INSTRUMENTALNI ANALYTICKA
CHEMIE — UPRAVY A ZMENY

ULOHA ¢&. 1
CHROMATOGRAFICKE DELENI ANIONTU NA IONEXECH

- dle navodu ve skriptech

ULOHA &.2
PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

2.1.3. Nastaveni podminek pro metodu 3 — metodu vybereme dle pokynit vyucujiciho

2.2.  PRIPRAVA VZORKU K MERENI

1. Pfipravime kalibracni roztoky pro methanol o obsahu methanolu 0,02 %, 0,04 %, 0,06 % a 0,08 %
(v/v), tj. mikropipetou presné napipetujeme 20 pl, 40 pl, 60 ul a 80 ul methanolu do odmérnych
banék na 100 ml a doplnime destilovanou vodou po rysku. Jednotlivé roztoky pro kalibra¢ni
zavislost umistime na 5 min do ultrazvukové lazné.

2. Pfipravime smés Ctyi alkoholti (methanol, ethanol, n-propanol a isobutanol) ve vodé, obsah
jednotlivych latek 0,03 % (v/v), tj. do 100 ml odmérné banky napipetujeme postupné 30 pl
jednotlivych slozek a doplnime destilovanou vodou po rysku. Roztok umistime na 5 min do
ultrazvukové 1azné.

3. Pfipravime smés Ctyf alkoholti (methanol, ethanol, isopropanol a isobutanol) s acetonem ve vodeé,
obsah jednotlivych latek 0,05 % (v/v), tj. do 100 ml odmérné batiky napipetujeme postupné 50 pl
jednotlivych slozek a doplnime destilovanou vodou po rysku. Roztok umistime na 5 min do
ultrazvukové lazné.

4. Ptipravime vzorek konzumniho destilatu o neznamé koncentraci methanolu, do odmérné barnky na
100 ml napipetujeme 1 ml vzorku konzumniho destilatu a doplnime destilovanou vodou po rysku
(ptip. dle mnozstvi vzorku do odmeérné banky na 10 ml napipetujeme 0,1 ml vzorku konzumniho
destilatu a doplnime destilovanou vodou po rysku). Roztok umistime na 5 min do ultrazvukové
lazné.

5. Pripravime vzorek konzumniho destilatu o neznamé koncentraci methanolu s ptidavkem standardu
methanolu do odmérné baiiky na 100 ml napipetujete 1 ml vzorku destilatu a 50 pl standardu
methanolu, doplnime destilovanou vodou po rysku (pfip. dle mnozstvi vzorku do odmérné baiiky na
10 ml napipetujeme 0,1 ml vzorku konzumniho destilatu a a 25 pl standardu methanolu, doplnime
destilovanou vodou po rysku). Roztok umistime na 5 min do ultrazvukové 1azné.

2.4. METODY STANOVENI METHYLALKOHOLU V KONZUMNIM DESTILATU
2.4.1. Metoda kalibracni primky

Metoda zaloZena na sestrojeni grafické zavislosti méfené veliCiny na zvySujici se koncentraci
kalibra¢nich roztokd o znamé koncentraci. Z této kalibrac¢ni kfivky se hodnota hledané veli¢iny
neznamého vzorku odecte. Pouziti metoda kalibracni kiivky je opravnéné v piipadé, Zze vSechny



2.4.2.

vzorky a standardy jsou si svymi vlastnostmi rovnocenné, tzn. ze muzeme zanedbat vliv matrice
vzorku.

POSTUP:

Z jednotlivych chromatogramti pro stanoveni methanolu si opiSeme nasledujici polozky pro
vytvoreni kalibracni zavislosti v Excelu:

— retenc¢ni ¢as tz v min,
— plochu piku 4 v mV-s,
— vysku piku 2 v mV,

— §itku piku w, ptip. wy s je tfeba dopocitat

Ze ziskanych hodnot sestrojime kalibra¢ni zavislost pro jednotlivé objemové koncentrace methanolu a
z rovnice regrese vypocitame obsah methanolu ve vzorku konzumniho destilatu (je nutné pocitat také
s fedénim vzorku)

Metoda pridavku standardu

Metoda ptidavku standardu ptedpoklada splnéni podminky linearity kalibracni zavislosti mezi plochou
piku a stanovovanou koncentraci. Jeji vyhodou je eliminace vlivu matrice. Ke stanovovanému vzorku se
pfida znamé mnozstvi téze latky, u které se ma stanovit neznama koncentrace. Vzdy se musi udélat
nejméné dva nastiiky vzorku — pii prvnim se davkuje pfesné mnozstvi vzorku, pii druhém se davkuje
pfesné mnozstvi smesi.

Koncentraci obsahu methanolu v neznamém vzorku pii pfidavku jednoho standardu ke vzorku uréime
podle nasledujiciho vzorce:

a) Vv piipadé, ze, matrice a celkovy objem je konstantni — tzv. metoda dvou roztoku

A

— vz st
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c pu
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b) v ptipadé, Ze celkovy objem neni konstantni — tzv. metoda jednoho roztoku

kde: c,, je koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku,
cs je koncentrace standardu,
V,, je objem stanovovaného vzorku,
V4 je objem piidaného standardu,
A, je plocha piku stanovovaného vzorku,
Ay, je plocha piku stanovovaného vzorku a standardu.



ULOHA & 3
RP-HPLC

CILE ULOHY

seznamit se s principy vysokoucinné kapalinové chromatografie

POUZITE VYBAVENI:

Chemikalie:

Mobilni faze: CH;OH:voda 70:30 (v/v).
Zasobni roztoky: testovaci smés a 0,01% roztok thiomocoviny.

Pristrojové vybaveni:

HPLC systém Watrex (1 pumpa DeltaChrom™ P102 pump s priitokem 0,01-9,99 ml min" s maximalnim
pracovnim tlakem 42 MPa, chyba 0,2 % na 1 ml min’, fotometricky detektor DeltaChrom™ UV250 detektor,
fidici software EZStart, chromatografickd kolona Watrex 250x4,0 mm Reprosil 100 C18 kolona Spum (pfip.
chromatograficka kolona Watrex 250x4,0 mm Reprosil 100 C8 kolona 5um), davkovaé¢ DeltaChrom ™ Manual
Injection Kit s objemem 20 pl), ultrazvukova lazen.

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

3.1. Seznameni s metodou
3.2. Popis a zakladni schéma kapalinového chromatografu

3.3.

3.3.

3.2.1. Vyhodnoceni chromatografického zaznamu

Provedeni chromatografického stanoveni v chromatografické soustavé s reverzni fazi (tzv. reverse
phase HPLC)

3.3.1. Pfiprava chromatografu k méfeni a sbéru dat

3.3.2. Priprava testovaci smési a roztoku thiomocoviny.

3.3.3. Optimalizace podminek stanoveni, oveéreni funkénosti a stavu chromatografické kolony.

3.3.4. Stanoveni mrtvého objemu kolony Vy; pomoci inertni latky (thiomocovina)

3.3.5. Statistické vyhodnoceni

3.4. Vyhodnoceni chromatografické separace

PROVEDENI CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI

Vysokoucinna kapalinova chromatografie RP-HPLC je druhem kapalinové chromatografie s reverzni
fazi, coz znamena, ze mobilni fazi (MF) je vétSinou organické rozpoustédlo a stacionarni fazi (SF) je
pevna latka. Mobilni faze je pak tlacena skrz nepohyblivou a nemisitelnou stacionarni fazi. Principem
HPLC je riizna afinita vzorku ke stacionarni fazi. Cim vy$§i méa vzorek afinitu ke stacionarni fazi, tim
vetsi je jeho zadrz a pozdéjsi eluce, dochazi tedy k separaci latek.

Vzorek je kolonou nucené transportovan postupnym pritékanim mobilni faze. Tento proces se nazyva
eluce.

Vysledkem métfeni pomoci metody HPLC je chromatogram, znchoz zjiStujeme retencni Ccas
jednotlivych analytl, poptipadé koncentraci, atd

Nejdulezitejsi kvalitativni charakteristikou latek rozdé€lujicich se mezi staciondrni a mobilni fazi je
kapacitni faktor, pro jehoz vypocet je nezbytné znat mrtvy cas dané kolony. Mrtvy Cas t, je Cas, za ktery
projde kolonou nezadrzovana latka, tzn. latka, ktera prakticky neinteraguje se stacionarni fazi (SF). Je-li
tedy SF velmi polarni (nemodifikovany silikagel), mizeme mrtvy ¢as ztotoznit s retencnim ¢asem velmi
nepolarni kapaliny, tj. markeru (napi.hexanu), je-li SF velmi nepolarni (C18), pak markerem mtize byt
velmi polarni molekula, napf. aceton.

Pii znalosti pritokové objemové rychlosti (F, ml-min™), Ize vypogitat Vy; mrtvy objem kolony z &asu



3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

tyr.

Priprava chromatografu k méreni a sbér dat

- Zapneme zafizeni, a to v poradi detektor, pumpa, pocita¢ (nutné nazhaveni detektoru po dobu
30 minut). Veskeré MF je nutné odplynit na ultrazvukové 1azni po dobu minimalné€ 20 minut.

- Jakmile je detektor nazhaveny, pfistoupime k ekvilibraci kolony.

- Zkontrolujeme, zda je nasavaci hadicka s filtrem ponofena pod hladinou MF.

- Vezmeme stifkacku (30 ml se Sroubovacim zakoncenim) a nasadime na vypustni ventil pumpy.
Otevieme opatrné ventil a pomalu natahujeme mobilni fazi z odmérné barnky, to zajisti odstranéni
bublin z kolobéhu mobilni faze. Pfed sejmutim stfikacky z vypustniho ventilu vzdy ventil opét
uzavieme. Natdhnuti mobilni faze opakujeme alesponn 2x. Poté je$té hadiCku zkontrolujeme
pohledem a pfipadné bublinky sklepeme a znovu natdhneme stiikackou. /POZOR! Pti vniknuti
bublin do kolony mtize dojit k jejimu poskozeni.

- Na pumpé nastavime pozadovany priitok (0,5 ml-min™") pro stanoveni a teprve nyni mizeme spustit
pumpu tlacitkem "RUN". Pockame, az je tlak na pump¢ konstantni.

- Pak spustime program EZStart, v ivodni nabidce vybereme metodu test254.met (najdeme ji na
cesté c:\Ezstart\Methods\test254.met). Pomoci této metody nechame ekvilibrovat kolonu a také pfi
ni budeme provadét jednotlivi méfeni.

- Spustime Preview na horni li§té programu, které slouzi k ekvilibraci kolony.

- Pockame, az se ustali zékladni linie (base line) po dobu 40 minut, coz odpovida 20 kolonovym
objemim.

- Ekvilibraci ukon¢ime ¢ervenym tlacitkem "RUN STOP".

Priprava testovaci smési a roztoku thiomocoviny

Priprava testovact smési:

Testovaci smés piipravime napipetovanim 2 ml acetonu, 0,5 ml benzenu a 0,5 ml toluenu do odmérné
baiikky na25 ml, doplnime methanolem po rysku. Pfipravenou smés umistime na 20 min do
ultrazvukové lazné.

Priprava 0,02% roztoku thiomocoviny:

Do odmérné banky na 100 ml pfipravime navazenim 0,02% roztok thiomocCoviny a 0,5 ml benzenu
rozpusténim v methanolu. Pfipravenou smés umistime na 20 min do ultrazvukové 1azné.

Optimalizace podminek stanoveni, ovéreni funkénosti a stavu chromatografické kolony.

Davkovani vzorku davkovacim kohoutem

- Pred zahajenim vlastniho méfeni je doporuceno nékolikrat proplachnout davkovaci kohout
destilovanou vodou, methanolem nebo mobilni fazi. Promyvat davkovaci kohout budeme pomoci
injek¢éni stfikaéni s nasazovaci jehlou. /POZOR! Zasunuta jehla nesmi propichnout septum
davkovaciho kohoutu, zasunujeme ji tedy velmi opatrné a poté, co ucitime odpor, se s jehlou
vratime o n¢kolik mm zpét.

- Vzorek davkovany na kolonu musi byt Ciry, Castice nebo zdkal mohou nevratn¢ znehodnotit
kolonu.

- Vzorky obsahujici rozpusténé plyny (napf. metanolické roztoky) je tieba pied nastiikem ditkladné
odvzdusnit v ultrazvukové 1azni.

Naplnéni smycky davkovace a nastiik vzorku na kolonu

- Po ekvilibraci kolony mizeme nastiiknout testovaci roztok. Testovaci roztok se méfi pfi 254 nm.
Aceton ma funkci inertniho analytu, tudiz se viibec nezachytava na stacionarni fazi, proto se ¢as
jeho eluce bere jako mrtvy retenéni ¢as. Toto slouzi k vypoctu kapacitnich faktorl. Davkovaci
zafizeni je opatfeno kohoutem s polohou 1 (load) a 2 (inject). V poloze 1 (leva poloha) plnime
smycku, aniz by dochédzelo k unasSeni analytu mobilni fazi, v poloze 2 (prava poloha) je analyt
unasen mobilni fazi. Nez dojde k nastriku, musi byt davkovaci zafizeni vzdy v poloze 1.

- Pfi plnéni davkovaci smycky o objemu 20 pl se packa davkovace prepne do pohotovostni horni
polohy 1 (levé polohy), do davkovaciho otvoru se jemné zasune jehla injekéni stiikacky (POZOR!
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Nezasouvat nasilim na doraz) a tlakem na pist injekéni stiikacky se naplni davkovaci smycka
davkovace (na konci odpadni kapilary odkapne 3—5 kapek).

Packa se prepne do pravé spodni polohy a jehla se vytdhne. Tim se uvniti davkovace piepne smér
toku mobilni faze tak, ze prochazi smyckou.

Méreni vzorku

Zkontrolujeme zda je packa davkovace v pohotovostni horni poloze 1 (leva poloha)

Vezmeme stiikacku (napf. Hamilton) s obsahem 25 ul a nékolikrat ji proplachneme destilovanou
vodou. Nabereme do stiikacky objem 2.5 pl z testovaciho roztoku tak, aby ve stfikaéce nebyla
z4dna bublinka.

Zasuneme stiikacku rovné do davkovaciho zatizeni skrz septum.

Pfed nadavkovam vzorku je potfeba spustit program pro sbér naméfenych dat.

Ke spusténi programu pouzijeme modrou Sipku na horni li§té, po jejim spusténi se objevi okno, ve
kterém musime vyplnit nazev vzorku (sample ID), cestu pro uloZeni naméfenych hodnot (data path)
a nazev souboru, pod kterym se jednotlivé méfeni ulozi (data file). V fadku Method také
zkontrolujeme, zda mame spravné zvolenou metodu.

Single Run Acquisition =

— Run infarmation

Calibrate

Start I
Sample [D: ﬂ Calibration level: I 1 ar
Method: |E:\EZStart\Methods\methylxantiny.met D”'l I~ | Clear, all calibration Cancel | i
Diata path: IEI:\EZStart\Data\public\mlatecek\2DDS-D2-18 @l I= | Clear calibration far level Help |
Data file: |2009-0219_test_01 ﬂ I Brint calibration repart

™| Clear replicates

Mumber of reps: I‘I

— Amount value

I Print methad report _
™| fverage replicates

Sample amount:

Intemal standard amaount:

Multiplication factors:

Dilution factors:

Beginmun——————
1 ’]Immediatel}l QI

Description... |

Pro dalsi informace slouzi Description, kde si mtizeme popsat kolik davkujeme vzorku, na jakou
kolonu, jakou mobilni fazi pouzivame a jaky je pratok

Meéfeni spustime tlacitkem Start. Nez dojde k nastfiku jakéhokoliv vzorku, musime pockat, az se na
obrazovce objevi waiting for trigger coz znamena, Ze je software pfipraven a ¢eka na nastiik
vzorku.

T T T T T T
i} 10 i a0 40 0

&:ﬁxmﬁﬁ)&’_\ﬁﬁAﬂﬁAv,mﬂ‘ﬁqlﬂ,my\ﬁn&ﬁﬂ&w
For Help, press F1 ( [waiting For Trigger... _J)

Az je na liste vidét napis waiting for trigger, pohybem pistu stiikacky nadavkujeme 2,5 ul testovaci
smési. lThned po nadavkovani oto¢ime packu davkovace do polohy 2, teprve poté vytdhneme
stiikacku z davkovaciho zafizeni.

Pied ukoncenim anylyzy nejprve vratime packu davkovace do polohy 1 a teprve poté analyzu
ukoncime Cervenym tlacitkem ,,RUN STOP*.

Testovaci smés proméfime 3x pii pritoku 0,4 ml-min” (pro kolonu C8) nebo 0,5 ml-min™ (pro
kolonu C18).

Stanoveni mrtvého objemu kolony Vy; pomoci inertni latky (thiomocovina)

Nastiiknutim latky, kterd neni zadrzovana sorbetem, se stanovi tzv. mrtvy ¢as ty, tj doba, za kterou
kolonou projde latka zcela inertni vici sorbetu. Pfi znalosti pratokové objemové rychlosti (F,
ml/min), lze vypocitat mrtvy objem kolony Vy;. Odec¢teme Cas ty a s pouzitim udaje F vypocteme
mrtvy objem kolony Vy.

Mg¢teni thiomocoviny provedeme stejnym zpiisobem jako méfeni testovaci smési.

Smés thiomocoviny s benzenem proméfime pii prutocich 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1,0
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ml-min”, vzdy nadavkujeme 5 ul stanovované latky.

Sestrojime van Deemterovu kiivku zavislosti vyskového ekvivalentu teoretického patra H na
linearni rychlosti MF, kde minimum kfivky odpovida optimalni priutokové rychlosti, pii které
kolona vykazuje nejvétsi ucinnost a tedy minimalné rozsifuje zoény analyti. (Délka kolony

C18 je 250 mm, délka kolony C8 je 100 mm)

VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKE SEPARACE

1.

2.

S

Provedeme identifikaci litek testovaci smési, zdivodnime potadi jednotlivych analyta
v chromatogramu.

Z chromatogrami urc¢ime pomoci programu EZStart-offline pro jednotlivé litky retencni
casy tg, vySKy h a Sifky signala (ws).

Vyhodnotime chromatograficky zazmam a stanovime faktory, které maji vliv na
chromatografické stanoveni (rozliSeni, tucinnost kolony, kapacitni poméry separovanych
latek, atd.).

Vypoclitame mrtvy objem kolony Vy;.

Sestrojime van Deemterovu kiivku. Vyhodnotime a zdivodnime jakym zptusobem ovliviiuje
zvySujici se prutok zénu analyti.

Provedeme statistické vyhodnoceni jednotlivych stanoveni.

Zdivodnéni pripadnych problému béhem analyzy.

ULOHA &. 4
1IZOTACHOFOREZA

CILE ULOHY:

seznamit se s principy s izotachoforézy
kvantitativné stanovit kyselinu citronovou vovoci, dZzusech a potravinaiskych doplicich
(vitaminovych preparatech)

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

4.1. Seznameni s metodou ITP

4.1.1. Popis a zakladni schéma instrumentace ITP

4.1.2. Zpisoby vyhodnoceni ITP

Stanoveni kyseliny citronové pomoci metody pfidavku standardu (pfidavek vice standarda)
4.2.1. Obecna charakteristika kyseliny citronové

4.2.2. Priprava zasobniho roztoku a tiprava vzorku

4.2.3. Méfeni jednotlivych vzorki

Vyhodnoceni analyzy

4.2.

4.3.

4.2

4.2.1

STANOVENI KYSELINY CITRONOVE POMOCI METODY PRIDAVKU
STANDARDU (PRIDAVEK VICE STANDARDU)

Obecna charakteristika kyseliny citronové

Kyselina citronova je vyznamnym konzerva¢nim ¢inidlem, které je ptidavano do potravin z divodu
prodlouzeni jejich trvanlivosti. Obsah této latky je deklarovan statnimi normami a jeji pouzité mnozstvi
by mélo byt uvedeno na obalech vyrobkl. Pomoci izotachoforetického analyzatoru lze kontrolovat
obsahy této konzervacnih latky.



4.2.2.

4.2.3.

KYSELINA CITRONOVA E 330

skupina - regulator kyselosti, antioxidant

charakteristika - nachazi se v ovoci a zelening (pfedevsim v citrusovych plodech), primyslové se
ziskava z citronové §tavy nebo kvasenim melasy

vyuziti - v potravinafstvi jako konzervac¢ni a dochucovaci latka, zabranuje mnozeni bakterii a plisni
v ovocnych sirupech a nealkoholickych népojich, zpomaluje zluknuti a stabilizuje barvu ovocnych
vyrobkt

ucinky na lidsky organismus - ve velkém mnozstvi brani vstiebavani vapniku

Piiprava standardi a iprava vzorku

PRiIPRAVA VEDOUCIHO A KONCOVEHO ELEKTROLYTU

1.

VEDOUCI ELEKTROLYT: 10 mM HCI + 20 mM B-alanin + 0,1 % HPMC (pH = 3,6) Do kadinky
na 100 ml naplnéné asi 50 ml destilované vody napipetujeme tolik konc. HCI, aby jeji vysledna
koncentrace po prevedeni obsahu kadinky do 250 ml odmérné banky byla 10 mM, ptidame
vypocitanou navazku 0,02 M B-alaninu. Po rozpusténi vSech latek pfidame 20 ml 0,1 % HPMC
a roztok kvantitativné pfevedeme do odmérné banky o objemu 250 ml. V piipadé nutnosti
upravime elektrolyt pifed doplnénim po rysku odplynénim v ultrazvukové lazni. Doplnime
odmérnou banku po rysku.

KONCOVY ELEKTROLYT: 5 mM kyselina glutamova. Koncovy roztok piipravime navazenim
kyseliny glutamové do 100 ml odmérné baiiky, doplnime po rysku. Dikladného promichani
dosdhneme odplynénim v ultrazvukové lazni. pH neupravujeme, je adjustovano protiiontem
z vedouciho elektrolytu.

PRIPRAVA ROZTOKU KYSELINY CITRONOVE

K pripravé roztoku kyseliny citronové pouzijeme zasobni roztok 10 mM kyseliny citronové, piipadné
vypocitame navazku zasobniho roztoku kyseliny citronové do 100 ml odmérné banky, kterou navazime
a rozpustime v pfiblizn€ 50 ml destilované vody, kvantitativné pievedeme do odmérné banky na 100 ml
a doplnime po rysku.

Z tohoto roztoku pfipravime do tii odmérnych banék na 25 ml nasledujici roztoky, které doplnime
destilovanou vodou po rysku:

Objem V pipetovaného Koncentrace standardu
mnozstvi vzorku (ml) roztoku kys.citronové
(mmol/l)
2,5 0,0
2,5 0,3
2,5 0,6
2,5 0,9

Méfeni jednotlivych vzorki

Podle navodu k obsluze uvedeném v kapitole Pfistroje a pfistrojové vybaveni pfipravime pfistroj
k métfeni. Zvolime optimalni metodu a pomoci programu ITPWin provedeme analyzu — dle pokynii
vyucujiciho.

Do grafu vynasime délku zony v zavislosti na koncentraci pfidavku kyseliny citronové. Mnozstvi
neznamého vzorku ziskame zpracovanim linearni regrese.

Rovnice méreni: c_=

— Cst 0

vz V bl

vz



Kde: b, je usek,
by je smérnice,
¢y, je koncentrace vzorku v mmol/l,

¢« je koncentrace standardu v mmol/l.

Kyselina citronova

y=72,875x + 4,6

délka zoény (s)

-0,1 0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6

c (mmol/l)

Obr. 4.3: Priklad sestrojeni grafu pro stanoveni kyseliny citronové metodou pridavku standardu

43. VYHODNOCENI ANALYZY

Do zavéru uvedeme:

1. Graf zavislosti délky zény na koncentraci pridavku Kkyseliny citronové.

2. MnoZstvi nezniamého vzorku ziskdme zpracovianim linedrni regrese. Obsah Kkyseliny
citronové v neznamém vzorku uvedeme zaokrouhleny na platny pocet mist.

3. Srovnime deklarovany obsahu Kkyseliny citronové v dZusu nebo vitaminovém pripravku
s obsahem nami zjisténym (pokud neni uveden na obalu vyrobku, pokusime se ho zjistit z
dostupnych zdroju) a diskuse vysledkii uvedeme v zavéru.

4. Zdivodnéni mozného chybného stanoveni, zhodnoceni piipadnych problémii béhem analyzy.

ULOHAZG. 5
VICESLOZKOVA FOTOMETRICKA ANALYZA

- dle navodu ve skriptech

ULOHA ¢&. 6
SPEKTROFOTOMETRIE

- dle navodu ve skriptech

ULOHA &. 7
EXTRAKCNI FOTOMETRIE

- dle navodu ve skriptech



ULOHAZG. 8
ATOMOVA ABSORPCNI A EMISNI SPEKTROMETRIE

8.1. PRIPRAVA VZORKU MULTIVITAMINOVEHO PRIPRAVKU

Celou tabletu zalijeme ve 100 ml kadince 10 ml 10% roztoku kyseliny dusi¢né. Kadinku
s multivitaminovym pfipravkem mirn¢ zahiivame, az se tableta rozpadne. Poté obsah kadinky zfedime
na 60 ml horkou destilovanou vodou a za horka pfefiltrujeme pies papirovy filtr do odmérné banky o
objemu 100 ml. Do baiky pfitom musime dostat kvantitativné veskery roztok z kadinky, tzn. kadinku je
nutno nekolikrat vyplachnout malym mnozstvim vody a prefiltrovat. Filtr nasledné promyjeme malym
mnozstvim destilované vody ze stficky. Odmérnou banku poté doplnime vodou po znacku a
promichame

Takto ziskany roztok multivitaminového pfipravku vhodné nafedime 1% roztokem HNO; tak, aby
koncentrace analyti (Zn i K) lezely asi uprostied kalibracni zavislosti, tj. pro stanoveni drasliku K
napipetujeme 5 ml roztoku multivitaminového piipravku do 50 ml odmérné banky a doplnime 1%
HNO; po rysku, pro stanoveni zinku Zn napipetujeme 1 ml roztoku multivitaminového pfipravku do
100 ml odmérné banky a doplnime po rysku 1% HNO;. Dulezité je v§e fadné promichat.

Stejnym zplisobem provadime i piipravu slepého stanoveni (blank), vcetné zahfivani (pouze obsah
v kadince zfedime studenou destilovanou vodou ze stficky) a filtrace. Takto ziskany roztok blanku
nafedime pro stanoveni K a Zn stejnym zptisobem jako multivitaminovy pfipravek

ULOHA &. 9
FOTOMETRICKA TITRACE

9.1. STANDARDIZACE 0,01 M ROZTOKU CHELATONU III NA NAVAZKU
REKRYSTALOVANEHO CHLORIDU OLOVNATEHO S FOTOMETRICKOU
INDIKACI BODU EKVIVALENCE

9.1.3. Orientacni titrace s vizualni indikaci

Ucelem této titrace je seznameni s obsluhou mikrobyrety a uréeni oblasti, kde dochazi k barevnému
prechodu. Pfi nasledné titraci s fotometrickym méfenim je mozné se soustredit na piesné urceni barevné
zmeény a stanoveni spotieby Chelatonu III v ekvivalen¢nim bodé.

Névod k obsluze mikrobyrety PK2500 je uveden v kapitole Pfistroje a pfistrojové vybaveni.

Piiprava roztoku k orientacni titraci

Mikrobyretu naplnime odmérnym roztokem Chelatonu III podle odstavce pro praci s mikrobyretou
PK2500 v kapitole Pfistroje a pfistrojové vybaveni..

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme piesné 10 ml pfipraveného roztoku
standardu, 10 ml destilované vody, Spachtli pfiddme malé mnozstvi smési xylenolové oranze s KNO;
tak, aby roztok byl zfetelné slabé fialovy. Kyvetu s roztokem postavime na ploténku magnetické
michacky, zapneme michani a obsah mirnymi otackami dobfe promichame. Po promichani pfidame tfi
kapky 10% roztoku urotropinu (tlumivy roztok).

K michacce pfistavime stojan s naplnénou mikrobyretou.

Titrace

Pii vlastni titraci budeme pfidavat z mikrobyrety odmérny roztok po 0,2 ml a za stdlého michani
vizudln€ pozorovat roztok az do pfechodu barvy z fialové do Cisté zluté. Nadavkovany objem odecteme
na stupnici mikrobyrety.
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Fotometricka titrace

Pfiprava roztoku k fotometrické titraci

Mikrobyretu naplnime odmérnym roztokem Chelatonu III.

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme piesné 10 ml pfipraveného roztoku
standardu, 10 ml destilované vody, Spachtli pfiddme malé mnozstvi smési xylenolové oranze s KNO;
tak, aby roztok byl zieteln¢ slabé fialovy. Kyvetu s roztokem postavime na ploténku magnetické
michacky, zapneme michani a obsah mirnymi ota¢kami dobfe promichdme. Po promichani pridame tii
kapky roztoku 10% urotropinu (tlumivy roztok). Pokud jsme ptidali sprdvné mnozstvi, pak pfi vinové
délce 580 nm je absorbance roztoku pied zapocetim titrace v rozmezi 0,5 az 0,7.

Titrace

Pfi vlastni titraci budeme pfidavat z mikrobyrety odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat
absorbanci. Jakmile se budeme blizit k pfedpokladanému bodu ekvivalence, snizime objem
pridavaného Ccinidla dle potfeby az na 0,005 ml a mén€¢ (nejmensi objem, ktery lze davkovat
mikrobyretou je 0,002 ml).

Titraci opakujeme ttikrat.

TITRACNE FOTOMETRICKE CHELATOMETRICKE STANOVENI KATIONTU
Cu?’ VNEZNAMEM VZORKU PRI 460 nm

Fotometricka titrace neznamého vzorku obsahujiciho Cu**

Reakce probiha pti mirné zésaditém pH neptfekracujicim hodnotu 8. Tohoto pH dosdhneme ptidavkem
amoniakalniho tlumice.

Med tvoii s murexidem chelat zluté barvy (Culnd). Pfi titraci roztokem Chelatonu III se nejprve na
Chelaton III vazou volné ionty Cu®*, chelat CuY?* je modry. V okoli bodu ekvivalence dojde k barevné
zméné zpusobené reakci

Culnd + H,Y*™ - CuY*> +2H" +Ind”

Volny indikator ma pfi daném pH modrofialovou barvu.

STECHIOMETRIE:
Cu™ +H,Y™ - CuY* +2H"

1 mol Na;H,Y = 1 mol Cu’" M(Cu) = 63,546 g.mol

Stechiometrické relace pro objemy titracniho ¢inidla uvadi nasledujici tabulka:

0,01 M Na,H,Y Cu*’
1 ml 635.,5 Ug
0,1 ml 63,55 pg
0,01 ml 6,355 ug
0,001 ml 0,635 ug
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Piiprava vzorku

Neznamy vzorek ve 100 ml odmémé bance doplnime po znacku destilovanou vodou a dobfe
promichame

Orientacdni titrace s vizualnim pozorovanim barevné zmény

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme 10 ml roztoku vzorku s nezndmym
obsahem médi, 10 ml destilované vody, 2 kapky 2 M HNO; a Spachtli pfidame takové mnoZzstvi
murexidu, aby se roztok zbarvil do stfedné syté¢ oranzové barvy. Kyvetu pak umistime na plotynku
magnetické michacky a po zapnuti michani jeji obsah fadné promichame. Poté piidame 5 kapek
amoniakalniho tlumice a roztok opét promichame. Roztok je zlutozeleny.

K michacce pfistavime stojan s mikrobyretou, kterou jsme naplnili roztokem odmérného cinidla. Pti
vlastni titraci budeme pfidavat z mikrobyrety odmérny roztok po 0,2 ml a pozorovat za stalého michani
zbarveni roztoku az do prechodu zlutého do Cisté fialového. Nadavkovany objem odecteme na stupnici
mikrobyrety. Piesvéd¢ime se, ze za téchto podminek (malé objemy) vizualné nelze urcit pfesné bod
ekvivalence.

Nastaveni fotometru

Ptred kazdou titraci provedeme pro urcenou vinovou délku nastaveni fotometru pii vloZené srovnavaci
kyveté s destilovanou vodou.

Pfiprava roztoku k fotometrické titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme 10 ml roztoku vzorku s neznamym
obsahem médi, 10 ml destilované vody, 2 kapky 2 M HNO; a S$pachtli pfidame takové mnozstvi
murexidu, aby se roztok zbarvil do stfedné syté oranzové barvy. Pokud jsme pfidali spravné mnozstvi,
pak pfi vinové délce 460 nm je absorbance roztoku pted zapocetim titrace v rozmezi 0,4 az 0,5. Kyvetu
pak umistime na plotynku magnetické michacky a jeji obsah fadné promichame. Poté ptidame 5 kapek
amoniakalniho tlumice a roztok opét promichame. Roztok je zlutozeleny a mél by vykazovat absorbanci
mezi 0,6-0,8.

Fotometricka titrace

Pfi vlastni titraci budeme ptidavat z mikrobyrety odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat
absorbanci. Jakmile se budeme blizit k predpokladanému bodu ekvivalence, snizime objem
pfidavaného cinidla dle potieby az na 0,005 ml a méné¢ (nejmensi objem, ktery lze davkovat
mikrobyretou je 0,002 ml).

Titraci opakujeme tfikrat.

ULOHA &. 10

CHELATOMETRIE A IONTOVE SELEKTIVNI ELEKTRODY

dle navodu ve skriptech

ULOHA & 11
ANALYZA SLITIN

dle navodu ve skriptech

sestaveni aparatury pro elektrogravimetrické stanoveni ,,B*
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ULOHA & 12
MANGANOMETRIE

dle navodu ve skriptech

stanoveni provadime s vyuzitim programu LabView, jednotky jsou nastaveny ve Va ne vmV, jak je
uvedeno ve skriptech

POZOR! Nezapominejte na prepinani davkovaného mnozstvi pri davkovani 0,02M KMnO, (po 1 ml, po
0,1 ml)

drive nez ukoncite méreni, nezapomente vzdy ulozit namérené hodnoty — je nutné prepsat cestu
k ulozeni vysledkii

ULOHA & 13
ALKALIMETRIE A KONDUKTOMETRIE

Potenciometricka standardizace 0,1 M odmérného roztoku NaOH na Kkyselinu
§tavelovou

PRIPRAVA TITRATORU K MERENI - KALIBRACE PRISTROJE

! POZOR Zkontrolujeme zasobni lahev s odmérnym roztokem. Ta musi obsahovat nejen dostatecné
mnozstvi ¢inidla pro préci (na tu postaci pfiblizn¢ 100 ml), ale je tieba dbat na to, aby nasavaci hadicka
i po skonceni prace byla pod hladinou ¢inidla a aby nasavala bez bublinek!

Cernym tlagitkem na zadni strané pfistroje zapneme automaticky titrator. Pokud jsme praci zahajili
vyménou odmérného ¢inidla, umistime na magnetickou michacku kadinku, do stojanu nad ni vsuneme
titracni $picku a stiskem tlacitka F1 (rince) pfistroje provedeme proplachnuti.

! POZOR: VELMI OPATRNE vyjmeme elektrodu z ochranného obalu.

Podrzime tlacitko F3 po dobu 3-5 s, dokud se nedostaneme do nabidky nastaveni konfigurace. Dal$im
kratkym stiskem F3 se dostaneme do nabidky automatickych metod titraci. Sipkami nahoru a dola (F4
a F5) vybereme metodu ,exact weak® (titrace slabé kyseliny). Vybér metody potvrdime stiskem
klavesy F1 a STOP.

Kratkym stiskem tlacitka F3 ménime zplisoby titrace (EQ — automaticka titrace do bodu ekvivalence,
EP — automaticka titrace do koncového bodu, MAN — manualni titrace). Vybereme EP a pomoci Sipek
(F4 a F5) nastavime hodnotu koncového bodu na pH = 8.8 (fenolftalein).

Stiskem tlacitka F2 se dostaneme do rezimu kalibrace. Na displeji se zobrazi hodnota prvniho
pfednastavené¢ho pufru (pH = 7.00). Oplachneme elektrodu destilovanou vodou, opatrné osuSime,
vlozime do tohoto pufru a stiskneme START. Vyckame, dokud se neobjevi hodnota druhého pufru (pH
= 4,01). Elektrodu oplachneme, opatrné osusime a vlozime do tohoto pufru. Opét stiskneme START
a pockame do konce kalibrace. Po vyjmuti z pufru elektrodu opét oplachneme a umistime do kadinky
s méfenym roztokem.

STANDARDIZACE 0,1 M NaOH NA KYSELINU STAVELOVOU - TITRACE

Na vahach odvazime s pfesnosti na desetinu mg takové mnozstvi dihydratu kyseliny $tavelové, aby po
prevedeni navazky do odmérné banky na 100 ml, doplnéni baiikky po znacku vodou a odpipetovani
10 ml tohoto roztoku kyseliny $tavelové do titraéni banky byla pfi titraci spotfeba odmérného roztoku
0,1 M NaOH asi 10 ml.

Navazku dihydratu kyseliny §tavelové rozpustime v kadince asi v 50 ml destilované vody, pfevedeme
kvantitativné do odmérné baiky na 100 ml a baitku doplnime destilovanou vodou po znacku.
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Do vysoké kadinky na 150 ml vlozime teflonové michadlo, odpipetujeme 10,00 ml piipraveného
roztoku kyseliny §tavelové a odmérnym valcem ptfidame 90 ml destilované vody. Kadinku umistime na
magnetickou michacku.

Elektrodu i titra¢ni $picku uchytime do drzaku, ktery pii drzeni stisknutého kulatého tlacitka opatrné
posuneme dold, a vnofime elektrodu se Spickou do kadinky s méfenym vzorkem tak, aby elektroda
i §picka byly dostatecné ponoieny. Elektroda musi byt pod hladinou roztoku ponofena cca 2,5 cm tak,
aby byla ponofena i jeji referentni ¢ast. Ponotenti titra¢ni Spicky pak eliminuje kapkovou chybu.

Spustime michdni a stiskneme START. Titraci provedeme tfikrat, koncové spotieby zapisujeme
a spocitame titr NaOH.

KONDUKTOMETRICKA TITRACE

PRIPRAVA VZORKU A JEHO TITRACE

Vzorek v odmérné baiice doplnime destilovanou vodou po znacku a roztok dobie promichdme. Do
titracni kadinky na 250 ml napipetujeme 5,00 ml roztoku vzorku, vlozime michadélko a ptidame tolik
destilované vody, aby objem roztoku v kéadince byl ptiblizné¢ 200 ml. Do roztoku ponofime titracni
$picku a vodivostni elektrodu - teplotni ¢idlo pfipojené ke konduktometru, zapneme michani.

Dle pokynu vyucujiciho budeme piidavat odmérny roztok po 0,1 ml pfidavcich pomoci programu
LabView. Po kazdém ptidavku 0,1 M NaOH se hodnota mérné vodivosti, konduktivity K na
konduktometru zaznamena vtomto programu v pS.cm™ (p¥ip. mS.cm™).

Titraci ukon¢ime po pfidavku trojnasobného mnozstvi odmérného roztoku NaOH, neZ je mnoZzstvi
odpovidajici V.

ULOHA ¢&. 14
PRUTOKOVA CHRONOPOTENCIOMETRIE

Piiprava kalibracnich roztoki

Pfedem vypocitanou navazku kyseliny askorbové rozpustime v destilované vodé tak, abychom ziskali
500 ml zakladniho roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 100 mg/dm’.

Z tohoto roztoku pfipravime do péti 50 ml odmérnych banék kalibraéni roztoky kyseliny askorbové
o koncentraci 20 mg/dm’, 30 mg/dm’, 40 mg/dm’, 50 mg/dm’ a 60 mg/dm’, které doplnime po rysku
roztokem elektrolytu R-020T. Jako metodu vyhodnoceni pouzijeme metodu kalibra¢ni kiivky.

Jako slepy vzorek (blank) pouzijeme roztok elektrolytu R-020T.

Piiprava vzorku k analyze

Vitaminové preparaty:

Tabletu vitaminového preparatu rozpustime piiblizné ve 30 ml destilované vody a pfefiltrujeme do
odmérné banky na 100 ml (doplnime po rysku destilovanou vodou). V pifipadé nutnosti upravime
odplynénim v ultrazvukové lazni.

Do odmérné baiiky na 50 ml napipetujeme 10 ml vzorku vitaminového preparatu a doplnime po rysku
destilovanou vodou. Z takto pfipraveného roztoku odpipetujeme do odmérné baiky na 50 ml 10 ml
roztoku (pfip. 15 ml roztoku, redlny vzorek je pfed analyzou potieba vhodné upravit) a doplnime
elektrolytem R-020T. Roztok je timto pfipraven k analyze, kazdy vzorek proméfime 5x.
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14.2.3. Métenikalibracnich roztokii a vzorku obsahujiciho vitamin C, sestaveni kalibraéni
zavislosti

POZOR - DUSLEDNE DODRZUJTE VSECHNY KROKY!

A. PRIPRAVA PRISTROJE K MERENI
1. Zapneme piistroj EcaFlow 150GLP.
2. Zapneme pocitac.
3. Spustime program EcaFlow Autosampler.
4.V okn& NASTAVENI B olime Hslo metody — metodu & 36 Ascorbic acid (NASTAVENI —
VSEOBECNE).
5. Zménime hodnotu pritoku na 6 ml/min (NASTAVENI — MERENT) a stiskneme ,,0K*.
6. Barevné oznacené hadicky ponoifime do piislusnych roztokd:
MODRA CERVENA ZLUTA
Roztok elektrolytu R-020T Blank Standard o znamé
(zékladni elektrolyt, ktery koncentraci (20 mg/dm°)
najdeme v aplikacnim listu
metody)
7. Pritlatné raminko cerpadla zasuneme do pracovni polohy (zacvakne).
8. Zkontrolujeme, zda mame kadinku pod drzikem filtru, potom klikneme na moznost NAPLNENT,
systém se automaticky naplni pfislusnymi roztoky.
9. Odstranime kadinku a zapojime hadicku cely.
10. Stiskneme moznost ,,PREPARACIA®, tim spustime pfipravu elektrody na méfeni (proces trva
1—12 minut).
B. PRiPRAVNE MERENI
1. Piepneme na bezkalibraéni méd méfeni (NASTAVENI — VSEOBECNE).
2. Pfepneme na méfeni pozadi ,,pfed kazdym méfenim* (NASTAVENI — VSEOBECNE).
3. Definujeme standard 20 mg/dm’ jako pripravné méfeni. Zadame 1 opakovani a zaskrtneme
moznost ,,analyzuj“ (NASTAVENI - VZORKY — PRIDAT).
4. Vse potvrdime ,,OK*.
5. Stiskneme moznost SPUSTIT ! anasledné¢ START.
6. Namétenou kiivku porovname se vzorovym zaznamem (na obr. 14.1 nebo v aplikacnim liste).

Pokud zaznam vyhovuje, pfistoupime k analyze vzorku.
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Obr. 14.1: Vzorovy zaznam signalu

C. ANALYZA STANDARDU A VZORKU

1. Definujeme standardy 20 mg/dm?’, 30 mg/dm® a 40 mg/dm’ (standardy 50 mg/dm’ a 60 mg/dm’ je
nutné definovat jako vzorky), definujeme také pfipravené vzorky na analyzu, tj. pojmenujeme
analyzovany vzorek (pfip. zadame fedéni), zaddme pocet opakovani 3 a zaskrtneme moznost
Hanalyzuj“, prip. odskrtneme pravym tlac¢itkem mySi piipraveny vzorek, aby se opétovné
neanalyzoval (NASTAVENI — VZORKY — PRIDAT).

2. Pfepneme na techniku , kalibraéni pfimky“ (NASTAVENI — VSEOBECNE).
3. Piepneme na ;s kaZzdym novym vzorkem nebo standardem* (NASTAVEN{ — VSEOBECNE).

4. Vlevém prazdném okné nastavime moznost AA, zadame jednotky ,,mg/l“ a koncentrace
standardnich roztoku (dle obr. 14.2 — nastaveni parametr) (NASTAVENI — KALIBRACE).

Nastavenie parametrov Fs_<|

V§eobecné] F‘reparécwa} Hegenerécia] Meranie  Falbracia I\u"ﬁlpnéel} Vzorkﬂ

o I
Kalibraéna priamka Pridavky standardu
Cetdt ;|20 ma/l Cstd : |10000 ma/l

Catdz : (40 mag/l 1. pridavok : |01
Cetd3: |50 mg/l 2. pridavok : 0 ml
0

3. pridavok :

ml

ml

oK Storno

Obr. 14.2: Priklad nastaveni parametrii

5. Zlutou hadi¢ku zasuneme do standardu &.1, stiskneme moznost SPUSTIT ! a nasledné
stiskneme START, timto odstartujeme kalibraci. Pfistroj nejprve nasaje elektrolyt a poté se objevi
upozornéni na vyménu elektrolytu za standard ¢.1, odklikneme OK a tim spustime analyzu.
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6. Nasledné se objevi upozornéni na vyménu standardu, nejprve provedeme vyménu standardu
ponoinim zluté hadicky a poté odklikneme OK.

7. Po ukonceni kalibrace na grafu vhodné nastavime kurzory pro jednotlivé standardy.

8. Pokud je vzorek zlehka zakalen, odpojime hadicku cely, do drzaku filtru pfipojime filtr a opé&t
pfipojime hadicku. Zlutou hadicku ponofime do analyzovaného vzorku, stiskneme moznost
SPUSTIT ! anisledn START.

9. Po ukonceni méteni na grafu vhodné nastavime kurzory u analyzovaného vzorku.

10. Ozna¢ime moznost ZAVISLOSTI a zkontrolujeme piesnost méfen.

11. V okné ,,show results* = nalezneme namétené hodnoty.

12. Dle pokynt vyucujiciho si ulozime jednotliva méfeni pro vyhodnoceni do pfedem vytvorené slozky
(vystupni veliciny: ptechodovy Cas t v s, odezva signalu v mV)

D. UKONCENI PRACE S PRISTROJEM

1. Hadicky vyjmeme z jednotlivych roztokl a zasuneme je do kadinky s destilovanou vodou.

2. Odpojime hadicky cely a injekéni stiika¢kou z nich vysajeme zbytek tekutiny.

3. Filtr nechame zapojeny v drzéku filtru a umistime pod n¢j kadinku, klikneme na moZnost
NAPLNENI a promyjeme hadicky i filtr.

4.  Ukoné¢ime program EcaFlow Autosampler.

5. Hadicky umistime do prazdné kadinky a odpojime filtr.

6. Odpojime raminko Cerpadla (vycvaknout).

7. Pod drzk filtru vratime prazdnou kadinku.

8. Pfistroj vypneme a zavieme viko.

Poznamka:

Pokud jsou piky symetrické, jako kvantitativni ukazatel obvykle pouzivame vysku v maximu piku.
Pokud chceme pracovat presnéji, métime plochu piku.. Pro zjisténi plochy nejjednoduseji postupujeme
tak, ze pik aproximujeme trojuhelnikem, protoze pak pro vypocet plochy plochy mtizeme pouzit vzorec
pro vypocet obsahu trojuhelniku.

Presnéjsi postupy jsou mechanicka integrace (planimetrie) nebo vazeni vystiithanych pikd.

ULOHA & 15
ARGENTOMETRIE

dle navodu ve skriptech



