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Uvod
Pracovni listy jsou uréeny ugitelim ZS a SS, ucastnikiim péti kurzi aktivity Nové trendy

V chemickém vzdélavani.
Uc¢astnici kurzu:

e Oveti kvantitativné vysledky jednoduchych pokusii.
e Srovnaji presnost méfeni jednoduchych mobilnich zafizeni Vernier a Visocolor
s profesionalni technikou AAS a UV/VIS.

e Prakticky aplikuji laboratorni dovednosti ziskané v 1. a 2. kurzu.
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1 Cidla Vernier

1.1 pH sensor.

Je cidlo, které se pouziva k méfeni miry kyselosti a zasaditosti roztokti. Obsahuje elektrodu
z Ag/AgCl a vytvaii vystupni napéti, které se méni s kyselosti prostiedi, pro pH = 7 je toto
napéti 1,75 V, jeho piirastek o 0,25 V odpovida ubytku pH o 1. Pfed méfenim vysSroubujeme
¢idlo z lahvicky s prechovavacim roztokem (1).
Lze pouzit i bezdratové piipojitelné ¢idlo GDX-PH k zazizeni s Bluetooth 4. Reak¢ni doba je
2 s, maximalni dosah signalu je cca 10 m bez ptekazek, doba nabijeni je 2 hodiny, vydrz cca
150 hodin (téméf cely tyden nepietrzitého provozu). Kalibraci je mozné ulozit pfimo do senzoru
(2).
a. Mc¢feni pH vody
e Cidlo opatrné& ponofime asi 2 cm do vody.
e Po ukonceni méfeni Cidlo oplachneme destilovanou vodou, poté vlozime do
prechovavaci lahvicky a nakonec v§e zaSroubovanim upevnime.
b. Méfeni pH pudy
e (Odebereme vzorek pudy do plastové lahve, ptiddme vodu a zhotovime ptdni
vyluh.

e Prefiltrujeme.

e Ve filtratu zméfime pH stejnym postupem jako u vody pH.
Kalibrace se nemusi provadét pred kazdym méfenim. Kalibrujeme dvoubodové pomoci pufrt.
V menu ,.Experiment vyberte polozku kalibrovat. Zvolte ptipojeny pH senzor. Objevi se
informacni okno, ve kterém kliknéte na ,,Kalibrovat ted*. Vlozte senzor do prvniho pufru a
pockejte, az se hodnota napéti ustali. Poté zapiSte hodnotu pH daného pufru a kliknéte na
,Uchovat“. Elektrodu vyndejte z pufru, peclivé oplachnéte a opakujte postup pro druhy pufr.
Prejdéte do zalozky ,,Ulozeni kalibrace* a kliknéte na ,,Nastavit kalibraci senzoru®. Tim dojde
k zapisu nové kalibrace ptfimo do paméti senzoru. Klepnéte na ,,Hotovo* a potvrd'te kliknutim
na,,Zapis*, Zze opravdu chcete novou kalibraci do senzoru ulozit. Tim je kalibrace dokon¢ena a

uloZena v senzoru (3).
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1.2 Konduktometr

Je urcen k méfeni elektrické vodivosti vodnych roztoka a je vybaven automatickou teplotni
kompenzaci pfi teplotach v rozsahu 5 az 35 °C. M¢fi schopnost pienosu ionti mezi dvéma
elektrodami (elektrickou vodivost), vy$$i koncentrace iontd v roztoku znamena vyssi
elektrickou vodivost (4).

a. Meéfeni vodivosti
e Po kazdém méfeni je nutné konec konduktometru oplachnout destilovanou

vodou a dikladné vysusit papirovym ru¢nikem.

e Béhem méfeni do roztokll ponotfime jen konec konduktometru (samotna
rukojet’ neni vodotésna).

e Jakmile vlozime konduktometr do testovaného roztoku, jemné s nim michdme
a po celou dobu méfeni dbame na to, aby byl konec senzoru plné ponoten
Vv tekutiné. Samotné méfeni by mélo trvat 5 az 10 sekund (ne déle). Pokud

métime tekutiny o teploté pod 15 °C nebo nad 30 °C musime vyckat déle.

1.3 Gas Senzory

Jsou urceny pro méfeni koncentrace plyna.

1.3.1 CO2 Gas Senzor

Senzor pro méfeni koncentrace CO,. Cas potiebny k 95% piiblizeni ke kone¢né hodnoté: cca
120 sekund (na zacatku méfeni je tieba asi 90 sekund na zahtati elektrody). Relativni vlhkost,

pii které piistroj mize pracovat: 5 % az 95 % (5).

1.3.2 O2 Gas Senzor

Senzor pro méfeni koncentrace O2. Cas potiebny k 90% piiblizeni ke kone¢né hodnoté: cca 12
sekund (méfeni probihad na principu difiize, proto se naméfend hodnota asymptoticky blizi
k hodnoté skute¢né). Relativni vlhkost, pii které piistroj mize pracovat: 0 % az 95 %. Cidlo
vyuziva elektrochemicky clanek tvofeny olovénou anodou a zlatou katodou, které jsou
ponoteny do elektrolytu.

DULEZITE: &idlo je nutné uchovavat ve spravné poloze (je vyznaceno na krabidce Sipkou).

Molekuly kysliku se pfi prichodu timto usporadanim na katodé redukuyji a tato elektrochemicka
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reakce je zdrojem proudu, ktery je imérny koncentraci kyslikovych molekul mezi elektrodami
(6).

Elektrody a elektrolyt v senzoru se ¢asem opotiebovavaji, proto je vhodné ¢as od c¢asu
dokalibrovat. Pro skolni ucely by mé¢la stacit jednoducha dvoubodova kalibrace. Klikneme na
kalibrovat. Nulu vytvoiime tak, ze Spendlikem stisknete fyzické tlacitko, které je schované
Vv dirce s napisem CAL pod logem Vernier pfimo na senzoru. Drzte tlacitko stisknuté, pockejte,
az se ustali hodnota napéti (typicky blizko nuly, tfeba 0,1 V apod.) a pak napiste hodnotu nula
a kliknéte na uchovat. Poté tlacitko uvolnéte. Poté dejte senzor na chvili nékam na vzduch (ne
do vydychané tfidy, nejlépe na zahradu nebo alesponi z okna, i kdyz to neni idedlni) a az se

hodnota napéti ustali, vyplite 20,9. Tim je kalibrace dokoncena

1.4 Citaé kapek

Jeho princip fungovani je analogicky s principem vnitini optické zavory. Cita¢ obsahuje zdroj
infracerveného paprsku (890 nm) a infraderveny detektor. Je-1i paprsek padajici kapkou na
okamzik pteruSen, vysle ¢ita¢ impuls, ktery je rozhranim vyhodnocen jako prichod jedné

kapky. Vyuziva se pii titracich nebo k odmétovani malych objemt odkapavajici latky (7).

1.5 GolTemp

Jedna se o ¢idlo pro méfeni teploty, teplotni ¢idlo s rozsahem —20 az 110 °C piipojené rovnou

k pocitaci pres USB port. Soucasti produktu je i software Logger Lite (8).

1.6 Voltmetr do 30V

Jedna se o jednoduchy voltmetr srozsahem +30 V. Lze ho pouzit v nizkonapétovych
stejnosmérnych i stfidavych obvodech. Lze pouzit s rozhranim. Umozinuje méteni s presnosti

do 15 mV (9).

1.7 lontoveé selektivni elektrody

Sonda méfi napéti mezi referencni elektrodou na bazi Ag/AgCl a snimaci elektrodou, ktera
obsahuje membranu z PVC. Tato membrana (v podstaté porézni plastovy disk) je propustna pro
selektivni ionty: dusi¢nanové nebo chloridové anionty, draselné, amonné nebo vapenaté
kationty, nikoliv vSak pro vodu. Jak se méni pocet selektivnich ionti prochazejicich

membranou ke snimaci elektrodé, méni se také méfené napéti. Na zaklad€ toho vypocitava

7
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pfipojené rozhrani koncentraci iontll v roztoku. Membrany iontové selektivnich elektrod maji
omezenou zivotnost. Hlavici s membranou lze vyménit (10).

Cidla je nutné dvoubodové kalibrovat. Vysoky kalibraéni bod — sondu je potieba namo¢it do
roztoku vysoké kalibrace alespont 30 minut, zadat na dataloggeru hodnotu 1000, po cca 1
minuté, az se hodnota ustali, potvrdit. Sondu vytdhnout z roztoku a pomoci stiicky dikladné
oplachnout destilovanou vodou a osusit utérkou. Nizky kalibracni bod — sondu vlozte do
standardniho roztoku nizké kalibrace, na dataloggeru zadejte hodnotu 10 a po 1 minuté
potvrd'te. Sondu vytahnéte z roztoku, oplachnéte destilovanou vodou a pak otiete papirovou
utérkou. Vlastni méfeni probiha tak, ze z pfipravené sondy odsroubujte lahvicku s roztokem
pro uchovéni. Oplachnéte sondu destilovanou vodou a jemné¢ osuste papirovou utérkou. Po
meéteni oplachnéte sondu destilovanou vodou, opatrné osuste papirovou utérkou a vlozte ji do

lahvicky s houbickou, ktera je urcena pro dlouhodobé skladovani sondy.

1.8 UVA a UVB senzor

Senzory obsahuji silikonovou fotodiodu citlivou na UV zafeni, kterd vytvati proud, umérny
intenzité dopadajiciho zafeni.

Senzor dlouhovinného ultrafialového zafeni (oznaovaného jako UVA) pracuje v rozsahu
vlnovych délek 320 — 390 nm, je nejcitlivejsi na vinové délky v okoli 340 nm. Je méné Skodlivé
nez zafeni UVB, neni pro zivé organismy zhoubné (11).

Senzor stfednévinného ultrafialového zateni (oznacovaného jako UVB) pracuje v rozsahu
vlnovych délek cca 290 — 320 nm, je nejcitlivejsi na vinové délky v okoli 315 nm. Pfi velkych
intenzitach je zhoubné pro Zivé organismy — je totiz schopno rozkladat nebo narusSovat

bilkoviny ¢i jiné Zivotn¢ dilezité organické slouceniny, poskozuje kizi a oci (12).

1.9 Luxmetr — €idlo intenzity svétla

Cidlo reaguje na intenzitu svétla obdobné jako lidské oko. Senzor vyuzivd kiemikovou
fotodiodu, kterd vytvari napéti imérné intenzité dopadajiciho svétla. Pii méfeni Ize vyuzit tii
meéfici rozsahy umoziujici zkoumat osvétleni v Sirokém rozmezi svételnych podminek.
Intenzita osvétleni se udava v luxech (Ix). Pro méteni pfi slabém osvétleni se vyuziva rozsahu
0-600 Ix, pro méfeni v bézné osvétlenych mistnostech se vyuziva rozsahu 0-6000 Ix, pro

méfeni venku a za sluneéniho svitu se vyuziva rozsahu 0-150000 Ix (13).
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1.10Kolorimetr

Je zafizeni, které slouzi v tzv. kolorimetrii k méfeni absorbance popt. transmitance na nékolika
zcela konkrétnich vinovych délkach. Kolorimetry se pouZzivaji zejména k urCovani koncentrace
S vyuzitim tzv. Beerova-Lambertova zdkona, podle kterého je koncentrace roztoku piimo

umérna absorbanci. VInové délky:430 nm, 470 nm, 565 nm, 635 nm (14).

1.11 Nefelometr

Je zafizeni, které slouzi ke zkoumani zakalu vody. Obsahuje-li voda nerozpusténé pevné
¢astice, je prochdzejici svétlo pohlcovano a zaroven rozptylovano, pficemz stupenn zadkalu je
ovliviiovan jak velikosti a tvarem pevnych Castic, tak jejich pomérnym zastoupenim. Mira
zakalu se obvykle udava v jednotkach NTU (Nephelometric Turbidity Units). Kyveta se
zkoumanou kapalinou je prosvicena infraCervenym paprskem, ktery se na ¢asteckach
v kapaliné rozptyluje do vSech sméri. Pod uhlem 92° ke sméru paprsku je umisténa citliva
fotodioda — detektor intenzity rozptyleného zafeni. Z mnozstvi rozptyleného svétla je uréena

mira zakalu (15).

Typickéa mira zakaleni:

e Deionizovana voda 0,02 NTU

e Pitna voda 0,02 NTU az 0,5 NTU

e Povrchova voda 0,05 NTU az 10 NTU

¢ (Odpadni/znecisténd voda 70 NTU az 2000 NTU
Kalibrace zadkaloméru se provadi dvoubodové. 1. kalibracni bod ziskdme pomoci kyvety
s obsahem standardu 100 NTU, kterou opatrné ¢tytikrat pieklopime, aby doslo k promichéani
¢astic. S kyvetou se nesmi tfepat, protoze vznikaji bublinky, které ovliviiuji méfeni. Kyvetu je
nutno pied vloZzenim do zédkaloméru otfit tak, aby znacka na kyveté sméfovala ke znacce na
senzoru. Pfi manipulaci drzime kyvetu za vi¢ko, zavieme kryt a na dataloggeru zadame hodnotu
100, pak kyvetu vyndame. 2. kalibra¢ni bod ziskdme pomoci kyvety naplnéné destilovanou
vodou stejnym zpusobem, zadanim hodnoty 0 na dataloggeru. Pfed méfenim vzdy

vyplachujeme kyvetu roztokem, u kterého urcujeme zakal (16).
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1.12 Spektrofotometr — SpectroVis Plus

Pienosny spektrofotometr a fluorimetr slouzi k méfeni absorbance, transmitance, fluorescence

a emisniho spektra (17). Pouziva se:

k proméfeni absorpéniho spektra riznych roztoki (zavislost absorpce na vinové délce),
ke studiu Beerova zakona (zavislost absorpce na koncentraci zkoumaného roztoku)
k proméfeni emisnich spekter rtiznych svételnych zdroji (LED, zativky, vybojky,

plamenové zkousky)

Spektrometr mlZe pracovat v nékolika rezimech. Vychozi reZim je méfeni tzv. absorbance.

Tato veli¢ina udava, jak mnoho svétla bylo pohlceno méfenym vzorkem. Cim vétsi je hodnota

absorbance na dané vinové délce, tim vice je svétlo prislusné vinové délky pohlcovano latkou,

ktera je v kyveté. Pii méfeni absorbance vlozime kyvetu do Sachty spektrometru. Vpravo od

otvoru je oznacen zdroj bilého svétla (bilé kolecko s paprsky). Svétlo prosviti kyvetu, pticemz

jednotlivé vinové délky jsou riznou meérou pohlceny. Fotony pokracuji do detektoru

oznacené¢ho bilym trojuhelnickem. Detektor zméfi mnozstvi svétla jednotlivych vinovych

délek. Nejprve provedeme kalibra¢ni méteni s prazdnou kyvetou. Poté uz 1ze méfit absorbanci

pro jednotlivé vzorky.

Priprava spektrometru

1.

2
3.
4

5.

Ptipojte k PC pies USB spektrometr.

V menu vyberte Experiment > Kalibrovat > Spectrometer.

Pockejte 90 sekund, nez se svételny zdroj spektrometru nazhavi.

Vlozte prazdnou kyvetu — dejte pozor na spravné drzeni a umisténi kyvety
(vroubkované konce slouzi k drzeni, dva protilehlé hladké k prosvécovani pii méfeni
absorbance).

Dokongdete kalibraci.

Meéreni absorbance

1.

Vlozte do spektrometru kyvetu s lihem, pak postupné s extrakty rostlinnych barviv,
spustte méfeni, né€kolik sekund pockejte, nez se hodnoty stabilizuji, pak méteni
zastavte. Uchovejte méfeni pomoci menu Experiment > Uchovat posledni mérent.

Opakujte krok 1 pro vSechny koncentrace extrakti (18).

10
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2 Sada Visocolor
Tyto soupravy jsou urCeny pro orientacni kolorimetrickou nebo odmérnou analyzu pii
zkoumani kvality vody. Diky kombinovanym reagencim se méfeni provadi zpravidla jen

S jednim roztokem, coz ¢ini praci se soupravami jednoduchou a bezpecnou.

2.1 pHvzorku vody

pH —udava miru kyselosti a zasaditosti roztoku, je-1i pH < 7 roztok je kysely, je-li pH > 7 roztok

je zasadity.
Stanoveni pH:

¢ Injekéni stiikackou odebereme do 2 zkumavek po 5 ml vody.

e Zkumavky dame do komparatoru a ptilozime na barevnou stupnici (je soucasti sady
VISOCOLOR ECO pH).

e Do zkumavky B ptidame 4 kapky roztoku pH-1, zazatkujeme a promichame.

e Zkumavky odzatkujeme, komparatorem posouvame po barevné karté, dokud
nedojde kK vyrovnani barevnych poli.

o Vysledek odecteme z Ciselné stupnice nad komparatorem.

2.2 Tvrdost vody

Tvrdost vody je vlastnost, ktera vyjadiuje obsah rozpusténych nerostt (nejcastéji CaO a MgO)
ve vodé. Tvrdost vody miize byt trvala a prechodna. Trvala tvrdost je zptisobena rozpusténymi
chloridy, sulfidy, dusi¢nany a kfemicitany. Pfechodnd tvrdost vody je zpusobena
hydrogenuhli¢itanem vapenatym nebo hofe¢natym. Po jeho vysrazeni vznika uhli¢itan
vapenaty, coZ je vodni kdmen. Pfechodnou tvrdost vody lze, na rozdil od tvrdosti trvalé,
odstranit varem. V ¢eskych zemich se tvrdost vody méfila v tzv. némeckych stupnich, kde jeden
stupen odpovida 10 mg CaO/litr nebo 7,2 mg MgO/litr. Podle sou¢asnych norem se vyjadiuje
jako suma vapniku a hoi¢iku v mmol/l. Tato norma vSak byla zavedena pomérn¢ nedavno.
1 mmol/l odpovida 5,61 némeckého stupné.

Stanoveni celkové tvrdosti vody:

¢ Injekeni stiikackou odebereme 5 ml vody do zkumavky.

e Do zkumavky ptikapneme 2 kapky GH-1 a promichame:
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o zbarvi-li se roztok do zelena, voda neni tvrda a pokus kon¢i.

o zbarvi-li se roztok do ¢ervena, voda je tvrda a pokracuji v pokusu.
Je-li roztok zbarven docervena, pfikapavame postupné po 1 kapce GH-2 a
promichdvame az do zezelenani roztoku.

Podle poctu ptidanych kapek GH-2 uré¢ime celkovou tvrdost vody podle Tabulky 1.

Tabulka 1: Urceni celkové a ptechodné tvrdosti vody

°d (°dH) °e (°Clark) °F Ca?" + Mg**
Némecko [mmol/l] Francie [mmol/l]
= ptidané Anglie
kapky celkova
tvrdost vody
1 1,3 1,8 0,18
2 2,5 3,6 0,36
3 3,8 5,4 0,54
4 5,0 7,1 0,71
3) 6,3 8,9 0,89
6 7,5 10,7 1,07
7 8,8 12,5 1,25
8 10,0 14,3 1,43
9 11,3 16,1 1,61
10 12,5 17,8 1,78
Tabulka 2: Meze tvrdosti vody
Pitna voda Ca?*+ Mg* °dH °F
[mmol/1]
velmi tvrda >376 >21,01 >37,51
tvrda 2,51-3,75 14,01-21 25,01-37,5
stiedné tvrda 1,26-2,5 7,01-14 12,51-25
mékka 0,7-1,25 3,9-7 7-12,5
velmi mekka <0,5 <2,8 <5

Stanoveni ptechodné tvrdosti vody:

e Injekeni stiikackou odebereme 5 ml vody do zkumavky.

e Do zkumavky pfikapneme 2 kapky GH-1 a promichame:

o zbarvi-li se roztok do ¢ervena, voda neni tvrda a pokus konci.

o zbarvi-li se roztok do modra, voda je tvrda a pokracuji v pokusu.
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e Je-li roztok zbarven do modra, ptikapavame postupné po 1 kapce GH-2 a promichavame

az do z¢ervenani roztoku.

e Podle poctu pridanych kapek GH-2 uré¢ime ptechodnou tvrdost vody podle tabulky.

2.3 Stanoveni Fe?*

Ve vodach se zelezo vyskytuje v oxidacnim stupni II nebo III, pficemz forma vyskytu

rozpusténého a nerozpusténého zeleza zavisi na hodnoté pH, oxida¢né-redukénim potencialu

aslozeni vody. Oxida¢ni stupen Il se vyskytuje v redukénim prostfedi podzemnich vod

a Vv povrchovych vodach u dna nadrzi a jezer. Ve vodach obsahujicich rozpustény kyslik je

zelezo nejcastéji v oxida¢nim stupni III. Mezi hlavni rozpusténé formy zeleza ve vodach patii

(v zavislosti na hodnot& pH): Fe%*, Fe(OH)?*, Fe(OH).", Fe(OH)s(aq), Fe(OH)4 ™.

Stanoveni Fe?*:

Injekéni stiikackou odebereme do 2 zkumavek po 5 ml vody.

Zkumavky ddme do komparatoru a pfilozime na barevnou stupnici (je soucasti sady
VISOCOLOR ECO Eisen 2).

Do zkumavky B pfidame 4 kapky roztoku Fe-1, zazatkujeme a promichame, pak
pfidame 1 1zicku latky Fe-2, zazatkujeme a protfepeme, dokud se praSek nerozpusti.
Po 7 minutach zkumavky odzéatkujeme, komparatorem posouvame po barevné karté,
dokud nedojde k vyrovnani barevnych poli. Stfedni hodnoty Ize odhadnout.
Vysledek odecteme z Ciselné stupnice nad komparatorem.

Po pouziti dikladné vyplachnéte zkumavky a uzaviete je.

Tabulka 3: P¥evodni tabulka pro vypocet koncentrace Fe?* kationtl

mg/L Fe mmol/m?®
0,04 0,7
0,07 1,3
0,10 1,8
0,15 2,7
0,20 3,6
0,30 54
0,50 9,0
1,0 18
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2.4 Stanoveni rozpusténého kysliku ve vodach

Jedna se o modifikovanou Winklerovu metodu. V alkalickém prostifedi oxiduje rozpustény
kyslik manganaté¢ kationty na vy$$i hydroxidy manganu. Okyseleni vede k uvolnovani
manganitych kationtd, které reaguji se specidlnim ¢inidlem, které tvoti tmavé cervené barvivo.
Stanoveni rozpusténého kysliku:
e Injekéni stiikackou odebereme do 2 zkumavek po 1 ml vody.
e Zkumavky dame do komparatoru a ptilozime na barevnou stupnici (je soucasti sady
VISOCOLOR ECO Oxygen).
e Do zkumavky B ptidame 5 kapek roztoku O>-1 a 5 kapek roztoku O,-2, zazatkujeme
a promichame, zbavime se vzduchovych bublin.
e Po | minuté ptidame 12 kapek O»-3, zazatkujeme a dikladné protiepeme.
e Nalijeme 1 ml vysledného reakéniho roztoku do zkumavky B a vlozime do
komparatoru. Komparitorem posouvame po barevné karté, dokud nedojde
k vyrovnani barevnych poli. Stfedni hodnoty 1ze odhadnout.
e Vysledek odecteme z Ciselné stupnice nad komparatorem.

e Po pouziti dikladné vyplachnéte zkumavky a uzaviete je.

2.5 Stanoveni NOs

Dusi¢nany nejsou samy o sob¢ toxickeé, z¢asti jsou vSak mikrofldrou stni dutiny, pii nékterych
infekcich i stfevni mikroflorou, redukovany na toxické dusitany. Tato skute¢nost mize byt
vyznamna pii poziti vétsiho mnozstvi dusi¢nand. Pfijatelny denni piijem je 4-5 mg NOs/kg
télesné hmotnosti, pfitom podil piijmu NOgz™ pitnou pfedstavuje primérné tietinu. Nejvyssi
mezni hodnota NO3™ v pitné vodé je 50 mg/l. Voda pro kojence muze obsahovat jen do 15 mg
NOs/I.
Stanoveni dusi¢nanovych iontl:

e Injekéni stiikackou nadavkujeme do obou kyvet po 5 ml vzorku vody. Vlozime jednu

z kyvet na pozici A komparatoru. Déle pracujeme jen s druhou kyvetou.

e Piidame 5 kapek Nitrat-1, kyvetu uzavieme a promichame.
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e Pfidame 1 malou zarovnanou 1zicku Nitrat-2, kyvetu zase hned uzavieme vickem a 1
minutu siln¢ tfepeme.

e Pockame 5 minut, pak kyvetu otevieme a postavime na pozici B komparatoru.

e Komparator posuneme tak, aby pii pohledu shora byly odstiny stejné. Na skale
odecteme vysledek, mezihodnoty odhadnéte.

e Po pouziti obsah kyvet neni nebezpecny, Ize jej vylit do vylevky. Kyvety umyjeme

vodou, nechame z nich vykapat v§echnu vodu, pak je uzavieme.
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3 Analyza vody

3.1 Tvrdost vody chelatometricky

Pomiicky: LabQuest 2, ¢idlo vodivosti Vernier CON-BTA, ¢ita¢ kapek Vernier VDC-BTD,
stojan, drzak, kfizova svorka, titracni banka, 1zicka, pipeta, odmérny valec,
stiicka s destilovanou vodou, byreta.

Chemikalie: odmémy roztok Chelatonu 3 o ¢ = 0,05 mol.dm™® (18,61 g do 1 dm?®),
amoniakalni tlumivy roztok (54 g NH4Cl a 350 cm® koncentrovaného roztoku
amoniaku se doplni destilovanou vodou na objem 1 dm?®), indikator murexid
(1 dil indikatoru:100 dilim chloridu sodného), indikator eriochromova ¢ern T
(1 dil indikatoru:100 dilim chloridu sodného), roztok hydroxidu draselného
o c=5mol.dm?

Material: mineralni voda Magnesia.

Postup:

A. Stanoveni Ca’* + Mg?*

1. Zapnéte datalogger LabQuest 2.

2. Pripojte ¢idlo vodivosti Vernier CON-BTA a ¢itaé kapek Vernier VDC-BTD
k dataloggeru — dojde k automatické detekci senzoru a piednastaveni obvyklych
parametri méteni.

3. Upevnéte do stojanu byretu nad ¢&itaé kapek, zaviete jeji kohout a nalijte do ni 10 cm?®
roztoku Chelatonu 3. Do titra¢ni baiiky napipetujte presné 3 cm® roztoku siranu
hofegnatého, zied'te 30 cm® demineralizované vody, pridejte na $picku 1zi¢ky indikatoru
eriochromova ¢eri T a 20 cm® amoniakalniho tlumivého roztoku. Baitku umistéte pod
stojan s byretou a pomalu pridavejte (za stalého michani sklenénou ty¢inkou nebo
magnetickou michackou) z byrety roztok Chelatonu 3 do piechodu barvy indikatoru
z vinové do modré. Nasledné dopliite byretu Chelatonem 3 na 0 cm?®. Do titracni baiiky
s roztokem chelatonatu hofe¢natého napipetujte 50 cm® vzorku a batiku umistéte zp&t
pod stojan s byretou. Zasunte ¢idlo vodivosti Vernier CON-BTA do kruhového otvoru
Vv téle CitaCe. Vnotte do kapaliny ¢idlo vodivosti Vernier CON-BTA a za¢néte michat.

4. Upravte vysku cCitace tak, aby byl konec ¢idla vodivosti ponofen do roztoku.

5. Mc¢éfeni spust'te tlacitkem s trojuhelnickem v dolnim levém okraji displeje a roztok

michejte sklenénou ty¢inkou nebo magnetickou michackou.
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6. Urcete spotiebu odmérného roztoku v bodu ekvivalence: vinové Cerveny roztok se
zméni na modré zbarveni. Vysledek vyjadiete v milimolech (Ca?* a Mg?* obsazenych
v 1 dm? vody podle vztahu:

Cca?t+ M2t = (Vena.Cena/Vea? + mg?).1000 [mmol.dm™3]

Vchs — spotieba odmérného Chelatonu 3 [cm?]
Cchs — latkova koncentrace Chelatonu 3 [mol.dm™]
7. Sledujte, jak se do grafu zakresluje zavislost vodivosti na objemu odkapaného vodného
roztoku. Po odkapani veskeré latky ukonéete méfeni tlacitkem se étvereCkem — zastavit
V dolnim levém okraji displeje (11).
Tabulka:

Priumérna spotieba

Titrace 1. 2. 3.
Chelatonu [ml]

Stanoveni Ca?* + Mg?*

Vypocet:

B. Stanoveni ionti Ca®*

1. Zapnéte datalogger LabQuest 2.

2. Pripojte c¢idlo vodivosti Vernier CON-BTA a c¢ita¢ kapek Vernier VDC-BTD
k dataloggeru — dojde Kk automatické detekci senzoru a piednastaveni obvyklych
parametrii métenti.

3. Upevnéte do stojanu byretu nad ¢&itaé kapek, zaviete jeji kohout a nalijte do ni 10 cm?®

roztoku Chelatonu 3. Pod stojan s byretou umistéte titraéni banku, odpipetujte do ni
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50 cm® vzorku minerdlni vody, 50 cm® demineralizované vody, 3 cm® roztoku
hydroxidu draselného a na Spic¢ku 1zicky indikatoru murexid. Zasunte ¢idlo vodivosti
Vernier CON-BTA do kruhového otvoru v téle ¢itae. Vnoite do kapaliny cidlo
vodivosti Vernier CON-BTA a za¢néte michat.

4. Upravte vysku ¢itace tak, aby byl konec ¢idla vodivosti ponoien do roztoku.

5. Me¢érieni spustte tlacitkem s trojuhelnickem v dolnim levém okraji displeje a roztok
michejte sklenénou ty¢inkou nebo magnetickou michackou.

6. Urcete spotiebu odmérného roztoku v bodu ekvivalence: vinové Cerveny roztok se
zméni na modré zbarveni. Vysledek vyjadiete v milimolech Ca?* obsazenych v 1 dm?®
vody podle vztahu:

Cca?" = (Vehs.Cena/Vea?t).1000 [mmol.dm™]

Vchs — spotfeba odmémého Chelatonu 3 [cm®]

Cchs — latkova koncentrace Chelatonu 3 [mol.dm™]

dca®" = cca?*.Mca?" [mg.dm™3]

Tabulka:

Prumérna spotieba

Chelatonu [ml]

Titrace 1. 2. 3.

Stanoveni Ca%*

Vypocet:
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C. Stanoveni ionti Mg?*

Vypodet latkového mnoZstvi hoi¢iku odeétenim latkového mnozstvi Ca* od
latkového mnozstvi Ca?* + Mg?*

nMg2+ — n(Ca2++ Mgz+) _ nCa2+ (mmol)

Vysledek vyjadiete v mg Mg?* v 1 dm?® vzorku.
Vypocet:

3.2 Orientacni rozliSeni tvrdosti vody

Pomucky: 4 odmérné zkumavky, stojan, 4 zatky.

Chemikalie: demineralizovana voda, voda z vodovodu, voda z vodovodu ptefiltrovana pies
uhlikovy filtr, pfevafend voda, minerdlni voda Magnesia, roztok mydla
Vv ethanolu (pfipravime filtraci suspenze 25 g nastrouhané¢ho mydla rozpusténého
ve 300 cm? ethanolu).
Poznamka: suspenzi mydla je lepsi pripravit den dopredu, nechat sedimentovat,
slit na druhy den a zbytek mydla nechat na pripravu dalsi suspenze.

Postup:

1. Do zkumavek nalijeme 10 cm® vzorku vody a piidame 10 kapek roztoku mydla
v ethanolu.
2. Zkumavky pevné zazatkujeme a najednou intenzivné protiepavame po dobu asi

2 minut.
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3. Podle vysky vytvofené pény urcime tvrdost vody:

a. Zpéni-li cely obsah zkumavky — voda je m&kka. (Cim vys§i hladina pény, tim

je voda mekci).

b. Objevi-li se naznak pény — voda je stiedné tvrda.

c. Nevytvori-li se péna — voda je tvrda.

d. Vyvlockuje-li se vysrazené mydlo — voda je velmi tvrda.

Moravskoslezsky
kraj

Tabulka:
Vzorek vody Stav po proti‘epani s mydlovym Meze
roztokem tvrdosti
Magnesia

Demineralizovana voda

Pitna voda

Voda zfiltrovana pres

Brita

filtr

3.3 Stanoveni vapenatych a hore¢natych ionta

Voda se v piirod¢ nikdy nevyskytuje Cista, obsahuje vétsi ¢i men§i mnozstvi rozpusténych

mineralnich latek, které se do vody dostdvaji pii prichodu horninami. Podle mnoZstvi

rozpusténych Ca?* a Mg?* soli miizeme uréit tzv. tvrdost vody.

Tvrdost vody se udava jako mnozstvi vapniku a hot¢iku obsazeného ve vodé v mmol/l. Casto

se také tvrdost vody uvadi ve starSich jednotkach némecké stupné °N nebo °dN, °dH(1mmol/I;

5,6 °N) nebo francouzské stupné °F (1 mmol/l = 10 °F).

Podle mnozstvi rozpusténych Ca?* a Mg?* soli rozlisujeme vodu:

Velmi mekka 0—0,7 mmol/l
Mekka 0,7 -1,3 mmol/l
Stfedné tvrda 1,3 -2,1 mmol/l
Dosti tvrda 2,1 - 3,2 mmol/l
Tvrda 3,2—-5,3 mmol/l
Velmi tvrda > 5,3 mmol/l
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Pomucky: LabQuest 2, sonda vapenatych iont Vernier CA-BTA, stficka s destilovanou
vodou, sada Visocolor (celkova tvrdost vody a pfechodna tvrdost vody).
Material: demineralizovana voda, voda z vodovodu, voda z vodovodu prefiltrovana pies

uhlikovy filtr, mineralni voda Magnesia.

Tabulka:
Vzorek vody Celkova tvrdost | Pirechodna tvrdost Meze
Ca’** + Mg* Ca? + Mg? tvrdosti
[mmol/l] [mmol/l]
Magnesia

Demineralizovana voda

Pitna voda

Voda zfiltrovana pres filtr

Brita

3.4 Zakal vody

Zakal vody mize byt pfirodni — zpiisobeny jilovymi materidly, oxidy Zeleza, manganu,
fytoplanktonem atd., nebo umély, ktery je zptisobeny ¢innosti clovéka. Podzemni vody byvaji
zakalené ziidka, povrchové vody byvaji Casto zakalené splachem plidy, Zivymi organismy nebo
zvifenymi usazeninami (16). Mira zakalu se udava v jednotkach NTU (Nephelometric Turbidity
Units).
Pomiicky:  bila ¢teci podlozka s 3 mm cernym pismem, milimetrové métitko, odmérny
valec, LabQuest 2, zakalomér TRB-BTA, kadinky, filtra¢ni aparatura
Material: destilovana voda, voda zvodovodu, voda zvodovodu piefiltrovana pftes
uhlikovy filtr, pfevafena voda, mineralni voda Magnesia, vzorek vody z rybniku,
vzorky cca 250 ml pro 1 méteni.
Postup:
1. Ve vzorku pozorujeme prithlednost ve vysoké uzké litrové kéadince, pod kterou
polozime bily papir s cernym pismem. Do kadinky postupné nalévame promichany
vzorek az do té doby, kdy se pismena stanou necitelnymi. Zméiend vyska sloupce vody

je méfitkem pozorovani znecisténi oproti destilované vode¢.
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2. Pozorujeme zédkal vody, ktery je zpisoben obsahem nerozpusténych soli nebo koloidné
nerozpusténych latek organického i anorganického ptivodu a je pfic¢inou 1 barevnosti.

3. Experimentdlné muzeme stanovit zdkal pomoci zakaloméru RBT-NTU poté, co
zakalomér nakalibrujeme.

4. Lahev se vzorkem vody n€kolikrat opatrné pteklopime, aby doslo k promichani castic.

5. Kyvetu proplachneme vzorkem vody a naplnime vzorkem vody po rysku. Zasroubujeme
vicko, kyvetu otfeme, vlozime do zdkaloméru Sipkami k sob¢, zavieme kryt.

6. Zméfime hodnotu zakalu.

3.5 Méreni pH vody

Pomucky: zkumavky, kapatko, univerzalni pH papirek, LabQuest 2, pH senzor Vernier
PH-BTA, sada Visocolor.

Material: demineralizovana voda, voda z vodovodu, voda z vodovodu pfefiltrovana pies

uhlikovy filtr, pfevarena voda, mineralni voda Magnesia, vzorek vody z rybnika.

Postup:

1. Z odbérové lahve odlijeme asi 3 cm® vzorku vody do zkumavky.

2. Ur¢ime pH vody srovnanim zbarveni papirku s barevnou stupnici.

3. Porovname namétenou hodnotu pH vzorku vody s tidaji v tabulce a zapiseme do zavéru.
4. Ptfesnost méfeni pomoci univerzalniho papirku srovname s vysledky méteni pomoci sady

Visocolor a pH senzoru Vernier.
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Tabulka:
pH Charakteristika vzorku pH Charakteristika vzorku
extrémné kysely slab¢ zéasadity
do 4,0 75-8,7
41-45 silné kysely 8,8-94 zéasadity
46-5,2 kysely 95-99 siln¢ zasadity
53-6,5 slab¢ kysely nad 10 extrémng¢ zasadity
6,6 -7,4 skoro neutralni
Tabulka:
Vzorek vody Vernier PH- Visocolor pH-papirek
BTA
Magnesia

Demineralizovana voda

Pitna voda

Voda zfiltrovana pres filtr

Brita

3.6 Zjistovani vybranych iontt

Pomiicky:  zkumavky, stojan, zatky, odmérny valec, LabQuest 2, sonda vapenatych kationta
Vernier CA-BTA, sonda chloridovych anionti Vernier CI-BTA, sonda
dusi¢nanovych anionti NO3-BTA, stficka s destilovanou vodou, sada Visocolor
(Fe3*, CI', NO3).

Chemikalie: 10% kyselina chlorovodikova, 10% kyselina dusi¢na, 10% chlorid zelezity, 2%
dusi¢nan stiibrny, 4% hexakyanozelezitan draselny

Material: vzorek rezavé pitné vody.
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1. Kvalitativni dikaz:

a.

Chloridovych aniontii — do zkumavky odméiime 5 cm? vzorku vody a vyudujici
vam do ni piida asi 1 cm® kyseliny dusi¢né a 5 az 10 kapek dusi¢nanu st¥ibrného.
Zelezitych kationtti — do zkumavky nalijeme asi 10 cm® vzorku vody, piidame

1 cm?® kyseliny chlorovodikové a 1 cm?® Gervené krevni soli.

2. Kuvantitativni stanoveni vybranych kationtl a aniont provedeme pomoci ¢idel Vernier

a sady Visocolor.

Tabulka:
Kvalitativni dikaz Kvantitativni stanoveni
Vzorek vody Visocolor Vernier
Cl- Fed*
Cl Fed* Cl- | NOz | Fe®*
Rezava pitna voda

3.7 Jednoduché stanoveni kvality vody

Pomiicky:

Material:

Postup:

o ok~ w

zkumavky, Aqua-Quick-Test-eSHa

demineralizovana voda, voda z vodovodu, voda z vodovodu piefiltrovana pies

uhlikovy filtr, pfevafena voda, mineralni voda Magnesia, vzorek vody z rybnika.

Z odbérové lahve odlijeme asi 10 cm® vzorku vody do zkumavky.

Ponotfime prouzek na jednu sekundu do vody, aby vSechny zkuSebni ¢tverecky byly

smocené.

Jemné setfeseme zbytek vody z testovaciho prouzku jednim rychlym trhnutim.
Pockame 60 sekund, aby se voda zcela vsakla do prouzku.
Porovname zbarveni testovaciho prouzku s barevnou stupnici na krabicce.

ZapiSeme si zjisténé hodnoty.
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Tabulka:
Vzorek vody Celkova | Uhli¢itanova | Dusitany | Dusi¢nany | Chlér | pH
tvrdost | tvrdost vody [mo/l] [mo/l] [mg/l]
vody GH KH [°dH]
[°dH]
Magnesia
Demineralizovana
voda
Pitna voda
Voda zfiltrovana
pres filtr Brita
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4 Fotosyntéza

4.1 Asimilace a disimilace

Pomiicky: LabQuest 2, O2 Gas Senzor Vernier O2-BTA, plastova nadobka dodavana
spolecné s ¢idlem, Cerna latka.
Material: Cerstve utrzené (nezvadl€) zelené listy rostlin.
Postup:
1. Ptipojte ¢idlo O2 Gas Senzor Vernier O2-BTA k LabQuest 2.
2. Vyberte v menu Experiment — Shér Dat. Natavte dobu méfeni na 1200 sekund a
potvrd’te tlacitkem Hotovo.
Plastovou nddobku napliite zelenymi listy rostlin.
Umistéte nadobku tak, aby na ni dopadaly sluneéni paprsky (nejlépe za okno).

Spust'te méfeni. Koncentrace kysliku by se méla zacit pozvolna zvySovat.

o ok~ w

Po deseti minutach méfeni zakryjte nadobku tmavou latkou tak, aby skrz ni naopak

zadné svétlo k listim nepronikalo. Znovu deset minut vyckejte.

4.2 Fotosyntetické pigmenty

Témét vSechny zivé organismy na Zemi (s vyjimkou napi. chemolithotrofnich bakterii)
vyuZivaji ve svych metabolickych procesech chemickou energii, kterd byla pivodné preménéna
z energie svételného zafeni fotoautotrofnimi organismy, napf. sinicemi, fasami nebo zelenymi
rostlinami, v procesu fotosyntézy. Z hlediska Zivota na Zemi jsou tedy fotosyntetické pigmenty
a mezi nimi zv1asté chlorofyly jednou z kli¢ovych molekul.

Fotosyntetické pigmenty se u zelenych tas a rostlin vyskytuji v tylakoidnich membranach
chloroplastii ve formé pigment-proteinovych komplext — fotosystému. RozliSuji se dvé skupiny
barviv: zelené chlorofyly a Zluto-oranzovo-Cervené karotenoidy (19). Jejich obsah a slozeni je
dulezitym ukazatelem stavu fotosyntetického aparatu, zavisi na druhu rostliny, stafi
asimilaénich organli, minerdlni vyzivé a také podminkach ristu (rozdil mezi stinnymi a
slunnymi listy).

Pro experiment byly pouzity rostliny je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L.cv.Bonus), a to
divoky typ (wild type; WT). Tyto rostliny byly vysazeny do agroperlitu a pravidelné zalévany

destilovanou vodou nebo hotfe¢natym ¢i vapenatym hnojivem. Po 14 dnech byl proveden sbér

26



* %
* o *

** EVROPSKA UNIE Iﬁr
Evropskeé strukturalni a investi¢ni fond v
3 P Y Moravskoslezsky

* 4% Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO SKOLSTVI, kraj
MLADEZE A TELOVYCHOVY

a 200 mg Cerstvé hmoty bylo pifevedeno do zkumavky s technickym lihem/biolihem o objemu

10 ml. Po 24 hodinach bylo provedeno méfeni.

Pomiicky: LabQuest 2, Kolorimetr COL-BTA, SpectroVis Plus (Go Direct SpectroVis)
kyvety (kyveta spektrofotometricka, plastova; 4,5 ml, UV, PMMA -
polymethylmetakrylat, dodavatel napf. Merci S.I.0. CR,
http://www.mercishop.cz/zbozi/z1331850303102-kyveta-spektrofotometricka-

plastova-45-ml-uv-pmma/ (otevieno 16. 1. 2019), odmérné zkumavky
Chemikalie: technicky lih/ biolih

Material:  jeCmen jarni (Hordeum vulgare L.cv.Bonus)
Postup:

1. Pfipravte si 10 kyvet, které budete pouZzivat i dale (kap. 7), a oznacte je nasledovné: B
—blank (pro biolih), K — kontrola (biolihovy extrakt z je¢mene zalévaného destilovanou
vodou), 1 — vzorek (biolihovy extrakt z jeémene zalévaného 1% roztokem Ca?*), 2 —
vzorek (biolihovy extrakt z jeémene zalévaného 0,75% roztokem Ca?*), 3 — vzorek
(biolihovy extrakt z je¢mene zalévaného 0,5% roztokem Ca?*), 4 — vzorek (biolihovy
extrakt z jeémene zalévaného 0,25% roztokem Ca?*), 5 — vzorek (biolihovy extrakt
Z je¢mene zalévaného 1% roztokem Mg?*), 6 — vzorek (biolihovy extrakt z jeémene
zalévaného 0,75% roztokem Mg?*), 7 — vzorek (biolihovy extrakt z je¢mene zalévaného
0,5% roztokem Mg?*), 8 — vzorek (biolihovy extrakt z jeémene zalévaného 0,25%
roztokem Mg?").

2. Zjistéte navazky rostlinného materidlu a objemy biolihovych extraktli, zaznamenejte.

3. Seznamte se s obsluhou pfistroje SpectroVis Plus, Kolorimetr COL-BTA a ptislusnym
softwarem.

4. Pfi vlastnim méfeni postupujte u méteni pomoci SpectroVis Plus néasledovné: a/ blank
— Sprazdnym kyvetovym prostorem zméfte absorpéni spektrum — nulova linie
(baseline), b/ do kyvetového prostoru vlozte prazdnou kyvetu B — zméite absorpéni
spektrum kyvety, ¢/ kyvetu B naplite biolihem (0,5 cm pod horni okraj, plnéni plati
pro vSechny kyvety !) — zméite absorpéni spektrum biolihu (Toto abs. spektrum bude
pro dal§i méteni jako blank !), d/ proved’te proceduru ,,blank“, e/ do kyvetového
prostoru postupné¢ vkladejte kyvety oznacené K a 1 — 8, méite absorp¢éni spektra, ktera

ulozte.
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5. Absorpcni spektra porovnejte a zhodnot'te vliv vapenatych a hofe¢natych iontli na
extrahovatelnost fotosyntetickych pigmentt.
Z absorpcnich spekter odectéte absorbance pii vinovych délkach:430 nm, 470 nm,
565 nm, 635 nm (resp. 645 nm a 665 nm), zaznamenejte do tabulky, porovnejte
s méfenim pomoci COL-BTA. Pro srovnani vyuzijte libovolny extrakt o konkrétni
koncentraci roztoku zalivky.

6. Podobné méfeni budete provadét v kap. 7. Vysledky méfeni pomoci ¢idel Vernier

s mé&fenim na UV-VIS porovnate v kap. 8.

Tabulka:
VZOREK EXTRAKTU BARVIV Z JECMENE, KTERY BYL
ZALEVANY..............
Vinova délka SpectroVis Plus COL-BTA
A =430 nm
A =470 nm
A =565nm
A =635nm

4.3 Rozdéleni listovych barviv pomoci tenkovrstvé chromatografie

Pomiucky: tfeci miska, nalevka, kadinka, filtrani papir, Silufol, Siroké zkumavky, zatky.
Chemikalie: aceton, uhli¢itan hotfe¢naty, benzin : isopropanol : voda (100:10:0,25)
Material: Cerstvé listy jeCmene jarniho (Hordeum vulgare L.cv.Bonus)
Postup:
1. Piiblizné€ 0,4 g Cerstvych listl je¢mene rozstiihanych na malé kousky homogenizujeme
V tfeci misce se Spetkou uhli¢itanu hofec¢natého a s cca 1-2 ml acetonu (20).
2. Po vytvofeni husté suspenze roztok zfiltrujeme do kadinky. Roztok musi byt tmavé
zbarven.
3. Chromatografii provadime na pruhu Silufolu o Sifce 3-4 cm. Asi 2 cm od okraje pruhu

naznacime tuzkou start. Na tuto ¢aru naneseme roztok listovych barviv v podob¢ dvou
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paralelnich skvrn o tloust’ce < 5 mm. Roztok nanaSime opakované¢ (3x-5x), aby byla
latka dostate¢né koncentrovana (21).

Folii umistime do Siroké zkumavky tak, aby byla asi ptl centimetru ponofena do smési
rozpoustédel.

Zkumavky zazatkujeme (zatka nesmi byt upevnéna ptilis pevné, pouze jemné¢ piilozena)
a smés rozpoustédel nechame vzlinat do 4/5 vysky folie.

Vyjmeme chromatogram, ozna¢ime ¢elo chromatogramu a jednotlivé skvrny.
Vypocitame retarda¢ni faktory jednotlivych rostlinnych barviv.

Na zbylé ¢asti chromatogramu obkreslime jednotlivé barevné zony tuzkou a silikagel
pomoci kopistky seskrabeme do malé zkumavky s 1 ml biolihu.

Po odstfedéni suspenze vyskrabaného silikagelu s jednotlivymi pigmenty v biolihu (5
minut pti 7 000g zméite absorp¢ni spektrum eluovanych pigmentt ve viditelné oblasti
(350 - 750 nm) na dvoupaprskovém spektrofotometru. Urcete vinové délky maxim a

minim a identifikujte jednotlivé pigmenty.

B

g ¢elo rozpoustédla I
= —= [-karoten | 0.96

|

|

| |
- | =OOTo feofitin | 0.36
W, - ——— chlorofl a | 0.29
5 | R chlorofid b | 024
;I SESSSSSET lutein + zeaxantin | 0.17
S| T i anteraxantin | 0.12
- | wz7FI77ZIZ> violaxantin 0.10
1l | e——— neoxantin | 0.07

startovni hme |

|

Obrazek 1: Lokalizace listovych barviv po rozdéleni TLC na vrstve silikagelu Silufol UV 254 v soustavé
benzin/isopropanol/voda (100 : 10 : 0,25)

RF

.. pomér vzdalenosti stfedu skvrny od startu a vzdalenosti Cela rozpoustédla od startu.
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Tabulka 4: Vinové délky absorpénich maxim sledovanych pigmentt v 80% acetonu

Barvivo Amax [nm]
Chlorofyl a 436; 663
Chlorofyl b 460; 646
Feofytin a 667
Violaxantin 436

Lutein 460; 490
Neoxantin 436

[-karoten 460; 490
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5 Otevrené badani

5.1 Zachran skladnika

V nedalekém skladu najpoji doslo k désivé katastrofé. Do vSech barelli s napoji se dostalo

aktivni uhli a odbarvilo je. Kdyz to rano skladnik zjistil, zjezily se mu hrtizou vlasy na hlavé!

»Jak ted’ poznam, co je co? Oni mé urcité vyhodi!* bédoval. Nastésti jej zaslechl mlady hrdinny

chemik, ktery mél u sebe graf's pH vSech napojl ve skladu. Pomiize§ nest’astnému skladnikovi

a hrdinnému chemikovi rozlisit napoje?

Pomucky:

Material:

LabQuest 2, pH senzor Vernier PH-BTA, sada Visocolor, smésny indikator,
univerzalni indikator, sti¢ka s destilovanou vodou.
neznamé odbarvené vzorky 1-5 (pivo, coca-cola, vino, voda se Sumivou

tabletou, voda korunni).

5.2 Rychlost chemické reakce

V bézném zivote se setkdvame s chemickymi d¢ji, které probihaji rtiznou rychlosti (koroze,

kvaSeni, neutralizace). Zkuste navrhnout, co nejvice pokust a dokazat, které faktory ovliviuji

rychlost chemické reakce.

Pomiicky:

Chemikalie:

Material:

LabQuest 2, O2 Gas Senzor Vernier 02-BTA, CO2 Gas Senzor Vernier CO2-
BTA, teplomér Vernier Go! Temp, pH senzor Vernier PH-BTA, stficka
s destilovanou vodou.

peroxid vodiku, kyselina octova (8% roztok), jedla soda, soda.

kvasnice, mrkev, jablko, citron, ktida.
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5.3 Opalovaci krém a ochrana proti UV zareni

Na povrch Zemé ptichazi ze Slunce nejen viditelné svétlo a infracervené zareni, ale také zareni

ultrafialové (UV). UV zafeni mé negativni G¢inky, jako jsou spaleni kiZe, vrasky a riziko

vzniku koZnich nadori, ale 1 pozitivni u¢inky. Za pomoci ultrafialovych paprskit UVB kiize

vytvafi vitamin D3, dileZity pro naSe kosti, ale k tomu je potieba jen mala davka — 15 minut na

slunci denné.

UVA zareni poskozuje kizi v hloubce. Vysokéa koncentrace UVA zareni pfispiva ke vzniku

koznich karcinoml, cozZ se povazuje za jednu z pfi¢in jejich naristu.

UVB zéfeni opali kiizi a je pfic¢inou jejiho spaleni. Pokud je davka UVB zéfeni piili§ velkd,

dojde ke spaleni kiize, coz se projevi jejim zarudnutim. Poté zalezi na opravnych schopnostech

bun¢k, zda poSkozeni zvladnou. Z dlouhodobého hlediska to miize vést ke zméndm genetického

materialu, k chronickému poskozeni, k pfednadorovym staviim i k vlastnim koZnim zhoubnym

nadorim (22).

Pomiicky: LabQuest 2, ¢idlo ultrafialového zafeni UVB-BTA, ¢idlo ultrafialového zareni
UVA-BTA, zdroj UV zafeni, podloZni sklo (sklo 5x5 cm), opalovaci krémy
S riznymi ochrannymi faktory, stojan, svorka, drzak.

Postup:

1. Ptipojte ¢idlo ultrafialového zateni UVB-BTA k LabQuest 2 a zafixujte ¢idlo tak, aby
na jeho méfici hlavu dopadaly slune¢ni paprsky (aby mifilo na Slunce nebo na UV
lampu).

2. Na sklo namazte tenkou vrstvu opalovaciho krému.

3. Ptilozte pted méfici hlavu c¢idla sklo — nejdiive Cisté neoSetiené krémem, pak sklo
namazané krémem.

4. Stejné méteni proved’te s ¢idlem ultrafialového zatfeni UVA-BTA.
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Zdroj UV lampa

Intenzita UV A zareni

[W/m?]

Intenzita UVB zareni

[Wim?]

Stinéni sklem

Stinéni sklem s opalovacim

Stinéni sklem s opalovacim

krémem................ OF=

Stinéni sklem s opalovacim

krémem................ OF=

5.4 Galvanicky €lanek

Pomiicky:

LabQuest 2, jednoduchy voltmetr Vernier 30V-BTA, vodice s krokosvorkami,

filtra¢ni papir, krabicky od mlé¢né ryZe nebo od jogurtu Danone Fantazie.

Chemikalie:
Material:

Ukol:

siran m&d’naty, siran Zeleznaty, dusi¢nan draselny
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6 Metoda AAS
6.1 Zaklady metody AAS

Metoda atomové absorpcni spektrometrie (AAS) se fadi mezi spektralni instrumentalni
analytické metody. Je zalozena na absorpci vhodného elektromagnetického zareni volnymi
atomy analytu. Tuto metodu lze vyuzit ke stanoveni koncentrace cca 60 riznych prvka
Vv riiznych vzorcich. Velmi ¢asto se vyuziva pro stanoveni koncentraci iontti kovll v ptirodnich
vzorcich (vody, ptudy) ale také ve vzorcich antropogenniho ptivodu (odpady, kaly). Vzorek
musi byt vzdy v kapalném stavu, pevné vzorky je proto potieba pied analyzou metodou AAS

ptevést do roztoku (udélat vyluh nebo vzorek kompletné rozlozit).

Zékladni soucasti spektrometru jsou uvedeny v blokovém schématu na Obr. 2. Vzhledem
Ktomu, Ze se u AAS jedna o absorpéni spektrometrii, kde dochazi k absorpci
elektromagnetického zafeni, musi byt soucasti piistroje zdroj tohoto zatreni. V pripadé¢ AAS je
timto zdrojem katodova vybojka, kde katoda je vyrobena z prvku, ktery ma byt stanovovan.
Takovato vybojka vyzatuje piesné to zafeni, které je dany prvek ve vzorku schopen absorbovat,
pfi¢emz kazdy prvek je schopen absorbovat vice vlnovych délek. Existuji jednoprvkoveé
vybojky (vyrobené jen z jednoho prvku), ale také tzv. multilampy — vybojky vyrobené ze slitin,
S nimiz lze analyzovat vice prvkl. Zafeni ze zdroje se vede optikou do absorpéniho prostredi.
U AAS musi byt vzorek ve stavu volnych atomt, je tedy nutné nejdiive odstranit rozpoustédlo
(nejcastéji voda), rozbit vazby ve sloucenindch a vytvofit tak mrak atom?l. Tomuto procesu se
fika atomizace a probiha v atomizatorech. Atomizator muze byt plamenovy nebo
elektrotermicky. Plamenovy atomizator piedstavuje chemicky plamen, nejéastéji tvoreny hotici
smési acetylénu a vzduchu. Tento typ plamene lze vyuzit pro atomizaci vétSiny prvkd, pro
atomizaci velmi odolnych prvkl (wolfram apod.) vSak jeho teplota nedostacuje, proto se musi
misto vzduchu pouzit jako okyslicovadlo oxid dusny. Vzorek je do atomizatoru kontinudlné
nasavan kapildrou, v atomizatoru je zmlzovan a zavadén do plamene. Elektrotermicka
atomizace je zaloZena na davkovani malého mnozstvi vzorku do grafitové kyvety, ktera je
prichodem elektrického proudu zahtata na vysokou teplotu. Elektrotermickd atomizace je
vhodné také pro stanoveni t€kavych prvka (napf. rtut), které na plamenu analyzovat nelze.
Ptistroje s elektrotermickou atomizaci jsou také mnohem citlivéjsi (Ize stanovit mnohem nizsi

koncentrace prvki) v porovnani s pfistroji s plamenovou atomizaci. Atomy ve volném stavu

34



* %
» *

** EVROPSKA UNIE IX%r
Evropskeé strukturalni a investi¢ni fond v
5 P Y Moravskoslezsky

* gk Operacni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO SKOLSTVI, raj
MLADEZE A TELOVYCHOVY

jsou schopné absorbovat ¢ast zareni z katodové vybojky, ¢imz dojde k zeslabeni intenzity
tohoto zafeni. Toto zafeni je pak dale vedeno na monochromator, coz je opticky rozkladny
prvek, kterym lze vybrat vinovou délku, na niz se bude provadét stanoveni. Zatreni po prichodu
monochromatorem dopada na detektor, ktery méni intenzitu zareni na elektricky signal, ktery
je dale zpracovavan v pocitaci. Mira zeslabeni (absorpce) zafeni vzorkem se nazyva absorbance

a je pfimo imérna koncentraci daného prvku ve vzorku (25).

Zdroj Absorpcni Monochro-

zareni » prostredi » métor » Detektor

Obrazek 2: Blokové schéma spektrometru

6.2 Stanoveni Ca?* a Mg?* metodou AAS

Ptirodni vody vzdy obsahuji ur¢ité mnozstvi rozpusténych latek, pficemz kationty vapenaté a
hotecnaté patii k nejcastéji se vyskytujicim (patii mezi tzv. makroprvky). Obsah rozpusténych
vapenatych a hofecnatych iontil pfedstavuje ukazatel tzv. tvrdosti vody. Obsah téchto prvki
ovlivituje vlastnosti vody a také jeji pouzitelnost pro pramyslové ucely. Obsahy uvedenych
prvki Ize stanovit riznymi metodami (titracné, elektroanalyticky) a pfedevsim metodou AAS.
Metodou AAS vSak Ize stanovit jen celkovy obsah daného iontu, nelze rozlisit jednotlivé
oxidaéni stupnég, proto budete stanovovat celkové obsahy vépenatych a hotecnatych iontd
v roztoku. Koncentrace makroprvkli ve vodach jsou relativné vysoké, vhodnéjsi pro stanoveni
tedy je technika s plamenovou atomizaci, kterou budete pouzivat. Stanoveni se nejCastéji
provadi metodou kalibracni kiivky, kdy se pfipravi sada roztoki o zndmych koncentracich,
naméfi se jejich absorbance a zméfenymi body se matematicky prolozi vhodna kiivka (Casto
pfimka). Pomoci této kiivky lze nésledné¢ z namétené absorbance vzorku vypocitat jeho

koncentraci (26).

Pomiicky: atomovy absorp¢ni spektrometr Varian AA240FS, odmérné banky, pipety
Chemikalie: kalibra¢ni roztoky obsahujici Ca a Mg fedici voda (demineralizovana voda
s malym mnozstvim HNO3), vzorky vod

Postup:

1. Seznamte se s piistrojem a ovladanim softwaru.
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Redénim standardd si piipravte si kalibra¢ni roztoky.

Proved'te zapaleni plamene a nechejte hotak 3 — 5 minut prohrat.

Nastavte si nazvy jednotlivych vzorki.

Spust'te v softwaru analytickou sekvenci a fid’te se pokyny na obrazovce. Nejprve
prométite kalibracni roztoky a pak postupné vzorky. Na vyzvu softwaru vlozte
kapilaru do daného roztoku, klepnete na ,,Read* a ponechejte kapilaru ve vzorku,
dokud se nezobrazi na obrazovce vyzva k jeho vyméné. Nasledné vytahnéte
kapilaru z roztoku a na chvili ji vlozte do fedici vody. Poté ji vlozte do dalsiho
vzorku a opét klepnete na ,,Read”.

Po analyze posledniho vzorku umistéte kapilaru do fedici vody a nechejte ji cca.
2 minuty prosavat, aby se cely systém procistil.

Zapiste si naméfené vysledky do tabulky a proved’te potiebné vypocty pro doplnéni

tabulky.
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7 Metoda UV-VIS
7.1 Zaklady metody UV-VIS

Podstatou ultrafialové a viditelné (UV-VIS) spektrometrie je absorpce ultrafialového a

viditelné¢ho zafeni (nejcastéji v rozmezi vinovych délek 200 — 800 nm, u lepSich pfistroji 190

— 1100 nm) zfedénymi roztoky molekul (23). Pfi prichodu optického zafeni absorbujicim

prostiedim dochéazi ke sniZzovani jeho intenzity. Velikost Gtlumu monochromatické viny o

frekvenci v (o vlnové délce A) se nejéastéji charakterizuje prostiednictvim absorbance Ap,) dle

Lambert-Beerova zakona. Mnozstvi absorbované radiace je imérné mnozstvi absorbujicich

molekul a tloust'ce (délce) drahy absorbujiciho prostiedi (x). Lambertova-Beerova zdkona:

Ap=¢gnCx.
Nebo (pro uplnost):
- log Ivzou/logy = A= gy C X)

Ve skute¢nosti méfime pomér intenzit elektromagnetického zatreni (lvza)/loay) tedy propustnost

(transmitanci Ty) a absorbanci Aay dopocitavame.

Pozndmka: Lambert-Beeriiv zakon byl pojmenovain po dvou védcich, kteri se jmenovali Johann
Heinrich Lambert (1728-1777) a August Beer (1825-1863). Tento zdakon vyjadiuje korelaci
mezi absorbanci (A), délkou drahy absorbujiciho prostredi (X, v centimetrech) a
koncentraci absorbujici latky (C, v mol IY). Konstantou umérnosti je molarni absorpcni
koeficient (g, v | mol™* cm™). Absorbance i moldrni absorpéni koeficient jsou funkci
vinové délky, a tudiz i frekvence (v) resp. vinové délky A..

Vztah mezi absorbanci (Absorbance, A, rel. j.) a propustnosti (Transmittance, T, %):

A =-log T. Napf. T = 10% pak A =1 (ze 100 fotonti projde — je detekovano 10), T = 1%, pak

A=2,T=0,01%, 4 pak A =4 (z 10000 fotont projde — je detekovan 1!) (25).

Zatizeni pro méteni absorpcnich spekter (zavislost absorbance A na vinové délce L) se nazyvaji

fotometry (pro uzky interval vinovych délek) (26-29) nebo spektrofotometry (pro vyse zminéné

rozmezi vlnovych délek). Spektrofotometry byvaji vybaveny halogenovou Zzarovkou a

deuteriovou vybojkou (zdroj elektromagnetického zafeni v UV-VIS) a fotonasobiCem,

fotodiodou nebo u poslednich neddvnych novinek detektorem s diodovym polem (PDA).

Vyhodou naposled zminénych je moznost zaznamenat absorpcni spektra v celém rozsahu

vlnovych délek ,,najednou” (doba trvani zaznamu celého spektra 1 sekunda), odpada nevyhoda
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mechanickych soucasti pohybujici monochromatorem a ptibyva moznost méfeni s otevienym
(1) kyvetovym prostorem. Takovym pfistrojem je napi. UV-VIS Spektrofotometr Cary 8454
(Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR) ( Obr. XXX) s piislusnym sofwarem ChemStation
B.05.02 (Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR).

Obrazek 3: Spektrofotometr Cary 8454 UV/Vis (Agilent Technologies) s otevienym vzorkovym prostorem
[UV/VIS spektrofotometry: Agilent Cary 8454. HPST [online]. [cit. 2019-01-15]. Dostupné z:
http://hpst.cz/analyticka-chemie/uvvis-spektrofotometry/agilent-cary-8454].

UV-VIS spektrofotometrie se vyuziva hlavné pro kvantitativni stanoveni znamé latky 0 znamé
hodnot€ molarniho absorpéniho koeficientu gn) nebo metodou kalibracni kfivky. Kvalitativni
stanoveni je obtiZné, ne-1i nemoZné a tato metoda musi byt doplnéna jinymi, napt. infracervena

spektrometrie, nuklearni magneticka rezonance, hmotnostni spektrometrie.

7.2 Stanoveni fotosyntetickych barviv

Piikladem kvantitativniho stanoveni fotosyntetickych pigmentt (chlorofylti a karotenoidit)

mize byt publikace Lichtenthaler (30).

Pro stanoveni koncentrace (pg/ml extraktu) v etanolu (95%, v/v) Lichtenthaler uvadi:
Chlorofyl a (Chla)= 13,36*Aees,2— 5,19*Assg 6

Chlorofyl b (Chlb) = 27,43*As4s6 — 8,12* Aseas,2

Chlorofyl a + chlorofyl b (Chla+b) = 5,24*Ages2 + 22,24* Assgs

Karotenoidy (Carx+c) = (1000*As70 — 2,13*Chla -97,64*Chlb)/209
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Pro zptesnéni vysledkli méfime absorbanci pii vilnové délce 750 nm, ktera je zplsobena
rozptylem a od jednotlivych absorbanci ji ode¢itame. Koncentraci (ng/ml extraktu) vynésobime
celkovym objemem piipraveného extraktu a podélime plochou listu [Area, cm™?], &erstvou
hmotnosti (f. w., mg), resp. hmotnosti suSiny (d. w., mg). Pro vypocet koncentraci mizeme

s vyhodou vyuzit pfipraveny soubor Pigmenty-95-EtOH-dle Lichtenthaler 1987 .xIs.

Fotosyntetické pigmenty — absorpcni spektra.

—Chla-20pgml-1 ——Chlb-5pgml-1 Lu-5pgml-1 B-Car-10ugml-1 ——HlI

_(AJ
ol
2

[EE
a1
B

absorbance [r. j.]

o
(6]
Il

N\

350 400 450 500 550 600 650 700 750

vinova délka [nm]

Obrazek 4: Vytvareni ptiblizného modelu obsahti pigmentl pro studium rostlin péstovanych na vysoké ozatenosti
(HI) se¢tenim absorpénich spekter chlorofylu a (Chla), chlorofylu b (Chlb), luteinu (Lu) a [I-karotenu (B-Car).

Pomiicky:  Extrakty v kyvetach (pfipravené a oznacené dle kapitoly 4.2), UV-VIS
Spektrofotometr Cary 8454 (Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR) ( Obr.
XXX) aptislusnym sofwarem ChemStation B.05.02 (Agilent Technologies,
HPST, s.r. 0., CR).
Postup:
1. Seznamte se sobsluhou piistroje UV-VIS Spektrofotometr Cary 8454 (Agilent
Technologies, HPST, s. r. o., CR) ( Obr. XXX) a ptislusSnym sofwarem ChemStation
B.05.02 (Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR).
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2. Zjisténé navazky rostlinného materidlu a objemy biolihovych extraktii, které jste si
zaznamenali vyuzijete i v této tloze (resp. 1 v uloze viz. kap. 4.2).

3. Pftipravenych si 10 kyvet proméite, jak je uvedeno v kap. 4.2). Pro zopakovani oznaceni:
B — blank (pro biolih), K — kontrola (biolihovy extrakt zjec¢mene zalévaného
destilovanou vodou), 1 — vzorek (biolihovy extrakt z je¢mene zalévaného 1% roztokem
Ca?"), 2 — vzorek (biolihovy extrakt z jeémene zalévaného 0,75% roztokem Ca?®"), 3 —
vzorek (biolihovy extrakt z jeémene zalévaného 0,5% roztokem Ca?*), 4 — vzorek
(biolihovy extrakt z je¢mene zalévaného 0,25% roztokem Ca?*), 5 — vzorek (biolihovy
extrakt z jeémene zalévaného 1% roztokem Mg?*), 6 — vzorek (biolihovy extrakt
Z je¢mene zalévaného 0,75% roztokem Mg?*), 7 — vzorek (biolihovy extrakt z jeémene
zalévaného 0,5% roztokem Mg?"), 8 — vzorek (biolihovy extrakt z jeémene zalévaného
0,25% roztokem Mg?").

4. Pii vlastnim méfeni postupujte nasledovné: a/ blank — S prazdnym kyvetovym
prostorem zméite absorpcni spektrum — nulovéa linie (baseline), b/ do kyvetového
prostoru vlozte prazdnou kyvetu B — zméite absorpcni spektrum kyvety, ¢/ kyvetu B
naplite biolihem (0,5 cm pod horni okraj, plnéni plati pro v§echny kyvety !) — zméite
absorp¢ni spektrum biolihu (Toto absorpéni spektrum bude pro dalsi méieni jako
blank 1), d/ proved’te proceduru ,,blank®, e/ do kyvetového prostoru postupné vkladejte
kyvety oznacené K a 1 — 8, méfte absorpni spektra, kterd ulozte a exportujte ve formatu
vhodném pro dalSi zpracovani, napt. Excel. Pro dal$i zpracovani muzete vyuzit i
ptipraveny Excel-ovsky soubor UV-VIS-spektra-sablona-2019.xIs.

5. Absorpéni spektra porovnejte a zhodnot'te vliv vapenatych a hofec¢natych iontl na
extrahovatelnost fotosyntetickych pigmentt.

6. Z absorpénich spekter odectéte absorbance pti vinovych délkach:430 nm, 470 nm, 565
nm, 635 nm (resp. 645 nm a 665 nm) a zaznamenejte do tabulky (podobné méfeni
budete provadét i dle kap. 7 a vysledky porovnate.

7. Dle vySe uvedenych rovnic (Lichtenthaler 1987) vypoctéte koncentraci Chla, Chlb, a
karotenoidl (v pg/ml), vyndsobte piisluSnymi objemy extraktll a podélte hmotnosti
segmenti listd, které byly pouzity pro extrakce. Vysledky uved'te v mg/g Cerstvé

hmotnosti. Vypoctéte 1 poméry Chla/Chlb a (Chla+Chlb)/Carx+c.Pro vypocet
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koncentraci muzeme s vyhodou vyuzit pfipraveny soubor Pigmenty-95-EtOH-dle

Lichtenthaler 1987 .xls

8. Zhodnodte vliv vapenatych a hofecnatych ionti na koncentraci fotosyntetickych

pigmentt.

9. Zde ziskané vysledky porovnejte s vysledky ziskanymi dle kapitoly 4.2.

Vypocdet:
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Dle kapitoly 4.3 TLC — extrakty z TLC, absorp¢ni spektra v EtOH.

Pomiicky:  Extrakty vkyvetach (pfipravené a oznacené dle kapitoly 4.3), UV-VIS
Spektrofotometr Cary 8454 (Agilent Technologies, HPST, s. 1. 0., CR) ( Obr.
XXX) a ptislusnym sofwarem ChemStation B.05.02 (Agilent Technologies,
HPST, s. 1. 0., CR), maloobjemové kyvety (napi. UV — Cuvette micro, Brand,
Némecko).

Postup:

1. Seznamte se sobsluhou piistroje UV-VIS Spektrofotometr Cary 8454 (Agilent
Technologies, HPST, s. r. o., CR) ( Obr. XXX) a ptislusSnym sofwarem ChemStation
B.05.02 (Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR)

2. Pii vlastnim méfeni postupujte nasledovné: a/ blank — s prazdnym kyvetovym
prostorem zméite absorpcni spektrum — nulové linie (baseline), b/ do kyvetového
prostoru vlozte prazdnou kyvetu — zméite absorpcni spektrum kyvety, ¢/ kyvetu napliite
biolihem (0,5 cm pod horni okraj, plnéni plati pro vS§echny kyvety !) — zméite
absorp¢ni spektrum biolihu (Toto absorp¢ni spektrum bude pro dalSi méreni jako
blank 1), d/ provedte proceduru ,,blank®, d/ do kyvetového prostoru postupné vkladejte
vami oznacené kyvety (napt. Chla, Chlb ...), méfte absorpéni spektra, kterd ulozte a
exportujte ve formatu vhodném pro dalsi zpracovani, napt. Excel. Pro dalsi zpracovani
muzete vyuzit i ptipraveny Excel-ovsky soubor UV-VIS-spektra-sablona-2019.xIs.

3. Absorp¢ni spektra porovnejte.

44



S**, | EVROPSKA UNIE Wr
* “ Evropské strukturalni a investi¢ni fond f ¢
%o % | Boedi i o g IO _ Moravskoslezsky
* 5k peracni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO SKOLSTVI, kraj
MLADEZE A TELOVYCHOVY

7.3 Méreni opalovacich krém
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Obrazek 5: Transmitanéni spektra (spektra propustnosti) riznych opalovacich krémt a riiznych ochrannych
faktori. S laskavym svolenim pievzato od: Zelena,S., Babicova, M. (20. 3. 2007), 3. roé¢nik, obor Biofyzika.

Dle kapitoly 5.3 — Opalovaci krém a ochrana proti UV zareni

Pomiicky:  UV-VIS Spektrofotometr Cary 8454 (Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR)

( Obr. XXX) apfislusSnym sofwarem ChemStation B.05.02 (Agilent
Technologies, HPST, s. r. o., CR), podlozni skli¢ka pro mikroskopii (v nasem

ptipadé 50 x 50 mm), opalovaci krémy riznych znacek a ochrannych faktort.

Postup:

1.

Seznamte se s obsluhou piistroje UV-VIS Spektrofotometr Cary 8454 (Agilent
Technologies, HPST, s. r. 0., CR) ( Obr. XXX) a piislusnym sofwarem ChemStation
B.05.02 (Agilent Technologies, HPST, s. r. 0., CR). Piistroj nastavte pro méfeni
propustnosti (T).

Hodinové sklo oznacte pfisluSnym nédzvem opalovaciho krému vcéetné ochranného
faktoru. Ptislusny krém naneste v tenké (pokud mozno hommogenni) vrstvé na jednu
oznacenou stranu hodinového skla.

Pfi vlastnim méfeni postupujte nésledovné: a/ blank — S prazdnym kyvetovym
prostorem zméite T spektrum —nulova linie (baseline), b/ do kyvetového prostoru vlozte
(ptilepte nemazlavou plastelinou) na vstupni okénko k detektoru UV-VIS
Spektrofotometru Cary 8454 - zméite T spektrum kryciho skla (zaznamenejte) (Toto
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absorp¢ni spektrum bude pro dal$i méfeni jako blank !), ¢/ provedte proceduru

,blank®, d/ do kyvetového prostoru postupné vkladejte kryci skla s opalovacimi krémy

a zaznamenavejte spektra propustnosti, ktera ulozte a exportujte ve formatu vhodném

pro dal§i zpracovani, napt. Excel. Pro dal$i zpracovani muzete vyuzit i pfipraveny

Excel-ovsky soubor UV-VIS-spektra-sablona-2019.xIs.
4. Za predpokladu, ze UVB je Vv rozsahu vinovych délek 280 — 320 nm a UVA je

Vv rozsahu vlnovych délek 320 — 360 nm, a ze znalosti Lambert-Beerova zakona (délka

absorbujiciho prosttedi) zhodnotte vhodnost pouziti opalovacich krémd.

Poznamka: Podobné miiZeme postupovat pri méreni propustnosti ochrannych

Tabulka:

(sluneénich) bryli.

Zdroj UV
Spektrofotometr Cary
8454

Intenzita UV A zareni

[W/m?]

Intenzita UVB zareni

[W/m?]

Stinéni sklem

Stinéni sklem s opalovacim

Stinéni sklem s opalovacim

krémem................ OF=

7.4 Stanoveni dusi¢nanti spektrometrii v UV oblasti

Pro stanoveni koncentrace dusi¢nant v pitnych, mineralnich, povrchovych a odpadnich vodach

existuje cela fada metod. Jedna z nejjednodussich metod je zaloZena na piimém méfeni

absorpce elektromagnetického zareni v UV oblasti, presnéji pi1 220 nm. V této oblasti vSak

kromé dusi¢nanti absorbuji také organické latky pfitomné ve vodg, proto je tato metoda vhodna

pouze pro relativné Cisté vody — pitné, minerdlni nebo malo znecisténé povrchové. Stanoveni
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se provadi metodou kalibra¢ni pfimky, stejn¢ jako v ptfipadé metody AAS pro stanoveni

koncentraci iontii kovi, pfi¢emz nejvyssi stanovitelna koncentrace je 20 mg.dm™ (24).

Pomiicky: UV-VIS spektrometr Varian Cary 50, kifemenna kyveta, odmérné banky, pipety.
Chemikalie: dusi¢nan draselny, demineralizovana voda
Postup:

1. NavaZte presné 40,8 mg vysuseného KNOs, pieved'te jej do odmérné banky o objemu
250 cm?®, rozpust'te jej a dopliite po rysku. Tento roztok mé koncentraci 100 mg.dm™,

2. Redénim do odmémych bandk o objemu 50 cm?® pfipravte ze zasobniho roztoku
kalibraéni roztoky o koncentracich 4, 12 a 20 mg.dm™ dusi¢nanovych aniontt.

3. Do kifemenné kyvety nalejte demineralizovanou vodu a vloZte ji do pfistroje. Pfistroj
vynulujte kliknutim na tlacitko ,,Zero®.

4. Spust'te méfeni tlacitkem ,,Start* a fid’te se pokyny na obrazovce. Na vyzvu vyméite
roztok v kyveté a klepnéte na OK.

5. Po naméfeni kalibra¢nich roztokii naméite vzorky.

6. Zapiste si zjisténé koncentrace do tabulky pro porovnani s ostatnimi metodami.

Tabulka:

Vzorek dnoz” [mg.dm?]

Pitna voda

Filtrovana pitna voda

Rezava pitna voda

Magnesia

Doneseny vzorek

7.5 Turbidimetrické stanoveni zakalu

Zakal je ve vodach zptisobovan ptredevsim nerozpusténymi jemné dispergovanymi ¢asticemi.
Zakal lze hodnotit rtiznymi metodami, pficemZ nejpouzivanéjsi je nefelometrickd a
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turbidimetrickd metoda. Pro provedeni nefelometrického stanoveni je nutné mit k dispozici
specialni piistroj oproti tomu turbidimetrické stanoveni je mozné provést na téméi jakémkoli
VIS spektrometru. Doporucend vinova délka pro stanoveni je 860 nm. Ne kazdy spektrometr
ma vSak moznost méfit az do této oblasti (blizkd infracervend oblast), v takovém piipad¢ lze
stanoveni provést pii alternativni vinové délce 550 nm. Turbidimetrické stanoveni zékalu se
provadi, stejn¢ jako piedchozi stanoveni, metodou kalibracni pfimky a nejvyssi stanovitelna

koncentrace je 40 ZF (formazinovych jednotek) (24).

Pomiucky: UV-VIS spektrometr Varian Cary 50, kiemenna kyveta, odmérné banky
Chemikalie: kalibracni roztoky formazinu (pozor jedovatd latka), demineralizovana voda
vzorek vody
Postup:
1. Nactéte si metodu pro stanoveni zdkalu do softwaru pfistroje.
2. Do kyvety nalejte demineralizovanou vodu, umistéte ji do piistroje a stisknutim tlacitka
,.Zero‘ nastavte instrumentalni nulu.
3. Nasledné spust’te méteni klepnutim na tlacitko ,,Start™ a fid'te se pokyny na obrazovce.
Pfed nalitim méfeného roztoku do kyvety je vzdy nutné diikladné jej promichat.
4. Po zméfeni vSech kalibracnich roztoki naméite vzorek.

5. Zapiste si ziskanou hodnotu do tabulky pro srovnani s nefelometrickou metodou.

Tabulka:

Vzorek Zakal [ZF]

Doneseny vzorek
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Vzorek vody Celkova Celkova Celkova Celkova
tvrdost tvrdost tvrdost tvrdost
Visocolor Aqua- Chelatometrie AAS
Ca?*+ Mg?* | Quick-Test- | Ca?*+ Mg?* | Ca?*+ Mg*
[mmol/l] eSHa [mmol/I] [mmol/l]
Ca? + Mg?*
[mmol/l]
Magnesia
Demineralizovana voda X
Pitna voda X
Voda zfiltrovana pres X
filtr Brita
8.2 Srovnani vysledkt z kapitoly 3.1 a 6.2
Chelatometrie AAS
Vzorek Celkova Celkova
vody tvrdost Ca?* Mg?* tvrdost Ca?* Mg**
Ca2* + Mg2* [mg/l] [ma/l] | caz*+ Mg2* [mg/1] [mg/l]
[ma/l] [mg/l]
Magnesia
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Kvalitativni dikaz Kvantitativni stanoveni
Vzorek vody Visocolor Vernier
CI- Fe3*
Cl- Fe3* Cl- | NOs | Fe?*
Rezava pitna voda

NOs™ metodou UV
Vzorek _ Fe metodou AAS [mg.dm3]
spektrometrie [mg.dm]

Rezava pitna voda

8.3 Srovnani vysledku z kapitoly 3.6, 6.2 a 7.3
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VZOREK

ZALEVANY.........

EXTRAKTU

BARVIV

Z JECMENE,

KTERY

BYL

Vinova délka

SpectroVis Plus

COL-BTA

UV-VIS

A=

430 nm

A=

470 nm

A=

565 nm

A=

635 nm

8.4 Srovnani vysledkt z kapitoly 4.2 a 7.2

8.5 Srovnani vysledku z kapitoly 5.3 a 7.3

Zdroj UV lampa

Intenzita UV A zareni

[W/m?]

Intenzita UVB zafeni

[W/m?]

Piistroj

UVA-BTA

UV-VIS

UVB-BTA

UV-VIS

Stinéni sklem

Stinéni  sklem s opalovacim
krémem................ OF=
Stinéni  sklem s opalovacim
krémem................ OF=
Stinéni  sklem s opalovacim
krémem................ OF=
Stinéni  sklem s opalovacim
krémem................ OF=
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9 Motivacni ulohy

9.1 Doplnovacka

Optickd metoda zalozend na porovnédvani intenzity zabarveného roztoku o neznamé koncentraci
s roztokem téze litky o zndmé¢ koncentraci se nazyva 356528147284

(doplite tajenku z doplnovacky, pismena

seradte podle kodu).

g B W e
(Sa]

Legenda:
1. Zpusob odstranéni pfechodné tvrdosti vody.
2. Smes minerald, které se vylucuji ve form¢ pevného povlaku na sténach varné konvice
nebo pracky.
3. Nazev pro druh vody zbavené iontd.
4. Nazev délici metody zaloZené na oddéleni slozek o rozdilné hustoté.

5. Zatizeni na zmékceni vody, ktera se dodavaji napt. s aktivnim uhlim.

9.2 Osmismeérka

Tajenkou osmismérky je nazev pro metodu zalozenou na interakci elektromagnetického zafeni
SE  VZOTKBIM. i (doplite  tajenku
prectenim zbyvajicich pismen z vyreSené osmismerky po radcich) vyuziva jako analytickou
vlastnost absorpci zafeni volnymi atomy sledovaného elementu. Ubytek primarniho zafeni je
mirou koncentrace volnych atoma prvku, ktery zafeni absorboval. Rozdily energii mezi

jednotlivymi elektronovymi stavy atomu jsou charakteristické pro kazdy prvek.
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Legenda:
1. Nazev pro chemickou reakci kyseliny s hydroxidem.
2. Nazev pro fyzikalné-chemickou separacni metodu, jejichz podstatou je rozdéleni
smési vzorku mezi staciondrni a mobilni fazi.
3. Je zafizeni, které slouzi ke zkouméani zakalu vody.
4. Dezinfekce vody pomoci zlutozeleného plynu.
5. Jedna z metod odmérné titracni analyzy, vyuziva se k analyze kovu s oxida¢nim
Cislem IL, Il a IV.
6. Oznaleni pro vodu, kterd obsahuje malé mnoZstvi rozpusténych Ca?" a Mg?* soli.
7. Nazev pro délici metodu, ktera se pouziva k oddélovani pevné latky od kapaliny nebo
od plynu.
8. Dezinfekce vody pomoci tfiatomové molekuly kysliku.
9. Nazev pro Zlutooranzové xantofylové barvivo, které fadime mezi karotenoidy.

10. Oznageni pro vodu, ktera obsahuje velké mnozstvi rozpusténych Ca?* a Mg?* soli.

1

1. Néazev pro faktor, ktery zjiStujeme u chromatografie. Hodnotu této bezrozmérné
veli¢iny vypocitdme jako podil vzdalenosti stfedu skvrny od startu a vzdélenosti cela

od startu.

12. Nazev pro typ nekarbonatové tvrdosti vody, zpiisobené napt. sirany, chloridy,

dusi¢nany Ca®* a Mg?*.
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13. Nazev pro pomocné zlutocervené fotosyntetické barvivo, které je provitaminem

vitaminu A.
14. Zptsob déleni kapalné nebo tuhé smési vyluhovanim.

15. Latinsky nédzev pro kyselinu.

16. Nazev pro zafizeni, které slouzi k méteni elektrické vodivosti.

17. Nazev pro usazeninu slozenou z pevnych ¢astic.

18. Latky, které mohou pfijimat proton.

9.3 Rozhodnéte o pravdivosti tvrzeni

Proved’te opravu chyb v tvrzenich.

anorganickych barviv a makromolekul, pouziva se i ve forenzni chemii.

80-054 4921367417952 (nahradte ciselny kod doplnénim pismen, které odpovidaji pravdivosti
tvrzeni V daném radku tabulky) je klasicka metoda analytické chemie, ktera je Siroce vyuZzitelna
Vv nejriznéjSich oblastech chemie pies potravinafstvi, farmacii, ale i v oblasti katalyzy ci

ochrany Zivotniho prostfedi. Je obzvlast€¢ vhodnd pro stanoveni koncentraci organickych i1

Tvrzeni ANO | NE | Oprava
chyby
Inhibitor je latka, ktera zpomaluje chemickou reakci. \Y D
Krev zpomaluje rozklad peroxidu vodiku. A K
Rychlost chemické reakce udava tibytek koncentrace reaktantt E M
za jednotku casu.
Cim je vychozi litka méné rozptylend, tim probiha reakce B T
rychleji.
Rychlost chemické reakce je ptimo imérna koncentraci S B
reaktant(l.
Zvyseni teploty urychluje chemickou reakci. I A
Kusovy zinek reaguje s kyselinou chlorovodikovou rychleji H R
nez praskovy.
Rychlost chemickeé reakce je zavisla na tom, které latky spolu 0 7
reaguji.
Zména tlaku ovliviiuje rychlost chemické reakce pouze u j U
kapalin.
Desetinasobnym zvySenim tlaku desetkrat snizime objem, a P v

tim vlastné desetkrat zvysime koncentraci.
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