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STANOVENI T EKAVYCH HALOGENOVYCH UHLOVODIK U VE VODNEM
PROSTREDI METODOU PLYNOVE CHROMATOGRAFIE S DETEKCI NA
PRINCIPU ELEKTRONOVEHO ZACHYTU (GC/ECD)

Pracovni ukol

. Urcete slozeni neznamého vzorku.

. Pro gipravu vzorku k analyze pouZijte @né postupy pro extrakci.

. Separujte a identifikujte jejich jednotlivé analyty

. Vyhodnocenim chromatogramu z{itd retedni ¢asy jednotlivych analyt

. Ziskané retetni ¢asy analyi porovnejte s reta&mimi ¢asy standard a identifikujte
jednotlivé analyty.

. V zawru rovrez provel'te diskusi (komentd k €innosti pouzitych extrakci stejného
vzorku.
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Princip

Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) je analytickd a sepmiametoda
uréena k dleni a stanoveni plyn kapalin i latek pevnych s bodem varu do cca 4D0 °
Metoda je zaloZena na ra#dvani analytu mezi dvfaze, a to fazi pohyblivourmobilnia fazi
nepohyblivou -stacionarni.V plynové chromatografii je mobilni fazi plyn, naany nosny
plyn. Stacionarni faze, kteroutite byt bd’ adsorbent nebo ndsse zakotvenou kapalnou fazi,
je umistna v chromatografické kolénMezi hlavni vyhody této techniky gatjednoduché
arychlé provedeni analyzycina separace analyta malé mnoZstvi vzorku pgebné
k analyze.

Schéma plynového chromatografije uvedeno na obrazku Mezi hlavni¢asti plynového
chromatografu péi

» Injektor slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plyéstik latky se nejastji
provadi pomoci specialni inj&ki stikacky pres septum, které oddje vnitrek injektoru
od vrgjSiho prostoru. Saiésti injektoru je sklema vlozka liner), ve které dochazi
vysokou teplotou k rychlému odf@mi vzorku a ke spravnému promichani par vzorku
s nosnym plynem. Mezi injektor a kolonu jefazen dli¢ toku (plitter), ktery umo#uje
veést jencast odp&eného vzorku na kolongglitovaci porer, split ratio).

» Requlator piitoku — jednd se o elektronické regind za&izeni, které slouzi k ovladani
praitoku a tlaku nosného plynu. Regulatoritpku zargduje konstantni mitok plynu
kolonou a detektorem bez ohledu na typ nosnéhauphgplotu a rozery kolony. Tlak je
potom prondnnou velEéinou a nastavi se automaticky podle viskozity plyanitiniho
praméru kolony a délky kolony tak, abytok kolonou byl konstantni.

» Zasobnik nosného plynd nosny plyn fedstavuje mobilni fazi. Jako nosné plyny se
neiastji pouzivaji vodik, dusik, helium, argonitiPvolbé¢ nosného plynu se uvazuji
nasledujici faktory: viskozita, ¢innost, cistota, reaktivita, typ pouzivaneho detektoru
a cena plynu.

» Pec, termostat vyhiiva kolonu a udrzuje jeji stalou teplotu.

» Kolona — ocelova, sklefnd nebo kemenna trubice, ve které dochéazi k separaci plynné
smesi. Rozeznavame namve nebo kapilarni kolony

Vypracovani metodiky pro stanoveskavych halogenovych uhlovodikie vodném prosedi metodou GC/ECD bylo
financovano projektem FRVS 11/2009 G1
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Napliové kolony jsou trubice o iméru 2 az 5 mm a max. délce 4 m obsahujici adsorbent
nebo nosi se zakotvenou kapalnou fazi, délka népych kolon byva od desitek
centimetru do &kolika metru. Stacionarni faze u naplych kolon niize byt pevna latka
(aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity, polymerniosbenty apod.) nebo vysokovrouci kapalina
nanesena v tenké vrstvna pevném, inertnim na@si Kapilarni kolony se vyrakji

z kiemenného skla a kli pevnosti jsou potazeny filmem polyamidu. Kapilkolony
nemaji ptimér vetSi nez 5mm, délka se muze pohybovat od 10stdeek metru.

U kapilarnich kolon je stacionarni fdze nanesetenké vrst¢ piimo na upravenou viiiti
stnu k'emenné kapilary.

» Detektor — zaznamenava eluci (vyplavovani) analytz rozseparované ssi. Teplota
detektoru by mela byt vyssi, nez je teplota plygahazejicich z kolony, aby se zabranilo
kondenzaci latek na&tach detektoru. V plynové chromatografii se uzigkolik typu
detektoru, ale prodl této ulohy bude vyuzivan detektor elektronovébohytu (ECD —
ElectronCaptureDetector)zdrojem ionizujici energie u ECD je radioaktivéfiz *H nebo
®Ni. Emitované zEeni p (proud elektrof)) méa fli§ velkou energii a neni zachycovano
elektronegativnimi atomy slozky. Kolizi molekul dkis jako nosného plynu seigaimf3
dochazi kjejich ionizaci. i#® tom se uvaluji pomalé elektrony. Tyto elektrony jiz
elektronegativni atomy slozky zachyti a tim smhizaini proud.

» Vyhodnocovaci z#&eni — v sowasnosti osobni pitac s pisluSnym softwarovym
vybavenim.
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Obrazeké. 1: Zjednodusené schéma plynového chromatografu
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Princip plynové chromatografie

Nosny plyn je odebiran z tlakové lahvégs redukni ventil. Po piichodu regulatory tlaku
a pritoku prichazi nosny plyn do n&stové komory- injektoru . Do vyhivaného bloku injektoru
je davkovano (nasiknuto) specialni sikackou malé mnozstvi vzorku (1-10 kapalného
vzorku). Injektor je vykivan na takovou teplotu, aby ¥m doslo k okamzitému zplgni
vzorku. Z injektoru jsou pary vzorku unaseny nosrgigmem nakolonu. V kolor¢ dochazi
k separaci analytu sfsi podle toho, jakou afinitu vykazuji tyto analykg stacionarni fazi.
Prvni vychazi z kolony analyt, ktery ma ke stacrohdazi nejnizsi afinitu (je nejsl&p
zadrzovan stacionarni fazi). Jako posledni vychaalyt, ktery ma k stacionarni fazi nejvyssi
afinitu (je nejsil@ji zadrzovan v kolo#). Latky tedy postuphvychazeji z kolony v padi
rostoucich hodnot distrilinich konstant a vstupuji do detektorDetektor indikuje
okamzitou koncentraci separovanych latek v nosnBmup Z detektoru vychézi elektricky
signal, ktery je zpracovangyhodnocovacim zdizenim (PC).

Koneinym vystupem je chromatograficky zaznam zavislgiginalu detektoru n&ase
nazyvany jakochromatogram (viz obrazek¢. 2), ktery obsahuje tzv. piky, nalezici
jednotlivym analyim smési. U chromatogramu jsou na osgaznamenavany délkové jednotky
nebocas a na osg odezva detektoruPoloha piku na&asové ose chromatogramu (osa Xx) je
mirou kvality analytu (identifikuje analyt), hokioo tom ,co je to" za slateninu. Vyska
respektive plocha piku je mirou kvantity analyteseparované s&si, hovai o tom ,kolik* je
daného analytu ve sisi.
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Obrazeke. 2: Vzorovy chromatogram zléni ti-slozkové sesi (slozky A, B, C)

Casy t, t, a tjsou tzv.retenéni ¢asy analyti (celkovécasy, které fislusné analyty
stravi v sepakai kolorg) a jsou pro kazdou kolonu a analyt charakterigtickowet ploch
vSech ti pika je v podstat 100 % smnisi. Plocha konkrétniho piku analytéleha plochou
vSech pik je obsahovym zlomkem dané slozky vesimNejvysSi afinitu k stacionarni fazi

4

mél analyt C, nejniz3i analyt Blasova osa reprezentuje reteicas.
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Reagencie

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke

stanoveni, nemusite jé&ipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikélie uvedeno jinak).

1.
2. Dusik(N,), ¢istoty minimalr€ 99,999 %.

3.

4. Thiosiran sodnypentahydrat (N&,03-5 H0),

Pentan nepolarni extralni rozpoustdlo.

Methanol(CH3OH), rozpoustdlo misitelné s vodou.

Roztok thiosiranu sodného (30 g/l) sepmvi rozpudtnim 46 g +0,2 g pentahydratu
thiosiranu sodného v 1000 ml £5 ml vodin{dio 5).

5. Voda k gipraw kalibratnich roztok a pro slepé stanoveni.

o

Neznamy vzorek.

Pristroje a poricky

Plynovy chromatogram s detektorem elektronovéhbytéc
Chromatograficka kolona.

Sklerené vialky na 40 ml se septem potazenym PTFE.
Mechanickaitpaka.

Lahvicky se septem potazenym PTFE na 2 ml (ke skladmsiraktu).
Mikrostiikacky.

Mikroseparator.

Skelna vata promyta extr&kim rozpoustdlem.

Sklergna lahev na 250 ml.

Pratokomer.

Postup

Ukol &. 1: Extrakce vzorku I.

1.

ok wN

Ze vzorkovnice zcela napiné vzorkem odlijte tolik vody, aby objem zbyléhoovku byl
asi 200 +10 ml.

Vzorkovnici se vzorkem zvaZzte pro p&gl presné zjisini objemu vzorku.

Pridejte extrakni ¢inidlo (¢inidlo 1) a nasledfivzorkovnici uzavete.

Vzorkovnici umiséte na mechanickoueapaku a dikladre trepejte 5 minut.

Po tepani vzorkovnici nechte v klidu do rateni fazi.

Pipetou pimo odtahgite horni vrstvu rozpou&dia.

Vypracovani metodiky pro stanovesikavych halogenovych uhlovodike vodném progedi metodou GC/ECD bylo
financovano projektem FRVS 11/2009 G1
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9.

10.

11.

Pokud se Vam faze zcela neélig, nahlaste to vydujicimu a pouzijte nasledujiciho
postupu v mikroseparatoru.

Ucpavku ze skelné vaty zaga stedovou trubici mikroseparatoru do mista, kde sénaa
rozSiovat.

Trubici a ucpavku oplachkite extraknim rozpoustdlem ginidlo 1), a pak vysuste.
Mikroseparator naséte do hrdla vzorkovnice s extrahovanym vzorkem apdstranni
trubice pomalu nalijte tolik vodyinidlo 5), aby extrakt vystoupil &dni trubici az nad
skelnou vatu.

Ihned grikroc¢te k rozboru plynovou chromatografii (viz Ukol3).

Ukol &. 2: Extrakce vzorku Il. pomoci vialky se septem

1.

ok ow

6.
7

Do septa fipravené vialky vpichtte jehlu stikacky tak, aby zasahovala asi 1 cm do
vzorku.

Stiikacku na 5 ml napite extraknim rozpou&tdlem ¢inidlo 1) a objem v ni se nastavte
na 2,5 ml. Dbejte na to, aby byly vypuzeny vSeclaguchové bubliny.

Jehlu této stkacky vpichrete septem co nejhlogjp do vialky.

Vialku se stikackou obrate dnem vzhru.

Do vialky se stikackou vpravte 2,5 ml extra&kiho ¢inidla. Tim se otetenou jehlou
stiikacky vytésni 2,5 ml vzorku.

Ok jehly vytahrete a s vialkou 5 minut intenzigriepejte.

Po ukghlé dol& prikroc¢te k rozboru plynovou chromatografii (viz Ukol3).

Ukol &. 3: Chromatografické stanoveni

1.

w N

o o1 b

Chromatograficka analyza Vamiipraveného vzorku se provadi vzdy co iieje po
extrakci vzorku.

. Postupujte podle ndvodu k obsluze GC uloZzenéhidstrgje.
. Nejdiive uvelte pristroj do chodu, nastavte a ustalte si chromatad@f podminky

(viz tabulkac. 1).

. Pfed nastkem nezapomde extrakt dkladre promichat.
. Vyhodnocenim chromatogramu z{itd retedni ¢asy jednotlivych analyt
. Ziskané retetni ¢asy analyi porovnejte s retémimi ¢asy standard (viz chromatogram

priloZzeny u ndvodu k obsluze GC) a identifikujte jetlivé analyty.

.V zawru provel'te diskuzi k @innosti pouzitych extrakci stejného vzorku.

Vypracovani metodiky pro stanoveskavych halogenovych uhlovodike vodném prosedi metodou GC/ECD bylo
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Tabulka¢. 1: Chromatografické podminky

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Teplota nastku 240 °C
Objem nastku lul
Délka kolony 10m
Vnitini pramér kolony 0,53 mm
Nosny plyn dusik

Patateeni teplota kolony

40 °C po dobu 2 min.

Kone&ina teplota

200°C - nast 2°C/min.

Detektor ECD
Teplota detektoru 300 °C
Ptidavny plyn dusik
Pritok pridavného plynu 25 ml/min

Zaver

Odpowd na odstavec pracovni kol a koméitdanEienym hodnotam.

DULEZITE

agbrwnhE

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi pofitky ugené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od vyjiciho.
O doplreni chykgjicich pomicek Zadejte vytujiciho.

Po ukoreni ulohy umyijte veSkeré sklotetre pipet a oplachste v destilované vad
Pracovni ukol, postup ailkzité vypaty (u kterych je uvedeno, Ze maiji byt v laboratorni

deniku) budou uvedeny v laboratornim deniku.

o

Opustit své pracovi§imuzete, az budete mit:

zkontrolovano pracovi§t zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vytujiciho.
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STANOVENI PCB VE VODNEM PROSTREDI METODOU PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE S ECD DETEKCI

Pracovni ukol

1. Stanovte PCB vijpravenych vzorcich.

2. V zawru rovnsz provel'te diskusi (komentd k nangirenym hodnotam.

3. V protokolu musi byt vesSkeré vypty pro @ipravu jednotlivych roztok a to i v gipack,
pokud jsou roztoky jiz fyppraveny.

Princip

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou chlorované derivaty bifenylu o sumarnim
vzorci GoH;oClk (kde x = 1-10). PCB jsou obecsd povazovany za jedny
které vznikaji (kromi jinych zpisohi) i nedokonalym spalovanim PGBsou fazeny do
kategorie nejjedovégjSich organickych latek s vysokym karcinogennigémkem. Tak vysokéa
toxicita je dana fedevsim tim, Zze PGBrelice snadno vazi nebo imituji proteiny a tak se
rychle a jednodusSe dostavaji do metabolickych soeduice.

Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) je analytickd a sepsia
metoda, pro &eni snési latek o rozdilném bodu varu a reéacim koeficientu. Mezi
hlavni vyhody této techniky patjednoduché a rychlé provedeni analyzyinnd separace
latek a malé mnozZstvi vzorku pebné k analyze. Touto technikouibeme dlit vSechny
latky, které Ize zaf&tim na pracovni teplotu kolonygvést na fazi plynou.

vyhodnocovaci
zarizeni

davkovac
regulaéni

systém detektor

zdroj nosneho
plynu

Obrazeke. 1: ZjednoduSené schéma plynového chromatografu

Separace probihakapilarni nebonapliiové kolorg, ktera obsahujstacionarni
(nepohyblivou) fazi (sorbent)rmobilni (pohyblivou) fazi (nosny ply«i eluent). Jako nosné
plyny se nejastji pouzivaji vodik, dusik, helium, argonii Rolbé nosného plynu se uvazuji
nasledujici faktory: viskozitainnost,cistota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru aacen
plynu.

Vypracovani metodiky pro stanoveni PGB vodném progtdi bylo financovano projektem FR\&S2221/2008.




STANOVENI PCB VE VODNEM PROSTREDI METODOU PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE S ECD DETEKCI

Injektor slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plixastik latky se nejast;i
provadi pomoci specialni injehki stikacky pres septum, které oddje vnitrek injektoru od
vngjSiho prostoru. Saidsti injektoru je sklema viozka liner), ve které dochazi vysokou
teplotou k rychlému odpani vzorku a ke spravnému promichani par vzorkiosnym
plynem. Mezi injektor a kolonu je gazen dli¢ toku (splitter), ktery umoiuje vést jercast
odpaeného vzorku na kolongglitovaci porer, split ratio).

V plynové chromatografii se pouzivapaphové nebo kapilarni kolony Napliové
kolonyjsou trubice o prmgéru 2 az 5 mm a max. délce 4 m obsahujici adsoriEbu nosi se
zakotvenou kapalnou fazi, délka naplych kolon byva od desitek centimetru dikalika
metru. Kolony se zhotovuji ze skla nebo nerezovélioKapilarni kolony se vyrakji z
kiemenného skla a &ii pevnosti jsou potazeny filmem polyamidu. Kapilakolony nemaji
pramér vetSi nez 5 mm, délka se muze pohybovat od 1§t@ek metru. Stacionarni faze je
rozprostena na vniinich sénach kapilary.

Detektor elektronového zachytu (ECD Electron Capture Detector) zdrojem
ionizujici energie u ECD je radioaktivni i&*H nebo ®Ni. Emitované z#eni p (proud
elektroni) ma iliS velkou energii a neni zachycovano elektronggéani atomy slozky.
Kolizi molekul dusiku jako nosného plynu s¢er@m 3 dochazi k jejich ionizaci.#Ptom se
uvoliuji pomalé elektrony. Tyto elektrony jiz elektromgigni atomy slozky zachyti a tim
snizi ioniz&ni proud.

Reagencie

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZzstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyeo (pokud tedy neni
u chemikalie uvedeno jinak).

1. Destilovana voda,
2. n-hexan extrakni rozpoustdlo,
3. Siran sodnyNa,SQy), bezvody,

Asi 250 ml az 300 ml praskového siranu sodného Bet30 min zakivejte @i 500 °C
+20 °C a nechte vychladnout na 200 °C v muflovéi.pPéle ho nechte vyhladnout
v exikatoru nad chloristanem i@natym, nebo nad jinou latkou obdobnych vlastnosti.

4. Varné granulepromyté acetonem,
5. Rozpougtwlo misitelné s vodou,
6. Skelna vatapromyta extratnim rozpoustdlem.

Vypracovani metodiky pro stanoveni PGB vodném prosedi bylo financovano projektem FR\S$2221/2008.




STANOVENI PCB VE VODNEM PROSTREDI METODOU PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE S ECD DETEKCI

Pomicky

* Plynovy chromatograf DANI.

» Detektor elektronového zachytu (ECD).

« Kolona pro plynovou chromatografii.

» Kolonka k suSeni extraktu, naphé 5 g siranu sodnéhégridlo 3) ve vrst¢ 7 cm.
» Sklergné vzorkovnice na 250 ml, 1000 ml.

* Michatka s magnetickym michadélkem.

* Mikroseparator.

» Mikrokolona k¢isteni na florsilu.

* Odpaova dle Kuderny a Danishe.

» Vzorkovnice z hadého skla se zabrusovou zatkou.
» Mikrosttikacky.

Postup

Ukol &. 1: Extrakce

1. Vzorek ve vzorkovnici praepte a odlijte asi 70 ml vzorku (tim se uvolni dtginy objem
k naslednémuijdavku rozpousgdla.

2. Objem extrahovaného vzorku zfist dvojim vazenim vzorkovnicergrl extrakci a po
vyprazdrni.

3. Ke vzorku gidejte 25 ml extraéniho rozpou&dla €inidlo 2).

4. Smés v uzavené nadobd michejte 10 minut michadlem magnetické mé&lyas rychlosti
1000 ot/min.

5. Vyckejte do oddleni fazi.

6. Nasal'te mikroseparator. Do nalevky nalévejte vodu, tlkilkdo, aZ povrch organické faze
vystoupi natolik, Ze ho bude snadné odebrat pipetou

7. Extrakt dale susSte tak, Ze prolijete suSici kolosdnezvodnym siranem sodnydém{dlo 3)
piredem promyty rozpouidlem ¢inidlo 2) a eluat jimejte do odpavaci nadobky.

Ukol &. 2: Koncentrovani

1. Spojené vysusSené extrakty se koncentruji.

2. VysuSeny extrakt jimejte do Kuderna-Danishova éoyae.

3. Po gidavku dvou varnych granuli extrakt odpjge na vrouci vodni lazni na objem 5 ml £
1 ml

. Dale extrakt zakoncentrujte na idémez 1 ml mirnym proudem dusiku.

. Konetny extrakt pevel’te se septem do vialky.

(20~

Vypracovani metodiky pro stanoveni PGB vodném progtdi bylo financovano projektem FR\&S2221/2008.




STANOVENI PCB VE VODNEM PROSTREDI METODOU PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE S ECD DETEKCI

Ukol ¢&. 4: Chromatografické stanoveni

1. Provéadi se vzdy v nasledujicim &emi.
2. Postupuijte dle pokynvyucujiciho.
3. Pred nagtikem nezapomge extrakt dkladn® promichat.

Tabulka - Namgtené hodnoty i stanoveni koncentrace PO& vzorcich.

Zaver
Odpowd’ na odstavec pracovni kol a komérkaantrenym hodnotam.

DULEZITE

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi potitky urené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od ¢wjiciho.
O doplreni chykgjicich pomiicek zadejte vy&ujiciho.
Po ukorteni ulohy umyjte veSkeré sklocetns pipet a oplachite v destilované vad
Pracovni Ukol, postup aukbzité vypdty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt
v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordéniku.
Opustit své pracovi§tmizete, az budete mit:
zkontrolovano pracoviét zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vytujiciho.

aorwnhE

o

Vypracovani metodiky pro stanoveni PGB vodném progtdi bylo financovano projektem FR\&S2221/2008.




VSB-TU Ostrava - |EI Obor: Environmentalni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL & 3 Zpracovani a zneSkamyani odpad
Organicke kontaminanty Environmentalni inZenyrstvi

STANOVEN{ NEL VE VODNEM PROST REDI NA PLYNOVEM
CHROMATOGRAFU DANI S DETEKCI PLAMENOV  E-IONIZA ¢NiM
DETEKTOREM

Pracovni ukol

1. Stanovte NEL v fipravenych vzorcich.

2.V zawru rovnsz provel'te diskusi (komentd k nangirenym hodnotam.

3. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro @ipravu jednotlivych roztak a to i v fipadt,
pokud jsou roztoky jiZ fypraveny.

Princip

Nepolarné extrahovatelné latky (NEL) stanovené metodou plynové chromatografie
jsou brany jako suma koncentraci slenin extrahovatelnych uhlovodikovym rozpaoitm
bodu varu leZicicho v rozsahu od 36 °C do 69 °(kteaaé se neadsorbuji na Florosilu.
ReterEni ¢casy &chto slodenin lezi mezih-dekanem (@H>,) an-tetrakontanem (§Hsy).

Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) je analytickd a sepsia
metoda, pro &eni snési latek o rozdilném bodu varu a reéfacim koeficientu. Mezi
hlavni vyhody této techniky patjednoduché a rychlé provedeni analyzyinnd separace
latek a malé mnoZstvi vzorku pebné k analyze. Touto technikouibeme dlit vSechny
latky, které Ize zaf@tim na pracovni teplotu kolonygvést na fazi plynou.

vyhodnocovaci
zarizeni
davkovac
i} L

regulaéni

systém detektor

L

11T ===]

zdroj nosného
plynu

Obrazeke. 1: ZjednoduSené schéma plynového chromatografu

Separace probihakapilarni nebonapliiové kolorg, ktera obsahujstacionarni
(nepohyblivou) fazi (sorbent)rmobilni (pohyblivou) fazi (nosny plysi eluent). Jako nosné
plyny se nejastji pouzivaji vodik, dusik, helium, argonii Rolbé nosného plynu se uvazuji
nasledujici faktory: viskozitainnost,gistota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru aacen
plynu.

Vypracovani metodiky pro stanoveni NEL ve vodnéospedi bylo financovano projektem FR\$1995/2007.




VSB-TU Ostrava - |EI Obor: Environmentalni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL & 3 Zpracovani a zneSkamyani odpad
Organicke kontaminanty Environmentalni inZenyrstvi

STANOVEN{ NEL VE VODNEM PROST REDI NA PLYNOVEM
CHROMATOGRAFU DANI S DETEKCI PLAMENOV E-IONIZA ¢NiM
DETEKTOREM

Injektor slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného pliNastik latky se nejastji
provadi pomoci specialni injeki stikacky pres septum, které oddje vnitrek injektoru od
vngjSiho prostoru. Saiasti injektoru je sklema vlozka liner), ve které dochazi vysokou
teplotou k rychlému odpani vzorku a ke spravnému promichani par vzorkuosnym
plynem. Mezi injektor a kolonu je gazen dli¢ toku (plitter), ktery umoiuje vést jercast
odpaeného vzorku na kolongglitovaci pordr, split ratio).

V plynové chromatografii se pouzivapaphové nebo kapilarni kolony Napliové
kolonyjsou trubice o prmgéru 2 az 5 mm a max. délce 4 m obsahujici adsoriEbu nosi se
zakotvenou kapalnou fazi, délka naplych kolon byva od desitek centimetru dikalika
metru. Kolony se zhotovuji ze skla nebo nerezovélio&apilarni kolony se vyrakji
z kiemenného skla a kir pevnosti jsou potazeny filmem polyamidu. Kapilarkolony
nemaji ptimér vetSi nez 5 mm, délka se muze pohybovat od 1&t@eek metru. Stacionarni
faze je rozprogena na vninich sénach kapilary.

Plamenov-ionizachi detektor (FID —Flame |l onizationDetector)je nejroz&iensjSim
detektorem v plynové chromatografii. Molekuly plyrse ionizuji v kyslikovodikovém
plameni, kde probihaji chemionizd reakce vedouci ke vzniku nabityeastic. Nosny plyn
se fred vstupem do iaku misi s vodikem. Vzduch jéiyaden z vrejSku. Detektor se sestava
z ocelové trysky, do které vstupuje &mosného plynu, vodiku a dagbvého plynu. Na
Spicce mikrohdaku pak dochazi v proudu vzduchu ke spaleni tésisna ionty, které se
detekuji na polarizovanych elektrodach.

Reagencie

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikdlie uvedeno jinak).

1. Destilovana voda,

n-hexan extrakni ¢inidlo,

Siran sodny (N£Q,), bezvody,

Siran h@ecnaty (MgSQi[7 H,O), heptahydrét,

Kyselina chlorovodikova(HCI) = 12 mol/l,p = 1,19 g/mIPOZOR ZIRAVINA!!

Vypoétené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete vypoet uvest
i v laboratornim deniku) koncentrované kyseliny ocblodikové se ifida za stalého
chlazeni k 500 ml destilované vody a po ochlazemaplni na objem 1000 ml.

6. Propanon (aceton)CsHgO, POZOR DRAZDIVY, VYSOCE HO RLAVY!!!

7. Florisil, velikost zrn 15Qm az 250um,
Zahtivany 16 h pi teplo& 140 °C a uchovavany v exsikatoru.

o b~ 0D

Vypracovani metodiky pro stanoveni NEL ve vodnéospedi bylo financovano projektem FR\S$1995/2007.




VSB-TU Ostrava - |EI Obor: Environmentalni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL & 3 Zpracovani a zneSkamyani odpad
Organicke kontaminanty Environmentalni inZenyrstvi

STANOVEN{ NEL VE VODNEM PROST REDI NA PLYNOVEM
CHROMATOGRAFU DANI S DETEKCI PLAMENOV E-IONIZA ¢NiM
DETEKTOREM

8. Kalibracni snes ropnych produk )
POZOR ZDRAVI SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!!

Pripravte si 5 kalibrénich roztok o koncentraci 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg/ml.
9. Snw¥s standard n-alkani, ke zkouSce funiosti systému,

V extrakenim ¢inidle (Cinidlo 2) se rozpustin-alkany se sudymi @ty uhlikia (Cyo, Cao
a nejmeén tii dalSi n-alkany), tak aby vznikly koncentrace jednotlivysloZzek giblizng
50 pg/ml.

10.n-Dekan CyoH2,, referertni slowenina,POZOR VYSOCE HORLAVY!!!
11.n-TetrakontanCaoHs», refererni slowenina,

12.Zasobni roztok referénich ¢inidel v extraknim ¢inidle,
POZOR ZDRAVIi SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!

V extrakénim ¢inidle (Cinidlo 2) se rozpuie 20 mgn-tetrakontanudinidlo 10). Potom se
pridejte 20ul n-dekanu ¢inidlo 9) a roztok red’te extraknim ¢inidlem inidlo 2) na
1000 ml. Roztok se uchovava v leth®, je staly 6 ksiql.

13. Pracovni roztok referemichcinidel v extraknimcinidle,
POZOR ZDRAVIi SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!

Zasobni roztokgnidlo 11) bezprosedre pred pouzitim desetinasobared’te extraknim
¢inidlem inidlo 2).

Pomicky

* Plynovy chromatograf DANI.

* Plameno¥-ionizatni detektor (FID).

» Kolona pro plynovou chromatografii.
» Sklerené vzorkovnice na 250 ml, 1000 ml.
» Odstedivka.

» Centrifug&ni zkumavky na 100 ml.

* Mikroseparator.

» Ultrazvukova laza.

» Sklerenécistici kolony.

* Odparka dle Kuderny a Danishe.

» Magneticka miché&ka.

Vypracovani metodiky pro stanoveni NEL ve vodnéospedi bylo financovano projektem FR\S$1995/2007.




VSB-TU Ostrava - |EI Obor: Environmentalni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL & 3 Zpracovani a zneSkamyani odpad
Organicke kontaminanty Environmentalni inZenyrstvi

STANOVEN{ NEL VE VODNEM PROST REDI NA PLYNOVEM
CHROMATOGRAFU DANI S DETEKCI PLAMENOV E-IONIZA ¢NiM
DETEKTOREM

Postup

Ukol &. 1: Extrakce

1. Pripraveny vzorek zchlte piblizné na 10 °C, aby se zabranilo ztratam extréko
¢inidla €kanim.

2. Déle vzorek okyselte na hodnotu pH 2 kyselinou ivodikovou ¢inidlo 5).

3. Pridejte 900 ml 80 g siranu feinatého.

4. Pridejte 10 ml pracovniho roztokuiidlo 12) (na 1000 ml) vzorku a vlozte michadlo
magnetické michky, lahev uzakete a michejte intenzign30 minut na magnetické
michace.

5. Vyjméte zatku a misto ni nasee mikroseparator.

6. Pridejte takové mnozstvi vodyifidlo 1), tak aby se dala odebrat vrstva extrdako

¢inidla z mikroseparatoru.

. Sklergnoucistici kolonu promyjte extrakim ¢inidlem €inidlo 2).

. Extrakt pgevefte nadistici skleknou kolonu naplénou 2 g Florisilu, ktery je fiekryt

vrstvou 2 g siranu sodnéhtinidlio 3) a pokraujte ukolenx. 2.

o ~

Ukol ¢&. 2: Cisténi
8. Organickou fazi sdalSimi 10 ml exttkho Ccinidla nechte protéct kolonkou

a zakoncentrujte pomoci odparky (viz UkoB).
9. Kolonku ot promyjte 10 ml extrainihocinidla.

Ukol &. 3: Koncentrovani

1. Extrakt zkoncentrujte na odparce na objem 6 ml.

2. Déle extrakt zakoncentrujte na néérez 1 ml mirnym proudem dusiku.
3. Objem dopite extraknim ¢inidlem (inidlo 2) na 1 ml.

4. Konetny extrakt peved'te se septem do vialky.

Ukol ¢&. 4: Chromatografické stanoveni
1. Provadi se vZdy v nasledujicim &mi.

2. Postupujte dle pokynvyucujiciho.
3. Pred nasikem nezapomie extrakt dkladné promichat.

Tabulka - Nametené hodnoty b stanoveni koncentrace NEL ve vzorcich.

Zaver
Odpowd na odstavec pracovni ukol a komérktaantienym hodnotam.

Vypracovani metodiky pro stanoveni NEL ve vodnéospedi bylo financovano projektem FR\S1995/2007.




VSB-TU Ostrava - IEl

Predmet: Instrumentalni metody
Organické kontaminanty

STUL & 3

DETEKTOREM

Tabulkaé. 1: Chromatografické podminky stanoveni NEL

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Teplota nas¥iku 300 °C
Objem nastiku 1l
Délka kolony 30m
Vnitini pramér kolony 0,25 mm
Nosny plyn vodik

Teplotni program

40 °C po dobu 5 min

10 °C/min na 300 °C

300 °C po dobu 20 min

Detektor FID
Teplota detektoru 300 °C
Pridavny plyn dusik
Priatok pridavného plynu 25 ml/min

DULEZITE

aorwnhE

Pracovni ukol,

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi poitky urkené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std) pokud nebudete mit svoleni od wjiciho.
O doplreni chykjicich pormicek zadejte vytujiciho.

Po ukorteni ulohy umyjte veSkeré sklo¢etre pipet a oplachete v destilované vad
postup aukkzité vypdty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt

v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.

o

Opustit své pracovi§imuzete, aZz budete mit:

zkontrolovano pracovi§t zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vytujiciho.

Vypracovani metodiky pro stanoveni NEL ve vodnépspedi bylo financovano projektem FR\S1995/2007.
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Zpracovani a zneSkawani odpad
Environmentalni inzenyrstvi

STANOVEN{ NEL VE VODNEM PROST REDI NA PLYNOVEM
CHROMATOGRAFU DANI S DETEKCI PLAMENOV E-IONIZA ¢NiM




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

Pracovni ukol

1. Stanovte vybrané PAH ve vzorku povrchové a odpadds.

2.V zawru rovrez provelte diskusi (komentd k nangfenym hodnotdmii rozdilnych
vzorka vody.

3. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro gipravu jednotlivych roztok a to i v fipack,
pokud jsou roztoky jiZ fypraveny.

Princip

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs - polyneal aromatic hydrocarbons) je
skupina latek, do které gawvice nez 100 slaenin. Jsou tviiené uhlikem a vodikem, &ma
a vice benzenovymi jadry. Pro svou schopnost didabopietrvavat v zZivotnim prosedi
a zdravotni zavaznost (projevuji toxické, karcimoge a mutagenni vlastnosti) jsou
povazovany za typickéredstavitele perzistentnich organickych poluigRtOPSs).

~0 o oo oY

fluoranthen benzo[b]flucanthen benzo[k]fluoanthen benzo[a]pyren

s
Y o

benzo[gh.iperylen indene[1,1,3-c,d] pyren

Obrézeké. 1: Vybrané PAH

PAHs charakteristicky zapachaji, pary maji drazdikinky na @i a kizi, pasobi
fotosensibilizaci a byly prokadzany i negativriinky na ledviny a jatra. Studie na gatiech
prokézaly vliv na sniZeni plodnosti a vyvojové vayomki. Maji vyraznou schopnost vazat
se na pevnych sorbentech nebasticich (prach) i v Zivych organismech (schopnost
bioakumulace). Vyznamnou vlastnosti PAHs je scheprtedit dalSi slogeniny, které
mohou byt dokonce mnohem vice karcinogenni.

Do Zivotniho prosedi vstupuji jako odpadni produkty nedokonaléholosdai
fosilnich paliv nebo jako vyluh z bitumenovych ¢rédtvodovodniho potrubi. Velmi vhodnou
metodou k analyze&thto latek je vysokatinna kapalinova chromatografie (HPLC).

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAH/@dném prosedi bylo financovano projektem FR\:S2020/2007.




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

VysokoWwinna kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) fedstavuje velmi perspektivni metodu pro separdeklae snisi. HPLC
se od klasické kapalinové chromatografie (LC) Lih, Zze pracuje s uzkymi kolonami
(pramér 2 — 8 mm) a k jejich pkni pouzivaiidény material s malyméasticemi (nejlépe o
praméru 3 — 10 mm). K &inné separaci jeféba pouzit dostate¢ mala zrnéka sorbentu,
kterd kladou prostupujici kapatirenany odpor. Piitok pohyblivé mobilni kapalné faze
probih& pod tlakenserpadla (na rozdil od LC, kde probih&nkem gravitace).

Separace probihdseparani koloné, ktera obsahujstacionarni(nepohyblivouXazi,
kterou je sorbent enobilni (pohyblivou)fazi — eluent. Kolony se pouZzivaji pouze rimmé.
Jsou z tlustého borosilikatového skla pro niz3itlaebo z nerezové oceli pro vysoké tlaky
kolem 50 MPa. Kolony jsou paime kratké (5 az 30 cm).

Diky pumpé pro HPLC dosahuje tlak mobilni faze az 40 MPa. PouZivajiespadla
nebo linearni davkova.

U HPLC prochazi eluat vytékajici z kolonyapézné detektorem, ktery je vest&v do
jejiho vytoku. Detektor pak automaticky a kontimgameéti nékterou z fyzikalnich vlastnosti
eluatu. Fluoresceéni detektor je zaloZzen na principu fluorescence ddschopnost latek
absorbovat ultrafialové (UV) #éni a pak vysilat zani o vyssi vinové délce, které sérin
fotonasobiem kolmo na s®r vstupujiciho zéeni.

CHROMATOGRAM

ii

. -..

odezva detektoru

pumpa il piky
mobilni !E R )
faze retenéni as [min]
S '”7."“7_——"1 ocitac
L»—%}.{g;}; Hm}“ m: '_;E—
davkovaci E o I,
kohout se = anaw0 "

smyckou separacni BN

kolona detektor )

Obrazeké. 2. Zjednodusené schéma HPLC

Reagencie

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikdlie uvedeno jinak).

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAH/edném prosedi bylo financovano projektem FR\:$2020/2007.




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

1. Ultracista voda
Pouziva se kifpraw mobilni faze a roztakcinidel. Uchovava se v lahvi se Sroubovacim
uzawrem (PTFE septum a krytka).

2. Thiosiran sodnypentahydrat (N&,05-5 HO), granulovany, dechlotai prostedek,

w

n-hexan(CeHa4), nepolarni extradni rozpoustdio,
Cisti se fepanim s kyselinou sirovou, promyje se voduidlo 1), vysusi nad bezvodym
siranem sodnyntipidlo 4) a gedestiluje.

Siran sodn{N&SQy), bezvody, granulovany, neutralni, suSeny 4i4@0 °C,
Chlorid sodny(NaCl),
Kyselina sirov{H,SQy), p = 1,84 g/mIPOZOR ZIRAVINAI!!

Silikagel pramér zrn 40 um,
Aktivovany 16 h pi 130 °C a po vychladnuti uchovavan v exsikéatoru.

8. DichlormethanPOZOR JED!!!

9. Acetonitril (CH;CN), pro HPLC,
POZOR ZDRAVIi SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!!

Destilovany ve skle, pouziva se Kgraw mobilni fazi a zasobnich standardnich roétok
10. Dusik(Ny), ¢istoty minimalré 99,999 %,

11.Methanol(CH;OH), rozpoustdlo pro fipravu vodnych standardnich roziok
POZOR TOXICKY, VYSOCE HO RLAVY!!

12.PAU, zasobni standardni roztoky,
POZOR ZDRAVIi SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!!

Pripravte je jednotli¢ z tuhého preparatu PAU (kr@nfluoranthenu) v koncentracich
nag. (10 +£0,1) mg na 100 ml#Elusného rozpouddla (inidlo 9). Pro pipravu
fluoranthenu se navazuje rap10 0,1) mg latky na 20 ml rozposd8la. Zasobni
standardni roztoky v lahtkach z PTFE uz&em se skladujiip 4 °C a chrani seipd
swetlem.

N o o b

13.PAU, zasobni s@sny standardni roztok (zasobni roztokésinstandardnich latek),
POZOR ZDRAVI SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!!

Pripravte je nap odnEienim 2 ml zasobnich standardnich roatg&dnotlivych PAU
(¢inidla 12) do odrarné baky na 100 ml a doplni se rozpogdiem ¢inidlo 11) po rysku;

1 ml roztoku obsahuje 10 pg fluoranthenu a po dstgtnich PAU. Roztok se uchovava
ve tme pii 4 °C. Po vypatbovani asi poloviny objemu se jiz roztok déle ngpaa.
Zasobni roztoky se musi obnovovat po Segsinoich.

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAH/edném prosedi bylo financovano projektem FR\:$2020/2007.




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

14.PAU, kalibratni standardni roztoky,
POZOR ZDRAVIi SKODLIVY, VYSOCE HO RLAVY!!

Kalibratni roztoky se fipravi ze zasobnich standardnich roatokebo z komené
dostupnych certifikovanych standardnich ro#takag. s koncentraci fluoranthenu 10
ng/ul a po 2 ng/pl ostatnich PAU v rozpaaée inidlo 9): Dotady odnérnych bark na
10 ml se odr&i nag. 20; 40; 60; 80; 100 a 120 pl zasobnihoc:smého standardniho
roztoku ginidlo 13) a doplni se po rysku. V 1 ml taktiigsavenych kalibrénich roztok:

je 20; 40; 60; 80; 100 a 120 ng fluoranthenu a 4t®. az 24 ng ostatnich PAU.

15.Kyselina chlorovodikovéHCl), p = 1,18 g/m|POZOR ZIRAVINAI!I
Pristroje a ponicky

1. Pro extrakci a koncentraci

* Magnetickd mich&a — rychlolzna.

» Cerpadlo.

* Vakuova vywva.

* Rotani vakuovy odp#va.

» Tlakova ldhev s dusikem, reduk ventil.
 Filtracni kolona napléna vhodnym molekularnim sitem gonér p6ru 0,4 nm).
» Mikrosttikacky.

» Trepaka.

» Mikroseparator.

» Koncentr&ni srdcovky.

» Sorgni kolonky s naplni 0,5 g silikagelu.
e Delici nalevky (na 2 1), (na 125 ml).

* Nalevka s vatovou zatkou.

* Erlenmayerove hiky (250 ml).

o Sklerena tyinka.

» Ultrazvukova laza.

» Susici kolona — chromatograficka kolona.
» Koncentrator Kudrna-Danish (na 10 ml).
» Vialky (na 10 ml az 15 ml) — z dého skla se Sroubovacimi uzéwpotazenymi PTFE.
» Odpaovaci zaizeni.

» Ultrazvukova vana.

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAHedném prosedi bylo financovano projektem FR\S$2020/2007.




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

2. ProHPLC

» Vysoko(inny kapalinovy chromatogram (HPLC) sgluSenstvim.
* Fluorescedni detektor (FLD).

» Analytické kolony.

» Dévkovaci mikropipety 10 ul (1 ks), 50 ul (1 ks).

Postup

Ukol €. 1; Extrakce a koncentrace

1. Pokud jsou ve vzorku patrné nerozgost latky, musite vzorek homogenizovat
magnetickou michgou.

2. Potécast vzorku odlijte tak, aby ve vzorkovniciistal objem (1000 +10) ml vzorku
a vzorkovnici se vzorkem zvazte epnosti na £1 g (hodnotu zapiste).

3. Do vzorkovnice fdejte 20 g NaCl dinidlo 5) a 25 ml extralniho rozpou&tla

(¢inidlo 3) a vSe promichejte ngepace (popipad michace).

Obsah vzorkovniceiglijte do dlici nalevky.

Po 5 minutach, kdy se faze atid extrakt greved'te do Erlenmeyerovy liy na 250 mi

se zabrouSenou zatkou.

6. Vodna fazi se felijte do vzorkovnice a prodé#e druhou extrakci s 25 ml extrakho
rozpoustdla ginidlo 3). Oba se spoji.

7. Po extrakci dlici nalevku proplachtte 10 ml stejného extrakiho rozpousidla
a proplach pipojte k extraktu.

8. Spojené extrakty 30 minut susStéigavkem bezvodného siranu sodnékimidlo 4)
a roztok neustalé michejte ské@ou tyinkou. Sprava odvodreény extrakt se vam bude
jevit ¢ite a bude obsahovat debvyvinuté krystaly hydratu siranu sodného.

9. Je-li teba, prazdnou vzorkovnici zvazte.

10. Extrakt zfiltrujte ges fritu S 4 do srdcovky (péipact pres nalevku s vatovou zatkou).

11. Erlenmeyerovou h#ku proplachite extraknim rozpou&tdlem a proplach Zfiltrujte
vrstvou bezvodného siranu sodnéhdipgjte k extraktu v srdcovce.

12. Zahuséni extraktu provéte pomoci Kudrny-Danishe koncentratoru.

a s

Ukol ¢&. 2: Cisténi extraktu

1. Extrakty vzorki vod segisti na silikagelu.

2. Sorgni kolonu se silikagelentifidlo 9) prolijte @tinasobnym objemem nagrsnmesi
dichlormethanu dnidlo 8)/n-hexanem ¢&nidlo 3) v ponéru 1:1 a upravte stejnym
objemem n-hexanu.

3. Na hexanovou vrstvu zbyvajici nad povrchem silikaggpetou naneste koncentrovany
extrakt (500 pl).

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAHedném prosedi bylo financovano projektem FR\S$2020/2007.




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

9.

Po vsaknuti extraktu srdcovku vyplaeta500 pl hexanu.

PAU eluujte smisi dichlormethanu/n-hexanu v pém 1:1.

Eluat jimejte do srdcovky a zahwgte asi na 500 ul na ra@taim vakuovém odgavali

pii teplot 30 °C za kontrolovatelného tlaku (200 kPa).

Extrakt déale zahu®ijte odfoukanim dusikemftigadénym k jeho hladia za normalni
teploty pra¥ do sucha.

Suchy zbytek rozptite ve 200 pl az 500 ul (podl€ekavaného obsahu PAU a sloZeni
mobilni faze - acetonitril davkovanych mikriikackou).

Extrakt greved'te do vialek.

Ukol &. 3: Chromatografické stanoveni PAH

1. Provéadi se vzdy v nasledujicim &emi.
2. Postupuijte dle pokynvyucujiciho.
3. Pred nagtikem nezapomée extrakt dkladn® promichat.

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAHedném prosedi bylo financovano projektem FR\S$2020/2007.

Tabulka¢. 1: Chromatografické podminky stanoveni PAH

Technika HPLC
Kolona CP-EcoSpher 4 PAH (150 x 3 mm)
- A - acetonitril
B - voda
Pratok 0,5 ml/min
Detektor FLD, A exc. = 254 nm
Teplota 20 °C
Nastiik 10ul
0-1 min 0%A
1-20 min z0% Anal00% A
20-33 min 100 % A
33-35 min ze 100% Ana0% A




STANOVENI POLYAROMATICKYCH UHLOVODIK U (PAH) VE VODNEM
PROSTREDI METODOU VYSOKOU CINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC) S FLUORESCEN CNi DETEKCI

Tabulka - Nametené hodnoty i stanoveni koncentrace PAH ve vzorcich.

Zaver
Odpowd’ na odstavec pracovni Ukol a komérkadantrenym hodnotam.

DULEZITE

Pouzivejte jerdinidla, sklo a dalSi potitky urené pro danou ulohu.

Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od ¢wjiciho.

O doplreni chykgjicich pomiicek zadejte vykujiciho.

Po ukorteni ulohy umyjte veSkeré sklocetns pipet a oplachite v destilované vad
Pracovni Ukol, postup aukkzité vypd@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt
v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.

Opustit své pracovi§tmizete, az budete mit:

e zkontrolovano pracovi8t zda je uvedeno daipodniho stavu,

e zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vyiujiciho.

aorwnhE

o

Vypracovani metodiky pro stanoveni vybranych PAH/edném prosedi bylo financovano projektem FR\:S2020/2007.




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT  E
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU

CAST 1: POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

Pracovni ukol

1. Stanovte pH ve vzorku pitné, povrchove, destilovaméineralni vody.

2.V zawru rovrez provelte diskusi (komentd k nangfenym hodnotdmii rozdilnych
vzorka vody.

3. Vysledné hodnoty porovnejte s vyhlaskou 229/2007 Sb., ffloha ¢. 3 a s vyhlaSkou
252/2004 Sb.,jplohac. 1. (umisiny na nasince v laborath).

Princip

Potenciometrieje metoda vyuzivajici pro stanoveni aktivity (komicace) sledované
latky meteni elektromotorického n&p elektrochemickyckilanki.

1. Primé potenciometrie- koncentrace sledované latky lz&iuptimo z nangiené

hodnoty napti ¢lanku (stanoveni hodnoty pH).

2. Nepiima potenciometrie koncentrace sledované latky Iz&itze zneény nagti
¢lanku v zavislosti na fidavku titr&niho ¢inidla  (potenciometricka titrace
s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence).

Elektrochemickéclanky (elektrody) pouZivané fip potenciometrickych metodach
seskladaji ze dvou elektrod:

1. Elektroda ndrn& (indika’ni) — jeji potencial je zavisly na koncentraci stan@me
latky, je tvaena sklednou membranou ze sodno-vapenateho skla.

2. Elektroda srovnavaci (referentni} jeji potencidl nezévisi na koncentraci
stanovované latky, napchloridostibrna nebo merkurochloridova (kamelova) elektroda.

Nejcastji se vSak pouzivad sklénd kombinovana elektroda spojena s referentni
elektrodou.

Hodnota pH neboli koncentrace vodikovych iorje definovana jako zaporny
dekadicky logaritmus aktivity vodikovych iantVyznamr ovliviiuje chemické, fyzikal&
chemické a biologické procesy probihajici ve vodddmoziuje také rozliSit jednotlivé
formy vyskytu rkterych prvki ve vodach a je jednim z hledisek pro posuzovarésagty
vody.

Hodnota pH povrchovych vod se pohybuje v rozmekz6®& do 8,5. Pokles pH vody
pod 4,5 je zpisoben pitomnosti anorganickych i organickych volnych kyse(nag.
huminové latky). Vody s pH nad 8,3 obsahuji iont®;Cnebo OH Kratkodoba zvyseni
hodnoty pH (10 — 11) vodniho préstli vlivem intenzivni fotosyntézy, fytoplanktonu
a pongené makrovegetace byvaji spojeny s biogenni ddikaici, coz miva zpravidla
katastrofalni dsledky pro ryby a ostatni vodni Zisiohy.

Vzorky se odebiraji do polyethylenovych lahvi nelocsklegnych lahvi.




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT E

POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA CNi ANALYZOU

Hodnota pH se stanovujeiaznymi metodami, p&inaje jednoduchymi Zsoby @i uZziti
indikatorovych papirk, barevnych indikatgr a korte slozigjSimi elektrometrickymi
metodami. Kolorimetrické metody vyuZivaji barevnaoénu pouZzitych indikatar, maji
omezenou fesnost, a proto vyhovuji pouze pro ori€énfastanoveni hodnoty pH vody nebo
pro terénni réreni. Krong univerzalniho indikatoru, ktery pokryva vyznamngst rozsahu
pH stupnice, se v literates uvadi celdada acidobazickych indikatigr pracujicich pouze
v Uzkém rozsahu hodnot pH. Zabarveni vzorku fdani €chto indikatod se pak srovnava
se zabarvenim standardnich tlumivych ro#atakna zaklagitohoto srovnani se éuje hodnota
pH vzorku.

Nejcastji se dnes hodnota pH stanovuje potenciometrickgm@ci pH-metru).

pH-metry miZzou byt b’ laboratorni, neboipnosné. Kazdy pH-metr se musgég kazdym
meienim kalibrovat. Kalibrace pH-metru se provadi poimgiloZzenych kalibranich puf

a zmeiené teploty. Lze provést jednobodovou kalibracippaZiti jednoho pufru (pufr 7 —
neutralni). U dvoubodové kalibrace se voli pufr dade pufr podle f@dpokladané hodnoty
pH prostedi (kyselé — pufr 4, zasadité — pufr 10). Pokudosevadi tibodova kalibrace,
pouzivaji seit pufry, a to bd’ vzestups (nejdive pufr 4, pak pufr 7 a nakonec pufr 10) nebo
sestups (pufr 10, pak pufr 7 a nakonec pufr 4).

Reagencie

1.
2.
3.
4,
5.

Destilovana voda.

Povrchova voda — donese student.

Mineralni voda (miska voda) — donese student.
Pitna voda.

Pufr 4, 7, 10.

Pomicky

pH - metr.
Titra¢ni baiky (4 ks).
PE sticka.

Postup

1.

Vzorek povrchové, pitné, mineralni a destilovanéyaalijte do titréni baiky tak, aby
byla z poloviny napléna.

2. Mnozstvi vzorku vody zvolte tak, aby elektroda plétra byla z poloviny poriena.
3.

Poté provdte kalibraci pH-metru pomocifipZenych kalibranich pufé a zneiené
teploty. Prove'te jednobodovou kalibraci pH-metru, tzn., voliteipe pufr 7.

. Nasled®# muzete proveést vlastni &eni, a to tak, Ze vloZite elektrodu do kadinky se

vzorkem a po 2 minutach ottete hodnotu pH. Pokud diite vice vzork, je nutné vzdy
po skorteni neEfeni oplachnout elektrodu destilovanou vodou.




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT  E
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU

Vyjadi‘ovani vysledk
Vysledné hodnoty stanoveni pH se uvadi na 2 desetnista.
Zaver

Odpowd na odstavec pracovni ukol a komértaantienym hodnotam.

CAST 2: STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM
OCTE POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA CNi
ANALYZOU, POTENCIOMETRICKE STANOVENI KYSELINY
DUSICNE VE VZORKU

Pracovni ukol

1. Potenciometricky a pak odimou neutralizéni titraci stanovte a vygtéte koncentraci
kyseliny octové v obchodnim @ct

2. Potenciometricky stanovte a vyjiéte presnou koncentraci kyseliny dusée.

3. Z vypaitenych hodnot CECOOH vypdatéte chybu stanoveni. (Vychazejte ze skntssti,
Ze obchodni ocet by #hobsahovat 8% CCOOH.)

4.V zawru provelte diskusi k rozdiléa naméfenym hodnotam. Zakreslete titra kiivku
kyseliny octové a du&né.

Princip
Kyselina octova je slaba jednosytna kyselina saiéni konstantou pK= 4,75.

[H30'] - [CH3COO]
RS —— =1,8.10
[CHsCOOH|

Jak vyplyva z vyrazu pro disociai konstantu a z obrazkii 1, je slozeni roztoku
kyseliny octové zavislé na hodgqgiH. Experimentalni hodnota disoéi konstanty kyseliny
octové se odge z titra&ni kiivky jako hodnota pH v bag v némz je pondr koncentraci
konjugované kyseliny a zasady p¢deven jedné, tedyCH;COOH/[CH;COOQ] = 1.

Pri titraci kyseliny octové hydroxidem sodnym je véiten v titrovaném roztoku
octanovy pufr obsahujici j@Snetitrovanou kyselinu octovou a octan sodny vaniiiraci
kyseliny octové. Puféi kapacitu octanového pufru lze v kazdém ddittace vypdaitat
podle vztahu:




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT  E
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU

db da K[H0 - (& + ©)
B = = - = 2’303
dpH  dpH @ [H30')?

kde & je koncentrace jeShetitrované kyseliny afe koncentrace jiz vzniklé soli.

Kyselinu octovou lze stanovit titraci odmym roztokem hydroxidu sodného za
pouziti fenolftaleinu jako indikatoruA(kalimetrie — neutralizaéni odmérnd analyza) nebo

za pouziti potenciometrické indikace bodu ekvivaiereprima potenciometrig. Budete
metit zavislost pH titrovaného roztoku na mnoZstyidaného titréniho ¢inidla, 0,1 M
odmérného roztoku NaOH. Grafickym znazénim titrace s potenciometrickou indikaci je
titraéni kiivka, kterd vyjaduje zavislost elektromotorického rip ¢lanku na objemu
piidavaného titraniho ¢inidla. Méfené hodnoty budete zapisovat do tabulky a po jejich
vyneseni na milimetrovy papir ziskate makiivku kyseliny octové.

Vyhodnocenim tétoikvky urcite ekvivalegni bod, coz je pH v badekvivalence.

Titrace 10 ml vzorku octu 0,1 B4 NaOH

T e S Y
[ & RV L N
T T 1 T 17

R
T

elovivalendni bod
pH

lv elorival ence

0 5 10 15 20

L S T e I =+
— T

V(0,1 B NaOH) [ml]

Obrazek 1 Titracni kiivka kyseliny octove




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT  E
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU

Reagenciedinidla)

1. Hydroxid sodnyodmerny roztok,c(NaOH) = 0,1 mol/IPOZOR ZIRAVINA!!
K asi 500 ml vody se pomalu za stalého michéidiapvypatené mnozstvi (vypmt uvést
v protokolu, pokud roztokifpravujete, vypoéet uvést i v laboratornim deniku) hydroxidu
sodného. Po ochlazeni se aginé baika doplni na objem 1000 ml.

2. Kyselina chlorovodikovédmerny roztokc(HCI) = 0,1 mol/l,POZOR ZIRAVINAI!!
Vypoctené mnozstvi (vypeet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete vypoet uvést
i v laboratornim deniku) koncentrované kyselinyocbVodikové (36 % = 1,16 g/ml) se
piida za stalého chlazeni k 500 ml destilované vogy achlazeni se doplini na objem
1000 ml.

3. Fenolftalein indikatorovy roztok (0,5 %)
0,5 g fenolftaleinu se rozpusti v 50 ml ethanol@ ¢8), Zedi se 50 ml destilované vody
a dolfe se promicha. Kroztoku se po kapkadidgva roztok NaOH o koncentraci
0,01 mol/l az do prvniho pdshnutelného tZzového zbarveni. Indikator se uchovava
v lahvi z hrgdého skla.

4. Methylova orangindikatorovy roztok (0,05 %)
Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést
i v laboratornim deniku) sodné soli methylové oearse rozpusti ve 100 ml horke
destilované vody a po vychladnuti se Zfiltruje.

5. Obchodni ocet (8 %) — donese student.
6. Vzorek¢. 1 - kyselina dughd.

Pomicky

Odmerné baika na 1000 ml (2 ks).
Byreta (2 ks).

Pipetal0 ml (1 ks).

Kéadinka (2 ks).

PE sticka.

Titracni baiky (4 ks).

pH-metr.

Pufr 4, 7.

Tycinka (1 ks).




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT E

POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA CNi ANALYZOU

Postup

Ukol &. 1: Stanoveni fesné koncentrace odrrného roztoku 0,1-M NaOH a uréeni

titra ¢niho faktoru.
Reakce probiha podle rovnice:

NaOH + HCl— R="7

1. Pres nalevku felijte odpovidajici mnozstvi HCI do byrety.
2.

Do titracni baiky odpipetujte 25 ml odmného roztoku 0,1-M NaOH, jehoZgsnou
koncentraci zjiujete.

. Pridejte asi 25 ml destilované vody a opatpmomichejte.
. Pridejte 3 kapky indikatoru methyloranz.
. Slak® Zluty roztok titrujeme po kapkach za stadlého mimghadnernym roztokem

0,1-M HCI(POZOR ZIRAVINA!) do cibulow ¢erveného zabarveni.

. ZapiSte mnozstvi spi@bovaného roztoku 0,1-M HCI a vyfigte presnou koncentraci

NaOH a titr&ni faktor.

Ukol &. 2: Potenciometrické stanoveni koncentrace kyseljroctové v obchodnim oct

OO WNPE

8.

. Pfes nélevku felijte odpovidajici mnozstvi NaOH do byrety.

. Ocet zed’te v odngrné bace na 100 ml 10x.

. Z takto Zedéného roztoku odpipetujte 10 ml do titra baiky.

. Provef'te kalibraci pH-metru pomoci dvoubodové kalibraoejgrve pH 7, poté pH 4).

. ZapiSete nulovou gate:ni hodnotu pH vzorku.

. Vzorek titrujte za stalého michani o&mym roztokem 0,1-M NaOH ROZOR

ZIRAVINA! ) pii piidavcich po 1 ml. Po kazdém jednotlivétidavku titraniho cinidla
(0,2-M NaOH) ngite pH roztok. Titrujte do spimby 20 ml.

. Udaje o pH roztoku vzorku a objemu titrého ¢inidla v jednotlivych pidavcich vynasejte

do grafu zavislosti (titreni kivky).
Odetéte bod ekvivalence a tgte koncentraci kyseliny octové v éct

Ukol ¢&. 3: Alkalimetrické stanoveni kyseliny octové v obwodnim oc#

b wWN -

~N O

. Pfes nélevku felijte odpovidajici mnozstvi NaOH do byrety.

. Ocet zedime v odrarné baice na 100 ml 10x.

. Z takto Zedéného roztoku odpipetujte 10 ml do titra baiky.

. Pridejte 2 kapky fenolftaleinu.

. Bezbarvy vzorek titrujte za stalého michani édmm roztokem 0,1-M NaOH (POZOR

ZIRAVINAI! do prvniho trvalého fialového zbarveni.

. Odettéte spotebu odngrného roztoku (0,1-M NaOH).
. Titraci opakujte je® 4x a vypdaitejte pimérnou spotebu odmdrného roztoku

0,1 M NaOH.




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY OCTOVE V OBCHODNIM OCT  E
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU

8. Vytvoite tabulku jednotlivych spigb a pamérnou hodnotu spégéby odnérného roztoku
pouZijte pro zadrecny vypaiet koncentrace kyseliny octové.
9. Hustonmérem zntite hustotu octu a hodnotu zapiste.

Ukol ¢&. 4: Potenciometrické stanoveni koncentrace kyselrdusiéné v pripraveném
vzorku

1. Pres nalevku felijte odpovidajici mnozstvi NaOH do byrety.

2. Z pripraveného vzorku kyseliny dusié (vzoreks. 1) odpipetujte 10 ml do titéai baiky a
doplite na 100 ml destilovanou vodou.

3. Provai'te kalibraci pH-metru pomoci dvoubodové kalibraoeiigrve pH 7, poté pH 4).

4. ZapiSete nulovou gate:ni hodnotu pH vzorku.

5. Vzorek titrujte za stadlého michani o&mym roztokem 0,1-M NaOH ROZOR
ZIRAVINA! ) pii ptidavcich po 1 ml. Po kazdém jednotlivéifidavku titr&niho ¢inidla
(0,1-M NaOH) ngite pH roztok. Titrujte do spimby 20 ml.

6. Udaje o pH roztoku vzorku a objemu titrého ¢inidla v jednotlivych pidavcich vynasejte
do grafu zavislosti (titrni kiivky).

7. Odettéte bod ekvivalence a dete koncentraci kyseliny ddsie.

Tabulka — Nangifené a vypsétené hodnoty f stanoveni koncentrace kyseliny octovée woct
potenciometricky.

Tabulka — Nangifené a vypdétené hodnoty f stanoveni koncentrace kyseliny octové woct
alkalimetricky.

Tabulka — Nanttené a vypétené hodnoty  stanoveni koncentrace kyseliny dins
potenciometricky.

Vypacty
1. Vypocet mnozstvi kyseliny chlorovodikové (36 %) pouzit® pripravu 0,1-M kyseliny
chlorovodikové ¢ = 1,16 g.mf) na objem 1000 ml.

2. Vypocet mnozstvi hydroxidu sodného pouzité priipavu 0,1-M NaOH na objem
1000 ml.

3. Vypocet mnozstvi methylové oranze pouzité prgpmavu 0,05 % roztoku methylové
oranze na objem 100 ml.

4. Vypoctéte presnou koncentraci odimého roztoku 0,1 M NaOH, kterou jste stanovili
titraci 0,1-M HCI.

c(NaOH) - V(NaOH) = V(HCI) - ¢c(HCI)
kde:
c(NaOH) je gesné latkova koncentrace stanovovaného hydroxidolx;
V(NaOH) je objem stanovovaného hydroxidu odpipetguaanalyze v ml;
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c (HCI) je latkova koncentrace HCI v mol/l;
V(HCI) e spoteba kyseliny chlorovodikovéigitraci v ml;

5. NapiSte rovnici reakce NaOH a HCI, vyjiéte na zaklaélrovnice faktor titracé-.

6. Vypocet hmotnosti kyseliny octové v obchodnim octu st@mé potenciometricky
a alkalimetricky.

M(CH3sCOOH) = V, (NaOH) - c(NaOH) - M(CHsCOOH) - F; - F,

M(CH3COOH) je hmotnost kyseliny octové v g;

c(NaOH) je latkova koncentrace NaOH v mol/l;

Vy(NaOH) je objem odgrného cinidla NaOH vbod ekvivalence stanovené
potenciometricky v |;

Va(NaOH) je objem odémého c¢inidla NaOH v bod ekvivalence stanovené

alkalimetricky v [;
M(CH3;COOH) je molarni hmotnost kyseliny octove;

Fo,F je faktor titrace, faktorezni.
7. Vypocet koncentrace kyseliny octoveé v octu
o(CHsCOOH) = N(CHCOOH)
V (octu)

kde:

c(CH3COOH) je moléarni koncentrace kyseliny octové véoetmol/l;
N(CH;COOH) je latkové mnoZzstvi rozpuste latky v mol;

V(octu) je objem vzorku octu pipetovanyi@nalyze v .

8. Vypocet hmotnostniho zlomku kyseliny octové v octu

m(CHsCOOH)
p(octa) [V (octa)

W, (CH3COOH) =

kde:

Wo(CH3COOH) je hmotnostniho procento kyseliny octov&e# @ %;
m(CH3;COOH) je hmotnost kyseliny octové (vyjat 6) v g;

V(octa) je objem vzorku octu pipetovaniy analyze v |;
p(octa) je hustota octa ztfena hustorrem v kg/nf.
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9. Vypocet koncentrace kyseliny ddsie

c(NaOH) - V(NaOH) = V(HNO3) - ¢(HNO3)
kde:
c(HNO3) je stanovena koncentrace kyseliny dosiv gipraveném vzorku mol/l;
V(HNOs) je objem vzorku kyseliny dusié vzaty k analyze v mi;
c(NaOH) je gesna latkova koncentrace stanovovaného hydroxidolx;
V(NaOH) je objem od®rnéhocinidla NaOH v bod ekvivalence v ml.

Zaver:
Odpowd’ na odstavec pracovni Ukol a komérkadantrenym hodnotam.
DULEZITE

1. Pouzivejte jertinidla, sklo a dalSi pofitky uené pro danou ulohu.
2. Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od ¢yjiciho.
3. O doplreni chykgjicich pomicek zadejte vyujiciho.
4. Po ukorteni ulohy umyjte veskeré sklogetre pipet a oplach¥te v destilované vad
5. Pracovni Ukol, postup ailbzité vypdty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt v laboratorni
deniku) budou uvedeny v laboratornim deniku.
6. Opustit své pracovi§tmizete, az budete mit:
zkontrolovano pracoviét zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik &eny podpisem vytujiciho.
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CAST 1: STANOVENI KYSELINY L-ASKORBOVE VE VITAMINU

Pracovni ukol

1. Jodometricky stanovte a vyitejte obsah kyseliny L-askorbové v jedné tablet
Celaskonu.

2. Vysledné hodnoty srovnejte s obsahem vitaminu Cidného na baleni a vyptéte chybu
stanoveni.

3. Sledujte ubytek kyseliny L-askorbovéieaim a vyislete v % ztraty kyseliny L-askorbové
varenim.

4.V zawru rovrez provelte diskusi (komentk k nangtenym hodnotdm Kkyseliny
L-askorbové srovnané s obsahem vitaminu C, uvedeng&nbaleni a ztraty kyseliny
L-askorboveé veenim.

5. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro @ipravu jednotlivych roztak a to i v fipadt,
pokud jsou roztoky jiz fyppraveny.

Princip

Jodometrie fedstavuje metody,ipkterych se vyuziva oxidagé-redulkéni reakce jodu
a jodidu. Jedna se jak o titraci jodem (oxidim@triak i titraci vzniklého jodu (reduktometrie)
po oxidaci jodid.
Zakladem jodometrickych titraci je vratna reakc#, kieré se jod (oxidani cinidlo)
redukuje na jodid (redéki ¢inidlo) a naopak jodidovy ion se oxiduje na jod feod
rovnice:

redukce
(Cerveny) b+ 2e ~ 2I (bezbarvy)
oxidace
Jodometrické metody se€lddo dvou skupin
Metody primé, kdy se stanovovana latka titruje o&fmym roztokem jodu (odbarvi
se) v neutralnim prodi. Ri reakci se jod redukuje na jodid a latka schopxidaze se H
tom oxiduje. Nezreagovany jod stanovime titracsisgatanem:

I, + 2e » 2 I (redukce jodu na jodid v neutralnim ptesti)

Indikatorem bodu ekvivalence je Skrobovy roztolerikise pebyt&nou kapkou jodwbarvi
modfe.
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Metody nepfimé, kdy se ke vzorkuysiida znamy objem jodidu draselného (KI)
v nadbytku. Stanovovana latka schopnéa redukce lgselém prosedi nadbytkem jodidu
redukuje a jodid sefptom oxiduje na jod.

21 - 2e > I, (oxidace jodidu v kyselém prdsdi na jod)

Uvolnény jod se titruje od@rnym roztokem sirnatanu (thiosiranu disodného -Sh@y),
ktery @i reakci fechazi na tetrathionan

I, +2S0% o 2T+ S0%
2507 o S0%s+ 2e

Modie zbarveny indikator (Skrobovy roztok) se v b&dekvivalence pebytkem NaS,03
odbarvi.
Kyselina askorbova seupobenim jodu snadno oxiduje na dehydroaskorbovalinky
podle nasledujici rovnice:

C,H, O, +1, 0 - C,H O, + 2HI

Kyselinu askorbovou Izetpmo titrovat v kyselém pro&tdi roztokem jodu. Reakce
probihd ped koncem titrace pomalu, a proto se v okoli ekeivee musi titrovat roztok
opatrré a dikladné promichavat. K zostni respektive dejmeéni ekvivalence P titraci se
pouziva intenzivé modré zbarveni, které poskytuje jod Wt@mnosti jodidovych iorit se
Skrobem. Podstata reakce mezi jodem a Skrobem s@&thyye adsorpci jodu a jodidu na
Skrob.

Reagenciedinidla)

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyet (pokud tedy neni
u chemikdlie uvedeno jinak).

1. Destilovana vodapievaena,

2. Kyselina sirovac(H,SQy) = 1 mol/l,POZOR ZIRAVINA!!
Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést
i v laboratornim deniku) kyseliny sirové se rozpustestilované va&la po ochlazeni se
s touto vodou doplni na objem 1000 ml.

3. Jod,odmerny roztok,c(l2) = 0,1 moll/l,
Vypoctené mnozZstvi (vypeet uvest v protokolu, pokud roztokipravujete, vypoet uvést
i v laboratornim deniku) kyseliny sirové se rozpusdestilované vagla po ochlazeni se
s touto vodou doplni na objem 1000 ml.
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4.

5.

Skrobovy roztokindikator 4%,

4 g rozpustného bramborového Skrobu a 0,2 g kyssetdificylové (konzervni latka) se
smisi asi 50 ml destilované vody. Tato suspenzdijseza stalého michani do asi 1 |
vrouci destilované vody a kratce se pidvRoztok Skrobu se musfipndikaci jodu
zbarvovatist¢ modre (nikoliv zeler ¢i fialove).

Celaskon(4 tablety obsahujici 100mg kyseliny I-askorbovEtablet) —donese student.

Pomicky

* Odmeérné baky na 50 ml, 1000 ml (3 ks).
» Nalevka.

* Byreta.

o Kadinky 150 ml (4 ks).

» Titracni baika (4 ks).

e Odmerna baka na 50 ml (3 ks).

* Pipetana2 ml (1 ks), 5ml (1 ks).

e Vafic.

* Hodinové skiéko.

Postup

Ukol ¢&. 1: Jodometrické stanoveni kyseliny L-askorbové

1.

agbkwn

Tabletu Celaskonu (100 mg kyseliny L-askorbovétallet) rozpuste v 50 ml pedem
pievaené a ochlazené destilované ¥od

Pridejte 5 ml HSQ, (¢inidlo 2) a dole promichejte.

Dale gidejte 2 ml Skrobového indikatordgigidlo 5).

Za stalého michani titrujte odnmym roztokem joduginidlo 3) az do modrého zbarveni.
Spotebu odmdrného roztoku jodu zapiSte do vami vyitgné tabulky v protokolu

i v laboratornim deniku a vyptEte hmotnost kyseliny L-askorbové v jedné tablet
Celaskonu (ziskanou hodnotu pouZijte jako igimt odnérného roztoku ¥ase 0 minut
pro ukol¢. 2).

Ukol ¢&. 2: Sledovani tubytku kyseliny L-askorbovéireaim

1.

2.

Ve 3 kédinkach rozptite 3 x 1 tabletu Celaskonu v 50 nfegdvaené destilované ved
a nasleda vytemperované na teplotu laborao

Kadinky pikryjte hodinovym skikkem a dejte je i@t po dobu 10, 20 a 30 minut
(viz tabulka¢. 1). Snazte se udrZet slaby var, aby nedoslo kieyw a spaleni vzorku.

Po 10 minutach sejéte z vdice prvni kadinku a opatérji ochlad’te na teplotu laborate.
Postupi tak winte i po 20 a 30 minutach s ostatnimi kadinkami.
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4. Po vytemperovani kvantitatignpreved'te roztoky z kadinek do 50 ml og@nmych bark
a dophte po rysku na objem 50 ml. Odmé baky si pelivé oznate, aby nedoslo

k zangng.

5. Vzorky prelijte do titranich bark.

6. Pridejte 5 ml HSO, (Cinidlo 2) a 2 ml Skrobového indikatorwigidlo 4) a dobe

promichejte.

7. Za stalého michani postuptitrujte roztoky odmirnym roztokem jodu az do modrého

zbarveni.

8. Spotebu odng¢rného roztoku jodu zapiSte do vami wvyitené tabulky v protokolu
i v laboratornim deniku a vyptEte hmotnost kyseliny L-askorbové po 10 20, 30
minutovém véeni. RovreZ vycislete ztraty kyseliny L-askorbovétemim v %.

Tabulka 1 Spoteba odrdrného roztoku jodu po vani

Doba varu [min]

10 20 30

Spoteba odnérného roztoku jodu [ml]

Hmotnost kyseliny L-askorbové [mg]

Tabulka— VSechny nagtené a vyp&tené hodnoty b stanoveni kyseliny L-askorbové

Vypadty

1. Vypocet mnozstvi 98 % kyseliny sirové pouzité préippavu 1 M kyseliny sirové

(» = 1,84 g/ml) na objem 1000 ml.

2. Vypocet mnoZstvi jodu pouzité praipravu 0,1 M roztoku jodu na objem 1000 ml.

3. Vypocet hmotnosti kyseliny L-askorbové ve vitaminu

M(CeHgOp) = V(I2) - c(I2) - M(CeHgOg) - F¢ - F;

mM(CsHgOs) je hmotnost kyseliny L-askorbové v mg;

c(l2) je latkova koncentrace odnmého roztoku jodu v mol/l;
V(l) je objem odrdrnéhoginidla jodu v bod ekvivalence v ml;
M(CsHgOs) je molarni hmotnost kyseliny askorbové;

Fo,F, je faktor titrace, faktorezni.

4. Chyba ngieni

5. Vycisleni ztraty véenim v %
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VyjadiFovani vysledi

Vysledky stanoveni obsahu kyseliny L-askorbovéusadi v mg na dv desetinna
mista.

Zaver
Odpowd na odstavec pracovni ukol a komérktaantienym hodnotam.

CAST 2: STANOVENI KYSELINOVE A ZASADOVE
NEUTRALIZA CNi KAPACITY

Pracovni ukol

1. Stanovte a vypdtejte zasadovou (ZNK) a kyselinovou (KNK) neutzatini kapacitu
hoi¢iku ve vzorku pitné, povrchové a mineralni sic) vody.

2.V zawru rovréz provelte diskusi (komentd k nangienym hodnotamfti rozdilnych
vzorki vody.

3. Na zaklad zjisttnych hodnot KNK a ZNK stanovte iontové formy €O

4. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro gipravu jednotlivych roztak a to i v ffipad,
pokud jsou roztoky jiZ fypraveny.

Princip

Neutraliz&ni kapacitou (NK) vody se rozumi latkové mnozstiés jednosytné
kyseliny ¢i silné jednosytné zasady v mmol, které sgiotije 1 litr vody k dosazeni zvolené
hodnoty pH. Neutralizani kapacita se da také kvantifikovat jako schopnasly vazat
vodikové nebo hydroxidové ionty. RozliSuje se kiysmla (neutralizéni) kapacita (KNK)

a zasadova (neutralizai) kapacita (ZNK) podle toho, zda séhbm stanoveni snizuje nebo
zvySuje hodnota pH sledovaného vzorku.

KNK je kvantitativré vyjadiena jako schopnost vody reagovat s vodikovymi ionty
Stanoveni KNK rusi sikjsi zbarveni, zakal nebo volny chlor. Vzorky se lbdgi do
polyethylenovych lahvi nebo do borekniitanového skla objemu nejm&a00 ml. Rirodni
a uzitkové vody obvykle vykazuji pH v rozmezi 4583, a proto se z kyselinovych kapacit
negastji stanovuje pouze KNKs.

ZNK kvantitativre vyjadrena jako schopnost vody reagovat s hydroxidovymtyio
Stanoveni ZNK ruSi sijSi zbarveni, zakal nebo volny chlor. Vzorky se lidgi do
polyethylenovych lahvi nebo do boteknititanového skla objemu nejm&a00 ml. Rirodni
a uzitkové vody obvykle vykazuji pH v rozmezi 4583, a proto se z kyselinovych kapacit
negastji stanovuje pouze ZNs.
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Stanoveni KNK a ZNK se pouziv&imnalyze pirodnich a uzitkovych vod. Neutraliga
kapacity se stanovuji neutralizami titracemi. Neutraliza¢ni titrace (acidobazické) jsou
zaloZzeny na vzajemné neutralizaci vodikovych a ¢wyglovych ionti (pfenosu protonu
z ¢inidla na stanovovanou latku a naopak). Podle dditidla v byret délime neutralizani
titrace naalkalimetrii, kdy koncentraci kyseliny ve vzorku stanovujemeati louhem a
acidimetrii, kdy koncentraci zasady ve vzorku stanovujemeciitkgselinou podle rovnice:

HAc + MeOH - MeAc + H,O

Pri titraci roztokem zasady nebo kyseliny dochaziodbekvivalence k nahlé zin¢
pH. Vznik4 z kyseliny (HAc) a zdsady (MeOH)l §MeAc) a voda. U kyselych roztdkje
pievaha vodikovych iofif u roztoki alkalickych grevladaji ionty hydroxylové a u neutralnich
je koncentrace obou iohtvyrovnana. Za fitomnosti neutralizéniho (acidobazického)
indikatoru dojde k barevné zme roztoku a je dosazeno bodu ekvivalence. Acidoli&zic
indikatory jsou slabé organické kyseliny nebo zgs@jichz konjugované zasadykyseliny
jsou rozdilg zbarveny.

Podle toho jaké pH vykazujedieny vzorek, pouzijeme vhodné o&mé ¢inidlo. Pro
kazdy vzorek Ize stanovit pouze 2 Zisnych neutralizenich kapacit:

pH vzorku Stanovitéz

pH < 4,5 ZNKa ZNKg 3
45<pH<8,3 KNKa ZNKg 3
pH> 8,3 KNEK a KNKg 3

ZNK,5 (celkovd acidita) se stanovuje titraci vzorku vodgmérnym roztokem
0,1-M NaOH nebo 0,01-M NaOH na indikator methyld@amebo na sésny indikator nebo
se stanovuje potenciometrickou titraci.

ZNKg3 (zjevna acidita) se stanovuje titraci vzorku vodgimérnym roztokem
0,1-M NaOH na indikator fenolftalein nebo se starjeypotenciometrickou titraci.

KNK45 (celkova alkalita) se stanovuje titraci vzorku yoddmérnym roztokem
0,1-M HCI na indikator methyloranze, na &ny indikator nebo se stanovuje
potenciometrickou titraci.

KNKg3 (zjevna alkalita) se stanovuje titraci vzorku vodgmernym roztokem
0,1-M HCI, na indikator fenolftalein nebo se stanj@potenciometrickou titraci.

Reagenciedinidla)

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikdlie uvedeno jinak).
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8.
9.

. Kyselina chlorovodikov&dmnerny roztokc(HCI)=0,1 mol/l,

Vypoétené mnoZzstvi (vypeet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypoet uvést

i v laboratornim deniku) koncentrované kyselinyocbVodikove (36 % = 1,16 g/ml) se
piida za stalého chlazeni ke 200 ml destilované \agyp ochlazeni se doplni na objem
500 ml.

. Methylova oranzindikatorovy roztok (0,05 %),

Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést
i v laboratornim deniku) sodné soli methylové oearse rozpust v 100 ml horké
destilované vody a po vychladnuti se Zfiltruje.

. Snesny indikator indikatorovy roztok (bromkreslova zéla methylovaerva),

0,2 g bromkreslové zelénse rozpusti v 100 ml ethanolu (96 %) é&da se 0,015 g
methylovécervert. Indikator se uchovava v lahvi z ddeho skla.

. Fenolftalein indikatorovy roztok (0,5%),

0,5 g fenolftaleinu se rozpusti v 50 ml ethanol@ ¢8), Zedi se 50 ml destilované vody

a dolfe se promicha. K roztoku se po kapkatidgva roztok NaOH o koncentraci 0,01

mol.I* aZ do prvniho poithnutelnéhoirzového zbarveni. Indikator se uchovava v lahvi
z hredého skla.

. Hydroxid sodnyodnerny roztok c(NaOH) = 15 mol/l;

625 g NaOH se rozpusti asi v 1000 ml destilovardly véri této reakci je nutnodnovat
zvySenou pozornost, protozZze se jedna o koncentyoraiok hydroxidu a rozpousti je
doprovazeno silnym vyvojem tepla a vznikaji i digédvypary. Roztok se nech&kolik
dna ustat. Uchovava se v di@uzavené polyethylenové lahvi.

. Hydroxid sodnyodnerny roztok c(NaOH) = 0,1 mol/l;

Vypoétené mnoZstvi (vypeet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypoet uvest
i v laboratornim deniku) zasobniho roztoku NaGthiflo 5) se #edi s destilovanou
vodou a doplni na objem 500 ml.

. Hydroxid sodnyodn®rny roztok c(NaOH) = 0,01 moll/l;

Vypoétené mnoZzstvi (vypeet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypoet uveést
i v laboratornim deniku) zasobniho roztoku NaGihiflo 6) se #edi s destilovanou
vodou a doplni na objem 500 ml. Tento roztok némidné piliS dlouho uchovavat.

Povrchova voda — donese student.
Pitna voda, destilovana voda.

10. Mineralni (mdska) voda — donese student.
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Pomicky

e Titracni baiky 150 ml (8 ks).
e Stojan (2 ks).

e Upewviovaci Srouby.

e Byrety (2 ks).

e PE sticka.

e Pipeta 50 ml (1 ks).

e Kadinka 250 ml, 150 ml.

¢ Nalevka (2 ks).

e Odnerna baika 500 ml (2 ks).
e Tycinka (1 ks).

Postup

Ukol ¢&. 1: Stanoveni KNK, 5 ve vzorku pitné, povrchové a mineralni vody

1. Do titraéni baiky o objemu 150 ml odpipetujte 50 ml vzorku povre@ppitné a mineralni
vody.

2. Stejny postup provégte s destilovanou vodou (slepy vzorek).

3. Pres nalevku felijte odpovidajici mnozstvi HCI do byrety.

4. K roztoku gridejte asi 3 kapky indikatoroveho roztoku methylaré&nze nebo s¢ésného
indikatoru.

5. V pripact methyloranze titrujte 0,1-M kyselinou chlorovodiknl ze Zlutého zbarveni do
cibulové (oranZova s naznakem fialové) barvy,iipgt smesného indikatoru titrujte
0,1 M kyselinou chlorovodikovou z modrého zbarvdmEedé barvy.

6. Spotebu 0,1-M kyseliny chlorovodikové zapiste do vamiverené tabulky v protokolu
i v laboratornim deniku a vyptEte kyselinovou neutralizai kapacitu. Vypoet uvefte
v laboratornim deniku i v protokolu.

Ukol ¢&. 2: Stanoveni KNKg 3 ve vzorku pitné, povrchové a mineralni vody

1. Do titraéni baiky o objemu 150 ml odpipetujte 50 ml vzorku povre@ppitné a mineralni
vody.

. Stejny postup provajte s destilovanou vodou (slepy vzorek).

. Kroztoku @ridejte asi 2 kapky indikatorového roztoku fenokial.

. Nezbarvi-li se roztokizow, pak je hodnota KNz rovna nule.

. RiZzow zbarveny roztok se titruje 0,1-M kyselinou chlandikovou az do odbarveni.

. Spotebu 0,1-M kyseliny chlorovodikové zapiSte do vamiveiené tabulky v protokolu
i v laboratornim deniku a vyptEte kyselinovou neutralizai kapacitu. Vypoet uvefte
v laboratornim deniku i v protokolu.

OO WN
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U
1.
2.
3.
4.

5.

kol €. 3: Stanoveni ZNKg 3 ve vzorku pitné, povrchové a mineralni vody

Do titratni baiky o objemu 150 ml odpipetujte 50 ml povrchovéngitt mineralni vody.
Stejny postup provégte s destilovanou vodou (slepy vzorek).

K roztoku gidejte asi 2 kapky indikatorového roztoku fenoiali.

Titrujte za opatrného michani odmym roztokem 0,01-M NaOH az do barevného
prechodu indikatoru daizové barvy.

Spotebu 0,01-M hydroxidu sodného zapiste do vami Jgué tabulky v protokolu

i v laboratornim deniku a vypt¥te zasadovou neutraliaa kapacitu. Vypoet uvelte

v laboratornim deniku i v protokolu.

Ukol ¢&. 4: Stanoveni ZNK, 5 ve vzorku pitné, povrchové a mineralni vody

1.

2
3.

Do titratni baiky o objemu 150 ml odpipetujte 50 ml vzorku povreéopitné a mineralni
vody.

. Stejny postup provajte s destilovanou vodou (slepy vzorek).

K roztoku gidejte asi 3 kapky indikatorového roztoku methylamrénze nebo sésného
indikatoru.

.V piipad methyloranze titrujte 0,01-M hydroxidem sodnym dtutého zbarveni,

v pripadt smesného indikatoru titrujte do modrého zbarveni

. Spotebu 0,01 M hydroxidu sodného zapiste do vami ugmré tabulky v protokolu

i v laboratornim deniku a vyptete zasadovou neutrala kapacitu. Vypoet uvelte
v laboratornim deniku i v protokolu.

Tabulka— Nangiené a vypétené hodnoty fb stanoveni KNK.

Tabulka— Nangtené a vypétené hodnoty {) stanoveni ZNK.

Vypadty

1.

Vypocet mnozstvi kyseliny chlorovodikové (36 %) pouzit® pipravu 0,1 M kyseliny
chlorovodikové 4 = 1,16 g/ml) na objem 500 ml.

. Vypocet mnozstvi sodné soli methylové oranze pouzité pigpravu 0,05 %

indikatorového roztoku methylové oranze na objei® b0,

. Vypocéet mnozstvi hydroxidu sodného pouzité pigpravu 0,1 M hydroxidu sodného ze

zasobniho roztoku 15 M NaOH na objem 500 ml.

. Vypocet mnozstvi hydroxidu sodného pouzité pfpmavu 0,01 M hydroxidu sodného ze

zasobniho roztoku 0,1 M NaOH na objem 500 ml.

. Vypocet kyselinové neutralizai kapacity

_ ¢ (HCI) Vi [1000
Vo

KNK 45:8,3
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kde:

KNK4s5:83 je kyselinova neutralizai kapacity podle zvolené hodnoty pH v mmol/l;
c(HCI) je latkova koncentrace odmého roztoku HCI v mol/l;

Vi je objem roztoku HCI, spt#bovany do konce titrace v ml;

\ je objem vzorku, vzaty k titraci v ml.

6. Vypocet zasadové neutraligai kapacity

ZNK s583= c (NaOH\i [V:[1000

kde:

ZNK,5 83 e zasadova neutraligai kapacity podle zvolené hodnoty pH v mmol/l;
c(NaOH) je latkova koncentrace odmeho roztoku NaOH v moll/l;

Vi je objem roztoku NaOH, sp@bovany do konce titrace v mi;

\ je objem vzorku, vzaty k titraci v ml;

Vyjadi‘ovani vysledk

Vysledek ngfeni stanoveni KNK a ZNK se zaokrouhluje nag dplatna cisla
a vyjaduje se v mmolt.
Zaver

Odpowd na odstavec pracovni kol a koméitdanEienym hodnotam.

CAST 2: STANOVENI VOLNYCH FOREM CO , ZE ZJISTENYCH
HODNOT KNK A ZNK

Pracovni ukol

1. Na zaklad zjisttnych hodnot KNK a ZNK stanovte iontové formy €0
2. V protokolu musi byt veSkeré vypty pro @ipravu jednotlivych roztak a to i v fipadt,
pokud jsou roztoky jiz fyppraveny.

Princip

e

NejduleZitejSim protolytickym systémem vifpodnich vodach je ulditanovy systém
(oxid uhligity CO,, hydrogenuhtiitany HCO3, uhlicitany CQ?), ktery vyznama ovliviiuje
sloZzeni a vlastnosti vod (hodnotu pH, neutr&lidaa tlumivou kapacitu, agresivitu), a také
vSechny procesy jejich chemické nebo fyzikattemické Upravy.




VSB-TU Ostrava - |EI Obor: Environmentalni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL &. 6 Zpracovani a zneSkmyani odpad
Organicke kontaminanty Environmentalni inZenyrstvi

STANOVENI KYSELINY L-ASKORBOVE VE VITAMINU STANOVEN |
KYSELINOVE A ZASADOVE NEUTRALIZA CNi KAPACITY
STANOVENI VOLNYCH FOREM CO , ZE ZJISTENYCH HODNOT NK

Oxid uhlicity rozpusény ve vod se nazyva volny oxid ultity a casto se pro &
uziva symbol HCO3, aby se ziiraznil jeho kysely charakter. Oxid witiy je rozpugn ve
vod v molekularni fornd jako volré hydratované molekuly, ozdavané obvykle jako
[CO2(aq)], které ve vad zcela pevazuji. Na nedisociovanou kyselinu ghibu H,COs
piipada mén nez 1 % rozpudhého oxidu uhliitého. Proto se howd o volném oxidu
uhlicitém a nikoli o volné kyseliuhli¢ité. Latkovou koncentraci volného oxidu ditého
ve Vot |ze vyjadit touto rovnici:

c(CQ, volny) = ¢ [CQ(aq)] + c(HCOs¥)

DalSi d¢ formy uhliitanového systému ve védvori hydrogenuhtiitany (HCQ)

a uhlitany (CQ?), které vznikaji disociaci molekul kyseliny utité H,COs. Souet obou
téchto forem se ¢kdy ozn&uje jako vazany oxid uldity. Sowet vSech ifi forem oxidu
uhli¢itého (volného, hydrogenuliitanového a uhtitanového) udava tzv. veskery (celkovy)
oxid uhligity (CO2)r.

Zastoupeni vySe uvedenych forem vyskytu,G@ vod se vypgitava z hodnot
neutraliz&nich kapacit (KNK s, KNKg 3, ZNKg3) pro jednotlivé hodnoty pH.rPhodnog pH
mensSich nez 4,5 bude veSkery oxid &ibli ve vodt pritomen jen ve form volného oxidu
uhli¢itého a koncentrace hydrogenuftana i uhlicitand budou zanedbatelnérifhodnotach
pH v rozsahu 4,5 az 8,3 bude veSkery,G@ vzorku pitomen soutZr¢ jako volny oxid
uhlicity a jako hydrogenuhiitany. Koncentrace ulitandi budou zanedbatelné.iiP
hodnotach pH nad 8,3 se z analytického hlediskaafgje koncentrace volného oxidu
uhli¢itého za nestanovitelnou (udava se jako hodnotayhltitanového systémurevazuji
hydrogenuhliitany. Ri hodnotach pH &Sich nez 8,3 se so&le vyskytuji
hydrogenuhllitany a uhléitany, které vSak igvazuji az i hodnotach pH nad 10,5
v kombinaci s OH kdy je jiz koncentrace hydrogenufifanu zanedbatelna.

Vypaet
1. Je-li hodnota pH vzorku nizsi nez 4,5

Je-li hodnota pH vzorku nizSi nez 4,5, pak je pasbbeno fitomnosti vodikovych
kationth ze silnych kyselin. VeSkery oxid utiy bude ve vod piitomen jen ve form
volného oxidu uhtitého a koncentrace hydrogenuitlng i uhlicitand a hydroxidovych
anionti budou zanedbatelné.

ZNK45=c(H") - c(HCO5) — 2¢(CO5?) - ¢(OH) = ZNK 45=c(H")
ZNKg3=c(H") + c(HCO;3) —c(CO5?) - c(OH) = ZNKg3=c(H") + ¢(HCO3)

Z toho vyplyva, Ze latkova koncentrace volného axithliciteho @i pH nizsi nez 4,5
se vyp@&ita podle vztahu:

c(HCO3) = ZNKg3- ZNKy4s5 - M(CO,) M(CO,) = 44 g/mol
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Tabulka - Zjisténé hodnoty ZNK s g 3a vypatené hodnoty volného oxidu u&iiého @i pH
do 4,5.

2. Je-li hodnota pH vzorku od 4,5 do 8,3

Je-li hodnota pH vzorku od 4,5 do 8,3, pak oxitdity muze byt gitomen ve form
jako volny oxid uhl¢ity a jako hydrogenuhtlitany. Koncentrace uhditani a hydroxidovych
anionti budou zanedbatelné.

KNK 45=c(OH) + c(HCO3) + 2¢(COs2) - c(H*)
ZNKg3=c(H") + c(H,CO;3 ) — c(CO5?) - c(OH)

Z toho vyplyva, Ze latkova koncentrace volného axithlicitého a hydrogenuhiitani

pii pH 4,5 — 8,3 se vypiitavaji podle vztahu:
c(HCO3) = KNK45-M(HCO3)  M(HCO;3) =61 g/mol
c(H2CO3) = ZNKg 3+ M(COy) M(CO,) = 44 g/mol

Tabulka - Zjisttné hodnoty KNK s a ZNKg 3 a vypatené hodnoty volného oxidu u¢iiého
pfi pH 4,5 — 8,3.

3. Je-li hodnota pH vzorku nad 8,3

Je-li hodnota pH vzorku nad 8,3, pak oxid &ibji muZe byt gitomen ve form jako
volny hydrogenuhtiitan (HCQ) a uhliitan (CQ%). Koncentrace volného oxidu utiiého
a vodikovych katiorit budou zanedbatelné. Problémeniistava mozna iftomnost
hydroxidovych aniorit. ReSeni je oviem usnatim skuténosti, Ze hydroxidové anionty se
ve vzorku nemohou voinvyskytovat vedle hydrogenubiiand, jelikoz by okamzi spolu
reagovali. Z tohotoivodu se vypdet cEli na dw ¢asti.

a) latkova koncentrace hydrogenufiand c(HCO;) a uhliitanu c(COs*) =, pokud bude
vysledek rovnice zaporny, pibd se varianta b)
KNK g 3=c(OH) + ¢(CO5?) + c(H,CO3 ) - c(H") = ¢(COs?) - ¢(H-CO5)
KNK 45=c(OH) + c(HCO3) — 2¢(CO5?) - ¢(H") = c¢(HCO;) — 2¢(CO53)
Ztoho vyplyva, Ze latkova koncentrace rogegnuhlEitand c(HCOs) a uhliitani
c(CO?) pii pH nad 8,3 se vypidtavaji podle vztahu:
C(HCOg) = (KNK415— 2-KNK 8,3) : M(HCOg) M(HCO:{) =61 g/mol
c(COs*) = KNKgs-M(CO3?) M(COs?) = 60 g/mol

Tabulka — zjis€né hodnoty KNK s, s 3a vypatené hodnoty volného oxidu uéitého @i pH
nad 8,3.
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b) latkova koncentrace ukiltani c(COs%) a hydroxidovych anioitc(OH) =, pokud bude
vysledek rovnice zaporny, piba se varianta a)

KNKg3=c(OH) + ¢(CO5?) + c(H,CO3 ) - c(H) =& c(OH) + c(CO5?)
KNK 45=c(OH) + c(HCO3) — 2¢(CO5?) - ¢(H") =& ¢(OH) + 2¢(CO5?)

Z toho vyplyva, Ze latkova koncentraceiditania a hydroxidovych anioitpii nad 8,3
se vyp@&itavaji podle vztahu:

c(CO5%) = (KNK 45— KNKg ) - M(CO35%) M(CO5%) = 60 g/mol
c(OH") = (2 - KNKg3- KNK45) - M(OH) M(OH) = 17 g/mol

Tabulka- Zjistené hodnoty KNK s g savypoctené hodnoty volného oxidu utitého @i pH
nad 8,3.

Vyjadi‘ovani vysledk
Vysledek vypotu se zaokrouhluje na dplatnasisla a vyjaduje se v mgit.

DULEZITE

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi poitky urkené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std) pokud nebudete mit svoleni od wwjiciho.
O doplreni chykjicich pormicek zadejte vytujiciho.
Po ukorteni ulohy umyjte veSkeré sklo¢etre pipet a oplachete v destilované vad
Pracovni uUkol, postup aukbzité vypa@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt
v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.
Opustit své pracovi§imuzete, aZz budete mit:
zkontrolovano pracoviét zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vytujiciho.

aorwnhE

o




STANOVENI M ERNE VODIVOSTI (KONDUKTIVITY) VE VODACH
KONDUKTOMETRICKA NEUTRALIZA  ¢Ni TITRACE

CAST 1: STANOVENI M ERNE VODIVOSTI (KONDUKTIVITY) VE
VODACH

Pracovni ukol

[EEN

. Stanovte konduktivitu ve vzorku pitné, povrchovéstilované a mineralni vody (ifsié).

2. Zjisténou konduktivitu pepatitejte pomoci faktoru ,§ (viz tabulka) a fevelte na
uzivanou jednotku mS/m.

3. V zawru rovrez provefte diskusi (komentd k nantfenym hodnotamfii rozdilnych
vzorki vody.

4. V protokolu musi byt vesSkeré vygtly pro @ipravu jednotlivych roztok a to i v gipack,

pokud jsou roztoky jiz fyppraveny.

Princip

Vodivost (konduktance) (G) vyjadje schopnost elektrolytu vést elektricky proud. Je
definovana jako fevracena hodnotu elektrického odporu (rezisten@e) Jeji jednotkou je
siemens (S).

1
G:E lS:Q—lj

Protoze vodivost je zavisla na geometrickychtvlastech vodie (na plose elektro8
a jejich vzdalenost zavadimemérnou vodivost (konduktivita). Ozna&uje se symbolerx a
piedstavuje pevracenou hodnotu odporu roztoku mezémda elektrodami o stejné ploSe
(I m?) ve vzdalenosti (1 m) od sebe:

K:GEll—
A

G - konduktance (S)
| - vzdalenost elektrod
A - plocha elektrod (f)

Jednotkou konduktivity je S/m, obvykle se uzivA mS(1 mS/cm = 1000us/cm =
100 mS/m). Stanoveni konduktivity umige odhad koncentrace iontovozpusénych latek
a celkové mineralizace. PouZiva se k posuzogidtoty destilované vody.

Konduktivita roztok je zavisla na koncentraci iantjejich naboji, pohyblivosti
a teplot roztoku. Znéna teploty o 1°C zpisobuje zminu konduktivity o 2 %. Konduktivita
se neEti na teplotu 25C. Pokud se konduktivita nei pri 25 °C, musi se zji8h& hodnota
konduktivity prepaitavat pomoci faktorw}$ (viz tabulka).
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Tabulka 1: Teplotni koreéni faktor $sk preva@ni konduktivity pirodnich vod na teplotu 25 °C

15 11,256 | 1,253 1,249 1,246 1,243 1,240 1,237 1,234311,21,228
16 |1,225 | 1,222 1,219 1,216 1,214 1,211 1,208 1,205021,21,199
17 (1,196 | 1,193| 1,191 1,188 1,185 1,182 1,179 1,177741)11,171
18 11,168 | 1,166] 1,163 1,160 1,157 1,1%5 1,152 1,149471)11,144
19 (1,141 | 1,139| 1,13 1,134 1,131 1,128 1,126 1,123211,11,118
201,116 | 1,113| 1,111 1,108 1,105 1,103 1,101 1,098961,01,093
21(1,091]1,088| 1,086 1,083 1,081 1,0y9 1,076 1,074711,01,069
22 (1,067 | 1,064| 1,062 1,060 1,097 1,055 1,053 1,051481,01,046
23 11,044 11,041 1,039 1,037 1,035 1,032 1,030 1,028261,01,024
2411,021]1,019| 1,017 1,01% 1,013 1,011 1,008 1,006041,01,002
251,000 | 0,998| 0,996/ 0,994 0,992 0,990 0,987 0,985830,9,981

Reagencie

1. Destilovana voda.

2. Povrchova voda — donese student.

3. Minerélni voda (miska voda) — donese student.
4. Pitna voda.

Pomicky

* Konduktometr.
» Teplomer s pesnostit 0,1 °C.
 Titra¢ni baiky s Sirokym hrdlem (4 ks).

Postup

1. Nejdiive peliveé zmeite teplotu vzorku povrchové, pitné, mineralni atidtegané vody.

2. Nasledr pondte elektrodu do vzorku vody v tittai baice.

3. Odetéte namgrenou vodivost a zapiSte do vami vyitené tabulky v protokolu

i v laboratornim deniku. Nezapotitte si roviéZz poznamenat jednotku. Vypet uvelte
v laboratornim deniku i v protokolu.

Tabulka - Nametené, pepaitené a pevedené hodnoty konduktivity
Vypaty

1. Pfevod nansiené hodnoty konduktivity na mS/m.

2. Prepaiet nangrené hodnoty konduktivity na 25 °C dle tabutkyl.
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Vyjadirovani vysledi

Vysledky vyjadujte jako elektrickou konduktivituip25 °C (k2s) v jednotkach mS/m.
Vysledné hodnoty do 100 mS/m se zaokrouhluji neetites a nad touto hodnotou na
jednotky.
Zaver

Odpowd na odstavec pracovni ukol a komérktaantienym hodnotam.

CAST 2: KONDUKTOMETRICKA NEUTRALIZA CNi TITRACE
Pracovni ukol

1. Stanovte pesnou koncentraci kyseliny chlorovodikove, octoy#ipraveném vzorku.
2.V zawru rovrez provelte diskusi (komentd k nangfenym hodnotdmii rozdilnych
vzorkia. Zakreslete titréni kiivky vSech kyselin.

Princip

Obecr titrace jsou pracovni metodou o&mé analyzyKonduktometrické titrace
jsou zaloZeny na #teni vodivosti titrovaného roztoku v zavislosti nagastvi pidavaného
titracniho ¢inidla (odn®rnéhocinidla) v prabéhu titrace. Sleduje se Zma vodivosti titrandu
(titrovany roztok) v zavislosti narjdavaném titrantu (od#énné ¢inidlo). Vodivost elektrolyi
(roztoki schopnych veést elektricky proud) je podamia existence kladnmnabitych kationi a
zaporr nabitych aniont v titrandu.

Konduktometrické sledovani{schu titrace ma smysl tehdy, kdyZhem ni dochazi
k vyraznym zrngnam vodivosti ped nebo za bodem ekvivalence. Proto se iwgjatzejména u
neutraliz&nich titraci, kde nastavaji vyrazné koncetitfazmeny velmi vodivych ioni
oxoniovych a hydroxidového, u srdzecich a komphxwtych titraci. Nepouziva se u
redoxnich titraci, kde byva upraveno pH titrovanébioku a pilis se nemini obsah iont.

Rozpu&tné kyseliny (obecného ozteni HA), hydroxidy (BOH) a soli (BA) ve
vodnych roztocich disociuji &ti se na fislusné ionty):

HA - H + A BOH» B + OH BA - B +A

Vzhledem k nepatrné disociaci molekul vody Izetraizacni titraci popsat obecnym
schématem
B"+OH+H +A — HO+B +A

Konduktometrické titréni kiivky neutraliz&nich titraci maji pibéh zavisly na sile
piislusné kyseliny.

V pribéhu neutralizéni titrace vodného roztoksilné (zcela disociovanékyseliny
dochazi zp&atku k poklesu koncentrace vodikovych katigmioZ se projevi poklesem
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vodivosti titrandu. Vodivost klesa az do bodu eladnce. Fdavkem titr&niho cinidla
(NaOH) z&ne vodivost ot ruast.

Bod ekvivalence se tmje tak, Ze se extrapolujitikky pied a po dosazeni
ekvivalence. Bod ekvivalence se pakiuz priseiiku téchto gimek. Na ose x se odita
objem titr&niho cinidla (V), potebny pro kvantitativni mibéh reakce. V okoli bodu
ekvivalence dochazi k zéikeni, coz je zpisobeno disociaci vzniklého produktu,(®).

Obrazek 1:Konduktometricka titrani kiivka silné kyseliny (HCI) silnou zdsadou (NaOH)

V piipact titrace vodného roztokslabé (casté&né disociovanékyseliny je leva ¥tev
titraéni kiivky vyrazré ovlivnéna malou disociaci ifiomné kyseliny. B titraci klesa
koncentrace kyseliny (koncentrace vodikovych katioje mald), a tim je zvySovan jeji
stupei disociace.Cim je kyselina slabsi, timé&tai roli hraje 8l jako produkt neutralizace.
Maly pokles koncentrace oxoniovych iémteutralizaci spojeny s poklesem vodivosti jevid
na za&atku titranich kivek kyselin, které nejsou extrémrslabé. Ten je kompenzovan
zejména ilistem koncentrace soli (octanu sodného v roztoktimavodivosti az do bodu
ekvivalence. Za bodem ekvivalence jestrvodivosti vyraz§si, protoZze hydroxid sodny je

Y
bod W/l
ehkvivalanca

v

B
Obrazek 2:Konduktometricka titréni kiivka slabé kyseliny (C£OO0H) a silné zasady (NaOH)
S rostouci teplotou elektrolytu roste i jeho vodiyo proto v pitbéhu

konduktometrické titrace musi byt teplota pokud nwEkonstantni.
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Reagencie

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikdlie uvedeno jinak).

1. Hydroxid sodnyodmerny roztok,c(NaOH) = 0,2 mol/IPOZOR ZIRAVINA!!
K asi 200 ml vody se pomalu za stalého michéitidpvypaitené mnozstvi (vypet uvest
v protokolu, pokud roztokijpravujete vypoet uvést i v laboratornim deniku) hydroxidu
sodného. Po ochlazeni se aginé baika doplni na objem 500 ml.

2. Kyselina chlorovodikovédmerny roztokc(HCI) = 0,1 mol/l,POZOR ZIRAVINA!!
Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete vypoet uvest i
v laboratornim deniku) koncentrované kyseliny abNvodikové (36 %p = 1,16 g/ml) se
piida za stalého chlazeni k 500 ml destilované vogy aochlazeni se doplini na objem
1000 ml.

3. Vzoreké. 1 — 2 M HCI p = 1,1789 g/ml)POZOR ZiRAVINA!!
4. Vzoreké. 2 — 0,2 M CHCOOH = 1,0498 g/ml).

Pomicky

» Konduktometr.

* Pipeta 1 ml (1 ks), 5 ml (2 ks), 10 ml (1 ks), 20(fnks).
» Titra¢ni baika s Sirokym hrdlem (4 ks).

e Tycinka (1 ks).

* Nalevka (1 ks).

» Odnerna baika 1000 ml (1 ks), 500 ml (1 ks).

» Kadinka (2 ks).

Postup

Ukol &. 1: Stanoveni esné koncentrace odirného roztoku 0,2 M NaOH a ureni
titra ¢niho faktoru.

Reakce probiha podle rovnice:
NaOH + HCl- R=7?

Pres nalevku felijte odpovidajici mnozstvi HCI do byrety.

Do titracni baiky odpipetujte 5 ml od#rného roztoku 0,2-M NaOH, jehoZgsnou
koncentraci zjiBujete.

3. Pridejte asi 25 ml destilované vody a opé&tpnomichejte.

4. Pridejte 3 kapky indikatoru methylové oranze.

5. Slak Zluty roztok titrujeme po kapkach za stadlého michadngrnym roztokem
0,1-M HCI(POZOR ZIRAVINA!) do cibulow ¢erveného zabarveni.

N =
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6. ZapiSte mnozstvi spibovaného roztoku 0,1-M HCI a vyfiste presnou koncentraci
NaOH a titr&ni faktor.

Ukol &. 2: Konduktometrické stanoveni kyseliny chlorovodfové v pripraveném vzorku
(vzorek¢. 1)

1. Do titracni baiky s Sirokym hrdlem odpipetujte 1 ml vzorku HCI N2-HCI)

a destilovanou vodou dafte na objem 100 ml.

Pres nalevku felijte odpovidajici mnozstvi NaOH do byrety (podlgemu byrety).

Teplomerem zntite teplotu vzorku v titréni baice a nardrenou hodnotu teploty zapiSte

do vami vytvdgené tabulky.

4. Vlozte konduktometr do titeami baiky se vzorkem tak, aby bykistroj pondgen 5 cm pod
hladinou roztoku.

5. Do tabulky, kde jste zapsali n&fenou hodnotu teploty, zapiSte hodnotu konduktivity
odpovidajici nulové sptgb: odmérného roztoku (0,2-M NaOH).

6. Dale titrujte roztok v titrani baice po pravidelnych 0,5 ml fjglavcich titrantu
(0,2-M NaOH) a rov&Z neite teplotu.

7. Vzdy vyckejte ustaleni hodnoty vodivosti a teploty na dififtonduktometru a teplo#nu
a spotebu davkovaného titrantu, odpovidajici hodnotu kddiglity titrandu
a odpovidajici hodnotu teploty zapiSte do tabulkyntenych hodnot. Sledujte hodnoty
zmen merné vodivosti po jednotlivych fdavcich titrantu. Titrujte do spetby 20 ml
titrantu (0,2-M NaOH) nebo do bodu ekvivalence.

8. Hodnoty nérné vodivosti, které od@ate Ehem titrace pepaitejte teplotnim koreinim
faktorem (§s) na 25°C.

9. Hodnoty objemu davkovaného titrantu (0,2-M NaOH®dpovidajici nirnou vodivost
titrandu (titrovany vzorek) vyneste do grafu (pgi&imilimetrovy papir A4, p
vypracovani na potaci bily A4 papir). X-ové sotadnice piiseika linearnich ¥tvi
titraéni kiivky odpovidaji objemu titrantu v ml, petoného ke kvantitativnimu zreagovani
stanovovanych kyselin. Y-ové s@anice pise&ika odpovidaji hodngt konduktivity po
jednotlivych gidavcich titrantu.

W

Ukol ¢&. 3: Konduktometrické stanoveni kyseliny octové viapraveném vzorku (vzoreké. 2)

1. Do titratni baiky s Sirokym hrdlem odpipetujte 10 ml vzorku §&HOOH (0,2-M
CH3COOH) a destilovanou vodou ddafe na objem 100 ml.
2. Cely postup opakujte jakaipstanoveni kyseliny chlorovodikové od bati8.

Tabulka -Namgrené a vypétené hodnoty i stanoveni koncentrace HCI ve vzorku.
Tabulka - Namgtené a vypétené hodnoty ) stanoveni koncentrace GEIOOH ve vzorku.
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Vypaet

1.

Vypoéet mnozstvi hydroxidu sodného pouzité prpmavu 0,2-M NaOH na objem
500 ml.

2. Vypoctéte presnou koncentraci oditého roztoku 0,2-M NaOH, kterou jste stanovili
titraci 0,1M HCI.
c(NaOH) - V(NaOH) = V(HCI) - c(HCI)
kde:

c(NaOH) je pesné latkova koncentrace stanovovaného hydroxidolx;
V(NaOH) je objem stanovovaného hydroxidu odpipetguaanalyze v ml;
c (HCI) je latkova koncentrace HCI v mol/l;

V(HCI)  je spoteba kyseliny chlorovodikovéigitraci v ml;

3.
4.

Napiste rovnici reakce NaOH a HCI, vyjiéte na zakla&lrovnice faktor titracé-.
Vypocet koncentrace kyseliny chlorovodikove, octove.

CHA - VHA = VNaOH - CNaOH

kde:

CHA je latkova koncentrace stanovované kyseliny (dvodikove, octove) v mol/l;
CnaoH  J€ presna koncentrace o@meého roztoku hydroxidu sodného v moll/l,

VNnaon  j€ objem odmarnéhocinidla v bod ekvivalence v ml;

Vha je objem vzorku sisi kyseliny, odpipetovany k analyze v ml;

Zaver

Odpowd na odstavec pracovni kol a koméitdanEienym hodnotam.

DULEZITE

abwNPE

[o2]

. Pouzivejte jertinidla, sklo a dalSi pofitky ugené pro danou ulohu.

. Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od wujiciho.

. O doplreni chykEjicich pomicek Zadejte vyujiciho.

. Po ukorgeni ulohy umyjte veSkeré sklocetre pipet a oplachste v destilované vad

. Pracovni ukol, postup aizité vypa@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt v laboratorni

deniku) budou uvedeny v laboratornim deniku.

. Opustit své pracovi§tmiZete, az budete mit:

zkontrolovano pracoviét zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vytujiciho.
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CAST 1: ODMERNE ARGENTOMETRICKE STANOVENI CHLORID U
Pracovni ukol

1. Stanovte a vypdtejte gesnou koncentraci odimého roztoku dushanu stibrného
roztokem zakladni latkyipsné koncentrace.

2. Argentometricky stanovte obsah chloridovych anioe vzorku pitné, povrchové
a mineralni vody.

3. Vypocet chloridh provel'te pro latkovou i hmotnostni koncentraci ve vzdici€ vypaitu
pouzijte skuténou koncentraci odénného roztoku.

4. Vysledné hodnoty vzortkpovrchové a pitné vody porovnejte s vyhlaSko@29/2007 Sb.,
piilohac. 3. a s vyhlaskou 252/2004 Shiilghac. 1.

5.V zawru rovreZz provelte diskusi (komentd k nangfenym hodnotdmii rozdilnych
vzorka vody. V protokolu musi byt veSkeré vyfip pro gipravu jednotlivych roztaka to
i v pripact, pokud jsou roztoky jiZ ffppraveny.

Princip

Argentometrie pati mezi nejpouzivaf)Si srazeci titrace. Kroénchloridi Ize rovréz
touto metodou stanovit CN SCN a rekteré chloridy organickych sléanin, nap.
sulfochlorid, chloridy karbonovych kyselin apodrdeni Bf, I je nefgesné).

Argentometrickd odrrna metoda dle Mohra je zaloZzena na vzniku nerdngol
slowenin (srazenin). #Ma argentometrie pouziva jako ogmé ¢inidlo dustnan stibrny
(AgNO3) a zakladni latku chlorid sodny (NaCl). Jako irddde se pouziva chroman draselny
(KoCrQy), ktery se pdavad k roztoku stanovované latky a roztok se wisletitruje
dusiknanem gibrnym. Ri titraci odngrnym roztokem dugnanu stibrného (AgNQ) vznika
nejdive tén&k nerozpustna bila srazenina chloridtitshého dle rovnice:

AgNO; + NaCl - AgCl + NaNQ
Ag" +CI « AgCl (s)
Konec titrace je tedy indikovan chromanem draselrtijrdikator), ktery v bod ekvivalence
reaguje s nadbytkem tithaiho c¢inidla za vzniku cervenohidé srazeniny chromanu
stiibrného.
2 AgNO; + KyCrOy = AgCrO; + 2 KNGs
2 Ag CrOy2 = AgCrO; (s)

Nejdrive se pi titraci z roztoku vylodi srazenina chloridu 8brného, protoze chlorid
stiibrny je méwg rozpustny nez chromaniitrny. AZ po vysrazeni vesSkerého chloridu ze
vzorku, tj. €sné po dosazeni bodu ekvivalence, pilote reakce, ip které se vytvei prav
cervenohgda srazenina chromanudistného.

Pro stanoveni chloridse vzorky vod odebiraji do skkarych ¢i polyethylenovych
lahvi a pro jejich uchovanited vliastnim stanovenim neréba Zadné konzervace.




VSB-TU Ostrava - |EI Obor: Environmentélni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL ¢&. 8 Zpracovani a zneSkmyani odpad

Environmentalni inZzenyrstvi

ODMERNE ARGENTOMETRICKE STANOVENI CI -
KOPLEXOMETRICKE STANOVENI Ca*, Mg**

Reagenciedinidla)

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikélie uvedeno jinak).

1. Dusicnan stibrny, standardni od#mny roztok, c(AgNO3;) = 0,02 mol/l, POZOR
TOXICKA LATKA!!!
Vypocétené mnoZstvi (vypeet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypoéet uvést
i v laboratornim deniku) AgN§) predem suSenéhdigeplot 105 °C, se v odamé baice
0 objemu 1 | rozpusti v destilované ¥aadoplni se po rysku.

2. Chlorid sodny standardni srovnavaci roztok — zakladni latkdaCl) = 0,02 mol/I,
Vypocétené mnoZstvi (vypeet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypoet uvést
i vlaboratornim deniku) NaCl,f@dem vysuSenéhoiipl05°C, se v odirné baice
0 objemu 500 ml rozpusti v destilované ¥@dtouto vodou seipteplot 20 °C doplni po
rysku.

3. Chroman draselnyindikatorovy roztok 100 g/l,
Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést
i v laboratornim deniku) ¥CrO, se rozpusti v malém objemu destilované vody ardsd
po rysku destilovanou vodou na objem 100 ml.

4. Povrchova voda — donese student.
5. Pitna voda, destilovana voda.
6. Mineralni (mdskd) voda — donese student.

Pomicky

e Titracni baiky 150 ml (4 ks).

e Byreta (tmava).

e Pipety 1 ml, 10 ml, 50 ml.

e Odmeérna baika 100 ml, 500 ml 1000 ml.
e PE sticka.

Postup

Ukol & 1: Stanoveni fesné koncentrace standardniho roztoku 0,02 M duSianu
stiibrného

. Titra¢ni baiku o objemu 250 ml vyplackite destilovanou vodou.

. Odpipetujte 10 ml standardniho srovnavaciho roztckioridu sodného ¢(nidlo 2)
a Zed’te ho asi na 100 ml destilovanou vodou.

3. Pri stanoveni titru (tj. fesné koncentrace odmého roztoku 0,02-M AgN$) postupujte

stejre jako u vlastniho stanoveni chlalidte vlastnich vzorcichéetné provedeni slepého

stanoveni (viz body 2, 3 ukotu 2).

N =
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4. Spotebu dusinanu stibrného zapisSte do vami vytiené tabulky.
5. Presnou koncentraci AgNQvypciitejte podle nize uvedeného vzorce, a to na 4 ideset
mista. Vypa@et uvel'te v laboratornim deniku i v protokolu.

Ukol &. 2: Stanoveni koncentrace chlorid ve vzorcich pitné, mineralni a povrchové vody

1. Do titratni baiky odnmeite 50 ml kazdého vzorku vody (jednotlivé vzorky \&tdnovuijte
postupri, nikdy ne sotiasr®) a to stejné udlejte s destilovanou vodou (slepy vzorek).

2. Pridejte 1 ml roztoku chromanového indikatotin{dlo 3) a roztok zamichejte.

3. Za stalého michani se roztok titruje standardniztoi@em dusinanu stibrného ¢inidlo 1)

do vznikléhocervenohidého zbarveni.

4. Spotebu dusinanu stibrného zapiSte do vami vytkené tabulky v protokolu
i v laboratornim deniku a vyptite latkovou a hmotnostni koncentraci chlérid/ypocet
uved'te v laboratornim deniku i v protokolu.

Tabulka— VSechny nagiené a vyp&tené hodnoty iy stanoveni chloridl
Vypaity
1. Vypocet mnozstvi chromanu draselného pouzité pfpravu chromanu draselného

(100 g/l) na objem 100 ml.

2. Vypocet mnozstvi dushanu stibrného pouzité proifpravu 0,02-M AgNQ na objem
1000 ml.

3. Vypocet mnozstvi chloridu sodného pouzité pfippavu 0,02-M NaCl na objem 500 ml.
4. Vypocet presné koncentrace pracovniho @édného roztoku dughanu stibrného
Cc(AgNO3) - V(AgNO3) = ¢(NaCl) - V(NacCl)

kde:

Cc(AgNO3) je presna koncentrace dasanu stibrného v mol/l;

c(NacCl) je latkova koncentrace standardniho sroveciéaroztoku chloridu sodného
v mol/l;

V(NacCl) je objem standardniho srovnavaciho roztakwegfy pro stanoveni titru v ml;

V(AgNO3) je objem standardniho roztoku dimanu stibrného, spdtebovany p
stanoveni titru v ml.

5. Latkova koncentrace chloffidse vzorcich vody:
fi - C(AGNO) - (Ve = V4 - 10°
C(Cl7) = o

Vy
kde:
c(CI") je latkova koncentrace Gie vzorku vody v mmor?;
fi je titracni faktor (zde je roven 1);
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C(AgNOs) je presna koncentrace o@dmého roztoku AgN® (vypoitend viz vypdet 4)

v mol.I'*:

Vi je objem roztoku AgNg) spotebovany do konce titrace v ml;
Vs je objem roztoku AgNg) spotebovany pi slepém stanoveni v ml;
Wy je objem vzorku, vzaty k titraci v ml.
6. Hmotnostni koncentrace chlotide vzorcich vody:
p(CI) =c(CI") - M(CI)
kde:
p(CI) je hmotnostni koncentrace chlaride vzorku vody v mg/;

c(CI) je latkova koncentrace Gle vzorku vody v mmol/l;
M(CI) je molarni hmotnost Cl = 35,453 g/mol.

Vyjadi‘ovani vysledk

Vysledky se zaokrouhluji na celé magfti platna mista.

Zaver

Odpowd’ na odstavec ,pracovni ukol“ a komehkdnangienym hodnotam.

CAST 2 KOPLEXOMETRICKE (CHELATOMETRICKE) STANOVENI

VAPNIKU A HO RCIiKU

Pracovni ukol

1.

2.

Chelatometricky stanovte a vyftejte obsah vapniku a fdku ve vzorku pitné,
povrchové a mineralni vody.

Vysledné hodnoty povrchové a pitné vody porovnsjiégizenim vladye. 61/2003 Sb.,
piilohac. 3 (tabulkas. 1).

.V z&gru rovrez provelte diskusi (koment k naméfenym hodnotamit rozdilnych

vzorka vody.

. 'V protokolu musi byt veSkeré vyfty pro gipravu jednotlivych roztok a to i v fipack,

pokud jsou roztoky jiz fypraveny.
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Princip

Jednou z metod, kterou se vapnik archo spol&né stanovuji, je odrrna
komlexometrickd (chelatometrickd) metoda. V posiednletech se prosazuje stanoveni
vapniku metodou AAS (atomové abs@mpspektrofotometrie).

Komplexometrie (chelatometrie)je titratni metoda, ktera vyuziva schopnosti latek
(komplexort) tvoiit s kationty jednomocnymi (Mg, dvojmocnymi (Mé&"), trojmocnymi
(Me*") astyfmocnymi (Mé") kovii (Me) v alkalickém prosedi malo disociované komplexni
sloweniny o zn&né pevnosti tzv. komplexy = chelaty.

Komplexometrie piima

Komlexony (chelatony) jsou v této metodyuzivané jako titréni (odnernd) cinidla:
Komplexon I (kyselina nitriltrioctovd), Komplexon I{(kyselina ethylendiamintetraoctova —
EDTA) Komplexon IV (1,2-diaminocyklohexantetraoctova Wys#). NejpouzivagsSim
komplexometrickym (chelatometrickymginidlem je Komplexon Ill - dvojsodna &l
kyseliny ethylendiamintetraoctové - EDTA (obchodmizev Chelaton 3) symbolického
vzorce NaH,Y. Ta se ve vodném roztoku disociuje3fStse) za vzniku aniontusM*:

NaH,Y — 2 N& + HY?

Aniont HyY? dale reaguje s kationty alkalickych zemin {CaMdf*). Produktem jsou
ponerné velmi stalé komplexy (chelaty):

HoY? + C&" o CaY® + 2H" bY? + Mg®* « MgY? + 2H"

Z uvedenych reakich schémat je rejmé, Ze komplexotvorné rovnovahy jsou
ovlivihovany koncentraci vodikovych iantkterou je nutno v @béhu titrace udrZzovat na
stéalé hodnat pridavkem pufru (regulatoru pH).

Konec titrace se zji§lje @i vizualni indikaci pomoci komlexometrickych indiké
(murexid, erichromovéem T apod). Jsou to organické latky (slabé kyselm@gady a jejich
soli), které tvai s ionty kowi obect M** (C&*, Mg®) v roztoku barevné komplexy:

M?" + Ind ~ MiInd"

Pri titraci nejdive reaguji s aniontem Chelatonu 3 (@&dnym c¢inidlem) jen volné
ionty (kationty) kowi. Ke konci titrace se Zae zménou zbarveni roztoku projevovat
vytésiovaci reakce:

Mind® + H,Y? & MYZ + Ind + 2H"

Jakmile se zbarvenirgstane rnit titrace je ukotena. Aby bylo uteni konce titrace
piesné, musi byt barevna &na, zgisobena reakci indikatoru, nahla.

Komplexometrie nepFima

Tento zmsob titrace uzivAme hlaynv pripadech, kdy kationty sice reaguji
s komplexonem, ale nereaguiji s indikatorem nebg kale kationty reaguji s indikatorem, ale
jejich vazba je tak pevna, Ze blokuji indikator eekkci nemze dojit. Velmi pevné komplexy
s eriochromovouerni T tvdi nag. Ni#*, AI**, Fé”*, P apod.
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Zde provadime titraci tim Zgobem, Ze kroztoku fjame znamy objem
komplexonu Ill, indikator a igbytek komplexonu stanovime &pou titraci roztokem
MgSOs.

Reagenciedinidla)

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZzstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyeo (pokud tedy neni
u chemikalie uvedeno jinak).

Pro stanoveni vapniku

1. Hydroxid draselnyc(KOH) = 5 mol/l,POZOR ZIRAVINA !!!
Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést
i v laboratornim deniku) KOH se rozpusti v destog vod a po ochlazeni se s touto
vodou doplni na objem 500 ml. Roztok se uchovapélyethylenové lahvi.

2. Chelaton 3 C;oH140gN12Na 2 HO, odnérny roztok,c(Ch 3) = 0,05 moll/l,
18,6 g chelatonu 3 (disodné soli ethylendiamintetiavé kyseliny) se rozpusti
v destilované vog touto vodou se doplni na objem 1 I. Uchovavegies lpolyethylenove
lahvi.

3. Fluorexon, thymoftalexon, murexiddikator Ca,
0,3 g fluorexanu, 0,6 g thymolftalexonu a 0,1 g exiotu se fida k 50 g dusinhanu
draselného a s¥8 se dokonale rozetv feci misce.

Pro spol&né stanoveni vapniku a hixiku

1. Tlumivy roztoko pH 10,
54 g chloridu amonného (NBI) se za tepla rozpusti ve 200 ml destilované yptiga se
350 ml NH,OH a po ochlazeni se s destilovanou vodou dopliobjem 1000 ml.

2. Erichromovécern T, indikator Ca + Mg,
0,5 g erichromovéerni T se pida k 100 g chloridu sodného a &rse dokonalé rozet
vV misce.

Pomicky

e Titracni baiky 150 ml (8 ks);

e Byreta €ird);

e Pipety 2 ml, 50 ml;

e Laboratorni Iztky (2 ks);

e Kadinka 10 ml;

e Odnerna baka na 500 ml, 1000 ml;
e PE lahev.
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Postup

Ukol &. 1: Chelatometrické stanoveni vapniku

1. Do titracni baiky odpipetujte 50 ml vzorku povrchové, pitné a mahei vody (jednotlivé
vzorky vod stanovujte postupmikdy ne sotiasre).

. Stejny postup provajte s destilovanou vodou (slepy vzorek).

. Ke vzorkim vody gidejte 2 ml roztoku KOHdnidlo 1).

. Dale gidejte Izickou trochu indikatoru Caipidlo 3) a opatraa zamichejte.

. Zelenou smis ihned titrujte 0,05-M odemnym roztokem Chelatonu Jigidlo 2) do
fialovo-rizového zbarveni.

. Spotebu Chelatonu 3 zapiSte do vami vyeoé tabulky v protokolu i v laboratornim
deniku a vypoététe latkovou a hmotnostni koncentraci vapniku. \&gto uvelte
v laboratornim deniku i v protokolu.

abwiN

[o2]

Ukol &. 2: Spol&né chelatometrické stanoveni vapniku a haiku

Obsah hitiku ve vzorku vody se zjisti tak, Ze se tejd stanovi latkova koncentrace
Ca + Mg a od této hodnoty se ételatkova koncentrace vapniku.

1. Do titracni baiky odpipetujte 50 ml vzorku povrchové, pitné a méhei vody (jednotlivé
vzorky vod stanovujte postupmikdy ne sotiasre).

. Stejny postup provégte pro vzorek s destilovanou vodou (slepy vzorek).

. Ke vzorkim vody gidejte 10 ml tlumivého roztoku pH 16iidlo 4).

. Dale gidejte I1zickou trochu indikatoru Ca + Mgifidlo 5) a opatré zamichejte.

. Fialovo-rizovy roztok se promicha a ihned titruje 0,05-M @dmym roztokem
Chelatonu 3 (Ch 3) do zeleno-modrého zbarveni.

. Spotebu Chelatonu 3 zapisSte do vami vyeoe tabulky v protokolu i v laboratornim
deniku a vypététe latkovou a hmotnostni koncentraci vapniku. \Wgio uvelte
v laboratornim deniku i v protokolu.

b wiN

»

Tabulka— VSechny nagiené a vyp&tené hodnoty i stanoveni vapniku.

Tabulka — VSechny nagiené a vypétené hodnoty fd spol&ném stanoveni vapniku
a hatciku.

Vypaity
1. Vypocet mnozstvi hydroxidu draselného pouzité pipgavu 5 M KOH na objem 500 ml.

2. Vypocet latkové koncentrace vapniku ve vzorcich vody:

c(Ch 3)- (Vy) - 10°
c(Ca) = -------mmmmmmm e
Vy
kde:
c(Ca) je latkova koncentrace Ca ve vzorku vody v timo
c(Ch 3) je latkova koncentrace odmého roztoku chelatonu 3 v mol/l
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Vi je objem roztoku chelatonu 3, spatiovany do konce titrace v ml
\ je objem vzorku, vzaty k titraci v ml

3. Hmotnostni koncentrace vapniku ve vzorku vody:
p(Ca) =c(Ca) - M(Ca)

kde:
p(Ca) je hmotnostni koncentrace vapniku ve vzorkidywomg/l,
c(Ca) je latkova koncentrace vapniku ve vzorku vedymol/I;

M(Ca) je molarni hmotnost vapniku.
4. Latkova koncentrace sumy Ca + Mg ve vzorku vody:

c(Ch3) - (Vy) - 10°
c(Ca + MQ) = ---------mmmmmmmmm oo
Wy
kde:

c(Ca + Mg) je latkova koncentrace Ca + Mg ve vzorkdy v mmol/l,

c(Ch 3) je latkova koncentrace o&imého roztoku Chelatonu 3 v moll/l;

Vi je objem roztoku Chelatonu 3, spetiovaného do konce titrace v ml;
Wy je objem vzorku, vzaty kK titraci v ml.

5. Latkova koncentrace Mg ve vzorku vody:
c(Mg) = c¢(Ca + Mg) - c(Ca)

kde:

c(Mq) je latkova koncentrace kioku v mmol/l,
c(Ca + Mg) je latkova koncentrace Ca + Mg v mmol/l;
c(Ca) je latkova koncentrace vapniku v mmol/l.

6. Hmotnostni koncentrace Mg ve vzorku vody:
p(Mg) = c(Mg) - M(Mg)

kde:
p(CI) je hmotnostni koncentraceititku ve vzorku vody v mg/l;
c(CI) je latkova koncentrace Riaku ve vzorku vody v mmol/l;

M(CI) je molarni hmotnost H&iku.
VyjadiFovani vysledi

Vysledky stanoveni Ca a Mg se uvadi v mg/linplatnécislice.
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Zaver

Odpowd na odstavec pracovni kol a koméitdanEienym hodnotam.

DULEZITE

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi poitky ukené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std) pokud nebudete mit svoleni od ¢wjiciho.
O doplreni chykgjicich pomicek Zadejte vykujiciho.
Po ukorteni ulohy umyjte veskeré sklo¢etre pipet a oplachete v destilované vad
Pracovni Ukol, postup aukbzité vypd@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt
v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.
Opustit své pracovi§tmuzete, az budete mit:
zkontrolovano pracovi8t zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik, &eny podpisem vytujiciho.

ogrwdE

o
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Pracovni ukol

1. Vytvorte kalibr&ni fadu roztok pro stanoveni orthofosfanean: (viz ¢ast 1) a prowdte
kalibraci @istroje pro toto stanoveni.

2. Na zaklad Vasi kalibrace stanovte koncentraci orthofosfoegti ve vzorku povrchové,
pitné a mineralni vody (vizast 1).

3. Fotometricky stanovte koncentraci orthofostor@ti ve vzorcich povrchové, pitné
a mineralni vody (vizast 2).

4. V zawru provelte diskusi (komentd, zda jste sprawnprovedli kalibraci pistroje pro
stanoveni orthofosfoéeani, na zaklad ¢eho jste to ufili a rovrneéz provelte komenté
k naméirenym hodnotan¥i rozdilnych vzork vody.

5. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro @ipravu jednotlivych roztak a to i v fipadt,
pokud jsou roztoky jiz fyppraveny.

Princip metody

Spektrofotometrie pati mezi fyzikalni pop. fyzikdlné chemické metody analyzy,
ktera ke stanoveni latek vyuzivégirojeci zafizeni. Z tohoto dvodu jsoucastji oznatovany
jako instrumentalni metody.

Tato metoda je zaloZzena na interakci mezi elekagmetickym zéenim a molekulou
stanovované latky, kterou dané elektromagnetické&riaproSlo. Pokud #iena latka je
schopna absorbovat elektromagneticki@rg bude se prosly tok liSit od vstupniho. A Ukole
spektrofotometrie je pak studovatj jakych vinovych délkach a k jak intenzivnimu podri
doslo.

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetizi&eni pouze witych vinovych
délek. Je to dano tim, Ze mohou existovat jenéiywh kvantovych stavech, které se lisi
obsahem energie. Jestlize m& molekukgipze stavu s nizsi energii do stavu s energgivy
musi absorbovat #ani o frekvencio, ktera pra¥¢ odpovida rozdilu energii meazi
energetickymi hladinantt, .E; obou kvantovych stdvpodle Planckovy podminky:

AE =E,—Eq= hv=h c/A

kde ¢ je rychlost s¥tla, A vinova délka,h Planckova konstanta (6,626:30J s); podle
konvence je exitovana hladina ozaaana indexem p (horni hladina), zakladnim indexgm
(spodni hladina).

Podstatou UV a Vis spektrometrieje absorpce UV a Vis #¥ni (200 az 800 nm)
zredénymi roztoky molekul. R absorpci dochazi k excitaci vatanch elektrod. Proto tato
piechody mezi elektronovymi energetickymi hladinamditémto prechoaim dochazi f
absorpci ultrafialového (190 az 400 nm) a viditem&&eni (400 az 800 nm). Absorpce
zaeni se i na (¥istrojich, které se nazyvaji absémp spektrofotometry.

Spektrofotometr je jen jednopaprskovy &riiedy jen vystupujici tok Zéni. Proto je
tieba provést dvmeéreni, kdy vedle r&¥eni vlastniho vzork®, nm¢tite jeSt slepy (srovnavaci
pokus®g), u kterého nedochazi k absorpci (tzn. prosly®dgk stejny jako dopadajici tak).
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Pri absorgnim meifeni se pro stanovenou vinovou délku porovnava taerd ©
prosly nérnou kyvetou s tokem #éni @, prosSlym kyvetou sistym rozpousdtdlem nebo
slepym pokusem. Vstupuijici tokieai ®@,, jehoz hodnota neni prodieni vyznamna, je vzdy
absolut’ vysSi o podil odraZzeného nebo rozptylenéterdd,.

Cisté rozpoustdlo nebo slepy pokus Vzorek
Podil odrazeny, Poddrazeny,
CDrT rozptyleny @, | rozptyleny
@, @, @, ()
— — —_ —
zaivy tok Zévy tok zéivy tok vstupujic pay tok zeslabeny
vstupuijici vystupujici sapnim prostedim

Podil absorbov% a

Podil z&ivych toki ® a®, se nazyva propustnost neboli transmitanceTl=® / @,
Na spektrofotometru fizete odéist i absorbanci Atedy zaporé vzaty logaritmus
propustnosti:

A=-logT=log (P,/ D)
Zavislost propustnosti absorbance na vinové délce se nazyva absogpektrum.

Kvantitativni analyza je zaloZzena na Labe&®eero¥ zakor¢, podle kterého je
hodnota absorbanc& pii vionové délceld ptimo unerna latkové koncentraa. Lambert-
beefiv zakon plati pro monochromatickéreai a pro nizké koncentradédow mensi nez
10% mol/l. Nejjednodussim @¥enim platnosti tohoto zakona je préeni zavislosti
absorbance naizné koncentraceékolika kalibranich roztok pii stejné vinové délce a ve
stejné kyvel. Vysledna zavislost musi bytipmkova a nazyvame ji kalib&ai kiivkou.

Absorg@ni spektrofotometr se sklada ze 4 zakladdasii (viz obrg. 1):

1. Zdroj — pro viditelnou oblast je to wolframova neliiogenovéa Zarovka,

2. Monochromator — tvieeny vstupni a vystupni &binou, zrcadlovou nebo
¢ockovou soustavou a rozkladnym prvkem (hranol nelexei miizka),

3. Absorgni prostedi — kyveta s grnym nebo srovnavacim prostim,

4. Detekni systém - fotoelektricky detektor iz&i a elektronické Z&eni na
zpracovani jeho odezvy.

Ze zdroje vychazi svazek polychromatickéhoiemd na vstupni &tbinu
monochromatoru. Po rozkladu se ratdm rozkladného prvku postupmobrazuji jednotlivé
monochromatické obrazy @&ni s charakteristickym intervalem vinovych délegtupni
Strbinou na Sirbinu vystupni. Sedni hodnota tohoto intervalu je zvolena vinovéaeéle
nutné vybrat takovou vinovou délkuii miZ latka silg absorbuje. Po ichodu absomim
prostedim dopada monochromatické&edi na fotoelektricky detektor. Signal z detektseu
zpracovava v zesilovaa jeho vystup se zobrazi sislicovém displeji.
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Zdroj Kyve‘ta ’
srovnavaci
VSTUP N oy | g
stérbina |
“’:Tf-b S I Zesilovaé
'l
. JHE U EVU § S <
Mf’iékak‘ ]
/ Detektor Displej

Vystupni Kyveta
Stérbina mérna

Obrazeké. 1. SloZzeni absoigniho spektrofotometru

CAST 1 SPEKTOFOTOMETRICKE STANOVENI ORTHOFOSFORE CNANU VE
VZORCICH VODY

Princip

Veskery fosfor se vyskytuje Buve form® anorganické (Rog9 nebo v organické
(Porgan). Jsou to hlavé orthofosforénany (Rwng) a polyfosforénany (Roy). NegastjsSi
formou vyskytu jsou orthofosfotaany (PQ*, HPQ?, Ho.POy, HsPQ)).

Zdrojem polyfosfor&nani jsou zejména vyrobky s komplexotvornyréinkem (praci
prostedky, prostedky pro povrchovou ochranu chladicich okrubpreté&ni prostedky pro
textilni primysl, inhibitory koroze apod.). Stanoveni (hmotngstse provadi za célem
posouzeni podminek eutrofizace.

Vhodnou pedpravou vzorku Ize @it jednotlivé formy fosforu:

V nefiltrovaném vzorku (Rzp + Pherozp
» orthofosforénany - Bino
» hydrolyzovaneé polyfosfot@many — Bitno + Pooly
» celkovy fosfor po mineralizaci —&k = Portho + Ppoly + Porg

Ve filtrovaném vzorku (R
* rozpuséné orthofosforénany - Riino
* rozpuséneé hydrolyzované polyfosfotaany - Biino + Pholy
» celkovy rozpusiny fosfor po mineralizaci — B« = Portho+ Pooly + Porg
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Reagencie (inidla)

N

Destilovana voda.

Kyselina sirovaroztokc(H,SO) = 9 mol/l,
v 2000 ml kadince se k 500 ml destilované vody eastalého michani a chlazertidg
500 ml koncentrované430, (p = 1,84 g/l).

. Kyselina sirovaroztokc(H,SOy) = 4,5 mol/l,

v 2000 ml kadince se k 500 ml destilované vody eastalého michani a chlazertidd
500 ml koncentrované 430, ¢(H2SOy) = 9 mol/l €inidlo 2).

. Kyselina askorbovi&oztok (10%), v lediiice,

ve 100 ml odrarné baice se v destilované vddozpusti vypstené mnozstvi (vypiet
uveést v protokolu, pokud roztokiipravujete, vypoet uvést i v laboratornim deniku)
kyseliny askorbové, doplni se po ryskielfje se do l&hve z kdého skla a uchovava se
v ledniice.Roztok je staly asi 2 tydny.

. Molybden amonnykysely roztok I.(POZOR, TOXICKA LATKA!), v lednice

v kadince se ve 100 ml destilované vody rozpusti gl3nolybdenanu amonného
(NH4)eM07024 - 4 HO, v dalsi k&dince se ve 100 ml destilované vodipusti 0,35 g
vinanu antimonylodraselného K(SbQ)GOs - 1/2 HO (POZOR, TOXICKA LATKA! ).

K 300 ml kyseliny sirové o koncentraci 45{;) = 9 mol/l @inidlo 2) se pida za
neustalého michani roztok molybdenanu a poté rogioéinu. Po ochlazeni se roztok
uchovava v lahvi z hifuého skla a v chladude staly asi 2 nisice

. Zasobni roztok standargdihydrogenfosforénan draselnyp(PO, %) = 500 mg/l,

v 1000 ml odrdrné baice se rozpusti v destilované ¥garedem 2 hodiny vysuSenéhdi(p
105 °C) 0,7165 g dihydrogenfosféreanu draselného - KIRO, a doplni se po rysku.

7. Povrchova voda — donese student

8. Pitna voda, destilovana voda

9. Mineralni (mdska) voda — donese student

Pomicky

Spektrofotometr.

Kadinka 100 ml (2 ks).

Odmeérné baaky 50 ml (11 ks), 100ml (1 ks), 2000 ml (1 ks).
Budik.

Kyvety 5 cm.

Pipety 1 ml, 2 ml, 5 ml (2 ks), 10 ml.
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Kalibrace

1. Priprava pracovniho roztoku:

Pro gipravu kalibrégni fady si nejdive musite fipravit ze zasobniho roztoku
(¢inidlo 6), pracovni roztok o vhodné koncentraci.iPvypocétu postupujete dle nasledujici

rovnice:

P B

Vzr . Pz = VPR . PFR (1)
kde:

P
Vzr = pipetovany objem zdsobniho roztoku (chceme &iyat)

pzr = koncentrace zasobniho roztoku (viz pémsdla 6)

B
Vpr = pozadovany objem pracovniho roztoku (v nas&pagk tj. 1 | odnerna baka)
Ppr = pozadovana koncentrace pracovniho roztokutigi®dhadem, aby se vam deb
pipetovalo)

2. Priprava kalibraéni Fady o koncentraci 0,2 mg/l — 1 mg/l orthofosfor@ani

Pro gipravu kalibr&ni fady pouzijte pracovni roztok o koncentraci, ktejsie si
zvolili. Na zakla@ pracovniho roztoku si vygiejte kalibr&ni fadu o koncentraci Omg/l a
0,2 mg/l az 1 mg/l po 0,2 mg/Do protokolu uvéte vypaet prvniho roztoku a ostatni
roztoky st&i formou tabulky (viz tabulka. 1). Pro vypéet pouZijte nasledujici rovnici:

P B
Ver . PR = VR . PkR (2)
kde:

P
Vpr = pipetovany objem pracovniho roztoku (chceme ¥itat)

ppr = koncentrace pracovniho roztoku (v¥fiali jsme v 1. pipraw)

B
Vkr = kon&ny objem kalibraniho roztoku

Pkr = koncentrace kalibtaiho roztoku ( v naSen¥ipadt tj. postups 0O; 0,2; 0,4 — 1 mg/l)
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Tabulka¢. 1: Kalibrac¢ni 7ada

Koncentrace kalibra¢niho Objem pracovniho
roztoku roztoku

mg/l mi
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0

Postup

Ukol ¢&. 1: Vytvoreni kalibraéni fady pro stanoveni orthofosforénani

1. Ze zasobni suspenze dihydrogenfosfoamu draselnéhaiqidlo 6) si nejdive pipravite
pracovni roztok dihydrogenfosfamanu draselného, kdy si do 1000 ml &dné baiky
odnefite vypatené mnozstvi zasobniho roztoku dle Wtpo(1), ktery jste si uflali pfi
kalibraci a objem po rysku doplnite destilovanodw.

2. Z pracovni suspenze si v odmych bakach o objemu 50 mltpravteradu kalibr&nich
suspenzi, jejichZ objem jste si vyadli dle vypatu (2) a zapsali do tabulky 1.

3. Tzn. do prvni odrné baky s oznaenim PQ® 0 mg/l nalijete destilovanou vodu
(0 mg/l PQ*) po rysku baky. Vezmste druhou odmrnou baiku s ozndenim PQ*
0,2 mg/l a napipetujete vami vygeny objem a zbytek po rysku doplnite destilovanou
vodou. Stejd pokraujete s ostatnimi roztoky. Kalibmai roztoky 0 mg/l a 1 mg/l
pripravte 2 krat.

4. Kalibratni roztoky dikladns promichejte.

5. Z takto gipravenych kalibrénich roztoki odpipetujte 10 ml roztoku, tak aby Varfistalo
v odmerné bace

6. Pridejte 1 ml kyseliny askorbové&igidlo 4) a 2 ml kyselého roztoku molybdenanu I.
(¢inidlo 5).

7. Roztoky promichejte a destilovanou vodou dégbo rysku a nechte 15 minut stét.

Ukol &. 2: Volba vhodné vinové délky pro kalibraci

1. Z pripravené kalibréni fady (po 15 minutach) vyberte standard o koncent@acng/|
a 1 mg/l PG> a prongite absorbanciip vinovych délkach 698 — 702 nm v kyges cm.
Pro kazdou vinovou délku pouzijte jako blank kadimi roztok o koncentraci 0 mg/liip
meéteni postupujte dle ndvodu tigtroje - kalibrace).

2. Vysledky zaznamenejte do tabulky?2.
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3. Vyberte vinovou délku, ip které ma kalibréni roztok o koncentraci 1 mg/l nejvyssi

absorbanci. Tuto vinovou délku pouZijte pro dal$stni néreni kalibr&ni kiivky
a stanoveni orthofosfa¥ean: ve vzorcich vod.

Tabulkaé. 2: Absorbance

VInova délka [nm] | Absorbance
698
699
700
701
702

Ukol ¢&. 3: Kalibrace spektrofotometru pro stanoveni orthdosforeénani

1.
2.

Postupujte podle navodu pro kalibratistroje (poloZzeny u spektrofotometru - kalibrace).
Postupi budete nalévat kalib¢ai roztoky (od nejmensSiho obsahu orthofosfoesi 0 az
do 1 mg/l) do kyvety s optickou drahou 5 cm a vklado spektrofotometru, kde budete
promerovat kalibr&ni roztoky g vinové délce, kterou jste &ili v ukolu ¢. 2.

Z nantienych hodnot koncentrace orthofostonie (osa x) a absorbance (osa y) vyteo
graf (kalibra&ni kiivku) jejich zavislosti.

Ukol &. 4: Stanoveni orthofosforénani ve vzorcich pitné, povrchové a mineralni vody

1.

Do 50 ml odndrné baiky odmeite 40+ 0,1 ml roztoku vzorku povrchové, pitné, mineralni
a destilované vody (slepy vzorek).

. Pridejte 1 ml kyseliny askorbové&ifidlo 4) a 2 ml kyselého roztoku molybdenanu 1.

cinidlo 5).

. Roztoky promichejte a destilovanou vodou déplbo rysku a nechte 15 minut stat.
. Dale postupujte podle navodu pro stanoveni latelogeny u spektrofotometru).
. Vzorky vod prongtujte @i vinové délce, kterou jste si zvolili v Ukotu 2, v kyvet optickée

drahy 5 cm. Zbarveni je stalékolik hodin. Stejnym postupem pradiee slepé stanoveni
s destilovanou vodou.

Tabulka ¢. 3: Nanmgiené hodnoty absorbance a koncentrace orthofasfank pii kalibraci.

Tabulka €. 4: Nangfené a vypétené hodnoty absorbance a koncentrace orthofdstane

ve vzorcich vody.

Vypaity

1. Vypocet pripravy pracovniho roztoku standardii kalibraci.

2. Vypocet pipravy kalibr&nich roztoku o koncentraci 0,2 mg/l — 1 mg/l ortrefbre&Enani

pii kalibraci.




VSB-TU Ostrava - IEI Obor: Environmentélni biotechnologie

Prednet: Instrumentalni metody STUL &.9 Zpracovani a zneSkmyani odpad
Environmentalni inzenyrstvi

ULTRAFIALOVA A VIDITELNA SPEKTROMETRIE

3. Vypocet mnozstvi kyseliny askorbové pouzité priipmvu 10 % roztoku kyseliny
askorbové na objem 100 ml.
Vyjadi‘ovani vysledk
Vysledky kalibrace a stanoveni orthofostorani ve vzorku vody se uvadi
v jednotkach mg/l na 3 platriéslice.
Zaver

Odpowd’ na odstavec pracovni Ukol a komérk&antrenym hodnotdm. K protokolu
prilozte graf zavislosti absorbance a stanovené hgdn&alibrainich roztok
orthofosforénani — kalibrani kiivku.

CAST 2 KOLORIMETRICKE STANOVENI ORTHOFOSFORE CNANU VE
VZORCICH VODY
Princip

Kolorimetrie je nejstarSi optickd metoda. 8p@ ve vizualnim porovnavani intenzity
zbarveni vzorku a standardu. Porovnavdmed’ broztok vzorku se sadoudarg
koncentrovanych roztakpii stejnych tlouskach absorni vrstvy, nebo nime tlougku
absorbujici vrstvy, dokud se nedosahne shodné desor

A( = &I CX'X = CSt'SI
Reagencie (inidla)
. Destilovana voda.

. Povrchova voda — donese student
. Pitna voda, destilovana voda

. Standard P®1

1
2
3
4. Mineralni (mdska) voda — donese student
5
6. Standard P2

Pomicky

e Fotometr Multy.
e Pipeta 10 ml (2 ks).
e Kyveta 24 mm.
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Postup

Ukol &. 1: Stanoveni orthofosforénani ve vzorcich pitné, povrchové a mineralni vody

1.

Nook WD

© ©

Do kyvety odpipetujte 10 ml vzorku povrchové, piménineralni vody. Do druhé kyvety
odneite 10 ml destilované vody.

Do kazdé kyvety fidejte 10 kapek PE1 (Cinidlo 2), kyvetu zaiete a promichejte.

Po promichani do kazdé kyvetyiqejte 2 modré IZiky PQ,? (&inidlo 3), kyvetu opt
zavete a promichejte.

Zaprete fotometr a naukejtecislo metody 383 a zniknéte ENTER.

AZ se metoda objevi, na displeji ztkhéte START.

Pristroj z&ne odpgitavat 5 minut, po které musi roztoky v kyyetat.

Po uplynuti této doby vioZte kyvetu se slepym veonk(destilovana voda) do mista pro
meéteni a zméknéte ZERO.

Jakmile v doIniasti displeje nebude svitit zeoring, kyvetu v¥ie

VlozZte postupi kyvety se vzorky a vzdy znnéte TEST. Pro eni dalSiho vzorku
vzdy zmd&knéte TEST.

10. Namgtené hodnoty orthofosfoteani si zapiSte do Vami vytwené tabulky.

Tabulka ¢. 5: Nanmgtené hodnoty koncentrace orthofostaran: ve vzorcich vody.

Zaver

Odpowd na odstavec pracovni Ukol a komeérkdgangrenym hodnotam. Porovnejte

nantiené hodnoty orthofosoffeani a stanovené fotometricky a kolorimetricky.

DULEZITE

a b wNPE

[o2]

. Pouzivejte jertinidla, sklo a dalSi pofitky ugené pro danou ulohu.

. Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od wujiciho.

. O doplreni chykjicich ponmicek Zadejte vyujiciho.

. Po ukorgeni ulohy umyjte veSkeré sklocetre pipet a oplachste v destilované vad

. Pracovni ukol, postup aizité vypa@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt v laboratorni

deniku) budou uvedeny v laboratornim deniku.

. Opustit své pracovi§tmiZete, az budete mit:

zkontrolovano pracoviét zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik &eny podpisem vytujiciho.
laboratorni denik, a¥eny podpisem vytujiciho.
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Pracovni ukol

. Vytvorite kalibra&ni fadu roztok pro stanoveni zakalu.

. Provaef'te kalibraci pistroje pro stanoveni zakalu.

. Stanovte zakal ve vzorku povrchové, pitné a miménabdy.

.V zawru provel'te diskusi (komentd, zda jste sprawnprovedli kalibraci pistroje pro
stanoveni zékalu, na zaktadkeho jste to uiili a rovnéz provelte komenté k nangrenym
hodnotamiti rozdilnych vzork vody.

5. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro @gipravu jednotlivych roztak a to i v ffipad,

pokud jsou roztoky jiz fypraveny.

A WONBRF

Princip metody

Spektrofotometrie pati mezi fyzikalni pop. fyzikalné chemické metody analyzy,
kterd ke stanoveni latek vyuZivéigirojeci zarizeni. Z tohoto dvodu jsoucastji oznatovany
jako instrumentalni metody.

Tato metoda je zaloZena na interakci mezi elekaigimetickym z#&enim a molekulou
stanovované latky, kterou dané elektromagnetické&nzaproSlo. Pokud #iena latka je
schopné absorbovat elektromagneticki€rf bude se prosly tok lisit od vstupniho. A Ukole
spektrofotometrie je pak studovatj @akych vinovych délkach a k jak intenzivnimu podi
doslo.

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetiziéeni pouze witych vinovych
délek. Je to dano tim, Ze mohou existovat jencityh kvantovych stavech, které se liSi
obsahem energie. Jestlize ma molekukgipze stavu s nizsi energii do stavu s energ@givy
musi absorbovat ¥éni o frekvencio, kterd préd¥ odpovida rozdilu energii mezi
energetickymi hladinants, .Eq obou kvantovych st@vpodle Planckovy podminky:

AE=E,—E;= hv=h c/)

kde ¢ je rychlost swtla, A vinova délka,h Planckova konstanta (6,626:¥0J s); podle
konvence je excitovana hladina ozo@ana indexem p (horni hladina), zakladnim indexem
(spodni hladina).

Podstatou UV a Vis spektrometrieje absorpce UV a Vis #éni (200 az 800 nm)
zredknymi roztoky molekul. B absorpci dochazi k excitaci valarich elektrof. Proto tato
piechody mezi elektronovymi energetickymi hladinamitémto prechoaim dochazi f
absorpci ultrafialového (190 az 400 nm) a viditem&aeni (400 az 800 nm). Absorpce
za&'eni se mifi na @istrojich, které se nazyvaji absémp spektrofotometry.

Spektrofotometr je jen jednopaprskovy &tirtedy jen vystupujici tok zéni. Proto je
tieba provést dvmeéreni, kdy vedle r&eni vlastniho vzork®, m¢rite jeSE slepy (srovnavaci
pokusdg), u kterého nedochazi k absorpci (tzn. proslyd®gk stejny jako dopadajici tak).

Pri absorgnim meieni se pro stanovenou vinovou délku porovnava taerd @
prosly nmérnou kyvetou s tokem ¥éni @, proslym kyvetou sistym rozpoustdlem nebo
slepym pokusem. Vstupujici tokieéi ®,, jehoZz hodnota neni prodieni vyznamna, je vzdy
absoluti vysSi o podil odrazeného nebo rozptylenélrerdé;.
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Cisté rozpoustdlo nebo slepy pokus Vzorek
Podil odrazeny, Poddrazeny,
D, T rozptyleny @, | rozptyleny
@, @, @, ()
— — —_— —
zaivy tok Zévy tok zéivy tok vstupujic pay tok zeslabeny

vstupuijici vystupujici sabpnim prostedim

Podil absorbov%nt?a

Podil z&ivych toki ® a®, se nazyva propustnost neboli transmitanceTT=® / @,
Na spektrofotometru fizete odéist i absorbanci Atedy zaporé vzaty logaritmus
propustnosti:

A=-logT=log (P,/ D)
Zavislost propustnosti absorbance na vinové délce se nazyva absogpektrum.

Kvantitativni analyza je zaloZena na Labeé®eero¥ zakor¢, podle kterého je
hodnota absorbanca pii vinové délceA piimo un¥rna latkové koncentraa. Lambert-
beefiv zakon plati pro monochromatickéreai a pro nizké koncentradgédow mensi nez
10% mol/l. Nejjednodusdim @¥enim platnosti tohoto zakona je préeni zavislosti
absorbance naizné koncentraceékolika kalibranich roztok pii stejné vinové délce a ve
stejné kyvel. Vysledna zavislost musi bytipmkova a nazyvame ji kalib&ai kiivkou.

Absorgni spektrofotometr se sklada ze 4 zakladwagii (viz obrazek 1):

1. Zdroj — pro viditelnou oblast je to wolframova neliiogenovéa Zarovka,

2. Monochromator — tvieeny vstupni a vystupni &binou, zrcadlovou nebo
¢ockovou soustavou a rozkladnym prvkem (hranol nelexei miizka),

3. Absorgni prostedi — kyveta s grnym nebo srovnavacim prostim,

4. Detekni systém — fotoelektricky detektor ie&i a elektronické Z&eni na
zpracovani jeho odezvy.

Ze zdroje vychazi svazek polychromatickéhoiemd na vstupni &tbinu
monochromatoru. Po rozkladu se ratdm rozkladného prvku postupmobrazuji jednotlivé
monochromatické obrazy @&ni s charakteristickym intervalem vinovych délegtupni
Strbinou na Sirbinu vystupni. Sedni hodnota tohoto intervalu je zvolena vinovéaeéle
nutné vybrat takovou vinovou délkuii miZ latka silg absorbuje. Po ichodu absofmim
prostedim dopada monochromatick&edi na fotoelektricky detektor. Signal z detektseu
zpracovava v zesilovaa jeho vystup se zobrazi sislicovém displeji.
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Zdroj Kyvejta ,
srovnavac|
VSTUPNT ey | g
$té&rbina |
= S Zesilovak
LN
S I [ 6L . A <

MFiékak‘ ]

V:;’SEUPI"Ii K)"H’EI’.H Detektor DiSp*E}

Stérbina mérna

Obrazeke. 1: SloZzeni absoigniho spektrofotometru

Princip

Zakal povrchovych vod je #igoben suspendovanymi nerozgagtmi ¢asticemi nebo
koloidnimi nerozpugnymi anorganickymi i organickymi latkami. Jedna pi&edevsim
o jilové ¢éstice, hydratované oxidy Zeleza a hliniku, ordahikoloidni latky,fasy, plankton
a bakterie. Zakal podzemnich vod byvaisgben nerozpuftymi anorganickymi latkami.
M¢éteni zékalu se provadi u vod pitnych, povrchovyotipadnich.

Reagencie

1. z&sobni suspenzermazin, zakal 400 ZF
V odngrné bace o objemu 500 ml se rozpusti v 25 ml destilovandy 2,5 ¢
hexamethylentetraminu aiga se roztok fipraveny pouzitim 0,25 g siranu hydrazinu
(POZOR TOXICKA LATKA A KARCINOGEN! ) v 25 ml destilované vody. Sis se
promicha a ponecha v klidu 24 hodi tgplo& 25 °C. Pak se doplni destilovanou vodou
po rysku. Suspenze je stala asi dsio, fed pouzitim se musi ddpromichat.

2. pracovni suspenzezakal 100 ZF
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Pomicky

e Pipety 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml.

e Odnerny valec.

e Odnerné baky 100 ml (8 ks).

e Spektrofotometr.

e Kyvety 1 cm.

e Odnerna baika 200 ml (1 ks), 500 ml (1 ks).

Postup
Kalibrace

1. Priprava pracovniho roztoku:

Pro gipravu kalibr&ni fady si nejdive musite fpravit ze zasobniho roztoku
(¢inidlo 1), pracovni roztok o vhodné koncentraci.fPvypoctu postupujete dle nasledujici

rovnice:

P B

Vzr . Pzr = VR . PrR (1)
kde:

[=]
Vzr = pipetovany objem zasobniho roztoku (chceme &iyat)

pzr = koncentrace zasobniho roztoku (viz pémsdla 1)

B
Vpr = pozadovany objem pracovniho roztoku (v naS&pagk tj. 200 ml odrdrna baika)

Ppr = poZadovana koncentrace pracovniho roztokup@piscinidla 2)

2. Priprava kalibra ¢éni fady o koncentraci 1 ZF — 40 ZF z&kalu

Pro gipravu kalibr&ni fady pouZzijte pracovni roztok o koncentraci 100 Za
zaklad pracovniho roztoku si vygtejte kalibr&ni fadu o koncentraci 0 ZF a 1 ZF az 40 ZF
(viz tabulka¢. 1). Do protokolu uvdte vypaet prvniho roztoku a ostatni roztoky &ta
formou tabulky (viz tabulk&. 1). Pro vyp&et pouZijte nasledujici rovnici:

P B
Ver . PR = VKR . PkR (2)
kde:

[=]
Vpr = pipetovany objem pracovniho roztoku (chceme ¥¢itad)
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ppr = koncentrace pracovniho roztoku (viz pafisdla 2)

B
Vkr = kon&ny objem kalibraniho roztoku

Pkr = koncentrace kalib&aiho roztoku ( v naSen¥ipads tj. postupg 0; 1; 2 — 40 ZF)

Tabulka¢. 1: Kalibrac¢ni 7ada

Koncentrace kalibraéniho
roztoku

Objem pracovniho
roztoku

ZF

ml

0

1

2

5

10

20

30

40

Postup

Ukol ¢&. 1: Vytvoreni kalibraéni ¥ady pro stanoveni zakalu

1. Ze zasobni suspenze formazintinidlo 1) si nejdive pipravite pracovni suspenzi

formazinu ¢inidlo 2) dle kalibrace.

2. Z pracovni suspenzeifidlo 2) se v odrarnych bakach o objemu 100 mliipravi fada

kalibratnich suspenzi (viz tabulka 1).

3. Tzn. do prvni odrérné baiky s ozngenim zakal 0 ZF, nalijete destilovanou vodu (0 ZF
zakalu) po rysku hbiky. Vezmete druhou oddmou baiku s oznaenim zakal 1 ZF
a napipetujete vypteny objem pracovni suspenzén{dlo 2) a zbytek po rysku doplnite
destilovanou vodou. Stegjnpokraujete s ostatnimi roztoky. Kalibfai roztoky 0 ZF

a 40 ZF pipravte 2 krat.

Ukol &. 2: Volba vhodné vinové délky pro kalibraci

1. Z pripravené kalibréni fady vyberte standard o koncentraci 0 ZF a 40 ZFaRfongite
absorbanci # vinovych délkach 558 — 562 nm v kyget cm. Pro kazdou vinovou délku
pouZijte jako blank kalibkai roztok o koncentraci 0 ZFifjpméieni postupujte dle navodu

u pistroje - kalibrace).
2. Vysledky zaznamenejte do tabulky2.
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3. Vyberte vinovou délku, ip které ma kalibréni roztok o koncentraci 40 ZF nejvysSi
absorbanci. Tuto vinovou délku pouzijte pro dalistni néfeni kalibr&ni kivky a
stanoveni zakalu ve vzorcich vod.

Tabulkaé. 2: Absorbance

VInova délka [nm] | Absorbance
558
559
560
561
562

Ukol ¢&. 3: Kalibrace spektrofotometru pro stanoveni zakal

1. Postupujte podle navodu pro kalibratisproje (polozeny uistroje).

2. Postupg budete nalévat kalib&ai roztoky (od nejmensiho obsahu zakalu 0 az dgF0
zakalu) do kyvety s optickou drdhou 1 cm a vkladat spektrofotometru, kde budete
promerovat kalibr&ni roztoky g vinové délce 560 nm.

3. Z nanttenych hodnot zakalu (osa x) a absorbance (osatydity graf (kalibrani kiivku)
jejich zavislosti.

Ukol &. 4: Stanoveni zakalu ve vzorcich pitné, povrchov@ mineralni vody

1. Postupujte podle navodu pro stanoveni lateki{stioje).

2. Dobie roztepany vzorek vody se nalije do kyvety s optickoahdu 1 cm, progfi se
absorbanceipvinové délce 560 nm.

3. Behem n&feni nesmi suspenze sedimentovat. Stejnym postupenprevede slepé
stanoveni s destilovanou vodou.

4. Nametené hodnoty zékalu a jejich absorbance ve vzorady zapiSte do vami vytvené
tabulky.

Tabulka— Nangiené hodnoty absorbance a zakaikplibraci.
Tabulka— Nangtené hodnoty absorbance a zakaiwsganoveni zakalu ve vzorcich vody.
Vyjadi‘ovani vysledk

Vysledky kalibrace a stanoveni zakalu ve vzorkuywse uvadi v jednotkach ZF
a uvadi se na 2 platiéslice.

Zaver

Odpowd’ na odstavec pracovni ukol a komérkaantrenym hodnotdm. K protokolu
piilozte graf zavislosti absorbance a stanovené hydikalibratnich roztok zakalu —
kalibraéni kiivku.
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DULEZITE

. Pouzivejte jertinidla, sklo a dalSi pofitky ugené pro danou ulohu.
. Neberte nic z jinych std] pokud nebudete mit svoleni od wyjiciho.
. O doplreni chyljicich pomicek Zadejte vytujiciho.
. Po ukorteni ulohy umyjte veSkeré sklocatre pipet a oplachste v destilované vad
. Pracovni ukol, postup aikkzité vypa@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt v laboratorni
deniku) budou uvedeny v laboratornim deniku.
. Opustit své pracovi§tmuzete, az budete mit:
zkontrolovano pracovi§t zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik &eny podpisem vytujiciho.
laboratorni denik, ateny podpisem vyujiciho.

O wN -

(o2}
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Pracovni ukol

1. Jodometricky stanovte obsah rozgugho kysliku (@) a biochemickou spitebu kysliku
(BSKs) ve vzorku pitné, povrchové a mineralni vody.

2. Provafte vypaet G a BSKs ve vzorcich vody.

3.V zawru rovrez provelte diskusi (komentd k nangirenym hodnotdmii rozdilnych
vzorka vody.

4. Vysledné hodnoty povrchové vody porovnejte s vikoase. 229/2007 Sb., fifloha ¢. 3
(NV je vyvéSeno na nasmce v laborath).

5. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro @ipravu jednotlivych roztak a to i v ffipad,
pokud jsou roztoky jiz fypraveny.

Princip

Jodometrie pati mezi oxid&n¢ - redukni metody odrarné analyzy. Zakladem
jodometrickych titraci je vratné reakcej fteré se jod (oxidani ¢inidlo) redukuje na jodid
(redukeni ¢inidlo) a naopak jodidovy ion se oxiduje na jod lgobvnice:

redukce
(Cerveny) b+ 2e ~ 2I (bezbarvy)
oxidace

Jako indikatoru se v jodometrii pouzivi roztok $krpjehoZz dginnou sloZzkou je
polymer glukosy, R-amylosa. Ta #Waa studena s jodem vimnosti jodidovych iorit
tmaw modry adsorgni komplex. Skrob seiptitraci roztoki obsahujici jod zadmné pridava
az pred bodem ekvivalence, kdyiyodré tmaw hnédocervené zbarveni roztokurggde na
swtle Zluté, protozeipvelkych koncentracich jodu v roztoku se Skrobwnatre rozklada.

Podstatou jodometrického stanoveni ® BSKs je, Ze kyslik rozpushy ve vzorku
vody po fixaci démi srdZzecimi roztoky reaguje s hydroxidem manganatyalkalickém
prostedi za vzniku ekvivalentniho mnozstvi hydroxidu gemtého a mangatiého.

e Po gidavku siranu manganatého (srazeci roztok l.) aoxydu draselného (sradzeci roztok
[I.) do vzorku vody vznikne:
Mn%* + 2 OH = Mn(OH), 2 Mn(OR} % Q + H,0 = 2 Mn(OH)

Mangan s vys$Sim oxidaim ¢islem grechazi po okyseleni vzorku vimmnosti jodidu
opét na iont manganaty figemz oxiduje jodid na ekvivalentni mnozstvi jodu.

e Po gidavku kyseliny sirové (kyselé présdi), za pitomnosti jodidu draselného (sraZeci
roztok 11.), ktery byl ke vzorkuifdan jiz s roztokem hydroxidu draselného:
Mn(OH}+ 3 H = Mn** + 3 1,0 2MAT+2T=2 Mt + 1,

Jod se pak stanovi titraci odmym roztokem thiosiranu na Skrob jako indikator.
Kyslik se tedy stanovujeepiimo, a to jako jod.
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e P¥i titraci thiosiranem:
I, + 2 S03= 2 I + $06%
Thiosiran— tetrathionan

Kyslik je nutno stanovit nebo alespéixovat (konzervovat) na mistodkéru vzorku,
piicemz je nezbytné zaznamenat i teplotu odebirané, vepiptu okoli a tlak vzduchu.

Vzorky ke stanoveni kysliku se odebirajinpo do kyslikovych sklemych lahvi
(kyslikovek).

Biochemicka spoteba kysliku (BSK)

Biochemicka spdeba kysliku (BSK) je definovana jako hmotnostni d¢emtrace
rozpuséného kysliku spadebovaného za stanovenych podminek biochemickouaokid
organickych, pofipact anorganickych latek ve védZ biologicko-chemického hlediska je to
mnozstvi kysliku spsebovaného mikroorganismytipbiochemické oxidaci (mineralizaci)
organickych latek za aerobnich podminek a bez cispasti fotosyntetizujicich
mikroorganisnd.

Stanovenou hodnotu BSK Ize povaZzovat za miru kunaee biologicky
rozloZzitelnych organickych latek obsazenych ved&v@rganické latky jsou jednou z hlavnich
zneistujicich slozek vody, proto BSK gatmezi dilezité ukazatelgistoty ¢i znelisteni
vody. BSK je také dlezitym ukazatelem kyslikového rezimu vod, vzhledkromu, Ze
organicke latky stanovené jako BSK hrajile¥itou Ulohu pi odcerpavani rozpusheho
kysliku z vody. Hodnota BSK zavisi na doimkubace. BSK za n dni inkubace se cuja
BSK.

Mezinarodni unifikovanou a tedy i cel@wové rutinné pouzivanou metodou stanoveni
je standardizovana, tzvred’ovaci metoda stanoveni BSK. Metoda @péa ve stanoveni
obsahu rozpu&hého kysliku v pedem upraveném vzorku vody nultého a patého dne
inkubace. Upravou vzorku se rozumi vytemperovaafola na teplotu inkubace, nasyceni
vzorku kyslikem. Inkubace vzorku sfjea v tom, Ze vzorek vody je ponechan v deaeé
lahvi v Klidu i teplog 20 °C bez fistupu vzduchu a stia.

BSKs se vypgita jako rozdil koncentraci rozp&sého kysliku, stanoveného nultého
a patého dne ve vzorku, inkubovaném za &aéstandardizovanych podminek (tfed a po
biochemické oxidaci organickych i anorganickyckekabbsazenych v analyzovaném vzorku).

Reagencie

Pokud je pipraveno dostatmé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke
stanoveni, nemusite jéipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyt (pokud tedy neni
u chemikdlie uvedeno jinak).

1. Siran manganatysrazeci roztok |,
400 g MnSQ- 2 H,O (nebo 340 g MnSPbezvodného, nebo 380 g MnS®,0) se
rozpusti v destilované veéddoplni se na objem 1 |, neni-li roztoky, Zzfiltruje se fes
papirovy filtr.
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. Alkalicky roztok jodidu s azidersrazeci roztok IIPOZOR TOXICKA LATKA!!

350 g NaOH (nebo 500 g KOH) a 300 g KI (nebo Na&) rezpusti asi v 500 ml
destilované vody. 10 g azidu sodného (NafPOZOR TOXICKA LATKA!) se rozpusti
asi v 40 ml destilované vody. Oba roztoky se s@igd ochlazeni se doplni na objem 1 1.
Neni-li roztokg¢iry, stdhne se po usazeni nasoskou nebo se Hiltrag sklegnou vatu.
Roztok se uchovava v lahvi z ddeho skla.

. Kyselina sirovaziedina v objemovém po#énu 1:1,POZOR ZIRAVINAI!!

Vypocétené mnozstvi (vypiet uveést v protokolu; pokud roztokipravujete, vypoéet uvést

i v laboratornim deniku) koncentrované kyselinypeér (98 %p = 1,84 g/ml) za stélého
michani vlijte do vyp&teného mnozstvi (vyget uvést v protokolu; pokud roztok
piipravujete, vypoet uvést i v laboratornim deniku) destilované vadgztok fipravte
do 250 ml odrarné baiky.

. Thiosiran sodnyodmerny roztok,c(NaS,03) (10,01 mol/l,

Pii ptipraw tohoto roztoku se uZiva destilovand vodgedem cerst¥ prevaena
a ochlazena. V odénné baice o objemu 1 | se v této destilované ¥@ostupi rozpusti
2,5 g NaS,0; -5 HO a 0,4 g NaOH. Po rozpdsi hydroxidu se roztok stejnou
destilovanou vodou doplni po rysku.

. Skroh indikatorovy roztok

4 g rozpustného bramborového Skrobu a 0,2 g kysshiticylové (konzervani latka) se
smisi asi s 50 ml destilované vody. Tato suspeeazdije za stalého michani do asi 1 |
vrouci destilované vody a kratce se pov&Roztok Skrobu se musitipindikaci jodu
zbarvovatiist¢ modre (nikoliv zeler ¢i fialove).

6. Destilovana voda.

7. Povrchova voda — donese student.

8. Mineralni voda (miskéa voda) — donese student.

Pomicky

Byreta (tmava lahev).

Titra¢ni baiky 250 ml (4 ks).

Kyslikoveé lahve (4 ks).

Pipety 2 ml (2 ks).

Automaticka pipeta (2 ks).

Nasada na automatickou pipetu (2 ks).
Odmeérna baika 1000 ml (1 ks), 250 ml (1 ks).
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Postup
Ukol ¢&. 1: Odbgér vzorku

1.

Vzorky vody ke stanoveni kysliku se odebirdgjimp do kyslikovych lahvi (kyslikovek).
Kazda kyslikova lahev ma vyrytaslo a objem.

2. Vyryté ¢islo musi souhlasit se stejnyiislem na wku kyslikové lahve.
3.
4. Pokud mate fipraveny roztoky pro fixaci vzorku, fixujte vzorekody ihned po odiru

Pt pinéni kyslikovek vodou musite vzorek vody nechiat@ct ges hrdlo kyslikovky.

a az potom kyslikovku uzéste.

. Pro odstraéni moznych vzniklych vzduchovych bublin poklepejgslikovku jejim

vickem a ihned uzdete.

. Pri pInéni kyslikovek pitnou vodou musite dbat na to, abgavngéla co nejmensi fitok

a kyslikovku phte tak dlouho, dokud se objem vzorku vody v I&Hespa1 5 x vymeni,
a poté co nejrychleji lahev uzaie.

Ukol &. 2: Fixace vzorku

1.

w N

[o276) IF -4

Kyslik ve vzorku v kyslikovce fixujteifpdlanim 1 ml srazeciho roztokdirfidlo 1) siranu
manganatého (asi 1 cm pod hladinou vzorku) pomatoinaatické pipety.

. Pak vynénte modry nastavec na mikropipetu nastavcem preesiéihidlo 1.
. Pomoci takto upravené mikropipetiigejte 2 ml alkalického srazeciho roztokin{dlo 2)

jodidu a azidu.

. Kyslikovku ihned uzakete tak, aby pod zatkou nestala vzduchova bublina.
. Hrdlo lahve oplachéte pod tekouci vodou a obsatikthdné promichejte.
. Obsahuje-li vzorek kyslik, vznikne rezakinéda sraZzenina hydroxidu manganatého. Pokud

vzorek kyslik neobsahuje, objevi se bila srazehyuoxidu manganatého.

Ukol ¢&. 3: Stanoveni koncentrace rozpughého kysliku

1.

A OWN

Po dokonalém usazeni srazeniny hydroxidu mangamatghlikovku opatré otevete
a pod hladinu fidejte 1,5 ml kyseliny sirove&ifiidlo 3). Kyselina musi bytifdana rychle,
aby srazenina neunikla z lahve.

. Lahev ihned uzaete, oplachéte pod tekouci vodou a digbprotepejte.
. KdyZ se srazenina rozpusti, ponechejte kyslikoxkd minut ve tra.
. Potom obsah lahve rychleighjte do titr&ni baiky a titrujte odmérnym roztokem

thiosiranu sodného c(M&03) [ 0,01 mol/l do s#tloZlutého zbarveni {blizné 2 ml).
Pridejte 2 ml Skrobového indikatorového roztoku eujie dale do odbarveni modrého
roztoku.

. Spotebu thiosiranu sodného (p&0O3) a objem kyslikovky (vyryty na lahvi) zapiSte do

vami vytvaené tabulky v protokolu i v laboratornim deniku gp&itéte koncentraci
rozpuséného kysliku. Vypoet uvel'te v laboratornim deniku i v protokolu.
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kol €. 4: Biochemicka spokeba kysliku (BSK)

U

1. Nulty den provete nasyceni vzorku vody kyslikem pomoci probubli@viap istroje.

2. Tycinku vlozte do polyethylenové lahve se vzorkentiatmj zapojte do elekny.

3. Probublavéani provagjte 10 minut.

4. Dale postupujte stegnjako u stanoveni koncentrace kysliku, tzn. @kdl, 2, 3.

5. Potom opt vzorkem vody nasyceny kyslikem natgl kyslikovky, poklepejte a uz#ate
vickem.

6. Takto naplgné kyslikovky se ulozi do termostatu, kde je stéldlota 20 °C (provede
vyucujici). Kyslikovky se ukladaji zatkou dobo plochych misek napinych vodou tak,
aby jejich hrdla byla porfena do vody.

7. Po ukghnuti 7 dri budete vzorek vody v kyslikovce zpracovavat stggko nulty den.
Provedete fixaci vzorku {jmate ol srdzecicinidla), pridate 1,5 ml kyseliny sirové, date
na 5 minut do tmy, ielijete do titr&ni baiky a titrujete thiosiranem sodnym
c(NaS,03) 00,01 mol/l nejdive do s¥tloZlutého zbarveni roztoku (asi 2 ml), dale date 2
ml Skrobového roztoku a titrujete do odbarveni nébdrroztoku.

8. Spotebu thiosiranu sodného (}&03) nulty a paty den i objem kyslikovky (napsany na
lahvi) zapiSte do vami vytwené tabulky v protokolu i v laboratornim denikuygpattéte
biochemickou spaebu kysliku. Vypoet uvel'te v laboratornim deniku i v protokolu.

Tabulky - Nangiené a vyp&tené hodnoty i koncentrace rozpudiého kysliku.
Tabulky - Namgiené a vyp&tené hodnoty iy stanoveni biochemické sgeby kysliku.
Vypaity

1. Vypocet kyseliny sirovéizdné v objemovem po#énu 1:1 do 250 ml odiné baky.

2. Vypocet koncentrace rozpusteho kysliku
felc (Na2S203) [V (NaxS03) [ M (02)[1000

p(02) = V. Vy = Vi — Vi
kde:
p(O2) je hmotnostni koncentrace rozpim&ho kysliku ve vzorku vody v mg/I;
c(NaS;03) je latkova koncentrace o@mého roztoku Nz5,03 v mol/l;
fi je titractni faktor (zde je roven 1/4);
V(NaS;03) je objem odrérného roztoku thiosiranu sodného, $pbovany do konce
titrace v ml;
\ je objem roztoku vzorku, vémz byl stanoven obsah kysliku v ml;
X je objem kyslikovky v ml;
Ve je objem srazecich roztbktidanych do kyslikovky $ fixaci v ml;

M(Oy) je molarni hmotnost molekuly kysliku.
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3. Vypocet biochemické sptby kysliku

BSK7 = po(O2) —p7(0,)

kde:
BSK je biochemickéa sp&tba kysliku v mg/l;
0(02) je hmotnostni koncentrace rozpimgho kysliku ve vzorku vody nulty den

inkubace v mg/l;

ps5(02) je hmotnostni koncentrace rozpimgho kysliku ve vzorku vody paty den

inkubace v mg/l.

fe[c (NaS:03) [V (Na2Se0s) [ M (O5) (1000
Vo

Po(02) = ps(02) = Vy =V = Ve

kde:
po, 02) je hmotnostni koncentrace rozpim&ho kysliku ve vzorku vody nulty

respektive paty den v mgl/l;

c(NaS;03) e latkova koncentrace o@nmého roztoku Nz5,03 v mol/l;
V(N&S,0;3) je objem odmrného roztoku thiosiranu sodného, $pbbvany do konce

titrace v ml nulty respektive paty den v ml;

Vy je objem roztoku vzorku, vémz byl stanoven obsah kysliku v ml;
Vi je objem kyslikovky v ml;

Ve je objem srazecich roztblpridanych do kyslikovky § fixaci v ml;
fi je titratni faktor (zde je roven 1/4);

M(O,) je molarni hmotnost molekuly kysliku.

Vyjadiovani vysledi

Vysledky n&feni koncentrace rozpé&eho kysliku a BSKse uvadi na desetiny.

Zaver

Odpowd na odstavec ,pracovni ukol“ a komehkanangrenym hodnotam.

DULEZITE

1. Pouzivejte jerinidla, sklo a dalSi poftky urené pro danou ulohu.

2. O doplreni chykjicich pomicek Zadejte vytujiciho.

3. Po ukorteni ulohy umyjte veSkeré sklo¢etns pipet a oplach¢te v destilované vad

4. Pracovni Ukol, postup aubkzité vypa@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt

5.

v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.
Opustit své pracovi§tmuzete, aZz budete mit:
zkontrolovano pracovi§t zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik &eny podpisem vytujiciho.




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY FOSFORE ¢NE V COCA-COLE
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU VE
VZORKU

CAST 1: POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH
Pracovni ukol

4. Stanovte pH ve vzorku pitné, povrchové, destilovam@neralni (miske) vody.

5.V zawru rovreZz provelte diskusi (komentd k nangfenym hodnotdmii rozdilnych
vzorka vody.

6. Vysledné hodnoty porovnejte s vyhlasksu229/2007 Sb., ifloha ¢. 3 a s vyhlaskou
252/2004 Sb.,jplohac. 1. (umisiny na nasince v laborath).

Princip

Potenciometrieje metoda vyuzZivajici pro stanoveni aktivity (komicace) sledované
latky meteni elektromotorického n&p elektrochemickyckilanki.

1. Primé potenciometrie- koncentrace sledované latky lz&iuptimo z nangiené

hodnoty napti ¢lanku (stanoveni hodnoty pH).

2. Nepiima potenciometrie koncentrace sledované latky Iz&itze zneény nagti
¢lanku v zavislosti na fidavku titr&niho ¢inidla  (potenciometricka titrace
s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence).

Elektrochemickéclanky (elektrody) pouZivané fip potenciometrickych metodach
seskladaji ze dvou elektrod:

1. Elektroda ndrn& (indika’ni) — jeji potencial je zavisly na koncentraci stan@me
latky, je tvaena sklednou membranou ze sodno-vapenateho skla.

2. Elektroda srovnavaci (referentni} jeji potencidl nezévisi na koncentraci
stanovované latky, napchloridostibrna nebo merkurochloridova (kamelova) elektroda.

Nejcastji se vSak pouzivad sklénd kombinovana elektroda spojena s referentni
elektrodou.

Hodnota pH neboli koncentrace vodikovych iorje definovana jako zaporny
dekadicky logaritmus aktivity vodikovych iantVyznamr ovliviiuje chemické, fyzikal&
chemické a biologické procesy probihajici ve vodddmoziuje také rozliSit jednotlivé
formy vyskytu rkterych prvki ve vodach a je jednim z hledisek pro posuzovarésagty
vody.

Hodnota pH povrchovych vod se pohybuje v rozmekz6®& do 8,5. Pokles pH vody
pod 4,5 je zpisoben pitomnosti anorganickych i organickych volnych kyse(nag.
huminové latky). Vody s pH nad 8,3 obsahuji iont®;Cnebo OH Kratkodoba zvyseni
hodnoty pH (10 — 11) vodniho préstli vlivem intenzivni fotosyntézy, fytoplanktonu
a pongené makrovegetace byvaji spojeny s biogenni ddikaici, coz miva zpravidla
katastrofalni dsledky pro ryby a ostatni vodni Zisiohy.

Vzorky se odebiraji do polyethylenovych lahvi nelocsklegnych lahvi.

Hodnota pH se stanovujgéznymi metodami, p&inaje jednoduchymi Zisoby g uZziti

e

indikatorovych papink, barevnych indikatdra korte slozigjSimi elektrometrickymi




POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY FOSFORE ¢NE V COCA-COLE
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU VE
VZORKU

metodami. Kolorimetrické metody vyuZivaji barevnaoénu pouZzitych indikatar, maji
pouze omezenour@snost, a proto vyhovuji pouze pro ori€énfastanoveni hodnoty pH vody
nebo pro terénni &eni. Krong univerzalniho indikatoru, ktery pokryva vyznamnoéést
rozsahu pH stupnice, se v litersguwuvadi cel&ada acidobazickych indikatnr pracujicich
pouze v Uzkém rozsahu hodnot pH. Zabarveni vzorkyprméni €chto indikatofi se pak
srovnava se zabarvenim standardnich tlumivych kéztb na zéklagl tohoto srovnani se
uréuje hodnota pH vzorku.

Nejcastji se dnes hodnota pH stanovuje potenciometrickgm@ci pH-metru).
pH-metry miZzou byt b’ laboratorni, neboipnosné. Kazdy pH-metr se musgég kazdym
meienim kalibrovat. Kalibrace pH-metru se provadi poimgiloZzenych kalibranich pufi
a zmeiené teploty. Lze provést jednobodovou kalibracippaZiti jednoho pufru (pufr 7 —
neutralni). U dvoubodové kalibrace se voli pufr dae pufr podle f@dpokladané hodnoty
pH prostedi (kyselé — pufr 4, zasadité — pufr 10). Pokudosevadi tibodovéa kalibrace,
pouzivaji seit pufry, a to bd’ vzestups (nejdive pufr 4, pak pufr 7 a nakonec pufr 10) nebo
sestups (pufr 10, pak pufr 7 a nakonec pufr 4).

Reagencie

Destilovana voda.

Povrchova voda — donese student.

Mineralni voda (miska voda) — donese student.
Pitna voda.

Pufr 4, 7, 10.

gk

Pomicky

* pH - metr.
o Titraéni baiky (4 ks).
* PE sticka.

Postup

1. Vzorek povrchové, pitné, mineralni a destilovanéyaalijte do titréni baiky tak, aby
byla z poloviny napléna.

2. Mnozstvi vzorku vody zvolte tak, aby elektroda plétrma byla z poloviny poriena.

3. Poté provéte kalibraci pH-metru pomocifippZzenych kalibranich puffi a zn&rené
teploty. Provéte jednobodovou kalibraci pH-metru, tzn., voliteipe pufr 7.

4. Nasled® muzete proveést vlastni ¢reni, a to tak, Ze vlozite elektrodu do kadinky se
vzorkem a po 2 minutach ottete hodnotu pH. Pokuddtite vice vzork, je nutné vzdy
po skorteni nEieni oplachnout elektrodu destilovanou vodou.
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STANOVENI OBSAHU KYSELINY FOSFORE ¢NE V COCA-COLE
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU VE
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Vyjadi‘ovani vysledk
Vysledné hodnoty stanoveni pH se uvadi na 2 desetnista.
Zaver

Odpowd na odstavec pracovni ukol a komértaantienym hodnotam.

CAST 2. STANOVENI OBSAHU KYSELINY FOSFORE ¢NE V COCA-COLE
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA CNi ANALYZOU
VE VZORKU

Pracovni ukol

1. Potenciometricky stanovte a vyftéte koncentraci kyseliny fosfateé v Coca-Cole.

2. Odmeérnou neutralizéni analyzou stanovte a vygste koncentraci kyseliny fosfateé ve
vzorku.

3. Zakreslete titrani kiivku kyseliny fosforéné.

Princip
Kyselina fosforéna je trojsytna kyselina aiglusi ji tedy fi disociani konstanty:

[H:0 - [HPO]

Ka1= =75.16, pKyi= 2,12
[HsPOJ]
[H:O] - [HPO.]
Kaz= =6,2. 16, pK,.= 7,21
[HPOY]
[H:O] - [P,
Kas= =4,8.10°% pK,3= 12,32
[HPO,?|

Jak vyplyva z vyrazu pro diso¢ia konstantu a z obrazku, je slozeni roztoku kpgeli
fosforezné zavislé na hodnbtpH. Experimentalni hodnoty diso¢id konstanty kyseliny
fosforené se odée z titrani kiivky jako hodnoty pH v bodech, kde jsou posgnkoncentraci
konjugované kyseliny a zasady p¢deven jedné, tedy:
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[HsPQy] /[H2PO] =1,
[HPOy] /[HPO?] = 1
[HPO,?] /[POy7] = 1.

Néapoj typu ,Cola“ obsahuje kyselinu fosféremu (Coca-Cola), ifpadré citronovou
(Pepsi-Cola), jejichz koncentraci Ize stanovitaiiirroztokem NaOH. Tmavé zbarveni napoje
znemo#uje pouziti barevnych indikaty a proto je nutno stanovit body ekvivalence
potenciometricky. Potenciometre je ¢egtjSi fyzikalni metodou, kde se bod ekvivalence
vyhodnocuje ze zavislosti nép mezi deéma elektrodami porfenymi v titrovaném roztoku
na objemu fidavanéhainidla.

Titrace 10 ml vzorku Coca-coly 0,2 M NaOH

_
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Obrazek 1Titracni kiivka kyseliny fosforamé

Pfi potenciometrické titraci pouZijete skkerou elektrodu jako indikai neboli
mérnou a kombinovanou elektrodu jako refemeinneboli srovnavaci. Budetegtit zavislost
pH titrovaného roztoku na mnozZstdiiganého titraniho ¢inidla, 0,2 M odrdrného roztoku
NaOH. Meétené hodnoty budete zapisovat do tabulky a po jejyieseni na milimetrovy
papir ziskate titeni kiivku kyseliny fosforéné. Vyhodnocenim této fikky urcite
ekvivalereni body, coz je pH v badekvivalence. B vyhodnoceni vyuzijeme skuieosti, Ze
dand kyselina je vicesytna, takZze jako sgmi k vypdtu bereme rozdil mezi prvnim a
druhym bodem ekvivalence. Je-li sfmita do prvniho bodu ekvivalence menSi nez mezi
prvnim a druhym bodem, je kyselinatést&né zneutralizovana.
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STANOVENI OBSAHU KYSELINY FOSFORE ¢NE V COCA-COLE
POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA ¢Ni ANALYZOU VE
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Kyseliny fosforénou Ize stanovit i alkalimetricky.iPalkalimetrickém stanoveni je
mozné rozlisit disociaci pouze do prvniho a druhéhupre; treti stupé disociace jiz nelze
rozlisit, nebd@ HPQ je jiz piflis slaba kyselina. Pro zjiii ekvivalegniho bodu Ize pouZit
acidobazické indikatory. Pro titraci do 1. stdpmnethylova oranz a pro titraci do 2. stdpn
fenolftalein.

Pri titraci pavodniho vzorku by rusi/pasobil oxid uhltity, ktery se ve vo&rozpousti
za vzniku kyseliny uhtité H,COs a je ho proto nutnéred titraci odstranit vywanim.

Reagenciedinidla)

1. Hydroxid sodnyodmérny roztok,c(NaOH) = 0,2 mol/IPOZOR ZIRAVINAI!
K asi 200 ml vody se pomalu za stalého michdidiapvypatené mnozstvi (vypeet uvést
v protokolu, pokud roztokijpravujete vypoet uvést i v laboratornim deniku) hydroxidu
sodného. Po ochlazeni se aginé baka doplni na objem 500 ml.

2. Fenolftalein indikatorovy roztok (0,5 %),
0,5 g fenolftaleinu se rozpusti v 50 ml ethanol@ ¢8), Zedi se 50 ml destilované vody
a dolfe se promicha. Kroztoku se po kapkadidgva roztok NaOH o koncentraci
0,01 mol/l az do prvniho pdshnutelného tZzového zbarveni. Indikator se uchovava
v lahvi z hrgdého skla.

3. Methylovéa oranzindikatorovy roztok (0,05 %),
Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést
i v laboratornim deniku) sodné soli methylové oearse rozpusti v 100 ml horké
destilované vody a po vychladnuti se Zfiltruje.

4. Napoj Coca-Cola (Pepsi-Colaystudent donese
5. 1 M kyselina fosforéna - vzorek
6. Pufry 4, 7, 10.

Pomicky

¢ Odnerna baka na 500 ml (1 ks).

e Byreta (1 ks).

e PipetalO ml (1 ks).

e Kadinka 250 ml (1 ks), 600 ml (1 ks).
e Titracni baiky (2 ks).

e pH-metr.

e Upewiovaci Sroub.

e Stojan (2 ks).

e Tycinka (1 ks).

e Vatic.




POTENCIOMETRICKY A ODM ERNOU NEUTRALIZA CNi ANALYZOU VE

POTENCIOMETRICKE STANOVENI pH VE VODACH

STANOVENI OBSAHU KYSELINY FOSFORE CNE V COCA-COLE

VZORKU

Postup

Ukol &. 1: Potenciometrické stanoveni koncentrace kyseljrfosforetné v Coca-Cole

1.

Do 600 ml kadinky nalijte cca 200 ml Coca-Coly dizgete na vAci nebo kahanu, aby
doSlo k vytkani veSkerého oxidu uliitého. Vzorek nevide, protoze odganim vody by
se zménil objem. Ochldte.

Zkontrolujte nastaveni pH-metru pomoci kalirech roztok, pripadré jej nakalibrujte
(nejprve pH 7, poté 4).

Odpipetujte 50 ml vychladlého vzorku do kadinky.

Zmette pH roztoku a hodnotu zapiSte. Tato hodnota oidjdonulové spdele odmerného
roztoku (0,2-M NaOH).

Roztok Coca-Coly titrujte roztokem hydroxidu sodoéh2 mol/l gi ptidavcich po 1 ml
a vzdy promichejte. Po kazdém jednotlivéfidavku titr&nihocinidla meite pH roztoku.
Titrujte do pH 12 nebo do sgeby 25 ml. Udaje o pH roztoku Coca-Coly a objemu
titracnihocinidla v jednotlivych pidavcich vynasSejte do grafu zavislosti (imakiivky).
Zopakujte titraci stim, Ze v okoli bddekvivalence (strijSi zména pH) zmenSete
piidavek na 0,5 ml.

Na zaklad rozdilu hodnot spééby NaOH v 1. a 2. bedekvivalence vypditejte
koncentraci kyseliny fosfot@é v Coca-Cole.

Ukol &. 2: Alkalimetrické stanoveni kyseliny fosforéné ve vzorku

1.
2.

Pres nalevku felijte odpovidajici mnozstvi NaOH do byrety.

Ze vzorku HPO, (1-M HzPQO,) odpipetujte 10 ml do 100 ml odimé baky a
destilovanou vodou dofe po rysku.

Do titracni baiky odpipetujte 5 ml tohoto vzorku.

Pridejte 2 kapky methylové oranze.

Razovy roztok titrujte za stalého michani agtnym roztokem 0,2-M NaOH (POZOR
ZIRAVINA!!) do prvniho trvalého Zlutého zbarveni.

Odettéte spotebu odnérného roztoku (0,2-M NaOH) v 1. boekvivalence.

Do dalSi titr&ni baiky odpipetujte ot 5 ml Zedéného vzorku.

Pridejte 3 kapky indikatoru fenolftaleinu a dale mkttitrujte roztokem 0,2-M NaOH
(POZOR ZIRAVINA!! do rizového zbarveni.

Odettéte spotebu odnérného roztoku (0,2-M NaOH) v 2. béekvivalence.

. Ok¢ titraci opakujte je$t2x a na zakladrozdilu hodnot spe¢by NaOH v 1. a 2. bed

ekvivalence vypditejte koncentraci kyseliny fosfaheé v Coca-Cole.

Tabulka — Nangifené a vypétené hodnoty i stanoveni koncentrace kyseliny fosfaré

v Coca-Cole potenciometricky.
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Tabulka — Nang&iené a vyp&tené hodnoty f stanoveni koncentrace kyseliny fosfaré ve
vzorku alkalimetricky.

Vypaity

1. Vypocet mnozstvi hydroxidu sodného pouzité prdpmavu 0,2-M NaOH na objem
500 ml.

2. Vypocet mnozstvi methylové oranze pouzité pidpmavu 0,05 % roztoku methylové
oranze na objem 100 ml.

3. Vypocet koncentrace kyseliny fosfamé v Coca-Cole a ve vzorku stanovené
potenciometricky a alkalimetricky

c(HsPOs) - V(H3PO,) = c(NaOH) - V(NaOH)

Kde

c(HsPOy) je presna latkova koncentrace kyseliny fostore v mol/l;

V(H3PQ,) je objem vzorku kyseliny fosfoéaé odpipetovany k analyze v ml;
c(NaOH) je latkova koncentrace odmého roztoku NaOH v mol/l;
V(NaOH) je rozdil spageby NaOH v 1. a 2. b&cekvivalence v ml;

Zaver:

Odpowd na odstavec pracovni kol a koméitdaneienym hodnotam.

DULEZITE

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi poiitky urené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std) pokud nebudete mit svoleni od ¢wjiciho.
O doplreni chykgjicich pomicek Zadejte vykujiciho.
Po ukorteni ulohy umyjte veskeré sklo¢etre pipet a oplachete v destilované vad
Pracovni Ukol, postup aukbzité vypd@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt
v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.
Opustit své pracovi§tmuzete, az budete mit:
zkontrolovano pracovi8t zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik &eny podpisem vytujiciho.

ogrwbE

o




STANOVENI SIRAN U ODMERNOU METODOU S Pb(NOs),

Pracovni ukol

1. Odmérnou metodou stanovte a vyfiejte obsah rozpudtych sirad ve vzorku pitné,
povrchové a mineralni vody nebo faké vod.

2. Vysledné hodnoty povrchové a pitné vody porovnsjiégizenim viadye. 61/2003 Sb.,
prilohac. 3 (NV je vywSeno na nasnce v laborati).

3. V zawru rovrez provelte diskusi (komentd k nangrenym hodnotdmii rozdilnych
vzorka vody.

4. V protokolu musi byt veSkeré vygty pro pipravu jednotlivych roztak a to i v gfipadt,
pokud jsou roztoky jiZ fypraveny.

Princip

Odmérna analyza (Volumetrie) se pouziva ke kvantitativnimu (obsah, mnoZzstvi)

uréovani latek ve vzorku. Podstatou je chemickd reakmzi stanovovanou latkou a
odmérnym (titracnim) ¢inidlem. K roztoku zkoumané latky ifjgavame z byrety roztok
odmernéhocinidla (titratniho¢inidla) o gresné znamé koncentratitr( roztoku ) tak dlouho,
dokud mnozstvi fidavaného titréniho cinidla je chemicky ekvivalentni latkovému mnozstvi
stanovované latky (reakce pedita kvantitativig), neboli dokud nebylo dosazeno tbadu
ekvivalence

Konec reakce resp. bod ekvivalence pozndme (idlarjéfne) pomoci:
* pouZziti indikatoru— barevna zina indikatoru pidaného do titrovaného roztoku
nebo zmina barvy roztoku zisobena pebytkem titrgniho cinidla (subjektivni
vizualni metody),
* pouZziti @istroju (objektivni @istrojové metody), ndp potenciometre (strma zma
pH), konduktometrie (zéma konduktivity) apod.

Postup pidavani titr&niho cinidla o znamé koncentraci se nazytittace. Hledané

mnozstvi latky se pak vypte na zakladl zjiSttného objemu spt#bovaného titrniho
¢inidla.

o P¥#imé titrace, které jsou zaloZzené na bezptedhi reakci &inné latky v odnirném
roztoku se stanovovanou slozkou v roztoku

o Zpétné titrace, pii kterych se vyuziva pomocna reakce. Tato titraee |
charakterizovana vyssi chybou, protoZeégioreieni je vysSi.

Pfi stanovovani latek ve vzorku odmou analyzou je nutné znatesnou latkovou

koncentraci roztoku odénného (titr&niho)cinidla. Vzhledem k tomu, ZestSina odnérnych
roztoki se gipravuje ne zcel&istych chemikalii, musime ke stanoveni jejickeqné
koncentrace pouzit tzwzakladnich (standardnich) latek (jsou stalé na vzduchu, musi byt
velmi ¢isté a musi mitigsreé definované slozeni digripraw roztoki musi byt stabilni).

Presna koncentrace odmého roztoku se zjisti titraci roztoku, v kteréenznamé

mnoZstvi zakladni latky, roztokem titrdho ¢inidla priblizné koncentraci. Ze spaby
odmernéhocinidla o @iblizné koncentraci, se vypte gresna koncentrace titfiaiho cinidla.




STANOVENI SIRAN U ODMERNOU METODOU S Pb(NOs),

Siranové ionty reaguji s ionty olovnatymi za vznikdlo rozpustné srazeniny siranu

olovnatého, jehoz rozpustnost je snizefidgvkem ethanolu nebo acetonu. Konec titrace, tj.
nadbytek olovnatych ioff je indikovan barevnou z¥nou indikatoru dithiozonu, z modré
do fialovo-fizové barvy.

Reagenciedinidla)

Pokud je pipraveno dostatemé mnoZstvi chemickych sléenin pouzivanych ke stanoveni,

nemusite je fipravovat, ale v protokolu bude vzdy jejich vyed (pokud tedy neni u
chemikélie uvedeno jinak).

1. Kyselina dusing, koncentrovan&(HNO3) = 1,42 g/mIPOZOR ZIRAVINAI!
2. Dusicnan olovnaty odnerny roztok, c[Pb(NQOs);] = 0,01 mol/l, POZOR TOXICKA

LATKA!N!
Ve vodE okyselené 4 ml kyseliny dusié €inidlo 1) se rozpusti 3,312 g Pb(he
susenehoipteplog 180 °C po dobu 2 h a vodou se doplni v édré baice na 1000 ml
po rysku.

Dithizon, kyselina benzoovandikatorova srés
Dithizon se smisi s kyselinou benzoovou v objemopémeru 1:50 a srés se rozée na
jemny prasek.

4. (isty ethanal 96 % nebo 97 %

9.

Kyselina chlorovodikovaziedna, k regeneraci katexw(HCI) = 1,42 g/ml, POZOR
ZIRAVINA!!

Opatrre se smisi 14 ml + 1 ml koncentrované kyseliny awodikove, p(HCI)=
1,42 g/mis vodou a doplni se v odnmé baice vodou na 100 ml.

Dusichan stibrny, roztokc(AgNOs) = 0,1 mol/l,POZOR TOXICKA LATKA!!

Vypoctené mnozstvi (vypiet uvést v protokolu, pokud roztokipravujete, vypdet uvést

i v laboratornim deniku) AgN$) se v odmirné baice o objemu 1 | rozpusti v destilované
vodé a doplni se po rysku.

Kyselina dusind, ztectna, c(HNO3) = 0,1 mol/l,POZOR ZIRAVINA!!
V odmérné bace o objemu 500 ml se asi v 200 ml destilovanévwadpusti 4,85 ml
koncentrované kyseliny dusié a doplni se destilovanou vodou po rysku.

Siran sodnyzasobni roztok standard(SO;*) = 0,01 mol/l,
V odmérné baice na 1000 ml se rozpusti ve ¥atl4205 g NSO, predem vysuSeného
pii teplo& 200 °C a doplni se vodou po rysku.

Povrchova voda — donese student

10.Pitna voda, destilovana voda

11.Minerélni (mdska) voda — donese student




STANOVENI SIRAN U ODMERNOU METODOU S Pb(NOs),

Pomicky

e Titra¢ni baiky (5 ks);

e Pipeta 1 ml (3 ks), 5 ml (1 ks), 10 ml (1 ks);
e Tycinky (4 ks);

e Lzicka (1 ks);

e Odnmerna baika 100 ml (1 ks), 500 ml (1 ks), 1000 ml (1 ks);
e Byreta (tmava);

e Kolona naplgna katexem;

e Kadinka (5 ks);

e Stojan na kolonu;

e Stojany pro filtraci;

» Filtra¢ni papir;

e Nalevky (4 ks).

Postup
Ukol &. 1: Regenerace katexu

Regenerace katexu se provadi vzdgdpsamotnym gfenim vlastnich vzork a po
ukonieni prace na kolan

1. Kolonou s katexem nechte protéct asi 50 fatiné kyseliny chlorovodikove&ifidlo 5).

2. Kolonu nasleda promyvejte destilovanou vodou, tak dlouho, dokuohpyvaci voda bude
obsahovat chloridy a pbézné budete provait zkousku na chloridy.

3. ZkouSku na chloridy provedete tak, Ze k5 ml proaofjwody pidate 3 kapky edkné
kyseliny dusiné c(HNO3) = 0,1 mol/l ¢inidlo 7) a 1 ml roztoku dusnanu stibrného
Cc(AgNOs) = 0,1 mol/l €inidlo 6).

4. Pokud se roztok promyvaci vody zakali, obsahujemgk@ci voda stalé chloridy
a pokr&ujete v promyvani. Jestlize roztok promyvaci vodgtaneciry, promyvaci voda
jiz neobsahuje chloridy a kolonu mat@gpavenou k naslednémuéheni.

Ukol &. 2: Stanoveni ffesné koncentrace odirného roztoku dusiénanu olovnatého

1. Do titrasni baiky odpipetujte 10 ml pracovniho roztoku standac(®0;*) = 0,01 mol/l
(¢inidlo 9).

2. Ke zkouSenému objemurigejte 20 micistého ethanolu¢{nidlo 4) a malé mnozZstvi
indikatorové smssi (Cinidlo 3).

3. Titrujte odnernym roztokem dughanu olovnatéha[Pb(NG;s);] = 0,01 mol/l inidlo 2)
do barevné zgmy indikatoru (z modrého zbarveni do fialow@oveého zbarveni).

4. Spotebu dusinanu olovnatého zapiSte do vami vyoeé tabulky v protokolu
i v laboratornim deniku a vypiiejte gesnou koncentraci odimého roztoku dughanu
olovnatého. Vypdet uvel'te v laboratornim deniku i v protokolu.
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Ukol &. 3: Stanoveni sirat v riaznych vzorcich vody

1. Vzorky destilované, pitné, povrchové a mineralnoiske) gefiltrujte pres gilozené filtry.

2. Asi 80 ml gefiltrovaného vzorku povrchové, pitné a mineralody nebo miské vody
(jednotlivé vzorky vod stanovujte postupmikdy ne sotiasre) nechte prokapat kolonou
rychlosti 0,1 ml/s.

3. Prvnich 50 ml az 70 ml eluatu vylejte. Zbytek elufimejte do suché nadoby, ze které
odpipetujte 10 ml zkouSeného objem do titigbaiky.

4. K10 ml zkouSeného objemuigejte 20 micisteho etanolugfnidlo 4) a malé mnoZstvi
indikatorové smssi (Cinidlo 3).

5. Titrujte odnernym roztokem dugnanu olovnateha@[Pb(NG;);] = 0,01 mol/l €inidlo 2)
do barevné zgmy indikatoru (z modrého zbarveni d@ového zbarveni).

6. Spotebu dusinanu olovnatého zapiSte do vami vyeoeé tabulky v protokolu
i v laboratornim deniku a vyptEte latkovou a hmotnostni koncentraci straiWypocet
uved'te v laboratornim deniku i v protokolu.

Tabulka— VSechny nagiené a vyp&tené hodnoty it stanoveni siran
Vypaity

1. Vypocet mnozstvi dughanu stibrného pouzité proifpravu 0,1-M AgNQ na objem
1000 ml.
2. Vypocet presné koncentrace o@mého roztoku dushanu olovnatého:

c(NaSQy) [Vl fi
V2

[Pb(NO,),] =

kde:
c[Pb(NG;);] je presna koncentrace Pb(N@v mol/l;
c(NasQ) je latkova koncentrace roztoku standardu Nas@ol/l;

A1 je objem roztoku standardu Na§@zaty k titraci v ml;
2 je spoteba odmirného roztoku Pb(N€), v ml;
fi je titratni faktor, v tomto gipad roven 1.

3. Vypocet latkové koncentrace siian
_[Pb(NO,),]av, -V,) Of, 1000

c(SO7) =
(SC;) v,
kde:
c(SO%) je latkova koncentrace siitas mmol/l;
c[Pb(NGs);] je presna koncentrace Pb(N@v mol/l;
V3 je zkouSeny objem vzorku v mi;

\2 je objem odnarného roztoku Pb(Ng),, spotebovany do konce titrace v ml;
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je objem odnrného roztoku Pb(N§),, spotebovany g titraci slepého vzorku
v ml;
je titratni faktor, v tomto fipack roven 1.

4. Hmotnostni koncentrace sitame vzorku vody:

p(SO2) = c(SO) - M(SO)

kde:

p(SO)  je hmotnostni koncentrace sifiare vzorku vody v mg/l;
c(SO*) je latkova koncentrace sirame vzorku vody v mmol/l;
M(SO*) je molarni hmotnost sirérg/mol.

VyjadiFovani vysledi

Vysledky stanoveni sirérse uvadi v mg/l nditplatnécislice.

Zaver

Odpowd na odstavec pracovni kol a koméitdanEienym hodnotam.

DULEZITE

gk

o

Pouzivejte jerginidla, sklo a dalSi poitky uené pro danou ulohu.
Neberte nic z jinych std) pokud nebudete mit svoleni od ¢wjiciho.
O doplreni chykgjicich pomicek Zadejte vykujiciho.
Po ukorteni ulohy umyjte veskeré sklo¢etre pipet a oplachete v destilované vad
Pracovni Ukol, postup aukbzité vypd@ty (u kterych je uvedeno, Ze maji byt
v laboratornim deniku) budou uvedeny v laboratordémiku.
Opustit své pracovi§tmuzete, az budete mit:
zkontrolovano pracoviét zda je uvedeno daipodniho stavu,
zkontrolovan laboratorni denik &eny podpisem vytujiciho.




