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Tento vyukovy text je ur¢en k individudlni ptipravé na ulohu Stanoveni mineralnich latek v predmétu
Laboratoi analyzy potravin a pfirodnich produktti pro posluchace bakalaiského studia na FPBT.
Obsahuje navody pro jednotlivé laboratorni prace. Pro ucitele predstavuje Sirsi ,,sbirku* laboratornich
praci, z nichz mtize ucitel vybrat konkrétni napli ulohy podle aktudlnich moznosti a potieb.

Napli ulohy

1. stanoveni chloridi a chloridu sodného v pecivu
(argentometricka titrace chloridii a stanoveni sodiku metodou AAS)

2. spektrofotometrické stanoveni fosfore¢nant (stanoveni kyseliny fosfore¢né v népoji)
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Pozadované vstupni znalosti

—_—

vyc¢islovani rovnic chemickych reakci
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hmotnostni koncentrace na molarni (latkovou) a naopak, pfiprava roztokt

3. princip odmérné analyzy, zdkladni pojmy (odmérny roztok, titrace, titracni kiivka, bod
ekvivalence), vypocty v odmérné analyze, odmérné nadobi a prace s nim

4. zakladni zpiisoby a podminky (teploty, ¢inidla) rozkladu biologickych vzorki, bezpecnostni rizika
pii mineralizaci

5. srazeci reakce ve vodném prostredi, soucin rozpustnosti, zadkladni princip argentometrické titrace
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8. aplikace jednotlivych metod rozkladu pro stanoveni rtiznych prvkl

9. principy argentometrickych, komplexometrickych a manganometrickych titraci vcetné¢ zpusobi
indikace bodu ekvivalence a pouziti zakladnich latek pro standardizaci odmérnych roztoka

10. zasady prace ve spektrofotometrii, komplementarita barev, vztah mezi UV/VIS absorpénim
spektrem a strukturou latky

11. zékladni ¢asti AA spektrofotometru, druhy plamend uzivanych v AAS, vyjadfovani citlivosti
v AAS, zplsoby feSeni ionizac¢nich a chemickych interferenci v plamenové AAS, aplikacni
moznosti AAS

S vyjimkou bodu 1-3 (elementarni znalosti) se studenti mohou s problematikou teoreticky seznamit,
pfipadn€¢ své predchozi znalosti upevnit prectenim studijni Casti tohoto ucebniho textu a své
porozumeni si pak provétit pomoci kontrolnich otazek.



STUDILJNI CAST

Na nésledujicich strandch jsou stru¢né shrnuta zakladni fakta o metodach analyzy mineralnich latek
a aniontll v potravinach vcetné jejich principt. Celkovy piehled o metodach stanoveni mineralnich
latek

a stopovych prvkl naleznete v pfislusné prednaSce na adrese http://web.vscht.cz/koplikr/ v casti
Analyza potravin a pfirodnich produktt.

PRIPRAVA VZORKU PRO STANOVENI MINERALNICH LATEK

Ptiprava vzorku potravindiského nebo jiného biologického materidlu spociva nejcastéji v rozkladu
vzorku. Doporuéené postupy rozkladu vzorki potravin jsou uvedeny v normé CSN 56 0065 ,,Metody
mineralizace vzorka pred stanovenim obsahu tézkych kovii v pozivatinach®. Tato norma popisuje
ruzné zpusoby provedeni rozkladu (mineralizace) na mokré cesté i na suché cesté. Postupy rozkladu
na mokré cesté a pouzité mineralizacni smési jsou specifikovany s ohledem na slozeni analyzovanych
vzorkl. Norma pfipousti rozklad smési HNO3;+H,SO4s, HNO;+H,SO4+H0; 1 smési
HNO;+H;SO4+HCIOy4. Pro rozklad na suché cesté je podle normy mozné k ohievu vzorkl pouzit
krom¢ muflové pece s teplotni regulaci také topnou desku (elektricky vafi¢), plynovy kahan nebo
mikromineralizator. Norma doporucuje pouziti pomocného ¢inidla (roztoku Mg(NOs),), piipousti vSak
1 postup, pii kterém se pomocné ¢inidlo ke vzorku nepiidava. Norma piitom nespecifikuje postupy
a jejich varianty, které jsou vhodné ke stanoveni konkrétnich analytt.

Rozklad na mokré cesté

Klasicky zptusob provedeni rozkladu na mokré cesté spocivajici v ohfevu smési vzorku a kyselin
v Kjeldahlové baiice v plameni kahanu se dnes v analytické praxi jiz témét nepouziva. Obvykle je
nahrazovan elektrickym ohievem za definované teploty tepelného zdroje. Tepelny zdroj
1 rozkladné nadobky (zkumavky, kddinky, baiiky) jsou z hlediska tvaru a velikosti voleny tak, aby byl
zajistén rychly a rovnomérny piestup tepla. Volbou navazky, potfebnych ¢inidel a jejich mnozstvi
a zejména vhodnym teplotnim rezimem je mozné vypracovat postupy, které zajisti témei dokonaly
rozklad organické matrice vzorku. Teplotni program rozkladu vychazi zteplot varu piislusnych
kyselin a z reaktivity slozek, jejichz ptitomnost ve vzorku predpokladame. Napft. pro piipravu vzorki
vetsSiny zivociSnych tkani a nasledné stanoveni As, Cd, Cu, Pb, Se, Zn (ptfipadné¢ i Hg) atomovou
absorp¢ni spektrometrii lze pouzit rozklad smési HNO;+H,SO4+HCIO4 pti teplotach 110-200°C
popsany v praci [1]. Pro rizné materidly je tfeba modifikovat navazku, pouzitd cinidla (napf.
v pfipadech, kdy mohou vznikat malo rozpustné sirany je tfeba vypustit H,SO4). Provedeni rozkladu
klasicky postup. I zde je vSak nutnd nejvyssi opatrnost, zvlasté pfi rozkladu vzorkli smési obsahujici
kyselinu chloristou (smés HNOs;+H,SO4+HCIO,4 je bezpecnéjsi, nez smés HNO;+HCIO,). Klasické
postupy mokré mineralizace uvedené v CSN 56 00 65 lze tedy povazovat pouze za orientatni. Navic
norma neupozoriiuje dostateCné na rizika pri praci s kyselinou chloristou (nebezpeci exploze pfi
rozkladu pftili§ velké navazky nebo pii prehiati reakéni smési).

[1] Salisbury C.D., Chan W.: J. Assoc. Off. Anal. Chem. 68, 218, 1985



Modernéjsim a rychlejSim zptsobem rozkladu je rozklad tlakovy [2], tj. rozklad provadény
v uzavieném systému (v uzaviratelnych teflonovych nebo kifemennych reakénich nadobkach
umisténych ve vn&jSim plasti). Navazka vzorku zpravidla odpovidd mnozstvi 0,2-0,5 g suSiny.
Mineraliza¢nim ¢inidlem byva vétSinou jen HNOs;, pfipadné smés HNO;+H,0O,. Ohfev mize byt
realizovan konvekci nebo absorpci mikrovinné energie. Vyhodou téchto postupt je eliminace ztrat
analytu, menSi spotieba reagencii a minimalni kontaminace vzorku. Vzhledem k mensi navazce
vzorku se tyto postupy pouzivaji zejména ve spojeni s vysoce citlivymi analytickymi metodami, jako
jsou AAS s elektrotermickou atomizaci, ICP spektrometrie, pfipadné¢ metody elektrochemické
rozpousStéci analyzy. Aplikace plamenové AAS je vétSinou moznd jen pro stanoveni prvka
zastoupenych ve vyssich koncentracich (napt. Na, K, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu). Nékteré typy mikrovinnych
tlakovych mineralizatori umoziluji kombinovat rozklad za atmosferického a zvySeného tlaku.
Mikrovlnny tlakovy rozklad vzorkl je ve srovnani s mineralizaci za atmosferického tlaku podstatné
rychlejsi. V nékterych piipadech 1ze vzorek rozlozit a zchladit na laboratorni teplotu jiz za 20 minut.
Utinnost tlakového mikrovinného rozkladu [3] je dostateéna pro analyzu ziskanych mineralizatt
metodami atomové spektrometrie. Pti aplikaci elektrochemickych metod je vSak zpravidla nutné tyto
postupy kombinovat s dal$i apravou, béhem které jsou totdlné¢ zoxidovany zbytkové organické latky.
Ptikladem pouziti takové kombinace je metoda AOAC 986.15 Arsenic, Cadmium, Lead, Selenium and
Zinc in Food, ktera pro stanoveni Cd a Pb ptedepisuje tlakovy rozklad 0,3 g vzorku s 5 ml HNO; pfi
150°C nasledovany odpatenim digeratu a tavenim se smési NaNO3;+KNOs. Z tuhého zbytku se pak
ptipravi vyluh v 0,5M HNOs a prvky Cd a Pb se stanovi anodickou rozpoustéci voltametrii.

Rozklad na suché cesté

Klasicky rozklad vzorkii na suché cesté spociva v oxidaci organické matrice atmosferickym
kyslikem za zvysené teploty (nejcastéji 450-550°C) a za atmosferického tlaku [4]. (Tento typ rozkladu
je zcela nevhodny pro stanoveni rtuti; stanoveni arsenu a selenu Ize uskutecnit za kontrolované teploty
s pfidavkem pomocného cCinidla Mg(NOs),). Suchy rozklad zpravidla trva nékolik desitek hodin.
Rozklad se provadi v kfemennych, sklenénych nebo platinovych nadobkach a probihd ve ctyfech
fazich: suSeni, zuhelnéni, zpopelnéni a rozpousSténi popela v roztoku minerdlni kyseliny. Prvni tfi
faze mohou byt realizovany v jednom zafizeni (teplotné programovatelna elektricka pec) nebo
v riznych zafizenich (suSarna, infralampa, topnd deska, pec). Za nejkritiCtéjsi fazi procesu je
povazovano zuhelnéni, pii kterém muze v disledku pribehu exotermnich d&ji dojit k prehiati vzorku
(teplota uvnitt rozkladaného materidlu je pak vyssi nez teplota tepelného zdroje). Pti vysoké teploté
potom dochdzi ke ztratdm analytd té¢kdnim. Plati to zejména pro halogenidy zinku, kadmia a olova.
Proto je aplikace rozkladu na suché cesté u vzorkli s mimoiadné vysokym obsahem chlorida (napf.
solené potraviny) velmi problematicka. V takovych ptipadech se pro stanoveni tézkych kovil voli spiSe
rozklad na mokré cesté. U vzorkd, které maji nezanedbatelny ptirozeny obsah chloridi, je vhodné pro
stanoveni olova a kadmia ptfed zpopelnénim konvertovat tékavé chloridy na méné tékavé sirany
pridavkem kyseliny sirové [5] nebo roztoku K,SO4 [6] ke vzorku. Zuhelnéni pak probihd zpravidla
zahfevem na topné desce az do odkouieni SO; [7] nebo piimo v elektrické peci. V druhém ptipad¢ je

[2] Jackwerth E., Gomis¢ek S.: Pure & Appl. Chem. 56, 479, 1984

[3] Levine K.E. et al.: J. Anal. At. Spectrom. 14, 49, 1999

[4] Mader P. et al.: Talanta 43, 521, 1996

[5] Satzger R.D. et al.: J. Assoc. Off. Anal. Chem. 65, 987, 1982

[6] Gajan R.J. et al.: J.Assoc. Off. Anal. Chem. 65, 970, 1982; AOAC Method 982.23: Cadmium and Lead in Food.
Anodic Stripping Voltammetric Method

[7] Adeloju S.B.: Analyst 114, 455, 1989



vSak nutné mit pec s vnitinimi sténami z materialu, ktery nebude narusen parami oxidu sirového
(kfemen).

Pii pouziti pomocného ¢inidla Mg(NOs), probiha rozklad jiz v pocatecnich fazich v siln¢ oxidacnim prostfedi (termickym
rozkladem dusi¢nanu vznika oxidujici plyn oxid dusi¢ity), takze je mozné minimalizovat ztraty t€kavych prvki jako jsou
arsen, selen nebo fosfor. Pomocné ¢inidlo se aplikuje ve form¢ vodného (nebo ethanolového) roztoku, ktery se rozmicha se
vzorkem. Ze vzniklé suspenze se béhem suseni odpaii rozpoustédlo. Cinidlo je také mozné aplikovat ve formé krystalt
Mg(NOs),.6H,0, které se vmichaji do vzorku nebo se jimi vzorek pfevrstvi. Pouziti pomocného ¢inidla omezuje kontakt
vzorku se sténami nadobky a tak snizuje ztraty analytu retenci ve stén¢ spalovaciho kelimku nebo v nerozpustném
silikdtovém zbytku popela za vysokych teplot. Nevyhodou pouziti Mg(NOs3), nebo jinych pomocnych ¢inidel na bazi soli
(K,SO4, Mg(CH;CO0),) je vyrazné snizend zivotnost pouzitych kifemennych kelimkii nebo kadinek. Pokud maji byt
v mineralizatu stanoveny t€zké kovy (zvlasté Pb a Cd), je nutné pro pomocné ¢inidlo pouzivat velmi drahé vysoce Cisté
preparaty dusi¢nanu hofec¢natého. Navic vysoka koncentrace soli ve vysledném vyluhu popela mize plsobit potize pfi
stanoveni n¢kterych prvkl metodou AAS s elektrotermickou atomizaci a metodou ICP-MS.

Ztraty analyti, ke kterym dochazi béhem zuhelnéni a zpopelnéni jsou hlavni slabinou klasického
suchého rozkladu. Velikost ztrat je zavisla na matrici vzorku a na teplotnim rezimu. Ztraty lze omezit
pfedevsim vhodné zvolenym teplotnim programem. K Gplnému rozkladu biologickych materiala bez
pouziti pomocného ¢inidla je nezbytné dosahnout konecné teploty alesponi 450°C. Teploty nad 550°C
jsou z hlediska ztrat riskantni. Bylo vSak prokdzano, ze mnohem vyznamnéj$im Ccinitelem nez
maximalni teplota rozkladu je rychlost ohfevu vzorku. Pomalé zvySovani teploty ve fazich zuhelnéni
a zpopelnéni, které je mozné realizovat napf. na regulovatelné topné desce s otvory pro spalovaci
kelimky nebo v programovatelné peci, zabrafuje piehfati nebo dokonce vzplanuti vzorku. Pro
zpopelnéni vzorkl potravin s minimalnimi ztratami Pb, Cd, Cu, Zn, Mn a Fe je doporu¢ovana rychlost
nartstu teploty 50°C/h [8] nebo dokonce jen 20°C/h [9] a maximalni teplota 450-520°C.

Je ziejmé, ze u tak malo robustni metody Upravy vzorku, jakou je zpopelnéni, je popis zplsobu
provedeni rozkladu na suché cesté uvedeny v CSN 56 0065 zcela nedostateény. Norma piipousti
rozklad s dusi¢nanem hotecnatym i bez n¢j a nespecifikuje zavazné jaké zatizeni ma byt pouzito
k ohtevu vzorkd. Udava pouze maximalni teplotu 450°C a zmifuje se o postupném zvysovani teploty
v peci. Rozklad podle normy, jehoz provedeni je ponechano liboviili analytika, nemtize sdm o sobé
zajistit spravnost analytickych vysledkl. Proto je nutné vypracovat podrobny jednoznaény postup a
pro konkrétni kombinaci analytu a matrice je tfeba jej validovat. V pracovni ¢asti jsou uvedeny dva
velmi podobné standardni operacni postupy zaloZené na zpopelnéni, které jsou urceny k uprave vzorki
potravin pfed stanovenim nékterych kovii a pfed stanovenim chloridovych iontd. Oba vyhovuji
podminkam stanovenym normou CSN 56 0065.

TITRACNI METODY

Klasické chemické metody kvantitativni analyzy, tedy metody titratni a vazkové, je mozné pouzit
pouze pro stanoveni makroslozek vzorku. Pokud jde a analyzu mineralnich latek, jsou v potravinach
titracnimi metodami snadno stanovitelné nékteré majoritni prvky a anionty (chloridové ionty, vapnik,
hot¢ik). Pouzivaji se k tomu argentometrické (pfipadné merkurimetrické), komplexometrické nebo
manganometrické titrace.

[8] Jorhem L.: J. AOAC Int. 76, 798, 1993
[9] DeBoer J.M.L., Maessen F.J.M.J.: Spectrochim. Acta 38B, 739, 1983



Argentometrické stanoveni chloridovych ionti

Podstatou stanoveni je srazeci reakce chloridového iontu se stfibrnym iontem za vzniku bilého
chloridu stfibrného:

Ag' +ClI'— AgCl K,=[Ag].[Cl1=1.78.10"

V praxi se pouziva nejcastéji stanoveni podle MOHRA, kdy se vzorek obsahujici rozpustné chloridy
titruje odmérnym roztokem dusi¢nanu stiibrného. Indikace bodu ekvivalence je zalozena na dalsi
srazeci reakci stiibrného iontu s chromanovym iontem pifidanym do titrované smeési jako chroman
draselny. Reakce vyZaduje rozmezi pH 6,5-10. Pfi vhodné zvolené koncentraci chromanovych ionti je
k vysrazeni Cervenohnédého chromanu stfibrného treba vyssi koncentrace stiibrnych iontt, takze
trvaly vznik sraZeniny nastavd az po kvantitativnim vysraZeni chloridu stfibrného. Vyplyva to
z hodnoty souéinu rozpustnosti (K, =[Ag']*.[CrOs"]=2,45.10"%). Titruje se tedy roztok Zlutd
zbarveny chromanovym indikatorem, v némz vznik4 bild srazenina AgCl a v mist¢ dopadu kapky
odmérného roztoku také pirechodné ¢ervenohnéda srazenina Ag,CrO4. Rozmichanim suspenze barevna
srazenina rychle mizi. Kdyz se spotfeba odmérného roztoku blizi bodu ekvivalence, pak pii pomalé
titraci a za intenzivniho michani smeési trva zmizeni Cervenohnédého zbarveni jiz delsi dobu (2-3 s).
Tésn¢ za bodem ekvivalence se Cisté zluté zbarveni suspenze trvale zméni na slabé oranzové.
Vypocet: latkové mnozstvi chloridovych iontl v titrovaném podilu vzorku [mmol] se vypocte jako
soucin koncentrace [mol/l] a spotfeby [ml] odmérného roztoku AgNOs.

Dalsi moznosti stanoveni chloridii je zpétna titrace podle VOLHARDA. Ve vzorku se nejprve
vysrazeji veskeré chloridy nadbytkem dusi¢nanu stiibrného; zbytkové mnozstvi stiibrnych iontd se
pak urci titraci odmérnym roztokem thiokyanatanu (rhodanidu) draselného nebo amonného:

Ag"+ SCN — AgSCN K,=[Ag"].[SCN]=1.07.10"

Za pritomnosti zelezité soli (siranu zelezito-amonného) je bod ekvivalence indikovan vznikem cCervené
zbarvenych thiokyanatovych komplexi Zeleza [FeSCN]*. Latkové mmnozstvi chloridovych iontd
v podilu vzorku je rovno rozdilu celkového latkového mnozstvi stiibrnych iontd a latkového mnozstvi
thiokyanatanovych iontl spotfebovanych pfi titraci:

n(Cl) = n(Ag") — n(SCN") = c(Ag") . (Ag") — ¢(SCN") . V(SCN")

Pokud jsou objemy udany v ml a koncentrace v mol/l, vysledek vyjde v mmol. Hmotnost chloridovych
iontd nebo chloridu sodného v mg se vypocte jako soucin latkového mnozstvi v mmol a ptislusné
molarni hmotnosti (M(C1) = 35,453 g/mol, M(NaCl) = 58,443 g/mol).

Pii argentometrickych titracich se obvykle pouzivaji odmérné roztoky AgNO; a NH4SCN
o koncentracich 0,1 mol/l, ptipadné 0,05 mol/l. Ke standardizaci odmérnych roztoka obou latek slouzi
jako zékladni latka chlorid sodny.



Merkurimetrické stanoveni chloridovych ionti

Merkurimetrické titrace, pii kterych se pracuje svysoce toxickymi slouCeninami rtuti, se
z bezpecnostnich divodit dnes pouzivaji uz jen vyjimecné. Merkurimetrické stanoveni chloridl je
zalozeno na tvorbé nedisociovaného chloridu rtutnatého reakci chloridovych iontd vzorku
s dusi¢nanem rtutnatym jako titracnim ¢inidlem:

Hg”" + 2 CI' — HgCl,.

Chlorid rtutnaty mé& povahu neutrdlniho komplexu sdosti vysokou konstantou stability
B= [HeCly] / ([Hg™ J[CI®) = 3,02.10°. P¥ postupu podle VOTOCKA se pouziva k indikaci bodu
ekvivalence sraZzeci indikator nitroprusid sodny (dihydrat pentakyanonitrosylZelezitanu sodného)
Nay[Fe(CN)sNO] . 2H,0. V ¢irém titrovaném roztoku vznika tésn¢ za bodem ekvivalence bily zakal
Hg[Fe(CN)sNO].

V merkurimetrii se obvykle pouziva odmérny roztok Hg(NOs3), o koncentraci 0,1 mol/l. K jeho
standardizaci se jako zékladni latka pouziva chlorid sodny.
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Komplexometrické (chelatometrické) stanoveni horéiku a vapniku

Pti komplexometrickych stanovenich iontd kovli se nejCastéji vyuziva tvorby komplext kovil
s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (zkratka EDTA, symbolicky vzorec H4Y). Nejbéznéjsi
substanci pro piipravu odmérnych roztoki je dihydrat disodné soli EDTA (komplexon III, chelaton 3,
Na,H,Y.2H,0). Komplexon reaguje v zavislosti na pH titrované¢ho roztoku v riznych disociovanych
formach H,Y*, HY’ nebo Y* siontem kovu vzdy v molarnim poméru 1:1. K indikaci bodu
ekvivalence se pouzivaji rtizné metalochromni nebo metalofluorescencni indikatory. Vybérem
indikatoru a vhodné stabilizované hodnoty pH titrovaného roztoku lze ménit selektivitu stanoveni pro
urcity kov.

Stanoveni souctu obsahii horéiku a vapniku se provadi v prostiedi amoniakalniho tlumivého
roztoku pii pH 10 obvykle na indikator eriochromovou ¢ern T:

Mg* +HY> — MgY*> + H"
Ca*' + HY - CaY* + H".

Pti pfimé titraci se vinové zbarveny roztok méni v bod¢ ekvivalence na Cisté modry. Pouziva se tuhy
indikator ve smési s NaCl (1:100). Spotfeba odmérného roztoku chelatonu je tmérné souctu latkovych
mnozstvi obou kovi:

nMg”) + n(Ca™) = c(Na,H,Y) . V1(Na,H,Y).
V analytice vody je Casto ur€ovany parametrem tzv. tvrdost vody (soucet koncentrace vapenatych

a hofec¢natych iontti v milimolech na litr vzorku vody). Jednoduchym zptisobem stanoveni tvrdosti je
piima chelatometricka titrace na eriochromovou cern T.



Stanoveni samotného vapniku se provadi v siln¢ alkalickém prostfedi roztoku KOH pti pH 12. Za
téchto podminek se hofecnaté ionty vysrazeji jako Mg(OH),. Vapenaté ionty se pak stanovi titraci
chelatonem:

Ca’" + Y* — CaY?.

K indikaci ekvivalence se pouzije fluorexon (kalcein) — metalofluorescen¢ni indikator, ktery tvori
s prebytkem vapenatych ionta zlutozelené¢ fluoreskujici produkt. Pfi pfimé titraci se tedy titruje roztok
do vymizeni zlutozelené fluorescence. Pouziva se smés fluorexonu a fenolftaleinu, jehoz slab¢ fialové
zbarveni vytvafi vhodné pozadi, proti kterému je fluorescence 1épe postichnutelna. Spotieba chelatonu
zji$téna pii titraci na fluorexon je imérnd mnozstvi vapenatych iontt:

n(Ca*") = c(Na,H,Y) . Vo(Na,H,Y).
Mnozstvi hot¢iku se vypocte diferencné:
n(Mg*") = c(Na,H,Y) . (V1(Na,H,Y) — V>(NayH,Y)).

Ptimou titraci lze pouzit pouze ve vzorcich, které¢ neobsahuji rusivé slozky (predevsim fosfore¢nany).
Pti stanoveni hot¢iku a vapniku v potravindch je nutné pouzit zpétnou titraci. Vychazi se z vyluhu
popela vzorku, ktery se pfed stanovenim upravi na patfi¢nou hodnotu pH. Pii stanoveni souctu obsahti
hot¢iku a véapniku se k pufrovanému alikvotnimu podilu popela pfidd nadstechiometrické mnozstvi
chelatonu a nadbytek se pak stanovi zpétnou titraci odmérnym roztokem MgSO4 na eriochromovou
c¢erit T z modrého do vinového zbarveni. Pfi stanoveni vapniku se ke zalkalizovanému alikvotnimu
podilu vyluhu popela opét ptida nadstechiometrické mnozstvi chelatonu a nadbytek volného chelatonu
se stanovi titraci odmérnym roztokem CaCl, na fluorexon do vzniku Zlutozelené fluorescence.

V chelatometrii se zpravidla pouzivaji odmérné roztoky chelatonu 3 o koncentraci 0,02-0,05 mol/l.
Odmérné roztoky hofecnaté a vapenaté soli se pripravuji z krystalického siranu hotecnatého
rozpusténim ve vode a z uhli¢itanu vapenatého (zékladni latka) ve zfedéné kyselin€ chlorovodikové.
Jako zékladni latky pro stanoveni titru chelatonu slouzi Cisté kovy (zinek) nebo jejich definované
slouceniny (thiokyanatan dipyridinozinecnaty, chlorid olovnaty). Pfi stanoveni titru je vhodné pouzit
indikator, se kterym budeme stanovovat obsah kovii ve vzorcich. Pro stanoveni sumy Mg+Ca to
splituje eriochromova cerni T, se kterou lze titrovat zinek rovnéz s barevnym prechodem z vinové do
modré.

Manganometrické stanoveni vapniku

Tento postup Ize pouzit napt. pro stanoveni vapniku v mléénych vyrobcich. Z vyluhu popela vzorku
v kyselin€ chlorovodikové se po zalkalizovani amoniakem vapnik vysrdzi stavelanem amonnym jako
Stavelan vapenaty:

Ca’ + C,04” — CaC,0,.

Srazenina se odfiltruje a dikladnym promytim se odstrani nadbytek Stavelanovych iontii. Pak se
Stavelan vapenaty na filtru rozpusti ve ziedéné kyseling sirové:



CaC,04 +4 H +2 SO, — HyCy04 + Ca®" + 2 HSO,.

Uvolnéna kyselina stavelova se pak za horka v prostiedi cca 0,7 mol/l H,SO, titruje odmérnym
roztokem manganistanu draselného:

5 H,C,0, +2 MnO, + 6 H — 10 CO, + 2 Mn*" + 8 H,O.

Ze stechiometrie reakci vyplyva vztah mezi mnozstvim vapniku a spotfebou [ml] odmérného roztoku
manganistanu znamé koncentrace [mol/I]:

n(Ca*) = (5/2) . n((Mn0Oy) = 2,5 . ¢(MnOy) . V(MnOy,) [mmol].

Odmeérny roztok KMnO, se pfipravuje nejcastéji o piiblizné koncentraci 0,02 mol/l. ProtoZe po
rozpusténi manganistanu v destilovan¢ vod¢ dochazi po urcitou dobu k vylu€ovani MnO, reakci
s organickymi necistotami ve vodég, Cerstvé piipraveny roztok se k praci nehodi. Po nékolika dnech
stani se roztok zfiltruje ptes sklenénou fritu a stanovi se pfesnd koncentrace manganistanu. Jako
zakladni latka se pouziva dihydrat stavelové kyseliny.

SPEKTROFOTOMETRIE
Teorie

Molekulova absorp¢ni spektrometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti, nazyvana obvykle kratce
spektrofotometrie, je béZnou metodou kvantitativni analyzy absorbujicich rozpustnych latek
organického i anorganického charakteru.

Spektrofotometrické stanoveni absorbujici latky rozpusténé ve vhodném rozpoustédle spociva
v zaznamenani ubytku svételného toku monochromatického zatreni pii prachodu paprsku vrstvou
mefeného roztoku. Méfeny roztok musi byt zcela €iry. Pivodni svételny tok @ paprsku o vinové délce
A je absorpci zateni molekulami analytu zeslaben na hodnotu @. Pomér svételnych tokt vystupujiciho
ze vzorku a vstupujictho do vzorku se nazyva transmitance 7 =@ /@,. V praxi je hodnota @,
zjistovana fotometrickym méfenim po prichodu paprsku kyvetou s rozpoustédlem, kdezto hodnota @
meéfenim po pruchodu paprsku kyvetou s roztokem analytu v tomto rozpoustédle. Svételny tok po
prichodu paprsku vzorkem vykazuje viici koncentraci analytu ¢ a tloustce mefené vrstvy b (tloust'ce
kyvety) exponencialni pokles:

D= @ . 10",

Pro transmitanci analogicky plati

r= lo-g.b.c

Tyto rovnice vyjadiuji LAMBERTUV-BEERUV zakon. Pfevedenim do logaritmické stupnice 1ze zavést

veli¢inu zvanou absorbance 4 = - log 1, pro kterou podle LAMBERTOVA-BEEROVA zékona plati
linearni zévislost na koncentraci:
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Ay =log (D/D)=¢..b.c.=ay.b. p.

Koeficienty &, a a; jsou molarni absorpéni koeficient [l.mol'.cm™] resp. hmotnostni absorpéni
koeficient [L.g".cm™] p¥i konkrétni vlnové délce A podle toho, zda je koncentrace vyjadiena jako
molarni (latkova) koncentrace ¢ [mol.I"] nebo hmotnostni koncentrace p [g.1"]; b je tloustka kyvety
[cm].

Absorbance je ve spektrofotometrii nejbéznéji pouzivanou veli¢inou. Kalibra¢ni graf spektro-
fotometrické analyzy, tedy zavislost zméfené absorbance na koncentraci analytu, je piimka
prochazejici pocatkem soutfadnic se smérnici, kterd je sou¢inem (molarniho) absorpcniho koeficientu a
tloustky kyvety. (Hodnota absorp¢niho koeficientu pii urcité vlnové délce zavisi na druhu
rozpoustédla.) Linearni kalibra¢ni zavislost plati jen v oblasti malych koncentraci a pouze v piipadé,
ze métené roztoky obsahuji pouze jednu absorbujici latku. Jinak je bézné, ze graf zavislosti absorbance
na koncentraci se pii vysSich koncentracich ohyba k ose koncentrace. Pfi spektrofotometrické analyze
zpravidla upravujeme postup a volime fedéni vzorku a tloustku kyvety tak, aby se méfend absorbance
vzorkt a kalibracnich roztokl pohybovala od 0,01 do 2,0.

Absorbance roztoku urcité konkrétni latky je zavisla na vinové délce prochazejiciho zareni. Zavislost
A (nebo ¢ nebo 7) na A se nazyva absorpéni spektrum. Nejbéznéjsi zobrazeni spektra je
v soufadnicich 4 vs. 4. Ve spektru roztoku latky v daném rozpoustédle se objevuji absorpcni pasy
(maxima na absorban¢ni kiivce). Latky barevné absorbuji zafeni ve viditelné oblasti (tj. v intervalu
cca 400-780 nm); napt. Cervené zbarvené latky absorbuji nejvice zelené svétlo (tj. zafeni s hodnotou A
500-550 nm), zluté latky absorbuji nejvice modré svétlo (A 435-480 nm), modrozelené latky absorbuji
nejvice cervené svétlo (620-760 nm). Prislusné dvojice barev (barva latky a barva svétla, které je touto
latkou pohlcovano) se oznacuji jako dopliikové (komplementarni) barvy. Pro analytické ucely si
obvykle z absorp¢niho spektra vybirdme absorp¢ni pas s nejvys$im maximem a pii vlnové délce
tohoto maxima pak provadime spektrofotometrické stanoveni barevné latky.

Latky nebarevné mohou absorbovat ¢ast zafeni v ultrafialové oblasti (cca 200-400 nm). Kromé toho
plati, ze latky vykazujici absorpci ve viditelné oblasti (tj. latky barevné) absorbuji zafeni
1 v oblasti ultrafialové. V ultrafialové oblasti absorbuje zafeni mnoho rtiznych organickych slou¢enin
(areny, alifatické nenasycené slouceniny, heterocyklické slouc¢eniny). Existence urcitého absorpcniho
pasu ve spektru latky, at’ v ultrafialové nebo viditelné oblasti, souvisi s pfitomnosti ur¢itého seskupeni
atomil v molekule, které se nazyva chromofor. Chromoforem muze byt napt. dvojna vazba mezi
atomy uhliku (160-190 nm), systém konjugovanych dvojnych vazeb uhlik-uhlik (dieny cca 220 nm,
trieny cca 270 nm, tetraeny cca 300 nm atd.), karbonylova skupina (izolovand 270 nm, v konjugaci
330 nm), aromatické jadro (izolované 200-210 nm a 254-285 nm, kondenzovana jadra cca 220 nm a
cca 280-300 nm), azoskupina (cca 340 nm a dalsi pasy ve viditelné oblasti), nitroskupina (420-450
nm) ¢i nitrososkupina (630-700 nm).

Vyuziti spektrofotometrie pro stanoveni mineralnich liatek

Hydratované kationty n&kterych prechodnych kovii jsou barevné (kationty Cr** jsou zelenomodré, Ni*™
a Fe’™ zelené, Co”" rizové, Fe'™ hnédodervené, Cu®" modré). Také nékteré anionty, které ve vysokych
oxidagnich stupnich vytvateji piechodné kovy, jsou barevné (fialové ionty MnOj, Zluté CrO,”,
oranzové Cr,07%). Molarni absorpéni koeficienty t&chto kationtovych akvakomplext nebo aniontd
jsou vsak prili§ malé, takze citlivé spektrofotometrické stanoveni neumoziuji. Silné absorbujici
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slouc¢eniny vSak vznikaji napt. nékterymi komplexotvornymi reakcemi kationti nebo aniontt.
Klasickym ptikladem je vznik ¢erveného komplexu trojmocného Zeleza s thiokyanatanovymi ionty:

Fe’" +n SCN” - [Fe(SCN),J*™ n=1az6
Tato reakce se diive bézn¢ pouzivala k dikazu, pfipadné i stanoveni zelezitych iontt.

Spektrofotometrické metody stanoveni mineralnich latek téméf vzdy vyuzivaji néjaké chromogenni
(barvotvorné) reakce. VétSinou se jedna o reakce komplexotvorné, nékdy spojené i se zménou
oxida¢niho stupné analytu nebo slozky ¢inidla. V minulosti byly vypracovany spektrofotometrické
metody pro stanoveni téméf vSech prvki a fada téchto postupt byla ptizpiisobena také pro analyzu
biologickych materialli a potravin. VétSina téchto metod vyuziva reakce prvkl v uréitém oxida¢nim
stupni s vice ¢i mén¢ selektivnimi organickymi komplexotvornymi ¢inidly. Néktera ¢inidla reaguji se
skupinou né€kolika prvkl za vzniku komplext podobnych spektralnich vlastnosti (napf. tzv. zelené
zbarvené Cinidlo dithizon poskytuje ¢erveny komplex nejen s olovem, ale podobné zbarvené produkty
1 s médi, zinkem, kadmiem, rtuti, bismutem a dal$imi kovy). V téchto piipadech je pro dosazeni
selektivity nutné presné nastaveni reakCnich podminek, ptfipadné je tieba nékteré rusSivé prvky
maskovat jinymi ¢inidly, nebo je dokonce nutné analyt nebo naopak rusivy prvek separovat. Vzhledem
ke znacné sloZitosti a pracnosti téchto postupti se dnes tyto metody jiz téméf nepouzivaji. Vyjimkami
jsou metody pro stanoveni Zeleza a fosforu.

Pro stanoveni Zeleza v potravinach se vyuziva reakce Zeleznatych ionti s 2,2'-bipyridylem nebo 1,10-
fenanthrolinem nebo bathofenanthrolinem. Reakci s bipyridylem vystihuje rovnice:

2+

Y N — \/ =
Fe +3{N>—@—> \ /N—>Fe<—N\ /

Reakce probihd ve slabé kyselém prostiedi za pritomnosti redukéniho cinidla (hydroxylamin
hydrochlorid) asi 30 minut. Mé&fi se absorbance cervené zbarveného roztoku pii 522 nm (&5, = 8700
Lmol'.cm™). Reakce je témét specifickd, vysledek viak mize byt mirn& ovlivnén piitomnymi
fosforecnany, zvlasté pii hodnotach pH > 4.

Nejbézné€jsi metoda stanoveni fosforu spociva ve vzniku barevného produktu zvaného molybdenova
modF. Kysely mineralizat vzorku obsahujici kyselinu fosforecnou jako jedinou slouc¢eninu fosforu se
uvede do reakce s prebytkem molybdenanovych iontl. Pfitom vznika kyselina molybdatofosfore¢na
H3[P(M03;04¢)4] a jeji redukci pak molybdenova modf, tj. smes heteropolykyselin pétimocného
a Sestimocného molybdenu. Absorbanci, kterd je imérnad koncentraci fosforu, 1ze méfit v Sirokém
rozmezi vinovych délek 650-840 nm.
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Spravnost vysledku spektrofotometrického stanoveni zalozeného na piedchozi chemické reakci
zavisi na stupni konverze stanovovaného prvku na barevnou latku, nejcastéji komplex. Stala, piipadné
uplnd konverze je zajiSténa za urCitych specifikovanych podminek reakce (rozmezi koncentrace
analytu, koncentrace Cinidel, pH roztoku, doba reakce, teplota). Metoda neni vzdy vici malym
odchylkam v téchto parametrech zcela robustni; napt. absorbance molybdenové modfi je stala jen
v urcitém rozmezi koncentraci kyseliny sirové. Proto je nezbytné dasledné dodrzovat pracovni postup
a dalsi zasady prace. Je-li napt. reakci Cinidla s ur¢itym podilem vzorku ziskan velmi intenzivné
zbarveny roztok, jehoz absorbance lezi mimo kalibra¢ni rozsah, neni pfipustné tento roztok pro ucely
mefeni fedit rozpousStédlem, ale je nutné piipravit novy roztok barevného produktu z mensiho
alikvotniho podilu vzorku. Méteny roztok musi byt vzdy Ciry.

ATOMOVA ABSORPCNI SPEKTROMETRIE
Teorie

AAS je jednou z nejcastéji uzivanych metod kvantitativni prvkové analyzy. Umoziuje v podstaté
stanoveni témét vSech kovovych prvka a dale stanoveni boru a kifemiku. V laboratornim cviceni se
studenti sezndmi pouze s plamenovou AAS. Dalsi techniky AAS (elektrotermickd AAS, hydridova
technika) se pouzivaji pro stanoveni stopovych az ultrastopovych mnozstvi prvka, resp. pro nékteré
specialni ucely (stanoveni, As, Se, Sb).

Atomova absorpCni spektrometrie je zalozena na méfeni absorpce charakteristického
monochromatického zéafeni volnymi atomy urcitého prvku v zékladnim energetickém stavu.
V klasickém atomovém absorpénim spektrometru jde o méfeni zeslabeni rezonancni spektralni ¢ary
z emisniho spektra daného prvku. Zdrojem zafeni je obvykle vybojka s dutou katodou ze
stanovovaného prvku, ktera vysila ¢arové spektrum prvku. V tomto spektru je jedna rezonan¢ni ¢ara
nebo n&kolik rezonanénich ¢ar a dale ¢ary nerezonanéni. Cary maji itku n&kolika pikometrdi. Intenzita
rezonancni spektralni ¢ary je zeslabena absorpci volnymi atomy dané¢ho prvku. Nerezonanc¢ni Cary
atomovou absorpci nevykazuji. Atomizace vzorku, tj. rozpad vétsich ¢astic na molekuly a nasledné€ na
atomy, probiha za vysoké teploty, které se dosahuje hofenim v plameni nebo elektrickym ohievem.
Plamenovy nebo jiny atomizator piedstavuje absorpéni prostfedi, vnémz dochazi k atomové
absorpci. Ta se v zasadé¢ fidi LAMBERTOVYM-BEEROVYM zakonem. Mé&fi se tedy absorbance (tj.
logaritmus poméru pivodni intenzity spektrdlni cary k intenzit€é po zeslabeni). Pfi plamenové
atomizaci se vzorek pfivadi do pfistroje kontinualné jako aerosol zmlzovanim nasavané¢ho kapalného
vzorku. Po prichodu paprsku atomizatorem (absorpénim prostiedim) je rezonancni ¢ara izolovéana
monochromatorem, ktery vymezi v okoli ¢ary propustny spektralni interval o Sifce nejcastéji 0,2-1
nm. Intenzita spektralni ¢ary je pak zaznamenana detektorem zéfeni. Situaci vystihuje obrazek 1.
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Obr. 1
Zjednodusené schéma méieni v atomové absorp¢ni spektrometrii

Podle LAMBERTOVA-BEEROVA zakona je okamzitd absorbance piimo umeérna jednak okamzité
koncentraci volnych atom daného prvku v méfené zéné plamene, jednak délce atomizac¢niho
prostiedi. Pro dosazeni patficné citlivosti jsou tedy hotdky pro AAS konstruovany jako stérbinové se
Stérbinou o délce 5-10 cm. (OtoCenim hotaku do kolmého sméru se dosahne snizeni citlivosti a
roz$ifeni pracovniho rozsahu.) V plamenové AAS se absorbance vzork a kalibracnich roztoki
zpravidla snima nekolik sekund v n€kolika opakovanich (napt. 3 ¢teni po 3 s) a urCuje se pramérny
signal. Kalibrace jsou v AAS v disledku odchylek od LAMBERTOVA-BEEROVA zékona mirné
zakiiveny. Linedrni pribéh kalibrace je zachovan jen v oblasti malych koncentraci.

Dnes se v plamenové AAS pouzivaji jen dva druhy plameni: plamen vzduch-C,H; a plamen N,O-
C,H,. Podle poméru pritokti oxidujiciho plynu a paliva mtze byt plamen oxidacni (tj. chudy na
palivo), stechiometricky nebo reduk¢ni (bohaty na palivo). Plamen vzduch-acetylén miva obvykle
teplotu 2000-2200 °C a pouziva se pii stanoveni snadno atomizovatelnych prvka (alkalické kovy, Mg,
piipadné i1 Ca, nékteré prechodné prvky jako Mn, Fe, Co, Ni, platinové kovy, Cu, Ag, Au, Zn, Cd a
nepiechodné kovy jako Pb, Sn a Bi). Vyssi teplota, cca 2600-2900 °C, mize byt dosazena v plameni
oxid dusny-acetylén, ktery se proto pouzivd ke stanoveni prvkl, které tvoii termicky stabilni
slouCeniny a obtizn¢ se atomizuji. Jde hlavné o nekovy a polokovy (B, Si, Ge, As, Se), kovy
alkalickych zemin, kovy ze skupiny skandia, titanu, vanadu a chromu, dale lanthanoidy a nepfechodné
kovy Al a Ga. (Tento vycet ovSem neznamend, Ze vSechny tyto prvky jsou v potravinach a
biologickych vzorcich stanovitelné plamenovou AAS. Koncentrace vétSiny ze jmenovanych prvki
jsou zde natolik malg, Ze k jejich piipadnému stanoventi je tieba pouzit mnohem citlivéjsi metodu.)

Plamenovda AAS umoziuje stanoveni prvkd ve vodnych roztocich (pfipadné i v roztocich
v organickych rozpoustédlech vyjma rozpoustédel chlorovanych) nejCastéji v koncentracich fadu
desetin az desitek pg/ml. Citlivost stanoveni jednotlivych prvki je rtizna. Je-li u jednoho prvku
¢asto velmi vyznamné. V analyze potravin a biologickych materiala zpravidla pouzivame nejcitlivejsi
spektralni ¢aru. V plamenové AAS se obvykle citlivost vyjadiuje nepfimo jako tzv. charakteristicka
koncentrace. Ma-li méteny prvek v roztoku charakteristickou koncentraci, pak pfistroj naméti po
nasati do plamene absorbanci 0,0044 (absorbance 0,0044 odpovida transmitanci 0,99, tedy situaci, kdy
je mérny paprsek zeslaben o 1 % intenzity). Cim je charakteristicka koncentrace nizsi, tim je citlivost
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métfeni vysSi. Charakteristickd koncentrace je urcitou mezi, pod kterou byva analyza jiz méné
spolehlivd. Hodnota charakteristické koncentrace urcitého prvku na urcité spektralni ¢aife dosazena za
optimalizovanych podminek je pfiblizn¢ stejna pro rizné modely atomovych absorp¢nich
spektrofotometrit (pokud jsou vybaveny srovnatelnym spektralnim zdrojem). Mez stanovitelnosti
konkrétniho méfeni je zavisld nejen na charakteristické koncentraci, ale pfedev§im na kvalité
spektralniho zdroje a na dob& snimani absorbance. Obvykle je mez stanovitelnosti niz§i nez
charakteristickd koncentrace. Tabulka 1 udava charakteristické koncentrace pro nékteré prvky.

Tab. 1
Charakteristické koncentrace a pracovni rozsahy méfeni v plamenové AAS pro vybrané prvky
Prvek Plamen A Charakteristicka Optimalni
(nm) koncentrace pracovni rozsah
(ng/ml) (ng/ml)
Na vzduch-C,H, 589,0 0,004 0,05-0,7
Mg vzduch-C,H, 285,2 0,003 0,05-0,4
Al N,0-C,H, 309,3 0,6 5-100
Fe vzduch-C,H, 248.,3 0,05 0,2-8
Cu vzduch-C,H, 324,7 0,025 0,1-5
Zn vzduch-C,H, 2139 0,008 0,1-14
Pb vzduch-C,H, 217,0 0,08 2-20

Atomizace analytu v plamenové AAS je vysledkem sledu postupnych pfemén vzorku v systému
zmlzovac-hotak. Z nasdvaného kapalného vzorku (obvykle vodného roztoku) se ve zmlzovaci vytvari
aerosol drobnych kapicek rozptylenych v palivové smési (smés vzduch-acetylén nebo oxid dusny-
acetylén). Utinnost tvorby aerosolu v b&Zzném pneumatickém zmlZovaéi je mala (cca 10 %). Aerosol
se stabilizuje prichodem mlznou komorou a vstupuje do Stérbinovitého hotdku. Pii vysoké teploté
hoteni dochazi k velmi rychlému vypateni rozpoustédla z kapek aerosolu a vznika aerosol tuhych
castic. Ty se nasledné rozpadaji na atomy jednotlivych prvka. Volné atomy analytu pak vyvolavaji
atomovou absorpci v té zon¢ plamene, kterou prochazi mérny paprsek. Proces postupnych zmén castic
v plameni vSak muize pokracovat také ionizaci analytu. Volné atomy prvku M prechazeji ztratou
elektronu na ionty M. Vzniklé ionty jiz neabsorbuji rezonanéni ¢aru. Proto je ionmizace analytu
v AAS nezadoucim jevem. K ionizaci maji sklon prvky s nizkou ioniza¢ni energii, tj. hlavné alkalické
kovy a kovy alkalickych zemin. K ionizaci dochazi pti vysSich teplotach plamene. Teplota zavisi na
druhu plamene a sloZeni palivové smési. Rovnéz se lisi v jednotlivych vyskovych zonach plamene.
K potlaceni ionizace analytu se ke vzorku pfidava slouCenina snadno ionizovatelného prvku cili
deionizaéni ¢inidlo. Nejcastéji se jedna o CsCl nebo KCI pridavany v koncentracich fadu jednotek
mg/ml do vzorkt i do kalibra¢nich roztok.

Pokud jde o spravnost stanoveni, je plamenovd AAS pomérné neproblematickou metodou. Nicméné
v n¢kterych piipadech miize byt pfi méfeni v plameni vzduch-C,H, sniZzena Uc¢innost atomizace
v disledku rusivého chemického plsobeni matrice. Typickym ptikladem chemické interference je
ucinek fosfore¢nanti, sirant, kiemicitanii nebo vliv nadbytku hliniku nebo titanu pfi stanoveni hot¢iku
a vapniku v plameni vzduch-C,H,. Pfi stanoveni vapniku a hot¢iku v potravinach jsou fosfore¢nany ve
vzorku vzdy pfitomny a jejich ruSivy vliv je velmi vyznamny. Je vyvolan vznikem termostabilnich
fostati vapniku resp. hot¢iku v plameni. Tento rusivy vliv lze potlacit, ptida-li se ke vzorku tzv.
uvoliiovaci ¢inidlo. Nejcasteji se pouziva lanthanita stl pridavand v koncentraci 2-10 mg/ml La do
vSech vzorkt a kalibracnich roztoki.
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Vyuziti AAS v analyze potravin

Plamenovou AAS se pii analyzach potravin stanovuji nejcastéji

sodik a draslik v plameni vzduch-C,H, (a za ptitomnosti deioniza¢niho ¢inidla)
hoi¢ik a vapnik

e v plameni vzduch-C,H; za ptitomnosti uvoliiovaciho ¢inidla (La) nebo

e v plameni N,O-C,H, za pfitomnosti deioniza¢niho ¢inidla (CsCI nebo KCI)
nekteré prvky prvni a druhé ptechodné fady (Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, ptipadn¢ Cd) v plameni vzduch-
CH;
hlinik v plameni N,O-C,H,., pfipadné cin (jako kontaminant z plechovych obali potravin) v obou
typech plamene.

Pro stanoveni stopovych prvka esencidlnich (napf. Mo, Se) nebo toxickych (As, Cd, Pb), ptipadné
dalSich prvka (Al) je obvykle plamenova AAS nedostatecné citliva. Pro tyto ucely se pouzivd bud’
AAS s elektrotermickou atomizaci, pitipadné hydridova technika AAS nebo nékteré dalsi metody
atomové spektrometrie (emisni a hmotnostni spektrometrie s ICP).

KONTROLNI OTAZKY

Poznamka: soubor téchto kontrolnich otazek provéiuje miru osvojeni a porozuméni vylozené latky v plném
rozsahu; ve vstupnim testu k laboratorni uloze se objevi pouze otazky jednodussi, které se tykaji zakladnich
pozadovanych znalosti (viz str. 3).

Ktera cinidla se pouzivaji pro rozklad vzorkli na mokré cesté? Jaka bezpecnostni rizika hrozi pii
pouziti této metody rozkladu?

Jaké vyhody ve srovnani s mineralizaci v otevieném systému ma tlakovy rozklad? Jaka omezeni
pro pouziti tlakového rozkladu plati?

Z jakych fazi (krokid) se skladd postup klasického rozkladu na suché cesté? Jakd maximalni
teplota se zde obvykle pouziva?

Které prvky lze a které nelze spravné stanovit v biologickém materialu po klasickém rozkladu na
suché ceste?

Jak je definovan soucin rozpustnosti?

Kation B" tvofi s aniontem A™ malo rozpustnou slou¢eninu BA, ktera ma souéin rozpustnosti
Ks = 10 Vypoététe kolik mg slouceniny BA je obsaZeno v jednom litru jejiho nasyceného
roztoku, jestlize slouc¢enina méa molarni hmotnost M = 100 g/mol.

Které odmérné roztoky a které zakladni latky se pouzivaji v argentometrii a merkurimetrii?

Uvedte alesponn jeden zptsob indikace bodu ekvivalence pfi titracnim stanoveni chlorida.
Vysvétlete chemicky princip tohoto stanoveni.

Co je komplexon III (chelaton 3) a v jakém molarnim poméru kationty kovii s komplexonem
reaguji?

10. Co je tvrdost vody, v jakych jednotkach se vyjadtfuje a jak se stanovuje?
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11.
12.
13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

Vysvétlete princip zpétné titrace.
Jaké zékladni latky se pouZzivaji pti komplexometrickych stanovenich?
Vysvétlete chemickou podstatu manganometrického stanoveni vapniku.

Definujte absorbanci. Na ¢em zéavisi hodnota absorbance roztoku absorbujici latky. Uved’te
kvantitativni vztah a specifikujte v ném zahrnuté veliciny.

Vymezte piiblizn¢ intervalem vilnovych délek ultrafialovou oblast a oblast viditelného zéfeni?
Uved'te priklad dvojice komplementarnich barev.

Na ¢em zavisi hodnota molarniho absorpéniho koeficientu urcité latky? Co je absorpcni
spektrum?

Jaké zasady je nutné, v zajmu dosazeni spravnych vysledktli, dodrzovat pii spektrofotometrické
analyze?

Z jakych Gasti se sklada atomovy absorpéni spektrofotometr? Cim je pii sou¢asné atomizaci
n¢kolika prvki ve vzorku zajisténa prvkova selektivita AAS?

Jaké druhy plament se pouzivaji v AAS a ¢im se 1i8i? Jaké procesy probihaji pfi atomizaci vzorku
v plameni?

Co je charakteristicka koncentrace prvku?

U kterych prvkil je pii stanoveni plamenovou AAS nutné potlacit jejich ionizaci a pro¢? Jakou
latku lze pouzit jako deionizaéni ¢inidlo?

Jak lze potlacit rusivy vliv matrice pifi stanoveni vapniku a hoic¢iku v biologickych vzorcich
plamenovou AAS? Jaké slozka vzorku v tomto piipad€é plisobi jako interferent? Jaké latka se
zpravidla uziva jako uvoliovaci ¢inidlo?

Jaké jsou aplikacni moznosti plamenové AAS?
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PRACOVNI CAST

PRIPRAVA VZORKU PRO STANOVENI KOVU ROZKLADEM NA SUCHE CESTE

1. POUZITELNOST METODY

Metodu lze aplikovat pro stanoveni kovovych prvkl v tuhych nebo polotuhych vzorcich potravin
a potravinafskych surovin sniz§im obsahem chloridd. Spravnost vysledkti byla potvrzena pro
stanoveni Cd, Pb, Cu, Zn, Ni, Co, Mn a Fe analyzou certifikovanych referen¢nich materialt 12-2-01
(hovézi jatra), 12-2-03 (vojtéska), 12-2-04 (pSenicnd mouka) a SRM 1515 (Apple Leaves) a ucasti
v mezilaboratornich testech. Pouzity byly voltametrické metody, spektrofotometrie a atomova
absorp¢ni spektrometrie. Metoda je zvlasté vhodna pro naslednou analyzu voltametrickymi metodami.
Metoda je nevhodnd pro stanoveni tékavych kovi (Hg, TIl), metaloidi (As, Se) a kovil tvoricich
v prostiedi HNO3s; malo rozpustné slouc¢eniny (Sn). Pro stanoveni téchto prvki je tieba pouzit tlakovy
rozklad (Hg, Tl, As, Se), rozklad na mokré cesté smesi HNO;+H,SO4+HCIO4 za atmosferického tlaku
(As, Se, Sn) nebo zpopelnéni s piidavkem Mg(NOs), (As, Se). V ptipadé vzorki s vysokym obsahem
chloridt (solené potraviny, instantni polévky, smési kofeni a soli apod.) je nutné i pro stanoveni Cd,
Pb, Cu a Zn pouzit néktery z rozkladi na mokré ceste nebo solubilizaci vzorku kyselou hydrolyzou.

2. PRINCIP METODY

Teplotn¢ programovanym ohfevem vzorkll umisténych ve sklenénych nebo kfemennych kadinkach
v elektrické peci za ptistupu vzduchu dojde k zuhelnéni a zpopelnéni organické matrice vzorku.
Maximalni teplota rozkladu je 450°C. Ze ziskaného popela se ptipravi vyluh ziedénou kyselinou
dusi¢nou nebo chlorovodikovou.

3. POUZIVANE PRiISTROJE, ZARIZENI A POMUCKY

analytické vahy

elektricka programovatelna pec Labotherm L9/S

100 ml ké&dinky (vysok¢) ze skla Simax nebo 50 ml kadinky z kiemenného skla

hodinova skla

10 ml pipeta nedélend

topna deska s regulovanym ohievem

50 ml nebo 100 ml odmérné barky tf. A se zatkami

e stiicka s demineralizovanou (ptipadné destilovanou) vodou

e polyethylenové (PE) nebo polypropylenové (PP) lahvicky se Sroubovacim uzavérem (60-150 ml)

Poznamka: veskeré nadobi musi byt cisteno béznym mytim v destilované vode a dekontaminovano
louzenim ve ziredéném roztoku HNO; (1:10) po dobu minimalné 24 hodin. Doporucend doba louzeni je
tri tydny. Vylouzené nadobi je umyto demineralizovanou vodou, ususeno a do pouziti by mélo byt
uschovano v uzavienych plastovych saccich.
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4. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Pouzivaji se chemikélie o Cistoté alesponn p.a., vhodné&jsi jsou chemikalie Cistoty puriss. p.a. nebo
ekvivalentni, pfipadné chemikalie Cistoty Suprapur nebo ekvivalentni. K louzeni nadobi se pouziva
roztok kyseliny dusiéné piipraveny z koncentrované Kkyseliny dusicné p.a. K pfipravé roztokd,
k rozpousténi a fedéni vzorkil se pouziva demineralizovana voda. Destilovanou vodu lze pouzit jen
tehdy, je-li zndm obsah neclistot v destilované vodé¢ a tento obsah je zanedbatelny ve srovnani
s ocekavanou koncentraci analytu ve vzorku.

vvvvv

e cca 1M roztok HNO; (35 ml konc. HNO; se v 500 ml odmérné bance ziedi demineralizovanou
vodou, doplni se vodou po znacku a obsah baiiky se promichd)

e cca 1M roztok HCI (43 ml 36% HCI nebo 53 ml 30% HCI se v 500 ml odmérné bance zfedi
demineralizovanou vodou, doplni se vodou po znacku a obsah baiiky se promichd)

5. PRACOVNI POSTUP

DuleZita poznamka: Vzhledem k casové ndarocnosti provadéji studenti pouze zdvéreCnou fazi, tj.
pripravu vyluhu popela (bod 5.4). Studenti dostanou na zacdtku prdce jiz zpopelnéné vzorky a slepé
pokusy pripravené postupem dle 5.1 aZ 5.3. Vyucujici sdéli studentiim udaje o vzorku nebo vzorcich
(druh materidlu, navazky, obsah susiny nebo vihkosti).

5.1 CiSténi a priprava pece

Pted rozkladem vzorkt je vhodné pec zbavit necistot pochazejicich ze vzorki nebo materialti zihanych
v peci diive. Toho se dosahne ohfevem pece na teplotu 800°C (narast 10 hodin, prodleva 4 hodiny) pfi
zapnutém odtahu digestote. Po vychladnuti je pec pfipravena k pouZiti.

5.2 OdvazZeni vzorka

Do cistych kadinek se odvazuji analytické vzorky s piesnosti 0,1 mg. Mnozstvi vzorku (navazka) se
fidi obsahem vody a ocekdvanym obsahem analytu. Minimalni navazka pro redlné vzorky potravin je
ekvivalentni 1g suSiny, maximalni navazka je ekvivalentni 25 g suSiny. Z kazdého analytického
vzorku se zpravidla zpracovavaji dvé paralelni navazky. Pouze ve zvlastnich ptipadech se z kazdého
vzorku pfipravuje vice navazek (3 az 5). Ke kazdé sérii spolecné zpopeliiovanych vzorka se paralelné
zpracovavaji alespon 4 slepé pokusy (kédinky bez navazky).

Poznamka: Kapacita pece je 16-18 kadinek. Vhodné usporadani: ke kazdé ctverici navazek pripojit
dva slepé pokusy.
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5.3 SuSeni, zuhelnéni a zpopelnéni vzorka

PRACE SE PROVADI V DIGESTORI!

Oznacené kadinky se vzorky a pfislusné mnozstvi oznaenych prazdnych kadinek (slepé pokusy) se
vlozi do chladné elektrické pece. Pec se uzavie a odstartuje se teplotni program uvedeny v tabulce 2.
Zapne se odtah digestote.

Poznamka: u vzorkii s obsahem vody nad 70% je pri navazce veétsi nez 10 g vhodné pred rozkladem
provést vysuseni v susarné pri teploté 100 °C. Do susarny se vkladaji rovnez slepé pokusy.

Tab. 2
Krok Teplota [°C] Doba nardstu [h] Prodleva [h]
1 200 9 1
2 300 5 1
3 400 5 1
4 450 1 16

Doba potiebné k provedeni této ¢asti rozkladu je 39 hodin. Z teploty 450°C pec chladne asi 8 hodin.
Pak je mozné kadinky vyjmout. Kadinky se okamzité ptikryji hodinovymi skly.

Poznamka: pokud jsou kadinky vioZeny do porcelanovych misek, je mozné je vyjmout z pece
bezprostiedné po ukonceni teplotniho programu uchopenim misky do kelimkovych klesti. Kadinky se
polozi na asbestovou podlozku, prikryji se hodinovymi skly a nechaji zchladnout na laboratorni
teplotu.

Po vychladnuti se kadinky oznaci pfislusnym kédem vzorku a do kazdé kadinky ptida se ze stfi¢ky asi
1 ml demineralizované vody a 1 ml 65% HNOs (z davkovace). Kadinky ptikryté hodinovymi skly se
umisti na topnou desku a zahfivaji se (pfi zapnutém odtahu digestoie) az do odpafeni do sucha.
Kratkodobé€ je mozné v zaveére¢nych fazich odpafovani sejmout hodinova skla.

Po uplném odpateni do sucha se kadinky (bez hodinovych skel) vlozi do vychladlé pece a vzorky se
zahtivaji dle teplotniho programu v tabulce 3.

Tab. 3

Krok Teplota [°C] Doba naristu [h] Prodleva
1 300 2 10 min
2 350 1 10 min
3 400 1 10 min
4 450 1 4h

Po ukonceni programu se kadinky vyjmou z pece, piikryji se hodinovymi skly a oznac¢i kodem vzorku.
Pokud se neptipravuje okamzité vyluh popela, oznacené kadinky se ulozi v krabici s vikem. Zabrani se
tak kontaminaci vzorkd prachem.
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5.4 Priprava vyluhu popela (provad¢ji studenti)

PRACE SE PROVADI V DIGESTORI!

Do kadinek s popely vzorkl se odpipetuje po 10 ml 1M roztoku HNO; nebo HCl (viz poznamka na
konci odstavce), kaddinky se prikryji hodinovymi skly a zahtivaji se na topné desce témet k varu. Po
vychladnuti se kondenzat na hodinovych sklech oplachne proudem vody ze stiicky do kadinky a obsah
kadinky se kvantitativné pievede s malym mnozstvim destilované vody do 50 ml nebo 100 ml
odmérné baiiky oznacené kodem vzorku (batika se nedopliiuje!). Pak se do kddinek odpipetuje po 10
ml 1M roztoku pfislusné kyseliny a po pfikryti hodinovymi skly se kadinky zahfivaji cca 10 minut na
topné desce. Po vychladnuti a oplachnuti hodinovych skel se obsah kazdé kadinky pievede do
ptislusné odmérné banky. Vyluhy popeli se pak doplni destilovanou vodou po znacku. Analogicky se
ptipravuji slepé pokusy. Pokud se analyza vyluhti neprovadi tentyz tyden, je vhodnéjsi vyluh popela
prelit do Cisté a suché PE nebo PP ldhve. U vzorkl s velkym podilem nerozpustného popela se vyluhy
popela i ptislusné slepé pokusy filtruji fidkym nebo stfedné hustym bezpopelnym filtracnim papirem.

Poznamka: Vyluh se zpravidla pripravuje do ziedéné HNOj; . Pro spektrofotometrické stanoveni Fe je
ale nezbytné pripravovat vyluh ve ziredené HCI. HCI je také vhodnéjsi pro rozpousténi popelu vzorkii
s velmi vysokym obsahem Zeleza a manganu (Cajove listky) nebo vzorku s velmi vysokym obsahem
fosforu. Je-li vyluh popela urcen ke stanoveni médi voltametrickou metodou je naopak z divodu vyssi
citlivosti vyhodnéjsi pripravit vyluh ve ziedéné HNOj .

PO SKONCENI PRACE STUDENTI UMYJi NADOBI PODLE POKYNU UCITELE.

Piiprava vzorki potravin pro stanoveni kovi rozkladem na suché cesté:
¢asovy snimek prace

Operace Ptiblizna spotieba Casu (h) Poznamka

Ptiprava nadobi a pomticek 0,5

Cisténi pece 22 Provadi se pouze po delSim

(vypaleni a chladnuti) odstaveni pece nebo poté, kdy byla
pec pouzivana k jinym ucelim

Navazeni vzorkl 1

VysuS§eni 2 Neni nutné u vSech vzorkl

Zuhelnéni a zpopelnéni 39

Chladnuti pece 8 Tohoto ¢asu lze vyuzit pro upravu
vzorkl ve stadiu Sedého popela
kyselinou dusi¢nou a odpateni

Dokonceni rozkladu 9,5

Chladnuti vzorka 0,5

Ptiprava vyluhil 1-3

Uklid a myti nadobi 1-2

Celkem 62,5-87,5 Préci je tieba rozlozit do 3-4 dni

Pozndamka: v ramci laboratorniho cviceni studenti provddéji pouze konecnou fazi pripravy (vyluh popela).
Priblizna spotieba casu pro pripravu Sesti vyluhii (4 popely + 2 slepé pokusy) je 1 hodina.
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PRIPRAVA VZORKU POTRAVIN PRO STANOVENI CHLORIDU

Ptiprava vzorku potravindiského nebo jiného biologického materidlu spociva ve zpopelnéni
v elektrické peci pii postupné rostouci teploté. Z popela se ptipravuje vyluh horkou vodou a zfedénou
kyselinou dusi¢nou. Vzhledem k ¢asové narocnosti provadéji studenti pouze ptipravu vyluhu popela.
Studenti dostanou na zacatku prace jiz zpopelnéné vzorky a slepé pokusy pfipravené nasledujicim
postupem:

1. navézeni vzorku do 100 ml kadinky ze skla Simax (pro slepé pokusy se pouzije kadinka bez
navazky),
2. vysus$eni, zuhelnéni a zpopelnéni podle teplotniho programu v tabulce 4

Tab. 4
Krok Teplota [°C] Doba naristu [h] Prodleva [h]
1 200 9 1
2 300 5 1
3 400 5 1
4 450 1 16

3. po vychladnuti ptidavek 1 ml H,O + 1 ml 30% H,O,; a odpateni do sucha na topné desce,
4. ohtev v elektrické peci (2-4 hodiny pii 450°C).

Skupina student dostane dvojici takto ptipravenych popeli stejného vzorku a jeden nebo vice slepych
pokust. Ucitel sdéli studentiim druh materidlu, navazky, pfipadné dalsi udaje o vzorku.

Piiprava vyluhu popela (provadéji studenti)

Cinidla a pomticky: 1M roztok HNO3, pipeta 5 ml, st¥i¢ka s destilovanou vodou, odmérné baiiky 50 ml
se zatkami, fix na sklo, topna deska.

Postup

PRACI PROVADEIJTE V DIGESTORI! Do kadinek s popely vzorkii se piida po cca 20 ml
destilované vody, kadinky se ptikryji hodinovymi skly a zahtivaji se na topné desce az je dosazeno
mirného varu. Po vychladnuti se kondenzat na hodinovych sklech oplachne proudem vody ze stfi¢ky
do kadinky a obsah kadinky se kvantitativné pfevede s malym mnoZzstvim destilované vody do 100 ml
odmérné baiiky oznacené kddem vzorku (baiika se nedopliiuje!). Pak se kadinka vyplachne 5 ml 1M
roztoku kyseliny dusi¢né a vyplach se kvantitativné pfevede do piislusné odmérné baiiky. Roztok se
pak doplni destilovanou vodou po znacku (do 100 ml).

Poznamka: U vzorka s velkym podilem nerozpustného popela se vyluh popela filtruje fidkym nebo
sttedné hustym bezpopelnym filtraénim papirem.

PO SKONCENI PRACE STUDENTI UMYJi NADOBI PODLE POKYNU UCITELE.
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PRIPRAVA VZORKU POTRAVIN PRO STANOVENI PRVKU
MIKROVLNNYM TLAKOVYM ROZKLADEM

1. POUZITELNOST METODY

Metodu lze aplikovat pro stanoveni kovil, polokovii a nékterych nekovi v tuhych, polotuhych
1 kapalnych vzorcich potravin a biologickych materiali. Spravnost vysledkli stanoveni As, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Va Zn byla potvrzena analyzou certifikovanych
referen¢nich materiald CRM 281 Rye grass, SRM 1515 Apple Leaves, SRM 1568a Rice Flour, SRM
1570a Spinach Leaves SRM 1577b Bovine Liver. Ke stanoveni byla pouzita atomova absorpcni
spektrometrie a hmotnostni spektrometrie s indukén¢ vazanym plazmatem. Metoda je nevhodna pro
stanoveni rtuti a halogenti. Mineralizaty ziskané touto metodou nelze bez dalSich uprav pouzit pro
spektrofotometrické nebo voltametrické stanoveni prvku.

2. PRINCIP METODY

Vzorek se solubilizuje programovanym mikrovinnym ohifevem v uzaviené teflonové nddobce
s kyselinou dusi¢nou. Vétsina organickych latek je ptfitom zoxidovéna. Teplota je béhem rozkladu
udrzovana pod nastavenym limitem (250-300 °C). Rizeni procesu je zaloZeno na sniméni tlaku. Pfi
ptekroceni horniho limitu dojde okamzité k preruseni dodavky energie, v okamziku poklesu tlaku pod
spodni limit se pfivod energie obnovi. Vysledkem je Ciry roztok vhodny po ziedéni k analyze
metodami atomové spektrometrie.

3. POUZIVANE PRISTROJE ZARIZENI A POMUCKY

mineralizator Ertec Magnum II

teflonové mineraliza¢ni nadobky s vickem a Ti membranou
analytické vahy

davkovac kyseliny

odmeérné banky 50 ml nebo 100 ml se zatkami

nalevka

. CHEMIKALIE

=

Kyselina dusi¢na 65 %, Cistota p.a. nebo vyssi (Suprapur) v davkovaci
5. PRACOVNI POSTUP

5.1 Uprava vzorku a volba navazky

Poznamka: Protoze mikrovinnym tlakovym rozkladem lze mineralizovat jen pomerne malé navazky,
u nekterych vzorkii je vhodné pred rozkladem provést homogenizaci nebo alespon upravit velikost
castic materialu. Homogenizace vSak nesmi zpusobit kontaminaci materidalu stanovovanym prvkem.
Mleti nozovym mlynem nebo homogenizace v nozovém mixéru miize vnést do vzorku stopova mnozstvi
chromu, vanadu, niklu, molybdenu a Zeleza.
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Kompaktni tuhé materialy (napt. pecivo, ¢okolada, syry, zivocisné tkadn¢€, ovoce a zelenina) je vhodné
pfedem nakrajet na platky nebo kostky plastovym nozem nebo nastrouhat s pouzitim sklenéného
struhadla, aby bylo mozné z materialu odvazit davku asi 0,5-3 g. Odvazované nebo odméfované
mnozstvi vzorku volime podle tabulky 5.

Tab. 5
Doporucena maximalni mnozstvi vzorkt

Typ materialu Maximalni hmotnost (navazka)
nebo objem vzorku
Obiloviny 0,5¢g
(obilné zrno, vloc¢ky, mouky)
Pecivo 0,8—1g*
(bez ptidaného tuku)
Ofechy, olejnatd semena 04¢g
Lusténiny 05¢g
Ovoce 1,5-2g*
(krom¢ avokada)
Zelenina 2-3g*
Kofeni 04¢g
Kakao, ¢okolada 04¢g
MIéko polotucné 10 ml
Mléko plnotucné S5ml
Syry 1-2g*
Vajecna hmota 1,5-2g*
Tuky 02-03¢g
Maso, uzeniny, vnitinosti, ryby 0,8 g**

* u vzorkl s vy$§im obsahem su$iny nebo vys$$im obsahem tuku volime mensi navazku
** pro rozklad vyssich navazek je nutné upravit program rozkladu

POZOR! PREKROCENI DOPORUCENE MAXIMALNI NAVAZKY MUZE VEST BEHEM
ROZKLADU K PRUDKEMU NARUSTU TLAKU, NASLEDNE AZ K PROTRZENI VICKA
A POJISTNE TITANOVE MEMBRANY.

5.2 Rozklad vzorku

PRACE SE PROVADI V DIGESTORI.

K navazce ve 110 ml teflonové nadobce se davkovacem ptidaji 3 ml konc. HNO; a smés se opatrné
promicha krouzivym pohybem nadobky. Nadobka se uzavie vickem a vlozi se spolu s ocelovym
krouzkem do ocelového pouzdra mineralizatoru. Mineralizator se zapne hlavnim spinacem na piedni

------

a aktudlni hodnoty tlaku a teploty. Ptistroj je nastaven na program rozkladu uvedeny v tabulce 6.

Na vicko rozkladné nadobky se poloZzi titanovd membrana a pouzdro se uzavie masivni ocelovou
hlavici. Hlavice se po vhodném pootocCeni zatlaci smérem dolii a znovu se pooto¢i vpravo. Pak se
poloha hlavice zajisti proti nechténému pootoceni vlevo zasunutim ocelového koliku v horizontalnim
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sméru. Specidlnim klicem se otaci matici v horni ¢asti hlavice dokud se zfidici jednotky neozve
zvukovy signdl. Pak se otevie ptivod chladici vody, dotykem ocelového pouzdra se zkontroluje
funkcnost chlazeni a pouzdro s hlavici se prikryje cylindrickym krytem z prihledného plastu;
(ptipadn€ lze na horni cast hlavice nasroubovat valcovou pojistnou nadobu pro expanzi vzorku
v ptipad¢ protrzeni vicka). Stiskem tlacitka START/STOP na tidici jednotce se zahaji rozklad.

Tab. 6
Program mikrovIlnného tlakového rozkladu

Krok Doba ohtevu Vykon Tlakovy limit Teplotni limit

horni/ spodni horni/spodni
1 2 min 50 % (175 W) 2,0/1,7 MPa* 150/145 °C
2 2 min 60 % (210 W) 3,0/2,7 MPa 200/195 °C
3 2 min 70 % (245 W) 4,0/3,7 MPa 250/245 °C
4 4 min 80 % (280 W) 4,5/4,2 MPa 250/245 °C
Chlazeni (10 min)

* pristroj udava tlak v barech (1 bar = 0,1 MPa)

Béhem rozkladu displej fidici jednotky zobrazuje okamzitou hodnotu teploty a tlaku uvnitf nadobky.
Pii ptekroceni horniho limitu tlaku nebo teploty se vypne mikrovinné pole a v disledku stalého
pfivodu chladici vody teplota a tlak uvnitf nddobky poklesnou. V okamziku, kdy tlak nebo teplota
klesne pod spodni limit, doddvka mikrovinné energie je obnovena. Tim jsou fyzikdlni podminky
rozkladu regulovany a vzorek je pfed koncem rozkladu udrzovan tésné pod mezni teplotou nebo pod
meznim tlakem.

Po skonceni programu ohtevu vzorek 10 minut chladne. Teplota zpravidla klesne pod 50 °C. Pokud
displej ukazuje teplotu pod 50 °C a tlak 15 az 16 bar, je mozné oteviit ocelovy plast’ rozkladné
nadobky. Pomoci klice se otac¢i matici v horni ¢asti hlavice vlevo. Matice se poto¢i n¢kolikrat vzdy asi
0 7 otocky. Tim dojde k mirnému nadzvednuti hlavice a tedy i vicka nadobky, ¢imz se uvolni ¢ast
plynnych produkti. Uvniti plastového cylindrického krytu je mozné pozorovat hnéd¢ zbarveny
nitrosni plyn (NO,). Vyvévou je tento plyn rychle odsat z prostoru mezi ocelovym plastém a
plastovym krytem a pak je mozné matici znovu pootocit vlevo. Tak se pokracuje, dokud jiz neni
patrny Unik hnédého plynu. Pak je mozné sejmout plastovy kryt, vytdhnout pojistny kolik a opatrné
pootocit ocelovou hlavici vlevo a hlavici sejmout. Po odstranéni titanové membrany se vyjme
teflonova nadobka s vickem z pouzdra, vicko se opatrné nadzvedne, ¢imz se uvolni zbytky nitrosniho
plynu. Pak se vi¢ko sejme, jeho vnitini ¢ast se oplachne proudem demineralizované vody ze stiicky do
nadobky a obsah nadobky se kvantitativné pievede s pouzitim nalevky do odmérné baiiky o objemu 50
ml nebo 100 ml. (Po doplnéni demineralizovanou vodou je zbytkovd koncentrace HNO; v 50 ml
odmérné bance cca 0,8 mol/l, ve 100 ml odmérné bance cca 0,4 mol/l.)

PO SKONCENI PRACE SE UZAVRE SE PRIVOD CHLADICI VODY A PRISTROJ SE VYPNE.
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ARGENTOMETRICKE STANOVENI CHLORIDU V POTRAVINACH
(OBECNY POSTUP)

1. POUZITELNOST METODY

Metodu Ize pouzivat pro potravinaisky materidl univerzaln€. Ke stanoveni se vzorek piipravi
zpopelnénim a vyluhem popela v horké vodé¢ a ve ziedéné kyseling dusicné (str. 22).

2. PRINCIP METODY

Stanoveni chloridl titraci roztokem dusi¢nanu stiibrného je zaloZzeno na vzniku nerozpustného
chloridu stfibrného:

Ag'+Cl' = AgCl

Pti titraci podle MOHRA se jako indikator pouzivd chroman draselny, ktery tvofi s nadbytkem
stiibrnych iontl ¢ervenohnédou srazeninu Ag,CrOy. Titruje se tedy zluty roztok (zabarveny piidanym
chromanem) a b&hem titrace se nejprve tvoii zakal, pozdé&ji srazenina bilého AgCl. Cervenohnddé
zbarveni chromanu stfibrného vznika v titrované smési pied bodem ekvivalence jen prechodné a
michanim mizi. Hodnota pH titrovaného roztoku by méla lezet v intervalu 6,5-10.

3. CINIDLA

odmérny roztok 0,1 M AgNOj; znamého titru
0,5 M roztok NaHCO;
5%-ni roztok K,CrO4

4. POMUCKY

titraéni banky 250 ml

pipety 10ml a 20 ml

kadinka pro plnéni byrety odmérnym roztokem AgNO;
kadinka pod byretu

byreta

5. PRACOVNI POSTUP

5.1 Priprava a standardizace odmérného roztoku cca 0.1M AgNO;

Do 250 ml kadinky se odvazi 17,0 g AgNOs Cistoty p.a., navazka se rozpusti ve 100 ml destilované
vody a roztok se kvantitativné pievede do 1000 ml odmérné baiky, baiika se doplni destilovanou
vodou po znacku a po uzavieni zatkou se jeji obsah promicha.

Titr odmérného roztoku se stanovi opakovanou titraci zndmého mnozstvi NaCl takto: do titra¢ni baiiky
se odpipetuje 20,00 ml ptesné 0,1M roztoku NaCl (ptfiprava: navazka 2,9222 g vysuseného preparatu
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NaCl ¢istoty p.a. se rozpusti v destilované vodé, roztok se prevede do 500 ml odmérné barky, doplni
destilovanou vodou po znacku a promichd), pfida se asi 80 ml destilované vody a 5-10 kapek
5%K,CrOs4. Roztok se za stalého michani po kapkach titruje 0,1 M roztokem AgNOs do vniku trvalého
hnédo-oranzového zbarveni. Koncentrace AgNO; v odmérném roztoku se vypocitd ze vztahu
cag = 0,1.20/ Vag[mol/l], kde Va, je primérna spotieba odmérného roztoku AgNO; v ml.

5.2 Stanoveni chloridu ve vzorku

Z vyluhu popela se odpipetuje alikvotni podil 10,00 ml do titracni banky ptida se asi 90 ml destilované
vody a roztok se zneutralizuje piidavkem 1 ml 0,5 M NaHCOj (kontrola vysledného pH). Po ptidavku
5-10 kapek 5% K,CrO4 se roztok za stalého michani po kapkach titruje 0,1 M roztokem AgNO; do
vniku trvalého hnédo-oranzového zbarveni.

5.3. Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah chloridovych iontl ve vzorku v hmotnostnich procentech

p(CI) =35,453 . Vi.cag Vae/ (10 . V. my)

obsah chloridu sodného v hmotnostnich procentech

Pp(NaCl) =58,443 . Vi . cag Vag/ (10 .V, . my)

Vi je celkovy objem vyluhu popela (=100 ml)

Va je alikvotni objem vyluhu popela pipetovany k titraénimu stanoveni (= 10 ml)
cag  Je presnd koncentrace odmérného roztoku AgNO; [mol/l]

Vag  je prumérna spotieba odmérného roztoku AgNO; [ml]
my je navazka vzorku [g].

Obsah NaCl vyjadiete v hmotnostnich % a hmotnostnich % susiny. Uc¢itel Vam sd¢li druh materialu,
navazku (navazky) a obsah vody (resp. susiny) v pivodnim vzorku.
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STANOVENI CHLORIDU A CHLORIDU SODNEHO V PECIVU

1. POUZITELNOST METODY
Metodu Ize pouzivat pro stanoveni rozpustnych chloridt v pecivu.
2. PRINCIP METODY

Ze vzorku se piipravi vodny vyluh. Cast vyluhu se uchova pro stanoveni sodiku plamenovou AAS. Ze
zbyvajici casti vyluhu se odstrani bilkoviny spolusrazenim pomoci CARREZOVYCH Ccinidel. Po
deproteinaci se ve filtratu stanovi chloridové ionty argentometrickou titraci podle MOHRA (viz str. 7).

3. CINIDLA

odmérny roztok 0,05 M AgNOj; znamého titru

0,5 M roztok NaHCO;

5%-ni roztok K,CrOy4

CARREZOVO ¢€inidlo I: 53 g K4Fe(CN)s.3H,0 se rozpusti v destilované vode¢ a doplni na 500 ml
CARrREZOVO ¢Cinidlo II: 110 g Zn(CH3;COO),.2H,O se rozpusti ve vodé, okyseli se 3 ml
koncentrované kyseliny octové a doplni destilovanou vodou na 500 ml

4. POMUCKY

e titracni banky 250 ml

e pipety 10 ml a 20 ml

e kédinka pro plnéni byrety odmérnym roztokem AgNO3
e kadinka pod byretu

byreta 10 ml
5. PRACOVNI POSTUP

5.1 Priprava a standardizace odmérného roztoku cca 0,05 M AgNO;

Do 250 ml kadinky se odvazi 8,5 g AgNOs Cistoty p.a., navazka se rozpusti ve 100 ml destilované
vody a roztok se kvantitativné pievede do 1000 ml odmérné banky, banka se doplni destilovanou
vodou po znacku a po uzavieni zatkou se jeji obsah promicha. Roztok se uchovava v lahvi z tmavého
skla.

Titr odmérného roztoku se stanovi opakovanou titraci znamého mnozstvi NaCl takto: do titracni baiky
se odpipetuje 5,00 ml piesné¢ 0,05M roztoku NaCl (ptiprava: navazka 1,4611 g vysuSeného preparatu
NaCl ¢istoty p.a. se rozpusti v destilované vode¢, roztok se prevede do 500 ml odmérné bariky, doplni
destilovanou vodou po znacku a promichd), ptida se asi 80 ml destilované vody a 1 ml 5% K,CrOa.
Roztok se za stdlého michani po kapkach titruje 0,05 M roztokem AgNO; do vniku trvalého hnédo-
oranzového zbarveni. Koncentrace AgNO;3; v odmérném roztoku se vypocitd ze vztahu ca, =
=0,05.5/ Vag[mol/1], kde Va, je primérna spotfeba odmérného roztoku AgNO3z v ml.
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Poznamky k pouziti byrety:

e pouziva se byreta o objemu 10 ml

e pred pouzitim se vyzkousi funkCnost a té€snost kohoutu byrety, ptfipadné se kohout rozebere
a na zabrus se nanese malé mnozstvi Ramsayova tuku (spravné namazany zabrus zprithledni)

e Dbyretu je tfeba pfedem vyplachnout odmérnym roztokem a pak znovu naplnit; pfi t€chto ukonech
stoji pod byretou odpadni kadinka

e odmérny roztok se ze zasobni lahve pielije do Cisté a suché kadinky, ze které se pak byreta plni
pomoci nalevky; naplnéna byreta véetné ¢asti pod kohoutem nesmi obsahovat vzduchové bubliny
(pokud se bublina objevi, odstrani se vypusténim ¢asti roztoku Gplnym otevienim kohoutu)

e po naplnéni byrety nad horni rysku se odstrani nalevka a hladina odmérného roztoku (spodni
meniskus) se upravi na nulovou rysku tésn¢ pied zahajenim titrace; piipadnd kapka odmérného
roztoku visici na Spicce byrety se pied titraci odstrani

e pii titraci se zpravidla kohout byrety ovlada levou rukou, prava rukou se krouzivym pohybem
promichavé obsah titra¢ni baiiky

e po ukonceni prace se byreta dikkladné vyplachne destilovanou vodou.

5.2 Priprava extraktu vzorku a jeho deproteinace

Do konické banky suzavérem se odvazi presné¢ asi 5 g peciva predem rozkrajeného na kostky
o velikosti cca 1 cm. Piida se 100 ml destilované vody, baiika se uzavie a jeji obsah se asi 3 minuty
intenzivné protfepava. Obsah bariky se pak pievede do zvlastni kadinky, ve které se smés scedi pomoci
sitka umisténého na stfedové ty¢i stlacenim vzorku. Kapalina nad sitkem se pak zfiltruje pfes stfedn¢
husty filtra¢ni papir (€. 389) do 250 ml odmérné baiky. Konicka banka, ve které¢ probihala extrakce, se
jeste tfikrat vyplachne cca 40 ml destilované vody a kazdy podil vyplachové vody se ptida do kadinky
se zbytkem vzorku a kapalina se znovu scedi a zfiltruje do téze odmérné banky. Filtrat v odmérné
banice se doplni destilovanou vodou po znacku, banka se uzavie a jeji obsah se promicha. Z ¢irého
extraktu se odpipetuje nedélenou sklenénou pipetou 25 ml (tj. jedna desetina objemu) do zvlastni Cisté
a suché plastové lahvicky s uzavérem a tento roztok se uchova pro stanoveni sodiku metodou AAS.

Do 250 ml odmérné banky se zbylymi 225 ml extraktu se pfidaji 2 ml CARREZOVA Cinidla I a 2 ml
CARREZOVA ¢inidla II. Po pfidavku kazdého Cinidla se obsah batiky promicha krouzivym pohybem. Po
10 minutach stani se smés s vyloucenou srazeninou hexakyanozeleznatanu zine¢natého opét doplni po
znacku destilovanou vodou a promicha. Pak se suspenze zfiltruje pies stiedné husty filtraéni papir
(€. 389) do dalsi konické bariky. Ve filtratu se stanovi titracné chloridoveé ionty.

5.3. Stanoveni chloridu

Do 250 ml titracni banky se odpipetuje 75 ml filtratu deproteinovaného extraktu; ptidavkem cca 1 ml
0,5M NaHCOs se upravi pH roztoku na 7-9 (kontrola indikétorovym papirkem). Po ptidavku 1 ml 5 %
K>CrO4 se smés za stalého michani po kapkach titruje odmérnym roztokem 0,05M AgNO; znamé
koncentrace do trvalého oranzové-zlutého zbarveni. Titrace se provadi celkem tfikrat. Je-li pfi prvni
titraci spotiebovano vice nez 10 ml odmérného roztoku, pro dalsi titrace se pipetuje mensi objem
filtratu (napt. 50 ml) a smés se pied titraci zfedi patfiénym objemem destilované vody.
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5.4. Stanoveni sodiku

Primarni extrakt se pfed analyzou metodou AAS pétkrat az desetkrat tfedi, pricemz se ptridava
deioniza¢ni ¢inidlo CsCl (vysledna koncentrace Cs 2 mg/ml) a kyselina chlorovodikova (vysledna
koncentrace 0,1M). Stanoveni je popsano na str. 42-46.

5.5. Vypoéet, vyjadreni vysledku a jeho zhodnoceni

Celkové latkové mnozstvi chloridovych iontl ve vzorku se vypocte takto:

n(Cry = (Vi/Va) . (ValVa) . c(AgNOs) . V(AgNOs) [mmol]

V1 je objem primdrniho extraktu (=250 ml)

V, je zbytkovy objem primarniho extraktu po oddéleni davky pro stanoveni sodiku (=225 ml)
V3 je objem ziedéného deproteinovaného extraktu (=V; =250 ml)

V4 je alikvotni objem deproteinovaného extraktu pipetovany k titraci (=75 ml).

V(AgNO;) je primérna spotifeba odmérného roztoku [ml] a ¢(AgNOs) je jeho koncentrace [mol/l].

Hmotnost chloridt ve vzorku je m(CI') = n(CI") . M(CI) [mg]

M(CI1) je molarni hmotnost chloru (= 35,453 g/mol).

Latkovy obsah chloridovych iontti ve vzorku je x(Cl) = n(Cl) / my [mmol/g]

my, je navazka vzorku peciva v gramech.

Latkovy obsah sodiku je x(Na) =f, . p(Na) . V1 / (M(Na) . my) [mmol/g]

f2 je zted'ovaci pomér pfi fedéni primdrniho extraktu pred stanovenim sodiku (obvykle f; = 10)

(Na) je hmotnostni koncentrace sodiku ve zfedéném priméarnim extraktu stanovena metodou AAS [mg/1]
V1 je objem primarniho extraktu dosazeny v litrech (=0,25 1)

M(Na) je molarni hmotnost sodiku (=22,9898 g/mol) a

my, je navazka vzorku peciva v gramech.

Zaokrouhlené hodnoty latkovych obsaht chloridovych ionti a sodiku se porovnaji. Mensi z obou
hodnot je totozna s latkovym obsahem chloridu sodného. Z latkového obsahu chloridu sodného x(NaCl)
se pak vypocte procentni obsah chloridu sodného:

p(NaCl) = x(NaCl) . M(NaCl) /10 [%]

M(NaCl) je molarni hmotnost chloridu sodného (=58,443 g/mol).

Vysledek zaokrouhlete na tfi platné Cislice a zhodnot'te ho ve vztahu k ustanoveni Nafizeni ES
1924/2006, které ptipousti oznacit potravinu za potravinu s nizkym obsahem sodiku/soli v pitipadé,
je-1li obsah sodiku maximalné 0,12 % (resp. obsah soli maximalné 0,305 %). Dale rozhodnéte, zda
analyzovany vyrobek musi mit na obalu vyznacen obsah soli. Vyhlaska 113/2005 Sb. tuto povinnost
pfedepisuje u vyrobkil s obsahem soli nad 2,5 % s vyjimkou dehydrovanych vyrobki, ochucovadel,
omacek a dresinki.
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SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI FOSFORECNANU,
KYSELINY FOSFORECNE NEBO CELKOVEHO FOSFORU

1. POUZITELNOST A PUVOD METODY

Metoda byla prevzata z literatury [10-12] a lze ji pouzit pro stanoveni fosforecnant, kyseliny
fosforecné resp. celkového fosforu ve vodach, v biologickych materialech i potravinach.

2. PRINCIP METODY

U vzorkl s biologickou matrici se ptfitomné slouceniny fosforu prevedou na kyselinu fosforecnou
mineralizaci smési kyseliny dusicné a sirové. Kyselina fosfore€nd poskytuje v kyselém prostiedi
s molybdenanovymi ionty kyselinu molybdatofosforecnou H;[P(Mo030Oj0)4]. Redukci kyseliny
molybdatofosforecné vznika smés heteropolykyselin péti- a Sestimocného molybdenu oznacovana jako
molybdenovd modf. Absorbance produktu reakce je Umérna koncentraci fosfore¢nant. SloZeni
molybdenové modii a tudiz i jeji absorpcni spektrum zavisi na druhu redukéniho cinidla a na
reak¢nich podminkach (koncentrace reaktantd, acidita roztoku, teplota, doba reakce). Vlnova délka
pouzivana k méfeni se u ruznych postupii pohybuje v intervalu 650 az 840 nm. Pouzivana reduk¢ni
¢inidla jsou napf. chlorid cinaty, hydrazin, askorbova kyselina, hydrochinon, 1-amino-2-naftol-4-
sulfonova kyselina, metol (p-N-methylamino fenol) ve smési se sifi¢itanem apod.

Molybdatofosforecna kyselina existuje ve dvou modifikacich: Zluté a bezbarvé. Nejvyssi citlivosti stanoveni je dosazeno
pii pouziti SnCl,, ktery redukuje obé formy molybdatofosforeéné kyseliny (slabsi redukovadla reaguji pouze se zlutou
formou). Nevyhodou pouziti SnCl, je vSak omezena stalost Cinidla a hor$i robustnost postupu. Proto se Castéji vyuziva
askorbova kyselina nebo hydrazin. Citlivost stanoveni mize byt zvySena extrakci barevného produktu do organického
rozpoustédla (napt. do butanolu).

Stanoveni fosforu zaloZzené na vzniku molybdenové modfi neni zcela specifické. Slouc¢eniny arsenu v oxida¢nim stupni V
a dale slouceniny kfemiku a germania tvoii s molybdenanem analogické produkty. Vzhledem k minimalnimu vyskytu
téchto latek v biologickych materidlech (ve srovnani s téméf vSudypfitomnymi fosfore¢nany) lze tyto rusivé vlivy
zanedbat.

U jinych vzorkli vhodna tprava reakénich podminek umozniuje selektivni stanoveni fosfore¢nand vedle srovnatelného
mnozstvi interferenti. Na druhé strané je mozné tvorby molybdenové modfi vyuzit i pro stanoveni arsenu (resp.
arseni¢nanu) po separaci arsenu od fosforu.

V déle uvedeném postupu stanoveni fosforecnant se jako redukéni €inidlo vyuZzivé siran zeleznato-
amonny. Redukce Zeleznatymi ionty probiha rychle (do 5 minut), bez nutnosti zahievu a vzniklé
modré zbarveni je stalé minimalné po dobu péti hodin. Absorpéni spektrum roztoku (viz obrazek 2)
vykazuje velmi ,,ploché* maximum pfi vlnové délce cca 750 nm.

[10] Malat M.: Absorp¢ni anorganicka fotometrie, Academia Praha 1973
[11] Narasaraju T.S.B, Singh R.P., Rao V.L.N.: Fresenius Z. Anal. Chem. 251, 300, 1970
[12] Karvanek M, Eisenberger B., Suong D.N.: Krmivafstvi a sluzby 14, 141-3, 1978
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Obr. 2
Absorpéni spektrum roztoku fosfomolybdenové modii, ¢(PO4>) = 50 pmol/l, b= 1 cm

3. POUZIVANE POMUCKY A PRISTROJE

e 100 ml kaddinky vysokeé

e hodinova skla

e topna deska s nastavitelnou teplotou a hlinikovym blokem s otvory pro kadinky
e 10 x odmérna baika 50 ml (z toho 4 ks pro ptipravu kalibracnich roztok)

e automatickd pipeta 1-5 ml + Spicky

e 3 xpipeta 5 ml

e 1 x odmérny valec 50 ml

e 1 x balének

e spektrofotometr

e rektangularni sklenéné kyvety 1 cm

4. CHEMIKALIE, CINIDLA A ROZTOKY

e destilovana nebo demineralizovana voda
e kyselina sirova 96 %, p.a.

e kyselina dusi¢na 65 %, p.a.
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e dihydrogenfosfore¢nan amonny, p.a.

e molybdenan amonny, tetrahydrat, p.a.

e siran Zeleznato-amonny, hexahydrat (Mohrova stl), p.a.

e zasobni roztok fosfore¢nanu ¢ = 100 mmol/l (0,5752 g NH4H,PO, se rozpusti v kadince asi ve 20
ml vody, roztok se kvantitativné ptevede do 50 ml odmérné bairiky, okyseli se 1 ml konc. H,SO4
a doplni se vodou po znacku).

e pracovni roztok fosforeCnanu ¢ = 1 mmol/l (do 100 ml odmérné banky se odpipetuje 1,00 ml
zasobniho roztoku o koncentraci 100 mmol/l a doplni se vodou po znacku).

e 5.4 moll (4. 30 % v/v) roztok kyseliny sirové (do 600 ml kadinky s 250 ml vody se za stalého
michani pfida po malych davkach celkem 150 ml konc. H;SO4, smés se priubézné ochlazuje ve
vodni 1azni, po vychladnuti se roztok pievede do 500 ml odmérné bailkky a opatrné se doplni
vodou po znacku a po dal§im vychladnuti se doplni po znacku).

e 7% roztok molybdenanu amonného (do plastové ladhve se odvazi 35 g (NH4)¢M070,4.4H,0 a 465
ml vody, smés se zamichd a nechd se rozpoustét pies noc; rozpousténi lze urychlit sonikaci).

e 14% roztok siranu zeleznato — amonného (do plastové lahve se odvazi 35g
(NH4)2Fe(S04),.6H,0 a 215 ml vody; smés se okyseli ptfidavkem 1 ml konc. H,SO4, vysledny
roztok ma svétle zelenomodrou barvu; ¢inidlo je stalé asi 1 tyden).

5. PRACOVNI POSTUP

5.1. Priprava vzorki Kk analyze

a) Priprava vzorki rozkladem

PRACE SE PROVADI V DIGESTORI !

Do 100 ml kadinek se odvazi s piesnosti na 0,1 mg takové mnozstvi vzorku, které odpovida cca 0,2-
0,5 g susiny. Po pfidavku 10 ml 65 % kyseliny dusi¢né a 5 ml 96 % kyseliny sirové se kadinky pfikryji
hodinovymi skly a vlozi se do otvori kovového bloku topné desky. Teplota topné desky se nastavi na
90°C, po 2 hodinéch se zvysi na 120 °C, a po dalSich 3 hodinach nal40 °C. Poté se kadinky nechaji
vychladnout, pfidaji se 2 ml kyseliny dusicné a pokracuje se v ohievu pii 140°C 1 hodinu a dale pfti
160 °C 2 hodiny a pii 180 °C 2 hodiny. Vzhled vzorkl se postupné¢ meéni: ustavd vyvoj hnédych
nitrosnich plyni a roztok se odbarvuje. Pokud je odbarveni roztoku prechodné a roztok pii vysSich
teplotach znovu ztmavne, neni rozklad jest¢ dokoncen. V tom ptipad¢ se vzorky nechaji vychladnout a
pridaji se dalsi 2 ml kyseliny dusicné a opakuje se ohifev s pomalu se zvysujici teplotou od 160 do
200 °C az do odbarveni roztoku. Jestlize vzorek znovu ztmavne, ptidavek HNO; a ohfev se znovu
opakuje.*
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* Poznamka: U nékterych vzorkl nelze ve smési HNO;+H,SO, dosahnout Gplného rozkladu. Pak je nutné pouzit pro
dokonceni rozkladu u¢inné&j$i mineralizacni c¢inidlo — kyselinu chloristou. Po 2 hodindch ohievu pfi 180°C se
k vychladlému vzorku pfidaji 2 ml 65 % HNO; a 1 ml 70 % HCIO, a vzorek se zahtiva pfi 180°C 1 hodinu a pii 200°C 1
hodinu. POUZITI KYSELINY CHLORISTE JE VSAK NEBEZPECNE (RIZIKO EXPLOZE), A PROTO
V LABORATORNIM CVICENI NENI DOVOLENO.

Po ukonceni rozkladu a iplném vychladnuti se oplachne proudem vody ze stiicky kondenzat na spodni
stran¢ hodinového skla do kadinky a opatrné se pfida jesté asi 5 ml vody. Kédinky se pak zahtivaji bez
hodinovych skel pii 110-150°C do uplného odpafeni vody. Pfitom se ze vzorka odstrani zbytky
kyseliny dusi¢né, ktera rusi spektrofotometrické stanoveni fosfore¢nani. Po zchladnuti se mineralizaty
kvantitativné pfevedou do 50 ml odmérnych ban¢k a doplni demineralizovanou vodou po znacku.
Analogickym zptsobem se piipravi slepé vzorky.

b) Priprava vzorki redénim

Nékteré kapalné vzorky s vysokym obsahem anorganickych sloucenin fosforu (napf. limonady jako
Coca-Cola) lze analyzovat bez rozkladu. Vzorek je nutné pired davkovanim do odmérné banky (viz
odstavec 5.2) zbavit rozpusténého oxidu uhlicitého.

5.2. Priprava kalibracénich roztoku a roztoku vzorku

Kalibrace se provadi v rozsahu do 80 pmol/l PO, Jednotlivé kalibraéni roztoky maji koncentrace 0;
20; 40 a 80 umol/l.. Do sady ¢tyt 50 ml odmérnych ban¢k se odpipetuje 0; 1,0; 2,0 a 4,0 ml pracovniho
roztoku fosfore¢nanu (¢ = 1 mmol/l). Objem roztokii v baiikach se upravi vodou na cca 25 ml, prida se
5 ml 5,4 mol/l roztoku H,SOy4, 5 ml roztoku molybdenanu a 5 ml roztoku siranu zeleznato-amonného.
Po ptidavku kazdého roztoku se obsah ban¢k krouzivym pohybem zamichd. Odmérné banky se doplni
vodou po znacku, uzaviou zatkami a jejich obsah se promicha.

Pti stanoveni fosfore¢nanti v mineralizovanych vzorcich se do 50 ml odmérnych ban€k pipetuje podle
piedpokladaného obsahu analytu 2-15 ml zfedéného mineralizatu. Roztoky se okyseli 5,4 mol/l H,SOs.
Déavkovany objem roztoku H,SO4 je zavisly na pipetovaném objemu vzorku a urc¢i se z tabulky 7.

Tab. 7
Objem mineralizatu 2 ml Sml 10 ml 15 ml
Objem 5,4 M H,SO, 4,3 3,3 1,7 0

Po okyseleni se objem roztoku upravi vodou na cca 25 ml a dale se postupuje jako pfi kalibraci. Slepé
vzorky se piipravi stejnym postupem jako vzorky.
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Pti analyze kapalnych nemineralizovanych vzorkl se vzorek odvazi pfimo do 50 ml odmérné banky
(odpipetuje se 0,2-0,5 ml odplynéného napoje a zjisti se ptirtistek hmotnosti). Po tipravé objemu vodou
na 25 ml se pak v této baiice vyvola barvotvorna reakce ptidavkem 5 ml 5,4 mol/l H,SO4, 5 ml roztoku
molybdenanu a 5 ml roztoku Zeleznaté soli. Banka se pak doplni vodou po znacku, uzavie zatkou a
obsah se promicha. Soucasné je tfeba pripravit slepy pokus na korekci vlastniho zabarveni vzorku. Do
dalsi 50 ml odmérné banky se davkuje stejné mnozstvi vzorku, 5 ml 5,4 mol/l H,SO4 a doplni se vodou
po znacku.

5.3. Méreni

K meéfeni kalibracnich roztoka (0; 20; 40; 80 umol/l), vzorki a slepého vzorku se pfistupuje ihned po
dokonéeni ptipravy roztokt. Casova prodleva mezi piipravou a méfenim az do 5 hodin v$ak neni na
zavadu. M¢fi se absorbance roztoku pii vinové délce 700 nm v 1 cm kyveté proti srovnavaci kyveté s
vodou. Pii méfeni je vhodné pouzit Sitku spektralniho intervalu 1,5 nm nebo vétSi. Hodnoty
absorbance kalibracnich roztokti se vynesou do grafu proti koncentraci fosfore¢nanu v pmol/l.
Kalibra¢ni funkce se voli ve tvaru y = a + b x (grafem funkce je ptimka, kterd obecné neprochdzi
pocatkem soufadnic). Z absorbanci vzorka a slepych vzorkii se z kalibra¢niho grafu odectou resp.
z kalibra¢ni funkce vypocitaji ptislusné koncentrace fosforecnanu v métenych roztocich.

Pti analyze vzorkti limonad piipravovanych fedénim je tieba zméfit také absorbanci slepého pokusu
vlastniho zbarveni vzorku. Tato absorbance se pak odecte od absorbance vzorku a z diference

absorbanci se ur¢i na zaklad¢ kalibrace korigovana koncentrace.

5.4. Vypocet a vvhodnoceni vysledku

Od zjisténé koncentrace fosforecnanu se odecte priimérna koncentrace fosfore¢nanu ve slepém vzorku.
Obsah analytu se vyjadii bud’ jako hmotnostni zlomek fosfore¢nanu (PO,>), kyseliny fosforecné
(H3POj4) nebo fosforu (P) v mg/kg a vypocita se pro kazdy vzorek ze vztahu

w = (V/Vy.0,05. (c-cv) . M/ my, [mg/kg]

c je koncentrace fosfore¢nanu ve vzorku urcenda z absorbance roztoku vzorku nebo z diference
absorbanci (vzorek- slepy pokus vlastniho zbarveni) [umol/1]

¢y je prumérnd koncentrace fosforeCnanu ve slepych vzorcich (jen u vzorkii piipravovanych
rozkladem) [pumol/1]

M je molarni hmotnost ptislusného analytu (M(P0,*)=94,971, M(H;PO,) = 97,995, M(P) = 30,974 g/mol)
my je navazka vzorku [g]

Va je alikvotni objem mineralizatu pipetovany ke stanoveni [ml].

Vi je celkovy objem mineralizatu, V; = 50 ml.
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Ze dvou az tii paralelnich vysledkil se vypocte primérna hodnota. Vysledek se zaokrouhli na tfi platné
Cislice. V ptipadé¢ stanoveni kyseliny fosforecné v nédpoji se vysledek porovna s pfipustnym
mnozstvim. Nejvyssi pfipustné mnozstvi kyseliny fosforecné (ptidatna latka E 338) v ochucenych
nealkoholickych népojich stanovené¢ Vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 4/2008 je 700 mg/kg
(vyjadieno jako P,Os).
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STANOVENI MEDI, ZINKU A ZELEZA V POTRAVINACH
ATOMOVOU ABSORPCNI SPEKTROMETRII

1. POUZITELNOST A PUVOD METODY

Metoda je vhodna pro stanoveni médi, zinku a zeleza v potravinach i jinych matricich biologického
puvodu. Pfi analyze materidli s obsahem <0,2 mg/kg (napf. rafinované oleje) je nutné zpracovat
velkou navazku vzorku. K pfipravé vzorki I1ze pouzit rozklad na suché cesté, rozklad na mokré cesté
za atmosferického tlaku, tlakovy rozklad nebo mikrovinny tlakovy rozklad kyselinou dusi¢nou nebo
solubilizaci hydrolyzou vzorku zfedénou kyselinou chlorovodikovou nebo dusi¢nou. Metoda byla
adaptovana podle udaji z literatury [13] a podminkami vyhovuje normam CSN 56 0076 Stanoveni
médi, olova, zinku a kadmia v poZivatinich metodou atomové absorpce a CSN ISO 9526 Ovoce,
zelenina

a vyrobky z nich - Stanoveni obsahu Zeleza plamenovou atomovou absorp¢ni spektrometrii.

2. PRINCIP METODY

Kapalny vzorek je zmlzovan do plamene C,H,-vzduch a je méfena absorpce zafeni volnymi atomy
medi, zinku, resp. zeleza na rezonancnich ¢are 324,7 nm, 213,9 nm resp. 248,3 nm.. Koncentrace
prvkl v analyzovanych roztocich se z naméfenych absorbanci urcuji metodou kalibraéni kiivky.

3. POUZIVANE PRISTROJE, ZARIZENi A POMUCKY

e atomovy absorpcni spektrometr GBC Avanta P skompresorem a tlakovd ldhev s Cistym
acetylenem

25 ml odmérné baiiky nebo 50 ml odmérné banky pro fedéni vzorkt

5 ml ned€lené pipety pro fedéni vzorka

100 ml odmérné banky sklenéné (4 ks) a polypropylenové (1 ks) pro ptipravu kalibracnich roztoka
pipety 200-1000 pl a 1-5 ml

stficka s demineralizovanou vodou

Pozndamka: veSkeré ndadobi musi byt cisténo béznym mytim v destilované vodeé a dekontaminovano
louzenim ve ziredeném roztoku HNO; (1:10) po dobu minimdlné 24 hodin. Doporucena doba louzeni je
tri tydny. Vylouzené nadobi je umyto demineralizovanou vodou, ususeno a do pouziti by mélo byt
uschovano v uzavienych plastovych saccich.

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY
Pouzivaji se chemikalie ¢istoty p.a. nebo vyssi a demineralizovana voda.

e standardni roztok Cu o koncentraci 1000 mg/l (matrice 0,5M HNO;), MERCK, katal. cislo
1.19786.500 nebo ekvivalentni roztok

[13] Rowe C.J.: Food Analysis by Atomic Absorption Spectroscopy, Varian Techtron, Springvale 1973
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e standardni roztok Zn o koncentraci 1000 mg/l (matrice 0,5M HNO;), MERCK, katal. cislo
1.19806.500 nebo ekvivalentni roztok

e standardni roztok Fe o koncentraci 1000 mg/l (matrice 0,5M HNO;), MERCK, katal. ¢islo
1.19781.500 nebo ekvivalentni roztok

e zasobni roztok k pfipravé standardit pro AAS o koncentraci Cu, Zn a Fe 100 mg/l (10 ml
standardniho roztoku Cu 1000 mg/l, 10 ml standardniho roztoku Zn 1000 mg/l, 10 ml standardniho
roztoku Fe 1000 mg/1 se odpipetuje do 100 ml odmérné banky, okyseli 1 ml 65 % HNO; a doplni
se demineralizovanou vodou po znacku. Banka se uzavie zatkou, jeji obsah se promicha a ptelije
do 150 ml PP ldhve se Sroubovacim uzavérem. Lahev se opatii Stitkem, na kterém je uvedeno
datum ptipravy roztoku. Doba pouzitelnosti je 1 rok)

e 1M roztok HNOs; nebo HCI: pfipravi se fedénim “koncentrovanych kyselin demineralizovanou
vodou.

5. PRACOVNI POSTUP
Vychozimi vzorky jsou obvykle mineralizaty ptivodnich vzorkl pfipravenych rozkladem na suché
cesté (viz str. 18-21) nebo mikrovinnym tlakovym rozkladem (str. 23-25). Vzorky napoju lze vétSinou

analyzovat bez rozkladu.

5.1 Redéni vzorki

Redéni vyluhti popela pfed méfenim je zpravidla nutné jen pro stanoveni zinku. V piipadé stanoveni
medi a Zeleza 1ze ocekavat, ze fedéni bude nezbytné u jen u vzorkl s vysokym obsahem (jatra, nékteré
houby, ¢aj) pokud byla mineralizovana vétsi navazka. V tom ptipad¢ se roztoky vzorki pfed meéfenim
fedi pétkrat az desetkrat. Roztoky slepych vzorka se nikdy nefedi. Koncentrace prvkli v métenych
roztocich nesméji pfesahnout 1,1 nasobek koncentrace nejvyssiho kalibra¢niho standardu (2 pg/ml Cu,
1 ug/ml Zn, 4 pg/ml Fe).

Postup pfi fedéni vzorku

Do vhodnych odmérnych ban€k se odpipetuji roztoky podle schématu v tabulce 8.

Tab. 8
Zted'ovaci pomér | Zted'ovaci pomeér
5 10
Odmérna banka 25 ml 50 ml
Roztok vzorku 5ml 5ml
1M roztok HNO; nebo HCl 4 ml 9 ml
Demineralizovana voda do 25 ml do 50 ml

Pozndmka: druh kyseliny (HNO; nebo HCI) se #idi druhem kyseliny, ktera tvori matrici roztoku mineralizdtu.

Vyse popsany zpusob redeni zachovava priblizne 0,2M koncentraci kyseliny i ve ziedenych vzorcich.
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5.2 Priprava kalibraénich roztoku

Kalibra¢ni blank se ptipravuje do 100 ml PP odmérné banky a slouzi k nastaveni nulové absorbance
ptistroje. Jednotlivé standardy se pfipravuji do 100 ml sklenénych odmérnych ban€k. Kalibracni
roztoky se pripravuji ze zasobniho roztoku kovil. Zpisob piipravy je ziejmy z nasledujiciho schématu

v tabulce 9.
Tab. 9
Blank Standard 1 Cu | Standard 2 Cu | Standard 3 Cu | Standard 4 Cu -
Standard 1 Zn | Standard 2 Zn | Standard 3 Zn - -
- - Standard 1 Fe | Standard 2 Fe | Standard 3 Fe
ml konc. kyseliny 1,3 (HNO3) 1,3 (HNO3) 1,3 (HNO3) 1,3 (HNO3) 1,3 (HNOs) 1,3 (HNO3)
nebo 1,7 nebo 1,7 nebo 1,7 nebo 1,7 nebo 1,7 nebo 1,7
(HCD) (HCI) (HCD) (HCI) (HCI) (HCD)
ml roztoku Cu, Zn, 0 0,20 0,50 1,00 2,00 4,00
Fe (100 mg/)
demineralizovana do 100 ml do 100 ml do 100 ml do 100 ml do 100 ml do 100 ml
voda
Vysledna 0 0,2 pg/ml 0,5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml
koncentrace
a oznaceni odmerky 0 0,2 0,5 1,0 2,0 4,0

Pozndmka: Vysledna koncentrace kyselin v takto pripravenych je asi 0,2M. Pri jiném zpiisobu pripravy vzorku
(napr. mineralizaci na mokré cesté) musi kalibracni roztoky obsahovat stejné mnozstvi zbytkovych kyselin (nebo
Jinych slozek) jako roztoky vzorki.

5.3 Priprava atomového absorpéniho spektrometru k méieni

Vlozeni ptislusné lampy do zésobniku lamp

zapnuti pfistroje a fidiciho pocitace, kontrola tabulky lamp, nacteni metody méteni

kontrola nastaveni Zhaviciho proudu lampy

kontrola dalSich parametrti metody (doporucené parametry jsou uvedeny v dalSim odstavci)
kontrola vlozeného hotaku (pouziva se hofak pro plamen C,H,-vzduch s 10 cm Stérbinou,
Stérbinou se protahne Cistici karta)

nastaveni geometrie lampy na maximalni energii a nastaveni optimalniho napéti na fotonasobici
kontrola prichodu mérného paprsku nad hotdkem

kontrola rota¢ni polohy hotdku: pti stanoveni Cu, Zn a Fe je hotdk nastaven rovnobé&zné s optickou
osou

nastaveni doporucené vysky pozorovani, setizeni vertikalni polohy hotdku (mozno optimalizovat
pied prvni kalibraci)

kontrola hladiny v odpadni nddobé

zapnuti vzduchového kompresoru a otevieni piivodu vzduchu, ptipadné otevieni hlavniho ventilu
tlakové lahve se vzduchem (vystupni tlak 300-400 kPa)

otevieni hlavniho ventilu tlakové lahve s acetylenem (vystupni tlak 55-96 kPa)

zapnuti odtahu

zapaleni plamene a uréeni saci rychlosti pfi nasavani vody.
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5.4 Méreni

Po pripraveé spektrometru k méteni a piipadné optimalizaci lze ptikrocit k vlastnimu méteni. Podminky
stanoveni Cu, Zn a Fe atomovou absorp¢ni spektrometrii jsou shrnuty v tabulce 10. Pro méfeni daného
prvku je nutné v fidicim pocitaci oteviit tfi soubory:

e soubor samotné metody méfeni (otevtit prislusny soubor *.mth),

e vzorkovy soubor definujici sekvenci, v jaké budou jednotlivé roztoky (kalibracnich roztoky a
roztoky vzorkl) méfeny (oteviit napt. soubor Samples1.sam)

e vysledkovy soubor, do kterého jsou uklddana naméiend data (vytvofit *.res).

Po startu méfeni je nutné nastavit nulovou hodnotu absorbance pii nasavani kalibra¢niho blanku.
Nésleduje méfeni standardii a po dokonceni kalibrace méteni jednotlivych vzorkil véetné slepych
vzorkl. Mezi jednotlivymi roztoky se saci kapilara pfistroje ponoii na né¢kolik sekund do kadinky
s demineralizovanou vodou. Vysledky méfeni jsou udany vypoctenou koncentraci vyjadienou v pg/ml,
primérnou absorbanci a relativni smérodatnou odchylkou.

Tab. 10

Cu Zn Fe
Proud lampy 3-4 mA 3-5mA 6 mA
Vinova délka 324,7 nm 213,9 nm 248,3 nm
Sitka spektralniho intervalu 0,5 nm 0,5 nm 0,2 nm
Korekce pozadi ano ano ano
Vyhodnoceni signdlu integrace integrace integrace
Integracni doba 3s 3s 3s
Pocet replik 3 3 3-5
Casova konstanta 0,2s 0,2s 0,2-0,5s
Druh kalibrace ,,Conc Least Squares*

(nelinearni metoda nejmensich ¢tverci)

Koncentrace kalibraénich roztokt 0,2; 0,5;1,0; 2,0 0,2; 0,5; 1,0 ug/ml 1,0; 2,0; 4,0 ug/ml

pg/ml
Plamen vzduch-acetylen vzduch-acetylen vzduch-acetylen
Vertikalni poloha hotaku 3-5 mm 3-5 mm 11 mm
(vyska pozorovani)
Priitok vzduchu 10 1/min 10 1/min 10 1/min
Priitok acetylenu 1,0-1,2 I/min 1,0-1,2 I/min 1,6-2,0 I/min

Poznamka: Pri normalni rotacni poloze hordaku je pro dosazeni presnych vysledkii treba nastavit horizontalni
polohu horaku tak, aby paprsek prochazel pravé nad sterbinou. Poloha hordku, pritoky plynit a nastaveni
zmlzovace (ovliviiuje saci rychlost) jsou parametry, které lze optimalizovat. Pri optimalizaci se nasava roztok
obsahujici prislusny prvek (napr. pro Cu 4-5 ug/ml) a zmeénou parametru se nastavi maximalni absorbance
(predem je nutné nastavit nulovou absorbanci pri nasavani blanku). Zpravidla se nemeni prutok vzduchu. Po
serizeni zmlZovace na maximalni citlivost je saci rychlost obvykle v rozmezi 7-8 ml/min.
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5.5 Vypocet

Obsah prvku v mg/kg v jednotlivém vzorku se vypocte ze vztahu:

w = (f.0-po). Vim, [mg/kg]

pje hmotnostni koncentrace prvku ve ziedéném vzorku [pg/ml]
£ je pouzity zied’ovaci pomér pii fedéni vzorku
o je prumérna hmotnostni koncentrace prvku v sérii prislusnych slepych vzorki [pg/ml]
V je objem mineralizatu nebo vyluhu popela vzorku nebo objem vzorku jinak ptipraveného k analyze [ml]
my je navazka vzorku [g].

Z vysledkd paraleln¢ provedenych analyz téhoz vzorku se vypocita aritmeticky primeér, pripadné¢ odhad
smérodatné odchylky. Vysledek se vyjadiuje na tfi platné Cislice.

Stanoveni médi, zinku a Zeleza v potravinach atomovou absorp¢ni spektrometrii:
¢asovy snimek prace

Operace Ptiblizna spotteba Casu (h) Poznamka
Uvodni vyklad 0,5-1

Ptiprava nadobi a pomiicek 0,25

Ptiprava vzorki -vyluh popela 1-2 podle poétu vzorki
Redéni vzorkl 0-0,25

Ptiprava kalibrac¢nich roztokt 0,25

Vyklad obsluhy AAS 1

a ptiprava spektrometru

k méfeni

Kalibrace a analyza vzorki 0,25

Uklid a myti nadobi 0,5-1

Celkem 3,75-6
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STANOVENI SODIKU A DRASLIKU V POTRAVINACH
ATOMOVOU ABSORPCNI SPEKTROMETRII

1. POUZITELNOST A PUVOD METODY

Metoda je vhodnd pro stanoveni sodiku a drasliku v potravinich 1 jinych matricich biologického
puvodu. K pfipravé vzorkti lze pouzit rozklad na suché cesté, rozklad na mokré cesté za
atmosferického tlaku, tlakovy rozklad nebo mikrovinny tlakovy rozklad kyselinou dusi¢nou nebo
solubilizaci hydrolyzou vzorku zifedénou kyselinou chlorovodikovou nebo dusi¢nou. Metoda byla
adaptovana podle udajii z literatury [13] a podminkami vyhovuje norm& CSN EN 1134 (56 0405)
Ovocné a zeleninové §tavy — Stanoveni obsahu sodiku, drasliku, véapniku a hof¢iku atomovou
absorp¢ni spektrometrii (AAS).

2. PRINCIP METODY

Kapalny vzorek je zmlzovan do plamene C,H,-vzduch a je méfena absorpce zareni volnymi atomy
sodiku resp. drasliku rezonan¢nich ¢are 589,0 nm resp. 766,5 nm. Analyzované vzorky 1 kalibracni
roztoky museji obsahovat deioniza¢ni ¢inidlo CsCl. Koncentrace prvka v analyzovanych roztocich se
z naméienych absorbanci urcuji metodou kalibracni kiivky.

3. POUZIVANE PRISTROJE, ZARIiZENi A POMUCKY

e atomovy absorpcni spektrometr GBC Avanta P skompresorem a tlakova lahev s Cistym
acetylenem

e 10 ml odmérn¢ banky nebo 25 ml odmérné banky pro fedéni vzorkt

e 100 ml odmérnd baika polypropylenova a 50 ml odmérné banky polypropylenové (3 ks) pro
pripravu kalibra¢nich roztoki

e pipety 200-1000 pl a 1-5 ml

e stficka s demineralizovanou vodou

Pozndamka: veskeré nadobi musi byt cisténo béznym mytim v destilované vode a dekontaminovano
louzenim ve ziedeném roztoku HNO; (1:10) po dobu minimalné 24 hodin. Doporucena doba louzeni je
tri tydny. Vylouzené nadobi je umyto demineralizovanou vodou, ususeno a do pouziti by meélo byt
uschovano v uzavienych plastovych saccich.

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY
Pouzivaji se chemikalie Cistoty p.a. nebo vyssi a demineralizovana voda.

e Standardni roztok Na o koncentraci 1000 mg/l (matrice 0,5M HNOs), MERCK, katal. ¢islo
1.70238.500 nebo ekvivalentni roztok

e Standardni roztok K o koncentraci 1000 mg/l (matrice 0,5M HNO;3;), MERCK, katal. ¢islo
1.70230.500 nebo ekvivalentni roztok

[13] Rowe C.J.: Food Analysis by Atomic Absorption Spectroscopy, Varian Techtron, Springvale 1973
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e Smésny zasobni roztok Na a K o koncentraci 500 mg/l: do Cisté a suché plastové lahvicky se
Sroubovacim uzavérem se odpipetuji stejné objemy (napt. 10 + 10 ml) standardnich roztokt sodiku
a drasliku (1000 mg/1) a obsah lahvicky se promicha

e 1% roztok Cs: do suché a cisté platové ldhve se Sroubovacim uzavérem se odvazi 1,27 g CsCl
(Cistoty p.a. nebo Suprapur) a 98,73 g demineralizované vody a smés se promicha.

e 1M roztok HNO; nebo HCI: piipravi se fedénim koncentrovanych kyselin demineralizovanou
vodou.

5. PRACOVNI POSTUP

Vychozimi vzorky jsou obvykle mineralizaty ptvodnich vzorkd pfipravenych rozkladem na suché
cesté (viz str. 18-21) nebo mikrovinnym tlakovym rozkladem (str. 23-25). Vzorky napojt lze vétSinou
analyzovat bez rozkladu. Pro ucel stanoveni chloridu sodného lze analyzovat i vodny extrakt ze vzorku
potraviny.

5.1 Redéni vzorki

Redéni kapalnych vzorki (tj. vyluhti popela ve ziedéné HCI nebo ziedéné HNO; nebo mineralizatt
piipravenych tlakovym mikrovinnym rozkladem nebo vodnych extraktii tuhych vzorkii nebo vzorka
kapalnych materiali) se provadi v odmérnych bankach o objemu 10 ml. Pii fedéni se ptidava
deioniza¢ni Cinidlo v takovém mnozstvi, aby vyslednd koncentrace cesia byla 2 mg/ml. Vzorek se
okyseluje kyselinou chlorovodikovou (vodné extrakty nebo vyluhy popela ve ziedéné HCl) na
koncentraci 0,1 mol/l nebo se fedénim a ptidavkem 1M HNOs; upravi koncentrace kyseliny dusicné (u

vzorkt rozkladanych kyselinou dusi¢nou) také na hodnotu 0,1 mol/I.

Do 10 ml odmérnych ban¢k se odpipetuji roztoky podle schématu v tabulce 11:

Tab. 11

Zied’ovaci pomér

Zied'ovaci pomér 10

Zied’ovaci pomér 20

5
Roztok vzorku 2ml 1 ml 0,5 ml
Roztok CsClI (1 % Cs) 2 ml 2 ml 2 ml
IM roztok I ml IM HCI 1 ml IM HC1 I ml IM HCI
HNO; nebo HC1 (pro vodny extrakt) (pro vodny extrakt) (pro vodny extrakt)
nebo nebo nebo
0,6 ml IM HCI 0,8 ml IM HCI 0,9 ml IM HCI
(pro vyluh popela (pro vyluh popela (pro vyluh popela
v 0,2M HCI) v 0,2M HCI) v 0,2M HCI)
nebo nebo nebo

0,2 ml IM HNO;
(pro mineralizat se 3 ml
HNO5/100 ml)

0,6 ml 1M HNO;
(pro mineralizat 3 ml
HNO5/100 ml)

0,8 ml IM HNO;
(pro mineralizat 3 ml
HNO5/100 ml)

Demineralizovana voda

do 10 ml

do 10 ml

Do 10 ml
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5.2 Priprava kalibraénich roztoku

Kalibra¢ni blank se ptipravuje do 100 ml PP odmérné banky a slouzi k nastaveni nulové absorbance
ptistroje. Jednotlivé standardy se pfipravuji do 50 ml PP odmérnych banck. Kalibracni roztoky se
ptipravuji ze smésného roztoku sodiku a drasliku (500 mg/1). Zpisob piipravy je ziejmy ze schématu

v tabulce 12.

Tab. 12

Blank Standard 1 Standard 2 Standard 3
ml 1M HCI nebo HNO; 10 5 5 5
ml roztoku CsCl (1 % Cs) 20 10 10 10
ml roztoku Na, K (500 mg/l) 0 0,50 1,00 2,00
demineralizovana voda do 100 ml do 50 ml do 50 ml do 50 ml
Vysledna koncentrace 0 5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml
a oznaceni odmeérky

0 5 10 20

Pozndamka: Vysledna koncentrace kyselin v takto pripravenych standardech je asi 0,1M. Pri jiném zpiisobu
pripravy vzorku (napr. mineralizaci na mokré cesté) musi kalibracni roztoky obsahovat stejné mnozstvi
zbytkovych kyselin (nebo jinych slozek) jako roztoky vzorkai.

5.3 Priprava atomového absorpéniho spektrometru k méieni

Vlozeni pfislusné lampy do zasobniku lamp

zapnuti pfistroje a fidiciho pocitace, kontrola tabulky lamp, nacteni metody méteni

kontrola nastaveni Zhaviciho proudu lampy

kontrola dalSich parametrti metody (doporucené parametry jsou uvedeny v dalSim odstavci)
kontrola vlozeného hotaku (pouziva se hotak pro plamen C,H,-vzduch s 10 cm S§térbinou,
Stérbinou se protahne Cistici karta)

nastaveni geometrie lampy na maximalni energii a nastaveni optimalniho napéti na fotonasobici
kontrola prichodu mérného paprsku nad hotdkem

kontrola rota¢ni polohy hotaku: pti stanoveni vysSich koncentraci Na a K (do 20 pg/ml) se horak
oto¢i kolmo na optickou osu, pii méfeni stopovych koncentraci (do 0,5 pg/ml u sodiku a do 1,5
pg/ml u drasliku) je hofak nastaven rovnobézné s optickou osou

nastaveni doporucené vysky pozorovani (10 mm), sefizeni vertikdlni polohy hotédku (mozno
optimalizovat pied prvni kalibraci)

kontrola hladiny v odpadni nddobé

zapnuti vzduchového kompresoru a otevieni piivodu vzduchu, ptipadné otevieni hlavniho ventilu
tlakové lahve se vzduchem (vystupni tlak 300-400 kPa)

otevieni hlavniho ventilu tlakové lahve s acetylenem (vystupni tlak 55-96 kPa)

zapnuti odtahu

zapaleni plamene a uréeni saci rychlosti pfi nasavani vody.
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5.4 Méreni

Po pripraveé spektrometru k méteni a piipadné optimalizaci lze ptikrocit k vlastnimu méteni. Podminky
stanoveni Na a K atomovou absorpcni spektrometrii jsou shrnuty v tabulce 13. Pro méfeni daného
prvku je nutné v fidicim pocitaci oteviit tfi soubory:

e soubor samotné metody méfeni (otevitit prislusny soubor Na.mth a K.mth),
e vzorkovy soubor definujici sekvenci, v jaké budou jednotlivé roztoky (kalibracnich roztoky a
roztoky vzorkl) méfeny (oteviit napt. soubor Samples1.sam)

e vysledkovy soubor, do kterého jsou ukldddana naméiend data (vytvofit *.res).

Po startu méfeni je nutné nastavit nulovou hodnotu absorbance pii nasavani kalibra¢niho blanku.
Nasleduje méfeni standardii a po dokonceni kalibrace méfeni jednotlivych vzorkli véetné slepych
vzorkll. Mezi jednotlivymi roztoky se saci kapilara ptistroje ponoii na nékolik sekund do kéadinky
s demineralizovanou vodou. Vysledky méfeni jsou udany vypoctenou koncentraci vyjadienou v pug/ml,

prumérnou absorbanci a relativni smérodatnou odchylkou.

Tab. 13

Na K
Proud lampy
Vinova délka 589,0 nm 766,5 nm
Sitka spektralniho intervalu 0,5 nm 0,5 nm
Korekce pozadi ne ne
Vyhodnoceni signalu integrace integrace
Integracni doba 3s 3s
Pocet replik 3 3
Casova konstanta 0,2s 0,2s
Druh kalibrace ,,Concentration least square*

(nelinedrni metoda nejmensich ctvercl)

Koncentrace kalibra¢nich roztoka

5,0; 10,0; 20,0 png/ml
pti kolmé poloze hotaku
nebo
0,1; 0,2; 0,5 pg/ml
pii pfimé poloze hotdku

5,0; 10,0; 20,0 png/ml
pii kolmé poloze hotaku
nebo
0,2; 0,5; 1,0 pg/ml
pii ptimé poloze hotdku

Vertikalni poloha hotéku 10 mm 10 mm
(vyska pozorovani)
Priitok vzduchu 10 I/min 10 /min
Pritok acetylenu 1,7-1,9 1/min 1,7-1,9 1/min
pfi kolmé poloze hotaku | pfi kolmé poloze hotaku
nebo nebo

1,0-1,2 1/min pfi pfimé
poloze hotdku

1,0-1,2 1/min pfi pfimé
poloze hotdku




5.5 Vypocet

Obsah prvku v mg/kg v jednotlivém vzorku se vypocte ze vztahu:

w = (fz.p-p). V/m,  [mg/kg]

p je hmotnostni koncentrace prvku ve ziedéném vzorku [pg/ml]
1> je pouzity zied'ovaci pomér pii fedéni vzorku
o je prumérna hmotnostni koncentrace prvku v sérii prislusnych slepych vzorka [pg/ml]
V je objem mineralizatu nebo vyluhu popela vzorku nebo objem vzorku jinak ptipraveného k analyze
[ml]
my je navazka vzorku [g].

Z vysledku paralelné provedenych analyz té¢hoz vzorku se vypocita aritmeticky pramér, ptipadné
odhad smérodatné odchylky. Vysledek se vyjadiuje na tfi platné Cislice.
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SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI ZELEZA V POTRAVINACH

1. POUZITELNOST A PUVOD METODY

Metoda je vhodna pro stanoveni zeleza ve vSech potravinaiskych materidlech se stfednim a vys$Sim
obsahem Zeleza. Byla modifikovana podle normy CSN 56 0075 Stanoveni Zeleza v poZivatinach.
K ptipravé vzorku ke stanoveni Zeleza se pouziva nejcastéji rozklad na suché cesté. Je mozné pouzit
1 rozklad na mokré cest€ smési HNO3;+H,SOj.

Poznamka: pri analyze vzorkii pripravenych rozkladem na suché ceste je treba vyluh popela
pripravovat s pozitim ziedené kyseliny chlorovodikové. Pritomnost kyseliny dusicné nebo jinych
oxidovadel pri spektrofotometrickém stanoveni Zeleza rusi.

2. PRINCIP METODY

Metoda vyuziva tvorby Cervené zbarveného komplexu zeleznatych iontl s 2,2’-bipyridylem ve slabé
kyselém prostiedi. Z absorbance roztoku pii vinové délce 522 nm se z kalibracni kiivky ur¢i hmotnost
zeleza v roztoku.

3. POUZIVANE PRiISTROJE, ZARIZENI A POMUCKY

e spektrofotometr

e sklenéné rektanguldrni kyvety o tlouStce 1 cm nebo 2 cm
e 5 mla 10 ml nedélené pipety

e 1,2 a5 mldélené pipety

e stficka s destilovanou vodou

e 50 ml odmérné banky

4. CHEMIKALIE A ROZTOKY

e standardni roztok Fe o koncentraci 1000 mg/l (matrice 0,5M HNOs), MERCK, katal. ¢islo
1.19781.0500 nebo ekvivalentni roztok

e pracovni roztok Fe o koncentraci 10 pg/ml (pfipravi se odpipetovanim 2,0 ml standardniho roztoku
Fe do 200 ml odmérné baiky, piidavkem 10 ml 6M HCI a doplnénim demineralizovanou vodou po
znacku), roztok je pouzitelny 2 mésice

¢ 10 % roztok kyseliny chlorovodikové

e 0,1% roztok 2,2’-bipyridylu

e 10 % roztok hydroxylamin hydrochloridu

e 20 % roztok octanu amonného
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5. PRACOVNI POSTUP

5.1 Kalibrace stanoveni Zeleza

Do sady 50 ml odmérnych ban€k oznacenych cisly 0, 10, 20 az 60 se odpipetuje po 3 ml 10% roztoku
HCI a postupné rostouci objem pracovniho roztoku zeleza o koncentraci 10 pg/ml: 0,00; 1,00; 2,00;
3,00; 4,00; 5,00 a 6,00 ml (tj. davkuje se 0 az 60ug Fe). Pak se upravi celkovy objem v odmérkach na
10 ml destilovanou vodou (pfidavky destil. vody: 7; 6; ... az 1 ml). Nasleduji ptidavky 1 ml 10 %
roztoku hydroxylamin hydrochloridu, 4 ml 0,1 % roztoku 2,2'-bipyridylu a 10 ml 20 % roztoku octanu
amonného. Po pridavku posledniho ¢inidla roztoky zrizové€ji. Pak se odmérky doplni destilovanou
vodou po znacku, zazatkuji se a jejich obsah se dilkladné promichd. Po 30 minutich se zméfi
absorbance pripravenych kalibracnich roztoki pti vinové délce 522 nm v 1 cm nebo 2 cm kyveté proti
destilované vod¢. Naméiené absorbance se zapisi do tabulky podle vzoru:

mre [ug] |4 A4=4-4,
0 0,003 0

10 0,067 0,064

20 0,130 0,127

30

40

Hodnoty AA (tj. absorbance zmenSené o absorbanci nulového roztoku) se vynesou proti hmotnosti
zeleza do grafu na milimetrovy papir (méfitko na ose x: 2 cm na 10 pg, méfitko na ose y: 5 cm na
0,1A). Jednotlivymi body se prolozi pfimka prochdzejici po¢atkem soufadnic. Kalibracni graf se
popiSe podminkami méteni (4=522 nm, b=1 nebo 2 cm, V=50 ml) a datem prace. Je mozné také
graficky zpracovat kalibraci v pocitaci a k protokolu piilozit vytistény graf.

5.2 Stanoveni Zeleza ve vzorku

Studenti obdrzi dvojici paralelné ptipravenych vyluhti popela z téhoz vzorku (roztoky jsou oznaceny
Cislem a pismenem napt. la, 1b) a soucasn¢ dvojici slepych pokust (oznaCeni napi. B1,B2).
Z ptipravenych vyluhti popela a slepych vzorki se do jednotlivych 50 ml odmérnych banék odpipetuje
nedélenou pipetou vhodny alikvotni podil (10 ml vzorku nebo v pfipadé vzorkd s vy$Sim obsahem
zeleza 5 ml vzorku a dale 5 ml destilované vody). Nasleduje pridavek jednotlivych ¢inidel pocinaje
roztokem hydroxylamin hydrochloridu (viz vyse). Dal$i postup je stejny, jako pii kalibraci. Méteni
probihd za stejnych podminek (stejna tlouStka kyvety). Namétené hodnoty absorbance vzorki se
zmens$i o prumérnou absorbanci slepého pokusu. Z téchto diferenci se z kalibra¢niho grafu odectou
hmotnosti Zeleza v alikvotnich podilech vzorku v pg.

5.3 Vyjadreni vysledku a vvpocet

Vypoctéte obsah Zeleza ve vzorku potraviny, jejiz popel jste obdrzeli, v mg/kg a v mg/kg susiny. Druh
vzorku, navazky a obsah vody resp. susiny ve vzorku Vam sdé€li vyucujici asistent.

Vypocet: wge=(Vi.m)/ (Vy.my) [mg/kg]
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m je hmotnost Fe v alikvotnim podilu odectend z kalibra¢ni kiivky [pg]

Vi je celkovy objem vyluhu popela (50 nebo 100 ml)

V, je alikvotni objem vyluhu popela (10 nebo 5 ml)

my je navazka vzorku [g].

Z paralelnich vysledk se vypocte aritmeticky primér a primérny obsah se pfepocte na susinu:

wre' = 100. wre /(100-pm20) [mg/kg suSiny]

Ppmo je obsah vody (vlhkosti) ve vzorku [%].
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