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SLOVO AUTORU

Tato skripta navazuji na ,Cviceni z Analytické chemie 1, analyticka
chemie kvalitativni“. Jsou uréena pro magistersky studijni program Farmacie
vyucovany na Farmaceutické fakulté VFU Brno.

Skladba uloh vychazi z plvodnich skript ,R. Opattilova, J. Jampilek, 1.
Liska, Ndvody do cvi¢eni z analytické chemie. Kvantitativni analyza, VFU
Brno, 2007“, ale jsou modernizované (instrumentalni tlohy) a zamérené na
konkrétni analyty i instrumentaci tak, aby odpovidaly moZnostem a
potifebam vyuky.

Proto bychom chtéli zdlraznit, Ze tato skripta v zadném pfripadé
nenahrazuji u€ebnici analytické chemie; jedna se pouze o praktické navody
na provedeni konkrétnich laboratornich cviceni, vidy s nezbytnym minimem
teorie v Uvodu. Navic v tlohdach, kde se poufZivaji sloZitéjsi pristroje (HPLC,
CE), jsou také nezbytné informace k pochopeni pfislusného softwaru.

Studentlim FaF VFU Brno doporucujeme jako pfipravu na cviéeni i
zkousku materidly nachdzejici se v e-learningovém systému MOODLE,
https://amos.vfu.cz/moodle v pfedmétu ,Analytickd chemie Il (cviceni),

pfipadné ,Analytickd chemie II“. Pro hlubsi nadhled do problematiky Ize
doporucit ucebnici ,Karlicek a kol., Analytickd chemie pro farmaceuty,
Praha, Karolinum 2005“.

Autofi
cervenec 2014
J.P., K.O., ¢ervenec 2018

J.P., K.O., leden 2020
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LABORATORNI CVICENi 1 —- GRAVIMETRIE. STANOVENI

ZELEZITE SOLI JAKO OXIDU ZELEZITEHO

uvoD

Vazkova analyza neboli gravimetrie patfi k nejstarsim kvantitativnim
analytickym technikdm. Vazkova analyza zahrnuje vSechny analytické
techniky, pfi nichZ se z méfeni hmotnosti (nebo jejich zmén) stanovuje pfimo
hmotnost analytu ve vzorku (proto je to absolutni metoda). Tato metoda, ac¢
je Casové narocna, je technicky velice jednoduchd, neni zatiZzena
systematickou chybou (je sprdvna), a proto mnohdy slouzi jako referenéni.

ZaCatkem gravimetrické analyzy je prevedeni stanovovaného
analytu na formu vhodnou pro vazeni. VyuZiva se typicky sraZzeci reakce
(nebo reakce za vzniku komplexu), ktera se provadi ve vodném roztoku.
Vzniklou pevnou fazi pak oddélujeme filtraci. V fadé pripadl je vSak
nezbytné adjustovat odfiltrovanou srazeninu na stechiometricky presné
definovanou formu; pokud nestaci vysuseni (odpareni vody), nejcastéji se
vyuziva zihdni. Pak se teprve méri hmotnost vzniklé slouceniny (vazi se).

Po prevedeni analytu do roztoku a Upravé reakénich podminek
(objem, teplota, pH..) je stanovovana latka srazena pomoci nejriiznéjsich
¢inidel, pficemz je treba dbat na vhodné podminky (zfedéné roztoky, pomalé
pridavani ¢inidla), aby nedoslo ke ztratdm nebo znedisténi srazeniny (srazeni
musi byt kvantitativni). SraZzeninu je nutné promyt, vysusit, pfipadné vyzihat
- prevést na definovany produkt. Je nutné dbat na optimalni vlastnosti
srazeniny, nesmi vznikat koloid. Vylouéenou srazeninu zbavime necistot a
matecného louhu sérii operaci, z nichz nejbézinéjsi je zrani, dekantace,
filtrace, promyvani na filtru. K filtraci lze pouZit papirovy filtr nebo filtracni
kelimek (porcelanovy, sklenény).

Izolovanou srazeninu pfevedeme na slouceninu presné definovanou,
jednotného slozeni, odolnou proti vlhkosti, pokud moZno s vysokou
molekulovou hmotnosti, a to susenim nebo zihanim.

Gravimetricky lze v podstaté stanovit kazidy prvek nebo cast
slouceniny (a to i slouceniny organické), které lze prevést na chemicky
definovatelnou srazeninu. Stanoveni mize byt bud’ pfimé, pfi némz se srdzi a
vazi stanovovany analyt, nebo nepfimé, pfi némz se analyt z roztoku
nevylucuje, ale oddéli se od néj vsSechny nelistoty a zlstane pouze
stanovovana latka — popel, ktery se vazi.

Pokud ma gravimetrie pfinaset presné a spravné vysledky, je dulezita velka
peclivost a spravna technika provedeni celého postupu stanoveni.




Schematické znazornéni dilezitych kroku pfi srazeci gravimetrii
1/ Spravny postup srazeni
2/ Spravna filtrace
3/ Skladani filtracniho papiru pro filtraci
4/ Skladani filtracniho papiru do kelimku

5/ Spravna poloha kelimku pfi Zihdni nad kahanem




STANOVENI ZELEZITE SOLI JAKO Fe,0;

Roztok Zelezité soli se za horka a za pritomnosti NH4Cl (zvySeni
iontové sily) srazi zredénym hydroxidem amonnym (¢épavkovou vodou).
Vyloucenad rezava sraZzenina se odfiltruje a Zihanim prevede na Fe;0s, ktery
se vaii.

Fe3*+3 NH;OH - Fe(OH)s . x H,0 + 3 NH4*

2 Fe(OH)g -> F€‘203 +3 HzO

SraZzenina, ktera je v prvni rovnici zjednodusené zapsana jako
hydroxid Zelezity, je ve skutecnosti ve vodném prostredi nestechiometricka

slouéenina hydratovaného hydroxidu Zelezitého Fe(OH)s . x H20, jejiz sloZeni
zavisi na podminkach srazeni (zvlasté pH, iontové sile roztoku, ale i na
podatedni koncentraci Fe® atd.). Proto nestaéi pouhé vysudeni sraZeniny,
nybrz abychom dostali stechiometrickou slouceninu, je sraZeninu nutné
Zihanim prevést na Fe;03 (druha rovnice). V prabéhu spalovani na filtru se
muzZe Fe¥* &asteéné redukovat na Fe?, ktery je nutné prevést zpatky na Fe®*
(jinak dochazi k negativni chybé). Toho lze dosahnout delsim Zihdanim za
pfistupu vzduchu (kysliku).

Pomticky: klesté, stojan, kruh, kelimek porceldnovy, kahan, exsikator,
400ml  kadinka, sklenénd tycinka, filtracni papir,

gravimetricka filtrac¢ni nalevka

Chemikalie: 5% NH4OH, 1% NH4NOs, pevny NH,Cl

Pracovni postup

Vzorek Fe?* soli kvantitativné pieneste do kadinky pfiméfeného
objemu (400 ml). Zfedte ciSténou vodou na objem cca 150 ml. Pro zvyseni
iontové sily, které pozdéji vede k rychlejSimu srazeni, pridejte 1 g pevného
NH.Cl a zahtejte k varu. Za stdlého michani pfidavejte po kapkach 5% roztok
amoniaku ve vodé tak dlouho, aZ ucitite zretelny zapach unikajiciho
amoniaku. Po vylouceni hydroxidu Zelezitého roztok se sraZzeninou zahfivejte
(téméf k varu nebo na vodni lazni), az dojde ke ,sbaleni” srazeniny. Poté
opakované dekantujte (asi 3x) 1% roztokem NH4NOs; (vysSi teplota a
pfitomnost dusicnanu amonného zabranuji prechodu srazeniny na koloidni
formu).




Srazeninu zacnéte filtrovat pres filtracni papir. Srazeninu na filtru
promyvejte roztokem 1% NHsNOs. SraZzenina je promyta tehdy, jestlize
v kapce filtratu slabé okyseleného kyselinou dusi¢nou po pfidavku AgNOs
nevznikd bila srazenina (tj. neobsahuje ionty CI').

Filtraéni papir se srazeninou vyjméte z nalevky, sbalte a vloite
do porcelanového kelimku, ktery byl predtim vyzihan do konstantni
hmotnosti a zvazen. Konstantni hmotnosti se dosahne, pokud tfi posledni
zmérené hmotnosti vykazuji zménu vrdmci presnosti analytickych vah
(na poslednim zobrazovaném misté), tzn. desetiny mg. Kelimek vidy pred
vazenim nechte vychladnout v exsikatoru!

Stanovovany analyt i s filtracnim papirem v kelimku opatrné spalte a
vyzihejte do konstantni hmotnosti. Po ukonceni Zihdni dejte vidy kelimek
vychladnout (asi pll hodiny) do exsikatoru (pozor - Spicky klesti je tfeba pred
manipulaci s kelimkem nahtat, aby kelimek nepraskl).

Po vychladnuti kelimek zvazte na stejnych vahach, na kterych jste
vazili kelimek prazdny, a vypoctéte obsah Fe nebo Zelezité soliv g.

pozn.:

Gravimetricky faktor (GF)

e Uddva pomérné zastoupeni hledaného prvku (nebo slouceniny)
ve vazené slouceniné

e Mize byt mensiivétsinez 1

e Pouziva se pro primy vypocet obsahu stanovovaného prvku z hmotnosti
vazené slouceniny: x=GF *m

priklad:

Gravimetricky faktor pro Fe stanovované jako Fe,03
2Fe 2= 1 Fe,0;  (stechiometrie reakce)

M (Fe) = 55,85 g/mol M (Fe;0s3) = 159,70 g/mol

vypocet:

_ 2%5585

GF = 1% 159,70

= 0,6994




LABORATORNI CVICENI 2 — NEUTRALIZACNI TITRACE.

STANOVENiI NEROZPUSTNEHO UHLICITANU ZPETNOU TITRACI

uvoD

Zpétna titrace predstavuje titracni stanoveni se dvéma odmérnymi
roztoky: nejprve se prida k roztoku stanovované latky presny objem prvniho
odmérného roztoku v nadbytku a analyt se nechd kvantitativni zreagovat.
Poté se nezreagovany prebytek prvniho odmérného cinidla titruje druhym
odmérnym Cinidlem. Vypoclitd se nezreagované mnoiZstvi prvniho
odmeérného roztoku a pak jemu odpovidajici zreagované mnozstvi, které je
ekvivalentni stanovovanému analytu (n oznacuje prebytek cinidla):

(1MeCOs+2HCl)+nHCl = (1Me*+ 2CH+ 1CO; P +1H;0)+nHCI

nHCl+nNaOH - n Na*+ nCl +nH,0

Smyslem takového postupu je odstranéni problém, které by vznikly
pfi jednoduché pfimé titraci: v tomto pripadé fakt, Ze stanovované uhli¢itany
jsou nerozpustné ve vodé (nemlzeme tak pfipravit homogenni roztok) a
také fakt, Ze pri prfimé acidimetrii by vznikala dalsi kyselina (H,COs), ktera
snizovanim pH zkresluje urceni spravného bodu ekvivalence acidobazickym
indikatorem.

Vysvétleni principu zpétné titrace pri stanoveni nerozpustnych uhlicitanq.
Cervend svisld ¢dra pfedstavuje bod ekvivalence, obdelniky mnoZstvi analytu
resp. Cinidel.




STANOVENi NEROZPUSTNEHO UHLICITANU ZPETNOU TITRACI

Pomicky: byreta 25/50 ml; pipeta 10/20 ml, 250ml titracni bariky;
250ml kadinka, nalevka, IZicka

Chemikalie: odmérné roztoky HCl a NaOH, indikator methyloranz

Pracovni postup

Na analytickych vahach odvazte trikrat asi 0,4 g presné (tzn.
na 4 desetinna mista) vzorku a kvantitativné spldchnéte do tfi titracnich
banék. Pridejte byretou 50 ml odmérného roztoku kyseliny chlorovodikové o
presné znamé koncentraci (0,1M; standardizace — viz niZe). Roztok povarte.
Po rozpusténi uhli¢itanu a vychladnuti pfidejte 2 — 3 kapky methyloranze.
Titrujte odmérnym roztokem hydroxidu sodného o presné znamé
koncentraci (0,1M; standardizace — viz niZe) do oranzového zbarveni.
Provadi se 3x.

Vysledek

Z rozdilu spotfeb vypocitejte ldtkového mnoZstvi resp. hmotnost
nerozpustného uhli¢itanu ve vzorku a stanovte jeho obsah %(m/m) vztazeny
na navazku vzorku (Cistotu). Vysledek uvedte v gramech na Ctyfi desetinna
mista resp. v procentech na dvé desetinna mista.

Standardizace odmérného roztoku 0,1M HCI na navazku zakladni latky

Na analytickych vahach odvaite tolik hydrogenuhli¢itanu sodného,
aby po rozpusténi byla spotfeba kyseliny asi 20 ml. T¥i takové navdaziky
splachnéte do tfi titracnich banék. Do kazdé barky po rozpusténi uhli¢itanu
pridejte 2 — 3 kapky methyloranie, dale 50 — 100 ml vody a titrujte
odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové ze Zlutého do oranZového
zbarveni. Roztok v titracni barice kratce povarte (unikne CO,) a dotitrujte
do oranZového zbarveni.

Standardizace odmérného roztoku 0,1M NaOH na roztok kyseliny
chlorovodikové o znamé koncentraci

Do tfi titracnich banék napipetujte tolik odmérného roztoku kyseliny
o0 znamé koncentraci, aby byla spotfeba standardizovaného roztoku asi 10
nebo 20 ml. Pridejte 2-3 kapky indikatoru, zfedte na 50-100 ml a titrujte do
zmény barvy z ¢ervené do oranzové.




LABORATORNI CVICENi 3 - CHELATOMETRIE. STANOVENI

DVOU KATIONTU VEDLE SEBE

uvoD

Tato volumetrickd metoda je zaloZena na rozdilné stabilité chelattd
stanovovanych kation s Chelatonem lll, coZ je dihydrat disodné soli EDTA
zjednodusené zapisovany jako Na;H,Y (M=372,24 g/mol). Protoze EDTA je
vicesytnou karboxylovou (tj. slabou) kyselinou H,Y, jeji stupen disociace je
silné ovlivnén pH prostiedi (pKa: = 2,0; pKax = 2,7; pKas = 6,2; pKas = 10,3).

Z toho je zfejmé, Ze stabilita cheldtd roste se stupném disociace
kyseliny a tedy s rostoucim pH. Nékteré kovové ionty tvofi stabilni komplexy
jiz v kyselém prostfedi (Bi**, Ti*"), vétsina kationtl v prostfedi neutrdlnim a
nékteré kationty k tomu potiebuji pH aZ silné alkalické (Mg?, Ca?*). Vidy se
ale tvofi komplexy 1:1 (faktor titrace je vidy Fi = 1).

Titracni stanoveni vice kovovych iontl vedle sebe Ize provést, pokud
se konstanty stability jejich chelatll vyrazné lisi. Principem tohoto
laboratorniho cvileni je postupnd titrace dvou iontd, z nichZ prvni (Bi**) tvofi
stabilni komplexy s EDTA (a s indikatorem) jiz v kyselém prostredi (pH = 2),
zatimco druhy (Zn?*) aZ v prostfedi slabé kyselém (pH = 5). Pokud jsou
konstanty stabilit podobné (Ca%*, Mg?*), je nutno pouZit selektivni
indikator(y) a titrovat nadvakrat.

pH=2: Bi** + HsY = Bi[HsY]** + H*
pH=5: Zn* + HsY = Zn[H.Y] + 2HY O\\
pH=10: Ca* + HY = CaY + 4H* 2 5

T
M
Komplex Chelatonu Il s kovovym N TS o
kationtem v alkalickém prostredi; \———<

vZdy vznikaji komplexy 1:1 o

Chelatometrické stanoveni dvou kationtd vedle sebe

Pomticky: 250ml odmérnad barka; byreta; pipeta 10/20 ml, 250ml
titracni banky; nalevka, 1zicka

Chemikalie: Chelaton Il p.a. M(CioH14N2Nax0s . 2 H,0) = 372,24 g/mol,
konc. HNOs, urotropin (pevny pufr); indikatory: xylenolova
oranz, Eriochromceril T, Fluorexon (smési s pevnym KNO;
v poméru 1:100)

pH

10.24—

6.16—

2.66—

2.0+
1.5—

0.0—

HoY2-

H3Y~
HaY
HsY*

H6Y2+




Pracovni postup

Pfiprava 0,02M odmérného roztoku Chelatonu Il (M=372,24 g/mol)

Vypocitané mnozstvi Chelatonu Ill odvazte na analytickych vahach,

splachnéte do 250ml odmérné bariky a dokonale rozpustte. Podle skutecné
navazky vypocitate presnou koncentraci odmérného roztoku (na ¢tyfi platné
Cislice)! Koncentrace tohoto roztoku se jiz nesmi ménit napf. redénim
vodou.

Stanoveni kationti Bi** a Zn** vedle sebe

Roztok vzorku prevedte kvantitativné do 100 ml odmérné barky —
pozor! Pfi fedéni vodou se mlzZe objevit bily hydrolyzat Bi(OH)s;, v tom
pfipadé zaplite pouze Sirokou ¢ast banky, pridejte nékolik kapek konc. HNOs;
(pH asi 1-2), aby se hydrolyzat rozpustil, a pak teprve doplnte po znacku a
dikladné promichejte. K titraci odpipetujte 20,00 ml do titracni banky,
pridejte MALE mnoZstvi xylenolové oranze (prasek ve smési s KNOs 1:100),
a? se roztok zabarvi slabé Eervenofialové. Cervenofialovy roztok titrujte
odmérnym roztokem Chelatonu Ill do Zluté barvy v bodé ekvivalence. Tato
spotfeba odpovidd mnoZstvi Bi*.

Ke ztitrovanému roztoku ptidejte tuhy urotropin, aby se roztok opét
zabarvil cervenofialové (pH roztoku se upravi na 5). Znovu se titruje
Chelatonem Il do Zlutého zabarveni; tato spotfeba odpovidd mnoZstvi Zn%".
Pozor! Velké mnoistvi volné XO mlZe zménit barvu volné XO na jahodovou.

Stanoveni celkové tvrdosti vody (Mg?* a Ca** ) v mmol/l

50,00 ml vzorku vody odpipetujte do titracni banky. Pfidejte Spetku
indikatoru Eriochromceri T a asi 5 ml amoniakdlniho pufru (pH=10). Vznikne
vinové cCerveny roztok. Titrujte do jasné modrého zbarveni. Spotreba
odpovida souctu horecnatych a vapenatych iontd. Sumu vyjadfime jako
mmol v 1 litru vody. Voda s tvrdosti do 0,70 mmol/I se povazuje za velmi
meékkou, nad 3,75 mmol/| za velmi tvrdou.

Stanoveni Ca** ve vodé na fluorescencni indikator

50,00 ml vzorku vody odpipetujte do titracni banky, pfidejte Spetku
indikatoru Fluorexon a asi 5ml 2M KOH. Vznikne Zluty roztok se
Zlutozelenou fluorescenci (komplex Ca%*—Fluorexon). Titrujte do rdZového
zbarveni, kdy se uvolni Fluorexon a zaroven vymizi fluorescence. Spotreba
odpovidd pouze mnoZstvi Ca**, zrozdilu od pfedchoziho stanoveni lze
vypocitat mnozstvi Mg?* (v mg/l).

Titrace provedte vidy nejméné 3x.
Vysledek uvedte v gramech Bi** a Zn?* nebo jejich soli.
Celkovou tvrdost vody uvadéjte v mmol/l, mnoistvi Ca a Mg v mg/I.
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LABORATORNI CVICENi 4 - FOTOMETRIE. METODA

KALIBRACNI KRIVKY
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FOTOMETRIE

Molekuly vzorku absorbuji z dopadajiciho zareni fotony vhodné
vinové délky A (tj. ty, které odpovidaji rozdilu jejich energetickych hladin).
V UV-Vis oblasti (190 — 850 nm) maji
fotony energii dostatecnou k tomu, aby

energie

jejich absorpce zpUsobila pfechod vnéjsich hs o g
elektront (200-600 kJ/mol). Skupiny, g_m* .
e

mT—T1

v kterych se realizuje takovy elektronovy

prechod, se nazyvaji chromofory. u

koordina¢né kovalentnich sloucenin ®&—

(vazba donor-akceptor) se jednda o
energetické prechody v d a f orbitalech.
hS rd o N _
c=C , —N=N—, C=0, —N=0

7 AN v
—C=N, —NO,

Nékteré bézné chromofory

Spektrofotometrie je metoda, kterd umoZnuje stanovit velikost
absorpce zareni v urcitém prostredi — v nasem pfipadé kapaliné. Vysledkem
spektrofotometrického méreni muize byt napf. zavislost velikosti absorpce
zareni na vinové délce svétla. Velikost absorpce se hodnoti pomoci veli¢iny
absorbance. Absorbance (A) je dekadicky logaritmus poméru intenzity
zareni, které na vzorek dopada (/) a intenzity zareni, které vzorkem prochazi

().

I
A= logT0

Absorbance A se zjistuje pomoci spektrofotometru. Protoze pred
mérenim vidy k analytu priddvame rozpoustédla a cinidla, pozorovana
absorbance je souctem absorbanci vSech sloZek. Abychom ziskali absorbanci
pouze analytu, je nutno absorbanci tzv. blanku (slepy vzorek) odecitat. U
jednopaprskovych pristroji se to realizuje zmérenim spektra blanku coby
prvniho roztoku.

Absorbance zavisi prfimo Umérné na obsahu (koncentraci)
absorbujici latky ve vzorku (c) a na délce optické drahy (d), € je absorpcni
koeficient.

A=c¢.d.c




Podle téchto rovnic se fotometrie uZiva jako metoda kvantitativni
chemické analyzy, tzn. ke stanoveni koncentrace c. Absorpcni koeficient je
pro urcité absorbujici prostiedi charakteristicky a byvd tabelovan. Castéji
viak, stejné jako v nasem pfipadé, se urcuje pro konkrétni experimentalni
podminky z kalibracnich roztokd, tedy roztok(l o zndmé c, ptripravenych za
konkrétnich experimentalnich podminek.

Specifickd absorbance (€L 2009)

Cesky lékopis pouzivd namisto moldrniho absorpéniho koeficientu
z praktickych ddvodl (u latek, jejichz molekulovd hmotnost nelze urdit) i
veli¢inu zvanou ,,specificka absorbance”, ktera udava absorbanci 1% roztoku
v 1cm kyveté pfi dané vinové délce. Pfepocet mezi touto veli¢inou je mozny
podle vzorce:

% 10 x ¢
A}C/m = Mr

Spektrofotometr s diodovym polem (DAD)

U fotometru s diodovym polem, ktery se pouZivd ve cviceni, je kyveta
ozafovana polychromatickym zarenim. Toto zareni pak dopada na mrizku,
které jej rozklada, a v presnych pozicich dispergovanych vinovych délek jsou
umistény fotodiody. V jednom okamzZiku tedy prakticky ziskdvdme informaci
o celém absorpénim spektru.
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Metoda kalibracni kfivky

Timto béinym zplsobem se zjistuje odezva detektoru (analyticky
signal), kterou v systému vyvola urcita koncentrace (mnozstvi) analytu.
Videalnim pripadé je tato zavislost linearni a zjistuje se méreni tzv.
kalibracnich standardd Cili vzorkd s presné zndmym mnoZstvim analytu.
Znalost této zavislosti umoZnuje nakonec zjistit (vypocitat) ze signalu
neznamého vzorku mnozstvi analytu.

Potfebné roztoky o rlGznych koncentracich (minimalné 4 — 5) se
pfipravuji zjednoho zasobniho roztoku fedénim (pfesnou pipetou)
do odmérnych banék. Koncentrace (mnozstvi) v kalibrac¢nich roztocich se voli
podle ocekavané hodnoty
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Nejlepsim odhadem linearni kalibra¢ni zavislosti je pfimka, kterou

Ize nalézt graficky (milimetrovy papir nebo matematicky linearni regresi
y = a*x nebo y = a*x + b v tabulkovém procesoru, napt. Ghnumeric, MS Excel).

4A. STANOVENI Cu? CHELATONEM I

OPTIMALIZACE PODMINEK STANOVENI

Komplexace kovovych iontl je o
pro kvantitativni analyzu vyznamna predevsim u OTOH ’)LOH
kyseliny ethylen-diamin-tetraoctové (EDTA). Protoze SN

se jednd o Ctyfsytnou karboxylovou (tj. slabou) ;\
kyselinu HyY, jeji stupen disociace je silné ovlivnén w) DR G
pH prostredi. ©

U chelatl [kationt kovu — EDTA] je typické 9
koordinaéni &slo 6 (viz obrazek). &li kationt kovu int . o
oordinacni ¢islo 6 (viz obrazek), ¢ili kationt kovu interaguje s ¢

Cinidlem na Sesti mistech: se dvéma volnymi elektronovymi CN‘:;M ------
pary na dusicich a se ¢tyfmi kysliky karboxylovych skupin. Je N\ __<
(®]

tedy zfejmé, Ze stabilita komplexu roste se stupném disociace o




kyseliny a tedy s rostoucim pH. Nékteré kovové ionty tvofi stabilni komplexy
jiz v kyselém prostFedi (Bi**, Ti*), vétsina kationtd v prostfedi neutrdlnim a
nékteré kationty k tomu potfebuji pH aZ silné alkalické (Mg?, Ca?*). Vidy se
ale tvofi komplexy 1:1, napf.

Cu? + [H2Y]* > [CuY]* +2 H*

V nadem pfipadé komplex [CuY]*> absorbuje ve viditelné oblasti
spektra (je tmavé modry), a proto lze s vyhodou méfit jeho absorbanci
v oblasti kolem 710 nm, kde uZz prakticky neabsorbuji ani ostatni slozky
roztoku (pfedevsim ¢&inidla), ani samotny Cu?*, protoZe je kvantitativné
vazan. Absorpéni maximum komplexu [CuY]?* zjistime z naméfenych spekter
(graficky).

Zjisténi vhodného pH a koncentrace cinidel (Chelaton Il i pufr
v nadbytku) je nezbytné pro kvantitativni vytvofeni komplexu — v opacném
pfipadé bychom nemohli usuzovat z absorbance komplexu na koncentraci
analytu (Cu?¥).

FOTOMETRICKE STANOVENI Cu? CHELATONEM Il POMOCI KALIBRACNI
KRIVKY

Chemikalie: 0,05M CuSQ,, Chelaton I, pufry

Kroky pracovniho postupu:

. zméreni absorpcniho spektra komplexu ve viditelné oblasti
spektra — vybér A(max)

. zméreni zavislosti absorbance na pH — vybér pH (graficky)

. zméreni zavislosti absorbance na koncentraci Chelatonu IIl -

vybér koncentrace Chelatonu Il (graficky)

. zméreni kalibracni zavislosti A vs. c(Cu) za optimalnich podminek
. stanoveni Cu?* v nezndmém vzorku (lineédrni regresi)
Vyhodnoceni:

koncentraci roztoku vzorku médi stanovte odectenim z kalibra¢ni zavislosti
(pomoci rovnice linearni regrese)

pozn.:

mérte absorbanci vidy proti slepému vzorku!
grafy vynasejte PRUBEZNE na milimetrovy papir nebo zobrazujte v MS
Excelu

vysledek uvedte jako hmotnost (mg) Cu ve 100 ml vzorku




Pracovni postup

1.

Zavislost A = f(A): do 50ml odmérné barky odpipetujte 5,00 ml
zakladniho roztoku CuSQO4, 10,00 ml roztoku Chelatonu Ill, banku
doplnte po rysku pufrem pH 6,0 a promichejte. Porovnavaci roztok

(blank) pripravte stejnym zplsobem, pouze misto 5,0 ml zakladniho
roztoku CuSO, pouzijte 5,00 ml vody. Zmérte absorbanci
pripraveného roztoku v oblasti 400 — 900 nm (absorpcni spektrum).
Vinova délka A(max), pfi které se nachazi vrchol kfivky (kolem
700 nm), udava absorpcni maximum vytvoreného chelatu.

Zavislost A = f(pH): do péti 50ml odmérnych banék odpipetujte po
5,00 ml zakladniho roztoku CuSO4 a 10,00 ml roztoku Chelatonu lll.
Odmérné bariky doplite po rysku jednotlivymi pfipravenymi pufry a

promichejte. Ke kazdému vzorku pripravte odpovidajicim zplsobem
i porovnavaci roztok (blank). Zmérte absorbanci vsech péti roztokd
proti prislusnym slepym vzorkm (blankdm) pfi vinové délce Amax.
Namérené hodnoty vyhodnotte graficky.

Zavislost A = f(koncentrace Chelatonu lll): do péti 50ml odmérnych

banék napipetujte po 5,00 ml zakladniho roztoku CuSOs. Do prvni
banky pridejte pomoci byrety 2,00 ml roztoku Chelatonu Ill, do
druhé 2,50 ml, do tfeti 5,00 ml, do ¢tvrté 8,00 ml a do paté 10,00 ml.
Odmérné banky doplite po rysku pufrem zvolenym podle vysledku
predchazejiciho méreni a promichejte. Ke kazdému vzorku pfipravte
odpovidajicim zplUsobem porovnavaci roztok (blank). Zméite
absorbanci vSech péti roztokd proti prislusnym slepym vzork(m pfri
vinové délce Amax. Namérené hodnoty vyhodnotte graficky.

Zavislost A = f(koncentrace Cu) - kalibraéni zdvislost: do péti 50ml
odmeérnych banék odmérte byretou 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 a 5,00 ml
zakladniho roztoku CuSO, a pridejte dvojnasobek potrebného

mnoizstvi Chelatonu Il zjisténého v predchozim méreni. Odmérné
banky doplite po rysku pufrem (zbodu 2) a promichejte.
Porovnavaci roztok pfipravte stejnym zplsobem, pouze misto 5,00
ml zdkladniho roztoku CuSO., pouzijte 5,00 ml vody. Zmérte
absorbanci vSech péti roztok( proti slepému roztoku pfi vinové
délce A(max). Namérené hodnoty vyhodnotte graficky.

Stanoveni obsahu Cu* v nezndmém vzorku: odpipetujte 5,00 ml z

roztoku vzorku do 50ml odmérné barky, pridejte dvojndsobek
potfebného mnoizstvi Chelatonu lll, doplfite po rysku pufrem a
promichejte. Zmérte absorbanci pfipraveného roztoku proti
slepému roztoku pfi vinové délce A(max).




4B. STANOVENI FENAZONU V ANTIPYRINU ZELEZITYMI IONTY

FENAZON

Fenazon byl syntetizovan L. Knorrem r. 1883
jako antipyretikum a prodavan pod nazvem Antipyrin H;C N’\
(proto se Casto tyto nazvy zaménuji). Tato syntéza byla N—O
historicky velmi vyznamna, protoZe potvrdila moznost \“;(
syntetické pfipravy zjednoduseného analoga chininu s
antipyretickym ucinkem.

Fenazon (1,5-dimethyl-2-fenyl-2,3-dihydro-pyrrazol-3-on, M=188,23
g/mol) tvofi se Zelezitymi ionty v kyselém prostfedi oraniové cerveny
komplex, ktery poskytuje charakteristické absorpéni spektrum s maximem
okolo 460 nm a ktery lze vyuzit pro identifikaci i stanoveni fenazonu.

Fotometrické stanoveni analytl v barevném komplexu je typickou
aplikaci fotometrie. Pro stanoveni kovovych kationt( je ¢asto barevna zména
zpUsobena vytvorenim donor-akceptorové vazby. Ovsem bézna je situace,
kdy kationt kovu je analyt a vybirame cinidlo, které bude ligandem. V nasem
pfipadé je situace obracena: stanovujeme ligand a kovovy kationt je
Cinidlem.

FOTOMETRICKE STANOVEN|{ FENAZONU V ANTIPYRINU ZELEZITYMI IONTY
POMOCI KALIBRACNI KRIVKY

Chemikalie: ¢isténa voda, okyseleny zakladni roztok Fe(NOs); (c = 0,0125 M).

Kroky pracovniho postupu:

. zméreni absorpéniho spektra komplexu ve viditelné oblasti
spektra — vybeér Amax

. optimalizace koncentrace cinidla

. zjisténi kalibracni zavislosti A vs. c(fenazon) (linearni regrese)

. stanoveni fenazonu v neznamém vzorku Antipyrinu z kalibrac¢ni
kFivky.

Ptiprava vzorku:
roztok kvantitativné prevedeme do 25ml odmérné barky, pfiddme
optimalizované mnozstvi Cinidla a doplnime po rysku.




OPTIMALIZACE PODMINEK STANOVENI

ProtoZe ligand fenazon nevykazuje ve vodném prostifedi vyznamné
acidobazické vlastnosti, vznik komplexu neni ovlivnén pH pfimo. Pouze je
nutno vyhnout se alkalickému pH, aby Fe3* nezhydrolyzoval, protoZze pak by
nebyl zajistén prebytek cinidla pro komplexaci. Je pouze nutné nalézt
takovou koncentraci (mnozstvi) ¢inidla, aby byl zajistén jeho prebytek.

Roztok ¢inidla: 0.05 M Fe(NOs); . 9 HO odbarveny HNO;

Vyhodnoceni: Koncentraci nezndmého roztoku vzorku fenazonu stanovte
odectenim z linedrni kalibracni zavislosti.

Vysledek uvedte jako hmotnost (mg) fenazonu ve vzorku

Pracovni postup

Pfiprava zdsobniho roztoku: do 50ml odmérné banky navazte na
analytickych vahach pftiblizné 0,1 g fenazonu a rozpustte asi ve 30 ml
destilované vody. Po Uplném rozpusténi doplite vodou po rysku a
promichejte.

o Vybér vinové délky
do 25ml odmérné banky odpipetujte 1,00 ml zasobniho roztoku
fenazonu a 5,00 ml roztoku Fe(NOs); a doplrite po rysku. Zmérte
absorpéni spektrum vytvoreného komplexu a vyberte vhodnou
vinovou délku.

e Optimalizace koncentrace ¢inidla
presné odpipetujte do péti 25ml odmérnych banék 1,00 ml
zasobniho roztoku fenazonu a pak postupné 5,00; 7,00; 10,00;
12,00 a 15,00 ml roztoku Fe(NOs)s. Dopliite po rysku vodou. Ze
ziskané grafické zavislosti odectéte optimalni objem cinidla pro
naslednou konstrukci kalibrac¢ni krivky.

e Kalibra¢ni zavislost

Z pripraveného zakladniho roztoku fenazonu presné odpipetujte
postupné do péti 25ml odmérnych banék 0,20; 0,30; 0,50; 0,70 a
1,00 ml. Pfidejte nalezeny optimalni objem roztoku Fe(NOs)s,
doplniite vodou po rysku a promichejte. Porovnavaci roztok
pfipravte doplnénim roztoku Fe(NOs); ve 25ml odmérné barice
vodou. Zmérte absorbanci vSech péti roztokd proti slepému
roztoku pfi wvybrané vinové délce. Namérené hodnoty
vyhodnotte graficky.




LABORATORNI CVICENI 5 - POTENCIOMETRICKA TITRACE
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Potenciometricka titrace (nékdy oznacovana jako potenciometrie)
neni zvlastni analytickou metodou — pouze modifikuje klasické volumetrické
metody, kdy méreni elektrochemického potencidlu v pribéhu titrace slouzi
k objektivnimu stanoveni bodu ekvivalence. Pfi titraci se sleduje zavislost
elektrochemického potencidlu v zavislosti na pfidaném mnozstvi titracniho
¢inidla, konstruujeme titracéni kfivku a bod ekvivalence pak nachdazime
v inflexnim bodu kfivky. Typicky potenciometrii pouzivame k uréeni bodu
ekvivalence u acidobazickych, srazecich nebo oxida¢né redukénich reakei.

K méreni elektrochemického potencialu je zapotiebi dvou elektrod,
elektrody mérné (napt. stfibrné, sklenéné) a srovnavaci (referentni, napf.
argentchloridové, kalomelové). Potencidl mérné elektrody musi zaviset
na koncentraci sledovaného iontu pfi titraci a naopak potencial referentni
elektrody se béhem titrace nesmi meénit; jako referentni elektrody se
nejcastéji vyuzivaji nasycend kalomelova elektroda nebo argentchloridova
elektroda. K méfeni potencidlu mezi témito elektrodami se pouZiva
potenciometr, coZ je v podstaté voltmetr s vysokou hodnotou vnitfniho
odporu. Typické usporadani pfi acidobazickych titracich obsahuje sklenénou
elektrodu (citlivou na pH) a nasycenou kalomelovou elektrodu. Tento systém
dvou elektrod byva spojen do tzv. kombinované pH elektrody.

E [mV]

mV

[ m/

Typickd sestava pro potenciometrickou titraci a titracni kfivka
s potencidlovym skokem




Obecny postup pfi potenciometrické titraci:
e Do kadinky odmérte c¢ast roztoku vzorku (alikvot).

e Do kadinky vloZte cCisté (omyté a osusené) michadlo, kadinku
umistéte na elektromagnetickou michacku.

e Elektrody pripojené k pfistroji, oplachnuté ¢isténou vodou a osusené
ponofte do roztoku a zapnéte/nastavte michani. Pozor, u
kombinované elektrody musi byt ponorena i diafragma!

e Odmeérny roztok z byrety pridavejte po urcitych stejnych objemech
(pfi prvni orientacni titraci po 0,5 ml; pfi vlastni titraci (2 — 3 x) v
okoli ekvivalenéniho bodu po 0,2 ml). Po kaidém pridavku
odmérného roztoku vyckejte do ustadleni mérenych hodnot a
vyslednou hodnotu (mV) s pfislusSnym objemem zapisujte do
tabulky.

spotieba (ml) potencial (mV)

0,00

0,50

2,00

2,50

10,50

10,70 Oblast bodu

ekvivalence

10,90

11,10

Po skonceni titrace vypnéte michani, vyjméte elektrody a oplachnéte. Ze
ziskanych hodnot sestrojte titracni kfivku a urcete bod(y) ekvivalence.




VYHODNOCENI BODU EKVIVALENCE (BE)

Graficky
‘ /
|/-_ *
e
fo
'j
///7_/
//"‘—_
0 H ; 6 8 1|0 12 1‘4 1ls vml] 1‘5

Numericky podle Hahna

(diferenéni metoda, konstantni pridavek titracniho Cinidla AV)

oznacime AEmax, aby platilo:

|AE x| >|AE|>|AE)|

Vigo,[m®]  E,, [mV]  AE [mV]
0.6 173.5
13
0.7 186.5
13.5
0.8 200
60 AE,
0.9 260
95 AEp
1.0 355
21 AE,
1.1 376
9
1.2 385
7
1.3 392
AR,
a=AV- :
2-AE,
AT -vohune of titrant pardon

V = spotfeba mezi AE1 a AEmax
BE =V + a; kdyZz AE1 predchazi AEmax
BE =V —a; kdyz AE1 nasleduje po AEmax

Pfiklad z tabulky 2: AE1 je na titr. kfivce prfed AEmax
BE=0,9 + 0,0175 =0,9175 ml

E, [mV]

400 7
380 4
360
340
320
300 A
280
260
240
220
200
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5A. ARGENTOMETRICKE STANOVENI HALOGENIDU VE SMESI
S POTENCIOMETRICKOU INDIKACi BODU EKVIVALENCE

UuvoD

Halogenidy (CI;, Br’, I') se stanovuji argentometrickou srazeci titraci,
body ekvivalence se indikuji potenciometricky stfibrnou elektrodou.

X" (aq) + Ag" (aq) -> AgX (s)

Titrace je zaloZena na postupném srazeni halogenidl stfibrnych v
dlsledku jejich rozdilné rozpustnosti (pKs(AgCl) = 9,75; pKs(AgBr) = 12,31;
pKs(Agl) = 16,08). Registrujeme titracni kfivku, na které budou tfi
potencialové skoky. Nejdfive se kvantitativné srazi nejméné rozpustny Agl,
potom AgBr, nakonec AgCl. Objem spotfebovaného odmérného roztoku
v inflexnim bodé prvniho skoku odpovida mnozstvi I', rozdil mezi prvnim a
druhym skokem odpovidda mnozZstvi Br a rozdil mezi druhym a tretim
skokem odpovidda mnoistvi ClI. Vroztoku méfime potencidl iontové
selektivni elektrody stfibrné, nebot koncentrace iontd Ag* je diky soudindm
rozpustnosti zavisla na koncentraci halogenid(: Ks = [Ag*]*[X].

k voltmetru

. plnici otvor
/

Ag/Agcl
- referentni elektroda

elektrolyt
" ref. elektrody

~ frita

svodny drat

™,
~ Ag elektroda

Kombinovand Ag-elektroda




POTENCIOMETRICKA TITRACE

PRISTROJE A POMUCKY

Potenciometrickd titrace je provadéna pomoci pfistroje pH metr MS22
(Laboratorni ptistroje Praha)

Pomtcky: kadinky, 100ml odmérna barika, pipety, byreta, titracni barky

Chemikalie: 5% dusi¢nan barnaty, 0,05M odmérny roztok dusi¢nanu
stfibrného, pevny NaCl, roztok chromanu draselného
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Potenciometr, titracni nddobka a titracni kfivka. Sipky ukazuji 3 body
ekvivalence odpovidajici obsahu 3 halogenidu.




Obsluha pristroje:

Zkontrolujte, zda jsou elektrody zapojeny do pfistroje, pfistroj je
zapojen do elektrické sité a jistiC na zdsuvce v poloze zapnuto. Stlacenim
tlacitka ,,ON" zapnéte pfristroj. Zkontrolujte, zda Cervena kontrolka sviti u
méreni mV, pfip. stlacte prislusné tlacitko. Provedte vlastni titraci (na displeji
odecitejte hodnotu napéti). Po skonceni méreni elektrody omyjte.

Pracovni postup

. Vzorek kvantitativné prevedte do 100ml odmérné barnky a
doplrite po znacku vodou

o Odpipetujte 20,00 ml do 250ml kadinky a pridejte 80 ml vody

o Odmeérnym valcem pfidejte 5 ml 5% roztoku Ba(NOs),. Dusi¢nan

barnaty se pridava kvlli zvySeni iontové sily roztoku, aby
srazenina vznikala rychleji

. Do roztoku vloZte elektromagnetické michadlo a zapnéte
michacku

o Ponofte do roztoku kombinovanou elektrodu

. Zapnéte michani a pfistroj na méreni

. Do tabulky si zapiste pocatecni hodnotu napéti (mV)

. Titrujte odmérnym roztokem dusi¢nanu stfibrného o presné

znamé koncentraci c(AgNOs)

. Po kazdém pridavku zaznamenejte do tabulky pfisluSnou
spotfebu odmérného roztoku (na 2 desetinnd mista) a napéti
(mV) roztoku

. Titraci zopakujte 3 x
. Vyhodnoceni: ze ziskanych hodnot sestrojte titracni krivku a

urCete  body ekvivalence graficky nebo  numericky
(matematickym zplsobem dle Hahna) — viz str. 21

. Pfesnou koncentraci odmérného roztoku urcete titraci podle
Mohra
. Pomoci prfesné koncentrace titrac¢niho Cinidla vyjadrete vysledek

jako hmotnost (g) CI, Br  a I' ve vzorku

Standardizace 0,05M odmérného roztoku AgNO; na chlorid sodny podle
Mohra

Na analytickych vahach odvazte tolik pevného NaCl, aby
po rozpusténi a doplnéni na 100,0 ml byla latkovd koncentrace NaCl
obdobnad jako koncentrace odmeérného roztoku AgNOs. Odvazené mnoZstvi
rozpustte v kadince. Kvantitativné splachnéte do 100ml| odmérné bariky,
dopliite po rysku. Po promichani odpipetujte 10,00 / 20,00 ml do titracni
barky, pfidejte 1 ml 5% roztoku chromanu draselného. Titrujte odmérnym
roztokem dusicnanu stfibrného do trvalého, ale slabého ¢ervenohnédého
zbarveni chromanu stfibrného. Standardizaci opakujte nejméné 3 x.




5B. ALKALIMETRICKE STANOVENI KYSELINY FOSFORECNE
S POTENCIOMETRICKOU INDIKACi BODU EKVIVALENCE

UuvoD

Kyselina fosforecnd je silna trojsytna kyselina, proto ji Ize stanovit
alkalimetricky. K indikaci bodu ekvivalence by se dala pouzit vizualni indikace
(acidobazicky indikdtor, napf. methyloranz, fenolftalein atd.). V tomto
cviceni vSak vyuZijeme presnéjsi zplsob odecteni spotieby v ekvivalenc¢nim
bodé z titracni kfivky ziskané zaznamenavanim potencidlu sklenéné
elektrody, ktera je citliva na pH roztoku.

Hodnoty pKa jednotlivych stupiili jsou dostate¢né rozdilné (pKa; =
2,0; pKax = 6,7; pKasz = 12,7); proto bychom cekali na titracni kfivce tfi
oddélené skoky (tfi disociacni stupné kyseliny). ProtoZe vsak jako odmérny
roztok bude slouZit vodny roztok hydroxidu sodného o priblizné koncentraci
0,1M, titrace do tretiho stupné nebude proveditelnd (nelze dosahnout
dostateéné vysoké pH, abychom kvantitativné vytvofili PO,*). Na titraéni
kfivce tedy budou pouze dva potencidlové skoky, které odpovidaji
neutralizaci do prvniho a druhého stupné. Zobou bodl ekvivalence lze
vypocitat analytickou koncentraci kyseliny:

HsPO, + OH™ — H,PO; + H,0

HsPO, + 2 OH™ - HPO2™ + 2 H,0

stanovenikys. fosforecné
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Potenciometricka titracni kiivka stanoveni kyseliny fosforecné. Skoky
oznacuji body ekvivalence pro prvni resp. druhy disociacni stupen.




POTENCIOMETRICKA TITRACE

PRISTROJE A POMUCKY

Potenciometrickd titrace je provadéna pomoci pfistroje pH-metr MS22
(Laboratorni ptistroje Praha)

Chemikalie: 0,1M odmérny roztok hydroxidu sodného, kyselina stavelova,
methyloranz, roztok CaCl,

Pomtcky: Kadinky, 100ml odmérna barika, pipety, byreta, titraéni bariky

Titration of 50.0mL of 0.100M H;PO,
with 0.100M NaOH

H=11.93
p \

PKaz = 11.66 ——__

3rd Equiv. pt
[PO,>]

3rd Half-equiv. pt.
\- [HPO,#] = [PO,*]
2nd Equiv pt. [HPO,Z]

pKaZ * pKaB
2

pH=946—

PKaz = 7.21_

pH=

2nd Half-equivalence point
[HoPO,] = [HPO,2]

1st Equivalence point [H,PO,]

pH= PKa1 * PKap

2
\ 1st Half-equivalence point

Initial pH = 1.62 [H5PO,] = [H,PO,]

T T T T T T T
25.0 50.0 75.0 1000 1250 150.0 175.0
Volume NaOH (mL)

Potenciometr MS22 a pH titracni kfivka kyseliny fosforecné

Obsluha pristroje:

Zkontrolujte, zda jsou elektrody zapojeny do pfistroje a pfistroj je zapojen
do elektrické sité (jisti¢ na zasuvce v poloze zapnuto).

Pracovni postup

e Vzorek kvantitativné prevedte do 100ml odmérné barky a dolijte po
rysku vodou.

e QOdpipetujte 20,00 ml narfedéného vzorku do 150ml kadinky a
pridejte asi 80 ml destilované vody.

e Zapnéte pfistroj, zkontrolujte, zda ¢ervena kontrolka sviti u méreni
mV, pfip. stlacte pfislusné tlacitko.




e Do roztoku vloZzte elektromagnetické michadlo, kadinku postavte
na elektromagnetickou michacku.

e Ponofrte do roztoku kombinovanou sklenénou elektrodu a zapnéte
michani.

e Do tabulky si zapiSte pocatecni hodnotu napéti (mV). Titrujte 0,1M
odmérnym roztokem hydroxidu sodného o presné znamé
koncentraci.

e Provedte vlastni titraci — byretou pfidavejte odmérny roztok a
po kazdém pridavku zaznamenejte do tabulky pfislusnou spotiebu
(2 desetinnd mista) a hodnotu napéti (mV) roztoku.

e Po skonéeni méreni vypnéte pfristroj stlacenim tlacitka , OFF".
Elektrody omyjte.

e Postup opakujte 3 x.

e Vyhodnoceni: ze ziskanych hodnot sestrojte titracni kfivku a urcete
body ekvivalence graficky nebo numericky (matematickym
zpUsobem dle Hahna) — viz str. 21.

e Presnou koncentraci odmérného roztoku uréete standardizaci
na kyselinu $tavelovou

e Pomoci prfesné koncentrace odmérného roztoku vysledek vyjadrete
jako hmotnost (g) kyseliny fosforecné ve vzorku.

Standardizace 0,1M odmérného roztoku hydroxidu sodného na kyselinu
Stavelovou

Na analytickych vahach odvazte tolik kyseliny stavelové, aby
po rozpusténi a doplnéni na 100,0 ml byla latkova koncentrace H,C,04
polovi¢ni nez koncentrace odmérného roztoku NaOH. Odvazené mnozstvi
rozpustte vkadince ve vodé (za zvySené teploty). Kvantitativné prelijte
do odmérné banky na 100,0 ml a dopliite po rysku; po promichani
odpipetujte 3 x 20,0ml do tfi titracnich banék a pridejte 2 kapky
methyloranze. Titrujte odmérnym roztokem hydroxidu sodného z ¢erveného
do oranzového (cibulového) zbarveni. Potom pfidejte asi 10 ml 20% roztoku
chloridu vapenatého (vysrazi se bild sraZenina). Roztok se opét zbarvi
cervené. Ten pak dotitrujte hydroxidem do oranzového zbarveni a odectéte
spottrebu. Standardizaci opakujte nejméné 3 x.




LABORATORNI CVICENi 6 — VYSOKOUCINNA KAPALINOVA

CHROMATOGRAFIE

UVOD - VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

HPLC je separacni metoda zaloZend na dynamickém (= v toku)
rozdélovani analytu mezi dvé (nesmisitelné) faze — fazi mobilni (obvykle
smés rozpoustédel) a fazi stacionarni (zakotvena kapalina na nosici nebo
tuha faze, sorbent).

Analyt, ktery vtomto systému vykazuje vétsi afinitu ke stacionarni
fazi, je v koloné vice zadrzovan, a proto pfichazi na detektor pozdéji nez
analyt jiny, ktery ma ke staciondrni fazi afinitu mensi a je z kolony rychleji
unasen mobilni fazi — takto dochazi k jejich oddéleni, separaci. Pricinou
chemické afinity jsou 4 typy interakci: elektrostatické, dipélové, van der
Waalsovy a vodikovych vazeb.

Pfistroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy
chromatograf. Kapalinovy chromatograf tvori tyto hlavni ¢asti: zasobniky
s mobilni fazi, vysokotlaka pumpa, davkovac, kolona a detektor.

CHECRIATOGRA DL
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Schématicky ndkres kapalinového chromatografu
(web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html)

Reverzni stacionarni faze

Staciondrni faze je obvykle tvofena nosi¢em (¢asticemi silikagelu 3 —
10 um), na ktery je chemicky navdzdna vlastni stacionarni faze. Reverzni
stacionarni faze mlze byt tvorena naptiklad vrstvou nepolarnich uhlovodika
(C8 = silyl+oktyl, €C18 = silyl+oktadecyl), nebo polarnéjsich uhlovodikd
s vhodnou funkéni skupinou (napf. -CN).




Mobilni faze

Mobilni fazi v RP HPLC muZe byt napf. voda, methanol, acetonitril a
jejich smési v raznych vzajemnych pomérech, pufry a dalsi. Mobilni faze
vstupuje do interakce se slozkami analyzované smési a konkrétni sloZeni
mobilni faze muiZe vyznamnym zplUsobem ovliviiovat celou analyzu
(separaci).

Klicovym pojmem pro vybér vhodnych podminek separace (tzn.
smési analytl) je proto elucni sila mobilni faze. Tato sila je vidy vztaZena
na konkrétni systém (konkrétni stacionarni fazi) a ukazuje schopnost eluovat
analyt ze stacionarni faze (,souperit” se stacionarni fazi o analyt) v procesu
kontinualniho transportu mobilni faze kolonou. Dobrym odhadem elucni sily
je (vnasem pfipadé neionizovanych analytl tzn., kdyZ? mGZeme zanedbat
iontové interakce) poldrnost - jak analytu, tak obou fazi. Podle distribuce
parcidlnich nabojl (z posouzeni elektronegativity a polohy pfitomnych
atomu) dané molekuly miGzeme pak usuzovat na jejich vzajemnou afinitu:
polarni analyt bude mit vysokou afinitu k polarni fazi a nepolarni analyt
k fazi nepolarni.

CHROMATOGRAM

Chromatogram je Casovy zaznam odezvy detektoru chromatografu;
typicky je tvoren piky, které maji rznou plochu a vysku. V ideadlnim pfipadé
jsou symetrické a maji tvar Gaussovy kfivky.

2 4 6 8 min

Ukdzka chromatogramu. KazZdy pik (¢. 1 — 6) odpovidd jedné sloZce
analyzované smési. Vodorovnd osa zndzorriuje cas. Cas, ktery odpovidd
vrcholu piku, je tzv. retenéni cas, ktery je na dané koloné a za danych
experimentdlnich podminek pro kaZdou Iatku charakteristicky.

Pokud je zkoumana smés idealné rozdélena, pak kazidy pik na
chromatogramu odpovida jedné ze sloZzek smési. Poloha piku na ose x
uvadéna pomoci retencniho ¢asu (ur¢eno podle polohy vrcholu=maxima)




urcuje, o jakou latku se jedna (kvalitativni analyza), plocha piku (nebo jeho
vyska) urcuje mnozstvi latky ve smési (kvantitativni analyza).

Identifikace pik(l (latek) se nejcastéji provede tak, Ze se na stejné
separacni koloné za stejnych experimentdlnich podminek provede nastrik
ovérovaného standardu. Pokud se retencni ¢as piku na chromatogramu
neznamé smeési shoduje s retenénim casem piku znamého standardu, pak se
jednd velmi pravdépodobné o stejnou latku. Pokud nas detektor je schopen
spektra snimat (diode-array detector, DAD), dalsi identifikaéni moZnosti je
srovnani spektra piku, ktery prochazi detektorem, se spektrem standardu.
Pouzivame-li MS detektor, Ize identifikovat latku podle MS spektra, aniz
bychom disponovali Cistym standardem analytu.

Koncentrace latek ve smési se urcCuje zploch piki metodou
kalibracni k¥ivky (viz str. 14).

kalibraéni krivka kofeinu
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Vyhodnoceni chromatogramu

Jak bylo feceno, kvalitativni charakteristikou latky je retencni cas
piku t.. Pokud jsou navic piky symetrické, jako kvantitativni ukazatel obvykle
pouzivdme plochu piku. Pro zjisténi plochy nejjednoduseji postupujeme tak,
Ze pik aproximujeme

trojuhelnikem (viz < 2 >
obrdzek), protoZe pak < 1 »

pro odhad plochy lze t
pouzit vztah plocha = 0

0,5*h*w, kde w je — h
prislusna délka o
zakladny trojuhelnika. \L

) 4
T
Ny




Moderni software (Chemstation, Clarity, Chromeleon...) dokadzi provést
numerickou integraci v graficky privétivém prostredi; v zdsadé vsak vidy
musime definovat zac¢atek a konec piku.

Namisto w je ale vétSinou jednodussi z chromatogramu odecitat
Sitku piku v poloviné vysky wps (pozor! t, a w musi byt vyjadfovany ve
stejnych jednotkach napf. minutach, pfip. v milimetrech!!!).

Retencni chovani (=mira afinity ke stacionarni fazi) daného analytu
se v chromatografii charakterizuje kapacitnim pomérem (faktorem)

kde to je ¢as analytu nezadrZovaného kolonou (mrtvy Cas), t je retencni cas
analytu. Pfi vyhodnocovani chromatogramu dale obvykle pocitame pocet
teoretickych pater N a rozliSeni Rs.

Pocet teoretickych pater N neboli Gcinnost kolony ukazuje
kinetickou kvalitu separaéniho systému:

2

N=16" N=5545-"

w Wos

Pro srovnani Ucinnosti rizné dlouhych kolon (bézné délky L jsou 5 — 25 cm)
se zavadi vyskovy ekvivalent teoretického patra H. Je to délka kolony,
na které dojde k jednomu rozdéleni analytu mezi stacionarni a mobilni fazi:

H=—
N

Rozliseni Rs je mirou separace dvou pik{:

t,—1 t,—t
Ry=—>1— R, =L17% 2
(Wz + Wl)/2 Wosa T Wos)

twi twa

Napf. hodnota Rs= 1,00 udava, Ze dva sousedni piky vykazuji jen 2%-ni
prekryv, pfi Rs = 1,50 povaZujeme piky za kvantitativné oddélené
(odseparované), hodnoty >2,0 se jiZz nesnazime Upravou podminek zvySovat.




STANOVENI KOFEINU V ACIFEINU

OH Kyselina acetylsalicylova (acetylsalicylic acid, Aspirin™
Acylpyrin™)  je Siroce pouzivané léfivo s napf.
07)1/ antipyretickymi ucinky.

Kofein (caffeine) (podle rostliny Coffea arabica, cesky (EH:”'

kavovnik) je alkaloid, ktery pfiznivé stimuluje centralni N \]/O
ok e ¢ ]
nervovou soustavu a srdecni ¢innost. Kofein patfi do \ N__
skupiny purinovych bazi, methylovych derivatl CH3/ CHs

. . . . . o]
xanthinu, ktera zahrnuje theobromin (kakao) a theofylin

(bronchodilatans). V této praci bude stanovovan obsahu kofeinu v komerc¢né
vyrabéném lécivu ACIFEIN (HERBACOS-BOFARMA, s.r.0).

Paracetamol je |écivo, jeZ plsobi proti bolestem

H
N\H/CHB a zvySené télesné teploté, neni vsak
o protizanétlivé. Patfi do indikacnich skupin
HO

analgetikum a antipyretikum.

Popis vyrobku ACIFEIN 10 Tablety

Co obsahuje Vas 1ék?
Acidum acetylsalicylicum 250 mg, Paracetamolum 200 mg, Coffeinum 50 mg v 1 tableté.
Dalsi latky obsaiené v 1Eku

Glycin, kukufiény Skrob, mastek, hyproldza.

http://www.farmaceutika.info/acifein#spc m
-



http://www.farmaceutika.info/acifein#spc

Pracovni postup

o B (CH)1CHy (EH)1CHy
Chemikalie: voda pro HPLC, octan amonny, ,¢\ o (cm,,,c",c?’
kyselina octova, standard kofeinu " ?/ "

(Supelcosil ABZ+plus, 150 x 4,6 mm), Castice

OH

S S

Stacionarni faze (SF): reverzni, amid-C18 a
S
!

3 um

Mobilni faze (MF): 70% octan amonny 50mM (pH=4), 30% methanol;
izokraticka eluce; pritok 1 ml/min, t =40 °C

Pfiprava vzorku

Zvazite 10 tablet a spocitejte prdmérnou hmotnost jedné tablety. Vyberte
jednu tabletu, zvazte ji, dokonale rozetfete na prasek a splachnéte
vodou do odmeérné banky a doplrite po rysku. Asi na 1 minutu dejte
odmérnou barnku do ultrazvukové lazné. Pfitomnost aditiv znemoziuje

dokonalé rozpusténi tablety. Avsak kofein je dobfe rozpustny a kvantitativné
se rozpusti. Do vialky prefiltrujte pres nasadkovy filtr.

Kalibracni roztoky

Kalibracni roztoky je nutno pfipravit peclivé! Pipetovat by méla jedina osoba
a pouZivat pfi tom stejnou (sklenénou) pipetu! Zasobni roztok standardu
(kofein) pfipravte do 100ml odmérné barky, pribliznd koncentrace ¢ =~
mg/ml, ve vodé. Z tohoto roztoku naredte kalibracni roztoky (do 10ml
odmeérné barky) o nasledujicich koncentracich:

140, 80, 120, 160| pg/m!

Provedte opakovany nastfik kazdého standardu i vzorku (3 x)

Vyhodnoceni

e Identifikujte podle spekter jednotlivé piky v chromatogramu vzorku
(knihovna spekter nebo obrazek spekter standardll na str. 34)!

e Ze ziskanych dat zkonstruujte linedrni kalibra¢ni kfivku (linearni
regresi) a vypoctéte hmotnost kofeinu v primérné tableté (mg).
Srovnejte tuto hodnotu s deklarovanym obsahem 50 mg/tabletu.

e Spocitejte kapacitni faktor kofeinu k', pocet teoretickych pater N
pro pik kofeinu a rozliSeni Rs paracetamol - kofein.

Pozn.: Ize poulit i ELS detektor, vtom pripadé se musi zménit hodnoty

v rémeccich - PFiprava vzorku: [celou tabletu do [100mL| bariky; Kalibracni
roztoky: zdsobni roztok ¢ ~ mg/ml, Fedéni na ‘200, 400, 600, 800| ug/ml.
Vtomto pfipadé nelze identifikovat piky podle spekter, jediné podle

retencnich casu standardd.




Spektra standardd, c = 200 mg/L

Spectral View - PDAC
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A. PRISTROJ HPLC YL9100

YL9100 Young Lin
Instrument Co., Ltd.,
Soul, lJizni Korea je
plné ovladan
softwarem  Clarity
(DataApex, CZ).

SOFTWARE CLARITY

Poradi zapindni: autosampler, degaser, pumpa, termostat, posledni detektor
(PDA), pak software Clarity: [ Clarity

AL

['aunch

H Systern Legin Legout Lock Wiew Help

L3100

Manager

ikonka je na Plose
vybirdme ,Project Acifein”

For Help, press F1

Primé ovldaddni systému vyvold ovlddaci panely systému:

o Vo100 - verod D0

” Eile Monitor Analysis Method Setting View Window Help |m ‘

File Name:  YL9100 - 4.6.2010 8_50_09
Sample:

Sample ID:

Method: 20100526servis

Mode: Single Run

Gk ks

Mot ready (no method sent)

SR L LDk

For Help, press F1 |Werkl |Administrater




PROVEDENI EXPERIMENTU

| v pfipadé spusténi jediného experimentu se pouziva tzv. méd sekvencni —
napf. sjedinym aktivnim fadkem. Oznaceni v kolonce Run tento tadek
aktivuje:

[ 3
E ¥L9100 - Sequence NonamemE l i n— # I

JJ File Edit Sequence View Window Help |m ﬂi ||ﬁ14::@
jnae|saaa |o s ma|EEE |lsvBoey 7o @
sts. |Run| sv | Ev | Iv | SamplelD | Sample ffnrgﬂ:t Al{nsgl.?nt Sgﬁle IHEI]OI' N':Lfe std | Ll WLEET”E

1 v 1i 1i 1 0,000 0,000 1,000 10,000  %q_%R_%3n Unk CUKRYpazoul
2 [ 3 21 0,000 ¢ 0,000 1,000 1,000 %q %R _%3n Unk CUKRYpazoui
- -

For Help, press F1 0,50 min. - Running [Vial: 1/ Inj: 1 [File Mame: _4.6.201013_59_
-

vvvvvv

NejdllezZitéjsi prizadani experimentu je definice ,metody”, tj. souboru
parametrd, podle kterych pracuje cely systém pfi realizaci experimentu.

Priprava metody:

fl ¥L9100 - Method CUKRYpazourek (MODIFIED) RS

JJ Eile Monitor Analysis Method 5Setting View Window Help |E

)?/ File Mame: quercetin 1m... 2010 15_57_3:
; ﬁ Sample: quercetin 1 mg,/ml

Sample ID:  querc
Method: CUKRYpazourek (MODIFIED)
Mode: Single Fun

Mot ready {no method sent) ‘

ERREN Tl

For Help, press F1 |Work1 |Administrator

V jednotlivych kartach je nutno definovat parametry alespon pro pumpu (LC
Gradient), kolonu (LC, Measurement) a detektor (Acquisition).




Method Setup DAclarityDVACIFEINVACIFEIN.6 [ =]

Gradient Table
Time A C D Flow
[min] [%] | [%] | [%] | [mL/min] standby Flow 1 L /min
1 Initial 0,0 i 1000 0,0 1,000
7 s Time to Standby [min]
Standby Time [min]
Idle State
" Pump Off
[mifmin__ A € D [%]  Initial
| F80 O
L5 = {* Standby
x ]
2 uo Ly 2 " Initial - Standby
0,5+ L0 5
0.0 0 Options...

Event Table | AS LC Gradient |LC J Measurement] Acquisition J Thermostatl Integration I PDA Method ] Calculatio 4 | 3 |

oK | Cancel | | Report | Audit Trail | Help |

Panel vysokotlaké pumpy

indow Help | (8 A ||Af LB & | @
QA& | DS R AW &

29 Spectral View - FDADetector 1

25 — Current Spectrum at 2,42 min.

20

Chromatogram view - PDADetector 1

— Curejt Chromatogram at 256 nm
— _4.6$01015_15_02_001 - Channel 1

085 1
0

181 3
5

Okno detektoru. Detektor sbird informace o signdlu i vinovych délkdch
vredlném Case, takZe Ize zobrazit izoplot (vinovd délka vs. cas), spektrum
(signdl vs. vinovd délka), chromatogram (signdl vs. ¢as) i 3D chromatogram
(signdl vs. ¢as a vinovd délka)




i Agilent Technologies

B. PRISTROJ HPLC AGILENT, SYSTEM 1200

HPLC Agilent, System 1200 (Waldbron, Némecko) je plné
ovladan softwarem CHEMSTATION for LC, rev. B.03.02.

SOFTWARE CHEMSTATION

Poradi zapinani systému HPLC (shora dold): degaser, pumpa,

autosampler, termostat, jako posledni detektor, pak spoustime
software CHEMSTATION:

ikonka je na Plose

Po inicializaci se otevre grafické rozhrani,
L

N kde lIze ovladat znazornéné prvky, véetné
A1

blokového  diagramu:  autosampler,

Instrument 1 Inskrom o .
e =i pumpu (bila Sipka), termostat kolony,

detektor (DAD — Cervena Sipka).

1200 DAD {online): Method & Run Control
Sile  RumControl  Imstrument  Method Sequence  View  Abort  Help

& E Methods L§ krdy | koFEm.M v | | seauences L3 g [aneTa_TETS [ |@ E =S
X G vethod: KOFER

4l st B

[smrd | 500 |

o

40°C B5%water, 13%methanal, 2540

Gl CACHEE2) 1 SEQUENCE

LAFAR AL A0 AnET P

DAD {offline): Method & Run Control

1wControl | Instrument Method  Sequence  Wiew  Abor L. ,
Kondicionace kolony - zapnuti

gradientové pumpy

Set up Injector.,.
el Set up Calumn Thermostat. ..

Re Set up DAD Signals. ..

— Moare Pump 4

m‘ Mare Injeckar >
— MoareDaD 3

040 ¢

P @ Configure 1100/1200 Access...

S nE

08 0% 2.00 pl
Lo o R o B 0

a @ o] @ 0 @ o] @ 0

s N s




PROVEDENI EXPERIMENTU

zvolime méd Single run. Cislo jednotlivé vialky, ze které
bude provadéno davkovani, bude zobrazeno pod tlacitkem
START. Jméno souboru, ktery bude vytvoren, spolu s
pfislusnou cestou na pevném disku, je zobrazeno pod ni

(koncovka .D)

NejdllezZitéjsSim pro zadani experimentu je definice metody,

Method  Seq

—

Method and Run Conkral

ReadyfReprocess Dati

(S [ 200 |

tj. souboru parametr(, podle kterych pracuje cely systém

pfi realizaci experimentu (koncovka .M):

Metoda KOFEIN.M:

u metody nastavujeme pumpu:

| 193U0D LNy PUE po3aL | |

g |¢

Zibupg 8

VZOREKDOO100031.0 V=

Set up Pump : 1200 DAD

I 1.0000 ml#min

= Sulvents#— — Prezzure Limits:
A 130 % Imethanu:ul b

5,00 2] min

0t % & |20mMoctan

= IO ::| Iacetnnitril Mi

|4EIEI bar

it
IEI— bar

objem, ktery se bude davkovat autosamplerem:

Set up Injector : 1200 DAD

teplotu termostatu kolony:

Column Thermostat Method : 1200 DAD

~ Injection \
' Standard Injection Injection Yaolurme: |5.0 ul

" Injection with Meedls Wash W ash Wial: IU
= Usze Injsctor Program Tatal Lines; ]
Optimization; |1_none j Jo00 | min. after (i

— Temperature [left)— — Time = Calurarn Switehing Yalke ——
& [0 T Stoptime: [Cowmnt =]
" Nat contralled ESEHB“D =] rin

Posthire:
U

x|
— Temperature [right] ——
f+ 400 °C
£ Mot cortglled

" Same as left




U detektoru vybereme vinové délky, které se budou ukladat:

DAD Signals : 1200 DAD

— Signals — Time
Store Sample . az Pump =] .
s v T Stoptime: 5 00 El i
gV [26 o [0 [100 Frm || Postime: 0 3 min
c i e [o [ao0 [io0 E e
D: v |23 |8 400 [100 ::| nm | [~ Required Lamps
e [z [ [0 [100 2 m v v I vie
F [ e [0 [100 & m
e IEEEI |1E IEEEI I'IEIEI :1 - — Peakwidth [Fesponzetime]
H T [zso e s [1o0 E rm > 005 minits) x|
— Spectrum — Autobalance
Store: I.-'i'-.pe:-:+Ea$elines j & Preun ™ Postiun
Range: |1 0 o |4EIEI nm
Step: IE.EI i) Pt
Thishold [200 | [4nm =]

Absorbance v méfici cele je nepretrZité monitorovana. ProtoZe je pouZivan

diode-array detektor, Ize vredlném case snimat i spektra a ty pouzit k

identifikaci:
oamovetn.0l v b [l 2 | % H[ﬁ [ [ (AL el il [wo reference j|
Sig=274.8 Ref=360.50 (PAZOUREKMWKOFX40_0A30ME11.00

2.866

DADT, 2263 (268 mAlAp:) of KOFX40_0AZ0ME11.D

mal

250 |
200
150

100 —

T T T T
1 2 2 4

Identifikace kofeinu podle spektra




LABORATORNI CVICENIi 7 — KAPILARNI ELEKTROFOREZA

UVOD - KAPILARNi ELEKTROFOREZA (CE)

Kapilarni elektroforéza je moderni vysoce ucinnd analytickd separacni
metoda. Principem je pohyb analytl v elektrolytu mezi dvémi elektrodami
vysokého napéti, obvykle realizovany v kapildfe priiméru 25 — 75 um s on-
column detekci.

Teorie

Elektricky nabitd castice se v elektrickém
poli  pohybuje ve sméru daném

Firiction .
znaménkem naboje Castice a orientaci 4—(

pole (kladné nabita castice k zdpornému

pdlu a naopak). V kapaliné je rychlost tohoto pohybu pfimo Umérna naboji
Castice q (F = g * E) a nepfimo umérna hydrodynamické (Stokesové)
velikosti castice d (sila odporu prostfedi F = - 3nndv, kde n je viskozita
kapaliny). Tyto dvé sily se rychle po aplikaci elektrického pole vyrovnaji a
Castice se dale pohybuje konstantni rychlosti

v=q*E/3nnd u=q/3nnd

kde 1=v/E elektroforeticka mobilita. Pokud se tedy ¢astice vzorku lisi alespon
v efektivnim ndboji g ¢i hydrodynamické velikosti d, mohou se pohybovat
rozdilnymi rychlostmi, coZ je nutnou podminkou separace. Pfi pouziti
kapilary (typicky kfiemenné, fused silica) jako separac¢niho prostoru je prosta
elektromigrace nezanedbatelné snizovana/zvysovana tokem nezavislym na
naboji analytu (elektroosmoticky tok, electroosmotic flow = EOF), ktery
mUZe zcela obratit smér pohybu ocekavany podle nabojl analytd.

Vysvétleni elektro-
osmotického toku v
nemodifikované kremenné
kapilare: povrch kapildry
nese nepohyblivy negativni
ndboj (silanolové skupiny).
V dasledku zachovdni
elektroneutrality se proto u

5
e o
S

stén  nachdzi  prebytek
(pohyblivych)  pozitivnich
jonti zroztoku, které po
aplikaci napéti undsi celou
kapalinu ke katodeé.




KAPILARNi ZONOVA ELEKTROFOREZA (CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS,
CZE)

Vyhodnoceni elektroforeogramu

Jednim z moédh CE je kapilarni zénova elektroforéza, pro kterou je
charakteristické pouZiti jednoho pracovniho elektrolytu (background
electrolyte, BGE). V dUlsledku toho je v celé separacni kapilare konstantni
elektrické pole. Jednotlivé zény putuji riznymi konstantnimi rychlostmi, jsou
oddélené BGE a odezva detektoru na konci kapilary (typicky UV-Vis
detektor) ma Gaussovsky profil (tj. pik). Obdobné jako u chromatografie,
migracni ¢as piku tm charakterizuje analyt kvalitativné, kvantitativni
charakteristikou elektroforeogramu je plocha piku.

Pocet teoretickych pater N je mirou Gcinnosti podobné jako u HPLC

2

N = 16t’"—2 pro elektroforézu také = HU N =5,545
w 2D

t2
2

Wo.s

A je mobilita, U napéti, D difuzni koeficient. (pozn. tm a w nebo wys musi byt
vyjadfovany ve stejnych jednotkach napf. sekundach nebo milimetrech !!!).
N je vysoké pro ,uzké” (zakladna piku w = 0) a zadrZované (tm, =2 ) piky.
Nejjednodus$i odetteni w je nahrazeni piku trojdhelnikem (viz obrazek )

RozliSeni Rs je mirou separace dvou pikd. Napf. hodnota Rs = 1,0 udava, Ze
dva piky vykazuji jen 2 %-ni prekryv, pfi Rs = 1,5 povazujeme piky
za kvantitativné oddélené, hodnoty >2,0 se jiZz nesnazime Upravou podminek

zvySovat.
L, -t _
R =721 R, =117 t, -1,
(W2 + Wl) /2 (Wo.s,z + W0.5,1)
Y 2 >
< g
t1

w1l w2




Instrumentace CE

kapilara v termostatu @

D detektor
zdroj wysokeha
napeti

zakladni elekirolyt zakladni elekirolyt
nebo vzorek

Experimentalni usporadani u pfistroji CZE je prakticky vZdy stejné, lisi se jen
v jednotlivostech, vidy obsahuje nejméné:
separacni kapildru , zdroj napéti, (davkovac vzorku), detektor, zafizeni pro
zaznam analytického signalu (viz obrazek).

Typické napéti je 5 — 30 kV, elektrolyt o koncentraci 5—200 mM.

Analyza se obvykle provadi v kfemennych kapilarach, zfidka v
kapilarach teflonovych nebo sklenénych. Béziné kfemenné kapilary jsou z
vnéjsi strany chranény tenkou vrstvou polyimidu, ¢imZz se omezi jejich
kifehkost. Typicky vnitfni pramér kapilary je 25 — 75 um, délka 30 — 80 cm,
objem 1 -3 pl.

Detekce se nejcastéji provadi UV-Vis detektorem,
konduktometricky, fluorescenéné (laserem indukovand fluorescence),
ampérometricky, hmotovym spektrometrem (absolutni).

Davkovani (fadové nanolitry) se provadi bud hydrodynamicky
(pretlakem na zacatku ci podtlakem na konci kapilary) nebo elektromigracné
(po kratkou dobu se aplikuje davkovaci napéti).

Klicoveé parametry separacnich podminek

Elektroforéza je urcena predevsim pro separaci slabych bazi nebo slabych
kyselin, abychom pfi znalosti pK. a volbou pH (pufru) ménili
elektroforetickou rychlost jednotlivych analytl. Pravidlo rika, zZe
napr. kyselina octova (pK.,=4,75) je prakticky neionizovana pri pH<2,75
(nulovd mobilita) a plné ionizovana pfi pH >6,75 (maximalni=tabulkova
mobilita).




STANOVENI KYSELINY ACETYLSALICYLOVE V ACIFEINU

Kyselina acetylosalicylova (ASA, acetylsalicylic acid,

OH Aspirin™,  Acylpyrin™) je Siroce pouzivané écivo
s napf. antipyretickymi Gcinky. Vtéto praci bude
Om/ stanovovan jeji obsah v komeréné vyrabéném lécivu
0 ACIFEIN (HERBACOS-RECORDATI, s.r.o) metodou CZE.
Kofein (caffeine) (podle rostliny Coffea arabica, CH3
i

Cesky kavovnik) je alkaloid, ktery pfiznivé stimuluje

centralni nervovou

Kofein je pravdépodobné nejrozsifenéjsi stimulant
na svété nachdzejici se v mnoha napojich, napf.
kavé, ktery se uzivanim ve vétsim mnoZstvi stava
drogou. Kofein patfi do skupiny purinovych bazi, methylovych derivatl
xanthinu, kterd zahrnuje theobromin (kakao) a theofylin (bronchodilatans).

R

pK31=3,5

N O
soustavu a srdecni cinnost. </ ‘ \(
N\
/N CH;
CH;j o

CHs Paracetamol je |écCivo, jeZ pUsobi proti bolestem

H
N
\"/ a zvySené télesné teploté, neni
o]
HO

protizanétlivé. Patfi do indikacnich
analgetikum a antipyretikum.

H
N
\“/ OH
HOD/ 2

pKai=9,9 pKal=3,0 pKa,=8,3

Popis vyrobku ACIFEIN 10 Tablety

Co obsahuje Vas lék?
Acidum acetylsalicylicum 250 mg, Paracetamolum 200 mg, Coffeinum 50 mg v 1 tableté.

Dalsi latky obsaiené v 1Eku
Glycin, kukufiény Skrob, mastek, hyproldza.

http://www.farmaceutika.info/acifein#spc

K wnitfnimu uliti/Wa vnotorng poulitie

10 ablet { 19 tablit
Ackium acetyisaboybonn 230 =g Seacimolm J00
| Coffelsu iabysiricam B0 mg v 1 kabicti | v 1 Ui,

vsak
skupin

e A
Yo



http://www.farmaceutika.info/acifein#spc

Chemikalie

Tetraboritan disodny (dekahydrat), M = 381,37 g/mol, hydroxid sodny,
kyselina acetylsalicylova, kofein, methanol, voda pro HPLC.

Systém

e nemodifikovana kiemenna kapildra, vnitini primér 75/50 um

e boratovy pufr (tetraboritan sodny), pH = 9,25

e napéti=+16 /+30 kV, davkovani = 40 mbar * 3 s /50 mbar * 0.5 min
teplota = 25 °C, detekce UV 200 nm

Spektra analytt, c=200 mg/ml|

Spectral View - PDAL

[mau]
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1504 \f
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Absorbance
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wasmes kys.acetylsalicylova 231/296 nm

[maL] Spectral View - PDAI
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Absorbance

]
T

200

200 250 300

Wrdongt kys. salicylova 231/297 nm




Spectral View - PDA

wavelenst - paracetamol, 246 nm
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200

Vysvétleni pohybu analyti v kapildre.
Délka Sipek vyjadruje velikost rychlosti.

350
Wavelength kofein, max 274 nm

oA~




Pracovni postup

Roztok pufrujiciho elektrolytu (BGE): 100 ml 12,5 mM (Agilent) resp. 5 mM
(PrinCE) tetraboritanu sodného, pH = 9,25; ve vodé.

Zasobni roztok standardu (kyselina acetylsalicylova, ASA): navazku
splachnéte 5 ml methanolu do 100 ml odmérky, po dokonalém rozpusténi
doplrite vodou, koncentrace c ~ 2,4 mg/ml.

METODA KALIBRACNI KRIVKY (EXTERNIHO STANDARDU)

P¥iprava vzorku

Zvazite 10 tablet a spocitejte pridmérnou hmotnost jedné tablety. Vyberte
jednu tabletu, zvazte ji, dokonale rozettete na prasek a (100 mg| splachnéte

10 mL methanolu a dopliite na 200,00 ml (vodou). Pfitomnost aditiv

znemoziuje Uplné rozpusténi tabletky. VSechny stanovované komponenty
(analyty) se vsak kvantitativné rozpusti do 2 minut. Do ampulky filtrujte!

Kalibracni roztoky

Ze zasobniho roztoku standardu ASA natedte (do 10,00 ml, doplnit vodou)
kalibrac¢ni roztoky tak, Ze odpipetujete:

0,25 / 0,50 / 0,75 / 1,00 ml

METODA STANDARDNIHO PRIDAVKU (PRIDAVKU STANDARDU)

Tato metoda je doporucovana pro vzorky se slozitou matrici
Priprava vzorku a vzorka s pfidavkem standardu

Zvazite 10 tablet a spocitejte prdmérnou hmotnost jedné tablety. Vyberte
jednu tabletu, zvaZte ji, dokonale rozetfete na prasek a navazku 100 mg
splachnéte do 50 ml odmérné banky a doplite po znacku. Prefiltrujte cca
10 ml do kadinky a do 4 odmérnych banék 10 ml odmérte vidy 1,00 ml
filtratu. Do 2., 3. a 4. banky jesté pridejte postupné ze zasobniho roztoku
standardu ASA:

0,20 / 0,40 / 0,60 ml

e Vsechny roztoky je nutno pfipravit peclivé! Pipetovat by méla jedina
osoba a pouZzivat pfi tom stejnou pipetu! PIPETUJEME od znacky O dol!
Nemame sérologické vyfukovaci pipety!




e napiste si do pracovniho sesitu tabulku, jak umistite jednotlivé roztoky
do karuselu (podle nastaveni metody), naplite ampulky a oznacte je
fixem

Vyhodnoceni

e Spocditejte primérné migracni ¢asy tm, primérny pocet teoretickych pater
N a primérné rozliSeni Rs paracetamol — kyselina acetylsalicylova pro piky
ve vzorku (hodnoty t, a w odectéte ze softwaru Chemstation/Clarity).

e Spoditejte elektroforetickou rychlost a mobility ASA

e vypoclitejte pridmérnou hmotnost [mg] ASA v tableté, kterou jste
analyzovali. Spocitejte také hmotnost ASA [mg] v primérné tableté

METODA KALIBRACNI KRIVKY (M. EXTERNIHO STANDARDU)

o Zkonstruujte linearni kalibracni graf: plocha vs. koncentrace standardu,
otestujete vyznamnost Useku, vypoctéte korelaéni koeficient r.
Z primérné plochy pikd analytu ve vzorku odectéte koncentraci ASA
(bud grafickou interpolaci nebo pouzitim regresni kalibra¢ni rovnice)

0,008

0,007

[ 3
0,006 ~*

0,005

0,004
0,003

0,002 ‘/

0,001

0 50 100 150 200 250 300

METODA STANDARDNIHO PRIDAVKU (M. PRIDAVKU STANDARDU)

e Zkonstruujte linedrni kalibracni graf: plocha vs. koncentrace/mnozstvi
pfidavku standardu, vypoctéte korelacni koeficient r. Z primérné plochy
pikd analytu ve vzorku odectéte koncentraci ASA (bud grafickou
extrapolaci pro Y=0 nebo pouzitim regresni kalibracni rovnice)

+ + + +
X 0 mg ASA (piidané)




A. PRISTROJ CE3D AGILENT

Kazeta (cartridge) = drZdk kapildry s detekénim
okénkem, slouZi i jako vzduchovy chladi¢

Prislusenstvi pristroje CE3D AGILENT

1

sklenéné vialky 1,8 ml vicka vialek PP vialky 0,9 ml a 0,25 ml

V pripadé pristroje Agilent CE3D je délka kapilary 33 cm (objem kapildry o
pradméru 75 um je tedy asi 1,5 pul), pricemz efektivni délka (k detekénimu
okénku, viz obrazek na str. 43) je 23,5 cm. Maximalni tlak na promyvani je
1000 mbar.

i j
tyto vialky
jsou pro HPLC

elektrolyty
vzorek

Spravné plnéni vialek




Provedeni experimentu

) a
N
—— |
i
1
Flf—

Vedouci cviéeni wvysvétli obsluhu pfistroje a2 Dp"ﬁl{ft: l:uHh:
urcenému zodpovédnému studentovi. Pred

poslanim jakéhokoli prikazu (software f

Chemstation) zkontrolujte, zda nejsou ke kapilare .53@?

zvednuté vialky a jejich pozice zaroven obsazeny

v karuselu!!!

- ikona na plose:

Instrument 1
online

- jako prvni je nutno spustit ,,SYSTEM INIT” (viz obrazky dale)

- vlozte do pfistroje kazetu s kapilarou

- ovérte funkénost systému stfidavym promyvanim do vialky
= odpad z = voda / = hydroxid. Zkontrolujte, zda po cca 6
sekundach dochazi ke skokové zméné absorbance. Pokud ne,
oznamte to neprodlené vedoucimi cvi¢eni; bez napravy tohoto stavu
by bylo dal$i méreni zbytecné

- Zkontrolujte parametry softwaru (metoda ACIFEIN.M)
25 °C, preconditioning 1 min BGE
polarity positive 16 kV
postconditioning = 1 min hydroxid + 1 min voda
injection 3s * 40 mbar
stoptime 2,5 min
DAD: 200/231/246 nm

- provedte analyzu kalibraénich roztok (3 x)

- za stejnych podminek 3x analyzujte vzorek




Software Chemstation:

schéma systému Agilent

Method and Run Control

K Ready |G | () vethod: ACIFEINM | @ sequence: ACYLKOFIN.S
CE-State wﬁs o D'“ ~=olx|
(Ready

mAU |
Detector DAD &
Aom 4 mom Ve
B: 265 4 450 80
C: 254 16 550 80
D: 280 4 550 80
E: 320 16 450 80
Reference

30—

D:..\data\Pazourek sy, 00Ky [H="f

.44 0.2ph =71
D:>10 GE f 0.0 W Electrolyte Waste
@clean needle

* e

DAD A, Sig=200.4 Ref=550,20
Preszure

mAL

G

00—

=l Instrument 1 {online): Method & Run Contro

File FRunContral | Instrument  Method  Sequence  Yiew
Swskem Vialkable., ..

50—

Select CE Mode. .,

Prvni krok: systém INIT Set up CE Method. .

Set up CE Homewalues. ..
Set up CE Conditioning. ..

T WD AR P ﬁ napene 22t up CE Injection...
I AM. L UREKVACIFEIN,M j | Sequences Ld;é @j [ -Gk oao7; 38t up CE Electric...
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Electrolyte W aste
@iclean needle

vazhe pulr

Druhy krok: promyvani (flush)

Nastaveni metody:

CE: Method |

Capillary vials and termperature settings.

lan

Replenizh, Pre- and Postconditioning
zetup.

Conditioning... |

All parameters for the injection.

Electrical parameters for separation.

Electric... |

Stoptime, Posttime, Bawdata and
Timetable.

wiavelength, Stoptime and detectaor
Timetable.

1
?,_ﬂ“i Detectar... |

Done |

Help |




diagram systému pfi méreni:

CE-5tate

& 3
Detector DAD %' - | l_'é ° r : =0 ] %0%
&2 4 oo ME &) | w| %%
Bogs 4 om0 ME &4 : | 5 Y
C: 254 16 550 80 : a 40—
D:280 4 550 80 =2y 1 lgl \ : _../
E: 320 16 450 80 20—
Signal  Feference ]
[ |
o \ | % 200 @00 4
] 99k - ' | polarita -10.00 = 100.00
m EFEps  proud S M EI to
[ Y, lectrolyte &l Outlet: Inlet:
@iclean needle | puifr puifr

typicky elektroforeogram
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B. PRISTROJ PrinCE 500

PrinCE 500 (Prince Technologies, Emmen, Nizozemi) vybaveny pritokovym
spektrofotometrickym detektorem Lambda 1010 (Bischoff, Leonberg,
Némecko):

V pfipadé PrinCE 500 je minimalni délka kapilary 82 c¢cm (objem 50um
kapilary je tedy 1,6 ul), pficemz vzdalenost k okénku z kratsi strany je 32 cm.

ProtozZe kapilara je dosti dlouhd, prakticky vZdy se pouziva maximalni napéti
zdroje 30 kV a davkovani se provadi az desitky sekund (30 s * 50 mbar).
Pneumaticky systém dokaze vyvinout tlak az 2200 mbar.




Provedeni experimentu

Vedouci cviéeni vysvétli obsluhu pfistroje uréenému zodpovédnému
studentovi.

- jako prvni je nutno zapinat detektor (Lambda 1010), az po té PrinCE,
nakonec fidici software

- ikona na plose:

- ovérte funkénost systému stfidavym promyvanim do vialky 101=
odpad z vialek 133=voda / 102=hydroxid. Zkontrolujte, zda po asi
15 sekundach dochazi ke skokové zméné absorbance (200 nm).
Pokud ne, oznamte to neprodlené vedoucimi cviceni; bez ndpravy
tohoto stavu by bylo dalsi méreni zbytecné

- Zkontrolujte parametry softwaru (metoda shortNaOH, viz obréazky)
oven 25 °C
prewash 2000 mbar 1 min NaOH, 0.5 min voda, 1 min BGE
voltage +30 kV
injection 0.5 min * 50 mbar
duration 4 min
postwash 1 min voda
wavelength 200 nm

- provedte analyzu kalibracnich roztok (3 x)

- za stejnych podminek 3x analyzujte vzorek

pinit sl ‘ 7l ®

== pnit

300
WL

o v elektrolyty vzorek
Sprdavné plnéni vialek vy




Software DaX:

Spoustéci ikonka na plose:

Zdkladni ovlddaci panel (Sipky oznacuji tlacitka oviddani)

H WPrince

Fur info

OffLine

gy

m Ennnectl Run ||_ Repeat I_

Sample

M

| Step

St |
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EEX
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|
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T
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Loy m @ 13
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Action ’W‘

Cloze

Inlet | Fluid Outlet | Fluid p(mbar] | kMApdA | kNApd | Dur [min) | Comment

133 water 1 odpad 2000 ki 1] 050  pre wash

Owen

lp

|
3 low pH lang 2
4 kapilara 311 puft_baorax 101 odpad 2000 kv 1] 1.00  pre wash
: e L -I--i--; = 4 Sample 10 odpad B0 M 0.0 050  injection
High “/altage Detechor

Wavelength 200 |Z nm h
Range [0.20 [3] AU

Time
Constant o1 = s
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—
ermostating

= [
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Load Save

|Va|id range is 11 - 165; type 's'for 'sample’




ovlddaci okno sbéru dat (experimentu)

== DAx M.asurements

_-::]Channel 1

_';:]Channel z

zaddvdni jednotlivého experimentu:

¥~ Channel Sequence List for Channel 1

[ Single Run
¥ Preset scale: tmax [min]: | 10 Y range:|-0.015 | 015 Components >>
Type Repeats | File Sample | Sample name tethod

Measurement 0 ohdata20d va da ke mep_bor_nove_1

Typicky elektroforeogram
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