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Uvod

Skripta z fyzikalno-chemickych metod s uréené Studentom druhého roénika Farmaceutickej fakulty
UK. Budu sa vyuzivat' v experimentalnych laboratornych cviéeniach inStrumentalnych metod predmetu
analyticka chémia i ako zakladna literatira pre Studentov treticho roénika povinno-vyberového predme-
tu nové smery v analytickej chémii.

Pri spracavani skript sa kladol déraz na zrozumitel'nost’, na znalost teoretickych ziakladov analytic-
kych metod, na experimentalnu techniku, pri€om sa nadvizuje na znalosti ziskané pri predchadzajicom
Studiu chemickej kvalitativne) a kvantitativne) analyzy. ako aj d’alSich pripravnych disciplin

Cicl'om autorov bolo vybrat’ moderné inStrumentalne analytické metody v salade s trendom ich sicas-
ncho vyvoja so zretel'om na ich vyuzitie najma vo farmaceutickej praxi a pri kontrole podmienok Zivot-
n¢ho prostredia. Vyber metod bol zostaveny tak, aby rozvijal tvorivé schopnosti Studentov a viedol ich
k analytickému mysleniu. Vyber metod demonstruje technické moznosti, ciele a prostriedky sucasne)
analytickej chémie.

Realizacia uloh v silade s technickymi podmienkami (slovenskou technickou normou — STN) prispic-
va k adaptacii Studenta na rieSenie problémov Sirokého spektra analyticke) praxe.

Skripta zahmiuju iba zakladné teoretické poznatky, ktoré su bezpodmicneéne nutné na zvladnutie
experimentalnych uloh, pricom sa predpoklada sustavné $tudium odporucanej Studijnej hiteratiry 1 ab-
solvovania prednasok z analytickej chémic. Dalsim predpokladom je presné dodrZiavanic pracovnych
postupov a zasad spravnej laboratornej praxe, poriadku a Cistoty. Rovnako doleZité je viest' si pracovny
zo§it, do ktorého sa zapisuji vSetky Ciastkove vysledky potrebné na celkové vyhodnotenic analyzy
a vypracovanie zavereéncho protokolu,

Uvedené ulohy z oblasti scparaénych, spektralnych, elektrochemickych a nuklearnych analytickych
metod su orientované na kvalitativnu  analyzu (dokaz, identifikacia) a kvantitativu analyzu
predovSetkym organickych latok v silade s potrebami profilovveh disciplin farmaceutického Studia.
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1. SEPARACNE METODY

Vo farmaceutickej a biochemickej analytike sa bezne stretavame s analyzou vzoriek, ktoré su jedno-
duchsie alebo zlozitejSic zmesi. Vacsinou je preto nutné zlozky zo zmesi pred analyzou oddelit” vhodny-
mi separacnymi postupmi.

Z fyzikalneho hl'adiska spoloénym znakom scparaénych metod je distribucia latky. resp. viacerych
latok medzi dve rézne fazy, ktoré su v tesnom kontakte. Nicktor¢ separaéné postupy sa pouZivaji ako
metody na Cistenie latok (kryStalizacia, zrazanie, filtracia, destilacia, extrakcia, sublimacia). V analytic-
kej chémii nashi Siroké uplatnenic acinnejSic a citlivej§ie metody, suborne oznaené ako chromato-
grafické metody a metody elektromigraéné.

Chromatograficky proces prebicha v prostredi tvorenom sustavou dvoch nemiesajucich sa faz. Nepo-
hybliva (staciondrna, zakotvena) faza mdze byt kvapalna alebo tuha, a byva usporiadana ako stipec
(kolona), alebo plosna vrstva (papier, tenka vrstva sorbentu). Pohybliva (mobilnd) faza pretekajuca
nepohyblivou fazou byva kvapalna alebo plynna. Zlozky delene) zmesi sa musia lisit’ v afinitach k tymto
dvom fazam. K ich rozdeleniu dochadza tak, ze zlozka s viéSou afinitou k mobilnej faze je unasana jcj
prudom, zatial’ ¢o zlozka s vacSou afinitou k stacionarnej faze zostava na mieste alebo sa pohybuje
pomalSie. Ak su rozdicly v pohyblivostiach zlozick delenej zmesi dostatoéne velké, po urcéitom case sa
zlozky od seba uplne oddelia a vytvoria samostatné zony. Ak su farebné, ich polohu na tuhom nosici
(papier, tenka vrstva, stipec) mézeme vidiet' priamo, v opacnom pripade ich musime vhodnou fyzi-
kalnou alebo chemickou reakciou zvyraznit', ¢ize detegovat’.

Podl'a povahy afinitnych sil, ktoré sa uplatiuji pri separacii, rozdel'ujeme chromatografiu na:
a) adsorpénu: stacionarna faza je adsorbent, ktory viaze delen¢ latky. Pri€inou rozdelenia su ich
rozdielne adsorpéné koeficienty;

b) rozdel'ovaciu: stacionarna faza je kvapalina zakotvena na tuhom nosi¢i. K rozdcl'ovaniu dochadza
na zaklade rozdielov v rozdel'ovacich koeficientoch delenych zloziek;

¢) 16novovymennu chromatografiu: stacionarna faza je meni¢ ionov, brzdnou silou je rovnovaha
vratnej vymennej reakcie ionov medzi meni¢om ionov a roztokom. Je pouzitelna iba pre latky schopné
existencie v ionovej forme;

d) chromatografiu na molekulovych sitach: stacionarna faza je lyofilny gél, ktoré¢ho dutiny su vypl-
nené kvapalnou fazou. Separacia je zaloZzena na rozdiclnej difzii latok s réznou velkostou molekul
stlpcom zrnie€ok molekulového sita s uréitym sictovanim.

Toto rozdelenie je do istej miery schematické, pretoze pri kazdom chromatografickom deleni sa uplat-
nuje viac mechanizmov, napr. pri ibnovovymennej chromatografii sa okrem vymeny i6nov méze uplat-
novat’ i adsorpcia.

Podl'a usporiadania stacionarnej a mobilnej fazy delime chromatografiu na papierovi, tenkovrstvovii
a kolonovu (kvapalinova alebo plynova).



1.1. CHROMATOGRAFIA NA TENKEJ VRSTVE

Z hladiska deliaccho principu je to adsorpéna chromatografia. Stacionarnou fazou je adsorbent
(najcastejSic sa pouziva silikagél alebo AlLO;), ktory je naneseny vo forme tenkej vrstvicky na tuhe)
podlozke (sklo, hlinikova folia). V praxi sa ¢asto pouZivaji komeréne vyrabané silikagélové vrstvy.
Pripravuji sa nanesenim kasovite) suspenzie silikagélu so spojivom (sadra, $krob) na hlinikova foliu. Po
vysusSeni v suSiarni vznikne dostatoéne pevna vrstva, ktora je pripravena na pouzitie.

Roztok chromatografovanej vzorky sa nanasa mikropipetou vo forme bodky na oznacené miesto
(tart) blizko dolného okraja dosky. Po zaschnuti nanesenych $kvin sa doska umiestni do uzavretej chro-
matografickej komory, v ktorej je na dne naliata pohybliva faza v takom mnozstve, aby nesiahala po
Start chromatografovanych vzorick. Aby sa zaistilo dokonal¢ nasytenie atmosféry komory parami
kvapalnej fazy, si jej steny vylozené filtranym papierom namocenym v tomto roztoku. Vzostupnym
vzlinanim kvapalnej fazy vo vrstve sa uskutocni chromatografické delenic (vyvijanie chromatogramu)
Po vyvinuti chromatogramu sa ozna¢i lima rozpustadla (¢elo), chromatogram sa vysusi a poloha skvin
rozdelenych latok sa zisti detekciou. Najbeznejsi sposob detekeie je postrickanie chromatogramu rozto-
kom vhodného skumadla. Skvrny analyzovanych latok sa vyhodnotia kvalitativne, resp. i kvantitativne.

Kvalitativne vyhodnotenie. Kvalitu latky v danej chromatografickej sustave charakterizuje hodnota Ry
¢o je pomer vzdialenosti stredu Skvrny od $tartu ku vzdialenosti ¢ela mobilnej fazy od Startu (obr. 1). Ry
hodnoty st vSak reprodukovatel'né len pri absolutnom dodrzani vietkych experimentalnych podmienok
(zloZzenic faz, druh sorbentu, hrubka vrstvy, atmosféra komory, teplota atd’.), ¢o je velmi obtazné.
V praxi sa preto Skvmy analyzovancj vzorky porovnavaji so Skvmami znamych latok (Standardov).
ktor¢ sa chromatografuju sucasne s analyzovanou vzorkou na tej istej doske.

4r—...q——m.,.___ —

h—_G
!J
v o O . R o S I

Obr. 1 Uréovanie hodnét Rg
Re= 111,

Uloha 1. Delenie a identifikicia aminov na Silufole

Delenic vol'nych aminov je zaloZené na rozdielnej adsorptivite na adsorbente, ktora suvisi s bazicitou
delenych aminov. Dobré mozZnosti delenia sa dosahuju na vrstvach silikagélu, ktor¢ sa u nas priemyselne
vyrabaju pod nazvom Silufol.

Chemikilie a roztoky. Neznama vzorka — zmes aminov; etanolové roztoky Standardov: p-fenylén-
diamin, m-fenyléndiamin, o-fenyléndiamin, p-toluidin, a-naftylamin, 2-ctylanilin, difenylamin, fenyl-2-



naftyl-amin, vSetky w(standard) = 0,5 %; pohybliva faza : dioxan : xylén = 1 : 3; detekéné skumadlo:
roztok kyseliny pikrovej w(k. pikr.) = 0,5 %,; etanol na premyvanie pipety.

Pracovny postup. Do suchej chromatografickej komory, ktorej boéné steny si vylozené filtraénym
papierom, nalejeme 100 ml pohyblivej fazy tak, aby sa cely papier navlhéil (aby sa zaistilo nasytenie
atmosféry komory parami pohyblivej fazy). Komoru zakryjeme sklenenou doskou a zatazime. Na doske
Silufolu si vo vzdialenosti 1,5 cm od okraja ozna¢ime oby¢ajnou ceruzkou bodkami v 1.5 cm odstupoch
miesta na nanasanie vzoriek (Start) a o€islujeme ich 1 — 9. Na bodky | — 8 nanesieme asi 2 pl etanolo-
vych roztokov standardov aminov a na posledné miesto rovnaky objem roztoku neznamej vzorky.

NanaSame mikropipetou tak, Ze prilozenim kapilary k povrchu roztoku nechame roztok nasat’ do vys-
ky asi 0,5 cm (ak je stipec v kapilare vyssi, prebytoény roztok odsajeme do filtraéného papiera). Pipetu
potom priloZime kolmo na §tart, pricom sa roztok vsaje do vrstvy (8kvrna nema mat’ pricmer vagsi ako
3 mm). Pipetu 3-krat premyjeme nasatim a odsatim etanolu a nanaSame d’al$iu vzorku. Vymyti mikro-
pipetu po skonceni nanasania uchovavame v skimavke. Po vysuseni Skvin vlozime dosku §ikmo do
chromatografickej komory tak, aby §tart nebol pod hladinou pohyblive) fazy. Komoru prikryjeme skle-
nenou doskou a zafazime. Chromatografiu nechame prebichat’ tak dlho, aZ pohybliva faza vystipi asi
1.5 ¢cm pod okraj dosky. Potom chromatogram vyberieme, ¢iarou oznaéime polohu &ela a nechame vol™-
ne vysusit’. ZvySok pohyblivej fazy vratime spit’ do fl'ase a komoru vymyjeme.

Vysuseny chromatogram detegujeme postrickanim roztokom kyseliny pikrove). Aminy po vysuseni
poskytuji rozne zafarbené Skvrny na zltom pozadi (statim sa Skvrny stavaju vyraznejsic). ZvySok detek-
¢ného skimadla vratime do flase a vymyjeme rozprasovaé.

Vyhodnotenie. Po kvalitativne) stranke je latka charaktenizovana Ry hodnotou, ¢o je pomer vzdiale-
nosti stredu Skvrny od §tartu /. a &ela pohyblivej fazy od Startu /. (obr. 1). Podl'a hodndt Ry a porovna-
nim so $kvrnami $tandardov ur€ime zloZenic a identifikujeme jednotlivé zlozky neznamej vzorky. Do
protokolu napiSeme princip metody a struény pracovny postup. Dalej uvedieme vypoéet Ry hodnot
Standardov a zloziek analyzovanej vzorky. K protokolu prilozime chromatogram.

Uloha 2. Delenie a identifikacia fenolov na Silufole

Zmes fenolov mozno rozdelit’ na zaklade rozdielnej adsorpcie na silikagéle. Na baze silikagélu sa prie-
myselne vyrabaji tenké vrstvy pod nazvom Silufol. Adsorbent je naneseny na tenku hlinikova foliu,
ktori je mozné I'ubovol'ne strihat’.

Chemikalie a roztoky. Vzorka: zmes fenolov; etanolové roztoky Standardov fenolov: p-aminofenol,
m-aminofenol, pyrogalol, pyrokatechin, a-naftol, victky w(fenol) = 0,5 %; rezorcin, @-nitrézo-fF-naftol,
o-anizol véetky w(fenol) = 1,0 %; pohybliva faza: dioxan : kyselina octova : benzén = 25 : 4 : 90;
detekéné skumadlo: roztok chloridu Zelezitého w(FeCly) = 5,0 %; ctanol na premyvanie pipety.

Pracovny postup. Do suchej chromatograficke) komory, ktorej bo¢né steny su vylozené filtraénym
papierom, nalejeme 100 ml pohyblivej fazy tak, aby sa cely papier navlh¢il (aby sa zaistilo nasytenie
atmosféry komory parami pohyblivej fazy). Komoru zakryjeme sklenenou doskou a zatazime. Na doske
Silufolu si vo vzdialenosti 1,5 cm od okraja oznacime obyéajnou ceruzkou bodkami v 1,5 cm odstupoch
miesta na nanasanie vzoriek (Start) a ocislujeme ich 1 — 9. Na bodky | — 8 nanesieme asi 2 ul
etanolovych roztokov Standardov fenolov a na posledné miesto rovnaky objem roztoku neznamej
vzorky.

NanaSame mikropipetou tak, Ze priloZenim kapilary k povrchu roztoku nechame roztok nasat’ do vys-
ky asi 0,5 cm (ak je stipec v kapilare vyssi, prebytocny roztok odsajeme do filtraéného papicra). Pipetu
potom prilozime kolmo na §tart, pricom sa roztok vsaje do vrstvy (Skvrna nema mat priemer vacsi ako
3 mm). Pipetu 3-krat premyjeme nasatim a odsatim ctanolu a nanasame d’alsiu vzorku. Vymyti mikro-



pipetu po skonéeni nanasania uchovavame v skumavke. Po vysuSeni Skvin vlozime dosku Sikmo do
chromatografickej komory tak, aby $tart nebol pod hladinou pohyblivej fazy. Komoru prikryjeme skle-
nenou doskou a zatazime. Chromatografiu nechame prebichat’ tak dlho, az pohybliva faza vystupi asi
1,5 cm pod okraj dosky. Potom chromatogram vyberieme, ¢iarou oznacime polohu ¢ela a nechame vol'-
ne vysusit’. ZvySok pohyblivej fazy vratime spat’ do fl'ase a komoru vymyjeme.

Vysu$eny chromatogram detegujeme postrickanim roztokom FeCls, ktory dava s fenolmi komplexy
rozneho sfarbenia.

Vyhodnotenie. Po stranke kvalitativnej je latka charakterizovana Ry hodnotou, ¢o je pomer vzdia-
lenosti stredu Skvrny od $tartu /; a ¢ela pohyblivej fazy od Startu /. (obr. 1). Podl'a hodnét R a porov-
nanim so Skvrmami Standardov uréime zlozenie a identifikujeme jednotlivé zlozky neznamej vzorky Do
protokolu napiSeme princip metody a struény pracovny postup. Dalej uvedieme vypodet R;- hodnét Stan-
dardov a zloZiek analyzovanej vzorky. K protokolu prilozime chromatogram.

1.2. IONOVOVYMENNA CHROMATOGRAFIA

Vymena i6nov je reverzibilny proces, ktory prebicha medzi stacionarnou fazou ionomenica a fazou
roztoku. Menice i6nov (ionomenice, ionexy) su makromolekularne zliceniny s mriezkovou Struktirou,
ktoré majui na zakladnom skelete viazané ionizovatel'né funkéné skupiny. Vo vode a v roztokoch elek-
trolytov s nerozpustné, ale napuciavanim vytvaraju mikroporéznu matricu. V napucanom stave su
iony, ktoré boli viazané na funkénd skupinu vol'ne pohyblivé a mézu difundovat’ do roztoku a na ich
miesto vstupuji i6ny z roztoku. Tato vymena ionov sa deje v stechiometrickom pomere a prebicha az do
rovnovazneho stavu. Velicina, ktora sa pouZiva na vyjadrenie rovnovahy vymeny ionov, je distribuény
(rozdel'ovaci) koeficient D. Je to pomer koncentracii ionu vo faze ionomenica a v roztoku.

Ionomeniée, ktoré maju viazané kyslé funkéné skupiny (-SO;H, -COOH, —OH), su schopné vymie-
nat’ kationy, oznacuju sa ako kationomenie (katexy). Anionomeni¢e (anexy) maju funkéné skupiny
bazické (primarne, sckundarne alebo terciarne aminy). Podla druhu i6nu, ktory je viazany na funkénu
skupinu i6nomeniéa, hovorime o cykle ionomeniéa (napr. katex v H'-cykle; anex v Cl™-cykle).

Uloha 3. Nepriame alkalimetrické stanovenie medi

Princip neutralizaéné¢ho stanovenia kationov spociva v tom, Ze pri prechode roztoku soli i6nu kovu cez
stipec katexu v H'-cykle dochadza k vymennej reakcii a uvolTiuje sa ekvivalentné mnozstvo kyseliny,
ktoru stanovujeme alkalimetrickou titraciou. Pricbeh a stechiometriu vymennej reakeie vystihuje rovnica

2 katex-H + M*" = 2 katex-M + 2 H'

Stanovenim kyseliny v eluate nepriamo stanovime sledovany ion. Na rovnakom principe mozno
stanovit’ aj aniény, ak pouzZijeme aniénomeni¢ v OH™ -cykle, pricom sa pri vymennej reakcii uvoltiuje
ckvivalentné mnozZstvo hydroxidu

anex—OH + X =anex-X + OH"

Chemikalie a roztoky. Chromatograficka kolona s Katexom S X-8; roztok kyseliny chlorovodikovej
¢(HCI) = 2 mol/1, roztok hydroxidu sodného ¢(NaOH) = 0,1 mol/I; roztok kyseliny dusiénej c(HNO;) =
= 2 mol/l; roztok dusi¢nanu stricborn¢ho ¢(AgNOs) = 0,1 mol/l; roztok hexakyanoZeleznatanu tetradra-
selného s koncentraciou ¢(Ks|Fe(CN)g]) = 0,1 mol/l.



Pracovny postup. Priprava kolony sa robi len pri vymene naplne. Silne kysly ionomeni¢ Katex S X-8
rozomelieme a preosiatim oddelime €astice vel’kosti 0,3 — 0,5 mm, ktoré¢ nechame v kadi¢ke napuéiavat’
1 — 2 dni asi v 10-nasobnom mnozZstve vody. Potom nickol’konasobnou dekantaciou odstranime mensie
Castice a na naplnenie kolony pouzijeme len frakciu, ktora sa rychlo usadzuje.
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Obr. 2. Chromatograficka kolona naplnena ionomeni¢om

Chromatograficku kolonu (obr. 2) upevnime na stojan a uzavrieme kohut. Kolonu naplnime asi do
polovice vodou. K vytoku zasunieme ty¢inkou chumacik sklenenej vaty a nalicvame suspenziu i6no-
meni¢a az po horny okraj. Pootvorenim kohutika nechame odtekat’ prebytoént vodu rychlostou 1 - 2
kvapky za sckundu, pri¢om davame pozor, aby voda neklesla pod okraj stipca a aby sa v stipci nevytvo-
rila vzduchova bublina. Suspenziu dolievame, az kym stipec nedosiahne vysku asi 15 cm.

~ Aby sa zabranilo vireniu iGnomeni&a, ukongime stipec chumacikom sklenenej vaty. Takto pripraveny
ionomenié prevedieme do H' -cyklu tym, Ze cez neho nechame pretiect’ 200 ml roztoku HCI s ¢(HCI) =
= 2 mol/l rychlostou asi | - 2 kvapky za sekundu. Prebyto¢nu kyselinu vymyvame rovnakym sposobom
vodou az do negativnej reakcie na CI".

Postup pri stanoveni medi. Kohut kolony pootvorime tak, Ze rychlost’ prietoku je asi 1 — 2 kvapky za
sekundu a kolonu premyvame vodou, pricom dbame na to, aby voda ncklesla pod okraj stipca. Cast’
eluatu zachytime do skimavky a urobime skisku na CI': roztok okyslime par kvapkami zriedenej HNO;
a pridaime par kvapiek roztoku AgNO;. V pripade negativnej reakcic kohit uzavrieme a kolona je
pripravena na analyzu. V opaénom pripade premyvame vodou aZ do negativnej reakcie na chloridy.

Roztok vzorky, ktory obsahuje Cu®* kvantitativne prenesieme do kadicky a zriedime vodou asi na
50 ml. Zriedeny roztok po &astiach kvantitativne prenesieme do kolony. Od naliatia vzorky do kolony
zachytavame eluat do 250 ml odmernej banky a kolonu premyvame vodou, az kym nevytecie objem asi
220 ml. Potom koniec kolony a banku nad znackou oplachneme vodou. Po vysuSeni hrdla banky nad
znackou doplnime objem vodou z pipety po znatku odmernej banky. Potom roztok v odmernej banke
premie$ame a odpipetujeme z neho do titraénej banky 25 ml a po pridani indikatora fenolftaleinu titru-
jeme odmernym roztokom NaOH do ruzového sfarbenia. Urobime tri paralelné stanovenia.

Cu®' iony zachytené na stipci musime vymyt’ a katex opit’ previest’ do H'-cyklu. Robime to tak, ze
kolénu premyvame roztokom HCl az do negativnej reakcie na Cu®' (odtekajici cluat zachyteny do sku-
mavky nesmie po pridani roztoku Ks[Fe(CN)s] davat’ hnedy zakal alebo zafarbenie). Kolonu premyjeme
vodou az do negativnej reakcie na CI, vypustny kohut zatvorime a kolonu uzavrieme zatkou, aby
nemohlo ddjst’ k odpareniu vody nad stipcom ionexu.



Vyhodnotenie analyzy. Z troch paralelnych stanoveni vypocitame priememu spotrebu odmemého
roztoku, z ktorej vypogitame hmotnost Cu®* v g v dancj vzorke. Z rovnice stanovenia vyplyva, ze Cu*’
vymietia 2H', preto nCu®* = 1/2 nH'.

Uloha 4. Oddelovanie a stanovenie medi a zinku

Princip stanovenia. Pri deleni i6nov kovov na aniénomeniéi (ancxe) vyuZivame schopnost’ nicktorveh
kationov tvorit’ anionové komplexy, ktor¢ sa viazu na iGnomeni¢

M + 4 HCl= MCI> +4 H'

Tvorba komplexu zavisi od jeho stability a od koncentracic HCI v roztoku. Napr. zino¢naty kation jc
v prostredi HCI s koncentraciou ¢(HCI) = 2 mol/l uplne viazanv do komplexu a kvantitativne sa sorbuje
na anex, zatial’ ¢o za tychto podmicnok med'naty i6n komplex netvori a prechadza stipcom ionexu bez
toho, aby doslo k jeho vizbe. Jeho koncentraciu mozno stanovit’ v eluate vhodnou analytickou metodou.
Nazorne to ukazuje obr. 3, na ktorom je graf zavislosti rozdel'ovacicho kocficientu D od koncentracie
HCI. Ak po vymyti Cu®' zo stipca nechame pretiect’ kolonou vel'mi zriedeni HCI, dochadza k rozkladu
zinoénatého chlorokomplexu a uvolneny Zn®' prechadza kvantitativne do eluatu, kde ho mozno stano-
vit'.

log D T T T

= ,

TN

1 1
g 12 «—HCI

o
P

Y

Obr. 3. Zavislost’ logaritmu rozdel'ovacich koeficientov D medi a zin-
ku od koncentracie HCI na silne bazickom anexe

Chemikalie a roztoky. Chromatograficka kolona so silne bazickym Anexom S X-8; roztoky kyseliny
chlorovodikovej s koncentraciami ¢(HCI) = 4 mol/l, 2 mol/l a 0,005 mol/l; roztok tiosiranu disodné¢ho
s ¢(Na;S,0:.5H,0) = 0,01 mol/l; roztok chelaténu 3 c(chelaton 3) = 0,01 mol/l; indikator eriochromova
¢ierna T (zmes s NaCl 1:100); tuhy jodid draselny, skrobovy roztok: timivy roztok (54 g NH4Cl a 350 ml
koncentrovaného roztoku NH; doplnit’ vodou na 1000 ml).

Pracovny postup. Priprava stipca ionomeni¢a: na delenie a stanovenie zmesi Zn** a Cu®" pouzivame
silne zasadity Anex S X-8, rozomlety a preosiaty na velkost’ zrna 0,2 - 0,25 mm. Anionomeni¢ pred
analyzou nechame | — 2 dni napudiavat’ v kadi¢ke v 10-nasobnom mnozstve vody. Potom ho opakova-
nou dekantaciou zbavime jemnych Castic a na naplnenie chromatografickej kolony pouzijeme len rychlo
sedimentujucu frakciu. Pripravenym ionomeni¢om naplnime kolonu postupom, ako je uvedeny v tlohe 3.
Ak ide o novi naplii kolony, prevedieme idnomeni¢ najskor do OH -cyklu preliatim 100 ml roztoku
NaOH s ¢(NaOH) = 1 mol/l, potom premyjeme vodou a preliatim 100 ml HCI s ¢(HCI) = 1 mol/l pre-
vedieme anex do Cl -cyklu (precyklovanic anionomeni¢a). Prictokovu rychlost’ pri vietkych operaciach
volime asi 1 - 2 kvapky za sekundu.
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Postup stanovenia. Kolonou nechame pretiect’ 25 ml HCl s koncentraciou ¢(HCI) = 2 mol/l pri
prictokovej rychlosti 1 - 2 kvapky za sekundu. Pogas celej prace ddvame pozor, aby hladina v kolone
bola vzdy nad stipcom, v opaénom pripade by do stipca vnikli vzduchové bubliny a bolo by potrebné
kolonu znovu naplnit’. Eluat zachytime do kadicky a vylejeme.

K roztoku vzorky pridame 10 ml HCI s koncentraciou ¢(HCI) = 4 mol/l. Vzorku potom kvantitativne
prelejeme do kolony, pricom na vyplachovanie pouzijeme HCI s ¢(HCI) = 2 mol/l. Z kolony vyteka
Cu’®', ktory netvori komplex, preto eluat zachytavame do 100 ml odmernej banky a kolénu premyvame
roztokom HCI s koncentraciou ¢(HCl) = 2 mol/l, az kym nevytecic objem asi 90 mi. Potom koniec
kolony a banku nad znackou oplachneme vodou. Po vysuseni hrdla banky nad znakou doplnime objem
vodou z pipety po znacku. Zinoénaty chlérokomplex rozlozime a uvolneny Zn®" vymyjeme z kolony tak.
ze stipcom nechame pretiect’ HCI s koncentraciou ¢(HCI) = 0,005 mol/l. Eluat zachytavame do 200 mi
od mernej banky. Eliciu ukonéime podobne ako pri stanoveni medi.

Po skonéeni kolonu premyjeme 30 ml HCI s koncentraciou ¢(HCI) = 2 mol/l, ¢im prevedieme 16no-
meni¢ do H' cyklu. Potom kohiit zatvorime a kolonu dobre uzavrieme zatkou. aby nedoslo k odpareniu
kvapaliny nad ionomeni¢om a vysuseniu stipca a aby pary HCI neunikali do ovzdusia.

Jodometrické stanovenie Cu®’, Zo 100 ml odmemej banky. obsahujicej Cu™" odpipetujeme 25 ml
roztoku do titraénej banky, zricdime vodou na 50 ml, pridame asi 2 g KI, premiesame a thned’ titrujeme
vyliceny elementarny jod odmernym roztokom Na,S;0; az do slabo Zzitcho zafarbenia. Potom pridame
5 ml roztoku skrobu a titrujeme do odfarbenia. Titraciu robime trikrat.

Chelatometrické stanovenie Zn*". Roztok v 200 ml odmernej banke premicsame a odpipctujeme
zncho do troch titraénych banick po 50 ml. K roztoku pridame indikator eriochromovu ¢iernu T, po
kvapkach zriedeny amoniak aZ sa roztok zafarbi vinovoéerveno a 2 ml timivého roztoku. Potom titru-
jeme odmernym roztokom chelatonu 3 do Cisto modrej farby.

Vyhodnotenie stanovenia. Z priemernych spotricb pri titracii vypoéitame obsah Cu®' a Zn™" v mg.
Vysledok prepocitame na obsah kationu v celej vzorke

1.3. EXTRAKCNE METODY

1.3.1. Zakladné pojmy

Extrakénymi metodami mdZeme previest zlozky z tuhej fazy do kvapaliny, z kvapaliny do kvapaliny
alebo z kvapaliny do tuhe) fazy.

Rozhodujuce faktory, ktor¢ uréuji priebeh extrakcic z tuhe) fazy do extrahovadla su rozpustnost
zlozky v extrahovadle a rychlost’ jej prechodu z tuhej fazy do roztoku. Rozpustnost’ mozno ovplyvmt’
vyberom extrahovadla a teplotou. Rychlost’ prechodu zlozky z tuhej fazy do roztoku zavisi najmé od
vel'kosti astic tuhej fazy, jej porovitosti, ako aj od rychlosti prenikania extrahovadla do tuhej fazy
a rozpustnosti latky v extrahovadle.

Pretoze extrakeia latky z kvapaliny do kvapaliny sa pouziva v analytickej chémii podstatne CastejSie
ako extrakcia tuhej fazy kvapalinou, d’alSi text tejto kapitoly sa bude venovat’ vyhradne tejto metode.

Zakladnou podmienkou extrakcie zlozky z kvapaliny do kvapaliny je, aby sa roztok s extrahovadlom
nemiesal. Okrem oddelenia sa da sicasne dosiahnut’ aj skoncentrovanie extrahovanej latky, €o je analy-
ticky vyznamné. Pri extrakcii latka rozpustend v jednej z faz prechadza cez fazové rozhranie do fazy
druhej (za predpokladu, Ze je v nej taktiez rozpustnd) az do dosiahnutia termodynamickej rovnovahy.



Tento dej sa oznaduje ako rozdel’ovanie (distribiicia) latky medzi dvomi kvapalnymi fazami. Pretoze
rychlost’ dosiahnutia rovnovahy zavisi aj od plochy rozhrania, ktorym latka prestupuje, da sa potrebny
Cas skratit’ pretrepavanim zmesi (docasne sa tym plocha rozhrania zvacsuje).

Vo vicsine pripadov ide o extrakciu elektroncutralnych latok latky z polamejSich vodnych roztokov
do menej polarnych organickych rozpustadiel (napr. kvapalné uhl'ovodiky, ich halogénderivaty. éter, es-
tery, ketony, vysSie alkoholy a i.). Pre extrakciu zlozky z vodnej fazy do organickej fazy je nevyhnutné
pouzit’ rozpustadlo, ktoré je nemieSatel'né s vodou. Druhou podmienkou je, aby sa na fazovom rozhrani
netvorila emulzia. Viaésina organickych zlucenin su elektroneutralne latky, ktor¢ mézu pri extrakceii
prenikat’ cez fazové rozhranie. Pri ich extrakcii mozno vhodnou vol'bou extrahovadla dosiahnut’ vel'ké
vytazky. Ak organicka latka obsahuje hydrofilné skupiny (napr. -OH, -COOH, -SO;H a pod.). roz-
pusta sa dobre vo vode a vytazky extrakcic su vel'mi malé. Iony anorganickych zlicenin mozno
extrahovat’ len po eliminacii naboja ako ionové asociaty alebo chelaty.

Pomer koncentracie latky v obidvoch fazach je po dosiahnuti rovnovahy zavisly len od teploty a moz-
no ho vyjadrit‘ rozdel’ovacou konStantou K,

(4],
Ko = [4]

<y
kde [A]or je koncentracia ziozky A v organickom rozpustadle a [4],, koncentracia zlozky A4 vo vodne)
faze. Koncentracia v organickej faze je teda linearnou funkciou koncentracic vo vodnej faze.

V pripade, ak sa dana latka moze vyskytovat’ v roztokoch vo viacerych formach (méze hydrolyzovat,
disociovat’, asociovat, tvorit’ komplexné zlu¢eniny a pod.), jej rozdelenie medzi dve nemicsajuce sa kva-
paliny je vvhodné vyjadrit’ rozdel’ovacim pomerom D

c(A)

"~ o(A)

org

ag

kde c(4) je celkova analyticka koncentracia latky A v prislusnom rozpustadle po ustaleni rovnovahy.

Ak sa rozdel'ovaci pomer vyraznejSic odhisuje od jednotky, nastava obohatenie jedne) fazy latkou.
Prakticky vyznam maju predovsetkym sustavy, v ktorych D > 1 umoziiuju extrahovat’ a skoncentrovat’
latku zo zriedeného vodného roztoku do mensieho objemu organickej fazy.

Stuperi prechodu latky do jednej z faz sa oznaduje ako vyt'aZok extrakcie R. Vytazok extrakcie
zavisi okrem rozdel'ovacicho pomeru este od dvoch d’alSich faktorov: od pomeru objemov faz V,,o/V,,,
od poétu n extrakcii. Po vytrepani a oddeleni ,,vytrepku™ sa zostatok latky vo vodnej faze znovu extra-
huje Cerstvym podielom organického rozpustadla a to sa opakuje n-krat. Vytazok extrakcie sa vyjadru-
je ako pomer extrahovaného a celkového mnozstva latky v analyzovanej vzorke. Pr kvantitativne)
extrakcii by mal hodnotu 1. V skutoénosti je mensi o nevyextrahovany zvySok

I
T (D+1)"

Pri danom rozdelovacom pomere mozno zvysit' vytazok zviacSenim objemu organicke) fazy alebo
opakovanymi extrakciami. Pretoze (n) je v exponente, ucinngj$ie a ekonomickejsie je nickol'konasobné
vytrepavanie men$imi ako jednorazové vytrepanie vel'kym objemom organického rozpustadla; pritom sa
extrakt zbytoéne nezried'uje. Vytazok extrakcie sa asto vyjadruje v percentach
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100

R%=100.R=———
(rD+1)"

Uplna extrakcia latky je teda dana hodnotou 100 %.

1.3.2. Laboratérna technika a aplikicia

Extrakcia zlozick z kvapaliny do kvapaliny je jednoducha. Na kvalitativne uéely sa obe fazy pretrepa-
vaju v skimavke uzatvorenej zatkou. Na extrakciu na kvantitativne ucely sa najéastejsic pouzivaju
oddel'ovacie lieviky konického tvaru s kratSou stopkou, pretoZe v dlhej stopke sa zadrziava extrakt
a stopka sa tazko Cisti. Vel'kost' oddelovacicho lievika sa voli podl'a objemov kvapalnych faz tak, aby
objem obidvoch kvapalin nepresahoval 70 % objemu lievika. Vzhl'adom na pracu s organickymi rozpus-
tadlami zatky a kohity sa nemazu vazelinou, vyhodnejsie je preto pouzivat’ licviky s teflonovymi kohut-
mi a zatkami ako so sklenenymi.

Zmes oboch faz sa intenzivne pretrepava pocas udanej alcbo empiricky uréenej doby (niekedy i nie-
kolko minuat). Pocas extrakcie je vvhodné drzat’ pravou rukou hrdlo licvika so zatkou, aby ziZenie
konusu smerovalo do dlane a prstami bolo mozné otaéat” kohitom. Tymto sposobom drzania licvika sa
zabranujc ohrievaniu lievika a zvySovaniu tlaku prchavych rozpastadiel. Pretlak, ktory napriek tomu
v lieviku vznika, sa uvol'ni kohitom po otoéeni lievika hore stopkou. Intenzivne pretrepavanie s uvolne-
nim pretlaku sa zopakuje nickol'kokrat. Po zaveseni licvika do kruhu zachyteného na stojane sa uvol'ni
zatka a pocka sa, kym sa neoddelia fazy. Spodna faza sa vypusta z nezazatkovaného lievika. Organicka
faza byva niekedy mierne zakalena stopami emulgovanej vody, ¢o sa da odstramt’ (vy¢irit) filtraciou su-
chym filtranym papicrom alebo pridanim malé¢ho mnozstva tuhého nerozpustného vysuSovadla (napr.
tzv. moleckulové sito, bezvody siran sodny).

Pri oddeleni organickej fazy, v ktorej je pritomna extrahovana zloZka, je potrebné dbat’ na hustotu
pouzitého organického rozpustadla. Ak jeho hustota je vyssia ako hustota vody (napr. chloroform), odo-
bera sa na analyzu spodna vrstva, ak je jeho hustota nizsia (napr. hexan) ako hustota vody, odobera sa
na analyzu horna vrstva.

Na kontinualnu extrakciu v systéme kvapalina-kvapalina sa pouzivaju extraktory, ktoré pozostavaju
z varnej banky, extraktora a chladiéa. Ich konstrukcia zavisi od toho, aku hustotu ma rozpustadlo,
ktorym sa extrahuje vodny roztok zmesi analyzovanych zloZiek. Pri extrakeii treba zabezpeéit', aby
extrahovadlo prenikalo po kvapkach extrahovanym roztokom.

Extrakéné metody nasli Siroké uplatnenie vo farmaceutickej praxi, biochemickych laboratoriach,
v laboratériach analyzujucich zlozky Zivotného prostredia a pod.

Prikladom extrakcie kysl¢ho lie€iva je stanovenie obsahu derivatov kyseliny barbiturovej v ich sod-
nych soliach. Vodny roztok sodnej soli sa okysli zriedenou kyselinou chlorovodikovou a postupne
vytrepava vol'na kyselina barbiturova niekol’kymi davkami chloroformu. Podobne sa postupuje aj pri
extrakeii bazickych lie€iv (napr. lokalne anestetikum prokain), pri extrakcii neutralnych latok (napr.
vitamin A) alebo pri extrakeii i6nového asociatu (napr. metabolit antiarytmika propranololu).

Po skonceni extrakcie odparok spojenych vytrepkov organickej fazy sa bud’ stanovi priamo vazenim
(vazkové stanovenie), alebo sa odparok extraktu rozpusti (pripadne sa analyzuje priamo extrakt zachy-
tavany do odmernej banky) a analyzuje kvapalinovou alebo plynovou chromatografiou, spektrofoto-
metricky, titraciou v bezvodom prostredi a pod.
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1.3.3. Extrakéno-spektrofotometrické stanovenia

Uloha 5. ldentifikicia a stanovenie primarnych aromatickych aminov

Dusitany reaguju s primarnymi aromatickymi aminmi v kyslom prostredi za vzniku diazoniovych soli,
ktoré¢ sa nasledne kopuluju v alkalickom prostredi s fenolmi na intenzivne sfarben¢ azofarbiva. Pricbeh
reakcic mozno znazomit’ rovnicami

NH, *N==NCI"

"N=NCI'

Vzniknuté azofarbivo mozno vyextrahovat’ z vodného roztoku do chloroformu, amin identifikovat
technikou TLC a stanovit’ spektrofotometricky.

Zadanie. Identifikujte primarny aromaticky amin technikou TLC a stanovte jcho obsah v mg/1000 ml
v roztoku vzorky extrakéno-spektrofotometrickou metodou.

Chemikilie a roztoky. Standardny roztok 1-naftylaminu a p-toluidinu (oba s koncentraciou p{amin)
== 0,025 g/l v roztoku HCI, ¢(HCI) = 0,01 mol/l), roztok HCI ¢(HCI) = 0,01 mol/l, roztok 2-naftolu
w(2-naftol) = 2 % v roztoku NaOH, w(NaOH) = 10 %, NaNO, p.a., chloroform p.a.

Pracovny postup. Do oddel'ovacieho lievika sa odpipetuje 10 ml vzorky, prida sa 5 ml roztoku HCI
¢(HC1) = 0,01 mol/l a 0,2 ml Cerstvo pripraveného vodncho roztoku NaNO, w(NaNQO;) = 10 %. Roztok
sa premieSa a necha 2 minaty stat’. Potom sa prida 2 ml roztoku 2-naftolu, roztok sa premiesa a po
2 minutach sa prida 10 ml chloroformu. Oddel'ovaci licvik sa zazdtkuje a obsah sa intenzivne pretrepe.
Spodna chloroformova vrstva sa vypusti do 50 ml suchej odmemej banky. Vodna vrstva sa extrahuje
este 2 x 10 ml chloroformu. Banka so spojenymi extraktmi sa doplni chloroformom po znacku.

Absorbancia pripraveného roztoku sa zmeria v | cm sklenej kyvete oproti porovnavaciemu roztoku
(voda) v rozsahu vinovych dizok 400 — 600 nm. Z nameranych hodnét sa zostroji absorpéna krivka 4 =
= f{A). Hodnota absorbancie 4 namerana pri Ay sa pouZije na vypocet obsahu aminu vo vzorke.

Zostrojenie kalibratného grafu. Do piatich oddelovacich lievikov pomocou byrety sa postupne
odmeria 2,5; 5: 7,5: 10 a 12,5 ml Standardného roztoku l-naftylaminu alebo p-toluidinu (podla
vysledku identifikacie). Do kaZdej banky sa pridaja postupne skimadla v poradi a v ¢asovom slede, ako
j¢ uvedené v pracovnom navode na stanovenic obsahu aminu vo vzorke. Extrakcia azofarbiva a meranie
sa realizuje za rovnakych podmienok ako pri vzorke. Z nameranych hodnét absorbancie pri vinovej diz-
ke Ama zostrojime kalibraény graf, vypo€itame hodnotu F (F = p/A. pozri kap. 2.1.3.) a parametre pre
rovnicu priamky (smemicu a usek). Obsah aminu vo vzorke vypocitame pomocou hodnoty /*a z rovnice
priamky.

Identifikicia aminu chromatografiou na Silufole. Na identifikaciu aminu sa pouZije roztok azofar-
biva vzorky pripraveny na spektrofotometrické stanovenie. Asi 3 ml tohto roztoku sa v tégliku zahusti
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na vodnom kupeli na 1/10. Zahusteny roztok sa nanesie na tenku vrstvu silikagélu spolu s roztokmi azo-
farbiv o-toluidinu, p-toluidinu a I-naftylaminu. Doska sa vyvija v sustave benzén : acetéon = (97 : 3
ob).), az kym ¢elo mobilnej fazy dosiahne asi 2 cm od horného okraja dosky. Po vybrati dosky z komory
sa oznaci poloha ¢ela a poloha jednotlivych §kvin. Porovnanim R, hodnét azofarbiva vzorky a Standar-
dov sa identifikuje analyzovany amin.

1.4. PLYNOVA CHROMATOGRAFIA

1.4.1. Zakladné pojmy

Plynova chromatografia (GC) je moderna analyticka metoda, ktora umozije separaciu, identifikaciu
a stanovenie vel'kého poctu latok v jednej analyze. Metodou GC mozno analyzovat’ plyny. kvapaliny aj
tuh¢ latky.

Chromatograficky dej prebicha v systéme, ktory tvori sistava dvoch nemiesajicich sa faz. Nepohyb-
liva (stacionarna) faza méze byt tuhy adsorbent (typ chromatografic GSC) alebo kvapalina zakotvena
na inertnom nosi¢i (GLC). Pohybliva faza, ktora pridi nepohyblivou fazou je plyn.

Zakladny princip metody GC je dany nerovnomernym rozdelovanim zlozick analyzovanej zmesi
medzi stacionarnu a pohyblivii fazu. Predpokladom ncrovnomernosti rozdelovania je rézna afinita
zloziek analyzovanej zmesi na obidve fazy alebo ich rézna schopnost’ do nich difundovat’. Dochadza ku
vzajomne) interakeii molekul nepohyblive) fazy s chromatografovanymi latkami, ktora je ovplyvnena
fyzikalno-chemickymi vlastnostami vSetkych zloziek zucastnenych pri tomto procese.
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Obr. 4. Blokova schéma plynového chromatografu. 1 — tlakova flasa
s nosnym plynom, 2 — &istenie a regulacia toku nosného plynu, 3 — ria-
diaca a programovacia jednotka teploty, 4 - davkovaf, 5 - kolona,
6 — detektor, 7 — zapisovac, 8 — integrator, 9 — termostat
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1.4.2. Meracie zariadenia a postupy

Pristrojova technika. Blokova schéma plynového chromatografu je na obr. 4, Nosny plyn z tlakove)
flase (1) prechadza cez suSic¢ku plynov do bloku na regulaciu tlaku a prietoku plynov (2). Vzorka sa
davkuje do prudu nosného plynu v nastrekovom bloku (4). V nastrekovom bloku sa vzorka splyni
a spolu s nosnym plynom vstupuje do chromatografickej kolony (5), kde sa rozdeli na jednotlivé zlozky,
ktor¢ st unasané nosnym plynom d'alej do detektora (6). Signal z detektora prechadza cez zosiliiovacie
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zariadenic na zapisova¢ (7). Zapisovac je spojeny s integratorom (8), ktory sluzi ako vyhodnocovacie
zariadenie. Davkova¢, kolona a detektor s umiestnené v samostatnych termostatoch (9), ktorvch
teplota je udrzovana na pozadovanej hodnote riadiacou a programovatel'nou jednotkou teploty (3).

Nosny plyn. Mobilna faza v plynovej chromatografii je plynna a sposobuje prenos latok chromato-
grafickou kolonou. Ako nosny plyn sa pouziva Ziarovkovy dusik, clektrolyticky vodik, hélium a argon,
Jednym z faktorov, ktory vyrazne vplyva na kvalitu GC analyzy je reprodukovatelnost’ prictoku nosne-
ho plynu chromatografickou kolénou.

Davkovanie vzorky. Davkovanie vzorky predstavuje jeden z najkritickejSich krokov pri analyze vzo-
rick metodou GC. V praxi sa pouzivaja Styn zakladné typy davkovacich systémov:
- davkovanie s delenim vzorky (split injection),
- davkovanie bez delenia vzorky (splitless injection),
- davkovanie do kolony (on-column injection),
— davkovanie s teplotnym vyparovanim vzorky.

Vzorky davkujeme injekénymi strickackami, davkovany objem vzorky sa pohybuje od 0.05 - 1.0 ul
Pri tomto spdsobe davkovania vzorky sa chyba pohybuje okolo 5 %. Vzorky mozno davkovat’ aj pomo-
cou automatick¢ho davkovaca alebo obtokovymi davkovacimi kohuatmi.

Chromatografické kolény. Chromatograficka kolona je najdélezitejSou ¢astou plynového chromato-
grafu, v ktorej dochadza k deleniu vzorky na jednotlivé zlozky. PouZivaji sa dva zakladné typy kolon:

— napliiové (dizka 30 cm — 4 m, priemer 2 - 4 mm),

— kapilame (dizka 10 — 200 m, priemer 0,1 — 0.8 mm).

Materidlom je nehrdzavejica ocel’, sklo, teflon, taveny kremen.
Napliiové chromatografické kolony su plnené:

— adsorbentom (adsorpéna chromatografia — GSC),

— tuhym inertnym nosi¢om, na ktorom je zakotvena kvapalna, stacionama faza (rozdel'ovacia chromato-
grafia - GLC).

Kapilame chromatografické kolony WCOT su v suc¢asnosti najkvalitnej$ie kolony so Sirokym pouzi-
tim v praxi. Stacionarna faza je v kvapalnom stave priamo nanesena na vnutorny povrch kapilarne)
kolony vo forme tenkého filmu (0,1 — 0.5 pum).

Kolony WCOT sa deha podla sposobu fixacie stacionarnej fazy na dve skupimny:
~kolony s klasicky nanescnou stacionamou fazou. ktora je na vnutorny povrch kolony viazana
fyzikalnymi silami,
- kolony so stacionarnou fazou, ktora je chemicky viazana na povrch kolony a zosictovana.
Kvalitu chromatografickej kolony charakterizuje jej ucinnost’, ktora sa oznacuje bezrozmernou veliéi-
nou n a nazyva sa pocet teoretickych priehradiek (poschodi). Pocet teoretickych prichradick (obr. 5)

vypocitame zo vztahu
2 4
n= ls[i] WL
Yd Yh!l‘d

Ak sa pocet teoretickych prichradiek nahradi hodnotou vyskoveho ekvivalentu teoreticke) prichradky
H, uginnost’ chromatografickych koloén je moZné porovmavat bez ohPadu na ich dizku. Hodnotu
H (nazyvanu dizka prichradky) vypocitame zo vzt'ahu
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kde L — dizka kolony, n — pocet teoretickych prichradiek.

E
[mV]

d, d  dizka [mm)]

Obr. 5. Chromatogram analyzy jednej zlozky dy, - vzdialenost’
maxima clu¢nej viny zlozky od Startu, ktora nie je zadrzana kolonou
[mm], d - vzdialenost’ maxima elu¢nej viny zloZky od Startu [mm],
Yq — Sirka, ktori vytinaji dotyénice k ramenam eluénej viny pri
zakladni [mm]. Y24 — Sirka clunej viny v jej poloviénej vySke [mm)|

Vyskovy ekvivalent teoretickej prichradky ma dizkovy rozmer a mézeme ho definovat’ ako dizku kolo-
ny prislichajicu na jednu prichradku.

Inym sposobom hodnotenia kvality chromatografickej kolony je poéet teorctickych prichradick na 1 m
dizky kolony.

Teplota v chromatografickej koléne. Pri analyze viaczlozkovych zmesi okrem typu a kvality chro-
matografickej kolony, citlivosti detcktora, prietoku nosného plynu ma na kvalitu analyzy vyznamny
vplyv teplota termostatu, v ktorom je uloZena chromatograficka kolona. Na analyzu jednoduchych
vzoriek, ktorych stanovované zlozky maji podobné fyzikalno-chemické vlastnosti a ich teplota varu sa
pohybuje v rozpati malcho teplotného intervalu je mozné pouZit’ izotermicku teplotu v kolone.

Mnohozlozkové zmesi sa musia analyzovat’ pri programovangj teplote v koléne. Teplotny program
v koléne sa voli s prihliadnutim na fyzikalno-chemické vlastnosti zloziek analyzovanej zmesi a expe-
rimentalne skusenosti pracovnika s ciel'om optimalne rozdelit’ multizlozkovi zmes.

Detektory. Detektor je zariadenie, ktorého ulohou je zaznamenat' v priude nosného plynu latku, ktora
vychadza z chromatografickej kolony. Detektory moézu byt nedestrukéné (latka prechadza detektorom
bez toho, aby doslo k jej chemickej zmene) a deStrukéné. Ak je citlivost” detektora pre vetky zlozky vo
vzorke nenulova, méZzeme ho oznadit' za detektor univerzalny, ked’ je citlivost” detektora pre nicktord
skupinu zloziek vyznamnc vysSia ako pre ostatné zlozky, detektor je zlozkovo selektivny. Citlivost
prvkovo-selektivncho detektora je zavisla od toho, i st v molekule pritomné atomy uréitych prvkov,

Pri laboratormom cviéeni pouzivame plameniovoionizaény detektor (FID). Je to univerzalny, destruke-
ny detektor.

Podstata ¢innosti FID spoéiva v tom, Ze pri prechode latky detektorom dochadza k fyzikalnej alebo
chemickej zmene, ktori moZno premenit’ na elektricky signal. Pri praci FID dochadza v plazme vodi-
kového plameiia k ionizacii molekil vymytych z kolony. Plamen hori medzi dvomi clektrodami, na ktoré
je vloZené jednosmerné napitie. V Cistom vodikovom plameni je malo ionov. Tepelnou energiou, ktora
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sa uvolfiuje pri horeni organickej latky, sa Stiepia chemické vazby organickych latok za vzniku radika-
lov, ktoré reaguju s vodikom v redukénej zone plamefia za vzniku radikalov CH. Tieto radikaly sa
v oxidaénej zone plamena oxiduja, vznikaja CHO' iony a elektrony. Odozva detcktora (FID) je zavisla
od poétu uhlikovych atomov v molekule analyzovanej latky, ktoré pri podmienkach detckceie poskytuju
CHO" i6ny (tzv. efektivne uhlikové atomy).

Vyhodnotenie chromatogramu. Zmena zloZenia eluatu, ktory opusti chromatograficku kolonu, sa
v detektore transformuje na elektricku veliéinu. Tato je registrovana zapisova¢om ako zmena signalu.
Graficky zaznam odozvy detektora (chromatogram) sliZi v diferencialnom tvare na kvalitativne a kvan-
titativne vyhodnotenic analyzy. Identifikacia zloZiek vzorky je spojena s nicktorymi problémami.
ktorych uspesné riesenie je zavislé od zlozitosti zadanej ulohy, dostupnosti pristrojovej techniky a skuse-
nosti pracovnika.

Kvalitativna analyza. Pri kvalitativnej analyze mozno pouzit™
— cluéné udaje,
~ selektivne detektory,

- kombinovat’ metodu GC s inymi fyzikalnymi alebo chemickymi metodami (najCastejSic sa pouZiva
spojenie metod GC — MS).
Pri identifikacii zloziek v zmesi pri izotermnych podmienkach sa najcastejSic vychadza z eluénych
charakteristik (elu¢ny ¢as, redukovany cluény ¢as, cluény objem, ¢luény pomer).
Eluény pomer r je dany vztahom

(ha

jiog B,
!;\'.S
kde 1 ', je redukovany eluény éas zlozky i
I 'zs je redukovany cluény ¢as Standardu s

V praktickom cviéeni sa na identifikaciu zloziek pouziva cluény ¢as (obr. 6). Princip spo€iva v tom,
Ze sa porovnavaju cluéné ¢asy analyzovanych zlozick a referenénych latok (Standardov) pri rovnakych
podmienkach analyzy. Spolahlivost’ identifikacie je zavisla od reprodukovatelnosti cluénych udajov. Ak
su hodnoty eluénych Easov zloziek vo vzorke blizke, identifikacia kazdej zlozky sa robi metodou pridav-
ku autentickej latky (Standardu) priamo k analyzovanej vzorke. Pri analyze takto upravenej vzorky sa
na chromatograme vyrazne zviacsi eluéna vina sledovanej zlozky.

Pri analyze mnohozloZkovej zmesi treba pouzit’ viac Standardov. NajvyhodnejSic Standardy poskytuje
rad n-alkanov.

Ak sa za zaklad eluénych udajov zvoli homologicky rad n-alkanov, ziska sa systém eluénych indexov,
ktor¢ sui v plynovej chromatografii zname ako Kovatsove indexy a mozno ich vypo¢itat’ zo vztahu

5 log(tg, /15.,)

I, =100n+100— oA k.
log(t ni / thn)

kde » je pocet uhlikovych atomov skor eluujiiceho n-alkanu s redukovanym eluénym ¢éasom ¢’z ,a n + |
Jje pocet uhlikovych atomov neskér eluujiceho n-alkanu s redukovanym eluénym €asom 1 . 1; reduko-
vané eluéné ¢asy klesaju v poradi £ 'z i > 2 > [ rn

Kvantitativna analyza. Pri kvantitativnom hodnoteni analyzovanych zloZiek sa vychadza z chro-
matogramu, z vysky alebo z plochy eluénej viny (obr. 6).
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Obr. 6. Chromatogram scparicie dvojzlozkovej zmesi fg-cluény Cas
zloZky 1. fgy-cluény &as zloZky 2, fi~mrtvy cluény Cas je eluény &as
zloZky, ktord nic je zadrZiavani chromatografickou koloénou, pohybu-
je sa rovnakou rychlostou ako mobilna faza), 1z, — redukovany
elucny ¢as zloZky i (t'z, = tx, = hy)

Plocha cluénej viny sa vyhodnocuje:
— integratorom,
— planimetrovanim,
— ako plocha rovnoramenného trojuholnika,
- vystrihovanim a vazenim.
Ked' pozname plochu alebo vysku cluénej viny, na stanovenie analyzovane) zlozky pouzijeme niektort
z metod stanovenia:
a) metoéda ynatornej normalizacie (udava percentualne zastipenie zloziek vo vzorke)
b) metoda kalibraénej krivky,
¢) metoda vnutorného Standardu,
d) metoda vonkajSicho Standardu (absolatney kalibracie).

Uloha 6. Identifikicia a stanovenie n-dekénu v benzéne

Zadanie. a) ldentifikujte n-dekan v benzéne; b) stanovte obsah n-dekanu v objemovych percentach vo
vzorke benzénu metodou kalibraéne) krivky.

Chemikalie. Benzén p. a., n-dekan p. a.

Pristrojova technika. Plynovy chromatograf CHROM 4 s rcgulaénym systémom (dual gas flow
system), zosiliiova¢om (dual FID amplifier) a riadiacou jednotkou (control unit), dvojliniovy zapisovac,
plamenoionizaény detektor (FID), antikorova kolona napliiova (3 700 x 3,5 mm) so stacionarnou fazou
5 % Carbowax 20 M zakotvenou na nosiéi Chromosorb W HP, zmitost’ 60 — 80 mesh.

Podmienky merania. Prietok dusika 1,0 kp/cm’, prictok vzduchu 0,5 Umin, prictok vodika
40 ml/min, teplota chromatografickej kolony 90 °C, teplota nastrekovcho bloku 150 °C, teplota detek-
tora 150 °C, rychlost’ posunu papicra na zapisovaéi 1,15 ecm/min, citlivost’ zapisovaca 1 : 5000, davko-
vany objem vzorky 1,0 ul.



Pracovny postup

a) ldentifikacia n-dekanu v benzéne. Do nastrekového bloku plynového chromatogafu davkujeme
injekénou strickackou separatne 0,05 pl n-dekanu a benzénu. Po analyze ur¢ime cluény ¢as (7z) oboch
zloziek.

Ak na uréenie eluéného Gasu zloziek pouzijeme integrator, eluéné Casy kazdej analyzovanej zlozky
odCitame zo zapisu z integratora (v minutach, resp. stotinach minuty).

Ked’ musime cluény ¢as pre danu zlozku uréit’ z chromatografického zaznamu, vyjadrime ho ako
vzdialenost’ od zaciatku analyzy (Startu) po kolmicu spustenu z vrcholu cluénej viny na zakladna liniu
(vzdialenost’ od¢itame v milimetroch, resp. desatinach milimetra pomocou pravitka).

Na zaklade nameranych cluénych ¢asov n-dekanu a benzénu identifikujeme na chromatograme eluéni
vinu n-dekanu.

b) Stanovenie n-dekanu v benzéne. Do 50 ml odmernych baniek pripravime sériu Standardnych rozto-
kov s obsahom 5, 10, 15, 20, 25 objemovych percent n-dekanu. Do nastrekoveho bloku davkujeme
injckénou strickackou vzdy 1,0 ul standardného roztoku v poradi stipajuce) koncentracic n-dekanu
v benzéne. Robime minimalne dve paralelné stanovenia kazdého roztoku.

Pomocou pravitka zmeriame vy3ky eluénych vin n-dekanu v kazdom analyzovanom roztoku a zostro-
Jime kalibracny graf ako zavislost” vysky eluéng viny na objemovych percentach n-dekanu v Standard-
nych roztokoch.

Pri rovnakych experimentalnych podmienkach analyzujeme 1 pul vzorky s neznamym obsahom n-deka-
nu v benzéne. Robime tri paralelné stanovenia. Nasledne odmeriame vysku eluénej viny zodpovedajucu
koncentracii n-dekanu v neznamej vzorke a extrapolaciou z kalibraéného grafu od¢itame koncentraciu
n-dekanu vo vzorke benzénu v objemovych percentach.

Obsah n-dekanu v objemovych percentach mézeme vypoéitat’ aj zo vzt'ahu
Yoc, = hYyc;
h.V.
kde %c; je koncentracia n-dekanu v benzéne,
¢; — koncentracia n-dekanu vo vzorke s jeho znamym obsahom (Standard),
hy. h, — vviky eluénych vin n-dekanu vo vzorkach so znamym a neznamym obsahom n-dekanu,
V,, V; - definované objemy Standardnej a analyzovanej vzorky.

Uloha 7. Identifikicia hlavnych obsahovych litok v silici izolovanej z lietivej rastliny
Melissa officinalis L.

Zadanie. Identifikacia aldchydov (citronelalu, neralu a geranialu) v silici medovky lekarske).

Chemikalie. Standardy - citronelal, neral a geranial (fy Merck, BRD).

Pristrojova technika. Plynovy chromatograf CHROM 61, dvojliniovy zapisovaé TZ 4620, integrator
CI 100, plamefiovoionizaény detektor (FID), kapilara kolona z taveného kremeia s chemicky viazanou
stacionarnou fazou Carbowax 20 M (15 m x 0,53 mm 1. D., d;= | um) fy Quadrex.

Podmienky merania. Prictok dusika 4 mi/min, prictok vodika 18 ml/min, prictok vzduchu 400 ml/
/min, teplota programovana 50 °C — 1 min, potom ohrev kolony s gradientom 5 °C /min do 200 °C, pn
200 °C - 10 min, teplota nastrckového bloku 200 °C, teplota detektora 240 °C, objem vzorky 0,05 pl,
citlivost’ R-100, A-2, posun papiera v zapisovaéi 0,3 cm/min.
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Pracovny postup. Do nastrekového bloku davkujeme separatne mikrostrickackou 0,03 pl Standardov
citronelalu, neralu a geranialu. Po kazdej analyze vytladime zapis z integratora, na ktorom odé&itame
elucny ¢as analyzovaného Standardu v stotinach minuty.

Pri rovnakych experimentalnych podmienkach analyzujeme 0,05 pl silice izolovanej z medovky
lekarskej. Po skonéeni analyzy (cca 30 min) vytlacime zaznam z integratora.

Porovnanim nameranych hodnét eluénych ¢asov Standardov s eluénymi éasmi hlavnych obsahovych
latok v silici medovky lekarskej identifikujeme vo vzorke citronelal, neral a geranial.

Upozornenie. Po kazdej analyze treba vycistit’ mikrostrickacku vhodnym organickym rozpustadlom
podla uvedeného postupu: do skumaviek €. 1 - 6 nalejeme cca 5 ml organického rozpustadla. Striekaé-
ku vzdy preplachujeme od skimavky €. | po skimavku ¢, 6. Obsah strickacky vyprazdnime do nadoby
na odpad. Odkladame vzdy Cistu mikrostriekacku.

1.5. VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA KOLONOVA CHROMATOGRAFIA

Vysokouéinna (vysokotlakova) kvapalinova chromatografia - HPLC (High Performance (Pressure)
Liquid Chromatography), je moderna efektivna in§trumentalna metéda na analyzu zmesi. Vysokej aéin-
nosti a rychlosti sa pri tejto metode dosahuje pouzitim kolon naplnenych ¢asticami o vel'kosti 5 - 15 um
pri prietoku mobilnej fazy 0,1 — 10 ml.min™'. Na zabezpeGenie tohto prietoku je potrebny pracovny tlak
20 - 60 MPa. Rozvoj HPLC umoznili poznatky z teorie plynovej chromatografie (GC). ktor¢ objasiiuji
podstatu dejov na kolone a ich stvislosti s u¢innostou chromatografick¢ho procesu. Pristroje HPLC
takticZ nadviazali na vyvoj pristrojovej techniky GC. HPLC ma univerzalnejsie pouzitie ako GC, lebo
umoziuje aj analyzu tepelne nestalych a neprchavych latok (aj polymérov), ktoré nemozno priamo ana-
lyzovat’ plynovou chromatografiou. Blokova schéma pristroja HPLC je zobrazena na obr. 7.

.

Obr. 7. Blokova schéma pristroja HPLC 1 — zasobnik mobilnej fazy,
2 — gerpadlo, 3 — davkova¢, 4 - kolona v termostate, 5 — detektor,
6 — spracovanie analytického signalu (integrator, zapisovac, tlacia-
reii), 7 — obrazovka

1.5.1. Zakladné pojmy a terminolégia
Eluény objem

Ve=1tg . F, F,, = prietok mobilnej fazy [ml.min']
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Kapacitny faktor

kr > rﬁ _’I]

Iy

kde 1, je mrtvy Eas (&as, za ktory prejde kolonou latka, ktora neinteraguje s jej napliiou).

Utinnost® kolény sa vyjadruje podobne ako pri plynovej chromatografii poétom | teoretickvch
prepazok™ n a ,,vy§kovym ekvivalentom teoretickej prepazky™ H.

Rozlifenie R, je

n—lq

Roae—tg
T 0SW,-W)

miera relativnej separacic dvoch susednych chromatografickych vin. Na dokonalé rozdelenic zlozick ma
platit R, > 1.5.

Vyznam jednotlivych veli€in je podrobne vysvetleny v Studijnej literature.

Izokraticka elicia znamena, Zc zloZenie mobilnej fazy sa v pricbehu analvzy nemeni.

Gradientové eliicia znamena, Zc poCas analyzy sa spojito a plynulo zvySuje obsah zlozky s vicSou
eluénou silou v mobilne) faze.

Medza detekcie (detekény limit) je minimalne mnoZstvo analyzovanej latky, ktoré je schopny detektor
zaznamenat. Obycajne to byva také mnozstvo latky, na ktor¢ je signal detektora rovny najmene)
dvojnasobku hodnoty Sumu.

Citlivost’ detektora charakterizuje velkost' zmeny odozvy na jednotkovii zmenu koncentracie sledo-
vangj latky.

Sum je zmena odozvy detektora zaznamenivana na zapisovadi spdsobena periodickymi zmenami
v systéme (najma clektronickom).

Drift je dlhodoba zmena. ¢iZe nestabilita polohy nulovej linie.

1.5.2. Pristrojova technika

Nizkotlakova &ast’ — zasobnik mobilnej fazy. Pokial’ sa pouziva izokraticka elicia, je pred éerpad-
lom zaradeny zasobnik mobilnej fazy, ktora musi byt’ dokonale odplynena (ultrazvuk + vakuum, alebo
prebublavanie héliom). Ak sa pouZiva gradientova elucia, je tu zaradené zariadenic na programovanic
gradientu, ktoré zabezpe€uje plynul¢ pridavanic rasticeho mnozstva rozpustadla s vys$§im eluénym
ucinkom. Mobilna faza sa do éerpadla nasava cez filtre z porovitého kovu.

Cerpadla. V sucasnosti sa pouzivaju dva typy cerpadiel:

a) Linearny davkovac¢ typu vel'koobjemovej injekénej stricka(}ky, Vyhody — bezpulzovy prictok. nevy-
hody — nutnost’ prerusenia prace po vycerpani kvapaliny, zdlhava vymena mobilnej fazy, konstantny
prietok sa nastavuje pomaly.

b) Cerpadla s periodickym pohybom piestu (obr. 8). Pouzivaji sa v ovel'a viéej miere ako lincarne
davkovade najmd preto, Ze umoziuju neobmedzene dlho davkovat’ mobilni fazu bez prerusenia a vel'mi
rychlo menit’ jej zloZenie.
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Obr. 8. Cerpadlo s periodickym pohybom picstu

Déivkovacie zariadenie V siacasnosti sa takmer vyluéne pouzivaji sluckove davkovace (funkciu
dokumentuje obr. 9). Kvalitngjsic pristroje byvaju vybaven¢ autosamplerom, do ktor¢ho sa vkladaji
$pecialne nadobky so vzorkou a zariadenie reprodukovatelne nasaje a nadavkuje automaticky uréeny
objem vzorky na kolonu,

CERPADLO

VZORKA
Obr. 9. Schéma slu¢kového davkovacicho zariadenia

Kolony. Na bezn¢ analyzy sa najcastejSie pouzivaji nerezove alebo sklen¢ kolony s vnutornym prie-
merom 2 — 8 mm, dihé 100 - 250 mm, naplnené Easticami o pricmere 5 — 10 mm. Sklené kolony byvaju
chranené kovovym puzdrom.

V HPLC sa zvy¢ajnc pracuje pri laboratorne) teplote. V nicktorych pripadoch je vyhodné pracovat’ pri
zvySenc) teplote (napr. pri mobilnych fazach s vy$Sou viskozitou), preto je kolona umiestnena v termo-
state. Kvalita analyzy, u¢innost’ a Zivotnost’ kolény zavisi od maximalnej Eistoty dokonale odplynenej
mobilnej fazy, preto je do systému zaradeny uz v nizkotlakovej ¢asti $pecidlny filter z inertného mate-
rialu s vel'kostou porov 2 pum, za Cerpadlo mala koléna s napliou zhodnou, aki ma analyticka kolona.
Za davkovacim ventilom je d'alSi filter a ochranna kolona, na zachytavanie latok, ktoré by kontamino-
vali napli analytickej kolony.

Niplne kolén. Podobne ako v kvapalinovej chromatografii v planarnom usporiadani (PC, TLC) moz-
no aj v HPLC na delenie eluotropného radu zmesi vyuzit' vietky vratné dvojfazové separaéné mechaniz-
my (adsorpcia, rozdel'ovacia chromatografia, ionova vymena, sietovy efekt gélu).

Adsorpcia. Ako napli sa najéastejSie pouziva silikagél, alebo oxid hlinity, vel'kost’ astic 5 — 10 um.
Mobilné fazy si zmesi rozpastadiel zoradenych podla rastice) eluénej sily do eluotropného radu
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(heptan < cyklohexan < tetrachlormetan < toluén < éter < chloroform < aceton < acetonitril < etanol <
metanol < kyselina octova).

Rozdel'ovacia chromatografia. Stacionama i mobilna faza je kvapalna. Delenie zmesi zavisi od rela-
tivnej rozpustnosti latok v tychto dvoch vzajomne sa nemiesajucich fazach. V systémoch s normalnou
fazou je stacionarna fiza polarnejSia ako mobilna, v chromatografii s obritenou (reverznou) fizou jc
polarnejSia mobilna faza. Na ucely HPLC su stacionarne fazy naj€astejSie chemicky viazané na nosici
(silikagél). Typickymi prikladmi normalnych faz si latky obsahujice skupiny -CN, -NH,,
~CH(OH)CH>-OH v S§trukture zakotvenej fazy. Mobilné¢ fazy st napr. hexan, cyklohexan, chlond
uhli¢ity, chloroform, benzén a toluén, pripadne ich zmesi. HPLC s normilnou fizou sa pouZiva pre
silne polare organické latky.

V sucasnosti je vel'mi populama chromatografia na reverznych fazach najmi v analyze lieciv.
Osvedéili sa chemicky modifikované stacionarne fazy na baze silikagclu

Si— OH Cl—R Si—0—R
géi< + Si=gél< \Si + 2 HCI
Si — OH Cl—R S§i—0—R

NajcastejSie sa pouzivaju fazy. kde R = CygHs; (oznacuje sa Cy¢, RP (reversed phasc), ODS (okta-
decylsilan), R = C3H,7, R = C;Hs. Ako mobilné fazy sa pouzivaju zmesi vody alcbo timivych roztokov
s nizkomolekulovymi alkoholmi, acetonitrilom, tetrahydrofuranom a pod.

Iénova vymena. Ionovovymenna stacionarna faza pozostava zo zivicovych €astic. ktoré maju na
svojom povrchu vizbové miesta s kladnym alebo zapornym nabojom, kde dochadza k vymene idnov.
PouZivaji sa hlavne na separaciu ionovych organickych zluéenin,

Gélova permeana chromatografia. V kolonach GPC (Gel Permeation CHromatography) sa rozde-
I'uji zlozky zmesi na zaklade interakcie molekul s rézne velkymi pormi na povrchu poréznych Castic
polyméru. PouZivaju sa na delenie zmesi latok s vysokou molovou hmotnostou.

Detektory. Standardné typy: refraktometrické, elektrochemické, spektrofotometrické. V sicasnosti st
najroz§irenejsie rozne varianty spektrofotometrickych detektorov napr. Diode Array Detektor (DAD).

Spracovanie chromatografického signalu. Zakladom je PC s tladiariiou v sucinnosti s integratorom,
ktory umoziiuje najréznejSic upravy chromatogramu este pred jeho vytlaéenim. Ticto zariadenia byvaju
vybavené aj programom na ovladanie jednotlivych ¢asti chromatografick¢ho systému.

Uloha 8. Analytické hodnotenie viaczlozkovej zmesi metédou HPLC

Optimalizicia zloZenia mobilnej fazy. Cielom HPLC je¢ optimalne rozdelenie analyzovane) zmesi na
zlozky. Znamena to, Ze chromatografické viny na zazname su rozdelené ,na zakladnu liniu®, t. j. nepre-
kryvaju sa, ale si ¢o najbliz§ic vedla seba (rozliSenic R, > 1,5). Eluéné zony jednotlivych latok musia
prejst’ kolonou €o najrychlejdie, aby sa zabranilo ich rozmyvaniu, ale vietky musia interagovat’ s povr-
chom stacionarnej fazy (ich t, > 1,,). Optimalny rozsah ecluénych casov je taky, aby platilo k" > 1 pre
prvu zlozku (to znamena, Ze jej 1, > 2 1,,) a k' < 10 pre posledni. Proces delenia (separacie) priaznivo
ovplyviiuje spravy vyber stacionarnej fazy, zloZzenie mobilnej fazy a uréenie optimalncho pomeru jej
zlozick. Ddlezity je aj prictok mobilnej fazy, teplota a z hl'adiska interpretacie vysledkov vyber detekto-
ra podl’a charakteru zloZiek zmesi.

Postup. Podl'a manualu nastavime nasledovné parametre: kolona DuPont C18, prictok 1 ml/min,
nastrek 20 pl, detektor — DAD (Diode Array Detektor), citlivost’ 0.5; mobilna faza metanol-voda.
vzorka — zmes aromatickych uhl'ovodikov.
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Najprv uréime mrtvy ¢as pre dani kolonu. Pre kolony s vnutornym priemerom 4 — 6 mm priblizne
plati, Ze mitvy objem je I ml na kazdych 10 cm kolony. Napr. pre kolénu dlhi 25 ¢m s pricmerom
5 mm pri prietoku 2 ml/min. je mrtvy objem 2,5 ml, &ize 1, = 1,25 min. Aby sme mohli odhadnuit
oblast’, v ktorej je optimalne delenic zloZick nasej zmesi, na analyzu pouzijeme najprv mobilni fazu
s mensou eluénou silou, v ktorej bude &’ poslednej zlozky jednoznaéne vicsie ako 10. Postup opakuje-
me, pricom zvySujeme obsah metanolu podl'a manualu dovtedy, kym eluéna sila mobilnej fazy nie je
taka, aby vSetky zlozky mali £’ < 1. Jednotlivé zaznamy ukladame do paméti. Zaznamename cluéné
casy. Pre vSetky zlozky vypocitame kapacitné faktory a ich logaritmy. Vynesieme zavislost’ log & od
obsahu metanolu v mobilnej faze pre kazda zlozku. Graficky uréime hranice optimalnej oblasti (1 <k’ <
< 10). Ur¢ime optimalne zloZenic mobilnej fazy. Nadavkujeme vzorku, presvedéime sa, €1 prva zlozka
ma &' > 1 a ¢i sa vietky piky rozdelené na nulovu liniu (R, > 1,5). Skusime, ¢i by sa ¢as analyzy nedal
skratit’ pouzitim mobilnej fazy s obsahom rozpustadla s viéSou cluénou silou (acetonitril, tetrahydro-
furan) pri dodrzani uvedenych obmedzeni.

Identifikacia zloZiek. Nastavime si optimalne zloZenie mobilnej fazy a davkujeme vzorku. Zaznam
integrujeme a zaznac¢ime si eluéné ¢asy. Zaznam uloZime do pamiti ako vz. opt. Pristroj nastavime na
Options, Plot UV spectrum for Specific Time. Hrot Sipky nastavime do stredu zakladne prvého piku
a stla¢ime l'avé tlacidlo mySi. V Favom rohu sa objavi spektrum prvej zlozky. Spustime Compare with
reference spektrum a pristroj nastavime na prvy Standard. Jeho UV spektrum sa objavi v pravom
hornom rohu. Porovnavame spektra. Takto postupujeme dovtedy, kym spektra prvej zlozky vzorky
a Standardu nie su rovnaké. Pristroj nastavime cez continue znova na Plot UV spectrum for specific
Time a §ipkou na stred piku d'alse) zlozky. Rovnakym spésobom identifikujeme vietky Styri piky.

Spravnost’ identifikacie si overime takto: napr. zlozku sme porovnanim so spektrom identifikovali ako
benzén. Pristroj nastavime do zakladnej zostavy na Cast’ Samples a na Empties. Napiseme: benz + ¢i-
selna hodnota koncentracie v [mg/l] (napr. benz 30) a stla¢ime Enter a nastavime na Standards. V ta-
bul'ke kurzor nastavime na Benzene a zvolime koncentraciu. Kurzorom zideme az na koniec zoznamu
a stlad¢ime Y. Zatlaéenim EXIT prejdeme do Computer Data System a spustime analyzu. Integrujeme
a zaznacime cluc¢ny ¢as. Chromatogram ulozime do pamati ako benz. st. Porovname elucny Cas Stan-
dardu a zlozky vo vz. opt.

Stanovenie obsahu jednotlivych zloZiek v zmesi metédou vonkajSieho Standardu. Z pamati vyvo-
lame zaznam analyzy vzorky, integrujeme a opiSeme plochy zodpovedajuce jednotlivym identifikova-
nym zlozkam zmesi. Nasim ciel'om je zistit' zodpovedajuce koncentracie. Vyvolame zaznam analyzy
latky autentickej so stanovovanou zlozkou (nas priklad benz 30). Jej koncentraciu pozname. Integrujeme
a zistime plochu, ktora tejto koncentracii zodpoveda. Porovname ju s plochou nameranou pre zlozku
v zmesi. Predpokladame linearnu zavislost’ plochy od koncentracie. Podl’a toho odhadneme koncentraciu
d’alSicho Standardu tak, aby hodnota plochy zodpovedajucej koncentracii zloZky v zmesi bola medzi
hodnotami pouzitych Standardov. Podl'a toho odhadneme koncentraciu d'alSich troch Standardov,
potrebnych na zostrojenic kalibranej krivky. Zostrojime kalibraény graf, skontrolujeme, ¢i je lineamy
a odéitame koncentraciu zlozky v zmesi. O spravnosti vysledku sa presvedéime tak, Ze pripravime
a odmeriame $tandard, ktory ma prave takuto koncentraciu. Vysledky uvedieme v protokole. Vzor
protokolu je na pracovisku v cviceni.

Kontrolné otazky z problematiky HPLC:

1. Uved'te a charakterizujte zdkladné eluéné parametre pri kolonovej chromatografii (eluény cas, elucny
objem, mftvy &as, uéinnost’ kolony, kapacitny faktor, rozlidenic).

2. Ako sa identifikuja latky v HPLC?

3. Opiste zikladné metody kvantitativnej analyzy HPLC.
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4. Co je to ,chromatografia na normalnych a obrdtenych* fizach. Princip, stacionirne a mobilné fazy.
aplikicia.

. Metody detekcie v HPLC.

. Uved'te principy separicic zloZiek v adsorpénej, rozdel'ovacej, ionomenitovej a gélovej chromatografii.

. lzokraticka a gradientova elicia.

. Uved'te a vysvetlite zikladné principy chromatografie.

. Vysvetlite pojmy $um, drift, citlivost’, medza detekcie.

10. Charakterizujte zakladné typy staciondrnych iz v kolonovej chromatografii.

00 2 N

1.6. ELEKTROMIGRACNE METODY

1.6.1. Zakladné pojmy

Elcktromigraéné techniky mézeme z analytickcho hladiska obecne charakterizoval' ako separaéné
metody zahriujiice separaciu ionogénnych analytov na zaklade ich rozdicinej pohyblivosti v jedno-
smernom elektrickom poli na jednotlivé zlozky, ktoré¢ mozu byt™ detegované a vyhodnotené z hl'adiska
kvalitativneho a kvantitativncho.

Hybnou silou pohybu nabitych Castic je intenzita elektrického pola E, ktord j¢ vyjadrena spadom
(gradientom) napatia (V.m™'). Proti pohybu Eastic pdsobi trecia sila podmienena viskozitou kvapalného
prostredia.

Rychlost’ migracie daného druhu i6nov v zavislosti od intenzity clektnického pol'a je dana vztahom
v=uE

kde v je rychlost’ migracic (m.s™'), u je efektivna pohyblivost’ a E je intenzita clektrického pola.

Pohyblivost’ ionu v danom prostredi je konStantna a pre dany druh ionov charakteristicka. V nekonec-
ne zriedenvch roztokoch ju oznadujeme ako absolitna pohyblivost’ uo, ktord je definovana ako stredna
rvchlost’ pohybu iénov v jednotkovom elektrickom poli v danom rozpustadle za medzncho zriedenia.
Absolitna pohyblivost’ je podmienena najmé solvataciou, nabojom i6nu a viskozitou rozpastadla.
Realna pohyblivost’ prisludnej i6novej formy v danom prostredi v jednotkovom elektrickom poli je
ozna¢ovana ako aktualna (i6nova) pohyblivost’. Aktudlnu pohyblivost’ mdzeme definovat’ ako rychlost’
migracie dane) ionovej formy v jednotkovom elektrickom poli za definovanych pracovnych podmienok.

Ak je 16n v roztoku pritomny vo viacerych acidobazickych a komplexnych formach, ktorym prislu-
chaju rozdielne aktudlne pohyblivosti a ak ticto rovnovihy si kineticky labilné (rychlo sa ustalujice),
vtedy latka ako celok migruje v jedinej zone s vyslednou pohyblivostou, ktora zodpoveda aktualnym
pohyblivostiam jednotlivych idnovych foriem pritomnych v roztoku. Pohyblivost™ latky ako celku mera-
na v jednotkovom elektrickom poli sa nazyva efcktivna pohyblivost'.

Pre clektroforeticki separaciu ma zasadny vyznam vol'ba takych podmienok, ktoré umoznia rozde-
lenie analyzovanych zmesi. Na optimaliziciu separaénych podmienok sa vyuZivaju hlavne protolytické
a komplexotvorné rovnovahy, naboj protionu a prostredic.

Separaény proces je sprevadzany roznymi efektami (napr. teplotny gradient, difiizia, elektroosmoza),
ktoré maju tendenciu viest’ k rozmyvaniu rozseparovanych zon. Tento jav je pre separaciu nepriaznivy.
Medzi najiéinnejdic sposoby stabilizacic zon je obmedzenie moznosti diftizie. Scparaény proces je
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umiestneny na nosi¢i (papier, rozne gély) a v kapilarach. Z tohto hI'adiska potom elektroforetické meto-
dy klasifikujeme na techniky v ploSnom a v kapilamom usporiadani.

Podl'a experimentalneho usporiadania mozeme clektroforetické metody rozdelit” do Styroch zakladnych
typov:

- zonova elektroforéza,

- ¢lektroforéza s pohyblivym rozhranim,
~ 1zotachoforéza,

- 1zoelektricka fokusacia.

Zonova elektroforéza, Cely systém (katodovy a anodovy priestor, ako aj separaéna cast’) je vyplneny
Jedinym tzv. zakladnym elektrolytom, ktorého zloZenie je v celom migraénom prostredi rovnaké a neme-
ni sa ani v priebchu separacie. Po zapojeni elcktrického prudu nastava uéinkom gradientu elektrického
pola pohyb ¢astic podla ich efektivnych pohyblivosti k prislusnej elektrode. Hodnota pH a gradientu
napitia je v cclom systéme konStantna. Zonova clektroforéza je najcastejsie realizovana na papieri alebo
vrstve gélu. V poslednom €ase sa intenzivne rozvija zonova clektroforéza v kapilare s fyzikalnymi meto-
dami detekcie.

Elektroforéza s pohyblivym rozhranim. Prc tito metodu je charakteristické takéto usporiadanic
experimentu (uvazujeme o deleni anionov):

—anodova a separacna ¢ast’ su vyplnené roztokom vodiaceho elektrolytu, ktor¢ho anion ma vacsiu
pohyblivost’ ako ktorykol'vek z aniénov vo vzorke,

- vzorka sa vklada do katodove) Casti.

Po uréitom &ase od vlozenia elektrického pola na systém sa dosiahne Ciastoéného rozdelenia zmesi do
diskrétnych zon. Cist zlozku obsahuje len zéna, ktord nasleduje za zénou vodiacich anidnov. Kazda
dal§ia zona je uz zmesnou. Polet zlozick pritomnych v jednotlivych zonach rastie v smere od zony
vodiaccho elektrolytu k zéne obsahujicej vietky zlozky zmesi. Tato metoda nenasla uplatnenia v analy-
tickej praxi.

Izotachoforéza. Scparacia prebicha v diskontinualnej sistave dvoch zdkladnych clektrolytov, vodia-
ccho a zakoncujuceho, pricom vzorka sa injektuje do rozhrania tychto elektrolytov.

Izoelektricka fokusicia. Separacia prebicha v systéme, kde zlozenie zakladného clektrolytu je kon-
Stantné, jeho pH sa plynulo meni od jedného elektrodového priestoru ku druhému, je vytvoreny gradient
pH. Metoda nachadza uplatnenic na separaciu amfolytov, ktoré vykazuju izoelektricky bod. Po vioZeni
elektrického pol'a na systém sa zaéni amfolyty pohybovat’ k prislusngj elektrode, kym nepridu do oblas-
ti pH, ktoré sa rovna ich izoelektrickému bodu (p/). V tomto bode sa stanu elektricky neutralne, ich
cfektivna pohyblivost’ je nulova. Vytvorené zony si ostre.

1.6.2. Izotachoforéza

Kapilara izotachoforéza (ITF) je jednou z elektroforetickych metod, u ktorych separacia je zaloZena
na rozdielnej pohyblivosti ibnov rovnakého znamienka v jednosmernom clektrickom poli.

Kapilarma izotachoforéza umoZiuje separaciu, identifikaciu a stanovenie tak anorganickych ako aj
organickych (nizkomolekuldrych ako aj vysokomolekulamych) zlucenin, ktoré su schopné existovat
v roztoku v 16nogénnej forme.

Definované mnoZstvo vzorky vkladame do rozhrania medzi dva zakladné clektrolyty — operacny sys-
tém. Jeden elektrolyt je vodiaci a je zvoleny tak, aby obsahoval jediny druh iénov s najvysSou efektivnou
pohyblivostou oproti zlozkam vzorky a aby jcho protion tvoril sucast’ timivého paru. Druhy elektrolyt
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Jje zakoncujuci a obsahuje naopak jediny druh i6nov s najmensou efektivnou pohyblivostou. Po vlozZeni
jednosmerného elektrického pol'a na systém sa zaénu i10ny pohybovat’, pri¢om polarita zdroja konstant-
ného prudu urcuje, ktoré 16ny sa budu pohybovat’ smerom k detektoru. Po uréitom ¢ase sa v systéme
dosiahne ustaleny stav, odkedy vsetky iony migruju rovnakou rychlostou v = « E = konst. (izotacho-
foreticka podmienka). Za zonou vodiaceho i6nu tesne za scbou migruju zony podla klesajuce) efektivnej
pohyblivosti zlozick vzorky a nakoniec zona zakoncujuceho clcktrolytu (obr. 10).

Ustaleny stav mozeme charakterizovat’ takto:

~kazda zo zon obsahuje len jeden druh anionov (kationov) za predpokladu, Ze bolo dosiahnuté tplné
rozdelenic zmesi,

- vo victkych zonach je ten isty druh protionov (zhodny s protiénmi vo vodiacom clcktrolvte).

— zOny separovanych zlozick su usporiadan¢ v poradi klesajucej efektivnej pohyblivosti od zony vodia-
cich k zone zakoncujucich idnov,

— fyzikalne vlastnosti systému sa od zony k zone na hranici zon menia skokom. ¢o dovol'uje pouzit fyzi-
kalne metody detekcie na analytické vyhodnotenie separovanych latok.
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Obr. 10. Zdkladné fazy v izotachoforetickej separicii anionov
a) poCiatotné usporiadanie pokusu. b) separaény proces — rychlost’
pohybu jednotlivych zloziek v zmesnvch zonach je rozna. c) izota-
choforeticky ustdleny stav — jednotlivé zlozky su od seba oddelené
a pohybuji sa vietky rovnakou rychlostou, L° — vodiaci elektrolyt,
T — zakonCujici elektrolyt, P* — protion, A , B — aniény separovanc)
zmesi, VZ — priestor na davkovanie vzorky, v — efektivna pohyb-
livost’ '

Koncentracia vodiaceho elektrolytu uréuje koncentraéné pomery v migrujicich zénach za sebou na
zaklade Kohlrauschovej regulacnej funkcie. Pre situaciu na obr. 10c mézeme pisat’

Ci - M BivlE Fy

c, u tup u,; z
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kde ¢, ¢4 su koncentracie vodiaceho ionu, resp. idnov A migrujucich v prisludnej zone; u, w4, up st
efektivne pohyblivosti vodiaceho i6nu, protionu a ionu 4; z; a z, su naboje vodiacich i6nov 4 migruju-
cich v prvej zone. Analogickou rovnicou st viazané koncentracic v druhej, tretej ... zone.

Praktickym dosledkom tejto rovnice je zakoncentrovavaci, resp. zriedovaci efekt, vzhladom na
vychodiskové koncentracie vo vzorke. V pripade nainjcktovania koncentrovanej vzorky (C; < C,) sa jej
koncentracia podl'a Kohlrauschovej regulaénej rovnice upravi (znizi) a naopak pri vel'mi zriedenych
vzorkach (C; > C,) sa tato zakoncentrovava, ¢o méa vyznam pri stopovej analyze.

Rozhranie medzi jednotlivymi zonami sa udrZiava ostré pomocou zaostrujuceho efektu, ktory je dé-
sledkom nespojitej hodnoty intenzity elektrického pol'a. Tato je v zone konStantna a je nepriamoumerna
efektivne) pohyblivosti. Pretoze pohyblivosti idnov od vodiaceho smerom k zakonéujiicemu 16nu klesaji.
intenzita pol'a v zonach v rovnakom poradi stupa. Ak sa 16n, ktorému prinaleZi urcita efektivna pohybli-
vost’ dostane do predchadzajicej zony, klesne rychlost’ jeho pohybu (v désledku nizsej hodnoty intenzity
elektrického pol'a) a vrati sa spat’ do svojej zony. Ak sa rychlejsi ion dostane do menej pohyblivej zony,
clektricke pole (vySsia hodnota intenzity) ho urychli a opat’ sa vrati do svojej zony.

Detekcia spo€iva v uréeni rozhrania medzi zénami na zaklade nicktorych fyzikalnych vlastnosti (vyvoj
tepla, elektricka vodivost, absorpcia UF Ziarenia a iné), ktor¢ sa od zony k zéne menia skokom. Tato
zmena je registrovana prisluSnym detcktorom a zaznam signalu v pripade univerzalnych detcktorov je
schodovita krivka. Vyska schodu na tejto krivke je uréena cfektivnou pohyblivostou latky, ¢o hovori
o kvalite. Dizka zOny udava kvantitativnu informaciu o latke (obr. 11).

Kvalitativna analyza. Moznost’ identifikacie i6nu pritomného v neznamej zmesi sa uskutociuje na
zaklade potvrdenia identity suboru faktorov podmienenych efektivnou pohyblivostiou uréovaného i6nu
a jeho Standardu pomocou vodivostného detektora. Ako kritérium identity sa pouziva zhoda relativagj
vysky skoku (RSH) vo viacerych operaénych systémoch

RSH , = ‘:" =

5 L

Pre dany vodiaci 16n L, Standard S a identifikovanu zlozku A sa vypocita pomer vysky skoku analyzo-
vanej zlozky i, ku vyske skoku $tandardu hs. Obidve st merané vzhl'adom na vy$ku vodiaceho 16nu /.,
ktora sa obvykle povazuje za nulovi.
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Obr. 11. Priklad izotachoforeogramu a jeho hodnotenie / — dizka zony, h — vy8ka
skoku, ¢ — Cas, 7 — zakonCujici elektrolyt, L - vodiaci elektrolyt, S ~ Standard,
A ~ identifikovana zloZka.

29



Kvantitativna analyza. Dizka zon sa po dosiahnuti ustaleného stavu uz s asom d’alej nemeni a je za
danych podmienok umerna mnozstvu latky v analyzovanej vzorke. Dizke zony je umerny ¢as, za ktory
prejde zona detektorom. MnoZstvo ionu v neznamej vzorke stanovime teda porovnanim dizky jeho zony
za danych podmienok s dizkou zény $tandardného roztoku ionu za rovnakych podmienok

Najjednoduchsi je postup, pri ktorom sa ziska graficka zavislost’ dizky zony od nadavkovaného
mnozZstva latky — kalibraény graf. MnoZstvo latky pritomnej v analyzovanom materiali sa urci grafickou
interpolaciou. Pri sicasnom stanoveni niekolkych komponentov je potrebné ziskat prislusny pocet
kalibra¢nych ¢iar,

Vyber opera&ného systému. Vhodnou vol'bou operacného systému sa snazime dosiahnut’ dostato¢-
nych rozdiclov v efektivnych pohyblivostiach separovanych ionov. Efcktivnu pohyblivost je mozné
ovplyviiovat’ prostrednictvom nicktorych parametrov ako su pH, komplexotvorné rovnovahy, naboj
protiionu, teplota, rozpustadlo a pod. Najcastejsic pouzivanym optimalizaénym faktorom je zmena pH
vodiaceho elektrolytu. Iony su delen¢ v pripade slabych elektrolytov na zaklade rozdielnych pK hodnot.
Preto ma zasadny vyznam vyber vhodncho protionu, ktory urcuje pH v priebehu separacie. Protion
moéze vhodne ovplyvnit’ separacny proces takticz na zaklade komplexotvornych vlastnosti. Latky, ktor¢
sit vo vode malo rozpustné, resp. poskytuji malé rozdiely v efektivaych pohyblivostiach, je mozné ana-
lyzovat’ v zmesnom alebo nevodnom prostredi (metanol, ctanol, dimetylsulfoxid).

Pristrojova technika. Izotachoforeticka separacia je najcastejsie realizovana v kapilarach. Zakladné
usporiadanie izotachoforetického analyzatora je na obr. 12. Vysokonapit'ovy zdroj (1) slizi na gene-
raciu konstantného jednosmerného pradu. Je pripojeny k rezervoaru roztoku vodiaceho (2) a zakoncuju-
ccho (3) clektrolytu, ktoré su spojené kapilarou (5). Do rozhrania tychto elektrolytov sa roztok vzorky
davkuje bud’ davkovacim zariadenim alcbo mikrostrickackou (4). Po vlozeni elektrického pol'a iony
migruju v kapilare smerom k detektoru (6), ku ktorému je pripojen¢ vyhodnocovacie zariadenie so
zapisovac¢om (7). V jednom pokuse je mozné delit’ len aniony alebo len kationy.

I
E

Obr. 12. Blokova schéma kapilarneho izotachoforetického analyzatora

Uloha 9. Stanovenie dusi¢nanov a siranov vo vodéch

Z aspektu kontroly Zivotného prostredia je potrebné vo vodach okrem zlu¢enin neiénogénneho charak-
teru sledovat’ obsah chloridov, dusi¢nanov a siranov.

Obsahy anorganickych aniénov v pitnych, povrchovych, odpadovvch a mineralnych vodach sa pohy-
buji v rozmedzi desatin az desiatok miligramov v litri. Napr. v povrchovych a mineralnych vodach sa
popri malych mnozZstvach dusitanov, fluoridov a fosfore¢nanov vyskytuju az v tisicnasobnom prebytku
najmé chloridy, dusi¢nany a sirany. Vo vacSine realnych vzorick sa pozaduje stanovenic dusi¢nanov
a siranov, resp. i chloridov. Pohyblivosti tychto ionov pri izotachoforetickej separacii su si velmi blizke.
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a preto je vhodné znizit’ efektivnu pohyblivost’ siranov zvySenim naboja protionu vo vodiacom elektro-
Iyte.

Zadanie. Identifikujte na izotachoforeograme zonu dusiénanov a siranov a stanovte ich hmotnostni
koncentraciu (mg/l) v roztoku metodou kalibraéného grafu.

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok dusiénanu draselného AKNO;3)=100 mg/l; Standardny roz-
tok siranu draseln¢ho p(K,S0,) = 100 mg/l; vodiaci elektrolyt (LE): kyselina chlorovodikova c(HCI) =
=8.10" mol/l; S-alanin ¢(f-alanin) = 3.5.10"* mol/l: BISTRIS-propan (BTP) ¢(BTP) = 3,5.10 % mol/l
a metylhydroxyetyl celuloza (MHEC) w(MHEC) = 0,1 % s pH 3,55; zakonéujuci elektrolyt (7F): roz-
tok kyseliny citronovej c(kys. citronova) = 5.10~° mol/l; demineralizovana voda.

Pracovny postup. Do piatich 50 ml odmemych banick odmeriame byretou postupne 5, 10, 20, 30
a 40 ml Standardného roztoku KNO; a doplnime demineralizovanou vodou po znaéku. Obdobne pripra-
vime roztoky zo $tandardného roztoku K,SO..

Kalibraénymi roztokmi postupne plnime davkovaci kohut izotachoforetického analyzatora a nechame
prebehnut’ analyzu.

Vzorky pitnej vody analyzujeme neriedené, povrchové, odpadové a mineralne vody definovane riedi-
me. Vzorkou naplnime davkovaci kohit a urobime stanovenie za rovnakych podmienok ako pri kalibra-
cii.

Vyhodnotenie merania. Zmeriame dizky zon $tandardnych roztokov a zostrojime kalibracny graf ako
zavislost’ dizky zény (v mm) od koncentracie (mg/l) pre obidve zlozky — dusiénany a sirany.

Zmeriame dizky zon na izotachoforeogramu analyzovanej vzorky a z prislusnej kalibracnej krivky
odcitame obsah dusi¢nanov, resp. siranov v mg/l.

1.6.3. Aplikacia kapilarnej izotachoforézy v klinickej praxi

V Klinickej praxi sa najcastejSic stretavame s analyzou telesnych tekutin. Pozornost” sa sustred’uje
hlavne na analyzu krvi, krvnej plazmy, krvného séra a mocu, menej Casto su analyzované tkarnové
extrakty a homogenaty, mozgovomicchovy mok, sliny, zI¢ a oény mok.

Telesné tekutiny su z hlladiska svojho zloZenia mimoriadne komplexnym analytickym materialom.
Metody pouzivané na ich analyzu si v podstate obmedzené na separaéné metody, v mensej miere na
Specifické metody, najma na metody imunologické a enzymové.

Analyzy tclesnych tekutin si zamerané na latky endogénncho povodu, ktoré si fyziologickou zlozkou
telesnych tekutin, ale ich zvySena, pripadne zniZena hladina indikuje metabolicku poruchu organizmu.
Dalej su ticto analyzy zamerané na latky exogénncho povodu, ako su napr. licgiva a ich metabolity,
latky objavujice sa v telesnych tekutinach l'udi pracujucich v zdraviu $kodlivom prostredi alebo po
roznych intoxikaciach organizmu.

Uloha 10. Stanovenie hladiny alkalii v Pudskej krvi

Stanovenic hladiny alkalickych kovov a kovov alkalickych zemin je délezitym ukazovatel'om pri §tu-
diu mechanizmov, ktoré podmiciiuju fyziologicku funkciu srdcovo-cievneho systému. Zaroven prispieva
k objasneniu pdsobenia licéiv, ktoré¢ sa pouzivaju pri liecbe vysokého krvncho tlaku a inych srdcovo-
cievnych ochoreniach.

Zadanie. Metodou kapilarnej izotachoforézy po predchadzajucej uprave vzorky identifikujte a stanov-
te kationy Na', K', Ca®* a Mg™".
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Chemikailie a roztoky. Polyetylénglykol (PEG); Standardn¢ roztoky chloridu sodncho, chloridu dra-
seln¢ho, chloridu vapenatého a dusi¢nanu horeénatého vsetky s rovnakou koncentraciou c(Standard) =
= 1.10™ mol/I; vodiaci elektrolyt (LE) zlozenia: roztok amoniaku ¢(NHs)=1.10"* mol/l, polyetylénglykol
w(PEG) = 30 % a metylhydroxyetyl celuloza w(MHEC) = 0,1 %, kyselina octova na upravu pH do
hodnoty 5.4; zakonéujuci elektrolyt (TE): chloristan tetractylamonia ¢(CsHaNCIO,) = 5.10° mol/l:
demineralizovana voda.

Pracovny postup. Do centrifugaénej skimavky navazime 0,1 g lyofilizovanc Fudskej krvi (1 g lyofi-
lizovanej krvi odpoveda 9 ml Cerstvej krvi). K navazku napipetujeme 9 ml deionizovanej vody a 1 ml
polyetylénglykolu (za uéelom vyzrazania krvanych biclkovin). Skumavku so vzorkou dame na 10 min do
ultrazvukovej vane. Potom skumavku vlozime do centrifigy a 10 min centrifugujeme (pozor na
vyvazenic centrifugy!). Supernatant pouzijeme na analyzu.

Takto upravenou vzorkou plnime davkovaci kohut izotachoforetick¢ho analyzatora a uskutoénime
analyzu. Potom postupne plnime davkovaci kohut §tandardnymi roztokmi NaCl, KCl, CaCl,, Mg(NO;)-
a urobime analyzy.

Vyhodnotenie merania. Porovnanim vysky skoku (RSH) standardov Na. K. Ca, Mg s vyskami sko-
kov na izotachoforeograme vzorky ludskej krvi identifikujeme zony jednotlivych kationov. Zmeriame
dizku zon sledovanych kationov na izotachoforcograme vzorky krvi a zo zadanych parametrov regres-
nych priamok (y = a + bx) pre jednotlivé kationy a zmeranych dizok prislugnych zon vypogitame latkové
koncentracie Na, K, Ca a Mg vo vzorke.

UPOZORNENIE! Pri prici so vzorkami krvi pouZivame vidy gumové rukavice!

Uloha 1 1. Stanovenie hladiny litia v Pudskom sére po terapii litiovymi preparatmi

Litiové soli si indikované pri réznych psychickych poruchach. Pri terapii litiovymi preparatmi je
potrebné udrZiavat’ stalu koncentraciu litia v séru (0.6 — 1.2 mmol/l). Stanovenie litia je délezité ako
kontrola dodrziavania lieCebného rezimu, ale aj ako kontrola toxikologicka vzhladom na neZiaduce
G¢inky a moznosti intoxikacie, ktoré terapiu sprevadzaju.

Zadanie. Mctodou kapilarnej izotachoforézy stanovte latkovin koncentraciu litia vo vzorke krvného
séra.

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok chloridu litneho ¢(LiCl) = 1.10* mol/I; vodiaci elektrolyt
(LE) zlozenia: roztok amoniaku ¢(NH;) = 1.10* mol/l; polyetylénglykol w(PEG) = 30 %; metylhydro-
xyetyl celuloza w(MHEC) = 0,1 %, kyselina octova na upravu pH do hodnoty 5.4 zakonéujici elektro-
Iyt (TE): chloristan tetractylamonia ¢(CsHyNC104) = 5.10° mol/I; demineralizovana voda.

Pracovny postup. Do piatich 100 ml odmernych banick odmeriame byretou postupne 2; 2.5; 3: 3.5
a 4 ml $tandardné¢ho roztoku LiCl a doplnime demincralizovanou vodou po znacku. S takto pripraveny-
mi kalibracnymi roztokmi postupne plnime davkovaci kohut izotachoforetického analyzatora a nechame
prebehnat’ analyzu,

Zo vzorky krvnc¢ho séra odoberieme mikropipetou 0.5 ml, prenesieme ich do 10 ml odmernej banky
a doplnime demineralizovanou vodou po znacku. Analyzu urobime obdobnym spdsobom ako v pripade
kalibraénych roztokov. '

Vyhodnotenie merania. Zmeriame dizky zon §tandardnych roztokov a zostrojime kalibraény graf ako
zavislost' dizky zony (v mm) od latkovej koncentracie (mol/l, resp. mmol/l). Zmename dizku zony Li na
izotachoforeograme vzorky krvného séra a z kalibraén¢ho grafu interpolaciou zistime latkova koncent-
raciu Li (mol/l, resp. mmol/l).
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2. SPEKTRALNE METODY

2.1. ABSORPCNA SPEKTRALNA ANALYZA VO VIDITEENEJ
A ULTRAFIALOVEJ OBLASTI ZIARENIA

2.1.1, Zakladné pojmy

Vicsina molekul alebo idnov v roztoku absorbuje Ziarivii energiu. Absorpciou ultrafialového (UF)
a viditeI'ného (VID) Ziarenia sa excituje clektronovy systém atomu alebo molekuly. Tato oblast’ Ziarenia
sa preto nazyva aj oblastou elektronovych spektier. Latky neabsorbujice toto Ziarenic mozno €asto
vhodnymi chemickvmi reakciami previest’ na zluceniny, ktoré uz intenzivne absorbuju.

Oblast’ od 400 do 800 nm (v = 25000 - 12500 cm ') je viditeI'na oblast’ Ziarenia, Pre organické latky
je najviac pouzivana ultrafialova oblast’ Ziarenia od 200 do 400 nm (v = 50000 — 25000 cm ). Dalcka
UF oblast’ (A < 200 nm) sa pouziva zriedka v désledku silnej absorpcie vzdusného kyslika (musi sa pra-
covat’ v inertnej atmosfére, spektrofotometre si vyzaduju Specidlne konstrukcie).

Roztoky latok, ktoré absorbuju len ultrafialové Ziarenie, sa javia l'udskému oku ako bezfarebné. ktoré
pohlcuju ziarenie viditeI'né, javia sa ako farebné. Napr. roztok latky sa javi ako modry, ak pohicuje
z bieleho slneéného svetla Ziarenie vinovych dizok 435 — 480 nm, teda Ziarenic Zlté¢. Hovorime, ¢ farba
modra ma doplnkovii, ¢ize komplementarmu farbu Zlti.

V absorpénej spektrofotometrii sa ibytok toku vstupujiceho monochromatického Ziarenia @, po pre-
chode absorbujicim prostredim @ udava najcastejsic v hodnotach transmitancie 7, €o je pomer prepus-
ten¢ho Ziarivého toku k dopadajucemu. Transmitancia moze nadobudat’ hodnoty 0 az 1

I'=— 0<sT<]
pricom sa spravidla udava v percentach
P :
%! 3'5"100 OE%?S IUO

0

V praxi sa Castejsic pouziva ina veli€ina, absorbancia 4, ktora je bezrozmernym &islom a je defino-
vana vztahom

A=log}l;100 w2420

Pre neabsorbujiuce roztoky plati: 4 = 0 a %7 = 100, pre uplne absorbujuce roztoky plati: 4 = <«
a%l=0.
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Transmitancia, resp. absorbancia vzorky sa meni s vinovou dizkou Ziarenia a zavisi aj od koncent-
racie absorbujicich astic a hribke vrstvy, ktorou lu¢ prechadza. Zavislost' 7, resp. 4 na vinovej dizke
pri konstantnej koncentracii latky a hrubke vrstvy predstavuje absorpéné spektrum latky (absorpéna
krivka), ktor¢ je charakteristické pre tuto latku. Na zistcnie koncentracie je doleZity vztah medzi fou.
hribkou vrstvy a hodnotou absorbancic (transmitancie) meranej pri definovanej vinove) dizke. Tento
vztah matematicky opisuje Lambertov-Beerov zakon, z ktorcho pre absorbanciu prisne monochroma-
tického Ziarenia a zriedené roztoky vyplyva, Ze absorbancia 4 je lincarnou funkciou koncentracic ¢

A=c.b.¢

kde ¢ - koncentracia absorbujucej latky (mol/l)
b - hribka absorbujucej vrstvy (Sirka kyvety)
&£~ molovy dekadicky absorpény kocficient pri vinovej dizke Ay,
Jednotkou & v sustave SI je mol 'm* V analytickej chémii roztokov sa molovy absorpény kocficient
vyjadrujc skor v jednotkach |.mol.cm™, ktor¢ vyplyvaji z vyvjadrovania latkovej koncentracic v mol | '
a hrubke vrstvy roztoku latky v kyvete v cm. Hodnota &£ v SI sustave je preto desatkrat mensSia nez

hodnoty v jednotkach I.mol.cm '. Pouzite!'né hodnoty & absorpénych pasov latok v oblasti UF a VID
byvajii 10° az 10° L mol.cm ',

2.1.2. Meracie zariadenia a postupy

Zarnadenia na spektrofotometrické merania v UF a VID oblasti maju ticto hlavné ¢asti:

a) Zdroj spojitého Ziarenia v sledovancj oblasti vinovych dizok (wolframova alebo halogénova zia-
rovka; ortutova, deutériova alcbo vodikova vybojka).

b) Monochromator, ktor¢ho jednotka sa sklada z vlastného disperzncho zariadenia (hranol. mriczka).
zo vstupnej a vystupne) Strbiny a z pomocnych ¢asti (SoSovky. kolimator).

¢) Kyvety na vzorky z materialu, ktory umoziuje prechod pouzitého Ziarenmia (sklenené kyvety su po-
uzitel'né v oblasti vinovych dizok 350 az 2500 nm, kremenn¢ uz od 200 nm).

Kyvety st chilostivé a drah¢ ¢asti zariadenia, preto treba s nimi zaobchadzat’ opatrne a udrziavat’ ich
¢isté (umyvaju sa v chromsirovej zmesi). Pri manipulacii s nimi dbame na to, aby sa chytali do nik len
na matnej strane. Plnia sa tak, Ze po vybrati z chromsirového roztoku sa dokladne oplachnu destilova-
nou vodou, oplachnu trikrat roztokom, ktory chceme merat’ a az potom nalejeme do kyvety merany
roztok do vysky 3 — 5 mm od vrchu. Nakoniec sa kyvety opatrne otrii filtraénym papicrom do sucha
a vloZia do drziaka v kyvetovom priestore. Po skonfeni merania kyvety z pristroja vyberieme, oplachne-
me vodou a ponorime do nadoby s kyselinou chromsirovou.

Dvojice kyviet (pre blank a roztok latky), pouZité na meranic, maju byt rovnakej hriubky — sparené
kyvety. Pred meranim je preto potrebné ich hribku skontrolovat’ (udaj o ich Sirke je vyryty pn usti
kyvety v mm). Hribka kyviet sa voli podl'a koncentracie a hodnoty molového absorpéncho koeficientu
tak, aby hodnota absorbancic bola medzi 0,1 a 1.

d) Detektory Ziarenia a sposoby odCitania transmitancie. Ako detektory pre UF a VID oblast’
Ziarenia sa najviac pouzivaju fotodiody a fotoclektrické nasobice. Su citlivé a ich vystupny signal je
v Sirokom rozsahu lincamou funkciou vstupného signalu. Fotoelektricky prud z detektora sa zosiliuje
Specialnymi elektronickymi zosiliiovaémi. Na od¢itanie optickych signalov. t. ). transmitancie alebo
absorbancie, sa pouzivaju spravidla analogové (vychylkové) alebo Eislicové meracie pristroje. Pri jedno-
laéovych spektrofotometroch sa meria 7 alebo A bud’ potenciometricky kompenzaénym spdsobom,
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alebo vychylkovym ampérmetrom. Registraéné spektrofotometre umoziuju automatické ziskanie zaz-
namu absorpéného spektra, ¢o viak vyzaduje synchronizaciu registracie s &innostou monochromatora
a s ovladanim zoslabovacich zariadeni. Su vybavené jednak liniovym zapisovacom pre zaznam absorp-
¢nych kriviek, jednak digitalnym voltmetrom pre od¢itanic absorbancii.

Vicsina bezne pouzivanych pristrojov je konstruovana tak, Ze v spojeni s vvmeniteI'nymi nadstavcami
mozno pristroj adaptovat’ na meranie fluorescencie, zakalu, remisie atd”. Najnov$ie konStrukcie pristro-
Jov umoziuju ich napojenic na automaticky podava¢ kyviet (az 300 za hodinu), samoéinny pocitaé
a tladiareii adajov. ¢im sa analyza automatizuje a znaéne urychlluje.

¢) Rozpadt’adla. NajpouzivanejSim rozpustadlom je voda. Jej vwhoda je v tom, Ze ncabsorbuje v ce-
lom rozsahu merania od 200 do 1000 nm. Je¢j pouzitel'nost’ je ale obmedzena rozpustnostou latok. Pre
nepolamne organické latky treba pouZit' organické rozpastadla. Pre oblast” VID su vhodné prakticky
vietky bezfarebné¢ rozpustadla. Pre oblast’ UF pod 350 nm je uz vyber obmedzeny. Az do 210 nm su
pouzitel'n¢ nasytené uhl'ovodiky, mzsie alkoholy a étery

2.1.3. Aplikicia

Kvalitativna analyza. Absorpéné spektrum UF/VID ¢istej latky (resp. jej roztoku), najmé organicke).
je kvalitativnou charakteristikou pre dani zli¢eninu a zavisi od clektronovey Struktiry latky. Poloha
a intenzita pasov je typicka pre uréita ¢ast’ molekuly (chromoformnu), a preto spektra velkych, Struk-
tarne si podobnych molckul sa od seba lisia len vel'mi malo. Vyhodnocujeme najcastejSie pritomnost’
maxim a minim (4., Ams) absorpénych pasov pri porovnani so spektrom Standardného roztoku identi-
fikovang) latky, alebo porovname jej spektrum s atlasom spektier UF/VID. Tieto atlasy spektier
obsahuju nickol'ko desiatok tisic clektronovych spektier roznych molekiil. Nové vydanie slovenského
lickopisu uvadza ako jednu z metéd potvrdenia totoznosti lie¢iv a stanovenia ich obsahu absorpéni
spektrometriu UF/VID v celom rade ¢lankov.

Mierou intenzity absorpéného pasu je hodnota molového absorpéného koeficienta, €o je viastne absor-
bancia roztoku latky pri vinovej dizke Am,., hribke kyvety b = 1 cm a koncentracii ¢ = 1 mol/l.

Tvar absorpénej krivky a poloha maxima (resp. minima) su ovplyviiované rozpustadlom, teplotou,
ibnovou silou roztoku, chemickymi rovnovahami (pH) a inym. Nastava hypsochromny alebo bato-
chromny posun absorpéného maxima (minima) pasu v smere ku krat§im alebo dlh§im vinovym dizkam
a zmena absorpéného molového koeficienta.

Na identifikaciu mozno uplatnit’ aj niektoré vicobecné pravidla. Ak latka napr. nejavi meratelna
absorpciu medzi 200 a 800 nm, ide pravdepodobne o nasyteny uhl'ovodik, alkohol, éter, kyselinu alebo
ester. Slabé, Struktime nevyrazné pasy okolo 280 nm su typické pre aldehydy a ketony. Vyrazné pasy
medzi 220 az 300 nm poukazuju na konjugaciu dvojitych vizieb.

Cenné informacie poskytuje spektrometria UF/VID pri identifikacii a Studiu biochemicky vyznamnych
latok, najma sterolov, farbiv, vitaminov atd’. Spcktra UF/VID sa bezne uplatiuja pri identifikacii far-
mak, pesticidov, syntetickych farieb a rady karcinogénnych latok, ktoré znecistuju Zivotné prostredie.

Kvantitativna analyza. Spcktrofotometrické stanovenie neznamej koncentracie roztoku latky sa robi
pri hodnotach vinovych dizok zodpovedajiicich maximu absorpéného pasu, pretoze molovy absorpény
koeficient pri Ay, je najmene) zavisly od spektralne) Sirky Strbiny a jeho hodnota tu byva znaéne
vysoka, ¢o umoziiuje citlivé stanovenie (€asto mikrogramy latky v mililitri roztoku).

Zakladnym predpokiadom tychto kvantitativnych stanoveni je platnost’ Lambertovho-Beerovho ziko-
na. Podmienkou priamej imemosti medzi absorbanciou a koncentraciou je hodnota moloveho absorpéného
koeficientu. Jeho hodnota zavisi nielen od vinovej dlzky, ale aj od druhu rozpustadla a od pritomnost:
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dalSich latok. V koncentraénej oblasti platnosti zakona ma uvedeny vztah priamkovy priebeh a ak sa
v skimanom roztoku nenachadza ina absorbujuca latka, priamka ma prechadzat’ zadiatkom stradnic.
Pri vysSich hodnotach koncentracie sa zavislost' 4 = f{c) ¢asto ohyba k osi koncentracii.

RozliSujeme priame a titratné spektrofotometrické stanovenia. Pri priamych stanoveniach sa pracuje
metodou kalibracnej krivky, t). zistuje sa zavislost’ absorbancie od koncentracie v Standardnych rozto-
koch. Ak je kalibracna krivka priamkova a prechadza podiatkom, mozno na vyhodnotenie pouzit’ aj
metodu Standardného pridavku.

Fotometrickou titraciou sa rozumie pouzitic fotometrickej indikacie bodu ckvivalencie. Titraéna kriv-
ka je v tomto pripade zavislost'ou absorbancie roztoku od objemu titraéné¢ho skumadla. Absorbancia sa
sleduje pri takej konstantnej vinovej dizke, pri ktorej ma jedna z reagujicich zloZick charakteristicku
absorpciu. Bod ekvivalencie je potom uréeny priese¢nikom dvoch priamkovych vetvi titraénej krivky s
roznymi smermicami, pripadne sa méze pouzit’ vhodny indikator (v pripade. Ze systém nejavi sam
absorpciu), ktory je sam absorbujiicou Casticou.

Absorpéna spektrofotometria nasla Sirok¢ uplatnenie v analytickej praxi pre svoju umiverzalnost, cithi-
vost’, presnost’, rychlost’ a dostupnost’ pristrojovej techniky. Uplatiiuje sa melen pn identifikaci a stano-
veni obsahu anorganickych a organickych latok, ale je pouzitelna aj na Studium acidobazickych
rovnovah, na sledovanic kinetiky chemickych a biochemickych procesov, stability, metabolizmu atd’.

Metodicky sa k spektrofotometrickému systému pristupuje dvojako:

a) z praktického hl'adiska (neurcuju sa rovnovahy v roztoku, zlozenic, stabilita, §truktura absorbu-
Juceho produktu atd’.), kde sa postupuje podl'a znamcho, vopred experimentalne odskusaného postupu.
V tomto pripade je¢ nutné strikine dodrzat” podmicnky stanovenia a climinovat’ tak systematicki chybu
metody na minimum,

b) z exaktného hl'adiska, ktorému predchadza podrobné Studium systému.

Vyhodnotenie vysledkov

Identifikicia. Z namcranych absorpénych kriviek latok, ktoré sme dostali na potvrdenie ich totoz-
nosti, ur¢ime polohu maxim Ay, a Ay, absorpénych pasov a porovname ich s hodnotami, ktoré sme
zistili z absorpénych kriviek roztokov ich Standardov, pripadne porovname ich absorpéné spektra so
spektrami uvedenymi v atlase spektier. Na zaklade tohto porovnania rozhodneme o totoZnosti latok.

Stanovenie koncentricie

a) Vypoctom pomocou molového absorpéného koeficientu £ (£ mézeme experimentalne stanovit’ alebo
vyhl'adat’ v chemicko-fyzikalnych tabulkach) z Lambertovho-Beerovho zakona, pricom ¢ = A4/(&.b).

b) Graficky interpolaciou z kalibracnej knivky. Kalibraény graf mozno zostrojit’ na pocita¢i pomocou
grafickych programov (napr. SLIDE, PIKFIT, GRAFFER), ktor¢ umoziuju preloZenie kalibracne)
priamky cez namerané hodnoty metodou najmensich $tvorcov a Statistické vyhodnotenie presnosti mera-
nia. '

¢) Vypoctom pomocou fotometrického faktora prepocitania koncentracie I (I = ¢/A, resp. I = p/A).
Hodnota tohto faktora sa vypodita z experimentalnych hodnét kalibraéného grafu, moéze sa vlozit' do
pamite spektrofotometra a koncentraciu vzoriek od¢itame potom priamo na displeji pristroja.

d) Z funkcie priamky (v = ax + b). V pripade zostrojenia kalibraéného grafu pomocou programu SLIDE
po Statistickom vyhodnoteni jednotlivé symboly znamenajui: y = A (absorbancia), & = a, (vysec na osi ).
a = a; (smemica priamky), x = ¢. Z uvedenych vztahov vyplyva, Ze koncentracia ¢ = (4 - ay)/a,
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2.1.4. Spektrofotometrické stanovenia a identifikacia

Uloha 12. Overenie totoinosti lietiv skupiny pyrazolénu a stanovenie ich istoty

Fenazon (I) a aminofenazon (11) patria medzi licéiva skupiny derivatov pyrazolonu:

@ |

NJ NJ
0:.[ N—CH, oj N—CH,
== CH, (CH,),N S CH,
M, = 188,23 M,=23130

Zarad'uju sa do farmakologickej skupiny medzi antipyretika s analgetickym aéinkom. Ich roztoky
v metanole, resp. v zriedenveh mineralnych kysclinach poskytuju v UF oblasti charakteristické absorp-
¢né spektra.

Zadanie. Overte totoznost’ vzorky lie€iva skupiny pyrazolonu na zaklade porovnania jeho absorpéné-
ho spektra s absorpénym spektrom jeho Standardu. Vypoéitajte molovy absorpény koeficient fenazonu,
resp. aminofenazonu a stanovte €istotu substancic vzorky vyjadreni hmotnostnym zlomkom w v %.

Chemikalie a roztoky. Standard fenazonu a aminofenazonu; vzorky fenazénu a aminofenazonu;
roztok kyseliny chlorovodikovej ¢(HCI) = 0,1 mol/I.

Podmienky merania. Absorpéné spektra roztokov $tandardov a vzorky meriame na registraénom
spektrofotometri (SPECORD UV VIS, obr. 13) v kremennych kyvetach s hrabkou 10 mm. Ako porov-
navaci roztok pouzijeme roztok HCl. Poéiatoéni hodnotu vinopoétu nastavime na 48 000 cm ', Ostatné

parametre nastavime podl'a navodu na obsluhu. Na registraciu pouzijeme registraény papier s hodno-
tami -0,]1 az 1.4 A na osi suradnic.

Obr. 13. Opticka schéma spektrofotometra SPECORD UV VIS
(Zeiss, SRN) | — torické zrkadlo, 2 - deutériova vybojka, 3 — rovinné
zrkadlo, 4 — Ziarovka, 5 - vstupnd $trbina monochromatora, 6 - Litt-
rovovo zrkadlo, 7 — hranol monochromatora, 8, 9 — duté zrkadla,
10 — vystupna &trbina monochromatora, 11 - valcova SoSovka,
12 — torické zrkadlo, 13 — kotu¢ modulatora, 14 — otoéné zrkadlo,
15 - 17 - odrazové zrkadla, 18 — porovnavaci roztok, 19 - roztok
vzorky, 20 - fotonasobié
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Pracovny postup. Na analytickych vahach navazime do troch 25 ml kadiéiek presne asi po 50 mg
Standardu fenazonu, aminofenazonu a vzorky. Navazky rozpustime v roztoku HCI, kvantitativne prele-
jeme do troch 250 ml odmernych baniek, doplnime roztokom HCI po zna¢ku a premicsame. Na vlastné
spektrofotometrické merania z tychto zakladnych roztokov odpipetujeme po 10 ml do troch 100 ml
odmernych baniek, doplnime po znacku roztokom HCI. Po premicSani zmeriame absorpéné spektra
vietkych pripravenych roztokov.

Ziskan¢ absorpéné krivky vyhodnotime po kvalitativnej a kvantitativngj stranke podl'a zadania.

Uloha 13. Overenie totoZnosti barbituratov a stanovenie ich Cistoty

Barbituraty sa licciva, ktoré na zaklade ich terapeutického uéinku zarad'ujeme do farmakologickej
skupiny medzi hypnotika. Po chemickej stranke su derivatmi kyseliny barbitirovej. ktora v zavislosti od
pH roztoku méze existovat’ v troch tautomérnych formach

H H
| |
N N N
0=C/ \ﬁ‘zo 0=C/ \(|: 0 O———C/ \(i\_o
| I |
R—C N—H R —C N R,—C
'/\C/ '/\C# '/\C/
Rl | RZ I Rz |
0 0] 0-
pH 2 pH 10 pH 13

V uvedenych vzorcoch pre R, a R; plati:

— kyselina barbiturova R, R; = -H;

— alobarbital R,, R, = -CH,~CH=CH,; M, = 208,22;

- fenobarbital R, = -C,;H;, R, = -CH«: M, = 232.20.

V alkalickom prostredi vykazuju roztoky barbituratov v UF oblasti Ziarenia silni absorpciu s charak-
teristickymi absorpénymi spektrami.

Zadanie. Overte totoznost” vzorky barbituratu na ziklade porovnania jeho absorpéného spektra
s absorpénym spektrom jeho Standardu. Vypocitajte molovy absorpény koeficient alobarbitalu resp.
fenobarbitalu a stanovte Cistotu substancie vzorky vyjadreni hmotnostnym zlomkom w v %.

Chemikalie a roztoky. Standard alobarbitalu a fenobarbitalu; vzorky alobarbitalu a fenobarbitalu;
roztok hydroxidu sodného ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.

Podmienky merania. Absorpéné spektra roztokov Standardov a vzorky meriame na registraénom
spektrofotometri (SPECORD UV VIS, obr. 13) v kremennych kyvetiach s hribkou 10 mm. Ako porov-
navaci roztok pouZzijeme roztok NaOH. Pogiatoénii hodnotu vinopoétu nastavime na 44 000 cm '
Ostatné parametre nastavime podl'a navodu na obsluhu. Na registraciu pouzijeme registraény papier
s hodnotami —0,1 az 1,4 A na osi suradnic.

Pracovny postup. Na analytickych vahach navazime do troch 25 ml kadigick presne asi po 80 mg
Standardu alobarbitalu, fenobarbitalu a vzorky. Navazky rozpustime v roztoku NaOH, kvantitativne
prelejeme do troch 250 ml odmernych baniek. doplnime roztokom NaOH po znacku a premieSame. Na
viastn¢ spektrofotometrické merania z tychto roztokov odpipetujeme po 10 ml do troch 100 ml odmer-
nych baniek, doplnime po znacku roztokom NaOH a po premicSani zmeriame absorpéné spektra vset-
kych pripravenych roztokov.

Ziskané absorpéné krivky vyhodnotime po kvalitativnej a kvantitativnej stranke podl'a zadama.
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Obr. 14. Opticka schéma spektrofotometra SPEKOL 11 (Zeiss, SRN)
1 — zdroj Ziarcnia, 2 — kondenzor, 3 - zrkadlo, 4 - vstupna Strbina,
5 — objektiv, 6 — mricZka monochromdtora, 7 - oto&ny bubon pre
nastavenic vinovej dizky, 8 — objektiv, ¥ - vystupna Strbina, 10 - ky-
veta, 11 - foto¢lanok, 12 - zosilfovaé, 13 — galvanometer

Uloha 14 Sledovanie podmienok spektrofotometrického stanovenia Cu®* s chelatonom 3

lony tazkych kovov tvoria s komplexotvornym skimadlom chelatonom 3 (dvojsodna sol” kyseliny
ctyléndiamin-N.N.N’ N -tetraoctovej) vel'mi pevné chelaty. Nicktoré sa farcbné, ¢o mozno vyuzit' na
spektrofotometrické stanovenie prislu$ného ionu kovu, napr. Fe'', Cu®, Ni** a Co™"

Pred vlastnym stanovenim 16nu kovu zistime optimalne podmienky pre toto stanovenie. Je to predo-
vietkym zistenie absorpéného maxima (4. ), zistenie vhodnej oblasti pH tvorby chelatu. ako aj mnoz-
stvo skumadla, potrebn¢ho na kvantitativne naviazanie 16nu kovu do chelatu.

Zadanie. Stanovtc hmotnostnu koncentraciu (mg/ml) medi v roztoku vzorky s chelatonom 3.

Chemikalie a roztoky. Roztok siranu mednatého ¢(CuSOs) = 0,05 mol/l; roztok chelatonu 3
¢(chel. 3) = 0,05 mol/l; tlmivé roztoky s pH 3,0; 4.6, 6,0;9,2; 10,2,

Podmienky merania. Absorbanciu roztokov meriame na spektrofotometri v sklenenych kyvetach
s hribkou vrstvy 10 mm oproti vode ako porovnavaciemu roztoku pri vinovej dizke zisteného absorp-
&né¢ho maxima vzniknutého komplexu. Spektrofotometer (SPEKOL s nadstaveom EKI, obr. 14) sa
pripravi na meranie podl'a navodu na obsluhu.

Pracovny postup. Na zistenie absorpéného maxima odpipetujeme do 50 ml odmerne) banky 5 mi
§tandardného roztoku CuSO,, 10 ml roztoku chelatonu 3 a banku doplnime timivym roztokom s pH 6.0.
Absorbanciu pripravencho roztoku zmeriame v oblasti 600 — 800 nm v intervaloch po 20 nm. Namerané
hodnoty zavislosti A = fA[nm]) vyhodnotime graficky. Vlnova dizka, pri ktorej sa nachadza vrchol
absorpénej krivky, udava absorpéné maximum Ama vytvorencho chelatu. Ostatné merania robime uz pri
tejto fixne nastavenej vinovej dizke.

Na zistenie vhodnej oblasti pH na tvorbu chelatu odpipetujeme do piatich 50 ml odmernych baniek po
5 ml Standardného roztoku CuSO; a do kazdej z nich pridime odmernym valcom 10 ml roztoku
chelatonu 3. Odmemn¢ banky doplnime po znacku jednotlivymi tlmivymi roztokmi. Absorbanciu

vietkych piatich roztokov zmeriame, vyhodnotime graficky a vyberieme na d’alSie merania vhodny
timivy roztok.
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Dalej zistime potrebny prebytok roztoku chelatonu 3 na stanovenie Cu®". Do 50 ml odmemych banick
napipetujeme po 5 ml Standardného roztoku CuSO.. Do prve) banky pridame pomocou byrety 2 ml
roztoku skamadla chelatonu 3, do druhej 3,5 ml, do tretej 5 ml, do Stvrtej 7 ml a do piatej 10 ml. Vset-
ky odmerné banky doplnime po znacku a zmeriame absorbanciu pripravenych roztokov. Z nameranych
hodnét zostrojime graf zavislosti absorbancic od pridaného objemu skamadla, z ktor¢ho zistime najmen-
Sic mnozstvo skimadla, ktoré zaruduje, ze chemicka reakcia medzi Cu®* a chelatonom 3 prebehla v ste-
chiometrickom pomere. Do roztokov na zostrojenic kalibraéného grafu a stanovenie vzorky pridame
potom dvojnasobok minimalne potrebného objemu skumadla, aby bol zaruéeny jeho prebytok

Na zostrojenie kalibraéné¢ho grafu odmeriame z byrety do piatich 50 ml odmemnych baniek 1, 2, 3, 4
a 5 ml Standardného roztoku CuSO,, pridame potrebné mnozstvo chelatonu 3 a doplnime vybranym
timivym roztokom po znac¢ku. Po premiesani roztokov zmeriame ich absorbanciu. Z nameranych hodnét
zostrojime kalibraény graf zavislosti 4 = f{p).

Nakoniec stanovime koncentraciu medi v roztoku vzorky tak, ze zo vzorky odpipetujeme 5 ml do 50
ml odmernej banky, pridame potrebné mnozstvo chelatonu 3 a banku doplnime timivym roztokom po

znacku. Po premiesani zmeriame absorbanciu roztoku vzorky medi a vypocitame je) hmotnostni
koncentraciu.

Uloha 15. Spektrofotometrické stanovenie Fe** a Fe'" vedl'a seba s 2,2’-bipyridinom

Zeleznaté iony vytvaraji s 2,2 -bipyridinom v slabokyslom prostredi v rozmedzi pH 4 — 6 &erveno
sfarbeny, vel'mi stabilny komplex podla reakcic

= —
3 \_/ +  Fe?t . \%/>F
\_7 8 \_7 /.

Uvedeny poznatok mozno vyuzit' na spektrofotometrické stanovenic Fe™*, ako aj Fe'' po jeho redukeii
s chloridom hydroxylaminia na Fe*'.

=1 2+
e

p—

Zadanie. Stanovte hmotnostni koncentraciu (pug/ml) Fe™ a Fe'' v roztoku vzorky s 2,2 -bipyridinom.

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok siranu Zeleznatého c(FeS0s) = 2,510 mol/l v kyscline chlo-
rovodikovej (¢(HCI) = 0,1 mol/l); roztok 2,2 -bipyridinu v kyseline chlorovodikovej (¢(HCI) = 0,1 mol/l)
w(bipyridin) = 0,1 %; roztok chloridu hvdroxylaminia w(NH,OCl) = 10 %; roztok octanu sodného
¢(CH;COONa) = 2 mol/l.

Podmienky stanovenia. Absorbancie roztokov meriame na spektrofotometri v 10 mm sklenenych
kyvetach oproti vode ako porovnavaciemu roztoku pri vinovej dlzke zisteného absorpéného maxima

vzniknutého komplexu. Spektrofotometer (SPEKOL s nadstavcom EK1, obr. 14) sa pripravi na meranic
podl'a navodu na obsluhu.

Pracovny postup. Zo $tandardného roztoku FeSO, odpipetujeme 5 ml roztoku do 50 ml odmernej
banky. K roztoku pridame 5 ml roztoku skimadla a 10 ml roztoku octanu sodn¢ho a banku doplnime
vodou po znacku. Po premicsani absorbanciu roztoku zmeriame v oblasti 400 — 600 nm v intervaloch
po 20 nm. Namerané hodnoty zavislosti 4 = {4 [nm]) vyhodnotime graficky. Vinova dizka, pri ktorej sa
nachadza vrchol absorpénej krivky, udava absorpéné maximum An. vytvoreného chelatu. Ostatné
merania robime uz pri tejto fixne nastavenej vinovej dizke.
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Na zostrojenie kalibracného grafu odmeriame z byrety do piatich 50 ml odmemych baniek 2, 4, 6, 8
a 10 ml Standardného roztoku FeSOi. Do banick potom pridime 5 ml roztoku skumadla a 10 ml
roztoku octanu sodného. Banky doplnime vodou po znacku, premieSame a absorbanciu pripravenych
roztokov zmeriame. Z nameranych hodndt zostrojime kalibraény graf zavislosti 4 = f{).

Nakoniec stanovime hmotnostnti koncentraciu Fe*' a Fe’* vo vzorkach. Z roztoku vzorky odpipetu-
jeme po 10 ml do dvoch 50 ml odmemych banick. Do jednej banky pridame 5 ml roztoku skumadla,
2 ml roztoku hydroxylaminia a 10 ml roztoku octanu sodného. Banku doplnime po znacku vodou,
premicSame, nechame 30 min stat’ a potom absorbanciu roztoku zmeriame. Do druhej banky pridame
skumadla v tom istom mnoZstve a poradi ako do prvej banky s tym rozdiclom, Ze do nej nepridame
roztok hydroxylaminia. Po doplneni banky vodou po znacku a premieSani zmeriame ihned’ absorbanciu
roztoku.

Hmotnostni koncentraciu Fe™* a celkového Zeleza (po redukeii s chloridom hydroxylaminia) vyhodno-
time a z ich rozdiclu zistime hmotnostnu koncentraciu Fe''.

2.2. FLUORIMETRIA

2.2.1. Zakladné pojmy a aplikicia

Fluorescencia je jednym z javov, s ktorymi sa stretavame pri vzajomnom posobeni Ziarenia a analyzo-
vancho prostredia. Cast’ ziarenia (excitaéné Ziarenic) je absorbovana atomami a molekulami, ktoré sa
dostavaju do vysSich excitovanych stavov. Obycajne sa podstatna ¢ast’ absorbovancj cnergic meni
nevratne na teplo a len mala Cast’ je vyziarcna ako fluorescenéné ziarenie (emitované) s kratkym do-
svitom (10°= 10" s).

Fluorimetria je spektrofotometricka metoda zaloZena na vyuziti emisnych spektier atomov a molekul
v oblasti ultrafialového a najmé viditeI'ného Ziarenia. Z analytického hl'adiska vyznamnejSie su aplikacic
kvantitativne nez kvalitativne pre znaénu citlivost’ stanovenia nizkych koncentracii organickych a anor-
ganickych latok v roztokoch po ich eventualnej separacii zo zmesi. V porovnani s absorpénou spektro-
fotometriou je fluorimetria v priemere citlivej$ia o dva az Styri poriadky. Je to sposobené predovietkym
tym, Ze koncentracia je tu priamoumerna meranému signalu, zatial’ €o pri absorpeii je merany rozdicl
dvoch velkych signalov. Velmi mala koncentracia a nepritomnost’ cudzich ¢astic je na rozdiel od
absorpénych metod podstatna, aby sa ¢o najviac obmedzilo rusivé ,,zhasanie™ fluorescencie neziarivymi
prechodmi molekil medzi jednotlivymi energetickymi stavmi. DalSou vyhodou fluorimetrie je jej znaéna
selektivita.

Uréitou nevyhodou fluorimetrickych stanoveni je skuto¢nost, Ze merany emisny signal je zavisly nie-
len od typu pristroja, ale i od teploty, od druhu rozpustadla a od pritomnosti vedl'ajich latok v roztoku.
Nie je preto ahké porovnavat’ signaly ziskané v réznych experimentalnych podmienkach. Pri stanoveni
postupujeme preto metodou individualnej kalibraénej krivky alebo edte lepSie metodou Standardnych
pridavkov. Tento postup viak predpoklada dostupnost’ potrebnych presnych Standardov. \

Z metodického hlladiska fluorimetrické stanovenia mézu byt” priame a nepriame. Pri priamej fluori-
metrii fluoreskuje samotna analyzovana latka. Tato situdcia je bezna v organickej analyze, kde pocet
stanoviteI'nych latok ide do tisicok. Najviac je aplikovana v biochemickej a klinickej analyze (stanovenie
vitaminov, porfyrinov, adrenalinu, estrogénu, urobilinu a i.).

Nepriame metody predpokladaju premenu latok na fluoreskujucu zliceninu. Tato metodika ma velky
vyznam zvIast' v stopovej analyze kationov kovov, ktoré sa prevadzaji na fluoreskujuce chelaty.
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Vyznamnou charakteristickou vlastnost'ou molekuly je kvantovy vytazok fluorescencie F/, definovany
ako pomer fluorescenéného Ziarivého toku k absorbovanému Ziarivému toku

_9P;
5

P

kde @ je fluorescenény Ziarivy tok,
@, je pohlteny (absorbovany) ziarivy tok.
Kvantovy vytazok moze nadobudniit’ maximalnu hodnotu 1.

Matematicko-fyzikalne vyjadrenie vztahu pre zavislost intenzity fluorescencie od koncentracie fluoresku-
jucej latky je pomerne zlozité, lebo vztah opisuje nelinearny tvar kalibraénej knivky. V najjednoduch§om
pripade fluorimetrického stanovenia je v roztoku pritomny jediny druh absorbujucich a fluoreskujicich
molekul. Ak je potom fluorescenény Ziarivy tok @ imerny absorbovanému @, a ak plati pre absorpciu
Lambertov-Beerov zakon, vztah medzi @y a koncentraciou ¢ fluoreskujucej latky vystihuje rovnica

Or=kF®,.23.ebc

kde & je molovy absorpény koeficient,
b — hriubka vrstvy roztoku tejto latky,
¢ — koncentracia,
k — pristrojova konstanta.

Rovnica plati, ak €bc < 0,02. Pre vel'mi zriedené roztoky, s ktorymi vo fluorimetrii vSak casto pracu-
jeme, je fluorescenény ziarivy tok priamoumerny koncentracii latky v roztoku (®r = f[c]) a rovnica
nadobuda linearny priebeh, kalibraéné krivky su priamkové. Pri vyssich koncentraciach a v pritomnosti
nicktorych cudzich latok (organickych latok s konjugovanymi vazbami p-systémov alebo i6nov) rovnica
neplati, pretoze vysoka frekvencia zrazok a inych interakcii sposobuje ,,zhasanie™ fluorescencie, kalib-
ratn¢ krivky sa ohybaju k osi koncentracii. Tieto okolnosti najviac prekazaju pri analytickych
aplikaciach fluorimetrie.

Suhrmom mozno povedat, Ze fluorimetria sa vyznamne podiel'a na analytickom stanoveni stopovych
prvkov, polymérov, v petrochémii, vo farmacii, pri analvze potravin, vod i ovzdusia.

2.2.2. Fluorimetrické stanovenia

Uloha 16. Stanovenie siranu chininia

Roztoky chininu vykazuji posobenim UF Ziarenia ¢asovo stalu modra fluorescenciu, ktora ma najvac-
Siu intenzitu v prostredi kyseliny sirovej. Tento poznatok mozno vyuzit' na fluorimetrické stanovenie
chininu.

Vzhl'adom na terapeuticky u¢inok zarad'uje sa chinin do farmakologickej skupiny medzi antimalarika
a antipyretika.

Zadanie. Stanovte hmotnostnu koncentraciu (pg/ml) roztoku vzorky siranu chininia metodou kalib-
racné¢ho grafu.

Chemikilie a roztoky. Standardn}'r roztok siranu chininia p(CayHsoN.OsS.2H,0) = 0,1 g/, roztok
kyseliny sirovej s koncentraciou ¢(H,SO4) = 0,1 mol/l.
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Podmienky merania. Intenzitu fluorescencic vSetkych roztokov siranu chininia meriame na spektro-
fotometri (SPEKOL, opatreny fluorescenénym nadstavcom FK, obr. 15) pri vinovej dizke exitaéného
ziarenia 370 nm v kremennych fluorimetrickych kyvetach (vietky strany kyvety si priesvitné) s hrabkou
vrstvy 10 mm oproti porovnavaciemu roztoku, ktorym je roztok kyseliny sirovej.

Pracovny postup. Zo Standardného roztoku siranu chininia odmeriame byretou do piatich 25 ml
odmernych baniek 1, 2, 3, 4 a 5 ml roztoku. Odmerné banky doplnime po znacku roztokom kyseliny
sirovej, premicSame a zmeriame intenzitu ich fluorescencie. Z nameranych hodnét zostrojime kalibraény
graf zavislosti %F = f{p).

Koncentraciu roztoku vzorky siranu chininia stanovime tak, Ze zmeriame najskor priamo nezriedeny
roztok vzorky. Ak hodnota intenzity fluorescencie bude vicsia, ako je najvacsia hodnota intenzity fluo-
rescencic na kalibra¢nom grafe, treba vzorku zriedit’. Postupujeme tak, Ze odpipetujeme 5. resp. 10 mi
roztoku vzorky do 25 ml odmernej banky, doplnime po znacku roztokom kyseliny sirovej a po premie-
Sani zmeriame. Ak intenzita fluorescencic roztoku vzorky sa bude pohybovat’ v rozmedzi rozsahu
kalibraénej krivky, vyhodnotime vysledok analyzy po stranke kvantitativnej.

emitované Ziarenie

FE-O)

]
excilované Ziarenie

Obr. 15. Schéma fluorescencného nadstavca FK pre SPEKOL 11
1 - kyveta, 2 — zrkadlo. 3 — dut¢ zrkadlo, 4, 6 — SoSovky, 5 — absorp-
¢ny alebo interferencny filter. 7 — clona, 8 — fotonka alebo fotondsobic

Uloha 7. Stanovenie hlinika s morinom

Morin dava s hlinitymi sol'ami v slabokyslom prostredi (pH 3 - 4,5) intenzivne zeleno fluoreskujice
roztoky. Fluorescencia je pripisovana hlinitej soli Al(C;sHsO7)s.

Zadanie. Stanovte hmotnostnu koncentraciu (pg/ml) roztoku vzorky hlinika metodou kalibraéncho
grafu.

Chemikalie a roztoky. Roztok dusi¢nanu hlinitého p(AI(NOs):) = 1,0 mg/l; kyselina octova zriedena
1:10; roztok morinu v etanole w(morin) = 0,35 %; etanol w = 96 %

Podmienky merania, Intenzitu fluorescencie roztokov hlinitej soli meriame pri vinovej dizke excitaé-
ného Ziarenia 410 nm oproti porovnavaciemu roztoku, ktory obsahuje vsetky skumadla v rovnakom
mnozstve ako skiumany roztok vzorky okrem roztoku hlinitej soli. Ostatné podmienky merania st zhod-
né s podmienkami, ktoré st uvedené v tlohe ¢. 15.

Pracovny postup. Zo $tandardného roztoku hlinitej soli sa pomocou byrety odmeria postupne 1, 2, 3,
4 a 5 ml roztoku do 50 ml odmernych banick. Do jednotlivych baniek sa potom prida po 10 ml zriedenc)
kyseliny octovej, 3 ml roztoku morinu a 25 ml etanolu. Odmerné banky sa doplnia vodou po znacku,
premiesaju sa a nechaja 10 min temperovat’ pri teplote 25 °C v ultratermostate. Ako porovnavaci roztok
pouzijeme roztok, ktory bude obsahovat’ vietky zlozky meraného systému okrem hlinitej soli. Intenzita
fluorescencic roztokov sa zmeria a z nameranych hodnét zostrojime kalibracny graf zavislosti %F = f{p).

Koncentraciu hlinika vo vzorke stanovime tak, Ze 5 ml roztoku vzorky odpipetujeme do 50 ml odmer-
nej banky, pridime 3 ml roztoku morinu, 10 ml zriedenej kyseliny octovej a 25 ml etanolu. Banku
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doplnime vodou po znacku, premieSame a nechame 10 min temperovat’ pri teplote 25 °C v ultratermo-
state. Intenzitu fluorescencie roztoku vzorky potom zmeriame a vyhodnotime po stranke kvantitativnej.

2.3. INFRACERVENA SPEKTROMETRIA

2.3.1. Zikladné pojmy

Infracervena absorpéna spektrometria je zalozena na interakcii latky so Ziarenim, pricom dochadza
k zmene dipolového momentu vizieb v molekulach a vzniku vibraéno-rota¢ného spektra.

Infracervené spektrum je dolezitou charakteristikou najma organickych latok. Ukazalo sa. Ze doposial’
neboli najdené dve latky, ktoré by mali do vietkych podrobnosti rovnaké spektra. Z tychto dévodov sa
metoda vyuziva najviac na identifikaciu latok, poskytuje vSak i dobré informacie o Struktuire a gcometrii
sledovanych zlucenin. Na kvantitativne ucely sa moze vyuzit' len roztokova spektrometria, vyuziva sa
viak len vynimocne.

Infradervené spektrum sa rozdel'uje na tri oblasti: blizka od 4 000 do 12000 cm ™', stredna od 400 do
4000 cm ™', d’aleka od 10 do 400 cm™".

V analytickej chémii sa vyuZivaji najmi vibraéné, resp. vibraéno-rotacné spektra, ktorych zakladné —
- dovolené prechody patria do strednej oblasti a vy$§ic harmonické do oblasti blizkej infracervene.
Daleka infradervena oblast’ sa vyuZziva menej pre pomeme vel'ku instrumentalnu naroénost’.

Absorpcia fotonu z infracervenej oblasti spektra molekulou sposobuje prechod molekuly na vyssiu
vibraénu hladinu. Atomy viazané v molekulach chemickymi vizbami sa nachadzaju v ustaviénom pohy-
be. Tento pohyb si mozno zjednodusene predstavit’ pre jednoduchi dvojatomovi molekulu ako harmo-
nické vibracie dvoch gul'6cok spojenych pruzinou. Hmotnost' kazdej gul'6¢ky reprezentuje hmotnost
atomu m,, resp. m,, tuhost’ pruziny predstavuje silovii konStantu viizby k. Tento model sa nazyva
linearny harmonicky oscilator. Pre vinopocet vibracie takéhoto harmonického oscilatora vyplyva

1 |k

L L

2ne | p

kde p je redukovana hmotnost’ vibrujucich atomov uréena ako harmonicky priemer obidvoch hmotnosti
(mym;)/(my + m,). Vinopodet viizby rastie so vzrastajiicou silou vizby a klesa so zvicSujicou sa hmot-
nost'ou atdbmov. To znamena, Ze ¢im je vazba silnejSia a hmotnost” atdbmov mensia, tym viac je oblast’
vyskytu absorpénych pasov posunuta k vy$$im vinopoctom, na vyvolanie vibracie je potrebna vacsia
energia. Kvantova mechanika vsak uréuje, Ze energia vibraéného pohybu molekuly E, sa neméze menit’
kontinualne, ale je uréena vztahom

E, = hva(v +-l-)
2

kde vibracné kvantov¢ Cislo v moze nadobudat’ iba celoCiselné hodnoty 0, 1, 2, ... Absorbuje sa kvan-
tum, ktor¢ho energia sa rovna rozdielu energii vibracnych hladin

AE=E -E, =%hv0—%hvo =hv,

Pritom molekula prejde napr. zo zékladnej vibragnej hladiny v = 0 do vzbudenej vibraénej hladiny v = 1.
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Aj v polyatomovej molekule atomy vykonavaja vibraény pohyb, navySe sa méze menit’ aj uhol vizieb
medzi atomami. Réznym druhom chemickej vizby v molekule prisluchaji rézne hodnoty silovych
konstant aj redukovanych hmotnosti, absorpcia infraéervené¢ho Ziarenia nastava v Sirokom rozsahu
frekvencii (vinopoctov). Poéet zakladnych druhov vibracii je dany poétom stupriov volnosti, ktory je
uréeny ako trojnasobok poctu atomov n (kazdy atom ma tri stupne vol'nosti). V n-atomovej nelinearne)
molekule je 3n — 6, linearna molekula ma 3n — 5 zakladnych vibracii. Napriklad trojatomova nelinearna
molekula H;O ma tri typy vibracii, trojatdbmova linearna molekula CO; 4 typy.

Zakladné druhy vibracii sa zasadne rozdel'uju na valenéné oznacované v a deformadéré J.

Valenéné vibracie su spojené s predlzovanim a skracovanim vazby. Dvojatomové skupiny napr. O-H
maju jednu valenénu vibraciu, viacatomové skupiny maju symetrickt valenént vibraciu v; a asymet-
ricku valenénu vibraciu v, (obr. 16).

Deformatné vibracie suvisia so zmenou uhla medzi vazbami. Rozdel'uji sa na rovinné a mimo-

rovinné (obr. 16).
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X
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Obr. 16. Zakladné druhy vibracie CH, skupiny Valen&né vibricie v:

a— symetrickd v, b — asymetrickd v,.. Rovinné deforma¢né vibracie

&: ¢ — nozni¢kova (scissoring), d — kyvadlova (rocking); mimorovinné
deformaéné vibricie: e — vejarova (waging), f — torzna (twisting).

Skeletové a kruhové vibracie si vibracie, ktorych sa ziCastiuju celé retazce v uhlikovom skelete,
alebo viac vizieb v cyklickych zliceninach. Prikladom su skeletové vibracie skupin —CH(CHj;)..
=C(CH,),, —~C(CH); alebo kruhové vibracie furanového, pyrolového, pyridinového kruhu a 1.

2.3.2. Interpretacia infracervenych spektier

Infracervené spektrum znazoriiuje zavislost absorbancic A alebo priepustnosti 7 od vlnopoétu v
alebo vinovej dizky A.

Pre spravnu interpretaciu IC spektier treba dodrziavat’ niektoré zakladné poziadavky:

a) Spektrum musi vykazovat’ primerant intenzitu pasov a polohy absorpénych pasov — maxim, musia
byt’ urcené s dostatoénou presnostou.

b) Musi to byt’ spektrum chemicky cistej latky.

c) Pristroj, na ktorom bolo spektrum merané, musi byt’ vopred kalibrovany na vhodny $tandard (napr.
polystyrén).

d) Pri interpretacii je potrebné brat’ do uvahy aj metoddu pripravy vzorky.
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Meranie IC spektier sa méze uskutoénit’ v zavislosti od skupenstva latky v zasade tymito spdsobmi:

a) Meranie v plynnom skupenstve (parach). Tato technika poskytuje najobjektivnej$i obraz o vzorke.
no mozno ju pouzit’ len obmedzene.

b) Meranie v kvapalnom skupenstve a v roztokoch sa pouZiva najcastejSie. Latka sa rozpusti vo
vhodnom rozpustadle a naleje do memej kyvety, do porovnavacej sa naleje rozpustadlo. Ak sa meria
priamo kvapalina, do cesty porovnavacicho liéa sa da len okienko z prislusného materialu.

¢) Meranie KBr technikou v tuhom skupenstve. Technika sa uplatiiuje pri organickych latkach, ktoré
nie si rozpustné v beznych rozpustadlach pouzivanych v IC spektroskopii. Postupuje sa tak, ze malé
mnozstvo latky (1 - 5 mg) sa vo vibraénom mlynéeku zhomogenizuje s 300 az | 000 mg KBr a celé
mnozstvo alebo len jeho East’ sa zlisuje v hydraulickom lise do priehl'adne;j tabletky, ktora sa v Special-
nom drziaku vklada do merného luéa a registruje sa spektrum oproti blanku, ktory tvori tabletka z ¢is-
tého KBr alebo sa pouzije clonka.

d) Meranie spektier emulzie latky s vhodnym emulgiatorom (napr. parafinovym olejom - nujolom).
V tomto pripade sa malé mnoZstvo latky (3 — 10 mg) rozotric ty¢inkou v achatovej miske s 1 — 2
kvapkami nujolu na hustii emulziu, ktora sa nanesic ty¢inkou na NaCl, resp. KBr okienko rozoberatel’-
nej kyvety a pritladi okienkom z toho istého matenalu. Ako blank sa pouzije okienko z rovnakého
materidlu alebo clonka.

Pri interpretacii IC spektier uréujeme polohu absorpéného pasu v jeho maxime, ktora sa vyjadruje
v jednotkach vinopoétu alebo vinovej dizky. Poloha absorpéncho pasu zavisi jednak od povahy jednot-
livych vazieb, ako aj od ich tzv. okolia. Naprick tomu viéSina vizieb v molekule ma charakteristickée
vinopoéty, €o sa vyuziva pri urovani Struktury latok.

Zatial’ ¢o vinopolet absorp&ného pasu zavisi predovictkym od , mechanickych™ vlastnosti vazby, in-
tenzita pasu je mierou pravdepodobnosti prechodu medzi prislusnymi vibraénymi stavmi a zavisi od
zmeny dipolového momentu pri vibracii. Intenzita pasu sa pri interpretacii IC spektra charakterizuje ako
pas silny (s), stredny (str), slaby (sl). V tomto pripade sa za zaklad berie najintenzivne)Si pas na spek-
tre a intenzity ostatnych sa ur€uju relativne k tomuto pasu. Intenzita absorpcic sa vyjadruje objektivnej-
Sie ako integrovana absorpéna intenzita, ktora vyjadruje plochu absorpéného pasu. Vel'kost absorpcie
Ziarenia mozno vyjadrit’ aj Lambertovym-Beerovym zakonom (molovy absorpény koeficient).

Najcenncjsie informacie poskytuju spektra v rozsahu vinopoétov strednej infracervene) oblasti v roz-
medzi 4 000 — 400 cm ', ktora sa v praxi aj najviac pouziva. Tato oblast’ sa dalej deli. Oblast’ 3 800 ~
~ 1300 cm™' oznadujeme ako oblast’ charakteristickych frekvencii. Za charakteristicky infracerveny
pas urcitej funk&nej skupiny oznacujeme taky, ktorej vinopocet ma priblizne vzdy rovnaku hodnotu bez
ohl'adu na jej okolie. Da sa povedat’, Ze v tejto oblasti nachadzame pri vysSich vinopoétoch absorpéné
pasy, ktoré zodpovedajii valenénym vibraciam. V oblasti od 1600 cm™' sa objavuji uz pasy deformat-
nych vibracii. V oblasti vinopoétov nizSich ako 1300 ¢cm™' sa nachadzaji popri pasoch vibracii
nicktorych vizieb aj absorpéné pasy viéSich systémov (napr. uhl'ovodikového retazca). Vzhlad tejto
Casti spektra je charakteristicky pre jedinu latku, a preto tato oblast” skeletarnych vibracii byva ozna-
covana ako oblast’ ,odtlalku palca®.

Pri interpretacii IC spektier a naslednej identifikacii latky moéZeme postupovat’ viacerymi sposobmi:

a) Pre interpretaciu IC spektier maju velky vyznam katalogy obsiahlych zbierok IC spekticr latok
(Standardov). Na kartach tychto katalogov su vedl'a spektra prislusne) latky aj adaje o jej fyzikalnych
konstantach, podmienkach registracie a literamy odkaz na povodnu publikaciu. Experimentalne namera-
né¢ spektrum latky sa porovnava so spektrom jej Standardu, ktoré je uvedené v katalogu. Najnovsie
porovnanie expenimentalneho spektra so Standardnym sa realizuje pomocou poéitaéa, ktory je prepojeny
priamo na IC spektrofotometer. Po zmerani experimentalneho spektra je poéitaé schopny v priebehu
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nickolkych sekiuind zo $tandardnych spektier uloZenych v jeho pamiiti vybrat’ totozné spektrum s experi-
mentalnym a potvrdit’ tym identitu sledovanej latky.

b) Pri d’alfom spdsobe sa porovnava experimentalne namerané 1C spektrum vzorky a jej Standardu.
Tento sposob vyzaduje mat’ k dispozicii overeny Standard latky, ktorej totoznost” chceme potvrdit’.
Totoznost latky sa povazuje za potvrden, ak experimentalne namerané IC spektrum vzorky a jej overe-
ncho Standardu st po kvalitativnej stranke zhodné. Tento spdsob identifikacic predpisuje slovensky, ako
aj europsky lickopis vo svojich élankoch pre skusky na totoznost’ znaéného poétu licéiv.

¢) Najnaroénejsi sposob interpretacie IC spektra je v tom pripade, ak ide o novosyntetizovant latku,
resp. latku, ktorej spektrum §tandardu nemame k dispozicii. V tomto pripade vSak musime mat’ k dispo-
zicii nicktor¢ zakladné informacie o latke (molekulovii hmotnost’, sumarny vzorec, teplotu topenia
a pod.). Zistenym vinopoctom prirad’ujeme potom jednotlive Struktarne prvky Studovanej latky (funkéné
skupiny, ¢asti uhl'ovodikového skeletu atd’.). Na tieto ucely nam slizia tabulky, ktoré zahriuji udaje
vinopoctov charakteristickych vibracii vézicb, ktoré sa vyskytuju pri organickych latkach. Pri ich pouZi-
ti treba vSak pripomenut’, Ze na polohu absorpéného pasu ma vplyv predovSetkym okolie tejto vizby
a cely rad dalSich faktorov. Z tohto dovodu je potrebné vinopoéty alebo intervaly vinopoétov povazovat
za priblizné a nie univerzalne pre ktorikol'vek zluéeninu.

Nasytené uhlovodiky. Na spektrach nasytenych uhl'ovodikov mozno ocakavat’ valencné a deformac-
né vibracie vaziecb C-H a C-C. Valenéné vibracie vazieb C-C su slabé a objavuju sa v Sirokej oblasti
vinopoétoy 1200 — 800 cm', deformaéné vibracie vazieb C~C v oblasti vinopoétov mensich ako 500
cm'. Pri interpretacii spektier si ovela vyznamnejsic valenéné a deformaéné vibracie vizieb C-H.
Metylénové skupiny nasytenych uhl'ovodikov sa prejavuju asymetrickou a symetrickou vibraciou vizieb
C-H v oblasti 2926 cm™'. V pripade réznych uhl'ovodikov poloha tychto pasov sa nemeni viac nez
v rozmedzi £10 em ™.

Deformaéna vibracia viazby C-H metylénovej skupiny ma takmer konstantni polohu pri 1465 ecm ',

Menej vyznamné su pasy d’alsich deformaénych vibracii vyskytujiicich sa v oblasti 1250 - 1150 em™.

Metylénova skupina nasytenych uhl'ovodikov vykazuje dva pasy valenénych vibracii. Pas asymetric-
kej vibracie pri 2960 cm™' a symetrickej valenénej vibracie pri 2 870 cm™.

Pritomnost” dvojitej vizby v blizkosti CH;- alebo ~CH,~ skupiny spdsobuje posun maxima absorpé-
ného pasu k niz§im vinopoétom a spravidla aj jeho rozstiepenie.

Nenasytené uhlovodiky. Na identifikaciu tychto zlucenin si dolezité pasy vibracii vazieb C-H a C-C.
Pas valenénej vibracie vizby C-H sa objavuje v oblasti vyssej ako 3000 cm™. Vyskyt pasu v oblasti
3100 - 3000 cm™' moze znamenat' pritomnost’ nielen nenasytenych uhlovodikov, ale aj heteroaromatic-
kych a aromatickych uhl'ovodikov. Valenéna vibracia C=C nekonjugovanych nenasytanych uhl'ovodi-
kov sa prejavuje pasom v oblasti 1 660 — 1 640 cm™'. Konjugované nesymetrické systémy dvojitych
vizieb (1,3-pentadien) sa prejavuji dvoma pasmi v oblasti 1650 cm™ a 1600 cm™'. Symetrické mole-
kuly (1,3-butadien) vykazuju len jeden pas v oblasti 1600 cm™.

Aromatické uhl’ovodiky. Aromaticky charakter zlu¢eniny mozno na IC spektre poznat’ podl'a pasov
valenénej vibracie vizby C-H v oblasti 3 100 - 3000 cm ', ktoré boli uz spominané v suvislosti s nena-
sytenymi uhl'ovodikmi a dalej podl'a pasov v oblasti 1600 — 1480 cm™', ktoré st typické pre valenéné
vibracie benzénového kruhu. Diagnosticky vyznamné st pasy v oblasti 900 — 675 cm ', ktoré zodpove-
daju mimorovinnym deformaénym vibraciam vazieb C-H. Poloha tychto pasov sa meni najma podla
sposobu substitucie benzénového jadra, €o sa vyuziva na uréenie polohy substituenta. Treba zdéraznit',
ze urCenie typu substitucie tymto spdsobom je najvyhodnejsie v pripade, ak substituentmi su alkyly ale-
bo halogény. Substiticia elektronegativnymi skupinami (napr. nitroskupinou) spésobuje posun maxim
tychto pasov k vy$sim vinopoétom az 0 30 cm™'.
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Alkoholy a fenoly. Na spektrach tychto latok nachadzame charakteristické pasy valenénych a defor-
maénych vibracii vazieb O-H a valenénych vibracii vidzieb C-O. Pre ticto latky je charakteristicka
tendencia vytvarat' vodikové vizby, ¢o vyrazne ovplyviiuje polohy maxim tychto pasov. Valenéna
vibracia O-H vol'nej hydroxylovej skupiny vykazujc ostry pas v oblasti 3700 — 3500 cm ™. Jeho vyskyt
mozno o¢akavat’ vSak len pri merani v plynnom stave alebo pri merani vel'mi zriedenych roztokov latky
v nepolarnom rozpustadle. ZvySovanim koncentracic latky sa vytvaraja podmienky na vznik intermole-
kularnej vodikovej vizby, €o sa na spektre prejavi znaéne Sirokym pasom v oblasti 3 500 - 3200 cm
Intenzita tohto pasu narasta na ukor pasu volng) skupiny ~OH so zvySujicou sa koncentraciou.
Naopak, zriedenim dochadza k rozpadu tychto vazieb. Tymto spésobom mozno spektralne rozlisit’ tento
sposob asociacie od intermolekulovych vodikovych vizieb, ktoré nie je mozné zmenou koncentracie
ovplyviiovat'. Treba pripomenit’, Ze absorpciu v uvedenej oblasti mdze popri alkohole alebo fenole
sposobit’ aj voda pritomna vo vzorke napr. ako vihkost’. Absorpéné pasy, ktoré zodpovedaju ostatnym
vibraciam vizieb C-0 alebo O-H, su nizkej intenzity, ich poloha sa meni v Sirokej oblasti vinopoctov.
a preto su z hladiska identifikacie malo vyznamné.

Aldehydy a ketény. Patria spolo¢ne s karboxylovymi kyselinami a ich derivatmi do skupiny zluéenin,
ktoré maji vo svojej molckule karbonylovi skupinu. Valenéna vibracia tejto skupiny sa na spektre
prejavuje vel'mi intenzivnym, I'ahko zistitePnym pasom, ktorého poloha je pomerne stala. Pri alifatic-
kych ketonoch sa nachadza v oblasti 1725 — 1705 em™'. Existuje cely rad faktorov (skupenstvo, vplyv
substituenta), ktory spdsobuje posun tohto pasu k vy§§im aj nizSim vinopoétom. Alifatick¢ aldehydy
absorbujti v oblasti pri vy$Sich vinopoétoch v rozmedzi 1 740 - 1720 cm ™. Pritomnost’ dvojitych vizieb
v blizkosti tejto skupiny spdsobuje posun k niz§im vinopoétom. Aromatické aldchvdy vvkazuju pas
vibracie vizby C=0 v oblasti 1715 - 1695 cm™'.

Karboxylové kyseliny. V kvapalnom a tuhom skupenstve existuji karboxylové kyseliny len vo forme
diméru v désledku silnej tendencie karboxylovej funkénej skupiny vytvarat' vodikové vazby. Tato funké-
na skupina obsahuje vazby C=0 a O-H. Valenéna vibracia O-H wiazana vodikovou viazbou sposobuje
vel'mi intenzivnu absorpciu v oblasti 3300 - 2500 cm . V tejto oblasti sa vyskytuje obvykle Siroky pas
s maximom okolo 3 000 cm™' a niekolko pasov menscj intenzity v oblasti 2 700 - 2 500 cm™'. Pas va-
lenénej vibracie vazby C=0 dimcérov nasytenych alifatickych kyselin sa nachadza v oblasti 1720 - 1700
cm™'. Okolie tejto viizby ma znaény vplyv na polohu pasov. Dvojité vizby v blizkosti karboxylu znizuji
vinopodet pasov, substitucia elektronegativnym substituentom (a-halogénkyseliny) sposobuje posun
k vy$§im vInopoctom. Znaén¢ zniZenie vinopoétu sposobuje vznik intermolckularne) vodikovej vizby,
napr. pas v(C=0) kyscliny salicylovej je pri 1665 cm™'. Karboxylova funkéna skupina vykazuje este
valenéné vibracie C-O a deformaéné vibracie C—-O-H. Ticto spriahnuté vibracie sa na spektre prejavuju
pasmi v oblasti 1440 — 1390 cm™', resp. 1320 — 1280 cm™'. Dalsi charakteristicky pas v oblasti 930 cm™'
zodpoveda mimorovinovej deformacnej vibracii vizbového uhlu v skupine ~C-O-H. Karboxylova sku-
pina v ionizovangj forme vykazuje dva nove pasy, intenzivny pas asymetrickej valenéne) vibracie v ob-
lasti 1650 — 1550 cm™' a menej intenzivny pas symetrickej valenénej vibracie v oblasti 1420 — 1350 cm™,
ktoré su pripisované vibraciam dvoch rovnocennych vizieb C-O v skupine ~COO-,

Estery. Estery vykazuju dva charakteristické pasy zodpovedajice valenénym vibraciam vazieb C=0
a C-0. Z obidvoch je diagnosticky vyznamnej$i pas valenénej vibracie viizby C=0, ktory sa objavuje
pri vy$§ich vinopoétoch ako pri normalnych ketonoch. Pri nasytenych alifatickych esteroch lezi v oblasti
1750 - 1735 cm™'. Pri a-, f-nenasytenych esteroch a arylesteroch je tento pas posunuty do oblasti 1730 -
~ 1710 cm™', substitiicia esteru v & polohe halogénom spésobuje naopak posun do vy3sich vinopoétov.

Amidy. Pre amidy su charakteristické absorpéné pasy vibracii vazieb C=0 a N-H. Pasy sa &asto
oznaluju rimskymi &islicami. Primame amidy (s vynimkou acetamidu, ktory absorbuje pri 1 694 cm ')
vykazuji pas valenénej vibracic C=0 (amid I) pri 1650 cm™' pri merani v tuhom skupenstve, v roztoku
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pri 1690 cm™'. Sekundame amidy absorbuijti okolo 1640 cm™', pricom poloha pasu opit’ zavisi od sku-
penstva. Pri terciamych amidoch sa ten isty pas nachadza v oblasti 1690 — 1630 em™ a nie je od
skupenstva zavisly. Z hl'adiska identifikacie amidov su dolezité aj pasy deformacnych vibracii N-H
(amid II). Pri primarnych amidoch je tento pas tuzky, menej intenzivny ako pas valenénej vibracie C=0
a objavuje sa obyéajne ako dvojica pasov v oblasti 1655 — 1620 cm™ pri tuhych vzorkach. Sekundarne
amidy v tuhom skupenstve vykazuju tento pas v oblasti 1 750 — 1525 cm™. Vinopoéet tychto pasov pri
vzorkach v kvapalnom skupenstve je niZsi. Pasy sa pripisuju vibraciam N-H a valen¢nej C-N v skupine
C-N-H. Dalsi, menej intenzivny pas, ktory zodpoveda interakcii tych istych vibracii, lezi v oblasti
1250 cm ' a oznaduje sa ako pas amidu I11.

Aminokyseliny. Aminokyseliny mézu v neutralnom prostredi existovat’ vo forme bez naboja. obycaj-
ne ako NH; 'CH(R)COO', v kyslom prostredi mozu tvorit’ kationy NH,"CH(R)COOH, v alkalickom
aniony NH,CH(R)COO . Pri identifikacii aminokyselin moZno na spektrach ocakavat’ absorpéné pasy
vibracie skupin COOH, COO", NH,, NH;'. Absorpény pas valenénej vibracie skupiny NH;' tvori v do-
sledku silnych vodikovych vézieb s karboxylovou skupinou d’alsej molekuly §iroka oblast” absorpeic
v rozmedzi 3200 — 2400 cm™'. NH;' skupina vykazuje este aj d’alSic pasy. Diagnosticky je vyznamny
napr. kombinaény pas v oblasti 2200 — 2000 cm™' pre asymetricku vibraciu a v oblasti 1550 — 1480
em™' pre symetricku vibraciu. Pasy asymetrickej a symetrickej valenénej vibracie skupiny ~-COO™ sa
nachadzaji v oblasti 1630 — 1570 cm ™ a v oblasti 1430 - 1380 cm™.

Aminy. IC spektra aminov su charakterizované hlavne vibraciami aminoskupin. Primame aminy
vykazuji v oblasti 3 500 — 3 150 cm ' dva pasy rozdielnej intenzity, ktoré pripisujeme asymetrickej
a symetrickej valenénej vibracii vazby N-H. Sckundame aminy maji v tejto oblasti len jeden pas,
terciarne v tejto oblasti absorpciu nevykazuju. Deformaéné vibracie vazieb N-H sa pri primarnych
aminoch objavujii v oblasti 1650 — 1560 cm . Tento pas strednej intenzity sa posiva vplyvom vodiko-
vych vizieb k vyssim vinopoctom. Este slabsi je tento absorpény pas v pripade sekundarnych aminov.
Aromatické aminy pas deformaénej vibracic N-H vykazuji v oblasti 1 515 cm'. Pasy valenénej
vibracie viizby C-N v oblasti 1360 — 1200 cm ' su pre identifikiciu aminov mélo vyznamné.

Dokumenticia IC spektier. Na ulely praktickych cviéeni uvadzame nicktoré vinopoéty zakladnych
vibracii vazieb, ktoré sa najéastejSie vyskytuju pri organickych latkach v tab. 1.
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Charakteristické vibracie niektorych viizieb

Tab. |

Skupina Druh vibracie viem™) Intenz. Poznamka
Nasytené alifatické uhl'ovodiky
C-H Vas (CH3) 2960 £ 10 s R-CH;
v; (CH») 2872+ 10 s R-CH;
Vs 2926 + 10 s R-CH,-R
¥, (CH,) 2853+ 10 s R-CH,-R
R-CH; d(CHa») 1475 - 1450 str
d(CHy) 1383 - 1377 str
R-CH>-R d(CH,) 1480 - 1450 str
d(CH») 1250 str
v(CH,) 2955 - 2922 s
~CH-CO- v(CH,) 3000 - 2900 str, sl
CH,-CO- 5(CH.) 1445 — 1405 str, s
Nenasytené alifatické uhl'ovodiky
=CH- v(CH) 3020 + 30 str olefiny
=CH v(CH) 3300 + 30 str, sl acetylény
R-CH,=CH, v(CC) 1648 — 1638 str
H,C=CH-CH=CH, | v(C=C) 1650 s konj. systemy
1600 str
Aromatické zlaceniny
=CH- v(CH) 3050 + 50 str, sl multiplet
-C=C- v(CO) 1630 - 1600 vibr. arom. kruhu
1590 - 1570 vibr. arom. kruhu
1520 - 1460 vibr. arom. kruhu
1460 - 1400 vibr. arom. kruhu
C-H O (CH) v rovine 1177+ 6 monosubst.
1156 + 5 monosubst.
1073 + 4 monosubst.
1027 + 3 monosubst.
1269 + 17 1,2-disubst.
1160+ 4 1,2-disubst.
1125+ 14 1,2-disubst.
1033 + 11 1,2-disubst.
1278 + 12 1,3-disubst.
L1575 1,3-disubst.
1096 + 7 1,3-disubst.
1076 + 7 1,3-disubst.
1258 £ 11 1.4-disubst.
1175+ 6 1,4-disubst.
1117+7 1,4-disubst.
1013+5 1,4-disubst.
C-H S(CH) mimorov. | 751+ 15 s monosubst.




Pokraéovanie tab. |

Skupina Druh vibracie V(em') Intenz. Poznamka
C-H S(CH) mimo rov. | 697+ 11 s monosubst.
751+7 s 1,2-disubst.
900 — 860 str 1,3-disubst,
782 + 10 s 1,3-disubst.
725 - 680 str 1,3-disubst.
817+ 15 S 1.4-disubst
Alkoholy a fenoly
O-H v(OH) vol. 3670 - 3610 s — sir alkohol
0O-H v(OH) vol. 3617 - 3593 § — str fenol
O-H v(OH) viaz. 3550 - 3450 $ — str dimér
O-H v(OH) viaz. 3400 - 3230 s—str, § polymér
O-H ... v(OH) viaz. 3600 — 3450 s — str vodik. vizba
O-H v(OH) viaz. 3200 - 1700 str—§ intramol, vizba
C-O-H v(C-0) 1075 - 1000 s R-CH,-OH
v(CO) 1125 - 1030 s R,CH-OH
v(CO) 1170 - 1100 s R,C-OH
Aldchydy a ketony
H-C=0 Vas (CH) 2880 - 2650 str — sl
CH;-CO- 5 (CH,) 1440 - 1405 str
~CH,-CO- 8(CH,) 1435 - 1405 str
R-CH=0 v(CO) 1740 - 1720 s
Ar-CH=0 v(CO) 1715 - 1685 s
R-CO-R v(CO) 1725 - 1705 s
=CH-CO-R v(CO) 1700 - 1670 s
Ar-CO-Ar v(CO) 1680 - 1640 S
Karboxylové kyscliny a ich derivaty
O-H v (OH) vol'. 3350 - 3500 str
O-H v(OH) viaz. 3300 - 2500 § nickol'ko
O-H+C-0 v(CO)+ 6 (OH) | 1440 - 1395 sl
1320 - 1210 s
O-H v(OH) 955 - 810 str—§
C=0 v(C=0) 1730 - 1680 S dimér
C=0 v(C=0) 1780 - 1710 S estery
0-C-0 Vs (COO-) 1610 — 1550 soli
0-C-0 v, (CO0-) 1420 - 1350 str soli
C=0 v(CO) 1690 - 1630 s amid 1.
N-H 5 (NH) 1650 — 1515 str amid 1.
Aminy a aminokyseliny
N-H Vas, Ve (NH3) 3400 - 3320 str prim. aminy alifat.
3330 - 3150 str prim. aminy alifat.
N-H Vas (NH3) 3520 - 3390 str prim. aminy arom.
N-H 3420 - 3300 str prim. aminy arom.
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Pokracovanie tab. 1

Skupina Druh vibracie v (cm™) Intenz. Poznamka
N-H v (NH) 3350 - 3310 str sek. aminy
N-H Vass Vs (NH3") 3125 - 3000 s, § aminokyseliny
N-H Vas, Vs (NH,), 2700 - 2500 str—§ aminokyseliny
v(NH)
N-H v (NH:) viaz 3200 - 3050 str amidy prim.
N-H v (NH) viaz. 3330-3070 str — sl amidy sek.
H-N-H 0 (NHy) 1640 — 1560 s — str aminy prim.
-NH- Jd(NH) 1580 - 1490 sl aminy sek.
-NH;'- 6 (NH:") 1660 - 1575 S aminokyseliny
1550 - 1480 s aminokyseliny
-NH, - d (NH;") 1600 — 1575 str aminokyscliny

Pouzité skratky: R = alkyl, Ar = aryl, str = stredny, s = silny, sl = slaby, § = Siroky

Uloha 1 8. Identifikicia organickej latky na zdklade interpreticie jej 1¢ spektra

Uloha pozostava z kalibracie pristroja na polystyrénovi foliu (hodnoty vinopoétov v em™': 3027,
2850, 1944, 1801, 1601, 1583, 1154 1028 a 906), z upravy vzorky (resp. jej overencho Standardu) do
formy KBr tablict a zmerania jej spektra na IC spektrofotometri, ktory pripravime na meranic podl'a
navodu na obsluhu. Opticka schéma dvojlicového infracerveného spektrofotometra je na obr. 17,

Névod na pripravu KBr tabliet. Na technickych vahach navazime do 25 ml kadicky asi 400 mg KBr
&istoty pre IC spektroskopiu. K tomuto navazku potom na analytickych vahach navazime asi 1,5 - 2 mg
vzorky (resp. jej Standardu). Zmes zhomogenizujeme a zlisujeme do tablety podl'a navodu, ktory je
priloZzeny pri ruénom hydraulickom lise (Perkin-Elmer).

h3
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Obr. 17. Optickd schéma dvojliového registratného infracerveného spek-
trofotometra



Identifikaciu organickej latky urobime pomocou interpretacie IC spektier v zasade dvojakym spdso-
bom podla toho, ¢i mame k dispozicii overeny Standard $tudovanej latky [postup a)). alebo Standard
k dispozicii nemame [postup b)]:

a) Na zéklade porovnania nameranych spektier vzorky a $tandardu rozhodneme o totoznosti nezname;
vzorky. 1C spektrum vzorky musi byt po kvalitativnej stranke zhodné so spektrom jej overencho §tan-
dardu. Z absorp&ného spektra vzorky uréime vinopoéty maxim vybranych absorpénych pasov, zoradime
ich do tabul'ky a pomocou tab. 1 priradime ich k jednotlivym druhom charakteristickych vibracii.

b) Ur¢ime vinopocty absorpénych pasov vzorky, charakterizovanej sumarym vzorcom, pripadne d’al-
Simi fyzikdlnymi konStantami. Absorpéné pasy podla ich vinopoctov priradime pomocou tab. |
k jednotlivym druhom charakteristickych vibracii a identifikujeme neznamu latku. Udaje vinopoétov
charakteristickych vibracii usporiadame do tabul'ky.

2.4. ATOMOVA ABSORPCNA SPEKTROMETRIA

2.4.1. Princip metody

Atomova absorpcna spektrometria (AAS) je zalozena na platnosti Kirchhoffovho zakona. podla kto-
rého atomy kazdého prvku absorbuju Ziarenic tej vinovej dizky, ktoré sami v excitovanom stave emituja
Ziarenic tejto vinovej dizky sa oznacuje ako rezonanéna (analyticka) &iara.

Principom metody je meranie ubytku Ziarenia, ktory je spésobeny absorpciou vol'nymi nevzbudenymi
atomami stanovovancho prvku a je imerny jeho koncentracii. Pre absorpeiu rezonanénej ¢iary volnymi
atomami platia tie isté kvantitativne zakonitosti ako pre spektrofotometriu v ultrafialovej alebo viditel'-
ng¢j oblasti, t. j. Lambertov-Beerov zakon (pozri kapitolu 2.1.1). Zakladna blokova schéma pristroja pre
atdbmovi absorpénu spektrometriu je zndzornena na obr. 18.

Plamei
S | I

N py) H R = 8 D R
Takovy :
akovy
T v Vzduch ﬂ — MZ
-
Horlavy Z

plyn

Obr. 18. Blokova schéma atomového absorpéného spektrofotometra
NZ — napdjaci zdroj, K — vybojka s dutou katédou, P — prerusovac,
H - hordk, V - vzorka, § - §trbina, M - monochromator, D — detektor
Ziarenia, Z — zosillovat, MZ - meracie zariadenie, R — registrainé
zariadenie

Zdroj Fiarenia. Zdroje monochromatického Ziarenia musia spiiat’ pomeme naroéné poziadavky:
musia vyZzarovat’ Ziarenie dostatoénej intenzity, dokonalej stability, pricom rezonanéna €iara ma byt o
najuzia, bez d’alSich éiar a pozadia (najéastejSic sa Sirka &iar pohybuje poriadkovo okolo 0,001 mm).
Takymto poziadavkam vyhovuju zdroje, ktoré vyzaruji atomové spektra pri nizkom tlaku — vybojky
s dutou katodou. Vybojku tvori evakuovana banka naplnena vzacnym plynom, do ktorej su zatavené
elektrody. Katoda tvaru valéeka je zhotovena z kovu, na analyzu ktorého sa pouZiva a je umiestnena
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oproti vystupnému okienku. Anoda mdze mat’ l'ubovol'ny tvar (najéastejSic tvar tyéinky). Ziarenie, ktoré
vznika excitaciou atomov kovu, z ktorého je zhotovena katoda, prechadza cez vystupné kremenné okien-
ko do absorpéného prostredia (plameri), kde je absorbovana atomami stanovovaného prvku.

Absorpiné prostredie. Pri plamenovych typoch pristrojov je absorpénym prostredim plamen, do
ktorého sa vhana vzorka vo forme jemného aerosolu. Pri teplote plamena dochadza k okamzitému
vypareniu rozpustadla a tepelngj disociacii soli

MX=M+X

Na analyzu treba volit’ taku teplotu, aby dochadzalo k maximalnej disociacii, pricom ale nedochadza
k excitacii atomov. VSeobecne plati, Ze pre prvky s nizkym ionizaénym potencialom sa pouzivaju chlad-
nejsie plamene; pre prvky, ktoré 'ahko tvoria tazko disociovatelné oxidy, sa volia plamene s vySSou
teplotou (napr. acetylén/N,O 2955 °C). Horaky st zviésa Strbinové s dizkou $trbiny 5 - 12 cm. Na
tvorbu aerosélu sa najcastejSie pouZivaju pneumatické rozprasovace s hmlovou komérkou, do ktorej je
roztok vzorky nasavany cez uzku dyzu priidom plynu, ktory stcasne slizi ako okyslicovadlo (napr.
vzduch). Prad roztoku naraza v komérke na rozpraSovaciu gulku, kde sa trieSti na jemné kvapocky,
ktoré sa zmieSan¢ so spal'ovacim plynom vedi do horaka. Viésie kvapky odtekaju cez hadicu.

Monochromaitor. Zo Ziarenia, ktoré preslo absorpénym prostredim, sa izoluje pomocou monochro-
matora merana analyticka ¢iara a jej Ziarivy tok sa meria detektorom. Ako monochromator sa pouziva
mrieZka alebo hranol, ktory musi byt’ umiestneny az za absorpénym prostredim. Tym sa vyluéi vplyv
Ziarenia plameiia, pripadne pritomnych inych zloZick vzorky. Monochromator musi mat’ vysoku rozliso-
vaciu schopnost’, aby sa dala izolovat’ rezonanéna ¢iara od ostatnych &iar vyzarovanych vybojkou. Ak
rezonancna Ciara lezi vo viditel'nej oblasti spektra, vklada sa medzi plameri a monochromator filter.

Detekcia a meranie Ziarenia. V atomove) absorpénej spektroskopi sa ako detektory pouzivaju
vvhradne fotonasobice. Elektricky signal z detektora sa po zosilneni meria vhodnym meracim zariade-
nim, ktor¢ je kalibrované priamo v hodnotach transmitancie (%7) a sucasne absorbancie 4.

Aj ked’ na stanovenie prvkov v atomovej absorpénej spektroskopii volime taku teplotu plamena, aby
atomy stanovovaného prvku boli v zakladnom stave, predsa vzdy mala ¢ast’ atomov je excitovana, to
znamena, Zc emituje Ziarcnie tej istej vinovej dizky, ako ma merana rezonanéna Giara. Ak by sme teda
clektrickym meracim systémom merali intenzitu celkového Ziarenia dopadajiccho na detcktor, bola by
hodnota clektrického prudu vysSia o tato vlastnu emisiu stanovovancho prvku v plameni. Preto sa
v novSich pristrojoch pouzivaji modulované meracie systémy. Ich podstata spo€iva v tom, Zc sa modu-
luje ziarenie svetelného zdroje bud’ preruSovac¢om, alebo v modernych pristrojoch sa vyuziva elektricka
modulacia, ktora sa realizuje tak, Ze sa vybojka s dutou katédou napaja pulzujucim praidom (obr. 19).
Elektricky meraci systém je potom upraveny tak, Ze reaguje len na striedavu zlozku signalu z detcktora.
Jednosmerny signal sposobeny emisiou sa nezosilfiuje, ani nemeria.

L il

-
Iy 4

Obr. 19. Vybojka s dutou katodou A — andda, K - katoda, P — inertny
plyn, h — Ziarenie, O — vystupné okienko
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Registracné zariadenie. K pristroju moze byt’ pripojeny zapisovaé na graficka registraciu meranych
udajov alebo zariadenie s digitalnym udajom absorbancie ¢i priamo koncentracie, doplnené pripadne
tladiarmou vysledkov.

Vyhodnotenie merania. Atdmova absorpéna spektrometria nie je metdda absolutna, preto sa hodnota
absorbancic vzorky zrovnava s hodnotami §tandardov. Vyhodnotenie analyzy sa robi najéastejsic meto-
dou kalibraénej krivky alebo metoédou Standardného pridavku.

Metoda Standardného pridavku je vhodna na analyzu takych vzorick, ktoré okrem stanovovaného
prvku obsahuju rusivé zlozky, ktoré by bolo potrebné ur€it’ a pridat’ do Standardov pre zostrojenic kalib-
racne) krnivky. Predpokladom na pouzitie tejto metody je, Ze kalibra¢na krivka je linearna a prechadza
poCiatkom suradnicového systému a rusiace primesi ovplyviiuji stanovovany prvok v celom koncent-
ra¢nom rozsahu rovnako. Potom staci pripravit' jeden roztok vzorky so znamym pridavkom stanovo-
vancho prvku a koncentracia vzorky sa uréi vypoctom.

Presnejsie vysledky sa dosiahnu pri pouziti viacerych pridavkov. Z analyzovanej vzorky sa pripravi
nickol'ko roztokov so stipajicim znamym pridavkom prvku a vSetky sa doplnia na rovnaky objem.
Zmerana absorbancia sa vynesic do grafu, kde na osi x su vynesen¢ pridavky prvku. Obsah prvku vo
vzorke je uréeny tisckom, ktory vytina priamka prelozena nameranymi hodnotami A na zaporngj ¢asti
0si X.

Uloha 19. Stanovenie vipnika vedl'a Mg, Fe, resp. Zn

Princip alohy. Stanovenic Ca za pritomnosti inych kovov, pri pouziti klasickych metod vyzaduje
zviésa jecho predbezné oddelenie. Naproti tomu stanovenie metodou AAS je celkom jednoduché a nevy-
zaduje predbezné delenie.

Napliiou ulohy je:
~ zistenie podmienok pre analyzu (pomer oxidovadla a spal'ovan¢ho plynu v plameni, oblast’ plameia

vhodna pre absorpciu),

— zistenie vplyvu ostatnych ionov vo vzorke na stanovenie Ca,
— stanovenic koncentraéného rozsahu, v ktorom je krivka zavislosti 4 = f{c) linearna,
— stanovenie Ca v neznamej vzorke.
Ako porovnavaci (,,slepy™) roztok sa pouziva pri vietkych uvedenych meraniach destilovana voda.
Pracovny postup. Zriedenim §tandardného roztoku vapenatej soli s koncentraciou ¢(Ca’") = 1.10°
mol/l si pripravime na meranic 100 ml roztoku s koncentraciou 8 mg/l Ca. Tento roztok pouzijeme na:

a) Zistenie najvhodnejSieho mnoZstva acetylénu v plameni: prictok vzduchu nastavime na 450 I/hod
a prietok acetylénu zvySujeme po 4 hod v intervale prictoku 88 — 112 I/hod. Vysledky absorbancie
zaznamenavame vo forme tabul'ky. V d'alej praci pouzivame taky prictok acetylénu, pri ktorom name-
riame maximalnu hodnotu A, priom sa ale nezvysuje hodnota namerana pri porovnavacom (,,slepom™)
roztoku a plamei je este bez zakalu.

b) Zistenie optimalnej oblasti plameiia. Uvedeny roztok premeriame pri roznej vySke hordka, ktord
menime v rozmedzi hodnét 0 — 20 (diely na pristroji) vzdy po 4 dieloch. Z nameranych hodnét A zostro-
jime graf A = f{diely na pristroji), z ktorého zistime najvhodnejsiu oblast’ plameiia, ktori potom dodrZia-
vame v celej d’alsej praci.

c) Zistenie vplyvu Mg, Fe a Zn na stanovenie vapnika. Na tento ucel si pripravime pre kazdy 16n
pritomny vo vzorke vedla Ca®" dva roztoky a to s rovnakym a desatnasobne menSim molarnym
mnoZstvom vo&i Ca>’. Do 100 ml odmemych banick napipetujeme 20 ml 1,10 mol/l Ca*', pri¢om do
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prvej pridame 2 ml a do druhej 20 ml 1.10* mol/l roztoku sprievodného iénu. Banky doplnime po znaé-
ku vodou a zmeriame A.

d) Overenie linearity kalibra&ného (analytického) grafu. Pripravime sériu roztokov so stapajucou
koncentraciou Ca’" tak, Ze do Sicstich 100 ml odmemych banick odmeriame postupne 2, 3, 10, 15, 20,
a 25 ml roztoku s koncentraciou Ca** ¢(Ca®) = 1.10” mol/l a doplnime po znacku vodou. Namerané
hodnoty 4 vyhodnotime graficky ako zavislost’ 4 od ppm Ca®".

¢) Stanovenie Ca®* vo vzorke. Ak vzorka obsahujc okrem Ca®' iony, ktoré¢ neznizuji jeho absorban-
ciu, analyzu urobime metodou kalibraénej krivky. Vzorku zmeriame priamo. Ak je namerana A vysSia
ako hodnoty v kalibra¢nej krivke, musime vzorku na analyzu vhodnc riedit’.

Ak je A vzorky prili§ nizka, pouzijeme metodu Standardného pridavku s grafickym vyhodnotenim
vysledku. Postupujeme nasledovne: do Styroch 50 ml odmemych banick napipetujeme po 25 ml vzorky,
pridime do nich postupne 2, 5, 10 a 15 ml roztoku s ¢(Ca™) = 1.10* mol/l a doplnime po znacku
vodou. Namerané hodnoty A vynesieme do grafu, kde na os x nanasame pridavky Ca®'. Obsah Ca® vo
vzorke uréime graficky.

Vysledky analyzy udavame v mg Ca™ v 1000 ml vzorky. Do protokolu uvedieme vysledky merani
spracované v tabul’kach, ako aj prislu$né grafy.
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3. ELEKTROCHEMICKE METODY

3.1. POTENCIOMETRIA

3.1.!. Z:ikladné pojmy a aplikiacia

T

Potcnmorncma vyuziva meranic rovnovazneho potencialu clektrod na stanovenie koncentricie analy-
zovancho i6nu v roztoku. MbZe sa uréovat priamo aktivita, resp. koncentracia i6nu, alebo sa vyuZiva
potenciometricka indikacia bodu ckvivalencic pri titraciach.

Elektrodu predstavuje napr. dvojfazovy systém kov/roztok iénov kovu, v ktorom mézu iény alebo
clektrony Siastodne prechadzat’ z jednej fazy do druhej. V rovnovaznom stave vznika na fazovom roz-
hrani elektricka dvojvrstva. ktord je podstatou potencialového rozdielu, oznadovaného ako rovnovazny
clektrodovy potencial. '

Pre kovovu elcktrodu s reverzibilnym potencialom, ponorent do roztoku, ktory obsahuje iony kovu,

___plati zékladny Nernstov vzt'ah

E, =E) + i{;r Ina,z'

v ktorom: Ky, = potencial kovovej elektrody; k£, = Standardny potencial clektrody (potencial pri jednot-
kovej aktivite idénov M™ v roztoku); R = plynova konstanta; /' = Faradayova konstanta; z = nabojové
¢islo ionu (pocet vymienanych elektronov pri reaken M*' + ze” = M); ayz' = aktivita i6nu M*' v roz-
toku.

Po vy¢isleni konstant R, F, teploty a vyjadreni v dekadickom logaritme ma rovnica pre teplotu 25 °C
tvar (£ merané vo voltoch)

R 9%9-llnaMz‘

z ktorého vyplyva, ze potencial kovovej elektrody je logaritmickou funkciou aktivity jej ionov v roztoku.
Pri desat’nasobnej zmene aktivity ionu s nabojovym ¢islom z = | zmeni sa potencial elektrody o 59,2
mV. Pre zriedené roztoky namerana aktivita ionu sa moze stotoznit' s jeho koncentraciou.

Elektrochemicky €lanok, elektrody, pristroje. Absolitna hodnota_ potencialu elektrody je nemera-
teI'na, meria sa relativna hodnota z rozdiclu potencialov dvoch clektrod ako napitic clektrochemického
¢lanku, zloZencho z referencne) (porovnavace)) elektrody s konStantnym potencidlom a z druhej clek-
trody, ktorej potencial sa meria. Tato elektroda sa nazyva merna (alebo indikaéna) a voli sa podl'a
povahy meranej sustavy taka, aby jej potencial bol funkciou aktivity meraného ionu v roztoku.

57



Porovnavacim zikladom je §tandardna vodikova elektroda, ktorej Standardny potencial pri vSetkych
teplotach sa zvolil ako nulovy.

V praxi ako porovnavacie elektrody sa pouzivaju elektrody druhého druhu.

Kalomelova elektroda (obr. 20a) je najbeznejSia porovnavacia elektroda. Tvori ju ortut’, pokryta
vrstvou kalomelu, v roztoku KCI. V tomto poloclanku Hg/Hg,Cl,/KCl je aktivita ionu Hg,”" na zaklade
sucinu rozpustnosti Hg,Cl, konStantna a potencial elektrody zavisi len od koncentracie Cl i6nov v elek-
trolyte, ktorym je elektroda plnena. Podl'a koncentracie roztoku KCI je nickol'ko typov kalomelovych
clektrod. NajcastejSic sa pouziva nasytena kalomelova elektroda, v ktorej koncentracia nasytencho
roztoku KCl sa 'ahko udrzuje pridanim nickol’kych krystalov KCI.

Chloridostrieborna elektréda je zo stricborn¢ho drotika, na ktorom je elektrolyticky nanesena tenka
vrstva AgCl a jej potencial zavisi od koncentracie Cl™ ionov v roztoku.

Ako merné elektrody sa z kovovych elektrod najviac pouzivaju:

Strieborna elektréda, je) potencial je funkciou aktivity Ag' 16nov.

Platinovi elektréda. Tvori ju leskly platinovy plieSok alebo drétik. Pouziva sa nayma ako elektroda
z inertn¢ho kovu na meranie redukéného potencialu oo p.q redoxovych sustav. Koereq je dany Peterso-
vym vztahom.

Antiménova elektroda patri k oxidovym elektrodam. Jej potencial je funkciou aktivity H;O™ ionov
v roztoku.

a b c

Obr. 20. a) Kalomelova elektroda: 1 — otvor pre naplnenie nasytenym
roztokom KCI, 2 - azbestové vldkno, ktoré tvori vodivy spoj;
b) Sklena elektréda: 1 — vnutorna elektroda, 2 - merna Cast’ elektrody
naplnena vnutornym tlmivym roztokom, 3 — obal s tieniacou kovovou
foliou, 4 — koaxidlny kablik; ¢) Kombinovana elektréda: 1 - sklend
elektréda tvoriaca vnutorny plast’, 2 — referentna elektroda Ag/AgCl,
3 — vonkajSi plast’ naplneny roztokom KCl, 4 — vodivy spoj
referentnej elekirody, 5 — otvor pre plnenie roztokom KCl

Membriénovy potencial. Okrem kovovych clektrod 1. a Il druhu, u ktorych podstatou potencialu je
elektrochemicka, v SirSom zmysle oxida¢no-redukéna rovnovaha na fazovom rozhrani, d’al$iu vyznamnu
skupinu elektrod tvoria elektrody membranového typu. Ich rovnovazny potencial je uréovany
membranovym potencialom, ktory vznika na rozhrani medzi dvoma roztokmi elektrolytov oddelenymi
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membranou, ktord je nerovnako pricpustna pre rézne 16ny (elektrochemicka membrana). Podstatou
membranového potencialu je ionovovymenna rovnovaha na fazovom rozhrani.

Pri membranovych clektrodach veobecne oddel'uje membrana z vhodného materidlu merany roztok
(1) od roztoku porovnavacicho (2). Meriame napitie ¢lanku

ref. el. 1| roztok I | membrana | roztok 2| ref el. 2
E, M 2 E,

k‘m: Tl )

Vlastna membranova elektroda sa sklada z vnutornej referenéngj elektrody (2), vnatorného roztoku (2)
a z membrany. ktora sa ponori do meraného roztoku (1) s vonkajSou referenénou elektrodou (1). Poten-
cialy referenényeh clektrod E), £ s konStantné a pre membranovy potencial E,, ktory j¢ rozdielom
potencialov na fazovom rozhrani oboch stran membrany. plati obdobny vztah ako pre koncentraény
¢lanok

AN
il a;(2)

v ktorom a;, je aktivita i6nu J v roztoku 1 a 2.

Pretoze zlozenie roztoku na vnitornej strane membrany sa nemeni (aA2) = konst). je %, Nernstovou
funkciou aktivity meraného i6nu J v roztoku.

Potencial membranovej elektrody moze byt ovplyvneny pritomnostou d’aldicho (interferujiccho) ionu
v roztoku. Tento vplyv vyjadruje Nikolského vztah v tvare

zlh .

v ktorom &7 je koeficient selektivity elektrody pre interferujici ion / vzhladom na stanovovany ion J.
Z uvedeného vyplyva, ze clektroda bude dostatoéne selektivna pre ion J, ak kJ7 .a, «ay.

Medzi membranové elektrody sa zarad’uje sklena clektroda a i0novoselektivne elektrody (ISE).

Sklena elektrdda jc najdolezitejSou a najsclektivnejSou clektrodou pre H;O' iony. ZloZenie sklenc
clektrody je na obr. 20b, kombinované clektrody (obr. 20c) maji sklent aj referenénu elektrodu v jed-
nom telese. Podmicnkou pre spravnu funkciu elektrody je vytvorenie hydratovance) vrstvy gélu kyseliny
kremicitej, v ktorej prebieha ionovovymenna reakcia medzi ionmi Na', K' v skle a H;0" iénmi v rozto-
ku. Preto treba elektrodu pred meranim macat’ nickol’ko dni v H;O a po merani ju uchovavat’ vo vode
alebo timivom roztoku podla odporicania vyrobcu. Kalibraciu elektrédy na Standardné timivé roztoky
treba po uréitom ¢ase overovat’.

Ionovoselektivne elektrody pre rozne kationy, aniony aj organické latky znamenaju znaéné rozsirenie
moznosti analytického vyuzitia potenciometrickych merani.

Podl'a skupenstva latok, ktoré tvoria membranu a sprostredkujii vvmenu 16nov, delia sa na dve skupiny:

a) Elektrody s tuhou membranou, nicktoré typy maju odvodnu kovova elektrodu spojent priamo
s membranou (obr. 21). V tuhych membranach su clektroaktivnou latkou malo rozpustné soli ako napr.
AgCl, Agl, Ag,S, PbS, LaF; a tieto su selektivne pre jeden alebo oba iony, ktoré membranu tvoria.
Membranu tvori monokrystal soli alebo lisovana latka, resp. zabudovana do plastov. Vyrabaju sa elek-
trédy na stanovenie Cl', Br, I, Cu®', Pb*', Cd*', Ag'. F, CN ", §*.



b) Elektrody s kvapalnou membranou, ktoru tvori vrstva vo vode ncrozpustného rozpustadla s roz-
pustnym i6nomeni¢om ionového alebo elektroneutralneho typu. Ionomeni¢ selektivne reaguje s réznymi
ionmi. Rozhranie medzi meranym roztokom a iénomeni¢om sa realizuje porovitym skeletom. ktory je
napusteny rozpustadlom s ionomeni¢om. Novsie typy majui membranu z PVC, ktory je roztokom
ionomeniéa mikéeny. Elektrody tohto typu st napr. na stanovenic Ca™, K', NO; . ClO,..

(=]

'm\]

b

Obr. 21. KonStrukéné typy i6novoselektivnych elektréd s tuhou mem-
branou | — membrina, 2 — odvodna clekiroda, 3 - vnutorny roztok
clektrolytu, 4 - elektrodovy plast’

Pristroje. Svorkové napitic clektrochemického élanku, ktoré sa mena, predstavuje za bezprudoveho
stavu elektromotorické napitie €lanku, t. j. rozdiel potencialov kladnej a zapornej elektrody. Preto mera-
nie napitia musi prebichat’ za takych podmienok, aby sustavou neprechadzal takmer Ziadny prud, ktory
by mohol spésobit’ polarizaciu elektrod. Tuto podmienku vel'mi dobre spliiaji v réznych typoch vyraba-
né elektronické milivoltmetre. Maju vysoky vstupny odpor, preto mozno nimi merat’ aj €lanky s vyso-
kym vnutornym odporom, ako su napr. ¢lanky so sklenou clektrodou, ionovoselektivnymi elektrodami
alebo merania v bezvodych prostrediach. Musi byt’ vSak dokonale ticneny privod k clektrode. Tieto
pristroje sa nazyvaju pH metre, su ciachovan¢ v jednotkach mV a pH. Predtym sa konstruovali ako
vychylkové, teraz sa vyrabaju digitalne, ktor¢ sa vyznauju velkou presnostou nameranej hodnoty
Prevodom hodnoty na digitalny signal moze byt tento zakodovany pre d’alSie, napr. matematické spra-
covanie poc€itaéom.

PretoZze merané hodnoty pH podl'a Nernstovho vztahu zavisia aj od teploty, su pH metre vybavené
potenciometrom na nastavenie teploty meranych roztokov alebo automatickou teplotnou kompenzaciou
pomocou odporovcho teplomeru.

Navod na obsluhu pristrojov, ktoré sa budu pouzivat’ pri potenciometrickych meraniach, je priloZeny
pri jednotlivych pristrojoch.

3.1.2. Titracie s potenciometrickou indikaciou
Pri potenciometrickych titraciach sa bod ekvivalencie uréuje na ziklade potencialu vhodnej indikaénej

clektrody, ktorej potencial zavisi od aktivity merané¢ho 16nu alebo ionu v odmemom roztoku. Vyhodou
potenciometrickej indikacie je vacéSia presnost’ a SirSia pouzitelnost’ najmé v pripadoch, ked’ vizualna
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indikdcia nie je moZna. Vhodné elektrody su prakticky pre vSetky odmerné metody. Pre acidobazické
titracie je to najma sklena elektroda, pre oxidaéno-redukéné titracie je univerzalna platinova elektroda,
pre zraZacie titrdcie ma vyznam najmi strieborna clektroda pre argentometrické stanovenia a iénovo-
selektivne elektrody, ktoré sa uplatiiuju aj pri komplexotvomych reakciach.

Zmena potencialu indikacnej elektrody na objemovi jednotku odmemncého roztoku je v priebehu titracie
¢oraz vacsia a dosiahne maximalnu hodnotu v bode ckvivalencie. Graficky znazornena zavislost” hodnét
nameran¢ho napitia od objemu pridan¢ho odmerného roztoku predstavuje potenciometricku titracnu
krivku (obr. 22a), ktora sa sklada z dvoch ¢asti, predstavujucich logaritmicki funkciu zavislosti poten-
cialu od koncentracie pred a po bode ckvivalencie. Inflexny bod pri symetrickych krivkach sa stotoziuje
s bodom ekvivalencie. Symetria potenciometrickej krivky a jej strmost’, ktora je dana hodnotou smernice
AE/AV v bode ekvivalencie, zavisi od vlastnosti reagujucich latok, od ich koncentracie a od rovnovaznej
konstanty prislusnej chemickej reakeie.

Cim je potencialovy skok vagsi, tym presnejSic sa moze vyhodnotit bod ekvivalencie.

E 24
A'E
[mV] AV
|
i {
|
| 0 t
| | v
= |
: .
|
¥
Vr.'l:v V
a b a

Obr. 22. Grafické znazornenie spdsobov vyhodnotenia bodu ekvivalencie pri
potenciometrickej titrdcii

Postup pri potenciometrickej titracii. Potenciometrické titracie, ktoré nevyzaduja inertni atmosféru,
mdzeme vykonat’ v kadicke primeranej vel'kosti (naplnena roztokom ma byt najviac do 1/2 objemu). Na
dno kadicky dame miesacie telicsko a prisluiné mnoZstvo vzorky. Kadicku dame na stred mieSacky, do
roztoku ponorime vodou oplachnuté elektrody, ktoré umiestnime tak, aby merné konce elektrod boli pod
hladinou, ale d'alej od dna, aby nemohli byt’ poskodené pohybom micsadla.

Pripravime byretu s odmernym roztokom a umiestnime ju tak, aby sme mali dobry pristup ku kohu-
tiku byrety. Je vyhodné prediZit’ koniec byrety tenkou kapilarou, ktora zasahuje pod hladinu titrovaného
roztoku a umoziiuje pridavat’ roztok po zvolenych objemoch.

Po pripojeni elektrod zapneme miesanie (nenastavujeme na vel'ku rychlost’, aby roztok nevystrekoval),
pristroj nastavime podl'a prislu$ného navodu a urobime titraciou tym spdsobom, ze odmerny roztok pri-
davame po urditych objemoch, napr. po 1 — 2 ml. Po kazdom pridani po¢kame nickol’ko sekiind, az sa
roztok dokladne premiea a hodnota £ ustali. Do tabulky zaznamenavame stav objemu na byrete (ml)
a nameran¢ hodnoty E [mV]. Vypogitame aj hodnotu AE/Aml, ¢o je rozdiel dvoch susednych hodndt mV
deleny rozdiclom im zodpovedajucich pridanych objemov. Pred dosiahnutim bodu ekvivalencie, ked’ sa
hodnoty AmV/Aml zviéSuju, zaéneme roztok pridavat’ po mensich objemoch, najlepsie rovnakych. Naj-
vidsia hodnota AmV, resp. AmV/Aml indikuje bod ekvivalencie. Titraciu méZeme skoncit, ak zazname-
name niekol’ko hodnét aj za bodom ekvivalencie.
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Ked’ titrujeme roztok tplne neznamej koncentracie, prvi titraciu méZeme urobit’ len orientaénu, t. j.
odmerny roztok pridavame po viésich objemoch (1 - 2 ml) a zistime len priblizné rozmedzic ml, v kto-
rom sa nachadza bod ekvivalencie. Potom titraciu urobime este raz, ale v okoli bodu ekvivalencie (asi
I ml pred bodom ekvivalencie) pridivame odmemy roztok uz po mensich objemoch (pre uvedené prace
po 0,2 alebo 0,1 ml), aby sme &o najpresnejsie zistili bod ckvivalencic. Po titraci nczabudneme
oplachnut’ elektrody destilovanou vodou. Stanovenic vvkoname najmenej dvakrat a zo ziskanych vysled-
kov berieme priememu hodnotu.

Vyhodnotenie potenciometrickej titracie. Z tabulky namcranych hodnét £ a im zodpovedajicich
objemov odmemc¢ho roztoku mozeme bod ekvivalencic vyhodnotit” vypoétom alebo z grafu.

Vypoctom najjednoduchsie uréime bod ckvivalencie z maximalnej hodnoty prvych diferencii ako stred-
ni hodnotu z dvoch za sebou pridanych objemov. medzi ktorymi je maximalna hodnota AL/Aml (tab. 2).

Tab. 2
V |ml| I mV]| AE/AV ANE
6 160 Vysledok titracie:
13
8 186
24
8.5 198 89+90
70 2 = 8‘95 ml
8.6 205
110
8.7 216
140
8.8 230 Vysledok titracie podl'a
280 -
8.9 258 80=a interpolaéncho vzorca:
360
9.0 294 ~130=h 80
230 Vm=8.9+0.|"z_l-6_
9,1 317 = 8,94 ml
100
9,2 327

PresnejSie vyhodnotenie bodu ekvivalencie v pripade pridavania odmemc¢ho roztoku po vacsich obje-
moch mézeme urobit’ vypoétom druhych diferencii A’£. Tento spdsob vychadza z toho, Ze v inflexnom
bode ma druha derivacia funkcie £ = f{V) nulovi hodnotu (obr, 22¢). Nulova hodnota, ktora zodpoveda
bodu ekvivalencie, sa nachiadza medzi poslednou kladnou hodnotou A’E a prvou zapornou hodnotou
A’E.

AE(+) 0 AE(-)
| | ]
Vi (ml) Vs : Va(ml)

Bod ckvivalencie vypoéitame podla interpolaéného vzorca

V.=V +k
ek 1 a“b
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V1 je objem pridaného odmerného roztoku pred najvacSou hodnotou AE,
k je ¥\ - V3 = konstantny rozdiel objemov medzi dvoma pridavkami odmemncho roztoku,
a je posledna kladna hodnota A’E, prislichajica objemu ¥,
b je prva zdporna hodnota A’E, prislichajica objemu V5.
Priklad vyhodnotenia sa uvadza v tab. 2. |
Okrem uvedenych postupov vyhodnotenia potenciometrickych titracii za pouzitia jednoduchych pri-
strojov sa stale viac pouzivaju automatické titraéné aparatiry, kde bod ckvivalencie je indikovany

priamo udajom meracicho pristroja, alebo pricbeh titracic a bod ekvivalencie je riadeny priamo podi-
tacom.

400

[mV]
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200

100)

0

=100

=200

Obr. 23. Potenciometricka titracia I', Br, CI” vedl'a seba

Uloha 20. Stanovenie halogenidov vedl’a seba

Moznost’ potenciometrického stanovenia I', Br, CI' vedl'a scba sa zaklada na rozdielne) rozpustnosti
ich striebornych soli. Pri titracii roztokom AgNOj; sa najprv zraZa najmenc; rozpustny - Agl (K, = 107"),
potom AgBr (K, = 10™") a nakonicc AgCl (K, = 10™'), takZe pri potenciometrickej titracii dostavame tri
potencialové skoky (obr. 23). Objem odmemého roztoku po prvy potencialovy skok zodpoveda mnoz-
stvu I', rozdiel objemov medzi druhym a prvym skokom zodpoveda mmnozstvu Br a dalsi rozdiel
mnozstvu CI". Rozdiel v rozpustnosti umoziuje za uréitych podmienok dosiahnut’ dostatoéne presné
vysledky aj v pripade vietkych troch halogenidov. Stanovenie I vedla C1” nerobi tazkosti. Titracie sa
robia za pridania dusiénanu barnatého, ktory ako silny elektrolyt zabraiiuje tvorbe koloidnych roztokov
halogenidov striebornych, ktoré by spdsobovali neostrost™ potencidlovych skokov.
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Strieborna elektroda je indikaéna, porovnavacou elektrodou je nasytena kalomelova elektroda, ktoru
nevkladame priamo do roztoku, ale cez sol'ny mostik (obr. 24) naplneny 10 % roztokom KNO;, aby sa KCl
z kalomelovej elektrody nedostal do titrovaného roztoku. Zapojenie: stricborna — pol, kalomelova + pol.

Chemikalie a roztoky. Roztok dusi¢nanu stricborného ¢(AgNO,) = 0,03 mol/l; roztok dusi¢nanu bar-
natého w(Ba(NO:),) = | % (POZOR PRUDKY JED!); roztok dusiénanu draseiné¢ho w(KNO;) = 10 %:
roztok KCI na Standardizaciu odmemého roztoku AgNO+.

Pracovny postup. Zo vzorky, ktora obsahujc I' a CI', odpipetujeme na titraciu 10 ml do 150 ml
kadi¢ky. odmemym valcom pridame 10 ml roztoku Ba(NO;); a zriedime s destilovanou vodou priblizne
na objem 70 ml. Titrujeme roztokom AgNO; podla bezného pracovného postupu pri potenciometricke)
titracii. V okoli bodov ckvivalencie titrujeme po 0.1 ml, dbame na ustalenic meranych hodndt a dosta-
to¢né micsanie roztoku.

Pracovny postup pri §tandardizicii odmerného roztoku AgNO;. Z roztoku KCl s presnou koncent-
raciou odpipetujeme 25 ml do 150 ml kadigky, pridame 5 ml roztoku Ba(NOs),, zriedime s H,O na ob-
jem asi 70 ml a titrujeme roztokom AgNO: obdobnym spdsobom.

Sol'ny mostik tvori sklena ohnuta rirka, naplnena honicim rozvarenym agarom v roztoku KNO;.
Zmes po vychladnuti stuhne, ale zostava elektricky vodiva. Konce mostika uchovavame ponorené do
roztoku KNO;. Pri titracii spojime mostikom merany roztok s kalomelovou elektrodou (obr. 24). Aby
nedoslo k pripadnému znecisteniu vzorky. je vhodné pri d'alSich titraciach vkladat’ do roztoku to ist¢
rameno mostika (oznacené). Po skonéeni prace mostik vytiahneme. oplachneme vodou a ulozime spat’
do roztoku KNOs.

Obr. 24. Elektrochemicky ¢lanok so sol'nym mostikom 1 — titrovany
roztok, 2 — miesacic teliesko, 3 - indikatnd elektroda, 4 — sol'ny
mostik, 5 - kalomelova elektroda, 6 — roztok KNO;

Vyhodnotenie stanovenia. V protokole uvedieme tabul’ku nameranych hodn6t mi, mV, pripojime graf
zavislosti mV od objemu odmemného roztoku (pozn.: najvhodnejSiec meritko | cm = | ml). Body ckviva-
lencie uréime z tabulky nameranych hodnét ako maximalne hodnoty AmV/Aml resp. aj podl'a interpo-
laéného vzorca a porovname s grafickym vyhodnotenim. Vypo&itame hmotnost’ I a CI” (v mg) v 100 ml
vzorky.

Uloha 2 1. Stanovenie kyseliny trihydrogénfosforetnej

Pri viacsytnych kyselinach alebo zasadach sa ionizacia do jednotlivych stupiiov prejavi postupnymi
potencialovymi skokmi v pripade, ak su jednotlivé disociaéné konstanty navzajom dostatoéne rozdiclne.
Pri HsPO, dostavame dva potencialové skoky, ktoré¢ zodpovedaju postupnym reakciam
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H3P04 + OH_ s H]POA_ + HgO
H,PO, + OH =HPO,* + H;0
Potencialovy skok pri neutralizacii do treticho stupria sa neprejavi, pretoZe tretia disociacna konstanta
H;PO4 ma vel'mi mali hodnotu.
Ako indikacni elektrodu pouzijeme antimonovu alebo skleni. ako porovnavaciu kalomelova (zapoje-
nic: antimonova - pol, kalomelova + pol).
Chemikilie a roztoky. Roztok hydroxidu sodného (bez uhliéitanov) ¢(NaOH) = 0.1 mol/l; timivy
roztok (1); timivy roztok (II).

Pracovny postup. Vzorka H;PO, ma priblizni koncentraciu ¢(HsPO,) = 0,1 mol/l. Odpipetujeme z ne)
10 ml do 100 ml kadicky, zriedime s vodou na objem asi 40 ml a titraciu odmernym roztokom NaOH
vykoname podl'a bezného postupu pri potenciometrickej titracii, prifom zaznamenavame oba potencia-
lové skoky. V okoli bodov ekvivalencie titrujeme po 0.2 ml

Ak meriame so sklenou clektrodou, mézeme pouzit’ pH stupnicu pristroja a pred prvym meranim
nastavime sklenu clektrodu na timivé roztoky, ako je uvedenc pri kalibracii pristroja.

Vyhodnotenie stanovenia. Bod ckvivalencie vyhodnotime podla interpolacného vzorca (vhodnejsie
z prvého inflexného bodu) a vysledok vyjadrime koncentraciou HiPO, (mol/l) vo vzorke.

Uloha 22. Stanovenie aminokyselin v bezvodom prostredi

Potenciometricku indikaciu mozno pouzit’ prakticky vo vsetkych rozpustadlach. Elcktrody sa pouzi-
vaji rovnaké ako vo vodnom prostredi, pre protolytické titracic najma sklena. Porovnavacou elektrodou
méze byt kalomelova, v nicktorych prostrediach vSak dochadza k vyzrazaniu KCI v kvapalinovom
spoji. V takych pripadoch sa nahradza vodny roztok KCI inym rozpustadlom alebo sa pouzije ind elek-
troda, napr. z grafitu.

Aminokyseliny st v prostredi bezvodej kyseliny octove) dostatoéne silnymi zasadami. ktoré sa mozu
titrovat’ roztokom HC1O,.

Ako priklad stanovenia aminokyselin sa uvadza postup pre stanovenie chloridu L-lyzinia

CH,— (CH,);— CH— COOH
| | Cr
“NH, NH,

Iony CI rusia titraciu s HCIO, v bezvodej kyseline octovej uvol'nenim HCI, preto sa viazu s octanom
ortutnatym na nedisociovany HgCl,

(lyzin H)"Cl' + HCIO4 = HCI + (lyzin H)'ClOy4
2HCI + (CH;CO0),Hg = HgCl, + 2CH;COOH
V bezvodej CH;COOH vznika dioctan lyzinia, ktory rcagujciako zasada
(lyzin 2H)*'(CH;CO0"), + 2 HCIO, = (lyzin 2H)*' + 2C10, +2CH;COOH

Potenciometrickou titraciou mozno sledovat’ aj vhodnost’ farcbného prechodu vizualnych indikatorov.
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Chemikalie a roztoky. Roztok kyseliny chloristej v bezvodej CH;COOH ¢(HCIO.) = 0,1 mol/l. roz-
tok octanu ortutnatého v bezvodej CH;COOH ¢((CH,COO);Hg) = 0,1 mol/l, roztok krystalovej violete
w = 0,2 % v bezvodej CH;COOH : bezvoda kyseclina octova; kyselina mravéia w(HCOOH) = 99 %;
hydrogénftalan draselny p. a. M(CsHs0.K) = 204,23

Rozpustadla na acidobazické titracie maju byt’ bezvodé a zbavené necistot, aby pri slepom pokuse
bola spotrcba odmerného roztoku zanedbatel'na. Protogénne rozpustadla sa skuSaju na obsah zasadi-
tych latok a pripadne sa pouziju vopred zneutralizované

Bezvoda kyselina octova ma znaéni objemovii roztaznost, preto Standardizacia a stanovenic sa maju
robit’ pri rovnakej teplote.

Pracovny postup. Zo vzorky chloridu L-lyzima (M, = 182,65) navazime diferenéne hmotnost
zodpovedajicu priblizne 7 ml spotreby roztoku HCIO,. K navazku v 50 ml suchej kadicke pridame | mi
HCOOH. Po rozpusteni pridame priblizne 3 ml roztoku octanu ortutnat¢ho (nepipetovat’, jed!) a zriedi-
me asi s 20 ml bezvode) kyscliny octovej. Pripravime clektrody — sklent a kalomelovi, po oplachnuti
s vodou ich otrieme filtraénym papierom a skleni elektrodu oplachneme cste bezvodou kyselinou
octovou. Elektrody ponorime do meraného roztoku, do ktorého sme pridali aj jednu kvapku indikatora -
- krystalovej violete, pre pozorovanic a vyhodnotenic farcbného prechodu v bode ckvivalencie
Potenciometricku titraciu odmernym roztokom HCIO,; vykoname podl'a bezn¢ho postupu. Meriame na
mV-stupnici a v okoli bodu ckvivalencie pridavame odmerny roztok po 0.1 ml Zaznameniavame aj
zmeny farebné¢ho odtienia indikatora. Po skonéeni titracie elektrody oplachneme kyselinou octovou a po-
tom s vodou. Sklent elektrodu nechame ponorenii vo vode.

Pracovny postup pri $tandardizacii odmerného roztoku. Presna koncentraciu HCIO, stanovime na
navazok hydrogénftalanu drasclného. Do 50 ml suchej kadicky navazime diferenéne také mnozstvo
hydrogénftalanu draselného, aby spotreba HCIO, bola asi 10 ml. Po pridani 20 ml bezvodej kyseliny
octove) nechame navazok rozpustit' a titrujeme odmemym roztokom HCIO; obdobne ako pri titraci
vzorky _

Vyhodnotenie stanovenia. Titraciu graficky znazomime funkciou £ = f{ml). uréime bod ekvivalencic
a porovname s nim farebny prechod indikatora. Vypocitame obsah chloridu L-lyzinia vo vzorke ako
hmotnostny zlomok v percentach .

Uloha 23 . Stanovenie primarnych aromatickych aminov diazotatnou reakciou

Odmemym roztokom dusitanu sodného sa mozu stanovit’ latky s primarnou aminoskupinou viazanou
na aromatickom jadre (napr. sulfonamidy), na zaklade I'ahko prebichajice) diazotacnej reakcie

Ar-NH; + NO, +2H = |[Ar-N=N| + 2H,0

Okrem beZnej potenciometricke) titracie s platinovou elektrodou ako indikaénou a kalomelovou elek-
trodou, mézu sa tieto stanovenia robit’ ako biampérometrické (ako zvlastny pripad — bez vkladanc¢ho
napitia) s dvojicou clektrod — platinovou (+ pol) a grafitovou (- pol), ktoré zapojime priamo na cithivy
mikroampérmeter (rozsah 20 — 50 pA). Ako grafitova clektroda sa osvedéila makka, vyzihana ceruz-
kova tuha. V bode ekvivalencie nadbytok NaNO, sposobuje zmenu redoxového potencialu sustavy.
vznika potencidlovy rozdicl medzi clektrodami, ktory sa prejavi vychylkou na mikroampérmetri.

Chemikalie a roztoky. Standard sulfanilamidu; roztok dusitanu sodného ¢(NaNO,) = 0,1 mol/l; kon-
centrovana kyselina chlorovodikova w(HCI) = 36 %.

Pracovny postup. Zo vzorky sulfénamidu navazime diferenéne do suchej 50 ml kadicky hmotnost’,
ktora zodpoveda spotrebe asi 10 ml roztoku NaNO,. K navazku pridame 15 ml konc. HCI, za mieSania
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nechame rozpustit’ a zriedime s 15 ml vody (ak treba roztok upravit' na vicsi objem, dodrzime vidy
pomer HCI a H,0). Po rozpusteni ponorime elektrody do roztoku, zapojime a pomaly po kvapkach tit-
rujeme odmernym roztokom NaNO,. Mikroampérmeter sa spo¢iatku nevychyluje alebo sa stale vracia
do nulovej polohy. Prva kvapka NaNO,, ktora spésobi, ze sa rucic¢ka mikroampérmetra nevrati do
povodnej polohy. indikuje bod ekvivalencie a spotrebu od¢itame priamo na byrete.

Rovnakym postupom stanovime aj presnu koncentraciu roztoku NaNO, na navazok §tandardu sulfa-
nilamidu.

Vysledok vyjadrime ako hmotnostny zlomok v percentich dancho sulfonamidu.

3.1.3. Priame stanovenie ionov s ISE

Zatial' ¢o poziadavky na reprodukovatelnost’ potencialu elektrod pri potenciometrickych titraciach su
nizSie, pretoze sa vyhodnocuju len zmeny napdtia, pri priamom merani aktivity ionov. akym je napr
meranie pH, treba vzdy clektrodovy systém kalibrovat” meranim Standardnych roztokov definovaného
zlozenia.

Okrem merania pH sklenou elektrodou umoziiuju ionovoselektivne elektrody (ISE) priame meranie
aktivity aj inych ionov. Priame stanovenia (za pouzitia kalibraénych grafov sledujicich zavislost’
E = flc), resp. linearnu zavislost’ /£ = f{-loge) alebo metéddy Standardnych pridavkov) umoziiuju stanovit
iony v rozmedzi koncentracii 10 ' az 10° mol/l. Na dosiahnutic o najspravnejSich vysledkov, treba
merat’ s presnost'ou 0,1 mV, vzorka a §tandardné roztoky sa maju ¢o najmenej liSit' v zloZeni, v idno-
vej sile, v pH a v teplote. Aby sa dosiahla rovnaka ionova sila, ktora udrzuje aktivitné kocficienty
zloZiek na konstantnej hodnote, pridava sa napr. do Standardnych roztokov a do vzorky vhodny elektro-
Iyt uréitej koncentracie v nadbytku alebo opaéne mozno vzorku upravit’ zriedenim na nizku 16novi silu.

Pri metode Standardného pridavku koncentracia ionu vo vzorke sa vypoéita z rozdielu potencidlu ISE
pred (E)) a po pridavku roztoku definovanej koncentracie ionu (). Pridavok Standardného roztoku
volime taky, aby sa dosiahla vhodna zmena £ okolo 15 az 30 mV. Ak oznacime koncentraciu vzorky c¢,.
Standardného roztoku ¢y, objem meraného roztoku vzorky ¥, a objem pridan¢ho Standardného roztoku
Vi, platia pre namerané hodnoty £,, E; vztahy

E =E;+S.logc,

4 v
c l’ +cs.'VsI

x" 0

V, +V

3t

E,=E,+S.log

Z rozdielu E, - E, = AE vypocitame ¢,

=1
e, = cs.'Vsr . 10:1!-.".\' o VO
VetV Vot ¥V,

Smemicu S = AE/Alog ¢ ur¢ime experimentalne zo zavislosti £ = f{-log ¢) Standardnych roztokov alebo
zriedenim vzorky podla vztahu S = AE/log (V2. V, "), v ktorom AEy; je rozdiel nameraného potencidlu
pred a po zriedeni vzorky z objemu V) na objem V5.

Pre merania s ISE platia tieto zasady. Odporiéa sa micSat’ merané roztoky, odozva clektrody sa tym
urychl'uje. Pri roztokoch s vel'mi nizkou koncentraciou médze dojst” ku adsorpceii ionov na steny nadob.
Preto sa pouzivaju €erstvo pripravené roztoky a na meranie sa beric vacsi objem. Pred meraniami ma
byt ISE nejaky ¢as v roztoku s koncentraciou stanovovancého iénu asi 10 mol/l. Medzi meraniami jed-
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notlivych roztokov (lepsie zacat’ od nizSich koncentracii k vyssim) treba eclektrodu dokladne oplachnut’
ponorenim do destilovanej vody, vodu nickol’kokrat vymenit” a osusit’ boéné steny kiskom filtraéného
papiera. Nakoniec sa clektrody raz oplachnu ast'ou merancho roztoku tak, Ze ich do roztoku ponorime
a krizivym pohybom kadicky roztok micsame. Nedotykame sa memej Casti elektrody. ktora sa
nachadza na spodngj strane, aby nedoslo k jej poSkodeniu. Z tohto dévodu je vhodné. aby kalomelova
clektroda siahala trocha nizsic do roztoku ako ISE. Pri sérii merani sa odporica nemenit’ vzdialenost
oboch elektrod a na meranie pouzivat’ priblizne rovnaky objem roztokov. Ak pri merani dochadza ku
kolisaniu meraného napitia, méze byt' chybou pritomnost’ vzduchovej bubliny na membrane, ktoru
odstranime napr. vytiahnutim a novym ponorenim clektrody.

Uloha 24 Stanovenie iénov I

Ako indikaénu elektrodu pouzijeme ISE pre jodidy. Elcktroda CRYTUR typ 53 - 17 ma tuhd mem-
branu z lisovan¢ho Agl. Da sa pouzit’ pre teploty 0 — 80 °C v rozmedzi pH 1 - 13, oblast’ meratel'nych
koncentracii 107" = 107”7 mol/l I'. Stanovenic je mozné aj za pritomnosti CI” a menSich mnozstiev Br .
pretoze vyrobea udava koeficienty selektivity clektrody k.o = 107, ks™ = 107 Vzorka viak nesmic
obsahovat’ CN", Ag’, Hg,”', Pb®", TI'. ktoré reaguji s membranou.

Chemikilie a roztoky. Standardny roztok jodidu draselného ¢(KI) = 0.2 mol/l. roztok hydrogén-
uhli¢itanu sodného ¢(NaHCO,) = 0.1 mol/l.

Pracovny postup. Standardné roztoky 107~ 10 mol/l KI (upravené roztokom NaHCO; na priblizne
rovnakn ionovu silu a pH) pripravime do 100 ml odmernych banick. Postupujeme tak. Ze zo zakladného
roztoku KI pripravime 1.10* mol/I KI, ktory obsahuje aj 1 ml roztoku NaHCO; (na tpravu pH). Dalsie
roztoky s klesajicou koncentraciou pripravime postupnym presnym zried'ovanim (vzdy 10 ml na 100
ml) a do kazdej odmernej banky pridame aj 10 ml roztoku NaHCO;. Analogicky pripravime aj vzorku 1';
10 ml vzorky pipetujeme do 100 ml odmemej banky (do ktorey sme pridali 11 ml 0.1 mol/l NaHCO,)
a doplnime s H,O po znacku. Pri vietkych roztokoch zmeriame napatie ¢lanku zloZencho z ionovo-
sclektivne) elektrody a kalomelove) elektrody spojenej s roztokom agarovym mostikom s KNO;.
Jodidova ISE sa uchovava v suchom stave. Po ponoreni elektrody do roztoku je ustalenic hodnoty £
prakticky okamzité, ale pri nizSich koncentraciach I sa odporu¢a premicS$anic merancho roztoku
elektromagnetickou mieSackou.

Z nameranych hodndt £ zostrojime kalibraény graf zavislosti mV od zaporn¢ho logaritmu koncent-
racie I', z ktorého vyhodnotime koncentraciu I' prepoéitanim na latkovui koncentraciu (mol/l) I' v po-
vodnej vzorke.

Ulohu mézeme preskusat’ aj metodou Standardného pridavku. Postupujeme tak, Ze z pripravenej vzor-
ky v 100 ml odmernej banke odpipetujeme 50 ml do suchej 100 ml kadicky s mieSacim telieskom,
pipetou pridame aj 10 ml pripraveného Standardného roztoku KI s koncentraciou ¢(KI) = 0,01 mol/l
a nechame dobre premicSat’. Po oplachnuti elektréd s vodou ich otrieme filtraénym papierom. Najprv
zmeriame samotni vzorku (hodnota E)), potom pripraveny roztok (vzorka + Standard) a zmeriame
napitie (%;). Koncentraciu I" vo vzorke vypocitame podl'a vzorca uvedeného v kapitole 3.1.3. Hodnotu
smernice S vypocitame z nameranych tdajov kalibragnej priamky.
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3.2. POLAROGRAFIA

3.2.1. Zakladné pojmy

Polarografia je elcktrochemicka analyticka metoda, zaloZena na sledovani reprodukovatelnych kriviek
zavislosti pridu od vkladané¢ho napitia pri mikroelektrolyze s kvapkovou ortut'ovou elektrodou.
Vonkajsie napatie sa vklada medzi dve elektrody: indikaéni — kvapkovi ortutovir elektrodu, ktora je
dokonale polarizovatel'na, to znamena, Ze so zvySovanim vkladaného napitia sa bude umeme menit’ jej
potencial; referenénu — najéastejSie nasyteni kalomelova clektrodu alebo nicktoru inu oddelenu elektro-
du druhého druhu, ktora je¢ nepolanzovatel'na, Pri tomto usporiadani zmena vonkaj$icho napatia sposobi
len zmenu potencialu kvapkovej ortutovey clektrody, a preto polarograficka krivka vyjadruje nielen
zavislost’ intenzity prudu od vlozeného napatia. ale aj zavislost” prudu od potencialu kvapkovej ortuto-
ve) elektrody.

Pri postupnom zvicSovani napitia spociatku neprechadza roztokom Zziadny prud (az na kapacitny
prud, ktory je potrecbny na nabijanic kondenzatora clektrodovej dvojvrstvy — jeho hodnoty su vel'mi
malé). V tom okamzZiku, ked” kvapkova elektroda dosiahne potencial, pri ktorom dochadza k elektrolyze
niektorej z latok nachadzajucich sa v analyzovanom roztoku, dochadza k rastu pradu. Latky, ktor¢ su
schopn¢ oxidacie alebo redukcic na kvapkovej ortutovej elektrode, nazyvame depolanizatory. Elektroly-
zou sa depolarizator vo vrstvicke v okoli elektrody vycerpa, takZe intenzita prudu je riadena rychlostou
difuzic depolarizatora k povrchu clektrody. Po dosiahnuti uréitého potencialu kvapkove) ortutovej elek-
trody intenzita prudu d’alSim zvySovanim napétia nevzrasta — je dosiahnuta hodnota limitného pridu -
pokial’ analyzovany roztok nic je viaczlozkovy a pr vy§sej hodnote napitia nedochadza k oxidacii, resp.
redukcii d’alSich latok.

Limitny prid sa v tom pripade, ked’ nastava prisun depolarizatora ku kvapkove) ortut'ove) elektrode
(v dosledku konc. spadu) difuziou, nazyva difiznym pradom a ta Cast’ polarografickej krivky, ktora
zaznamenava vzrast pridu z kapacitn¢ho az na difuzny, sa nazyva polarograficka vina. Typicky prie-
beh polarograficke) viny je uvedeny na obr. 25.

limitny prad

[ [mA]

— E[V]
Obr. 25. Polarograficka krivka

Prisun 16nov ku kvapkovej ortutovej elektrode moze nastat’ okrem difizie aj migraciou, t. j. pohybom
ionov medzi elektrodami vplyvom potencidlneho spadu /R, K eliminacii migraéného pridu je potrebné
pridat’ k analyzovanému roztoku nadbytok indiferentncho (zakladného) elektrolytu, ktory jednak zvySuje
vodivost’ roztoku, ako aj udrzuje pH roztoku na pozadovancj hodnote. O, sa redukuje na Hg-clektrode
v dvoch vinach

03"'2}{‘"'20 =H;0:

H;0,+2H +2¢ =2 H,0
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Tato redukcia posobi rusivo na polarograficku analyzu vacsiny depolarizatorov, a preto je nutné O,
z analyzovaného roztoku pred registraciou odstranit’. Najcastejsic sa O, z roztoku odstranuje pridom
plynného dusika alebo iného inertného plynu.

Polarograficku analyzu mézu rudit’ aj polarografické maxima. Maxima tvaru ostrych pikov, ktoré sa
objavuji pred dosiahnutim limitnej hodnoty pridu, sa oznacuji ako maxima prvého drubhu a vznikaju
spravidla v zriedenych roztokoch. Maxima druh¢ho drubu st oblé, tvoria sa v oblasti potencialu limit-
n¢ho prudu a vznikaji vo vel'mi koncentrovanych roztokoch elektrolytov. Maxima mozno odstranit
pridanim mal¢ho mnozstva povrchovoaktivnych latok (napr. Zelatiny, fuchsinu).

Pre strednii hodnotu limitného difuzneho pridu plati llkovicova rovnica

I = ]kl::!-?)"'em,“"ir_,”'_".c

konst

v ktorej z je pocet elektronov vymenenych pri oxidacii resp. reduken jednej castice,
I — Faradayova konstanta v C.mol ',
D - difazny koeficient cm’s ',
m, - prietokova rychlost ortuti g.s ',
¢ - koncentracia elektroaktivnej latky v roztoku mol/l,
k, ~ konitanta s hodnotou 0,627 cm’ g **.

Z llkovicovej rovnice vyplyva, Ze pri pouziti rovnakej Hg-clektrody (kapilary) a pri kons$tantnej vyske
ortutového stlpea je difuzny prud urcitey latky pri konStantnom zloZeni analyzovaného roztoku umerny
Jej koncentracii.

3.2.2. Diferen¢na pulzova polarografia (DPP)

Medza stanovitelnosti klasickej polarografickej metody je 1.10° mol/l. ZniZenic medze stanovitel'-
nosti polarograficke] metody je umoznené zistenim, ze polarograficky kapacitny prud je na zaciatku
narastania kvapky najvyssi (dvojvrstva sa nabija) a v poslednych fazach rastu kvapky klesa na mini-
mum, naopak, difizny priud sa zvySuje imerne s rastom kvapky az do jej odtrhnutia a je teda pred jej
odtrhnutim najvyssi.

Al -
[nA]

¥
Ey E[V]

Obr. 26. Zaznam pri diferentnej pulzovej polarografii
Princip metédy. Na linearne rastice polarizaéné napitic sa superponuje pravouhly potencialovy pulz

Standardnej vySky (vel'kosti nickol’ko desiatok mV). Pulzy su vkladané na ortut'ovu kvapku v pravidel-
nych intervaloch a si synchronizované s poslednym $tadiom rastu kvapky. Vzorkovanie prudu sa vyko-
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nava dvakrat na kazde) kvapke - v ¢ase tesne pred zacatim pulzu (/;) a tesne pred jeho ukonéenim (1).
Dlzka trvania napatového pulzu a tieZ Cas medzi zadatim impulzu a vzorkovanim /; sa voli tak. aby sa
¢o najviac obmedzil kapacitny prid. Zaznamenany signal bude rozdielom [, — 1,. Zavislost' rozdielu
I, - 1, od potencialu ma charakter maxima (obr. 26), ktor¢ho vyska je priamoumerna koncentracii
22
F D
== z A

( )mu"_ ¢ T

4RT ‘mt,
kde AZ je amplitada pravouhlého potencialového pulzu,
A, — plocha elektrody,
I — €as medzi za¢atim impulzu a vzorkovanim /.

Medza stanovitelnosti diferenénej pulzovej polarografic je 10" az 10 mol/l. Metodu mozno s tspe-
chom pouzit’ na stanovenie nizkych, ako i stopovych koncentracii anorganickych a organickych latok.

3.2.3. Analyticka aplikacia polarografie

Polarografia sa pouZiva na kvalitativnu a kvantitativou analyzu latok, ktoré sa redukuju na kvapkovej
ortutovej clektrode (vacsina kationov, anidnov, organické latky, ktoré maja oxidovatel'né alebo reduko-
vatel'ne skupiny).

Totoznost' depolarizatora udava poloha vlny na osi potencialov a je definovana polvinovym poten-
cidlom, ktory sa oznacujc symbolom E, . Je to potencial, pri ktorom difuzny prud dosahuje poloviéna
hodnotu limitného diftizneho pridu.

Pri DPP potencial vrcholu piku je dany vzorcom £, = AE/2, kde AE je vel'kost” vlozeného napito-
veho pulzu.

Ey; je konStanta, ktora nezavisi od koncentracie elektroaktivnej latky ani od charakteristik pouzitej
kvapkovej ortutovej elektrody (m,, ;). E; je konstanta zavisla od povahy latky, ktora sa zncastiuje
elektrodovej reakcie, od zloZenia zakladného elektrolytu, od teploty a pri organickych latkach od pH, ak
sa ich redukcie zucastiiuju vodikové iony. Pri dodrzani konstantnych podmienok je £/ identifika&nou
konStantou, ktora zavisi len od povahy elektroaktivnej latky

Hodnoty £, sa v polarografii udavaji vzhl'adom na potencial nasytenej kalomelovej clektrody (SKE).

Rychle, orientaéné uréenie £, sa pri starSich typoch polarografov uskutoéiiovalo metodou vztazne
viny, pri ktorej sa porovnavali E,, meranej latky s £, ionu TV (E,, TV je vo vi&Sine zakladnych elek-
trolytov konst. = -450 mV oproti SKE). Postupuje sa tak, ze za rovnakych podmienok sa zaznamenaju
viny analyzovanej latky a Tl' a z nich sa uréia hodnoty £, oboch elektroaktivnych latok. Zistena

hodnota £, analyzovanej latky sa potom koriguje rozdiclom medzi tabelovanou hodnotou a zistenou
hOdi’lOtOli E] ;1Tl!.

V sucasnosti davame pri presnych meraniach hodnoty % » prednost’ trojelektrodovému zapojeniu:
- indikaéna - kvapkova ortutova elektroda,
~ referenéna — nasytena kalomelova elektroda (SKE),
- tretia — platinova elektroda.

Zo zaznamu polarografickej viny mozno priamo od¢itat’ hodnotu £y, vzhl'adom na potencial SKE
a porovnat’ ju s tabelovanymi hodnotami. ZloZenie zakladného elektrolytu sa viak musi zhodovat' s lite-
rarnymi udajmi.
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Kvantitativna polarograficka analyza vyuzZiva lincarost’ vztahu medzi limitnym difuznym pradom
a koncentraciou depolarizatora (/4 = k.¢), a tym aj linearnu zavislost’ medzi koncentraciou a vyskou
polarografickej viny, resp. piku. Pouzivaju sa relativne metody. NajdélezitejSie z nich si-

a) Metoda analytickej krivky

Analyticka krivka v polarografii vyjadruje zavislost’ vvsky viny od koncentracie latky v Standardnych
roztokoch, pripravenych vo vhodne odstupriovanych koncentraciach. Krivka ma vicSinou priamkovy
pricbeh, ako to zodpoveda IlkoviCovej rovnici. Po ziskani krivky sa analyzuje neznamy roztok, zmeria
sa vySka viny analyzovanej latky a z analyticke) krivky sa priamo odcita koncentracia. Pri tejto metode
sa musia bezpodmienecne dodrzat’ rovnake experimentalne podmienky. ake boli pouzité pri kalibracu.

b) Metéda Standardného pridavku v jednom roztoku

K analyzovanému roztoku s ncznamou koncentraciou pridame tzv. Standardny pridavok, t. ). uréity
objem roztoku. ktorého koncentracia je znama. Tymto $tandardnym pridavkom sa zvy$i prislusna vina.
Koncentracia latky v roztoku sa vypocita podl'a vztahu

X = c'Jn"hl
Chy (b - W v

kde /1, je vvska viny roztoku neznamej koncentracie.
h> — vyvska viny po pridani Standardného pridavku,
V — povodny objem,
v — objem $tandardného roztoku s koncentraciou ¢,

¢) Metoda Standardného pridavku v dvoch roztokoch

Dva rovnaké objemy analyzovanc¢ho roztoku neznamej koncentracic napipetujeme do dvoch rovna-
kych odmernych banick. Do druhej banky pridime zname mnozstvo Standardného roztoku. Po doplneni
odmernych baniek zaregistrujeme polarograficke krivky. Vyska viny (4)), ktori sme dostali pri registra-
cii roztoku z prvej banky, zodpoveda obsahu samotnej latky, vvSka viny (h,). ktora vznikla pn
registracii roztoku z druhej banky, je vysSia v dosledku $tandardného pridavku. Na vypolet neznamej
hmotnosti x v mg pouzijeme vzt'ah

kde a je hmotnost’ latky v Standardnom pridavku (v mg). Ak vydelime uvedeny vztah 1/100 navazku,
dostaneme vysledok vyjadreny hmotnostnym zlomkom w(%.).

d) Metoda Standardného roztoku
Na analyzu sa pripravi roztok vzorky a Standardu priblizne rovnakej koncentracie a pri obidvoch sa

za rovnakych podmienok zaznamenava polarograficka krivka. Pomer vysok vin A, : hy je v pomere
koncentracie ¢, : ¢, stanovovanej latky. Koncentracia ¢, sa vypocita zo vztahu

h
C,=—=C

Y h

st
£l

kde c,, ¢y su koncentracie stanovovanej latky v analyzovanej vzorke a v §tandardnom roztoku
h,, h im zodpovedajice vysky polarografickych vin.
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Meranie vySky polarografickej viny. Sposoby vyhodnotenia vysky polarografickej viny roznych
tvarov su znazomené na obr. 27. V kazdom pripade sa vySka meria kolmo na os napitia rovnakym
sposobom pri analyzovanej vzorke, ako aj pri §tandardnom roztoku.

h

s Rl o s

c r':]_,uz I-':

Obr. 27. Meranie limitnych pridov a F,; a, b — spdsoby uréenia vysky polaro-
grafickej krivky (h); ¢ ~ sposob uréenia F, ;

3.2.4. Pristrojova technika

V sicasnosti su klasické polarografy nahradzovan¢ modernymi polarografickymi analyzatormi (PA-2.
PA-3, PA-4). Su to polyfunkéné pristroje, ktoré umoziiuju realizaciu tychto polarografickych technik:

1. klasickej polarografickej metody (DC POLAROGRAPHY),

2. vzorkovacej — TAST (TAST POLAROGRAPHY),

3. diferenénej pulzovej polarografic (DIFERENTIAL PULSE POLAROGRAPHY),

4. diferenénej pulzovej rozpustace) voltametrii (DIFERENTIAL PULSE STRIPPING VOLTA-
METRY).

PrisluSenstvo k polarografickym analyzatorom je: XY-zapisova¢ na registraciu polarogramov, static-
ka ortut'ova elektroda, ktora nahradila klasicku kvapkowvii ortut'ovii elektrodu.

Pristroje maji zabudovany trojelektrodovy systém, ¢o umoziiuje hodnotu £, odgitat’ priamo z krivky
na polarograme.

Perspektivne st polarografické analyzatory vybavené mikroprocesorom, ktory ovlada niclen vlastnu
funkciu pristroja, ale vyhodnocuje zaznamy, a tak spolo¢ne so zapisom krivky vypisuje potrebné udaje
(hodnoty £, vySky polarografickych kriviek a pod.).
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3.2.5. Kvalitativna a kvantitativna analyza anorganickych a organickych latok

Uloha 25 Separicia splyvajicich polarografickych kriviek

Vyhodou polarografie je, Ze sa daju analyzovat’ viaczlozkové vzorky a nickedy aj viac latok po sebe
v jednej analyze za podmienky, Ze ich polvinové potencialy sa dostatoéne lisia. Pri klasickej polarografii
AE,;; dvoch zlozick musi byt’ 200 — 250 mV, pri DPP 50 - 60 mV. Ak su v roztoku dva depolanzatorv
s vel'mi blizkym £, ich viny splyvajid a nedaju sa jednotlivo vyhodnotit’ Jednou z metod uplne
eliminujucu tito (z hladiska polarografického kvalitativnecho a najma kvantitativneho hodnotenia)
nevyhodnu situaciu je chemicka separacia polarografickvch kriviek oboch zloziek viazanim jedne) z nich
do komplexu, ktory ma £, dostatoéne posunuty k negativnej$im hodnotam

Princip uvedenej metody si experimentalne objasnime na sustave 10nov Pb:: a TI", ktorych polarogra-
fické viny v kyslom a neutralnom prostredi znaéne splyvaji. Separaciu ich vin dosiahneme zalkalizova-
nim vzorky s KOH, pésobenim ktorého sa Pb*' viaze do hydroxokomplexu a jeho K, sa posunie
k negativnej§im hodnotam, kym £, T1" zostava bez zmeny

Zadanie. Ur¢ite hodnoty £, TI" a Pb®" vo vzorke po predchadzajicej separacii ich splyvajicich vin

Chemikilie a roztoky. Roztok dusiénanu olovnat¢ho s koncentraciou ¢[Pb(NO;);] = 0.01 mol/l;
roztok dusiénanu talneho ¢(TINOs) = 0,01 mol/l; zakladny elektrolyt — roztok dusiénanu draselncho
¢(KNO;) = 0,1 mol/l; roztok Zelatiny w(zel.) = 0.5 %: tuhy KOH p. a.

PouZité pristroje a podmienky polarografického merania

Polarograficky analyzator PA-4 s XY-zapisovacom:

— prepinaé funkcii v polohe DC,

- riadeny cas kvapky 4 s,

—amplituda pulzu 0,

— rychlost’ narastu polarizaéncho napéitia 20 mV/s,

- rozsah napitia 0 — 4 V,

~ krivky registrujeme od —0.2 V s narastom polarizaéného napatia smerom k negativnym hodnotam.

Elektrodovy systém: indikaéna — staticka ortut’ova elektroda v trojelektrodovom zapojeni s nasytenou
kalomelovou a platinovou elektrodou.

Pracovny postup. Do polarografickej nadobky dame 10 ml zakladného clektrolytu (dusiénan drasel-
ny), pridame 6 kvapick roztoku Pb(NO;), a 2 kvapky Zelatiny. Roztok zalozime k polarografovaniu
a po vytesneni kyslika dusikom (5 min) pri vhodnej citlivosti zaznamename polarograficku vinu podla
hore uvedenych polarografickych podmienok merania. Daldiu vinu registrujeme za nezmenenych pod-
micnok po pridani 6 kvapick roztoku TINO; k pévodnému roztoku a po 5 min zavadzania dusika (viny
Pb** a TI' na zazname splyvaji). Analogicky zaznamenavame poslednii vinu po pridani 3 — 4 zmieéok
tuh¢ho KOH a opéatovnom prebublani dusikom. Na polarograme dostaneme dvojvinu — prva zodpoveda
redukcii TI" a druha [Pb(OH)s] .

Vyhodnotenie merania. Sposob odgitania vysky polarografickych vin a zistenie £\, je naznadeny na
obr. 27.
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Uloha 26. Stanovenie kyseliny barbitiirovej a jej derivatov
klasickou polarografickou metédou

Roztoky kyseliny barbitirovej, resp. jej derivatov (ich chemické zlozZenie pozri kap. 2.1.4., dloha 12),
ktor¢ nemaju substituovany vodik v skupine = NH, poskytujii v prostredi Na;B40, anodické krivky
prislichajuce tvorbe nerozpustnych zlicenin s ortutou. Limitujicim dejom je adsorpcia nerozpustnej
ortutnatej soli na ortutovej elektrode. Vyska viny je priamotimerna koncentracii kyseliny barbiturovej,
resp. jej derivatov v koncentraénom rozmedzi 1.10° ~ 1.10~° mol/l.

Zadanie. Klasickou polarografickou metodou stanovte hmotnostnii koncentréaciu (g/1) kyseliny barbi-
turovej v roztoku vzorky metédou Standardncho pridavku v dvoch roztokoch.

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok kyseliny barbiturovej ¢(kys. barbitur.) = 0,001 mol/l;
zakladny clektrolyt roztok tetraboritanu disodného ¢(Na;B.O; . 10 H:0) = 0,05 mol/l; roztok Zelatiny
w(zelatina) = 0,5 %.

PouZité pristroje a podmienky polarografického merania.
Polarograficky analyzator PA-4 s XY-zapisova¢om:
— prepinac funkcii v polohe DC,
— riadeny ¢as kvapky 4 s,
—amplitada pulzu 0,
- rychlost’ narastu polarizacného napiatia 20 mV/s,
- rozsah napitia 0 - 4 V,
— krivky registrujeme od -0,4 V s narastom polarizaén¢ho napatia smerom k pozitivnej$im hodnotam.

Elektrodovy systém: indikaéna — staticka ortutova clektroda, referenéna — nasytena kalomelova clek-
troda.

Pracovny postup. Do dvoch 100 ml odmernych banick kvantitativne prenesieme vzorku, pridame
10 ml roztoku zakladného elektrolytu Na,B.O- a 10 kvapiek roztoku Zelatiny. Do druhej banky okrem
uvedenych komponentov odmeriame pipetou este 5 ml tandardného roztoku kyseliny barbiturovej. Obi-
dve banky doplnime vodou po znacku. Druhy roztok obsahujuci vzorku a Standard zalozime k polaro-
grafovaniu. Po vytesneni kyslika dusikom zaznamename polarograficku vinu za uvedenych podmienok
merania pri vhodnej citlivosti. Za rovnakych podmienok zaregistrujeme vinu roztoku obsahujicu len
vzorku.

Vyhodnotenie merania. Zistime vySku viny vzorky (k) ako aj vySku viny vzorky s pridavkom
Standardu (4,). Podl'a vztahu uvedeného v kap. 3.2.3., ods. ¢ vypocitame obsah kyseliny barbiturovej
vo vzorke.

Uloha 27. Stanovenie manganatych iénov metédou diferenénej pulzovej polarografie

Redukcia manganatych i6nov na kvapkove) ortutovej elektrode sa prejavi na DPP zazname dobre
vyvinutym pikom, ktorého vyska je linearnou funkciou koncentracie manganu

Mn" +¢ =Mn™ E, =-0,490 mV,, SKE

Zadanie. Stanovte hmotnostnu koncentraciu manganu (g/l) vo vzorke metddou Standardného roztoku.
Vyhodnot'te ziskané piky aj po stranke kvalitativnej.

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok siranu manganatého ¢(MnS0.) = 0,001 mol/l; roztok tri-
etanolaminu c(trietanolamin) = 0,5 mol/l; roztok hydroxidu sodného ¢c(NaOH) = 0,5 mol/l.
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PouZité pristroje a podmienky polarografického merania.
Polarograficky analyzator PA-4 s XY-zapisovaom:

- prepinaé funkcii v polohe DPP,

- riadeny ¢as kvapky FS DPP,

—amplituda superponovaného pulzu 50 mV,

- rvchlost’ narastu polarizaéného napitia 20 mV/s.

Elektrodovy systém: indika¢na — staticka ortutova elektroda v trojelektrodovom zapojeni s nasytenou
kalomelovou a platinovou elektrodou.

Pracovny postup. Do jednej 100 ml odmernej banky odmeriame 5 ml standardncho roztoku MnSO,
a do druhej 100 ml odmemej banky kvantitativne prelejeme roztok vzorky obsahujici Mn®*. Do oboch
baniek potom pridame 10 ml trictanolaminu a 10 ml roztoku NaOH. Roztoky pretrepavame asi 1 min.
V tejto faze nastane oxidacia Mn®* viazaného do komplexu s trictanolaminom na Mn®' vzdugnym kysli-
kom. Odmemé banky doplnime destilovanou vodou na predpisany objem a premicSame. Po nastaveni
hore uvedenych polarografickvch parametrov merania a po odstraneni kyslika z roztoku dusikom regist-
rujeme DPP polarogram Standardného roztoku a roztoku vzorky.

Vyhodnotenie merania. Hodnotu potencialu vrcholu piku uréime sposobom naznacenym na obr. 26.
Obsah manganu v analyzovane) vzorke vypocitame tak, ze do vztahu platn¢ho pre metodu Standardného
roztoku (kap. 3.2.3., ods. d) dosadime vysku piku Mn™ v Standardnom roztoku a vo vzorke. ako aj
obsah manganu v Standardnom roztoku. Sposob uréenia vysky pikov je naznaceny na obr. 26.

Uloha 28. Stanovenie olovnatych a kademnatych iénov vedl’a seba
metddou diferentnej pulzovej polarografie

Olovnaté, ako aj kademnaté i6ny sa v prostredi octanoveho timivého roztoku (pH = 4.7) redukuji na
kvapkove) ortutovej elcktrode podla rovnice

Pb> +2¢ =Pb’ E, = -0,420 mV,,.SKE
Cd* +2¢ =Cd’ E, =-0,610 mV,, SKE
pricom poskytuji dobre vyvinuté piky, ktoré maja difuzny charakter, o znamena, ze vyska piku jc

priamoumerna koncentracii ionu v analyzovanom roztoku.

Zadanie. Technikou diferenéne) pulzovej polarografie stanovte hmotnostni koncentraciu olova a kad-
mia v roztoku vzorky (g/1) metodou analytickej krivky.

Chemikilie a roztoky. Standardny roztok dusiénanu olovnatého c[Pb(NO:);] = 0,001 mol/l;
Standardny roztok dusi¢nanu kademnatého ¢[Cd(NO;);] = 0,001 mol/l; zakladny elcktrolyt octanovy
timivy roztok s pH = 4,7,

Pouiité pristroje a podmienky polarografického merania.
Polarograficky analyzator PA-4 s XY-zapisova¢om:
— prepinaé funkcii v polohe DPP,
- riadeny €as kvapky FS DPP,
- amplituda superponovaného pulzu 50 mV,
— rychlost’ narastu polariza¢ného napitia 20 mV/s.
Elektrodovy systém: indikacna — staticka ortut'ova clektroda, referenéna nasytena kalomelova clektroda.
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Pracovny postup., Do piatich 100 ml odmernych baniek odmeriame postupne 4, S, 6, 7, 8 ml
Standardné¢ho roztoku dusiénanu olovnatého, ako aj rovnaky objem Standardn¢ho roztoku dusi¢nanu
kademnatého. Do d’al$¢j 100 ml odmernej banky prenesicme kvantitativne vzorku. Potom do vsetkych
Siestich odmernych baniek pridime 10 ml octanového timivého roztoku a doplnime vodou po znacku. Po
odstraneni kyslika dusikom registrujeme DPP polarogramy podl'a uvedenych podmienok.

Vyhodnotenie merania. Zmeriame vySky pikov Standardnych roztokov a zostrojime graf zavislost:
vySky piku od koncentracie stanovene) latky. Zmeriame vySku piku stanovovane) latky a z analyticke)
krivky priamo od¢itame koncentraciu.
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4. NUKLEARNE ANALYTICKE METODY

4.1. IDENTIFIKACIA RADIONUKLIDOV MERANIM SPEKTRA
BETA ZIARENIA

4.1.1. VSeobecna cast’

Beta rozpadom nazyvame také premeny jadra, pri ktorych vznika vzajomna premena nukleénov
tvoriacich jadro. Ide o negatronovi premenu, pozitronovii premenu. resp. o elektronovy zachyt. Nega-
tronova a pozitrénova premena je sprevadzana vysiclanim negatronu, resp. pozitronu z jadra. Pri kazdej
z tychto premien sa vzdy uvolTiuje konStantné mnozstvo energic. ktori si odnaSaji Castice vysielané
zjadra vo forme ich kinctickej energic. No na rozdiel od alfa Ziarenia, ktor¢ je monoenergetické.
pozorujeme pri beta Ziareni polyenergeticke spektrum. pretoZe sucasne s beta asticou sa z jadra vysiela
Castica neutrino (v) a uvol'nena energia sa rozdel'ujc medzi ticto vyzarované ¢astice. Sumarnu energiu
tychto Castic (napr. ¢ a v), vyziarenych pri jednom rozpade, nazyvame maximalnou energiou

Epax=E, +Ev

a zodpoveda energii uvol'nengj pri danej jadrovej premene. Tato energia je charakteristicka pre ten-
ktory typ premeny dané¢ho radionuklidu. Na zaklade stanovenej hodnoty £, méZzeme (ak stanovime aj
polcas rozpadu) zistovat, resp. dokazovat pritomnost’ alebo Cistotu radionuklidu v skumanej vzorke.
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Obr. 28. Energetické spektrum Ziarenia *p
N — relativny pocet impulzov, MeV — energia beta Castic

Energetické spektrum vysiclanych negatronov ma spojity charakter a vyskytuju sa tu s rdznou
pravdepodobnost'ou negatrony od nulovej energic az po maximalnu energiu. Na obr. 28 je uvedeny
priklad energetického spektra negatronov vznikajicich pri rozpade 7 p—£—32S | ktorého rozpadova
schéma jc znazornena na obr. 29. Pocdet negatronov s minimalnou (nulovou) a maximalnou energiou
(Emae = 1,72 MeV) sa bude blizit’ k nule. Maximum na krivke (pri energii £ ~ 0.5 MeV) zodpoveda
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najvicsej pravdepodobnosti, Ze negatron z jadra bude mat’ tuto energiu. Priemernu energiu uvolnenych
negatrénov nazyvame strednou energiou a rovna sa priblizne jednej tretine maximalnej energie

"E'___ ﬁmax
3

Pri negatronovom rozpade méZzeme nickedy pozorovat’ aj viac skupin beta €astic s réznou maximal-
nou encrgiou. Ako priklad spomenieme beta premenu “Fe (obr. 30). Vznikaju tu dve skupiny beta
dastic s Ema = 0,26, resp. 0,46 MeV. Ked'ze vysledny nuklid *Co je v rdzne excitovanom stave.
prebytoénej energie sa potom zbavuje vyziarenim gama kvant s réznou energiou (1,3, resp. 1.1 MeV).
Celkové energetické spektrum beta ¢astic uvolnenych pri beta premene *Fe je uvedené na obr. 31.
Sumarnu krivku mozno rozdelit’ na dve skupiny s réznou hodnotou Emax.

59
_.Q 2" 4834
P 143d /3 Q26 MeV
(50%)
/3046 Mev P
(50%.)
A 171Mev
JraMev | | }13Mev
25 (skabit) 23 Co (stabil)
Obr. 29. Rozpadova schéma **p Obr. 30. Rozpadova schéma *“Fe

Pomocou nuklearnych spektrometrov mozno maximalnu energiu beta Ziarenia a celkovy priebeh
spektra ur€it’ s vysokou presnostou. Preto by tato metoda bola velmi vhodna aj na identifikaciu
radionuklidov. Potrebné zariadenia st vSak pomerne komplikované a vo vacsine laboratorii nie su k dis-
pozicii; na meranie sa vyZaduje — vzhladom na maly podiel detegovanych ¢astic — pouzit’ vzorky
s vysokou aktivitou,

A n ks

0 a1 @z @ Q¢ MV

Obr. 31. Energetické spektrum beta ¢astic “Fe

Metody su zaloZzené na uplnom pohlteni energie beta Castic v krystali scintilatora (najcastejSie antra-
cénovom), resp. v plynnej naplni proporcionalneho poéitaéa. Vyhodou tychto metod je moznost’ merania
aj pomerne nizko aktivnych preparatov. V pripade scintilacnej metody je mozné — zavedenim merane)
vzorky priamo do oscilatora — odstranit’ aj vplyv absorpcie, samoabsorpcie a spatného rozptylu. Tato
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metoda je vhodnejSia na urlenie vysSich hodndt E,.., zatial' €o proporcionalna metoda je zasa vhodna
na uréenic Emax do hodnét 0,1 — 0,25 MeV. Aj tieto dve metody st pomerne naroéné na pristrojovii
techniku.

Uloha 29. Identifikicia spektra “Fe, *p

Opis pristroja. Spektra meriame na laboratdmej meracej suprave NZQ 605 (obr. 32), ktora pozosta-
va z blokovych ¢asti: stabilizovanych zdrojov nizkeho napitia (I a II), zdroja vysokého napatia (111).
meraca pocetnosti impulzov (1V). elektronickych stopick (V), analyzatora impulzov (VI). riadiacej jed-
notky (VII), riadenia tlace (VIII). linearneho zosiliiovaca (IX).

Zapneme meraciu supravu, §tandard umiestnime do vymedzencho pricstoru a za dany ¢as (60 s) zme-
riame energetické spektrum posunom kandlov analyzatora od 1 do 99. Rovnakym spdsobom meriame
zadanu vzorku.

Postup pri merani. Po prepojeni meracej supravy na sict’ zapneme vypinaé (1), tlac¢idlom | Start™ (2)
v casti (I) zapneme stabilizovany zdroj nizkeho napatia, ¢im sa rozsvictia dekatrony ¢itaca a stopick.
Scintila¢na sonda je kablom pripojena na koncktor (4) v ¢asti (IX).

Zapne sa zdroj vysokcho napitia vypinacom (3) a nastavi sa pracovné napatie na detektor prepinacom
(6) v casti (111).
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Obr. 32. Laboratorna meracia suprava NZQ 605

Na meranie spektier radioaktivncho Ziarenia zapneme v €asti (VI) druhé tlacidlo == (rezim jednoka-
nalovy analyzator) a prepinacom (7) nastavime hodnotu 02 (Sirka okna). Prepinacom (8) prepiname
postupne od 0 do 99 na meraci ¢as, ktory si nastavime prepinacom (9) v ¢asti (V). V ¢asti (IX) - linear-
ny zosiliiova¢ — prepinacom (10) nastavime derivaénu konstantu | a integracnu konstantu na minimum.
Prepina¢ polarity (11) na znamienko (-). Zosilnenic signalu z detektora sa upravi prepinacom (12)
podla energie radioaktivneho Ziarenia (najcastejSic na hodnotu 0,2 dB, pripadne vacsiu! V ¢asti (VIII)
prepinac (13) prepneme do polohy MAN, prepinaé (14) a (15) do polohy 1. Prepinace riadiacej jednotky
(VII) zostavaju pri spektrometrii v predom nastavenej polohe, prepina¢ (16) v polohe 1, prepinac (17)
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v polohe NE. Citaé (IV) nastavime prepinacom (18) do polohy RUCNE, prepinac (19) a (20) do polohy
VYPNUTO. V priebehu celého merania pristroj ovladame tla¢idlom (21) $tart, nula. Pred vypnutim
pristroja najskor zniZime vysoké napitie na minimalnu hodnotu pomocou prepinaca (6). prepinaé (5)
dame do polohy 0 a vypneme sietovy vypinaé (1).

Spracovanie vysledkov. Namerané vysle_dky zaznamenavame do tabulky a znazornime graficky (na
0s y nanasame namerant pocetnost’, na os x ¢isla kanalov analyzatora).

Na zaver porovnavame pricbehy oboch spektier z h'adiska maximalnej a strednej energie.

Udaje na zostrojenie beta spektier
Namerana pocetnost’ (imp/t)
Standard Neznama vzorka
|
2
3
99
Pracovné napatie: Zosilnenie:

4.2. IDENTIFIKACIA RADIONUKLIDOV MERANIM SPEKTRA
GAMA ZIARENIA

4.2.1. VSeobecna Cast’

Ziarenic gama ma &iarové spektrum. Pre identifikaciu gama zdroja je ddlezité uréit” pocet a encrgiu
Jednotlivych Ciar - pikov, nachadzajicich sa v meranom spektre.

Zmeranim spektra gama Ziarcnia neznameho radionuklidu mézeme stanovit’ energiu jeho Ziarenia, ¢o
umoziiuje jeho identifikaciu. V pripade zmesného Ziarenia viacerych radionuklidov zmeranie spektra
umoziiuje stanovit’ energie a aktivity jednotlivych zloZick gama Ziarenia.

Energetické spektrum gama Ziarenia sa zmeria pomocou scintilaéného detektora a amplitidového gama
spektrometra. Scintilaény detektor pozostava z gama scintilatora (oby¢ajne krystal Nal/Tl), spektromet-
rick¢ho fotonasobiéa a predzosiliiovaca. Amplitidovy spektrometer pozostava zo zosiliiovaca impulzov,
Jjedno- alebo viac kanalového amplitidového analyzatora a pocitaca pocetnosti impulzov, pripadne zapi-
sovaca spektra.

Scintila¢na spektrometria je zaloZena na imernosti medzi vel'kost'ou zablesku v scintilatore a energiou
ziarenia, ktora tento zablesk vyvolala. Zablesk je fotonasobi¢om linearne zosilneny a preto vyska alebo
vel'kost’ impulzu na vystupe fotonasobiéa odpoveda energii dopadajucej Castice.

Pri interpretacii gama spektra treba vziat’ do Gvahy jeho Strukturu v nicktorych podrobnostiach. Na

vzniku gama spektra sa zucastiiuja vSetky druhy interakcie gama kvant so scintilatorom (fotoelektricky
jav, Comptonov rozptyl a vznik elektronového paru).

Pri fotoelektrickom jave foton strati celd svoju energiu v scintilatore a vysledkom bude scintilacny
zablesk umemy energii fotonu,
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Na krivke zobrazujucej spektrum vznika viac-menej vyrazné maximum — fotopik, ktory ma v podstate
tvar Gaussovej krivky. Poloha a velkost' piku su zdrojom informacie o energii a intenzite fotonov.
Fotopiky st dominantnou zlozkou gama spektra. Pri Comptonovom rozptyle sa len ¢ast’ energie fotonu
odovzda elektronu. Comptonov elektron je zabrzdeny v scintilatore a rozptylené gama Ziarenie moze byt
absorbované fotoelektrickym javom, alebo mdze opustit’ kryStal. Ak nastane prvy pripad, fotoelek-
trickym javom prejde cela energia fotonu na elektron, &im prispieva k tvorbe spektra vo forme fotopiku.
Ked' nedochadza k d'alsej interakcii, na tvorbe spektra sa zidastiiuji len Comptonove elektrony, ktorych
encrgia sa pohybuje od nuly po uréitii maximalnu hodnotu dani vztahom

_4E?
C U 4E +1

kde E¢ je encrgia Comptonovych elektronov, E - encrgia pdvodného gama Ziarenia.

Vysledkom bude Sirok¢é Comptonove kontinuum v gama spektre, encrgeticky nizSie ako fotopik.
Comptonove kontinuum sa kon¢i pred fotopikom Comptonovou hranou, ktora zodpoveda energii dane;
uvedenym vzt'ahom.

Podobne 1 vznik elektronového paru, ktory sa s uréitou pravdepodobnostou uplatiiuje pri £ > 1,02 MeV,
moZe sa zucastiiovat’ na tvorbe spektra dvoma spdsobmi:
a) encrgiou vzniknutého negatronu,

b) energiou fotoelektronu vytvoreného z foténu, ktory vznikol spatnou anihilaciou.

pik spétného rozptylu

| enihilaény pik
| 0t Mev

fotoplk 1,0 MeV

F

n [dE]

Comptonov =7
ik

. i

Comptonova hrana

(0.8 MeV)

\

E[MeV]

Obr. 33. Znazornenie interakénych dejov vysokoenergetického gama
Ziarenia pri merani scintila¢nym detektorom

Takto vznika pik tvorby parov. Ak dany radionuklid emituje rontgenové Ziarenie, prislucha jeho
energii fotopik, podobne ako v pripade gama kvant. Vsetky tieto efekty su znazornené na obr. 33.

Aktivita skimaného radionuklidu sa moZe vyhodnotit’ na zaklade nicktorého z jeho fotopikov. Moino
merat’ plochu fotopikov alebo presne vymedzenej asti fotopikov. Pretoze spektra skiimanych vzoriek si
suctom spektier réznych radionuklidov, tiloha kvantitativneho a kvalitativncho vyhodnotenia sa komplikuje.

Ur&enie energie Ziarenia spolu s pol¢asom rozpadu radionuklidu umoziuje presnu identifikaciu radio-
nuklidu.
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Uloha 30. Identifikicia spektra **Fe

Opis pristroja. Spcktra zmeriame na scintilanom amplitidovom spektrometri NZQ 714 T (schéma
obr. 34), ktory pozostava z blokovych €asti: stabilizovan¢ho zdroja napétia (I), zdroja vysokého napitia
(I1), lincarncho zosiliiovaca (I1I), analyzitora impulzov (IV), meraca poéetnosti impulzov a éasového
spinaca (V). dckad meraca pocetnosti impulzov (VI).
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Obr. 34, Laboratérna meracia suprava NZQ 714 T

Zapneme meraciu supravu, Standard umiestnime do vymedzeného priestoru a za dany éas zmeriame

energetické spektrum posunom kanalov analyzatora od 1 do 99. Rovnakym spdsobom meriame zadant
vzorku.

Postup pri merani. Zapneme sietovy spina¢ (1), stla¢ime tlacidlo Start (2), prepinaé (5) nastavime do
polohy + a pomocou prepinacov (3) nastavime pozadovanu hodnotu vysokého napitia. ktoré sa
kontroluje na meracom pristroji (4). Na vstup (7) je pripojena meracia sonda. Derivaénu konstantu (8)
nastavime na hodnotu 20 ps, utlm (9) na 40 dB a diskriminaénu urovei (10) na hodnotu 1. Na panchi
(IV) zatla¢ime druhé tlacidlo (11), na regulatore (12) nastavime uroven 02 a regulator (13) postupne
posunujeme od 1 do 99. Prepinac (14) dame do polohy meranie. Tlaéidlami stop a nula (18) pripravime
pristroj na hodnotu vyp a na prepinaéi (20) nastavime vyzadovanu dobu merania. Po stlaceni tlacidla
Start (18) pristroj automaticky meria pocetnost’ prisluchajicu skamanej vzorke a nastavenému kanalu.
Pred vypnutim pristroja najprv znizime vysoké napitie na minimalnu hodnotu a potom vypneme siet'ovy
vypinac (1).

W

Obr. 35. Vyhodnotenie plochy piku

Spracovanie vysledkov. Namerané vysledky zapisujeme do prislusnych tabulick. Fotopik *’Fe ma
energiu 1,2 MeV.
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Udaje na zostrojenic gama spektier
Standard *’Fe Neznama vzorka
Kanal ¢. | Poget impulzov za ¢as 1 | Podet impulzov za Cas /
1
2
3
99
Pracovné napiitie: Zosilnenic:

Plocha fotopiku §tandardu “'Fe: P, = cm’; K=
Plocha fotopiku neznamej vzorky: P, = cm®;
Aktivita $tandardu “Fe: A= Bg
Aktivita neznamej vzorky: A=A, K= Bq
1. V spektre “Fe a vzorky posledny fotopik extrapolujeme k osi usegiek podla obr. 35. Uréime
spo€itanim vy¢iarkované plochy. Uréime pomer plochy fotopiku Standardu (7)) a vzorky (F-)

f'z-sz z ¢oho P :Kl ‘P[

R

2. Hodnotou K, vynasobime vsetky hodnoty spektra Standardu *Fe a ziskané hodnoty odpogitame od
hodnét spektra vzorky.

3. Vypocitame aktivitu z hodnoty §tandardu podl'a vztahu

AX=A5.K!

kde A, je aktivita Standardu v Bq.
Na zaklade vysledku urobime zaver o identite spektier.

4.3. RADIONUKLIDOVA RONTGENOVOFLUORESCENCNA ANALYZA

4.3.1. Princip metédy

Réntgenovofluorescenéna analyza sa zaklada na interakcii Ziarenia s analyzovanou latkou a na merani
intenzity Ziarenia vysiclaného stanovovanou zlozkou, Tento postup patri medzi moderné metody inStru-
mentalnej analyzy. Vyznaduje sa rychlostou a presnostiou pri analyze latok s réznym zloZenim a roz-
liénou fyzikalnou Struktirou. Je to metoda prvkovej analyzy.

V désledku interakcie vhodného Ziarenia s analyzovanou vzorkou jej stanovovana zlozka vysiela ront-
genovofluorescenéné Ziarenie. Encrgia Ziarenia je charakteristicka pre emitujuci (v tomto pripade stano-
vovany prvok) a hustota toku €astic je imerna mnozstvu stanovovanej zlozky v analyzovane) vzorke.

Interakcia nizkoenergetického elektromagnetického Zziarenia (< 100 keV) s latkou, ktorou Ziarenie
prechadza, ma prevazne povahu fotoelektrického javu.
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Za predpokladu, ze foton ma dostatoénu cnergiu, vyraza z atomu absorbujicej latky elektron, spra-
vidla z K-hladiny. Pravdepodobnost’ interakcie s K-clektronom je relativne vel'ka pre tie fotony. ktorych
energia presahuje vdzbovi energiu na K-vrstve. ZvysSok interakcie sa tyka L-elektronov. Uprazdnené
miesto na K-vrstve, pripadne L-vrstve sa zaplni elektronom z niektorej vysSej kvantovanej hladiny. Pre-
skok elektronu zo vzdialenej$ej hladiny na niektora vndtornit hladinu je spaty s vyslanim charakteris-
tick¢ho rontgenového ziarenia — fluorescenéného Ziarenia.

Medzi energiou emitovaného rontgenového ziarema K,-séric s protonovym ¢islom vyzarujuceho
prvku (Z) plati vztah, ktory odvodil Moseley

v
—=0,874(Z- 1,13
1‘Rk (Z-1.13)

kde v je kmitopocet fluorescenéné¢ho Ziarcnia a R je Rydbergova konstanta.

Atomové ¢islo

Obr. 36. Grafické vyjadrenic Moseleyovho vzt'ahu

Grafické vyjadrenie Moscleyovho vzt'ahu je na obr. 36. Podl'a energie emitovaného rontgenoveho fluore-
scenéného Ziarenia sa méze urcit’ prvok, z ktoré¢ho atomu prislusné energetické kvantum pochadza. Cha-
rakteristické rontgenové spektrum skumanej vzorky obsahuje jednotlivé ¢iary rontgenového spektra prvkov
pritomnych vo vzorke. Intenzita ¢iar je podmiefiovana koncentraciou prislusnych prvkov vo vzorke.

lonizacia na K-vrstve moze nastat’ napriklad oziarenim prvku gama Zziarcnim vhodnej energie. Pri
ozarovani latky opisany proces bude nepretrzite prebichat’ a prvok bude stale vysiclat' rontgenovo-
fluorescenéné Ziarenie o energii, ktora mu prislicha podl'a Moseleyho zakona. Intenzita tohto Ziarenia
bude tym vadsia, ¢im vicSia je koncentracia vybudeného prvku v ozarovanej latke. Zmeranim intenzity
tohto Ziarcma teda mézeme prvok stanovit’.

Na obr. 37 vidime rontgenovofluorescenéné spektra latky obsahujicej zinok v roéznych koncentra-
ciach. Vysielané Ziarenic ma energiu £, a so stupajucimi koncentraciami Zn stupa jeho intenzita,
merana vo vyznacenej ¢asti spektra.

Uloha 3 1. Stanovenie utinnych zloZiek lietiv

Opis pristroja. Laboratorna meracia siprava NZQ 717 T s pocitacom impulzov je uréena na mera-
ni¢ jednotlivych vzoriek radioaktivnych latok. Méze sa pouZit’ v spojeni so scintilaénou sondou, GM
trubicou alebo prietokovym poéitatom. Pozostava z blokovych casti (obr. 38): stabilizovaného zdroja
napitia (I), stabilizovaného zdroja napitia (II), meraca pocetnosti impulzov (III), stabilizovancho zdroja
vysokého napitia (IV), linearncho zosiliiovaca (V), amplitidového analyzatora impulzov (VI), poéitaca
impulzov (VII), meraca ¢asu (VIII).
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N [imp/s]

E, E [keV]

Obr. 37. Rontgenovofluorescencne spektra latok obsahujucich zinok,
vybudené pomocou radionuklidového zdroja “*Pu. Kolmicami si
vyznac¢ené hranice vyhodnocovancj ¢asti spektra. 1 — vzorka ncobsa-
hujica Zn. 2 — vzorka s obsahom 1 % Zn, 3 — vzorka s obsahom
2 % Zn, Ey - energia fluorescenéného Ziarcnia Zn

Postup pri merani. Zapneme sietovy vypina¢ (1), stlac¢ime tlacidlo Start (2) — spravnu ¢innost’ signa-
lizujii rozsvietené tlejivky, prepinaé VN (8) nastavime do polohy + a pomocou prepinaéov (6) a (7)
nastavime pozadované vysoké napatie. hodnota ktorého sa ukaze na meracom pristroji (9). Na vstup
(10) je pripojena meracia sonda. Derivaénu konstantu (11) nastavime na hodnotu 20 ps, utlm (13) na
10 dB, diskriminacnu uroveii (14) na hodnotu Z 9. Na paneli (VI) zatla¢ime druhé tlacidlo (16). uroven
1 pomocou prepinaca (17) na hodnotu 02 a drovein 2 prepina¢om (15) postupne od hodnoty 0 po 99.
Prepinac (21) dame do polohy ruéne, predvol’bu impulzov (22) do polohy vypnuto. Funkciu stop. Start.
nula signalizuju tlejivky (19), ktor¢ ovladame tlacidlom (20). Po stlaceni tla¢idla (20) pristroj automa-
ticky zaznamenava pocetnost’ prisluchajucu skumanej vzorke na dekatronoch (18). Uvedené tladidlo
slazi aj na pripadné zastavenie pristroja a vynulovanie meraca (18). Pomocou prepinaca (25) nastavime
potrebny ¢as merani, ktory postupne po zapnuti pristroja narasta na dekatréonoch (23). Pred vypnutim
pristroja najskor zniZime vysoké napitic na minimalnu hodnotu pomocou prepinacov (6) a (7), prepinaé
(8) dame do polohy 0 a vypneme sictovy vypinaé (1).
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Obr. 38. Laboratérna meracia suprava NZQ 717 T
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Pracovny postup. V usporiadani podl'a obr. 39 na analyzovani litku (2), umiestneni vo vzorkovnici
(1) dopada Ziarenie z radionuklidového zdroja (3). Vzniklé réntgenovofluorescenéné Ziarenic je detego-
van¢ scintilaénym detektorom (4). Pouzity radionuklidovy zdroj je tieneny Pb-krytom, ktory zabraiiuje
oziareniu detektora. Detektor je pripojeny na gama spektrometer.

Do vzorkovnice dame latku, ktora obsahuje analyzovany prvok v najvyssej koncentracii. Zmeriame
spektrum fluorescenéného Ziarenia tejto vzorky. Kanal spektrometra nastavime trvalo do polohy odpo-
vedajucej cnergii rontgenovofluorescenéného piku stanovovaného prvku. Zvolime maximalnu Sirku
kanala spcktrometra. Tym sme nastavili spektrometer na meranie intenzity Ziarenia v celej encrgetickej
oblasti vyznacencj kolmicami na obr. 37, t.j. na meranic temer vsetkych kvant réntgenovofluores-
cenéného Ziarenia.

Obr. 39. Geometrické usporiadanie pri radionuklidovej réntgenovo-
fluorescen¢nej analyze

I — vzorkovnica, 2 - merana vzorka, 3 — radionuklidovy zdroj,
4 — detektor charakteristického Ziarenia (scintilatna sonda)

Pri takto nastavenom spektrometri meriame postupne intenzitu rontgenovofluorescenéného Ziarenia
Standardnych i neznamych vzoriek. Vzorkovnice pritom naplnime tak, aby merana latka tvorila vrstvu
hrubu aspoil 2 cm. Fluorescenéné Ziarenie totiz vznika hlavne na povrchu vzorky obratenom k Ziaricu,
pretoze do hlbsich ¢asti budiace Ziarenic neprenikne. Dobu meramia volime tak, aby poéty impulzov boli
vacsie nez 100 000. Pre kazdé meranie vypoéitame Statisticki chybu.

Z nameranych hodndt zostrojime analyticku krivku (obr. 40) a z n¢j od&itame koncentraciu nezna-
mych vzoriek.

Spracovanie vysledkov. Nameran¢ spektrum vyhodnotime podl'a obr. 40. Vysledky merania vzoriek
zostavime do tabul'ky:

Analyzovana latka:
Stanovovany prvok:

Pouzity Ziari¢:

w % stanovovaného | Cas merania 1(s) | Po&et impulzovza | Statisticka chyba
prvku das (1) merania

Z tabulkovych hodnét zostrojime analyticka krivku. Odcitame koncentracie neznamych vzoriek. Zo
Statistickej chyby merania a zo strmosti analytickej krivky uréime chybu analyzy.
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