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Organizace cviceni

Cviceni se bude zabyvat zakladnimi operacemi a metodami analytické chemie. Bude se zamétovat na
zéklady kvalitativni analytické chemie (aloha 1), zakladni operace jako je vazeni a odméfovani objemut (iloha
2), kvantitativni analyzu pomoci gravimetrie (iloha 3) a volumetrie (tlohy 4 — 5) a separa¢nimi technikami
(uloha 6). Vsechny tyto ulohy jsou provadény vSemi studenty spole¢né, kazdy student s vlastnim vybavenim a
také s vlastnim neznamym vzorkem.

Navody k tloham jsou vzdy uvedeny struc¢nou kapitolou z teorie metody - jeji prostudovani vam
pomuze pochopit provadénou tlohu, i kdyz jste se s metodou prozatim na ptednaskach nesetkali. Cely navod si
pfedem piectéte a pfipravte se na cviceni vypoctenim potiebnych navazek apod.

Seznam tloh:

1) Kovalitativni analyza v analytické chemii:
- Selektivni reakce kationti a anionti I (Na*, K*, NH4*, Mg?*, Ca?*, SO+, POs%, CI, NO3),
- Selektivni reakce kationti II (Pb?*, Cu?*, AI¥*, Fe%*, Mn?*, Zn?*, Co?*, Ni?*)

2) Kovantitativni analyza - zakladni operace: Kalibrace pipety, statistické zpracovani dat

3) Gravimetrie: stanoveni Zeleza v pigmentu jako Fe,O3

4) Odmérna analyza - Jodometricka titrace: Stanoveni vitaminu C v ovoci, vitaminovém preparatu

5) Odmérna analyza - Chelatometricka titrace: Stanoveni Ca a Mg ve vodach a véapenatych
schrankach zivocichi

6) Separacni techniky: Stanoveni rostlinnych barviv tenkovrstvou chromatografii (TLC)

Vypracovani protokolu

Z kazdé vami provedené tlohy vypracujete protokol. Odevzdani a uznani protokoli (tedy vécna
spravnost vasich pozorovani a vypoctill) ze vSech absolvovanych tloh jsou podminkou k udéleni zapoctu.
Protokoly odevzdavejte vZdy v nasledujicim cvifeni. Protokoly k opravé dostanete zpét, vSechny uznané
protokoly potom na konci semestru.

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

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

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

Jméno a prijmeni, studijni obor

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

Cislo wlohy a jeji nazev

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



Statistické vyhodnoceni vysledki

Chyby vysledki chemické analyzy

Ukolem analytického chemika by mélo byt poskytovani kvalitnich vysledki. Kvalitnim vysledkem je
myslen takovy vysledek, ktery je spravny a presny. Kvantitativni vysledky chemickych analyz mohou byt jako
v8echna ¢isla ziskana méfenim zatizena chybou. V praxi se setkavame s trojim typem chyb:

a) chyby systematické, které vznikaji napfiklad pfi pouziti nespravné metodiky pro dany vzorek
(naptiklad pouzitim nespravného indikatoru pii titraci systematicky dochazi k pietitrovani). Vyskyt takové chyby
musi byt vyloucen vhodnou volbou analytické techniky, pfipadné adekvatnim zplisobem eliminovan ¢i
korigovan.

b) chyby hrubé - mohou vznikat napfiklad nespravnym zpiisobem odecitani vychylky meéficiho ptistroje
&i objemu z byrety, nebo nedodrzenim kritického kroku v navodu - jsou to tzv. chyby osobni. DodrZzovanim
zakladnich analytickych navyki a navodti a maximalni peclivosti bychom témto chybam méli ptedchazet.

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

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

Abychom mohli statisticky vyhodnotit vysledek analyzy a odhadnout miru jeho variability, je tieba
ziskat dostateény pocet dil¢ich dat pro zpracovani. Z tohoto diivodu se vSechna analytickd stanoveni provadi
opakované a data se nasledn¢ zpracuji pro ziskdni odhadu stiedni hodnoty a miry variability této stfedni
hodnoty. Spravné uvedeny vysledek analyzy by tedy meél sestavat z této stiedni hodnoty a hodnoty jeji
variability. V praxi se u sériovych (rutinnich) analyz zpravidla provadi pouze jedno opakovani s tim, Ze
variabilita ziskaného vysledku je ziskana zpracovanim dostateéné velkého souboru dat v procesu tzv. validace.
Béhem validace se mimo této hodnoty ziskavaji také dal$i parametry, které charakterizuji pouzitou metodiku a
jeji aplikaci na dany vzorek (mez detekce, mez stanovitelnosti, linearita kalibra¢ni zavislosti, pracovni rozsah,
selektivita, rusivé vlivy, opakovatelnost, reprodukovatelnost, robustnost a dalsi).

Vylouceni odlehlych vysledki

Ziskame-li pfi analyze dostate¢ny pocet dat, méla by byt data s krajnimi hodnotami (nejniz$i a nejvyssi)
otestovana na odlehlost (pfitomnost hrubé chyby). Pro testovani odlehlosti nejmensi a nejvétsi hodnoty
sefazenych (X1 aZ Xn) dat miiZeme pouZit rizné testy (Dean-Dixontiv, Studentiv...), zde je uveden Dean-Dixonav
Q test, ktery se pouziva pro maly soubor dat (typicky <7):

_(%=x)
Q= R

kde R je tzv. rozpéti (Xmax - Xmin)

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



Tabulka kritickych hodnot Q testu pro vylouceni odlehlych hodnot:

n Qk n Qk

a=0,95 a=0,90 a=0,95 o =0,90
3 0,941 0,988 7 0,507 0,637
4 0,765 0,889 8 0,468 0,590
5 0,642 0,760 9 0,437 0,555
6 0,560 0,698 10 0,412 0,527

Vypocet odhadu stiedni hodnoty a jeji variability

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

X=X+ X2+ ....... Xn) /' N

Parametrem variability odhadu stiedni hodnoty (aritmetického priméru) je potom smérodatna
odchylka o (ziskana z velmi velkého - teoreticky nekone¢ného poctu méfeni), respektive odhad smérodatné
odchylky s. Pro mensi pocet vysledka (n < 10) je vhodné zjednodusené vypocitat odhad smérodatné odchylky
z rozpéti Ry (Rn = Xmax - Xmin):

s=Rn.kn

Hodnoty koeficientu ki pro odhad smérodatné odchylky z rozpéti:

n Kn n Kn

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

Jako relativni méfitko nahodné chyby se Casto pouZiva relativni smérodatna odchylka s, zpravidla
vyjadfena v procentech:

ss=s5.100/X %

Smérodatna odchylka je statistickym parametrem méticiho postupu a v jednotlivém piipadé pouze udava, ze pii
nahodném rozdéleni (Gaussovo rozdé€leni) lezi 68,3% vSech naméfenych hodnot v rozpéti +o okolo
aritmetického stfedu. Chceme-li vysledky vyjadfit s vetsi statistickou pravdépodobnosti P, musime rozpéti
zvétSit na #Ko, jak vyplyva z niZe uvedené tabulky (P by pfitom mélo byt vzdy uvedeno!).

Chyba v rozmezi + ko Statisticka Chyba v rozmezi + ko Statisticka
pravdépodobnost P pravdépodobnost P
0,675. ¢ 50,0% 258 .o 99,0%
100 .o 68,3% 300 .o 99,7%
164 .o 90,0% 329 .o 99,9%
19 .o 95,0% 400 .o 99,99%

Hromadéni chyb a nejistota

Je-li vysledek analyzy kombinaci nckolika experimentdlné zjiSténych hodnot (naprosta vétSina
vysledkll), z nichz kazdd ma svoji chybu (pfesnost pipet, vah, odeCitdni objemu na byreté, piesnost -
opakovatelnost rozkladu vzorku, odeétu vychylky na pfistroji apod.), dochdzi k hromadéni chyb. V praxi to
znamena, ze ¢im vice operaci pfi analyze provadime, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze celkova chyba stanoveni



bude vétsi (pokud dané operace nemaji zanedbatelnou chybu samy o sob¢€). Jednotlivé chyby se "sc¢itaji" dle
zakona Sifeni chyb - chyba souctu ¢i rozdilu je ddna odmocninou ze souctu kvadratd chyb dil¢ich hodnot,
Vv piipad€ soucinu ¢i podilu je relativni chyba ddna odmocninou ze souctu kvadrati relativnich chyb dil¢ich
hodnot.

V soucasném modernim pojeti analytické metrologie se operuje s pojmy standardni nejistota -
kombinovana nejistota - roz§ifena kombinovana nejistota. Zjednodusené 1ze smérodatnou odchylku (jednoho
kroku analytického postupu) povazovat za standardni nejistotu. Kombinovana nejistota je potom smérodatna
odchylka vysledku celého analytického procesu, a to ziskana bud’ ze zakona S$ifeni chyb jednotlivych kroka
analytického postupu, anebo z vysledki opakované provedenych analyz t¢hoZ vzorku. Rozsitenim kombinované
nejistoty faktorem pokryti k ziskime rozsitenou kombinovanou nejistotu - interval, v némz se spravna hodnota
vysledku analyzy vyskytuje s pfedem zvolenou pravdépodobnosti (zpravidla pro pravdépodobnost P = 95%, k =
2).

Srovnani experimentalnich vysledki

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

Casto potiebujeme srovnat dva vysledky analyzy, napiiklad pii analyze téhoZ vzorku dvéma riznymi
metodami pfi ovéfovani jejich vhodnosti pro analyzu v ramci procesu validace. Vzhledem ke statistické povaze
vysledkt chemické analyzy nelze srovnavat dva vysledky jako absolutni ¢isla, ale je tieba brat v uvahu také miru
jejich variability. Pro srovnani dvou experimentalnich vysledkt (pramérii Xa a Xg) vyuzivame statistické testy na
shodnost (Lordtv, Studentiv...). Pro maly soubor dat se pouziva Lorduv test, ktery zahrnuje jak stfedni hodnotu
vysledkd, tak jejich rozpéti Ra a R.

X a Xs

Ra+Rg

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

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

u=——
R
a ziskanou hodnotu opét porovname s tabelovanou kritickou hodnotou v tabulce. Je-li u < ukit, pak je vysledek
pravdivy.

Tabulka kritickych hodnot tirit pro test shodnosti a spravnosti (hladina pravdépodobnosti P = 0,95) a pocet stupni
volnosti v.

n 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ukrit 1,714 0,636 0,406 0,306 0,250 0,213 0,186 0,167 0,152

Zpracovani kalibracni zavislosti

V fad¢ instrumentalnich metod se setkavdme s pojmem kalibrace, coz je proces pfifazeni zméfené
hodnoty analytického signalu (proud, napéti, absorbance, atd.) znamé hodnoté nezavisle proménné (koncentrace,
absolutni mnozstvi). Pro vétSinu analyticky vyuzivanych metod pfitom plati, Ze zavislost je v urcitém rozmezi
linearni a také vétsinou prochazi pocatkem (pfi nulovém obsahu ¢i koncentraci analytu je nulovy také analyticky
signal). Pro kalibraci se zpravidla konstruuje tzv. kalibracni graf, tedy grafické znazornéni vyse zminéné



zavislosti. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé body v tomto grafu jsou zméfeny experimentalné, maji kazdy svoji
nejistotu. Pokud bychom kazdy z bodd méfili opakované, mohli bychom nejistotu vyjadfit naptiklad jako
smérodatnou odchylku. Abychom omezili vliv chyby méfeni jednotlivych bodd, provadime tzv. vyrovnani, kdy
experimentalni hodnoty (body) prokladame kiivkou, kterd odpovida né&jaké algebraické funkci y = f(x) a ktera
prochézi co nejpiesnéji namérenymi body. Cilem pfitom neni nalézt funkci, ktera by jednotlivé body spojila, ale
takovou funkci, s jejiz pomoci se nam podafi vyrovnat chyby méfeni jednotlivych bodd.

Linearni funkci Ize popsat rovnici y = ax + b. Odhady parametri a (smérnice) a b (isek na ose zavisle proménné
- analytického signalu) lze z n dvojic méfeni ([X1, Ya],[X2, Y2] aZ [Xn, Yn]) vypocitat metodou nejmensich Etvercu.
Hodnoty obou parametrti, smérnice i usek na ose, jsou pfitom zatizeny chybou, ktera zavisi na po¢tu boda n a na
rozptylu bodt kolem regresni pfimky (body, které nelezi na pfimce, zvySuji chybu odhadu parametru). Tyto
chyby lze vyjadtit jako smérodatné odchylky. Je-li hodnota parametru b mala (srovnatelna s vlastni smérodatnou
odchylkou), nebo je-li pro to fyzikalni dtivod, je vhodné tisek na ose otestovat, zda je statisticky vyznamné
odli$ny od nuly, a to pomoci tzv. t-testu. Vyjde-li nevyznamna odlisnost od nuly, poloZime tento usek roven nule
(ptimka potom prochazi pocatkem) a piepolitime smérnici (rovnice piimky ma potom tvar y = ax).



Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza je jednou z oblasti analytické chemie, spocivajici v dikazu hledanych prvka ¢i
slou¢enin a v identifikaci vzorkli neznamého sloZeni. K tomu t¢elu nam mohou poslouZzit rizné chemické
reakce, pfi kterych vznikd sloucenina charakteristicky zbarvena, srazenina ¢i jiny projev. Chemické reakce lze
vyuzit pro dikaz jednotlivych anorganickych iontd, stejn¢ tak 1ze v organické kvalitativni analyze identifikovat
slou¢eniny pouzitim reakci charakteristickych skupin latek (hydroxylova skupina, karboxyl, karbonyl,
aminoskupina atd.). V soucasné kvalitativni analyze se vyuZziva modernich instrumentalnich metod jak pro
analyzu prvkovou (napiiklad emisni spektrometrie), tak pro analyzu organickych sloucenin (IR spektrometrie,
NMR spektrometrie, hmotnostni spektrometrie aj.).

Jednoduché dikazové reakce, se kterymi se v nasledujicich Glohach seznamite, mohou slouzit napiiklad
pro identifikaci nezndmé anorganické chemikalie ve vas$i laboratofi (lahev bez $titku apod.). Pro dikazové
reakce jsou idealni tzv. specifické reakce, kdy za danych podminek reaguje pouze hledany ion. Takovych reakci
je ale malo a je tedy nutno dodrzovat postup dikazu a v ptitomnosti rusicich iontd tyto pfedem oddélit nebo
maskovat. Ve cviceni si nejprve vyzkousite vSechny dikazové reakce uvedenych iontii, budete pozorovat, co je
pozitivni a co naopak negativni projev dikazu — u kazdé zkousky je nutno provadét tzv. slepy pokus.

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

Vasim ukolem je dokazat v pfedlozeném vzorku (vzorcich) hledané ionty. Pfi analyze roztoku vzorku se
doporucuje provadét jesté dalsi, treti pokus: misto vzorku se bere stejné mnozstvi roztoku pfislusného iontu.
Vysledek pokusu s nasim vzorkem potom porovname s obéma extrémnimi vysledky (slepy a "plny" pokus) a tim
si usnadnime rozhodovani o pfitomnosti nebo nepfitomnosti hledaného iontu. Timto tfetim pokusem soucasné
ovétujeme spravnou funkcei ¢inidla a mame-1i spravné reakéni prostiedi.

Pracovni technika a pomiicky.

Kapkovaci deska a filtracni papir.

Vétsina reakei se provadi v kapce zkoumaného roztoku vzorku v jamce na kapkovaci desce. Vznik
barevnych produktl - rozpustnych i srazenin - sledujeme na porcelanové kapkovaci desce, bilé a svétlé srazeniny
¢i zakaly pozorujeme nejlépe na sklenéné kapkovaci desce proti Cernému, nebo alesponn tmavému pozadi.
Promichani kapky provadime mirnym foukanim pfes pipetku. Zahfivani roztoku v kapce provadime jen
vyjimeéné, a to ponofenim zahiatého Pt dratku. Jinym zplGsobem zahiivat kapkovaci desky nelze doporudit,
hrozi prasknuti desky.

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

Pro sledovani tvaru krystalkii srazeniny pod mikroskopem pouzivame podlozni skli¢ko. Skli¢ko pied
pouzitim musi byt dokonale Cist¢ a suché. Na sklicko kapneme minimalni mnozstvi vzorku a Cinidla a
promichame (neni nutno pouzivat kryciho skla). Zaosttovani mikroskopu provadime pohybem tubusu od vzorku.
Pokud dojde k namoceni objektivu do vzorku, otieme jej opatrné navlhéenou vatou a osuSime!

Pipetky, kapdtka a lopaticka

Pfidavani roztokd vzorkll a ¢inidel provadime pomoci kapatek nebo pipetek. Pipetky jsou sklenéné
trubicky, na jednom konci vytazené v zuzenou cast. Pipetky musi byt pied pouzitim cisté, vyplachnuté
destilovanou vodou, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku nebo ¢inidla. Doporucuje se uchovavat pipetky ve vétsi
kadince s destilovanou vodou béhem pokust. Kapatka jsou v $irsi casti zakoncena kouskem elastické hadicky,
jejiz konec je zaslepen, a tvoii uzavér vétsiny lahvicek s reagencnimi roztoky.

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

Reagencie v pevném stavu se pfidavaji pomoci $pachtli (mikrolziéek). Spachtli po pouziti oplachneme
vodou a otfeme hadiikem.



Zkumavky, centrifugacni zkumavky

Neékteré operace (déleni skupin iontll, zahfivani aj.) provadime ve zkumavce (dlouhé, tenkosténné). Ve
zkumavce pracujeme obvykle - pokud neni v navodu uvedeno jinak - s objemy 1 - 2 ml (tj. cca 1 — 2 cm vrstva
kapaliny). Zkumavky zahtivame bud’ pfimo v plameni plynového kahanu, nebo na vodni 1azni. Pfi zahfivani
v plameni musime dbat na nékteré zasady bezpecnosti. Sklo zkumavky jako Spatny tepelny vodi¢ se miize
lokalné piehrat a prasknout. Zahtivame proto vzdy za soucasného intenzivniho protfepavani obsahu zkumavky a
jen po dobu né¢kolika sekund v plameni a potom zase n¢kolik sekund mimo plamen nechdme teplo z ohfatého
skla piejit na roztok vzorku. Destilujici pary kondenzuji v horni ¢asti zkumavky, kterou ohfteji. Nechceme-li si
popalit prsty, pouzijeme zkumavkovy drzak. Nikdy nemiiime tGstim zkumavky na sebe nebo na jinou osobu,
ale vZzdy smérem do regalu. Nikdy neoh¥#ivame ho¥lavé kapaliny pfimo na plameni (alkohol, benzen, kyselinu
octovou), ale pouzijeme vodni lazen. Vodni lazenl pro zahtfivani zkumavek sestava z kadinky na 250 ml a kovové
vlozky pro zkumavky. Kadinka se naplni vodou a zahtiva se na sit'ce. Teplotu vody udrzujeme blizko bodu varu.
Vyvaienou vodu nezapominat doplnit! Unikaji-li toxické nebo drazdivé plyny ¢i pary, provadime zahiivani
v digestofi se spusténym odtahem.

Centrifugace slouzi k oddéleni srazeniny od roztoku odstfedénim. Oddéleni srazeniny se ¢asto urychli
zahiivanim smési, kdy dochazi k tvorbé vétsich shlukli pevné faze (sraZenina se sbali). Sklenéné centrifugaéni
zkumavky jsou konicky z(zeny smérem ke dnu a smime je zahfivat pouze na vodni lazni. Pfi zahtivani
Vv plameni dochazi k lokdlnimu piehfati spojenému s utajenym varem, jehoz nasledkem obsah zkumavky
vystiikuje a zkumavky snadno praskaji. Vhodnéjsi je nejprve pfipravit srazeninu v normalni zkumavcee (vcetné
zahiivani) a v centrifugacni zkumavce provést pouze centrifugaci. Nekteré typy centrifug umoznuji pouziti
plastovych centrifugacnich zkumavek (tyto nezahiivame). Pfi centrifugaci vzdy dbame na vyvaZeni centrifugy
druhou zkumavkou s pfiblizné stejnym mnozstvim kapaliny (vody). Nevyvazena centrifuga vibruje a mize se
poskodit. Doba centrifugace se rizni podle stupné koagulace srazeniny, jeji specifické hmotnosti a rychlosti
otaceni. Obvykle nékolik minut (3 — 5) postaéi k dobrému oddéleni.

Porcelanova miska a kelimek

Oboji pouzivame k odpateni roztoku vzorku, ptipadné k ptezihani odparku. Porcelan je kiehky material,
ktery pii vétsim teplotnim Soku snadno praska. Zahtivani provadime bud’ na vodni nebo vzdusné lazni, na sit'ce,
nebo piimo v plameni. Pti zahfivani pfimo v plameni dbame na pomalé a rovnomérné ohfivani celého povrchu
misky nebo kelimku. Kelimek vlozime do trianglu (tfi keramické trubi¢ky svazané dratem do rovnostranného
trojuhelniku) a ten polozime na Zelezny kruh, upevnény na stojanu. Rozzhaveny kelimek pfi premistovani
uchopime kle§témi, jejichz hroty jsme pfedem nahtali v plameni. Horky porcelan nikdy nepokladame piimo na
dlazdice stolu nebo na Zelezny podstavec stojanu (prudkym ochlazenim porcelan praska), ale pouze na
azbestovou sit'’ku. Porcelanové misky ohiivame v plameni jen vyjimeéné, drzime je v klestich.

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

Platinovy dradtek

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

Cisténi laboratorniho nadobi

Pouzité nddobi omyjeme pod tekouci pitnou vodou a oplachneme destilovanou vodou. Zde plati, ze
opakovany oplach men$im mnozstvim vody je U¢inné€j$i nez naplnéni nadobky a vyliti. Spotfeba destilované
vody v analytické laboratofi je velka, snazte se ji Setfit (nikoli vSak nemistn¢). Nékteré srazeniny jdou rozpustit
ve vhodném ¢inidle (HCI, NaOH), poté vzdy nasleduje oplach pitnou a destilovanou vodou.



Uloha &. 1

- Selektivni reakce kationii a aniont I (Na*, K, NHs", Mg?*, Ca?",
SO4%, PO4*, CI', NO3)

- Selektivni reakce kationu II (Pb%*, Cu®*, AI**, Fe3*, Mn?*, Zn?*,
C02+, Ni2+)

Na+

Diikaz v plameni

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

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

Mikroskopicky ditkaz s octanem uranylhorecnatym

Koncentrovany roztok octanu uranylhotfe¢natého v kyseliné octové dava s Na®™ malo rozpustnou, svétle
zlutou krystalickou srazeninu NaMg(UO2)3(CH3C0O0)q.9H,0. Pod mikroskopem pozorujeme pomalou tvorbu
charakteristickych krystald (st€ény z rovnostrannych trojuhelnikti, nékteré krystaly pfipominaji svym tvarem
zidovskou hvézdu).

Rusi: Velky nadbytek K*, Li*, cela fada t&zkych kovii, PO4* a AsOs*. Lze je odstranit povafenim 1 ml vzorku
s prebytkem MgO a odstfedénim. Nerusi NH4*, Mg?*, Ca®*, Ba?*, Zn?*, Cd?*, Pb?* a A1%.

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

K+
Diikaz v plameni

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

Provedeni: Vzhledem ke slabé intenzité zbarveni plamene je vhodné pracovat s odparkem vzorku. Roztok
Vv porcelanovém kelimku odpafime do sucha a do vychladlého kelimku pfidame 1 kapku konc. HCI. Vzniklou
kasovitou hmotu nabirame dobfe vycistenym Pt dratkem a vnasime do plamene. Plamen pozorujeme pies
kobaltové sklo (Cervenofialové zbarveni) a spektroskopem. Doporucuje se pfipravit si modelové vzorky
obsahujici: Na, K a smés Na + K a sledovat jejich zbarveni plamene pies kobaltové sklo.

Diikaz dipikrylaminem

Vznik oranzové Cervené srazeniny v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi. Srazenina je zpocatku
jemné krystalicka a svétlejsi, Casem se tvoii vétsi krystalky temné&jsiho zbarveni. Pod mikroskopem pozorujeme
hexagonalni krystalky, pfevazuje tvar pravidelného kosoétverce. Jako ¢inidlo se pouziva vodny roztok sodné soli
s ptidavkem NayCOs.



Rusi: NH4* (vznik izomorfni srazeniny), kyselé prostiedi (vznik zluté sraZeniny dipikrylaminu), Ca?*, Ba?",
kationy tézkych kovii (srazeji se Na,COs pritomnym v cinidle). Amonné soli odkoufime, ostatni ruseni
odstranime ptidavkem nasyceného roztoku Na,COsz ke zkoumanému roztoku vzorku.

Provedeni: Obsahuje-li vzorek NH4*, odpafime 1 ml roztoku vzorku v porcelanové misce do sucha a odparek
opatrné zihame pfimo v plameni do slabé Cerveného zaru (misku drzime zahiatymi klestémi). Po ochlazeni
ptiddme 1 ml destilované vody a 2 az 3 kapky nasyceného roztoku Na,COsz a po pieliti do centrifugaéni
zkumavky odstfedime.

Na podlozni skli¢ko dame 1 kapku ¢irého roztoku, pfikapneme 1 kapku ¢inidla a pozorujeme pod mikroskopem.
Dobie vyvinuté krystalky vzniknou po 2 - 3 min. Pozor: krystalky obdélnikového tvaru na okraji kapky vznikaji
krystalizaci samotného ¢inidla odpafovanim vody, nezaménovat s pozitivni reakei!

NH4*
Diikaz Nesslerovym cinidlem

Nesslerovo ¢inidlo je roztok tetrajodortutnatanu v NaOH. V alkalickém prostiedi vznika s amoniakem
hnéda srazenina, obsahujici skupiny -l a -NH; kolisavého slozeni. Reakce je velmi citliva, uz stopy NH4* nebo
NHs davaji zluté zbarveni.

Rusi: VSechny kationy, které se srazeji v alkalickém prostiedi. V jejich ptitomnosti provedeme dukaz NH4*
V plynné fazi jako NHa.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka roztoku ¢inidla. Pozorujeme vznik hnédé srazeniny.
Diikaz jako NHs v plynné fazi
Plynny NHj3 se uvolfiuje z roztoku NH4* v alkalickém prostiedi:
NH;" + OH- — NHs + H2O

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

Provedeni: 3 kapky roztoku vzorku a 3 kapky 10% NaOH zahiivame opatrné v porcelanovém kelimku na sit'ce.
Kelimek je zakryty kouskem filtraéniho papiru s 1 kapkou Nesslerova ¢inidla. V ptitomnosti NH4* zbarvi
unikajici amoniak vlhkou skvrnu na filtratnim papiru do hnéda (papir nesmi vyschnout, vlh¢it destilovanou
vodou), ovlhéeny pH papirek zmodra.

Mg2*
Diikaz magnezonem

Cerstvé srazeny hydroxid hofe¢naty se vybarvuje nékterymi barvivy velmi charakteristicky. Magnezon

(4-nitrobenzenazorezorcin nebo 4-nitrobenzenoazo-l-naftol) tvofi s Mg?* v alkalickém prostiedi modry cheldt,
ktery je stabilizovan adsorpci na Mg(OH)o.
Rusi: velky nadbytek amonnych soli a kationy "té€Zkych kovi". V piitomnosti velkého nadbytku soli NH4* se
snizuje citlivost reakce a proto je nutno tyto soli odkoufit. Pfi vy$§i koncentraci Ca?* se alkalickym hydroxidem
srazi Ca(OH),, jehoz bila srazenina se v nepiitomnosti Mg?* vybarvi magnezonem fialové a miize se tim ztiZit
rozhodovéni. Kationy "téZkych kovl" tvoii samy barevné hydroxidy nebo se jejich hydroxidy téz vybarvuji
¢inidlem (napi. Cd?"). Odstrani se Serstvé pfipravenym sulfidem amonnym.

Provedeni: 1 kapka roztoku vzorku + 1 kapka ¢inidla + 1 - 2 kapky 10% NaOH. V piitomnosti Mg?* vznikne
chrpové modra sraZenina. Soub&zné provadime slepy pokus: v nepfitomnosti Mg?* plivodné Zluty roztok po
zalkalizovani zméni barvu na fialovou (roztok ziistane ¢iry).

Obsahuje-1i vzorek "tézké kovy" (vznik srazeniny nebo zékalu s Cerstvé pfipravenym sulfidem amonnym)
piidavame k 1 ml roztoku vzorku po kapkach roztok sulfidu amonného, odstfedime a Ciry a bezbarvy roztok
(kontrola tiplnosti srazeni!) pouZijeme pro diikaz Mg?*.
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Ca?t

Diikaz v plameni

lonty Ca?* barvi plamen cihlové& &ervené. V pfitomnosti chloridii se pfechodné tvoii t&kavéjsi CaCly,
ktery se projevi v plameni jasn€j§imi karminové Cervenymi zablesky (zaména s Li mozna!) bezprostiedné po
vneseni vzorku do plamene. S uréitym zpozdénim se objevi méné vyrazné cihlové Cervené zbarveni plamene,
které ve spektru vykazuje dva pasy: cerveny pii 620 nm a zeleny pii 554 nm. Charakteristické je, Ze se oba pasy
objevuji a mizi soucasné.
Rusi: Na a Li mnohem intenzivngj$im zbarvenim plamene, které prekryje zbarveni Ca. Ve spektru miize
kombinace Li+Ba ptedstirat pfitomnost Ca, ovSem jasnd a mnohem uzsi ¢ervenad linie Li se neobjevuje a nemizi
soucasné se zelenymi liniemi Ba.

Diikaz kyselinou stavelovou

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

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

on

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

5042'
Diikaz Ba?* nebo Sr¥*soli

Vznik bilé krystalické srazeniny nerozpustné ve ziedénych kyselinach. Konverze na jiné slouceniny je
mozna pouze na suché cesté, napt. redukci kovovym hoi¢ikem nebo sodikem pii vyssich teplotach na BaS nebo
SrS. Vznikly sulfid (vznika ze vSech sloucenin siry!) se potom dokaze napf. zéernanim stiibrného plisku nebo
nitroprusidem.

Rusi: S,03% pomalym vylucovanim siry po okyseleni. Vznikne bily koloidni roztok, ktery znemoZziiuje
pozorovani tvorby bilé srazeniny BaSOj.

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

PO43'
Diikaz molybdenanem

Vznik Zluté srazeniny (pfechodné i zluty roztok), nejlépe za horka, proménlivého slozeni, obvykle
(NH4)3P(M03010)4.XH20 v ptitomnosti NH4* a v prostfedi HNO3 (nebo jiné mineralni kyseliny).

Provedeni: K 1 ml roztoku vzorku ve zkumavce ptidavame 2 M HNOj3 do kyselé reakce (1 ml) a potom ptidame
1 ml molybdenanového ¢inidla. V pfitomnosti fosfore¢nanti vznikne Zluta srazenina. Pfi nizSich koncentracich
fosfore¢nanu vzniké sraZzenina az po n€kolikaminutovém zahtivani (napf. na vodni 14zni).

CI
Diikaz Denigesovym cinidlem
V prostiedi konc. H>SO4 se chloridy oxiduji manganistanem na chlor, ktery unika z reakéni smési a
zachycuje se v kapce NaOH. Vznikly chlornan oxiduje anilin a fenol na modry indamin a indofenol.
Rusi: velky nadbytek redukujicich latek (t¢z Br™ a I"). Unikajici pary bromu ¢i jodu vybarvi suchou ¢ast papiru

hnéde ¢i fialové a mohou tim znesnadnit pozorovani modrého zbarveni. Proto vlhéime papir 1 M NaOH, ktery
Brz i |2 odbarvi.
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Provedeni: Do porcelanového kelimku dame 1 ml konc. H2SOa, nékolik krystalkd pevného KMnO4, pridame 5
kapek roztoku vzorku a kelimek ihned zakryjeme kouskem filtra¢niho papiru, ovlhé¢eného 1 kapkou 1 M NaOH a
1 kapkou Denigesova ¢inidla (vodny roztok cerstvé destilované¢ho fenolu a anilinu). V pfitomnosti chloridt se
vlhka ¢ast papiru vybarvi modfe. Pfi niz§im obsahu chloridt kelimek opatrné zahfivaime a dbame na to, aby
filtra¢ni papir nevyschl (ptikapnutim 1 M NaOH).

Diikaz tvorbou chromylchloridu

V bezvodém prostedi konc. H>SO4 se z dichromanu tvoii t€ékavy cervenohnédy CrO,Cl,, ktery jako
chlorid kyseliny chromové ve vodé snadno hydrolyzuje na H,CrO4 a HCI.
Rusi: NO2 a NO3™ vznikem NOCI, ktery spotiebuje chloridy a diikaz ma negativni vysledek. Negativni vysledek
dévaji i nerozpustné nebo nedisociované chloridy, napt. AgCl a HgCl,. Cervené nebo hnédofialové dymy Bry,
NO:; a I, nerusi, protoze po zachyceni v roztoku NaOH se odbarvi.

Provedeni: 1 ml roztoku vzorku odpafime v porceldanovém kelimku, k odparku pridame Spetku pevného K>Cr,07
a 5 kapek konc. H,SO.. Kelimek ihned ptikryjeme kouskem filtraéniho papiru navlhéeného 1 - 2 kapkami 1 M
NaOH a opatrné zahiivame na vzdu$né lazni. Pfitomnost chloriddi se projevi tvorbou cervenych dymu, které
vybarvi vihky papir do Zluta (papir stale viIh¢ime 1 M NaOH).

NOs
Diikaz difenylaminem

Oxidacni cinidla oxiduji difenylamin v kyselém prostfedi na modré oxida¢ni produkty, které vsak
nejsou stalé a piechazeji pres fialové zbarveni do Spinavé hnédé srazeniny. Kyselina dusitd ma uz ve slabé
kyselém prostfedi oxidacni u€inky, zatimco kyselina dusi¢na az ve znacné koncentrovaném stavu. Ditkaz NO3’
difenylaminem musime proto provadét v siln€ kyselém a vodu odnimajicim prostfedi konc. H2SOas.

Rusi: veskera oxida¢ni &inidla, napt. NOy, CrO.Z, MnOy, Fe?* aj. Castecné rusi i I' (konc. H,SO4 uvoliuje
Cervenohnédy I»).

Provedeni: Do ¢isté zkumavky dame 1 kapku roztoku vzorku a ota¢enim zkumavky smocime co nejvétsi povrch
vnitini stény zkumavky. V blizkosti Gsti zkumavky kapneme 1 kapku roztoku difenylaminu v konc. H2SO4
(Pozor, Ziravina! Chranit o¢i brylemi!) a sledujeme jeji stopu pii stékani uvnitt zkumavky. V misté styku
s roztokem vzorku se vytvaii modra stopa, kterd po chvili zméni zabarveni. Pozor, pfi pfidavani roztoku
difenylaminu se nedotykejte kapatkem stény zkumavky — zkontaminujete cely obsah lahvic¢ky s difenylaminem.

Diikaz tvorbou azobarviva po redukci na NOy zinkem

V prostredi kyseliny octové se dusi¢nany redukuji praSkovym zinkem na dusitany, které se dokazi
diazotacni a kopula¢ni reakci za vzniku azobarviva.
Rusi: NO2', odstrani se moc¢ovinou v prostfedi ziedéné H2SOj.

Provedeni: Kapku roztoku vzorku na porcelanové kapkovaci desce okyselime 1 kapkou konc. kyseliny octové a
ptiddme na $picku lopati¢ky prachového zinku. Foukanim pies pipetku promichame a pfidame 1 - 2 kapky
roztoku Kkyseliny sulfanilové, 1 kapku roztoku kyseliny chromotropové a zalkalizujeme 1 M NaOH. Jasné
gervené zbarveni dokazuje NOs™ ve vzorku (v nepiitomnosti NOy).

Pb2*

Diikaz kyselinou sirovou

lonty SO4% zptisobuji tvorbu hutné bilé srazeniny PbSO4. Jako srazeci &inidlo je nejvhodngjsi 1 M
H2SO4. Siran olovnaty je rozpustny v nadbytku NaOH (rozdil od BaSO4). Ptidavkem sulfidu amonného bila
srazenina z¢erna za vzniku PbS (BaSOs ziistane bily).
Rusi: Ba?* tvoii také bilou sraZeninu, ktera vSak nedava uvedené reakce. Pb?* miizeme oddélit od Ba?* napt. 2 M
HCI (vznikne [1bila sraZzenina PbCl,) nebo 2 M NHj3 (vznikne [Ibila srazenina Pb(OH),).
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Provedeni: K 1 kapce roztoku vzorku piidame 1 - 2 kapky 1M H2SO04. Vznika bila sraZenina, ktera piidavkem 1
kapky sulfidu amonného z¢erna, nebo pridavkem nékolika kapek 10% NaOH se rozpusti. Provadime na sklenéné
kapkovaci desce.

Diikaz chromanem draselnym

Vznik Zluté srazeniny PbCrO4, rozpustné ve 20 % NaOH (na rozdil od BaCrOs).
Rusi: cela fada kation tvorbou Zlutych az hnédych srazenin. Srazenim 1 M H2SO4 vylou¢ime PbSO4 a BaSO4 ze
vzorku a konverzi s KoCrO4 ziskame zluty PbCrO4 (BaSO4 nereaguje).

Provedeni: Ke 3 kapkam vzorku pfidame po kapkach 1 M H,SO,; az do uplného vysrazeni, odstiedime a
srazeninu promyjeme cca 1 ml 1 M H>SO4 (ke srazeniné piilijeme promyvaci kapalinu, roztfepeme, odstiedime a
odlijeme) a jest¢ destilovanou vodou, ke které piidame 2 - 3 kapky 1 M octanu sodného. Po odstfedéni slijeme
promyvaci vodu, ke srazeniné pfidame 5 kapek 5 % K2CrOg, srazeninu zvifime a zahfivadme nckolik minut na
vodni lazni. Po opétovném odstfedéni zlutd srazenina dokazuje pfitomnost Pb2+. V pfitomnosti vétSiho mnozstvi
Ba2+ je sraZenina pouze zfetelné nazloutla, proto pouZzijeme v tomto pfipadé konverzi na PbS.

Cu?t

Diikaz hexakyanozeleznatanem

Vznik ¢ervenohnédé srazeniny proménlivého slozeni (pievlada Cus[Fe(CN)s] a Cu.K[Fe(CN)s])
V neutralnim nebo slab¢ kyselém prostfedi. Srazenina se snadno rozpousti ve zfedénych mineralnich kyselinach a
v amoniaku.
Rusi: Fe* - vznik intenzivné zbarvené berlinské modii. RuSeni 1ze odstranit amoniakalnim délenim. Barevné
srazeniny s [Fe(CN)g]* davaji i nékteré jiné kationy (napt. Co?*, Ni* ), ditkaz Cu?* v3ak rusi jen pii velkém
prebytku.

Provedeni: k 5 kapkdm roztoku vzorku pfidame konc. NHjz do zietelného piebytku (je citit amoniak), smés
odstfedime. Vznik modrého roztoku svédéi o piitomnosti médi (moznost zdmény s Ni?*l). K 1 kapce tohoto
roztoku na porcelanové kapkovaci desce priddme konc. kyselinu octovou do svétle modrozeleného zbarveni a 1
kapku K4[Fe(CN)Js. V piitomnosti Cu?* vznikne Servenohnéd4 sraZenina.

Diikaz diethyldithiokarbaminanem (kupralem)

Vznika hnéda srazenina chelatu 1 : 2 v neutralnim, kyselém i alkalickém prostiedi. Ve vodé
nerozpustny chelat se dobte rozpousti v chloroformu, izoamylalkoholu a jinych organickych rozpoustédlech.
Rusi: malo rozpustné chelaty vznikaji s velkym poctem prvki. Provedeme-li reakci s amoniakalnim vyluhem
v ptitomnosti EDTA, vznika hnédy chelat, extrahovatelny do CHCls, pouze s Cu?*.

Provedeni: Amoniakalni vyluh ziskdme jako v pfedchozim dikazu. Ke 2 kapkam tohoto roztoku pfidavame po
kapkach 0,1 M EDTA do zmény modrofialového zbarveni na svétle blankytné modré. Pfidame nekolik krystali
pevného kupralu a protfepeme. Vznikne hnéda srazenina, kterad po ptidavku 1 ml CHCIls a protiepani se v ném
rozpusti na hnédy roztok. Provadime ve zkumavce.

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

Vznik cerveného cheldtu AIL, povrchové adsorbovaného na srazeninu Al(OH)z v amoniakdlnim
prostiedi. Tato sraZenina je nerozpustnd ve ziedéné kyselin€ octové (v tomto prostfedi se vSak nesrazi, vznika
pouze cihlové &erveny roztok chelatu). Cinidlo je acidobazicky indikator, v kyselém prostiedi je zluté,
v alkalickém fialové.

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

Provedeni: K 1 ml 1 M NaOH pfidame 10 kapek roztoku vzorku. Z hlinitych soli vznika pfechodné hydroxid
hlinity, ktery se v8ak v pfebytku hydroxidu rozpousti na hlinitan. Rusici kationy se vysrazi — jsou-li pfitomny, po
protiepani se smés odstfedi. Na porcelanovou kapkovaci desku se nanese 1 kapka ¢irého alkalického roztoku,
piida se 1 kapka ¢inidla a pfikapava se 2 M CH3COOH aZ se fialové zbarveni zméni: v pfitomnosti Al** na
cihlové ¢ervené, slepy pokus ma zluté zbarveni.
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Fe3+

Diikaz thiokyanatanem

V kyselém prostiedi vznikaji intenzivné &ervené zbarvené rozpustné komplexy FeNCS?* vedle
Fe(NCS),".
Rusi: F~v nadbytku - maskovaci ¢inidlo.

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

Diikaz hexakyanoZzeleznatanem draselnym

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

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

Diikaz kyselinou 5-sulfosalicylovou

Pii pH 1 - 2 vznika v nadbytku ¢inidla fialovy rozpustny chelat.
Rusi: F7, H3PO4 - (maskovaci ¢inidla).

Provedeni: Na kapkovaci desce se k 1 kapce kyselého roztoku vzorku ptidaji krystalky pevného Cinidla.
V ptitomnosti Fe* vznika fialové nebo Servené zbarveni.

Mn?*
Diikaz oxidaci na MnOy jodistanem

Oxidace probiha v kyselych roztocich za horka a vznika fialovy MnO4". Reakce je velmi citliva a musi
se provadét se ziedénym roztokem vzorku. Pfi vysSich koncentracich a nizsi acidité vzorku vznikd hnéda
srazenina MnO- (burel).

Rusi: Cl- v nadbytku

Provedeni: 1 kapku roztoku vzorku zfedime ve zkumavce cca 2 ml dest. vody a obsah zkumavky vylijeme.
Ulpivajici kapky na sténach zkumavky postacuji na diikaz. Pfidame 2 ml 2 M HNO3, na $picku lopaticky pevny
K1O4 a zahiivame k varu. Po n&kolika minutach se v pfitomnosti Mn?* roztok za¢ne barvit fialové. Pokud se
zbarveni neobjevi ani po n€kolika minutach, pfidame dalsi KIO4 a dale zahfivame. Pozor na zaménu se slabé
rizovym zbarvenim Co?*.

Zn?*

Diikaz hexakyanoZeleznatanem

V prostiedi 1 M HCI vznikd srazenina hexakyanozeleznatanti zine¢natych s proménlivym obsahem
draselnych iontd, ktera je teoreticky bila. Ve Zlutém roztoku nadbyteéného hexakyanozeleznatanu se vsak jevi
Zluté a v piitomnosti Fe®* (vznik berlinské modii ze znedisténi chemikalii stopovymi obsahy Fe), v koneéném
efektu pozorujeme obvykle zlutozelenou srazeninu. Srazenina je nerozpustna v 20 % HCL
Rusi: Fe®, Cu?*, Mn?*, Ni?*, Co?*. Odstranime délenim v 1 M NaOH.

Provedeni: Ke 2 ml 1 M NaOH ve zkumavce ptfidame 0,5 ml roztoku vzorku, po protfepani smés kratce
povaiime, odstiedime (obsahuje-li srazeninu) a Ciry roztok opatrné slijeme. K roztoku pfidame stejny objem
kone. HCI, 1 M octanu sodného a €inidla. Vznik Zlutozelené srazeniny nebo zékalu dokazuje pfitomnost zinku.
V nepiitomnosti Zn?* vznikne ¢iry zlutozeleny roztok (slepy pokus nutny, provadime ve zkumavce).
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Co**
Diikaz thiokyanatanem

Vznik modrého rozpustného komplexu [Co(NCS)4]* s nadbytkem ¢&inidla. Komplex se extrahuje do
polarnich kyslikatych rozpoustédel (napt. do izoamylalkoholu).
Rusi: Fe* (maskuje se F za vzniku bezbarvého rozpustného komplexu), Cu?* tvoii hnédou sraZzeninu
(v nadbytku NH4SCN se v8ak dafi vyextrahovat do izoamylalkoholu modry Co - komplex ).

Provedeni: K 1 kapce neutralniho nebo slabé alkalického roztoku vzorku pfiddme nekolik zrnicek NH4SCN
(v pfitomnosti Fe** ptidavame pevny NaF do odbarveni intenzivniho ¢erveného zbarveni za michani opatrnym
foukanim ptes pipetku, zabranit nadbytku NaF) a 2 kapky izoamylalkoholu. Foukanim pfes pipetku se
Vv pfitomnosti Co?* modré zbarveni extrahuje do vn&j§i organické faze.

Diikaz 1-nitrozo-2-naftolem
Vznik ¢ervenohnédé srazeniny chelatu CoLs v neutralnim, slabé kyselém nebo amoniakalnim prostredi.
Vyloucena srazenina se nerozpousti v 10 % HCI.
Rusi: Cu?*, Fe®*, Hg?*, Ni?*. Jejich chelaty se vSak v 10 % HCl rozloZi.
Provedeni: Na filtracni papir se kapne 1 kapka roztoku vzorku, 1 kapka 1 M octanu sodného a 1 kapka cinidla.

Po chvili se ptida 1 kapka 10% HCI. V ptitomnosti Co?" ziistavd hnédogervend skvrna na papiie (srovnavaci
pokus s Cu?*, Ni?*, Fe3* se doporucuje).

Ni2*
Diikaz diacetyldioximem

V amoniakalnim prostedi vznika rizoveé Cervena srazenina chelatu Ni(DH),.
Provedeni: K 1 ml 2 M NHj piiddme 3 kapky roztoku vzorku a po protiepani odstiedime. Ciry roztok slijeme a
piiddme k nému 1 - 2 kapky €inidla. V piitomnosti Ni?* vznikd riizové Cervend sraZenina. Dilkaz mliZzeme
provést i na filtracnim papife: K 1 kapce roztoku vzorku se piidaji 2 kapky roztoku ¢inidla a papir se okoufi

amoniakem (nad hrdlem lahvi¢ky s konc. NH3). Objevi se riiZzova skvrna, ktera se neda splachnout pod tekouci
vodou.
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Kvantitativni analyza — zakladni operace

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

Moderni analytickd chemie vyuzivd fadu metod na rozliénych fyzikdlné-chemickych principech,
nicméné u vSech se setkavame se zakladnimi Cinnostmi, jako je vaZeni, odméfovani objemu, fedéni roztok,
kalibrace pfistroje apod. S témito zakladnimi operacemi (nejen) analytické chemie se setkate také ve své praxi
biologické, fyzikalni ¢i v ostatnich oblastech chemie. Vzhledem k tomu, ze kvalita vysledka vasi prace je mimo
jiné zavisla také na presnosti a spravnosti provadénych zakladnich analyticko-chemickych operaci, je tato uloha
zamétena praveé na ziskani spravnych navyku pii vazeni a odméfovani objemu pipetou, byretou a odmérnou
bankou. Vyuzijete je ve vSech nasledujicich ulohach kvantitativni analytické chemie a véfime, Ze vam
napomohou i ve vasem dal§im profesnim zivote.

Vahy a vazeni
Analytické vahy

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

V naSich laboratofich se pouzivaji vesmés poloautomatické dvoumiskové vahy s tlumenymi kyvy.
Vahadlo je opatfeno tfemi achatovymi bfity, které spocivaji na achatovém lozisku. Ostrost bfith ma
bezprostedni vliv na citlivost vah, limituje mez vazitelnosti a reprodukovatelnost vazeni, proto se brity chrani
aretaci. Aretace je oddaleni britd od svého loziska (achatové desticky) mechanickym nadzvednutim vahadla a
zavést misek po dobu, kdy se nevazi. Aretace se ovlada knoflikem uprostied baze vah. Vahy jsou chranény pied
prachem a vzdusnym proudénim béhem vazeni prosklenou, uzaviratelnou skiifikou. Ve stfedu vahadla pod
sttednim bfitem je upevnén jehlovy ukazatel. Na jeho spodnim konci je umisténa znacka, ktera se optickym
zatizenim promita na osvétlenou stupnici (+ 100 dilkd nalevo a - 100 dilk? napravo od stiedové nulové polohy).
Stupnici lze pohybovat otaéenim knofliku napravo od stupnice. Cislice na stupnici odpovidaji miligramim,
jednotlivé dilky desetindAm miligramu.

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

Technické vahy

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

Na predvazkach nejprve uré¢ime hmotnost vazeného predmétu (vaZenky, kelimku ap.) s presnosti na
desetiny gramu a hmotnost si poznamename. Vybereme si analytické vahy a na t&chto vahach provadime oboji
vaZeni: vétSina vazeni ma totiz diferencni charakter - napfed zvazime nadobku a potom nadobku s latkou;
hmotnost vazené latky urc¢ime jako rozdil obou vazeni. Pouzijeme-li v obou piipadech stejné vahy a stejna
zavazi, kompenzuji se do zna¢né miry chyby, zplisobené nepfesnosti zavazi. U kazdych analytickych vah je
karticka, do které zapiSeme pozadované tdaje: datum, studijni obor a jméno. Pfekontrolujeme, jsou-li vahy
pfipojeny na sit, dale jsou-li misky vah prazdné a je-li knoflik zafizeni pro navéSovani zlomkovych zavazi
(krouzk) v nulové poloze. Provedeme odaretovani vah epatrnym otacenim knofliku doleva, pfi tom se rozsviti
stupnice a sledujeme ¢arkovou znacku na stupnici. Znacka nesmi nikdy opustit stupnici, jinak hrozi poskozeni
vah! Vyckame ustdleni polohy znacky (v blizkosti stfedu stupnice) a knoflikem vpravo posuneme stupnici tak,
aby se stied stupnice (nulova poloha) ptesné kryl se zna¢kou. Nepodafi-li se nam takto nastavit nulovou polohu,
informujeme instruktora. Vahy opét opatrné zaaretujeme, otevieme leva dvirka, na levou misku polozime
vazeny predmét a dvifka opét zavieme. Po otevieni pravych dvifek dame na pravou misku pomoci pinzety
pfislusna gramova zavazi podle hmotnosti, zjisténé na predvazkach, a dvirka zavieme. Navésime jesté
odpovidajici zlomkova zavazi pomalym otacenim vnéjsiho knofliku (mezikruzi). Vahy zvolna odaretujeme, ale
ne uplné! Pozorné sledujeme pohyb znacky, kterd nesmi opustit stupnici. Nachazi-li se znacka v levé ¢asti
stupnice, vahy zaaretujeme a otaenim vnitiniho knofliku pfidavame setiny gramu, az se znacka ustali uvnitt
stupnice. V opacném piipadé musime nejprve ubrat desetiny gramu a déle postupovat stejnym zptisobem. Teprve
zustava-li znacka uvnitf stupnice, muzeme vahy plné odaretovat. Po ustaleni polohy znacky odecitame
hmotnost: celé gramy udéavaji zavazi na misce, desetiny a setiny gramu odecteme z polohy pfislusnych knoflikt
zafizeni pro navéSovani zlomkovych zavazi. K tomuto Cislu pfipocteme miligramy a desetiny miligram,
odedtené ze stupnice, a to se znaménkem +, je-li znacka v levé Casti stupnice, nebo se znaménkem -, je-1i znacka
napravo od nuly. V tomto ptipadé je vyhodngjsi pfesunout znac¢ku do levé ¢asti stupnice pootocenim vnitiniho
knofliku o jednu hodnotu zpét. Po odeéteni hmotnosti (a zapsani do pracovniho deniku) vahy zaaretujeme,
odstranime vazeny predmét i zavazi a oba knofliky krouzkovych zavazi pomalu oto¢ime do nulové polohy. NeZ
opustime vahy, pfesvéd¢ime se kontrolou nulové polohy, Ze vSechna zavazi byla odstranéna a na misku nebylo
nic usypano.

Navazovani latek provadime zpravidla na predvazkach. Ve vétSiné piipadi nemusime mit odvazeno
presné spocitané nebo zadané¢ mnozstvi chemikalie ¢i vzorku — pfesn¢ znamou hmotnost dokazeme pfepocitat na
koncentraci apod. (zpravidla v navodech uvadime, Ze ,,odvazime ptesné asi X g latky“ — tzn., nemusi byt pfesné
spoc¢itané mnozstvi, ale musime védét presné, kolik je odvazeno). Do piesn¢ zvazené nadobky (na analytickych
vahach) pridavame na predvazkach pomoci lopaticky vypocitané mnozstvi latky s presnosti na 0,1 g a na
analytickych vahach zjistime pfesnou hmotnost. Pouze v pfipad¢, Ze musime navazit presné urcité mnoZzstvi
latky, musime pouzit Casové velmi naro¢ny postup navazovani pfimo na analytickych vahach.

Pii vysypani navazované latky na misku vah musime ji ihned po skonéeni vazeni vymést pomoci
vlasového $téteCku napfed z misky (misku pfitom opatrné pfidrzujeme) a potom ze skfinky. A opét
zkontrolujeme nulovou polohu.

Desatero pravidel pro vaZeni:

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

2. S vyjimkou okamziku vlastniho vazeni (odeéitani polohy znac¢ky na svételné stupnici) musi byt vahy stale
zaaretovany.

3. Areta¢nim knoflikem a knoflikem i mezikruzim pro zavéSovani zlomkovych zdvazi otd¢ime pomalu a
s citem. Prud$i pohyb miiZe zpusobit poSkozeni vah (vyhozeni vahadla a zavésti misek z aretaéniho zafizeni a
poskozeni bfit resp. shozeni ¢i "vystieleni" krouzkovych zavazi ze zavéSovaciho mechanizmu).

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

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

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

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

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

9. Veskeré zavady se ihned nahlasi instruktorovi.

10. Ve vahovné udrZujeme Cistotu a poradek. Jakékoliv otfesy nebo narazy poskozuji vahy a rusi pfi vaZeni.
Do vahovny se nesméji pfinaset zadné roztoky a tékave latky.

17



Odmérné nadobi, odmérovani objemii

Zakladni operaci v odmérné analyze je odméfovani objemd, coz je obdoba urovani hmotnosti ve
vazkové analyze. K odméfovani objemi pouzivame v analytické chemii kalibrovaného nadobi. Pro pfipravu
roztokl o piesné koncentraci pouzivame odmérné baiiky, pro piesné odméfovani objemt pipety a kone¢né pro
presné méfeni spotfeby odmérnych roztokl pfi titraci byrety. K méné ptesnému nebo ptibliznému odméfovani
objemt slouzi odmérné vdlce (roztoky pomocnych ¢inidel, jako jsou kyseliny &i pufry k upravé prostiedi pro
titraci, neni nutno presné odmeétovat pipetovanim!). Odmérné nadobi je kalibrovano podle zpiisobu méfeni bud’
na doliti, t.j. po doplnéni odmérné nddoby (odmérna barnika) po znacku je uvnitt nadoby vyznaceny objem, nebo
na wyliti, tj. vytekly objem odpovida piesné vyznacenému objemu. Pfitom ulpi vlivem smacivosti na sténach
nadoby (pipety, byrety) urcité mnozstvi kapaliny ve formé tenkého filmu a té€z ve vytokové Spicce (pipety) zbude
malé mnozstvi kapaliny a ob¢& tato mnozstvi nepatii k odméfenému objemu. Kalibrace na doliti je vyznacena
zkratkou "In“, kalibrace na vyliti zkratkou "EX". Spolu stimto oznaenim je na nadobi uvedena teplota
odmeétovaného roztoku, pro kterou plati tato kalibrace, u novéjsiho skla zpravidla 20°C. Nadoby kalibrované na
doliti nelze pouzit k odméteni objemu vylitim (na sténach nadoby zlstane nedefinované mnozstvi kapaliny, které
snizi odméteny objem) a naopak. Pro odmérné nadobi obecné plati, ze se nesmi zahfivat ani vysouset
V suSdrndch! Zasadn¢ nedrzime odmérné nadobi rukou v mistech, kde se nachdzi odmétovany roztok, protoze se
teplem ruky roztok zahtivd a méni objem. Odmérné nadobi je kalibrovano s presnosti, kterd odpovida vyrobni
normé a tfid€ ptesnosti a zpravidla se pohybuje v fadu desetin procenta deklarovaného objemu. V praxi to
znamena, ze pro bézné pouzivané pipety, byrety a odmérné banky je deklarovany objem odméfen s presnosti
n¢kolika setin mililitru (viz tabulka nize).

Odmérné barky

slouzi k pfipravé roztokl urcité ptesné koncentrace (nejcastéji odmérnych a standardnich roztoki). Jsou
to baiky hruskovitého tvaru s dlouhym tzkym hrdlem. Na hrdle je vyryta po celém obvodé jedina ryska, ktera
vyznacuje, kam az je nutno banku doplnit, aby obsahovala jmenovity objem. Tuhé latky se zasadné
nerozpoustéji pfimo v bafice (nesmi se zahfivat!), nybrz vzdy pfedem v kadince. Pfesnou navazku tuhé latky
splachneme do kadinky, ptidame rozpoustédlo (zpravidla destilovanou vodu) v mnozstvi zhruba 2/3 kone¢ného
objemu, michdme ty¢inkou a pfipadné zahfivame. Dokonale rozpusténou latku prevedeme kvantitativné pomoci
nalevky do Cisté a oplachnuté odmérné banky, pficemz roztok prelévame po tyCince, ktera se dotyka vnitini
stény nalevky. Kadinku vyplachneme pomoci stfic¢ky tfikrat (cela vnitini sténa kadinky musi byt oplachnuta), do
odmeérné banky oplachneme i tyCinku a nalevku zevniti a jeji stonek po povytazeni z hrdla bainky i zvnéjsku.
Koncentrovangj$i roztoky je nutno béhem této operace nékolikrat promisit krouzivymi pohyby baiiky. Ma-li
obsah banky vyssi teplotu nez laboratorni, bafiku ochladime pod tekouci vodou na okolni teplotu (batiku pfitom
drzime prsty za hrdlo nad ryskou). Teprve potom mizeme baiiku doplnit stfickou nékolik milimetri pod znacku.
Pro presné doplnéni po znacku postavime baiku na stil a destilovanou vodu priddvame po kapkach z mensi
pipety, az se spodni okraj menisku pravé kryje s ryskou. Nakonec bailku zazatkujeme a roztok dokonale
promichame nékolikandsobnym obracenim baiky. Nékdy zlstane ¢ast kapaliny u zatky, a proto jiz hladina
kapaliny v bafice nedosahuje rysky — v tomto piipadé ale nikdy hladinu jiZ po rysku dodate¢né nedoplitujeme!
Pfed odbérem roztoku po del§im stani, kdy v hrdle kondenzuje voda a roztok proto méni koncentraci, je nutné
provést promichani.

Pipety

pouzivame k pfesnému odmétovani alikvotnich (t.j. imérnych) podilti roztoku vzorku nebo odmérnych
¢inidel. Jsou to sklenéné trubice, vétSinou s valcovité rozsifenou stiedni Casti, opatfené bud’ jedinou ryskou (tzv.
nedélené pipety), nebo vice ryskami pro odméieni jednotlivych dil¢ich objemu (tzv. délené pipety). Pipety jsou
kalibrovany na vyliti.

Pipety musi byt pfed pouzitim fadné vycistény, odmastény a vysuseny. Pied pipetovanim roztoku pipetu
nejprve vyplachneme danym roztokem nejlépe tim zpiisobem, Ze jej nasajeme pfiblizné do poloviny jejiho
objemu, horni konec rychle uzavieme ukazovakem, pipetu ddme do vodorovné polohy a ota¢enim kolem jeji osy
oplachneme cely vnitini povrch az kousek za znacku. Nakonec roztok vypustime do odpadu. Vyplachnuti pipety
je nutné, obzvlasté pokud neni suchd, jinak si pipetovany roztok ziedime! Pipetu drzime mezi palcem a
prostfednikem v mistech nad ryskou. Zdravotné nezavadné roztoky mizeme nasavat usty, jinak pouzijeme
pistovou nasadku na pipety ¢i balonek (pouze vsSak k nasati kapaliny - pfi nastaveni hladiny po rysku a
vypousténi z pipety odstranime!). Pii nasavani dbame na to, aby Spicka pipety byla dostatecné hluboko ponoiena
v roztoku, chceme-li zabranit nezadoucimu prudkému vniknuti roztoku do ust. Odméfovany roztok zvolna
nasajeme asi 2-3 cm nad rysku a pipetu rychle uzavieme ukazovdickem (ne palcem!). Ukazovackem nejcitlivéji
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regulujeme pomalé odpousténi roztoku k rysce. Nedafi-li se ndm pipetu dobie utésnit, je nutno Spicku
ukazovacku nepatrné navlhéit (naopak piili§ vihka pokozka brani jemné regulaci). Spiku pipety vyjmeme z
roztoku a opfeme ji o vnitfni sténu hrdla odmérné baitky (nebo jiné nadobky, ze které pipetujeme). Pfi
odmétovani musi byt pipeta vidy ve svislé poloze a znacka ve vysi oka. Jemnym uvolnénim prstu odpoustime
prebytecny roztok, az se dolni okraj menisku piesné kryje s ryskou. Vyjmeme pipetu z hrdla banky, dame ji do
vodorovné polohy (tim zruSime hydrostaticky tlak odméfované kapaliny, kterd se posune ze $picky pipety a
nemuze z ni ukapnout) a zvenku osusime kouskem filtraéniho papiru. Roztok z pipety vypoustime tak, ze se
$picka svisle postavené pipety dotyka vnitini stény nadobky a roztok nechame volné odtékat po sténé nadobky.
Potom je nutno vyckat jesté 15 sekund (jak predepisuje norma). Po tuto dobu se ztenCuje vrstva roztoku na
sténach pipety (pozorujeme zvySovani menisku ve $piGce pipety) az na trvale ulpivajici film. Spi¢ku pipety
otieme o sténu nadoby (nebo se dotkneme hladiny odpipetované kapaliny), az se meniskus ve $picce pipety dale
nesnizuje. Tento stav - pevné ulpivajici film a zbytek roztoku ve $picce pipety - musi byt zachovan, abychom
pfesné odpipetovali jmenovity objem. Vyfukovdini roztoku z pipety je hrubou chybou! Pipety s poSkozenou
$pickou jsou znehodnocené a nelze je pro pfesnou praci pouzivat. Po skonceni prace se pipeta nckolikrat
vyplachne destilovanou vodou vySe popsanym zptisobem.

Délené pipety

maji kalibracni stupnici s po¢atkem bud’ v horni, nebo dolni poloze. Pipety s pocatkem (nulou) v horni
poloze jsou v soucasné dob¢ vyrabény téméi vyhradn€. V prvnim pfipadé odmétime pozadovany objem tak, Ze
meniskus nastavime na pocatek stupnice a roztok odpoustime, az je meniskus nékolik milimetri nad zvolenou
znackou, vyckame podle normy 7 sekund a teprve potom nechame meniskus klesnout na zvolenou rysku.
V druhém ptipadé nastavime meniskus na zvolenou rysku a dale postupujeme jako u nedélené pipety (obsah
pipety vypustime). Cekaci doba je ovem i zde 7 sekund. Pro odméfeni objemu celé pipety (napt. 5 ml u délené
pipety na 5 ml) je vSak vhodnéjsi dat pfednost pipeté nedélené.

Byrety

jsou sklenéné trubice o stejnomérném priméru, opatiené stupnici a v dolni ¢asti vypustnim kohoutem
bud’ zabrusovym, teflonovym nebo kulickovym ventilem. Byreta s kulickovym ventilem je urCena pro praci
s alkalickymi roztoky, které by mohly zpusobit ,,zapeCeni” sklenéného zabrusového kohoutu (trvalé slepeni
zabrousenych ploch sklenéného kohoutu vodnim sklem, které vznikne ptisobenim alkalii na poruseny povrch
skla). Kulickovy ventil se otvird stiskem hadi¢ky v misté kulicky, ¢imz se vytvoifi mezi kuli¢kou a pryzovou
hadickou kanalky, kterymi mize roztok z byrety vytékat. Byrety s teflonovym ventilem je mozné pouZivat jak
pro kyselé, tak alkalické roztoky. Byrety jsou kalibrovany na vyliti. Nejcastéji pouzivame byrety na 50 ml
s délenim na 0,1 ml. Pfi ode¢itani objemu se snazime odhadovat druhé desetinné misto (setiny mililitru) z polohy
menisku mezi dvéma sousednimi ryskami. Na byreté odeCteny objem uvadime zdsadné na dvé desetinnda mista.
U byret na 10 ml odeéitame objem na 0,01 ml. Byrety se uchovavaji naplnéné odmastovacim roztokem
saponatu. Pred pouzitim se tento roztok vyleje do vylevky, byreta se dvakrat proplachne destilovanou vodou
(naplni se asi do poloviny vodou a podobné jako pipeta se ve vodorovné poloze otacivym pohybem oplachne
celd vnitini sténa, ¢ast vody se propusti pies kohout, aby se i ten proplachl, a zbytek se vylije). Stejnym
zplsobem se byreta vyplachne i odmérnym roztokem. Takto pfipravenou byretu upevnime do stojanu v takové
vySce, aby $picka byrety zasahovala asi 1 cm do hrdla titra¢ni banky. Byretu plnime odmérnym roztokem
pomoci malé nalevky, kterou téz napfed proplachneme stejnym roztokem. Odmérny roztok odebirdme ze
zéasobnich lahvi do vyhrazené kadinky a z této plnime byretu. Pfitom dbame na to, aby v byreté (obzvlasté mezi
kohoutem a $pickou) neziistaly uzavieny vzduchové bubliny. Byretu plnime nékolik milimetri nad pocatek
stupnice a ihned odstranime ndlevku! Meniskus nastavime na pocatek stupnice aZ t&€sné pied vlastni titraci,
pfi¢emZ odpustime do podstavné kadinky prebyte¢né mnozstvi odmérného roztoku (tento se dile jii nepouZije
ani nevraci do zdsobni lahve!). Nikdy nezapomeneme pii tom otiit kapku na Spicce byrety o vnitini sténu
nadobky (v tomto ptipad¢ podstavné kadinky).

Vlastni titraci provadime tak, Ze titra¢ni banku s titrovanym roztokem, indikatorem a pftip. dalSimi
latkami (viz pfislusny pracovni navod) drzime pravou (Sikovnéjsi) rukou za hrdlo a rovnomérnym krouzivym
pohybem michame obsah banky, zatimco druhou rukou ovladame kohout byrety. Roztok Cinidla z byrety
pridavame zpocatku rychleji (obzvlast zname-li pfibliznou polohu ekvivalen¢niho bodu), roztok vSak nesmi
vysttikovat z baiiky. Pfi tom stale michame krouzivym pohybem baiiky. V misté ptitoku odmérného roztoku se
titrovany roztok barvi na koneéné zbarveni (lokalni pfetitrovani), michanim se v8ak toto zbarveni ztraci. Blizkost
ekvivalen¢niho bodu se prozradi tim, Ze toto odbarvovani (piesnéji zména zbarveni indikatoru za ekvivalenci na
puvodni zbarveni pfed ekvivalenci) se d&je stdle mén¢ ochotné. V zaveru titrace pridavame cinidlo po kapkach
(za stalého michani). V okamziku, kdy pfedpokladame, Ze jsme se posledni pfidanou kapkou jiz co nejté€snéji
priblizili bodu ekvivalence, dotkneme se vnitfni sténou hrdla titrani banky Spicky byrety a stény banky
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oplachneme vodou ze stficky. Pfidame dalSi kapku odmérného roztoku a takto postupujeme do dosazeni
predepsaného zbarveni indikatoru. Nakonec vyckame po &ekaci dobu (u byret ¢ini 30 sekund) a odeéteme
spotiebu. O tom, ze jsme skute¢n¢ dosahli pfedepsaného zbarveni indikatoru (viz pracovni névod) se
presvédéime pridanim dalsi kapky odmérného Cinidla. Kazdou titraci opakujeme nejméné tiikrat tak, aby se
spotieby odmérného roztoku u téchto tii titraci nelisily vice jak o 0,1 ml. Z jednotlivych spotieb vypoditame
primérnou hodnotu, kterou pouzijeme pro daldi vypoéty. Casové naro¢nou prvni titraci (nezname-li ani
pfibliznou spotfebu) mizeme nahradit orientacni titraci s rychlym davkovanim odmérného roztoku do
kone¢ného zbarveni, ktera ndm urci pfibliznou polohu ekvivalenéniho bodu. V dalSich titracich mizeme ptidat
rychle az 90% objemu, zjisténého orientacni titraci, ¢imz se titrace podstatné zrychli.

Barnka se spravné ztitrovanym roztokem se muiZze pouzit jako barevny vzor pro dalsi titrace. Barevné
zmény jsou Iépe pozorovatelné na bilém pozadi, proto jsou stojany pro byrety opatieny zakladni deskou s bilym
povrchem. Po skonceni prace se roztok z byrety vylije, byreta se vyplachne vodou a naplni roztokem saponatu aZ
nad stupnici. Nespotiebovany odmérny roztok 7 byrety nikdy nevracime zpét do zdsobni lihve!

Zpiisob odecitani objemu

Kapaliny, smacejici povrch skla (napf. vodné roztoky), vytvareji meniskus, jehoZ spodni okraj se pfi
odmeétovani objeml musi kryt s kalibracni ryskou odmérného nadobi (u neprihlednych roztoki je nutno pouzit
horni okraj menisku, pipety a odmérné batiky je vSak nutno na tento zptisob Cteni prekalibrovat). Pfi pozorovani
menisku je nutno snizit chybu, zptisobenou paralaxou, na minimum (paralaxa obecné vznika pfi odeéitani
vychylky analogového méficiho pfistroje, neni-li rovina pohybu ukazatele piistroje shodna s rovinou stupnice a
odecitame-li vychylku ukazatele pod riznym thlem). Spojnice oka a rysky na odmérném nadobi musi svirat s
podélnou osou pipety, byrety nebo hrdla odmérné banky vzdy uhel 90°. Podélna osa proto musi byt pfi odecitani
ve svislé poloze a smér pozorovani vodorovny. Pfi spravném odecitani se celoobvodova ryska musi jevit jako
usecka. Spodni okraj menisku vidime zfeteln&ji, podrzime-li za nim list bilého papiru Sikmo asi pod thlem 45°.
Nékteré byrety nebo délené pipety jsou pii vyrobé opatfeny Schellbachovym pruhem (nataveny pruh bilého
mlééného skla s izkym, vétSinou modrym prouzkem). V misté menisku se modry prouzek jevi vlivem lomu
svétla jako shora i zdola ostie zahroceny. V doteku obou hrotii se odecita objem na stupnici. Schellbachtiv pruh
ale neodstranuje vliv paralaxy pii odec€itani, pouze dovoluje piesnéjsi uréeni polohy menisku!

Uloha ¢&. 2 - Kalibrace pipety

Ve cvi€eni nejprve sledujte vyklad a praktické ukazky spravné techniky prace s odmérnym nadobim
(odecitani objemu, pipetovani, doplnéni odmérné banky, odméfovani objemu byretou, kvantitativni prevadéni,
titrace). Vasim ukolem bude kalibrace nedélené sklenéné pipety (10 ml), spocivajici ve zvazeni odpipetovaného
mnozstvi destilované vody o znamé teploté (a hustoté) a prepoc¢teni hmotnosti na objem. Vodu budete pipetovat
do suché ocislované nadobky, pfedem zvazené na analytickych vahach (pii pipetovani do plastové nadobky je
nutné se dotknout Spi¢kou pipety hladiny kapaliny - nesmacivy plast neumozni vyteCeni poslednich kapek
z pipety!). Po napipetovani vody zvazte nadobku na stejnych analytickych vahach a vypoctéte objem vody.
Abychom vyloudili vliv ndhodné chyby pfi pipetovani (¢i vaZeni), proved'te vazeni pipetovaného objemu
opakované (pipetujte do jiz zvazené nadobky s vodou, alesponn 6x) a vypoctéte primérny pipetovany objem a
absolutni odchylku od deklarovaného objemu. Ovladate-li zékladni statistické nastroje k vyhodnoceni souboru
dat a ziskate-li dostateCny pocet dat, muzete aplikovat vylouceni odlehlych vysledkt, vypocet odhadu
smérodatné odchylky vybéru dat a prepocet na relativni smérodatnou odchylku.

Do protokolu zpracujte vase data ve formé prehledné tabulky s uvedenim vSech ziskanych experimentalnich dat
(hmotnosti, teploty vody atd.), proved’te test odlehlosti vysledkl a srovnejte vami kalibrovany objem pipety s
deklarovanym obsahem (test pravdivosti vysledkil) a jeho udanou ptesnosti a vysledek komentujte.

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

t Pt t pt t Pt
17,5 0,998 685 20,0 0,998 203 22,5 0,997 654
18,0 595 20,5 098 23,0 537
15,5 500 21,0 0,997 991 235 417
19,0 403 21,5 881 24,0 295
19,5 304 22,0 769 24,5 170
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Dovolené odchylky objemu komerénich odmérnych nadob - piiklady

Objem / ml | CSN704106,tFidaA |  CSN 70 4106, tfida B
Odmérné baiiky, kalibrace na doliti "IN"' pro teplotu 20°C

25 0,015 0,030

100 0,05 0,10

500 0,14 0,28

Byrety, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu 20°C, ¢ekaci doba 30s

10, déleni 0,05 0,03 0,05

25, déleni 0,1 0,05 0,10

50, déleni 0,1 0,08 0,10

Délené pipety, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu

20°C, c¢ekaci doba 7s

2, déleni 0,02 0,01 0,02
5, déleni 0,05 0,02 0,04
10, déleni 0,10 0,03 0,06
Nedélené pipety, kalibrace na vyliti "EX" pro teplotu 20°C, ¢ekaci doba 15s
5 0,010 0,020
10 0,015 0,030
25 0,025 0,050
Néavrh tabulky pro vypracovani protokolu
¢. méfeni nadobka s vodou voda teplota hustota voda deklarovano
g g g °C g.cm? ml ml
1
2
3
Primér - - - - -
Sm. odch. --- --- ---
Rel. sm. odch. - --- -
%
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Vazkova analyza
(Gravimetrie)

Princip:

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

Srazeni

Ugelem srazeni je oddglit stanovovanou latku (analyt) z roztoku vice slozek Kvantitativng, v Gisté a
dobfe filtrovatelné form¢. Pfi sraZeni se musi vytvofit nejprve zarodeéna centra tuhé faze (nukleace). Z nich se
v prubéhu dalsiho srazeni vytvari krystalicka nebo amorfni sraZenina, v zavislosti na chemickych vlastnostech
dané latky a podminkach srazeni. Pro gravimetrické stanoveni jsou vhodngjsi srazeniny krystalické, protoZe jsou
Cistsi, 1épe se filtruji a promyvaji. Amorfni srazeniny maji vétsi povrch ¢astic, vykazuji proto vétsi adsorpci
necistot a navic maji tendenci vytvaret koloidni roztoky. Znec€isténi sraZzeniny zpusobuje i okluze (mechanické
strzeni necistot do rostoucich ¢astecek srazeniny) a inkluze (uzavieni matecného roztoku do rostoucich ¢aste¢ek
srazeniny) pii pfili§ rychlém srazeni. Nékdy je nutno zneCiSténou srazeninu Cistit pfesrdzenim (srazeninu
rozpustime a znovu vysrazime tentokrat z podstatné cistéjsitho roztoku). Dobte filtrovatelné srazeniny
dosahneme zpravidla pfi sraZeni za vyssi teploty a tim, ze srazedlo pfidavame v okamziku tvorby zarode¢nych
center velmi pomalu a za neustialého michani.

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

Filtry, filtra¢ni kelimky, filtrace

Oddéleni srazeniny od matecniho roztoku provadime filtraci papirovym filtrem, sklenénym nebo
porcelanovym kelimkem.

Papirovy filtr

Kvantitativni filtracni papiry se vyrabéji v kruhovém tvaru rizné velikosti a rizné pordzity z papiru
s nizkym obsahem popela po spaleni. Pro filtraci amorfnich vlo¢kovitych sraZenin [napt. Fe(OH)s.xH20] se
pouzivaji fidké filtry, oznacené cernou paskou nebo Cervenym tiskem na krabicce. Pro nejjemnéjsi srazeniny
(napt. BaSOs4) se pouziva husty filtr, znaceny modrou paskou nebo dodavany v modré krabicce. Stiedné husté
filtry jsou ve zluté krabicce (bila paska). Potfebny druh filtru je uveden u jednotlivych postupti gravimetrického
stanoveni. Kotoucek filtracniho papiru se nejprve prelozi na pulku, odtrhne se jeden rizek a znovu se prelozi na
¢tvrtku. Takto slozeny filtr se rozevie v kuzel tak, Ze odtrzeny rtzek se nachazi vné kuzele. Sklenénou filtracni
nalevku drzime v levé ruce ve svislé poloze, pficemz ukazovakem uzavieme konec stonku, naplnime ji asi do
poloviny kuZzele destilovanou vodou a opatrné¢ vsuneme rozevieny papirovy kuzel po sténé nalevky do jeji
Spicky. Papirovy kuzel pritom drzime vzdy za trojitou vrstvu. Dbame na to, aby pod filtrem neztstaly vzduchové
bubliny. Horni okraj filtru pfitla¢ime po celém obvodu k nalevce, aby dobfe pfilnul a byl vzduchotésny.
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Po uvolnéni konce stonku voda z filtru odtece. U dobfe vlozeného filtru vsak zlistane pod filtrem a ve stonku
souvisly sloupec kapaliny, ktery umoziuje svym hydrostatickym tlakem rychlejsi filtraci. Odtrzeny rozek filtru
zamezi vzniku vzduchového kanéalku na rozhrani trojité a jednoduché vrstvy papiru, ktery by zptisobil odteceni
sloupce kapaliny ze stonku. Papirovy filtr musi byt aspoii 5 mm pod okrajem nalevky. Pfipraveny filtr upevnime
pomoci kruhu s dfevénou vlozkou na stojan a pod filtr umistime vétsi Cistou kadinku pro zachyceni mate¢niho
roztoku. Stonek nalevky se musi dotykat Spickou vnitini stény kadinky v jeji horni tfeting.

Filtracéni kelimky

Sklenéné a porcelanové filtracni kelimky jsou kelimky s porovitym dnem rdzné hustoty. Nejcastéji
pouzivané sklenéné kelimky jsou oznaeny S3 (velikost pord 30 pum) a S4 (8 um). PouZivaji se pfi
gravimetrickych stanovenich, pfi kterych se srazeniny pied vazenim pouze susi pii teplotach 100 - 130°C.
Porcelanové filtracni kelimky lze po vysuSeni i zihat v ochranné misticce. Filtrace kelimky se provadi za
snizeného tlaku (odsavanim) a je proto rychlejsi nez filtrace papirovym filtrem. Kelimek se upevni pomoci
pryZzového tésnéni do valcovité nalevky (tulipanu), kterd je spojena s odsavaci lahvi pomoci pryzové zatky.
Odsavaci lahev se pfipoji pomoci pryzové hadice k vodni vyveve.

Filtrace

Filtraci filtracnim papirem provadime nasledovné: Sejmeme z kadinky hodinové sklicko, oplachneme
ho do kadinky destilovanou vodou ze stiicky, tyCinku (kterd byla dosud stale v kadince) drzime Sikmo nad
filtrem a jeji konec pfiblizime k trojité vrstvé papirového filtru. Mate¢ni louh z kadinky opatrné slévame po
tyCince na filtr. Dbame na to, aby se sraZemina nezvifila, roztok nevystiikl z filtru a abychom ty¢inkou
neprotrhli filtraéni papir. Filtr nenapliiujeme nikdy vy$e neZz 5 mm pod horni okraj papiru. Ciry mateéni louh se
filtruje velmi rychle.

Kdyz jsme takto slili mate¢ni louh, promyjeme sraZeninu v kadince dekantaci, tj. na sraZeninu
v kadince nalijeme piedepsané mnozstvi promyvaciho roztoku (viz pfislu§ny pracovni navod), sraZeninu
nechame usadit a opét filtrujeme pouze roztok nad srazeninou. Dekantace se provadi obvykle tfikrat. Pfi posledni
dekantaci se zvifena sraZenina s promyvacim roztokem pievede po ty¢ince na filtr (po naplnéni filtru srazeninou
probiha filtrace podstatné pomaleji). Tyc¢inka a stény kadinky se oplachnou promyvacim roztokem a znovu se
roztok se zbytky srazeniny pievede na filtr.

Na tycCince a na sténach kadinky ulpé€lé zbytky srazeniny rozpustime pfidavkem minimalniho mnozstvi
vhodného ¢inidla (podle pracovniho navodu), pfi¢emz pomoci ty¢inky smocime cely vnitini povrch kadinky a
vSechny ulpé€lé zbytky srazeniny kvantitativné rozpustime. Vznikly roztok zifedime, provedeme opét srazeni a
zbytek srazeniny zfiltrujeme pies filtr s hlavnim podilem srazeniny. Je-li srazenina v béznych cinidlech
nerozpustna (napt. BaSOa), kadinku i ty¢inku vytfeme kousky filtra¢niho papiru, které spalime spolu s filtrem
S hlavnim podilem sraZeniny. Srazeninu na filtru nakonec jesté zbavime poslednich zbytkii mate¢ného louhu
promyvanim promyvacim roztokem (vyzaduje-li to navod).

SuSeni, spalovani, Zihani

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

Papirovy filtr povytdhneme z nalevky za volny, min. 5 mm Siroky okraj na strané trojité vrstvy (nejlépe
nehtem palce), nechdme odtéct roztok ze stonku a odkapat posledni kapky z filtru. Potom opatrn€ slozime filtr na
¢tvrtku (jednoduchou vrstvou papiru smérem k sob¢€), ptehneme oba rozky a nakonec jest€ otevienou Stranu:
vznikne pétithelnik. Tento vlozime do zvaZzeného porcelanového kelimku Spickou napied a mirné jej
piimaCkneme ke dnu kelimku. Kelimek s filtrem usadime na triangl (trojuhelnik z keramickych trubicek,
spojenych dratem), polozeny na Zelezném kruhu, ktery je upevnén na stojanu s trojnozkou v takové vysi nad
plamenem plynového kahanu, aby se filtr zvolna vysousel (asi 10 cm nad Spickou plynového plamene). Béhem
suseni nesmi dojit k varu (prskani, praskani a vystikovani) zbytku roztoku ve filtru. Suseni lze téZ provést
V suSarné nebo stanim pres noc v kelimku, zakrytém kouskem filtra¢niho papiru.

Po suseni nasleduje faze spalovani papiru. Kelimek ulozime na trianglu Sikmo a zahFivime mirnym
plamenem dno kelimku. Unikajici dymy a pary se nesméji vznitit, pii hoteni se do plamene strhavaji ¢astice
srazeniny a vznikaji ztraty. Pfi spalovani proto mame v ruce pfipraveno hodinové sklicko, kterym kelimek
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v okamziku vzplanuti ihned ptiklopime do zahaSeni plamene. Spalovani provadime zvolna za nizké teploty a za
dokonalého pfistupu vzduchu (naklonénd poloha kelimku), jinak vznikd obtizn€¢ spalitelny grafitovy uhlik.
Béhem spalovani se kelimek obcas pootoci pomoci kelimkovych klesti, jejichz $pi¢ky se v plameni kratce
predehieji (rozpaleny kelimek by pii doteku studenymi klestémi popraskal). Klesté odkladame na pracovni stil
vZdy Spickami nahoru, aby se zabranilo jejich znecisténi. Pfestanou-li unikat dymy, ulozime kelimek na
trianglu do svislé polohy a zaéneme kelimek ohfivat na maximalné dosazitelnou teplotu. Piivod vzduchu do
plynového kahanu zvétSime tak, aby se plamen pfi privanu jesté nezhasel. Dno kelimku by mélo byt asi 2 cm
nad modrym studenym kuzelem plamene. Od tohoto okamziku pocitame dobu Zihani, pozadovanou navodem.
Pti zihani dbame na to, aby se piipadny Cerny nalet uhliku na vnitfnich sténach kelimku beze zbytku spalil.
Pootacime kelimek klestémi (nahtat Spicky!), aby se stény kelimku s vylouc¢enym uhlikem ohtivaly v mezerach
trianglu.

Po uplynuti piedepsané doby zihani odstavime plamen, vyckdme, az ustane Cerveny zar kelimku a
nahiatymi klestémi vlozime kelimek do exsikatoru. Exsikator nesmime uzaviit vikem zcela, ponechame tizkou
mezeru, kterou se mtize vyrovnat pretlak ohfatého vzduchu s vnéj$im tlakem. U exsikatorti s kohoutem staéi
oteviit kohout. Po cca 1 min. miiZzeme exsikator uzaviit uplné. Vychlazeni kelimku na teplotu mistnosti trva asi
30min. K vazeni se kelimky pfenaseji v uzavieném exsikatoru, ktery se smi otevfit jen na dobu nezbytn¢ nutnou
k vyjmuti kelimku (napln exsikatoru, slouzici k vysuSeni prostoru exsikatoru, pti jeho dlouhodobém otevieni
zvlhne a ztraci G¢innost). PTi prenaseni se exsikator uchopi obéma rukama za piirubu a palce pfidrzuji viko. Viko
se nesmi pokladat na stdl zabrousenou plochou, ktera je namazana tésnicim tukem.

Uloha ¢&. 3 - Stanoveni Zeleza v pigmentu jako Fe,O3

Princip:

Barevny pfirodni pigment na bazi oxidd Zeleza je smési rizn¢ hydratovanych oxidd, hydroxida a
pfipadné uhli¢itanti Zelezitych. Pro stanoveni obsahu Zeleza v ném gravimetricky je tfeba nejprve vzorek
rozpustit v kyseling. Z kyselého roztoku Fe®* se amoniakem srazi Fe(OH)s ktery se vyZih4 na vazitelnou formu
Fe;03. Vasim tkolem je stanovit, kolik procent Zeleza je obsazeno v Zelezitém pigmentu.

Fe3* + 3 OH" — Fe(OH)s
ZFG(OH)s — Fe,03 +3H,0

M(Fe) = 55,847 g.mol, M(Fe,03) = 159,692 g.mol-*

Pracovni postup:

Pted vlastni analyzou pfipravime porceldnovy kelimek. Vybereme si Cisty a neporuseny kelimek, ktery
je na neglazovaném dné popsan grafitovou tuzkou, a jeho oznaceni si zapiSeme. Kelimek umistime do trianglu a
nejprve mirnym plamenem vyhiejeme, aby neprasknul. Po dostatecném zahi'ati postavime kahan pod kelimek na
plny vykon a zihdme po dobu 1 hodiny. Béhem této doby provadime srazeni a filtraci. Po zihdni odstavime
kahan, kelimek nechdme nékolik minut chladnout a poté jej preneseme nahtatymi klestémi do exsikatoru (navod
popsan vyse).

Na analytickych vahach odvazime ptesné asi 0,2 g vzorku zelezitého pigmentu do suché kadinky
objemu 100 ml. Vzorek v kadince rozpustime v 1 ml koncentrované HCI v digestoti za mirného zahtivani na
elektrickém vafic¢i (kadinku zakryjeme hodinovym sklem). Po rozpusténi splachneme hodinové sklo a stény
kadinky stfickou jeSté v digestori, pievedeme obsah kvantitativné do kadinky objemu 250 ml, zfedime na cca
150 ml destilovanou vodou, pfidame 10 ml 10% NHsNOs3 a zahtivame téméf k varu. Pfipadnou hydrolyzu soli
Fe3* (projevuje se oranzovym az &ervenohnédym zbarvenim roztoku, pfechdzejicim na &ervenohnédou
srazeninu) potla¢ime pfidavkem malého mnozstvi 2M HC1. Pfed vlastnim sraZenim musi byt roztok zluty a €iry.

Pti prvnich ndznacich varu pferusime zahiivani a srazime 2M NHs. Zpocatku mizeme piidavat vetsi
davky srdzedla az do okamziku, kdy se roztok za¢ne barvit do oranzova. Dale uz pfidavame srdzeci roztok jen
po kapkach za intenzivniho michani, dokud se obsah kadinky zfetelné nezakali. Tato faze srazeni rozhoduje
0 kvalité sraZeniny. Dal8i piidavky 2M NHj3; maZeme zrychlit. Srazeni ukon¢ime, je-li amoniak z roztoku
zietelné citit. Pii spravném postupu se srazenina Fe(OH)s rychle sbali, tj. usadi se ke dnu ve formé jemnych
vlocek a zanecha nad sebou bezbarvy ¢iry roztok.
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Jest¢ za horka se Ciry roztok filtruje pres fidky filtracni papir (Cervend krabicka), srazenina se 3x
dekantuje horkym 1% NH4NOs a po pievedeni na filtr se promyva Stejnym roztokem. Na sténach kadinky a
ty¢inky pevné ulpivajici srazenina se kouskem kvantitativniho filtra¢niho papiru dikladné setfe a tento kousek
papiru se pfida k hlavnimu podilu sraZeniny na filtru po odkapani poslednich kapek promyvaciho roztoku. Poté
filtr se srazeninou slozime, vlozime do vyzihaného a zvazeného kelimku, nechdme schnout na vyhrazeném mist¢
do pfistiho cviceni, kdy jej spalime a vyzihame do konstantni hmotnosti (1 hod.). Vazime Cervenohnédy az Cerny
Fe»0s. Z jeho hmotnosti a hmotnosti pivodniho vzorku pigmentu vypoéteme hmotnostni zlomek Fe ve vzorku
(V %).
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Odmérna analyza
(titrace, volumetrie)

Princip

Podstatou odmérné analyzy je chemicka reakce (acidobazickd, redoxni, srazeci nebo komplexotvorna),
kterd probéhne mezi stanovovanou latkou a Cinidlem kvantitativné, dostatené rychle a jednoznaéné podle
znamé stechiometrie. Cinidlo piidavame ve formé roztoku o znamé latkové koncentraci postupné po davkach
az do dosazeni ekvivalenéniho bodu, tj. do okamziku, kdy k hledanému latkovému mnoZstvi stanovované latky
pfidame pfesn¢ ekvivalentni mnozstvi Cinidla. Bod ekvivalence musi byt pfitom zfeteln¢ zjistitelny, napft.
barevnou zménou indikatoru (vizudlni indikace) nebo dosazenim urcité hodnoty fyzikalné chemické veliiny
indikujiciho systému (napf. absorbance, potencidlu ap.). Z naméfeného objemu roztoku cinidla v bodu
ekvivalence a jeho koncentrace vypocitame latkové mnozstvi c¢inidla, ze kterého s pomoci znamych
stechiometrickych koeficient vypocitame hledané latkové mnozstvi stanovované slozky.

Roztoky odmérnych ¢inidel pfesné koncentrace nelze ve vétsing piipadi pfipravit navazovanim nebo
zied’ovanim z obchodnich preparati, protoze tyto vychozi latky nejsou obvykle dostate¢né €isté nebo stalé. Proto
se z nich pfipravuji roztoky prFiblizné Koncentrace, jejichz presnou koncentraci stanovime titraci na vhodny
primarni standard (tuhé latky stalého a pfesné definovaného slozeni, Cistota min. 99,9%, napi. H2C204.2H>0,
Na,COsz, PbCl; aj.). Stanoveni piesné koncentrace odmérného roztoku nazyvame standardizaci. Pfitom lze
postupovat dvéma zplsoby:

a) pripravime vétsi objem roztoku primarniho standardu o urcité, pfesné znamé koncentraci, z kterého odebirame
pro titraci vhodné alikvotni podily (pipetou)
b) pro kazdou titraci zvlast’ navazujeme odpovidajici mnozstvi primarniho standardu (pracnéjsi ale presnéjsi a

(s

spolehlivéjsi postup).

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

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

Titraci kazdého vzorku provadime opakované, zpravidla alespoint 3x tak, aby se zjisténé spotieby od
sebe vyznamné nelisily (rozdily mezi jednotlivymi titracemi v ramci 0,1 ml). Pro vypoclty bereme prumérnou
hodnotu z téchto (minimalné) tii titraci.

Uloha ¢. 4 - Jodometricka titrace - stanoveni vitaminu C
V ovoci, vitaminovém preparatu

Princip:

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

Pro indikaci bodu ekvivalence lze vyuzit vlastniho zbarveni trijodidového iontu, ktery je ve ziedénych
roztocich zluté zbarven. Mnohem citlivejsi je vSak pouziti Skrobu, ktery s jodem poskytuje intenzivné modre
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zbarveny komplex. V piipad¢ titraci thiosiranem (stanoveni oxidovadel) se nejprve titruje roztokem thiosiranu
do slabé zlutého zbarveni. Teprve poté se ptida roztok Skrobu a dotitruje se do vymizeni modrého zbarveni.

Vzhledem k t€kavosti jodu nejsou jeho roztoky ptili§ stalé a je tieba je standardizovat. K tomu lze
pouzit napiiklad oxid arsenity po rozpusténi ve slabé alkalickém roztoku (NaHCO3). Casto se také roztok jodu
standardizuje na roztok thiosiranu, standardizovany na vhodné oxidovadlo (dichroman draselny, bromi¢nan
draselny aj.). Lze také vyuzit reakce jodicnanu s jodidem v kyselém prostiedi. Jodi¢nan draselny je standardni
latkou a po pfesném navazeni lze jeho reakci s nadbytkem jodidu v kyselém prostredi pfipravit ekvivalentni
mnozstvi jodu.

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

CeHgOg + 12 —> CeHeOp + 21" + 2H*

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

Titrovat lze roztokem jodu na indikator Skrobovy maz. Abychom se vyhnuli nutnosti standardizace odmérného
roztoku jodu, vyuzijeme k jeho pfiprave standardni latku - jodi¢nan draselny. Jeho reakci s jodidem v kyselém
prostfedi vznikne jod, ktery reaguje s kyselinou askorbovou. Ponékud netradicné budeme titrovat piimo
roztokem jodi¢nanu a jodid a kyselé prostfedi ve vzorku nam zajisti vznik jodu pfimo v titrované smési, kde
bude ihned reagovat s kyselinou askorbovou. Prvni nadbyte¢na kapka jodi¢nanu zplsobi vznik nadbyteéného
jodu, ktery poskytne s ptitomnym Skrobem modré zbarveni (modré zbarveni bude pouze v bezbarvém roztoku,
pozor na riizna dal$i barviva v preparatu).

10 +51"+6 H" > 31,+3H,0
Piiprava odmérného roztoku jodi¢nanu 0,001 mol.I*
M[KIOs] = 214,00 g.mol*

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

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

Provedeni:

Tabletku vitaminového ptipravku nechame rozpadnout v mensim mnozstvi vody a poté pievedeme do
odmérné banky a doplnime na 100 ml vodou. Po promichani nechame hlavni podil plniv tablety usadit a poté
pipetujeme do titra¢ni banky 10 ml roztoku. Ziedime asi na 50 ml, pfiddme 10 ml roztoku jodidu draselného
(10%), 10 ml 2M HCIl a 5 ml roztoku $krobu. Titrujeme roztokem jodi¢nanu draselného az do okamziku vzniku
modrého zbarveni. Ze spotieby vypoc¢itime mnozstvi kyseliny askorbové a odhad smérodatné odchylky (v mg) v
jedné tabletce preparatu a srovname s deklarovanym obsahem.

Stanoveni vitaminu C v ovoci

Vzorek ovoce je nejprve nutno pripravit pro analyzu. Zde se spokojime s pfipravou ovocné $tavy a
stanoveni vitaminu C v ni. Pro stanoveni jsou vhodné citrusové plody s vysokym podilem §tavy, ptipadn¢ jiné
ovoce, ze kterého lze ziskat dostatecny objem Stavy, nutny k analyze (alespon 50 ml). Obsah vitaminu C
v pevnych Castech duziny lze zanedbat a stanoveni vitaminu ve slupkdch nemd vyznam, protoze se bézné
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nekonzumuji. Jodometrické stanoveni neni specifické, reaguji (titruji se) i dalsi latky, oxidovatelné jodem. Jejich
obsah v ovoci je vSak zanedbatelny a do vysledku vnasi jen malou (akceptovatelnou) chybu.

Provedeni:

Ovoce roziizneme nerezovym nozem a pomoci lisu na citrusy do kadinky vymackédme dostate¢né
mnozstvi vzorku. V nékterych piipadech bude nutné pouzit vice kusii ovoce (napiiklad citron 2ks). Stavu
v kadince v tom piipadé promisime (homogenizujeme) a dale zbavime vétsich kouskl duziny (naptiklad filtraci
pfes jemné sitko). Pfitomny kal odstranime odstfedénim v centrifuze. Naplnime dostateCny pocet zkumavek
vzorkem (pozor, zkumavky plnit maximalné do 2/3 objemu a v centrifuze umistit naproti sob&é vzdy zkumavky
se stejnym objemem!) a po odstfedéni slijeme ¢iry vzorek zpét do Cisté kadinky.

Ze vzorku pipetujeme 10 nebo 20 ml (podle ziskaného objemu $tavy tak, abychom mohli provést
alespont 3 opakované titrace - objem si vSak poznamendme!), v titra¢ni bafice zfedime asi na 50 ml a dale
postupujeme stejn¢ jako v piipad¢ vitaminového preparatu. Pozor na vlastni zbarveni ovocné §t'avy pii uréovani
bodu ekvivalence! Ze spotieby a pipetovaného objemu vzorku vypocteme obsah vitaminu C a odhad smérodatné
odchylky a vyjadtime je v mg / 100 ml $tavy (tj. asi 100 g konzumniho podilu ovoce).

Uloha ¢&. 5 - Chelatometricka titrace - stanoveni Ca a Mg
ve vodach a vapenatych schrankach zivocichu

Princip:

Chelatometrické titrace jsou zvlastni piipad komplexometrickych titraci, kdy reaguji ionty kovl
S ¢inidlem za vzniku chelatd. Stanovovany kation kovu reaguje s ¢inidlem za vzniku malo disociovaného, ve
vodé rozpustného komplexu, vzdy v molarnim poméru 1 : 1. Cinidlem je nejéastdji kyselina
ethylendiamintetraoctovd HsY, ve zkratce EDTA, pouzivana ve formé disodné soli NaH,Y s obchodnim
nazvem Chelaton 3, (HOOC-CH>);N-CHz-CH2-N(CH2COONa)..

Ca**+ H,Y — [CaY]* + 2 H*
Fe** + HyY — [FeY] + 2 H*

Pfi reakei se uvolnuji protony, takze pribéh reakce je ovlivnén hodnotou pH. Chelatometrické reakce se
proto provadéji v pritomnosti tlumice takové hodnoty pH, ktera spadd do oblasti optimalni stability daného
komplexu. Komplexy dvojmocnych kationtl jsou stalé v alkalickém a slabé kyselém prostiedi, komplexy
vySemocnych kovi jsou stalé i v kyselych roztocich (jednomocné kationty tvoii naopak jen velmi slabé
komplexy a nelze je tudiz titrovat). Vhodnou volbou podminek pfi titraci (pH, indikator) lze stanovit i dva
kationty vedle sebe nebo jeden kation v pfitomnosti jiného.

Vizualni indikace bodu ekvivalence se provadi pomoci tzv. metalochromnich indikatord, které tvori
S kovovym kationtem slaby barevny komplex [MInd]. Ke konci titrace (v okamziku, kdy je uz veskery volny
kovovy kation vazan do komplexu s EDTA) se zacina barevny indikator uvolnovat z komplexu [MInd], ze
kterého je vytéstiovan chelatonem H,Y? (vznik4 stabilngjsi komplex [MY]?%). Voln4 forma metalochromniho
indikdtoru [HInd] (slabad kyselina) musi mit zfetelné odliSné zbarveni od svého komplexu [MInd]. Roztoky
metalochromnich indikatori jsou obvykle nestdlé, proto se indikatory pifidavaji v pevném stavu. Barevny
piechod indikéatoru v bodé ekvivalence je tim ostiejsi, ¢im méné ho ptiddme. Abychom mohli indikator jemné;ji
davkovat, fedi se stondsobn¢ prebytkem indiferentni soli NaCl nebo KNOs.

Chelatometrické titrace se provadeji ve vétsich objemech titrovaného roztoku (100-150 ml) v titracnich
barikach na 250 ml. Pfi tomto zfedéni nehrozi, Ze by vznikaly kineticky stabilnéjsi komplexy indikatoru se
stanovovanym kationtem, které zptisobuji neostry barevny pfechod v bodé ekvivalence. Chelaton 3 neni
standardni latka a jeho roztoky je nutno standardizovat, napiiklad na dusi¢nan olovnaty.

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

Navazku Pb(NOs),, potfebnou k ptipravé 100 ml 0,05 mol.I! roztoku, rozpustime ve vodé, predem okyselené 2 -
3 kapkami 2 mol.I* HNO; [zabrani hydrolyze Pb?*, kterd znemoziiuje Uplné rozpusténi Pb(NOs),]. Roztok
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prevedeme do odmérné banky a doplnime po znacku. Do titracni banky pipetujeme 20 ml, zfedime vodou na 100
- 150 ml, pfiddme 5 ml 10%niho roztoku urotropinu (nebo 0,5 g pevné latky) a indikator xylenolovou oranz do
slabé fialového zbarveni. Titrujeme 0,05M NazH.Y do citronové zlutého zbarveni. Vypocitdme piesnou latkovou
koncentraci 0,05M NazH.Y.

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

V silné alkalickém prostiedi se hoi¢ik vysrazi jako Mg(OH): a vapnik titrujeme selektivné na indikator
murexid. V druhém alikvotnim podilu vzorku titrujeme v amoniakalnim tlumi¢i sumu Ca + Mg na
eriochroméerin T. Z rozdilu spotieb na oba indikatory zjistime spotfebu na Mg. Soucet koncentraci Ca a Mg
v mmol.I"t vyjadiuje celkovou tvrdost vody.

Titrace Ca

Ze vzorku vody do titracni banky pipetujeme 25 ml, zfedime vodou na 100 - 150 ml, ptfiddme 5 ml 2M KOH a
murexid do slabé rtizového zbarveni. Titrujeme do modrofialového zbarveni. Ze spotteby 0,05M NarH>Y
vypo&itime hmotnostni koncentraci Ca v mg.I"* a v mmol.I.

Titrace Ca + Mg

Opét pipetujeme 25 ml vzorku, zfedime na 100 - 150 ml, pfiddme 5 ml amoniakalniho tlumiée a eriochroméeri
T do slabé fialové ¢erveného zbarveni. Titrujeme do jasné modré barvy. Z rozdilu spotieb titrace sumy Ca + Mg
a titrace Ca vypocitime hmotnostni koncentraci Mg v mg.l? a také v mmol.I* a v protokolu uvedeme také
celkovou tvrdost vody v mmol.I2.

Analyza vzorku vapenatych schranek - stanoveni vapniku

Princip stanoveni obsahu Ca ve vapenatych schrankach zivodicht (skofapky vajec ptaku, ulity plzd,
mlza aj.) je stejny jako stanoveni ve vod€. Pevny vzorek je ale nejprve nutno piipravit k analyze. Skofapky byly
nejprve zbaveny mekkych organickych zbytkli vypranim v tenzidu a roztoku chlornanu. Po vysuseni byly
rozemlety v kulovém mlynu a homogenizovany. Vasim ukolem je odvazeny vzorek rozlozit v kyseliné a dale
zpracovat vySe uvedenym zpusobem. Pro rozklad (mineralizaci) vzorkli biologickych materialti se vyuzivaji
rizné postupy. Rozklad kyselinou dusi¢énou za zvysSené teploty je jednou z moznosti. Nezajistuje Uplné
odstranéni organickych latek ze vzorku, coz vsak v pfipad¢ stanoveni Ca neni na zdvadu (zbyvajici organické
latky vytvareji zluté zbarvené slouceniny, patrné v mineralizatu vzorku). Pro kompletni mineralizaci je tfeba
pouzit naptiklad spalovani vzorku v muflové peci pfi teploté asi 450 - 500°C nebo oxidace kyselinou dusi¢nou
za tlaku pfi teploté az 300°C.

Provedent:

Vzorek (0,2 - 0,3 g) navazime ptimo do suché 100 ml kadinky a ptidime 4 ml koncentrované HNOs.
Piidavani kyseliny, zahfivani a fedéni provadime v digestofi a o¢i si chranime brylemi! Kadinku zakryjeme
hodinovym sklem a po skonceni bouilivé reakce umistime na elektricky vafi¢ a mirné zahtivame, az se zacne
smeés jemné vafit. Po vyCefeni smési odstavime z vafice a kadinku nechdme zchladnout! Po zchladnuti
oplachneme hodinové sklo do kadinky, stfickou splachneme stény kadinky a obsah kvantitativné pievedeme do
odmérné banky objemu 100 ml. Po vychlazeni obsahu baiiky doplnime po rysku a promichame.

Z banky pipetujeme ke stanoveni Ca 20 ml a dale postupujeme jako pii stanoveni Ca ve vodach
(pfidavek roztoku KOH zvysime na 10 ml, abychom neutralizovali nadbyte¢nou kyselinu z mineralizace).
Ze spotfeby odmérného roztoku chelatonu 3 a navazky vzorku vypocteme procentualni obsah Ca ve vzorku a
odhad smérodatné odchylky a také prepocteme na obsah CaCOs v %.
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Uloha ¢ 6 — Kvalitativni analyza — TenKovrstva
chromatografie (TLC)

Princip:

Chromatografie umoziiuje Uéinnou separaci latek, ktera je nutnd pro spolehlivou identifikaci a
kvantifikaci jednotlivych slozek sledované latky. Ruzné latky se 1iSi svymi adsorpénimi vlastnostmi,
rozdélovacimi koeficienty, svymi rozméry, naboji atd., coz se vyuziva v chromatografii k jejich rozdéleni na
vhodném chromatografickém zafizeni.

K rozdéleni latek dochéazi na zakladé jejich rtizné pohyblivosti v systému dvou fazi — stacionarni
(zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Stacionarni fazi mize byt pevna latka (papir, Si02, A1203) ale i kapalna faze
zakotvena na pevném nosi¢i, mobilni fazi pak byva kapalina nebo plyn. Podle zplisobu uspotfadani
chromatografického zafizeni délime chromatografii na plosnou a sloupcovou, z hlediska urcujiciho mechanismu
déleni latky mezi stacionarni a mobilni fazi pak chromatografii adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové vyménnou atd.

Papirova chromatografie byla po dlouhou dobu v praxi nejpouzivanéjsi metodou plosné chromatografie.
Jeji nejvétsi vyhodou je ekonomicky nenaro¢né chromatografické médium, vyuzitelné pro separaci Sirokého
mnozstvi latek od anorganickych iontl az k slozitym biomolekuldm. Zakladnim separa¢nim mechanismem je v
pripadé papirové chromatografie rozdélovaci rovnovaha mezi vodou ¢i jinym rozpoustédlem zakotvenym v
papiru a pouzitou mobilni fazi. U latek s velkym poctem polarnich skupin se Casto uplatiiuje jejich silna
interakce pfimo s celuléozou, v takovych pfipadech prevlada adsorpéni mechanismus déleni. Dilezitou
charakteristikou pouzitého chromatografického papiru (Casto se jedna o specialni papir, ne napf. obycejny
filtracni papir) je pritokova rychlost mobilni faze — podle ni rozliSujeme chromatografické papiry s rychlym,
standardnim a pomalym pritokem. Rychlost pritoku vyznamné ovliviiuje dobu separace a samoziejmée i jeji
ucinnost.

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je piipadem plo$né chromatografie s
prevladajicim adsorpénim mechanismem déleni analyzované smési latek. Provadi na tenké vrstvé sorbentu
(celuldza, silikagel, alumina), ktery je nanesen na vhodné podlozce (sklo, kovova folie, plast). Vzorek se nanasi
na zacatek vrstvy (start) spoleén¢ se standardy obdobné jako v pripadé papirové chromatografie. Po zaschnuti
nanesenych vzorkl se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak, aby
startovni linie byla nad hladinou, a komora se uzavie. Dodrzuji se obdobna pravidla jako u papirové
chromatografie, vyvijeni chromatogramu probiha tak dlouho, dokud se celo vzlinajici smési rozpoustédel
nepfiblizi k okraji desky (cca 1 — 2 c¢cm). Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnym zpisobem detekce Se
ur¢i jednotlivé skvrny. K detekei se pouzivaji stejné postupy jako v papirové chromatografii, Casto se pouzivaji
vrstvy upravené fluorescenéni latkou (fluoreskujici pii osvétleni UV zafenim). Stanovované latky velmi ¢asto
tuto fluorescenci zhaseji, takZze se pod UV lampou objevuji na chromatogramu v podobé tmavych skvrn.
VyuZivaji se i dalsi zpisoby detekce, zalozené na postfiku chromatogramu vhodnym ¢inidlem, které se
stanovovanou latkou vytvafi barevnou slouc¢eninu.

Papirovou a tenkovrstvou chromatografii Ize stanovovat Sirokou Skalu organickych i anorganickych
latek pfi vysoké citlivosti a nizké ekonomické narocnosti. Metoda je ¢asové velmi nendro¢na, takze je velmi
rozSifena v primyslu v oblasti mezioperacni kontroly. Vzhledem ke své univerzalnosti je vhodna i pro prvni
orientaci ve slozeni neznamého vzorku v oblasti sledovani znecisténi zivotniho prostiedi, medicin€ i chemickém
vyzkumu.

V tenkovrstvé chromatografii (TLC) se staciondrni fize nanasi na destiCky ze skla, hliniku ¢i plastu,
stacionarni faze musi proto dobfe ulpivat na zvoleném podkladu a byt ve form& jemnych Castic jednotné
velikosti (mezi 1 — 5 um). Mobilni fazi je smés organickych rozpoustédel, nékdy ve smési s vodnou fazi.
Nejcastg&ji se pouziva ethanol, aceton, chloroform, benzen a hexan.

Na TLC desticku je nanesen vzorek a desticka je umisténa do vyvijeci komory nasycené parami mobilni
faze tak, aby jeji spodni ¢ast zasahovala minimalné cca 0,5 cm do mobilni faze. Linie startu a nadavkovanym
vzorkem je umisténa nad hladinou mobilni faze. Dochéazi ke vzlinani mobilni faze vzhiiru stacionarni fazi po
povrchu desticky. Mobilni faze rozpousti slozky vzorku a unasi je vzhtiru po povrchu desticky. Jelikoz jednotlivé
slozky vzorku interaguji se stacionarni fazi rizn€ (tzn., jsou rizné intenzivné brzdény oproti ¢elu mobilni faze),
dochazi k jejich vzajemnému rozdéleni. Separace probiha, dokud ¢elo mobilni faze nedosahne cca 1 — 2 cm pod
vrchni detekéni okraj desticky (vyznacime tzv. Celo).
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Detekce rozdélenych slozek vzorku miize probihat nékolika zpasoby:

. barevné slouceniny lze sledovat vizualné

. bezbarvé slouceniny — osvétleni UV zafenim (n€které slouceniny po vystaveni desticky UV zéfeni
fluoreskuji), pokud vzorek obsahuje latky, které nefluoreskuji, jsou tyto Casto po separaci a expozici desticky
UV zafeni viditelné jako tmava skvrna na fluoreskujici plose (ta vznikne tak, Ze se do stacionarni faze pfimichaji
navic fluoreskujici latky (napt. kfemicitan zine€naty) a tomuto jevu se fikd zhaSeni fluorescence nebo se detekuji
pouzitim specifickych cinidel (desticka se postiika specifickym Cinidlem, které s analytem vytvoii barevnou
slouCeninu (napf. ninhydrin pro aminokyseliny, acidobazické indikatory pro kyselé a zasadité slouceniny,
bromfluorescein pro nenasycené slouceniny).

V TLC se nejcastéji vyuziva téchto dvou separacnich principli — adsorpce (separované latky jsou
poutany na povrch sorbentu) a rozdélovaci rovnovahy (separované latky se rozd€luji mezi dvé vzijemné
nemisitelné kapaliny, tj. stacionarni faze je kapalina zakotvend na vhodném nosic¢i). Migra¢ni chovani
jednotlivych separovanych latek vyjadiuje ziskany chromatogram, kde pro kazdou separovanou latku mizeme
definovat hodnotu retenéniho (retarda¢niho) faktoru:

b

R.=—

a
kde: a je vzdalenost mezi ¢elem mobilni faze (tj. linii, kam az dostoupila mobilni faze béhem separace) a linii

startu,
b je vzdalenost stiedu skvrny separované latky od linie startu.

Retardac¢ni faktory pro urcity separacni systém (urcita stacionarni faze na TLC desce a mobilni faze) se urcuji na
zakladé¢ vyhodnoceni skvrn standardd (chemicky Ccisté latky). Metoda patii mezi metody kapalinové
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Obr 18.1: Priklad TLC desticky s rozdélenym rostlinnym vzorkem .

Obecna charakteristika stanovovanych latek

Prvni zminky o pouZzivani rostlinnych barviv pochézeji ze starovéké Ciny a Indie. Vyhradné piirodni barviva
byla pouzivana k barveni do poloviny 18. stoleti, do doby, nez chemicky primysl zacal produkovat syntetické
nahrazky téchto barviv. V posledni dobé zdjem o piirodni barviva opét stoupa vlivem zdravotnich a
environmentalnich problémi souvisejicich s pouzivanim barviv syntetickych.

Rostlinna barviva jsou organické latky rizného slozeni majici pro rostliny Zivotni vyznam. Rozdélujeme je na
barviva rozpustna v tucich (lipochromy) a ve vodé (hydrochromy). K lipochromtim patii zelené chlorofyly, zluté
xantofyly a Cervené karoteny. Chlorofyly maji vyznam pro fotosyntézu, naproti tomu xantofyly a karoteny
zpusobuji zluté, oranzové a Cervené zbarveni listd, kvétd a plodt. Mezi hydrochromy patii predevSim
anthokyany, které zptisobuji modré, Cervené, fialové az erné zbarveni zejména kvétl a plodu.

Vysledkem separace listovych lipochroma (chlorofyl a, chlorofyl b, karotenoidy) s vyuzitim plo$né
chromatografie je chromatogram s rozdélenymi barvivy, kde maji jednotliva listova barviva charakteristické
zbarveni: chlorofyl a — zelené, chlorofyl b — modrozelené, xanthofyly — ZIuté, karotenoidy — oranzové, feofytin —
Sedé.
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Pracovni postup
Priprava vzorkii obsahujicich rostlinnd barviva k chromatografické separaci

a) Listy zelenych rostlin (napt. muskatu)

e Rozstiihat na mensi kousky a rozetfit v tieci misce s malym mnozstvim proprané¢ho kiemicitanového
pisku (pfip. pisku motského) a s uhli¢itanem vapenatym (na Spetku noze) kasi. Poté smés pielit malym
mnozstvim lihu a znovu roztirat.

e  Smgs zfiltrovat pfes buni¢itou vatu do odpatfovaci misky (kadinky) a nasledné odpatit do sucha na vodni
lazni.

e Po zchladnuti rozpustit hmotu v né&kolika kapkach lihu. Takto zahu$tény extrakt pievést do
mikrozkumavky.

b) Kousek ¢ervené papriky
e rozetfit v tfeci misce s 10 ml technického benzinu, pievést do konické barky, tsti zlehka zazdtkovat a
umistit na 15 minut na tfepacku.
o Ziskany extrakt zfiltrovat pfes buniCitou vatu do odpafovaci misky a na vodni lazni zahustit na
polovi¢ni objem.
o Poté prevést do mikrozkumavky (paprika obsahuje pies 40 nepolarnich barviv vétSinou na bazi
karotenoidd, proto je potieba pouzit méné polarni vyvijeci soustavu).

Priprava vyvijeci soustavy a pripravy chromatogramii jednotlivych barviv

U chromatografie na tenké vrstvé pievlada rozdilné vyuziti adsorpce na tenké vrstvé sorbentu — adsorpéni
chromatografie. Analyzovana smés se nanese na povrch Silufolu, pfip. Alufolu

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

Kvalitativnim parametrem pro identifikaci latky v dané vyvijeci soustavé je hodnota retarda¢niho faktoru RF.
Vyvijeci soustavu pfipravit do tlustosténné nadoby tak, aby hladina mobilni faze dosahovala do vysky 8 — 10
mm (cca 5 ml), ihned ji uzaviit vikem, aby se prostor uvniti nadoby nasytil parami vyvijeci soustavy.

Pro déleni pouzijeme vyvijeci soustavu (dle pokynil vyucujiciho):

a) n-propanol : HoO : kyselina octova v poméru 85 : 14 : 1 (tj. 4,25; 0,7; 0,05 ml)
b) benzen . diethylether 4 : 1
c) benzin : H2O : 2-propanol v pom&ru 90 : 1 : 9 (4. 4,5; 0,05 a 0,45 ml)

Deélent rostlinnych barviv metodou TLC

Chromatografickou folii nastfihat na obdélniky (vysoké 8 cm, sitka pruhu se fidi Sitkou vyvijeci nddoby), na n¢
zakreslit mékkou tuzkou (tvrdosti HB) 1 — 1,5 cm od okraje Start, opatrné tak, aby nedoslo k poruseni vrstvy
silikagelu (coz by ovlivnilo pribéh analyzy). Tésné pod Start (pfip. pod horni okraj obdélniku) udélat popisky
pro pozdégjsi identifikaci jednotlivych barviv. Na ¢aru Startu nanést kapilarou jednotliva barviva. Na kazdy
vzorek pouzit Cistou kapilaru, aby se vzorky nekontaminovaly. Pockat, az se barvivo vsakne do povrchu
silikagelu, naneseni vzorku opakovat, dokud nevznikne skvrna o velikosti 2-3 mm. Ptipravenou
chromatografickou fo6lii vlozit do vyvijeci soustavy v mirném sklonu ke sténé€ vyvijeci nadoby a vyvijeci nadobu

ihned uzaviit vikem.

Sledovat, jak mobilni faze vzlina, pockat cca 30 minut, nebo az MF vystoupi asi 1 cm pod horni hranu
chromatografické folie. Poté folii vyjmout a tuzkou zakreslit ¢aru migrace Cela mobilni fize. Nasledné se
pokusit obtahnout skvrnu, kterou po sobé zanechalo barvivo na chromatografické desce, protoZze po ususSeni
desky by nemusela byt dostatecné zietelna.
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Identifikace analyzovanych barviv a porovnani jejich chovani v jednotlivych vyvijecich soustavich

Po ukonceni vyvijeni chromatogramy opatrné vyjmout, obtdhnout mékkou tuzkou vzniklé skvrny a zaznamenat
jejich barvu (na svétle i pod UV). Poté je nechat uschnout na vzduchu, pfip. je umistit na 5 minut do suSarny
vyhtéaté na teplotu 60 °C. Po vysuSeni pravitkem zméfit vzdalenost Cela mobilni faize od Startu a vzdalenost
stfedu skvrny od Startu, vSechny hodnoty si zapsat.

Vyhodnoceni chromatografické analyzy a zpracovani dat do protokolu

Do protokolu vlozit obrazky jednotlivych zkopirovanych chromatogramii s popisem a jejich vyhodnocenim.
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