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PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Nastaveni podminek pro metodu 3 — metodu vybereme dle pokynit vyucujiciho

PRIPRAVA VZORKU K MERENI

Ptipravime kalibraéni roztoky pro methanol o obsahu methanolu 0,02 %, 0,04 %, 0,06 % a 0,08 %
(v/v), tj. mikropipetou presné napipetujeme 20 pl, 40 pl, 60 ul a 80 ul methanolu do odmérnych
banck na 100 ml a doplnime destilovanou vodou po rysku. Jednotlivé roztoky pro kalibra¢ni
zavislost umistime na 5 min do ultrazvukové lazné.

Pripravime smés Ctyi alkoholti (methanol, ethanol, n-propanol a isobutanol) ve vodé, obsah
jednotlivych latek 0,03 % (v/v), tj. do 100 ml odmérné bariky napipetujeme postupné 30 pl
jednotlivych slozek a doplnime destilovanou vodou po rysku. Roztok umistime na 5 min do
ultrazvukové lazné.

Pripravime smés Ctyt alkoholti (methanol, ethanol, isopropanol a isobutanol) s acetonem ve vodeg,
obsah jednotlivych latek 0,05 % (v/v), tj. do 100 ml odmérné batiky napipetujeme postupné 50 pl
jednotlivych slozek a doplnime destilovanou vodou po rysku. Roztok umistime na 5 min do
ultrazvukové l1azné.

Pripravime vzorek konzumniho destilatu o neznamé koncentraci methanolu, do odmérné baiky na
100 ml napipetujeme 1 ml vzorku konzumniho destilatu a doplnime destilovanou vodou po rysku
(ptip. dle mnozstvi vzorku do odmeérné banky na 10 ml napipetujeme 0,1 ml vzorku konzumniho
destilatu a doplnime destilovanou vodou po rysku). Roztok umistime na 5 min do ultrazvukové
lazné.

Pfipravime vzorek konzumniho destildtu o neznamé koncentraci methanolu s pfidavkem standardu
methanolu do odmérné baiiky na 100 ml napipetujete 1 ml vzorku destilatu a 50 pl standardu
methanolu, doplnime destilovanou vodou po rysku (pfip. dle mnozstvi vzorku do odmérné barnky na
10 ml napipetujeme 0,1 ml vzorku konzumniho destilatu a a 25 pl standardu methanolu, doplnime
destilovanou vodou po rysku). Roztok umistime na 5 min do ultrazvukové 1azné.

METODY STANOVENI METHYLALKOHOLU V KONZUMNIM DESTILATU

Metoda kalibrac¢ni primky



2.4.2.

Metoda zaloZena na sestrojeni grafické zavislosti méfené veliCiny na zvySujici se koncentraci
kalibracnich roztoki o znamé koncentraci. Z této kalibracni kiivky se hodnota hledané veli¢iny
neznamého vzorku odecte. Pouziti metoda kalibracni kiivky je opravnéné v piipadé, ze vSechny
vzorky a standardy jsou si svymi vlastnostmi rovnocenné, tzn. Ze mizeme zanedbat vliv matrice
vzorku.

POSTUP:

Z jednotlivych chromatogrami pro stanoveni methanolu si opiSeme nasledujici polozky pro vytvoreni
kalibraéni zavislosti v Excelu:

— retencni €as fz v min,
— plochu piku 4 v mV-s,
—vysku piku 4 v mV,

— §itku piku w, ptip. wys je tfeba dopocitat

Ze ziskanych hodnot sestrojime kalibracni zavislost pro jednotlivé objemové koncentrace methanolu a
z rovnice regrese vypocitame obsah methanolu ve vzorku konzumniho destilatu (je nutné pocitat také
s fedénim vzorku)

Metoda pridavku standardu

Metoda ptidavku standardu predpoklada splnéni podminky linearity kalibra¢ni zavislosti mezi plochou
piku a stanovovanou koncentraci. Jeji vyhodou je eliminace vlivu matrice. Ke stanovovanému vzorku se
pfida znamé mnozstvi téze latky, u které se ma stanovit neznama koncentrace. Vzdy se musi udélat
nejméné dva nastiiky vzorku — pii prvnim se davkuje pfesné mnozstvi vzorku, pii druhém se davkuje
pfesné mnozstvi smési.

Koncentraci obsahu methanolu v neznamém vzorku pfi pfidavku jednoho standardu ke vzorku uréime
podle nasledujiciho vzorce:

a) v pripadé, Ze, matrice a celkovy objem je konstantni — tzv. metoda dvou roztoku

c_ = sz EVSI [ Cst

- (sz+st - sz) V

vz

b) v piipadg, Ze celkovy objem neni konstantni — tzv. metoda jednoho roztoku

kde: c,, je koncentrace analytu ve stanovovaném vzorku,
Cq je koncentrace standardu,
V,, je objem stanovovaného vzorku,
V je objem pridaného standardu,
A, je plocha piku stanovovaného vzorku,
A+ je plocha piku stanovovaného vzorku a standardu.



ULOHA & 3
RP-HPLC

CILE ULOHY

seznamit se s principy vysokoucinné kapalinové chromatografie

POUZITE VYBAVENI:

Chemikalie:

Mobilni faze: CH;OH:voda 70:30 (v/v).
Zasobni roztoky: testovaci smés a 0,01% roztok thiomoc€oviny s benzenem v methanolu.

Pristrojové vybaveni:

HPLC systém Watrex (1 pumpa DeltaChrom™ P102 pump s priitokem 0,01-9,99 ml min" s maximéalnim
pracovnim tlakem 42 MPa, chyba 0,2 % na 1 ml min’, fotometricky detektor DeltaChrom™ UV250 detektor,
fidici software EZStart, chromatografickd kolona Watrex 250x4,0 mm Reprosil 100 C18 kolona Spum (pfip.
chromatograficka kolona Watrex 250x4,0 mm Reprosil 100 C8 kolona 5um), davkova¢ DeltaChrom ™ Manual
Injection Kit s objemem 20 pl), ultrazvukova lazen.

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

3.1. Seznameni s metodou
3.2. Popis a zakladni schéma kapalinového chromatografu

3.3.

3.3.

3.2.1. Vyhodnoceni chromatografického zaznamu

Provedeni chromatografického stanoveni v chromatografické soustavé s reverzni fazi (tzv. reverse
phase HPLC)

3.3.1. Pfiprava chromatografu k méfeni a sbéru dat

3.3.2. Priprava testovaci smési a roztoku thiomocoviny.

3.3.3. Optimalizace podminek stanoveni, oveéreni funkénosti a stavu chromatografické kolony.

3.3.4. Stanoveni mrtvého objemu kolony Vy; pomoci inertni latky (thiomocovina)

3.3.5. Statistické vyhodnoceni

3.4. Vyhodnoceni chromatografické separace

PROVEDENI CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI

Vysokoucinna kapalinova chromatografie RP-HPLC je druhem kapalinové chromatografie s reverzni
fazi, coz znamena, ze mobilni fazi (MF) je vétSinou organické rozpoustédlo a stacionarni fazi (SF) je
pevna latka. Mobilni faze je pak tlacena skrz nepohyblivou a nemisitelnou stacionarni fazi. Principem
HPLC je riizna afinita vzorku ke stacionarni fazi. Cim vy$§i méa vzorek afinitu ke stacionarni fazi, tim
vetsi je jeho zadrz a pozdéjsi eluce, dochazi tedy k separaci latek.

Vzorek je kolonou nucené transportovan postupnym pritékanim mobilni faze. Tento proces se nazyva
eluce.

Vysledkem métfeni pomoci metody HPLC je chromatogram, znchoz zjiStujeme retencni Ccas
jednotlivych analytl, poptipadé koncentraci, atd

Nejdulezitejsi kvalitativni charakteristikou latek rozdé€lujicich se mezi staciondrni a mobilni fazi je
kapacitni faktor, pro jehoz vypocet je nezbytné znat mrtvy cas dané kolony. Mrtvy Cas t, je Cas, za ktery
projde kolonou nezadrzovana latka, tzn. latka, ktera prakticky neinteraguje se stacionarni fazi (SF). Je-li
tedy SF velmi polarni (nemodifikovany silikagel), mizeme mrtvy ¢as ztotoznit s retencnim ¢asem velmi
nepolarni kapaliny, tj. markeru (napi.hexanu), je-li SF velmi nepolarni (C18), pak markerem mtize byt
velmi polarni molekula, napf. aceton.

Pii znalosti pritokové objemové rychlosti (F, ml-min™), Ize vypogitat Vy; mrtvy objem kolony z &asu



3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

tyr.

Priprava chromatografu k méreni a sbér dat

- Zapneme zafizeni, a to v poradi detektor, pumpa, pocita¢ (nutné nazhaveni detektoru po dobu
30 minut). Veskeré MF je nutné odplynit na ultrazvukové 1azni po dobu minimalné€ 20 minut.

- Jakmile je detektor nazhaveny, pfistoupime k ekvilibraci kolony.

- Zkontrolujeme, zda je nasavaci hadicka s filtrem ponofena pod hladinou MF.

- Vezmeme stifkacku (30 ml se Sroubovacim zakoncenim) a nasadime na vypustni ventil pumpy.
Otevieme opatrné ventil a pomalu natahujeme mobilni fazi z odmérné barnky, to zajisti odstranéni
bublin z kolobéhu mobilni faze. Pfed sejmutim stfikacky z vypustniho ventilu vzdy ventil opét
uzavieme. Natdhnuti mobilni faze opakujeme alesponn 2x. Poté je$té hadiCku zkontrolujeme
pohledem a pfipadné bublinky sklepeme a znovu natdhneme stiikackou. /POZOR! Pti vniknuti
bublin do kolony mtize dojit k jejimu poskozeni.

- Na pumpé nastavime pozadovany priitok (0,5 ml-min™") pro stanoveni a teprve nyni mizeme spustit
pumpu tlacitkem "RUN". Pockame, az je tlak na pump¢ konstantni.

- Pak spustime program EZStart, v ivodni nabidce vybereme metodu test254.met (najdeme ji na
cesté c:\Ezstart\Methods\test254.met). Pomoci této metody nechame ekvilibrovat kolonu a také pfi
ni budeme provadét jednotlivi méfeni.

- Spustime Preview na horni li§té programu, které slouzi k ekvilibraci kolony.

- Pockame, az se ustali zékladni linie (base line) po dobu 40 minut, coz odpovida 20 kolonovym
objemim.

- Ekvilibraci ukon¢ime ¢ervenym tlacitkem "RUN STOP".

Priprava testovaci smési a roztoku thiomocoviny

Priprava testovact smési:

Testovaci smés piipravime napipetovanim 2 ml acetonu, 0,5 ml benzenu a 0,5 ml toluenu do odmérné
baiikky na25 ml, doplnime methanolem po rysku. Pfipravenou smés umistime na 20 min do
ultrazvukové lazné.

Priprava 0,02% roztoku thiomocoviny:

Do odmérné banky na 100 ml pfipravime navazenim 0,02% roztok thiomocCoviny a 0,5 ml benzenu
rozpusténim v methanolu. Pfipravenou smés umistime na 20 min do ultrazvukové 1azné.

Optimalizace podminek stanoveni, ovéreni funkénosti a stavu chromatografické kolony.

Davkovani vzorku davkovacim kohoutem

- Pred zahajenim vlastniho méfeni je doporuceno nékolikrat proplachnout davkovaci kohout
destilovanou vodou, methanolem nebo mobilni fazi. Promyvat davkovaci kohout budeme pomoci
injek¢éni stfikaéni s nasazovaci jehlou. /POZOR! Zasunuta jehla nesmi propichnout septum
davkovaciho kohoutu, zasunujeme ji tedy velmi opatrné a poté, co ucitime odpor, se s jehlou
vratime o n¢kolik mm zpét.

- Vzorek davkovany na kolonu musi byt Ciry, Castice nebo zdkal mohou nevratn¢ znehodnotit
kolonu.

- Vzorky obsahujici rozpusténé plyny (napf. metanolické roztoky) je tieba pied nastiikem ditkladné
odvzdusnit v ultrazvukové 1azni.

Naplnéni smycky davkovace a nastiik vzorku na kolonu

- Po ekvilibraci kolony mizeme nastiiknout testovaci roztok. Testovaci roztok se méfi pfi 254 nm.
Aceton ma funkci inertniho analytu, tudiz se viibec nezachytava na stacionarni fazi, proto se ¢as
jeho eluce bere jako mrtvy retenéni ¢as. Toto slouzi k vypoctu kapacitnich faktorl. Davkovaci
zafizeni je opatfeno kohoutem s polohou 1 (load) a 2 (inject). V poloze 1 (leva poloha) plnime
smycku, aniz by dochédzelo k unasSeni analytu mobilni fazi, v poloze 2 (prava poloha) je analyt
unasen mobilni fazi. Nez dojde k nastriku, musi byt davkovaci zafizeni vzdy v poloze 1.

- Pfi plnéni davkovaci smycky o objemu 20 pl se packa davkovace prepne do pohotovostni horni
polohy 1 (levé polohy), do davkovaciho otvoru se jemné zasune jehla injekéni stiikacky (POZOR!
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Nezasouvat nasilim na doraz) a tlakem na pist injekéni stiikacky se naplni davkovaci smycka
davkovace (na konci odpadni kapilary odkapne 3—5 kapek).

Packa se prepne do pravé spodni polohy a jehla se vytdhne. Tim se uvniti davkovace piepne smér
toku mobilni faze tak, ze prochazi smyckou.

Méreni vzorku

Zkontrolujeme zda je packa davkovace v pohotovostni horni poloze 1 (leva poloha)

Vezmeme stiikacku (napf. Hamilton) s obsahem 25 pl a nékolikrat ji proplachneme destilovanou
vodou. Nabereme do stiikacky objem 2.5 pl z testovaciho roztoku tak, aby ve stfikaéce nebyla
z4dna bublinka.

Zasuneme stiikacku rovné do davkovaciho zatizeni skrz septum.

Pfed nadavkovam vzorku je potfeba spustit program pro sbér naméfenych dat.

Ke spusténi programu pouzijeme modrou Sipku na horni li§té, po jejim spusténi se objevi okno, ve
kterém musime vyplnit nazev vzorku (sample ID), cestu pro uloZeni naméfenych hodnot (data path)
a nazev souboru, pod kterym se jednotlivé méfeni ulozi (data file). V fadku Method také
zkontrolujeme, zda mame spravné zvolenou metodu.

Single Run Acquisition =

— Run infarmation

Calibrate

Start I
Sample [D: ﬂ Calibration level: I 1 ar
Method: |E:\EZStart\Methods\methylxantiny.met D”'l I~ | Clear, all calibration Cancel | i
Diata path: IEI:\EZStart\Data\public\mlatecek\2DDS-D2-18 @l I= | Clear calibration far level Help |
Data file: |2009-0219_test_01 ﬂ I Brint calibration repart

™| Clear replicates

Mumber of reps: I‘I

— Amount value

I Print methad report _
™| fverage replicates

Sample amount:

Intemal standard amaount:

Multiplication factors:

Dilution factors:

Beginmun——————
1 ’]Immediatel}l QI

Description... |

Pro dalsi informace slouzi Description, kde si mtizeme popsat kolik davkujeme vzorku, na jakou
kolonu, jakou mobilni fazi pouzivame a jaky je pratok

Meéfeni spustime tlacitkem Start. Nez dojde k nastfiku jakéhokoliv vzorku, musime pockat, az se na
obrazovce objevi waiting for trigger coz znamena, Ze je software pfipraven a ¢eka na nastiik
vzorku.

T T T T T T
i} 10 i a0 40 0

&:ﬁxmﬁﬁ)&’_\ﬁﬁAﬂﬁAv,mﬂ‘ﬁqlﬂ,my\ﬁn&ﬁﬂ&w
For Help, press F1 ( [waiting For Trigger... _J)

Az je na liste vidét napis waiting for trigger, pohybem pistu stiikacky nadavkujeme 2,5 ul testovaci
smési. lThned po nadavkovani oto¢ime packu davkovace do polohy 2, teprve poté vytdhneme
stiikacku z davkovaciho zafizeni.

Pied ukoncenim anylyzy nejprve vratime packu davkovace do polohy 1 a teprve poté analyzu
ukoncime Cervenym tlacitkem ,,RUN STOP*.

Testovaci smés proméfime 3x pii pritoku 0,4 ml-min” (pro kolonu C8) nebo 0,5 ml-min™ (pro
kolonu C18).

Stanoveni mrtvého objemu kolony Vy; pomoci inertni latky (thiomocovina)

Nastiiknutim latky, kterd neni zadrzovana sorbetem, se stanovi tzv. mrtvy ¢as ty, tj doba, za kterou
kolonou projde latka zcela inertni vici sorbetu. Pfi znalosti pratokové objemové rychlosti (F,
ml/min), lze vypocitat mrtvy objem kolony Vy;. Odec¢teme Cas ty a s pouzitim udaje F vypocteme
mrtvy objem kolony Vy.

Mg¢teni thiomocoviny provedeme stejnym zpiisobem jako méfeni testovaci smési.

Smés thiomocoviny s benzenem proméfime pii prutocich 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1,0
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ml-min”, vzdy nadavkujeme 5 ul stanovované latky.

Sestrojime van Deemterovu kiivku zavislosti vyskového ekvivalentu teoretického patra H na
linearni rychlosti MF, kde minimum kfivky odpovida optimalni priutokové rychlosti, pii které
kolona vykazuje nejvétsi ucinnost a tedy minimalné rozsifuje zoény analyti. (Délka kolony

C18 je 250 mm, délka kolony C8 je 100 mm)

VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKE SEPARACE

1.

2.

S

Provedeme identifikaci litek testovaci smési, zdivodnime poradi jednotlivych analyta
v chromatogramu.

Z chromatogrami urc¢ime pomoci programu EZStart-offline pro jednotlivé litky retencni
casy tg, vySKy h a Sifky signala (ws).

Vyhodnotime chromatograficky zazmam a stanovime faktory, které maji vliv na
chromatografické stanoveni (rozliSeni, tucinnost kolony, kapacitni poméry separovanych
latek, atd.).

Vypoclitame mrtvy objem kolony Vy;.

Sestrojime van Deemterovu kiivku. Vyhodnotime a zdivodnime jakym zptusobem ovliviiuje
zvySujici se prutok zénu analyti.

Provedeme statistické vyhodnoceni jednotlivych stanoveni.

Zdivodnéni pripadnych problému béhem analyzy.

ULOHA &. 4
1IZOTACHOFOREZA

CILE ULOHY:

seznamit se s principy s izotachoforézy
kvantitativné stanovit kyselinu citronovou vovoci, dZzusech a potravinaiskych doplicich
(vitaminovych preparatech)

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

4.1. Seznameni s metodou ITP

4.1.1. Popis a zakladni schéma instrumentace ITP

4.1.2. Zpisoby vyhodnoceni ITP

Stanoveni kyseliny citronové pomoci metody pfidavku standardu (pfidavek vice standarda)
4.2.1. Obecna charakteristika kyseliny citronové

4.2.2. Priprava zasobniho roztoku a tiprava vzorku

4.2.3. Méfeni jednotlivych vzorki

Vyhodnoceni analyzy

4.2.

4.3.

4.2

4.2.1

STANOVENI KYSELINY CITRONOVE POMOCI METODY PRIDAVKU
STANDARDU (PRIDAVEK VICE STANDARDU)

Obecna charakteristika kyseliny citronové

Kyselina citronova je vyznamnym konzerva¢nim ¢inidlem, které je ptidavano do potravin z divodu
prodlouzeni jejich trvanlivosti. Obsah této latky je deklarovan statnimi normami a jeji pouzité mnozstvi
by mélo byt uvedeno na obalech vyrobkl. Pomoci izotachoforetického analyzatoru lze kontrolovat
obsahy této konzervacnih latky.



4.2.2.

4.2.3.

KYSELINA CITRONOVA E 330

skupina - regulator kyselosti, antioxidant

charakteristika - nachazi se v ovoci a zelening (pfedevsim v citrusovych plodech), primyslové se
ziskava z citronové §tavy nebo kvasenim melasy

vyuziti - v potravinafstvi jako konzervac¢ni a dochucovaci latka, zabranuje mnozeni bakterii a plisni
v ovocnych sirupech a nealkoholickych népojich, zpomaluje zluknuti a stabilizuje barvu ovocnych
vyrobkt

ucinky na lidsky organismus - ve velkém mnozstvi brani vstiebavani vapniku

Piiprava standardi a iprava vzorku

PRiIPRAVA VEDOUCIHO A KONCOVEHO ELEKTROLYTU

1.

VEDOUCI ELEKTROLYT: 10 mM HCI + 20 mM B-alanin + 0,1 % HPMC (pH = 3,6) Do kadinky
na 100 ml naplnéné asi 50 ml destilované vody napipetujeme tolik konc. HCI, aby jeji vysledna
koncentrace po prevedeni obsahu kadinky do 250 ml odmérné banky byla 10 mM, ptidame
vypocitanou navazku 0,02 M B-alaninu. Po rozpusténi vSech latek pfidame 20 ml 0,1 % HPMC
a roztok kvantitativné pfevedeme do odmérné banky o objemu 250 ml. V piipadé nutnosti
upravime elektrolyt pifed doplnénim po rysku odplynénim v ultrazvukové lazni. Doplnime
odmérnou banku po rysku.

KONCOVY ELEKTROLYT: 5 mM kyselina glutamova. Koncovy roztok piipravime navazenim
kyseliny glutamové do 100 ml odmérné baiiky, doplnime po rysku. Dikladného promichani
dosdhneme odplynénim v ultrazvukové lazni. pH neupravujeme, je adjustovano protiiontem
z vedouciho elektrolytu.

PRIPRAVA ROZTOKU KYSELINY CITRONOVE

K pripravé roztoku kyseliny citronové pouzijeme zasobni roztok 10 mM kyseliny citronové, piipadné
vypocitame navazku zasobniho roztoku kyseliny citronové do 100 ml odmérné banky, kterou navazime
a rozpustime v pfiblizn€ 50 ml destilované vody, kvantitativné pievedeme do odmérné banky na 100 ml
a doplnime po rysku.

Z tohoto roztoku pfipravime do tii odmérnych banék na 25 ml nasledujici roztoky, které doplnime
destilovanou vodou po rysku:

Objem V pipetovaného Koncentrace standardu
mnozstvi vzorku (ml) roztoku kys.citronové
(mmol/l)
2,5 0,0
2,5 0,3
2,5 0,6
2,5 0,9

Méfeni jednotlivych vzorki

Podle navodu k obsluze uvedeném v kapitole Pfistroje a pfistrojové vybaveni pfipravime pfistroj
k métfeni. Zvolime optimalni metodu a pomoci programu ITPWin provedeme analyzu — dle pokynii
vyucujiciho.

Do grafu vynasime délku zony v zavislosti na koncentraci pfidavku kyseliny citronové. Mnozstvi
neznamého vzorku ziskame zpracovanim linearni regrese.

Rovnice méreni: c_=

— Cst 0

\ 74 V bl

vz



Kde: b, je usek,
by je smérnice,
¢y, je koncentrace vzorku v mmol/l,

¢« je koncentrace standardu v mmol/l.

Kyselina citronova

y=72,875x + 4,6

délka zoény (s)

-0,1 0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6

c (mmol/l)

Obr. 4.3: Priklad sestrojeni grafu pro stanoveni kyseliny citronové metodou pridavku standardu

43. VYHODNOCENI ANALYZY

Do zavéru uvedeme:

1. Graf zavislosti délky zény na koncentraci pridavku Kkyseliny citronové.

2. MnoZstvi nezniamého vzorku ziskdme zpracovianim linedrni regrese. Obsah Kkyseliny
citronové v neznamém vzorku uvedeme zaokrouhleny na platny pocet mist.

3. Srovnime deklarovany obsahu Kkyseliny citronové v dZusu nebo vitaminovém pripravku
s obsahem nami zjisténym (pokud neni uveden na obalu vyrobku, pokusime se ho zjistit z
dostupnych zdroju) a diskuse vysledkii uvedeme v zavéru.

4. Zdivodnéni mozného chybného stanoveni, zhodnoceni piipadnych problémii béhem analyzy.

ULOHAZG. 5
VICESLOZKOVA FOTOMETRICKA ANALYZA

- dle navodu ve skriptech

ULOHA ¢&. 6
SPEKTROFOTOMETRIE

- dle navodu ve skriptech

ULOHA &. 7
EXTRAKCNI FOTOMETRIE

- dle navodu ve skriptech



ULOHAZG. 8
ATOMOVA ABSORPCNI A EMISNI SPEKTROMETRIE

8.1. PRIPRAVA VZORKU MULTIVITAMINOVEHO PRIPRAVKU

Celou tabletu zalijeme ve 100 ml kadince 10 ml 10% roztoku kyseliny dusi¢né. Kadinku
s multivitaminovym pfipravkem mirn¢ zahiivame, az se tableta rozpadne. Poté obsah kadinky zfedime
na 60 ml horkou destilovanou vodou a za horka pfefiltrujeme pies papirovy filtr do odmérné banky o
objemu 100 ml. Do baiky pfitom musime dostat kvantitativné veskery roztok z kadinky, tzn. kadinku je
nutno nekolikrat vyplachnout malym mnozstvim vody a prefiltrovat. Filtr nasledné promyjeme malym
mnozstvim destilované vody ze stficky. Odmérnou banku poté doplnime vodou po znacku a
promichame

Takto ziskany roztok multivitaminového pfipravku vhodné nafedime 1% roztokem HNO; tak, aby
koncentrace analytd (Zn i K) lezely asi uprostied kalibracni zavislosti, tj. pro stanoveni drasliku K
napipetujeme 5 ml roztoku multivitaminového piipravku do 50 ml odmérné banky a doplnime 1%
HNO; po rysku, pro stanoveni zinku Zn napipetujeme 1 ml roztoku multivitaminového pfipravku do
100 ml odmérné banky a doplnime po rysku 1% HNO;. Dulezité je v§e fadné promichat.

Stejnym zplisobem provadime i piipravu slepého stanoveni (blank), vcetné zahfivani (pouze obsah
v kadince zfedime studenou destilovanou vodou ze stficky) a filtrace. Takto ziskany roztok blanku
nafedime pro stanoveni K a Zn stejnym zptisobem jako multivitaminovy pfipravek

ULOHA &. 9
FOTOMETRICKA TITRACE

9.1. STANDARDIZACE 0,01 M ROZTOKU CHELATONU III NA NAVAZKU
REKRYSTALOVANEHO CHLORIDU OLOVNATEHO S FOTOMETRICKOU
INDIKACI BODU EKVIVALENCE

9.1.3. Orientacni titrace s vizualni indikaci

Ucelem této titrace je seznameni s obsluhou mikrobyrety a uréeni oblasti, kde dochazi k barevnému
prechodu. Pfi nasledné titraci s fotometrickym méfenim je mozné se soustredit na piesné urceni barevné
zmeény a stanoveni spotieby Chelatonu III v ekvivalen¢nim bodé.

Névod k obsluze mikrobyrety PK2500 je uveden v kapitole Pfistroje a pfistrojové vybaveni.

Piiprava roztoku k orientacni titraci

Mikrobyretu naplnime odmérnym roztokem Chelatonu III podle odstavce pro praci s mikrobyretou
PK2500 v kapitole Pfistroje a pfistrojové vybaveni..

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme piesné 10 ml pfipraveného roztoku
standardu, 10 ml destilované vody, Spachtli pfiddme malé mnozstvi smési xylenolové oranze s KNO;
tak, aby roztok byl zfetelné slabé fialovy. Kyvetu s roztokem postavime na ploténku magnetické
michacky, zapneme michani a obsah mirnymi otackami dobfe promichame. Po promichani pfidame tfi
kapky 10% roztoku urotropinu (tlumivy roztok).

K michacce pfistavime stojan s naplnénou mikrobyretou.

Titrace

Pii vlastni titraci budeme pfidavat z mikrobyrety odmérny roztok po 0,2 ml a za stdlého michani
vizudln€ pozorovat roztok az do pfechodu barvy z fialové do Cisté zluté. Nadavkovany objem odecteme
na stupnici mikrobyrety.
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Fotometricka titrace

Pfiprava roztoku k fotometrické titraci

Mikrobyretu naplnime odmérnym roztokem Chelatonu III.

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme piesné 10 ml pfipraveného roztoku
standardu, 10 ml destilované vody, Spachtli pfiddme malé mnozstvi smési xylenolové oranze s KNO;
tak, aby roztok byl zieteln¢ slabé fialovy. Kyvetu s roztokem postavime na ploténku magnetické
michacky, zapneme michani a obsah mirnymi ota¢kami dobfe promichdme. Po promichani pridame tii
kapky roztoku 10% urotropinu (tlumivy roztok). Pokud jsme ptidali sprdvné mnozstvi, pak pfi vinové
délce 580 nm je absorbance roztoku pied zapocetim titrace v rozmezi 0,5 az 0,7.

Titrace

Pfi vlastni titraci budeme ptidavat z mikrobyrety odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat
absorbanci. Jakmile se budeme blizit k pfedpokladanému bodu ekvivalence, snizime objem
pridavaného Ccinidla dle potfeby az na 0,005 ml a mén€¢ (nejmensi objem, ktery lze davkovat
mikrobyretou je 0,002 ml).

Titraci opakujeme ttikrat.

TITRACNE FOTOMETRICKE CHELATOMETRICKE STANOVENI KATIONTU
Cu?’ VNEZNAMEM VZORKU PRI 460 nm

Fotometricka titrace neznamého vzorku obsahujiciho Cu**

Reakce probiha pti mirné zésaditém pH neptfekracujicim hodnotu 8. Tohoto pH dosdhneme ptidavkem
amoniakalniho tlumice.

Med tvoii s murexidem chelat zluté barvy (Culnd). Pfi titraci roztokem Chelatonu III se nejprve na
Chelaton III vazou volné ionty Cu®*, chelat CuY?* je modry. V okoli bodu ekvivalence dojde k barevné
zméné zpusobené reakci

Culnd + H,Y*™ - CuY*> +2H" +Ind”

Volny indikator ma pfi daném pH modrofialovou barvu.

STECHIOMETRIE:
Cu™ +H,Y - CuY* +2H"

1 mol Na;H,Y = 1 mol Cu’" M(Cu) = 63,546 g.mol

Stechiometrické relace pro objemy titracniho ¢inidla uvadi nasledujici tabulka:

0,01 M Na,H,Y Cu*’
1 ml 635.,5 Ug
0,1 ml 63,55 pg
0,01 ml 6,355 ug
0,001 ml 0,635 ug




11

Piiprava vzorku

Neznamy vzorek ve 100 ml odmémé bance doplnime po znacku destilovanou vodou a dobfe
promichame

Orientacdni titrace s vizualnim pozorovanim barevné zmény

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme 10 ml roztoku vzorku s nezndmym
obsahem médi, 10 ml destilované vody, 2 kapky 2 M HNO; a Spachtli pfidame takové mnoZzstvi
murexidu, aby se roztok zbarvil do stfedné syté¢ oranzové barvy. Kyvetu pak umistime na plotynku
magnetické michacky a po zapnuti michani jeji obsah fadné promichame. Poté piidame 5 kapek
amoniakalniho tlumice a roztok opét promichame. Roztok je zlutozeleny.

K michacce ptistavime stojan s mikrobyretou, kterou jsme naplnili roztokem odmérného cinidla. Pti
vlastni titraci budeme pfidavat z mikrobyrety odmérny roztok po 0,2 ml a pozorovat za stalého michani
zbarveni roztoku az do prechodu zlutého do Cisté fialového. Nadavkovany objem odecteme na stupnici
mikrobyrety. Piesvéd¢ime se, ze za téchto podminek (malé objemy) vizualné nelze urcit pfesné bod
ekvivalence.

Nastaveni fotometru

Pred kazdou titraci provedeme pro urcenou vinovou délku nastaveni fotometru pii vloZené srovnavaci
kyveté s destilovanou vodou.

Pfiprava roztoku k fotometrické titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetujeme 10 ml roztoku vzorku s neznamym
obsahem médi, 10 ml destilované vody, 2 kapky 2 M HNO; a S$pachtli pfidame takové mnozstvi
murexidu, aby se roztok zbarvil do stfedné syté oranzové barvy. Pokud jsme pfidali spravné mnozstvi,
pak pfi vinové délce 460 nm je absorbance roztoku pted zapocetim titrace v rozmezi 0,4 az 0,5. Kyvetu
pak umistime na plotynku magnetické michacky a jeji obsah fadné promichame. Poté ptidame 5 kapek
amoniakalniho tlumice a roztok opét promichame. Roztok je zlutozeleny a mél by vykazovat absorbanci
mezi 0,6-0,8.

Fotometricka titrace

Pfi vlastni titraci budeme ptidavat z mikrobyrety odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat
absorbanci. Jakmile se budeme blizit k predpokladanému bodu ekvivalence, snizime objem
pfidavaného cinidla dle potieby az na 0,005 ml a méné¢ (nejmensi objem, ktery lze davkovat
mikrobyretou je 0,002 ml).

Titraci opakujeme tfikrat.

ULOHA &. 10

CHELATOMETRIE A IONTOVE SELEKTIVNI ELEKTRODY

dle navodu ve skriptech

ULOHA & 11
ANALYZA SLITIN

dle navodu ve skriptech

sestaveni aparatury pro elektrogravimetrické stanoveni ,,B*
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ULOHA & 12
MANGANOMETRIE

dle navodu ve skriptech

stanoveni provadime s vyuzitim programu LabView, jednotky jsou nastaveny ve Va ne vmV, jak je
uvedeno ve skriptech

POZOR! Nezapominejte na prepinani davkovaného mnozstvi pri davkovani 0,02M KMnO, (po 1 ml, po
0,1 ml)

drive nez ukoncite méreni, nezapomente vzdy ulozit namérené hodnoty — je nutné prepsat cestu
k ulozeni vysledkii

ULOHA & 13
ALKALIMETRIE A KONDUKTOMETRIE

Potenciometricka standardizace 0,1 M odmérného roztoku NaOH na Kkyselinu
§tavelovou

PRIPRAVA TITRATORU K MERENI - KALIBRACE PRISTROJE

! POZOR Zkontrolujeme zasobni lahev s odmérnym roztokem. Ta musi obsahovat nejen dostatecné
mnozstvi ¢inidla pro préci (na tu postaci pfiblizn¢ 100 ml), ale je tieba dbat na to, aby nasavaci hadicka
i po skonceni prace byla pod hladinou ¢inidla a aby nasavala bez bublinek!

Cernym tlagitkem na zadni strané pfistroje zapneme automaticky titrator. Pokud jsme praci zahajili
vyménou odmérného ¢inidla, umistime na magnetickou michacku kadinku, do stojanu nad ni vsuneme
titracni $picku a stiskem tlacitka F1 (rince) pfistroje provedeme proplachnuti.

! POZOR: VELMI OPATRNE vyjmeme elektrodu z ochranného obalu.

Podrzime tlacitko F3 po dobu 3-5 s, dokud se nedostaneme do nabidky nastaveni konfigurace. Dal$im
kratkym stiskem F3 se dostaneme do nabidky automatickych metod titraci. Sipkami nahoru a dola (F4
a F5) vybereme metodu ,exact weak® (titrace slabé kyseliny). Vybér metody potvrdime stiskem
klavesy F1 a STOP.

Kratkym stiskem tlacitka F3 ménime zplisoby titrace (EQ — automaticka titrace do bodu ekvivalence,
EP — automaticka titrace do koncového bodu, MAN — manualni titrace). Vybereme EP a pomoci Sipek
(F4 a F5) nastavime hodnotu koncového bodu na pH = 8.8 (fenolftalein).

Stiskem tlacitka F2 se dostaneme do rezimu kalibrace. Na displeji se zobrazi hodnota prvniho
piednastavené¢ho pufru (pH = 7.00). Oplachneme elektrodu destilovanou vodou, opatrné osuSime,
vlozime do tohoto pufru a stiskneme START. Vyckame, dokud se neobjevi hodnota druhého pufru (pH
= 4,01). Elektrodu oplachneme, opatrné osusime a vlozime do tohoto pufru. Opét stiskneme START
a pockame do konce kalibrace. Po vyjmuti z pufru elektrodu opét oplachneme a umistime do kadinky
s méfenym roztokem.

STANDARDIZACE 0,1 M NaOH NA KYSELINU STAVELOVOU - TITRACE

Na vahach odvazime s pfesnosti na desetinu mg takové mnozstvi dihydratu kyseliny $tavelové, aby po
prevedeni navazky do odmérné banky na 100 ml, doplnéni baiikky po znacku vodou a odpipetovani
10 ml tohoto roztoku kyseliny $tavelové do titraéni banky byla pfi titraci spotfeba odmérného roztoku
0,1 M NaOH asi 10 ml.

Navazku dihydratu kyseliny §tavelové rozpustime v kadince asi v 50 ml destilované vody, pfevedeme
kvantitativné do odmérné baiky na 100 ml a baitku doplnime destilovanou vodou po znacku.
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Do vysoké kadinky na 150 ml vlozime teflonové michadlo, odpipetujeme 10,00 ml piipraveného
roztoku kyseliny §tavelové a odmérnym valcem ptfidame 90 ml destilované vody. Kadinku umistime na
magnetickou michacku.

Elektrodu i titra¢ni $picku uchytime do drzaku, ktery pii drzeni stisknutého kulatého tlacitka opatrné
posuneme dold, a vnofime elektrodu se Spickou do kadinky s méfenym vzorkem tak, aby elektroda
i §picka byly dostatecné ponoieny. Elektroda musi byt pod hladinou roztoku ponofena cca 2,5 cm tak,
aby byla ponofena i jeji referentni ¢ast. Ponotenti titra¢ni Spicky pak eliminuje kapkovou chybu.

Spustime michdni a stiskneme START. Titraci provedeme tfikrat, koncové spotieby zapisujeme
a spocitame titr NaOH.

KONDUKTOMETRICKA TITRACE

PRIPRAVA VZORKU A JEHO TITRACE

Vzorek v odmérné baiice doplnime destilovanou vodou po znacku a roztok dobie promichdme. Do
titracni kadinky na 250 ml napipetujeme 5,00 ml roztoku vzorku, vlozime michadélko a ptidame tolik
destilované vody, aby objem roztoku v kéadince byl ptiblizné¢ 200 ml. Do roztoku ponofime titracni
$picku a vodivostni elektrodu - teplotni ¢idlo pfipojené ke konduktometru, zapneme michani.

Dle pokynu vyucujiciho budeme piidavat odmérny roztok po 0,1 ml pfidavcich pomoci programu
LabView. Po kazdém ptidavku 0,1 M NaOH se hodnota mérné vodivosti, konduktivity K na
konduktometru zaznamena vtomto programu v pS.cm™ (p¥ip. mS.cm™).

Titraci ukon¢ime po pfidavku trojnasobného mnozstvi odmérného roztoku NaOH, neZ je mnoZzstvi
odpovidajici V.

ULOHA ¢&. 14
PRUTOKOVA CHRONOPOTENCIOMETRIE

Piiprava kalibracnich roztoki

Pfedem vypocitanou navazku kyseliny askorbové rozpustime v destilované vodé tak, abychom ziskali
500 ml zakladniho roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 100 mg/dm’.

Z tohoto roztoku pfipravime do péti 50 ml odmérnych banék kalibraéni roztoky kyseliny askorbové
o koncentraci 20 mg/dm’, 30 mg/dm’, 40 mg/dm’, 50 mg/dm’ a 60 mg/dm’, které doplnime po rysku
roztokem elektrolytu R-020T. Jako metodu vyhodnoceni pouzijeme metodu kalibra¢ni kiivky.

Jako slepy vzorek (blank) pouzijeme roztok elektrolytu R-020T.

Piiprava vzorku k analyze

Vitaminové preparaty:

Tabletu vitaminového preparatu rozpustime piiblizné ve 30 ml destilované vody a pfefiltrujeme do
odmérné banky na 100 ml (doplnime po rysku destilovanou vodou). V pifipadé nutnosti upravime
odplynénim v ultrazvukové lazni.

Do odmérné baiiky na 50 ml napipetujeme 10 ml vzorku vitaminového preparatu a doplnime po rysku
destilovanou vodou. Z takto pfipraveného roztoku odpipetujeme do odmérné baiky na 50 ml 10 ml
roztoku (pfip. 15 ml roztoku, redlny vzorek je pfed analyzou potieba vhodné upravit) a doplnime
elektrolytem R-020T. Roztok je timto pfipraven k analyze, kazdy vzorek proméfime 5x.
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14.2.3. Métenikalibracnich roztokii a vzorku obsahujiciho vitamin C, sestaveni kalibraéni
zavislosti

POZOR - DUSLEDNE DODRZUJTE VSECHNY KROKY!

A. PRIPRAVA PRISTROJE K MERENI
1. Zapneme piistroj EcaFlow 150GLP.
2. Zapneme pocitac.
3. Spustime program EcaFlow Autosampler.
4.V okn& NASTAVENI B olime Hslo metody — metodu & 36 Ascorbic acid (NASTAVENI —
VSEOBECNE).
5. Zménime hodnotu pritoku na 6 ml/min (NASTAVENI — MERENT) a stiskneme ,,0K*.
6. Barevné oznacené hadicky ponoifime do piislusnych roztokd:
MODRA CERVENA ZLUTA
Roztok elektrolytu R-020T Blank Standard o znamé
(zékladni elektrolyt, ktery koncentraci (20 mg/dm°)
najdeme v aplikacnim listu
metody)
7. Pritlatné raminko cerpadla zasuneme do pracovni polohy (zacvakne).
8. Zkontrolujeme, zda mame kadinku pod drzikem filtru, potom klikneme na moznost NAPLNENT,
systém se automaticky naplni pfislusnymi roztoky.
9. Odstranime kadinku a zapojime hadicku cely.
10. Stiskneme moznost ,,PREPARACIA®, tim spustime pfipravu elektrody na méfeni (proces trva
1—12 minut).
B. PRiPRAVNE MERENI
1. Piepneme na bezkalibraéni méd méfeni (NASTAVENI — VSEOBECNE).
2. Pfepneme na méfeni pozadi ,,pfed kazdym méfenim* (NASTAVENI — VSEOBECNE).
3. Definujeme standard 20 mg/dm’ jako pripravné méfeni. Zadame 1 opakovani a zaskrtneme
moznost ,,analyzuj“ (NASTAVENI - VZORKY — PRIDAT).
4. Vse potvrdime ,,OK*.
5. Stiskneme moznost SPUSTIT ! anasledné¢ START.
6. Namétenou kiivku porovname se vzorovym zaznamem (na obr. 14.1 nebo v aplikacnim list€).

Pokud zaznam vyhovuje, pfistoupime k analyze vzorku.
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Obr. 14.1: Vzorovy zaznam signalu

C. ANALYZA STANDARDU A VZORKU

1. Definujeme standardy 20 mg/dm?’, 30 mg/dm® a 40 mg/dm’ (standardy 50 mg/dm’ a 60 mg/dm’ je
nutné definovat jako vzorky), definujeme také pfipravené vzorky na analyzu, tj. pojmenujeme
analyzovany vzorek (pfip. zadame fedéni), zaddme pocet opakovani 3 a zaskrtneme moznost
Hanalyzuj“, pfip. odskrtneme pravym tlac¢itkem mySi piipraveny vzorek, aby se opétovné
neanalyzoval (NASTAVENI — VZORKY — PRIDAT).

2. Pfepneme na techniku , kalibraéni pfimky“ (NASTAVENI — VSEOBECNE).
3. Piepneme na ;s kaZzdym novym vzorkem nebo standardem* (NASTAVEN{ — VSEOBECNE).

4. Vlevém prazdném okné nastavime moznost AA, zadame jednotky ,,mg/l“ a koncentrace
standardnich roztoku (dle obr. 14.2 — nastaveni parametr) (NASTAVENI — KALIBRACE).

Nastavenie parametrov Fs_<|

V§eobecné] F‘reparécwa} Hegenerécia] Meranie  Falbracia I\u"ﬁlpnéel} Vzorkﬂ

o I
Kalibraéna priamka Pridavky standardu
Cetdt ;|20 ma/l Cstd : |10000 ma/l

Catdz : (40 mag/l 1. pridavok : |01
Cetd3: |50 mg/l 2. pridavok : 0 ml
0

3. pridavok :

ml

ml

oK Storno

Obr. 14.2: Priklad nastaveni parametrii

5. Zlutou hadi¢ku zasuneme do standardu &.1, stiskneme moznost SPUSTIT ! a nasledné
stiskneme START, timto odstartujeme kalibraci. Pfistroj nejprve nasaje elektrolyt a poté se objevi
upozornéni na vyménu elektrolytu za standard ¢.1, odklikneme OK a tim spustime analyzu.
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6. Nasledné se objevi upozornéni na vyménu standardu, nejprve provedeme vyménu standardu
ponoinim zluté hadicky a poté odklikneme OK.

7. Po ukonceni kalibrace na grafu vhodné nastavime kurzory pro jednotlivé standardy.

8. Pokud je vzorek zlehka zakalen, odpojime hadicku cely, do drzaku filtru pfipojime filtr a opé&t
pfipojime hadicku. Zlutou hadicku ponofime do analyzovaného vzorku, stiskneme moznost

SPUSTIT ! anisledn START.
9. Po ukonceni méteni na grafu vhodné nastavime kurzory u analyzovaného vzorku.

10. Ozna¢ime moznost ZAVISLOSTI a zkontrolujeme piesnost méfen.

11. V okné ,,show results* = nalezneme namétené hodnoty.

12. Dle pokynt vyucujiciho si ulozime jednotliva méfeni pro vyhodnoceni do pfedem vytvorené slozky
(vystupni veliciny: ptechodovy Cas t v s, odezva signalu v mV)

D. UKONCENI PRACE S PRISTROJEM

1. Hadicky vyjmeme z jednotlivych roztokl a zasuneme je do kadinky s destilovanou vodou.

2. Odpojime hadicky cely a injekéni stiika¢kou z nich vysajeme zbytek tekutiny.

3. Filtr nechame zapojeny v drzéku filtru a umistime pod n¢j kadinku, klikneme na moZnost
NAPLNENI a promyjeme hadicky i filtr.

4.  Ukoné¢ime program EcaFlow Autosampler.

5. Hadicky umistime do prazdné kadinky a odpojime filtr.

6. Odpojime raminko Cerpadla (vycvaknout).

7. Pod drzk filtru vratime prazdnou kadinku.

8. Pfistroj vypneme a zavieme viko.

Poznamka:

Pokud jsou piky symetrické, jako kvantitativni ukazatel obvykle pouzivame vysku v maximu piku.
Pokud chceme pracovat presnéji, métime plochu piku.. Pro zjisténi plochy nejjednoduseji postupujeme
tak, ze pik aproximujeme trojuhelnikem, protoze pak pro vypocet plochy plochy mtizeme pouzit vzorec
pro vypocet obsahu trojuhelniku.

Presnéjsi postupy jsou mechanicka integrace (planimetrie) nebo vazeni vystiithanych pikd.

ULOHA & 15
ARGENTOMETRIE

- dle navodu ve skriptech

ULOHA C. 16

KVALITATIVNiI ANALYZA - DUKAZY KATIONTU A
ANIONTU

CILE ULOHY:
* cilem kvalitativni analyzy je urCeni pfitomnosti jednotlivych slozek v analyzovaném vzorku

* dukazy jednotlivych iontd (kvalitativni analyza) obvykle pfedchazi nasledujici stanoveni (kvantitativni
analyzu)
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SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

16.1. Ovéreni dikazi analytickych reakci kationtl - selektivni reakce kationtd
16.1.1. Analytické reakce Li", Na', K*, NH,", Mg®", Ca’*, Ba*".
16.1.1.1. Plamenové reakce.
16.1.1.2. Dlkazy ¢inidly
16.1.2. Analytické reakce skupiny malo rozpustnych chloridii (Ag”, Pb*", Hg,™).
16.1.3. Analytické reakce skupiny sulfida srazejicich se v kyselém prostiedi (Hg*", Cu*’, Cd*") — orientace
ve vzorku vybranymi skupinovymi ¢inidly (HCL, H,SO,, H,S, (NH,),S, NH;, NaOH).
16.1.4. Analytické reakce skupiny hydroxida a zbyvajicich sulfidl srazejicich se hydrogensulfidem
amonnym (A", Cr’*, Fe*", Mn*", Co*", Ni*").
16.2. Ovéfeni dikazi analytickych reakci anionti - selektivni reakce aniontt.
16.2.1. Analytické reakce skupiny malo rozpustnych barnatych soli - S0,%, SO;7, S,0,%, BaCl, jako
skupinové ¢inidlo, redoxni skupinové reakce anionti (KMnOy,, L,).
16.2.2. Analytické reakce skupiny mélo rozpustnych stiibrnych soli rozpustnych v 2M HNO; - CrO,%,
PO,*, B(OH),, CO5>, BaCl, a AgNO; jako skupinova srazeci &inidla, redoxni skupinové reakce
aniontti (KMnOy, I, HI).
16.2.3. Arzlalytické reakce skupiny aniontd tvoficich stfibrné soli malo rozpustné v 2M HNO; (CT, Br, T,
S, HS),
16.2.4. Analytické reakce skupiny anionti NO,’, NO;", ClOy).
16.3. Vyhodnoceni kvalitativniho rozboru neznamych vzorkt kationtd a aniontd.

PRINCIP:

Jednim z tkold chemie je diikaz a stanoveni zakladnich anorganickych kationtd ¢i anionttl. Pro dikaz
volime vhodnou analytickou reakci, ktera musi byt sledovatelna, dostatecné rychla, citliva a co nejvice
specifickd. Nejcastéji se pouzivaji reakce spojené se vznikem srazenin, zménou zbarveni ¢i vyvojem
charakteristického plynu. Ve vodnych roztocich se kvalitativni analyza provadi obvykle pfimo, u
ostatnich materialt je potfeba nejprve ziskat vhodny vzorek pro analyzu (kovy a slitiny rozpoustime,
horniny a mineraly tavime ¢i peCeme a nasledné rozpoustime, organické materialy spalujeme ci
mineralizujeme).

Podle mechanismu lze pii diikazu zdkladnich iontl pouZzivat reakce acidobazické, srazeci, redoxni nebo
komplexotvorné. Podle rozsahu latek, které 1ze reakei dokazat rozliSujeme reakce skupinové, selektivni
a specifické. Skupinové reakce jsou charakteristické pro urcitou skupinu latek. Selektivni reakce
dovoluji za predepsanych podminek charakterizovat omezeny pocet slozek. Vhodnou kombinaci
nékolika selektivnich reakci pak miizeme dokazat urcity ion. Specifické reakce udavaji za predepsanych
podminek pfitomnost jediné latky ¢i iontu.

P1i déleni a dikazech latek rozliSujeme tedy tfi typy reakeci:

1. Reakce skupinové — jsou takové, pii kterych reaguje cela skupina latek stejné. Vyclenuji tedy ze
vzorku pomérné §irokou skupinu latek. Skupinové reakce jsou hlavnim voditkem kvalitativni
analyzy a dovoluji charakterizovat pfitomnost urcité skupiny iontl v roztoku, na néz potom
zkou$ime selektivni reakce. Srazeci skupinové reakce také slouzi k oddélovani jednotlivych skupin
iontd. Skupinové reakce slouzi k tomu, abychom nepiehlédli ptitomnost nékteré slozky v roztoku a
usnadnuji volbu selektivnich ¢inidel.

Tab.: Priklady cinidel pro skupinové reakce

cinidlo skupina kationtu Cinidlo skupina aniontit
ziedéna HCl nerozpustné chloridy Ba* nerozpustné soli
ziedéna H,SO, nerozpustné sirany Ag’ nerozpustné soli
IM H,C,0, Ca*" KMnOj (kys.) |redukujici anionty
Na,CO, tézké kovy I redukujici anionty
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(NHy),S tézké kovy KI (kys.) oxidujici anionty
H,S sulfidy neroz. v kyselinach | HCI tekajici plyny
KOH neamfoterni hydroxidy

NH; (aq) zasadité soli, roz. amosoli

K2Cr04

Na,HPO,

KI

2. Reakce selektivni — tyto reakce rozdéluji vyclenénou skupinu latek na mensi podskupiny (podtiidy),
jsou to reakce, pfi kterych s ur€itym selektivnim (vybérovym) ¢inidlem reaguje stejnym zptisobem
jen nékolik iontd téZze analytické tfidy.

3. Reakce specifické — jsou charakteristické pouze pro jednu urcitou latku,.tj. se specifickym ¢inidlem
reaguje charakteristickym zptisobem jen jediny ion vedle fady dalSich pfitomnych ionti.

POSTUP PROVEDENI JEDNOTLIVYCH SELEKTIVNICH REAKCI:
16.1. OVERENI DUKAZU ANALYTICKYCH REAKCI KATIONTU

16.1.1. ALKALICKE KOVY A KOVY ALKAL. ZEMIN — analytické reakce Li",
Na', K, NH,", Mg*", Ca®", Ba™".

Kationty alkalickych kovii Li*, Na*, NH," jsou vesmés bezbarvé, jejich soli dobfe rozpustné a netvoti
stabilni komplexy.

Vybér selektivnich reakcei je pomérné chudy, navic jsou ruseny pfitomnosti tézkych kova.

Podobn¢ lze charakterizovat kationty kovi alkalickych zemin Mg%, Ca2+, Sr2+, Ba®".

Selektivnimi chemickymi reakcemi je emise nekterych atomt v plameni - charakteristické zbarveni a
charakteristické &ary ve spektru ( Li, Na. K, Ca, Sr, Ba). Nékteré reakce Li" se podobaji reakcim Mg*".
Ca®", Sr*', Ba®" vydélime ze vzorku spolu s Pb** srazenim SO,” v alkoholickém prostiedi.

16.1.1.1. PLAMENOVE REAKCE

Plamenové zkouska vyuzivaji schopnosti nékterych prvkl zabarvit nesvitivy plamen. Platinovy dratek
(Ize nahradit i jinym kovem ) zvlh¢ime ve zfedéné HCI, vyzihame a naneseme vzorek analyzované
latky. Dratek vlozime do spodni ¢asti oxidacniho plamene a sledujeme zabarveni plamene.

Poznamka: Plamen Bunsenova kahanu se sklada ze t/i zon. Mald vnitini zona je tmava a obsahuje
dosud neshorely plyn a vzduch. Ma pomeérné nizkou teplotu. Stiedni zona je zretelné modie zbarvend.
Hovori se o ni jako o svitivem, redukcnim plameni. Sestava z hoviciho plynu s obsahem CO. Vnéjsi zona
predstavuje nesvitivy, oxidacni plamen. Tvori bezbarvou koronu, kde dochadzi k uplnému shoveni plynu
na CO,. Ma nejvyssi teplotu a vyznacuje se pritomnosti volného O,.

1. Li"

3 kapky roztoku vzorku a 1 kapka konc. HCI do porc. kelimku (pracujeme v digestofi), nechdme
odpafit. Po ochlazeni pfidame nékolik kapek izoamylalkoholu, ktery nechame kratce pusobit. Ciry
roztok vneseme do plamene platinovym dratkem — KARMINOVE CERVENE zbarveni plamene.

2.Na"

a) 3 kapky vzorku nechdme odpafit v porcelanové misce, k odparku ptidame 1 kapku konc. HCL
Takto ptipraveny vzorek vneseme Pt -dratkem do plamene — INTENSIVNE ZLUTOORANZOVE
zbarveni plamene.

b) roztok odstredime (popr. povarime s MgO). Na podlozni sklicko vneseme 1 kapku cirého roztoku a
1 kapku octanu uranylo-horecnatého. Pod mikroskopem pozorujeme vzniklé krystaly.
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3.K"
a) ¢iry roztok odpafime v kelimku do sucha. Do vychladlého kelimku ptidame 1 kapku kone. HCL.
Vzniklou kaSovitou hmotu vneseme vy¢isténym Pt-dratkem do plamene. Zbarveni plamene
pozorujeme pres kobaltové sklo (vyrazng&jsi zbarveni) — CERVENOFIALOVE zbarveni plamene.
b) DUKAZ DIPIKRYLAMINEM
Na podlozni sklicko dame 1 kapku roztoku vzorku + 1 kapku dipikrylaminu a pozorujeme pod
mikroskopem. Krystaly vznikaji po 2 -3 min.
Obsahuje-li vzorek NH," — odparime 1 ml vzorku v porceldnové misce do sucha a odparek Zihdme
primo v plameni do slabé cerveného Zaru (pomoci klesti). Po ochlazeni pridame 1 ml destilované
vody a vneseme do centrifugacni zkumavky, pridame MgO. Protiepeme, povarime a odstredime.

4.Ca™
a) dikaz plamenem — CIHLOVE CERVENE zbarveni plamene
b) DUKAZ KYS. STAVELOVOU

1 kapku vzorku a 1 kapku kys. stavelové na podlozni sklicko nebo sklenénou kapkovaci desticku —
vznik BILE KRYSTALICKE SRAZENINY. T¢zké kovy odstranime pomoci MgO.

5. Ba?"
a) diikkaz plamenem — ZELENE zbarveni plamene
b) DUKAZ KYS. SIROVOU
1 kapku vzorku a 1 kapku 1 M H,SO, — vznik BILE JEMNE KRYSTALICKE SRAZENINY
¢) DUKAZ CHROMANEM DRASELNYM
V slabé kyselém (CH;COOH), neutralnim nebo alkalickém (NHj3;, NaOH) prostiedi — vznik
ZLUTE SRAZENINY.

16.1.1.2. DUKAZY CINIDLY

1. NHy"
a) DUKAZ NESSLEROVYM CINIDLEM
1 kapku vzorku a 1 kapku Nesslerova ¢inidla — tvoii se HNEDA SRAZENINA
b) DUKAZ JAKO NH; V PLYNNE FAZI
3 kapky roztoku vzorku a 3 kapky 10% NaOH zahiivame opatrné v porcelanovém kelimku na
sitce. Kelimek zakryjeme kouskem filtracniho papiru s 1 kapkou Nesslerova ¢inidla — tvoii se
HNEDA SKVRNA (filtraéni papir musi byt stale ovlhéeny), ovlhéeny pH papirek MODRA.

2. Mg*

a) DUKAZ MAGNEZONEM
1 kapku roztoku vzorku a 1 kapku magnezonu (4-nitrobenzenazoresorcin nebo 4-nitrobenzenazo-1-
naftol) a 1 - 2 kapky 10% NaOH - vzniki CHRPOVE MODRA SRAZENINA. Pii slepém pokusu
bez piitomnosti Mg>" se Zluty roztok méni na fialovy. Obsahuje-li roztok t&zké kovy (vznik
srazeniny nebo zakalu s Cerstvym NH4HS) - pfidavame k 1 ml vzorku po kapkach roztok NH4HS ,
odstredime).

b) DUKAZ THIAZOLOVOU (TITANOVOU) ZLUTI
Provedeme analogicky jako pokus s magnezonem - vzniki CERVENA SRAZENINA. Slepy
pokus dava zluty az oranzovy roztok.

16.1.2. ANALYTICKE REAKCE SKUPINY MALO ROZPUSTNYCH CHLORIDU
(Ag", Pb*", Hg,™)

Pb*, Ag', Hg,”" se po piidavku 2 M HCI srazeji ve formé mélo rozpustnych chloridii (vesmés bilé
srazeniny):
e PbCl, Ize z promyté srazeniny digerovat horkou vodou (po ochlazeni se tvoii opét krystaly),
PbCl, je vhodné pred srazenim chloridt vysrazet 1 M H,SO,.
e AgCl amoniakem (1:1) - po okyseleni 2 M HNO; se opét vylouci bila srazenina,
e Hg,Cl, pisobenim amoniaku z¢erna.

1. Hg22+
a) DUKAZ AMONIAKEM
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K 5 kapkam vzorku ptiddvame 2 M HCI po kapkach tak dlouho, aZ se vytvoii srazenina — BILA
srazenina, kterou odstiedime. Ciry roztok opatrné slijeme. Ke srazeniné prikapneme nékolik kapek
konc. NH; a obsah zkumavky protfepeme — bila srazenina ZCERNA, pozdéji ZESEDNE.
Muizeme provést i na kapkovaci desti¢ce nebo na filtraénim papite. K 1 kapce vzorku

ptidame 1 kapku 2 M HCl a 1 kapku konc. NH;.

b) DUKAZ KATALYTICKOU OXIDACI HLINIKU (Hg,**, Hg**, Hg)

Na kapkovaci desti¢ku postupné dame 1 kapku vzorku a 1 kapku 2 M HNO; V tomto roztoku
smocime $picku pipetky a poskraabeme jeji ostrou hranou vyhlazeny kousek hlinikového plisku
Pozitivni reakce — tvorba BILEHO POVLAKU v misté vrypt b&hem 10 min. Po setfeni se povlak
tvofi znovu.

2.Ag"

a) REDOXNI DUKAZ
Na filtra¢ni papir dame po 1 kapce amoniakalniho roztoku AgCl, 0,05 M Mn(NO;), a 1 M NaOH.
Skvrna ZCERNA, tj. diikaz Ag” ve vzorku. Slepy pokus: v nepiitomnosti Ag" skvrna zvolna
hnédne, ale nez¢erna ( oxidace Mn(OH), vzdusnym kyslikem).

b) MIKROSKOPICKY
K 5 kapkam vzorku pridavame po kapkach 2 M HCI do uplného vysrazeni, odstredime a sraZeninu
promyjeme cca 2 ml 2 M HCI. K promyté a odstiedéné srazeniné pridavame po kapkdch konc.
NH; a prip. nerozpustény zbytek odstredime. Kapku cirého roztoku pipetkou naneseme na podlozni
Sklicko, nechame volné na vzduchu odparovat. Vznikajici srazeninu pozorujeme pod mikroskopem

3. Pb*
a) DUKAZ KYS. SIROVOU
K 1 kapce roztoku vzorku pfidame 1 - 2 kapky 1 M H,SO4 — vznika BILA SRAZENINA, ktera
ptidavkem 1 kapky hydrogensulfidu amonného ZCERNA nebo piidavkem nékolika kapek 10 %
NaOH se rozpusti. Provadime na sklenéné kapkovaci desce.
b) DUKAZ CHROMANEM DRASELNYM

Ke 3 kapkam roztoku vzorku pfidavame po kapkach 1 M H,SO,4 az do Uplného vysrazeni,
odstfedime a srazeninu promyjeme asi 1 ml 1 M H,SO, a také destilovanou vodou, ke které
pridame?2 - 3 kapky 1 M octanu sodného. Po odstfedéni slijeme promyvaci vodu, ke srazeniné
pridame 5 kapek 5 % K,CrOy, sraZzeninu zvifime, zahfivame nékolik minut ve vodni 1azni a opét

odstfedime. Vznik ZLUTE SRAZENINY dokazuje p¥itomnost Pb*". V piitomnosti vétiiho mnozstvi

Ba®" je srazenina pouze zfetelné nazloutla, proto provedeme v tomto piipadé konverzi na PbS.

16.1.3. ANALYTIQKE REAKCE SKUPINY SULFIDU SRAZEJICICH SE
V KYSELEM PROSTREDI Hg”, Cu®, Cd*", Sn’") - orientace ve vzorku
vybranymi skupinovymi ¢inidly (HCIl, H,SO4, H,S, (NHy)2S, NH3, NaOH).

V prostiedi okyseleném 2 M HCI (po odstranéni malo rozpustnych chlorid) se plynnym H,S nebo
sulfanovou vodou srazeji sulfidy HgS, CuS (oba cerné), CdS (zluty), Sb,S; (oranzové Cerveny), SnS
(hnédy), SnS, (Spinavé zluty) a PbS (Cerny) — 1 kdyz srazeni PbCl, neni uplné.

Roztokem NH4HS lze ze srazeniny digerovat SnS.

Potize &ini dikaz Cd** - divodem je nedostatek selektivnich reakci. Optimélni dikaz vede pres
amoniakalni vyluh, ve kterém jsou rozpustné aminokomplexy Cd(II) a Cu(Il). Cu(Il) se odstranni
redukci kovovym Fe v kyselém prostiedi a Cd*" se dokaze sulfanem - Zluta sraZenina.

Snadno hydrolyzujici ionty Bi**, Sb**, Sn*" a Sn(IV) udrzime v roztoku jen v siln& kyselém prostiedi -
ptipadny zakal hydrolytickych produkti odstranime otupenim kyselosti octanem sodnym. Dikladné
promytou srazeninu poté opét rozpustime v HCI pro dalsi pouziti.

Vhodnym dé€lenim je i vyuziti amfoternich viastnosti hydroxidi Sb(OH);, Sn(OH), a Sn(OH), - ty se
rozpoustéji v nadbytku alkalického hydroxidu (napt. oddéleni Sb** od Bi*").

Slou¢eniny Sn*" jsou na vzduchu nestalé a obsahuji vzdy Sn(IV) jako produkt oxidace vzdusnym O,.

2+
1. Hg
a) DUKAZ CHLORIDEM CINATYM
Pfiblizné 100 mg pevného SnCl,.H,O pridame ke 2 ml konc. HCI ve zkumavce a zahiivame do
uplného rozpusténi (roztok musi byt ¢iry). K horkému roztoku ptikapavame roztok vzorku ( pfip.
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filtrat po odstranéni nerozpustnych chloridd ) — piitomnost Hg*" se projevi BILOU, rychle
SEDNOUCI SRAZENINOU.

b) DUKAZ KATALYTICKOU OXIDACI HLINIKU - " viz dikaz Hg,*

¢) DUKAZ JODIDEM DRASELNYM
1 kapka roztoku vzorku a 1 kapka 10 % KI — vznika CERVENA SRAZENINA, ktera se dal$im
pridavkem KI rozpousti. Je-li piitomen Bi*" - na porceldnovou kapkovaci desku se k 1 kapce 10 %
CuSO, piida 1 kapka 5 % KI, $petka pevného Na,SOza 1 -2 kapky 2 M HCl do ODBARVENI
vylou¢eného jodu. K BILE srazening Cul ptidame kapku vzorku — CERVENA SRAZENINA .

2. Cu**
a) DUKAZ KYANOZELEZNATANEM
K 5 kapkam roztoku vzorku pfiddme konc. NH; do zfetelného piebytku (amoniak je citit), smés
odstiedime — MODRY roztok svédéi o piitomnosti médi (moznost zamény s Ni*"). K 1 kapce
tohoto roztoku na porcelanové kapkovaci desce pfidame konc. kyselinu octovou do svétle
modrozeleného zbarveni a 1 kapku K4[Fe(CN)s] — v piitomnosti Cu?* vzniki CERVENOHNEDA
SRAZENINA
b) DUKAZ DIETHYLDITHIOKARBAMINANEM (KUPRALEM)
Amoniakalni vyluh ziskame stejné jako v predchozim dikazu. K 2 kapkam tohoto roztoku
Ptiddvame po kapkach 0,1 M EDTA do zmény MODROFIALOVEHO zbarveni na svétle
BLANKYTNE MODRE. Pfidame nékolik krystali pevného kupralu a protfepeme — vznikne
HNEDA SRAZENINA, ktera po piidavku 1 ml CHCl; a protiepani se v ném rozpusti na hnédy
roztok. Provadime ve zkumavce.

3.cd”
K 1 ml roztoku vzorku pfidavame konc. NH; do zfetelného zapachu po amoniaku ( po protiepani)
a odstiedime. Ciry roztok opatrné slijeme do &isté zkumavky, piidavkem 1 M H,SO, okyselime do
zietelné kyselé reakce (kontrola pH papirkem, v ptitomnosti Cu®* poslouzi jako indikator i pfechod
z modrofialového zbarveni do svétle blankytné modrého, piip. az do odbarveni pii nizSich
koncentracich médi). Pfidame Spetku praskového Zeleza a obsah zkumavky zahtivame nékolik
minut na vodni 1azni. Po odstfedéni ¢iry roztok slijeme a jesté okyselime 2 - 3 kapkami
1 M H,SO,,
Piidavkem sulfanové vody vznikne v piitomnosti Cd*" JASNE ZLUTA SRAZENINA (nahnédlé
zbarveni svédéi o nedokonalém odstranéni Cu®* ¢ Ag' nebo o nedostateéné kyselosti roztoku,
zacina se srazet FeS).

4.Sn*", Sn**
K I ml konc. HCI v porcelanovém kelimku pridame 1 - 2 kapky zkoumaného roztoku.
V pritomnosti Cu’" pridame jesté Spetku prachu Fe. Obsah kelimku promichdme zkumavkou,
naplnénou vodou, ktera musi byt zvnéjsku zcela cista. Zkumavku s kapkou tohoto roztoku na vnéjsi
strané vnasime do nesvitivého plamene a po chvilce pozorujeme JASNE MODROU luminiscenci
na sténdch zkumavky (pozor: zkumavka miize po delsim ohrivani prasknout!).

16.1.4. ANALYTICKE REAKCE SKUPINY HYDROXIDU A ZBYVAJICICH
SULFIDU SRAZEJICICH SE HYDROGENSULFIDEM AMONNYM
(Al3+, Cr3+, Fe3+, Mn2+, C02+, Ni2+).

A" a Cr' netvoti ve vodném prostiedi sulfidy, v amoniakalnim prostfedi se sraZeji jejich hydroxidy
(bily, resp. zeleny).

Ostatni kationty se srazeji jako sulfidy, prevazné cerné barvy, ZnS je bily a MnS rtzovy.

Reakce AI** a Cr’" jsou mélo selektivni a nevyrazné - provadime proto pe&livé.

Pro jejich oddéleni od ostatnich kationtl této skupiny vyuzivame amfoterniho charakteru jejich
hydroxidd.

Do alkalického vyluhu pii souéasné oxidaci Cr(II) na Cr(VI) H,O, prejdou ionty A, Cr** a Zn*".

V amoniakéalnim vyluhu maZeme dokazovat Ni*".

1. AP
a) DUKAZ ALIZARINEM S (1,2-DIHYDROXYANTRACHINON-3-SULFONAN)
K 10 kapkam 10% NaOH piidame 1 - 2 kapky roztoku vzorku a po protfepani se smés
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odstfedime. Na porcelanovou kapkovaci desku naneseme 1 kapku ¢irého alkalického roztoku,
ptidame 1 kapku alizarinu S a ptikapavame 2 M CH;COOH az se FIALOVE zbarveni zméni —
v piitomnosti A’ na CTHLOVE CERVENE, slepy pokus ma zbarveni Zluté.
b) DUKAZ KVERCETINEM

Ke kapce alkalického vyluhu vzorku (viz predchozi ditkaz) na sklenéné kapkovaci desce

Pridame 1 kapku 2 M CH;COOH a kapku kvercetinu (Cinidla) a pozorujeme pri osvetleni UV
lampou (je nutné stinit pred viditelnym svétlem) v pritomnosti A" ZELENOU FLUORESCENCI,

zatimco slepy pokus zadnou fluorescenci nevykazuje.

2.Cr'*
DUKAZ VZNIKEM PEROXIDU CHROMU (VI)
K 1 ml 10 % NaOH pridame 5 kapek roztoku vzorku a 1 kapku 5 % H,0,, obsah zkumavky kratce
povatime a odstiedime. Zlutozeleny &iry roztok (je-li Cr’* ptitomen ve vzorku) slijeme do zkumavky,
k ¢asti roztoku pfidamel kapku 5 % H,0,, 1 ml izoamylalkoholu a okyselime po kapkach

1 M H,S0, do vzniku modrého zbarveni, které ihned vyttepeme do izoamylalkoholu - MODRY
EXTRAKT dokazuje pfitomnost chromu ve vzorku.

3. Fe™*
a) DUKAZ THIOKYANATANEM
Na kapkovaci desce k 1 kapce kyselého roztoku vzorku ptidame 1 kapku 20% thiokyanatanu

amonného — v pritomnosti Fe*" vznikne INTENZIVNE CERVENE ZBARVENI.
b) DUKAZ KYANOZELEZNATANEM DRASELNYM

Na kapkovaci desce pridame k 1 kapce roztoku vzorku po 1 kapce konc. HCl a 10 % Ky[Fe(CN)e]
— v piitomnosti Fe** vznikne MODRA SRAZENINA.
¢) DUKAZ KYSELINOU 5-SULFOSALICYLOVOU
Na kapkovaci desce k 1 kapce kyselého roztoku vzorku piidame krystalky pevného Cinidla —
v piitomnosti Fe’" vznikne FIALOVE nebo CERVENE ZBARVENI.

4. Mn**
1 kapku roztoku vzorku ziedime ve zkumavce cca 2 ml dest. vody a obsah zkumavky vylijeme.
Ulpivajici kapky na sténach zkumavky postacuji na diikaz. Pfidame 2 ml 2 M HNO;, na Spicku
lopati¢ky pevny KIO, a zahiivame k varu. Po n&kolika minutach se v piitomnosti Mn®" roztok za¢ne
barvit FIALOVE. Pokud se zbarveni neobjevi ani po nékolika minutach, pfidame dalsi KIO, a déle
zahiivame. Pozor na zaménu se slabé riizovym zbarvenim Co®".

5. Co*"

a) DUKAZ THIOKYANATANEM
K 1 kapce neutralniho nebo slabé kyselého roztoku vzorku ptidame zrni¢ko NH4SCN
(v ptitomnosti Fe’* pidavame pevny NaF do odbarveni intenzivniho Gerveného zbarveni za
michani opatrnym foukéanim pfes pipetku, ¢imz se snazime zabranit nadbytku NaF) a 1 kapku
izoamylalkoholu — foukanim pies pipetku se v piitomnosti Co>” modré zbarveni EXTRAHUJE
do vnéjsi organickeé faze.

b) DUKAZ 1-NITROSO-2-NAFTOLEM
Na filtra¢ni papir kapneme 1 kapku roztoku vzorku, 1 kapku 1 M octanu sodného a 1 kapku
¢inidla. Po chvili ptidame 1 kapku 10 % HCI. V pfitomnosti Co** ziistiva HNEDOCERVENA
SKVRNA na papite (srovnavaci pokus s Cu”’, Ni*', Fe’* se doporucuje).

6. Ni**
DUKAZ DIACETYLDIOXIMEM
K 1 ml 2 M NH; piiddme 3 kapky vzorku a po protiepani odstiedime. Ciry roztok slijeme a pfididme
1 - 2 kapky ¢inidla — v piitomnosti Ni** vznikne RUZOVE CERVENA SRAZENINA. Diikaz
mizeme provést i na filtracnim papite: k 1 kapce roztoku vzorku se pridame 2 kapky roztoku c¢inidla

a papir okouiime amoniakem (nad hrdlem lahvicky s konc. NH;) — objevi se RUZOVA SKVRNA,
které se neda splachnout pod tekouci vodou.

16.2. OVERENI DUKAZU ANALYTICKYCH REAKCI ANIONTU

16.2.1. ANALYTICKE REAKCE SKUPINY MALO ROZPUSTNYCH BARNATYCH
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SOLI - SO, SO5%, S,05%, BaCl, jako skupinové ¢inidlo, redoxni skupinové reakce
aniontli (KMnOQOy, ).

Barnaté soli jsou rozpustné v mineralnich kyselinach (vyjimkou je BaSO,).

Tuto vlastnost 1ze vyuzit pro dikaz S0O,%, ale BaS,0; se rozpousti za rozkladu na SO, a koloidni siru,
kterd mlécné zakali zkoumany roztok a znemozni pozorovani srazeniny BaSO,.

Je-li ve vzorku S,05” - pouzijeme jako srazeci ¢inidlo SrCl,.

Diikaz SO, je pro nedostatek citlivych a selektivnich reakci spojen s ur&itymi obtizemi, je nutné piesné
dodrzovat pracovni postup.

S,0,% - po okyseleni vznika mléény zéakal, to je vhodné pro diikaz piimo ve vzorku.

SO;> - snadno se oxiduji vzdusnym O, na sirany , to se projevuje slabym mléénym zakalem.Vznik
srazeniny BaF, pozorujeme Casto az po ur€ité dob¢ pfi intenzivnim protiepavani.

SO+, $,05 - zpisobuji odbarvovani roztoku jodu. Je viak nutna kontrola pH pred ptidavkem jodu. V
silng alkalickém prostiedi roztoku SiO;* se jod odbarvuje disproporcionaci i v nepiitomnosti
redukujicich latek.

1. SO*
DUKAZ Ba’" nebo Sr**
Na sklenénou kapkovaci desku naneseme 1 kapku roztoku vzorku a 1 kapku 2 M HCl a 1 kapku
0,05 M BaCl, — vytvoti se BILA SRAZENINA nebo BILY ZAKAL
V pritomnosti S,0;7:
K 10 kapkam neutralniho vzorku ve zkumavce pridavame po kapkach 0,1 M SrCl, do uplného
vysrazeni, odstredime, slijeme promyvaci vodu a srazeninu promyvame 2 ml dest. H,O a znovu
odstredime - bily nerozpusteny zbytek srazeniny na dné centrifugacni zkumavky je SrSO,.
To dokazeme tak, ze srazeninu minimdalnim mnozstvim vody prevedeme do porcelanové misky,
na sitce vodu odparime, suchou srazeninu seskrabeme lopatickou do mikrozkumavky s banickou a
promisime s trojundsobnym mnozstvim praskoveho Mg. Banicku zahrivame primo v nesvitivém
plameni (v DIGESTORI! ). Béhem zahiivani shoii nadbytecny hoicik jasnym plamenem. Potom
do cervena rozzhavenou banicku ponorime do pripravené kadinky s 20 ml vody zalkalizované
1 ml konc. NH;. Banicka praskne, rozpadne se a obsah se vylouzi. Do kadinky pridame nékolik
krystalkit Na,Fe(CN)sNO - okoli se zbarvi CERVENOFIALOVE (viz diitkaz HS').

2-
2. 5,03

a) DUKAZ V KYSELEM PROSTREDI
Na kapkovaci desku naneseme 1 ml 2 M HNOj; (nebo jiné ziedéné mineralni kyseliny) a 3 kapky
roztoku vzorku — pozvolna vznika BILY MLECNY ZAKAL a7z SRAZENINA (varem Zloutne) a
unikéa CO,.

b) DUKAZ CHLORIDEM ZELEZITYM
Na kapkovaci desku naneseme 1 kapku roztoku vzorku a 1 kapku 0,3 M FeCl; — vznika
INTENZIVNE FIALOVE ZBARVENI, které zvolna mizi.

3.805”

a) DUKAZ MALACHITOVOU ZELENI A FUCHSINEM
K 1 kapce smési barviv pfidame $petku pevného NaHCO; a piikapavame roztok vzorku — roztok
se ODBARVI.

b) DUKAZ JAKO SO, V PLYNNE FAZI
Na filtracni papir postupné naneseme po 1 kapce: 0,1 M ZnCl, a 10 % K4[Fe(CN)¢] a
5 % Na,Fe(CN)sNO. Timto papirkem zakryjeme kelimek, do kterého dame po 5 kapkach
1 M H,SO, a roztok vzorku. Po nékolika minutach se objevi na papife CERVENE SKVRNY,
které se zvyrazni, podrzime-li vlhky papir v parach amoniaku (nezreagovany ZnFe(CN)s NO
se odbarvi).
V piitomnosti S,05 a §7:
K roztoku vzorku v kelimku pridame 5 kapek 0,1 M H»SO,.
V nepFitomnosti S mitieme postupovat i takto:
Na filtracni papir nebo teckovaci desticku naneseme postupné po 1 kapce 0,1 M ZnCl,,
10 % K4[Fe(CN)4], 5 % NaFe(CN)sNO a nékolik kapek slabé alkalického roztoku vzorku —
dojde ke ZCERVENANI SRAZENINY , ale pouze v nepfitomnosti tézkych kovii.



24

16.2.2. ANALYTICKE REAKCE SKUPINY MALO ROZPUSTNYCH STRIBRNYCH
SOLI ROZPUSTNYCH V 2M HNO3 - CrO,”, PO4, B(OH),, COs>. BaCl, a
AgNOs jako skupinova srazeci ¢inidla, redoxni skupinové reakce aniontt

(KMnOy, I, HI).

Rozlisovaci a identifikacni znak - riizné zbarveni stfibrnych soli: napft.

Ag,CrO,, Ag;AsO, - Cervenohnédy, resp. cokoladove hnédy,

Ag;P0O,, AgAsO, - zluté,

Ag,COs - nazloutly,

AgBO, - bily,

roztoky CrO,” (neutrdlni a alkalické) - Zluté, s klesajicim pH se zbarveni prohlubuje do

oranzové vznikajicimi ionty Cr,0;”.
Ditkaz PO, molybdenanem - komplikuje se v p¥itomnosti AsO4>, ktery dava stejnou reakci, ale i
AsO, " mlze rusit, pokud pouzijeme jako molybdenanové Cinidlo roztok molybdenanu amonného v
konc. HNO; - tato konc. HNO; mize za horka As(Ill) pfeménit na As(V), proto je nutné piesné

dodrzet pracovni postup.

1. CrO4*”
DUKAZ PEROXIDEM VODIKU
Do zkumavky postupné vneseme 2 kapky roztoku vzorku, 10 kapek izoamylalkoholu, 1 kapku
5 % H,0, a nékolik kapek 1 M H,SO, do vzniku MODREHO ZBARVENI, které ihned vytfepeme

do organické faze.

2. PO,
DUKAZ MOLYBDENANEM
Ke 3 kapkam roztoku vzorku ve zkumavce priddvame 2 M HNO; do kyselé reakce. Potom pridame

nékolik kapek molybdenanového ¢inidla — vznikne ZLUTA SRAZENINA nebo prechodné i Zluty
roztok. Pti niZSich koncentracich fosforeCnanu se roztok zbarvi zluté, méné Casto vznikne srazenina,
az po nékolikaminutovém zahfivani ve vodni lazni, popf. pfimo nad plamenem
Postup v piitomnosti AsO;:
Do zkumavky vneseme 1 ml 1 M H,SOy, 3 kapky roztoku vzorku a spetku prachu Zn, v§e nechdme
varit nekolik minut ve vodni lazni. Po odstredéni musi Ciry a bezbarvy roztok jesté reagovat kysele
(v opacném pripadé pridame konc. HCI) a nesmi ddvat pozitivni reakei na AsO,” ( 1 kapka tohoto
roztoku a 1 kapka 10 % KI - nesmi vzniknout zluté zbarveni, jinak musime pridat Zn a pokracovat
v zahrivani). K tomuto roztoku pridame sulfanovou vodu do uplného vysrazeni As,S;. Po odstredeni
z c¢irého roztoku vyvarime prebytecny H,S a pridame nékolik kapek molybdenanového cinidla —
vznikne ZLUTY ROZTOK, piechdzejici ve Zlutou srazeninu.
Slepy pokus s AsO,”: bezbarvy roztok.

3. B(OH),
DUKAZ TVORBOU TEKAVYCH ESTERU, PLAMENOVA REAKCE
1 ml roztoku vzorku odpatime v porcelanové misce do sucha, po ochlazeni pridame k odparku
1 ml ethanolu a 5 kapek konc. H,SO, (provadime v DIGESTORI, OCHRANNE BRYLE).
Smés promichame sklenénou ty¢inkou, nechame nékolik minut stat a potom zapéalime — v temnéj$im
prostoru (NEOSVETLENA DIGESTOR) — sledujeme MODRAVY NESVITIVY PLAMEN hoficiho
alkoholu, ktery v pfitomnosti kyseliny borité ziska ve $piéce ZELENE ZBARVENI, které je

nejvyrazngj$i v posledni fazi hoteni.

4.COs*
DUKAZ TVORBOU CO,
K 1 ml slabg alkalického roztoku vzorku ptidavame po kapkach 20 % HCI — v piitomnosti CO5™

pozorujeme VYVOJ BUBLINEK PLYNU, které se pii vyssi koncentraci CO5> a pii klepnuti na
zkumavku projevi zasSuménim. Kapka roztoku Ba(OH), podrzena na sklenéné ty€ince v usti
zkumavky se ZAKALI.

V pFitomnosti S032- nebo S 2032' :

K I ml roztoku vzorku po kapkach pridavame 0,02 M MnO, do trvalého zbarveni, okyseleni
provadime H,SO, (1:1).
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V prosttedi 2 M HNO; se stfibrnymi kationty se srazeji bilé srazeniny AgCl a AgSCN, naZloutly
AgBr, zluty Agl a cerny Ag,S:

CI, Br, SCN" - v kyselych, neutralnich i alkalickych roztocich jsou na vzduchu stalé,

I'- jsou stalé pouze v neutralnich a alkalickych roztocich, zatimco kyselé roztoky zvolna zloutnou

jodem, ktery vznika oxidaci vzdusnym kyslikem,

roztoky HS", S - uvoliiuji hydrolyzou velmi slabou kyselinu H,S (plynnd, charakteristicky

odporny zapach),

roztoky HS", S - reaguji alkalicky a zvolna se oxiduji vzdusnym kyslikem za vzniku Zlutych az

¢ervenych polysulfidd HS, . Po okyseleni se sira z polysulfidii uvolni jako mlé¢ny zakal.

1.Cr

a) DUKAZ DENIGESOVYM CINIDLEM

Do porcelanového kelimku dame 1ml konc. H,SO, a ptiddme nékolik krystalkd pevného KMnOj,.

Kelimek umistime do trianglu na vzdusné lazni. Pfidame 5 kapek roztoku vzorku, kelimek
zakryjeme kouskem filtra¢niho papiru, ovlhéeného 1 kapkou 1 M NaOH a 1 kapkou Denigesova

¢inidla (vodny roztok Cerstvé destilovaného fenolu a anilinu) a kelimek opatrné zahfivame. Dbame
na to, aby filtracni papir nevyschl (pfikapnutim 1 M NaOH). V pfitomnosti chloridd se vlhka ¢ast

papiru vybarvi MODRE.
Jsou-li piitomny Br a I : pridame vice pevného KMnO,.

b) DUKAZ TVORBOU CHROMYLCHLORIDU
1 ml roztoku vzorku odpafime v porcelanovém kelimku, k odparku pfidame $petku pevného
K,Cr,07 a 5 kapek konc. H,SO,. Kelimek ptfikryjeme kouskem filtra¢niho papiru ovlhéeného
1 - 2 kapkami 1 M NaOH a opatrné zahfivame na vzdusné lazni — pfitomnost chloridl se projevi
tvorbou CERVENYCH DYMU , které vybarvi vlhky papir do ZLUTA.

2. Br

DUKAZ OXIDACI NA BROM
K 1 ml 2 M HCI (ve zkumavce) ptidame 3 kapky roztoku vzorku a 10 kapek chloroformu.
Po kapkach ptidavame roztok chloraminu T (Cerstvy) a po kazdém piidavku protiepeme —
v pfitomnosti Br” se vodny roztok zaéne barvit do ZLUTOHNEDA a po protiepani piejde zbarveni
do CHCls;.
V piitomnosti I :
V pritomnosti I vznika nejdrive I, (hnédé zbarveni vodné faze, po extrakci fialové zbarveni
chloroformu). Dalsimi pridavky chloraminu T (!! po kazdé kapce protiepat) se I, postupné oxiduje
na bezbarvy BrOj, proto se musi chloramin pridavat po jednotlivych kapkach.
Postup v piitomnosti SCN-:
K 1 ml 2 M HCI pridavame 3 kapky roztoku vzorku, 1 kapku 5 % H,0; a obsah zkumavky kratce
povarime (v DIGESTORI - uvoliiuje se jedovaty dikyanid !!). Pozor !! PFilis dlouhym zahfivanim se
muize vyvarit i vznikajici brom. Po ochlazeni pridame chloroform a ddle je postup stejny.
Je-li soucasné piitomen i I', uvolni se pridavkem peroxidu jod, ktery se pri kratkém povareni
Castecné odstrani. I v tomto pripadé je dalsi postup stejny.

3.T

DUKAZ OXIDACI KYSELINOU DUSITOU NA I,

Na kapkovaci desku dame 1 kapku roztoku vzorku, 1 kapku 2 M CH;COOH a na $picku lopaticky
NaNO, — v ptitomnosti I” vznikne ihned ZLUTE az CERVENOHNEDE zbarveni. Pokus lze
provést i ve zkumavce, pfiddnim nékolika kapek chloroformu ziskame FIALOVY EXTRAKT jodu.
Je-li ve vzorku piitomen 52032' : Pridame vice NaNO; a nékolik kapek 2 M CH;COOH.

4.HS ,S”

a) DUKAZ TVORBOU PbS
K 1 kapce roztoku vzorku ptidame kapku roztoku Pb>* — CERNA SRAZENINA.

b) DUKAZ NITROPRUSSIDEM
1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka 2 M NH; + pevny Na,Fe(CN);NO . 2H,0 — FIALOVE
zbarveni (na porcelanové kapkovaci desce).
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16.2.4. ANALYTICKE REAKCE SKUPINY ANIONTU NO;3, NO; a ClO4

NO;, ClO4 (anionty silnych kyselin) - ve vodném roztoku znacné stalé, netvoii zadné stabilni
komplexy a prakticky zadné malo rozpustné srazeniny. VSechny NO; jsou ve vodé dobie
rozpustné (analogie k iontiim Na"), proto se $patné dokazuj.

ClOy4 - objemové ionty, nizka povrchova hustota, charakteristickd tvorba iontovych asociati se stejné
objemnymi kationty, napt. bazickych barviv.

Bily AgNO,; rozpustny v 2 M HNO; - je do této skupiny zafazen pro svou piibuznost k NOs".

Roztoky NO; (soli slabé kyseliny) - maji oxidacni vlastnosti uz v slabé kyselém prostiedi kyseliny
octové, napt. oxiduji I' na I, proto nemohou byt ionty NO, a I' v jednom vzorku. Vzdusnym kyslikem
se zvolna oxiduji na NO5'.

1.NOs
a) DUKAZ DIFENYLAMINEM
Do cisté zkumavky dame 1 kapku roztoku vzorku a ota¢enim zkumavky smocéime co nejvetsi
povrch stény zkumavky. V blizkosti Gsti zkumavky kapneme 1 kapku roztoku difenylaminu
v konc. H,SOy4 (pozor!! Ziravina) a sledujeme jeji stopu pii stékani uvnitt zkumavky. V misté styku
s roztokem vzorku se vytvaii MODRA STOPA, ktera po chvili zméni zbarveni.
b) DUKAZ TVORBOU AZOBARVIVA PO REDUKCI NA NO, ZINKEM
1 kapku roztoku vzorku na porcelanové kapkovaci desce okyselime 1 kapkou konc.kyseliny octové
a pridame na Spicku lopati¢ky prachového zinku. Foukanim pfes pipetku promichame a pfidame
1 - 2 kapky roztoku kyseliny sulfanilové, 1 kapku roztoku kyseliny chromotropové a zalkalizujeme
1 M NaOH — vznikne JASNE CERVENE ZBARVENI (v nepfitomnosti NO,).
Rusici NO;y - odstranime mocovinou v prostiedi 1 M H>SOy :
5 kapek roztoku vzorku okyselime 1 M H,SO, do zretelné kyselé reakce (Cervené zbarveni pH
papirku), pridame mocovinu (pil lopaticky) — unik bublinek CO; a N, prozradi pritomnost NO;'.
Po nekolika minutach ovérime uplnost odstraneni NOy', tj. pridame 1 kapku tohoto roztoku a
1 kapku roztoku KI - roztok nesmi ani slabé zezloutnout (je-li reakce pozitivni, zkontrolujeme
kyselost a pridame mocovinu). Po uplném odstranéni NO, otupime kyselost pridavkem
2 M CH;COOH do zlutého zbarveni pH papirku, pridame 1 kapku 2 M CH;COOH a Spetku
praskovéeho zinku. V slabé kyselém prostredi uz prebytecna mocovina nereaguje se vznikajici
kyselinou dusitou. Dalsi postup je shodny.
c) DUKAZ FENOLSULFONOVYMI KYSELINAMI
3 kapky roztoku vzorku se odpafi v pocelanovém kelimku do sucha, ptida se krystalek fenolu a
2 kapky konc. H,SO, (provadime v DIGESTORI, OCHRANNE BRYLE). Smés promichame
sklenénou tycinkou a opatrné na sit'ce zahfejeme. Po ochlazeni se kelimek vylouZzi v kadince
s destilovanou vodou (10 - 20 ml) a piida se konc. NH; do alkalické reakce — ZLUTY ROZTOK.
Obsahuje-li vzorek rusici chloridy (vznika NOCI misto nitracni smési) a dusitany (stejnd reakce jako
N 03-)
3 kapky vzorku nejprve okyselime 1 M H,SO, ve zkumavce a NO; odstranime mocovinou (viz
predchozi ditkaz), resp. CI vysrazime roztokem Ag,SO,. Odstredeny roztok odparime do sucha a dalsi

postup je shodny.

2.NOy
DUKAZ NA BAZI DIAZOTACNI A KOPULACNI REAKCE
Ke kapce neutralniho nebo slabé kyselého roztoku vzorku na porcelanové kapkovaci desticce
ptidame 1 - 2 kapky roztoku kyseliny sulfanilové a ptipadné 2 M CH;COOH (roztok musi reagovat
slabé kysele, zluté zbarveni pH papirku) a po chvili 1 kapku kyseliny chromotropové.
Po zalkalizovani roztoku 1 M NaOH vznikne v piitomnosti NO, ve vzorku JASNE CERVENE

ZBARVENI. Vysledek srovndme se slepym pokusem.

16.3. KVALITATIVNIHO ROZBORU NEZNAMYCH VZORKU
KATIONTU A ANIONTU

Pii praci budeme soubézné provadét dikazy iontl v neznamém vzorku a znamych iontd. Cilem je dokazat
v kazdém neznamém vzorku neznamy kation i anion, pfipadné smés kationtli a aniontli. Do zavéru uvedeme:
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1. Dokazany kation (vzorec, niazev) a priibéh jeho dukazu, popis skupinovych, selektivnich, prip.
specifickych reakei pro dany kation.

2. Dokazany anion (vzorec, nazev) a pribéh jeho dikazu, popis skupinovych, selektivnich, pfip.
specifickych reakci pro dany anion.

ULOHA C. 17
GRAVIMETRICKE STANOVENI ZELEZA JAKO Fe,0;

CILE ULOHY:

* seznamit se s metodou chemické kvantitativni analyzy zalozené na vylouceni stanovované slozky ve
formé malo rozpustné slouceniny a na jejim pfevedeni na slouceninu o presné definovaném slozeni,
ktera se poté vazi

* kvantitativné stanovit Zelezo Fe jako Fe,O3

POUZITE VYBAVENI:

Chemikalie:
10 % NH4NO;, 1 % NH4;NO;, 2 M HC1, 2 M NH;, roztok Ag+.

Laboratorni pomiicky:

Kéadinka 250 ml, k&dinka 50 ml, bezpopelovy fidky filtraéni papir (Cervené oznaceni, piip. zluté oznaceni),
filtra¢ni nalevka, porcelanovy kelimek, chemické klesté, klesté na kadinky, sklenéna tycinka, laboratorni kahan,
stojan s varnym kruhem, pfip. vafic, stojan s filtraénim kruhem, asbestova sitka, triangl, exikator, pipeta
nedélend 10 ml, pipeta délena 2 ml, pipeta délend 1 ml, pipeta délena 5 ml, umélohmotna pipetka, mala
zkumavka, odmérny valec 50 ml, pipetovani balének, ntizky, kapkovaci desticka.

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

17.1 Srazeni Fe* 'amoniakem

17.2 Filtrace srazeniny

17.3 Spalovani filtru, zihani a vaZeni suroviny
17.4 Vyhodnoceni gravimetrického stanoveni

PRINCIP:

Z kyselého roztoku Fe'* se amoniakem srazi Fe(OH)s, ktery se vyziha na vazitelnou formu Fe,Os.
Metoda je pouzitelna pro stanoveni iontl Zelezitych Fe’* a také iontd Zeleznatych Fe*". lonty Fe* je
viak nutné predem kvantitativné zoxidovat na ionty Fe’* ptidavkem potiebného mnozstvi vhodného
oxida¢niho ¢inidla. Podstatou metody je srazeni roztoku soli Fe’" roztokem amoniaku. Reakei vznika
nerozpustny hydroxid zelezity Fe(OH)s, ktery se po oddéleni od roztoku (filtraci) pirevede zihdnim na
vzduchu pfi cca 1000 °C na oxid Zelezity Fe,O; (forma k vazeni).

STECHIOMETRIE:

3+

Fe +30H —-—-—-—-—--—---- - Fe(OH),
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POSTUP :

17.1. SRAZENI Fe** AMONIAKEM

Roztok vzorku Fe’* ze zkumavky kvantitativné pievedeme do kadinky na 250 ml (kazdou
zkumavku 3x vyplachneme destilovanou vodou) a zfedime destilovanou vodou asi na 150 ml. Poté
pfidame 10 ml 10% NH,NO; a zahiivame téméf k varu. P¥ipadnou hydrolyzu soli Fe** (projevuje se
oranzovym az ¢ervenohnédym zbarvenim roztoku, pfechazejicim na ¢ervenohnédou srazeninu) potlacime
jiz pred zahfivanim pfidavkem cca 1 ml 2 M HCI. Pted vlastnim srazenim musi byt roztok zluty a Ciry.

Pti prvnich naznacich varu pferusime zahiivani a srazime 2 M NHj. Zpocatku mizeme pfidavat vetsi
davky srazedla az do okamziku, kdy se roztok zac¢ne barvit do oranzova. Dale uz priddvame srazeci
roztok jen po kapkach, dokud se obsah kadinky zfetelné nezakali. Tato faze srazeni rozhoduje o kvalité
srazeniny. Dalsi ptidavky 2 M NH; mtzeme opét zrychlit. SraZzeni ukon¢ime, je-li amoniak z roztoku
zietelné citit. Pfi spravném postupu se srazenina Fe(OH); rychle sbali, tj. usadi se ke dnu ve formé
jemnych vlocek a zanecha nad sebou bezbarvy Ciry roztok.

Tento postup opakujeme 2x, pfip. 3x (dle zadani vyucujiciho). Zkumavky s nezndmym vzorkem pro
analyzu obsahuji stejné mnozstvi Fe'".

17.2. FILTRACE STRAZENINY

Ziskanou srazeninu jes$t¢ za horka filtrujeme pies tidky filtraéni papir (Cervené oznacend krabicka —
bezpopelovy papir, pfip. zlut€ oznaCend). Srazeninu dekantujeme (promyvame na filtraénim papife)
horkym 1 % NH4NO;, dokud odtékajici filtrat neptestane davat reakci na CI ( provétime pomoci roztoku
AgNO; —tj. dokud odtékajici filtrat bude tvorit bily zékal s roztokem AgNO3).

Pokud na sténach kadinky ulpi ¢ast srazeniny, rozpustime ji n€kolika kapkami konc.HCl (pomoci
ty¢inky namoéené v HC1 smoc¢ime cely povrch kadinky), roztok ziedime destilovanou vodou na 10 — 20
ml, zahfejeme k varu a opét srazime 2 M NHj. Ziskanou srazeninu za horka filtrujeme pfes filtr
s hlavnim podilem Fe(OH);.

17.3. SPALOVANI FILTRACNIHO PAPIRU SE VZORKEM, ZIHANi A VAZENI

Kde:

SUROVINY

Po odkapani poslednich kapek promyvaciho roztoku filtracni papir se srazeninou slozime, vlozime do
pfedem vyzihané¢ho (1 hod) a zvazeného porcelanového kelimku, ktery po vyzihani uchovavame v
exikatoru. Filtrani papir se srazeninou muzeme predem zlehka vysusit v susarné (pfip. ho nechame
schnout na vyhrazeném mist¢ do pfisttho cviCeni, pficemz si oznaCime svij kelimek tak, ze
neglazurované dno kelimku ozna¢ime mékkou tuzkou).

Poté v kelimku spalime fitra¢ni papir se sraZzeninou a porcelanovy kelimek vyzihame do konstantni
hmotnosti (1 — 2 hod.). Po vychlazeni porcelanového kelimku zvazime produkt - Eervenohnédy az Cerny
F 6203.

~ ro_r r + ~ror 7 rr .
Mnozstvi ziskaného Fe** vypogitame podle nasledujicich rovnic:

n(Fe) 2

n(Fe,0,) 1
n(Fe) = 2n(FezO3)

m(Fe) =2 Bﬂ% [n(Fe,0,)

M(Fe) = 55,847 g.mol”
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M(Fe,05) = 159,692 g.mol

17.4. VYHODNOCENI GRAVIMETRICKEHO STANOVENI
Pti vyhodnoceni stanoveni zeleza gravimetricky v neznamém vzorku v protokolu do zavéru uvedeme:

1. Vypocétem uréime obsah Fe ve vzorku.
2. Zdavodnime pripadné nepiesnosti pri gravimetrickém stanoveni Zeleza.

ULOHA C. 18

KVALITATIVNI ANALYZA — PAPIROVA A
TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

CILE ULOHY:
e  seznamit se s principem papirové a tenkovrstvé chromatografie
e vyuzit metodou pro separaci smési barviv v rostlinném materialu
* porovnat chovani riiznych vyvijecich soustav pfi separaci smési barviv

TEORIE:

Chromatografie umoziiuje i¢innou separaci latek, ktera je nutna pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych slozek sledované latky. Razné latky se 1i$i svymi adsorpénimi vlastnostmi, rozdélovacimi
koeficienty, svymi rozméry, naboji atd., coz se vyuziva v chromatografii k jejich rozdéleni na vhodném
chromatografickém zatizeni. K rozdéleni latek dochazi na zaklad¢ jejich rizné pohyblivosti v systému dvou fazi
— stacionarni (zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Stacionarni fazi mize byt pevna latka (papir, SiO,, Al,0O5) ale i
kapalna faze zakotvena na pevném nosici, mobilni fazi pak byva kapalina nebo plyn. Podle zpisobu uspoiadani
chromatografického zafizeni délime chromatografii na plo$nou a sloupcovou, z hlediska urcujiciho mechanismu
déleni latky mezi stacionarni a mobilni fazi pak chromatografii adsorpcni, rozd€lovaci, iontové vyménnou atd.

Papirova chromatografie byla po dlouhou dobu v praxi nejpouzivanéjsi metodou plo$né chromatografie. Jeji
nejvetsi vyhodou je ekonomicky nenaroéné chromatografické médium, vyuzitelné pro separaci Sirokého
mnozstvi latek od anorganickych ionti az k slozitym biomolekulam. Zakladnim separa¢nim mechanismem je
v ptipadé papirové chromatografie rozdélovaci rovnovaha mezi vodou ¢i jinym rozpoustédlem zakotvenym

v papiru a pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poctem polarnich skupin se ¢asto uplatiiuje jejich silna
interakce piimo s celul6zou, v takovych piipadech prevlada adsorpéni mechanismus déleni. Diilezitou
charakteristikou pouzitého chromatografického papiru (Casto se jedna o specidlni papir, ne napf. obycejny
filtra¢ni papir) je pritokova rychlost mobilni fdze — podle ni rozliSujeme chromatografické papiry s rychlym,
standardnim a pomalym pratokem. Rychlost prutoku vyznamné ovliviiuje dobu separace a samoziejmé i jeji
ucinnost.

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je ptipadem plosné chromatografie

s prevladajicim adsorpénim mechanismem déleni analyzované smési latek. Provadi na tenké vrstvé sorbentu
(celuloza, silikagel, alumina), ktery je nanesen na vhodné podlozce (sklo, kovova folie, plast). Vzorek se nanasi
na zacatek vrstvy (start) spolecné se standardy obdobné jako v ptipadé papirové chromatogvrafie. Po zaschnuti
nanesenych vzorki se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak, aby
startovni linie byla nad hladinou a komora se uzavie. Dodrzuji se obdobna pravidla jako u papirové
chromatografie, vyvijeni chromatogramu probiha tak dlouho, dokud se ¢elo vzlinajici smési rozpoustédel
neptiblizi k okraji desky (cca 1 — 2 cm). Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnym zpisobem detekce se
urci jednotlivé skvrny. K detekcei se pouzivaji stejné postupy jako v papirové chromatografii, ¢asto se pouzivaji
vrstvy upravené fluorescenéni latkou (fluoreskujici pii osvétleni UV zafenim). Stanovované latky velmi ¢asto
tuto fluorescenci zhaseji, takze se pod UV lampou objevuji na chromatogramu v podob¢ tmavych skvrn.
Vyuzivaji se i dalsi zplisoby detekce, zalozené na postiiku chromatogramu vhodnym ¢inidlem, které se
stanovovanou latkou vytvari barevnou slouceninu.
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Papirovou a tenkovrstvou chromatografii Ize stanovovat Sirokou skalu organickych i anorganickych latek pti
vysoké citlivosti a nizké ekonomické naro¢nosti. Metoda je ¢asové velmi nenarocnd, takze je velmi rozsifena
v prumyslu v oblasti meziopera¢ni kontroly. Vzhledem ke své univerzalnosti je vhodna i pro prvni orientaci ve
slozeni neznamého vzorku v oblasti sledovani znecisténi zivotniho prostfedi, medicing i chemickém

vyzkumu.

PRINCIP:

Chromatografii na papite provadime bud’ ve vzestupném provedeni, kdy je papir zavéSen v chromatografické
komote a spodnim okrajem je namocen do mobilni faze a nebo v sestupném provedeni, kdy je papir zavésen ve
vani¢ce s mobilni fazi a ta putuje dolt. Vzorek nanasime na vyznaceny Start, ktery by mél byt alespon 1 cm nad
hladinou mobilni faze, rozestupy mezi jednotlivymi nandSenymi vzorky by mély byt alesponi 0,5 az 1 cm, od
okraje papiru pak minimalné 1 cm. Vzorek je ¢asto potieba nejprve vhodné upravit pro odstranéni rusicich latek
(napf. extrakci) vhodnym rozpoustédlem. Poté se nanasi tenkou kapilarou na start (skvrna nesmi byt prilis
rozmérna), prili§ velké mnozstvi analyzované latky ve vzorku mé za nasledek tvorbu velkych a neforemnych
skvrn. Optimalni mnozstvi latky ve vzorku se pohybuje v rozmezi 0,1 az 100 pg v z&vislosti na jeji rozpustnosti
v mobilni fazi (¢im méné je rozpustnd, tim mensi mnozstvi latky) a na citlivosti detekce.
Pred zahdjenim vyvijeni chromatogramu je potieba naplnit chromatografickou komoru (vyssi sklenéna nadoba
s vikem a stojankem pro uchyceni papiru) mobilni fazi a pfiblizné€ 15 az 20 minut nechat ustavit v komoie
rovnovahu par mobilni faze. Volba slozeni mobilni faze ovliviiuje pohyblivost chromatografovanych latek podle
pravidla podobné rozpousti podobné. Proto pro polarni latky se pouzivaji smési polarnich organickych
rozpoustédel (alkoholy) s vodou a ptidavkem kyseliny ¢i baze, nepolarni latky se pak vyvijeji ve smésich
nepolarnich rozpoustédel (v takovém piipadé je tfeba vyvijeci komoru nasytit vodnimi parami z misticky
s vodou). Pohyblivost latky na chromatogramu se vyjadiuje hodnotou retarda¢niho faktoru R , ktera se urcuje
jako pomér vzdalenosti, kterou urazi skvrna stanovované latky ku vzdalenosti, kterou urazi ¢elo rozpoustédla. Pi
papirové chromatografii je vhodna vzdalenost, kterou urazi na chromatogramu celo rozpoustédla asi 5 az 10 cm.
Detekce chromatografovanych latek se provadi po vyjmuti papiru a jeho vysuseni bud’ pifimo vizuelné, pokud
jsou chromatografované latky barevné, nebo se vyuziva jejich fluorescence pod UV zéfenim, piipadné se
provadi postiik detekénim Cinidlem za vzniku barevnych skvrn. Univerzalni detekéni ¢inidlo predstavuje konc.
kyselina sirova, protoze vétsina organickych latek pod jejim dehydrata¢nim vlivem uhelnati a tvofi tmavé skvrny
(obvykle je nutno zahtat). To ovSem plati i pro samotny chromatograficky papir, takze je 1épe vyuzit v tomto
pripadné i stejného chovani pti detekei ur¢ujeme kvalitu latky, kvantitu pak odhadujeme z porovnani velikosti ¢i
intenzity zabarveni skvrn vzorku a standardu.
V tenkovrstvé chromatografii (TLC) se stacionarni faze nanasi na desti¢ky ze skla, hliniku ¢i plastu, stacionarni
faze musi proto dobfe ulpivat na zvoleném podkladu a byt ve formé jemnych ¢astic jednotné velikosti (mezi 1 —
5 pum). Mobilni fazi je smés organickych rozpoustédel, nékdy ve smési s vodnou fazi. NejCastéji se pouziva
ethanol, aceton, chloroform, benzen a hexan. Na TLC desticku je nanesen vzorek a desticka je umisténa
do vyvijeci komory nasycené parami mobilni faze tak, aby jeji spodni ¢ast zasahovala cca 0,5 cm do mobilni
faze. Linie startu a nadavkovanym vzorkem je umisténa nad hladinou mobilni faze. Dochazi ke vzlinani mobilni
faze vzhtiru stacionarni fazi po povrchu desticky. Mobilni faze rozpousti slozky vzorku a unasi je vzhiru po
povrchu desticky. Jelikoz jednotlivé slozky vzorku interaguji se staciondrni fazi riizné (tzn. jsou rizn€ intenzivné
brzdény oproti ¢elu mobilni faze), dochazi k jejich vzajemnému rozdéleni. Separace probiha, dokud ¢elo mobilni
faze nedosahne cca 1 — 2 cm pod vrchni detekéni okraj desti¢ky (vyznadime tzv. ¢elo).
Detekce rozdélenych slozek vzorku mize probihat n€kolika Detekce rozdélenych slozek vzorku muze probihat
né¢kolika zplsoby:
*  barevné sloucCeniny sledujeme vizualné
*  bezbarvé slouceniny — osvétleni UV zafenim (n€které slouceniny po vystaveni desticky UV zafeni

fluoreskuji), pokud vzorek obsahuje latky, které nefluoreskuji, jsou tyto Casto po separaci a expozici

desticky UV zafeni viditelné jako tmava skvrna na fluoreskujici plose (ta vznikne tak, ze se do

stacionarni faze pfimichaji navic fluoreskujici latky (napf. kemicitan zine¢naty) a tomuto jevu se fika

zhaSeni fluorescence nebo se detekuji pouzitim specifickych ¢inidel (desticka se postiika specifickym

Cinidlem, které sanalytem vytvoii barevnou slouceninu (napi. ninhydrin pro aminokyseliny,

acidobazické indikatory pro kyselé a zasadité slouceniny, bromfluorescein pro nenasycené slouc¢eniny).
V TLC se nejéastéji vyuziva téchto dvou separacnich principti — adsorpce (separované latky jsou poutdny na
povrch sorbentu) a rozdélovaci rovnovahy (separované latky se rozdéluji mezi dvé vzajemné nemisitelné
kapaliny, tj. stacionarni faze je kapalina zakotvend na vhodném nosi¢i). Migraéni chovani jednotlivych
separovanych latek vyjadiuje ziskany chromatogram, kde pro kazdou separovanou latku mizeme definovat
hodnotu retenéniho (retarda¢niho) faktoru:
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R, =

Q|

kde: a je vzdalenost mezi celem mobilni faze (tj. linii, kam az dostoupila mobilni faze béhem separace) a linii
startu,
b je vzdalenost stfedu skvrny separované latky od linie startu.

Retardaéni faktory pro ur€ity separa¢ni systém (urcita stacionarni faze na TLC desce a mobilni faze) se urcuji na
zékladé¢ vyhodnoceni skvrn standardi (chemicky ¢&isté latky). Metoda patii mezi metody kapalinové

chromatografie.
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Obr 18.1: Priklad TLC desticky s rozdélenym rostlinnym vzorkem .
POUZITE VYBAVENI:

Chemikalie:

Ethanol C,HsOH , kfemicitanovy pisek (ptip. motsky pisek), uhli¢itan vapenaty bezvody CaCOj;, propan-2-on
C;H4O (aceton), alpa, benzen C¢Hg, benzin technicky, n-heptan C;H¢, n-propanol.

Rostlinna barviva: barviva obsazena v listech zelenych rostlin (napt. muskat) a ¢ervené paprice.

Laboratorni pomiicky:

Sklenéné pipetky (kapilary) podle poctu zkoumanych barviv, chromatografické desky Polygram SIL G/UV 54,
(ptip.Alugram SIL G), tlustosténna sklenéna vyvijeci hranolova komora, 100ml odmérny valec, Sml odmérny
valec, mekka tuzka (tvrdost HB), pravitko, tfeci miska s tlouckem, banka konicka, filtraéni nalevka, filtra¢ni
papir, mikrozkumavky, ty¢inka, filtracni papir.

Pristroje:
Tiepacka GFL 3005

SCHEMA PRACOVNIHO POSTUPU:

18.1. Rostlinna barviva
18.2. Priprava vzorkl obsahujicich rostlinna barviva k chromatografické separaci
18.3. Priprava vyvijeci soustavy a pfiprava chromatogramu jednotlivych barviv
18.4. Déleni rostlinnych barviv metodou papirové chromatografie
18.5. Identifikace analyzovanych barviv a porovnani jejich chovani v jednotlivych vyvijecich
soustavach
18.6. Vyhodnoceni chromatografické analyzy a zpracovani dat do protokolu

18.1. OBECNA CHARAKTERISTIKA STANOVOVANYCH LATEK



18.2.

a)

b)

18.3.
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Prvni zminky o pouZivani rostlinnych barviv pochazeji ze starovéké Ciny a Indie. Vyhradné piirodni
barviva byla pouZivana k barveni do poloviny 18. stoleti, do doby, nez chemicky prumysl zacal
produkovat syntetické nahrazky téchto barviv. V posledni dobé zajem o pfirodni barviva opét stoupa
vlivem zdravotnich a environmentalnich problému souvisejicich s pouzivanim barviv syntetickych.

Rostlinna barviva jsou organické latky rizného slozeni majici pro rostliny Zivotni vyznam. Rozdélujeme
je na barviva rozpustna v tucich (lipochromy) a ve vodé (hydrochromy). K lipochromiim patfi zelené
chlorofyly, zluté xantofyly a Cervené karoteny. Chlorofyly maji vyznam pro fotosyntézu, naproti tomu
xantofyly a karoteny zplsobuji zluté, oranzové a cCervené zbarveni listl, kvétd a plodd. Mezi
hydrochromy patii pfedevsim anthokyany, které zptisobuji modré, cervené, fialové az Cerné zbarveni
zejména kvétd a plodd.

Vysledkem separace listovych lipochromii (chlorofyl a, chlorofyl b, karotenoidy) s vyuzitim plosné
chromatografie je chromatogram srozdélenymi barvivy, kde maji jednotliva listova barviva
charakteristické zbarveni: chlorofyl a — zelené, chlorofyl b — modrozelené, xanthofyly — Zluté,
karotenoidy — oranzové, feofytin — Sedé.

PRIPRAVA VZORKU OBSAHUJICICH ROSTLINNA BARVIVA
K CHROMATOGRAFICKE SEPARACI

listy zelenych rostlin (napf. muskatu) rozstfthame na mensi kousky a rozetfeme ve tfeci misce

s malym mnoZzstvim propraného kiemicitanového pisku (pfip. pisku moiského) a s uhli¢itanem
vapenatym (na Spetku noze) na kasi. Poté smés pielijeme malym mnozstvim acetonu a znovu roztirame.
Smés nechame asi 15 minut stat pii pokojové teploté, poté ji zfiltrujeme do odpafovaci misky (kadinky)
a nasledné¢ odpafime na vodni 1azni zahustime (pfiblizné na tfetinovy objem, je mozné i do sucha).

Po zchladnuti rozpustime hmotu v nékolika kapkach lihu (pfip. acetonu). Takto zahustény ektrakt
prevedeme do mikrozkumavky.

priblizn€ 5 g cervené papriky rozetfeme v tfeci misce s malym mnozstvim propraného kiemicitanového
pisku a s 10 ml technického benzinu, pfevedeme do kénické baiky a umistime na 15 minut na tfepacku
(tfepeme opatrné pii nizSich otackach).

Ziskany extrakt zfiltrujeme pfes filtracni papir do odparovaci misky a na vodni 14zni zahustime

na polovi¢ni objem, poté pfevedeme do mikrozkumavky (paprika obsahuje pres 40 nepolarnich barviv
vétSinou na bazi karotenoidii, proto je potieba pouzit méné polarni vyvijeci soustavu)

PRIPRAVA VYVIJECI SOUSTAVY A PRIPRAVA CHROMATOGRAMU
JEDNOTLIVYCH BARVIV

Kruhova papirova chromatografie - jeden filtracni papir srolujeme a prostréime malym otvorem
uprostied druhého filtra¢niho papiru (prostfihneme maly otvor) tak, aby tvofil knot. Takto pfipraveny
knot ponofime do pfipravené suspenze, druhy filtraéni papir opfeme o hrdlo kadinky.

Vzestupna papirova chromatografie - zafizeni se sklada ze sklenéné komory vhodnych rozméri pro
pouzity chromatograficky papir. Horni ¢ast komory je zabrousena a opatfena dobie tésnicim vikem. V
horni ¢asti komory je zafizeni umoziujici zavéseni chromatografického papiru a jeho ponoteni do
mobilni faze bez otevieni komory. Na dno komory umistime misku obsahujici mobilni fazi, do které
papir ponofime. Mobilni f4zi nalijeme do misky na dn€ komory do vysky 1,5-2 cm. Komoru uzavieme
a ponechame stat po dobu 20 min pfi teploté 20 °C az 25 °C. V uvedeném intervalu teplot se komora
udrzuje i v prub&hu dalsi analyzy. Jako chromatograficky papir pouzijeme vhodny filtracni papir
nastfihany do pruhti dostatec¢né délky, ne uzsich nez 2,5 cm. Papir nastithame tak, aby mobilni faze
protékala ve sméru vlaken papiru.

Tenkovrstva chromatografie - u chromatografie na tenké vrstvé prevlada rozdilné vyuziti adsorpce na
tenké vrstvé sorbentu — adsorpéni chromatografie. Analyzovana smés se nanese na povrch Silufolu

(na Start vyznaCeny tuzkou), Silufol se poté umisti do mobilni faze.Vyvijeni (vzlinani) probiha
v uzaviené tlustosténné nadobé a k jeho preruseni dojde, jakmile rozpoustédlo dosdhne pozadované
vysky. Tato vyska se oznaéi tuzkou (tvrdost HB) jako Celo chromatogramu.

Kvalitativnim parametrem pro identifikaci latky v dané vyvijeci soustavé je hodnota retardacniho
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faktoru Rp. Vyvijeci soustavu pfipravime do tlustosténné nadoby tak, aby hladina mobilni faze
dosahovala do vysky 8—10 mm, ihned ji uzavieme vikem, aby se prostor uvniti nadoby nasytil parami
vyvijeci soustavy (ponechame se stat po dobu 10 min).

Pro déleni pouzijeme dle pokynu vyucujiciho 3 vyvijeci soustavy z nasledujicich soustav:
a) alpa
b) n-propanol : H,O : kyselina octova v poméru 85 :14 : 1
¢) n-hexan : H,O : 2-propanol v poméru 80 : 0,05 : 20
d) benzin techn. : H,O : 2-propanol v poméru 90 : 0,25 : 10
e) lih

18.4. DELENI ROSTLINNYCH BARVIV METODOU PAPIROVE

CHROMATOGRAFIE

Kruhova papirova chromatografie — extrakt z rostlinného materialu naneseme do stiedu kruhového
filtraéniho papiru. Filtraéni papir s knotem ponofime do pfipravené vyvijeci soustavy. Cekdme az
barviva za¢nou vzlinat. Praci pferu§ime v moment¢, kdy barevna stopa vytvorti kolem knotu kruh asi ve
2/3 filtra¢niho papiru. Po ukonceni separace filtraéni papir s chromatogramem vysusime a rozstfihneme
na polovinu.

Vzestupna papirova chromatografie — na filtra¢ni papir vyzna¢ime mékkou tuzkou horizontalni linie
(start) ve vzdalenosti 3 cm od jednoho konce. Kapildrou naneseme na start extrakt z rostlinného
materialu. Roztok nanasime po Castech v opakovanych dil¢ich davkach vzdy po odpafeni predchoziho
rozpoustédla. Vzdalenost mezi sousednimi skvrnami na startu nesmi byt mensi nez 1,5 cm. Papir s
nanesenym vzorkem vlozime do komory, uzavieme ji vikem, a ponechame stat cca 10 min. Potom
papir ponofime do mobilni faze a vyvijime do pfedepsané vzdalenosti (nebo po predepsanou dobu).
Papir vyjmeme a nechame uschnout na vzduchu. Béhem vyvijeni papir chranime pied pfimym svétlem.

Tenkovrstva chromatografie - chromatografickou folii nastiihame na obdélniky (vysoké 10-15 cm,
Sitka pruhu se fidi Sifkou vyvijeci nadoby), na né¢ zakreslime méekkou tuzkou (tvrdosti HB) 1,5 cm od
okraje Start, opatrné tak, aby nedoslo k poruseni vrstvy silikagelu (byl by ovlivnén pribéh analyzy).
Tésné pod Start (ptip. pod horni okraj obdélniku) udélame popisky pro pozdéjsi identifikaci
jednotlivych barviv. Na ¢aru Startu nanaSime kapilarou jednotliva barviva. Na kazdy vzorek pouzijeme
Cistou kapilaru, abychom si vzorky nekontaminovali. Pockame, az se barvivo vsakne do povrchu
silikagelu, naneseni vzorku opakujeme, dokud nevznikne skvrna o velikosti 2-3 mm. Pfipravenou
chromatografickou fo6lii vlozime do vyvijeci soustavy v mirném sklonu ke sténé vyvijeci nadoby a
vyvijeci nadobu ihned uzavieme vikem. Sledujeme, jak mobilni faze vzlina, po¢kame cca 30 minut,
nebo az vystoupi asi 1 cm pod horni hranu chromatografické folie. Poté folii vyjmeme a tuzkou
zakreslime ¢aru migrace Cela mobilni faze. Néasledné se pokusime obtidhnout skvrnu, kterou po sobé
zanechalo barvivo na chromatografické desce, protoZe po ususeni desky by nemusela byt dostatecné
zietelna.

18.5. IDENTIFIKACE ANALYZOVANYCH BARVIV A POROVNANI{

JEJICH CHOVANI V JEDNOTLIVYCH VYVIJECICH SOUSTAVACH

Po ukonceni vyvijeni chromatogramy opatrné vyjmeme, obtdhneme meékkou tuzkou vzniklé skvrny
a zaznamename jejich barvu. Poté je nechame uschnout na vzduchu, pfip. je umistime na 5 minut do
sudarny vyhtaté na teplotu 80 °C. Po vysuseni pravitkem zméiime vzdalenost Cela mobilni faze od
Startu a vzdalenost stfedu skvrny od Startu, vS§echny hodnoty si zapiseme.

Kazdy chromatogram poté umistime pod UV lampu, zaznamendme jeho vzhled a ptipadné dalsi skvrny,
které vyhodnotime stejnym zptisobem jako skvrny barevné.

18.6. VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKE ANALYZY A ZPRACOVANI

DAT DO PROTOKOLU

Do protokolu ptilozime jednotlivé zkopirované chromatogramy s popisem a jejich vyhodnocenim:
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Popiseme jednotlivé typy chromatografie a provedeme jejich nakres.
Pokusime se identifikovat jednotliva rostlinna barviva ve vzorku pomoci vypocétenych
retardac¢nich faktoru z informace postupné eluce v kaZzdém vyvijecim systému.
Na zakladé vySe uvedené teorie a ziskanych chromatogrami:
— popiSeme vzhled jednotlivych chromatogramii,
— porovname a zdivodnime separacni chovani analyzovanych litek v jednotlivych
vyvijecich soustavach,
— porovname pribéh jednotlivych chromatografickych analyz (nap¥. vliv vybéru
mobilni fize, typu separace atd.), zhodnotime a okomentujeme problémy pri
stanoveni



