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Organizace cviceni

Cviceni lze rozdélit do dvou blokli. V prvnim bloku jsou provadény ulohy kvalitativni analytické
chemie (Glohy 1 a 2) a ulohy vénované zakladim kvantitativni analytické chemie a klasickym analytickym
metodam (tlohy 3 - 6). VSechny tyto tlohy jsou provadény vSemi studenty spolecné, kazdy student s vlastnim
vybavenim a také s vlastnim nezndmym vzorkem. V nasledujicim bloku instrumentalnich metod (alohy 7-12)
provadi jednu ulohu vzdy dva studenti (dle moznosti kazdy s vlastni instrumentaci) a to dle rozpisu, ktery je
v predstihu uvefejnén na nasténce u laboratofe zakladniho cviceni. Posledni cviCeni je vyhrazeno exkurzi po
pokrocilych metodach analytické chemie a udélovani zapoctu opravnénym studentiim.

Navody k uloham jsou vzdy uvedeny stru¢nou kapitolou z teorie metody - jeji prostudovani vam
pomuze pochopit provadénou tlohu, i kdyZ jste se s metodou prozatim na prednaskach nesetkali. Cely navod si
predem prectéte a piipravte se na cviceni vypoctenim potiebnych navazek a pod.

Seznam tloh: Blok I.

1) Selektivni reakce kationti a aniond I (Na”, K, NH,", Mg*’, Ca*", SO,*, PO,”, CI', NOy)

2) Selektivni reakce kationt I (Pb*", Cu®’, A", Fe**, Mn®", Zn*", Co*", Ni*")

3) Kovantitativni analyza - zakladni operace

4) Gravimetrie - stanoveni zeleza v pigmentu jako Fe,O;

5) Odmeérna analyza - Jodometricka titrace - stanoveni vitaminu C v ovoci, vitaminovém preparatu

6) Odmérna analyza - Chelatometricka titrace - stanoveni Ca a Mg ve vodach a vapenatych
schrankach zivoc¢ichi

Blok II.

7) Statistické zpracovani dat - argentometrické stanoveni obsahu chloridd v moci

8) Spektrofotometrie - stanoveni obsahu Fe v pfirodni vodé

9) Atomova absorpcni a emisni spektrometrie - stanoveni Zn a K v multivitaminovém pfipravku

10) Potenciometricka a konduktometrickd indikace bodu ekvivalence - stanoveni kyseliny fosfore¢né
v kolovych népojich

11) Stanoveni obsahu B-karotenu v dzusu extrakéni spektrofotometrii

12) Stanoveni vlhkosti a popela vmouce

13) Chemicko-analytické vypocty

14) Exkurze - instrumentalni metody analytické chemie

Vypracovani protokolu

Z kazdé vami provedené tulohy vypracujete protokol. Odevzdani a uznédni protokoli (tedy vécna
spravnost vaSich pozorovani a vypoctd) ze vSech absolvovanych tloh jsou podminkou k udé€leni zépoctu.
Protokoly odevzdavejte vidy v nasledujicim cvi¢eni. Protokoly k opravé dostanete zpét, vSechny uznané
protokoly potom na konci semestru.

Kvalitativni analyza - v protokolech k ulohdm z kvalitativni analyzy uvedete ke kazdému z analyzovanych
neznamych vzorkd vSechna ¢inidla (reakce) a jejich vysledek, ktera jste pouzili k dokazani ¢i vylouéeni
pritomnosti hledaného iontu. Uvedeny budou i ty reakce, které nevedly k pozitivnimu vysledku, aby bylo mozno
na zéklad¢é popsanych pozorovani jednoznaéné rozhodnout, zda hledany ion je ¢i neni v neznamém vzorku
pfitomen. Pouzité reakce je mozno popsat schematicky a stru¢né. Na konci protokolu musi byt vzdy uveden
zavér, ve kterém slovn¢ popisete vysledek vaseho experimentu, tedy ktery ion (ionty) jste ve vasem vzorku
(vzorcich) nalezli.

Kvantitativni analyza - v protokolech k tlohdm z kvantitativni analyzy neni nutno popisovat pfesny postup
provedeni experimentu ¢i teorii. Dilezité a nutné je naopak uvést v§echna experimentalné ziskana data, ktera
maji rozhodujici vliv na vysledek: navazka standardni latky ¢i vzorku (zde uvést hmotnost prazdné navazovaci
nadobky i nadobky s latkou), objem pfipraveného roztoku, mnozstvi pipetovaného alikvotniho podilu roztoku,
celkovy objem roztoku vzorku, spotfeba odmérného roztoku a podobné. Stejné tak je nutno uvést vSechny
vypocty, které provadite. Naroky na protokoly u riznych tloh se mohou lisit, stejné jako se 1isi svoji naro¢nosti
rizné analytické metody. Vzdy vSak musi byt protokol ukoncen zavérem, kde opét slovné uvedete ziskané
vysledky a zhodnotite je. Vasim ukolem je v kvantitativni analyze se co nejvice pfiblizit hodnoté (vam
neznamého) obsahu analytu ve vzorku. Peélivou praci a také spravnym postupem vypoctu mizete dosahnout
velmi dobrych vysledkli. VSechny vase vypocty jsou kontrolovany na spravnost postupu a vysledku.

V hlavi¢ce protokolu musi byt vzdy uvedeny tyto informace:

Jméno a prijmeni, studijni obor

Datum praktické realizace tilohy ve cvifeni (pozor pii nahrazovani absence!)

Cislo ulohy a jeji nazev

Cislo vzorku(i) (pozor pfi nahrazovéni absence!)



Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza je jednou z oblasti analytické chemie, spoCivajici v dikazu hledanych prvka ¢i
slou¢enin a v identifikaci vzorkl neznamého slozeni. K tomu G¢elu nam mohou poslouzit rizné chemické
reakce, pti kterych vznika sloucenina charakteristicky zbarvena, srazenina i jiny projev. Chemické reakce lze
vyuzit pro diikaz jednotlivych anorganickych iontd, stejné tak 1ze v organické kvalitativni analyze identifikovat
slouceniny pouzitim reakci charakteristickych skupin latek (hydroxylova skupina, karboxyl, karbonyl,
aminoskupina atd.). V soucasné kvalitativni analyze se vyuzivd modernich instrumentalnich metod jak pro
analyzu prvkovou (napfiiklad emisni spektrometrie), tak pro analyzu organickych sloucenin (IR spektrometrie,
NMR spektrometrie, hmotnostni spektrometrie aj.).

Jednoduché dikazové reakce, se kterymi se v nasledujicich ulohach seznamite, mohou slouzit napiiklad
pro identifikaci nezndmé anorganické chemikalie ve vasi laboratofi (ldhev bez §titku apod.). Pro dikazové
reakce jsou idedlni tzv. specifické reakce, kdy za danych podminek reaguje pouze hledany ion. Takovych reakci
je ale malo a je tedy nutno dodrzovat postup dikazu a v pfitomnosti rusicich iontd tyto pfedem oddélit nebo
maskovat. Ve cviceni si nejprve vyzkousite vsechny diikazové reakce uvedenych iontil, budete pozorovat, co je
pozitivni a co naopak negativni projev dikazu — u kazdé zkousky je nutno provadet tzv. slepy pokus.

Slepy pokus je paralelné provadény pokus za stejnych podminek a se stejnymi Cinidly jako vlastni
pokus, jediny rozdil je v tom, Ze misto zkoumaného roztoku vzorku pouzijeme stejné mnozstvi destilované vody.
Utelem slepého pokusu je poznat negativni vysledek reakce, a dale ovéfit &istotu pouzitych ¢inidel. Ma-li byt
reakce dostate¢né prikazna, musi byt vysledek slepého pokusu zieteln¢ odlisny od vlastniho pokusu.

Vasim tkolem je dokazat v pfedlozeném vzorku (vzorcich) hledané ionty. Pfi analyze roztoku vzorku se
doporucuje provadét jeste dalsi, tfeti pokus: misto vzorku se bere stejné mnozstvi roztoku piislusného iontu.
Vysledek pokusu s naSim vzorkem potom porovname s obéma extrémnimi vysledky (slepy a "plny" pokus) a tim
si usnadnime rozhodovani o pfitomnosti nebo nepfitomnosti hledaného iontu. Timto tfetim pokusem soucasné
ovetujeme spravnou funkei ¢inidla a mame-li spravné reakeni prostiedi.

Pracovni technika a pomiicky.

Kapkovaci deska a filtracni papir.

VétSina reakei se provadi v kapce zkoumaného roztoku vzorku v jamce na kapkovaci desce. Vznik
barevnych produkti - rozpustnych i srazenin - sledujeme na porcelanové kapkovaci desce, bilé a svétlé srazeniny
¢i zékaly pozorujeme nejlépe na sklenéné kapkovaci desce proti ¢ernému, nebo alespon tmavému pozadi.
Promichani kapky provadime mirnym foukanim pies pipetku. Zahtivani roztoku v kapce provadime jen
vyjimeén¢€, a to ponofenim zahiatého Pt dratku. Jinym zplisobem zahtivat kapkovaci desky nelze doporucit,
hrozi prasknuti desky .

V nékterych piipadech je vyhodné provadét kapkové reakce na kousku filtraéniho papiru. Vznik
srazeniny rozezname na filtracnim papife od rozpustného produktu pii oplachovani papiru pod tekouci vodou:
srazenina se na rozdil od rozpustného produktu neda vymyt.

Pro sledovani tvaru krystalkd sraZzeniny pod mikroskopem pouzivame podlozni sklicko. Sklicko pred
pouzitim musi byt dokonale Cisté a suché. Na sklicko kapneme minimalni mnozstvi vzorku a ¢inidla a
promichame (neni nutno pouzivat kryciho skla). Zaostfovani mikroskopu provadime pohybem tubusu od vzorku.
Pokud dojde k namoceni objektivu do vzorku, otfeme jej opatrné navlhcenou vatou a osusime!

Pipetky, kapadtka a lopaticka

Pfidavani roztoki vzorkii a ¢inidel provadime pomoci kapatek nebo pipetek. Pipetky jsou sklenéné
trubicky, na jednom konci vytazené v zGzenou cast. Pipetky musi byt pfed pouzitim ¢isté, vyplachnuté
destilovanou vodou, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku nebo ¢inidla. Doporucuje se uchovavat pipetky ve veétsi
kadince s destilovanou vodou béhem pokust. Kapatka jsou v Sirsi ¢asti zakoncena kouskem elastické hadicky,
jejiz konec je zaslepen, a tvofi uzavér vétsiny lahvicek s reagenénimi roztoky.

Pii kapkovani se nikdy nesmime dotknout kapatkem nebo pipetkou roztoku, ke kterému pfidavame
kapku. Kapku nechame volné ukapnout pfes vzduchovou mezeru mezi kapatkem a povrchem roztoku, ke
kterému ptikapavame. V opacném piipadé hrozi kontaminace roztoku ve Spicce pipetky nebo kapatka a zaneseni
necistot do vzorku nebo ¢inidel. Znecisténi roztoku vzorku zaménou pipetky zabranime, kdyz jednu pipetku
vyc€lenime pouze pro pfidavani roztoku vzorku a uchovavame ji ve zkumavce se vzorkem.

Reagencie v pevném stavu se piidavaji pomoci $pachtli (mikrolzi¢ek). Spachtli po pouziti oplachneme
vodou a otfeme hadiikem.



Zkumavky, centrifugacni zkumavky

Nekteré operace (deleni skupin iontli, zahtivani a j.) provadime ve zkumavce (dlouhé, tenkosténé). Ve
zkumavce pracujeme obvykle - pokud neni v navodu uvedeno jinak - s objemy 1 - 2 ml (tj. cca 1 — 2 cm vrstva
kapaliny). Zkumavky zahfivime bud’ pfimo v plameni plynového kahanu, nebo na vodni lazni. Pfi zahiivani
v plameni musime dbat na nékteré zasady bezpecnosti. Sklo zkumavky jako Spatny tepelny vodi¢ se muze
lokaln¢ ptehrat a prasknout. Zahfivame proto vzdy za soucasného intenzivniho protiepavani obsahu zkumavky a
jen po dobu nékolika sekund v plameni a potom zase nékolik sekund mimo plamen nechame teplo z ohiatého
skla pfejit na roztok vzorku. Destilujici pary kondenzuji v horni ¢asti zkumavky, kterou ohieji. Nechceme-li si
popalit prsty, pouZijeme zkumavkovy drzak. Nikdy nemiiime tistim zkumavky na sebe nebo na jinou osobu,
ale vzdy smérem do regalu. Nikdy neohfivime hoflavé kapaliny pfimo na plameni (alkohol, benzen, kyselinu
octovou), ale pouzijeme vodni lazen. Vodni lazen pro zahiivani zkumavek sestava z kadinky na 250 ml a kovové
vlozky pro zkumavky. Kadinka se naplni vodou a zahiiva se na sit’ce. Teplotu vody udrzujeme blizko bodu varu.
Vyvatenou vodu nezapominat doplnit! Unikaji-li toxické nebo drazdivé plyny ¢i pary, provadime zahiivani
v digestofi se spusténym odtahem.

Centrifugace slouzi k oddé€leni srazeniny od roztoku odstfedénim. Oddéleni srazeniny se casto urychli
zahtivanim smési, kdy dochézi k tvorbé vétsich shlukti pevné faze (srazenina se sbali). Sklenéné centrifugacni
zkumavky jsou koénicky ziuZeny smérem ke dnu a smime je zahfivat pouze na vodni lazni. Pfi zahfivani
v plameni dochazi k lokalnimu pfehfati spojenému s utajenym varem, jehoz nasledkem obsah zkumavky
vystiikuje a zkumavky snadno praskaji. Vhodné&jsi je nejprve pfipravit sraZzeninu v normalni zkumavce (véetné
zahfivani) a v centrifugani zkumavce provést pouze centrifugaci. Nékteré typy centrifug umoziuji pouziti
plastovych centrifugaénich zkumavek (tyto nezahfivame). Pti centrifugaci vZdy dbame na vyvaZeni centrifugy
druhou zkumavkou s pfiblizné stejnym mnozstvim kapaliny (vody). Nevyvazena centrifuga vibruje a mize se
poskodit. Doba centrifugace se rizni podle stupné koagulace srazeniny, jeji specifické hmotnosti a rychlosti
otaceni. Obvykle nékolik minut (3 — 5) postaci k dobrému oddéleni.

Porcelanova miska a kelimek

Oboji pouzivame k odpateni roztoku vzorku, ptipadné k pfezihani odparku. Porcelan je kiehky material
ktery pii vétsim teplotnim Soku snadno praska. Zahtivani provadime bud’ na vodni nebo vzdusné lazni, na sit’ce,
nebo pfimo v plameni. Pii zahfivani pfimo v plameni dbame na pomalé a rovnomérné ohfivani celého povrchu
misky nebo kelimku. Kelimek vlozime do trianglu (tfi keramické trubicky svazané dratem do rovnostranného
trojihelniku) a ten polozime na Zelezny kruh, upevnény na stojanu. Rozzhaveny kelimek pfi pfemistovani
uchopime klestémi, jejichz hroty jsme pfedem nahfali v plameni. Horky porcelan nikdy nepokladame pfimo na
dlazdice stolu nebo na zelezny podstavec stojanu (prudkym ochlazenim porcelan praskd), ale pouze na
azbestovou sit'’ku. Porcelanové misky ohfivame v plameni jen vyjimecné, drzime je v klestich.

Vzdusnou lazen realizujeme tak, Ze kelimek v trianglu, ktery lezi na Zelezném kruhu, nebo misku
poloZenou pifimo na Zelezném kruhu umistime nad sit'ku, ohfivanou plamenem kahanu. Mezi sitkou a dnem
kelimku nebo misky ziistdva mezera 1 - 2 cm.

Platinovy dradtek

Platinovy dratek primeéru 0,5 mm a délky nékolik cm je zataven ve sklenéné tyCince. Pouziva se hlavné
pro plamenové zkousky. Platinovy dratek pii téchto zkouSkach nejprve vycistime stfidavym ponofenim do
koncentrované kyseliny chlorovodikové a piezihanim v plameni, dokud barvi plamen. Pfi zihani v plameni
dratek nevnasime nikdy do stfedniho, modrého kuzele plamene (hrozi vznik karbidu platiny, zkiehnuti dratku a
jeho zlomeni), ale vzdy jen na okraj plamene ¢i nad modry kuzel. Do plamene a stejné tak do zkoumaného
vzorku vnasime dratek maximaln€ do poloviny jeho délky, jinak hrozi prehfati sklenéné tyCinky a po nasledném
ochlazeni v kapaliné jeji prasknuti a uvolnéni dratku. Platinovy dratek je snadno ohebny a mize se zlomit,
neponofujte jej proto az na dno zkumavek a uchovavejte jej v kadince otocené dratkem vzhtru. Pti nahodném
zlomeni jej odevzdejte instruktorovi.

Cisteni laboratorniho nadobi

Pouzité nadobi omyjeme pod tekouci pitnou vodou a oplachneme destilovanou vodou. Zde plati, ze
opakovany oplach men$im mnozstvim vody je ucinngjsi nez naplnéni nadobky a vyliti. Spotfeba destilované
vody v analytické laboratofi je velka, snazte se ji Setfit (nikoli v§ak nemistné). Nékteré srazeniny jdou rozpustit
ve vhodném ¢inidle (HCIL, NaOH), poté vzdy nasleduje oplach pitnou a destilovanou vodou.



Uloha ¢&. 1 - Selektivni reakce kationi a anioni I (Na', K, NH,",
Mg*, Ca**, SO,”, PO, CI', NOy)

Na+

Diikaz v plameni

Sodné soli barvi plamen intenzivné zlute, ve spektru pozorujeme Zlutou ¢aru (ve skutecnosti dvojitou:
589,6 a 589,0 nm). Reakce je vysoce citliva, nepatrné stopy Na' staci k zabarveni plamene (i plamenné reakce
dalsich iontd mohou byt ovlivnény stopami sodnych soli z pouzitych chemikalii). Zluté &ary pozorujeme
ve spektru stale, sledovani spektra v tomto pfipadé nema smysl.

Provedeni: Vy¢istény platinovy dratek (ocko) namocéime do roztoku vzorku a vneseme do plamene. Pfitomnost
Na've vzorku uvadime pouze tehdy, je-li zbarveni plamene po n€kolik sekund jasné a svitive zluté.

Mikroskopicky ditkaz s octanem uranylhorecnatym

Koncentrovany roztok octanu uranylhofeénatého v kyseliné octové dava s Na" mélo rozpustnou, svétle
zlutou krystalickou srazeninu NaMg(UO,);(CH;C00),.9H,0. Pod mikroskopem pozorujeme pomalou tvorbu
charakteristickych krystalti (stény z rovnostrannych trojuhelnikt, nékteré krystaly pfipominaji svym tvarem
zidovskou hvézdu).

Rusi: Velky nadbytek K', Li*, cel4 fada tézkych kov, PO, a AsO,>. Lze je odstranit povafenim 1 ml vzorku
s piebytkem MgO a odstiedénim. Nerusi NH,", Mg?", Ca®’, Ba*', Zn*", Cd*, Pb*" a A1°".

Provedeni: Na cisté podlozni sklicko kapneme 1 kapku ¢irého roztoku a piikdpneme jednu kapku cinidla. Po
nékolika minutach (2 - 5) pozorujeme pod mikroskopem vzniklé krystaly. Soucasné prekontrolujeme Cistotu
¢inidla slepym pokusem.

K+
Diikaz v plameni

Piitomnost K" ve vzorku se projevi svétle fialovym zbarvenim plamene. Ve spektru se projevi jen pii
vEtsi intenzité emitovaného svétla slaba Cervena ¢ara pti 766 a 770 nm.
Rusi: VSechny ostatni ionty barvici plamen, protoze zabarveni plamene draslikem je ze vSech nejslabsi. Intenzita
zbarveni klesa v fad¢é: Na, Li, Ca, Ba, K. Nejvice rusi intenzivni zbarveni sodiku, jehoz Zluté svétlo se v§ak da do
znaéné miry potlac¢it modrym kobaltovym sklem, pfes které zabarveni plamene pozorujeme. Ve spektru neni
cervena linie drasliku (pokud se objevi) ni¢im rusena.

Provedeni: Vzhledem ke slabé intenzité zbarveni plamene je vhodné pracovat s odparkem vzorku. Roztok
v porcelanovém kelimku odpatime do sucha a do vychladlého kelimku pridame 1 kapku konc. HCIL. Vzniklou
kasovitou hmotu nabirdme dobie vycCisténym Pt dratkem a vnaSime do plamene. Plamen pozorujeme pfies
kobaltové sklo (Cervenofialové zbarveni) a spektroskopem. Doporucuje se pfipravit si modelové vzorky
obsahujici: Na, K a smé&s Na + K a sledovat jejich zbarveni plamene pies kobaltové sklo.

Diikaz dipikrylaminatem

Vznik oranzové¢ Cervené srazeniny v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi. Srazenina je zpocatku
jemné krystalickd a svétlejsi, Casem se tvoii vétsi krystalky temnéjSiho zbarveni. Pod mikroskopem pozorujeme
hexagonalni krystalky, pfevazuje tvar pravidelného kosoctverce. Jako Cinidlo se pouziva vodny roztok sodné soli
s ptidavkem Na,CO;.

Rusi: NH," (vznik izomorfni sraZeniny), kyselé prostiedi (vznik Zluté srazeniny dipikrylaminu), Ca®*, Ba®’,
kationy tézkych kovi (srazeji se Na,CO; pritomnym v Ccinidle). Amonné soli odkoufime, ostatni ruSeni
odstranime ptidavkem nasyceného roztoku Na,CO; ke zkoumanému roztoku vzorku.

Provedeni: Obsahuje-li vzorek NH,", odpaiime 1 ml roztoku vzorku v porcelanové misce do sucha a odparek
opatrné zihame piimo v plameni do slabé Cerveného zaru (misku drzime zahtatymi klestémi). Po ochlazeni



pfidame 1 ml destilované vody a 2 az 3 kapky nasyceného roztoku Na,CO; a po preliti do centrifugacni
zkumavky odstfedime.

Na podlozni sklicko dame 1 kapku ¢irého roztoku, ptikdpneme 1 kapku Cinidla a pozorujeme pod mikroskopem.
Dobfe vyvinuté krystalky vzniknou po 2 - 3 min. Pozor: krystalky obdélnikového tvaru na okraji kapky vznikaji
krystalizaci samotného c¢inidla odpafovanim vody, nezaménovat s pozitivni reakci!

NH,'
Diikaz Nesslerovym cinidlem

Nesslerovo ¢inidlo je roztok tetrajodortutnatanu v NaOH. V alkalickém prostfedi vznikd s amoniakem
hn&d4 srazenina, obsahujici skupiny -1 a -NH, kolisavého slozeni. Reakce je velmi citliva, uz stopy NH," nebo
NHj; dévaji zIuté zbarveni.

Rusi: Viechny kationy, které se srazeji v alkalickém prostfedi. V jejich piitomnosti provedeme diikaz NH,"
v plynné fazi jako NHj.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka roztoku ¢inidla. Pozorujeme vznik hnédé srazeniny .
Diikaz jako NH; v plynné fazi
Plynny NHj se uvoliiuje z roztoku NH," v alkalickém prostiedi:
NH, + OH — NH; + H,0

Zahtivanim roztoku vzorku po zalkalizovani unika plynny NHj, ktery dokazeme indikacnim pH papirkem nebo
Nesslerovym ¢inidlem.

Provedeni: 3 kapky roztoku vzorku a 3 kapky 10% NaOH zahtivame opatrné v porcelanovém kelimku na sit’ce.
Kelimek je zakryty kouskem filtraéniho papiru s 1 kapkou Nesslerova ¢inidla. V p¥itomnosti NH," zbarvi
unikajici amoniak vlhkou skvrnu na filtraénim papiru do hnéda (papir nesmi vyschnout, vlh¢it destilovanou
vodou), ovlh¢eny pH papirek zmodra.

+
M, g2
Diikaz magnezonem

Cerstvé srazeny hydroxid hofeénaty se vybarvuje nékterymi barvivy velmi charakteristicky. Magnezon

(4-nitrobenzenazorezorcin nebo 4-nitrobenzenoazo-l-naftol) tvoii s Mg”>* v alkalickém prostiedi modry chelat,
ktery je stabilizovan adsorpci na Mg(OH),.
Rusi: velky nadbytek amonnych soli a kationy "t€zkych kovii". V p¥itomnosti velkého nadbytku soli NH," se
snizuje citlivost reakce a proto je nutno tyto soli odkoufit. Pii vy$si koncentraci Ca®* se alkalickym hydroxidem
srazi Ca(OH),, jehoz bila srazenina se v nepfitomnosti Mg®" vybarvi magnezonem fialové a miize se tim ztizit
rozhodovani. Kationy "tézkych kovi" tvoii samy barevné hydroxidy nebo se jejich hydroxidy téz vybarvuji
¢inidlem (napt. Cd*"). Odstrani se &erstvé piipravenym sulfidem amonnym.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka &inidla + 1 - 2 kapky 10% NaOH . V pfitomnosti Mg*" vznikne
chrpové modra srazenina. Soub&zné provadime slepy pokus: v nepfitomnosti Mg>" pivodné Zluty roztok po
zalkalizovani zméni barvu na fialovou (roztok zlistane Ciry).

Obsahuje-1i vzorek "tézké kovy" (vznik srazeniny nebo zékalu s Cerstvé pfipravenym sulfidem amonnym)
ptidavame k 1 ml roztoku vzorku po kapkach roztok sulfidu amonného, odstiedime a Ciry a bezbarvy roztok
(kontrola tplnosti srazeni!) pouzijeme pro dikaz Mg*".

2+
Ca

Diikaz v plameni

Tonty Ca®" barvi plamen cihlové Gervend. V piitomnosti chloridi se piechodné tvoii t&kavéjsi CaCl,,
ktery se projevi v plameni jasnéjSimi karminové Cervenymi zablesky (zdména s Li mozna!) bezprosttedné po
vneseni vzorku do plamene. S ur¢itym zpozdénim se objevi méné vyrazné cihlové Cervené zbarveni plamene,



které ve spektru vykazuje dva pasy: ¢erveny pii 620 nm a zeleny pii 554 nm. Charakteristické je, Ze se oba pasy
objevuji a mizi soucasné.

Rusi: Na a Li mnohem intenzivnéj§im zbarvenim plamene, které ptekryje zbarveni Ca. Ve spektru muize
kombinace Li+Ba predstirat ptitomnost Ca, ov§em jasna a mnohem uzsi ¢ervena linie Li se neobjevuje a nemizi
soucasn¢ se zelenymi liniemi Ba.

Diikaz kyselinou stavelovou

Vznik bilé krystalické srazeniny $tavelanu vapenatého v slabé kyselém prostfedi nadbytku kyseliny
Stavelové.
Rusi: vétsina kationt "t&Zkych kovi", nerusi Ba>" a alkalické kovy.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka roztoku kyseliny §tavelové - vznikne bila krystalicka srazenina.
Provadime na sklenéné kapkovaci desce. SraZzenina, tvofena vétSimi krystalky, je ¢asto Spatné postiehnutelna.
Jsou-li ve vzorku pfitomny kationy "tézkych kovii", odstranime je pomoci MgO.

\Yora
Diikaz Ba®" nebo S’ soli

Vznik bilé krystalické srazeniny nerozpustné ve zfedénych kyselinach. Konverze na jiné slouceniny je
mozna pouze na suché cesté, napi. redukci kovovym hoicikem nebo sodikem pii vyssich teplotach na BaS nebo
SrS. Vznikly sulfid (vznika ze vSech sloucenin siry!) se potom dokaze napt. zEerndnim stfibrného plisku nebo
nitroprusidem.

Rusi: S,0;* pomalym vyluGovanim siry po okyseleni. Vznikne bily koloidni roztok, ktery znemoZiuje
pozorovani tvorby bilé srazeniny BaSO,.

Provedeni: K 1 kapce roztoku vzorku pfidame 1 kapku 2 M HCl a 1 kapku 0,05 M BaCl,. Vznik bilé srazeniny
nebo zakalu dokazuje piitomnost SO,

PO;”
Diikaz molybdenanem

Vznik zluté srazeniny (pfechodné i zZluty roztok), nejlépe za horka, proménlivého slozeni, obvykle
(NH4);P(M030)4.xH,0 v ptitomnosti NH," a v prostfedi HNO; (nebo jiné mineralni kyseliny).

Provedeni: K 1 ml roztoku vzorku ve zkumavce pfidavame 2 M HNO; do kyselé reakce (1 ml) a potom piidame
1 ml molybdenanového ¢inidla. V pfitomnosti fosfore¢nanti vznikne Zluta srazenina. Pfi nizSich koncentracich
fosforecnanu vznika sraZenina az po nékolikaminutovém zahiivani (napf. na vodni 1azni).

cr

Diikaz Denigesovym cinidlem

V prostiedi konc. H,SO4 se chloridy oxiduji manganistanem na chlor, ktery unika z reakéni smési a
zachycuje se v kapce NaOH. Vznikly chlornan oxiduje anilin a fenol na modry indamin a indofenol.
Rusi: velky nadbytek redukujicich latek (téZ Br™ a I'). Unikajici pary bromu ¢i jodu vybarvi suchou ¢ast papiru
hnédé ¢i fialové a mohou tim znesnadnit pozorovani modrého zbarveni. Proto vlhéime papir 1 M NaOH, ktery
BI'Z i 12 odbarvi.

Provedeni: Do porcelanového kelimku dame 1 ml konc. H,SO4, nékolik krystalkti pevného KMnOy, pfidame 5
kapek roztoku vzorku a kelimek ihned zakryjeme kouskem filtra¢niho papiru, ovlhceného 1 kapkou 1 M NaOH a
1 kapkou Denigesova ¢inidla (vodny roztok Cerstvé destilovaného fenolu a anilinu). V pfitomnosti chlorida se
vlhka ¢ast papiru vybarvi modfe. Pii niz§im obsahu chloridi kelimek opatrné zahiivime a dbame na to, aby
filtracni papir nevyschl (pfikapnutim 1 M NaOH).



Diikaz tvorbou chromylchloridu

V bezvodém prostredi konc. H,SO4 se z dichromanu tvoii tékavy cervenohnédy CrO,Cl,, ktery jako
chlorid kyseliny chromové ve vod¢ snadno hydrolyzuje na H,CrO4 a HCL
Rusi: NO, a NO;5™ vznikem NOCI, ktery spotiebuje chloridy a ditkkaz ma negativni vysledek. Negativni vysledek
davaji i nerozpustné nebo nedisociované chloridy, napt. AgCl a HgCl,. Cervené nebo hnédofialové dymy Br,,
NO; a I, nerusi, protoze po zachyceni v roztoku NaOH se odbarvi.

Provedeni: 1 ml roztoku vzorku odpatime v porcelanovém kelimku, k odparku pfidadme $petku pevného K,Cr,0;
a 5 kapek konc. H,SO,. Kelimek ihned pfikryjeme kouskem filtracniho papiru navlhéeného 1 - 2 kapkami 1 M
NaOH a opatrné zahtivame na vzdus$né lazni. Pfitomnost chloridii se projevi tvorbou ¢ervenych dymd, které
vybarvi vihky papir do zluta (papir stale vihéime 1 M NaOH ).

NOs
Diikaz difenylaminem

Oxida¢ni ¢inidla oxiduji difenylamin v kyselém prostfedi na modré oxidaéni produkty, které vSak
nejsou stalé a piechazeji pres fialové zbarveni do Spinavé hnédé srazeniny. Kyselina dusitd ma uz ve slabé
kyselém prostedi oxida¢ni ucinky, zatimco kyselina dusi¢na az ve zna¢né koncentrovaném stavu. Diikaz NO;
difenylaminem musime proto provadét v silné kyselém a vodu odnimajicim prostiedi konc. H,SO,.

Rusi: veskerd oxidaéni Cinidla, napt. NO;, Cr042', MnO,, Fe** aj. Castednd rusi i T (konc. H,SO,4 uvoliuje
cervenohnédy I,).

Provedeni: Do ¢isté zkumavky dame 1 kapku roztoku vzorku a ota¢enim zkumavky smocime co nejvétsi povrch
vnitini stény zkumavky. V blizkosti tsti zkumavky kapneme 1 kapku roztoku difenylaminu v konc. H,SO4
(pozor, Ziravina! chranit o¢i brylemi) a sledujeme jeji stopu prfi stékani uvniti zkumavky. V misté styku
s roztokem vzorku se vytvaii modra stopa, ktera po chvili zméni zabarveni. Pozor, pfi ptfidavani roztoku
difenylaminu se nedotykejte kapatkem stény zkumavky — zkontaminujete cely obsah lahvicky s difenylaminem.

Diikaz tvorbou azobarviva po redukci na NO; zinkem

V prostiedi kyseliny octové se dusi¢nany redukuji praSkovym zinkem na dusitany, které se dokazi
diazota¢ni a kopulacni reakci za vzniku azobarviva.
Rusi: NO,', odstrani se mo€ovinou v prostiedi zfedéné H,SO,.

Provedeni: Kapku roztoku vzorku na porcelanové kapkovaci desce okyselime 1 kapkou konc. kyseliny octové a
pfidame na $picku lopaticky prachového zinku. Foukanim pfes pipetku promichame a pfidame 1 - 2 kapky
roztoku kyseliny sulfanilové, 1 kapku roztoku kyseliny chromotropové a zalkalizujeme 1 M NaOH. Jasné
¢ervené zbarveni dokazuje NO;™ ve vzorku (v nepfitomnosti NOy").



Uloha &. 2 - Selektivni reakce kationt IT (Pb**, Cu®*, A", Fe*",
Mn2+, Zn2+, C02+, Ni2+)

Py’

Diikaz kyselinou sirovou

Tonty SO,* zpisobuji tvorbu hutné bilé srazeniny PbSO,. Jako sraZeci Ginidlo je nejvhodngjsi 1 M
H,SO,. Siran olovnaty je rozpustny v nadbytku NaOH (rozdil od BaSO,). Pfidavkem sulfidu amonného bila
srazenina z¢erna za vzniku PbS (BaSQ, ziistane bily).
Rusi: Ba®" tvoii také bilou srazeninu, ktera viak nedava uvedené reakce. Pb>" miizeme oddélit od Ba®* napt. 2 M
HCI (vznikne bila srazenina PbCl,) nebo 2 M NH; (vznikne bila srazenina Pb(OH),).

Provedeni: K 1 kapce roztoku vzorku pfidame 1 - 2 kapky 1M H2SO4. Vznikne vznika bild srazenina, ktera
pfidavkem 1 kapky sulfidu amonného zcerna, nebo ptidavkem nékolika kapek 10% NaOH se rozpusti.
Provadime na sklenéné kapkovaci desce.

Diikaz chromanem draselnym

Vznik zluté srazeniny PbCrQy, rozpustné ve 20 % NaOH (na rozdil od BaCrOy).
Rusi: cela fada kationti tvorbou Zlutych az hnédych srazenin. SraZzenim 1 M H,SO, vylou¢ime PbSO,4 a BaSO, ze
vzorku a konverzi s K,CrO, ziskdme zluty PbCrO, (BaSO, nereaguje).

Provedeni: Ke 3 kapkdm vzorku piidame po kapkadch 1 M H,SO, az do Uplného vysrazeni, odstfedime a
srazeninu promyjeme cca 1 ml 1 M H,SO;, (ke srazeniné pfilijeme promyvaci kapalinu, roztiepeme, odstfedime a
odlijeme) a jesté destilovanou vodou, ke které pridame 2 - 3 kapky 1 M octanu sodného. Po odstiedéni slijeme
promyvaci vodu, ke srazenin€ piidame 5 kapek 5 % K,CrOy, srazeninu zvifime a zahfivame nékolik minut na
vodni 1azni. Po opétovném odstiedéni zlutd srazenina dokazuje pfitomnost Pb2+. V pfitomnosti vétsSitho mnozstvi
Ba2+ je srazenina pouze zietelné nazloutla, proto pouzijeme v tomto piipad¢ konverzi na PbS.

2+
Cu

Diikaz hexakyanozeleznatanem

Vznik cervenohnédé srazeniny proménlivého slozeni (pfevladd Cus[Fe(CN)g] a Cu,K[Fe(CN)g])
v neutralnim nebo slabé kyselém prostiedi. Srazenina se snadno rozpousti ve ztedénych mineralnich kyselinach a
v amoniaku.
Rusi: Fe'* - vznik intenzivng zbarvené berlinské modii. RuSeni 1ze odstranit amoniakalnim délenim. Barevné
srazeniny s [Fe(CN)s]* davaji i nékteré jiné kationy (napf. Co®’, Ni*" ), dikaz Cu®" viak rusi jen pii velkém
prebytku.

Provedeni: k 5 kapkam roztoku vzorku ptidame konc. NHj3 do zietelného pirebytku (je citit amoniak), smés
odstfedime. Vznik modrého roztoku svédéi o pritomnosti médi (moznost zamény s Ni*'!). K 1 kapce tohoto
roztoku na porcelanové kapkovaci desce ptidame konc. kyselinu octovou do svétle modrozeleného zbarveni a 1
kapku K4[Fe(CN)J, V piitomnosti Cu*" vznikne &ervenohnéda sraZenina.

Diikaz diethyldithiokarbaminanem (kupralem)

Vznikd hnéda srazenina chelatu 1 : 2 v neutrdlnim, kyselém i alkalickém prostiedi. Ve vodé
nerozpustny chelat se dobfe rozpousti v chloroformu, izoamylalkoholu a jinych organickych rozpoustédlech.
Rusi: malo rozpustné chelaty vznikaji s velkym poc¢tem prvki.. Provedeme-li reakci s amoniakalnim vyluhem
v piitomnosti EDTA, vznika hnédy chelat, extrahovatelny do CHCI3, pouze s Cu*.

Provedeni: Amoniakalni vyluh ziskame jako v pfedchozim dikazu. Ke 2 kapkam tohoto roztoku pridavame po
kapkach 0,1 M EDTA do zmény modrofialového zbarveni na svétle blankytné modré. Pfidame néekolik krystald
pevného kupralu a protfepeme. Vznikne hnéda srazenina, ktera po pfidavku 1 ml CHCI; a protfepani se v ném
rozpusti na hnédy roztok. Provadime ve zkumavce.



Al3+

Diikaz alizarinem S (1,2-dihydroxyantrachinon-3-sulfonan)

Vznik cerveného chelatu AIL, povrchové adsorbovaného na srazeninu Al(OH)3 v amoniakalnim
prostredi. Tato srazenina je nerozpustna ve zfedéné kyseliné octové (v tomto prostiedi se vSak nesrazi, vznika
pouze cihlové erveny roztok chelatu). Cinidlo je acidobazicky indikator, v kyselém prostiedi je Zluté,
v alkalickém fialové.

Rusi: Fe*', Cu®" aj. Oddé&lime je pomoci NaOH.

Provedeni: K 1 ml 1 M NaOH piidame 10 kapek roztoku vzorku. Z hlinitych soli vznika pfechodné hydroxid
hlinity, ktery se vSak v piebytku hydroxidu rozpousti na hlinitan. Rusici kationy se vysrazi — jsou-li pfitomny, po
protiepani se smés odstiedi. Na porcelanovou kapkovaci desku se nanese 1 kapka cirého alkalického roztoku,
pfida se 1 kapka ¢inidla a piikapava se 2 M CH;COOH az se fialové zbarveni zméni: v piitomnosti A’ na
cihlové Cervené, slepy pokus ma zluté zbarveni.

Fe'*
Diikaz thiokyanatanem

V kyselém prostfedi vznikaji intenzivng Gervend zbarvené rozpustné komplexy FeNCS®" vedle
Fe(NCS),".

Rusi: F*v nadbytku - maskovaci ¢inidlo.

Provedeni: Na kapkovaci desce se k 1 kapce kyselého roztoku vzorku pfida 1 kapka 20 % thiokyanatanu
amonného. V piitomnosti Fe’" vznikne intenzivné gervené zbarveni.

Diikaz hexakyanozeleznatanem draselnym

V kyselém prostiedi vzniké srazenina nebo koloidni roztok berlinské modfi.
Rusi: Cu®' ve velkém nadbytku.

Provedeni: Na kapkovaci desce se ptida k 1 kapce roztoku vzorku po 1 kapce konc. HCI a 10 % K4[Fe(CN)g].
V ptitomnosti Fe** vznikne modra sraZenina.

Diikaz kyselinou 5-sulfosalicylovou

PiipH 1 - 2 vznika v nadbytku ¢inidla fialovy rozpustny chelat.
Rusi: F', H;PO, - (maskovaci ¢inidla).

Provedeni: Na kapkovaci desce se k 1 kapce kyselého roztoku vzorku pfidaji krystalky pevného cinidla.
V ptitomnosti Fe** vznika fialové nebo Gervené zbarveni.

2+
Mn

Diikaz oxidaci na MnO, jodistanem

Oxidace probiha v kyselych roztocich za horka a vznika fialovy MnO,". Reakce je velmi citliva a musi
se provadét se ziedénym roztokem vzorku. Pii vysSich koncentracich a nizsi acidit€ vzorku vznikd hnéda
srazenina MnQO, (burel).

Rusi: Cl- v nadbytku

Provedeni: 1 kapku roztoku vzorku ziedime ve zkumavce cca 2 ml dest. vody a obsah zkumavky vylijeme.
Ulpivajici kapky na sténach zkumavky postacuji na dikaz. Pfidame 2 ml 2 M HNOs;, na $picku lopaticky pevny
KIO, a zahiivame k varu. Po nékolika minutach se v piitomnosti Mn*" roztok zagne barvit fialové. Pokud se
zbarveni neobjevi ani po nékolika minutach, pfiddme dalsi KIO, a dale zahfivame. Pozor na zaménu se slabé
rizovym zbarvenim Co®".
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2+
Zn

Diikaz kyanozeleznatanem

V prostiedi 1 M HCIl vznikd srazenina kyanozeleznatand zineCnatych s proménlivym obsahem
draselnych ionti, ktera je teoreticky bila. Ve zlutém roztoku nadbytecného kyanozeleznatanu se vsak jevi zluté a
v piitomnosti Fe*" (vznik berlinské modti ze zneéisténi chemikalii stopovymi obsahy Fe ) v kone&ném efektu
pozorujeme obvykle zlutozelenou srazeninu. SraZenina je nerozpustna v 20 % HCIL.

Rusi: Fe**, Cu®", Mn*", Ni**, Co*". Odstranime délenim v 1 M NaOH.

Provedeni: K 2 ml 1 M NaOH ve zkumavce pfidame 0,5 ml roztoku vzorku, po protiepani smés kratce povatime,
odstfedime (obsahuje-li srazeninu) a Ciry roztok opatrné slijeme. K roztoku pfidame stejny objem konc. HCI, 1
M octanu sodného a cinidla. Vznik zlutozelené srazeniny nebo zékalu dokazuje pfitomnost zinku.
V neptitomnosti Zn>* vznikne ¢iry lutozeleny roztok (slepy pokus nutny, provadime ve zkumavce).

2+
Co

Diikaz thiokyanatanem

Vznik modrého rozpustného komplexu [Co(NCS),]* s nadbytkem ¢inidla. Komplex se extrahuje do
polarnich kyslikatych rozpoustédel (napt. do izoamylalkoholu).
Rusi: Fe'' (maskuje se F za vzniku bezbarvého rozpustného komplexu), Cu®" tvoii hnddou sraZeninu
(v nadbytku NH4SCN se vsak dafi vyextrahovat do izoamylalkoholu modry Co - komplex ).

Provedeni: K 1 kapce neutralniho nebo slabé alkalického roztoku vzorku pfidame nékolik zrnicek NH4,SCN
(v ptitomnosti Fe’* ptidavame pevny NaF do odbarveni intenzivniho erveného zbarveni za michéni opatrnym
foukdnim pfes pipetku, zabranit nadbytku NaF) a 2 kapky izoamylalkoholu. Foukanim pfes pipetku se
v ptitomnosti Co*" modré zbarveni extrahuje do vn&j§i organické faze.

Diikaz I-nitrozo-2-naftolem

Vznik ervenohnédé srazeniny chelatu CoL; v neutralnim, slabé kyselém nebo amoniakalnim prostiedi.
Vyloucena srazenina se nerozpousti v 10 % HCIL.
Rusi: Cu®', Fe®', Hg*', Ni*". Jejich chelaty se viak v 10 % HCI rozlozi.
Provedeni: Na filtracni papir se kapne 1 kapka roztoku vzorku, 1 kapka 1 M octanu sodného a 1 kapka c¢inidla.
Po chvili se ptida 1 kapka 10% HCL. V pfitomnosti Co®" ziistavd hnédoGervena skvrna na papite (srovnavaci
pokus s Cu®*, Ni**, Fe’" se doporuduje).

2+
Ni?

Diikaz diacetyldioximem
V amoniakalnim prostfedi vznika rizove ¢ervena srazenina chelatu Ni(DH),.

Provedeni: K 1 ml 2 M NH; piidame 3 kapky roztoku vzorku a po protfepani odstiedime. Ciry roztok slijeme a
pfidame k nému 1 - 2 kapky ¢inidla. V piitomnosti Ni** vznikd rGizové Gervena sraZenina. Dikaz miizeme
provést i na filtracnim papite: K 1 kapce roztoku vzorku se pfidaji 2 kapky roztoku cinidla a papir se okouii
amoniakem (nad hrdlem lahvicky s konc. NH;). Objevi se rizova skvrna, ktera se neda splachnout pod tekouci
vodou.
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Kvantitativni analyza — zakladni operace

Kvalitativni analyza neznamych vzorkl je jen jednou z oblasti analytické chemie. StéZejni Cinnosti
analytického chemika je kvantifikace znamych slozek, zjisténi jejich obsahu ve vzorku, tedy kvantitativni
analyza. V souvislosti s vlastnostmi a charakterem analytu (tedy latky stanovované) a vzorku (hmota, v niz
stanovovanou latku hledame) je vyuzivana cela fada metod analytické chemie k tomu, aby stanoveni svymi
metrologickymi vlastnostmi (spravnost, piesnost, mez stanovitelnosti, opakovatelnost aj.) vyhovovalo
pozadavkim zadavatele analyzy a tedy i uzivatele vysledki.

Moderni analytickd chemie vyuziva fadu metod na rozlicnych fyzikalné-chemickych principech,
nicméné u vsSech se setkdvame se zakladnimi ¢innostmi, jako je véazeni, odméfovani objemu, fedéni roztoku,
kalibrace piistroje apod. S témito zdkladnimi operacemi (nejen) analytické chemie se setkate také ve své praxi
biologické, fyzikalni ¢i v ostatnich oblastech chemie. Vzhledem k tomu, Ze kvalita vysledkti vasi prace je mimo
jiné zavisla také na presnosti a spravnosti provadénych zakladnich analyticko-chemickych operaci, je tato uloha
zaméiena praveé na ziskani spravnych navyka pifi vazeni a odméfovani objemu pipetou, byretou a odmérnou
bankou. Vyuzijete je ve vSech nasledujicich tlohach kvantitativni analytické chemie a véfime, ze vam
napomohou i ve vasem dal§im profesnim Zivotg.

Vahy a vazeni
Analytické vahy

Analytické vahy patii k zakladnimu vybaveni kazdé analytické laboratofe. Je to velmi jemné a citlivé
zafizeni, proto musime analytické vahy chranit pfedevsim proti otfesiim, prachu, vlhkosti, pied agresivnimi
latkami, které zptisobuji korozi kovovych ¢asti vah, a proti zménam teploty. Proto byvaji umistény v samostatné
mistnosti (vahovné¢) na masivnich konzolach upevnénych na nosné zdi. Ve vahovné se udrzuje konstantni teplota
a nesmi se tam manipulovat ani s vodou ¢i jinymi latkami, uvoliiujicimi agresivni pary. Analytické vdhy mohou
byt rizné konstrukce, od nejstarSich dvoumiskovych vah s ru¢nim pridavanim zévazi pies vahy jednomiskové s
analogovou stupnici az po nejmodernéjsi vahy digitalni. I pfes zjednoduSujici se obsluhu téchto zafizeni jsou to
vzdy pfistroje velmi citlivé a jemné a proto je nanejvys vhodné se k nim také tak chovat. Analytické vahy jsou
konstruovany tak, aby byly schopny vazit s pfesnosti na 0,1 mg. VSechny hmotnosti, ziskané¢ vazenim na
analytickych vahach, tedy budou uvadény (v gramech) na 4 desetinna mista. Pokud je na poslednim misté nula,
je nutno ji tam také uvést.

V naSich laboratofich se pouzivaji vesmés poloautomatické dvoumiskové vahy s tlumenymi kyvy.
Vahadlo je opatfeno tfemi achatovymi bfity, které spocivaji na achatovém lozisku. Ostrost bfith ma
bezprostfedni vliv na citlivost vah, limituje mez vazitelnosti a reprodukovatelnost vazeni, proto se bfity chrani
aretaci. Aretace je oddaleni briti od svého loziska (achatové desticky) mechanickym nadzvednutim vahadla a
zaveést misek po dobu, kdy se nevazi. Aretace se ovlada knoflikem uprostied baze vah. Vahy jsou chranény pted
prachem a vzduSnym proudénim béhem vazeni prosklenou, uzaviratelnou skiifikou. Ve stiedu vahadla pod
sttednim bfitem je upevnén jehlovy ukazatel. Na jeho spodnim konci e umisténa znacka, ktera se optickym
zafizenim promitd na osvétlenou stupnici (+ 100 dilka nalevo a - 100 dilkli napravo od stfedové nulové polohy).
Stupnici 1ze pohybovat ota¢enim knofliku napravo od stupnice. Cislice na stupnici odpovidaji miligramaim,
jednotlivé dilky desetindm miligramu.

Poloautomatické vahy maji na zavésu pravého ramene vahadla zafizeni, které umoznuje zavésovat
krouzkova zlomkova zavazi (10 - 990 mg). Zatizeni se ovlada knoflikem (10 - 90 mg) a mezikruzim (100 - 900
mg) v pravém hornim rohu skiinky. Na pravou misku vah se kladou jen gramova zavazi (pomoci pinzety
s um¢lohmotnymi nebo mosaznymi $pickami). Zavazi jsou mosazna, pochromovana a jsou umisténa v pfislusné
sadce podle schématu: 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 a 100 g. Na levou misku se klade vazeny pfedmét. Vzduchové
tlumice pod zavésy misek umoziuji rychlé, aperiodické ustaleni rovnovazné vychylky.

Technické vahy

Technické jednomiskové vahy slouzi k rychlému odvazovani ¢inidel nebo k rychlému urceni hmotnosti
s presnosti na 0,1 g. S vyhodou se pouzivaji jako tzv. predvazky pro urychleni jinak zdlouhavého vyvazovani na
analytickych vahach. Na osvétlené stupnici odecitame celé gramy (udané Cislici) a desetiny grami (jednotlivé
dilky). Pfed vlastnim vazenim zkontrolujeme nulovou polohu stupnice a piipadné ji korigujeme knoflikem
vpravo od stupnice. Osvétleni stupnice se zapina knoflikem na levé stran¢ vah ota¢enim dozadu (transformator
pro napajeni zarovky osvétleni musi byt pfipojen na sitové napéti). Osvétleni stupnice zapiname jen po dobu
vazeni!
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Postup p¥i vaZeni

Na piedvazkach nejprve ur¢ime hmotnost vazeného predmétu (vazenky, kelimku ap.) s pfesnosti na
desetiny gramu a hmotnost si poznamename. Vybereme si analytické vahy a na téchto vahach provadime oboji
vazZeni: vétSina vazeni ma totiz diferencni charakter - napfed zvazime nadobku a potom néadobku s latkou;
hmotnost vazené latky uréime jako rozdil obou vazeni. PouZijeme-li v obou piipadech stejné vahy a stejna
zavazi, kompenzuji se do znacné miry chyby, zpisobené nepiesnosti zavazi. U kazdych analytickych vah je
karticka, do které zapiSeme pozadované tdaje: datum, studijni obor a jméno. Pfekontrolujeme, jsou-li vahy
pfipojeny na sit’, dale jsou-li misky vah prazdné a je-li knoflik zafizeni pro navéSovani zlomkovych zavazi
(krouzkt) v nulové poloze. Provedeme odaretovani vah opatrnym otac¢enim knofliku doleva, pfi tom se rozsviti
stupnice a sledujeme ¢arkovou znacku na stupnici. Znacka nesmi nikdy opustit stupnici, jinak hrozi poskozeni
vah! Vyckame ustaleni polohy znacky (v blizkosti stfedu stupnice) a knoflikem vpravo posuneme stupnici tak,
aby se stied stupnice (nulova poloha) piesné kryl se znackou. Nepodafi-li se nam takto nastavit nulovou polohu,
informujeme instruktora. Vahy opét opatrné zaaretujeme, otevieme leva dvitka, na levou misku polozime
vazeny predmét a dvitka opét zavieme. Po otevieni pravych dviiek ddme na pravou misku pomoci pinzety
piislusnd gramova zévazi podle hmotnosti, zjisténé na piedvazkach, a dvitka zavieme. Navésime jeste
odpovidajici zlomkova zavazi pomalym otadcenim vnéjsiho knofliku (mezikruzi). Vahy zvolna odaretujeme, ale
ne uplné! Pozorné sledujeme pohyb znacky, ktera nesmi opustit stupnici. Nachazi-li se znacka v levé casti
stupnice, vahy zaaretujeme a otaCenim vnitiniho knofliku pfidavame setiny gramu, az se znacka ustali uvnitf
stupnice. V opa¢ném piipadé musime nejprve ubrat desetiny gramu a dale postupovat stejnym zptisobem. Teprve
zustava-li znaCka uvnité stupnice, muZzeme vahy plné odaretovat. Po ustileni polohy znacky odecitame
hmotnost: celé gramy udavaji zavazi na misce, desetiny a setiny gramu odecteme z polohy pfislusnych knoflika
zafizeni pro navéSovani zlomkovych zavazi. K tomuto Cislu pfipoc¢teme miligramy a desetiny miligramd,
odectené ze stupnice, a to se znaménkem + , je-li znacka v levé ¢asti stupnice, nebo se znaménkem -, je-li znacka
napravo od nuly. V tomto pfipadé¢ je vyhodnéjsi pfesunout znacku do levé ¢asti stupnice pootoCenim vnitiniho
knofliku o jednu hodnotu zpét. Po odecteni hmotnosti (a zapsani do pracovniho deniku) vahy zaaretujeme,
odstranime vazeny pfedmét i zavazi a oba knofliky krouzkovych zavazi pomalu oto¢ime do nulové polohy. Nez
opustime vahy, presvéd¢ime se kontrolou nulové polohy, ze vSechna zavazi byla odstranéna a na misku nebylo
nic usypano.

Navazovani latek provadime zpravidla na piedvazkach. Ve vétSiné pfipadi nemusime mit odvazeno
pifesné spocitané nebo zadané mnozstvi chemikalie ¢i vzorku — pfesné znamou hmotnost dokazeme pfepocitat na
koncentraci apod. (zpravidla v navodech uvadime, ze ,,odvazime piesné asi X g latky* — tzn. nemusi byt presné
spoCitané mnozstvi, ale musime védét presné, kolik je odvazeno). Do piesné zvazené nadobky (na analytickych
vahach) pfidavame na predvazkach pomoci lopaticky vypocitané mnozstvi latky s presnosti na 0,1 g a na
analytickych vahach zjistime pfesnou hmotnost. Pouze v pfipadé€, Zze musime navazit pfesn¢ ur€ité mnozstvi
latky, musime pouZit Casové velmi naro¢ny postup navazovani pfimo na analytickych vahach.

Pii vysypani navazované latky na misku vah musime ji ihned po skonceni vazeni vymést pomoci
vlasového Stétecku napifed z misky (misku pfitom opatrné pfidrzujeme) a potom ze skrilky. A opét
zkontrolujeme nulovou polohu.

Desatero pravidel pro vaZeni:

1. Analytické vahy pouzivime pouze pro presna vaZeni (s presnosti na 0, mg). Maximalni zatizeni
analytickych vah je 200g. V ostatnich pfipadech pouzivame technickych vah (pfedvazek).

2. S vyjimkou okamziku vlastniho vazeni (odecitani polohy znacky na svételné stupnici) musi byt vahy stale
zaaretovany.

3. Aretacnim knoflikem a knoflikem i mezikruzim pro zavéSovani zlomkovych zavazi ota¢ime pomalu a
s citem. Prudsi pohyb muze zpusobit poskozeni vah (vyhozeni vahadla a zavésu misek z areta¢niho zafizeni a
poskozeni bfith resp. shozeni ¢i "vystieleni" krouzkovych zavazi ze zavéSovaciho mechanizmu).

4. Dvirka vah otevirame pouze p¥i vkladani vazeného predmétu (zavazi) na misky a pfi jejich odstrafovani.

5. Vazené ptredméty musi mit teplotu mistnosti. Horké pfedméty nechame vychladnout v exsikatoru.

6. Zavazi ani vazené predméty nebereme do ruky. Zavazi prenasime vyhradné pinzetou, kelimky pomoci
klesti. Vazenky lze vyjimecné uchopit Spickami prstl za jazycek po dobu nezbytné nutnou.

7. Pti diferencnim vazeni pouzivame zasadné stejné vahy a stejna zavazi.

8. Odvazované latky se nikdy nedavaji pfimo na misky, ale pouziji se vhodné nadobky (vazenky, lodicky,
hodinové sklicko, kadinka ap.). Misky vah musi byt stale ¢isté (hrozi koroze), usypané latky se ihned po vazeni
odstrani Stéteckem z misky i ze skiiiky .

9. Veskeré zavady se ihned nahlasi instruktorovi.

10. Ve véahovné udrZujeme ¢istotu a poradek. Jakékoliv otfesy nebo narazy poskozuji vahy a rusi pfi vazeni.
Do véhovny se nesméji pfinaset Zadné roztoky a tékavé latky.
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Odmérné nadobi, odmérovani objemii

Zakladni operaci v odmérné analyze je odméfovani objemu, coz je obdoba uréovani hmotnosti ve
vazkové analyze. K odmétovani objeml pouzivame v analytické chemii kalibrovaného nadobi. Pro pfipravu
roztokil o piesné koncentraci pouzivime odmérné baiiky, pro ptesné odmeéfovani objemu pipety a konecné pro
presné méfeni spotifeby odmérnych roztokt pii titraci byrety. K méné presnému nebo piibliznému odméfovani
objemu slouZi odmérné vilce (roztoky pomocnych ¢inidel, jako jsou kyseliny ¢i pufry k upravé prostiedi pro
titraci, neni nutno presné¢ odméfovat pipetovanim!). Odmérné nadobi je kalibrovano podle zplisobu méteni bud’
na doliti, t.j. po doplnéni odmérné nadoby (odmérna banka) po znacku je uvnitt nadoby vyznaceny objem, nebo
na wyliti, tj. vytekly objem odpovida pfesn¢ vyznacenému objemu. Pfitom ulpi vlivem smacivosti na sténach
nadoby (pipety, byrety) urcité mnozstvi kapaliny ve formé tenkého filmu a téz ve vytokové Spicce (pipety) zbude
malé mnozstvi kapaliny a obé€ tato mnoZzstvi nepatri k odmétenému objemu. Kalibrace na doliti je vyznacena
zkratkou "In" , kalibrace na wvyliti zkratkou "Ex". Spolu stimto oznacenim je na nadobi uvedena teplota
odmeétovaného roztoku, pro kterou plati tato kalibrace, u novéjsiho skla zpravidla 20°C. Nadoby kalibrované na
doliti nelze pouzit k odméfeni objemu vylitim (na sténach nadoby zlstane nedefinované mnozstvi kapaliny, které
snizi odmeétfeny objem) a naopak. Pro odmérné nadobi obecné plati, Zze se nesmi zahiivat ani vysouSet
v suSdrndch! Zésadn€ nedrzime odmérné nadobi rukou v mistech, kde se nachazi odmétovany roztok, protoze se
teplem ruky roztok zahfiva a méni objem. Odmérné nadobi je kalibrovano s pifesnosti, ktera odpovida vyrobni
norm¢ a tfidé presnosti a zpravidla se pohybuje v fadu desetin procenta deklarovaného objemu. V praxi to
znamena, ze pro bézné pouzivané pipety, byrety a odmérné bariky je deklarovany objem odméfen s presnosti
nekolika setin mililitru (viz tabulka nize).

Odmérné baiiky

slouzi k ptipravé roztokt urcité presné koncentrace (nejcastéji odmernych a standardnich roztokd). Jsou
to banky hruskovitého tvaru s dlouhym uzkym hrdlem. Na hrdle je vyryta po celém obvod¢ jedina ryska, ktera
vyznacuje, kam az je nutno baiku doplnit, aby obsahovala jmenovity objem. Tuhé latky se zasadné
nerozpoustéji pfimo v baiice (nesmi se zahfivat!), nybrz vzdy pfedem v kadince. Pfesnou navazku tuhé latky
splachneme do kadinky, pfidame rozpoustédlo (zpravidla destilovanou vodu) v mnozstvi zhruba 2/3 kone¢ného
objemu, michdme tyCinkou a ptipadn¢ zahiivame. Dokonale rozpusténou latku prevedeme kvantitativné pomoci
nalevky do Cisté a oplachnuté odmérné banky, pfi¢emz roztok prelévame po tyCince, kterd se dotykéd vnitini
stény nalevky. Kadinku vyplachneme pomoci stiicky tiikrat (celd vnitini sténa kadinky musi byt oplachnuta), do
odmérné banky oplachneme i tyCinku a nalevku zevnitf a jeji stonek po povytazeni z hrdla banky i zvné&jsku.
Koncentrovanéjsi roztoky je nutno béhem této operace nekolikrat promisit krouzivymi pohyby banky. Ma-li
obsah banky vyssi teplotu nez laboratorni, baiku ochladime pod tekouci vodou na okolni teplotu (baniku pfitom
drzime prsty za hrdlo nad ryskou). Teprve potom mizeme baiiku doplnit stfickou né€kolik milimetrti pod znacku.
Pro presné doplnéni po znacku postavime baiiku na stil a destilovanou vodu pfidavame po kapkach z mensi
pipety, aZ se spodni okraj menisku pravé kryje s ryskou. Nakonec banku zazatkujeme a roztok dokonale
promichame né¢kolikanasobnym obracenim banky. Nékdy zdstane ¢ast kapaliny u zatky a proto jiz hladina
kapaliny v barice nedosahuje rysky — v tomto piipadé ale nikdy hladinu jiz po rysku dodate¢né¢ nedopliujeme!
Pred odbérem roztoku po delsim stani, kdy v hrdle kondenzuje voda a roztok proto méni koncentraci, je nutné
provést promichani.

Pipety

pouzivame k pfesnému odmeétovani alikvotnich (t.j. imérnych) podiltl roztoku vzorku nebo odmérnych
¢inidel. Jsou to sklenéné trubice, vétsinou s valcovité rozsifenou stfedni Casti, opatfené bud’ jedinou ryskou (tzv.
nedélené pipety), nebo vice ryskami pro odméteni jednotlivych dil¢ich objemt (tzv. délené pipety). Pipety jsou
kalibrovany na vyliti.

Pipety musi byt pfed pouzitim fadné vyc¢istény, odmastény a vysuseny. Pied pipetovanim roztoku pipetu
nejprve vyplachneme danym roztokem nejlépe tim zpisobem, Ze jej nasajeme pfiblizné do poloviny jejiho
objemu, horni konec rychle uzavieme ukazovakem, pipetu ddéme do vodorovné polohy a otacenim kolem jeji osy
oplachneme cely vnitini povrch az kousek za znacku. Nakonec roztok vypustime do odpadu. Vyplachnuti pipety
je nutné obzvlasté pokud neni sucha, jinak si pipetovany roztok ziedime! Pipetu drzime mezi palcem a
prostitednikem v mistech nad ryskou. Zdravotné nezavadné roztoky muzeme nasavat usty, jinak pouZijeme
pistovou nasadku na pipety ¢i balonek (pouze vSak k nasati kapaliny - pfi nastaveni hladiny po rysku a
vypousténi z pipety odstranime!). Pfi nasavani dbame na to, aby Spicka pipety byla dostatecné hluboko ponotena
v roztoku, chceme-li zabranit nezddoucimu prudkému vniknuti roztoku do ust. Odmétovany roztok zvolna
nasajeme asi 2-3 cm nad rysku a pipetu rychle uzavieme ukazovackem (ne palcem!). Ukazovackem nejcitlivéji
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regulujeme pomalé odpousténi roztoku k rysce. Nedafi-li se nam pipetu dobfe utésnit, je nutno $picku
ukazovacku nepatrné navlhéit (naopak piili§ vlhka pokozka brani jemné regulaci). Spicku pipety vyjmeme z
roztoku a opfeme ji o vnitini sténu hrdla odmérné banky (nebo jiné nadobky, ze které pipetujeme). Pii
odmeétovani musi byt pipeta vidy ve svislé poloze a znacka ve vysi oka. Jemnym uvolnénim prstu odpoustime
prebytecny roztok, az se dolni okraj menisku presné kryje s ryskou. Vyjmeme pipetu z hrdla banky, dame ji do
vodorovné polohy (tim zruSime hydrostaticky tlak odmétované kapaliny, kterd se posune ze Spicky pipety a
nemuze z ni ukapnout) a zvenku osuSime kouskem filtracniho papiru. Roztok z pipety vypoustime tak, Ze se
Spicka svisle postavené pipety dotyka vnitini st€ény nadobky a roztok nechame volné odtékat po stén¢ nadobky.
Potom je nutno vyckat jesté 15 sekund (jak predepisuje norma). Po tuto dobu se ztencuje vrstva roztoku na
sténach pipety (pozorujeme zvySovani menisku ve $pice pipety) az na trvale ulpivajici film. Spic¢ku pipety
otieme o sténu nadoby (nebo se dotkneme hladiny odpipetované kapaliny), az se meniskus ve $picce pipety dale
nesnizuje. Tento stav - pevné ulpivajici film a zbytek roztoku ve $picce pipety - musi byt zachovan, abychom
pfesné odpipetovali jmenovity objem. Vyfukovdni roztoku z pipety je hrubou chybou! Pipety s poskozenou
$pickou jsou znehodnocené a nelze je pro pfesnou praci pouzivat. Po skonceni prace se pipeta nékolikrat
vyplachne destilovanou vodou vyse popsanym zpusobem.

Délené pipety

maji kalibra¢ni stupnici s po¢atkem bud’ v horni nebo dolni poloze. Pipety s poc¢atkem (nulou) v horni
poloze jsou v soucasné dobé vyrabény témet vyhradné. V prvnim pfipadé odméfime pozadovany objem tak, ze
meniskus nastavime na pocatek stupnice a roztok odpoustime, az je meniskus nékolik milimetrii nad zvolenou
znackou, vyc¢kame podle normy 7 sekund a teprve potom nechame meniskus klesnout na zvolenou rysku.
V druhém ptipadé nastavime meniskus na zvolenou rysku a dale postupujeme jako u ned€lené pipety (obsah
pipety vypustime). Cekaci doba je oviem i zde 7 sekund. Pro odméfeni objemu celé pipety (napt. 5 ml u délené
pipety na 5 ml) je vSak vhodnéjsi dat pfednost pipeté nedélené.

Byrety

jsou sklenéné trubice o stejnomérném prumeru, opatiené stupnici a v dolni ¢asti vypustnim kohoutem
bud’ zébrusovym, teflonovym nebo kulickovym ventilem. Byreta s kulickovym ventilem je urcena pro praci
s alkalickymi roztoky, které by mohly zptisobit ,,zapeceni” sklenéného zabrusového kohoutu (trvalé slepeni
zabrouSenych ploch sklenéného kohoutu vodnim sklem, které vznikne pisobenim alkalii na poruseny povrch
skla). Kulickovy ventil se otvira stiskem hadi¢ky v misté kulicky, ¢imz se vytvoii mezi kulickou a pryzovou
hadickou kanalky, kterymi miiZze roztok z byrety vytékat. Byrety s teflonovym ventilem je mozné pouzivat jak
pro kyselé, tak alkalické roztoky. Byrety jsou kalibrovany na vyliti. NejCastéji pouzivaime byrety na 50 ml
s délenim na 0,1 ml. Pfi odecitani objemu se snazime odhadovat druhé desetinné misto (setiny mililitru) z polohy
menisku mezi dvéma sousednimi ryskami. Na byreté odecteny objem uvadime zdsadné na dvé desetinnd mista.
U byret na 10 ml odecitime objem na 0,01 ml. Byrety se uchovavaji naplnéné odmastovacim roztokem
saponatu. Pfed pouzitim se tento roztok vyleje do vylevky, byreta se dvakrat proplachne destilovanou vodou
(naplni se asi do poloviny vodou a podobné jako pipeta se ve vodorovné poloze ota¢ivym pohybem oplachne
cela vnitini sténa, ¢ast vody se propusti pies kohout, aby se i ten proplachl, a zbytek se vylije). Stejnym
zpusobem se byreta vyplachne i odmérnym roztokem. Takto pfipravenou byretu upevnime do stojanu v takové
vySce, aby Spicka byrety zasahovala asi 1 cm do hrdla titracni banky. Byretu plnime odmérnym roztokem
pomoci malé ndlevky, kterou téz napied proplachneme stejnym roztokem. Odmérny roztok odebirdme ze
zasobnich lahvi do vyhrazené kadinky a z této plnime byretu. Pfitom dbame na to, aby v byreté¢ (obzvlasté mezi
kohoutem a $pickou) nezlstaly uzavieny vzduchové bubliny. Byretu plnime nékolik milimetri nad pocatek
stupnice a ihned odstranime ndlevku! Meniskus nastavime na pocatek stupnice az té€sné pied vlastni titraci,
pficemz odpustime do podstavné kadinky prebytecné mnozstvi odmérného roztoku (fento se ddle jii nepouZije
ani nevraci do zdsobni lahve!). Nikdy nezapomeneme pii tom otfit kapku na Spicce byrety o vnitini sténu
nadobky (v tomto pfipadé podstavné kadinky).

Vlastni titraci provadime tak, Ze titracni banku s titrovanym roztokem, indikatorem a piip. dalSimi
latkami (viz pfislusny pracovni navod) drzime pravou (Sikovné&jsi) rukou za hrdlo a rovnomérnym krouzivym
pohybem michame obsah bariky, zatimco druhou rukou ovladame kohout byrety. Roztok cinidla z byrety
pfidavame zpocatku rychleji (obzvlast zname-li pfibliznou polohu ekvivalen¢niho bodu), roztok vsak nesmi
vystiikovat z baiky. Pii tom stale michame krouzivym pohybem banky. V misté pfitoku odmérného roztoku se
titrovany roztok barvi na kone¢né zbarveni (lokalni pfetitrovani), michanim se vSak toto zbarveni ztraci. Blizkost
ekvivalen¢niho bodu se prozradi tim, Ze toto odbarvovani (pfesnéji zména zbarveni indikatoru za ekvivalenci na
puvodni zbarveni pied ekvivalenci) se déje stadle mén¢ ochotn€. V zavéru titrace ptfidavame Cinidlo po kapkach
(za stalého michani). V okamziku, kdy pfedpokladame, Ze jsme se posledni pfidanou kapkou jiz co nejtésnéji
ptiblizili bodu ekvivalence, dotkneme se vnitini sténou hrdla titrani banky Spicky byrety a stény banky
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oplachneme vodou ze stficky. Pridame dalsi kapku odmérného roztoku a takto postupujeme do dosazeni
predepsaného zbarveni indikatoru. Nakonec vyckame po ¢ekaci dobu (u byret Cini 30 sekund) a odecteme
spotiebu. O tom, ze jsme skuteéné dosahli predepsaného zbarveni indikatoru (viz pracovni navod) se
presvéd¢ime ptidanim dalsi kapky odmérného Cinidla. Kazdou titraci opakujeme nejméné trikrat tak, aby se
spotfeby odmérného roztoku u téchto tii titraci neliSily vice jak o 0,1 ml. Z jednotlivych spotieb vypocitame
primérnou hodnotu, kterou pouZijeme pro dalsi vypoéty. Casové naronou prvni titraci (nezname-li ani
pfibliznou spotiebu) mizeme nahradit orientacni titraci s rychlym davkovanim odmeérného roztoku do
kone¢ného zbarveni, ktera nam urci piibliznou polohu ekvivalenéniho bodu. V dal$ich titracich mtizeme ptidat
rychle az 90% objemu, zjisténého orientacni titraci, ¢imz se titrace podstatné zrychli.

Banka se spravné ztitrovanym roztokem se muze pouzit jako barevny vzor pro dalsi titrace. Barevné
zmény jsou 1épe pozorovatelné na bilém pozadi, proto jsou stojany pro byrety opatfeny zakladni deskou s bilym
povrchem. Po skonceni prace se roztok z byrety vylije, byreta se vyplachne vodou a naplni roztokem saponatu az
nad stupnici. Nespotiebovany odmérny roztok z byrety nikdy nevracime zpét do zasobni lahve!

Zpiusob odecitani objemu

Kapaliny, smacejici povrch skla (napf. vodné roztoky), vytvareji meniskus, jehoz spodni okraj se pii
odmétovani objemi musi kryt s kalibracni ryskou odmérného nadobi (u neprihlednych roztoki je nutno pouzit
horni okraj menisku, pipety a odmérné banky je vSak nutno na tento zptsob ¢teni piekalibrovat). Pti pozorovani
menisku je nutno snizit chybu, zplsobenou paralaxou, na minimum (paralaxa obecné vznika pti odecitani
vychylky analogového méficiho pfistroje, neni-li rovina pohybu ukazatele pfistroje shodna s rovinou stupnice a
odecitame-li vychylku ukazatele pod riznym thlem). Spojnice oka a rysky na odmérném nadobi musi svirat s
podélnou osou pipety, byrety nebo hrdla odmérné banky vzdy uhel 90°. Podélna osa proto musi byt pii odeéitani
ve svislé poloze a smér pozorovani vodorovny. Pfi spravném odecitani se celoobvodova ryska musi jevit jako
usecka. Spodni okraj menisku vidime zfetelnéji, podrzime-li za nim list bilého papiru Sikmo asi pod thlem 45°.
Nekteré byrety nebo délené pipety jsou pii vyrob€ opatieny Schellbachovym pruhem (nataveny pruh bilého
mlééného skla s uzkym, vétSinou modrym prouzkem). V mist¢ menisku se modry prouzek jevi vlivem lomu
svétla jako shora i zdola ostie zahroceny. V doteku obou hrotl se odecitd objem na stupnici. Schellbachtiv pruh
ale neodstranuje vliv paralaxy pii odecitani, pouze dovoluje presnéjsi urceni polohy menisku!

Uloha ¢&. 3 - Kalibrace pipety

Ve cviceni nejprve sledujte vyklad a praktické ukazky spravné techniky prace s odmérnym nadobim
(odecitani objemu, pipetovani, doplnéni odmérné baiky, odmétovani objemu byretou, kvantitativni pfevadéni,
titrace). Vasim ukolem bude kalibrace nedélené sklenéné pipety (10 ml), spocivajici ve zvazeni odpipetovaného
mnozstvi destilované vody o znamé teploté (a hustote) a pfepocteni hmotnosti na objem. Vodu budete pipetovat
do suché ocislované nadobky, pfedem zvazené na analytickych vahach (pfi pipetovani do plastové nadobky je
nutné se dotknout $pickou pipety hladiny kapaliny - nesmacivy plast neumozni vyteceni poslednich kapek
z pipety!). Po napipetovani vody zvazte nadobku na stejnych analytickych vahach a vypoctéte objem vody.
Abychom vyloucili vliv ndhodné chyby pfti pipetovani (¢i véazeni), proved’te vazeni pipetovaného objemu
opakované (pipetujte do jiz zvazené nadobky s vodou, alespon 6x) a vypoctéte prumérny pipetovany objem a
absolutni odchylku od deklarovaného objemu. Ovladate-li zakladni statistické nastroje k vyhodnoceni souboru
dat a ziskate-li dostateény pocet dat, muzete aplikovat vyloueni odlehlych vysledkd, vypocet odhadu
smérodatné odchylky vybéru dat a prepocet na relativni smérodatnou odchylku.

Do protokolu zpracujte vase data ve formé¢ prehledné tabulky s uvedenim vsech ziskanych experimentalnich dat
(hmotnosti, teploty vody atd.) a srovnejte vami kalibrovany objem pipety s deklarovanym obsahem a piipadné
jeho udanou piesnosti a vysledek komentujte.

Tabulka hustoty vody (v g.cm™) v zavislosti na teploté:

t P t Pt t P
17,5 0,998 685 20,0 0,998 203 22,5 0,997 654
18,0 595 20,5 098 23,0 537
15,5 500 21,0 0,997 991 23,5 417
19,0 403 21,5 881 24,0 295
19,5 304 22,0 769 24,5 170
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Dovolené odchylky objemu komer¢nich odmérnych nadob - ptiklady

Objem / ml |  CSN704106,tikidaA |  CSN 70 4106, tfida B
Odmérné baiiky, kalibrace na doliti "IN" pro teplotu 20°C
25 0,015 0,030
100 0,05 0,10
500 0,14 0,28
Byrety, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu 20°C, ¢ekaci doba 30s
10, déleni 0,05 0,03 0,05
25, déleni 0,1 0,05 0,10
50, déleni 0,1 0,08 0,10
Délené pipety, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu 20°C, ¢ekaci doba 7s
2, déleni 0,02 0,01 0,02
5, déleni 0,05 0,02 0,04
10, déleni 0,10 0,03 0,06
Nedélené pipety, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu 20°C, ¢ekaci doba 15s
5 0,010 0,020
10 0,015 0,030
25 0,025 0,050
Navrh tabulky pro vypracovani protokolu
¢. méfeni nadobka s vodou voda teplota hustota voda deklarovéno
g g g °C g.cm” ml ml
1 —
2 —
3 —
Primér -—- --- -—- --- ---
Sm. odch. — - — — -
Rel. sm. odch. --- - --- - -
%
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Vazkova analyza

(Gravimetrie)

Princip:

Zkoumana latka (analyt) se vylouci ve formé malo rozpustné slouc¢eniny (vylucovaci forma) a tato se
prevede zihanim nebo susenim na slouceninu piesné definovaného slozeni, jejiz hmotnost se urc¢i vazenim
(forma k vazeni). Ze stechiometrického poméru hledané a vazené formy se vypocte obsah stanovované latky.
Gravimetrické metody jsou zdlouhavé a naro¢né na praktickou zrucnost. Jsou to vSak metody absolutni a
pouzivaji se proto pro kontrolu a standardizaci ostatnich analytickych metod.

Srazeni

Ucelem srazeni je oddélit stanovovanou latku (analyt) z roztoku vice slozek kvantitativng, v Cisté a
dobte filtrovatelné forme. Pfi sraZzeni se musi vytvorit nejprve zdrodecna centra tuhé faze (nukleace). Z nich se
v pribéhu dalsiho srazeni vytvaii krystalickd nebo amorfni srazenina, v zavislosti na chemickych vlastnostech
dané latky a podminkach srazeni. Pro gravimetrické stanoveni jsou vhodnéjsi srazeniny krystalické, protoze jsou
Cistsi, 1épe se filtruji a promyvaji. Amorfni sraZeniny maji vétsi povrch ¢astic, vykazuji proto vétsi adsorpci
necistot a navic maji tendenci vytvafet koloidni roztoky. Znecisténi srazeniny zptsobuje i okluze (mechanické
strzeni necistot do rostoucich ¢astecek srazeniny) a inkluze (uzavieni mate¢ného roztoku do rostoucich ¢astecek
srazeniny) pii pfili§ rychlém srazeni. Nekdy je nutno zneciSténou sraZeninu Cistit pfesrazenim (srazeninu
rozpustime a znovu vysrazime tentokrat z podstatné C¢istéj$iho roztoku). Dobte filtrovatelné srazeniny
dosahneme zpravidla pfi srazeni za vyssi teploty a tim, Ze srazedlo piidavame v okamziku tvorby zarode¢nych
center velmi pomalu a za neustialého michani.

Roztok stanovované latky upravujeme podle navodu (fedime, upravime iontovou silu ¢i pH, zahiejeme
ap.) zpravidla v kadince, jejiz velikost volime tak, aby na konci vSech operaci byla naplnéna max. do 2/3
objemu. Zahfivani provadime plynovym kahanem na azbestové sit'ce, pfitom je kddinka pfikryta hodinovym
sklickem a ve vylevce kadinky je Sikmo zasunuta sklenéna ty€inka, ktera brani vzniku utajeného varu. Po
dosazeni pozadované teploty odstavime kahan, sejmeme hodinové sklicko (prsty si chranime pfed popalenim
dvéma kousky podélné rozfiznuté pryzové hadice) a oplachneme ho do kadinky. Sklenénou tyc¢inku
ponechame v kadince aZ do ukonceni celé operace (do vyprazdnéni a vyplachnuti kadinky). Roztok srazedla
(musi byt ¢iry, filtrovany) pfidavame obvykle z pipety zpocatku po kapkach za a¢inného michani sklenénou
ty¢inkou. Pfitom se tyCinka nesmi otirat o stény kadinky (Zadné "zvonéni'), protoze v misté otéru vznikaji
prednostné zarode¢na centra, na kterych vznika sraZenina, pevné ulpivajici na sténach kadinky. Srazime do
malého prebytku srazedla. O uplnosti srazeni se presvéd¢ime, kdyz do vycefeného roztoku nad srazeninou
pridame nekolik kapek srazeciho roztoku: roztok se nesmi ani slabé zakalit. Pfi spravném postupu se srazenina
pomérné rychle "sbali", sedne ke dnu a zanecha nad sebou zcela Ciry roztok. Nékteré typy sraZenin je nutno
nechat "zrat" (stdnim pirekrystalizuji na vétsi, 1épe filtrovatelné krystalky), jiné se filtruji ihned za horka.

Filtry, filtrac¢ni kelimky, filtrace

Odd¢leni srazeniny od matecniho roztoku provadime filtraci papirovym filtrem, sklenénym nebo
porcelanovym kelimkem.

Papirovy filtr

Kvantitativni filtracni papiry se vyrabe&ji v kruhovém tvaru rizné velikosti a riizné pordzity z papiru
s nizkym obsahem popela po spaleni. Pro filtraci amorfnich vlo¢kovitych srazenin [napi. Fe(OH)3.xH20] se
pouzivaji fidké filtry, oznacené Cernou paskou nebo Cervenym tiskem na krabicce. Pro nejjemnéjsi srazeniny
(napt. BaSOs4) se pouziva husty filtr, znateny modrou paskou nebo dodavany v modré krabicce. Stfedné husté
filtry jsou ve Zluté krabicce (bila paska). Potfebny druh filtru je uveden u jednotlivych postupti gravimetrického
stanoveni. Kotoucek filtraéniho papiru se nejprve prelozi na pulku, odtrhne se jeden riZzek a znovu se pielozi na
ctvrtku. Takto sloZeny filtr se rozevie v kuzel tak, ze odtrzeny rtizek se nachazi vné kuzele. Sklenénou filtracni
nalevku drzime v levé ruce ve svislé poloze, pficemz ukazovakem uzavieme konec stonku, naplnime ji asi do
poloviny kuZzele destilovanou vodou a opatrné vsuneme rozevieny papirovy kuzel po sténé nalevky do jeji
Spicky. Papirovy kuzel ptitom drzime vzdy za trojitou vrstvu. Dbame na to, aby pod filtrem neztstaly vzduchové
bubliny. Horni okraj filtru pfitlacime po celém obvodu k nalevce, aby dobie pfilnul a byl vzduchotésny.
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Po uvolnéni konce stonku voda z filtru odte¢e. U dobie vlozeného filtru vSak zustane pod filtrem a ve stonku
souvisly sloupec kapaliny, ktery umoziuje svym hydrostatickym tlakem rychlejsi filtraci. Odtrzeny rozek filtru
zamezi vzniku vzduchového kanalku na rozhrani trojité a jednoduché vrstvy papiru, ktery by zpusobil odteceni
sloupce kapaliny ze stonku. Papirovy filtr musi byt aspont 5 mm pod okrajem nalevky. Ptipraveny filtr upevnime
pomoci kruhu s dievénou vlozkou na stojan a pod filtr umistime vétsi ¢istou kadinku pro zachyceni mate¢niho
roztoku. Stonek nalevky se musi dotykat Spickou vnitini stény kadinky v jeji horni tieting.

Filtracni kelimky

Sklenéné a porcelanové filtracni kelimky jsou kelimky s poérovitym dnem rtzné hustoty. Nejcastéji
pouzivané sklenéné kelimky jsou oznaceny S3 (velikost port 30 pm) a S4 (8 pm). Pouzivaji se pfi
gravimetrickych stanovenich, pfi kterych se srazeniny pred vazZenim pouze susi pii teplotdich 100 - 130°C.
Porcelanové filtraéni kelimky lze po vysuSeni i zihat v ochranné misticce. Filtrace kelimky se provadi za
snizeného tlaku (odsavanim) a je proto rychlejsi nez filtrace papirovym filtrem. Kelimek se upevni pomoci
pryzového tésnéni do valcovité nalevky (tulipanu), kterd je spojena s odsavaci lahvi pomoci pryzové zatky.
Odsévaci lahev se pfipoji pomoci pryzové hadice k vodni vyvéve.

Filtrace

Filtraci filtracnim papirem provadime nasledovné: Sejmeme z kadinky hodinové sklicko, oplachneme
ho do kadinky destilovanou vodou ze stficky, ty¢inku (ktera byla dosud stale v kadince) drzime Sikmo nad
filtrem a jeji konec pfiblizime k trojité vrstvé papirového filtru. Mateéni louh z kadinky opatrné slévame po
ty¢ince na filtr. Dbame na to, aby se sraZenina nezvifila, roztok nevystiikl z filtru a abychom ty¢inkou
neprotrhli filtraéni papir. Filtr nenapliiujeme nikdy vySe neZ 5 mm pod horni okraj papiru. Ciry mateéni louh se
filtruje velmi rychle.

Kdyz jsme takto slili mate¢ni louh, promyjeme sraZeninu v kadince dekantaci, t.j. na sraZeninu
v kddince nalijeme piedepsané mnozstvi promyvaciho roztoku (viz pfislusny pracovni navod), srazeninu
nechame usadit a opét filtrujeme pouze roztok nad srazeninou. Dekantace se provadi obvykle tikrat. Pti posledni
dekantaci se zvifena srazenina s promyvacim roztokem pfevede po ty€ince na filtr (po naplnéni filtru sraZeninou
probiha filtrace podstatné pomaleji). TycCinka a stény kadinky se oplachnou promyvacim roztokem a znovu se
roztok se zbytky srazeniny pfevede na filtr.

Na tycince a na sténdch kadinky ulpélé zbytky srazeniny rozpustime ptidavkem minimalniho mnozstvi
vhodného ¢inidla (podle pracovniho navodu), pficemz pomoci ty¢inky smoc¢ime cely vnitini povrch kadinky a
vSechny ulpé€lé zbytky srazeniny kvantitativné rozpustime. Vznikly roztok zfedime, provedeme opét srazeni a
zbytek srazeniny zfiltrujeme ptes filtr s hlavnim podilem srazeniny. Je-li srazenina v béznych cinidlech
nerozpustna (napf. BaSOs), kddinku i tyCinku vytfeme kousky filtraéniho papiru, které spalime spolu s filtrem
s hlavnim podilem srazeniny. Srazeninu na filtru nakonec jes§t¢ zbavime poslednich zbytkli matecného louhu
promyvanim promyvacim roztokem (vyzaduje-li to nadvod).

SuSeni, spalovani, Zihani

Promyté, vlhké srazeniny je pro ucely vazkové analyzy nutné pievést na latky o konstantnim a ptresné
definovaném slozeni, t.j. na vazitelnou formu. Dé&je se tak zihdnim nebo suSenim srazenin. Papirovy filtr se
srazeninou se spaluje a srazenina se nasledné¢ ziha v glazovanych porcelanovych kelimcich. Kelimek se pied
pouzitim musi vycistit a vyZihat do konstantni hmotnosti. TaktéZ sklenény filtracni kelimek musi byt vycistény
a vysuseny do konstantni hmotnosti. Zasadné musi byt dodrzeno pravidlo, ze prazdné kelimky musi byt zihany
resp. suseny za stejnych podminek, za jakych budou zihany resp. suseny srazeniny.

Papirovy filtr povytdhneme z nalevky za volny, min. 5 mm $iroky okraj na strané trojité vrstvy (nejlépe
nehtem palce), nechame odtéct roztok ze stonku a odkapat posledni kapky z filtru. Potom opatrné slozime filtr na
¢tvrtku (jednoduchou vrstvou papiru smérem k sobé€), pfehneme oba rozky a nakonec jesté otevienou stranu:
vznikne pétithelnik. Tento vlozime do zvazeného porcelanového kelimku Spickou napfed a mirn€ jej
pfimackneme ke dnu kelimku. Kelimek s filtrem usadime na triangl (trojuhelnik z keramickych trubicek,
spojenych dratem), polozeny na Zelezném kruhu, ktery je upevnén na stojanu s trojnozkou v takové vysi nad
plamenem plynového kahanu, aby se filtr zvolna vysousel (asi 10 cm nad Spickou plynového plamene). Béhem
suSeni nesmi dojit k varu (prskani, praskani a vysttikovani) zbytku roztoku ve filtru. Suseni lze téZ provést
v suSarné nebo stanim pres noc v kelimku, zakrytém kouskem filtracniho papiru.

Po suSeni nasleduje faze spalovani papiru. Kelimek uloZime na trianglu Sikmo a zahfivame mirnym
plamenem dno kelimku. Unikajici dymy a pary se nesméji vznitit, pfi hofeni se do plamene strhavaji ¢astice
srazeniny a vznikaji ztraty. Pfi spalovani proto mame v ruce pfipraveno hodinové skli¢ko, kterym kelimek
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v okamziku vzplanuti ihned piiklopime do zahaSeni plamene. Spalovani provadime zvolna za nizké teploty a za
dokonalého pfistupu vzduchu (naklonénd poloha kelimku), jinak vznikd obtizn€ spalitelny grafitovy uhlik.
Béhem spalovani se kelimek obcéas pooto¢i pomoci kelimkovych klesti, jejichz $picky se v plameni kratce
predehfeji (rozpaleny kelimek by pfi doteku studenymi klestémi popraskal). Klesté odkladame na pracovni stil
vZzdy $pickami nahoru, aby se zabranilo jejich znecisténi. Pfestanou-li unikat dymy, ulozime kelimek na
trianglu do svislé polohy a za¢neme kelimek ohfivat na maximalné dosazitelnou teplotu. Pfivod vzduchu do
plynového kahanu zvétsime tak, aby se plamen pii privanu jesté nezhasel. Dno kelimku by mélo byt asi 2 cm
nad modrym studenym kuzelem plamene. Od tohoto okamziku pocitdme dobu zihani, pozadovanou névodem.
Ptfi zihani dbdme na to, aby se pfipadny cerny nalet uhliku na vnitfnich sténach kelimku beze zbytku spalil.
Pootac¢ime kelimek klestémi (nahfat Spicky!), aby se stény kelimku s vylou¢enym uhlikem ohiivaly v mezerach
trianglu.

Po uplynuti ptedepsané doby Zzihani odstavime plamen, vyckame, az ustane Cerveny zar kelimku a
nahratymi kleStémi vlozime kelimek do exsikatoru. Exsikator nesmime uzavtit vikem zcela, ponechame uzkou
mezeru, kterou se mize vyrovnat pretlak ohfatého vzduchu s vnéj$im tlakem. U exsikatori s kohoutem staci
otevtit kohout. Po cca 1 min. mizeme exsikator uzavtit uplné. Vychlazeni kelimku na teplotu mistnosti trva asi
30min. K vazeni se kelimky prenaseji v uzavieném exsikatoru, ktery se smi oteviit jen na dobu nezbytné nutnou
k vyjmuti kelimku (napln exsikatoru, slouzici k vysuseni prostoru exsikatoru, pii jeho dlouhodobém otevieni
zvlhne a ztraci uc¢innost). Pti pfenaseni se exsikator uchopi obéma rukama za piirubu a palce pfidrzuji viko. Viko
se nesmi pokladat na stll zabrouSenou plochou, kterd je namazana tésnicim tukem.

Uloha ¢&. 4 - Stanoveni Zeleza v pigmentu jako Fe,O;

Princip:

Barevny ptirodni pigment na bazi oxidi zeleza je smési rizné hydratovanych oxidi, hydroxida a
ptipadné uhli¢itant Zelezitych. Pro stanoveni obsahu Zeleza v ném gravimetricky je tfeba nejprve vzorek
rozpustit v kyseling. Z kyselého roztoku Fe'" se amoniakem srazi Fe(OH); ktery se vyziha na vazitelnou formu
Fe,05. Vasim tkolem je stanovit, kolik procent Zeleza je obsazeno v zelezitém pigmentu.

Fe&" + 30H —Fe(OH);
2Fe(OH); —Fe,0; +3H,0

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

Pracovni postup:

Pted vlastni analyzou pfipravime porcelanovy kelimek. Vybereme si Cisty a neporuseny kelimek, ktery
je na neglazovaném dné¢ popsan grafitovou tuzkou a jeho oznaceni si zapiSeme. Kelimek umistime do trianglu a
nejprve mirnym plamenem vyhfejeme, aby neprasknul. Po dostate¢ném zahtati postavime kahan pod kelimek na
plny vykon a zihdme po dobu 1 hodiny. Béhem této doby provadime srazeni a filtraci. Po zihani odstavime
kahan, kelimek nechame nékolik minut chladnout a poté jej preneseme nahfatymi klestémi do exsikatoru (navod
popsan vyse).

Na analytickych vahach odvazime ptesné asi 0,2 g vzorku Zelezitého pigmentu do suché kadinky
objemu 100 ml. Vzorek v kadince rozpustime v 1 ml koncentrované HCI v digestofi za mirného zahtivani na
elektrickém varfi¢i (kadinku zakryjeme hodinovym sklem). Po rozpusténi splachneme hodinové sklo a stény
kadinky stiickou jeSté v digestori, pievedeme obsah kvantitativné do kadinky objemu 250 ml, zfedime na cca
150 ml destilovanou vodou, ptidame 10 ml 10% NH4NO; a zahfivame témét k varu. Ptipadnou hydrolyzu soli
Fe’* (projevuje se oranzovym az &ervenohnddym zbarvenim roztoku, prechazejicim na &ervenohnédou
srazeninu) potlac¢ime pfidavkem malého mnozstvi 2M HC1. Pied vlastnim srazenim musi byt roztok zluty a ¢iry.

Pfi prvnich néznacich varu pferuSime zahfivani a srazime 2M NH;. Zpocatku mizeme ptidavat veétsi
davky srazedla az do okamziku, kdy se roztok za¢ne barvit do oranzova. Déle uz pfidavame srazeci roztok jen
po kapkach za intenzivniho michani, dokud se obsah kadinky zietelné nezakali. Tato faze srazeni rozhoduje
o kvalité¢ srazeniny. Dalsi pfidavky 2M NH; muZzeme zrychlit. Srazeni ukonéime, je-li amoniak z roztoku
zietelng citit. Pfi spravném postupu se srazenina Fe(OH); rychle sbali, t.j. usadi se ke dnu ve formé jemnych
vlocek a zanecha nad sebou bezbarvy ¢iry roztok.
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Jesté za horka se Ciry roztok filtruje pres fidky filtraéni papir (Cervena krabicka), sraZenina se 3x
dekantuje horkym 1% NH4NO; a po prevedeni na filtr se promyva stejnym roztokem. Na sténach kadinky a
ty¢inky pevné ulpivajici sraZzenina se kouskem kvantitativniho filtracniho papiru dikladné setfe a tento kousek
papiru se pfida k hlavnimu podilu srazeniny na filtru po odkapani poslednich kapek promyvaciho roztoku. Poté
filtr se srazeninou slozime, vlozime do vyzihaného a zvazeného kelimku, nechame schnout na vyhrazeném miste
do pristiho cviceni, kdy jej spalime a vyzihame do konstantni hmotnosti (1 hod.). Vazime ¢ervenohnédy az cerny
Fe,0;. Z jeho hmotnosti a hmotnosti ptivodniho vzorku pigmentu vypocteme hmotnostni zlomek Fe ve vzorku
(v %).
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Odmérna analyza

(titrace, volumetrie)

Princip

Podstatou odmérné analyzy je chemicka reakce (acidobazicka, redoxni, srazeci nebo komplexotvorna),
ktera probéhne mezi stanovovanou latkou a ¢inidlem kvantitativné, dostatené rychle a jednoznacné podle
znamé stechiometrie. Cinidlo pfidavame ve formé roztoku o znamé latkové koncentraci postupné po davkach
az do dosazeni ekvivalen¢niho bodu, t.j. do okamziku, kdy k hledanému latkovému mnozstvi stanovované latky
pfidame piesné ekvivalentni mnozstvi Cinidla. Bod ekvivalence musi byt pfitom zfetelné zjistitelny, napf.
barevnou zménou indikatoru (vizualni indikace) nebo dosazenim urcité hodnoty fyzikaln¢ chemické veli¢iny
indikujiciho systému (napf. absorbance, potencidlu ap.). Z naméfeného objemu roztoku cinidla v bodu
ekvivalence a jeho koncentrace vypocitdme latkové mnozstvi cinidla, ze kterého s pomoci znadmych
stechiometrickych koeficienti vypocitame hledané latkové mnozstvi stanovované slozky.

Roztoky odmérnych cinidel piesné koncentrace nelze ve vétsing piipadd pfipravit navazovanim nebo
zied'ovanim z obchodnich preparati, protoze tyto vychozi latky nejsou obvykle dostatecné Cisté nebo stalé. Proto
se z nich pfipravuji roztoky pribliZné koncentrace, jejichz presnou koncentraci stanovime titraci na vhodny
primarni standard (tuhé latky stalého a presné definovaného slozeni, ¢istota min. 99,9%, napt. H,C,04.2H,0,
Na,COs, PbCl, aj.). Stanoveni piesné koncentrace odmérného roztoku nazyvame standardizaci. Pritom lze
postupovat dvéma zplisoby:

a) piipravime vétsi objem roztoku primarniho standardu o urcité, pfesné znamé koncentraci, z kterého odebirame
pro titraci vhodné alikvotni podily (pipetou)

b) pro kazdou titraci zvlast' navazujeme odpovidajici mnozstvi primarniho standardu (pracnéjsi ale presnéjsi a
spolehlivejsi postup).

Standardizaci provadime pokud mozno za stejnych podminek, za jakych budeme provadét vlastni
stanoveni (volime tedy i stejny indikator), minimalizuje se tim titra¢ni chyba (postiehnuti zmény zbarveni
indikatoru vyzaduje jisté mnozstvi odmérného c¢inidla, pfidaného navic ke smési ztitrované piesné do
ekvivalenéniho bodu).

Pfi vlastnim stanoveni jsme né€kdy nuceni postupovat tak, ze stanovovanou latku pridavame k nadbytku
titracniho Cinidla (napi. pfi pomalé nebo nelplné reakci, pfi titraci tékavé latky apod.) a prebytek cinidla zpétné
titrujeme jinym vhodnym c¢inidlem. Takovéto titrace se nazyvaji zpétné titrace.

Titraci kazdého vzorku provadime opakované, zpravidla alespon 3x tak, aby se zjisténé spotfeby od
sebe vyznamné nelisily (rozdily mezi jednotlivymi titracemi v ramci 0,1 ml). Pro vypocty bereme primérnou
hodnotu z téchto (minimalné) tfi titraci.

Uloha ¢. 5 - Jodometricka titrace - stanoveni vitaminu C
vV ovoci, vitaminovém preparatu

Princip:

Jodometrické titrace patii mezi titrace oxidimetrické, kdy vyuzivame redoxnich reakci mezi
elementarnim jodem (resp. trijodidovym iontem I37) jako oxidovadlem a redukujici latkou (analytem).
Elementarni jod je ve vodé velmi malo rozpustny, vyuzivame jeho lepsi rozpustnosti v prebytku jodidu, kdy
vznika trijodidovy anion I3. Jodem mtlizeme oxidovat napfiklad ionty cinaté, arsenitany, sulfidy, sificitany,
thiosirany a dalsi. Z organickych latek lze stanovit napfiklad kyselinu askorbovou (vitamin C) nebo
formaldehyd. Mezi jodometricka stanoveni patii i stanoveni oxidovadel (peroxid vodiku, dichroman, bromi¢nan,
chlornan, aj.), zaloZzené na oxidaci jodidu na jod a jeho nasledné titraci roztokem thiosiranu sodného. VétSina
stanoveni probiha v kyselém prostiedi (v alkalickém prostfedi elementarni jod disproporcionuje).

Pro indikaci bodu ekvivalence lze vyuzit vlastniho zbarveni trijodidového iontu, ktery je ve ziedénych
roztocich zZlut€ zbarven. Mnohem citlivéjsi je vSak pouziti $krobu, ktery s jodem poskytuje intenzivné modie
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zbarveny komplex. V ptipadé titraci thiosiranem (stanoveni oxidovadel) se nejprve titruje roztokem thiosiranu
do slabé Zlutého zbarveni. Teprve poté se pfida roztok skrobu a dotitruje se do vymizeni modrého zbarveni.

Vzhledem k tékavosti jodu nejsou jeho roztoky pfili§ stalé a je tfeba je standardizovat. K tomu lze
pouzit napiiklad oxid arsenity po rozpusténi ve slabé alkalickém roztoku (NaHCO;). Casto se také roztok jodu
standardizuje na roztok thiosiranu, standardizovany na vhodné oxidovadlo (dichroman draselny, bromi¢nan
draselny aj.). Lze také vyuzit reakce jodi¢nanu s jodidem v kyselém prostiedi. Jodi¢nan draselny je standardni
latkou a po presném navazeni lze jeho reakci s nadbytkem jodidu v kyselém prostiedi piipravit ekvivalentni
mnozstvi jodu.

Kyselina askorbova (vitamin C) se oxiduje v kyselém prostiedi jodem na kyselinu dehydroaskorbovou:

C6H806 + Iz - C6H6O6 +2I' + 2H+

CHy0H cron
CHSH CHOH
0 — O
o o
OH OH il

Titrovat lze roztokem jodu na indikator $krobovy maz. Abychom se vyhnuli nutnosti standardizace odmérného
roztoku jodu, vyuzijeme k jeho piipravé standardni latku - jodi¢nan draselny. Jeho reakci s jodidem v kyselém
prostiedi vznikne jod, ktery reaguje s kyselinou askorbovou. Ponc¢kud netradién¢ budeme titrovat piimo
roztokem jodi¢nanu a jodid a kyselé prostiedi ve vzorku ndm zajisti vznik jodu pfimo v titrované smési, kde
bude ihned reagovat s kyselinou askorbovou. Prvni nadbyte¢na kapka jodicnanu zptisobi vznik nadbytecného
jodu, ktery poskytne s pfitomnym Skrobem modré zbarveni (modré zbarveni bude pouze v bezbarvém roztoku,
pozor na ruzna dalsi barviva v preparatu).

10y +5I+6H" - 31,+3H,0
Piiprava odmérného roztoku jodicnanu 0,001 mol.I !
MJ[KIO;] = 214,00 g.mol’’

Na analytickych vahach odvazime presné asi 0,50 — 0,55 g jodi¢nanu draselného, splachneme kvantitativné do
kadinky a rozpustime ve vodé. Po kvantitativnim pfevedeni do odmérné banky objemu 100 ml doplnime vodou
po rysku a promichame. Z pfipraveného roztoku pipetujeme 10 ml do odmérné baiky na 250 ml, doplnime
vodou po rysku a promichdme. Z navazky, objemu roztoku a fedéni vypocteme presnou koncentraci odmérného
roztoku, kterou pouZzijeme pii vypoctu obsahu vitaminu C ve vzorcich.

Stanoveni vitaminu C ve vitaminovém prepardtu
M[CsH3O4] = 176,13 g.mol”

Provedeni:

Tabletku vitaminového pfipravku nechdme rozpadnout v men$im mnozstvi vody a poté prevedeme do
odmérné banky a doplnime na 100 ml vodou. Po promichani nechame hlavni podil plniv tablety usadit a poté
pipetujeme do titracni bailky 10 ml roztoku. Ztedime asi na 50 ml, pfiddme 10 ml roztoku jodidu draselné¢ho
(10%), 10 ml 2M HCI a 5 ml roztoku Skrobu. Titrujeme roztokem jodi¢nanu draselného az do okamziku vzniku
modrého zbarveni. Ze spotfeby vypocitame mnozstvi kyseliny askorbové (v mg) v jedné tabletce preparatu a
srovname s deklarovanym obsahem.

Stanoveni vitaminu C v ovoci

Vzorek ovoce je nejprve nutno pfipravit pro analyzu. Zde se spokojime s piipravou ovocné stavy a
stanoveni vitaminu C v ni. Pro stanoveni jsou vhodné citrusové plody s vysokym podilem §tavy, piipadné jiné
ovoce, ze které¢ho lze ziskat dostate¢ny objem $tavy, nutny k analyze (alespoit 50 ml). Obsah vitaminu C
v pevnych Castech duziny lze zanedbat a stanoveni vitaminu ve slupkdch nemé vyznam, protoze se bézn¢
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nekonzumuji. Jodometrické stanoveni neni specifické, reaguji (titruji se) i dalsi latky, oxidovatelné jodem. Jejich
obsah v ovoci je v§ak zanedbatelny a do vysledku vnasi jen malou (akceptovatelnou) chybu.

Provedeni:

Ovoce rozfizneme nerezovym nozem a pomoci lisu na citrusy do kadinky vymackame dostateéné
mnozstvi vzorku. V nékterych piipadech bude nutné pouzit vice kusti ovoce (napiiklad citron 2ks). Stavu
v kadince v tom pripad¢ promisime (homogenizujeme) a dale zbavime vétsich kouskl duziny (naptiklad filtraci
pfes jemné sitko). Pritomny kal odstranime odstiedénim v centrifuze. Naplnime dostate¢ny pocet zkumavek
vzorkem (pozor, zkumavky plnit maximalné do 2/3 objemu a v centrifuze umistit naproti sobé vzdy zkumavky
se stejnym objemem!) a po odstfedéni slijeme Ciry vzorek zpét do Cisté kadinky.

Ze vzorku pipetujeme 10 nebo 20 ml (podle ziskané¢ho objemu $t'avy tak, abychom mohli provést
alespon 3 opakované titrace - objem si vSak poznamename!), v titra¢ni bance zfedime asi na 50 ml a dale
postupujeme stejné jako v piipadé€ vitaminového preparatu. Pozor na vlastni zbarveni ovocné §t'avy pii uréovani
bodu ekvivalence! Ze spotieby a pipetovaného objemu vzorku vypocéteme obsah vitaminu C a vyjadiime jej
v mg / 100 ml §tavy (tj. asi 100 g konzumniho podilu ovoce).

Uloha ¢&. 6 - Chelatometricka titrace - stanoveni Ca a Mg
ve vodach a vapenatych schrankach zivocichu

Princip:

Chelatometrické titrace jsou zvlastni ptipad komplexometrickych titraci, kdy reaguji ionty kovl
s ¢inidlem za vzniku chelati. Stanovovany kation kovu reaguje s ¢inidlem za vzniku malo disociovaného, ve
vodé rozpustného komplexu, vzdy v molarnim poméru 1 : 1. Cinidlem je nejéastdji kyselina
ethylendiamintetraoctova H,Y, ve zkratce EDTA, pouzZivana ve formé¢ disodné soli Na,H,Y s obchodnim
nazvem Chelaton 3, (HOOC-CH,),N-CH,-CH,-N(CH,COONa),.

Ca’"+H,Y — [CaY]"+2 H"
Fe’ + H,Y — [FeY] +2 H'

Pii reakci se uvoliiuji protony, takze priibéh reakce je ovlivnén hodnotou pH. Chelatometrické reakce se
proto provadéji v pritomnosti tlumice takové hodnoty pH, kterda spada do oblasti optimalni stability daného
komplexu. Komplexy dvojmocnych kationtii jsou stalé v alkalickém a slabé kyselém prostfedi, komplexy
vySemocnych kovil jsou stalé i v kyselych roztocich (jednomocné kationty tvofi naopak jen velmi slabé
komplexy a nelze je tudiz titrovat). Vhodnou volbou podminek pii titraci (pH, indikator) lze stanovit i dva
kationty vedle sebe nebo jeden kation v pfitomnosti jiného.

Vizualni indikace bodu ekvivalence se provadi pomoci tzv. metalochromnich indikatort, které tvori
s kovovym kationtem slaby barevny komplex [MInd]. Ke konci titrace (v okamziku, kdy je uz veskery volny
kovovy kation vazan do komplexu s EDTA) se zacina barevny indikator uvoliovat z komplexu [MInd], ze
kterého je vytésiovan chelatonem H,Y” (vznikd stabilngjsi komplex [MY]**). Volna forma metalochromniho
indikatoru [HInd] (slabd kyselina) musi mit zfeteln¢ odlisné zbarveni od svého komplexu [MInd]. Roztoky
metalochromnich indikatordi jsou obvykle nestalé, proto se indikatory pridavaji v pevném stavu. Barevny
prechod indikéatoru v bod¢ ekvivalence je tim ostfejsi, ¢im méné ho ptidame. Abychom mohli indikator jemnéji
davkovat, fedi se stonasobné prebytkem indiferentni soli NaCl nebo KNO;.

Chelatometrické titrace se provadéji ve vétSich objemech titrovaného roztoku (100-150 ml) v titracnich
bankach na 250 ml. Pfi tomto zfedéni nehrozi, Zze by vznikaly kineticky stabiln€jsi komplexy indikatoru se
stanovovanym kationtem, které zplsobuji neostry barevny pifechod v bodé ekvivalence. Chelaton 3 neni
standardni latka a jeho roztoky je nutno standardizovat, napfiklad na dusi¢nan olovnaty.

Standardizace 0,05 M chelatonu 3 na dusi¢nan olovnaty
M/[Pb(NO;),] = 331,20 g.mol”

Navazku Pb(NOs),, potiebnou k piipravé 100 ml 0,05 mol.I"' roztoku, rozpustime ve vodg, piedem okyselené 2 -
3 kapkami 2 mol.I" HNO; [zabrani hydrolyze Pb*", kterd znemozituje Gplné rozpusténi Pb(NOs),]. Roztok
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prevedeme do odmérné banky a doplnime po znacku. Do titra¢ni banky pipetujeme 20 ml, zftedime vodou na 100
- 150 ml, ptidame 5 ml 10%niho roztoku urotropinu (nebo 0,5 g pevné latky) a indikator xylenolovou oranz do
slab¢ fialového zbarveni. Titrujeme 0,05M Na,H,Y do citronové zlutého zbarveni. Vypocitame piesnou latkovou
koncentraci 0,05M Na,H,Y.

Analyza vzorku vody - stanoveni vapniku a hoiciku vedle sebe
M(Ca) = 40,08 g.mol’’, M(Mg) = 24,31 g.mol’’

V silné alkalickém prostredi se hot¢ik vysrazi jako Mg(OH), a vapnik titrujeme selektivné na indikator
murexid. V druhém alikvotnim podilu vzorku titrujeme v amoniakdlnim tlumi¢i sumu Ca + Mg na
eriochromc¢ernn T. Z rozdilu spotieb na oba indikatory zjistime spotfebu na Mg. Soucet koncentraci Ca a Mg
v mmol.I" vyjadiuje celkovou tvrdost vody.

Titrace Ca

Ze vzorku vody do titraéni banky pipetujeme 25 ml, zfedime vodou na 100 - 150 ml, ptidame 5 ml 2M KOH a
murexid do slabé rizového zbarveni. Titrujeme do modrofialového zbarveni. Ze spotieby 0,05M Na,H,Y
vypoéitame hmotnostni koncentraci Ca v mg.I" a v mmol.l".

Titrace Ca + Mg

Opét pipetujeme 25 ml vzorku, zfedime na 100 - 150 ml, pfiddme 5 ml amoniakalniho tlumice a eriochromceri
T do slabé fialoveé cerveného zbarveni. Titrujeme do jasné modré barvy. Z rozdilu spotieb titrace sumy Ca + Mg
a titrace Ca vypoéitame hmotnostni koncentraci Mg v mg.1" a také v mmol.I" a v protokolu uvedeme také
celkovou tvrdost vody v mmol.I".

Analyza vzorku vapenatych schranek - stanoveni vapniku

Princip stanoveni obsahu Ca ve vapenatych schrankédch zivocichd (skofapky vajec ptaka, ulity plzd,
mlzu aj.) je stejny jako stanoveni ve vodé. Pevny vzorek je ale nejprve nutno pfipravit k analyze. Skotapky byly
nejprve zbaveny meékkych organickych zbytkd vypranim v tenzidu a roztoku chlornanu. Po vysuseni byly
rozemlety v kulovém mlynu a homogenizovany. Vasim ukolem je odvazeny vzorek rozlozit v kyseliné a dale
zpracovat vyse uvedenym zpisobem. Pro rozklad (mineralizaci) vzorkd biologickych materiali se vyuzivaji
rizné postupy. Rozklad kyselinou dusi¢nou za zvysSené teploty je jednou z mozZnosti. Nezajistuje uplné
odstranéni organickych latek ze vzorku, coz vSak v pfipadé stanoveni Ca neni na zavadu (zbyvajici organické
latky vytvareji zIut¢ zbarvené slouceniny, patrné v mineralizatu vzorku). Pro kompletni mineralizaci je tieba
pouzit napiiklad spalovani vzorku v muflové peci pii teploté asi 450 - 500°C nebo oxidace kyselinou dusi¢nou
za tlaku pfi teploté az 300°C.

Provedeni:

Vzorek (0,2 - 0,3 g) navazime pfimo do suché 100 ml kadinky a pfiddme 4 ml koncentrované HNO;.
Pfidavani kyseliny, zahtivani a fedéni provadime v digestofi a o€i si chranime brylemi! Kédinku zakryjeme
hodinovym sklem a po skonceni bouilivé reakce umistime na elektricky vafi¢ a mirn€ zahtivame, az se zacne
smeés jemné¢ vafit. Po vyCefeni smési odstavime z vafice a kadinku nechame zchladnout! Po zchladnuti
oplachneme hodinové sklo do kadinky, stfickou splachneme stény kadinky a obsah kvantitativné prevedeme do
odmérné banky objemu 100 ml. Po vychlazeni obsahu batiky doplnime po rysku a promichame.

Z banky pipetujeme ke stanoveni Ca 20 ml a dale postupujeme jako pii stanoveni Ca ve vodach
(pridavek roztoku KOH zvySime na 10 ml, abychom neutralizovali nadbytecnou kyselinu z mineralizace).
Ze spotieby odmérného roztoku chelatonu 3 a navazky vzorku vypoéteme procentudlni obsah Ca ve vzorku a
také pfepocteme na obsah CaCO; v %.
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Uloha ¢&. 7 - Statistické zpracovani dat - Argentometrické
stanoveni obsahu chloridid v mo¢i

Chyby vysledkii chemické analyzy

Ukolem analytického chemika by mé&lo byt poskytovani kvalitnich vysledkii. Kvalitnim vysledkem je
myslen takovy vysledek, ktery je spravny a piesny. Kvantitativni vysledky chemickych analyz mohou byt jako
vSechna ¢isla ziskana méfenim zatizena chybou. V praxi se setkavame s trojim typem chyb:

a) chyby systematické, které vznikaji napfiklad pti pouziti nespravné metodiky pro dany vzorek
(napriklad pouzitim nespravného indikatoru pfi titraci systematicky dochézi k pretitrovani). Vyskyt takové chyby
musi byt vylouen vhodnou volbou analytické techniky, piipadné adekvatnim zplsobem eliminovan ¢i
korigovan.

b) chyby hrubé - mohou vznikat napfiklad nespravnym zptisobem odecitani vychylky méficiho pfistroje
¢i objemu z byrety, nebo nedodrzenim kritického kroku v navodu - jsou to tzv. chyby osobni. Dodrzovanim
zékladnich analytickych navykl a ndvodt a maximalni peclivosti bychom t€émto chybam méli pfedchazet.

c) chyby nahodné - nabyvaji se stejnou pravdépodobnosti kladné i zaporné hodnoty a jsou dany
statistickym charakterem méfeni. Mohou byt statisticky vyhodnoceny a odhadnuta jejich velikost.

Po vylouceni systematickych chyb (adekvatné volena metodika analyzy) a hrubych chyb (adekvatné
voleny analytik) lze ziskat vysledky analyzy, které jsou zatizeny pouze nahodnymi chybami. Tyto nahodné
chyby vnasi do vysledku analyzy jistou miru nejistoty - vysledky analyzy nelze povazovat za absolutni ¢islo,
vysledkem je vzdy interval, ve kterém se opravdova (spravnd) hodnota nachézi s jistou pravdépodobnosti.

Abychom mohli statisticky vyhodnotit vysledek analyzy a odhadnout miru jeho variability, je tfeba
ziskat dostatecny pocet dilcich dat pro zpracovani. Z tohoto divodu se vSechna analytickd stanoveni provadi
opakované a data se nasledné zpracuji pro ziskani odhadu stiedni hodnoty a miry variability této stfedni
hodnoty. Spravné uvedeny vysledek analyzy by tedy mél sestdvat z této stfedni hodnoty a hodnoty jeji
variability. V praxi se u sériovych (rutinnich) analyz zpravidla provadi pouze jedno opakovani s tim, ze
variabilita ziskaného vysledku je ziskana zpracovanim dostatecné velkého souboru dat v procesu tzv. validace.
Béhem validace se mimo této hodnoty ziskavaji také dalsi parametry, které charakterizuji pouZzitou metodiku a
jeji aplikaci na dany vzorek (mez detekce, mez stanovitelnosti, linearita kalibra¢ni zavislosti, pracovni rozsah,
selektivita, rusivé vlivy, opakovatelnost, reprodukovatelnost, robustnost a dalsi).

Vylouceni odlehlych vysledki

Ziskame-li pfi analyze dostate¢ny pocet dat, méla by byt data s krajnimi hodnotami (nejnizsi a nejvyssi)
otestovana na odlehlost. Pro testovani odlehlosti nejmensi a nejvétsi hodnoty sefazenych (x; az x,) dat mizeme
pouzit rizné testy, zde je uveden test Q:

0= (x2-x)/R
Qn = (xn - xn-]) /R

kde R je tzv. rozpeti (X, - Xmin)

Vypocteme tedy hodnoty testu pro prvni a posledni hodnotu v fad¢ dat a srovnadme je s kritickymi hodnotami
v tabulce podle poctu ziskanych dat a zvolené hladiny pravdépodobnosti (zpravidla a = 0,95). V pfipad¢, Ze je
hodnota testu vyssi nez kriticka hodnota, je vysledek odlehly a je tfeba jej ze souboru vyloucit. Po vylouceni
opet testujeme (novée ziskanou) krajni hodnotu na odlehlost (nutno pfepocitat rozpéti). Vylucovat nelze ze dvou
hodnot a také ze tii hodnot, kde dvé z nich jsou shodné.

Tabulka kritickych hodnot Q testu pro vylouceni odlehlych hodnot:

k k
" a =095 a = 0,90 n a = 0,95 a = 0,90
3 0,041 0,088 7 0,507 0,637
4 0,765 0,889 8 0,468 0,590
5 0,642 0,760 9 0,437 0,555
6 0,560 0,698 10 0,412 0,527
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Vypocet odhadu stiedni hodnoty a jeji variability

Po vylouceni odlehlych hodnot vypocteme odhad stiedni hodnoty souboru dat. Pro vétSinu vysledka
analytickych metod Ize za nejlepsi odhad stiedni hodnoty povazovat aritmeticky primér X:

X=(;+x3+...... X,) /n

Parametrem variability odhadu stifedni hodnoty (aritmetického priiméru) je potom smérodatna
odchylka o (ziskana z velmi velkého - teoreticky nekonecného poctu méfeni), respektive odhad smérodatné
odchylky s. Pro mensi pocet vysledkd (n < 10) je vhodné zjednodusené vypocitat odhad smérodatné odchylky
Z 10zZp8ti R, (R, = Xpax - Xpmin):

s=R,.k,

Hodnoty koeficientu £, pro odhad smérodatné odchylky z rozpéti:

n Kk, n Kk,

2 0,8862 7 0,3698
3 0,5908 8 0,3512
4 0,4857 9 0,3367
5 0,4299 10 0,3249
6 0,3946

Jako relativni méfitko ndhodné chyby se Casto pouziva relativni smérodatna odchylka s,, zpravidla
vyjadiena v procentech:

s, =s.100/X %

Smérodatna odchylka je statistickym parametrem méficiho postupu a v jednotlivém piipadé pouze udava, ze pti
ndhodném rozdéleni (Gaussovo rozdéleni) lezi 68,3% vSech naméfenych hodnot v rozpéti #o okolo
aritmetického stfedu. Chceme-li vysledky vyjadfit s vétsi statistickou pravdépodobnosti P, musime rozpéti
zveétsit na #ko, jak vyplyva z nize uvedené tabulky (P by pfitom mélo byt vzdy uvedeno!).

Chyba v rozmezi + ko Statisticka Chyba v rozmezi + ko Statisticka
pravdépodobnost P pravdépodobnost P
0,675.0 50,0% 258 .0 99,0%
1,00 .o 68,3% 3,00 .o 99,7%
1,64 .0 90,0% 329 .o 99,9%
1,96 .o 95,0% 400 .o 99,99%

Hromadéni chyb a nejistota

Je-li vysledek analyzy kombinaci nékolika experimentdlné zjisténych hodnot (naprosta vétSina
vysledkt), z nichz kazdd ma svoji chybu (pfesnost pipet, vah, odecitani objemu na byreté, pfesnost -
opakovatelnost rozkladu vzorku, ode¢tu vychylky na pfistroji apod.), dochézi k hromadéni chyb. V praxi to
znamend, Ze ¢im vice operaci pfi analyze provadime, tim vétsi je pravdépodobnost, Zze celkova chyba stanoveni
bude vétsi (pokud dané operace nemaji zanedbatelnou chybu samy o sob¢). Jednotlivé chyby se "sCitaji" dle
zékona Sifeni chyb - chyba souctu ¢i rozdilu je ddna odmocninou ze souctu kvadrati chyb dil¢ich hodnot,
v ptipadé soucinu ¢i podilu je relativni chyba dana odmocninou ze souctu kvadrati relativnich chyb dil¢ich
hodnot.

V soucasném modernim pojeti analytické metrologie se operuje s pojmy standardni nejistota -
kombinovana nejistota - rozsifena kombinovana nejistota. Zjednodusené 1ze smérodatnou odchylku (jednoho
kroku analytického postupu) povazovat za standardni nejistotu. Kombinovana nejistota je potom smérodatna
odchylka vysledku celého analytického procesu, a to ziskana bud’ ze zakona §ifeni chyb jednotlivych krokid
analytického postupu, a nebo z vysledkii opakované provedenych analyz téhoz vzorku. Rozsifenim kombinované
nejistoty faktorem pokryti k ziskdme rozsifenou kombinovanou nejistotu - interval, v némz se spravna hodnota
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vysledku analyzy vyskytuje s pfedem zvolenou pravdépodobnosti (zpravidla pro pravdépodobnost P = 95%, k =
2).

Srovnani experimentalnich vysledki

Vysledky, které maji malou (relativni) smérodatnou odchylku, jsou presné (vysledky opakovaného
stanoveni padaji blizko k primérné hodnote). Vysledky, jejichz stfedni hodnota je blizko ocekavané (spravné
hodnoty) jsou potom spravné. V praxi se setkavame se vSemi kombinacemi moznosti - vysledky spravné a
pfesné (spolehlivé, idedlni stav), vysledky spravné ale nepiesné, vysledky nespravné ale presné a konecné
vysledky nespravné a nepiesné.

Casto potiebujeme srovnat dva vysledky analyzy, naptiklad pii analyze téhoZ vzorku dvéma réiznymi
metodami pii ovéfovani jejich vhodnosti pro analyzu v ramci procesu validace. Vzhledem ke statistické povaze
vysledkii chemické analyzy nelze srovnavat dva vysledky jako absolutni ¢isla, ale je tieba brat v tvahu také miru
jejich variability. Pro srovnani dvou experimentalnich vysledkid (pramért X, a X3) vyuzivame statisticky test na
shodnost, ktery zahrnuje jak stiedni hodnotu vysledku, tak jejich smérodatnou odchylku s, a s5:

t=(X4-Xg)/ V5 +55)/(n-1)]

ziskanou hodnotu porovnavame s kritickou tabelovanou hodnotou pro dany pocet méteni n (resp. pocet stupiiti
volnosti V= 2n - 2). Vysledky jsou shodné, pokud plati 7 < #,,,.. Je-li vysledna hodnota vétsi nez kriticka hodnota,
je rozdil dvou testovanych stfednich hodnot statisticky vyznamny (na hladiné pravdépodobnosti P) a vysledky
nejsou shodné. Pro test plati jista omezeni, a to ze se smérodatné odchylky s, a sz nesmi vyznamné liSit a ze
pocet paralelnich stanoveni n, = nz = n.

Srovnavame-li experimentalné ziskanou hodnotu X s definitivni hodnotou £, u které nepfedpokladame
zadnou variabilitu (napfiklad pfipravime-li si standard se zndmym obsahem analytu a zanedbatelnou nejistotou
této hodnoty), pouzijeme op¢t statisticky test, tentokrat test na spravnost:

t=vh.(X-1)/s

a ziskanou hodnotu opét porovname s tabelovanou kritickou hodnotou v tabulce, nyni pro pocet stupiid volnosti
V=n-1.Jelit<ty; pak je vysledek spravny.

Tabulka kritickych hodnot #,;; pro test shodnosti a spravnosti (hladina pravdépodobnosti P = 0,95) a pocet stupnt
volnosti V:

\Y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Eherit 12,706 | 4,303 3,182 2,776 2,571 2,447 2,365 2,306 2,262 2,228

\Y 11 12 13 14 15 16 18 20 30 > 30
L 2,201 2,179 2,160 2,145 2,131 2,120 2,101 2,086 2,042 2,000

Zpracovani kalibraéni zavislosti

V fad¢ instrumentalnich metod se setkdvame s pojmem kalibrace, coz je proces pfifazeni zméfené
hodnoty analytického signalu (proud, napéti, absorbance, atd.) znamé hodnoté nezavisle proménné (koncentrace,
absolutni mnozstvi). Pro vétSinu analyticky vyuzivanych metod pfitom plati, ze zavislost je v urcitém rozmezi
linearni a také vétsinou prochazi pocatkem (pfi nulovém obsahu ¢i koncentraci analytu je nulovy také analyticky
signal). Pro kalibraci se zpravidla konstruuje tzv. kalibracni graf, tedy grafické zndzornéni vySe zminéné
zavislosti. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé body v tomto grafu jsou zmétfeny experimentaln€, maji kazdy svoji
nejistotu. Pokud bychom kazdy z bodi meéfili opakované, mohli bychom nejistotu vyjadrit napiiklad jako
smérodatnou odchylku. Abychom omezili vliv chyby méfeni jednotlivych bodi, provadime tzv. vyrovnani, kdy
experimentalni hodnoty (body) prokladame kfivkou, kterd odpovida néjaké algebraické funkei y = f{x) a ktera
prochézi co nejpresnéji nameétenymi body. Cilem pfitom neni nalézt funkci, kterd by jednotlivé body spojila, ale
takovou funkci, s jejiz pomoci se ndm podati vyrovnat chyby méteni jednotlivych bodd.

Linearni funkeci lze popsat rovnici y = ax + b. Odhady parametrti a (smérnice) a b (usek na ose zavisle
proménné - analytického signalu) lze z n dvojic métfeni ([x;, y;],[x2 v2] az [x,, v,]) vypocitat metodou nejmensich
¢tvercl. Hodnoty obou parametrii, smérnice i usek na ose, jsou pfitom zatizeny chybou, ktera zavisi na poctu
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bodi n a na rozptylu bodd kolem regresni ptimky (body, které nelezi na piimce, zvySuji chybu odhadu
parametru). Tyto chyby lze vyjadfit jako smérodatné odchylky. Je-li hodnota parametru » maléd (srovnatelna
s vlastni smérodatnou odchylkou), nebo je-li pro to fyzikalni divod, je vhodné tisek na ose otestovat, zda je
statisticky vyznamn¢ odlisny od nuly, a to pomoci tzv. t-testu. Vyjde-li nevyznamna odli$nost od nuly, polozime
tento usek roven nule (pfimka potom prochazi pocatkem) a piepocitame smérnici (rovnice ptimky ma potom tvar
y = ax).

Prace s automatickou pipetou:

Automatické pipety (mikropipety) jsou uréeny pro piesné odmétfovani malych objemt od nékolika
mikrolitri do 1 ml, pfipadné pro vétsi objemy (do 5 - 10 ml, makropipety). V téle pipety je umistén pist, ktery je
veden v utésnéném kandle a jeho pohybem se nasava ¢i vypuzuje vzduch. Pipety byvaji konstruovany jako tzv.
jednokanalové (jedna trubicka) ¢i multikanalové (napiiklad 8 kanalti pro soucasné pipetovani 8 stejnych
objemt - vyuziti ve spojeni s mikrotitracnimi destickami v klinické biochemii, molekuldrni biologii atd.).
Vyrabéji se pipety s fixné nastavenym objemem (zpravidla nasobky 1, 2 a 5) a pipety s nastavitelnym
objemem v ur¢itém rozmezi (napiiklad 200 - 1000 pl). Pfesnost automatickych pipet se pohybuje kolem 1%,
pticemz ptesnost fixnich pipet je lepsi nez u nastavitelnych pipet. Nastaveni objemu pipet s volitelnym objemem
se provadi zpravidla otacenim stavéciho kolecka, Sroubu v hlaveé pipety €i nasavaci ¢asti v zavislosti na
konstrukei a vyrobci pipety. Nastaveny objem je indikovan ¢islici na stupnici (zpravidla v pl).

Pipetovana kapalina se nenasava primo do pipety. Na pipetu se nasazuje tzv. pipetovaci Spic¢ka, coz
je plastova trubicka, na jednom konci vytazena do $pi¢ky a na druhém konci vytvarovana tak, aby ji bylo mozno
tésné nasadit na saci / vytlaénou trubicku t&la automatické pipety. Spicky jsou vyrobeny z polypropylenu, byvaji
barevné rozliSeny podle pipetovaného objemu, na ktery jsou uréeny a mohou se mirné tvarové liSit podle
vyrobce pipety, pro kterou jsou urceny (pozor na Spicky urcené pro jiné znacky pipet nebo tzv. univerzalni
$picky, které nemusi dostatecné té€snit nebo nejdou na pipetu nasadit). Nékteré Spicky maji rysky, orientacné
udavajici urcity objem pro kontrolu pfi pipetovani (napiiklad Spicky 1000 pl s ryskami 500 a 1000 pl). Jsou
dostupné ve sterilnim ¢i nesterilnim baleni a zpravidla jsou urceny k jednorazovému pouziti. Kvalitni Spicky
(nesmacivé) je mozno pii pipetovani stejného roztoku pouzit i opakované, piipadn€ je mezi pipetovanim
vyplachnout vodou (vzdy v zavislosti na zvyklostech pracovisté a ndrocich metodiky, nikdy vSak u sterilni
prace!). Nekteré pipety jsou vybaveny tzv. vyhazovacem Spicek, coz je dalsi tlacitko (vedle tlacitka pistu),
urené pro odstranéni nasazené pipetovaci $picky po pouziti bez dotyku rukou (napiiklad po pipetovani
infekéniho materialu).

Pii pipetovani se postupuje tak, Ze se nastavi pozadovany objem na pipeté (u stavitelnych pipet), na
pipetu se nasadi vhodna $picka, pfi¢emz je nutno dbat na spravné nasazeni tak, aby byla nasazena tésné a
nedochazelo k podtékani. Pist pipety ma dve polohy - prvni (saci) poloha je do prvniho znatelného odporu, druha
(vytlaéna) je do druhého (definitivného) odporu pii stlaceni (vzhledem k pomérné vétsi sile, nutné ke stlaceni
pistu, pouzivame pii pipetovani palec). Pist pipety tedy stlacime do prvniho stupné, $picku ponofime do
pipetované kapaliny asi 5 mm, pficemz pipetu drzime svisle, a pomalym (kontrolovanym) uvolnénim pistu
nasajeme kapalinu do Spicky. Po vytazeni pipety se Spickou z pipetovaného roztoku by nemél na vnéjsi stran¢
Spicky ulpivat zadny roztok. Pfi nasavéani pipetu z roztoku nevytahujeme ptedcasné, jinak by doslo k nasati
vzduchu do $pic¢ky a odpipetovany objem by nebyl spravny (pozor u Spi¢ek s malym sacim otvorem), podobn¢
pfi rychlém nasati mohou diky kavitaci vzniknout ve $pic¢ce bublinky! Pipetu pfemistime nad nadobu, do které
roztok odméfujeme a stlacenim pistu kapalinu ze Spicky vypustime. Stla¢enim pistu do druhé polohy vytla¢ime
ze $picky ptipadné ulpivajici roztok. Na rozdil od sklenénych pipet pfi pipetovani automatickou pipetou nesmi
ve Spifce zustat Zadny roztok! Pokud zistane ve SpiCce kapka roztoku, miZeme se pokusit opakovanym
stlaenim pistu tuto kapku vypudit, pfipadné (pokud to dalsi postup nevylu¢uje) miuzeme Spi¢ku vyplachnout
(nasatim vody a vypusténim k odpipetovanému objemu). Spicky jsou vyrabény v nesmadivé Gipravé, piesto se
nekteré kusy smaci (zvlasté univerzalnich $picek), obzvlasté pii pipetovani viskoznich kapalin ¢i biologickych
tekutin (krev, sérum, plazma, moc).

Automatickou pipetu s nasazenou $pickou a nasatym roztokem nikdy nepoklidime do vodorovné
polohy! Automatické pipety nikdy nepouZivime pro pipetovani tékavych latek, jako jsou koncentrované
roztoky kyselin, amoniak, organicka rozpoustédla. Pary poskozuji pist pipety ¢i jeho zatésnéni a dojde ke zni¢eni
pipety v hodnoté nékolika tisic K¢. Stejné tak je nutno vyvarovat se rychlému pusténi pistu pipety pfi nasdvani
kapaliny, kdy dojde ke vstfiknuti pipetovaného roztoku dovnitf kanalu a opét k poskozeni pistu ¢i té€snéni.
V takovém pfipadé je nutno pipetu ihned rozebrat, vycistit, po vysuSeni namazat vhodnym mazadlem a opét
slozit. V pripad¢ takové havarie ji ihned nahlaste vedoucimu cviceni!
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Argentometrické stanoveni obsahu chloridi v mo¢i

Princip:

Stanoveni obsahu chloridd v moc¢i je vyznamnym parametrem biochemického vySetfeni moci a
spolecné s dalsimi ionty (sodik, draslik) slouzi k hodnoceni rovnovahy iontll v organismu. Stanoveni se provadi
ve vzorku moci, sbiraném béhem 24 hodin (denni mo¢, dU). Po této dobé se zméfi jeji objem a po homogenizaci
se odebere vzorek ke stanoveni. Ze zjisténé koncentrace a objemu se vypocte celkové mnozstvi chloridd (a
dal$ich ionti), vyloucenych beéhem 24 hodin. Normalni fyziologické rozmezi je u zdravého ¢lovéka 170 - 250
mmol/24hod.

Obsah chloridi v moci se bézné stanovuje napiiklad pomoci iontové selektivni elektrody. Chloridy lze
také stanovit merkurimetrickou titraci (roztokem dusi¢nanu rtutnatého) nebo argentometricky (roztokem
dusi¢nanu stfibrného). Argentometrické stanoveni je zaloZeno na srazeci reakci chloridii se stfibrnymi ionty.
K indikaci bodu ekvivalence lze pouzit naptiklad srazeci indikator - chroman draselny. Pfi titraci se nejprve srazi
méné rozpustny, bily chlorid stfibrny. Prvni nadbyte¢na kapka stiibrné soli reaguje s chromanem za vzniku
cervenohnédého chromanu stfibrného a titrovand smes se tak zacne barvit do oranzovohnéda (chroman draselny
samotny ma zluté zbarveni). Jiny zptsob indikace bodu ekvivalence spociva v adsorpci nékterych typu barviv
(fluorescein, eosin, bromfenolova modr) na srazeninu chloridu stifibrného v okamziku bodu ekvivalence, ¢imz se
zméni zbarveni.

V této tloze provedete argentometrické stanoveni obsahu chloridd ve vzorku mo¢i, a to metodou
kalibra¢ni zavislosti. Udaje o spotfebé odmérného roztoku (objem) nam nahradi nékterou z veli¢in
v instrumentalnich analytickych metodach (naptiklad absorbanci ve spektrofotometrii). Pro stanoveni pouzijete
dva indikatory. Na oba indikatory potom provedete stanoveni obsahu CI" ve vzorku syntetické moci, a to
opakované, aby bylo mozno ziskana data statisticky zpracovat.

Chroman, pouzivany v argentometrii jako indikator, je karcinogen a nebezpecny pro zivotni prostiedi a
nesmi se vylévat do odpadu. Také pouziti stfibrné soli je pomérné nékladné. Veskeré ztitrované roztoky a zbytky
po titraci, které obsahuji Ag a chroman proto sbirdme do pfipravené nadoby - Ag z nich Ize recyklovat a
chroman bude pted vylitim do odpadu redukovan na trojmocnou formu.

Provedeni:

Kalibracni zavislost:

Do odmérné baiiky piipravte 25 ml standardniho roztoku o koncentraci CI p¥iblizng 10 mg.ml™. K jeho
pripravé navazte vypocitané mnozstvi pevného NaCl, rozpust'te ve vode a dopliite na 25 ml. Aktualni navazku
NaCl pouzijte k vypocteni pfesného mnozstvi chloridl, pouzitého pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti.

Do titracni banky pipetujte automatickou pipetou 1,0 ml standardniho roztoku chloridu, zied'te vodou
na objem asi 50 ml a pfidejte 1 ml roztoku chromanu draselného jako indikator. Titrujte roztokem AgNO; az do
zmény zbarveni ze zlutého do oranzovohnédého (titraci provadéjte 1x). Spotiebu odmérného roztoku zapiste a
totéz opakujte s 0,2 - 0,4 - 0,6 a 0,8 ml standardniho roztoku chloridu. V protokolu uved’te do tabulky.

Stejnym zplisobem ziskate spotifeby odmérného roztoku pfi titraci na indikator fluorescein.
K pipetovanému roztoku NaCl, zfedénému na 50 ml vodou, pfidejte 2 kapky roztoku fluoresceinu a titrujte az do
zmény zlutého zbarveni do rizového (soucasné dojde k vysrazeni chloridu stiibrného).

Ze ziskanych hodnot spotieby odmérného roztoku a pipetovaného mnozstvi chloridi (v mg) sestrojte
kalibracni zavislost objemu AgNO; na mg Cl-, k vyrovnani pouzijte linearni regresi, vypoctéte parametry
regresni rovnice a podle svych schopnosti proved’te testovani vyznamnosti iseku na ose objemu AgNO;.

Stanoveni chloridii ve vzorku modi:

Ze vzorku mo¢i pipetujte 2 ml do titracni banky, zfed’te na 50 ml vodou a titrujte stejné jako standardni
roztoky NaCl. Stanoveni s kazdym indikatorem opakujte alespon 6x (nejlépe 10x).

Pomoci rovnice pfimky kalibracni zavislosti pfepoctéte spotieby roztoku AgNO; na obsah chloridd
v titrovaném mnozstvi vzorku (v mg) a pepoététe na mmol.I". U hodnot koncentraci otestujte krajni hodnoty na
odlehlost a pfipadné proved’te vylouceni odlehlych hodnot. Spocitejte aritmeticky pramér, odhad smérodatné
odchylky a relativni smérodatnou odchylku praméru. Primérné hodnoty molarni koncentrace chloridd v mo¢i
z titrace na chroman a na fluorescein vzajemné porovnejte testem na shodnost. Vysledky zpracujte do piehledné
tabulky. Zjisténou hodnotu koncentrace chloridii prepoététe podle objemu sbirané moci (zada vedouci cviceni)
na latkové mnozstvi vyloucenych chloridd za 24 hodin a rozhodnéte, zda spada do fyziologického rozmezi.
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Data pro kalibracni zavislost:

chroman | fluorescein
V (NaCl) m (CI) V (AgNO»)
ml mg ml
0,2
04
1,0
smérnice ---
usek -
Zpracovani dat z titrace vzorku
chroman fluorescein
V (vzorek) |V (AgNO3;)| m(Cl) c (CI) V (AgNO3) | m (CI) ¢ (CI)
ml ml mg mmol.I" ml mg mmol.I"
2
2
X — — - —
s — — - —
s, — — - —
t-test

Upozornéni: Byretu po ukonceni prace vyplachujte pouze destilovanou (demineralizovanou) vodou!
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Uloha ¢&. 8 - Spektrofotometrie - stanoveni obsahu Fe
v prirodni vodé

Spektrofotometrie (molekulova absorpcni spektrometrie v oblasti elektronickych spekter) patfi mezi
optické analytické metody, vyuzivajici absorpci zafeni molekulami analytu ¢i jiné slouceniny obsahujici analyt.
Absorpce zafeni o urcité vinové délce ve viditelné oblasti spektra se projevi jako barevnost latky (latka ma
zbarveni komplementarni k absorbované barvé zareni). Zafeni je absorbovano elektronem v molekule
absorbujici latky a dochazi k excitaci elektronu z energeticky chudsiho molekulového orbitalu do orbitalu o vyssi
energii, podobné jako je tomu pii absorpci zafeni elektronem v atomu (atomova absorp¢ni spektrometrie, AAS).
Energie excitovaného elektronu se potom méni na tepelnou energii, tedy neuspofadany pohyb molekul. prochazi-
li monochromaticky paprsek o pivodni intenzit€¢ @, vrstvou absorbujiciho prostiedi o tloustce /, zeslabi se
vlivem absorpce intenzita paprsku na hodnotu @. Miru absorpce zafeni lze popsat pomoci propustnosti
(transmitance) T

T=0/d,

casto vyjadifované v % (vynasobenim poméru 100). Ve spektrofotometrii (stejn€ jako v AAS) vyuzivame spise
absorbanci 4

A=-logT=log®y/ P
ktera je pfimo imérna koncentraci absorbujici latky ¢ pfi zachovani konstantni tloustky absorbujici vrstvy /
A=¢g.c.l

Konstanta £ je tzv. molarni absorpéni koeficient (.mol™.cm™), charakterizujici miru absorpce zafeni dané latky
v roztoku jednotkové molarni koncentrace o Sifce absorbujici vrstvy 1 cm. Velikost koeficientu je zavisla na
vlnové délce. Vyse uvedena rovnice se oznacuje jako Lambertiv - Beerv zdkon a plati, pokud je v roztoku
pfitomna jen jedna absorbujici latka. Pfi vyskytu vice absorbujicich latek je hodnota absorbance pii dané vinové
délce aditivni.

Zavislost absorbance na koncentraci absorbujici latky je tedy linearni a lze ji vyuzit pro stanoveni
obsahu absorbujici latky v roztoku pomoci kalibracni zavislosti. Pii vyssich koncentracich absorbujici latky vsak
jiz dochazi k rGznym jevim (napiiklad rozptylu svétla) a kalibracni zavislost se zakfivuje k ose koncentraci. Pro
stanoveni analytu se absorbance méfi pfi vinové délce, pfi které analyt (jeho barevna forma) nejvice absorbuje.
Tuto vinovou délku zjistime z tzv. absorp¢ni kiivky, coz je zavislost absorbance roztoku na vinové délce zareni.

Absorbance

>
vlnova délka
(nm)

V experimentalnim uspotfadani spektrofotometrickych méfeni vyuzivame spojitého zdroje UV ¢Ci
viditelného zafeni (wolframova zarovka, deuteriova vybojka), miizkového monochromatoru (izolace vinové
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délky) a paprsek prochazi pres sklenénou ¢i kiemennou kyvetu, naplnénou métenym roztokem. Intenzita zafeni
se mé&fi fotoelektrickym detektorem (fotoélanek, fotobuika, fotodioda aj.)

Zdroj zareni @, Kyveta ® Detektor
UV -VIS — ™ sroztokem > siten

Spektrofotometricka stanoveni lze pouzit pro analyty, které samy absorbuji zafeni ve viditelné oblasti
spektra (jevi se jako barevné) ¢i ultrafialové oblasti (jevi se jako bezbarvé). Analyty, které samy neabsorbuji
(nebo absorbuji malo) je mozno vhodnou chemickou reakci pfevést na latky barevné, coz umozni pouziti
spektrofotometrie pro jejich stanoveni. Takovych spektrofotometrickych stanoveni je pritom vétSina. Vznikajici
barevnd sloucenina pfitom musi byt stabilni, jeji tvorba musi byt kvantitativni a rychld. Mnoha stanoveni
vyuzivaji vznik barevnych komplext. Pro stanoveni nékterych latek lze vyuzit i tzv. neptimou spektrofotometrii,
kdy analyt (sam bezbarvy) reaguje s barevnou slouceninou za vzniku slouceniny jiné barvy, takze dochazi ke
snizeni absorbance roztoku s pouzitym ¢inidlem.

Pro kvantifikaci obsahu analytu ve vzorku lze pouZzit metodu kalibra¢ni zavislosti, ktera je v ur€itém
rozmezi absorbanci linearni a zpravidla prochazi nulou (roztok bez analytu neabsorbuje zafeni) a ziskame ji
zméfenim absorbance sady kalibra¢nich roztokd o vzristajici koncentraci analytu. V linearni oblasti odezvy lze
pouzit také metodu ptidavku standardu (nespravné "metoda standardniho ptidavku"), kdy zmétime absorbanci
vzorku a dale absorbanci vzorku se znamym piidavkem standardu. Z rozdilu obou hodnot absorbance zjistime
odezvu pridaného mnozstvi analytu (standardu) a prepocteme obsah analytu ve vzorku. Tato metoda zlepSuje
spravnost vysledku stanoveni, naptiklad pfi ruseni tvorby barevného produktu n¢kterymi slozkami vzorku.

Spektrofotometrické stanoveni obsahu Fe v prirodni vodé

Princip:

Pro stanoveni nizkych koncentraci zeleza ve vzorcich pfirodnich vod se vyuziva Cervené zbarveny,
velmi stabilni komplex dvojmocného Zeleza se tfemi molekulami 1,10-fenanthrolinu, ktery vznika pii pH 2 - 9.
Reakce je velmi citliva a dovoluje stanovit obsah Fe(IT) v koncentracich i pod 0,1 mg.I"". Pro zajidténi redoxniho
stavu Fe(Il) se pridava do smési redukéni Cinidlo (naptiklad hydroxylamin hydrochlorid) a pH pro reakci se
upravuje pfidavkem octanu sodného. Vzorky vody pro stanoveni zeleza (a dalSich kovl) je nutno ihned pfi
odbéru konzervovat piidavkem kyseliny (napfiklad HNO; na koncentraci 0,5%), aby nedochazelo béhem
transportu vzorku do laboratofe ke zménam ve slozeni (srazeni hydroxidd, sorpci analyti na stény nadoby
apod.). Zelezo je dilezity biogenni prvek, jeho vyssi koncentrace napiiklad v pitné vodé vsak neni zadouci,
protoze nepftiznive ovliviiuje organoleptické vlastnosti vody (chut’, pach) a jeji technologické vyuziti.

Vyhodnoceni celkového obsahu Fe ve vzorku je mozno provést pomoci kalibra¢ni zavislosti, sestrojené
pomoci sady standardnich kalibracnich roztokl, nebo metodou pfidavku standardu. Obé tyto metody
v nasledujicim postupu vyuzijeme.

Provedeni:

Priprava standardnich kalibra¢nich roztokii:

Ze zasobniho standardniho roztoku o koncentraci Fe 1 g1 nejprve ptipravime 100 ml roztoku o
koncentraci Fe 10 mg.I" vhodnym zfedénim (do odmémé baiiky pred doplnénim po rysku piidame 1 ml HNO,
ziedéné v poméru 1:1 vodou).

Do fady 25 ml odmérnych banék pipetujeme 0 — 2 — 4 — 6 — 8 — 10 ml standardniho roztoku Fe o
koncentraci 10 mg.I", do kazdé baiiky poté pridime 1 ml 10% roztoku hydroxylamin hydrochloridu, 3 ml 2
mol.I"" roztoku octanu sodného a 1 ml 0,25% roztoku 1,10-fenanthrolinu. Barky doplnime destilovanou vodou
po znacku a obsah promichame. Pred vlastnim méfenim nechame reagovat ptiblizn€ 15 minut.

Priprava vzorku vody pro vyhodnoceni metodou kalibraéni zavislosti:

Ze vzorku vody pipetujeme 10 ml do odmérné baiky objemu 25 ml a dale postupujeme stejné, jako pfi
pripravé kalibracnich roztokd (tj. pfidavek octanu sodného, hydroxylamin hydrochloridu, 1,10-fenanthrolinu,
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doplnéni po znacku destilovanou vodou a promichani). Pfed vlastnim méfenim nechame reagovat ptiblizné 15
minut.

Priprava vzorku vody pro vyhodnoceni metodou pridavku standardu:

Vzorek bez pifidavku standardu se pfipravuje stejné, jako vzorek pro méfeni obsahu Fe metodou
kalibracni zavislosti. Vyse pfipraveny vzorek tedy vyuZzijeme pro vyhodnoceni i metodou pridavku standardu.

Vzorek s pridavkem standardu pfipravime pipetovanim 10 ml vzorku vody do odmérné banky objemu
25 ml, ptidanim 5 ml zasobniho standardniho roztoku Fe o koncentraci 10 mg.1" a dale pfidanim viech ¢inidel,
nutnych pro vybarveni. Obsah baiikky doplnime vodou po znacku a promichdme. Pfed vlastnim méfenim
nechame reagovat piiblizn¢ 15 minut.

Zméreni absorpcniho spektra:

Kalibra¢nim roztokem s nejvyssi koncentraci Fe vyplachneme nékolikrat sklenénou kyvetu a naplnime
ji asi do 2/3 objemu. Kyvetu drzime vzdy za ty stény, pies které pii mefeni neprochazi paprsek svétla (zpravidla
matované) a po naliti roztoku kyvetu otfeme kouskem bunicité vaty. Druhou kyvetu stejnym zptisobem naplnime
slepym pokusem (kalibracni roztok o nulové koncentraci Fe). Podle navodu u spektrofotometru nastavime
vinovou délku 430 nm, dale nulovou polohu pfistroje a po zafazeni kyvety s barevnym roztokem odeéteme
absorbanci. Poté zménime vinovou délku o 10 nm a nastaveni nulové polohy a odecet absorbance barevného
roztoku opakujeme, az k vinové délce 600 nm.

Ze ziskanych pard hodnot (vinova délka - absorbance) sestrojime absorpéni kfivku a odecteme vinovou
délku maxima absorbance. Pfi této vinové délce provadime vSechna dal$i méfeni. Absorpéni kiivku ptilozime
k protokolu.

Méieni absorbance pripravenych roztoki a vyhodnoceni:

Po zjisténi vlnové délky maxima absorpce nastavime na spektrofotometru tuto vinovou délku,
nastavime nulovou polohu (na nulovy kalibra¢ni roztok) a proméfime absorbanci vSech pfipravenych
standardnich roztoku, vzorku a vzorku s pfidavkem standardu.

Sestrojime graf zavislosti absorbance kalibrac¢nich roztokd na absolutnim mnozstvi Fe (v ug) a body
prolozime pfimkou, prochazejici nulou. Z kalibra¢ni zavislosti ode¢teme obsah Fe v pipetovaném mnozstvi
vzorku vody a pfepo¢teme na koncentraci v mg.I"". Kalibraéni graf ptiloZime k protokolu.

Absorbanci vybarveného roztoku vzorku a vzorku s pridavkem standardu pouzijeme pro vypocet
obsahu Fe metodou pridavku standardu, a to graficky nebo pocetné. Pro grafické zpracovani sestrojime zavislost
absorbance roztoku na mnozstvi pridaného Fe - absorbance roztoku samotné¢ho vzorku tedy bude leZet na ose y
(mnozstvi pfidaného Fe = 0 pg), absorbance roztoku vzorku s ptidavkem Fe bude vynesena proti mnozstvi Fe =
50 pg. Spojenim obou bodu pfimkou a jejim protazenim k ose x v zaporné ¢asti ziskame v pruseciku ptimky s
osou x zapornou hodnotu obsahu Fe v pipetovaném mnozstvi vzorku, které opét pfepocteme na koncentraci
vmg.l". Podetn& lze postupovat tak, ze od absorbance vzorku s piidavkem ode¢teme absorbanci vzorku bez
pridavku - ziskana hodnota absorbance potom odpovida pouze pridanému mnozstvi Fe (50 pg). Z téchto hodnot
a hodnoty absorbance vzorku bez piidavku vypocitdme mnoZzstvi Fe pfimou imérou a opét piepoCteme na
koncentraci v mg.I". Grafické & podetni vyhodnoceni uvedeme v protokolu.

Zjisténé absorbance vybarvenych standardnich roztokt spolu s mnozstvim Fe (v g v odmérné barice) a
prepoctenou molarni koncentraci komplexu Fe(II)-1,10-fenanthrolin uvedeme v protokolu do tabulky a pro
kazdy zméfeny kalibrac¢ni roztok provedeme vypocet molarniho absorpcniho koeficientu komplexu a jeho
prumérnou hodnotu.

Pipetovany objem | Mnozstvi Fe v baice Koncentrace Nameétend A Molérni absorpéni
standardu Fe komplexu koeficient
ml ug mol.I" L.mol".cm™
0
2
4
Prumér - - -
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Uloha ¢. 9 - Atomova absorp¢ni a emisni spektrometrie -
Stanoveni zinku a drasliku v multivitaminovém pripravku

Atomova absorpéni a emisni spektrometrie patii mezi metody optické - vyuzivime zde absorpci ¢i
emisi zafeni s energii, odpovidajici vlnovou délkou ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Ob¢ tyto metody hraji
velmi vyznamnou ulohu v analytické chemii pfi stanoveni celkovych obsahl prvkd (pfedevsim kovovych)
v nejrazngjsich typech vzorkd, véetné vzorku biologickych materialt.

Zakladem obou téchto metod je nejprve prevedeni vzorku, respektive analytu ve vzorku, do formy
volnych atomt v plynném stavu. V atomové absorpéni spektrometrii (AAS) vyuzivame skuteénosti, Ze elektrony
valen¢ni vrstvy atomu v zdkladnim stavu mohou piijimat energii ve form¢ zafeni o vhodné vinové délce a
dochazi k excitaci elektronu. Energie tohoto zareni je shodna s excitacni energii pfechodu valen¢niho elektronu
do nékteré z vyssich, neobsazenych energetickych hladin. Dochazi k absorpci zafeni volnymi atomy v plynném
stavu a miru absorpce zafeni je mozno meéfit. Atomy absorbuji zafeni ve velmi tizkém spektralnim intervalu.
V tomto intervalu 0,0005 — 0,005 nm musi zdroj zafeni emitovat vysokou zafivou energii. Proto se pouziva
zafeni téhoz prvku, ktery stanovujeme. Mezi pivodnim tokem zéfeni @, a tokem zafeni @, ktery je vysledkem
snizeni toku @, absorpci atomy v plynném stavu, plati Lambertiv-Beeriv zakon

O =d,. 10 <N!
ve kterém jednotlivé symboly znadi:
Kk — atomovy absorpéni koeficient
1 — délka absorpéni vrstvy

N — pocet atomtl v jednotce objemu.
Po jeho tipravé zavedenim bezrozmérné veliCiny absorbance, A ziskame vztah
A=log®y)/®=«.N.I

Pro praktickd méfeni neni dulezité znat absolutni pocet atomid v absorpénim objemu, nybrz obsah
analytu ve vzorku. Naméfena hodnota absorbance se proto vztahuje na koncentraci analytu ve vzorku.
V atomovém absorpénim spektrometru zafeni ze zdroje prochazi absorpcnim prostiedim (atomizatorem),
optickou soustavou a dopada na detektor a zafizeni, kde se méfi a vyhodnocuje signal. Pro atomizaci analytu
vyuzivame atomizatory - nejbéznéjsi je plamen (napiiklad acetylen - vzduch) nebo elektrotermicky atomizator
(ohfev ohmickym odporem pii prichodu proudu napiiklad grafitovou trubici). Zdrojem zateni pro méfeni
absorpce atomi jsou zpravidla vybojky s dutou katodou, vyrobenou z prvku, ktery stanovujeme. Pro detekci
zateni se zpravidla vyuziva fotonasobic.

V atomové (optické) emisni spektrometrii (AES, OES) vyuzivame toho, ze u volnych atomti mizeme
vhodnym zptsobem excitovat valencni elektrony do nékteré z vyssich energetickych hladin. Pfi deexcitaci
(névratu elektronu na niz$i ¢i ptivodni energetickou hladinu) se pfebytecnad energie vyzaii a dochazi k emisi
zateni. Energie (vlnova délka) zafeni odpovida energetickému rozdilu hladin a je charakteristicka pro dany
ptechod - souvisi s elektronovym obalem atomu a tedy i s prvkem, ktery dané zafeni emituje. Spektralni analyzu
emitovaného zafeni lze vyuzit pro kvalitativni rozbor vzorku a dikaz pfitomnosti uréitych prvku. Intenzita zateni
o vybrané vlnové délce (analyticka vinova délka) zavisi na koncentraci emitujicich ¢astic v excitaénim zdroji a ta
je zavisla na koncentraci (¢i absolutnim obsahu) analytu ve vzorku. Pro atomizaci a excitaci analytu lze vyuzit
plamene jako v AAS (plamenova fotometrie, naptiklad pro stanoveni alkalickych kovii), vétsi pocet prvki je
vsak excitovan v riznych plazmovych zdrojich (elektricky oblouk, indukéné vazané plazma, mikrovinné plazma
aj.). Pro izolaci zafeni o potiebné vinové délce se pouzivaji zpravidla monochromatory na principu difrakéni
miizky a intenzita zafeni je méfena fotoelektrickym detektorem. Atomovy plamenovy emisni spektrometr se
sklada z budiciho zdroje, monochromatoru, fotoelektrického detektoru a zafizeni pro vyhodnocovani signalu.
V soucasné dobé se vedle jednotcelovych plamenovych spektrometrti s vyhodou pouzivaji atomové absorpéni
spektrometry, pfiCemz je privod k primarnimu zdroji zafeni zakryt clonou a emitované zafeni je pferusovano
(modulovano) vykonnym pferusovadem za ucelem ziskani vystupujiciho signalu rozliSitelného od signalu
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pozadi. Témét kazdy komeréni atomovy absorpcni spektrometr lze snadno pouzit jako atomovy emisni
spektrometr.

Vzorek vnasime do atomizaéniho (AAS) ¢i excita¢niho (AES) prostiedi zpravidla ve formé roztoku,
ato zmlzovanim proudem plynu. Vznikne aerosol, ktery vnasSime do plamene - zde dojde k odpafeni
rozpoustédla (vody), atomizaci a pfipadné excitaci atoml. Pevné vzorky ¢i vzorky ve vodé nerozpustné je tedy
nejprve nutno prevést do roztoku. Vyuzivame k tomu rozpousténi napiiklad v kyselinach, smési kyselin, taveni
s vhodnym ¢inidlem a dal$i postupy. V ptipad¢é biologickych materiali hovofime o tzv. mineralizaci, kdy
pouzitym postupem odstranime (alespoii ¢asteéné€) organické slozky vzorku (bilkoviny, sacharidy, tuky aj.).
V nékterych pifipadech neni nutno rozlozit vzorek zcela - staci, pokud se ndmi stanovovany analyt rozpusti
(vyextrahuje se) v pouzitém Cinidle.

Kvantitativni analyza vyuziva zavislosti mezi naméfenym signalem (absorbanci, intenzitou
emitovaného zafeni) a koncentraci analytu v roztoku vzorku. Nejde o metody absolutni a proto je nutna kalibrace
pomoci sady standardnich kalibracnich roztokl o vzristajici koncentraci analytu. Kalibrani zavislosti byvaji
zpravidla linearni v urcité oblasti koncentraci, a proto je vhodné koncentraci analytu ve vzorku upravit tak, aby
intenzita zmé&feného signalu lezela v linearni ¢asti. Obé metody dosahuji nizkych mezi detekce, jsou ureny
prevazné pro stanoveni nizkych az stopovych koncentraci analyti, napfiklad tézkych kovu ¢i alkalickych kovu.
Ve stopové analyze se vSak setkavame s problémy, které jsou pii stanoveni vyssich koncentraci (odmérna
analyza, gravimetrie aj.) opominutelné. Jde piedevsSim o hodnotu slepého pokusu - tedy koncentraci analytu
v roztoku, ktery obsahuje vSechna nami pouzita Cinidla pro stanoveni a byl podroben vSem operacim, ale
neobsahuje analyzovany vzorek. V pfipad¢ stanoveni nizkych obsahti analytu je takovyto slepy pokus nutny,
protoze z pouzitych chemikalii, nadobi, vody i ze vzduchu ¢i pracovnika mtize dochdzek ke kontaminacim pii
zpracovani vzorku pfed méfenim. Hodnotu slepého pokusu je potom nutno odecist od stanovené¢ho obsahu,
protoze by se tim zkreslil vysledek stanoveni a analyza by byla nespravna.

Stanoveni zinku metodou AAS a drasliku metodou AES
v multivitaminovém pripravku

Princip:

Tabletu multivitaminového pfipravku nejprve rozpustime ve vhodném Ccinidle a roztok zbavime
nerozpustnych pfimési, které by rusily pfi stanoveni. Roztok nafedime tak, aby koncentrace analytu lezela v
rozsahu koncentraci kalibraéni zavislosti a proméfime absorbanci, resp. intenzitu emise, na atomovém
absorpénim spektrometru. Pro oba analyty (Zn, K) pfipravime sadu kalibracnich roztoku, které vyuzijeme k
sestrojeni kalibra¢nich zavislosti. Cilem ulohy je stanoveni obsahu Zn a K v jedné multivitaminové tableté - I1ze
postupovat tak, ze jednu tabletu celou rozlozime a stanovime obsah analytl v roztoku, nebo tabletu zvazime,
rozdrtime, v alikvotnim podilu po rozloZzeni stanovime obsah analyti a pfepoéteme na celou tabletu. Vedle
kvantitativniho stanoveni obsahu drasliku vyuzijeme emisni spektrometrie také pro kvalitativni dikaz nékterych
dalsich prvkda.

Hlavni rezonanéni ¢ary alkalickych kovil lezi pfevazné ve viditelné oblasti spektra. Spektralné se
projevuji intenzivnimi dublety. Pfi stanoveni drasliku je nejcitlivéjsi ¢ara pii 766,5 nm, vyhodnou se jevi také
druha céara dubletu pfi 769,9 nm. Vzhledem k nizké excitacni energii staci k excitaci atomtl i nizkoteplotni
plameny. Pfi stanoveni alkalickych kovii pomoci AAS a AES se s modernimi pfistroji dosahuje vysledki
podobné kvality. Pfednosti AAS jsou mensi spektralni rusivé vlivy. Diky nizkym hodnotam ionizacnich energii
dochazi u alkalickych kovt snadno k ionizaci, zejména pii vyssi teploté plamene. Pro jejich stanoveni se nékdy
doporucuje chladn&jsi plamen zemni plyn-vzduch nebo propan-vzduch. Nizka teplota plamene vsak vede
ke zvySeni vlivu osnovy vzorku. Stechiometricky plamen acetylen-vzduch je teplejsi, ziskané signaly jsou
stabilni a reprodukovatelné. V plameni acetylen-N,O ionizuji v§echny alkalické kovy a jejich stanoveni vyZaduje
pridavek ionizacniho pufru k potlaceni ionizace (jeden z alkalickych kovi v nadbytku). K potlaceni ionizace
drasliku je vSak tfeba piidavku vysoké koncentrace Na (jako NaCl), ktera ale vede k nestabilité signalu
pravdépodobné ucpavanim hotaku. Pouziti koncentrace 1 g1 Na je feSeni kompromisni. Uéinny je pridavek 1
g1 Cs. Kalibraéni kiivky pfi stanoveni v plameni acetylen-vzduch jsou linearni v rozsahu do 2 mg.1" K.

Stanoveni zinku patii k nejcitlivéj§im stanovenim v AAS. Charakteristickd koncentrace je vétSinou
0,018 mg I"' Zn. Zinek je v plameni zcela disociovéan a na jeho stanoveni neptisobi zadné vyrazngjsi rugivé vlivy.
Stanoveni se provadi AAS v plameni acetylen-vzduch pomoci kalibra¢ni kiivky sestrojené pro srovnavaci
roztoky do 2 mg.I"! Zn.
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Provedeni:

Priprava vzorku multivitaminového pripravku:

Celou tabletu zalijeme v kadince (100 ml) 10 ml 10% roztoku kyseliny dusi¢né. Kadinku umistime na
plotynku vari¢e a mirné zahfivame, az se tableta rozpadne. Poté obsah kadinky nechame vychladnout, zfedime
na asi 60 ml destilovanou vodou a prefiltrujeme pies papirovy filtr do odmérné bainky objemu 100 ml. Do banky
pritom musime dostat kvantitativné veskery roztok z kadinky, tzn. kadinku je nutno nékolikrat vyplachnout
malym mnozstvim vody (a prefiltrovat) a filtr nasledné zbavit ulpivajiciho roztoku oplachem destilovanou vodou
ze stficky. Odmérnou baiiku poté doplnime vodou po znacku a promichame. Stejnym zpisobem provadime
islepé stanoveni, véetné zahfivani na vafic¢i a filtrace! Ziskany roztok potom vhodné nafedime 1% roztokem
HNO; tak, aby koncentrace analytu (Zn, K) lezela asi uprostied kalibracni zavislosti. Pro stanoveni drasliku je
nutno jesteé pred doplnénim po rysku pfidat tolik zasobniho roztoku Na (Cs), aby jeho koncentrace po doplnéni
byla 1 g.I" (také slepy pokus je nutno fedit s ptidavkem Na!).

Stanoveni drasliku AES:

Ze zasobniho standardniho roztoku o koncentraci K 1 gl nejprve piipravime 100 ml roztoku
o koncentraci K 10 mg.l"' vhodnym ziedénim. Dal$im fedénim zasobniho standardniho roztoku drasliku
o koncentraci 10 mg.I" 1% roztokem kyseliny dusiéné piipravime sadu standardnich kalibraénich roztoki
o koncentraci K 0 - 2 mg.I"' po 0,5 mg.I"' (po 25 ml). Ke kazdému roztoku piidame tolik zasobniho roztoku Na
(Cs), aby jeho koncentrace po dopInéni odmérné baiiky byla 1 g.I"". Po nastaveni piistroje proméiime dle navodu
intenzitu emise na analytické cafe drasliku a pomoci obsluzného programu sestrojime kalibracni zavislost
(linearni, prochazejici nulou). Zméfime koncentraci K ve slepém pokusu a v pfipraveném roztoku vzorku.
Koncentraci vyhodnocenou dle kalibrac¢ni zavislosti pfepoc¢teme na mnozstvi K v tableté (po pfipadné korekci na
hodnotu slepého pokusu) a srovname s deklarovanou hodnotou.

Kvalitativni spektralni analyza:

Podle navodu k pfistroji nasnimdme emisni spektrum pfi zmlZzovéani nefFedéného roztoku vzorku
v rozsahu vlnovych délek 550 - 800 nm. Odecteme vinovou délku pozorovanych emisnich Car a identifikujeme
jednotlivé cary ve spektru (tj. ktery prvek zaieni o dané vinové délce emituje). Spektrum vytisknéte a ptilozte k
protokolu.

Stanoveni zinku AAS:

Ze zasobniho standardniho roztoku o koncentraci Zn 1 g.I' nejprve piipravime 100 ml roztoku
o koncentraci Zn 10 mgl' vhodnym zfedénim. Dal§im fedénim zasobniho standardniho roztoku zinku o
koncentraci 10 mg.I" 1% roztokem kyseliny dusi¢né pripravime sadu standardnich kalibra¢nich roztoki o
koncentraci Zn 0 - 1 mg.I" po 0,2 mg.I"" (po 25 ml). Po nastaveni pfistroje proméiime dle navodu absorbanci na
¢afe zinku a pomoci obsluzného programu sestrojime kalibracni zavislost (linedrni, prochazejici nulou).
Zméfime koncentraci Zn ve slepém pokusu a v pfipraveném roztoku vzorku. Koncentraci vyhodnocenou dle
kalibra¢ni zavislosti pfepo¢teme na mnozstvi Zn v tableté (po pfipadné korekci na hodnotu slepého pokusu) a
srovname s deklarovanou hodnotou.
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Uloha & 10 - Potenciometricka a konduktometricka
indikace bodu ekvivalence - Stanoveni kyseliny fosfore¢né
v kolovych napojich

Potenciometrie je zaloZena na sledovani zmén potencialu vhodné indikacni elektrody na koncentraci
iontu, ktery tento potencial ovliviiuje. Indikacni elektrodou mohou byt elektrody I. druhu (kovové elektrody,
naptiklad stiibrna, reaguje na koncentraci Ag"), elektrody II. druhu (elektrody se srazeninou, naptiklad Ag/AgCl,
reaguje na koncentraci Cl'), redoxni elektrody (platinova, zlata, reaguji na pomér oxidovana forma / redukovana
forma) nebo iontové selektivni elektrody membranové (sklenénd pH elektroda, reaguje na koncentraci H).
Potencial elektrody nelze méfit pfimo, ale vzdy je vztazen k jiné elektrod€, tzv. referentni (naptiklad
kalomelova nebo argentchloridova elektroda). V potenciometrii tedy meéfime potencidlovy rozdil, tzv.
elektromotorické napéti EMN, mezi indikacni a referentni elektrodou. Toto napéti je umérné koncentraci iontu ¢i
poméru koncentraci dvou forem.

Tuto metodu Ize vyuzit v tzv. piimé potenciometrii k méteni koncentrace (resp. aktivity) danych ionti
(napriklad méteni pH sklenénou elektrodou) po pfedchazejici kalibraci na sadu standardnich roztokd. S vyhodou
lze potenciometrickd méfeni vyuzit pii ruznych typech potenciometrickych titraci k sestrojeni tzv.
potenciometrické titracni kiivky, ze které je mozno zjistit bod ekvivalence a nékteré dalsi informace
(napriklad disocia¢ni konstantu). Titra¢ni kfivka obecné je zavislost néjaké vlastnosti, charakterizujici titrovany
roztok, na objemu pfidaného titracniho ¢inidla. U potenciometrické titracni kfivky vynasime zavislost EMN (¢i
pfimo pH) na objemu pfidaného Cinidla. Z titracni kiivky lze zjistit bod ekvivalence jako inflexni bod sigmoidni
ktivky, a to bud’ graficky, a nebo pocetné (z prvni derivace, druhé derivace, po linearizaci dle Grana aj.).

Vhodnou volbou indikaéni elektrody Ize vyuzit potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence témet pro
vSechny bézné pouzivané typy titraci, jako je alkalimetrie a acidimetrie (sklenéna pH elektroda), oxidimetrie ¢i
reduktometrie (Pt, Au elektrody), srazeci titrace (Ag elektroda v argentometrii) nebo chelatometrie (iontové
selektivni membranové elektrody).

Konduktometrie je zalozena na méfeni vodivosti roztokt. Rizné ionty vedou elektricky proud rizné, a
tak je vodivost roztoku ve vztahu k jeho slozeni. V porovnani s potenciometrii je vSak konduktometrie znaéné
neselektivni a lze tak primou konduktometrii vyuzit pouze pfi analyze jednoslozkovych smési. Naopak se
neselektivita vyuziva pii stanoveni celkového obsahu rozpusténych latek ve vodach (mérnd vodivost,
konduktivita).

Sledovanim vodivosti titrovaného roztoku lze také zjisti bod ekvivalence pfi tzv. konduktometrickych
titracich. Konduktometricka titra¢ni krivka se skladd ze dvou linearnich casti, které se protinaji v bod¢
ekvivalence. Pridavanim titracniho Cinidla se ndm v titrovaném roztoku méni koncentrace jedné ze slozek
(reaguje) a vznika slozka jind. Vhodné je, aby tyto dvé slozky mély velky rozdil v molarnich iontovych
vodivostech - titracni kiivka ma potom ostry pfechod v bod¢ ekvivalence. Piikladem jsou acidobazické titrace,
kde Ize tento zptisob indikace s vyhodou pouzit (iontova vodivost H* a OH™ iontl je velikd v porovnani s
ostatnimi ionty a zmény vodivosti jsou tak vyrazné). U ostatnich typu titraci reakce vétSinou vyzaduje Gpravu
prostiedi (okyseleni, pufrovani aj.), takze titrovany roztok sam ma vysokou hodnotu vodivosti a malé zmény,
zpusobené vlastni reakci, nejsou dobie postichnutelné.

Potenciometrické i1 konduktometrické indikace bodu ekvivalence jsou vhodné pro mozZnost
automatizace celého procesu a vyuzivaji se v tzv. titratorech. S vyhodou je lze pouzit pro titraci roztokt
zakalenych ¢i zbarvenych, u kterych by byla vizualni indikace bodu ekvivalence obtizna ¢i nemozna.

Stanoveni kyseliny fosforecné v kolovych napojich

Princip:

Kyselina fosfore¢na se pouziva v potravinafstvi jako okyselujici prostfedek (dle klasifikace ptidatnych
latek - E338). Znamé je jeji pouziti v n¢kterych typech kolovych napoji (Coca-Cola aj.). Jeji obsah se pohybuje
v tadu stovek mg.1" v limonadg. Jako pomérné silna kyselina ma ve vyssich koncentracich nepiiznivy vliv na
zubni sklovinu a zalude¢ni sliznici. Vzhledem k pfitomnosti barviv je jeji stanoveni alkalimetrickou titraci s
vizualni indikaci bodu ekvivalence znemoznéno. S vyhodou tedy vyuzijeme moznosti potenciometric a
konduktometrie k indikaci bodu ekvivalence pfi titraci kyseliny fosfore¢né v Cole roztokem hydroxidu sodného.
Kyselina fosfore¢na je stiedné silna, trojsytna kyselina. Disociuje ve tfech stupnich dle rovnic:
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1. stupei: H;PO, s H' + H,PO, pKa =212
2. stupeti: H,PO4 S H'+ HPO,* pKo =721
3. stupefi: HPO,* S H'+ PO pKas = 12,46

Prakticky Ize kyselinu fosforecnou titrovat do prvnich dvou stupnii - s vizualni indikaci do prvniho
stupné na methylovou oranz a do druhého stupné na fenolftalein. Na potenciometrické titracni kiivce se projevi
stupniovita neutralizace dvéma skoky s dvéma inflexnimi body. V pfipadé¢ konduktometrické titrace
zaznamenavame nejprve pokles vodivosti (klesd koncentrace silng vodivych H', narlistd koncentrace méné
vodivych H,PO,), za prvnim bodem ekvivalence dochazi opét k nariistu vodivosti. Pro vyhodnoceni obsahu
kyseliny fosforecné v limonadé¢ 1ze pouzit pouze titraci do prvniho stupné, protoze se zde nachazi celd rada
dalsich latek, které se mohou titrovat spole¢né s kyselinou fosfore¢nou (slabé organické kyseliny, uméla sladidla,
oxid uhli¢ity) pfi titraci do druhého stupné.

Standardizace odmérného roztoku NaOH 0,025 mol.I"
M[NH,SO;H] = 97, 095 g.mol”

Piipravte 100 ml roztoku kyseliny amidosulfonové o koncentraci 0,025 mol.I". Standardizaci
odmérného roztoku NaOH proved'te titraci 10 ml roztoku kyseliny amidosulfonové, zfedéné v kadince na objem
asi 150 ml za soucasného michani a zapisovani hodnot pH a vodivosti po kazdém pridavku ¢inidla (po 0,5 ml).
Kolem oéekavaného bodu ekvivalence (+ 2 ml) zmensete pfidavky titracniho ¢inidla, aby byla potenciometricka
titra¢ni kiivka vykreslena z dostateéného poctu bodu. V titraci je tfeba pokracovat i za bodem ekvivalence, aby
bylo mozno zavislosti vhodné prolozit. Sestrojte titraéni kiivky, proloZte experimentalni body kiivkou
(potenciometrie) ¢i pfimkami (konduktometrie), ode¢téte body ekvivalence a vypoctéte koncentraci odmérného
roztoku pro kazdou z pouzitych metod indikace bodu ekvivalence.

Titrace vzorku kyseliny fosfore¢né
M[H;PO,] =97, 995 g.mol”

Vzorek Cisté kyseliny fosforeéné dopliite v odmérné baiice po rysku a po promichani pipetujte 20 ml do
kadinky a zfed'te vodou tolik, aby bylo mozno do kadinky umistit elektrodu pH-metru, konduktometru a
michadlo tak, aby nedochazelo k narazim michadla do elektrod. Titrujte roztok kyseliny za soucasného
zapisovani pH a vodivosti (pfidavky po 0,5 ml) a pokracujte v titraci az za bod ekvivalence (do 25 ml). Sestrojte
titraéni kfivky, odeététe body ekvivalence a vypoététe koncentraci kyseliny fosforeéné (v mg.I") z koncentrace
odmérného roztoku odpovidajici metody (konduktometrie - konduktometrie).

Titrace vzorku limonady

Ze vzorku limonady, ktery byl pfedem zbaven oxidu uhli¢itého povarenim, pipetujte 20 ml do kadinky a
zpracujte stejné, jako vzorek Cisté kyseliny fosfore¢né. Sestrojte titracni kiivky, srovnejte tvar titranich kiivek
Cisté kyseliny a limonady a z objemu v bodu ekvivalence vypoctéte koncentraci kyseliny fosforecné ve vzorku
(vmg.1™).

Potenciometricka a konduktometricka titracni kiivka kyseliny fosforec¢né a zjisténi bodu ekvivalence (1. stupeii)
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Uloha & 11 - Stanoveni obsahu [karotenu v dZusu
extrak¢ni spektrofotometrii

Princip:

Separa¢ni metody (napt. chromatografie, extrakce, elektroforéza aj.) hraji v analytické chemii velmi
dilezitou roli. Smés stanovanych latek se nejprve vhodnou technikou rozdéli na chemické individua a nasledné
se detekuje jejich koncentrace ¢i absolutni mnozstvi. Chromatografické techniky vyzaduji pomérné slozité
zafizeni, proto se pro demonstraci vyuziti separacnich technik spokojime s jednodussi variantou - kapalinovou
extrakci, kterou vyuZzijeme k separaci S-karotenu ze smési s dal$imi latkami v napoji (multivitaminovy dzus).

[karoten je ptirodni barvivo chemicky patfici do skupiny tetraterpenoidi a je provitaminem vitaminu
A. Karoteny jsou nepolarni organickd barviva, rozpustnd v tucich a nepolarnich rozpoustédlech. K jejich
oddéleni od matrice lze vyuzit opakovanou extrakci do hexanu (jedinym extrakénim krokem bychom
nevyextrahovali veSkery [-karoten). Intenzitu zbarveni extraktu lze piimo méfit spektrofotometricky proti
hexanu a ze zndmé hodnoty absorpéniho koeficientu se vypocte obsah karotenu v testovaném materialu:

CkaroOTEN = (3,860 * Ayso * Ve *R) / Vy,

kde

CKAROTEN je hmotnostni koncentrace S-karotenu v mg.l’l

3,86 je absorpéni koeficient Skarotenu v hexanu pti vinové délce 450 nm

Ayso je absorbance hexanového extraktu pii 450 nm, méfena proti hexanu v 1 cm kyveté
Vex je objem hexanového extraktu po extrakci vzorku, v ml

R je faktor fedéni hexanového extraktu, pokud je pfili§ vysoka hodnota absorbance
V., je objem vzorku dzusu, ktery byl extrahovan hexanem, v ml

Pracovni postup

Do délici nalevky odpipetujeme 10 ml vzorku dzusu, pfidame 30 ml vody, 1 ml 2M HCI a 10 ml
hexanu z davkovace. Nalevku zazatkujeme, oto¢ime vzhlru stopkou a uvolnime pretlak otevienim kohoutu. Po
uzavieni kohoutu mirné zatfepeme a opét uvolnime pietlak. Jesté jednou zopakujeme uvolnéni pretlaku a poté
s uzavienym kohoutem nalevkou intenzivné tfepeme asi 20 sekund. OtoCime vzhlru zatkou, celou nalevkou
zakrouzime a postavime do stojanu.

Po oddéleni vrstev odzatkujeme nalevku a spodni (vodnou) vrstvu odpustime do kadinky (objemu 150
ml), k hexanové vrstveé pfilijeme 10 ml vody a protiepeme. Po oddéleni vrstev spodni vodnou vrstvu spojime
s predchozi a hexanovou vrstvu odpustime do zabrousené bani¢ky objemu 100 ml.

Vodnou vrstvu vratime zpét do délici nalevky a cely postup s 10 ml hexanu opakujeme, véetné vyprani
hexanové vrstvy vodou. Vodna vrstva opét pfijde spojit s piedchozi vodnou vrstvou, hexanova po vyprani pfijde
spojit s hexanovou vrstvou z ptedchozi extrakce. Poté extrakci zopakujeme jesté dvakrat, opét s 10 ml hexanu.

Po ctvrté extrakei nechame hexanovou vrstvu v nalevce, pfidame k ni pfedchozi hexanové extrakty a 40
— 50 ml vody. Protiepeme a po oddéleni fazi vodnou vrstvu odpustime do odpadu. Hexanovou vrstvu vypustime
do zabrousené banicky, pfidame 1 1zi¢ku bezvodého siranu sodného na vysuseni hexanové vrstvy a intenzivné
trepeme asi 20 sekund. Poté extrakt prefiltrujeme pies suchy filtraéni papir do 50 ml odmérné banky. Siran
sodny v baniéce prelijeme 10 ml hexanu, zatfepeme (vypereme zbytky extraktu ze soli) a opét prefiltrujeme do
odmérné banky. Filtr jeSt€ promyjeme malym mnozstvim Cistého hexanu (pozor na pfeliti objemu odmérné
banky!). Poté odmérnou banku doplnime hexanem po rysku a obsah zamichame.

Extrakt nalijeme do suché kyvety spektrofotometru, druhou naplnime ¢istym hexanem (obé kyvety
pfitom uzavieme vickem, aby se nam tckavy hexan z kyvety béhem méfeni neodpafoval). Proméfime na
spektrofotometru absorpéni spektrum v rozsahu 430 — 540 nm (po 5 nm) a dale absorbance roztoku pti 450 nm a
477 nm.

Ze zjisténych hodnot sestrojime absorpcni kiivku (graf) a pfilozime k protokolu. Z hodnot absorbanci
pii 450 nm a 477 nm provedeme zkousku totoZnosti — pomér téchto hodnot pro ¢isty S-karoten je v rozmezi 1,16
— 1,18. Je-li naméfeny pomér jiny, vyextrahovaly se soucasné s [Skarotenem také jind nepolarni barviva
(xanthophyly). Z absorbance pti 450 nm vypoctéte hmotnostni koncentraci Skarotenu ve zkoumaném vzorku
dzusu a porovnejte s ptipadné deklarovanou hodnotou.

Veskeré zbytky hexanu (i extrakt po zméteni) slijte do lahve k tomu urcené! Laboratorni sklo, které
ptichazi do styku s Cistou hexanovou fazi (odmérna banka, nalevka, kyvety) musi byt suché! Pfipadné kapky
vody odstrante oplachnutim nadobi alkoholem.
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Uloha ¢&. 12 — Stanoveni vlhKosti a popela v mouce

Nasledujici tloha nepatii mezi typické chemicko-analytické postupy. Protoze je vSak stanoveni
vlhkosti, resp. suSiny a nespalitelného podilu (popela) v biologickych materialech pomérné Casté, provedeme
v této uloze stanoveni vlhkosti a popela v mouce. Obsah nékterych analytli v materialech, které nejsou suché
(naprosta vétsina rostlinnych ¢i zivocisnych tkani, potraviny aj.), se vyjadfuji jako obsah v su$ing, aby byl stav
vzorku definovany. U mnoha analytii ale neni mozno provést stanoveni ve vysuseném vzorku, at’ jiz vzhledem k
tékavosti, nebo nestabilité analytu. Stanovi se proto v ptivodnim, mokrém vzorku, a v separatnim podilu se
stanovi susina. V této uloze provedeme stanoveni popela ve (vlhkém) vzorku mouky, v dal§im podilu stanovime
vlhkost (resp. susinu) a obsah popela vyjadfime jako obsah v suSiné.

Pracovni postup
Stanoveni obsahu vlhkosti v mouce

Hodinové sklo nejprve vysuSime v susarné po dobu 30 minut pfi 130°C a nechame zchladnout
v exsikatoru 15 minut. Po ochlazeni hodinové sklo zvazime na analytickych vahach. Po té na sklo navazime 1 —
2g vybraného vzorku mouky, pfi¢emz ji rozprostfeme na skle do tenké vrstvy uz pred vazenim. Vzorek suSime
v susarné po 30 minut pti 130°C a nechame opé&t zchladnout v exsikatoru 15 minut. Po ochlazeni hodinové sklo
s vysuSenym vzorkem zvazime na analytickych vahach. Vypocteme obsah vody v % a také obsah suSiny v %.

Stanoveni obsahu popela v mouce

Na analytickych vahach zvazime pfedem vyzihany porcelanovy kelimek a navazime 1 g vzorku mouky.
V digestofi spalime obsah kelimku a plnym plamenem zihdme alespon 1,5 hodiny (popel nesmi zlistat cerny).
Kelimek nechame vychladnout (v exsikatoru) a zvazime. Vypocteme obsah popela (mineralnich latek) v % a

podle obsahu vlhkosti pfepocitdme také na susinu.

V pifipadé potravin podléhaji nékteré hodnoty ukazatell jejich kvality normam. Vami stanovené
hodnoty vlhkosti a obsahu popela proto srovnate s poskytnutymi piedpisy.
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Uloha ¢&. 13 - Chemicko-analytické vypoéty

1) Standardni roztok médi (méd’natych kationll) je mozno pfipravit riznymi zpusoby, napiiklad rozpusténim
navazky kovové médi v kyseliné dusi¢né a doplnénim na definovany objem. Vypocitejte, kolik g kovové médi je
tieba na piipravu 500 ml roztoku méd’natych kationti o koncentraci 0,1 mol.1".

2) Vypocitejte, kolik bezvodého siranu méd’natého je tfeba na piipravu stejného standardniho roztoku Cu jako
v prikladu 1.

3) Jaka musi byt molarni koncentrace pentahydratu siranu médnatého roztoku, ktery odpovida roztoku o
koncentraci siranu méd’natého 0,5 mol.I"!?

4) Vypoctéte, kolik ml koncentrované kyseliny chlorovodikové je tieba odmétit, aby po doplnéni na objem 2000
ml byla koncentrace vzniklého roztoku HCI 0,1 mol.lI". Koncentrace HCl v koncentrované kyseling
chlorovodikové je 35% (hmotn.), jeji hustota 1,19 g.cm™.

5) Vypoctéte, kolik g bezvodého uhlic¢itanu sodného bude tieba navazit na ptipravu 100 ml jeho roztoku, aby pfi
titraci 10 ml tohoto roztoku kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 0,1 mol.I" (na methyloranz) byla spotieba
roztoku HCI asi 20 ml.

6) pH zaludecnich §tav je pfiblizné 2. Vypoctéte molarni koncentraci a hmotnostni zlomek HCI (v %) v
zalude¢ni St'ave.

7) Jaka musi byt koncentrace roztoku hydroxidu sodného, pouzitého pti alkalimetrickém stanoveni koncentrace

vvvvv

odmeérného roztoku NaOH?

8) Obsah zeleza ve slitiné byl stanoven manganometrickou titraci po rozpusténi vzorku ve ziedéné kyseline
sirové. Navazka 0,2033 g byla po rozpusténi titrovana roztokem manganistanu draselného o koncentraci 0,02088
molL.I"". Jeho spotieba ¢inila 30,34 ml. Vypoététe obsah Fe (v hmotnostnich %) ve sliting.

9) Jaké bude vysledné pH roztoku kyseliny octové, smisime-li 100 ml roztoku o pH = 2,16 a 500 ml roztoku o
pH = 3,167 pKa=4,75

10) Jaké bude pH roztoku, ktery vznikne smisenim 250 ml roztoku kyseliny dusiéné o koncentraci 0,05 mol.1" a
50 ml roztoku hydroxidu barnatého o koncentraci 0,125 mol.I"'?

11) Jaka bude koncentrace volné kyseliny chlorovodikové v roztoku, ktery vznikne smisenim 25 ml roztoku HCI
o pH = 1,22 a 10 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,1223 mol.I"'? O kolik jednotek se zméni pH tohoto roztoku?

12) Vypoctéte hmotnost dusicnanu olovnatého, potfebného k piipravé 100 ml standardniho roztoku Pb o
hmotnostni koncentraci 1 g.I".

13) Kolik ml zasobniho roztoku Pb o hmotnostni koncentraci 1 g.I" je tieba ziedit, abychom ziskali 100 ml
roztoku o hmotnostni koncentraci Pb 10 mg.1"?

14) Vzorek pudy o hmotnosti 1,0332 g byl rozlozen smési kyselin a doplnén na objem 100 ml vodou. Ve
vzniklém roztoku bylo olovo stanoveno metodou plamenové AAS. Absorbance pii zmlZovani roztoku standardu
o koncentraci 10 mg.1" byla 0,899, absorbance pii zmlzovani roztoku vzorku byla 0,334. Za piedpokladu, Ze
kalibraéni zavislost je linearni a prochazi nulou, vypoététe obsah olova v mg.kg™ ve vzorku pudy.

15) 0,6973 g vzorku smési chloridu a chlore¢nanu sodného bylo rozpusténo ve vodé a doplnéno na objem 250
ml. Ze vzorku bylo pipetovano 25 ml a dusi¢nanem stfibrnym byl vysrazen chlorid stiibrny. Po odfiltrovani a
vysuSeni Cinila jeho hmotnost 0,1388 g. V dal§im odpipetovaném podilu 25 ml roztoku vzorku byly chlore¢nany
nejprve redukovany zinkem na chloridy. Hmotnost AgCl, vylouc¢eného z tohoto redukovaného podilu vzorku,
¢inila 0,1555 g. Vypoctéte procentualni obsah NaCl, NaClOj; a nereagujicich necistot ve vzorku.

16) Obsah AI203 v horning byl stanoven nepiimou chelatometrickou titraci. Vzorek o hmotnosti 0,5021 g byl
rozloZen smési kyselin a doplnén na objem 100 ml. Z roztoku bylo pipetovano 10 ml do titra¢ni banky, ptidano
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25 ml roztoku Chelatonu 3 o koncentraci 0,04998 mol.I" a po probéhnuti reakce byl nadbyteény Chelaton 3
retittovan  roztokem zine¢naté soli o koncentraci 0,05004 mol.I". Jeho spotieba &inila 7,23 ml. Vypodtéte
hmotnostni zlomek (v %) Al1203 v horniné.

17) Obsah oxidu sifi¢itého ve viné je stanoven jodometrickou titraci vzorku vina. 50 ml vzorku bylo titrovano
roztokem jodu o koncentraci 0,01038 mol.l" na indikator krobovy maz. Spotieba odmérného roztoku &inila
8,39 ml. Vypoététe obsah SO, v mg.I".

18) Zjistéte sumarni vzorec organické slouceniny, u které byl elementarni analyzou zjistén obsah uhliku 32,0%
(hmotn.), obsah vodiku 4,0% (hmotn.) a dale byla kvalitativni analyzou vylouc¢ena pfitomnost N, S, P, halogenti
a kovii. Hmotnostni spektrometrii byla zji§téna molarni hmotnost slou¢eniny 150,0 g.mol.

19) Pii odbéru vzorku 500 ml mineralni vody byl pfitomny sulfan konzervovan ptidavkem zine¢naté soli a
hydroxidu. Vznikla srazenina sulfidu a hydroxidu zinecnatého byla v laboratofi odfiltrovana a v titracni barnce
bylo ke sraZening pipetovano 20 ml roztoku jodu o koncentraci 0,02000 mol.1" a roztok byl okyselen piidavkem
kyseliny chlorovodikové. Sulfidicka sira se jodem oxiduje na elementarni siru. Nadbyteény jod byl retitrovan
roztokem thiosiranu sodného o koncentraci 0,02506 mol.I", jeho spotieba &inila 11,13 ml. Vypoététe koncentraci
sulfanu ve vodé v mg.1".

20) Z 1,2699 g vzorku semen slune¢nice byl extrahovan tuk hexanem v Soxhletové extraktoru. Po odpateni
rozpoustédla Cinila hmotnost vyextrahovaného tuku 0,4335 g. V separatnim vzorku semen byla stanovena
vlhkost. Navazka 1,2100 g vzorku byla suSena pii 110°C do konstantni hmotnosti, kterd ¢incila 1,0898 g.
Vypoctéte obsah tuku v susiné slune¢nicovych semen.

21) Presna koncentrace odmérného roztoku manganistanu draselného se stanovi titraci roztoku kyseliny
Stavelové v kyselém prostiedi za horka, kdy se kyselina oxiduje na oxid uhli¢ity a manganistan redukuje na sul
manganatou. Navazka dihydratu kyseliny §tavelové 0,6322 g byla rozpusténa ve vodé a doplnéna na objem 100
ml vodou. Z roztoku bylo pipetovano 20 ml, okyseleno kyselinou sirovou a po zahtati byla smés titrovana
odmérnym roztokem manganistanu do prvniho stalého rizového zbarveni. Spotfeba manganistanu byla 19,78
ml. Vypoététe presnou koncentraci odmérného roztoku manganistanu.

M(Cu) = 63,546 g.mol
M(CuSO,) = 159,610 g.mol™
M(HCI) = 36,461 g.mol
M(Na,CO;) = 105,99 g.mol™
M(Fe) = 55,847 g.mol !
M(Pb(NOs),) = 331,2 g.mol™
M(Pb) =207,2 g.mol”

M(NaCl) = 58,443 g.mol’
M(NaClOs) = 106,441 g.mol™!
M(AgCl) = 143,321 g.mol”
M(AL05) = 101,961 g.mol”
M(S0O,) = 64,065 g.mol

M(C) = 12,011 g.mol

M(H) = 1,008 g.mol™

M(O) = 15,9994 g.mol™!

M(H,S) = 34,082 g.mol”
M(H,C,04.2H,0) = 126,07 g.mol™
M(CH;CH,0H) = 46,069 g.mol’
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Vysledky prikladi:
1) 3,1773gCu
2) 17,9805 g CuSO,
3) 0,5 mol.I"
4) 17,5ml
5) 1,059 g
6) 0,01 mol.l", 0,036%
7) 0,02 mol.I"
8) 87,01%
9) pH=254
10) pH=7,00
11) c(HCI) = 0,008097 mol.I", zména pH = +0,87
12) 0,1598 g
13) 1 ml
14) 360 mg.kg"
15) w(NaCl) = 81,17%, w(NaClO;) = 17,78%, w(necistoty) = 1,05%
16) 90,13%
17) 112 mg.I!
18) C4HOq
19) 17,7 mg.I"
20) 37,9%
21) 0,02028 mol.I"
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