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STANOVENI KONCOVEHO METHYLU

princip: oxidacnim rozkladem uhlovodikti vznikd CO, a H,0O, za béznych oxidacnich
podminek (na mokré cesté) ale u koncovych methylti vznikd kyselina octova. Ta se titruje

pfimo nebo po oddestilovani na fenolftalein
CHs- C 7/C - = CH3COOH + CO;, + H,O

Neni kvantitativni u nékterych aromatii, kvartérnich uhlikdi, nasobnych vazeb (30-85%

vtezek).

30%
40%
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STANOVENI AKTIVNIHO VODIKU

Aktivnim vodikem nazyvame H vazany na O, N, S (nebo C), ktery je ,aktivovan“
sousednimi ¢astmi molekuly (napfi. sniZzeni hustoty elektront = kysely vodik).

Pouziti: sumarni vzorec (lze pouzit i selektivni reakce), feSeni konstituce: priklad: nalezeny
C8HI180 by mohl byt ether nebo alkohol, nepritomnost akt. H ukazuje na ether, jeden akt. H

na alkohol.

a s Grignarovym ¢inidlem

R-H + RMgX > TR'-H + RMgX

0 s hydridy
4R-H + LiAIH, > T4H, + LiR + AI(R);

o s diazomethanem

R-H + CH,=N=N > TN, + RCH;

uvolnény plyn se zméfi volumetricky (p,T=konst.) nebo manometricky (V,T=konst.)
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STANOVENI DVOJNE VAZBY

L adice halogent

o e <
Br Br

nadbytek bromu je stanoven jodometricky na skrob

1. adice vodiku

hydrogenace s katalyzatorem (Pt, Pd, Ni), sleduje se manometricky pokles tlaku vodiku.

v ptipad¢ komplikaci (nizka selektivita, strické branéni) se pouZzivaji jiné specialni metody
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STANOVENI HYDROXYSLOUCENIN (C-OH)

reaktivita prim. / sekundarnich / terc. alkohold / fenolll je velmi odliSna: neexistuje

univerzalni metoda

L TVORBOU ESTERU

ACETANHYDRID

O s acetanhydridem v prostiedi pyridinu

o
Vi
R-OH + I %/O %/O
- +
J\\ OR OH
o)

nutno zvyseni teploty, fenoly nereaguji kvantitativné, proto se modifikaci tvoti u€¢innéjsi kationty:

O s acetanhydridem v prostiedi pyridinu, katalyza HCIO, (N-acetylpyridiniovy kationt je lepsi

acetylacni Cinidlo pro stericky branéné OH)

OH

O
Vi
. - HCIOy . /0 O
< Q NH + J\\O oyridin @NK + Y
o

O s acetanhydridem v prostfedi ethylacetatu, katalyza HClO, (acetylovy kationt je lep$i acetylacni

ginidlo)
o
— HCIOy o
O + H+ ~ O | . —<
4\/\ ethylacetat | @ OH
o}
o) o)
\Cf +ROH ——=  —<¢ .o+
OR
vyhodnoceni:

A/ vzdy se prida voda, vznika kyselina octova (navic i z nezreagovaného anhydridu).

provede se slepy pokus, rozdil ur¢uje mnozstvi acetyla¢niho ¢inidla = mnozstvi -OH.

B/ smés se zneutralizuje na pH=7, pak se prida nadbytek hydroxidu a urci jeho mnozstvi potiebné ke

zpétnému zmydelnéni esteru (zmydelnéni je hydrolyza esteru za vzniku kyseliny a alkoholu)

nevyhody: tekavost cinidla, rusi karbonyly
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¢inidlo FTALANHYDRID

CO COOH
s QL0 — O
CO COOR

vyhody: stalé cinidlo, nerusi karbonyly

nevyhody: zvysend teplota, reakcni doba az 2 hodiny, kvantitativne nereaguji stericky branéné

DIANHYDRID KYSELINY PYROMELITHOVE

COOH

co co HoOC
4ROH+ & ]@ v — ]@
“co co’ ROOC COOR
vyhody: reaguji jen alkoholy i vedle fenolt.

¢inidlo ACETYLCHLORID
velmi reaktivni acetyl, vzorek se ale musi rozpustit v toluenu, ¢inidlo v pyridinu.
Pak se prida voda a ethanol, titruji se uvolnéné kyseliny (KOH v ethanolu). Rozdil od slepého

pokusu odpovida mnozstvi HAc ve formé esteru.

ethanol

o
—<  +R-Cl

0 O
_/< + ROH ——— —/< + HCI
OR voda OH

Cl

¢inidlo KYSELINA OCTOVA (esterifikace snaslednou titraci vody dle K. Fischera,

biamperometrické indikace b.e.)

0] dioxan, BF3 ) @N 112,802 /SO2 methanol /
R-OH + %/ — X HoO_ — < \ — [ N
OH zahfivani OR o O e @N\‘O O ~o

DIAZOMETHAN (srov. stanoveni aktivniho vodiku)
R-OH + CH2=N=N > TN, + ROCH;
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II.

ACIDOBAZICKA TITRACE

nitroalkoholy, fenoly (pKa.on = 9)

alkalimetricky ve vodném (NaOH) nebo TBA.OH v MetOH, piipadné v bazickych rozpoustédlech
(pyridin, DMFA)
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1L
SPEKTROFOMETRICKE STANOVENI
alkoholy:

e reakce s trifenyl chlormetanem, detekce UV (ester), nebo po okyseleni VIS (kyselina)

@ On @
R-OH + @ Cl @ OR + @N.HCl
© ©

e prim. + sek. alkoholy, oxidace dichromanem (kyseliny, ketony), mefi se absorbance Cr(3+)

e acetylace na ester, pak jako hydroxamovy test: cerveny komplex s Fe(3+)

/(O 0 NH20H e Fe3+
R—OH o ﬁ< —=< __ » cerv.komplex
* —< OR NHOH
o
fenoly:

e kopulace: s diazotovanymi slouc¢eninami (kys. sulfanilova), Cervené/oranzové slouceniny

SOaH—@—NEN @
Or= QO

e reakci s 2,6-dibrom-N-chlorchinoniminem, vznik indofenolového barviva, méii se ptimo nebo po

extrakci do butanolu

X X
@OH + OGNCI _ OGN@OH + HCI
X X

e vznik antipyrinovych barviv, extrakce do chloroformu

\

\
SO .
OH
NH N:<:>:o
d d —
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IvV.GC

e piimy nastiik tékavych latek: alkoholy do C8-10 a jednosytné fenoly

e nepiimo: zvySeni tcékavosti sylilaci (N,O-bis(trimethylsylil)acetamid, dimethylchlorsilan
H(CHj;),SiCl...)

e nepiimo: zvyseni tékavosti acetylaci (acetanhydridem)
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STANOVENI KARBONYLU

prevazné nukleofilni adice, kondenzace nebo redoxni reakce.

I. ODMERNE METODY

e reakce s hydroxylaminem, vznik oximu

>:O + NH20H.HCI >:NOH + HCI + H20

pti titraci hydrochloridem neni snadné indikovat b.e. vizualné (pufr), proto 1épe potenciometricky,

ptipadné stanovit nadbytek hydroxylaminu oxidimetricky (CuAc,, jod)

e reakce s arylhydrazinem, vznikaji arylhydrazony

>:o ¥ H2N7N@ . >:N7N@ + Hp0
H H

vétSinou se stanovuje nezreagovany nadbytek ¢inidla acidimetricky nebo oxidimetricky

e obdobné s primarnimi (alifatickymi) aminy tvoii Schiffovy baze RIR2C=NR + H,0, lépe v

nevodném prostiedi 2-propanolu, urcuje se prebytek aminu acidimetricky (kys. salicylova)

e aldehydy - oxida¢né: stiibrnou soli, RCHO + Ag,0 - RCOOH + 2 Ag’ , stanovuje se nadbytek
Ag+ nebo nadbytek hydroxidu, ktery neutralizuje vzniklou kyselinu.
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STANOVENI KARBOXYLOVYCH KYSELIN

acidobazické titrace:
pK cca 4-6. Vhodné bazické rozpustédlo - ethylendiamin (pyridin), titrace NaOH v ethylendiaminu,

indikace b.e. na indikator oranZ nebo potenciometricky na antimonovou elektrodu, kterou nerusi Na'.

soli -COONa

jsou slabé baze, lze stanovit acidimetricky v led. kys. octové kyselinou chloristou

esterifikace:

(jen alifatické) methanolem, kat BF3, voda se stanovi dle Fischera.

tvorba soli:

gravimetricky nebo titraéné chelatometricky

fotometricky:

prevedeni na acylchlorid sulfochloridem, pak hydroxamové reakce s Fe3+

GC:

po esterifikaci
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STANOVEN{ AMINU

acidobazicky:

jsou dostatecné bazické (ve vhodné rozpoustédle - rozpustnost, vhodnd kyselost), titrace

acetanhydridem

acetylace (prim. a sek. aminy):

reakce s acetanhydridem, uvolnéna kyselina octova se titruje NaOH v methanolu.
reakce s HNO,
na jodoSkrobovy papirek

prim. alif. reaguji za vzniku N, (mozno volumetricky, manometricky i v GC)

arom: diazonové soli
Kjeldahlizace (viz vySe, str.12)

spektrofotometricky:
tvorba Schiffovych bazi reakei se salicylaldehydem

e ; L P :
R 2 —_— R——=N —> | R——=N Cl
ﬁ<H ’ -H20 @ ‘@

diazotace a kopulace

HNO2 @
NHy — N=N —_— N=N NH
NH»
) O
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STANOVENI NITRO-, NITROSO- SKUPIN

L. redukci nitro-, nitroso- skupin na aminy

REDUKCNI CINIDLA (viz vySe)
¢inidla: (silnd) Sn+HCI, Zn+HCI, SnCl, + HCI, TiCls (slabd) Fe+alkohol. NaOH

latka reakce

nitro- (alif. i arom.) R-NO, +6 H > R-NH, +2 H,0O

nitroso- R-NO +4 H - R-NH,+ H,O

provedeni:
O pusobeni nadbytku ¢inidla, pak retitrace Fe(3+) na thiokyanatan (viz vySe feroxtest Fe[Fe(SCN)g]

zcervena)

alternativy:

0 redukci u aromatickych nitrosloucenin: vznika kvantitativné H,O : titrace dle Karl Fischera
0 hydrogenaci s katalyzatorem Pd se méfi nezreagovany vodik

O redukci s NaBH4, nadbytek ¢inidla uvolni ptidavkem HCI vodik

O chromatograficky - GC

IL.
alkalimetricky

vodik u primarnich a sek. nitrolatek je kysely (titrace v bazickych rozpustédlech butylamin, formamid)

0 0
e |
L o o)
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STANOVENI THIOSLOUCENIN @ @

T;N N=N
M

SH HS

L

N=N Njil

Argentometricky @

R-SH + AgNO3 > R-SAg+ HNO;

O v amoniakalnim ethanolu na dithizonat (¢erveny komplex) nebo potenciometricky

0 nadbytek Cinidla, retitrovat NH4(SCN) na Fe(3+)

1L Acidobazicky

v nevodné bazickém prostiedi Ize titrovat thiol jako slabou kyselinu

1. meéd’natymi ionty

4R-S-H + 2 Cu”" > 2 R-S-Cu + RS-SR + 4H"

ptimo (indikace piebytku Cu®") nebo nepiimo (alkalimetricka titrace H+)
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STANOVENI HALOGENOSLOUCENIN

mineralizaci (spalovani v kysliku, taveni s peroxidem sodnym) na halogen/halogenid:

absorpce halogenu do sifi¢itanu ¢i peroxidu, jako halogenid se pak stanovi napf. argentometricky

GC (halogenderivaty jsou obvykle t¢kave)
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STANOVENI POLYFUNKCNICH SLOUCENIN

Velké mnozstvi latek pfirodnich i primyslové vyrabénych obsahuje vice nez jednu funkéni skupinu.
Pokud se tyto skupiny piili§ neovliviiuji, 1ze pouzit vyse uvedené postupy.
Pokud vznikéd kvalitativné nové uskupeni (podobné¢ jako karbonyl + hydroxyl = karboxyl), pak

pouzivame specialni postupy: napft. pro stanoveni sacharidli a a-aminokyselin.

Stanoveni sacharida

Aldosy Ketosy
5 He 0 inOH
{__oH | | =0
(HOH) CH(OH),
OH
CH:OH H.OH

Hydroxylova skupina brani stanoveni karbonylu béznymi metodami (hydroxylaminem, hydrazinem,

hydrogensific¢itanem).

Metody oxidac¢ni: s kyselinou jodistou

Nadbytek kyseliny se stanovi

] OH )
ketozy [ | | R+ 104 — o X +RCHO + 103
OH O OH o
S OH +RCHO *+2 103
aldozy || | | R +2104 2 \<o
O OH OH
OH OH O oH _
glukoza —— Ll +5 104 —> 5 \<o +HCHO +5 103
OH OH OH
OH OH OH OH o on
frukisza —— L L1 1 +4100 — HO/\< +3 \<o +HCHO +4 105
OH O OH o
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Metody redukéni:
redukce hydridem boritosodnym na cukerné alkoholy. Nezreagovany nadbytek cinidla se stanovi po

ptidavku kyseliny uvolnénym vodikem.

Metody spektrofotometrické:
reakcei s fenolickymi slouc¢eninami (s fenolem, fluoroglucinem)

nebo nitroslouc¢eninami (s kyselinou pikrovou)
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7/ PRIPRAVA DERIVATU

min. 2 rizné derivaty (nespecificita t.t.)

cil = volba derivatu, zptsob charakterizace + povaha a mnoZzstvi vzorku

priprava (jednoduchost, jednoznacnost, vytézek), Cisténi
vlastnosti : ostry bod tani v rozmezi 80-250 °C (odlisny od ptivodni latky)

stanoveni vnesené skupiny

chromatograficka identifikace

Klasicka organicka analyza 020308 /JP

18



8/ KONFRONTACE S LITERATUROU

Veceta M., Gaspari¢ J., Churacek J., Borecky J., Chemické tabulky organickych sloucenin, SNTL
Praha 1975

Grassel J. G. (Editor): Atlas of Spectral Data and Physical Constants for Organic Compounds, J.
Wiley, London 1964

Beilstein's Handbuch der Organischen Chemie

Klasicka organickad analyza 020308 /JP 19



9/ URCENI KONSTITUCE

pokud se jedna o neznamy strukturni vzorec:
spektra (IC, H-NMR, C-NMR, krystal: rentgenograficky)

degradac¢ni metody
-> skelet, umisténi funk¢nich skupin

Klasicka organicka analyza 020308 /JP
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EXTRAKCE KAPALINA-KAPALINA

KAPALINOVA EXTRAKCE (v praxi patfi k technikam piipravy vzorku). Pii promichéani
(prottepani) dvou spolu se nemisicich kapalin latka ptivodné rozpusténa v jedné z fazi piejde Castecné
i do druhé (v optimalnim piipadé pfejde pouze tato latka, matrice zlstane v puvodni fazi). V

rovnovazném stavu plati

Kq = [X]o/[X]w

K{ je rozdélovaci (=distribu¢ni) konstanta, [X] jsou aktivity (Casto koncentrace) urcité latky a indexy

Vv

Jaké extrakéni €inidlo pouzit?

Jiz alchymisté veédéli, ze "podobné se rozpousti v podobném". Nepolarni (malo polarni) slouceniny
rozpustime v malo polarnich organickych rozpoustédlech. Polarni a iontové slouceniny se rozpousteji
ve vodé¢ a také v polarnich organickych rozpoustédlech (napt. glycerol, dimethylformamid ...).
Molekuly karboxylovych kyselin vytiepeme z organického rozpoustédla do alkalické vodné faze, pro
extrakci molekul organickych amind z organického rozpoustédla pouzijeme naopak kysely vodny
roztok; v obou téchto pfipadech vzniknou ionty, kterym Iépe vyhovuje rozpoustédlo voda.

Polarnost rozpoustédla jako prostfedi pro extrakce charakterizuje snadno zméfitelnd (elektrickd)
veli¢ina permitivita €. Piiklad rozpoustédel nemisitelnych s vodou (permitivita 78): nitrobenzen (35),
amylalkohol, ethylacetat (6), methyl-isobutylketon (13), chloroform (5), benzen (2,2) a hexan (1,9).
Priklad rozpoustédel misitelnych s vodou: methanol (32), 1-propanol (20), aceton (21), pyridin (12) a
také nepatrn€ polarni dioxan (2,2). Polarni rozpoustédla podporuji ionizaci molekul, dipoly
rozpoustédla vstupuji mezi opacné nabité ionty, zamezuji jejich piiblizeni a tim snizuji vzajemnou

ptitazlivost.

poznamky k praktickému provedeni:

1/ Prechod z jedné faze do druhé probiha na fazovém rozhrani. Pro
rychlé ustaveni extrakcni rovnovahy je treba, aby toto fazové rozhrani
meélo co nejvetsi plochu a aby z kazdého mista v roztoku bylo k tomuto
rozhrani blizko. Tyto podminky nejsnadnéji splnime pri protiepdni smési
obou fazi v uzaviené nadobce.

2/ Protrepdavame sice 2 rozpoustédla vzajemné nemisitelna, ale vzdy jsou
jedno v druhém ponékud rozpustna. To znamena, ze fdaze po protiepani
mohou mit jiné objemy nez pred protiepanim. Objemovych rozdilit pred a
po extrakci se vystrihame, pokud pouzivame rozpoustédla predem
nasycena protrepanim s druhou fazi.

trepacka pro extrakci kapalina-kapalina
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CHROMATOGRAFIE

V chromatografii je vzorek (nebo extrakt vzorku) pteveden (rozpustén) do mobilni faze, coz je
plyn (u kapalinové chromatografie=L.C kapalina). MOBILNI FAZE (MF) je pak tladena (obvykle
pretlakem) skrze nepohyblivou a nemisitelnou STACIONARNI FAZI (SF). Obé faze jsou vybrany
tak, Ze slozky vzorku (=analyty) maji ruznou afinitu k SF. SloZka, ktera ma k SF vétsi afinitu, stravi
v SF delsi dobu a potiebuje tak vice ¢asu k prichodu kolonou nez slozka, ktera neni v SF pfili§
zadrzovana a zdrzuje se pievazné v MF. Dusledkem této rozdilné rychlosti prichodu kolonou je
SEPARACE (= oddé€leni) téchto slozek po pruchodu kolonou.

Techniky jako GC (a HPLC) pouzivaji "kolony": izké trubice plnéné staciondrni fazi, ptres
kterou je tlacena mobilni faze. Vzorek je kolonou nucené transportovan postupnym pritékanim MF.
Tento proces se nazyva ELUCE. Primérna rychlost, kterou sa vzorek pohybuje kolonou, je uréena
dobou, kterou vzorek stravi v SF a MF. Nutno podotknout, ze chromatografie nepatii mezi analytické
separacni metody absolutni, tzn. zakladni charakteristika kvality analytu = retencni cas (objem) neni

jednoznacnou identifikaci; vzdy jej musime srovnavat se standardem hledané latky.

schéma plynové chromatografie (GC)

re-_g!uI:'itur injekce
prutoku

s e
/L _::\ Zapisovac

detektor

koloma

nosy plyn
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KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (LC)

Rozlisujeme kapalinovou chromatografii rozdélovaci (LLC), kde stacionarni fazi je vrstvicka kapaliny
zachycena na tuhém nosici, €ili separacni proces je vlastné mnohonasobna kapalinova extrakce a
reextrakce fizevy rozdélovaci konstantou K(D). V adsorpcni kapalinové chromatografii je analyt

adsorbovan na stacionarni fazi, ¢ili proces je fizen adsorpcni izotermou.

schéma kapalinové adsorpcni chromatografie

fluent
vzorek fFREE
T
g
[ = ]
e
S - e
E zogﬂuu,;,: '.'." '-:
o % a0
225 analyt
'Leluz’tt
schéma HPLC.

Dnes se prakticky vyluéné pouziva kolonové chromatografie za vysokého tlaku (HPLC)

kolona

Y

detektor A

| =« "

zapisovac

-
Davkovaci smycka
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VYHODNOCENI CHROMATOGRAMU

Pro kvalitativni (separacni) ucely nas zajima, zda se slozky vzorku oddélily. Pokud chceme toto
oddéleni popsat kvantitativn€, musime zavést nckteré veliCiny popisu chromatogramu: doba mezi
nastfikem analytu a okamzikem, kdy analyt dosdhne detektor (umistény za kolonou), se nazyva
reten¢ni (elucni) Cas tR. Pokud dojde k rozd¢€leni analytd (o to se vétSinou snazime), kazdy analyt ve
vzorku (smési) bude mit rizny retenéni ¢as. Cas, kdy od okamziku nastiiku dojde k detektoru MF
(tedy nezadrzovana slozka), se nazyva mrtvy Cas tM. ProtoZe slozky prochazeji kolonou a ptichédzeji
do detektoru jako zony s nejveétsi koncentraci uprostied, zdznamem detektoru je nejcastéji
chromatograficky PIK. Maximum piku (signalu) souvisi s maximem koncentrace zény a v maximu
piku obvykle odecitdme retencni Cas. tR a tM se tedy ziskaji z grafick¢ho zdznamu signalu detektoru

na Case = z chromatogramu (viz obrazek).

A
Wy

signal

cas
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(TLC) TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

| @ & ¢ ¢ v 4

TLC je jednoducha, rychld a Casto pouzivana
chromatografickd metoda, Casto slouzici k rychlé
kontrole Cistoty separovaného analytu, patii mezi
techniky  kapalinové  chromatografie (LC).
Tenkovrstvou chromatografii lze realizovat
podobné jako chromatografii v oteviené koloné¢,
ikdyz na tenké vrstvé je podstatné méné

stacionarni faze, a tudiz analyza na tenké vrstve

muze byt velmi rychla v porovnani s kolonou.

Vyvijeni probihd obvykle vuzaviené komoie (atmosféra nasycend parami mobilni faze), kde

chromatograficka deska stoji smocena ve vrstvé mobilni faze, ktera vzlina vzhiru. Tak pozorujeme

¢elo MF — vyvijeni ukonc¢ime dfive, nez ¢elo dosahne konce desky. Charakteristikou skvrny je pomér

di/dm. Vzorky rozpusténé v t€kavém rozpoustédle se nandsi na start. Nanasime 0,1% az 5% roztoky v

mnozstvi 200 nl az 20 ul do skvrn o priméru 2 az 6 mm.

Vsechny nanesené latky se musi objevit mezi startem a celem
rozpoustédla. Stacionarni faze jsou naneseny na sklenénych
deskach nebo jednoduSeji na hlinikovych foliich (ty se daji
stiihat). Tenké vrstvy mohou obsahovat fluorescen¢ni indikator
UV254 k usnadnéni detekce analyzovanych latek (nepfima
detekce). Pouzivaji se prakticky vSechny staciondrni faze jako
pro kolonovou chromatografii se zrnitosti 5 az 40 um: oxid
hlinity, silikagel, celul6za, iontoménice, polyamid a silikagel s -
C18, -NH2 nebo -CN skupinami.

Mobilni faze: cyclohexan, toluen, chloroform, dichlormetan,
aceton, ethanol, methanol, voda, amoniak, kyselina octova a

jejich smési.
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OPTICKA ROTACNI DISPERZE (ORD) .
vy J , . . Im_tidcnt
méfime zavislost tthlu otoceni linearné polarizované svétla na vinové délce light
Emerging
light
E,, retarded
The electric vector for linearly polarized (top) and circularly polarized (bottom) light more than Eg
as a function of distance or time.
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CIRKULARNI DICHROISMUS (CD)

Cirkularni dichroismus: anisotropie absorpce cirkularné polarizovaného svétla.
Levotociva a pravoto¢iva slozka polarizovaného svétla jsou riizné absorbovany

prostiedim (analytem) — na obrazku by mély vektory L a R rtiznou délku.

Source

Linear
polarizer

Modulator

Crystal

A CD instrument

Sample

Light of changing

circular polarization

~

:

Electronics

Oblast pouziti ORD a CD: ur¢ovani struktury bilkovin (oligomert, polymert)
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NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE (NMR) viz dalsi prednaska

Radio Radio
frequency frequency
transmitter receiver

[ B
Magnet Q/:) Magnet
/> =

/ V—Hé—>

A simplified diagram of a continuous wave NMR

HMOTNOSTNI SPEKTROSKOPIE (MS) viz dalsi prednaska o interpretaci spekter

Electron Beam

Fagnetic Field
Bends Fath of Charged
Farticles

Molecular
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A ay

Collector Exit S1it
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