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PREDMLUVA

Tento ucebni text je uren pro ty, ktefi studuji analytickou (odbornou) chemii, typicky pro
bakalafsky studijni program. Podle autorti pfedstavuje nezavislé minimum teoretickych znalosti,
kterymi by se mél s jistotou vykazat kazdy absolvent oboru analytické chemie. Vychazeli jsme z latky,
ktera byla tradicné pfednasena na nasi katedfe analytické chemie Masarykovy univerzity, takze vedle
struéného popisu instrumentalnich analytickych metod zde najde ctenai napf. vysvétleni
acidobazickych i komplexotvornych reakci, které jsou podle naseho nazoru stejné dtlezité — analyticky
chemik nema byt pouze zru¢ny operator piistrojli, ale pfedevsim osoba schopna pochopit analyticky

problém a navrhnout analyticky postup, pfipadné jeho vylepSeni ¢i alternativu.

SLOVA AUTORU

Autor kazdého textu by mel hodné védet o ctendrich, pro které pise. Pisobim ve funkci ucitele
na katedre analytické chemie jiz 40 let, nekdy si myslim, Ze studenty znam dobre, avsak oni mne
dovedou prekvapit vzdy znovu a znovu. Tak tFeba tvrzenim, Ze pii disociaci molekul vody vznika vetsi
pocet iontit vodikovych nez hydroxidovych anebo vysvétlenim principu méreni teploty: "pri zvysSeni
teploty rtut' v teplomeéru vzlina a jeji viskozita se zvétsuje". Podobné zazitky mne vedly k tomu, Ze do
ucebniho textu jsem zaradil i nekolik pasazi, které podle nékterych mych kolegii predstavuji profanaci
vedy a které pry studenty urdzeji, protoze studenti takovéto primitivnosti uz davno znaji. Moji kolegové

maji pravdu a ja bych byl velmi stasten, kdyby meli uplnou pravdu.

V Brné v cervau 1997. M.B.

Zamérna strucnost (heslovitost) textu uz predpokladad, Ze text bude cist chemik (trebaze
zacatecnik). Na zaver tedy omluva chemikium—profesiondaliim: vime, zZe kazdé zjednodusent jde na vikor
uplnosti (pravdy). Smyslem tohoto skripta je ale cesta k pochopeni podstaty, nikoli vycerpavajici popis
problému. Stale naristajici objem faktii i odbornad specializace pedagogii neziidka vede k situaci, kdy
student zna detaily jednoho tématu, bohuzel ale na vkor podstatnych veci vSeobecnych. Veérim, Ze toto

skriptum prehled toho pro analytickou chemii podstatného prindsi.

V Brné v kvétnu 2002. J.P.

Dopliyjici literatura:

L. Sommer a kol., Zaklady analytické chemie, Vutium Brno, 1998/2000.

P. Klouda, Moderni analytické metody, Nakl. P. Klouda 1996.

H. H. Willard, L. L. Merritt, J. A. Dean, Instrumental methods of analysis, VNR, rizna vydani.

D. A. Skoog, D. M. West, F. J. Holler, S. R. Crouch, Analytical Chemistry, Saunder College Publ.,
2000.

Uvod 3



UVOD - CO JE TO ANALYTICKA CHEMIE?

Zacatky chemické analyzy najdeme uz ve stiedovéku, tehdy jako zcela empiricky postup
cestou pokusti a omyld. Dnes dovedeme velkou vétSinu operaci provadénych v chemické analyze
vysvétlit a védecky zduvodnit. Analyticka chemie je pak védecka disciplina, kterd se zabyva procesy
(pfevazné chemickymi) vyuzivanymi v chemické analyze.

V soucasnosti Federace evropskych chemickych spolecnosti (1993) definuje obsah analytické
chemie jako ziskani informaci o slozeni, ¢asovych zménach a prostorové distribuci chemického
slozeni v rdmci vymezené Casti reality. Ziskani informaci je podminéno pozorovanim (méfenim) a
analytickd chemie je v tomto konceptu nezavislym oborem méfeni, ktery je ve stupni zadéni tkolu
interakén€ spojen s jinymi obory (matematika, fyzika, medicina, pravo). Mohli bychom vymezit
nasledujici ¢asti analytické chemie (1.-10.) s jejich vzajemnymi vazbami:

Tento studijni material se bude vénovat struénému popisu bodd 5, 7, struéné pojedna i o
bodech 3 a 4.
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Prakticky kazdy obor pfirodnich véd pouziva chemické analytické metody — z druhé strany se
da fici, ze analyticka chemie zasahuje do vSech oborl pfirodnich véd. Hranice mezi fyzikalnimi a
chemickymi, resp. chemickymi a biologickymi metodami je Casto nejasnad (formalni), takze mnohé

moderni analytické metody se nazyvaji fyzikaln¢ chemické nebo biochemické.

Chemicka analyza je postup, jimz se zjiStuje chemické slozeni vzorku. Pouzivame k tomu

experimentdlni metody chemické (napt. vyizolujeme urCitou slouceninu ze smési a jeji mnozstvi
zmétime), fyzikdalni (napf. zaznamename emisni spektrum kovového vzorku a ze vztahu mezi
intenzitou spektralni ¢ary a mnozstvim prvku, kterému ona Cara pfislusi, vyhodnotime obsah prvku ve
vzorku) a také biologicke (napt. sledujeme krysy poté, co jim byl podan potencialné toxicky preparat).
K vyhodnoceni ¢iselnych udaji ziskanych chemickou analyzou se pouzivaji matematické metody

(statistické, ...).

Kvalitativni analyza dava informaci o tom jaké slozky (prvky, funkéni skupiny, slouceniny)

obsahuje analyzovany vzorek. Kvantitativni analyza vypovidd o mnozstvi jednotlivych slozek

ve vzorku. Analyt je ta slozka (ty slozky) vzorku, o které chemicka analyza ma podat informaci, zbytek
vzorku je oznaCovan jako matrice. Matrice neni pfedmétem analyzy, avSak jeji pfitomnost ve vzorku
velmi Casto komplikuje provedeni analyzy. Ditkaz je postup pouzivany v kvalitativni analyze, jim
zjiStujeme piitomnost ¢i nepfitomnost analytu ve vzorku. V kvantitativni analyze provadime stanovent,
meéfime mnozstvi analytu ve vzorku. Praxe n€kdy vyzaduje stanovit celkovy obsah analytu (napf.
stanoveni Fe v Zelezné rud¢€), jindy je tieba stanovit vedle sebe rizné formy téhoz analytu (napf.
stanoveni kovového Fe, Fe(ll) a Fe(Ill) vedle sebe). Elementarni analyzou stanovime obsah
jednotlivych prvkt v analyzovaném materialu. U organickych vzorka vysledek elementarni analyzy
obvykle pfedstavuje nedostate¢nou informaci, proto stanovujeme obsah ur€ité skupiny latek (napf.
suma kyselin) anebo obsah urcitych sloucenin (napf. kyseliny octové, acetonu, anilinu ...), viz kapitola

5.6.
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1. ACIDOBAZICKE REAKCE

http://www.jergym.hiedu.cz/~canovm/ph/ph2/ph2.htm

Pojmy KYSELINY a ZASADY charakterizuje fada teorii. Vénujme pozornost tiem

v

1/ Podle Arrhenia je kyselinou latka, ktera odstépuje vodikové kationty H' (j. vodikovy atom
bez elektronu - pozor!, nejsou to ale zadné jaderné reakce s protony!) a zasada (baze) odstépuje

hydroxylové anionty (OH™). Teorie je aplikovatelnd pouze ve vodnych roztocich a dovoluje méfit
aciditu (pH) potenciometricky anebo pomoci barevnych indikatort fotometricky.

2/ Broenstedtova teorie zahrnuje pfedstavy Arrheniovy, ale neni omezena jen na vodna
prosttedi: KYSELINA ODSTEPUJE VODIKOVY KATIONT A BAZE VODIKOVY KATIONT
VAZE. Acidita se m&ii potenciometricky i fotometricky, vyjadiujeme ji pomoci stupnice pH ve vodé a
pomoci funkci analogickych funkci pH v jinych rozpoustédlech.

3/ Lewisova teorie je nejobecnéjsi, podle ni je bazi Castice (molekula, ion) s nevazebnym
(volnym) elektronovym parem (=donor elektronu, napt. NH3, CH3COO", pyridin). Kyselina je ¢4stice
s volnym orbitalem schopnym vazat volny elektronovy pér (= akeeptor, napi. BF3, Cu2+, HT, SbCls
Iy ...). Tato teorie neumoZiiuje jednoduSe potenciometricky méfit kvantitativni udaje o kyselosti,
dovoluje pouze porovnavat aciditu roztoki pomoci barevnych indikatort. Mezi acidobazické reakce

zahrnuje 1 procesy vedouci ke vzniku komplext, napf. kyselina CuZ* reaguje s bazi NHy za vzniku

produktu Cu[(NH3)]2+.

Nékteré nespravné zjednoduSené vyvody z Arrheniovy teorie mohou vést k mylnym zavérim,
napi. bazicita vodného roztoku NaOH nebo octanu sodného byva piipisovana iontim Na™ avsak
skute¢nymi bazemi v téchto roztocich jsou OH™ a CH3COO", kdeZto kationty alkalickych kovili nejsou

ani kyselinami, ani bazemi. V dal$im se budeme zabyvat vylucné teorii Broenstedtovou. Je tieba
uvazovat reakce Castic v roztoku skutecné existujicich. Napf. mluvime o vodném roztoku kyseliny

chlorovodikové, aviak v roztoku nejsou molekuly HCI, ale pouze ionty H;O' a CI” a ty reaguji,
podobné v roztoku hydroxidu sodného nejsou molekuly NaOH, ale pouze ionty Na' a OH".

Pii acidobazickych reakcich JE VODIKOVY KATIONT VYMENOVANOU CASTICIH,
uvolni se z jedné kyseliny (kysq) a je ihned vazéan druhou bézi (basy); dvé baze (B, A”) soutézi o
hydratovany vodikovy kationt.

kysq + basy = bas| +kysy HA +B > A~ +HB"
Izolovany vodikovy kationt neni schopen existence v roztoku, vaze se ihned na protofilni
gastice. Ve vodném roztoku existuji pouze HYDRATOVANE VODIKOVE IONTY (H30™, na které

jsou vazany dal§i molekuly vody vodikovymi vazbami) a analogicky solvatované HT nachazime i v
jinych protofilnich rozpoustédlech (CH3COOH,*, CH30H,", CH3CNH™). PROTOFILNI &astice

miZe vazat H a PROTOGENNI odstépit H', prva je tedy bazi a druha kyselinou. Existuji
AMFIPROTNI ¢&astice, které mohou vodikovy kationt odstépit i vazat:
H,0 > H + OH, ale také HyO + HY > H30™

HPO42" > HT + P03, ale také HPO42 + HT > HyPO,4”

Priklad amfiprotnich rozpoustédel:

1. Acidobazické reakce 10 stran 6



2 HyO > H30" + OH-
2 CH3COOH -> CH3COOH2+ + CH3COO~ (bezvoda kys. octova)
2NHj3 = NH4+ +NHj" (kapalny amoniak p7i cca -50° C)

2 C2H50H > C2H50H2+ + C2H50'

1.1 SILA KYSELIN A BAZI

Sila kyseliny se posuzuje podle toho, do jaké miry odstépila své vodikové kationty, ¢ili do
jaké miry je disociovana. SILNA KYSELINA (HCI ve vodném roztoku) je disociovana tplné, SLABA
KYSELINA (octova) je disociovana neuplné. Pouze pfi velikém (nekonecném) ziedéni se predpoklada
uplna (100%) disociace vSech (i slabych) kyselin. Kvantitativni charakteristikou sily slabé kyseliny

N |7l ]
(HA) je jeji DISOCIACNI KONSTANTA: KA ==, 7  resp. velicina pKp = -log Ka.
[£14]
Hodnota K 5 silné kyseliny (100% disociované) neni definovana, blizi se nekonecnu. Cim mensi K A
ma slaba kyselina, tim véEtsi je jeji pKp, tim méné je disociovana, tim slabsi je kyselinou. Hodnoty

pK A nékterych kyselin:

Kyselina pKa HCO3~ 10,3
NH,* 9,3 H,S 7,1
kys. borita 9,3 HS- 12,2
H{B(OH)4} HSO4 1.9
CH3COOH 4,7 HCN 92
H3PO4 2.2 pyridinium(+) 5.2
H,PO, 7.2 anilinium(+) 46

HPO 42— 12,3

H2C03 6,3

Existuje konvence neuvadét solvatované molekuly rozpoustédla v chemickych vzorcich, napf. pro
amoniak ve vodnych roztocich piSeme vzorec NH3, ikdyZ se jedna o hydratované molekuly (NH4OH

respektive NH4OH x H,O). VeliCiny v hranatych zavorkich ve vzorci pro K by mély byt aktivity

solvatovanych Castic, Casto vSak misto aktivit zjednodusen¢ dosazujeme koncentrace. Vzhledem k
zavislosti hodnoty aktivitnich koeficienti na slozeni roztoku (zejména na iontové sile, teplot¢ a
pouzitém rozpoustédle), pro pfesna méfeni musime experimentalni hodnoty korigovat.

Konjugovany acidobazicky par

Dvojici kyselina a baze, jejichz slozeni se lisi o jeden vodikovy kationt, (napf. HA a A™ nebo
HB' a B) nazyvame KONJUGOVANY ACIDOBAZICKY PAR. Lii-li se ¢leny konjugovaného
acidobazického paru zbarvenim, 1ze jej pouzit jako vizualni acidobazicky indikator.

Rovnovahu HA - H' + A~ pro kterou plati konstanta K A lze ovlivnit pfidanim latky, ktera

reaguje s nékterou z komponent. Tak napf. za pfitomnosti Ca2t kyselina stavelova vice disociuje,

uvolni se v&tsi koncentrace H' neZ za nepfitomnosti CaZt. To proto, ze produkt disociace -
§tavelanovy anion - je spotiebovavan do srazeniny $tavelanu vapenatého.
Vyznamna je reakce vodikového iontu s rozpoustédlem (solvatace). Cim pevnéji vaze

1. Acidobazické reakce 10 stran 7



rozpoustédlo vodikové kationty, ¢im je vice protofilni, tim snadnéji v onom rozpoustédle probiha
disociace kyseliny. Ve slabé protofilnich rozpoustédlech (napi. v CH3COOH) disociuje méné kyselin

nez v silné protofilnich (napf. v ethylendiaminu). Protonované rozpoustédlo je nejsilnéjsi kyselinou
schopnou existence v protofilnim rozpoustédle (napf. H3O+ ve vodé). Silngjsi kyseliny nez
protonované rozpoustédlo zreaguji s rozpoustédlem-bazi a podobné siln€jsi baze nez deprotonované
rozpoustédlo zreaguji s rozpoustédlem-kyselinou, napi. amidovy anion NH5~ ve vodé diava OH™ a
NHj. Mluvime o NIVELIZACI KYSELIN v siln€ bazickych rozpoustédlech: vSechny kyseliny jsou

skoro stejné disociovany, stird se tu rozdil mezi siln¢jSimi a slabSimi kyselinami. Nivelizaci bazi
pozorujeme Vv silné kyselych rozpoustédlech. Analogicky DIFERENCIACI KYSELIN pozorujeme v
siln€ kyselych rozpoustédlech, protoze pouze ty nejsiln€jsi kyseliny jsou disociovany. Diferenciaci bazi
pozorujeme v silné bazickych rozpoustédlech.

HCIOy4 je nejsilngjsi z bézné dostupnych kyselin. Jeji ziedéné roztoky o stejné koncentraci v

ruznych rozpoustédlech maji riznou aciditu: v bezvodé octové vétsi nez ve vodé a ve vode vetsi nez v
kapalném amoniaku. To proto, Ze srovnavame stejné koncentrované roztoky rtiznych kyselin: v malo

protofilni kyselin€ octové kyselost roztoku HCIOy4 zpiisobuji ionty CH3COOH2+, ve stfedn€ protofilni
vod¢ ionty H3OJr a v silné protofilnim amoniaku ionty NH4+. Kyselina chlorovodikova je silnou
kyselinou ve vod¢ a v amoniaku, ale slabou v bezvodé kyselin¢ octové. Mocovina (NH5)>CO je slabou

bazi v bezvodé kyselin€ octové, slabou kyselinou v kapalném amoniaku a ve vodé neni ani kyselinou,
ani bazi.

V literatuie uvadéné hodnoty disociacnich konstant kyselin byly stanoveny vétSinou ve
vodnych roztocich, protoze kyselost a bazicitu rozpoustédel vztahujeme bézné k amfiprotni vode.
Konstanty kyselin pro jina rozpoustédla nez vodu najdeme ve specialni literatufe.

Disociacni konstanty bazi

Vedle disocia¢nich konstant kyselin K o uZivame (fidceji) i disocia¢ni kyseliny bazi K.
Pro konjugovany acidobazicky par NH4+/NH3 miZeme napf. psat:
Ka = [H"].[NH3)/[NH4 ] Kp = [NH4 " )/[H'][NH3] plati, ze Kp.Kp=1

Logicky tedy plati, ze ¢im siln€j$i je kyselina, tim slabsi je jeji konjugovana baze.

Z Arrheniovy teorie jsme pievzali konstantu disociacni konstantu KB*

Kg" = [NH4 ][OH"]/[NH4OH] Ko Kg" =[HM[OH] =K, = 10"14

pozn.
Vedle jednosytych kyselin (HCI, CH3COOH, CgH5COOH ...) mdme dvojsytné (H»SOy, kys.

Stavelova HOOC-COOH, HyCrOy ...), trojsytné (H3PO4, N(CHyCOOH)3...) a i vicesytné (HyP70,
ethylendiamintetraoctovd). Vicesytnd kyselina (H3POy) miize byt zneutralizovana do prvého stupné
(HyPOj ), do druhého (HP042') i do tretiho stupne (P043'). Disociacni konstanty kyselin oznacujeme
K. U vicesytnych kyselin K 4, obvykle prislusi rovnovdze v niz se odstépuje n-ty vodikovy kationt z

molekuly kyseliny. Probléem s oznacenim nastane v pripadé, kdy molekula kyseliny miize vodikové
kationty nejen odstépovat, ale i vazat. Napr. aminokarboxylova kyselina EDTA (H4Y) poskytuje ionty

H6Y2+, H5Y+, H3Y, HZYZ', HY3" a Y#-. Rovnovdha H5Y+ = HyY + H prislusi prijeti prvého
vodikového kationtu k molekule (u EDTA je to obojaky ion), tedy odstépeni minus prvého vodikového

1. Acidobazické reakce 10 stran 8



kationtu, konstanta K 4_j. Anebo je to pFijeti patého vodikového kationtu ke zcela deprotonované bazi

( Y4'), konstantu oznacime K 4 5 a tak se vyhneme zdpornym hodnotdm v indexu u konstanty.

(0]
Hon OH
kyselina ethylendiamin-tetraoctova, EDTA, H4Y N ﬁ‘: 0
O"—/ \/\N
OH OH

O

1.2 VYPOCTY pH VODNYCH ROZTOKU

ACIDITNI SKALA pH ve vodnych roztocich
pH=-loga (H") =-log [c (H").f (H)]

¢ znaci koncentraci, f aktivitni koeficient, a aktivitu. Protoze dovedeme zméfit pouze primérny

aktivitni koeficient f (+), nikoli koeficient ur&itého iontu, napf. f(H™), je skéla pH definovana pomoci
roztoku pufrt, jejich pfesné slozeni a hodnoty pH byly schvaleny mezinarodni unii IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry).

Obvykle se wudavda ROZSAH ACIDITY ve vodnych roztocich 0-14 pH. Pii
potenciometrickém méfeni pH mize pfistroj indikovat hodnoty pH mensi nez 0 (v silnych kyselinach
pfi koncentraci vét$si nez 1 mol/l) anebo vétsi nez 14 (vice nez jednomolarni silné baze). V tak
koncentrovanych roztocich zna¢néa ¢ast molekul rozpoustédla je vazana v solvatacnich obalech iontd,
aktivita vody je vyrazn€ mensi nez v roztocich zfedénych a proto pKy,, ma hodnotu odli$nou od 14,0.

Konstantni je K = [HT][OH"]/ [H>O] = K,,/[HyO]. Pouze ve ziedénych vodnych roztocich plati

pH + pOH = 14,0

Piiklady vypoétu pH
1/ pH vodného ROZTOKU SILNE jednosytné KYSELINY (HA).

Celkova (totalni) koncentrace vodikovych iontil [HT] je rovna souctu koncentraci vodikovych

iontl z kyseliny [H+]k a vodikovych iontl vzniklych disociaci vody [H+]W. [H+]k je rovna celkové,

analytické koncentraci silné kyseliny cj,.
pH = - log ((H"]i + [H' ) - log f (H")

Pokud nezname hodnotu aktivitniho koeficientu, volime f (H")=1, tato aproximace piijatelng vyhovuje
pro velmi malé koncentrace elektrolytu, log (1) = 0. Ve vodnych roztocich HCI o ¢ 0,001; 0,01; 0,1 a
1 mol/l maji f (£) hodnoty 0,97; 0,90; 0,80 a 0,81.

Pro roztoky o koncentraci kyseliny vétsi nez 100 mol/l je [H+]k >>[H+]W. Roztoky 0,1; 0,02;
0,01 20,001 M HCI maji pH 1,0; 1,7; 2,0 a 3,0 (pfedpokladame f(H)=1,0). Aciditu pH=6,0 m4 9,9.10
7 M HCL Roztok 108 M HCI nema pH=8, protoze fedénim roztoku kyseliny neutrdlnim
rozpoustédlem nemtizeme dostat alkalicky roztok, zde je [H+]W>[H+] K a vypoctené pH tohoto roztoku

je cca 6,98. Pro vypolet pouzijeme rovnosti koncentraci HY a OH™ vzniklych disociaci vody a iontovy
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produkt vody (autoprotolytickou konstantu vody) K, = [HT].[OH] = 10-14
(cx + [OH]y) - [OH ]y, =Ky,
Je-li ck>10'6mol/l, pak ¢y >>[OH"]y, a potom plati
ok Ky /[H1 =Ky, cili pH = -log ¢}

Poznamka: 1/ pro velmi ziedéné roztoky, napr. 1007 M HCI uz neplati cj >> [OH],,, proto nelze

pouzit tento zjednoduSeny vzorec. 2/ redlny roztok 1008 M HCI ma pH < 6 je-li v rovnovaze se
vzdusnym oxidem uhlic¢itym (obsahuje kyselinu uhlicitou).

2/ koncentrace hydroxidovych iontii v ROZTOKU SILNE BAZE
Na stejném principu jako u roztokt silné kyseliny vypocteme koncentraci hydroxidovych
ionti v ROZTOKU SILNE BAZE. Vodnym roztokem silné béze rozumime roztok obsahujici

hydratované ionty OH™. Takovy roztok pfipravime bud’ rozpusténim hydroxidu, ve kterém jsou OH"
vazany pouze iontovou vazbou (NaOH, (CH3)4NOH...) anebo rozpuSténim latky obsahujici bazi

silngjsi (siln€ji vaze vodikové kationty) nez OH™ (napf. CH3CH»ONa). Tato baze zreaguje s kyselinou
H»>O a v reakci rezultuji ionty OH™: CH3CH,O~ + H,O - CH3CH,OH + OH~
Koncentrace hydroxidovych iontd vnesenych do roztoku piidanou litkou je cg. Disociaci

rozpoustédla vody vznika [OH ]y, a stejn€ velika [H™]. Plati:
[OH] =cg + [OH ]y, = cg + [H']
Ky = [HT][OH"] = [HT](cp+[H*]) = 10°14
Je-li cB>10'6m01/1 je cg>>[OH"],, a potom

[HY=10"14/cp ili pH =14 +log cg

3/ pH vodnych ROZTOKU SLABE jednosytné KYSELINY HA.
Napft. roztok kyseliny octové anebo chloridu amonného, kyselinou v druhém piikladu je

NH4+. Chlorid ve vod¢ neni kyselinou ani bazi. Chlorid je baze konjugovana se silnou kyselinou HCI,
ma Kg=0.Vychazime z disocia¢ni konstanty K o respektive z logaritmického vztahu

Ka = [H].[A7]/ [HA] pH =pK + log ([A7]/[HA])
Celkova koncentrace viech forem kyseliny ¢ o
cp = [HA] +[A7]
Dosazujeme: [H']g = [A7] [HA]=cp - [A]=cp -[H Ik
KA = (H g HH Ty ) [H Tg/(cA-[AT])

Pro aproximaci predpokladame: [H+]K>>[H+]w odtud [H+]:[H+]K a také [HA]>>[A"] odtud
ca=[HA]
Kp = [H"’]2 XIN , proto pH =1/2pK 4 - 1/2log (cp)

poznamka: uvadéné ndboje iontii plati pro kyselinu bez ndboje (octova), nikoli pro kyselinu-ion

(NH4+). Zde uvedena zjednoduseni vypoctu nejsou obecné platna. Nevyhovuji pro velmi disociované
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slabé kyseliny (napi. H»SO3 = H' + HSO37, pK4 = 1,7) kde pro mensi c 4 neplati c 4 = [HA] a také
pro extrémné slabé kyseliny, kde nelze zanedbat prispévek disociace vody. Obecné plati: zanedbdame-li
béhem vypoctu prispévek nekteré veliciny, méli bychom po skonceni vypoctu ovérit, zda pouzité
aproximace byly oprdavneéné. Uvedend priblizna formulka vyhovuje dobre pro vypocty pH ziedenych
roztokii kyseliny octové (pK 4 = 4,7) a srovnatelné disociovanych slabych kyselin. Nezapomenme, zZe v

extremné zredenych roztocich jsou i slabé kyseliny totalne disociovany, a proto uvedeny aproximativni
vzorec nevyhovuje.

4/ pH vodnych ROZTOKU SLABE BAZE

napt. NH3 anebo CH3COO".

Baze (B), molekuly épavku anebo ionty octanu reaguji s vodou, probiha hydrolyza

B+ H,0 > BH' + OH- K = [BHT)/[B][H']

Kg" =[BH'][OH]/[B] = [H'][OH].[BH]/[B] [H] = Ky/Kx

cg=[BI+[BH"] [OH"]=[OH]B+[OH ]y, [BH']=[OH"]g
Velmi ¢&asto plati: [B]>>[HB'] a také [OH ]g>>[OH7],, Z toho vyplyva bézné pouzivany
zjednoduSeny vztah,

KB*: [BHT][OH")/[B] = [OH']Z/CB pOH = 7 pKy;, -'2log cg = pKy, - pH

ktery vyhovuje pro roztoky bazi disociovanych v podobném rozsahu jako amoniak (pKB*:4,7). Tento

vztah nevyhovuje pro velmi siln€ a velmi mélo disociované slabé baze a také pro extrémné ziedéné
roztoky slabych bazi (porovnej s vypoctem pH roztoku slabé kyseliny).

pozn.: V roztoku octanu sodného neni ion Na™ kyselinou ani zdsadou, protoze neni schopen hydratace.
Pokud kationty mohou byt hydratované, jsou kyselinami jen pokud hydrolyzuji: Fe(OH 2)x3 t = HF

+ Fe(OH»)y.1(OH)?™.

5/ Vypocet pH ROZTOKU PUFRU (=regulator pH, tlumi¢, Gstoj) obsahujiciho slabou kyselinu (HA) a
jeji konjugovanou bazi (A”), napf. roztok NH4Jr + NH3 anebo CH3COOH + CH3COO". V takovém

roztoku probiha disociace kyseliny i hydrolyza baze.

HA > HT + A" A~ +HyO > HA + OH-

Protoze v roztoku jsou piitomny znacné koncentrace HA i1 A~, obé reakce probihaji v
zanedbatelné malé mife a plivodni koncentrace kyseliny a baze (ck a cg) prakticky neovlivni.

Kp = [HT[AT)/[HA] = [HT]eg/ek pH = pKp +log cg - log i
Vysledné pH je tim vétsi, ¢im vétsi je koncentrace baze a ¢im mensi je koncentrace kyseliny.

6/ Vypocet pH ROZTOKU slabé DVOJSYTNE KYSELINY H>A ZNEUTRALIZOVANE do prvého
stupneé.

Pti rozpousténi soli NaHA podléha ion HA™ ¢astecné disproporcionaci (disociaci na A% a
soucasné protonaci na HyA), rovnovahy:

HA"+H" > HyA Ka = [H][HA"]/ [HyA]
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HA- > H + A2- Ko = [HT][A2"]/[HA"]

a také probiha protonace a deprotonace rozpoustédla vody. Pokud je vysledny roztok malo kysely ¢i

zasadity, pH asi mezi 4 az 10, jsou obvykle zanedbatelné malé koncentrace H' i OH" a lze akceptovat
aproximaci [HzA]:[AZ'].

[HA™] =K 1[HyA]/ [HT]=[H][A2] /K p~ [H']2 = Ko 1Ko [HyAl/[AZ]=K A 1K A»

Zlogaritmovanim dostaneme rovnici pouzivanou téz k vypoc¢tu pH ekvivalence pii stanoveni

dvojsytné kyseliny HyA titraci do prvého stupné pH = % (pKa 1 + pKp»)-

Pozn.:Nejsou-li koncentrace HT nebo OH~ dostatecné malé, abychom je mohli zanedbat v bilanci

pritomnych nabojii, dostaneme sloZitéjsi vyraz zahrnujici i iontovy produkt vody K, ,,:
[H] = [AZ]+[OH ]-[H)A] = K o[ HATV/[HY] + K\ /[H"] - [HY][HA] /K g

[H]? = (K 42[HA ] +K,)/(1+[HATK 4 1)

1.3 PUFRY

PUFR neboli tlumi¢, regulator pH, ustoj. Timto ndzvem oznacujeme roztok, ktery po pridani
silné kyseliny anebo silné zasady podstatné nezméni svoje pH. Pufracni vlastnosti maji roztoky
obsahujici konjugovany acidobazicky par, smés slabé kyseliny a jeji konjugované zasady, napf.
kyselina octova/octan nebo amonna stil/amoniak nebo kyselina boritd/boritan. Pidavek silné kyseliny
nebo zasady do nepufrovaného prostredi (voda, roztok NaCl ...) vyvola vyraznou zménu acidity, pH se
zméni o nékolik jednotek. Pfidame-li silnou kyselinu (v rozumném mnozstvi) k pufru, reakci silné
kyseliny s pfitomnou bazi vznikne slaba kyselina, acidita roztoku se zméni jen malo, obvykle o
desetiny jednotky pH. Podobn¢ piidana silna baze zreaguje se slabou kyselinou z pufru a pfevede tuto
na jeji konjugovanou (slabou) bazi.

KAPACITA PUFRU je definovana jako mnozstvi silné kyseliny anebo silné baze, které
vyvola zménu o jednotku pH v 1 litru roztoku pufru. Neutralizujeme-li slabou kyselinu, dosahne roztok
maximalni pufra¢ni kapacity pti 50%nim zneutralizovani, to je za stavu, kdy koncentrace kyseliny je
rovna koncentraci s ni konjugované baze, tedy pii [kys] = [baze]. Acidita pufru tvoieného
konjugovanym acidobazickym parem je uréena konstantou acidity a pomérem koncentraci slozek
konjugovaného paru pH = pKa — log ([kys] / [baze]). Acidita (pH) pufru zileZi pouze na poméru
koncentraci kyseliny a baze, nikoli na jejich koncentracich. Ov§em kapacita pufru je tim vétsi,
¢im vétsi jsou koncentrace sloZek konjugovaného paru tvoricich pufr.

Regulace pH v ptiblizn€ neutralnich roztocich (pH 3-11) je zalozena na acidobazické rovnovaze: HA =

H" + A~. V roztoku jsou makrokoncentrace (10'1mol/l) kyseliny a baze a s nimi je v rovnovaze

mikrokoncentrace (10'5mol/l) vodikovych iontl. Zmény v makrokoncentracich slozek pufru vyvolaji
jen malou zménu mikrokoncentrace iontti vodiku. Smérnice titra¢ni kiivky pH=f(v) pro slabou kyselinu
udava prevracenou hodnotu pufracni kapacity.

Analogie pufrii:

e Na podobném principu je zaloZzena i redoxni pufrace: v roztoku jsou makrokoncentrace
konjugovaného redoxniho paru (napt Fe3t + e = F62+) a s nimi je v rovnovaze jakasi
mikrokoncentrace elektront, jejimz projevem je redoxni potencial. Pfidavek silného oxidovadla (v
rozumném mnozstvi) zoxiduje ¢ast redukovadla, Fe(Il) ptfejde na Fe(Ill) a podobné piidavek
silného redukovadla zreaguje s oxidovanou formou pufracniho systému; vysledkem téchto reakci
jsou jen malé zmény redoxniho potencialu.
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o Na zaklad¢ komplexotvorné rovnovahy M+L=ML (naboje iontd jsou pro zjednoduseni vynechany)
funguji pufry ligandové (makrokoncentrace ML a M jsou v rovnovaze s mikrokoncentraci ligandu)
a také pufrace kovovych iontl (makrokoncentrace ML a L v rovnovaze s mikrokoncentraci M).

e Ve spektrografii pracujeme pfi vysokych teplotach (>1000°C), tam pfidavavame jako pufr pomérné
snadno té€kavou stl snadno ionizovatelného kovu. Termickou disociaci (NaCl=Na+Cl, vznikaji

atomy, ionty se tvoii pii elektrolytické disociaci) a naslednou ionizaci atomil (Na = Na® + ¢") se
generuje znacna koncentrace elektronti jejichz pfitomnost potlaci ionizaci atoml stanovovaného

kovu (M =M" +¢).

1.4 DISTRIBUCNI DIAGRAMY

DISTRIBUCNI KOEFICIENTY (8) udavaji pomérna zastoupeni jednotlivych forem acidobazického
systému.

Distribucni koeficienty pro jednosytnou kyselinu HA.

vime, ze : Ka = [HT][A"]/ [HA] a také, ze : ca = [HA]+[A7]

Sga =[HA]/ca =[HA]/(HAH[AT]D =1 /(1+KA/[H+])

8A=[AT/ca =[AT/(HAIHAD =1/ (I+[H VK p) = 5yaK A / [H]
Vztah mezi KOEFICIENTEM VEDLEJSICH REAKCI a, ktery se pouziva pii popisu komplexii, a
distribu¢nim koeficientem & vyplyva z nasledujicih rovnic.

ca = [HAFHA] = [HA]. (1+K 5 / [H]) = [HALayz = [HA]/ S35

cp = [ATH[HA] = [AT].(1+[HT]/ Ka)=[A]l.ap =[A"]/8x

cili op=1/8p
Distribu¢ni koeficient o dosahuje hodnot pfiblizné 1 a 99% pii poméru [A7] / [HA] 0,01 a 100, to je
pii pH=pK - 2 a pH=pK+ 2. Mimo oblast pH=K s + 2 je hodnota dyyp prakticky jednotkova (v
kyselych prostiedich) anebo prakticky nulova (v alkalické oblasti). Soucet d;yp + S pii konstantnim

pH je vzdy roven jedné (anebo 100%).
5 distribucni diagram kyseliny HA

1

0g 1 Zavislost distribucniho koeficientu jednosytné
kyseliny o(HA) a jeji konjugované bdaze &(A™)
06 ¢ na pH. Prisecik krivek ma souradnice 6=0,5 a
H=pK
04 1 PHOZPRA
02+
0 :
0o
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Distribucni koeficienty pro dvojsytnou kyselinu H»A

Pti konstantnim pH plati 6(HyA)+3(HA)+8(A)=1. Je-li rozdil hodnot pKp>» — pKaj > 4, probihd
disociace do kazdého stupné v jiné oblasti kyselosti. Distribu¢ni diagram takové dvojsytné kyseliny je
shodny se ,,souctovym* distribu¢nim diagramem dvou jednosytnych kyselin (HyA a HA").

distribu€ni diagram kyseliny HoA

)
0 ra
Zavislost  distribucnich  koeficientii  dvojsytné ©8 1
kyseliny &(HyA), S(HA®) a &A%7) na pH; g;
PKA176,3; pKap=10,3; rozdil pKpp-pKA1 ma -
hodnotu 4. Krivky se protinaji pri pH rovném oa 4 | . . .
PK A1, PKA2 a také pii pH=(pK A 1+pKa2)/2. 034

0z +
o1+

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 pH

K =[ HI[ HA"]/ [HpA] Kao=[ HTI[ AZ]/ [HA"] cA=[HpA] + [HAT] + [AZ7]
8(HpA)=[HpAl/cp = 1/(1+Kay/[H+Ka1Kan/[H'T?)
S(HA)=[HATT/cp = 1/((H']1/Kap+1+Kaz/[H) = 8(HA)Kap/[H']

3(A)=[A%]/cp = 1/([HP/Kp1Kpp +Kpp/[HT]+1) = 8(HA)Kp|Kpp/[HT]?

Tento obrazek ukazuje zavislost distribucnich koeficientit na pH pro dvojsytné kyseliny, je-li pK 45 -

DK 4 1<4: v takovém piipadé se oblasti disociace do jednotlivych stupnii prekryvaji.

O distribucni diagram kyseliny vinne

1.0

0.8

06 q

0.4 4

02

00 -
o 1 2 3 4 5 & ¥ & 9 10 11 12 13

pH
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LOGARITMICKE DISTRIBUCNI DIAGRAMY

Kyselina octova (pK A=4,7) je prakticky zneutralizovana (z 99%) pii pH=6,7. AvSak i v siln¢
alkalickém prostfedi napt. pfi pH=12,7 je v roztoku urcita, nepatrnd rovnovaznd koncentrace
nedisociovanych molekul kyseliny. Z disociacni konstanty vyplyva, ze pti pH=12,7 je v tomto piipade
pomér [HA]/[A"]=10-8.

Distribu¢ni diagramy o=f(pH) davaji uzite¢nou informaci o pomérném zastoupeni slozek
konjugovaného paru kyselina/zasada v oblasti pH=pK p+2. Mimo tuto oblast je pomérné zastoupeni
jedné z komponent vétsi nez 99% a pro druhou je mensi nez 1%. Hodnoty & mensi nez 1% nelze
odecist z grafu 6=f(pH), a proto pouZivame logaritmické zavislosti logd=f(pH), ¢ast&ji log[X]=pH,
ze kterych je mozno odecist i velmi malé (napf. 10'8) hodnoty & resp. [X], ([X] je koncentrace nékteré
z komponent). Je-li 8>99% pro jednu komponentu v systému HA/A~, mizeme povazovat jeji

koncentraci za rovnu celkové (=analytické) koncentraci, tj. sou¢tu [HA]+[A™] a logaritmus koncentrace
druhé slozky vypocteme z rovnice

pKa =1pH -log[A™] + log[HA]

V systému s dvojsytnou kyselinou, kde se vyskytuje prakticky jen HyA nebo A2- (tj. pH<pK A 1-2 nebo
pH>pK 5 »+2), pouzijeme vztahu

pKA1 +PpKan =2 pH - log[A%"] + log[H,A]

Z uvedenych rovnic vyplyva, ze zavislosti log[X]=f(pH) jsou pfimkové a maji smérnice +1 nebo -1 pro
systém s HA™ a +2 nebo -2 pro H2A/A2' v téch oblastech acidity, ve kterych je 8=99% pro jednu z
komponent. V oblastech pro pH=pK o £2 je zavislost log[X]= f(pH) nelinearni, pro vypocty v takovych
oblastech vyuzijeme rovnice uvedené v odstavci "distribu¢ni diagramy".

logaritmicky distribuéni diagram kyseliny H2A
log[X]

Logaritmicky distribucni diagram log[o] jako
funkce pH pro dvojsytnou kyselinu (HyA) o
PKA1=6 a pKar=10. Smérnice primkovych
usekit dlog[o]/dpH maji hodnoty 0 a 1.

34

-4

01 23 456 78 910111213 pH log [X] logaritmicky distribuéni diagram kyseliny vinné

Logaritmicky distribucni diagram log[o]
jako funkce pH pro dvojsytnou kyselinu
(HyA) o pKa1=3 a pKap=4.3. Smérnice
primkovych usekii dlog[d]/dpH maji hodnoty
0, £1 a £2 (viz predchozi dvé rovnice).
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2. REAKCE TVORBY KOMPLEXU

V chemii oznaCujeme jako komplexy napt. meziprodukty vznikajici v prib&hu
katalyzovanych reakci a také produkt immunochemické reakce protilatky s antigenem. V této kapitole
jsou terminem komplex oznaGovany pouze slouéeniny ve kterych je CENTRALNI ATOM (M) vézany
kovalentni vazbou na LIGAND (ligandy). Ligandem (L) rozumime ¢astici (ion nebo molekulu), ktera
ma volny elektronovy par, tj. elektronovy par nezapojeny do zadné vazby (vyjimky jsou u m-
komplexti). Tento par elektronl 1ze vyuzit na vytvofeni kovalentni vazby (dativni, koordina¢ni vazba)
ligandu na centralni atom. Centralni atom je obvykle kation, ma volné elektronové orbitaly a ty jsou
ucastny na vytvoteni kovalentni vazby s ligandy. Podle Lewisovy acidobazické teorie je centralni atom
kyselinou a ligand zasadou.

DONOROVY ATOM je ten atom v ligandu, na kterém je lokalizovan volny elektronovy par.

Donorovym atomem v ligandu Cl~ je chlor. V oxalatovém ligandu {OOC—COO}Z‘ jsou dva kysliky
donorovymi atomy. Zname jedno-, nckolika- a mnohojaderné komplexy (MONO-, OLIGO- a
POLYNUKLEARNI) ve kterych je jeden, nékolik malo anebo velmi mnoho centralnich atomi. Dosti
Casto se setkavame s nespravnymi terminy monomerni a polymerni komplex oznacujici jednojaderné a
polynuklearni komplexy. Vzajemné propojeni jednotlivych centralnich atomli ve vicejadernych
komplexech obvykle realizuji MUSTKOVE LIGANDY, tj. ligandy majici minimalng¢ 2 volné
elektronové pary, které vytvofi vazby na dva centralni atomy. Mustkovym ligandem je napf.

hydroxidovy ion OH~ (pf. M-OH-M). Na centralni atom se vaze n ligandd, plati 0<n<N kde N je
KOORDINACNI CISLO pro Centralni atom, tj. maximélni po¢et donorovych atomi, které mize vazat
centralni atom. Koordinacni ¢islo ur€itého centralniho atomu nemusi byt konstantou, pro konkrétni
kombinace jednoho centradlniho atomu s riznymi ligandy byly nalezeny odlisné hodnoty N. Za
nejcastéji se vyskytujici koordinacni ¢islo u prvkl ze skupiny prechodnych kovi lze povazovat N=6,
Casté je i N=4.

Rovnovahu mezi slozkami acidobazického systému charakterizuje disociac¢ni konstanta K.

O analogické rovnovaze mezi slozkami tvoficimi komplex vypovidda (formacni, asociacni)
KONSTANTA STABILITY B,

kys =zas + HT KA=[H"][zas] / [kys]
Centralni atom + n ligandi = komplex B=[komplex]/[Centralni atom][ligand]"

V tabulkach uvadéné disociacni konstanty slabych kyselin KA jsou obvykle mensi nez 1, konstanty

stability komplext 3 jsou asociacni konstanty, ty jsou pfevazn€ veétsi nez 1. Ve starsi literatufe najdeme

i disocia¢ni konstanty komplexti (=1/B), ty jsou obvykle mensi neZ 1. Formélni podobnost konstant K o
a B, dovoluje stejny zpiisob vypoctl pro acidobazické i komplexotvorné rovnovahy. U komplexii
pouzivame KONSTANTY DILCI K, a CELKOVE (globélni) By Diléi konstanta K, charakterizuje

ptijeti n-tého ligandu do komplexu, celkova konstanta B, vznik komplexu z centrdlniho atomu a n
ligandi (oznacujeme M a L).

ML,_| +L=ML, Kp, = [MLpJ/IML,,_{][L]

M+nL=ML, Bn = MLy )/[M][L]?

Bn=KiKoKs..... K 1Ky

K| =B Ko = Bo = [MLoVMI[LI? = 1

DISTRIBUCNI KOEFICIENTY 8, se kterymi jsme se seznamili u acidobazickych reakci, se
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pouzivaji i pro reakce tvorby komplexii. Uvazujme pfipad, kdy po smiseni roztokd obsahujich centralni

atom M s roztokem ligandu L vysledny roztok obsahuje volné (rozuméj solvatované) M a L a
komplexy ML, MLy a ML3, jejichZ konstanty stability jsou K, Ky a K3. Castice M, L i komplexy

mohou byt ionty, jejich naboje jsou v tomto textu vynechavany. Distribu¢ni koeficient 3(M) vyjadiuje
podil koncentrace volnych M (tj. do komplexu s L nevazanych) na celkové (totalni) koncentraci M ve

vsech v roztoku pfitomnych slouceninach.

5(M) = [M}/ep = [M]/ (IM]+[MLJH{ML JH[ML3])
3(M) = [M]/ (IMI+[M]K | [LIHM]K | Ko[LI+[M]K | KoK 3[L]?)

8(M) =1/ (1+B[LI+Bo[L12+B3[L13) = 1/ X B, [L]?
sumarizujeme pro n=0 az N

Vznikaji-li vyluéné jednojaderné komplexy, distribucni koeficient zavisi pouze na hodnotach konstant
stability a na koncentraci volného ligandu, je nezavisly na koncentraci centralniho atomu. Pokud v
roztoku vznikaji vedle jednojadernych komplexti i vicejaderné, ve vzorci pro (M) jsou veli¢iny [M] v
ruznych mocninach a v takovém piipade je distribu¢ni koeficient (M) také funkci [M], tj. méni se se
zménou celkové koncentrace M.

DISTRIBUCNI DIAGRAMY jsou grafy funkce 8(M)=f(log[L]) maji podobny tvar i podobny
zpisob interpretace jako znamé distribuéni diagramy acidobazickych rovnovah O&(HA)=f(pH).
Koncentrace volného ligandu [L], respektive log[L], m4 podobny vyznam pro tvorbu komplext jako
acidita (pH) pro disociaci slabych kyselin. V roztoku obsahujicim M, L a komplex ML (konstanta
stability K1) je 8(ML)=0,01 pii log[L]= -logK{-2, 3(ML)=0,5 pfi log[L]= -logK| a 6(ML)=0,99 pii
log[L]= -logK1+2. Je to analogie s disociaci slabé kyseliny, jejiz podstatna Cést (98%) probiha v
rozpéti 4 jednotek pH. Podobné 98% koordinace ligandu na centralni atom prob&hne v rozsahu 4
jednotek log[L]. Je-li rozdil logK, - logK| + 4 nepiekryvaji se oblasti tvorby komplexti ML a ML,.

Mensi prekryvani oblasti pro tvorbu jednotlivych komplexti obvykle pozorujeme u postupné tvorby
chelatt, vétsi prekryv byva u komplexti s monodonorovymi ligandy.

V acidobazickych i komplexnich rovnovahéch se uplatiiuje jakési "nabidka a poptavka". Cim
veEtsi je nabidka volnych ligandd (vodikovych kationt), tim vice ligandd se vaze na centralni atom (tim
vice vodikovych kationtli se vaze na bazi). V roztocich s malou koncentraci volnych ligandt prevladaji
komplexy ve kterych je vazan maly pocet ligandd na centralni atom. Zvysujeme-li koncentraci [L],
zvySujeme-li nabidku ligandt, zvySuje se pocet ligandl védzanych do komplexi, tvofi se vyssi
komplexy, tj. komplexy s vétsim poctem ligandi védzanych na jeden centrdlni atom. Podobné v
roztocich s malou celkovou koncentraci centralniho atomu jsou optimalni podminky pro tvorbu
mononukledrnich komplexil. Se zvySovanim cpq vzrista nikoli nutnost, ale pouze pravdépodobnost

tvorby vicejadernych slouéenin.

POSTUPNA (stupiiovita) TVORBA KOMPLEXU: Koordinuje-li centralni atom né&kolik
ligandl, obvykle se prvy z nich pfidruzi nejsnadnéji a ty dal$i postupné méné a méné snadno, to
znamend K|>K»>K3>.. >Ky_1>Ky. Pro komplexni systém Ni2+/NH3 byly nalezeny hodnoty logKy
az logKg: 2,7; 2,2; 1,7; 1,1; 0,6 a 0,0. Je zndm jen maly pocet vyjimek u tohoto pravidla, napt. u
Fe(CN)63‘ a Fe(CN)64' vSech 6 ligandli se koordinuje soucasné a v roztoku prakticky nejsou
komplexy s mensim poctem ligandi nez 6.

CHELATY jsou komplexy, ve kterych se centralni atom vaZe na jeden ligand prostiednictvim
2 anebo vice donorovych atomii. Centralni atom je sou¢asti CHELATOVEHO KRUHU (cyklu). Je-li
tento cyklus tvofen 5 anebo 6 atomy, vznikaji stabilni 5- nebo 6-Clenné chelatové kruhy a jejich
vytvofeni znacné prispiva ke zvétSeni stability komplexu. Chelaty se 3-, 4-, 7- a viceclennymi cykly
jsou také znamy, ale jejich stabilita je mala. Piikladem dvojdonorového (BIDENTALNIHO)
LIGANDU je ethylendiamin HyN-CH,-CHy-NH, ktery se vaZe na centrdlni atom pies oba dusiky a
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vytvaii jeden 5-Clenny kruh. Tridentidlni HoN-CH,-CH,-NH-CH,-CH)-NH, diethylentriamin je
vazan pres vSechny 3 dusikové donorové atomy, vytvari tak 2 cheldtové 5-Clenné cykly a jeho
komplexy jsou stabilngjsi nez ty s ethylendiaminem. Vé&tsi pocet uzavienych chelatovych kruhu vede
ke zvySeni stabilty chelatu. Ligand oznaCovany jako "penten" (HoN-CH,-CH5),N-CH5-CH»-N(CH>-
CH»-NH»), se miiZe vazat na jeden centrlni atom vSemi 6 donorovymi atomy dusiku, vznikne velmi
stabilni komplex, ve kterém je 5 péticlennych chelatovych cykla. Jeden z téchto cykll je uzavien pres
oba dusiky uprostfed fetézce a v dalsich 4 cyklech je vzdy jeden dusik zprostfedka fetézce a jeden
dusik z konce fetézce. Ethylendiamintetraacetatovy (EDTA) ligand (OOC-CH)oN-CH,-CH»-N(CH»-
COO)24' ma podobnou strukturu jako penten, prostiednictvim svych 6 donorovych atoml (2 N a 4 O)
v chelatu uzavira 5 péticlennych cyklt a proto jsou komplexy EDTA s ionty velké vétSiny kovil velmi

stabilni.
H,O
. H,0 |2 (\ HN/v
3
. |2/ H0 |: NHz\NZ/ H2N:| N | - NH;
Ni 1 .
e \ NHZ/ \ Ni
H,0 | H,N -
5 NH; HoN |
Hzo HZO

NH
chelat bisethylendiamin nikelnaty

s
&

komplex diamin (tetraaqua) nikelnaty
bisdiethylentriamin-nikelnaty chelat

KOMPLEXY Ni?* VE VODNEM PROSTREDI
Zvysenou stabilitu chelatii oproti komplexiim s jednodonorovymi ligandy charakterizuje CHELATOVY
EFEKT, 10 je rozdil logf.pe141 - IOgIBkomplex' Obé tyto konstanty prisluseji komplexiim, ve kterych je obsazen

stejny pocet koordinacnich mist donorovymi atomy a donorové atomy v chelatu i komplexu jsou stejné a maji co

nejméné odlisny charakter, napr. dusik z amoniaku a z alifatického aminu. Kation Ni2T mé koordinacni cislo N=6
v komplexech s monodentdlnim NH3 (konstanty oznacené f§) i v cheldtech s bidentdlnim ethylendiaminem

(konstanty f*). Pri saturaci 2 koordinancich mist je logf*; - logfy = 7,3-4,9 = 2,4, pFi obsazeni 4
koordinancnich mist log*5 - logfly = 13,5 - 7,7 = 5,8 a pFi nasyceni ligandy logf3*3 - logBg =17,6-8,3=9,3.

2.1 VLIV ACIDITY NA TVORBU KOMPLEXU

Centralni atom i ligand jsou v roztoku solvatovany. Ligand L je Baze, mize vazat vodikovy
ion a byt pfitomen v roztoku ve form¢ ligandové kyseliny HL (ndboje iontd budou casto pro
zjednoduseni vynechévany). Hydratovany centralni atom je kyselinou, mize hydrolyzovat za vzniku
hydroxidovych komplext.

Fe(OH,), 3" = Fe(OHy),_1(OH)2+ + H*

Ma-li se vytvofit vazba mezi centrdlnim atomem a ligandem, musi se uvolnit na obou
¢asticich koordina¢ni mista pro tuto vazbu. To znamena, Ze pro piijeti jednodonorového ligandu musi
se odstépit z centralniho atomu jedna molekula koordinovaného rozpoustédla a z ligandové kyseliny

HL se odstépi HT, ktery blokoval elektronovy par potiebny pro vytvoreni koordinaéni vazby. Uvolnéni
molekuly koordinovaného rozpoustédla v prostfedi s velkym nadbytkem tohoto rozpoustédla prakticky
neni mozné postiehnout, avSak uvolnéni vodikovych iontii dovedeme kvantitativné zméfit (pH).

Kationty Fe3* davaji s kyselinou salicylovou (H,L) a s thiokyanatem NCS~ charakteristickd

éervena zbarveni.
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Fe3"+HyL =FeL™ +2 H"

Fe3® + NCS- = FeNCS2+

V silné kyselém prostredi se netvofi Cerveny chelat s kyselinou salicylovou, velkd nabidka

3+ 2 barevného komplexu. Cerveny chelat FeL™ vzniké az v mirn& kyselém

jontd HT vyt&sni kation Fe
roztoku, kde Fe3t "obstoji" v konkurenci s mensi koncentraci ionti H' v soutéZi o vazbu na
salicylanovy ligand. Pii dal$im sniZzovani kyselosti vzrusta nabidka volného salicylanového ligandu L2-
a jsou tak dany podminky pro postupny vznik vySSich komplexii FeL,™ a FeL33‘. V extrémné
alkalickém prostiedi Vysokoé koncentrace ligandi OH~ postupné vytésiuje ligandy L2- za vzniku
SMESNYCH KOMPLEXU (mixed ligands complex) typu MLX(OH)y, muze i zcela rozlozit

salicylanovy chelat a pievést jej na hydroxidovy komplex. Vedle "normalnich" komplexti ML, ML, a

ML3 mohou vznikat i protonované komplexy M(HL), ML(HL) a MLy(HL), napt. Fe(HL)2+.

Ligandem v téchto PROTONOVANYCH KOMPLEXECH je nelplné deprotonovana ligandova
kyselina. Tyto protonované komplexy se tvofi v prostfedich kyselejsich nez komplexy normalni.
Protonovany komplex (MHL) je kyselinou konjugovanou s bazi, kterou je komplex normalni (ML).

Ligand NCS~ ve vodném roztoku nevaze H™, ve vodném prostiedi neni bazi a proto jeho

3+ se tvoii i v silng kyselych roztocich. Komplex FeNCS2* je malo stabilni a proto v

komplex s Fe
neutrdlnim a dokonce i slaboucce kyselém prostfedi probiha jeho hydrolyticky rozklad za vzniku

rezave zbarvenych hydroxidovych komplexti Fe(IIl), vznikaji hydrolytické produkty.
FeNCS2* + H,0 = Fe(OH)2T + NCS™ + H'

2.2 ROVNOVAZNE KONSTANTY KOMPLEXU

Rovnovaznou konstantu pro reakci centralniho atomu M s ligandovou kyselinou HL (Kl* )
dostaneme kombinaci konstant pro reakci komplexotvornou (K ;) a acidobazickou (K ).

M+HL=ML +H" K" = [ML][H]/[M][HL]
M +L =ML K = [ML}/[M][L]
HL=H"+L K = [HT][L]/[HL]

[ML][H +]

*_ = -1 gt -1=
Ky~ =KjKp =[ML][M]"[L]"".[HTJ[L][HL]™ =
Lo [M][HL]

Symboly konstant K, a B, byly doporuceny mezinirodni chemickou unii IUPAC pro
jednoznacné specifikované rovnovahy, u téchto symbolli neni tfeba vysvétlovat jejich vyznam.
Potiebujeme-li konstantu pro jinou rovnovahu (viz Kl*), musime pro ni pouZzit odlisny symbol a je

tieba vysvétlit, jakou rovnovahu takto oznacena konstanta popisuje.

PODMINENE KONSTANTY STABILITY

Konstanta stability bez dalsi specifikace by méla byt KONSTANTA TERMODYNAMICKA, pii
vypoctu jeji hodnoty vyrazy v hranatych zavorkach [M], [L] a [ML,,] pfedstavuji aktivity jednotlivych
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komponent. Takova termodynamicka konstanta je pravou konstantou, je zavisla pouze na teploté.
Protoze aktivitni koeficienty jednotlivych iontti a molekul nejsou experimentalné dostupné a protoze
teoreticky vypocet aktivitnich koeficientd nedava vzdy spolehlivé tdaje, pouzivame velmi Casto
KONCENTRACNI KONSTANTY stability vypoétené z exeprimentidlné dostupnych koncentraci
komponent. Setkavame se i se SMISENYMI KONSTANTAMI stability, k jejich vypoétu se braly
koncentrace nékterych sloZek (napt. [M], [HL] a [ML,]) a aktivity jinych komponent (napf. [HT]
zméfena potenciometricky). Ruzné typy konstant pro jednu a touz rovnovahu maji ponékud odlisné
hodnoty. Zména iontové sily roztoku vyvola zménu aktivitnich koeficientti a to vede ke zmén¢ hodnoty
koncentra¢ni konstanty. Koncentracni a smiSené konstanty jsou konstantami podminénymi (dfive se se
oznaCovaly jako zdanlivé), protoze charakterizuji rovnovahu ustavenou v roztoku za urcitych
podminek. Témi podminkami mutze byt urcitd iontova sila a také pfitomnost urcitych koncentraci
néjakych dalsich latek, které reaguji (jde o vedlejsi reakce) s komponentami ti€astnymi v rovnovaze
popisované konstantou (v hlavni reakci).

Probiha-li reakce mezi M a HL za vzniku ML, ve vodném roztoku za piitomnosti pufru

obsahujiciho ligand X, probiha hlavni reakce

M+nL=ML, By = [ML,J/[M][L]?

a mohou probihat i vedlejsi reakce zahrnujici hydrolyzu M, tvorbu komplexu MX se slozkou
pufru, disociaci ligandové kyseliny HL a bud’ protonaci anebo hydrolyzu komplexu ML, (soucasny

prubéh hydrolyzy a protonace je nepravdépodobny), napf.

M +HyO=MOH + H' Knvon = [MOH][HTY/[M]

M+ X = MX Kyx = IMXY[M][X]
HL=L+H" Ky, = [HT][L]/[HL]

ML, + H" = ML,_{(HL) KMmLH = [ML,,_1(HL))/[ML,][H']

ML,, + HyO = ML(OH) + H* KMLOH = [ML,(OH)I[H']/[ML,]

Poznamka: Vyrazy pro hydrolytické konstanty Kysorr a Ky o by mély zahrnovat aktivitu
(nebo koncentraci) vody. Ve ziredénych vodnych roztocich je [H»O] prakticky konstantni a proto tuto

velicinu obvykle zahrnujeme do konstanty. Dostaneme tak podminénou konstantu charakterizujici
rovnovahu pouze v roztoku s velikou koncentraci volné vody, tj. vody nevazané do solvatacnich obalii
iontit a molekul.

N * . v row V. sror S YA
Velic¢ina [M]  predstavuje soucet koncentraci vSech ¢astic obsahujicich centralni atom M

nevazany na ligand L, [L]* je soucet vSech koncentraci ¢astic obsahujich ligand L, ktery neni vazan na

M a koneéné [ML,,]" znamena soucet koncentraci viech &astic zahrnujich seskupeni ML,,.
M]" = [M]+[MOH]+[MX] = [M](1+KpnjopH T 1+Kpx XD = [M] a(M)
[L]* = [LI+[HL] = [L](1+[H K g~ Y) = [L] a(L)
[MLy]*=[MLy +[MLy,_ (HL)[+[MLy,(OF)<ML](1+K g g[H Ky oplH 1D
[ML,]" = [ML,] a(ML,,)

o(H), a(L) a a(ML,) jsou koeficienty vedlejsich reakci, viz kapitolu 1.4 - distribu¢ni

diagramy. Vztah mezi konstantou stability ,, a podminénou konstantou Bn* pro rovnovahu hlavni
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reakce v prostiedi, ve kterém probihaji i vedlejsi reakce, je dan rovnici:

Bp" = [MLy]"/ [M]*[L]"1 = B, a(MLy) / ou(M) {o(L)}
2.3 KOMPLEXY S ORGANICKYMI CINIDLY

Pfi analyze anorganickych analyti pouzivame fadu organickych sloucenin. Ikdyz tato cinidla
predstavuji zvySené naroky na piipravu, bezpecnost prace a likvidaci odpadl (mensi chemicka stalost,
prace s t€kavymi organickymi rozpoustédly a Casto jinak nebezpecnymi chemikaliemi), mnohdy jsou
selektivni az specifické anebo alespoit provedeni reakce je jednoduché a rychlé. Podle zpisobu jak
reaguji s analytem, lze je rozdélit do nékolika typa:

1/ Cinidlo reaguje s analytem a vznika produkt o vyraznych vlastnostech (barva,
fluorescence, rozpustnost, tékavost ...), ale tento produkt neni komplex. Napf. reakci naftylaminu s
kyselinou dusitou se tvofi azobarvivo anebo esterifikaci kyseliny borité v nadbytku ethanolu dostaneme
tekavy ester, ktery zbarvi zelené plamen hofticiho alkoholu.

2/ Neutralizacni indikator barevny (fluorescencni) je slozkou acidobazického paru, ve kterém
kyselina a konjugovand Baze maji odlisnd zbarveni (fluorescenci). Podobné redoxni indikatory
prechazeji oxidaci na odli$né zbarveni (napf. difenylamin) anebo oxidaci se barvivo (methyloranz)
rozlozi a roztok se odbarvi.

3/ Organickymi €inidly v uz§im slova smyslu rozumime ligandy (ligandové kyseliny) tvofici
s ionty kovi komplexy (Casto jsou to chelaty) analyticky vyznamnych vlastnosti. Molekula
ogranického ¢inidla zahrnuje jednu nebo vice FUNKCNICH SKUPIN. V kazdé z téchto skupin je
donorovy atom, jehoZz volny (nevazebny) elektronovy par vytvoii vazbu na centralni atom. Analytické
funkéni skupiny maji nejéastéji donorové atomy O a N, méné Casto S a spi§ vyjimeéné P nebo As ¢i
jiné. Pouze halogenidy (nikoli organicky vazané halogeny) jsou donorovymi atomy pro fadu kationtl
tézkych kovt. Donorovy atom kysliku a také kombinace O a N donorl na chelatotvorném ligandu je
neselektivni - takova cinidla reaguji takika se vSemi kationty kovi. SELEKTIVITA ostatnich
donorovych atomi (N, S,..) spoCiva v tom, ze tvofi jen nestabilni vazby s kationty majicimi
elektronovou konfiguraci inertniho plynu. To znamen4, Ze pro kationty jako Na™, Ca2*, APT,... mame
jen O-donorové a O, N-donorova c¢inidla (crownethery, alizarin, EDTA). Uvedena ¢inidla ale také N- a
S-donorové reaguji s ionty t&zkych kovii; néktera s velikym poétem ionti (SKUPINOVA REAKCE),
jina ¢inidla jen s malym poétem iontd (SELEKTIVNI REAKCE). Volbou prostiedi, ve kterém
interakce analytu s ¢inidlem probihd, nastavime podminky pro SPECIFICKOU REAKCI, tj. reakci s
jedinym analytem. Napf. diacetyldioxim (star$i nazev dimethylglyoxim) ve ziedéné HCl dava zlutou
srazeninu jen s Pd(II) a ve slabé alkalickém roztoku stejné Cinidlo tvoii ¢ervenou srazeninu pouze s
Ni(II).

Funkeni skupiny, jejichz donorové atomy se vazi na centralni atom, miZzeme oznacit jako
aktivni ¢ast molekuly organického Cinidla. Zbytek molekuly, ktery se pfimo neucastni vazby na
centralni atom, je pasivni ¢ast molekuly ¢inidla. V této pasivni Casti lze provést substituce a ty celkem
malo ovlivni pribéh komplexace, ale mohou vyrazné zménit vlastnosti vytvoireného komplexu. Napf.
kyselina o-aminobenzoova (=anthranilova) reaguje s fadou kationt tézkych kovt za vzniku ve vodé
nerozpustnych chelatd. Zvétsime-li hydrofobni pasivni ¢ast molekuly ¢inidla (pouzijeme-li misto
kyseliny o-aminobenzoové kyselinu o-aminonaftoovou), vytvoii se chelaty ve vodé jest¢ méné
rozpustné nez anthranilany. Vneseme-li do pasivni ¢asti ¢inidla hydrofilni skupinu (nasulfonujeme-li
kyselinu anthranilovou), vzniklé chelaty jsou znacné€ rozpustné ve vodé. Nanitrovanim Ccinidla
dostaneme slouceninu, kterd je elektrochemicky aktivni a to umozni napft. polarografické slednovani
pribéhu srazeni. Zatazenim o-aminokarboxylového seskupeni (tj. funkéné analytické skupiny kyseliny
anthranilové) do struktury barviva dostaneme barevné Cinidlo a barevné komplexy, ty mizeme
fotometrovat. Podle toho, ¢eho potfebujeme dosahnout, je mozné provadéet nejriznéjsi tpravy v pasivni
¢asti struktury Cinidla.

Zmény v molekule/iontu acidobazického indikatoru, které vyvolaji zménu barvy, lze ukézat
na piikladu trifenylmethanového barviva krystalova violet' (KV). Fialové zbarveni pfislusi kationtu
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KV™, uréita &ast viditelného zéafeni je absorbovana systémem "volngjsich" elektronii. Tento systém
zahrnuje m-elektrony 3 benzenovych jader a nevazebné elektronové pary 3 dusiki z

dimethylaminovych skupin v kationtu KV, P¥ibranim jednoho vodikového kationtu k fialovému KV
vznika zeleny KV2t. Absorbujici elektronovy systém fialového KV zahrnuje o jeden elektronovy par,
lokalizovany na dusiku, vice nez systém elektronti zeleného 1% Zeleny KVZt ma prakticky stejny
systém volngjsich elektronii jako zeleny kation barviva malachitova zeleni. Protonaci iontu KV se
eliminoval pfispévek jedné dimethylaminové skupiny na absorpci zéfeni. Skupina —N+H(CH3)2
nepfispiva k absorpci viditelného svétla, a proto jsou zelené oba ionty lisici se v jediném substituentu, v
malachitové zeleni je jim-Ha v Kv2+ je to —N+H(CH3)2. Protonaci vSech 3 dusikii v KV dostaneme

zluty Kv3ta jeho absorpce je velmi podobna absorpci kationtu trifenylmethanového, v obou iontech
absorbuji pouze n-elektrony benzenovych jader.

krystalova violet fialovy KV zeleny K y2+ Zluty K 3. Zluty trifenylmethan

I
CJ ()
N

/+\

malachitova zelen

ASYS
|
)
N

/+\

Metalochromni indikator xylenolova oranz piedstavuje kombinaci acidobazického indikatoru
a chelatotvorného cinidla. Je uréen pro chelatometrické titrace, ale lze jej pouzit i pro titrace
neutralizacni. Odstépeni vodikového iontu z fenolické skupiny sulfonftaleinového barviva je spojeno se
zménou barvy. Na benzenovém jadie v o-poloze k této fenolické skupiné je chelatotvorny substituent -

CH»-N(CH»COOQO"),. Tento o-substituent piedstavuje "polovinu" molekuly EDTA. Kation vézany na

chelatotvorny substituent se ocitd v blizkosti fenolické skupiny a tak snadno vytvofi dalsi (6-Clenny)
chelatovy cyklus ve kterém je zapojen fenolicky kyslik. Uzavfeni tohoto cyklu je spojeno s odstépenim

fenolického vodiku, tj. se zménou barvy. Pfi uvedené chelataci se odstépi H* ve znatng kyselejsim
(mén¢ alkalickém) prostiedi nez by se odstépil za neptitomnosti kovového iontu tvoficiho chelat. Cim

v

stabilng&jii je chelat s kovem, tim snadn&ji ion kovu vytésni H' a tedy odstépeni vodikového kationtu
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probiha v kyselej$im prostiedi. Chceme-li pozorovat barevnou zménu vyvolanou chelataci, musime
reakci provést v malo kyselém prostiedi aby se vytvofil chelat (viz konkurence kationtd M a H) avsak
roztok musi byt dostate¢né kysely na to, aby za nepfitomnosti kationtu kovu nedisociovala fenolicka
skupina. Obecné plati, Ze reakce kationtl s barvivy, ktera maji charakter acidobazického indikatoru,
provadime za kontrolované acidity roztoku, nej¢astéji v pufrovaném prostiedi.

Xylenolova oranz

o o)
HOJHHO 0 (LLOH
HOTNN O NWONa
o) = o}
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3. REDOXNI REAKCE

P1i redukci ¢astice elektrony pfijimaji, pfi oxidaci ¢astice elektrony odstépuji. Priklad: Fe3* +
¢ = Fe2*. Kation zelezity se redukuje na kation zeleznaty, probiha redukce Fe3* na Fe2*, Obraceny

3+ 3+,

pochod je oxidace, Fe2t je oxidovan na Fe”™". Oxidovadlem (= oxidovanou formou) je Fe
redukovadlem (redukovanou formou) je Fe2*. Oxidovadlo mize oxidovat jinou latku, pfevezme od ni
elektron a tim se samo zredukuje. Redukovadlo (redukovana forma napft. Fe2+) odevzdava elektron,
tim se samo oxiduje, pfechazi na oxidovanou formu (oxidovadlo, napf. Fe3+). Elektron uvolnény z

redukovadla (F62+) neni schopen samostatné existence ve vodném prostfedi a je okamzité vazan na
néjakou v roztoku piitomnou latku a tim ji zredukuje. Ona latka, je-li schopna pfijmout elektron, je

oxidovadlem a reakci s redukovadlem Fe2™ byla zredukovana.

REDUKOVADLO REDUKUIE jinou latku a tim SE SAMO OXIDUJE. OXIDOVADLO

OXIDUIE jinou latku a SAMO SE REDUKUIJE. Konjugovany redoxni par napft. Fe3t a Fe2t je
dvojice, ktera se lisi poctem elektroni v oxidovadle a redukovadle (lisi se nabojem, oxida¢nim stupném

)

V redoxnich reakcich organickych sloucenin ucast elektronti neni vzdy pfimo ziejma.
Acetaldehyd se miZze redukovat na ethanol, CH3-CHO - CH3-CH,OH anebo se miize oxidovat na
kyselinu octovou, CHy-CHO -> CH3-COOH. Oxidace organickych molekul Casto znamena pfijimani

kysliku anebo ztratu vodiku. Redukce je d€j opacny, je to pfijem H anebo ztrata O. Uvedené reakce
acetaldehydu 1ze provést i elektrochemicky v prostfedi vodného roztoku. Anoda ma kladny néboj,
muizeme si pfedstavit, ze je na ni malo elektronti, a proto tam probiha oxidace, elektroda anoda pfebira
od latky v roztoku elektrony a tim latku oxiduje. Katoda, kterda ma dostatek elektrontl, tyto elektrony

predava latce v roztoku, redukuje latku.

oxidace: CH3-CHO + HyO > CH3-COOH +2H" +2 ¢

redukce: CH3-CHO +2 H' +2 e > CH3-CH,OH

Elektrodové reakce ukazuji ucast elektrond v redoxnich dé&jich. Napf. pfijem 1 atomu vodiku
do organické latky je spojen se spotiebou jednoho elektronu a piijem 1 atomu kysliku je doprovazen
uvolnénim 2 elektront. Pro redoxni reakce potiebny vodik a také kyslik jsou ziskdvany z rozpoustédla

vody. Pfi elektrochemické oxidaci anebo redukci vody probihaji reakce:
Hy0> %0y +2H +2¢
2HyO +2e” > Hy +2 OH"

Spotieba anebo uvolnéni vodikovych iontt (bytek anebo vznik kyseliny) pfi téchto reakcich
byly prokazany experimentaln¢.

Po formalni strance si jsou acidobazické a redoxni reakce podobné. Vymeénovanou
(uvolnovanou anebo spotiebovavanou) castici je vodikovy (hydroxoniovy) kation v neutralizacnich
déjich a elektron v redoxnich reakcich. Elektron, podobné jako proton, je velmi mala Castice s velkou
hustotou elektrického naboje na svém povrchu, je velmi reaktivni a proto volné elektrony (nevazané na
atomy, ionty nebo molekuly) v roztocich neexistuji. Vodikové kationty se vazi na protofilni molekuly

rozpoustédla a vytvareji rozpoustédlové kyseliny (napf. H3O+). Rozpoustédlem solvatované elektrony

byly pozorovany jen za velmi neobvyklych podminek. Lze fici, Ze v béznych roztocich solvatované
elektrony neexistuji. Elektrony, které uvolnilo jedno redukovadlo (red) se okamZit¢ vazi na jiné

oxidovadlo (0x5). Podobné jako v acidobazickych reakcich 2 Béaze (basy a basy) soutéZi o vodikovy
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kationt, v redoxnim d&ji soutézi o elektrony 2 oxidovadla (ox| a oxp). Konjugované pary jsou:
kysj/basy, kysy/basy, redj/ox; a redy/oxs.

kysq + basy = bas| + kysy
red| + 0xy = ox] +redy

Dovedeme stanovit hodnotu acidobazické konstanty K o za pfedpokladu, Ze v ni obsaZeny vyraz [H']

predstavuje aktivitu (koncentraci) solvatovanych vodikovych kationtti. Vzhledem k tomu, Ze v roztoku

nejsou solvatované elektrony, nemizeme vycislit hodnotu Kyeqox- (Néboje iontl jsou vynechévany.)

HA>H+A red 2> e+ ox
Ka=[H][A)/[HA] Kredox = [€l[ox]/[red]

[H] = KA[HAJ[A] [e] = Kredoxlred)/[ox]

pH = pK 5 +log([bas]/[kys]) E = E94+RT(nF) ln([ox]/[red])

Experimentalné méfitelny potencial E je jakousi mirou aktivity elektrond v roztoku, ¢im
silngjsi redukovadlo je v roztoku, tim ochotnéji redukovadlo pfitomné v roztoku predava své elektrony.
Pro redoxni potencial zname Nernstovu rovnici. Z porovnani Nernstovy rovnice s rovnici pro vypocet
pH pufru vyplyvd, Ze veliGina E odpovida logaritmu jakési aktivity elektronii a E© odpovida logaritmu
rovnovazné konstanty konjugovaného redoxniho paru K eqox- Zavedeni veli¢in R, T a F umoZiiuje

vyjadfit vztah mezi E (ve Voltech) a koncentracemi [red] a [ox] (jednotka mol/l).

V acidobazickych reakcich disocia¢ni konstanta kyseliny charakterizuje snadnost s jakou
kyselina odstépi svlj vodikovy kationt a plati pravidlo: ¢im siln€j$i kyselina, tim slab$i je s ni
konjugovana zésada. Pro redoxni dé&je je analogickou konstantou standardni (nebo podminény) redoxni
potencial EO, ktery charakterizuje bud’ snadnost, s jakou redukovadlo odstépuje svilj elektron anebo

ochotu konjugovaného oxidovadla elektrony piijimat. Redoxni potencial E© pfislusi konjugované
dvojici redukovadlo/oxidovadlo a nikoli samotnému redukovadlu anebo oxidovadlu. Cim negativng;si

vy e

je hodnota E©, tim snadngji odstépi redukovadlo své elektrony, tim silngjsi je to redukovadlo. Cim

------

Redukovadla s negativné&j§im E© pfedavaji své elektrony oxidovadlim s pozitivné&j$im EO.

Co3t+e> Co?t EO=+1,95V  (+0,31 V v 2,2 - bipyridylu) @ ;
Fe3t +e > Fe2t EO=+0,77V  (+1,12 Vv 2,2 - bipyridylu)
Tidt +e > Ti3F EC=+0,12V

Zde uvedené standardni redoxni potencialy pro 3 redoxni pary indikuji, Ze probihaji reakce
mezi Ti3T + Fe3T, Ti3* + Co3t a Fe2t + Co3* avsak nereaguji Ti4t s Fe2t, Ti%t s Co?T a Fe3t s
Co2*. Velmi silnym redukovadlem je Ti3+, jeho roztoky uchovavame v inertni atmosféfe (COy, No,
...) abychom zabranili oxidaci vzdusnym kyslikem:

2Ti3T+2HT + 0y > 2 Ti*" + Hy0

Ti(IV) je tak slabym oxidovadlem, ze v praxi nema jako oxidovadlo pouziti. Hydratovany

Cco3t je tak silnym oxidovadlem, Ze oxiduje vodu na kyslik (tato reakce v prostfedi zfedéné kyseliny

3. Redoxni reakce 9 stran 25



sirové probihd velmi pomalu):
2Co3T+Hy0 > 2Co?T+2HT+ 0,

Extrémné¢ silnd oxidovadla (F) a redukovadla (kovovy Na) reaguji s rozpoustédlem vodou

(rozkladaji vodu), a proto se nehodi k pouziti pro reakce ve vodném prostiedi.
Redoxni potencial roztoku obsahujiciho ionty zeleznaté a zelezité je dan Nernstovou rovnici
E = E° + 0,06 log([Fe3*]/[Fe2*])

Vyrazy v hranatych zavorkach predstavuji aktivity (Casto koncentrace) hydratovanych iontd.
V nekomplexujicim prostfedi, tedy v kyselém roztoku, ve kterém neprobihd hydrolyza, a za
pritomnosti prakticky nekomplexujicich latek (napt. ClO4™ nebo NO3”) je [Fe?""]:cOX a [F62+]:Cred
tj. celkové koncentrace troj- a dvojmocného Zeleza jsou rovny koncentracim jejich hydratovanych
iontd. Za ptitomnosti latek s charakterem ligandi vznikaji komplexy (probihaji vedlejsi reakce) a

zmens§i se rovnovazné koncentrace volnych (=hydratovanych) iontt
= [Fe2t
Cred = [Fe"] ared
Cox = [Fe3+] Olox

Ored @ Oy jsou koeficienty vedlejSich reakci. Ligand bipy (=2, 2'-bipyridyl) tvoii komplexy

ML3 s Fe(Il) i Fe(Ill), ty s Fe(Il) jsou mnohem stabiln€jsi neZ s Fe(IIl), to znamena oo >0ty Roztok

,redoxniho pufru® tvofeny roztokem obsahujicim hydratované ionty Fe3t a Fe2t ma potencial E.
Pfidame-li k tomuto roztoku 2, 2‘-bipyridyl, vytvoii se komplexy, hodnota [F62+] se zmen$i mnohem
vice nez [Fe3+] a to ma za nasledek vyrazné zvétSeni potencialu E. Hodnotu potencialu E v

komplexujicim prostfedi vypocteme po dosazeni koeficientt vedlejSich reakci do Nernstovy rovnice.
E = E© + 0,06 log([Fe3*]/[Fe2™])
E =E°+0,06 log (cox 0red / Cred %ox)
E = E© + 0,06 log (0tyed/0tox) + 0,06 log (cox/Cred)
E=EY + 0,06 log (cox/cred)

Hodnotu podminéného redoxniho potencialu g/ jsme dostali zahrnutim koeficientl
vedlejsich reakci ke standardnimu redoxpotencialu EO. Cim vétsi je rozdil ve stabilité komplext
redukované a oxidované formy, tim vétsi je rozdil mezi hodnotami standardniho a podminéného
potencialu.

Pozndmka: Cheldty s 2,2 -bipyridylem ML 3 davaji také Co(Il) a Co(Ill), v tomto pFipadé je stabilnéjsi komplex

oxidované formy, tedy a,y >a,..g V prostiedi bipyridylu je EY pro systéem Co(lll)/Co(Il) +0,31 V a pro

Fe(lll)/Fe(l) +1,12 V. V komplexujicim prostiedi bipyridylu oxiduji Zelezité soli Co(Il) na Co(lll). Reakce
hydratovanych iontit v nekomplexujicim prostredi za standardnich podminek probiha opacnym smérem nez v

komplexech s bipyridylem. Vyplyva to z porovnani hodnot standardnich (E°) a podminénych (EO/) redoxnich
potencidlil.

Redoxni systém muze tvofit konjugovany par (redukovadlo a oxidovadlo), dvojice iontl,

ktera si vyménuje 1 elektron (viz reakce Ce) nebo vice elektronti (Sn). Redox systém muiize zahrnovat i
vice neZ 2 ionty (I), také molekuly (Cl), komponenty v plynném (Cl,) a v pevném skupenstvi (S) anebo

3. Redoxni reakce 9 stran 26



vodu a produkty jeji disociace (sulfat). Redoxni systém muZze zahrnovat i syntézu nebo rozklad

slouCeniny (tetrathionan, posledni reakce).

Cett+e> Ce3T EO=+1,74V
Snt +2e > sn2T EO=+0,14V
I37+2e>3T E0=+0,54V
Cly(gas) + ¢ > CI- EO=+139V
S(solid) +2 e > §2- EO=+0,14V

SO42 +4H"+2e > HpSO3+Hy)0  EC=+0,17V
035-8-8-8032- +2 ¢ > 2 5-5032 EO=+0,09V

Poznamka: oxidace siricitanu na siran probiha bez problémii, avsak siran ve vodném prostredi nelze
zredukovat na siricitan; je to priklad nereverzibilni reakce. Rovnez redukce tetrathionanu na thiosulfat
nebo siry na sulfan probihaji slozitéji nez oxidace thiosulfatu nebo sulfanu.

Konjugovanym oxidovadlem a redukovadlem muize byt dvojice kyselin v rlizném stupni
neutralizace probiha-li reakce pii urcité acidit¢ (viz reakce As), oxidovana a redukovana forma mohou
vazat stejny (Fe) anebo riizny pocet ligandt (Pt) a mohou se lisit v nuklearité (Cr).

HyAsO4 +3 H +2 e & H3As03 + HyO pro pH=4,6 je E/=+0,19V
Fe(CN)g3™ + ¢ > Fe(CN)g+ EO=+0,36V

PtClg2" +2 e > PtCly2" +2 CI E0=+0,73 V

CryO72 +7H" +3 ¢ > Cr3™+7/2 HyO E0=+133V

3.1 ZAVISLOST REDOXNIHO POTENCIALU NA ACIDITE

Redoxni potencidl EO charakterizuje rovnovdhu mezi v8emi slozkami redoxniho systému, nikoli
rovnovahu pouze mezi oxidovadlem a konjugovanym redukovadlem. Redoxni systém As(V)/As(III)

predstavuje rovnovaha

H3AsO4 +2 HT +2 e > H3AsO3 + Hy)O E0=+0,56V

Nernstova rovnice pro tento systém zahrnuje i aktivitu (koncentraci) vodikovych iontl, méla by mit

tvar
E= E°+ 0,03 log([H3AsO4][H]2/[H3AsO3][H,0])

avSak ve zfedénych vodnych roztocich je [HyO] konstantni, zahrnujeme ji do vyrazu pro E© a b&zné
piSeme Nernstovu rovnici ve tvaru

E = EO + 0,03 log([H3AsO,4][H*12/[H3As03])

Pracujeme-li pii konstantni acidité, Ize do konstanty zahrnout i [H™] a dostaneme podminénou
konstantu E9/. Odligna acidita vyvola odliSny stupeni disociace trojsytné kyseliny arsenicné (Kp) a

3. Redoxni reakce 9 stran 27



jednosytné arsenité (K;), pro celkové koncentrace As(V) a As (III), ¢y a creq plati:
Cox = [H3As04] (1 + Kp 1 [H 11+ Kp Kpo[H T2 + Kp KA2KA3HTTS)
Cox = [H3As04] 0%
Cred = [H3AsO3](1 + Ky [HTT]) = [H3A503] 0eq
EY/ = E© + 0,03 log([H 20treq/0tx)

E = E% + 0,03 log(cox/Cred)

Posledni rovnice ptedstavuje tu formu, kterou bézné pouzivame, zahrnuje celkové koncentrace
oxidovadla i redukovadla a podminémy redoxni potencial go/ (nikoli standardni potencial E© !!). Pii
zmensSovani kyselosti v systému arseni¢nan/arsenitan nabyva E mengich (negativngjsich) hodnot,
pH/EO/: 0,0/+0,56V; 3,0/+0,35V; 6,0/+0,08V; 9,0/-0,24V a 12,0/-0,62V.

Redoxni potencialy go/ jsou zavislé na acidité roztoku pokud ionty H' anebo OH- figuruji v
rovnici pro redoxni systém {viz As(V)/As(Ill) anebo S(VI)/S(IV)}. A také v piipadech, kdy
oxidovadlo anebo redukovadlo se ucastni acidobazického déje (napf. hydrolyza v systému Fe3t/F 62+).
Obvykle v kyselych roztocich jsou hodnoty EY/ pozitivnégjsi nez v mén¢ kyselych (neutralnich ¢i
alkalickych). To znamenad, Ze oxidovadlo ma vétsi oxidacni schopnost v kyselém néz v neutralnim ¢i

alkalickém prostfedi. Slozky systému Fe(CN)64'/Fe(CN)63' nejsou ucastny v acidobazickych dé&jich,

redoxni potencial Eo/ (priblizn¢ +0,4 V) se prakticky neméni s pH a v prostfedi 10% NaOH je
hexakyanozelezitan jednim z nejsilnéjSich oxidovadel vhodnych pro titraci v tomto pro analyzu velmi
neobvyklém reakénim prostredi.

3.2 REDOXNI INTERAKCE. VYPOCTY KOEFICIENTU REDOXNICH REAKCI

Oxidovadlo ox; reaguje s redukovadlem z jiného redoxniho systému red,. Probihd vyména elektront,
kolik elektroni se uvolni z redukovadla, tolik jich pfijme oxidovadlo.

ox] +pe > red; E;%/

oxy +¢qe > redy E,°/

g oxy +predy > qred) +poxy

Rovnici pro redoxni reakci ziskdme souctem rovnic pro redoxni systémy. Secitané rovnice
nasobime vhodnymi koeficienty tak, aby ve vysledné souctové rovnici redoxni reakce nevystupovaly
zadné elektrony. Do reakce vstupujici oxidovadlo (0x7) by mélo patfit do redoxniho systému s vétSim
(positivn&jsim) EY a redukovadlo vstupujici do reakce by mélo byt soucasti redoxniho systému s
negativnéjSim (mensim) EY/. Vytezek této reakce (koncentrace produktll v rovnovaze) bude tim vétsi,
¢im vEtsi je rozdil EIO/ - EZO/ .

Prikladem redoxni reakce je oxidace kyseliny Stavelové manganistanem v roztoku silné kyseliny
(sirové). Pfi sestavovnani rovnice pro tuto reakci mizeme postupovat tak, Ze si napiSeme rovnice pro
oba d¢&je, pro redukci MnOy4™ a pro oxidaci HyC5Oy.

redukcni reakce:
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Je tfeba veédét, Ze manganistan v tomto prostfedi se redukuje na Mn2*.

MnOy4~ > Mn2*+

Na obou strandch chemické rovnice musi byt stejny pocet atomli a naboji. Nase schéma ma
zatim stejny pocet atomti Mn ale rizny pocet atomd O. Tam, kde kyslik chybi, jej dopiSeme ve formée
vody:

MnO4~ > Mn2* + 4 HyO

Pocet atomti H na obou strandch vyrovname tak, ze chybéjici vodiky pripiSeme ve formé

vodikovych iontl:

MnO4~ + 8 HY > Mn2* + 4 H,0

Dostali jsme reakéni schéma, ve kterém na obou stranéch je stejn€ atomt. Dopsanim elektronti

tak, aby byla splnéna i rovnost nabojt dostaneme rovnici redoxniho systému Mn(VII)/Mn(II).
MnO4~ + 8 HY + 5 ¢ > Mn2* + 4 H,0

oxidacni reakce:

Vime, ze kyselina stavelova se oxiduje na oxid uhlicity:

HyCy04 =2 COy

Vyrovname na obou stranach budouci rovnice pocet atoma jinych nez O a H:
HyCy04 2 2 COy

Na obou stranach je stejny pocet atomtl C a také O, zbyva vyrovnat vodiky:

HyCy04 2 2COy +2 H

Po dopsani elektronti mame rovnici:
HyCy04 > 2CO,+2H  +2e

Poznamka: Kyselina stavelova je jednak dvojsytna kyselina a také jeji oxidace je dvouelektronovy dej.
Mol chemickych ekvivalentii kyseliny Stavelové v neutralizacnich reakcich (= mol déleny poctem

odstépenych HY) i v redoxnich reakcich (= mol déleny poctem vyméiiovanych elektronii) je v obou
pripadech stejny. Tato totoznost molii chemickych ekvivalentit jedné latky pro neutralizacni a pro
redoxni reakce je pouhou nahodou. Obecné plati, Ze sytnost kyseliny zadnym zpiisobem nesouvisi s
poctem elektronu ucastnych na jeji oxidaci.

Obecné lze charakterizovat postup pfi sestaveni chemické rovnice pro redoxni systém ve
vodném prostiedi takto:

1/ Napiseme chemické vzorce oxidovadla i konjugovaného redukovadla.

2/ Upravime obé¢ strany budouci rovnice tak, aby na obou stranich byl stejny pocet atomi
jinych prvkiinez O a H.

3/ Vyrovname pocet atomi O na obou stranach tak, Ze na jednu stranu pfipiSeme potfebny
pocet molekul vody.

4/ Na onu stranu, kde chybé&ji atomy vodiku, pfiddme potiebny pocet vodikovych iontd. Tim
jsme dosahli rovnosti v poctech atomt na obou stranach budouci rovnice.

5/ Piipiseme potiebny pocet elektron tak, aby byla splnéna i rovnost v poctu naboji na obou
stranach rovnice.
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Pozn.: tento postup sestavovani rovnic je cisté formalni a naprosto nesouvisi s mechanismem redlné
probihajicich dejii. AvSak vysledna rovnice charakterizuje redlnou rovnovahu tak, jak ji odrazi

Nernstova rovnice a experimentadlné lze overit i pocet H' iontu ucastnych v redoxni reakci.

spojeni redukcni a oxidacni reakce:

Jeden mol manganistanu uvolni 5 molt elektronti a jeden mol kyseliny $tavelové spotiebuje 2 moly
elektronti. Manganistan reaguje s kyselinou $tavelovou ve stechiometrickém pomeéru 2:5. Rovnici pro
redox systém Mn(VII)/Mn(II) vynasobime koeficientem 2 a rovnici pro systém CO,/H,CpOy

koeficientem 5. Takto vynédsobené rovnice seCteme, vysledkem je rovnice pro redoxni chemickou
reakci.

2MnOy4 + 16 HT + 10 e & 2 Mn2" + 8 HyO

5HyCy04 > 10CO5 + 10H  + 10 e

2MnOy™ + 5 HyCyOy + 6 HT > 2 MnZT + 10 CO5 + 8 HyO

REDUKCE NEKTERYCH OXIDOVADEL

1037+ 6 H ' +6e>1+3 H,O v kys. roztoku, I(+V)->I(-I)
103" +6H Y +4e> It +3Hy0 v kys. roztoku, I(+V)->I(+1)
1047+2 H +2> 103~ +Hy0 v neutr. roztoku, [((VI)->I(V)
I37+2e>31I"

MnOy4™ +8 HY+5e¢> Mn2t+4 H,O  vezied. kys. sirové

MnO4~ +4H" +3 e MnOy +2Hy0 v neutr.az slabé kys. roztoku
MnOy™ +e = Mn042' v alkal. roztoku
NO3™+9 H" + 8 ¢ > NH3 + 3 HyO

CH5NO; (nitrobenzen) + 6 HT + 6 ¢ > CgH5NH, + 2 HyO
Oy+4H " +4e>2Hy0

HyOp +2H" +2e>2Hy0

OXIDACE NEKTERYCH REDUKOVADEL
Hy0p > 0y +2H +2¢
HoN-NH), (hydrazin) > N, +4H +4 e

SO32"+HyO > SO42-+2H  +2¢
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H,S = S+ 2HT + 2e v kyselém roztoku
$2-+4 OH™ > SO42- + 4 H' + 8 e nadbytek oxidovadla, pH=14
HNO, + Hy)O > NO3~+3H' +2e

CgH5OH (fenol) + 11 HHO > 6 COy +28 H +28 ¢

3.3 REDOXNI ROVNOVAHY

Ustavi-li se v roztoku rovnovaha
qoxy +predy 2> qred| +poxp
Ki/o = [red{]9[0x)]P / [ox]9[red, P

a jsou-li podminéné redoxni potencidly Elo/ a EZO/ , haméfime v tom roztoku redoxni potencial E,

ktery dovedeme vypocitat dosazenim do Nernstovy rovnice. V roztoku jsou sice 2 redoxni systémy

oxj/red] a oxp/redy , ale v rovnovaZném stavu miize byt v roztoku pouze jediny potencidl E.
E=E % +0,06 p-llog([ox{]/[red{])
E = E»% +0,06 q"llog([oxy]/[red,])
log([ox11%/[red{]9) = (E - E{/)pqg/0,06
log([ox5]P/[red]P) = (E - E2°/ )qp/0,06

log K/ = log([ox,]P/[redyP) - log([ox1]%/[red ]9) = qp(Eo°/+E{ %) /0,06

Podminénou rovnovéaznou konstantu redoxni reakce K/, lze vyjadfit pomoci parametrd redoxni
rovnice p a q a podmin&nych redoxnich potenciald EIO/ a E20/ .

Poznamka: pokud nekomu pripada mdalo prehledné operovat s obecné formulovanou reakci
mezi g 0x] a p red) Ize doporucit ndhradu reakci 2 Ce¥t + Sp?t =2 C3t + Sn?™, ve které oxj je
Ce?™, p=1aq=2.

Pii titraénim stanoveni zalozeném na redoxni reakci pozadujeme, aby na konci titrace
zreagovalo 99,9% analytu, to znamena pomér [ox]/[red] je roven 1000 (je-li analyt oxidovéan) anebo

0,001 (analyt je redukovan). Za téchto podminek
Egonec = EY 0,06 p1 log([ox]/[red]) = E®/ = 0,18 p~]

znaménko plus plati pro oxidaci analytu a minus pro jeho redukci. Zaroven vyzadujeme, aby titrani
¢inidlo na konci titrace rovnéz zreagovalo aspoil z 99,9%. To znamena, ze dostaneme stejné Nernstovy
rovnice jak pro analyt, tak i pro titracni ¢inidlo. Je-li v rovnici pro analyt minus, je v rovnici pro ¢inidlo
plus a obracené. Aby byl splnén pozadavek zreagovani aspont z 99,9% je tieba, aby rozdil
podminénych redoxnich potencialt g/ pro analyt a pro titracni ¢inidlo byl minimaln¢ 0,36 V pro
pripad p=q=1, bézn¢ se uvadi zaokrouhlena hodnota 0,4 V. Je-li jeden z parametri q a p (anebo oba)
veétsi nez 1, je splnéna podminka 99,9% ztitrovani i pfi rozdilu hodnot E° mengim nez 0,36 V. Pokud
bychom se spokojili se zreagovanim pouze z 99%, stacil by nam rozdil hodnot Eo/ 0,24V pro p=g=1 a
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0,12 V pro p=qg=2.

V ekvivalenci titracniho stanoveni, tj. v situaci, kdy reagujici komponenty byly smiseny ve

stechiometrickém poméru, tj. do reakce vstoupilo q moli 0x| na p mold redy, pfi dosaZeni rovnovahy
plati

[red;] = [0x2] p/q

[ox1] = [redy] p/q

[ox1])/[red ] = [redy]/[ox7]

E = E %+ 0,06 p~llog([ox{]/[red])

E = E»%/+ 0,06 q-llog([red | /[ox1])

log([ox)/[red>]) = (E-E{ %) p /0,06 = (E5°/-E) q /0,06

(E - E1%) p /0,06 = (E»%- E) q /0,06

E=(qEx®+pE;®)(ptq)

V ekvivalenci je rovnovazny potencial roven aritmetickému priméru podminénych redoxnich
potenciali Elo/ a E20/ v piipad¢ ze p=q. Pfi nerovnosti hodnot p a q je rovnovazny potencil v

ekvivalenci blize hodnoty E%/ toho redoxniho systému, ktery vyménuje veétsi pocet elektront.
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4. KINETIKA ANALYTICKYCH REAKCI

V ptedchozich kapitolach byly diskutovany reak¢ni rovnovahy a nebyl bran zietel na to, jak
rychle se tyto rovnovahy ustavuji, byly tedy rozebirdny termodynamické a nikoli kinetické aspekty
chemickych reakci. Rada reakci mezi ionty ve vodném prostiedi probiha velmi rychle, a proto jejich
kinetika je obtizn¢ méfitelna. Vetsina reakei organickych molekul, také reakce v prostfedi viskoznéjsim
nez voda (napf. v glycerolu) a hlavné reakce katalyzované probihaji s rychlosti omezenou, reakéni
rychlost miizeme méfit a naméfend data vyuzit pro kvantitativni analyzu. Je zndmo orientacni pravidlo,

7e reakéni rychlost vétSiny reakci vzroste na dvojnasobek, zvysime-li teplotu o cca 20°C. Tato
zavislost reakéni rychlosti na teploté vyZaduje praci s termostatovanymi roztoky a samoziejmeé musime
téz sledovat cas.

Uvazujme reakci analytu A ktery reaguje s ¢inidlem B za vzniku produktu C.
A+2B>C K = [C]/[A][B]?

Pro zméteni reakéni rychlosti (v) vzniku produktu C ze slozek A a B vyjdeme ze vztahu
v =-d[A]/dt = - /42 d[B]/dt = d[C])/dt

Pro analytické ucely méfime bud’ nardstani koncentrace produktu C (vzrist hodnoty v case t=0 nulové)
anebo ubytek cinidla B (pokles na poc¢atku pomérné veliké koncentrace) v zavislosti na ¢ase. Obecné je
vyhodnéjsi (pfesnéjsi) metit maly ndrist nepatrné hodnoty nez méfit maly pokles hodnoty velké. Bylo
by mozné méfit t€Zz pokles koncentrace analytu A, avSak dovedeme-li zméfit [A] pfimo, nepouzijeme
pro stanoveni A kinetickou metodu.

Pro okamZitou rychlost (v1) tvorby C (reakce 3. fadu) plati
vi =ki[A][B]?

a pro soucasné probihajici rozklad C, reakci 1. fadu

vy =-kp[C]

kq a ko jsou rychlostni konstanty uvedenych reakci a celkova rychlost v je ddna souctem protichiidné
probihajicich reakci, v = v{+v;. V okamziku smiseni roztokl A a B, v ¢ase t=0 plati [C]=0, [A]=[A]),
[B]=[B]p a v=vq. V okamziku pfevedeni C do cistého rozpoustédla jsou [A]=[B]=0 a v=v;. Pfi
dosaZeni dynamické rovnovahy je v=0 protoZe v{=v, a to znamena, Ze rychlosti v| vznika za urCitou

dobu stejné mnozstvi C jaké se rozlozi rychlosti vy v identickém ¢asovém tseku.
vi=V2 ki [A][B]? = ko[C] K =ky/ky = [CJ[A][B]?

Termodynamickou rovnovaznou konstantu lze vyjadfit pomérem rychlostnich konstant pro reakce
probihajici jednim a druhym smérem (zleva doprava a zprava doleva). Reakce tietiho a vyssich rada
vyzaduji, aby v urCitém okamziku doslo ke srazce 3 nebo vice ur¢itych molekul a to je malo

vvvvvv

meziprodukty, ty vznikaji nejéastéji reakcemi 2. fadu a kazda z téchto reakci ma svoji konstantu k
(muze probihat jinou rychlosti).

Zjednoduseni interpretace kinetického méfeni dosahneme pouzitim tak velikého nadbytku ¢inidla, aby
v prubchu reakce hodnota [B] se ménila jen nepatrné. Potom muzeme [B] zahrnout do podminéné

konstanty k’ a dostaneme reakci pseudoprvniho fadu.

vi=k[A][B]? =k [A]
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L )

Casovad zavislost koncentrace produktu C v reakci pseudoprvniho Fadu A+2B=C. Cas smichani
komponent je oznacen 0, v case L konci usek, pro ktery akceptujeme linearni pribeh [C]=f(t) a R je cas
dosazeni rovnovdzného stavu. Prerusované cary plati pro mensi [A] ).

V této reakci pseudoprvniho fadu méfime zavislost koncentrace produktu C na ¢ase t, [C]=f{(t).
V okamziku smiseni komponent A a B je [C]=0 a s postupujicim ¢asem [C] vzrasta. Tento vzrist je
linearni v poc¢atku a prakticky linearni po urcitou dobu, béhem které [A] zistava prakticky beze zmény,
napf. akceptujme, Ze je tomu tak az do zreagovini 10% z pocatecni koncentrace [A]. Potom rychlost
Casového prirdstku [C] se zmenSuje a po dostateéné dlouhé dobé je dosazeno rovnovazného stavu, kdy
[C] dosahne konstantni, tj. na ¢ase nezavislé hodnoty.

P1i provadeéni analyzy neméfime pfimo koncentraci [C], ale signal S, ktery je obvykle pifimo
umérny hledané koncentraci. Velmi casto (ve fotometrii, polarografii, chromatografii ...) plati
S=a+b[C] kde a, b jsou konstanty. Méfeni v kinetickych metodach miZeme provadét tfemi zptisoby,
jak je vyznaceno v obrazku:

1/ Z nékolika zméfenych bodl leZicich v linedrni Casti (Cas blizky ty) zavislosti S=f{t)
vyhodnotime smérnici linedrniho tiseku (tg o) a jako kalibra¢ni kiivku pouzijeme funkci tg(a)=f([A]()
(viz obrazek, body z priseciku 1/).

2/ Zméfime signal S; v ur¢itém (vzdy stejném) Case po smiseni roztokd, kalibracni kiivkou je
S1([A]() (viz obrazek, body z priisecikl 2/).

3/ Zmétime Cas tg, pfi kterém signal dosahl urcité (vZdy stejné) hodnoty a vyhodnocujeme
pomoci kalibra¢ni funkce 1/tg=f([A]()) (viz obrazek, body z priseciki 3/).

Ve vsech 3 piipadech se doporucuje méfit v oblasti pfimkové zavislosti [C]=f(t), tehdy
dostaneme pfiblizné linearni kalibra¢ni funkce. Je samoziejmé také mozné vyckat ustaveni rovnovany,
zméfit signal odpovidajici rovnovazné [C] a korelovat jej s [A](, avSak to je uz metoda rovnovazna,

nikoli kineticka.
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4.1 KATALYZA

KATALYZATOR méni rychlost reakce tim, e vytvaii s nékterou z reagujicich komponent
(nebo s obéma) prechodny meziprodukt a ten snadno ptejde na dalsi (koneény) produkt reakce. Postup
s katalyzatorovym meziproduktem vyzaduje dodani mensi energie pro nastartovani reakce nez postup
bez katalyzatoru, proto je prubéh reakce s katalyzatorem snazsi a rychlejsi. Finalni produkt vznikne
rozpadem piechodného meziproduktu, tim je katalyzator uvolnén a pfipraven k opakovanému cyklu
(vytvoreni pfechodného meziproduktu atd...). Vzhledem k mnohonasobnému opakovani katalytického
cyklu sta¢i nepatrné mnozstvi katalyzatoru k tomu, aby zreagovalo veliké mnozstvi latky. Tato
skuteCnost predurCuje tyto reakce pro stanoveni velmi malych, stopovych mnozstvi katalyzatord.
Vysoka ciltivost je vyhodou takovych stanoveni, moznost katalyzovat jednu reakci nékolika rozdilnymi
katalyzatory (nespecifi¢nost této reakce) je nevyhodou.

»
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Katalyza. PreruSovand cara zndzornuje = ﬁ \
prubéh reakce bez katalyzatoru (energeticka *a
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Vyznac¢nou skupinou vysoce selektivnich (specifickych) a ucinnych katalyzatorti jsou
ENZYMY. Jsou to latky ptvodné biologického ptivodu, maji obrovskou molekulu a neSetrnym
zachdzenim (teplota, pH, katalytické jedy ...) se snadno deaktivuji.

Cinnosti katalyzatoru brani INHIBITORY, katalytické jedy, latky blokujici katalyzator tak,
aby nemohl (resp. mohl jen v omezené mife) vznikat pfechodny meziprodukt, napt. katalytickému
piisobeni iontt Agt zabranime jejich vysrazenim piidavkem halogenidii. Inhibitory snizuji aktivitu
katalyzatoru a PROMOTORY ji zvysuji, napiiklad pfevedenim néekterych katalyzari-kationtd z
aquakomplexu do komplexu s jinym ligandem zvysime aktivitu toho katalyzatoru.

Katalytické reakce pouzivame pro stanoveni (fid¢eji pro dikaz):
1/ Stanoveni jedné z reagujicich latek (komponenty A)

la/ ptidame konstantni velky nadbytek Cinidla (B) a méfime koncentraci (nebo mnozstvi)
vznikajiciho produktu (C).
1b/ métime spotfebu ptridaného Cinidla B, tohoto ¢inidla musime pfidat konstantni, ale jen tak
maly nadbytek abychom byli schopni méfit jeho (malou) spotfebu. To znamenad, Ze jsou jen v malé
mite splnény podminky pro reakci pseudoprvniho fadu a ze zavislost signalu na ¢ase ma kratsi linearni
usek nez v pripadée la/.
2/ Stanoveni katalyzatoru: pfidame konstantni velikd mnozstvi reagujich slozek (A a B) a
méfime vznikly produkt (C). Méné vyhodné je pfidani konstantniho velkého nadbytku jedné (A) a
konstantniho mensiho monozstvi druhé slozky (B) jejiz spotfebu méfime.
3/ Stanoveni inhibitoru nebo promotoru: ptfidavame konstantni, spise vétsi mnozstvi
reagujicich (slozek A a B) a konstantni (malé¢) mnozstvi katalyzatoru. Vyhodnéjsi je méfit vznikajici
produkt nez sledovat spotiebu jedné z komponent (B) stejné jako v pfedchozim piipadé.

REAKCE INDUKOVANE jsou n&kdy pfifazovany k reakcim katalytickym. Piikladem
indukované reakce je oxidace arsenitanu vzdu$snym kyslikem ve vodném roztoku podminéna
pritomnosti sifi¢itanu. Roztok samotného sifi¢itanu pii kontaktu se vzduchem se oxiduje, samotny

roztok arsenitanu za stejnych podminek nikoli. Pfi reakci kysliku se sifi¢itanem vznika nejprve nestaly

produkt 8052', tento produkt reaguje se sifi¢itanem anebo s arsenitanem (podle toho se kterym se

srazi, pti srazce jim predava kyslik = oxiduje je) a sam prechazi na siran.
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5. SPECIALNI METODY

5.1. SRAZECI REAKCE

Vznik srazeniny (zdkalu) v roztoku a také jeji rozpuSténi jsou vyraznymi projevy
analytickych reakci. Bézné vyuziti vzniku srazenin je pfi kvalitativnich reakcich — dikazech, nejcastéji
anorganickych kationtli a aniontli (napt. celé sirovodikové dé€leni je zaloZzeno na vzniku srazenin). I
v organické kvalitativni analyze je vznik srazeniny (nejlépe barevné) bézné — slouzi jako dikaz
pritomnosti charakteristickych funkénich skupin.

V chemické analyze kvantitativni jsou srazeniny velmi dilezité ve vazkovym metodach
stanoveni, ktera byvéaji Casto referentnimi metodami, protoze jde o stanoveni absolutni — métime
skutecné analyt (hmotnost sraZeniny) resp. piesné znamou slouceninu analytu, na rozdil od vétSiny
modernich instrumentdlnich metod, kde pouze vztahujeme signal (nejcastéji elektricky) k obsahu
stanovovaného analytu pies kalibra¢ni funkci.

RozliSujeme srazeniny krystalické a amorfni. Do krystalické mfize srazeniny se snadno setfadi
Castice malé pravidelného tvaru (napi. Agt a CI™ nebo Ba2" a SO42', kyselina salicylova, cukry
C12H»2011 ...), velmi obtizné je sefazeni Castic velikych obsahujicich nepravidelné vétvené fetézce
(napf. polynuklearni hydroxidy tézkych kovi). Krystalické sulfidy tézkych kovi vznikaji pti chladnuti
taveniny ale z vodnych roztokd se vylucuji amorfni sraZzeniny téchto sulfidd, ty obsahuji polyjaderné
nepravideln¢ vétvené molekuly. Pfechodem mezi roztokem a srazeninou je koloidni roztok. Koloidni
Castice ma rozmér mezi 1 az 1000 nm, muze to byt jedind makromolekula anebo maly krystalek, jehoz
krystalovou mfizku tvoii vice iontl nebo molekul (pro srovnani: jednoatomovy ion ma rozmér cca 0,1
nm). Koloidni roztok, na rozdil od roztoku pravého, vykazuje Tyndalliv efekt (okem pozorovatelny
rozptyl svétla na koloidnich c¢asticich). Je-li srazenina v kontaktu s roztokem, ustavi se dymanicka
rovnovaha: srazenina se rozpousti a sou¢asné ionty nebo molekuly z roztoku se vylucuji do srazeniny.
V rovnovazném stavu probihaji stejnou rychlosti obé reakce, rozpousténi i vylucovani, a proto
mnozstvi sraZzeniny i koncentrace roztoku zistavaji beze zmény. Nasyceny roztok je v rovnovaze se
srazeninou, piesyceny roztok je v metastabilnim stavu. Vnéjsim impulsem pomérné snadno pfevedeme
pfesyceny roztok na roztok nasyceny, tj. z roztoku se vylouci pfebytecna rozpustena latka ve forme
pevné faze, srazeniny. Vneseme-li do rozpoustédla dostate¢né mnozstvi latky ve skupenstvi pevném,
latka se rozpousti az do ustaveni rovnovahy mezi obéma fazemi, az do vytvoreni nasyceného roztoku.
Povrch srazeniny v roztoku je rozhranim mezi dvéma fazemi a na tomto rozhrani se mohou hromadit
(strhovat, sorbovat) nékteré latky z roztoku.

Pro pfevedeni latky z pevné faze do roztoku je tieba dodat energii, ktera rozrusi soudrznost
Castic v pevné fazi (napt. v krystalové mtizce). Prevodem do roztoku jsou ¢astice solvatovany, uvolni
se solvatatni energie. Cim vice molekul rozpoustédla vaze ¢astice v roztoku, tim vétsi energie se
uvolni. Pokud je solvataéni energie vét$i nez energie rozruSeni soudrznosti pevné faze, latka se
rozpusti. Je-li solvataéni energie rozpusténych ¢astic mensi nez energie uvolnéna vznikem pevné faze,
dojde k vysrazeni.

K solubilizaci (pfevedeni hydrofobnich latek do vodného roztoku) vyuzivame tenzidy,
povrchové aktivni latky (napf. mydlo, kde aktivni slozkou je palmitanovy anion). Tenzid nepolarni
(hydrofobni) ¢asti své molekuly (v palmitanu je to uhlovodikovy retézec) pfifadi se van der
Waalsovymi silami k hydrofobni latce (napf. k tuku) a obali ji takovym zplsobem, Ze polarni
(hydrofilni) skupiny (v palmitanu karboxyly se zapornym nabojem) smétuji do roztoku a jsou
solvatovany. Takové utvary nazyvame micelami, obvykle tvoii koloidni roztoky.

Rozpustnost (solubilita, tj. koncentrace v nasyceném roztoku) latek se méni s teplotou,
obvykle ohfatim roztoku zvysime rozpustnost. Rozpustnost vétSiny organickych latek latek pritomnych
ve vodném roztoku ve formé molekul snizime ptidavkem VYSOLOVACIHO CINIDLA, které vaze do
svého solvata¢niho obalu molekuly vody a tim se snizi aktivita volného rozpoustédla. Jinymi slovy
vysolovaci ¢inidlo spotiebuje rozpoustédlo pro sebe a z roztoku vypadne latka, pro ni uz nezbylo zadné
rozpoustédlo.
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5.2 ANALYZA PLYNU
Pfi analyze plynt vychdzime ze stavové rovnice
pv=nRT

Chceme-li ur¢it molarni mnozstvi n, musime zmeéfit veli¢iny p, v a T. Objem plynu méfime plynovou
byretou. Ta, na rozdil od byrety pro roztoky, je nahote uzaviena kohoutem. Objem v byreté uzavieného
plynu odecitame z polohy hladiny kapaliny ktera uzavira plyn v dolni ¢asti byrety. Teplotu ani tlak
plynu uvniti byrety nedovede pfimo zmeéfit, proto vyCkame, az teplota méficiho zafizeni se vyrovna s
teplotou okoli a potom zméfime teplotu vné byrety, nejlépe v jeji bezprostiedni blizkosti. Kapalina
uzavirajici plyn v byreté (obvykle voda anebo rtut’) je spojena pfes ohebnou hadicku s vyrovnavaci
nadobkou. Zdvihanim anebo snizovanim vyrovnavaci nadobky dosdhneme stavu ve kterém hladiny
uzaviraci kapaliny v byreté i ve vyrovnavaci nadrzce jsou ve stejné vysi a v tom piipadé je stejny tlak
plynu uvnitf i vné byrety, je roven tlaku atmosferickému a ten zméfime. Objem plynu v byreté
odecitame po vyrovnani teploty s okolim a pii stejné vysce obou hladin, to je pfi atmosferickém tlaku.

Pii klasickém postupu analyzy smési plyni postupné absorbujeme jednotlivé analyty ve
vhodné absorpéni kapalin€ a ur¢ujeme mnozstvi analytu z rozdilu objemu pfed a po absorpci. Plyn z
byrety se ptecerpava do absorpéniho prostfedi vhodnym nastavenim uzavirajicich kohouti a zménami
tlaku vyvolanymi pozvedavanim ¢i snizovanim vyrovnavaci nadobky. Absorpcni kapalina je v trubici
naplnéné napf. sklenénymi kulickami. Tato trubice je nahofe opatfena kohoutem a dole spojena
hadic¢kou se svoji vyrovnavaci nadobkou. Podtlak v absorpéni trubici vyvolany sniZenim vyrovnavaci
nadobky s absorbujici kapalinou vtahne ¢ast analyzovaného plynu z plynové byrety do absorpéni
trubice, nastava absorpce na zbytcich kapaliny utkvEélych na naplni absorpéni trubice. Zvednutim
nadobky s absorbujici kapalinou pfetla¢ime plyn zpét do plynové byrety a tuto operaci nékolikrat
opakujeme, tak dlouho az po pfetlateni do absorpéniho prostoru nezjistime dal$i ubytek objemu.
Absorpci opakujeme az do dosazeni konstantniho objemu podobné jako ve vazkové analyze zihdme az
do dosazeni konstantni hmotnosti.

ABSORPCNI SYSTEMY. Pro absorpci CO, (obecné kyselinotvornych plyni napi SO»)

pouzivame vodny roztok NaOH (vznikaji soli) a pro plyny bazického charakteru (napi. NH3) roztok

kyseliny. Pro absorpci kysliku je vhodny alkalicky roztok pyrogallolu (oxiduje se na ¢erné produkty).
Dusik (a vzacné plyny) predstavuji zbytek po absorpci ostatnich slozek. Po ptidavku nadbytku kysliku
zazehem elektrickou jiskrou se spali uhlovodiky (napf. zemni plyn) a stanovuje se mnozstvi CO,.

Spalenim uhlovodikl vznika téZ voda, ale ta se kondenzuje na kapalinu a jeji objem je zanedbatelné
maly, porovnej objem jednoho molu plynu 22400 ml a jednoho molu kapalné vody 18 ml, oba udaje
plati pro standardni podminky (teplota 298 K, tlak 101.325 kPa).

Plynné slozky z proudu plynu mizeme absorbovat probublavanim kapalinou, adsorpci na
pevném sorbentu a také vymrazovanim, ¢astice pevné faze (prach) zachyti filtr. Pfi absorpci v kapaliné
je zadouci co nejvetsi povrch pro kontakt kapalina-plyn (co nejmensi bublinky) a je tfeba aby kapalina
nebyla tékava. Také pti adsorpci je vyhodna velikd plocha pro kontakt plyn-pevny sorbent (jemné
zrnéni sorbentu). Uvedené typy sorpce vyuzivame pro analyzu, po pruchodu odméfeného mmnozstvi
plynu stanovujeme zachycenou slouc¢eninu. Na stejném principu mtzeme protékajici plyn Cistit, tj.
zbavit nezadoucich pfimési.

Pro detekci a stanoveni SO, vyuZividme jeho fluorecenci iniciovanou UV zifenim. Tato
flouorescence umoziuje analyzu i na velké vzdalenosti, napi: pozemni vysila¢ UV zafeni zaméfime na
kout vychazejici z kominu a na zemi registrujeme fluorescenéni zareni. Eventudlni zafeni o stejné
vlnové délce z jinych zdroji eliminujeme tim, Ze zafeni primarni je pferuSovano v urcité frekvenci.
Me¢étime pouze stiidavy proud o této frekvenci generovany na detektoru prevadéjicim svételnou energii
na elektricky signal. Nejucinnéjsi technikou pro analyzu smési plyni je plynova chromatografie
(kapitola 6.3)

§ % Immunochemicka analyza
NP " N —AG P je protilaitka na nosici, AG je
§ P + V1I0AG* § P—AG* + 1/100 AG* antigen, AG* je znaceny antigen,
§ P 1 AG § P—AG 1/10 AG koeficienty v reakci oznacuji relativni
NP AN P—AG mnozstvi, udaje [v zdvorce] oznacuji
celkovou koncentraci antigenu
[1.1 AG] [0.99 AG] [0.11 AG]
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5.3 SUBSTECHIOMETRICKA ANALYZA 8-hydroxychinolin

Prikladem substechiometrického stanoveni mtize byt extrakce kationtl

tézkého kovu z vodného roztoku do organického rozpoustédla ve formée 8-
hydroxychinolatového komplexu. K roztoku s analytem (neznamé mnozstvi mA)
pfidame znamé nepatrné mnozstvi (ml) indikatorové formy téhoz kovu (napf. N

radioisotopu), plati mA >> ml. Stav (oxidacni stupen, vazba do komplexu)
analytu i indikatoru musi byt stejné, aby byla identicka pravdépodobnost tvorby
extrahovatelnych 8-hydroxychinolati s analytem i s indikatorem. K extrakci z
vodného roztoku pouzijeme znamé mnozstvi Cinidla (odméfime vzdy stejny objem organického
roztoku o urcité koncentraci 8-hydroxychinolinu). Mnozstvi ¢inidla volime tak, aby extrahovalo jen
¢ast analytu, znamé mnozstvi ma. Po extrakci zméfime mnozstvi indikatoru v organické fazi (mi).
Stejna pravdépodobnost extrakce obou forem stanovovaného kovu podmiiuje platnost rovnice

OH

mA:ma = ml:mi

Je-li splnén linedrni vztah mezi signalem indikatoru a jeho mnozstvim, sl=konstanta.ml,
pouZijeme vyraz

mA:ma = sl:si

ve kterém sl je signal celého pridaného mnozstvi indikatoru a si signal extrahovaného
indikatoru. Po extrakci Castéji se méri radioaktivita organické faze, avSak je mozno zméfit 1 aktivitu
vodného roztoku a tak vypocist veli¢inu mA.

V substechiometrické analyze zméfenim signalu indikatoru pied a po extrakci jsme zjistili,
jaka cast indikatoru (kolik procent) se extrahovalo a stejny pocet procent celkového mnozstvi analytu
je jeho extrahované mnozstvi ma, které zname, protoze je uréeno znamym mnoZstvim pouzitého
¢inidla. Nazev substechiometricka analyza vystihuje skute¢nost, ze ¢inidlo pouzivdime v mensim
mnozstvi nez jaké vyzaduje stechiometrie pro Uplné zreagovani €inidla s analytem.

Principu substechiometrické analyzy vyuZzivaji metody IMMUNOCHEMICKE ANALYZY.
Immunochemie studuje metodu obrany Zivého organizmu proti vniknuti cizorodych nezadoucich
makromolekul, napf. cizich bilkovin, kterym fikime ANTIGEN. Organizmus vytvaii PROTILATKU,
ta vaze antigen do komplexu (to je pocatek eliminace vlivu cizorodé latky v organizmu). To je
podstatou celé fady metod immunochemické analyzy, kde stanovujeme bud’ antigen nebo protilatku.
Antigen 1 protilatka jsou makromolekuly s navzajem specifickou afinitou, na jejichz vazbé do
komplexu participuji jen urcité ¢asti téchto molekul a ostatni ¢asti molekul je mozno modifikovat, tj.
susbstituovat dle potieby, napt vazat na pevny nosi¢ anebo zavést indikujici substituent (barevny,
fluoreskujici, enzymaticky aktivni, radioaktivni). Immunochemické reakce vykazuji vysokou
selektivitu az specifiénost pro stanoveni fady makromolekul. Timto zpisobem je mozné stanovit i
HAPTENY (jejich molekuly jsou mensi nez makromolekuly antigenl, muze to byt hormon nebo
pesticid), pokud pro né¢ mame patii¢nou protilatku.

Princip immunochemické analyzy: ke zndmému mnozstvi (substechiometrickému) protilatky
vazanému na pevném nosici pfidame roztok obsahujici vzorek s analytem (tim je neznaceny antigen) a
také ptidavek znamého stopového mnozstvi indikatorem znaceného antigenu. Po vytvofeni komplexu
protilatky s antigenem oddélime pevnou fézi (ta obsahuje antigen vazany do komplexu, ¢ast znaceného
i ¢ast neznaceného) od roztoku, tam ziistal antigen, pro ktery uz nebyla k dispozici protilatka. Ze stejné
pravdépodobnosti vazby antigenu s indikatorem i bez indikatoru na protilatku vychazi vypocet
mnozstvi analytu. Stanovujeme mnozstvi znaeného antigenu v jedné z izolovanych fazi (kapalné
anebo pevné).
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54 PRUTOKOVA ANALYZA =FIA (Flow Injection Analysis)

Pii bézném zpisobu fotometrické analyzy odpipetujeme do odmérky roztok vzorku, pak
roztok cinidla a roztoky upravujici prostfedi (pufr), potom doplnime objem rozpoustédlem,
promichame, barevny roztok nalijeme do kyvety a méfime. Takovou analyzu 1ze uskutecnit i v proudu
nosného media (nejcastéji je to voda) tekouciho tenkou trubici (primér 1 mm nebo mensi). Proud
media obvykle zajisti pumpa, ale také mizeme postavit na skiin nadobku, ze které medium vytéka.
Analyt se vnasi do proudu ve formé pravouhlého koncentra¢niho pulzu (viz chromatografie). Do tohoto
proudu ptivadime boc¢nimi trubickami potiebna ¢inidla, jejich pfivod mize byt kontinualni (jednoduché
zafizeni s velkou spotiebou roztoku ¢inidel) anebo koordinované preruSovany tak, aby ¢inidlo se prave
setkalo s analytem (drazsi pfistroj, ale mensi spotieba ¢inidel). Smés analytu s ¢inidly unasi proud
média dale pfes reak¢ni civku k detektoru (viz chromatrograficky detektor). V reakéni civce dojde k
promiseni a zreagovani komponent, tam je mozno zahfat, redukovat, extrahovat nebo sorbovat
nezadouci komponenty. Pratokova analyza FIA pracuje za dokonale reprodukovatelnych podminek.
Neni nutné, aby doslo k dokonalému promiseni roztoku analytu a cinidla a k ustaveni reakcni
rovnovahy, kalibra¢ni kfivka méfena za identickych podminek jako pii stanoveni umoziuje stanoveni.

Aparatura FIA se zapisovacem signalu detektoru umozni stanovit 6 i vice roztokd vzorku za
minutu, to je 360 (anebo vice) vzorkl za hodinu. Je tedy FIA vhodna pro stanoveni velkych serii
vzorkl stejného typu (napf. extrakty zemédélskych pud) a jeji zafizeni je zbytecné slozité pro analyzu
malého souboru vzorkt.. Rychla produkce velkého poctu vysledkit mtize vyvolat nepiijemny zmatek
pokud dojde k poruse zafizeni. Proto u tak vykonnych zafizeni pro seriovou analyzu zafazujeme
pravidelné (napf. jako kazdy desaty) kontrolni vzorek o znamém slozeni a pokud jeho signal nema
pozadovanou hodnotu, pferusime praci a hledame pfi¢inu poruchy. Tim vylou¢ime nahromadéni
velkého mnozstvi vysledk, jejichZ spolehlivost je pochybna.

Profily v kapaliné proudici potrubim. Proudici kapalina tfe o sténu nehybného potrubi a to
zpusobuje, ze v blizkosti stény je rychlost proudici kapaliny mensi nez ve stfedu potrubi. Roztok
vzorku vnaSime do nosné kapaliny (obecné nosného media) obvykle ve formé pravouhlého
koncentracniho pulzu (kiivka A). Pokud by se nosné medium nepohybovalo, vlivem difiize tento
puvodné pravouhly koncentracni pulz by se pomalu rozmyval a koncentracni profil by postupné
dostaval tvar podobny Gaussové kiivce (kfivka B). V pohybujicim se mediu probiha zaroven diftize i
zbrzdéni toku pii sténach, vysledny koncentraéni profil ukazuje kiivka C, takovy je obvykle
koncentracni profil registrovany koncentracnim detektorem v pritokové analyze.

A

signal

C

smér toku

Signal (umérny koncentraci) registrovany detektorem pohybujicim se podél potrubi pro neproudici
(kiivky A a B) a pro proudici (kiivka C) nosné medium. Krika A registrovana bezprostiedné po
zavedeni vzorku, kiivky B a C pozdéji.
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5.5 STOPOVA ANALYZA

Vzorek mizeme povazovat za analyt zfedény matrici. Jednotkou zfedéni je procento (%),
star$i, dnes jiz nepouzivana jednotka je miligramprocento (mg%). Obsah 1% znamena 1 g analytu ve
100 g vzorku a 1mg% je 1mg analytu ve 100g vzorku. Procenta nejcastéji vyjadfuji pomér hmotnosti
(m/m), pouze pro kapaliny anebo plyny pouzivame n¢kdy objemova procenta (v/v) respektive smisena
(m/v anebo v/m). Nepatrné (stopové) obsahy vyjadiujeme v jednotkach ppm (parts per million, 1 dil

analytu v 100 dila vzorku), ppb (parts per billion, 1 dil v 109 dild, jedna se o "americky" bilion) a ppt
(parts per trilion, 1 v 1012, opét "americky" trilion). 104% =1 ppm = 103 ppb = 100 ppt.

Je-li obsah analytu ve vzorku minimalné 10%, mluvime o HLAVNI KOMPONENTE (hlavni
slozce). Pfi méné nez 10 % obsahu je analyt VEDLEJSI KOMPONENTOU. Jako STOPOVA

MNOZSTVI (=stopy) byly diive oznaéovany obsahy mensi nez 102 %, dnes je to spise pod 104 %.
Termin ULTRASTOPY se pouziva pro obsahy jesté mensi (cca od 106 %). Nekteii autoii pouzivali

termin stopova mnozstvi pro takové obsahy analytu, pfi jejichz stanoveni je nutno oddélit podstatnou
¢ast matrice.

Zatim co v mikroanalyze byva k dispozici nepatrné mnozstvi vzorku, ve kterém stanovujeme
hlavni, tid¢eji vedlejsi komponenty, ve stopové analyze mame vétSinou dostatek vzorku, ve kterém
stanovujeme nepatrné piimési. Hlavnim problémem stopové analyzy je ZAMEZIT KONTAMINACIM
A ZTRATAM. Kontaminace, tj. zavleCeni analytu do vzorku, je mozné ptidavkem &inidel, ze stén
pouzivanych nadob a také z prostiedi laboratore. Ztraty mohou nastat zachytem analytu na pevné fazi
(stény nadobek, srazenina) a t€kanim analytu. Tyto kontaminace a ztraty obvykle pfedstavuji nepatrna
mnozstvi analytu, proto byvaji bezvyznamné pfi stanoveni vétSich kvant, avsak mohou vyvolat chybu
vysledku i o cely fad stanovujeme-li nepatrna stopova mnozstvi. Predstava, ze ztraty a kontaminace se
vzajemné vykompenzuji a dostaneme spravny vysledek, je lakava, je vSak velmi nepravdépodobna.

Nadoby pro stopovou analyzu. Kazdy roztok ponékud (nepatrn€) rozpousti stény nadob, se
kterymi je v kontaktu. Budeme-li chtit stanovit stopy kiemiku ve vodném roztoku, dame piednost
nadobi z organickych plasti pied sklenénym. Pro stanoveni stop organickych latek ve vodé, je
vhodnéjsi sklenéné nddobi nez nadobky z polyethylenu. Zasadn€¢ nepouzivame staré nadobky, na
jejichz sténach ulpély po ptedchozich operacich zbytky riznych latek. Problém je volba lazné pro
umyti pouzitého nadobi, ze skla umytého v kyseliné chromsirové se uvoliuji do roztoku dokazatelna
mnozstvi sloucenin chromu. Optimalni k vymyvani pouzitych sklenénych i plastovych zafizeni je
HNOj vysoké€ Cistoty, zfed€nd rovnéz vysoce Cistou vodou. Optimélni jsou zafizeni na jedno pouziti,
napf. nastavce z plastd k pipetorim. Pro stopové stanoveni urcitého analytu si vyclenime nadobky,
které nebudeme pouzivat pro jiné analyzy, jejich stény se saturuji ("nasyti") uréitym typem roztokd, a
proto jsou jen minimalnim zdrojem kontaminace analytem anebo jeho ztraty. Zachyt analytu na sténach

byva zanedbatelné maly v roztocich o koncentraci 10-3 mol/l anebo vétsi, mize ale vyrazné ovlivnit

Vv

v

do zasoby, pouzijeme je ihned po zfedéni (za kratky ¢as v nemichaném systému je sorpce na sténach
netplnd) a pro pozdé&jsi pouziti si Cerstvé pripravime novy roztok.

Srazeni ve stopové analyze se pouziva spiSe vyjime¢né. SraZenina slozek matrice predstavuje
vétsi mnozstvi s velkym povrchem, na kterém se muze (n€kdy i kvantitativné!) zachytit, tedy ztratit,
stopovy analyt. Zanedbatelné mala je sorpce cizich latek pii elektrolytickém vylucovani kovovych
povlakli na elektrodé. Nepatrné mnozstvi srazeniny stopového analytu ¢asto vytvori koloidni roztok,
pro jeho lepsi oddé€leni (filtraci, centrifugaci) pfidavame vhodny nosi¢, ten se srazi zaroven s analytem
a na jeho srazeniné se zachyti analyt.

Laborator pro stopovou analyzu. Usilujeme o maximalni ¢istotu prostiedi, ve kterém
provadime stopova stanoveni proto, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku. PoZadavky na stopovou
laboratof jsou v mnohém podobné pozadavkim na Cistotu chirurgickych opera¢nich salt. V laboratofi
jsou nezadouci okna, malymi $kvirami mezi vlastnim oknem a okennim rdmem muze vnikat do
mistnosti prach. Kvalitné filtrovany vzduch je nahanén do mistnosti kompresorem, vznika tam pretlak.
Netésnostmi okolo dvefi proudi vzduch ven z laboratoie a tak zamezuje vnikani necistot z vnéjsku do
laboratote. Do laboratofe se vchazi pres Satnu, kde se pracovnici pievlékaji do Cistého. I po prevleceni
je ¢lovek objektem malo vyhovujicim pro stopovou analyzu. Dychani je zdrojem prachovych ¢astic (z
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povrchu dychacich cest se uvoliuji jakési "lupy"), ¢lovek v klidu jich produkuje vyrazné méné nez pti
a strop jsou pokryty nedrolivym, neopadavajicim natérem. V laboratofi omezime na minimum
pouzivani plynovych hotakl protoze plyn z méstské sité i z tlakovych 1ahvi obsahuje prachové ¢astice
(napf. rez) kontaminujici prostfedi. Pouzivame elektricky ohfev. Do laboratofe ma pfistup omezeny
pocet pracovnik, ti sami provadgji i uklid a istici prace v laboratofi. Uklidové pomiicky, prachovka,
hadr na zem i smetak, nesméji byt zdrojem kontaminace laboratofe.

Cistota chemikalii. Na trhu jsou dostupné chemikélie o riizném stupni &istoty. Jako technicky
produkt se oznacuji preparaty obsahujici i desitku (desitky) procent cizi latky. Chemicky Ccisté
preparaty by mohly obsahovat asi tak jednotky % pfimési. Preparaty pro analysi (p.a., anglicky reagent
grade) maji obvykle na obalu uvedeny obsah cizich latek, nejcastéji to byva méné nez 0,01% u latek
jednoduse isolovatelnych (napi. KCI, kys. octova, mo€ovina, KHyPOy4 apod.). U barevnych indikatori

(acidobazickych nebo metalochromnich) na obalu p.a. preparatu byva uvedeno: obsah deklarované
latky odpovidé predpisu. Jakym zpiisobem se zjistuje, zda preparat odpovida ptedpisu, to najdeme v
podnikové normé vyrobce. Obvykle je predepsano smiSeni roztokl predepsaného slozeni, které musi
vyvolat uréitou barevnou zménu. Takovému predpisu vyhovuji nejen chromatograficky Cisté preparaty
indikatoru, ale také preparaty ve kterych je tieba jen 60% indikatoru a zbytek byvaji pfi synteze
nezreagované vychozi latky ¢i meziprodukty a také anorganické soli pouzité k vysoleni barviva z
roztoku. Latky pouzivané pro medicinalni ucely musi vyhovovat pozadavkiim uvedenym v lékopisu.
Lékopis (anglicky pharmacopoeia) obsahuje seznam latek pouzivanych pro medicinalni ucely a také
pozadavky na jejich Cistotu. V humanni medicin€ je povoleno pouzivat pouze latky lékopisné Cistoty,
ty nesou oznadeni CSL X (Ceskoslovensky lékopis X-té vydani) nebo DAB X (Deutsches
ArtzneiBuch), USP X (United States Pharmacopoeia), BP X (British Pharmacopoeia). Vzdy po
n¢kolika letech vychazi nové vydani 1ékopisu, v ném se objevi nékterd nova léciva a jina (zastarald)
jsou zase vyfazena a také se tam popisuji nové analytické metody pro zjistovani lékopisné Cistoty.
Chemikalie pro stopovou analyzu musi mit maximalni dostupnou distotu, oznacuji se p.p. (pro
polovodice) a na obalu se uvadéji maximalni pfipustné obsahy necistot. Je nesnadné chemikalii tak
vysoké Cistoty vyrobit (to se projevi v jeji cen¢), avSak stejné narocné je takovy vyrobek rozdélit (do
komeréniho baleni napf. po 50 g) a pritom neznecistit. Problém je s uchovavanim korozivnich kapalin
(napft. kyselin) vysokeé Cistoty, ty se casem pomalu kontaminuji vyluhovanim stén nadoby.

Ve stopové analyze vzdy provadime slepy pokus a snazime se dosdhnout co nejmensi hodnoty
signalu pro tento blank. Hlavni komponenty dokazeme obvykle stanovit s malou relativni smérodatnou
odchylkou cca 1%, pro stanoveni stop tolerujeme mnohem vétsi relativni smérodatné odchylky (tfeba
20 % pro obsah 1 ppt) a u jesté mensich obsahit né¢kdy dokézeme urcit jen fad koncentrace analytu.

5.6 ORGANICKA NALYZA

Diikazem ptitomnosti nékterych a nepfitomnosti jinych prvkil byva vyieSena podstatna ¢ast
kvalitativni analyzy anorganickych materidlt a pro zjiSténi pfitomnosti riznych prvkl v anorganickém
vzorku nepotiebujeme vzdy provadét déleni. Naopak, v organickych molekulach je omezeny sortiment
prvka: C, H, O, N, S, halogeny a jen vyjimecn¢ i nékteré jiné a tento omezeny sortiment atomut je
vzajemné riizné propojen. Proto obvykle nejprve izolujeme jednotlivé slouceniny pomoci separacnich
metod (viz kapitola 6). Mezi charakteristiky nejcastéji pouzivané pro identifikaci organickych
sloucenin patfi body tani (slouceniny samotné anebo jejiho derivatu), bod varu, spektra (ultrafialova,
infracervena, hmotova, NMR, Ramanova ...), eluni parametry v chromatografii, mtze to byt index
lomu, opticka otacivost, struktura krystalt a dalsi. V optimalnim pifipadé¢ mame k dispozici preparat
dokazované latky (standard) a oveéfime shodnost parametrii izolovaného individua s parametry
znamého standardu.

Bod tani

Bod tani je klasicka, snadno nameéfitelna charakteristika organického individua. Ovsem bod
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tani je ovlivilovan (sniZzovan) pfitomnosti pfiméesi - tou mize byt napf. neuplné odparené rozpoustédlo
po piekrystalovani. Bod tani je vyznamnym kriteriem pro Cistotu preparatl, maximum informaci v
tomto sméru poskytuje diferencialni skanovaci kalorimetrie, ktera sleduje spotiebu tepla vzorkem v
zavislosti na jeho teploté v prub¢hu procesu ohfivani v okoli bodu tani.

Smésny bod tani: Totoznost izolovaného analytu se znamym standardem (maji stejny bod tani)
ovétujeme tak, ze obé latky smisime a stanovime bod tani této smési. Pokud jsou obé latky tvorici smés
identické, je bod tani této sméesi stejny jako body tani slozek pied smisenim. Smés dvou riznych latek
ma bod tani nizsi nez jeji slozky, jedna slozka je "znecisténa" ptitomnosti slozky druhé.

Snizeni bodu tani je pifimo umérné koncentraci pfimési v latce, toho vyuZzivame pfi
KRYOSKOPICKEM stanoveni molekulové hmoty p¥imési. Dobrym rozpoustédlem fady organickych
sloucenin je napi. kafr: roztavenim odvazeného mnozstvi kafru a rovnéz odvazeného malého ptidavku
analytu pfipravime smés a tu nechame ztuhnout. Z rozdilu bodi tani samotného kafru a smési ur¢ime
koncentraci analytu ve smési a tim i relativni molekulovou hmotnost.

5.6.1 ORGANICKA ELEMENTARNI ANALYZA

Nejcastéji provadime oxidativni rozklad organické latky, napf. spalovanim v kyslikové
atmosféfe anebo v roztoku pisobenim oxidacnich ¢inidel (kys. chromsirova ...). Méné bézny je
redukéni rozklad zahfivanim za ptitomnosti vodiku anebo alkalického kovu. Vzniklé anorganické
produkty dokazujeme ¢i stanovime.

produkty redukce prvek produkty oxidace
CHy uhlik COy
-- vodik H,O
H,O kyslik -
NH; dusik NOy (Np)
HpS sira SOy (HySOy4)
HX halogeny X5 (HCI)

Ackoli nésledné popisované metody jsou principidlné velmi jednoduché, jsou stale analyticky
vyuzivény, v podstaté se modernizuje pouze detekéni koncovka celého postupu: napf. misto plynové
byrety je pouzita detekce plynovou chromatografii nebo IC.

Kvalitativni reakce

Reakce s rozkladnym produktem AgMnO,4. Manganistan stiibrny se pfi ohfevu explozivné
rozklada. Rozkladny produkt je oxidovadlo, obsahuje MnO, a oxidaci katalyzujici formy stiibra. Pro

kvalitativni reakce smisime vzorek s rozkladnym produktem manganistanu stfibrného a zahiejeme nad
plamenem. Dusi¢nan a siran stfibrny vylouzime vodou, chlorid a bromid stiibrny roztokem ¢pavku. V
roztoku hleddme uvedené anionty.

Reakce s kovovym sodikem: Do zizené¢ho konce sklenéné trubicky umistime vzorek, kousek
nad nim zrnko kovového sodiku. Po zahtati pary ze vzorku ptichdzeji na horky sodik a tam reaguji.
Vznikaji NayS, NaCl, NaBr, Nal a za pfitomnosti dusiku NaCN, anionty téchto soli dokazujeme ve

vodném roztoku.

Reakce na médéném dratku: vzorek umistény na médéném dratku (rozklepaném do lopaticky)
vneseme do plamene. Za pfitomnosti halogenti vznikaji t€kavé soli médi a ty barvi plamen zelené.

Stanoveni uhliku a vodiku

Latku v lodicce (porcelanové anebo platinové) spalujeme v uzaviené trubici v proudu kysliku.
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Klasicka metoda nejprve zachyti vzniklou vodu v absorpnim aparatku (trubicce) plnéném
chloristanem hofecnatym ("anhydron") anebo chloridem vapenatym, potom sorbuje oxid uhlicity v
aparatku plnéném asbestovymi vlakny potazenymi NaOH ("askarit"). Rozdil hmotnosti aparatki pied a
po absorpci uddvad mnoZstvi zachycenych oxidii. Novéjsi metody stanovuji obsahy H,O a CO; po

spaleni latky plynovou chromatografii (nebo IC spektrometrii), komeréné jsou dodavana zafizeni
provadéjici tuto celou analyzu zcela automaticky.

Dokonalou oxidaci latky docilime jednak pfidavkem oxidovadla k latce ve spalovaci lodicce a
také vedenim plynu se spalnymi produkty pies horkou vrstvu oxidovadla. Jako oxidovadlo se pouziva
napf. rozkladny produkt manganistanu stfibrného a také oxidy manganicity, chromovy a olovicity. Na
vlaknech kovového stiibra (stfibrna vata) se zachyti AgrSO4 a halogenidy stfibrné a tak se eliminuji

produkty spalovani rusici stanoveni C a H.

Stanoveni dusiku

Metodou podle Dumase spalujeme organickou latku v trubici v proudu oxidu uhli¢itého a v
plynové byret€¢ méfime mnozstvi vzniklého N5. Oxid uhliCity generujeme napt. v Kippové pfistroji
reakci CaCO3 s HCl anebo ohfevem zkumavky s NaHCO3. Stanovovanou latku smisime s netékavym

oxidovadlem (praSkovy CuQO) a neuplné zoxidované pyrolytické produkty vedeme pies horky
dratkovity CuO. Pokud pii spalovani vzniknou oxidy dusiku, jsou redukovany na horkych dratcich
kovové Cu na Nj. Plynové byreta (v tomto piipadé zvand azotometr nebo nitrometr) je naplnéna

vodnym 50% roztokem KOH, nosny plyn CO, je absorbovén alkalickym roztokem a ziistdva plynny

dusik. Pro toto stanoveni dusiku, podobné jako pro stanoveni uhliku a vodiku, jsou v prodeji
automatické aparatury s plynové chromatografickou koncovkou.

Kjeldahlova metoda rozkladad analyzovanou latku varem s kyselinou sirovou. Dusik je
pfevadén redukci na amoniovy kation a ostatni slozky vzorku se oxiduji (viz téz kapitola 9.3). Po
skonceném rozkladu roztok zalkalizujeme, v proudu nosného plynu (nejcastéji se pouziva vodni para)
vydestilujeme amoniak, ten zachycujeme v pfebytku kyseliny a alkalimetricky stanovime, kolik
kyseliny nezreagovalo. Kjeldahlova metoda je vyhodna pro paralelni provadéni analyzy velkych sérii
vzorkt. Avsak z nékterych sloucenin se nedafi timto zptisobem kvantitativn¢ prevést dusik na amoniak,
pozorujeme to u latek s nizkym obsahem vodiku a také u sloucenin, kde na dusik je vazan kyslik
(nitroslou¢eniny).

Stanovené siry a halogenti

Latku zabalenou do papiru spdlime v uzaviené banice naplnéné kyslikem. Plyny vzniklé
spalenim sorbujeme do roztoku na dn¢ banky. Pro stanoveni siry v tomto roztoku zoxidujeme
(peroxidem vodiku) kyselinu sifi¢itou na sirovou a tu stanovime (neselektivni titraci louhem, selektivni
titraci roztokem barnaté soli na indikator sulfonazo ve smésném rozpoustédle voda-aceton anebo
vazkove jako BaSOy). Pro stanoveni halogenii roztok zredukujeme (napf. sifiCitanem) a stanovujeme

titraci (argentometricky, merkurimetricky) nebo vazkové jako AgX.

Stanovent kysliku

Pyrolyzou latky v nosném inertnim plynu vznikaji oxidy, ty pfi kontaktu s rozzhavenym
uhlikem ptechézeji na oxid uhelnaty. CO za zvySené teploty reaguje s netékavym 1,05, vznikaji

jodové pary a ty jsou undsSeny nosnym plynem.

21,05+ 10 CO > 215 + 10 CO,

Ve vod¢ zachyceny jod miizeme piimo stanovit titraci roztokem thiosulfatu anebo pied jeho
stanovenim provedeme amplifikacni reakci: nadbytkem tékavého oxidovadla (chlorem) zoxidujeme jod
na netékavy jodicnan a nadbytek oxidovadla z roztoku odstranime varem. Ke kyselému roztoku
jodi¢nanu ptidame nadbytek jodidu a takto vznikly (zmnozeny) jod stanovime.
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I)+5Cl + 6 Hy0 > 2103+ 10Cl-+ 12 HT

2105+ 10"+ 12 H" > 61 + 6 HyO

Timto zpGsobem jsme dostali z jedné molekuly jodu 6 molekul. To je vyhodné pii stanoveni malych
mnozstvi analytu, po amplifikaci dostaneme vétsi signal. Tento postup lze opakovat a kazdym
opakovanim amplifikace dostaneme Sestinasobek vychoziho mnozstvi jodu. OvSem obecné plati, Ze
kazda operace (zde vydestilovani chloru a potom izolace jodu od nadbytku jodidu pred dalsi
amplifikaci) pfispiva ke zvétSeni chyby vysledku, proto nelze doporucit vétsi pocet opakovani.
Amplifikaci ziskame vyhodné&jsi koeficient pro pfepocet hodnoty naméteného signalu na hledany obsah
analytu. Bez amplifika¢ni reakce 1 mol atomil kysliku O odpovidd 1/5 molu molekul jodu I, po

jedenkrat provedené amplifikaci 1 atom O déva 6/5 molekul I anebo 12/5 atomti L.

5.6.2 TRIDENI ORGANICKYCH LATEK PODLE ROZPUSTNOSTI

Pro kvalitativni analyzu vodnych roztoki anorganickych kationti byl navrzen tzv.
sirovodikovy systém dé¢leni, pfesné piedepsany navod pro postupné srazeni a rozpousténi.
Postupujeme-li timto piedepsanym systémem, dostaneme postupné roztoky, ve kterych miize byt jen
jeden jediny druh kationtd (bud’ ve vzorku je anebo neni). Podobny systém v organické analyze
nemame, pouzivané zkousky rozpustnosti ndm pouze umoziuji usuzovat na to, kterou skupinu latek ve
vzorku mame ¢i nemame.

Latky rozpustné ve vodé jsou hydratovany (= solvatovany molekulami rozpoustédla vody).
Nesubstituované uhlovodiky jsou hydrofobni, ve vodé nerozpustné. Jejich rozpustnost a také polarnost
se zveétsi po zavedeni vhodnych funkénich skupin, napt. -OH nebo =O. Propylalkohol i aceton jsou
neomezené misitelné s vodou avSak hexanon a oktanol jsou jen velmi malo rozpustné ve vod¢. Starické
empirické pravidlo fika, Ze jedna skupina -OH "vtdhne do vody" jen 3 uhliky (porovnej napf. Spatné
rozpustny monohydroxybenzen a dobfe rozpustné dihydroxybenzeny). Molekuly s vétSim poctem
atomu uhliku pro rozpusténi ve vod¢ potiebuji vétsi pocet hydrofilnich funkénich skupin (napt. cukry).
Ve vodé nerozpustné jsou obrovské makromolekuly jako celuldza, i kdyz je v nich veliky pocet
hydrofilnich alkoholickych skupin. Ve vod¢ rozpustné organické latky jsou polarni, avSak polarnost
sama nestaci pro rozpustnost latky, porovnej nepatrné rozpustny, ale zna¢n¢ polarni nitrobenzen o
permitivité¢ 35 s vodou misitelnym nepatrné polarnim dioxanem, jehoz permitivita je pouze 2. Mezi
molekulami rozpustné latky a rozpoustédla vody musi dojit k interakei, jsou napf. propojeny
vodikovymi vazbami. Etherické kysliky dioxanu tyto vodikové vazby vytvareji, kdezto kysliky
nitroskupiny nikoli, v nitroskupin€ jsou nevazebné elektrony delokalizovany, a proto nejsou k disposici
pro tvorbu vodikovych vazeb. lonty X~ a S2- ve vodnych roztocich jsou hydratovany avsak kovalentné
vazané halogeny, ale také thiofenova sira se nefcastni tvorby vodikovych mustkl, nepfispivaji k
rozpustnosti latky. Vodikovy ion je silné hydratovan, z kovalentné vazanych vodikd tvofi vodikové
mustky ve vétsi mife jen vodiky ze skupin -OH.

Pfi rozpousténi organickych (také anorganickych) iontl ve vod¢ se uplatituje interakce iontu s
dipolem vody. Ion k sobé¢ ptitahuje ¢asti dipolt vody s opaénym dil¢im nabojem. Tento hydratacni obal
iontu je potom vazam vodikovymi vazbami s dal$imi molekulami vody a tim je ion vtazen do struktury
rozpoustédla pokud ovSem jeho hydrofobni ¢ast neni mnohem vétsi nez ta hydratovana. Ve vodé
rozpustné jsou soli organickych iontl ve kterych protiiontem (iontem s opa¢nym nabojem) je silné
hydratovany anorganicky ion, z kationtd volime napf. Na* nebo Lit a CI~ nebo SO42' z aniontu. Jako

piiklad poslouzi soli tetrabutylamonia, chlorid je ve vod¢ rozpustny, hexachloroantimoni¢nan jen velmi
malo (kovalentni vazba mezi centralnim atomem Sb a ligandy CI souvisi s hydrofobnosti aniontu

SbClg).

Latky ve vod¢ nerozpustné mohou piejit do roztoku po pfevedeni na soli. Pro rozpousténi bazi
pouzijeme vodny roztok ziedéné HCI. Pro rozpusténi velmi slabych kyselin (napf. fenoltl) pouzijeme
vodny roztok alkalického hydroxidu, na rozpusténi vice disociovanych kyselin (s karboxylovou
skupinou) staci i slaboucce bazicky roztok NaHCO3.

Pro rozpousténi prevazné hydrofobnich malo polarnich latek (uhlovodiky, jejich
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halogenderivaty, naftylamin ...) pouzivame rozpoustédlo diethylether (podobné se rozpousti v
podobném). Ale jak ve vodé tak v etheru jsou rozpustné i nékteré nizkomolekularni slouceniny s
jednou polarni skupinou (napf. aceton a ethanol). V etheru nerozpustné jsou malé molekuly obsahujici
vice hydrofilnich skupin (napf. glycerin) a také sulfonové kyseliny. Do etheru se extrahuji nejen
hydrofobni molekuly, ale i soli typu iontovych part jejichz ob¢ slozky, kation i anion, jsou hydrofobni

(napt. (CoHg),OH™ a FeCly").

S1
S2

A2
Al

KLASIFIKACE ROZPUSTNOSTI

skupiny rozpustnosti:

Latky rozpustné ve vodé i v etheru (monofunkéni sloueniny, obvykle do C5)

Latky rozpustné ve vodé a nerozpustné v etheru (difunk&ni a polyfunkéni slouceniny)

Zasadité latky - nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v HCI

Slabé kyselé latky - nerozpustné ve vodeé i v hydrogenuhli€itanu, ale rozpustné v NaOH.

Silné kyselé latky - nerozpustné ve vodé, ale rozpustné v hydrogenuhli€itanu

Neutralni latky obsahujici C, H, pfipadné také O a halogeny, které nepatfi do pfedchazejicich

skupin a jsou rozpustné v konc. kyseliné sirové (aromatické a nenasycené uhlovodiky).

Neutralni latky obsahujici také N, pfipadné S a jiné prvky, které nepatfi do pfedchazejicich skupin.

Inertni latky - obsahujici jen C, H, pfipadné O a halogeny, které nepatfi do pfedchazejicich skupin a

jsou nerozpustné v konc. kyseliné sirové (napf. nasycené uhlovodiky).
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6. SEPARACNI METODY

Pro d€leni (separaci) latek, nejcasteji v roztocich, je k dispozici fada metod, napf. srazeni,
extrakce, destilace a sublimace, elektroforéza, elektrolyza, vyména iontli, vymrazovani....V této
kapitole budou stru¢né€ diskutovany extrakce, iontova vyména, chromatografie a elektroforéza.

6.1 KAPALINOVA EXTRAKCE

Pfi promichani (protfepani) dvou spolu se nemisicich kapalin latka pavodné rozpusténa v
jedné z fazi prejde castecné i do druhé. V rovnovazném stavu plati

Kq = [X]o/[X]w

K4 je rozdélovaci (=distribu¢ni) konstanta, [X] jsou aktivity (¢asto koncentrace) urcité latky a

indexy oznacuji fazi mén¢ (o) a vice polarni (w), tou polarngjsi je obvykle voda.
Kyselina benzoovd CgH5COOH se rozd€li mezi benzen a vodu
K4 =[CgH5COOH]/[CgH5COOH]y,

Kyselina benzoova ve vodné fazi mize disociovat a v organické fazi je mozna tvorba dimeri:
: 0" HO :
OH v 0

ve kterych 2 karboxylové skupiny jsou propojeny vodikovymi mustky. Tim se navzijem
blokuji polarni karboxylové skupiny a vzniklé dimery (mohou to byt i oligomery) maji méné polarni
charakter nez monomery, a proto jsou lépe rozpustné v nepolarnim prostiedi (snadn€ji prechazeji do
nepolarni faze).

RCOOH =RCOO™ + H' Ka = [RCOO']W[H+]W/ [RCOOH]y,

2 RCOOH = (RCOOH),» K gim = [(RCOOH),],/[RCOOH],,2

Distribu¢ni pomér D je podminénd distribu¢ni konstanta.

D = cy/cy, = ([RCOOH]y+2 [(RCOOH),],)/([RCOOH]y,+[RCOOT]y,)
D=Kqoag/ oy

Symboly ¢, a cy, pfedstavuji celkovou (=analytickou) koncentraci kyseliny benzoové, tj.
koncentraci vSech forem kyseliny benzoové, v organické a ve vodné fazi, o a ay, jsou koeficienty
vedlejsich reakci (viz kapitola 1.4).

Distribu¢ni pomér D pro kyselinu benzoovou je funkci celkové koncentrace (¢im vEtsi ¢, tim
veétsi [(RCOOH),],) a acidity vodné faze (ta ovliviiuje disociaci karboxylové skupiny). V praxi
meéfime obvykle distribuéni pomér, protoze byva jednodus$si stanovit celkovou koncentraci nez
koncentraci jedné z forem. Za urcitych podminek, kdy koeficienty o= o= 1, plati Kq=D. U kyseliny

benzoové tyto podminky predstavuji doste¢né kysely vodny roztok, ve kterém kyselina nedisociuje a
tak malou koncentraci ¢, pfi které€ prakticky nenastava dimerace.

Jiz alchymisté védeli, ze "podobné se rozpousti v podobném". Nepolarni (malo polarni)

slouceniny rozpustime v malo polarnich organickych rozpoustédlech. Polarni a iontové slouceniny se
rozpoustéji ve vode a také v polarnich organickych rozpoustédlech (napfi. glycerol, dimethylformamid
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...). Molekuly karboxylovych kyselin vytfepeme z organického rozpoustédla do alkalické vodné faze,
pro extrakci molekul organickych amint z organického rozpoustédla pouzijeme kysely vodny roztok; v
obou piipadech vzniknou ionty kterym Iépe vyhovuje rozpoustédlo voda.

Pro extrakci kovovych iontl z vody do organické faze je tfeba odstranit hydratacni obal iontu
protoze koordinované molekuly vody jsou spojeny vodikovymi vazbami s molekulami vody-
rozpoustédla a tak drzeny ve vodné fazi. Dostane-1i ion "obal" ktery je malo polarni, je takovy ion spise
vytlacovan z polarni faze rozpoustédla vody. Aby mohl pfejit do malo polarni organické faze je treba
jesté kompenzovat naboj takto nepolarné obaleného iontu. Do organickych rozpoustédel se extrahuji
kationty kovi:

1/ ve formé elektroneutralnich chelati. Casto se pouZivaji dvojdonorové ligandy s jednim
zapornym nabojem (o-aminobenzoan =antranilan, 8-hydroxychinolat ...), ty tvoii elektroneutralni

Gtvary MLy s bipozitivnimi kationty (Cu2™, Zn2T, Cd2™...) a ML s tripozitivnimi (Fe3™, AP, ...). v
takovych komplexech ligandy obsazuji 4 anebo 6 koordina¢nich mist na centralnim atomu.

| | Vazba  kovového iontu M na funkéni  skupiny

\C/C\C4O . _C . chelatovornych  ligandii:  o-aminobenzoanu a  §-
| | C N hydroxychinolatu. Uhliky s naznacenymi vazbami na dalsi
HN_ _O lO l\l/[ atomy jsou soucdsti aromatickych kruhii.

2/ ve formé iontovych asociatl (viz kapitola 4.1),
napf. Cdl42' sF e(bipy)32Jr nebo FeCly™ s (C2H5)OHJr a SbClg" s kationtem krystalové violeti.

Prechod z jedné faze do druhé probihd na fazovém rozhrani. Pro rychlé ustaveni extrakéni
rovnovahy je tfeba, aby toto fazové rozhrani mélo co nejvétsi plochu a aby z kazdého mista v roztoku
bylo blizko k tomuto rozhrani. Tyto podminky nejsnadnéji splnime pfi protfepani smési obou fazi v
uzaviené nadobce. Protfepavame sice 2 rozpoustédla vzajemné nemisitelnd, ale vzdy jsou jedno v
druhém ponékud rozpustna. To znamend, ze faze po protfepani mohou mit jiné objemy nez pied
protiepanim. Objemovych rozdilti pfed a po extrakci se vystithame pokud pouzivame rozpoustédla
pfedem nasycena protiepanim s druhou fazi.

Polarnost rozpoustédla jako prostiedi pro reakce charakterizuje snadno zmeéfitelna veliina
permitivita €. Polarnost jednotlivych molekul charakterizuje dipolovy moment. Pfiklad rozpoustédel
nemisitelnych s vodou (permitivita 78): nitrobenzen (35), amylalkohol, ethylacetat (6), methyl-
isobutylketon (13), chloroform (5), benzen (2,2) a hexan (1,9). Ptiklad rozpoustédel misitelnych s
vodou: methanol (32), 1-propanol (20), aceton (21), pyridin (12) a také nepatrné polarni dioxan (2,2).
Polarni rozpoustédla podporuji ionizaci molekul, dipdly rozpoustédla vstupuji mezi opacné nabité
ionty, zamezuji jejich pfiblizeni a tim snizuji vzajemnou pfitazlivost. Na rozpustnost latky v urcitém
rozpoustédle ma vyznaény vliv schopnost rozpoustédla solvatovat rozpousténé Castice. Solvatované
molekuly nebo ionty pfijima rozpoustédlo do své struktury. Modra skalice se rozpousti ve vodé,
protoze se solvatuje kation (akvokomplex méd’naty) i anion (vodikové vazby mezi siranovymi oxidy a
vodou). V tomto pfipadé rozpoustédlo uplatnilo své donorové i akceptorové schopnosti (poskytuje
elektronovy par anebo neobsazeny orbital pro vazbu s rozpousténymi ¢asticemi).

POZNAMKA: Pii prdci s organickymi rozpoustédly je treba postupovat obezietné, vétiina z
nich (prakticky vsechna) maji toxicke respektive ekologicky nezadouci ucinky.

Kapalinova extrakce se pouziva téz k zakoncentrovani velmi ziedénych roztokl. Princip
zakoncentrovani spocivad v tom, ze z velkého vodného objemu ,,vytiepeme® do mensiho organického.
Je-1i tato extrakce neuplnd, mizeme ji jednou i vicekrat opakovat a spojit organické roztoky. Bézné
pouzivaime pomér aZ v:vy,=1:10, pfi mensSim objemu organické faze uZ mohou nastat problémy se
vzéajemnou rozpustnosti kapalin a oddélenim jedné faze od druhé. Vychazime-li z vodného roztoku o
koncentraci ¢ a objemu vy, protfepeme-li objemem v, rozpoustédla, plati vztah kde cyy,_1 a c,_1 jsou

koncentrace ve vodné a organické fazi po prvé extrakci. Mnozstvi latky piivodné ptitomné ve vodeé se
extrakci rozdélilo mezi obé faze.
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€ Vi = Cw-1Vw T €0-1Vo = Cw-1Vw T Cw-1DVo
Cw-1 =€ Vi / (vigTDvy)

Opakujeme-li extrakci n-krat vzdy se

stejnym objemem organické faze, poklesne

koncentrace ve vodé na cy,_p,.

_ n n—
Cy-n = C V' / (Vg DV ) =

= ¢/ (14Dv( /)

probihat i

6.2 EXTRAKCE S PEVNYM SORBENTEM

sorpéniizoterma

c(S)

c(L)
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Kontinualni extraktor dle Soxhleta pro extrakci z tuhé faze:

V dolni varné barice se vari rozpoustédlo, které vystupuje bocni
trubici do horniho chladice. Tam kondenzuje a dopada na
papirovou patronu s tuhym vzorkem, z kterého extrahuje analyt.
Jakmile je stfedni cast aparatury s patronou naplnénd,
samospadnou trubickou se cely tento objem precerpa do varné
banky, kde se analyt shromazduje. Rozpoustédlo se znovu
ohriva a cely déj se opakuje. Opakovana extrakce tak miize

nekolik hodin, prakticky s neménnym objemem

rozpoustédia.

Rovnovahu mezi koncentraci latky v
roztoku a koncentraci téze latky na povrchu pevné
faze charakterizuje sorpCni izoterma. Pfi malé
koncentraci latky v roztoku (malé nabidce) je na
sorbentu dostatek volnych sorpcnich center (velka
poptavka) a proto se zvySovanim koncentrace v
roztoku (cp) pozorujeme piiblizné linedrni narust
koncentrace na sorbentu (cg). Pii velké koncentraci

latky v roztoku (velké nabidce) je sorbent z vétsi
casti saturovan (malé poptavka) a proto zvySovani
koncentrace v roztoklu ovlivni jen nepatrné (nebo
vibec neovlivni) koncentraci na sorbentu.
Koncentraci na sorbentu vyjadiujeme jako pomér
mnozstvi nebo hmotnosti latky na jednotku
hmotnosti nebo objemu sorbentu (objem skuteény
nebo objem nasypny).
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6.2.1 ADSORPCE

Pii adsopci zGstava sorbovana latka na povrchu (nezaménujte s absorpci, kdy se zachyti
rozpu$ténim na povrchu a difunduje dovnitf, absorce se uplatni jen v kapalnych sorbentech, napi. CO,
v roztoku NaOH). Pouzivame sorbenty o jemném zrnéni (s velkym povrchem) a také sorbenty porezni,
u kterych se uplatni i vnitini povrch. Adsorbovana latka je vazana k sorbentu Van-der-Waalsovymi
silami. Stejné€ jako v kapalinové extrakci i v tomto piipadé plati: podobné tihne k podobnému. Polarni
sorbenty (SiOy, AlO3, ...) zachycuji z mélo polarniho rozpoustédla polarnéj$i molekuly. Nepolarni
sorbent (aktivni uhli, silikagel C-18, ...) sorbuji malo polarni latky z polarnéjsiho rozpoustédla. V
systému roztok (obsahuje rozpoustédlo HS a rozpusténou latku X) a sorbent se ustavuje rovnovéaha

(HS)g + X = (X)g + HS K = [X]g[HS]/[HS]g[X]

Indexem g je oznaCena koncentrace na sorbentu, koncentrace v roztoku jsou bez indexu. Rozpoustédlo

neni jen pasivni slozka, rozpoustédlem vhodné polarity mizeme vytésnit sorbované latky, toho se
vyuziva pii eluci (reextrakci) na sorbentu zachycenych latek.

Povrch sorbenti 1ze modifikovat, tj. upravit dle potieby. Pti reakci mezi silanolovou skupinou
(-OH) na silikagelu a chlorovanym uhlovodikem (RCl) kondenzuje HCI a na silikagel je navazéna
(pevnou) kovalentni vazbou skupina -OR. Je-li R zbytek alkanu s 18 uhliky, vznikl silikagel C-18 (v
praxi se pouzivaji vyhodné&jSi postupy na vyrobu "cé-osmnactky"). Tak ziskame sorbent s
mechanickymi vlastnostmi silikagelu (nedeformuje se tlakem) a s povrchem majicim vlastnosti
parafinu, sorbuje malo polarni latky. Modifikovany sorbent mé odli$né sorp¢ni vlastnosti od ptivodniho
materialu, ten zastdva funkci nosiCe a neni (takika neni) v kontaktu s roztokem. Je mozna téz
dynamickéd modifikace sorbentu, to na jeho povrch zachytime sorpci vhodny modifikator. V tomto
pfipadé je modifikator vazan na sorbent jen méné pevnymi silami Van-der-Waalsovymi a je mozno jej
ze sorbentu vymyt.

6.2.2 IONTOVA VYMENA

Klasické vymeénovace iontd (ION EXchanger = ionex, katex nebo anex) jsou tuhé
polyelektrolyty, ve kterych jeden druh ionti (kation nebo anion) je soucasti nepohyblivé (omezené
pohyblivé) makromolekuly. Protiionty vazané elektrostatickou vazbou jsou na povrchu v roztoku volné
pohyblivé a také v pérech makromolekuly, 1ze je snadno vymeénit za jiné ionty o souhlasném néboji.
Vyménovace iontl jsou napi. latky na bazi polystyrénu zesitovaného malym piidavkem
divinylbenzenu.

Struktura polystyrenového ionexu.
V' katexech je R anion skupiny sulfonové nebo
karboxylové, v anexu kation skupiny aminové.

Me¢nicem kationtt jsou i silikagel a povrch
skla v nekyselém prostiedi, ve kterém jsou disociovany silanolové skupiny. Jako kapalny ménic iont
funguje napt. dodecylamin v organickém roztoku (mize byt i dynamicky sorbovan na silikagelu C-18).

Malo hydrofilni dodecylamin reaguje s hydrofobnimi kyselinami za vzniku soli, iontovych
asociati, které jsou Spatné rozpustné ve vodé a mohou byt extrahovany do méné polarnich
rozpoustedel.

V dosud zminénych ménic¢ich iontl jsou kationty a anionty vazany vyhradné elektrostatickou
vazbou, tj. malo selektivné. Jista selektivita je dana zavislosti na velikosti naboje vyménovaného iontu,
ion s vétSim nabojem je pfitahovan vétsi silou nez ion s nabojem mensim. Déle tu hraje roli velikost
iontl (v€etn¢ solvatacnich obalil), ¢im vice se k sobé pfiblizi opacné nabité ionty, tim silnéji ptisobi
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elektrostaticka pritazlivost.

Chelatac¢ni ionexy maji ve struktufe makromolekuly zabudovany chelatotvorné funkéni
skupiny znamé z organickych analytickych cinidel (naptf. -CH,-N(CH,-COOH), z EDTA, o-

fenolkarboxylovou z kyseliny salicylové, ...). Vytvareji chelaty, ve kterych je kovovy kation vazan
kovalentni vazbou. Stabilita vazby kovového iontu na chelatacni ionex je zavisla na acidit€ roztoku, v
optimalnich podminkach je vétsi nez u ionexti fungujicich vyluéné na bazi elektrostatického zachytu.
Vhodné funkéni skupiny v chelatotvorném ionexu umozni selektivni sorpci iontd. Afinitni
chromatografie zahrnuje nejen pouziti chelatacnich ionext, ale také sorpce na bazi imunochemickych
komplexti, ty jsou tvofeny dvojici antigen a protilatka. Sorbent modifikovany jednou z téchto
komponent sorbuje druhou komponentu z roztoku. Pouziva se k separacim makromolekul typu
bilkovin.

I pevné sorbenty se pouzivaji k zakoncentrovéni stopovych mnozstvi analytu z velkého
objemu roztoku. Oddéleni nepatrného mnozstvi pevného sorbentu z velkého objemu roztoku ptsobi
mensi problémy nez oddéleni nepatrného objemu jedné kapalné faze od velkého objemu jiné kapalné
faze. Proto s pevnymi sorbenty l1ze dosdhnout vét§iho zakoncentrovani. Sorpci (adsorpci €i iontovou
vyménu) muzeme realizovat protiepanim roztoku se sorbentem, dostaneme sorbent homogené
kontaminovany sorbovanou latkou. Nebo mizeme sorbent umistit do kolonky a prolit ji roztok. Dojde-
li v tomto ptipadé k zachytu podstatné casti latky z roztoku, je jeji koncentrace na sorbentu maximalni
v horni ¢asti kolonky a minimalni na sorbentu z dolni ¢asti kolonky. I kapalinovou extrakci mizeme
realizovat na kolonce: tenouckou vrstvickou extrakéni kapaliny modifikujeme pevny nosi¢ ktery je
naplni kolony. Pfi tomto uspofadani zejména v horni ¢asti kolonky hrozi nebezpe¢i rozpousténi
(vymyvani) nepatrného mnozstvi extrakéni kapaliny jiz je nosi¢ povleCen, pro tento jev se pouziva
termin "krvéaceni (bleeding) kolony".

6.3 CHROMATOGRAFIE

V chromatografii protéka pomalu mobilni faze (kapalina nebo plyn) okolo stacionarni faze
(pevna latka anebo tenkd vrstva kapaliny na pevném nosi¢i). Plocha kontaktu obou fazi je co mozna
nejveétsi, na ni probiha zachyt (retence) latek unaSenych mobilni fazi a desorpce zachycené latky ze
stacionarni faze zpét do proudiciho média. V praxi to znamend, ze kapalina tece mezi drobouckymi
zrnky (fadové 0,01 mm) sorbentu v trubici (kolonové uspofadani) anebo teCe mezi celulézovymi
vlakny napf. v papiru (plosné usporadani). Chromatografujeme pfevazné ve zfedénych roztocich, v
linedrni oblasti sorpéni izotermy.

krok rovhovaha krok rovhovaha

-::": ':ﬁ - :. -=ﬁ . o
sl T esil el

Vysvétleni chromatografického procesu, pojmu chromatografické patro

Smés latek urcenych k rozdéleni eluéni chromatografii vneseme ve formé uzké zony do
proudu mobilni faze (vnasime uzky koncentracni pulz). Prubéh chromatografického déleni lze
zjednodusené popsat asi takto: 1/ Jakmile pfiteCe smés analyti do kontaktu se stacionarni fazi, s jejim
prvnim patrem, rozdé€li se kazdy z analytti mezi fazi stacionarni a mobilni stejnym zpisobem jako pfi
protfepani roztoku s pevnym sorbentem. 2/ Mobilni faze tece dale a unasi s sebou nesorbovany zbytek
analytt ke 2. patru stacionarni faze, kde nastane opét rozdéleni mezi obé faze. Soucasné do prvého
patra pfitekla Cista mobilni faze a desorpci ¢asti analytt, které byly zachyceny na stacionarni fazi v 1.
patie, se ustavuje v tomto patfe nova rovnovaha. V kazdém patie (mize jich byt i 100 na délku 1 cm)
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ustavi se rovnovaha mezi koncentracemi kazdého analytu uvnitf faze mobilni a na povrchu faze
stacionarni. Cim vice je latka sorbovana, ¢im del$i dobu je na nepohybujici se stacionarni fizi, tim
pomaleji postupuje ve sméru toku. Latky s nulovou retenci, které se vibec nesorbuji, pohybuji se stejné
rychle jako teCe mobilni faze. Latky zachycované se vice ¢i méné opozdi za témi nesorbovanymi.
Nepatrné rozdily ve velikosti sorpce dvou analyti, takové jaké sotva postfehneme pii jednorazovém
protiepani, staci pro jejich dokonalé rozdé€leni a to je vysledkem mnohonasobné opakovaného ustaveni
rovnovahy v chromatografii.

Vysoce ucinna kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) piedstavuje nejucingjsi metodu déleni elu¢ni chromatografii spojenou se stanovenim i velmi
malych mnozstvi (nebo koncentraci) analytl, zejména organickych, v komplikovanych matricich.
Hlavni soucasti moderniho chromatografu (HPLC nebo i plynového) sefazené za sebou tak, jak jimi
postupné protéka mobilni faze:

- zasobnik mobilni faze

- pumpa

- zafizeni pro davkovani vzorku

- kolona

- detektor spojeny se zapisovacem

Pumpa protlacuje kapalinu (tlakem nékolik MPa) kolonou, jejiz odpor je veliky (je plnéna
Casticemi o rozméru fadoveé setiny mm). Je nezddouci, aby pumpa generovala tlakové razy.
Nejjednodussi pumpa pracuje na principu injekéni stiikacky, jejiz pist je posunovan elektromotorkem.

Nejjednodussi davkovaci zafizeni piedstavuje gumova nebo plastovd Cast stény (septum)
trubice, jiz proudi mobilni faze. Toto septum propichneme dutou jehlou napojenou na pistovou pipetu a
z pipety vytlatéime roztok vzorku (fddové mikrolitry) do proudu mobilni faze. Podstatné
reprodukovatelnéjsi davkovani je pomoci davkovaciho (vicecestného) ventilu. Protékajicim roztokem

vzorku naplnime davkovaci smyCku o zndmém objemu a potom otocenim ventilu tuto smycku
zafadime do proudu mobilni faze a ta s sebou unasi vzorek na kolonu.

kolona
I detektor JL
. w zapisovac
- >
Davkovaci smycka
Y pumpa odpad

Schéma zarizeni pro HPLC

Kolona je trubice plné€na stacionarni fazi o velikém povrchu (velmi malé ¢astecky 5-10 um), v
koloné probihd chromatografické déleni. Prazdna kolona pouzivand v plynové chromatografii je bez
naplné, stacionarni fazi tvoii modifikovany material stény trubice. Prazdné kolona musi mit velmi maly
primér, aby ze vSech moznych pozic analytu v mobilni fazi bylo blizko ke stacionarni fazi, to umozni
rychlé ustavovani rovnovahy.

Detektor podava informaci o sloZzeni mobilni faze na vystupu z kolony. Pfitomnost analyti v
mobilni fazi se projevi piky v chromatogramu, tj. na zapisovadem registrované zavislosti signal
detektoru versus ¢as. Nejcastéji uzivadme detektory neselektivni, ty indikuji pfitomnost kterékoli (skoro
kterékoli) cizi latky (=analytu) v mobilni fazi. Detektory selektivni indikuji pfitomnost jen uzkého
okruhu analytt. Prikladem neselektivniho (univerzalniho) detektoru je fotometricky detektor pracujici
pii vilnové délce 254 nm (tj. pii jedné ze spektralnich Car rtutové vybojky), pii této vilnové délce
absorbuje vétSina organickych molekul. Fotometrickd absorp¢ni cela v takovém pritokovém detektoru
ma objem pouze n¢kolik mikrolitri (porovnej s objemem kapky uvadénym vétSinou kolem 30
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mikrolitrt)). Konduktometricky detektor je selektivni pro indikaci iontl, dava nulovy signal za
pfitomnosti pouze nenabitych castic. Byly zkonstruovany detektory uzivajici nejriznéjsi principy
meéfeni (potenciometrie s iontové selektivnimi elektrodami, polarografie, infracervend spektrometrie,
meéfeni indexu lomu, méfeni elektrické vodivosti v plynu ...). Hmotnostné spektralni detektor dovoluje
identifikaci analytl tim, Ze v oblasti kazdého chromatografického piku odebira vzorek mobilni faze s
analytem a zaregistruje hmotnostni spektrum.

Cinnost moderniho chromatografu je fizena poéitadem, ten miize obstaravat davkovani
vzorku, fizeni pratokové rychlosti, Casovy prabéh gradientu teploty i slozeni mobilni faze,
postkolonovou derivatizaci, zaznam a vyhodnoceni chromatogramu (integrace plochy pod pikem,
porovnani s kalibra¢ni kfivkou ...) a kone¢né€ i napsani protokolu o chromatografické analyze.

Nekteré pojmy z chromatografie:

- Plynové chromatografie (Gas Chromatography, GC), mobilni fazi je plyn. RozliSujeme GLC
kde stacionarni fazi je kapalina (Liquid) a GSC s pevnou stacionarni fazi (Solid). Plynovou chromatog-
rafii pouzivame pro vzorky plynt a za zvySené teploty i pro snadno tékavé kapaliny.

- Kapalinova chromatografie (LC) uziva kapalinu jako mobilni fazi. Rozlisujeme LSC a LLC,
LLC se nazyva téz rozdélovaci chromatografii.

- V supekritické fluidni chromatografii (SFC) je mobilni fazi superkritické fluidum. Pracuje se
pfi nadkritické teploté a nadkritickém tlaku a vlastnosti mobilni faze jsou pfechodem mezi vlastnostmi
plynu a kapaliny: vysoky difuzni koeficient, nizka viskozita a vysoka teplota zvySuje elucni silu
mobilni faze.

- Iontova chromatografie (IC). Stacionarni fazi je vyménovac iontd, eluujici mobilni faze je
roztok obsahujici ionty.

- Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography, TLC). Praskovity sorbent (napf-.
silikagel, celulozu, ...), smichdme v roztoku s malym mnoZstvim pojiva (napf. s 5% sadry) a roztok
nalijeme na podlozku (napf. sklenéna deska nebo hlinikova folie). Po vysuSeni se pouziva jako
stacionarni faze v chromatografii s plosSnym uspofadanim. Pouziva se nejvice pro rychlou kontrolu
Cistoty organickych latek.

- Gelova chromatografie (Size Exclusion Chromatography, SEC). Stacionarni faze ma pory o
konstantnim pruméru (napf. molekulova sita, n€které ptirodni dextriny, ...), do téchto poérd se dostanou
jen dostatecné malé molekuly. Vétsi molekuly se do porti nevejdou, ty jsou stale v mobilni fazi a
pohybuji se rychlosti stejnou jako ma mobilni faze. Molekuly urcité stiedni velikosti se nedostanou
hluboko do poéru, jsou zadrzeny kratsi dobu a zpozdény méné nez molekuly zcela malé. Gelova
chromtaografie se uplatituje pfi separaci rizné velikych makromolekul a pro stanoveni molekulovych
hmotnosti bilkovin a polymert.

- Gradientova eluce probiha za béhem experimentu ménénych podminek. Mizeme jednoduse
realizovat zmény teploty (zvySena teplota obvykle usnadiiuje desorpci), ale hlavné slozeni mobilni
faze. Zmény v stacionarni fazi 1ze uskutecnit napf. zafazenim za sebe dvou kolon s riznou naplni. Eluci
za konstantnich, neménnych podminek oznacujeme jako izokratickou.

- Derivatizace v chromatografii. Latky nestalé (napf. tekavé, snadno oxidovatelné, reagujici s
mobilni nebo stacionarni fazi, ...) pfevadime na stabilni derivaty a ty potom chromatograficky délime —
toto je derivatizace predkolonova (pfed separaci). Nékdy také potfebujeme pievést separovany analyt
na detekovatelny derivat (bezbarvé kvarterni organické aminoslouceniny na tenké vrstvé potiebujeme

zviditelnit postfikem Cinidla, Zlutym roztokem Bily~, kdy vzniknou oranzové skvrny soli). Pak
hovofime o derivatizaci postkolonové (po separaci). Po provedené separaci jednotlivé analyty
detekujeme (vizualné nebo pomoci pfistroje).

- Reverzni faze (RP). Za normalni polaritu fazi se povazuje malo polarni mobilni faze a
polarni stacionarni faze. Dnes se ¢astéji pracuje s obracenou polaritou fazi, polarni mobilni (napt. voda)
a nepolarni stacionarni (napt. C-18).

- Chromatograficky Cistd latka v elu¢ni chromatografii dava jediny pik (jedinou skvrnu).

Protoze vSak v jednom chromatografickém systému, tj. pfi pouziti ur¢ité mobilni v kombinaci s urcitou
stacionarni fazi, nelze vyloucit, ze 2 rozdilné latky se pohybuji identickou (,,identickou* v ramci nasi
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presnosti) rychlosti, chromatografujeme jesté jednou a pouzijeme pii tom vyrazn¢ odlisny
chromatograficky systém. Dostaneme-li i v druhém piipadé jediny pik, oznacime latku za
chromatograficky cistou. Je velmi nepravdépodobné, ze dvé rozdilné latky se pohybuji stejnou
rychlosti pfi chromatografii ve dvou velmi odlisnych chromatografickych systémech. Pii detekci UV
1ze ke kontrole Cistoty pouzit analyzu absorpcnich spekter piku.

- Reten¢ni faktor Ry je pomérem rychlosti pohybu analytu ku rychlosti pohybu latky

stacionarni fazi viibec nezadrzované (napf. rozpoustédla). V chromatografii na tenké vrstveé je to pomér
vzdalenosti skvrny analytu a Cela rozpoustédla (kam az doteklo rozpoustédlo) od startu. V HPLC je to
pomér objemll V\f/VE. Mrtvy objem V) je objem kapalné fize uvnitf kolony, tj. objem, kterym by
byl vymyt z kolony do detektoru nezadrzovany analyt.

- Elucni objem VE je objem mobilni faze potfebny k vymyti analytu s nenulovou retenci z

kolony. Je to objem protekly kolonou od okamziku nastfiku vzorku az do objeveni se analytu v cele
detektoru. Pfi konstantni pritokové rychlosti je mrtvy (eluéni) objem pfimo umérny mrtvému
(eluénimu) Casu.

- Vyhodnoceni chromatogramu. Veli¢ina Rp anebo elu¢ni ¢as tg vypovida o kvalité analytu,

vyska piku anebo jeho plocha o mnozstvi analytu. Experimentalné, pomoci standardii zjistime zavislost
velikosti signalu na mnozstvi analytu.

A C

signal

B
A
D
| | >
0 M E 3
: > tu - cas

Chromatogram. A je pik latky nezadrzované stacionarni fazi, B pik jednoho analytu, C pik dvou jen
castecné rozdelenych analyti. 0 je okamZik nastriku, M cas ve kterém opousti kolonu slozka vzorku
nezadrzovand staciondrni fazi, E Cas eluce analytu. Usecka tyg zndzoriiuje mrtvy cas, tg elucni cas

(nékdy také tp). Nedeformované piky by mély tvar Gaussovych kiivek, v tomto obrdzku pouZitd
technika neumoznila vystihnout lépe skutecny tvar pikii.
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6.4 ELEKTROFOREZA

Chromatografické déleni spociva na
zdroj zareni rizné rychlosti putovani analytd
dvoufazovym systémem.
anoda (+)

katoda (-) Elektroforéza v principu nepotfebuje
aa ®

= s pro dosazeni separace chemickou
@ ) @@ a® oo @@ > afinitu - déli na zaklad® rizné
| rychlosti putovani analyti

pufr pufr jednofézngm systc?mem (roztokem)
fotodetektor v elektrickém poli. Je ale mozné

zkombinovat oba principy déleni a

provadét elektroforézu v  koloné
plnéné stacionarni fazi se sorpcnimi

zapisovac M vlastnostmi (kapilarni
_ elektrochromatografie, CEC).

Pri elektroforéze vkladame
'|I|I|I|| stejnosmérné napéti na elektrody z
inertniho materialu (Pt, C, ...) ponofené do roztoku. Kationty (s pozitivnim nébojem) jsou pfitahovany
k zaporné nabité katod¢ a anionty k anodé. Pritazliva sila je tim vétsi, ¢im vétsi je naboj iontu a ¢im
veétsi je spad napéti (gradient voltaze, V/cm) v roztoku. Vysledny rovnomérny (nezrychleny) elektro-
foreticky pohyb je dale ovlivnén odporem prostiedi, kterym se ionty protlacuji. Ion o velikém priméru
(v€etné solvataéniho obalu) je brzdén vice nez ion maly. Tato velikost iontl obvykle vzrusta s jejich
relativni molekulovou hmotou. Pohyb ionti pfi elektroforéze mize ovlivnit i tok kapaliny (viz
elektroosmoticky tok) kterym jsou unaseny jak nabité, tak i nenabité slozky roztoku. Elektroforeticka
separace je zalozena na rozdilech ve sméru a v rychlosti pohybu (pohyblivosti) ionti. Elektroforézu
provadime v prostfedi, které omezuje pohyb v jiném sméru nez ve sméru elektrické pritazlivosti (v
uzoucké kapilafe nebo mezi pfevazné jednim smérem orientovanymi vlakny papiru) anebo v prostiedi
omezujicim volnou pohyblivost (pfelévani) kapaliny, v gelu.

Pii prichodu elektrického proudu roztokem probihaji na elektrodach elektrodové reakce.
Produkty téchto reakci jsou obvykle nezadouci, proto oddélujeme vhodnou membranou prostory
elektrod od prostoru, kde probihd separace. Tato membrana musi byt prichodna pro ionty (aby mohl
protékat elektricky proud) a musi brzdit difuzi produktd elektrolyzy. Také lze ptidat do roztoku u
elektrody vhodné ¢inidlo, které reaguje s elektrodovym produktem a tak eliminuje jeho vliv na separaci
(napft. tvofi-li se na anodé chlor, redukujeme jej v prostoru anody pfidavkem hydrazinu).

Svorkové napéti U vloZené na elektrody je rovno souctu potencialli obou elektrod (Ey,¢ a

E,pn) a potencialu ustaveného na odporu roztoku, tento je roven iR, jak vyplyva z Ohmova zakona.
U=Egat tEgp tiR

Pii elektroforéze vkladame U tadové 102 az 104 V. Potencial elektrod je fadové v jednotkach
volti, podstatna cast vlozeného napéti vytvaii potencidlovy spad v roztoku. Pritokem proudu se roztok
zahtiva (ohmicky ohiev), je tedy nutné zajistit chlazeni termostatovanim systému.

Provadime-li elektroforézu ve sklenéné o
nebo kiemené kapilafe, na jeji sténé jsou nepohyblivé povrch kapilary

negativni naboje (silanolové skupiny Si-O7). Na tuto %8 \é% \é)) }5

sténu je elektrostaticky pfitazena vrstva kationtid

kapaliny. P likaci elektrickéh 1
z kapaliny oap1a01eetr1ceopoesetato+ @@ @GG)O ‘_

vrstva pohybuje ke katodé¢ a v dusledku viskozity

stthuje 1 dalsi molekuly okolni kapaliny a tak

posunuje roztok jako celek (molekuly i anionty) /@ f@ g% 9_3\@\
stejnym smérem, kterym putuji kationty — tomu
fikime ELEKTROOSMOTICKY TOK.

elektroosmoticky tok
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6.4.1 ZONOVA ELEKTROFOREZA

Zbénovou (téz zoénalni) elektroforézu provadime bud’ v plosném uspofadani, na papife
(nasaklém roztokem zékladniho elektrolytu) ¢i ve vrstvé gelu (ten se pfipravuje nalitim napf. na
sklenénou desku) anebo v kolonovém uspofadani, v kapilafe. Detekce pii plosném usporadani se
provadi po ukonceni separace postiikem vhodnymi ¢inidly. V tomto pfipadé davame prednost ¢inidlim
neselektivnim, reagujicim s velkym poctem analytl, protoze separaci zajistila elektroforéza a
postiikové ¢inidlo pouze informuje, zda na urcitém misté je ¢i neni i jina latka nez jenom slozky
zakladniho elektrolytu. Pii elektroforéze v kapilafe uzivame detektory podobné jako v chromatografii,
nejcastéji je to fotometricky detektor pracujici ve viditelné a ultrafialové oblasti. Detektor je v tomto
pfipadé umistén pfimo na kapilate.

Zakladni elektrolyt ma v celém systému stejnou koncentraci (napt. 0,02 M NaCl) a zarucuje
konstantni hodnotu proudu v celém délicim systému. Na start nanasime roztok vzorku ve formé uzkého
koncentracniho pulzu a sledujeme pohyb slozek analytu v roztoku zékladniho elektrolytu. Koncentrace
(objem) analytli by méla byt zna¢né mensi nez koncentrace (objem) zakladniho elektrolytu. Vliv

produktli elektrodovych reakci na separaci je obvykle nezadouci. Pro déleni iontii s M, fadové 102

postaci gradient voltaze fadu 10 V/ecm, pro déleni ionti makromolekul (peptidd, ...) je vhodné 102 az
103 V/em.

Pfistroj pro kapilarni zénovou elektroforézu podobné jako chromatograf pro HPLC, obsahuje
kolonu (separacni jednotku) a detektor (detekéni jednotku), pfip. zapisovac. Béhem prichodu kapilarou
se rozdéli ionty pohybujici se riznou rychlosti. Vzhledem ke kapildrnim rozmérim kolony (celkovy
objem 1-10 pl), je zafizeni pro davkovani vzorku v elektroforéze jiné nez v HPLC, nemtizeme pouzivat
davkovaci smycky, protoze davkovany objem musi byt fadové procenta celkového objemu (typicky
tedy 10 nl). To realizujeme ponofenim injektazniho konce do roztoku vzorku a naslednou aplikaci
pretlaku resp. podtlaku na jednom konci kapilary na pfesné definovanou dobu.

Na tomto pfistroji obvykle rozdélime a stanovime jen jeden druh iontt, kationty nebo anionty,
avSak je-li dostateéné veliky elektroosmoticky tok, detektor mlze zaznamenat i elektroneutralni
molekuly a dokonce také nékteré velmi malo pohyblivé ionty opacného naboje, ty které elektrické pole
tlaéi smérem pry¢ od detektoru. Zaregistrovany elektroforeogram ma podobny nejen tvar, ale i zptisob
vyhodnoceni jako chromatogram. Kvalitu analytu ur¢ime podle ¢asu, ve kterém byl pik zaregistrovan,
a jeho mnozstvi je umérné plose pod pikem anebo vysce piku.

Ovliviiovani rychlosti pohybu ¢astic je zakladem optimalizace jejich separace ze smési. Tato
rychlost pohybu zavisi na A/ velikosti naboje ¢astice — tu muizeme zménit Upravou acidity (vodikovy
kationt se odstépi anebo vaze), na B/ hydrodynamické velikosti ¢astice — tu miizeme ménit tvorbou
komplexu iontu s ligandem, ktery nepfinasi naboj (napf. pyridin), tim se zméni velikost solvatovaného
iontu. Tvorbou komplext s ligandy majicimi naboj (napf. Cd2t + 41 = CdI42') meénime velikost i
naboj. I uzavienim nenabité molekuly do micely ionogeniho tenzidu se tato molekula stane soucasti

elektricky nabitého seskupeni pohybujici se v elektrickém poli (=Micelarni elektrokineticka
chromatografie, MEKC).

6.4.2 IZOTACHOFOREZA

IZO znamena stejny, vyraz TACHO zname z tachometru, méfi¢e rychlosti a FOREZA
pripomina elektroforézu. Izotachoforéza je elektroforéza, pti niz se ionty pohybuji stejnou rychlosti. Pfi
zonalni elektroforéze je v celém systému roztok zakladniho elektrolytu o stejné koncentraci, o stejné
vodivosti. To urcuje, Ze v celém systému je konstantni gradient voltaZe a ten ud€luje vétsi rychlost
iontim analytu o vétsi pohyblivosti nez iontim o pohyblivosti mensi. Stejnd rychlost pohybu iontt s
riznou pohyblivosti v izotachoforéze znamend, ze kazdy z iontll se pohybuje v prostiedi s jinym
spadem napéti.

Pfistroj pro izotachforézu je prakticky stejny jako pro kapilarni zénovou elektroforézu.
Kolonu naplnime vedoucim elektrolytem (leading electrolyte, LE) a do prostoru druhé elektrody
umistime zakoncujici elektrolyt (terminating electrolyte, TE). Pomoci davkovaciho ventilu vneseme
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roztok vzorku mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Protékajici elektricky proud je veden v rdznych
mistech roztoky odlisného slozeni, tedy s odliSnou vodivosti. Nicméné v kazdém mist¢ kapilary, v
kazdém jejim prirezu, protéka stejné veliky proud. Zmény vodivosti roztoku v riznych castech
izotachoforetické¢ kolony o konstantnim priméru pfi pritoku vsSude stejné velikého proudu tedy
znamenaji, ze gradient voltaze (intenzita elektrického pole, také elektricky odpor a teplota) je v
ruznych ¢astech kolony riizny.

Izotachoforézou délime a stanovujeme ionty stejného naboje. Protiionty, tj. ionty opac¢ného
naboje jak ve vzorku, tak i v leadingu a terminalu nejsou analyticky vyznamné, pokud se né&jakym
zpusobem nevazi na ionty analytu. Ihned po zahajeni prichodu proudu jsou protionty vzorku unaseny
opacnym smérem, proti pohybu ionti-analytl; ionty analyti se posunuji do kolony a tam jejich
protiionty se stavaji ionty z leadingu, které casto funguji jako pufr.

Rozdil mezi zénovou elektroforézou a izotachoforézou
Zobnova elektroforéza Izotachoforéza

BGE TE

BGE TE

LE
2 |

BGE 1
> 0 E <

BGE

BGE

ngAyod Jawsg

BGE = background electrolyte, TE = terminating electrolyte, LE = leading electrolyte

Jako modelovy ptiklad pro vysvétleni déji ptfi izotachoforéze pouzijeme déleni a stanoveni kationt
Nat a K*. Nahlédnutim do tabulek zjistime, Ze vodivost ekvimolarnich roztokii se zmensuje v fadé
HCI>KCI>NaCI>LiCl. Prispévek vodivosti iontil Cl- je ve vSech pfipadech stejny a to znamend, ze

pohyblivost kationtd klesa v fadé HT>K™>Na™>Li*. Jako vedouci elektrolyt zvolime HCI, jehoz
kation musi mit maximalni pohyblivost. Terminalem bude roztok LiCl s kationtem o minimalni
pohyblivosti. Prutok konstantniho proudu vyvola v leadingu o maximalni vodivosti nejmensi gradient
voltaze a v terminalu, ktery ma minimalni vodivost, je gradient nejvétsi. Takovym zplisobem se ionty o
ruzné pohyblivosti uvedou do stejné rychlého pohybu. Pohyblivosti kationtil ze vzorku jsou mensi nez
kationtu v leadingu a vétsi nez kationtu v terminalu. Tedy gradient voltaZze v zoné vzorku je mensi nez
v terminalu a vétsi nez v leadingu. Zapojenim elektrického proudu se vytvofi zony s riznym spadem
napé&ti a v nich se pohybuji ionty analytu. V zoné& vzorku je smé&s rychlejsich K* a pomalejsich Na™.

v

Cela zona se pohybuje smérem ke katodé a uvnitt zony se hromadi pohyblivéjsi Kt v &ele zony a
pomalejsi Na™ na konci zony a postupné se vytvéreji dvé samostatné zony: vpiedu ve sméru pohybu
zéna KT a za ni zona Na™. Rychlejsim iontiim K™ sta¢i mensi gradient voltaze nez vyzaduji pomalejsi
Na™ pro dosaZeni stejné rychlosti pohybu.

Samozaostfovaci efekt. Dostane-li se kation K do zény, ktera putuje pred ,jeho* zonou, tj.

do zony HY, v této zoné vodikovych iontd je mensi spad napéti a ten neudéli méné pohyblivym K™
dostate¢nou rychlost, ty se zpomali a vrati zp&t do "své" zony. Podobné, jestli se n&ktery z ionti K
zpozdi a dostane se do zony Na™, tamni vétsi spad napéti jej urychli zp&t do zony K.
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A
G terminal
(A+B+C)
leading
A
7
Délka kolony
A
G terminal
(A + B + C)
leading
A
7
Délka kolony
A
G terminal
leading

\ 4

Délka kolony

Gradient voltaze G (nebo elektricky odpor) v priubéhu izotachoforetického délent iontii A, B a C. lonty
analytit se pohybuji ve sméru Sipky -->. Horni obrazek plati pro start, dolni pro staciondrni stav po
rozdeélent.

Izotachoforézou lze délit a stanovit ionty. MozZnosti ovlivnit pohyblivost iontd byly
diskutovany v kapitole o zonalni elektroforéze. I v izotachoforéze lze vyuzit elektroosmotického toku,
ale ten se obvykle potlacuje pfidavkem neionogenniho tenzidu (polyethylen glykol), ktery se adsorbuje
na stény teflonové kapilary.

Vyhodnoceni izotachoforegramu

V izotachoforéze mizeme pouzit fotometricky detektor UV-VIS, pokud analyt absorbuje,
bézny je ale univerzalni zpisob detekce méfenim gradientu voltdze (resp. vodivosti nebo odporu).
Zaznam gradientu voltaze (G) versus Cas ukazuje vodorovné tiseky charakterizujici jednotlivé zony.
Obdobnou informaci poskytne detektor teplotni, odporovy nebo vodivostni. Vyhodnoceni zdznamu je
pro ITP specifické, podstatné se 1isi od vyhodnoceni chromatogramu: vyska zony (relativni intezita
signalu 0,05-0,95 mezi leadingem =0 a terminatorem =1) urcuje kvalitu analytu, délka zony (v
sekundich nebo milimetrech zaznamu) pak kvantitu. Cim deli zona, &im déle prochazi detektorem,
tim vice analytu je ve vzorku. Tento fakt je disledkem toho, zZe koncentrace vSech zon se bez ohledu na
jejich pocatecni koncentraci upravi podle koncentrace vedouciho elektrolytu (toho se ¢asto vyuziva pro
zakoncentrovavani analyti).
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6.4.3. IZOELEKTRICKA FOKUZACE

Je to metoda vyuzivajici produkty elektrodovych reakci k dosazeni zmén kyselosti v

prostedi, ve kterém probihé elektroforeticky pohyb. Katodicky d&j generuje ionty OH™ a anodicky H™.

katoda: HyO +e =1/2 Hy + OH"

anoda: HyO= 120p+2H" +2e"

Pii prichodu proudu od katody pronika baze OH- a od anody kyselina H+ do roztoku
zakladniho elektrolytu-pufru. Roztok pro oblast pH 2 az 8 na obrazku by mohl obsahovat napf.
NayHPOy4 a kyselinu fenyloctovou. Po ur¢ité dob¢é pronikdni H+ zjedné a OH- z druhé strany se

doséhne rovnovazného vztahu a tak vznikd gradient kyselosti (pH gradient) mezi katodou a anodou.
Toto prostiedi urcuje chovani analytu: u aminokyselin a peptidid pfevlada v alkalickém prostredi

zaporny (skupiny -NHy a -COO") a v kyselém kladny naboj (—NH3+ a -COOH). Maji tedy anodickou
pohyblivost v alkalickém a katodickou v kyselém prostfedi a pohybuji se v elektrickém poli tak dlouho,
az doputuji do prostiedi svého izoelektrického bodu. Jejich pohyblivost pfi pH izoelektrického bodu je

nulova (obojaky ion se skupinami -COO™ a —NH3+). Jednotlivé slouCeniny se rozdé€li a zakoncentruji,

kazda v prostoru svého pHygo (pl).

Princip izoelektrické fokuzace

@_’ pl=4 pl=6

® - s @
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7. ELEKTROANALYTICKE METODY

vvvvvv

- potenciometrie. Pfi prakticky nulovém proudu naméiené svorkové napéti vhodné
sestaveného ¢lanku davéa informaci o slozeni roztoku.

- elektrolyza. Napéti privedené ze stejnosmerného zdroje na vhodné elektrody ponoiené do
zkoumaného roztoku vyvola na elektrodé€ reakce. V elektrogravimetrii zvazime produkt elektrodového
déje. Ve voltametrii a polarografii registrovanad zavislost proudu na napéti vloZzeném na elektrodu
podava informaci o slozeni analyzovaného roztoku.

- konduktometrie. Mé&fime elektrickou vodivost analyzovanych roztokli, pouze roztoky
obsahujici ionty jsou vodivé (ve vodi¢ich druhého druhu je prichod elektrického proudu podminén
pohybem iontil).

Vedle pfimé potenciometrie a konduktometrie (koncentraci analytu zjiStujeme z naméiené
hodnoty pomoci kalibraéni kfivky) se uplatituji téz potenciometrické a konduktometrické titrace, ve
kterych naméfené hodnoty potenciali nebo vodivosti slouzi k indikaci bodu ekvivalence pii titraci.

Zaradit elektroforézu mezi elektroanalytické postupy je sice mozné, ale malo obvyklé.

7.1 POTENCIOMETRIE

Potencial indikacni elektrody ponoiené do roztoku se méni v zavislosti na aktivit¢ iontd
analytu v roztoku. Tuto zavislost vystihuje Nernstova rovnice. Chceme-li potenciometricky zméfit
koncentraci analytu, je tfeba dodrzovat konstantni iontovou silu (konstantnost aktivitnich koeficienti) v
kalibra¢nich i méfenych roztocich. Protoze nedovedeme zméfit potencidl jedné elektrody, davame do
roztoku jest¢ druhou, referencni (vztaznou) elektrodu kterd méa neménny, konstantni potencidl a
mefime rozdil potencidli indikacni a referencéni elektrody. Jako potencial indikacni elektrody
oznacujeme svorkové napéti ¢lanku tvofeného onou indikaéni elektrodou a standardni vodikovou
elektrodou. Podle konvence je potencial standardni vodikové elektrody nulovy. Tedy nulovy potencial
je jeden z potenciald, ktery byl "hlasovanim" oznacen jako nulovy. Nulovy elektrodovy potencial (na
rozdil od nulové absolutni teploty, nulového proudu, nulové koncentrace) se neliS§i v ni¢em
podstatném od jinych, nenulovych elektrodovych potenciali.

Pro zméteni svorkového napéti elektrického ¢lanku pfipojime k elektrodam méfici piistroj;
tim je uzavfen elektricky obvod a systémem protéka proud (nepatrny, prakticky nulovy, ale protéka).
Velic¢ina kterou chceme zméfit — napéti — se rozlozi po odporu celého obvodu (Ohmuv zidkon)
tvotfeného elektrodami a roztokem a draty vedoucimi od elektrod k mérdku a métdkem. Métak musi
mit veliky odpor, chceme-li na néj dostat podstatnou ¢ast napéti z elektrod ¢lanku; odpor méraku musi
byt tak veliky, aby odpor zbytku obvodu byl proti nému zanedbateln¢ maly. Protoze nékteré elektrody
(napf. sklenéna) mohou mit odpor fadové 106 Q, uzivame potenciometry a pH metry s vnitinim

10

> .
odporem >10"'Y Q). 50
i#0

Vznik potencidlu na elektrodé: Stiibrny dratek je
ponofen do roztoku obsahujiciho AgNO3. Elektroda z kovového

voltmetr referen¢ni

elektroda

J

indikaéni
stiibra obsahuje ionty Ag™ sefazené do krystalové miizky a volné clekiroda
elektrony ("elektronovy plyn" volné se pohybujici v kovu, tyto %
elektrony umoziuji vedeni elektrického proudu ve vodicich

prvého druhu). Elektroda dava potencidlovou odezvu na aktivitu

"svych" iontll (v tomto piipadé Ag+) v roztoku. Tonty z faze
elektrody prechdzeji do faze roztoku a ionty z faze roztoku
prechazeji do faze elektrody. Tato dynamicka vymeéna iontlh mezi
fazemi probiha pouze tehdy, jestli ionty pfesedsi do druhé faze v
této fazi mohou existovat. V diskutovaném ptikladé¢ probiha

dynamicka vyména pouze ionti Ag™. Protiion stfibrnych iontii ve

Potenciometrie
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fazi roztoku, anion NO3~, nemiZe piejit do faze elektrody, nezafadi se do krystalové miizky kovového

stiibra. Elektrony, protiionty ve fazi elektrody, pfechazeji do faze roztoku pouze pokud je v ni vhodny
akceptor, redukovatelna latka. Rychlost pfechodu iontl z jedné (prvni) faze do druhé je piimo imérna

aktivité iontt v prvni fazi. Aktivita Ag™ v kovové elektrodé je konstantni, ve fazi roztoku miize

nabyvat rizné hodnoty. Rozdil v rychlostech prechodu iontu Ag™ z jedné a z druhé faze vede k
prebytku (nahromadéni) kationti na jedné strané fazového rozhrani a k nedostatku kladnych nabojt na
druhé strané fazového rozhrani. Vznikne elektricka dvojvrstva a jeji potencial prispéje ke srovnani
rychlosti pfechodii iontii z jedné i z druhé faze, ustavi se dynamicka rovnovaha. Tento potencial
méfime a dovedeme jej vypodéist s pomoci Nernstovy rovnice, ve které dosazujeme jako r naboj iontu,
n ma kladnou hodnotu u kationt a zapornou u anionti. Vkladame-li tuto elektrodu do roztokt vzorku
(roztokl o rizné koncentraci iontll analytu), oznacujeme ji jako elektrodu indikacni. Vkladame-li tutéz
elektrodu do roztoku o konstantni koncentraci iontd, jejichz aktivita urcuje potencial elektrody, je to
elektroda s konstantnim potencialem, referenéni (referentni) elektroda.

Ptikladem elektrody druhého druhu je elektroda kalomelova. Vlastni elektrodou, vodi¢em, ze
kterého odvadime potencial do métaku, je rtut’. Potencial kovové Hg se méni (elektroda dava odezvu) v

zavislosti na aktivité iontt Hg22+ v roztoku pfi povrchu elektrody (elektroda "nevi" jaké ma sloZeni

roztok ne¢kde daleko od jejiho povrchu), dava odezvu pouze na aktivitu iontl v roztoku v blizkosti
fazového rozhrani, oné ¢asti roztoku, ktera se ucastni dymanické rovnovahy vymeény iontd).

E= EHgO + RT(nF) lin [Hg,2 ]

Povrch rtuti v kalomelové elektrodé je v kontaktu s nepatrné rozpustnym kalomelem. Na
povrchu elektrody se vytvofi nasyceny roztok chloridu rtutného a v ném koncentrace urcuje soucin
rozpustnosti:

SHg2cl2 = [Hga 2 ICI)?

Dosazenim ze soucinu rozpustnosti do Nernstovy rovnice dostaneme vyraz charakterizujici

odezvu kalomelové elektrody na aktivitu chloridovych iontt:
E = Ego1" - RT F-lin[CI] (n=-1)
Kalomelovou elektrodu (HgyCly na povrchu Hg) miizeme pouzit pro méfeni aktivity ionti

Hg22+, Hg2+ (Hg2+ zreaguje na povrchu elektrody s Hg na Hg22+) a CI". Nejcastejsi pouziti

kalomelové elektrody je ve funkci referencni elektrody, v tom ptipad¢ je ponofena do roztoku o
konstantni koncentraci chloridu, je-li to nasyceny KCI mluvime o nasycené kalomelové elektrodé
(Saturated Calomel Electrode, SCE). Referen¢ni kalomelova elektroda neni pouhou elektrodou, je to
elektroda plus roztok, spravné bychom méli mluvit o polo¢lanku s kalomelovou elektrodou.

Chloridostfibrné elektroda druhého druhu je tvofena stiibrnym dratkem potazenym (obvykle

elektrolyticky) chloridem stiibrnym. Déava odezvu na ionty Ag™ a CI" a je ji mozno pouzit jako
elektrodu vztaznou za podminek podobnych jako u elektrody kalomelové.

Sklenéna elektroda bézné pouzivand k meéteni pH roztoku je piikladem elektrody
membranové. Po louZeni v roztoku zfedéné HCI je na povrchu specidlniho skla vrstvicka hydratované
kyseliny kiemicité. Dynamickd vyména vodikovych iontli mezi touto vrstvickou na povrchu skla a
roztokem vede k ustaveni potencidlu. Sklenénd elektroda ma tvar baiky, uvnitf je vnitini referencni
elektroda a roztok pufru. Na vnitini stén¢ bailky (membrany) se ustavi konstantni hodnota potencialu

(vyménou H™ mezi vrstvi¢kou na vnitinim povrchu sklenéné baiiky a roztokem pufru o konstantnim
pH uvniti banky). Potencial na vné&jsi stén¢ baiky se méni s aciditou roztokd vzorku, jejichz pH
meéfime. Na métdk pfivadime napéti z vnitini (uvnité baiiky) a vnéjsi referencni elektrody (také
ponoiené do méfeného roztoku) . Toto napéti je dano souctem 5 potencialti: El(vnitini referencni
elektrody) + E2(na vnitinim povrchu barniky) + E3(na vnéj§im povrchu bariky) + E4(kapalinového
rozhrani mezi méfenym roztokem a roztokem uvnitf vnéjsi SCE) + E5(vnéjsi SCE té, ktera je ponofena
do meéfeného roztoku). ES5(vnéjsiho povrchu) zilezi na pH meéfeného roztoku, vSechny ostatni

potencialy jsou konstantni, 1ze je zahrnout do konstanty EQ - viz dal§i odstavec o nedokonalé
konstantnosti E(kapalinového rozhrani). Pro potencial sklenéné elektrody tedy plati Nerstova rovnice:

7. Elektroanalytické metody, 11 stran 60



E=E0 + RT F-lin[H"] (n=+1)

Vzhledem k tomu, Ze struktura hydratované kyseliny kiemicité na rtiznych sklenénych
elektrodach neni tak dokonale stejnd a neproménna jako napf. krystalova miizka stiibra v ruznych
stiibrnych dratcich, nemaji vSechny sklenéné elektrody totoznou hodnotu veliciny EO. Proto pred
kazdym meéfenim (kazdou serii méfeni) pH nastavujeme (kalibrujeme pH metr) pomoci pufru o
znamém pH. Zména acidity roztoku o 0,1 jednotky pH vyvola zménu potencialu sklenéné elektrody o 6
mV (Cili smérnice fungujici sklenéni elektrody je 59 mV/1 pH).

Potencial kapalinového rozhrani se ustavuje v oblasti kontaktu dvou rdznych roztoku
elektrolytl, pokud jejich kationty a anionty nemaji stejnou pohyblivost. Napft. pfes rozhrani roztokd
0,IM HCIl a 0,IM NaCl difunduji ionty chloridd stejnou rychlosti z obou stran: maji stejnou

pohyblivost a na obou stranach jsou jejich koncentrace stejné. Ionty Na™ na jedné strané a ionty H' na
strané druhé maji sice stejné koncentrace, ale ionty H" maji vétsi pohyblivost nez ionty Na™, proto H™
pronikaji rychleji do zony NaCl nez sodné ionty do zony HCI. Na rozhrani se vytvoii nadbytek kationtd
na strané NaCl a nedostatek kationtll na strané¢ HCI, vytvoii se elektrickd dvojvrstva a jeji potencial
zpisobi vyrovnani rychlosti pfechodu iontli rozhranim. S hodnotami kapalinového potencidlu znaéné

vét§imi ne? 1 mV se setkdvdme v roztocich s koncentraci >10-3M téch iontd, na které disociuje
rozpoustédlo, ve vodé jsou to H a OH™ ionty a acidity pH<3 a pH>11.

Potencial kapalinového rozhrani na kontaktu urcitého roztoku se ziedénym roztokem KCI je
veEtsi nez na rozhrani stejného roztoku s koncentrovanym KCl. V kalomelovych elektrodach pouzivame
roztok KCl (pohyblivosti obou iontd maji nepatrné odliSnou absolutni hodnotu) a nikoli NaCl, ve
kterém je zna¢ny rozdil mezi pohyblivostmi kationtu a aniontu.

Membranova chloridostfibrnd elektroda. Mebrana z polovodice AgCl (monokrystal anebo
srazenina AgCl spojena pojivem, napf. polyvinylchloridem, zrnka AgCl se navzdjem dotykaji a tak
umoziuji prichod elektrického proudu) oddéluje vnéjsi roztok vzorku od roztoku uvnitf elektrody s

konstantni koncentraci Ag". Ustaveni potencialu je na stejném principu jako u sklenéné elektrody.
Membranova AgCl dava stejné jako chloridostiibrna elektroda druhého druhu (Ag+AgCl) odezvu na
ionty stfibrné a chloridové. Pfi méfeni membranovou elektrodou nerusi kyseliny a oxidovadla, jejichz
pusobenim se rozpousti kovové stiibro v elektrodé druhého druhu. U obou elektrod rusi latky které
vyredukuji kov z AgCl a komplexotvorna ¢inidla rozpoustéjici AgCl, obecné feceno rusi latky reagujici
s Ag™ nebo s CI-.

V kapalinové elektrodé€ na dusi¢nany mebrana, tvofend roztokem dusi¢nanu krystalové violeti

ionizovaného v polarnim rozpoustédle nitrobenzenu, oddéluje vodny roztok vzorku od vnitiniho
vodného roztoku s konstantni koncentraci dusi¢nanu. Rozdil potencidlii na

obou stranach membrany se odvadi na mérak pomoci 2 referencnich elektrod il
(vne€j§i a vnitini), tak jako je to pfi méfeni se vSemi membranovymi <
elektrodami. Nitrobenzenovy roztok mize byt fixovan v polymeru (napf. v Pl
polyvinylchloridu) analogicky jako zmékcovadlo anebo umistén ve vhodné %
uzpusobené nddobce. Tato elektroda je iontové selektivni elektroda (Ion Pz
Selective Electrode, ISE), diava odezvu nejen na ionty NO3™ ale i na jiné g
malo hydrofilni anionty jako SCN-, ClO4~, CgH5COO"... Tyto hydrofobni
anionty z vodného roztoku se vyménuji s dusi¢nanovymi ionty z organického
roztoku, vyména az do ustaveni rovnovdhy probihd pomalu a jejim o
dasledkem je potencialovy drift (Casova zména potencidlu elektrody). QH CI%
b 4C1:
Plynova elektroda na amoniak. Sklenéna elektroda je v kontaktu s e

roztokem chloridu amonného, ten je oddélen membranou od roztoku vzorku
zalkalizovaného pfidavkem NaOH, ktery zabrailuje protonizaci amoniaku.
Membrana (napf. z polyethylenu) je propustnd pouze pro plyny, v tomto Plynova elektroda
piipadé ¢pavek, nikoli pro ionty. Pfes membranu pronikajici NH3 vytvoii v na NHs

roztok

roztoku s NH4CI pufr, jehoz pH zméiime podle reakce: NHs + HoO - NH4" + OH™. Ma-li elektroda
reagovat brzy po ponofeni do vzorku, musi vrstva roztoku NH4Cl mezi polyethylenovou membranou a

sklenénou membranou byt velmi tenka. Na podobném principu funguji elektrody na plyny kyselého
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anebo zésaditého charakteru (SO5, CO», ...).

Priehled pouziti nékterych indika¢nich elektrod

Elektroda dava odezvu na pouZziti
Ag kov Agt argentometricka titrace
chloridostfibrna Agt, CI- argentometricka titrace
sklenéna HT méfeni pH i titrace
vodikova HT malo pouzivana
Pt nebo grafit redoxni potencial redoxni titrace
LaF3 membrana F-, (La3+) chelatometricka titrace

7.2 ELEKTROLYTICKE METODY

Elektrolyza

Elektrolyza je plsobeni elektrického proudu na roztok elektrolytu, pfi némz dochazi ke
zménam slozeni systému elektrodal-elektrolyt-elektroda2, protoze na elektrodach probihaji
elektrodové reakce. Do roztoku obvykle ptidavame zékladni elektrolyt, aby roztok byl dosti vodivy. Pfi
pouziti stejnosmérného proudu (ten pouzivame nejcastéji) se u elektrody hromadi produkty
elektrodového déje a méni se slozeni roztoku v okoli elektrody (kdybychom pouzili stfidavy proud,
produkty elektrodové oxidace z jednoho ¢asového tiseku se redukuji na téze elektrodé v nasledujicim
Casovém tuseku a slozeni roztoku by se vyrazné neménilo). Elektrodovych reakci se mohou zic¢astnit:
rozpoustédlo, latky v ném rozpusténé a material elektrody. Elektrolytické metody se pouzivaji
nejcastéji pro stanoveni na bazi redukce kationtl tézkych kovi (z nich se snadnéji stanovuji ty
uslechtilejsi), ale 1 pro redukce nebo oxidace anorganickych nebo organickych latek. Na katodé se
nejprve redukuje ta z pfitomnych redukovatelnych latek, které prislusi v daném prostiedi nejméné

negativni podminény redoxni potencial gV (pozor, nikoli standardni potencial EO).

Elektroda "se snazi", aby jeji potencidl byl rovnovaznym potencidlem odpovidajicim
aktivitim redukované a konjugované oxidované slozky redoxniho systému v roztoku u elektrody, tento
rovnovazny potencial zname z Nernstovy rovnice. Pokud potencial elektrody neni v rovnovéze se
slozenim roztoku, probihd elektrodovy dé&j a to tak dlouho, az je rovnovahy dosazeno. Ma-li tedy
probihat redukce na katod¢, musi byt potencial katody negativnéjsi nez rovnovazny potencial roztoku v
okoli elektrody. Cim vétsi je rozdil mezi potencialem elektrody a rovnovaznym potencidlem, tim vétsi
je protékajici proud, ktery "se snazi" rozdil potencialii (skute¢ného a rovnovazného) odstranit. Velikost
proudu je omezena poctem castic v okoli elektrody, které se mohou ztcastnit elektrodové reakce za
jednotkovy cas. Tyto €astice jsou do blizkosti elektrody transportovany difuzi, konvekci (michdnim) a

migraci iontd v elektrickém poli. Pokud katod¢ vnutime vétsi proud nez jaky staci zajistit transport
redukovatelné latky s nejméné negativnim g0/ , zvy$i se potencial katody a do elektrodového déje se
zapoji i latka, jiz pfislusi druhy nejméné negativni EY. Zvétsovanim negativniho potencialu vlozeného
na katodu anebo zvétSovanim vnuceného proudu protékajiciho katodou dosahneme postupné redukce
vsech pfitomnych redukce schopnych latek.
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Schéma elektrogravimetrie Elektrogravimetrie

Analyt kvantitativné vylou¢ime na platinové
elektrod¢ (konec elektrolyzy ovéfime negativni
kvalitativni reakci s kapkou roztoku), ptirtstek
(\/) hmotnosti elektrody pfedstavuje hmotnost

analytu. Nejcastéji se vylucuji kovy na katodé,
pomocna e. uslechtilé kovy (Ag, Cu, Hg, ...) z kyselych
m roztokti. Mén¢ uslechtilé kovy jako Zn, Ni, Co,
w Mn pro své vylouCeni potfebuji negativnéjsi

pracovni e.

potencial nez redukce H' v kyselém prostiedi,
ty vyluCujeme z alkalick¢ého komplexujiciho roztoku (NHj3, vinan, citran ...). Stiibrnou elektrodu

mizeme anodicky povléci halogenidem stiibra, vyzaduje to nastaveni dostatecné pozitivniho
potencidlu, aby se rozpoustelo stibro jako Ag™ nutné pro vznik AgX. Aviak potencial nesmi byt prilis
pozitivni, aby po skon¢eném vylu¢ovani AgX do roztoku pieslo jen zanedbatelné malé mnozstvi iontd
Ag™. Na anod¢ se mohou vyludovat také nékteré oxidy kovil ve vy$§im mocenstvi (MnO», PbO», ...).

Selektivni elektrolyzu provadime pfi konstantnim napéti, ale pracovat mizeme také neselektivné pii
konstantnim (vnuceném) proudu pfivadéném na elektrody, pak se redukuji postupné vSechny redukce
schopné latky v roztoku.

Polariza¢ni krivka

Vedle katody je v roztoku i druha elektroda anoda a na ni probihaji anodické oxidace. Kolik
elektronti peda katoda do roztoku, tolik jich od ¢astic z roztoku ve stejném Case pfevezme anoda. Na
anod¢ se nejprve oxiduje latka s nejméné
pozitivnim redoxnim potencidlem. Pokud to
vyzaduje vnuceny proud anebo je-li potencial
anody dostate¢né pozitivni, oxiduji se i latky,

proud

jejichz redoxni potencialy g0/ jsou vice kladné.
Redoxni potencial charakterizuje systém
oxidovadlo + redukovadlo, spravné bychom méli
fici, ze se redukuje latka, ktera je slozkou

redoxniho systému s nejméné negativnim EY.
Polariza¢ni ktivka je zavislost proudu na potencialu
elektrody za danych experimentalnich podminek.
Mezi tyto podminky patfi: material a tvar elektrody, )
sloZeni a michani roztoku. Nejznaméjs§im typem E1/21 E1/22

polariza¢ni ktivky je polarogram (viz obrazek). negativni po tencial -E

nulovy proud

Kvalitu analytu indikuje pualvinovy
potencidl Ej/y, tj. potencial, pii kterém dosahl proud pro ur¢itou elektrodovou reakci poloviny své

maximalni hodnoty (inflexni bod esovité kiivky). Pualvlnovy potencial je podminénd konstanta
(ovlivnéni tvorbou komplexd, disociaci kyselin ...), pro jednu a touz latku nabyva riznych hodnot v

3+

ruznych prostiedich. Napt. ptulvlnovy potencial pro redukeci Fe®™ je totozny s podminénym redoxnim

potencialem Eo/ pro systém Fe(Ill)/Fe(Il) ve stejném prostiedi: pfi tomto potencidlu polovina
pritomného Fe(Ill) se zredukovala na Fe(Il), je tedy rovnost koncentraci CFe(II) @ CFe(Il) V tésné
blizkosti polarizovatelné elektrody. Hodnoty pulvinovych potencidlit pro redukci nebo oxidaci
anorganickych i organickych elektroaktivnich latek (depolarizatorti) v rtznych prosttedich a na
ruznych polarizovatelnych elektrodach najdeme v elektrochemickych (polarografickych) tabulkach. Z
polariza¢ni kiivky lze napf. odecist podminky pro elektrolyzu (elektrogravimetrii): protoze selektivni
elektrolyza probiha pii konstantnim potencialu elektrody, volime jej z polariza¢ni k¥ivky tam, kde
proud ukazuje, ze probiha elektrodova reakce, a kde pii dal$im zvétSeni potencialu tento proud uz
nevzrasta (v zaatku vodorovného tseku polarizaéni kiivky).
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Kdybychom nasnimali polariza¢ni kiivky roztoku dvou kovovych kationti v pribéhu
elektrolytického vylucovani pii konstantnim (vnuceném) proudu, dostali bychom nasledujici obrazek:

proud

nulovy proud

AN

negativni potencial elektrody -E

Monitorovani prubéh elektrolyzy. Polarizacni krivky i(E) snimané v pri vnuceném proudu (napr.
redukce Cu?t a Cd2* z vodného prostredi kyseliny octové). Vina pri nejméné negativnim potencidlu
ukazuje redukci latky s nejmené negativnim EO/ (Cu2+), dalsi vina prislusi latce s vice negativnim
redox potencidlem (Cd2+) a vzestup proudu pri nejvice negativnim potencialu indikuje redukci slozky

zdkladniho elektrolytu anebo rozpoustédla (v tomto pripadé H). Cisla kiivek udavaji cas registrace
krivky, 1 je pocatek, 5 konec elektrolyzy. V intervalu mezi 1 a 2 se vylucuje pouze Cu, mezi 2 a 3

pokracuje vylucovani Cu a zacina se vylucovat i Cd, mezi 3 a 4 se redukuje Cd?t a zbytek cult v

case 5 je skoro vSechna Cu a velka cast Cd vyloucena, na elektrodé se redukuji ionty H'. Potencidl
elektrody pro urcity cas, ktery odecteme z téchto polarizacnich kiivek, je souradnici priseciku primky
vauceného proudu s polarizacni krivkou.

Chceme-li ziskat informace o d&ji na jedné elektrod€, tzn. informace nerusené d&ji na
elektrod¢ druhé, pouzijeme jako druhou elektrodu referen¢ni, napt. kalomelovou. Je-li SCE zapojena

jako anoda, probiha oxidace kovové ruti na ionty Hg22+ a tyto zreaguji s nadbytkem pfitomnych
chloridi na srazeninu kalomele. Pfi zapojeni SCE jako katoda se redukuji ionty Hg22+ (na kovovu
rtut’) a jejich ubytek je nahrazen rozpousténim srazeniny kalomele. Pii obou zpisobech zapojeni
aktivita Hg22+ v roztoku a tedy i potencial SCE zustavaji beze zmény. Konstantnost potencialu je tim

vvvvv

potencialu.
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Voltamperometrie (=voltametrie) a polarografie. Méfime zavislost proudu na potencialu
vloZeném na pracovni elektrodu (=registrujeme polarizacni kiivku). Polarizovatelna elektroda o malém
povrchu nabyva riznych hodnot potencialu tak, jak pfivadime napéti z externiho zdroje (postupné s
Casem vzrustajici potencial). Termin polarografie se pouziva je-li polarizovatelna elektroda rtutova s
obnovovanym povrchem (kapajici), o voltametrii mluvime pii pouziti elektrody jiné (Pt, C,
neodkapavajici Hg). Pomocnou, nepolarizovatelnou elektrodou byva velkoplosna elektroda referencni.
V elektrolyzovaném roztoku je zakladni elektrolyt v koncentraci aspon 100krat vétsi nez depolarizatory
(elektroaktivni analyty). Pii sledovani redukcnich déji odstraitujeme z roztoku kyslik. V polarografii a
voltametrii se zucastni elektrodové reakce obvykle méné nez 1% pritomného analytu, to je rozdil od
diive uvedenych metod. V elektrogravimetrii a coulometrii je tfeba, aby zreagoval veskery analyt.

A Polarizacni krivky dvou
elektroaktivnich latek registrované :za
michani (___) a bez michani (- - - -). Taz
polarizacni  kiivka bez michani za
nepritomnosti druhého analytu (.....).
Svisle  usecky  predstavuji  velikost
proudu (= vysSku viny), symbol ? ukazuje
na neurcitost od jaké hladiny mérit
vySku druhé viny (a dalsich vin) v
nemichaném prostredi.

proud

potencial elektrody

Jak bylo fec¢eno, mnozstvi (kvantitu) analytu urCuje velikost proudu oznacovana jako vyska
viny, bézné ji uvadime v milimetrech tak, jak jsme ji zméfili na zdznamu polarizacni kiivky (v
polarografii na polarogramu). Vyska viny je pfimo umérna koncentraci analytu. Voltametrické viny,
Casti polarizaéni kiivky, ve kterych se vzriistem potencialu se zvétSuje proud (tvar pfipomina spiSe
schod nezli vinu), pro jednotlivé elektrodové reakce byvaji oddéleny vodorovnymi tuseky (useky
limitniho proudu) na polariza¢ni kiivce pokud pracujeme v prostifedi michaneném anebo tuseky s
malym, nelinedrnim poklesem proudu v nemichanych roztocich. Velikost registrovaného proudu je
limitovana velikosti naboje, ktery za jednotku Casu si pfedaji polarizovatelna elektroda a Castice v
roztoku. Stejné veliky naboj za Cas je vymeéiovan i na velkoplosné nepolarizovatelné elektrodé, ale ta
je konstruovana tak, aby mohla zprostiedkovat i mnohem vétsi protékajici proud. Vyska viny je dana
poétem Castic depolarizatoru (=analytu), ktery doputuje k elektrodé za jednotku Casu a poctem
elektrond, které kazda ¢astice vyméni s elektrodou. V nemichaném roztoku se postupné spotiebovava
depolarizator z okoli elektrody a dalsi je ptivadén difuzi z postupné vzdalenéjsich a vzdalengjsich mist,
pfisun se zpomaluje a vyska viny se zmensuje s Casem (viz obrazek). V konstantné michaném roztoku
ma vyska viny konstantni hodnotu, pti nedokonale konstantnim michéani vyska viny kolisa. Konstantni
michani dosahneme na pomérné slozitém zafizeni s rotujici pevnou elektrodou. Pii posuzovani v
delsich ¢asovych tsecich (nikoli okamzitého proudu) konstantni michani zaru¢i i kapajici rut’ v jinak
nemichaném roztoku.

Ve voltametrii méfime proud, ktery je souctem proudu faradayického (je zprostfedkovan
elektrodovymi dé&ji, vypovida o slozeni roztoku) a nabijeciho (=kapacitniho, elektroda pfedstavuje
kondenzator, ktery je tfeba nabit na potencidl elektrody, tento proud informuje o stavu elektrody).

Kapacitni proud je pfi koncentracich depolaritatoru >10"4 mol/l obvykle dostate¢né maly oproti
faradayickému. Pro stanoveni mens$i koncentrace depolarizatord kapacitni proud rusi, pro koncentrace

az do10-8 mol/l pouzijeme stripovaci voltametrii (¢ast analytu zachytime, nahromadime na elektrodé
sorpci anebo elektrolyzou a potom ji stanovime voltametricky) anebo diferencni pulzni voltametrii (na
elektrodu vkladame Casovée kratké napétové pulzy a métime proud pouze v urcitych ¢asovych usecich,
ve kterych je kapacitni slozka proudu minimalni).
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Zavislost potencialu pro vylu¢ovani vodiku na acidité roztoku.

UvaZzujme rovnovazny potencial elektrody, ktery vyzaduje, aby pomér aktivit oxidované a redukované
formy (H" a Hp) byl 1:1. V kyselém roztoku, napt. pH=1, to vyzaduje vyredukovat znacné mnozstvi
plynného vodiku; ten ve formé bublinek t€ka z roztoku od elektrody a tak pro dosazeni rovnovahy je
tieba vyvijet dalsi a dalsi vodik. V alkalickém prostiedi (napt. pH=9, v amoniakalnim pufru) je aktivita
H" velmi mal4 a kdyz redukeci se vytvori rovnovazna aktivita Hy pro stejny potencial elektrody jako v
predchozim ptipadé, staci k tomu nepatrny, sotva pozorovatelny proud. Vyvoj vodiku pti pH=9 bude
znatelny az pifi mnohem negativnéjSim potencialu, az pfi takovém, které odpovida rovnovaze pfi
poméru [H]2/[H,]<<1.

E=£°+ 2"y [H+]2
2F 4]

V roztoku o pH=l jsou kationty vodiku vazany do malo stabilniho (malo pevného)
aquakomplexu, v amoniakalnim tlumici o pH=9 jsou mnohem pevnéji vdzany bud v iontech NH4Jr a

také v molekulach vody. Pfi elektroredukci je tfeba dodat energii na vlastni redukci a také na rozruSeni
vazby mezi redukovanou ¢astici a ligandy. Obecné plati: ¢im pevnéji je néjaka latka vazana (napf. ion
kovu do komplexu, ion vodiku ve slabé kyselin€) tim negativnéjsi je potencial potiebny pro jeji redukei
anebo tim pozitivnéjsi je potencial pro jeji oxidaci (porovnej s kapitolou o redoxnich reakcich). Proto
elektrolyzou v kyselém roztoku se vylucuje vodik pfi mnohem méné negativhim potencidlu nez

elektrolyzou z prostiedi alkalického.

Redukce H™ na Hy vyZaduje dodani energie. Energie je dana soucinem napéti (U), konstantniho
proudu (i) a ¢asu (t), soucin ¢asu a konstantniho proudu je naboj (Q) (méni-li se velikost proudu v Case,
pak integralu [ i.dt) .

Energie = U.i.t = U.Q A

Energie dodana pii elektrolyze je soucinem

potencialu elektrody (E) a proslého naboje (Q). Z

Faradayovych zakond vyplyva, Ze potiebujeme stejné 1

veliky naboj pro redukci stejnych mnozstvi snadno .

(staci dodat malou energii) redukovatelnych kationtt Q= E‘; l(t) dt
t

vvvvv

i

Rozdil v potiebné energii se projevi v rozdilu >
potencidld potfebnych pro tyto redukce. Stiibro t0 tl
vyredukujeme pifi mnohem méné negativnim

potencialu nez sodik.

Piima coulometrie. Peclivym prozkoumanim prubchu elektrodové reakce zjistime takové
podminky, za kterych probihd na elektrodé jedna jedina reakce, oxidace nebo redukce analytu.
Elektrodova reakce probehne kvatitativné pfi potenciostatem fizeném konstantnim potencialu pracovni
elektrody, coulometrem zmétime prosly naboj (Q = integral proudu dle ¢asu) a mnozstvi analytu
vypocteme pomoci Faradayovych zakont;

n=Q/zF
n je latkové mnozstvi analytu, F je mol elektront (pfiblizné 105 Coulombii, presn¢ 96485,3 C)
a z je pocet moli elektronti pfijatych od elektrody anebo piedanych elektrod€ jednim molem analytu.

Konec stanoveni indikuje pokles proudu na nulovou hodnotu. Pro ionty propustnym (omezen¢
propustnym) pfehrazenim je tfeba oddélit prostor pracovni elektrody (na ni probiha reakce analytu) od
prostoru druhé, pomocné elektrody (tamni produkty by mohly také reagovat na pracovni elektrod¢). Pii
redukcich na pracovni elektrodé je tieba odstranit z roztoku kyslik, jinak by se redukoval zaroven s
analytem.
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Jodometrické stanoveni kyseliny arsenité je ptikladem coulometrické titrace. Do roztoku
kyseliny arsenité (analytu) pfiddme nadbytek jodidu (napt. KI) a oxidujeme na anod¢ pii konstantnim
proudu. Na elektrodé se oxiduji As(IIl) na As(V) a jodid na jod. Roztok je michan, elektrogenerované
titracni ¢inidlo jod je transportovano dale od elektrody a tam reaguje s As(III).

H3AsO3 + 1y + HyO = H3AsO4 + 2 HI

Po zoxidovani veskerého As(III) prvni nadbytek jodu v roztoku indikuje konec titrace
(indikujeme vizualn€ se Skrobovym mazem, potenciometricky, ...). Velikost proslého naboje
dostaneme vynasobenim hodnoty konstantniho proudu casem. Stejné jako v pifimé coulometrii
oddé€lujeme od sebe prostory obou elektrod. Kyslik odstraniujeme pouze tehdy, je-li pracovni elektroda
elektrodou redukujici.

Pozndamka: v terminech fotometricka titrace, potenciometrickd titrace, konduktometrickd
titrace, ... pridavné jméno vypovida o zpiisobu urceni ekvivalence. Pri téchto titracich davkujeme
odmeérny roztok obvyklym zpiisobem z byrety. Pouze v terminu coulometricka titrace pridavné jméno
upozornuje, ze misto byretou odmeérujeme coulometrem, takze toto pridavné jméno nedavad Zadnou
informaci o tom, jak pozname dosazeni ekvivalence.

Amperometricka titrace. Roztok méd'naté soli bychom mohli titrovat ¢inidlem EDTA tak, ze
po kazdém ptidavku c¢inidla bychom zaregistrovali voltametrickou polariza¢ni kiivku a zméfili vysku

viny redukce iont Cu2*. Zavislost této vysky viny (h) na pfidaném objemu titra¢niho ¢inidla (v) ma
linearni sestupny pribeh, pro ekvivalenci plati h=0 a h=0 plati téZ pfi pretitrovani (=za ekvivalenci).
Pro urceni ekvivalence neni tfeba registrovat celou polarizaéni kfivku, sta¢i méfit proud pfi
konstantnim potencialu polarizovatelné elektrody (za podminek obvyklych ve voltametrii). Z linearni
zavislosti h=f(v) urc¢ime bod ekvivalence. Potencial, pii kterém métfime proud pro amperometrické
titrace volime na konci voltametrické viny, tam, kde dalsi zvySovani potencialu elektrody uz nevyvola
rust proudu (tam, kde vlna prechazi ve vodorovny linearni tsek
limitniho proudu). Ze pfi titraci roztok michame, snad ani neni nutné
zdaraziovat. Amperometricka titra¢ni kfivka h=f(v) od pocatku do
ekvivalence ma linearni pribéh, proto sta¢i zméfit 2 body (pro
kontrolu se doporuCuje zméfit jeSté i tieti bod) a z nich urcit

V¥¥Eka viny {(mm)

ekvivalenci. Vyhodou amperometrické indikace pfi titracich je . .
linearita titracni kiivky a skuteCnost, Ze muizeme pouzit velmi

ziedéné roztoky (10'3, n¢kdy az 10'4m01/1) odmérného ¢inidla i Ve

analytu.

7.3 KONDUKTOMETRIE

Meéfeni vodivosti roztokd je selektivni v tom smyslu, Ze detekuje ionty za ptitomnosti velkého
nadbytku elektroneutralnich molekul. Vodivost (1/R, pfevracena hodnota odporu, jednotka Siemens je

rovna Ohm'l) piedstavuje soucet vodivostnich ptispeévkl vsech iontl pfitomnych v roztoku. Vodivost
je veli¢ina neselektivni, protoze (na rozdil od potenciometrie) nerozliSuje mezi jednotlivymi druhy
iont. Pro méfeni vodivosti vklddame do roztoku 2 elektrody z inertniho materidlu (Pt, mohl by to byt i
grafit) a na né privadime stfidavy proud (optimalni frekvence je 103 az 104 s‘l). Chceme-li porovnavat
namétené hodnoty vodivosti riznych roztokd, pracujeme pfi konstantni teploté a pouzivame elektrody
se stejnym povrchem (pozor na povleceni elektrody sraZeninou pfi srazecich reakcich), o stejné
velikosti, konstantni vzdalenosti jak mezi elektrodami tak od okraji roztoku (co mozna nejdale od
hladiny, stén a dna nadobky, mluvime o konstantni geometrii polohy elektrod v roztoku). Vodivost
méfime ve specialnich vodivostnich nadobkach, ve kterych jsou pevné zabudovany elektrody.
Namétenou vodivost urcitého roztoku mizeme vynasobit konstantou nadobky a dostaneme mérnou
vodivost toho roztoku. Konstantu nadobky stanovime tak, Ze v ni zmétime roztok o znamé (v tabulkach
uvedené) vodivosti. Michani nema vliv na velikost vodivostniho signalu.
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Piima konduktometrie. Urceni koncentrace pomoci kalibracni kiivky 1/R=f(c) ma velmi
omezené pouziti, lze ji pouzit pouze pro roztoky obsahujici jedinou sl (viz neselektivnost
konduktometrie). V praxi se uplatni pouze pfi kontrole odsoleni vodnych roztokti (napf. v
cukrovarnické vyrob€ nebo odsolvani moiské vody, kontrola kvality destilované vody).

Konduktometrickd titrace ur¢uje bod ekvivalence podle polohy priseciku 2 linearnich
(vétSinou linearnich) tseku titraéni kiivky 1/R=f(v). Velikost vodivosti roztoku urcuji: koncentrace
iontl, jejich naboj a jejich pohyblivost (=mobilita: ¢im je vétsi, tim je vétsi i vodivost roztoku ). Pfi
titraci roztoku AgNO3 roztoky HCI, KCI, NaCl nebo LiCl maji vSechny pfitomné ionty jednotkovy

naboj, anionty maji prakticky stejnou mobilitu a pro pohyblivost kationti (M) plati
H™>>Ag™=K*t>Na™>Li".

AgNO3 + MCl = AgCl { + MNO3
Agt +NO3™ + Mt +ClI-= AgCl | + M + NO3~

V roztoku na po&atku piitomné ionty Agt postupné nahrazujeme stejnym poétem iontd M
piti titraci pfed ekvivalenénim bodem. Celkova koncentrace vSech iontli v roztoku zlstava beze zmény
(to plati pouze ptiblizné, ve skuteCnosti dochdzi ke zifedéni titrovaného roztoku piidavkem roztoku
titracniho Cinidla). Vysrazeny AgCl (pevna faze) nema vliv na vodivost roztoku. Zmény vodivosti pred

dosazenim ekvivalence jsou zptsobeny rozdilem mobilit iontd Agt a MT. Anomdln& vysoka
pohyblivost vodikovych iontl zpisobuje, Ze pii titraci s HCI vodivost hned od pocatku se tak prudce
zvétiuje, Ze se nam t&rko podafi postiehnout bod ekvivalence. Mobility Ag™ a K™ jsou nepatrng
odligné a proto vodivost pied dosazenim ekvivalence ziistava beze zmény. Ionty Na™ maji mensi a Li™
jestd mensi pohyblivost nez Ag™, pred ekvivalenci titraéni kivka s NaCl klesa pozvoln&ji nez ta s LiCl.
Pridavek c¢inidla za bodem ekvivalence zvétSuje mnozstvi iontl v roztoku a to vede ke zvySeni
vodivosti. Pro vodivost roztokti téchto titranich ¢inidel plati HCI>>KCI>NaCI>LiCl a proto za
ekvivalenci smérnice titracni kfivky s HCl ma nejvétsi hodnotu a ta s LiCl hodnotu nejmensi - viz
obrazek. Tyto titracni kiivky s pouzitim rtznych titracnich ¢inidel maji odlisny priabéh pii pouziti
neselektivni konduktometrické indikace (odezva na sumu vSech pfitomnych iontd). Kiivky stejnych
titraci se selektivni potenciometrickou indikaci (odezva pouze na Ag™ a CI") jsou identické bez ohledu
na kation v pouzitém odmérném roztoku.

1/R
=

Titracni krivky 1/R=f{(v)
Na pri titraci roztoku AgNO3
Li roztoky HCI (symbol H),
KClI (K), NaCl (Na) a LiCl
(Li) o stejné koncentraci.
Bod ekvivalence je
oznacen e.

v

0 e v (ml)

Konduktometricka titrace
roztoku HCI odmérnym
roztokem NaOH,
ekvivalencni bod je oznacen
e. Primky se symboly CI-,
Na+ Na+ charakterizuji velikost
prispevkii jednotlivych iontii
o k celkove vodivosti roztoku.

1/R

»
0 e v NaOH (ml)
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Na dal§im obrazku je konduktometrickd k¥ivka titrace silné kyseliny roztokem silné baze.
Vodivost pied ekvivalenci vyrazné klesa, velmi pohyblivy ion H* je nahrazovan mén¢ pohyblivym
Na*. Za ekvivalenci se vodivost vyrazné zvétiuje; to proto, Ze se jednak zvétsuje celkové mnozstvi
iontl pritomnych v roztoku a také proto, Ze se ptidava roztok obsahujici velmi pohyblivé ionty OH™.

Obrazek ukazuje ptispeévek vodivosti jednotlivych iontd béhem titrace. Ionty Cl~ se vlibec neticastni
reakce, jejich vodivostni piispévek se neméni (za predpokladu, Zze nedochazi ke vyraznému zvétSeni

objemu roztoku béhem titrace). Linearné s ptidavkem titraéniho ¢inidla ptibyva koncentrace iontii Na™,
jejich vodivostni pfispévek je na pocatku nulovy (nejsou tam) a potom linearné€ vzrista. Ionty OH™ pied
ekvivalenci vazi H" na vodu, zmensuje se koncentrace H" a také jejich vodivostni piispévek. Za

ekvivalenci ionty OH™ uz nemaji s ¢im reagovat a vodivostni pfispévek piidavaného hydroxidu linearné
vzrista.

Korekce na objemové zmény v prubéhu titrace. Pfidavkem odmérného roztoku dochazi ke

zvétSovani objemu titrovaného roztoku, pokud je toto zvétSeni malé (feknéme do 10%) muzeme je
zanedbat (zahrmout do akceptovatelné chyby stanoveni). Pfi vétSim objemovém narustu

konduktometrické titracni kiivky pfestanou mit linearni prubéh ptfed a za ekvivalenci. Linearizaci

téchto kiivek dosihneme korekci na pocateCni objem (V). Je-li koncentrace ¢ pfi objemu Vt+v,

odpovida ji korigovana koncentrace cy, pfi objemu V(). Mame linedrni zavislost naméfen¢ vodivosti

(1/R) na koncentraci a proto plati stejny vztah pro korekci z namétené vodivosti (1/R) na vodivost
korigovanou (1/Ry;), byla korigovana na ptivodni objem (V).

¢ (Votv) =ckorVo Ckor = ¢ (Votv)/ Vg

(Vo+v) / R=V(/ Ror 1/Ryor = (Vorv) / VoR

Vodivostni titraéni kiivka 1 / Ry, = £ (v), ale také zavislost (Vt+v) / R = f (v) se sestava z

linearnich usekd, i kdyz objem pfidaného odmérného roztoku (v) neni zanedbateln¢ maly oproti
objemu roztoku titrovaného (V) na pocatku titrace.

Pokud je splnéna linedrni zavislost méfeného signalu na koncentraci anebo na prevracené
hodnoté koncentrace, korekce tohoto typu davaji linearni tGseky na titracnich kfivkach. Takto lze
linearizovat i1 kifivky fotometrickych a amperometrickych titraci. Tato metoda neni vhodna pro
potenciometrické titracni kiivky vzhledem k logaritmické zavislosti signalu a koncentrace.

Takzvana vysokofrekvenéni konduktometrie pracuje s frekvencemi cca 107 s°1. Velikost
signalu je urcena jednak vodivosti roztoku diskutovanou v ptedchozich odstavcich ("nizkofrekvencni”

vodivost pii 103 s‘l), vlastnostmi rozpoustédla a také parametry pouzitého pfistroje (zejména
frekvenci). Oproti nizkofrekvenéni konduktometrii mé vysokofrekvenéni technika fadu nevyhod, napf.
nelinearni titracni kiivky a linearni kalibracni zavislost jen v uzkém rozsahu koncentraci. Prakticky
jedinou vyhodou vysokofrekvencni metody je skutecnost, ze pfi meéfeni elektrody se ptikladaji vné
nadobky: nedojde tedy ke kontaktu elektrod s méfenym roztokem (je vyloucena kontaminace elektrody
srazeninou) a mizeme méfit i v uzaviené ampulce (napf. injek¢ni roztoky).
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8. SPEKTRALNI METODY

Metody spektralni analyzy jsou zalozeny na interakci hmoty a energie elektromagnetického
zéfeni. Viditelné svétlo, stejné jako tfada dalSich lidskym okem nevnimanych zafeni, patii mezi
elektromagnetickd zéafeni. Charakter vInéni svétla dokazuje jev interference (skladani vin).
Charakteristikou ur€itého zafreni je jeho vinova délka nebo vlnocet (pocet vin ptipadajici na jeden metr,
ale v praxi nejcastéji se pouzivaji jednotky Kayser = em! udavajici pocet vin na 1 cm). Pii pfepoctu
vinové délky na vinocet vychazime ze vztahu: rychlost svétla (cca 300 000 km/s ve vakuu) je rovna
frekvenci (kmitoctu, rozmér s'l) nasobené vinovou délkou. Pfi prechodu zafeni do jiného prostiedi se
muze snizit jeho rychlost pohybu, nikoli vSak jeho frekvence.

Elektromagnetické zafeni zaroven piedstavuje proud energetickych kvant. Cim kratsi je
vinova délka (¢im vétsi je vinocet), tim vétsi je energie kvanta. Energetické stavy atomd, iontd a
molekul jsou kvantovany. To znamena, Ze tyto Castice mohou pfijmout jen urcita (nikoli libovolnd)
kvanta energie a dostat se tak do energeticky bohatSich (vysSich) stavii. Podobn¢ pii pfechodu castice
do energeticky nizsiho stavu mize dojit k uvolnéni pouze celistvého kvanta energie.

Pii absorpci kvanta energie (zafivé, elektrické, tepelné, chemické ...) piejde Castice (atom, ion,
molekula) do energeticky bohatsiho (excitovaného) stavu. Pii pruchodu zafeni absorbujicim prostfedim
pozorujeme zeslabeni piivodniho zéafeni. Absorpcni spektrum je zéavislost tohoto zeslabeni na vinové
délce (nebo vInoétu) pouzitého zafeni. Céstice absorbuje jen takova kvanta energie (zafeni takové
vlnové délky), ktera potiebuje na prechod do excitovaného stavu. Céstice ziistava v excitovaném stavu
jen velmi kratce a vraci se zpét do piivodniho (zakladniho) stavu. Pfitom se opét uvolni kvantum
energie ziskané predchozi absorpci, plati zdkon o zachovani energie. Takto uvolnénd energie je
nejcastéji energie tepelna (srazky molekul). Miize byt ale i zafiva (mluvime o emisnich spektrech).
Jedna-li se o jednoduchy prechod mezi dvéma energetickymi hladinami, potom energie a také vinova
délka absorbovaného i emitovaného zafeni jsou stejné. V piipad¢ fluorescence je absorbované kvantum
emitovano ve formé nékolika (mensich) energetickych kvant. Pfechod z excitovaného stavu do stavu
zakladniho pfi fluorescenci probiha postupné pies jeden nebo nekolik stavii s postupné mensim a
men$im energetickym obsahem. Proto fluorescenc¢ni, pfi fluorescenci emitované (sekundérni) zareni
ma vétsi vinovou délku (a tedy mensi energii) nez zafeni absorbované (=excitujici, primarni).

Energeticky velmi bohaté rentgenovo zareni (vinova délka 102 az 10 nm) vyrazi elektrony z
vnittnich (nikoli vazebnych) orbitalii v atomu. Ultrafialové (UV, 200-400 nm) a viditelné zafeni (VIS,
400-750 nm) ma energii dostacujici pravé pro excitaci elektronti ve vnéjsich (vazebnych) orbitalech
atomi anebo pro excitaci vazebnych elektronti v molekulach. Energie infracerveného zafeni (IR, Infra

Red) s jesté vétsi vinovou délkou (vlnocty 200 az 3 700 cm'l) odpovida zménam v energii vibracnich a
rotacnich stavli molekul. Radiové viny pouzivané v NMR maji vinoc¢ty okolo 0,001 em, vinové délky
okolo 10 m (je$té mensi energie).

8.1 ABSORPCE ZARENI{ UV-VIS

Princip FOTOMETRIE: Svétlo vychazejici ze zdroje po nasmérovani systémem zrcadel,
cocek a $térbin prochazi méfenym absorbujicim prostfedim a dopadéa na detektor. Obvykle pfed anebo
za mé&fenym vzorkem je zafazen monochromator. Cim vice je absorbujici (barevné) latky v méfeném
vzorku, tim vétsi je zeslabeni pivodniho zafeni.

ZDROJ: pro viditelnou oblast pouzivame nejcastéji wolframovou nizkonapétovou zarovku
(automobilovou zarovku), pro UV deuteriovou vybojku. Oba tyto zdroje vydavaji bilé svétlo, tj. zafeni
o prakticky vSech vinovych délkach v oblasti VIS anebo UV. Rtutova vybojka (obecné vybojka s
n¢jakym kovem) je ptikladem zdroje s carovym spektrem, v jejim zafeni najdeme svétlo s nckolika
malo rozlisnymi vlnovymi délkami. Laser je zdroj monochromatického zafeni, jeho svétlo ma jedinou
vinovou délku (existuji i laditelné lasery u kterych lze ménit vinovou délku vysilaného zéfeni). Zateni
laseru ma navic velkou energii, takze je idealnim zdrojem pro fotometrii.

MONOCHROMATOR by mél vybirat z bilého svétla zafeni o jediné vinové délce, prakticky
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vymezuje svétlo v omezeném (Gzkém) rozsahu vinovych délek. Rovnobézné paprsky bilého svétla
prochazeji tlou Stérbinou a dopadaji na hranol nebo mfizku, tam nastane rozdéleni, vystupujici zareni
ruznych barev jsou odlisné smérovana. Na stinitku zachytime barevnou "duhu" a vhodné umisténym
otvorem ve stinitku propustime jen zafeni v oboru pozadovanych vilnovych délek. Tato "duha" je
vlastn€ zobrazeni vstupni $térbiny, tvoii ji k sob&é nakupené velké mnoZstvi obrazt $térbin v ruznych
barvach. Stérbina ma tvar &ary (pfiblizng use¢ky), mluvime o spektralnich Garach. Kvalitni
monochromatory (rozsah fadové +1 nm) pracuji na principu hranolu, mfizky anebo interferometru.
Barevné filtry jsou méné kvalitni monochromatory, propoustéji znacné Siroky obor vinovych délek (cca
+50 nm), ale jsou velmi levné. Kombinaci interferen¢niho filtru s barevnym vymezime rozsah
vinovych délek asi +20 nm. Nejkvalitn€j$i monochromatické zareni dava vybojka s néjakym kovem
(napf. Hg, Na, ...) kombinovana s monochromatorem (mfizkou, filtrem, ...), ktery odfiltruje nezadouci
spektralni ¢ary (nezadouci vinové délky).

DETEKTOR. Roztok se nam jevi barevny, kdyz absorbuje cast vlnovych délek bilého
viditelného svétla (v rozmezi cca 400-750 nm). Prvni spektroskopické detektory méfily absorpci bilého
svétla (KOLORIMETRY), detektorem bylo lidské oko (subjektivni detekce). Soucasné fotometry maji
monochromator (SPEKTROFOTOMETRY maji kvalitni monochromator) a pouziva se pievazné
detekce objektivni. Energie dopadajiciho svétla vyvola efekt elektricky (napt. fotoclanck, fotonasobic,
fotoodpor, fotodioda, ...), termicky anebo chemicky (fotodeska). Podobné jako lidské oko i objektivni
detektory jsou rizné citlivé na svétla riznych vinovych délek. Vystup z detektoru (analogovy nebo
digitalni) nazyvame signal a tento signal je v uritém vztahu k hledané veli¢iné (koncentraci, mnoZzstvi
analytu).

Roztok méreného vzorku umistujeme do KYVETY, je to nadobka s rovnob&éznymi sténami
jejichz vzdalenost od sebe je znama. Kyvety jsou z materialu, ktery v pouzivané spektralni oblasti
neabsorbuje zafeni, pro viditelnou oblast jsou ze skla obycejného, organického (plexisklo) anebo
kifemenného, pro UV vyhovuje pouze sklo kfemenné.

FOTOMETRICKE MERENI ve viditelné oblasti. Svétlo ze zdroje pred dopadem na detektor
je zeslabovano absorbci v roztoku vzorku ale také odrazem pfi pfechodu z jednoho optického prostredi
do jiného (vzduch-sklo, sklo-voda, ...). Mé&fime proto pii konstantnim uspotfadani, kde je také
konstantni odraz a svétlo pro§lé srovnavacim roztokem (blankem) povazujeme za nezeslabené (I).
Roztok blanku a vzorku maji stejné slozeni a koncentrace (Cinidla, pufru, ...) az na to, zZe v roztoku
vzorku je navic analyt, ktery tvofi barevnou absorbujici slozku. Roztok blanku mize byt barevny,
pokud pouzivame barevné ¢inidlo anebo jsou-li zbarvené slozky matrice. Intenzitu zateni zeslabeného
absorbci oznaCime 1. Propustnost (transmitance) je pomér I/l a veli¢ina (1 - I/Ig) je absorptance.

Absorbance je definovana vztahem A = - log I/I. Vztah mezi absorbaci méfen¢ho roztoku a

koncentraci barevné latky vystihuje Lambert-Beerv zdkon
Ay =g cl

kde 1 je délka absorbujici vrstvy (tloustka kyvety), ¢ je koncentrace barevné latky v roztoku a
gy, je molarni absorp¢ni koeficient (¢iselné je to absorbance jednomolarniho roztoku absorbujici latky v

jednocentimetrové kyveté). € ma rozmér mol-l.dm3.cm1, je to konstanta pro urcitou latku p¥i urcité
vinové délce A.

V klasickém Pulfrichové DVOUPAPRSKOVEM FOTOMETRU zéieni ze zdroje se rozdéluje
optickym systémem (zrcadla a cocky) na dva stejn¢ intensivni paprsky. Jeden z nich prochazi roztokem
vzorku, ten je zeslabovan absorpci v barevné slozce. Druhy paprsek prochazi "neabsorbujicim"
blankem a jeho intenzitu zmensujeme mechanickou clonou (zmensenim prifezu, kterym prochazi
svétlo). Oba paprsky projdou filtrem (monochromatorem) a v okularu pozorujeme 2 rizné svétla pole,
jedno patii paprsku prochazejicimu vzorkem a druhé blankem. Ukolem obsluhy je clonou zeslabit
paprsek blanku tak, aby obé pole v okularu byla stejn¢ svétla. Na bubnu, kterym nastavujeme clonu,
odecteme absorbanci (nelinearni stupnice od 0 do
obvykle 1 az 2) anebo propustnost (linearni detektor
stupnice od 0 do 100%). Moderni dvoupaprskové
fotometry si nastavi "stejnou intenzitu obou poli"
automaticky.

JEDNOPAPRSKOVY FOTOMETR ma
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detektor prevadéjici dopadnuvsi svétlo na elektricky signal a ten je mozno kompenzovat (pfidat, ubrat)
a také zesilit. Pomoci kompenzace nastavime propustnost 0% za stavu, kdy na detektor nepfichazi
zadné svétlo. Dalsi krok je vhodnym zesilenim signalu nastavit propustnost na 100% pfi prichodu
svétla blankem. Potom zafazujeme roztoky vzorki a odecitime obvykle absorbanci, zfidka
propustnost. Protoze detektory jsou rtizné citlivé na zafeni riznych vinovych délek, je tieba pii kazdé
zméné pouzivané vinové délky zopakovat nastaveni 100% propustnosti.

KALIBRACNI KRIVKA ve fotometrii je zavislost absorbance na koncentraci analytu anebo
na jeho mnozstvi v konstantnim objemu. Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze se jedna o linearni
zavislost. Kalibraéni kiivku v grafické podobé ziskdme ze zméfenych absorbanci pro roztoky o
znamych koncentracich analytu. Hledanou koncentraci (mnozstvi) analytu vyhodnotime metodou
kalibraéni kfivky anebo metodou STANDARDNIHO PRIDAVKU, pti které nejprve zmétime
absorbanci roztoku vzorku (Ay), potom do tohoto roztoku piiddme zndmé mnozZstvi analytu a zmétime

absorbanci (Ay). Plati:
Ay =ecyl
Agig=e(cy Tcg)l

kde ¢ a cg jsou koncentrace analytu v méfeném roztoku pochazejici ze vzorku a ze standardu.
Takovy zplsob vyhodnoceni 1ze pouzit jen tehdy, 1/ prochazi-li linearni kalibra¢ni kfivka pocatkem
soufadnic a pokud 2/ pouzity pfidavek zméni jen koncentraci analytu, ale objem a koncentrace
ostatnich slozek v roztoku vzorku po piidavku ztstanou prakticky beze zmény. Takovy pridavek lze
realizovat napf. davkovanim nékolika mikrolitrii standardniho roztoku z mikrobyrety do cca 3 ml
roztoku vzorku v kyveté (zanedbatelné malé zvétSeni objemu) anebo vezmeme dva stejné objemy
(alikvotni casti) roztoku vzorku, pouze do jednoho z nich ptiddme znamé mnozstvi analytu, a oba
doplnime v odmérnych bankach na stejny objem.

Zavislost molarniho absorpéniho koeficientu na vinové délce je vyznaénou charakteristikou
kazdého absorbujiciho systému. ABSORPCNIM SPEKRTEM rozumime zavislost absorbance na
vlnové délce. Zcela jednozna¢nou, na koncentraci nezdvislou charakteristikou barevné latky je
zavislost jejitho absorpéniho koeficientu na vinové délce. Vyznacné jsou vlnové délky, pii kterych
absorpce dosahuje maxima, ozna¢ujeme je lambda max. Méfeni pti lambda max je maximalné citlivé,
pro danou koncentraci dostaneme maximalni signal a to umoznuje postihnout fotometricky nejmensi
koncentrace absorbujici latky. Pokud pfi lambda max analytu absorbuji i jiné slozky pfitomné ve
vzorku (matrice), hleddme vinovou délku pii které analyt absorbuje a matrice nikoli. Anebo matrici
zahrmeme do blanku a tim eliminujeme jeji pfispévek do vysledné absorbance. DERIVACNI
ABSORPCNI KRIVKA je zavislost derivace absorbance podle vinové délky na vlnové délce. Na
derivacni kiivce se objevi vice pikd nez na puvodni absorpéni kiivece, tyto piky lze vyuzit pro
kvalitativni uréeni absorbujici latky.

absorbance Absorpéni spektrum dA/dA, derivace absorpéniho spektra

0.5 0.03
oat 0.02

1 0.01 T,

0.3 !
0.00

02 T 1
-0.01

01T 002 T
0.0 -0.03

vinova délka (nm) vinova délka (nm)

8. Spektralni metody, 13 stran 72



VICESLOZKOVA ANALYZA. Absorbance je aditivni veli¢ina. Jsou-li v roztoku 2 absorbujici latky
(indexy A, B) métime pii 2 odlisnych vinych délkach (1, 2) a plati:

Ay =(ep1cA TeBicB) - 1
Ay =(epncA + egoep) -1

Zname-li molarni absorpéni koeficienty vypocteme hledané veli¢iny cA a ¢cB z naméfenych
hodnot Ay a A, za pfedpokladu, Ze absorpcni koeficienty jsou dostateCné rozdilné. Takovym

zpusobem muZzeme stanovit n koncentraci zméfenim absorbanci pfi n vinych délkach. Avsak je to
nepiima analyza a v ni obecné plati, ze i jen malé chyby namétené hodnoty (zde absorbance) Casto
vedou ke zna¢nym chybam u hodnot hledanych (u koncentraci).

FOTOMETRICKY STANOVUJEME barevné slouceniny (chroman, manganistan,
malachitova zelen ...) a také latky absorbujici v UV (aromatické slouceniny, dusi¢nan, ...). Latky
nebarevné anebo malo barevné prevadime chemickou reakci na intenzivné absorbujici slouceniny,
napf. dusi¢nan zredukujeme na dusitan a z néj pfipravime azobarvivo, slabé modry roztok siranu

médnatého ve vodé po pfidani Cpavku prejde v intenzivné modry (pfechod Cu(HzO)anr na
Cu(NH3)n2+), v bezbarvém roztoku Fe(IIl) soli po pfidavku SCN- vznikne cerveny komplex

Fe(NCS)2+. Pokud zreaguje 100% analytu na barevnou slouc¢eninu, dovoli to stanovit mald mnozstvi.
Pro fotometrické stanoveni je ale bezpodminecné tfeba, aby zreagovala vzdy stejna ¢ast analytu, mohlo
by to byt tieba jen 85% anebo 37%, ale muselo by to byt dokonale reprodukovatelné. Praxe ukazuje, ze
je mnohem jednodussi zajistit experimentalni podminky pro uplné (prakticky 100%) zreagovani nez
pro zreagovani mensi, ale vzdy stejné ¢asti analytu.

Fotometricky mtizeme vyuzit i ODBARVOVACI REAKCE, napi. barevny chelat

zirkonalizarinatu se rozklada na bezbarvy komplex fluorozirkoniéity; tedy ¢im vice F~ pfidame k
barevnému ¢inidlu, tim vice se jeho zbarveni zeslabi.

Pii fotometrickém stanoveni je dilezité pracovat pii vhodné vilnové délce a dodrzet
koncentraci analytu v mezich optimalnich pro meéfeni absorbance (0,2<A<0,8). Je tieba zajistit
konstantni podminky (koncentrace vsech slozek roztoku zejména kyselost, iontova sila, koncentrace
¢inidel, nékdy 1 teplota a doba potfebna pro zreagovani analytu s ¢inidlem) pfi méfeni jak neznamych
vzorki, tak i standardnich roztoki pro konstrukci kalibracni kiivky.

Krivka fotometrické titrace kyseliny.
Bod ekvivalence je oznacen A. Plnd
kiivka je pro zanedbatelné malou a
prerusovana pro srovnatelné velkou

—_————-

’ koncentraci indikatoru Vici

Absorbance

4 koncentraci  kyseliny  (napt.  pro
4 mikrotitrace). B je ekvivalence pro
’ ztitrovani  kyseliny +  indikdtoru.

> Mereno pri lambda max  kyselé
g ( ) a bazické formy indikatoru (-
A B Y

V (NaOH)

Pii FOTOMETRICKE TITRACI sledujeme zménu absorbance v zavislosti na objemu
pfidaného ¢inidla. Napf. modry amoniakalni roztok soli Cu(ll) pfidavanim EDTA se postupné
odbarvuje, absorbance se zmensuje linearn¢€ s objemem pfidaného roztoku EDTA az do ekvivalence.
Za cekvivalenci absorbance prakticky bezbarvého roztoku obsahujiciho komplex Cu(Il) s EDTA se uz
neméni. Ekvivalenci vyhodnotime graficky ze zavislosti A=f(v) jako soufadnici priseciku 2 linearnich
usekl. Pokud zmény objemu béhem titrace nejsou zanedbatelné malé, provedeme korekci na pridany
objem diskutovanou v kapitole o konduktometrickych titracich (odstavec 7.3).
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FOTOAKUSTICKA METODA. Absorpce svételné energie je nasledovana rozptylenim
energie vétsinou ve formé tepla, absorpci svétla dochazi k ohfevu (obvykle jen nepatrnému)
absorbujiciho roztoku. Zatidime-li pferusovani dopadajiciho zafeni a ma-li toto pferuSovani frekvenci
akustickych signalti, ohiev periodickym
pferusovanym zafenim vyvola mechanické
tlakové razy (zvuk) a ty detekujeme
citivym  mikrofonem  pfilozenym k
absorbujicimu vzorku. Pouze absorpce, —
nikoli odraz svétla, vyvola akusticky signal.
Timto zpisobem mulzeme napi. zjistit
absorpéni maximum v zakaleném roztoku; [>
fotoakusticky signal neni ovlivnén odrazem
zafeni na pevnych Ccasticich (sraZening),
jeho odezva indikuje jen absorpci. Takto Ize
detekovat na bilém papiru nepatrné, zrakem Fotoakusticka metoda
nepostiechnutelné skvrny barviva.

pozn.: obdobny prevod zdreni na mechanickou energii jako u fotoakusticka spektroskopie je vyuzivan brouky
krasci. Krasci (Celed’ Buprestidae) rodu Melanophila jsou povéstni tim, ze se ve velkém poctu slétavaji k
lesnim pozarium. Dokdazou pri tom prekonat vzdalenost i 50 km, protoze larvy téchto broukii se nejlépe
vyvijeji pouze v Cerstvé ohorelém dieve. Pokusy ukdzaly, zZe pri vyhleddavani horicich mist nevyuzivaji ani
Cichové, ani zvukové podnéty. Podrdzdéni senzily infracervenym zarenim vede ke Skubavym pohybiim
tykadly brouka. Nejcitliveji reaguje senzila na teplo o vinovych délkach 2,5 — 4 mm, coz odpovida zdreni,
které vznika pri lesnich pozZarech. Intenzita zdreni pritom miize byt velmi mala — 0,06 mW/cm2. Sférické
telisko v senzile je tvoreno organickymi molekulami s vétsim mnozstvim skupin C—H a O—H. Tyto skupiny
rezonuji pravé v pasmu 3 mm, a proto mohou absorbovat tepelné zareni odpovidajicich vinovych délek.
Teplo zpiisobuje béhem nékolika milisekund zmény objemu sférického téliska a tim deformuje (roztahuje
nebo stahuje) jednotlivé useky dendritii. Prestoze deformace se pohybuji Fadové v nanometrech, staci to k
podrazdeéni mechanickych receptorii.

\\,/'

TURBIDIMETRIE pouziva stejné experimentalni zafizeni jako fotometrie,
ale sleduje zeslabeni svétla odrazem na casticich zékalu (turbidity) v roztoku. Zatim co ve fotometrii
pracujeme s roztoky pravymi, jejichz stav je dokonale reprodukovatelny, zachovat reprodukovatelny

turbidimetrickd méfeni jsou hife reprodukovatelna nez fotometricka.

AAS je b&zné pouzivand zkratka pro ATOMOVOU ABSORPCNi SPEKTROMETRII.
Me¢time (stejné jako ve fotometrii) absorbanci nikoli vSak v roztoku, ale v plynné fazi. Kyvetou je
plamen anebo elektricky vyhiivana picka (grafitova kyveta). Analyt za zvySené teploty pfechazi do
plynné faze a termickou disociaci atomizuje (rozklada se na atomy). Dopadajici zafeni se zeslabuje
excitaci valen¢nich elektronti v atomech. Tyto atomy v plynu jsou daleko od ostatnich ¢astic, které by
mohly ovlivnit excitacni energie, a proto absorpcni pik (Cara) je extrémné uzky (fadové setiny
nanometru).

pozn.: Absorbujici Castice v roztocich jsou viceatomové molekuly anebo ionty, v jejich
blizkosti se nachdzeji dalsi castice, zejména molekuly rozpoustédla, excitace "volnéjsich” elektronii
podléha intermolekularnim a téz extramolekularnim viiviim, proto absorpcni pdsy jsou znacné Siroké
(Fadove desitky nm).

Neexistuji dostatecné kvalitni monochromatory, které by z polychromatického zareni vybraly
tak uzky obor vinovych délek, jaky potfebujeme pro AAS. Zdrojem zafeni pro AAS jsou katodové
lampy, vybojky ve kterych je (v plynné fazi) stejny prvek jako analyt. Atomy tohoto prvku ve vybojce
vysilaji pfesné to zafeni které absorbuji atomy stejného druhu ze vzorku. Plamen ve funkci kyvety musi
byt dokonale reprodukovatelny, je tfeba zajistit definovany pfisun paliva (CoHy, Hy ...) i oxidovadla

(vzduch, kyslik, NoO). Roztok vzorku ve formé reprodukovatelné mlhy (pouZivime zmlZovaé =

nebulizator) vnasime do plamene v proudu jednoho z plyni. AAS je vysoce citliva metoda pro
stanoveni kovovych prvkd, ¢asto se pouziva pro stanoveni stopovych mnozstvi toxickych tézkych kovi
pfi kontrole kontaminace Zzivotniho prostfedi. Vlastni spektralni stanoveni je velmi selektivni
(minimum ruseni jinymi prvky), problémy mohou byt s pfevodem do plynné faze a s tendenci atomi
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nékterych prvki tvofit za podminek stanoveni (teploty asi 1500°0C i vice) termicky stabilni slou¢eniny
(oxidy, nitridy ...).

FLUORESCENCE. Roztok ozafujeme UV zafenim. Castice absorbuje kvantum energie z
primarniho zéfeni a tuto energii uvolni ve formé€ n€kolika kvant, jedno z téchto kvant se realizuje ve
formé sekundarniho zafeni. Méfime intenzitu sekundarniho zafeni, a aby pfi tom nerusilo prochézejici
primarni svétlo, méfime sekundarni zafeni ve sméru kolmém na zéafeni dopadajici. Pro stanoveni
nejmens$ich koncentraci je vyhodnéjsi méfit ve fluorometrickém nez ve fotometrickém uspofadani. Je
totiz technicky snadnéj$i zméfrit nepatrny rozdil dvou velmi malych signdlti (nulovy blank a nenulovy
vzorek ve fluorometrii), nezli nepatrny rozdil dvou velikych signalti (napt. vétsi nez nulova absorbance
blanku i vzorku ve fotometrii).

Pro fluorometrické stanoveni vyhledavame optimalni lambda primarniho zéteni, takové, které
vybudi maximalni intensitu zafeni sekundarniho. Sekundarni zafeni ma vétsi lambda (mensi energii)
nez zareni primarni. Intenzita sekundarniho zéfeni IF by méla byt vyjadiena v jednotkach svételného
toku, v praxi se obvykle méti elektricky signal vystupujici z detektoru a ten byva pfimo umérny
svételnému toku. Kalibrac¢ni kiivka Ig= f (c) je linedrni pouze pro malé koncentrace. Pfi vétSich
koncentracich fluorescencni latky pozorujeme zeslabeni signalu zplsobené absorpci casticemi
schopnymi fluorescence. To zafeni, které ¢astice vysild, mize byt stejnou ¢astici i absorbovano; pro
nejmensi koncentrace je tato samoabsorbce zanedbatelné mala.

A
_I.I.
Fluorometricka kalibracni krivka. Urcité
velikosti signalu odpovidaji dvé rizné koncentrace:
A a B. Po ziedéni méreného roztoku na dvojndsobny S R -
objem dostaneme polovicni signdl pri koncentraci A
a nevyrazné zmeneény, nekdy i vetsi signal pri
koncentraci B. A B
I —»
koncentrace

NEFELOMETRIE méfi koncentraci pevnych castic (srazeniny) v roztoku. Vyuziva odrazu
svétla na casteckach pevné faze a pracuje se stejnym uspofadanim jako ve fluorometrii: métime
odrazené svétlo (sekundarni zareni) v kolmém sméru na paprsky svétla dopadajiciho (primarniho)
zafeni. Zna¢né problémy s reprodukovatelnosti stavu srazeniny rozptylené v roztoku jsou identické
jako v turbidimetrii.

zdroj monochromator @
zareni I, I
‘ Schéma meéreni fotometrického (nebo

detektor 1 turbidimetrického) (DETEKTOR 1) a

fluorometrického  (nebo  nefelomet-
rického) (DETEKTOR 2). Zdreni: I

dopadajici, 1 po absorpci prosié a Ip

zareni kolmé ke vztupujicimu.

detektor 2
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8.2 EMISNI SPEKTROMETRIE v UV-VIS

Princip metody: analyt pfevedeme do plynné faze, atomizujeme, excitujeme elektrony
(vétsinou valen¢ni) do vyssi energetické hladiny a registrujeme Carové spektrum emitovaného zareni.
Poloha spektralnich Car, jejich vlnova délka, pfinasi podklady pro kvalitativni analyzu a intenzita téchto
¢ar vypovida o kvantitativnim slozeni vzorku.

PLAMENOVA FOTOMETRIE. Roztok vzorku zmlzime do proudu plynu piivadéného do
hotaku a v plameni probihd excitace a nasledna emise zareni. Pro kvantitativni analyzu je tfeba zajistit
definované pominky hofeni (pfivod paliva i oxidovadla do plamene). Pomérné nizka teplota plamenu
propan-butan/vzduch umoziiuje stanoveni jen snadno excitovatelnych prvkd alkalickych kovi a
alkalickych zemin. Vzhledem k malému poctu emitujicich prvki postaci i levny barevny filtr ve funkci
monochromatoru. Energeticky bohaty plamen acetylen/oxid dusny umozni excitaci, tedy i stanoveni
vétsiny prvku kovu, je vSak nutné pouzit kvalitni (napf. miizkovy) monochromator.

SPEKTROGRAFIE. Emisni, spektrum excitujeme v elektrickém vyboji. Ten mtlize mit
chrakter elektrického oblouku kterym protéka konstantni proud, pfisun energie do vyboje je Casové
konstantni. Pro elektrickou jiskru zafazujeme paralelné¢ s jiskfistém kondenzator. Kondenzator se
postupné nabiji a jiskra pfeskoc¢i teprve az je dosazeno potencialu potiebného pro tento vyboj. Energie
nahromadéna v Case nabijeni kondenzatoru se uvolni v kratickém okamziku preskoku jiskry. Jiskra se
opakuje po urcité casové periodé a v okamziku vyboje v ni byva nahromadéna mnohem vétsi energie
(=vyssi teplota, az 20.000 °C) neZ ve vyboji obloukovém. V&tsi energie dovoluje nejen excitaci
elektronti uvnitf atomu, ale sta¢i i na ionizaci, tj. odStépeni elektronu a pfevedeni atomu na ion.
Elektron ve stejném orbitalu v atomu a v kationtu stejného prvku potiebuje riiznou energii pro svoji
excitaci, proto dostdvdme odliSna spektra (spektrdlni Cary) atomova (=obloukovd) a iontova
(sjiskrova). Pri zvétSovani energie (teploty) ve vyboji pozorujeme zeslabovani intensity ¢ar atomovych
a vzrust intensity Car iontovych. Na tomto jevu je zaloZeno méfeni teploty vyboje. Pro kvantitativni
spektralni analyzu vyplyva nutnost dodrzovat konstantni podminky vyboje (napi. tvar elektrod,
vzdalenost mezi nimi, elektrické parametry napajeni vyboje ...).

Kovové (elektricky vodivé) vzorky pro spektrografickou analyzu upravujeme do tvaru ty¢inky
a pouzijeme jako elektrodu. Mezi touto elektrodou a protielektrodou (obvykle grafitovou) probiha
elektricky vyboj. Elektricky nevodivé materialy (napf. mineraly) ve formé prasku smichame s vodivym
grafitovym praSkem a umistime v prohlubni (vzdy stejného tvaru a hloubky) jedné z grafitovych
elektrod. S grafitovym praskem mtzeme smichat i roztok vzorku.

SPEKTROGRAFY fotografuji spektrum na cernobilou fotografickou desku a potom se
vyhodnocuje poloha a intensita zCerndni jednotlivych spektralnich car. Na stejnou fotodesku se
zaregistruje i na ¢ary bohaté spektrum zeleza. Poloha car zZeleza, jejichz vinové délky jsou velmi presné
tabelizovany, slouzi jako pomiicka k uréeni vinové délky cary analytu. Nepfitomnost spektralni cary
urc¢itého prvku v misté, kde podle spektralnich tabulek se nachazi jeho Cara, je jednoznacnym dikazem
nepfitomnosti tohoto prvku ve vzorku. Pfitomnost spektralni cary na onom misté neni jest¢ dikazem
pritomnosti prvku. Spektralni koincidence znamend, ze nekolik prvkd mize davat spektralni ¢ary o
stejné (nepatrn€ odlisné) vinové délce. Piitomnost prvku jsme dokazali teprve tehdy, pokud jsme nasli
n¢kolik jeho spektralnich ¢ar a posoudili pro kazdou z nich mozné koincidence. Pro dikaz prvku
vyhleddvame "posledni cary", tj. ty, které zlistanou jako posledni pii zkracovani fotografické expozice
spektra, nejintenzivngjsi ¢ary onoho prvku. Elektrony jsou excitovany do riznych energeticky vysSich
hladin s riznou pravdépodobnosti. Posledni ¢ary odpovidaji excitacim s nejvétsi pravdépodobnosti
(Cetnosti).

KVANTOMETR je spektrograf, ve kterém spektrum nedopada na fotodesku, ale na stinitko a
v ném jsou na vhodnych mistech otvory. Témito otvory jsou propoustény vybrané spektralni ¢ary na
fotoelektrické prevodniky (fotocela ...) a zesileni elektrickych signalll je nastaveno tak, aby displeje
ukazovaly pfimo procenticky obsah nékolika analyti ve vzorku. Sefizeni kvantometru je casovée
narocné, vyplati se pouze pro laboratofe, které analyzuji velky pocet vzorkli o malo odlisném slozeni.
Napf. vysoka pec vyrabi jeden typ produktu, kvatometricka analyza je tak rychld, ze dovoli béhem
vyroby upravit produkt na pozadované slozeni.

Zakladem pro kvatitativni spektrografickou analyzu je skutecnost, ze spektralni ¢ara je tim
intenzivnéjsi, tim vice zCerna fotodeska, ¢im vétsi je koncentrace analytu ve vyboji. Pouze pfi extrémné
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vysokych koncentracich analytu se miiZze stat, ze zafeni je zfeteln¢ zeslabovano samoabsorbci v
neexcitovanych atomech analytu, které se nachazeji v chladnéjSich oblastech v okoli elektrického
vyboje. Mnozstvi atomut analytu pfitomnych ve vyboji zalezi nejen na koncentraci analytu ve vzorku,
ale téZ na te€kavosti té formy analytu, ktera je pfitomna ve vzorku, a t€kavost mize byt ovlivnéna i
matrici. Napt. CuCly t€ka mnohem snadnéji nez silikat méd’naty, a proto pii stejné koncentraci Cu
dostaneme vétsi signal pro vzorek s chloridem. To znamenad, ze kalibra¢ni kiivku je tfeba sestrojit s
pouzitim standardnich materidl (materidld se znamym obsahem analytu), které maji slozeni a
strukturu maximaln¢ podobnou analyzovanému vzorku. Spektrografickd analyza mutze byt zatizena
znacnou chybou pokud pro vyhodnoceni pouzijeme kalibra¢ni kiivku sestrojenou pomoci standarnich
materiali (=standardi) odlisného slozeni nez ma analyzovany vzorek.

Neni snadné zachovat konstantni energetické podminky ve vyboji pii vSech spektrografickych
méfenich. Analyzujeme-li roztoky, ptidavame do roztoku vzorku INTERNI STANDARD a kalibraéni
kiivkou je zavislot poméru intenzit Cary analytu a ¢ary interniho standardu na koncentraci analytu ve
vzorku. Interni standard i analyt musi mit velmi blizky ionizacni potencial, aby ionizace jejich atomi
probihala ve stejné mife i pfi kolisani energetickych (tepelnych) podminek ve vyboji. Déle je tieba, aby
interni standard nebyl bézné pfitomen ve vzorcich: pouzivdme méné bézné kovy jako Ge, In, Pd, ... Pro
srovndvani intensity zcernani spektralnich car na fotodesce je vyhodné, aby srovndvané cary byly
blizko sebe, tj. mély malo rozdilné vilnové délky. U pevnych vzorkti ptidavek roztoku interniho
standardu neni mozny (leda bychom vzorek pfevedli na praskovitou formu), avSak internim standardem
pro analyzu zeleznych slitin mize byt samo Fe, je-1i ho ve vzorku vice nez 90%.

INDUKCNE VAZANA PLAZMA, ICP (Inductively Coupled Plasma) je vynikajici zdroj pro
excitaci emisnich spekter (smés atomovych a iontovych ¢ar). Do proudu argonu rozmlzime roztok

vzorku, vysokofrekvenénim ohfevem vznika plazma (cca 10.000°C) a miizeme zaregistrovat spektralni
Cary prakticky vSech prvki. Velka energie v plazmatickém hotéku excituje s vysokym vytézkem, tato
technika se osvédcila pro stanoveni stopovych mnozstvi kovovych prvki, ale také pro stanoveni
nekovu jako napf siry.

8.3 INFRACERVENA SPEKTROMETRIE

Vibrace dvou kovalentné vazanych atomi a rotace (v pripad¢é substituentd na atomech
spojenych kovalentni vazbou) podél takové vazby prechazi do vysSich energetickych stavi pfi absorpci
IR (Infra Red) zafeni. Infradervena absorp¢ni spektra davaji informaci o kovalentnich vazbach uvnitf
n¢kolikaatomové Castice
(molekuly nebo iontu). IR
spektrometrie  ma  velky
vyznam pro studium struktury
molekul, jeji vyuziti pro
kvantitativni  analyzu (plati
Lambert-Beertiv ~ zédkon) je
méné bézné. Soli, ve kterych
jsou pouze jednoatomové
ionty (KBr, TICL,...),
neabsorbuji v IR, pouZzivaji se
jako material pro optiku (napf.
hranol) a pro kyvety. V IR spektrometru byva zdrojem "bilého" zafeni zhavend ty¢inka z amorfniho
oxidu hlinitého (globar). Misto kyvety s absorbujici latkou mize slouzit tableta slisovana ze smési KBr
a analyzované latky. Typické IC spektrum je vidét na obrazku.

3000 2000 1500 1000 700 ¢gm 1
T

—

y4o

Klasické postupy rozkladaji IR zéafeni na hranolu (z KBr) analogicky jako v UV-VIS
fotometrii, moderni namisto toho pouzivaji Michelsoniv interferometr. Princip interferometru (viz
obrazek) spociva v tom, Ze zafeni zeslabené absorpci vzorkem pfichdzi na polopropustné zrcadlo pod

Ghlem 45°. Cast zafeni (A) se odrazi ve sméru kolmém na ptvodni paprsek. Druha &ast zafeni (B)
polopropustnym zrcadlem projde, narazi na totalné odrazejici zrcadlo, vraci se zpét na polopropustné
zrcadlo, lame se stejnym smérem jako zafeni A a interferuje se zafenim A. Totalné reflektujici zrcadlo
se pohybuje a pristroj zaznamenava intensitu zafeni po interferenci v zavislosti na rozdilu drah zafeni A
a B. Je-li tento rozdil drah lichym nasobkem poloviny uréité vinové délky, nastane zeslabeni a je-li
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Schéma spektrometru
sudym nasobkem oné poloviny vlnové délky, dojde s Michelsonovym interferometrem
k zesileni signalu. Pocita¢ s pouzitim Fourierovy
transformace vypocte zavislost absorpce na vinoctu
a nakresli absorpcni spektrum. Tento interferometr
jako disperzni prvek se osvéd¢il pro IR
spektrometrii, nikoli vSak pro viditelnou oblast.
Technicky dostupnad pfesnost méteni rozdilu drah
zateni A a B je nedostate¢na vzhledem k vinovym
délkam ve viditelné oblasti, ty ve VIS jsou mnohem
kratsi nez v IR.

pevné zrcadlo

I

\4
o|peaJz anghyod

Princip Fourierovy transformace: Zdaznam signdlu
detektoru A+B (typicky intenzita vs. cas) se
matematickym postupem rozklada na slozky s
riiznymi intenzitami a frekvencemi (4, B). Pomoci
techto  periodickych  funkci by Slo  signal

rekonstruovat  zpétnou  (inverzni)  Fourierovou

transformaci. Podstatou Fourierovy transformace je tedy nalezeni vSech frekvenci (=spektra), které

zpiisobily  signdl,
WWWWWWWWWWWL - B

cili které by
\/\/\ A

vzdjemnou
puvodni signal

A

kombinaci
zpiisobily  zpétné
vznik  signdalu. 'V
pripadé na obrazku
B (vpravo je redalna
A+B slozka  fourierova
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ > 0 spektra) lze navic
— ‘ ‘ w ‘ > — ‘ ‘ .
0 4 8 12 16 gs © ' 2 3  fekvence "¢které frekvence
(B) oznacit za sum
a pri zpétné rekonstrukci neuzit — to je uprava signalu filtraci, ¢ili namisto A+B bychom dale pouzivali
pouze A.

amplituda

V IR spektru mame oblast kmitoctli, ve kterych se nachazeji absorpéni pasy charakteristické
pro funkéni skupiny (-OH, -NO,, >C=0, -NH»,...) a oblast tzv. "otiskii prsti" (fingerprint), ve které ma

kazda sloucenina svoje charakteristrické spektrum (viz obrazek). Pasy funkénich skupin vyuzivame v
organické kvalitativni analyze pro dikaz pfitomnosti ¢i nepfitomnosti ur€ité funkéni skupiny
(analogicky jako skupinové reakce v anorganické analyze). Identita spektra v oblasti finger print u
latky izolované ze vzorku a latky znamé ovéfuje spravnost vysledku kvalitativni organické analyzy.

i .,EJI;".I J.Lm
25 3 35 4 5 6 T 8 10 2
jednoduché vazby

nasobné vazby

OH
cblast charakteristickych abs. pasi =~ |=— fingerprint —=
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8.4 SPEKTROMETRIE V OBLASTI RENTGENOVA ZARENI

Rentgenovy paprsky (anglicky X-rays) maji vinovou délku fadové desetiny nanometru.
Pohlceni kvanta energie vyvola vyrazeni elektronu z vnitfniho (nikoli vazebného) orbitalu v atomu. Na
uvolnéné misto ve vnitinim orbitalu spadne elektron z jiného orbitalu vice vzdaleného atomovému
jadru. Cim je draha elektronu blize atomového jadra tim vétsi energii potiebujeme na jeho uvolnéni.
Piechodem elektronu z orbitalu vzdalenéjsiho od jadra na orbital bliz§i jadru se energie uvolni,
pozorujeme ji jako emisi charakteristického zafeni. Rozdil energie hladin ve kterych se nachazel
elektron pfed a po pfechodu na hladinu blize jadra uréuje vlnovou délku emitovaného
charakteristického zafeni. Rentgenova emisni i absorpéni spektra vyuzivame pro analyzu analogickym
zpusobem jako v UV-VIS spektrometrii. Pro registraci emisnich i absorp¢nich rentgenovych spekter
uzivame bud’ rozliSeni podle vinovych délek po difrakci na krystalové mfizce (viz Braggova rovnice)
anebo rozliseni podle energie na vicekandlovém (polovodi¢ovém) citaci. Generace rentgenovych
spekter se odehrava v hloubi atomu, je nezavisla na stavu valen¢ni oblasti, proto tato spektra vypovidaji
pouze o druhu atomd, nikoli o jejich vztahu k atomiim v okoli (napf. v molekule). To znamena, ze pted
analyzou neni tieba provadét chemickou upravu vzorku.

RENTGENOVA EMISNI SPEKTRA ziskime bombardovanim vzorku elektrony v
rentgenové trubici. Ve spektru je maly pocet ¢ar (méné nez v UV-VIS), vztah jejich vinové délky a
atomového Cisla emitujiciho prvku vystihuje Moseleytiv zdkon. Zafeni prvki s men$im atomovym
¢islem nez m4 titan je absorbovano vzduchem, takové méfeni lze provadét v atmosfére Hy, He nebo

CHy a také ve vakuu. Moderngjsi piistroj, ELEKTRONOVA MIKROSONDA soustieduje svazek

elektrond na malou plochu, generace spektra nastava v objemu vzorku asi 100 mm3 a rentgenovo
emisni spektrum umoznuje kvalitativni 1 kvantitativni lokalni analyzu, napft. sledovani nehomogenity
povrchu materialti. Misto bombardovani elektrony mizeme pouzit pro excitaci rentgenova emisniho
zafeni téz ozafovani primarnim rentgenovym (nebo radioaktivnim) zafenim, tento zplsob analyzy
oznaCujeme jako rentgenovskou FLUORESCENCI. Kalibraéni kiivku tvofi zavislost intensity
sekundarniho zareni na koncentraci analytu. Primarni zafeni pronika do hloubi vzorku a je pfitom
zeslabovano vSemi slozkami vzorku (analytem i matrici) a podobné je zeslabovano i sekundarni zareni
prochézejici vzorkem. Proto je téeba intensitu sekundarniho zafeni vynasobit korekénim koeficientem a
jeho hodnota zavisi na celkovém slozeni vzorku (véetné matrice). Tyto korekéni koeficienty jsou rovny
jedné pokud je vzorkem tenky film umistény kolmo na dopadajici primarni zafeni, v takovém ptipadé
zafeni neprochazi absorbujicim prostfedim. Rentgenova fluorescence se osvédéila pro seriovou
kvantitativni analyzu napf. geologickych materialll, vzorky se upravuji jen mechanicky (napf. mletim)
a neni tieba prevadét je do roztoku.

A RENTGENOVA  ABSORPCNI  SPEKTRA
vykazuji anomalii, tak zvané ABSORPCNI HRANY. Pii
zvétSovani vinové délky zafeni ptvodné mala absorpce
vzorku vzristd az najednou prudce klesne (=absorpéni
hrana). Maximum absorpce nastane, je-li energie
dopadajiciho zafeni totoznd s energii potfebnou pro
excitaci emisni spektralni ¢ary. Prudky pokles absorpce
indikuje, Ze dopadajici energie nestaci pro tuto excitaci.
Absorpce mimo oblast blizkou absorpéni hrané se vyuziva
pro kvantitativni stanoveni.

absorbance

>
vinova délka
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8.5 NUKLEARNI MAGNETICKA REZONANCE (NMR)

Izotopy s lichym poctem nukleonti (1H, 13C, 19F, 31P...), jejichz jadra maji nenulovy
magneticky moment, lze vyuzit pro analytické ucely (typicky pro kvalitativni analyzu organickych
sloucenin). Vzorek v kapalném stavu se umisti do silného konstantniho magnetického pole (viz
obrazek) a je ozafovan radiovymi vlnami v() (frekvence 10-600 MHz). K této zakladni frekvenci se

pridava postupné rostouci frekvenci fadu 1-100 Hz.

..RF.
prijmac

magnet

magnet

V okamziku, kdy je energie zafeni vhodna pro jeji absorbci jadrem, dojde k rezonanci, tj.
pfijmani a vysilani kvant energie jadrem. Tuto ,,poruchu‘ elektromagnetického pole detekujeme RF
pfijmacem a registrujeme. Pfislusnd energie je charakteristicka pro dané jadro (H, C...) a umisténi
tohoto jadra v celé molekule. Tyto rezonan¢ni frekvence jsou vyjadiovany jako tzv. chemicky posun &
v relativni stupnici ppm, 0 je konvencné pfifazena rezonanci standardni slouceniny, obvykle je to
tetramethylsilan (CH3)4Si. ProtoZe jadra jsou elektromagneticky ,stinéna“ elektrony, piesna

rezonan¢ni frekvence je ovlivnéna nejen elektrony pfislusného atomu, ale i pfitomnosti elektront

nejblizsich sousednich atomd (napf.
elektrofilni atomy zvySuji stinéni u
svych jader a snizuji stinéni u
okolnich), jemna struktura spekter

-V
NMR vypovidd pravé o sousednich S = v ™S 1 ()6

atomech H (viz obrazek — IlH-NMR
spektrum ethylacetatu, vpravo detail
signalu 1.3 ppm).

U NMR uhliku 13C je stinéni jader
sousednimi atomy C prakticky vylouceno,

protoze vétSina atomu uhliku je 12C, tzn.

neaktivnich  (pfirozené zastoupeni 3¢ je
1%). Interakce s jadry vodiku se da také
technicky jednoduse eliminovat a ziskdvame
tak velmi jednoducha spektra (viz obrazek —
13C-NMR  spektrum ethylacetatu). Na
druhou stranu i absolutni intenzita téchto
signalu bude velmi nizk4, proto potiebujeme
citlivéjsi prijmac.
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8.6 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE (MS)

Ackoli se v hmotnostni spektrometrii (mass spectroscopy/spectrometry, MS) nejedna o
spektrometrii ve smyslu UV-VIS, IC, nebot’ pfijimana energie molekulu ionizuje a rozbiji, i zde vznika
“spektrum® z fragmentd podle poméru hmotnosti (m) a néboje (z).

Princip: Analyt v plynné fazi (vysokém vakuu) pievadime na ionty nejcasteji bombardovanim
elektrony. Vznikaji ionty a nékteré
molekuly se zarovenl rozpadaji na mensi °dP“Z°Vf5 fontd
seskupeni atomt. Pohyb elektrickym ]
polem udili iontim rychlost, pii stejném
naboji (nejcastéji 1+) jsou lehéi ionty
rychlejsi a t&éz8i pomalejsi. lonty se
pohybuji v tak vysokém vakuu, ze pred
jejich dopadem na detektor nedojde ke
srazce s jinou molekulou anebo iontem.

NejcastéjSim  zplisobem ionizace je @
vioZzené

vlakno (katoda)

zachyt
@ elektronti

W
°7 ©
?
??

Electron Impact (EI+), elektronové délo s napéti
energii elektront 70 eV, tj. 6 750 kJ/mol
(energie chemické vazby v organickych
slouc¢eninach = 200-540 kJ/mol). Velmi
ucinna ionizace je v plasmé (ICP).

+

schéma ionizace: M + e~ — M ™ (ionradikd l) + 2e” — (fragmentace, pfesmyky.......)

Nabité fragmenty se klasicky separuji
v magnetickém poli (viz obrazek) -
letici ionty jsou v magnetickém poli
ruzn¢  vychylovany ze  svého
ptvodniho  sméru letu.  Jejich
vychyleni zavisi na hmotnosti a na
rychlosti iontu, to je informaci pro
kvalitativni analyzu. Zare-gistrované
mnozstvi ionti o stejném m/z M /
vypovidd o kvantitativnim sloZeni jony stinitko se ;pekt,em
vzorku (viz spektrum toluenu C7HS,

M=92, m+1 jsou fragmenty s izotopy 13C nebo 2H, m+2 fragmenty s obéma). Spektrum se zobrazuje

na stinitku detektoru. Technicky nenadro¢nym detektorem je napi. fotograficka deska.

Magnet

Hmotové spektrometry ]
analyzatorem TOF (Time of Flight)
zaznamenavaji Cetnost dopadajicich iontd v
92 zavislosti na dobé jejich dopadu na
QCH (polovodi¢ovy) detektor. V kvadrupolovém

3 spektrometru leti ionty mezi 4 ty&emi,
protilehlé tyce jsou elektricky spojeny a na
ty¢e je vkladana kombinace vhodného
65 ot stejnosmérného a  stfidavého  (vysoko-

Al ||| w2 frekvencniho) napéti. Ménici se elektrické

LI L B B B L pole zplsobi naraz vétSiny iontd na kovové

040 S0 B0 Q&) @ 10 10 tyCe a na detektor dopadne jediny druh iontd,
e ionty o stejném pomeéru m/z.

a1

Toluene
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V analyze organickych molekul jsou nejdulezitéjsi tzv. molekularni ionty, to jsou ionty
vzniklé odstépenim elektronu z molekuly analytu (m/z pak ukazuje pfimo M); identifikace iontd
vzniklych rozpadem molekuly je slozitéjsi. Proto byla pro feseni obtizného problému analyzy velkych,
lehce fragmentovatelnych molekul pomoci MS navrzena technika MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption and lonization): makromolekuly (napf. bilkoviny) ve smési s pevnou, snadno tékavou
matrici se ozafi lejzrovym pulzem. Zafeni excituje molekuly matrice (pievede je do energeticky
bohatsiho stavu) a ty pii sraZzce s makromolekulou pfedaji energii dostate¢nou pro ionizaci, avSak
nedostacujici pro rozstépeni makromolekuly na fragmenty. Vétsinu energie lejzru tedy pohlti matrice,
ta se v okoli makromolekul vypaii a makromolekuly se tak ocitnou v plynné fazi.

laser
elektricka mrizka

E1<E2<E3 i )
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9. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

9.1 ODBER VZORKU

Z materialu, jehoz chemické slozeni zjistujeme, odebirdme malou cast (vzorek) a tu
analyzujeme. Je tfeba, aby slozeni odebraného vzorku bylo stejné jako celého materialu o jehoz slozeni
ma analyza informovat; pouze tehdy poskytne vysledek analyzy pozadovanou vypovéd. Pomérné
ziidka analyzujeme dokonale homogenni material, ze kterého staci odebrat jen malé mnozstvi vzorku,
jen tolik, kolik je tfeba k analyze.

Analyzujeme-li nestejnorody material, je tfeba odebrat vétSi mnozstvi vzorku a dbat na to,
abychom jsme ziskali REPREZENTATIVNI VZOREK, tzn. aby vzorek mél stejné slozeni jako
material urceny k analyze. Tak napfiklad mame zadano stanovit obsah zeleza v Zelezné rudé¢ z jednoho
nalezi$té¢ vzdaleného fadové 1000 km. Ruda byla pfivezena k vysoké peci v mnoha zelezni¢nich
vagonech jednoho vlaku. Jiz v misté t€zby nabirany materidl nema zcela jednotné slozeni. Béhem
otfesti pfi dlouhém transportu nastane rozdrceni kieh¢ich kust rudy a mensi kusy se setfesou na dno
vagonu. Je opravnény piedpoklad, ze vétsi, nerozbité (pevnéjsi) kusy rudy, ty které otiesy vynesly do
hornich vrstev ndkladu, maji jiné sloZzeni nez nez drobny S$térk a prach na dné vagénu. Pro vytvoreni
reprezentativniho vzorku je tfeba odebirat rizné veliké kusy z riznych (hornich, prostfednich, dolnich)
vrstev nakladu a dbat na to, aby jejich zastoupeni v odebraném vzorku bylo stejné jako v celém
vagonu. Pro charakteristiku nakladu celého vlaku rudy nestaci odebrat vzorek z jediného vagonu,
musime to udélat z n¢kolika vagont. Vysledkem je vzorek o hmotnosti mnoha desitek kilogramd.
KVARTACE je postup, kterym postupné¢ zmenSujeme mnozstvi vzorku. Cely vzorek rozprostieme
stejnomérné (na kazdém misté je stejné zastoupeni rizn€ velikych Eastic rudy) na
plochu, tu rozdélime na 4 stejné veliké Casti. Material ze 3 ¢asti odvrhneme, ten ze
Ctvrté Casti rozemeleme na mensi Castice a znovu kvartujeme a meleme az zistane
méné nez cca 500 g vzorku. Asi 100g takto upravené¢ho vzorku po vysuseni (plati se
za zelezo, ne za matrici a vlkost) putuje do laboratofe k analyze a zbytek se uschova
pro piipad, Ze by bylo tfeba analyzu opakovat.

Piiklad: Pro zjisténi obsahu Zivin v zemédeélské pudé odebirame vzorky z iady mist rozesetych
po celem pozemku. Odebirame piidu jen z takové hloubky pod povrchem, ve které ma ona konkretni
rostlina své koreny. Ke vzorkovani se pouziva specidlni trubka, tu zabodneme svisle do zemé a po
vytazeni z ni vytlacime material ve kterém jsou stejné zastoupeny vrstvy z riiznych hloubek. Pro takovou
analyzu neni podstatny celkovy obsah analytii, vyznam ma pouze ta cast, kterou dovede rostlina ziskat z
pudy. Proto vzorek piidy louzime vhodnym roztokem (modelujeme interakci korenii s piidou) a v
extraktu provadime stanoveni.

Pro stanoveni analytd ve velmi nehomogennich vzorcich bereme k vlastnimu stanoveni
nékolikandsobné vetsi navazku nez pro stanoveni v homogenich vzorcich. Pro ilustraci této skutecnosti
poslouzi primitivni predstava: nas§ vzorek je smés cernych a bilych kuli¢ek v poméru 1:10. Odebereme-
li veliky vzorek (1000 anebo vice kuli¢ek), najedeme pomér 1:10. Pfi odbéru mensiho vzorku (napt. 30
kulic¢ek) nalezneme pomér blizky 1:10 a pro maly vzorek (napf. 5 kulicek) neni viilbec mozné nalézt
spravnou hodnotu 1:10. Napi. materidl na sklddce komunalniho odpadu je zcela nehomogeni, z
takového materialu je prakticky nemozné odebrat skute¢n¢ reprezentativni vzorek. Bylo by to mozné
pouze tehdy, kdybychom cely obsah skladky potfadné promichali (homogenizovali) a to neni v praxi
realizovatelné.

Metodika odebirani vzork@ pro materidly vyznamné v praxi je podrobné popsana v
prislusnych normach. Pokud neexistuje norma na odbér vzorku urcitého materialu, hledime inspiraci v
normach pro vzorkovani materidli podobnych: napf. u tvrdych materialii je tfeba pocitat s urcitym
otérem mleciho zafizeni, u plynnych vzorkd je nutno vzhledem k diftizi vyloucit dlouhodobé
skladovani tékavych slozek. Vzorky biologického ptvodu pfi skladovani mohou ménit své sloZeni,
mohou v nich probihat rizné procesy za ucasti (vzniku) bakterii, plisni a pod., skladujeme je pfi
snizené teploté. U kapalnych vzork (napf. pitna voda) ovlivni jejich slozeni i sorpce stopovych
pfimési na sténach nadoby, ve které vzorek uchovavame. Odbér vzorku je soucasti procesu analyzy a
analytik by mél zhodnotit adekvatnost odbéru vzorku a jeho skladovani dfive, nez zacne vlastni
analyzu.
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9.2 ROZPOUSTENI VZORKU

Analyzu vzorku bez jeho poskozeni (bez naruSeni povrchu) je mozno provésti jen omezenym
poétem metod, napf. rentgenovou fluorescenci anebo neutronovou aktivaéni analyzou (NAA). Pfi
aktivacni analyze ozafujeme vzorek neutrony, vzniknou radioisotopy a vyhodnocujeme typ (alfa, beta,
gama), polocas a intenzitu jejich zafeni. Pevny jemné rozemlety vzorek ve vodné suspenzi 1ze piimo
vnaSet do atomizéru v atomové absorpcni analyze. AvSak ve vétSing ptipadu je tfeba vzorek napied
rozpustit a roztok analyzovat. Po rozpusténi vzorku obvykle roztok doplnime po znacku v odmérné
barice a pro vlastni stanoveni bereme alikvotni ¢ast (alikvot, napt. 25 ml z odmérky na 250 ml). Proces
rozpousténi urychlime rozmélnénim vzorku, zvysenim teploty a michanim. Rozpustnost vétsiny latek
se zvetsi pii zvySeni teploty, avSak pozor na zvySeny unik tékavych sloZek jako CO, nebo NHj3 za
vyssi teploty. NejCastéji pouzivané rozpoustédlo je voda. I pii rozpousténi ve vodé muze dojit ke
zmeéné analytu, napf.:

SO3 +HyO > H»SOy4

Pokud se vzorek nerozpusti ve vodé, pouzijeme vhodné c¢inidlo k jeho prevedeni na
slouc¢eniny rozpustné ve vodé. Ovsem pozor:

1/ v roztoku vzorku se objevi i slozky ¢inidla, které v ptivodnim vzorku nemusely byt obsazeny

2/ pro stanoveni chloridi nebudeme vzorek rouzpoustét v HCI. Teoreticky by bylo mozné k rozpusténi
pouzit znamé mnozstvi HCI a odecist je od vysledku analyzy, ale toto feseni je naprosto nevyhodné. To
proto, Ze na rozpusténi by bylo tfeba nepochybné mnohem vétsi mnozstvi HCI nez kolik je chloridu ve
vzorku. Vysledek analyzy by v tomto pfipad¢ byl nepiesny, piedstavoval by maly rozdil dvou velikych
hodnot: sumu chloridi z ¢inidla a ze vzorku minus chloridy z ¢inidla.

3/ ptidavek cinidla ke vzorku mize zplsobit ztratu nekteré ze slozek vzorku. Napf. pii rozpousténi
CaCOjy ve ziedéné HCl vytcka z roztoku CO,.

4/ pii rozpusténi vzorku miize nastat zména stavu analytu, napf. slouceniny Zeleza v oxida¢nim stupni
2+ pti rozpusténi v kyselin€ chlorovodikové se snadno oxiduji (vzdusnym kyslikem) na Fe(III).

Ztedéna silna kyselina (HCI) rozpousti oxidy kovi (CuO, ZnO) a soli slabych kyselin
CaCOj3, FeS ...), pfevadi je na ve vodé rozpustné chloridy. Prezihany oxid hlinity se nerozpusti ve
3

vodném roztoku kyseliny, k jeho pfevodu na stl rozpustnou ve vodé pouzijeme kyselé taveni:
praskovity vzorek promichdme s nadbytkem KHSO4 a tavime v platinovém kelimku. V taveniné za

zvySené teploty vznika kyselina sirova reakci

2 KHSOy4 9H2$O4 +K»S0y4

a tato kyselina pfi vysoké teploté (cca 500 OC) pievadi na siran i ty latky, které s vodnym
roztokem kyseliny nereaguji anebo reaguji neuplné.

Sal slabé kyseliny CuS se nerozpusti ve zfedéné HCI protoze vazba Cu-S je velmi pevna.
Ptidavkem oxidovadla (napf. Bry) se zoxiduje sulfidicka sira a dojde k rozpusténi v kyseliné. Podobné

lze provadet i kyselé oxidacni taveni napt. ve smési hydrogensulfatu a persulfatu draselnych.

Ptevazn€ kyselinotvorné oxidy (SiOp, WOj3 ...) zkousime rozpustit v alkalickych roztocich

(napt. NaOH) a pokud neuspéjeme, pouzijeme alkalické taveni se sodou (v Pt kelimku)
SiOp + NapyCO3 = NaySiO3 + COy

pii kterém z taveniny unikd CO;. Tavenina NaOH ma vyS$§i alkalitu (lépe reaguje s
kyselinotvornymi slouc¢eninami) nez tavenina NayCOs3. AvSak v tavenin€ NaOH dochazi ke korozi
kovové Pt, proto tavime v levnéjsich niklovych kelimcich a musime pocitat s korozi niklu, v tavening

se objevi jeho slouceniny. Alkalické oxidacni taveni lze realizovat ve smési hydroxidu a peroxidu
sodnych.

Nekteré ve vodé nerozpustné (Spatné rozpustné) organické molekuly pfejdou do vodného
roztoku po pfevedeni na ionty. Tak napt. aminy se rozpoustéji v kyselinach, karboxylové slouceniny a
fenoly v bazickém prostfedi. Jind moznost pfevodu hydrofobnich organickych molekul do vodného
roztoku (koloidniho roztoku) je jejich solubilizace (viz kapitola 4), uzavieni do micel tvofenych
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povrchové aktivnimi latkami (=tenzidy).

Pro pievedeni do vodného roztoku pouzivame i redoxni reakce (kovové zelezo piejde do

2+

roztoku po oxidaci na Fe<™ pfi rozpousténi v HySOy4):

Fe+2H" > Hy + Fe2 ™

a reakce tvorby komplexil, napf. Cu(OH), se rozpusti ve ziedéném amoniaku a AgCI v
ustalovaci (v roztoku NayS,03). Pti leptani (rozpousténi) skla vodnym roztokem HF probiha reakce

Si05 + 6 HF > H)SiFg + 3 HyO

a za zvySené teploty, pokud zabranime hydrolyze (vodu vazeme piidavkem konc. HySOy)
unika plyn SiF4: SiOj +4 HF - SiF4 +2 HyO

9.3 SEPARACE ANALYTU Z MATRICE

Pii stanoveni fady analytli ru$i pfitomnost slozek matrice, k jejich eliminaci vyuzivame
separacni techniky (viz kapitola 6) napf. srazeni, destilaci, extrakci a sorpci z roztoku na pevné fazi.
Zvlastnim piipadem takové separace je mineralizace vzorku pfi stanoveni anorganickych komponent v
organickém materialu. Mineralizaci, rozklad organickych slozek oxidaci, provadime bud’ spalenim na
suché cesté anebo oxidaci v roztoku. Pfed spalenim je vhodné zvlh¢it vzorek roztokem dusi¢nanu
hotecnatého; pfi spalovani vznikda MgO, ktery zvétSuje svlj objem a tim vytvari pory ve spalovaném
materialu, ten je 1épe piistupny vzdusnému kysliku a rychleji se spali. Zaroven dusi¢nan z MgNO3
tepelnym rozkladem uvolnuje kyslik. Po takovém spaleni ziistane netékava pevna faze (popel) a vétSina
puvodniho organického materialu ptejde do plynné faze.

Mineralizaci na mokré cesté¢ provadime obvykle v kyselém prostiedi za zvySené teploty. V
koncentrované kyselin€ sirové (nikoli ve zfedéném vodném roztoku) probihd v omezené mife jeji
redukce na SO,. Koncentrovana kyselina sirova je slabé oxidovadlo ale miZe téZ odebirat z organické

molekuly vodu, roztok zéernd vyloucenym elementarnim uhlikem. Vymizeni ¢erné barvy indikuje
zoxidovani podstatné Casti organického materialu. Po tomto odbarveni pokracujeme v zahiivani (5-10
min), aby se zoxidovala i posledni stopovd mnozstvi uhliku, ta, kterd uz zrakem nepostfehneme.

Oxidace samotnou kyselinou sirovou nema prakticky vyznam, vyhodnéjsi je pouzit smés kyselin sirové
a dusicné. Za vyssi teploty HNO3 se rozkladd a t€ka, HySO4 je mnohem stalejsi, proto béhem

mineralizace dodateéné pfidavame pouze kyselinu dusi¢nou.

Mineralizace zivociSnych tkani (maso, salam) spalovanim na suché cesté je nepfijemna a
oxidace ve smési HySO4 + HNO3 postupuje velmi pomalu. Pro tuto oxidaci byla navrzena kyselina
chlorista, kterd vSak snado vytvaii tfaskavé organické slouceniny. Bezpecny postup je tento: vzorek
rozemletého masa nalozime pfes noc do smési kyselin dusi¢né a sirové. Druhy den smés zahfejeme a
po kapkach priddvame koncentrovanou kyselinu chloristou. Pozorujeme misto dopadu téchto kapek a
tvori-li se tam oblacky zeleného chloru znamena to, Ze smés ma dostateéné vysokou teplotu, pfi niz se
kyselina chlorista rozklada. V takovém pftipadé pokracujeme v pridavani kyseliny chloristé po kapkach
az do uplné mineralizace (odbarveni). Pokud se pii dopadu kapky kyseliny chloristé zeleny oblacek
chloru neobjevi, je smés malo zahtatd, musime pierusit ptidavani kyseliny, dale zahfivat a potom opét
zkusime pfidat jedinou kapku HCIOy .

Zvlastnim ptipadem mineralizace je postup pii KHIELDAHLIZACI, pouzivané pro stanoveni
dusiku v organickych slouceninach. Pfi zahfivani organické latky v kyselin¢ sirové (pfidavame
katalyzator, napi. selen) oxiduje se uhlik na CO, a organicky vazany dusik se zaroveni redukuje na

¢pavek, v kyselém prostiedi vznika kation NH4+. Timto zpisobem ptechazi na amonium snadnéji

dusik z aminti nez dusik, na ktery je vazan kyslik napf. v nitro skupiné. Ptidavek slouceniny obsahujici
dostatek vodiku (gluk6za) umoziuje kvantitativni pfevod na Epavek i u latek, v jejichz molekule je
nedostatek vodikd.
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10. CHYBY. VYHODNOCENI VYSLEDKU ANALYZY

10.1 CHYBY MERENI

Chyby méfeni délime na chyby hrubé, systematické a nahodné. HRUBE CHYBY maji svij
puvod v nekvalitnim vybaveni a podminkach pro méfeni, v nedostate¢ném zaSkoleni a peclivosti prace
meéficich pracovnikli. Hruba chyba miize byt zplsobena tfeba nedostate¢nym promytim srazeniny,
nepfesnym doplnénim odmérné banky po znacku, Spatn¢ sefizenym meéficim zafizenim, kontaminaci
vzorku v prostfedi laboratofe, zZaménou vzorkt, chybou v umisténi desetinné ¢arky béhem vypoctu atd.
Hrubé chyby mohou byt eliminovany na minimum dodrzovanim podminek spravné laboratorni praxe
(viz kapitola 10.3).

Pitkladem SYSTEMATICKE CHYBY pii titraci je barevny piechod indikatoru, ktery
nenastal pfesné v ekvivalenci anebo nikoli zanedbatelnd rozpustnost srazeniny ve vazkové analyze.
Systematickou chybu eliminujeme pouzitim kalibraéni kifivky (graf zavislosti naméteného signalu na
znamych mnoZstvich analytu). Systematicka chyba se projevuje pouze u ABSOLUTNICH METOD
ANALYZY (vazkovéa a odmérna analyza, coulometrie), tj. u metod, kde pfepoéteme naméfeny signél
na mnozstvi (koncentraci) analytu pomoci obecné znamych konstant (stechiometrickych, Faradaytv
naboj ...) a vztahll, tedy u metod, kde pro vyhodnoceni vysledku analyzy nepouzivame aktudlni
kalibrac¢ni graf.

NAHODNYMI CHYBAMI je zatizen vysledek kazdého méfeni. Budeme-li napf. opakované
mefit Sitku stolu (60.00 cm) kovovym méfitkem s vyznaCenymi milimetrovymi dilky a budeme-li
odhadovat i desetiny milimetru, naméfené hodnoty nebudou identické, budou rozptyleny v néjakém
intervalu a budou blizko oném 60 cm (napf. 60.05, 59.92, 59.96, 60.06, 60.02 cm). Nahodnou chybou v
chemické analyze je napfiklad pretitrovani v pfipadé, kdy k dosazeni ekvivalence stacila 1/4 posledni
kapky, ale pridali jsme kapku celou. Nebo je to ndhodna chyba odmérného nédobi, kde mé vyrobce
povolenou toleranci objemu, ta je fadu + setiny mililitru pro batiku 100 ml (viz tabulka v 10.2). A i pfi
peclivém dopliiovani pipety po znacku a vypousténi roztoku z pipety se nevyhneme urcité chybé v
davkovaném objemu, navic nepracujeme vzdy pii teploté, pro kterou pipeta byla kalibrovana. Nahodné
chyby vznikaji také pti odhadu v odecitani desetin nejmensiho dilku na méftidle, zde se mtze uplatnit i
individualné odlisny pfistup riznych pracovnikii. Statistické zpracovani vysledkt analyzy predstavuje
snahu o nalezeni spravného vysledku stanoveni, popf. druhu chyb a vyjadfeni jejich velikosti

10.2  STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Opakované mnohokrat jsme zméfili
jednu veli¢inu a dostali jsme statisticky soubor n Gaussova distribuce opakovanych méfeni
hodnot Xi. Tyto hodnoty sefadime podle velikosti, '
nejmensi oznacime Xj a nejvétsi Xn, jejich

prumér je . Tento soubor muzeme graficky
znazornit tak, 7e na vodorovnou osu nanasime
namétfené hodnoty Xi a na svislou osu udaj,
kolikrat jsme tu kterou hodnotu Xi namétili. Pro
dostatecné  veliky pocCet méfeni dostaneme
Gaussovu kiivku s maximem pii Xi = . Tato
kfivka ma tvar zvonu a svisla ptimka prochazejici
maximem je jeji osou symetrie.

Vyznaénou charakteristikou souboru je smérodatnd odchylka s. Cim mensi je s, tim vice
hodnot Xi je v tésné blizkosti &, tim vyse je maximum Gaussovy kfivky a tim blize jsou si body se
stejnou ypsilonovou soufadnici na kiivce pfed a za maximem. SMERODATNA ODCHYLKA
(anglicky standard deviation) je mirou PRESNOSTI MERENI. Cim mensi smérodatna odchylka, tim
blize jsou jednotlivé hodnoty Xi priméru J, tim pfesnéjsi je méfeni. Piesny v hovorové mluve
predstavuje opak priblizného, ve statistickém pojeti vSak presnost charakterizuje rozptyl namétenych
hodnot pfi opakovaném méfeni. Svisla osa charakterizuje pravdépodobnost, se kterou namérime
hodnotu Xi. Plati, Ze v intervalu Xi = & + 0,67s se nachazi 50 %, v intervalech Xi=J + 1s, Xi=J +
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2s a Xi =& £ 3s se nachazi 67, 95,5 a 99,7% ze vSech namétenych hodnot Xi. Z této distribuce
vychazi velka vétsina statistickych metod. Odhad smérodatné odchylky jednotlivého méfeni vypocteme
ze vzorce

R 2
s= \/1 Z(x - @j (pozn. v MS Excelu je to funkce =smodchvy )
n—1 '
sumarizujeme od i=1 az po i=n. Pro vypocet smérodatné¢ odchylky bychom misto & méli
pouzit spravnou hodnotu. Protoze ve vétsin€ piipadii tato spravna hodnota neni zndma, nahrazujeme ji
dostupnou veli¢inou & (viz standardni materialy, kapitola 10.4). Smérodatnou odchylkou obvykle
rozumime smérodatnou odchylku jednotlivého méfeni, smérodatna odchylka priméru s(&) =s / Vn

se pouziva pii vyjadfovani intervalu spolehlivosti vysledku (viz dale). Relativni smérodatna odchylka
(relative standard deviation, RSD, varia¢ni koeficient) je
Ky
2 RSD = o 100

Vyse uvedeny vzorec pouzivame pro vypocet smérodatné odchylky z velkého (statistického, asi tak
vice nez 20 hodnot) souboru méfeni. Pro vypocet odhadu smérodatné odchylky z malych soubort
(typicky do 7 hodnot) byl navrzen vzorec (statistika Dean-Dixonova)

sR =kp R

kde R je rozpéti, tj. rozdil mezi nejvétsi a nejmensi naméfenou hodnotou, R=X,-X1, a k, je
konstanta pro n-¢etny soubor. Hodnoty k;, uvadi tabulka:

Dean-Dixon (a<=7):
n kn
0.8862
0.5908 s,=k, R
0.4857
0.4299 rozpéti R
0.3946
0.3698 | R= Xpux — Xouin|

max min

~NOoO OB~ WN

Pti opakovaném meéfeni jsou stejné pravdépodobné kladné i zaporné nahodilé chyby, a proto
¢im vice paralelnich méfeni, tim mensi nahodilou chybou je zatiZzen jejich pramér. Tato skute¢nost se
zobrazi i na zdvislosti hodnoty ky, na n (viz tabulka). Pfi zvétSovani poctu paralelnich méfeni hodnota

ky, se postupné zmenSuje, v oblasti malého poftu méfeni je tento pokles vétsi nez pro velikd n. V

chemické analyze znamena opakovani méfeni provést celou analyzu zacinajici navazkou, rozpusténim
vzorku, atd. az do zaznamenani signalu opakované. Vzhledem k naro¢nosti (¢asové, materidlové)
opakovanych analyz je povazovano za dostate¢né provést 3, maximalné€ 5 paralelnich stanoveni.

Vylucovani odlehlych hodnot n|T("=0,05)

Znalost smérodatné odchylky dovoluje VYLOUCIT ODLEHLE 2 12;;
HODNOTY 2z naSeho souboru, tedy ty, které jsou zatizeny HRUBOU -

chybou. Vypocteme veliiny (Grubbstv T-test) 3 1.869
6 1.996
Tsn = Xy- D)/s* Ts,1 = (D -X1)/s* 7 2.093
. L 8 2172
kde s*=s.(n-1)/n (pozn. v Excelu je to funkce =smodch ) a porovname je s 9 2237
tabelovanymi kritickymi hodnotami pro n-Cetny soubor a urcitou 10 2' 504
pravdépodobnost (napt. 95%). Pokud je hodnota Ts,l nebo Ts,n vetsi nez 11 2' 343

tabelovana kritickd hodnota T (viz tabulka) pro dany pocet méteni, potom s
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uvedenou pravdépodobnosti (95%) lze oznacdit extrémni hodnotu (X nebo X,,) za odlehlou a vylou¢it

ji z naseho souboru. Tim dostaneme soubor novy, pro ktery opét budeme testovat odlehlost nejvetsi a
nejmensi naméfené hodnoty X, a X;. Toto testovani lze samoziejmé pouZit pro soubory o minimalné 3

¢lenech.
Byl navrzen i odlisny zptisob vylucovani odlehlych vysledki (Q-test podle Dean-Dixona):
vypocteme veli¢iny  Qp = (Xy-Xp-1)/R - a Q1 =(Xp-X1)/R

a porovname je s tabelovanymi

hodnotami. V  obou pfipadech Q = X T X ii=2,n
por(?vna\ie}me vpomer’: A c1j£ateh Je V Dean-Dixontv Q-test R

prvém piipadé rozdil mezi extremni —TSC=005) 005
hodnotou a primérem, v druhém : :
pfipadé mezi dvéma extremnimi 3 0.941 7 0.507
namétenymi hodnotami, bud’ 4 0.765 8 0.468
nejvétsimi  anebo nejmensimi. Ve S 0.642 9 0.467
jmenovateli je pak -charakteristika 6 0.560 10 0.412
pfesnosti meéfeni, bud smérodatna

odchylka anebo ji umémé rozpéti (porovnej s=kjR). Na podobném principu miZeme posoudit i
shodnost vysledkti méteni stejné veli¢iny provadéné: i/ dvéma riznymi metodami, ii/ dvéma riznymi
pracovniky nebo iii/ na dvou riznych pracovistich. Vypocteme hodnotu zlomku, kde v Citateli je rozdil
nalezenych vysledkti a ve jmenovateli jsou smérodatné odchylky anebo rozpéti, a porovname hodnotu
vypoctenou s tabelovanou.

n t("=0.05)
L 2 12.706
Interval spolehlivosti 3 2303
Vypoletli jsme pramérmou hodnotu & a smérodatnou odchylku s ze 4 3.182
souboru s omezenym poctem #n Clenl, tento prumér nemusi byt totozny s 5 2.776
primérem, ktery bychom ziskali z velikého poctu méfeni. INTERVAL 6 2.571
SPOLEHLIVOSTI PRUMERU je interval, ve kterém lezi s uréitou 7 2 447
pravdépodobnosti (nejcastéji pouzivame 95%) primér ziskany z velikého 8 2.365
(statistického) poctu méfeni. Pro interval spolehlivosti priméru pouzijeme vzorec 9 2.306
(hodnoty t jsou tabelovany pro urcitou pravdépodobnost) 10 2.262
11 2.228
t
L=o+ts7 - >
Jn Dean-Dixon (n~7):
, , - L=x+tK R
alternativné Ize pro velmi malé n pouzit statistiku Dean- n
Dixonovu n K("=0.05)
L=@+K,R 2 6.40
3 1.30
Hodnoty K, pro n méfeni a urcitou pravdépodobnost jsou 4 0.92
také tabelizovany (viz tabulka). 5 0.51
6 0.40
7 0.33

Nékteré pojmy:

ABSOLUTNI CHYBA je rozdil hodnoty nalezené a hodnoty spravné. O kladné chybé
mluvime, je-li nalezena vétsi nez spravna. Absolutni chyba charakterizuje SPRAVNOST vysledku, u
spravnych vysledkt je maly rozdil mezi hodnotami nalezenou a spravnou. RELATIVNI CHYBA je
stonasobek chyby absolutni déleny spravnou hodnotou, relativni chyba vychazi v procentech. Neni-li
znama spravnd hodnota, nahradime ji primérem a takto vypoctena chyba vypovidda o jeho
PRESNOSTI, nikoli o spravnosti vysledku. Vysledky analyzy mohou byt pfesné a pfitom nespravné!!
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presné + nespravné
Vysvétleni

presnosti
a spravnosti

nepresné + spravné

Cetnost vysledku

o0 0® Py Py | Py Py >

soustavna chyba skutena hodnota

Smérodatna odchylka charakterizujici pfesnost se mize liSit, je-li méfeni provadéno stejnym
pracovnikem na stejném zafizeni se stejnymi roztoky ve stejném dni anebo méfilo-li n€kolik riznych
pracovnikt, méfilo-li se na rtiznych zatfizenich anebo v riiznych laboratotich, anebo na stejném zatizeni
ve stejné laboratofi, ale v riznych dnech a s riznymi (po vypotifebovani nove pfipravenymi) roztoky.

CITLIVOST je pomér zmény velikosti signalu ku zméné velikosti koncentrace (mnozstvi)
analytu, kvantitativni charakteristikou citlivosti je smérnice kalibracni kfivky. Nejmensi mnozstvi,
které analyzou jesté postihneme, udava limit detekce (=MEZ DUKAZU, limit of detection, LOD) pro
kvalitativni metody a LIMIT STANOVENI (limit of quantitation, LOQ) pro kvantitativni postupy.
Limit detekce konkrétni analytické metody mizeme vypocitat z kalibra¢ni kiivky a opakované
namétfeného signalu blanku: vypocitame takovou koncentraci (mnozstvi) analytu, jejiz signdl je roven
signalu blanku Sg plus 3 smérodatné odchylky tohoto signdlu, LOD=Sg+3sp. Pravdépodobnost, Ze
signal vzorku bez analytu je vétSsi nez Sg+3sg je pouze asi 0,15% (viz charakteristika Gaussovy
kiivky), je tedy velmi nepravdépodobné, Ze signal vétsi nez Sg+3spg by nepatfil analytu. Limit
stanoveni analytické metody je vzdy vétSi nez LOD, obvykle Sg+10sg. Vyvijime-li analytickou
metodu pro zadavatele, je (relativni) smérodatna odchylka, pfipadné limit stanoveni pozadavkem, jehoz
splnéni (nesplnéni) takto testujeme.

Pritomnost slozek matrice mtze ovlivnit signal analytu. Nameétime-li vétsi ¢i mensi signal nez
jaky by daval ve stejném mnoZstvi samotny analyt za nepiitomnosti matrice, mluvime o RUSENI.
Rozdil mezi signalem samotného analytu a stejnym signalem za pfitomnosti rusici komponenty se
obvykle zvétSuje se vzrustem koncentrace ruSici slozky. Koncentraci (nebo mnozstvi) rusici
komponenty, ktera vyvola maximalni (ale pro nas jesté akceptovatelny) rozdil signalti analytu bez a s
matrici, oznacujeme jako mez ruseni.

Ciselny vysledek méfeni se uvadi na nékolik DESETINNYCH MIST. Na kolik? Je ziejmé, Ze
kazda metoda (vaZeni, méfeni objemu nebo elektrického potencialu atd.) ma svou "piesnost" (1épe
fe¢eno nejistotu hodnoty). Pravé tato nejistota urcuje smysluplnost desetinnych mist (platnych &islic)
vysledkt. Nejistotu pfistrojit udava vyrobce (napf. u mechanickych analytickych vah 0.2 mg,
elektronickych +0.05 mg) nebo ji mizeme odhadnout ze zkusenosti (napt. v bézné byreté odecitame s
presnosti £0.01 ml). Proto nema smysl udavat napt. vysledky méfeni objemu v bézné byreté na vic nez
setiny ml (4.56 ml).

Pouzivame-li pii stanoveni vice metod / krokli a uréujeme veliéinu Y (napt. hmotnost analytu
po opakovaném vazeni, odméfovani alikvotu a nasledné titraci), mizeme nasi nejistotu kvantifikovat,
protoze chyby kazdého kroku se v kone¢ném vysledku projevi podle tzv. kumulace chyb (s je
absolutni, s, relativni smérodatnd odchylka):

X,
Y=x %X — 85,=./5 +5 Y:X].XZ,Y:;I—>%SW: %s, +%s,
2

2
. oY
Y=x"—>s,=a*s obecné — 5@=Z[é’—j s
‘XI'

Piedem tedy mizeme odhadnout, jakou pfibliznou chybu Ize u celého analytického postupu (operace)
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ocekavat. Podle toho udavame konec¢ny vysledek stanoveni (vyslednou absolutni smérodatnou
odchylku s zaokrouhlujeme na 2 platné &islice). Mezivypocty (na kalkulacce) ale nezaokrouhlujeme
(byla by to dal$i neptesnost - chyba)! Abychom do udévanych vzorcti mohli zahrnout bézné udavanou
toleranci nadobi ¢i vah, pouZijeme vzorec s = udavana tolerance/\3.

Priklad: Standardizace (urCeni pfesné koncentrace) 10 mM titracniho roztoku na navazku v
presné byreté. Postup: 1x diferenéné navazujeme asi 5 mg (my (lodicka)~5 g), métime spottebu roztoku
v byreté (asi 5 ml) v bod¢ ekvivalence podle barevného prechodu indikatoru.

- rel. chyba dvojiho vazeni vazeni = 100* [0.272/3 +0.22/3]"0.5 /5005 mg=0.003% (P=0,20 mg)

- rel. chyba uréeni spotieby (1 kapka = 0.02 ml, dale subjektivni chyba urceni bodu ekvivalence +
chyba indikéatoru = 0.02 ml = 0.04 ml) = 100*0.04 ml/5 m1=0.80 %

pfesnou koncentraci budeme pocitat podle vzorce k*m/V (déleni), ocekavame tedy celkovou
rel. chybu [(0.003)"2+(0.8)*2]"0.5 = 0.80%. Absolutni smérodatnd odchylka (pfesnost stanoveni) je
tedy s=0.080 mmol/l. Stanovenou prumérnou pfesnou koncentraci (=titr) proto uvadime na tisiciny
pfiblizné hodnoty (napt. c=10.231 mmol/l, s=0.080 mmol/l), podobné interval spolehlivosti
¢=(10.231£0.061) mmol/l. POZOR! Je-li tato hodnota pouze mezivypoctem, dale pouzivame
nezaokrouhlenou hodnotu, jako napf. faktor titracniho roztoku f (c=cyi.f), napt. £=1.0231 ¢i 0.9871.

Pozn.: V chemické praxi se ovSem casto uvadeji vsechny hodnoty na dvé desetinnd mista (vétsinou
nesprdavné) resp. na pocet desetinnych mist o jedno veétsi, nez ukazuje prvni platna cislice smerodatné
odchylky (rozumné).

Tabulky udavané nejistoty pfi bé€Znych operacich

vazeni:
m [mg] S[mg] | S-1[mg]| P [mg] 20 0.014 0.035 0.070)
1000 0.054 0.10 0.20 10 0.014 0.030 0.060
500 0.025 0.08 0.16 5 0.014 0.028 0.055
100 0.025 0.05 0.10 3 0.014 0.026 0.052
50 0.014 0.042 0.085 2 0.014 0.025 0.050
30 0.014 0.038 0.075 1 0.014 0.025 0.050
mérfeni objemu:
byrety: pipety: odmérné baniky:
objem (ml) dilek chyba (ml) objem (ml)  chyba (ml) objem (ml)  chyba (ml)
5 0.01 0.01 0.5 0.006 1 0.02
10 0.05/0.02 0.02 1 0.006 2 0.02
25 0.1 0.03 2 0.006 5 0.02
50 0.1 0.05 3 0.01 10 0.02
100 0.2 0.1 4 0.01 25 0.03
5 0.01 50 0.05
10 0.02 100 0.08
plastové mikropipety: 15 0.03 200 0.1
0,5-2 % 20 0.03 250 0.12
25 0.03 500 0.2
Hamiltonky: 50 0.05 1000 0.3
1% 100 0.08 2000 0.5
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10.3 KALIBRACE. REGRESNI KRIVKA

Kalibrace znamena konstrukci zavislosti analytick

¢ho signalu na znamém mnozstvi analytu

(obvykle graficky). Tento postup neni nutny vzdy: tfeba u gravimetrie zvazime vysusenou sraZeninu,
jejiz stechiometricky vzorec zname a tudiz vime, Ze analytu tam je vzdy 42.57%, hmotnost srazeniny
M ptimo tika, Ze hmotnost analytu bude m=0.4257 x M. Podobn¢ u volumetrické analyzy (titrace)

obvykle nejprve ur¢ime presnou koncentraci odmérného r

oztoku a pak zjistény objem odmérného

roztoku do bodu ekvivalence urcuje pfimo mnozstvi (koncentraci) analytu: x = k * V, protoze pfesn¢
vime, jak dana reakce probiha (vypoctem urcime vysledek stanoveni).

U drtivé vétSiny instrumentalnich metod
(fotometrie, chromatografie....) se vSak nespoléhame na
tabulkové hodnoty molarnich absorpcnich koeficientt
nebo jinych odezvovych faktorG naseho detektoru,
abychom hledanou koncentraci z analytického signalu
pfimo vypocitali, protoze pracujeme tfeba pfi jiném pH, v
jiném rozpoustédle, pfi jiné teploté, pfistroj ma jinou
optickou celu...atd. (anebo takova hodnota prosté ani
tabelovana neni), ¢ili pro kvantitativni analyzu
pouzivame kalibraci. Casto je pouZzivana metoda

A
A

Ax

kalibra¢ni kfivky: musime mit k dispozici standard, z
néhoz pripravime roztoky nekolika riznych koncentraci,
nejméné 3, obvykle 5 a u nich zméfime (opakované,
bezn¢ 3x) intenzitu analytického signalu (absorbanci,
napéti...). Ze signalu vzorku Ax pak odecteme mnoZzstvi
analytu cx.

V pfipadech, kdy matrice ovliviiuje analyticky
signal, lze s vyhodou pouzit metodu standardniho
pridavku (viz také kapitola o UV VIS): zméfime signal
vzorku Ax, pfimo do ng pfiddme znadmé mnoZzstvi
analytu, jako bychom pfipravili roztok koncentrace cx, a
opét zméfime signal (pfidavané mnozstvi nesmi fadové
pfevySovat mnozstvi stanovované!). Smeérnice pfimky

spojujici tyto dva body (bodti mize byt i vice) odpovida
smérnici kalibra¢ni kiivky, graficky vlastné hledame -cx,
tj. jakou koncentraci cx bychom museli ze vzorku
odstranit, aby vzorek poskytl nulovy signal.

LINEARNI REGRESE

Y=mX+ b

linearni (pokud to 1

(Z X) (z y) . ”Z Xy takovéto piimky (Y = m X + b) lze spocitat. V MS Excelu

existuje funkce LINREG, [m b 2.7 -3.2
(Z X)z _ HZ X2 kterd miize poskytnout |sm sb 0.2 0.6
| nasledujici tabulku 2x5 52 WX 0-991222 0-‘2‘
. stupvo
b= —(Z y— mz X) poli: ssreg ssres 36.45 0.3
n

f f f f f >
cl c2 «c3 c4 c5
Cx c
Metoda kalibracni kfivky
A
A
-Cx
A
I >
vzorek vzorek+Cs c

Metoda standardniho pfidavku

Metoda regresni analyzy pomaha prolozit n kalibra¢nimi body
[x, y] "nejlepsi" kiivku. Casto pozadujeme, aby tento graf byl

ze ocekavat nebo splnit). Pak rovnici

Statisticky parametr R (korelacni koeficient,
pozor! Excel pocitd R*2) charakterizuje, jak tésné

2.3 = (X (2 )

- N . 1, . | R=
je pfimka prolozena kolem experimentélnich boda \/
(hodnota 1 znamené maximalni zavislost Y na X):

[ - - (Z )]
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104 SPRAVNA LABORATORNI PRAXE

Chceme-li minimalizovat vyskyt hrubych chyb v provozu analytické laboratofe, je tfeba
zavést do veskerého déni peclivost a pofadek (systematicnost). Kazdy pracovnik dostane ptesné
vymezené ukoly, za jejichz realizaci nese odpovédnost, a podrobné instrukce pro jejich provadéni,
musi mit pro tyto ukoly dostate¢nou kvalifikaci. Na pracovisti jsou vymezeny prostory pro jednotlivé
operace (skladovani vzorkd, rozklady kyselinami, umyvani nadobi atd.), je zajisténa potfebna Cistota
prostorii s riznym urcenim a je zamezen pfistup nepovolanym osobam. V pfedem stanovenych
intervalech se provadi kontrola spravnosti funkce vsSech pfistroju, tuto zajistuji bud’ urceni interni
pracovnici anebo externi servismani. Systematické chyby minimalizujeme tak, Ze analyzy se provadé;ji
postupy piedepsanymi normou. Tyto postupy prosly pfi schvalovani normy piisnou kritikou a byly
odsouhlaseny jako optimalni za souc¢asného stavu technického rozvoje (nékdy pozdé€ji se nepochybné
objevi metody lepsi).

Zapisy o provadéné praci (protokol) se vedou predepsanym zplsobem, srozumitelnym dalSim
pracovnikim (viz zastup v dobé nemoci nebo dovolené). Tyto protokoly jsou téz predepsanym
zpusobem archivovany. Vedouci pracovnici kontroluji kvalitu prace odvadéné jejich podiizenymi
(zadavaji kontrolni vzorky o znamém sloZeni). Na zaklad¢ pisemného materidlu o souboru takovych
opatfeni a kontrole laboratofe provedené komisi expertl je laboratofi udélen akreditacni certifikat
platny v Ceské republice a perspektivné i v Evropské unii. Atestovana laboratof prokazuje svoji trvale
dobrou uroven analyzou kontrolnich vzorku, které jsou ji periodicky zadavany instituci s pravem
udélovat akreditaci. Vysledky akreditované laboratofe jsou uzndvany za spravné napi. v soudnim
fizeni, tyto vysledky predstavuji maximalni pfiblizeni spravnym hodnotam, které mizeme doséahnout
souc¢asnymi béznymi prostiedky.

Spravna laboratorni praxe (GLP, good laboratory practice) je vyhodna nejen v tom, Ze piinasi
kvalitnéjsi informace o chemickém slozeni vzorku, ale vede také k tsporam. Vyrobci finalniho
produktu odpada nutnost analyzovat vychozi produkt pokud ma spolehlivy tdaj o jeho slozeni od
subdodavatele. Pfi pfevozu pacienta z jedné nemocnice na operaci do druhé se v té druhé mohou
spolehnout na vysledky testt klinické laboratofe prvni nemocnice a je mozné operovat bez zbytecnych
odkladt; tomuto stavu predchazel dlouhy proces unifikace klinickych testd na rGznych pracovistich,
béhem kterého byly analyzovany kontrolni vzorky (rozesilané z centra) tak dlouho, az bylo dosazeno
shodnych vysledkd.

10.5 STANDARDNI MATERIALY

Standardni materialy, téz standardy, jsou materidly o znamém sloZeni. Pouzivaji se ke
konstrukei kalibraéni kiivky pro metody, u kterych nedovedeme jednoduchym zpiisobem vyjadrit
kvantitativni vztah mezi velikosti registrované¢ho signalu na mnozstvi analytu. Tyto standardy mohou
byt chemické4 individua vysoké Cistoty (napif. kovové stiibro, bezvody NayCOs3, dihydrat kyseliny
Stavelové, PbCly, NaCl ...), ty pouzivame napf. pro pfipravu odmérnych roztoki na titrace. Je Zadouci,

aby standard neménil své sloZeni (nepodléhal vzdusné oxidaci, nebyl hygroskopicky ...).

Vedle chemickych individui existuji téZ standardy jako legovana ocel, zula, susené javorové
listy, krevni pazma s atestovanym obsahem stopového mnozstvi Li ... Vyroba takovych standardi se
provadi takto: vyrobce shromazdi ur¢ité mnozstvi materialu, zajisti jeho homogenizaci a rozesle vzorky
k analyze do nékolika (5 az 15) renomovanych laboratofi, které maji zkuSenosti s chemickym rozborem
materialll tohoto druhu. Je pfedepsano vzorky analyzovat nékolika metodami principialné odlisnymi
(titraci, polarograficky, spektrograficky, rentgenovou fluorescenci, vazkové, fotometricky po extrakei,
aktivaéni analyzou atd). Timto zpusobem se analyzuji ty slozky vzorku, jejichz pfesny obsah chceme
znat a u ostatnich komponent se stanovi jejich obsah spiSe jen orienta¢né. Vysledky ziskané timto
KRUHOVYM POKUSEM (anglicky inter-laboratory test) po statistickém zpracovani predstavuji
maximalni mozné pfiblizeni spravnym hodnotam. Spolu se standardnim materidlem se dodava atest se
vSemi vysledky provadénych analyz véetné charakteristik pfesnosti jednotlivych stanoveni. Pomoci
takového (drahého) standardniho materidlu si v laboratofi zanalyzujeme na$ pomocny standard a ten
pouzivame pro béznou, méné naro¢nou praci.
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