
1 1,794
2 1,783
3 1,796
4 1,792
5 1,791
6 1,798
7 1,804
8 1,785
9 1,795
10 1,797
Srednja vrijednost 1,794
Standardno odstupanje, SD 0,006169

Relativno standardno odstupanje,
RSD (%)

0,3440

Rezultati ispitivanja ponovljivosti su u skladu s definiranim kriterijem prihvatljivosti (tablica 3.).
Relativno standardno odstupanje (RSD) kod navedenih koncentracija ne prelazi granicu
prihvatljivosti od 10 %.

4.3.2. Medupreciznost
U svrhu odredivanja medupreciznosti, ispitane su otopine istih masene koncentracije nitrata kao

za odredivanje ponovljivosti, a rezultati medupreciznosti prikazani su u tablicama 6. — 8.
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Tablica 6. Rezultati medupreciznosti za y(NOz) = 0,20 mg/L

Broj mjerenja

Apsorbancija, A

Prvi

dan

0,056

0,056

0,052

0,054

0,053

0,055

0,053

0,054

© 0o N o O B W N P

0,054

[EEN
o

0,055

Drug

i dan

0,056

0,056

0,052

0,054

0,053

0,055

0,053

0,054

© 00 N o O B~ W N P

0,054

10

0,055

Srednja vrijednost

0,054

Standardno odstupanje, SD

0,0018

Relativno standardno odstupanje,
RSD (%)

3,4
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Tablica 7. Rezultati medupreciznosti za y(NO3") = 3,4 mg/L

Broj mjerenja

Apsorbancija, A

Prvi dan

0,898

0,893

0,898

0,904

0,903

0,902

0,901

0,892

O 0o N o O B W N P

0,909

[EEN
o

0,902

Drugi dan

0,898

0,893

0,898

0,904

0,903

0,902

0,901

0,892

©O© o N o O b W N -

0,909

10

0,902

Srednja vrijednost

0,884

Standardno odstupanje, SD

0,0174

RSD (%)

Relativno standardno odstupanje,

1,98
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Tablica 8. Rezultati medupreciznosti za y(NOz") = 7,0 mg/L

Broj mjerenja

10

Standardno odstupanje, SD

Apsorbancija, A

1,809

1,799

1,813

1,818

1,816

Drugi dan

1,797

1,787

1,829

1,823

1,796

0,0128




Rezultati dani u tablicama 6. — 8. pokazuju da su relativna standardna odstupanja u skladu s

prihvatljivim relativnim standardnim odstupanjem od 15 % prema tablici 3.

4.4, ISTINITOST
U tablici 9. prikazani su rezultati dobiveni ispitivanjem istinitosti te su izrazeni kao iskoristenje

(%).

Tablica 9. Istinitost rezultata ispitivanja

Koncentracija N N
) Apsorbancija, A Apsorbancija, A
nitrata, y(NO3), o Iskoristenje, | (%)
(izmjerena) (teoretska)
mg/L
0,20 0,053 0,053 100,0
3,4 0,868 0,851 102,0
7,0 1,794 1,747 102,7

Rezultati potvrduju istinitost mjerenja jer je iskoriStenje u rasponu od 100,0 — 102,7 %, §to je u
skladu s kriterijem prihvatljivosti iz tablice 3., prema kojem iskoristenje, I, treba biti u rasponu
izmedu 901 110 %.

4.5. GRANICA DETEKCIJE | GRANICA KVANTIFIKACIJE

45.1. Granica detekcije
Granica detekcije (GD) izracunata je prema formuli (1) i iznosi: y(NOs’) = 0,029 mg/L.

4.5.2. Granica kvantifikacije
Granica kvantifikacije (GK) izracunata je prema formuli (2) i iznosi: y(NOz) = 0,088 mg/L.

Za granicu kvantifikacije ispitana je ponovljivost, a rezultati su prikazani u tablici 10.
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Tablica 10. Rezultati ponovljivosti za GK = 0,088 mg/L

Broj mjerenja Apsorbancija, A

1 0,015

2 0,011

3 0,011

4 0,008

5 0,005

6 0,002

7 0,002

8 0,001
9 0
10 0

Srednja vrijednost 0,0055

Standardno odstupanje, SD 0,0054
Relativno standardno odstupanje, 98

RSD (%)

IskoriStenje (%) 21

Preciznost mjerenja pri racunski odredenoj granici kvantifikacija, iskazana kao relativno
standardno odstupanje (RSD) iznosi 98 %, a iskoriStenje iznosi 20 %. Prema definiranim
kriterijima prihvatljivosti, vrijednosti RSD i iskori$tenja za granicu kvantifikacije ne ispunjavaju
zahtjeve. Stoga je za granicu kvantifikacije postavljena najmanja koncentracija linearnog podrucja
0,2 mg/L.

4.6. RADNO PODRUCJE
Raspon koncentracija unutar kojega je dokazana linearnost, te su potvrdene to¢nost (iskazana kao
preciznost 1 istinitost) je radno podrucje. Donja granica radnog podrucja iznosi 0,2 mg/L NOs’, a

gornja granica radnog podrucja iznosi 7,0 mg/L NOgz". Dakle, radno podrugje je interval izmedu
0,20 mg/L NOs™ i 7,0 mg/L NOs'.
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4.7. ROBUSNOST METODE
Rezultati ispitivanja robustnosti metode prikazani su u tablicama 11. — 13. Robusnost metode je
ispitivana tako da je u otopinu nitrata koncentracije 3,4 mg/L dodano: 0,5 mL
y(CaCOz) = 1000 mg/L (tablica 11.), 1,0 mL y(CaCOs) = 1000 mg/L (tablica 12.) i 2,5 mL
y(CaCO3) = 1000 mg/L (tablica 13.).

Tablica 11. Ispitivanje robusnosti metode prilikom dodatka 0,5 mL »(CaCOz) = 1000 mg/L.

Broj mjerenja Apsorbancija, A

1 0,904

2 0,906

& 0,898

4 0,915

5 0,908

6 0,916

7 0,904

8 0,912

9 0,918

10 0,939

Srednja vrijednost 0,912

Standardno odstupanje, SD 0,0114
Relativno standardno odstupanje, 1,25

RSD (%)

IskoriStenje (%) 107
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Tablica 12. Ispitivanje robusnosti metode prilikom dodatka 1,0 mL »(CaCQOz) = 1000 mg/L.

Broj mjerenja

Apsorbancija, A

1 0,915

2 0,909

3 0,912

4 0,929

5 0,900

6 0,903

7 0,907

8 0,947

9 0,904

10 0,914

Srednja vrijednost 0,914

Standardno odstupanje, SD 0,0142
Relativno standardno odstupanje, 1,55

RSD (%)

IskoriStenje (%) 107
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Tablica 13. Ispitivanje robusnosti metode prilikom dodatka 2,5 mL »(CaCOz) = 1000 mg/L.

Broj mjerenja Apsorbancija, A

1 0,892

2 0,912

3 0,894

4 0,921

5 0,878

6 0,891

7 0,904

8 0,887

9 0,892

10 0,889

Srednja vrijednost 0,896

Standardno odstupanje, SD 0,0127
Relativno standardno odstupanje, 142

RSD (%)

IskoriStenje (%) 105

Na temelju rezultata u tablicama 11. — 13. moze se potvrditi da je metoda otporna na male
promjene, odnosno da je robusna jer prilikom dodatka malih volumena (0,5; 1,0 i 2,5 mL)
kalcijevog karbonata masene koncentracije y(CaCOs) = 1000 mg/L, relativno standardno
odstupanje (RSD) ne prelazi granicu od 10 %, te iskoriStenje ne prelazi gornju granicu od 110 %.
Medutim, promjene su vidljive jer je relativno standardno odstupanje (RSD) pri istoj koncentraciji
(3,4 mg/L NO3z) (tablica 4.) vece prilikom dodatka kalcijevog karbonata, $to ukazuje na to da su

se dogodile promjene.

4.8.SAZETAK REZULTATA VALIDACIJE
Rzultati validacije spektrofotometrijske metode za odredivanje nitrata u uzorcima vode saZeto su

prikazani u tablici 14.
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Tablica 15. Rezultati validacije metode

Kriterij

Izvedbena karakteristika . . )
prihvatljivosti

Specifi¢nost/selektivnost
Linearnost R%2>0,99
Preciznost

Ponovljivost RSD < 10 %
0,20 mg/L
3,4 mg/L
7,0 mg/L
Medupreciznost RSD < 15 %
0,20 mg/L
3,4 mg/L
7,0 mg/L
Istinitost NV%<I1<110%
0,20 mg/L
3,4 mg/L
7,0 mg/L
Granica kvantifikacije (GK)
(mg/L)
Granica detekcije
(GD) (mg/L)

Radno podrucje

Rezultat

R?=0,9998

RSD =4,1%
RSD =0,61 %
RSD = 0,34 %

RSD = 3,4 %
RSD =1,98 %
RSD =0,71 %

| =100,0
I =102,0
| =102,7

0,20 mg/L NOz

0,029 mg/L NOz

0,20 mg/L — 7,0 mg/L
NO3

Zadovoljen

Kkriterij

DA/ NE

DA
DA

DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA
DA

Usporedbom rezultata validacije s postavljenim kriterijima, moze se potvrditi da je metoda

prihvatljiva za odredivanje nitrata u uzorcima vode jer je zadovoljen kriterij selektivnosti,

linearnosti, te je potvrdena ponovljivost i medupreciznost, istinitost. Za granicu detekcije (GD)

odredena je koncentracija 0,029 mg/L NOz’, a kao granica kvantifikacije (GK) odredena je

koncentracija 0,20 mg/L NOs". Radno podrucje je odredeno kao interval izmedu koncentracija

nitrata 0,20 i 7,0 mg/L NO3".
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4.9. ANALIZA REALNIH UZORAKA
Validirana metoda primijenjena je za odredivanje nitrata u uzorcima vodovodne vode. Rezultati

analize prikazani su u Tablici 15.

Tablica 15. Rezultati analize uzoraka vodovodne vode

) N Relativno
Uzorak N Srednja Koncentracija | Standardno
Apsorbancija, N ) ) standardno
vodovodne apsorbancija, nitrata, odstupanije, )
A ~ odstupanje,
vode A y(NOs), mg/L SD
RSD (%)
0,950
1 0,950 0,950 3,80 0,000577 0,0608
0,951
0,902
2 0,902 0,902 3,61 0 0
0,902
0,796
3 0,796 0,796 3,18 0 0
0,796

Na temelju rezultata iz tablice 15. moZe se primijetiti da koncentracije nitrata U uzorcima
vodovodne vode iznose izmedu 3,18 1 3,80 mg/L NOs’, §to je znatno ispod granice dopustene
koncentracije nitrata po litri vode, koja 50 mg/L NOs™ prema Pravilniku o parametrima sukladnosti,
metodama analize, monitoringu i planovima sigurnosti vode za ljudsku potro$nju te nacinu vodenja

registra pravnih osoba koje obavljaju djelatnost javne vodoopskrbe [21].

40



5. ZAKLJUCAK
Na osnovi rezultata provedenih istrazivanja u ovom radu, moze se zakljuCiti da je metoda
4500 NO3" B spektrofotometrijskog odredivanja nitrata pri valnoj duljini od 220 nm selektivna i
linearna u podrucju koncentracija 0,20 — 7,0 mg NOs/L sa zadovoljavaju¢im koeficijentom

determinacije, R?, iznosa 0,9998. Osjetljivost metode u ovom podruéju koncentracija iznosi
0,2491 L/mg NO3".

Odredene su granica detekcije (GD) koja iznosi 0,029 mg NO3'/L, te granica kvantifikacije (GK)
koja iznosi 0,20 mg/L NOs". Obje koncentracije su znatno ispod propisanih vrijednosti $to ukazuje
na visoku osjetljivost metode. Prvotno odredena granica kvantifikacije (GK) koja iznosi 0,088

mg/L NOs" je odbacena jer ne zadovoljava Kriterij preciznosti i istinitosti.

Potvrdena je preciznost metode ispitivanjem ponovljivosti i medupreciznosti. Rezultati ispitivanja
ponovljivosti za koncentracije 0,20 mg/L NOs’, 3,4 mg/L NOz™ i 7,0 mg/L NOs™ ne pokazuju veliko
rasipanje, relativna standardna odstupanja (RSD) ne prelaze granicu od 10 %. Medupreciznost je
potvrdena pri istim koncentracijama jer relativna standardna odstupanja (RSD) spomenutih

koncentracija ne prelaze kriterij od 15 %.
Istinitost metode je potvrdena preko iskoristenja koje je u skladu s postavljenim Kkriterijem £10 %.

Metoda je robusna jer prilikom malih promjena, ne dolazi do znacajnih promjena. Ocekivano je
da bi relativno standardno odstupanje (RSD) moglo biti ve¢e od prihvatljivih 10 % dodatkom
karbonata, budu¢i da oni mogu stvarati interferencije. Medutim, relativno standardno odstupanje

jeidalje bilo ispod granice od 10 %, tako da se moZe zakljuciti da ne dolazi do zna¢ajnih promjena.

Analizom realnih uzoraka vodovodne vode, odredeno je da maksimalna koli¢ina nitrata u
vodovodnoj vodi iznosi 3,84 mg/L NOs, §to je znacajno ispod granice koju je odredilo

Ministarstvo zdravlja.

Na temelju svih dobivenih podataka, moze se zakljuciti da je metoda prikladna za odredivanje

nitrata u vodovodnoj vodi.
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7. PRILOG

Tablica P1. Rezultati preliminarnog mjerenja apsorbancije pri 200 nm

Koncentracija, y(NOs’), mg/L Apsorbancija, A
0,20 0,135
0,50 0,646
0,75 0,793
1,0 0,939
2,0 1,121
3,0 1,655
4,0 2,191
5,0 2,602
6,0 2,841
7,0 2,986
3,50
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Slika P1. Umjerni pravac preliminarnog mjerenja apsorbancije pri 200 nm
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