Extrakce na pevnéfazi (Ex)

Vyskytuje-li se ve vzorku analyt o koncentraci niZSi neZ je jeho limit stanoveni piisluSnou
anaytickou metodou, musime provést prekoncentraci analytu pied jeho stanovenim. Velmi ¢astou
prekoncentratni metodou je extrakce z kapdiny do kapaliny anebo exktrakce z kapaliny na tuhou fazi, tzv.
solid phase extraction (SPE). Pri extrakci z kapaliny na tuhou fazi prolévame velké objemové mnoZstvi
kapalného vzorku kolonkou naplnénou vhodnym pevnym adsorbentem, ktery na svém povrchu zachycuje, a
tak i zakoncentrovava, prislusny analyt v malém objemu pevného adsorbentu. Po extrakci veSkerého anaytu
z velkého objemu vzorku na pevné fazi se kolonka promyje vhodnym ¢inidlem o maém objemu, které
uvolni prekoncentrovany anayt z pevného adsorbentu a vymyje jg do onoho malého objemu uvolinovaciho
¢inidla. Pomoci SPE tedy zakoncetrujeme stanovovanou latku z velkého objemu kapaného vzorku do
malého objemu vymyvaciho roztoku.

Anayt prekoncentrovany pomoci extrakce na pevné fazi pak muZzeme stanovit vhodnou analytickou
metodou, jako je plynova ¢i kgpainova chromatografie, kapilarni elektroforéza anebo spektrofotometrie ve
viditelné a ultrafialové oblasti. Pri spektrofotometrickém stanoveni nechame anayt reagovat s vhodnym
¢inidlem, s nimzZ vytvéaii presn¢ definovany barevny produkt. Intenzita zabarveni roztoku timto barevnym
produktem je pak piimo umérnd koncentraci anaytu a lze ji zmetit spektrofotometrem jako hodnotu
absorbance prislusného barevného roztoku. Ngjprve promeiime absorpéni kiivku barevného produktu, coz je
zavidlost absorbance (A) barevného produktu na vinové délce (I ) absorbovaného zareni. Z absorpeni kiivky
zjistime vinovou délku maxima, tedy vinovou délku, pti niz barevny produkt vykazuje nejvétsi absorbanci.
Absorbanci pti vinové délce maxima pouZijeme ke stanoveni anaytu, nebot’ pii této vinové délce bude
stanoveni nejcitlivejSi. Koncentrace analytu ve vzorku udava jednoznacné koncentraci vzniklého barevného
produktu, jehoZ absorbance je pifimo umérna koncentraci analytu ve vzorku podle Lambertova-Beerova
zékona

A =gxd xc

v némz A je absorbance roztoku pri vinové déicel , @ je molarni absorpéni koeficient barevného produktu
[L mol™ cm™], d je opticka dréha paprsku, tedy tloustka kyvety [cm] a ¢ je mol&mni koncentrace analytu
[mol L.

PonévadZ hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu v Lambertové-Beerové zakoné nezname,
nebot’ ta zavisi na konkrétnich experimentalnich podminkach, pouzivame pii spektrofotometrickych
stanovenich metodu kalibraéni primky jako vyhodnocovaci metodu. Pri metodé kalibracni piimky
pripravime nékolik roztoki barevného produktu o razné intenzité barevnosti se zndmym mnoZzstvim analytu
v barevném roztoku pouzitim ¢istého standardu prislusného analytu. Proméiime absorbance téchto roztoki
pii vinové délce maxima a vyneseme kalibracni ptimku, tedy linedrni zavisost absorbance roztoku na
koncentraci analytu v tomto roztoku.

A=a+bx

Kalibratni zavidost proloZime ptimkou a zjistime regresni koeficienty kalibracni piimky a a b. Poté
piipravime barevny roztok s analytem ze vzorku a opét promérime jeho absorbanci pti stejné vinové délce.
Dosazenim této hodnoty absorbance do regresni rovnice zjistime koncentraci analytu v barevném roztoku s
analytem ze vzorku a ptepocitame ji nakoncentraci anaytu v pavodnim vzorku pred prekoncentraci.

Prekoncentrace Fe** zmineralni vody extrakci na pevné fazi

Extrakci Zelezitych kationti z mineralni vody |ze provést na katexu neboli kationtovém iontomeénigi.
Katexy jsou malé kuli¢ky organického polymeru (obvykle kopolymeru styrenu a divinylbenzenu), které maji



na svém povrchu navazané kyselé funkeni skupiny. Pro extrakci Fe** pouZijeme silny katex, ktery nese
kyselé sulfonové skupiny. Pred extrakci prevedeme katex do H' cyklu promytim 2 M kyselinou
chlorovodikovou, atudiZ jeho silng kyselé skupiny ponesou ionty H*. Pokud potom prolévame touto pevnou
fazi v kolonce minerdni vodu se Zelezitymi kationty, dochézi na katexu k vymené ionta H* za kationty Fe**,
které se napevné fazi zadrzuji, zakoncentrovavaji atimto zpisobem jsou z mineralni vody extrahovany.

pevna faze® (SOsH); + Fe*(ag) ® pevna faze® (SOs)sFe + 3 HY(ag)

Po extrakci Zelezitych iontd z celého objemu vzorku minerdni vody promyjeme katex malym
objemem 2 M kyseliny chlorovodikové, &imZ uvolnime extrahované ionty Fe* z pevné faze zpst do malého
objemu protékajiciho uvolnovaciho roztoku.

pevna faze® (SOs)sFe + 3HCI(agq) ® pevna faze (SOsH)3 + FeCls(ag)

V tomto roztoku, v némz jsou Fe** zakoncentrovéany z celého vzorku minerdini vody, je pak maZeme
stanovit spektrofotometricky.

Reagencie: 2 M HCI, katex Dowex 50 W jako pevna faze

Extrakéni kolonka s katexem je nasazena na délici nalevee s kohoutem, ktery umoziuije fidit rychlost
protékani kapaliny z délici ndlevky extrakeni kolonkou, popiipadé Uplné zastaveni jejiho toku. Pred pouZitim
extrakéni kolonky ji nejprve proplachnéte dvakrat 5 mL 2 M HCl a nésledné trikrdt 10 mL destilované
vody, aby se katex prevedl do H* cyklu. Destilovana voda musi vymyt veSkerou kyselinu chlorovodikovou z
extrakeni kolonky, o éemZ se presvédéte univerzalnim indikatorovym papirkem. Poté extrahuijte ionty Fe* z
minerdni vody na pevnou fézi prolitim 0,5 L vzorku minerdini vody z PET léhve kolonkou s katexem
nasazené na délici ndlevce do kadinky uréené pro odpad. Po prokapani celého objemu vzorku oplachnéte
stény délici nalevky destilovanou vodou ze stiicky a opét nechte prokapat extrakéni kolonkou. Poté co jsou
Zelezité ionty zakoncentrovany na pevné fazi, promyjte katex dvakrat 5 mL 2 M HCI do 25 mL odmérné
baiiky pro spektrofotometrické stanoveni. Po uvolnéni ionti Fe** z pevné faze kyselinou chlorovodikovou
promyjte extrakéni kolonku tiikrdt 10 mL destilované vody do kadinky pro odpad a uzaviete odtok z
kolonky tak, aby byl katex uchovavan pod vodou anebyl zavzdusnén.

Spektrofotometrické stanoveni Zelezitych ionti
Pii spektrofotometrickém stanoveni seionty Fe** nejprve zredukuiji hydroxylaminem na kationty Fe?
v dlab¢ bazickém prostiedi octanu amonného a ty se nechagji reagovat s 1,10-fenanthrolinem (fen), s nimz
vytvéreji komplex Fe(fen)s** o intenzivnim gerveném zabarveni.

4Fe* + 2NH,OH ® 4Fe” +N,O+4H"+H,0
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Reagencie: standardni roztok Fe** o koncentraci 180 mmol L™, 0,1% roztok 1,10-fenanthrolinu v davkovaci
lahvi, 10% NH,OH>HCI v davkovaci |ahvi, 20% CH3;COONH,

PouZitim standardniho roztoku Fe** o koncentraci 180 mmol L™ pripravte 5 standardnich roztoka
komplexu Fe(fen)s** o zndmé koncentraci analytu (tedy kationtii Fe*). Do péti 25 mL odm&rnych bangk
odpipetujte délenou pipetou 1, 3, 5, 7 a 10 mL standardniho roztoku Fe*. Do kazdé z téchto péti odmérmych
ban¢k déde pridejte ve stejném poiadi 2 mL 10% NH,OHMCI pro redukci Fe* na Fe**, 3 mL 0,1% 1,10-
fenanthrolinu pro vznik barevného komplexu a odmérnou baiku doplite 20% CH3;COONH, na 25,0 mL pro
vytvoreni slabé bazického prostiedi. Roztoky dukladné promichejte a ponechte je 15 minut stat pro dokonalé
vybarveni komplexu.

Do Sesté 25 mL odmérné baiky odmeite pouze cinidla (tedy NH,OHHCI a 1,10-fenanthrolin),
roztok doplnte 20% CH3COONH, na 25,0 mL, peclivé promichejte a ponechte 15 minut stat, ¢imz ziskate
slepy vzorek. Do 25 mL odmémé baiky s extrahovanym analytem z minerdlni vody také pridejte ve stejném
pofadi 2 mL 10% NH,OHHCI pro redukci Fe** na Fe**a 3 mL 0,1% 1,10-fenanthrolinu pro vznik
barevného komplexu. Roztok dopliite 20% CH3COONH, na 25,0 mL, peclivé promichejte a opét ponechte
15 minut stat.

Podle Navodu k obsluze spektrofotometru Agilent 8453 s pouZzitim slepého vzorku promgite spektra
(v rozsahu 350—700nm) v&ech péti standardnich roztoki c¢ervenéno komplexu obsahujicich znamé
koncentrace Fe** a roztoku cerveného komplexu piipraveného s analytem prekoncentrovanym z mineralni
vody.

Z promeétenych a vytisteénych absorpenich kiivek atabulky absorbanci uréete vinovou délku maxima,
tedy | odpovidajici maximéalni absorbanci cerveného komplexu Fe(fen)s**. Absorbance standardnich roztoka
erveného komplexu Fe(fen)s** pti vinové délce maxima pouZijte ke konstrukci kalibrasni kiivky. Jak jiz
bylo uvedeno, spektrofotometrické stanoveni pii této vinové délce je nejcitlivejsi a poskytuje tedy kalibra¢ni
piimku s maximani smérmici neboli regresnim parametrem b. Do ziskané kalibraéni ptimky dosad’te
absorbanci roztoku ¢erveného komplexu piipraveného s extrahovanym anaytem z minerdni vody a odectéte
koncentraci Fe(fen)s?*, ktera zaroven odpovida koncentraci Zeleznatych, respektive Zelezitych, ionti v tomto
prekoncentrovaném roztoku. Tuto koncentraci prepocitejte na koncentraci Zelezitych kationtd v analyzované
minerdini vodé z PET léhve a vyjédiete obsah Fe** v minerdni vodé v hmotnostnich procentech, pokud
hustotamineralni vody jel gmL™.  A,(Fe) = 55,85

Z provedené praktické ulohy vypracujte piehledny protokol, jenz na zacatku pristiho
praktického cviéeni odevzdejte.



Navod k obsluze SPEKTROFOTOMETRU AGILENT 8453

Spektrofotometr Agilent 8453 je 3pic¢kovy moderni pristroj urceny ke spektrofotometrickym mérenim
roztoki ve viditelné (VIS) a ultrafialové (UV) ablasti spektra v rozsahu 190 — 1100 nm s piresnosti 1 nm.
Spektrofotometr je plné fizen osobnim pocitatem pomoci ovladdaciho programu UV-Visible ChemStation,
ver. 9.01.

Cena spektrofotometru je 515 000 K¢ a vSichni uzivatelé jsou Zadani, aby na tuto skute¢nost brali

zietel pri préci s pristrojem adodrZovali popsany postup méieni.

Zapnuti pristroje a pifiprava oviadaciho programu k méifeni

O zapnuti pocitate ovladgiciho spektrofotometr pozadejte pedagogicky dozor. Zapnéte
spektrofotometr hlavnim vypinatem umisténym v levé spodni ¢asti pristroje. Po zapnuti pristroje se na
piednim panelu rozsviti Zluté kontrolni dioda. Spektrofotometr se samocinné testuje, coz se projevuje
slySitelnym zvukem otvirani a zavirani clony. Po ukon¢eni testu se kontrolni dioda rozsviti zelené a pristroj
je pripraven k méreni.

V dalsim kroku spustte ovladaci program dvojitym kliknutim levym tlacitkem my& na ikonu
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Jméno operédtora a heslo neméite a potvrd'te je pouze tladitkem OK, nateZ se otevie hlavni okno ovladaciho

programu. Nejprve zkontrolujte, Ze program ma otevienu metodu VIS01.M, coz je indikovano v horni ¢asti
obrazovky vypisem VIS01.M v zeleném okénku za slovem Method. Neni-li tomu tak, je tieba si tuto metodu
otevrit kliknutim na menu File — Load Method ... a vybrat metodu VISO1.M v seznamu metod. Metoda
VIS01.M umozZiuje proméiit spektra roztoka a nalézt hodnoty vinovych délek a absorbanci absorbancniho
maxima v oblasti 350—700 nm.



Proméieni spekter

Sklenénou kyvetu se slepym vzorkem viozte do kyvetového drzéku. Pri vkladani kyvety musi byt
cerna packa kyvetového drzéku v horni poloze. Po zasunuti kyvety do drzaku kyvetu upevnéte prepnutim
packy do dolni polohy. Manipulujte s packou drzaku jemné bez jakéhokoliv nasili! Spektrum slepého
vzorku promgite kliknutim na softwarové tlatitko Blank v levé dolnf ¢asti obrazovky. Promeient
spektra trva nékolik vtefin a zmérené spektrum se zobrazi v nové vytvoreném okénku oznateném Last
Blank Spectrum. Spektrum si pozorng prohlédnéte a okénko minimalizujte kliknutim naikonu [=1.

V dalSim kroku vloZte do kyvetového prostoru kyvetu s mérenym roztokem. Nezapomeiite, Ze ¢erna
packa kyvetového drzaku musi byt v horni poloze pii vkladani kyvety a po jejim zasunuti do drzaku je nutno
kyvetu upevnit piepnutim packy do dolni polohy. S pac¢kou drZzaku manipulujte jemné bez jakéhokoliv
nasili! Spektrum promgite kliknutim na softwarové tlasitko Sample v levé dolni &sti obrazovky.
Promeieni spektra trva nékolik vtefin a zméiené spektrum se zobrazi v hornim okénku oznaceném Overlaid
Sample Spectra. Hodnota vinové délky a absorbance absorbanéniho maxima zméreného spektra se zobrazi v
dolnim okénku Sample/Result Table.

Obdobnym zptasobem promeéite spektra dalSich roztoki avzorka. Prislusné hodnoty vinovych délek a
absorbanci absorbancnich maxim jsou zobrazovany v tabulce v dolnim okénku Sample/Result Table. Cisla
fadka v tabulce odpovidaji poradi mérenych roztoki. Pro vétsi piehlednost si poznamenejte popis mérenych

roztokt avzorkt do kolonek sloupce Name v tabulce.
Vytisténi ziskanych dat a ukonéeni prace s pifistrojem
Ziskané vydledky vytisknéte kliknutim na menu File — Print — Results. Ovladaci program ukoncete

kliknutim na menu File — Exit ChemStation, ¢imZ se objevi okénko Close UV-Visible ChemStation, v

némz své rozhodnuti potvrd’te kliknutim natlacitko OK.
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