4. NEFELOMETRIE A TURBIDIMETRIE
4.1. OPTICKE METODY

Optické metody jsou fyzikalni metody, které pro stanoveni latek vyuzivaji jevl, které vznikaji
vzajemnou interakci mezi stanovovanou latkou a elektromagnetickym zafenim. MiiZeme je rozdélit do
dvou hlavnich skupin. Jedna se o metody, pii kterych dochazi k vymeéné energie mezi latkou a zafenim
a pti kterych nedochazi k vyméné energie mezi latkou a zatenim.

4.1.1. SPEKTRALNi METODY

Spektralni metody jsou optické metody, pfi kterych dochédzi k vyméné energie mezi latkou a
zafenim, oznacujeme také jako metody spektralni. U téchto metod pii vyhodnocovani dat mizeme
ziskat spektrum, které charakterizuje zavislost veli¢iny (napf. intenzita elektromagnetického zareni)
na frekvenci zafeni. Bézné se zde také vyuzivaji veli€iny jako je vlnova délka ¢i vinocet. Mezi tyto
metody patii metody emisni a absorpcni.

a) Emisni metody - metody, pfi kterych dochazi k emisi Castic na zaklad¢ dodani tepelné
energie, elektrické energie, proudu castic ¢i elektromagnetického zateni vzorku a naslednému meéteni
téchto emitovanych ¢astic. Mezi emisni metody fadime napf. atomovou emisni spektrometrii.

b) Absorpéni metody - metody, u nichz dochazi k absorpci zareni vzorkem a toto
absorbované zafeni je poté méteno. U absorpcnich metod lze vyuzit zafeni o riznych vlnovych
délkach, podle kterych je mtizeme délit na atomovou absorpcni spektrometrii, ultrafialovou a
viditelnou spektrometrii, infracervenou spektrometrii, Ramanovu spektrometrii a dalsi.

4.1.2. NESPEKTRALNi METODY

U nespektralnich metod nedochdzi k vymén¢ energie mezi latkou a zafenim, ale pii interakci
latky se zafenim mtZeme sledovat jiné zmény vlastnosti zafeni, mezi které fadime naptiklad rychlost
zateni, rozptyl zafeni ¢i stdCeni roviny polarizovaného svétla. Zahrnujeme sem polarimetrii,
refraktometrii, interferometrii, nefelometrii a turbidimetrii.

Elektromagnetické zafeni

Elektromagnetické zareni je druh energie, ktera je v prostoru prenasena velkou rychlosti. Na
elektromagnetické zatreni je z jedné strany nahlizeno jako na vinéni a z druhé strany je popisovano
jako proud Castic, které¢ maji nulovou klidovou hmotnost a nazyvaji se fotony. Z hlediska vinéni jsou
pro zateni dilezitymi parametry vinova délka, frekvence, rychlost, amplituda a vinocet. U fotonu je
potom dulezita jeho energie, ktera je pfimo imeérna frekvenci zafeni. Oba tyto dva pohledy na zafeni
jako na Castice a vlny se vzajemné nevylucuji.

Elektromagnetické zafeni ma mnoho forem, z nichz nejznamé;jsi a také nejsnadnéji
rozeznatelné je svétlo a tepelné zateni. Mezi dalsi formy, které se bézné v analytické chemii vyuzivaji,
se podle rozsahu vinové délky radi zafeni radiofrekvenc¢ni, mikrovinné, infracerveng, ultrafialové,
rentgenové a y. Mezi infracervenou a ultrafialovou oblasti zateni se vyskytuje viditelné zateni, jehoz
rozsah vinovych délek je velmi uzky — ptiblizné 400 az 800 nm.

O zafeni Ize mluvit jako o monochromatickém ¢i polychromatickém v zavislosti na tom, zda
se sklada ze zafeni o jedné vinové délce ¢i vice — napt. u laseru hovofime o monochromatickém
zateni. Pfikladem polychromatického zéateni, tedy slozeného zateni, je naptiklad slunecni svétlo.
Kazdé bilé svétlo je tedy polychromatické zateni, jelikoz obsahuje zafeni vSech vinovych délek z
viditelné oblasti elektromagnetického spektra.

Kolorimetrie

Kolorimetrie - vizualni kolorimetrie, jedna z nejstarSich analytickych metod, byla pouzivana
jiz v dobach davnych Rekil a Rimanii, atkoliv az v roce 1729 zaéala nabirat modernégjsiho védeckého
charakteru, kdy Pierre Bouguer postuloval, ze pokud dana §itka barevného skla absorbuje polovinu



svétla vychazejiciho ze zdroje, poté bude dvojnasobna Sifka snizovat intenzitu na ¢tvrtinu jeji
pocatecni hodnoty. Nezavisle na Bouguerovi se v roce 1760 Jean-Henri Lambert zabyval vztahem
mezi intenzitou svétla a neprasvitnosti prostiedi. Auguste Beer pak v roce 1850 odvodil vztah mezi
koncentraci a optickou hustotou (dnes nazyvanou absorbance), ktery vedl k soucasné form¢ Lambert-
Beerova zékona (téz nazyvaného Bouguer-Lambert-Beeriv zakon).

Lambert-Beerlv zakon tedy vyjadiuje zavislost absorbance na tloustce vrstvy 1, na molarnim
absorp¢nim koeficientu € a také na koncentraci roztoku c:

A=l-e-c

Tloustka vrstvy je uddvana v cm, molarni absorpéni koeficient se vyjadiuje v dm*mol '-cm™
a moléarni koncentrace v mol-dm™>. Absorbance je bezrozmérna veli¢ina.

Absorbance A je také spojena s transmitanci T, protoze molekula absorbuje zatfeni o urcité
vlnové délce a ¢im vice molekul se v roztoku nachdzi, tim vice je zafeni o této vinové délce
absorbovano a tim mén¢ je toto zafeni propousténo dale roztokem. Vztah mezi absorbanci a
transmitanci vyjadiuje nasledujici rovnice:

A=—-logT

Hodnoty transmitance jsou ¢asto vyjadfovany v procentech. Jestlize vime, ze hodnota
transmitance je 100 %, tedy veskeré zareni, které vstoupilo do vzorku, jim také proslo, hodnota
absorbance je nulova, vzorek nepohltil zadné zateni. V opacném piipadé€, kdyz je hodnota
transmitance nulova, vzorek pohltil veskeré zateni, které do né€j vstoupilo, mé absorbance urc¢itou
¢iselnou hodnotu.

Kolorimetrie je zaloZena na absorpci elektromagnetického zateni z oblasti ultrafialového az
infracerveného zareni latkou, tento poznatek je vyuzivany pro kvantitativni stanoveni. Vzhledem k
Lambert-Beerovu zakonu lze ze specifické absorbance latky pti urcité vinové délce stanovit jeji
koncentraci v roztoku. Technika kolorimetrie je pouZivana ke stanoveni koncentrace barevnych
sloucenin v roztoku.

Kolorimetrie se netyka pouze sloucenin, které maji absorpcni spektra v oblasti UV/Vis
spektra, ale lze ji také aplikovat na vSechny slouceniny, které po zméné specifickymi ¢inidly poskytuji
derivaty, umoznujici méfeni absorpce.

Mezi kolorimetrické techniky spojené s Lambert-Beerovym zdkonem patii také nefelometrie a
turbidimetrie.

4.1.3. NEFELOMETRIE A TURBIDIMETRIE

Nefelometrii a turbidimetrii fadime do metod nespektralnich. Mezi latkou a zafenim nedochazi
k vyméné energie, ale je sledovan rozptyl zafeni. Rozptyl spojeny s nefelometrii a turbidimetrii (na
rozdil od Ramanovy spektroskopie) nezahrnuje zadnou ztratu zativé energie; je ovlivnén pouze smér
Sifeni zafeni.

Rozptyl zafeni je komplexni jev, tj. zahrnuje odraz, lom a také ¢aste¢nou absorpci zatreni
heterogennimi ¢asticemi, prevazné v koloidnich roztocich, suspenzich a na jemnych vrstvach pevnych
castecek. Pti dopadu zafeni na vzorek, ktery obsahuje malé ¢astecky, dojde k vytvoreni sekundarniho
zateni stejné vinové délky a toto zareni nasledné vychazi z ¢astecky do vSech smérii. Pro charakter a
intenzitu rozptyleného zateni je rozhodujici velikost ¢astecky, ktera ma byt blizka vinové délce
dopadajiciho zafeni. Pro viditelné zafeni by mela byt velikost ¢asteCky mensi nebo rovna 0,8 pm a pro
ultrafialové zafeni mensi nebo rovna 0,3 um. Zde ma rozhodujici vyznam parametr a, jehoz vztah k
vlnové délce a k poloméru Castice vidime v nasledujici rovnici:

a=Q2mnr)/A
kde r vyjadfuje polomér Castice, A vyjadiuje vinovou délku dopadajiciho zafeni.

Ma-li castice mnohem mensi velikost, nez je vinova délka dopadajiciho zafeni, pak se
emitované zafeni do ostatnich smérli do zna¢né miry rusi mimo smér dopadajiciho zateni, u velkych
castecek zase prevazuje odraz zafeni.

Castecky miizeme rozdélit podle velikosti do tfi skupin:

1. Malé castecky - prameér mensi nez 0,1A. Po dopadu paprsku na malou ¢astecku ziskame
charakteristicky rozptyl zéateni, ktery je relativné symetricky. Rozptyl zateni od molekul nebo shlukli
molekul s velikosti vyrazné mensi nez vinova délka zafeni se nazyva Rayleightv rozptyl. Teorie
Rayleighova rozptylu z roku 1871, piivodné odvozena pro plyny, je vhodna pro kapaliny s malou



koncentraci suspendovanych ¢astic, které spolu navzajem neinteraguji. Intenzita rozptyleného zafeni
zavisi na vinové délce, na polarizovatelnosti Castice a také na jiz zminéné velikosti ¢astecky. Pro
intenzitu rozptyleného zafeni plati Rayleightiv zakon.

2. Vétsi Castecky — tj. ¢astecky s pruimérem mezi 0,1\ a 0,8A. S rostouci velikosti Castic roste
rozptyl a méni se vliv vinové délky na intenzitu rozptyleného zateni. U vétsich ¢astecek uz
nepozorujeme symetrické rozlozeni rozptyleného zafeni, ale zna¢n€ nesymetrické. Destruktivni
interference svétla rozptyleného ve zpétném sméru vede k vychyleni rozptylu svétla vpied. Pro
skupinu ¢astecek, jejichz velikost se priblizuje a pfesahuje vinovou délku zareni, je vhodnéjsi
takzvany Mietv rozptyl. Jedna se o teorii rozptylu, kterd pochazi z roku 1908 od némeckého fyzika
Gustava Miea, jenz se zabyval rozptylem zatreni od kulovych castic vSech prumeéri. Nevyhodou vSak

3. Velmi velké ¢astecky — mezi n€ fadime ty, jejichz pramér je vétsi nez 0,8\. I pro takto velké
castice vSak miizeme pouzit Mieovu teorii rozptylu. Pro ¢astice vétsi nez ~0,4 um v priméru se v
rozptylovych obrazcich objevuji Siroké oscilace. Pro Castice o priméru vétsim nez 1 um se objevuje
extrémni koncentrace rozptyleného zateni v ptimém sméru (kvtli vzajemnym destruktivnim efektim
zpétného rozptylu) spolu s druhotnymi vrcholky v thlovém rozlozeni rozptyleného svétla.

Na rozptyl zafeni ma znaény vliv i koncentrace &astic. Utlum paralelniho paprsku rozptylem
ve zfedéné suspenzi je dan vztahem:

I=Iye!
kde I vyjadiuje intenzitu zafeni proslou prostiredim, /o po¢ate¢ni intenzitu zafeni, T koeficient zakaleni
prostiedi, [ délka prostfedi.

Hodnota koeficientu zakaleni je spojena s koncentraci ¢astic c¢. Lze odvodit nasledujici vztah
analogicky k Lambert-Beerovu zakonu:

—log I/ly=klc
kde k=23 1/c

Tento vztah je vyuZzivan v turbidimetrickych analyzach stejné, jako je Lambert-Beeriv zakon
pouzivan ve fotometrickych analyzach. Tento vztah nebere v ivahu ztraty zateni vzniklé pii absorpci
suspendovanymi ¢asticemi nebo odrazem od stén nadoby.

S rozptylem svétla souvisi i takzvany Tyndalltiv jev, na némz jsou zaloZena nefelometricka
méfeni. Jedna se o difuzni rozptyl zateni, které prochazi prosttedim s rozptylenymi ¢ésticemi (zejména
koloidnimi). Zafeni dopadajici na Castici se v diisledku nasledného rozptylu stava dostatecné
intenzivnim a lze ho sledovat pouhym okem. M4 tvar kuzele a jeho vrchol se nachazi v mist¢, kde
zateni vstupuje do prostiedi s ¢asticemi. Toto zareni 1ze vidét pfi pozorovani v uhlu jiném nez 180° ke
vstupujicimu zafeni do prostifedi. V homogennim prostfedi neni Tyndalldv jev pozorovatelny. Jev,
ktery sice uz roku 1857 objevil Faraday, avsak poprvé jej popsal az fyzik John Tyndall, Ize sledovat
bézné i v ptirode, jestlize jsou v setmélém prostiedi ve vzduchu piitomny ¢astecky prachu a dopadaji
na n¢ slunecni paprsky.

4.1.4. PRINCIP NEFELOMETRIE A TURBIDIMETRIE

Nefelometrie a turbidimetrie jsou uzce spojené analytické metody, které pro stanoveni
vyuzivaji rozptylu zafeni na Casticich. Tyto ¢astice zplsobuji zakaleni roztok.

Mezinarodni organizace pro standardizaci (ISO) definuje zdkal jako sniZeni prithlednosti
kapaliny zptuisobené pfitomnosti nerozpusténé hmoty. Zakal je vyjadieni optické vlastnosti prostiedi,
ktera zpusobuje rozptyl zafeni a absorpci spise nez jeho propustnost v pfimém sméru vzorkem. Jako
vzorek se pro tato méfeni bézné vyuziva kapalina, ktera obsahuje ¢astecky nutné pro rozptyl
pocate¢niho zafeni. Pokud je tedy vzorek zakaleny, neni dostate¢né Cisty a také neni pruhledny. V
takovém pripadé mizeme hovoftit o zakalu jako o protikladu ¢irosti. Proto Ize zakal interpretovat jako
méfitko relativni &istoty vody. Cim vice je vzorek zakaleny, tim vice obsahuje riiznych ¢astic. Zafeni
prochazejici kapalnym prostfedim mize byt rozptyleno a absorbovano nehomogennimi ¢asticemi v
cesté zafeni, zejména pevnymi ¢asticemi blata, jilem, fasami planktonem, mikroby, organickou
hmotou. Jestlize zareni dopada na roztok s vyjmenovanymi ¢asticemi nebo jim podobnymi, interaguji
tyto Castice s dopadajicim paprskem tak, Ze absorbuji svételnou energii a poté opé€t vyzafi energii do
rtiznych sméri. Uvnitf ¢astice je zafeni pfevedeno na jinou formu energie, naptiklad na tepelnou, a
probiha tak absorpce zareni. Nasledné dochazi k vyzareni do vSech smér, tedy k rozptylu zateni,



jedna se o komplexni jev, jelikoZ zahrnuje jak odraz od povrchu ¢astice uvniti prostiedi, tak lom uvnitf
Castice. Miize v8ak nastat i situace, kdy dojde k n€kolika odraziim uvnitt ¢astice. Rozptyl svétla je
Casto doprovazeny absorpci.

Snizeni energie kolimovaného paprsku v disledku rozptylu casticemi je zdkladem
turbidimetrickych metod. Oproti turbidimetrickym metodam jsou nefelometrické metody zalozeny na
mefeni rozptyleného zateni obvykle v pravém uhlu k dopadajicimu paprsku. Obé metody se tedy
odlisuji pouze tim, kde je umistén detektor. V turbidimetrii je detektor v ose paprsku a méfeno je
zateni proslé vzorkem, které je ochuzené o rozptylenou slozku. V nefelometrii Ize detektor umistit pod
thlem 10° az 90° vzhledem k dopadajicimu zafeni, nejcastéji se vSak rozptylené zaieni méti v kolmém
sméru. Turbidimetrie je vhodna pro méteni koncentrovanéjsich roztoka s relativné velkymi
casteckami, nefelometrickych méteni se vyuziva pro vzorky s niz§i koncentraci ¢astic o mensi
velikosti.

Oproti gravimetrickym metodam mohou turbidimetrie a nefelometrie poskytnout zna¢né
vyhody tykajici se Gspory ¢asu pii stanoveni koncentrace ¢astic. Co se tyce citlivosti, je nefelometrie
obecné citliveéjsi nez turbidimetrie. U obou metod je nevyhodou jejich pomérné€ obtizna
reprodukovatelnost. Abychom mohli provadét reprodukovatelné métenti, je dilezité dodrzovat stejné
podminky pro vSechna méteni. Mezi rozhodujici podminky patii konstantni teplota prostiedi,
dodrzovani stejného ¢asového intervalu jak pro michani roztoku, tak i pro odecet hodnoty z ptistroje a
neménné velikost a tvar astecek. Casto se do nestabilniho roztoku p¥idava ochranny koloid pro jeho
stabilizaci. Jedna se o latku, ktera se adsorbuje na povrchu ¢astecek a zabraiuje jejich koagulaci. Jako
ochranné koloidy se bézné vyuzivaji povrchové aktivni latky, mezi néz patii naptiklad
polyethylenglykol, Zelatina, Tween 20 ¢i 80, glycerin, arabska guma a dalsi.

Instrumentace

Zeslabené zateni nebo mira zdkalu méfend v pfimém sméru vzhledem k dopadajicimu paprsku
jsou bézné méfeny na fotometrech ¢i spektrofotometrech, nefelometrickd méteni rozptyleného zateni
jsou provadéna na fluorimetrech, které jsou uzptisobeny pro méieni v kolmém sméru od dopadajiciho
paprsku. VétSina pfistroju pro turbidimetrické a nefelometricka méteni ma obvykle 5 zakladnich
komponent - zdroj zafeni, monochromator, prostor pro vlozeni kyvety se vzorkem, fotosenzor a
vyhodnocovaci zafizeni.

1. Zdroj zateni — jako zdroj zafeni se vyuzivaji rizné druhy zarovek. Mezi nejbéznéji
pouzivané patii wolframova zarovka. Relativné nizkd intenzita vSak zptsobuje horsi vyuZzitelnost u
vzorkid s malym rozptylem zafeni. Dal$im béznym zdrojem zatfeni byva xenonova lampa. Mtizeme se
vsak setkat 1 s nefelometry, které jako zdroj zateni vyuzivaji rtutovou obloukovou lampu,
halogenovou lampu, svétlo emitujici diody a také lasery. Laserové nefelometry maji obvykle helium-
neonovy laser. VSechny tyto zdroje maji vyssi intenzitu nez wolframové zarovky. Razné typy zdroji
zafeni se pouzivaji proto, ze v zavislosti na latce dochazi k emisi zafeni pti riznych frekvencich.
Vyhodou laserového nefelometru je vysoka intenzita zafeni a diky kolimovanému paprsku odpada
nutnost jeho zaostfovani.

2. Monochromator (resp. filtr) - slouzi k izolaci uzkého intervalu vinovych délek.
Nejjednodussim a nejlevnéjsim monochromatorem je filtr povolujici prichod pouze diskrétni vinové
délky. Lze pouzit témet vS§echny monochromatory, které se bézn¢ pouzivaji u fotometrickych meéteni.
U fluorimetri nebo spektrofluorimetrd, které jsou uzplisobené pro uziti jako nefelometry, se musi
nastavit vinova délka pro rozptylené (emitované) zafeni tak, aby byla stejna jako pro dopadajici zafeni.
Nefelometry jsou Casto vybaveny uzaviracim filtrem, ktery brani vstupu fluorescencniho zéfeni do
detektoru.

3. Prostor pro kyvetu se vzorkem — u nefelometrti pouzivanych predevs$im v imunoanalyze
klinickych vzorki je dulezité zejména to, Ze prostor pro kyvetu se vzorkem musi byt navrzen takovym
zpusobem, ktery umoziuje neustalé promichavani vzorku, aby bylo zaji§téno, Ze jsou agregaty
jednotné. Kyveta mize mit bud’ valcovity tvar, nebo tvar hranolu. Pro nefelometricka méteni
provadéna pod jinym thlem nez 90° ke vstupujicimu paprsku jsou vhodnéjsi kruhové kyvety nez
kyvety hranaté. Vyhodou kruhovych kyvet je minimalizace odrazu méteného zateni od stén kyvety. S
ptistrojem jsou Casto dodavany kyvety s formazinovymi standardy pro jeho kalibraci.

4. Detektor - slouzi k detekci signalu a nasledné preda informaci vyhodnocovacimu zafizeni,
kde se na displeji ¢i monitoru objevi ¢iselna hodnota signalu. Jako detektor se u vétSiny ptistroji



pouziva bud’ fotodioda, nebo fotonasobi¢. U nefelometrti vyuZivanych pro klinickou analyzu se Cast&ji
setkavame s fotonasobici. Aby nedoslo k chybam, které by mohly vzniknout pti detekovani vnéjsiho
svétla, je dilezité, aby byly detektory dobfe stinéné a tak minimalizovaly pripadné interference.
Detektor 1ze umistit do tthlu v rozmezi 10° az 90° vzhledem k dopadajicimu paprsku. Nékteré
nefelometry také umoziiuji menit polohu detektort

5. Vyhodnocovaci zatizeni - obdrzi elektricky signal od detektoru a poskytne uZzivateli
vystupni hodnotu. Vystupni hodnota mtize byt udavana v libovolnych jednotkach intenzity
rozptyleného svétla. V nefelometrii se nejbéznéji mizeme setkat s nefelometrickou jednotkou zakalu
(tzv. Nephelometric Turbidity Unit = NTU). Existuji vSak dalsi jednotky zékalu, jako je naptiklad
FNU (Formazin Nephelometric Unit), FTU (Formazin Turbidity Unit), FAU (Formazin Attenuation

Unit) ¢i JTU (Jackson Turbidity Unit).
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Obr. 4.1. Schéma turbidimetru Obr. 4.2. Schéema nefelometru

Nefelometrie a turbidimetrie jsou v dnesni dob¢ hojné uzivané analytické metody. Vyuziti
nachdazi v odvétvich nejen chemického priamyslu, ale naptiklad i ve farmaceutickém pramyslu, v
potravinaiském priamyslu. Lze je uplatnit naptiklad pti kontrole potravin a napojt, stanoveni
koncentraci iontl (napt. SO4*, CI, Ag", Na*) na zaklad& vytvofeni sraZeniny, stanoveni
makromolekul, proteinti, globulind a albumind krevniho systému, rozborech télnich tekutin a obecné
pfi metfeni zne€isténi ovzdusi i kapalin. Jsou dilezité v potravinafstvi zejména pii hodnoceni kvality
vod, dale také pii sledovani kvality produktu zvlasté¢ v mlééném primyslu a v pivovarnictvi. V
riznych odvétvich primyslu jsou nefelometrie i turbidimetrie uzite¢né rovnéz pii sledovani a kontrole
ucinnosti filtracniho procesu. Jako imunonefelometrie a imunoturbidimetrie jsou vyuzivany pii
sledovani imunologickych reakci, pii kterych dochazi ke vzniku imunoprecipitatu na zaklad¢ interakce
antigenu a protilatky. Tyto imunochemické metody slouzi k ditkazu protilatky v séru ¢i v jiném vzorku
za predpokladu, ze méme k dispozici znamy antigen. Piikladem protilatek jsou imunoglobuliny
riznych tfid. Mezi zakladni fadime IgG, IgM, IgA, IgE a IgD.

Tab.4.1. Priklady nefelometrického a turbidimetrického stanoveni iontii

Ion Cinidlo Sraienina Metoda

cr AgNO; AgCl turbidimetrie, nefelometrie

SO~ BaCl; BaSO, turbidimetrie, nefelometrie

Ag” NaCl AgCl turbidimetrie, nefelometrie
Zn(OAc) a . i .

Na™ NaZn(UO2)3(OAc)s turbidimetrie, nefelometrie
UO2(0OAc)2

A SnCl, Au turbidimetrie

Ca™” H2C204 CaCy04 turbidimetrie

4.2. STANOVENI SIRANU NEFELOMETRICKY

Principem nefelometrického stanoveni sirani je reakce chloridu barnatého se siranovymi
anionty za vzniku bilé sraZzeniny BaSOs. Stejné jako u chloridii i zde 1ze pozorovat mlécny zakal. Mira
zakalu je pfimo imérné koncentraci aniontt.

Ba** + S04 — | BaSO4



Navazenim potfebného mnozstvi siranu draselného K,SO4 nejprve piipravime zasobni roztok
o koncentraci 1 g'I'' SO4* (na pifpravu 100 ml roztoku navazime 0,1814 g K»SOy), které kvantitativng
prevedeme do odmérné banky, rozpustime v destilované vod¢ a baniku doplnime po rysku
destilovanou vodou.

Nasledné ptipravime 1M HCI a 1% roztok BaCl,. 1M HCI pfipravime odméienim 15,5 ml
35% HCI do odmeérné baiiky o objemu 500 ml, baiiku doplnime po rysku destilovanou vodou. Roztok
BaCl, ptipravime navazenim 1,0000 g BaCl, - 2H,O do odmémé baiiky o objemu 100 ml a doplnénim
destilovanou vodou po rysku.

Ze zasobniho roztoku K>SOy pfipravime sadu kalibra¢nich roztokii o koncentraci 0, 20, 40, 60,
80 a 100 mg-1"! SO4*". Do odmé&rnych ban&k o objemu 50 ml napipetujeme pfedem vypo&teny objem
zasobniho roztoku, ke kazdému roztoku pfiddme 5 ml 1M HCI a baiiky doplnime po rysku
destilovanou vodou.

Kazdy neznamy vzorek vody nejprve vlozime v kadince na 5 minut do ultrazvukové lazné,
aby doslo k jeho odplynéni. Do odmérnych ban¢€k o objemu 50 ml poté napipetujeme vzdy 40 ml
vzorku mineralky (nékteré bude potieba predem ziedit) nebo 20 ml vzorku pitné vody. K jednotlivym
vzorkiim pfiddme 5 ml 1M HCI a vSechny baiiky nédsledné doplnime destilovanou vodou po rysku. Na
zaver pripravené roztoky peclivé promichame.

Pfi méfeni kalibracnich roztokii postupujeme nasledujicim zptisobem. Na magnetickou
michacku umistime Erlenmeyerovu baiiku o objemu 50 ml a do ni vlozime michadélko. Do banky pak
postupné napipetujeme 2 ml roztoku BaCl, jako srazedla, 8 ml destilované vody a nakonec 10 ml
roztoku z kalibra¢ni sady.

Stejnym zpisobem postupujeme u méieni roztokti nezndmych vzorkt, pouze misto 10 ml
kalibra¢niho roztoku napipetujeme 10 ml neznamého vzorku.

Kazdou smés promichame 2 minuty na michacce, ihned poté ji ptelijeme do kyvety a zmétime
signal. Kazdy kalibra¢ni roztok a nezndmy vzorek zmétime 3x.

Tab. 4.2: Priprava kalibracnich roztokit NaCl, pipetované mnozstvi jednotlivych roztokii v ml.

Roztok €. 1 2 3 4 5 6

Standardni roztok
K>SO4 v ml do 50 ml
od.banky

IM HC] vml 5 5 5 5 5 5

Csos> (mg-1™) 0 20 40 60 80 100

Zakal (NTU)

4.3. POSTUP PRACE S NEFELOMETREM

4.3.1. SENZOR ZAKALU TRB-BTA

1. Propojime nefelometr pomoci USB kabelu propojime s pocitac¢em.
2. Na pocitaci spustime program pro sbéru dat Logger Pro 3.
3. Software rozpozna nefelometr, umozni nam spustit kalibraci.
4. Kalibrace
PRVNI BOD KALIBRACE:

Ptipravime si prazdnou kyvetu, oplachneme ji a naplnime destilovanou vodou. POZOR!
Hladina vody musi byt pfi tomto testovacim méteni doplné€na po rysku. Tento objem je pro
ziskani spravnych hodnot zékalu kriticky. Kyvetu uzavieme vickem. Otfeme stény kyvety
mekkou latkou nebo bunicitou vatou. Uchopime kyvetu za vicko a vlozime ji do piistroje,
znacka na kyveté musi sméfovat smérem k rysce na senzoru (oznaceno Sipkou). Pii kazdém
méfeni zkontrolujeme, zda znacky smétuji k sobé. Uzavieme kryt senzoru. Jako hodnotu NTU



v programu na PC zadame 0.

DRUHY BOD KALIBRACE:

Vezmeme kyvetu s obsahem standardu zakalu 100 NTU a opatrné ji ¢tyfikrat preklopime, aby
se promichaly ¢astice, které se mohly usadit na dn¢. Kyvetu se standardem ale nemichame,
michénim by se v ni vytvotily malé bublinky, které by mohly ovlivnit métfeni. Otfeme stény
kyvety mékkou latkou, ktera nepousti vlakna, nebo bunicitou vatou, abychom se zbavili
ptipadnych necistot. Uchopime kyvetu za vicko a vlozime ji do senzoru zékalu. Znacka na
kyveté musi smétovat k rysce senzoru. Uzavieme kryt senzoru zakalu, jako hodnotu NTU
zadame 100. Potvrdime a teprve poté kyvetu se standardem vyjmeme. Nefelometr je pfipraven
pro méteni zakalu.

MERENI VZORKU

Z kyvety vylijeme destilovanou vodu, Vyplachneme ji méfenym vzorkem a naplnime ji timto
vzorkem po rysku. Kyvetu uzavieme vickem, odstranime z jejiho vn&jsiho povrchu necistoty
mekkou latkou nebo bunicitou vatou. Opatrné pieklopime nadobku se vzorkem vody, aby se
promichaly ¢astice, které se mohly usadit na dné. Uchopime kyvetu za vicko a vlozime ji

do nefelometru. Dbame na to, aby znacky na kyveté a na senzoru sméfovaly k sob&. Uzavieme
kryt. Zméfime hodnotu zakalu 3x.

Po ukonceni prace s nefelometrem vyplachneme kyvetu destilovanou vodou. Kyvetu i
formazinové standardy je nutné udrzovat v dobrém stavu, je to pro méfeni zakalu dilezité.

Pozndamka:

Castice se ve vodé casem usazuji a zpiisobuji mirny posun mérenych hodnot zakalu smérem
dolii. Proto odecitame hodnotu kratce po viozZeni kyvety do senzoru.

T eoretic]k)ﬁ obsah chloridii ve vodé z vodovodu je 35 mg-l”, teoreticky obsah chloridii v pivu je
15 mgl”.

V tuloze pracujeme se senzorem zakalu TRB-BTA a s vyhodnocovacim zafizenim Vernier
LabQuest od spolecnosti Edufor.

Obr. 4.3: Nefelometr TRB-BTA s lahvickou formazinového standardu

Technické udaje nefelometru:

e rozsah 0 az200 NTU,

e rozliSeni 12-bitové (LabQuest) 0,25 NTU,

e piesnost: = 2 NTU pii hodnotach pod 25 NTU, £ 5 % NTU pfi hodnotach nad 25 NTU,
e citliva fotodioda (LED dioda) s vinovou délkou [ = 890 nm.

4.3.2. UNIVERZALNI FOTOMETR MN PF-12 PLUS

1.

3.

Fotometr (s moznosti méfeni zakalu pod thlem 90°) zapneme stiskem klavesy On/Off.
Pomoci Sipek vybereme metodu nefelometrického méfeni zékalu zadanim cisla 906.
Kalibraci zahajime stiskem klavesy NULL ZERO. Poté vlozime jeden po druhém standardni
kalibra¢ni roztoky testovaci soupravy NANOCONTROL NANOTURB (0 — 400 NTU),



méfeni provedeme stiskem klavesy M . Ukonceni kalibrace potvrdime stiskem M . Nyni je
pfistroj nakalibrovan.

4. Pfi méfeni prelijeme roztok z banky do kyvety, kyvetu uzavieme, peclivé otfeme a vlozime ji
do kyvetového otvoru. Stiskem klavesy M roztok proméiime. Hodnotu zakalu zobrazenou na
displeji si zapiSeme. Kyvetu vkladdme do kyvetového otvoru vzdy stejnym smérem.

5. Po ukonceni méfeni kyvetu peclivé vyplachneme destilovanou vodou a vypneme fotometr
stiskem klavesy .

Obr. 4.4: Fotometr a nefelometr MN PF-12 PLUS

4.4. VYHODNOCENI

1. Na zakladé tabulky naméfenych hodnot zakalu pro kalibra¢ni roztoky sestrojime
kalibra¢ni graf.

2. Provedeme zédkladni statistické vyhodnoceni pro jednotlivé neznamé vzorky. UrCime
chybu samotného méteni v ¢asové zdvislosti pro stanoveni chloridd.

3. Z rovnice kalibracni kiivky vypocitdme koncentraci vysrazenych siranovych iontd
v neznamych vzorcich, pokud je to mozné srovname ziskané hodnoty s teoretickymi a
zdGvodnime.



