STEM laboratérne experimenty

1. CO SPOSOBUJE KYSLOST A ZASADITOST ROZNYCH VODNYCH
ROZTOKOV — MERANIE ICH PH HODNOT

TEORETICKA CAST

Kazdy vodny roztok obsahuje H iony, ktoré sa nevyskytuju vo volnej forme, ale
v roztoku sa nachadzaji v hydratovanej forme (najma HzO" - oxoniovy kation). V zavislosti
od koncentracie a typu rozpustenych zlacenin, koncentrdcia HsO" vo vodnych roztokoch sa
modZe menit vo velmi §irokom intervale (1 az 1x10* mol I'). Samotna voda podlicha
autoprotolyze podla rovnice:

2 H,0 = Hy0% + OH™ €))

Pre tato rovnicu plati rovnovéazna konstanta:

_ aH30+. aOH—

K = 0 O @)

ay,o
Kedze aktivita (resp. koncentracia=55,5 mol 1Y) vody v zriedenych roztokoch je v
porovnani s aktivitou H3O" a OH™ i6nov ovela vicsia, je mozné koncentraciu vody povazovat
za konStantnu a vyjadrit’ idnovy sacin vody (Kw):

K.af,o = Ky = ay o+ X agy- = [H30%] X vy, 0+ X [OH] X yopu- (3)
V zriedenych roztokoch (menej ako 11073 mol I'Y) ma koncentracia a aktivita vel'mi

podobnu hodnotu z dovodu, Ze aktivitné koeficienty sa blizia k jednotke, preto
K, = [H;0%] x [0OH™] 4)
I6énovy suéin vody je veli¢ina zavisla od teploty, pri 0 °C ma hodnotu 0,11x1074, pri
25 °C je to 1,01x107%, pri 50 °C je to 5,47x1071. Pokial’ voda neobsahuje, ziadne latky, ktoré
st schopné H™ uvolnit' (kyseliny) alebo H* prijat (zasady), koncentraciu H3zO" urcuje
autoprotolyza vody a plati, Ze [H;0*] = [OH~]. V tomto pripade koncentracia H3O" je dana
odmocninou i6nového sucinu vody pre aktudlnu teplotu, pri laboratornej teplote to je cca.
1x107" mol I"t. Ked’ze koncentracia HsO" sa moze nachadzat’ vo velmi Sirokom intervale, pre
zjednodusenie vyjadrovania bola zavedena (Serensen) pH stupnica. Absolutne ¢istd voda ma

pH rovnajtcu sa 7, pri laboratdrne;j teplote.

pH = —log ay, o+ = —log[H;0"] (5)

Podobne je mozné definovat’ aj pOH:
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pOH = —log apy- = —log[OH™] (6)
Tab. 1 Koncentracie HsO", OH™ a hodnoty pH.
[H30] 107 10 10* | 10° | 10 | 107 | 10 | 10° | 1010 1,08x101 | 1,24x10"?
pH 2,05 3,02 4 5 6 7 8 9 10 10,98 11,95
[OH1] 1,24x101? | 1,08x101* | 100 | 10° | 10® | 107 | 106 | 10 | 10* 103 107

Koncentracie st vyjadrené v mol/l.

Pri zndmej hodnote aktivity H3O" je mozné vypocitat’ aktivitu OH™ podl'a vzorca (3),

resp. pri znamej hodnote pH je mozné vypocitat’ pOH podla nasledovného vzorca.

pK, = pH + pOH (7)

Pridavkom kyseliny pH klesa, pridavkom zdsady pH narasta. Vplyv jednotlivych
zlicenin na pH roztoku zavisi jednak od koncentracie latky ajednak od acidobézickych
vlastnosti. Z tohto pohladu je dolezité poznat vplyv silnych aslabych kyselin, silnych
a slabych baz, kyslych, neutralnych a zasaditych soli a pH tlmivych systémov na aktualne pH

roztokov.

Pre silné kyseliny a zasady je charakteristické, ze prakticky pri vSetkych koncentraciach
je acidobazicka rovnovaha (8 a10) tplne posunuta doprava. To znamend, Ze analyticka

(celkova) koncentracia priamo udava koncentraciu HzO" resp. OH".

HCl+ H,0 = H;0% + Cl™ (8)
pH = —logayc = —logcya )
NaOH = Na‘* + OH™ (10)
pH = 14 —log ayaon (11)
Slabé kyseliny st disociované len ¢iastocne.
CH;COOH + H,0 = Hy0* + CH3C00~ (12)

Mieru disociacie udava disociacna konstanta (Ka) — konsStanta kyslosti, v zriedenych

roztokoch ma tvar:

[H;0%] x [CH;€007]
K, = =1,75x 1075
a [CH3;COOH]

(13)

Ak je pomer koncentracie kyseliny a disocia¢nej konStanty vacsi ako 100, je mozné

predpokladat’, Ze [H;0*] = [CH;C007] a ccy,coon = [CH;COOH] a rovnica (13) sa zmeni

H;0%] x [H;0% H;0%]?
k, < [0 X [H;0] _ [H0M2 o
CCH;CO0H CCH;CO0H

(14)
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[H;0%] = ’CCH3C00H X Kq (15)

V opa¢nom smere, teda V smere asocidcie je to protoniza¢na konstanta (Kj).

CH;C00~ + H,0 = OH™ + CH;COOH (16)
____________ .
o [CH;COOH] x [0H™] _ [CH;CO0H] % [OH™] [H;0*]!_ K, an
b= [CH;C00-] B [CH;C00-] [H,0%] ~ K,
K, K, =K, (18)

Slabé zasady (napr. amoniak) su protonizované len ¢iastocne. Tabulkova hodnota

disociaénej konstanty pre amoéniovy kation je Ka=5,7x107%,

NH; + H,0 = NH; + OH™ (19)
K, 1x10"% [NH}]x[0OH]
K,=—= = =1,75x 107> 2
b7 K, 57x10-10 [NH;] 75 %10 (20)

Ak je pomer koncentracie bazy a protoniza¢nej konStanty vicsi ako 100, je mozné

predpokladat’, ze [NHJ ] = [0H™] a cyy, = [NH3] aa rovnica (20) sa zmeni

OH™] x [OH~ OH™)?
K, = [OH~] < [0H7] = [ ] =1,75%x 107> (21)
CNH, CNH,4

[OH™] = /CNH3 X Kp (22)

Dosadenim rovnice (22) do rovnice (4) dostaneme koncentraciu H3O" v roztoku slabej

bazy.
Ky Ky Kw

H:0"] = o= = Jonm XKy 2\/

(23)

w
CNH3 X Ka

Medzi z4sadité soli patria tie, ktoré su tvorené anionom slabej kyseliny a kationom silnej
zasady, napr. octan sodny. Po ich rozpusteni vo vode je pH roztoku spravidla vyssie ako pH
Cistej vody, kvoli hydrolyze anionu pri ktorom vznikne OH™ a nedisociovana kyselina (16).
Pokial’ je koncentracia soli vdésia a 100 nasobok Ky je mozné v rovnici (17) nahradit’
[CH;C00~] koncentraciou soli (¢cs) anasledne z dovodu rovnosti [CH;COOH]| = [OH™] aj
[CH,COOH] za [0H"].

. [CH;COOH] x [0OH™] _ [CH;COOH] x [0H™] _[0H™]x [0H™] _[0OH™]?
b= [CH;C00] B cs B cs T (24)

Podobne, ako pri slabych bazach vieme vyjadrit’ koncentraciu H3O" v roztoku zasaditej

soli.
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Ky Ky Ky

[0H-] ~ Jes X Ky B K,
S \/CSXK_a

[H307] = (25)

Kationy slabych baz podliehaju tiez hydrolyze, pri ktorej sa do roztoku uvolfiuje H,

preto pH roztoku soli slabej bazy s anionom silnej kyseliny (napr. NH4Cl alebo TRIS.HCI) je
kyslé.

BH* + H,0 = B + H;0* (26)

_ [B] x [H30™]

o =5 @7)

Pokial’ je koncentracia soli vac¢sia ako 100 nasobok Ka je mozné nahradit’ v rovnici (27)
[BH'] za cs a [B] za [H3O"].

K, = [H30%] x [H307] _ [H30%]? (28)
Cs Cs

Tlmivé roztoky su roztoky, ktoré dokazu eliminovat’ zmenu pH po pridavku malého
mnozstva kyseliny alebo zasady. Obvykle tlmivé roztoky obsahuja slabu kyselinu a jej sol
alebo slabt bazu a jej sol'. V pripade kyseliny octovej (slaba kyselina) a octanu sodného (sol’)

je mozné upravit’ rovnicu (13) na:

CH;COOH o
[H30*] = K, x a2 COOH] _ o ' Comcoon (29)
[CH3C007] CCH4COONa
C c i
pH — PKa _ log CH3COOH _ pKa _ log kydelina (30)
CCH3;COONa Csor

Tlmivy roztok kyseliny octovej — octanu sodného, okrem zmiesania kyseliny a soli, je
mozné pripravit’ aj zmieSanim kyseliny octovej a hydroxidu sodného alebo zmieSanim octanu
sodného so silnou kyselinou (napr. HCI). Pridanim NaOH do kyseliny octovej, ekvivalentna
Cast' kyseliny octove] sa zmeni na octan, preto ccp,coona = Cnaon @ Ccrscoom =
Cchycoon (pociatotnd) — cygon - Pridanim HCI do roztoku octanu sodného, ekvivalentna Cast’

octanu sa zmeni na Kkyselinu octovl, preto  ccp,coom = Cwet @ Cchycoona =

Ccnycoona(poliatotnd) — cygy.

V pripade tlmivého roztoku amoniaku (slaba baza) a chloridu amoénneho (sol) je

mozné upravit’ rovnicu (27).

NH} c
[H,0%] = Kax[ 4] ~ K, x NH,CL

(31)
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CNH,Cl Csor
= pK, — log
CNH, Cpaza

pH = pK, —log (32)

Priprava tlmivého roztoku, ktory obsahuje slabu bazu a jej sol’ je mozné taktiez tromi
spésobmi. 1) zmieSanim samotnej bazy a soli, 2) zmieSanim bazy a silnej kyseliny (napr. HCI),
ktora cast’ bazy zmeni na sol’ a 3) zmieSanim soli a silnej zasady, ktora cast’ soli zmeni na bazu.
Pri postupe ¢. 2 bude platit, Ze csor = Cher @ Chaza = Chaza (POCiatoénd) — cye;. Pri postupe ¢.3

bude platit, Ze cpsza = Cnaon @ Csor = Csor(Poiatoénd) — cyaon-

Tlmiaca schopnost’ timivych roztokov spociva v tom, ze po pridavku kyseliny alebo
zésady sa nemeni priamo koncentracia H3O", ale len pomer disociovanej a nedisociovanej
formy tlmivého systému. Mnozstvo pridavku kyseliny alebo zasady bez vyznamnej zmeny pH
timivého roztoku zavisi tak od koncentracie kyseliny a soli tvoriaci timivy systém, ako aj od ich
pomeru. Tento parameter tlmivého roztoku sa nazyva tlmiaca kapacita. Najvacsia tlmiva
kapacita je vtedy, ak je pomer soli a kyseliny, resp. soli a bazy jednotkovy, teda ak pH timivého

roztoku sa rovna pKa.

Za urcitych podmienok, najmi ak charakter rozpustenych latok (napr. neutrdlne soli)
alebo koncentracia latok vyvola v koncentracii H3O" voci Cistej vode len malé zmeny, moze
mat’ vel’ky vplyv na vysledné pH roztoku CO: absorbovany zo vzduchu do vody pouZitej
pri priprave roztoku. Podl'a rovnovahy (33) je mozné odhadnut’ pH ¢istej vody, ak vieme
koncentraciu kyseliny uhlicitej, resp. pomocou experimentélne zistenej hodnoty pH odhadnut’
koncentraciu kyseliny uhlic¢itej (34), vid’ tabul'ku 2.

Tab. 2 pH vody v zavislosti od koncentracie H2CO3

¢(H2CO3) (mol IY) pH vody
1x10°® 6,3
5x10 59
1x10° 5,7
2,5x10° 55
6x107° 53
1x10* 5,2

Podl'a Henryho zdkona, ak vzduch obsahuje 387 ppm CO2, rovnovazna koncentracia
vo vode bude 1,3x107° mol I,

CO, + 2H,0 = H,CO5 + H,0 = Hy0 + HCO; K, = 4,32 x 1077 (33)

[H;07] = ’CH2C03 X Kq (34)

5
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Zivé organizmy su zalozené na baze vody, ¢o znamend, e do vel'kej miery zavisia od
roznych rovnovah, najmé od acidobazickej rovnovahy. Dovody, preco je dolezité zaujimat’ sa
o pH v biologickych systémoch: (1) savisi s mnohymi problémami v bunkovej biologii, (2)
funk¢éné skupiny schopné prijat’ alebo odovzdat’ proton sa nachadzaju v makromolekulach
(napr. bielkoviny), ako aj v malych molekulach (napr. aminokyseliny, aminy, karboxylové
kyseliny), (3) prostredie bunky je vzdy pufrované (tlmené) timivym roztokom na pH priblizne
7, (4) rdzne experimenty (napr. enzymatické testy, kultivacie buniek) vyzaduju urcité pH, (5)
pH vody urcuje rozpustnost' (mnozstvo, ktoré sa modze rozpustit vo vode) a biologicku
dostupnost’ (mnozstvo, ktoré méze vodny zivot vyuzit') chemickych zloziek, napr. zivin (fosfor,

dusik a uhlik).

Pri sucasnych moznostiach vypoctovej techniky existuje mnozstvo zdrojov, ktoré
pomahaju pri rieSeni ro6znych uloh stvisiacich s chémiou. V oblasti acidobéazickych rovnovah
takou pomockou je stbor pre program MS Excel volne dostupna na stranke

http://www.ig.usp.br/qutz/Curtipot .html.

V praxi sa najCastejSie pouzivaju dve metddy stanovenia pH roztokov: (1)
semikvantitativne (priblizné) stanovenie pomocou indikatorov a (2) rovnovazna potenciometria
pomocou sklenej elektrody. Indikatory pH su slabé kyseliny, ktoré maji v disociovanom stave
(po odovzdani proténu) inu farbu, ako v nedisociovanom stave. Moézu sa pouzit vo forme
roztoku alebo napustené v papierovom prazku. Kvapalna forma indikatorov pH sa zvycajne
pridava priamo do roztokov, papierova forma sa na len kratku chvil'u ponori do roztoku vzorky
alebo pomocou pomocky (napr. sklenej tyCinky, pipety) kvapne 1-2 kvapiek vzorky na papierik.
Hodnota pH sa urcuje vizualne porovnanim farby vzorky resp. papierového prazku s tabulkou

farba/pH. Univerzalne indikatorové papieriky su impregnované zmesou viacerych indikatorov.

Rovnovazna potenciometria je elektroanalyticka metoda, ktord vyuziva fakt, ze
potencidl niektorych indikac¢nych elektrdd je logaritmickou funkciou aktivity prisluSného i6nu
alebo pomeru aktivit oxidovanej a redukovanej formy konkrétnej latky a to v zavislosti od typu
pouzitej indika¢nej elektrody. Tento potencial sa da vyjadrit pomocou Nerstovej rovnice.
Na priame stanovenie koncentracie latky sa takmer vylucne pouZzivajl i6n selektivne indikacné
elektrédy (ISE). Charakteristickou vlastnostou ISE je, Ze jej potencial zavisi prakticky len
od aktivity konkrétneho ionu. V skuto¢nosti, potencial ISE ovplyviiujua aj iné idony (interferenty)

ale v ovel'a menSej miere ako i6n, pre ktory je ISE skon$truovana.


http://www.iq.usp.br/gutz/Curtipot_.html
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Priame stanovenie koncentracie H3O" rovnovaznou potenciometriou, je zaloZené na
merani rovnovazneho potencialu cely zlozeného zo sklenej (ISE) a argentochloridovej
(referencnd) elektrody v bezpridovom stave. Vyzaduje to Specidlne meracie zariadenie

s vel'kym vnatornym odporom.

NajdolezitejSia Cast’ sklenej elektrédy je sklena membridna zo Specidlneho skla
0 hrubke priblizne 50 um, ktora je hydratovana na oboch stranach v hrubke niekol'’ko desiatok
nm. Pre potencial sklenej elektrody plati:

2,3.RT

E=K —k. .
nF

pH (35)

Stanovenie K (usek) ak (korekény faktor teoretickej smernice) je predmetom
kalibracie, ¢iZe merania potencialu aspon dvoch roztokov so zndmymi hodnotami pH. Moderné
pristroje dok4dzu sami rozpoznat’ zo zadaného zoznamu roztokov ten, do ktorého je elektroda
ponorena a taktiez po dokonceni kalibracie zobrazovat’ priamo hodnoty pH. Teda, potencial
namerany v neznamych vzorkach je pomocou zistenych kalibra¢nych parametrov v zariadeni
prepocitany na pH.

V tlohe je mozné vidiet' prepojenic medzi bioldgiou, chémiou a fyzikou. Toto

prepojenie mozete vidiet' na obrazku nizsie:

meranie pH

biologia chémia fyzika

meranie pH realnych
biologickych vzoriek:
ovocneé Stavy,
kapustova Stava, coca
cola

pouzité chemikalie platnost’ fyzikalneho

na pripravy série zakona pri pH
roztokov s réznym roztokov (vypocet
pH potencialu elektrody)
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EXPERIMENTALNA CAST

Ciele:

1. Zoznamit sa principmi stanovenia pH roztokov indikatorovym papierikom a
rovnovaznou potenciometriou.

2.  Experimentélne zistit' vplyv koncentracie roznych elektrolytov (silné kyseliny, slabé
zasady, soli) na pH roztoku.

3. Ziskat experimentalne sktisenosti s pripravou tlmivych roztokov a timiacou kapacitou.

Ulohy
1.  Kalibrovat pH meter podl’a navodu na obsluhu.
2. Stanovit’ pH vzoriek (napr. dzls, mineralna voda, kaputova $tava, ...) indikatorovym

papierikom a rovnovaznou potenciometriou.

3. Pripravit roztoky HCI s koncentrdciami 1x102 a 1x10* mol I}, stanovit ich pH a zistit
vplyv pridavku HCI na pH.

4.  Pripravit roztoky KCI s koncentraciami 1x1072, a 1x10™ mol I}, stanovit’ ich pH a zistit’
vplyv pridavku HCI na pH.

5. Pripravit roztok octanu sodného (NaAc) s koncentraciou 1x1072, stanovit’ jeho pH a zistit’
vplyv pridavku HCl na pH.

6.  Pripravit roztoky TRIS s koncentraciami 1x102 a 1x10* mol I, stanovit ich pH a zistit
vplyv pridavku HCI na pH.

7. Pripravit roztok zmesi HCI a NaAc, kde koncentracia HCI bude 5x10° mol It a NaAc
1x102 mol I}, stanovit' jeho pH a zistit’ vplyv pridavku HCI na pH.

8.  Pripravit roztok zmesi HCI a NaAc, kde koncentracia HCI bude 5x10 mol It a NaAc
1x1072 mol I}, stanovit’ jeho pH a zistit vplyv pridavku HCI na pH.

9.  Pripravit roztok zmesi HCI a TRIS, kde koncentracia HCI bude 5x10° mol I*a TRIS
1x102 mol I}, stanovit’ jeho pH a zistit vplyv pridavku HCI na pH.

10.  Pripravit’ roztok zmesi HCI a TRIS, kde koncentracia HCI bude 5x10* mol I*a TRIS
1x107 mol I}, stanovit' jeho pH a zistit’ vplyv pridavku HCI na pH.

Postup

Na kalibraciu pH metra pouzite kalibraéné Standardy s pH = 4 a pH = 7 a postupujte

podla navodu k pristroju.
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Zmerajte pH dostupnych vzoriek pomocou pH papierika a podl'a navodu k pH metru

a zapiste do tabul’ky 3.

Tab. 3 Stanovené hodnoty pH vzoriek

vzorka pH (papierik) pH (pristroj)

Do 50 ml odmernej banky napipetujte vypocitany objem prislusného zasobného roztoku
s koncentraciou 0,1 mol I (napr. z 0,1 mol I HCI, z 0,1 mol I* KCI, z 0,1 mol I* NaAc alebo
20,1 mol I'* TRIS) a dopliite deionizovanou vodou po znacku. Potrebny objem vypo¢itajte pred
cvicenim pomocou vzorca (36) a zapiste do tabulky 4. V ulohach (7 — 10), v ktorych
pripravujete zmes roztokov, do 50 ml odmernej banky pipetujte vypocitané objemy z oboch

zasobnych roztokov a dopliite deionizovanou vodou po znacku.

Vzrieden}’/ X Czriedeny

Vzésobn}’f = (36)

Czasobny
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Tab. 4 Priprava roztokov.

Uloha ROZtOk Létka Czrieden}'/ (m0| I-l) Vzésobny (ml)
3 3a HCI 1x1072 5
3 3b HCI 1x10* 0,05
4 4a KCI 1x1072
4 4b KCI 1x10
5 5 NaAc 1x1072
6 6a TRIS 1x1072
6 6b TRIS 1x10*
NaAc 1x1072 5
7 7
HCI 5x1073 2,5
NaAc 1x10°8
8 8
HCI 5x10™
TRIS 1x1072
9 9
HCI 5x103
TRIS 1x10°3
10 10
HCI 5x10*

pH pripravenych roztokov stanovte rovnovaznou potenciometriou. Meranie pH méze

prebiehat’ priebeZzne s pripravou roztokov.

1)

2)

3)

Na stanovenie pH odmerajte 25 ml roztoku odmernym valcom a prelejte do nadobky
na meranie pH. Do roztoku ponorte kombinovant sklenu elektrédu a samotné
meranie uskutocnite podl'a navodu k pH metru. Vysledok zapiste do tabul’ky 5.
Vyberte elektrédu z meracej nadobky, pridajte do roztoku v meracej nadobke 50 pl
(0,05 ml) zisobného roztoku HCI s koncentraciou 0,1 mol 17, &m navysite
koncentraciu HC1 v roztoku o 2x10* mol I (vzorec 37).

Vzésobny X Czésobny

(37)

Czriedeny B Vzrieden y
y

ZmieSajte roztok sklenou ty¢inkou, ponorte elektrodu do roztoku a znova zmerajte
pH. Vysledok zapiste do tabul’ky 5.

Vyberte elektrodu z meracej nadobky a oplachnite deionizovanou vodou.
Vyplachnite meraciu nddobku pod teclicou vodovodnou vodou a nasledne aj

deionizovanou vodou. Oplachnite sklent ty¢inku pod tecticou vodovodnou vodou

10
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4) Opakujte body 1-3 s d’al§imi roztokmi.

anasledne aj deionizovanou vodou. Vyplachnite odmerny valec pod teclcou

vodovodnou vodou a nasledne aj deionizovanou vodou.

Teoretické pH uvedené v tabul’ke 5 vypocitajte pomocou vzorcov:

I. roztoky 3a, 3b — vzorec (9)
ii. roztok 5 — vzorec (25) a (5)
iii. roztoky 6a, 6b — vzorec (23) a (5)

iv. roztoky 7, 8 — vzorec (30)
v. roztok 9, 10 — vzorec (32)

Ka(CHsCOOH)=1,75x10°%, pKa(CHsCOOH)=4,76

Ka(TRIS)=8,41x10", pKa(TRIS)=8,08

Tab.5
Roztok | Latka ¢ (mol I) E)tlc;loretické) ?sljanovené) ?[l)_(l) pridavku HCI) SeHIta
3a HCI 1x10%
3b HCI 1x10*
4a KCI 1x1072 7
4b KCI 1x10* 7
5 NaAc 1x1072
6a TRIS 1x1072
6b TRIS 1x10*
NaAc 1x10%?
! HCI 5x10°3
NaAc 1x1073
] HCI 5x10*
TRIS 1x1072
? HCI 5x10°3
10 TRIS 1x107
HCI 5x10*

delta pH = pH (po pridavku HCI) - pH (stanoven¢)
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NAVOD NA OBSLUHU pH METRA PASCO

(BASC =

G =

Na vypnutie alebo zapnutie senzora stlacte gombik na zapinanie, na 1-5 s, podoprite pritom senzor zo
zadnej strany, aby nedoSlo k poskodeniu. Senzor je pripraveny na Bluetooth parovanie so zariadenim
(telefon, tablet), na ktorom je nainstalovany program SPARKvue, ak na indikatore pri symbole s

Bluetooth blika ¢ervené svetlo. Uspe$né parovanie signalizuje blikajuce zelené svetlo.

Otvorenie programu SPARKvue a nastavenie modulu na meranie pH

Na uvodnej obrazovke (Obr. 2) klikneme na ,,Menu* v 'avom hornom rohu a zvolime si ,,Experiments

Z pracovnej plochy tabletu otvorime program SPARKvue kliknutim na ikonu

...“(Obr. 3). Nasledne si zvolime ,,Essential Chemistry* a potom experiment ¢islo 16A ,,What is pH®,

ktoré potvrdime OK (Obr. 4). Pokial’ sa na displeji objavi dotaz, ¢i chcete ulozit’ predchadzajuce zmeny

tak zvol'te NIE.

Start New Experiment

I Beeriments... I
Open...

Save.

Save As..

Manage Files...

Export Data...

Export to Google Sheets

Preferences...

Shared Session..

Help..
About SPARKvue...
——
Obr. 2. Uvodna obrazovka programu SPARKvue. Obr. 3 Menu v programe SPARKvue

SPARKIabs Back  Essential Chemistry
A'Equilibrium Reactions.spklab

Essential Chemistry

16A What is pH.spklab

Essential Physics

16B Titration of an Unknown Acid.spklab
Lab Stations

16C Antacids An Inquiry Study.spklab
Quick Start Labs

18A Electrochemical Cells.spklab
BetterBumpers (Smart Cart).spklab

18C Lemon Battery.spklab
Calorimetry.spklab

19A Half-Lives.spklab
Conservation of Energy.spklab

20C - Fragrant Esters. spklab
Diffusion.spklab

22A Chlorophyll Extraction.spklab
Energy Content of Food.spklab

RTINS SN

Obr. 4 ZvoliteI'né experimenty podl'a oblasti vyuzitia (vl'avo) a experimenty V chémii (vpravo)

12



STEM laboratérne experimenty

Bezdrotové pripojenie pH senzoru k tabletu

Po nastaveni modulu na meranie pH, v pravom hornom rohu displeja zvolime ikonu Bluetooth ,“
spojenia. Na displeji sa zobrazia senzory pripravené na parovanie cez Bluetooth, dostupné v dosahu
tabletu (Obr. 5, vlavo). Vyberieme ten, pri ktorom je rovnaké identifikacné Cislo, ako je na senzore,
ktoré chceme sparovat’. Uspe$né pripojenie senzora a tabletu sa zobrazi na displeji (Obr. 5 vpravo).

Wireless Devices Wireless Devices

Connected Devices Connected Devices

Select a wireless device to connect pH 778581 pH 1] /: 4

pH  778-581 pH

Select a wireless device to connect D)

Obr. 5 Bezdrotové pripojenie Pasco senzoru na meranie pH.

Kalibracia pH metra

Modul na kalibraciu pH metra otvorime ikonou vpravo dole. Na otvorenej zalozke ,,Hardware
Setup* zvolime ,,Configure ISE“, nasledne ,,pH* a,,Calibrate ISE* (Obr. 6). Zobrazi sa okno znazornené
na Obr. 7 a ked’ st parametre totozné s obrazkom zvolime ,,Continue®. Odmontujeme nadobku so
skladovacim roztokom z elektrody (odskrutkujeme od vrchnaka), odlozime na bezpeéné miesto, aby sa
roztok KCl nevylial. Elektrédu oplachneme pomocou stri¢ky deionizovanou vodou. Zl'ahka odsajeme
vodu z elektrody papierovou utierkou a ponorime elektrodu do kalibraéného roztoku s pH 4.
Skontrolujeme nastavenu hodnotu pH prvého kalibraéného bodu, ktora ma byt 4. Poc¢kame, kym
potencidl cely zo senzora bude mat priblizne stabilnti hodnotu v mV, vtedy zvolime ,,Set Calibration*
pre prvy kalibra¢ny bod. Elektrodu opat” pomocou stricky oplachneme deionizovanou vodou, zI'ahka
odsajeme vodu z elektrody papierovou utierkou a ponorime elektrédu do kalibraéného roztoku s pH 7.
Skontrolujeme nastavent hodnotu pH druhého kalibracného bodu, ktora ma byt 7. Pockame, kym
potencial cely zo senzora bude mat priblizne stabilni hodnotu v mV a zvolime ,,Set Calibration pre
druhy kalibracny bod. Parametre kalibra¢nej priamky smernicu (Slope) atsek (Offset) zistime
kliknutim na Sipku pred ,,New Calibration“. Kalibra¢ny modul opustite kliknutim na ,,OK* a zalozku
,Hardware Setup* schovate kliknutim na Sipku.

Elektrodu vyberieme z kalibracného roztoku, opit’ oplachneme deionizovanou. Elektr6da nesmie byt’

dlho na vzduchu, nesmie sa vysusit’!!
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Edit Sensor Properties

Select ISE to configure.

Recommended: After configuring the ISE, click the Calibrate ISE button to
calibrate before using.

Ammonium ISE

Calcium ISE

Chloride ISE

Carbon Dioxide (aqueous) ISE
Nitrate ISE

Nitrite ISE

Potassium ISE

e

“ S “

Obr. 6 Vyber modulu na kalibraciu pH

Meranie pH

Calibrate Sensor: Select Measurement

v ) Start New Calibration

1. Select a sensor: ‘ Wireless pH Sensor ‘
2. Select a measurement: ‘ pH ‘
3. Select a Calibration Type: 2 point (Adjust Slope and Offset ) ‘

» ) Restore Factory Calibration

Obr. 7 Vyber sposobu kalibracie pH metra

Do nadobky na meranie pH nalejeme vzorku. Elektrodu vyberieme zo skladovacieho roztoku, do

nadobky ,,odpad* oplachneme deionizovanou vodou, papierovou utierkou z nej zl'ahka odsajeme vodu

a elektrodu ponorime do roztoku vzorky. Na displeji, dole v strede, zvolime ,,Start* . Po

niekol’kych sekundach bude zobrazené pH roztoku v strede displeja. Po ustaleni hodnoty pH zvolime

»Stop™ a zapiSeme pH do poznamok. Po skonceni prace s pH metrom oplachneme elektrodu

deionizovanou vodou, ponorime do skladovacieho roztoku, nadobku zaskrutkujeme do vrchnaka

a vypneme senzor aj tablet.
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2. FAREBNOST PRIRODNYCH LATOK A ABSORBANCIA
ELEKTROMAGNETICKEHO ZIARENIA

TEORETICKA CAST

Pojmom optické metddy sa oznacuje stbor fyzikalno-chemickych metod, ktorych
spolo¢nym znakom je sledovanie javov pri interakcii hmoty s elektromagnetickym Ziarenim.
Tento nazov pochddza este z obdobia, kedy sa v analytickej praxi vyuzivalo prevazne
elektromagnetické ziarenie vo viditel'nej Casti spektra. V sucasnosti sa subor optickych metod
rozrastol o postupy pracujiuce s elektromagnetickym Zziarenim v podstatne SirSom rozsahu
vlnovych dizok, a to od Ziarenia rontgenového az po radiofrekvenéné. Na obrazku 1 je

znézornené celé spektrum elektromagnetického ziarenia.

ELEKTROMAGNETICKE ZIARENIE

Gamma | Rontgenové uv Infragervené | Radarové [FM| TV ‘lflr:rt‘lgo— AM
— e ~—
10" 10% 102 ~10° 100 I 100 1 100 10
- ~— Vinova dizka (m)
o ——
- Oblast’ vo viditelnej ¢asti spektra T
o

- i

400 500 600 700 i
VInova dizka (nm)

Obr. 1. Spektrum elektromagnetického Ziarenia

ROZDELENIE OPTICKYCH METOD:

1. Spektralne, ktoré su zalozené na vymene energie medzi latkou a ziarenim. Spektrum je
zavislost’ veliCiny, ktord je mierou intenzity ziarenia vysielaného alebo prejdené¢ho cez
vzorku napriklad pri uréitej vinovej dizke Ziarenia - A.

2. Nespektralne, kde sa nesleduje vymena energie medzi latkou a Ziarenim, ale sleduju sa
zmeny niektorych vlastnosti Ziarenia (napriklad: zmena rychlosti Ziarenia, ota€anie roviny

polarizovaného svetla a rozptyl svetla).
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ROZDELENIE SPEKTRALNYCH OPTICKYCH METOD:

1. podPa typu interakcii elektromagnetického Ziarenia:
a) s atbmami (atdbmova absorp¢na resp. emisnd spektrometria a atd’...),
b) s molekulami (molekulova absorp¢na spektrofotometria a atd’...).
2. podl’a povodu analytického signalu na metody:
a) emisné - atdbmy, alebo molekuly emituja (vysielaju) ziarenie,
b) absorpc¢né - atomy, alebo molekuly absorbuju (pohlcuju) ziarenie,
c) fluorescenéné - atdbmy, alebo molekuly absorbuju a vzapati emituju ziarenie,
d) rezonané¢né - pri vysielani ziarenia s premenlivou frekvenciou sa niektoré frekvencie
zosilnia.
Pre pochopenie zdkladnych dejov pri interakcii elektromagnetického Ziarenia s latkou

je potrebné vediet, Ze elektromagnetické ziarenie ma dualisticky charakter.

1. Vinovy charakter: je to vinenie zlozené z elektrického £

pol’a (oscilacia vektora elektrického pola E) a na neho
kolmého magnetického pol'a (oscilacia vektora
magnetického pola H). Kde vinova dizka, A je linearna

vzdialenost’ medzi dvomi bezprostredne za sebou iducimi

maximami resp. minimami (obrazok 2).
DalSie parametre viny sii: Obr. 2. Vinovy charakter
Amplitida, A je dizka elektrického vektora v maxime elektromagnetického Ziarenia
viny.

Frekvencia (kmito¢et) v je podet oscilacii pol'a za jednotku ¢asu [Hz = s]: V= ]/ P

VInové Cislo (vinocet) a je pocet vin pripadajucich na vzdialenost’ rovna 1 cm: V= 1/ 1

2. Korpuskularny charakter: je to tok diskrétnych Castic - fotonov (svetelnych kvant).

Foton je najmensie mnozstvo elektromagnetického Ziarenia pri danej frekvencii. Jeho pokojova

hmotnost’ je nulova.

hc

Energia fotonu je dana vzt'ahom: E=hv= 7 mcC

kde, h - Planckova konstanta 6,6256 x10734J s; v - frekvencia Ziarenia; C - rychlost’ svetla vo

vakuu 2,9976 x108 m st a m je hmotnost’ fotonu.
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MOLEKULOVA SPEKTROMETRIA

Molekulova spektrometria predstavuje tu Cast’ spektrometrie, ktora sa zaobera meranim

a interpretaciou spektier molekul 1atok.

MOLEKULOVA  ABSORPCNA  SPEKTROMETRIA  V ULTRAFIALOVEJ
A VIDITELENEJ OBLASTI

Molekulova absorpéna spektrometria v ultrafialovej a viditel'nej oblasti (UV-VIS) sa
zaobera meranim a vyhodnocovanim elektronovych absorpénych spektier molekul latok, ktoré
absorbuju elektromagnetické Ziarenie v rozsahu vinovych dizok 200 az 800 nm. Pri absorpcii
UV-VIS svetla dochadza v molekulach latok k excitacii vonkajSich (vdzbovych) elektronov.
Latky, ktoré absorbuji UV ziarenie (A < 380 nm), sa javia 'udskému oku ako bezfarebné latky.
Latky, ktoré absorbuju biele slne¢né ziarenie (VIS, 380 — 780 nm) sa javia l'udskému oku ako

farebné latky.

ELEKTRONOVE ABSORPCNE SPEKTRA

Elektronové absorpéné spektra zahfiiaju oblast’ vinovej dizky Ziarenia v rozsahu od 50
do 1000 nm, najmé vsak UV-VIS oblast’. V UV-VIS oblasti elektronovych spektier sa pracuje
so ziarenim takej energetickej hodnoty (AE =~ 150 — 600 kJ mol™?), ktord ma schopnost
premiestiiovat’ vonkajSie (valencné) elektrony v molekule. Preskok elektronov nastava
z energeticky chudobnejSich molekulovych orbitalov na orbitaly energeticky bohatsie.
Zotrvanie elektronov v energeticky bohatSom stave je kratke (10° s) apri prechode do
zakladného stavu elektron moze prechadzat’ roznymi deexcitaénymi prechodmi (neziarivymi aj
Ziarivymi). Sucasne nastdva aj excitacia vibracnych a rotacnych stavov molekuly. Zmena
celkovej energie molekuly AEm potom zahiia zmeny energie elektronov AEe, zmeny
vibra¢nej energie AEva zmeny rotacnej energie AE;:

AEm = AEe + AEy + AE, =hv

Zmeny energie elektronov (AEe =~ 150 — 600 kJ mol™) st v§ak spravidla omnoho vicsie ako
vibraénej energie (AEy = 2 — 60 kJ mol ™) a rota¢nej energie (AE; = 3 kJ mol™), takze rozliovat

ich mozno len pri $pecialnych podmienkach ako jemnt $truktaru prislusného spektra.
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Ako wvidiet na obrazku 8, —— elektronové energetické hladiny

— vibra€né energetické hladiny
— rota¢né energetické hladiny

I

absorpcné prechody latky moézu

I

prebiehat’ zréznych vibraénych Sz

| I elektronové prechody

arotatnych stavov zakladneho g 1

elektréonového stavu molekuly do

stavov jej excitovaného

réznych vibraénych a rotacnych
|1|[”|‘

il

clektronového  stavu.  Vsetky g,

zmeny vibra¢nej a rotacnej A

By Obr. 8. Vznik molekulového absorpéného pasu
energie sa pripocitaju k energii
preskoku elektronov a vznika cela sustava spektralnych Giar, ktorych vinova dizka sa 1isi len v
malej miere. Ciarové spektra (kvantovy charakter absorpcie Ziarenia) sa prekryvaju a v spektre

sa to prejavuje ako molekulovy absorpény pas.

EXPERIMENTALNE USPORIADANIE

Meranie absorpcie v UV-VIS oblasti spektier sa vykonava na roznych typoch pristrojov,
ako kolorimeter, fotometer a spektrofotometer. Fotometer je zariadenie na meranie ziarivej
energie alebo pomeru Ziarivej energie dvoch lucov.

V sGcasnosti najpouzivanejsi pristroj je spektrofotometer, ktory umoziuje ziskat

spektra v  UV-VIS oblasti. Na obrazku 9 je znazornena zakladna schéma dvojlucového

spektrofotometra.
polychromatické  monochromatické kyveta (vzorka zapisovacie
_ svetlog|svetlo y ( ) detektor zariadenie
zdroj svetla = referenény
roztok

monochromator

Strbina

A(E)/T(D)

Obr. 9. Schéma dvojlucového spektrofotometra

Zdroj Ziarenia vysiela polychromatické Ziarenie (pre UV oblast’ sa pouzivajii vodikové
resp. deutériové vybojky a pre VIS oblast’ sa pouzivaju volframové resp. halogénové Ziarovky),
ktoré sa na difrakénej mriezZke monochromatora rozklada a vzniknuté spektrum sa odréza od
zrkadla a premieta sa na zadnu stenu monochromatora. Otacanim mriezky je mozné dosiahnut,

aby cez vystupnt §trbinu monochromatora vychadzal 1u¢ o pozadovanej vlnovej dizke. Lu¢
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prechéadza cez absorbujtce prostredia, ktoré st realizované Kyvetami s konstantnou vnttornou
hrabkou absorbujticej vrstvy od 0,1 do 10 cm. Do jednej kyvety sa umiestni referenény roztok
(zvyc€ajne je to Cisté rozpustadlo resp. slepy roztok) a detektor registruje ziarenie o intenzite
lo. V druhej kyvete je roztok analyzovanej vzorky a na detektor potom dopada ziarenie o
intenzite 1. Objektivne hodnotenie velkosti absorbancie sa uskutociiuje pouzitim
fotoelektrickych detektorov (fotoc¢lankov) citlivych na UV-VIS Ziarenie. Signaly z detektora
sa pomocou analdgovo-digitalneho prevodnika preveda do pocitaca, ktory vyuzitim vhodného
programu vyhodnoti analyzu. Ak sa zistuje priebeh krivky priepustnosti difrak¢na mriezka sa
otaca a cez vystupnu Strbinu monochromatora postupne vystupuju lace s klesajucou vinovou
dizkou, ktoré zahffia celti spektralnu oblast’. Pre pracu vo VIS oblasti spektra sa vyuZivaju

kyvety zo skla a pri praci v UV oblasti sa pouzivaji kyvety z kremena (SiOz).

Absorpciu ziarenia latkami len vo viditelnej Casti spektra (380 — 780 nm) mozeme
subjektivne pozorovat’ aj vlastnymi oCami. Absorpcia v tejto oblasti spektra sa ndm javi ako
farebnost’ latky. Farebna latka absorbuje (pohlcuje) z bieleho (viditeI'ného) svetla len Ziarenie
takej vinovej dizky (takej farby), ktora je doplnkovou (komplementarnou) farbou k farbe latky
samotnej. Na tomto jave bola zalozena najstarSia a najjednoduchsia metodika, kolorimetria,
kde detekcia velkosti absorpcie bola robena 'udskym okom. Maximélna spektralna citlivost’
Pudského oka je pri vlnovej dizke 550 nm. V sucéasnosti sa kolorimetria pouZiva ako orientaéna
metdda, pomocou ktorej je mozné relativne porovnavat’ intenzitu zafarbenia roztokov vzoriek

a standardov v celom rozsahu VIS spektra (v komparatoroch).

Na obrazku 10 su uvedené 800 VInova dizka Absorbovana  Doplnkova
, (nm) farba farba
vlnové rozsahy a  farby
650 -780 éervena N zelenkava
absorbovaného VIS Ziarenia /907 Y
595 - 650 oranzova modrozelena
asucasne doplnkové farby, 560 - 595 Zltozelena I fialova
. 600 — , ) .
v akych vidime latky (napr. 500 - 560 zelena I cervenofialova
zafarbenie FOZ'[OI(U) pri o 490 - 500 modrastozelena I cervena
hlteni " denei 480 - 490 modrozelena oranzovéa
ohlteni svetla uvedene
p d 435 - 480 modra I 3Ita
vlnovej dlzky. 400 — 380-435  modrofialova I 3ltozelena

Obr. 10. Farby absorbovaného ¥iarenia v zdvislosti od vinovej dlzky a ich doplnkové farby
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ANALYTICKE VYUZITIE

Molekulova absorp¢na spektrometria v UV-VIS oblasti sa vyuziva v organickej a

anorganickej kvantitativnej a kvalitativnej analyze.

KVANTITATIVNA ANALYZA

Miera prepusteného, alebo pohlteného Ziarenia sa najcastejSie vyjadruje parametrami
ako je transmitancia (priepustnost’) T a absorbancia (pohltenie) A.

Transmitancia T je pomer intenzity absorbovaného Ziarenia | a intenzity povodného

ziarenia lo:

Absorbancia A je definovana ako:

ol ol

Zavislost transmintancie na vinovej dizke dopadajuceho Ziarenia A sa nazyva krivkou
priepustnosti a zavislost’ absorbancie na vinovej dizke dopadajuceho Ziarenia A sa nazyva
absorp¢éné spektrum. Na obrazku 11 je znazornené absorpéné spektrum a Krivka priepustnosti

tej istej latky.

2 - 100
16 - - 80
@ —_
812 -60 &
®
:
2 ©
§0,8 - 40 E
a — Absorbancia %
04 ——Transmitancia "o F
0 T T 0
400 500 600 700

Vinova dizka (nm)

Obr. 11. Absorbancia vs. transmitancia

Maximum absorpcie Amax (Tmin) zodpoveda vlnovej dizke, pri ktorej sa da vykonat

kvantitativna analyza. Pre kvantitativnu analyzu plati uz spomenuty Lambertov-Beerov
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vzt’ah, podl'a ktorého absorbancia A je umerna mélovému absorpénému koeficientu &;
(8pecificky pre kazdy druh molekal avlnovi dizku), diZzke absorbujicej vrstvy | a

koncentracii analyzovanej latky c:
A=g, xlxcC
Ak sa stanovujt rovnaké druhy latok &, v rovnakych kyvetach | vztah sa zjednodusi:
A=kxc
V pripade ak analyzovany roztok obsahuje viacej analytov o réznych koncentraciach,

pri ich stanoveni sa vyuziva aditivna vlastnost’ absorbancie. V takomto pripade je vysledna

absorbancia, pri zvolenej vinovej diZke, su¢tom absorbancii vietkych zloZiek v roztoku:

A= angﬂi X C;
il

KVALITATIVNA ANALYZA

Poloha absorpénych pasov v UV-VIS spektrofotometrii je dana absorbovanou energiou pri
elektronovom prechode a suvisi so Strukturou latky. V kvalitativnej analyze sa ultrafialové
a viditelné (UV-VIS) spektrd 1atok vhodne doplituji informécie pri identifikdcii nezndmych
organickych latok apri rieSeni Struktirnych otazok z merania infracervenych, NMR
a hmotnostnych spektier a to porovndvanim zmeraného priebehu UV-VIS spektra so znamymi

spektrami.

METODA VYHODNOTENIA

Metéda kalibracnej krivky je najpouZzivanejSia a najvhodnejSia metdoda na stanovenie
koncentrécie analytu. V pripade analyzy série podobnych vzoriek pre kazdy analyt je potrebné
zostrojit’ zvlastnu kalibra¢ntl zavislost’. Kalibra¢na zéavislost’ pre analyt sa ziskava meranim
signalov analytu v roztokoch S, ktoré maji rovnaké priemerné zloZenie ako vzorky, ale s
odstupniovanou, znamou koncentraciou analytu €. Kalibracné zavislosti prechaddzaju pociatkom
osi a az po ur€itll koncentraciu maju linedrny charakter. Oblast’ nad touto koncentraciou sa
obyc€ajne uz nevyuziva pre odc¢itanie prislusnej koncentracie, nakol’ko od¢itanie je zatazené
vel'kou neistotou. Preto sa Casto vyuziva postup riedenia vzoriek, ktorych signal presiahol bod
urceny hodnotou €. Zriedena vzorka musi mat’ signal, ktory sa d4 vyhodnotit’ pomocou linearnej
oblasti kalibracnej zavislosti. Priebeh kalibracnej zavislosti zahfiia vplyv matricového efektu

na merany signal.
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Kalibracéna krivka

StS=a+bxcle
50

40 —

30

20 = a - lisek na osiy

10 - b - smernica zavislosti

1 2 3 4 5 C
Vypocet vybranych Statistickych parametrov:

2%
ARITMETICKY PRIEMER : X = X+ X, + X+ + X, 0

SMERODAJNA ODCHYLKA:

ODHAD SMERODAJNEJ ODCHYLKY:

RELATIVNA SMERODAJNA ODCHYLKA: RSD(%) = S x100%
X
ABSOLUTNA CHYBA: A=x —u
RELATIVNA CHYBA: 5.=2 x100%
Y7,

kde: n - pocet merani; xi - hodnota merania a u - skutocna hodnota.

Prirodné farbiva v rastlinach

Prirodné farbiva su prirodzenou sucastou prirody okolo nas. V zlozitom systéme
vzt'ahov medzi biologickymi objektami maju vel'a a ¢astokrat aj zvlaStnych tloh. Chlorofyly,
karotenoidy, xantogény su sucastou systémov zachytdvajucich energiu fotonov vo
fotosyntetickych aparatoch rastlin. Podobnti funkciu v energetickom systéme zivocichov ale

zameranu na transport kyslika v maju hemoglobin a in¢ krvné farebné latky.
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Betanin, je ¢ervené glykozidové potravinarske farbivo ziskavané z ¢ervenej repy (Beta
vulgaris). Aglykon betaninu ziskany hydrolyzou a oddelenim molekuly glukézy sa nazyva

betanidin a ako potravinarske farbivo ma znacku E162.

Betanin sa obycajne ziskava z extraktov stavy cervenej repy. Koncentracia betaninu v
ervenej repe sa pohybuje v rozmedzi 300-600 mg kg*. Okrem uvedeného zdroja sa nachadza
spolu so sprievodnymi betalaninmi aj v plodoch — kaktusovych figach opuncii (Opuntia ficus-
indica), v kvetoch, plodoch a listoch stromov amarant (napriklad Amaranthus caudatus) a
mnohych inych zo 44 zastupcov tohto druhu.

Betanin sa pouZiva hlavne na dofarbovanie mrazenych potravin, potravin predavanych
v suchom stave a tiez potravin, ktoré maju definovanu kratku dobu od vyroby do spotreby.
Pouziva sa tiez na dofarbovanie misa a parkov, zmrzlin, cukrikov, krémov, ovocnych dreni a
naplni, paradajkovych pretlakov polievok a mnohych inych potravin. Betanin sa
neznehodnocuje ani pasteurizaciou, napriek posobeniu vysokych teplot, pokial’ je v prostredi s
vysokym obsahom cukrov. AvSak pri vyrobe za vysokej teploty extrudovanych cukrikov sa
pridava az v konec¢nej faze ich vyroby. Betanin sa v ¢revach dobre absorbuje a priaznivo pdsobi
ako antioxidant. Po jeho konzuméacii mézeme pozorovat’ jeho pritomnost’ v moci a stolici na
zaklade ich charakteristického sfarbenia. Betanin nema prakticky Ziadne alergizujice ucinky
na organizmus.

Betanin degraduje — chemickd Struktira betaninu sa meni pdsobenim svetla, pri
zohrievani a vplyvom vzdusného kyslika. Jeho citlivost’ na oxidaciu kyslikom je najvécsia pri
potravinach s vysokym obsahom vody a v pritomnosti niektorych katiénov kovov (napr., Zeleza

a medi). Tento proces tieZ spomal’uju antioxidanty, napriklad kyselina askorbova. Betanin je v
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suchom stave odolny aj voc¢i pdsobeniu vzdusného kyslika. Uvedené skutocnosti jasne
poukazujui na potrebu analyzy betaninu v réznych vzorkach a v réznorodych suvislostiach.

Sfarbenie roztokov betaninu zavisi od pH. Pri hodnotach pH v rozmedzi 4.0 az 5.0 je
roztok betaninu jasne modrocerveny, a pri zvySovani hodnoty pH sa stdva modrofialovym. Pri
d’alSom zvySovani pH do alkalickej oblasti betanin zac¢ina hydrolyticky degradovat’ o ma za
nasledok zmenu sfarbenia roztoku na zltu farbu a d’alej na hnedu farbu.

Betanin je betalainové farbivo a v Cervenej repe sa okrem neho nachddzaju v menSom
zastipeni aj izobetanin, probetanin, neobetanin, a farbiva s odlisSnou chemickou Struktirou e

indicaxantin a vulgaxantiny.
HO

O

OH
M
H
i 8]
Chemicky nazov: 4-(2-(2-karboxy-5-(beta-D-glukopyranozyloxy)-2,3-dihydro-6-hydroxy-1H-indol-1-
yl)etenyl)-2,3-dihydro-(S-(R*,R*))-2,6-pyridindikarboxylova kyselina

BETANIN

funk¢éné skupiny zodpovedajice
HO za rozpustnost’ vo vode

Sumarny vzorec: C24H27N2013,
Molovéa hmotnost™: 551.48 g/mol

. chromoférna ¢ast’ molekuly betaninu
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Aj v tejto tlohe je mozné vidiet’ vel'mi dobre prepojenie chémie, biologie a fyziky. Dané

prepojenie mozete vidiet’ na nasledujicej schéme:

UV-VIS analyza
vyluhu cervenej repy

bioldgia chémia fyzika

pouzité chemikalie na
pripravy roztokov s
roznym faktorom
riedenia vyluhu a na
overenie vplyvu pH na
Struktiru betaninu

UV-VIS analyza
biologickej vzorky -

platnost’ fyzikalneho

zakona pri UV-VIS
analyze (Lambert-
Beerov zakon)

cervenej repy
(konkrétne betaninu v

jej vyluhu)

EXPERIMENTALNA CAST

Ulohy

1. Zmerajte UV-VIS spektrum vodného extraktu ziskaného macerovanim vzorky ¢ervenej repy

(kocka s hranou cca 1 cm) po dobu minimalne 5 minit a urdite vlnova dizku absorpéného

maxima (maxim) Amax.

2. Overte platnost Lambertovho - Beerovho zakona pre dany konkrétny postup zried’ovanim
povodného extraktu minimélne 3 x vZdy na polovicu a zostrojte kalibra¢nt ¢iaru A = f(
zried’'ovaci faktor).

3. Stanovte neznamu koncentraciu betaninu v extrakte a vyjadrite ju ako pomerné ¢islo

k povodnej koncentracii povazovanej za jednotkovu.
Roztoky, pristroje a zariadenie

Destilovana voda, roztok HC1 0,1 mol dm™ , roztok NaOH 0,1 mol dm™ | spektrofotometer

Shimadzu, sklené a kremenné kyvety (d = 1 cm), kadicky, odmerné valce, pipety
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Pracovny postup

1.

10.

11.

Zo zasobnika deionizovanej vody odpipetujeme 10 cm?® do kadi¢ky objemu 25 cm?.
Pridame z Gervenej repy vyrezanu 1 kocku s objemom priblizne 1 cm® a macerujeme ju po
dobu minimalne 5 minat. Po uplynuti tejto doby zlejeme cast’ Cervenkasto sfarbenej
tekutiny do d’alSich 3 kadiciek tak aby v kazdej bol objem vodného extraktu priblizne 3
cm®,

Z prvej kadicky odlejeme roztok do plastovej alebo sklenej (pripadne kremennej) merace;j
kyvety tak, aby vyplnil priestor do vysky minimalne 5 mm nad rysku oznacujucu
minimalnu vysku hladiny meranej tekutiny, ktora zabezpeci spravne meranie.

Odmeriame spektrum betaninu vo viditeI'nej oblasti spektra od 400 nm do 750 nm.

Z kyvety zlejeme extrakt spit’ do povodnej (prvej) kadi¢ky a pridame k 3 cm?® roztoku
pipetou presne 1 cm® deionizovanej vody, premiesame a opit’ odmeriame spektrum.

K druhému podielu vzorky priddme presny objem 1 c¢cm?® roztoku 0,1 mol dm™ HCI,
zamieSame pri¢om pozorujeme zmenu sfarbenia betaninu v extrakte cervenej repy.

Z druhej kadic¢ky odlejeme roztok do sklenej (pripadne kremennej) meracej kyvety tak, aby
vyplnil priestor do vySky minimélne 5 mm nad rysku oznacujucu minimalnu vysku hladiny
meranej tekutiny, ktora zabezpeci spravne meranie.

K tretiemu podielu vzorky pridame presny objem 1 cm? roztoku 0,1 mol dm= NaOH,
zamieSame a pri¢om pozorujeme zmenu sfarbenia betaninu v extrakte ¢ervenej repy.

Z tretej kadiCky odlejeme roztok do plastovej alebo sklenej (pripadne kremennej) merace;j
kyvety tak, aby vyplnil priestor do vySky minimédlne 5 mm nad rysku oznacujucu
minimalnu vysku hladiny meranej tekutiny, ktora zabezpeci spravne meranie.

Poznamka k meraniu spektier: meraciu kyvetu niekolkokrat vypldchneme meranym
roztokom, ktory vzdy zlejeme spat do kadicky. Kywvetu sroztokom vlozime do
registraného spektrofotometra a premeriame zavislost’ A = f(A) v rozsahu 400 — 750 nm.
Ako porovnavaci roztok pouzijeme deionizovantl vodu. Meriame podl'a ndvodu na obsluhu
pristroja, pripadne podl'a pokynov vyucujuceho. Z nameraného spektra (graf zavislosti A
= (L)) uréime vInovt dizku maxima Amax, pripadne maxim.

Diskutujte vztah farebnych zmien pri r6znych hodnotach pH. Pokuste sa vysvetlit’ preco
dochéadza k farebnym zmenam v suvislosti so zmenami chemickej Struktiry betaninu.
Zried'ujte opakovane pdvodny vodny extrakt Cervenej repy vzdy na polovicu a odmerajte
spektrum za definovanych podmienok zriedenia. Postup opakujte az pokial’ nebudete
schopni odlisit’ spektrum od nulovej linie. To znamena, ked’ su vlastnosti vel'mi zriedeného

extraktu zdanlivo totozné s vlastnostami deionizovanej vody v porovnavacej kyvete.
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12. Zostrojte kalibra¢nti zavislost’ ako vztah A(Amax) = f(zried’'ovaci faktor), pricom zried’ovaci
faktor bude mat’ hodnotu 1 pre nezriedeny extrakt, 0,5 pre pévodny extrakt zriedeny na
polovicu, 0,25 pre pdvodny extrakt zriedeny na jednu Stvrtinu a tak d’alej.

13. Diskutujte platnost’ Lambertovho-Beerovho zdkona a zostrojent kalibra¢nii zavislost

pouzite na zistenie neznameho zried’ovacieho faktora vo vzorke.
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NAVOD NA OBSLUHU PRISTROJA PASCO
SPECTROMETER PS-2600

[ PASC (A
SPECTROMETER

PS-2600  WIRELESS Spectrometer & Fluorometer

ZAPNUTIE PRISTROJA:

1. Zapnut pristroj tla¢idlom na pravej bo¢nej strane pristroja (.l)

2. Pripojit’ spektrometer PS-2600 cez USB kabel (zelena LED svieti trvale) alebo cez Bluetooth
(modra LED svieti trvale).

KALIBRACIA PRISTROJA

1. Kalibracia spektrometra za pouzitia Blank rozpustadla — vlozit' kyvetu (hladka z dvoch stran)

s roztokom rozpustadla na doraz tak aby jej hladka stena smerovala k obrazku spektra (detektora).

-

Vybrat’ vl'avo dole prvu ikonu tmavej kyvety

(automaticky vypne zdroj svetla), potom stlacit’

biely symbol kyvety vpravo od nej (zapne zdroj svetla) cez referenény Blank roztok

rozpustadla. Kalibracia je hotova a nad obidvomi symbolmi kyviet st vyznacené odfajknutia O

MERANIE NA PRISTROJI

1. Meranie spustime stlacenim ikony vlavo dole @ a ukonc¢ime kliknutim na @

2. Ocistenu kyvetu naplnenou prvym kalibra¢nym roztokom (obyc€ajne s najvysSou koncentraciou
analytu, aby sme videli dobre vyvinuté spektrum) vlozime do kyvetového priestoru a odmeriame
spektrum analytu.

3. Podra potreby upravime spektrum zmenou $kély na osi y (Absorbancia) aj na osi x (VInova dizka).

4. Nadstavime vinovu dizku na meranie d’al§ich kalibra¢énych roztokov v absorpénom maxime. Z toho

I B
dévodu si zvolime ikonu =~ na spodnom okraji.

5. Potiahnutim zvol'te vlnova dizku pri ktorej chcete zmerat' absorbancie ostatnych kalibraénych

roztokov potvrd’te v Pristroj je pripraveny na konS$truovanie kalibra¢nej krivky.
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MERANIE KALIBRACNEJ ZAVISLOSTI

1. Klikneme na ikonu Koncentracia Ii na hornej liste. Dostaneme sa do okna na meranie bodov
kalibra¢nej krivky.

2. V prvom poli tabulky vlavo Koncentracia sa su zadané pausalne hodnota 0,200-0,800 mol/l.
Zmenime ich na spravne hodnoty koncentracii vzoriek Standardov analytov, ktoré sme si pripravili.

3. Odmeriame sadu pripravenych kalibraénych roztokov podla hodnét koncentracii uvedenych
v Pavom stipci tabulky nasledujiico: vlozime kyvetu sprvym S§tandardnym roztokom do

kyvetového priestoru, ozna¢ime okno v pravom stipci (Absorbancia) prisluchajicej koncentracii a

spustime meranie stla¢enim ikony vl'avo dole ©, odmeranu hodnotu absorbancie potvrdime v,

Prejdeme na dalsi riadok a vlozime kyvetu s nasledujiicim kalibraénym roztokom (vSetko pri
spustenom merani- stale v rezime ®). Pockame pokial' sa hodnota absorbancie neustali a
potvrdime ¥ hodnotu. Takto postupujeme pre vSetky kalibraéné roztoky. Merania ukon¢ime
stlacenim @

4. Podra potreby upravime spektrum zmenou $kaly na osi y (Absorbancia) aj na osi x (VInova dizka).

5. Pouzijeme linearnu fitovaciu funkciu li Ciary a Objavi sa fitovand trendova priamka a rovnica

linearnej funkcie.
6. Softvér je pripraveny na vyhodnotenie nezndmej koncentracie analytu vo vzorke. Vlozime kyvetu
s roztokom vzorky o neznamej koncentracii analytu. Klikneme na okienko Absorbancia v tabul’ke

Stanovenie neznamej koncentracie vlavo dole. Stla¢ime S$tart merania @ a odsuhlasime

namerand hodnotu absorbancie ¥ . Ak mame viac vzoriek, ich hodnoty absorbancie odmeriame
rovnakych postupom. Merania ukoncime stlacenim @

7. Z nameranej hodnoty absorbancie a rovnice linearnej funkcie kalibracnej zavislosti vypocitame
koncentraciu analytu vo vzorke.

8. Do tabulky mézeme vlozit aj nami odhadnuti hodnotu koncentracie z grafu a farebné

oznacenie bodu nam napovie ako dobre sme hadali, alebo hodnotu vypocitali z rovnice:

@ vyborne, s uspokojivo, X_ zly odhad. Hodnoty sa mdézu menit’ az kym mame

spravnu hodnotu, tesne prelozenu trendovou ¢iarou.

VYPNUTIE PRISTROJA:

1. Na pristroji vypnut tlacidlo (')
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3. JE MOZNE ODDELIT OD SEBA ROZNE PRIRODNE FARBIVA?

TEORETICKY UVOD

Chromatografia je separa¢na metdda, v ktorej sa jednotlivé zlozky vzorky pocas
transportu v chromatografickom prostredi prerozdel’uji (distribuuju) v réznej miere (podla
vzajomne;j afinity) medzi dve fazy, z ktorych jedna je nepohybliva (stacionarna faza), zatial’ co
druha - pohybliva (mobilnd) faza sa pohybuje cez stacionarnu fazu definovanym smerom.
Vseobecne maju obidve tieto fazy nejednotni mikroheterogénnu povahu. Svojim uréenim je
chromatografia predovsetkym kvalitativna a kvantitativna metdda na analyzu organickych aj
anorganickych latok nepoléarnej, polarnej resp. id6novej povahy pritomnych vo vzorkach vo
vysokych aj nizkych koncentracidch.

Chromatograficky proces je vysledkom pocetného opakovania sa zakladnych dejov
sorpcie a desorpcie pocas pohybu zloziek l6zkom porovitej stacionarnej fazy, ktoré je
Vv kolénovych technikach valcovité a v tenkovrstvovych technikach plosné.

Separaciu (vzajomné oddelenie) jednotlivych zloZiek vzorky spdsobuju rozdiely vo

velkosti distribu¢nych konstant v systéme zvolenych faz.

ROZDELENIE CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Chromatografické metddy je mozné rozdelit' na zéklade roznych klasifikacnych
kritérii:
1. skupenstvo, v ktorom sa nachddza mobilna fdza

» Plynova chromatografia (Gas Chromatography, GC); mobilnou fazou je plyn.

= Kvapalinova chromatografia (Liquid Chromatography, LC); mobilnou fazou je kvapalina.

» Superkriticka fluidna chromatografia (Supercritical-Fluid Chromatography, SFC); mobilnou

fazou je latka v nadkritickom stave.

2. fyzikalno-chemicky dej, ktory prevlada pri separacii
» Adsorpéna kvapalinova chromatografia (Liquid-Solid Chromatography, LSC); zlozky

vzorky sa separuju na zaklade ich r6znej schopnosti viazat’ sa (adsorbovat’ sa) na povrch
stacionarnej fazy (tuha latka).

» Rozdel'ovacia kvapalinova chromatografia (Partition Liquid Chromatography resp. Liquid-

Liquid Chromatography, LLC); zlozky vzorky sa separuji na zaklade ich odliSnej

rozpustnosti v stacionarnej (kvapalina) a mobilnej faze (kvapalina, resp. plyn).
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Ionovo-vymenna chromatografia (lon-Exchange Chromatography, IEC); zlozky vzorky sa

separuju na zaklade rozne velkych elektrostatickych pritazlivych sil medzi elektricky
nabitymi funkénymi skupinami stacionarnej fazy (ionomenic) a ionmi vzorky.

Afinitna chromatografia (Affinity Chromatography, AC); stacionarna faza je schopna viazat’

zo vzorky len urcité zlozky, ku ktorym ma selektivny vztah (afinitu) dany usporiadanim
funkénych skupin v trojrozmernom priestore.

Gélova chromatografia (Gel Chromatography); zlozky vzorky sa separuju podla svojej

velkosti v porovitej stacionarnej faze (gél). MensSie molekuly vzorky sa v pdéroch gélu

zadrziavaju dlhsie (molekulovy sietovy efekt) ako makromolekuly.

3. podla geometrie usporiadania staciondrnej fazy

Kolénové chromatografia; staciondrna faza je umiestnena v kolone.

Plosné techniky

- Papierové chromatografia (Paper Chromatography, PC); staciondrna faza je stcast'ou

chromatografického papiera.

- Tenkovrstvova chromatografia (Thin Layer Chromatography, TLC); porovita stacionarna

faza je umiestnend na pevnom planarnom (plochom) podklade, napr. hlinikovej folii

alebo sklenenej doske.

4. podla sposobu ziskania chromatogramu

Eluéna chromatografia; zaloZzena na jednorazovom nadavkovani vzorky do kolony a jej

naslednom vymyvani mobilnou fazou. Objem vzorky davkovany na kolénu je cca. do 1 %
objemu kolony. V praxi sa tato technika pouziva najviac.

Frontdlna chromatografia; zaloZend na kontinudlnom privadzani vzorky do kolony

v mobilnej faze. Objem davkovanej vzorky je mnohonasobne vyssi ako objem kolony.

Vytlacacia chromatografia; zaloZzena na davkovani vzorky do kolény, podobne ako pri

elucnej technike, pricom ako mobilnd faza sa pouziva roztok vytla¢adla v rozpustadle.

Objem vzorky davkovany na kolénu az 50 % objemu kolony.

Priklady r6znych technik kolonovej chromatografie su znazornené na obr. 1A-C.
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Obr. 1. Spésoby ziskania chromatogramu v kolonovej chromatografii
A — elu¢na chromatografia, B — frontalna chromatografia a C — vytla¢acia chromatografia

datektor

v

Papierova chromatografia

Papierovd  chromatografia patri usporiadanim  experimentu k  ploSnym
chromatografickym technikam. Na rozdiel od TLC, pri ktorej je vrstva sorbentu nanesena na
vhodnej podlozke (sklo, plastova folia, hlinikova folia), je papier vdaka vldknitej Struktire
celulézy samonosny. Separacia je zalozena na opakovanom rozdel'ovani chromatografovanej
latky medzi dve fazy, z ktorych jedna je nepohybliva (staciondrna) a druha sa pohybuje
(mobilné faza). V pripade papierovej chromatografie sa zlozky vzorky rozdel'uju medzi dve
navzajom nemieSatel'né kvapalné fazy (rozdel'ovacia chromatografia), z ktorych jedna je kvoli
interakciam vnutri porov stacionarnej fazy tiez nepohybliva. Na celuldze sa z inak homogénne;j
mobilnej fazy prednostne zadrZiava polarnejSia zloZka - obycCajne voda, ktora takto vnutri pérov
celulozy vytvara kvapalné prostredie s odliSnym zloZenim ako méa mobilna faza.

Mobilnd faza sa pohybuje vo vrstve staciondrnej fazy ucinkom kapilarnych sil,
vzlinanim. Pohybom mobilnej fazy su zlozky vzorky unaSané v smere pohybu tejto fazy
a opakovane, kontinualne a v r6znej miere danej ich chemickou a Strukturnou odliSnostou su
zachytavané interakciami so staciondrnou fazou. Viacnasobnym opakovanim tohto procesu
mdze dojst’ k vzajomnému odliSeniu chromatografovanych latok. Pri separacii farebnych latok
pozorujeme vysledok tychto dejov ako rozne rychly postup farebnych skvin na papieri v oblasti
medzi Startom (bodom nanesenia vzorky) acelom postupujiceho rozpustadla.
Charakteristickou kvalitativnou ¢rtou kazdej zlozky vzorky je poloha jej Skvrny, jej spravanie
a vzhlad pri detekcii. Velkost' a intenzita signalu (farebnost’) Skvrny méa vztah ku mnoZzstvu

analyzovanej latky v Skvrne (kvantitativna Crta).
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Technika papierovej chromatografie

Pri vzlinani - prietoku mobilnej fazy papierom, dochadza k chromatografickému
procesu. Vzorka sa nanesie na grafitovou ceruzkou naznacenu Ciaru (2 cm od spodného okraja
archu papiera) na Start obyCajne v podobe malej Skvrny s priemerom 1 mm az 3 mm.
Na jednom archu papiera je mozné paralelne separovat’ zlozky az 10 vzoriek. Po odpareni
rozpust'adla sa papier spodnym koncom ponori do mobilnej fazy tak, aby bol 1 cm spodnej ¢asti
papiera ponoreny a Startova Ciara s nanesenymi $kvrnami vzoriek bola 1 ¢cm nad hladinou
mobilnej fazy. Ked Celo mobilnej fazy dosiahne potrebnu vzdialenost’ (minimalne 10cm),
papier sa vyberie z vyvijacej komory, oznac¢i sa ¢elo mobilnej fazy a po vysuSeni priamo
vyhodnotime vysledok separacie farebnych analytov.
Pre kazdy analyt je na chromatograme charakteristickd jeho poloha, ktord zohladiiuje
posobenia rozdielov sil cez rozdel'ovacie koeficienty a je vyjadrena hodnotou Rr (retardation
factor). Je to pomer vzdialenosti stredu Skvrny od Startu (a) a vzdialenosti ¢ela mobilnej fazy

od Startu (b):

R = 1)

(@]

-

v

S

Obr. 1: Znazornenie vypoétu hodnoty Rr. S - (tart) miesto nanesenia vzorky, C - &elo mobilnej fazy

Hodnoty Rr sa pohybuju od 0 do 1. Pre latky, ktoré zostavaju blizko Startu, sa R blizi k nule.
Pre latky, ktoré sa pohybuju nezadrzané stacionarnou fazou takmer s ¢elom mobilnej fazy sa
Rr blizi k jedne;.

Chromatograficky papier

Chromatograficky papier je velmi ¢&isty celulozovy papier, ktory musi splhat viaceré

podmienky:
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- relativne rychly prietok mobilnej fazy umoziujuci rychlu analyzu,

- dostato¢na homogenita, kapacita a mechanicka pevnost,

- maly obsah necistot.

Nedodrzanie tychto podmienok mdze mat’ za nasledok neprimerane dlht analyzu, nerovnorody
a tazko vyhodnotitel'ny tvar skvin, pred¢asné ukoncenie experimentu a problémy s detekciou
separovanych latok. Pre ucely papierovej chromatografie sa vyrabaju Specidlne
chromatografické papiere liSiace sa hribkou (0,15 mm az 0,5 mm), hustotou (plo§na hmotnost’
85 az 180 g m™?), homogenitou kladenia vlakien a &istotou (napr. Whatman, Schleicher-Schull).
K idealnemu chromatografickému papieru sa blizia niektoré¢ druhy filtra¢ného papiera, ktoré je

mozné tieZ pouzit’ po premyti papiera, odstraneni pripadnych necistot a vysuseni.

Analyza vodorozpustnych farebnych latok (farbiv)

Vodorozpustné farebné latky si v naSej spolo¢nosti nasli Siroké uplatnenie ako farebné
zlozky napriklad prostriedkov pre vizualizaciu informacii, zlepSenie vzhl'adu potravin a z nich
hlavne napojov. Denne sa s nimi stretdvame v podobe atramentov do farebnych ceruziek —
fixiek, atramentov do tladiarni, zapisovacov a podobne. Z pohl'adu ich chemickej Struktary sa
takmer vzdy jedna o zlozité zlucCeniny, ako je to dokumentované Struktirnymi vzorcami
niekol’kych vybranych farbiv. Jednou z podmienok farebnosti latok je pritomnost” aspon 10
konjugovanych alebo delokalizovanych dvojitych vézieb v ich molekule, alebo pritomnost’

kovov prechodnych prvkov komplexovanych v podobnych Strukttrach farbiv.

N\CHg H5C2\\ Br N CH3
/N CH ~
H3C 3 H3C/ CH3
/N\+ c N Cl
HC” “CHy HC” “CH,
Krystélova violet Metylova zelena
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_CHa
N~cH;,
C

(] s

N NaO—C "

H3C CH3 O

SO3Na
Malachitova zelena Tartrazin

Aj pri tejto ulohe, konkrétne pri kvalitativnej analyze potravinarskych farbiv pomocou
papierovej chromatografie, je mozné vidiet’ prepojenie chémie, bioldgie a fyziky, ktoré mozete

vidiet’ v nasledujucej schéme:

kvalitativna analyza
potravinarskych

farbiv papierovou
chromatografiou

J

biologia chémia

analyza B LS platnost’
biologickych ponlle dramilzli fyzikalnych
VZOri eky- na pripravy zékonovypri
potravinarskych m%l:;glg:r}(llgiz a papierovej
farbiv, fixky chromatografii
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EXPERIMENTALNA CAST

Pomocky a chemikalie
Chromatograficky alebo filtratny papier, vyvijacia nadoba, kadicka, deionizovana voda,
chlorid sodny C¢isty, nanasacia kapilara (2 pl), individudlne Standardy farbiv, zmes

vodorozpustnych farbiv v roztoku, rozne farebné fixky.

Ulohy
1. Porovnat separaciu jednotlivych farbiv za pouzitia roznych mobilnych faz.
2. Vyhodnotit’ RF hodnoty separovanych farbiv a porovnat’ ich s Rr hodnotami vybranych
Standardov vodorozpustnych farbiv. Na zdklade vyhodnotenia priradit’ odpovedajice
Standardy k jednotlivym fixkédm.

3. Diskutovat’ vzt'ah medzi farbou fixky a po¢tom a kvalitou farbiv v nej obsiahnutych.

Pracovné podmienky a postup

Na papier (velkost papiera prisposobte vyvijacej nadobe —cca 18,5 x 15,0 cm) narysujte
grafitovou ceruzkou vodorovnii ¢iaru vo vzdialenosti 2 cm od spodného okraja (Start) a na fiu
vyznacte v 1,5 — 2,0 cm odstupoch od l'avého okraja papiera miesta pre nandsanie vzoriek a
Standardov. Na jednotlivé body postupne naneste vzorky fixiek a Standardov farbiv tak, aby
priemer Skvrny nebol vacsi ako 2 mm. Priblizne 0,5 cm pod hornym okrajom papiera naneste
vzorky fixiek a Standardov farbiv v identickom poradi ako na spodnej Casti papiera a jednotlivé
Skvrny si popiste. Skvrny na hornom okraji papiera st referenéné $kvrny umoZiiujuce
diskutovat’ vysledok delenia spovodnym vzhladom farby fixky. Vlozte pripravené
chromatografické papiere do vyvijacej nadoby s mobilnou fazou a pozorujte separaciu.
Mobilnou fazou je deionizovand voda resp. 3 % roztok NaCl alebo NaNOs (podl'a pokynov
vyucujuceho). Hladina mobilnej fazy by mala siahat’ priblizne 1 cm od spodu nadoby. Ked’ ¢elo
mobilnej fazy dosiahne potrebni vzdialenost’ (minimalne 10 cm od Startu), papier z vyvijacej
nadoby vyberte, oznacte Celo mobilnej fazy a po vysuseni priamo vyhodnot'te vysledok

separacie farebnych analytov.
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4. KONTROLA KVALITY MLIEKA VYUZITIiM ROZPTYLU
ELEKTROMAGNETICKEHO ZIARENIA

Teoreticky uvod

otg’ektl’vny nastroj pre
odhalenie podvoduv
kvalite mlieka

‘ Turbidimetria— ‘

M.Hutta, B.Brestenska
Prirodovedecka fakulta UK, 2019

Obr. 1 e-protokol v Sparkvue

Wireless senzor Kolorimeter

a turbidimeter < u &b
b

Turbidimetria (nazov odvodeny od zdkalu)

je proces merania straty intenzity svetla - ! » — 3

prechadzajiceho cez merany roztok [ = '

(prepustaného svetla) v désledku —

rozptylového ucinku castic nachadzajicich o

sa v nom (rozptylenych). Svetlo prechadza —

cez filter ( u pristrojov s LED zdrojom svetla o= PASCO 3O

ho netreba), ¢im vytvara svetlo so znamou wireless

vinovou dizkou, ktoré sa potom vedie cez colorimeter

kyvetu obsahujticu roztok. Fotoelektricka i rabnidity

bunka (fototranzistor, fotonasobic

a podobne) zhromazduje svetlo, ktoré
prechadza kyvetou. Potom sa udava
mnozstvo rozptyleného svetla.

Obr. 2 Teoreticky tvod k experimentu

V jednolucovych pristrojoch vkladame do drédhy svetelného luca striedavo kyvetu s
porovnavacim a meranym roztokom. Na zaklade porovnania ich rozptylu svetla urcime
koncentraciu, alebo riedenie meranej vzorky. Takymto sposobom sa eliminuji vSetky negativne

vplyvy, ktoré ovplyviiuji rozptyl svetla sposobeny meranou latkou. Porovnavaci roztok
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obsahuje vsetky zlozky meraného roztoku, okrem meranej latky. Niekedy sa v literature

oznacuje ako "blank" alebo "slepy roztok".

Rozsirujuce informacie pre ucitela

Mlieko je velmi vyznamnou potravinou, na ktorej sme hlavne v rannom detstve

mimoriadne zavisli. To vyjadruje aj nazov cicavce (lat.
Mammalia), ktoré s vyvojovo pokrocilou triedou stavovcov, e
ktord sa v sucasnosti vyskytuje takmer vSade na Zemi. V -
sucasnosti je na celom svete zisteny vyskyt takmer 5500
druhov cicavcov.

Pojem  mlieko je  velmi  rozSireny a
mnohovyznamovy, méze to byt kvapalina produkovana
prsnymi zI'azami samic cicavcov na vyzivu mlad’at, kvapalina
alebo Stava podobnd mlieku cicavcov (napr.: kokosové
mlieko, pletové mlieko, kaucukové mlieko, cementové
mlieko, vépenné mlieko, so6jové mlieko, ryzové mlieko,
mandl'ové mlieko a iné mlieka). Vyznamovo a prenesene moze znamenat’ biele sfarbenie,
belost. TieZ sa vyskytuje v narecovych nazvoch niektorych rastlin - Zabacie mlieko (mlie¢
mociarny), vtaci¢ mlieko (lastovicnik vacsi).

Viac o mlieku pozri na https://sk.wikipedia.org/wiki/Mlieko_(cicavce).

Mlieko je vel'mi zlozitou zmesou latok, z ktorych vyznamnu ulohu pre na$ vyvoj ma
mlie¢na bielkovina — kazein. Kazein sa vyskytuje len v mlieku cicavcov. Jeho obsah kolise
medzi 70 — 80 % z celkového poctu bielkovin. V susine mlieka je ho asi 2,5 — 2,6 %. Je to
bielkovina syntetizovana v sekrecnych bunkach mlie¢nej Zl'azy. Vytvéara zlozité utvary -
nachadza sa vo forme kazeinovych miciel (koloidna faza — 90 — 95 %) a ako rozpustny
(molekularna faza — 5 — 10 %). Micely su utvary, ktoré vznikaju vo vodnej faze mlieka
ako dosledok pritomnosti tukovych kvapocok, ktoré sa neznasaju s vodou (st hydrofébne,
po grécky je hydor voda a fobein znamena bat’ sa) a nevedia sa v nej rozpustit’ na pravy
roztok. Micely v mlieku a ich agregaty vhnimame ako biele, pretoZe maju vel’kost’ vicSiu
(radovo mikrometre, 10® metra) ako je vlnova diZka &erveného svetla (cca 600-700 nm;
0,7 mikrometra) a odrazaja do naSich oc¢i vSetky fotony denného svetla (od 400 nm po 750

nm). Pri dostatku Ca prevladajii micely. Dal§im faktorom je teplota. Pod 5 °C (2 — 3 dni)
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prechddzaju micely na rozpustny kazein. Nad 70 °C pribuda rozpustny kazein (vznika
nerozpustny Ca). Pri dlhodobom skladovani sa uvolnuje B-kazein (50 %). Degraduje na y-
kazein a ten degraduje protedzo—peptonovu frakciu. Velkost’ miciel 80 — 300 nm. Pri ovéom
80 nm. Micely sa skladaju zo submiciel, ktorych je od 300 do 500. Tieto st pospédjané idnmi
Ca %", Mg %, HPO4% ,citratovymi, v malom mnozstve aj Na*, K*, Mn 2*,

Na povrchu submiciel je nerozpustny Cas(POas)2 a tiez zabudovany »-kazein. Medzi
micelami sa nachidza kapilarna voda. Vodu viazu cukry x — kazeinu a bielkoviny
(aminokyseliny COO"). Vsetky vlastnosti sa odvijaju od existencie hydrataéného obalu. Micely
maji na povrchu hydrataény obal, ktory je tym vacsi, ¢im ma micela vic¢si naboj. V
izoelektrickom bode ma vody najmenej a rozpustnost' a stabilita micely je najniZsia.
Hydratacny obal sa zmenSuje teplom, solami (vysol'ovanie), dobre rozpustnymi latkami vo
vode (alkohol), blokovanim polarnych skupin tazkymi kovmi alebo hydrokoloidmi.

Kazein v ¢erstvom mlieku sa vyzna¢uje vel’kou termostabilitou, zraza sa pri teplote 150 °C za
niekol’ko sekund a varom po niekol’kych hodinach. Zrdza sa syridlom, kyselinami, niektorymi
solami (CaClz, nasytenym roztokom siranu hore¢natého alebo amoénneho, sol'ami tazkych

kovov atd’.) https://vsetkomlieko.webnode.sk/news/kazein-v-mlieku-zlozenie-mlieka-/.

Pri tejto tulohe, konkrétne pri turbidimetrickej analyze mlieka je mozné vidiet

prepojenie biologie, chémie a fyziky, ktoré je znazornené na nasledujicej schéme:

turbidimetricka

analyza vzoriek
mlieka

biologia chémia fyzika

analyza pouzité chemikalie platnost’

biologickych na pripravu fyzikalnych
vzoriek - vzorky riedenych vzoriek zakonov pri
mlieka mlieka turbidimetrii

Pomdcky a materialy

e Laboratorne pomocky a materialy:
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o  4x 25 ml kadicka

4 pipety
plastové kyviety
d=

o

(0]

o

o laboratorny plast
o Mlieko (polotu¢né, plnotucné,
nadojené od chovatel’a krav)

o Jednorazové rukavice

e Digitalne pomocky: -
o PASCO kolorimeter a turbidimeter ] %] ’<-=
o tablet, iPad <
PASCO 30

o  Softvér Sparkvue colorimeter

o  Softvér Word Microsoft Office 365

Bezpecnost’

sklend tyc€inka

|E’
o 3 odmerné valce
o destilovana voda

1 ]

Obr. 4 Laboratorne pomdécky (Beljcka 2019)

b

and
turbidity

Obr. 5 0-1https://www.pasco.com/prodCatalog/PS/PS-
2600_wireless-colorimeter/index.cfm

Experiment/badanie je zhladiska bezpecnosti nenaro¢ny, Studenti pracuji s mliekom,

s destilovanou vodou.

Priprava techniky na experimentovanie

Pred vyucéovacou hodinou ucitel’ pripravi:

>

>
>
>

Tablety (nabije) a nahra do nich iPL (e-protokoly).

Pasco kolorimeter a turbidimeter

Vsetky potrebné laboratorne pomocky

Dokladne si naStuduje pracu v softvéri SPARKvue a s Pasco kolorimetrom a turbidometrom,
alebo zadajte aj Ziakom si nastudovat’ hlavne kalibraciu senzora pre meranie turbidity roztokov

https://www.youtube.com/watch?v=V v8qfSCFTU

Dolezit¢! Kyvety pri merani turbidity roztokov sa pouzivaju priehladné zo vsetkych stran.

Chytajte ich iba za vrchny uzaver, svetelny luc musi prechadzat’ cirou castou zlava doprava
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ako je to naznacené na vrchnej doske pristroja, ale aj zhora nadol. Pred kazdym meranim je

potrebné poriadne utriet kyvetu papierom a potom ju vlozte do senzora.

Pracovny postup pre pripravu vzoriek na experimentalne meranie

1. Zapnite wireless senzor kolorimeter a turbidimeter.

2. Zo zisobnika destilovanej vody odpipetujeme 10 mililitrov (cm® ) do kadicky alebo
lieckovnice objemu 25 cm?. Z nej prelejeme vzorku do plastovej kyvety a odmeriame
turbiditu. Turbidita destilovanej vody by mala byt 0,0 NTU.

3. Do d’alSej plastovej kyvety nalejte Standardny roztok s hodnotou turbidity 100 NTU, (ktory
je sucastou pristroja), odmerajte turbiditu a tym je nakalibrovany pristroj na spravne

meranie.

Obr. 1 Kalibracia turbidimetra

4. Do cistej kadicky odlejeme 10 ml mlieka, prelejeme do kyvety a meriame hodnotu turbidity
v plastovej meracej kyvete tak, aby mlieko vyplnilo priestor do vysky minimalne 25 mm,
ktora zabezpeci spravne meranie.

5. Do druhej kadicky odlejeme 10 ml mlieka, zriedime na polovinu (destilovanou vodou),
prelejeme do kyvety a meriame hodnotu turbidity v plastovej meracej kyvete tak, aby
zriedené mlieko vyplnilo priestor do vysky minimdlne 25 mm, ktord zabezpeci spravne
meranie.

6. Do 3 kadicky prelejeme z 2 kadicky 10 ml uZ zriedeného mlieka a zriedime ho opét’ na
polovicu a opiat” odmeriame turbiditu roztoku mlieka. Tento postup opakujem az dovtedy
pokial’ nedostaneme hodnotu turbidity zriedeného roztoku mlieka pribliznt, alebo zhodnu

S jej hodnotou nameranou pre destilovanu vodu.
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B searkwe - a

TATRANSKE
MLIEKO

enin

Priprava vzoriek na meranie turbitity mlieka - riedenie povodnej
vzorky vidy na polovicu a zapisovanie si pomerovriedenia

Obrdzok-0-2 2Priprava roztokov mlieka pre meranie ich turbidity

Dalezita poznamka pre ucitela:

Dolezité je si uvedomit’, ze pri nakalibrovani pristroja pracuje pristroj v oblasti hodnot 0 az
100 NTU. Preto pri merani vzoriek riedenych na polovicu, $tvrtinu, osminu dostdvame
hodnotu turbidity ovela vyssie ako je 100 NTU. Tu si musia Studenti uvedomit’, ze meriame
mimo oblasti citlivosti pristroja a teda ak sa chceme dostat’ do oblasti nakalibrovanej na
meranie turbidity vzoriek 0 — 100 NTU, riedenie mlieka destilovanou vodou musi byt ovel'a
vécsie a to musime zac¢at’ 10 ml mlieka zriedit’ s destilovanou vodou v pomere 1/160, potom
dalsie vzorky z prvej nariedenej vzorky riedit’ na polovicu atak postupne nameriame
turbidity roztokov v oblasti 0-100 NTU.
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Obr. 2 Meranie turbidity 5 zriedenych

roztokov mlieka, kde len dve posledné
vzorky su v oblasti spravneho

merania turbidity mlieka

. Zostrojte kalibra¢nu zavislost’ ako vzt'ah Turbidita = funkcia (zried'ovaci faktor), pricom
zried'ovaci faktor bude mat’ hodnotu 1 pre nezriedené mlieko; 0,5 pre mlieko zriedené na
polovinu; 0,25 pre pdvodné mlieko zriedené na jednu Stvrtinu a tak d’ale;.

. Zostrojenu kalibra¢nu zavislost’ pouZite na zistenie nezndmeho zried'ovacieho faktora vo
vzorke mlieka s neznamym riedenim.

. Aplikujte tento postup na mlieko s roznym obsahom tukov a diskutujte akd matematicka
funkcia najlepSie popisuje nameranu zavislost’, ako vypocitame vysledok pomocou rovnice

funkcie a podobne.

Experiment

Ulohy pre $tudentov

B SPARKwe -

= 3 hokry =5

Uloha 1 Uloha 2 Uloha 3
Zmerajte turbiditu szorky mliekq riedte o P T -
(rozptyl 2iarenia) VZdy na pqlovmu pre riedenie vzorky

mlieka v pévodnom da"yzkr‘i’gé‘,;izr{”‘;oswp mlieka a vyjadrite
stave (plnotucne, pévodného mlieka 1 Iak;’ pf’mzme.
polotucné a ine), minimaine 3 krat Komcentracii Iatok
zaznamenajte si paralelne na polovicu a .

; zostrojte kalibraénu v mlieku
hodnoty nameranej &aru Turbidita = povazovanej za
veliciny. funkcia (zriedovacieho jednotkova.

faktora).

Obrdzok 0-3 e-protokol - tlohy pre Studentov
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Meranie
Meranie pomocou Pasco kolorimetra a turbidimetra a softvéru Sparkvue

B seaRKne

ONTU

I8 Evo

= . .

$ -

Obr. 5 Meranie turbidity roztokov mlieka v zavislosti od ich zriedovacieho pomeru

Analyza ziskanych vysledkov
Studenti maju v e-protokole pripravenu stranu kde maji zhodnotit' cely experiment
a vyvodit' zaver zo svojej badatel'skej prace.

Ukladanie e-Protokolu

Sposob ako ulozit’ svoj iProtokol maja Studenti k dispozicii na poslednej snimke (xx)

Na zaver si s.kontrolu1 cely protokol: 3. Protokoly:sa ukladalii:do siboru
svoje merania a vyplnené odpovede My SPARK Data.
na otazky, problémy a hypotézy. Ak Svoj protokol pomenuj (tvoje meno):

potrebuje§ nie¢o zmenit, alebo meno_Mlieko_koncentracia.spklab
upravit, urob to skér, ako ulozi§ cely  Aulozhodo priecinku Protokoly
protokol.

2.V ramci ponuky klikni na Ulozit

ako... B SPARKvue
1. Kllknl na Menu Spustite novy experiment
Experimenty ...
Otvorit ...
Ulozit ...
S— Ulozit' ako ...
— _
Export dat ...
Preferencie ... e ] e

Obr. 3 Ukladanie protokolov (Brestenskd , Bedta; Fados, Ivana;, 2019)
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Formativne sebahodnotenie

Nakoniec, majua Studenti priestor pre sebahodnotenie (Chyba! NenaSiel sa Ziaden zdroj o

dkazov.) — kde vyhodnotia, ¢i spravne rieSili tri zadané ulohy. Formuluju vystizne svoj

kognitivny proces, ¢o im robilo problémy, ¢o sa naucili, aké zru¢nosti nadobudli atd’.

Diskusia

Odporucané témy pre d’alSie experimenty:

1.

Zistite aké su hodnoty turbidity réznych druhov mlieka tak Zze pouzijete rovnaké zried’ovacie
pomery.
Zistite aka je kvalita vody, ktoru pijeme. Z vodovodu doma, Vv §kole, zo studne, z obchodu

a vyvod’te zavery.

Studenti, mézu samostatne navrhnut d’al§ie zaujimavé experimenty pre vyuzitie senzora

kolorimentra a turbidimetra.
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