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Abstrakt

Tato bakaléska prace je zafhena na problematiku fluoridovych idntobsazenych
ve fosfor&énanovych solich potraviigké kvality, dodané od spdéleosti FOSFA a. s. a na
jejich metody stanoveni. Prvidast této prace jeémovana fosforégnanmim, jejich zakladnim
vlastnostem, strukte a vyuZziti nejen v potraviistvi, ale i pimyslu a domacnostech. Druha
cast bakalgské prace je anovana moznostem stanoveni fluoridovych dontabyva se
jednotlivymi metodami pro jejich stanoveni. Dal&ast prace je &novana stanoveni
fluoridovych ionti jednoduchou analytickou metodou s vyuzitim iontokiBomatografie.
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Abstract

This bachelor work is focused on problematic obflde ions included in phosphate salts
of food duality grade, delivered by FOSFA a. s. pany, and its determination methods.
First part is devoted to phosphates, its basic guit@s, structure and its usage in grocery,
industry and household. The second part of thihdédac work is devoted to fluoride ions
determination options and is concerned with indiaiddetermination methods. Next part is
focused on fluoride ions determination with simalalytic method with ion chromatography

usage.
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Uvod

Soli kyseliny fosforéné jsou hoja vyuzivany v potravingkém péimyslu. Jednim
z anionti, ktery je velmicasto doprovazi a je nutné jej sledovat, jsou flyoriKyselina
fosfor&&na se vyrabi hlavn tzv. termickym procesem, ktery sfjed ve spalovani
roztaveného Zlutého fosforu ve &nvzduchu a vodni pargoz jenegistSi zpisob vyroby
kyseliny fosforgné a diky tomu je vyuZivan&guevsim v potravirfakém pémyslu. Druhou
moznosti jeji vyroby je tzv. extraki (mokry) proces. Postup je zaloZen na rozkladu
prirodnich fosforénam, negastji apatitu s obsahem fluoru mineralni kyselinoujodengji
H,SO,. Kazdy girodni fosfat obsahuje az ¢kolik procent fluoru ve form
anorganickych slatenin. Vznikla kyselina fosforma je znéistétna prvky gitomnymi ve
fosfore&nanu. Z ekonomickych tdodi je vSak 95% veSkeré kyseliny fosfané

vyrakeno na mokré cest

VSechny potraviny obsahuji alespstopy fluoridi. VétSina potravin obsahuje okolo 0,2 -
0,3 mg /kg, meské ryby 5-15 mg/kg. Nezbytny denrfijpm je 1,5-4 mgVétSi davky mohou
vést k gedavkovani fluorem. Navic jégba mit na pagti, Ze fluorid je kumulativni jed, ktery
se dokaze hromadit ¢lé nekolik let. V organismwlovéka se hlava vyskytuje v kostech a

s

zubech. Nejdlezit¢jSim zdrojem fluoru, je pitna vod&oda s méa nez 0,5 mg fluoru na litr
ma fluoru malo, obsah 1 az 1,5 mg/l odpovida mmdZzgtravotnim limiiim, ale vysSi obsah
je uz zn&n¢ Skodlivy. Nadndrny pravidelny vysoky filem fluoru by mohl poSkodit nase
zuby, mize dojit k posSkozeni ledvin a nervového systéRtuprebytku fluoru se jeho soli
akumuluji v kostech, dochazi ke vzniku osteosklgra@oz je nadrné zvapini, zntna
rastu, zbytni a tuhnuti kloub, kostni vyfistky. Velké davky fluoru vychytavaji &k z
krve, tim mobilizuji vapnik z kosti, takZe je oduép a zpisobujifidnuti kosti.Nedostatek

fluoru zpisobuje mensi vast, ztratu vlag a poruchy ve vyvoji zub

Tato bakal&sk& prace se zabyva problematikou fluoridovychtiaitsaZzenych vdakterych

solich kyseliny fosforéné a jednotlivymi metodami pro jejich stanoveni.
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Teoreticka ¢ast

1 Fosforetnany

Fosfor&nany jsou soli odvozené od kyseliny trinydrogendogfné, vznikajici neutralizaci
této kyseliny zasadami. T¥oskupinu slodenin, pro &z je spoléné to, Ze obsahuji aniont
(POy)*. Vzhledem k jednotlivym formam kyseliny fosfére se tvii nskolik fad gchto soli.
V prirok se vyskytuji v mnoha mineralech a Zivych soustaviiejvyznamajsSi skupinou
minerali v chemickém pmmyslu jsou apatity. Mezi diné paiti fluoroapatit Ca(PQy)sF,
chloroapatit CgPQy)3Cl a hydroxoapatit G&POy)3(OH). Mikroskopické krystalky apatitu se
nachazeji i v lidskéméle. Souwasti kosti je hydroxylapatit, v zubech je fluorapat
V biologickych systémech se fosféreny nachazeji v iontové fotmvznikajici hydrolyzou
difosfore&énanu. Hydrolyza makroergickych fosforani, jako jsou adenozinfosfaty,
fosfoenolpyruvat a kreatinfosfat, umage realizaci energeticky némmych biosyntetickych
reakci.

1.1 Chemicka struktura fosfore¢nania

Kyselina fosforéna je schopnéiit disociaci, iti ztrat H iontd. Fosforénan vznika fi

ztrat vSech i vodikovych kationt.

HsPQOy 7~ Hz0" + HoPOY (1)
H,PO,~ HsO" + HPQ? (2)
HPOZ ™ HsO' + PQ¥ 3)

Fosfor&nanovy iont ma strukturttyistnu. Sklada se z centralniho atomu fosforu, okolo
kterého jsou rozmisny ctyti totozné atomy kysliku. Formalni naboj tohoto ione 3.
Konjugovanou béazi fosfotmanu je hydrogenfosfatean HPQ?, ktery méa konjugovanou
bazi dihydrogenfosfotmanu HPQO,. Fosforénany se tedy mohou vyskytovat ve f@rm
fosforesnani (PQ.*), hydrogenfosforgnanmi (HPQ:?) a dihydrogenfosfoimani (H.POy). O

tom, v jakeé fornd se budou vyskytovat, rozhoduje pH roztoku.

Podle chemické struktury rozliSujeme fostorany jednoduché, obsahujici jednotlive
PO,> skupiny a fosforénany kondenzované, s vazbami - O - P - O - P - 8ol kyseliny
fosforesné, obsahujici jednu skupinu (B®, oznaujeme jako orthofosfotmany, které za
vysoké teploty dale kondenzuji na vysSi struktity.vysoké teplat dochazi ke ztrétvody
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dvéma sousednimi hydroxylovymi skupinami dvoizmych orthofosforégnani a k jejich
kondenzaci, tedy ke vzniku polymeru. Ze dvou mondmeznika dimer nazyvany
pyrofosfor&nan.

Pokud se polymeracicastni delSitettzce fosforénani, vznikaji polymery s vice jak
dvéma fosfory v molekule a tim jsou ziskany polyfosémany. Kazda (P§* skupina nize
sdilet aZ #i své atomy kysliku sieémi jinymi (PQ)* skupinami, proto mohou kram
linearnich rettzci polyfosfor&énani vznikat prostoro¥ vétvené ultrafosforégnany anebo
metafosforénany s uzakenymi cykly vietézci. [6]

1.2 Vlastnosti a vyuziti fosfor&nani

V¢étSina ortofosforénani, hydrogen- a dihydrogenfosf@reani je za normalni teploty a
tlaku rozpustna ve végd vyjimkou je fosforénan lithny. Fosforénany mohou podlehnout
hydrolyze, ta je urychlovana zvySenou teplotou nefmnou hodnoty pH. Polyfosfoéaany
jsou stabilni ve vodnych roztocich v alkalickémetnalnim prosedi @i 25 °C. Ve vysoce
kyselém prosedi se polyfosformany mohou nahodnsgpit v celém ietzci. Intenzita

hydrolytickych pochod se snizuje s klesajici koncentraci rozitdk]

Velmi dalezitou vlastnosti fosfotmami je Uprava pH progedi. Krong uUpravy pH
prostedi vykazuji gkteré fosforénany i pufrovaci schopnost, je to schopnost stahit pH
systému v¢i okolnim vlivam. Fosforénany maji také schopnost ogfidvat se z progtdi a
vazat na sebe monovalentni i polyvalentni katidotyi. Chelatace je podporovéana rostoucim

pH, zvySenou teplotou, a gtem molekul ortofosformanu.

Fosfor&nany v potravindch podstatovliviiuji zejména vlastnostiifftomnych protein, a
to prostednictvim Upravy podminek v prosdi (nap. zmeénou pH, od&ipenim, resp.
vyménou kationti apod.). Dale fosfotmany uplatuji swvij vliv prostrednictvim reakci, i
nichz se navazi na bilkoviny, a tak régremeni jejich vlastnosti (nap schopnost hydratace,
bobtnani, tvorby gelu apod.). [6]

Fosforénany nachézeji rozmanité vyuziti v domacnostechrimgslu. Nej&Ezrgji
pouzivanymi sloteninami jsou izné fosforénany sodné (N#Q,, NaHPQ,), draselné
(KH2PQOy), amonné (NEH.PO,, (NH4)HPO, ) a vapenaté. NRO, byl sowasti pracich
praski, odstraiovati natri a zmydetujicich tuki. NgHPO, je pouZivadn jako s@ast
tlumivych roztoki nebo jako emulgéatoripvyrob¢ syra zpracovaného pasterizaci. iR,
ma uplatgni jako inhibitor koroze v automobilovych chlaaih. NHH.PO, a (NH,).HPO,
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jsou vyuzivany jako specialni hnojiva a vyzivy dadp Fosforénany vapenaté jsou
vyuZzitelné jako potravingké gisady v prascich na geni, do krmiv pro zvata a pisady do
zubnich past. Hlavni vyznam ma kombinace Ca a Rtré je nezbytna pro vyzivu kosti,

zuhbi, svah a nervovych butk.

Fosfor&nany jsou pouzivany takeé jako aditiva, ktera ogthijiaa vylepSuji kvalitu potravin
v mnoha potravingkych oborech - zejménatipzpracovani masa, mekych plod, v
mlékarenstvi a pekarenstvi. Mezi ngjkgji pouzivané aditiva p#trazné fosfaty sodné (n&ap
NaHPO,, NaHPO,, NaP3;0.0) a draselné (ndp K4P.0;, KsP;010, Ko:HPQO,), které jsou
vyuzivany jako vicetelové gisady v potravingkém paimyslu. NaHPQ, je vyuZivan jako
stabilizator zbarveni vyrolikz vajec ¢inidlo pro Upravu pitné vody afsada do zubnich past.
NaHPO, ma vyuZziti pedevsim jako emulgai a pufra&ni ¢inidlo pro vyrobu taveného syra a
jako prisada zabraujici rosolovatni mléka.NasP;O1 ptisobi jako pufr, emulgai cinidlo,
dale je vyuzivanip zpracovani masa, ryb, v mlékarenskérimpyslu a také pro Upravu krmiv
pro domaci zvata. KP,O; je vyuZitelny jako emulgator a puffipzpracovani masa, ryb,
syni a také jako Zelatinovénidlo v instagnich pudincich a dezertechgfO,q piisobi jako
pufr, emulgéni ¢inidlo, je vyuzivan také i zpracovani masa, ryb a pro Upravu krmiv pro
domaci zuviata. KHPO, je pouzivan jako puftmi cinidlo a zejména jako stabilizator

v praskovych smetanach do kavy, kde zabjakoagulaci bilkovin. [8]

15



2 Analytické metody pro stanoveni fluoridi

Existuje mnoho metod pro stanoveni fludridFluoridy Ize stanovit nd&fklad iontow —
selektivni elektrodou (ISE), spektrofotometrickouetodou, izotachoforeticky, metodami

zaloZenymi na spektrometrii atd.

2.1 Stanoveni fluoridi metodou ISE

Potenciometre (#feni metodou ISE) je elektrochemicka metodakferé se niii rozdil
potencial (elektromotorické nafti, AE) ¢lanku slozeného z indikai a referentni elektrody.
Potencial indikani (mérné) elektrody je zavisly na aktiwit analytu obsazeného ve
zkoumaném roztoku. Potencial referentni (srovnjwelektrody je konstantni a nezavisly na
sloZzeni néreného roztoku. Napi mezi ogma elektrodami je gfeno digitalnim voltmetrem s

velkou vstupni impedanciigorakticky nulovém proudu. [9]

2.1.1 lontové - selektivni elektrody

lontow - selektivni elektrody vyuzZivaji vzniku potencidha membranach, které jsou
selektivré propustné pouze prodite ionty. lonty vstupujici do membrany,tgobuji vznik
potencialového rozdilu mezi povrchem membrany dmdkoroztokem. V dsledku toho se
na membrad vytvai potencial (Donnalv potencial). Potencial ISE zavisi na aktvit

sledovanych ioritv roztoku, popisuje jej Nicolsky-Eisenmanova raei[10]

E=K +gln(ai +Z(kij a‘jmi )] 4)

kde K je standardni potencial iontbv selektivni elektrodyR molérni plynova konstanta
(8,314 J-K-mol*), T termodynamicka teplot& Faradayova konstanta (96500 C. thplz
nabojovécislo iontu, & aktivita iontu v ndfeném roztokugz nabojovécislo interferujiciho

iontu, aj aktivita interferujiciho iontu &; je konstanta selektivity.

BéZn4 ionto¥ — selektivni elektroda je t¥ena membranou, kterd adidje vngjSi mereny
a vnittni roztok. Zapojeni elektrod v systému je znd#oonna obrazku 1. Roztoky obsahuji
ionty, pro které je membrana selektivni. Membranpwfencial je rozdilem Donnanovych
potencial na obou stranach membrany. Ve ¥miin roztoku je poni@na vnitni srovnavaci

elektroda, pomoci niz je ISE napojena n#iah piistroj. [10]
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Obr. 1: potenciometrické &eni iontow-selektivni elektrodou [10]

Existuje mnoho ISE liSicich se konstrukci, typemmbegany aj. Typickymi pedstaviteli
membranovych ISE jsou ski&mé elektroda (selektivni na*Honty), enzymové elektrody
(katalyzuji utité reakce), amoniakova elektroda, fluoridova elektroda (selektivni na F
ionty).

2.1.2 Fluoridova iontové-selektivni elektroda

Fluoridova ISE se sklada z vimf referentni argentochloridové elektrody (Ag/AgCl)
vnitiniho roztoku (NaF + KCI) a vlastni membrany. Mennlarde tvdiena monokrystalem
fluoridu lanthanitého (Lady s piimési fluoridu europia (Eufy a oddluje vngjSi (méteny) a
vnitini roztok. Zabudovanim EwFdo krystalové rizky LaF; vznikaji volnd mista po
chykgjicim fluoridovém aniontu, ktera mohou byt zaplana pray sousednimi fluoridovymi
anionty. Oisledkem tohoto jevu je membrana vyrazaelektivni k fluoridovému aniontu a
zarover také dochazi ke zvySeni elektrické vodivosti t@embrany. Referentni elektrodou
jsou obvykle bd kalomelova (Hg/HgCl,, KCI), nebo argentochloridova (Ag/AgCl)
elektroda. [9]

Pri ptimém potenciometrickém stanoveni fludrige méfeno elektromotorické nap
¢lanku  (AE), tvareného fluoridovou ISE a referentni kalomelovou wtedou.
Potenciometrické stanoveni fluotidniZze byt prova@no v gitomnosti roztoku TISAB
(,Total lonic Strength Adjustment Buffer”), kterydtzuje konstantni iontovou silu, upravuje
pH na konstantni hodnotu v rozmezi 5 az 6 a maskujg, které tvei s fluoridy komplexy
(F€¥*, AI*" a dalsi). [9]
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2.1.3 PFrima potenciometrie

Koncentrace stanovované latky je¢avana pimo z elektromotorického n&p ¢lanku. Pro
meéteni je zvolena ®rna elektroda, jejiz potenciél zavisi na koncemti@uti, které maji byt
stanoveny. Vyuzivany jsoutrgvazrt ISE elektrody. Po ijdani srovnavaci elektrody je

zmeieno napti ¢lanku a tim pimo uen obsah stanovené slozky.

2.1.4 Potenciometrické titrace

V potenciometrickych titracich je sledovana zassloagti vhodré sestavenéhdanku na
objemu pidavaného titraniho ¢inidla a z titr&ni kiivky je nasledd vyhodnocen bod

ekvivalence.

Grafickym vyjadenim zavislosti pH pouzitéh&lanku na objemu titiamiho ¢inidla je
logaritmicka Kivka, kterd ma v linearnich stadnicich sigmoidni tvar. Zéna potencialu
indika¢ni elektrody, odpovidajici zn¢ pH zpisobené fdavkem objemové jednotky

titracniho¢inidla, je maximalni v blizkosti bodu ekvivalen¢gl]

Bod ekvivalence potenciometrické titrace Ize stanoa zaklad prvni a druhé derivace
jednotlivych bod titra¢ni kiivky. Maximalni hodnota podl’luﬁ—s odpovida konci titrace, jde

tedy o smirnici kiivky, kterd roste az do hodnoty inflexniho boduak flesa. Pro igsrejsi
vypocet spoteby titraniho cinidla na konci titrace lze pouzit druhou derivddera ma p

maximalni hodnat prvni derivace nulovou hodnotu.

Mezi nejuzivagjSi grafické metody pro deni bodu inflexe jsou Tubbsova metoda
soustednych kruZnic, metodatit bodi a metoda rovnatinych teéen. Casto je pro
vyhodnoceni potenciometrické titrd kiivky vyuzivdna metoda Granovy transformace, ktera

spaiva v linearizaci potenciometricke titira kiivky.

2.2 Absorpéni spektrofotometrie

At s

jejich citlivosti, specifinosti a zejména experimentalni &asovou nenarmosti.
Spektrofotometrie naléza uplam pii stanoveni aromatickych sléenin, slodenin s
konjugovanymi néasobnymi vazbamiji panalyze potravin, prik kationi vazanych v

komplexech, anioitnekova, organickych slokenin s heterocyklickymi atomy. Vyuzivana je
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také jako detedni a kvantifik&ni princip v kapalinové a iontové chromatografiboepi

elektromigr&nich metodéach.

2.2.1 Zakladni fyzikalni principy

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetidéeni pouze uitych vinovych
délek. Je to dano tim, Ze mohou excitovat ditych kvantovych stavech, které se liSi
obsahem energie. Jestlize ma molekitgipze stavu s nizsi energii do stavu s energdisivy
musi absorbovat ¥éni o frekvenciv, kterd préd¢ odpovida rozdilu energii mezi
energetickymi hladinami Fa E obou kvantovych stdv podle Bohrovy frekvetni
podminky:

AE=E,-E, =hv=hvc/A (5)

kde c je rychlost sila, A vinova délka eh Planckova konstanta (6,626:%0J.s), podle

konvence je excitovana hladina ozeaa indexem p, zakladni indexem q.

viN s

BéZne jsou zpisobeny absorpci ultrafialového (190 az 400 nm)d&elného z&eni (400 az
800 nm). [13]

Dopadne-li vzorek na monochromatickérerd, poklesne vigledku absorpcetpodni

~ s

z&ivy tok dopadajiciho paprskd, na nizSi hodnotub. Pongr obou zéivych toki t se

nazyva propustnost, ta nezalezi na velikosti dgpzitia z&ivého toku:
r=— (6)

Dekadicky logaritmusigvracené hodnoty propustnosti se nazyva absort#ance
A=-logr (7)

ZAavislost propustnosti nebo absorbance na vinouéedgdeni edstavuje absoépi

spektrum vzorku.

Vztah mezi absorbancidfeného roztoku a koncentraci barevné latky vystithajmbert-

Beelifiv zakon

A =¢,cl (8)
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kdel je délka absorbujici vrstvy (tlotla kyvety),c koncentrace barevné latky v roztoku a
¢ je molarni absormi koeficient (mof.dm®.cm?). Je to konstanta proditou latku @i urcité

vinové délce.

2.2.2 Absorpéni spektrum

Absorgini spektrum (zobrazené na obrazku 2) viygel zavislost absorbance na vinové
délce. Vzhledem k zavislosti absorbance na konaenfe pro srovnani spekter pouzivana
zavislost logaritmu absotpiho koeficientu na vinové délce. Vyzima jsou vinové délky,ip
kterych absorbance dosahuje maximay toto nereni je maximala citlivé, a pro danou
koncentraci je ziskan maximalni signal, ktery umgeé postihnout fotometricky nejmensi
koncentrace absorbované latky. Podminkou pro tg, Ebka absorbovala #éni, je
piitomnost valetnich elektrod o dostaténé nizké exciténi energii v jeji molekule, pokud

neosahuje funini skupinu s takovymi elektrony, pakieai neabsorbuje.

Viditelné spektrum
4040 - TOH nm

Gamma
zareni

1pm 0,1 nn lanm em Imm lam 1km

fAA :-“.I A ."h". i1 / '\ Vi P
] ! \

YTV Y VYV VY S

Obr. 2: absorgni spektrum [15]

Molekula se za &nych podminek nachazi na zakladni Whiahladire a jeji elektrony
nejsou excitovany. Absorpci fotonuwijme energii, ktera vede kK@chodu elektronu na
excitovanou hladinu a molekuld@gjde na jednu z mnoha vilérdch a rotanich hladin. Tak je
mozna absorbance fotin které se jen malo liSi energii a wyitwai velmi blizkych
absorgnich ¢ar ve spektru, které splyvaji v pas. Jeden papektl odpovida jednomu typu
piechodu elektrolm v molekule do excitovaného stavu. Polohu pikdujer vinova délka
maxima pasu a polohu pasucuji energie orbitdl, mezi kterymi dochazi kipchodu
elektronu pi excitaci. [10]
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Hodnotaemax Vyjadiuje intenzitu pasu. Intenzita absorbance souvpgiagdpodobnosti
pirechodu do vySSi energetické hladigym je pgeechod pravépodobrjsi, tim ochotgji se
absorbuje zi@ni odpovidajici energie. RozliSujemeghody:

a) prechody dovolené — vyvolavaji velmi intenzivni pasy,

b) prechody symetricky zakdzané — dochazi keirgndipolmomentu molekuly, maji

malou intenzitu,

c) prechody spino¥ zakazané —fechody do stavu s jinym spinem, maji nepatrnou

intenzitu.

2.2.3 Absorpéni spektrofotometr

K méteni jsou pouzivany hiijednodussi fotometry, nebo spektrofotometry, ktdrgahuji
monochromator. Konstrdké jsou spektrofotometry &keny na jednopaprskové a
dvoupaprskové. Absoépi spektrofotometr je twen ctyimi zakladnimicastmi: zdroj z#eni,

monochromator, absa¥pi prostedi a detektor.

Zdroj z&eni - pro viditelnou oblast stla jsou jako zdroj Z&ni pouzivana wolframova a

halogenova zarovka, pro ultrafialovou oblast deot&r lampa.

a) Wolframova zarovka je vyuzivana pro rozsah vinovgéiek 350 — 3000 nm, méa

znanou citlivost ke zrmang naggti, proto musi byt napi dokre stabilizovano.

b) Halogenova Zarovka je wolframova Zarovka s obsalmeamiého mnozstvi jodu

v kiemenné bice. M4 asi dvojnasobnou Zivotnost nézra wolframova Zarovka.

c) Deuteriovad lampa je idealni zdroj v ultrafialovélasii. Elektricky excitovany

vodik nebo deuteriumipnizkém tlaku produkuji kontinualni ultrafialovpektrum.

Monochromator je tvien vstupni a vystupni&binou, rozkladnym prvkem a zrcadlovou
nebo ¢ockovou soustavou. Natanim rozkladaného prvku se postéiprobrazuji jednotlivé
monochromatické obrazy vstupnirstiny na SErbinu vystupni. Kvalitni monochromatory

pracuji na principu hranolu,iiky nebo interferometru.

Absorgini prostedi tvai roztok ngéreného roztoku umi&ého v kyvet. Kyvety jsou
vyrobeny z materidlu, ktery pro pouzivanou spehkfrdbblast neabsorbuji #&ni. Pro

viditelnou oblast je pouzitelna skkama kyveta a pro ultrafialovou oblast kyvetemenna.
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Detektory gevadi zéivy tok na elektricky signal. Jako detektorytesdi jsou pouzivany

fotonasohie, diodové pole, polovodhvé fotoelektrick&lanky a detektory CCD. [10]

2.3 lzotachoforéza

Izotachoforéza p#t mezi elektroforetické techniky, které jsou zalmgena migraci
nabitych ¢astic v elektrickém poli. Hlavni uplatni nalezla v analyze vod, nafpjpad,
hnojiv, proteirii, nukleovych kyselin a vzorcich biologickéhavpdu. Dale je izotachoforéza
vyuZivdna pi separaci a stanoveni aromatickych a alifatickieinboxylovych slogenin,
aldehyadt, fenoli, ale také anioiitnebo kationi prvka.

2.3.1 lzotachoforeticky proces

Vzorek je vnaSen mezi dva elektrolyty s odliSnolnyimivosti ionfi. V jednom ndteni
jsou separovany hiijenom kationty, nebo anionty a p&igojeni elektrického pole na systém
zane probihat izotachoforeticky proces.

Prabéh izotachoforézy riiveme rozdlit do dvou ¢asti. V prvni z nich dochazi k separaci
slozek vzorku, migrani rychlosti jednotlivych¢astic ve srisné zow jsou fizné. V druhé
¢asti, kterou oznaljeme jako ustaleny stav, js@astice rozdleny a vSechny se pohybuji
stejnou rychlosti. Ustaleného stavu je dosazeng? kdictlené zony s ostrymi rozhranimi,
nasledujici jedna za druhouiepstavujicisté latky. Od té doby se vSechny zény pohybuji
konstantni rychlosti. Jegmé, Ze od zony k zérse skokem ®ni nagtovy gradient, takze
spoleny protiiont migruje v jednotlivych zénach postéprostouci rychlosti, ignasi tedy
stéle ¥tSi naboj. ProtoZze celkovy hnaci proud musi bytvgech zénach stejny, dochazi
k prizpasobeni koncentraci v jednotlivych zénach vzhledem Koncentraci vedouciho
elektrolytu. Slozky s vysSi koncentraci swpdnim vzorku sefedi kEhem separace a slozky

S pavodnre nizSi koncentraci se koncentruji. [18]

Jednotlivé zony jsou velmi ostré, protoZze zdeqbi samozaaosijici efekt. Kationt, ktery
vlivem difuze opusti svou z6nu, se dostane do zae® pohyblivych kationi, zde na
pusobi &tSi gradient potenciélu, a tim je kationt hnaasipopohnén zft do své zony.
2.3.2 Experimentalni usparadani

K separaci dochazi v teflonové kapdao vnitnim piiméru asi 0,5 mm a délcetiplizné

50 cm. Zdizeni obsahuje zasobniky na vedouci a koncovyrelgkia vzorek. Davkovani je
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mozno podle pdeby u anodového nebo katodového prostoru. Eleki®dwostory jsou

odctleny fritou, ktera brani proniknuti produikeélektrolyzy do kapilary. [10]
Zdroj naggti

Zdroj nagti je konstruovan jako ampérostat, konstantni pijeuddrzovan regulaci nap.
Celkovy odpor systému vidnchu separace roste (separakapilara se postuprzaphuje
malo vodivym koncovym elektrolytem). fiP bézné¢ uzivanych koncentracich vodiciho
elektrolytu (0,01M) byva p@ateini nagti kolem 2 kV a postugnvzrista na 4-6 kV podle
typu pouzitého koncového elektrolytu. Hnaci prowsdy v zavislosti na prezu kapilary
pohybuji mezi 20 — 500 pA. Napdjecitizeni byva vybaveno n&ovou ochranou, ktera
automaticky vypne obvod wipac, kdy odpor v sepatai kapild&e nadmdrné vzroste. [18]

Detektory

Detektory jsou &eny na d¢ skupiny a to:
1. Univerzalni detektory - odezvadena pohyblivosti ioritv zOre.

a) Potenciometricky detektor — tien dwma elektrodami umishymi tésné za sebou

ve snéru migrace, které snimaji potencialovy gradiergdnptlivych zénéach.

b) Teplotni detektory — i teplotu v jednotlivych zénéch (termistory, tertémky,

pro malou citlivost se jiz nepouzivaji).

c) Vodivostni detektory — nefiar¢jsi, ¢idlem jsou dva platinové dratky vzdalené ve
smeéru osy kapilary asi 0,1 mm a ngpmezi nimi je urdrné gradientu potencialu

zbny. Mefena je vodivost v jednotlivych zonach.

2. Specifické detektory — odezva ¢ena jinymi vlastnostmi latky v zén nez

elektroforetickou pohyblivosti.

Spektrofotometricky detektor — usriage identifikaci sloZzek vzorku, zvlasv piipadt
uziti nekolika vinovych délek, fipadré zdznamu abso&piho spektra.
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3 lontova chromatografie

lontova chromatografie (IC) je pammé nova analyticka sepamai technika. Hlavni
prednosti iontové chromatografie jsou jeji rychlastativre nizka mez detekce a velmi dobra
reprodukovatelnost vysledk Maze na ni byt nahlizeno jako na zvlastni podskupitRlLC
(vysoce dinn& kapalinova chromatografie).édinu HPLC pistroji Ize snadno ifizpisobit
pro tento typ chromatografie. Rozdil je pouze v In@@izmu dinku a zgisobu detekce. IC je
analyticka metoda, pomoci které Ize stanovit stédancentracedkterych anionti, pripadre
kationti. Je hoji vyuzivana jak k separaci slabych organickych kgséhk i anorganickych
iontd (F, CI, Br, (PQ*), SO, NO; a podobg). Stala se oblibenou metodou pro separaci
IéCiv, nukleovych kyselin, aminokyselinfgchodnych kovovych iofif lanthanoid, aktinoidi

a dalSich.

3.1 Princip chromatografie

Chromatografie obeénje separéni metoda, p které se odéluji (separuji) jednotlive
slozky obsazené ve vzorku. Podstatou chromatogiafieneseni slozek sfsi mezi de
vzajemrg nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybimébilni faze je pohybliva. i
prostupu mobilni fazeips stacionarni dochazi k opakovatelnému transgsbotiek z jedné
faze na druhou. Doba, po kterou molekulygitér slozky setrvavaji ve stacionarni fazi, je
zavisla na velikosti interakce mezi stacionarnii fazslozku. Utuje tedy poadi, v jakém
slozky vychazejiCim je interakce §tsi, tim pozdji slozka vychéazi, na konec stacionarni faze
se tedy dive dostavaji slozky méreadrzované.

lontova chromatografie je zaloZena na vzajemuéafivosti op&né nabitych iond.
Naplre kolon jsou tvéeny funkénimi skupinami s nabojem, které jsou kovaléntazané na
nerozpustny podklad (matrici) a mobilni fazi sladerz ionfi s opgnym nabojem, které se
vazi na funkni skupiny poutané na matricififpraichodu vzorku kolonou, jsotastice s
nabojem, vazany na futiki skupiny, které obsahuji ofgay naboj. Silg nabitécéstice jsou
pritahovany k podkladu, tistavaji v kolod a pozdiji jsou vytlateny koncentrova$Sim
rozpoustdlem. Neutralni¢astice ac¢astice se stejnym nabojem, jaky maji femkskupiny,

projdou skrz kolonu bez vazani.
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3.1.1 M¢é&niée ionti

Stacionarni fazi v iontové chromatografii jsognide ionti. Jedna se o latky s vhodnymi
funkénimi skupinami kyselé nebo zasadité povahy, majastaténou porovitost a jejich
zakladni skelet na povrchu nese naboj. logtute jsou schopné vygnné iontoveé adsorpce s
velkou vynennou kapacitou. Sa@asti ntizky ionton€nic¢e jsou velmi Gzké dutiny, kterymi
mohou malé ionty pronikat dovhita vymgéna tak probiha na viiitim povrchu. Vijsi
povrch je zde proti povrchu viritimu zanedbatelny a v@mna kapacita nezavisi na velikosti
vngjSiho povrchu, ani na stupni disperzity iontani¢e. Tyto latky mohou bytirozené (nap
mineraly typu zeolil), ale i syntetické, organické a anorganické. Vppouzivané ionexy
jsou WtSinou  syntetické  vysokomolekularni  organické latkynegasgji na
bazi styrenu, polyakrylatu, celulosy, fenolformadlgidovych pryskiic a podoba.

Kazda funkni skupina je pewhvazanym iontem, na ktery je iontovou vazbdip@en
protiiont s opanym nabojem. Ten je vy&iovan iontem obsazenym v mobilni fazi, pomoci

elektrostatickych fitazlivych sil mezi ionty opégného naboje. lonexy jsoglény na:

a) anexy, jejichz funkéni skupiny jsou zasadité (aminokyseliny, kvartéamoniové

baze) a slouzi k vyame¢ anionfi,

b) katexy, jejichz funkni skupiny jsou kyselé (sulfoskupiny, karboxylowiginy) a
slouzi k vyngné kationii.

NejpevrEji se vazi ionty, které maji najtsi naboj a objem. lonty £t8im objemem jsou
mére hydratované molekulami vody a hydrataobal se  navazani iont na neni¢ snaze

narusi. [10]

3.1.2 Zakladni charakteristiky chromatografického procesu

VSechny chromatografické metody jsou zaloZeny maawazné distribuci slozek vzorku
mezi d¥ faze, mobilni a stacionarni. Aby dochazelo k dsiri, musi existovat fazové
rozhrani mezidmito fazemi. Mobilni faze unasi slozky vzorku taky obtékala stacionarni
fazi. A déleni dochazi k vytv@ni rovnovaznych stévseparovanych latek mezi mobilni a

stacionarni fazi.

Retergni objem (\R) je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonahy se fislusny
analyt dostal od ptku ke konci sepakai kolony. Reteténi ¢as (k) je celkovycas, ktery
piislusny analyt stravi v sepéra kolore.
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Mezi rete@nim casem a retémim objemem existuje vztah:
Ve =F,, g 9)
kde F, je objemova rychlost [cis].

Objemova piitokova rychlost F je rovna sotinu linearni rychlosti mobilni faze (cm/s) a
pratezu kolony (crf). Z této rovnice Ize odvodit tzv. zakladni rovnjmo retedini objem a

pro reterni ¢as k
Ve =V, [L+k)  ty=t, [1+K) (10)

kde Vv je mrtvy objem kolony. Mrtvému reténimu objemu fslusi mrtvy reteéni ¢as
tw. Mrtvy objem kolony (\)je objem eluentu, ktery musi projit kolonou, abg
nezadrzovany analyt dostal odéatku ke konci kolony. Mrtvygas kolony () je reterni ¢as
analytu, ktery neni v kolanzadrZzovan, analyt se pohybuje kolonou stejnoulogthjako

mobilni faze. Redukovany ret@mi ¢as je ten, kteryifslusny analyt stravi ve stacionarni fazi.

Chromatogram (etini kiivka), je zaznam chromatografickéh@élehi, zavislost odezvy
detektoru natase, nebo na objemu proteklé mobilni faze. Poldka pdava druh latky,

plocha piku udava mnozstvi latky.

3.2 Chromatograficky system

VSechny systémy iontové chromatografie se sklazajstejnych zékladnich komponent,
které jsou tem® totozné s HPLC (vysocetimna kapalinova chromatografie). Mezi zakladni
casti iontového chromatografu sadi mobilni faze derpana ze zasobnikuferpadlo,
davkovaci z&zeni, kolona, detektor a vyhodnocovadiizeni. Toto schéma je vyobrazeno na
nasledujicim obrazku (obr. 3)
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Obr. 3: schéma chromatografického systému [21]

3.2.1 Zasobniky mobilni faze

Do systému jsou mobilni fazerpany nejastji ze sklegnych lahvi, do kterych zasahuje
cerpaci hadika opatenacasto skletinou fritou. Ze zasobniku se mobilni f&sspéa ges filtr,
pro odstrasni neistot a také se odplyji (nag. s pouzitim ultrazvukové lagnnebo pomoci
membranového degasseru), aby se zabranilo vzniklineld @i poklesu tlaku na vystupu

kolony.

3.2.2 Cerpadla mobilni faze

VétSinou jsou pouzivanaerpadla s malym objemem, vyuZivajici rychlé frelogen
pracovnich cyKl, v nichz se mobilni fazerélaw nasava ze zasobnikieg systém zfinych
ventilai do malé pistni komory o objemu 10 - 400 pl a wytja se z ni na chromatografickou
kolonu. Konstrukceterpadel musi byt z matenédbdolnych wi¢i chemické korozi i fi uZiti

agresivnich mobilnich fazi (napslakE kyselé tlumivé roztoky). [25]

3.2.3 Davkovaci z&izeni

Davkovaci z#zeni slouzi k zavedeni vzorku do toku mobilni fAZeorky se davkuji
pomoci injeknich stikacek pres septum, nebo za pouziti veinsl davkovaci smikou, ktera
je vyobrazena na obrazku 4. Automatické davkevaou spojené se zasobnikem vzorku, ve
kterem jsou umighy mikronadobky (tzv. vialky) uzd@ené pryZzovym septem nebo
perforovanou zatkou z polypropylenu. U vehtiviadanych manu&inje davkovaci snika
nejprve naplana vzorkem pomoci injeki stikacky a vzorek je davkovanigpnutim smyky
do druhé polohy.
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Obr. 4: davkovani vzorku za pouziti vetitdle smykou [23]

3.2.4 Chromatografické kolony

V koloné probiha separace slozek analyzovaného vzorku.n@Gitograficka kolona je v
podstat trubka nebo kapilara rovnammé naplréna nebo pokryta stacionarni fazi. Konstrukce
kolon je znazoréna na obrazku 5. Chromatografické kolony jsou vgrobz materialu, ktery
musi odolavat relativh vysokym pracovnim tlakm a zarové chemickému fisobeni
mobilnich fazi a separovanych slozek. Materidlemortatografickych kolon je &Sinou
antikorozivni ocel nebo speciéintvrzené borosilikatové sklo, ptipact Ize pouzit i
kombinaci obou materiél U¢innost separace, doba analyzy a pracovni tlak g8ufivs
rostouci délkou kolony a naopak klesaji s rostoupiimérem castic napla. Materiély pro
pinéni kolon jsou ¥tSinou anorganické latky (silikagel, oxid hlinitgorovité sklo), na niz
mohou byt chemicky vazany nebo zakotveayné stacionarni faze. Mé&rasto se pouziva
organickych gl rizné struktury. Charakter stacionarni faze je z@isl chromatografickém

systému.

Obr. 5: konstrukce kolony [28]

Pozn.: 1 - pl&Skolony; 2 - porézni kovova frita; 3 - stacionéfdde; 4 - ochranny krouzek; 5 - koncova hlavice;

6 - vstup pro kapilaru
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3.2.5 Detektory

K detekci separovanych latek se uzivd obecnych spkoifickych vlastnosti, kterymi se

tyto latky liSi od mobilni faze, na tomto zakéadozliSujeme univerzalni detektory &mn

vlastnost systému jako celku) a selektivni detgk{oxti absorbanci i urcité vinové délce,

elektrolyticky proud @ uréitém potencialu atd.). V laboratorni praxi jsou pimany detektory

spektroskopické (fotometrické, refraktometrickéuofiescetini) nebo elektrochemické

(vodivostni, ampérometricky, coulometrické).

Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na qpim absorpce Zani v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm. [30]

a)

b)

Fotometrické detektory. &Sina organickych latek absorbuje v oblasti U\tera,
nekteré i ve viditelné oblasti stla. Fotometrické detektory pracuji dus fixni
vinovou délkou, s moznosti v§tu nekolika vinovych délek, nebo jsou openy
monochromatorem a pracuji na principu spektrofotoume rozsahu 190 - 400 nm.
Swtlo zdroje prochazi pitokovou celou a intenzita proslého paprsku j@eana

fotonasohiem, kontinuala je sniman signal eluovanych slozek. [27]

Refraktometrické detektory jsou zaloZzeny nd&ieni indexu lomu eluatu, ktery
prochazi natici celou. Citlivost je tim &sSi, ¢im je WtSi rozdil v indexu lomu
analytu a mobilni faze. Odezva je zavisla na téplptoto je nutné detéki celu
temperovat. Niteni je diferetni (paprsek prochazigenou a srovnavaci celou) a

meii se rozdil intenzity sitla, které dopada na detektor. [29]

Fluorescetni (fluorimetrické) detektory jsou zaloZeny na pipu fluorescence a
meieni  emisniho  Z&ni, které latka vyda po absorpci exditiio
elektromagnetického #éni. Ri méreni fluorescence je budici UVieai ze zdroje
vedeno do pitokové cely, kde je absorbovano a igéé s¥telné kvantum o &tSi

vinové délce se #iti fotonasohiem.

Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory &fi urcitou elektrickou veliinu (elektrodovy potencial, proud,

kapacitu) vyvolanou michodem latky prtokovou celou detektoru, ve které jsou urrigt

elektrody s vloZzenym pracovnim rijn nezbytnym k pibéhu elektrochemické reakce.
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Zapojeni systému tize byt dvouelektrodové nebidalektrodove. Mieny elektricky signal je

ameérny latkovému mnoZstvi detekované slozky. U elaittemmickych detektdr se tedy

sleduje zavislost mezi elektrickou w@hiou a koncentraci sledované slozky. [31]

a)

b)

Ampérometrické (polarografické) detektory é&ifin elektricky proud vyvolany
praichodem redukované nebo oxidované latkytgkovou celou detektoru. Jako
meérné elektrody jsou u ampérometrickych detektqgrouzivany tuhé mné
elektrody, zhotovené ze skelného uhliku, grafitdvytaken, zlata, platiny, &di ¢i
jiného kovu. Jako srovnavaci elektroda je pouzvédkalomelovd, nebo

argentchloridova elektroda. [31]

Coulometrické detektory @i naboj potebny k oxidacic¢i redukci celkového
mnoZstvi latky B jejim praitoku mérnou celou detektoru a tak je dosahovano vyssi
citlivosti detekce neZz u ampérometrickych detekttliinnost elektrochemické
reakce je mozné zvySit pouzitim tzv. elektrodyofrého typu, kdy mobilni faze
protékd porézni grafitovou pracovni elektrodou. djbu této elektrody je jeji

vysoka @innost, stabilita a selektivita. [31]

Vodivostni detektory jsou v iontové chromatografilatiovany nejastji, jelikoz
jsou vyuzivany kolony pkné ionexy s nizkou kapacitou, které umaz pouziti
mobilni faze s nizkym obsahem elektraly{mmol.I*). Vodivostni detektory pit
mezi univerzalni detektory a i elektrickou vodivost eluatu v fiokoveé cele
mezi d¥ma elektrodami, nad&i je vkladano stdavé napti, aby bylo zabramo
polarizaci &chto elektrod. Konstruiné je tento typ detektoru nen&ry a celu
detektoru Ize miniaturizovat na objemy mensi neil.5Konstrukce detektoru je
zobrazena na obrazku 6. U vodivostniho detektau jdadeny vysoké naroky na
mobilni fazi, ktera by rla byt nevodiva, musi ovSem chromatografované latky

dostateén¢ rozpoustt a mit dostaiene velkou permitivitu. [32]

U vodivostnich detektdr je vyuzZivan supresorChemickd suprese zlepSuje
acinnost iontové chromatografie patenim vlivu pozadi a zvySenim signalu
analytu. Vysledkem chemické reakce v supresoruepsil pordr signél / Sum,
podstatg vysSi citlivost detekce a stahijgi zakladnicara.
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i

Obr. 6: vodivostni detektor. [32]

Pozn.: 1 - tok mobilni faze; 2 - elektrody
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Experimentalni ¢ast

4 Stanoveni mnozstvi fluoridi ve vzorcich
fosfore¢nanu potravinarské kvality

4.1 Stanoveni celkového fosforu spektrofotometrickou
metodou

4.1.1 Princip metody

Fotometrické mireni fosforu je ne€pstji zaloZzeno na stanoveni koncentracgktaré
heteropolykyseliny, na kterou je nutno fosfor olesgZ ve vzorku fevést. Jednoduchou,
rychlou a  spolehlivou metodou je  stanoveni  fosforyako  kyseliny
vanadatomolybdatofosfaree. V prostedi mineralni kyseliny (HCIg) HNOs;) reaguji
ortofosforénany sionty V@ a MoQ® za  vzniku Zluté kyseliny
vanadatomolybdatofosfareé, kterd je vhodné kéteni gimo nebo po extrakci. Vybarveni
trva rekolik minut a zbarveni neni zavislé na tepla¥laximum komplexu lezi u 315 nm,

prakticky se miti v rozmezi vinovych délek 375-475nm.
Rusivé vlivy:

Mezi ruSivé vlivy paiti fada ionti, které maji vliv na tvorbu barviva, a proto se apuje
delSi dobu (F CI, Th, Bi), avelany a citronany komplex odbarvuji, a da&Zedochazet
k redukci MoQ? na ¢istou molybdenovou mdd K odstragni rusivych viii a ke zvySeni
citivosti se kyselina vanadatomolybdatofostmé& extrahuje isoamylalkoholem,

butylacetatengi jinymi rozpoustdly.

4.1.2 P¥istroje a zaizeni

Spektrofotometr 722 — 2000 (Laboratortisfroje a. s. Praha)
Analytické vahy KERN ABJ 120-4M (KERN & SOHN GmbBalingen-Frommern, D)
Spektrofotometr 722 — 2000

Pro stanoveni fosforu ve vzorku byl pouzitimi pristroj Spektrofotometr 722 — 2000,
ktery je znazorén na obrazkwislo 7. Tento Spektrofotometr pracuje v rozsahwowjch
délek 330-1000 nm. Na vstupnétinu monochrométoru je soésténo swtlo z halogenoveé

lampy, které je na difraki miizce rozdleno podle vinové délky. Natenim nfizky je na
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vystupni Strbiné sousted®no swtlo vybrané délky pomoci zrcadlového kolimatoru.toro
swtlo odtud prochéaziies jeden z filti eliminujici nezadouci vyzavani. Poté prochazies
kyvetu se vzorkem a dopada niemikovou fotodiodu. Timto je vybuzen elektricky redy

ktery je zpracovavan a displejovan.

Obr. 7: spektrofotometr 722 - 2000

4.1.3 Pouzité chemikalie

Kyselina dusind HNG; 68% p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratovice

Kyselina chlorovodikova HCI 35% p. a. Lach-Ner,.rNeratovice
Kyselina chlorista HCI@p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratovice
Dihydrogenfosforénan draselny KEPO; p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratovice
Vanadtnan amonny NEVOs3p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratovice
Molybdenan amonny (NDMo07024.4H,0 p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratovice
Pouzité vzorky

Hamifos¢. 215 Fosfa a. s.iBclav

Hamifos¢. 210 Fosfa a. s.iBclav

Carnal¢c. 2110 Fosfa a. s.tBclav

Carnal¢. 961 Fosfa a. s.iBclav

Pyro¢. 3907 Fosfa a. s.tBclav

Orto¢. 7811 Fosfa a. s.iBclav
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4.1.4 Piiprava ¢inidel a standardnich roztoki

Roztok A: Do odnirné baky 1000 ml bylo odr‘eno 500 ml koncentrované HCJ@
vodou byla odrérna baika doplréna na objem 1000 ml.

Roztok B: 1,17g NkVO3 bylo rozpu&no ve 150 ml horké destilované vody a 35,2 g
(NH4)sM07024.4H,0 bylo rozpugino v 500 ml horké destilované wodPoté byly oba roztoky
slity dohromady a za michani bylo do roztokid@ano 20 ml koncentrovaného amoniaku.

Objem byl doplgn destilovanou vodou na 1 litr.

Standardni roztok fosforu: 1,9174 g k0, bylo rozpu&no ve 100 ml destilované vody a
doplréno na objem 1 litr.

4.1.5 Priprava kalibra ¢nich roztoki

Do 50 ml odnérnych bark bylo pipetovano 0.5, 1, 1.5, 2 a 2.5 ml standdrolmoztoku
fosforu. Do dalSich 50 ml odfimych bawgk bylo pipetovano 2 ml filtrdtu pro stanoveni
celkového fosforu. Potom bylo do kazdénkw pipetou gidano 5 ml roztoku A a 10 ml
roztoku B. Stejnym zjsobem byl ppraven slepy vzorek obsahujici pouze vySe uvedena
mnoZstvi roztoku A a B. Poté byly odmé baiky doplniny destilovanou vodou na 50 ml,

promichany a ponechany 10 minut stét.

4.1.6 P¥iprava vzorka pro stanoveni celkového fosforu

Do 150 ml kadinky bylo navazendgilplizné 0,5000 g vzorku. Ke vzorku bylaigano 15
ml kyseliny dusiné a 5 ml kyseliny chlorovodikové. Obsah kadinky wyigestdi zahrat
k varu, viemz se udrzoval pod krycim sklem 20 minut. Po 20 utdich bylo ke s@si
piidano 50 ml destilované vody a roztok byl & minut vdéen. Nasled& byl roztok
pieveden do od#mné baky 250 ml, ochlazen, dopin na objem 250 ml, promichan a
filtrovan pres suchy filtr do polyethylenové lakiky 250 ml. Timto postupem byldipraveno
a zmeieno ot 5 vyluhi z kazdého vzorku. iBsné navazky vzoik byly zpracovany
do tabulkyc 1.
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Tabulka 1: navazky vzorki pro stanoveni celkového fosforu

Hmotnost vzork v g

Navéazka| Carnalc. Carnalc. Pyro¢. Ortoc¢. Hamifos¢. Hamifosc.
C. 2110 961 3907 7811 210 215
my 0,5002 0,5001 0,5002 0,5001 0,4999 0,200
my 0,5001 0,5002 0,5002 0,4998 0,5000 0,200
mg 0,4999 0,4999 0,4998 0,4999 0,5001 0,199
my 0,5002 0,5002 0,500 0,4999 0,5002 0,200
ms 0,5001 0,5000 0,4999 0,5002 0,5001 0,200

N OO N =

4.1.7 Vlastni méreni

Fotometr byl zapnut a ponechan 15 minutiaabPoté byla otmym knoflikem nastavena

vinova délka 460 nm a tldkem modul zvolena poZzadovan&mmé veltina, v naSem ifjpack

absorbance A. Jedna Zfitich kyvet byla napkna slepym vzorkem. Byl otéan kyvetor a

kyveta do & zasunuta, poté byl kyvetor zan a tahlem naipdnim panelu byla kyveta

zarazena do optické drahyiptroje. Stiskem tkitka 100% byla na displeji nastavena hodnota

absorbance na 0,00. Dale byla ddstroje vioZzena kyveta napna vzorkem, zaen kryt

kyvetou a tahlem natedni strad pristroje z#azena do optické drahy. Naslédnyla na

displeji od€tena hodnota A. Timto postupem byly &eny vSechny giené vzorky a

kalibratni roztoky.

4.2 Stanoveni mnozstvi fluoridi ve vzorcich fosforénania
pomoci iontové chromatografie

4.2.1 Princip metody

Zakladem stacionarnich fazi je

tzv.

rosiTyto nosée mohou byt na bazi

styrendivinylbenzenbenzenového kopolymeru nebo zemdh na bézi silikagelu apod.

Noske jsou modifikovany iontay vyménnymi skupinami. Silny &ni¢ anionti obsahuje

tetraalkylamoniovou skupinu (°XR)s) a slaby mini¢ anionfi aminoskupinu (-Nk). Pi

separaci aniofit v IC je jako mobilni faze vhodny roztok obsahujighlicitan a

hydrogenuhliitan sodny. lonty jsou postuprdetekovany $ vychodu z kolony na zakl&d

zmen v iontové vodivosti. Doba, po kterou molekulyité slozky setrvavaji ve stacionarni

fazi, je zavisla na velikosti interakce mezi stadmi fazi a slozku. Wuje tedy pdadi,

v jakém slozky vychazejiCim je interakce #3i, tim pozdji slozka vychazi, na konec

stacionarni faze se tedyide dostavaji slozky mérzadrzované.
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Rusivé vlivy:

Vysoky obsah rozpu&tych plyni, nag. CO,, v mobilni fazi nize mit vliv na spravnost a
reprodukovatelnost vysledkv disledku tv@eni bublin v piitokovém systémuK odstrarni

téchto rusivych vlivi a ke zvySeni citlivosti se pouZiva ultrazvuk.

4.2.2 Pristroje a zarizeni

HPLC chromatograf Shimadzu CTO-10Avp Column Ovexpdi¢, Japan)

IC chromatograf Shimadzu CDD-6A, Conduktivity deteqdKyoto, Japan)
Autosupresor Alltech Eris 1000HP ( Alltech Assoeg#, Inc. Deerfield IL)

pH metr a ionometr PHI 04 (Labio a. s. Praha)

Analytické vdhy KERN ABJ 120-4M (KERN & SOHN GmbBalingen-Frommern, D)
Kolona HEMA-S 100 Q-L 10 um, 3x150mm, nete8B (Tessek, Praha)

Softwar Clarity chromatography Station,verze 2(®2@ta Apex s. r. 0. Praha)
Chromatograficka kolona

Pro stanoveni mnoZstvi fluotidve vzorcich fosfor@an iontovou chromatografii byl
pouzit nefici pristroj slozeny z HPLC chromatografu Shimadzu CT®@a49 Column Oven,
IC chromatografu Shimadzu CDD-6A a autosupresotteéth Eris 1000H , celé zapojeni je

znazorgno na obrazku 8.
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Obr. 8: zapojeni chromatografické kolony

4.2.3 Pouzité chemikalie

Fosfor&nan sodny N&O, p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratovice
Fluorid sodny NaF p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratevic
Hydrogenuhkitaan sodny NaHC&p. a. Merck KGaA, Darmstadt (D)
Uhligitan sodny NaCOs p. a. Merck KGaA, Darmstadt (D)
Kyselina boritd HBO3 p. a. Lach-Ner, s. r. 0. Neratovice
Pouzité vzorky

Hamifos¢. 215 Fosfa a. s.iBclav

Hamifos¢. 210 Fosfa a. s.iBclav

Carnal¢. 2110 Fosfa a. s.iBclav

Carnal¢. 961 Fosfa a. s.iBclav

Pyro¢. 3907 Fosfa a. s.tBclav

Orto¢. 7811 Fosfa a. s.iBclav
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4.2.4 Piiprava mobilnich fazi pro vybér optimalnich podminek
Priprava mobilnich fazi pro vybér optimalnich podminek v zavislosti na iontové sile

Pro vykEr optimalnich podminek mobilni faze, byléigraveno 6 mobilnich fazi aiznych
koncentracich NaHC£a NaCOs;. Uvedené koncentrace EgluSné navazky byly zpracovany
do tabulky¢ 2. Na analytickych vahach bylo navazerfegmé mnozstvi NaHG@ NaCQO;,

které byly gevedeny do odimné baiky 500 ml, rozpu$iny a doplgny destilovanou vodou
po rysku. Takto ppravené mobilni faze byly pouzity prosieni.

Tabulka 2: navazky a sloZzeni mobilnich fazi pro vyér optimalnich podminek v zavislosti na iontové

sile
Mobilni faze Slozeni mobilni faze Hmotnost NaHC@a NaCOs
(mmol/l) (9)
. 0,6 NaHCQ 0,0256
1 mobilni faze
1,5 NaCGO; 0,0792
. 0,8 NaHCQ 0,0332
2 mobilni faze
2 NaCOs 0,1065
_ 1 NaHCQ 0,0428
3 mobilni faze
2,5 NaCGOs 0,1330
_ 1,2 NaHCQ 0,0505
4 mobilni faze
3 NaCOs 0,1591
_ 1,4 NaHCQ 0,0589
5 mobilni faze
3,5 NaCO; 0,1856
. 1,8 NaHCQ 0,0759
6 mobilni faze
4 5 NaCO;s 0,2389

Priprava mobilnich fazi pro vybér optimalnich podminek v zavislosti na pH

Pro vykEr optimalnich podminek mobilni faze, bylégraveno 5 mobilnich fazi aiznych
koncentracich NaHC£a NaCO;. Uvedené koncentrace Bglusné navazky byly zpracovany
do tabulky¢. 3. Na analytickych vahach bylo navazetesmé mnozstvi NaHG@ NaCOs
které byly gevedeny do odimné baiky 250 ml, rozpus$iny a dopliny destilovanou vodou

po rysku. Takto ppravené mobilni faze byly pouzity procheni.
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Tabulka 3: navazky a slozeni mobilnich fazi pro vyér optimalnich podminek v zavislosti na pH

Mobilni faze Slozeni mobilni faze Hmotnost NaHC®@a NaCOs
(mmol/l) (9)
. 0,8 NaHCQ 0,0169
1 mobilni faze
0,5 NaCGOs 0,0134
_ 0,8 NaHCQ 0,0168
2 mobilni faze
1 NaCO3 0,0260
_ 0,8 NaHCQ 0,0169
3 mobilni faze
1,5 NaCO; 0,0396
_ 0,8 NaHCQ 0,0169
4 mobilni faze
2 NaCOs 0,0529
. 0,8 NaHCQ 0,0169
5 mobilni faze
2,5 NaCOs 0,0662

4.2.5 P¥iprava standardnich roztoki

Priprava standardniho roztoku NaF

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,2000 g Naéty byl pgeveden do 100 ml
odmeérné baiky a dopln destilovanou vodou po rysku. Takt@igpaveny roztok byl pouzit

k m&teni.

Priprava standardniho roztoku NaPO,

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,5000 gPlp ktery byl geveden do 50 ml
odnerné baky a doplrén destilovanou vodou po rysku. Z tohoto roztoku fipletovan 1 ml
roztoku do 100 ml od#mné baiky, ktera byla ot doplrena destilovanou vodou po rysku.

Takto gipraveny roztok byl pouzit k sieni.

4.2.6 Piiprava kalibra énich roztoki

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,2000 g Naéty byl pgeveden do 100 ml
odnerné baky a doplren destilovanou vodou po rysku. Z tohoto roztokuylpipetovany 2
ml roztoku do 100 ml od#mné baiky, ktera byla opt doplnéna destilovanou vodou po rysku.
Z takto gipraveného roztoku byl pipetovan 1 ml roztoku if@vyeden do 100 ml odtme
baiky, kter4 byla opt doplnina destilovanou vodou po rysku a z tohoto roztokly b
piipraveny roztoky pro kalibeai fadu a to odpipetovanim 5 ml roztoku do 50 ml &dé

baiky doplniné destilovanou vodou po rysku, 10 ml roztoku domOodnerné baiky
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doplniné destilovanou vodou po rysku, 20 ml roztoku dontOodnerné baiky doplrené
destilovanou vodou po rysku a 15 ml roztoku do 2%dmerné baiky doplniné destilovanou

vodou po rysku.

4.2.7 Priprava vzorkua pro stanoveni

Na analytickych vahach bylo navazenibfpzné 0,5000 g vzorku, ktery bylipveden do
100 ml odndrné baiky a doplin destilovanou vodou po rysku. Ztohoto roztokuobyl
pipetovano 20 ml vzorku do 100 ml odmé baiky a ot doplrtno po rysku. Pouze u
vzorka orto ¢. 7811 a pyro¢. 3907 bylo navazenoiiplizné 0,2500 g vzorku, ktery byl
pieveden do 50 ml odémé baiky a dopln destilovanou vodou po rysku. Z tohoto roztoku
bylo pipetovdno 10 ml vzorku do 50 ml o&mé baky a ot doplrtno po rysku. Takto
piipravené roztoky byly pouZity prodreni. Pro kazdy vzorek bylyfipraveny d¥ navazky.

Presné navazky jednotlivych vzdrksou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: navazky vzorki pro stanoveni fluoridi IC

Hmotnost vzork v (g)
Navazka| Carnalc. Carnalc. Pyroc. Orto . Hamifos¢. Hamifosc.
¢. 2110 961 3907 7811 210 215
my 0,4997 0,5002 0,2502 0,2502 0,4997 0,4998
my 0,5002 0,4999 0,2497 0,2498 0,4999 0,499)

4.2.8 Stanoveni mnozstvi Fv zavislosti na iontové sile

Chromatograficka kolona promyta prvni mobilni fékiera byla pedem odplysina na
ultrazvuku, byla po zapnuti autosupresoru, na kidrgla nastavena odpovidajici koncentrace

mobilni faze, ponechana 30 minut ustalit. Po 30utdich byl do chromatografické kolony

davkovan standardni roztok NaF. Davkovaci &maybyla naplina roztokem NaF pomoci

injekéni stikacky a roztok byl davkovanippnutim smyky do druhé polohy. Na monitoru

patitace byla sledovana sorpcé iBntu nac¢ase. Timto postupem bylo préfano vSech Sest

mobilnich fazi.

4.2.9 Stanoveni mnozstvi PG v zavislosti na iontové sile

Chromatograficka kolona byla zapnuta a promyta ipmnobilni fazi, ktera byla iedem

odplyréna na ultrazvuku. Po 30 minutach byl do chromatiogik@ kolony davkovan

standardni roztok NRO,. Davkovaci sm§ka byla naplana roztokem N#&#O, pomoci

injekéni stikacky a roztok byl davkovanippnutim smyky do druhé polohy. Na monitoru
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positace byla sledovana sorpce F@ntu nacase. Timto postupem bylo préfeno viech

Sest mobilnich fazi.

4.2.10Stanoveni mnozstvi Fv zavislosti na pH

VSech gt mobilnich fazi bylo oft promgieno podle stejného postupu, po zapnuti a
ustaleni chromatografické kolony po 30 minutach,doychromatografické kolony davkovan
standardni roztok NaF a na monitoriipate byla sledovana sorpcé iBntu nacase. Takto
bylo prongteno vSech & mobilnich fazi.

4.2.11Stanoveni mnozstvi Fve vzorcich fosforénani

Chromatograficka kolona promyta vhodnou mobilnii,f&rera byla pedem odplysna na
ultrazvuku, byla po zapnuti autosupresoru, na kidrgla nastavena odpovidajici koncentrace
mobilni faze, ponechana 30 minut ustalit. Po 30utdich byly do chromatografické kolony
postupr davkovany standardni roztoky NaF pro stanovenibkahi kiivky a nasleds i
vzorky, pro kazdy vzorek dva roztoky odpovidajiaiavazkam. Na monitoru pitace byla

sledovana sorpce B PQ¥iontii nacase. Timto postupem bylo préfeno viech Sest vzark

4.3 Stanoveni mnozstvi fluoridi ve vzorcich fosforénania
pomoci ISE

4.3.1 Princip metody

Koncentrace stanovované latky pomoci ISE bytena gimo z elektromotorického naip
¢lanku. Pro mifeni byla zvolena mina fluoridova elektroda, jejiz potencial zavisi na
koncentraci iont, které maji byt stanoveny. A poftighni srovnavaci elektrody
(argentochloridova) bylo z&éheno napti ¢lanku a tim pimo uken obsah stanovené slozky.
VSechny roztoky vzork byly postupg proneieny ISE elektrodou, natigtroji pH metr a
ionometr PHI 04 pak byl od&en obsah stanovené slozky.

Rusivé vlivy:

Elektroda reaguje na hydroxidové ionty. Tvorba Hkyselém prosedi sniZzuje ré‘enou
koncentraci fluorid. Tyto rusivé vlivy Ize odstranitifdavkem tlumivého roztoku udrzujiciho
hodnotu pH v rozmezi od 5 do 7. Kation@kterych kowi (nag. Mg, Ca, Al) tvdi s fluoridy

komplexy nebo srazeniny, na které elektroda nefeagu
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4.3.2 P¥istroje a zaizeni

pH metr a ionometr PHI 04 (Labio a. s. Praha)

Analytické vahy KERN ABJ 120-4M (KERN & SOHN GmbBalingen-Frommern, D)
Fluoridové elektroda (MONOKRYSTALY s. r. 0. Turnov)

Argentochloridova elektroda (MONOKRYSTALY s. r. Burnov)

Mérny ¢lanek

Méerny ¢lanek byl tvdgen fluoridovou ISE a referentni argentochloridovelektrodou
pondenych do zkoumaného roztoku a zapojenych &écinpristroj pH metr a ionometr PHI
04.

4.3.3 Pouzité chemikalie

Fluorid sodny NaF p. a. Lach-Ner,s. r. 0. Neratevic

Pyrofosforénan sodny Né,0O; p. a. SIGMA-ALDRICH GmbH, Steinheim (D)
Pouzité vzorky

Hamifos¢. 215 Fosfa a. s.iBclav

Hamifos¢. 210 Fosfa a. s.iBclav

Carnal¢. 2110 Fosfa a. s.iBclav

Carnal¢. 961 Fosfa a. s.iBclav

Pyroc¢. 3907 Fosfa a. s.iBclav

Orto¢. 7811 Fosfa a. s.iBclav

4.3.4 Priprava standardniho roztoku NgP,04

Na analytickych vahach byl navazen 1,0000 gRa;, ktery byl geveden do 100 ml

odmerné baiky a doplrn destilovanou vodou po rysku.
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4.3.5 P¥iprava kalibra énich roztoki

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,1105 g Naéty byl pgeveden do 500 ml
odnerné baiky a dopl®n destilovanou vodou po rysku. Z tohoto roztokuybgtipraveny
roztoky pro kalibraci a to odpipetovanim 2 ml rdatao 100 ml odrérné baiky a po gidani
10 ml roztoku NgP,O; doplréné destilovanou vodou po rysku, 4 ml roztoku do 1Hdl0
odmerné baiky a po pidani 10 ml roztoku Ng,O; doplrené destilovanou vodou po rysku,
10 ml roztoku do 100 ml odémé baiky a po pidani 10 ml roztoku N#,0O; doplrgné
destilovanou vodou po rysku a 20 ml roztoku do Gdmerné baiky a po gidani 10 ml

roztoku NaP,O; doplrené destilovanou vodou po rysku.

4.3.6 Piiprava vzorka pro stanoveni

Na analytickych vahach bylo navazenibfizné 0,1000 g vzorku, ktery bylipveden do
100 ml odmné¢rné baiky a doplrn destilovanou vodou po rysku. Pro kazdy vzoreky byl

pripraveny d¥ navazky. Pesné navazky jednotlivych vzdrsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 5: navazky vzorki pro stanoveni ISE

Hmotnost vzork v (g)
Navéazka| Carnalc. Carnalc. Pyroc¢. Ortoc¢. Hamifos¢. Hamifosc.
¢. 2110 961 3907 7811 210 215
ml 0,0998 0,0999 0,1002 0,1000 0,0997 0,0998
m2 0,1001 0,1000 0,1000 0,0998 0,1002 0,0998

4.3.7 Vlastni méreni

Mefici pristroj byl nakalibrovan ipravenymi kalibranimi roztoky. Ok elektrody byly

postupg pondeny do kazdého roztoku a pomoci vhodného programiu pbistroj

nakalibrovan. Poté byly stejnymigobem pror&eny i vSechny fipravené roztoky vzorka

na gistroji pH metr a ionometr PHI 04 pak byl étken obsah stanovené slozZky.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Stanoveni celkového fosforu ve vzorcich

5.1.1 Méreni kalibraénich zavislosti

Méieni kalibr&nich zavislosti probihalo podle navodu uvedenéhmpitole 4.1.7. U
kalibratnich roztok byla prongiena zavislost jejich koncentrace v roztoku na dizsari.
Koncentrace jednotlivych roztékpro kalibr&ni meieni ¢inily 0.5, 1, 1.5, 2 a 2.5 mg/50ml.
Méieni probihalo za vinové délky 460nm. Hodnoty kaihich zavislosti jsou uvedeny
v tabulce 6, grafy kalibtmich Kivek jednotlivych vzork jsou uvedeny vifloze 1.

5.1.2 Stanoveni celkového fosforu ve vzorcich

Stanoveni celkového fosforu ve vzorcich fostaeeti od spolénosti FOSFA a. s.
probihalo podle ndvodu v kapitole 4.1.7, za podhkisejnych s r&enim kalibr&nich
zavislosti. Z kazdého vzorku byldipraveno a progteno @t navazek, jednotlivé navazky

jsou uvedeny v tabulce 1.

Ziskané hodnoty koncentraci (c) fosforu v kalémigh roztocich (mg/50ml) a odpovidajici
hodnoty absorbance byli zpracovany linearni regmsfislosti A= f (c). A z hodnot
absorbance ziskanych émnim vzork byly vypcatitany koncentrace fosforu pomoci
kalibraéni primky a gepaitany na procentualni obsah fosforu v kazdénstzravazovanych

vzorki.

Ze znalosti koncentracéosforu z kalibrani primky byl vypaiten procentualni obsah

fosforu ve vzorcich a to takto:

_ clFz _ 0757475100
m100 50020100

%

=1514%

Hodnoty Kkalibr&nich zavislosti, odpovidajici hodnoty absorbanci vgpoctené

procentualni obsahy fosforu ve vSech vzorcich jsmdeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Uré&eni celkového fosforu ve vzorcich

Kalibragni roztoky v Absorbance kalibaich Absorbance celkovéhg % celkového Pramer
(mg/50ml) roztoki fosforu fosforu (%)
Carnal¢. 2110
0,5 0,106 0,278 48,40
1 0,178 0,270 46,75
15 0,214 0,285 49,88 47,87
2 0,266 0,278 48,40
25 0,363 0,266 45,93
Carnale. 961
0,5 0,086 0,273 49,85
1 0,160 0,279 47,21
15 0,234 0,295 50,25 50,11
2 0,315 0,301 51,35
2,5 0,341 0,304 51,93
Pyroc¢. 3907
0,5 0,105 0,357 52,39
1 0,186 0,332 48,49
15 0,258 0,349 51,19 51,70
2 0,319 0,360 52,88
25 0,439 0,357 52,42
Orto¢. 7811
0,5 0,104 0,301 50,52
1 0,177 0,309 52,22
1,5 0,258 0,291 48,47 50,41
2 0,317 0,310 52,41
25 0,335 0,291 48,44
Hamifos¢. 210
0,5 0,093 0,337 50,79
1 0,167 0,341 51,41
15 0,274 0,338 50,92 51,08
2 0,330 0,342 51,55
2,5 0,404 0,337 50,77
Hamifos¢. 215
0,5 0,081 0,061 62,35
1 0,165 0,070 67,03
15 0,260 0,064 64,20 64,48
2 0,339 0,069 67,03
25 0,527 0,060 61,73
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Z vysledki je patrné, Ze vzorky obsahuji p&me vysoké procento fosforu. Teiihu vSech
vzorki predstavuje zastoupeni vice nez 50%. Pouzéipag vzorku Carnal 2110 je
zastoupeni pod 50 %.

V kazdém z Sesti vzotk byla nalezena vzdy sfm fosforénani raznych forem

(orto, pyro, a tripolyfosfor@ani).

5.2 Stanoveni mnozstvi fluoridi ve vzorcich fosforénana
pomoci iontové chromatografie

5.2.1 Zavislost retence anionii na iontové sile mobilni faze

Sledovani zavislosti reténich ¢adi fluoridi a fosforénami na iontové sile bylo
provadgno podle navodu uvedeného v kapitole 4.2.8 a 4R&erni ¢asy jednotlivych
anionti byly zjistovany g raznych sloZzeni mobilni faze, jednotlivé slozeni Vvséazi je
uvedeno v tabulce 2. Vysledky jsou shrnuty v tabufc Z uvedené tabulky je patrné, Ze
s rostouci koncentraci se retencasy jednotlivych aniofiitzkracuji a postugnse giblizuji
k piku odpovidajicimu mrtvému objemu, coz je patm@rafickych zaznath uvedenych
v piiloze 2. Na zakla#l téchto vysledk byla zvolena mobilni faze o sloZzeni 1,8 mmol/l
NaHCQ;a 4,5 mmol/l NaCOs; pro dalSi mireni.

Tabulka 7: zavislost retencefasi na iontové sile

Mobilni faze Retergni éa}sy fluorich Retergni éasy fosforénam
(min) (min)
1 mobilni faze 8,427 42,947
2 mobilni faze 8,080 34,967
3 mobilni faze 7,587 28,060
4 mobilni faze 7,210 23,527
5 mobilni faze 6,957 20,593
6 mobilni faze 6,543 16,370

5.2.2 Zavislost retence anioni na pH mobilni faze

Sledovani zavislosti reténich ¢adi fluoridi na pH mobilni faze bylo provédo podle
navodu uvedeného v kapitole 4.2.10. Re&méncasy fluoridovych aniorit byly nejprve
zjistovany g raizném slozeni uhditanu v mobilnich fazigimz se ndnilo pH, jednotlivé

sloZzeni vSech fazi je uvedeno v tabulce 3. Vyslediy shrnuty v tabulce 8. Z uvedené
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tabulky je patrné, Ze s rostouci koncentracicithiu se retetni ¢asy jednotlivych aniorit

zkracuji a postuphse fibliZzuji k piku odpovidajicimu mrtvému objemu.

Tabulka 8: zavislost retencatasi na pH

Mobilni faze Retemnzriailrs])y fluoridh
1 mobilni faze 12,460
2 mobilni faze 9,993
3 mobilni faze 8,763
4 mobilni faze 7,890
5 mobilni faze 7,553

Na zaklad téchto vysledk byla zvolena mobilni faze o sloZzeni 0,8 mmol/l NGB a 2
mmol/l NaCOs pro mefeni zavislosti retencéasi na pH. Byla prorfovana zavislostip pH
10.5, 10, 9.5, 9, 8.5 a 8, které bylo upravovanm@a kyseliny borité. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 9. Z uvedené tabulkyigmé, Ze s rostouci hodnotou pH se r&ténasy
fluoridovych aniont opet zkracuji a piblizuji se k piku odpovidajicimu mrtvému objemwa N
zaklacdk téchto vysledk bylo zvoleno pH 10,5 jako vhodné pro dal&iremi. Pro dalSi gfeni

pH nebylo upravovano pomoci kyseliny borité.

Tabulka 9: zavislost retencefasi na pH mobilni faze (1,8 mmol/l NaHCQ+ 4,5 mmol/l NaCOs3)

oH Retergni éa_lsy fluorich
(min)
8 17,930
8,5 15,930
9 12,470
9,5 10,480
10 8,710
10,5 7,890

Jako optimalni mobilni faze pro stanoveni fluorigdlv ionti ve vzorcich fosforgnan
byla stanovena mobilni faze slozena ze 1,8 mmd#HCG; a 4,5 mmol/l NaCOz; 0 pH 10,5.
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5.2.3 Méreni kalibraénich zavislosti

Méieni kalibr&nich zavislosti probihalo podle navodu uvedenéh@mpitole 4.2.6. U
fluoridovych aniont byla prongtena zavislost pik na jejich koncentraci v roztoku.
Koncentrace jednotlivych roztékpro kalibra&ni meteni¢inily 0.018, 0.0336, 0.072, 0.1086 a
0.1809 mg/l. Aitok mobilni faze 0,4 ml/min, pH 10,5 a slozeni nhobfaze 1,8 mmol/l
NaHCG; + 4,5 mmol/l NaCOs. Hodnoty kalibranich zavislosti jsou uvedeny v tabulce 10 a
zaznam kalibréni zavislosti je uveden iboze 3.

Tabulka 10: kalibra éni zavislosti plochy piku na koncentraci fluoridovych anionti

¢ (mg/l) Plocha r;irbﬁgl:‘;f(l)ridovych
0,0180 7.7085
0,0336 17,2276
0,0720 33,5947
0,1086 51,4331
0,1809 83,9592

5.2.4 Stanoveni fluoridovych ionti ve vzorcich

Stanoveni fluoridovych aniointve vzorcich fosfornanmi od spolénosti FOSFA a. s.
probihalo podle navodu v kapitole 4.2.11, za podkistejnych s gfenim kalibr&nich
zavislosti. Z kazdého vzorku bylyipraveny a prorreny dw navazky, jednotlivé navazky
jsou uvedeny v tabulce 4. Integraci jednotlivyckapie vzorcich fosfor@nanm byly zjiStny
plochy piki a pomoci rovnic kalibtmich gimek ugeny koncentrace jednotlivych latek ve

vzorcich.

Ze znalosti mnozstvi fluorid ve vzorcich fosfor@ani, ziskanych iontovou

chromatografii, byl provedertgpaet na jejich procentuélni obsah a to takto:

¢/F; qoo=  0145/20

= [100= 145M1073%
m 0,4997M10°

Vypoctené plochy pik, koncentrace a procentualni obsah pro jednotlizérky jsou

uvedeny v tabulce 11. Zadznamy chromatodrakterych vzorki jsou uvedeny vifloze 4.
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Tabulka 11: stanoveni fluoridovych iont IC

Navazka. (g) Plochy Nameéiené hodnoty (mg/l) Procentualni obsah (%
pika
Carnal¢. 2110
My 11,095 0,145 1,45.10
m; 6,274 0,08 0,80.10
Carnal¢. 961
My 11,975 0,155 1,54.10
ms 11,773 0,155 1,55.10
Pyroc¢. 3907
my 29,859 0,51 0,010
my 31,752 0,54 0,010
Orto¢. 7811
my 5,213 0,07 1,39.19
ms 6,506 0,085 1,70.10
Hamifos¢. 210
My 0,000 0,000 0,000
m, 0,000 0,000 0,000
Hamifos¢. 215
my 0,000 0,000 0,000
my 0,000 0,000 0,000

Z vysledki je patrné, Ze vzorky obsahuji pémé malé procento fluoridovych ioint
Zastoupeni fluoritl ve vzorcich Carnal 2110, Carnal 961 a Orto 7811pgd 0,01 %.
V piipact vzorku pyro 3907 je fluoridovy iont v zastoupemidp0,1 %. A v pipad vzorka

Hamifos 210 a Hamifos 215 se fluoridovy iont newgslie vibec.
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5.3 Stanoveni mnozstvi fluoridi ve vzorcich fosfor€énana
pomoci ISE elektrody

5.3.1 Stanoveni fluoridovych ionti ve vzorcich

Stanoveni fluoridovych anioltve vzorcich fosfor@ani od spolénosti FOSFA a. s.
probihalo podle navodu v kapitole 4.3.7¢#hi probihalo na nakalibrovanértigtroji a pH
pro meieni se udrzovalo mezi 4-8. Z kazdého vzorku bypraveny a prorieny dw
navazky, jednotlivé navazky jsou uvedeny v tabliceNa fFistroji byly ode&itany gimo

hodnoty koncentraci fluorid

Ze znalosti mnozstvi fluorid ve vzorcich fosforani, ziskanych ISE, byl proveden

piepaiet na jejich procentualni obsah a to takto:

¢/F; o 0PAL/10

=—————[100= 41110°%
m 0,0998010°

Hodnoty koncentraci fluoridovych iointa vypa@tené procentualni obsahy ve vSech

vzorcich jsou uvedeny v tabulce 12.
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Tabulka 12: stanoveni fluoridovych iont ISE

Navazkat. Nameéfené hodnoty Procentualni obsah

(9) (mgfl) (%)
Carnal¢. 2110

my 0,041 4,11.18

m, 0,040 4,00.18
Carnal¢. 961

my 0,088 8,80.18

ms 0,080 8,00.18

Pyroc¢. 3907
my 0,045 4,49.18
ms 0,044 4,40.18
Orto&. 7811

my 0,048 4,80.18

ms 0,046 4,60.18
Hamifos¢. 210

my 0,037 3,70.18

m, 0,048 4,79.18
Hamifos¢. 215

my 0,085 8,51.18

ms 0,082 8,21.18

Z vysledki je patrné, Ze vzorky obsahuji @pmalé procento fluoridovych ioint U vSech

vzorcich je procento fluoridovych ianpod 0,01%.
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Zavér

Cilem této prace bylo stanovit mnozstvi fluoridowvyonti ve vzorcich anorganickych soli
potravindské kvality, dodané od firmy FOSFA a.s. a vypratgednoduchou analytickou
metodu s vyuZzitim iontové chromatografie, kterdntghla nahradit dosud pouZivanéiemi
ISE elektrodou. Toto mnozZstvi bylo zj@/ano pomoci iontové chromatografie s vodivostni
detekci. Jako druh& analyticka metoda pro stanofreafidovych ionfi ve vzorcich byla

pouzita také potenciometricka metoda ISE s fluoraloelektrodou.

Separace byla provedena na kélbtEMA-S 100 Q-L 10 pm (3x150mm, ner&z8). Byla
pouZzita mobilni faze ip sloZzeni hydrogenuhditan sodny o koncentraci 1,8 mmol/l a
uhli¢itanu sodného o koncentraci 4,5 mmol/l a pH 10r&tdR mobilni faze byl 0,4 ml/min.
Signal byl sniman vodivostnim detektorem v kombina@utosupresorem, pro zvyseni
citlivosti. Jednotlivé vysledky analyz byly zpraémy podle statickych paramétra
vyhodnoceny za pomoci softwaru Clarity chromatobyastation (verze 2.2.0). &fenim
bylo zjiS€no, Ze se vistajici koncentraci a pH mobilni faze, se rétértasy fluoridovych

anionti, které se z kolony eluuji zkracuiji.

Bylo testovano Sest vzaikiaznych soli kyseliny fosfotmé. Z kalibr&ni zavislosti plocha
piku — koncentrace analytu byl stanoven obsah ifloggch ionti ve vzorcich. Vysledky

meéteni jsou zaznamenany v tabulkach uvedenych vyse.

Bylo zjistno, Ze ve vzorcich se nachazi velmi mai§are Zadné mnozstvi fluoridovych
ionti. Nezbytny denni ijjem je 1,5-4 mg, Zehoz vypliva, Ze fluoridové ionty ve

stanovovanych vzorcich, nemaji nezadouci vliv mgoismusiloveka.

Cilem prace byl navrh jednoduché analytické metodyuZzitim iontové chromatografie,
ktera by nahradila metodu ISE. Rozdily ve vysledg¢sou dany zejméndiznymi deteknimi
limity u obou metod. Jedinou nevyhodou IC systésuw jvysSi deteaki limity ve srovnani s
fluoridovou iontow-selektivni elektrodouAvsak mezi vyhody iontové chromatografie Hat
moznost pracovat sékolikandsobs mensim mnozZstvim vzorku, velka rychlost analyzy,
moznost automatického vyhodnoceni w#enych dat a hlavn dobra reprodukovatelnost
vysledlka, coz je u fluoridové ISE elektrody ztizeno ruSivywlivy, v naSem pipac

fosfore&Enanovymi ionty ve vzorku a neustalou &mu pH.
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Seznam zkratek

A Absorbance

CCD Posini detektor

AE Elektromotorické napi ¢lanku

HPLC Vysoce tinna kapalinova chromatografie
IC lontova chromatografie

ISE lonto-selektivni elektrody

TISAB Total lonic Strength Adjustment Buffer
uv Ultrafialové zdeni
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Priloha

Priloha 1

Absorbance A

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Kalibra¢ni krivka (Carnal €. 2110)

y=0,120x+ 0,044 *
R?=0,973

0,5 1 1,5 2 2,5 3

c{mg/50ml)

Absorbance A

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Kalibra¢ni krivka (Carnal €. 961)

y=0,133x+ 0,027
R?=0,979

0,5 1 1,5 2 2,5
¢ (mg/50ml)

3
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Kalibra¢ni krivka (Pyro €. 3907)

0,5
y=0,160x+ 0,021 ¢
0,4 R%=0,986
8
3
Q 03
(1]
=
2 0.2
=]
8
0,1
0
0,5 1 1,5 2 2,5 3
c{mg/50ml)
Kalibra¢ni krivka (Orto €. 7811)
0,4
0,35 y=0,120x+ 0,057 *
2 -
< 03 R%=0,960
3 0,25 *
c
_’E" 0,2
2 015
< 01 ¢
0,05
0
0,5 1 1,5 2 2,5 3
c{mg/50ml)
Kalibra¢ni krivka (Hamifos €. 210)
0,5
< 04 y=0,157x+ 0,018
E 0’3 R2= 0,991
(1]
=
5 02
2 01
0
0,5 1 1,5 2 2,5 3
c{mg/50ml)
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Voltage

Kalibra¢ni krivka (Hamifos ¢. 215)
0,6
y=0,213x-0,045 .
0,5 R?=0,966
8
§ 0,4
2 03 ¢
2
]
2 0,2
0,1
0
0,5 1 1,5 2 2,5 3
c{mg/50ml)
Priloha 2
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—— Na3PO4-1.nav.-6MF01-IV-2011
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| /\
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Time ]
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[mV]

Voltage
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Priloha 3
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Priloha 4
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