Statistické zpracovani dat
Chyby vysledkii chemické analyzy

Ukolem analytického chemika by mélo byt poskytovani kvalitnich vysledkii. Kvalitnim vysledkem je
myslen takovy vysledek, ktery je spravny a presny. Kvantitativni vysledky chemickych analyz mohou byt jako
vSechna ¢isla ziskand méfenim zatizena chybou. V praxi se setkavame s trojim typem chyb:

a) chyby systematické, které vznikaji napiiklad pfi pouziti nespravné metodiky pro dany vzorek
(naptiklad pouzitim nespravného indikatoru pfi titraci systematicky dochazi k pretitrovani). Vyskyt takové chyby
musi byt vyloucen vhodnou volbou analytické techniky, pfipadn¢ adekvatnim zplisobem eliminovan c¢i
korigovan.

b) chyby hrubé - mohou vznikat naptiklad nespravnym zpisobem odecitani vychylky méticiho piistroje
¢i objemu z byrety, nebo nedodrzenim kritického kroku v navodu - jsou to tzv. chyby osobni. DodrZzovanim
zakladnich analytickych navykt a navodi a maximalni peclivosti bychom t€émto chybam méli predchazet.

c) chyby nahodné - nabyvaji se stejnou pravdépodobnosti kladné i zaporné hodnoty a jsou dany
statistickym charakterem méfeni. Mohou byt statisticky vyhodnoceny a odhadnuta jejich velikost.

Po vylouceni systematickych chyb (adekvatné volena metodika analyzy) a hrubych chyb (adekvatné
voleny analytik) 1ze ziskat vysledky analyzy, které jsou zatizeny pouze ndhodnymi chybami. Tyto nahodné
chyby vnasi do vysledku analyzy jistou miru nejistoty - vysledky analyzy nelze povazovat za absolutni ¢islo,
vysledkem je vzdy interval, ve kterém se opravdova (spravnd) hodnota nachazi s jistou pravdépodobnosti.

Abychom mohli statisticky vyhodnotit vysledek analyzy a odhadnout miru jeho variability, je tfeba
ziskat dostate¢ny pocet dil¢ich dat pro zpracovani. Z tohoto divodu se vSechna analyticka stanoveni provadi
opakované a data se nasledné zpracuji pro ziskdni odhadu stfedni hodnoty a miry variability této stfedni
hodnoty. Spravné uvedeny vysledek analyzy by tedy mél sestavat z této stfedni hodnoty a hodnoty jeji
variability. V praxi se u sériovych (rutinnich) analyz zpravidla provadi pouze jedno opakovani s tim, Ze
variabilita ziskaného vysledku je ziskana zpracovanim dostatecné velkého souboru dat v procesu tzv. validace.
Béhem validace se mimo této hodnoty ziskavaji také dalsi parametry, které charakterizuji pouzitou metodiku a
jeji aplikaci na dany vzorek (mez detekce, mez stanovitelnosti, linearita kalibracni zavislosti, pracovni rozsah,
selektivita, rusivé vlivy, opakovatelnost, reprodukovatelnost, robustnost a dalsi).

Vylouceni odlehlych vysledki

Ziskame-li pfi analyze dostate¢ny pocet dat, méla by byt data s krajnimi hodnotami (nejnizsi a nejvyssi)
otestovana na odlehlost. Pro testovani odlehlosti nejmensi a nejvétsi hodnoty sefazenych (x; az x,) dat mizeme
pouzit rizné testy, zde je uveden test Q:

Q] :(XZ—X])/R
O, =((,-%x01)/R

kde R je tzv. rozpeti (X,ax - Xmin)

Vypocteme tedy hodnoty testu pro prvni a posledni hodnotu v fadé dat a srovname je s kritickymi hodnotami
v tabulce podle poctu ziskanych dat a zvolené hladiny pravdépodobnosti (zpravidla a = 0,95). V pfipad¢, ze je
hodnota testu vyS$si nez kriticka hodnota, je vysledek odlehly a je tieba jej ze souboru vyloudit. Po vylouceni
opét testujeme (nové ziskanou) krajni hodnotu na odlehlost (nutno piepocitat rozpéti). Vylucovat nelze ze dvou
hodnot a také ze tii hodnot, kde dv€ z nich jsou shodné.

Tabulka kritickych hodnot Q testu pro vylouceni odlehlych hodnot:

n k n k

a=0,95 a=10,90 a=0,95 a=10,90
3 0,941 0,988 7 0,507 0,637
4 0,765 0,889 8 0,468 0,590
5 0,642 0,760 9 0,437 0,555
6 0,560 0,698 10 0,412 0,527
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Vypocet odhadu stiedni hodnoty a jeji variability

Po vylouceni odlehlych hodnot vypocteme odhad stiedni hodnoty souboru dat. Pro vétSinu vysledka
analytickych metod Ize za nejlepsi odhad stiedni hodnoty povazovat aritmeticky primér X:

X=(;+x3+...... X,) /n

Parametrem variability odhadu stifedni hodnoty (aritmetického priiméru) je potom smérodatna
odchylka o (ziskana z velmi velkého - teoreticky nekone¢ného poétu méfeni), respektive odhad smérodatné
odchylky s. Pro mensi pocet vysledkt (n < 10) je vhodné zjednodusené vypocitat odhad smérodatné odchylky z
rozpeti R, (R, = Xyax = Xmin):

s=R,.k,

Hodnoty koeficientu £, pro odhad smérodatné odchylky z rozpéti:

n K, n Kk,

2 0,8862 7 0,3698
3 0,5908 8 0,3512
4 0,4857 9 0,3367
5 0,4299 10 0,3249
6 0,3946

Jako relativni méfitko ndhodné chyby se Casto pouziva relativni smérodatna odchylka s,, zpravidla
vyjadiena v procentech:

s, =s.100/X %

Smérodatna odchylka je statistickym parametrem méficiho postupu a v jednotlivém piipadé pouze udava, ze pii
ndhodném rozdéleni (Gaussovo rozdéleni) lezi 68,3% vSech naméfenych hodnot v rozpéti #o okolo
aritmetického stfedu. Chceme-li vysledky vyjadfit s vétsi statistickou pravdépodobnosti P, musime rozpéti
zveétsit na #ko, jak vyplyva z nize uvedené tabulky (P by pfitom mélo byt vzdy uvedeno!).

Chyba v rozmezi + ko Statisticka Chyba v rozmezi + ko Statisticka
pravdépodobnost P pravdépodobnost P
0,675.0 50,0% 258 .0 99,0%
1,00 .o 68,3% 300 .o 99,7%
1,64 .0 90,0% 329 .o 99,9%
1,96 .0 95,0% 400 .o 99,99%

Hromadéni chyb a nejistota

Je-li vysledek analyzy kombinaci nékolika experimentdlné zjisténych hodnot (naprosta vétSina
vysledkt), z nichz kazdd ma svoji chybu (pfesnost pipet, vah, odecitani objemu na byreté, pfesnost -
opakovatelnost rozkladu vzorku, ode¢tu vychylky na pfistroji apod.), dochézi k hromadéni chyb. V praxi to
znamend, Ze ¢im vice operaci pfi analyze provadime, tim vétsi je pravdépodobnost, Zze celkova chyba stanoveni
bude vétsi (pokud dané operace nemaji zanedbatelnou chybu samy o sob¢). Jednotlivé chyby se "sCitaji" dle
zékona §ifeni chyb - chyba souétu ¢i rozdilu je dana odmocninou ze souctu kvadratd chyb dil¢ich hodnot, v
ptipadé soucinu ¢i podilu je relativni chyba dana odmocninou ze souctu kvadrata relativnich chyb dil¢ich
hodnot.

V soucasném modernim pojeti analytické metrologie se operuje s pojmy standardni nejistota -
kombinovana nejistota - rozsifena kombinovana nejistota. Zjednodusené 1ze smérodatnou odchylku (jednoho
kroku analytického postupu) povazovat za standardni nejistotu. Kombinovana nejistota je potom smérodatna
odchylka vysledku celého analytického procesu, a to ziskana bud’ ze zakona S§ifeni chyb jednotlivych krokid
analytického postupu, a nebo z vysledkii opakované provedenych analyz téhoz vzorku. Rozsifenim kombinované
nejistoty faktorem pokryti k ziskdme rozsifenou kombinovanou nejistotu - interval, v némz se spravna hodnota

27




vysledku analyzy vyskytuje s pfedem zvolenou pravdépodobnosti (zpravidla pro pravdépodobnost P = 95%, k =
2).

Srovnani experimentalnich vysledki

Vysledky, které maji malou (relativni) smérodatnou odchylku, jsou presné (vysledky opakovaného
stanoveni padaji blizko k primérné hodnote). Vysledky, jejichz stfedni hodnota je blizko ocekavané (spravné
hodnoty) jsou potom spravné. V praxi se setkdvame se vSemi kombinacemi moznosti - vysledky spravné a
presné (spolehlivé, idedlni stav), vysledky spravné ale nepiesné, vysledky nespravné ale presné a konecné
vysledky nespravné a nepiesné.

Casto potiebujeme srovnat dva vysledky analyzy, naptiklad pii analyze téhoZ vzorku dvéma riiznymi
metodami pii ovéfovani jejich vhodnosti pro analyzu v ramci procesu validace. Vzhledem ke statistické povaze
vysledkii chemické analyzy nelze srovnavat dva vysledky jako absolutni ¢isla, ale je tieba brat v tvahu také miru
jejich variability. Pro srovnani dvou experimentalnich vysledkid (pramért X, a X3) vyuZivame statisticky test na
shodnost, ktery zahrnuje jak stiedni hodnotu vysledku, tak jejich smérodatnou odchylku s, a s5:

t=(X4-Xp)/V[(s4 +55)/(n-1)]

ziskanou hodnotu porovnavame s kritickou tabelovanou hodnotou pro dany pocet méteni n (resp. pocet stupiiti
volnosti V= n - ). Vysledky jsou shodné, pokud plati ¢ < #,,,. Je-li vysledna hodnota vétsi nez kriticka hodnota,
je rozdil dvou testovanych stfednich hodnot statisticky vyznamny (na hladiné pravdépodobnosti P) a vysledky
nejsou shodné. Pro test plati jista omezeni, a to ze se smérodatné odchylky s, a sz nesmi vyznamné liSit a ze
pocet paralelnich stanoveni n, = nz = n.

Srovnavame-li experimentalné ziskanou hodnotu X s definitivni hodnotou £, u které nepfedpokladame
zadnou variabilitu (napfiklad pfipravime-li si standard se zndmym obsahem analytu a zanedbatelnou nejistotou
této hodnoty), pouzijeme op¢t statisticky test, tentokrat test na spravnost:

t=vh.(X-1)/s

a ziskanou hodnotu opét porovname s tabelovanou kritickou hodnotou v tabulce, nyni pro pocet stupiid volnosti
v=>2n-2. Je-lit<t,, pak je vysledek spravny.

Tabulka kritickych hodnot #,;; pro test shodnosti a spravnosti (hladina pravdépodobnosti P = 0,95) a pocet stupntl
volnosti V:

) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Eherit 12,706 | 4,303 3,182 2,776 2,571 2,447 2,365 2,306 2,262 2,228

\ 11 12 13 14 15 16 18 20 30 > 30
L 2,201 2,179 2,160 2,145 2,131 2,120 2,101 2,086 2,042 2,000

Zpracovani kalibraéni zavislosti

V fad¢ instrumentalnich metod se setkdvame s pojmem kalibrace, coz je proces pfifazeni zméfené
hodnoty analytického signalu (proud, napéti, absorbance, atd.) znamé hodnoté nezavisle proménné (koncentrace,
absolutni mnozstvi). Pro vétSinu analyticky vyuzivanych metod pfitom plati, ze zavislost je v urcitém rozmezi
linearni a také vétsinou prochazi pocatkem (pfi nulovém obsahu ¢i koncentraci analytu je nulovy také analyticky
signal). Pro kalibraci se zpravidla konstruuje tzv. kalibracni graf, tedy grafické zndzornéni vySe zminéné
zavislosti. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé body v tomto grafu jsou zmétfeny experimentaln€, maji kazdy svoji
nejistotu. Pokud bychom kazdy z bodi meéfili opakované, mohli bychom nejistotu vyjadrit napiiklad jako
smérodatnou odchylku. Abychom omezili vliv chyby méfeni jednotlivych bodi, provadime tzv. vyrovnani, kdy
experimentalni hodnoty (body) prokladame kfivkou, kterd odpovida néjaké algebraické funkei y = f{x) a ktera
prochézi co nejpresnéji nameétenymi body. Cilem pfitom neni nalézt funkci, kterd by jednotlivé body spojila, ale
takovou funkci, s jejiz pomoci se ndm podati vyrovnat chyby méteni jednotlivych bodd.

Linearni funkeci lze popsat rovnici y = ax + b. Odhady parametrti a (smérnice) a b (usek na ose zavisle
proménné - analytického signalu) lze z n dvojic métfeni ([x;, y;],[x2 v2] az [x,, v,]) vypocitat metodou nejmensich
¢tvercl. Hodnoty obou parametrii, smérnice i usek na ose, jsou pfitom zatizeny chybou, ktera zavisi na poctu
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bodi n a na rozptylu bodd kolem regresni ptimky (body, které nelezi na piimce, zvySuji chybu odhadu
parametru). Tyto chyby lze vyjadfit jako smérodatné odchylky. Je-li hodnota parametru » mala (srovnatelna s
vlastni smérodatnou odchylkou), nebo je-li pro to fyzikalni divod, je vhodné tisek na ose otestovat, zda je
statisticky vyznamn¢ odli$ny od nuly, a to pomoci tzv. t-testu. Vyjde-li nevyznamna odli$nost od nuly, polozime
tento usek roven nule (pfimka potom prochazi pocatkem) a piepocitame smérnici (rovnice ptimky ma potom tvar
y = ax).

Prace s automatickou pipetou:

Automatické pipety (mikropipety) jsou uréeny pro piesné odmétfovani malych objemt od nékolika
mikrolitri do 1 ml, pfipadné pro vétsi objemy (do 5 - 10 ml, makropipety). V téle pipety je umistén pist, ktery je
veden v utésnéném kandle a jeho pohybem se nasava ¢i vypuzuje vzduch. Pipety byvaji konstruovany jako tzv.
jednokanalové (jedna trubicka) ¢i multikanalové (napiiklad 8 kandlti pro soucasné pipetovani 8 stejnych
objemt - vyuziti ve spojeni s mikrotitracnimi destickami v klinické biochemii, molekuldrni biologii atd.).
Vyrabéji se pipety s fixné nastavenym objemem (zpravidla nasobky 1, 2 a 5) a pipety s nastavitelnym
objemem v urcitém rozmezi (napiiklad 200 - 1000 pl). Pfesnost automatickych pipet se pohybuje kolem 1%,
pficemz presnost fixnich pipet je lep$i nez pro nastavitelné pipety. Nastaveni objemu pipet s volitelnym
objemem se provadi zpravidla otaéenim stavéciho kolecka, Sroubu v hlave pipety ¢i nasavaci Casti v zavislosti na
konstrukei a vyrobci pipety. Nastaveny objem je indikovan ¢islici na stupnici (zpravidla v pl).

Pipetovana kapalina se nenasava primo do pipety. Na pipetu se nasazuje tzv. pipetovaci Spic¢ka, coz
je plastova trubicka, na jednom konci vytazena do $pi¢ky a na druhém konci vytvarovana tak, aby ji bylo mozno
tésn& nasadit na saci / vytlaénou trubicku t&la automatické pipety. Spicky jsou vyrobeny z polypropylenu, byvaji
barevné rozliSeny podle pipetovaného objemu, na ktery jsou uréeny a mohou se mirné tvarové liSit podle
vyrobce pipety, pro kterou jsou urceny (pozor na Spicky urcené pro jiné znacky pipet nebo tzv. univerzalni
Spicky, které nemusi dostatecné té€snit nebo nejdou na pipetu nasadit). Nékteré Spicky maji rysky, orientacné
udavajici urcity objem pro kontrolu pfi pipetovani (napiiklad Spicky 1000 pl s ryskami 500 a 1000 pl). Jsou
dostupné ve sterilnim ¢i nesterilnim baleni a zpravidla jsou urceny k jednorazovému pouziti. Kvalitni Spicky
(nesmacivé) je mozno pii pipetovani stejného roztoku pouzit i opakované, piipadné€ je mezi pipetovanim
vyplachnout vodou (vzdy v zavislosti na zvyklostech pracovisté a narocich metodiky, nikdy vSak u sterilni
prace!). Nekteré pipety jsou vybaveny tzv. vyhazovacem S$picek, coz je dalsi tlacitko (vedle tlacitka pistu),
urené pro odstranéni nasazené pipetovaci $picky po pouziti bez dotyku rukou (napiiklad po pipetovani
infekéniho materialu).

Pii pipetovani se postupuje tak, Ze se nastavi pozadovany objem na pipeté (u stavitelnych pipet), na
pipetu se nasadi vhodna $picka, ptfiemz je nutno dbat na spravné nasazeni tak, aby byla nasazena tésné a
nedochazelo k podtékani. Pist pipety ma dve polohy - prvni (saci) poloha je do prvniho znatelného odporu, druha
(vytlaéna) je do druhého (definitivného) odporu pii stlaceni (vzhledem k pomérné vétsi sile, nutné ke stlaceni
pistu, pouzivame pii pipetovani palec). Pist pipety tedy stlacime do prvniho stupné, $picku ponofime do
pipetované kapaliny asi 5 mm, pficemz pipetu drzime svisle, a pomalym (kontrolovanym) uvolnénim pistu
nasajeme kapalinu do Spicky. Po vytazeni pipety se Spickou z pipetovaného roztoku by nemél na vnéjsi stran¢
Spicky ulpivat zadny roztok. Pfi nasavéani pipetu z roztoku nevytahujeme ptedcasné, jinak by doslo k nasati
vzduchu do $pic¢ky a odpipetovany objem by nebyl spravny (pozor u Spi¢ek s malym sacim otvorem), podobn¢
pfi rychlém nasati mohou diky kavitaci vzniknout ve $pic¢ce bublinky! Pipetu pfemistime nad nadobu, do které
roztok odméfujeme a stlacenim pistu kapalinu ze Spicky vypustime. Stla¢enim pistu do druhé polohy vytla¢ime
ze $picky ptipadné ulpivajici roztok. Na rozdil od sklenénych pipet pfi pipetovani automatickou pipetou nesmi
ve Spifce zustat Zadny roztok! Pokud zistane ve SpiCce kapka roztoku, miZeme se pokusit opakovanym
stlaenim pistu tuto kapku vypudit, pfipadné (pokud to dalsi postup nevylucuje) miuzeme Spi¢ku vyplachnout
(nasatim vody a vypusténim k odpipetovanému objemu). Spicky jsou vyrabény v nesmagdivé Gpravé, piesto se
nekteré kusy smaci (zvlasté univerzalnich $picek), obzvlasté pii pipetovani viskoznich kapalin ¢i biologickych
tekutin (krev, sérum, plazma, moc).

Automatickou pipetu s nasazenou $pickou a nasatym roztokem nikdy nepoklidime do vodorovné
polohy! Automatické pipety nikdy nepouZivime pro pipetovani tékavych latek, jako jsou koncentrované
roztoky kyselin, amoniak, organicka rozpoustédla. Pary poskozuji pist pipety ¢i jeho zatésnéni a dojde ke zni¢eni
pipety v hodnoté n€kolika tisic K¢. Stejné tak je nutno vyvarovat se rychlému pusténi pistu pipety pfi nasdvani
kapaliny, kdy dojde ke vstfiknuti pipetovaného roztoku dovnitf kanalu a opét k poskozeni pistu ¢i té€snéni.
V takovém pfipadé je nutno pipetu ihned rozebrat, vycistit, po vysuSeni namazat vhodnym mazadlem a opét
slozit. V pripad¢ takové havarie ji ihned nahlaste vedoucimu cviceni!
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Uloha ¢&. 7 - Argentometrické stanoveni obsahu chloridi
v moci

Princip

Stanoveni obsahu chloridd v moc¢i je vyznamnym parametrem biochemického vySetfeni moci a
spole¢né s dal$imi ionty (sodik, draslik) slouzi k hodnoceni rovnovahy ionti v organismu. Stanoveni se provadi
ve vzorku moci, sbiraném béhem 24 hodin (denni mo¢, dU). Po této dobé se zméfi jeji objem a po homogenizaci
se odebere vzorek ke stanoveni. Ze zjisténé koncentrace a objemu se vypocte celkové mnozstvi chloridd (a
dal$ich ionti), vyloucenych béhem 24 hodin. Normalni fyziologické rozmezi je u zdravého ¢lovéka 170 - 250
mmol/24hod.

Obsah chloridi v moci se bézné stanovuje napiiklad pomoci iontové selektivni elektrody. Chloridy lze
také stanovit merkurimetrickou titraci (roztokem dusi¢nanu rtutnatého) nebo argentometricky (roztokem
dusi¢nanu stfibrného). Argentometrické stanoveni je zalozeno na srazeci reakci chloridd se stfibrnymi ionty.
K indikaci bodu ekvivalence lze pouzit naptiklad srazeci indikator - chroman draselny. Pfi titraci se nejprve srazi
méné rozpustny, bily chlorid stfibrny. Prvni nadbyte¢na kapka stfibrné soli reaguje s chromanem za vzniku
cervenohnédého chromanu stiibrného a titrovana smés se tak za¢ne barvit do oranzovohnéda (chroman draselny
samotny ma zluté zbarveni). Jiny zptsob indikace bodu ekvivalence spo¢iva v adsorpci nékterych typu barviv
(fluorescein, eosin, bromfenolova modf) na srazeninu chloridu stfibrného v okamziku bodu ekvivalence, ¢imz se
zméni zbarveni.

V této uloze provedete argentometrické stanoveni obsahu chloridii ve vzorku moci, a to metodou
kalibra¢ni zavislosti. Udaje o spotiebé odmérného roztoku (objem) nam nahradi nékterou z veli¢in
v instrumentalnich analytickych metodach (naptiklad absorbanci ve spektrofotometrii). Pro stanoveni pouzijete
dva indikatory. Na oba indikatory potom provedete stanoveni obsahu Cl' ve vzorku syntetické moci, a to
opakovang, aby bylo mozno ziskana data statisticky zpracovat.

Provedeni:

Priprava standardniho roztoku:

Piipravte 25 ml roztoku chloridu sodného o koncentraci CI pfiblizné 10 mg.ml”' navazenim pevného
NaCl, rozpusténim ve vodé a doplnénim na 25 ml. Aktualni navazku pouzijte k vypocteni pfesného mnozstvi
chloridt, pouzitého pro sestrojeni kalibracni zavislosti.

Kalibracni zavislost:

Do titracni banky pipetujte automatickou pipetou 0,2 ml standardniho roztoku chloridu, zfed'te vodou
na objem asi 50 ml a pfidejte 1 ml roztoku chromanu draselného jako indikator. Titrujte roztokem AgNO; az do
zmény zbarveni ze Zlutého do oranzovohnédého. Spotifebu odmérného roztoku zapiste a totéz opakujte s 0,4 - 0,6
- 0,8 a 1,0 ml standardniho roztoku chloridu.

Stejnym zplUsobem ziskate spotfeby odmérného roztoku pfi titraci na indikator fluorescein.
K pipetovanému roztoku NaCl, zfedénému na 50 ml vodou, pridejte 2 kapky roztoku fluoresceinu a titrujte az do
zmény zlutého zbarveni do rizového (soucasné dojde k vysrazeni chloridu stfibrného).

Ze ziskanych hodnot spotieby odmérného roztoku a pipetovaného mnozstvi chloridii sestrojte kalibracni
zévislost, k vyrovnani pouzijte linearni regresi, vypoctéte parametry regresni rovnice a podle svych schopnosti
proved'te testovani vyznamnosti Giseku na ose objemu AgNOs.

Stanoveni chloridii ve vzorku moci:

Ze vzorku moci pipetujte 10 ml do titracni baiiky, zied'te na 50 ml vodou a titrujte stejn¢ jako
standardni roztoky NaCl. Stanoveni s kazdym indikatorem opakujte 10x.

Ze zjisténych spotieb pomoci rovnice regresni zavislosti pfepoctéte objemy na obsah chloridd ve vzorku
(v mg.I™"), otestujte krajni hodnoty na odlehlost a piipadné provedte vylougeni odlehlych hodnot. Spogitejte
aritmeticky pramér, odhad smérodatné odchylky a relativni smérodatnou odchylku priméru. Primérné hodnoty
obsahu chloridii v modi z titrace na chroman a na fluorescein vzajemné porovnejte testem na shodnost a obé
hodnoty otestujte na spravnost proti hodnoté, zadané vedoucim cviceni. Vysledky zpracujte do piehledné
tabulky. Zjisténou hodnotu koncentrace chloridii pfepoctéte podle objemu sbirané moci na latkové mnozstvi
vylou€enych chloridii za 24 hodin a rozhodnéte, zda spada do fyziologického rozmezi.
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Spektrofotometrie

Spektrofotometrie (molekulova absorpcni spektrometrie v oblasti elektronickych spekter) patii mezi
optické analytické metody, vyuzivajici absorpci zafeni molekulami analytu ¢i jiné slouceniny obsahujici analyt.
Absorpce zafeni o urCité vinové délce ve viditelné oblasti spektra se projevi jako barevnost latky (latka ma
zbarveni komplementarni k absorbované barvé zareni). Zafeni je absorbovano elektronem v molekule
absorbujici latky a dochazi k excitaci elektronu z energeticky chudsiho molekulového orbitalu do orbitalu o vyssi
energii, podobné jako je tomu pii absorpci zafeni elektronem v atomu (atomova absorpéni spektrometrie, AAS).
Energie excitovaného elektronu se potom méni na tepelnou energii, tedy neuspofadany pohyb molekul. prochazi-
li monochromaticky paprsek o pivodni intenzit¢ @) vrstvou absorbujiciho prostiedi o tloustce /, zeslabi se
vlivem absorpce intenzita paprsku na hodnotu @. Miru absorpce zafeni lze popsat pomoci propustnosti
(transmitance) T

T=d/d,

casto vyjadfované v % (vynasobenim poméru 100). Ve spektrofotometrii (stejn€ jako v AAS) vyuzivame spiSe
absorbanci 4

A=-logT=log®,/ P
ktera je pfimo imérna koncentraci absorbujici latky ¢ pfi zachovani konstantni tloustky absorbujici vrstvy /
A=¢g.c.l

Konstanta £ je tzv. molarni absorpéni koeficient (.mol™.cm™), charakterizujici miru absorpce zateni dané latky
v roztoku jednotkové molarni koncentrace o §ifce absorbujici vrstvy 1 cm. Velikost koeficientu je zavisla na
vlnové délce. Vyse uvedena rovnice se oznacuje jako Lambertiv - Beerv zdkon a plati, pokud je v roztoku
pritomna jen jedna absorbujici latka. Pii vyskytu vice absorbujicich latek je hodnota absorbance pii dané vinové
délce aditivni.

Zavislost absorbance na koncentraci absorbujici latky je tedy linearni a lze ji vyuzit pro stanoveni
obsahu absorbujici latky v roztoku pomoci kalibracni zavislosti. Pii vyssich koncentracich absorbujici latky vsak
jiz dochézi k riznym jevim (naptiklad rozptylu svétla) a kalibracni zavislost se zakiivuje k ose koncentraci. Pro
stanoveni analytu se absorbance méfi pfi vinové délce, pfi které analyt (jeho barevna forma) nejvice absorbuje.
Tuto vinovou délku zjistime z tzv. absorp¢ni kiivky, coz je zavislost absorbance roztoku na vinové délce zafeni.

Absorbance
A

>
vinova délka
(nm)

V experimentalnim uspofadani spektrofotometrickych méfeni vyuzivame spojitého zdroje UV ¢i
viditelného zafeni (wolframova zarovka, deuteriova vybojka), miizkového monochromatoru (izolace vlnové
délky) a paprsek prochazi ptes sklenénou ¢i kiemennou kyvetu, naplnénou méfenym roztokem. Intenzita zareni
se méfi fotoelektrickym detektorem (fotoclanek, fotobuiika, fotodioda aj.)
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Spektrofotometricka stanoveni lze pouzit pro analyty, které samy absorbuji zafeni ve viditelné oblasti
spektra (jevi se jako barevné) ¢i ultrafialové oblasti (jevi se jako bezbarvé). Analyty, které samy neabsorbuji
(nebo absorbuji malo) je mozno vhodnou chemickou reakci prevést na latky barevné, coz umozni pouZiti
spektrofotometrie pro jejich stanoveni. Takovych spektrofotometrickych stanoveni je pfitom vétsina. Vznikajici
barevna sloudenina pfitom musi byt stabilni, jeji tvorba musi byt kvantitativni a rychld. Mnoha stanoveni
vyuzivaji vznik barevnych komplext. Pro stanoveni nékterych latek Ize vyuzit i tzv. nepfimou spektrofotometrii,
kdy analyt (sam bezbarvy) reaguje s barevnou slouceninou za vzniku slouceniny jiné barvy, takze dochazi ke
snizeni absorbance roztoku s pouzitym ¢inidlem.

Pro kvantifikaci obsahu analytu ve vzorku lze pouzit metodu kalibracni zavislosti, kterd je v urCitém
rozmezi absorbanci linearni a zpravidla prochdzi nulou (roztok bez analytu neabsorbuje zafeni) a ziskame ji
zméfenim absorbance sady kalibracnich roztokid o vzristajici koncentraci analytu. V linedrni oblasti odezvy lze
pouzit také metodu pfidavku standardu (nespravné "metoda standardniho piidavku"), kdy zméfime absorbanci
vzorku a dale absorbanci vzorku se znamym piidavkem standardu. Z rozdilu obou hodnot absorbance zjistime
odezvu pridaného mnozstvi analytu (standardu) a prepocteme obsah analytu ve vzorku. Tato metoda zlepsuje
spravnost vysledku stanoveni, naptiklad pti ruseni tvorby barevného produktu nékterymi slozkami vzorku.

Uloha & 8 - Spektrofotometrické stanoveni obsahu Fe
v prirodni vodé

Princip:

Pro stanoveni nizkych koncentraci Zeleza ve vzorcich pfirodnich vod se vyuziva Cervené zbarveny,
velmi stabilni komplex dvojmocného Zeleza se tfemi molekulami 1,10-fenanthrolinu, ktery vznika pti pH 2 - 9.
Reakce je velmi citliva a dovoluje stanovit obsah Fe(II) v koncentracich i pod 0,1 mg.I"". Pro zaji§téni redoxniho
stavu Fe(Il) se pfidava do smési redukeni Cinidlo (naptiklad hydroxylamin hydrochlorid) a pH pro reakci se
upravuje pridavkem octanu sodného. Vzorky vody pro stanoveni zeleza (a dalSich kovil) je nutno ihned pfii
odbéru konzervovat pridavkem kyseliny (naptiklad HNO; na koncentraci 0,5%), aby nedochazelo béhem
transportu vzorku do laboratofe ke zménam ve slozeni (srazeni hydroxidt, sorpci analytl na stény nadoby
apod.). Zelezo je dilezity biogenni prvek, jeho vyssi koncentrace napiiklad v pitné vodé vsak neni zadouci,
protoZe neptiznive ovliviiuje organoleptické vlastnosti vody (chut’, pach) a jeji technologické vyuziti.

Vyhodnoceni celkového obsahu Fe ve vzorku je mozno provést pomoci kalibraéni zavislosti, sestrojené
pomoci sady standardnich kalibra¢nich roztokd, nebo metodou pfidavku standardu. Obé tyto metody v
nasledujicim postupu vyuzijeme.

Provedeni:

Piiprava standardnich kalibraénich roztokii:

Do fady 25 ml odmérnych bané€k pipetujeme 0 —2 — 4 — 6 — 8 — 10 ml zasobniho standardniho roztoku
Fe o koncentraci 10 mg.I", do kazdé baiiky poté piidame 1 ml 10% roztoku hydroxylamin hydrochloridu, 3 ml 2
mol.I" roztoku octanu sodného a 1 ml 0,25% roztoku 1,10-fenanthrolinu. Baiiky doplnime destilovanou vodou
po znacku a obsah promichame. Pfed vlastnim méfenim nechame reagovat pfiblizné 15 minut.

Pr¥iprava vzorku vody pro vyhodnoceni metodou kalibraéni zavislosti:

Ze vzorku vody pipetujeme 10 ml do odmérné baiiky objemu 25 ml a dale postupujeme stejné, jako pii
pripravé kalibracnich roztokl (tj. pfidavek octanu sodného, hydroxylamin hydrochloridu, 1,10-fenanthrolinu,
doplnéni po znacku destilovanou vodou a promichani). Pied vlastnim méfenim nechame reagovat piiblizn€ 15
minut.
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Piiprava vzorku vody pro vyhodnoceni metodou pridavku standardu:

Vzorek bez prfidavku standardu se ptipravuje stejné, jako vzorek pro méfeni obsahu Fe metodou
kalibra¢ni zavislosti. VySe pfipraveny vzorek tedy vyuzijeme pro vyhodnoceni i metodou ptidavku standardu.

Vzorek s ptidavkem standardu pfipravime pipetovanim 10 ml vzorku vody do odmérné banky objemu
25 ml, ptidanim 5 ml zasobniho standardniho roztoku Fe o koncentraci 10 mg.1" a dale pfidanim viech ¢inidel,
nutnych pro vybarveni. Obsah baniky doplnime vodou po znacku a promichame. Pfred vlastnim méfenim
nechame reagovat piiblizné 15 minut.

Zméreni absorpéniho spektra:

Kalibra¢nim roztokem s nejvys$si koncentraci Fe vyplachneme nékolikrat sklenénou kyvetu a naplnime
ji asi do 2/3 objemu. Kyvetu drzime vzdy za ty stény, ptes které pii méfeni neprochazi paprsek svétla (zpravidla
matované) a po naliti roztoku kyvetu otfeme kouskem bunicité vaty. Druhou kyvetu stejnym zptisobem naplnime
slepym pokusem (kalibra¢ni roztok o nulové koncentraci Fe). Podle navodu u spektrofotometru nastavime
vinovou délku 400 nm, dale nulovou polohu pfistroje a po zafazeni kyvety s barevnym roztokem odecteme
absorbanci. Poté zménime vinovou délku o 10 nm a nastaveni nulové polohy a odecet absorbance barevného
roztoku opakujeme, az k vinové délce 600 nm.

Ze ziskanych parti hodnot (vlnové délka - absorbance) sestrojime absorpcni kiivku a odecteme vinovou
délku maxima absorbance. Pfi této vinové délce provadime vSechna dal$i méfeni. Absorpéni kiivku piilozime
k protokolu.

Méreni absorbance pripravenych roztoki a vyhodnoceni:

Po zjisténi vlnové délky maxima absorpce nastavime na spektrofotometru tuto vinovou délku,
nastavime nulovou polohu (na nulovy kalibra¢ni roztok) a proméfime absorbanci vSech pfipravenych
standardnich roztokt, vzorku a vzorku s pfidavkem standardu.

Zjisténé absorbance spolu s mnozstvim Fe (v g v odmérné barice) a prepoc¢tenou molarni koncentraci
komplexu Fe(I)-1,10-fenanthrolin uvedeme v protokolu do tabulky a pro kazdy zméteny kalibracni roztok
provedeme vypocet molarniho absorpcniho koeficientu komplexu a jeho primérnou hodnotu.

Sestrojime graf zavislosti absorbance kalibra¢nich roztokti na absolutnim mnozstvi Fe (v pg) a body
prolozime pfimkou, prochazejici nulou. Z kalibracni zavislosti odecteme obsah Fe v pipetovaném mnoZstvi
vzorku vody a pfepoéteme na koncentraci v mg.I"". Kalibra¢ni graf ptilozime k protokolu.

Absorbanci vybarveného roztoku vzorku a vzorku s pridavkem standardu pouzijeme pro vypocet
obsahu Fe metodou piidavku standardu, a to graficky nebo pocetné. Pro grafické zpracovani sestrojime zavislost
absorbance roztoku na mnozstvi pfidaného Fe - absorbance roztoku samotného vzorku tedy bude lezet na ose y
(mnozstvi pridaného Fe = 0 pg), absorbance roztoku vzorku s ptidavkem Fe bude vynesena proti mnozstvi Fe =
50 pg. Spojenim obou bodl pfimkou a jejim protazenim k ose x v zaporné Casti ziskame v pruseciku piimky s
osou x zapornou hodnotu obsahu Fe v pipetovaném mnozstvi vzorku, které opét prepoéteme na koncentraci v
mg.I". Poletné lze postupovat tak, ze od absorbance vzorku s piidavkem odeGteme absorbanci vzorku bez
pridavku - ziskana hodnota absorbance potom odpovida pouze pridanému mnozstvi Fe (50 pg). Z téchto hodnot
a hodnoty absorbance vzorku bez pfidavku vypocitdime mnozstvi Fe pfimou imérou a opét piepofteme na
koncentraci v mg.I"". Grafické & po&etni vyhodnoceni uvedeme v protokolu.

Pipetovany objem | Mnozstvi Fe v bance Koncentrace Naméiend A Molarni absorpéni
standardu Fe komplexu koeficient
ml ug mol.I"! l.mol".cm™
0
2
4
Primér - - -
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Atomova absorpéni a emisni spektrometrie

Atomova absorpéni a emisni spektrometrie patii mezi metody optické - vyuzivame zde absorpci Ci
emisi zafeni s energii, odpovidajici vlnovou délkou ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Ob¢ tyto metody hraji
velmi vyznamnou roli v analytické chemii pfi stanoveni celkovych obsahl prvki (pfedevsim kovovych) v
nejrizngjsich typech vzorkd, véetné vzorkt biologickych materialt.

Zakladem obou téchto metod je nejprve pievedeni vzorku, respektive analytu ve vzorku, do formy
volnych atomt. V atomové absorpéni spektrometrii (AAS) vyuzivame skuteCnosti, ze elektrony valenéni
vrstvy atomu mohou pfijimat energii ve form¢ zafeni o vhodné vlnové délce a dochazi k excitaci elektronu.
Energie tohoto zafeni je shodnad s excitacni energii pfechodu valenc¢niho elektronu do nékteré z vyssich,
neobsazenych energetickych hladin. Dochazi k absorpci zafeni volnymi atomy a miru absorpce zafeni je
mozno mefit. Intenzita absorpce je Umérna koncentraci volnych atomil v atomiza¢nim zdroji a potazmo i
koncentraci (¢i absolutnimu obsahu) analytu ve vzorku. Pro atomizaci analytu vyuzivame termické zdroje -
nejbéznéjsi je plamen (naptiklad acetylen - vzduch) nebo elektrotermicka atomizace (ohfev ohmickym odporem
pti prichodu proudu napiiklad grafitovou kyvetou). Zdroj zafeni pro meéfeni absorpce atomu musi byt
monochromaticky - zpravidla se pouzivaji vybojky s dutou katodou, vyrobenou z prvku, ktery stanovujeme.
Intenzita absorpce je potom métena fotoelektrickym detektorem.

V atomové (optické) emisni spektrometrii (AES, OES) vyuzivame toho, Ze u volnych atomd muzeme
vhodnym zplsobem excitovat valenéni elektrony do nékteré z vyssSich energetickych hladin. Pti deexcitaci
zareni. Energie (vlnova délka) zafeni odpovida energetickému rozdilu hladin a je charakteristickd pro dany
prechod - souvisi s elektronovym obalem atomu a tedy i s prvkem, ktery dané zareni emituje. Spektralni analyzu
emitovaného zafeni lze vyuzit pro kvalitativni rozbor vzorku a ditkaz pritomnosti urCitych prvkt. Intenzita zareni
o vybrané vlnové délce (analyticka vinova délka) zavisi na koncentraci emitujicich ¢astic v excitatnim zdroji a ta
je zavisla na koncentraci (¢i absolutnim obsahu) analytu ve vzorku. Pro atomizaci a excitaci analytu lze vyuzit
plamene jako v AAS (plamenova fotometrie, napiiklad pro stanoveni alkalickych kovii), vétsi pocet prvki je
vsak excitovan v riznych plazmovych zdrojich (elektricky oblouk, indukéné vazané plazma, mikrovinné plazma
aj.). Pro izolaci zafeni o potiebné vinové délce se pouzivaji zpravidla monochromatory na principu difrakéni
miizky a intenzita zafeni je metena fotoelektrickym detektorem.

Vzorek vnasime do atomiza¢niho (AAS) ¢i excitacniho (AES) prostiedi zpravidla ve formé roztoku, a
to zmlZovanim proudem plynu. Vznikne aerosol, ktery vnasime do plamene - zde dojde k odpateni rozpoustédla
(vody), atomizaci a pfipadné excitaci elektronti v atomech. Pevné vzorky ¢i vzorky ve vod¢ nerozpustné je tedy
nejprve nutno prevést do roztoku. Vyuzivame k tomu rozpousténi naptiklad v kyselinach, smési kyselin, taveni
s vhodnym ¢inidlem a dalsi postupy. V pfipad¢é biologickych materiali hovofime o tzv. mineralizaci, kdy
pouzitym postupem odstranime (alespoii ¢aste¢n€) organické slozky vzorku (bilkoviny, sacharidy, tuky aj.).
V nékterych pifipadech neni nutno rozlozit vzorek zcela - staci, pokud se ndmi stanovovany analyt rozpusti
(vyextrahuje se) v pouzitém Cinidle.

Kvantitativni analyza vyuziva zavislosti mezi naméfenym signalem (absorbanci, intenzitou
emitovaného zafeni) a koncentraci analytu v roztoku vzorku. Nejde o metody absolutni a proto je nutna
kalibrace pomoci sady standardnich kalibra¢nich roztokt o vzristajici koncentraci analytu. Kalibra¢ni zavislosti
byvaji zpravidla linearni v uréité oblasti koncentraci, a proto je vhodné koncentraci analytu ve vzorku upravit
tak, aby intenzita zméfeného signalu lezela v linearni ¢asti. Obé metody dosahuji nizkych mezi detekce, jsou
urceny prevazné pro stanoveni nizkych az stopovych koncentraci analytl, napiiklad tézkych kovu ¢i alkalickych
kovu. Ve stopové analyze se vSak setkavame s problémy, které jsou pfi stanoveni vyssich koncentraci (odmérna
analyza, gravimetrie aj.) opominutelné. Jde piedevsim o hodnotu slepého pokusu - tedy koncentraci analytu
v roztoku, ktery obsahuje vSechna nami pouzitd Cinidla pro stanoveni a byl podroben vSem operacim, ale
neobsahuje analyzovany vzorek. V pifipadé stanoveni nizkych obsahli analytu je takovyto slepy pokus nutny,
protoze z pouzitych chemikalii, nadobi, vody i ze vzduchu ¢i pracovnika mtize dochdzek ke kontaminacim pii
zpracovani vzorku pfed méfenim. Hodnotu slepého pokusu je potom nutno odecist od stanovené¢ho obsahu,
protoze se tim zkresluje vysledek stanoveni a analyza je potom nespravna.
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Uloha & 9 - Stanoveni zinku metodou AAS a drasliku
metodou AES v multivitaminovém pripravku

Princip:

Tabletu multivitaminového pfipravku nejprve rozpustime ve vhodném cinidle a roztok zbavime
nerozpustnych pfimési, které by vadily pfi stanoveni. Roztok nafedime tak, aby koncentrace analytu lezela v
rozsahu koncentraci kalibracni zavislosti a proméfime absorbanci, resp. intenzitu emise, na pfistroji pro AAS
(AES). Pro oba analyty (Zn, K) pfipravime sadu kalibracnich roztokd, které vyuzijeme k sestrojeni kalibra¢nich
zavislosti. Cilem tlohy je stanoveni obsahu Zn a K v jedné multivitaminové tableté - 1ze postupovat tak, ze jednu
tabletu celou rozlozime a stanovime obsah analytd v roztoku, nebo tabletu zvazime, rozdrtime, v alikvotnim
podilu po rozlozeni stanovime obsah analytli a pfepocteme na celou tabletu. Vedle kvantitativniho stanoveni
obsahu drasliku vyuZzijeme emisni spektrometrie také pro kvalitativni dikaz nékterych dal$ich prvku.

Provedeni:

Priiprava vzorku multivitaminového pripravku:

Celou tabletu v kadince (100 ml) zalijeme 10 ml 10% roztoku kyseliny dusi¢né. Kadinku umistime na
plotynku vari¢e a mirné zahfivame, az se tableta rozpadne. Poté obsah kadinky nechame vychladnout, zfedime
na asi 60 ml destilovanou vodou a prefiltrujeme pies papirovy filtr do odmérné bainky objemu 100 ml. Do banky
pfitom musime dostat kvantitativné veskery roztok z kadinky, tzn. kadinku je nutno nékolikrat vyplachnout
malym mnozstvim vody (a prefiltrovat) a filtr nasledné zbavit ulpivajiciho roztoku oplachem destilovanou vodou
ze stficky. Odmérnou banku poté doplnime vodou po znacku a promichame. Stejnym zplisobem provadime i
slepé stanoveni, vcetné zahiivani na vafici a filtrace! Ziskany roztok potom vhodné nafedime 1% roztokem
HNO; tak, aby koncentrace analytu (Zn, K) lezela asi uprostied kalibracni zavislosti.

Stanoveni drasliku AES:

Natedénim zasobniho standardniho roztoku drasliku o koncentraci 10 mg.l"' 1% roztokem kyseliny
dusiéné piipravime sadu standardnich kalibra¢nich roztoki o koncentraci K 0 - 2 mg.I" po 0,5 mg.I"" (po 25 ml).
Po nastaveni pfistroje proméfime dle navodu intenzitu emise na analytické care drasliku a pomoci obsluzného
programu sestrojime kalibracni zavislost (linedrni, prochdzejici nulou). Zmétime koncentraci K ve slepém
pokusu a v pfipraveném roztoku vzorku. Koncentraci vyhodnocenou dle kalibracni zéavislosti pfepocteme na
mnozstvi K v tableté (po pfipadné korekci na hodnotu slepého pokusu) a srovndme s deklarovanou hodnotou.

Kvalitativni spektralni analyza:

Podle navodu k pfistroji nasnimame emisni spektrum pii zmlzovani netfedéného roztoku vzorku v
rozsahu vinovych délek 550 - 800 nm. Odecteme vinovou délku pozorovanych emisnich ¢ar a identifikujeme
jednotlivé cary ve spektru (tj. ktery prvek zafeni o dané vinové délce emituje). Spektrum vytisknéte a pfilozte k
protokolu.

Stanoveni zinku AAS:

Natedénim zasobniho standardniho roztoku zinku o koncentraci 10 mg.l" 1% roztokem kyseliny
dusiéné piipravime sadu standardnich kalibragnich roztokd o koncentraci Zn 0 - 1 mg.I"' po 0,2 mg.1" (po 25
ml). Po nastaveni pfistroje proméiime dle ndvodu absorbanci na care zinku a pomoci obsluzného programu
sestrojime kalibracni zavislost (linearni, prochéazejici nulou). Zmétime koncentraci Zn ve slepém pokusu a v
pripraveném roztoku vzorku. Koncentraci vyhodnocenou dle kalibracni zavislosti pfepocteme na mnozstvi Zn
v tableté (po piipadné korekci na hodnotu slepého pokusu) a srovname s deklarovanou hodnotou.
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Potenciometricka a konduktometricka indikace bodu
ekvivalence

Princip:

Potenciometrie je zalozena na sledovani zmén potencidlu vhodné indika¢ni elektrody na koncentraci
iontu, ktery tento potencial ovliviiuje. Indikaéni elektrodou mohou byt elektrody I. druhu (kovové elektrody,
napiiklad stiibrnd, reaguje na koncentraci Ag'), elektrody II. druhu (elektrody se srazeninou, naptiklad Ag/AgCl,
reaguje na koncentraci Cl'), redoxni elektrody (platinova, zlata, reaguji na pomér oxidovana forma / redukovana
forma) nebo iontové selektivni elektrody membranové (sklenénd pH elektroda, reaguje na koncentraci H).
Potencial elektrody nelze méfit ptimo, ale vzdy je vztazen k jiné elektrodé, tzv. referentni (napiiklad
kalomelova nebo argentchloridova elektroda). V potenciometrii tedy méfime potencidlovy rozdil, tzv.
elektromotorické napéti EMN, mezi indikacni a referentni elektrodou. Toto napéti je umérné koncentraci iontu ¢i
poméru koncentraci dvou forem.

Tuto metodu lze vyuzit v tzv. pfimé potenciometrii k méfeni koncentrace (resp. aktivity) danych iontl
(naptiklad méteni pH sklenénou elektrodou) po pfedchdzejici kalibraci na sadu standardnich roztokd. S vyhodou
lze potenciometrickd méfeni vyuzit pii rtznych typech potenciometrickych titraci k sestrojeni tzv.
potenciometrické titra¢ni krivky, ze které je mozno zjistit bod ekvivalence a nékteré dalSi informace
(naptiklad disociac¢ni konstantu). Titracni kfivka obecné je zavislost n¢jaké vlastnosti, charakterizujici titrovany
roztok, na objemu pfidaného titra¢niho ¢inidla. U potenciometrické titracni kfivky vynasime zavislost EMN (¢i
ptimo pH) na objemu ptidaného ¢inidla. Z titracni kiivky lze zjistit bod ekvivalence jako inflexni bod sigmoidni
ktivky, a to bud’ graficky, a nebo pocetné (z prvni derivace, druhé derivace, po linearizaci dle Grana aj.).

Vhodnou volbou indikaéni elektrody 1ze vyuzit potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence témét pro
vSechny bézné pouzivané typy titraci, jako je alkalimetrie a acidimetrie (sklenéna pH elektroda), oxidimetrie ¢i
reduktometrie (Pt, Au elektrody), srazeci titrace (Ag elektroda v argentometrii) nebo chelatometrie (iontové
selektivni membranové elektrody).

Konduktometrie je zaloZena na méfeni vodivosti roztokt. Rizné ionty vedou elektricky proud rizné, a
tak je vodivost roztoku ve vztahu k jeho sloZeni. V porovnani s potenciometrii je vSak konduktometrie znacné
neselektivni a lze tak pFimou konduktometrii vyuzit pouze pfi analyze jednoslozkovych smési. Naopak se
neselektivita vyuziva pii stanoveni celkového obsahu rozpusténych latek ve vodach (mérnd vodivost,
konduktivita).

Sledovanim vodivosti titrovaného roztoku lze také zjisti bod ekvivalence pfi tzv. konduktometrickych
titracich. Konduktometricka titraéni krivka se sklada ze dvou linearnich ¢asti, které se protinaji v bodé
ekvivalence. Pfidavanim titracniho ¢inidla se ndm v titrovaném roztoku méni koncentrace jedné ze slozek
(reaguje) a vznikd slozka jind. Vhodné je, aby tyto dvé slozky mély velky rozdil v molarnich iontovych
vodivostech - titra¢ni kiivka ma potom ostry piechod v bod¢ ekvivalence. Pfikladem jsou acidobazické titrace,
kde Ize tento zptisob indikace s vyhodou pouzit (iontova vodivost H* a OH™ iontil je velikd v porovnani s
ostatnimi ionty a zmény vodivosti jsou tak vyrazné). U ostatnich typu titraci reakce vétSinou vyzaduje Gpravu
prostiedi (okyseleni, pufrovani aj.), takze titrovany roztok sam ma vysokou hodnotu vodivosti a malé zmény,
zpusobené vlastni reakci, nejsou dobie postichnutelné.

Potenciometrické i1 konduktometrické indikace bodu ekvivalence jsou vhodné pro moznost
automatizace celého procesu a vyuzivaji se v tzv. titratorech. S vyhodou je lze pouzit pro titraci roztoki
zakalenych ¢i zbarvenych, u kterych by byla vizualni indikace bodu ekvivalence obtizna ¢i nemozna.

Uloha ¢&. 10 - Stanoveni kyseliny fosforeéné v kolovych
napojich
Princip:

Kyselina fosfore¢na se pouziva v potravinafstvi jako okyselujici prostfedek (dle klasifikace ptidatnych
latek - E338). Znamé je jeji pouziti v nékterych typech kolovych napoji (Coca-Cola aj.). Jeji obsah se pohybuje
v fadu stovek mg.1" v limonadg. Jako pomérné silna kyselina ma ve vyssich koncentracich nepiiznivy vliv na
zubni sklovinu a zalude¢ni sliznici. Vzhledem k pfitomnosti barviv je jeji stanoveni alkalimetrickou titraci s
vizualni indikaci bodu ekvivalence znemoznéno. S vyhodou tedy vyuzijeme moznosti potenciometric a
konduktometrie k indikaci bodu ekvivalence pfi titraci kyseliny fosfore¢né v Cole roztokem hydroxidu sodného.
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Kyselina fosforecna je stfedné silna, trojsytna kyselina. Disociuje ve tiech stupnich dle rovnic:

1. stupeti: H;PO, S H + H,PO, pK, =2,12
2. stupefi: H,PO, S H + HPO,> pK, =721
3. stupeti: HPO/” S H'+PO,  pKg=12,46

Prakticky Ize kyselinu fosforecnou titrovat do prvnich dvou stupnil - s vizualni indikaci do prvniho
stupné na methylovou oranz a do druhého stupné na fenolftalein. Na potenciometrické titracni kiivce se projevi
stupnovitd neutralizace dvéma skoky s dvéma inflexnimi body. V piipadé¢ konduktometrické titrace
zaznamenavame nejprve pokles vodivosti (klesd koncentrace silng vodivych H', narlistd koncentrace méné
vodivych H,POy’), za prvnim bodem ekvivalence dochazi opét k nardstu vodivosti. Pro vyhodnoceni obsahu
kyseliny fosforecné v limonadé Ize pouzit pouze titraci do prvniho stupné, protoze se zde nachazi cela fada
dalsich latek, které se mohou titrovat spole¢né s kyselinou fosforecnou (slabé organické kyseliny, uméla sladidla,
oxid uhli¢ity) pfi titraci do druhého stupné.

Standardizace odmérného roztoku NaOH 0,025 mol.I"!
M[NH,SO;H] = 97, 095 g.mol”

Piipravte 100 ml roztoku kyseliny amidosulfonové o koncentraci 0,025 mol.I". Standardizaci
odmérného roztoku NaOH proved'te titraci 20 ml roztoku kyseliny amidosulfonové, zfedéné v kadince na objem
asi 150 ml za soucasného michani a zapisovani hodnot pH a vodivosti po kazdém pfidavku ¢inidla. Kolem
ocekavaného bodu ekvivalence zmensete pridavky titracniho c¢inidla, aby byla potenciometricka titracni kiivka
vykreslena z dostatecného poctu bodu. V titraci je tfeba pokracovat i za bodem ekvivalence, aby bylo mozno
zavislosti vhodné prolozit. Sestrojte titracni kifivky, odectéte bod ekvivalence a vypoctéte koncentraci
odmérného roztoku pro kazdou z pouzitych metod indikace bodu ekvivalence.

Titrace vzorku kyseliny fosfore¢né

Vzorek ¢isté kyseliny fosforecné doplite v odmérné bance po rysku a po promichani pipetujte 20 ml do
kadinky a zpracujte stejné, jako vzorek limonady. Srovnejte tvar titracnich krivek ¢isté kyseliny a limonady a
vypoététe koncentraci kyseliny fosforeéné ve vzorku (v mg.I"). V§imnéte si rozdilu ve tvaru titraénich kfivek
pro cistou kyselinu fosforecnou a jeji smés s dals$imi latkami v limonadé.

Titrace vzorku limonady

Ze vzorku limonady, ktery byl pfedem zbaven oxidu uhli¢itého povarenim, pipetujte 20 ml do kadinky a
zied'te vodou tak, aby bylo mozno do kadinky umistit elektrodu pH-metru, konduktometru a michadlo tak, aby
nedochazelo k ndrazim michadla do elektrod. Titrujte roztok limonady za soucasného zapisovani pH a
vodivosti. Prvni titrace slouzi jako orientacni, u druhé titrace zmensete pfidavky odmérného roztoku v okoli
bodu ekvivalence. Opét pokracujte v titraci az za bod ekvivalence. Sestrojte titracni kfivky, odectéte body
ekvivalence a vypodtéte koncentraci kyseliny fosforeéné (v mgl') z koncentrace odmémého roztoku
odpovidajici metody (konduktometrie - konduktometrie).
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