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Organizace praktika

Praktikum probiha 3x v tydnu, a to v pondéli, stfedu a patek. Pracovni doba je od 8" do 16%.

Studenti a studentky pracuji na ulohach samostatng. Ulohy jsou piidéleny studentim na zadatku praktika a
kazdy/-4 student/-ka musi absolvovat vSechny ulohy dle ¢asového rozpisu. V pfipadé odivodnéné
nepiitomnosti (nemoc apod.) na domluvené tloze je nutno se omluvit bud’ telefonicky na tel. ¢. 221 951 221
nebo e-mailem (jana.sobotnikova@natur.cuni.cz).

VSichni studenti se dostavi v den zacatku praktika v 9:00 nauvodni Skoleni do laboratore 110.
Po ivodnim slovu a Skoleni o bezpec¢nosti prace a ochrané zdravi pfi praci, stvrdi studenti svou ucast
na Skoleni podpisem. Prvni den praktika probiha ptidéleni jednotlivych tiloh a sezndmeni s jejich naplni.


mailto:jana.sobotnikova@natur.cuni.cz

Seznam uloh

1. Anodicka rozpoustéci voltametrie: optimalizace podminek pro stanoveni Cd**, ovéfeni linearity
metody, uréeni meze stanovitelnosti, stanoveni Cd** v neznamém vzorku metodou kalibra¢ni pfimky a
standardniho ptfidavku

2. Automatickda potenciometricka titrace: optimalizace podminek pro odmémé stanoveni
dvojmocného manganu manganistanem v pfitomnosti difosfore¢nanu

3. Konduktometricka titrace: konduktometricka titrace riizné silnych kyselin, statistické zhodnoceni
vysledkt, diskuze tvaru titra¢nich kiivek

4. Spektrofotometrie: uréeni disociatni konstanty barevného indikatoru

5. Atomova absorpcni spektrometrie: optimalizace podminek méfeni pii praci s AAS

6. Prutokovd injekcni analyza: disperze vzorku v proudu kapaliny

7. Vysokoucinna kapalinova chromatografie: separace a stanoveni azobarviv metodou kalibra¢ni
pfimky v syst¢ému RP-HPLC, urceni meze detekce a meze stanovitelnosti, koeficientu linearity detektoru a
linedrniho dynamického rozsahu

8. Plynova chromatografie: stanoveni methanolu ve vzorcich ovocnych destilati

9. Kapilarni zonova eletroforéza: kvalitativni a kvantitativni analyza smési aromatickych
nitroslouc¢enin



Hodnoceni praktickych uloh

Navody k tloham si studenti stdhnou z webové stranky katedry analytické chemie PiF UK nebo ze SISu,
piipadné v Moodle.

Studenti se musi na ulohu pfipravit — precist si ditkladné navod, rozmyslet si spravny pracovni postup,
piipadné si ozivit znalosti o principech, metodach a instrumentaci.

Pted zahajenim prace je provérena pripravenost studenti na tlohu zkouSenim. Mira pfipravenosti je
ohodnocena zndmkami 1 — 4. Nedostate¢né znalosti teorie nebo provedeni ulohy znamenaji, ze ulohu neni
mozno zahéjit. Ulohu lze zahdjit a> po doplnéni znalosti a novém provéfeni pfipravenosti. V piipadé
opétovnych nedostatkli znalosti bude uloha provedena v ndhradnim terminu po doplnéni znalosti.

Pti jakékoliv praci v laboratofi pokrocilého praktika z analytické chemie je tifeba strikné dodrZovat
bezpecénostni predpisy pro praci v chemickych laboratotich.

Kazdy/-4 student/-ka odevzdava znaméiené Ulohy protokol, nejpozdéji do 10 pracovnich dnii od
absolvovani ulohy. Soucasti protokolu jsou origindly zdznamu z ptistrojii (pokud jsou k dispozici) a grafy
zavislosti (jsou-li vyZzadovany), samoziejmosti je statistické vyhodnoceni namétenych vysledkd. VSechny
listy protokolu musi byt pevné svazany.

Kazda uloha bude na zaklad¢ odevzdaného protokolu ohodnocena znamkami 1 —4. V ptipadé€, Ze protokol
nebude kompletni, popt. bude obsahovat zavazné nedostatky, bude ohodnocen znidmkou 4 a povinnosti
studenta/-ky je jeho prepracovani a odevzdani nejpozdéji do jednoho tydne v€etné originalu. Opraveny
protokol bude znovu ohodnocen, pficemz do celkového hodnoceni se zapoc€itavaji ob¢ znamky.

Tabulka parametri hodnoceni:

znamka Ciselné zkousSeni protokol
1 vyborné znalosti, odpovédi s pfehledem a | Uplny, dobfe zpracovany, bez
bez chyby pfipominek a chyb
. . . . s uplny, dobte zpracovany bez
2 velmi dobré znalosti, drobné zavahani

zavaznych chyb

dobré znalosti, dostate¢né pro zvladnuti uplny, s pfipominkami a drobnou
ulohy opravou akceptovatelny

nedostatecné znalosti o teorii nebo
4 provedeni ulohy znamena vypracovani
ulohy v ndhradnim terminu

obsahuje hrubé chyby nebo neni
uplny, nutno ptepracovat
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Statistické vyhodnoceni analytickych vysledkii

Vysledky analytickych zkouSek jsou vzdy zatizeny nahodnymi chybami, které ovliviiuji presnost
vysledkti. Analytické vysledky ale mohou byt také zatizeny chybami hrubymi a systematickymi. Hrubé
chyby se projevi jako odlehl¢ vysledky daného souboru analytickych dat a 1ze je vyloucit pomoci testli pro
odlehl¢ vysledky. Systematické chyby zptisobuji strannost vysledki a 1ze je prokézat ¢i vyvratit porovnanim
s analytickymi vysledky nezatizenymi systematickou chybou, popfipadé¢ porovnanim se znamou pravou
hodnotou, pomoci testti shodnosti.

Vysledky opakovanych analyz, které jsou zatizeny ndhodnymi chybami, maji urcité rozdéleni
(distribuci). Rozdélenim se zde rozumi zdvislost pravdépodobnosti vyskytu daného vysledku na jeho
hodnot¢. Pievazna ¢ast soubort analytickych vysledki ma jednovrcholové rozdéleni, které se jen vyjimecné
blizi normalnimu (Gaussovu) rozdéleni. Presnost analytickych vysledkll je pravé charakterizovana timto
jednovrcholovym rozdélenim.

Kazdé jednovrcholové rozdéleni vysledkl 1ze charakterizovat dvéma na sobé nezévislymi parametry,
parametrem centroidni tendence a parametrem variability. Pro jejich zjisténi bychom potfebovali provést
nekoneény pocet meéteni, proto je lze pouze odhadovat. Parametr
centroidni tendence charakterizuje spravnost vysledki a jeho odhadem je
sttedni hodnota souboru analytickych vysledki, x. Parametr variability
charakterizuje shodnost analytickych vysledkl a jeho odhadem je rozptyl,
s%, popiipadé smérodatni odchylka, s (druhd odmocnina rozptylu). Na

obrazku Gaussova rozdéleni je patrny vyznam veli¢in x a s.

m Soubor vysledkil zkousek

e ole et Obecné plati, ze paralelni analytické vysledky, které jsou zatizeny pouze
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5 zatizeny systematickou chybou, tedy spravné, oznacujeme jako presné
vysledky.

Statistické vyhodnoceni analytickych vysledkii se provadi s koneénymi vysledky koncentraci ¢i
procentualniho zastoupeni analyti ve vzorku, nikoliv s mezivysledky ¢i dokonce vstupnimi daty jako
jsou napriklad spotieby odmérnych roztokii, plochy ¢i vysky piki, absorbance anebo proslé naboje.

VYLUCOVANI ODLEHLYCH VYSLEDKU

Ojedinély vysledek v daném souboru analytickych vysledkl, ktery je zatizen hrubou chybou, se
projevi jako odlehly vysledek a 1ze jej ze souboru vyloucit na zadkladé Deanova a Dixonova testu (pro soubor
s malym poctem paralelnich vysledkl) nebo Grubbsova testu (soubor s vét§Sim poctem paralelnich
vysledkt).

Deantiv a Dixoniiv test
Vysledky sefadime podle velikosti od nejmensiho k nejvétSimu x <x, <....xn1 <x_ a vypocteme rozpéti R

souboru vysledkt jako rozdil mezi nejvétsi a nejmensi hodnotou tohoto soubor

R = Xmax — Xmin = Xn — X1.



Poté vypocteme kritérium Q; jako rozdil mezi nejmensim a nésledujicim vysledkem podéleny rozpétim
souboru vysledk

Xy — Xq

Q= R

a kritérium QO jako rozdil mezi nejvétsim a predchéazejicim vysledkem podéleny rozpétim souboru vysledkt

Hodnoty kritérii Q1 a On pak porovname s tabelovanou kritickou hodnotou Qk z tabulky 1 pro dany pocet
vysledkd n v souboru. Pokud je 01> Ok, pak nejmensi vysledek x; je odlehly podle Deanova a Dixonova
testu, a proto jej ze souboru vylouc¢ime jako odlehly vysledek. Pokud je On > Ok, pak nejvétsi vysledek
daného souboru x, je odlehly a je nutné ho ze souboru vyloucit jako odlehly vysledek.

Grubbsiiv test
Vysledky seradime podle velikosti tak, ze x1 < x2<.... <xn a vypocteme kritérium 7 pro nejmensi a 7;, pro
nejveétsi hodnotu souboru vysledki

X— X1 Xn— X
T, = — T, =
1 s n s

kde X je aritmeticky primér a s je odhad smérodatné odchylky vypocitany z ¢tvercii rozdilll (pro vétsi pocet
paralelnich stanoveni, n > 7). Vypoctena kritéria 71 a T, porovname s kritickou hodnotou 7i z tabulky 1 pro
dany pocet vysledkti n v souboru. Je-li 71 > Ti, je nejmensi vysledek xi; odlehly a musime ho ze souboru
vyloucit. Je-li Th> Tk, je nejvétsi vysledek xi odlehly a musime ho ze souboru vyloucit.

ODHADY STREDNI HODNOTY SOUBORU ANALYTICKYCH VYSLEDKU (CENTROIDNI TENDENCE

ROZDELENI)

Odhadem sttedni hodnoty souboru vysledki mohou byt v zavislosti na poctu provedenych méfeni
median (pro po€et méfeni < 7) nebo aritmeticky primer.

Median
Median, X, souboru vysledk je hodnota lezici uprostfed intervalu hodnot vysledkti sefazenych podle

velikosti. Pro lichy pocet vysledkli se medidn rovna prostfednimu z vysledkd a pro sudy pocet se rovna
aritmetickému praméru dvou prosttednich vysledk.

n i
i=1Xi

Aritmeticky primér X ~
kde xi je vysledek i-t¢ého méfeni a n je pocet opakovanych analyz. Pro malad n je vSak aritmeticky pramér
citlivy na okrajové hodnoty. Z tohoto diivodu pro n < 7 jako odhad stfedni hodnoty souboru vysledk
pouzijeme median.



ODHADY PARAMETRU VARIABILITY

Odhadem parametru variability je smérodatnd odchylka, s, souboru vysledk, ktera charakterizuje
sitku intervalu, v némz se mohou vyskytnout vysledky opakovanych méfeni. V zavislosti na poctu
provedenych méfeni ji lze vypocist bud’ z rozpéti nebo z Ctverct rozdili jednotlivych vysledki a stiedni
hodnoty.

Smérodatna odchylka vypoctena z rozpéti

Pro maly pocet n paralelnich stanoveni (n < 7) provedenych na jednom vzorku se smérodatna odchylka, s,
pocita podle vzorce:
s=k, "R

kde k. je tabelovany koeficient (tabulka 1) a R = X400 — Xmin j€ rozpéti (rozdil nejvétsi a nejmensi
zjisténé hodnoty x).

Smérodatna odchylka vypoctena z ¢tverci rozdila
Pro n paralelnich stanoveni (n > 7) provedenych na jednom vzorku se jako odhad variability souboru
vysledkl pouziva smérodatna odchylka, s, ktera je rovna:

) jz:-’;l(xi — %)
S =

n—1

Varia¢ni Kkoeficient (relativni smérodatna odchylka RSD v %)
Variaéni koeficient vztahuje pfesnost méfeni k velikosti stiedni hodnoty, tedy podle po¢tu méteni v souboru
bud’ k medianu, nebo k aritmetickému praméru.

s+(%) = 100 = s+ (%) = 100

Rilw

Mez opakovatelnosti/ interval spolehlivosti

Na rozdil od aritmetického priméru a medidnu, jez jsou ptedstaviteli bodovych odhadi stfedni hodnoty
souboru vysledkt, x, je mez opakovatelnosti, » (interval spolehlivosti, L17) intervalovym odhadem. Tento
interval pfedstavuje rozsah hodnot, ve kterém hledany odhad stfedni hodnoty leZzi s wudanou
pravdépodobnosti. Tuto pravdépodobnost udava koeficient spolehlivosti, ktery zpravidla volime 0,95 (95%
pravdépodobnost), vyhodnocujeme tedy analytické vysledky na hladin€ vyznamnosti o = 0,05. Interval
spolehlivosti ¢ili mez opakovatelnosti vyjadiuji miru shodnosti analytickych vysledki, které ziskal jeden

vvvvvvvv

Mez opakovatelnosti 7 a zaroven interval spolehlivosti L, poc¢itame dle vztahu:

T=Kn'R L1’2=Kn'R

kde K je tabelovany koeficient tzv. Lordova rozdéleni pro dany pocet méteni (tabulka 1) a R je rozpéti.

v ’ vror . t
Pro pocet stanoveni n > 7, po¢itdime mez opakovatelnosti podle vztahu: L;, = =S

kde ¢ je tabelovany koeficient tzv. Studentova rozdé¢leni (tabulka 1), n je pocet métfeni v daném souboru a
s je odhad smérodatné odchylky.



VYJADRENI VYSLEDKU

Vysledky zkousek uvadime v nésledujicim formétu s relevantnim po¢tem desetinnych mist.

(X = L1,2) - exponent [jednotky] (pocet stanoveni, sr v %)
(X £ L1,2) - exponent [jednotky] (pocet stanoveni, sr v %)

Ptesnost méteni L1 musi byt uvadéna se stejnym poctem desetinnych mist s jakym je vyjadien vysledek X,

ptipadné x. Piipadny exponent se uvadi spolecné pro oba ¢leny za zavorku. Vysledek musi byt vzdy doplnén
udajem o poctu paralelnich stanoveni n a o relativni smérodatné odchylce s; vyjadiené v procentech.

SHODNOST VYSLEDKU

Shodnost vysledkti ziskanych dvéma riznymi analytickymi metodami A a B, tj. statistickou
vyznamnost rozdilu (xa — xa), kde xa a xp jsou medidny ¢i aritmetické praméry vysledkii metod A a B,
testujeme bud’ za pouziti rozpéti Ra a Rg pomoci Lordova testu u, respektive Moorova testu U, nebo za
pouziti smérodatnych odchylek sa a sg praiméri pomoci Studentova testu z. Porovnavame tedy mezi sebou 2
hodnoty zatizené¢ nahodnymi chybami. Testujeme tak, Ze hodnotu kritéria, vypocteného z vysledkl analyz,
porovname s kritickou hodnotou. Kritické hodnoty jsou tabelovany pro dany pocet vysledkli v souboru,
ziskanych obéma analytickymi metodami (na, ng) nebo pro pocet stupiili volnosti, ktery souvisi s na a ng, a
pro hladinu vyznamnosti «. Testovanim shodnosti vysledki ovéfujeme nulovou hypotézu, ze rozdil
|xa — xgl| neni statisticky vyznamny na zvolené hladiné vyznamnosti «. Testovani je velmi jednoduché
v pfipad¢, kdy pocet stanoveni provedeny obéma metodami je stejny, tj. na = ng = n. Proto se v praxi pro
jednoduchost vzdy snazime, aby byla splnéna podminka na = ng.

Lordiv test u pro na = ns

|xa— xgl

Hodnotu Lordova kritéria u vypocitame podle vztahu: u=
A B

a porovname ji s kritickou hodnotou ua z tabulky 2 pro dany pocet paralelnich stanoveni n = na = np a
zvolenou hladinu vyznamnosti a. Je-li u > wuo, je rozdil vysledkl statisticky vyznamny na hladiné

vyznamnosti a. Je-li u < uaq, neni rozdil vysledku statisticky vyznamny a miZe byt vysvétlen ndhodnymi
chybami obou stanoveni, pfijimame tedy rozhodnuti o shodnosti vysledka.

Studentiv test 7 pro na = ns
lxa— xp| -y (n-1)

(sa+s8)

Hodnotu Studentova kritéria ¢ vypocitame podle vztahu: ¢t =

a porovname ji s kritickou hodnotou 7. z tabulky 3 pro dany pocet stupni volnosti v = 2n - 2, kde n je pocet
paralelnich stanoveni provedenych kazdou z obou metod na témze vzorku. Je-li ¢ > fo, je rozdil vysledki
statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti a. Je-li ¢ < fa, neni rozdil vysledkl statisticky vyznamny a
muze byt vysvétlen nahodnymi chybami obou stanoveni, pfijiméme tedy rozhodnuti o shodnosti vysledki.



Moortv test U pro na # ns

Hodnotu Moorova kritéria U vypocitame podle vztahu:

a porovname ji s kritickou hodnotou Ua z tabulky 4 pro dany pocet stanoveni na a ng a zvolenou hladinu
vyznamnosti a. Pfitom ozna¢ime soubory tak, aby na < np. Je-li U > U, je rozdil vysledki statisticky
vyznamny na hladin€ vyznamnosti a. Je-li U < Uq, neni rozdil vysledki statisticky vyznamny a mlze byt
vysvétlen ndhodnymi chybami obou stanoveni, pfijimame tedy rozhodnuti o shodnosti vysledkd.

Tabulka 1

Hodnoty koeficientd Ok, 7, k, K a ¢ pro soubor analytickych vysledkii o poctu n a pro koeficient

spolehlivosti 0,95 (a = 0,05)

[xa— xB|
U= ——

Ra+ RB

’p;oéet meéreni Ok T, k K ;

2 - - 0,8862 6,353 12,71
3 0,941 1,155 0,5908 1,304 4,303
4 0,765 1,481 0,4857 0,717 3,182
5 0,642 1,715 0,4299 0,507 2,776
6 0,560 1,887 0,3946 0,399 2,571
7 0,507 2,020 0,3698 0,333 2,447
8 0,468 2,126 0,3512 0,288 2,365
9 0,437 2,215 0,3367 0,255 2,306
10 0,412 2,290 0,3249 0,230 2,262

Tabulka 2

Kritické hodnoty Lordova testu ua pro hladinu vyznamnosti o = 0,05 a pocet méteni n

n Ua n Ua

2 1,714 7 0,213
3 0,636 8 0,186
4 0,406 9 0,167
5 0,306 10 0,152
6 0,250




Tabulka 3
Kritické hodnoty Studentova rozdéleni 7o pro hladinu vyznamnosti o = 0,05 a stupeii volnosti v

v o v fo

1 12,706 11 2,201
2 4,303 12 2,179
3 3,182 13 2,160
4 2,776 14 2,145
5 2,571 15 2,131
6 2,447 16 2,120
7 2,365 17 2,110
8 2,306 18 2,101
9 2,262 19 2,093
10 2,228 20 2,086

Tabulka 4
Kritické hodnoty Moorova testu Uq pro hladinu vyznamnosti a = 0,05 a pocet méteni na a ng (na < ng)

na | ns | Ug na ng | Uy
2 1,714 4 0,407
3 0,915 5 0,353
4 0,732 4 6 0,319

2 5 0,619 7 0,294
6 0,549 5 0,307
7 0,502 5 6 0,277
3 0,635 7 0,256
4 0,511 6 0,250

3 5 0,429 6 7 0,240
6 0,391 7 7 0,213
7 0,360
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Urceni koeficientu linearity a linedarniho dynamického rozsahu mériciho
zarizeni, urceni meze detekce a meze stanovitelnosti analytické metody
z kalibracnich zavislost

Urcéeni koeficientu linearity mériciho zarizeni
Predpokladejme, ze plati obecny vztah mezi signdlem S méficiho zafizeni a koncentraci c. analytu v
meéteném vzorku:

S=K-ct+b (1)

kde K je konstanta charakteristickd pro pouzity méftici systém (viz dale), / je koeficient linearity méticiho
systému (detektoru) a b je hodnota signalu za nepfitomnosti analytu (hodnota nulové linie, pozadi, Sum).
Signalem muize byt v tomto kontextu minéna plocha ¢i vyska piku (v chromatografii), absorbance (optické
metody) ¢i proud (elektrochemické metody). Koeficient linearity miize obecné nabyvat hodnot mezi —1 a 1.
Pokud lezi koeficient linearity / v intervalu pfiblizné mezi 0,95 a 1,05, lze tvrdit, Ze odezvy méficiho
zafizeni jsou linedrni a vztah (1) pfejde na tvar

S=K-c,+b @)

Tato rovnice je formalné shodna s linearni regresni rovnici popisujici linearni kalibracni zévislost mezi
signalem a koncentraci pouzitého standardu. Abychom mohli pro kalibraci pouzit tuto jednoduchou linearni
regresni rovnici, je tfeba se presvédcCit, ze koeficient linearity pouZzitého zafizeni je blizky 1. Hodnotu
koeficientu linearity 1ze zjistit ze zlogaritmované formy rovnice (1):

log(S —b) =logK +1 -logc, 3)

tj. vynesenim log (S-b) oproti log ca dostaneme v idedlnim pripadé piimku, jejiZ smérnice je rovna
koeficientu linearity pouzitého mériciho zaFizeni a soucasné lze urcit i konstantu K.

Urceni meze detekce a meze stanovitelnosti metody z kalibra¢nich zavislosti

Mez detekce (LOD) daného analytického postupu je ddna nejmensim mnozZstvim analytu ve vzorku, které
mize byt detekovano. Mez detekce je nejmensi koncentrace analytu, ktera jeSt€ vyvold odezvu méticiho
systému rozpoznatelnou (s pfijatelnou statistickou jistotou) od ostatnich vlivii. LOD je takovéa koncentrace
latky, kterd vyvola odezvu (S) méficiho pfistroje vEtsi neZ je trojnasobek Grovné Sumu (N) pozadi, S/N = 3.
Mez detekce, stejné jako mez stanovitelnosi, tedy zavisi na poméru signal/Sum. LOD je stanovovana
opakovanou analyzou slepého pokusu a je to takova koncentrace analytu, jehoz odezva odpovida primérné
odezve slepého pokusu plus trojnasobek odhadu smérodatné odchylky:

LOD = x4 + 3 sg. (4)

kde x7;_ je pramérnd hodnota slepého pokusu a sg; je smérodatnd odchylka pro slepy pokus.

Mez stanovitelnosti (LOQ) metody je nejnizsi koncentrace analytu, kterou Ize s definovanym stupném
piesnosti a spravnosti kvantitativné vyhodnotit. LOQ je koncentrace latky, ktera vyvola odezvu (S) méticiho
pfistroje vEétsi neZ je desetindsobek urovné Sumu (N) pozadi, S/N = 10. Pro urceni LOQ ze slepého pokusu
slouzi vztah (5):

LOQ = X +10- Sq1. (5)
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LOQ by méla byt zjisténa za pouziti vhodného standardu ¢i vzorku a obvykle je to nejnizsi bod kalibracni
ktivky, pti vylouceni slepého pokusu. LOQ by neméla byt stanovovéna extrapolaci.

V separacnich metodach se pouziva k vypoctu meze detekce a meze stanovitelnosti velikost hodnoty slepého
pokusu a smérnice kalibracni zavislosti. Z chromatogramu slepého pokusu, ktery je tieba mit k dispozici, se
urci maximalni kolisani zakladni linie 4y, tzv. Sum zékladni linie. Mez detekce LOD pak pocitdme ze vztahu

3-h,

LOD = ©),
kde /. je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky (pro vysku piku!). Hodnota Sumu a vysky
piku v kalibra¢nich kiivkach musi byt ve stejnych jednotkdch. Mez stanovitelnosti LOQ pocitame ze vztahu

10 - hy

LOQ = (M,

kde /i je Sum zakladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky.

LOD a LOQ se doporucuje vyjadifovat jako koncentraci analytu v pivodnim vzorku, zejména pokud na
danych koncentra¢nich hladinach existuji rusivé vlivy matrice. Mez detekce a mez stanovitelnosti metody
1ze také urcit analyzou rozptylu experimentalnich dat kolem kalibra¢ni pifimky pro studované analyty.

Urceni meze detekce a meze stanovitelnosti analyzou rozptylu dat kalibra¢nich zavislosti

Podrobnou statistickou analyzou kalibracni zavislosti (napf. s pomoci programu Excel, Nastroje-Analyza
dat-Regrese) Ize ziskat nejen koeficienty linedrni regrese (smérnici a usek) a korelaéni koeficient, ale také
jejich smérodatné odchylky a hlavné smérodatnou odchylku syx (v Excelu nazvané jako "Chyba stfedni
hodnoty"), kterd charakterizuje rozptyleni bodii okolo regresni pfimky pro pfipad, Ze x je nezavisle a y je

Li- Y2
Sy = / S (8)

kde yi jsou namétfené hodnoty zéavislé veli¢iny regresni rovnice, tj. signalu, a Y; jsou hodnoty zavislé veli¢iny
(signalu) vypoctené z regresni rovnice pro dané xi. S pomoci syx 1ze ur€it jak mez detekce, LOD (limit of
detection), tak 1 mez stanovitelnosti, LOQ (limit of quantification).

zavisle proménna.

Ptedpokladejme, Ze plati zjednoduSend rovnice (2) (S = K - ¢, + b) a Ze jsme metodou linearni regrese na
kalibra¢nich datech ziskali regresni rovnici pfimky ve tvaru:

y=4A-x+ B 9)

kde y je nas signal a x je koncentrace analytu v pouZitém roztoku jeho standardu. Nyni chceme zjistit LOD
jako koncentraci, kdy jest¢ miZeme s definovanou pravdépodobnosti tvrdit, Ze je analyt pfitomen, ovSem
nemuzeme urcit jeho koncentraci. Polozime tedy LOD rovno x (resp. c¢a) a hodnota signélu y (resp. S), kterd
bude odpovidat této koncentraci, je v ptipadé LOD rovna trojnadsobku syx. Dosazenim do regresni rovnice
(9), resp. (2), dostaneme:

B

LOD = 2277 -
A

(resp. LOD = 222772 (10).
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Obdobné¢ pro LOQ bereme za hodnotu signélu desetindsobek sy x a dostavame:

10-syx—B 10-Syx—Db

K

LOQ = (resp. LOQ = ) (11).

vvvvvv

li$i od 1. S vyuzitim podobnosti rovnic (3) a (9) 1ze odvodit rovnice pro LOD a LOQ:

3-syx—B 1103 Syx

LOD= 10 4 (resp. LOD = K (12)
10 sy x—B 11010 Syx

LOQ = 10 4 (resp. LOD = [*°—2) (13).

Uréeni linearniho dynamického rozsahu mériciho zarizeni
Ptedpokladem pouzitelnosti méficiho zafizeni pro kvantitativni analyzu je podminka jeho konstantni
citlivosti v pouzitém rozsahu koncentraci. Pokud by totiz signal neodpovidal linearn¢ koncentraci, neslo by
provést ur¢eni odpovidajici koncentrace. Citlivost detektoru je definovana jako jeho signdl odpovidajici
jednotkovému latkovému ¢i jinak definovanému mnozstvi. Pohledem na rovnici (1) Ize citlivost odvodit
jako:

K= (14).

Ca

Vynesenim podilu I oproti ¢, do grafu musime v pifipad¢ konstantni citlivosti obdrzet body lezici na
a

pfimce rovnobé&zné s osou x grafu ve vzdalenosti odpovidajici citlivosti K. Nad a pod touto piimkou lze v

urcité vzdalenosti nastavit hrani¢ni piimky, které¢ udéavaji toleranci, s jakou jsme ochotni akceptovat rozptyl
bodl kolem centralni pfimky. PfekroCeni téchto hranic vymezuje interval, ve kterém povazujeme citlivost
meéfeni za konstantni, tj. linearni dynamicky rozsah méficiho systému. Piiklad 5% tolerance pro hodnotu K
je znazornén na obr. ¢ 1. Zdavodu velkého koncentra¢niho rozsahu bylo pro koncentraci zvoleno
logaritmické méftitko.

18
16 &

. Horni hranice K (+5%)
14
12
10

el ek obeibetelil, dhe. "

I
T W .

Dalni hranice K {-5%)

Lineami dynamicky rozsah

-7.5 -6.5 -55 -4.5 -3.5 -2.5 -1.5
logc

Obr. ¢. 1: Urceni linearniho dynamického rozsahu mériciho zarizeni
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Anodickad rozpoustéci voltametrie

Teorie

Klasickd voltametrie je zaloZena na sledovani proudu prochéazejiciho elektrodami v zavislosti na
vkladaném potencialu; signal zavisi na koncentraci reagujici latky v difuzni vrstvé a odezvou je, zejména
v ptipad¢ polarografie na kapajici rtutové elektrod¢, polarografickd vina. Citlivost této techniky je mozné
zvysit modifikaci potencidlového programu nebo zafazenim akumulac¢niho kroku, ktery zvysi koncentraci
analytu na elektrodé.

Jako modifikace potencidlového programu jsou typicky vyuzivany rtizné druhy pulsnich programd,
které umozni zlepsit pomér proudu piku (faradaicky) a proudu pozadi (kapacitni). Kromé toho transformuje
pulsni program tvar odezvy z viny na pik a tim zjednodusi vyhodnoceni dat. Pulsni potencialové programy
se vzajemn¢ lisi tvarem pulsu a pribéhem zakladni linie potencidlového programu; tvar nejbéznéjsich z nich
je ukdzan v tabulce 1.

Tabulka 1: Nejbéeznéji pouzivané pulsni potencialové programy

Technika Potencidlovy program
Schodovita (staircase) voltametrie,
SCV
E
time
Diferencni pulsni voltametrie,
DPV
2
E
1
time
Voltametrie ¢tvercovych vin
(square wave voltammetry), SWV
E

time

WV wvrw

Akumulaéni krok miize vyuzivat rizné fyzikdlni ¢i chemické déje, nejbéznéjsi je ziejmée
elektrochemické vylouceni kovovych iontl ¢i sorpce na elektrodovém povrchu. Za pozornost v tomto
ptipadé¢ stoji téz fakt, Ze pokud ptisluSnému dé&ji podléha pouze cast latek ve vzorku, je akumulaci mozné
zvysit selektivitu stanoveni.
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Ukoly
Najdéte optimélni podminky pro stanoveni Cd** pomoci anodické rozpoustéci diferenéni pulsni voltametrie
(AS-DPV) z hlediska depozi¢niho potencialu a ¢asu.

Ovéite, Ze je koncentraéni zavislost metody linedrni v rozsahu 1-10¢ mol-I"! az 1-107 mol-I'! a zjistéte mez
stanovitelnosti metody.

Stanovte Cd*" v nezndmém vzorku metodou kalibra¢ni piimky a standardniho piidavku, porovnejte ziskané
vysledky.

Pracovni postup

Sestavte aparaturu: do méfici cely napipetujte 10 ml 0,2M roztoku chloridu draselného, k ptistroji Eco-Tribo
Polarograph pfipojte referentni argentchloridovou elektrodu, pomocnou platinovou elektrodu, michadlo a
dusikové bublani. Spust'te program Polar Pro a pfipravte ho k méteni podle pokynti dozoru.

Ptipravte k praci meniskem modifikovanou amalgdmovou elektrodu: obnovte meniskus ponotfenim do rtuti,
elektrodu ptipojte k pfistroji a aktivujte ji vlozenim potencialu —2,2 V po dobu 5 minut v michaném roztoku
0,2M chloridu draselného (metoda ,,Aktivace®).

Ptipravte zékladni elektrolyt — octanovy pufr o pH 4 — smichanim 0,2M kyseliny octové a 0,2M hydroxidu
sodného. Do méfici cely napipetujte 10 ml octanového pufru a odstraite kyslik z roztoku pétiminutovym
probublanim dusikem. Zméite AS-DP voltamogram tohoto zdkladniho elektrolytu (metoda ,,AS-DPV*,
zékladni nastaveni parametrii: akumulacni potencial —-800 mV; akumulaéni ¢as 60 s; vySka pulsu 50 mV;
sitka pulsu 80 ms; rozsah méfenych potenciali od —800 mV do —100 mV; rychlost skenu 20 mV-s ). Stejné
jako u vSech nasledujicich méteni proved’'te méteni Ctyfikrat a prvni ziskanou kfivku nevyhodnocujte.

Ze zékladniho elektrolytu pfipravte pfidanim standardniho roztoku Cd** roztok o koncentraci 1-:107> mol-1"!.
Zméite zavislost vySky piku na akumulaénim potencidlu v rozsahu —600 mV az —1000 mV. Z vysledkt
vyberte optiméalni hodnotu, kterou budete pouzivat pii dalSich méfenich. V dalsim kroku podobnym
zpiisobem najdéte optimalni hodnotu akumula¢niho ¢asu z rozsahu 0 s az 60 s.

Za nalezenych optimélnich podminek zméite koncentra¢ni zavislost Cd** iontdl v rozsahu 1-10° mol-1™!
az 1-10° mol-I"!. Ovéite, jestli je zm&fend koncentratni zavislost linearni. Roztok o nejnizsi koncentraci
zmgéite desetkrat a na zaklad¢ smérodatné odchylky téchto méteni spocitejte mez detekce a stanovitelnosti.

Vzorek Cd** o objemu 5 ml smichejte s 5 ml octanového pufru a zméite jeho AS-DP voltamogram bez
pfidavku a s jednim a dvéma ptidavky standardu Cd**; objem ptidavku volte tak, abyste jim koncentraci
kademnatych iontli ve vzorku pfiblizné zdvojnasobili. Ziskana data vyhodnotte metodou standardniho
pfidavku a metodou kalibra¢ni pfimky, ziskané vysledky porovnejte.

Literatura
Barek, J., Opekar, F., Stulik, K.: Elektroanalyticka chemie, Praha 2005
Opekar, F., Jelinek, 1., Rychlovsky, P., Plzak, Z.: Zaklady analytické chemie, Praha 2002
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Automatickd potenciometrickd titrace

Teorie

K vypracovani metody odmérného stanoveni je tfeba si nejen ovéfit zékladni predpoklady o priabéhu
chemické reakce, které se ma stit podkladem odmérného urCeni a navrhnout indikacni metodu, ale
z proméeienych zavislosti veli¢iny pouzité k indikaci na reakcénich podminkach stanovit takovy soubor
podminek, kdy bude studovana reakce probihat stechiometricky, kvantitativné a dostatecné rychle.

Z literatury (! je zndmo pouziti reakce manganatych iontli s manganistanovymi v kyselém prostedi
v pritomnosti difosfore¢nanu k vysoce selektivnimu stanoveni manganu v metalurgii, pii kterém rusi vanad.

Dvojmocny mangan se oxiduje na trojmocny a sedmimocny se redukuje rovnéz na trojmocny, ktery
je pevné vazan do komplexu [Mn(H2P207)3]*” pfi pH =2 az 5.

Stechiometrie predpokladané reakce, jeji kvantitativnost a rychlost bude tedy ovlivnéna nejen
koncentraci Mn?* a MnOy", ale i aciditou a koncentraci (H2P207)*". Pro ostatni faktory ovliviiujici rychlost
chemické reakce (iontova sila, teplota) budeme aplikovat obecné zndmé vztahy, tzn. v naSem piipadé bude
rychlost reakce zpomalovana s rostouci iontovou silou a samoziejmée urychlovéana s rostouci teplotou.

Kyselina difosfore¢na je slabou Ctyfsytnou kyselinou a jeji disociace je ovlivnéna aciditou roztoku.
Acidita roztoku tedy uréuje i mnozstvi (H2P207)*", resp. (HP.O7)*", vroztoku, které je vyjadieno
v procentech z celkového mnozstvi vSech forem obsahujicich pyrofosfore¢nan jako:

g+ 100

2- —

% (H2P207) - 1 + K1 + K1 'K2 + K1 'KZ'K3 + K1'K2'K3.K4
[H*] = [H*]? [H*]3 [H*]*

kde K1 aZ K4 jsou konsekutivni disociacni konstanty. Je tedy zifejmé, Ze hlavnim faktorem, uplatiiujicim se
pfi studiu uvedené reakce Mn**, bude vliv acidity.

Po proméfeni zavislosti méfené veliCiny na reakénich podminkach (elektrodovy potenciél
E=f(Mn*, MnOs, [Mn(H2P207);]*, H")) vybereme pro piimé stanoveni optimalni oblast reakénich
podminek a stanovime jeji hranice. Samotnd métfeni budeme provadét automatickym titracnim zafizenim s
potenciometrickou indikaci.

Ukoly

Najdéte optimalni podminky pro odmérné stanoveni dvojmocného manganu manganistanem draselnym a na
jejich zéklad€ vypracujte pracovni ndvod pro toto stanoveni. NavrZenym postupem stanovte koncentraci
manganatych iontil ve vzorku.

Chemikalie

0,02 M KMnOg4

0,025 M MnSOy4, slabé okyseleno H2SO4
1,5 M H2SOq4

cerstvy nasyceny roztok NasP>O7 - 10 H2O
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Pracovni postup
a) Proméreni vlivu acidity na reakci dvojmocného manganu s manganistanem draselnym v prostiredi
difosfore¢nanu

Do titra¢ni banky odméite 1 ml roztoku 0,025 M siranu manganatého, pfidejte 20 ml nasyceného
roztoku difosfore¢nanu sodného a pomoci automatického titratoru upravte pH v rozmezi 2 — 9 (po
jednotkach pH). Zaznamenejte spotfebu kyseliny sirové a dopliite vodou vzdy na celkovy objem 30 ml.
Naésledné provedte titraci roztokem 0,02 M KMnOy s registraci titracni kiivky.

b) Proméreni ostatnich zavislosti elektrodového potenciilu na reakénich podminkach

Prométeni vlivu mnozstvi manganaté soli a difosfore¢nanu sodného na sledovanou reakci provedte
ve zduvodnénych hranicich (tedy v takovych koncentracich, ve kterych jsou jesté¢ splnény teoretické
pozadavky, vyplyvajici ze stechiometrie reakce), pti optimalni acidité, ktera bude konstantni pro vSechna
meéfeni, stejné jako objem 30 ml.

Vsechna tato méfeni budete provadét se zafizenim pro automatické potenciometrické titrace
s registraci potenciometrické kiivky. V nasem ptipadé potiebujete znat nejen schematicky prabéh reakce, ale
i absolutni méfené hodnoty, a je tedy nutné si popsat potencidlovou osu.

Po vymezeni optimdlnich reakénich podminek (reakce probiha podle jedné stechiometrie
kvantitativné a dostatecné rychle) si vypracujte vlastni ndvod pro stanoveni manganaté soli a proved’te podle
n¢ho sérii titraci pomoci automatické potenciometrické titrace k potencidlu inflexe, ktery urcite
z predchozich méfeni. Sérii vysledkl zhodnot'te statisticky.

Poznamka: Je nebezpedi, Ze se indika¢ni elektroda zpasivuje vyloué¢enim Mn), zvla§té v alkalickych
roztocich. Pak je nutné elektrodu reaktivovat podle pokynii dozoru ulohy.

Vyhodnoceni vysledkii
1. Ovéite platnost stechiometrie pro napsanou rovnici sledované reakce.
2. Graficky vyhodnotte zavislost formalnich rovnovaznych potencialu na pH pro:
[Mn(HszO7)3]3*/ Mn?*
[MnO4/Mn(H2P207)3]*
komplex s (HP,07)*.
3. Vypocitejte a graficky vyhodnot’te zavislost hodnoty rovnovéazné konstanty reakce na pH.
4. Vypocitejte distribu¢ni diagram pro (H2P2.07)*" a (HP207)*".
5. Najdéte hranice oblasti hodnot reakénich podminek, ve kterych 1ze provést stanoveni, a vysvétlete, proc je
stanoveni neproveditelné za témito hranicemi.
6. NapiSte navod pro odmérné stanoveni manganaté soli manganistanem draselnym v kyselém prostiedi za
pfitomnosti difosfore¢nanu.
7. Statisticky zhodnot’te vysledky série stanoveni obsahu manganatych iontl ve vzorku.

Literatura
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Konduktometricka titrace

Teorie

Schopnost vodice vést elektricky proud je charakterizovana veli¢inou zvanou elektricka vodivost G.
V elektrotechnické praci se misto ni Castéji uziva jeji prevracené hodnoty — odporu R. Vodivost zavisi na
geometrickém tvaru vodice, linearn¢ klesd s jeho délkou a stoupd s prlifezem. Abychom tento vliv
eliminovali, zavadime takzvanou mérnou vodivost «, pro niz plati:

k=G'L/A

kde 4 je prifez vodice a L jeho délka.

V roztocich elektrolytl je vedeni elektrického proudu uskuteciiovano pohybem iontl pfitomnych v
daném roztoku. Kazdy ion je charakteristicky takzvanou iontovou vodivosti 4 — mirou schopnosti vést
elektricky proud. Pfispévky raznych ionti k celkové vodivosti roztoku se scitaji, v pfipad¢ vodivosti
jednoho molu iontd jedné slouceniny mluvime o molarni vodivosti A. Krom¢ druhu iontu a jeho néaboje je
vodivost zavisla rovnéz na jeho koncentraci v roztoku. V oblasti nizsich koncentraci je zavislost linearni, pfi
vyssich koncentracich se od této jednoduché zavislosti v diisledku interakce mezi ionty odchyluje. V ur¢itém
rozsahu koncentraci se pak tidi empirickym vztahem A = Ao — ke, kde Ao je takzvana molarni vodivost pfi
nekone¢ném ziedéni a k je empiricka konstanta.

Vétsina iontl prispiva k vodivosti roztoku piiblizn€ stejnou mérou, vyjimkou jsou ionty hydroxidové
a oxoniové¢, které maji ve vodnych roztocich v disledku pfitomnosti vodikovych mustkii mérnou vodivost
fadove vyssi. Skutecnost, Ze vodivost zajist'uji pouze ionty, ma nékteré dulezité disledky. Slou€eniny, které
se rozpoustéji bez tvorby ionti, jako napiiklad sacharidy ve vodég, vodivost roztokli neovliviiyji. U sloucenin
malo disociovanych, naptiklad slabych kyselin a zésad, pfenasi elektricky proud jen disociovana ¢ast latky,
vodivost roztoku tedy neni umérna piimo celkové analytické koncentraci, ale zavisi na stupni disociace
latky.

Klasické uspotaddani k méteni vodivosti roztokil je dvojice platinovych elektrod ve tvaru paralelné
umisténych pliski; nezadouci polarizace elektrod je omezena pouzitim stfidavého proudu. Moderng;si
variantou je zapojeni Ctyfelektrodové, které mozZné interference dale zmenSuje tim, Ze proud prochazi pouze
vnéjsi dvojici elektrod, zatimco potencidl je méfen na vnitini, bezproudové zapojené dvojici elektrod. Toto
zapojeni je vesmes realizované jako Ctvetice prstencovych elektrod. Vodivost zmétfend v elektrodové cele je
ovlivnéna jejimi geometrickymi parametry, takzvanou konstantou vodivostni nadobky @ = x/G — neni-li cela
zkonstruovana tak, aby méla tuto konstantu jednotkovou, je nutna jeji kalibrace roztokem o znamé mérné
vodivosti.

Konduktometrii 1ze pouzit pro rychla stanoveni v primyslovych roztocich obsahujicich pouze jednu
vodivou latku nebo pro urceni celkového mnoZzstvi iontll v roztocich. Zajimavé moZnosti pfinasi jako
detek¢ni technika v pritokovych analytickych metodach, napiiklad iontové vyménné chromatografii nebo
kapilarni elektroforéze. Jiné mozné vyuziti je konduktometrické sledovani pribchu titraci. Vhodné je
zejména u reakci, pii nichz dochazi k vyrazné zméné vodivosti. Mezi ty patii zejména srazeci titrace, pii
nichZ se méni celkova koncentrace pfitomnych ionti, a acidobazické titrace, pfi nichz se méni koncentrace
siln€ vodivych ionti.

V prubéhu titrace silnych kyselin silnou zasadou klesa pted dosazenim bodu ekvivalence vodivost
roztoku v disledku vymény vodivéjsich ionth H™ (vznikem molekul vody) za méné vodivé ionty z titra¢niho
¢inidla. Po dosaZeni bodu ekvivalence vodivost opét stoupd, tentokrat v disledku ptidavku vodivych OH™
iontl. V ptipadé titrace slabych kyselin silnou zasadou pocatecni ¢ast kiivky mirné€ klesa, je konstantni nebo
mirné stoupd, v zavislosti na stupni disociace kyseliny a tim i na koncentraci H" ionti. Bod ekvivalence je
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uréovan jako prasecik ptimek prolozenych body v oblasti pted zménou sklonu zavislosti a za ni. V oblasti
této zmeny je zavislost zaktivend, protoze vodivost je uréovand ionty vznikajici soli, a tyto hodnoty nejsou
pii vyhodnocovani brany v tvahu (obr. €. 1).

0.5

Gim3] G (mS)

N

0 — 0
i 0 0.5 1 15 Vimy 2

Bod ekvivalence

Obr. ¢. 1: Titracni krivka acidobazické titrace silné kyseliny silnou zdasadou, priitbéh reakce sledovain
konduktometricky. Naznacen zpiisob hledani bodu ekvivalence.

Konduktometrické acidobazické titrace

Ukoly

1. Provedte titraci razn¢ silnych kyselin silnou bazi jako titratnim ¢inidlem a porovnejte prubéh jejich
titracnich kiivek

2. Proved'te 10 opakovanych stanoveni kyseliny borité za stejnych podminek a stanovte opakovatelnost
vysledkd.

Chemikalie a pristroje

konduktometr AD8000 (Adwa Instruments) s elektrodovou celou CDC5070R (Radiometer Analytical)
magnetickd michacka vcetn€ michadélka

pipety, kadinky

titra¢ni ¢inidlo 2 M KOH

0,02 M roztoky kyselin: H3BO3, HCI, CH3COOH, CH,CICOOH, CHCIl,COOH, CC13COOH, HCOOH

Pracovni postup

Odpipetujte 5 ml kyseliny a titrujte konduktometricky roztokem 2 M KOH. Znazornéte titraéni kiivky
graficky a vysvétlete jejich pribéh na zékladé hodnot disociacnich konstant kyselin. Pfi statistickém
vyhodnoceni deseti opakovanych stanoveni kyseliny borité vypocitejte odhad smérodatné odchylky, interval
spolehlivosti pro 95% hladinu pravdépodobnosti, piipadné vylucte odlehlé vysledky.

Literatura
Barek, J., Opekar, F., Stulik, K.: Elektroanalyticka chemie, Praha 2005
Opekar, F., Jelinek, 1., Rychlovsky, P., Plzak, Z.: Zaklady analytické chemie, Praha 2002
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Spektrofotometrie

Stanoveni disocia¢ni konstanty acidobazického indikatoru

Teorie
Slabé kyseliny nebo baze disociuji ve vodnych roztocich jen omezen¢; acidobazické indikatory se
chovaji bud’ jako slabé kyseliny nebo slabé baze. Kvantitativni mirou disociace je hodnota disociacni

konstanty. Pro slabou jednosytnou kyselinu plati:

HA soiv) © H (s01v) T A (s0lv) (1)

a. . .+ ap=
Hisolv) ° Asolv)

K = 2

aHA(solv)

ar—
A(solv)

pH = pK+log—— 3)

aHA(solv)

Hodnotu disociacni konstanty lze tedy vypocitat zméfenim aktivit solvatovaného protonu, aniontu
kyseliny a nedisociované formy kyseliny.

Absorbuje-li solvatovand forma aniontu, ¢i nedisociované kyseliny elektromagnetické zéatfeni ve
vhodné oblasti vinovych délek, je mozno k méteni jejich aktivit pouzit spektrofotometrickou metodu.

Se zménou pH se bude rovnovéaha popsand rovnici (1) posouvat doleva nebo doprava. V silné
kyselém prostfedi tedy bude aktivita AT oy velmi mald, zatimco v zasaditém prostfedi bude zanedbatelna

aktivita ay Agsoly) -

Vlnovou délku odpovidajici jednoduché rovnovdze A/HA oznacujeme jako isosbesticky bod a
v tomto bodé se budou protinat vSechny kiivky zavislosti absorbance na vlnové délce A (obr. €. 1). Intenzita
zabarveni pti vinové délce odpovidajici absorpci A (solv) S€ bude zvétSovat se zvySujicim se pH, zatimco pro
HA solv) se bude snizovat se zvySujicim se pH.

Absorbance

EEEREEER
RELREEEERR

Obr. ¢. 1: Absorpcni spektra roztokit methylové oranze pri ruznych hodnotach pH roztoku
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Obr. ¢. 2: Zavislost absorbance disociované formy (A7) a nedisociované formy (HA) acidobazického
indikatoru na hodnoté pH roztoku (méreno pri vinovych délkach maxim disociované formy (A7) a
nedisociované formy (HA))

Zavislost absorbance kterékoliv formy (A soiv), HAolv)) na pH bude sigmoidni kiivka symetrickd podle
bodu inflexe (obr. €. 2), ve kterém je pK = pH, nebot’ log (aa (solvy/anacsolv)) = 0, viz rovnice (3). Z uvedené¢ho
vyplyva, ze je n€kolik moznych metod zjisténi pK.
Pro analytickou koncentraci indikétoru plati:
cua = [HA] + [A7]

a méfend hodnota absorbance pfti urcité vinové délce je:

A=gia [HA]+ &2 - [AT]
Vyraz pro disocia¢ni konstantu miiZzeme piepsat do tvaru:

Ay — &x " Cup

K = cy+ -
H A
€a- " CHa A

Ukol
Zjistéte hodnotu  kyselé disociacni konstanty vzorku acidobazického indikatoru. Pouzijte
spektrofotometrickou metodu.

Pristroje a chemikalie

Spektrofotometr Pye-Unicam PU 8800 (Philips-Unicam, Cambridge, Anglie) pfipojeny k fidicimu pocitaci a
ovladany vytvofenym software (Labview, National Instruments, USA); sklenéné¢ kyvety s tloustkou
absorp¢ni vrstvy 10,00 mm

Laboratorni pH metr AD 1020 (ADWA, Rumunsko) s kombinovanou sklenénou elektrodou, nakalibrovany
standardnimi kalibra¢nimi roztoky o pH 7,00 a 4,00; magnetickd michacka

50 ml odmérné banky, automaticka byreta, kadinky, automatické pipety
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Standardni Brittonliv — Robinsontiv pufr danych hodnot pH, ktery pfipravite smichanim slozky A a B ve
vhodném poméru. Roztok A obsahuje 0,2 mol-I'' NaOH a roztok B 0,04 mol-I"' H3PO4, 0,04 mol-1!
CH3COOH a 0,04 mol-lI"! H3;BOs. Pro pozadované pH smichejte 50 ml roztoku B s x ml roztoku A, podle
nasledujici tabulky:

pH xml A pH xml A pH xml A pH xml A
1,81 0 4,35 13,75 7,00 26,25 9,91 38,75
1,89 1,25 4,56 15 7,24 27,5 10,38 40
1,98 2,5 4,78 16,25 7,54 28,75 10,88 41,25
2,09 3,75 5,02 17,5 7,96 30 11,20 42,5
2,21 5 5,33 18,75 8,36 31,25 11,40 43,75
2,36 6,25 5,72 20 8,69 32,5 11,58 45
2,56 7,5 6,09 21,25 8,95 33,75 11,70 46,25
2,87 8,75 6,37 22,5 9,15 35 11,82 47,5
3,29 10 6,59 23,75 9,37 36,25 11,92 48,75
3,78 11,25 6,80 25 9,62 37,5 11,98 50
4,10 12,5

DosaZenou hodnotu pH pufru vidy kontrolujte pH metrem! PFi praci s pH metrem dejte pozor, aby
nedoslo k rozbiti banicky mérné elektrody — je z tenkého skla.

Pracovni postup

1. Proved'te orientacni méteni, pti kterém nejdiive zjistéte zabarveni disociované a nedisociované formy
indikatoru: v kddinkach v malém mnozstvi kyselé slozky B Brittonova—Robinsonova pufru i alkalické
sloZky A rozpustte trochu vzorku indikatoru a zapiSte si zabarveni jak disociované (alkalické) tak
nedisociované (kysel¢) formy indikatoru. Dale pak zjistéte alesponi ptibliznou hodnotu pH pro barevny
pfechod indikatoru. Pfitom vychéazejte zrovnice (3). Pfiblizné urCeni pK proved’te takto: do mensi
kadinky, kterd se vejde pod hlavici pH-metru, odméite odmérnym valcem 50 ml kyselé slozky B
Brittonova—Robinsonova pufru a pfidejte 1 ml vzorku indikatoru. K takto pfipravenému roztoku
pfidavejte z automatické byrety alkalickou sloZku A pufru a sledujte zmény zabarveni vzorku indikatoru;
zméni-li indikétor zabarveni tak, ze tato barva bude odpovidat pfibliznému zastoupeni disociované a
nedisociované formy v poméru 1 : 1, ode¢téte hodnotu pH. Tato hodnota odpovida ptiblizné hodnoté pK.
Béhem tohoto experimentu sledujte, zda vas vzorek indikatoru nejevi dva barevné piechody. Pokud ano,
zajima nas vZdy az ten piechod pti vyssi hodnoté pH.

2. Znéate-li pfibliznou hodnotu pH barevného ptechodu, pfipravte do 50 ml odmémych banc¢k zasobni
roztoky proméfovaného vzorku (celkem 12 roztokil); vysledna koncentrace je vzdy uvedena na lahvicce
se vzorkem indikatoru. Odmérky s indikatorem dopliite po rysku pfipravenym pufrem o urcité hodnoté
pH. pH pufrii volime tak, abyste obsahli barevny pfechod indikatoru (+ 1,5 jednotky pH od orientacné
urcené hodnoty pH) a déale pH samotné disociované A (solv) @ nedisociované HAsorv) formy.

3. Peclivé proméite spektra ve viditelné oblasti vSech dvanacti roztokd a odectéte z nich polohu maxim
absorbance pro disociovanou a nedisociovanou formu a polohu isosbestického bodu. Ovladéani
spektrofotometru a fidiciho software je popsano nize.

4. Pti vlnovych délkach absorpcnich maxim a pro hodnoty pH, pfi kterych ptredpokladate jen disociovanou a
jen nedisociovanou formu indikdtoru, proméite koncentrani zavislost. V alkalické oblasti volte
koncentraéni rozsah tak, aby nejvyssi bod kalibrace odpovidal vyznacené koncentraci na lahvicce se
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vzorkem indikatoru. V kyselé oblasti pak volte koncentrani rozsah tak, aby nejvyssi bod kalibrace
odpovidal dvojndsobku uvedené koncentrace (niz$i hodnota moldrniho absorpéniho koeficientu pro
vlnovou délku nedisociované formy).

Ovladani spektrofotometru a ridiciho software

Registracni spektrofotometr PU 8800, na kterém prométujete spektra a kalibracni zavislosti, miize
pracovat samostatné bez nutnosti pfipojeni fidicitho pocitace; v tomto pripadé vSak neni mozné provést
elektronické vyhodnoceni zméfenych spekter ani kalibra¢nich zavislosti. Pro komunikaci s pocitacem je
spektrofotometr vybaven sériovym rozhranim RS-232C, ptes které je mozné ho fidit, nastavovat podminky
meéfeni, spoustét méfeni a také sbirat namétena data. Pro oboustrannou komunikaci se spektrofotometrem je
mozné pouzit fidici program vytvoreny v grafickém programovacim prostfedi LabView pro Windows firmy
National Instruments.

Postup je nasledujici: nejdiive zapnéte spektrofotometr hlavnim vypinacem a pockejte na probehnuti
testovaciho programu; zapnéte fidici pocitac a ptihlaste se do profilu ,,Praktika‘.

Provedte inicializaci spojeni spektrofotometru s pocitacem — na panelu spektrofotometru postupné
zmacknéte nésledujici tlacitka: ,,*“, ,MODIFY®, ,ENTER®“, ,ENTER“ a otocte klickem do polohy
,LOCK/REMOTE®. Timto je spektrofotometr ptepnut do modu fizeni pocitacem. Do kyvetového prostoru
vlozte obé kyvety naplnéné destilovanou vodou.

Na pocitaci spust'te program ,,.LabView* a po jeho inicializaci oteviete vytvoreny program ,,M¢tfeni
spekter.vi“ ulozeny v adresafi ,,Praktika®.

Na ¢elnim panelu tohoto programu navolte pfimo parametry méten:

,Pocatecni vinova délka: 700 nm*, ,,Konecna vinova délka: 400 nm*, ,,Rychlost snimani spektra: 2
(5) nm/s%, ,,Sifka spektralniho intervalu: 1 nm“, ,,Krok digitalizace spektra: 1 nm* a odeslete je do
spektrofotometru tlacitkem ,,Parametry méfeni® nebo vyberte z nabidky piednastaveny soubor parametrii
,Praktika 1 a pfimo jej odeslete do spektrofotometru. Tlacitkem ,,Base line” vynulujte zékladni linii
v méfeném rozsahu vlnovych délek. Vlozte kyvetu s prvnim méfenym roztokem a tladitkem ,,Mctfeni®
odstartujte méteni spektra. V dialogovém okné musite vyplnit nadzev uklddaného souboru. Po skonceni
meéfeni se vysledné spektrum objevi na obrazovce pocitace a zaroven je uloZeno na harddisk pocitace.
Postupné proméite vSechny vzorky.

Vyhodnoceni vysledkii

Z digitalizovanych spekter odectéte prisluSné hodnoty absorbanci pii vinovych délkach obou absorp¢nich
maxim a vyneste je proti pH. Podobné vyhodnotte spektra z kalibracnich zavislosti. VSechny zmétené
zéavislosti zpracujte graficky. Ze vSech zmétenych zavislosti vyhodnot'te:

® Jmax Pro A sotv) a2 HAsolv)

e isosbesticky bod

¢ molarni absorp¢ni koeficient (&) pro A solv) 2 HAsolv) pFi obou maximem absorpce
¢ hodnotu pK graficky i vypo¢tem z hodnot &.

Pro vypocet disociacni konstanty pouZijte hodnoty zmétené jen pii pH roztokl pufri v okoli inflexniho bodu
dané zavislosti 45 na pH.
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Atomova absorpcni spektrometrie

Optimalizace podminek méreni pri praci s AAS

Teorie

1. Optimalizace pracovnich podminek

Jednim z prvnich tkolil pfi praci s atomovym absorpcnim spektrometrem (AAS) je vzdy nalezeni
(pozdé&ji jiz jen nastaveni a ovéfeni) optimalnich pfistrojovych parametri pro stanoveni zadaného prvku.
Snahou je nastavenim téchto podminek dosahnout co nejvyssi citlivosti stanoveni a zadroveil minimalizovat
interference rusivych slozek matrice, pokud je to zménou piistrojovych parametri mozné. Jde o tyto
parametry:

e vinova délka (A) (pfi které méfime; je uvedena
v pfistrojovém manudlu; u fady prvka Ize volit z
n¢kolika car; zpravidla se voli nejcitlivejsi ¢ara)

e Sirka spektralniho intervalu (AX) (je uvedena pro
prislusnou vlnovou délku daného prvku v manudlu;
selektivita vs. citlivost stanoveni)

=T < - N ]

e 7Zhavici proud vybojky s dutou katodou (HCL) (opét

i

doporucen vyrobcem; kompromisem mezi Zivotnosti
vybojky a citlivosti méteni)

r r 4 . . r 4 W 4 DDhDﬁva.n_{
e vycentrovani vybojek v optické ose pomoci otocnych
Sroubll na patici vybojek a presné nastaveni vinové Oxidy
délky pro zajisténi maximalni intenzity zafeni
, . it Oxid
e plamenovy profil (hledd se optimalni vyska plamene dace lonty
od usti hotdku, ve které prochdzi méfici paprsek
atomiza¢nim prostfedim; viz ilustracni obrazek) Meziteakéni zéna )
. Volné atomy
e ucinnost zmlZovani (poloha tfistici kulicky pred ustim
4 1 14 Redukee Viceatomove castice
nasavaci kapilary) Suchy astosel
e slozeni plamene (pomér oxidantu — vzduchu a paliva — Peedehfivini Mokry aerosol

acetylenu)

2. Uréeni koncentrace vzorku

Po nastaveni optimalnich parametri pro stanoveni daného prvku je mozné zacit vlastni stanoveni.
Meéiit Ize jednak metodou kalibra¢niho grafu a jednak metodou standardniho pfidavku. Metoda standardniho
ptidavku se pouZziva v piipad€ sady menSiho poctu vzorkd, u kterych neni dostatecné znamo sloZeni matrice
nebo je matrice variabilni. Metoda kalibra¢niho grafu se pouziva pro sadu velkého poctu vzorka, u které je
sloZzeni matrice alesponl pfiblizn¢ zndmo, a sloZeni této matrice je zohlednéno pfi ptipravé odpovidajicich
standardnich (kalibracnich) roztok.
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3. Fyzikalni interference

Vysledek analyzy mohou ovlivnit také mnohé fyzikalni vlastnosti vzorku. Mezi takové fyzikdlni
vlastnosti vzorku patii hustota, viskozita a povrchové napéti kapalin, které maji vliv pfedevsim na transport
vzorku ke zmlZovaci a ii€innost nebulizace (tvorby jemného aerosolu).

4. Zavislost mezi Sirkou spektralniho intervalu a linearitou a citlivosti kalibrace
Sitka spektralniho intervalu ma vliv na hodnotu linedrniho dynamického rozsahu a smérnici
kalibracni ktivky (citlivost).

5. Ionizacni a chemické interference
a) Ionizac¢ni interference

Nekteré prvky, jako napt. vapnik a hlinik, potiebuji pro svoji atomizaci dodat vice energie, nez
dodava plamen acetylen — vzduch. Je proto nutné pracovat v plameni acetylen — oxid dusny. Zarovei ovSem
napt. u vapniku a barya dochéazi v plameni acetylen - oxid dusny k ¢astecné ionizaci, ktera negativné
zkresluje naméfené hodnoty. K roztokiim téchto prvki je tieba pridat tzv. ioniza¢ni pufr, tedy slouc¢eninu
prvku s menSim ioniza¢nim potencidlem, jako je napf. draslik nebo cesium. Pfitomnost ioniza¢niho pufru
vede k potlaceni ionizace stanovovaného prvku v plameni acetylen — oxid dusny.

b) Chemické interference

V ptipad¢ stanoveni napt. Ca v pritomnosti Al nebo Cr v ptitomnosti Fe je tfeba pracovat v plameni
acetylen — oxid dusny. Tyto prvky spolu tvofi tzv. termostabilni slouc¢eniny a pro jejich disociaci je tieba
veétsi mnozstvi energie nez je schopen dodat plamen acetylen — vzduch. Energie dodavana plamenem
acetylen — oxid dusny je ale az pfili§ velka, dochazi tak zaroven k nezddouci ionizaci vépniku. Pro stanoveni
vapniku je proto nutné do zmlZzovaného roztoku ptidat tzv. ionizacni pufr.

Ukol
Proméite vliv vybranych pfistrojovych parametri na stanoveni vybranych prvki metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie.

Pristroje a pomiicky
AA-spektrometr 933AA (GBC, Australie), odmérné nadobi
S obsluhou priistroje GBC vas seznami dozor ulohy.

Chemikalie
standardni roztoky Ca**, Ni*" a Zn®" o koncentraci 100 pg'ml”’, standardni roztok AI’** o koncentraci
1000 pg'ml™! a standardni roztok obsahujici 100 000 pg-ml! K*

Priprava roztoku

Nejprve si piipravte v§echny poti‘ebné roztoky pro celou uilohu, méieni vsech bodit postupu bude probihat
v jednom bloku.

Vsechny roztoky ptipravujte ve 100ml odmérnych baikach. Pied doplnénim deionizovanou vodou po rysku
ptidejte vZdy 1 ml koncentrované HNOs.
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\Sada roztoki Al - A6\ Roztoky Zn*" iontfi o vyslednych koncentracich 0,0 (blank); 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a
0,5 ugml.

Sada roztokii B1 - B4| Ctyii baiiky obsahujici 10,0 ml vzorku na stanoveni Zn (nejdfive dopliite odmérku

po rysku deionizovanou vodou!). Do banék ¢. 2, 3 a 4 postupné ptidejte 0,1; 0,2 a 0,3 ml zadsobniho roztoku

o koncentraci 100 ug'ml! Zn?>" iontd.

Sada roztokii C1 - C3| Tii roztoky Zn>" iontil o vysledné koncentraci 0,5 pg'ml™ s rostouci koncentraci
methanolu: 0; 20 a 50 % (v/v).

Sada roztoki D1 - D5 Roztoky Ni*" jontii o vysledné koncentraci 2; 5; 10; 15 a 20 pgrml™.

‘Sada roztokii E1 - E6‘ Roztoky o vysledné koncentraci Ca*" iontdi 2,0 pg'ml’, s postupné vzristajici
koncentraci K* iontfi: 0; 100; 500; 1 000; 2 000 a 5 000 ug-ml! K* iontd.

‘Sada roztokii F1 - F 4‘ Roztoky s vyslednou koncentraci Ca*" iontdl 5,0 pgrml™ a K* iontfi 2 000 pug'ml, se

vzriistajici koncentraci A" iontéi: 0; 10; 50 a 100 ug-ml™.

Pracovni postup
S atomovym absorpcnim spektrometrem pracujte pouze za dohledu pedagogického dozoru. Nikdy prFistroj
nezapinejte sami, hrozi nebezpeli vybuchu. Pii prdaci s plamenovou technikou méjte vidy zapnuty

laboratorni plast’ a nasazené ochranné bryle!

Pied méfenim:

- zapnéte odtah zplodin (vypinac z boku digestote), hlavni odtah musi byt vidy otevi‘en!

- oteviete tlakové lahve s plyny (vzduch, acetylen, oxid dusny)

- zapnéte spektrometr a pocitac

- po inicializaci spektrometru zapnéte program ovladani spektrometru ikonou , umisténou na
ploSe pocitate — dojde k inicializaci spojeni pocitace se spektrometrem a soucasné se objevi jhlavni okno|

(Main Control) ovladaciho programu

- k patici ptipojte vybojku s dutou katodou (HCL) pro stanoveni zinku a vlozte ji do karuselu
spektrometru (umistény v levé ¢asti piistroje)
- overte, ze mate nastaveny spravny typ hotéku pro zédkladni smés acetylen : vzduch (AIR-ACET). Vyména

hovaku se provadi v pritomnosti pedagogického dozoru!

Ovladani spektrometru:

HLAVNI OKNO

- ptekontrolujte nastaveni System Type |; v priitb€hu celého praktika musi byt nastaven mod Flame

- kliknutim na \Load Application\ vyberte pfisluSnou metodu:

- pro stanoveni zinku zvolte uloZenou metodu |ZINEK Zn Praktika ZS| (ZS = zimni semestr)
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- mezernikem potvrd’te, ze mate vloZenou spravnou vybojku s dutou katodou, tedy tu pro stanoveni zinku

(¢ervenobile blikajici hlaska ve spodni ¢asti obrazovky: Move turret to correct lamp, space when ready)

- v Casti LApplication parametersl si prohlédnéte nastavené hodnoty a zkontrolujte spravnost nastavené

vinové délky, napajeciho proudu a Sitky spektralniho intervalu, pokud hodnoty nesouhlasi s tabulkou. €. 1

(na konci navodu), opravte je (symbolem desetinnych mist je tecka!)

- pfipadné zmény potvrd'te na konci tabulky piikazem |Save Application Parameters\ a stisknutim klavesy
@ (YES). Klavesou se vrat'te do hlavniho okna.

- kliknutim na |Run Parameters\ oteviete stejnojmenné okno a kliknutim na |Rep0rt Controﬂ vyberte u
polozky Sample Labels File Name| soubor PRAKTIKA|, klavesou se vrat'te do hlavniho okna

- pomoci piikazu proved’'te vycentrovani vybojky: to se provadi pomoci dvojice Sroubil
umisténych v karuselu vybojky s dutou katodou; cilem je dosdhnout co nejvys$i intenzity zafeni

dopadajiciho z vybojky na detektor (sledujte levou &ast obrazovky oznaéenou [Sample HC signall a otadejte

Srouby pro dosaZeni maximalni kladné vychylky; rekalibrace se provadi klavesou ). Poznamenejte
si do protokolu hodnotu EHT uvedenou ve voltech. Po vycentrovani vybojky se vrat'te klavesou do
hlavniho okna.

OKNO MERENI{

- klavesou [F2| ptejdéte do okna méteni (klavesou se muzete vratit zpct)
- stisknutim klavesy [F7] oteviete okno [Results Menul, ve kterém kliknéte na (Clear Results File a potvrd'te

klavesou @ (YES), ¢imz si pfipravite novy prostor pro zdznam vasich méteni, kldvesou se vrat'te do

okna méfeni
- za pritomnosti pedagogického dozoru zapalte plamen kratkym stisknutim tlacitka na levé
pfedni Casti spektrometru a ithned dal§im kratkym stiskem tlacitka (Vypnuti plamene se provadi
krdtkym stisknutim tlacitka
- nasavejte deionizovanou vodu a stisknéte tlacitko , ¢imz spustite automaticky rezim meéteni (dojde
k automatickému vynulovani spektrometru). V tomto rezimu budete vyuzivat pouze dv¢ tlacitka:

—nulovani na aktualni experimentalni podminky
— méfeni signalu (dle nastavenych parametrti)
- do vasich laboratornich denikti si zapisujte pramér (Mean) ze tii méfeni a hodnotu relativni smérodatné
odchylky (%RSD); oba idaje se objevi kratce po stisknuti tlacitka na monitoru pocitace

1. Optimalizace pracovnich podminek (Zn2")

a) plamenovy profil

Zmlzujte ptipraveny roztok A6 (0,5 pgml' Zn*") pii rGzné vySce paprsku nad horni hranou hoiaku.
Vz4jemna poloha paprsku a hrany hotaku je vyjadiena v relativnich stupnich 0 — 10, stupnice je v pravé
¢asti od hotaku. Proméite zavislost absorbance na relativni vySce pro hodnoty 9, 8, 7, 6, 5 a 4 nastavitelné
posuvnym Sroubem ve vertikdlnim sméru (pod hotdkem). Po kaZdé zméné vysky hoidku je nutné
vynulovat pristroj na deionizovanou vodu! Po skonCeni vratte hotfak do polohy, ve které jste dosahli
maximalni absorbance a pfistroj znovu vynulujte na deionizovanou vodu.
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b) pomér palivo : oxidant

Regulatorem pritoku oxidantu upravte prutok vzduchu (modréd) na hodnotu 7,5 dilku stupnice (tento prutok
zustane po celou dobu méreni konstantni), reguldtorem prutoku paliva (Cervend) upravte pritok acetylenu na
hodnotu 2,0 dilku stupnice a piistroj opét vynulujte na deionizovanou vodu. Postupnym zmlzovanim téhoz
roztoku zinku (A6) pfi rizném pritoku acetylenu zméite zavislost absorbance na poméru palivo : oxidant.
Pritok acetylenu (Cervena) méiite v rozmezi 2,0 - 4,0 dilku s krokem po 0,5 dilku stupnice. Po kazdé zméné
pritoku acetylenu je nutné vynulovat piistroj na deionizovanou vodu! Po skonceni této Casti optimalizace
vratte prutok acetylenu na hodnotu, pfi které jste dosdhli maximalni absorbance a pfistroj vynulujte na
deionizovanou vodu.

2. Kalibra¢ni zavislost, uréeni charakteristické koncentrace (Zn?")

a) normalni kalibrace

Vynulujte pfistroj na deionizovanou vodu a zméfte postupné absorbanci sady roztoki Al- A6 s rostouci
koncentraci Zn>" ionfi a nasledn& vas vzorek. Zvolte vhodné nafedéni tak, aby signal vaseho vzorku spadal
do linearni ¢asti kalibracni zavislosti.

b) metoda standardniho pridavku
Vynulujte pfistroj na deionizovanou vodu a zméite postupné vSechny roztoky sady Bl - B4 s roztouci
koncentraci piidavku Zn** iontt.

3. Fyzikalni interference, viskozita rozpoustédla (Zn?**)
Nastavte pfistrojovou nulu na deionizovanou vodu a proméite roztoky sady C1 - C3 sriiznym obsahem

methanolu. Do odmérného valce o objemu 10 ml odméite postupné vSechny tfi roztoky a zjistéte nasaty

objem jednotlivych roztokl vstupni kapiladrou za minutu.

Po zméfeni vSech vzorki obsahujici zine¢naté ionty ukoncete méfici program klavesou a klavesou

ptejdéte do hlavniho okna.

Vypnéte plamen kratkym stisknutim tlacitka |AIR ACET]| na levé pfedni strané spektrometru.

4. Zavislost mezi §ifkou spektralniho intervalu a linearitou a citlivosti kalibrace (Ni?")
Od patice €. 1 odpojte HCL pro stanoveni zinku a ptipojte HCL pro stanoveni niklu a vloZte ji do karuselu.

Vysku paprsku nad hranou hotdku a pritoky paliva a oxidantu nechte na stejnych hodnotach jako
pro stanoveni Zn.

HLAVNI OKNO

- vyberte metodu: NIKL Ni Praktika ZS)|

- mezernikem potvrd’te spravnost vloZzené vybojky

- prohlédnéte si nastavené hodnoty a zkontrolujte spravnost nastavené vinové délky, napajeciho proudu a
Sitky spektralniho intervalu — pokud hodnoty nesouhlasi s tabulkou €. 1, opravte je.

- ptipadné zmény potvrd’te
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OKNO MERENI{

- prejdéte do okna métenti

- pfipravte si novy prostor pro zdznam vasich méteni

- za pedagogického dozoru zapalte plamen

- nasavejte deionizovanou vodu a spust’te automaticky rezim méfeni

- postupné proméite pripravené roztoky sady D1 — D5, mezi jednotlivymi méfenimi vzdy zmlzujte
deionizovanou vodu.

Po proméfeni celé sady roztoki zménte hodnotu velikosti spektralniho intervalu na 0,3 nm a vynulujte
ptistroj na deionizovanou vodu. Opét proméite vSechny roztoky téze sady a stejnym zplsobem postupujte i
v ptipadé Sifky spektralniho intervalu 0,5 nm. Pro zménu $itky spektralniho intervalu je nutné klavesou m

vzdy vypnout a po nastaveni opet zapnout méfici rezim.

Po zméfeni vSech vzorkid obsahujicich nikelnaté ionty ukoncete métici program a piejdéte do hlavniho okna.

Vypnéte plamen kratkym stisknutim tlacitka |AIR ACET].

5. Ioniza¢ni a chemické interference p¥i stanoveni Ca**
Ptipojte HCL pro stanoveni vapniku (patice €. 1)

HLAVNI OKNO

- vyberte metodu: [VAPNIK Ca Praktika ZS|

- mezernikem potvrd’te spravnost vlozené vybojky

- prohlédnéte si nastavené hodnoty a zkontrolujte spravnost nastavené vinové délky, napajeciho proudu a
Sitky spektralniho intervalu — pokud hodnoty nesouhlasi s tabulkou ¢&. 1, opravte je.

- ptipadné zmény potvrd’te

OKNO MERENI{

- prejdéte do okna métent

- pfipravte si novy prostor pro zdznam vasich méteni

- za pedagogického dozoru zapalte plamen

- nastavte prutok acetylenu na hodnotu 2,5 dilku, priitok vzduchu ponechte na hodnoté 7,5 dilku

- nasavejte deionizovanou vodu a spust’te automaticky rezim méteni

- postupné proméite vSech Sest ptipravenych roztokli sady E1 - E6 a vSechny Ctyfi roztoky sady F1 - F4,
mezi jednotlivymi méfenimi vZdy zmlzujte deionizovanou vodu.

Po zméteni vSech vzorkd vypnéte plamen kratkym stisknutim tlacitka AIR ACET.

VYMENA HORAKU - Vyména ho¥dku se providi v piitomnosti pedagogického dozoru!
Vyjméte hotdk pro zakladni smés acetylen : vzduch (AIR-ACET) a vlozte hotdk pro smes acetylen : oxid
dusny (N2O-ACET).

- za pedagogického dozoru zapalte plamen kratkym stisknutim tlacitka N2O ACET] na levé ptedni Casti

spektrometru a ihned dal$im kratkym stiskem tlac¢itka [GNITION|
- nasavejte deionizovanou vodu a pfistroj vynulujte
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- postupné opét proméite vSech Sest pripravenych roztokii sady E1 - E6 a vSechny ¢tyfi roztoky sady F1 - F4

Po zméteni vSech vzorka vypnéte plamen kratkym stisknutim tlacitka N20 ACET], ukonCete méfici program
klavesou a klavesou prejdéte do hlavniho okna.

Opétovnym stiskem klavesy a tlacitka & (YES) zavtete ovladaci program, vypnéte spektrometr,

tlakové lahve a na zavér i odtah.

Vyhodnoceni vysledkii

1.

Vyneste do grafu zévislost absorbance na vySce paprsku nad hranou hotdku, do dalsiho grafu vyneste
zéavislost absorbance na priitoku paliva.

Zjistéte obsah Zn?" ve vzorku jak metodou kalibraéniho grafu, tak metodou standardniho piidavku.
Zjistéte charakteristickou koncentraci pro toto stanoveni Zn za danych podminek méfeni.

Vyneste do grafu zavislost absorbance Zn na koncentraci methanolu a zaroven zavislost mezi hodnotou
absorbance a mnozstvim nasatého roztoku.

Vyneste do grafu kalibracni kiivky pro Ni pii rizné Sifce spektralniho intervalu. Neprokladejte celou
kalibracni zavislost linearné!!! Zhodnot’te vliv Sifky stérbiny na linearitu a citlivost stanoveni.

a) Vyneste do grafu zavislost absorbance Ca na koncentraci ionizacniho pufru po oba druhy plamene a
porovnejte dosazenou citlivost. Uréete minimalni koncentraci K* potiebnou pro potlageni ionizace Ca.
b) Vyneste do grafu zavislost mezi absorbanci Ca a koncentraci AI** pro oba druhy plamene a diskutujte
ziskané vysledky.

Tabulka ¢. 1: Vynatek z tabulky doporuceni vyrobce vybojek s dutou katodou (HCL)

ELEMENT F[LL/GAS CURRENT (mA) WAVELENGTH RECOM. SLIT RELATIVE RELATIVE
WINDOW MAX RECOM. (nm) (nm) SENSITIVITY INTENSITY
- - 4227 0.5 1 100
Ca Calcium N/Q 10 10 3399 03 500 10
2320 0,2 | 5
. 2 ; 3525 0.2 5 100
N | Buckd R 12 & 3515 0.2 10 30
3625 0,2 500 10
: : , g 2139 0.5 | 100
n Zinc N/Q 10 5 3076 1.0 3000 0
Co/ Cobalt / 240,17/ 0,2 N/A N/A
Ni Nickel He & i 232,0 0,2 multiclement lamp
Literatura

zdakladni: Opekar, F. a kol.: Zakladni analyticka chemie, Karolinum, Praha 2002
doporucend: Némcova, 1. a kol.: Spektrometrické analytické metody I, Karolinum, Praha 2004
rozsirujici: Komarek, J.: Atomova absorpéni spektrometrie, MU, Brno 2000
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Prittokova injekcni analyza se spektrofotometrickou detekci: disperze vzorku
v proudu kapaliny

Teorie

Pritokova injekéni analyza (FIA — Flow Injection Analysis) je analytickd metoda v pritokovém
usporadani, zalozend na vstiikovani vzorku do plynulého toku reagentt (obr. €. 1). Zéna vzorku je v nosném
toku dispergovana vlivem pohybu a rozdilu koncentraci. Kontrolovana disperze je zékladni charakteristikou
metody FIA.

Davkovdni

Disperze

Deiekce
W carrier

Promyti

- carrier

Obr. ¢. 1: Princip prutokové injekcni analyzy (FIA)

Vzorek je pfi prichodu systémem rozmyvan v nosném proudu ¢inidel a vytvari se koncentracni gradient
(obr. €. 2). Vysledkem analyzy jsou za sebou jdouci piky zavislosti signdlu (napt. absorbance) na case, jejich
vyska & resp. plocha A je mirou analytické koncentrace.

Obr. ¢. 2: Zaznam FIA piku a dulezité charakteristiky
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K popisu koncentra¢niho gradientu se uziva disperzni koeficient D, ktery je dan pomérem pocatecni
koncentrace ¢y a aktualni koncentrace ¢ v daném okamziku:

D=-= (1)

Hodnota D je vzdy vétsi nez jedna a nejcastéji se odecita v bodé maximalni koncentrace (Cmax), kterému
pak odpovidd hodnota Dma. Podle velikosti disperzniho koeficientu rozliSujeme tfi druhy disperze:
omezena (D=1 —3), stiedni (D =3 — 10) a velka (D > 10).

Velikost disperze zony, a tedy i tvar a vySka zaznamenaného signalu, zavisi, mimo jiné, na ddvkovaném
objemu vzorku (obr. 3a), délce reakcnich civek (obr. 3b), pritokové rychlosti vzorku, rozmérech priatokového
vedeni a na parametrech pritokového detektoru.

1.0~ =890 Steady state | 10 ol
200 0. 20 2.0
I 110
0.5 B 60— - 1 2.0 0_25 L
S1.-'2
- 14.0
S
20 sec
Scan

i ®

Obr. ¢ 3: a) Vliv davkovaného objemu (ul), b) viiv délky reakcni civky (cm)

Pritokova injekéni analyza muze byt provadéna v riznych experimentalnich usporadanich.
Nejjednodussi (jednokanalové) uspotfadani je uvedeno na obr. €. 4 a skladd se ze Ctyi Casti: zdroje toku
kapaliny, injek¢éniho systému, reakéni civky a detektoru. Jednokanalové uspotadani je vhodné pro studium
disperze vzorku v nosném toku.

Pro stanoveni obsahu analytu ve vzorku je vhodné&jsi pouzit vicekandlové usporadani, pii kterém je
vzorek davkovan do inertniho rozpoustédla (nejcastéji voda), ke kterému je kontinudlné pfimichdvano reakcni
¢inidlo. V takovémto systému dochdzi k lepSimu promichani vzorku a reakéniho ¢inidla véetné stiedu zony
vzorku.
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Vzorek

ml/min /\l‘\ Detektor
Nosny proud W, NN M_ Odpad

Peristalticka Reakéni civka
pumpa

Obr. ¢. 4: Schéma zdkladniho zapojent pritokove injekcni analyzy

Ve FIA metod¢ je obecné nutné zajistit bezpulsni tok vSech chemikalii a pfisné reprodukovatelny
vneseny objem vzorku. Pro kvalitni zdznam signélu v metod¢ FIA musi byt na jedné strané dosazeno malé
disperze vzorku a zaroven musi byt poskytnut dostate¢ny ¢as 7T pro probéhnuti reakce. Oba tyto pozadavky jsou
vSak protichidné, proto je velmi dulezité nalézt optimalni podminky pro provedeni dané analyzy. Optimalni
objem vzorku pro dosazeni malé disperze pii dostacené citlivosti stanoveni odpovidd poloviné odezvy
ustaleného stavu (S122, viz obr. 3a).

Velikost disperze a symetrie signalu je také ovlivnéna uspofdddnim reaktoru, ve kterém dochazi
k michani vzorku s ¢inidly. Pfi volbé reaktoru je dilezité, aby doslo k co nejrychlejSimu smiseni a aby byla
zvysena intenzita radidlniho miseni (vzorek pfi priichodu reaktorem nardZzi na stény trubice, méni smér toku, ale
stale plati predpoklad lamindrniho proudéni). Naopak rychlost v axidlnim sméru by meéla byt co nejnizsi.
Vhodny je takovy reaktor, ktery ma konstantni primér reakeni civky a dochazi v ném k prudkym zménam toku.
Reaktor miize byt realizovan riznymi zptsoby (obr. €. 5).

Obr. ¢ 5: Realizace reakcni civky: 1) prima trubice, 2) stacenda reakcni civka, 3) tzv. uzlovy reaktor,
4) misici komurka, 5) reaktor s pevnymi casticemi

Pro sériové analyzy je dilezitou informaci maximalni frekvence davkovéani vzorku Smax, kterd je déna
vztahem, v kterém #; je Sirka piku pfi zakladné (s, min):
60

Smax = 0 )

33 Pratokova injekcni analyza



Pro detekci ve FIA systému je mozné pouzit jakykoliv detektor vhodny pro dany reakéni produkt v
kombinaci s pritokovou kyvetou (vnitini objem nékolik desitek pl). Mezi detektory vyuZivajici optické
vlastnosti latek patii: fotometrické, citlivéjsi fluorimetrické, detektory vyuzivajici chemiluminiscenci, detektory
refraktometrické, AAS, plamenova fotometrie. Z elektrochemickych detektorti lze pouzit napi. iontové
selektivni elektrody a vodivostni detektory.

Pouzita literatura:
1. Razicka J., Hansen E.H.: Flow-injection analysis, 2" Ed. Wiley, New York (1988)
2. Valcarcel M., Luque de Castro M.D.: Flow injection analysis, Ellis Horwood Chichester (1987)

Piiprava na tlohu

Odhadnéte vinovou délku absorpcniho pasu methylenové modfi.
Vypocitejte navazku methylenové modii pro piipravu zédsobniho roztoku.
Doneste si s sebou USB disk pro stazeni namétenych dat.

Ukol
Zjistéte vliv nasledujicich parametrii na disperzi vzorku v metod€ pritokové injekéni analyzy: objemova
pratokova rychlost nosného proudu, délka reaktoru, davkovany objem.

Chemikalie a pristroje

Methylenova modi (MB, M = 374 g mol), destilovana voda, odmémé bariky 100 ml, odmé&rny valec 10 ml,
délend pipeta 10 ml, kadinky 3 ks. UV-Vis spektrometr SPECORD 210 PLUS; prtutokova kyveta vnitiniho
objemu 80 ul s tloustkou absorpcéni vrstvy 10,00 ml (Hellma), peristaltickd pumpa, nizkotlaky davkovaci
ventil s riznymi objemy davkovacich smycek (100 pl, 250 pl, 500 pul, 1200 ul) (Rheodyne, U.S.A.), Cerpaci
hadi¢ky (Cole-Parmer), reakéni civky riznych délek (200, 400, 600, 800, 1000 mm), spojovaci teflonové
hadi¢ky (vnitini primér 0,8 mm).

Pracovni postup

1. Pripravte roztok methylenové modii o koncentraci 3-10* mol-1"! v objemu 100 ml a nated’te ho dle zadani
dozoru. Pii v§ech métenich bude nosnym tokem destilovanéd/deionizovana voda.

2. Zkalibrujte peristaltické cerpadlo dle pokynti dozoru.

3. Proméite absorpcni spektrum pracovniho roztoku methylenové modii v rozmezi 400 — 800 nm v kyveté
s tloustkou absorpéni vrstvy 10,00 mm. Ze ziskaného spektra urcete vinovou délku absorpéniho maxima
roztoku methylenové modii a hodnotu maximalni absorbance. Tuto hodnotu pouzijete pro vypocet
ptislusnych disperznich koeficientli Dmax. Ovladani spektrometru je uvedeno nize.

4. Proméite vliv objemové pritokové rychlosti (Q, ml'min') na disperzi vzorku. Proméite rozmezi
pritokovych rychlosti: 0,8; 1,2; 1,6; 2,2; 2,6; 2,8 ml-min™ (délka reakéni civky je 600 mm, davkovany
objem 500 pl). Kazdou zavislost zméite jednou.

5. Proméite vliv ddvkovaného objemu vzorku (¥, ul) na signdl. Davkujte vzorek v téchto objemech: 30 pl
(spojeni nakratko), 100 pl, 250 ul, 500 ul, 1200 ul (pritokova rychlost 2,0 ml-min!, délka reakéni civky
600 mm).

6. Proméite vliv délky reaktoru (L, mm) na disperzi vzorku. Proméite délky reakéni civky: 0; 200; 400; 600;
800; 1000 mm (priitokova rychlost 2,0 ml-min’!, davkovany objem 250 pl).

7. Zméite 3x FIAgram pro nasledujici podminky: O = 2,0 ml min™, V' = 250 pl, L = 200 mm. Z priimérné
Sitky piku pii zakladné vypocitejte maximalni frekvenci analyz pro vyse uvedené podminky.
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Vyhodnoceni vysledkii
Diskutujte vliv studovanych parametrii na disperzi vzorku a uvedte Vami nalezené optimalni hodnoty pro
stanoveni methylenové modii.

1. Ze ziskanych zévislosti absorbance na Case pro jednotlivd méieni odectéte Amax a vyneste do grafu
prubéhy Amax v zavislosti na sledovaném parametru (celkem 3 grafy). Diskutujte prubéhy zavislosti.
Vypocitejte jednotlivé hodnoty Dmax a vyneste zavislosti Dmax na zkoumaném parametru (davkovany
objem, objemova priatokova rychlost, délka reakcéni civky, 3 grafy). Opét diskutujte prubéhy zavislosti.

2. Zvyslednych zavislosti parametr—Dma navrhnéte optimalni hodnoty, které byste pouzili pro stanoveni
methylenové modfi a zdvodnéte volbu.

3. Urcete maximalni frekvenci analyz Smax.

Piilohou protokolu je 6 grafi.

Ovladani spektrometru SPECORD 210 PLUS a nastaveni méreni

Zapnéte pocitac a spektrometr, po inicializaci piistroje spust'te ovladaci software Aspect UV. K nastaveni
meéteni absorpéniho spektra vzorku slouzi modul ,,Spectrum®, k méfeni casovych zavislosti modul
,Kinetics*; oba jsou umistény na postranni listé vlevo.

Absorp¢ni spektrum methylenové modii ve VIS oblasti
V modulu Spectrum nastavte nasledujici hodnoty:
e Zalozka General: Measure mode: Absorbance, Range: 400-800 nm, Measuring points: 1 nm, Speed
20 nm/s, Slit 1 nm
e ZaloZzka Evaluation: zatrhnéte volbu Determine peaks a zvolte variantu maxima, threshold nastavte
na hodnotu 0,05.
e Zalozka Sample sequence: Sample 1 — reference, Sample 2 — sample (zménu typu vzorku proved'te
stiskem pravého tlacitka mysi)

Méieni zavislosti zmény signalu na ¢ase v modulu Kinetics
Pro zméteni vlivu objemové priatokové rychlosti vzorku a davkovaného objemu vzorku vytvoite metodu pro
meéfeni, nastavte nasledujici hodnoty:
e Zilozka General: Measure mode: Absorbance, Wavelength — vinova délka absorpéniho maxima
roztoku MB, measurement time 5 min, integration time 0,1 s, interval time 0,1 s
e Zalozka Sample sequence: Sample 1 — reference, pfidejte potiebny pocet vzorkl pro zméfeni vlivu
daného parametru (sample)
e Po dométeni celé sekvence nezapomenite vysledky ulozit a také vyexportovat jako .csv soubor.

Pro zméfeni vlivu délky reakéni civky a pro ur€eni maximalni frekvence davkovani nastavte:
o Zalozka General: Measure mode: Absorbance, Wavelength — vlnova délka absorpcniho maxima
roztoku MB, measurement time 3 min, integration time 0,1 s, interval time 0,1 s
e Zalozka Sample sequence: Sample 1 — reference, pridejte potiebny pocet vzorkil pro zméteni vlivu
daného parametru (sample).
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Stanoveni azobarviv ve smési metodou RP— HPLC se spektrofotometrickou detekei

Teorie
Netékavé a polarni latky, jejichz analyza plynovou chromatografii je velmi obtizna, Ize s vyhodou
analyzovat metodou HPLC. Principialn¢ rozliSujeme dva druhy HPLC:

— kapalinovou chromatografii na normalnich fazich (NP-HPLC), kdy stacionadrnimi fazemi jsou polarni oxid
kiemicity (silikagel) nebo oxid hlinity (alumina) a mobilni fazi je nepolarni kapalina, nejcastéji uhlovodik

— HPLC na obracenych (reverznich) fazich (RP-HPLC), kde separace probihéd na nepolarni stacionarni fazi,
nejcastéji na silikagelu chemicky modifikovaném nepolarnimi skupinami, jako jsou Cg (oktyl) nebo Cig
(oktadecyl), pficemz jako mobilni faze se pouziva polarnéjsich kapalin (methanol, acetonitril) a jejich smési
s vodou ¢i vodnymi pufry.

K separaci studovanych azobarviv vyhovuje ve spojeni s Cis stacionarni fazi smés methanolu
s vodou (9:1). Studovana barviva lze detegovat fotometrickym detektorem pii vinové délce 290 nm, kde
vSechna vykazuji dostatecné silnou absorbci zatfeni. Identifikace se provadi na zikladé shody retencnich
Casu, tr, pripadné reten¢nich faktord, &k, méfenych latek a standardd. Kvantitativni slozeni vzorku se zjisti
metodou absolutni kalibrace na zakladé prométeni kalibracnich kiivek pro jednotlivé standardni roztoky
Cistych azobarviv.

Ukol

Separovat a metodou kalibragni kfivky stanovit azobarviva (methyloranz — MO, dimethylova zlut — DMZ)
ve smési metodou RP-HPLC se spektrofotometrickou detekei, urcit meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ), koeficienty linearity detektoru a ovéfit jeho linearni dynamicky rozsah pro obé
barviva.

Pracovni postup

1. Priprava mobilni faze

Pokud neni k dispozici dostatek mobilni faze (MF), pfipravte asi 500 ml mobilni faze o sloZeni
methanol:voda (9:1). Smichejte 450 ml methanolu a 50 ml destilované vody odméfené piislusnymi
odmérnymi vélci; nedoplitujte - pfi miSeni methanolu a vody neni v dasledku vysoké polarity obou kapalin
pln¢€ zachovana aditivita objemt. Pfipravenou mobilni fazi piefiltrujte a odplyiite v ultrazvukové 1azni asi
10 min.

2. Priprava mériciho zarizeni

Ke chromatografické analyze budete pouzivat kapalinovy chromatograf od firmy Shimadzu, slozeny z
vysokotlakého kvartérniho cerpadla LC-20AD, degaseru, davkovaciho ventilu Rheodyne s davkovaci
smyckou o objemu 20 pl a UV-VIS spektrofotometrického detektoru SPD-20AV. K separaci budete
pouzivat chromatografickou kolonu Tessek C18 (150x4,6 mm; 3,0 um).

Zapnéte pumpu a detektor alesponn 20 min pfed prvni analyzou. Zapnéte fidici pocitac a piihlaste se jako
uzivatel STUDENT, heslo hplc. Na plose spuste program LCsolution, oteviete Instrument 1 (ikona
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pocitace) a pripravte ho pro sbér dat pod vasim jménem do adresafe C:/praktika/ZS2018. Odstraiite
vzduchové bubliny ze vSech propojovacich trubicek a z pumpy (piikaz PURGE pfi otevieném promyvacim
ventilu). Po promyti zapnéte pratok MF a postupné ho zvysujte na hodnotu 0,5 ml/min.

3. Priprava kalibra¢nich roztoki
Zasobni roztoky standardfl azobarviv maji koncentraci 1-10~> mol-I"!. Vhodnym fedénim pfipravte do 10 ml
odmérnych banék roztoky jednotlivych azobarviv o koncentracich (13 3; 5; 7 a 9):10~> moll"!. Pozor,
fedime mobilni fazi, nikoliv vodou!

4. Davkovani

Davkovani se provadi davkovacimi ventily s ddvkovacimi smyckami o velikosti 20 pl. Davkovaci smycky
plite stfikackami o vhodném objemu, kdyz je davkovaci ventil v poloze pro plnéni smycky (LOAD);
smycku proplachujte aleponi 10ti nasobnym objemem smycky. Po naplnéni smycky vzorkem piepnéte
rychlym a plynulym pohybem paky davkovaci ventil do davkovaci polohy (INJECT) a spust'te okamzité
sbér dat pocitatem. Po ukonceni analyzy zastavte sbér dat a zapiSte si retencni ¢as, plochu a vysku pik.
Nezapomerite davkovaci ventil vratit do polohy LOAD.

5. Identifikace azobarviv
Analyzou roztoku standardli azobarviv o nejnizsi koncentraci zjistéte jejich retencni Casy, urcete elucni
poradi.

6. Kalibrace

Proméite ptipravené kalibracni roztoky azobarviv a zaznamenejte plochy a vySky pikd; kazdy kalibra¢ni
roztok zméite 3x. Ze ziskanych dat sestrojte pro ob¢ barviva grafy kalibracnich zavislosti, jednu pro plochy
pikt a jednu pro vysky pikd.

Sestrojte ptislusné grafy a urcete z nich koeficienty linearity detektoru a linearni dynamicky rozsah, jak pro
vysky, tak 1 pro plochy pikl (navod viz obecny tvod téchto skript).

7. Analyza vzorki
Pokud jsou vzorky v odmérnych bankach, je tfeba je doplnit mobilni fazi po rysku. Vzorky jsou smésné a
obsahuji obé€ barviva, methyloranZ a dimethylovou Zlut'.

Stejnym zplisobem jako kalibra¢ni roztoky proméite vase vzorky azobarviv a zaznamenejte ptislusné r ,
vySky a plochy pikil; méteni roztoku vzorku opakujte 3 x. PFi méreni vzorku vzdy zkontolujte, zda Vami
namérené plochy, pripadné vysky, leZi v rozsahu namérenych kalibracnich k¥ivek. Pokud ne, vyvod'te
z toho patficné zavéry a neznamy vzorek nafed’te.

Dosazenim namétenych ploch/vysek do regresnich rovnic ¢i odectem z kalibracnich zavislosti pro plochu a
pro vySku piku uréete koncentraci azobarviv ve vaSem vzorku v jednotkiach moll"!. Vysledek uved’te
v nasledujicim formatu: (vsledek + L 5) . spolecny exponent mol-1"' (poget mé&teni n, RSD %).

Pro obé¢ barviva srovnejte na hladiné o = 0,05, zda jsou vysledky ziskané z kalibracnich zavislosti pro
plochu a pro vysku statisticky rozdilné.

8. Urceni meze detekce a meze stanovitelnosti ze slepého pokusu

Pro uréeni meze detekce/stanovitelnosti v separacnich metodach je tfeba urcit hodnotu signalu slepého
pokusu. Zaznamenejte chromatogram slepého pokusu (bez davkovani) v délce odpovidajici eluénimu ¢asu
DMZ (5—6 minut) a vyhodnot'te $um zékladni linie /. podle postupu uvedeného na obr. &. 1 niZe.
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signal

Obr. ¢. 1: Vyhodnoceni sumu zakladni linie pri chromatografické analyze

Mez detekce je koncentrace, jejiz signal je statisticky vyznamné odliSny od Sumu, pocitdme ji ze
3-h
vztahu LOD = =

Hodnota Sumu a vysky piku v kalibracnich kiivkach musi byt ve stejnych jednotkach. Mez stanovitelnosti je

, kde A, je Sum zakladni linie a m je smérnice kalibra¢ni kiivky (pro vysku piku!).

koncentrace, pti které je presnost stanoveni takova, ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni, a pocitame ji ze
10-h
vztahu LOQ = =

stanovitelnosti metody lze také urcit analyzou rozptylu experimentalnich dat kolem kalibra¢ni pfimky pro

, kde &y je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky. Mez detekce a mez

jednotliva studovana barviva (postup uveden v obecném tvodu na zacatku skript).

Dejte pozor, zda vaSe naméiené koncentrace vzorkl nelezi pod mezemi detekce i stanovitelnosti - pokud
ano, vyvod’te z toho patfi¢né zavéry a dusledky.

K protokolu se odevzdava 6 grafii: 2 x kalibrace, 2 x linearita, 2x linearni dynamicky rozsah (pro
plochu a vySku piku, kazdy graf se obéma barvivy).
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(pro studenty, kteri prichazeji z BKATA)

Stanoveni aromatickych barviv pomoci gradientové RP-HPLC se
spektrofotometrickou detekci

Teorie

Studovand aromatickd barviva jsou polarni latky slouzici jako indikdtory zmény pH pfi titranich
analyzach. Tyto latky lze analyzovat pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni
stacionarni fazi. V tomto uspofadani probiha separace na nepoldrni stacionarni fazi, nejcasteji na silikagelu
chemicky modifikovaném nepolarnimi skupinami, jako jsou C8 (oktyl) nebo C18 (oktadecyl), zatimco
mobilni faze je tvofena smési vody ¢i pufru s polarni, s vodou misitelnou, organickou kapalinou (methanol,
acetonitril). K separaci studovanych azobarviv lze ve spojeni s C18 stacionarni fazi pouzit mobilni fazi
tvotfenou smési methanolu (MeOH) a vody. Na priibéh separace v HPLC ma velky vliv slozeni mobilni faze,
v tomto piipad¢ pomér mezi vodnou a organickou slozkou. Tento pomér je zapotiebi optimalizovat tak, aby
piky vSech studovanych latek byly dostatecné rozliSené, tzn. aby rozliSeni sousednich pikii dosahovalo
hodnoty Ri»> > 1,5, a aby byla analyza realizovana v pifiméteném case. V piipade, ze je velky rozdil mezi
retenci jednotlivych analytl, dochazi k nepfimétenému prodlouzeni analyzy, coz je nevyhodné i z hlediska
ekonomického (zvySena spotieba rozpoustédel). Proto se v takové situaci pouziva gradientova eluce, kdy se
pom¢ér slozek mobilni faze méni podle vhodného schématu v pribéhu analyzy.

Studované analyty lze detegovat spektrofotometrickym detektorem pii vinové délce 290 nm, pfi
které studovand barviva vykazuji dostateCnou absorpci zéfeni. Identifikace se provadi na zaklad¢ shody
reten¢nich cast, L ptipadné reten¢nich faktori, k£, métenych latek a standardil.

Ukol
Optimalizujte sloZzeni mobilni faze pro separaci methylové oranze, thymolové modii a dimethylové Zluti
pomoci RP-HPLC s UV detekci.

Pracovni postup

Ke chromatografické analyze budete pouZzivat kapalinovy chromatograf od firmy Shimadzu, sloZzeny z
vysokotlakého kvartérniho Cerpadla, degaseru, davkovaciho ventilu Rheodyne s dévkovaci smyckou o
objemu 20 pl a UV-VIS spektrofotometrického detektoru. Separace bude provadéna na chromatografické
koloné& Tessek C18 (150 x 4,6 mm, 3,0 um). Priitokovou rychlost mobilni faze nastavte na 0,5 ml min™!.
Promyti davkovaci smycCky proved’te alesponn desetindsobkem jejiho objemu. Vinovou délku detektoru
nastavte na 290 nm.

Pro optimalizaéni méfeni si pfipravte roztoky jednotlivych analytli, které pfipravte nafedénim ze zasobnich
roztokil standard@ barviv o koncentraci 1-10° mol-I"' do 10 ml odmé&rmych ban&k a dopliite mobilni fazi
MeOH : voda — 90 : 10 (v/v) po rysku tak, aby vyslednd koncentrace methylové oranze a dimethylové
Zluti byla 4-10~° mol‘l”! a thymolové mod¥i 810~ mol-I-!.
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Promérte orientacné (1x) retencni chovani studovanych analyti (davkujte v poradi oranz, modr, Zlut’)
s pouzitim nasledujicich mobilnich fazi a gradientovych programu:

a) isokraticka eluce, MeOH : voda v poméru 90 : 10 (v/v);
b) isokraticka eluce, MeOH : voda v poméru 60 : 40 (v/v);

Po ukonceni isokratické eluce promyjte kolonu alespon 10 minut mobilni fazi MeOH : voda v poméru
90 : 10 (V/v).

¢) gradientova eluce s nasledujicim programem:
krok 1: 0,0 min — 1,7 min: 40: 60 (v/v) MeOH : voda
krok 2: 1,8 min — 8,5 min: MeOH
krok 3: 8,6 min — 12,5 min: 40 : 60 (v/v) MeOH : voda
krok 4: 13,0 min: ukonceni sbéru dat

V ptipadé gradientové eluce proved’te nejdiive 1-2 analyzy bez néstiiku vzorku, tzv. blank run, a teprve poté
postupné nadavkujte pfipravené roztoky jednotlivych barviv. Ziskané chromatogramy porovnejte a vyberte
nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze na zaklad€ vizudlniho zhodnoceni tvaru pikti (rozmyty ¢i symetricky),
rozliSeni piki jednotlivych analytli a doby analyzy.

Za optimalizovanych podminek nadavkujte smésny vzorek vSech trfech analyt, ktery pfipravite
odpipetovanim alikvotnich objemli (napf. 1 ml) zroztokl jednotlivych analyti pfipravenych pro
optimaliza¢ni méfeni.

Za optimalizovanych podminek proméite odezvy analytii také pii vinové délce 254 nm a 210 nm a
porovnanim s jiz zméfenou vinovou délkou 290 nm vyberte vhodnou detekéni vinovou délku pro ptipadna
dalsi kvantifikacni méfeni (porovnejte plochy a vysky pikl, zhodnotte velikost systémovych pikli a Sumu
zékladni linie).

Pti nejvhodnéjSich separacnich podminkéch si zaznamenejte retencni €as, plochu piku, vysku piku a Sitku
piku pro vSechny studované analyty a spocitejte pro methylovou oranz, thymolovou modf a dimethylovou
zlut’ retencni faktory k, pocet teoretickych pater n, vyskovy ekvivalent teoretického patra H a rozliSeni mezi
methylovou oranZi a thymolovou modii a mezi thymolovou modii a dimethylovou Zluti. Jako hodnotu
mrtvého ¢asu pouZijte retencni cas systémového piku.
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Plynova chromatografie

Analyza ovocnych destilatli, urceni obsahu methanolu a ethanolu

Chemikalie a material

Methanol, ethanol, isobutanol, vzorky ovocnych destilati — hruskovice, slivovice, ovocny destilat, rumunska
palenka.

Presvédcte se, ze mate k dispozici vSechny nezbytné latky a materidl: GC injek¢ni stfikacku o objemu 5
nebo 10 pl, automatickou pipetu 10-100 ul a 100-1000 pl se Spickami, suché vialky o objemu 1,5 ml s
vicky a septy pro piipravu vzorku a pro ptipravu kalibracnich roztoka k urceni obsahu ethanolu.

Separacni kolonou je kapilarni kolona Supelco WAX 10 (polyethylenglykol), délka 60 m, I.D. 0,32 mm,
tloustka filmu 0,25 pm; nosny plyn je dusik; detektor FID.

Pracovni postup

1) Pokud je potieba, vyméiite pouzité septum v nastiikové hlavé za nové. Zapnéte plynovy chromatograf a
pocita€ a nastavte optimalni pracovni podminky podle pokynt pedagogického dozoru: teplota kolony 40 °C,
teplota davkovace 200 °C (INJ A TEMP), teplota detektoru 250 °C (DET A TEMP). Zkontrolujte
nastaveni teplotniho programu: pocate¢ni teplota kolony 40 °C (INIT TEMP) po dobu 2 minut (INIT
TIME), narist teploty kolony rychlosti 30 °C/min (RATE), konecna teplota kolony 160 °C (FINAL
TEMP), temperace po dobu 5 minut (FINAL TIME)

2) Zméite retencni ¢as tg kapalnych standardi methanolu, ethanolu a isobutanolu, ddvkovany objem
0,2 pl chromatografickou stfikatkou Rheodyne; méfeni #z provedte 1x pro kazdy standard, zacnéte
isobutanolem.

3) Zjistéte retencni profil ovocnych destilatii: vyberte si 1 vzorek z destilath, které jsou k dispozici, a
vybrany vzorek 1x nadavkujte do chromatografického systému; davkovany objem je 1 ul, doba analyzy
10 minut. Na zékladé shody retencnich Casti s proméfenymi standardy identifikujte piky methanolu,
ethanolu a isobutanolu ve vzorku destilatu.

4) Pridavek vnitiniho standardu: z vialek s ovocnymi destilaty odpipetujte do suchych vialek 1 ml Vami
vybraného destilatu a ptidejte isobutanol jako vnitini standard v mnozstvi 15 pl isobutanolu na 1 ml
destilatu. Takto vznikly vzorek 2x nadavkujte (davkovany objem 1 pl) a zaznamenejte si plochy pikt
methanolu a isobutanolu.

5) Kvantifikace methanolu v ovocném destilatu: nasledné do vzorku destildtu s pfidanym vnitinim
standardem (bod 4) proved’te 2 standardni pridavky methanolu, kazdy o objemu 10 ul, a kazdy
standardni pridavek zmérte 2x, davkovany objem je 1 pl. Zaznamenejte si plochy pikli methanolu a
isobutanolu. Graficky vyhodnot'te obsah methanolu (v objemovych procentech) ve vybraném destilatu.
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6) Kvantifikace ethanolu v ovocném destilatu: pfipravte do suchych vialek (max. objem 1,5 ml) kalibra¢ni
roztoky ethanolu obsahujici 30, 40, 50 a 60 obj. % ethanolu. Pfi pfipravé kalibrac¢nich roztokii smichejte
vypocitané mnozstvi vody a ethanolu, nedopliiujte na celkovy objem! Do kalibracnich roztokt piidejte

také vnitini standard v mnozstvi 50 ul isobutanolu na 1 ml roztoku. Kazdy kalibracni roztok zmérte 2x,
davkovany objem je 1 ul. Zaznamenejte si plochy pika ethanolu a isobutanolu.

Nyni si pfipravte novy vzorek vybraného destilatu s piidavkem wvnitiniho standardu, a to
s 50 ul isobutanolu na 1 ml roztoku, a tento vzorek 2x zmérte, divkovany objem je 1 pl.

Pti vyhodnoceni kalibra¢ni zavislosti nezapomenite, ze standard ethanolu je 96% (obj.) vodnym roztokem!

Pro vyhodnoceni obsahu ethanolu a methanolu pouzivejte pomér ploch piislu$ného analytu a vnitiniho
standardu, nedochazi tak ke zménam ploch sledovanych analyti vlivem fedéni vzorku a nepiesnostmi
v nadavkovaném objemu vzorku na kolonu.

Porovnanim pomeéru ploch ethanolu a isobutanolu, ziskanych pro vybrany destilat, se zméfenou kalibracni
zavislosti vyhodnot’te obsah ethanolu (v obj. %) ve vzorku destilatu. Grafy obou kalibra¢nich zavislosti (pro
ethanol i methanol) odevzdejte s protokolem.

7) Vypocet obsahu methanolu ve vzorcich ovocnych destilata

Obsah methanolu ve vzorcich ovocnych destilatii nejdiive vyjadiete v objemovych procentech, které pak
nasledné pfepocitejte na mnozstvi gramti methanolu na 1 litr 100% ethanolu. Pro tento zpiisob vyjadieni
obsahu methanolu v destilatu je tedy nezbytné védét, kolik % ethanolu ptislusny destilat obsahuje (bod 6),
aby byl mozny ptepocet na 100% ethanol (tzv. absolutni 1ih). Maximalni pfipustné mnozstvi methanolu v
pravych ovocnych destilatech je uvedeno v provadéci vyhlasce k zakonu o lihu ¢. 141/1997 Sb., ptiloha 3, a
to 15 g methanolu v 1 litru ethanolu o koncentraci 100 obj. %. Vyhodnotte, zda Vami analyzované ovocné
destilaty vyhovuji vyse uvedené norm¢.

Volitelna Cast ulohy

8) Zmérte chromatogramy Vami doneseného destilatu (s pridavkem vnitiniho standardu v mnozstvi
50 wl isobutanolu na 1 ml roztoku pro kvantifikaci ethanolu) a urcete objemova procenta ethanolu s
vyuzitim vyse namérené kalibracni zavislosti. K urceni objemového procenta methanolu vyuZijte metodu
1 bodového standardniho pridavku methanolu (pridavek 15ul isobutanolu 2x zmérit, + 10 pl methanolu 2x
ZMeErit).

Hustota methanolu je 0,79 g/cm® a molarni hmotnost 32,04 g/mol.
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Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Domaci priprava
1. Prostudujte si vypocet -elektroosmotické mobility a efektivnich elektroforetickych mobilit
z elektroferogramu.
2. Prostudujte si vliv pH na efektivni elektroforetickou mobilitu v CZE a vypocet iontovych mobilit.
3. Prostudujte si vztahy, které¢ pouzivame k vypoctu poctu teoretickych pater, vyskového ekvivalentu
teoretického patra a rozliSeni v chromatografii.
4. Prostudujte si pfilozenou "Teorii k metod¢ stadardniho ptidavku".

Literatura
1. Stulik, K. a kolektiv, Analytické separa¢ni metody, Nakladatelstvi Karolinum, Praha 2004, ISBN 80-246-0852-9
2. uCebni text na internetové adrese www.natur.cuni.cz/~pcoufal/cze.html

Material a chemikalie

e Zasobni roztoky: 2—nitrofenol, 3—nitrofenol, tyramin, kyselina benzoova, thiomocovina — vSechny o
koncentraci 1 mg/ml v destilované vodé

¢ 10 mmol/l tetraboritanovy pufr, pH 9,1 (pokud neni k dispozici, naied’te ho z 20 mmol/l zasobniho roztoku)

¢ Roztok neznamého vzorku k analyze v 5 ml odmérné barnce

e 4 ml vialky, pipety

Experimentalni podminky

Upozornéni: pracujete s vysokym napétim (VN), které je Zivotu nebezpecné! Proto pracujte opatrné,
pozorné a peclivé. Pristroj je vybaven bezpecnostnimi obvody, takze VN je zapnuto pouze v piipadé¢, kdy
jsou uplné uzaviena oboje dvitka VN-komory. V piipadé otevieni VN—komory b&hem analyzy dojde
rovnéZ k okamzitému vypnuti VN.

Separacni kapilara

pramér: 75 pm

délka vstup-detektor : uvedeno u pfistroje (50 cm)

celkova délka : uvedeno u pfistroje (70 cm)

Davkovani hydrodynamické - 10 cm vyskové ptevyseni po dobu 5 — 10 s

Separaéni napéti 15 az 30 kV — nastavte tak, aby proud nepiesahoval 100 pA (vstupni elektroda
anoda, vystupni katoda)

Separaéni pufr 10 mM tetraboritan sodny (pH = 9,1)

Detekce fotometricka (UV absorp¢ni pti 220 nm)

Znackova¢ EOF thiomocovina

Separované latky 2-nitrofenol (pKa = 7,17)

3—nitrofenol (pKa = 8,28)
kyselina benzoova (pKa. =4,19)
tyramin = 4—(2—aminoetyl)fenol (pKa (OH) = 10,4; pKa (NH2) =9,3)
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Pracovni postup

1. VSechna méreni se provadéji 3 x.

2. Naplite dv¢ 4 ml vialky pracovnim pufrem (optimum jsou 3 ml), vloZte je opatrné do cel CE pfistroje, za
pomoci pietlaku v davkovaci cele naplnte kapilaru pufrem a spust'te VN, aby doslo ke stabilizaci pracovnich
podminek v separacni kapilafe. Stabilizaci zdkladni linie detektoru sledujte na monitoru PC. Pracovni VN
nastavte na takovou hodnotu, aby proud separacni kapilarou nebyl vyssi nez 100 pA (doporucené VNI19 kV,
proud ~22 uA). Hodnotu VN si zaznamenejte.

3. Pfipravte si pracovni roztok standardu tak, ze do odmérné banky o objemu 5 ml napipetujete 1 ml
pracovniho pufru, vypoctené objemy zasobnich roztokii jednotlivych standardii a doplnite destilovanou
vodou po rysku. Vysledné koncentrace standard maji byt:

2-nitrofenol: 25 pg/ml
3-nitrofenol: 25 pg/ml
kyselina benzoova: 25 pg/ml
thiomocovina: 125 pg/ml
tyramin: 50 pg/ml

4. Odpipetujte 3 ml pracovniho roztoku standardi do 4 ml vialky, nadavkujte ho a zaznamenejte jeho
elektroferogram. Méfeni zopakujte celkem 3x.

5. Pritfad’te jednotlivé piky pfisluSnym sloucenindm obsazenym v pracovnim roztoku standardi, kdyz vite,
ze vzorek obsahuje nasledujici slouceniny, které migruji v tomto potadi: 1. tyramin, 2. thiomocovina, 3. 3—
nitrofenol, 4. kyselina benzoova a 5. 2—nitrofenol. Vytisknéte jeden vzorovy elektroferogram pracovniho
roztoku a piilozte ho k protokolu.

6. Metodou standardniho piidavku stanovte 3-—nitrofenol v nezndmém vzorku. K neznamému vzorku
v odmérné baiice piidejte 1 ml pufru a dopliite destilovanou vodou po rysku. Odpipetujte 3 ml nezndmého
vzorku do 4 ml vialky a 3x ho nadavkujte. Poté ke vzorku ve vialce ptridejte standard 3—nitrofenolu a opét 3x
nadavkujte. Vzorek miize obsahovat nejvyse 5 vyse uvedenych latek

7. Vytisknéte si jeden elektroferogram vzorku a jeden vzorku s ptidavkem a pfiloZte je k protokolu.

Vyhodnocovaci ukoly

1. Z elektroferogrami pracovniho roztoku standardi vypocitejte mobilitu (meof) elektroosmotického toku
a zdanlivé a efektivni elektroforetické mobility mefr vSech slozek za danych experimentalnich podminek.

2. Z elektroferogramil pracovniho roztoku standardii vypocitejte elektroforetické (iontové) mobility

2-nitrofenolatového (m2), 3-—nitrofenoldtového (m3) a benzodtového (mp) aniontu za danych
experimentalnich podminek.

3. Z elektroferogramti pracovniho roztoku standarda vypocitejte pocet teoretickych pater (n) a vySkovy
ekvivalent teoretického patra (H) pro danou kapildru vzhledem k 3-nitrofenolu a rozliSeni mezi piky
kyseliny benzoové a 2—nitrofenolu.

4. Pro pracovni roztok standarda vypocitejte: objem kapilary, délku davkované zoény, objem pracovniho
roztoku standardii naddvkovaného do kapilary a mnozstvi 3—nitrofenolu v pmol a ng, které bylo
nadavkovano. Kolikrat Ize teoreticky nadévkovat z pouzitého objemu pracovniho roztoku standarda?
Vypocitejte, jakym hydrostatickym tlakem v Pa jste davkovali vzorky do kapilary.

5. Vypocitejte koncentraci 3—nitrofenolu v nezndmém vzorku z ploch pikii 3-nitrofenolu a kyseliny
benzoové jako interniho standardu zméfenych pied standardnim ptidavkem a po standardnim piidavku
(jednobodova metoda standardniho ptidavku).
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Ovladani a prace s CE
Ovladani ptistroje a sbér dat probihd v prostiedi softwaru LabView (ver.8) firmy National Instruments.

1. Spustte ovladaci software ikonou ,,CZE.vi“ umisténou na plose. Po jeho otevieni aktivujte ovladani
kliknutim na tlacitko s bilou Sipkou (run) vlevo nahote (pfipadné¢ na horni list¢: OPERATE — RUN).

2. Do vstupni a vystupni vialky pfipravte Cisty separacni pufr a zaviete posuvna dvirka i horni poklop
piistroje (v opacném piipad¢ je blokovano vloZeni vysokého napéti na elektrody).

3. Kliknutim na tlac¢itko ,,Start/Stop* spust'te registraci signalu detektoru na monitoru a kliknutim na
tlacitko ,,HV* (high voltage) vlozte na separacni kapilaru napéti a upravte jeho hodnotu tak, aby proud
prochazejici kapilarou byl maximalné 100 pA. Vyckejte, dokud se neustali signal detektoru. Poté napéti
tlacitkem ,,HV* vypnéte.

4. Do ramecku ,,Path* zadejte adresu souboru, ktery ma byt vytvoren pro ukladani dat a kliknéte na
tlacitko ,,Save®. Pro kazdou jednotlivou analyzu je potfeba vytvofit novy soubor. Pokud tak neucinite,
piipisi se data z posledni provedené analyzy k t¢ ptfedchozi. Soubor musi mit pifiponu ,, TXT*.

5. Nahrad'te vstupni vialku s pufrem (vlevo) vialkou se vzorkem tak, Ze nejdiive spustite levy drzak vialek
asi 0 0,5 cm dolt (aby hydrodynamickym proudénim nevnikal do kapilary vzduch), vyjmete vialku se
separatnim pufrem a nahradite ji vialkou s ddvkovanym vzorkem. Proved'te nadavkovani vzorku
vyzdvizenim drzaku vialky o 10 cm na dobu 5 s. Po hydrodynamickém nadavkovani vyméite vialku se
vzorkem za vialku se separa¢nim pufrem stejnym zptisobem. Celu s vialkou vratte do piivodni vysky a
zkontrolujte, zda jsou hladiny pufru v obou celach ve stejné vysce. Pokud ne, upravte vysku levé cely, s
celou na stran¢ detektoru se nesmi hybat. Zaviete VN komoru.

6. Kliknutim na tlacitko ,,HV* vlozte napéti na separacni kapilaru. Thned poté kliknéte na tlacitko
»Start/Stop®, ¢imz spustite zobrazovani elektroferogramu na monitoru a vynulovani detektoru. Soucasné
tim spustite ukladani dat do zadaného souboru (rozsviti se kontrolka vedle tlacitka ,,Save*).

7. Po skonceni analyzy vypnéte tlacitkem ,,Start/Stop* zaznam analyzy a tlacitkem ,,HV* vysoké napéti.
Poznamka: pokud béhem analyzy vyrazné klesne proud, miize byt v kapilare bublina branici prichodu

proudu a elektroosmotickému toku elektrolytu — je nutno analyzu pterusit, bublinu z kapilary vymyt,
znovu stabilizovat pracovni podminky a zopakovat naddvkovani vzorku a jeho naslednou analyzu.

Popis elementi softwaru

Graf: Slouzi k zobrazovani dat pfijimanych z detektoru. U pravého dolniho okraje grafu jsou tlacitka, jimiz
lze graf posunovat, zvétSovat, zmenSovat. Po spusténi analyzy je na ose x zdznamu ¢as uveden v sekundéach
od referencniho data stanoveného vyrobcem softwaru, takze vypadd nesmyslné, ovSem v ukladdaném
souboru je ¢asova osa v poradku.

Signal (V): Zobrazuje aktudlni signal detektoru.

Time (s): Zobrazuje ¢as uplynuly od zacatku zdznamu elektroferogramu.

Sampling (ms): Umoznuje nastavit frekvenci sbéru dat z detektoru.

Path: SlouZzi k zadani adresy souboru pro ukladani dat. Je nutno zadat nazev neexistujiciho souboru, ktery
bude pted ukladanim automaticky vytvoien. Po zadani ndzvu existujiciho souboru bude tento piepsan.

Save: Sviti-li tlaitko, je pfipraven zaznam dat do zadaného souboru. Zaznam za¢ind/konc¢i kliknutim na
tlacitko Start/Stop.

Start/Stop: Spusti/ukon¢i registraci signalu detektoru do grafu. Je—li aktivni tlacitko Save, spusti/ukon¢i se
tlacitkem Start/Stop rovnéz zapis dat do ur¢ené¢ho souboru.

HV: Aktivovanim tohoto tlacitka se uzavie bezpecnostni okruh a, je-li uzavien pracovni prostor pfistroje, je
na elektrody vlozeno vysoké napéti. Pokud nedojde ke vlozeni vysokého napéti na elektrody, zkontrolujte
zda jsou oboje dvitrka fadné uzaviena!

Autozero: Kliknutim se vynuluje detektor, provadi se automaticky vzdy pii stisku tlacitka Start/Stop.
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Teorie k metodé standardniho pridavku

V HPLC, GC a CZE se bézné pouziva nékolik kvantitativnich vyhodnocovacich metod: metoda vnitini
normalizace, metoda absolutni kalibrace, metoda vnitiniho standardu a metoda standardniho pfidavku. Tato posledni

kvantitativni vyhodnocovaci metoda, tj. metoda standardniho pridavku, umozituje odstranit rusivy vliv matrice pfi
kvantitativni analyze. Pii této metodé¢ zméfime nejprve analytickou odezvu (tj. plochu piku) stanovované latky v
puvodnim vzorku, ktery je urCen k analyze (prvni experiment). Ve druhém kroku pfidame k pivodnimu vzorku
standardni ptidavek vlastni stanovované latky o znamém mnozstvi a opét zméfime analytickou odezvu (tj. plochu
piku) stanovované latky v takto ziskaném vzorku se standardnim ptidavkem (druhy experiment). Ze ziskanych ploch
pikid stanovované latky v piivodnim vzorku a ve vzorku se standardnim piidavkem o zndmém mnozstvi stanovované
latky jsme potom schopni vypocitat koncentraci (popt. mnozstvi) stanovované latky v pivodnim vzorku.

Koncentrace stanovované latky v ptivodnim vzorku : ¢x [mol-dm™]

Objem ptivodniho vzorku : V7 [ul]

Plocha piku stanovované latky v piivodnim vzorku : 41 [V's]

Koncentrace stanovované latky ve standardnim p¥idavku : csp [mol-dm™]
Objem standardniho ptidavku : Vs [ul]

Plocha piku stanovované latky ve vzorku se standardnim piidavkem : 4> [V's]

Neznamou veli¢inou je cx a vychozimi zndmymi veli¢inami jsou V1, A1, Vsp, csp a A2.

Pivodni vzorek obsahuje latkové mnozstvi stanovované latky n; = ¢« V1 [pumol] a standardni piidavek
obsahuje latkové mnozstvi stanovované latky ng, = csp -V [umol]. Vzorek se standardnim ptidavkem obsahuje tedy
celkové latkové mnozstvi stanovované latky ni+ ns, , jeho celkovy objem je V1 + V5, a tudiz koncentrace stanovované
latky v tomto vzorku je rovna
_n,tn, ¢ -Vitc -V

= umol-ul™! nebo mol-dm™].
Vv, vy, e ]

C,

Pfi analyze je do pfistroje v prvnim experimentu davkovana c¢ast ptivodniho vzorku o objemu Vg [pl]
(tzv. davkovany objem) a stejny objem vzorku se standardnim pfidavkem je do pfistroje davkovan ve druhém
experimentu. Latkové mnozstvi stanovované latky davkované do pristroje v prvnim experimentu je tedy ng1 = cx
V4 [pmol] a latkové mnozstvi stanovované latky davkované do pfistroje ve druhém experimentu je rovno

n1+ns Cx.\]1+cs 'Vs
=——2.V, = P_*.V, [pmol].
VitV Vi+V,

ng, =¢,-V,

Analyticka odezva pristroje (tj. plocha piku) pozorovana v prvnim experimentu je pfimo umeérna latkovému
mnozstvi stanovované latky ddvkovanému do pfistroje v prvnim experimentu A, =RF-n,, =RF-c_-V, , kde RF je

tzv. faktor odezvy (response faktor) prisluSného detektoru pro stanovovanou latku a tika, jak velkou analytickou
odezvu (v naSem ptipadé plochu piku) poskytuje jednotkové latkové mnozstvi ptislusné stanovované latky. Analyticka
odezva pfistroje (plocha piku) pozorovana ve druhém experimentu je také piimo Umeérna latkovému mnozstvi
stanovované latky davkovaného do pfistroje ve druhém experimentu a konstantou imeérnosti je stejny faktor odezvy,
nebot’ se jedna o stejnou latku (tj. stanovovanou latku)

n, tng V. = cx-V1+cSp~VSp.

V,+v, T V+V

A,=RF-ng, =RF-c, -V, =RF-

Dame-li obé zméiené plochy pikl stanovované latky do poméru, vykrati se nam parametry, které nabyvaji v obou
dvou experimentech tychz hodnot (tj. RF a Vq)
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p .

_Cx'\/vl_i_csp.vs
d
_CX-V1+cSp~V

V1+Vsp — sp
RF.CX'Vd Cx.(\/1+\/sp)

Ay
Al
Osamostatnénim koncentrace cx z pfedchazejici rovnice ziskame vztah pro vypocet koncentrace stanovované

latky v ptivodnim vzorku z vychozich znamych veli¢in metody standardniho ptidavku

- AV,
R AV (Y )-A,-v,
2 1 sp 1 1

Pokud vyjadiime koncentraci stanovované latky ve standardnim pridavku (tj. ¢sp) v jinych jednotkach (napt. v
mg'ml™), Ize pouzit stejny vztah pro vypocet koncentrace stanovované latky v ptvodnim vzorku (4j. ¢x), avSak tato
koncentrace vyjde ve stejnych jednotkach, v jakych byla vyjadiena koncentrace stanovované latky ve standardnim
piidavku (tedy napf. v mg-ml™).

Dodatek

a.

Na rozdil od GC a HPLC, kde detekce analyti probiha za separacni ¢asti systému, tj. za separacni kolonou, v CZE
probiha detekce, zde spektrofotometricka, pfimo na separacni kapilaie. Disledkem toho je, Ze zatimco u GC a HPLC
se vSechny analyty pohybuji detektorem stejnou rychlosti, u CZE se analyty béhem detekce pohybuji rozdilnymi
rychlostmi odpovidajicimi jejich zdanlivé pohyblivosti za danych experimentilnich podminek. Tudiz dvé stejna
latkova mnozstvi dvou analytl se stejnym odezvovym faktorem, ale s rozdilnou pohyblivosti, poskytnou v detektoru
dvé rozdilné plochy. Analyt pohybujici se pomaleji poskytne vétsi plochu, nebot’ stravi v efektivnim prostoru
detektoru vice Casu. Z tohoto divodu se pfi kvantitativnim vyhodnocovéani ploch v CZE nepracuje pifimo s
naméfenymi plochami 4, ale s plochami korigovanymi migra¢nimi ¢asy analytt A. (z angl. corrected). Plati:

b.

Jelikoz je pouzitd metoda manualniho davkovani zatizena relativné velkou chybou, vyuziva se pfi vyhodnocovani
ploch jeden z pfitomnych analytl jako pomocna referentni latka. Misto absolutni plochy stanovovaného analytu, A4 ,
se do vypocta bere relativni hodnota plochy jeho piku, 4r,coz je hodnota 4 vyde€lena plochou piku pomocné latky, A,.

Davkujeme-li tedy proménlivé mnozstvi vzorku, mély by relativni plochy pikli analytu zistavat konstantni, na rozdil
od absolutnich ploch pikt. Jako pomocnou latku je tfeba zvolit takovou, jejiz migrace ¢i retence a plocha piku jsou
blizké hodnotam analytu.

a.+b.
Kombinaci postupi uvedenych v poznamkach a) a b) dostdvame vysledny vzorec pro vypocet koncentrace
analytu metodou standardniho pridavku v CZE:

(A
c,=C_ - (A‘ﬂ/tm) )
X sp (Az/tZ) -(V1+V )_ (A1/t1) -V1

N 4’ 4) . N

(ApZ/tpz) (Am /tm)

kde # a 1 jsou migracni Casy analytu a pomocné latky v ptivodnim vzorku, zatimco # a f,; jsou migracni Casy
analytu a pomocné latky ve vzorku s pridavkem. A; a 4, jsou plochy stanovované latky ve vzorku a ve vzorku s

pridavkem, Api a 42 jsou plochy pomocné latky v ptivodnim vzorku a ve vzorku s pfidavkem.
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Vzorce pro vypocty

[ -1,

(cm>V-isT
U- tEOF

Elektroosmoticky tok Uror =

Iy ...celkova délka kapilary v cm; lq ... délka kapilary k detektoru vcm; U ... separacni napéti ve V;
teoF ... migracni ¢as markeru EOF v s

i
Zdanliva (pozorovana) mobilita oo = Meor T Mo = tt ld/ (cm?>V-isT

m

Iy ...celkova délka kapilary v cm; /g ... délka kapilary k detektoru vem; U ... separaéni napéti ve V;
tm ... migra¢ni ¢as analytu v s

1 1 )11
Efektivni (elektroforetick4) mobilita Hy=| ——— | 4 (cm?>V-isT
' tw leor) U
Iy ...celkova délka kapilary v cm; lq ... délka kapilary k detektoru vcm; U ... separacni napéti ve V;

fm ... migracni €as analytu v s; fgoF ... migracni ¢as markeru EOF v s

Iontova mobilita

a) Slaba kyselina M, = Moy (1 410Kt ))

b) Slaba zasada My = He g (1 +10(pH—pKa))

2 2
Pocet teoretickych pater n =16 (:V—r) = 5,545( A )

Wo,5

t ... retencni €as analytu min nebo s; w ... Sitka piku analytu pfi zdkladné piku v min nebo s; (wos) ... Sitka
piku analytu v poloviné vysky piku v min nebo s

Vyskovy ekvivalent teoretického patra H = %

L ... délka kolony v m, cm nebo mm; 7 ... pocet teoretickych pater

— z(tr,z_ tr,l)
w1+ Wy

1,18(tr 2= tr1)

RozliSeni dvou sousednich piki Ri> .
0,5)1 0,5)2

R1,2 =

1 a trp ... retencni Cas analytu 1 a analytu 2 v min nebo s; wi a ws ... Sitka piku analytu 1 a analytu 2 pfi
zékladné piku v min nebo s; (wo5)1 a (wo5)2 ... Sitka piku analytu 1 a analytu 2 v polovin€ vysky piku v min
nebo s

_Av _TRUP=P) sty

Pritok nestlacitelné kapaliny trubici (Poisseuillova rovnice) v,
dt 8nl

Vv ... objemova priitokova rychlost v ml-s™!, R ... polomér trubice v cm, p1 a p: ... tlaky kapaliny na vstupu a
vystupu trubice v Pa, [ ... délka trubice v cm, 1] ... viskozita kapaliny v Pa-s (pro vodu, resp. zfedéné vodné

roztoky, je rovna 0,8904.10 Pa-s pro 24°C)
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