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1. Polarimetrické a refraktometrické stanoveni cukri v
napojich

POLARIMETRIE

Uvod

Polarimetrie je optickd analytickd metoda zalozena na méfeni optické otacivosti (= optické
aktivity). Opticka otacivost je schopnost nékterych latek stacet (otacet) rovinu polarizovaného
svétla. Svételny paprsek 1ze popsat jako vinu kmitajici ve vSech rovindch. Linearné (rovinng)
polarizované svétlo kmitd v jedné roviné prolozené paprskem, které vznikd ze svétla
normalniho v polarizatoru. Latky s optickou aktivitou neboli latky chiralni maji ve své
molekule pfitomné centrum chirality (asymetricky uhlik), na kterém jsou navéazany Ctyfi rizné
substituenty. Molekuly téchto latek tvofi v prostoru dvé mozné varianty, které jsou si
vzajemnym zrcadlovym obrazem (enantiomery). Tyto dva izomery se nazyvaji ,,opticke
antipody®, kdy jeden staci rovinu polarizované¢ho svétla doprava (ozn. D, +), druhy doleva
(ozn. L, -). V dnes$nim nazvoslovi se zacala pouzivat oznaeni R a S, které zavisi na
prostorové orientaci substituentd, nikoliv na sméru otacivosti. Mezi opticky aktivni latky patii
naptiklad cukry, aminokyseliny, peptidy, alkaloidy, antibiotika. Polarimetrie se pouziva ke
kvantitativni i kvalitativni analyze v cukrovarnictvi, v potravinaiském pramyslu (stanoveni
koncentrace sacharidll) a farmaceutickém primyslu (stanoveni steroidd, vitaminti, alkaloidu,
atd.), v biochemii (stanoveni bilkovin v moci) a také ke kontrole Cistoty smési chiralnich
latek.

Princip

Principem polarimetrie je méteni uhlu otoceni roviny polarizovaného svétla, které vznika
prichodem svételného paprsku pres Nikolovy hranoly. K méteni optické otacivosti resp. thlu
se pouZivaji polarimetry (Obr.1-1). Princip méfeni spociva v tom, Ze polarimetrickou trubici
naplnénou analyzovanym roztokem vlozime do drahy rovinné polarizovaného svétla, které se
pfi prichodu touto trubici odkloni a svétlo pak pokracuje do druhého polariza¢niho hranolu —
analyzatoru. Analyzatorem oto¢ime tak, aby svétlo opét propustil (nova rovina polarizace).
Uhel, o ktery jsme pooto&ili analyzator proti ptivodnimu postaveni, se ozna¢uje o (vyjadiuje
se ve stupnich), odpovida thlu oto¢ni roviny polarizovaného svétla pti prichodu roztokem
analyzované latky. Analyzovand latka mlize otocit rovinu svétla doleva - levotociva (proti
sméru pohybu hodinovych rucicek) nebo doprava - pravotoCiva (ve sméru pohybu
hodinovych rucicek).
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Obrézek 1-1: Schéma polarimetru®

Velikost opticke aktivity zavisi na povaze analyzovaneé latky, sile vrstvy, pfes kterou prochazi
polarizované svétlo, vinové délce pouzitého svétla, koncentraci roztoku, teploté roztoku a
meérné (specifické) hmotnosti roztoku (hustota).

Mérna otacdivost o se méfi v stupnich a je dana vztahem:

a = [a]plc, (1)

kde a, thel otoceni roviny polarizovaného svétla; |, tloustka vrstvy opticky aktivni latky
v dm; ¢, koncentrace latky v g cm™; [a]2°, specificka opticka otacivost. Opticka otacivost je
piimo umeérna koncentraci a tloust'’ce vrstvy a nepfimo imérna vinové délce a teplote.
Abychom mohli porovnavat optickou otacivost jednotlivych sloucenin (Tab. 1), byla
definovana specificka opticka otadivost [a]3°, coZ je otacivost méfena pii délce kyvety | = 1
dm, koncentraci 1 g cm™, vinové délce D- linie sodikového svétla 589,3 nm a pii teploté 20
°C.

a3 = @

JelikoZ se koncentrace analyzované latky vyjadiuje v jednotkach g na 100 ml, pak plati vztah:

a 100

[l = — ©

Tabulka 1: Specificka opticka otacivost nékterych organickych slouc¢enin

Slouéenina [a]2°(°) Sloudenina [a]2°(°)
sacharosa +66,47 penicilin V +233
D-glukoza +52,64 morfin -132
D-fruktoza -93,68 kafr +44,26
Skrob +196,4 cholesterol -31,5

Ukol
Stanovte koncentraci cukri (sacharoza, glukoza, fruktoza) v napojich pomoci polarimetrie.

— Zjistéte specifickou otacivost u standardnich roztokt jednotlivych cukri.

— Zjistéte koncentraci jednotlivych cukrti v nezndmych vzorcich.

— Zjistéte koncentraci cukrt v libovolném napoji (juice, sirup, Stdva, ...), porovnejte
s deklarovanym mnoZstvim uvedenym na obalu.
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Pristroje a chemikalie

Optech Polarimetr PL1 LED (Fisher Scientific, Pardubice) (Obr. 1-2)

Laboratorni sklo — odmérné banky, kadinky, pipeta, balonek, buni¢ina, lodi¢ka, lab. 1zicka
Sachardza p.a., glukdza p.a., fruktéza p.a., napoj
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Obrazek 1-2: Optech Polarimetr PL1 LED

Pracovni postup

Ptipravte standardni roztoky sacharozy, glukozy a fruktdézy o koncentraci 20 g/100 ml
do odmérné banky.

Zmeéite optickou otacivost standardnich roztokli a zjistéte specifikou optickou
otaivost. Kazdy roztok zmeéite 3krat.

Do 50 ml odmérnych ban¢k piipravte sadu kalibra¢nich roztokd pro jednotlivé cukry
v rozmezi koncentraci 2 — 10 g/100 ml fedénim standardnich roztoki.

Zmeéite optickou otacivost a kalibracnich roztoki cukru.

Zmeéite optickou otacivost a neznamych vzorka a napoje. Kazdy vzorek zméite 3x.
Vyhodnotte koncentrace cukri u neznamych vzorka a napoje.

Préace s polarimetrem

Zapnéte polarimetr a nechte ho pfed méfenim v provozu cca 5 minut (stabilizace
svételného toku)

PInéni polarimetrické trubice

Kruhové sklicka polarimetrické trubice musi byt Cistd a suchd. Nejdiive uzavieme
jeden konec polarimetrické trubice pomoci sklicka a tésnéni a zaSrubu. Poté naplnime
trubici kapalinou tak, aby nad jejim okrajem vyc¢nivala kapka kapaliny (Obr. 1-3),
kterou pak sefizneme sklickem, tak by se do trubice nedostal vzduch (Obr. 1-4,1- 5)
Trubici uzavieme opét pomoci tésnéni a zasrubu (Obr. 1-6 aZz 1-8). Pred vloZenim do
kyvetového prostoru; zkontrolujte, zda neméte v trubici bubliny, zda mate sucha a
Cista skli¢ka. Samotnou trubici vkladejte do kyvetového prostoru ¢istou a suchou.
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Meéfeni polarimetrem

Zkontrolujte, zda mate na pravé stupnici polarimetru ve sttedu vngjsi stupnice "0",
pokud ne, tak ji nastavte.

Napliite polarimetrickou trubici destilovanou vodou, vloZte ji do kyvetového prostoru
polarimetru a provedte nastaveni polarimetru na "0". Otalejte nastavovacim
kotoucem, az uvidite ,,zastaveni 1 (tmavy pruh na svétlém poli). Otacejte dale, az
uvidite ,,zastaveni 2 (svétly pruh na tmavém poli). Nyni otdCejte nastavovacim
kotoucem zpét, az bude cela plocha pokryta neutralni Sedi, bez ndznaku pruhu. V této
pozici odecteme vyslednou hodnotu.

zastaveni 1 neutralni sed' zastaveni 2

Odecitani hodnot

Hodnoty thlu otoéeni polarizovaného svétla ode¢itime na kruhové stupnici, kterd je
rozdélena na 360 dild. Prava stupnice je rozdélena na stupnici vnéjsi a vnitini. (Obr.1-
9).

Hodnota "0" vnitini stupnice ukazuje jednotky stupiiti, ode¢itame na vnéjsi stupnici.
Stupeni vnitini stupnice, ktery je pfesné¢ proti stupni na vnéjSi stupnici vyjadiuje
desetiny ¢i setiny stupné€, odecitdme na stupnici vnitini.

Kruhova stupnice je zobrazena na obrazku 1-9, kde je vysledna hodnota 9,3°.
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Obrézek 1-9: Kruhové stupnice polarimetru

Zpracovani vysledki

— Vypocitejte specifickou optickou otacivost jednotlivych cukrii (sacharoza, glukoza,
fruktéza) v naSich experimentalnich podminkach a porovnejte je s tabelovanymi
hodnotami uvedenymi v tabulkéch.

— Sestrojte kalibracni grafy a vypocitejte koncentraci cukra v neznamych vzorcich a
napoji pomoci regresni rovnice.

— Vypocitejte koncentrace cukri v nezndmych vzorcich a napoji podle vzorce 3 a
porovnejte s koncentracemi ziskanymi pomoci kalibra¢ni kiivky. Vysledky uved'te
v g/100 ml.

REFRAKTOMETRIE

Uvod

Refraktometrie je opticka analyticka metoda zalozena na méfeni indexu lomu latek. Dopada-li
paprsek elektromagnetického zareni na fazové rozhrani, mohou nastat dva jevy: reflexe
(odraz), kdy thel dopadu paprsku a se rovna thlu odrazu o', nebo refrakce (lom), prochazi-li
paprsek z jednoho prostiedi do druhého, méni se na fazovém rozhrani obou prostiedi jeho
prinikova rychlost a smér pronikdni. Lom paprsku zavisi na tom, v jakém poméru jsou
hustoty obou prostedi: lom ke kolmici — thel lomu B je mensi nez tihel dopadu a tehdy, kdyz
paprsek piechdzi z prostiedi opticky fidSiho (vakuum, vzduch) do prostfedi opticky hustSiho
(voda, roztok); lom od kolmice — thel lomu f je vétsi nez thel dopadu a tehdy, pokud paprsek
prochdzi z prostiedi opticky hustsiho do prostiedi fidsiho (Obr. 1-10).

a b

Obrazek 1-10: Lom svétla na rozhrani dvou riznych optickych prosttedich:_a — lom ke
kolmici, b — lom od kolmice, n; — opticky Fidsi prostiedi, n, — opticky hustsi prostiedi

Index lomu (n) se vyjadiuje jako pomér rychlosti svétla (Cy, C2) V obou fazich (prostiedich):
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n=— (1-1)

Rozeznavame absolutni index lomu (N), ktery definujeme jako pomér rychlosti svételného

paprsku ve vakuu (c) k rychlosti v méfeném prostiedi (v): N =% . N se piiblizné rovna

relativnimu indexu lomu n, , = % kde v, je rychlost Sifeni svétla ve fazi 1 a v je rychlost
2

svétla ve fazi 2.

Index lomu je bezrozmérna relativni veli¢ina, kterd se fidi Snellovym zakonem — podil sinti

uhli dopadu a lomu svételného paprsku je pro dvé dana prostiedi stala veli¢ina urcena

podilem fazovych rychlosti svétla v obou prostiedich:
¢, Sina

n=—=
c; sinf

(1-2)

Hodnota indexu lomu zéavisi na povaze latky, koncentraci roztoku, vinové délce svétla,
teploté, tlaku vzduchu. V tabulkach se uvadi index lomu pro danou teplotu (25 °C) a vinovou
délku (obvykle D-linie sodikového svétla): n2°.

Refraktometrie se pouzivd ke kvalitativni i kvantitativni analyze latek a jejich smési,
k ovéfeni Cistoty latek a chemikalii. V potravinaiském primyslu se tato metoda pouziva ke
stanoveni obsahu sachar6zy v plodech (kiwi, grepy). Ve farmacii se vyuZiva ke zkouskam
totoznosti a zkouSkam na ¢istotu (glycerol, methanol, anyzova silice, ...).

Princip

Princip refraktometrie spociva v méfeni tzv. mezniho thlu. Zvétsuje-li se Uhel dopadu («),
zvétsuje se také Ghel lomu (f). Uhel dopadu miiZze nabyt maximalni hodnoty ama= 90°,
kterému odpovidd urcity maximalni, tzv. mezni thel lomu (v zorném poli okular
sina 1
m " sin Bmax
(sin 90° = 1). Méfeni indexu lomu latky se provadi pomoci refraktometra, které se podle
konstrukce rozdé€luji do dvou skupin — suchy refraktometr — Abbetv refraktometr (lomny
hranol a dalekohled pfistroje jsou pohyblivé) a ponorny refraktometr (lomny hranol a
dalekohled zaujimaji vzajemné stalou polohu).

Princip Abbeova refraktometru: Zkoumana latka tvofi tenkou vrstvu mezei dvéma hranoly —
hranolem mérnym (lamavym) s hladkou ploskou a hranolem pomocnym s matnou ploskou.
Oba hranoly maji zbrouSenou ploSku a jsou vsazeny do kovovych plasti, kterymi muze
protékat temperovand voda z ultratermostatu. Svazek paprski svétla dopada na lomnou
plosku mérného hranolu; a lomené a lomem rozlozené svétlo vstupuje do dalekohledu, v jehoz
tubusu je umistén kompenzator disperze. Pti spravném nastaveni je v okularu ostré rozhrani
svétla a stinu. V zorném poli je nitkovity kiiz, na jehoZz stfed se zaméfuje svételné rozhrani.
Dalekohled je spiazen s lupou zaostfenou na stupnici refraktometru.

refraktometru se jevi mezni thel jako rozhrani svétla a stinu):n =

Ukol
Stanovte koncentraci cukrt (sachardzy, glukozy a fruktézy) v modelovych vzorcich pomoci
refraktometrie.



Piistroje a chemikalie
Univerzalni refraktometr RL (PZO, Warszawa) (Obr. 1-11)
Sachar6za p.a., glukdza p.a., fruktéza p.a., napoj

!

o

Obréazek 1-11: Univerzalni refraktometr RL

Pracovni postup

— Standardni a kalibra¢ni roztoky cukrii pouZzijte z predchozi ulohy (viz polarimetrie).
— Zméite index lomu standardniho roztoku a jednotlivych kalibracnich roztokt. Kazdy
roztok zméite 3krat.

— Zméite index lomu predloZzenych modelovych vzorka a napoje. Kazdy vzorek zméite
3krat.
— Vyhodnot'te koncentraci cukrtt v modelovych vzorcich a napoji.

Préace s refraktometrem

Méfeni refraktometrem

— Oteviete hranolovou komoru tahem nahoru za drzaky
(Obr. 1-12)

— Hranoly odistéte bunicitou vatou pomoci destilované vody a
ethanolu a utfete do sucha

— Nakapnéte na mérny hranol roztoky pomoci pipety a zaviete
hranolovou komoru

— Oteviete packu na osvétleni.

— Levym Sroubem (Sroub 1) pohybujeme rozhranim "svétla a
stinu", tak az umistime toto rozhrani na stfed nitkovitého
ktize. (Obr. 1-13) V piipadé potieby lze rozhrani "svétla a
stinu" zaostfit pravym Sroubem (Sroub 2).

Obrazek 1-12:
Oteviend hranolova
komora

Odecitani hodnot
— Provedeme odecet hodnoty indexu lomu na stupnici, kterd je umisténa v dolni ¢asti
zorného pole okuléru (dalekohledu).

— Na horni stupnici ode¢itame hodnoty indexu lomu a na dolni stupnici odecitame
hodnoty v procentech (Obr. 1-13).
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Obrazek 1-13: Zorné pole okularu (dalekohledu)

stupnice

Zpracovani vysledki

— Uvedte v protokolu hodnotu indexu lomu standardniho roztoku cukri a porovnejte ji
s tabelovanymi hodnotami v tabulkéch.

— Sestrojte kalibra¢nich grafy a vypoditejte hmotnostni koncentraci cukri v modelovych
vzorcich a napoji. Vysledky uvedte v g/100 ml vzorku.

— Porovnejte obé optické metody stanoveni cukru (polarimetrie, refraktometrie).

Literatura

1
2.
3.
4

o o

McMurry J.: Organicka chemie, VSCHT, Praha 2007.
http://anl.zshk.cz/vyuka/polarimetrie.aspx.

Klouda P.: Moderni analytické metody, Nakladatelstvi Pavel Klouda, Ostrava 2003.

Fisher scientific: Polarimetr PL1 LeD- Optech polarimetr -navod k pouZziti. Fisher
Scientific, Pardubice 2013.
http://cit.vfu.cz/biochemie/web%200PVK2/refraktometrie.ntml.

Zyka J. a kol.: Analyticka prirucka 2, SNTL/Alfa, Praha 1980.

Kontrolni otazky

bW =

Vysvétlete zakladni princip polarimetrie a refraktometrie.

Vysvétlete pojem specifickd opticka rotace, jak ji experimentalné zméeiime?
Vysvétlete Snelltiv zdkon a pojem mezni uhel.

Popiste polarimetr a refraktometr.

Nakreslete vzorec sachardzy a fruktdzy ve Fischerové projekci spoleéné s vyznacenim

asymetrického centra.




2. Stanoveni dvou latek vedle sebe absorpéni spektrofotometrii

Uvod a princip neni v prozatimni verzi zahrnut.

Ukol
Stanovte koncentrace dvou barviv v jejich smési

— Zhotovte absorp¢ni kiivky dvou barevnych latek.
— Vypoctéte molarni dekadické absorpéni koeficienty
— Sestavte rovnice pro vypocet a stanoveni obou latek ve smési.

Piistroje a chemikalie

UV/Vis spektrofotometr Perkin Elmer -25

pH metr InoLab WTW Level-1
dimethylaminoazobenzen-p-sulfonan sodny, M = 327,33 g mol™
tetrabromsulfoftalein, M_ = 669,99 g mol™

ethanol denaturovany methanolem

zékladni Britton-Robinsontv tlumivy roztok (pH cca 2)

Pracovni postup

Ptipravte 250 ml vodného roztoku methyloranze o koncentraci 2,5 - 10* mol I
(dimethylaminoazobenzen-p-sulfonan sodny).

Pripravte 250 ml roztoku bromfenolové modii o koncentraci 1,0-10* mol I
(tetrabromsulfoftalein). Navazku rozpust'te nejdiive v 10 ml ethanolu (denaturovaného
methanolem).

Oba indikatory navazujte piesné a dokonale rozpust'te (pro kvantitativni analyzu je nutné
znat presnou koncentraci)!

Ptipravte cca 250 ml Britton-Robinsonova tlumivého roztoku o pH 7,00.

Do dvou 50 ml odmérnych ban¢k odméite 25 ml tlumivého roztoku o pH 7,00 a 3 ml
ptislusného barviva.

Zhotovte absorpcéni spektra obou latek ve viditelné oblasti, odectéte hodnoty maxim
(vInové délky a absorbance).

Zvolte vhodnou koncentraci obou barviv tak, aby absorbance v maximu byla v rozsahu
0,6 — 0,9, pripravte nové roztoky o zndmé koncentraci barviva (vCetné¢ tlumivého
roztoku).

Neznamé vzorky po pfidani 25 ml tlumivého roztoku dopliite po rysku destilovanou
vodou.

Pro zvolené vinove délky maxim jednotlivych barviv proméite vSechny piipravené
roztoky.

Zpracovani vysledki

Vypoctéte molarni dekadické absorpéni koeficienty obou barevnych indikatori.
10



— Vyhodnot'te koncentrace barviva v nezndmych vzorcich. U smésného vzorku vyuZijte
aditivnich vlastnosti Lambert-Beerova zakona a feste soustavou dvou rovnic o dvou
neznamych.

— V protokolu vysledek vyjadiete v mg barviva ve vzorku (50 ml)!

Kontrolni otazky

1. Napiste a vysvétlete Lambert-Beertiv zakon a odchylky od né;.

2. Co je to moléarni absorpcni dekadicky koeficient a jaky ma vyznam?

3. Vysvétlete pojmy: chromofor, auxochrom, batochromni posun, hypsochromni posun.
4. Vyjmenujte a popiste funkci zékladnich ¢asti UV/Vis spektrofotometru.

5. Co je to absorpéni spektrum? Jaké veli¢iny a v jakych jednotkach se vynasi na osy?
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3. Stanoveni makroprvkd ve vlasech metodou AAS

Uvod

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) byla popsana v roce 1955 sirem Alanem Walshem a
od té doby se stala jednou z nejrozsifenéjSich metod anorganické prvkové analyzy. Je vSak
potifeba podotknout, Ze emisni metody vyuzivajici indukéné vazané plazma (ICP) se diky
moznosti simultdnniho stanoveni v praxi prosazuji ¢im dal vice. AAS vyuziva jako
analytickou vlastnost absorpci zafeni volnymi atomy sledovaného prvku.

Méieni absorpce zafeni provadime pomoci atomovych absorpcnich spektrometrti, které
délime podle optického uspotadani na jednopaprskové a dvoupaprskové. Zakladni casti
atomoveho absorpéniho spektrometru jsou zdroj zafeni, atomizator, monochromator a
detektor. Jako zdroj monochromatického rezonanéniho zafeni se nejvice pouZiva vybojka
s dutou katodou. Nejdulezitéjsi Casti spektrometru je atomizator, ktery slouzi jednak jako
zdroj a rezervoar volnych atomu a také jako absorpéni prostiedi. Ke generaci volnych atomu
se vyuZivaji dva zakladni typy atomizace — plamenova a elektrotermicka. Plamenova
atomizace vyuziva k atomizaci laminarné predmichané plameny, které se skl&daji z paliva
(témét vyhradné C,H;) a oxidovadla (vzduch nebo N,O). Nejcastéji pouzivanym plamenem je
smés acetylén — vzduch, ktery dosahuje teploty okolo 2200 °C. Elektrotermicka atomizace
vyuZiva k atomizaci nejéastéji grafitovou kyvetu, ktera je zahfivana na teplotu potifebnou pro
vznik volnych atomi pomoci elektrického proudu. DalSim méné pouzivanym typem
atomizace je generovani tékavych slouCenin. Po atomizatoru nasleduje miizkovy
monochromator, ktery slouZi k izolaci zafeni vhodné vinové délky. Jako detektor se vyuziva
fotonasobic, u novéjsich pristroji CCD (Charged Coupled Devices) detektory.

S a
> )
zdroj atomizator monochromator detektor
- i b

- > )

Obrézek 3-1: Schéma AA spektrometru s plamenovou atomizaci
a) jednopaprskovy, b) dvoupaprskovy

V realnych vzorcich pfichazejicich k analyze se obvykle vyskytuje sledovany prvek spolu
s dal§imi prvky nebo slouceninami, které mohou vyznamné ovlivnit hodnotu absorbance.
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Proto je dulezité vénovat pozornost tzv. interferencim neboli ruSivym vlivim. Interference
rozliSujeme na spektralni (souhrnné oznacované jako absorpce pozadi) a nespektralni (napf.:
ovlivnéni disocianich a ionizacnich rovnovah, zmény viskozity ¢i hustoty vzorki).
Spektralni interference jsou v dne$ni dobé feSeny pomoci korek¢énich systému, které jsou
soucasti atomového absorpéniho spektrometru. Eliminace nespektralnich interferenci
vyzaduje znacné zkuSenosti analytika. Stru¢né se da uvést, ze sloZeni kalibracnich roztokl by
meélo co nejlépe odpovidat sloZeni redlnych vzorka.

Princip

Principem metody AAS je absorpce zafeni volnymi atomy v plynném stavu. Méfi se tbytek
intenzity elektromagnetického zafeni (absorbance) zpusobeny absorpci volnymi atomy
v plynném stavu. Ubytek primarniho zéfeni je mirou koncentrace volnych atomt prvku, ktery
zafeni absorboval a matematicky se popisuje Bougher-Lambertovym a Beerovym zékonem
(3-1). Rozdily energii mezi jednotlivymi elektronovymi stavy atomu jsou charakteristické pro
kazdy prvek.

A=c¢.c.l (3-1)

A — absorbance, ¢ — molarni absorpéni dekadicky koeficient (1 mol™ cm™), ¢ — koncentrace
(mol ") a | - tloustka absorp&ni vrstvy (cm)

V ramci této ulohy se seznamite s plamenovou atomizaci, jejiz princip spociva v nasavani a
pievedeni roztoku vzorku na aerosol pomoci zmlzovace. Aerosol je dale veden do laminarné
predmichaného plamene. Zakladni casti plamenového atomizatoru jsou zmlzova¢, mlzna
komora a hoték.

Ukol
Stanovte koncentraci Ca a Mg ve vlasech pomoci AAS s plamenovou atomizaci.

Pristroje, chemikalie

— Atomovy absorp¢ni spektrometr GBC SavantAA
— Standardni roztoky Ca a Mg (oba o koncentraci 1 g I™%)

Pracovni postup
1) Ptiprava vzorku

Pted rozkladem vzorki je nutné odstranit moznou externi kontaminaci. Vlasy se nastiihaji
nizkami na kousky o délce asi 2 cm. Vlasy se promyji redestilovanou vodou, nasledné 2x
acetonem a nakonec redestilovanou vodou (lze provést ve filtraéni nélevce se skladanym
filtraénim papirem). Vzorek vlast zbaveny vody se navazi s presnosti na desetiny miligramu.
Proved’te 2 paralelni navazky 0,15 — 0,30 g.

2) Mineralizace vzorku

Vzorek se pievede do vysoké kadinky, pfedem dukladné vyplachnuté destilovanou vodou
(objem asi 100 ml je dostacujici, je mozné navazovat piimo do kadinky) a ke vzorku se prida
10 ml kyseliny dusi¢né p.a. (podle velikosti navazky). Kyselinu neni tieba presné¢ odmeétovat,
je nutné, aby vlasy byly ponofeny. Vzorek se OPATRNE zahiiva. V okamzZiku rozkladu
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dochazi ke zpénéni a hrozi, ze vzorek preteée pies okraj kddinky! Tim by byla cela analyza
znehodnocena. Po rozlozeni se kyselina odpafi témétf do sucha. Pfidavek menSiho objemu
HNO3; jesté jednou az dvakrat opakujeme a vzorek opét odpaiime do sucha. Soub&zné s
rozkladem vzorku pfipravime slepy pokus (,,mineralizujeme* samotnou kyselinu dusi¢nou o
stejném objemu, ktery jsme piidavali ke vzorku)! Po odpafeni pfevedeme kvantitativné
zbytek z kadinky do 25 ml odmérné banky a destilovanou vodou doplnime po rysku.

3) Priprava kalibra¢nich roztoku

Kalibragni roztoky Ca a Mg pfipravime fedénim ze zasobnich roztokii o koncentraci 1 g 1™,
Maximalni fedéni v jednom kroku je 100x !!! (Je mozné ptipravit smésné kalibracni roztoky,
vypocteny objem Mg a Ca odpipetujeme do jedné odmérné banky). Pripravime nasledujici
fadu kalibra¢nich roztok do 25 ml odmérnych banék, hmotnostni koncentrace jsou v tabulce
2 udavany v mg I™":

Tabulka 2: Hmotnostni koncentrace Ca a Mg ve smésnych kalibra¢nich standardech.

Prvek 1. standard 2. standard 3. standard 4. standard 5. standard
Ca 1 2 5 8 10
Mg 0,05 0,1 0,25 0,5 0,75

4) Megieni metodou AAS

Stanoveni koncentrace Ca a Mg se provede s vyuZitim plamenove atomizace v plameni
acetylen-vzduch na atomovém absorpcnim spektrometru GBC SavantAA.

Zpracovani vysledki

Vyhodnoceni koncentrace ve vzorcich proved’te metodou kalibra¢ni kiivky, kalibra¢ni grafy
sestrojte napiiklad pomoci programu Microsoft Excel. Je potfeba provést piepocet na 1 g
vzorku vlasi. V protokolu vysledek uved'te v ug g,

Vysledky lze porovnat s hladinami t&chto kovi pro ,,zdravou* populaci: Ca 146 — 3190 pg g™
vlast, Mg 19 — 163 pg g'1 (@ pro Zn 99 — 450 g g'l). Pozn.: u barvenych vlast se nalezené
koncentrace kovii mohou od téchto hladin vyrazn¢ odliSovat.

Kontrolni otazky

Popiste princip metody atomové absorpéni spektrometrie (AAS).

Popiste zakladni prvky atomového absorpcniho spektrometru.

Jaké atomizatory se v AAS pouzivaji a pro¢ se pouzivaji riizné atomizatory?
Popiste plamenovou atomizaci (zmlzovac, hotak, pouzivané plameny).

Co jsou to a jakeé interference se v AAS objevuji? Jak je Ize eliminovat?

arwONE
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4. Stanoveni alkalickych kovl v mléce plamenovou fotometrii

Uvod

Plamenova fotometrie je analytickd technika patfici mezi metody optické emisni
spektrometrie (OES). OES se zabyva zkouméanim a vyuzitim zéafeni vysilaného volnymi
excitovanymi atomy, piipadné ionty prvkl, v plynném stavu. Zakladni ¢asti optického
emisniho spektrometru jsou budici zdroj, monochromator a detektor. Ukolem budiciho zdroje
je dodat energii potfebnou pro vyvolani emise zafeni atomy vzorku. Jako budici zdroj se
pouZivd plamen (plamenova fotometrie), elektrické zdroje (elektricky oblouk a jiskra),
plazmové zdroje (plazmova spektrometrie, nejcastéji indukéné vazané plazma - ICP) a déle
také buzeni laserem ¢i doutnavym vybojem. Monochromator slouzi k izolaci Uzkého pésu
vinovych délek z polychromatického zafeni, jako disperzni prvek se pouziva miizka a
u jednodussich spektrometrti opticky filtr. K detekei emitovaného zafeni se v pocatcich OES
vyuzivala fotograficka detekce. Dnes se bézné€ pouziva fotoelektricka detekce (fotonka,
fotonasobic, fotodiody a CCD (Charged Coupled Devices) detektory). Analytickym vystupem
je emisni ¢arové spektrum, ve kterém poloha Cary charakterizuje kvalitativni sloZzeni vzorku a
intenzita ¢ary charakterizuje kvalitativni sloZeni vzorku. Plamenova fotometrie se pouziva ke
stanoveni obsahu prvka 1. a 2. A skupiny periodické tabulky, nebot' energie potiebna
k excitaci jejich valen¢nich elektrontt neni tak vysoka jako u jinych prvkia a postacuje k ni
tedy teplota plamene.

Princip

Principem metody je nasavani vzorku ve formé roztoku do proudu oxidovadla ve zmlzovaci,
které se dale misi s plynnym palivem v michaci mlzné komoie. Smés je vedena do hotaku tj.
laminarniho plamene (napf. plamen zemni plyn + vzduch (t = 1900 °C), acetylén + vzduch
(t=2300 °C)), kde dochazi k atomizaci a excitaci valen¢nich elektronl na vyssi energetické
hladiny. Excitované elektrony pii ndvratu na nizsi energetické hladiny emituji zateni, které je
dale vedeno do monochromatoru a detektoru.

Obrézek 4-1. Plamenovy fotometr BWB-XP
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Obréazek 4-2. Schéma plamenového fotometru

Ukol
1. Stanovte koncentraci sodiku a drasliku v mléce pomoci plamenové fotometrie.
2. Stanovte koncentraci sodiku a drasliku v modelovych vzorcich pomoci plamenové
fotometrie.
3. Porovnejte vysledné hodnoty koncentraci ve vzorku mléka s deklarovanymi
hodnotami.

Pristroje, chemikalie

— plamenovy fotometr BWB-XP
— chlorid sodny, chlorid draselny, 5-% roztok trichloroctové kyseliny

Pracovni postup

Pfiprava vzorku

Pro méfeni na plamenovém fotometru je vhodné mit iry roztok, proto musime mléko upravit
denaturaci. Do kadinky si odmétime 50 ml mléka odmérnym valcem. K mléku pfidame 15 ml
5—% trichloroctové kyseliny a dikladné promichame. Vzniklou srazeninu bilkovin
prefiltrujeme ptes filtrani papir. Z filtratu odpipetujeme piesné¢ 25 ml do 50 ml odmérné
bariky a doplnime destilovanou vodou po rysku.

Pfiprava kalibra¢nich roztoku

— Pripravime standardni roztok NaCl tak, aby 1 litr roztoku obsahoval 1 g sodiku a roztok
KCI tak, aby 1 litr roztoku obsahoval 2 g drasliku.

— Z takto ptipravenych standardnich roztokii zhotovime sérii kalibracnich roztok:
= Sodik: 100, 200, 300, 400, 500 mg v 1 litru
= Draslik: 200, 400, 600, 800, 1000 mg v 1 litru

16



Zpracovani vysledki

Vyhodnoceni koncentrace sodiku a drasliku ve vzorcich provedeme z kalibrac¢nich grafii,
které zkonstruujeme proloZenim kalibra¢nich bodt vhodnym regresnim modelem. Vysledky
Vv protokolu uved’te v mg v litru.

Literatura

1. Opekar F., Jelinek I., Rychlovsky P., Plzak Z.: Zakladni analyticka chemie. Karolinum,
Praha 2010.
2. BWB Technologies: A guide to flame photometer analysis. BWB Technologies 2006.

Kontrolni otazky

Jak se lisi plamenova fotometrie (opticka emisni spektrometrie) od AAS?
Jaké zdroje buzeni se pouZivaji v OES? Stru¢né je charakterizujte.

Uved'te a popiSte zmlzovace a plameny pouzivané v plamenové fotometrii.
Jakeé disperzni systémy se pouzivaji v OES.

Interference v plamenové fotometrii.

arwNDE
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NAVOD k mé¥eni na plamenovém fotometru BWB-XP

— Zapneme plamenovy fotometr BWB-XP (provede vedouci cviceni), zapalime plamen pod
dozorem vedouciho cviceni a nechame asi 15 minut stabilizovat pfi souasném nasavani
destilované vody.

— Kalibrace

=V hlavnim menu (Viz Blokové schéma) zvolime polozku “Calibrations* pomoci Sipek a
stiskneme “Accept” (nebo stiskneme ¢islo 2).

* V nasledujicim okné zvolime polozku “Calibrate lon“ a stiskneme “Accept* (nebo
stiskneme cislo 1).

= Zvolime poZadovany ion “> Na“ a stiskneme “Accept (nebo stiskneme ¢islo 1).

= V dalSim okn¢ zadame pocet bodi kalibrace stisknutim ¢iselnych tlacitek a stiskneme
“Accept”.

= Dale se na displeji zobrazi okno s hlaSenim “Apply Blank* (méfeni blanku). Ponoifime
hadi¢ku do roztoku blanku (destilovana voda), nechame nasavat roztok, dokud se signal
neustali. Signél je ustalen (stabilizovan) tehdy, kdyzZ se v dolni ¢asti displeje zobrazi “— -*
(vodorovna c¢arka a jeden bod). Poté stiskneme “Blank®, ¢imz spustime méfeni blanku.
Hodnotu blanku pfistroj automaticky ulozi.

= V nésledujicim okné zaddme koncentraci kalibra¢niho standardu stisknutim cCiselnych
tlacitek a stiskneme “Accept. Poté ponofime hadicku do kelimku s kalibra¢nim
standardem, nechame nasavat roztok standardu, dokud se signal neustali “— -“ a
stiskneme “Accept”. Na displeji se zobrazi hlaSeni “Flushing Chamber®, poté se kalibra¢ni
bod ulozi do paméti. Dale se zobrazi okno pro zadani koncentrace nasledujiciho
standardu. Zad&dme koncentraci, potvrdime stisknutim “Accept®, ponotime hadicku do
kelimku s ptislusnou koncentraci standardu a po ustaleni signalu “— - spustime méfeni
stisknutim “Accept®. Timto zpusobem prométime vSechny kalibra¢ni roztoky.

= Po ukonceni méfeni posledniho kalibra¢niho standardu a jeho ulozeni do paméti dojde
automaticky k navratu do Hlavniho menu.

=V hlavnim menu zvolime polozku “Calibrations* a stiskneme “Accept” (nebo stiskneme
Cislo 2). V nasledujicim okné zvolime polozku “View Calibration* a stiskneme “Accept”
(nebo stiskneme Ccislo 2). Poté zvolime méfeny kov “> Na“ a stiskneme “Accept”.
V poslednim otevieném okné jsou uvedeny hodnoty emise pro blank a pro jednotlivé
kalibra¢ni standardy (pfepinani mezi jednotlivymi standardy pomoci Sipek).

= Stiskneme opakované tlacitko “Back* pro navrat do Hlavniho menu.

— Vzorek

= Vhlavnim menu zvolime polozku “Read lon Levels“ a stiskneme “Accept® (nebo
stiskneme ¢islo 1). Do méficiho modu se téZ dostaneme stisknutim tlacitka “Read” “.

» Hadi¢ku ponotime do kelimku se vzorkem a nechame nasdvat. Po ustaleni signélu
“—.* odeCteme hodnotu signalu emise u méfeného kovu.

= Po zméfeni vzorku stiskneme “Back® pro navrat do Hlavniho menu.

18



Blokové schéma

Hlavni menu
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5. Stanoveni obsahu methanolu v ovochém destilatu

Uvod a princip neni v prozatimni verzi zahrnut.

Ukol

Stanovte obsah methanolu v piedlozeném vzorku destilatu plynovou chromatografii.

Pristroje a pomiicky

plynovy chromatograf HP 5890 serie 1l ovladany pomoci chromatografického software
Clarity™

kovova napliova kolona: 2 m x 1/8”, napln Porapak Q 0,18 — 0,20 mm

nosny plyn: N5, 25 ml min™

detektor: plamenové ionizaéni (FID; vodik 30 ml min™; vzduch 500 ml min™)

Teplota: kolona izotermicky 180 °C; detektor 180 °C a nastiik 200 °C

Davkovany objem: 1 pl stiikatkou Hamilton

Pracovni postup (metoda primého srovnani)

Po ustaleni provoznich teplot plynového chromatogafu provedeme nastiik 1 pl standardu
methanolu v 50% (v/v) ethanolu o koncentraci piiblizng 4 gl (pfesna koncentrace
uvedena na vialce). Po nastiiku je nutné vyckat, aZ se signal detektoru po vyeluovani
vSech slozek standardu vrati na zakladni linii (alespon 5 min).

Nastiik standardu opakujte 3x.

Poté proved’te nastiik 1 pl predlozeného vzorku destilatu a opét proved’te 3x. Pfi analyze
realného vzorku destilatu je tieba pocitat s moznou pfitomnosti vyse-vroucich slozek
(ethylacetat, isobutanol, butanol, isoamylalkohol, 2-methyl-1-butanol, amylalkohol, ...) a
dobu analyzy ptimétené prodlouzit (cca 20-25 min.)

Po skonéeni analyzy realného vzorku je nutné zopakovat analyzu standardu 0 koncentraci
cca4 g 1™t pro ovéfeni davkovani.

Pro vyhodnoceni obsahu methanolu v redlném vzorku pouzijte metodu pitimého srovnani
ploch a vypoctéte obsah methanolu v predlozeném vzorku.

Stanoveny obsah methanolu v destilatu srovnejte s piislusnou Vyhlaskou Ministerstva
zemédelstvi o technickych pozadavcich na vyrobu, skladovani a zpracovéani lihu a
rozhodnéte, zda predlozeny destilat tuto vyhlasku spliiuje.

Kontrolni otazky

1.

arwN

Co je to plynova chromatografie? Popiste princip metody a zakladni Casti plynového
chromatografu.

Jakeé detektory pro plynovou chromatografii znate?

Jak se provadi identifikace sloZzek v plynové chromatografii?

Jak se urc¢i kvantitativni zastoupeni analytu pii analyze plynovou chromatografii?

Pro ktereé latky je plynova chromatografie nevhodna?
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6. Analyza tablet antipyretika metodou HPLC

Uvod

Nejbéznéjsi latkou s antipyretickymi a analgetickymi ucinky je acetylsalicylova kyselina. Je
soucasti celé fady 1€Civ a Casto jsou jeji ucinky potencovany v kombinaci s jinymi latkami.
Napf. se jedna o kofein, paracetamol, kyselinu askorbovou, chinin a dalsi.

Acetylsalicylova kyselina je nestabilni latka, ktera snadno podléha hydrolyze a odstépuje
acetyl, jiz ptisobenim vzdusné vlhkosti. Produkt hydrolyzy, kyselina salicylova, je v preparatu

vvvvv

Testovanym 1é¢ivem je komeréné prodavany ACYLPYRIN s vitaminem C nebo jiny
preparat, jehoz hlavni ucinnou slozkou je acetylsalicylova kyselina. Obsah kyseliny v jedné
tablet¢ je vzdy uveden na krabiéce od preparatu, anebo v ptibalovém letéku.

Princip neni v prozatimni verzi zahrnut

Pristroje a pomiicky
Kapalinovy chromatograf ECOM Sapphire 800 s UV-Vis detektorem.
Chromatografické podminky

— kolona: 205 x 4 i.d. 5 um Tessek Separon C18

— mobilni faze: CH3OH (gradient grade):voda:CH3;COOH (55:44:1)
— detekce: UV absorpce pii 236 nm

— nasttik: 10 pl

— pratokova rychlost: 0,5 ml min™

Postup

— asi 10 mg standardu kyseliny acetylsalicylove, kyseliny salicylové a kyseliny askorbové
se presné navazi do tii 50 ml odmérnych banék a rozpusti se v roztoku o stejném slozeni
jako ma mobilni faze a doplni se presn¢ po rysku.

— pfesn¢ zvazena tableta 1€¢iva se rozdrti a kvantitativné prevede do 100 ml Erlenmeyerovy
bariky a nasledné se extrahuje piesné 50 ml methanolu 10 minut v ultrazvukove lazni. Asi
2 ml extraktu se pfefiltruji pfes diskovy mikrofiltr nasazeny na injekéni stiikacce a z
filtratu se odpipetuje presné 1 ml do 50 ml odmérné baiiky a doplni se roztokem o stejném
sloZeni, jako mé& mobilni faze ptesné po rysku.

Zpracovani vysledki

— piky se integruji a vyhodnoti se plochy ucinné latky ve vzorcich a standardech. Z tidaju se
vypocitd metodou vnéjsiho standardu obsah ucinné latky v jedné tablet¢ a srovna se s
deklarovanym obsahem (mg v 1 tbl.). Obsah acetylsalicylové kyseliny ve standardu
povazujeme za 99,5 %.

— 0Obsah kyseliny askorbové se vypocte stejnym postupem jako u acetylsalicylove kyseliny.
Cistota standardu je 100 %.

— Obsah hydrolytickych produktd hlavni slozky (kyselina salicylovad) se stanovi metodou
vnitini normalizace piimo odectenim procent plochy piku z celkové plochy vSech pikd.
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— do protokolu uved'te obsah kyseliny acetylsalicylové a kyseliny askorbové v mg/tabletu.
Obsah kyseliny salicylové v %/tabletu. Dale vypoctéte procentualni obsah kyseliny
acetylsalicylové a kyseliny askorbové v tablet¢.

Kontrolni otazky

Popiste princip HPLC (podstata metody, zakladni ¢ésti kapalinového chromatografu).
Vyjmenujte detektory pro HPLC a popiste hlavni rozdily v jejich pouziti.

Vysvétlete pojmy ,,mrtvy ¢as* a ,,retencni Cas®.

Jaky je princip metody vnéjSiho standardu a metody vnitiniho standardu?

Vysvétlete zasadni rozdily mezi HPLC a GC.

arwONE
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7. Prikaz alkaloidU tropanové fady pomoci tenkovrstvé
chromatografie

Uvod

Alkaloidy jsou dusikaté latky vznikajici metabolickou pfeménou aminokyselin, popf. i jinych
prekurzorti (pseudoalkaloidy) pfedevSim v organismu rostlin a hub. Jeden nebo i vice atomu
dusiku aminového typu jsou bud’ zabudovany v heterocyklickém kruhu nebo v alifatickém
fetézci. Vétsina alkaloidl vykazuje vyraznou biologickou aktivitu. Rada z nich se vyuZivéa
terapeuticky, nékteré jsou vyznamné jedy. Tropanové alkaloidy maji ve své struktufe typicky
bicyklicky pyrrolidin-piperidinovy skelet — azabicyklo[3,2,1] oktan.

Mezi nejvyznamnéjsi alkaloidy tropanové fady patii atropin, hyoscyamin, kokain a
skopolamin. Jejich zdrojem v pfirodé jsou zejména rostliny z ¢eledi lilkovitych (durmany,

rulik zlomocny a blin).
o)

O
Atropin

Prikazem alkaloidii v rostlinném materidlu se rozumi jejich identifikace nékterou
z analytickych technik, jako jsou infradervena spektrometrie, hmotnostni spektrometrie. Mezi
nejméné naro¢né techniky identifikace patii i tenkovrstva chromatografie (TLC). Aby mohl
byt proveden prukaz alkaloidu v rostlinném materialu (listy, plody apod.), je nutné nejdiive
provést jejich extrakci a ve vétSing piipadu také jejich zakoncentrovani. Extrakce slouzi k
odstranéni dalSich latek, které rostlinny material obsahuje, a které by pii dal$i analyze
pusobily rusivé. Zakoncentrovani je ve vétSin€ piipadi nutné, protoze obsah alkaloidi je v
rostlinch velmi maly.

TLC pak slouzi k rychlému a ucinnému rozdéleni jednotlivych extrahovanych a
zkoncentrovanych latek. Pro detekci rozdélenych latek na chromatografické desce se vyuziva
kombinace UV-detekce a postiik jednotlivych separovanych latek detekénimi Cinidly.
Srovnanim separace a detekce se standardy prokazovanych latek je mozné potvrdit jejich
pritomnost ve studovaném rostlinném materialu.

Princip

Alkaloidy tropanové fady je mozné z rostlinného materialu izolovat extrakci do diethyletheru
v bazickém prostfedi, kdy jsou alkaloidy neutrdlni. Po odpafeni diethyletheru se vzorek
rozpusti v 1 ml ethanolu a nanese se na chromatografickou desku, kde dojde k separaci slozek
vzorku. Po vyvijeni se provede detekce pomoci UV-zafeni a postiikem cinidly.
Dragendorffovo  ¢inidlo tvoii s alkaloidy hnédo-oranzové srazeniny pfisluSnych
tetrajodobizmutitand.
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Pomiicky a chemikalie

Chromatografickd vana s krycim sklem, pipety, Erlenmayerovy baiiky, kadinky,
porcelanova odpafovaci miska, vakuova susarna, délici nalevka, mikrozkumavka typu
Eppendorf, tenkosténné kapilarky nebo mikropipeta, tuzka a pravitko, rozprasovac¢, UV-
lampa (254 a 366 nm)

Diethylether, NaOH (50%, w/v), HCI (1:1, v/v), bezvody Na,SO,4

Vyvijeci soustava: ethylacetat - methanol - koncentrovany amoniak (32 : 4 : 2)

Detekéni ¢inidla: roztok jodu v chloroformu, Dragendorffovo ¢inidlo (tetrajodobizmutitan
draselny)

Postup

PiedloZzeny vzorek (1 — 3 g) vysuSeného rostlinného materidlu rozetiete v tfeci misce na
pradek a preved'te do d¢lici nalevky. Pfidejte 20 ml destilované vody, 20 ml diethyletheru
a n¢kolik kapek 50% NaOH.

Smés v délici nalevce tfepejte asi 5 minut. Po Uplném oddéleni fazi (Ize podpofit
odstfedénim smési prenesené do centrifugacni zkumavky) odeberte opatrné pipetou horni
organickou fazi a pteneste ji do Erlenmayerovy banky se 2 1zickami bezvodého siranu
sodného.

K vodné fazi v délici nélevee piidejte dalSich 20 ml diethyletheru a extrakci opakujte.
Etherické extrakty spojte, ptelijte do odpafovaci misky a pridejte 3 kapky HCI (1:1).
Extrakt odpaite do sucha ve vakuové susarné pii teploté¢ 94 °C.

Odparek na porcelanové misce rozpustte v 1 ml ethanolu a preved’te do mikrozkumavky.

Do chromatografické vany nalijte Cerstvé piipravenou mobilni fazi o slozeni
ethylacetat : methanol : amoniak (34 : 4 : 2), piikryjte krycim sklem a nechejte minimalné
15 minut chromagrafickou komoru nasytit parami mobilni faze.

Podle pokynt vedouciho cviceni ptipravte TLC desku a naneste na tuZkou ozna¢end mista
startli standardy alkaloidl (jsou jiz dopiedu piipraveny).

Naneste vyextrahovany vzorek rostlinného materidlu (pozor: nanaset 10x opakované, aby
doslo ke zkoncentrovani).

Chromatografickou desku vloZte do chromatografické komory (hladina vyvijeci lazné
musi byt pod startem a s nim rovnobé&zna) a nechejte vzestupné vyvijet. Pii vyvijeni je
dobie patrny postup ¢ela rozpoustédla. Nechejte vyvijet tak dlouho, az ¢elo rozpoustédla
dosahne vzdalenosti asi 1 cm od horniho okraje.

V prubéhu vyvijeni chromatogramu pfipravte Dragendorffovo c¢inidlo: rozpustte na
$picku Spachtle dusi¢nanu bizmutitého v co nejmensim nadbytku 3% vodného roztoku
jodidu draselného. Nejprve vznikd tmava sraZzenina jodidu bizmutitého, kterd se v
nadbytku jodidu rozpousti na pomerancové zbarveny tetrajodobizmutitan.

Chromatogram vytahnéte z komory, rychle zaznaéte tuzkou celo rozpoustédla a
piebytecné rozpoustédlo nechte volné odpatit.

Po odpateni rozpoustédla vlozte chromatogram pod UV-lampu a ptfi vilnovych délkach
254 nm a 366 nm sledujte zhaSeni fluorescence tenké vrstvy a piipadnou fluorescenci
skvrn standard i extraktu. Skvrny, které zhaSi fluorescenci nebo samy fluoreskuiji,
zakrouzkujte tuzkou.

Postiikejte chromatografickou desku Dragendorffovym ¢inidlem a poté jodem
rozpu$ténym v chloroformu. Pozitivni reakci jsou hnédé skvrny na Zlutém pozadi.
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Zpracovani vysledki

— Odectéte vzdalenosti stfedti skvrn a Cela rozpoustédla od startu a vypoctéte retencni
(retardacni) faktory R¢ standardii a slozek vzorku.

— Na zakladé porovnéni hodnot R¢ vzorku a standardt proved'te identifikaci slozek smési.
— Chromatogram piekreslete v poméru 1:1 na papir nebo vyfot'te a piilozte k protokolu.

Kontrolni otazky

Popiste princip TLC (podstata metody, pouZivané sorbenty).
Uved’te zplisoby identifikace analyti v TLC.

Pro¢ se pii extrakci bazickych ¢i kyselych analyt upravuje pH?
Jakeé jsou moznosti kvantitativniho vyhodnoceni v TLC?
Popiste princip provadéné ulohy.

arwNDE
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8. Srazeni titrace - argentometrie s vizualni a potenciometrickou
indikaci

Uvod

Potenciometrie je instrumentalni metoda velmi ¢asto pouZivand v odmérné analyze
(volumetrii) k objektivni indikaci bodu ekvivalence. Sleduje se zavislost rovnovazného napéti
elektrochemického clanku tvofeného vhodnou indikacni a referentni elektrodou, které jsou
ponoieny do titrovaného roztoku, na objemu pifiddvaného odmérného roztoku. Meérend
zavislost ma tvar sigmoidy, jejiz inflexni bod odpovida bodu ekvivalence. Potenciometricky
lze indikovat vSechny typy titraci, v€etné titraci srazecich, u nichz vznik zakalu nebrani
spolehlivému urceni bodu ekvivalence. Ze sraZecich titraci nejcastéji provadéné jsou titrace
argentometrické, tedy titrace stfibrnymi ionty, jimiz lIze stanovit halogenidy (chloridy,
bromidy a jodidy), kyanidy, thiokyanatany, sulfidy a fadu dalSich aniontd.

Princip
Argentometrické stanoveni halogenidi je zaloZeno na reakci iontii Ag” s ionty halogenidu X
za vzniku malo rozpustného halogenidu stfibrného:
Ag'+ X — AgX

V bodé ekvivalence je koncentrace obou ionti dana sou¢inem rozpustnosti Ks(AgX) vzniklé
soli. Titraénim ¢inidlem byva nejcastéji odmérny roztok AgNOs. Zakladni latkou, na kterou
se urcuje titr odmérného roztoku, je NaCl.
Pii vizudlni indikaci dle Mohra se pouZiva jako indikator roztok K,CrO,. Koncentrace
indikatoru musi byt takova, aby se Ag.CrO, zacal srazet az v okamZziku, kdy koncentrace
ionti Ag” dosahla hodnoty odpovidajici bodu ekvivalence. Konec titrace je indikovan
vznikem Cervenohnédé¢ srazeniny chromanu stfibrného:

2 Ag* + CrO,* — Ag,CrO, Ks = 2,45.10"
Tato metoda je vhodnd pro stanoveni chloridd, méné vhodna pro stanoveni bromidd a
nevhodna pro jodidy.
Argentometrické titrace Ize indikovat také potenciometricky se stiibrnou indikacni
elektrodou, jejiz potencial E zavisi na koncentraci stfibrnych a halogenidovych iontt podle
Nernstovy rovnice (pro 25°C):

E=E%,  +0,059log[Ag*]=E

Ag*IAg +0,05910g K¢ (AgX) —0,059109[X "]

0
Ag*/Ag
Jako referentni se pouzivd merkurosulfatova elektroda. Pfi potenciometrické titraci smési

halogenidii se na titracni kiivce objevi odpovidajici pocet inflexnich bodi vzhledem
k rozdilnym hodnotam souc¢inl rozpustnosti:

Ks(AgCl) = 1,78-10™
Ks(Agl) = 8,32-10°"

Ukol
Argentometrickou titraci s vizualni a potenciometrickou indikaci stanovte obsah:

1. chloridt v modelovém vzorku
2. chloridl a jodid v modelové smési
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Piistroje a chemikalie

digitalni voltmetr, indikacni stiibrna elektroda, referentni merkurosulfatova elektroda,
magnetickd michacka

byreta, odmérna banka, titracni banky, nalevka, vazenka, stficka, pipety, michadlo,
kadinky
pevny NaCl ¢istoty p.a., ptiblizné 0,01M-AgNO3, 5% roztok K,CrO4

Pracovni postup

1.

[N

|

|

Piiprava standardniho roztoku NaCl (50 ml)

S ptesnosti na 0,1 mg navazte takové mnozstvi NaCl, aby po pfevedeni navazky do 50 ml
odmérné banky, doplnéni destilovanou po znacku a odpipetovani 5 ml tohoto roztoku do
titraéni banky odpovidalo mnoZzstvi chloridi spottebé ptiblizné¢ 5 ml odmérného roztoku
0,01M-AgNOQOs.

M(NaCl) = 58,443 g mol™*

Standardizace odmérného roztoku AgNOs3

Do titracni banky odméite 5 ml standardniho roztoku NaCl, ptidejte 0,5 ml 5% roztoku
K,CrO4 a objem roztoku v titrani bance dopliite na 30 ml. Za stalého michani titrujte
odmérnym roztokem AgNOj. Titraci ukoncete, kdyZz se smés trvale zbarvi do slabé
cervenohnéda (ostry zluty tén prejde na teplejsi odstin vznikem malého mnozstvi
Cervenohnédé srazeniny Ag,CrO,) a tento odstin nezmizi ani po michani. Titraci opakujte
nejméné tiikrat.

Stanoveni chloridt v modelovém vzorku (dle Mohra)

PtedloZzeny vzorek chloridii v 50 ml odmérné baiice dopliite destilovanou vodou po rysku a
proved’te titraci podilu 5 ml vzorku postupem uvedenym v bod¢ 2.

Argentometrické stanoveni iodidu a chlorida vedle sebe s potenciometrickou indikaci

Indika¢ni a referentni elektrodu upevnéte do drzaku u stojanku michacky a pfipojte je
k voltmetru. Do kadinky odpipetujte 5 ml roztoku vzorku smési chloridl a jodidu, vlozte
michadlo. Kadinku postavte na michacku a objem vzorku v kadince dopliite destilovanou
vodou tak, aby byly obé elektrody ponotfeny. Titrujte odmérnym roztokem AgNOj3 po 0,5
ml, v okoli bodu ekvivalence pak po 0,2 ml. Po kazdém pfidavku titra¢niho Cinidla smés
promichejte, vypnéte michacku a po 1 minuté odectéte potencial. Stejnym postupem pak
titrujte 5 ml standardniho roztoku NaCl pro kontrolu titru odmérného roztoku AgNOs.

Zpracovani vysledki

Standardizace odmérného roztoku:

Z prumérné spotieby titracniho Cinidla v bod¢ ekvivalence a stechiometrie reakce vypoctéte
molarni koncentraci odmémého roztoku AgNO3 v mol I™ s piesnosti na 4 desetinna mista.

Stanoveni chlorida dle Mohra:

Z prumérné spotieby titracniho Cinidla v bod¢ ekvivalence a stechiometrie reakce vypoctéte
hmotnost chloridii v piedlozeném vzorku. Vysledek vyjadiete v mg Cl" na 50 ml vzorku.
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Stanoveni smési halogenidu potenciometricky:

Z nam¢tenych hodnot napéti v zavislosti na objemu titracniho ¢inidla sestrojte titracni kiivku.
Inflexni body odpovidajici bodim ekvivalence pro jednotlivé halogenidy urcite bud’ derivaci
titracni kiivky (prvni nebo druhou derivaci pH podle objemu, napt. pomoci software Origin)
nebo pocetné z druhych diferenci:
2FE+
V., =V*+AV _ AET
APE* +|AZE"|

kde Vy je hledany objem ¢inidla, V' — objem ¢inidla odpovidajici posledni kladné druhé
diferenci E, AV — konstantni pridavek ¢&inidla, ktery se piidava v okoli ekvivalence, A’E" a
A’E™ — posledni kladné a prvni zaporn4 druhé diference E.
Podobné zpracujte i data z titrace roztoku NaCl. Ze spotieby v bod¢ ekvivalence vypocitejte
titr odmérného roztoku a porovnejte ho s titrem ur¢enym metodou podle Mohra. Pro vétsi
spravnost pouZzijte k vypocétu obsahu chloridt a jodidu ve vzorku titr ur¢eny potenciometricky.

Vysledky vyjadiete v mg ClI™ a I'na 50 ml vzorku.
M(C1) = 35,453 g mol™
M(I") = 126,904 g mol™

Literatura

1. Barek J., Opekar F., Stulik K.: Elektroanalyticka chemie. Karolinum, Praha 2005.

2. Holzbecher Z., Churacek J.: Analyticka chemie. SNTL, Praha 1987.

3. Vyttas K.: Kapitoly ze souCasné potenciometrie, druhé doplnéné vydani. Univerzita
Pardubice, Alit, Praha 1997.

Kontrolni otazky

1. Vysvétlete princip argentometrickych titraci a popiste zptsoby vizudlni indikace bodu

ekvivalence.

Které instrumentalni techniky se pouzivaji k indikaci bodu ekvivalence u sréZecich titraci?

Jak je definovan potencidl stiibrné elektrody v prostiedi halogenida?

4. Které referentni elektrody lze pouZzit pro potenciometrickou indikaci argentometrického
stanoveni halogenidl a proc?

5. Popiste zptsoby vyhodnoceni potenciometrické titracni kiivky.

w N
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9. Pfima potenciometrie s fluoridovou iontové-selektivni
elektrodou

Uvod

Potenciometrie je jednoduchd elektroanalytickd metoda pouzivana v praxi predevS§im pro
meéfeni pH a stanoveni iontovych slozek raznych kapalnych vzorkt. Je zaloZzena na méteni
rovnovazného napéti elektrochemického ¢lanku tvofeného dvéma elektrodami — indikacni a
referentni — ponofenymi do analyzovaného roztoku. Napéti se méfi za podminek, kdy
elektrochemickym ¢lankem neprochazi elektricky proud, tzn. ze neprobihaji elektrochemické
reakce, pii nichz by se ménilo chemické slozeni analyzovaného roztoku.

Potenciometrickd analyza se v praxi provadi ve dvou zékladnich variantach: piima
potenciometrie a potenciometrické titrace. V piimé potenciometrii se analyt stanovuje z
hodnot zméfeného napéti, a to bud’ vypoctem, nebo Castéji z kalibracni kiivky, pfip. metodou
standardniho pfidavku. Potenciél indikacnich elektrod je logaritmickou funkci aktivity latek
ucastnicich se pfislusné redoxni ¢i vyménné reakce. Aby bylo moZzno v rovnicich pro
aktivitni koeficient analytu ménit s jeho koncentraci. Toho se dosahuje piidavkem
indiferentniho elektrolytu, ktery zajistuje konstantni iontovou silu roztoku a tim i konstantni
aktivitni koeficienty. Vhodnymi elektrolyty jsou napi. komeréné¢ dostupné roztoky
oznaCované¢ jako TISAB (total ionic strength adjustment buffer), které udrzuji v
analyzovanych roztocich jak konstantni iontovou silu, tak i pH.

Pro pfimou potenciometrii maji nejvétsi vyznam membranové elektrody, které jsou zakladem
iontoveé selektivnich elektrod (ISE). Pomoci ISE lze stanovit ty ionty, které se ucastni
rovnovazné vymény mezi roztokem a membranou. Nejstar$i a v praxi nejpouzivanéjsi je ISE
se sklenénou membranou pro méfeni pH. Druhou nejspolehlivéjsi je fluoridova elektroda (F-
ISE). Stanoveni fluoridi pomoci F-ISE je velmi selektivni. Jedinym interferujicim iontem je

OH™ (koeficient selektivity ke—on— = 0,1).

Princip

Koncentrace fluoridovych iontli vroztoku se zjistuje z rovnovazného potencialu
elektrochemického ¢lanku tvoieného indika¢ni F-ISE a referentni nasycenou kalomelovou
elektrodou (SCE). F-ISE je tvofena membranou — krystalem LaF3 s malou ptimési EuF», ktery
zvySuje vodivost membrany. Tato membrana oddé€luje vnitini standardni roztok 0,1M-NaF
s vnitini referentni Ag/AgCl elektrodou a vnéj$i méteny roztok. Membranovy potencial je
vysledkem rozdilné rozpustnosti LaF3 na protilehlych strandch membrany a je dan vztahem:

E=K —%Iog([F]+0,1 [OH-])

kde K je konstanta zahrnujici potencialy obou referentnich elektrod (vnitini Ag/AgCl a vné&jsi
SCE), kapalinové potencialy, asymetricky potencial a aktivitu F~ ve wvnitinim roztoku.
Vzhledem Kk interferenci iontd OH™ je nutné udrZovat kyselé pH méfeného roztoku, optimalné
kolem hodnoty pH 5,6.

Ukol

Stanovte obsah fluoridii v pfedlozeném modelovém vzorku, mineralni vodé a zubni past¢.
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Piistroje a chemikalie

— digitalni pH/mV-metr s fluoridovou iontové-selektivni elektrodou (obr. 9-1), nasycena
kalomelova elektroda, magnetickd michacka, ultrazvukova lazen

—  prenosny pH-metr H138 miniLab ISFET (obr. 9-2)

— 50 ml PE-odmérné banky, 50 ml PE-kadinky, pipeta 5 ml (nedélana), pipeta 5 ml
(délend), teflonové michadlo, sklenéna tyCinka, ctvereCky buniiny, stficka
s destilovanou vodou

—  zé&sobni roztok 0,05M-NaF, octanovy pufr pH 5,6, kalibra¢ni pufry pH = 4,0 a pH = 7,0

Pracovni postup

1. Priprava kalibra¢nich roztoki

Ze standardniho roztoku 0,0500M-NaF piipravte do ozna¢enych odmérnych ban¢k o objemu
50 ml fadu 3esti kalibra&nich roztoki s vyslednou koncentraci fluoridovych iontii v mol I

|- 107 |-10° |- 10™ |-10° 3-10° l-10°

Roztoky piipravte metodou postupného tedéni. Vzhledem k nutnosti udrzovat optimalni
rozmezi pH pifi méfeni s F-ISE musi kazdy z kalibracnich roztoki obsahovat 5 ml
octanového pufru o pH = 5,6 (OP). Béhem piipravy a fedéni nezapomeite jednotlivé
kalibra¢ni roztoky v odmérnych batikach dobte promichat!

2. Pfiprava vzorku k analyze

Modelovy vzorek: K pfedlozenému modelovému vzorku piidejte 5 ml OP a doplite
destilovanou vodou po rysku.

Mineralni voda: Piedlozeny vzorek ptelijte do kadinky a na ultrazvukové lazni jej zbavte
rozpusténého CO;. Do pfipravené 50 ml odmeérné baiky pak odpipetujte 40 ml odplynéného
vzorku, pridejte 5 ml OP a dopliite vodou na pozadovany objem.

Zubni pasta: Do ptipravené kadinky navazte (pomoci kopisti) s analytickou pfesnosti asi 1 g
zubni pasty. Do kadinky pak pfidejte 5 ml OP a maximalné¢ 20 ml vody. Intenzivnim
michanim sklenénou tyCinkou a plisobenim ultrazvuku pieved'te veSkerou pastu do
suspendovaného stavu (mlécné konzistence), az v kadince nezlstanou viditelné kousky
nerozmichané pasty. Poté, aZ usedne vytvofend péna, suspenzi kvantitativné pieved’te do
oznacené odmérné banky o objemu 50 ml a dopliite vodou po rysku.

Meéreni pH:
— U vsech ptipravenych roztokli zkontrolujte pH pomoci pienosného pH-metru ISFET
(obr. 9-1).
— Nejprve pH-metr nakalibrujte: kapku kalibraéniho roztoku pH = 7 naneste na

membranu ISFETu tak, aby smacela fritu referentni elektrody, zapnéte pH-metr a
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membrana ISFETu  referentni

stisknéte tlacitko CALL. Vyckejte, az se na displeji ustali hodnota pH 7,00. Pak ¢idlo
pH-metru oplachnéte destilovanou vodou, jemné osuste ctvereckem buniCiny a
naneste na n¢j kapku kalibra¢niho roztoku pH = 4. Po stisknuti tlacitka CAL2 vyckejte
ustaleni hodnoty pH 4,00.

Nakalibrovanym pH-metrem postupné zméite pH vSech piipravenych kalibra¢nich
roztok a roztokt vzorkll. Hodnota pH by méla byt v rozmezi 5,6 + 0,2.

Pro ptipadnou upravu pH pouzijte roztoky 0,2 M-CH3;COOH resp. 0,2
M-CH3COONa, které podle potteby davkujte délenou pipetou do jednotlivych roztoki
za stalého michani a kontroly pH ¢idlem pH-metru ponofenym do roztoku. Objem
roztoki CH3COOH nebo CH3COONa piidanych k roztokiim analytickych vzorkt
pii¢téte k jejich celkovému objemu a tento objem pouZijete pii piepoétu obsahu
analytu v ptivodnim vzorku.

Po ukonceni méteni pH-metr vypnéte a ¢idlo zakrytujte.

elektroda
kalibracni

tlacitka

vypinac

Obréazek 9-2. pH-metr H138 miniLab ISFET

3. Méfeni kalibra¢nich roztok a analyza vzorka

Zapnéte pH/mV-metr hlavnim spina¢em a tlacitkem M nastavte méfeni potencialu
v mV.

Obé¢ elektrody, indikac¢ni F-ISE a referentni SCE upevnéné ve stojanu, ponoite do
prvniho kalibraéniho roztoku (1 - 102 mol I* F"). Elektrody ponechte asi 3 min
Vv prvnim kalibra¢nim roztoku pro nutnou regeneraci membrany F-ISE.

Poté elektrody vyjméte, dukladné opldchnéte vodou a opatrné osuste Ctvereckem
bunic¢iny (vyhnéte se dotyku s membranou).

Postupné proméite za stalého michani vSechny kalibra¢ni roztoky (postupujete od

cvwr

v michanych roztocich az v ustaleném stavu, jehoZ dosazeni, zejména u velmi
ziedénych roztokii, maze trvat i nékolik minut. Pfi vyméné jednotlivych roztoka
nezapomeiite oplachnout a osusit obé& elektrody.

Roztoky vzorkid zméite stejnym postupem jako kalibracni roztoky.
Po ukonceni méfeni elektrody dikladné oplachnéte destilovanou vodou a osuste.

Zpracovani vysledki

Sestrojte kalibra¢ni kiivku E vs. —log cg- (pF) pro dané koncentrace pouZzitych
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kalibra¢nich

roztokil. Z podilu zvolenych usekti AE a ApF odpovidajicich linedrni ¢asti kalibracni
zavislosti vypoctéte smeérnici a porovnejte ji s teoretickou hodnotou (-0,059 V pro
25°C).

— Kalibraéni kiivku vyuzijte k urceni koncentrace fluoridii v predlozenych vzorcich: z
naméfenych hodnot potencialu Ex vypocitate z rovnice kalibra¢ni pfimky ptisluSnou
hodnotu pFx a z ni ce-. Pokud odezva vzorku Ey leZi v nelinearni ¢asti kalibra¢ni
kiivky, pouzijte k vypoctu Cg- rovnici piimky prolozené dvéma okolnimi kalibracnimi
body.

— Vysledny obsah fluorida ve vzorcich vyjadiete v mg F~ na 50 ml modelového vzorku,
v mg F~ na litr mineralky a hmotnostnim zlomkem v ppm nebo % F~ v zubni pasté.

A(F) = 18,99 g mol™*

Literatura

1. Barek J., Opekar F., Stulik K.: Elektroanalyticka chemie. Karolinum, Praha 2005.
2. Skopalova J., Kotou¢ek M., Adamovsky P.: Vypolty z elektroanalytickych metod.
http://ach.upol.cz/ucebnice?2/.

Kontrolni otazky

Vysvétlete princip rovnovazné potenciometrie, zptisoby a podminky méteni potencialu.
Popiste uspotradani elektrochemického ¢lanku pro potenciometrickd méteni.

Které typy elektrod se pouZivaji v potenciometrii?

Co jsou iontove selektivni elektrody a jak je definovan jejich potencial?

Jaké pH musi mit vzorek pro méteni fluoridi pomoci F-ISE a proc¢?

arwONE
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10. Coulometrie za konstantniho proudu (coulometricka titrace)

Uvod

Coulometrie je elektroanalytickda metoda, pii niz dochazi ke kvantitativni pireméné
stanovované latky v roztoku v dasledku elektrolyzy probihajici na pracovni elektrodé.
Analytickou informaci je elektricky naboj potiebny k Uplné preméné analytu v roztoku.
Coulometrickou analyzu lze provadét bud’ za konstantniho potencidlu udrzovaného na
pracovni elektrodé pomoci potenciostatu (potenciostatickd coulometrie) nebo za konstantniho
proudu udrZzovaného v elektrolytickém ¢lanku galvanostatem (galvanostaticka coulometrie).

Galvanostatické metody se nejvice vyuziva k tzv. coulometrickym titracim, pii nichZ se za
vhodnych podminek konstantnim proudem generuje titra¢ni ¢inidlo, s nimz stanovovana latka
kvantitativné reaguje. Coulometricky lze provadét titrace acidobazické (titracnim cCinidlem
jsou H* nebo OH ionty generované elektrolyzou vody), srdZeci (napf. argentometrické,
titradni Cinidlo Ag" se tvoii anodickou oxidaci stfibrné elektrody), komplexotvorné (Einidlem
je napt. EDTA generovana redukci HgNH;EDTA? na Hg katods) a redoxni, a to jak
oxidimetrické (napft. titrace generovanym Bry, Ip), tak i reduktometrické (¢inidly jsou napf.
Ti**, sn%).

Stejné jako u volumetrie je u coulometrickych titraci nutné indikovat bod ekvivalence. To lze
provést vizualn¢ pomoci barevnych indikatort nebo instrumentalné - spektrofotometricky,
potenciometricky, amperometricky, bipotenciometricky ¢i  biamperometricky.  Pfi
potenciometrické indikaci redoxnich titraci se nejcastéji vyuziva indikacni Pt elektroda a
referentni, napt. kalomelova elektroda.

Vyhodou coulometrickych titraci v porovnani s volumetrii jsou mensi stanovitelnd mnoZzstvi
analytu, moznost titrovat t€¢kavymi a malo stdlymi ¢inidly, ¢inidla neni nutno standardizovat a
snadné automatizovatelnost titraci.

V praxi se coulometrické titrace casto vyuzivaji v automatickych titratorech, casto
specializovanych na urcitou aplikaci. Pfikladem jsou analyzatory obsahu vody metodou Karl
Fischera, analyzatory chlorid nebo analyzatory celkového obsahu siry.

Princip

Pti coulometrické titraci vznika na generacni elektrod¢€, polarizované konstantnim proudem,
titracni Cinidlo elektrochemickou reakci z vhodného elektrolytu. Vzniklé ¢inidlo se okamzité
spotiebovava reakci se stanovovanou latkou. Naboj Q prosly elektrolytem do okamziku
ckvivalence je dan soudinem intenzity genera¢niho proudu a ¢asu (Q = I -t) a pomoci
Faradayova zakona jej 1ze pfepocitat na ekvivalentni mnozstvi stanovované latky:

M, -I-t

n-F
kde m je mnoZstvi analytu v gramech, | proud v ampérech, t ¢as v sekundach, n pocet
elektronti a F = 96 484,56 C mol™.

Pti jodometrickeé titraci se titra¢ni €inidlo, jod, generuje oxidaci z roztoku KI na anodé:

20— I+ 2¢

Konec titrace se indikuje potenciometricky s indikacni Pt a referentni nasycenou kalomelovou
elektrodou (SCE). V bodé¢ ekvivalence se registruje nahla zména potencialu (obr. 10-1A). Bod
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ekvivalence lezZi v inflexnim bod¢, ktery se ur¢i z maxima prvni derivace E — t kiivky (obr.

10-1B).
E] A
: : Obréazek 10-1. A — potenciometricka titracni kiivka, B —
dE B ! prvni derivace titracni kiivky
dt :
tae t
Ukol

V piedlozeném vzorku stanovte obsah Na,S,03 titraci jddem, generovanym anodickou
oxidaci jodidu.

Pristroje a chemikalie

— Potenciostat/galvanostat OH-405 s dvojici Pt genera¢nich elektrod, sestava ISES
s modulem voltmetru, Pt indikacni elektroda, SCE, elektromagnetickd michacka

— Coulometricka dvoukomorova cela, michadlo, pipety, kadinky
— Roztoky 0,5M-KIl, 0,2M-Na;HPO,, 0,1M-KCI, vzorek Na,S;03

Pracovni postup

Hlavnimi vypinaci zapnéte zdroj konstantniho proudu (galvanostat) a PC, kde spustte
program WIN-ISES (ikona na plose). V programu vyberte zafizeni voltmetr a jeho rozsah
nastavte piiblizné od 0,2 do 0,8V. Dale zvolte vhodnou dobu méfeni, napt. 400 S.
Spousténi méfeni nastavte na manudlni.

Podle navodu nejprve zkontrolujte nastaveni nulové polohy potenciostatu a potom

nastavte potenciometrem hodnotu genera¢niho proudu. Pfepina¢ SELECTOR je v poloze
STANDBY.

Vzorek thiosiranu v odmérné bance doplite destilovanou vodou po rysku a dikladné
promichejte. Do $ir$i anodické ¢asti elektrolytické nadobky odmeéite 10 ml 0,5M-KI, 10
ml 0,2M-Na;HPQO,4, 30 ml destilované vody a 1 ml vzorku thiosiranu. Do tzké ¢asti
nadobky nalijte roztok 0,1M-KCI tak, aby hladiny v obou nadobkéach byly ve stejné vysi
(aby nedochéazelo k nezadouci difuzi roztoki oddélenych fritou).

Do uzké katodové ¢asti coulometrické nadobky ponoite do roztoku 0,1 M-KCI Pt-katodu.
V anodické casti do analyzovaného roztoku vlozte zbyvajici elektrody - generacni,
indika¢ni a srovnavaci. Aby nedochdzelo k nezadouci difuzi roztokli v obou castech
odd¢€lenych fritou, doplite analyzovany roztok vodou tak, aby hladiny v obou c¢astech
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byly ve stejné vysi. Pak zapnéte elektromagnetické michéni a asi 5 min. pockejte, aby se
ustalil potencial indikac¢ni elektrody.

Referentni elektrodu piipojte na (—)pol modulu voltmetru ISES a indika¢ni platinovou
elektrodu na (+) pol.

Pro spusténi vlastni analyzy soucasn¢ zapnéte piivod proudu na generacni elektrody
(ptepinacem SELECTOR na I, - pozor na nastaveny pomér ptevodu E/I) a ru¢né klavesou
ENTER odstartujte mefeni. Na miliampérmetru zdroje zkontrolujte hodnotu genera¢niho
proudu, piipadné ji upravte jemnym otacenim potenciometru.

Ekvivalence se projevi nahlym skokem na E — t kiivce. V elektrolyze pokracujte jesté asi
2 min, dokud se analyzovany roztok nezacne barvit vylou¢enym jodem. Poté ukoncete
sbér dat kliknutim na ikonu STOP na horni 1i§té okna programu ISES. Pfed odstartovanim
dal$iho méfeni inicializujte program kombinaci kldves Alt+F9.

Stanoveni opakujte popsanym zptisobem nejméné ¢tyfikrat pii riznych hodnotach proudu
v rozmezi 10 az 4 mA.

Zpracovani vysledki

Bod ekvivalence vyhodnotte v programu ISES — zpracovani kiivek: namétené kiivky
derivujte, ukazatelem mysi v grafu najed’te na maximum na kiivce prvni derivace a
odectéte hodnotu x-ové souradnice (Cas v bodé ekvivalence). Obsah thiosiranu v celkovém
objemu ptedlozené¢ho vzorku vypoététe z Faradayova zakona s pouzitim hodnot tgg a
piislusného generac¢niho proudu.

Do protokolu uved’te nalezeny obsah Na;S,03 v mg/50 ml vzorku, ktery spoditate jako
prumér ze vSech paralelnich stanoveni. Piesnost stanoveni udejte relativni smérodatnou
odchylkou a intervalem spolehlivosti na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

M(Na,S,03) = 158,114 g mol™

Literatura

1.
2.

Barek J., Opekar F., Stulik K.: Elektroanalyticka chemie. Karolinum, Praha 2005.
Skopalova J., Kotou¢ek M., Adamovsky P.: Vypoclty z elektroanalytickych metod.
http://ach.upol.cz/ucebnice?2/.

Kontrolni otazky

arwNE

Co je coulometrie a na ¢em je zaloZena?

Ktera zakladni pracovni uspofadani coulometrie znate?

Vysvétlete pojem "proudovy vytézek" elektrodové reakce.

Vysvétlete zplisoby urceni bodu ekvivalence u coulometrickych titraci.
Popiste podstatu provadéné tlohy.
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11. Neutralizaéni titrace s potenciometrickou a
konduktometrickou indikaci

Uvod

Neutraliza¢ni titrace jsou metodami odmérné analyzy (volumetrie) pouzivanymi pro stanoveni
kyselin a zasad. Pfi stanoveni kyselin se zjiStuje objem odmérného roztoku zasady o piesné
znamé koncentraci (titru), ktery je tfeba pfidat ke vzorku, aby bylo dosazeno chemické
ekvivalence. Tato metoda se nazyva alkalimetrie. Pfi stanoveni zdsad se titruje odmérnym
roztokem kyseliny, proto se metoda nazyva acidimetrie. Podstatou vSech neutralizacnich
titraci je reakce:

H"+0OH = H,0

Pti neutralizacnich titracich se v okoli bodu ekvivalence vyrazné méni pH titrované¢ho
roztoku. Proto lze kurceni bodu ekvivalence vyuzit potenciometrické meéteni pH. Pfi
neutralizacnich reakcich se také vyrazné méni koncentrace iontll s riiznou pohyblivosti a
elektrickou vodivosti, zejména iontli oxoniovych a hydroxidovych. Tyto zmény je mozné
sledovat konduktometricky a lze je rovné€z vyuzit k urceni bodu ekvivalence.

Princip
1. Potenciometrické titrace

Zmény pH pfi neutraliza¢nich titracich 1ze sledovat potenciometrickym ¢lankem tvofenym
vhodnou indika¢ni pH-mérnou elektrodou a referentni (srovnéavaci) elektrodou. Nejcastéji se
jako indikacni pouziva sklenénd membranova elektroda, jejiz potencidl zavisi na aktivité
oxoniovych ¢i hydroxidovych iontd v roztoku. Potencidl referentni elektrody je konstantni,
nezéavisly na zménach pH titrovaného roztoku. Pfi potenciometrické titraci se sleduje zavislost
napéti mezi obéma elektrodami na objemu priddvaného titracniho Cinidla. Tato zavislost ma
tvar sigmoidy (obr. 11-1A) s inflexnim bodem odpovidajicim bodu ekvivalence.

K vyhodnoceni bodu ekvivalence se pouzivaji rizné metody. Nej€astéji pouzivanou grafickou
metodou je metoda tfi rovnobézek (obr. 11-1B). Bod ekvivalence lze velmi piesné urcit
Z maxima prvni derivace titracni kiivky (obr. 11-1C) nebo z druhé derivace jako prisecik
ktivky s osou x (obr. 11-1D).

pH| A pH \d
—f \

d ]—] VIIIEZ 4

p

dv ’ c !
d’pH D v Obrazek 11-1: A — potenciometricka titra¢ni kiivka, B — metoda tii
dv? J\ rovnobéZzek pro vyhodnoceni bodu ekvivalence, C — prvni derivace

0 titracni kiivky, D — druhd derivace titracni kiivky
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Objem ¢inidla v bod¢ ekvivalence (Vgg) se mize zjistit také pocetné z naméfenych hodnot pH
pro dané objemy piidavku titra¢niho ¢inidla. Vyuzije se druhych diferenci hodnot pH podle
vztahu:

A’pH*
A*pH* +‘A2pH“

kde Vge je hledany objem ¢inidla v bodé ekvivalence, V' — objem ¢inidla odpovidajici
posledni kladné druhé diferenci pH, AV — konstantni piidavek &inidla, ApH* a A%pH™ —
posledni kladna a prvni zaporna druha diference pH.

2. Konduktometrické titrace

Konduktometrické titrace jsou zalozeny na meéfeni zmén vodivosti titrovaného roztoku
Vv pribéhu titrace. U neutralizacnich titraci se vyuziva nékolikandsobné vétsi vodivosti iontt
oxoniovych a hydroxidovych ve vodnych roztocich v porovnani s jinymi ionty. Pfi titraci
roztoku silné kyseliny silnou zasadou (napi. NaOH) je zpocatku vodivost zna¢na v dasledku
piitomnosti disociovanych iontd H'. Pfi titraci jsou velmi vodivé H' ionty vyméiovany za
méné vodivé ionty Na® z titra¢niho &inidla. Proto vodivost roztoku klesd az do bodu
ekvivalence (obr. 11-2A). Po dosazeni ekvivalence vodivost titrovaného roztoku opét znacné
roste v dusledku ptidavku vodivych OH’ ionti titraéniho ¢inidla (obr. 11-2A). Bod
ekvivalence se urci z pruseciku piimek prolozenych vétvemi titra¢ni kiivky pied a za bodem
ekvivalence (obr. 11-2A).

Obréazek 11-2:
Konduktometrické
titra¢ni kiivky: A - titrace
kyseliny chlorovodikoveé
hydroxidem sodnym;

B - titrace kyseliny
octové hydroxidem
sodnym

Pfi titraci slabé kyseliny (obr. 11-2B) je vodivost na pocatku mald, nebot’ slabé kyseliny jsou
v roztoku pouze velmi malo disociované. Vodivost roztoku pii titraci pozvolna roste vlivem
tvorby soli, kterd je uplné disociovana. Po dosazeni ekvivalence vodivost roste strméji
v disledku ptidavkil velmi vodivych OH™ iontil, podobné jako pfi titraci silné kyseliny.

Pii titraci smési silné a slabé kyseliny se potenciometricka a konduktometricka indikace velmi
dobfe dopliiuji. Zmeéna pH je po vytitrovani silné kyseliny pomérné¢ mald nebot’ titrovany
roztok je stale kysely. Proto je skok na titratni kiivce nevyrazny. Na konduktometrické
titracni kiivce se konec titrace silné kyseliny projevi ostrym zlomem. Naproti tomu bod
ekvivalence pro slabou kyselinu je na potenciometrické kiivce vyznacen strmym skokem,
kdezto na vodivostnim zdznamu je thel priseciku obou vétvi konduktometrické kiivky tupy.
Pro standardizaci odmérného roztoku NaOH na kyselinu §tavelovou se pouziva pouze
potenciometricka indikace.
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Ukol
Alkalimetrickou titraci se soucasnou potenciometrickou a konduktometrickou indikaci
stanovte obsahy kyselin:

— chlorovodikové v modelovém vzorku
— chlorovodikové a octové v modelové smési
— octove v prodejnim octu

Pristroje a chemikalie

— pH-metr s kombinovanou sklenénou elektrodou, konduktometr s vodivostni celou,
magnetickd michacka

— Dbyreta (louhovka), 100 ml odmérna baiika, nalevka, vazenka, 100 ml odmérny valec,
stiicka, pipety, michadlo, kadinky

— NaOH p.a., 20% roztok CaCl,, roztok kyseliny S$tavelové presné koncentrace na
standardizaci odmérného roztoku NaOH

Pracovni postup

1. Piiprava odmérného roztoku 0,5M-NaOH (100 ml)

Do kadinky navazte vypoétené mnozstvi pevného hydroxidu (navysené asi o 10 % jako
korekce na obsah uhliCitanu a vody), rozpust'te v menSim mnozstvi destilované vody, ptelijte
do 100 ml odmérné bariky a dopliite dest. vodou po znacku.

M(NaOH) = 40,00 g mol™*

2. Kalibrace pH-metru

Zapnéte pH metr sitovym spinacem. Kombinovanou sklenénou elektrodu upevnéte ve
stojanu, oplachnéte ji destilovanou vodou, jemné osuste télo elektrody ctvereCkem buniciny
(pozor, nedotykejte se sklenéné membrany!) a ponoite ji do polyethylenové nadobky
s pufrem o pH =7. Na pfistroji stisknéte tlacitko CAL (na displeji se objevi ,,Ctl“) a pak
tlacitko RUN ENTER. Vyckejte, az se na displeji objevi ,,Ct2*. Poté elektrodu vyjméte
Z roztoku, oplachnéte ji, osuste a ponoite do pufru o pH =4. Opét stisknéte tlac¢itko RUN
ENTER. Po zkalibrovani se na displeji zobrazi hodnota smérnice zavislosti E — pH
(teroreticky 59 mV pfii 25 °C). Stisknutim tlacitka M ptepnéte piistroj do reZimu méfeni.

Pozor! Sklenénou elektrodu nenechavejte na suchu ani v destilované vodé. Pokud s ni
nem¢éfite, ponofte ji do roztoku 3M-KCI.

3. Stanoveni titru odmérného roztoku 0.5M-NaOH

Ned¢lenou pipetou odmeéite do kadinky predem vypocitany objem standardniho roztoku
kyseliny Stavelové (presnd koncentrace kyseliny je udana na zasobni lahvi, spotieba
hydroxidu by méla ¢init polovinu az dv¢ tfetiny celkového objemu byrety), zfed'te potiebnym
mnozstvim vody tak, aby membrana a teplotni ¢idlo sklenéné elektrody byly ponotfené v
roztoku a ptidejte 5 ml 20% CaCl,. Vlozte michadlo a za stalého michani titrujte odmérnym
roztokem NaOH z byrety po 0,2 ml. Po kazdém pfidavku zaznamenejte hodnotu pH. Vodivost
Vv tomto pfipadé neni tieba sledovat, protoze v disledku vysoké koncentrace CaCl, jsou
zmény vodivosti nevyrazné.
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4. Priprava méieni vodivosti

Vodivostni celu upevnéte do stojanu vedle kombinované sklenéné elektrody. Konduktometr
zapnéte tlaCitkem ON. Pro méfeni stisknéte tlacitko READ. Hodnotu vodivosti
zaznamenavejte po pipnuti (pfestane blikat desetinna tecka a v levém hornim rohu se objevi

symbol +/A).

5. Stanoveni obsahu HCI ve vzorku titraci s potenciometrickou a konduktometrickou indikaci

Odmeérnou banku (50 ml) s pifedlozenym vzorkem doplite destilovanou vodou po rysku a
dikladné promichejte. Do mérné kadinky odpipetujte 5 ml roztoku vzorku a zfed’te 95 ml
destilované¢ vody (odméite valcem). Kadinku postavte na elektromagnetickou michacku,
vlozte michadlo a opatrné ponoite kombinovanou sklenénou elektrodu a vodivostni celu.
Spust'te michani (michadlo nesmi narazet do elektrod!). Titrujte odmérnym roztokem po
0,2 ml za neustalého michani. Po kazdém ptidavku ¢inidla vyckejte ustaleni hodnot pH a
vodivosti na displejich a zapiste si je do laboratorniho deniku. Po ukonceni titrace peclivé
oplachnéte sklenénou elektrodu i konduktometrickou celu!

6. Stanoveni obsahu HCI a CH3;COOH ve smési
Postupujte stejné jako v bod¢ 5.

7. Stanoveni CH;COOH v octu

K titraci odméite do kadinky 2 ml vzorku octa a nafed’te na 100 ml destilovanou vodou. Déle
postupujte stejné jako v bodech 5 a 6.

Zpracovani vysledki

Titr odmérného roztoku NaOH (mol I'l) urcete s presnosti na 4 desetinnd mista.
Pro jednotliva stanoveni sestrojte z namétenych hodnot titra¢ni kiivky:

pH = (VnaoH)

Grkor = f (VNaoH)

\Y +V, . . ) . . . )
kde G,,, =G % je korigovana vodivost, Vo — po¢atecni objem titrovaného roztoku.
0

U potenciometrické indikace urcete spotfebu cinidla v bodé ekvivalence Vgg pocetné
z druhych diferenci:

A’pH*
ApH* +‘A2pH“

kde Vge je hledany objem ¢inidla, V' — objem &inidla odpovidajici posledni kladné druhé
diferenci pH, AV — konstantni pfidavek &inidla, A%pH* a A%pH™ — posledni kladna a prvni
zaporna druha diference pH.

U konduktometrické indikace urcite bod ekvivalence jako prasecik piimek prolozenych
linedrnimi useky titra¢ni kiivky pfed a za bodem ekvivalence.

Obsah HCI a CH3COOH v modelovych vzorcich vyjadirete v mg/50 ml. Obsah CH3;COOH v
octu vyjadiete hmotnostnim zlomkem (%). UvaZuijte hustotu octa 1 g cm™.

M(HCI) = 36,465 g mol™
M(CHsCOOH) = 60,054 g mol™
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Kontrolni otazky

1.
2.

3.
4.
5. Popiste pribéhy potenciometrickych a konduktometrickych titraénich kiivek pro rizné

Vysvétlete pojem pH a princip jeho méfeni.

Jak funguje sklenénd elektroda? Vysvétlete pojmy "asymetricky potencial”, alkalickd a
kysela chyba sklenéné elektrody.

Pro€ a jak se kalibruje pH-metr?

Vysvétlete princip a uved’te priklady vyuziti vodivostnich méteni.

acidobazické systémy a zptisoby vyhodnoceni bodu ekvivalence.
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12. Polarografie a voltametrie

Uvod

Polarografie a voltametrie jsou analytické metody, pii nichz se sleduje proud prochazejici
pracovni elektrodou ponofenou do analyzovaného roztoku v zavislosti na potencialu, ktery se
na tuto elektrodu vklada z vnéjsiho zdroje. V pfitomnosti analytu pfi vhodném potencialu,
charakteristickém pro dany analyt, prochazi elektrodou elektrolyticky proud, jehoz velikost je
pfimo umérna koncentraci analytu v roztoku. Nazev polarografie nalezi voltametrickym
metodam, které pouZivaji jako pracovni kapajici rtutovou elektrodu.

Objev polarografie Jaroslavem Heyrovskym se datuje k 10. 2. 1922. Za rozvoj této metody,
chemii, obdrZel prof. Heyrovsky Nobelovu cenu (1959). V soucasnosti se jiz klasicka
polarografie nevyuziva k analytickym ucelim, nebot’ neni pro vétSinu dneSnich aplikaci
dostatecné citliva. Stala se vSak zakladem dnes pouzivanych velmi citlivych metod, z nichz
zejména rozpousStéci voltametrie patii k nejcitlivéjSim analytickym metodam. Diferen¢ni
pulsni anodicka rozpoustéci voltametrie (DPASV — differential pulse anodic stripping
voltammetry) umoznuje stanovit v roztocich stopova mnozstvi iontit kovl (v fadu nmol I'l).

Princip

V diferen¢ni pulsni voltametrii (DPV) je na pracovni elektrodu aplikovan potencial linearné
se ménici s Casem a na n¢j se vkladaji potencialové pulsy s konstantni vyskou (obr. 12-1A).
Proud se snima v kratkych ¢asovych intervalech tésné pied vlozenim pulsu a pfed koncem
pulsu. Registruji se rozdily proudovych hodnot (47 = 1, — ;) a vynaSeji se proti hodnotam
linearné se méniciho potencidlu (potencialové rampy). Takto ziskany voltamogram ma tvar
piku (obr. 12-1B), jehoZ vySka (proud piku I,) je pfimo imérna koncentraci odpovidajiciho
analytu. Potencial piku (E,) je Gdajem kvalitativnim, ktery lze pouzit k identifikaci analytu.

A B

méreni
proudu I,

potencial

proud, I, — I,

méreni

T as E, potencial
Sifka pulsu

Obrézek 12-1. Diferenéni pulsni voltametrie. A — schématické znazornéni potencialovych pulst a
intervali méfeni proudu. B — diferen¢ni pulsni voltamogram.

Metody rozpoustéci voltametrie (SV — stripping voltammetry) dosahuji velmi nizkych mezi
detekce, nebot’ vyuzivaji pfedbézného nahromadéni analytu na elektrodé. V anodické
rozpoustéci voltametrii (ASV), ktera je vhodna pro stanoveni stopovych mnozstvi kovovych
iontll, je analyt nahromadén na pracovni elektrodé predbéznou elektrolyzou za konstantniho
potencialu Egep (Obr. 12-2A). Potencial je volen tak, aby pfi ném dochazelo ke kvantitativni
redukci iontl, tedy v oblasti limitniho proudu pro dany ion. Doba ptedbézné elektrolyzy
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zavisi na mnozstvi analytu: ¢im mensi je jeho koncentrace, tim delSi doba elektrolyzy se voli.
Po piedbézné elektrolyze je nahromadény analyt (kov) rozpoustén zpét do roztoku anodickou
polarizaci metodou DPV (obr. 12-2A) a zaznamenava se piislusny voltamogram (obr. 12-2B).

A Zn —» Zn?* B
EStOp _ — g .............. 3
S
5 2 I(Zn)
5 =
g % Cu > Cu®
g 1A
. R A W I(Cu)
Edep 1/
y I !
cas potencial E
doba predbézné rozpousténi Egep stop
elektrolyzy

Obrazek 12-2. Anodicka rozpoustéci diferen¢ni pulsni voltametrie. A — potencialovy program; B —
proudova odezva (voltamogram).

Stanoveni ionti Zn a Cu se provadi v kyselém prostiedi metodou standardniho pridavku.
V piipadé€ vina je mozné provést pfimé stanoveni ve vzorku nafedéném redestilovanou vodou
bez piidavku zakladniho elektrolytu. Potifebnou vodivost zajist'uji slozky matrice vzorku,
zejm. kyseliny a mineralni latky (napt. fosfore¢nany, sirany, ionty sodné, hofe¢naté,
draselné). Piiblizné potencialy pikt analyti (proti nasycené kalomelové elektrodé, SCE) jsou
-1000 mV (Zn) a 0 mV (Cu). Pii soucasném stanoveni Zn a Cu na rtutovych elektrodach
dochazi k tvorbé intermetalické slouceniny Cu-Zn-Hg, ktera vznika béhem piedbézné
elektrolyzy. Za téchto podminek se vétSinou ziskaji nizsi vysledky pro Zn a vyssi pro Cu,
nebot’ elektrochemické rozpousténi intermediatu Cu-Zn probihd pii potencialu velice blizkém
rozpoustécimu potencidlu Cu a oba signaly nelze rozlisit. Vzniku této slouceniny lze zabranit
ptidavkem iontd Ga, které tvoii s médi intermetalickou slou¢eninu Cu-Ga, Ktera je mnohem
stabiln¢j$i nez Cu-Zn. Samotné ionty Ga se projevi anodickym rozpoustécim pikem pfi
potencialu kolem -800 V. Pro stanoveni velmi nizkych koncentraci Zn je nutne provest slepy
pokus.

Ukol

Stanovte obsah Zn a Cu v pfedlozeném vzorku vina metodou diferencné pulzni anodické
rozpoustéci voltametrie s visici rtutovou kapkovou elektrodou.

Piistroje, pomiicky a chemikalie

— Eko-Tribo polarograf (EkoTrend Plus, Praha) v tiiclektrodovém =zapojeni s pracovni
rtutovou tuzkovou elektrodou, referentni nasycenou kalomelovou elektrodou (SCE) a
pomocnou platinovou elektrodou (obr. 12-3), michadlo

— polarografické nddobky, odmérna baitka 100 ml, pipety 20 ml (ned€lené), mikropipety,
Spicky

— standardni roztoky Zn (0,1 mmol I'%, tj. 6,54 mg ") a Cu (0,1 mmol I, tj. 6,35 mg ™),
roztok Ga (10 mg I™"), vzorek vina, redestilovana voda, dusik
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Obrazek 12-3. Stojanek Eko-Tribo polarografu s ttielektrodovou celou

Pracovni postup

Piiprava analytického vzorku

Objem 10 ml vzorku vina pteved’'te do 100 ml odmérné baiiky a dopliite redestilovanou vodou
po rysku.

ASDPV méfeni

a) Objem 20 ml analytického vzorku pieved'te do polarografické nadobky. Nadobku upevnéte
do stojanku polarografu (obr. 12-3) a roztok odvzdu$néte pétiminutovym bublanim
souvislym proudem dusiku.

b) Béhem bublani spust'te na pocitaci program Polar. V hlavnim okné zadejte popis vzorku
podle obrazku 12-4 a vyberte metodu DP stripping — HMDE. Z menu na horni listé
vyberte Méreni a po kliknuti na ikonu P nastavte parametry pro méfeni Cu podle obrazku
12-5.

Vzorek Série  Méfeni  Kiivky Hodnoceni  Mastaveni  Napovéda ~Potercidt———— Paametymetody ¢
2-HLE| 6 FME ™ oottt P00 2] oy doba bubkén [+] 500
5 pocet scani 2 x Zndit
— IP;iimeni |1 konetng x| my potencidl akumulace [mi]  [-400 Ulasit
. S ryehlast IZU j s doba akumulace [5] 40 =
pracosrik. [Jmeéne Priimer Kiidova doba [s] 10 P Mépovéda
R Stanoveni Zn a Cu ve ving metodou A50DFY whika pulsu [ 50
#itka pulsu [ms] an
Z ’ o W W r
Obréazek 12-5. Nastaveni parametrti pro méteni
druh vzarku Ikapaln}l j‘ koeficient fedéni I‘I
méfeni objem IZD ml plvodni objem I ml
alikwotni objem |2D ml nawafka I g

metoda IDF’ stripping - HMDE LI MNavrh |

Obrazek 12-4: Hlavni okno programu Polar
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c) Po probubléni roztoku ptepnéte oto¢enim kohoutu o 180° ptivod dusiku nad roztok,
stisknutim tlac¢itka |Z| obnovte povrch rtutové kapky a tlacitkem |E| spust’te méieni. Po
skon¢eni zaznamu kiivky uloZte.

d) Ke vzorku v polarografické nadobce otvorem pro referentni elektrodu nadavkujte pridavek
standardniho roztoku Cu (0,1 mmol I'Y). Objem piidavku (obvykle mezi 40 az 100 pl)
zavisi na vysce voltametrického piku pfislusného iontu ve vzorku. Po kratkém probublani
roztoku v nadobce (1 min) zméfte voltamogram a kiivky ulozte.

e) Bod d) opakujte se stejnym objemem piidavku jesté dvakrat (celkem date 3 piidavky
standardniho roztoku).

f) Ke stejnému vzorku v nadobce, v némz jste stanovovali Cu, pfidejte 1 ml roztoku Ga (10
mg I'l) a kratce probublejte dusikem. Béhem bublani nastavte v programu parametry pro
méteni Zn podle obrazku 12-6.

Patencial Parametiy metody

poEateEni 2000 = doba bublani [z] BO0
potet scanil 2

BT [

konetng potenciél skumulace (my]  |-1200

20 v mivds doba akumulace [s] 40
klidowé daba [3] 10
wipdka pulsu [m] 50

mychlast

#itka pulsu [ms] an

Obrazek 12-6. Nastaveni parametrti pro méfeni

g) Zméite voltamogram Zn, kiivky ulozte. Poté zméite a ulozte voltamogramy tfech ptidavka
standardniho roztoku Zn (0,1 mmol I'™), stejné jako pfi méfeni Cu (body d) — €)).

h) Po ukonceni méfeni Zn roztok z nadobky vylejte do odpadni lahve (obsahuje Hg!) a
elektrody i nadobku dikladné oplachnéte proudem destilované vody.

i) Stanoveni Cu a Zn v analytickém vzorku opakujte jesté aspon dvakrat vzdy s novym
podilem 20 ml vzorku. Pfi kazdé vyméné roztoku peclivé oplachnéte elektrody 1 nadobku
destilovanou vodou.

J) Na zavér proved'te slepy pokus: Do Cisté nadobky odméite 20 ml redestilované vody a 1
ml roztoku Ga (10 mg I*). Roztok probublejte 5 min dusikem. Mezitim nastavte parametry
pro stanoveni Zn (obr. 12-6). Po probublani zaznamenejte voltamogram a proved'te
stanoveni Zn opét se tfemi piidavky standardniho roztoku Zn (0,1 mmol I7).

k) Po ukonceni méfeni roztok z nadobky vylijte do odpadni nadoby a elektrody dikladné
oplachnéte destilovanou vodou.

Zpracovani vysledki

— 'V hlavnim menu programu Polar zvolte Hodnoceni, zadejte ndzev latky (napt. Zn) a
vyberte Metodu: standardni pridavek, potvrd'te OK.

— V nésledujicim okn¢ zadejte koncentraci a objem standardniho ptidavku v piislusnych
jednotkach. U jednotlivych kiivek zvolte typ (blank, vzorek nebo ¢islo pridavku).

— Kliknutim do okna ve sloupci I[nA] se otevie zaznam kiivky. Na horni listé aktivujte
tlacitko s ikonou ,,Za&kladni linie 1* a kliknutim a tazenim mysi proloZte nulovou linii tak,
aby se dotykala pat piku na jeho pocatku a konci.

— Zmeite proud piku v maximu (kliknutim na vrchol piku se objevi Cervena 0sa a v pravém
okné ptislusné hodnoty potencialu a proudu). Stisknutim OK se vratite zpét do okna
hodnoceni, kde se automaticky zobrazi u zpracovavané kiivky zméteny proud.
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Po zpracovani vSech kiivek (blank, vzorek, piidavky 1, 2 a 3) se kliknutim do grafu
zobrazi zavislost vysky piku na koncentraci vcetné parametra regresni piimky a soucasné
v hornim fadku Vzorek-vysledek mnoZstvi analytu nalezené v polarografické nadobce (tj.
ve 2 ml puvodniho vzorku vina). Tuto hodnotu si zapiste.

Popsanym zptisobem vyhodnotte kazdy prvek v kazdém méfeni vzdy v nové zéloZce
(vytvotite v okné Hodnoceni - ,,Nova latka”). U Zn odectéte od mnozstvi nalezeného ve
vzorku hodnotu slepého pokusu.

Poté vSechny vysledky piepocitejte na hmotnost (ug) piislusného kovového iontu na litr
vina. Vypocitejte primér ze tfi paralelnich stanoveni. Vysledek vyjadiete hmotnostni
koncentraci Zna Cu v pg I™.

M(Cu) = 63,546 g mol™
M(Zn) = 65,409 g mol™

Literatura
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Barek J., Opekar F., Stulik K.: Elektroanalyticka chemie. Karolinum, Praha 2005.
Eko-Tribo polarograf — Metodiky. Polaro-Sensors, Praha.

Kontrolni otazky

1.

aswn

Vysvétlete princip stejnosmérné (DC) polarografie, diferencné pulzni voltametrie (DPV) a
anodické rozpoustéci voltametrie (ASDPV).

Popiste voltametricky elektrodovy systém a funkci jednotlivych elektrod.

Jak vyhodnotite kvalitu a kvantitu analytu z DC- a DP-voltamogramu?

Vysvétlete pojmy difuizni a kapacitni proud.

Vysvétlete princip stanoveni metodou standardniho ptidavku.
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13. Charakterizace nanocastic stfibra absorpéni spektrometrii

Uvod

Nanotechnologie stale astéji pronikaji svymi produkty do bézného Zivota. Hlavnim diivodem
jejich rozsitfujiciho se uplatnéni jsou unikatni vlastnosti hmoty rozptylené do casteCek o
velikosti jednotek az desitek nanometrd. S jejich pomoci lze konstruovat nejen nové
elektronické soucastky ¢i subminiaturni stroje, ale lze realizovat procesy, neuskutecnitelné
jinymi prostiedky. Uéinky stiibra nejsou selektivni, coz ma za nasledek, Ze stéibro projevuje
antimikrobialni aktivitu proti Sirokému spektru lékaisky zajimavych mikroorganizmu véetné
bakterii, hub a kvasinek. V posledni dob¢ se pozornost pii hledani zplisobu prevence vzniku
bakterialnich filma obraci k nanocasticim AgyO, resp. k jejich uspofddanym souborim
zabudovanym (obvykle plazmou) do povrchu lékaiskych piistroji a nastroji. Nanocastice
stfibra se pouzivaji do fasdd domt proti fasdm 1 do vnitinich omitek proti plisnim, napt. v
nemocnicich.

Mezi nejjednodussi a nejpouzivanéjsi zpusoby piipravy nanocastic stiibra patii redukce
vodného roztoku AgNOj3. Tetrahydridoboritan sodny™ je spolu s citronanem sodnym béZznym
redukénim cCinidlem. Vybér redukéniho Cinidla zédvisi predev§im na druhu pozadovanych
nanocastic, jejich pozadované velikosti a vyuziti. Pfiprava nanocastic stiibra a jejich
spektrometrické vlastnosti byly popsany jiZ na ptelomu 19. a 20. stol. Jejich skute¢né vyuziti
ve spektrometrii je ovSem spjato az s rozvojem Ramanovy spektrometrie pocatkem
sedmdesatych let minulého stoleti. V soucasné dobé umoziiuje mnoho technik urcit velikost a
sloZeni c¢astic. Vyuziva se mikroskopie atomovych sil (AFM), rastrovaci tunelovaci
mikroskopie (STM) a transmisni elektronova mikroskopie (TEM). Kromé toho lze pomoci
elektronove mikroskopie s vysokym rozlisenim a transmisni elektronové mikroskopie s
vysokym rozlisenim zjistit priméry a distribuci velikosti Castic. SloZeni a oxidaéni stav
nanocastic mohou byt zjiStény pomoci technik vyuzivajicich rentgenové zareni. Kromé toho
se pouZivaji dalSi metody jako je hmotnostni spektrometrie s laserovou ionizaci, Ramanova
spektrometrie, spektrometrie povrchem zesileného Ramanova rozptylu (SERS), UV-Vis
spektrometrie, spektrometriec NMR a elektrochemické metody, Dynamicky rozptyl svétla
(DLS).

Absorpcéni spektrometrie v oblasti UV-Vis je velmi rozsifenou metodou ke sledovani
interakce dvou latek a vzniku komplexu. Podminkou pro pouziti této metody je, aby alespon
jedna z latek absorbovala zafeni. Schopnost kolektivnich oscilaci valenénich elektronti
jednotlivych nanocastic kovt vede k moznosti sledovani tzv. plasmonové rezonance, jejimz
disledkem je intenzivni absorpcni pas ve viditelné oblasti spektra. Roku 1908 spocital Gustav
Mie na zdkladé Maxwellovych rovnic absorpci a polarizacni vlastnosti svétla rozptyleného na
mikrocasticich. O rok pozdéji spocital tyto vlastnosti i pro nanocastice. Tyto vypocty byly
experimentalné ovérené v padesatych letech. Pro riizné priméry nanocastic byla naméfena
rizna absorpcni spektra (obrazek 13-1 a tabulka 3). Touto metodou se pfimo méfi roztok
nanocastic.

Tabulka 3: Absorpéni maxima nanoé&astic stifbra pro rizné velikosti nano&astic®>.

Amax. (NM) 492 414 430

pramér (nm) 20 30 45
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Obrazek 13-1: (a) Modelova UV-Vis spektra nanocastic stfibra pro rtzné
tvary nanocastic stiibra o priméru 50 nm. (b) — (d) znazornuji kontury lokalni
plasmonové rezonance v zavislosti na tvaru nano¢astic stiibra’.

Princip

Nanocastice stiibra se pfipravi redukci dusi¢nanu stfibrného citronanem sodnym ve vodném
roztoku. Tento roztok se necha 20 minut povafit. Roztok béhem redukce zméni barvu na
zlutohnédou. Takto vzniklé nanocastice charakterizujeme pomoci polohy maxima a tvaru

kiivky z UV-Vis spektra. Nasledné ptidavame do kyvety chlorid sodny a sledujeme zménu
polohy maxima nanocastic.

Pristroje, chemikalie

UV/Vis spektrofotometr Perkin Elmer 25, dvouhrdla banika (100 ml), magnetické michadlo,
chladi¢, septum, olejova lazen, injek¢ni stiikacka (1 ml), Erlenmeyerova banka (50 ml),
skelnéna kyveta o tloust’ce 1 cm, pipeta (20 - 100 pl), deionizovana voda, dusi¢nan stiibrny,
chlorid sodny, dihydrat citronanu sodného

Ukoly

Pfiprava nanocastic stiibra

1. Nejprve pfipravte zasobni roztoky dusi¢nanu stiibrného a dihydratu citronanu sodného.

2. Piipravte 1 ml AgNO;z o koncentraci 5,33-10% mol I* do umé&lohmotné zkumavky
(AgNO3; 169,87 g mol™).

3. Do 5 ml odmé&mé baiiky pripravte NazCgHs07-2H,0 o koncentraci 3,4 - 10° mol I* a

baiku dopliite po rysku (NazCgHs07-2H,0; 294,10 g mol™).

Pted kazdou praci je nezbytné piipravit Cerstvy zasobni roztok citronanu.

Do dvouhrdlé banky (100 ml) nalijte 50 ml deionizované vody (18,2 M cm, Millipore) a

vloZte magnetické michadlo (obr. 13-2).

6. Na tuto banku nasad’te zpétny chladic a septum.

S
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7.
8.

9.

10.
11.

Banku s chladicem umistéte do olejové lazné (obr. 13-2) a vodu v bance ptived’te k varu.
Potom injekéni stiikackou nadavkujte septem 1 ml zasobniho roztoku AgNOs; a 1 ml
roztoku NazCeHs07-2H-0.

Reakéni smés ponechte 20 minut ve varu. Roztok béhem redukce zméni barvu na
zlutohnédou.

Potom bariku vyzvednéte z olejové 1azné a ponechte zchladnout na laboratorni teplotu.
Ochlazeny roztok prelijte do 50 ml Erlenmeyerovy banky

Charakterizace nanocdstic stfibra

1.
2.

3.

Roztok nanocastic pfipraveny v bodu 1 nafed’te 10x a zmétte UV-Vis spektrum.

Mg¢feni proved'te ve skelnéné kyveté o tloust'ce 1 cm v rozsahu 200 az 900 nm s krokem 1
nm.

Podle polohy maxima urcete velikost nano¢astic a tvaru kiivky urcete tvar nanocastic
(obr. 13-1).

Vliv NaCl

1.
2.

Nookow

Nejprve pripravte 10 ml 1 mol I™* roztoku NaCl.

Ke 2 ml roztoku nanoéastic (z tkolu 1) pridavejte pridavky 1 mol I NaCl, vzdy po
ptidani NaCl zméite UV-Vis spektrum.

V rozsahu piidavka 20 - 200 pul, s krokem 20 pl a 200 - 300 pl s krokem 50 pl.

Vliv sledujte pomoci UV-Vis absorpéni spektrometrie.

K jakému déji dochéazi u nanocastic a co to zpiisobuje?

Po zmé&feni vSech spekter vylijte roztok z kyvety a nalijte do ni jar.

Nechte 1 hodinu stat a pak dukladné oplachnéte nejprve horkou vodou a nasledné
n¢kolikrat deionizovanou vodou.

Literatura
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Kontrolni otazky

arwONE

Popiste UV/Vis spektrometr a jeho funkci.

Vyjmenujte ptechody pozorované pii interakci UV/Vis zafeni s molekulami.
Co jsou to nanocastice a jak je lze pfipravit?

Jaké metody slouZi k charakterizaci nanocastic.

Jak Ize k charakterizaci nanocastic vyuzit UV/Vis spektrometrii.
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Schéma aparatury

olejova lazen
s michadlem

Obrazek 13-2: Schéma aparatury pro pfipravu nano¢astic stéibra
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14. Analyza vod pomoci ICP-MS

Uvod

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) patfi k metodam
prvkové analyzy. Nachédzi uplatnéni pfi analyze stopovych az ultrastopovych koncentraci
prvkd (ng.1? i nizsf) ve vzorcich pochézejicich z riznych odvétvi lidského badani napt.
zivotni prostiedi, potravinarsky nebo farmaceuticky primysl, zdravotnictvi, ale i geologie ¢i
archeologie. Oproti atomové absorpéni spektrometrii Umoziuje simultanni analyzu téméf
neomezeného mnozstvi prvka. Jeji dalSi vyhodou je Siroky linedrni dynamicky rozsah
umoziujici stanoveni vice nez 70 prvka v rozsahu 6-7 koncentra¢nich fada. V této dloze bude
provedena pfima analyza vzorku povrchové nebo pitné vody, protoZze pro tyto vzorky neni
nutna jejich Uprava. V piipadé poZadavku na analyzu kapalného vzorku se slozitou matrici
nebo analyzu pevnych vzorka (napf. rostlinné ¢i zivocisné tkang, klinické vzorky, ¢i pudy) je
tteba provést jejich rozklad vhodnou metodou, pti které nedojde ke ztraté studovanych prvkda.
Rozsifujici se oblasti aplikace je tzv. specia¢ni analyza, kde ICP-MS ve spojeni se
separa¢nimi metodami (HPLC, GC, CE) plni funkci prvkové specifického detektoru. Metoda
ICP-MS se dale vyuziva pro pfimou analyzu pevnych vzorkd a to ve spojeni s laserovou
ablaci nebo elektrotermickym vypafovanim.

Princip

Metoda ICP-MS se od ostatnich metod atomové spektrometrie (AAS, OES, AFS ¢i RFS) lisi
v principu. Zafizeni rozpoznava odlisné relativni atomové hmotnosti (izotopy), ale
nerozpoznava chemické prvky podle elektronovych obalil. Princip metody ICP-MS je zalozen
na vnaseni nejcastéji kapalnych vzorkt pomoci zmlzovace (a mlzné komory) do plazmového
vyboje (indukéné vazaného plazmatu — ICP), kde dochézi k desolvataci, odpafeni, atomizaci a
nasledné ionizaci prvkd za vzniku kladné nabitych iontt, které jsou transportovany pies
interface do hmotnostniho analyzatoru. K transportu a fokusaci ionti z ICP slouzi iontova
optika umisténd mezi interface a hmotnostnim analyzator. Po separaci ionti v hmotnostnim
analyzatoru podle poméru m/z dopadaji jednotlivé ionty na detektor ptevadéjici proud ionta
na elektricky signal (obr. 14-1). Nejcastéji pouzivanym hmotnostnim analyzatorem je
kvadrupdlovy hmotnostni filtr, ktery vSak nedosahuje dostate¢ného rozliSeni pro eliminaci
spektralnich interferenci. Proto se u modernich kvadrupolovych ICP-MS mezi iontovou
optikou a hmotnostni analyzator vklada kolizni/reakéni cela slouzici k eliminaci spektralnich
interferenci (napt. °Fe* a “°Ar'®0*, &i "As" a YAr¥CIY).

K zavadéni kapalnych vzorkl se nejCastéji pouzivaji Meinhardovy pneumatické zmlzovace
s pritokem 0,1 — 0,5 ml min™. Vzhledem k témto nizkym pritokéim se vzorek ke zmlzovaci
ptivadi pomoci peristaltického ¢erpadla. Vznikly aerosol vstupuje do mlzné komory slouzici
nejen k odstranéni objemnéjSich kapek aerosolu generovanych zmlzovaCem ale 1 k
vyrovnavani pulzli zpisobenych pulzacemi peristaltického Cerpadla. V soucasné dob¢ jsou
mlzné komory opatfeny externim chlazenim, které zajistuje tepelnou stabilitu vzorku a
zaroven redukuje mnoZzstvi rozpoustédel vstupujicich do ICP. Indukéné vazané plazma
udrzujeme v plazmove hlavici, ktera je zkonstruovana z trojice soustfednych kiemennych
trubic, jimiz proudi plazmovy plyn (nejcastéji argon). Pritok argonu skrze plazmovou hlavici
je rozdé€len na tii ¢asti, z nichz kazda plni riznou funkci pfi vzniku ICP: 1) vné&jsi plazmovy
plyn (12 - 17 | min™) - nositel vyboje; 2) stfedni plazmovy plyn (cca 1 | min™) — stabilizuje
vyboj a oddéluje plazma od trubice; 3) nosny plyn (1 | min™) — tvorba analytického kanalu
uprostied ICP a transport aerosolu. Horizontalné¢ umisténou plazmovou hlavici obklopuje
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uzemnéna indukéni civka pfipojena pifimo k vysokofrekvencnimu generatoru pracujicim pii
frekvenci bud’ 27,12, nebo 40,68 MHz s ucinnosti 70 - 75 %, z ¢ehoz vyplyva, ze 70 - 75 %
dodané energie slouzi k udrzovani plazmatu.
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Obrazek 14-1: Schéma ICP-MS spektrometru s kvadrup6lovym hmotnostnim analyzéatorem.

Interface slouzici ke stabilnimu a i¢innému transportu iontll z plazmatu do hmotnostniho analyzatoru,
ktery na rozdil od ICP pracuje za vyrazné snizeného tlaku. Je slozen z dvojice kovovych konusi
(konstrukéni material nikl, platina) s velmi malymi kruhovymi otvory v jejich vrcholech. lonty jsou po
prichodu prvnim konusem samplerem s prumér otvoru 0,8 - 1,2 mm oddéleny od hlavniho toku
argonu a vstupuji do expanzni komory, z niZ jsou vedeny skrze druhy konus skimmer s primér otvoru
0,4 - 0,8 mm do hmotnostniho analyzatoru. Jelikoz interface zajistuje pievod iontl z plazmatu s
teplotou az 7 500 K, tak proto jsou konusy soucasti vodou chlazeného bloku. lontova optika slouzici
nejen k transportu iontG z plazmatu skrz interface do hmotnostniho analyzatoru ale i eliminaci
neutralnich ¢astic a fotonl (zvysujici pozadi a zptisobuji nestabilitu detektoru) je sloZena ze systému
elektricky ovladanych c¢ocek (kovové desticky ¢i valecky), na které je vlozeno rizné napéti.
Konstrukce iontovych optik je uzplsobena ptedpokladu, Ze trajektorie neutralnich Castic a fotonud
nejsou ovlivnény elektromagnetickym pole. Nejvice rozsifenym hmotnostni analyzatorem v ICP-MS
je kvadrupdl skladajici se ze Ctvefice valcovych ¢i hyperbolickych ty¢i s délkou 15 - 25 c¢cm a
prumérem okolo 1 cm. Tyce jsou vyrobeny z nerezové oceli a pro vy3si korozivni odolnost mohou byt
potazeny vrstvou keramiky. Separace iontd v kvadrupdlovém analyzatoru je zaloZena na principu
vkladani vhodné kombinace stejnosmérné a stifidavé vysokofrekvencni slozky elektrického napéti
(protilehlé spojené tyCe maji stejnou polaritu), ¢ehoz dosahneme stabilni trajektorie pro ionty s
poZadovanou hodnotou m/z, které jsou vedeny kvadrupdlem az k detektoru. Trajektorie ostatni iontl
jsou nestabilni a dochazi k jejich vybiti na jednotlivych ty¢i kvadrupdlu. Proces vkladani vhodného
pomeéru napéti se aplikuje i na ostatni hodnoty m/z izotopti prvkll vybranych k analyze. I kdyz se
teoreticka skenovaci rychlost pohybuje okolo 2 500 amu s™, tak pro kvantitativni stanoveni 25 prvki
ve vzorku je potieba 1 — 2 minuty. DalSimi MS analyzatory pouZivanymi v ICP-MS jsou pruletovy
analyzator a magneticky sektorovy s dvoji fokusaci, ktery diky vysokému rozliSeni eliminuje
spektralni interference. Jednou z poslednich soucasti kazdého ICP-MS spektrometru je detektor, ktery
slouzi k pfevedeni proudu rozseparovanych iontti na méfitelny elektricky signal. V soucasnosti je
vétSina spektrometrit vybavena elektronovym nasobi¢em s oddélenymi dynodami, ktery nejlépe
vyhovuje kladenym pozadavkim (moZnost stopové analyzy, Siroky dynamicky rozsah a nizky Sum).
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Ukol

— Ptipravte kalibra¢ni roztoky ze smésného zasobniho standardniho roztoku o hmotnostni
koncentraci 100 mg I, Promsite certifikovany referendni material povrchové vody a
vyhodnot'te namétrené koncentrace.

— Analyzujte vzorek pitné nebo povrchové vody.

Piistroje a chemikalie

— ICP-MS spektrometr Agilent 7700x s kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem a
kolizni celou pracujici na principu diskriminace kinetické energie.

— Automatické pipety, sklenéné odmérné nadobi.

— Zasobni standardni roztok MIX 015 (Al, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Si,
Sr, V, W, Zn, Zr) o hmotnostni koncentraci 100 mg I™%.

— Matri¢ni certifikovany referen¢ni materidl povrchové vody (napt. TM 15.2).

Pracovni postup

— Ptipravte 5 kalibra¢nich roztoki fedénim zasobniho standardniho roztoku v rozmezi 0,1
ug It @ 1 mg I'* do 25 ml odmérnych ban&k. Maximalni fed&ni v jednom kroku je 100x.
Roztoky okyselte kyselinou dusi¢nou, tak aby jeji hmotnostni zlomek byl 0,5 %.

— Ptripravené kalibra¢ni roztoky véetn¢ slepého pokusu a vzorek pielejte do
polypropylenovych zkumavek uréenych do stojanu v automatickém podavaci vzorka.

— Obsluhu ICP-MS spektrometr provede vedouci ulohy, ktery vas stru¢né sezndmi s jeho
konstrukci a ovladani. Spektrometr je ovladan softwarem Masshunter (obr. 14-2).

| Hardware




Obrazek 14-2: zakladni obrazovka software Masshunter u ICP-MS Agilent 7700x

Zpracovani vysledki

S vyuzitim vyhodnocovaciho modulu programu Masshunter (obr. 14-3) zpracujte
kalibra¢ni kiivky, posud’te stabilitu interniho standardu.

Vyhodnotte vytéznost stanoveni kovi v certifikovaném referenénim materialu povrchové
vody.

Vyhodnot'te vysledky stanoveni kovii ve vzorku a v protokolu uved'te vysledky v pg 1™
Ziskané vysledky porovnejte s limitnimi hodnotami v legislativé, je-li pro vas typ vzorku
dostupna.
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Obréazek 14-3: Obrazovka data analysis modulu v Masshunetru.
s 7
Kontrolni otazky

1.

o0

Popiste princip ICP-MS (anorganické hmotnostni spektrometrie) a v ¢em se lisi od
ostatnich metod atomové spektrometrie.

Popiste a vysvétlete funkci jednotlivych ¢asti ICP-MS spektrometru.

Co je to plazma a v ¢em se lisi od plynu?

Co je to certifikovany referenéni material a k ¢emu se pouziva.

Popiste princip kvantitativni analyzy s vyuZitim vnitiniho standardu.
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