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Organizace cvieni

Cviceni 1ze rozdélit do dvou blokti. V prvnim bloku jsou provadény tlohy kvalitativni analytické chemie
(dlohy 1 a 2) a ulohy vénované zakladim kvantitativni analytické chemie a klasickym analytickym metodam
(tlohy 3 - 6). VSechny tyto ulohy jsou provadény vSemi studenty spoleéné, kazdy student s vlastnim vybavenim a
také s vlastnim neznamym vzorkem. V nasledujicim bloku instrumentalnich metod (Glohy 7-12) provadi jednu
ulohu vzdy dva studenti (dle moznosti kazdy s vlastni instrumentaci) a to dle rozpisu, ktery je v pfedstihu uvefejnén
na nasténce u laboratofe zakladniho cviceni.

Navody k uloham jsou vzdy uvedeny stru¢nou kapitolou z teorie metody - jeji prostudovani vam pomutize
pochopit provadénou ulohu, i kdyZ jste se s metodou prozatim na prednaskach nesetkali. Cely navod si pfedem
prectéte a pfipravte se na cviceni vypoctenim poti‘ebnych navazek apod.

Seznam tloh: Blok I.

1) Selektivni reakce kationti a anionti I (Na*, K*, NH4*, Mg?*, Ca?*, SO4>, PO*, CI;, NO3)

2) Selektivni reakce kationti II (Pb%*, Cu?*, A", Fe*', Mn?*, Zn**, Co?", Ni*")

3) Prace s pipetou — ovéfeni spravného pipetovani

4) Gravimetrie - stanoveni Zeleza v pigmentu jako Fe;O;

5) Odmérna analyza - Chelatometricka titrace - stanoveni Ca ve vapenatych schrankach zivo¢icht

6) Odmérna analyza - Jodometricka titrace - stanoveni vitaminu C v ovoci a vitaminovém preparatu
Blok II.

7) Statistické zpracovani dat - argentometrické stanoveni obsahu chloridii v moc¢i

8) Spektrofotometrie - stanoveni obsahu Fe v pfirodni vodé

9) Stanoveni médi ve slitinach

10) Potenciometricka a konduktometricka indikace bodu ekvivalence - stanoveni kyseliny fosforecné

v kolovych napojich

11) Stanoveni obsahu B-karotenu v dzusu extrakéni spektrofotometrii

12) Semikvantitativni analyza — Stanoveni [-karotenu a luteinu v rostlinach pomoci TLC

13) Chemicko-analytické vypocty

Vypracovani protokolu

Z kazdé vami provedené ulohy vypracujete protokol. Odevzdani a uznani protokold (tedy vécna
spravnost vasich pozorovani a vypoctil) ze vSech absolvovanych tuloh jsou podminkou k udéleni zapoctu.
Protokoly odevzdavejte vidy v nasledujicim cviceni. Protokoly k opravé dostanete zpét.

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

Kvantitativni analyza - v protokolech k tloham z kvantitativni analyzy neni nutno popisovat piesny postup
provedeni experimentu ¢i teorii. Dulezité a nutné je naopak uvést vSechna 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 rtiznych uloh se mohou lisit, stejné jako se 1i$i svoji naro¢nosti
ruzné analytické metody. Vzdy vSak musi byt protokol ukoncen zavérem, kde opét slovné uvedete ziskané
vysledky a zhodnotite je. Vasim tikolem je v kvantitativni analyze se co nejvice piiblizit hodnot¢ (vim neznamého)
obsahu analytu ve vzorku. Peclivou praci a také spravnym postupem vypoctu mizete dosahnout velmi dobrych
vysledkt.. VSechny vaSe vypocty jsou kontrolovany na spravnost postupu a vysledku.

V hlavicce protokolu musi byt vzdy uvedeny tyto informace:

Jméno a piijmeni, studijni obor

Datum praktické realizace tlohy ve cvifeni (pozor pfi nahrazovani absence!)

Cislo wlohy a jeji nazev

Cislo vzorku(ii) (pozor pii nahrazovéani absence!)



Statistické vyhodnoceni vysledki

Chyby vysledki chemické analyzy

Ukolem analytického chemika by mélo byt poskytovani kvalitnich vysledki. Kvalitnim vysledkem je
myslen takovy vysledek, ktery je pravdivy a precizni. Kvantitativni vysledky chemickych analyz mohou byt jako
vSechna Cisla ziskanad méfenim zatiZzena chybou. V praxi se setkavame s trojim typem chyb:

a) chyby nahodné ovliviiuji preciznost méfeni. Jejich prispévek se neda eliminovat. Velikost systematické
chyby se da statisticky vyhodnotit a popsat — odhad smérodatné odchylky, interval spolehlivosti, nejistota, apod.
Nabyvaji se stejnou pravdépodobnosti kladné i zaporné hodnoty a jsou dany statistickym charakterem méteni.

b) chyby systematické ovliviiuji pravdivost méieni. Zptisobuji posun vysledku k vys$si nebo niz§i hodnoté
vuci pravdivému vysledku. Jejich pficinu lze nalézt a eliminovat. Vznikaji napfiiklad pfi pouziti nespravné
metodiky pro dany vzorek (naptfiklad pouzitim nespravného indikatoru pfi titraci systematicky dochazi
k pretitrovani, spektralni interference zpusobuje fale$né vyssi intenzity oproti skute¢nosti, ...). Vyskyt takové
chyby musi byt vylou¢en vhodnou volbou analytické techniky, pfipadné adekvatnim zptisobem eliminovan ¢i
korigovan. K odhaleni slouzi test pravdivosti vysledkii.

c) chyby hrubé ovliviiuji preciznost i pravdivest méieni. Mohou vznikat napiiklad nespravnym
zpusobem odecitani vychylky méticiho pfistroje ¢i objemu z byrety, nebo nedodrzenim kritického kroku v navodu
- jsou to tzv. chyby osobni. Dodrzovanim zakladnich analytickych navykti a navodli a maximalni peclivosti
bychom témto chybam méli predchazet. K odhaleni slouzi test odlehlosti hodnot.

Po vylouceni systematickych chyb (adekvatné volend metodika analyzy) a hrubych chyb (adekvatné
voleny analytik) lze ziskat vysledky analyzy, které jsou zatizeny pouze ndhodnymi 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 (pravdiva) hodnota nachazi s jistou pravdépodobnosti.

Abychom mohli statisticky vyhodnotit vysledek analyzy a odhadnout miru jeho variability, je tfeba ziskat
dostate¢ny pocet dil¢ich dat pro zpracovani. Z tohoto diivodu se vSechna analyticka stanoveni provadi opakované
a data se nasledné zpracuji pro ziskani odhadu stFedni hodnoty (aritmeticky primér, median, geometricky
pramér, ...) a miry variability (odhad smérodatné odchylky, interval spolehlivosti, ...) této stfedni hodnoty.
Spravné uvedeny vysledek analyzy by tedy mél sestavat z této stiedni hodnoty a hodnoty jeji variability.

Vylouceni odlehlych vysledki

Ziskame-li pfi analyze dostate¢ny pocet dat, m¢la by byt data s krajnimi hodnotami (nejnizsi a nejvyssi)
otestovana na odlehlost (pfitomnost hrubé chyby). Proto nejdiive provedeme potadkovou statistiku (sefazeni
hodnot od nejmensi po nejvétsi). Pro testovani odlehlosti nejmensi a nejvétsi hodnoty sefazenych (x; az x,) dat
mizeme pouzit rizné testy (Dean-Dixonuv, Studenttv...), zde je uveden Dean-Dixontiv Q test, ktery se pouziva

pro maly soubor dat (typicky <7):
(xz — xl)

0 =

kde R je tzv. rozpeti (Xmax - Xmin)

Vypoéteme tedy hodnoty testu pro prvni a posledni hodnotu v fad¢é dat a srovname je s kritickymi hodnotami
v tabulce podle poctu ziskanych dat a zvolené hladiny pravdépodobnosti (zpravidla & = 0,95). V piipade, ze je
hodnota testu vyssi nez kriticka hodnota (Tab. 1), je vysledek odlehly a je tieba jej ze souboru vyloucit. Po
vylouceni opét testujeme (nove ziskanou) krajni hodnotu na odlehlost (nutno prepocitat rozpéti). Vylucovat nelze
ze dvou hodnot a také ze tii hodnot, kde dvé z nich jsou shodné.



n Qu n Qu

o =095 a=10,90 a =095 a=0,90
3 0,941 0,988 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

Tab.1: Kritické hodnoty Q testu pro vylouceni odlehlych hodnot

Vypocet odhadu stiredni hodnoty a jeji variability

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

X=(x1+x2+ .o Xn)/n

Parametrem variability odhadu stfedni hodnoty (aritmetického priméru) je potom smérodatna
odchylka o (ziskana z velmi velkého - teoreticky nekoneéného poétu méfeni), respektive odhad smérodatné
odchylky s. Pro mensi pocet vysledki (n < 10) je vhodné zjednodusené vypocitat odhad smérodatné odchylky
z10zpéti Ry (Ry = Xmax - Xmin):

S=Ru. kn
n Kn n kn
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

Tab. 2: Hodnoty koeficientu k, pro odhad smérodatné odchylky z rozpéti

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

s»=5.100/X %

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

Chyba v rozmezi * ko Statisticka Chyba v rozmezi + ko Statisticka
pravdépodobnost P pravdépodobnost P
0,675. ¢ 50,0% 258 .o 99,0%
1,00 .o 68,3% 300 .o 99,7%
1,64 .o 90,0% 329 .o 99,9%
1,96 .o 95,0% 400 .o 99,99%

Tab. 3: Vztah mezi smerodatnou odchylkou a statistickou pravdépodobnosti



Hromadéni chyb a nejistota

Je-li vysledek analyzy kombinaci n€kolika experimentalné zjisténych hodnot (naprosta vétsina vysledki),
z nichz kazda ma svoji chybu (pfesnost pipet, vah, odecitdni objemu na byrete, pfesnost - opakovatelnost rozkladu
vzorku, odectu vychylky na pfistroji apod.), dochazi k hromadéni chyb. V praxi to znamend, Ze ¢im vice operaci
pii analyze provadime, tim vétsi je pravdépodobnost, ze celkova chyba stanoveni bude vétsi (pokud dané operace
nemaji zanedbatelnou chybu samy o sob¢). Jednotlivé chyby se "sc¢itaji" dle zakona §ifeni chyb - chyba souctu ¢i
rozdilu je dana odmocninou ze souctu kvadratt chyb dil¢ich hodnot, v pfipadé soucinu ¢i podilu je relativni chyba
dana odmocninou ze souctu kvadrati relativnich chyb dilé¢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 Sifeni chyb jednotlivych krokt
analytického postupu, anebo z vysledkli opakované provedenych analyz téhoz vzorku. Rozsifenim kombinované
nejistoty faktorem pokryti k ziskame rozsitenou kombinovanou nejistotu - interval, v némz se spravna hodnota
vysledku analyzy vyskytuje s pfedem zvolenou pravdépodobnosti (zpravidla pro pravdépodobnost P = 95%, k =
2).

Vypocet kombinované nejistoty uc, kde SD(A), SD(B), ... jsou odhady smérodatnych odchylek
jednotlivych experimentalné zjisténych hodnot:

u,(y(4,B,C)) = \/SD(A)2 +SD(B)* + SD(C)*

Vypocet rozsifené kombinované nejistoty U, kde k je koeficient rozsifeni (pro 95% hladinu
spolehlivosti k=2):

U=uck
Srovnani experimentalnich vysledki

Vysledky, které maji malou (relativni) smérodatnou odchylku, jsou precizni (vysledky opakovaného
stanoveni jsou blizko sebe). Vysledky, jejichz stfedni hodnota je blizko ocekavané (pravdivé hodnoty) jsou potom
pravdivé. V praxi se setkavame se vSemi kombinacemi moznosti - vysledky pravdivé a precizni (spolehlivé,
idealni stav), vysledky pravdivé ale neprecizni, vysledky nepravdivé ale precizni a kone¢né vysledky nepravdivé
a neprecizni.

X oo
0|00 @ | O | @ 00]0
precizni neprecizni precizni
nepravdivé pravdivé pravdive

Obr.1: Grafické zndzornéni pravdivosti a preciznosti vysledkii



Test shodnosti vysledkii

Casto potiebujeme srovnat dva vysledky analyzy, naptiklad pii analyze téhoz vzorku dvéma riznymi
metodami pfi ovéfovani jejich vhodnosti pro analyzu v rdmci procesu validace. Vzhledem ke statistické povaze
vysledkti chemické analyzy nelze srovnavat dva vysledky jako absolutni ¢isla, ale je tieba brat v ivahu také miru
jejich variability. Pro srovnani dvou experimentalnich vysledkt (pramérit X, a Xp) vyuzivame statistické testy na
shodnost (Lorddv, Studentliv...). Pro maly soubor dat se pouziva Lordiv test, ktery zahrnuje jak stfedni hodnotu
vysledkd, tak jejich rozpéti R, a Ry,

‘XA_XB

R, +R,

ziskanou hodnotu porovnavame s kritickou tabelovanou hodnotou pro dany pocet méteni n. Vysledky jsou
shodné, pokud plati u < ug.. Je-li vysledna hodnota vétsi nez kritickd hodnota, je rozdil dvou testovanych
sttednich hodnot statisticky vyznamny (na hladin€ pravdépodobnosti P) a vysledky nejsou shodné.

Test pravdivosti vysledkti

Srovnavame-li experimentalné ziskanou hodnotu X s definitivni hodnotou £, u které neptedpokladdme
zadnou variabilitu (napftiklad pripravime-li si standard se znAmym obsahem analytu a zanedbatelnou nejistotou
této hodnoty), pouzijeme opét statisticky test, tentokrat test na pravdivost:

a ziskanou hodnotu opét porovnadme s tabelovanou kritickou hodnotou v tabulce. Je-li u < uws, pak je vysledek
pravdivy.

n 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ukrit 1,714 0,636 0,406 0,306 0,250 0,213 0,186 0,167 0,152
Tab. 3: Kritické hodnoty twi pro test shodnosti a spravnosti (hladina pravdépodobnosti P = 0,95) a pocet stupii
volnosti v:

Zpracovani kalibracni zavislosti

V fadé instrumentalnich metod se setkavame 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
uréitém rozmezi linearni a také vétSinou prochazi pocatkem (pii nulovém obsahu ¢i koncentraci analytu je nulovy
také analyticky signal). Pro kalibraci se zpravidla konstruuje tzv. kalibraé¢ni graf, tedy grafické znazornéni vyse
zminéné zavislosti. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé body v tomto grafu jsou zméteny experimentalné, maji kazdy
svoji nejistotu. Pokud bychom kazdy z bodli méfili opakované, mohli bychom nejistotu vyjadiit napiiklad jako
smérodatnou odchylku. Abychom omezili vliv chyby méfeni jednotlivych bodt, provadime tzv. vyrovnani, kdy
experimentalni hodnoty (body) prokladame kiivkou, kterd odpovida néjaké algebraické funkci y = fix) a kterd
prochézi co nejpiesnéji namérenymi body. Cilem pfitom neni nalézt funkci, ktera by jednotlivé body spojila, ale
takovou funkci, s jejiz pomoci se ndm podaii vyrovnat chyby méfeni jednotlivych bodi.
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Obr. 2. Priklad linedrni kalibracni zavislosti s grafickym odectem koncentrace v neznamem vzorku

Linearni funkei Ize popsat rovnici y = ax + b. Odhady parametri a (smérnice) a b (isek na ose zavisle proménné
- analytického signalu) lze z n dvojic méteni ([x;, y:],[x2, y2] aZ [xs, yu]) vypoCitat metodou nejmensich ¢tverct.
Hodnoty obou parametrti, smérnice i Gsek na ose, jsou pfitom zatizeny chybou, ktera zavisi na poc¢tu bodi » a na
rozptylu bodii kolem regresni ptimky (body, které nelezi na ptimce, zvysSuji chybu odhadu parametru). Tyto chyby
lze vyjadrit jako smérodatné odchylky. Je-li hodnota parametru » mald (srovnatelnd s vlastni smérodatnou
odchylkou), nebo je-li pro to fyzikalni diivod, je vhodné tisek na ose otestovat, zda je statisticky vyznamné 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 pfepocitame smérnici (rovnice pfimky ma potom tvar y = ax).



Kvalitativni analyza

Kbvalitativni analyza je jednou z oblasti analytické chemie, spocivajici v diitkazu hledanych prvku ¢i
sloucenin a v identifikaci vzorkd neznamého slozeni. K tomu ¢elu nam mohou poslouzit riizné chemické reakce,
pii kterych vznika sloucenina charakteristicky zbarvena, srazenina ¢i jiny projev. Chemické reakce lze vyuzit pro
dikaz jednotlivych anorganickych iont, 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
(naptiklad emisni spektrometrie), tak pro analyzu organickych sloucenin (IR spektrometrie, NMR spektrometrie,
hmotnostni spektrometrie aj.).

Jednoduché dikazové reakce, se kterymi se v nasledujicich tlohach seznamite, mohou slouzit napiiklad
pro identifikaci nezndmé anorganické chemikalie ve vasi laboratofi (I1&hev bez $titku apod.). Pro dukazové 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 ditkazu a v pfitomnosti rusicich iontt tyto pfedem oddélit nebo maskovat.
Ve cvi€eni si nejprve vyzkousite vSechny diikazové reakce uvedenych iontl, budete pozorovat, co je pozitivni a
co naopak negativni projev ditkazu — u kazdé zkousky je nutno provadét tzv. slepy pokus.

Slepy pokus je paralelné provadény pokus za stejnych podminek a se stejnymi ¢inidly jako vlastni pokus,
jediny rozdil je v tom, Ze misto zkoumaného roztoku vzorku pouzijeme stejné mnozstvi destilované vody. Uéelem
slepého pokusu je poznat negativni vysledek reakce, a dale ovérit ¢istotu pouzitych ¢inidel. Ma-li byt reakce
dostatecné prukazna, musi byt vysledek slepého pokusu zietelné odlisny od vlastniho pokusu.

Vasim ukolem je dokazat v pfedlozeném vzorku (vzorcich) hledané ionty. Pfi analyze roztoku vzorku se
doporucuje provadét jesté 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 téetim pokusem soucasné
ovétujeme spravnou funkcei €inidla a mame-1i spravné reakéni prostiedi.

BLANK  STAN. vioR.  BLANK STAW. viop.

-

115
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=

Obr. 3: Spravné provedeni ma 3 ditkazové reakce: blank, standard, vzorek. a) pred pridanim specifického
cinidla, b) vysledek po pridani specifického cinidla

Pracovni technika a pomiicky.

Kapkovaci deska a filtracni papir.

Vétsina reakci se provadi v kapce zkoumaného roztoku vzorku v jamce na kapkovaci desce. Vznik
barevnych produktt - rozpustnych i srazenin - sledujeme na porcelanové kapkovaci desce, bilé a svétlé srazeniny
¢i zékaly pozorujeme nejlépe na sklenéné kapkovaci desce proti ¢ernému, nebo alesponn tmavému pozadi.
Promichani kapky provddime mirnym foukdnim pfes pipetku. Zahtivani roztoku v kapce provadime jen
vyjimecné, a to ponofenim zahiatého Pt dratku. Jinym zptisobem zahtivat kapkovaci desky nelze doporucit, hrozi
prasknuti desky.

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

Pro sledovani tvaru krystalkl srazeniny pod mikroskopem pouzivame podlozni sklicko. Sklicko pied
pouzitim musi byt dokonale Cisté a suché. Na sklicko kdpneme 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 navlhéenou vatou a osusime!

Pipetky, kapatka a lopaticka
Pfidavani roztokd vzorkll a ¢inidel provadime pomoci kapatek nebo pipetek. Pipetky jsou sklenéné

trubicky, na jednom konci vytazené v zuzenou cast. Pipetky musi byt pfed pouzitim Cisté, vyplachnuté
destilovanou vodou, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku nebo ¢inidla. Doporucuje se uchovavat pipetky ve vétsi



kadince s destilovanou vodou béhem pokusti. Kapatka jsou v Sir§i casti zakoncena kouskem elastické hadicky,
jejiz konec je zaslepen, a tvoii uzavér vétsiny lahvicek s reagencnimi roztoky.

Pti kapkovani se nikdy nesmime dotknout kapatkem nebo pipetkou roztoku, ke kterému ptidavame kapku.
Kapku nechame volné ukapnout pifes vzduchovou mezeru mezi kapatkem a povrchem roztoku, ke kterému
prikapavame. V opacném piipadé hrozi kontaminace roztoku ve Spicce pipetky nebo kapatka a zaneseni necistot
do vzorku nebo ¢inidel. Znecisténi roztoku vzorku zdménou pipetky zabranime, kdyz jednu pipetku vyclenime
pouze pro pfidavani roztoku vzorku a uchovavame ji ve zkumavce se vzorkem.

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

Zkumavky, centrifugacni zkumavky

Nekteré operace (déleni skupin iontll, zahfivani aj.) provadime ve zkumavce (dlouhé, tenkosténné). Ve
zkumavce pracujeme obvykle - pokud neni v navodu uvedeno jinak - s objemy 1 - 2 ml (tj. cca 1 — 2 cm vrstva
kapaliny). Zkumavky zahtivime bud’ pifimo v plamenu plynového kahanu, nebo na vodni lazni. Pfi zahtivani
v plamenu musime dbat na nékteré zasady bezpecnosti. Sklo zkumavky jako $patny tepelny vodi¢ se miize lokalné
prehiat a prasknout. Zahtivame proto vzdy za soucasného intenzivniho protfepavani obsahu zkumavky a jen po
dobu nékolika sekund v plamenu a potom zase nékolik sekund mimo plamen nechame teplo z ohi'atého skla piejit
na roztok vzorku. Destilujici pary kondenzuji v horni ¢asti zkumavky, kterou ohteji. Nechceme-li si popalit prsty,
pouzijeme zkumavkovy drzak. Nikdy nemifFime ustim zkumavky na sebe nebo na jinou osobu, ale vzdy
smérem do regalu. Nikdy neohf'ivame hoflavé kapaliny pfimo na plamenu (alkohol, benzen, kyselinu octovou),
ale pouzijeme vodni lazen. Vodni lazen pro zahtivani 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. Vyvarenou
vodu nezapominat doplnit! Unikaji-li toxické nebo drazdivé plyny Ci pary, provadime zahtivani v digestofi se
spusténym odtahem.

Centrifugace slouzi k oddéleni sraZzeniny od roztoku odstfedénim. Oddéleni srazeniny se ¢asto urychli
zahiivanim smési, kdy dochazi k tvorbé vétsich shlukli pevné faze (sraZenina se sbali). Sklenéné centrifugaéni
zkumavky jsou konicky z(izeny smérem ke dnu a smime je zahfivat pouze na vodni lazni. Pfi zahfivani v plamenu
dochazi k lokalnimu piehiati spojenému s utajenym varem, jehoZ nasledkem obsah zkumavky vystiikuje a
zkumavky snadno praskaji. Vhodnégjsi je nejprve pfipravit sraZzeninu v normalni zkumavce (véetné zahfivani) a
v centrifugani zkumavce provést pouze centrifugaci. Nékteré typy centrifug umoziuji pouziti plastovych
centrifugacnich zkumavek (tyto nezahfivame). Pti centrifugaci vzdy dbame na vyvazZeni centrifugy druhou
zkumavkou s pfiblizné stejnym mnozstvim kapaliny (vody). Nevyvazena centrifuga vibruje a mtize se poskodit.
Doba centrifugace se ruzni 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 ptezihani odparku. Porcelan je kiehky material,
ktery pii vétsim teplotnim Soku snadno praska. Zahtivani provadime bud’ na vodni nebo vzdusné 1azni, na sit'ce,
nebo piimo v plamenu. Pfi zahfivani pfimo v plamenu dbdme na pomalé a rovnomérné ohfivani celého povrchu
misky nebo kelimku. Kelimek vlozime do trianglu (tfi keramické trubi¢ky svazané dratem do rovnostranného
trojuhelniku) a ten polozime na Zelezny kruh, upevnény na stojanu. Rozzhaveny kelimek pfi premistovani
uchopime klestémi, jejichz hroty jsme pfedem nahiéli v plamenu. Horky porcelan nikdy nepokladdme piimo na
dlazdice stolu nebo na zelezny podstavec stojanu (prudkym ochlazenim porcelan praska), ale pouze na azbestovou
sit'’ku. Porcelanové misky ohfivame v plamenu jen vyjimecné, drzime je v klestich.

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

Platinovy dratek

Platinovy dratek primeéru 0,5 mm a délky nékolik cm je zataven ve sklenéné tyCince. Pouziva se hlavné
pro plamenové zkousky. Platinovy dratek pfi téchto zkouSkach nejprve vycistime stifidavym ponofenim do
koncentrované kyseliny chlorovodikové a prezihanim v plamenu, dokud barvi plamen. Pii Zihani v plamenu
dratek nevnasime nikdy do stifedniho, modrého kuzZele plamene (hrozi vznik karbidu platiny, zkfehnuti dratku
a jeho zlomeni), ale vzdy jen na okraj plamene ¢i nad modry kuzel. Do plamene a stejné€ tak do zkoumaného vzorku
vnasime dratek maximalne do poloviny jeho délky, jinak hrozi piehiati sklenéné tyCinky a po nasledném ochlazeni

v kapalin€ jeji prasknuti a uvolnéni dratku (Obr.4). Platinovy dratek je snadno ohebny a miize se zlomit,



neponofujte jej proto az na dno zkumavek a uchovavejte jej v kadince otocené dratkem vzhuru. Pti nahodném
zlomeni jej odevzdejte instruktorovi.

Obr. 4: Praskla tycinka Pt dratku po jejim vilozeni do plamene kahanu

Cisténi laboratorniho nadobi

Pouzité nadobi omyjeme pod tekouci pitnou vodou a oplichneme destilovanou vodou. Zde plati, ze
opakovany oplach mens$im mnoZstvim vody je G¢inngjsi nez naplnéni nadobky a vyliti. Spotfeba destilované
vody v analytické laboratofi je velkd, snazte se ji Setfit (nikoli vSak nemistn¢). N€které sraZeniny jdou rozpustit ve
vhodném c¢inidle (HCI, NaOH), poté vzdy nasleduje oplach pitnou a destilovanou vodou.
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Uloha ¢&. 1 - Selektivni reakce kationi a aniont I (Na*, K", NH4",
Mg?*, Ca?*, S04, POs*, CI', NO3)

Ukol: ve vzorku A dokazte pfitomnost 1 kationtu. Ve vzorku B dokaZzte pfitomnost 1 kationtu a 1 aniontu

Na+

Diikaz v plamenu

Sodné soli barvi plamen intenzivné zluté, 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 iontti mohou byt ovlivnény stopami sodnych soli z pouzitych chemikalii). Zluté &ary pozorujeme ve spektru
stale, sledovani spektra v tomto piipad€ nema smysl.

Provedeni: Vy¢istény platinovy dratek (o¢ko) namocime do roztoku vzorku a vneseme do plamene. Ptitomnost
Na' ve vzorku uvadime pouze tehdy, je-li zbarveni plamene po nékolik sekund jasné a svitivé Zluté.

Mikroskopicky ditkaz s octanem uranylhorecnatym

Koncentrovany roztok octanu uranylhofe¢natého v kyseliné octové dava s Na*™ malo rozpustnou, svétle
zlutou krystalickou srazeninu NaMg(UO;)3(CH3CO0)9.9H,0. Pod mikroskopem pozorujeme pomalou tvorbu
charakteristickych krystald (stény z rovnostrannych trojuhelnikd, nékteré krystaly pfipominaji svym tvarem
zidovskou hvézdu).

Rusi: Velky nadbytek K, Li*, cela fada t&zkych kovil, PO4> a AsOs*. Lze je odstranit povafenim 1 ml vzorku
s piebytkem MgO a odstfedénim. Nerusi NH,*, Mg?*, Ca?*, Ba?*, Zn?*, Cd**, Pb*" a A13",

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

K+
Diikaz v plamenu

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

Provedeni: Vzhledem ke slabé intenzit¢ zbarveni plamene je vhodné pracovat s odparkem vzorku. Roztok
v porcelanovém kelimku odpaiime do sucha a do vychladlého kelimku ptfidame 1 kapku konc. HCI. Vzniklou
kasovitou hmotu nabirame dobfe vycistenym Pt dratkem a vnasime do plamene. Plamen pozorujeme pies
kobaltové sklo (Cervenofialové zbarveni) a spektroskopem. Doporucuje se pfipravit si modelové vzorky
obsahujici: Na, K a smés 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
jemne¢ krystalickd a svétlejsi, Casem se tvoii vetsi krystalky temnéj$iho zbarveni. Pod mikroskopem pozorujeme
hexagonalni krystalky, pfevazuje tvar pravidelného kosoctverce. Jako ¢inidlo se pouziva vodny roztok sodné soli
s pfidavkem Na,COs.

Rusi: NH4* (vznik izomorfni srazeniny), kyselé prostfedi (vznik Zluté sraZzeniny dipikrylaminu), Ca%*, Ba*',
kationy tézkych kovi (srazeji se Na,COs ptitomnym v ¢inidle). Amonné soli odkoufime, ostatni ruseni odstranime
pridavkem nasyceného roztoku Na,COs ke zkoumanému roztoku vzorku.
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Provedeni: Obsahuje-li vzorek NH4", odpafime 1 ml roztoku vzorku v porcelanové misce do sucha a odparek
opatrné zihame pifimo v plamenu do slabé cerveného zaru (misku drzime zahtatymi kleStémi). Po ochlazeni
pridame 1 ml destilované vody a 2 az 3 kapky nasyceného roztoku Na>COs3 a po pieliti do centrifugacni zkumavky
odstfedime.

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

NH/*
Diikaz Nesslerovym cinidlem

Nesslerovo ¢inidlo je roztok tetrajodortutnatanu v NaOH. V alkalickém prostfedi vznikd s amoniakem
hnéda srazenina, obsahujici skupiny -I a -NH, kolisavého slozeni. Reakce je velmi citliva, uz stopy NHs" nebo
NH3 davaji zluté zbarveni.

Rusi: VSechny kationy, které se sraZeji v alkalickém prostiedi. V jejich piitomnosti provedeme diikaz NH4"
v plynné fazi jako NHj.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka roztoku ¢inidla. Pozorujeme vznik hnédé srazeniny .
Diikaz jako NHs v plynné fazi

Plynny NH3 se uvoliiuje z roztoku NH4* v alkalickém prostiedi:
NH, +OH — NH, + H,0

Zahtivanim roztoku vzorku po zalkalizovani unika plynny NH3, ktery dokazeme indikacnim pH papirkem nebo
Nesslerovym ¢inidlem.

Provedeni: 3 kapky roztoku vzorku a 3 kapky 10% NaOH zahfivame opatrn¢ v porcelanovém kelimku na sit’ce.
Kelimek je zakryty kouskem filtraéniho papiru s 1 kapkou Nesslerova ¢inidla. V pFitomnosti NH4" zbarvi unikajici
amoniak vlhkou skvrnu na filtraénim papiru do hnéda (papir nesmi vyschnout, vlh¢it destilovanou vodou),
ovlh¢eny pH papirek zmodra.

Mgt
Diikaz magnezonem

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

(4-nitrobenzenazorezorcin nebo 4-nitrobenzenoazo-1-naftol) tvoii s Mg?" v alkalickém prostfedi modry chelt,
ktery je stabilizovan adsorpci na Mg(OH)s.
Rusi: velky nadbytek amonnych soli a kationy "t€Zkych kovi". V pfitomnosti velkého nadbytku soli NH4" se
snizuje citlivost reakce a proto je nutno tyto soli odkoufit. P¥i vyssi 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 "té¢zkych kovi" tvoii samy barevné hydroxidy nebo se jejich hydroxidy téz vybarvuji
&inidlem (napt. Cd?"). Odstrani se &erstvé pfipravenym sulfidem amonnym.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka ¢inidla + 1 - 2 kapky 10% NaOH . V piitomnosti Mg?" vznikne
chrpové modra srazenina. Soub&zné provadime slepy pokus: v nepiitomnosti Mg?* piivodné Zluty roztok po
zalkalizovani zméni barvu na fialovou (roztok zlstane Ciry).

Obsahuje-1i vzorek "tézké kovy" (vznik sraZeniny nebo zakalu s cerstvé pfipravenym sulfidem amonnym)
pfidavame k 1 ml roztoku vzorku po kapkach roztok sulfidu amonného, odstfedime a Ciry a bezbarvy roztok
(kontrola iplnosti srazeni!) pouZijeme pro ditkaz Mg?*.



12

Ca**

Diikaz v plamenu

Tonty Ca®* barvi plamen cihlové Cervené. V pfitomnosti chloridd se pfechodné tvoii tékavéjsi CaCl,, ktery
se projevi v plamenu jasnéj$imi karminové ¢ervenymi zablesky (zdména s Li mozna!) bezprostiedné po vneseni
vzorku do plamene. S uréitym zpozdénim se objevi mén¢ vyrazné cihlové Cervené zbarveni plamene, které ve
spektru vykazuje dva pasy: cerveny pii 620 nm a zeleny pfi 554 nm. Charakteristické je, zZe se oba pasy objevuji a
mizi soucasné.

Rusi: Na a Li mnohem intenzivnéj$im zbarvenim plamene, které piekryje zbarveni Ca. Ve spektru mutize
kombinace Li+Ba ptedstirat pfitomnost Ca, ovSem jasna a mnohem uzsi Cervena linie Li se neobjevuje a nemizi
soucasné se zelenymi liniemi Ba.

Diikaz kyselinou stavelovou

Vznik bilé krystalické srazeniny $tavelanu vapenatého v slabé kyselém prostfedi nadbytku kyseliny
Staveloveé.
Rusi: vétsina kationtl "tézkych kovil", nerusi Ba®* a alkalické kovy.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka roztoku kyseliny $tavelové - vznikne bila krystalicka srazenina.
Provadime na sklenéné kapkovaci desce. Srazenina, tvofena vétSimi krystalky, je Casto Spatné postiehnutelna.

on

Jsou-li ve vzorku pritomny kationy "tézkych kovi", odstranime je pomoci MgO.

N
Diikaz Ba’* nebo Sr**soli

Vznik bilé krystalické sraZzeniny nerozpustné ve ziedénych kyselinach. Konverze na jiné slouéeniny je
mozna pouze na suché cesté, napt. redukci kovovym hotéikem nebo sodikem pti vyssich teplotach na BaS nebo
SrS. Vznikly sulfid (vznika ze vSech sloucenin siry!) se potom dokaze napi. zCernanim stiibrného plisku nebo
nitroprusidem.

Rusi: S$,03% pomalym vylu¢ovanim siry po okyseleni. Vznikne bily koloidni roztok, ktery znemozZiiuje pozorovani
tvorby bilé srazeniny BaSOs.

Provedeni: K 1 kapce roztoku vzorku pfidame 1 kapku 2 M HClI a 1 kapku 0,05 M BaCl,. Vznik bilé srazeniny
nebo zékalu dokazuje piitomnost SO4%.

PO/
Diikaz molybdenanem

Vznik Zluté srazeniny (pfechodné i zluty roztok), nejlépe za horka, proménlivého slozeni, obvykle
(NH4)3P(M03010)4.xH>0 v pfitomnosti NH4" a v prostiedi HNO; (nebo jiné mineralni kyseliny).

Provedeni: K 1 ml roztoku vzorku ve zkumavce ptidavame 2 M HNOj3 do kyselé reakce (1 ml) a potom piidame
1 ml molybdenanového ¢inidla. V pfitomnosti fosfore¢nani vznikne Zlutd srazenina. Pfi nizSich koncentracich
fosfore¢nanu vzniké sraZzenina az po n€kolikaminutovém zahtivani (napf. na vodni lazni).

Ccr
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 fialoveé a mohou tim znesnadnit pozorovani modrého zbarveni. Proto vlhé¢ime papir 1 M NaOH, ktery Br,
11> odbarvi.
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Provedeni: Do porcelanového kelimku ddme 1 ml konc. H,SO4, n€kolik krystalki pevného KMnO4, piidame 5
kapek roztoku vzorku a kelimek ihned zakryjeme kouskem filtracniho papiru, ovlhéeného 1 kapkou 1 M NaOH a
1 kapkou Denigesova ¢inidla (vodny roztok Cerstvé destilovaného fenolu a anilinu). V pfitomnosti chloridd se
vlhka ¢ast papiru vybarvi modre. Pii niz§im obsahu chloridi kelimek opatrn¢ zahfivaime a dbame na to, aby
filtracni papir nevyschl (pfikapnutim 1 M NaOH).

Diikaz tvorbou chromylchloridu

V bezvodém prostedi konc. H>SO4 se z dichromanu tvoii t€kavy cervenohnédy CrO,Cl,, ktery jako
chlorid kyseliny chromové ve vod¢ snadno hydrolyzuje na H,CrO4 a HCI.
Rusi: NO, a NOs™ vznikem NOCI, ktery spotiebuje chloridy a dikaz ma negativni vysledek. Negativni vysledek
dévaji i nerozpustné nebo nedisociované chloridy, nap¥. AgCl a HgCl,. Cervené nebo hnédofialové dymy Bra, NO,
a I, nerusi, protoze po zachyceni v roztoku NaOH se odbarvi.

Provedeni: 1 ml roztoku vzorku odpafime v porceldnovém kelimku, k odparku ptidame Spetku pevného K,Cr,0O7
a 5 kapek konc. H>SOs. Kelimek ihned prikryjeme kouskem filtraéniho papiru navlhéeného 1 - 2 kapkami 1 M
NaOH a opatrné zahiivame na vzdu$né lazni. Pfitomnost chloridti se projevi tvorbou cervenych dymu, které
vybarvi vihky papir do zluta (papir stale vihéime 1 M NaOH ).

NOs
Diikaz difenylaminem

Oxidacni ¢inidla oxiduji difenylamin v kyselém prostfedi na modré oxida¢ni produkty, které vSak nejsou
stalé a prechazeji pres fialové zbarveni do $pinavé hnédé srazeniny. Kyselina dusitd ma uz ve slabé kyselém
prostiedi oxidacni ucinky, zatimco kyselina dusicnd az ve znacné koncentrovaném stavu. Dukaz NO3
difenylaminem musime proto provadét v siln€ kyselém a vodu odnimajicim prostiedi konc. H>SOas.

Rusi: veskera oxidacni ¢inidla, napt. NOy', CrO4>, MnOyg, Fe’' aj. Castecnd rusi i I (konc. H,SO4 uvoliuje
Cervenohnédy ).

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

Diikaz tvorbou azobarviva po redukci na NO; zinkem

V prostredi kyseliny octové se dusic¢nany redukuji praSkovym zinkem na dusitany, které se dokazi
diazotacni a kopula¢ni reakci za vzniku azobarviva.
Rusi: NOy', odstrani se moc¢ovinou v prostfedi ziedéné H,SOj.

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

Protokol:

Protokol musi obsahovat nasledujici udaje:

- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup

- Vysledky vSech provedenych diikazovych reakei (i negativnich). K prezentaci pouzijte navrzenou tabulku
(vizte Tab.4)

- Zavér

Protokol mtize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.
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Uloha ¢&. 2 - Selektivni reakce kationi II (Pb?", Cu?', AI*", Fe*,
Mn2+, Zn2+, C02+, Ni2+)

Ukol: ve vzorku A dokazte pfitomnost 1 kationtu. Ve vzorku B jsou obsazeny 1-3 kationty, dokaZzte jejich
pritomnost.

Pp*t
Diikaz kyselinou sirovou

Ionty SO4* zplsobuji tvorbu hutné bilé srazeniny PbSQs. Jako sraZeci ¢inidlo je nejvhodnéjsi 1 M HSOs.
Siran olovnaty je rozpustny v nadbytku NaOH (rozdil od BaSO,). Pfidavkem sulfidu amonného bild srazenina
z¢erna za vzniku PbS (BaSOy zlstane bily).
Rusi: Ba?" tvoii také bilou srazeninu, ktera vSak neddva uvedené reakce. Pb?" miizeme oddélit od Ba?" napt. 2 M
HCI (vznikne [1bila srazenina PbCl,) nebo 2 M NHj; (vznikne [ bil4 srazenina Pb(OH),).

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

Diikaz chromanem draselnym

Vznik Zluté srazeniny PbCrOs, rozpustné ve 20 % NaOH (na rozdil od BaCrOy).
Rusi: cela fada kationt tvorbou Zlutych az hnédych srazenin. Srazenim 1 M H,SO4 vylouc¢ime PbSO4 a BaSO4 ze
vzorku a konverzi s K,CrOy4 ziskdme zluty PbCrO4 (BaSO4 nereaguje).

Provedeni: Ke 3 kapkam vzorku ptidame po kapkach 1 M H>SOs az do uplného vysrazeni, odstfedime a srazeninu
promyjeme cca 1 ml 1 M H>SOj4 (ke srazening prilijeme promyvaci kapalinu, roztfepeme, odstiedime a odlijeme)
a jesté destilovanou vodou, ke které ptidame 2 - 3 kapky 1 M octanu sodného. Po odstfedéni slijeme promyvaci
vodu, ke srazening pridame 5 kapek 5 % K,CrOs, srazeninu zvitime a zahfivame nékolik minut na vodni l4zni. Po
opétovném odstiedéni zluta srazenina dokazuje ptitomnost Pb2+. V piitomnosti vétSiho mnozstvi Ba2+ je
srazenina pouze zietelné nazloutla, proto pouzijeme v tomto piipadé konverzi na PbS.

Cu2+

Diikaz hexakyanozeleznatanem

Vznik c¢ervenohnédé srazeniny proménlivého slozeni (pfevlada Cus[Fe(CN)s] a CuK[Fe(CN)s])
v neutralnim nebo slabé kyselém prostfedi. Srazenina se snadno rozpousti ve zfedénych mineralnich kyselinach a
v amoniaku.
Rusi: Fe*" - vznik intenzivn& zbarvené berlinské modii. Ruseni 1ze odstranit amoniakalnim délenim. Barevné
srazeniny s [Fe(CN)s]* d4vaji i n&které jiné kationy (napt. Co®’, Ni** ), diikaz Cu?" viak rusi jen pfi velkém
prebytku.

Provedeni: k 5 kapkadm roztoku vzorku pfiddme konc. NH3 do zietelného piebytku (je citit amoniak), smés
odstfedime. Vznik modrého roztoku svédéi o piftomnosti médi (moZnost zdmény s Ni?*!). K 1 kapce tohoto
roztoku na porcelanové kapkovaci desce pridame konc. kyselinu octovou do svétle modrozeleného zbarveni a 1
kapku K4[Fe(CN)]s. [1V piitomnosti Cu?" vznikne Servenohnéda sraZenina.

Diikaz diethyldithiokarbaminanem (kupralem)

Vznika hnéda srazenina chelatu 1 : 2 v neutrdlnim, kyselém i alkalickém prostfedi. Ve vode€ nerozpustny
chelat se dobfe rozpousti v chloroformu, izoamylalkoholu a jinych organickych rozpoustédlech.
Rusi: malo rozpustné chelaty vznikaji s velkym poctem prvkl. Provedeme-li reakci s amoniakalnim vyluhem
v piftomnosti EDTA, vznika hn&dy chelat, extrahovatelny do CHCls, pouze s Cu?".
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Provedeni: Amoniakalni vyluh ziskdme jako v pfedchozim dikazu. Ke 2 kapkam tohoto roztoku pfidavame po
kapkéach 0,1 M EDTA do zmény modrofialového zbarveni na svétle blankytné modré. Pfiddime né€kolik krystalt
pevného kupralu a protiepeme. Vznikne hnéda srazenina, kterd po pfidavku 1 ml CHCl; a protfepani se v ném
rozpusti na hnédy roztok. Provadime ve zkumavce.

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

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

Rusi: Fe3', Cu?* aj. Oddélime je pomoci NaOH.

Provedeni: K 1 ml 1 M NaOH ptidame 10 kapek roztoku vzorku. Z hlinitych soli vznika pfechodné hydroxid
hlinity, ktery se vSak v pfebytku hydroxidu rozpousti na hlinitan. Rusici kationy se vysrazi — jsou-li pfitomny, po
protiepani se smes odstfedi. Na porcelanovou kapkovaci desku se nanese 1 kapka ¢irého alkalického roztoku, ptida

se 10 kapek &inidla a ptikapava se 2 M CH3;COOH az se fialové zbarveni zméni: v p¥itomnosti A" na cihlové
Cervené, slepy pokus ma Zluté zbarveni.

Fe&*
Diikaz thiokyanatanem

V kyselém prostiedi vznikaji intenzivné &ervené zbarvené rozpustné komplexy FeNCS?" vedle
Fe(NCS),".

Rusi: F-v nadbytku - maskovaci ¢inidlo.

Provedeni: Na kapkovaci desce se k 1 kapce kyselého roztoku vzorku piidad 1 kapka 20 % thiokyanatanu
amonného. V piftomnosti Fe** vznikne intenzivné dervené zbarveni.

Diikaz hexakyanozeleznatanem draselnym

V kyselém prostiedi vznika srazenina nebo koloidni roztok berlinské modfi.
Rusi: Cu?* ve velkém nadbytku.

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

Diikaz kyselinou 5-sulfosalicylovou

Pii pH 1 - 2 vznika v nadbytku ¢inidla fialovy rozpustny chelat.
Rusi: F, H3POs - (maskovaci €inidla).

Provedeni: Na kapkovaci desce se k 1 kapce kyselého roztoku vzorku pfidaji krystalky pevného Ccinidla.
V piftomnosti Fe** vznika fialové nebo Eervené zbarveni.

Mn?*

Diikaz oxidaci na MnOy jodistanem

Oxidace probiha v kyselych roztocich za horka a vznika fialovy MnOy. Reakce je velmi citliva a musi se
provadét se ziedénym roztokem vzorku. Pti vysSich koncentracich a nizsi acidité vzorku vznika hnéd4 srazenina
MnO:; (burel).

Rusi: Cl- v nadbytku
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Provedeni: 1 kapku roztoku vzorku ziedime ve zkumavce cca 2 ml dest. vody a obsah zkumavky vylijeme.
Ulpivajici kapky na sténach zkumavky postacuji na dtikaz. Pfidame 2 ml 2 M HNOj3, na Spicku lopaticky pevny
KIO; a zahfivame k varu. Po nékolika minutach se v pfitomnosti Mn2" roztok za¢ne barvit fialové. Pokud se
zbarveni neobjevi ani po nékolika minutach, ptidame dalsi KIO4 a déle zahfivame. Pozor na zaménu se slabé
rizovym zbarvenim Co?",

Zn2+

Diikaz hexakyanozeleznatanem

V prosttedi 1 M HCI vznikd srazenina hexakyanozeleznatani zine¢natych s proménlivym obsahem
draselnych iontd, kterd je teoreticky bila. Ve Zlutém roztoku nadbyte¢ného hexakyanozeleznatanu se vsak jevi
Zluté a v piftomnosti Fe3" (vznik berlinské modti ze znegisténi chemikalii stopovymi obsahy Fe ) v konedném
efektu pozorujeme obvykle Zlutozelenou srazeninu. SraZenina je nerozpustna v 20 % HCL
Rusi: Fe?t, Cu?", Mn?", Ni**, Co?". Odstranime délenim v 1 M NaOH.

Provedeni: K 2 ml 1 M NaOH ve zkumavce ptidame 0,5 ml roztoku vzorku, po protiepani smés kratce povatime,
odstfedime (obsahuje-li srazeninu) a Ciry roztok opatrné slijeme. K roztoku pridame stejny objem konc. HCL, 1
M octanu sodného a ¢inidla. Vznik Zlutozelené srazeniny nebo zakalu dokazuje pfitomnost zinku. V nepfitomnosti
Zn*" vznikne ¢iry Zlutozeleny roztok (slepy pokus nutny, provadime ve zkumavce).

C02+

Diikaz thiokyanatanem

Vznik modrého rozpustného komplexu [Co(NCS)s]* 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 hnédou srazeninu (v nadbytku
NH4SCN se vsak dafi vyextrahovat do izoamylalkoholu modry Co - komplex ).

Provedeni: K 1 kapce neutralniho nebo slabé alkalického roztoku vzorku pfiddme nékolik zrnicek NH4SCN
(v ptitomnosti Fe*" piiddvame pevny NaF do odbarveni intenzivniho ¢erveného zbarveni za michani opatrnym
foukanim pfes pipetku, zabranit nadbytku NaF) a 2 kapky izoamylalkoholu. Foukanim pfes pipetku se
v ptitomnosti Co?" modré zbarveni extrahuje do vn&jsi organické faze.

Diikaz I-nitrozo-2-naftolem

Vznik ¢ervenohnédé srazeniny chelatu CoLs v neutralnim, slabé kyselém nebo amoniakalnim prostiedi.
Vylou¢ena srazenina se nerozpousti v 10 % HCI.
Rusi: Cu?*, Fe**, Hg?*, Ni**. Jejich chelaty se viak v 10 % HCl rozloZi.
Provedeni: Na filtracni papir se kapne 1 kapka roztoku vzorku, 1 kapka 1 M octanu sodného a 1 kapka ¢inidla. Po
chvili se piida 1 kapka 10% HCI. V piitomnosti Co?" ziistdva hnédocervena skvrna na papife (srovnavaci pokus s
Cu?*, Ni**, Fe** se doporucuje).
Ni2+
Diikaz diacetyldioximem

V amoniakalnim prostedi vznika rizové cervena srazenina chelatu Ni(DH)s.
Provedeni: K 1 ml 2 M NHj piidame 3 kapky roztoku vzorku a po protfepani odstfedime. Ciry roztok slijeme a
piidame k nému 1 - 2 kapky ¢inidla. V p¥itomnosti Ni?* vznika riZové dervend sraZenina. Ditkaz mGZzeme provést

i na filtracnim papife: K 1 kapce roztoku vzorku se ptidaji 2 kapky roztoku ¢inidla a papir se okoufi amoniakem
(nad hrdlem lahvicky s konc. NH3). Objevi se rizova skvrna, kterd se neda splachnout pod tekouci vodou.
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Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:

- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup
- Vysledky vsech provedenych diikazovych reakei (i negativnich). K prezentaci pouzijte navrzenou tabulku

- Zavér

Protokol miize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.

Ditkaz iontu Vysledek ditkazu Zaver
Blank Standard Vzorek A
Pb** s H>SO4 ¢iry roztok bil srazenina; | ¢iry roztok Pb** neni ve
po pridani vzorku piitomen
roztoku NaOH
doslo k jejimu
rozpusténi
Mn** s 104 beze zmény fialové zbarveni | fialové zbarveni | pfitomnost

Mn?" ve vzorku

Tab. 4: Vzorova tabulka pro zpracovani ditkazovych reakct.
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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 vyuzivdna celd fada metod analytické chemie k tomu, aby stanoveni svymi
metrologickymi vlastnostmi (spravnost, pfesnost, mez stanovitelnosti, opakovatelnost aj.) vyhovovalo
pozadavklim zadavatele analyzy a tedy i uzivatele vysledkd.

Moderni analyticka chemie vyuziva fadu metod na rozli¢nych fyzikalné-chemickych principech, nicméné
u vSech se setkdvame se zakladnimi ¢innostmi, jako je vdZeni, odméfovani objemu, fedéni roztokd, kalibrace
pfistroje apod. S témito zakladnimi operacemi (nejen) analytické chemie se setkate také ve své praxi biologické,
fyzikalni ¢i v ostatnich oblastech chemie. Vzhledem k tomu, Ze kvalita vysledkl vasi prace je mimo jiné zavisla
také na pfesnosti a spravnosti provadénych zakladnich analyticko-chemickych operaci, je tato uloha zaméfena
pravé na ziskani spravnych navykt pii vazeni a odméfovani objemu pipetou, byretou a odmérnou baiikou.
VyuZijete je ve vSech nasledujicich tlohach kvantitativni analytické chemie a véfime, Ze vam napomohou i ve
vasem dal$im profesnim zivoté.

Vahy a vazeni
Analytické vahy

Analytické vahy patfi k zdkladnimu vybaveni kazdé analytické laboratote. Je to velmi jemné a citlivé
zafizeni, proto musime analytické vahy chranit pfedev§im proti otfesim, prachu, vlhkosti, pfed 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 vahy mohou
byt rizné konstrukce, od nejstarSich dvoumiskovych vah s ruénim ptidavanim zavazi pies vahy jednomiskové s
analogovou stupnici az po nejmoderngj$i vahy digitalni. I pfes zjednodusujici se obsluhu téchto zafizeni jsou to
vzdy pristroje 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 desetinnd mista. Pokud je na poslednim misté nula,
je nutno ji tam také uvést.

Technické vahy

Technické jednomiskové vahy slouzi k rychlému odvazovani ¢inidel nebo k rychlému uréeni hmotnosti
s presnosti na 0,1 g. S vyhodou se pouzivaji jako tzv. pfedvazky pro urychleni jinak zdlouhavého vyvazovani na
analytickych vahach. Na osvétlené stupnici odecitdme celé gramy (udané ¢islici) a desetiny gramt (jednotlivé
dilky). Pfed vlastnim vaZenim zkontrolujeme nulovou polohu stupnice a ptipadné ji korigujeme knoflikem vpravo
od stupnice. Osvétleni stupnice se zapina knoflikem na levé strané vah otacenim dozadu (transformator pro
napajeni zarovky osvétleni musi byt pfipojen na sitové napéti). Osvétleni stupnice zapiname jen po dobu vazeni!

Pravidla pro vaZeni:

1. Analytické vahy pouzivame pouze pro piresna vaZeni (s pfesnosti na 0,1 mg). Maximalni zatizeni analytickych
vah je 200g. V ostatnich ptipadech pouzivame technickych vah (pfedvazek).

2. Vazené pfedméty musi mit teplotu mistnosti. Horké pfedméty nechdme vychladnout v exsikatoru.

3. Odvazované latky se nikdy nedavaji primo na misky, ale pouziji se vhodné nadobky (vazenky, lodicky,
hodinové skli¢ko, kadinka ap.). Misky vah musi byt stale Cisté (hrozi koroze), usypané latky se ihned po vaZeni
odstrani Stéteckem z misky i ze skiiiiky.

4. Veskeré zavady se ihned nahlasi instruktorovi.

5. Ve vahovné udrZujeme €istotu a poradek. Jakékoliv otfesy nebo narazy poskozuji vahy a rusi pii vazeni.
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Odmérné nadobi, odmérovani objemii

Zakladni operaci v odmérné analyze je odméfovani objemtl, coZ je obdoba uréovani hmotnosti ve vazkové
analyze. K odméfovani objeml pouzivame v analytické chemii kalibrovaného nadobi. Pro pfipravu roztokid o
presné koncentraci pouzivame odmérné baiiky, pro pfesné odméfovani objemi pipety a konecné pro piesné
meéfeni spotfeby odmérnych roztok pfi titraci byrety. K méné pfesnému nebo piibliznému odmétovani objemi
slouzi odmérné valce (roztoky pomocnych ¢inidel, jako jsou kyseliny ¢i pufry k Gpraveé prostfedi pro titraci, neni
nutno presné odmeétovat pipetovanim!). Odmeérné nadobi je kalibrovano podle zptisobu méteni bud’ na doliti, t.j.
po doplnéni odmérné nadoby (odmérna banka) po znacku je uvnitt nddoby vyznaceny objem, nebo na wyliti, tj.
vytekly objem odpovida pfesné 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 ob¢& tato mnozstvi nepatii k odméfenému objemu. Kalibrace na doliti je vyznacena zkratkou "In“,
kalibrace na vyliti zkratkou "Ex". Spolu s timto oznac¢enim je na nadobi uvedena teplota odméfovaného 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 odméteny
objem) a naopak. Pro odmérné nadobi obecné plati, Ze se nesmi zah¥ivat ani vysouset v suSarnach! Zasadné
nedrzime odmérné nadobi rukou v mistech, kde se nachazi odméfovany roztok, protoze se teplem ruky roztok
zahtiva a méni objem. Odmérné nadobi je kalibrovano s pfesnosti, ktera odpovida vyrobni normé a tidé presnosti
a zpravidla se pohybuje v fadu desetin procenta deklarovaného objemu. V praxi to znamend, Ze pro b&zné
pouzivané pipety, byrety a odmérné bariky je deklarovany objem odméten s presnosti nékolika setin mililitru (vizte
tabulka nize).

Odmérné barky

Odmérné banky slouzi k pfipravé roztok uréité pfesné koncentrace (nejcastéji odmérnych a standardnich
roztokll). Maji hruskovity tvar s dlouhym tzkym hrdlem. Na hrdle je vyryta po celém obvod¢ jedind ryska, ktera
vyznacuje, kam az je nutno banku doplnit, aby obsahovala jmenovity objem. Odmérné baiiky jsou kalibrovany
na doliti. Tuhé latky se zadsadné nerozpoustéji piimo v bance (nesmi se zahtivat!), nybrz vzdy pfedem v kéadince.
Pfesnou navazku tuhé latky splachneme do kadinky, pfidame rozpoustédlo (zpravidla destilovanou vodu) v
mnozstvi zhruba 2/3 kone¢ného objemu, michame ty¢inkou a pfipadné zahfivame. Dokonale rozpusténou latku
prevedeme kvantitativné pomoci nalevky do ¢isté a oplachnuté odmérné banky, pricemz roztok prelévame po
ty¢ince, ktera se dotyka vnitini stény nalevky. Kadinku vyplachneme pomoci stfi¢ky tiikrat (cela vnitini sténa
kadinky musi byt oplachnuta), do odmérné bainky oplachneme i tyCinku a nalevku zevnitf a jeji stonek po
povytazeni z hrdla banky i zvnéjsku. Koncentrovangjsi roztoky je nutno béhem této operace nékolikrat promisit
krouzivymi pohyby banky. Ma-li obsah baiky vyssi teplotu nez laboratorni, baitku ochladime pod tekouci vodou
na okolni teplotu (banku pfitom drzime prsty za hrdlo nad ryskou). Teprve potom mizeme banku doplnit stfickou
nékolik milimetrd pod znacku. Pro pfesné doplnéni po znacku postavime banku na stil a destilovanou vodu
pridavame po kapkach z mensi pipety, aZ se spodni okraj menisku pravé kryje s ryskou. Nakonec baiku
zazatkujeme a roztok dokonale promichame nékolikanasobnym obracenim baiky. Nékdy zlstane ¢ast kapaliny u
zatky, a proto jiz hladina kapaliny v bance nedosahuje rysky — v tomto pfipadé ale nikdy hladinu jiz po rysku
dodate¢né nedopliujeme! Pied odbérem roztoku po del§im stani, kdy v hrdle kondenzuje voda a roztok proto méni
koncentraci, je nutné provést promichani.

|

Obr. 5: Spravné doplnéni odmerné banky (spodni hrana menisku se kryje s ryskou)



Pipety

Sklenéné pipety pouzivame k pfesnému odmétovani alikvotnich podild roztoku vzorku nebo odmérnych
¢inidel. Jsou to sklenéné trubice, vétsinou s valcovité rozsifenou stiedni ¢asti, opatfené bud’ jedinou ryskou (tzv.
nedélené pipety), nebo vice ryskami pro odmeéfeni jednotlivych dil¢ich objemi (tzv. d€lené pipety). Pipety jsou

kalibrovany na vyliti. Nejcast&ji se pouZzivaji k pipetovani objemu od desetin mililitru po desitky mililitra.

Obr. 6: Priklady mikropipet a sklenénych délenych a nedélenych pipet

Pro pipetovani sklenénou pipetou pouzivame bud’ specialni nastavec (pipetik), nebo pipetovaci balonek.
Pipetovaci balonek ma tfi ventily, oznacené, A, S a E. A (Air) je ventil pro vypousténi a nasavani vzduchu do
baldénku a je tedy kliovy pro regulaci tlaku v balénku. S (Suction) je ventil pro nasavani kapaliny do pipety a
ventil E (empty) je urcen pro vypusténi kapaliny z pipety.

Obr. 7: Pipetovaci balonek a nastavec, ez pipetovact balonkem

Pipety musi byt pfed pouzitim fadné vycistény, odmastény a vysuseny. Pfed pipetovanim roztoku pipetu
nejprve vyplachneme destilovanou vodou a potom také danym roztokem nejlépe tim zplisobem, Ze jej nasajeme
pfiblizné do poloviny jejiho objemu, horni konec rychle uzavieme ukazovakem, pipetu ddme 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 zfedime!
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Postup pii pipetovani balonkem:

1. Stisknéte balonek a soucasné stisknéte ventil A (Air). Tim nasajete vzduch do balénku, ¢imz se vytvoii podtlak
pottebny pro dalsi kroky.

2. Nasad'te balének na horni konec pipety tak, aby byl dobie pfipevnén a té€sné ptiléhal. Nepouzivejte hrubou silu,
at’ nedojde k vytlaceni kulicky ventilu S do téla balonku.

3. Vlozte dolni konec pipety do kapaliny, kterou chcete pipetovat. Stisknéte a drzte ventil S (Suction), coz zpiisobi
nasavani kapaliny do pipety pomoci podtlaku vytvofeného v balonku. Jakmile kapalina dosahne hladiny nad
pozadovanou rysku pipety, uvolnéte ventil S. Davejte pozor na to, abyste nenasali kapalinu do balonku.

4. Mirnym stisknutim ventilu E (Empty), uvolnéte piebytecnou kapalinu z pipety, dokud se spodni okraj menisku
presné nekryje s ryskou.

5. Presuiite pipetu nad nadobu, do které chcete kapalinu vypustit. Roztok z pipety vypoustéjte tak, ze se Spicka
pipety dotyka vnitfni stény nadobky a roztok nechejte volné odtékat po stén€. Pipetu drzte svisle. Potom
vyckejte jesté 15 vtefin (jak pfedepisuje norma). Po tuto dobu se ztencuje vrstva roztoku na sténach pipety
(pozorujeme zvySovani menisku ve Spicce pipety) az na trvale ulpivajici film. Pevné€ ulpivajici film a zbytek
roztoku ve $picce pipety musi byt zachovan, abychom piesné odpipetovali definovany objem. Proto pipetu
nikdy nevyfukujte! Pipety s poskozenou $pickou jsou znehodnocené a nelze je pro pfesnou praci pouzivat.

6. Po skonceni prace se pipetu vyplachnéte destilovanou vodou vyse popsanym zptisobem.

Postup pii pipetovani pomoci mechanického nastavce:

1. Vlozte horni konec sklenéné pipety do spodni ¢asti mechanického nastavce. Ujistéte se, Ze je pipeta pevné
pfipevnéna a tésni.

2. Vlozte dolni konec pipety do kapaliny, kterou chcete pipetovat. Otacejte koleCkem na mechanickém nastavci
(obvykle proti sméru hodinovych ruci¢ek) pro nasati kapaliny do pipety.

3. Jakmile kapalina dosdhne hladiny nad pozadovanou rysku pipety (2-3 cm), uvolnéte nastavec a pipetu rychle
uzaviete ukazovackem (ne palcem!). Spicku pipety p¥i tom opfete o dno nadobky, zpomalite tak vytékani kapaliny
z pipety. Déavejte pozor na to, abyste nenasali kapalinu do balonku. Spicku pipety vyjméte z roztoku a opfete ji o
vnitini sténu naddobky, ze které pipetujete. Pfi odméfovani musi byt pipeta vzdy ve svislé poloze a znacka ve vysi
oka. Jemnym uvolnénim prstu odpust'te piebytecny roztok, az se spodni okraj menisku piesné kryje s ryskou.

5. Presuiite pipetu nad nadobu, do které chcete kapalinu vypustit. Roztok z pipety vypoustéjte tak, ze se Spicka
pipety dotyka vnitini stény nadobky a roztok nechejte volné odtékat po sténé. Pipetu drzte svisle. Potom vyckejte
jesté 15 vtefin (jak pfedepisuje norma). Po tuto dobu se ztencuje vrstva roztoku na sténach pipety (pozorujeme
zvySovani menisku ve Spicce pipety) az na trvale ulpivajici film. Pevné ulpivajici film a zbytek roztoku ve Spicce
pipety musi byt zachovan, abychom presné odpipetovali definovany objem. Proto pipetu nikdy nevyfukujte! Pipety
s poskozenou Spickou jsou znehodnocené a nelze je pro pfesnou praci pouzivat.

6. Po skonceni prace se pipetu vyplachnéte destilovanou vodou vyse popsanym zptsobem.

Video: Zékladni informace o sklenénych pipetach
Video: Proplach pipety pfed pouzitim

Video: Pipetovani s pouzitim pipetovaciho balénku
Video: Pipetovani s pouzitim pipetovaciho nastavce

Délené pipety

maji kalibracni stupnici s po¢atkem bud’ v horni, nebo dolni poloze. Pipety s po¢atkem (nulou) v horni
poloze jsou v soucasné dob¢ vyrabény témei vyhradn€. V prvnim piipadé odméfime pozadovany objem tak, ze
meniskus nastavime na pocatek stupnice a roztok odpoustime, az je meniskus nékolik milimetrii nad zvolenou
znackou, vyckdme podle normy 7 sekund a teprve potom nechdme meniskus klesnout na zvolenou rysku.
V druhém piipadé nastavime meniskus na zvolenou rysku a dale postupujeme jako u nedélené 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 prednost pipeté nedélené.


https://youtu.be/Np7XPugUPBM
https://youtu.be/T-2NuSfbFJg
https://youtu.be/z08J72Su4n8
https://youtu.be/JstvqxnH8qI
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Mikropipety

Jsou nastroje pouzivané v laboratofich pro pfesné davkovani velmi malych objemi kapalin. Slouzi nejen

k pfimému pipetovani (davkovani ziedénych vodnych roztokil), coz je nejbéznéjsi technika pipetovani ale i k

reverznimu pipetovani (davkovani viskoznich, smacivych nebo vysoce tékavych kapalin), opakovanému

pipetovani (opakované davkovani stejného objemu) nebo k pipetovani heterogennich vzorkl (napt. krev). Aby
bylo zajisténo piesné a reprodukovatelné pipetovani, je dilezité dodrzovat n¢kolik zédkladnich pravidel:

- Pted zahajenim pipetovani je nutné na spodni dil pipety nasadit jednorazovou Spicku. Ujistéte se, Ze je
$picka pevné a rovnomérné nasazena, aby se zabranilo Giniku kapaliny nebo vzniku vzduchovych bublin,
které by mohly ovlivnit pfesnost méfeni. Nesahejte na spodni ¢ast Spicky.

- Pti nastavovani pipetovaného objemu na mikropipeté pomoci ovladace postupujte opatrné. Jemné otaceni
ovlada¢e umozni nastaveni spravného objemu, ktery je zobrazen na ukazateli objemu, obvykle umisténém
na boku pipety.

- Ovlada¢ mikropipety ma obvykle tfi polohy; zakladni a dvé polohy stisku ovladade. Prvni poloha stisku
slouzi k nasavani kapaliny do $picky, zatimco druhd poloha se pouziva pro uplné vypusténi kapaliny ze
$picky. Druha poloha je rovnéz vyuzivana pfi reverznim ¢i opakovaném pipetovani.

- Pfi manipulaci s ovladaem pipety je dulezité postupovat pomalu a hlavné plynule, zejména pfi nasavani a
vypousténi kapaliny. Rychlé nebo trhané pohyby mohou zptsobit vznik vzduchovych bublin nebo
nezéadouci ztraty kapaliny, coz by mohlo vést k nepfesnostem v pipetovani.

- Pipetu je tfeba drZet ve svislé poloze pii nasavani kapaliny, aby byl zaji§tén spravny objem. Pfi
vypousténi kapaliny je vhodné drzet pipetu pod mirnym uhlem viéi sténé nadoby, aby se zajistilo, Ze
vSechen nasaty objem kapaliny bude vypustén.

Dodrzovani téchto zasad pii pipetovani mikropipetou je nezbytné pro dosaZeni spolehlivych a piesnych vysledkt

v laboratorni praci. Nasledujici postupy zahrnuji hlavni techniky pipetovani.

Video: Zékladni informace o mikropipetach
Video: Ptiprava pted pipetovanim

Postup pfi pfimém pipetovani:
Slouzi k pipetovani zfedénych roztokd.

1. Nasad’te $picku na spodni dil pipety a ujistéte se, Ze je spravné upevnéna.

2. Pfed samotnym pipetovanim Spicku 2-3 krat napliite a vyprazdnéte vzorkem, ktery budete pipetovat. Tento krok
je dulezity proto, ze po vyprazdnéni $picky zlstava vnitini sténa Spicky pokryta tenkym filmem kapaliny. Pokud
byste tento krok vynechali, vyprazdnény objem by byl mensi, neZ je pozadovana hodnota, a snizila by se pfesnost
pipetovani.

3. Nastavte pozadovany objem, ktery budete pipetovat, opatrnym otacenim ovladace (ukazatel byva umistén na
boku pipety)

4. Pfi nasavani kapaliny do $picky méjte pipetu vzdy svisle. Pro nasati kapaliny stisknéte ovlada¢ do prvni
polohy, $pi¢ku vnoite do kapaliny a pomalu ovlada¢ uvolnéte (dojde k nasati pozadovaného objemu
kapaliny do $picky). Poté pipetu se $pickou opatrné vytahnéte z kapaliny tak, ze $picka se dotyka nadobky, ze
které pipetujete — tim odstranite piebyte¢nou kapalinu z vnéjsi strany Spicky. Zkontrolujte, zda ve Spicce nejsou
vzduchové bubliny. Pokud ano, mize byt Spicka Spatné nasazena. Vypust'te kapalinu ze $pic¢ky a postup v tomto
kroku zopakujte.

5. Pti vypousténi kapaliny naklonite pipetu se Spickou pod mirnym tthlem vi¢i sténé nadoby. Pokud jiz v nadobé
néjaka kapalina je, Spicka by méla byt nad hladinou této kapaliny. Plynule stisknéte ovlada¢ do prvni polohy,
vyckejte pfiblizné jednu vtefinu, a poté rychlym stisknutim pokracujte do druhé polohy ovladace, ¢imzZ
dojde k uplnému vyprazdnéni $pi¢ky. Nakonec $pi¢ku vytahnéte z nadoby a uvolnéte ovlada¢ do zakladni
polohy.

Video: Postup pfi piimém pipetovani


https://youtu.be/yCpi7W8RstM
https://youtube.com/shorts/wHvGAS_Czbw
https://youtu.be/uxRcqnwvPz4
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Postup pfi reverznim pipetovani:
Slouzi k pipetovani vysoce viskoznich nebo pénicich kapalin a kapalin s vysokou té€kavosti nebo i

davkovani velmi malych objemu.

1. Nasad’te Spicku na spodni dil pipety a ujistéte se, Ze je spravné upevnéna.

2. Pfed samotnym pipetovanim Spicku 2-3 krat napliite a vyprazdnéte vzorkem, ktery budete pipetovat. Tento krok
je dulezity proto, Ze po vyprazdnéni $picky zdstava vnitini sténa Spicky pokryta tenkym filmem kapaliny. Pokud
byste tento krok vynechali, vyprazdnény objem by byl mensi, nez je pozadovana hodnota, a snizila by se pfesnost
pipetovani.

3. Nastavte pozadovany objem, ktery budete pipetovat, opatrnym otacenim ovladace (ukazatel byva umistén na
boku pipety)

4. Pii nasavani kapaliny do Spicky méjte pipetu vzdy svisle. Pro nasati kapaliny stisknéte ovlada¢ do druhé
polohy, $pi¢ku vnorte do kapaliny a pomalu ovlada¢ uvolnéte (dojde k nasati kapaliny do celého objemu
$picky). Poté pipetu se Spickou opatrné vytdhnéte z kapaliny tak, ze Spicka se dotyka nadobky, ze které pipetujete
— tim odstranite pfebytecnou kapalinu z vnéj$i strany Spicky. Zkontrolujte, zda ve $picce nejsou vzduchové
bubliny. Pokud ano, mtize byt Spicka Spatn¢ nasazena. Vypust'te kapalinu ze Spicky a postup v tomto kroku
zopakujte.

6. Pti vypousténi kapaliny nakloiite pipetu se Spickou pod mirnym uhlem vuci sténé nadoby. Pokud jiz v nadobé
néjaka kapalina je, Spicka by méla byt nad hladinou této kapaliny. Plynule stisknéte ovlada¢ do prvni polohy
ovladade, ¢imZ dojde k nadavkovani poZadovaného (nastaveného) objemu kapaliny. Spictku vytdhnéte z
nadoby a uvolnéte ovlada¢ do zakladni polohy. Ve $pi¢ce zustane kapalina, kterou miiZzete vyuzit k opakovanému
pipetovani do jinych nadobek, nebo stiskem ovladade do druhé polohy muizete vSechnu tuto kapalinu ze $picky
vypustit.

Video: Postup pfi reverznim pipetovani

Postup pti opakovaném pipetovani:
Slouzi k pipetovani stejného objemu stejné kapaliny (rychlejsi zptisob).

1. Nasad’te $picku na spodni dil pipety a ujistéte se, Ze je spravné upevnéna.

2. Pfed samotnym pipetovanim Spicku 2-3 krat napliite a vyprazdnéte vzorkem, ktery budete pipetovat. Tento krok
je dulezity proto, Ze po vyprazdnéni $picky zdstava vnitini sténa Spicky pokryta tenkym filmem kapaliny. Pokud
byste tento krok vynechali, vyprazdnény objem by byl mensi, nez je pozadovana hodnota, a snizila by se pfesnost
pipetovani.

3. Nastavte pozadovany objem, ktery budete pipetovat, opatrnym otacenim ovladace (ukazatel byva umistén na
boku pipety)

4. Pti nasavani kapaliny do Spicky méjte pipetu vzdy svisle. Pro nasati kapaliny stisknéte ovlada¢ do druhé
polohy, $pi¢ku vnoite do kapaliny a pomalu ovlada¢ uvolnéte (dojde k nasati kapaliny do celého objemu
$picky). Poté pipetu se Spickou opatrné vytahnéte z kapaliny tak, ze Spicka se dotyka nadobky, ze které pipetujete
— tim odstranite pfebytecnou kapalinu z vnéj$i strany Spicky. Zkontrolujte, zda ve $picce nejsou vzduchové
bubliny. Pokud ano, mtize byt Spicka Spatn¢ nasazena. Vypust'te kapalinu ze S$picky a postup v tomto kroku
zopakujte.

6. Pii vypousténi kapaliny nakloiite pipetu se Spickou pod mirnym thlem viici sténé nadoby. Pokud jiz v nadobé
néjaka kapalina je, Spi¢ka by méla byt nad hladinou této kapaliny. Plynule stisknéte ovlada¢ do prvni polohy,
¢imZ dojde k nadavkovani poZadovaného (nastaveného) objemu kapaliny. Spicku vytahnéte z nadoby a
uvolnéte ovlada¢ do zakladni polohy. Spicku umistéte do dal$i nadoby a stisknutim ovladage do prvni polohy
nadéavkujte pozadovany objem. Tento postup opakujte tak dlouho, dle pozadovaného mnozstvi opakovani.

Postup pfi pipetovani heterogennich vzorku:
Slouzi k pipetovani vzorki, u kterych neni mozné provést proplach Spicky pipety vzorkem (bod 3
predchozich technik). Jedna se napiiklad o vzorky krve.

1. Nasad’te $picku na spodni dil pipety a ujistéte se, ze je spravné upevnéna.

2. Nastavte pozadovany objem, ktery budete pipetovat, opatrnym otd¢enim ovladace (ukazatel byva umistén na
boku pipety)

3. Pfi nasavani kapaliny do $pi¢ky méjte pipetu vzdy svisle. Pro nasati kapaliny stisknéte ovlada¢ do prvni
polohy, Spi¢ku vnoite do kapaliny a pomalu ovlada¢ uvolnéte (dojde k nasati poZzadovaného objemu
kapaliny do $pic¢ky). Poté pipetu se Spickou opatrné vytahnéte z kapaliny tak, Ze Spicka se dotyka nadobky, ze
které pipetujete — tim odstranite pfebytecnou kapalinu z vné&jsi strany Spicky. Zkontrolujte, zda ve Spicce nejsou


https://youtu.be/LrqcR5JSTjo
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vzduchové bubliny. Pokud ano, mtize byt $picka Spatn¢ nasazena. Vypust'te kapalinu ze $picky a postup v tomto
kroku zopakujte. Otfete Spicku suchou bunicinou.

5. Pti vypousténi kapaliny nakloiite pipetu se $pickou pod mirnym thlem vici sténé nadoby a §pi€ku ponoi‘te do
kapaliny, ktera je uzZ v nadobce. Plynule stisknéte ovladac¢ do prvni polohy, vyckejte priblizné jednu vtefinu
pro vyprazdnéni Spicky. Ujistéte se, Ze Spicka je pod hladinou a ovlada¢ uvolnéte do vychozi polohy, at’
dojde ke zpétnému nasati kapaliny do Spicky. Opét ovladaé stisknéte do prvni polohy. Tento postup
opakujte, dokud neziistane $picka ¢ista. Nakonec stisknéte ovlada¢ do druhé polohy k uplnému vypusténi a
$picku vytahnéte z kapaliny. Ovlada¢ uvolnéte do zakladni polohy.

Video: Postup pfi pipetovani heterogennich vzorka

Byrety

jsou sklenéné trubice o stejnomérném primeéru, opatiené stupnici a v dolni ¢asti vypustnim kohoutem
bud’ zabrusovym, teflonovym nebo kulickovym ventilem. Byreta s kulickovym ventilem je uréena pro praci
s alkalickymi roztoky, které by mohly zpusobit ,,zapeceni® sklenéného zabrusového kohoutu (trvalé slepeni
zabrou$enych ploch sklenéného kohoutu vodnim sklem, které vznikne pisobenim alkalii na poruSeny povrch skla).
Kulickovy ventil se otvira stiskem hadicky v mist¢ kuli¢ky, ¢imz se vytvori mezi kulickou a pryzovou hadickou
kanalky, kterymi miZe roztok z byrety vytékat. Byrety s teflonovym ventilem je mozné pouzivat jak pro kyselé,
tak alkalické roztoky. Byrety jsou kalibrovany na vyliti. Nejcastéji pouzivame 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 ziasadné na dvé desetinna mista. U byret na
10 ml odecitame objem na 0,01 ml.

Postup pfi titrovani vzorku:

1. Byretu vyplachnéte odmérnym roztokem (byrety se totiz uchovavaji naplnéné destilovanou vodou). Byretu
napliite asi do poloviny odmérnym roztokem a podobné jako u pipety pipeta otic¢ivym pohybem ve vodorovné
poloze byrety oplachnéte celou vnitini sténu, poté roztok vypust'te z byrety pfes kohout, aby se i ten proplachl.

2. Takto ptipravenou byretu upevnéte do stojanu tak, aby Spicka byrety zasahovala asi 1 cm do hrdla titra¢ni banky.
3. Byretu napliite odmérnym roztokem (z kadinky) pomoci malé nalevky. Davejte pozor, aby v byreté (obzvlasté
mezi kohoutem a $pi¢kou) neztistaly uzavieny vzduchové bubliny. Byretu napliite nékolik milimetri nad pocatek
stupnice a odstraite nalevku!

4. Otocenim kohoutu byrety vypust'te piebytecny odmérny roztok (do odpadni kadinky) a meniskus nastavte na
pocatek stupnice. Takto odpustény odmérny roztok jiZ nepouZivejte a nevracejte do zasobni lahve. Otiete
kapku na $picce byrety o vnitini sténu odpadni kadinky. V tuto chvili mate byretu pfipravenou k titrovani.

5. Titraci provadéjte tak, ze titracni banku (obsahuje vzorek, indikator a piipadné dalsi latky dle pracovniho
navodu) drzite za hrdlo v Sikovnéjsi ruce a krouzivym pohybem michate obsah titraéni bariky, zatimco druhou
rukou ovladate kohout byrety.

6. Odmérny roztok mizete ze zacatku z byrety ptidavat rychleji (misté ptitoku odmérného roztoku se titrovany
roztok barvi na kone¢né zbarveni, dochazi k lokalnimu pfetitrovani, michdnim se vSak toto zbarveni ztraci). Blizici
se bod ekvivalence se projevuje tak, odbarveni se déje pomaleji. V tuto chvili jiz pfidavejte odmérny roztok po
kapkach (porad pfitom michate obsah v titrani bance). Pokracujte timto zplisobem, dokud neni zbarveni
titrovaného roztoku trvalé (alespon 30 vtefin). Ze stupnice byrety odectéte spoti‘ebu na dvé desetinna mista.

7. Kazdou titraci zopakujte alespon tiikrat. Spotfeby by se nemély lisit o vice nez 0,10 ml.

8. Prvni, ¢asové naro¢nou titraci muzete nahradit titraci orientacni, kdy odmérny roztok ptidavate z byrety rychle
po celou dobu titrace az do kone¢né zmény zbarveni. Timto zplisobem ziskdme ptiblizny objem pro dosazeni bodu
ekvivalence. Pti dalSich tfech titracich pak muzete ptidat az 90 % z tohoto rychle a zbytek dotitrovat po kapkach.
9. Po skonceni titraci vylejte odmérny roztok z byrety (nevracejte jej do zasobni lahve), byretu vyplachnéte
destilovanou vodou a poté napliite destilovanou vodou az nad zacatek stupnice byrety.

Video: Ptiprava byrety na titraci
Video: Spravny zpusob titrovani


https://youtu.be/a4CAOypamAY
https://youtu.be/wWIjBJjRcgI
https://youtu.be/MJTFi1PzgjQ
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Zpiisob odecitani objemu

Kapaliny, smacejici povrch skla (napf. vodné roztoky), vytvareji meniskus, jehoZ spodni okraj se pri
odméiovani objeml musi kryt s kalibra¢ni ryskou odmérného nadobi (u nepruhlednych roztoki je nutno
pouzit horni okraj menisku, pipety a odmérné banky je vSak nutno na tento zpisob ¢teni piekalibrovat). Pii
pozorovani menisku je nutno snizit chybu, zplisobenou paralaxou, na minimum (paralaxa obecné vznika pfi
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 baniky vzdy tihel 90°. Podélna osa proto musi byt
pii odecitani 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
uhlem 45°. Nékteré byrety nebo délené pipety jsou pii vyrobé opatfeny Schellbachovym pruhem (nataveny pruh
bilého mlé¢ného skla s izkym, vétSinou modrym prouzkem). V misté menisku se modry prouzek jevi vlivem lomu
svétla jako shora i zdola ostie zahroceny. V doteku obou hrotl se odecita objem na stupnici. Schellbachtiv pruh
ale neodstranuje vliv paralaxy pti odecitani, pouze dovoluje piesnéjsi urceni polohy menisku!
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Uloha ¢. 3 — Prace s pipetou — ovéreni spravného pipetovani
Princip:

Jednou ze zékladnich operaci v chemickych laboratofich je davkovani malych objemt. K tomuto tcelu slouzi
pipety, které jsou kalibrované na vyliti. Tyto pipety mohou byt sklenéné a ty dale délime na délené sklenéné
pipety — maji kalibrovanou stupnici a mohou davkovat rizné objemy a nedélené sklenéné pipety (Obr. 3.2) —
maji kalibrovanou pouze jednu rysku a mohou tak davkovat jen jeden objem. Vyhodou nedélenych pipet oproti
délenym je vyssi presnost davkovanych objemil. Vzhledem k manualni a ¢asové naroénosti prace se sklenénymi
pipetami je jich pouZiti jiz upozadéno a Castéji se pouzivaji tzv. mikropipety (Obr. 3.2). Na hornim konci je
ttipolohovy ovladac (tlacitko), ktery slouzi k nasavani nastavené¢ho objemu vzorku do Spicky a vypousténi vzorku
ze $picky. Pomoci ovladace pfipojeného k mikrometrickému Sroubu je nastavovan objem, ktery bude pipetou
nasavan. Spodni dil pipety je tvarovan tak, aby na n¢j mohly byt nasazovany vyménitelné $pic¢ky, do kterych je
vzorek nasavan.

Mikropipeta mize byt vyuzita nejen k primému pipetovani (davkovani zfedénych vodnych roztokl), coz je
nejbéznéjsi technika pipetovani ale i reverznimu pipetovani (davkovani viskoznich, smacivych nebo vysoce
tékavych kapalin), opakovanému pipetovani (opakované davkovani stejného objemu) nebo pipetovani
heterogennich vzorki (napf. krev).

Ukol:

- Ovéite preciznost a pravdivost pipetovani nedélenou sklenénou pipetou a mikropipetou vazkove
- Ovéite preciznost pipetovani mikropipetou fotometricky

Vazkové ovéieni preciznosti a pravdivosti pipetovani

Vasim tkolem bude ovéfit, jak dobte ovladate praci s nedélenou sklenénou pipetou a mikropipetou s nastavitelnym
objemem a zda tyto pipety davkuji nastavené objemy. K tomuto Gc¢elu budete mit dispozici nedélenou pipetu o
objemu 10 ml, mikropipetu s objemem nastavitelnym v rozmezi 2 — 10 ml, plastové nadobky a analytické vahy,
na kterych budete zjistovat hmotnost pipetovanych objemi. Pravdivost davkovaného objemu bude ovétovano
vazkové, kdy kazdy ptidavek objemu bude zvazen a pomoci hustoty vody bude tato hmotnost piepocitana na
objem. Vypocteny objem bude poté porovnan s objemem, ktery pipeta méla davkovat. Preciznost pipetovani bude
vyhodnocena na zakladé opakovaného davkovani objemu pipetou a bude vyjadiena jako odhad smérodatné
odchylky.

Postup:

Nejdrive zvazte na analytickych vahach ¢tyfi suché plastové nadobky o objemu 50 ml. Do dvou z nich poté budete
pipetovat 10 ml destilované vody pomoci nedélené sklenéné pipety. Kazdy tento ptfidavek zvazite. Do obou
nadobek nadavkujete 3 krat po 10 ml destilované vody. To samé zopakujte s mikropipetou, u které nastavite
pipetovany objem na 10,00 ml. Aby bylo mozné pfepocitat hmotnost na objem, je nutné znat hustotu vody.
Vzhledem k tomu, Ze hustota je zavisla na teploté, zméfite teplotu vody a hustotu vody odectéte z ptilozené
tabulky. V piipadg, ze teplota vody neodpovida teplotam uvedenym v tabulce, urcete hustotu vody pfi této teploté
interpolaci.

t[°C] pt[g/em’] |t [°C] p:[g/em’] |t [°C] p: [g/em’]
17,5 0,998 685 20,0 0,998 203 [22,5 0,997 654
18,0 595 20,5 098 23,0 537
18,5 500 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

Tab. 5: Tabulka hodnot hustoty vody pri riiznych teplotach

Do protokolu zpracujte vaSe data ve forme& piehledné tabulky s uvedenim vSech ziskanych experimentélnich dat
(hmotnosti, teploty vody atd.), provedte test odlehlosti vysledkii a srovnejte Vami zjisténé objemy pipet s
deklarovanymi objemy (test pravdivosti vysledkil) a preciznostmi. Okomentujte, ktera pipeta poskytuje preciznéjsi

v

a pravdivéjsi vysledky.
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Objem pipety/ ml | CSN 70 4106, tiida A | CSN 70 4106, tiida B
Nedélena pipeta, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu 20°C

10 10,015 ml 10,030 ml
Mikropipeta pipeta, odchylky dle vyrobce
10 | |

Tab. 6: Dovolené odchylky davkovanych objemii pro pipety

Fotometrické a kolorimetrické ovéreni preciznosti pipetovani

Vasim tkolem bude ovéfit preciznost Vaseho pipetovani fotometrickym stanovenim. Pro tyto ucely budete mit
k dispozici mikropipety a spektrofotometr Preciznost pipetovani bude hodnocena na zaklad¢ zméteni kalibracnich
roztoktl o rizné koncentraci Mn a vzorku o neznamé koncentraci Mn.

Postup:

Ze zasobniho roztoku KMnOj o pfiblizné koncentraci 0,01 mol/l pfipravte kalibracni roztoky nasledujicim
zpasobem. Do ¢tyt 50ml odmérnych banék napipetujte 0-100-200-500 ul zasobniho roztoku KMnOs. Odmérné
barnky doplnte destilovanou vodou po rysku. Obsah v odmérnych bankach dobie promichejte a zméite.

Absorban¢ni méfeni:

v

Mn (kalibra¢ni blank) vyplachnéte nékolikrat sklenénou kyvetu a poté ji napliite ji asi do 2/3 objemu. Kyvetu drzte
vzdy za ty stény, pfes které ptfi méfeni neprochdzi paprsek svétla (jsou zpravidla matované) a po naliti roztoku
kyvetu otfete kouskem bunicité vaty. Druhou kyvetu stejnym zplisobem napliite deionizovanou vodou. Nastavte
nulovou polohu (pomoci kyvety s deionizovanou vodou), poté do méficiho prostoru vkladejte kyvety
koncentraci.

Sestrojte graf zavislosti absorbance kalibra¢nich roztokd na koncentraci Mn (v mg/l) a body prolozte pfimkou.
Kalibracni graf ptilozte k protokolu.

Protokol:

Protokol musi obsahovat nasledujici tidaje:
- Cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:
- Hmotnost lahvic¢ek pred a po piidavcich, a vypoctené nadavkované objemy (Tab. 3.3.). K primérnym
hodnotam nadavkovanych objemti uved'te i odhady smérodatnych odchylek.
- S vyuzitim testu pravdivosti vysledkt rozhodnéte, zda pouzité pipety davkuji objem spravné. Pokud ne,
zdivodnéte proc.
- Navazku KMnO4 pro fotometrické a kolorimetrické ovéfeni preciznosti pipetovani
- Tabulku s presnymi koncentracemi Mn v kalibracnich roztocich vychazejicimi z navazky KMnO4 a
naméfenymi absorbancemi (Tab. 3.4)
- Dosazené hodnoty do vzorci nutnych pro vypocty
- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.
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¢. méteni hmotnost | hmotnost | hmotnost | teplota hustota nadavkovany
pred po pfidavku | vody vody objem
pfidavkem | pfidavku
[2] [e] [e] °C] [gem™] | [ml]

1

2

3

4

5

6

Pramér

Odhad

smérodatné

odchylky

Tab. 6: Vzorova tabulka pro zpracovani dat ziskanych vazenim

kalibra¢ni V (KMnOy) ¢ (Mn) A
roztok ¢. [ul] [mg/1] [a.u.]
1

2

3

4

Tab. 7: Vzorova tabulka pro absorbancni méreni kalibrace
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Vazkova analyza

(Gravimetrie)

Princip:

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

Srazeni

Ugelem srazeni je oddélit stanovovanou latku (analyt) z roztoku vice slozek kvantitativng, v &isté a dobie
filtrovatelné formé. Pti srdZeni se musi vytvofit nejprve zarodecna centra tuhé faze (nukleace). Z nich se v pribéhu
dalsiho srazeni vytvati krystalicka 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 vét§i povrch ¢astic, vykazuji proto vétsi adsorpci neéistot a navic maji
tendenci vytvaret koloidni roztoky. Znecis$téni srazeniny zpusobuje i okluze (mechanické strzeni necistot do
rostoucich ¢astecek srazeniny) a inkluze (uzavieni mate¢ného roztoku do rostoucich ¢astecek srazeniny) pii prilis
rychlém srazeni. Nékdy je nutno zneciSténou srazeninu Cistit pfesrdzenim (sraZzeninu rozpustime a znovu
vysrazime tentokrat z podstatné Cist¢jsiho roztoku). Dobfe filtrovatelné srazeniny dosdhneme zpravidla pti sraZeni
za VySSi teploty a tim, ze srazedlo pfiddvame v okamziku tvorby zarode¢nych center velmi pomalu a za
neustilého michani.

Roztok stanovované latky upravujeme podle navodu (fedime, upravime iontovou silu ¢i pH, zahfejeme
ap.) zpravidla v kadince, jejiZ velikost volime tak, aby na konci v§ech operaci byla naplnéna max. do 2/3 objemu.
Zahtivani provadime plynovym kahanem na azbestové sitce, pfitom je kadinka prikryta hodinovym sklickem
a ve vylevce kadinky je Sikmo zasunuta sklenéna tyc¢inka, ktera brani vzniku utajeného varu (Obr. 8). Po dosazeni
pozadované teploty odstavime kahan, sejmeme hodinové sklicko (prsty si chranime pfed popalenim dvéma kousky
podélné roziiznuté pryzové hadice) a oplachneme ho do kadinky. Sklenénou ty¢inku ponechame v kadince az
do ukondeni celé operace (do vyprazdnéni a vyplachnuti kadinky). Roztok srazedla (musi byt ¢iry, filtrovany)
pridavame obvykle z pipety zpocatku po kapkach za ti¢inného michani sklenénou ty¢inkou. Pfitom se tycCinka
nesmi otirat o stény kadinky (Zadné "zvonéni'), protoze v misté otéru vznikaji pfednostné¢ 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 vycetfeného roztoku nad srazeninou pfidame nékolik 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. Nekteré typy srazenin je nutno nechat "zrat" (stanim prekrystalizuji na vétsi,
lépe filtrovatelné krystalky), jiné se filtruji ihned za horka.

Obr. 8: Zahrivani roztoku pied srazenim
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Filtry, filtra¢ni kelimKky, filtrace

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

Papirovy filtr

Kvantitativni filtracni papiry se vyrdbéji v kruhovém tvaru rizné velikosti a rizné porézity z papiru
s nizkym obsahem popela po spaleni. Pro filtraci amorfnich vlockovitych srazenin [napi. Fe(OH)3.xH20] se
pouzivaji fidké filtry, oznacené ¢ernou paskou nebo cervenym tiskem na krabicce. Pro nejjemnéjsi srazeniny (napf.
BaS0s4) se pouziva husty filtr, znaceny modrou paskou nebo dodavany v modré krabicce. Sttedn¢ husté filtry jsou
ve zluté krabicce (bila paska). Potfebny druh filtru je uveden u jednotlivych postupi gravimetrického stanoveni.
Kotoucek filtracniho papiru se nejprve prelozi na pulku, odtrhne se jeden rizek a znovu se pielozi na ctvrtku.
Takto slozeny filtr se rozevfe v kuzel tak, Ze odtrzeny rizek se nachazi vné kuzele (Obr. 9 a). Sklenénou filtracni
nalevku drzime v levé ruce ve svislé poloze, pricemz ukazovakem uzavieme konec stonku, naplnime ji asi do
poloviny kuzele destilovanou vodou a opatrné vsuneme rozevieny papirovy kuzel po sténé nalevky do jeji $picky.
Papirovy kuzel pfitom drzime vzdy za trojitou vrstvu (Obr. 9 b). Dbame na to, aby pod filtrem neztstaly vzduchové
bubliny. Horni okraj filtru pfitla¢ime po celém obvodu k nalevce, aby dobfe pfilnul a byl vzduchotésny.
Po uvolnéni konce stonku voda z filtru odte¢e. U dobie vlozeného filtru vSak zistane 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 zpisobil odteceni
sloupce kapaliny ze stonku. Papirovy filtr musi byt aspoii 5 mm pod okrajem nalevky. Pfipraveny filtr upevnime
pomoci kruhu s dfevénou vlozkou na stojan a pod filtr umistime vétsi ¢istou kadinku pro zachyceni mateéniho
roztoku. Stonek nalevky se musi dotykat $pi¢kou vnitini stény kadinky v jeji horni tfeting.

Obr. 9: Spravné slozeni papirového filtru (a), viozeni filtru do nalevky (b)

Filtracni kelimky

Sklenéné a porcelanové filtracni kelimky jsou kelimky s porovitym dnem rGzné hustoty. Nejcastéji
pouzivané sklenéné kelimky jsou oznaceny S3 (velikost port 30 pm) a S4 (8 um). Pouzivaji se pti gravimetrickych
stanovenich, pfi kterych se srazeniny pted vazenim pouze susi pfi teplotach 100 - 130°C. Porcelanové filtracni
kelimky 1ze 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), ktera je spojena s odsavaci lahvi pomoci pryzové zatky. Odsavaci 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 stiicky, 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 tyCince na filtr
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(Obr. 10). Dbame na to, aby se sraZenina nezvirila, roztok nevystiikl z filtru a abychom ty¢inkou neprotrhli
filtra¢ni papir. Filtr nenapliiujeme nikdy vySe nez 5 mm pod horni okraj papiru. Ciry mateé¢ni louh se filtruje velmi
rychle.

Kdyz jsme takto slili mate¢ni louh, promyjeme sraZeninu v kadince dekantaci, tj. na srazeninu
v kadince nalijeme pfedepsané mnozstvi promyvaciho roztoku (vizte piislusny pracovni navod), srazeninu
nechame usadit a opét filtrujeme pouze roztok nad sraZzeninou. Dekantace se provadi obvykle tfikrat. Pti posledni
dekantaci se zvifena srazenina s promyvacim roztokem pievede po ty¢ince na filtr (po naplnéni filtru srazeninou
probiha filtrace podstatné pomaleji). Tycinka a stény kadinky se oplachnou promyvacim roztokem a znovu se
roztok se zbytky srazeniny pfevede na filtr.

Na tycince a na sténach kadinky ulpélé zbytky srazeniny rozpustime pfidavkem minimalniho mnozstvi
vhodného ¢inidla (podle pracovniho navodu), pficemz pomoci ty¢inky smocime cely vnitini povrch kadinky a
vSechny ulpé€lé zbytky srazeniny kvantitativné rozpustime. Vznikly roztok zifedime, provedeme opét srazeni a
zbytek srazeniny zfiltrujeme ptes filtr s hlavnim podilem srazeniny. Je-li srazenina v béznych cinidlech
nerozpustna (naptf. BaSOs), kadinku i tyCinku vytieme kousky filtraniho papiru, které spalime spolu s filtrem
s hlavnim podilem sraZeniny. Srazeninu na filtru nakonec jesté¢ zbavime poslednich zbytkd mate¢ného louhu
promyvanim promyvacim roztokem (vyzaduje-li to navod).

Obr. 10: Filtrace srazeniny pomoci filtracniho papiru

SuSeni, spalovani, Zihani

Promyté, vlhké srazeniny je pro ucely vazkové analyzy nutné prevést na latky o konstantnim a piesné
definovaném slozeni, tj. na vazitelnou formu. Dé&je se tak zihanim nebo susenim srazenin. Papirovy filtr se
srazeninou se spaluje a srazenina se nasledné ziha v glazovanych porcelanovych kelimcich. Kelimek se pred
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 Siroky okraj na strané trojité vrstvy (nejlépe
nehtem palce), nechdme odtéct roztok ze stonku a odkapat posledni kapky z filtru. Potom opatrné slozime filtr na
¢tvrtku (jednoduchou vrstvou papiru smérem k sob€), pfehneme oba rozky a nakonec jeste otevienou stranu:
vznikne pétithelnik (Obr. 11 a). Tento vlozime do zvazeného porcelanového kelimku $pickou napted a mirné 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 vystfikovani) zbytku roztoku ve filtru. SuSeni lze téZ provést
v susarné nebo stanim pies noc v kelimku, zakrytém kouskem filtraéniho papiru.

Po suSeni nasleduje faze spalovani papiru. Kelimek uloZime na trianglu §ikmo a zahFivame mirnym
plamenem dno kelimku (Obr. 11 b). Unikajici dymy a pary se nesméji vznitit, pii hofeni se do plamene strhavaji
Castice srazeniny a vznikaji ztraty. Pti spalovani proto mame v ruce pfipraveno hodinové sklicko, kterym kelimek
v okamziku vzplanuti ihned ptiklopime do zahasSeni plamene. Spalovani provadime zvolna za nizké teploty a za
dokonalého ptistupu vzduchu (naklonénd poloha kelimku), jinak vznika obtizn¢ spalitelny grafitovy uhlik. Behem
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spalovani se kelimek obcas pootoc¢i pomoci kelimkovych klesti, jejichz $pi¢ky se v plamenu kratce piedehieji
(rozpaleny kelimek by pii doteku studenymi kleStémi popraskal). Klest¢ odkladame na pracovni stil vzdy
Spickami nahoru, aby se zabranilo jejich znecisténi. Piestanou-li unikat dymy, ulozime kelimek na trianglu do
svislé polohy a za¢neme kelimek ohfivat na maximaln€ dosazitelnou teplotu. Pfivod vzduchu do plynového kahanu
zvétsime tak, aby se plamen pfi privanu jesté nezhasel. Dno kelimku by mélo byt asi 2 cm nad modrym studenym
kuZelem plamene. Od tohoto okamziku po¢itdme dobu zihani, pozadovanou ndvodem. Pti zihani dbame na to, aby
se piipadny Cerny nalet uhliku na vnitfnich sténach kelimku beze zbytku spalil. Poota¢ime kelimek klestémi
(nahrat $picky!), aby se stény kelimku s vylou¢enym uhlikem ohtivaly v mezerach trianglu.

Po uplynuti predepsané doby zihani odstavime plamen, vyckame, az ustane Cerveny zar kelimku a
nahratymi klestémi vlozime kelimek do exsikatoru. Exsikator nesmime uzaviit vikem zcela, ponechame tuzkou
mezeru, kterou se muze vyrovnat pretlak ohfatého vzduchu s vnéjsim tlakem. U exsikatorti s kohoutem staci
oteviit kohout. Po cca 1 min. miizeme exsikator uzaviit upln€. Vychlazeni kelimku na teplotu mistnosti trva asi
30min. K vazeni se kelimky prenaseji v uzavieném exsikatoru, ktery se smi otevfit jen na dobu nezbytné nutnou
k vyjmuti kelimku (ndpli exsikatoru, slouzici k vysuseni prostoru exsikatoru, pti jeho dlouhodobém otevieni
zvlhne a ztraci u€innost). Pii pfenaseni se exsikator uchopi obéma rukama za piirubu a palce pfidrzuji viko. Viko
se nesmi pokladat na stlil zabrousenou plochou, ktera je namazana tésnicim tukem.

Obr. 11: Skladani filtru se srazeninou po skonceni filtrace (a); spalovani papirového filtru se srazeninou (b)
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Uloha ¢&. 4 - Stanoveni Zeleza v pigmentu jako Fe;Os

Princip:
Barevny pfirodni pigment na bazi oxidl zeleza je smési rizné hydratovanych oxidd, hydroxidi a piipadné

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)s ktery se vyziha na vazitelnou formu Fez20s.

Fe’" + 3 OH — Fe(OH);
2Fe(OH)3; — Fe>O3 +3H>0

UKol: Stanovte, kolik hmotnostnich procent Zeleza je obsazeno ve vzorku Zelezitého pigmentu.

Stechiometrie a vypocty:

2 Fe*" -2 Fe(OH); — Fe;0s

n(Fe) B
n (Fe;03) -y n(Fe) =2 xn (Fe,03)
m M(Fe)
n= M -) m(F@):Z mem(l;'ezo3)

M (Fe) = 55,847 g.mol!, M (Fe203) = 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 vyhiejeme, aby neprasknul. Po dostate¢ném zahtati postavime kahan pod kelimek na
plny vykon a zihame po dobu 1 hodiny. Béhem této doby provadime srazeni a filtraci. Po zihani odstavime kahan,
kelimek nechame nékolik minut chladnout a poté jej pieneseme nahfatymi klestémi do exsikatoru (navod popsan
vyse). Po vychladnuti kelimek zvazime.

Na analytickych vahach odvazime pfesné 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 zahiivani na elektrickém
vafi€i (kadinku zakryjeme hodinovym sklem). Po rozpusténi splachneme hodinové sklo a stény kadinky stfickou
jesté v digestori, pfevedeme obsah kvantitativné do kadinky objemu 250 ml, zfedime na cca 150 ml destilovanou
vodou, pfiddme 10 ml 10% NH4NO; a zahiivame téméi k varu. Piipadnou hydrolyzu soli Fe3* (projevuje se
oranzovym az cervenohnédym zbarvenim roztoku, prechazejicim na Cervenohnédou srazeninu) potla¢ime
pfidavkem malého mnozstvi 2M HCI. Pfed vlastnim sraZenim musi byt roztok zluty a Ciry.
Pii prvnich ndznacich varu pferuSime zahfivani a srazime 2M NHj. Zpocatku muzeme piidavat veétsi davky
srazedla az do okamziku, kdy se roztok zacne barvit do oranzova. Déle uz pfidavame srazeci roztok jen po
kapkach za intenzivniho michani, dokud se obsah kadinky zieteln¢ nezakali. Tato faze sraZeni rozhoduje
o kvalité srazeniny. Dalsi pfidavky 2M NH3 miZeme zrychlit. Srazeni ukoncime, je-li amoniak z roztoku zfetelné
citit. Pfi spravném postupu se srazenina Fe(OH); rychle sbali, tj. usadi se ke dnu ve formé jemnych vlocek a
zanecha nad sebou bezbarvy Ciry roztok.

Jesté za horka se Ciry roztok filtruje ptes fidky filtracni papir (¢ervena krabicka), sraZzenina se 3x dekantuje
horkym 1% NH4NOs a po pfevedeni na filtr se promyva stejnym roztokem. Na sténach kadinky a tyCinky pevné
ulpivajici srazenina se kouskem kvantitativniho filtraéniho papiru dtikladné setfe a tento kousek papiru se piida
k hlavnimu podilu srazeniny na filtru po odkapani poslednich kapek promyvaciho roztoku. Poté filtr se sraZzeninou
slozime, vlozime do vyzihaného a zvazeného kelimku, nechame schnout na vyhrazeném misté do pfistiho cviceni,
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kdy jej spalime a vyzihame do konstantni hmotnosti (1 hod.). Vazime ¢ervenohnédy az cerny Fe,Os. Z jeho
hmotnosti a hmotnosti piivodniho vzorku pigmentu vypocteme hmotnostni zlomek Fe ve vzorku (wt %).

Proces sraZeni Ukonceni srazeni Filtrace Zihani
Obr. 12: Ruzné faze gravimetrického stanoveni Zeleza: sraZeni, filtrace a zZihani Fe(OH)s.

Video: Srazeni — pridavani 2M NH; po kapkdch za michani roztoku

Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:

- Hmotnost prazdného, vyzihaného kelimku

- Navazku pigmentu

- Hmotnost vyzihaného Fe;O;

- Dosazené hodnoty do vzorci nutnych pro vypocty

- Vysledek hmotnostnich procent Zeleza v pigmentu
- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.


https://youtube.com/shorts/cGD6OHSIeng?feature=share
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Odmérna analyza

(titrace, volumetrie)

Uvod:

Podstatou odmérné analyzy je chemicka reakce (acidobazicka, redoxni, srazeci nebo komplexotvornd),
kterd probehne mezi stanovovanou latkou a Cinidlem kvantitativné, dostatené rychle a jednoznacéné podle
znamé stechiometrie. Cinidlo piidavame ve formé roztoku o znimé latkové koncentraci postupné po davkach
az do dosazeni ekvivalen¢niho bodu, tj. do okamziku, kdy k hledanému latkovému mnozstvi stanovované latky
pridame presné ekvivalentni mnozstvi ¢inidla. Bod ekvivalence musi byt pfitom zietelné zjistitelny, napf. barevnou
zménou indikatoru (vizualni indikace) nebo dosazenim urcité hodnoty fyzikalné chemické veliCiny indikujiciho
systému (napf. absorbance, potencidlu ap.). Z naméfené¢ho objemu roztoku ¢inidla v bodu ekvivalence a jeho
koncentrace vypocitame latkové mnozstvi ¢inidla, ze kterého s pomoci zndmych stechiometrickych koeficientti
vypocitame hledané latkové mnozstvi stanovované slozky.

Roztoky odmérnych c¢inidel piesné koncentrace nelze ve vétsin¢ 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 pribliZzné koncentrace, jejichz presnou koncentraci stanovime titraci na vhodny
primarni standard (tuhé latky stalého a pfesné definovaného slozeni, Cistota 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) pfipravime vétsi objem roztoku primarniho standardu o ur€ité, 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

(s

spolehlivéjsi postup).

Standardizaci provadime pokud mozno za stejnych podminek, za jakych budeme provadét vlastni
stanoveni (volime tedy i stejny indikator), minimalizuje se tim titraéni chyba (postiehnuti zmény zbarveni
indikatoru vyzaduje jisté mnozstvi odmérného Ccinidla, pfidaného navic ke smési ztitrované presné¢ do
ekvivalen¢niho bodu).

Pfi vlastnim stanoveni jsme nékdy nuceni postupovat tak, ze stanovovanou latku pfidivame k nadbytku
titra¢niho ¢inidla (napf. pii pomalé nebo netplné reakei, pii titraci t€kavé latky apod.) a piebytek Cinidla zpétné
titrujeme jinym vhodnym ¢inidlem. Takovéto titrace se nazyvaji zpétné titrace.

Titraci kazdého vzorku provadime opakované, zpravidla alespoii 3x tak, aby se zji§téné spotieby od
sebe vyznamné nelisily (rozdily mezi jednotlivymi titracemi v ramci 0,1 ml). Pro vypoéty bereme prumérnou
hodnotu z té€chto (minimaln¢) tii titraci.
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Chelatometrie

Princip:

Chelatometrické titrace jsou zvlastni pfipad komplexometrickych titraci, kdy reaguji ionty kovi
s ¢inidlem za vzniku chelati. Cinidlem je nejéast&ji kyselina ethylendiamintetraoctova H4Y, ve zkratce EDTA,
pouzivand ve formé¢ disodné soli Na;H,Y s obchodnim nazvem Chelaton 3, (HOOC-CH>):N-CH,-CH,-
N(CH>COONa)s,.

N
i

C N CH CH OH
HO/ \crﬂ \CH/2 ZN/ %ﬁ/

OH

Stanovovany kation kovu reaguje s Cinidlem za vzniku malo disociovaného, ve vodé rozpustného
komplexu, vzdy v molarnim poméru 1:1.

Ca’* +H,Y* —[CaY])” +2H"
Fe + H,)Y* —[FeY] +2H"

Pfi reakci se uvoliuji protony, takze pribéh reakce je ovlivnén hodnotou pH. Chelatometrické reakce
se proto provadéji v piitomnosti pufru takové hodnoty pH, ktera spada do oblasti optimalni stability dan¢ho
komplexu. Komplexy dvojmocnych kationtli jsou stalé v alkalickém a slabé kyselém prostiedi, komplexy
vySemocnych kovi jsou stalé i v kyselych roztocich (jednomocné kationty tvoii naopak jen velmi slabé komplexy
a nelze je tudiz titrovat). Vhodnou volbou podminek pfi titraci (pH, indikator) Ize stanovit i dva kationty vedle
sebe nebo jeden kation v pfitomnosti jiného.

Vizualni indikace bodu ekvivalence se provadi pomoci tzv. metalochromnich indikatort, které tvofi
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 za¢ina barevny indikator uvoliiovat z komplexu [MInd], ze kterého
je vytéstiovan chelatonem H,Y? (vznika stabiln&jsi komplex [MY]?*#). Voln4 forma metalochromniho indikatoru
[HInd] (slaba kyselina) musi mit zfetelné odlisné zbarveni od svého komplexu [MInd]. Roztoky metalochromnich
indikatort jsou obvykle nestalé, proto se indikatory ptfidavaji v pevném stavu. Barevny piechod indikatoru v bodé
ekvivalence je tim ostiej$i, ¢im méné ho pfidame. Abychom mohli indikator jemnéji davkovat, fedi se stonasobné
prebytkem indiferentni soli NaCl nebo KNOs.

Chelatometrické titrace se provadéji ve vétsich objemech titrovaného roztoku (100-150 ml) v titracnich
barikach na 250 ml. P¥i tomto ziedéni nehrozi, Ze by vznikaly kineticky stabilnéjsi komplexy indikatoru se
stanovovanym kationtem, které zpilisobuji neostry barevny piechod v bodé ekvivalence. Chelaton 3 neni
standardni latka a jeho roztoky je nutno standardizovat, napfiklad na dusi¢nan olovnaty.

n(H2Y2-)

Py

n(Mzt) n(MInd)

Obr. 13: Grafické znazornéni chelatometricke titrace
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Uloha ¢&. 5 - Chelatometricka titrace - stanoveni Ca a Mg
ve vodach a vapenatych schrankach Zivocichu

Princip:

Chelatometrie je spolehlivou metodou pro stanoveni ionti vapniku (Ca?* ) a hoi¢iku (Mg** ) jak
samostatng, tak ve smési. Vhodnou volbou pH Ize stanovit koncentraci téchto kovu, napiiklad pomoci Chelatonu
3. Bézné se stanovuje soucet koncentraci Ca?* a Mg?* v prostfedi amoniakalniho tlumivého roztoku pti pH = 10,
kdy oba ionty tvofi chelaty s Chelatonem 3, za pouziti indikatoru Eriochromova ¢erni T. Pro stanoveni samotného
vapniku se titruje v siln¢ zasaditém prostiedi (pH ~ 12), kde je hoi¢ik vysrazen ve formé Mg(OH), a s chelatonem
tak nereaguje. K titraci Ca** se pouziva indikator Murexid. Rozdil mezi vysledky obou titraci umoziuje vypocitat
koncentraci hofe¢natych iontd (Mg2?* ).

Pitna voda mmol/I
velmi tvrda >»3.75
tvrda 2.5 3,15
stredné tvrda 1,25-25
méekka 0.5 -1,25
velmi mékka <0,5

Tab. 8: Stupné tvrdosti pitné vody

Ukol:

- Stanovte obsah vapniku a hoi¢iku ve vzorku vody a ze souctu koncentraci Ca a Mg v mmol.I"! uréete
tvrdost vody dle Tab. 8
- Stanovte procentualni obsah Ca ve vzorku vapenaté schranky a prepoctéte na obsah CaCOs v %.

Stechiometrie a vypocty:

Ca** + H,Y*~ > [CaY]*>” + 2H*
Mg?**t + H,Y?~ - [MgY]*™ + 2H*
Titrace smési Ca** + Mg®" na Eriochroméerni T:  ncp3 = nca + Nug

Titrace Ca?" na Murexid: NCH3 = NCa

mca = M(Ca) x ccuz x Vcus

m (CaCO3)
m (vzorku)

wt% (CaCOy) = x100

Pracovni postup:

Standardizace 0,05 M chelatonu 3 na dusi¢nan olovnaty
M[Pb(NO3),] = 331,20 g.mol"!

Navéazku Pb(NOs;),, potfebnou k piipravé 100 ml 0,05 mol.I"' roztoku, rozpustime ve vodé, pfedem
okyselené 2 - 3 kapkami 2 mol.I"! HNO; [zabrani hydrolyze Pb?*, kterd znemoziuje uplné rozpusténi Pb(NO;)].
Roztok pfevedeme do odmérné baiiky a doplnime po znacku. Do titracni baiiky pipetujeme 20 ml, zfedime vodou
na 100 - 150 ml, pfidame 5 ml 10%niho roztoku urotropinu (nebo 0,5 g pevné latky) a indikator xylenolovou oranz
do slabé fialového zbarveni. Titrujeme 0,05M Na,H,Y do citronoveé Zlutého zbarveni. Vypocitame piesnou
latkovou koncentraci 0,05M Na,H,Y.
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Analyza vzorku vody - stanoveni vdapniku a hoiciku vedle sebe
M(Ca) = 40,08 g.mol!, M(Mg) = 24,31 g.mol"!

V silné alkalickém prostiedi se hoi¢ik vysrazi jako Mg(OH); a vapnik titrujeme selektivné na indikator
murexid. V druhém alikvotnim podilu vzorku titrujeme v amoniakalnim tlumic¢i sumu Ca + Mg na eriochromcern
T. Z rozdilu spotieb na oba indikatory zjistime spotiebu na Mg. Soudet koncentraci Ca a Mg v mmol.I"! vyjadiuje
celkovou tvrdost vody.

Titrace Ca

Ze vzorku vody do titracni banky pipetujeme 25 ml, zfedime vodou na 100 - 150 ml, pfiddme 5 ml 2M
KOH a murexid do slabé rtizového zbarveni. Titrujeme do modrofialového zbarveni. Ze spotieby 0,05M Na,H,Y
vypo&itime hmotnostni koncentraci Ca v mg.I"! a v mmol.I'\.

Titrace Ca + Mg

Opét pipetujeme 25 ml vzorku, ziedime na 100 - 150 ml, pfidame 5 ml amoniakalniho tlumice a
eriochroméern T do slabé fialové ¢erveného zbarveni. Titrujeme do jasné modré barvy. Z rozdilu spotieb titrace
sumy Ca + Mg a titrace Ca vypocitime hmotnostni koncentraci Mg v mg.l"! a také v mmol.I'! a v protokolu
uvedeme také celkovou tvrdost vody v mmol.1"! dle tabulky 4.1.

Analyza vzorku vapenatych schranek - stanoveni vapniku
M(CaCO3) = 100,09 g.mol”

Princip stanoveni obsahu Ca ve vapenatych schrankach zivo¢icht (skotapky vajec ptakd, ulity plzt, mlza
aj.) je stejny jako stanoveni ve vodé. Pevny vzorek je ale nejprve nutno piipravit k analyze. Skotapky byly nejprve
zbaveny mékkych organickych zbytkl vypranim v tenzidu a roztoku chlornanu. Po vysuseni byly rozemlety v
kulovém mlynu a homogenizovany. Vasim ukolem je odvazeny vzorek rozlozit v kyselin¢ a dale zpracovat vyse
uvedenym zptsobem. Pro rozklad (mineralizaci) vzorkli biologickych materialti se vyuzivaji rizné postupy.
Rozklad kyselinou dusi¢nou za zvysené teploty je jednou z moznosti. Nezajistuje uplné odstranéni organickych
latek ze vzorku, coz vSak v pripadé stanoveni Ca neni na zavadu (zbyvajici organické latky vytvareji zluté zbarvené
slouceniny, patrné v mineralizatu vzorku). Pro kompletni mineralizaci je tieba pouzit naptiklad spalovani vzorku
v muflové peci pfi 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 ptidame 4 ml koncentrované HNOj3.
Pridavani kyseliny, zahiivani a fedéni provadime v digestofi a o€i si chranime brylemi! Kadinku zakryjeme
hodinovym sklem a po skonc¢eni bouflivé reakce umistime na elektricky vafi¢ a mirn€ zahtivame, az se za¢ne smés
jemn¢ vaftit. Po vyéefeni smési odstavime z vafi¢e a kadinku nechame zchladnout! Po zchladnuti oplachneme
hodinové sklo do kadinky, stfic¢kou splachneme stény kadinky a obsah kvantitativné pfevedeme do odmérné banky
objemu 100 ml. Po vychlazeni obsahu banky 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 zvys$ime na 10 ml, abychom neutralizovali nadbytecnou kyselinu z mineralizace). Ze spotieby
odmérného roztoku chelatonu 3 a navazky vzorku vypocteme procentudlni obsah Ca ve vzorku a odhad smérodatné
odchylky a také prepoéteme na obsah CaCOs3 v %.

Protokol:

Protokol musi obsahovat nasledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypo¢&ty a nutné udaje:
- Navazku Pb(NOs),, spotieby titraci pro standardizaci
- Vypocet presné latkové koncentraci 0,05M NayH,Y, véetné smérodatné odchylky (SD)
- Plvod vzorku vody, spotieby titraci pro stanoveni Ca a Mg ve vodé
- Vypoéty obsahu Ca a Mg v mg.l'! a také v mmol.I"! véetné SD, uréeni stupné tvrdosti vody
- Nazev a navazku vzorku vapenaté schranky
- Dosazené hodnoty do vzorct nutnych pro vypocty, stanoveni obsahu Ca vcetné SD
- Vypocet hmotnostnich procent CaCQOs ve vzorku
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Redoxni titrace - jodometrie

Princip:

Jodometrické titrace patii mezi titrace oxidimetrické, kdy vyuzivame redoxmich reakci mezi
elementarnim jodem (resp. trijodidovym iontem I5°) jako oxidovadlem a redukujici latkou (analytem). Elementarni
jod je ve vodé velmi malo rozpustny, vyuzivame jeho lepsi rozpustnosti v ptebytku jodidu, kdy vznika trijodidovy
anion I3 Jodem mutzeme oxidovat napfiklad ionty cinaté, arsenitany, sulfidy, sifiCitany, thiosirany a dalsi. Z
organickych latek lze stanovit napiiklad 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 nésledné titraci roztokem thiosiranu sodného. VétSina stanoveni probihd v kyselém prostredi
(v alkalickém prostfedi elementarni jod disproporcionuje).

Pro indikaci bodu ekvivalence lze vyuzit vlastniho zbarveni trijodidového iontu, ktery je ve zfedénych
roztocich zlut¢ zbarven. Mnohem citlivéjsi je vSak pouziti Skrobu, ktery s jodem poskytuje intenzivné modie
zbarveny komplex. V pripadé titraci thiosiranem (stanoveni oxidovadel) se nejprve titruje roztokem thiosiranu do
slab¢ zlutého zbarveni. Teprve poté se piida roztok Skrobu a dotitruje se do vymizeni modrého zbarveni.

Piima jodometrie oznacuje metodu, kdy pouzivime odmérny roztok jodu jako oxidac¢ni ¢inidlo. Pfi
nepiimé jodometrii stanovovana latka (oxidovadlo) vylou¢i z roztoku jodidu, ktery je v nadbytku, ekvivalentni
mnozZstvi jodu, které se poté stanovi titraci — nejcasteji odmérnym roztokem thiosiranu. Ten se jodem oxiduje
na tetrathionan podle rovnice

28,07 +1, - S,0; +21"

Vzhledem k tékavosti jodu nejsou jeho roztoky prilis stalé a je tieba je standardizovat. K tomu lze pouzit
napiiklad oxid arsenity po rozpusténi ve slabé alkalickém roztoku (NaHCOs). 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 pfipravit ekvivalentni
mnozstvi jodu.

V této tiloze budeme stanovovat obsah vitaminu C pomoci redoxnich titraci (nepfimé a zpétné).
Kyselina askorbova (CsHgOg) znama téz jako vitamin C, je vitaminem rozpustnym ve vodé. Jeji obsah v ovoci a
zelenin€ se skladovanim meéni. Pro zaji§téni pfisunu vitaminu C do organismu je potieba vyuzit koncentrovanéjsi
formu, naptiklad dopliiky stravy. Kyselina askorbova (vitamin C) se oxiduje v kyselém prostedi jodem na kyselinu
dehydroaskorbovou:

CsHsOs + 1, — CsHsOs + 21 ~+ 2H *

CH,OH

| tlegOH
CHSH CHOH
O — O
_ O
OH OH 1l
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Uloha ¢. 6 - Jodometricka titrace - stanoveni vitaminu C
v ovoci, vitaminovém preparatu

Princip:

Pii zpétné titraci (retitraci), nejprve k roztoku obsahujicimu kyselinu L-askorbovou pfidime nadbytek
jodi¢nanu draselného, ktery spolu s jodidem v kyselém prostiedi vytvaii jod — ten ihned reaguje s kyselinou L-
askorbovou a jeho nadbytek se stanovi retitraci thiosiranem. Jako indikator pouzijeme $krob, ktery se ptidava

tésn¢ pred bodem ekvivalence, a z modrého zbarveni pokracujeme v titraci do odbarveni roztoku. Z poméru
latkovych mnozstvi jodi¢nanu, jodu a vitaminu C lze dopocitat obsah kyseliny L-askorbové ve vzorku.

Ukol:
- Stanovte obsah vitaminu C v ovoci a vitaminovém preparatu pomoci zpétné titrace

- Porovnejte ziskané vysledky pro vitaminovy preparat s deklarovanou hodnotou pomoci testu pravdivosti
vysledku

Stechiometrie a vypocty:

10; +51I" +6H" — 31, +3H,0
I,+C,HO, > CH,O,+21 +2H"
28,07 +1, - S,0 +2I
Celkové latkové mnozstvi vytvofeného jodu:

n (I3, cetkovy) = 3 % n (103") w (D) =3 %c(035) xV(I1035)

Nezreagované latkové mnozstvi jodu:

1 (D2, neereagovany) = 31 (S,05) b 1 (I ezreag) =5 € (5,037) X V (8,03)

Mnozstvi vitaminu C:

n (CsHsOgs)= n (12, zreagovany) wm m (CsHsOs) =M (CsHsOg) % [n (I3, ceir) — 1 (12, nezreag)]

M (C¢HsOg) = 176,13 g.mol"!

M (KIOs) = 214 g.mol"!

Pracovni postup:

Piiprava odmérnych roztokii jodiénanu 0,025mol.I'" a 0,00Imol.I"!

Na analytickych vahach odvazte ptesné€ asi 0,5 — 0,55 g jodicnanu draselného, splachnéte kvantitativné
do kadinky a rozpust'te ve vodé. Po kvantitativnim pfevedeni do odmérné banky objemu 100 ml dopliite vodou po
rysku a promichejte (0,025 mol.I'"). Z ptipraveného roztoku napipetujte 10 ml do odmémé bafiky na 250 ml,
dopliite vodou po rysku a promichejte (0,001 mol.I'"). Z navazky, objemu roztoku a fedéni vypo&téte piesnou
koncentraci odmérného roztoku, kterou pouzijete pii vypoctu obsahu vitaminu C ve vzorcich.
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Standardizace 0,05M roztoku NazS:03 na jodi¢nan draselny

Do titra¢ni baiiky (100ml) napipetujte 4,00 ml 0,001mol."! roztoku KIOs, pfidejte 5 ml 10% KI, okyselte
10 ml 2M HCI a ihned titrujte 0,05M roztokem thiosiranu az do slab¢ zlutého zbarveni. Poté pfidejte 2 ml roztoku
Skrobu a dotitrujte modry roztok do odbarveni. Ze spotieb vypocttéte presnou koncentraci odmérného roztoku.

Stanoveni vitaminu C ve vitaminovém prepardtu

Tabletku vitaminového preparatu s deklarovanym obsahem vitaminu C nechte rozpadnout v mens$im
mnozstvi vody. Néktera pojiva v tableté mohou zpisobovat, Ze tableta neni zcela rozpusténa, nerozpusténé ¢asti
tablety rozdrt'te tyCinkou a poté preved'te do odmérné banky a doplite na 100 ml vodou. Po promichani nechte
hlavni podil plniv tablety usadit a poté pipetujte do titra¢ni banky 10,00 ml roztoku vzorku. Zfed'te asi na 50 ml,
k roztoku ptidejte 5 ml 10% KI (odmé&mnym valcem) a 5,00 ml 0,025mol.I"" odmémého roztoku KIOs (pipetou).
Poté ihned titrujte odmérnym roztokem thiosiranu do slabé Zlutého zbarveni, pred bodem ekvivalence pfidejte 2
ml roztoku Skrobu a titrujte do odbarveni roztoku. Stanoveni proved’te nejméné tiikrat. Vypoctéte pramér a odhad
intervalu spolehlivosti. Vysledek uved’te v mg vitaminu C v tableté. Déle proved’te test shodnosti vysledki analyzy
a deklarovaného obsahu vitaminu C v tableté.

Stanoveni vitaminu C v ovoci

Vzorek ovoce je nejprve nutno piipravit pro analyzu. Pro stanoveni jsou vhodné citrusové plody s
vysokym podilem $tavy, pfipadné jiné ovoce, ze kterého 1ze ziskat dostate¢ny objem S$tavy, nutny k analyze
(alespoil 50 ml). Obsah vitaminu C v pevnych ¢astech duziny lze zanedbat a stanoveni vitaminu ve slupkach nema
vyznam, protoze se bézné nekonzumuji. Jodometrické stanoveni neni specifické, reaguji (titruji se) i dalsi latky,
oxidovatelné jodem. Jejich obsah v ovoci je vSak zanedbatelny a do vysledku vnasi jen malou (akceptovatelnou)
chybu.

Ovoce roziiznéte nerezovym nozem a pomoci lisu na citrusy do kadinky vymackejte dostate¢né mnoZzstvi
vzorku. V nékterych piipadech bude nutné pouzit vice kust ovoce (napiiklad citron 2ks). Stavu v kadince v tom
pripadé zhomogenizujete a zbavte se vétsich kouskd duziny (naptiklad filtraci pfes jemné sitko). Pfitomny kal
odstrante odstfedénim v centrifuze. Naplite dostate¢ny pocet centrifugacnich zkumavek vzorkem (pozor,
zkumavky plnit maximalné do 2/3 objemu a v centrifuze umistit naproti sobé¢ vzdy zkumavky se stejnym
objemem!) a po odstfedéni slijte ¢iry vzorek zpét do Cisté kadinky.

Ze vzorku pipetujte 10 nebo 20 ml (podle ziskaného objemu §tavy tak, aby bylo mozné provést alespon
3 opakované titrace - pipetovany objem si poznamenejte!) do titracni bariky, okyselte 0,3M roztokem kyseliny
sirové, piidejte 5 ml 10% KI a 10,00 ml odmérného roztoku KIOs. Poté ihned titrujte odmérnym roztokem
thiosiranu do slabé Zlutého zbarveni, pfed bodem ekvivalence pfidejte 2 ml roztoku Skrobu a titrujte do odbarveni
roztoku. Stanoveni proved’te nejméné tfikrat. Vypoctéte median a odhad intervalu spolehlivosti. Vysledek
vyjadiete v mg vitaminu C ve 100 ml §tavy (tj. asi 100 g konzumniho podilu ovoce).

Protokol:

Protokol musi obsahovat nasledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:
- Navazku KIOs3, vypocet presného latkového mnozstvi KIO3
- Spotteby standardizace Na,S,03, vypocet presné koncentrace, SD
- Dosazeni a vypocet pro nepiimou titraci, SD méfeni
- Proved’te test pravdivosti vysledku pro obsah vitaminu C v tableté
- Vysledek obsahu vitaminu C uvadéjte v mg/tabletu ¢i mg/100 ml §tavy
- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.
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Uloha ¢&. 7 - Statistické zpracovani dat - Argentometrické
stanoveni obsahu chloridu v moci

Statistické vyhodnoceni vysledkii

vizte strana 3

Argentometrické stanoveni obsahu chloridii v moci

Princip:

Stanoveni obsahu chloridti v mo¢i je vyznamnym parametrem biochemického vySetfeni moci a spolecné
s dal§imi ionty (sodik, draslik) slouzi k hodnoceni rovnovahy iontli v organismu. Stanoveni se provadi ve vzorku
moci, sbiraném béhem 24 hodin (denni mo¢, dU). Po této dob¢ se zmé&fi jeji objem a po homogenizaci se odebere
vzorek ke stanoveni. Ze zjisténé koncentrace a objemu se vypoéte celkové mnozstvi chloridt (a dalsich iontd),
vyloucenych béhem 24 hodin. Normalni fyziologické rozmezi je u zdravého ¢lovéka 170 - 250 mmol/24hod.

Obsah chloridii v moéi se bézné stanovuje naptiklad pomoci iontové selektivni elektrody. Chloridy lze
také stanovit merkurimetrickou titraci (roztokem dusi¢nanu rtutnatého) nebo argentometricky (roztokem
dusi¢nanu stfibrného). Argentometrické stanoveni je zaloZzeno na sraZeci reakei chloridi se stfibrnymi ionty.
K indikaci bodu ekvivalence lze pouzit napfiklad srazeci indikator - chroman draselny. Pfi titraci se nejprve srazi
méné rozpustny, bily chlorid stfibrny. Prvni nadbytecnd kapka stfibrné soli reaguje s chromanem za vzniku
cervenohnédého chromanu sttibrného a titrovana smés se tak zacne barvit do oranzovohnéda (chroman draselny
samotny ma zluté zbarveni). Jiny zptisob indikace bodu ekvivalence spoc¢iva v adsorpci nékterych typt barviv
(fluorescein, eosin, bromfenolova modf) na sraZzeninu chloridu stfibrného v okamziku bodu ekvivalence, ¢imz se
zméni zbarveni.

V této uloze provedete argentometrické stanoveni obsahu chloridd ve vzorku mo¢i, a to metodou
kalibraéni zavislosti. Udaje o spotieb& odmérného roztoku (objem) nam nahradi nékterou z veliGin
v instrumentalnich analytickych metodach (naptiklad absorbanci ve spektrofotometrii). Pro stanoveni pouzijete
dva indikatory. Na oba indikatory potom provedete stanoveni obsahu Cl- ve vzorku syntetické moci, a to
opakovang, aby bylo mozno ziskana data statisticky zpracovat.

Chroman, pouzivany v argentometrii jako indikator, je karcinogen a nebezpe¢ny pro zivotni prostiedi a
nesmi se vylévat do odpadu. Také pouziti stiibrné soli je pomérné nakladné. Veskeré ztitrované roztoky a zbytky
po titraci, které obsahuji Ag a chroman proto sbirame do pripravené nadoby - Ag z nich Ize recyklovat a
chroman bude pied vylitim do odpadu redukovan na trojmocnou formu.

Ukol:
- Stanovte argentometricky obsah chloridii ve vzorku moc¢i na dva rizné indikatory
- Porovnejte ziskané vysledky pro indikator fluorescein a chroman draselny, zda jsou shodné

Stechiometrie a vypocty:
Agt + Cl” - AgCl
V bodé¢ ekvivalence plati: Nep = Nygy
Mep = Cyqg X VAg X MCl

Rovnice kalibraéni zavislosti obecné: y=ax+ b

Rovnice kalibraéni zavislost Vag vs mci: VAg =am¢ +b
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Pracovni postup:

Kalibracni zavislost:

Do odmérné bafiky pfipravte 25 ml standardniho roztoku o koncentraci CI- pfiblizn& 10 mg.ml!. K jeho
ptipravé navazte vypocitané mnozstvi pevného NaCl, rozpust'te ve vodé a dopliite na 25 ml. Aktualni navazku
NaCl pouzijte k vypoéteni pfesného mnozstvi chloridti, pouzitého pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti.

Do titracni baiiky pipetujte automatickou pipetou 1,0 ml standardniho roztoku chloridu, zfed’te vodou na
objem asi 50 ml a pfidejte 1 ml roztoku chromanu draselného jako indikator. Titrujte roztokem AgNOs3 az do
zmény zbarveni ze zlutého do oranzovohnédého (titraci provadéjte 1x). Spotfebu odmérného roztoku zapiste a
totéz opakujte s 0,2 - 0,4 - 0,6 a 0,8 ml standardniho roztoku chloridu. V protokolu uvedte do tabulky.

Stejnym zplsobem ziskate spotfeby odmérného roztoku pii 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 stfibrného).

Ze ziskanych hodnot spotfeby odmérného roztoku a pipetovaného mnozstvi chloridd (v mg) sestrojte
kalibra¢ni zavislost objemu AgNOs na mg CI, k vyrovnani pouzijte linearni regresi, vypoctéte parametry regresni
rovnice a podle svych schopnosti proved’te testovani vyznamnosti useku na ose objemu AgNOs.

Stanoveni chloridii ve vzorku modi:

Ze vzorku moc¢i napipetujte 2 ml do titraéni 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 piimky kalibra¢ni zavislosti piepoététe spotfeby roztoku AgNO; na obsah chloridi
v titrovaném mnoZstvi vzorku (v mg) a piepoctéte na mmol.1"!. U hodnot koncentraci otestujte krajni hodnoty na
odlehlost a pripadné proved’te vylouceni odlehlych hodnot. Spocitejte aritmeticky primér, odhad smérodatné
odchylky a relativni smérodatnou odchylku priméru. Primérné hodnoty molarni koncentrace chloridd v moci
z titrace na chroman a na fluorescein vzajemné porovnejte testem na shodnost. Vysledky zpracujte do ptehledné
tabulky. Zjisténou hodnotu koncentrace chloridl piepoctéte podle objemu sbirané moci (zada vedouci cviceni) na
latkové mnozstvi vyloucenych chlorid za 24 hodin a rozhodnéte, zda spada do fyziologického rozmezi.

Protokol:

Protokol musi obsahovat nasledujici tidaje:
- Cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:
- Dosazené hodnoty do vzorci nutnych pro vypocty
- Navazku NacCl, vypocet piesné koncentrace chloridi
- Spotteby AgNOs pro kalibra¢ni zavislost (Tab. 13) i pro titrace nezndmych vzorkt (Tab. 14)
- Dosazeni do vzorcti nutnych pro vypocet a vypocet pro nepiimou titraci, SD méfeni
- Proved’te test shodnosti vysledku pro mnozstvi Cl- zjisténych indikaci na fluorescein a na chroman
- Vysledek koncentrace chloridii prepoctéte podle objemu sbirané mo¢i (zada vedouci cviceni) na
latkové mnoZstvi vyloucenych chloridii za 24 hodin a rozhodnéte, zda spada do fyziologického
rozmezi.

- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.
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chroman | fluorescein
V (NaCl) m (Cl) V (AgNO3)
ml mg ml
0,2
0,4
1,0
smérnice ---
usek -
Tab. 13: Vzorova tabulka pro kalibracni zavislost
chroman fluorescein
V (vzorek) A% m (CI) c (CI) A% m (CI") ¢ (Cl)
(AgNO3) (AgNO3)
ml ml mg mmol.1"! ml mg mmol.1"!
2
2
X — - - -
s — - - -
s — - - -
t-test

Tab.14:

Vzorova tabulka pro titraci vzorki




45

Spektrofotometrie

Spektrofotometrie (molekulova absorpéni spektrometrie v oblasti elektronickych spekter) patii mezi
optické analytické metody, vyuzivajici absorpci zafeni molekulami analytu ¢i jiné slouCeniny obsahujici analyt.
Absorpce zafeni o ur€ité vinové délce ve viditelné oblasti spektra se projevi jako barevnost latky (latka ma zbarveni
komplementarni k absorbované barvé zafeni). Zarfeni 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 absorpcni spektrometrie, AAS). Energie
excitovaného elektronu se potom méni na tepelnou energii, tedy neusporddany pohyb molekul. Prochézi-li
monochromaticky paprsek o ptivodni intenzité @, vrstvou absorbujiciho prostiedi o tloustce /, zeslabi se vlivem
absorpce intenzita paprsku na hodnotu @. Miru absorpce zaieni 1ze popsat pomoci propustnosti (transmitance) 7'

Casto vyjadiované v % (vynasobenim poméru 100). Ve spektrofotometrii (stejné jako v AAS) vyuzivame spise
absorbanci 4

o
A=—log T =log —2~
2 gq)

ktera je pfimo imérna koncentraci absorbujici latky ¢ pii zachovani konstantni tloustky absorbujici vrstvy /
A=¢-c-l

Konstanta ¢ je tzv. molarni absorpéni koeficient (L. mol'.cm™), charakterizujici miru absorpce zéafeni dané latky
v roztoku jednotkové molarni koncentrace o $ifce absorbujici vrstvy 1 cm. Velikost koeficientu je zavisla na vinové
délce. Vyse uvedena rovnice se oznacuje jako Lambert - Beertiv zékon 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 1ze ji vyuzit pro stanoveni obsahu
absorbujici latky v roztoku pomoci kalibra¢ni zavislosti. Pfi vy$Sich koncentracich absorbujici latky vSak jiz
dochazi k riznym jeviim (napfiklad rozptylu svétla) a kalibracni zavislost se zakiivuje k ose koncentraci. Pro
stanoveni analytu se absorbance méfi pti vinové délce, pii které analyt (jeho barevna forma) nejvice absorbuje.
Tuto vlnovou délku zjistime z tzv. absorp¢ni kiivky (Obr. 14), coz je zavislost absorbance roztoku na vinové délce
zateni.

Absorbance
r 3

>
vlnova délka
(nm)

Obr. 14: Znazornéni absorpcni krivky
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V experimentalnim usporadani spektrofotometrickych méteni (Obr. 15) vyuzivame spojitého zdroje UV
¢i viditelného zateni (wolframova Zzarovka, deuteriova vybojka), mfizkového monochromatoru (izolace vinové
délky) a paprsek prochazi pies sklenénou ¢i kiemennou kyvetu, naplnénou méfenym roztokem. Intenzita zatreni se
méeti fotoelektrickym detektorem (fotoclanek, fotobuiika, fotodioda aj.)

A

Zdroj Vstupni Miizka Vystupni  y,orek Detektor
zafeni  Stérbina $térbina

v

Obr. 15: Schematické znazornéni fotometru

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 prevést na latky barevné, coZz umozni pouziti
spektrofotometrie pro jejich stanoveni. Takovych spektrofotometrickych stanoveni je pfitom vétSina. Vznikajici
barevna sloucenina pfitom musi byt stabilni, jeji tvorba musi byt kvantitativni a rychla. Mnoha stanoveni vyuzivaji
vznik barevnych komplext. Pro stanoveni n¢kterych latek Ize vyuzit i tzv. nepfimou spektrofotometrii, kdy analyt
(sam bezbarvy) reaguje s barevnou slouceninou za vzniku slou€eniny jiné barvy, takze dochazi ke snizeni
absorbance roztoku s pouzitym Cinidlem.

Pro kvantifikaci obsahu analytu ve vzorku lze pouzit metodu kalibracni zavislosti, kterd je v uréitém
rozmezi absorbanci linedrni a zpravidla prochazi nulou (roztok bez analytu neabsorbuje zafeni) a ziskame ji
zméfenim absorbance sady kalibra¢nich roztokti o vzristajici koncentraci analytu. V linearni oblasti odezvy lze
pouzit také metodu pfidavku standardu (nespravné "metoda standardniho pfidavku"), kdy zméfime absorbanci
vzorku a dale absorbanci vzorku se znamym pfidavkem standardu. Z rozdilu obou hodnot absorbance zjistime
odezvu pridaného mnozstvi analytu (standardu) a pfepoéteme obsah analytu ve vzorku. Tato metoda zlepSuje
spravnost vysledku stanoveni, naptiklad pfi ruSeni tvorby barevného produktu nékterymi slozkami vzorku.
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Uloha & 8 - Spektrofotometrické stanoveni obsahu Fe
v prirodni vodé

Princip:

Pro stanoveni nizkych koncentraci Zeleza ve vzorcich pfirodnich vod se vyuziva ¢ervené zbarveny, velmi
stabilni komplex Fe?* se tfemi molekulami 1,10-fenanthrolinu, ktery vznika pti pH 2 - 9. Reakce je velmi citliva
a dovoluje stanovit obsah Fe(II) v koncentracich i pod 0,1 mg.l"'. Pro zajisténi redoxniho stavu Fe(Il) se pfidava
do smési redukéni Cinidlo (napfiklad hydroxylamin hydrochlorid) a pH pro reakei se upravuje pridavkem
octanu sodného. Vzorky vody pro stanoveni Zeleza (a dalSich kovl) je nutno ihned pfi odbéru konzervovat
pridavkem kyseliny (napfiklad HNO3 na koncentraci 0,5%), aby nedochazelo béhem transportu vzorku do
laboratofe ke zménam ve sloZeni (srazeni hydroxidii, sorpci analytii na stény nadoby apod.). Zelezo je dilezity
biogenni prvek, jeho vyssi koncentrace naptiklad v pitné vodé vSak neni zadouci, protoze nepfiznivé ovliviuje
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 kalibra¢nich roztokii, nebo metodou pridavku standardu. Obé tyto metody
v nasledujicim postupu vyuzijeme.

Ukol:

- Zméfte absorbanéni spektrum komplexu Fe(Il) s 1,10-fenantrolinem
- Stanovte koncentraci Fe ve vzorku vody metodou kalibra¢ni pfimky a metody pridavku standardu

Pracovni postup:

Piiprava standardnich kalibraénich roztokii:

Ze zasobniho standardniho roztoku o koncentraci Fe 1 gl nejprve pfipravite 100 ml roztoku o
koncentraci Fe 10 mg.I"! vhodnym zfedénim (do odmérné baiky pfed doplnénim po rysku piidejte 1 ml HNO;
zfedéné v poméru 1:1 vodou).

Do fady 25 ml odmérnych banék pipetujte 0 —2 —4 — 6 — 8 — 10 ml standardniho roztoku Fe o koncentraci
10 mg.l"!, do kazdé batiky poté pfidejte 1 ml 10% roztoku hydroxylamin hydrochloridu, 3 ml 2 mol.l"! roztoku
octanu sodného a 1 ml 0,25% roztoku 1,10-fenanthrolinu. Banky dopliite destilovanou vodou po znacku a obsah
promichejte. Pfed vlastnim méfenim nechte reagovat pfiblizn¢€ 15 minut.

Piiprava vzorku vody pro vyhodnoceni metodou kalibra¢ni zavislosti:

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

Priprava vzorku vody pro vyhodnoceni metodou pridavku standardu:

Vzorek bez piidavku standardu se ptipravuje stejné, jako vzorek pro méfeni obsahu Fe metodou
kalibra¢ni zavislosti. Vyse piipraveny vzorek tedy vyuZijete pro vyhodnoceni i metodou ptidavku standardu.

Vzorek s ptidavkem standardu ptipravite pipetovanim 10 ml vzorku vody do odmérmné banky objemu 25
ml, pfiddnim 5 ml zdsobniho standardniho roztoku Fe o koncentraci 10 mg.1"! a dale pfidanim vSech &inidel,
nutnych pro vybarveni. Obsah banky dopliite vodou po znacku a promichejte. Pfed vlastnim meéfenim nechte
reagovat priblizné 15 minut.

Zméreni absorpéniho spektra:

Kalibra¢nim roztokem s nejvyssi koncentraci Fe vyplachnéte nékolikrat sklenénou kyvetu a naplte ji asi
do 2/3 objemu. Kyvetu drzte vzdy za ty stény, pfes které pii méfeni neprochazi paprsek svétla (zpravidla matovangé)
a po naliti roztoku kyvetu otiete kouskem bunicité vaty. Druhou kyvetu stejnym zpisobem napliite slepym
pokusem (kalibra¢ni roztok o nulové koncentraci Fe). Podle navodu u spektrofotometru nastavite vinovou délku
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430 nm, dale nulovou polohu ptistroje a po zarazeni kyvety s barevnym roztokem odectéte absorbanci. Poté zméite
vinovou délku o 10 nm a nastaveni nulové polohy a odecet absorbance barevného roztoku opakujte az k vinové
délce 600 nm.

Ze ziskanych parti hodnot (vinova délka - absorbance) sestrojte absorp¢ni kiivku a odecététe vinovou délku
maxima absorbance. Pii této vinové délce proved'te vSechna dalsi mefeni. Absorp¢ni kiivku pfilozte k protokolu.

Méi‘eni absorbance piipravenych roztoki a vyhodnoceni:

Po zjisténi vinové délky maxima absorpce nastavte na spektrofotometru tuto vinovou délku, nastavtme
nulovou polohu (na nulovy kalibracni roztok) a proméite absorbanci vSech pfipravenych standardnich roztok,
vzorku a vzorku s pfidavkem standardu.

Sestrojte graf zavislosti absorbance kalibracnich roztokii na absolutnim mnozstvi Fe (v pg) a body
prolozte pfimkou. Z kalibracni zavislosti odectéte obsah Fe v pipetovaném mnozstvi vzorku vody a pfepoctéte na
koncentraci v mg.I"!. Kalibraéni graf ptiloZte k protokolu.

Absorbanci vybarveného roztoku vzorku a vzorku s pfidavkem standardu pouzijte pro vypocet obsahu Fe
metodou pridavku standardu, a to graficky nebo pocetné. Pro grafické zpracovani sestrojte zavislost absorbance
roztoku na mnozstvi pfidaného Fe - absorbance roztoku samotného vzorku tedy bude lezet na ose y (mnozstvi
pridaného Fe = 0 pg), absorbance roztoku vzorku s pfidavkem Fe bude vynesena proti mnozstvi Fe = 50 pg.
Spojenim obou bodu piimkou a jejim protazenim k ose x v zaporné Casti ziskate v priseciku ptimky s osou x
zapornou hodnotu obsahu Fe v pipetovaném mnoZstvi vzorku, které opét pfepoétete na koncentraci v mg.l™.
Pocetné l1ze postupovat tak, ze od absorbance vzorku s pfidavkem odectete absorbanci vzorku bez pfidavku -
ziskana hodnota absorbance potom odpovida pouze pfidanému mnozstvi Fe (50 pg). Z téchto hodnot a hodnoty
absorbance vzorku bez ptidavku vypocitate mnozstvi Fe pfimou tumérou a opét piepoctete na koncentraci. Grafické
¢i pocetni vyhodnoceni uvedete v protokolu.

Zjisténé absorbance vybarvenych standardnich roztokt spolu s mnozstvim Fe (v pg v odmérné barce) a
prepoétenou molarni koncentraci komplexu Fe(II)-1,10-fenanthrolin uvedte v protokolu do tabulky a pro kazdy
zméfeny kalibra¢ni roztok proved’te vypocet molarniho absorpéniho koeficientu komplexu a jeho primérnou
hodnotu.

Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypo¢ty a nutné udaje:
- Vypocet pfesné koncentrace zasobniho roztoku Fe
- Tabulka s pfesnym mnozstvim Fe v kalibraénich roztocich, koncentraci komplexu, naméfenych
absorbancich (Tab. 15)
- Tabulka s absorbancemi neznamého vzorku a vypoctenou koncentraci, vzorovy vypocet.
- Vypocet koncentrace vzorku metodou pfidavku standardu
- Vysledek koncentrace Fe ve vzorku vody zji§tény pomoci kalibra¢ni zavislosti a metody piidavku
standardu
- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.

Pipetovany objem Mnozstvi Fe v Koncentrace Naméiend A Molarni absorp¢ni
standardu Fe barice komplexu koeficient
ml ug mol.I"! l.mol"!.cm’!
0
2
4
Pramér - - -

Tab. 15: Vzorova tabulka pro kalibraci
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Uloha ¢&. 9 - Spektrofotometrické stanoveni Cu
v hlinikové slitiné

Princip:

Metoda je zalozena na rozkladu vzorku v v smési kyselin za zvysené teploty. Med’naté kationty pfitomné
v rozlozeném vzorku vytvaii s kuprizonem v prostiedi citronanu amonného tmavomodry komplex, jehoZ intenzita
je pfimoumérna koncentraci Cu?* ve vzorku. Absorbance vzniklého tmavomodrého komplexu je méfena pii vinové
délce 600 nm.

Slepy pokus (blank vzorku), ktery v této tiloze budete pripravovat, je vzorek, ktery se ptipravuje stejnym
postupem jako neznadmy vzorek (napf. stejné mnozstvi kyselin, zahtati, filtrace, ...) a slouzi ke zji§téni, zda a jak
moc jsou chemikalie pouzité pro aalyzu kontaminovany analytem. Zji§téné mnozstvi analytu v blanku vzorku se
odecita od mnozstvi analytu zjisténého ve vzorku.

Mey = Myz — My,

, kde m¢, je mnozstvi Cu odpovidajici pouze pevnému vzorku, my,je mnozstvi Cu odpovidajici pevnému
vzorku a chemikaliim pouzitym pii ptipravé vzorku k méfeni, my je mnozstvi Cu odpovidajici chemikaliim
pouzitym pfi ptipravé vzorku k méfeni.

Vzhledem k tou, ze obé hodoty (m., i my) jsou zatizeny nejistotami (SD., a SDyi), tak nejistota
odpovidajici mcy, tzv. kombinovana nejistota:

U, = /SDEZ + SDZ

- Rozlozte vzorek slitny ve smési kyselin a pripravte blank vzorku
- Stanovte koncentraci Cu ve vzorku slitiny korigované na blank a vyjadiete kombinovanou nejistotu
stanoveni

Ukol:

Pracovni postup

Rozklad hlinikové slitiny

Pfesné navazte asi 0,5 g vzorku a rozpustte v 250ml kadince ve 30 ml HCI (1:1), kterou pfidavate po
malych davkach. Poté ptidejte 1 ml HNOs (1:1) a roztok vaite tak dlouho, dokud nedojde k odstranéni oxidd
dusiku. Po ochlazeni roztok pieved’te do odmérné banky a dopliite po rysku. Pfi obsahu médi 0,001 — 0,03 %
roztok preved'te do 50ml odmérné baiky, pfi obsahu 0,03 — 0,3 % pieved'te do 100ml odmérné banky. Z tohoto
roztoku odpipetujte 10ml alikvot do 50ml odmérné banky a zfed’te na objem piiblizné 20 ml. Pak pokracujte dle
postupu v odstavci ,,Vybarveni roztoku®. Stejnym zplisobem pripravte blank vzorku.

Externi kalibrace

Do sedmi odmeérnych banek pfidejte 25 ml 2% roztoku hliniku a do Sesti z nich napipetujte 1,5; 3,0; 5,0
ml standardu pfiblizné koncentraci 10 ug.ml!' Cu, a 1,0; 1,5 a 2,0 ml standardu pfiblizné koncentraci 100 ug.ml"!
Cu. Sedma barika slouzi jako kalibraéni blank (neptfidava se zadné mnozstvi Cu). Pak pokracujte dle postupu
v odstavci ,,Vybarveni roztoku*.



50

Vybarveni roztoku

K pfipravenym roztokiim v odmérnych bankach pfidejte 10 ml citronanu amonného, dvé kapky indikatoru
neutralni Cervené a za stalého michani amoniak do piechodu zbarveni do zluté. Pak pfidejte 1 ml amoniaku navic,
5 ml roztoku kuprizonu, dopliite po znacku a promichejte.

Méfeni absorbance
Za 30 minut po pfidani kuprizonu, ne vSak pozdéji nez za 60 minut, zméite intenzitu zbarveni pfi vinové

délce 600 nm proti vodé. Kalibra¢ni roztoky zméite jednou. Absorbanci vzorku zméfte 3 krat. Blank vzorku zméite
5 krat.

Zpracovani vysledki

Kalibra¢ni graf sestrojte jako zavislost absorbance na hmotnosti médi v dané odmérné bance.
Z kalibraéniho grafu ode¢téte mnozstvi v Cu roztoku vzorku i blanku. Proved'te korekci na blank a z opakovanych
méfeni vzorku urcete rozsifenou nejistotu tohoto stanoveni.

Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:
- Vypocet pfesné koncentrace zasobniho roztoku Cu
- Tabulka s pfesnym mnozstvim Cu v kalibracnich roztocich a naméfené absorbance (Tab.16)
- Tabulka s absorbancemi neznamého a slepého vzorku a vypoctena mnozstvi Cu v nich (Tab. 17), vzorovy
vypocet.
- Korece obsahu Cu ve vzorku na blank
- Vysledek mnoZstvi Cu ve vzorku slitiny v hm. %
- Zavér

kalibraéni V (Cu) [pl] m (Cu) A
roztok €. [ng] [a.u.]

N[N [WIN|[—

7

Tab. 16: Vzorova tabulka pro absorbancni méreni kalibrace

Av, [a.u] Avl [a.u.] my, [pug] | mu[pg]

Tab. 17: Vzorova tabulka pro absorbancni méreni neznamého a slepého vzorku
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10 Potenciometricka a konduktometricka indikace bodu
ekvivalence

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

Tuto metodu lze vyuzit v tzv. pfimé potenciometrii k méfeni koncentrace (resp. aktivity) danych iontt
(naptiklad méteni pH sklenénou elektrodou) po predchazejici kalibraci na sadu standardnich roztokt. S vyhodou
lze potenciometrickd méfeni vyuzit pfi riznych typech potenciometrickych titraci k sestrojeni tzv.
potenciometrické titra¢ni krivky, ze které je mozno zjistit bod ekvivalence a nékteré dalsi informace (naptiklad
disocia¢ni konstantu). Titra¢ni kfivka obecné je zavislost n¢jaké vlastnosti, charakterizujici titrovany roztok, na
objemu pfidaného titracniho ¢inidla. U potenciometrickeé titracni kiivky vynasime zavislost EMN (¢i pfimo pH)
na objemu pfidaného ¢inidla. Z titra¢ni kiivky lze zjistit bod ekvivalence jako inflexni bod sigmoidni kiivky, a to
bud’ graficky, nebo pocetné (z prvni derivace, druhé derivace, po linearizaci dle Grana aj.).

Vhodnou volbou indikacni elektrody lze vyuzit potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence témér 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 (iontoveé
selektivni membranové elektrody).

Konduktometrie je zalozena na méfeni vodivosti roztokll. Rtizné ionty vedou elektricky proud rtizné, a
tak je vodivost roztoku ve vztahu k jeho slozeni. V porovnani s potenciometrii je v§ak konduktometrie zna¢né
neselektivni a 1ze tak pfimou konduktometrii vyuZit pouze pii analyze jednoslozkovych smési. Naopak se
neselektivita vyuzivad pii stanoveni celkového obsahu rozpusténych latek ve vodach (mérna vodivost,
konduktivita).

Sledovanim vodivosti titrovaného roztoku lze také zjisti bod ekvivalence pii tzv. konduktometrickych
titracich. Konduktometricka titrac¢ni kiivka se sklada ze dvou linearnich casti, které se protinaji v bodé
ekvivalence. Pfidavanim titra¢niho ¢inidla se nam v titrovaném roztoku méni koncentrace jedné ze slozek (reaguje)
a vznika slozka jinad. Vhodné je, aby tyto dvé slozky mély velky rozdil v molarnich iontovych vodivostech - titracni
kiivka ma potom ostry pfechod v bod¢ ekvivalence. Pfikladem jsou acidobazické titrace, kde Ize tento zpiisob
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 upravu prostiedi (okyseleni,
pufrovani aj.), takze titrovany roztok sam ma vysokou hodnotu vodivosti a malé zmény, zpuisobené vlastni reakei,
nejsou dobfe postiehnutelné.

Potenciometrické 1 konduktometrické indikace bodu ekvivalence jsou vhodné pro moznost automatizace
celého procesu a vyuzivaji se v tzv. titratorech. S vyhodou je lze pouzit pro titraci roztokd zakalenych ¢i
zbarvenych, u kterych by byla vizualni indikace bodu ekvivalence obtizna ¢i nemozna.

Urc¢eni bodu ekvivalence potenciometrické titrace z prvni derivace

Metoda prvni derivace vychazi z predpokladu, Ze bod ekvivalence se shoduje s inflexnim bodem titrac¢ni kfivky.
Pro prvni derivaci jakékoliv funkce plati, Ze v inflexnim bod€ se nachazi maximum prvni derivace. Z naméfenych
hodnot pH jednotlivych bodu titrac¢ni kfivky vypocitame prvni derivaci, jejich hodnoty vyneseme do grafu a
najdeme bod, ve kterém ma se nachazi maximalni hodnota (Obr. 16). V pfipad¢, ze hodnoty ptidavanych objemt
titratniho ¢inidla jsou v celém rozsahu titrace ekvidistantni, mizeme prvni derivaci nahradit prostym rozdilem
hodnot pH.
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Obr. 16: Urceni bodu ekvivalence potenciometrické titrace s vyuzitim prvni derivace

Uréeni bodu ekvivalence konduktometrické titrace

Konduktormetricky zpisob indikace ma 2 linearni ¢asti kiivky (pfi titraci jednosytné kyseliny/zasady). Kazdou
z linedrnich ¢asti konduktometrické titracni kiivky (Obr. 17) prolozime pfimkou (yi = aix + b;). Hodnotu objemu
odpovidajici priiseciku téchto pfimek (a tim i bod ekvivalence) zjistime matematicky:

yw=y,=a,-x+b =a, -x+b,

y1l=-45.8x+ 551

7}
£ 300 y2=27.9x-186
©

\)
0 l ekv

] 2 4 6 8 10 12 14 16 18
V [ml]

Obr. 17: Urceni bodu ekvivalence konduktometrické titrace s vyuzitim linedrnich casti krivek
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Uloha ¢.10 — Stanoveni kyseliny fosfore¢né v kolovych
napojich elektrochemickou indikaci bodu ekvivalence

Princip:

Kyselina fosforecné se pouziva v potravinafstvi jako okyselujici prostfedek (dle klasifikace ptidatnych
latek - E338). Znamé je jeji pouziti v nékterych typech kolovych napoji (Coca-Cola aj.). Jeji obsah se pohybuje v
fadu stovek mg.1"! v limonadg. Jako pomérné silna kyselina mé ve vyssich koncentracich nepfiznivy vliv na zubni
sklovinu a zaludec¢ni sliznici. Vzhledem k pfitomnosti barviv je jeji stanoveni alkalimetrickou titraci s vizualni
indikaci bodu ekvivalence znemoznéno. S vyhodou tedy vyuzijeme moznosti potenciometrie a konduktometrie k
indikaci bodu ekvivalence pfi titraci kyseliny fosforecné v Cole roztokem hydroxidu sodného.
Kyselina fosforecna je stfedné silna, trojsytna kyselina. Disociuje ve tfech stupnich dle rovnic:

1. stupeii: H;PO, & H* + H,PO; pKai =2,12
2. stupeni: H,PO, & H" + HPO}~ pKa =721
3. stupeii: HPO;~ & H* + PO;~ pKa = 12,46

Prakticky lze kyselinu fosfore¢nou titrovat do prvnich dvou stupiitl - s vizualni indikaci do prvniho stupné
na methylovou oranz a do druhého stupné na fenolftalein. Na potenciometrické titracni kfivce se projevi stupnovita
neutralizace dvéma skoky s dvéma inflexnimi body. V ptipadé konduktometrické titrace zaznamenavame nejprve
pokles vodivosti (klesa koncentrace silné vodivych H”, narGsta koncentrace méné vodivych H,POy), za prvnim
bodem ekvivalence dochazi opét k nartistu vodivosti. Pro vyhodnoceni obsahu kyseliny fosforecné v limonad¢ 1ze
pouzit pouze titraci do prvniho stupné, protoze se zde nachazi cela fada 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.l!
M[NH>SO:H] = 97, 095 g.mol"!

Ptipravte 100 ml roztoku kyseliny amidosulfonové o koncentraci 0,025 mol.1"!. Standardizaci odmé&rného
roztoku NaOH proved’te titraci 10 ml roztoku kyseliny amidosulfonové, ziedéné v kadince na objem asi 150 ml
za souCasného michani a zapisovani hodnot pH a vodivosti po kazdém pfidavku ¢inidla (po 0,25 ml). Kolem
ocekavaného bodu ekvivalence (+ 2 ml) zmenSete ptidavky titracniho ¢inidla, aby byla potenciometricka titra¢ni
kiivka vykreslena z dostate¢ného poctu bodd. V titraci je tieba pokracovat i za bodem ekvivalence, aby bylo mozno
zavislosti vhodné prolozit. Sestrojte titraéni kfivky, prolozte experimentalni body kiivkou (potenciometrie) ¢i
pifimkami (konduktometrie), odectéte 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 ¢isté kyseliny fosforecné doplitte v odmérné baice 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 naraziim michadla do elektrod. Titrujte roztok kyseliny za soucasného zapisovani pH a
vodivosti (pfidavky po 0,25 ml) a pokracujte v titraci az za bod ekvivalence (do 25 ml). Sestrojte titracni kiivky,
odedtéte body ekvivalence a vypoététe koncentraci kyseliny fosfore¢né (v mg.I"") z koncentrace odmérného
roztoku odpovidajici metody (konduktometrie - konduktometrie).

Titrace vzorku limonady

Ze vzorku limonady, ktery byl pfedem zbaven oxidu uhli¢it¢ho povarenim, pipetujte 20 ml do kadinky a
zpracujte stejné, jako vzorek Cisté kyseliny fosforecné. Sestrojte titracni kiivky, srovnejte tvar titracnich kiivek
Cisté kyseliny a limonady a z objemu v bodu ekvivalence vypoctéte koncentraci kyseliny fosforecné ve vzorku
(v mg.Ih.
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Obr. 18: Sestava pro soucasnou indikaci bodu ekvivalence pomoci konduktometerie a potenciometrie

Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:
- Cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:

Dosazené hodnoty do vzorct nutnych pro vypocty

Navazku kyseliny amidosulfonové a vypocet jeji pfesné koncentrace

Grafy pro standardizaci NaOH, vypocet jeho piesné koncentrace pro konduktometrickou i
potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence

Grafy pro potenciometrickou a konduktometrickou indikaci stanoveni kyseliny fosfore¢né v kolovém
napoji i v neznamém vzorku.

Vysledky koncentrace kyseliny fosfore¢né konduktometrickou i potenciometrickou indikaci do
prvniho i druhého stupné uved’te v mg/1.

- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.
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Uloha & 11 - Stanoveni obsahu Skarotenu v dZusu
extrak¢ni spektrofotometrii

Princip:

Separaéni metody (napf. chromatografie, extrakce, elektroforéza aj.) hraji v analytické chemii velmi
dulezitou roli. Smés stanovanych latek se nejprve vhodnou technikou rozdé€li na chemicka 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 f-karotenu ze smési s dal$imi latkami v napoji (multivitaminovy dzus).

Princip spektrofotometrického stanoveni (vizte Uloha ¢&. 8).

Pkaroten je prirodni barvivo chemicky patiici do skupiny tetraterpenoidil a je provitaminem vitaminu
A. Karoteny jsou nepoldrni organicka barviva, rozpustna v tucich a nepolarnich rozpoustédlech. K jejich oddéleni
od matrice lze vyuzit opakovanou extrakci do hexanu (jedinym extrakénim krokem bychom nevyextrahovali
veskery f-karoten). Intenzitu zbarveni extraktu lze pfimo méfit spektrofotometricky proti hexanu a ze znamé
hodnoty absorpéniho koeficientu se vypocte obsah karotenu v testovaném materialu:

3,86 " A4_50 " ‘/ex " R

C =
karoten Vv z

Ckaroten je hmotnostni koncentrace B-karotenu v mg.1"!
3,86 je absorpéni koeficient S-karotenu v hexanu pii vinové délce 450 nm
Auso 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 pfilis vysoka hodnota absorbance
Vi, je objem vzorku dzusu, ktery byl extrahovan hexanem, v ml

- Extrahujte S-karoten ze vzorku dzusu

- Zmgite absorpéni spektrum S-karotenu

- Stanovte koncentraci S-karotenu ve vzorku dZusu a zjistéte, zda se vyextrahoval pouze f-karoten
nebo i dalsi barviva

Pracovni postup:

Extrakce

Do délici nalevky odpipetujte 10 ml vzorku dzusu, pfidejte 30 ml vody, 1 ml 2M HCI a 10 ml hexanu
z davkovace. Nalevku zazatkujte, otocte vzhlru stopkou a uvolnéte pretlak otevienim kohoutu. Po uzavfeni
kohoutu mirné zatfepte a opét uvolnéte pietlak. Jesté jednou zopakujte uvolnéni pretlaku a poté s uzavienym
kohoutem nalevkou intenzivné tfepte asi 20 sekund. Otoc¢te vzhtiru zatkou, celou nalevkou zakruzte a postavte do
stojanu.

Pro odd€leni vrstev odzatkujte nalevku a spodni (vodnou) vrstvu odpust’te do kadinky (objemu 150
ml), k hexanové vrstve ptilejte 10 ml vody a protiepte. Po odd€leni vrstev spodni vodnou vrstvu spojte s predchozi
vodnou vrstvou a hexanovou vrstvu odpust’te do zabrousené bani¢ky objemu 100 ml.

Vodnou vrstvu vrat'te zpét do de€lici nalevky a cely postup s 10 ml hexanu opakujte, véetn€ vyprani
hexanové vrstvy vodou. Vodna vrstva opét pfijde spojit s predchozi vodnou vrstvou, hexanova po vyprani ptijde
spojit s hexanovou vrstvou z pfedchozi extrakce. Poté extrakci zopakujte jesté dvakrat, opét s 10 ml hexanu.

Po ctvrté extrakci nechte hexanovou vrstvu v nalevee, pridejte k ni piedchozi hexanové extrakty a 40 —
50 ml vody. Protfepte a po oddéleni fazi vodnou vrstvu odpustte do odpadu. Hexanovou vrstvu vypustte do
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zabrouSené banicky, pridejte 1 1zicku bezvodého siranu sodného na vysuSeni hexanové vrstvy a intenzivné tiepte
asi 20 sekund. Poté extrakt ptefiltrujte pies suchy filtracni papir do 50 ml odmérné baiiky. Siran sodny v banicce
prelijte 10 ml hexanu, zatfepte (dojde tim k vyprani zbytku extraktu ze soli) a opét prefiltrujte do odmérné banky.
Filtr jesté promyjte malym mnozstvim ¢istého hexanu (pozor na pieliti objemu odmérné baiky!). Poté odmérnou
banku dopliite hexanem po rysku a obsah zamichejte.

Meéreni absorbance

Extrakt nalejete do suché kyvety spektrofotometru, druhou napliite ¢istym hexanem (obé kyvety pritom
uzaviete vickem, aby se t€kavy hexan z kyvety béhem meéfeni neodparoval). Proméite na spektrofotometru
absorpéni spektrum v rozsahu 430 — 540 nm (po 5 nm) a dale absorbance roztoku pii 450 nm a 477 nm.

Ze zjisténych hodnot sestrojte absorp¢ni kiivku (graf) a ptilozte k protokolu. Z hodnot absorbanci pii 450
nm a 477 nm proved’te zkousku totoznosti — pomeér téchto hodnot pro Cisty S-karoten je v rozmezi 1,16 — 1,18. Je-
li naméfeny pomér jiny, vyextrahovaly se soucasné s f-karotenem také jina nepolarni barviva (xanthophyly).
Z absorbance pfi 450 nm vypoctéte hmotnostni koncentraci f-karotenu ve zkoumaném vzorku dzusu a porovnejte
s pfipadné deklarovanou hodnotou.

Veskeré zbytky hexanu (i extrakt po zméieni) slijte do lahve k tomu urcené! Laboratorni sklo, které
prichazi do styku s ¢istou hexanovou fazi (odmérna banka, nalevka, kyvety) musi byt suché! Pfipadné kapky vody
odstrarite oplachnutim nadobi alkoholem.

Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice
- Vypoéty a nutné udaje:
- Absorpéni kiivku S-karotenu
- Vypocet totoznosti
- Vypocet koncentrace S-karotenu
- Vysledek mnozstvi f~karotenu ve vzorku dZusu mg/l
- Zavér
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Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Princip:

Chromatografie umoziiuje ucinnou separaci latek, kterda je nutnd pro spolehlivou identifikaci a
kvantifikaci jednotlivych slozek sledované latky. Rzné latky se 1iSi svymi adsorpcnimi vlastnostmi,
rozdélovacimi koeficienty, svymi rozméry, naboji atd., coz se vyuziva v chromatografii k jejich rozdéleni na
vhodném chromatografickém zatizeni.

K rozdéleni latek dochézi na zakladé jejich rtizné pohyblivosti v systému dvou fazi — stacionarni
(zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Stacionarni fazi mtze byt pevna latka (papir, SiO,, Al,Os) ale i kapalna faze
zakotvend na pevném nosi¢i, mobilni fazi pak byva kapalina nebo plyn. Podle zpiisobu uspotfadani
chromatografického zafizeni délime chromatografii na plosnou a sloupcovou, z hlediska urcujiciho mechanismu
déleni latky mezi stacionarni a mobilni fazi pak chromatografii adsorpéni, rozdélovaci, iontové vyménnou atd.

Papirova chromatografie byla po dlouhou dobu v praxi nejpouzivangj$i metodou plo$né chromatografie.
Jeji nejvétsi vyhodou je ekonomicky nenaroéné chromatografické médium, vyuzitelné pro separaci Sirokého
mnozstvi latek od anorganickych iontl az k slozitym biomolekulam. Zakladnim separacnim mechanismem je v
pripadé papirové chromatografie rozdélovaci rovnovaha mezi vodou ¢i jingym rozpoustédlem zakotvenym v papiru
a pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poctem poldrnich skupin se ¢asto uplatituje jejich silna interakce pfimo
s celulozou, v takovych pripadech prevlada adsorpéni mechanismus déleni. Dtlezitou charakteristikou pouzitého
chromatografického papiru (€asto se jedna o specidlni papir, ne napt. obycejny filtracni papir) je pritokova rychlost
mobilni fdze — podle ni rozliSujeme chromatografické papiry s rychlym, standardnim a pomalym prttokem.
Rychlost pritoku vyznamné ovlivituje dobu separace a samoziejme i jeji i€innost.

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je pfipadem plo$né chromatografie s
prevladajicim adsorpénim mechanismem déleni analyzované smési latek. Provadi na tenké vrstvé sorbentu
(celuldza, silikagel, alumina), ktery je nanesen na vhodné podlozce (sklo, kovova folie, plast). Vzorek se nanasi
na zacatek vrstvy (start) spoleéné se standardy obdobné jako v piipadé papirové chromatografie. Po zaschnuti
nanesenych vzorkd se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak, aby
startovni linie byla nad hladinou, a komora se uzavie. Dodrzuji se obdobnad pravidla jako u papirové
chromatografie, vyvijeni chromatogramu probiha tak dlouho, dokud se ¢&elo vzlinajici smési rozpoustédel
nepfiblizi k okraji desky (cca 1 — 2 cm). Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnym zptisobem detekce se
urci jednotlivé skvrny. K detekci se pouzivaji stejné postupy jako v papirové chromatografii, Casto se pouzivaji
vrstvy upravené fluorescencni latkou (fluoreskujici pti osvétleni UV zafenim). Stanovované latky velmi ¢asto tuto
fluorescenci zhaseji, takze se pod UV lampou objevuji na chromatogramu v podobé tmavych skvrn. Vyuzivaji se
i dalsi zplsoby detekce, zalozené na postiiku chromatogramu vhodnym c¢inidlem, které se stanovovanou latkou
vytvaii barevnou slouc¢eninu.

Papirovou a tenkovrstvou chromatografii 1ze stanovovat Sirokou $kalu organickych i anorganickych latek
pti vysoké citlivosti a nizké ekonomické narocnosti. Metoda je ¢asové velmi nenaroc¢na, takze je velmi rozsifena
v prumyslu v oblasti mezioperacni kontroly. Vzhledem ke své univerzalnosti je vhodna i pro prvni orientaci ve
slozeni neznamého vzorku v oblasti sledovani znecisténi zivotniho prostfedi, medicin€ i chemickém vyzkumu.

V tenkovrstvé chromatografii (TLC) se stacionarni faze nanasi na desticky ze skla, hliniku ¢i plastu,
stacionarni faze musi proto dobie ulpivat na zvoleném podkladu a byt ve forme¢ jemnych cCastic jednotné velikosti
(mezi 1 — 5 um). Mobilni fazi je smés organickych rozpoustédel, nékdy ve smesi s vodnou fazi. Nejcastéji se
pouziva ethanol, aceton, chloroform, benzen a hexan.

Na TLC desticku je nanesen vzorek a desticka je umisténa do vyvijeci komory nasycené parami mobilni
faze tak, aby jeji spodni ¢ast zasahovala minimalné cca 0,5 cm do mobilni faze. Linie startu a nadavkovanym
vzorkem je umisténa nad hladinou mobilni faze. Dochédzi ke vzlindni mobilni faze vzhtru staciondrni fazi po
povrchu desticky. Mobilni faze rozpousti slozky vzorku a unasi je vzhtiru po povrchu desticky. Jelikoz jednotlivé
slozky vzorku interaguji se stacionarni fazi rzné (tzn., jsou rizn¢ intenzivné brzdény oproti celu mobilni faze),
dochazi k jejich vzajemnému rozdéleni. Separace probiha, dokud ¢elo mobilni faze nedosahne cca 1 — 2 cm pod
vrchni detekéni okraj desticky (vyznacime tzv. ¢elo).



Detekce rozdélenych slozek vzorku pii TLC mtize probihat nékolika zpiisoby:
e Vizuilni detekce barevnych latek
Pokud jsou latky barevné, 1ze je po separaci detekovat pouhym okem, bez potieby dal§ich metod. Barevné
slouceniny jsou jednoduse viditelné jako skvrny na TLC desticce.
¢ Detekce pomoci UV zareni
Tato metoda se pouziva, pokud jsou analyzované latky bezbarvé a neni mozné je snadno rozlisit vizualné.
Existuji dvé hlavni mozZnosti:
o  Fluorescence samotnych latek
Nekteré slouceniny samy o sob¢ fluoreskuji, coz znamena, Ze pii vystaveni UV zafeni vyzaiuji
viditelné svétlo (sviti). Tyto latky Ize pozorovat pod UV lampou jako svétélkujici skvrny na
desticce.
o ZhaSeni fluorescence
Pokud latky nefluoreskuji, ale desticka je pfipravena tak, aby fluoreskovala (obvykle diky
pridavku fluorescencnich latek do stacionarni faze, naptiklad kifemicitanu zinecnatého),
analyzovana latka mize zhasnout fluorescenci podkladu. Tento jev nastane, kdyz nefluoreskujici
latka absorbuje UV zéfeni nebo interferuje s fluorescenénim podkladem, ¢imz na desticce
vytvoii tmavou skvrnu na jinak fluoreskujicim pozadi. Tento kontrast umoziuje detekci latek,
které by jinak nebyly viditelné.
e Vizualizace pomoci specifickych ¢inidel
Pokud latky nejsou barevné a ani nefluoreskuji (nebo nezhasi fluorescenci), pouzivaji se specialni chemicka
¢inidla, ktera s analyzovanymi latkami reaguji a vytvareji barevné produkty. Po separaci se desti¢ka postiika
¢inidlem, které reaguje s ur€itymi typy sloucenin, ¢imz vznikne barevna skvrna, kterou lze nasledné vizualné
detekovat (napf. ninhydrin pro aminokyseliny, acidobazické indikatory pro kyselé a zasadité slouceniny,
bromfluorescein pro nenasycené slouceniny).

V TLC se nejcastéji vyuziva téchto dvou separacnich principti — adsorpce (separované latky jsou poutany
na povrch sorbentu) a rozdélovaci rovnovahy (separované latky se rozd€luji mezi dvé vzajemné nemisitelné
kapaliny, tj. stacionarni faze je kapalina zakotvena na vhodném nosici). Migracni chovani jednotlivych
separovanych latek vyjadiuje ziskany chromatogram, kde pro kazdou separovanou latku mtzeme definovat
hodnotu reten¢niho (retarda¢niho) faktoru:

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

Retardacni faktory pro urcity separacni systém (urcita stacionarni faze na TLC desce a mobilni faze) se urcuji na
zakladé vyhodnoceni skvrn standardd (chemicky Ccisté latky). Metoda patii mezi metody kapalinové
chromatografie.
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Obr. 19: Schéma TLC desticky a priklady s rozdélenym rostlinnym vzorkem
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Uloha ¢. 12 — Semikvantitativni stanoveni p-karotenu
pomoci TLC

Princip:

Prvni zminky o pouZzivani rostlinnych barviv pochazeji ze starovéké Ciny a Indie. Vyhradné pfirodni
barviva byla pouzivana k barveni do poloviny 18. stoleti, do doby, nez chemicky prumysl zacal produkovat
syntetické nahrazky téchto barviv. V posledni dobé z4jem o pfirodni barviva opét stoupd vlivem zdravotnich a
environmentalnich problému souvisejicich s pouzivanim barviv syntetickych.

Rostlinna barviva jsou organické latky rtizného slozeni majici pro rostliny zivotni vyznam. Rozdélujeme
je na barviva rozpustna v tucich (lipochromy) a ve vodé (hydrochromy). K lipochromim patfi zelené chlorofyly,
zluté xantofyly a ¢ervené karoteny. Chlorofyly maji vyznam pro fotosyntézu, naproti tomu xantofyly a karoteny
zpusobuji zluté, oranzové a Cervené zbarveni listi, kvéti a plodi. Mezi hydrochromy patfi piedevsim anthokyany,
které zptisobuji modré, Cervené, fialové az cerné zbarveni zejména kvétt a plodu.

B-karoten je nejen prekurzorem vitaminu A, (organizmu vznika $tépenim, nejcastéji na centralni dvojné
vazbe¢ 15-15’ - symetrické Stépeni), ale ma i antioxidacni a antionkogenni ucinky (snizuje riziko rakoviny plic).
Zdrojem B-karotenu jsou zejména barevné rostliny jako mrkev, paprika, Spenat ale i naptiklad hovézi jatra.

Obr. 20: Vzorec p-karotenu

U chromatografie na tenké vrstvé prevlada rozdilné vyuziti adsorpce na tenké vrstve sorbentu — adsorpéni
chromatografie. Analyzovand smés se nanese na povrch Silufolu, pfip. Alufolu (na Start vyznaceny tuzkou),
Silufol se poté umisti do mobilni faze. Vyvijeni (vzlindni) probihd v uzaviené tlustosténné nadobé a k jeho
preruseni dojde, jakmile rozpoustédlo dosahne pozadované vysky. Tato vyska se oznaci tuzkou (tvrdost HB) jako
Celo chromatogramu. Kvalitativnim parametrem pro identifikaci latky v dané vyvijeci soustavé je hodnota
retarda¢niho faktoru RF.

Ukol:

- Identifikujte jednotlivé slozky barviv ve vzorku papriky po separaci TLC. Stanovte mnozstvi beta-
karotenu ve vzorku papriky

Pracovni postup:

Priprava vyvijeci soustavy

Chromatografickou folii nastfihejte na obdélniky, jejichz $ifka se fidi Sitkou vyvijeci nadoby. Pfiblizné
1 cm od spodniho okraje udélejte caru (pomoci mekké tuzky) rovnobéznou se spodni okrajem. Tato ¢ara oznacuje
misto (Start), na které budete nanaSet roztoky vzorku (které si ptipravite) a standardu (jsou jiz ptfipraveny). Tuto
¢aru udélejte opatrné tak, aby nedoslo k poruSeni vrstvy silikagelu (mlze mit vliv na priubeh analyzy). Tésn¢ pod

vy

kapilary nanaset jednotlivé vzorky a standardy.
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Priprava kalibracni sady standardu

Standardni roztok B-karotenu (luteinu) je pfipraven kvuli rozpustnosti v chloroformu. Kvuli vysoké
tékavosti chloroformu otvirejte lahvicku s timto standardem jen na okamzik odpipetovani vzorku.
Ze zasobniho roztoku B-karotenu (luteinu) v chloroformu o koncentraci 1000 mg/l pfipravite kalibra¢ni sadu
s nasledujicimi koncentracemi B-karotenu (luteinu): 0-1-10-100 mg/l. K fedéni pouzijte chloroform. Pfi praci
vyuZijte postup pro pipetovani tékavych latek (Uloha ¢&.3).

Extrakce barviv z rostlinného materidlu

Navazte 100 mg susené papriky a rozetiete v tfeci misce s malym mnozstvim kfemicitanového pisku
(ptip. pisku motského) a s uhli¢itanem vapenatym (na Spicku noze) na homogenni kasi. Poté smés pielejte malym
mnozstvim ethanolu a pokracujete v roztirani. Smés prefiltrujte pfes bunicitou vatu do odpafovaci misky a na
vodni lazni odpaite do sucha. Po zchladnuti odparek rozpust'te ve 2 ml ethanolu. Ze vzniklého extraktu okamzité
odeberte 10 pl pro separaci (naneste na pfipravenou TLC desticku).

Separace pomoci TLC

K separaci pouzijte piipravenou chromatografickou folii. Na ¢aru Start naneste vedle sebe po 10 pl
kalibraénich roztokt a roztoku vzorku. Takto pfipravenou chromatografickou folii vlozte do vyvijeci soustavy,
ktera obsahuje vyvijeci smés benzin:H,O:2-propanol v poméru 90:1:9, sahajici do vysky 8-10 mm ode dna. Folii
umistéte v mirném sklonu ke sténé vyvijeci nddoby a ihned uzaviete vikem, aby se prostor uvnitf nadoby nasytil
parami vyvijeci soustavy. Vyvijeni probiha tak dlouho, dokud vyvijeci smés nedosahne pozadované vysky, coz je
piiblizné 1 cm pod horni okraj félie. Po ukonéeni vyvijeni folii vytahnéte, tuzkou oznaéte misto zna&ici Celo (kam
doputovalo rozpoustédlo), ihned vyfotte (skvrny barviv totiz rychle blednou) a mékkou tuzkou obtdhnéte tyto
skvrny. Poté nechte f6lii uschnout na vzduchu, pfip. ji umistéte na 5 minut do susarny vyhtaté na teplotu 60 °C.
Po vysuseni pravitkem zméite vzdalenost Cela mobilni faze od Startu a vzdalenost stfedd skvrn od Startu, vechny
hodnoty si zapiste., abyste mohli spoéitat hodnoty Rr. Fotografii folie poté pouzijte k semikvantitativnimu
stanoveni B-karotenu ve vzorku. K tomuto Gcelu pouzijete aplikaci PhotoMetrix.

Ovladant aplikace Photometrix

Pro semikvantitativni stanoveni B-karotenu vyuzijeme aplikaci Photometrix PRO®, ktera je dostupna zde
(https://play.google.com/store/apps/details?id=com.ghelfer.photometrixpro&hl=en_US). Vice detaild této
aplikaci najdete zde: DOI: 10.5935/0103-5053.20160182. Aplikace Photometrix PRO vyuziva RGB barevny
model, coz je jeden ze zpisobl reprezentace barev pomoci tii slozek: cervené (R), zelené (G) a modré (B).
Kombinaci RGB a jejich intenzit mtize vzniknout jakakoliv barva. Intenzita kazdé barvy je vyjadfena v rozmezi 0
az 255, coz pro kombinaci vSech tii barev RGB dava 16277216 barevnych odstinl (napf. pfi plné intenzité viech
ti barev RGB vznika bila barva). Kazda barva ma tedy sviyj ¢iselny zapis, ve kterém dané ¢islo udava intenzitu
daného barevného kanalu (RGB (255, 160, 64) je zapis oranzové barvy).
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Obr. 21: a) Uvodni obrazovka aplikace Photometrix, b) okno ,, Settings’

Po spusténi aplikace si z uvodni obrazovky (Obr. 21a) vyberete volbu ,,Settings* a nastavite parametry
pro vzorky a kameru (Obr. 21b). ,,Region of interest“ méni velikost plochy, ze které aplikace bude provadét
kolorimetrické vyhodnoceni. Parametry se Zlutym podkladem nejdou béhem analyzy ménit. Po uloZeni parametrd
se vratite na Gvodni obrazovku a vyberete volbu ,,Univariate Analysis“. Pro méfeni kalibrace vyberte volbu
,,Calibration* a v nasledujicim okné zkontrolujete spravny pocet kalibra¢nich roztokd (4) a volbou ,,Capture
image“ prejdete k meteni (Obr. 22b). Maly zeleny Ctverec znazorfuje, ze které oblasti budou data vyhodnocovana
(Obr. 22¢). V pravém hornim rohu je misto pro zadavani koncentrace jednotlivych kalibra¢nich bodd. Kameru
zaostfete na skvrnu se standardem a tlacitkem ,,Capture™ vytvoite snimek. Timto zpisobem promeéite vSechny
kalibra¢ni body a vzorek. Na zédklad¢ linedrni regrese aplikace zpracuje externi kalibraci a poté vyhodnoti i
koncentraci nezndmého vzorku. Kalibra¢ni zavislost pfilozte k protokolu.
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Obr. 22: a) volby pro Univariate Analysis, b) okno pro kalibraci, ¢) okno snimani
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Protokol:

Protokol musi obsahovat nésledujici udaje:
- Princip metody, cile a stru¢ny pracovni postup, rovnice a vzorce
- Vypoéty a nutné udaje:
- Koncentrace standardu beta-karotenu, pipetované objemy standardu pro ptipravu kalibra¢nich roztok
- Navazka vzorku papriky
- Chromatograficka foélie (nebo jeji foto). Rr pro jednotlivé identifikované skvrny.
- Kalibracni zavislost exportovana z Photometrix
- Vysledek mnoZstvi beta-karotenu ve vzorku suSené papriky
- Zavér

Protokol mize byt doplnén fotografickou dokumentaci experimentu.
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Uloha ¢&. 13 - Chemicko-analytické vypoéty

1) Standardni roztok médi (méd’natych kationll) je mozno pfipravit riznymi zptsoby, napiiklad rozpusténim
navazky kovové médi v kyselin€ dusi¢né a doplnénim na definovany objem. Vypocitejte, kolik g kovové médi je
tfeba na ptipravu 500 ml roztoku méd'natych kationti o koncentraci 0,1 mol.1"!.

2) Vypocitejte, kolik bezvodého siranu méd'natého je tieba na pfipravu stejného standardniho roztoku Cu jako
v ptikladu 1.

3) Jakd musi byt molarni koncentrace pentahydratu siranu médnatého roztoku, ktery odpovida roztoku o
koncentraci siranu méd’natého 0,5 mol.1"'?

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

5) Vypoctéte, kolik g bezvodého uhli¢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 HCl asi 20 ml.

6) pH Zaludecnich §tav je pfiblizné 2. Vypoctéte molarni koncentraci a hmotnostni zlomek HCI (v %) v zaludeéni
stave.

7) Jaka musi byt koncentrace roztoku hydroxidu sodného, pouzitého pii alkalimetrickém stanoveni koncentrace
HCI v zaludecni §tave, aby bylo na titraci 10 ml odebraného vzorku §t’av spotfebovano pfiblizné 5 ml odmérného
roztoku NaOH?

8) Obsah zeleza ve slitin€ byl stanoven manganometrickou titraci po rozpusténi vzorku ve zfedéné kyseliné sirové.
Navazka 0,2033 g byla po rozpusténi titrovana roztokem manganistanu draselného o koncentraci 0,02088 mol.1"!.
Jeho spotieba ¢inila 30,34 ml. Vypoététe obsah Fe (v hmotnostnich %) ve sliting.

9) Jaké bude vysledné pH roztoku kyseliny octové, smisime-1li 100 ml roztoku o pH = 2,16 a 500 ml roztoku o pH
=3,16? pKa=4,75

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

11) Jaka bude koncentrace volné kyseliny chlorovodikové v roztoku, ktery vznikne smisenim 25 ml roztoku HCI1
o pH = 1,22 a 10 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,1223 mol.1'? O kolik jednotek se zméni pH tohoto roztoku?

12) Vypoététe hmotnost dusi¢nanu olovnatého, potiebného k pripravé 100 ml standardniho roztoku Pb o
hmotnostni koncentraci 1 g.1-!.

13) Kolik ml z4sobniho roztoku Pb o hmotnostni koncentraci 1 g.I"! je tieba ziedit, abychom ziskali 100 ml roztoku
o0 hmotnostni koncentraci Pb 10 mg.1-'?

14) Vzorek pidy 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.l"! byla 0,899, absorbance pfi zmlzovani roztoku vzorku byla 0,334. Za piedpokladu, Ze
kalibraéni zavislost je linearni a prochazi nulou, vypo¢téte obsah olova v mg.kg™! ve vzorku ptdy.

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

16) Obsah AI203 v hornin¢ byl stanoven nepfimou 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 titracni banky, pfidano



25 ml roztoku Chelatonu 3 o koncentraci 0,04998 mol.I"! a po prob&hnuti reakce byl nadbyte¢ny Chelaton 3
retitrovan roztokem zine¢naté soli o koncentraci 0,05004 mol.I'. Jeho spotfeba ¢inila 7,23 ml. Vypoététe
hmotnostni zlomek (v %) Al203 v horning.

17) Obsah oxidu sifi¢itého ve ving 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. Vypodtéte obsah SO, v mg.I'l.

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 vyloucena pfitomnost N, S, P, halogenti a
kovii. Hmotnostni spektrometrii byla zji$téna moldrni hmotnost slou¢eniny 150,0 g.mol.

19) Pfi odbéru vzorku 500 ml mineralni vody byl pfitomny sulfan konzervovan pfidavkem zinecnaté soli a
hydroxidu. Vznikla srazenina sulfidu a hydroxidu zinecnatého byla v laboratofi odfiltrovana a v titra¢ni barice bylo
ke srazening pipetovano 20 ml roztoku jodu o koncentraci 0,02000 mol.I"! a roztok byl okyselen piidavkem
kyseliny chlorovodikové. Sulfidicka sira se jodem oxiduje na elementarni siru. Nadbytecny jod byl retitrovan
roztokem thiosiranu sodného o koncentraci 0,02506 mol.I'!, jeho spotieba ¢inila 11,13 ml. Vypoététe koncentraci
sulfanu ve vod& v mg.1"!.

20) Z 1,2699 g vzorku semen sluneénice byl extrahovan tuk hexanem v Soxhletové extraktoru. Po odpafeni
rozpoustédla ¢inila hmotnost vyextrahovaného tuku 0,4335 g. V separatnim vzorku semen byla stanovena vlhkost.
Navazka 1,2100 g vzorku byla susena pfi 110°C do konstantni hmotnosti, ktera ¢incila 1,0898 g. Vypoctéte obsah
tuku v susin€ slunecnicovych semen.

21) Pfesna koncentrace odmérného roztoku manganistanu draselného se stanovi titraci roztoku kyseliny stavelové
v kyselém prostfedi za horka, kdy se kyselina oxiduje na oxid uhli¢ity a manganistan redukuje na stil manganatou.
Navazka dihydratu kyseliny stavelové 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 zahfati byla smés titrovana odmérnym roztokem
manganistanu do prvniho stalého rizového zbarveni. Spotfeba manganistanu byla 19,78 ml. Vypoctéte piesnou
koncentraci odmérného roztoku manganistanu.

M(Cu) = 63,546 g.mol’!
M(CuSOs) = 159,610 g.mol-"
M(HCI) = 36,461 g.mol"!
M(NaxCO3) = 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(ALOs) = 101,961 g.mol"!
M(SO») = 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”



