Pracovni navod 1/7 WWW.eXpoz.cz

Chemie — tloha ¢. 9 0"%1

Autor: Tomas Feltl

Kolobeh dusiku

Cile

Sezndmeni s problematikou kolobéhu dusiku. Stanoveni obsahu dusi¢nanti a amonnych iontt jako
indikatorti znecisténi vodnich zdrojii.

Zadani nilohy

Seznamte se se zdkladnim pohledem na kolobéh dusiku. Stanovte koncentraci dusikatych latek
v nékolika vzorcich povrchové vody.

Pomiicky

PASCO ISE: NO;™ (CI-6735), NH,* (CI-6717), PASCO rozhrani pro pfipojeni elektrody s teplotnim
¢idlem (PS-2147), datalogger PASCO SPARK ¢i Xplorer GLX, popt. USBlink a pocitac¢ se SW SPARKvue,
odmérny valec 50 ml, pipeta (1-10 ml), mikropipeta (100 ul), kadinka 150 ml, kadinka 400 ml na odpad,
odmérnad barika 100 ml (4x), odmérna barika 50 ml, stojan, svorka pro uchyceni elektrody, bunicita vata,
stficka s destilovanou vodou, chemikalie (dest. voda, 0,1 M NaNO; (8,7 gna 11), 2M (NH,),S0O, (264 g
nall), 0,1 MNH,CI (534 gna11),4M KCl (298 g na 1 1)), nékolik vzorkti vody (idedlné tfi vzorky:
potok pred obci, potok za obci, rybnik, popt. ,kohoutkova voda”), popisovac (lihovy fix), pracovni
navod, pracovni list

Teoreticky ivod

Dusik je nedilnou soucasti zivych organizmii. Nékteré organizmy, jako napft. rostliny, dokazi vyuzivat
anorganickou formu dusiku, jiné potfebuji dusik vazany ve sloucenindch organickych. U vsech ale
nakonec najdeme dusik
vazany v aminokyselinach,
coz jsou zakladni stavebni
kameny bilkovin neboli
proteinti. Vedle proteinti se
dusik vyskytuje v celé fadé
dalSich, pro Zivot nezbytnych,
organickych slouceninach.

Za vsechny jmenujme alespon
nukleové kyseliny, vitaminy
a hormony.

Pojdme se nyni podivat,

v jakych anorganickych
slouceninach se dusik

v pfirodé vyskytuje a jak ho
zivé organizmy ziskavaji.
Preména dusiku a jeho

Obr. 1: Schéma kolobéhu dusiku sloucenin v ptirodé kolem
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nas se oznacuje jako tzv. biogeochemicky cyklus
dusiku. Nékdy o ném hovorfime také jako

o ,kolobéhu dusiku” (obr. 1).

Na schématu je vidét, ze dusik je v rdmci
kolobéhu dusiku vazan pouze v nékolika malo

anorganickych slouceninach. Je to predevsim

dusi¢nanovy aniont a amonny kationt.

0
0 H Z organickych sloucenin jsou to pak dusikaté
)]\ O_ﬂ/ | NH odpadni metabolity jako mocovina a kyselina
HaN™ - NHp N N/KO mocova (obr. 2). Dilezitou roli hraji samoziejmé
H H aminokyseliny jako stavebni jednotky proteinti.

mocovina (urea) kyselina mocova ( 2,6,8-trioxypurin) Atmosfericky dusik (78 % v atomsféf'e) jSOU
Obr. 2: Modely a strukturni vzorce dusikatych schopny vazat nékteré symbiotické bakterie (napf.
odpadnich metaboliti rod Azotobacter), které Ziji v kofenovém systému

nékterych rostlin (napf. z celedi bobovitych). Bakterie jsou u téchto rostlin ¢asto ve specialnich
kotenovych hlizkach. Proto se nékdy oznacuji jako hlizkové bakterie (napt. rod Rhizobium).
Rada téchto baktérii ale Zije v ptidé samostatné bez symbiotického vztahu s vy$simi rostlinami.
Tyto bakterie maji specidlni enzym, nitrogenazu, ktery je schopny redukovat atmosfericky dusik
na amoniak, resp. amonny kationt. K reakci je tfeba energie z ATP. Souhrnné muzeme reakci
zapsat:

N,+8e +8H"+16 ATP —— 2NH;+2H,+16 ADP+16D;
P, — fosforecnanovy aniont (fosfat) uvolnény pfi Stépeni ATP

Takovyto zptisob biologické fixace dusiku se oznacuje jako diazotrofie.

Amoniak je pro zivé organizmy ve vyssich koncentracich toxicky, a tak je nejcastéji co nejdfive
spotfebovan pfi stavbé aminokyselin, nebo vyloucen do okolniho prostfedi. Amoniak ale miize mit
ptivod také v rozkladu odumfelych tél Zivych organizmii, pfi kterém se uplatni nejen amoniza¢ni
bakterie, ale také houby (rozkladaci).

Pokud se amoniak dostane do ptidy, zpracovavaji ho dale tzv. nitrifikacni bakterie (napf. rody
Nitrosomonas, Nitrosococcus a Nitrospira). Ty nejdfive zoxiduji amonny iont na iont dusitanovy
(NO;") a v dalsim kroku az na dusi¢nanovy (NO5"). Pti této reakci vznikaji také ionty H*, a tak
dochazi k okyseleni pidy. Dusi¢nany pak jsou schopny vyuzit jako zdroj dusiku pfedevsim
rostliny (a diky nim zprosttedkované i zivocichové), nebo je dalsi specializovany typ organizmu
preméni zpét na plynny dusik (N,) — tzv. biologicka denitrifikace (napt. bakterie rodu
Pseudomonas). Tim je kolobéh dusiku uzavfen.

Vime jiz, jakou cestou se mohou do ptidy, a tim padem i do vody, dostat amonné a dusi¢nanové
ionty. Nesmime ale zapomenout ani na ,, umélé” vnaseni téchto latek do prostfedi, predevsim

v ramci hnojeni. Pfehnojovani je vyznamnym faktorem, ktery v disledku vede ke zvyseni
koncentrace dusikatych latek jak v povrchovych, tak v podzemnich vodach. Nejen, Ze jsou pro nas
tyto latky toxické, ale navic hraji vyznamnou roli pfi procesu eutrofizace. Dtisledkem nadmérného
mnozstvi zivin v povrchovych vodach je pak pfemnozeni planktonu (vodni kvét) a posléze
masové vymirani vseho zivého na zakladé nedostatku kysliku (popft. ptisobenim toxickych latek
produkovanych pfemnozZenymi sinicemi).

V naSem experimentu pouZzijeme ke stanoveni inkriminovanych iontti iontové selektivni
elektrody (ISE).

Iontové selektivni elektrody jsou takové elektrody, které jsou citlivé na ionty a jsou vice ¢i méné
selektivni pro jejich urcité druhy. Vétsina jich je zaloZena na vzniku membranového potencialu.
Princip konstrukce a funkce téchto elektrod si pfiblizime s vyuzitim obr. 4.

Kdyz od sebe oddélime dva roztoky 1 a 2, obsahujici ionty o rizné koncentraci, porovitou
prepazkou (membranou), budou ionty touto pfepazkou prochazet z jednoho roztoku

do druhého tak, aby se pro vSechny ionty postupné ustavila rovnovaha a roztoky pfitom
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E E, [ zlstaly elektroneutralni.
m@ | Protoze rychlost prtichodu
rtiznych iontti pfepazkou
vnitini vnéjsi =1 | b je riznd, na prepazce se
referentni E, E referentni vytvori potencidlovy spad.
elektroda ) elektroda | Mezi rozhranimi s roztoky 1
0 a 2 vznikne potencialovy
52 22 Jﬂ rozdil zvany membranovy
[X™, [X™; potencial. Kd}lli ]:e membré'na
5 = 1 polopropustna, tj. mohou-li
S o ) skrze ni prochazet jen nékteré
'@ k®= druhy iontt, nazyva se vznikly
o o e 8 [xv potencidlovy rozdil Donnaniv
vnitini roztok & analyzovany roztok : potencial.

Pokud bychom méli v idealnim
pripadé membranu propustnou

>
=~

Obr. 4: Schéma konstrukce iontové selektivni elektrody (ISE). Schematické ! L., . 5
znazornéni (A) nasleduje mozné provedeni kombinované elektrody (B). jen pro jediny druh iontt,
odpovidal by potencialovy
rozdil poméru koncentraci tohoto iontu v roztocich 1 a 2. V takovém pfipadé by se pfi znamé
koncentraci v roztoku 2 mohla zméfenim membranového potecidlu specificky stanovit koncentrace
v roztoku 1. Jsou-li koncentrace iontu na obou strandch membrany stejné, jsou stejné i potencialy E; a E,
aEm=0.
V ISE je vzdy jedna strana membrany v kontaktu s referentnim (vnitfnim) roztokem o konstantni
koncentraci stanovovaného iontu, v némz je ponofena vnitini referentni elektroda. Druha strana
membrany je v kontaktu s analyzovanym roztokem se stanovovanou koncentraci, v némz je ponofena
vnéjsi referentni elektroda. Pro iont pak plati, ze:

pro kationtovou ISE pro aniontovou ISE
En=K+ 29 1og x™), | E,=K'- 0059 1og [y,
E = El---__ ~
a ,/’/ \\\\ b
I W g;l,ast linearni odezvy oblast linearni od\e;\:y\ + .~
log [X™] log [Y"]

Obr. 5: Vztah pro vypocet membranového potencidlu (E,)) u kationtové a aniontové
ISE (K, K' — konstanty, [X] — koncentrace sledovaného iontu, n — naboj). U kationtové
ISE s rostouci koncentraci potencial roste (a), u aniontové ISE naopak klesa (b).

Zavislost potencialu na logaritmu koncentrace byva linearni pfes nékolik koncentra¢nich fada (typicky
asi od 10 do 10! mol/l), analyticky lze ISE vyuzit pro stanoveni iontt typicky v koncentracich od asi
10-¢ do 1 mol/l.

V praxi ovSem do nasi teorie vstupuje fada faktorti, které vysledny zméteny potencial ovliviiuiji.
Nékteré je mozné eliminovat pouze tzv. kalibraci elektrody, kdy proméfime potencidly roztoka

o znamé koncentraci sledovaného iontu. Jiné, jako tfeba interferujici ionty, na které elektroda také
reaguje, je treba z méfeného roztoku predem odstranit nebo maskovat.

~ o
* ﬁ
*O( ** ..
. * * . »
evropsky * ﬁ H

sociaini , MINISTERSTVO $KOLSTVI, O Vzdélavani
% 4 fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tyto materidly vznikly v ramci OP Vzdéldavini pro konkurenceschopnost ¢. CZ.1.07/1.3.12/04.0020.



Pracovni navod 4/7 WWW.eXpoz.cz

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndvodem. Dbejte zvysené opatrnosti a s chemikaliemi
zachazejte vzdy v souladu s instrukcemi na obalu. Nikdy nepipetujte tisty. V laboratofi pouzivejte
ochranné bryle, plast, a pfipadné dal$i pomticky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

NaNOQO; (Xi, R 8-36)

NH,CI (Xn, R 22-36, S 22)

Priprava nilohy

Uloha umoztiuje pracovat paralelné na nékolika ¢astech. Pokud pracuiji Zaci s ISE poprvé, je vhodné
ponechat jednu skupinu pracovat pouze s jednou elektrodou. Jedna ze skupin bude zjistovat
koncentraci dusi¢nanovych iont1, druha skupina koncentraci iontti amonnych.

Idedlni jsou tficlenné pracovni skupiny. Prvni Zak pracuje na bodu ¢. 1 — Pfiprava kalibra¢nich roztoki.
Druhy Zak pfipravi roztok pro Gpravu iontové sily — bod ¢. 2. Tfeti Zak se vénuje problematice
zapojeni HW a nastaveni SW —bod ¢. 3. Dalsi body (4, 5 a 6) realizuji zaci spolecné.

Postup prace

Snazte se pracovat co nejpresnéji. Velice dilezita je ¢istota chemického nadobi.
Ulohu mtizeme rozdélit do nékolika kroki:

A) Prace s dusi¢nanovou ISE (stanoveni koncentrace dusié¢nanii)

1) Ptiprava kalibrac¢nich roztoki
a) Pripravte si ¢tyfi 100 ml odmérné bariky a oznacte si je Cisly 1-4. Postupné
do jednotlivych banék napipetujte nasledujici objemy 0,1 M zdsobniho roztoku NaNO,
a banky ¢. 1-3 dopliite do 100 ml (po rysku) destilovanou vodou:

Odm. barika ¢. 4 3 2 1

Vysledna koncentra-
ce NOs [mol/1]

V (zés. roztok) [ml] 100 10 1 0,1

Pracujte pfimo
se 100 ml zasob- | Doplrite dest. H20 po rysku.
niho roztoku

01 0,01 0,001 0,0001

Doplnéni dest. H20
po rysku [ml]

2) Piiprava roztoku pro upravu iontové sily (ISA)
a) Pro tpravu iontové sily vSech méfenych roztoki budete potfebovat roztok 2 M
(NH,),SO,.
Spocitejte, jakou hmotnost (NH4)2504 budete pottebovat k piipravé 50 ml 2 M roztoku, je-li
M((NH4)2504) =132,14 g/mol.
b) Pfipravte vySe uvedeny roztok. (K jeho ptipravé pouzijte 50 ml odmérnou barku.)
3) Zapojeni elektrody a nastaveni
a) Ovéite si u vyucujiciho, Ze je vase elektroda pripravena k pouziti. (Musi byt fadné
naplnéna plnicim roztokem, nikde na rozhrani nesmi byt bublinky, membrana ve spodni
¢asti nesmi byt viditelné poskozena.)
b) Prejdéte na ¢ast navodu ,Nastaveni HW a SW*.
4) Promeéfeni kalibracnich roztoku a vzorku povrchové vody
a) Pfejdéte na nasledujici ¢ast ,Vlastni méreni”.
5) Sestaveni kalibra¢ni pfimky a vypocet neznamé koncentrace
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B) Prace s amonnou ISE (stanoveni koncentrace amonnych iontii)

1) Pfiprava kalibrac¢nich roztoki
a) Pripravte si ¢tyfi 100 ml odmérné bariky a oznacte si je ¢isly 1-4. Postupné
do jednotlivych banék napipetujte nasledujici objemy 0,1 M zasobniho roztoku NH,Cl
a bariky ¢. 1-3 dopliite do 100 ml (po rysku) destilovanou vodou:

Odm. barika ¢. 4 3 2 1
Vysledna koncentra-

ce NH# [mol/l] 0,1 0,01 0,001 0,0001
V (zas. roztok) [ml] 100 10 1 0,1

Pracujte pfimo
se 100 ml zasob- | Doplnte dest. H20 po rysku.
niho roztoku

Doplnéni dest. H20
po rysku [ml]

2) Piiprava roztoku pro upravu iontové sily (ISA)

a) Pro tpravu iontové sily vSech méfenych roztokt budete potfebovat roztok 4 M KCI.
Spocitejte, jakou hmotnost KCl butete potfebovat k pfipravé 50 ml 4 M roztoku, je-li
M(KCI)=74,6 g/mol.

b) Pripravte vyse uvedeny roztok. (K jeho pfipravé pouzijte 50 ml odmérnou banku.)

3) Zapojeni elektrody a nastaveni

a) Ovéfte si u vyucujiciho, Ze je vase elektroda pfipravena k pouziti. (Musi byt fadné
naplnéna plnicim roztokem, nikde na rozhrani nesmi byt bublinky, membrana ve spodni
¢asti nesmi byt viditelné poskozena.)

b) Prejdéte na ¢ast navodu , Nastaveni HW a SW”.

4) Proméfeni kalibracnich roztok a vzorku povrchové vody

a) Prejdéte na nasledujici ¢ast ,Vlastni méfeni”.

5) Sestaveni kalibra¢ni pfimky a vypocet nezndmé koncentrace

Nastaveni HW a SW

Obr. 6: Sestavena aparatura a pfipravené roztoky na pracovnim misté Obr. 7: Detail pfipojeni elektrody

1) S dataloggerem PASCO SPARK propojte rozhrani pro pfipojeni elektrody (,,Precision pH and
Temperature plus ORP/ISE Amplifier”, PS-2147).

2) Pomoci BNC konektoru pfipojte elektrodu. Po nasunuti konektoru pootocenim objimky
konektor zajistéte (obr. 7).

3) Na dataloggeru SPARK si oteviete soubor ch03-kolobeh_N-NO3.spk nebo ch09-kolobeh_N-
NH4.spk podle toho, se kterou elektrodou budete pracovat.
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Vlastni méreni a zaznam dat

7)

8)

10

11
12

Spustte méfeni kliknutim na tlacitko Start. (Protoze zaznamenavame casovy pribéh v mV

do grafu, miizeme spustit méfeni jizZ nyni a vypnout ho az v tplném zavéru této c¢asti.)

Vyjméte elektrodu ze skladovaciho roztoku.

Meéfeni zacnéte s kalibracnim roztokem o nejnizsi koncentraci (roztok ¢. 1).

Do ¢cisté 150 ml kadinky prelijte kalibracni roztok a pfidejte 2 ml roztoku pro tpravu iontové sily
(ISA).

Peclivé elektrodu oplachnéte destilovanou vodou. Télo elektrody, nikoli vSak membranu dole
(!), osuste kouskem bunicité vaty.

Ponoite elektrodu do kalibrac¢niho roztoku tak, aby se nedotykala dna (Pozor na poskozeni
membrany!). Lehce elektrodou roztok promichejte, a pak ji upnéte do drzaku. Zkontroluijte,

zda na membrané neztstaly bublinky — pokud ano, lehce elektrodou znovu roztok promicheijte.
Nasledné vyckejte ustaleni mérené hodnoty.

Po ustaleni hodnoty si pfimo v dataloggeru, v pravé dolni ¢asti, naméfeny potencial
poznamenejte. (Nepferusujte pritom zaznam dat, ten je stale spustén.)

Vyjméte elektrodu z roztoku a postup od bodu ¢. 4 zopakujte postupné s kalibracnimi roztoky 2,
3,4.

Nepferusujte zdaznam méfeni. VSechny hodnoty tak budou zaznamenany v jednom grafu (viz
obr. 8).
_
@
8 80 *
2
w
v 60
40
20
[¢]
@ -30,2 V (ustalena hodnota potencialu
-20 . . v 7 o
. jednoho z kalibracnich roztokit)
-60 ] @
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Cas (s)

Obr. 8: Ukazka ¢asového zaznamu z pribéhu kalibrace ISE. Kazdy , skok”
odpovida jednomu kalibra¢nimu roztoku (1-4).

) Obdobnym zpiisobem zméfte postupné vzorky povrchové vody. (V pfipadé hrubych necistot ¢i
fas a sinic ve vodé je nutné vodu predem pfefiltrovat!)
a) Do cisté kadinky odméfte ve valci 50 ml vzorku povrchové vody a pfidejte 1 ml roztoku
ISA. (Oproti kalibraci pracujeme s polovi¢nim mnozstvim.)
b) Vyckejte ustaleni hodnoty a poznamenejte si ji do tabulky v pracovnim listé. Vyjméte
elektrodu z roztoku, oplachnéte ji a osuste.
c) Postup opakujte s dalsSim vzorkem povrchové vody. Nezapomerite si poznamennat,
v jakém potadi jste neznamé vzorky povrchovych vod promérovali.
d) Pokud vam zbyva dostatek casu, provedte jesté stejny postup s , kohoutkovou vodou”
ve vasi laboratofi.
e) VSechna méfenije dobré provést alespon dvakrat.
) Na dataloggeru PASCO SPARK stisknéte tlacitko Stop.
) Soubor, ve kterém jsou vSechna provedend méfeni, si ulozte pod vlastnim ndzvem pro dalsi
analyzu a pfipadny tisk protokolu.
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Analyza naméfenych dat

Jiz v priibéhu jednotlivych méfenti jste si zaznamenavali jednotlivé ustalené hodnoty. Nyni sestavte
z naméfenych hodnot u roztokii o znamé koncentraci (kalibracni roztoky) kalibra¢ni pfimku.
Nasledné z kalibracni pfimky dopocitejte koncentrace v odebranych vzorcich povrchové vody,

a ptipadné v , kohoutkové vodé”.

K sestaveni kalibracni pfimky a vypoctim koncentraci je vhodné vyuzit soubor ch09-kolobehN-
kalibrace_a_vypocty.xIsx. (Soubor je dostupny na portalu www.expoz.cz.)
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Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb

(dostupna napt. na adrese http://www.tzb-info.cz/pravni-predpisy/vyhlaska-c-252-2004-sb-kterou-
se-stanovi-hygienicke-pozadavky-na-pitnou-a-teplou-vodu-a-cetnost-a-rozsah-kontroly-pitne-
vody)
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