UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Zaklady vybranych experimentalnich
chemickych metod

Eva Otyepkova, Robert Prucek, Libor Kvitek, Ale§ Panacek, Michal Otyepka

Olomouc 2013



*

[ L
* * .
. * ® M
evropsky LT IE g

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fondv CR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYGHOVY  pro kenkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

.Inovace bakalarského studijniho oboru Aplikovana chemie”
CZ.1.07/2.2.00/15.0247

Zaklady vybranych experimentalnich
chemickych metod

Eva Otyepkova, Robert Prucek, Libor Kvitek, Ale§ Pana¢ek, Michal Otyepka



OBSAH:

(Yoo T ST USSP PP PR PT PP PPPRPRPRON \%
Laboratorni fad a bezpeCnost PraCe..........ocvveiiiiiiiiiiiiiiici s vi
PROOKOL ... XV
Ptiprava mangananu draseln€ho...........ccccooiiiiiiiiiiii i 1
Ptiprava acetylacetondtu nikelnatého.............ccccovviiiiiiiiiiii 2
Ptiprava acetylacetonatu kobaltiteho . . . 3
Ptiprava hexanitritokobaltitanu SOANENO..........ccccovviiiiiiiiii 5
Piprava komplexonatu kobaltito-draselného............cccccevveeiiveie i 7
Priprava thiosiranu SOANGNO 8
Priprava UhliCitanu SOANENO 10
OFANZ T ettt 11
A (11 10 (15 ) H TSP PPROPPPI 13
Izolace eugenolu z hiebiCku VONNENO ........ceeveiiiiieiiiie e 15
ESTEITTIKACE ...t 17
Ptiprava benzoanu ethylnat€ho ..........ccccoiiiiiiiiiiii 19
Ptiprava ethylesteru Kyseliny 0CtOVE.........ccccvviiiiiiiiiiiiii e 20
Déleni bilkovin pomoci diskontinualni elektroforézy ..., 22
Reakce zakladnich anorganickych 10ntl ..........ccovviiiiiiiiiiii 27
REKEITIKACE ... e 37
Papirova a tenkovrstva chromatografie............ccoovvveiieie s 41
Stanoveni cukrii v ovocnych STAVACh.........ocoiiiiiiiii 44
Stanoveni alkaloidli (chininu) v [&€ivém pHpravku ........ccocevviiiiiiiiiiiiciie 46
Stanoveni vitamint skupiny B v droZdi...........cccccvviiiieiiiiiisiee e 47
Stanoveni ptirodnich kyselin a vitaminu C v ovocnych Stavach...........ccccvevviinennn, 49



Infracervend SPEKLrOSKOPIC ....cccvvviiiiiiiiiiiiiii e 52

Spektrofotometrické stanoveni v analyze vod ...........cccocvvvveeieeienene e 58
Spektrofotometrické stanoveni fosfore¢nanii ve vodach ..........cccoooeeiiiiiiiiiiiiennns 59
Spektrofotometrické stanoveni amonnych iontit ve vodach ..........cccocevviiiiiiiinninnns 62
Spektrofotometrické stanoveni dusitanii ve vodach.........ccccocveiiiiiiiiiiiiiiiee 64
Spektrofotometrické stanoveni dusi¢nant ve VOdach ..........cccooviiiiiiiiiiiienee 66
Zachyt a stanoveni oxidll dusiku v OVZAUST ........ccoeviiiiiiiiiicreee e 68
Volumetrie V analyZe VOO ..........cccoiveiiie st 72
SEANOVENT CHSKMn: e vttt 73
Stanoveni 0bsahu CaZ* @ MY ........v e 76
Stanoveni neutralizacni kapacity piirodnich vod...........ccociiiiiiiiiiiiice, 79
Stanoveni kyseliny octové v obchodnim OCte..........cevvverviieiiieiisie e 82
Stanoveni obsahu kyseliny fosforecné v COCA-COIE® ..., 86
Stanoveni Vitaminu C v CelaskonU® .............c.oveererereeesreesssseessesseesiessessssseessesnsons 90
Plynova chromatografie ...........ccooveieiiiiiicesceeee e 93
Stanoveni obsahu methanolu v destilatu ... 96



UvoD

Skripta Z&klady vybranych experimentélnich chemickych metod jsou uréena
poslucha¢im studijnich programti Aplikovana chemie, Management v chemii a Ekochemie.
Ucebni text obsahuje navody k jednotlivym laboratornim tloham.

Na zacatku skript jsou fazeny ulohy zabyvajici se jednoduchou anorganickou a
organickou syntézou, ale také vicestupniovou organickou syntézou. Je zde mozné téZ nalézt
ulohy zabyvajici se izolaci organické latky z ptirodniho materialu a ptipravou esterti. Studenti
si dale mohou vyzkouSet separaci latek pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu,
provést analytické dikazy zakladnich anorganickych iontl, ovéfit si zaklady papirové a
tenkovrstvé chromatografie, vyzkouset a porozumét tloham vyuzivajicich IR a UV-Vis
spektroskopie. V zavéru skript jsou uvedeny ulohy zabyvajici se titracemi (neutralizacni,
potenciometricka, atd.) a také uloha vyuZzivajici plynovou chromatografii.

Kazda laboratorni uloha kromé& syntetickych je uvedena teoretickou casti, za kterou
nasleduje ukol, souhrn nutného experimentalniho vybaveni véetné chemikalii. Dale je uveden
pracovni postup a pokyny pro vyhodnoceni dané tlohy a vypracovani protokolu.

Vydani téchto skript bylo podpoieno projektem Evropské unie ,,Inovace bakalatského

studijniho oboru Aplikovana chemie* CZ.1.07/2.2.00/15.0247.



LABORATORNI RAD A BEZPECNOST PRACE

Prace v laboratofi je spojena s pouzitim latek, pfistroji a aparatur, které jsou
nebezpeéné z hlediska pozarniho nebo z hlediska Skodlivosti lidskému zdravi. Aby
nedochazelo ke zbyte¢nym uraziim ani k jinému poskozeni zdravi, je nutno dodrzovat urcita

bezpecnostni opatieni, predevSim laboratorni fad a dbat pokynti vedouciho cviceni.

r v

Laboratorni Fad a bezpecCnost prace

S timto laboratornim fadem museji byt povinné sezndmeni poslucha¢i v prvni hodiné

kazdého laboratorniho cvi¢eni a svym podpisem proskoleni potvrdi.

e Do laboratofe si poslucha¢i berou pouze véci nezbytné k praci, zejména piezivky,
pracovni plast, navod k praci, psaci potieby a laboratorni denik. Posluchaci jsou povinni
pfichazet do laboratofe v¢as a fadné pfipraveni tak, aby ucelné vyuzili ¢asu stanoveného

pro dané cviceni.

e V ramci pfipravy na laboratorni cviceni musi posluchaci pfedem prostudovat pracovni
navod dané ulohy, seznamit se s chemickym principem a praktickym provedenim ulohy,
provést piedepsané vypocty, vyhledat predepsané konstanty a seznamit se s fyzikalnimi a
chemickymi vlastnostmi (v€etné toxicity) pouzivanych latek. Taktéz se seznami

S principem pouzitych piistroji a zptisobem jejich ovladani.

e K provedeni prace smi posluchaci ptistoupit az po prezkouSeni znalosti vedoucim cvieni.
Zjisti-li vedouci cviceni, Ze se poslucha¢ na ulohu fadné neptipravil, vykona posluchaé
ulohu v ndhradnim terminu, nepiipravenost na ulohu je klasifikovana jako neomluvena

absence.

e V chemické laboratofi je studentim dovoleno pracovat pouze za dozoru vedouciho cviceni.
Pfed zahdjenim cviceni nesmé&ji byt provadény zadné manipulace s pfistroji a jinym
materidlem ptipravenym pro cviceni.

e K vlastnimu provedeni tlohy muize poslucha¢ pfistoupit az po kontrole aparatury a pfi-

pravnych vypoéta vedoucim cviéeni.

e V laboratofi se mohou provadét jen prace uvedené v navodu k ptislusné tloze za dodrzeni
vSech bezpecnostnich a hygienickych predpist a pravidel. Jiné prace je dovoleno

vykonavat jen na piikaz vedouciho laboratorniho cviceni.
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Poslucha¢i nesmi samovolné ménit pfedepsany postup prace ani provadét prace, které

nesouvisi se splnénim zadané tlohy.

Jednotlivi posluchaci pouzivaji ke své praci pouze vyhrazeny prostor a pomucky, které jim

byly ptidéleny, a také za n¢ osobné¢ zodpovidaji.

Pii praci jsou poslucha¢i povinni disledné udrzovat pofadek a Cistotu na pracovnich

stolech 1 v laboratofi.

Pted zahdjenim prace zkontroluji posluchaci podle seznamu uplnost vybaveni na stole, po

skonc¢eni praci uvedou pracovni misto do puvodniho stavu a predaji je vedoucimu cviéeni.

Posluchac¢i si vedou laboratorni denik (seSit, ne jednotlivé papiry, které se mohou lehce
ztratit), do n¢hoz béhem cvifeni zapisuji vlastni pozorovani a vysledky meéteni. Po
skonéeni prace predlozi tyto zaznamy vedoucimu cviceni ke kontrole, coz vedouci cviceni

stvrdi podpisem.

Vypracovany laboratorni protokol o provedené tloze poslucha¢ odevzda vzdy nasledujici
cviceni.

V laboratofi je zak&zano jist, pit a koutit. Rovnéz je zakézano laboratorni nddobi pouZzivat

k jidlu, piti a pfechovavani potravin. Pii pferuseni nebo ukonéeni prace si vzdy umyt ruce

mydlem pod tekouci vodou.

Pfi préci je nutno pouzivat piredepsané ochranné prostiedky, zejména plast, prezivky,

bryle a rukavice, popt. dalsi, pokud to vyzaduje povaha tlohy.

NezkouSet Zadnou chemikalii chuti, pfi zkouSce cCichem opatrné piivanout vypary

mavnutim ruky, nikdy necichat ptimo k nadobé.
Tuhé chemikalie se nikdy nesmi brat nechranénou rukou, ale nabirat vzdy 1zi¢kou.

S Ziravinami je nutno pracovat maximaln¢é opatrné, pouzivat predepsanych ochrannych
pomiucek. Pfi rozpousténi tuhého hydroxidu se musi sypat hydroxid po malych ¢astech do
vody za stdlého michani. Nikdy se nenaléva voda na hydroxid! Pi fedéni kyselin se naléva

kyselina po tyc¢ince do vody za stalého michani pomalu a opatrné, nikdy obracen¢!
Se sklenénymi lahvemi s hoflavinami a ziravinami manipulovat se zvySenou opatrnosti.

Rozlije-1i se ziravina nebo jedovata latka, rychle se zneskodni pfedepsanym zpisobem za

pouziti ochrannych pomticek.
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Rozlita kyselina dusi¢nd se nesmi odstrafiovat pilinami, hadry a jinymi organickymi
latkami. Pfed odstranénim musi byt zneutralizovédna a neni-li to mozné, tedy alespon
maximalné ziedéna. Nadobi znecisténé organickymi latkami se nesmi Cistit kyselinou

dusi¢nou (nebezpeci bouflivych reakci, vyvin oxidl dusiku a samovznicent).

Rozlité kyseliny, zejména koncentrované, je tieba nejprve opatrné ziedit vodou, mirné
zneutralizovat posypanim uhli¢itanem (napf. soda, kiida apod.) nebo politim zfedénymi
roztoky alkalii, nasleduje opatrné splachnuti vodou nebo tekutinu nechame vsaknout do

pilin, hadrt, apod. Pii asanaci je nutno dbat na to, aby se nezamotila pfili§ velka plocha.

Rozlita kyselina chloristd se musi siln¢ zfedit vodou a k setfeni se pouzije nehotflavy
material, nikdy ne bavinény nebo celulézovy. Materidl, kterym byla kyselina chlorista

stirdna, je nutno ihned proprat v tekouci vode.

Kyselinu chloristou je nutno uchovavat v lahvich se zabrousenym hrdlem a oddélené od
ostatnich chemikalii, zejména organickych. Lahve s kyselinou chloristou se nesméji
pokladat na dfevéné regdly, nybrz na sklenéné, porceldnové, keramické nebo jiné

ohnivzdorné a jiné neabsorbujici podloZzky, aby se stopy po rozliti mohly snadno odstranit.

Zasobni lahve s roztoky je nutno uchopovat nalepkou do dlang, nikdy nedrzime lahve jen

za hrdlo.

Zatky lahvi se nesméji pokladat potfisnénou plochou na desku stolu (snizeni moznosti

poleptéani, otravy a kontaminace).

Ziravé a jedovaté latky se pipetuji zasadnd bezpecnostnimi pipetami, nikdy nepipetovat

primo Usty!

P#i manipulaci s latkami v otevienych nadobach (napf. zkumavkach) je nutno udrZovat Usti
nadoby odvracené od sebe i od ostatnich pracovnikii. Piesvédéit se o nezavadnosti
pouzitého nadobi, zvlastni pozornost vénovat pii zahiivani zkumavek nad plamenem.

Zkumavka musi byt sucha.

Vsechny manipulace s latkami dymavymi a drazdivymi, jedy, koncentrovanymi
kyselinami a rozpoustédly provadime jen v zapojené digestofi s dobrym odtahem. Pfi

vyvoji sirovodiku si poc¢inat opatrné (prudce jedovaty).

Pti praci s etherem je nutno uzkostlivé dbat vSech bezpecCnostnich opatfeni (moznost

vzniceni 1 od horkych soucésti).
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Pfi praci s hotflavymi kapalinami je nutno zabezpec€it dobré odvétrani vzniklych par, Které

jsou zpravidla t€zsi vzduchu a mohou se vznitit i od vzdaleného plamene nebo i tepelného

zdroje bez plamene.

Pii destilaci hoflavin pouzit pouze nutné mnozstvi a odstranit z blizkého okoli vSechny
hoflaviny. Déle je nutno neustale kontrolovat ptitok vody do chladic¢e a uzivat elektrického
vafice.

Pii rozliti hotlaviny zhasnout hotaky, elektrické spotiebice vypnout v pojistkové skfini,
intenzivné vétrat. Je-li rozlité vétsi mnoZzstvi hoflavin, opustit laboratof a pouzit hasici

pristroje.
Zbytky jedi likvidovat dle pokynt vedouciho cviceni.

Odpad hotlavin a olejii je zakazano vylévat do kanalizace, k likvidaci se pouziva uréenych

nadob.
Louhy a kyseliny je mozno vylévat do kanalizace po diikladném zfedéni vodou (1:30).

Zbytky organickych roztoki se slévaji do zvlastnich odpadnich nadob (zvlast rozpoustédla

chlorovana a zvlast’ nechlorovana).

Pro préci se rtuti plati oborova norma OPE 34 3689 (hladka pracovni plocha beze spar se
zvySenym okrajem, vanicky nebo misky maji byt 1 pod pfistrojem se rtuti). Rtut’ se nesmi
splachovat do odpadu, ale musi byt pecClivé sesbirana a jeji zbytky likvidovany zinkem

nebo sirou.

Pii praci s alkalickymi kovy je nutno vratit zbytky zpét do lahve s petrolejem. Zbytky
alkalickych kovu se likviduji 96% ethanolem.

Zachovavat opatrnost pii bézném umyvani laboratorniho skla, presvédcit se, zda nejsou

v nadobkach zbytky alkalickych kovu.

Pti praci se sklem je tieba chranit se pred pofezanim pouzitim ochrannych pomiicek
(rukavice, jelenice, hadr apod.). Zasunuje-li se sklenéna trubicka do zatky, nesmi byt
pouZzito nasilného tlaku, sklo se drzi u otvoru, do n¢hoz se vsunuje. Zasunuti se usnadni
ovlhéenim trubi¢ky glycerinem. Stiepy a jiné odpadky s ostrymi hranami musi byt

odkladany do nadob zvlast’ k tomu urcenych.

Zachazet opatrn¢ s tlakovymi lahvemi na plyn, chrdnit je pfed prohfatim a padem.

Nepouzivat lahve sposkozenym uzavérem a nedosti zfetelnym oznacenim obsahu.



Nemazat ventily ocelovych lahvi olejem, neotirat je mastnym hadrem. Tlakové lahve musi

byt ukotveny.

e Vsechny zavady, které se vyskytnou béhem préace, je nutno okamzité hlasit vedoucimu
cviceni.

e Kazdé poranéni, poleptani, poZiti latky, stejné jako bolesti hlavy, huceni v uSich a jiné

pfiznaky je nezbytné nutné neprodlen¢ hlasit. Veskeré tirazy, poleptani, otravy apod. je

nutno evidovat.

e Po skonceni prace je nutno uzaviit vodu, vypnout elektrické spotiebie a uvést pracovni
misto do ptivodniho stavu. Je nutno uzaviit vSechny nadoby s chemikaliemi a dat na své

misto.

e Pfed opusténim laboratofe po skonCeni prace je nutno piedat pracovni misto vedoucimu

cvideni.

Bezpecnost prdce s elektrickym zaiizenim

e Pfi praci s elektrickymi pfistroji smi poslucha¢ vykondvat pouze ukony uvedené
v prislusném navodu ve skriptech. Jiné ¢innosti smi vykonavat pouze na piimy ptikaz ve-

douciho cviceni.

e Osoby bez elektrotechnické kvalifikace mohou samostatné obsluhovat pouze jednoducha
elektrickd zafizeni provedena tak, Ze pii obsluze nemohou pfijit do styku s ¢astmi pod na-
petim.

e Obsluhujici se smi dotykat jen ¢asti, které jsou pro obsluhu uréeny a musi k nim mit volny
pfistup.

e Obsluhujici se nesmi dotykat elektrickych zatizeni mokryma rukama.

e Elektrické ptistroje je nutno chranit pied vlhnutim.

e Pii pozaru hasime elektricka zafizeni pod proudem nejCastéji snéhovym hasicim piistro-

jem, nikdy ne vodou.

e Zmeény na elektrickém zafizeni (napf. vyména zZarovky, pojistek, pfepojovani vodicu, ...)

provadime vZdy ve stavu bez napéti.



e Udrzovat, opravovat a rozSifovat instalace, které pfivadéji elektrickou energii na pracovni

misto az do pfistroje, sméji jen osoby tim povéiené a s potiebnou kvalifikaci.

Prvni pomoc pii urazech

I pfi nejvyssi opatrnosti a dodrzovani vSech bezpecnostnich ptedpist pro praci v chemické
laboratofi dochdzi nékdy k vétSim ¢i mensSim Urazim. Zakladni pravidla poskytovani prvni
pomoci si proto musi osvojit kazdy pracovnik laboratofe, aby mohl poskytnout pomoc nejen
spolupracovnikim, ale i sobé. Laik smi ovSem poskytovat pouze prvni pomoc, ktera nenahra-
zuje lékatské oSetfeni. Pti vSech tirazech a zranénich je nutné postizeného po poskytnuti prvni
pomoci ihned odeslat k 1ékaiskému oSetieni, 1ékafe pfivolat nebo zajistit pfevoz do nejblizsi

nemocnice.
Nejcastéjsi zranéni a urazy v chemickych laboratofich je mozno rozd¢lit do téchto skupin:

Popéleniny

Poleptani a popaleni chemikaliemi

Poranéni rozbitym sklem

Jiné nahlé ptihody
Popaleniny

Pii poskytovani prvni pomoci je velmi duleZité zabranit vstupu infekce do postizené tkang,
zv1asté u popalenin rozsahlych a hlubokych. Na popalena nebo opafend mista se nesmi sahat.
Popéleniny nikdy neumyvame vodou. Jen malé popéleniny prvniho stupné natfeme sterilni
masti na popaleniny. Popaleninu spravné oSetiime tak, Ze zhotovime sterilni kryci obvaz a
dopravime postizeného do nemocnice. Popalenému davame pit velké mnoZstvi tekutin,

zéasadn¢ vSak ne alkoholické napoje.

V piipad¢ vzniceni odévu je nutné energicky zabranit panice. Postizeny nesmi pobihat
a hoftici odév nejlépe uhasime pomoci prikryvek nebo odévi. Kdyz je uhaseny od€v prilepen
k pokozZce, nesmi se nikdy strhavat, cela popalena ¢ast i s odévem se zahali do Cistého
prostéradla a zajisti se pievoz postizeného do nemocnice.
Poleptani

Potrisnéni kize: Zasazené misto ihned oplachujeme silnym proudem vody. Polity odév
1 obuv se musi co nejrychleji odlozit, a to jeSté pred pouzitim oplachii. Potfisnéné vlasy ¢i

vousy museji byt odstranény (ostfihany), aby neptisobily dodate¢nou kontaminaci.
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Neutralizacni roztoky:

— pii poleptani kyselinami - mydlo, 2 % roztok NaHCO3 (5 — 15 IZzic NaHCOz do 1 litru
vody).

— pii poleptani hydroxidy - 2 % roztok H;BO3 (nebo 5 Izic kyseliny citronové do 1 litru
vody).

Pii zasaZeni o¢i chemickymi latkami je mozno krystalky tuhé latky opatrné odstranit
napft. kapesnikem, stejné jako odsat velké kapky ziravin. Pak se musi oteviené (i nasilim) oci
ihned vyplachovat velkym mnozstvim vody, a to nejméné 10 — 15 minut. Voda nesmi pri

proplachovani téci z kontaminovaného oka do ¢istého!

V zadném pripadé se pii zasaZeni o¢i nepokouSime o Zadnou neutralizaci! P¥i
zasazeni o¢i zasadou lIze po proplachnuti o¢i vodou oci jesté vyplachnout borovou vodou (z
I¢karny, nikoli vlastni pfiprava) nebo Ophtalem. P¥i zasaZeni kyselinou vyplachujeme
pouze vodou! Na o¢i dame po oplachu sterilni hydrofilni mul, zavdZzeme a postizeného v

kazdém pripadé odvezeme k 1ékafi nebo do nemocnice !

Pii poziti kyseliny nebo hydroxidu ihned vyplachneme usta vodou nebo radéji
mlékem. Ihned po poZziti (do 5 — 10 minut) dame vypit 1/2 litru vlazné vody nebo mléka
a pokusime se drazdénim v hrdle vyvolat zvraceni. Pozdéji po poziti se jiz o vyvolani
zvraceni nesnazime, neddvadme také pit veétsi objemy tekutin, pouze na tlumeni Zizné

postizeného podavame minimalni mnoZstvi mléka.

Pii poziti kyselin — suspenze MgO v ledové vodé (asi 3 lzice do pil litru vody),
nepodavat NaHCOg3! PFi poZiti hydroxidii — co nejmensi mnozstvi 1% roztoku kyseliny
octové (potravinaisky ocet Fedény asi 1:10) nebo ledové ochlazené zi‘edéné citronové
§tavy.

Poranéni rozbitym sklem

Poraneni oci: O¢i prevazeme sterilnim obvazem s mékkou podlozkou tak, abychom
zabranili pohybu vicka a poranéného dopravime k oénimu lékati. Laik nesmi do poranéného

oka nikdy zasahovat!

Rezné rdany: osetiime piilozenim sterilniho kryciho obvazu. Na krvacejici ranu nikdy
neptikladdme pouze vatu, ale nejprve rdnu piekryjeme sterilni gazou a teprve na gazu

pfiloZime vatu.
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V piipad¢é poranéni tepen a zil poranénou koncetinu zvedneme, aby nastalo co nejvetsi
odkrveni poranéné oblasti a pfimo na ranu pfilozime sterilni tlakovy obvaz. Zcela vyjimeéné,
pfi poranéni velké tepny, je nutno pouzit pruzného gumového Skrtidla, které se priklada
smérem k srdci, tj. nad ranu. Stazeni Skrtidla musi byt co nejmensi, ale takové, aby krvaceni
ustalo. Skrtidlo po ¢ase uvolnime, aby tkan neodumirala vlivem neprokrveni. Postizeného je

nutno ihned dopravit k oSetieni do nemocnice!
Jiné nahlé piihody
e Mdloba

Postizeného ulozime v klidu a uvolnime tésné ¢asti odévu. Je-li v oblic¢eji rudy, poloZime
ho hlavou mirné€ nahoru. Je-li v obli¢eji bledy, uloZzime ho hlavou mirn¢ doli a nohy ponékud
zvedneme (podlozime). Piikladame studené obklady na Celo, piipadné posttikdme oblicej a
hrudnik studenou vodou. Zajistime dostate¢ny ptivod Cerstvého vzduchu, kontrolujeme dech a

srdecni ¢innost a podle zavaznosti volame lékare.
e Urazy elektrickym proudem

Je-1i nékdo zasazen elektrickym proudem a dotyka se stale elektrického vedeni, zajistime
ihned vypnuti proudu, tj. vypnuti pojistek, hlavniho vypina¢e apod. Nelze-li proud vypnout,
smime se postizeného dotknout jen v tom pfipad¢, Ze jsme sami izolovani (dfevem, gumou

apod.).

V piipadé€, Ze postizeny je v bezvédomi, zjistime ihned, zda nedoslo k zastavé dychani a
krevniho obé¢hu. Pokud ano, zahdjime ihned kiiSeni a okamzité ptivolame lékatskou pomoc. V

kFiSeni nesmime ustat do ptichodu Iékare.

KiiSeni

o Umeélé dychani z ust do ust provedeme takto: Nejprve uvolnime dychaci cesty tzv. trojitym
manévrem (zaklon hlavy, otevieni tst, pfedsunuti dolni Celisti) a odstranime ptipadné pie-
kazky v tstech ¢i nose postizeného. Nezacne-li potom postizeny sdm dychat, sevieme rukou
nosni dirky postizeného a zahajime umélé dychani ¢tyimi rychlymi vdechy béhem 10 sekund.
Soucasné pohledem kontrolujeme zdvihani hrudniku, coz je dtikazem, Ze vdechnuty vzduch
pronikl do plic. Pokud se misto hrudniku zved4 bficho, zaklonime vice hlavu. Krk je mozno
pii zaklonu hlavy podlozit napt. smotanym ru¢nikem, kosili apod. Pak hmatdme tep na kréni
tepné. Je-li hmatny, pokra¢ujeme v umélém dychani rychlosti 1 vdech za 5 sekund. Neni-li

tep hmatny, je nutnd kombinace umélého dychani a nepiimé srdecni masaze.
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e Neprima srdecni masaz: Postizeného uloZzime na pevnou podloZzku. Levou ruku poloZzime

prohnutou dlani na hrudni kost postiZzeného tak, aby se prsty této ruky nedotykaly Zeber.

Dolni okraj dlan€ ma byt asi 3 cm nad hrotem mecovitého vybézku hrudni kosti. Pravou ruku

polozime dlani rovnobézné na levou. Napneme lokty a naklonime se nad postizeného, aby

tlak sméfoval pifimo dold. Hrudnik stlatujeme pravidelné, plynule a nepferusované

s frekvenci asi 60 stlaceni za minutu. Pfi spravném stlaceni maji ruce klesnout asi 3 cm pod

normalni polohu hrudniku.

o Kombinace umélého dychani a neprimé srdecni masdaze:.

a) dva zachranci:

b) jeden zachrance:

Tisfiova telefonni Cisla
150 ... hasici
155 ... 1ékaf (sanitka)

158 ... policie

1 vdech za 5 sekund
1 stlac¢eni hrudniku za 1 sekundu

stiida se 15 stlaceni hrudniku (celkem asi za 11 sekund) a 2 rychlé

vdechy.

112 .... kombinovana zachranna sluzba

(zadarmo i z mobilniho telefonu)

155 158

112

Pii poziti toxické latky volat toxikologické informacéni stiredisko

224 919 293
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PROTOKOL

Protokol o vykonané laboratorni Uloze je zakladni dokument, kde student uvadi
vSechna naméfend a vypoctena data, tabulky a grafy. Hodnoceni jeho obsahové i formalni
urovné je soucasti celkového hodnoceni posluchace a slouzi jako jeden z podkladi k udéleni
zapoctu. Kromé vécné spravnosti musi laboratorni protokol spliovat formalni pozadavky
kladené¢ na odborny text, musi obsahovat (s vyjimkou vyslovné uvedenych odkazi na
pfevzatd, napi. tabeldrni data) pouze vysledky ziskané pii praci studenta v laboratofi.
V piipadé nedostatki ve zpracovani protokolu (nespravné vysledky, nespravny zpusob jejich
prezentace, jiné formalni, ale 1 gramatické chyby) je protokol vracen k piepracovani.
Opakované nedostatky ve zpracovani protokolu mohou vést k tomu, Ze prace nebude uznana.
Protokol student vypracovava samostatné na papir formatu A4 zasadné na pocitaci, véetné
grafii a tabulek. Jednotlivé listy musi byt spojeny kancelaiskou seSivackou. Vypracovany

protokol student odevzda vZdy v nasledujicim laboratornim cviéeni.
Protokol musi mit nasledujici naleZitosti:
Jméno a pfijmeni, studijni obor

Datum (cviceni, ne vypracovani protokolu!)

Néazev ulohy

Ukol: - uvedeme, co je predmétem (cilem) experimentalni prace.

Pomicky: - uvedeme pouzité pristroje a laboratorni sklo

Chemikalie: - obsahuji seznam pouzitych chemikalii, v¢etné latkovych koncentraci
roztokt

Postup: - postup prace pii provadéni experimentu (vzdy v minulém Case

Vv 1.0s.j.€. nebo v trpném rod¢)

Chemickeé rovnice: - chemické rovnice v¢etné spravného vycisleni (napt. pomoci Microsoft

Equation, Editor rovnic, ChemSketch apod.)

- v programu Microsoft Word vybrat na horni list¢ Vlozit — Objekt —
Editor rovnic resp. ACD/ChemSketch

Aparatura: - ndkres aparatury (v ptipad¢ pouziti), vSe na pocitaci (v programu napf.

ChemSketch), nezapomeneme na nazev aparatury

Tabulka: - obsahuje namé&fené, piip. vypoctené hodnoty,
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- do prvniho sloupce uvadime nezavisle proménné, do druhého sloupce

zavisle proménné

- musi obsahovat zahlavi sloupcti ¢i fadkl véetné symbolt uvadénych
veli¢in, jednotek (v hranatych zavorkéch) a koncentraci pouzitych

roztoku

Graf: - grafické znazornéni namétenych, resp. vypocétenych hodnot, vse na

pocitaci (v programu napi. Microsoft Excel)

- nezapomeneme na nazev grafu (napt. Graf 1: zavislost néceho na
nécem), osy s popisem (tj. symboly veli¢in a jednotky - jednotky

uvadime v hranaté zavorce)

- v grafu izolované experimentalni body (dostate¢né velké cca 3-4 mm,;
nespojovat Carou), pokud je mozné prolozit body néjakou teoretickou
zavislosti (napf. pfimkou pomoci linearni regrese), tak musi byt

zobrazena i ,,spojnice trendu® a rovnice zavislosti

- zvolit vhodné métitko osy (dle mé&fenych veli¢in), at’ neni v grafu volna
plocha a body se zavislosti nejsou tieba jen na malé ploSe o rozmérech

napt. 1 x I cm

Vypocet: - pro jednu vybranou hodnotu (v tabulce vyznacen tieba fadek) uvedeme
vzorovy vypocet s dosazenymi konkrétnimi hodnotami vcetné celého

postupu vypoctu

- nezapomenout uvést vSechna fedéni, ktera jste béhem prace provadeli, a

pocitat s nimi

- ¢iselné hodnoty uvadét ve spravném tvaru (napi. misto 0,00012345
mol/l spravné uvést 1,234 -10™* mol/l - zde pted ¢islem 10 uvadime

sttedovou tecku ne ,,obycejnou tecku za vétou*)

Zaver: - zde uvedeme shrnuti toho, co bylo pfedmétem tlohy, koneény vysledek
nebo vysledky, srovnani ziskanych veli¢in s tabelovanymi nebo
o¢ekavanymi hodnotami véetné uvedeni rel. chyby v %, vysvétleni

ptipadnych pfi¢in odchylek od ocekdvanych hodnot

XVi



Priprava mangananu draselného K;MnQO,

Ukol: Pfipravte manganan draselny a stanovte procentualni vytézek reakce.
Chemikalie: 10g manganistanu draselného
40% roztok hydroxidu draselného
par krystalk  modre skalice (pentahydrat siranu méd’'natého)

Pomiicky: Erlenmayerova barika 250 ml

kadinka 150 ml

vazenka

tyCinka

frita

vari¢
Chemicka reakce: 4 KMnO4 + 4 KOH — 4 K;MnO4 + 2 H,0 + O;
Postup:

10 g manganistanu draselného zahiivame k varu s desetindsobnym nadbytkem

40% roztoku hydroxidu draselného v Erlenmayerové barice tak dlouho, az roztok zezelena.
Reakci 1ze zna¢né urychlit pfidavkem malého krystalku modré skalice jako katalyzétoru.
Vodu vypaienou béhem zahtivani je tieba dopliiovat. Po skonceni reakce smes ochladime
ledem, ¢imz dojde k vylouceni tmavych krystalkii, které odsajeme na frit€¢ a vysuSime
v exsikatoru.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vlastnosti:

Manganan draselny tvofi temné zelené az Cerné krystalky (v dopadajicim svétle
Cervenofialové), rozpustné v roztocich alkalickych hydroxida na zeleny roztok. Vodou nebo
kyselinami se okamzité disproporcionuje na oxid manganicity a manganistan draselny.
Vhodime né€kolik krystalkii do zkumavky s vodou a pozorujeme difuzni stopy, které prechazi
od zelené do fialové diky zpétné oxidaci na manganistan (d€j se nékdy oznacuje jako

tzv. chameleon).

Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek a vytéznost reakce.



Piiprava acetylacetondtu nikelnatého Ni(acac),- 2 H,0

Ukol: Ptipravte acetylacetonat nikelnaty a stanovte procentualni vytézek reakce.
Chemikalie: 159 hexahydratu chloridu nikelnatého
12 ml acetylacetonu
25 ml  ethanolu
17g octanu sodného
Pomiicky: Erlenmayerova barka 250 ml, ptip. 100 ml

kadinka 250 ml, ptip. 100 a 50 ml

odméry valec 50 ml

frita €. 3

nalevka

pipety

varic¢

Chemicka reakce:  NjCl, + 2Hacac + 2H,0 — Ni(acac), - 2H,0 + 2HCI

Pozn. acetylaceton - Hacac = CH,COCH ,COCH,

Postup:

K roztoku 15 g NiCl, - 6 H,O v 50 ml destilované vody pfidavame za michani 12 ml
acetylacetonu v 25 ml ethanolu. K vysledné smési pak ptidavame roztok 17 g octanu sodného

ve 40 ml destilované vody. Po kratkém povaieni a nasledném ochlazeni v lednici vyloucené

krystalky odsajeme, promyjeme destilovanou vodou a vysuSime.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vlastnosti:

Acetylacetonat nikelnaty tvoii modrozelené jehlickovité krystalky, nerozpustné ve

vodg, alkoholu, rozpustné v benzenu, acetonu. Bezvodou sul (smaragdové zelena) lze ziskat

rekrystalizaci z horkého toluenu.

Vyhodnoceni:

Z reakci a navazek vypoctéte vytéznost reakce.



Priprava acetylacetondtu kobaltitého Co(acac)

Ukol: Pripravte acetylacetonat kobaltity a stanovte procentualni vytézek reakce.
Nezapomenite si nejprve z Co(NOs), a Nay,COjz pripravit CoCOs. Potiebné

mnozstvi Na,COs si vypocitejte.

Chemikalie: 2,509 dusi¢nanu kobaltnatého
20 ml  acetylacetonu
30 ml  10% peroxidu vodiku

uhlic¢itan sodny

Pomiucky: Erlenmayerova barika 250 ml
kadinka 250 ml
odmérny valec 50 ml
frita ¢. 3
nalevka
pipetky
vazenky

varic¢

Chemicka reakce: ~ 2CoCO, +6Hacac + H,0, — 2Co(acac), + 4H,0 +2CO,

Pozn. acetylaceton - Hacac = CH,COCH,COCH,

Acetylacetonat kobaltity se pifipravuje oxidaci uhli¢itanu kobaltnatého za ptitomnosti

acetylacetonu.

Postup:

2,5 g dusi¢nanu kobaltnatého spolu s odpovidajicim mnozstvim uhli¢itanu sodného
rozpustime v trosce destilované vody, ptidame 20 ml acetylacetonu (Hacac) a zahiivame
v malé¢ Erlenmayerové bance na teplotu 95 °C. Za michéani ptikapavame pomalu 30 ml
10% peroxidu vodiku (pozor na vzkypéni smési, nutno piidavat po kapkach po dobu cca 45
minut!). Kapalina dostane zelenou barvu a vétsi ¢ast produktu se vylouci po ochlazeni ledem
jako zelené krystaly. Produkt odsajeme na frité a susime pii 100 °C.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.



Vlastnosti:
Acetylacetonat kobaltity tvoii tmave zelené krystaly rozpustné v organickych

rozpoustédlech, nerozpustné ve vodg. Hustota p = 1,43 g/cm®; t.t. 213 °C.

Vyhodnoceni:

Z reakci a navazek vypoctéte vytéznost reakce.



Priprava hexanitritokobaltitanu sodnéhoNaz[Co(NO,)¢]

Ukol: Ptipravte hexanitritokobaltitan sodny a stanovte procentudlni vytézek reakce.
Chemikalie: 159 dusitanu sodného
59 hexahydratu dusi¢nanu kobaltnatého
2,5ml ledové kyseliny octové
100 ml  ethanolu
Pomiicky: kadinka 100 ml
banka 100 (250) ml
odmérny valec 50 ml
pipeta 5 ml
zatky, sklenéné trubicky
vazenka
tyCinka
frita
vari¢
Chemické reakce:
Co(NO,), -6H,0 +2NaNO, — Co(NO, ), + 2NaNO, +6H,0
NaNO, + CH,COOH — CH,COONa + HNO,
4HNO, +4Co(NO, ), + O, — 4Co(NO,), +2H,0
Co(NO, ), +3NaNO, — Na,[Co(NO, ), ]
Postup:

V 15 ml horké destilované vody rozpustime 15 g dusitanu sodného a po ochlazeni
vzniklého roztoku na 50 °C vsypeme do né&j 5 g krystalického dusi¢nanu kobaltnatého. Po
rozpusténi dusi¢nanu kobaltnatého prfiddme za stdlého michani reakéni smési po malych
davkach 2,5 ml ledové kyseliny octové. Kapalinu pak vlijeme do barky, kterou uzavieme
dvakrat vrtanou zatkou. Jednim otvorem zatky prochézi sklenénd trubicka, jejiz spodni konec
sah& pod hladinu kapaliny, v druhém otvoru je zasazena zahnuta trubicka, konéici tésné pod
zatkou, ktera je druhym koncem napojena na vodni vyvévu. Po zapojeni vodni vyvévy
prosavame reak¢éni smési asi hodinu vzduch. Pak roztok zfiltrujeme od nepatrné zluté
srazeniny a K ¢istému filtratu piidame 30 ml ethanolu. Smés nechame za obcasného
protiepavani asi 1-2 h stat. Pak vyloucené krystaly hexanitritokobaltitanu sodného odsajeme a
promyjeme tiikrat ethanolem.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.



Vlastnosti:
Hexanitritokobaltitan sodny tvoii zluty krystalicky prasek, dobfe rozpustny ve vodé.
Pomérn¢ Spatné se rozpousti v alkoholu a v etheru. Jeho vodného roztoku se pouziva

v analytické chemii k dtikazu draselnych ionta (Fisherova sil).

Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek a vytéznost reakce.



Piiprava komplexondtu kobaltito-draselného K[CoY]- 2H,0

Ukol: Ptipravte komplexonat kobaltito-draselny a stanovte procentualni vytézek
reakce.
Chemikalie: 89 hexahydratu chloridu kobaltnatého

20 g octanu draselného
10g kyseliny ethylendiamintetraoctové (Komplexon II)
30 ml 3% peroxidu vodiku
200 ml  ethanolu
Pomiicky: kadinka 100 ml, 200 ml, 800 ml
odmérny valec 50 ml, 100 ml
vazenka
ty¢inka
frita
varic
Chemicka reakce:
2CoCl, + 2H,Y + 6CH,COOK + H,0, — 2K[CoY ]+ 4KCl + 6CH,COOH + 2H,0

Postup:

8 g hexahydratu chloridu kobaltnatého, 20 g octanu draselného a 10 g kyseliny
ethylendiamintetraoctové (Komplexon 1I) suspendujeme v 60 ml destilované vody a
zahtejeme téméf k varu. Po kapkach pfiddvame 30 ml 3% peroxidu vodiku. Vznikly roztok
ochladime a za michani ptfidame 60 ml ethanolu. Stdnim v lednici se vylouci surovy produkt,
ktery odsajeme, rozpustime ve 30 ml teplé destilované vody a ptidame 25 ml ethanolu.
Pozvolnym ochlazovanim se vylouci dobfe vyvinuté krystalky ¢isté komplexni slouceniny,
které odsajeme, promyjeme 50% ethanolem, ethanolem a etherem a vysusime za laboratorni
teploty.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vlastnosti:
Temné fialové krystalky, vyborn¢ rozpustné ve vodé. Anion [CoY] patii k

nejstalejsim komplexnim ¢asticim.

Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek a vytéznost reakce.



Priiprava thiosiranu sodného Na,S,03- 5H,0

Ukol: Ptipravte thiosiran sodny a stanovte procentualni vytézek reakce.
Chemikalie: 16 g heptahydréatu sifi¢itanu sodného

29 siry
Pomiicky: barka 250 ml

odmérny valec 50 ml
kadinka 150 ml, 600 ml
Liebigiiv chladic, hadice
vazenka
tyCinka
frita
vari¢
Chemicka reakce: Na,SO, +S — Na,S,0,
Postup:

16 g Na,SO;3 - 7 H,O rozpustime v bance v 32,5 ml destilované vody a k ziskanému
roztoku pfidime 2 g jemné rozetfené roubikové siry. Bailku zazéatkujeme zatkou s otvorem,
do néhoz zasuneme zpétny Liebigiv chladi¢, kterym nechdme cirkulovat vodu. Obsah bainky
zahtivame tak dlouho, az se prakticky vSechna sira v roztoku sifi¢itanu rozpusti, coz nastane
asi po dvou hodinach varu. Po skon¢ené reakci obsah barnky zfiltrujeme do kadinky, filtrat
zahustime na vodni lazni a nechdme krystalovat. Mate¢né louhy po prvé krystalizaci silné
zahustime a po naockovéani krystalkem pentahydratu thiosiranu sodného (vyluCovani
krystalkli byva brzdéno tim, ze NayS;03 - 5 H,0 snadno vytvari presycené roztoky), nechame
v klidu krystalovat. Oba ziskané produkty po oddéleni mate¢ného louhu spojime a
rekrystalizaci vycCistime. Ziskany preparat vysusime mezi listy filtracniho papiru.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vlastnosti:

Na,S;03 - 5 H0 tvori bezbarvé, na vzduchu stalé a pti 50 °C tajici krystalky. Ve vodé
je snadno rozpustny. Jeho vodné roztoky nejsou ve styku se vzduchem stalé. Vlivem CO, se
Z nich uvoliuje sira. Jodem se roztoky thiosiranu oxiduji na tetrathionany, chlorem (siln¢jsi
oxidace) aZz na sirany.

Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek a vytéznost reakce.



Aparatura 1: Destila¢ni aparatura se zpétnym chladi¢em




Piiprava uhli¢itanu sodného Na,CO;

Ukol: Ptipravte uhli¢itan sodny a stanovte procentudlni vytézek reakce.
Chemikalie: 30g chloridu sodného
120 ml  amoniaku
Pomiicky: barika 250 ml, 1000 ml
odmérny valec 150 ml
nalevka
zatky, trubicky, hadicky
promyvacka
frita
vazenka
porcelanova miska

tlakova lahev s CO»

Chemicka reakce: NH,OH + NaCl + CO, — NaHCO, + NH,CI
2NaHCO, —*° 5 Na,CO, + H,0 +CO,
Postup:

Do barky o obsahu 250 ml odméfime 120 ml konc. roztoku amoniaku, pfidame 30 g
chloridu sodného a tfepeme tak dlouho, az se veskera sil rozpusti. Potom roztok zfiltrujeme
do litrové barnky, kterou uzavieme dobfe tésnici zatkou, jiz prochazi sklenénd trubicka az ke
dnu banky. Do roztoku zavadime pies promyvacku proud cistého CO, za neustalého
protfepavani. Obcas vypustime nahromadény plyn nadzvednutim korkové zatky. Az roztok
ptestane absorbovat CO; (ptes promyvacku nejde plyn), ochladime reakéni smés v lednici a
vylouéené krystalky NaHCOj ostie odsajeme, promyjeme asi 10 ml ledove vody a vysuSime
mezi listy filtra¢niho papiru na vzduchu. Vyzihdnim na porcelanové misce piejde NaHCOs;
v bezvody normalni Na,COs.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vlastnosti:

Hydrogenuhli¢itan sodny je bily prasek, omezené rozpustny ve studené vod¢. Je znam
jako jedla soda. Normalni uhli¢itan sodny — soda — je dobie rozpustny ve vodé, roztoky
v disledku hydrolyzy reaguji silné zéasadité. Ma bohaté pouziti v primyslu skla, mydel,
barvifstvi atd.

Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek a vytéznost reakce.
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Oranz Il

(sodna sul 4-[(2-hydroxy-1-naftyl)azo]-benzensulfonové kyseliny)

Primarni aromatické aminy a aminoderivaty lze kyselinou dusitou diazotovat na
diazoniové soli, které pak reaguji s fenoly a aromatickymi aminy za vzniku azosloucenin,
obvykle intenzivné zbarvenych (azobarviva). Reakci je téz mozno pouzit k dikazu
ptitomnosti NO; iontl v roztoku.

Nejprve je nutné pfipravit diazoniovou sil, jez vznikd v kyselém prostiedi za
pritomnosti dusitant. Vzhledem k jeji nestabilit¢ se musi pracovat za snizené teploty. Pii této
reakci (kopulaci) se spoji dusik diazoskupiny s uhlikem v poloze para (nebo, je-li obsazena,
v poloze ortho) pasivni komponenty (fenolu, aminu). U naftalenovych derivati probiha
kopulace do polohy 1 (u a-derivati) a do polohy 4 (u B-derivatl). Kopulaci provadime

obvykle v prostiedi alkalickém s fenoly a v kyselém s aminy.

Ukol: Ptipravte slou¢eninu Oranz II.
Chemikalie: 4,89 (27,7 mmol) 4-aminobenzensulfonové kyseliny
2,959 (27,7 mmol) uhli¢itanu sodného
199 (27,7 mmol) dusitanu sodného
369 (24,6 mmol) 2-naftolu
20 ml 10% hydroxidu sodného
109 (0,17 mol)  chloridu sodného
kyselina chlorovodikova
Pomiicky: vazenky
kadinky 50, 100, 250, 400 ml (2 ks)
Erlenmayerova barika 250 ml
odmérny valec 50 ml, 5 ml
frita ¢. 3
hrnec na led
varic

sklenéna tycinka, Spachtle

OranZ Il ziskame kopulaci diazotované kyseliny sulfanilové s alkalickym roztokem

B-naftolu:
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Chemicka reakce:

SOgH SO3-
NO, /H,0" SO3Na
—_—
diazotace

NH, N,

SO4- N

ONa OH
+ —_—
kopulace

4,8 g kyseliny 4-aminobenzensulfonové a 2,95 g uhli¢itanu sodného rozpustime

Postup:

v 50 ml destilované vody za varu. Po ochlazeni na laboratorni teplotu pfidame 1,9 g dusitanu
sodného. Michdme do rozpusténi. Poté vzniklou smés vlijeme na 25 g drcené¢ho ledu a
5 ml konc. kyseliny chlorovodikové. Vylou¢i se bila krystalickd latka. Suspenzi takto
piipravené diazoniové soli pfidame do roztoku 3,6 g 2-naftolu ve 20 ml 10% hydroxidu
sodneho, michame 5-10 minut a zahiejeme do rozpusténi. Do teplého roztoku piidame 10 g
chloridu sodného. Ochlazenim se vylouc¢i Oranz II, kterou odsajeme a promyjeme nasycenym
roztokem chloridu sodného. Takto vznikly produkt obsahuje asi 20% NaCl.

Piecisténi: Surovy produkt rozpustime v minimalnim mnozstvi destilované vody za
varu, za horka zfiltrujeme a nechame zchladnout na 80°C. Poté piidame 100 ml ethanolu a
vychladime v ledové lazni. Vylouéené krystalky odsajeme a vysuSime na vzduchu. Vytézek
byva ~7,5 g (87%).

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vyhodnoceni:
Z navazky spoctéte teoreticky vytézek, srovnejte se skuteCnym vytézkem, jaka je

vytéznost reakce?
Vlastnosti:

Oranz 1l (M; = 350,29), sodna sil kyseliny B-naftoazobenzensulfonové, jasné

cervené barvivo. Krystalovat ji 1ze z vody, rozpustnost pii 20 °C je asi 2 g ve 100 ml vody.
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Methylcerveri

(kyselina 2-[4-(N,N-dimethylaminofenyl)azo]-benzoovéa

Ukol: Ptipravte methylcervei a stanovte procentualni vytézek reakce.
Chemikalie: 6,59 (0,05 mol)  kyseliny antranilové
360 (0,05 mol)  dusitanu sodného
859 (8,9ml, 0,07 mol) N,N-dimethylanilinu
6,80 (0,083 mol) octanu sodného
hydroxid sodny
10 ml 10 % roztoku  kyseliny octové
90 ml methanolu
toluen
led
125 ml konc. kyseliny chlorovodikové
Pomiicky: kadinky 50, 100, 250, 400 ml (2 ks)

Erlenmayerova barka 250 ml
odmérny valec 50 ml, 10 ml
vazenky

frita €. 3

hrnec na led

varic

sklenéna tycinka, Spachtle

Chemicka reakce:

COOH COOH  Hon O

. COOH
N
NO 12 H,0" N CH3
T ano -N, /- H* \\N N/
\
CHs3
Postup:

V barnce rozpustime 6,5 g kyseliny anthranilové v 5 ml konc. kyseliny chlorovodikoveé
a 15 ml vody za soucasného zahtivani. Piipadné necistoty odfiltrujeme. Roztok prelijeme do

250 ml banky ponotfené do ledové lazn€ a za soucasného michéani ptiddme 25 g drcené¢ho ledu
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a 7,5 ml konc. kyseliny chlorovodikové. Po zchlazeni roztoku pod 3°C pomalu ptfidavame
studeny roztok 3,6 g dusitanu sodného v 7 ml destilované vody az do ukonceni reakce, coz
sledujeme jodidoskrobovym papirkem. Ke vzniklému roztoku diazoniové soli ptidame rychle
8,5 g ¢istého N,N-dimethylanilinu. Michame jesté¢ 10-15 minut pii teploté do 5 °C.

V kadince rozpustime 6,8 g krystalického octanu sodneho v 10 ml destilované vody, 5
ml tohoto roztoku piidame k reakéni smési a nechame ji stat v ledové lazni 60 minut za
obCasného michani. Poté za souCasného michani pfidame zbytek roztoku octanu sodného
k chlazené smési a za obCasného michani nechame stat dalSich 30 minut. Pfidivame pravé
pottebné mnozstvi N,N-dimethylanilinu, aby smés me¢la zfetelny pach dimethylanilinu
(obvykle potiebujeme 5 ml 20 % roztoku) a nechdme stat za laboratorni teploty 1 hodinu
(tvorba azosloucenin je velmi pomala reakce, ktera se vSak urychli zvySenim pH roztoku).
Pevnou latku odsajeme, promyjeme postupné malym mnozstvim destilované vody, 10 ml
10% kyseliny octové (na odstranéni dimethylanilinu) a nakonec destilovanou vodou. Pevnou
slouceninu suspendujeme v 50 ml metanolu. Smes zahtivime za neustalého michani 10 minut
pod zpétnym chladi¢em na vodni lazni, ochladime v ledové lazni a odfiltrujeme. Promyvame
40 ml studeného methanolu a vysuSime na vzduchu. Produkt ptekrystalujeme z toluenu.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.
Vlastnosti:
Methyl¢erven (M, = 269,3). Barevna zména z ¢ervené na Zlutou nastava v rozmezi pH

4,2-63. T.t. =170-175°C

Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek a vytéznost reakce.
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Izolace eugenolu z hiebi¢ku vonného
[2-metoxy-4-(2-propenyl)-fenol, 4-allyl-2-methoxyfenol]

HCx OCHj,4
OH
Ukol: Proved’te izolaci eugenolu z hfebi¢ku vonného
Chemikalie: 259 hiebicku vonného
45 ml (34,0 g) dichlormethanu
hydroxid sodny
siran sodny

Pomitcky:  banka 250 ml
aparatura s vodni parou
délici nalevka 250 ml
kadinka 150, 250, 800 ml
Erlenmayerova barika 250 ml
porcelanova miska
odmérny valec
vari¢
Postup:
25 g celého hiebicku piidame do 100 ml teplé destilované vody (40 °C) v 250 ml
baice s kulatym dnem a pfipojime aparaturu pro destilaci s vodni parou. Banku zahiivame a
soucasné piivadime paru z vyvijeCe. Vydestilujeme 60 ml roztoku, pfidame k destilované
smési dalSich 60 ml destilované vody a vydestilujeme dalSich 60 ml roztoku.
120 ml destilatu vneseme do 250 ml dé€lici nalevky a extrahujeme tiikrat
15 ml dichlormethanu. Extrakt protfepdvame asi dvé minuty a poté dichlormethan
dekantujeme.
Extrahujeme zbyvajici dichlormethanovy roztok tiikrat 10 ml 5% vodného roztoku
NaOH. Dichlormethanovou vrstvu vysuSime siranem sodnym, dekantujeme do odvazené
Erlenmayerovy bailkky a rozpoustédlo odpatime. Odparek obsahuje acetyleugenol a dalsi

neutralni slozky tékajici s vodni parou.
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Vodnou vrstvu okyselime konc. kyselinou chlorovodikovou a eugenol extrahujeme
tiikrat 8 ml dichlormethanu. Spojené extrakty vysuSime siranem sodnym, dekantujeme,
pireneseme do zvazené Erlenmayerovy banky a odpaiime. Z mnozstvi odparku spocitame
vytézek eugenolu.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vlastnosti:

Eugenol je bezbarva az bledé zluta olejovita kapalina extrahovand z nékterych
esencialnich olejl, zvlasté z hiebicku, muskatového ofisku, skofice a bobkového listu. Je
Castecné rozpustny ve vodé a dobie rozpustny v organickych rozpoustédlech. Ma piijemnou,
kotfennou hiebickovou vini.

Eugenol (M, = 164,2). T.v. =255 °C
Vyhodnoceni:

Z reakce vypoctéte teoreticky vytézek.

Aparatura 2: Destila¢ni aparatura pro destilaci s vodni parou

- ) ( )
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Esterifikace

Estery jsou funkéni derivaty karboxylovych kyselin. Pfipravuji se reakci

karboxylovych kyselin s alkoholy nebo s fenoly.

------------------- -

RCQOH+ HOR' === RCOOR+ H,O

K ptipravé estertl je vhodné pouzit vyssi alifatické kyseliny nebo aromatické kyseliny,
aby vznikly produkty s charakteristickymi vinémi.

Pti esterifikaci za ur¢itou dobu nastane rovnovazny dynamicky stav. Reakcéni rychlost
je vobou smérech stejnd. Aby reakce probihala ve prospéch esterl, musi se porusit
rovnovazny stav napf. tak, ze se vznikly ester nebo voda odstraiiuje. Ma-li ester nizsi bod
varu, pak se prost¢ oddestiluje. Pro urychleni reakce se ptidavaji katalyzatory, napf.
konc. kyselina sirova, nebo se do smési alkoholu a kyseliny zavadi chlorovodik. Pfida-li se
koncentrovana kyselina sirova ve vétSim mmnozstvi, pfevezme jeste¢ dalsi ukol, totiz vaze
vznikajici vodu, a tim se pribéh reakce ve prospéch esterii znacné podpoii.

Ma-1i ester vysoky bod varu, Ize vodu odstranit jako azeotropni smés.

Pti esterifikaci se nejCastéji postupuje tak, ze se v bance opatiené teplomeérem a
zpétnym, popi. sestupnym chladi¢em zahtiva ptislusnd smes alkoholu a organické kyseliny
s koncentrovanou kyselinou sirovou.

Tuhé kyseliny a alkoholy se esterifikuji tak, Ze se rozpusti v indiferentnim
rozpoustédle (tj. takovém, které nereaguje ani s Kyselinou, ani s alkoholem) a zavadi se suchy

chlorovodik. Misto karboxylové kyseliny lze pouzit jeji sil, anhydrid, halogenid, amid apod.
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Tabulka 1: Piehled ptipravy n€kterych estert s jejich charakteristickymi viinémi.

Alkohol Kyselina Ester Viiné

ethanol k. octova ethylacetéat po ovoci

1-butanol k. octova butylacetat po ovoci (ananas)
1-pentanol k. octova pentylacetat po ovoci

amylalkohol (pentanol) k. octova amylacetat po ovoci - hrusSkach
ethanol k. méaselna ethylbutanoat po broskvich (ananas)”
methanol k. méaselna methylbutanoat  po ananasu

ethanol K. benzoova ethylbenzoat po maté (karafiatech)
1-pentanol K. benzoova pentylbenzoat po ambie

1-pentanol k. salicylova pentylsalicylat po orchidejich
1-butanol k. propionova  butylpropiondt  po rumu

methanol k. salicylova methylsalicylat  po karamelu

v ruznych lit. pramenech uvadéno riizné
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P#iprava benzoanu ethylnatého (ethylbenzoat)

Ukol: Pfipravte benzoan ethylnaty (ethylbenzoat)
Chemikalie: 1g kyseliny benzoové
5ml ethanolu
1 ml konc. kyseliny sirové
chlorid sodny
Pomiicky: barika s kulatym dnem 100 ml
kadinka 150, 600 ml (hrnec na vodni 1azen)
délici nalevka 100 ml
odmérny valec 10 ml, 5 ml
varic
Liebigiv chladi¢, hadice
stojan, drzaky
vazenka
Chemicka reakce:

OH PN

X

+ CHyCH,OH ——=
T + H,0

Postup:

Do banky nasypeme 1 g kyseliny benzoové, prilijeme 5 ml ethanolu a pfiddme po
kapkéach asi 1 ml konc. kyseliny sirové. Obli¢ej chranime $titem! Bariku uzavieme zatkou se
zpétnym chladi¢em a 10 min. zahfivame na vodni 1azni. Potom obsah banky opatrné nalijeme
do kadinky se zahfatym nasycenym roztokem chloridu sodného a za horka oddélime v délici
nalevce. Takto ziskdme benzoan ethylnaty, ktery voni po maté.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.
Vyhodnoceni:

Z navazky spoctéte teoreticky vytézek, srovnejte se skuteCnym vytézkem, jaka je

vytéznost reakce?
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Priprava ethylesteru kyseliny octové (ethylacetdt)

Ukol: Pripravte ethylester kyseliny octové (ethylacetat)
Chemikalie: 6 ml  kyseliny octové
5ml ethanolu
7ml  konc. kyseliny sirove
chlorid sodny
Pomiicky: odmérny valec 10 ml
Kéadinka 150, 600 ml (hrnec na vodni lazen)
drzaky
varné kaminky
Liebigtv chladi¢
sestupny chladic¢
alonz
Claisentiv nastavec
vari¢
Chemicka rovnice:
CH,COOH + HOCH,CH , —*2% CH ,COOCH ,CH, + H,0
Postup:

Do malé banky k 6 ml kyseliny octové a 5 ml ethanolu opatrné, za chlazeni banky
proudem vody, pfilévame 7 ml konc. kyseliny sirové. Oblicej chranime Stitem! Banku
uzavieme zatkou, kterou prochazi trubice vzdusného chladice a opatrn¢ zahiivame reakéni
smés asi 7-10 min. Potom zaménime zpétny chladi¢ za sestupny a oddestilujeme asi 5 ml
kapaliny, pfisypeme pul 1zicky chloridu sodného a tak vysolime ethylester kyseliny octove,
ktery vytvoii odd¢lenou vrstvu nemisitelnou s vodou, charakteristické ving.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.
Vyhodnoceni:

Z navazky spoctéte teoreticky vytézek, srovnejte se skutecnym vytézkem, jaka je

vytéznost reakce?
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Aparatura 3: Destilacni aparatura se zpétnym chladi¢em

Destilacni aparatura se sestupnym chladicem
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Deéleni bilkovin pomoci diskontinualni elektroforézy
v polyakrylamidovéem gelu (PAGE)

Pii elektroforéze dochazi kpohybu (migraci) ionta v elektrickém poli.
Elektroforetické metody se tedy pouZivaji k separaci latek nesouci elektricky nédboj (ionty).
Nositeli elektrického naboje jsou mimo jiné amfolyty (naptf. aminokyseliny). Ty ziskéavaji
naboj (kladny nebo zaporny) v disledku jejich vnitini disociace. Naboj aminokyselin
ovliviiuje hodnota pH. P# vySSim pH dochazi kionizaci karboxylovych skupin a
aminokyseliny ziskavaji zaporny naboj:

H,N—R—COOH + HO === HzN—R*/< + H,0

@)
Pfi niz8im pH ionizuji naopak zésadité skupiny a ndboj molekuly je pak kladny.
0O
H,N—R—COOH + H ===  H;N-R
OH

V urcité oblasti pH dochdzi u téchto latek k disociaci stejného poctu jak kyselych tak i
zasaditych skupin a celkovy naboj molekuly (zwitteriontu) je pak nulovy.

0O

H,N—R—COOH === H3N+—R—<

o
Tato hodnota pH se nazyva izoelektricky bod pl a je charakteristickou konstantou pro kazdy
amfolyt. Aminokyseliny jsou stavebnimi jednotkami bilkovin, a proto se bilkoviny chovaji
jako amfolyt. Bilkoviny jsou makromolekuly koloidni povahy a elektroforéza se casto
VyuZiva k déleni téchto latek.

Pfi¢inou pohybu koloidnich ¢astic v elektrickém poli je elektrokineticky potencial
(C-potencial, ¢ti zeta potencial). Jde o potencialovy rozdil mezi pohyblivou a fixovanou ¢asti
iontové atmosféry, tj. mezi difizné rozptylenymi ionty v roztoku a tenkou vrstvou protiiontu,
poutanou k povrchu Castice.

Pohyb elektricky nabitych castic zavisi na jejich velikosti, tvaru, velikosti jejich
naboje a na intenzité vlozeného elektrického pole. Pohyb castice je charakterizovan jejich
elektroforetickou pohyblivosti u, coZ je rychlost pohybu pii potencialnim spadu 1 V/cm. Vztah
mezi pohyblivosti a nabojem c¢astice Q vyplyva z rovnosti hnaci sily elektrické a brzdici sily

treci. Elektricka sila je dana sou¢inem naboje Castice a potencialu pole E, v némz se Castice
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nachazi. Brzdici sila je dana vztahem B=v.f, kde v je rychlost pohybu a f je koeficient treni.

Z rovnosti obou téchto sil a z definice pohyblivosti tedy plyne:

Jednotkou pohyblivosti je cm?s™v.

Elektroforéza se realizuje jako volna nebo jako zonova. V ptipadé volné elektroforézy
se vzorky latek rozpusti v pufru o urcitém pH a nanesou se napi. na dno U-trubice. VVzorky se
pak prevrstvi pufrem o stejném pH, do kterého se vlozi elektrody. Po zavedeni elektrického
proudu dochazi k pohybu nabitych molekul k elektroddm nesouci opaény naboj. Déleni
V tomto uspotadani je zatizeno celou fadou chyb, a proto byla zavedena elektroforéza zonova
neboli na nosi¢ich. Vzorky latek se v tomto piipadé nanaseji na vhodny nosi¢, ¢imz je napf.
filtra¢ni papir, chromatograficky papir, agarovy gel, Skrobovy gel nebo polyakrylamidovy gel.
Nosi¢ je pak navlhéen nebo piimo ponofen do roztoku pufru, do néhoz jsou rovnéz zavedeny
elektrody. Po zavedeni elektrického proudu dochazi k migraci nabitych c¢astic k opacné
nabitym elektrodam stejné jako u volné elektroforézy, ovSem pohyb se déje na nosici, coz
umoziiuje lepsi priibéh, zpracovani a vyhodnoceni elektroforetického déleni. Castice pak na
nosi¢i vytvari zony, které jsou sefazené podle elektroforetické pohyblivosti. Protoze je
hodnota elektrického proudu nastavena na uréitou konstantni hodnotu, pohybuji se zony
konstantni rychlosti, ale vytvafi se stupiiovity gradient potencidlu. Projevuje se zde tzv.
samozaostiujici efekt. Zpozdi-li se n¢ktery ion za ,,svou* zoénou, tj. za zénou odpovidajici
ptislusné pohyblivosti, octne se tak v prostiedi s vétsi hodnotou potencialu, ktery ho urychli
tak, aby dohnal svou zonu (a naopak).

V praxi se velice Casto pouziva elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE),
ktery je inertni, mechanicky pevny, prihledny a nabizi moznost pfipravy nosice riiznych
predem urcenych vlastnosti (hustota zesitovani gelu, gradient hustoty gelu aj.).
Polyakrylamidovy gel vznikd polymeraci akrylamidu a N,N-methylenbisakrylamidu (BIS),
ktera je zahajena volnymi radikaly vzniklymi pfi rozkladu persiranu amonného. Do smési se

vzdy ptidava stabilizator volnych radikala TEMED (N,N,N,N-tetramethylethylendiamin).

NH _NH .
HZCWNHZ + HZCW ~ T(\CHZ —» polyakrylamid
O o) O

-23-



Fyzikalni vlastnosti tohoto gelu jsou dany podilem akrylamidu v gelu a stupném
zasitovani. Linearni fetézce vznikaji spojovanim monomert akrylamidu, pfi¢né vazby mezi
nimi jsou tvoieny BIS. Velikost pérti polyakrylamidového gelu zavisi nepfimo timérné na
koncentraci akrylamidu. Cim vys§i je tedy koncentrace akrylamidu, tim jsou mensi pory.
Nejcastéjsi koncentrace akrylamidu je 3 — 15 %. Koncentrace BIS obvykle odpovida 5%
celkové koncentraci akrylamidu.

Zonovou elektroforézu lze realizovat bud v kontinualnim nebo diskontinualnim
systému. Diskontinuita muze byt jak v koncentracich gelu, tak predevsim v pH a iontové sile.
V ptipad¢ pH se diskontinuita voli pouzitim rizné hodnoty pH pufru elektrodového a pufru
v gelu. Pfi diskontinualni elektroforéze ziskdvame ostfej$i zony nez v piipad¢ kontinudlni
elektroforézy. Jako elektrodoveho pufru se mimo jiné pouZiva
Tris(hydroxymethyl)aminomethan/glycinatovy pufr pH 8,3 (Tris/glycin). Gel pak obsahuje
pufr Tris/HC1 pH 9,2. Po skonceni elektroforézy se rozdélené bilkoviny v gelu fixuji v 10 %
roztoku kyseliny chloroctové a poté barvi pomoci barviva CBB R-250 (Coomassie Brilliant
Blue R 250). Nakonec se gel odbarvi v roztoku methanolu a kyseliny octové, pficemz zony

bilkovin zlistanou zbarveny modfe.

Ukol: Rozdé¢lte bilkovinu vajeéného bilku pomoci diskontinualni elektroforézy
Chemikalie: Elektrodovy pufr (0,025 mol.I™* Tris, 0,192 mol.I"* glycin, pH 8,3)
pufr do gelu (2,25mol.I"* Tris, 0,1655 mol.I"* HCI)

30 % (w/v) akrylamid
2 % (w/v) bisakrylamid
10 % (w/v) persiran amonny
vzorkovaci pufr (0,125 mol.dm? pufr do gelu, 0,01 % (w/v)
bromfenolova modr)
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine)
fixa¢ni roztok (10 % kys. trichloroctova)
barvici roztok (0,1 % (w/v) CBB R-250 v 15 % (v/v) kys. octové a
45 % (v/v) methanolu)
odbarvovaci roztok (40 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kys. octova)
vajeCny bilek
Pomiicky: Kédinka (50 ml, 2 ks 100 ml)
odmérny valec
elmag. michacka + michadlo

automatickeé pipety + $pic¢ky na pipety
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plastové mikrozkumavky
Spachtle
misky
stficka
trepacka
elektroforeticky ptistroj
Pracovni postup:
Akrylamid a BIS jsou neurotoxické latky. S jejich roztokem pracujeme vzdy s co
nejveétsi opatrnosti, v gumovych rukavicich. Nikdy tyto latky nepipetujeme Usty!
Priprava 8 % gelu

Podle rozpisu odpipetujeme piislusna mnozstvi danych latek do kadinky.

Destilovana voda 5,41 ml
Pufr do gelu 2,4 ml
Akrylamid 4 ml
BIS 3ml
TEMED 50 ul

Kédinku umistime na elektromagnetickou michacku nastavenou na hodnotu 250 - 300
otaCek za minutu a zapneme ji. Formu na gel uzavieme vloZenim dvou pliskl. Formu dame
do plastového kelimku, aby pfipadny unikly gel neznecistil pracovni plochu. Poté zahajime
polymeraci gelu pridavkem 140 pl Cerstvé ptipravené¢ho 10 % roztoku persiranu amonného
(ten si pripravime do mikrozkumavky s uzavérem — 1 ml) do kadinky postavené na michacce.
Po promichani (cca 8 sekund) nalijeme roztok do formy tak, aby nevznikaly bublinky. Po
naliti ihned zasuneme do roztoku gelu hiebinek. Do kadinky se zbytky roztoku gelu nalijeme
vodu. Gel nechdme polymerizovat a piipravime si vzorky. Z roztoku vajecného bilku
odpipetujeme postupné 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 ml do plastovych mikrozkumavek a doplnime je
pridavkem 0,4 ml vzorkovaciho pufru.

Z formy s gelem odstranime plisky (Spachtli odiizneme gel od pliskd, pak je vyjmeme)
a vysuneme hiebinek. Vodu na gelu slijeme a pfipadnou vodu v jamkach pro vzorky opatrné
odsajeme injekéni stfikackou. Poté do jednotlivych jamek (krajni jamky nevyuZzivame,
dochdzi zde kdeformaci zén) odpipetujeme vzorky bilkovin. Elektroforetickou vanu
naplnime 180 ml elektrodového pufru. V pufru nesmi byt pfitomny bubliny. Formu s gelem
vloZime do elektroforetické vany a to pomalu a velmi opatrne, aby nedoslo k vyplaveni vzorkii

z jamek! Do elektrodového pufru nejprve ponofime pravou stranu gelu, pak pomalu stranu
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levou (se vzorky). Pfi elektroforéze budou vzorky putovat z levé strany na pravou (ke kladné
elektrod¢), proto musi byt vzorky na levé stran¢! Vanu piikryjeme vikem (kabely vedouci na
viko elektroforetické vany musi byt na vzdalen&j$i stran¢) a zapneme zdroj napéti, ktery
nastavime na hodnotu 150 V.

Po doputovani zony bromfenolové modii asi 1 cm pted konec gelu (cca 80 min.)
elektroforézu ukonc¢ime. Formu s gelem vyjmeme a gel nechdme opatrné sklouznout do
misky. Gel nékolikrat proplachneme destilovanou vodou. Pro orientaci rozdélenych z6n na
gelu odfizneme pravy dolni roh gelu. Gel pak vloZime do misky s fixa¢nim roztokem a misku
dame na tiepacku. Po 5 minutéch gel vyjmeme, fixacni roztok vratime zpét do zésobni lahve.
Gel opét proplachneme a vlozime jej do misky s barvicim roztokem. Gel nechdme 15 minut
barvit na tfepacce. Po obarveni slijeme barvici roztok zpét do zasobni lahve, gel né€kolikrat
proplachneme destilovanou vodou a vloZime jej do misky s cca 20 ml odbarvovaciho roztoku.
Gel odbarvujeme jednou, poptipadé dvakrat po dobu alespon 15 minut.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vyhodnoceni:

Ur¢ime pocet zon na gelu a nésledné zmétime jednotlivé vzdélenosti zon vzorkl
bilkovin od startovnich jamek a ur¢ime relativni pohyblivost Rs (vzdalenost stfedu zony
bilkoviny ke vzdalenosti konce gelu od startovnich jamek). Pti praci s gelem je nutné

pouZivat gumové rukavice.
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Reakce zakladnich anorganickych iontit

Jednim ze stézejnich ukolu analytické chemie je dukaz a stanoveni zakladnich
anorganickych kationtd ¢i aniontti. Dikaz (kvalitativni analyza) obvykle ptedchazi nasledujici
stanoveni (kvantitativni analyzu). Cilem kvalitativni analyzy je urfeni pfitomnosti
jednotlivych sloZzek v analyzovaném vzorku. Ve vodnych roztocich se kvalitativni analyza
provadi obvykle ptimo, u ostatnich materiali je potfeba nejprve ziskat vhodny vzorek pro
analyzu (kovy a slitiny rozpoustime, horniny a mineraly tavime ¢i peCeme a nasledné
rozpoustime, organické materialy spalujeme ¢i mineralizujeme).

Pro dikaz volime vhodnou analytickou reakci, po niz pozadujeme, aby byla
sledovatelnd, dostate¢né rychla, citliva a co nejvice specificka. Nejcastéji se pouzivaji reakce
spojené se vznikem sraZenin, zménou zbarveni ¢i vyvojem charakteristického plynu.
Z hlediska mechanismu lIze pii dtikazu zakladnich iontd pouzivat reakce acidobazické, ale
zejména srazeci, redoxni a komplexotvorné. Podle rozsahu latek, které lze reakci dokazat, se
rozliSuji reakce skupinove, selektivni a specifické. Skupinové reakce jsou charakteristické pro
urCitou skupinu latek. Selektivni reakce dovoluji za pfedepsanych podminek charakterizovat
omezeny pocet slozek. Vhodnou kombinaci nékolika selektivnich reakci pak 1ze jednoznacné
dokazat urcity ion. Specifické reakce udavaji za piredepsanych podminek pfitomnost jediné

latky ¢i iontu.

Skupinové reakce

Skupinové reakce jsou hlavnim voditkem kvalitativni analyzy a dovoluji
charakterizovat pfitomnost ur¢ité skupiny iontt v roztoku, na néz potom zkousime selektivni
reakce. SraZeci skupinové reakce také slouZi k oddélovani jednotlivych skupin iontu.
Skupinové reakce slouzi k tomu, abychom nepichlédli ptitomnost nékteré slozky v roztoku, a

usnadiiuji volbu selektivnich ¢inidel.
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¢inidlo skupina kationti ¢inidlo skupina aniontu

zi. HCI1 nerozp. chloridy Ba?* nerozp. soli

zi. H,SOy nerozp. sirany Ag’ nerozp. soli

1M — (COOH), pro Ca?* KMnO, (kys.)  redukujici anionty
Na,CO3 tézké kovy I, redukujici anionty
(NH,)2S te€zké kovy KI (kys.) oxidujici anionty
H.S sulfidy nerozp. v kysel. HCI tékajici plyny
KOH neamfoterni hydrox.

NH3(aq) zas. soli, rozp. amosoli

K,CrO4

Na,HPO,

Kl

Nasledujici prehledy jsou zamereny jen na bézné ionty a nejsou proto zcela uplné!

SKUPINOVE REAKCE KATIONTU

Ziedéna HCI
Ag” - bila srazenina rozpustna v NHs(ag.) na svétle fialovi, edne az erna
Hgg2+ - bil4 srazenina, amoniakem ¢erna

Pb* - bil4 sraZenina, v horké vodg snadno rozpustna, amoniakem nerozpustné

Ziedéna H2804
Pb* - bila krystalicka sraZenina, rozpustna v octanu amonném, sirovodikem &erna
Ca®* - bila krystalick sraZenina, vznika jen z koncentrovanych roztokii, snéze se utvoii

piidanim alkoholu

Kyselina Stavelova
Ca’* - bila kr. sraZenina
Hg.”" - bil4 srazenina
Ag’, Pb* - bilé srazeniny neochotn¢ rozpustné v nadbytku ¢inidla (1ze oddélit srazenim HCI

a srazeninu odfiltrovat)

Sirovodik (srazeni nerozpustnych sulfidi z kyselého prostiedi)

Ag’ - &erna srazenina, nerozpustna v amoniaku a sulfidu amonném
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Pb”*" - &erna srazenina, nerozpustna v sulfidu amonném
Hg,?* - &ernd sraZenina
ng+ - Cerna srazenina, nerozpustna v horké ziedéné kys. dusicné (lisi se od ostatnich
sulfida)
Cu® - &ernd sraZenina, rozpustna v kys. dusi¢né za tepla
Bi*" - &ernohn&da sraZenina

Cd** - 7luta sraZenina, barva zavisi na pH roztoku

Zn®* - bila sraZenina jen ze slabé kyselych roztoki!

Sulfid amonny
srazi vSechny kationy vyjma alkalickych kovi a kovii alkalickych zemin, tedy srazi i

piedchozi skupinu, av§ak né€které z nich jsou v nadbytku sulfidu rozpustné a vylouci se zpét
az okyselenim

Co?" - &erna sraZenina

Ni?* - &erna sraZenina

Zn* - bila sraZenina

Fe?* - &ernd sraZenina, postupné oxiduje a hydrolyzuje na hnédy hydroxid

Fe®" - Gernd sraZenina, postupné hydrolyzuje na hnédy hydroxid

Cr¥* - $pinavé zelend srazenina hydroxidu

Al - bila rosolovité srazenina hydroxidu

Alkalicky hydroxid
srazi vétsinu kationtll (vyjma alkalickych kovl a kovl alkalickych zemin) jako
hydroxidy, které u uSlechtilejSich kovli snadno hydratuji za vzniku oxidl, teoreticky se
vSechny hydroxidy v nadbytku rozpoustéji na hydroxoslouceniny (ty které se rozpoustéji nad
pH = 14 oznacujeme jako neamfoterni a ve vodném roztoku nedosdhneme jejich rozpusténi —
Co?, Fe**, Bi**, Cu?*, NiZ*, Cd?*, Mg?).
Ag+ - hnéda srazenina Ag,O
Pb* - bila sraZenina rozpustna v nadbytku
Hgg2+ - Cerna srazenina, smési oxidi a rtuti
Hg?* - Zluta srazenina HgO
Cu® - modra srazenina, povafenim piechézi na hnddogerny CuO
Bi** - bila sraZenina, za varu se vyluduje Zluta sraZenina BiO(OH)

Cd** - bil4 sraZenina, rozpustna v amoniaku
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Co?* -
NiZ* -

Zn?" -

Fe" -

Fe" -

cr'-

AP -

Ca’" -

modré srazenina, dal§im pfidavanim rtizovi, na vzduchu hnédne

svétle zelena srazenina, amoniakem se rozpousti na fialové modry roztok

bila sraZenina, snadno rozpustna v kyselinach, nadbytkem se rozpousti
v alkalickych hydroxidech (od pH = 13,4)

bila srazenina, okamzité oxiduje, zelena a hnédne az na hydroxid Zelezity

hnéda srazenina (rez), kterd se v pfitomnosti organickych hydroxyslouc¢enin
(kyseliny vinna, citronova, glukoza, glycerin) snadno rozpousti, ¢ehoz lze vyuzit
pro maskovéani Fe** ionta

Sedozelena srazenina, rozpustna v kyselinach i ptebytku ¢inidla

bezbarva rosolovita srazenina amfoterni povahy, organické
polyhydroxyslouc¢eniny zamezuji srazeni hydroxidu

bila srazenina slabé rozpustna ve vod¢ (1,2 g na 1 1 pii 20 °C)

prehled iontii nerozpustnych v nadbytku 2M alkalického hydroxidu
Ag*, Ca**, Hg,*", Hg®*, Co*", Cd**, Ni*", Cu®*, Fe*, Bi**, Fe®*
prehled iontii rozpustnych v nadbytku 2M alkalického hydroxidu

Pb%*

zn**, AP, cr¥*

prehled iontii, jejichz oxidace kapkou H>O; je doprovizena barevnou zmeénou

Bi®"

Pb%*, Co**, Fe**

Reakce s amoniakem

Ag' -
H922+ _
Hg?* -

Cu®t -

gernohnéda srazenina Ag,O v nadbytku se snadno rozpousti na [Ag(NH3).]",
ktery stanim poskytuje krystaly tfaskavého stiibra

¢erna srazenina nerozpustna v nadbytku amoniaku

bila srazenina amidosoli Spatn¢ rozpustna v piebytku

svétle zelend sraZzenina v nadbytku se rozpousti na fialovémodry roztok
[Cu(NHz)a]**

bil4 srazenina v nadbytku rozpustna na bezbarvy [Cd(NHs).]**

modré sraZzenina v nadbytku rozpustna na hnédozluté roztoky (luteo-soli)

- svétle modra srazenina V nadbytku snadno piechazi na modré roztoky

[Ni(NHs)a]**
velmi snadno poskytuje pfimo oxidaci vzdusnym kyslikem srazeniny hydroxidu

zelezitého

- hydroxid Zelezity
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Zn®* - obtizné srazeni hydroxidu zine¢natého, ktery se miZe rozpoustst v nadbytku
¢inidla
prehled nerozpustnych srazenin
Bi3+, Pb2+, H922+, ng+’ Fe3+, Fe2+’ Cr3+, A|3+
prehled rozpustnych srazenin

Ag*, Cu?*, cd*, Co*, Ni**, Zn?*, Mn**

Reakce s Na;HPO4

fosfore¢nany jsou vétSinou nerozpustné ve vode€, rozpustné jsou pouze fosfore¢nany
alkalickych kovl s vyjimkou lithného, srazime cinidlem a sledujeme rozpustnost vzniklé
srazeniny ve ziedéné kys. dusi¢né, octové, chlorovodikové, v amoniaku a alkalickém
hydroxidu, podle chovani lze kationty rozd¢lit do ¢tyi skupin
ve zredené kyseliné octové se nerozpoustéji

Bi3+, Fe3+, AI3+, Ag+, H922+
v 0,IM HCI ¢i 0,IM HNOs jsou Spatné rozpustné fosforecnany

Bi®*
v koncentrovaném amoniaku se rozpousti

Ag*, cu?*, cd*, Co*, Ni**, Zn?*, Mn**
V koncentrovanéjsim alkalickém hydroxidu se snadno rozpoustéji

Pb%*, zn?*, APY, Cr®t

Reakce s jodidem draselnym

Ag+ - Zluté sraZenina

Pb* - Zluta sraZenina, v pfebytku ¢inidla se snadno rozpusti, v horké vod& snadno
rozpustna a opétovnym ochlazenim se vylucuji tipytivé Supinky jodidu
olovnatého (zlaty dést’)

Hg,?* - Zlutohn&da sraZenina

Hg* - Gervenooranz. srazenina v prebytku se rozpusti na bezbarvy tetrajodortutnatan

Cu® - bil4 srazenina Cul, pfidanim alkoholu se rozpusti jod a vynikne barva sraZeniny

Bi*" - Gernohnéd4 sraZenina snadno hydrolyzujici na cerveny BiOlI, v pfebytku se
rozpusti na Zluty roztok tetrajodobizmutitanu

Fe** - v kyselém prostiedi oxiduje jodid na jod, ktery zbarvi $krobovy maz modie

Reakce s chromanem draselnym

davé nékteré charakteristické srazeniny
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Bi" -
AR -

¢ervenohnéda srazenina

Zluta srazenina

- hnédozluta srazenina z neutralniho roztoku

Zlutava srazenina z neutralnich roztoki za tepla

¢ervenohnéda sraZzenina

- Cervenohnéda srazenina

cervenohnéda srazenina, Iépe se srazi za tepla

¢okoladovéhnéda srazenina za tepla

- Zlutd srazenina z neutralnich roztokt

7lutohn&da srazenina v kys. prostredi zelené roztoky Cr**
hnéda srazenina
Zlutooranzova srazenina

zluta rosolovitéd srazenina jen ze slabé kyselych roztokt

Déleni skupin kationti

Dokonald soustava dé€leni katiotll jiz neni nutnym piedpokladem pro dokazovani

jednotlivych iontil, nebot’ je dostatek selektivnich reakci. Déleni je tak volné a zavisi na

povaze vzorku. Vyhybame se vzdy nékolikandsobnému postupnému déleni za sebou. Pro

oddéleni nekterych skupin kationtl 1ze pouzit tyto reakce.

1. vysrazime-li uhli¢itanem amonnym a sulfidem amonnym vzorek, Vv roztoku zistanou jen

ionty Na*

aK"

2. HCI vysrazime skupinu nerozpustnych chloridii Ag”, Hg,?*, Pb?*

3. H2S0, vysrazime skupinu nerozpustnych sirant Pb**, Ca®*

Vybrané selektivni reakce kationta

Na® -
K" -

Ca?" -

Fe®* -

Co? -

velmi intenzivné barvi plamen zlutooranzové

plamen barvi fialové (sodikové zbarveni se filtruje modrym kobaltovym sklem);
velmi malo rozpustny je chloristan draselny

barvi plamen oranzovocerveng, kyselina Stavelova je dosti selektivnim ¢inidlem
pii srdzeni z neutralnich roztoku

K4[Fe(CN)g] poskytuje ve slabé kys. prosti. modrou srazeninu berlinské modii;
SCN™ davaji ve slab¢ kyselém prostredi intenzivné ¢ervené roztoky

prevedeni na Co[CoCly] je spolehlivd reakce, na filtraéni papir naneseme

1 kapku konc. kys. chlorovodikové a 1 kapku vzorku, a vysuSime v blizkosti

-32-



Ni%* -

Cu®* -

Ag' -

Zn?" -

Cd? -

Pb** -

NH," -

plamene, za piitomnosti Co”* vznikne modra skvrna; rodanidy zbarveni roztoki
soli kobaltnatych prohlubuji
Cugajevovo ¢&inidlo (dimethyldioxim, diacetylglyoxim) davé ve slabé alkalickém

prosttedi (pH = 7 — 9) Cervenou srazeninu Ni(DH),

7 P
H,C N._ N CH
3 \\\ 2+A/ X i
v Niv
\ //,/// \\\\\ /
OH o)

K4[Fe(CN)g] davd v neutralnim ¢i slabé kyselém prostiedi Cervenohnédou
srazeninu ¢i roztok, pro dikaz lze vyuzit i skutecnosti, ze halogenidy ¢i
pseudohalogenidy (Br-, I", SCN~, CN") snadno poskytuji méd’nou stl a halogen,
ktery Ize snadno dokéazat

jodid sttibrny je extrémné nerozpustny a v amoniakalnim roztoku se odbarvuje,
specificky lze Agl srézet tak, Ze ke kapce vzorku ptidame kapku 10% EDTA,
kapku amoniaku a kapku KI, tak vznik& pouze sraZzenina bileho Agl, ostatni
kationty jsou maskovany; typicka je reakce s chromanem draselnym

jediny bily sulfid ZnS; K4[Fe(CN)g] dava bilou srazeninu v neutralnim prostiedi
jde o pomérné vzacny prvek, typicky je zluty sulfid CdS vznikajici z mirné
kyselych roztok (ostatni rusivé kationty Ize maskovat CN")

vysrazi se Zluty Pbl,, ktery se rozpusti v horké vod€, a postupné se roztok
ochladi, zluté lesklé Supinky jsou specifickym prikazem pFitomnosti Pb?* jont;
sraZzenina siranu olovnatého po ptikapnuti sulfidu sodného ¢erna

silné¢ zdsady uvoliuji amoniak, ktery lze prokézat ¢ichem nebo ovlhéenym

lakmusovym papirkem ¢i kapkou Nesslerova ¢inidla, ktera hnédne

SKUPINOVE REAKCE ANIONTU

Dtkaz aniontll je zaloZen na skupinovych a selektivnich reakcich a nevyzaduje

dokonalou soustavu postupného déleni, tak jak ji zname u kationtl. Rada reakci aniontdi je
velmi typicka a taktéZ pocet aniontl ve vzorcich nebyva velky. Pro srazeci reakce je potieba

odstranit v§echny rusivé kationty tézkych kovt.
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Skupinové reakce s Ba**
SO4* - bila srazenina, nerozpustnéa v mineralnich kyselinach
CrO,% - svétle Zluta sraZenina, rozpustna v mineralnich kyselinach
PO,> - bila sraZenina, rozpustné jiz v kys. octové
B(OH)s - bila srazenina vznika az po pridani amoniaku, zfedéné roztoky se nesrazi

COs* - bila srazenina, rozpousti se kys. octovou za suméni (vyvoj CO,)

Skupinové reakce s Ag*
CrO,% - &ervenohn&da sraZenina, rozpustna v kys. dusi¢né i amoniaku
SOs* - bila sraZenina, rozpustnd v kys. dusiéné, amoniaku a nadbytku sificitanu,
povaienim se vylucuje stiibro
PO,* - Zluta sraZenina, snadno rozpustna v kys. octové i amoniaku
B(OH), - bila sraZenina vznika z koncentrovanych roztokt, povatenim cerna, ziedéné
roztoky davaji zluté az hnédé srazeniny
COs* - 7luté srazenina, povafenim vznika oxid stiibrny a uvoliiuje se oxid uhlicity
NO; - bila ¢i Zlutava krystalicka srazenina jen z koncentrovanéjsich roztoki
SO4* - bila krystalicka srazenina jen z koncentrovangjsich roztoki
CI™ - bila srazenina, rozpustna v amoniaku, na svétle fialovi, $edne az ¢erna
Br - nazloutla sraZenina, rozpustna v koncentrovaném amoniaku
I” - zluté srazenina, nerozpustnd ve zfedéné kys. dusicné, v amoniaku béla
[Fe(CN)s]* - bila sraZenina nerozpustnd ve zfedéné kys. dusicné, $patné rozpustnd ve
ziedéném amoniaku, lépe Vv koncentrovaném, muze byt zabarvena hnédé
pritomnosti [Fe(CN)e]*
[Fe(CN)]* - &ervenohn&da sraZenina, snadno rozpustnd ve ziedéném amoniaku
SCN™ - bila srazenina, nerozpustna ve zifedéné kys. dusi¢né, Spatné rozpustna ve
zfedéném amoniaku
SH™ - Cernd srazenina
prehled stribrnych soli nerozpustnych ve ziedené kyseliné dusicné
CI,, Br, I, SCNT, CN-, [Fe(CN)s]*, [Fe(CN)e]*, SH™, 105~ (z této skupiny se
v amoniaku nerozpous$téji I, SH™; Spatné¢ se amoniakem rozpoustéji Br, SCN-,
[Fe(CN)e] ")
prehled stribrnych soli rozpustnych ve ziedené kys. dusicné

CrO,%, SOs%, PO,*, B(OH)4~, COs* (NO5, SO4)
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Oxidace roztokem KMnO,

oxidaci manganistanem provadime po okyseleni vzorku kapi¢kou 1M Kkys. sirové,
dochazi-li k prokazatelné spotiebé manganistanu, mohou byt pfitomny tyto ionty

SOs%, SH™, [Fe(CN)g]*, Br~, I, SCN™, CN™, NO,~

Oxidace roztokem jodu
ke vzorku pfidame roztok jodu v jodidu draselném, zrnko pevného uhli¢itanu sodného
a kapicku Skrobového mazu, je-1i spotieba jodu ziejma, mohou byt pfitomny

S05%, SH™, [Fe(CN)g]*, CN™, (SCN")

Redukce kyselinou jodovodikovou
redukci provadime jodidem draselnym v kyselém prostiedi
CrO4%, NO5~, [Fe(CN)g]*", ClOs, MnO4~, peroxidy

Anionty tékavych Kyselin
pii okyseleni uvoliuji nasledujici anionty plynné produkty
SO3*, COs*", CN", NO,~

Vybrané selektivni reakce aniontu
CI™ - s Ag® vznika bila srazenina, rozpustna v amoniaku, na svétle fialovi, $edne az
cernd
SO,” - s Ba* vznika v prostiedi zfedéné kys. dusi¢né nerozpustny siran barnaty
SCN™ - se Fe** ionty davaji intenzivné Cervené roztoky; pii oxidaci manganistanem
Vv kyselém prostiedi unika z roztoku kyanovodik £
NOj3™ - vzorek (asi 1 ml) opatrn¢ podvrstvime nékolika kapkami roztoku difenylaminu
Vv konc. kyselin¢ sirové, podobné reaguji i jina oxidacni ¢inidla dusitany, chlore¢nany,
jodi¢nany, zelezité soli, manganistany, chromany, peroxidy aj., vyssi selektivity
dosahneme piidanim pevného sifi¢itanu sodného v prostfedi 3M kys. sirové, kdy rusi
pouze dusitany (dusitany lze zroztoku odstranit mocovinou v prostfedi 1M Kys.
sirove)
NO, - srodanidem draselnym dava v okyselenych roztocich Cervené roztoky
ON.SCN, které se varem rozkladaji za odbarveni; kyanoZeleznatan draselny se barvi
v prostfedi kys. octové nepatrnym mnozstvim dusitanti zluté¢ (dusicnany reakci
neovliviiuji); chlorid amonny za horka rozklada dusitany za vyvoje dusiku; Ize vyuzit

diazotaci a naslednou kopulaci za vzniku diazobarviva — k roztoku aromatického
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aminu ve zfedéné kys. octové ¢i 0,1M HCI se piida vodny roztok dusitanu a protiepe,
po nékolika minutach se kopuluje s aminem ¢i fenolem

PO,* - molybdenova soluce (7,5 g molybdenanu amonného se rozpusti za tepla
v50ml vody a roztok se vleje do 50 ml kys. dusi¢né) srazi zlutou srazeninu
molybdatofosforecnanu amonného, pii zahiati je rekace priikaznd i u zfedénych

roztoku

Cviceni:

Dokazované kationty:

Na+, K+, NH4+, Ag+, C3.2+, Pb2+, Zn2+, ng+, C02+, Cd2+, Ni2+, CU2+, Fe2+' A|3+, Bi3+, Fe3+
Dokazované anionty:

NOs;~, NO;~, CI', Br, I', SO4*, SO3*, COs*, PO,*, MnO4~, SCN™

Ukol: Na teckovaci desti¢ce si vyzkouSejte vSechny dostupné skupinové reakce
kationtl a anioti.

Chemikalie: roztoky dokazovanych iontt
skupinova, ptip. specificka ¢inidla

Pomicky: teckovaci desticka

pipetky
Vyhodnoceni:

Vlastni pozorovani zpracujte do protokolu (v¢. chemickych rovnic). Urcete sloZzeni

nezndmeho vzorku a potvrd'te jej specifickymi reakcemi.
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Rektifikace (protiproudova destilace)
Uvod:

Z praktického hlediska slouzi rektifikace k rozdestilovani smési latek, jejichz teploty
varu se lisi jen o n€kolik stupit. Jednoducha destilace je v takovém ptipadé malo efektivni,
nebot’ vysledna smés se v zastoupeni slozek Casto 1i$i od piivodni jen nepatrné a jsme nuceni
destilaci i n¢kolikrat opakovat, coz je proces velmi zdlouhavy a energeticky naro¢ny. Proto
byla vyvinuta metoda rektifikace, kterd umoziuje v jednom pracovnim kroku od sebe oddélit

jednotlive slozky.
Princip rektifikace:

V uzaviené nadob& se mezi kapalinou a jeji parou brzy ustavi dynamicka rovnovéha.
Tato rovnovaha je vSak pii destilaci porusovana, nebot’ neustdle odvadime péaru a odebirame
kondenzat. Pti destilaci smési piechazi do pary vedle nejtékavéjsSiho podilu i podily méné
tékavé a po Case se mezi jednotlivymi podily ustavuje rovnovaha (zavisla na teploté). Znacna
cast méné tekavych slozek opét kondenzuje, kdezto nejt€kavéjsi podil zistava v pare. Pri
Klasické destilaci je oblast, v niZ doch&zi k ustavovani rovnovahy, pomérné malé a rychlost
odbéru pary velka, tudiz se nestaci ustavit rovnovaha a rozdéleni ztraci na ucinnosti. Existuje
nekolik moznosti, jak pfispét k dokonalejSimu ustaveni rovnovahy:
— zvetsit oblast, v niz dochazi k ustalovani rovnovahy napt. vlozenim svislé trubice mezi
batiku a chladi¢
— zvétsit plochu uvnitt této oblasti, na niz mize méné tekavejsi podil kondenzovat.
Na vétsi ploSe kondenzuji méné tékavé slozky a stékaji protiproudné doli do banky, ¢imz se
zajisti dokonald latkova i energetickd vymeéna kapalina-plyn a podpoii se ustaveni rovnovahy,
coz piiznivé ovlivni kvalitu rozdéleni. Protiproudové destilaci se tika rektifikace. Svislé

trubici mezi baiikou a chladi¢em i nastavcem se tika rektifikacni kolona.
Teoretické patro:

Kvalitu destilacni kolony vyjadfujeme poctem teoretickych pater, coz je pocet krokd,
které jsme provedli na f&zovém diagramu (viz obr. 1).

Je v8ak tfeba poznamenat, Zze na skuteénych patrech nedochazi k ustaveni idealni

vvvvv

pongkud niz$i, nez pocet pater skuteénych. Teoretické patro je definovano jako oblast, kde
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dojde k Gplné vymeéné latek a energie. Pocet teoretickych pater na koloné se zjiStuje destilaci
standardnich smési.

Plati, ze ¢im blize jsou teploty varu jednotlivych smési, tim vétSi pocet
teoretickych pater je potifeba k dokonalému oddéleni, jednotlivych slozek. Nejmensi pocet
pottebnych teoretickych pater 1ze odhadnou z Braggova-Lewisova diagramu (viz obr. 2).
Nalezené hodnoty vSak plati pouze pro ideélni pfipad, kdy neodebirdame z kolony kondenzat

tedy za tzv. Uplného refluxu.

stuped rozdéleni’= teoreficke patro

. N
mol-% o~
B 5
5 .92/n|a/-% 5‘1 =
4 !
G mol% | —
I =
75t 3 |
72,5mol-% | 3
| =1 ‘i‘
2 | 2
57 mol-% | <
|
50 1
|
’ |
40mol-% |
|
|
]
% 25mol-% l'
° =pdra }
x =kapalina :
i
|
. . j
25 30 75 mol-%

Obr. 1: Srovnani rovnovaznych kiivek a patrové kolony s idealné pracujicimi patry
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Obr. 2: Bragguv-Lewisuv diagram

Refluxni pomer:

Refluxni pomer v je podil mnozstvi zpétného toku R (ml) k mnoZstvi odebiraného
destilatu D (ml).

R
V=— [2]
D

Plati, ze ¢im mensi je refluxni pomér (¢im je odbér destilatu véEtsi), tim hiife se
ustavuje rovnovaha a tim klesa i pocet teoretickych pater v koloné. Refluxni pomér se bézné
nastavuje na hodnotu v =5 - 50. Na rektifika¢nich kolonach Ize refluxni pomér nastavit

kohoutem v hlavé kolony.

Ukol: Srovnejte ucinnost rektifikacni kolony a klasické destilace
Chemikalie: smés methanol/ethanol o rizném slozeni
Pomiicky: barka 1000 ml

rektifikac¢ni kolona
vari¢ (topné hnizdo)
zkumavky

odmérny valec 10 ml

Abbeho refraktometr
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Postup:

Banku pod rektifikacni klobou¢kovou kolonou naplnime 11 vzorku (smés
methanol/ethanol). Opatrné nasadime banku na konec kolony a spojime svorkou. Postupné
pak velmi pomalu a opatrné zvysime stojany s topnym hnizdem. Béhem utahovani topného
hnizda dbdme na to, aby barika a hnizdo do sebe dobiec zapadaly, neutahujeme tésné, mezi
baiikou a hnizdem musi byt mala viile! Zasadime do kohoutu v hlavé kolony teplomér a
zkontrolujeme uzavieni kohoutu. Dale pustime chladici vodu do zpétného chladice velmi
malym proudem, dbadme, aby hadice dobfe tésnily a voda tak nekapala az na topné hnizdo.
Zapmeme oba okruhy topné¢ho hnizda na maximalni vykon. Jakmile zacnou vafit témct
vSechna patra kolony, vypneme jeden okruh a stahneme vykon asi na 1/3. Nechdme v koloné
ustavit rovnovahu (min. 30 minut). Jakmile se v kolon¢ ustavila rovnovaha, za¢neme
s jimanim frakci. Jimame jednotlivé frakce vZdy po 10 ml. Kohout umoznuje naraz odebrat
cca 3,5 ml frakce (nastaveni konkrétniho refluxniho poméru je s pouZivanym typem ventilu
nemozne). Odebirdme tedy 3krat vzdy po stejném ¢asovém intervalu 5 (1épe 10 ¢i 15) minut a
spojujeme frakce po 10 ml (¢im déle se bude rovnovaha ustavovat, tim vyssi u¢innost bude
kolona mit). PoCet odebranych frakci je limitovan délkou cviceni a aparatura by méla byt
odstavena cca 30 minut pfed ukon¢enim cviceni a to tak, ze se nejprve vypne topné hnizdo a
po 15 minutach se zastavi ptivod chladici vody.

Pro srovnani ucinnosti rektifika¢ni kolony a klasické destilace, vydestilujeme z 500 ml
vzorku tii frakce po 5 ml.

Vyhodnoceni:

U jednotlivych frakci ur¢ime slozeni smési refraktometricky. Nejprve prométime sadu
standardll a sestavime kalibracni zavislost. Pii vSech méfenich dbame na to, abychom m¢éfily
vzorky za konstantni teploty. Nasledné¢ zméfime vzorek pted rektifikaci a pak jednotlive
frakce z rektifikace a destilace. Z namétenych indext lomi uréime slozeni smési. Zméfena
data uvedeme v prehledném tvaru a srovname uc¢innost klasické destilace a rektifikace. Na
zakladé¢ Braggova-Lewisova diagramu odhadneme pocet teoretickych pater vkoloné a
srovndme se skuteCnym poctem pater. Jaky by byl potieba pocet teoretickych pater pro

dokonalé rozdé€leni smési?

Vlastnosti: Ty Methanol 64,70 °C
Ethanol 78,29 °C

Index lomu: Methanol 1,32840 (20 °C);  1,32652 (25 °C)

Ethanol 1,36143 (20 °C);  1,35941 (25 °C)
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Papirovéa a tenkovrstva chromatografie

Jednou z nejrozsitenéjSich analytickych metod je bezesporu chromatografie,
umoziujici uc¢innou separaci latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek
sledovaného vzorku. K rozdéleni latek dochazi na zakladé jejich riizné pohyblivosti v systému
dvou fazi — stacionarni (zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Ruzné latky se lisi ve svych
adsorpcnich vlastnostech, v hodnotach rozdélovacich koeficientli, ve svych rozmérech ¢i ve
svych nébojich, coz lze vSe vyuzit v chromatografii K jejich rozdéleni na vhodném
chromatografickém zatizeni. Stacionarni fazi mize byt pevna latka (papir, SiO;, Al,O3) ale i
kapalna faze zakotvena na pevném nosici, mobilni fazi pak byva kapalina ¢i plyn. Z hlediska
provedeni (uspotadani chromatografického zafizeni) délime chromatografii na plo$nou a
sloupcovou, z hlediska uréujiciho mechanismu déleni latky mezi stacionarni a mobilni fazi
pak chromatografii adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové vyménnou a dalsi.

Papirova chromatografie byla po ur¢itou dobu v praxi nejpouzivanéjs$i metodou plosné
chromatografie. Jeji nejvétsi vyhodou je ekonomicky nendroné chromatografické médium,
vyuzitelné pro separaci Sirokého mnozstvi latek od anorganickych iontd az k sloZitym
biomolekulam. Zakladnim separa¢nim mechanismem je v pfipad¢ 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 uplatiuje jejich silna
interakce pfimo s celul6zou, v takovych ptipadech pievlada adsorpéni mechanismus déleni.
Dilezitou charakteristikou pouzitého chromatografického papiru (jedna se o specialni papir,
ne napf. obycejny filtraéni papir) je pritokova rychlost mobilni faze — podle ni rozliSujeme
chromatografické papiry srychlym, standardnim a pomalym pratokem. Rychlost pritoku
vyznamné ovliviluje dobu separace a samoziejmé i jeji i€innost. Dodavany jsou vsak i papiry
specialné upravené — napt. hydrofobizované apod.

Pied pouzitim nastiihame chromatograficky papir na prouzky o minimalni deélce
10 cm a Sifky podle poctu nanasenych vzorkti. Chromatografii na papife provadime bud’ ve
vzestupném provedeni, kdy je papir zavéSen v chromatografické komoie a spodnim okrajem
je namocen do mobilni faze anebo v sestupném provedeni, kdy je papir zavéSen ve vanicce

s mobilni fazi a ta putuje dold.
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| ___ mobilni faze
«—— start
a) \ «—(—— chromatograticky papir
== [==]
1 ; misky se staciondarn|
VZEStUleé sestupné " ové a mobilni fazi vrstva sorbentu
vyvijeni vyvijeni  (radialn) :
vyvijeni sor
lt&r/
\' g
WF mabilni = ——
] faze =
b) c) d)

Obr. 3: Chromatografie — provedeni
a) sestupné vyvijeni — v horni ¢asti se umisti zlabek s mobilni fazi
b), c), d) vzestupné vyvijeni — mobilni faze se umisti na dn¢ nadoby (s dobie tésnicim

vikem) a vzlina vzhtru

(pfevzato z internetu: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/CD_DS4/hypertext/ AJAME.htm, http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/tlcpc.html)

Vzorek nanasime na vyznaceny start, ktery by mél byt alesponn 1 cm nad hladinou
mobilni faze, rozestupy mezi jednotlivymi nandSenymi vzorky by mély byt alespoil 0,5 az 1
cm, od okraje papiru pak minimalné 1 cm. Vzorek se nandsi po odstranéni ruSicich latek
(napft. extrakci) ve vhodném rozpoustédle mikropipetou €1 injekéni stiikackou tak, aby skvrna
vznikajici na startu nebyla pfili§ rozmérnd (radéji postupné nanaSeni po oschnuti piedchozi
davky). Pfi pfipravé a nandSeni vzorku je tfeba brat v uvahu, Zze pfili§ velké mnozZstvi
ve vzorku se pohybuje v rozmezi 0,1 az 100 pg v zavislosti na jeji rozpustnosti v mobilni fazi
(¢im mén¢ je rozpustna, tim mensi mnozstvi latky) a na citlivosti detekce. Protoze nanaSeny
objem se pohybuje v rozmezi 2 az 20 ul, pohybuje se vhodna koncentrace nanaSeného roztoku
vrozmezi 0,1 az 5%. Pfed zahdjenim vyvijeni chromatogramu je potifeba naplnit
chromatografickou komoru (vyssi sklenéna nadoba s vikem a stojankem pro uchyceni papiru)
mobilni fazi a pfiblizné¢ 15 aZz 20 min. nechat ustavit v komote rovnovahu par mobilni faze.
Volba slozeni mobilni faze ovliviiuje pohyblivost chromatografovanych latek podle pravidla
podobné rozpousti podobné. Proto pro poléarni latky se pouzivaji smési polarnich organickych
rozpoustédel (alkoholy) svodou a pfidavkem kyseliny ¢i baze, nepolarni latky se pak
chromatografuji ve smeésich nepolarnich rozpoustédel (v takovém piipadé je tfeba atmosféru

komory sytit vodnimi parami z misti¢ky s vodou). Pohyblivost latky na chromatogramu se
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vyjadfuje hodnotou Rp, ktera se urCuje jako pomér vzdalenosti, kterou urazi skvrna
stanovované latky, ke vzdalenosti, kterou urazi ¢elo rozpoustédla.

Tenkd vistva

/ nebo papir \\

Colo nobinisize ™ | X

b
R
Startovni linie ®a b
AB+«C B
| F--®---8-4 | T S AR e b
_— L J
Pred vyvijenim Po vyvijeni

Obr. 4: Schéma chromatogramu — pohyblivost latky — hodnota Rg (retenéni faktor,

znamy také jako retardacni faktor)
(pfevzato z internetu: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Chromatografie)

Pti papirové chromatografii je vhodnd vzdalenost, kterou urazi na chromatogramu
¢elo rozpoustédla asi 5 az 10 cm. Detekce chromatografovanych latek se provadi po vyjmuti
papiru a jeho vysuseni bud’ pfimo vizualné, pokud jsou chromatografované latky barevné,
nebo se vyuziva jejich fluorescence pod UV zafenim, ¢i se provadi postiik detekénim
¢inidlem za vzniku barevnych skvrn. Univerzalni detek¢ni ¢inidlo predstavuje konc. kyselina
sirova, protoze vétSina organickych latek pod jejim dehydrataénim vlivem uhelnati a tvofi
tmavé skvrny (obvykle je nutno zahtat). To ovSem plati 1 pro samotny chromatograficky
papir, takze je lépe vyuzit v tomto piipadé specific¢téjsich detekcnich cinidel. Podle polohy
skvrny latky ve vzorku ve srovnéani se standardem, ptipadné i stejného chovani pii detekei,
ur¢ujeme kvalitu latky, kvantitu pak odhadujeme z porovnani velikosti ¢i intenzity zabarveni
skvrn vzorku a standardu.

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je piipadem
plosné chromatografie s prevladajicim adsorpénim mechanismem déleni analyzované smési
latek. Vlastni chromatograficky experiment se provadi na tenké vrstvé sorbentu (celuloza,
silikagel, alumina) naneseného na vhodné podloZce (sklo, kovova folie). Vzorek se ve velmi
malém mnozstvi (ul) nandsi na zacatek vrstvy (start) spolecné se standardy obdobné jako
Vv pfipadé papirové chromatografie. Po zaschnuti nanesenych vzorkll 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 probihé tak dlouho, dokud se ¢elo vzlinajici smési
rozpoustédel nepiiblizi k okraji desky. Poté se chromatogram vyjme, vysusi a vhodnym

zpusobem detekce se zjisti, kam doputovaly latky obsazené ve vzorku. K detekci se pouZivaji
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stejné postupy jako v papirové chromatografii, mnohdy se pouZivaji vrstvy upravené
fluorescencni latkou, fluoreskujici pti osvétleni UV zéfenim. Stanovované latky velmi Casto
tuto fluorescenci zhaseji, takze se pod UV lampou objevuji na chromatogramu v podobé
tmavych skvrn. Vyuzivaji se 1 dalsi zplisoby detekce, zaloZzené na postiiku chromatogramu
vhodnym ¢inidlem, které se stanovovanou latkou vytvaii barevnou slouceninu.

Papirovou a tenkovrstvou chromatografii 1ze stanovovat Sirokou Ské&lu organickych i
anorganickych latek pii vysoké citlivosti a nizké ekonomické nérocnosti. Metoda je
povétSinou i Casové velmi pohotova, takze je velmi rozSifena v prumyslu v oblasti
mezioperacni kontroly. Vzhledem ke své univerzalnosti je vhodna i pro prvni orientaci ve
slozeni nezndmého vzorku v oblasti sledovani zne€isténi zivotniho prostiedi, medicing i

chemickém vyzkumu.

Stanoveni cukrit v ovocnych $t'avach

Chromatografické chovani cukri je v hlavni mife uréeno hydrofilnim charakterem
jejich molekuly, danym velkym po¢tem hydroxylovych skupin. Diky nim se dobfe rozpousti
ve vodé, ale také silné interaguji zejména s celulézou, coZz zpusobuje jejich obtiznou
eluovatelnost pii chromatografii na papife ¢i na celulézovych tenkych vrstvach. Pri
chromatografii na silikagelu je nutné pouziti pufrovanych roztokl, protoze jinak dochazi
k rozdéleni chromatografické skvrny na dv¢, nalezejici oteviené a cyklické formé cukru. Pro
detekci cukru je k dispozici velké mnozstvi detekénich ¢inidel, Casto je pouzivan anisaldehyd
¢i naftoresorcinol v kyselin¢ sirové, roztok smési anilinu s difenylaminem v kyseling
fosfore¢né, amoniakalni roztok dusi¢nanu stfibrného, benzidin, mocovina ¢i siran cericity.
Prva tii ¢inidla davaji mnohdy specifické barevné reakce s jednotlivymi monosacharidy a
disacharidy, takze jiz ze zabarveni skvrny lze urcit, o ktery z monosacharidu se jedna. Cukry
Ize chromatografovat rovnéz jako derivaty — napt. hydrazony a osazony, acetaty, methyl ¢i

amino derivaty.

Ukol: Stanovte cukry pfitomné ve vzorku ovocné §tavy
Chemikalie :  acetatovy pufr pH=5 o koncentraci 0,2 mol-dm™
aceton

roztok anisaldehydu v kyseling octové (1:100 objemov¢)

konc. kyselina sirova
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standardy glukdzy, fruktdzy a sachardzy (0,5% vodné roztoky — uchovavat
v chladu)

vzorek ovocné §tavy (fedit 10x).

Pomiicky: chromatograficka vyvijeci komora

chromatograficka tenka vrstva typu Silikagel G
mikropipeta

odmérné valce 50, 25 a 5 ml

3 ks kadinka 150 ml

Petriho miska o priméru min. 12 cm

pinzeta

fixyrka

umélohmotna miska.

Postup:

Pfipravime si 50 ml mobilni faze o slozeni aceton-voda (9:1). Mobilni fazi nalijeme do
vyvijeci komory ve vrstvé okolo 1 cm a komoru uzavieme. Na SiO, desti¢ce si vyznacime
tuzkou startovni linii a starty pro jednotlivé vzorky a standardy (1 cm od okraje a 0,5 cm od
sebe). Vrstvu pak impregnujeme v 0,02 M roztoku acetatového pufru (nafedime 10x zasobni
roztok, sta¢i cca 20 ml pufru) v Petriho misce. Po vyjmuti nechame vrstvu okapat a lehce
oschnout. Na start naneseme standardy a studovany vzorek mikropipetou v mnozstvi 5 ul. Po
oschnuti skvrn vlozime desticku do komory a uzavieme. Nechame chromatogram vyvijet,
dokud hladina vzlinajici mobilni faze nedosahne cca 1 cm pod okraj desticky. Poté desti¢ku
vyjmeme, oznac¢ime ¢elo rozpoustédla a nechame oschnout volné na Petriho misce. Detekci
provedeme roztokem anisaldehydu v kyselin¢ octové, ke kterému té€sné pied postiikem

piidame 0,2 ml koncentrované kyseliny sirové (na 10 ml roztoku anisaldehydu).

Vyhodnoceni:

Po vybarveni vyhodnotime polohy a barvy skvrn standardii a vzorku a uréime
pritomné cukry. Z porovnani intenzity zabarveni skvrn vzorku a standardii odhadneme obsah
jednotlivych cukri ve vzorku ovocné §tavy. Stanovime rovnéz Re pro jednotlivé standardy a

vzorky.
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Stanoveni alkaloidit (chininu) v lécivém pripravku

Chromatografické chovani alkaloidi se v prvni fad¢ odviji od toho, ze v kyselém
prostiedi jakozto dusikaté baze tvofi soli, kdezto v alkalickém prostiedi jsou pifitomny jako
volné baze. Tyto baze jsou dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech, soli naopak ve
vodé ¢i alkoholech, ¢imz je dana zékladni volba rozpoustédel pro vyvijeni chromatogramu.
Ptfi chromatografii na papife se obvykle voli soustavy kyselé, protoze v ptipadé
chromatografie volnych bazi je tieba papir impregnovat formamidem. Pti detekci alkaloidii
Ize vyuZit jejich fluorescenci v UV, kdy navic z intenzity fluorescence lze srovnanim se
standardem opét odhadovat i kvantitu zjiSténého alkaloidu ve studovaném vzorku.
Z chemické detekce je pouzitelné Dragendorffovo ¢inidlo (roztok hydroxid-dusi¢nanu

bizmutitého a KI v kyselin€ octové), se kterym reaguje vétSina alkaloidu.

Ukol: Stanovte chinin ve vzorku lé¢iva
Chemikalie : kyselina octova
butanol

0,1 M kyselina chlorovodikova
1% stand. roztok  chininu

vzorek 1é¢iva s obsahem chininu

Pomiicky : chromatograficka vyvijeci komora
stojanek
chromatograficky papir (napt. Whatman)
mikropipeta
odmérné valce 100 a 25 ml
3 ks kadinka 150 ml
Petriho miska o priméru min. 12 cm
pinzeta
treci miska
Erlenmayerova barika 100 ml
nalevka ve stojanu

filtracni papir.

- 46 -



Postup:

Piipravime si mobilni fazi o sloZeni butanol-kyselina octova-voda (75:10:15 ml).
Mobilni fazi nalijeme do wvyvijeci komory a komoru uzavieme. Vzorek 1éCiva po
homogenizaci na tfeci misce extrahujeme kyselinou chlorovodikovou o koncentraci
0,1 mol.dm™ v Erlenmayerové baiice (na 10 g vzorku 75 ml kyseliny). Po filtraci extrakt
pouzijeme piimo k vlastnimu chromatografickému stanoveni. Na chromatografickém papiru
si vyzna¢ime tuzkou startovni linii a starty pro vzorek a standard (minimaln€ 1 cm od okraje a
0,5 cm od sebe). Na start nanaSime standard a studovany vzorek mikropipetou v mnozstvi 5
ul. Po oschnuti skvrn povésime papir do komory na vésacek tak, aby spodni ¢ast zasahovala
do mobilni faze a start byl pfitom nad hladinou a uzavieme. Nechdme chromatogram vyvijet,
dokud hladina vzlinajici mobilni faze nedoséhne drahy 7 - 10 cm. Poté papir vyjmeme a
nechdme nejprve oschnout volné na Petriho misce a kratce dosuSime v su$arné pifi mirné

zvySené teploté (do 60 °C). Detekujeme pod UV lampou.

Vyhodnoceni:
Z porovnani intenzity zabarveni skvrn vzorku a standardu pod UV lampou odhadneme

obsah chininu ve vzorku. Stanovime rovnéz Rg pro standard a vzorek.

Stanoveni vitaminit skupiny B v droZdi

Vitaminy skupiny B jsou rozpustné ve vod¢, od ¢ehoz se odviji i pouzivané vyvijeci
soustavy pro jejich chromatografické stanoveni na tenké vrstvé - jejich dilezitou soucasti je
voda. PovétSinou jsou pouzivany kyselé vyvijeci soustavy s kyselinou octovou, nebot’ v nich
jsou tyto latky stabilné€jsi viici oxidaci vzduSnym kyslikem. Dalsi nevyhodou latek ze skupiny
vitamind je jejich citlivost ke svétlu, coz je pravé vyznamné u vitaminu skupiny B. Proto je
tteba vzorky i chromatogramy chranit pfed pfimym slune¢nim zafenim. Detekce vitamini
skupiny B je vcelku jednoduchd, protoze nékteré z nich jsou barevné a vSechny fluoreskuji ¢i

naopak zhasi fluorescenci pod UV zafenim.

Ukol: Stanovte vitaminy skupiny B piitomné ve vzorku kvasnic
Chemikalie : kyselina octova

aceton

methanol

toluen
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standardy vitamina skupiny B

vzorek drozdi.

Pomiicky : chromatograficka vyvijeci komora
chromatograficka tenka vrstva typu Silikagel G
mikropipeta
odmérné valce 50, 25 a 5 ml
kadinka 150 ml (3 ks)
Erlenmayerova barika 100 ml
Petriho miska o priméru min. 12 cm
pinzeta
fixyrka
treci miska
nalevka

filtracni papir.

Postup:

Pfipravime si mobilni fazi o slozeni CH3COOH-aceton-methanol-toluen (v poméru
2,5:2,5:10:35 ml). Mobilni fazi nalijeme do vyvijeci komory ve vrstvé okolo 1 cm a komoru
uzavieme. Odvazeny 1 g vzorku drozdi po homogenizaci na tfeci misce s 2 ml kyseliny
octové pievedeme do Erlenmayerovy banky dal$im podilem kyseliny octové do celkoveho
objemu 5 ml a dikladn¢ obsah bailkky promichame. Po filtraci extrakt pouzijeme piimo
k vlastnimu chromatografickému stanoveni. Na desti¢ce typu Silikagel G si vyzna¢ime tuzkou
startovni linii a starty pro vzorek a standardy (1 cm od okraje a 0,5 cm od sebe). Na start
naneseme standardy a studovany vzorek mikropipetou v mnozstvi 5 pl. Po oschnuti skvrn
vlozime desti¢ku do komory (start musi byt nad hladinou mobilni faze) a uzavieme. Nechame
chromatogram vyvijet, dokud hladina vzlinajici mobilni faze nedosahne cca 1 cm pod okraj
desticky. Poté desticku vyjmeme, ozna¢ime Celo rozpoustédla a nechame oschnout volné na
Petriho misce. Detekci provedeme piimo na zakladé zabarveni barevnych vitamini skupiny B

pod UV lampou.
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Vyhodnoceni:

Vyhodnotime polohy a barvy skvrn standardi a vzorku a uréime ptitomné vitaminy.
Z porovnani intenzity zabarveni skvrn vzorku a standard odhadneme obsah jednotlivych
vitaminu ve vzorku a vypocteme jejich ptiblizny obsah v mg/g vzorku. Uré¢ime rovnéz Rg pro

jednotlivé standardy a vzorky.

Stanoveni piirodnich kyselin a vitaminu C v ovocnych $t'avdch

Pro chromatografické stanoveni pfirodnich polykarboxylovych a hydroxykyselin 1ze
pfi chromatografii na papife pouzit kyselé i bazické vyvijeci soustavy. Dokonce je velmi
vhodné oba typy soustav zkombinovat v dvourozmémé chromatografii. V prvé fazi se
chromatogram vyviji v alkalické soustave, po vysuSeni papiru se pokracuje v kolmém sméru
Vv kyselé vyvijeci soustavé. Mnozstvi nanaSenych kyselin by se mélo pohybovat v rozmezi od
20 do 100 pg. Pii detekcei téchto kyselin 1ze s vyhodou vyuzit acidobazické indikatory resp.
lze vyuzit i jejich redukénich ucinka na stfibrné soli (dusi¢nan stifibrny v amoniakalnim
roztoku). Protoze velmi obdobné se chova kyselina askorbova, vitamin C, Ize soucasné

stanovit i jeji obsah ve vzorku.

Ukol: Stanovte kyseliny ptitomné ve vzorku ovocné §t'avy
Chemikalie : kyselina octova
butanol

vzorek ovocné Stavy
standard kys. citronoveé (k. 2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova)
standard kys. jantarové (k. butandiova)
standard kys. stavelové (k. ethandiova)
standard kys. vinneé (k. 2,3-dihydroxybutandiova)
standard Kkys. askorbové
roztok indikatoru methylCerven
0,1 mol/dm™ dusi¢nan st¥ibrny

5 mol/dm™ amoniak
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Pomiicky : chromatograficka vyvijeci komora
stojanek
chromatograficky papir (napt. Whatman)
mikropipeta
odmeérné valce 50 a 25 ml
kadinka 150 ml (3 ks)
Petriho miska o priméru min. 12 cm
pinzeta
nalevka ve stojanu

filtracni papir.

Postup:

Piipravime si kyselou mobilni fazi o slozeni butanol-kyselina octova-voda
(50:10:25 ml). Mobilni fazi nalijeme do vyvijeci komory a komoru uzavieme. Pokud vzorek
ovocné Stavy obsahuje pevné Castice, je nutné jej prefiltrovat. Po filtraci pouzijeme vzorek
bez dalsich uprav piimo k vlastnimu chromatografickému stanoveni. Na prouzku papiru si
vyzna¢ime tuzkou startovni linii a starty pro vzorek a standardy (minimaln¢ 1 cm od okraje a
1 cm od sebe). Na start nanaSime standardy a studovany vzorek mikropipetou v mnozstvi 5 pl.
Po oschnuti skvrn povésime papir do komory na vésacek tak, aby spodni ¢ast zasahovala
do mobilni faze a start byl pfitom nad hladinou a komoru uzavieme. Nechame chromatogram
vyvijet, dokud hladina vzlinajici mobilni faze nedosadhne drahy alespon 7 - 10 cm. Poté papir
vyjmeme a nechdme nejprve oschnout volné na Petriho misce a kratce dosuSime v susarné pfi
mirné zvysené teploté (do 60 °C). Detekujeme nejprve pod UV lampou. Z porovnani intenzity
zabarveni skvrn vzorku a standardu odhadneme obsah jednotlivych kyselin ve vzorku.
Stanovime rovnéz Rg pro standard a vzorek. DalSi detekci provedeme roztokem indikatoru
methylCerven, opét porovname intenzity zabarveni a uré¢ime Rg. Posledni detekci provedeme
amoniakalnim roztokem dusi¢nanu stiibrného (smisime 2 ml 0,1 M-AgNO3 a 5 ml 5 M-NH3).
Opét porovname intenzity zabarveni vzniklych skvrn a jejich Rg. V zavéru uvedeme Rg vSech
standardii a jim odpovidajici stanovené kyseliny ve vzorku, véetné¢ odhadu jejich zastoupeni

ve vzorku v jednotkéach g/ml.
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Vyhodnoceni:

Vyhodnotime polohy a barvy skvrn standardi a vzorku a ur¢ime piitomné kyseliny.
Z porovnani intenzity zabarveni skvrn vzorku a standard odhadneme obsah jednotlivych
kyselin ve vzorku ovocné §t'avy a vypocteme jejich ptiblizny obsah v mg/g vzorku. Urcime

rovnéz R pro jednotlivé standardy a vzorky.
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Infracervena spektroskopie

Infraervenymi spektry se sleduji vibra¢ni a rotaéni pfechody v molekulach. Pokud je
zména téchto vibra¢nich €1 rotacnich stavii spojena se zménou dipolovych momentti, dochazi
k absorbci zafeni charakteristické pro danou vazbu Vv molekule. Nejvétsi vyznam pii
identifikaci organickych slouGenin ma oblast spektra v rozmezi vlno&ti 400 - 4000 cm™,
V této oblasti se organické slouceniny projevuji nejvétsim poctem absorpcnich past. Navic
oblast mezi 650 — 1500 cm™ je typickéa pro kazdou organickou latku. Neexistuji tady dvé
rizné organické slouceniny se stejnym spektralnim projevem v této oblasti.

Znac¢nou vyhodou infracervené spektroskopie je moznost méfeni vzorkli ve vSech
skupenskych stavech.

Pii méfeni v pevné fazi se obvykle vyuZiva technika KBr tablet: Malé mnozZstvi
vzorku (1 — 10 mg) se v kulovém mlyné rozdrti a homogenizuje s 300 — 400 mg bromidu
draselného. Pii tlaku pfiblizné 200 kPa se vylisuje tableta, pfi¢emz se vytvoii tzv. sklovita
modifikace KBr, u niz pfi prichodu infra¢erveného zafeni dochazi k jen malym ztratdm
intenzity zatfeni zpusobené odrazem.

Pii vyrob¢ kvalitni tablety je nutné dodrzet nasledujici pravidla:

— vzorek s KBr homogenizujeme v mlyn¢ zpravidla 3 minuty

— aparat na tvorbu tablety plnime vzorkem maximalné do 1/2, jinak je tableta silna

— vzorek v aparatku rozmist'ujeme rovnomeérné, jinak pfi lisovani tableta praska

— pfi lisovani neuzivame vyssi tlak, nez je uvedeno, protoZe jinak také dochézi k praskani
tablety

Stale Castéji se také setkavame s technikou KBr difusni reflektance, pfi niz je vzorek
rozdrceny s KBr umistén v malé kovové misce a registrovano je odrazené zateni. Difusni
reflektance vyzaduje menSi mnozstvi vzorku, je casové méné narocna a zarucuje vyssi
reprodukovatelnost spekter. Krom¢ KBr technik 1ze také infracervena spektra pevnych latek
m¢étit v suspenzi parafinového oleje (Nujol, Fluorolube).

M¢time-li v kapalné fazi, pouzivame kyvet zhotovenych z halogenida alkalickych
kovu (nejéastéji KBr, NaCl), které je nutné mimo pouzivani uchovavat v dokonale suchém
prostiedi! Rovnéz rozpoustédlo pouzivané k méfeni nesmi obsahovat vodu. Rozpoustédlo pro
méfeni volime takové, aby v méfené oblasti sledované latky absorbovalo co nejméné.

Koncentrace métenych roztokl vétSinou neptesahuje 10% (m).
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Infracervend spektroskopie davd moznost odhadnout piitomnost jednotlivych
funkénich skupin v molekule organickeé latky.

Pfi interpretaci je vhodné drzet se jistych zakladnich pravidel:

a) Postupovat od nejvyssich vinoéta smérem k nizsim

b) U jednotlivych pasi zhodnotit jejich polohu, intenzitu, tvar a symetrii

C) neni (ani teoreticky) mozné piifadit vSechny absorpéni pasy jednotlivym

¢astem molekuly

Oblast vlnocta, v niz organické latky absorbuji infraervené zafeni mizeme zhruba
rozd¢lit na dve ¢asti:

1. oblast vibraci valenénich (4000 — 1500 cm™)

2. oblast vibraci deformacnich (1500 — 500 Cm'l)

Toto rozdéleni nelze ovSem povazovat za striktni a ob¢ oblasti se vzajemné prekryvaji.

V oblasti valencnich vibraci nalezneme absorpcni pasy funkcénich skupin. Vinocty
absorbujicich funkénich skupin jsou pomérné specifické a na zbytku molekuly zéavisi jen
malo. Tuto Cast spektra muzeme dale rozd¢lit na dalsi tii Casti:

a) v rozsahu 4000 — 2500 cm™ nalezneme valenéni vibrace vazeb vodiku. Pro
organické latky pripadaji pfedné v uvahu vazby O-H, N-H a C-H. VoIni vazba O-H
absorbuje pfi nejvyssich vinotech okolo 3600 cm™. Projevuje se hlavn& v kapalnych
vzorcich. U pevnych vzorkt je projev OH skupin piehlusen absorbci vody obsazené v KBr.
V piipadé, ze jde o hydroxyl vazany vodikovou vazbou, posunuje se vinocet do nizSich
oblasti, pas se stdva intenzivné&j$im a SirSim. Intramolekularné a intermolekuldrné vodikovou
vazbou vézany hydroxyl rozliSime méfenim kapalnych vzorkl pfi rtiznych koncentracich.
Relativni intenzita a vlnocCet intramolekularné vazaného hydroxylu se posouva vinocet se
sniZujici se koncentraci k vy$S§im hodnotam a péas se zuzuje.

Signaly N-H vazeb a O-H vazeb se mohou vzajemné piekryvat, avSak pasy N-H vazeb
nebyvaji tak intenzivni a jsou ostiejsi, jelikoz N-H vazby netvoii tak silné vodikove vazby.

Signaly C-H vazeb nalezneme v oblasti 3300 — 2700 cm™. Jednotlivé typy C-H vazeb
Ize od sebe v IC spektru dobie odligit. C-H vazby alkinil absorbuji okolo 3300 cm™ ostie a

! méng intenzivné. Valenéni

intenzivné. C-H vazby alkenti absorbuji blizko nad 3300 cm’
vibrace vazeb C-H v nasycenych systémech se projevuje pod 3000 cm™ n&kolika zfetelnymi
pasy. Aromatické C-H vazby poskytuji v IC spektru malo intenzivni, asto prekryté signaly

v rozmezi 3100 — 3000 cm™.
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b) rozsah vlno&ti 2500 — 1900 cm™ je oblasti absorpce trojnych vazeb, oblast je
charakteristickd pro nitrily a alkiny. Nepfitomnost nitrilového pasu nemusi znamenat
nepfitomnost nitrilové skupiny ve zkoumané sloucening.

c) voblasti 1900 — 1500 cm™ absorbuji dvojné vazby. Nejintenzivn&jsi pasy zde
poskytuji karbonylové skupiny, které nalezneme v rozsahu 1800 — 1600 cm™. U derivatt
karboxylovych kyselin plati, Ze vlnocet karbonylu se zvySuje v fadé¢ amidy primarni, amidy

sekundarni, karboxylové kyseliny, estery, chloridy, anhydridy.
Nasledujici tabulka podavé piehled vybranych valen¢nich vibraci.

Tabulka 2: Piehled vybranych valenénich vibraci

Absorbujici vazba PribliZzny vinocet Intenzita piku a vzhled

(cm™)

O-H volna 3600 Stéedni
O-H (alkoholy,fenoly), vézana intermolek. 3500 - 3100 Silna, Siroky péas
vodikovym mustkem
O-H (alkoholy,fenoly), vézana intramolek. 3400 - 2500 Silna
vodikovym mustkem
N-H (aminy primarni) 3500 - 3000 Stiedni, zdvojeny pas
N-H (aminy sekundarni) 3500 - 3000 Stiedni
N-H (amidy primarni) 3500 - 3300 Sttedni, zdvojeny pés
N-H (aminy sekundarni, laktamy) 3450 - 3300 Stiedni
C-H (alkany) 2980 - 2850 Slab4, zdvojeny pas
C-H (alkiny) 3300 Silna
C-H (alkeny) 3100 - 3000 Slaba
C-H (aromatické) 3050 - 2950 Velmi slaba
C-H (aldehydickeé) 2900 - 2700 Slaby, zdvojeny pas
C=C 2250 - 2100 Slaba az stiedni
C=N 2270 - 2200 Siln, velmi ostry
C=0 (anhydridy) 1850 — 1800 a Silna

1790 - 1740
C=0 (chloridy kyselin) 1820 -1790 Silna
C=0 (estery) 1750 - 1730 Silna
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C=0 (amidy primarni) 1690 — 1600 Silna

C=0 (amidy sekundarni) 1700 -1670a Silné
1550 - 1500
C=0 (aldehydy, ketony) 1740 - 1695 Silna
C=0 (ketony cyklické Sesti¢lenné) 1730 -1700 Silng
C=0 (ketony cyklické péticlenné) 1750 - 1740 Silnd
C=C (alkeny) 1680 — 1640 Slaba
C=C (dieny) 1650 — 1600 Silna, zdvojeny pas
C=C (aromaty) 1600 - 1500 Stfedni, zdvojeny az
ztrojeny pas
C=N 1700 - 1620 Stfedni az silna
NO, 1550 a 1350 Silna
C-O (alkoholy, ethery, estery) 1300 - 1100 Silna
C-F 1400 - 1000 Stfedni
C-Cl 800 - 600 Stiedni
C-Br 600 — 500 Stiedni
C-1 500 - 400 Stiedni

V druhé zminéné oblasti 1500 — 500 cm™ nachazime tedy projevy deformadcnich
vibraci. Tuto oblast 1ze pro danou slouceninu jen stézi piesné interpretovat, nebot’ zde dochazi
ke sprahovani vibraci. Mala zména ve struktufe matecné slouceniny se siln¢ odrazi v souboru
frekvenci této oblasti. Casto se také tato ¢ast spektra nazyva ,,oblast otisku palce®, nebot
soubor frekvenci zde nalezeny je pro kazdou sloucCeninu naprosto charakteristicky a lze jej
vyuzit pro identifikaci neznamé latky na zakladé srovnani s katalogizovanymi spektry. Mimo
deformacnich vibraci zde nalezneme také projevy nckterych valen¢nich vibraci. Mezi
C-1. Do casti spektra 1250 — 1400 cm* spada také valen¢ni vibrace vazby C-O alkoholl a
fenold.

Nésledujici tabulka podava pi‘ehled vyznamnych charakteristickych deformaénich

vibraci.
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Tabulka 3: Piehled vyznamnych deformacnich vibraci

Absorbujici vazba Priblizny vinocet Typ vibrace Intenzita signalu
(cm™) (rovinna §,

mimorovinnay)

N-H (prim. aminy) 1650 — 1590 ) Stiedni az silna
N-H (sek. aminy) 1580 — 1480 ) Slaba

C-H (alkany) 1470 — 1460 ) Stiedni

CHs 1370 - 1360 3 Siln&

CH: (konc. alkeny) 1360 ) Slaba

C-H (alkany) 790 - 700 ¥ Silna

C=C (alkeny) 890 - 990 ¥ Silna

C-H arom. 850 - 730 ¥ Silna

Ukol: Zmétit IC spektra vybranych sloudenin a poté i neznamého vzorku. Ur¢it, o jakou

slouceninu se jedna.
Chemikalie: bromid draselny
vzorky vybranych slou¢enin
Pomiicky: tfeci miska s tlouckem
Spachtlicka
tabletovac ( lis na tablety)

infraCerveny spektrofotometr s PC

Nejprve si rozetreme vysuseny bromid draselny (slepy vzorek) ve tfeci misce, potom
jej ¢ast (necela 1 Spachtlicka) nasypeme do tabletovace, pfikryjeme vrchni Casti tabletovace,
umistime do lisu a vylisujeme tabletu, kterou se stfedni ¢asti tabletovace umistime do drzaku
a ten do spektrofotometru. (Pozn. Dobfe vylisovana tableta KBr je prithlednd.) Zméfime
spektrum a uloZime jej.

Odvazime si potiebné mnozstvi vybrané vysusené slouceniny a vysuseného bromidu
draseln¢ho. VsSe dukladné rozetfeme ve tfeci misce. Potom nabereme asi necelou jednu
Spachtlicku této smési a nasypeme do tabletovace (musi byt zakryté dno). Pfiddme vrchni ¢ast
tabletovace, umistime do lisu a vylisujeme tabletu. Stfedni Cast tabletovace s tabletou
umistime do drzdku a ten déale do spektrofotometru. Zmétime spektrum, které si

nezapomeneme uloZit.

-56 -



Nakonec nasypeme vysuseny vzorek (smes neznamé latky s KBr, takze uz jej
nemusime Kk nezndmému vzorku pfidavat) do tabletovace, vylisujeme tabletu a zméfime

spektrum.

Tabulka 4: Miseni métené slouceniny s KBr pro pfipravu tablety

sloucenina m m (KBr)
2,4-dinitroanilin 0,03¢g 159
2-aminofenol 0,03g 3,09
imid kys. ftalové 0,03¢g 15¢g
kys. 3,5-dinitrobenzoova 0,03¢g 3090
kys. 3,5-dinitrosalicylova 0,03¢g 3090
kys. 4-dimethylaminobenzoova 0,03 ¢ 3,09
kys. antranilova 0,03¢g 15¢g
kys. benzoova 0,03¢g 3090
kys. ftalova 0,02 g 3090
kys. stavelova 0,03g 15¢9
m-dinitrobenzen 0,03g 15¢9
p-nitrobenzaldehyd 0,03¢g 15¢g
p-nitrofenol 0,04 ¢ 3090
pyrogallol 0,03¢g 159
Kys. p-nitrobenzoova 0,03 ¢ 159
Vyhodnoceni:

Na zéklad¢ zmétenych spekter ptitadime jednotlivé vinocCty signali danym vibracim a

u neznamého vzorku ur¢ime, o jakou latku se jedna.
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Spektrofotometrické stanoveni v analyze vod

Ultrafialova a viditelna spektrofotometrie
Princip metody

Spektrofotometrie je zaloZena na interakci elektromagnetického zafeni a molekulou
stanovované latky, kterou dané elektromagnetické zafeni proslo. Pokud meéfend latka je
schopna absorbovat elektromagnetické zafeni, bude se prosly tok zateni liSit od vstupniho.
Ukolem spektrofotometrie je pak studovat, pii jakych vlnovych délkach a k jak intenzivnimu
pohlceni zatfeni doslo.

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zafeni pouze urcitych vinovych
délek. Je to dano tim, ze mohou existovat jen v urcitych kvantovych stavech, které se 1isi
obsahem energie. Jestlize ma molekula pfejit ze stavu s nizsi energii do stavu s energii vyssi
musi absorbovat zafeni o frekvenci v, kterd pravé odpovidd rozdilu energii mezi

energetickymi hladinami E; a E; obou kvantovych stavii podle Planckovy podminky:
Cc
AE:EZ—Elzh-u:h-I 3]

kde
c je rychlost svétla, A vInové délka, h Planckova konstanta (6,626.10°* J.s).

Podstatou UV a Vis spektrometrie je absorpce UV a Vis zafeni (200 az 800 nm)
ziedénymi roztoky molekul. Pii absorpci dochazi k excitaci valencnich elektronti. Proto tato
spektra nazyvame elektronova a spektrometrii elektronovou spektrometrii. Nejnaro¢néjsi jsou
pfechody mezi elektronovymi energetickymi hladinami. K témto pfechodim dochazi pti
absorpci ultrafialového (190 az 400 nm) a viditelného zéateni (400 az 800 nm). Absorpce
zafeni se méfi na pristrojich, které se nazyvaji absorp¢ni spektrofotometry.

Podil zafivych toku ®(proSly tok zafeni) a ®g(vstupujici tok zafeni) se nazyva

propustnost neboli transmitance T

T=— [4]

Na spektrofotometru muzete odecist i absorbanci A, tedy zaporné vzaty logaritmus

propustnosti:

A=—logT = Iog(%j 5]
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Zavislost propustnosti ¢i absorbance na vinové délce se nazyva absorpcni spektrum.

Kvantitativni analyza je zaloZena na Lambert-Beerové zdkoné, podle kterého je
hodnota absorbance A pii vinové délce 1 piimo uUmérna latkové koncentraci C.
Lambert-Beeriv zakon plati pro monochromatické zafeni a pro nizké koncentrace, fadove
men$i nez 10% mol/l. Nejjednodusdim ovéfenim platnosti tohoto zdkona je proméfeni
zévislosti absorbance na rizné koncentraci nékolika kalibra¢nich roztokii pii stejné vinové
délce a ve stejné kyveté. Vysledna zavislost musi byt pfimkova a nazyvame ji kalibracni
krivkou.

Spektrofotometrické stanoveni fosforecnanit ve vodach

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah fosforecnanii ve vodé
Chemikalie: 0,07165 g dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO,
13,3 ml  kyselina sirova H,SO,
1g molybdenan amonny (NH4)sM00O24.4H,0
0,06875 g vinan antimonylo-draselny K(SbO)C4H4O¢ - 0,5 H,O
0,088 g kyselina askorbova (CgHgOg)
vzorek vody (donese student)
Pomiicky: odmérna banka 100 ml, 50 ml, 25 ml (8 ks)
kadinka 250 ml, 100 ml (2 ks)
vazenka
1zicka
spektrofotometr a kyvety
stopky

Postup:

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PQ,), zasobni roztok standardu (c = 0,005268 mol/l):
Pro piipravu zasobniho roztoku se navazi 71,65 mg vysuSeného dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (suseni 2 hodiny pii 105°C). Toto mnozstvi bylo rozpusténo v destilované vodé
vV odmérné banice 100 ml a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Pozn. Pted vlastnim
meéfenim se zasobni roztok 50x natedi.

Kyselina sirova (H,SO,), (c = 2,5 mol/l):

Za stalého chlazeni a michani se piida 13,3 ml 96% kyseliny sirové do 100 ml odmérné banky

se 75 ml destilovane vody a doplni se po rysku destilovanou vodou.
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Molybdenan amonny ((NH4)sM0O24-4H,0):
Ve 25 ml odmérné barice se rozpusti 1 g molybdenanu amonného v destilované vodé.
Vinan antimonylo-draselny (K(SbO)C4H4O¢- 0,5 H20) - piisobi jako katalyzator:
Ve 25 ml odmérné barice se rozpusti 0,06875 g vinanu antimonylo-draselného v destilované
vodé.
Kyselina askorbova (CsHgOs):
V 50 ml odmérné bance se rozpusti 0,88 g kyseliny askorbové a doplni se do 50 ml
destilovanou vodou.
Smésny roztok:
Do kadinky s 50 ml kyseliny sirove (2,5 mol/l) bylo za stalého michani piidano 15 ml
piipraveného roztoku molybdenanu amonného, 5 ml roztoku vinanu antimonylo-draselného a
30 ml roztoku kyseliny askorbové. Pro uchovani roztoku je nutné ho skladovat v chladu a
tmave lahvi. Pak je roztok staly asi 2 mésice.
Spektrofotometrické stanoveni:

Pro spektrofotometrické stanoveni je potieba Sest odmérnych ban€k o objemu 25 ml.
Do banék se napipetuje dané mnozstvi (postupné 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5ml) 50x zfedéného
standardniho zasobniho roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného. Do kazdé banky se dale
piida 3,25 ml smésného roztoku. Odmérné bariky se doplni destilovanou vodou po rysku a
roztok se promicha. Po 30 minutach se zmé&fi hodnoty absorbance proti slepému vzorku v 1
cm kyvetach pii vinové délce 880 nm. Stejny postup se provede s analyzovanym vzorkem
(odmérnd banka se naplni z % analyzovanou vodou, pfida se 3,25 ml smésného roztoku,
banka se doplni analyzovanou vodou po rysku a roztok se promicha). Z kalibra¢ni piimky se

pak nésledné urc¢i koncentrace neznamého vzorku.

Tabulka 5: P¥iprava kalibra¢nich roztokii (PO4)*.

V KH,PO4 (ml) ¢ (PO,)* (mg/l) Absorbance (A=880 nm)

1,25 0,5
2,5 1
5 2
7,5 3
10 4
12,5 5
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Vyhodnoceni:
Na zakladé kalibraéni ptimky zjistéte obsah fosfore¢nant ve vzorku vody. Dle obsahu

fosfore¢nanii urcete, do jaké tridy jakosti vod patii.
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Spektrofotometrické stanoveni amonnych iontii ve voddch

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah amonnych iontti ve vodé
Chemikalie: 0,3714 g chlorid amonny NH,CI
10g salicylan sodny C;HsO3Na
20 g dihydrét citronan sodny CsHsNaz0;.2H,0
2,59 hydroxid sodny NaOH
0,1g nitroprusid sodny [Fe(CN)sNO]Na,.2H,0
0,29 dichlorisokyanuratan C3CI;N3O3Na.2H,0
vzorek vody (donese student)
Pomiicky: odmérna banka 100 ml, 50 ml, 25 ml (10 ks)
kadinka 100 ml
pipety
treci miska s tlouckem
vazenka
1zicka
spektrofotometr a kyvety
Postup:
Chlorid amonny (NH,4CI), zasobni roztok standardu:

V odmérné banice o objemu 100 ml se rozpusti v destilované vodé¢ 371,4 mg
vysusenému chloridu amonného (2 hodiny pti 105 °C). Zasobni roztok se uchovava v tmavé
lahvi a v chladu. Roztok je staly alespoii mésic. Pozn. Pro méfeni se zasobni roztok
50x naiedi.

Cinidlo I:

V kadince s 50 ml destilované vody se rozpusti 10 g salicylanu, 10 g citronanu a
2,5 g NaOH.

Cinidlo II:

V tfeci misce Se rozetie 0,1 g nitroprusidu, 0,2 g dichlorisokyanuratanu a
10 g citronanu.

Spektrofotometrické stanoveni:

Do Sesti odmérnych banék o objemu 25 ml se napipetuje dané mnozstvi
50x zfedéného zasobniho roztoku standardu o znamé koncentraci (postupné 0,25; 0,5; 0,75; 1;
1,25; 1,5 ml). Do kazd¢ banky se ptfida 10 kapek ¢inidla I a 1zicka ¢inidla II. Banky se

promichaji a doplni se destilovanou vodou po rysku. Po 10 minutach se zméti hodnoty
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absorbance proti slepému vzorku v 1 cm kyvetach pii vinové délce 660 nm. Stejny postup se

provede s analyzovanym vzorkem. Z kalibra¢ni ptimky se pak nasledné ur¢i koncentrace
neznameho vzorku.

Tabulka 6: Piprava kalibra¢nich roztokdi (NHs)".
V NH,CI (ml) c(NH4)" (mg/l)  Absorbance (A=660 nm)

0,25 0,25
0,5 0,5
0,75 0,75
1 1
1,25 1,25
15 1,5
Vyhodnoceni:

Na zaklad¢ kalibra¢ni piimky zjistéte obsah amonnych iontd ve vzorku vody. Dle

obsahu amonnych ionti uréete, do jaké tiidy jakosti vod patii.
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Spektrofotometrické stanoveni dusitanii ve voddch

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah dusitanii ve vodé
Chemikalie: 0,375g dusitan sodny NaNO,

10 ml  kyselina fosfore¢na H3PO,

4 g amid kyseliny sulfanilovée NH,C¢H,SO,NH
0,29 NED dihydrochlorid (N-(1-naftyl)-1,2-ethylendiamin
dihydrochlorid) (C10H7NH.CH,.CH, .NH,.2HCI)
vzorek vody (donese student)

Pomiicky: odmeérna banka 100 ml a 25 ml (8x)

pipety

vazenka

1zicka

spektrofotometr a kyvety

Postup:

Dusitan sodny (NaNO;), zasobni roztok standardu (¢ = 0,013588 mol/l):

Ve 100 ml odmérné bance se rozpusti 375 mg dusitanu sodného. Banka se doplni
destilovanou vodou po rysku. Roztok se uchovava v chladu a v uzaviené tmavé sklenéné
l&hvi. Pozn. Pro méfeni se zasobni roztok 100x ziedi.

Vybarvovaci cinidlo:

Do 100 ml odmérné banky s destilovanou vodou se napipetuje 10 ml kyseliny

fosforecné. Potom se pfidd 4 g amidu kyseliny sulfanilové, 0,2 g NED dihydrochloridu a

doplni se destilovanou vodou po rysku.

Spektrofotometrické stanoveni:

Do Sesti odmérnych ban€k objemu 25 ml se napipetuje postupné 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,5 ml standardniho 100x zfedéného zasobniho roztoku dusitanu sodného. Do kazdé odmérné
bailkky se pak pfidda 10 kapek vybarvovaciho cinidla. Pak se banky doplni po rysku
destilovanou vodou. Absorbance se zméfi po 10 minutdch proti slepému vzorku v 1 cm
kyvetach pti vinové délce 540 nm. Stejny postup se provede s analyzovanym vzorkem.

Z kalibra¢ni pfimky se pak nasledné ur¢i koncentrace neznamého vzorku.
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Tabulka 7: Priprava kalibra¢nich roztokt (NO,)".

V NaNO; (ml) c (mg/l) (NOy)"  Absorbance (A= 540 nm)

0,25 0,25
0,5 0,5
0,75 0,75
1 1
1,5 15
Vyhodnoceni:

Na zaklad¢ kalibracni piimky zjistéte obsah dusitani ve vzorku vody. Dle obsahu

dusitani urcete, do jaké t¥idy jakosti vod patfi.
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Spektrofotometrické stanoveni dusi¢nanii ve vodach

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah dusi¢nant ve vodé
Chemikalie: 0,4076 g dusi¢nan draselny KNO3
10 ml  kyselina fosfore¢na H3PO,
1g amid kyseliny sulfanilové NH,CgHsSO,NH,
0,05g NED dihydrochlorid (N-(1-naftyl)-1,2-ethylendiamin
dihydrochlorid) (C10H7NH.CH,.CH, .NH,.2HCI)
praskovy zinek Zn
siran sodny Na,SO,4
vzorek vody (donese student)
Pomiicky: odmérna banka 100 ml, 25 ml
kadinka
pipety
tfeci miska s tlouckem

spektrofotometr a kyvety

Postup:

Dusicnan draselny (KNO3), zasobni roztok standardu:

Ve 100 ml odmérné bance se rozpusti v destilované vod¢ 0,4076 g dusi¢nanu
draselného a doplni destilovanou vodou po rysku. Pozn. Pro méfeni musi byt zasobni roztok
10x nafedén.

Vybarvovaci cinidlo:

Do odmérné banky o objemu 25 ml s destilovanou vodou se napipetuje 10 ml kyseliny
fosforecné. Déle se pfida 1 g amidu kyseliny sulfanilové a 0,05 g NED dihydrochloridu.
Barika se doplni destilovanou vodou po rysku.

Redukcni cinidlo:

K redukci dusi¢nant na dusitany se pouzije praskovy zinek. Zinek je potfeba natedit
s inertni latkou, nebot’ pfi redukci zinkem vznikd velké mnoZzstvi vodiku. Dochazelo by tak
k chybadm v méfeni. Zinek se natedi siranem sodnym v poméru 1:20 a smés dokonale rozetie

V tfecl misce.
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Spektrofotometrické stanoveni:

Do Sesti odmérnych banék objemu 25 ml se napipetuje 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; ml z&sobniho
10x zfedéného roztoku dusi¢nanu draselného. Do kazdé banky se poté napipetuje
0,5 ml kyseliny fosfore¢né. Potom se piida 10 kapek vybarvovaciho ¢inidla a malé mnozstvi
(malou 1zicku) praskového zinku nafedéného siranem sodnym. Odmérné banky se doplni
destilovanou vodou po rysku a 10 minut se reak¢éni smés necha reagovat. Absorbance se méti
v 1 cm kyvetach proti slepému vzorku pii vinové délce 540 nm. Stejny postup se provede
s analyzovanym vzorkem. Z kalibra¢ni pfimky se pak nasledn¢ ur¢i koncentrace neznamého

vzorku.

Tabulka 8: Priprava kalibra¢nich roztokt (NO3)".

V KNO3; (ml) ¢ (NOs3) (mg/l) Absorbance (A=540 nm)

0,5 4

1 8

2 16

3 24

4 32

5 40
Vyhodnoceni:

Na zaklad¢ kalibracni ptimky zjistéte obsah dusi¢nanti ve vzorku vody. Dle obsahu

dusi¢nant urcete, do jaké tfidy jakosti vod patii.
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Zdchyt a stanoveni oxidi dusiku v ovzdusi

Slouceniny dusiku v ovzdusi se vyskytuji jako oxidy, kyselina dusi¢na a amoniak.
Oxidy dusiku NOy jsou v atmosféte ptevazné ve formé oxidu dusného, dusnatého, dusitého a
dusicitého. Oxid dusny neni povazovan za Skodlivinu. Pokud hovoiime o oxidech dusiku jako
o Skodlivinach, jsou tim minény NO a NO..

Pusobeni bakterii v anaerobnich podminkach je hlavnim zdrojem oxidu
dusnatého - NO. Roéni globalni emise se odhaduji na 4,5-10"° kg-rok™, primérné
koncentrace pozadi se pohybuji pod 10 ppb (V/V). Oxidace NO na NO,, tvorba nitrati a
pravdépodobné i1 dal§i mechanismy limituji stfedni dobu existence jak NO, tak i NO;
V atmosféfe na tii az Ctyfi dny. Produkce oxidl dusiku zavisla na Cinnosti ¢loveka, je pomémné
mald, asi 5-10'° kg-rok™ vyjadiena jako NO,. Toto mnozstvi je viak soustiedéno do husté
obydlenych oblasti. Automobilové motory pfispivaji k témto emisim asi 40 %, elektrarny
21 % a pramyslové teplarny asi 20 %. Primarnim produktem spalovéni je oxid dusnaty,
vznikajici reakci vzdusSného dusiku a kysliku pii teplotich >1000°C. NO dale reaguje
s kyslikem a tvoii reaktivnéjsi NO,. Oxidy dusiku zvysSuji oxidacni potencial atmosféry a
plisobi nepfiznivé na vnitini organy. Prepoklada se, Ze NOy Se v krvi vazi na Cervené krevni
barvivo a zhorSuji pienos kysliku z plic do tkané. Nékteré naznaky ukazuji, Ze oxidy dusiku
maji urcitou roli pii vzniku nddorovych onemocnéni. Ve vyssich koncentracich pisobi NOy
drazdive na dychaci cesty.

Vsechny studie charakterizuji oxid dusicity jako podstatné $kodlivéjsi polutant nez
oxid dusnaty. Pii vySSich koncentracich reaguje oxid dusi¢ity s nenasycenymi mastnymi
kyselinami adici na dvojnou vazbu a produkuje kyseliny obsahujici —-NO, skupinu. Pfi
nizkych koncentracich (fadové ppm NO,) iniciace zalina pievazné abstrakci allylického
vodiku. Pfitom vznika molekula HNO,, kterd muze pisobit na organické aminy za vzniku
nitrosamind.

V ovzdusi muze dochazet jak k oxidaci NO, tak k redukci NO,. Vétsina NOy vSak
nakonec piejde na nejstabilnéjsi formu, kterou je kyselina dusi¢na. Reakci kyseliny HNO;
s prachovymi alkalickymi ¢asticemi, jako jsou CaO a MgO, piipadn¢ s NH3, vznikaji tuhé
Castice, které jednak sedimentuji, jednak jsou z atmosféry vymyvany srazkami. Mnozstvi
dusiku, které se nyni dostava do pidy, uZz neni zanedbatelné v porovnani s mnozstvim
dodavanym v hnojivech. lonty NOjs  pfiznivé ovliviuji rust rostlin, ale pii vysSich
koncentracich dochazi k dhynu ryb a k nezadoucimu rozmnozeni nékterych druhi vodnich

rostlin. Imisni limity obou oxidii v ovzdusi se piepocitavaji na oxid dusicity.
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Ke stanoveni NOy jsou pouZivany zejména metody:
a) chemiluminiscen¢ni
b) fotometricka

c) coulometricka

Fotometricka metoda stanoveni

Fotometricka metoda je zaloZena na absorpci NO; v roztoku s naslednou diazotacni a
kopula¢ni reakci, pti¢emz absorpce miize probihat jak v kyselém, tak i v alkalickém roztoku.
Absorpce v kyselém prostiedi se v sou¢asné dobé jiz nepouziva. K alkalické absorpci NO, se
pouziva roztok 0,1 M NaOH s ptidavkem 0,05% 2-methoxyfenolu (guajakolu) k potlaceni
disproporcionace NO,. Jako absorpéni kapalina se pouziva téz triethanolamin. Dokonalost
absorpce zavisi na rychlosti pritoku vzduchu absorberem. Napf. pro absorber o objemu
100 ml se 40ml absorpniho roztoku, se doporutuje pratok vzduchu 0,35 l.min™
K exponovanému absorpénimu roztoku se piida naftylethylendiamin a potom kyselina
sulfanilova nebo jeji amid v kyseliné fosfore¢né. Cervené zabarveni se méfi fotometricky pfi
540 nm. Pokud mé byt stanoven i oxid dusnaty, je tieba vzduch ptfed absorpci oxidovat

Vv trubi¢ce naplnéné oxidem chromovym na kiemelin¢.

Ukol: Stanovte obsah oxidu dusiku v ovzdusi

Chemikalie:  75mg dusitanu sodného NaNO,
0,1 mol/l  hydroxid sodny NaOH
2-methoxyfenol
0,5g amid kyseliny sulfanilové
0,0259g N-(1-naftyl)-ethylendiamindihydrochlorid
2,5ml  kyselina fosfore¢na HzPO,

Pomiicky: odmérna banka 100 ml (2ks), 50 ml (2ks), 25 ml (6 ks)
pipeta délend 5 ml (1 ks), délena 2 ml (1 ks)
odmérny valec 100 ml
vazenka + Spachtle
pipetovaci balonek

membranové Cerpadlo
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absorber
spektrofotometr a kyvety (1 cm)
vahy (pfesnost 1 mg)

Postup:

Priprava roztokii:
Zakladni roztok NaNO:

75,0 mg se rozpusti ve 100 ml destilované vody; 0,72 molu NaNO; = 1 mol NO;
1 ml tohoto roztoku odpovida 0,5 mg NO..
Standardni roztok NaNO; :

1 ml zdkladniho roztoku NaNO, se ziedi v odmérné batice redestilovanou vodou do
100 ml. 1 ml roztoku odpovida 5 ug NO-.
Vybarvovaci roztok:

do 25 ml odmérné banky se nalije 15 ml destilované vody, napipetuje 2,5 ml konc.
H3PO,, ptida 0,5 g amidu kyseliny sulfanilové, 0,025 g N-(1-naftyl)ethylendiamin

dihydrochloridu a doplni destilovanou vodou po rysku.

Odbeér vzduchu :
Zkoumany vzorek vzduchu se piesava ptes absorbér naplnény 20 ml absorpéniho
roztoku (0,1 M NaOH s ptidavkem 0,05 % 2-methoxyfenolu). Odebira se 20 litri vzduchu pii

pritoku 0,5 l.min™.

Kalibracni krivka:

Do 25ml odmérnych banék se odméti 0,25; 0,50; 1,0; 1,5; 2,5 ml standardniho
roztoku NaNO,, tj. 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 ug NO, v 1 ml. Do kazdé baiiky se prida 2 ml
vybarvovaciho roztoku, promichd se, doplni se destilovanou vodou po rysku a opét se

promichd. Po 20 minutach se zméfi absorbance pii 540 nm.

Postup stanoveni :
Z absorbéru se odebere absorp¢ni roztok do 25 ml odmérné banky, ptida se 2 ml
vybarvovaciho roztoku, promicha se, doplni destilovanou vodou po rysku a opét se promicha.

Po 20 minutach se na spektrofotometru zméti absorbance pti 540 nm. Z kalibracni kiivky se

-70 -



zjisti obsah NO, v 1 ml absorbentu. Ziskany vysledek se pfepocte na objem prosidvaného
vzduchu.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vyhodnoceni:

Na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky vypoctéte obsah NO, v 1 ml absorbentu, pak ziskany
vysledek pirepocitejte na 20 1 prosatého vzduchu pies absorbér a nasledné na 1 m? vzduchu.
Obsah NO, v 1 m® vzduchu pak porovnejte s tabulkovymi imisnimi limity obsahu NO, v 1 m?

vzduchu.
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Volumetrie v analyze vod

Odmérna (titracni) stanoveni (jinak téZ volumetrie), patii mezi klasické metody
kvantitativni analyzy, které si 1 pfes prudky nastup instrumentdlnich metod udrzely
v analytické praxi vyznamnou pozici diky jednoduchosti provedeni pii vysoké piesnosti
stanoveni zejména koncentrovanych soustav. Zakladem metody je rychle a kvantitativné
probihajici reakce mezi stanovovanou latkou (analytem) v roztoku a piidavanym roztokem
titraéniho ¢inidla (odmérnym roztokem) o zndmé koncentraci. OkamZik, kdy dojde podle
stechiometrie pfislusné reakce k pfesnému vyrovnani mnozstvi analytu i Cinidla — bod
ekvivalence, je indikovan bud’ vizuelné na zaklad¢ barevné Ci jiné zmény roztoku analytu
(obvykle za pridavku indikatoru) nebo objektivné¢ vhodnou instrumentalni metodou (pH,
vodivost). Podle typu probihajici chemické reakce mezi analytem a titraCnim cinidlem
rozliSujeme acidobazické, redoxni, srazeci a komplexometrické titrace, podle zpiisobu
provedeni pak titrace pfimé a zpétné. Pti zpétné titraci se k roztoku analytu o znamém objemu
pfida nejprve presné mnozstvi odmérného ¢inidla v nadbytku a ten se pak ur¢i zpétnou titraci
vhodnym odmérnym roztokem (napt. jodometrie).

Vlastni provedeni odmérného stanoveni tak spociva Vv piidavani titra¢niho cCinidla
z kalibrované nadoby — byrety ke zndmému objemu V, roztoku analytu. Aby bylo mozno
Z hodnoty pfidaného objemu V; titra¢niho c¢inidla v bod¢ ekvivalence urcit koncentraci c,
analytu, je tfeba znat presnou koncentraci c; tohoto cinidla, ktery se urci opét titracné za
pomoci vhodného standardu. V nékterych piipadech je pfimo samo titracni ¢inidlo
standardem (NaCl v argentometrii). Pro vypocet stanovované koncentrace analytu je navic
tieba tzv. titraéni faktor (f;), coZ neni nic jiného nez pomér stechiometrickych koeficientl
analytu a titra¢niho Cinidla v reakci probihajici pfi titraci. Samotny vypocet pak probiha na
zéaklad¢é podminky chemické ekvivalence obou roztoku:

Ca=Ti- Vi-Ci/ V, [6]

Pti analyze vod se odmérna analyza vyuzivd zejména pro zjiSténi skupinovych
ukazateld zneciSténi — tzv. chemicka spotieba kysliku CHSKy, realizovana manganistanovu
metodou, resp. CHSKc, pifi niz se titrace provadi odmérnym roztokem dichromanu
draselného. DalSi oblasti vyuZiti jsou pak zejména anorganické ionty vyskytujici se ve vodach
ve vyssich neZ stopovych koncentracich — zde se jedna hlavné o ionty Ca’* a Mg
zpusobujici tzv. tvrdost vody, mnohdy napt. o ionty CI" a dalSi. Posledni oblast vyuZziti
odmérnych metod v analyze vod je pak neutraliza¢ni kapacita vody, dulezita zejména

Z hlediska znecisténi latkami kyselé ¢i zasadité povahy.
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Néroky na vlastni stanoveni (zejména hodnoty limitnich mnozstvi znecist'ujicich latek)
se odlisuji podle typu vod, které jsou podrobovany analyze. Ruzné typy vod rozliSujeme
podle nekolika kritérii — ptivodu, vyskytu a pouziti. Podle ptivodu se vody d€li na ptirodni a
odpadni. Pfirodni vody se pak podle vyskytu déli na atmosférické, povrchové a podzemni,
v nékterych piipadech pak jest¢ zvlastni (napf. mineralni vody). Podle pouZiti je pak
rozezndvéna voda pitna, uzZitkova, provozni a odpadni, ale existuji i dalSi specialni
typy - kojenecka, stolni balena voda a dalsi. Je jasné, Zze pozadavky napf. na pitnou vodu a
vodu provozni budou v mnoha smérech odlisné, z hlediska odmérnych stanoveni jsou tu napf.
odlisné naroky na celkovou tvrdost vody. Pfi analyze vSech typt vod se fidime piisluSnymi
normami, pro vodu pitnou je to v souasné dob& vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi CR &.
376/2000 Sh., pro vodu povrchovou jsou to zejména nafizeni vlady CR &. 82/1999 Sb.
stanovujici ukazatele ptipustného znegisténi povrchovych vod a CSN 75 7221 , Klasifikace
jakosti povrchovych vod“. Podle této normy se déli tekouci povrchové vody do péti trid

jakosti podle svého znecisténi, jednim z hlavnich ukazatelt je zde jiz zminéna CHSK¢;.

Stanoveni CHSK, - chemické spoti'eby kysliku manganistanovou metodou

Chemicka spotieba kysliku je v principu ptipadem redox titrace, pfi niz jsou organické
latky ve vzorku vody oxidovany silnym oxida¢nim cinidlem. Jedna se tedy o nespecificky
ukazatel souvisejici zejména s mirou organického zneciSténi vody. Manganistanova
(Kubelova) metoda ur¢eni CHSKun je pouzivana hlavné pro pitné a pfirodni vody. Podle NV
¢. 82/1999 Sb. je nejvyssi pripustna hodnota CHSKy, pro vodarenské toky 7 mg/l a pro
ostatni povrchové vody 20 mg/l. Pro pitnou vodu urcuje vyhlaska MZ ¢. 376/2000 Sb.
meznou hodnotu tohoto ukazatele na 3,0 mg/l. Hlavni nevyhodou této metody je, Ze
nedochézi ke kvantitativni oxidaci vSech organickych latek pfitomnych ve vod¢, takze jeho
hodnota ma spiSe informativni charakter o znecisténi vody. Dichromanova metoda CHSKc,
ma sice vysS$i vypovidaci hodnotu o organickém znecisténi zejména odpadnich vod
(kvantitativni oxidace vétSiny organickych latek ve vodé na rozdil od manganistanové
metody) je vSak velice pracnd, ¢asoveé narocnd a vyuziva se pii ni velké mnozstvi toxickych
chemikalii. Pfi obou stanoveni rusi vyssi koncentrace CI iontl (pfiblizné nad 300 mg/1 CI') a
proto je vhodné je pied stanovenim odstranit nebo vzorek vody piiméeiené natedit.
Princip stanoveni :

Princip manganistanové metody spoc¢iva v oxidaci organickych latek (obsazenych ve

vzorku vody) manganistanem draselnym v kyselém prostiedi kyseliny sirové pfi
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desetiminutovem varu. Oxidace musi probihat za pfebytku manganistanu (minimaln¢ 40%).
Ubytek manganistanu, tj. mnoZstvi spotiebované na oxidaci organickych latek, se zjisti
odmérnym manganometrickym stanovenim tak, Ze po ukoncené oxidaci se do reakéniho
roztoku pfida zndmé mnozstvi standardniho odmérného roztoku kyseliny $taveloveé, ktera se
zpétné titruje odmérnym roztokem manganistanu draselného (standardizace za pomoci
kyseliny Stavelové):
2MnO, + 5(COOH), + 6H" — 2Mn** + 10CO, + 8H,0
Hodnota ukazatele se pocita dle vztahu:
CHSKwmn = fi- ¢t (Vi - Vi) - M(O) - 103V, [7]

kde V: je spotieba odmérného roztoku manganistanu draselného pro oxidaci vzorku vody

Ct je koncentrace odméerného roztoku manganistanu draselného pro oxidaci vzorku vody

V; je spotieba téhoz pfi slepém stanoveni

V, je pouZity objem vzorku vody

f; je titra¢ni faktor, ma hodnotu 5/2

M(O) je molarni hmotnost kysliku, na né&jz je celkovy vysledek analyzy piepocitavan.
VSechny objemy jsou v ml, vysledek stanoveni ma jednotku mg/l. 1 ml odmérného roztoku

kyseliny $tavelové odpovida 0,08 mg/l CHSKyn.

Ukol: Stanovte CHSKy, vzorku vody

Chemikalie: 0,002 mol/l  odmérny roztok manganistanu draselného KMnOjy o pies. konc.
0,005 mol/l  odmérny roztok kys. §tavelové (COOH), o pfes. konc.
(zf. 1:2) roztok  H>SO,4

Pomiicky: byreta 25 ml
pipeta 20 ml (2 ks)
pipeta 5 ml
odmérny valec 100 ml, 10 ml
titrani banka 250 ml
hodinové sklo
kadinka 100-150 ml (3 ks)
varne kaminky

varic.
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Chemicka reakce: ~ 2MnO, + 5(COOH), + 6H" — 2Mn** + 10CO, + 8H,0

Postup:

Nejprve je nutné ur¢it presnou koncentraci KMnO4. Odmérmny roztok KMnOg4
je standardizovan titraci s odmérnym roztokem kyseliny Stavelové — 20 ml
(COOH); (0,005 mol/l) + 5 ml H,SO,4 (1:2) zahtat a za horka hned titrovat.

Do varné banky se vlozi nékolik varnych kaminkd a odméti se 100 ml vzorku vody.
Pfida se 5 ml roztoku kyseliny sirové a 20 ml odmérného roztoku manganistanu draselného
o0 koncentraci ¢(KMnQ,) = 0,002 mol/l a vSe se promicha. Na hrdlo banky se poloZi hodinové
sklo a batika se umisti na vari¢. Smés se zahtiva tak, aby se do péti minut uvedla k varu a var
se udrzuje presné deset minut. K horkému roztoku se ihned ptida 20 ml roztoku kyseliny
stavelové o ¢(CyH204) = 0,005 mol/l. Odbarveny horky roztok se ihned titruje odmérnym
roztokem manganistanu draselného c¢(KMnO,) = 0,002 mol/l do stabilniho slabé razového
zbarveni (proti bilému pozadi). Teplota vzorku pfi titraci nesmi klesnout pod 80°C.

K vzorku, v némz byla urena spotieba na slepy pokus (do titra¢ni banky odmétime
100 ml destilované vody a provedeme titraci dle navodu nahofe) se pifida znovu 20 ml
odmérného roztoku (COOH), a po zahiati k varu se provede titrace odmérnym roztokem
KMnOs,.

Hodnotu CHSK, poc¢itame dle rovnice uvedené v teoretickém Uvodu, ktera méa pro
pouzité koncentrace odmérnych roztoku tvar (pro konc. roztoku KMnQO,; rovnu piesné
2 mmol/l):

CHSK,,, = (Vi-Vs).80/V, [8]
Vysledek je opét v jednotkach mg/l O.
Poznamka:

Spotieba odmérného roztoku KMnO,4 nesmi pii oxidaci za varu prekrocit 60%. Pokud
k tomu dojde, je tfeba stanoveni opakovat s mensim mnoZstvim vzorku stanovovane vody.
Spotteba odmérného roztoku KMnOy4 na slepy pokus by neméla pievysSovat 0,1 ml. Pokud
tomu tak neni, nelze ke stanoveni pouzit ptisluSnou destilovanou vodu, protoze obsahuje pfili§

velkeé mnoZstvi oxidovatelnych latek (plati pro std. hodnoty koncentraci odmérnych roztok).
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Stanoveni obsahu Ca** a Mg®* iontii ve vodé (tvrdost vody)

Vzhledem k hojnému rozsiteni vapniku a hoiéiku v pfirodé jsou i ptirodni vody na
tyto prvky obvykle velmi bohaté. V béznych podzemnich i povrchovych vodach se pohybuje
koncentrace vapniku od desitek po nékolik set mg/l, hot¢ik byva zastoupen obvykle méné (asi
o tad niz8i koncentrace). Pfitomnost téchto dvou prvki zejména v pitnych vodach je Zadouci,
protoze ovliviiuji ptiznivé chut’ vody (zejména vapnik) a mohou mit i nezanedbatelny vliv na
zdravi obyvatelstva (v tomto ptipad¢ je dalezity naopak hotc¢ik). Vyhlaska MZ ¢. 376/2000
Sh. stanovuje minimélni mezné hodnoty 30 mg/l pro Ca** a 10 mg/l pro Mg?*, pficemz
doporugené hodnoty jsou na je§té vyssi urovni — 100 mg/l pro Ca** a 30 mg/l pro Mg?".

U povrchovych vod tyto dva prvky patii naopak mezi ukazatele ptipustného znecisténi
a u vodarenskych tokii by nemély byt pfekro¢eny hodnoty 200 mg/l pro Ca®* respektive
100 mg/l pro Mg*. U ostatnich povrchovych vod by neméla koncentrace ionti Ca®*
prekradovat 300 mg/l a iontit Mg®* hodnotu 200 mg/l.

I kdyZ neni zcela korektni uvazovat spolecny vliv obou téchto prvkl na vlastnosti vod,
Z historického hlediska je silné zazity pojem tvrdost vody, ktery souvisi pravé s obsahem
vapniku a hoi¢iku ve vodach. Zejména z technologického hlediska hraje tato charakteristika
vody diilezitou roli at’ jiz z hlediska Cisticich procesii (prani) ¢i z hlediska ohfevu vody. Tuto
vlastnost vody zohlednoval jiz prvni zpusob urCovani tvrdosti vody patentovany Clarkem
vV roce 1847, zalozeny na srazeni roztoku mydla. Vzhledem k dlouhé historii této vlastnosti
existuje v oblasti tvrdosti vody smés riznorodych jednotek, v soucasnosti nahrazovany
univerzalnim latkovym mnozstvim Ca+Mg v mmol/l. V evropskych zemi zistava zatim jesté
hojné rozsifeny némecky stupen tvrdosti - °d (°dH, °DH), pro néjz plati pfepoctovy vztah
1 mmol/l = 5,6°d. Jak jiz bylo feceno, je obsah vapniku a hoi¢iku v provoznich vodach spise
nepfiznivy, takze napt. pro napajeci vody pro parni kotle se v zavislosti na pracovnim tlaku
pary a tepelnym pomérim v kotli pohybuji doporu¢ené obsahy téchto prvku v rozmezi 1 az
100 pumol/l. Podle tvrdosti rozliSujeme nékolik typti vod:

pod 2,8 °d velmi mékka
39-7°d mekka
7,01-14°d stitedné tvrda
14,01-21°d tvrda
nad 21,01 °d velmi tvrda
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Pro stanoveni obsahu vapniku a hoiciku (resp. celkové tvrdosti) ve vodach je
nejcastéji pouzivana chelatometricka titrace, coz je jedna ze zakladnich komplexometrickych
odmérnych metod.

Princip stanoveni :

Pii chelatometrickém stanoveni obsahu vépniku a hotc¢iku se nejcastéji jako titracni
¢inidlo pouzivad tzv. Chelaton III (téz komplexon), coz je dvojsodnd sil kyseliny
ethylendiamino-tetraoctové (Na,H,Y). Vyhodou této latky je, Ze s kazdym kovovym iontem
vytvari komplexy 1:1, takze odpadaji potize surCenim titracniho faktoru. Stabilita
vznikajicich komplexii je obvykle zdvisla na hodnoté pH roztoku, takze je nutné pracovat
Vv pufrovaném prostfedi s hodnotou pH odpovidajici optimu pro stanovovany iont. Bod
ekvivalence se pii téchto titracich urCuje nejcastéji vizuelné za pomoci tzv. metalochromnich
indikatorti — sloucenin, které tvofi se stanovovanym kationtem rovnéz komplex, ktery je méné
stabilni, neZ komplex tohoto kationtu s chelatonem. V bodé ckvivalence se tento komplex
rozru$i a protoze mél jinou barvu, nez je barva volného indikatoru, dojde v této chvili
k barevné zméné titrované¢ho roztoku. Nejpouzivanéjsimi metalochromnimi indikatory jsou
eriochromcerni T (sodna stl kyseliny (1- hydroxy - naftylazo) - 6 - nitro - 4 — sulfonové) a
murexid (amonna sil kyseliny pupurové). Eriochroméerii T tvoii s ionty Ca®" a Mg®* pri
pH=6-11 vinové Cervené komplexy, volny indikator je v dané oblasti pH modry. Murexid
tvor ve stejné oblasti pH Servend zabarveny komplex pouze s Ca?*, volny indikator je
zabarven modrofialové. Titraci s murexidem jako indikatorem tedy stanovime pouze obsah
Ca’*, s eriochrom&erni T oba ionty a z rozdilu spotfeb pii obou titracich obsah iontt Mg®*
ve vzorku vody.

Podle CSN jsou pro tato stanoveni doporudeny jiné typy indikatora — pro stanoveni
vapniku smés indikatort fluorexon, thymolftalexon a murexid nebo indikator HSN, které
davaji ostiejsi barevnou zménu. Protoze komplexy s chelatonem tvofi i dalsi kationty kovii,
pritomné ve zkoumané vode¢, je tieba pfi jejich vysokém obsahu provést jejich odstranéni ¢i

stinéni.

Ukol: Stanovte tvrdost vzorku vody
Chemikalie: 0,01 mol/l  odmérny roztok Chelatonu III o ptesné koncentraci
0,1 mol/l  roztok hydroxidu sodného NaOH
amoniakalni pufr (0,5 M-NH,Cl a 2 M-NH3, 1:1)
eriochromcernn T

murexid.
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Pomiicky: byreta 25 ml
titracni banika 250 ml
kadinek 100-150 ml (3 ks)
odmérny valec 100 ml, 5 ml
Spachtle.

Postup:

Do titracni banky se odméti 100 ml vzorku vody, poté se pfida 5 ml amoniakélniho
pufru, 5 ml NH3(2 mol/l) a na $pi¢ku Spachtle indikator eriochroméerit T a ihned se titruje
odmérym roztokem chelatonu III z vinové Cerveného zabarveni roztoku do stabilniho
modrého zabarveni. Z této titrace se urci c, (spole¢na koncentrace Ca+Mg v jednotkach
mmol/l) ve vzorku vody dle vztahu:

Ca=Ci- Vi -10°/V, [9]
kde c; je koncentrace odmérného roztoku
V' je spotfebovany objem odmérného roztoku
V, je stanovovany objem vzorku vody.

Pro ur&eni obsahu Ca*" se do titradni banky odméti opét 100 ml analyzované vody,
piida se 10 ml roztoku NaOH (0,1 mol/l) (a Spetka MgCly,), po pfidani indikatoru murexid se
titruje odmérnym roztokem chelatonu III. V bodé ekvivalence piejde roztok z cervené barvy
do modrofialové. Koncentrace iontd Ca®* v mmol/l c(Ca**) ve vzorku vody se pak spoéte dle
vztahu:

c(Ca®") =c;-V¢10°/V, [10]
kde vyznam pouzitych veli¢in je stejny jako v pfedchozim vztahu.
Poznamka :

ProtoZe vapenaty komplex s eriochroméerni T je jen velmi slabé zabarven, je
Vv pfipadé nizkého obsahu hofecnatych iontli zabarveni roztoku nedostacujici pro presné
urceni bodu ekvivalence. Z toho divodu je tieba ptidat ke vzorku stanovované vody zndmé

mnozstvi iontéi Mg a toto mnoZstvi pak z celkového vysledku analyzy odeéist.
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Stanoveni neutralizacni kapacity piirodnich vod

Neutraliza¢ni kapacita (NK) popisuje schopnost vody vazat oxoniové ¢i hydroxidoveé
ionty a udrzovat tak do jisté miry konstantni hodnotu svého pH (v €istych ptirodnich vodach
se hodnota pH pohybuje v siroké oblasti hodnot mezi 4,5 az 9,5). NK je dulezitd zejména
Z hlediska prabéhu biologickych procest v ptirodnich vodach, na nichz napft. zavisi mimo jiné
samocistici schopnost vody. U pfirodnich vod je hodnota NK urcena pfevazné uhli¢itanovym
systémem, ovSem u siln¢ zne¢isténych vod a u vod odpadnich mohou hrat stejné vyznamnou
¢i dokonce dominujici roli i jiné pfitomné latky kyselé ¢i zéasadité povahy. Neutralizacni
kapacita je definovana jako latkové mnoZstvi silné jednosytné kyseliny nebo silné jednosytné
zasady nutné pro dosazeni ur¢ité hodnoty pH u vzorku vody o objemu 1 | (jednotkou NK je
mmol/l). Z uvedené definice vyplyva, Zze rozeznavame kyselinovou kapacitu oznacovanou
KNK,5 a zésadovou kapacitu ZNKgs sindexy oznacujicimi hodnotu pH, do které je
provadéna vlastni titrace. pH=4,5 odpovida volnému CO; ve vodé (kyselina uhlicitd), pH=8,3
pak aniontu HCOj3; jako rozhodujici formé uhli¢itanového systému. Vyjimecné (hlavné
Vv ptipad¢ provoznich nebo odpadnich vod) se urcuji KNK a ZNK i pro jiné hodnoty pH.
Hodnota KNK4 5 byva rovnéz nazyvana alkalita ¢i celkova alkalita (u Cistych vod odpovida
celkovému obsahu HCOj3) a hodnota ZNKg3 jako celkova acidita (u €istych vod odpovida
obsahu rozpusténého COy). I pies svilj vyznam pro kvalitu vod nejsou hodnoty NK kapacit
obecné nijak limitovany a slouzi spiSe jako obecné ukazatele kvality vody, vyjimku tvofi
pouze nékteré specifické pozadavky napf. na vodu pro kotle vrozmezi 0,1 mmol/l az
20 mmol/I podle pracovniho tlaku pary v kotli.

Stanoveni NK se provadi vyhradné neutralizaéni titraci s vizuelni nebo instrumentalni
indikaci bodu ekvivalence.

Princip stanoveni:

Stanoveni kyselé neutralizacni kapacity KNK4s5 se provadi neutralizacni titraci
odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové. V ptipadé ptirodnich vod s pfevladajicim
uhli¢itanovym systémem probiha pii tomto stanoveni jako hlavni reakce:

HCO; + H30" — H,CO3 + H,0

Diilezitou podminkou je, aby stanovovany vzorek vody mél pH vyssi nez 4,5. Jako
vizuelni indikator lze vyuZit methyloranz nebo 1épe (dle CSN) smésny indikator
(bromkresolova zelen a methylcerven). Hodnota KNK, s se ze zjisténé spotieby pocita podle
vztahu:

KNKgs = ¢ - Vi - 10V, [11]

-79-



kde c; je koncentrace odmérného roztoku
V: je spotfebovany objem odmérného roztoku
V, je stanovovany objem vzorku vody.
Zasaditd neutralizacni kapacita ZNKgs Se urCuje rovnéz neutralizacni titraci ale
s odmérnym roztokem hydroxidu sodného. Opét v pfipadé ptirodnich vod s prevladajicim
uhli¢itanovym systémem probiha pfi tomto stanoveni jako hlavni reakce:
CO,; + OH" —> HCOg3
Diilezitou podminkou je, aby stanovovany vzorek vody mél pH nissi nez 8,3. Jako
indikator se v tomto piipadé pouziva fenolftalein. Hodnota ZNKg3 se ze zjisténé spotieby
pocita podle vztahu:
ZNKg3=C- Vi - 10°/V, [12]
kde c; je koncentrace odmérného roztoku
V¢ je spotfebovany objem odmérného roztoku

V, je stanovovany objem vzorku vody.

Ukol: Stanovte neutraliza¢ni kapacitu vzorku vody
Chemikalie: 0,1 mol/l  odmérny roztok kyseliny chlorovodikové HCI
0,1 mol/l  odmérny roztok hydroxidu sodného NaOH
indikator methyloranz
smésny indikator
indikéator fenolftalein
0,1 mol/l  standardni roztok uhli¢itanu sodného Na,CO3 o pies. konc.
0,1 mol/l  stand. rozt. hydrogenftalanu draselného KHCgH4O4 o pfes. konc.
Pomiicky: byreta 5 ml
pipeta 5 ml
titracni batika 250 ml
odmérny valec 100 ml
kapatko
kadinky 100-150 ml (3 ks)

Postup:
Pti stanoveni KNK,5 odméiime 100 ml vzorku vody a titrujeme odmérnym roztokem
HCI po ptfidavku cca 3 kapek bud methyloranze ze zlutého do cibulového (oranzova

s nadechem fialové) zabarveni nebo smésného indikatoru z modrého zabarveni do Sedého.
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Z hodnoty spotieby odmérného roztoku do bodu ekvivalence spocteme dle vySe uvedeného
vztahu hodnotu KNK,s. Piesnou koncentraci odmérného roztoku HCI zjistime titraci s 5 ml
standardniho roztoku Na,CO3 ziedéného 100 ml dest. vody.

Pti stanoveni ZNKg 3 odméiime 100 ml vzorku vody a titrujeme odmérnym roztokem
NaOH po pifidavku cca 3 kapek fenolftaleinu do stabilniho slab&é rtizového zabarveni.
Z hodnoty spotieby odmérného roztoku do bodu ekvivalence spocteme dle vySe uvedeného
vztahu hodnotu ZNKg 3. Piesnou koncentraci odmérného roztoku NaOH zjistime titraci s 5 ml
standardniho roztoku hydrogenftalanu draselného zfedéného 100 ml dest. vody prosté CO-.
Poznamka:

Pfi stanoveni ZNKg 3 musime velmi opatrné nakladat se stanovovanym vzorkem vody,
abychom zejména u vod bohatych na CO, minimalizovali jeho Unik. Tyka se to zejména
prelévani vzorku do titra¢ni banky a jen mirného michéni béhem titrace. Titrace by méla byt

provedena nejlépe okamzité po odbéru vzorku a v co nejkrat$im case.
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Stanoveni kyseliny octové v obchodnim octé
Princip:
Kyselina octova je slabd jednosytna kyselina s disociacni konstantou pKa = 4,75.

— [H30+]'[CH3C:OO_]
" [CH,COOH]

K =18-10° [13]

Jak vyplyva z vyrazu pro disociacni konstantu, je slozeni roztoku kyseliny octové
zavislé na hodnoté¢ pH. Experimentalni hodnota disociacni konstanty kyseliny octové se
odecte z titracni kiivky jako hodnota pH v bod¢, v némz je pomér koncentraci konjugované
kyseliny a zasady pravé roven jedné, tedy [CH3COOH]/[CH3COQO7] = 1.

Pti titraci kyseliny octové hydroxidem sodnym je vytvaien v titrovaném roztoku
octanovy pufr obsahujici jesté¢ netitrovanou kyselinu octovou a octan sodny vznikly titraci
kyseliny octové. Pufracni kapacitu octanového pufru lze v kazdém bod¢ titrace vypocitat
podle vztahu:

o da . K06 o)
dpH  dpH (K, +[H,07 )

B [14]

kde ck je koncentrace jesté netitrované kyseliny a C je koncentrace jiz vzniklé soli.

Neutralizace je acidobazicka reakce (reakce kyselin a zésad), kterou vyuZivame pro
kvantitativni stanoveni latky ve zkoumaném vzorku. Metoda neutralizaéni odmérné analyzy
je zaloZena na titraci roztoku latky o nezndmém slozeni pomoci odmérného roztoku o znamé
koncentraci. Bod ekvivalence se projevi zménou zabarveni acidobazického indikatoru.

Kyselinu octovou lze stanovit titraci odmémym roztokem hydroxidu sodné¢ho za
pouZiti fenolftaleinu jako indikatoru (Alkalimetrie — neutralizacni odmérna analyza) nebo za
pouZiti potenciometrické indikace bodu ekvivalence (neprima potenciometrie). Bude se méfit
zavislost pH titrovaného roztoku na mnozstvi ptidaného titra¢niho c¢inidla, odmérného
roztoku 0,1-M NaOH. Grafickym znazornénim titrace s potenciometrickou indikaci je titracni
ktivka, kterd vyjadiuje zavislost elektromotorického napéti ¢lanku na objemu pifidavaného
titracniho ¢inidla. Méfené hodnoty se budou zapisovat do tabulky a po jejich vyneseni do
grafu se ziska titra¢ni kiivka kyseliny octove.

Vyhodnocenim této kiivky se urc¢i ekvivalen¢ni bod, coz je pH v bod¢ ekvivalence.
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Ukol: Potenciometricky a pak odmérnou neutraliza¢ni titraci stanovte koncentraci

kyseliny octové v obchodnim octé.

Chemikalie: 0,1 mol/l hydroxid sodny
0,05 mol/l  kyselina §tavelova
0,5% fenolftalein
0,05% methyloranz
pufr 4,7

obchodni ocet (8 %) — donese student

Pomiicky: odmeérna banka 100 ml
byreta
pipetal0 ml
kédinka 150 ml (2 ks)
titra¢ni banky 250 ml (4 ks)
pH-metr
ty¢inka

michacka

Postup:

Potenciometrické stanoveni koncentrace kyseliny octové v obchodnim octé

Nejprve stanovte piesnou koncentraci NaOH titraci odmérnym roztokem kyseliny
Stavelové (0,05 mol/l). Pro vlastni stanoveni obsahu kyseliny octové v obchodnim octé je
nejprve nutné tento ocet nafedit. Obchodni ocet zied’te v odmérné bance na 100 ml 10x
(odpipetujte 10 ml vzorku obchodniho octa a doplite do 100 ml v odmérné baice
destilovanou vodou po rysku). Z takto zfedéného roztoku odpipetujte 10 ml do kadinky.
Provedte kalibraci pH-metru pomoci dvoubodové kalibrace (nejprve pH 7, poté pH 4).
Zapiste nulovou pocatecni hodnotu pH vzorku. Vzorek titrujte za stadlého michani odmérnym
roztokem 0,1-M NaOH pii ptidavcich po 1 ml. Po kazdém jednotlivém piidavku titraéniho
¢inidla (0,1-M NaOH) zm¢ite pH roztoku. Titrujte do spotifeby 20 ml.
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Udaje o pH roztoku vzorku a objemu titraéniho ¢&inidla v jednotlivych pfidavcich

zapisujte do tabulky. Odectéte bod ekvivalence a uréete koncentraci kyseliny octové v octé.

Alkalimetrické stanoveni kyseliny octové v obchodnim octé

Nejprve stanovte presnou koncentraci NaOH titraci odmérnym roztokem kyseliny $tavelové
(0,05 mol/l). Pro vlastni stanoveni obsahu kyseliny octové v obchodnim octé je nejprve nutné
tento ocet natfedit. Obchodni ocet zied'te v odmérné bance na 100 ml 10x (odpipetujte 10 ml
vzorku obchodniho octa a dopliite do 100 ml v odmérné barice destilovanou vodou po rysku).
Z takto ziedéného roztoku odpipetujte 10 ml do titracni baiky a pridejte 2 kapky
fenolftaleinu. Bezbarvy vzorek titrujte za stalého michani odmérnym roztokem 0,1-M NaOH
do prvniho trvalého fialového zbarveni. Odecététe spotfebu odmérného roztoku
(0,1-M NaOH). Titraci opakujte jeSt¢ 3x a vypocitejte pramérnou spotiebu odmérného
roztoku 0,1-M NaOH. Vytvoite tabulku jednotlivych spotieb a praimérnou hodnotu spotieby
odmérného roztoku pouzijte pro zavéreény vypocet koncentrace kyseliny octové.
Hustomérem zméite hustotu octu a hodnotu zapiste.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vypocty:

1. NapiSte rovnici reakce NaOH a (COOH),, vypoctéte na zaklad¢ rovnice faktor titrace Fy,
vypoctéte presnou koncentraci NaOH, s kterou budete déle pocitat.

2. Vypocet hmotnosti kyseliny octové v obchodnim octu stanovené potenciometricky a

alkalimetricky.

m(CH,COOH )=V, (NaOH )-¢(NaOH )- M (CH,COOH )- F, - F, [15]
m(CH3;COOH)  je hmotnost kyseliny octové v g;
c(NaOH) je latkova koncentrace NaOH v mol/I;
Vp(NaOH) je objem odmérného c¢inidla NaOH v bod¢ ekvivalence stanovené
potenciometricky v I,
Va(NaOH) je objem odmérného ¢inidla NaOH v bodé ekvivalence stanovené

alkalimetricky v I,
M(CH3COOH)  je molarni hmotnost kyseliny octové;

Fi, F, je faktor titrace, faktor zfedéni.

3. Vypocet koncentrace kyseliny octové v obchodnim octu
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n(CH,COOH)

c(CH,COOCH )= 16
(CH, )=~ (octa) [16]
¢(CH3COOH) je molarni koncentrace kyseliny octové v octé v mol/l;
N(CH3;COOH)  je latkové mnozstvi rozpusténé latky v mol;
V(octa) je objem vzorku octa pipetovany pii analyze v 1.
4. Vypocet hmotnostniho zlomku kyseliny octové v obchodnim octu
CH,COOH
w,, (CH,COOH )= m(CH; ) 100 [17]

plocta)-V (octa)
Wo,(CH3COOH)  je hmotnostniho procento kyseliny octové v octé v %

m(CH3COOH) je hmotnost kyseliny octové (vypocet 6) v g

V(octa) je objem vzorku octu pipetovany pii analyze v 1
p(octa) je hustota octa zmé&fena hustomérem v kg/m®
Vyhodnoceni:

Do tabulek =zapiste namétené 1 vypoctené hodnoty potenciometrického i
alkalimetrického stanoveni kyseliny octové v octé.

Vypoctéte koncentraci kyseliny octové v obchodnim octé. Z vypoctenych hodnot
obsahu kyseliny octové vypoctéte chybu stanoveni. (Vychazejte ze skute¢nosti, ze obchodni
ocet by mél obsahovat 8% CH3COOH.) V zavéru provedte diskusi k rozdilné naméfenym

hodnotam. Zakreslete titracni kiivku kyseliny octové.

-85 -



r . v r ®
Stanoveni obsahu kyseliny fosfore¢né v Coca-Cole
Princip:
Kyselina fosfore¢na je trojsytna kyselina a pfislusi ji tedy tfi disociacni konstanty:

_ [HSO+HH2PO4’J=

Kaa [H.PO ] 7,5-10°°, pK,, =212 18]

K., = [H 3Q+]- [HP_Q42_] -6,2-10°8, pK,, = 7,21 [19]
H,PO, |

Ka’3 — [H 3Q+]- [PQ43_] = 4,8~10‘13, pKa,s ~1232 [20]

IHPO,” |
Jak vyplyva z vyrazu pro disociac¢ni konstantu, je slozeni roztoku kyseliny fosforecné
zéavislé na hodnoté pH. Experimentalni hodnoty disociacni konstanty kyseliny fosforecné se
odectou z titracni kfivky jako hodnoty pH v bodech, kde jsou poméry koncentraci

konjugované kyseliny a zasady praveé rovny jedné, tedy:

[H3PO4_] =1 [21]
H,PO, |
H,PO,” |
-1 22

HPO,” | 2]

2—
[HZPO; ]=1 [23]

PO,

Napoj typu ,,Cola* obsahuje kyselinu fosfore¢nou (Coca-COIa®), piipadné citronovou
(Pepsi-Cola®), jejichz koncentraci Ize stanovit titraci roztokem NaOH. Tmavé zbarveni
napoje znemoziuje pouziti barevnych indikatorti, a proto je nutno stanovit body ekvivalence
potenciometricky. Potenciometrie je nejcastéjsi fyzikalni metodou, kde se bod ekvivalence
vyhodnocuje ze zavislosti napéti mezi dvéma elektrodami ponofenymi v titrovaném roztoku
na objemu piidavaného ¢inidla.

Pii potenciometrické titraci pouzijete sklenénou elektrodu jako indikacni, neboli
meérnou, a kombinovanou elektrodu jako referentni, neboli srovnavaci. Budete méfit zavislost
pH titrovaného roztoku na mnozstvi piidaného titratniho c¢inidla, odmérného roztoku
0,2 M-NaOH. M¢rené hodnoty budete zapisovat do tabulky a po jejich vyneseni do grafu

ziskate titracni kiivku kyseliny fosfore¢né. Vyhodnocenim této kiivky urcite ekvivalenéni
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body, coz je pH v bod¢ ekvivalence. Pti vyhodnoceni vyuzijeme skutecnosti, ze dané kyselina
je vicesytnda, takze jako spotfebu k vypoctu bereme rozdil mezi prvnim a druhym bodem
ekvivalence. Je-li spotieba do men$i nez mezi prvnim a druhym bodem, je kyselina uz
¢aste¢né zneutralizovana.

Kyselinu fosfore¢nou Ize stanovit i alkalimetricky. Pti alkalimetrickém stanoveni je
mozné rozlisit disociaci pouze do prvniho a druhého stupné; treti stupen disociace jiz nelze
rozligit, nebot HPO,* je jiz ptilis slaba kyselina. Pro zjiSténi ekvivalen¢niho bodu Ize pouzit
acidobazické indikatory. Pro titraci do 1. stupné methylova oranz a pro titraci do 2. stupné
fenolftalein.

Pfi titraci ptivodniho vzorku by rusivé ptsobil oxid uhlic¢ity, ktery se ve vodé rozpousti

za vzniku kyseliny uhli¢ité¢ H,COj3 a je ho proto nutné pied titraci odstranit vyvaienim.

Ukol: Potenciometricky stanovte a vypoCtéte koncentraci kyseliny fosforecné
v Coca-Cole®.
Odmérnou neutralizaéni analyzou stanovte a vypoctéte koncentraci kyseliny

fosfore¢né ve vzorku.

Chemikalie: 0,2 mol/l hydroxid sodny
0,05 mol/l  kyselina $tavelova
1 mol/l  kyselina fosfore¢na
Pufry 4,7
0,5% fenolftalein
0,05% methyloranz

napoj Coca-Cola® (Pepsi-Cola®) — donese student

Pomicky: odmérna banka 100 ml, 500 ml
byreta
pipetal0 ml
kadinka 250 ml, 600 ml
titracni banky 250 ml (4 ks)
pH-metr
tyCinka
varic

michacka
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Postup:

Potenciometrické stanoveni koncentrace kyseliny fosforecné v Coca-Cole®

Nejdifv je potieba Coca-Colu® zbavit CO,. Do 600 ml kadinky nalijte
cca 200 ml Coca-Coly® a zahfejte na vafici, aby doslo k vytkani veskerého oxidu uhligitého.
Vzorek nevaite, protoze odpafenim vody by se zmenSil objem. Vzorek ochladte. Dale
stanovte presnou koncentraci NaOH titraci odmérnym roztokem kyseliny S$tavelové
(0,05 mol/l). Zkontrolujte nastaveni pH-metru pomoci kalibra¢nich roztokd, ptipadné jej
nakalibrujte (nejprve pH 7, poté 4).

Odpipetujte 50 ml vychladlého vzorku do kadinky. Zméite pocatecni hodnotu pH
roztoku a hodnotu zapiSte. Tato hodnota odpovida nulové spotiebé odmérného roztoku
(0,2-M NaOH). Roztok Coca-Coly® titrujte roztokem hydroxidu sodného 0,2 mol/l pfi
ptidavcich po 1 ml a vzdy promichejte. Po kazdém jednotlivém piidavku titracniho Cinidla
zméite pH roztoku. Titrujte do pH 12 nebo do spotieby 25 ml. Udaje o pH roztoku
Coca-Coly® a objemu titradniho &inidla v jednotlivych pfidavcich zapisujte do tabulky.

Zopakujte titraci s tim, ze v okoli bodii ekvivalence (strméj$i zména pH) zmenSete
pridavek na 0,5 ml, ptip. na 0,2 ml. Na zaklad¢ rozdilu hodnot spotteby NaOH v 1. a 2. bod¢

ekvivalence vypocitejte koncentraci kyseliny fosforecné v Coca-Cole®.

Alkalimetrické stanoveni kyseliny fosforecné ve vzorku

Ze vzorku H3PO4 (1-M H3PO4) odpipetujte 10 ml do 100 ml odmérné banky a
destilovanou vodou doplnte po rysku. Do titracni banky odpipetujte 5 ml tohoto vzorku.
Pfidejte 2 kapky methyloranze. Rzovy roztok titrujte za stdlého michani odmérnym
roztokem 0,2-M NaOH do prvniho trvalého Zlutého zbarveni. Odectéte spotiebu odmérného
roztoku (0,2-M NaOH) v 1. bod¢ ekvivalence. Do dalsi titra¢ni banky odpipetujte opét 5 ml
ziedéného vzorku. Pridejte 3 kapky fenolftaleinu a déle roztok titrujte roztokem 0,2-M NaOH
do rtizového zbarveni. Odectéte spotfebu odmérného roztoku (0,2-M NaOH) v 2. bod¢
ekvivalence.

Ob¢ titrace opakujte jeste¢ 2x a na zakladé rozdilu hodnot spotfeby NaOH v 1. a 2.
bodé¢ ekvivalence vypocitejte koncentraci kyseliny fosforecné ve vzorku.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.
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Vypocty:
1. NapiSte rovnici reakce NaOH a (COOH),, vypoctéte na zakladé rovnice faktor
titrace F, vypoctéte piesnou koncentraci NaOH, s kterou budete dale pocitat.

2. Vypodet koncentrace kyseliny fosfore¢né v Coca-Cole® a ve vzorku stanovené

potenciometricky a alkalimetricky

¢(H,P0O,)-V(H,PO,)=c(NaOH )-V(NaOH ) [24]

kde

¢ (H3PO4)  je pfesna latkova koncentrace kyseliny fosforeéné v mol/l
V (H3PO,) je objem vzorku kyseliny fosforeéné odpipetovany k analyze v ml
c (NaOH) je latkova koncentrace odmérného roztoku NaOH v mol/l

V (NaOH) je rozdil spotieby NaOH v 1. a 2. bod¢ ekvivalence v ml

Vyhodnoceni:

Do tabulek =zapiSte naméfené 1 vypoltené hodnoty potenciometrického i
alkalimetrického stanoveni obsahu kyseliny fosfore¢né v Coca-Cole® a ve vzorku.

Vypoctéte obsah kyseliny fosforeéné v Coca-Cole® a ve vzorku. Vytvoite titraéni

kiivku kyseliny fosforecné pii obou titracich.
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Stanoveni vitaminu C v Celaskonu®

Princip:
HQ
= @]
HO —
HO OH

vvvvvv

v Vv

stadia avitamin6zy jsou kurdéje (skorbut) projevujici se vypadavanim zubl. Denni
doporucena davka je 60 az 200 mg. Nelze se jim piedavkovat, je rozpustny ve vodé.
Nejvétsim zdrojem v potravé je ovoce a zelenina (paprika, Cerny rybiz, jahody, citrusy,
brambory, $ipky). Vitamin C je esencidlni (nepostradatelny ve vyziveé) pro ¢lovéka, primaty a
morce, ostatni zivo¢ichové ho syntetizuji.

Jodometrie piedstavuje titraéni metody, pfi kterych se vyuziva oxidacné-redukeni
reakce jodu a jodidu. VyuZiva se titrace odmérnym roztokem jodu, zaloZena na redukci jodu
na jodid v neutralnim prostfedi ( L,” + 2 € — 2 I') a na oxidaci jodidu na jod v kyselém
prostiedi. Indikatorem je Skrobovy maz, ktery se barvi roztokem jodu modie. Stanoveni
ptesné koncentrace jodu se provadi odmémym roztokem thiosiranu sodného 0 znamé
koncentraci.

Jodometrické metody se déli do dvou skupin:

e Metody primé - stanovovana latka se titruje odmérnym roztokem jodu (odbarvi se)
V neutralnim prostiedi. Pfi reakci se jod redukuje na jodid a latka schopna oxidace se pii

tom oxiduje. Nezreagovany jod stanovime titraci s thiosiranem:

I, +2e" ——2I1" (redukce jédu na jodid v neutralnim prostiedi)

Indikatorem bodu ekvivalence je Skrobovy maz, ktery se pfebytecnou kapkou joédu zbarvi
modfe.

e Metody neprimé - ke vzorku se pfida znamy objem jodidu draselného (KI) v nadbytku.
Stanovovana latka schopna redukce se v kyselém prostiedi nadbytkem jodidu redukuje a

jodid se pii tom oxiduje na jod.
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21" -2e" > 1, (oxidace jodidu v kyselém prostfedi na jod)

Uvolnény jéd se titruje odmérnym roztokem thiosiranu sodného, ktery pii reakci prechazi na

tetrathionan
|, +25,0,> —=21~ +5,0,*
28,0, —=5,0," +2e"
Modfe zbarveny indikator (Skrobovy maz) se v bodé ekvivalence piebytkem Na,S;03
odbarvi.

Kyselina askorbova se reakci s jodem snadno oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou

podle nasledujici rovnice:
C,H,O, +1, > C,H,O, + 2HI

Kyselinu askorbovou lIze titrovat pfimo roztokem jodu v kyselém prostiedi. Reakce
probiha pied koncem titrace pomalu, a proto se v okoli bodu ekvivalence musi roztok titrovat
opatrn¢ a dikladné promichavat. K lepSimu rozpoznani bodu ekvivalence pii titraci se
pouziva intenzivné¢ modré zbarveni, které poskytuje jod v ptfitomnosti jodidovych iontl se
Skrobem. Podstata reakce mezi jédem a skrobem se vysvétluje adsorpci jodu a jodidu na
sSkrob.

Ukol: Stanovte obsah vitaminu C v tableté Celaskonu®.

Chemikalie: 0,1 mol/l thiosiran sodny
0,05 mol/l  roztok jodu
10% kyselina sirova
Skrobovy maz
tableta Celaskonu® (obsah 100 mg kyseliny L-akorbové v 1 tableté;

donese student)

Pomiicky: odmérna banka 500 ml (2 ks)
byreta
pipetal0 ml, 20 ml
kadinka 150 ml (2 ks)
titracni banky 250 ml (4 ks)
tyCinka
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Postup:
Stanoveni presné koncentrace roztoku jodu:

Napipetujte 20 ml 0,1 molarniho roztoku thiosiranu sodného do titracni baiiky, ptidejte
destilovanou vodu a 5 ml Skrobového mazu. Titrujte po kapkach do modrého zbarveni,
opakujte 3 krat, zapiste si spotiebu jodu.

Stanoveni vitaminu C:

Rozdrt'te a pak rozpust'te tabletu Celaskonu® v 50 ml destilované vody v titracni
bance, pridejte 5 ml 10% H;SO4 a 5 ml Skrobového mazu. Titrujte jodem do modrého
zbarveni. Spotiebu jodu v ml si opét zapiste.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.

Vypocéty:
Stanoveni presné koncentrace jodu:
Chemicka rovnice: I, + 2 NayS;03 — 2 Nal + NapS406
C(IZ):V(Na28203)~c(NaZSZO3)~ F [25]
V(i)
Fi = %; ¢ (Na;S203) = 0,1 M; V (NazS;03) = 20 ml
Stanoveni obsahu vitaminu C:
Chemicka rovnice:
C,H,O, +1, > C,HO, +2HI
Hmotnost vitaminu C (M, = 176 g/mol):
m=c(l,)-V(l,)-M(C,H,0,) [26]

Vyhodnoceni:
Vypocitejte obsah vitaminu C (v mg na 2 desetinnd mista) v tableté Celaskonu® a

porovnejte s Udaji uvedené od vyrobce.
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Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie (GC, Gas Chromatography) je analytickd a separaéni
metoda urcend k déleni a stanoveni plynt, kapalin i1 latek pevnych s bodem varu do cca
400 °C. Metoda je zaloZzena na rozdélovani analytu mezi dvé faze, a to fazi
pohyblivou - mobilni a fazi nepohyblivou - stacionarni. V plynové chromatografii je mobilni
fazi plyn, nazyvany nosny plyn. Stacionarni faze, kterou miize byt bud’ adsorbent, nebo nosi¢
se zakotvenou kapalnou fazi, je umisténa v chromatografické koloné. Mezi hlavni vyhody této
techniky patfi jednoduché a rychlé provedeni analyzy, UCinné separace analyti a malé

mnozstvi vzorku pottebné k analyze.

PC + software
(vyhodnocowvaci zafizeni)
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Obr. 5: Schéma plynového chromatografu

Schéma plynového chromatografu je uvedeno na obrdzku. Mezi hlavni casti
plynového chromatografu patfi:

e Injektor slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Nastiik latky se
nejCasteji provadi pomoci specidlni injekcni stiikacky ptes septum, které oddéluje vnitiek
injektoru od vnéjsiho prostoru. Soucasti injektoru je sklenéna vlozka (liner), ve které dochazi
vysokou teplotou k rychlému odpatfeni vzorku a ke spravnému promichani par vzorku
s nosnym plynem. Mezi injektor a kolonu je zatazen déli¢ toku (splitter), ktery umozniuje vést

jen ¢ast odpatené¢ho vzorku na kolonu (splitovaci pomer, split ratio).
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e Regulator priitoku — jedna se o elektronické regulacni zatizeni, které slouzi k ovladani
prutoku a tlaku nosného plynu. Regulator pritoku zarucuje konstantni pritok plynu kolonou a
detektorem bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu a rozmeéry kolony. Tlak je potom
proménnou veli¢inou a nastavi se automaticky podle viskozity plynu, vnitiniho priméru
kolony a délky kolony tak, aby pratok kolonou byl konstantni.

e  Zasobnik nosného plynu — nosny plyn ptedstavuje mobilni fazi. Jako nosné plyny se

nejcastéji pouzivaji vodik, dusik, helium, argon. Pfi volbé nosného plynu se uvazuji
nasledujici faktory: viskozita, u€innost, Cistota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru a cena
plynu.

e Pec, termostat — vyhiiva kolonu a udrZuje jeji stalou teplotu.

e Kolona - ocelova, sklenéna nebo kiemenna trubice, ve které dochazi k separaci plynné

smési. Rozeznavame napliiové nebo kapilarni kolony.

e Naplnové kolony jsou trubice o priméru 2 az 5 mm a max. délce 4 m obsahujici
adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi, délka naplnovych kolon byva od desitek
centimetru do n€kolika metru. Stacionarni faze u naplnovych kolon miize byt pevna latka
(aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity, polymerni sorbenty apod.) nebo vysokovrouci kapalina
nanesena v tenké vrstvé na pevném, inertnim nosici.

e Kapilarni kolony se vyrabé¢ji z kiemenného skla a kvili pevnosti jsou potazeny filmem
polyamidu. Kapilarni kolony nemaji pramér vetsi nez 5 mm, délka se muze pohybovat od 10
do stovek metru. U kapilarnich kolon je stacionarni faze nanesena v tenké vrstvé pfimo na
upravenou vnitini sténu kifemenné kapilary.

e Detektor — zaznamenava eluci (vyplavovani) analytd uz rozseparované smeési. Teplota
detektoru by mela byt vyssi, nez je teplota plynu vychazejicich z kolony, aby se zabranilo
kondenzaci latek na sténach detektoru. V plynové chromatografii se uziva nekolik typu

detektoru, ale pro tucel této ulohy bude vyuzivan detektor elektronového zé&chytu

(ECD - Electron Capture Detector) zdrojem ionizujici energie u ECD je radioaktivni zafi& *H

nebo ®*Ni. Emitované zafeni B (proud elektronti) ma pfili§ velkou energii a neni zachycovano
elektronegativnimi atomy slozky. Kolizi molekul dusiku jako nosného plynu se zafenim
dochazi k jejich ionizaci. Pfi tom se uvoliuji pomalé elektrony. Tyto elektrony jiz
elektronegativni atomy slozky zachyti a tim snizi ioniza¢ni proud.

Vyhodnocovaci zarizeni — v soucasnosti osobni pocita¢ s piislusSnym softwarovym

vybavenim.
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Nosny plyn je odebiran z tlakové lahve pies redukeni ventil. Po prichodu regulatory
tlaku a pratoku ptichézi nosny plyn do néstiikove komory - injektoru. Do vyhiivaného bloku
injektoru je davkovano (nastfiknuto) specialni stiikackou malé mnozstvi vzorku (1-10 pl
kapalneho vzorku). Injektor je vyhtivan na takovou teplotu, aby v ném doslo k okamzitému
zplynéni vzorku. Z injektoru jsou pary vzorku undSeny nosnym plynem na kolonu. V koloné
dochazi k separaci analytu smési podle toho, jakou afinitu vykazuji tyto analyty ke stacionarni
zadrZovan stacionarni fazi). Jako posledni vychazi analyt, ktery ma k stacionarni fazi nejvyssi
afinitu (je nejsilngji zadrZzovan v kolong). Latky tedy postupné vychézeji z kolony v poradi
rostoucich hodnot distribuénich konstant a vstupuji do detektoru. Detektor indikuje
okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu. Z detektoru vychazi elektricky
signal, ktery je zpracovany vyhodnocovacim zarizenim (PC).

Kone¢nym vystupem je chromatograficky zaznam zavislosti signélu detektoru na ¢ase
nazyvany jako chromatogram (viz obr. 6), ktery obsahuje tzv. piky, néleZici jednotlivym
analytam sme¢si. U chromatogramu jsou na vodorovné ose x zaznamenavany délkove jednotky
nebo ¢as a na svisle ose y odezva detektoru. Poloha piku na ¢asové ose chromatogramu (osa
X) je mirou kvality analytu (identifikuje analyt), hovoii o tom ,,co je to* za slouceninu. Vyska
respektive plocha piku je mirou kvantity analytu v separované smési, hovoii o tom ,,kolik* je
daného analytu ve smé¢si.

Casy ty, t, a t3 jsou tzv. retenéni ¢asy analytt (celkové gasy, které prisluiné analyty
stravi v separac¢ni kolon¢) a jsou pro kazdou kolonu a analyt charakteristické. Soucet ploch
vSech tii pika je v podstaté¢ 100 % smési. Plocha konkrétniho piku analytu délena plochou

v v

vSech piki je obsahovym zlomkem dané slozky ve smési. Nejvyssi afinitu k stacionarni fazi

v v

[
>

intenzita signalu
detektoru (mV)

(

B
>

t ts t; ¢as (min)

Obr. 6: Chromatogram tiislozkové smési

-05.-



Stanoveni obsahu methanolu v destilatu plynovou chromatografii

Ukol: Stanovte obsah methanolu ve vzorku destilatu plynovou chromatografii
Chemikalie: methanol
ethanol

vzorek destilatu (donese si student)

Pomiicky: odmérna banka 10 ml (5 ks)
pipety
vialky
mikrostiikacka Hamilton 10 pl

plynovy chromatograf v¢. pfisluSenstvi

Postup:

Metoda kalibracni primky

Nejprve je nutné prométit kalibra¢ni sadu. Do odmérnych banék piipravime kalibra¢ni
roztoky obsahujici 2; 4; 6 a 8 g/l methanolu v 50 % (v/v) ethanolu. Postupné provedeme nastiik
1 ul standardnich roztokii. Po nastfiku musime vyckat az se signal detektoru po vyeluovani vsech
slozek standardu vrati na zakladni linii. Kvuli reprodukovatelnosti dat je dobré nastiik
opakovat 3x.
Vlastni stanoveni

Po ustaleni provoznich teplot plynového chromatogafu provedeme nastiik 1 pl standardu
methanolu v 50 %(v/v) ethanolu o koncentraci pfiblizn€ 4 g/l. Po nastfiku musime vyckat az se
signal detektoru po vyeluovani vSech slozek standardu vrati na zakladni linii. Nastiik standardu
opakujeme 3x. Pak provedeme nastiik 1 pl vzorku destilatu (ktery jsme pied analyzou
100 x zfedili) a opét opakujeme 3x. Pfi analyze realného vzorku destilatu je tieba pocitat s
moznou pritomnosti vySe-vroucich sloZek (ethylacetat, isobutanol, butanol, isoamylalkohol,
2-methyl-1-butanol, amylalkohol, ...) a dobu analyzy piiméfené prodlouzit. Po skonceni analyzy
realného vzorku musime zopakovat analyzu standardu o koncentraci 4g/1 pro ovéfeni davkovani.
Pfi praci s plynovym chromatografem dbejte pokynii vedouciho cviceni.

Zbytky chemikalii vylévame do zvlastniho barelu.
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Vyhodnoceni:

Pro vyhodnoceni obsahu methanolu v redlném vzorku sestrojte kalibracni zavislost plochy
piku methanolu na koncentraci, proloZte linedrni regresi a vypoctéte obsah methanolu v
piedlozeném vzorku.

Stanoveny obsah methanolu v destilatu srovnejte s Vyhlaskou Ministerstva zeméd¢€lstvi
190/2008 Sh., o technickych poZadavcich na vyrobu, skladovani a zpracovani lihu (student si

najde na internetu) a rozhodnéte, zda piedloZzeny destilat tuto vyhlasku spliuje.
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